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　　摘要：对１４个藤黄属物种２６份样品的ＩＴＳ和ｍａｔＫ进行ＰＣＲ扩增和测序，应用Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ遗传距离与
最大似然法（ＭＬ）和邻接（ＮＪ）系统树分析法进行分析，旨在研究其种间亲缘关系。结果发现，所有藤黄属样品分为四
大支且能明显分开，显示出该属植物的亲缘关系。分布于亚洲和美洲的物种能够分开，表明不同的地理环境造成了不

同的进化方向。木竹子和菲岛福木在我国有较高的遗传多样性。ＩＴＳ＋ｍａｔＫ序列分析可作为藤黄属植物亲缘关系鉴
定的手段。
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　　藤黄属（Ｇａｒｃｉｎｉａ）植物是藤黄科（Ｃｌｕｓｉａｃｅａｅ）乔木或灌
木，全世界约４５０种，主要分布在热带亚洲、非洲南部及波利
尼西亚西部。我国有２１种，其中１３种为特有种，产于台湾南
部，福建，广东，海南，广西南部，云南南部、西南部至西部，西

藏东南部，贵州南部及湖南西南部［１］。

藤黄属植物有很高的食用价值和药用价值。莽吉柿（Ｇ．
ｍａｎｇｏｔａｎａＬｉｎｎ．）是一种著名的热带水果，被称为“热带水果
皇后”［２］。本属植物富含天然苯甲酮成分，具有很好的抗菌、

抗病毒、抗细胞毒素、抗ＨＩＶ和抗真菌活性特性［３］，现代药理

学证明，部分藤黄属植物具有潜在的治疗 ＨＩＶ［４］和癌症［５］的

能力。Ｂｕｒｋｉｌｌ１９６６年在《马来半岛经济作物》一书中记载了
藤黄属植物可用于产后恢复，治疗痛经、痢疾和发烧。

在我国，藤黄属植物也有很广泛的用途，如傣族、黎族等

长期采摘大叶 藤 黄 （Ｇ．ｘａｎｔｈｏｃｈｙｍｕｓＨｏｏｋ．ｆ．ｅｘＴ．
Ａｎｄｅｒｓ．）、岭南山竹子（Ｇ．ｏｂｌｏｎｇｉｆｏｌｉａＣｈａｍｐ．ｅｘＢｅｎｔｈ．）和
版纳藤黄（Ｇ．ｘｉｐｓｈｕａｎｂａｎｎａｅｎｓｉｓＹ．Ｈ．Ｌｉ）的果实当作水果
和食物调料。中药藤黄是我国的传统药材，中医用其治疗痈

疽肿毒、溃疡、湿疮、肿瘤、顽癣、跌打损伤、创伤出血及烫伤

等［６］。金丝李（Ｇ．ｐａｕｃｉｎｅｒｖｉｓＣｈｕｎｅｔＨｏｗ）是我国二级保护
植物和珍贵的用材树种［７］。木竹子（Ｇ．ｍｕｌｔｉｆｌｏｒａＣｈａｍｐ．ｅｘ
Ｂｅｎｔｈ．）和岭南山竹子因其种子含油，可用于制作肥皂和机械
润滑油。藤黄属植物也是重要的观赏植物，如大叶藤黄和木

竹子都有很高的观赏价值，常被用作园林树木［８－９］。菲岛福

木（Ｇ．ｓｕｂｅｌｌｉｐｔｉｃａＭｅｒｒ．）是我国沿海地区营造防风林的理想
树种。

由于藤黄属植物具有重要的价值，研究其种间亲缘关系、

系统发育，为今后广泛地栽培利用提供基础资料很有必要。

ＤＮＡ条形码是用一段短的标准的序列对物种进行鉴定的新
方法，具有快速、准确、可重复的特点，为物种的鉴定和亲缘关

系的研究提供了新思路［１０］。

在真核生物中，核糖体 ＤＮＡ中的１８Ｓ、５．８Ｓ和２８Ｓ的基
因组序列在大多数生物中趋于保守，在生物种间变化小，而内

转录间隔区ＩＴＳ１和 ＩＴＳ２作为非编码区，承受的选择压力较
小，相对变化较大，并且能够提供详尽的系统学分析所需要的

可遗传性状，因此被广泛用于植物分类学研究中［１１－１２］。

Ｙａｐｗａｔｔａｎａｐｈｕｍ等学者在先前的研究中已使用 ＩＴＳ序列探求
部分东南亚藤黄属物种间的亲缘关系［２，１３］。ｍａｔＫ基因位于
叶绿体ｔｒｎＫ基因的内含子中，编码一种参与 ＲＮＡ转录体中
Ⅱ型内含子剪切的成熟酶（ｍａｔｕｅａｓｅ），是叶绿体基因组的蛋
白编码区进化最快的基因之一，其核苷酸变化也可为种间系

统进化研究提供一定的信息。本研究基于 ｍａｔＫ和 ＩＴＳ序
列［１４－１５］，探讨藤黄属的亲缘关系和系统发育问题。

１　材料与方法

１．１　材料
试验所用材料取自野外和植物园，共１６个物种２８份样

品，其中藤黄属样品１４种２６份（５种在中国有分布），选取藤
黄科它属植物Ｍａｍｍｅａｓｅｓｓｉｌｉｆｌｏｒａ和 Ｍｅｓｕａｆｅｒｒｅａ作为外类群
（表１）。
１．２　方法
１．２．１　总ＤＮＡ的提取　使用改良后的ＣＴＡＢ法提取经硅胶
干燥的叶片总ＤＮＡ［１６］。
１．２．２　ＤＮＡ序列的扩增和测序　（１）ＩＴＳ序列的扩增。参考
Ｗｈｉｔｅ等的方法［１７］使用引物 ＩＴＳ－４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴ
ＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）和 ＩＴＳ－５（５′－ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴ
ＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３′）扩增ＩＴＳ１－５．８Ｓ－ＩＴＳ２完整序列。ＰＣＲ
反应体系为 ２５μＬ，包括ＤＮＡ模板１．０μＬ（１０ｎｇ）、２×
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表１　试验材料信息

编号 拉丁名　　　 中文名 来源

１ Ｇ．ｃｏｗａ 云树 中国科学院西双版纳热带植物园

２ Ｇ．ｃｏｗａ 云树 中国科学院西双版纳热带植物园

３ Ｇ．ｃｏｗａ 云树 中国科学院西双版纳热带植物园

４ Ｇ．ｈａｎｂｕｒｙｉ 汉氏藤黄 中国科学院西双版纳热带植物园

５ Ｇ．ｈａｎｂｕｒｙｉ 汉氏藤黄 中国科学院西双版纳热带植物园

６ Ｇ．ｈｏｍｂｒｏｎｉａｎａ — 马来西亚国民大学种质资源库

７ Ｇ．ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ 柠檬藤黄 中国科学院西双版纳热带植物园

８ Ｇ．ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ 柠檬藤黄 中国科学院西双版纳热带植物园

９ Ｇ．ｍａｄｒｕｎｏ — 圭亚那

１０ Ｇ．ｍａｎｇｏｓｔａｎａ 莽吉柿 中国科学院西双版纳热带植物园

１１ Ｇ．ｍａｎｇｏｓｔａｎａ 莽吉柿 海南省五指山

１２ Ｇ．ｍａｎｇｏｓｔａｎａ 莽吉柿 海南省五指山

１３ Ｇ．ｍｕｌｔｉｆｌｏｒａ 木竹子 云南省红河州

１４ Ｇ．ｍｕｌｔｉｆｌｏｒａ 木竹子 海南省五指山

１５ Ｇ．ｍｕｌｔｉｆｌｏｒａ 木竹子 海南省五指山

１６ Ｇ．ｎｅｒｖｏｓａ — 马来西亚森美兰州Ｐｓａｏｈ保护区
１７ Ｇ．ｏｂｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ 岭南山竹子 中国科学院西双版纳热带植物园

１８ Ｇ．ｏｂｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ 岭南山竹子 海南省福报山

１９ Ｇ．ｏｂｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ 岭南山竹子 海南省福报山

２０ Ｇ．ｐｅｎａｎｇｉａｎａ — 马来西亚森美兰州Ｐｓａｏｈ保护区
２１ Ｇ．ｒｏｓｔｒａｔａ — 马来西亚森美兰州Ｐｓａｏｈ保护区
２２ Ｇ．ｓｃｏｒｔｅｃｈｉｎｉｉ — 马来西亚森美兰州Ｐｓａｏｈ保护区
２３ Ｇ．ｓｕｂｅｌｌｉｐｔｉｃａ 菲岛福木 海南省福报山

２４ Ｇ．ｓｕｂｅｌｌｉｐｔｉｃａ 菲岛福木 中国科学院西双版纳热带植物园

２５ Ｇ．ｓｕｂｅｌｌｉｐｔｉｃａ 菲岛福木 中国科学院西双版纳热带植物园

２６ Ｇ．ｕｒｏｐｈｙｌｌａ — 马来西亚彭亨州弗雷泽山

２７ Ｍ．ｓｅｓｓｉｌｉｆｌｏｒａ — —

　　注：“—”表示无相关信息。

ＴａｑＰＣＲＧｒｅｅｎＭｉｘ（含 有 Ｔａｑ酶，ｄＮＴＰ，缓 冲 液 等）
１２．５μＬ、正反向引物（５ｐｍｏｌ）各１μＬ，加双蒸灭菌水补足
２５μＬ。ＰＣＲ循环条件为：９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，５５℃退火 ４５ｓ，７２℃ 延伸 １ｍｉｎ，３５个循环；最后
７２℃ 延伸 １０ｍｉｎ。
　　（２）ｍａｔＫ序列的扩增：通过文献查阅选择ｍａｔＫ－Ｆ（５′－
ＣＧＴＴＣＴＧＡＣＣＡＴＡＴＴＧＣＡＣＴＡＴＧ－３′）和 ｍａｔＫ－Ｒ（５′－
ＣＡＴＴＧＣＡＣＡＣＧＡＣＴＴＴＡＣＣ－３′）扩增 ｍａｔＫ序列［１８］。ＰＣＲ反
应体系与ＩＴＳ序列扩增相同。ＰＣＲ循环条件为：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，３０
个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增反应在 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
ＰＣＲ仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，Ｈａｍｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）上进行。

ＤＮＡ纯化和测序工作由北京铂尚生物技术有限公司
完成。

１．２．３　ＤＮＡ数据的整理　使用ＭＥＧＡ６．０对导入的序列进
行对位排列（ａｌｉｇｎｍｅｎｔ），进一步手动校对和调整；ＩＴＳ及ｍａｔＫ
序列的头和尾参照 Ｇｅｎｂａｎｋ上已有的相关系列确定；各片段
的ＧＣ含量通过ＤＮＡｓｔａｒＬａｓｅｒｇｅｎｅ计算；序列的变异位点、信
息位点和保守位点个数由ＭＥＧＡ６．０确定。
１．３　亲缘关系和系统发育分析

用ＭＥＧＡ６．０计算 ＩＴＳ＋ｍａｔＫ序列的种间 Ｋｉｍｕｒａ２－
ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）遗传距离，数据采用最大似然法（ｍａｘｉｍｕｍ
ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ＭＬ）和邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）分析。其中
邻接法分析采取 Ｋ２Ｐ距离法，进行１０００次自展重复检测支

持率；最大似然法通过 Ｍｏｄｅｌｔｅｓｔ确定最适模型（Ｋｉｍｕｒａ２－
ｐａｒａｍｅｔｅｒ＋Ｇａｍｍａｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ），自展数据值为１０００次，以
提高树中分枝的置信度［１９］。

２　结果与分析

２．１　序列测定结果
测序得到 ＩＴＳ、ｍａｔＫ序列 ５６条，将其在 ＮＣＢＩ上进行

ＢＬＡＳＴ相似性检索，均有较好的匹配程度，确认所测序列为
目标序列，检索比对结果表明测序结果准确可靠。

２．２　序列分析
在序列长度方面，ＩＴＳ（６１５～６２３ｂｐ）略短于 ｍａｔＫ（６９９～

７１５ｂｐ）。在序列ＧＣ含量上，ｍａｔＫ和 ＩＴＳ明显不同，ｍａｔＫ只
有３０．６８％，而 ＩＴＳ高达 ５１．６３％。ＩＴＳ有 ２５１个变异位点，
ｍａｔＫ相对较少，变异位点数为１１４个（表２）。
２．３　Ｋ２Ｐ遗传距离

ＩＴＳ＋ｍａｔＫ序列的种间 Ｋ２Ｐ遗传距离为 ０．００４６～
０．１９１８，平均遗传距离为０．０７６３（表３）。其中，岭南山竹子
和云树间的遗传距离最小，为０．００４６；菲岛福木和莽吉柿间
的遗传距离最大，为０．１９１８。
２．４　亲缘关系和系统发育分析

基于ＩＴＳ＋ｍａｔＫ序列以 Ｍ．ｓｅｓｓｉｌｉｆｌｏｒａ和 Ｍ．ｆｅｒｒｅａ作为
外类群，通过最大似然法（ＭＬ）和邻接法（ＮＪ）构建系统发育
树（图１、图２）。２种不同方法所构建的发育树结构基本一
致，且能将本研究涉及的１４种藤黄属样品区分开。所有样品
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表２　ＩＴＳ和ｍａｔＫ片段的序列特征

来源 片段
Ｇ＋Ｃ

含量范围（％） 平均值（％）
变异位点数

（个）

信息位点数

（个）

保收位点数

（个）

藤黄属 ＩＴＳ ４９．６０～５２．７４ ５１．６３ ２５１ １５０ ３７９
ｍａｔＫ ３０．２１～３２．２４ ３０．６８ １１４ １８ ４１７

ＩＴＳ＋ｍａｔＫ ３０．２１～５２．７４ ４１．１６ ３６５ １６８ ７９６
藤黄属和外类群 ＩＴＳ ４９．６０～５４．３１ ５１．７４ ３０１ １６９ ３２９

ｍａｔＫ ３０．２１～３２．２５ ３０．７９ １５７ ４０ ４２６
ＩＴＳ＋ｍａｔＫ ３０．２１～５４．３１ ４１．２７ ４５８ ２０９ ７５５

表３　ＩＴＳ＋ｍａｔＫ序列的种间Ｋ２Ｐ遗传距离

编号 品种
种间Ｋ２Ｐ遗传距离

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５
１ Ｇ．ｃｏｗａ
２ Ｇ．ｈａｎｂｕｒｙｉ ０．０５５２
３ Ｇ．ｈｏｍｂｒｏｎｉａｎａ ０．０５８９０．０４２７
４ Ｇ．ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ ０．０８１６０．０８０５０．０８１６
５ Ｇ．ｍａｄｒｕｎｏ ０．０８０５０．０７９４０．０７７８０．００９３
６ Ｇ．ｍａｎｇｏｓｔａｎａ ０．１３２４０．１１５９０．１０３７０．１６０５０．１５６３
７ Ｇ．ｍｕｌｔｉｆｌｏｒａ ０．０５５１０．０４８９０．０５８９０．０６３８０．０６２６０．１２８１
８ Ｇ．ｎｅｒｖｏｓａ ０．０６６４０．０６１５０．０６５２０．０６０００．０５８９０．１４２２０．０４６４
９ Ｇ．ｏｂｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ ０．００４６０．０５５２０．０６１４０．０８２９０．０８１８０．１３２４０．０５６４０．０６７７
１０ Ｇ．ｐｅｎａｎｇｉａｎａ ０．０５９００．０４４１０．０３０６０．０７９２０．０７５４０．０９０５０．０５２７０．０５８９０．０５９０
１１ Ｇ．ｒｏｓｔｒａｔａ ０．０６７５０．０６１２０．０６５００．０８２９０．０８１７０．１３４８０．０５０００．０７１５０．０６８８０．０６３８
１２ Ｇ．ｓｃｏｒｔｅｃｈｉｎｉｉ ０．０５８９０．０１５１０．０５３９０．０８５７０．０８３２０．１２５５０．０５３９０．０６４００．０６１５０．０５２７０．０６６３
１３ Ｇ．ｓｕｂｅｌｌｉｐｔｉｃａ ０．１１２３０．１０９８０．１１５００．１１０７０．１０９５０．１９１８０．０８９６０．０６３８０．１１２３０．１０９７０．１１６２０．１１２４
１４ Ｇ．ｕｒｏｐｈｙｌｌａ ０．０５６４０．００５８０．０４８９０．０８０５０．０７９３０．１１９９０．０４８９０．０６１５０．０５９００．０４７８０．０６２５０．０１７５０．１０９７
１５ Ｍ．ｓｅｓｓｉｌｉｆｌｏｒａ ０．２１５００．２１１５０．２１６１０．２１７００．２１７３０．２８５７０．１９９００．２０４９０．２１３４０．２０８４０．２１０００．２１９４０．２３４９０．２１１４
１６ Ｍ．ｆｅｒｒｅａ ０．４９３３０．５０３７０．５１２４０．５０２８０．５０３７０．５１６２０．４７８２０．４７８８０．４９３３０．４９７２０．４８２２０．５１３７０．４７９８０．５０５９０．４２５５

共聚类为四大支且主要集中于两大支，木竹子和Ｇ．ｒｏｓｔｒａｔａ分
别自成一支。２种建树结果支持云树和岭南山竹子归为一支

（自 展 支 持 率 分 别 为 ９９％ 和 １００％）；莽 吉 柿 和 Ｇ．
ｐｅｎａｎｇｉａｎａ、Ｇ．ｈｏｍｂｒｏｎｉａｎａ、Ｇ．ｓｃｏｒｔｅｃｈｉｎｉｉ等东南亚种亲缘关
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系较近。系统发育树支持 Ｇ．ｍａｄｒｕｎｏ和 Ｇ．ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ为一
小支（自展支持率均为１００％），这与其均产自热带美洲相吻
合。菲岛福木、Ｇ．ｎｅｒｖｏｓａ和 Ｇ．ｍａｄｒｕｎａ此３种亚洲物种与
Ｇ．ｍａｄｒｕｎｏ和Ｇ．ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ美洲物种聚为一支。

３　讨论与结论

２８份样品均成功扩增出 ＩＴＳ和 ｍａｔＫ片段，扩增成功率
１００％。基于ＩＴＳ＋ｍａｔＫ序列信息建树，能将所有样品区分
开，说明ＩＴＳ＋ｍａｔＫ序列可以为藤黄属物种的系统进化和亲
缘关系研究提供足够的变异信息。和前人研究一致，ｍａｔＫ序
列相对于ＩＴＳ序列较为保守，进化速度较慢。

在系统发育树中，分布于亚洲和美洲的藤黄属物种基本

能够分开，说明不同的地理环境使其产生了不同的进化方向。

而木竹子和Ｇ．ｒｏｓｔｒａｔａ自成一支，则需要进一步的研究或使
用其他ＤＮＡ条形码探究其与其他物种之间的关系。菲岛福
木、Ｇ．ｎｅｒｖｏｓａ和Ｇ．ｍａｄｒｕｎａ此３种亚洲物种与美洲物种形
成姐妹群，它们在藤黄属系统进化中的地位仍需更多的研究

来确定。采自不同省份的木竹子和菲岛福木在其种内表现出

遗传差异，说明它们具有较高的遗传多样性，并且进一步

证明ＩＴＳ＋ｍａｔＫ序列在藤黄属内有很好的鉴别能力。Ｇ．
ｐｅｎａｎｇｉａｎａ在嫁接中被当作莽吉柿的砧木使用，在系统发育
树中它们也是近缘种。

单独抽取系统发育树中分布于中国的物种，将其与基于

形态学的经典分类法所得到的系统发育树相比较，展现了高

度的相似性（图３）。例如云树和岭南山竹子在形态学上很难
区分，只能根据它们的果实性状和子房数进行分辨，本研究通

过ＤＮＡ条形码技术同样支持这一结果，其遗传距离最小只有
０．００４６。这一结果在一定程度上反映了经典分类系统的可
靠性。

　　本研究利用ＩＴＳ＋ｍａｔＫ序列通过 ＤＮＡ条形码技术初步
探究了部分藤黄属植物的亲缘关系，期望为该属植物今后的

开发利用提供必要的信息和数据。但是由于条件有限，所涉

及物种较少，希望今后可以增加新材料，完善藤黄属植物的亲

缘关系和系统发育研究。
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