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　　枳壳为芸香科植物酸橙（ＣｉｔｒｕｓａｕｒａｎｔｉｕｍＬ．）及其栽培
变种的干燥未成熟果实，枳壳首载于《神农本草经》，宋朝以

前所用枳壳的原植物为芸香科枸橘（Ｐｏｎｃｉｒｕｓｔｒｉｆｏｌｉａｔａ），明代
原植物演变为芸香科植物酸橙［１］。枳壳栽培历史悠久，并常

与柑橘林混交，不断选择产生了许多栽培品种，导致枳壳类药

材的来源复杂化。蔡逸平等对枳壳类药材进行了品种整理和

产地原植物调查，结果表明柑橘属多种植物的果实在不同地

区作枳壳用，酸橙（Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ）及其变种臭橙（Ｃ．ａｕｒａｎｔｉ
ｕｍ‘Ｘｉｕｃｈｅｎｇ’）、香橙（Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ‘Ｘｉａｎｇｃｈｅｎｇ’）、枳橙
（Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ×Ｐｏｎｃｉｒｕｓｔｒｉｆｏｌｉａｔｅ）分布于长江流域及南方各
省，以江西、四川、湖南等省产量最大，还包括香圆枳壳（Ｃ．
ｗｉｌｓｏｎｉｉＴａｎａｋａ）、甜橙枳壳［Ｃ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｌ．）Ｏｓｂｅｃｋ］、红河枳
壳（Ｃ．ｈｏｎｇｈｅｅｎｓｉｓＹ．Ｌ．Ｄ．Ｌ）、宜昌枳壳（Ｃ．ｉｃｈａｎｇｅｎｓｉｓ
Ｓｗｉｎｇｌｅ）、蟹橙枳壳（Ｃ．ｊｕｎｏｓＴａｎａｋａ）、柚枳壳［Ｃ．ｇｒａｎｄｉｓ

（Ｌ．）Ｏｓｂｅｃｋ］［２］。由于历史原因和各地用药习惯造成枳壳
品种混乱，不法商家趁机掺入伪品，目前市场上主要以柚的未

成熟果实充当枳壳［３］，其有效成分含量明显低于枳壳正品，

没有达到临床用药的含量标准，造成了市场混乱，所以枳壳药

材的基源鉴别很重要。

ＤＮＡ条形码是近年来生物分类和鉴定的研究热点和方
向，该技术不受个体形态和发育阶段的限制，具有独一无二的

可重复性，对于在形态上较难鉴定的同属近缘种，可以利用较

短的基因保守序列进行种的鉴定［４］。曹晖通过分析６种姜黄
属药用植物的 ｔｒｎＫ基因，发现序列可变区包括 ｍａｔＫ基因编
码区和ｔｒｎＫ外显子与 ｍａｔＫ内含子之间的区域，共有６个单
核苷酸多态（ＳＮＰｓ）位点、１个 ９ｂｐ的缺失重复序列和 ４、
１４ｂｐ插入重复序列，它们可以作为６种川产姜黄属药用植
物的分子鉴定标记［５］。高建平等应用ＩＴＳ序列比较了不同产
地南五味子的基源植物华中五味子及混淆品绿叶五味子的差

异及其规律，认为ＩＴＳ序列可作为中药南五味子与混淆品绿
叶五味子良好的分子标记［６］。基因组中含有丰富的遗传信

息，运用核基因序列或叶绿体基因序列鉴定药用植物及生药，

已成为分子生药学领域的发展趋势。本研究选取不同来源、

不同类型的枳壳样本２２份，对１５个低拷贝核基因序列、ＩＴＳ
序列、叶绿体基因进行筛选，以期获得可以鉴别枳壳品种的
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ＤＮＡ片段，并根据枳壳品种特征选取可以用于快速鉴定枳壳
的分子标记方法。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料采集于江西省、湖南省、四川省三大枳壳产区。

采集新鲜完整的嫩叶，用硅胶迅速干燥，于 －８０℃保存。２２
份试验材料见表１。
１．２　 方法
１．２．１　ＤＮＡ提取　用改良的 ＣＴＡＢ法［７］提取 ＤＮＡ，于
－２０℃ 冰箱保存。
１．２．２　引物设计与筛选　选取系统发育分析中常用的１５个
低拷贝序列，从甜橙全基因组中获取以上低拷贝序列全长，设

计４８对引物，扩增以上序列内含子区域，以新干界埠的臭橙
为ＤＮＡ模板扩增，与甜橙对应序列进行比对，验证为同源序
列并确定突变速率后，选取２个片段对２２份样品进行扩增，
检测其变异速率，验证片段的可用性。引物由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成，具体引物信息如表２。
１．２．３　扩增与测序　ＰＣＲ反应体系 ６０μＬ：１×ｂｕｆｆｅｒ，
２５０μｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，３ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶，
２μＬＤＮＡ模板，正向引物、反向引物各０．５μｍｏｌ／Ｌ。反应程
序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，退火（退火温度由引物
序列决定）３０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，３５个循环；７２℃延伸 ５ｍｉｎ，
１０℃保存。扩增产物送往上海生工生物工程技术服务有限
公司测序。

表１　供试枳壳情况

编号 拉丁名 来源 标本号

１ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ‘Ｘｉｕｃｈｅｎｇ’ 江西省新干县三湖镇（臭） Ｈ７２４０８
２ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ‘Ｘｉａｎｇｃｈｅｎｇ’ 江西省新干县三湖镇（香） Ｈ７２４Ｘ０４
３ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ‘Ｘｉｕｃｈｅｎｇ’ 江西省新干县荷浦乡关帝庙（臭） Ｇ７２５１１
４ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ‘Ｘｉａｎｇｃｈｅｎｇ’ 江西省新干县荷浦乡关帝庙（香） Ｇ７２５Ｘ１９
５ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ‘Ｘｉｕｃｈｅｎｇ’ 江西省新干县界埠镇（臭） Ｊ７２５０１
６ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ‘Ｘｉａｎｇｃｈｅｎｇ’ 江西省新干县界埠镇（香） Ｊ８１７Ｘ０２
７ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ‘Ｘｉｕｃｈｅｎｇ’ 江西省新干县北坑村 Ｂ７２５０１
８ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ‘Ｘｉｕｃｈｅｎｇ’ 江西省樟树市刘公庙镇 Ｌ７２５１６
９ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ‘Ｘｉｕｃｈｅｎｇ’ 江西省樟树市黄土岗谢家村 Ｘ７２６１０
１０ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ‘Ｘｉｕｃｈｅｎｇ’ 江西省樟树市黄土岗谢家村 Ｘ７２６４９
１１ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ×Ｐｏｎｃｉｒｕｓｔｒｉｆｏｌｉａｔｅ 湖南省洪江市安江镇 Ａ８２１１０
１２ Ｃ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｌ．）Ｏｓｂｅｃｋ 湖南省洪江市安江镇 Ａ８２１４９
１３ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ 湖南省益阳市沅江 Ｙ８２３１４
１４ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ 湖南省益阳市沅江 Ｙ８２３５０
１５ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ 四川省巴中市南阳镇 Ｎ９０９１０
１６ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ 重庆市安富镇普陀村 ＡＦ９１１０９
１７ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ 重庆市安富镇李家寨 ＡＦＬ９１１１７
１８ Ｃ．ａｕｒａｎｔｉｕｍ 重庆市江津区夏坝镇 ＸＢ９１２０７
１９ Ｃ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｌ．）Ｏｓｂｅｃｋ 四川省成都市谢家镇 ＸＪ９１３０１
２０ Ｃ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｌ．）Ｏｓｂｅｃｋ 四川省成都市谢家镇 ＸＪ９１３０９
２１ Ｃ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｌ．）Ｏｓｂｅｃｋ 四川省成都市谢家镇 ＸＪ９１３１８
２２ Ｃ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｌ．）Ｏｓｂｅｃｋ 四川省成都市谢家镇 ＸＪ９１３２７
２３ Ｃ．ｍａｘｉｍａ ＮＣＢＩＧＱ４３５４３３．１

１．２．４　数据处理　利用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ软件评价测序结果的序列
质量，将正向序列、反向序列进行拼接，去除两端质量较差的

片段。同时使用该软件的 Ｆｉｎｄｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｓｉｔｅ功能查找低
拷贝序列和 ＩＴＳ中的杂合位点，统计结果。将叶绿体基因
ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ和ｔｒｎＬ－Ｆ拼接，利用ＣｌｕｓｔａｌＷ软件对已整理的序
列进行比对，利用Ｍｅｇａ５．０软件的邻接法（ＮＪｔｒｅｅ）构建２２个
枳壳样本的系统树，自展次数（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）为１０００，其他参数
设为默认值。

２　结果与分析

２．１　４８个扩增片段测序统计
测序结果显示，ａｃｃ１、ＩＴＳ序列、叶绿体 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ和

ｔｒｎＬ－Ｆ序列扩增成功，其他核基因片段虽能扩增成功，但测
序叠峰较多，序列判读困难。

２．２　ａｃｃ１基因序列分析
由表３可见，ａｃｃ１－１片段扩增长度为６２０～６２１ｂｐ，有３４

个突变位点，其中杂合位点有３２个，杂合率高达９７％，信息
位点 ６个，变异位点占总序列长度的 ５．５％，信息位点占
１０％。由表４可见，ａｃｃ１－２扩增片段长度为４７６～４９８ｂｐ，
有１２个突变位点，５个信息位点。
２．３　ＩＴＳ序列分析

ＩＴＳ的扩增片段长度为４６４ｂｐ，共９个突变位点（表５），
全部含有杂合位点，变异位点占总长度的２．０％；信息位点８
个，占总长度的１．７％。ＩＴＳ１长度为１５０ｂｐ，其中含有４个杂
合位点，５．８Ｓ长度为 １６５ｂｐ，没有发生突变，ＩＴＳ２长度为
１４９ｂｐ，含有５个杂合位点。
２．４　 叶绿体片段序列分析

ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ的扩增长度为４１５～４１９ｂｐ，有１２个突变位
点，１０个信息位点，变异位点占总长度的２．９％，信息位点占
总长度的２．４％。在１６６～１７３ｂｐ出现了 ＡＴＧＣＣＡＣＴ碱基的
缺失，在２９６～２９７ｂｐ出现ＡＡ碱基的缺失。ｔｒｎＬ－Ｆ片段的
扩增长度为９２１～９２８ｂｐ，有３个突变位点，在３０１～３０６ｂｐ
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表２　引物序列信息

序列名称 引物序列（５′→３′）
退火温度

（℃）
长度

（ｂｐ）

ａｃｃ１－１ Ｆ：ＡＣＣＣＡＧＡＴＡＧＧＡＡＴＴＴＧＡＧＧＣＣ；Ｒ：ＧＧＧＣＴＣＣＴＧＡＴＴＧＧＴＡＣＡＧＣ ６２ ８００
ａｃｃ１－２ Ｆ：ＡＡＴＴＴＧＴＧＧＡＡＧＴＴＣＣＴＧＧＣＧ；Ｒ：ＴＣＡＧＧＧＡＴＣＴＣＧＧＡＧＧＣＡＴ ６０ ６００
ａｃｃ１－４ Ｆ：ＣＧＧＣＴＡＧＡＡＧＧＴＴＧＧＣＣＡ；Ｒ：ＡＡＧＣＡＴＣＡＴＡＣＡＣＴＣＣＡＣＣＧＴＧ ６２ ８５０
ａｃｃ１－６ Ｆ：ＣＡＴＧＣＣＣＧＴＧＴＡＡＴＴＧＴＴＣＡＧＴ；Ｒ：ＴＣＣＣＣＡＴＣＣＴＣＡＧＴＡＡＡＣＡＴＣＴＣ ６０ １２００
ａｃｃ１－８ Ｆ：ＧＡＣＡＧＧＣＡＡＡＴＧＧＴＧＣＣＴＧ；Ｒ：ＧＡＣＣＣＣＧＣＡＣＡＧＣＡＡＣＴＧ ５８ ７５０
ｄｈａｒ－１ Ｆ：ＴＧＧＣＴＡＣＧＧＡＴＣＣＴＣＴＴＧＡＡＧ；Ｒ：ＴＣＡＡＣＡＡＣＡＣＣＣＴＴＴＧＧＣＡＡ ６０ ８００
ｄｈａｒ－２ Ｆ：ＡＴＣＧＡＧＧＡＡＡＡＧＣＡＴＣＴＣＣＣＡ；Ｒ：ＴＧＧＧＴＣＣＣＡＧＧＧＡＣＡＡＡＴＣ ６２ １２００
ｄｈａｒ－３ Ｆ：ＴＧＧＴＣＧＧＴＴＣＣＡＧＡＴＴＣＡＣＴＴ；Ｒ：ＡＣＡＴＣＡＴＣＴＧＧＧＡＧＴＧＣＴＣＴＴＧＴ ６２ １０００
ｆｌｏ－１ Ｆ：ＧＣＴＧＴＴＡＧＧＧＣＴＧＡＧＡＧＧＡＧＡＡ；Ｒ：ＴＣＣＴＴＡＴＣＴＴＧＣＴＧＣＡＣＣＧＧ ５７ ５５０
ｆｌｏ－２ Ｆ：ＡＧＣＡＡＴＧＣＣＧＴＧＡＴＴＴＣＴＴＧＡ；Ｒ：ＡＡＴＡＴＡＧＣＴＣＧＣＴＣＣＧＧＣＣＴ ５７ ６００
ｇｂｓ－１ Ｆ：ＣＣＡＴＧＧＡＧＣＡＡＡＡＣＴＧＧＴＧＧ；Ｒ：ＣＣＧＧＴＴＴＴＧＣＧＧＡＴＧＡＴＡＴＴ ６５ １３００
ｇｂｓ－２ Ｆ：ＴＣＡＧＴＧＧＣＡＴＴＧＴＧＡＡＴＧＧＣ；Ｒ：ＴＣＣＧＧＣＧＡＴＧＡＴＣＴＴＡＴＧＴＧ ５７ ５５０
ｇｂｓ－３ Ｆ：ＣＧＣＣＧＧＡＧＣＴＧＡＴＴＴＴＡＴＧＴ；Ｒ：ＣＡＡＣＣＴＣＣＡＴＡＣＴＣＡＡＣＡＧＣＡＴＣＴＴ ５７ ６００
ｎｃｐ１－１ Ｆ：ＧＧＴＧＴＣＡＣＣＡＡＡＧＡＧＡＣＣＡＡＡＡＡ；Ｒ：ＣＡＴＣＣＴＣＡＴＣＴＧＣＣＡＴＴＧＣＡ ６５ １３００
ｎｃｐ１－２ Ｆ：ＧＡＧＧＡＴＣＴＡＣＴＣＡＡＴＴＴＧＧＡＣＡＴＣＡＣ；Ｒ：ＴＧＴＴＴＧＴＡＧＧＧＡＴＧＧＧＣＴＣＧ ５８ ７５０
ｎｃｐ１－３ Ｆ：ＧＣＴＧＣＴＧＡＡＡＴＴＴＴＣＡＧＴＡＡＣＴＣＧ；Ｒ：ＧＣＣＴＡＣＡＣＴＧＧＧＡＣＣＡＡＣＴＴＧＡ ６０ ８００
ｎｃｐ１－４ Ｆ：ＴＧＧＴＣＣＣＡＧＴＧＴＡＧＧＣＡＴＴＧ；Ｒ：ＴＴＣＣＴＴＣＡＣＣＡＴＡＡＧＣＡＣＴＧＡＴＧＴ ６０ ８００
ｎｃｐ１－５ Ｆ：ＧＡＧＡＡＧＧＣＴＡＡＣＡＧＧＡＡＡＧＣＡＴＧＡ；Ｒ：ＧＧＧＴＣＣＡＴＧＴＴＴＧＡＡＧＣＴＧＧ ６０ ８００
ｎｃｐ２－１ Ｆ：ＴＣＴＣＡＡＣＧＡＴＣＴＣＣＴＣＡＡＣＣＴＴＡＡ；Ｒ：ＡＡＡＡＣＴＴＴＧＧＣＧＧＣＡＴＴＧＡＡ ６２ ８５０
ｎｃｐ２－２ Ｆ：ＧＴＴＴＴＣＧＧＣＣＡＣＣＣＣＧ；Ｒ：ＣＣＡＡＣＴＧＧＣＣＡＣＣＣＣＡＡ ６５ １６００
ｎｃｐ２－３ Ｆ：ＣＡＣＴＡＣＡＡＡＧＣＴＴＧＣＣＴＴＴＡＣＧＣ；Ｒ：ＴＧＧＧＴＣＣＡＴＧＴＴＴＧＡＡＧＣＴＧ ６５ １１５０
ｐｇｉ－１ Ｆ：ＣＣＧＣＡＡＴＣＣＡＣＣＴＣＡＴＣＣ；Ｒ：ＧＣＡＣＧＡＡＧＡＧＣＴＡＣＡＴＧＡＡＧＣＡ ６５ １３００
ｐｇｉ－２ Ｆ：ＧＣＴＣＴＴＣＧＴＧＣＴＣＣＡＡＧＧＧ；Ｒ：ＴＴＴＣＡＧＣＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＧＴＣＴＴＴＧ ６２ ９００
ｐｇｉ－３ Ｆ：ＡＣＧＧＣＴＧＡＡＡＣＴＡＴＧＣＴＧＡＡＴＧ；Ｒ：ＡＡＧＡＧＡＣＡＧＡＧＧＣＡＡＡＡＣＣＣＣ ６３ １１００
ｐｇｉ－４ Ｆ：ＴＴＴＧＣＣＴＣＴＧＴＣＴＣＴＴＣＡＡＴＡＴＧＧ；Ｒ：ＡＧＧＴＧＣＡＧＡＡＡＴＧＡＡＡＴＧＣＴＧＡＴ ６２ ８７０
ｐｇｉ－５ Ｆ：ＴＴＧＧＡＧＣＡＴＴＧＡＴＣＡＧＣＡＴＴＴＣ；Ｒ：ＣＡＧＡＧＧＧＡＴＧＴＧＴＧＴＧＴＡＡＣＣＴＧ ５８ ６５０
ｐｈｙａ１－１ Ｆ：ＴＴＴＣＴＴＣＧＣＣＴＣＴＴＣＡＧＣＴＣＡ；Ｒ：ＴＧＡＴＴＴＣＣＣＴＧＴＡＴＴＧＣＴＧＧＡＴＧ ５８ ７００
ｐｈｙａ１－２ Ｆ：ＡＴＣＧＣＴＧＡＧＴＴＡＡＣＣＧＧＣＣ；Ｒ：ＣＴＣＧＣＡＣＡＧＧＣＡＴＴＣＡＣＡＡＴ ５８ ６００
ｐｈｙａ１－３ Ｆ：ＡＡＣＧＧＣＴＴＴＴＧＣＡＴＡＣＣＡＧＴＧ；Ｒ：ＴＣＡＧＣＴＡＡＧＡＣＣＴＧＴＴＧＡＡＧＣＣＴ ６３ １０００
ｐｈｙａ２－１ Ｆ：ＣＡＡＡＧＣＡＧＣＴＧＡＡＣＴＣＡＣＡＧＧＴ；Ｒ：ＣＣＡＣＴＧＧＴＴＴＣＴＣＧＡＧＧＡＣＣ ５８ ７００
ｐｈｙａ２－２ Ｆ：ＡＧＡＣＧＡＧＣＧＴＡＴＴＧＴＧＴＣＡＧＧＡ；Ｒ：ＧＣＴＴＣＣＣＣＧＡＧＧＴＴＧＡＡＣＴＣ ５８ ７００
ｐｈｙａ３－１ Ｆ：ＴＧＣＡＡＡＡＧＴＴＧＣＣＧＡＡＴＴＧＡ；Ｒ：ＧＴＣＴＴＧＡＣＣＣＡＣＧＡＡＧＣＡＣＡ ５８ ６００
ｐｈｙａ３－２ Ｆ：ＴＧＧＣＴＴＡＴＡＴＡＣＧＧＣＡＡＧＡＧＧＴＧ；Ｒ：ＴＧＧＡＡＴＧＴＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＡＴＧＣ ６０ ７５０
ｐｈｙａ３－３ Ｆ：ＧＣＡＣＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＴＧＧＣＴＧ；Ｒ：ＴＧＡＧＡＧＧＧＡＡＴＧＣＣＴＴＣＡＣＣ ５８ ６５０
ｐｈｙａ４－１ Ｆ：ＴＧＴＴＧＡＴＧＴＴＣＡＴＧＧＣＣＧＴＧ；Ｒ：ＴＣＴＧＣＡＣＣＡＡＡＴＧＴＣＣＴＣＡＡＴＴＴ ６２ ９５０
ｐｈｙａ４－２ Ｆ：ＣＴＣＡＣＴＣＴＴＧＧＡＧＧＣＣＡＣＴＧＡ；Ｒ：ＴＧＧＣＴＡＡＣＡＡＣＡＧＣＡＴＴＴＡＴＧＡＣＡ ６０ ７００
ｐｈｙａ４－３ Ｆ：ＣＣＡＴＧＴＴＣＧＴＣＣＡＡＣＡＴＴＧＡＡＧ；Ｒ：ＣＡＧＣＴＣＡＧＧＡＧＧＡＡＧＣＣＣＴＴ ６５ １４００
ｐｉｓ－１ Ｆ：ＧＣＴＡＧＣＴＣＴＧＧＣＡＡＧＡＴＧＣＡＣ；Ｒ：ＴＴＧＡＴＴＣＴＴＴＣＡＡＴＴＴＣＡＴＴＧＣＴＧＡ ５８ ７００
ｐｉｓ－２ Ｆ：ＡＣＣＴＣＡＧＣＡＡＴＧＡＡＡＴＴＧＡＡＡＧＡＡ；Ｒ：ＣＣＧＡＣＣＡＴＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＴＴ ６５ １４００
ａｇａ－１－１ Ｆ：ＴＧＡＣＣＴＴＣＴＧＣＡＡＧＡＧＧＣＧ；Ｒ：ＡＡＣＡＡＴＧＧＡＧＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＴＣ ５８ ８００
ａｇａ－１－２ Ｆ：ＴＧＡＧＣＴＣＴＴＧＧＴＴＴＧＧＴＧＡＡＴＡＣＡ；Ｒ：ＴＴＴＴＧＴＣＡＧＴＡＡＴＧＧＡＡＡＧＡＡＡＣＴＧＡＡ ５７ ７５０
ａｇａ－１－３ Ｆ：ＣＣＡＴＡＣＣＡＧＡＣＣＧＡＧＡＴＧＡＡＧＴＴ；Ｒ：ＧＣＣＧＴＣＣＧＡＧＴＣＣＧＡＣＴ ５７ ６００
ａｇａ－１－４ Ｆ：ＴＧＣＧＡＧＣＣＡＡＴＧＡＧＡＧＡＣＴＴＣ；Ｒ：ＣＡＡＡＴＴＧＴＧＣＣＧＴＣＴＣＡＡＣＧ ５７ ６００
ａｇａ－１－５ Ｆ：ＴＴＧＧＴＴＧＡＴＴＴＧＡＣＣＧＴＴＧＡＧＡ；Ｒ：ＴＴＴＧＡＧＧＴＡＴＣＴＧＣＡＧＴＧＧＣＣ ５７ ６５０
ａｇａ－２－１ Ｆ：ＡＧＧＴＡＣＡＡＧＡＡＧＧＣＣＡＣＴＧＣＡＧ；Ｒ：ＴＧＡＴＴＧＣＡＴＣＧＡＣＧＧＴＧＣＴ ５８ ８００
ａｇａ－２－２ Ｆ：ＧＧＴＣＡＡＴＴＡＣＣＡＴＡＡＡＴＡＡＴＴＴＣＡＴＣＴＡＧＧ；Ｒ：ＡＡＧＧＡＴＡＣＡＡＴＡＧＣＡＡＴＧＡＧＣＡＴＡＡＣＡ ５７ ６００
ａｇａ－２－３ Ｆ：ＴＣＡＧＣＡＴＣＡＡＴＧＴＧＧＣＴＣＣＡ；Ｒ：ＴＡＧＡＴＡＣＣＣＴＣＴＴＣＴＧＣＡＴＧＴＡＣＴＣＡＡ ５７ ６００
ａｇａ－３ Ｆ：ＡＣＡＴＡＡＴＧＴＴＧＣＣＴＴＣＡＧＴＧＣＧ；Ｒ：ＡＴＧＡＡＧＡＡＣＣＡＡＡＧＧＣＡＴＧＧＡ ５７ ７００
ＩＴＳ Ｆ：ＡＧＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣ；Ｒ：ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＴＡＴＡＴＧＣ ４８
ｔｒｎＬ－Ｆ Ｆ：ＣＧＡＡＡＴＣＧＧＴＡＧＡＣＧＣＴＡＣＧ；Ｒ：ＡＴＴＴＧＡＡＣＴＧＧＴＧＡＣＡＣＧＡＧ ４８
ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ Ｆ：ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ；Ｒ：ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ ４８
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表３　ａｃｃ１－１的突变位点

编号
突变位点（ｂｐ）

１８ ３５ ５９ ７０ ７７ ９６ １３１ １８８ ２２７ ２５４ ２７４ ２７９ ２９４ ３２３ ３４２ ３４６ ３４７
１ Ａ Ｒ Ｙ Ｃ Ｋ Ｒ Ｒ Ｃ Ｔ Ｒ Ｔ Ｙ Ｇ Ｗ Ｔ Ｔ Ｋ
２ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｒ Ｒ Ｙ Ｔ Ａ Ｔ Ｙ Ｇ Ｔ Ｗ Ｔ Ｔ
３ Ａ Ｇ Ｙ Ｃ Ｋ Ｇ Ｒ Ｃ Ｔ Ｒ Ｔ Ｙ Ｇ Ｗ Ｔ Ｔ Ｋ
４ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｒ Ｒ Ｙ Ｔ Ａ Ｔ Ｙ Ｇ Ｗ Ｔ Ｔ Ｔ
５ Ａ Ｒ Ｙ Ｃ Ｋ Ｒ Ｒ Ｃ Ｔ Ｒ Ｔ Ｙ Ｇ Ｗ Ｔ Ｔ Ｋ
６ Ｒ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｒ Ａ Ｃ Ｋ Ａ Ｇ Ｙ Ｓ Ｗ Ｔ Ｙ Ｔ
７ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ
８ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｒ Ｒ Ｙ Ｔ Ａ Ｔ Ｙ Ｇ Ｗ Ｗ Ｔ Ｔ
９ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｒ Ｒ Ｙ Ｔ Ｒ Ｔ Ｙ Ｇ Ｔ Ｗ Ｔ Ｔ
１０ Ａ Ｒ Ｙ Ｃ Ｋ Ｒ Ｒ Ｃ Ｔ Ｒ Ｔ Ｙ Ｇ Ｗ Ｔ Ｔ Ｋ
１１ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｒ Ｙ Ｔ Ｒ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｗ Ｔ Ｔ
１２ Ａ Ｇ Ｃ Ｙ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｗ Ｔ Ｔ
１３ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｒ Ｒ Ｙ Ｔ Ｒ Ｔ Ｙ Ｇ Ｗ Ｔ Ｔ Ｔ
１４ Ａ Ｇ Ｃ Ｙ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ
１５ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｗ Ｔ Ｔ
１６ Ａ Ｒ Ｙ Ｃ Ｋ Ｒ Ｒ Ｃ Ｔ Ｒ Ｔ Ｙ Ｇ Ｗ Ｔ Ｔ Ｋ
１７ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｒ Ｒ Ｙ Ｔ Ｒ Ｔ Ｙ Ｇ Ｔ Ｗ Ｔ Ｔ
１８ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ
１９ Ａ Ｇ Ｃ Ｙ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｗ Ｔ Ｔ
２０ Ａ Ｇ Ｃ Ｙ Ｔ Ｇ Ｒ Ｙ Ｔ Ｒ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ
２１ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｒ Ｒ Ｙ Ｔ Ｒ Ｔ Ｙ Ｇ Ｗ Ｔ Ｔ Ｔ
２２ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ

编号
突变位点（ｂｐ）

３５４ ３５５ ３９５ ４０６ ４１２ ４４５ ４５４ ４７３ ４８３ ４９４ ５０２ ５１３ ５２４ ５３８ ５４０ ５４４ ５７１
１ Ｃ Ｃ Ｓ Ｙ Ｙ Ａ Ｋ Ｃ Ｒ Ａ Ｓ Ｇ Ａ Ｇ Ｗ Ａ Ｇ
２ Ｃ Ｃ Ｓ Ｃ Ｔ － Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｓ Ａ Ｇ Ｗ Ａ Ｇ
３ Ｃ Ｃ Ｓ Ｙ Ｙ － Ｋ Ｃ Ｒ Ａ Ｓ Ｇ Ａ Ｇ Ｗ Ａ Ｇ
４ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｗ Ｒ Ｗ Ａ Ｒ
５ Ｃ Ｃ Ｓ Ｙ Ｙ － Ｋ Ｃ Ｒ Ａ Ｓ Ｇ Ａ Ｇ Ｗ Ａ Ｇ
６ Ｙ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ － Ｇ Ｙ Ａ Ｒ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｗ Ａ Ｇ
７ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ － Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ
８ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｓ Ｗ Ｇ Ｗ Ａ Ｇ
９ Ｃ Ｃ Ｓ Ｃ Ｔ － Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｓ Ｗ Ｇ Ｗ Ａ Ｇ
１０ Ｃ Ｃ Ｓ Ｙ Ｙ － Ｋ Ｃ Ｒ Ａ Ｓ Ｇ Ａ Ｇ Ｗ Ａ Ｇ
１１ Ｃ Ｙ Ｓ Ｃ Ｔ － Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｓ Ａ Ｇ Ｗ Ａ Ｇ
１２ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ － Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｓ Ａ Ｒ Ａ Ｒ Ｇ
１３ Ｃ Ｃ Ｓ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｗ Ｒ Ｗ Ａ Ｒ
１４ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ － Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｒ Ｒ
１５ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ － Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｓ Ａ Ｒ Ａ Ａ Ｒ
１６ Ｃ Ｃ Ｓ Ｙ Ｙ － Ｋ Ｃ Ｒ Ａ Ｓ Ｇ Ａ Ｇ Ｗ Ａ Ｇ
１７ Ｃ Ｃ Ｓ Ｃ Ｔ － Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｓ Ａ Ｇ Ｗ Ａ Ｇ
１８ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ － Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ
１９ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ － Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｓ Ａ Ｒ Ａ Ｒ Ｇ
２０ Ｃ Ｙ Ｓ Ｃ Ｔ － Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｒ Ｗ Ｒ Ｇ
２１ Ｃ Ｃ Ｓ Ｃ Ｔ － Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｗ Ｒ Ｗ Ａ Ｒ
２２ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ － Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ

处出现了 ＧＡＡＡＡＡ碱基的缺失，在 ３７８～３８４ｂｐ处出现了
ＡＡＴＣＡＴＴ碱基的缺失。从图１聚类结果可以看出，２２个样
本主要聚为 ２支，Ａ支为酸橙，Ｂ支为甜橙，Ｃ支为枳壳伪
品柚。

３　结论与讨论

３．１　测序产生叠峰的原因
扩增的４８个片段中测序正常的只有 ａｃｃ１－１、ａｃｃ１－２、

ＩＴＳ、ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｔｒｎＬ－Ｆ等５个片段，其他核基因测序叠峰过

多的原因可以归纳为２个方面：（１）选取的低拷贝基因在其
他类群中虽然为低拷贝序列，但在枳壳中可能不是低拷贝；

（２）枳壳是栽培果树，种群杂合度高，这与栽培品种选育过程
中的定向高度选择有关［８－９］，扩增产物杂合性较高导致测序

失败，通过挑取单克隆可以正常测序，但由于其来源复杂，不

适用于中药材的快速鉴定。

３．２　ａｃｃ１核基因序列的特征
只有７、１８号样本的 ａｃｃ１基因为纯合，其他样本都含有

杂合位点，表明ａｃｃ１基因可能为单拷贝基因。Ｇｏｒｎｉｃｋｉ等研
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表４　ａｃｃ１－２序列的突变位点

种类
突变位点（ｂｐ）

１９ ４０ ４１ ４７ ６３ ６９ １４１ ２９８ ３１７ ３４３ ３８０３８７
２ Ｃ Ａ － Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ
３ Ｍ Ｗ － Ｍ Ｙ Ａ Ｙ Ｗ Ｒ Ｔ Ｒ Ｍ
４ Ｃ Ａ － Ｍ Ｙ Ａ Ｙ Ｗ Ｒ Ｙ Ｒ Ｍ
５ Ｃ Ａ － Ｍ Ｔ Ａ Ｙ Ｗ Ｇ Ｙ Ｇ Ｍ
６ Ｍ － Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ｔ ｗ Ｇ Ｙ Ｇ Ａ
７ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ
８ Ｃ Ｗ － Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ
９ Ｃ Ｔ － Ａ Ｙ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｙ Ｇ Ａ
１０ Ｃ Ａ － Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ
１２ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ
１３ Ｍ － Ｇ Ｍ Ｙ Ａ Ｙ Ａ Ｇ Ｙ Ｒ Ａ
１４ Ｃ Ｔ － Ｍ Ｙ Ａ Ｔ Ａ Ｒ Ｔ Ｇ Ａ
１５ Ｍ Ｗ － Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｒ Ｙ Ａ Ａ
１６ Ｍ － Ｒ Ｍ Ｙ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｙ Ｒ Ａ
１７ Ｍ Ｔ Ｒ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｙ Ｇ Ａ
１８ Ｍ Ｔ － Ｍ Ｙ Ｇ Ｙ Ａ Ｇ Ｃ Ｒ Ａ
１９ Ｃ － Ｇ Ｍ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ
２０ Ｍ － Ｇ Ａ Ｙ Ａ Ｔ Ａ Ｒ Ｔ Ｇ Ａ
２１ Ｃ － Ｒ Ｍ Ｔ Ａ Ｙ Ａ Ｒ Ｙ Ｇ Ａ
２２ Ｃ － Ｇ Ｍ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ

　　注：１、１１号样本ａｃｃ１－２序列测序不成功。

表５　ＩＴＳ序列的突变位点

编号
突变位点（ｂｐ）

３０ ９１ ９７ １１９ ３２３ ３４９ ３５８ ３９５４１５
１ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ａ
２ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｃ Ｔ Ｙ Ａ
３ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｙ Ｃ Ｙ Ｙ Ｍ
４ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ｍ
５ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ｍ
６ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ｍ
７ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｃ Ｙ Ｙ Ｍ
８ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ｍ
９ Ｙ Ｙ Ｔ Ｙ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ
１０ Ｃ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ
１１ Ｙ Ｙ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ
１２ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ｍ
１３ Ｔ Ｃ Ｙ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｙ Ａ
１４ Ｙ Ｔ Ｔ Ｙ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ
１５ Ｙ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ
１６ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｃ Ｙ Ｙ Ｃ Ａ
１７ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｃ Ｙ Ｔ Ｙ Ａ
２０ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｃ Ｙ Ｙ Ｍ
２１ Ｃ Ｔ Ｔ Ｙ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ
２２ Ｙ Ｃ Ｙ Ｙ Ｃ Ｃ Ｙ Ｃ Ｍ

　　注：１８、１９号样本的ＩＴＳ未能成功测序。

究发现，六倍体小麦质体 Ａｃｃａｓｅ基因（ａｃｃ１）为单拷贝核基
因，被定位在染色体短臂普通小麦第二同源群上［１０］，ａｃｃ１基
因的染色体定位、基因专一性及其在绝大多数禾本科植物中

都是单拷贝的［１１－１２］。单拷贝基因出现较多的杂合位点，可能

与枳壳品种本身的杂合程度较高有关，高度的杂合性导致低

拷贝核基因叠峰较多，测序困难，因此单拷贝核基因可能不适

用于枳壳品种的鉴定。

３．３　ＩＴＳ序列特征
ＩＴＳ的长度和序列变化较大，常用于物种鉴定和系统进

化研究［１３］。ＩＴＳ为串联重复序列，研究时必须考虑这些拷贝
在基因组内的变异，但其存在一致性进化的特征，使整个基因

组内所有拷贝趋于均一化，而且这种均一化似乎在大多数物

种中相当有代表性。相对于 ＩＴＳ２而言，ＩＴＳ１序列较长，演化
速率较快，种内变异较大，ＩＴＳ２和５．８Ｓ比较保守［１４］。Ｃｈｅｎ
等测试了ＩＴＳ２对药用植物的鉴定能力，建议 ＩＴＳ２作为药用
植物鉴定的标准条形码序列［１５］。ＩＴＳ２更适用于药材和标本
等ＤＮＡ已部分降解的样品鉴定，ＩＴＳ２序列变异较大，并且具
备二级结构，为鉴别物种提供独特的分子形态特征。但本研

究显示，ＩＴＳ共有９个突变位点，但全部含有杂合位点，表明
序列的杂合性很高，可能与枳壳频繁的自然杂交或人为的杂
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交育种有关。枳壳生命周期长，嫁接及无融合生殖等无性繁

殖方式使得一致性进化速度较慢，杂合位点长期存在于基因

组中，因此ＩＴＳ序列不适合被应用于枳壳品种的鉴定。
３．４　叶绿体基因的扩增

与核基因序列相比，叶绿体基因组 ＤＮＡ具有分子量小、
拷贝数量多、结构简单等特点，这些都有利于对叶绿体基因组

进行分析［１６］。叶绿体基因组保守性较强，含有特征性的重复

顺序，它的遗传方式多以母系遗传为主，具有单亲遗传特点，

不受物种杂合性影响［１７］。由 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｔｒｎＬ－Ｆ聚类图可
知，不同产区的２２个枳壳样品主要分为 Ａ、Ｂ２支，其中 Ａ支
由酸橙组成，自展支持率为８０％，Ｂ支由甜橙组成，Ｃ支为市
场上常用的伪品柚，从图１中能区分开枳壳的伪品与正品。
ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ位于编码光合系统Ⅱ反应中心的 Ｄ１蛋白的 ｐｓｂＡ
基因和编码ｔＲＮＡ组氨酸的 ｔｒｎＨ基因之间，被认为是被子植
物叶绿体基因组中变异位点最多的序列之一，由于

ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｔｒｎＬ－Ｆ基因的非编码区受外界选择压力小，进化
速率较快，因此已被广泛应用于药用植物种间的鉴别研

究［１８－１９］。本研究表明，叶绿体基因可以区别枳壳及其伪品

柚，据报道，叶绿体基因同样成功地鉴别了其他药用植物，如

Ｙａｎｇ等对大黄属１３个种、２６个居群、４９个样本的ｔｒｎＬ－Ｆ间
隔区的序列进行了测定和分析，找出了大黄属植物该段序列

的变异特征，根据分析结果设计了大黄特异性引物，用于鉴别

大黄，结果理想［１８］。Ｈａｎ等应用ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列成功鉴定了
肉苁蓉及其伪品［２０］。这些研究结果为实现药用植物品种的

分子鉴别奠定了基础。本研究通过将ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｔｒｎＬ－Ｆ这
２个片段序列用于枳壳品种的鉴定，为中药材的鉴定提供分
子方面的证据，以期更好地保证中药材质量。

３．５　结论
本研究用 ａｃｃ１等１５个低拷贝核基因序列、ＩＴＳ序列、叶

绿体基因对 ２２个枳壳样本进行扩增，测序正常的只有
ａｃｃ１－１、ａｃｃ１－２、ＩＴＳ序列、ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列、ｔｒｎＬ－Ｆ序列，结
果表明ａｃｃ１等低拷贝核基因序列和ＩＴＳ序列都不适用于药用
植物枳壳的品种鉴别，原因可能是枳壳频繁杂交导致的杂合

位点长期存在于基因组中，然而叶绿体的ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｔｒｎＬ－Ｆ
序列不受杂交影响，可以把伪品与枳壳正品区分开，但有些分

支的支持度较低，在以后研究中可以使用多个叶绿体片段组

合对枳壳的遗传关系进行更准确的研究。虽然本研究筛选的

以上序列无法鉴定枳壳品种来源，但ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｔｒｎＬ－Ｆ这２
个叶绿体基因间隔区可以将甜橙、酸橙及柚区分开，为利用分

子标记技术鉴别枳壳品种及辨伪工作奠定了基础。

参考文献：

［１］谢宗万．论枳实、枳壳古今药用品种的延续与变迁［Ｊ］．中医药
研究，１９９１，１（１）：１９－２２．

［２］蔡逸平，曹　岚，范崔生．枳壳、枳实类药材的品种考证和资源应
用的调查研究［Ｊ］．江西中医学院学报，１９９８，１０（４）：１８４－１８６．

［３］于文敏，高　宾，孙利生．枳壳的炮制加工与伪品鉴别［Ｊ］．首都
医药，２００９（１１）：３８．

［４］ＬａｈａｙｅＲ，ｖａｎｄｅｒＢａｎｋＭ，ＢｏｇａｒｉｎＤ，ｅｔａｌ．ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇｔｈｅｆｌｏ
ｒａｓｏｆｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙｈｏｔｓｐｏｔｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙ

ｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，２００８，１０５（８）：２９２３－
２９２８．　

［５］曹　晖．６种川产姜黄属药用植物叶绿体 ｔｒｎＫ基因序列变异分
析及其分子鉴定［Ｊ］．药学学报，２００３，３８（１１）：８７１－８７５．

［６］高建平，王彦涵，乔春峰，等．中药南五味子及其混淆品绿叶五味
子果实的ＩＴＳ序列分析［Ｊ］．中国中药杂志，２００３，２８（８）：７０６－
７１０．　

［７］廖　亮，李同建，刘中来，等．基于细胞学和 ＤＮＡ序列的苎麻与
其野生近缘类群系统关系研究［Ｊ］．作物学报，２００９，３５（１０）：
１７７８－１７９０．

［８］暴朝霞，黄宏文．板栗主栽品种的遗传多样性及其亲缘关系分析
［Ｊ］．园艺学报，２００２，２９（１）：１３－１９．

［９］冯　超，朱长青，徐昌杰，等．ＲＮＡ－Ｓｅｑ在果树学研究中的应用
［Ｊ］．果树学报，２０１４（１）：１１５－１２４．

［１０］ＧｏｒｎｉｃｋｉＰ，ＦａｒｉｓＪ，ＫｉｎｇＩ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｓｔｉｄ－ｌｏｃａｌｉｚｅｄａｃｅｔｙｌ－ＣｏＡ
ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅｏｆｂｒｅａｄｗｈｅａｔｉｓｅｎｃｏｄｅｄｂｙａｓｉｎｇｌｅｇｅｎｅｏｎｅａｃｈｏｆ
ｔｈｅｔｈｒｅｅａｎｃｅｓｔｒａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｅｔｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌ
ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，１９９７，９４
（２５）：１４１７９－１４１８４．

［１１］ＨｕａｎｇＳＸ，ＳｉｒｉｋｈａｃｈｏｒｎｋｉｔＡ，ＳｕＸＪ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｓｅｎｃｏｄｉｎｇｐｌａｓｔｉｄ
ａｃｅｔｙｌ－ＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅａｎｄ３－ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅｋｉｎａｓｅｏｆｔｈｅ
Ｔｒｉｔｉｃｕｍ／Ａｅｇｉｌｏｐｓｃｏｍｐｌｅｘａｎｄｔｈｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｈｉｓｔｏｒｙｏｆｐｏｌｙｐｌｏｉｄ
ｗｈｅａｔ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅ
ＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，２００２，９９（１２）：８１３３－８１３８．

［１２］ＦａｒｉｓＪ，ＳｉｒｉｋｈａｃｈｏｒｎｋｉｔＡ，ＨａｓｅｌｋｏｒｎＲ，ｅｔａｌ．Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｍａｐｐｉｎｇ
ａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｙｔｏｓｏｌｉｃａｃｅｔｙｌ－ＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ
ｌｏｃｉｉｎｗｈｅａｔ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２００１，１８（９）：
１７２０－１７３３．

［１３］áｌｖａｒｅｚＩ，ＷｅｎｄｅｌＪＦ．ＲｉｂｏｓｏｍａｌＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐｌａｎｔｐｈｙｌｏｇｅ
ｎｅｔｉｃｉｎｆｅｒｅｎｃｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２００３，
２９（３）：４１７－４３４．

［１４］ＱｕｉｊａｄａＡ，ＬｉｓｔｏｎＡ，ＤｅｌｇａｄｏＰ，ｅｔａｌ．Ｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅａｒ
ｒｉｂｏｓｏｍａｌＤＮＡｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ（ＩＴＳ）ｒｅｇｉｏｎｏｆＰｉｎｕｓ
ｒｚｅｄｏｗｓｋｉｉｒｅｖｅａｌｅｄｂｙＰＣＲ－ＲＦＬＰ［Ｊ］．ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄＡｐｐｌｉｅｄ
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９９８，９６（３／４）：５３９－５４４．

［１５］ＣｈｅｎＳＬ，ＹａｏＨ，ＨａｎＪＰ，ｅｔａｌ．ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＩＴＳ２ｒｅｇｉｏｎａｓａ
ｎｏｖｅｌＤＮＡｂａｒｃｏｄｅｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇｍｅｄｉｃｉｎａｌｐｌａｎｔｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．
ＰＬＯＳＯｎｅ，２０１０，５（１）：ｅ８６１３．

［１６］黄　瑶，李朝銮，马　诚，等．叶绿体ＤＮＡ及其在植物系统学研
究中的应用［Ｊ］．植物学通报，１９９４（２）：１１－２５．

［１７］李文哲．植物叶绿体ＤＮＡ与线粒体ＤＮＡ的遗传变异［Ｊ］．细胞
生物学杂志，１９８８（１）：５－１０．

［１８］ＹａｎｇＭ，ＺｈａｎｇＤ，ＬｉｕＪ，ｅｔａｌ．Ａｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｔｈａｔｉｓｓｐｅｃｉｆｉｃｔｏ
ｍｅｄｉｃｉｎａｌｒｈｕｂａｒｂｂａｓｅｄｏｎｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｔｒｎＬ／ｔｒｎＦｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．
ＰｌａｎｔａＭｅｄｉｃａ，２００１，６７（８）：７８４－７８６．

［１９］ＫｏｊｏｍａＭ，ＫｕｒｉｈａｒａＫ，ＹａｍａｄａＫａｚｕｙａ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆｃｉｎｎａｍｏｎ（Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍｓｐｐ．）ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｔｒｎＬ－ｔｒｎＦｃｈｌｏｒｏ
ｐｌａｓｔＤＮＡ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａＭｅｄｉｃａ，２００２，６８（１）：９４－９６．

［２０］ＨａｎＪＰ，ＳｏｎｇＪＹ，ＬｉｕＣ，ｅｔａｌ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣｉｓｔａｎｃｈｅｓｐｅｃｉｅｓ
（Ｏｒｏｂａｎｃｈａｃｅａｅ）ｂａｓｅｄｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｐｌａｓｔｉｄｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ
ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｒｅｇｉｏｎ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａＳｉｎｉｃａ，２０１０，４５（１）：
１２６－１３０．　

—５２—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第１１期


