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基于DNA条形码的川贝母及其近缘种的分子鉴定与亲缘关系研究
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摘要: 基于 ITS2与 psbA-trnH条形码序列, 对川贝母及其近缘种开展分子生物学鉴定与亲缘关系研究。本文在

采用《中国药典》规定的PCR-RFLP鉴定方法对川贝母及其近缘种的鉴定基础上, 扩增所有样品的 ITS2及psbA-trnH

条形码序列, 对其遗传距离进行分析, 构建进化树, 评价 ITS2及 psbA-trnH条形码的鉴定效果, 探讨样品的亲缘关

系。结果显示, PCR-RFLP方法仅能将样品分为非酶切组 (包括平贝母、浙贝母及伊犁贝母) 与酶切组 (包括浓蜜贝

母、中华贝母、康定贝母、长腺贝母与川贝母)。进一步获得川贝母与其近缘种的 ITS2与 psbA-trnH序列, 发现 ITS2

序列长度为235～239 bp, 种内和种间平均遗传距离为0.001和0.022, NJ树能够将样品分为“北方贝母群”(包括平贝

母与伊犁贝母)与“南方贝母群”(包括浙贝母、浓蜜贝母、中华贝母、康定贝母、长腺贝母和川贝母)。后者又可细分

为浙贝母与“川贝母复合群”, 其中“川贝母复合群”中的贝母品种具有相近的亲缘关系。psbA-trnH序列长度为337～

373 bp, 种内及种间的遗传距离为 0.263和 0.329, NJ树未能有效聚类。说明 ITS2条形码序列不仅能够对川贝母及

其部分近缘种进行快速、准确地鉴定, 还能够清晰不同贝母种之间的亲缘关系, 这为川贝母分子标记的开发、药用植

物资源的有效保护和合理开发利用提供了重要的理论依据。
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Abstract: Based on the ITS2 and psbA-trnH sequences, molecular biological identification and genetic

relationship of Fritillaria cirrhosa with its relative species were carried out. In this paper, the PCR-RFLP method

specified by the Chinese Pharmacopoeia was performed on all samples at first. Secondly, the ITS2 and psbA-trnH

sequences of all samples were amplified. Then, the amplified products were used to analyze the genetic distance,

construct the phylogenetic tree, assess the identification efficiency, and evaluate the genetic relationship as well.

The result showed that all the samples were divided into two groups by PCR-RFLP method. The samples in the

first group, including Fritillaria ussuriensis, Fritillaria thunbergii and Fritillaria pallidiflora, could not be digested
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by SmaI, while the other samples in the second group, including Fritillaria mellea, Fritillaria sinica, Fritillaria

cirrhosa var. ecirrhosa Franch, Fritillaria unibracteata var. longinectarea and Fritillaria cirrhosa, could be

digested by SmaI. Then, ITS2 and psbA-trnH sequences of all samples were obtained. The length of various

ITS2 sequences were distributed from 235 to 239 bp, and the average intra- and inter-specific genetic distance

were 0.001 and 0.022, respectively. NJ tree showed that all samples were separated into "Northern Fritillaria"

group (Fritillaria ussuriensis and Fritillaria pallidiflora) and "Southern Fritillaria" group (Fritillaria thunbergii,

Fritillaria mellea, Fritillaria sinica, Fritillaria cirrhosa var. ecirrhosa Franch, Fritillaria unibracteata var.

longinectarea and Fritillaria cirrhosa). The latter group could be further divided into Fritillaria thunbergii and

Fritillaria cirrhosa subgroup, and the species in Fritillaria cirrhosa subgroup had close phylogenetic relationships.

The length of psbA-trnH sequences was distributed from 337 to 373 bp, and the intra- and inter-specific genetic

distance were 0.263 and 0.329, respectively. The samples in this paper could not be clustered effectively by NJ tree.

This indicated that the ITS2 sequences were not only able to identify Fritillaria cirrhosa with its partial relative

species quickly and accurately, but also clarify the relationship between different Fritillaria species. Therefore, it

provided an important theoretical foundation for the development of molecular markers, effective protection, and

rational development and utilization of Fritillaria resources.
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川贝母为百合科贝母属植物川贝母 (Fritillaria

cirrhosa)、暗紫贝母 (Fritillaria unibracteata P.K.Hsiao

&K.C.Hsia)、甘肃贝母 (Fritillaria przewalskii)、梭砂贝

母 (Fritillaria delavayi)、太白贝母 (Fritillaria taipaiensis

P.Y.Li) 或瓦布贝母 (Fritillaria unibracteata Hsiaoet K.

C. Hsia var. wabuensis) 的干燥鳞茎, 按性状不同分别

习称“松贝”、“青贝”与“炉贝”。川贝母治疗劳虚咳嗽、

吐痰咳血等症状效果显著, 其疗效远超过平贝母、浙贝

母与伊贝母等, 因此被誉为“止咳圣药”[1,2]。由于川贝

母的疗效显著, 市场需求量大, 然而川贝母多为野生,

资源有限, 导致市场上出现了大量的近缘物种混伪品。

这些品种与川贝母的形态特征近似, 仅凭传统生药学

鉴定难度较大, 因此开展川贝母及其近缘种的分子鉴

定与亲缘关系研究已迫在眉睫。

2015 版《中国药典》补充本增加川贝母的 PCR-

RFLP分子鉴别方法, 其原理是川贝母的 ITS1区域含

有 1 个 SmaI 酶切位点 , 因此能够对 PCR 产物进行切

割 , 而浙贝母与伊犁贝母等品种不含有 SmaI 酶切位

点, 所以根据是否在 100～250 bp间出现两条条带来判

断药材的真伪, 然而该方法是否适用于所有川贝母的

近缘种鉴定还有待进一步研究。DNA条形码是一种

利用基因组中一段公认标准的短序列来进行种间亲缘

关系及物种鉴定的方法, 它是建立在PCR技术和DNA

测序技术上的一种新型分子鉴定技术[3-6]。ITS2片段

在物种水平的变异较快, 有更多的突变位点以区分不

同的物种[7]。2010年, 陈士林提出了用 ITS2序列作为药

用条形码的通用序列[3]。Zhu等[7]采用 ITS2序列对百

合科重楼属植物取得了 100% 的鉴定效率, 推测 ITS2

可能同样适用于百合科贝母属植物的分子鉴定。Hao

等[8]通过对 181个甘草样品的 ITS2序列进行遗传距离

及NJ进化树分析, 初步鉴定了国内疑似变异甘草植株

和国外未鉴定到种的甘草样品与我国药用甘草的亲缘

关系较近。psbA-trnH为叶绿体基因组中 psbA基因与

trnH基因的间隔区。Yang等[9]使用 psbA-trnH序列对

8种肉桂类药材进行鉴定, 结果发现使用 psbA-trnH序

列能够准确将肉桂及其近缘种鉴定出来。Xu等[10]使

用 psbA-trnH序列对 34种稻属禾本科进行鉴定, 结果

发现栽培稻的 psbA-trnH 序列几乎没有碱基变异, 而

野生稻相对变异丰富, 说明 psbA-trnH 序列不能将近

缘物种分开, 而是更适用于属间的鉴别。Chen等[11]首

次提出并建立了以 ITS2 为核心, psbA-trnH 为辅的植

物类药材的DNA条形码鉴定体系。由此, 本实验进一

步获得了上述样本的 ITS2与 psbA-trnH序列, 以期寻

找到能够用于川贝母及其近缘物种的分子鉴定方法,

并借此探讨川贝母及其近缘物种的亲缘关系, 为川贝

母品种资源的合理利用奠定基础。

材料与方法

材料 本实验的 13种贝母属植物分别为暗紫贝

母 (F. unibracteata)、太白贝母 (F. taipaiensis)、卷叶

贝母 (F. cirrhosa)、梭砂贝母 (F. delavayi)、瓦布贝母

(F. wabuensis)、甘肃贝母 (F. przewalskii)、康定贝母 (F.

cirrhosa var. ecirrhosa Franch)、浓蜜贝母 (F. mellea)、

中华贝母 (F. sinica)、长腺贝母 (F. unibracteata var.

longinectarea)、浙贝母 (F. thunbergii)、平贝母 (F. ussu‐

riensis)、伊犁贝母 (F. pallidiflora) 共 34份样品 (表 1)。

所有样品由西南交通大学生命科学与工程学院宋良科

副教授与周嘉裕副教授鉴定。标本保存于西南交通大
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学生命科学与工程学院。

试剂 北京天根生化有限公司购买的植物基因组

DNA 提取试剂盒; 宝日医生物技术有限公司购买的

SmaI限制内切酶; 北京擎科新业生物技术有限公司购

买的PCR扩增试剂盒 (TaqPCR Master Mix); 大连宝生

物工程有限公司购买的DL2000 Marker。

仪器 Effendorf公司的台式高速离心机, 型号为

5415R; ABI 公司的 PCR 仪 , 型号为 720; Bio-Rad 公司

的凝胶成像仪, 型号为Universal Hood Ⅱ。

DNA提取 新鲜叶片样品称取 100 mg, 干燥鳞茎

称取 50～60 mg, 用 75% 的酒精和无菌超纯水擦拭干

净, 加入液氮研磨成极细粉, 采用北京天根生化有限公

司的植物基因组DNA提取试剂盒提取样品总DNA。

RFLP反应 按照 2015版《中国药典》川贝母聚合

酶链式反应-限制性内切酶长度多态性 (PCR-RFLP)

方法中的鉴别引物合成引物序列: 正向引物: 5'-CGTA

ACAACGTTCCGTAGGTGAA-3';反向引物 : 5'-GCTA

CGTTCTTCATCGAT-3'。反应总体积为 50 μL, 反应体

系包括TaqPCR 2×Master Mix 25 μL, 正反引物各 1 μL,

模板DNA溶液 2 μL, 加入无菌超纯水 21 μL, 将离心管

放入 PCR仪, PCR扩增条件为: 95 ℃预变性 4 min, 循

环反应 30次 (95 ℃变性 30 s, 55 ℃复性 30 s, 72 ℃延

伸 30 s), 72 ℃延伸 5 min。使用北京天根生化有限公

司的DNA纯化回收试剂盒对 PCR扩增产物进行切胶

回收, 并使用微分光度计测纯化产物的浓度。

在200 μL离心管中进行反应, 反应总体系为20 μL,

反应体系包括 10×酶切缓冲液 2 μL, SmaI (10 U·μL-1)

0.5 μL,加入浓度为 700 ng的纯化产物, 用无菌超纯水

将体系补充到 20 μL, 酶切反应在 30 ℃水浴反应 2 h。

PCR-RFLP 反应产物使用琼脂糖凝胶电泳法进行检

测, 胶的浓度为 1.5%, 电泳结束后使用凝胶成像仪进

行观察。

PCR 扩增体系及反应条件 PCR 扩增反应体系

及条件参考陈士林等[7]方法。ITS2序列扩增引物为:

ITS2-F: 5'-ATGCGATACTTGGTGTGAAT-3'; ITS2-R:

5'-GACGCTTCTCCAGACTACAAT-3'。psbA-trnH序列

扩增引物为 : psbA-F: 5'-GTTATGCATGAACGTAATG

CTCPCR-3'; psbA-R: 5'-CGCGCATGGTGGATTCACA

TCC-3'。反应体系包括: TaqPCR 2×Master Mix 12.5 μL,

正反引物各 1 μL, 模板DNA溶液 2 μL, 加入无菌超纯

水至 25 μL。ITS2序列的 PCR扩增条件为: 94 ℃预变

性 4 min, 循环反应 30次 (94 ℃变性 1 min, 59 ℃退火

30 s, 72 ℃延伸1 min), 72 ℃延伸7 min。psbA-trnH序列

的PCR扩增条件为: 94 ℃预变性5 min, 循环反应30次

(94 ℃变性 30 s, 58 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 2 min),

72 ℃延伸 7 min。PCR扩增结束后, 将 PCR扩增产物

使用浓度为 1% 的琼脂糖凝胶电泳法进行检测。将

PCR产物送到成都擎科梓熙生物技术有限公司进行双

向测序。

DNA 条形码数据处理及分析 对所获得的原始

序列, 采用CExpressi软件对序列拼接并校对。采用基

于隐马尔科夫模型的 HMMer 注释方法去除 5.8S 和

28S序列, 得到准确的 ITS2间隔区序列[12]; 测序所得的

psbA-trnH 序列峰图使用 Seqman 软件进行校对拼接 ,

去除引物区和低质量区, 获得 psbA-trnH 序列。使用

MEGA 5.0软件进行序列对比分析, 比较全部样品的序

列的保守位点、变异位点、简约信息位点 , 基于 K2P

(Kimura-2-Parameter) 双参数模型计算种内种间距离,

使用 NJ (Neighbor Joining) 法构建系统进化树 , 设置

bootstrap为1 000次重复。

Table 1 Total materials for experiment

No.

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

Species name

F. sinica 1

F. sinica 2

F.delavayi 1

F. delavayi 2

F. wabuensis 1

F. wabuensis 2

F. wabuensis 3

F. przewalskii 1

F. przewalskii 2

F. przewalskii 3

F. cirrhosa 1

F. cirrhosa 2

F. unibracteata 1

F. unibracteata 2

F. unibracteata 3

F. unibracteata 4

F. unibracteata 5

F. mellea 1

F. mellea 2

F. taipaiensis 1

F. taipaiensis 2

F.pallidiflora 1

F.pallidiflora 2

F.pallidiflora 3

F. ussuriensis 1

F. ussuriensis 2

F. ussuriensis 3

F. thunbergii 1

F. thunbergii 2

F. unibracteata var. longinectarea 1

F. unibracteata var. longinectarea 2

F. cirrhosa var. ecirrhosa Franch 1

F. cirrhosa var. ecirrhosa Franch 2

F. cirrhosa var. ecirrhosa Franch 3

Location

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Aba, Sichuan

Aba, Sichuan

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xining, Qinghai

Xi’an, Shanxi

Hanzhong, Shanxi

Kunming, Yunnan

Hulun Buir, Neimenggu

Xining, Qinghai

Aba, Sichuan

Aba, Sichuan

Kangding, Sichuan

Kangding, Sichuan

Kangding, Sichuan
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结果与分析

1 RFLP-PCR测定

如图 1所示, 浙贝、平贝与伊犁贝母的PCR产物经

SmaI酶切后未在 100～250 bp间出现 2条片段条带; 6

种川贝母基原植物的PCR产物酶切后得到 2条片段条

带, 其分子量处在 100～250 bp之间, 能够有效区分川

贝母与浙贝、平贝及伊犁贝母。然而, 康定贝母、长腺

贝母、中华贝母与浓蜜贝母也同样显示出 2条条带, 且

片段大小与6种川贝母基原植物几乎相等 (图1中C图

的 1、2、3、6、7 号; D 图中的 1、2 号; E 图中的 4、5 号)。

尽管部分片段因为含量高低在琼脂糖凝胶成像中显示

模糊, 但并不影响观察。本实验随后对康定贝母、长腺

贝母、中华贝母及浓蜜贝母的 PCR扩增产物测序, 发

现它们在第 102 位与 107 位碱基之间均含有 Sma I酶

切位点 (图2), 从而导致它们与川贝母具有相同的酶切

图谱。

2 ITS2与 psbA-trnH序列特征及种间、种内遗传距离

分析

全部样品的 ITS2序列长度为 235～239 bp, GC含

量为67%～72%, psbA-trnH序列的长度为337～373 bp,

GC含量为 33%～36%。应用MEGA5.0软件对所有样

品的 ITS2和 psbA-trnH序列进行多序列对比, ITS2序

列保守位点219个, 变异位点20个, 简约信息位点18个,

分别占总序列长度的 91.63%、8.37% 和 7.53%; psbA-

trnH序列保守位点为 354个, 变异位点 112个, 简约信

息位点 106 个 , 分别占总序列长度的 74.44%、23.53%

和22.27%。

参照陈士林等[3]的方法, 使用MEGA5.0软件计算

所有 ITS2和 psbA-trnH序列的种间、种内的遗传距离,

基于 K2-P (Kimura2-parameter) 距离模型 , 计算种间、

种内遗传距离 , ITS2 序列的种间平均遗传距离为

0.022, 种内平均遗传距离为 0.001; psbA-trnH 序列的

种间平均距离为 0.329, 种内平均遗传距离为 0.263。

统计分析样品种间及种内遗传距离, 画出遗传距离分

布柱状图 (图 3), 从该柱状图可以看出 ITS2序列的遗

传距离集中在 0～0.06, 种内遗传距离高度保守 , 在 0

区域占 84%。而 psbA-trnH序列的种内与种间距离分

布重叠度较高, 在 0.5～0.9区域仍有分布, 在 0区域仅

占 17%。所以 ITS2序列保守稳定, 更适合作为贝母属

植物鉴定的条形码序列。

3 ITS2序列与psbA-trnH序列NJ进化树分析

分别构建不同种属不同产地贝母样品的 ITS2序

列与 psbA-trnH序列系统发育树并对建树所用的序列

进行对比, 见图 4～7。ITS2序列进化树将所有贝母样

品分为南方贝母群与北方贝母群等 2个簇, 南方贝母

群包括暗紫贝母、长腺贝母、康定贝母、甘肃贝母、瓦布

Figure 2 The red region was the SmaI cleavage site marker of F. unibracteata var. longinectarea, F. cirrhosa var.ecirrhosa Franch, F. mellea

and F. sinica

Figure 1 PCR-RFLP results of different Fritillaria plants. A: 1-2: F. cirrhosa, 3-4: F. taipaiensis; B: 1-3: F. przewalskii; C: 1-3: F. cirrhosa

var. ecirrhosa Franch, 4-5: F. unibracteata, 6-7: F. unibracteata var. longinectarea; D: 1-2: F. sinica, 3-4: F. delavayi, 5-7: F.wabuensis; E:

1-3: F. unibracteata, 4-5: F. mellea, 6-8: F. pallidiflora; F: 1-3: F. ussuriensis; G: 1-2: F. thunbergii
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贝母、梭砂贝母、浓蜜贝母、川贝母、中华贝母、浙贝母,

北方贝母群包括伊犁贝母和平贝母; 南方贝母群又分

为浙贝母与川贝母复合群, 川贝母复合群中太白贝母

单独为一支, 其他贝母为另一分支。ITS2构建的进化

树能将川贝母复合群与伊犁贝母、浙贝母、平贝母有效

分离鉴定, 同时指示出康定贝母、长腺贝母、中华贝母、

浓蜜贝母与川贝母的亲缘关系较近。psbA-trnH序列

进化树也将贝母样品分为两大簇, 第一大簇包括暗紫

贝母、长腺贝母、太白贝母、甘肃贝母、中华贝母、伊犁

贝母、浓蜜贝母和康定贝母, 第二簇包括瓦布贝母、平

贝母、浙贝母、川贝母、梭砂贝母等, psbA-trnH序列构

建的进化树对贝母样品的分离效果不是很好。

讨论

从分子遗传学角度来看, 物种表现型的差异归根

结底应追溯到DNA上的差异, 而且这种差异不受外界

环境和个体差异的影响。因此, 比较DNA序列差异为

植物鉴定与遗传多样性研究提供了本质依据。随着生

命科学技术不断取得重大突破, 应用分子标记技术鉴

定中药基原植物及饮片取得了快速发展。

本文首先采用《中国药典》分析 13种贝母属植物

的PCR-RFLP结果, 结果显示该方法对平贝母、浙贝母

与伊犁贝母的鉴定效果符合预期。然而, 长腺贝母、康

定贝母、中华贝母与浓蜜贝母均含有 SmaI酶切位点,

致使它们与 6种川贝母基原植物的 PCR-RFLP图谱相

同 , 无法区分。由于 SmaI 该酶切位点及其上下游

DNA序列的保守性, 推测长腺贝母、康定贝母、中华贝

母、浓蜜贝母与 6种川贝母基源植物可能有较近的亲

缘关系。为了验证这一推测, 并探讨这 13种贝母属植

物的遗传差异 , 本实验进一步扩增出 ITS2 与 psbA-

trnH序列, 计算遗传距离, 并构建系统进化树。其结果

表明, 与 psbA-trnH条形码比较, ITS2条形码能准确区

分川贝母、浙贝母、平贝母与伊犁贝母, 并将 6种不同

的川贝母基原植物: 卷叶贝母、暗紫贝母、甘肃贝母、梭

砂贝母、太白贝母、瓦布贝母聚类在一起, 验证了药典

的正确性, 表明 ITS2在贝母属植物的鉴定中有更大的

优势。ITS2将不同贝母属植物区分为“北方贝母群”

与“南方贝母群”, 前者包括平贝母与伊犁贝母, 后者主

要由川贝母与浙贝母组成, 这个结果与Yu等[13]的结果

吻合。伊犁贝母与川贝母复合群的亲缘关系最远, 平

贝母稍近, 浙贝母最近, Lu等[14]的研究也支持上述结

果。在“南方贝母群”中, 川贝母形成了一个庞大的分

类复合群, 包括了长腺贝母、康定贝母、中华贝母、浓蜜

贝母与 6种川贝母基原植物, 多个川贝母物种呈多物

Figure 4 NJ tree based on ITS2 sequence

Figure 3 Intraspecific and interspecific genetic distance distribution of ITS2 (A) and psbA-trnH (B)
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Figure 5 The sequence alignment of ITS2 from different Fritillaria plants

Figure 6 NJ tree based on psbA-trnH sequence
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Figure 7 The sequence alignment of psbA-trnH from different Fritillaria plants
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种交错排列, 推测此川贝母复合群可能是处于激烈分

化的物种形成阶段, 其遗传变异可能受到了地理分布、

品质与形态的影响, 此推论与 Xiao等[15]的讨论相符。

在川贝母复合群中, 太白贝母与其他川贝母物种并无

聚类, 单独成为一支, 该分类结果验证了Luo等[16]的推

测, 太白贝母与川贝母亲缘关系虽近, 但却是单独一个

物种。暗紫贝母与长腺贝母靠得最近, 表明它们亲缘

关系最近, 这一结果与《四川植物志》记载一致, 长腺贝

母属于暗紫贝母的变种, 其主要特征与暗紫贝母大部

分一致, 仅蜜腺稍长。Xu等[17]认为康定贝母与暗紫贝

母或卷叶贝母有相近的亲缘关系, 本文的聚类结果显

示康定贝母与暗紫贝母、长腺贝母更为接近, 而距卷叶

贝母较远, 造成这一结果的原因可能有 2个, 第 1个原

因是康定贝母与暗紫贝母亲缘关系更近, 从形态上比

较, 康定贝母与暗紫贝母有明显相似的特征, 例如它们

均含 1个苞片、叶尖不卷曲或少卷曲, 而卷叶贝母含 3

个苞片、叶尖卷曲。第 2个可能原因是由于地理分布

因素, 本文中卷叶贝母采集于青海省西宁市, 康定贝母

采集于四川省康定市, 两地距离较远, 造成了基因流向

阻碍, 产生了单独进化, 导致遗传相似度下降。系统进

化树还显示, 甘肃贝母与暗紫贝母高度相似, 但它们之

间有一些过渡群, 例如长腺贝母与康定贝母, 这一结果

与 Li等[18]的推测一致, 他们比较了甘肃贝母、暗紫贝

母与卷叶贝母的鳞茎形态与大小, 认为甘肃贝母与暗

紫贝母更相近。瓦布贝母显示出与甘肃贝母及暗紫贝

母具有较近的亲缘关系 , 其结果与 Li 等[19]的川贝母

RADP分析结果相同。Su等[20]发现 ISSR将浓蜜贝母

与梭砂贝母聚在一起, 本研究中亦发现浓蜜贝母与梭

砂贝母聚在一起。然而, 梭砂贝母在形态上与浓蜜贝

母变化很大, 这可能是由于 ITS2序列与贝母形态的形

成与发生无直接关联。Xiao 等[15]亦发现贝母属植物

的遗传关系很复杂, 极有可能出现形态学变化较大但

化学成分或遗传物质比较一致的现象。本研究首次发

现中华贝母出现在川贝母复合群中, 尽管其与梭砂贝

母、卷叶贝母及暗紫贝母联在一起, 但仍有较大的遗传

距离, 这可能与它们均处在横断山区有关 (肖培根等

2007)。

ITS2 序列不仅能够用于不同贝母属植物物种的

鉴定, 还能够反映不同居群间的遗传多样性。例如, 来

自青海西宁的暗紫贝母与四川阿坝的暗紫贝母形成了

2个居群, 它们存在较大的遗传变异, 在进化树中距离

较远。

本研究利用 PCR-RFLP 与 DNA 条形码鉴定方法

对 34份贝母样品进行鉴定, 发现长腺贝母、康定贝母、

浓蜜贝母与中华贝母位于川贝母复合群中, 与 6种川

贝母基原植物有较近的亲缘关系 , 无法通过 PCR-

RFLP鉴定, 急需补充其他类型分子标记; ITS2能够将

川贝母、浙贝母、平贝母与伊犁贝母分开, 并且有效聚

类 6种川贝母基原植物, 其鉴定效果优于 psbA-trnH序

列; 然而 ITS2尚无法完成暗紫贝母、甘肃贝母、瓦布贝

母、川贝母的分子鉴定, 例如暗紫贝母 1、暗紫贝母 2、

暗紫贝母 3、甘肃贝母 1、甘肃贝母 2、甘肃贝母 3与瓦

布贝母 1、瓦布贝母 2、瓦布贝母 3 的序列相似度为

100%, 川贝母 1、川贝母 2、梭砂贝母 2与暗紫贝母 4和

暗紫贝母 5的序列相似度为 100%; 推测贝母属植物可

能起源于同一祖先物种, 该祖先物种在进化过程中首

先分化产生“北方贝母群”与“南方贝母群”, 随后后者

分化产生浙贝与“川贝母复合群”。由于“北方贝母群”

与“南方贝母群”的分歧时间较早 , ITS2 序列变异较

大; 而“川贝母复合群”分歧时间较近, 导致部分川贝母

的 ITS2变异程度较低甚至未发生变异。由此, 多分子

标记的联合使用是一种可行解决方法; 同时, 依托川贝

母功能基因组信息, 以筛选特异性更高的分子标记也

是本实验室下阶段的研究重点。另外, 本文发现康定

贝母与暗紫贝母亲缘关系更近, 该结果与前人研究和

传统分类标准相异, 还有待进一步研究。
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