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　　摘要：为了建立简便、重复性高的金钗石斛的分子鉴别方法，对金钗石斛及其混淆品的亲缘关系进行分析并构建
稳定的序列条形码分析，根据金钗石斛及其混淆品的ｎａｄ１ｉｎｔｒｏｎ２序列，寻找其中存在的特异性位点并设计特异性鉴
别引物，运用Ｍｅｇａ５．０等软件进行遗传关系分析并构建系统进化树。根据序列中存在的单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点
及特异性鉴别引物，可在５３℃的复性条件下扩增得到约４００ｂｐ的条带，将金钗石斛与其混淆品成功分开；构建的
ＵＰＧＭＡ树可以将金钗石斛及其混淆品鉴别开。ＳＮＰ位点及位点特异性 ＰＣＲ具有高效、准确、省时的特点，有广泛的
应用前景。同时，通过ｎａｄ１基因第２内含子可以分析正品与混淆品之间的亲缘关系并成功构建物种分析的条形码序
列，为石斛药材的鉴别提供了可靠的科学依据，也为构建更完整的ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ（ＤＮＡ条形码）数据库奠定基础。
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　　石斛是我国兰科石斛属（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ）的珍稀濒危物种，
主要分布于我国植物区系学上的热点地区“岭南地区”和“华

中地区”［１］，长于海拔 ８００～１６００ｍ的悬崖岩石或树干上。
石斛属为兰科第２大属，在我国共有７４种和２个变种［２］。独

特的生境造就了石斛药材的非凡品质，早在《神农本草经》中

石斛药材就被列为上品，应用历史悠久，具有养阴生津、润肺

明目、抗癌防老等功效［３］。金钗石斛是《中华人民共和国药

典》（２００５版）［４］收录的适合加工成药材的５种石斛之一，由
于相似的外形及组织结构，其他许多同属植物及金石斛属、石

仙桃属的植物在加工后被用于冒充石斛正品在市场出

售［５－６］。准确鉴定石斛种类是保证药材质量和药理活性研究

的重要前提，对于濒危物种的资源保护也具有重要意义。

ｎａｄ１基因编码线粒体呼吸传递链的复合体Ⅰ －泛醌氧
化还原酶（也可称 ＮＡＤＨ脱氢酶）的 ｎａｄ１亚基，是１个结构
较为稳定的线粒体基因，由５个外显子构成［７］，依次是 ｎａｄ１／
ａ～ｎａｄ１／ｅ。ｎａｄ１基因的内含子２序列位于ｎａｄ１／ｂ和ｎａｄ１／ｃ
之间，可能与ｍＲＮＡ成熟的反式剪接机制有关。植物线粒体
中许多基因存在进化较快的内含子，加上被子植物线粒体是

母系遗传，因此线粒体ＤＮＡ片段信息同样提供了重要的进化
信息，在植物系统发育重建、居群生物学和生物地理学研究中

有 许 多 成 功 的 报 道［２，８－９］。 ＳＮＰ（ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）称为单核苷酸多态性，是指在染色体基因组水
平上由单个核苷酸的变异引起的ＤＮＡ序列多态性，包括单碱

基的转换、颠换、插入及缺失等形式［１０］。ＳＮＰ具有位点丰富、
更高的遗传稳定性、易实现分析的自动化等特点［１１－１２］，广泛

地应用于疾病检测、分子育种及中药材鉴别等领域［１３－１５］。

ＡＳ－ＰＣＲ，即位点特异性 ＰＣＲ，首次利用是 ＤｅＳａｌｌｅ等在
Ｎａｔｕｒｅ上发表的对鱼子酱中鱼卵所属鲟鱼的种类进行鉴
别［１６］。在中药材鉴定领域，有姜黄、大黄、齿瓣石斛、铁皮石

斛等的位点特异性鉴别研究［１７－２０］。ＤＮＡ序列分析是常用于
植物分子系统学研究的一类重要的分子标记，它是通过比较

ＤＮＡ序列的差异来反映生物体在遗传上的差异，在此基础上
发展起来ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ（ＤＮＡ条形码）技术，被越来越多地
应用于中药材鉴定的研究中。ＤＮＡ条形码是基于 ＤＮＡ片段
来表征生物物种身份并且有足够变异位点同时容易扩增的技

术［２，２１］，已经在人参、金银花、石斛等中药材基原植物的鉴定

中得到广泛应用［２２－２５］。本研究拟对金钗石斛及其近缘物种

的ｎａｄ１基因内含子２序列进行研究，确定该序列作为 ＤＮＡ
条形码的可行性并寻找ＳＮＰ分子标记，研究基因片段在植物
鉴定方面的应用并探讨金钗石斛的进化地位，为濒危物种的

保护生物学研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
本试验所用材料主要采自云南、广西、广东等地，各种植

物的种类、来源及ＧｅｎＢａｎｋ登录号详见表１。
１．２　基因组ＤＮＡ提取

取硅胶干燥的材料叶片０．１ｇ，用无菌水冲洗干净，采用
改良十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法［２６］提取叶片总 ＤＮＡ。
利用紫外分光光度计测定所提取的 ＤＮＡ模板质量，评价其
ＤＮＡ浓度及纯度，于－２０℃保存。
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表１　供试材料来源及登录号

编号 物种 来源 ＧｅｎＢａｎｋ登录号
１ 粉花石斛（Ｄ．ｌｏｄｄｉｇｅｓｉｉ） 云南文山 ＪＱ８６４２１８
２ 铁皮石斛（Ｄ．ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ） 广西乐业 ＪＱ８６４２１９
３ 齿瓣石斛（Ｄ．ｄｅｖｏｎｉａｎｕｍ） 广西桂林 ＪＱ８６４２２０
４ 黄花石斛（Ｄ．ｄｉｘａｎｔｈｕｍ） 云南思茅 ＪＱ８６４２２１
５ 球花石斛（Ｄ．ｔｈｙｒｓｉｆｌｏｒｕｍ） 云南西双版纳 ＪＱ８６４２２２
６ 束花石斛（Ｄ．ｃｈｒｙｓａｎｔｈｕｍ） 广西乐业 ＪＱ８６４２２３
７ 兜唇石斛（Ｄ．ａｐｈｙｌｌｕｍ） 广西乐业 ＪＱ８６４２２４
８ 金钗石斛（Ｄ．ｎｏｂｉｌｅ） 云南西双版纳 ＪＱ８６４２２５
９ 流苏石斛（Ｄ．ｆｉｍｂｒｉａｔｕｍ） 广西天峨 ＪＱ８６４２２６
１０ 黑毛石斛（Ｄ．ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎｉｉ） 广西天峨 ＪＱ８６４２２７
１１ 玫瑰石斛（Ｄ．ｃｒｅｐｉｄａｔｕｍ） 云南勐腊 ＪＱ８６４２２８
１２ 晶帽石斛（Ｄ．ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｕｍ） 云南西双版纳 ＪＱ８６４２２９
１３ 报春石斛（Ｄ．ｐｒｉｍｕｌｉｎｕｍ） 云南西双版纳 ＪＱ８６４２３０
１４ 细叶石斛（Ｄ．ｈａｎｃｏｃｋｉｉ） 云南西双版纳 ＪＱ８６４２３１
１５ 矮石斛（Ｄ．ｂｅｌｌａｔｕｌｕｍ） 云南思茅 ＪＱ８６４２３２
１６ 牛齿兰（Ａｐｐｅｎｄｉｃｕｌａｃｏｒｎｕｔａ） 广东 ＡＦ３１４８４９

１．３　引物设计及ＰＣＲ扩增
引物根据Ｚｈａｎｇ等对石斛属植物的研究［２７］设计，序列如

下：ｎａｄ１Ｆ，５′－ＧＣＡＴＴＡＣＧＡＴＣＴＧＣＡＧＣＴＣＡ－３′；ｎａｄ１Ｒ，
５′－ＧＧＡＧＣＴＣＧＡＴＴＡＧＴＴＴＣＴＧＣ－３′。ＰＣＲ扩增反应在
３０μＬ的反应体系中进行，包括１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值
为８３），５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１ＵＴａｑ酶，
２００ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，各 １０ｐｍｏｌ／Ｌ引物，ＤＮＡ模板约 ８０ｎｇ。
反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，
７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束
后，取５μＬＰＣＲ反应产物在１％琼脂糖凝胶上电泳检测。
１．４　ＰＣＲ产物纯化与测序

ＰＣＲ产物用美国Ａｘｙｇｅｎ试剂盒纯化，纯化产物送至生工
生物工程（上海）股份有限公司测序。

１．５　ＤＮＡ序列分析
所得石斛属植物的序列用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８软件完成比对，用

Ｍｅｇａ５．０软件分析碱基组成、变异位点数、简约信息位点数、转
换和颠换数。以 Ｋｉｍｕｒａ－２参数计算遗传距离，以牛齿兰
（Ａｐｐｅｎｄｉｃｕｌａｃｏｒｎｕｔａ）为外类群，分析植物的种间变异，构建
ＵＰＧＭＡ（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎ，非
加权组平均法）系统发生树，分析石斛属各物种的亲缘关系。

１．６　位点特异性引物设计及扩增
　　运用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８、Ｍｅｇａ５．０软件对所得序列进行排列，
根据碱基位点的变异设计特异性引物，对金钗石斛及其混淆

品进行鉴别。扩增反应的引物序列如下：ＪＣＦ，５′－
ＣＴＡＡＡＣＧＡＣＧＡＧＣＡＡＡＣＡＣＴ－３′；ＪＣＲ，５′－ＡＡＴＴＴＣＴＧ
ＣＧＣＣＣＴＡＡＧＡＡＧＣ－３′。３０μＬ的反应体系包括３μＬ１０×
ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，２μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，２μＬ２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，１Ｕ
Ｔａｑ酶 ，１μＬ１０ｐｍｏｌ／Ｌ引物，１００ｎｇＤＮＡ模板。反应程序：
９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５３℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１．５ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　ｎａｄ１ｉｎｔｒｏｎ２序列的长度和变异
金钗石斛及其近缘物种（不含外类群）的ｎａｄ１ｉｎｔｒｏｎ２序

列长度为７７４～８５２ｂｐ，长度变异较大，其中金钗石斛的 ｎａｄ１
内含子２序列长度为８４３ｂｐ。经ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８和 ＭＥＧＡ５．０
软件排序，简并序列长度为８７１ｂｐ。其中碱基组成平均含量
Ｔ为１８．２％、Ｃ为２５．６％、Ａ为２５．８％、Ｇ为３０．４％，ＧＣ含量
为５６％，ＧＣ含量明显高于 ＡＴ含量，其中金钗石斛 ＧＣ含量
为５５．８％，各样本的序列长度及碱基含量见表２。

表２　金钗石斛及混淆品ｎａｄ１ｉｎｔｒｏｎ２序列长度及碱基组成

物种
含量（％）

Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ＋Ａ Ｃ＋Ｇ
序列长度

（ｂｐ）

Ｄ．ｌｏｄｄｉｇｅｓｉｉ １８．４ ２５．５ ２５．７ ３０．４ ４４．１ ５５．９ ８３８
Ｄ．ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ １８．２ ２５．５ ２５．９ ３０．３ ４４．１ ５５．８ ８４４
Ｄ．ｄｅｖｏｎｉａｎｕｍ １８．２ ２５．６ ２５．７ ３０．６ ４３．９ ５６．２ ８３７
Ｄ．ｄｉｘａｎｔｈｕｍ １８．５ ２５．５ ２６．１ ３０．０ ４４．６ ５５．５ ８４４
Ｄ．ｔｈｙｒｓｉｆｌｏｒｕｍ １８．３ ２５．７ ２５．８ ３０．２ ４４．１ ５５．９ ８３４
Ｄ．ｃｈｒｙｓａｎｔｈｕｍ １８．３ ２５．９ ２５．２ ３０．６ ４３．５ ５６．５ ８３４
Ｄ．ａｐｈｙｌｌｕｍ １８．４ ２５．５ ２５．７ ３０．４ ４４．１ ５５．９ ８３８
Ｄ．ｎｏｂｉｌｅ １８．５ ２５．４ ２５．７ ３０．４ ４４．２ ５５．８ ８４３
Ｄ．ｆｉｍｂｒｉａｔｕｍ １７．９ ２６．１ ２５．６ ３０．４ ４３．５ ５６．５ ８５１
Ｄ．ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎｉｉ １８．１ ２５．６ ２６．１ ３０．１ ４４．２ ５５．７ ８４３
Ｄ．ｃｒｅｐｉｄａｔｕｍ １８．３ ２５．９ ２５．６ ３０．２ ４３．９ ５６．１ ８０８
Ｄ．ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｕｍ １８．５ ２５．４ ２５．７ ３０．５ ４４．２ ５５．９ ８４４
Ｄ．ｐｒｉｍｕｌｉｎｕｍ １８．３ ２５．８ ２５．７ ３０．３ ４４．０ ５６．１ ８３８
Ｄ．ｈａｎｃｏｃｋｉｉ １７．４ ２５．５ ２６．１ ３１．０ ４３．５ ５６．５ ７７４
Ｄ．ｂｅｌｌａｔｕｌｕｍ １７．９ ２５．４ ２６．２ ３０．５ ４４．１ ５５．９ ８４７

　　１５种石斛有保守位点８１７个，变异位点２７个，简约信息
位点５个，单变异位点２２个。共有６处 ｉｎｄｅｌｓ（碱基缺失），
其中较长的ｉｎｄｅｌｓ位于３４９～４１７、５７９～５９６ｂｐ，不同的物种
表现出缺失碱基的长度和位置的差异；较短的 ｉｎｄｅｌｓ位于
１４０～１４６、４４５～４５１、５２２～５２８、６１０～６１３ｂｐ，最大的长６ｂｐ，
最小的长４ｂｐ。
２．２　基于ＳＮＰ的金钗石斛的鉴别
　　单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称
ＳＮＰ），主要是指在基因组水平上由单个核苷酸的变异所引起
的ＤＮＡ序列多态性。金钗石斛与其混淆品之间存在２２个
ＳＮＰ位点，可以用于物种之间的鉴别。在获得的１５种石斛的
ｎａｄ１ｉｎｔｒｏｎ２序列中，金钗石斛在第６０３位上的碱基为 Ｔ，其
他种类均为Ｃ，该位点可以作为金钗石斛与其混淆品的种间
鉴别的有效位点。根据特异性位点设计的引物用于石斛植物

的扩增，结果显示，只有在金钗石斛中产生了大约４００ｂｐ长
度的单一条带，说明该变异性引物用于物种鉴定的可行性。

２．３　遗传距离的计算及基于ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ的石斛属亲缘关
系分析

　　应用ＭＥＧＡ５．０进行序列分析，以 Ｋｉｍｕｒａ－２参数计算
各物种之间的遗传距离，结果见表３。从遗传距离来看，铁皮
石斛与黄花石斛遗传距离差异最小，为０，而兜唇石斛与齿瓣
石斛的差异最大，为０．０１０，平均遗传距离为０．００４。外类群
牛齿兰与 １５种石斛的遗传距离为 ０．１４７～０．１５６。利用
ＭＥＧＡ５．０软件对获得的序列片段进行分析，构建序列进化
ＵＰＧＭＡ树（图１）。ＵＰＧＭＡ树分析发现，矮石斛、报春石斛、
黄花石斛、铁皮石斛首先聚为１支，然后与玫瑰石斛、粉花石
斛、细叶石斛、流苏石斛、束花石斛形成的分支聚为１支，最后
与晶帽石斛、球花石斛、金钗石斛、兜唇石斛、齿瓣石斛依次聚
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表３　基于ｎａｄ１ｉｎｔｒｏｎ２序列的石斛属及牛齿兰遗传距离分析

物种编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５
２ ０．００３
３ ０．００７ ０．００７
４ ０．００３ ０．０００ ０．００７
５ ０．００４ ０．００４ ０．００８ ０．００４
６ ０．００４ ０．００４ ０．００５ ０．００４ ０．００５
７ ０．００５ ０．００５ ０．０１０ ０．００５ ０．００７ ０．００７
８ ０．００５ ０．００５ ０．００７ ０．００５ ０．００７ ０．００４ ０．００８
９ ０．００３ ０．００３ ０．００４ ０．００３ ０．００４ ０．００１ ０．００５ ０．００３
１０ ０．００３ ０．００３ ０．００７ ０．００３ ０．００４ ０．００４ ０．００５ ０．００５ ０．００３
１１ ０．００１ ０．００４ ０．００５ ０．００４ ０．００５ ０．００３ ０．００７ ０．００４ ０．００１ ０．００４
１２ ０．００４ ０．００４ ０．００８ ０．００４ ０．００５ ０．００５ ０．００７ ０．００７ ０．００４ ０．００４ ０．００５
１３ ０．００３ ０．００３ ０．００７ ０．００３ ０．００４ ０．００４ ０．００５ ０．００５ ０．００３ ０．００３ ０．００４ ０．００４
１４ ０．００４ ０．００４ ０．００５ ０．００４ ０．００５ ０．００３ ０．００７ ０．００４ ０．００１ ０．００４ ０．００３ ０．００５ ０．００４
１５ ０．００１ ０．００１ ０．００５ ０．００１ ０．００３ ０．００３ ０．００４ ０．００４ ０．００１ ０．００１ ０．００３ ０．００３ ０．００１ ０．００３
１６ ０．１４７ ０．１５１ ０．１５６ ０．１５１ ０．１５２ ０．１５１ ０．１５１ ０．１４９ ０．１５１ ０．１５１ ０．１４９ ０．１５２ ０．１５１ ０．１５１ ０．１４９

　　注：物种编号同表１。

类，形成与牛齿兰并列的２个大支。可以看出，ｎａｄ１ｉｎｔｒｏｎ２
序列可以对石斛种类进行有效的鉴别，适宜作为分子条形码

用于金钗石斛及其近缘物种的亲缘关系分析。

３　讨论与结论

ＤＮＡ是植物细胞的遗传物质，具有稳定、可靠、不受外界
影响和可遗传性等优点，可以作为药用植物鉴别、植物分类及

进化关系分析的依据［２８－３２］。线粒体基因含有较好的位点多

样性水平，基因重排对于近缘物种的鉴定具有较大的意义，在

动物中广泛应用于谱系地理、系统发育、ＤＮＡ条形码鉴定等
研究［３３－３４］。而植物线粒体基因组远大于动物线粒体基因组，

变异幅度可能高达１０倍以上，在同一科中也可能存在较大差
异［３５－３６］。ｎａｄ１ｉｎｔｒｏｎ２序列用于药用植物的鉴别并有效地追
溯其原产地［２，２７］、稻族的系统发育及分析鉴定［３７］、挪威云杉不

同居群的遗传关系分析［３８］等研究，均取得了较好的效果。本

试验通过对１５种石斛的研究发现，线粒体基因ｎａｄ１ｉｎｔｒｏｎ２
变异位点数量为２７个，可用于金钗石斛及其混淆品的鉴别。
　　与其他分子标记相比，ＳＮＰ具有位点丰富、检验成本低、

更高的稳定性及检出率高等优点，被广泛应用于植物遗传育

种、物种鉴别及中药材的鉴定研究中［１５，３９］。位点特异性鉴别

ＰＣＲ（ａｌｌｅｌｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，简称
ＡＳ－ＰＣＲ）具有操作简单、高效等特点，亦被广泛应用于药材
及其混淆品、伪品的鉴别［６，１５］。而线粒体基因序列中含有的

ＳＮＰ位点，方便结合 ＡＳ－ＰＣＲ等技术，更利于物种的鉴定。
本研究中，存在于６０３位的 ＳＮＰ位点，可以成功地鉴别金钗
石斛与其混淆品，为石斛属植物的鉴别及其他中药材的物种

鉴定及规范中药材市场提供理论依据。

ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ是 ２００３年由加拿大圭尔夫大学的 Ｐａｕｌ
Ｈｅｂｅｒｔ正式提出的，是利用１段短的、标准的 ＤＮＡ片段，从基
因组标准化区间对物种进行快速、准确的鉴定［４０］。ＤＮＡ条
形码的优点包括不受样品形态和发育阶段限制、准确性高等，

可以从分子层面构建物种的序列库并快速有效地进行鉴别，

可以促进物种的鉴定分类及保护生物学的发展，对新物种的

发现和珍稀濒危物种的保护具有重要的意义。本研究利用的

基于线粒体ｎａｄ１ｉｎｔｒｏｎ２序列的ＤＮＡ条形码技术，排除了植
物形态等条件的限制，可以直接从分子水平对金钗石斛及其

近缘物种进行鉴别，效果较好。研究过程中涉及的物种序列

的ＧＣ含量、遗传距离、ＵＰＧＭＡ进化树等结果，可为石斛的市
场应用提供有效的鉴别方法，为石斛类药材的鉴定提供了一

种新的思路，也为找到更适合的药用植物 ＤＮＡ条形码，从而
构建更完整的公共序列数据库奠定基础。
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