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穿山甲属动物的 ＤＮＡ条形码及在穿山甲
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［摘要］　目的：完善基于ＣＯＩ序列的ＤＮＡ条形码鉴定法，用于穿山甲属动物及其商品药材的分子鉴定。方法：
从穿山甲属动物及穿山甲常见混伪品原动物的鳞甲、肌肉组织或蹄甲中提取ＤＮＡ，扩增ＣＯＩ序列并双向测序，对序
列进行Ｋ２Ｐ遗传距离分析、Ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ检验、单倍型分析、系统发育树的聚类分析、条形码间隙自动检索法
（ＡＢＧＤ）（Ａｕｔｏｍａｔｉｃｂａｒｃｏｄｅｇａｐｄｉｓｃｏｖｅｒｙ）划分。用建立的 ＤＮＡ条形码方法对收集的 ３５份穿山甲商品进行鉴定。
结果：ＣＯＩ序列扩增成功，对齐后序列长度为６００ｂｐ。遗传距离分析显示，种间差异大于种内差异，物种间具有一定
遗传间隔；系统发育树的聚类分析和ＡＢＧＤ划分能够有效鉴别穿山甲及其混伪品。对３５份甲片商品进行了准确鉴定；发
现近来出现较多的印度穿山甲甲片，对其进行性状描述。结论：基于ＣＯＩ序列的ＤＮＡ条形码是鉴定穿山甲的有效手段。
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［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＭａｎｉｓＳｑｕａｍａ；ＤＮＡｂａｒｃｏｄｅ；ＣＯＩ；ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

穿山甲为鲮鲤科动物穿山甲 Ｍａｎｉｓｐｅｎｔａｄａｃｔｙｌａ
Ｌｉｎｎａｅｕｓ的鳞甲，始载于 《名医别录》［１］，具通经下

乳、消肿排脓、搜风通络之功，可用于经闭瘕、

乳汁不通、痈肿疮毒、风湿痹痛、中风瘫痪、麻木

拘挛［２］。现代药理研究表明，穿山甲在降低血液黏

度、升高白细胞、镇痛、抗炎和促使炎症修复等方

面也有重要作用［３］。

穿山甲以白蚁为食，生活习性特殊，繁育困难，

迄今未能成功实现人工养殖，供应完全依赖野生资

源。近二三十年来，由于乱捕滥猎和栖息地的破坏，

野生资源急剧减少，穿山甲药材的供应量大幅下降，

价格日益增长，市场上出现从东南亚和非洲走私其

他穿山甲属物种的甲片替代入药，以及多种其他掺

假行为［４］。调查发现，药材市场上，中华穿山甲
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Ｍｐｅｎｔａｄａｃｔｙｌａ、马来穿山甲 Ｍｊａｖａｎｉｃａ、印度穿山
甲Ｍｃｒａｓｓｉｃａｕｄａｔａ、南非穿山甲 Ｍｔｅｍｍｉｎｃｋｉｉ、大穿
山甲 Ｍｇｉｇａｎｔｅａ、树穿山甲 Ｍｔｒｉｃｕｓｐｉｓ和长尾穿山
甲Ｍｔｅｔｒａｄａｃｔｙｌａ均有发现［５６］。其他用于掺假的有

猪、牛、羊的蹄甲等。为保证临床用药的安全有效，

有必要对穿山甲的来源进行准确鉴定。

目前，过度捕猎和走私猖獗使穿山甲属所有物

种均濒临灭绝。世界自然保护联盟 《濒危物种红色

名录（２０１７）》将中华穿山甲和马来穿山甲列为 “极

度濒危”物种，将其他穿山甲物种列为 “濒危”或

“易危”物种。２０１７年，８种穿山甲均被列入 《濒

危野生动植物种国际贸易公约》（ＣＩＴＥＳ）附录一。
穿山甲的准确鉴定也是保护穿山甲的必要条件。

目前，穿山甲常用的鉴别方法为性状鉴别法，

某些种类的穿山甲甲片的性状极相似，即使有专业

的技术与丰富的经验，也难以对其基原进行准确鉴

定。另外有薄层色谱法、红外光谱法、荧光分析法、

离子色谱法、高效液相色谱法、高效毛细管电泳法

等，这些方法多用在鉴别掺杂穿山甲、塑料制品、

猪蹄甲等掺伪品［６１３］。与上述鉴别方法相比，ＤＮＡ
分子技术不受样品形态、数量等限制，对于其基原

鉴定具有独特的优势，因此近年来有不少研究者开

始利用ＤＮＡ分子鉴定法对穿山甲进行研究，如尹艳
等［１４］建立了穿山甲特异性多聚酶链式反应（ＰＣＲ）鉴
别方法，邢亚琳等［１５］运用 ｃｙｔｂ基因、１２ＳｒＲＮＡ基
因、随机扩增多态性 ＤＮＡ标记（ＲＡＰＤ）引物及微卫
星引物对穿山甲进行鉴定等。

ＤＮＡ条形码是目前公认可以对生物物种进行准确
鉴定的技术。部分研究者应用此方法对穿山甲进行了

研究，如邢亚琳［１６］的ＤＮＡ条形码研究中对３种穿山
甲进行了分析；贾静等［１７］对中华穿山甲及混伪品

猪、牛、羊进行分析，但均缺乏对穿山甲属所有种

及混伪品的全面分析。鉴于我国药材市场穿山甲来

源复杂多样，利用ＤＮＡ条形码技术鉴别穿山甲药材
的基原，了解其商品流通的情况，对加强其质量控

制具有一定的意义。因此，为进一步充实穿山甲

ＤＮＡ条形码鉴定的内容，本研究基于 ＣＯＩ序列探讨
ＤＮＡ条形码鉴定穿山甲属及其他混伪品的可行性。

１　材料与方法

１１仪器
高速冷冻离心机（ＨＣ３０１８Ｒ，安徽中科中佳科

学仪器有限公司）；电热三用水箱（ＢＯＳ２，北京市医

疗设备厂）；电泳仪（ＤＹＹ６Ｃ，北京市六一仪器
厂）；多功能暗箱式紫外分析仪（ＣＢＩＯＵＶ６Ａ１，北
京赛百奥科技有限公司）；分析天平（ＡＬＣ２１０４，
ＡＣＣＵＬＡＢ）；自 动 振 荡 器 （ＭＸＳ，ＳＣＩＬＯＧＥＸ）；
ＰＣＲ仪（２７２０，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ）；Ｎａｎｏｄｒｏｐ分光光
度计（ＮＤ２０００Ｃ，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；迷你笔
型电磨笔（１８Ｖ，上海辰灵贸易有限公司）。

１２试剂

琼脂糖（ＶｅｔｅｃｔＭＲＥＡＧＥＮＴｇｒａｄｅＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，
１１１８６０）；无水乙醇（天津市大茂化学试剂厂，
２０１８０８０１）；ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ（ＴＩＡＮＧＥＮ ＢＩＯＴＥＣＨ，
Ｒ６８３０）；血液／细胞／组织基因组 ＤＮＡ提取试剂
盒（离 心 柱 型）（ＴＩＡＮＧＥＮ ＢＩＯＴＥＣＨ，Ｒ６７２５）；
ＳｕｐｅｒＲｅｄ／ＧｅｌＲｅｄ（Ｂｉｏｓｈａｒｐ， ６８１１０１６０）； Ｄ２０００
（ＴＩＡＮＧＥＮＢＩＯＴＥＣＨ，ＭＤ１１４）；６×ＤＮＡ ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ（ＴＩＡＮＧＥＮＢＩＯＴＥＣＨ，Ｒ６１１６）；２×ＴａｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴＩＡＮＧＥＮＢＩＯＴＥＣＨ，Ｒ６５２５）。

１３材料

本研究收集了中华穿山甲及其混伪品共计１１个
物种３８份样品，并从 ＮＣＢＩ上下载了３７条序列（均
经质量检验，以确定下载序列与物种对应关系的准

确性［１８１９］），具体信息详见表１～２。中华穿山甲来
自广州市野生动物救护中心。实验样品均经广州市

野生动物救护中心邹洁建工程师和作者鉴定。另外，

从各地药店及药企收集了３５份穿山甲生甲片商品，
具体商品信息详见表３。

１４方法

１４１ＤＮＡ提取　穿山甲甲片和蹄甲类伪品用无水
乙醇浸泡１２ｈ，每３ｈ将乙醇换一遍，同时通过振
荡器轻轻振荡清洗；之后以去离子水重复以上步骤。

在６０℃烘干，在紫外灯下正反面分别各照射灭菌
３０ｍｉｎ。［１６］然后用已灭菌的刀片刮去角质层的外层污
染，取内层，用小型电磨机磨成细粉。取细粉约

０２ｇ，在裂解步骤中加５００μＬＧＡ、１００μＬ二硫苏
糖醇（ＤＴＴ）［２０］、５０μＬ蛋白酶 Ｋ，５６℃水浴过夜，
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ后取上清液，其余步骤按
照血液／细胞／组织基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮ
ＧＥＮ）说明书步骤提取样品ＤＮＡ。

舌头及其他肌肉组织取约２５ｍｇ，按照血液／细
胞／组织基因组ＤＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ）说明书
步骤提取样品ＤＮＡ。
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表１　穿山甲及其混伪品样品信息

种名 部位 数量 样品编号 样品来源

中华穿山甲Ｍｐｅｎｔａｄａｃｔｙｌａ 鳞甲 ３ ＳＴ０１、ＳＴ０２、ＳＴ０３ 广州市野生动物救护中心

马来穿山甲Ｍｊａｖａｎｉｃａ 舌头 ７ ＭＳ１～ＭＳ７ 肇庆市野生动物救护中心

舌头 ９ Ｓ１～Ｓ９ 广州市野生动物救护中心

鳞甲 ３ Ｃ１～Ｃ３ 广州市野生动物救护中心

印度穿山甲Ｍｃｒａｓｓｉｃａｕｄａｔａ 鳞甲 ４ Ｓ１０１～Ｓ１０４ 中量药业

树穿山甲Ｍｔｒｉｃｕｓｐｉｓ 鳞甲 １ ＳＨ１ 中量药业

大穿山甲Ｍｇｉｇａｎｔｅａ 鳞甲 １ Ｆ１ 中量药业

猪Ｓｕｓｓｃｒｏｆａｄｏｍｅｓｔｉｃｕｓ 蹄甲 ２ Ｚ１、Ｚ２ 广东省广州市

肌肉 １ Ｚ３ 广东省广州市

山羊Ｃａｐｒａｈｉｒｃｕｓ 蹄甲 １ Ｙ１ 青海省西宁市

绵羊Ｏｖｉｓａｒｉｅｓ 蹄甲 １ Ｙ２ 青海省西宁市

水牛Ｂｕｂａｌｕｓｂｕｂａｌｉｓ 蹄甲 １ ＳＮ１ 广东省广州市

黄牛Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ 蹄甲 ２ ＨＮ１、ＨＮ２ 广东省广州市

牦牛Ｂｇｒｕｎｎｉｅｎｓ 蹄甲 ２ ＭＮ１、ＭＮ２ 青海省西宁市

表２　ＧｅｎＢａｎＫ下载的穿山甲及其混伪品的序列信息

种名 数量 ＧｅｎＢａｎＫ登录号

中华穿山甲Ｍｐｅｎｔａｄａｃｔｙｌａ １３ ＪＮ４１１５７７、ＭＧ１９６３０７、ＫＴ４４５９７８、ＬＣ１４５０５９、ＫＴ４２８１５３、ＫＴ４２８１５２、ＫＴ４２８１５１、
ＫＴ４２８１５０、ＫＴ４２８１４９、ＫＣ６９０３０９、ＫＣ６９０３０８、ＫＣ６９０３０７、ＫＣ６９０３０６

树穿山甲Ｍｔｒｉｃｕｓｐｉｓ ２ ＭＧ１９６２９８、ＫＪ１９２８４８

大穿山甲Ｍｇｉｇａｎｔｅａ ２ ＫＪ１９２８３７、ＭＧ１９６３０３

菲律宾穿山甲Ｍｃｕｌｉｏｎｅｎｓｉｓ ３ ＮＣ０３６４３４、ＭＧ１９６３０８、ＫＸ３５６６９０

南非穿山甲Ｍｔｅｍｍｉｎｃｋｉｉ ３ ＭＧ１９６３００、ＭＦ５３６６８７、ＭＦ５３６６８６

长尾穿山甲Ｍｔｅｔｒａｄａｃｔｙｌａ ３ ＭＧ１９６２９９、ＫＸ０１２６７８、ＫＸ０１２６７９

山羊Ｃｈｉｒｃｕｓ ２ ＭＨ２２９９５２、ＬＳ９９２６６２

绵羊Ｏａｒｉｅｓ ２ ＫＵ６８１２２４、ＫＵ６８１２２３

水牛Ｂｂｕｂａｌｉｓ ２ ＫＸ７５８４０２、ＫＸ７５８３５１

黄牛Ｂｔａｕｒｕｓ １ ＨＱ８６０４２０

牦牛Ｂｇｒｕｎｎｉｅｎｓ １ ＫＸ８５９２８９

黄羊Ｐｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ ３ ＫＣ６７９０５１、ＫＣ６７９０４８、ＫＣ６７９０４６

表３　穿山甲商品信息表
数量 编号 来源

３１ Ａ１０１～Ａ１３１ 北京三和药业

１ Ｂ１０１ 广东省珠海市万生药业有限公司

１ Ｂ１０２ 云南省昆明市福林堂药业

１ Ｂ１０３ 山西省长治国大万民药房

１ Ｂ１０４ 山东菏泽

１４２ＰＣＲ扩增及测序　采用 ＣＯＩ序列通用引物
ＭＣＯＩＦ（ＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＣＡＡＡＧＡＣＡＴＣＧＧ）、ＭＣＯＩＲ
（ＴＴＣＴＧＧＧＴＧＴＣＣＧＡＡＡＡＡＴＣＡ）［１６］，对提取的 ＤＮＡ
进行ＰＣＲ扩增。扩增程序：９５℃５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
５０℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。
ＰＣＲ反应体积为１５μＬ，包含６μＬ２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ
（ＴＩＡＮＧＥＮ），正反向引物各０５μＬ［生工生物工程
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（上海）股份有限公司］，模板 ＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
６μＬ补足体积至１５μＬ。实验中设置无 ＤＮＡ模板的
空白对照组。将 ＰＣＲ扩增产物送至上海美吉生物医
药科技有限公司进行双向测序。

１４３序列分析　用 ＤＮＡＳＴＡＲ软件中的 Ｓｅｑｍａｎ对
所得序列进行拼接，去除引物区，并对碱基进行人

工校对。将所有序列在 ＭＥＧＡ（６０版本）中对齐后，
分析序列碱基组成和变异位点。

１４４单倍型分析　用ＤＮＡｓｐｖ５软件对ＣＯＩ序列进
行单倍型分析，并计算中华穿山甲的平均核苷酸多

样性（ｐｉ）［２１］，将中华穿山甲中数量最多的序列规定
为核心单倍型，其他序列则为稀有单倍型。以正品

核心单倍型为标准序列，以稀有单倍型和其之间的

相似度为正品的相似度范围，考察伪品所有单倍型

与正品核心单倍型的相似度范围，确定正品的相似

度鉴别指标。

１４５种内、种间遗传距离分析及 Ｂａｒｃｏｄｅｇａｐ分
析　将所有序列用 ＭＥＧＡ软件进行 Ｋ２Ｐ（Ｋｉｍｕｒａ２
ｐａｒａｍｅｔｅｒ）遗传距离分析。并利用ＴＡＸＯＮＤＮＡ／Ｓｐｅｃｉｅｓ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ软件计算种内及种间遗传距离的分布频率，
并在Ｅｘｃｅｌ中画出频率分布直方图，进行条形码间隙
（ｂａｒｃｏｄｅｇａｐ）分析［２２］。

１４６系统发育树的聚类分析　在 ＭＥＧＡ软件中用
邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，ＮＪ）构建系统聚类
树。系统树各分支的置信度用自举检验法（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｔｅｓｔ），检验各分支的支持率，共进行１０００次循环。
１４７ＡＢＧＤ划分　ＡＢＧＤ（Ａｕｔｏｍａｔｉｃｂａｒｃｏｄｅｇａｐｄｉｓ
ｃｏｖｅｒｙ）基于遗传距离对样品进行划分，划分在同一
组的样品被认定为是一个种［２３］。将样品对齐的序列

在线提交到 ＡＢＧＤ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗａｂｉｓｎｖｊｕｓ
ｓｉｅｕｆｒ／ｐｕｂｌｉｃ／ａｂｇｄ／ａｂｇｄｗｅｂｈｔｍ），参数设置为：种
内差 异 先 验 值 （ｐｒｉｏｒｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ）Ｐ

为０００１到０１，最小相对 ｇａｐ宽度值（Ｍｉｎｉｍｕｍ
ｒｅｌａｔｉｖｅｇａｐｗｉｄｔｈ）Ｘ为１０（Ｋ８０）。
１４８商品的鉴定　基于穿山甲及其混伪品的 ＣＯＩ
序列的单倍型信息及物种信息建立比对数据库，穿

山甲商品序列可通过ＤＮＡＭＡＮ软件与自建穿山甲条
形码数据库中的序列进行比对，从而确定商品的物

种。通过邻接法与数据库的序列构建系统聚类树，

系统树各分支的置信度用自举检验法（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｔｅｓｔ），检验各分支的支持率，共进行１０００次循环。
并用ＡＢＧＤ划分法对商品序列与数据库序列一起进
行划分，参数设置与１２７一致。

２　结果

２１ＤＮＡ条形码特征
２１１ＣＯＩ序列碱基组成和变异位点　测序结果拼接
且去除引物后得到６５８ｂｐ的序列，所有序列对齐后
长度为６００ｂｐ，其中变异位点有 ２３２个，碱基 Ｔ、
Ｃ、Ａ、Ｇ平均含量分别为２８９％、２７６％、２６８％、
１６７％。其中Ａ＋Ｔ含量（５５７％）明显高于Ｇ＋Ｃ含
量（４４３％），核苷酸碱基构成的偏倚是线粒体蛋白
质编码基因的一个显著特征。

２１２单倍型分析　穿山甲及其混伪品的 ７５条
６００ｂｐ的ＣＯＩ序列，分为了４５种单倍型。中华穿山
甲不同来源样品序列有 １６条，种内变异位点有
１２个，ＧＣ含量为０４４～０４５，共获得６种单倍型
（Ｈａｐ１～Ｈａｐ６）。中华穿山甲ＣＯＩ基因片段的平均核
苷酸多样性（ｐｉ）为０００３７８，单倍型多样性（Ｈｄ）为
０７４３。ＣＯＩ基因片段中，正品的稀有单倍型与其核
心单倍型之间的相似度为９８８３％～９９６７％，而伪品
所有单倍型与正品核心单倍型的相似度为７９５０％～
９５１７％。表４和图１显示了中华穿山甲的单倍型类
型及核心单倍型的序列。

表４　中华穿山甲单倍型类型

单倍型类型
位置／ｂｐ

２４ ６０ １１１ １３８ ２６７ ３００ ３２５ ３７８ ４９８ ５３４ ５４０ ６００

Ｈａｐ１ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ａ

Ｈａｐ２ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ａ

Ｈａｐ３ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ

Ｈａｐ４ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ａ

Ｈａｐ５ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ａ

Ｈａｐ６ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ａ

·４２２１·



２０１９年９月　第２１卷　第９期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｓｅｐ２０１９　Ｖｏｌ２１　Ｎｏ９

图１　中华穿山甲核心单倍型（Ｈａｐ２）序列

２１３种内及种间遗传距离分析　穿山甲及其混伪品
的种内遗传距离为０～００１２，种内平均遗传距离为
０００３７，最大值出现在南非穿山甲Ｍａｎｉｓｔｅｍｍｉｎｃｋｉｉ。
种间遗传距离值为００４４～０３３４，种间差异净值的
最小值出现在马来穿山甲 Ｍｊａｖａｎｉｃａ与菲律宾穿山
甲 Ｍｃｕｌｉｏｎｅｎｓｉｓ之间，为００４４；最大值出现在猪
Ｓｕｓｓｃｒｏｆａｄｏｍｅｓｔｉｃｕｓ与黄羊 Ｐｒｏｃａｐｒａｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ之间，
达到了０３３４。种间平均遗传距离为０２５５，远大于
Ｈｅｂｅｒｔ所推荐的物种鉴定最小种间遗传距离
００２０［２４２５］。种间平均遗传距离约为种内平均遗传距
离的６９倍，说明ＣＯＩ序列能够对穿山甲及其混伪品
进行有效的鉴定。

２１４ＢａｒｃｏｄｅＧａｐ检验　Ｂａｒｃｏｄｅｇａｐ检验结果（见
图２）显示，穿山甲及其混伪品的种内遗传距离为
０％～２％，种间遗传距离 ＞３％，存在 ＧＡＰ区，即
种内遗传距离最大值 ＜种间遗传距离最小值，说明
穿山甲及其混伪品的 ＣＯＩ序列具有较高的种内稳定
性和种间差异性，具有一定的遗传间隔。

图２　种内和种间遗传距离的分布

２１５系统发育树的聚类分析　由邻接法构建的系
统聚类树（见图３）可知，中华穿山甲与其他混伪品
均单独聚为一支，支持率均大于９５％，各物种可以

区分开。其中，这７５条序列分成了２大支系，为穿
山甲属和其他混伪品。穿山甲属又分成了２个支系：
第一个支系为产于亚洲的种类，即马来穿山甲、菲

律宾穿山甲、印度穿山甲、中华穿山甲，这个支系

中又分为２个支系，马来穿山甲与菲律宾穿山甲聚
为一支，印度穿山甲与中华穿山甲聚为一支。第二

个支系为产于非洲的大穿山甲、南非穿山甲、树穿

山甲、长尾穿山甲，在这个支系中也出现２个分支，
大穿山甲、南非穿山甲为一分支，树穿山甲、长尾

穿山甲为另一分支。

２１６基于距离的分类分析　用 ＡＢＧＤ对７５个样品
进行划分，结果包括初始划分和递归划分２种情况
（见图 ４）：初始划分较稳定，７５个样品被分成 １２
组。递归划分把７５个样品分成１～３１组；Ｐ值介于
００１～００３时，７５个样品被稳定地划分成１５个组；
这１５个分组分别代表了研究的１５个物种，与聚类
分析结果呈一一对应关系（见图３）。

２２穿山甲商品的鉴定

３５批穿山甲甲片商品 ＣＯＩ序列与自建的穿山甲
条形码数据库比对结果见表５。在商品序列与自建
数据库的序列通过邻接法构建的系统聚类树中，

Ａ１１４、Ｂ１０３与中华穿山甲聚为一支；Ａ１０１～Ａ１１３、
Ａ１１５、Ａ１１６、Ａ１３０与印度穿山甲聚为一支；Ａ１１７～
Ａ１２８、Ｂ１０１、Ｂ１０４与马来穿山甲聚为一支；Ａ１２９、
Ｂ１０２与大穿山甲聚为一支；Ａ１３１与树穿山甲聚为
一支。同样地，ＡＢＧＤ递归划分将３５个样品分别划
分进中华穿山甲组（Ａ１１４、Ｂ１０３）、马来穿山甲组
（Ａ１１７～Ａ１２８、Ｂ１０１、Ｂ１０４）、印度穿山甲组（Ａ１０１～
Ａ１１３、Ａ１１５、Ａ１１６、Ａ１３０）、大穿山甲组（Ａ１２９、
Ｂ１０２）和树穿山甲组（Ａ１３１）。３种方法结果一致。
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图３　基于ＣＯＩ序列构建中华穿山甲及其混伪品的ＮＪ树及ＡＢＧＤ递归划分结果

图４　７５个样品的ＡＢＧＤ划分结果

　　综合以上结果可知，３５份穿山甲商品中，仅有
Ａ１１４与Ｂ１０３为中华穿山甲（５７％），其他样品均为
伪品。其中，以印度穿山甲（４５７％）、马来穿山甲
（４０％）为最多。

２３印度穿山甲甲片性状特征
印度穿山甲甲片（见图５）因生长部位不同，形状

大小也不一致。一般多呈扇面形，长１８～６２ｃｍ，
宽２１～６ｃｍ，厚 １７６～４６６ｍｍ。甲片外表呈褐
色。背面宽端较厚，窄端较薄，中央较厚，边缘较

薄。边缘圆滑整齐或被磨损，有的有皮肉残留。背

面有多数纵向排列的线纹及在靠近顶端边缘的地方

会有数条横线纹，背面的窄端较光滑，常有零乱与

砂石摩擦的痕迹。内表面色较浅，中部有一条明显

突起的弓形横向棱线，其下方有数条与棱线相平行

的细纹，偶有残留皮脂飞边或毛，纵向凸起纹理的

面向上隆起呈弧形。角质质地较轻（平均密度为

１５７ｇ·ｃｍ－３），半透明。气微腥，味淡。
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表５　３５批穿山甲甲片商品比对结果
编号 比对结果 数量 相似度／％

Ａ１０１～Ａ１１３、Ａ１１５、Ａ１１６、Ａ１３０ 印度穿山甲Ｍａｎｉｓｃｒａｓｓｉｃａｕｄａｔａ １６ ９９～１００

Ａ１１７～Ａ１２８、Ｂ１０１、Ｂ１０４ 马来穿山甲Ｍａｎｉｓｊａｖａｎｉｃａ １４ ９９～１００

Ａ１１４、Ｂ１０３ 中华穿山甲Ｍａｎｉｓｐｅｎｔａｄａｃｔｙｌａ ２ ９９

Ａ１２９、Ｂ１０２ 大穿山甲Ｍａｎｉｓｇｉｇａｎｔｅａ ２ ９９～１００

Ａ１３１ 树穿山甲Ｍａｎｉｓｔｒｉｃｕｓｐｉｓ １ ９９

图５　印度穿山甲甲片

３　讨论

成功ＤＮＡ提取是分子鉴定的基础。穿山甲甲片
及混伪品蹄甲为高度角质化的材料，一般方法难以

提取ＤＮＡ。在本研究中，曾尝试用结合酶消化的酚
三氯甲烷法提取［２４］，耗时近一周；而用ＤＴＴ结合试
剂盒［２６］的方法提取，仅需１ｄ即可提取成功。前者
提取的ＤＮＡ浓度高于后者，但因后者效率更高且扩
增效率也好，最终选择 ＤＴＴ结合试剂盒的方法进行
提取。在ＤＮＡ提取之前，甲片及蹄甲应用无水乙醇
浸泡消毒，再用无菌水浸泡，充分烘干后在紫外灯

下照射消毒。在取样时，需刮去甲片及蹄甲表层，

取内层，否则容易出现外源ＤＮＡ的污染的情况，影
响测序结果甚至出现扩增出菌的现象。

本研究利用ＣＯＩ通用引物对穿山甲及其混伪品
的ＤＮＡ进行扩增，均得到了１００％的扩增效率与测
序效率。采用 Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ模型计算遗传距
离，发现种间平均遗传距离为种内平均遗传距离的

６９倍，满足种间差异是种内差异的１０倍的条件，并
且种间最小遗传距离大于种内最大遗传距离。

Ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ检验表明，穿山甲及其混伪品的 ＣＯＩ
序列具有一定的遗传间隔。

从构建的ＮＪ树可以看出，１５个物种７５份样品
均得到了较好的区分，各物种形成相对独立的支。

其中，产于亚洲的穿山甲物种和产于非洲的穿山甲

物种形成两个明显的分支，说明亚洲产穿山甲和非

洲产穿山甲有明显分化，亲缘关系较远，将其区分

成不同的属是合适的。亚洲支和非洲支又分别形成两

个分支，即中华穿山甲与印度穿山甲、马来穿山甲与

菲律宾穿山甲、大穿山甲与南非穿山甲、树穿山甲与

长尾穿山甲。在新的分类系统中，穿山甲属仅包括４
种亚洲产穿山甲。其中中华穿山甲与印度穿山甲能爬

树，但主要营地栖生活，有观点将两者列为指名亚属

Ｍａｎｉｓ；马来穿山甲和菲律宾穿山甲均倾向树栖，后
者以前一直作为前者的亚种，２００５年才上升为独立的
种；两者为另一亚属 Ｐａｒａｍａｎｉｓ。大穿山甲和南非穿
山甲形体大，地栖，几乎不上树，在新的分类系统中

归属于地穿山甲亚属，或另立地穿山甲属Ｓｍｕｔｓｉａ。树
穿山甲和长尾穿山甲则为树栖，基本不下地，分别代

表树穿山甲亚属 Ｐｈａｔａｇｉｎｕｓ和长尾穿山甲亚属
Ｕｒｏｍａｎｉｓ，或组成树穿山甲属Ｐｈａｔａｇｉｎｕｓ［２６］。

ＡＢＧＤ法是一种基于 ｂａｒｃｏｄｅｇａｐ对序列进行分
类的方法，它的优点是快速、简单，即便出现种内和

种间遗传距离分布重叠的现象，也可以对数据集进行

有效的划分［２３］。在本研究中将 ＡＢＧＤ法作为对数据
分类的一种补充方法，与聚类分析结合，可为分类结

果的正确性提供支持，使得研究更加完善。用ＡＢＧＤ
法进行划分，初始划分只能对８０％（１２／１５）的物种进
行解析。在递归划分中，Ｐ值介于 ００１～００３时，
为较可靠的分组［２２］；本研究中，１５个物种在Ｐ值为
００１～００３时，得到了稳定的划分，结果与形态鉴
定结果、聚类分析结果呈对应关系。

综合以上结果可知，基于ＣＯＩ序列的ＤＮＡ条形
码是穿山甲属物种鉴定的有效手段，能够为穿山甲

的快速鉴定提供可靠依据。

近年来已有穿山甲ＣＯＩ条形码研究的报道［１４１７］。

本研究中，除增加了大穿山甲实体样本外，更为重

要的是建立的数据库中包含了目前全球穿山甲属物

种所有的ＣＯＩ单倍型序列。另外，采取了序列相似
性分析、系统发育树构建和 ＡＢＧＤ递归划分３种方
法进行综合鉴定。全面的数据库和综合鉴定手段，

提高了穿山甲的鉴定效率和准确性。

应用ＤＮＡ条形码的方法在穿山甲商品的鉴定中
发现正品穿山甲甚少，主流商品为马来穿山甲和印度

·７２２１·
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穿山甲。印度穿山甲以前较少报道，目前市场上逐渐

增多。我们对印度穿山甲的性状特征进行了详细描述，

发现其与中华穿山甲、马来穿山甲在形态上极为相似

（树穿山甲和大穿山甲有比较明确的性状鉴别特征［６］）。

我们又对３种穿山甲甲片密度进行了测定，发现马来穿
山甲、印度穿山甲、中华穿山甲的平均密度分别为

１４９、１５７、１６０ｇ·ｃｍ－３；马来穿山甲质地较轻，而印
度穿山甲与中华穿山甲的质地接近。虽然三者从性状上

难以区分，但用ＤＮＡ条形码可准确鉴定其基原。
基于ＣＯＩ序列的ＤＮＡ条形码鉴别方法，可从分

子水平实现对穿山甲的有效鉴定，为穿山甲的市场

监管、打击非法贸易及保护穿山甲资源提供技术支

持，具有重要的实用价值。目前，这种方法在市售

鹿茸粉、僵蚕、海马等药材中也取得了成功，说明

ＤＮＡ条形码技术在动物药商品鉴定中是行之有效
的，值得推广应用［２７２９］。
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