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中国蜘蛛抱蛋属植物 ＤＮＡ 条形码研究
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摘　 要: 利用植物 ＤＮＡ 条形码候选序列 ｍａｔＫ、 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、 ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ 和 ｒｂｃＬ 对蜘蛛抱蛋属(Ａｓｐｉｄｉｓｔｒａ)植物

的 １９ 种 １０４ 批样品进行扩增和测序ꎬ 并采用相似性搜索算法(ＢＬＡＳＴ)对各序列的鉴定效率进行评价ꎬ 得出蜘蛛

抱蛋属物种鉴定的最佳序列ꎮ 结果显示ꎬ ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ 的物种鉴定成功率为 ８８􀆰７％ꎬ 在单一序列中成功率最高ꎮ
通过多序列组合鉴定效率的比较ꎬ 发现组合序列的鉴定成功率明显高于单一序列ꎬ 其中 ｍａｔＫ＋(ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ)组
合的鉴定成功率高达 １００％ꎬ 基于该序列组合构建蜘蛛抱蛋属植物的系统发育树ꎬ 结果显示同一物种的样品聚集

度较好ꎬ 多表现为单系ꎮ 研究结果表明 ｍａｔＫ＋(ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ)序列组合可作为蜘蛛抱蛋植物种鉴定的最佳条形码

序列ꎮ
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　 　 蜘蛛抱蛋属(Ａｓｐｉｄｉｓｔｒａ)隶属于广义百合科ꎬ
目前全世界已知该属植物有 １５０ 余种ꎬ 我国约 ９７
种ꎬ 主要分布于长江以南的广西、 贵州、 云南、 四

川、 重庆、 湖南等地ꎮ 该属植物具有较高的园林观

赏价值ꎬ 在我国民间还有着广泛的药用价值ꎬ 具有

活血止痛、 清肺止咳、 利尿通淋等功效[１]ꎮ 该属

植物的物种鉴定主要采用经典形态分类ꎬ 普遍辅以

花部的形态结构为分类依据ꎬ 由于其种间花期不尽

相同ꎬ 且花部变异较大ꎬ 相同居群中开花植株较

少ꎬ 导致种间鉴别难度增大ꎮ 此外ꎬ 针对该属还开

展了细胞分类学、 微形态和孢粉学等相关研

究[２－８]ꎬ 但尚未获得该属植物理想的分类方法ꎮ
ＤＮＡ 条形码技术是通过比较物种中一条或几

条通用的 ＤＮＡ 片段ꎬ 对物种进行快速、 准确鉴定

的技术ꎮ 它能够为植物提供简便、 快速、 可信的分

类学依据ꎮ ＤＮＡ 条形码技术与传统分类学方法相

比ꎬ 具诸多优点ꎬ 如: 样品用量较小ꎬ 鉴定物种不

受个体形态特征、 发育阶段以及完整性的影响ꎬ
操作简便、 鉴定过程无限制、 有利于发现新种和

隐存种等特点ꎮ 自 Ｈｅｂｅｒｔ 等[９] 于 ２００３ 年首次提

出 ＤＮＡ 条形码概念以来ꎬ 该项研究迅速成为植物

分类学研究的热点ꎮ 如何找到通用性好、 测序质量

高、 物种分辨率高的 ＤＮＡ 条形码片段是这项技术

的关键ꎮ 刘安莉等[１０] 采用 ６ 个分子标记(ｍａｔＫ、
ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、 ｒｂｃＬ、 ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ、 ＩＴＳ２、 ＩＴＳ) 及组

合ꎬ 对贵州蜘蛛抱蛋属植物 １１ 种 ２０ 个样品进行

了研究ꎬ 通过综合分析ꎬ 发现 ｍａｔＫ 在单一序列中

鉴定成功率最高ꎬ 但 ｍａｔＫ＋(ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ)序列组

合的鉴定成功率高达 １００％ꎬ 提出该序列组合可作

为蜘蛛抱蛋属属植物鉴定的分子标记ꎮ
本研究采用 ｍａｔＫ、 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、 ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ

和 ｒｂｃＬ ４ 个 ＤＮＡ 候选条形码序列ꎬ 对蜘蛛抱蛋属

１９ 种 １０４ 批样品进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ 并对扩增成功

率、 测序效率、 种内与种间变异水平和鉴定成功率

等指标进行综合评价ꎬ 拟获得该属植物物种鉴定的

最佳 ＤＮＡ 条形码序列ꎬ 以期为该属物种的分子分

类学研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

本研究共收集到不同产地的蜘蛛抱蛋属植物

１９ 种 １０４ 个样品(表 １)ꎬ 植物新鲜叶片经变色硅

胶迅速干燥后常温密封保存ꎮ 样品由贵阳中医学院

何顺志教授鉴定ꎮ 其中 １７ 种引种栽培于贵阳中医

学院ꎬ 凭证标本存放于贵阳中医学院标本室ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＤＮＡ提取、 ＰＣＲ 扩增和测序

取干燥的植物材料约 ２０ ｍｇꎬ 提取总 ＤＮＡꎮ
ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、 ｍａｔＫ[１０]、 ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ[１１] 和 ｒｂｃＬ[１２]

序列扩增所用引物及 ＰＣＲ 反应条件见表 ２ꎮ ５０ μＬ
反应 体 系 包 括: ２４ μＬ Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘꎬ
２０ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎬ 上、下游引物各 ２ μＬꎬ ２ μＬ 模板

ＤＮＡ(２０~５０ ｎｇ / μＬ)ꎮ 扩增后ꎬ 取 ＰＣＲ 产物 ５ μＬ
于 １􀆰２％~１􀆰５％的琼脂糖凝胶中电泳检测ꎬ 筛选出

具有单独和清晰条带的样品送测序ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 数据处理

采用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅ Ａｌｉｇｎｅｒ ５􀆰１􀆰２ 软件对测序后

得到的峰图进行校对拼接ꎬ 去除引物区及低质量序

列ꎬ 对所得序列采用 ＭＥＧＡ ５􀆰０５ 软件进行多序列

比对ꎻ 对条形码候选序列的扩增成功率和测序效率

进行评价ꎻ 利用 Ｔａｘｏｎ ＤＮＡ 软件对 ４ 个条形码选

序列进行种内、 种间的变异分析[１３]ꎬ 评价条形码

序列在种间和种内的变异情况ꎻ 采用 ＢＬＡＳＴ 工具

分析各条形码序列的鉴定成功率[１４]ꎻ 考察多序列

组合的鉴定效率ꎬ 采用邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ)
构建系统发育树ꎬ 进行遗传聚类分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＤＮＡ条形码扩增和测序成功率ꎬ 序列长度和

ＧＣ 含量

研究发现ꎬ ＰＣＲ 扩增和测序成功率是评判

ＤＮＡ 条形码序列优劣的标准之一ꎮ 本研究对 ４ 条

候选条形码序列的 ＰＣＲ 扩增和测序结果进行了统

计(表 ３)ꎬ 结果显示ꎬ ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 和 ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ 的
扩增成功率为 １００％ꎬ ｍａｔＫ 和 ｒｂｃＬ 的扩增成功率

为 ９７􀆰３％ꎻ ｍａｔＫ 和 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 的测序成功率为

１００％ꎬ ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ 和 ｒｂｃＬ 测序成功率分别为

９７􀆰３％和 ９６􀆰４％ꎮ 各条形码中ꎬ ｍａｔＫ 扩增的序列

最长ꎬ ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ 最短ꎻ ｒｂｃＬ 序列的ＧＣ 含量最高ꎮ
２􀆰 ２　 ＤＮＡ条形码扩增序列的种内、 种间变异

研究表明ꎬ 理想的 ＤＮＡ 条形码序列应具有明
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表 １　 样品信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

名称
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅ

拉丁名
Ｌａｔｉｎ ｎａｍｅ

采集地
Ｌｏｃａｌｉｔｙ

样品编号
Ｎｏ.

数量
Ａｍｏｕｎｔ

凭证标本
Ｖｏｕｃｈｅｒ ｓｐｅｃｉｍｅｎ

线叶蜘蛛抱蛋 Ａｓｐｉｄｉｓｔｒａ ｌｉｎｅａｒｉｆｏｌｉａ Ｙ. Ｗａｎ ＆ Ｃ. Ｃ. Ｈｕａｎｇ 云南马关县 ０１~０５ ５ ＺＹＹＪＳ１４１０２１０２
线叶蜘蛛抱蛋 Ａ. ｌｉｎｅａｒｉｆｏｌｉａ Ｙ. Ｗａｎ ＆ Ｃ. Ｃ. Ｈｕａｎｇ 广西宁明县 ０６~１０ ５ ＺＹＹＪＳ１４１１２００１
盈江蜘蛛抱蛋 Ａ. ｙｉｎｇｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ Ｌ. Ｊ. Ｐｅｎｇ 云南盈江县 ０１~０５ ５ ＺＹＹＪＳ１４１０２７０１
洞生蜘蛛抱蛋 Ａ. ｃａｖｉｃｏｌａ Ｄ. Ｆａｎｇ ＆ Ｋ. Ｃ. Ｙｅｎ 广西凤山县 ０１~０５ ５ ＺＹＹＪＳ１４０５１７０１
长药蜘蛛抱蛋 Ａ. ｄｏｌｉｃｈａｎｔｈｅｒａ Ｘ. Ｘ. Ｃｈｅｎ 广西龙州县 ０１~０５ ５ ＺＹＹＪＳ１４０５１４０１
啮边蜘蛛抱蛋 Ａ. ｍａｒｇｉｎｅｌｌａ Ｄ. Ｆａｎｇ ＆ Ｌ. Ｚｅｎｇ 广西龙州县 ０１~０５ ５ ＺＹＹＪＳ１４０５１４０３
柳江蜘蛛抱蛋 Ａ. ｐａｔｅｎｔｉｌｏｂａ Ｙ. Ｗａｎ ＆ Ｘ. Ｈ. Ｌｕ 广西柳江县 ０１~０５ ５ ＺＹＹＪＳ１４０５１００３
凤凰蜘蛛抱蛋 Ａ. ｆｅｎｇｈｕａｎｇｅｎｓｉｓ Ｋ. Ｙ. Ｌａｎｇ 湖南凤凰县 ０１~０５ ５ 活体材料

辐花蜘蛛抱蛋 Ａ. ｓｕｂｒｏｔａｔａ Ｙ. Ｗａｎ ＆ Ｃ. Ｃ. Ｈｕａｎｇ 广西南宁市 ０１~０５ ５ 活体材料

石山蜘蛛抱蛋 Ａ. ｓａｘｉｃｏｌａ Ｙ. Ｗａｎ 广西南宁市 ０１~０４ ４ 活体材料

带叶蜘蛛抱蛋 Ａ. ｆａｓｃｉａｒｉａ Ｇ. Ｚ. Ｌｉ 广西金秀县 ０１~０５ ５ ＺＹＹＪＳ１４０５０９０１
乐山蜘蛛抱蛋 Ａ. ｌｅｓｈａｎｅｎｓｉｓ Ｋ. Ｙ. Ｌａｎｇ ＆ Ｚ. Ｙ. Ｚｈｕ 四川乐山市 ０１~０５ ５ ＺＹＹＪＳ１４０６１２０１
峨眉蜘蛛抱蛋 Ａ. ｏｍｅｉｅｎｓｉｓ Ｚ. Ｙ. Ｚｈｕ ＆ Ｊ. Ｌ. Ｚｈａｎｇ 四川眉山市 ０１~０５ ５ ＺＹＹＪＳ１４０６１００１
四川蜘蛛抱蛋 Ａ. ｓｉｃｈｕａｎｅｎｓｉｓ Ｋ. Ｙ. Ｌａｎｇ ＆ Ｚ. Ｙ. Ｚｈｕ 四川眉山市 ０１~０５ ５ ＺＹＹＪＳ１４０６１１０１
四川蜘蛛抱蛋 Ａ. ｓｉｃｈｕａｎｅｎｓｉｓ Ｋ. Ｙ. Ｌａｎｇ ＆ Ｚ. Ｙ. Ｚｈｕ 贵州赤水市 ０６~１０ ５ ＺＹＹＪＳ１５０４０２０１
粽叶草 Ａ. ｏｂｌａｎｃｅｉｆｏｌｉａ Ｆ. Ｔ. Ｗａｎｇ 重庆雁山区 ０１~０５ ５ 活体材料

粽叶草 Ａ. ｏｂｌａｎｃｅｉｆｏｌｉａ Ｆ. Ｔ. Ｗａｎｇ 重庆雁山区 ０６~０７ ２ 活体材料

十字蜘蛛抱蛋 Ａ. ｃｒｕｃｉｆｏｒｍｉｓ Ｙ. Ｗａｎ ＆ Ｘ. Ｈ. Ｌｕ 贵州荔波县 ０１~０５ ５ ＺＹＹＪＳ１５０４０４０１
环江蜘蛛抱蛋 Ａｓｐｉｄｉｓｔｒａ ｈｕａｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ Ｇ. Ｚ. Ｌｉ ＆ Ｙ. Ｇ. Ｗｅｉ. 贵州荔波县 ０１~０５ ５ ＺＹＹＪＳ１５０４０３０１
云雾蜘蛛抱蛋 Ａ. ｙｕｎｗｕｅｎｓｉｓ Ｓ. Ｚ. Ｈｅ ＆ Ｗ. Ｆ. Ｘｕ 广西融水县 ０１~０５ ５ 活体材料

马关蜘蛛抱蛋 Ａ. ｍａｇｕａｎｅｎｓｉｓ Ｓ. Ｚ. Ｈｅ ＆ Ｄ. Ｈ. Ｌｖ 云南马关县 ０１~０３ ３ ＺＹＹＪＳ１４１０２１０１
小花蜘蛛抱蛋 Ａ. ｍｉｎｕｔｉｆｌｏｒａ Ｓｔａｐｆ 广西武呜县 ０１~０５ ５ 活体材料

表 ２　 ＰＣＲ扩增引物与扩增程序
Ｔａｂｌｅ ２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ

条形码
Ｂａｒｃｏｄｉｎｇ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

碱基序列(５′— ３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′— ３′)

扩增程序
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ

ｐｓｂＡ￣
ｔｒｎＨ

ｐｓｂＡ ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ
ｔｒｎＨ ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ

９４℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ ９４℃变性 １ ｍｉｎꎻ ５５℃退火 １ ｍｉｎꎻ
７２℃延伸 １􀆰 ５ ｍｉｎꎻ 共 ３０ 个循环ꎻ ７２℃延伸 ７ ｍｉｎ

ｍａｔＫ
ＫＩＭ＿３Ｆ ＣＧＴＡＣＡＧＴＡＣＴＴＴＴＧＴＧＴＴＴＡＣＧＡＧ
ＫＩＭ＿１Ｒ ＡＣＣＣＡＧＴＣＣＡＴＣＴＧＧＡＡＡＴＣＴＴＧＧＴＴＣ

９４℃预变性 １ ｍｉｎꎻ ９４℃变性 ３０ ｓꎻ ５２℃退火 １ ｍｉｎꎻ ７２℃
延伸 ５０ ｓꎻ 共 ３５ 个循环ꎻ ７２℃延伸 ５ ｍｉｎ

ｐｓｂＫ￣
ｐｓｂＩ

ｐｓｂＫ ＴＴＡＧＣＣＴＴＴＧＴＴＴＧＧＣＡＡＧ
ｐｓｂＩ ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＧＡＧＴＡＡＧＣＡＴ

９４℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ ９４℃变性 ３０ ｓꎻ ５１℃退火 ４０ ｓꎻ ７２℃
延伸 １ ｍｉｎꎻ 共 ３５ 个循环ꎻ ７２℃延伸 ７ ｍｉｎ

ｒｂｃＬ
１Ｆ ＡＣＧＴＡＧＣＴＴＡＴＣＣＴＴＴＡＧＡＣＣ
７２４Ｒ ＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＡＣＣＣＡＡＴＣＴＴ

９５℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ ９４℃变性 ２０ ｓꎻ ５２℃退火 ３０ ｓꎻ ７２℃
延伸 １ ｍｉｎꎻ 共 ３５ 个循环ꎻ ７２℃延伸 ７ ｍｉｎ

表 ３　 ４ 个条形码序列扩增和测序成功率ꎬ 序列长度和 ＧＣ含量
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｂａｒｃｏｄｅｓ

条形码
Ｂａｒｃｏｄｉｎｇ

扩增成功率(％)
Ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

测序成功率(％)
Ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

序列长度(ｂｐ)
Ｌｅｎｇｔｈ

ＧＣ 含量 (％)
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ

ｍａｔＫ ９７.３ １００ ８９６ ３１.０
ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ １００ １００ ６７３ ３６.１
ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ １００ ９７.３ ５１４ ２８.６
ｒｂｃＬ ９７.３ ９６.４ ７０２ ４２.３

显的种间变异和足够小的种内变异ꎮ 对各条形

码的扩增序列在植物种内和种间变异数据进行

分析(表 ４) ꎬ 发现 ＤＮＡ 条形码在种内变异的大

小依次排序为: ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ > ｒｂｃＬ > ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ >
ｍａｔＫꎻ 种间变异大小依次排序为: ｒｂｃＬ > ｐｓｂＡ￣
ｔｒｎＨ > ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ > ｍａｔＫꎮ
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表 ４　 ４ 个条形码序列种内、 种间遗传差异分析
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｂａｒｃｏｄｅｓ

遗传差异
Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｍａｔＫ ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ

种内变异
　 Ｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ０.０００４ ± ０.０００７ ０.０６９４ ± ０.２４９４

种间变异
　 Ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ０.００３１ ± ０.００１７ ０.０６２６ ± ０.２３５３

遗传差异
Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ ｒｂｃＬ

种内变异
　 Ｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ０.０１５３ ± ０.０９８４ ０.０６４９ ± ０.２４８６

种间变异
　 Ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ０.０２０８ ± ０.１１００ ０.１６０１ ± ０.３６９３

２􀆰 ３　 ＤＮＡ条形码序列鉴定效率评价

研究表明ꎬ ＤＮＡ 条形码的鉴定效率是判断条

形码序列优劣的标准之一ꎮ 本研究采用 ＢＬＡＳＴ
分析 ４ 个条形码序列的鉴定效率ꎬ 结果显示(表

５)ꎬ 单一序列的鉴定成功率均未达到 １００％ꎬ 其

中 ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ 鉴定效率最高ꎬ 其次是 ｍａｔＫ、 ｒｂｃＬ
和 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨꎮ 而组合条形码的鉴定效率明显优于

单一序列ꎬ 其中 ｍａｔＫ ＋ (ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ) 达 １００％ꎬ
ｍａｔＫ ＋ ｒｂｃＬ、 ｒｂｃＬ ＋ ( ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ ) 和 ( ｐｓｂＫ￣
ｐｓｂＩ)＋(ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ)组合分别为 ９１􀆰２％、 ９４􀆰６％和

９７􀆰９％ꎮ
表 ５　 ４ 个条形码序列的鉴定成功率

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｆｏｕｒ ｂａｒｃｏｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

条形码
Ｂａｒｃｏｄｉｎｇ

鉴定成功率(％)
Ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ

ｍａｔＫ ７８.０
ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ ４３.６
ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ ８８.７
ｒｂｃＬ ５０.５
ｍａｔＫ ＋ (ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ) ８０.２
ｍａｔＫ ＋ (ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ) １００
ｍａｔＫ ＋ ｒｂｃＬ ９１.２
ｒｂｃＬ ＋ (ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ) ９４.６
(ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ) ＋ (ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ) ９７.９

２􀆰 ４　 遗传聚类分析

本研究基于 ｍａｔＫ ＋ (ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ)序列构建了

蜘蛛抱蛋属 １９ 种 ９２ 个样品的系统发育树(图 １)ꎬ
结果显示该属植物聚集度较好ꎬ 多数表现为单系ꎬ
可对物种进行区分ꎬ 只有环江蜘蛛抱蛋的 ５ 个样品

相对分散ꎮ 线叶蜘蛛抱蛋的 ０１~０４ 号样品采于云

南ꎬ ０６ ~１０ 号采于广西ꎬ ２ 个地区的样品聚为一

支ꎻ 采于四川和贵州的四川蜘蛛抱蛋遗传距离较

A cavicola 01.
A cavicola 02.
A cavicola 03.

A cruciformis 01.
A cruciformis 02.
A cruciformis 05.

A cruciformis 03.
A cruciformis 04.

A saxicola 01.

A saxicola 02.
A saxicola 03.

A saxicola 04.

A dolichanthera 01.
A dolichanthera 02.
A dolichanthera 03.
A dolichanthera 04.

A maguanensis 01.
A maguanensis 02.

A maguanensis 03.
A subrotata 01.

A subrotata 02.

A subrotata 03.
A subrotata 04.

A marginella 01.
A marginella 02.

A marginella 03.

A marginella 04.
A marginella 05.

A yingjiangensis. 01

A yingjiangensis 02.
A yingjiangensis 03.

A yingjiangensis 04.

A. huanjiangensis 01

A huanjiangensis 05.

A huanjiangensis 02.

A huanjiangensis 03.
A huanjiangensis 04.

A linearifolia 01.
A linearifolia 02.
A linearifolia 03.

A linearifolia 04.

A linearifolia 05.

A linearifolia 06.
A linearifolia 07.
A linearifolia 08.

A linearifolia 09.

A patentiloba 01.

A patentiloba 02.
A patentiloba 03.

A patentiloba 04.

A oblanceifolia 01.
A oblanceifolia 02.

A oblanceifolia 03.

A oblanceifolia 07.

A. oblanceifolia 04
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图 １　 基于 ｍａｔ Ｋ＋(ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ)序列构建的 ＮＪ树
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍａｔ Ｋ ＋

(ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ) ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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近ꎮ 研究结果表明生态地理环境对该属种内遗传变

异的影响较小ꎮ

３　 讨论

自 ＤＮＡ 条形码技术提出以来ꎬ 一直是分子分

类学研究的热点[１５]ꎮ 研究表明ꎬ 一段相对较短、
标准且具有足够变异、 易扩增的 ＤＮＡ 片段ꎬ 能够

对植物进行快速、 准确地鉴定ꎮ 目前植物中还没有

一条被广泛认可的 ＤＮＡ 条形码ꎮ 陈士林等[１６]提出

以 ＩＴＳ２ 序列作为鉴定药用植物标准的 ＤＮＡ 条形

码ꎮ 刘安莉等[１０]对贵州蜘蛛抱蛋属植物进行核基

因序列 ＩＴＳ 和 ＩＴＳ２ 的研究ꎬ 发现样品序列扩增效

果不理想ꎬ 本研究也尝试采用该序列对蜘蛛抱蛋属

植物进行分析ꎬ 但只有少量样品扩增成功ꎬ 物种无

法进行有效的区分ꎮ 因此ꎬ 有关核基因序列 ＩＴＳ 和

ＩＴＳ２ 是否适用于蜘蛛抱蛋属植物的分类还有待进

一步探讨ꎮ
ｍａｔＫ 序列是一条进化速率较快的基因编码区

片段ꎬ 在不同植物的分类群间很难进行扩增ꎬ 因此

该条形码最主要的缺点是引物的通用性较差[１７]ꎮ
本研究中 ｍａｔＫ 的扩增成功率为 ９７􀆰３％ꎬ 测序成功

率为 １００％ꎮ 虽然种间变异水平明显大于种内ꎬ 但

该条形码的鉴定效率仅为 ８０􀆰２％ꎮ ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 是进

化速率最快的植物叶绿体间隔区片段ꎬ 该片段两端

均存在较长的保守序列ꎬ 便于设计通用引物[１８]ꎮ
刘安莉等[１０] 对贵州蜘蛛抱蛋属植物的 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ
片段进行了扩增和测序ꎬ 成功率达到 １００％ꎬ 但其

鉴定成功率为 ４５％ꎮ ｒｂｃＬ 序列具通用性好、 易扩

增特点ꎬ 但其变异主要存在于种以上水平ꎬ 种内鉴

定效果不显著[１９]ꎬ 适用于物种属间的鉴定ꎮ 本研

究采用该序列进行扩增和测序ꎬ 成功率分别为

９７􀆰３％和 ９６􀆰４％ꎬ 由于植物种内与种间遗传变异差

异不显著ꎬ 鉴定成功率仅为 ５０􀆰５％ꎮ ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ
序列在植物叶绿体基因中相对保守ꎬ 研究表明该序

列具有较高的物种鉴别能力[１５]ꎮ 采用该序列的扩

增和测序成功率分别为 １００％和 ９７􀆰３％ꎬ 在单一序

列中鉴定成功率最高(８８􀆰７％)ꎬ 与刘安莉等[１０] 的

研究相比成功率提高了 ２３％ꎬ 原因可能是扩增该

片段时采用的引物不同ꎬ 且本实验扩增的基因片段

长度为 ５１４ ｂｐꎬ 相比前人的研究具有更多变异

位点ꎮ
本研究发现ꎬ 采用单一序列的鉴定结果均不理

想ꎬ 因此进一步采用 ４ 个条形码组合对蜘蛛抱蛋属

植物进行了鉴定ꎮ 由于不同条形码组合能够降低植

物种内的变异ꎬ 因此可以减少种内和种间变异的重

叠[２０]ꎮ 多片段组合需选取进化速率快慢不同的片

段ꎬ 且包含基因编码区和非编码区的组合较好[２１]ꎮ
研究已经证实ꎬ ｒｂｃＬ ＋ ｍａｔＫ 组合可以作为整个植

物界通用的条形码序列[２２]ꎮ 本研究结果表明ꎬ 多

序列组合的鉴定效率均比单一序列高ꎬ 其中 ｒｂｃＬ ＋
ｍａｔＫ 的鉴定效率达到 ９１􀆰２％ꎬ ｒｂｃＬ ＋ ( ｐｓｂＫ￣
ｐｓｂＩ)和(ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ)＋(ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ)分别为 ９４􀆰６％
和 ９７􀆰９％ꎬ 而 ｍａｔＫ＋(ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ)的鉴定成功率

高达 １００％ꎬ 本研究结果与前人[１０] 对贵州产蜘蛛

抱蛋属植物 ＤＮＡ 条形码的研究结果一致ꎮ 且基于

ｍａｔＫ ＋ (ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ)序列所构建的系统发育树ꎬ
样品聚集度较好ꎬ 基本上能对不同物种进行区分ꎮ
因此ꎬ 我们认为 ｍａｔＫ＋(ｐｓｂＫ￣ｐｓｂＩ)序列组合适

合用于蜘蛛抱蛋属植物的 ＤＮＡ 条形码研究ꎮ
近年来ꎬ 报道了许多蜘蛛抱蛋属植物新种ꎬ 物

种数量不断增加ꎬ 因此尚需开发适用于该属物种鉴

定的 ＤＮＡ 条形码ꎬ 构建该属的二维 ＤＮＡ 条形码

鉴定体系[２３]ꎬ 以解决存疑种的鉴定并为濒危种的

保护提供理论依据ꎮ
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