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　　摘要：为了建立鸡血藤基于ｒｂｃＬ基因的ＤＮＡ条形码鉴别体系，为其资源保护和用药安全提供分子依据，采用商业
试剂盒提取鸡血藤样品的基因组ＤＮＡ，以及ｒｂｃＬ通用引物进行ＰＣＲ扩增和测序；并从ＧｅｎＢａｎｋ数据库获取鸡血藤混
伪品的ｒｂｃＬ基因序列。采用ＤＮＡＭＡＮ、ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行序列比对分析，ＭＥＧＡ５．１软件构建系统发生树。结果表明：
获取的鸡血藤及其混伪品ｒｂｃＬ序列均为４９８ｂｐ，ＧＣ含量分布在４０．０％～４４．４％间，存在６４处变异，种间遗传距离远
远大于种内遗传距离。基于ｒｂｃＬ基因的系统发生树能很好地区分鸡血藤及其混伪品。因此，ｒｂｃＬ基因可用作鸡血藤
及其混伪品鉴别的ＤＮＡ序列。
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　　鸡血藤为中国常用大宗药材，主产于广东、广西，味苦甘、
性温，具有补血活血、祛风通络之功效，用于治疗月经不调、血

虚萎黄、麻木瘫痪、风湿痹痛等病症［１］。《中华人民共和国药

典》收载的鸡血藤药材为豆科植物密花豆（Ｓｐａｔｈｏｌｏｂｕｓｓｕｂ
ｅｒｅｃｔｕｓＤｕｎｎ．）的干燥藤茎，但在市场流通过程中，大血藤
（Ｓａｒｇｅｎｔｏｄｏｘａｃｕｎｅａｔａ）、香花崖豆藤（Ｃａｌｌｅｒｙａｃｉｎｅｒｅａ）、鱼藤
（Ｄｅｒｒｉｓｔｒｉｆｏｌｉａｔａ）、?藤（Ｅｎｔａｄａｐｈａｓｅｏｌｏｉｄｅｓ）等多种植物的藤
茎被混淆为鸡血藤药材。这些混伪品的成分和功效与鸡血藤

均存在差异，严重影响了鸡血藤的临床用药安全及其资源的

可持续性利用。因此，有必要建立鸡血藤及其常见混伪品的

有效鉴别体系。

ＤＮＡ条形码是指利用一段短的标准 ＤＮＡ序列来实现物
种的快速、准确鉴别［２］。２０１２年，国家药典委颁布了《中药材
ＤＮＡ条形码分子鉴定指导原则》，新版药典或将新增ＤＮＡ条
形码鉴定，表明ＤＮＡ条形码具有良好的推广和应用价值。应
用于中药材鉴别的推荐 ＤＮＡ条形码片段主要位于叶绿体
ＤＮＡ、核糖体ＤＮＡ转录间隔区。ｒｂｃＬ基因编码１，５－二磷酸
核酮糖羧化酶大亚基，位于叶绿体 ＤＮＡ的大单拷贝区，是植
物分子系统学研究中应用最普遍的基因之一［３－５］。ｒｂｃＬ基因
目前已被用于青天葵［６］、十大功劳［７］、溪黄草［８］等中药的真

伪鉴别，但尚未见其应用于鸡血藤及其混伪品的快速鉴别。

因此，本研究分析鸡血藤与４种常见混伪品的 ｒｂｃＬ基因序列
差异，为鸡血藤的真伪鉴别和临床用药提供分子依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
鸡血藤及其混伪品的 ｒｂｃＬ基因序列来源于植物样品或

ＧｅｎＢａｎｋ数据库（表 １）。鸡血藤样品包括植物叶片和干药
材，植物叶片采自广州中医药大学城校区药王山，药材购自广

东省湛江市连锁药店，均经广州中医药大学鉴定为豆科植物

密花豆。以鸡血藤混伪品的拉丁学名为主题词，从ＮＣＢＩ（Ｎａ
ｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）的 ＧｅｎＢａｎｋ数据库
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｂａｎｋ／）下载相应物种的
ｒｂｃＬ基因序列。
　　植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒购自北京天根生物科技公
司；ＥｘＴａｑ、１０×ＥｘＴａｑｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰｓ、ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ等 ＰＣＲ
试剂购自宝生物工程（大连）有限公司；其他试剂均为分析

纯。引物合成和测序由北京六合华大基因科技股份有限公司

广州分公司完成。

１．２　ＤＮＡ提取
称取１００ｍｇ鸡血藤叶片或３０ｍｇ药材，用无水乙醇擦拭

表面，叶片用剪刀剪成小片状或药材用铜盅砸碎成小细块后，

置于研钵中，加入液氮快速研磨成粉末，参照植物基因组

ＤＮＡ提取试剂盒的说明书提取总ＤＮＡ，并适当延长药材样品
在提取液中的残解和温育时间。

１．３　ＰＣＲ扩增
用于扩增ｒｂｃＬ基因的引物为 ｒｂｃＬａ－Ｆ（５′－ＡＴＧＴＣＡＣ

ＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＧＡＣＴＡＡＡＧＣ－３′）、ｒｂｃＬａ－Ｒ（５′－ＧＴＡ
ＡＡＡＴＣＡＡＧＴＣＣＡＣＣＲＣＧ－３′），其中简并碱基Ｒ＝Ａ／Ｇ。ＰＣＲ
反应体系包括 ５μＬ１０×ＥｘＴａｑｂｕｆｆｅｒ、３．０μＬｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、各１．０μＬ正反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）、５０ｎｇ模
板ＤＮＡ、０．５μＬＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶（２．５Ｕ／μＬ），并用灭菌
蒸馏水补至 ５０μＬ。ＰＣＲ反应程序为：９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃
０．５ｍｉｎ，５５℃ ０．５ｍｉｎ，７２℃ １．０ｍｉｎ，３２个循环；７２℃
５ｍｉｎ。目的产物经０．８％琼脂糖电泳检测确定，送样纯化并
用上下游引物进行双向测序。
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表１　样品信息

物种 类型 来源／产地 样本数（个） ｒｂｃＬ序列登记号
鸡血藤（Ｓｐａｔｈｏｌｏｂｕｓｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓ） 植物 广州中医药大学药王山 ３ ＫＰ２０２３９４、ＫＰ２０２３９５、ＫＰ２０２３９６
鸡血藤（Ｓｐａｔｈｏｌｏｂｕｓｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓ） 药材 广西 ２ ＫＰ３１３８６１、ＫＰ３１３８６２
鸡血藤（Ｓｐａｔｈｏｌｏｂｕｓｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓ） 药材 湖北 ２ ＫＰ３１３８６３、ＫＰ３１３８６４
鸡血藤（Ｓｐａｔｈｏｌｏｂｕｓｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓ） 药材 贵州 ２ ＫＰ３１３８６５、ＫＰ３１３８６６
大血藤（Ｓａｒｇｅｎｔｏｄｏｘａｃｕｎｅａｔａ） ＧｅｎＢａｎｋ ＫＦ１８１５２９、ＦＪ６２６６０５、ＡＦ０９３７３１
香花崖豆藤（Ｃａｌｌｅｒｙａｃｉｎｅｒｅａ） ＧｅｎＢａｎｋ ＧＱ４３６３６０
鱼藤（Ｄｅｒｒｉｓｔｒｉｆｏｌｉａｔａ） ＧｅｎＢａｎｋ ＫＦ４９６３９１
?藤（Ｅｎｔａｄａｐｈａｓｅｏｌｏｉｄｅｓ） ＧｅｎＢａｎｋ ＪＦ７３８９０４、ＫＦ４９６５１４

１．４　序列分析
将测得的ｒｂｃＬ序列导入 ＤＮＡＭＡＮ６．０软件进行拼接和

校对，去掉 ５′和 ３′端的低可信区序列。将拼接序列进行
Ｂｌａｓｔｎ（ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＢｌａｓｔ）比对确认后，运用 Ｂａｎｋｉｔ软件提交至
ＧｅｎＢａｎｋ数据库，获取序列登记号。采用 ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３软件
进行序列多重比对，并基于 Ｋｉｍｕｒａ２－Ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）双参
数和Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）邻接法，利用 ＭＥＧＡ５．１软件计
算鸡血藤及其混伪品的遗传距离并构建系统发育树（１０００
次重复ｂｏｏｔｓｔｒａｐ检验各分支的支持率）。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增
不同鸡血藤样品的 ＤＮＡ提取效果不尽相同，叶片样品

ＤＮＡ经电泳检测后条带较为清晰，浓度为８０ｎｇ／ｍＬ；鸡血藤
药材ＤＮＡ条带则呈弥散状态，说明药材 ＤＮＡ存在较为明显
的降解和断裂。取５０ｎｇ上述鸡血藤 ＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ
扩增，均获得约６００ｂｐ的 ｒｂｃＬ基因片段（图１），目的产物条
带清晰，符合预期结果。取３０μＬＰＣＲ产物送样，进行纯化以
及双向测序，并将序列提交到ＧｅｎＢａｎｋ，序列登记号见表１。

２．２　序列差异分析
经过序列多重比对分析，本研究获得鸡血藤及其混伪品

ｒｂｃＬ序列共 １６条，长度均为 ４９８ｂｐ，ＧＣ含量分布范围为
４０．０％～４４．４％（图２）。鸡血藤不同叶片和药材样品的 ｒｂｃＬ
序列完全一致，鸡血藤及其混伪品之间存在６４个差异位点，
表明鸡血藤及其混伪品的ｒｂｃＬ基因存在着较大程度的变异。
２．３　遗传距离分析
　　基于Ｋ２Ｐ模型计算的供试样品间遗传距离见表２。鸡血
藤种内不同个体的遗传距离为０．０００，种内没有存在变异。
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表２　鸡血藤及其混伪品的Ｋ２Ｐ遗传距离

样品 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６
１（Ｓ．ｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＫＰ２０２３９４）
２（Ｓ．ｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＫＰ２０２３９５） ０．０００
３（Ｓ．ｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＫＰ２０２３９６） ０．００００．０００
４（Ｓ．ｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＫＰ３１３８６１） ０．００００．００００．０００
５（Ｓ．ｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＫＰ３１３８６２） ０．００００．００００．００００．０００
６（Ｓ．ｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＫＰ３１３８６３） ０．００００．００００．００００．００００．０００
７（Ｓ．ｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＫＰ３１３８６４） ０．００００．００００．００００．００００．００００．０００
８（Ｓ．ｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＫＰ３１３８６５） ０．００００．００００．００００．００００．００００．００００．０００
９（Ｓ．ｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＫＰ３１３８６６） ０．００００．００００．００００．００００．００００．００００．００００．０００
１０（Ｃ．ｃｉｎｅｒｅａＧＱ４３６３６０） ０．０４４０．０４４０．０４４０．０４４０．０４４０．０４４０．０４４０．０４４０．０００
１１（Ｄ．ｔｒｉｆｏｌｉａｔａＫＦ４９６３９１） ０．０４６０．０４６０．０４６０．０４６０．０４６０．０４６０．０４６０．０４６０．０４６０．０６５
１２（Ｅ．ｐｈａｓｅｏｌｏｉｄｅｓＪＦ７３８９０４） ０．０３５０．０３５０．０３５０．０３５０．０３５０．０３５０．０３５０．０３５０．０３５０．０５２０．０４７
１３（Ｅ．ｐｈａｓｅｏｌｏｉｄｅｓＫＦ４９６５１４）０．０３５０．０３５０．０３５０．０３５０．０３５０．０３５０．０３５０．０３５０．０３５０．０５２０．０４７０．０００
１４（Ｓ．ｃｕｎｅａｔａＫＦ１８１５２９） ０．０８１０．０８１０．０８１０．０８１０．０８１０．０８１０．０８１０．０８１０．０８１０．０９２０．０９２０．０７２０．０７２
１５（Ｓ．ｃｕｎｅａｔａＦＪ６２６６０５） ０．０７７０．０７７０．０７７０．０７７０．０７７０．０７７０．０７７０．０７７０．０７７０．０８８０．０８８０．０６８０．０６８０．００４
１６（Ｓ．ｃｕｎｅａｔａＡＦ０９３７３１） ０．０７９０．０７９０．０７９０．０７９０．０７９０．０７９０．０７９０．０７９０．０７９０．０９００．０９００．０７００．０７００．００６０．００２

在不同物种之间，鸡血藤与大血藤的种间遗传距离最大，为

０．０８１；与香花崖豆藤种间遗传距离最小，为０．０４４。鸡血藤
与混伪品的种间距离远大于鸡血藤的种内距离，表明在 ｒｂｃＬ
基因中有足够的差异鉴别鸡血藤及其混伪品。

２．４　聚类分析
以ｒｂｃＬ序列构建的鸡血藤及其混伪品的系统发生树见

图３，１６个样品聚成２个主分支。不同个体的鸡血藤先聚成

１个小分支，然后再与同科的香花崖豆藤、鱼藤和?藤聚成１
支；木通科的大血藤则单独成为１支，系统发生树聚类结果与
传统分类学相符合。各分支的 ｂｏｏｓｔｒａｐ支持率均在 ７０％以
上，具有较好的单系性。基于ｒｂｃＬ基因建立的鸡血藤及其混
伪品系统发生树鉴别效果良好，表明 ｒｂｃＬ基因可作为鉴别鸡
血藤及其混伪品的ＤＮＡ标准序列。

３　讨论

对于鸡血藤及其混伪品的鉴定，相关报道主要是采取性

状鉴别［９］、显微鉴别［１０］、理化鉴别［１１］等传统方法，但这些方

法的鉴定标识在生物学上增多为物种的遗传表观型，不仅受

到遗传因素的影响，还与物种的发育阶段、生长环境以及人类

活动如引种、炮制等有密切的关系，而且鉴别人员需有专业的

知识背景，主观性强，重复性和稳定性差。翟明等也曾用

ＲＡＰＤ分子标记鉴别鸡血藤及常见混伪品［１２］，但 ＲＡＰＤ鉴别
物种需要多条引物，操作复杂，而且试验结果的重复性容易受

ＰＣＲ试剂用量等多种因素的影响。
近年来，ＤＮＡ条形码技术已被公认为中药材鉴定的有效

手段，它以遗传信息 ＤＮＡ为鉴定依据，鉴别特征不因物种所

处的发育阶段和药材的状态影响，具有很好的可重复性和稳

定性。只需１个或少数几个基因片段就可以完成绝大多数物
种的鉴定，试验过程标准化，容易实现物种鉴定的自动化。

ＤＮＡ序列可以通过互联网和信息平台进行收集和共享，任何
人都可以用来鉴定物种［１３］。作为植物 ＤＮＡ条形码的热门片
段之一，ｒｂｃＬ基因具有通用性好、易 ＰＣＲ扩增和序列比对等
优点，在种属水平有良好的鉴别效果［１４］。本研究中，采用１
对通用引物进行ＰＣＲ扩增，仅需１次试验就可以成功扩增目
的片段，简单快捷，并且测得序列在不同的鸡血藤样品中也有

很好的重复性和稳定性。在鸡血藤与混伪品的４９６ｂｐ序列
中，存在变异碱基６４个，变异程度达１２．９％，种间变异程度
也远大于种内变异程度。ｒｂｃＬ基因有足够的差异区别鸡血藤
及其混伪品，基于ｒｂｃＬ基因的系统发生树也能直观地证实这

—９５—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第６期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
一结论。

本研究采用ＤＮＡ条形码技术分析鸡血藤及其混伪品的
ｒｂｃＬ基因，序列中存在着多处鉴别位点，基于ｒｂｃＬ基因构建的
系统发生树可直观地鉴别鸡血藤及４种混伪品，为其资源保
护和临床用药安全提供了一定的保障。
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环境因子对黄鳝 ＤＭＲＴ基因甲基化的影响
吴秀林１，丁炜东１，２，曹哲明１，２，刘　旭１，２，邴旭文１，２

（１．南京农业大学无锡渔业学院，江苏无锡２１４１８２；２．中国水产科学研究院淡水渔业研究中心，江苏无锡 ２１４０８１）

　　摘要：ＤＮＡ甲基化是一种重要的 ＤＮＡ修饰方式，它能在不改变 ＤＮＡ一级结构的情况下调控基因的表达，能够维
持正常的细胞功能，在胚胎发育、遗传印记中起重要作用。以黄鳝为对象，采用限制性内切酶－ＰＣＲ检测特定ＤＮＡ片
段是否发生甲基化的方法，研究不同温度、ｐＨ值、光照周期条件下ＤＭＲＴ基因在各组织中的甲基化差异。用甲基化敏
感的限制性内切酶ＨｐａⅡ酶切黄鳝的性腺、肾、脾、肝、肠等５个组织，根据已知的ＤＭＲＴ２、ＤＭＲＴ３、ＤＭＲＴ４基因序列设
计特异的引物扩增酶切产物，并设置未酶切对照组，用１％琼脂糖检测，分析差异条带，若未酶切组泳道出现条带，酶
切组泳道也出现条带则判定为阳性结果，否则判定为阴性结果。结果表明：不同生态因子条件下，在 ５个组织中
ＤＭＲＴ２－ＦＲ２扩增序列中的位点均表现为阳性结果；ＤＭＲＴ３－ＦＲ２、ＤＭＲＴ４－ＦＲ２、ＤＭＲＴ４－ＦＲ３扩增序列中的位点均
表现为阴性结果，说明这４个序列中位点的甲基化状态非常稳定，环境因子的小幅变化对其影响不大。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｂｉｎｇｘｗ＠ｆｆｒｃ．ｃｎ。

　　黄鳝（Ｍｏｎｏｐｔｅｒｕｓａｌｂｕｓ）是重要的淡水经济鱼类，隶属硬
骨鱼纲辐鳍亚纲合鳃目合鳃科黄鳝属，其肉质细嫩、营养丰

富，具有较高的食用价值、药用价值。黄鳝多生活在河道、湖

泊、沟塘等水体中，我国的珠江流域、长江流域盛产黄鳝。泰

国、印度尼西亚等国也有黄鳝分布［１］。研究发现，黄鳝繁殖

比较特殊，具性逆转现象，一般经历雌性发育阶段—间性发育

阶段—雄性发育阶段，这种独特的生理现象使得黄鳝成为研

究探讨鱼类性别控制机理的极好材料［２］。ＤＭＲＴ基因家族成
员的典型特征是具有一个保守的 ＤＭ结构域，ＤＭ是一个靠
特殊的锌指结构连接ＤＮＡ的结构域，通过调节目的基因转录
参与发育调节过程［３］。目前，已在多种鱼类体内检测到

ＤＭＲＴ家族基因［４］。ＤＭＲＴ基因普遍被认为与性别分化有
关，如ＤＭＲＴ１、ＤＭＲＴ２、ＤＭＲＴ３与雄性性别分化密切相关，对
精巢正常发育有重要作用。Ｋｉｍ等研究发现，小鼠ＤＭＲＴ３参
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