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　　摘要：通过ＤＮＡ条形码技术，以ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ基因为条形码编码序列对枸杞属植物２１份试验材料进行鉴定分析，
在分子水平上获得鉴定枸杞属植物的理论依据。采用ＣｌｕｓｔａｌＸ比对序列，用Ｍｅｇａ７．０计算遗传变异距离并比较序列
间的差异，基于Ｋ２Ｐ模型构建系统发育树。结果表明，ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列的遗传距离范围为０．００００～０．００９２，平均遗传
距离为０．００３０，可以鉴别亲缘关系较远的枸杞属品种，并且构建的系统发育树将航天诱变种与普通栽培种分成了２
大支，各分支内部均具有较高的自展支持率，因此，ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列可以作为初步鉴定枸杞属植物的ＤＮＡ条形码。
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　　枸杞为茄科（Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ）茄族（ＳｏｌａｎｅａｅＲｅｉｃｈｂ．）枸杞亚
族（ＬｙｃｉｉｎａｅＷｅｔｔｓｔ）枸杞属（ＬｙｃｉｕｍＬ．）植物，是多年生落叶
灌木［１］，其果实、根皮、叶均具有较高的药用及保健价值。该

属约有８０种，是一个世界分布属［２］，国内主要种植区域分布

在宁夏、新疆、甘肃、青海等地［３］。由于各品种间常有相同的

基原或近缘，其发育形态、组织结构及所含的化学成分具有高

度的相似性［４］，因此传统的形态学鉴别方法已难以解决此

问题。

ＤＮＡ条形码（ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ）是利用 １个或少数几个
ＤＮＡ片段对目标物种进行识别和鉴定的一项新技术［５］，它具

有操作简便、准确性高、鉴定快速等特点［６］，已成为现代生物

分类学研究中引人关注的新方向和研究热点。近些年来，国

内外学者对适合用于鉴定植物的 ＤＮＡ条形码基因序列进行
了积极的探索与研究，发现ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ基因片段进化速率快，
能够积累较多变异，从而能够鉴别亲缘关系很近的物

种［７－１０］，因此适宜作为鉴定植物的ＤＮＡ条形码。
本研究旨在对 ２１份枸杞属植物试验材料进行 ｐｓｂＡ－

ｔｒｎＨ的序列测定，并通过序列比对、序列间差异分析及构建
系统发育树，探索其在枸杞属植物中的适用性，从而为物种鉴

定和分类提供依据并奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
采样时间：２０１７年 ６月 １４日。采样地点：宁夏银川市

（芦花台）枸杞国家林木种质资源库，地处银川平原西部、贺

兰山东麓，地理位置为１０５°４９′～１０６°１８′Ｅ，３８°０８′～３８°５２′Ｎ，
年平均蒸发量为 １５８３．２ｍｍ，年平均太阳辐射量为
１４６ｋｃａｌ／ｃｍ２，全年平均日照时数超过 ３０００ｈ，日照率为
６９％，光能资源丰富，年平均气温差为 ３２℃ 左右，无霜期较
短，降水量较少，属于中温带干旱型气候。

采样品种：在银川市枸杞国家林木种质资源库采集２１份
枸杞属植物新鲜叶片于５ｍＬ冻存管中，保存于液氮中备用。
样品详情见表１。
１．２　试验方法

２０１７年６月１９日至７月２１日在宁夏农林科学院枸杞工
程技术研究所功能基因分析实验室进行２１份枸杞属植物材
料的基因提取及克隆工作。具体工作流程如下：

总ＤＮＡ的提取：采用新型植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒
（ＤＮＡｓｅｃｕｒｅＰｌａｎｔＫｉｔ）提取ＤＮＡ。

ＰＣＲ扩增。设计如下引物：Ｐ１，５′－ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧ
ＴＡＡＴＧＣＴＣ－３′；Ｐ２，５′－ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ－
３′，用以上引物对２１个试验材料在 Ｂｉｏ－ＲａｄＰＣＲ仪上进行
ＰＣＲ扩增，扩增体系（１５μＬ）：２×ｐｆｕｍｉｘ（ｐｆｕｍｉｘ指浓缩 ＰＣＲ
扩增预混合溶液）７．５μＬ，Ｐ１和 Ｐ２各 ０．５μＬ，模板 ＤＮＡ
２μＬ，最后加ｄｄＨ２Ｏ４．５μＬ补足至 １５μＬ。反应程序：９４℃
预变性３ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，５６℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，３６个循环；７２℃保温１０ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物进行１．２％
琼脂糖凝胶电泳。

切胶回收：采用ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒对目标条
带进行回收，并用１．２％琼脂糖凝胶电泳进行回收检测，将纯
化后的目标ＤＮＡ作为测序反应的模板。

连接转化：采用 ｐＬＢ零背景快速克隆试剂盒，将回收产
物连接于Ｔ载体（ｐＧＥＭ－Ｔ），再转入大肠杆菌进行培养。

阳性克隆的筛选及测序：采用蓝白斑法筛选阳性克隆，并

进行菌落ＰＣＲ及电泳检测。最后送往生工生物工程（上海）
股份有限公司测序。

１．３　序列统计分析方法
　　利用ＣｌｕｓｔａｌＸ进行序列比对，用Ｍｅｇａ７．０计算目标序列
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表１　枸杞属植物试验材料基本信息

编号 种英文／拉丁名 种质名称 代号 资源类型 采集地

１ ＮｉｎｇｑｉＮｏ．１（Ｌ．ｂａｒｂａｒｕｍＬ．） 宁杞１号 Ｎｉｎｇｑｉ１ 选育品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

２ ＮｉｎｇｑｉＮｏ．２（Ｌ．ｂａｒｂａｒｕｍＬ．） 宁杞２号 Ｎｉｎｇｑｉ２ 选育品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

３ ＮｉｎｇｑｉＮｏ．３（Ｌ．ｂａｒｂａｒｕｍＬ．） 宁杞３号 Ｎｉｎｇｑｉ３ 选育品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

４ ＮｉｎｇｑｉＮｏ．４（Ｌ．ｂａｒｂａｒｕｍＬ．） 宁杞４号 Ｎｉｎｇｑｉ４ 选育品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

５ ＮｉｎｇｑｉＮｏ．５（Ｌ．ｂａｒｂａｒｕｍＬ．） 宁杞５号 Ｎｉｎｇｑｉ５ 选育品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

６ ＮｉｎｇｑｉＮｏ．６（Ｌ．ｂａｒｂａｒｕｍＬ．） 宁杞６号 Ｎｉｎｇｑｉ６ 选育品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

７ ＮｉｎｇｑｉＮｏ．７（Ｌ．ｂａｒｂａｒｕｍＬ．） 宁杞７号 Ｎｉｎｇｑｉ７ 选育品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

８ Ｌ．ｂａｒｂａｒｕｍＬ． 宁农杞９号 Ｎｉｎｇｎｏｎｇｑｉ９ 选育品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

９ Ｌ．ｂａｒｂａｒｕｍＬ．ｖａｒ．ａｕｒａｎｔｉｃａｒｐｕｍＫ．
Ｆ．Ｃｈｉｎｇ

黄果变 Ｈｕａｎｇｇｕｏｂｉａｎ 选育品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

１０ ＬｙｃｉｕｍｒｕｔｈｅｎｉｃｕｍＭｕｒｒ． 黑果枸杞 Ｈｅｉｇｕｏ 选育品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

１１ Ｌ．ｂａｒｂａｒｕｍＬ． Ｗ－１２－３０ Ｗ－１２－３０ 航天诱变种 银川市枸杞国家林木种质资源库

１２ ＨＺ－１３－０１ ＨＺ－１３－０１ 黑杂航天诱变种 银川市枸杞国家林木种质资源库

１３ ＺＨ－１３－０８ ＺＨ－１３－０８ 航天诱变种 银川市枸杞国家林木种质资源库

１４ Ｗ－１２－２７ Ｗ－１２－２７ 黑杂航天诱变种 银川市枸杞国家林木种质资源库

１５ Ｗ－１１－１５ Ｗ－１１－１５ 黑杂航天诱变种 银川市枸杞国家林木种质资源库

１６ Ｗ－１３－２６ Ｗ－１３－２６ 野生资源航天诱变种 银川市枸杞国家林木种质资源库

１７ Ｗ－１２－２６ Ｗ－１２－２６ 黑杂航天诱变种 银川市枸杞国家林木种质资源库

１８ Ｌｙｃｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅＭｉｌｌ．ｖａｒ．ｐｏｔａｎｉｎｉｉ
（Ｐｏｊａｒｋ．）Ａ．Ｍ．Ｌｕ

北方枸杞 Ｂｅｉｆａｎｇ 引进品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

１９ 圆果枸杞 Ｙｕａｎｇｕｏ 选育品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

２０ 河北枸杞 Ｈｅｂｅｉ 引进品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

２１ 昌吉枸杞 Ｃｈａｎｇｊｉ 引进品种 银川市枸杞国家林木种质资源库

２２ 外类群 Ｍｅｉｇｕｏ

的碱基组成、序列间的碱基变异频率和序列间的转换颠换频

率及其比率。通过比较序列种内和种间差异的分布，利用

Ｍｅｇａ７．０构建系统发育树，评价各序列的鉴定效果。

２　结果与分析

２．１　序列测定结果
　　测得２１份枸杞属植物叶绿体ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ间隔序列共２１
条，在美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）网站上进行ＢＬＡＳＴ
相似性检索，均有较好的匹配程度，确认为目标序列，检索比

对结果表明测序结果可靠准确。

２．２　序列信息分析
利用Ｍｅｇａ７．０软件对目标序列进行分析，结果显示，２１

份枸杞属植物材料的ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ间隔序列的长度均在５４６～
５６５ｂｐ之间，其中，北方枸杞和河北枸杞的ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列最
长，达到５６５ｂｐ，其次是黄果变、黑果枸杞、宁农杞５号、昌吉
枸杞及６个航天诱变种，长度均为５５５ｂｐ，宁杞１号至宁杞７
号，宁农杞９号及圆果枸杞序列长度最短，为５４６ｂｐ。２１份
枸杞属植物材料的 Ｇ＋Ｃ含量也存在差异，变异范围为
３０３％～３１．４％。为使试验结果更加清晰，加入外类群的分
析，在 ＮＣＢＩ上进行枸杞属植物 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ间隔序列的
ＢＬＡＳＴ检索，找到外类群美国枸杞的序列信息，长度为
５１３ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为２９．９％（表２）。
２．３　序列比对分析

经过序列比对，发现２１条序列之间不仅发生了转换和颠
换，而且存在碱基或片段缺失现象。除了北方枸杞与河北枸

杞，其他１９种枸杞属植物均在１８５ｂｐ处存在１９个碱基的缺
失，与７个航天诱变种、黑果枸杞、黄果变以及昌吉枸杞相比，

表２　序列碱基组成及长度

序号 种质名称 代号
Ｇ＋Ｃ含量
（％）

总长度

（ｂｐ）

１ 宁杞１号 Ｎｉｎｇｑｉ１ ３１．０ ５４６
２ 宁杞２号 Ｎｉｎｇｑｉ２ ３１．０ ５４６
３ 宁杞３号 Ｎｉｎｇｑｉ３ ３１．０ ５４６
４ 宁杞４号 Ｎｉｎｇｑｉ４ ３１．０ ５４６
５ 宁杞５号 Ｎｉｎｇｑｉ５ ３１．０ ５４６
６ 宁杞６号 Ｎｉｎｇｑｉ６ ３１．０ ５４６
７ 宁杞７号 Ｎｉｎｇｑｉ７ ３１．０ ５４６
８ 宁农杞９号 Ｎｉｎｇｎｏｎｇｑｉ９ ３１．０ ５４６
９ 黄果变 Ｈｕａｎｇｇｕｏｂｉａｎ ３１．２ ５５５
１０ 黑果枸杞 Ｈｅｉｇｕｏ ３１．２ ５５５
１１ Ｗ－１２－３０ Ｗ－１２－３０ ３１．４ ５５５
１２ ＨＺ－１３－０１ ＨＺ－１３－０１ ３１．４ ５５５
１３ ＺＨ－１３－０８ ＺＨ－１３－０８ ３１．４ ５５５
１４ Ｗ－１２－２７ Ｗ－１２－２７ ３１．４ ５５５
１５ Ｗ－１１－１５ Ｗ－１１－１５ ３１．４ ５５５
１６ Ｗ－１３－２６ Ｗ－１３－２６ ３１．４ ５５５
１７ Ｗ－１２－２６ Ｗ－１２－２６ ３１．４ ５５５
１８ 北方枸杞 Ｂｅｉｆａｎｇ ３０．３ ５６５
１９ 圆果枸杞 Ｙｕａｎｇｕｏ ３１．１ ５４６
２０ 河北枸杞 Ｈｅｂｅｉ ３０．３ ５６５
２１ 昌吉枸杞 Ｃｈａｎｇｊｉ ３１．４ ５５５
２２ 外类群 Ｍｅｉｇｕｏ ２９．９ ５１３

其他１１种枸杞均在４９６ｂｐ处存在 ９个碱基的缺失。利用
Ｍｅｇａ７．０软件计算表明，在２１种枸杞属植物的ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序
列中，保守位点（Ｃ）为５６６个，变异位点（Ｖ）数量为８个，其
中简约位点（Ｐｉ）４个，自裔位点（Ｓ）４个，其转换／颠换值（Ｒ）
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为０．２。
２．４　遗传距离分析

在２１份试验材料 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列比对的基础上，借助
Ｍｅｇａ７．０计算Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ遗传距离。结果表明，２１
种枸杞的遗传距离为０．００００～０．００９２ｃＭ，其中遗传距离最
小（０．００００ｃＭ）的组合有４个，分别是河北枸杞与北方枸杞

和圆果枸杞、黄果变与黑果枸杞、宁杞１号至宁杞７号与宁农
杞９号、７个航天诱变种，其亲缘关系最为接近，而昌吉枸杞
与北方枸杞、圆果枸杞、河北枸杞之间的遗传距离最大

（０００９２ｃＭ），亲缘关系最远，它们的平均遗传距离为
０．００３０ｃＭ（表３）。

表３　２１份枸杞属植物成对比较时的遗传距离

枸杞材料
遗传距离（ｃＭ）

Ｂｅｉｆａｎｇ Ｙｕａｎｇｕｏ Ｈｅｂｅｉ Ｗ－１２－３０Ｗ－１３－２６Ｗ－１２－２６ＨＺ－１３－０１ＺＨ－１３－０８Ｗ－１２－２７Ｗ－１１－１５
Ｂｅｉｆａｎｇ —

Ｙｕａｎｇｕｏ ０．００００ —

Ｈｅｂｅｉ ０．００００ ０．００００ —

Ｗ－１２－３０ ０．００５５ ０．００５５ ０．００５５ —

Ｗ－１３－２６ ０．００５５ ０．００５５ ０．００５５ ０．００００ —

Ｗ－１２－２６ ０．００５５ ０．００５５ ０．００５５ ０．００００ ０．００００ —

ＨＺ－１３－０１ ０．００５５ ０．００５５ ０．００５５ ０．００００ ０．００００ ０．００００ —

ＺＨ－１３－０８ ０．００５５ ０．００５５ ０．００５５ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ —

Ｗ－１２－２７ ０．００５５ ０．００５５ ０．００５５ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ —

Ｗ－１１－１５ ０．００５５ ０．００５５ ０．００５５ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ —

Ｈｅｉｇｕｏ ０．００７４ ０．００７４ ０．００７４ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８
Ｈｕａｎｇｇｕｏｂｉａｎ０．００７４ ０．００７４ ０．００７４ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８
Ｃｈａｎｇｊｉ ０．００９２ ０．００９２ ０．００９２ ０．００３６ ０．００３６ ０．００３６ ０．００３６ ０．００３６ ０．００３６ ０．００３６
Ｎｉｎｇｑｉ１ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７
Ｎｉｎｇｑｉ２ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７
Ｎｉｎｇｑｉ３ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７
Ｎｉｎｇｑｉ４ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７
Ｎｉｎｇｑｉ５ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７
Ｎｉｎｇｑｉ６ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７
Ｎｉｎｇｑｉ７ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７
Ｎｉｎｇｎｏｎｇｑｉ９ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７ ０．００３７

枸杞材料
遗传距离（ｃＭ）

Ｈｅｉｇｕｏ ＨｕａｎｇｇｕｏｂｉａｎＣｈａｎｇｊｉ Ｎｉｎｇｑｉ１ Ｎｉｎｇｑｉ２ Ｎｉｎｇｑｉ３ Ｎｉｎｇｑｉ４ Ｎｉｎｇｑｉ５ Ｎｉｎｇｑｉ５ Ｎｉｎｇｑｉ７ Ｎｉｎｇｎｏｎｇｑｉ９
Ｂｅｉｆａｎｇ
Ｙｕａｎｇｕｏ
Ｈｅｂｅｉ
Ｗ－１２－３０
Ｗ－１３－２６
Ｗ－１２－２６
ＨＺ－１３－０１
ＺＨ－１３－０８
Ｗ－１２－２７
Ｗ－１１－１５
Ｈｅｉｇｕｏ —

Ｈｕａｎｇｇｕｏｂｉａｎ０．００００ —

Ｃｈａｎｇｊｉ ０．００１８ ０．００１８ —

Ｎｉｎｇｑｉ１ ０．００５５ ０．００５５ ０．００７４ —

Ｎｉｎｇｑｉ２ ０．００５５ ０．００５５ ０．００７４ ０．００００ —

Ｎｉｎｇｑｉ３ ０．００５５ ０．００５５ ０．００７４ ０．００００ ０．００００ —

Ｎｉｎｇｑｉ４ ０．００５５ ０．００５５ ０．００７４ ０．００００ ０．００００ ０．００００ —

Ｎｉｎｇｑｉ５ ０．００５５ ０．００５５ ０．００７４ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ —

Ｎｉｎｇｑｉ６ ０．００５５ ０．００５５ ０．００７４ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ —

Ｎｉｎｇｑｉ７ ０．００５５ ０．００５５ ０．００７４ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ —

Ｎｉｎｇｎｏｎｇｑｉ９ ０．００５５ ０．００５５ ０．００７４ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００ —

２．５　枸杞属ＭＰ树鉴定
根据２１个枸杞品种的序列测定结果，采用最大简约数法

（ｍａｘｉｍｕｍｐａｒａｓｉｍｏｎｙ，简称ＭＰ）构建ＭＰ系统发育树，模型为
Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ，拓扑结构的可靠性用１０００次重复的自
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展检测（ｂｏｏｔｓｔｒａｐａｎａｌｙｓｉｓ）来评估（图１）。ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ条形码
序列的聚类图分成了２大支，宁杞１号到宁杞７号、宁农杞９
号、圆果枸杞、北方枸杞、河北枸杞及外类群美国种聚为１大
支，其中宁杞１号至７号与宁农杞９号处于同一分支，亲缘关
系最近，圆果枸杞、北方枸杞与河北枸杞为同一支，亲缘关系

最近，外类群美国品种单独为１支，与上述１１个品种的亲缘
关系最远。航天诱变种与黄果变、黑果枸杞和昌吉枸杞聚为

１大支，与其他品种亲缘关系较远，其中７个航天诱变种聚为
同一支，亲缘关系最近，黄果变、黑果枸杞、昌吉枸杞聚为同一

支，与上述７个品种的亲缘关系较远。

３　结论与讨论

由于枸杞属种质资源较为丰富，起源驯化有多种途径，栽

培历史悠久，属内种间杂交现象普遍［１１］，且诸多地方品种无

科学命名，导致品种资源类型多且名称乱，因此鉴定评价枸杞

属种质资源具有深刻的意义［１２］。本研究中２１份种质材料属
于枸杞属近缘种，在遗传多样性鉴定评价过程中，农艺性状易

受环境和栽培技术的影响不易鉴别，细胞学性状多态性不丰

富，此外同工酶性状有器官特异性且受生长发育阶段的影响，

具有一定的局限性［１３］。而分子标记法的出现，为资源鉴定评

价提供了新的方法［１４－１５］。本研究利用叶绿体间隔序列

ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ的保守区设计引物，扩增出完整序列片段，并对扩
增产物进行序列测定。经分析得出２１份枸杞属种质资源的
ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列长度范围为 ５４６～５６５ｂｐ，共有 ８个变异位
点，虽然序列过于保守，但其系统发育树将２１份种质材料分
成２大类，普通栽培种与圆果枸杞、北方枸杞、河北枸杞聚成
１支，航天诱变种与黑果枸杞、黄果变、昌吉枸杞聚为１支，且
各分支内部具有较高的自展支持率，表明依据 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序
列的差异可以鉴定亲缘关系较远的枸杞属种质，而亲缘关系

较近的种质资源还需进一步研究。
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