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地黄属植物的 ＤＮＡ 条形码研究
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摘　 要: 地黄属(Ｒｅｈｍａｎｎｉａ)为玄参科(Ｓｃｒｏｐｈｕｌａｒｉａｃｅａｅ)药用植物ꎬ 广泛分布于中国中东部及北部地区ꎮ 由于

地黄属植物经历了快速成种ꎬ 导致其属内物种间形态性状差异较小ꎬ 运用传统的形态学分类方法已难以准确地

鉴定物种ꎬ 近年来迅速发展起来的 ＤＮＡ 条形码技术为快速、 准确地鉴别物种提供了新思路ꎮ 本研究选用 ３ 个叶

绿体 ＤＮＡ 非编码区片段( ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ、 ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ 和 ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ)及核基因 ＩＴＳ 片段ꎬ 运用 ＰＷＧ￣ｄｉｓｔａｎｃｅ 和 Ｔｒｅｅ￣
Ｂｕｉｌｄｉｎｇ 两种方法对地黄属 ５ 个物种 ７５ 个个体进行了 ＤＮＡ 条形码分析ꎮ 结果表明: 单个叶绿体 ＤＮＡ 片段或核

基因 ＩＴＳ 片段对地黄属物种的鉴别率较低(０％~２０％)ꎬ 组合的叶绿体 ＤＮＡ 片段分辨能力虽然高于单个 ＤＮＡ 片

段ꎬ 但并不能将地黄属 ５ 个物种完全区分开ꎻ ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ＋ＩＴＳ 片段组合的分辨率可达 １００％ꎬ 能够将地黄属 ５ 个

物种准确区分ꎬ 与所有叶绿体 ＤＮＡ 片段和核基因 ＩＴＳ 片段组合( ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ＋ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ ＋ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ＋ＩＴＳ)的辨别率

相同ꎬ 因此推荐 ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ＋ＩＴＳ 作为地黄属植物的标准条形码ꎮ 此外ꎬ 利用 ＤＮＡ 条形码鉴别物种时ꎬ 可采用叶

绿体 ＤＮＡ 片段和核 ＤＮＡ 片段组合的方法来提高物种鉴定的成功率ꎮ
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　 　 地黄属 ( Ｒｅｈｍａｎｎｉａ Ｌｉｂｏｓｃｈ. ｅｘ Ｆｉｓｃｈ. ｅｔ
Ｍｅｙ.)是玄参科(Ｓｃｒｏｐｈｕｌａｒｉａｃｅａｅ)多年生草本植

物ꎬ 广布于中国中东部及北部地区ꎮ «中国植物志»
记载地黄属有 ６ 个种ꎬ 包括天目地黄(Ｒ􀆰 ｃｈｉｎｇｉｉ
Ｌｉ.)、 裂叶地黄(Ｒ. ｐｉａｓｅｚｋｉｉ Ｍａｘｉｍ.)、 高地黄(Ｒ.
ｅｌａｔａ Ｎ􀆰 Ｅ􀆰 Ｂｒｏｗｎ)、 湖 北 地 黄 ( Ｒ􀆰 ｈｅｎｒｙｉ Ｎ􀆰 Ｅ.
Ｂｒｏｗｎ)、 茄叶地黄(Ｒ􀆰 ｓｏｌａｎｉｆｏｌｉａ Ｔｓｏｏｎｇｅｔ Ｃｈｉｎ)ꎬ
还有我国著名的传统中药材地黄 [ Ｒ􀆰 ｇｌｕｔｉｎｏｓａ
(Ｇａｅｔｎ.) Ｌｉｂｏｓｃｈ. ｅｘ Ｆｉｓｃｈ. ｅｔ Ｍｅｙ.]ꎮ 但近年来

的形态学、 化学成分以及分子证据均显示高地黄和

裂叶地黄的表型性状相似、 组成成分相近且遗传组

成也趋于一致ꎬ 两者实为同一物种[１]ꎮ 长期以来ꎬ
不同学者对地黄属植物的研究多偏重于地黄的药

性、 化学成分及品种间遗传基础和系统发育关系等

方面[１－４]ꎮ 如闰坤等[１] 和 Ａｌｂａｃｈ 等[４] 利用叶绿体

ＤＮＡ 片段和 ｎｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列明确了地黄属 ６ 个物

种的系统发育关系ꎬ 并结合植物化学、 形态解剖学

及细胞学证据对其种间关系进行了研究ꎬ 认为该属

物种为单系类群ꎮ 此外ꎬ 地黄属植物分布范围广ꎬ
且不同地区间的物种在外观形态性状上差异较小ꎬ
以致经常造成分类学上的混乱ꎮ 然而目前对该属植

物种间关系的划分却仅局限于传统的形态学分类方

法ꎬ 如叶片与花粉形态、 花色及种子微形态等ꎮ 就

地黄属种子的形态鉴定指标而言ꎬ 天目地黄和湖北

地黄较一致ꎬ 裂叶地黄和高地黄相近ꎬ 而地黄在种

子长度、 宽度上与天目地黄和湖北地黄接近ꎬ 在外

种皮内侧网纹直径上与裂叶地黄和高地黄接

近[１ꎬ５]ꎮ 另外ꎬ 同一地域生长的地黄属植物植株叶

形态也有很大差异ꎬ 如裂叶地黄的叶片具有裂叶和

圆叶两种类型ꎬ 且其圆形叶与天目地黄的叶片非常

相似ꎬ 致使在野外采集时难以区分这两个种ꎬ 因此

鉴于形态学分类的局限性ꎬ 有必要借助 ＤＮＡ 条形

码技术对地黄属物种进行准确区分和鉴定ꎮ 除地黄

作为传统的中药植物外ꎬ 地黄属内的其它物种还具

有潜在的药用与观赏价值[６]ꎬ 故准确鉴别地黄属

物种对研究地黄属植物的系统发育关系以及资源的

开发利用都具有重要意义ꎮ
近年来ꎬ ＤＮＡ 条形码技术(ＤＮＡ ｂａｒｃｏｄｉｎｇ)

的发展为解决地黄属内物种的划分和鉴定提供了新

的工具ꎮ ２００３ 年 Ｈｅｂｅｒｔ 等[７] 正式提出将 ＤＮＡ 条

形码用于分类学研究ꎬ 即利用一个或多个 ＤＮＡ 片

段实现对物种快速准确的鉴定ꎮ 与传统鉴定方法的

理论基础不同ꎬ ＤＮＡ 条形码技术是基于物种基因

型的差异ꎬ 而不是与环境密切相关的表型ꎬ 它克服

了传统鉴定方法的诸多缺陷ꎬ 具有鉴定结果准确、
可重复性好、 方法通用性强等优点[８]ꎮ 在植物中

多选择进化速率较快的叶绿体基因片段和核糖体内

转录间隔区( ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒｓꎬ ＩＴＳ)作
为鉴别植物物种的 ＤＮＡ 条形码[９－１１]ꎮ ２００９ 年生命

条形码联盟植物工作组 (ＣＢＯＬ Ｐｌａｎｔ Ｗｏｒｋｉｎｇ
Ｇｒｏｕｐ)提出将 ｒｂｃＬ＋ｍａｔＫ 片段组合作为陆地植物

的核心条形码ꎬ 并建议将叶绿体基因 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ
片段和核基因 ＩＴＳ 片段作为补充的 ＤＮＡ 条形

码[１２ꎬ１３]ꎮ ２０１１ 年中国植物条形码研究团队(Ｃｈｉｎａ
Ｐｌａｎｔ ＢＯＬ Ｇｒｏｕｐ)通过对大量数据的综合分析ꎬ
提出将 ｎｒＤＮＡ ＩＴＳ / ＩＴＳ２ 纳入到种子植物的核心条

形码中[１４]ꎮ
为了筛选出更适合地黄属植物的候选或标准条

形码ꎬ 我们研究了目前推荐使用的 ３ 个叶绿体

ＤＮＡ 条形码片段(ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、 ｍａｔＫ、 ｒｂｃＬ)、 核

基因 ＩＴＳ 片段以及进化速率较快的 ３ 个候选叶绿体

ＤＮＡ 片段( ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ、 ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ 和 ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ)ꎬ 并

评估它们在地黄属植物 ５ 个物种 ７５ 个个体间的通

用性及物种鉴别能力ꎬ 尝试筛选出适合该属植物物

种鉴定的 ＤＮＡ 条形码片段或片段组合ꎬ 以期为地

黄属物种的快速、 准确鉴定提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

选取地黄属(Ｒｅｈｍａｎｎｉａ)植物 ５ 个物种 １３ 个

居群的 ７５ 个个体作为研究材料(表 １)ꎬ 每个物种

至少 ５ 个个体ꎮ 采集 １３ 个地黄属植物野生居群的

幼嫩叶片ꎬ 经硅胶快速干燥后带回实验室保存、 备

用ꎮ 同时压制地黄属植物物种标本并存放于西北大

学生命科学学院ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＤＮＡ提取、 ＰＣＲ 扩增及测序

根据植物基因组 ＤＮＡ 小型提取试剂盒(Ｐｌａｎｔ
Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｋｉｔ)说明书操作步骤提取样品(约
２０ ｍｇ 干燥叶片)总 ＤＮＡꎮ 各基因片段的 ＰＣＲ 扩
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表 １　 材料来源
Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｍａｔｅｒｉａｌ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

居群
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

个体数
Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ Ｎｏ.

经度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

海拔(ｍ)
Ａｌｔｉｔｕｄｅ

地黄 Ｒ. ｇｌｕｔｉｎｏｓａ

茄叶地黄 Ｒ. ｓｏｌａｎｉｆｏｌｉａ

天目地黄 Ｒ. ｃｈｉｎｇｉｉ

湖北地黄 Ｒ. ｈｅｎｒｙｉ

裂叶地黄 Ｒ. ｐｉａｓｅｚｋｉｉ

山西大同 Ｄａｔｏｎｇꎬ Ｓｈａｎｘｉ(ＤＴ) ５ １１３.０ ４０.１ １０９８
甘肃崇信 Ｃｈｏｎｇｘｉｎꎬ Ｇａｎｓｕ(ＣＣ) ５ １０７.０ ３５.２ １２１５
山西长治 Ｃｈａｎｇｚｈｉꎬ Ｓｈａｎｘｉ(ＣＺ) ５ １１３.０ ３６.１ ９２９
四川隘口 Ａｉｋｏｕꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ(ＡＫ) ５ １０７.５ ３１.５ ７８７
山东泰安 Ｔａｉａｎꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ(ＴＡ) ５ １１７.１ ３６.２ ２０３

重庆城口 Ｃｈｅｎｇｋｏｕꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ(ＣＫ) １０ １０８.１ ３１.７ ９５０

安徽绩溪 Ｊｉｘｉꎬ Ａｎｈｕｉ(ＡＨ) ５ １１８.５ ３０.１ ２２２
安徽棠溪 Ｔａｎｇｘｉꎬ Ａｎｈｕｉ(ＴＸ) ５ １１７.６ ３０.４ ８６
浙江丽水 Ｌｉｓｈｕｉꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ(ＬＳ) ５ １２０.０ ２８.４ １９５

湖北宜昌 Ｙｉｃｈａｎｇꎬ Ｈｕｂｅｉ (ＹＣ) １０ １１０.６ ３１.３ ２９９

陕西后柳 Ｈｏｕｌｉｕꎬ Ｓｈａｎｘｉ(ＨＬ) ５ １０８.２ ３２.９ ３８３
湖北保康 Ｂａｏｋａｎｇꎬ Ｈｕｂｅｉ(ＢＫ) ５ １１１.５ ３１.９ ２５１
湖北竹山 Ｚｈｕｓｈａｎꎬ Ｈｕｂｅｉ(ＺＳ) ５ １１０.２ ３２.１ ４９５

增在 ＰＴＣ￣１００ＰＣＲ 仪上完成ꎬ 反应体系为 ２０ μＬꎬ
包含 ２０ ~３０ ｎｇ 模板 ＤＮＡ、 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣＬ
(ｐＨ ８􀆰 ３)、 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２、 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰｓ、
０􀆰 ３ μＬ 的正反扩增引物(表 ２)、 ０􀆰 ３ Ｕ Ｔａｑ ＤＮＡ
聚合酶ꎮ ＰＣＲ 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ
送往上海生工生物公司利用 ＡＢＩ３１３０ｘｌ 遗传分析仪

进行测序ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 数据处理

采用软件 Ｂｉｏｅｄｉｔ ７􀆰 ０􀆰 ９􀆰１[２２]和 ＭＥＧＡ ５􀆰０[２３]

对原始序列进行人工校对ꎬ 并利用 ＤｎａＳＰ ５􀆰０[２４]

统计每个基因片段的 ｉｎｄｅｌｓ(插入或缺失碱基)和单

核苷酸多态性(ＳＮＰｓ)ꎮ 将 ４ 个 ＤＮＡ 片段( ｔｒｎＬ￣
ｔｒｎＦ、 ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ、 ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ 及核基因 ＩＴＳ)单独构

建矩阵、 ３ 个叶绿体 ＤＮＡ 片段两两组合或全部组

合来构建矩阵、 叶绿体 ＤＮＡ 片段与核基因 ＩＴＳ 片

段联合构建矩阵ꎬ 来评估单个基因片段或基因片段

组合的 ＤＮＡ 条形码对地黄属物种的辨别能力ꎮ 利

用软件 ＭＥＧＡ ５􀆰 ０[２３]对 ４ 个 ＤＮＡ 片段种内、 种间

的 Ｋｉｍｕｒａ￣２￣ｐａｒａｍｅｔｅｒ 遗传距离进行分析ꎬ 并构

建单个基因片段以及片段组合的邻接树(ＮＪ)ꎻ 同

时利用两种不同的方法ꎬ 即 ＰＷＧ(Ｐｌａｎｔ Ｗｏｒｋｉｎｇ
Ｇｒｏｕｐ)距离法[２５] 和构建 ＮＪ 系统聚类树 ( Ｔｒｅｅ￣
Ｂｕｉｌｄｉｎｇ)法ꎬ 对地黄属物种的鉴别力予以评估ꎮ
生命条形码联盟植物工作组推荐使用的 ＰＷＧ 距离

法(单独计算每个物种的遗传距离)认为ꎬ 只有种

间最小的遗传距离大于种内最大的遗传距离时才表

明物种鉴定成功ꎮ 而利用 Ｔｒｅｅ￣Ｂｕｉｌｄｉｎｇ 方法时ꎬ
只有同一个物种的不同个体在构建的 ＮＪ 系统树上

形成单系分支才认为物种鉴定成功[１４]ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 基因片段序列

由于国际生命条形码联盟(ＣＢＯＬ)植物工作组

所建议使用的 ３ 个叶绿体基因片段 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、
ｍａｔＫ、 ｒｂｃＬ 在地黄属植物 ５ 个物种中扩增反应及

测序结果均不理想ꎬ 本研究利用 ３ 个候选叶绿体

ＤＮＡ 片段( ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ、 ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ、 ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ)及核

基因 ＩＴＳ 片段对地黄属植物 １３ 个居群 ７５ 个个体进

行了 ＰＣＲ 扩增及目的电泳谱带的测序(成功率均

为 １００％)ꎬ 共获得 ２２５ 个叶绿体 ＤＮＡ 序列、 ７５
个核基因 ＩＴＳ 序列ꎮ 对位排列后(表 ３)ꎬ ３ 个叶绿

体 ＤＮＡ 片段的序列长度范围为 ７３９~８０６ ｂｐꎬ 其

中 ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ 片段的序列长度为 ８０６ ｂｐꎬ ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ
片段 ７５６ ｂｐꎬ ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ 片段 ７３９ ｂｐꎻ ＩＴＳ 片段

５９８ ｂｐꎮ ４ 个 ＤＮＡ 条形码基因片段中ꎬ ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ
的变异位点最多ꎬ 共 ３７ 个(包括 １３ 个 ＳＮＰｓꎬ ２４
个 ｉｎｄｅｌｓ)ꎬ 占其序列总长度的 ５􀆰 ０１％ꎻ 其次是

ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦꎬ 共 １３ 个变异位点(９ 个 ＳＮＰｓꎬ ４ 个 ｉｎ￣
ｄｅｌｓ)ꎬ 变异率为 １􀆰 ６１％ꎻ 再次是 ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶꎬ 共

１６ 个变异位点(１２ 个 ＳＮＰｓꎬ ４ 个 ｉｎｄｅｌｓ)ꎬ 占其

序列总长度的 ２􀆰 １２％ꎻ 变异位点最少的是核基因
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表 ２　 ＰＣＲ扩增引物
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｆｏｒ ＤＮＡ ｂａｒｃｏｄｉｎｇ

基因片段
Ｇｅｎｅ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

来源
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ Ｆ: ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ
Ｒ: ＡＴＴＴＧＡＡＣＴＧＧＴＧＡＣＡＣＧＡＧ

Ｔａｂｅｒｌｅｔ ｅｔ ａｌ.[１５]
Ｔａｂｅｒｌｅｔ ｅｔ ａｌ.[１５]

ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ ｔｒｎＭ: ＴＡＣＣＴＡＣＴＡＴＴＧＧＡＴＴＴＧＡＡＣＣ
ｔｒｎＶ: ＧＣＴＡＴＡＣＧＧＧＣＴＣＧＡＡＣＣ

Ｃｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ.[１６]

Ｃｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ.[１６]

ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ ｔｒｎＳ: ＡＡＣＧＧＡＴＴＡＧＣＡＡＴＣＣＧＡＣＧＣＴＴＴＡ
ｔｒｎＧ: ＣＴＴＴＴＡＣＣＡＣＴＡＡＡＣＴＡＴＡＣＣＣＧＣ

Ｄｏｎｇ ｅｔ ａｌ.[１７]

Ｄｏｎｇ ｅｔ ａｌ.[１７]

ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ ｐｓｂＡ: ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ
ｔｒｎＨ: ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣ

Ｓａｎｇ ｅｔ ａｌ.[１８]

Ｔａｔｅ ｅｔ ａｌ.[１９]

ｍａｔＫ Ｆ: ＡＣＣＣＡＧＴＣＣＡＴＣＴＧＧＡＡＡＴＣＴＴＧＧＴＴＣ
Ｒ: ＣＧＴＡＣＡＧＴＡＣＴＴＴＴＧＴＧＴＴＴＡＣＧＡＧ

Ｈｉｌｕ ｅｔ ａｌ.[２０]

Ｈｉｌｕ ｅｔ ａｌ.[２０]

ｒｂｃＬ Ｆ: ＡＴＧＴＣＡＣＣＡＣＡＡＡＣＧＧＡＧＡＣ
Ｒ: ＧＣＡＧＣＴＡＡＴＴＣＡＧＧＡＣＴＣＣ

Ｉｖａｎｏｖａ ｅｔ ａｌ.[２１]

Ｉｖａｎｏｖａ ｅｔ ａｌ.[２１]

ＩＴＳ ＩＴＳ４: ＴＧＴＧＡＣＧＡＴＧＣＣＣＧＡＧＡＡＧＡ
ＩＴＳ５: ＴＣＧＡＡＡＣＣＴＧＣＡＡＡＧＣＡＧＡＣＣ

Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ Ｗｈｉｔｅ ｅｔ ａｌ.[２２]

Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ Ｗｈｉｔｅ ｅｔ ａｌ.[２２]

表 ３　 用于条形码分类的 ＤＮＡ片段长度、测序成功率和变异位点信息
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈꎬ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ｅａｃｈ ＤＮＡ ｒｅｇｉｏｎ

基因片段
Ｇｅｎｅ ｒｅｇｉｏｎ

序列比对长度
Ａｌｉｇｎｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｌｅｎｇｔｈ (ｂｐ)

ＰＣＲ 扩增成功率
ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ (％)

测序成功率
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ (％)

ＳＮＰｓ 位点数
Ｎｏ. ｏｆ ＳＮＰｓ

插入或缺失碱基数
Ｎｏ. ｏｆ ｉｎｄｅｌｓ

变异位点
Ｎｏ. ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ｏｆ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ

ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ８０６ １００ １００ ９ ４ １３ (１.６１％)
ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ ７５６ １００ １００ １２ ４ １６ (２.１２％)
ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ ７３９ １００ １００ １３ ２４ ３７ (５.０１％)

ＩＴＳ ５９８ １００ １００ ６ １９ ２５ (４.１８％)

ＩＴＳ 片段ꎬ 共 ２５ 个变异位点(６ 个 ＳＮＰｓꎬ １９ 个 ｉｎ￣
ｄｅｌｓ)ꎬ 变异率为 ４􀆰 ４８％ꎮ
２􀆰 ２　 ４个 ＤＮＡ片段的物种分辨率

采用 ＰＷＧ￣ｄｉｓｔａｎｃｅ 和 Ｔｒｅｅ￣Ｂｕｉｌｄｉｎｇ 两种方

法比较了单个基因片段及其不同组合对地黄属植物

５ 个物种的鉴别率ꎮ 由图 １ 可见ꎬ ３ 个叶绿体片段

ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ、 ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ、 ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ 的分辨率分别为

０％、 ２０％、 ２０％ꎻ 核基因 ＩＴＳ 片段的分辨率为

２０％ꎻ 在叶绿体 ＤＮＡ 片段的不同组合分析中ꎬ 无

论是 ２ 个还是 ３ 个片段组合对地黄属 ５ 个物种的分

辨率都为 ２０％ꎬ 即与单个 ＤＮＡ 片段的分辨能力相

当ꎮ 而在核基因 ＩＴＳ 片段和叶绿体 ＤＮＡ 片段组合

的分析中ꎬ 物种的分辨率明显高于单个或多个叶绿

体 ＤＮＡ 片段组合ꎬ 如 ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ＋ＩＴＳ、 ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ＋
ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ＋ＩＴＳ 的物种分辨率为 ６０％ꎻ 组合 ｔｒｎＳ￣
ｔｒｎＧ＋ＩＴＳ 的物种分辨率高达 １００％ꎬ 可将地黄属

５ 个物种完全区分开ꎮ
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Ｌꎬ ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦꎻ Ｍꎬ ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶꎻ Ｓꎬ ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧꎻ Ｉꎬ ＩＴＳꎻ ＬＭꎬ
ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ＋ ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶꎻ ＬＳꎬ ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ＋ ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧꎻ ＭＳꎬ ｔｒｎＭ￣
ｔｒｎＶ ＋ ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧꎻ ＬＭＳꎬ ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ＋ ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ ＋ ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧꎻ ＬＩꎬ
ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ＋ ＩＴＳꎻ ＭＩꎬ ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ ＋ ＩＴＳꎻ ＳＩꎬ ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ ＋ ＩＴＳꎻ
ＬＭＩꎬ ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ＋ ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ ＋ ＩＴＳꎻ ＬＳＩꎬ ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ＋ ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ ＋
ＩＴＳꎻ ＭＳＩꎬ ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ＋ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ＋ＩＴＳꎻ ＬＭＳＩꎬ ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ＋ｔｒｎＭ￣
ｔｒｎＶ＋ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ＋ＩＴＳ.

图 １　 单个 ＤＮＡ片段及其不同组合对地黄
属 ５ 个物种的分辨率

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ａｌｌ ｔｅｓｔｅｄ
ｓｉｎｇｌｅ￣ ａｎｄ ｍｕｌｔｉ￣ＤＮＡ ｒｅｇｉｏｎｓ ｉｎ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ
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３　 讨论

３􀆰 １　 单个叶绿体 ＤＮＡ片段及核基因 ＤＮＡ 片段对

地黄属物种的鉴别率较低

一般而言ꎬ 叶绿体基因组进化速率较慢ꎬ 使用

其基因片段鉴定植物类群存在上限[２６]ꎬ 在两两组

合的基础上增加片段组合(如 ２ 个或 ３ 个叶绿体

ＤＮＡ 片段组合)都不能进一步提高物种分辨率ꎮ 本

研究结果也显示单个叶绿体 ＤＮＡ 片段及其不同组

合对地黄属物种的分辨率较低(０％~２０％)ꎬ 其中

３ 个叶绿体 ＤＮＡ 片段组合( ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ＋ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ＋
ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ)的最高分辨率也仅有 ２０％(图 １)ꎮ 叶绿

体 ＤＮＡ 条形码对地黄属物种鉴别率较低的原因可

能是: 首先ꎬ 地黄属近缘种之间可能存在杂交渐

渗[４]ꎬ 导致单个或少量叶绿体 ＤＮＡ 条形码片段组

合难以分辨ꎮ 闰坤等认为地黄(Ｒ. ｇｌｕｔｉｎｏｓａ)和茄

叶地黄(Ｒ. ｓｏｌａｎｉｆｏｌｉａ)是杂交多倍体[１]ꎬ 裂叶地黄

(Ｒ. ｐｉａｓｅｚｋｉｉ)和湖北地黄(Ｒ. ｈｅｎｒｙｉ)的杂交可能

参与地黄(Ｒ. ｇｌｕｔｉｎｏｓａ)与茄叶地黄(Ｒ. ｓｏｌａｎｉｆｏ￣
ｌｉａ)的物种形成[２７]ꎬ 从而使地黄属各物种之间的

ＤＮＡ 变异界限模糊ꎮ 本实验 ３ 个叶绿体 ＤＮＡ 片段

组合的 ＮＪ 系统发育树也显示 (图 ２)ꎬ 地黄 (Ｒ.
ｇｌｕｔｉｎｏｓａ)、 裂叶地黄 (Ｒ. ｐｉａｓｅｚｋｉｉ)、 湖北地黄

(Ｒ. ｈｅｎｒｙｉ)及茄叶地黄(Ｒ. ｓｏｌａｎｉｆｏｌｉａ)在系统树中

始终形成平行支ꎬ 使物种之间难以明确分辨ꎮ 其

次ꎬ 地黄属植物经历了快速成种[４]ꎬ 导致种间在

短时间内没有积累足够的遗传变异ꎬ 物种之间难以

分辨ꎬ 如地黄(Ｒ. ｇｌｕｔｉｎｏｓａ)和茄叶地黄(Ｒ. ｓｏｌａｎｉ￣
ｆｏｌｉａ)ꎮ 刘占林等采用叶绿体基因 ( ｒｂｃＬ、 ｒｐｓ２、
ｒｐｓ１６、 ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ)单独分析及与核基因 ＩＴＳ 片段联

合分析构建的地黄属植物系统发育关系表明ꎬ 茄叶

地黄始终被包含在地黄类群内ꎬ 与地黄共同形成一

组[２７]ꎮ 本研究也发现ꎬ 茄叶地黄(Ｒ. ｓｏｌａｎｉｆｏｌｉａ)
与地黄(Ｒ. ｇｌｕｔｉｎｏｓａ)的花形态很接近ꎬ 在形态性

状上的差别仅体现在叶与花的表型上ꎬ 前者是卵形

叶、 花生叶腋ꎬ 后者是长椭圆形叶、 总状花序ꎻ 二

者都是多倍体ꎬ 且其分布区重叠ꎬ 类群间的分化时

间很短[１]ꎬ 种间遗传差异非常小ꎬ 在进化树上难

以形成单系(图 ２)ꎮ
核基因 ＩＴＳ 具有较快的突变速率ꎬ 能够提供更

加丰富的遗传信息ꎬ 被认为是陆地被子植物的核心

条形码[１４]ꎮ 但本研究采用核基因 ＩＴＳ 片段对地黄

属 ５ 个物种的分辨率仅有 ２０％(图 ３)ꎬ 即除能成

功鉴定裂叶地黄(Ｒ. ｐｉａｓｅｚｋｉｉ)外ꎬ 其余 ４ 个物种

都不能被成功分辨ꎮ 这也许是地黄属物种划分可能

存在不合理之处ꎬ 或是由于这些物种不完全的谱系

筛选导致保留了大量祖先多态性和较低水平的种间

分化[２８]ꎮ
综上分析ꎬ 地黄属植物存在较复杂的地理遗传

结构ꎬ 单独使用叶绿体 ＤＮＡ 片段或核基因 ＩＴＳ 片

段对该属植物进行鉴定均存在一定的困难ꎮ
３􀆰 ２　 叶绿体 ＤＮＡ片段和核基因 ＤＮＡ 片段组合能

够提高地黄属物种的鉴别率

核基因和叶绿体基因具有不同的遗传模式ꎬ 即

核基因是双亲遗传ꎬ 而叶绿体基因为单亲遗传模

式ꎬ 因此在研究分析中依据这两种不同的遗传方

式ꎬ 我们可以追踪到植物不同的进化历史ꎬ 也可加

深对植物进化过程的了解ꎮ 目前选择多种基因片段

组合ꎬ 尤其是不同遗传背景来源的基因片段组合构

建系统发育矩阵也是进行 ＤＮＡ 条形码鉴定尝试较

多的方法之一[２９ꎬ３０]ꎮ
对于地黄属植物而言ꎬ 仅依靠单个或数个叶绿

体 ＤＮＡ 条形码片段或核基因 ＩＴＳ 片段是很难明确

鉴别的ꎬ 如闰坤等[１] 和 Ａｌｂａｃｈ 等[４] 基于核基因

ＩＴＳ 片段和叶绿体 ＤＮＡ 片段的分析结果表明ꎬ 地

黄属物种能够聚为一个单系分支且具有较高的支持

率ꎻ 其中ꎬ 地黄和茄叶地黄的亲缘关系较近ꎬ 但属

内其它物种间的分类地位没有得到很好的支持ꎮ 故

我们将核基因 ＩＴＳ 片段和叶绿体 ＤＮＡ 片段组合分

析试图提高对该属物种的鉴别率ꎬ 结果显示任何一

个或多个叶绿体 ＤＮＡ 片段与核基因 ＩＴＳ 片段的组

合分析都提高了对地黄属物种的鉴别率(图 １)ꎬ 这

与前人对桤木(Ａｌｎｕｓ ｃｒｅｍａｓｔｏｇｙｎｅ Ｂｕｒｋ.) [３１] 和

槽舌兰(Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｑｕａｓｉｐｉｎｉｆｏｌｉｕｍ) [３２]ＤＮＡ 条

形码的研究结果一致ꎻ 单个叶绿体 ＤＮＡ 片段与核

基因 ＩＴＳ 片段的组合中ꎬ ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ＋ＩＴＳ 的物种分

辨能力最好(１００％)ꎬ 可将 ５ 个物种完全区分(图
１ꎬ 图 ４)ꎻ 由于单片段组合 ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ＋ＩＴＳ 具有与

三条码组合( ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ＋ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ ＋ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ)、 四

条码组合( ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ＋ｔｒｎＭ￣ｔｒｎＶ＋ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ＋ＩＴＳ)相
同的物种鉴别率ꎬ 本研究推荐将 ＤＮＡ 片段组合

ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ＋ＩＴＳ 作为地黄属植物鉴定的标准条形码ꎮ
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图 ２　 基于 ３ 个叶绿体 ＤＮＡ片段组合构建的地黄属植物 ＮＪ系统发育树
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图 ３　 基于核基因 ＩＴＳ片段构建的地黄属植物 ＮＪ系统发育树
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图 ４　 基于 ３ 个叶绿体 ＤＮＡ片段和核基因 ＩＴＳ片段组合构建的地黄属植物 ＮＪ系统发育树
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｌ ｔｈｒｅｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｒｅｇｉｏｎｓ ａｎｄ ｎｒＤＮＡ ＩＴＳ

因此ꎬ 在利用 ＤＮＡ 变异鉴别植物物种的研究分析

中ꎬ 若叶绿体 ＤＮＡ 条形码片段不起作用或鉴别率

较低时ꎬ 可采用这种叶绿体 ＤＮＡ 条形码片段和核

基因 ＤＮＡ 片段组合的方法来鉴别一些属内的近缘

物种ꎮ
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