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　　摘要：为评价ＤＮＡ条形码候选序列对藏药波棱瓜属植物的鉴定作用，探讨波棱瓜属植物鉴定新方法，本研究采用
不同产地、不同海拔波棱瓜植物的ＩＴＳ２、ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ通用引物对１１０份样品进行ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增和测
序，比较４条ＤＮＡ序列扩增效率和测序成功率；分析种内和种间变异；通过 Ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ分析，构建 ＮＪ系统进化树，
评价各序列对西藏自治区、云南省、四川省不同海拔波棱瓜药材的辨别能力。研究结果表明，ＩＴＳ２序列在所研究的波
棱瓜属药用植物中的扩增效率和测序成功率均为１００％，其种内种间变异、Ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ与其他ＤＮＡ条形码候选序列
相比具有明显的优势，以ＩＴＳ２序列作为ＤＮＡ条形码，可对波棱瓜进行准确、快速识别和鉴定，准确地弄清楚不同地区
不同海拔所生长的波棱瓜之间的进化关系，为该药用植物的质量控制、安全用药及资源合理开发利用提供理论依据。
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　　波棱瓜作为传统的藏药材，其用药部位为其干燥种子。
它的药理作用在藏药学著作《月王药诊》中被著述，波棱瓜子

味苦、性寒，可和纤毛婆婆纳、藏茵陈、止泻木按一定剂量进行

配伍煎汤，藏医主要用其治疗赤巴炎症；此外波棱瓜子与玉石

等配伍主要治疗各种肝病［１］。波棱瓜子木脂素部位及其单

体常用于治疗黄疸、肝炎、消化不良及肝胆疾病。相关文献报

道，波棱瓜子的药理作用主要有抗肝损伤［２］、抗肝炎［３］等。

ＤＮＡ条形码技术通过测定植物ＤＮＡ序列进行比较来反
映其遗传差异，通过建立生物 ＤＮＡ条形码系统能够实现快
速、准确、自动化的物种鉴定［４－５］。目前，研究者们已经测定

了１０多条植物候选ＤＮＡ条形码序列［６］，并在不同的类群中

对各条形码的鉴定能力进行了考察。ＩＴＳ２序列中含有丰富
的变异位点和信息位点，并且该序列在植物中广泛存在，因此

可以应用于物种的鉴定，对植物有较高的鉴别能力［７－８］。可

以通过ＩＴＳ２序列来区分波棱瓜植物的产地，进行快速准确识
别和鉴定，对研究波棱瓜的分布有指导作用，对其遗传育种研

究、种质资源的生乳研究以及资源保护和全利用都具有重要

的理论和实践价值。

本研究应用近年来提出的植物 ＤＮＡ条形码候选序列
ＩＴＳ２、ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ对波棱瓜属植物进行研究，考察
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不同ＤＮＡ条形码候选序列在波棱瓜属药用植物鉴定中的能
力，以期建立波棱瓜属药用植物数字鉴定方法。

１　材料与方法

１．１　材料
笔者所在课题组共收集１１０份波棱瓜属样本，具体样本

见表１。试验样本经西南民族大学药学院顾健教授鉴定为波
棱瓜属［Ｈｅｒｐｅｔｏｓｐｅｒｍｕｍｐｅｄｕｎｃｕｌｏｓｕｍ（Ｓｅｒ．）Ｃ．Ｂ．Ｃｌａｒｋｅ］叶
片和种子。其中叶片样本１００份，都为硅胶干燥的叶片，１０
份为成熟种子，采样时间为２０１６年９月。测序公司为生工生
物工程（上海）股份有限公司。

表１　波棱瓜收集样本信息

　　　产地　 海拔（ｍ）
西藏白玉村 ２８８６
西藏棠木村 ３０６４
西藏麦差村 ３２２０
西藏帮肯村 ３０４３
泸定清风村 １８８０
泸定下马厂村 ２０６７
泸定马厂梁村村组１ ２２０２
泸定马厂梁村村组２ ２２６０
迪庆尼史村村组１ ３２５７
迪庆尼史村村组２ ３３８０
荷花池购买的种子 不祥

　　注：各产地样本数量均为１０份。

１．２　方法
１．２．１　样品 ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及测序　取干燥药材
３０ｍｇ，加入液氮充分碾磨，使用植物 ＤＮＡ提取试剂盒
（ＴｉａｎｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈＣｏ．，Ｃｈｉｎａ）提取总 ＤＮＡ。ｍａｔＫ、ｒｂｃＬ、
ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ＩＴＳ２的扩增引物见表２；候选 ＤＮＡ条形码序列
的ＰＣＲ扩增体系见表３。

表２　候选ＤＮＡ条形码引物

目标片段 引物 碱基序列（５′→３′）
ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ ＰｓｂＡＦ ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ

ＴｒｎＨ２ ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ
ＩＴＳ２ ＩＴＳ２Ｆ ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＴＧＴＧＡＡＴ

ＩＴＳ３Ｒ ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ
ｍａｔＫ ３Ｆ＿ＫＩＭ ＣＧＴＡＣＡＧＴＡＣＴＴＴＴＧＴＧＴＴＴＡＣＧＡＧ

１Ｒ＿ＫＩＭ ＡＣＣＣＡＧＴＣＣＡＴＣＴＧＧＡＡＡＴＣＴＴＧＧＴＴＣ
ｒｂｃＬ ｒｂｃＬａ＿Ｆ ＡＴＧＴＣＡＣＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＧＡＣＴＡＡＡＧＣ

ｒｂｃＬａ＿Ｒ ＧＴＡＡＡＡＡＴＣＡＡＧＴＣＣＡＣＣＲＣＧ

１．２．２　数据处理　试验主要应用的软件有ＤＡＮＭＡＮ、ＭＥＧＡ
ｖｅｒｓｉｏｎ５．１和ＳＰＳＳ１６．０。运用ＤＡＮＭＡＮ软件查看测序成功

表３　ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ＩＴＳ２、ｍａｔＫ、ｒｂｃＬ序列ＰＣＲ反应体系

序列 反应物 体积（μＬ）
ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ 样品ＤＮＡ ３．０

Ｐｒｉｍｅｒ１ １．０
Ｐｒｉｍｅｒ２ １．０

２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ １２．５
ｄｄＨ２Ｏ ７．５
总体积 ２５．０

ＩＴＳ２ 样品ＤＮＡ １．５
Ｐｒｉｍｅｒ１ １．０
Ｐｒｉｍｅｒ２ １．０

２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ １２．５
ｄｄＨ２Ｏ ９．０
总体积 ２５．０

ｍａｔＫ 样品ＤＮＡ １．０
Ｐｒｉｍｅｒ１ １．０
Ｐｒｉｍｅｒ２ １．０

２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ ６．５
ｄｄＨ２Ｏ １５．５
总体积 ２５．０

ｒｂｃＬ 样品ＤＮＡ １．０
Ｐｒｉｍｅｒ１ １．０
Ｐｒｉｍｅｒ２ １．０

２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ ７．５
ｄｄＨ２Ｏ １４．５
总体积 ２５．０

的序列，并将序列录入到ＭＥＧＡｖｅｒｓｉｏｎ５．１软件中，进行序列
之间遗传距离的分析进而构建系统进化树，分析保存序列的

变异位点、序列的遗传距离；运用ＳＰＳＳ１６．０进行 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩
和检验分析，比较各个序列的变异程度；通过 Ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ，
查看序列的种内、种间差异情况，观察是否出现显著 ｇａｐ，进
一步挑选合适的ＤＮＡ条形码片段；运用ＭＥＧＡｖｅｒｓｉｏｎ５．１软
件中的邻接法（ＮＪ），分析不同序列物种识别和鉴定能力。根
据系统进化树计算Ｋ２Ｐ距离，设１００次重复检验。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增结果
阴性对照（ＣＫ）采用加入和模板等量 ｄｄＨ２Ｏ后扩增的

ＰＣＲ产物，从图１可以看出，ＣＫ组无条带，说明样品 ＰＣＲ扩
增成功，不存在真菌污染，４条序列样本电泳条带均明亮，满
足试验要求。

２．２　ＰＣＲ扩增率和测序成功率
对样本的 ＩＴＳ２、ｍａｔＫ、ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｒｂｃＬ等４条候选序列

进行ＰＣＲ扩增效率（出现明显条带）和测序成功率（测序获
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得高质量序列）统计，结果（图 ２）显示，ＩＴＳ２、ｍａｔＫ序列为
１００．０％，ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列扩增效率为９１．０％，ｒｂｃＬ序列扩增
效率为８５．０％；ＩＴＳ２测序成功率为１００．０％，ｍａｔＫ测序成功
率为８８．９％，ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｒｂｃＬ测序成功率都为９７．８％。

２．３　候选ＤＮＡ条形码序列特征
本研究对不同产地不同海拔波棱瓜样品的４个 ＤＮＡ片

段ＩＴＳ２、ｍａｔＫ、ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｒｂｃＬ进行测序。测序所得的序列
用ＤＡＮＭＡＮ软件进行排列剪切，然后用ＭＥＧＡ５．１软件统计
序列的变异位点、保守位点、序列长度、ＧＣ含量等基本信息。

从表４可以看出，在４个基因片段中，ＩＴＳ２有５４个变异位点，
并且变异程度最高，为２２．７％；ｒｂｃＬ变异程度最小，为０４％；
变异程度表现为 ＩＴＳ２＞ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ＞ｍａｔＫ＞ｒｂｃＬ。因此选择
基于ＩＴＳ２基因对波棱瓜不同产地及海拔样品进行比对。序
列ｍａｔＫ的扩增片段最长，而ＩＴＳ２最短。

表４　候选条形码序列特征

序列
序列长度

（ｂｐ）
保守位点

数（个）

变异位点

数（％）
变异率

（％）
Ｇ＋Ｃ含量
（％）

ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ ５２０ ４８６ ３４ ６．５ ３１
ＩＴＳ２ ２３８ １８４ ５４ ２２．６ ４３
ｍａｔＫ ８２５ ８０６ １９ ２．３ ３２
ｒｂｃＬ ５４５ ５４３ ２ ０．４ ５７

２．４　种内种间的变异分析
从表５可以看出，４种序列种间变异平均值由大到小的

顺序为ＩＴＳ２＞ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ＞ｒｂｃＬ＞ｍａｔＫ；种间最小变异的顺序
为ＩＴＳ２＞ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ＞ｍａｔＫ＞ｒｂｃＬ；种内变异平均值顺序为
ＩＴＳ２＞ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ＞ｒｂｃＬ＞ｍａｔＫ。通过对波棱瓜属各条形码
候选序列的种间变异、种内变异、种间最小变异分析发现，

ＩＴＳ２序列满足种间变异应当大于种内变异，并且种间最小变
异应当小于种内变异这一条件。

表５　种内和种间距离

项目 ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ ＩＴＳ２ ｍａｔＫ ｒｂｃＬ
种间变异平均值 ０．０４１±０．０１０ ０．０９４±０．０７０ ０．０１５±０．００９ ０．０２０±０．００９
种内变异平均值 ０．０３８±０．０３０ ０．０２５±０．００４ ０ ０．０１０±０．００９
种间最小变异平均值 ０．０１９±０．０２４ ０．０２０±０．００９ ０．０１１±０．０１５ ０
平均联合深度 ０．０２０±０．０３０ ０．０４２±０．０５０ ０ ０．０１±０．０９０

２．５　候选ＤＮＡ条形码Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验
候选ＤＮＡ条形码两两序列相关程度，一般通过Ｗｉｌｃｏｘｏｎ

秩和来检验。此方法可以更加准确地反映出两两序列样本的

差异程度。从表６可以看出，ＩＴＳ２序列与其他３条序列具有
显著差异。通过检验发现，ＩＴＳ２序列种间的变异情况较其他
序列快。

表６　不同序列种间秩和检验结果

Ｗ＋ Ｗ－ 相关性序列，样本数，Ｐ值 结果

ｒｂｃＬ ｍａｔＫ Ｗ＋＝１３，Ｗ－＝０，ｎ＝６，Ｐ≤０．００１ ｍａｔＫ＞ｒｂｃＬ
ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ ｍａｔＫ Ｗ＋＝０，Ｗ－＝１１，ｎ＝６，Ｐ≤０．００１ ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ＞ｍａｔＫ
ＩＴＳ２ ｍａｔＫ Ｗ＋＝０，Ｗ－＝１７，ｎ＝６，Ｐ≤０．００１ ＩＴＳ２＞＞ｍａｔＫ
ｒｂｃＬ ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ Ｗ＋＝２１，Ｗ－＝０，ｎ＝７，Ｐ≤０．０１ ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ＞ｒｂｃＬ
ｒｂｃＬ ＩＴＳ２ Ｗ＋＝２８，Ｗ－＝１，ｎ＝６，Ｐ≤０．０１ ＩＴＳ２＞＞ｒｂｃＬ

ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ ＩＴＳ２ Ｗ＋＝４５，Ｗ－＝０，ｎ＝９，Ｐ≤０．０１ ＩＴＳ２＞ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ

　　注：Ｗ＋、Ｗ－分别表示正秩序、负秩序，可通过ＳＰＳＳ求得。

２．６　ＤＮＡ条形码Ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ检验
理想的条形码种间遗传变异应明显大于种内遗传变异，

并在二者之间存在显著差异，形成一个明显的间隔区，即

Ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ。从图３可以看出，ｒｂｃＬ序列的种内遗传变异值
和种间遗传变异值主要集中在０～０．００１区域，ｍａｔＫ序列的
种内遗传变异值和种间遗传变异值集中在０．００２～０．００３区
域，重叠部分多，无明显 ｇａｐ；ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ的种内遗传变异值
小，均集中在０～０．００１区域，种间遗传变异值在０～０．００１、
０．００２～０．００３区域均有分布，种内种间遗传变异重叠部分
少，ｇａｐ不明显。ＩＴＳ２种内遗传变异值在０～０．００４区域均有
分布，种间遗传变异值分布范围广。ＩＴＳ２的种内种间遗传变
异所行成的ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ明显，但重区域较小，有利于区分
物种。

２．７　ＩＴＳ２、ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ序列 ＮＪ系统进化树鉴定
结果

根据各序列对所有样本构建ＮＪ系统进行树（图４、图５、图
６、图７）。从ＮＪ进化树可以看出，ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列构建的系统
进化树中的样本有明显的种内差异，没有明显的种间变异，不

能鉴别出不同海拔样品。ｍａｔＫ序列和ｒｂｃＬ序列构建的进化树
可将不同产地不同海拔的样本聚类成一大类，种间距离很小，

无法区分，鉴别效果不理想。ＩＴＳ２序列构建的进化树可以很
好地区别出云南波棱瓜，同时四川省和西藏自治区样品聚类为

一类，与参照序列聚类距离远，有明显的种间距离。

３　讨论

波棱瓜为来源于葫芦科波棱瓜属的植物，以种子入药，是
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临床常用藏药。波棱瓜属植物主要分布于青藏高原地区，在

我国主要分布在西藏自治区、四川省、云南省，在国外印度、尼

泊尔也有分布。波棱瓜普遍生长在路边、林缘及山坡低矮灌

木丛中，海拔为２３００～３５００ｍ［９－１０］。波棱瓜药用历史悠久，
但存在称谓混乱导致用药混乱的现象，因此对波棱瓜属植物

进行准确识别和鉴定，对该药材的安全使用和波棱瓜资源的

合理开发及保护都十分重要。

　　本研究通过对不同产地不同海拔采集的波棱瓜植物样本
进行ＰＣＲ扩增、测序可知，ＩＴＳ２序列长度约为２３８ｂｐ，扩增成
功率和测序成功率都为１００％，有５４个变异位点，变异率为
２２．７％，ＤＮＡ条形码变异率较高，种间种内差异明显，种间最
小变异小于平均溯祖度。Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验的结果是 ＩＴＳ２
变异检验值大于其他３个序列。从Ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ图中能够看
出，ＩＴＳ２种间遗传变异分布范围广，与种内遗传变异值的重
叠区域较小，有利于区分物种。
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　　ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ间隔区在被子植物中具有高度变异性，其两
端具有７５ｂｐ的保守区序列，便于设计通用引物［６，１１］，在波棱

瓜属中的扩增效率为９１％，从 Ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ图中可以看出，
ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列的种内和种间遗传变异值的集中区域虽然没

有重叠，但ｇａｐ不明显，所以ＰｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列不适合单独作为
波棱瓜属植物的ＤＮＡ条形码。ｍａｔＫ序列是植物叶绿体ＤＮＡ
中进化较快的一条编码区序列，也是多位研究者推荐的条形

码序列之一［６，１２－１５］。本试验中，ｍａｔＫ序列在波棱瓜属植物中
扩增效率虽然高，但是测序成功率仅为８８．９％，低于其他 ３
条序列，且种内种间重叠部分多，无明显 ｇａｐ，因此 ｍａｔＫ不适
合作为条形码对波棱瓜属植物进行鉴定。ｒｂｃＬ序列的种间和
种内遗传变异值分布区域接近且无明显 ｇａｐ，因而判定 ｒｂｃＬ
也不适合作为波棱瓜属植物的ＤＮＡ条形码序列。从ＮＪ系统
进化树图中能够看出，除 ＩＴＳ２序列构建的系统进化树以外，
其他３条均不适合独自作为波棱瓜属的条形码来区分不同产
地的波棱瓜。
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