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大黄药材基原物种叶绿体基因组分析与特异DNA条形码开发
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摘要: 大黄是我国常用大宗药材之一, 其基原植物为唐古特大黄、药用大黄和掌叶大黄。不同基原的大黄药材

活性成分和药效存在差异, 为快速准确鉴定大黄药材 3个基原物种, 本文利用 Illumina高通量测序技术对大黄药材

基原物种叶绿体基因组进行测序, 完成其组装注释与结构特征解析, 并基于叶绿体基因组高变区开发精准鉴别大黄

药材 3个基原物种的特异DNA条形码, 最后进行验证。结果如下: 唐古特大黄、药用大黄和掌叶大黄叶绿体基因组

全长分别为 161 039 bp、161 093 bp和 161 136 bp, 呈典型四分体结构, 均编码 131个基因, 包括 86个蛋白质编码基

因、37个 tRNA基因和 8个 rRNA基因。基于高变区设计的 5对引物均可对 42份样品有效扩增, 测序结果分析证明

rps16-trnQ、psaA-ycf3、psbE-petL、ndhF-rpl32与 trnT-trnL均可作为特异DNA条形码准确鉴定唐古特大黄、药用大黄

和掌叶大黄。本文可为大黄药材 3个基原物种分类鉴定、保证大黄药材临床用药安全及规范大黄药材市场提供

依据。
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Abstract: Rhei Radix et Rhizoma is one of the most used medicinal materials in China. Its original species are

Rheum palmatum, Rh. tanguticum, and Rh. officinale. Rhei Radix et Rhizoma derived from different original species

are significantly different in their active ingredients and pharmacological effects. To develop an accurate, rapid, and

specific identification method, we obtained the chloroplast genomes of the three original species by Illumina Novaseq

sequencing. We designed specific DNA barcodes from the hypervariable regions, which can accurately identify the

three original species. The experimental results showed that the total length of the chloroplast genomes of Rh.

tanguticum, Rh. officinale and Rh. palmatum were 161 039 bp, 161 093 bp, and 161 136 bp, respectively. All the

three genomes were represented as typical quadripartite structures. A total of 131 genes, including 86 protein-

coding genes, 37 transfer RNA (tRNA) genes, and eight ribosomal RNA (rRNA) genes were identified from each
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chloroplast genome. Five pairs of primers based on the hypervariable regions were designed to efficiently amplify

42 samples. Results confirmed that five hypervariable regions, rps16-trnQ, psaA-ycf3, psbE-petL, ndhF-rpl32,

and trnT-trnL, can be used as specific DNA barcodes for the identification of Rh. tanguticum, Rh. officinale, and

Rh. palmatum. These results provided genetic information for further species identification of Rhei Radix et Rhizoma,

and improve the safety of this clinical medication as well as standardize the market for Rhei Radix et Rhizoma.

Key words: Rhei Radix et Rhizoma; chloroplast genome; original species identification; specific DNA barcode

《中国药典》收载药材大黄Rhei Radix et Rhizoma

为蓼科植物掌叶大黄Rheum palmatum L.、唐古特大黄

Rh. tanguticum Maxim. ex Balf.和药用大黄Rh. officinale

Baill.的干燥根及根茎[1]。大黄作为药材的记载始见于

东汉的《神农本草经》, 药用历史悠久[2]。现代药理研

究表明大黄有抗病毒、抗肿瘤、抗炎、抗氧化应激、抗细

胞凋亡和调节机体免疫等功能[3]。国家食品药品监督

管理总局公开中成药配方有 900 余种中成药含有大

黄[4]。大黄具有广泛药效作用主要与其含有大量活性

成分有关, 大黄主要化学成分为蒽醌类、蒽酮类、二苯

乙烯类、鞣质类等化合物[5]。不同基原的大黄药材在

化学物质上存在差别[6], 在不同功效上表现出专长, 研

究表明掌叶大黄专长于“清热泻火、利湿退黄”, 而唐古

特大黄专长于“泻下攻积、逐瘀通经”[4]。因此大黄基

原物种鉴别对于大黄临床精准用药具有重要意义。

大黄药材基原物种鉴定方法主要有性状鉴定、显

微鉴定、理化鉴定及分子鉴定。大黄药材 3个基原物

种区别主要在于叶片分裂程度[7], 药用大黄掌状浅裂,

呈大齿形或宽三角形; 掌叶大黄叶片浅裂至半裂, 呈较

窄三角形; 唐古特大黄叶深裂, 裂片狭长呈三角状披针

形或狭长形[8]。性状和显微鉴定对大黄药材基原物种

或药材特征的完整性要求较高, 鉴别过程需依靠长期

经验积累, 且经过深加工的大黄饮片及中成药, 形态特

征破坏会增加基原物种鉴定难度。理化鉴定 (HPLC、

UPLC 等)[9,10]依据大黄药材主要成分进行鉴定 , 但操

作较为繁琐。与传统鉴定方法相比, DNA分子能为物

种鉴定提供丰富信息 , 通过 ITS2、psbA-trnH、matK

等 DNA 条形码[11-13]可有效鉴别正品大黄与华北大黄

Rh. franzenbachii Munt.、河套大黄 Rh. hotaoense C. Y.

Cheng et Kao等混伪品, 但难以精确到基原物种[14]。

叶绿体基因组可作为“超级条形码”进行物种鉴

定[15]。绝大多数被子植物叶绿体基因组表现为典型双

链环状四分体结构[16], 基因组长度通常介于110～170 kb

之间[17], 其编码基因数一般为 110～150个, 且在基因

组成、基因含量及排列顺序上高度保守[18]。与传统相

对较短并易扩增的DNA条形码相比, 叶绿体基因组具

有更丰富变异位点信息和更强物种分辨率, 可更准确

反应各物种遗传特性。因此本研究拟基于叶绿体基因

组开发有效鉴别唐古特大黄、掌叶大黄和药用大黄的

特异DNA条形码, 以期用于大黄基原植物、药材、饮片

及相关中成药的基原鉴定, 为保证大黄药材临床用药

安全、规范大黄药材市场及保护大黄种质资源提供

依据。

材料与方法

植物材料 用于叶绿体基因组测序的样品, 唐古

特大黄新鲜叶片采自四川省阿坝州红原县邛溪镇, 掌

叶大黄新鲜叶片采自甘肃省陇南市宕昌县理川镇, 药

用大黄新鲜叶片采自四川省凉山州冕宁县冶勒乡。用

于验证特异DNA条形码的样品除大黄药材 3个基原

物种外, 还包括食用大黄 Rheum rhaponticum、波叶大

黄Rh. rhabarbarum Linnaeus、苞叶大黄Rh. alexandrae

Batal.、塔黄 Rh. nobile Hook. f. et Thoms. 及皱叶酸模

Rumex crispus L.共 42份, 详见表 1。样品由中国医学

科学院药用植物研究所林余霖研究员鉴定, 凭证标本

保存于中国医学科学院药用植物研究所。

基因组 DNA 提取与测序 利用 E.Z.N.A® Plant

DNA kit (D3485, OMEGA, USA) 提取总DNA, 1.0%的

琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量 , Qubit 3.0 (Thermo

Fisher Scientific, USA) 检测DNA浓度。构建插入片段

为350 bp的文库, 利用 Illumina NovaSeq测序平台进行

双末端测序, 双端各测150 bp。

叶绿体基因组组装、拼接与注释 利用 FastQC

对测序所得原始序列进行质量检测, 采用Trimmomatic

软件[19]过滤去除接头序列和低质量区。使用NOVO‐

Plasty[20]将原始读长组装成完整的叶绿体基因组。采用

BWA将高质量读长比对回叶绿体基因组序列, 并在 IGV

中进行人工检查以确保组装无误。利用CPGAVAS软

件[21]和GeSeq软件[22]对完整叶绿体基因组序列进行注

释, tRNA基因用 tRNAscan-SE软件[23]进行鉴定及人工

校正。利用 Organellar Genome DRAW (http://ogdraw.

mpimp-golm.mpg.de/cgi-bin/ogdraw.pl) 在线绘制叶绿

体基因组图谱。

密码子偏好性分析 采用软件 CodonW (http://

codonw.sourceforge.net) 分析密码子使用情况。通过
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计算Relative synonymous codon usage (RSCU) 获得密

码子的偏好性值。密码子RSCU值等于 1.00, 表示该

密码子无偏好性; RSCU值大于 1.00则表示该密码子

使用频率较高, 反之亦然。

长重复序列 (long repeat) 和简单序列重复 (SSR)

分析 使用软件 REPuter (http://bibiserv. techfak. uni-

bielefeld.de/reputer/) 进行长重复序列分析 , 查找正向

重复 F (forward)、反向重复 R (reverse)、互补重复 C

(complement)、回文重复P (palindromic) 四种重复类型。

所有重复序列识别长度不小于 30 bp, 且序列相似度不

小于90%。利用MISA软件 (http://pgrc.ipk-gatersleben.

de/misa/) 测定SSR位点类型与数目, 对于单、二、三、四、

五和六核苷酸重复序列, 重复次数的最小值分别设置为

10、5、4、3、3和3, 两个SSR之间最小距离设置为0 bp。

叶绿体基因组比较分析 应用在线比对工具

mVISTA对测序获得的唐古特大黄、药用大黄、掌叶大

黄叶绿体基因组进行全局比对分析, 利用DnaSP软件

检测3条叶绿体基因组的核苷酸变异程度 (Pi)。

特异DNA条形码鉴定分析 为评估叶绿体基因组

所筛选高变区的实际物种鉴定效率, 以筛选的高变区

序列为模板设计引物 (表 2), 并利用收集的 42份样本

分别进行PCR扩增验证。PCR扩增采用 25 μL反应混

合体系, 包括 2×Taq MasterMix (北京艾德莱生物科技)

12.5 μL, 上下游引物 (2.5 μmol·L-1) 各 1 μL, DNA模板

约 50 ng, 加灭菌双蒸水补足体积至 25 μL。PCR程序

为 94 ℃ , 5 min; (94 ℃ , 30 s; 55 ℃ , 30 s; 72 ℃ , 45 s),

35个循环; 72 ℃, 10 min。扩增产物在ABI3730XL测

序仪上进行 Sanger测序。利用 CodonCode Aligner软

件对测序所得峰图文件进行序列拼接。为评估这些序

列的鉴定能力, 利用MEGA 7.0软件进行序列比对、计

算 K2P 遗传距离和构建邻接法 (neighbor-joining, NJ)

系统进化树, 设置bootstrap重复值为1 000。

结果与讨论

1 叶绿体基因组基本特征、基因组成及分类

唐古特大黄、药用大黄、掌叶大黄分别得到

18 266 357 400、11 124 793 200、5 717 253 900 bp的原

始数据, 组装拼接后的叶绿体基因组大小为 161 039～

161 136 bp (GenBank 登录号见表 3), 为常见四分体

结构 , 包含一对反向重复区域 IRa 和 IRb (30 929～

30 963 bp), 一个大单拷贝区域LSC (86 426～86 523 bp)

和一个小单拷贝区域 SSC (12 696～12 747 bp) (图 1)。

叶绿体基因组总GC含量为37.3%～37.4%, 且GC含量

在不同区域分布不均衡 , IR 区 GC 含量最高 (41.1%),

LSC区GC含量次之 (35.3%～35.4%), SSC区GC含量最

低 (32.6%)。3个物种完整叶绿体基因组均编码 131个

基因, 包括 86个蛋白质编码基因、37个 tRNA 基因和

8个 rRNA基因。3个物种叶绿体基因组的基因分布完

全相同, 均发现 18个具有内含子的基因, 其中 15个基

因包含一个内含子 , 3 个基因 (rps12、ycf3、clpP) 包含

两个内含子。在这 18个含有内含子的基因中, 12个基

因分布在 LSC 区 , 4 个基因 (rpl2、ndhB、trnI-GAU、

trnA-UGC) 分布在 IR区, 1个基因 (ndhA) 分布在 SSC

区, 还有 rps12基因是一个特殊的反式剪切基因, 5′端

Table1 Samples used to verify the specific DNA barcodes

Species
Rheum officinale

Rh. palmatum

Rh. tanguticum

Rh. rhaponticum
Rh. rhabarbarum
Rh. alexandrae
Rh. nobile
Rumex crispus

Sample part
Leaf
Root
Leaf
Seed
Leaf
Seed
Leaf
Root
Leaf
Leaf
Leaf
Leaf
Leaf

Number
6
4

10
5
3
3
5
1
1
1
1
1
1

Sample No.
PS2902MT01-06
PS2902MT07-10
PS2903MT01-10
PS2903MT11-15
PS2904MT01-03
PS2904MT04-06
PS2904MT07-11
PS2904MT12
PS2905MT01
PS2906MT01
PS2907MT01
PS2908MT01
PS2909MT01

Location
Mianning, Sichuan
Mianning, Sichuan
Dangchang, Gansu
Dangchang, Gansu
Hongyuan, Sichuan
Hongyuan, Sichuan
Linchuan, Qinghai
Linchuan, Qinghai
Beijing
Beijing
Linzhi, Tibet
Linzhi, Tibet
Beijing

Table 2 Primer pairs used to distinguish original species of Rhei

Radix et Rhizoma

Region

rps16-trnQ

psaA-ycf3

psbE-petL

ndhF-rpl32

trnT-trnL

Forward/

Reverse
1F
1R
2F
2R
3F
3R
4F
4R
5F
5R

Primer sequence (5′ to 3′)

GGTTTAGGCGGTACGTACATAG
GTGATCTAATACAGGCAAGATAGG
CCGGACACGACATACAAAGA
TTCCTACGGGAAGAACCAATCA
CGTGATACATGCATTCCTGT
GAAGGAGCTAAATCAAATATGT
TCGATTCACCGGCTCTTACC
TGAAATGAGACTGGTTATTTAG
GATAAAGATTACTATACCGATC
ATCCTTTCGTTTGGAACCGT
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位于LSC区, 3′端位于 IR区 (表4)。

2 叶绿体基因组密码子偏好性分析

根据RSCU值计算唐古特大黄、掌叶大黄和药用

大黄叶绿体基因组蛋白编码基因的密码子使用模式。

结果表明 3个物种叶绿体基因组包含 64种密码子, 其

中 61种密码子编码 20种氨基酸, 其余 3个为终止密码

子。在所有氨基酸密码子中, 编码亮氨酸 (Leu, L) 的

密码子数最多 , 半胱氨酸 (Cys, C) 的密码子数最少。

RSCU为 > 1的密码子共 30个, 其中以 A/U结尾的密

码子 29个。RSCU ≤ 1的密码子共 34个密码子, 其中

31个为G/C结尾的密码子。这些结果表明 3个物种叶

绿体基因组对A/U结尾密码子的偏好性高于G/C结尾

密码子。编码蛋氨酸 (Met, M) 和色氨酸 (Trp, W) 的

密码子均只有一种, RSCU值为 1, 无使用偏好性。编

Table 3 The basic information of chloroplast genomes of the three Rheum species

Species
Accession
Location
Total length/bp
LSC length/bp
SSC length/bp
IR length/bp
CDS length/bp
GC content/%
GC content of LSC/%
GC content of SSC/%
GC content of IR/%
GC content of CDS/%

Rheum tanguticum
MZ958816
Hongyuan, Sichuan

161 039
86 426
12 747
30 933
82 557
37.4
35.4
32.6
41.1
38.0

Rh. officinale
MZ958817
Mianning, Sichuan

161 093
86 523
12 712
30 929
82 557
37.3
35.3
32.6
41.1
38.0

Rh. palmatum
MZ958818
Dangchang, Gansu

161 136
86 514
12 696
30 963
82 557
37.4
35.4
32.6
41.1
38.0

Figure 1 Chloroplast genome map of the three Rheum species. The length of the chloroplast genome was shown in the circle. The different

colors on the circle represented different types of genes. Represented with arrows, the transcription directions for the inner and outer genes

were listed clockwise and anticlockwise, respectively

·· 1498



李冉郡等: 大黄药材基原物种叶绿体基因组分析与特异DNA条形码开发

码亮氨酸的密码子UUA和编码精氨酸 (Arg, R) 的密

码子CGC的RSCU值分别为最高和最低。此外, 药用

大黄和掌叶大黄的叶绿体基因组密码子使用比较接

近 (图2)。

3 长重复序列和简单重复序列分析

一些长度大于等于 30 bp的重复序列称为长重复

序列, 这些重复结构有利于叶绿体基因组重排, 增加

种群遗传多样性。长重复序列数量分布结果显示, 唐

古特大黄叶绿体基因组共鉴定到 49个长重复序列, 包

括 25个正向重复 F (21个 30～39 bp, 4个 40～49 bp)、

23个回文重复P (20个 30～39 bp, 3个 40～49 bp)、1个

反向重复 R (30～39 bp); 药用大黄叶绿体基因组共

鉴定到 42个长重复序列, 包括 20个正向重复 F (18个

30～39 bp, 2个40～49 bp)、22个回文重复P (20个30～

Table 4 Gene composition in chloroplast genomes of the three Rheum species. *Contains one intron; **Contains two introns

Group of genes
Photosystem I
Photosystem II
Cytochrome b/f complex
ATP synthase
NADH dehydrogenase
RubisCO large subunit
RNA polymerase
Ribosomal proteins

(SSU)
Rbosomal proteins (LSU)
Transfer RNAs

Ribosomal RNAs
Proteins of unknown

function
Other genes

Gene name
psaA, psaB, psaC, psaI, psaJ
psbA, psbK, psbI, psbM, psbD, psbC, psbZ, psbJ, psbL, psbF, psbE, psbB, psbT, psbN, psbH
PetN, petL, petG, petB*, petD*, petA
atpA, atpF*, atpH, atpI, atpE, atpB
ndhJ, ndhK, ndhC, ndhB* (×2), ndhF, ndhD, ndhE, ndhG, ndhI, ndhA*, ndhH
rbcL
rpoC2, rpoC1*, rpoB, rpoA
rps16*, rps2, rps14, rps4, rps18, rps11, rps8, rps3, rps19, rps12** (×2), rps7 (×2), rps15

rpl33, rpl20, rpl36, rpl14, rpl16*, rpl22, rpl2* (×2), rpl23 (×2), rpl32
trnH-GUG, trnK-UUU*, trnQ-UUG, trnS-GUU, trnG-UCC*, trnR-UCU, trnC-GCA, trnD-GUC,

trnY-GUA, trnE-UUC, trnT-GGU, trnS-UGA, trnG-UCC, trnM-CAU, trnS-GGA, trnT-UGU,

trnL-UAA*, trnF-GAA, trnV-UAC*, trnM-CAU, trnW-CCA, trnP-UGG, trnI-CAU (×2), trnL-CAA (×2),

trnV-GAC (×2), trnI-GAU* (×2), trnA-UGC* (×2), trnR-ACG (×2), trnN-GUU (×2), trnL-UAG
rrn16 (×2), rrn23 (×2), rrn4.5 (×2), rrn5 (×2)
ycf3**, ycf4, ycf2 (×2), ycf1 (×2)

matK, cemA, accD, cIpP**, ccsA, infA

Number
5

15
6
6

12
1
4

14

11
37

8
6

6

Figure 2 Heat map of the RSCU values among the three Rheum species
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39 bp, 2 个 40～49 bp); 掌叶大黄叶绿体基因组共鉴

定 47个长重复序列, 包括 23个正向重复 F (18个 30～

39 bp, 3个 40～49 bp, 2个大于 70 bp)、22个回文重复P

(19个30～39 bp, 3个40～49 bp)、2个反向重复R (30～

39 bp)。在这 3 个物种中 , 大多数重复序列长度都在

30～39 bp之间, 只有掌叶大黄叶绿体基因组存在 2个

长度超过70 bp的长重复序列, 均未鉴定到互补重复序

列 (图3)。

简单重复序列 (SSR), 是一段短而串联的DNA序

列, 大小约为 1～6 bp。SSR广泛分布于叶绿体基因组

中, 通常被用作物种鉴定的重要分子标记。唐古特大

黄、药用大黄及掌叶大黄分别检测到 71、84、80个 SSR

位点, 其中单核苷酸重复序列分别为 35、46、44个, 二

核苷酸重复序列分别为 16、18、14个, 三核苷酸重复序

列分别为 11、10、11个, 四核苷酸重复序列均为 8个, 五

核苷酸重复序列分别为 1、2、3个, 未检测到六核苷酸

重复序列 (表5)。重复最多的序列是单碱基重复, 且全

部是A/T重复。在所有类型的 SSRs中, A和T始终是

最常用碱基 , 叶绿体基因组 SSRs 通常由 ployA 或

ployT重复序列组成, 这是叶绿体基因组A/T碱基偏好

性的结果。

4 叶绿体基因组比较分析

为检测大黄药材 3 个基原物种叶绿体基因组的

种间变异情况 , 以注释过的掌叶大黄叶绿体基因组

Rh. palmatum_MZ958818为参考, 利用mVISTA在线软

件将获得的叶绿体基因组Rh. tanguticum_MZ958816、

Rh. officinale_MZ958817、Rh. palmatum_MZ958818 进

行全局比对 (图 4)。结果显示, 3条叶绿体基因组序列

中非编码区变异高于保守蛋白编码区域, LSC区、SSC

区变异明显大于 IR区, rRNA基因 (rrn4.5、rrn5、rrn16、

rrn23) 高度保守几乎没有变异。基因的保守程度非常

高, 绝大多数的基因相似度都在 90%以上。基因间区

变异大于基因区, 如 rps16-trnQ、trnT-psbD、psaA-ycf3、

trnT-trnL、psbE-petL、ndhF-rpl32、trnN-ycf1、ccsA-ndhD

等。这些高变区可能是唐古特大黄、药用大黄和掌叶

大黄物种鉴定的潜在分子标记, 具有较高研究价值。

使用软件DnaSP计算 3个物种叶绿体基因组所有

基因和基因间区的核苷酸变异值 (Pi), 进行高变区检

测和序列差异水平分析。结果显示 3个物种叶绿体基

因组的基因间区 Pi平均值 (0.004) 变异大于基因 Pi平

均值 (0.0008), 突变热点通常位于LSC区和SSC区 (图

5), 与 mVISTA 分析结果一致。 psaB-psaA (25 bp)、

rpoC1-rpoB (26 bp) 等基因间区 Pi值较高与自身序列

长度较短有关, 因此在筛选可作为潜在分子标记的高

变热点区域时, 应保证序列长度大于 100 bp, 结合Pi值

与 mVISTA 结果分析 , 本研究筛选 rps16-trnQ、psaA-

ycf3、psbE-petL、ndhF-rpl32、trnT-trnL为高变区。

5 基于叶绿体基因组高变区的特异DNA条形码鉴定

分析

以样品总 DNA 为模板对筛选的叶绿体基因组

高变区进行 PCR扩增, 并对测序结果进行分析。实验

结果表明基于高变区序列所设计的 5 对引物均可对

42份样品进行有效扩增, 条带单一明亮 (图 6), 1F/1R

扩增区域为 rps16-trnQ, 扩增长度为 1 176 bp; 2F/2R

扩增区域为 psaA-ycf3, 扩增长度为 751 bp; 3F/3R扩增

区域为 psbE-petL, 扩增长度为 706 bp; 4F/4R扩增区域

为 ndhF-rpl32, 扩增长度为 600 bp; 5F/5R 扩增区域为

trnT-trnL, 扩增长度为 630 bp。根据MEGA 7.0计算测

序所获高质量序列的种内及种间 K2P 距离 , 结果显

示种间最小遗传距离大于种内最大遗传距离, 不存在

Figure 3 Repeat sequences in the chloroplast genomes of the

three Rheum species. F: Forward repeats; P: Palindrome repeats;

R: Reverse repeats; C: Complement repeats

Table 5 Types and amounts of SSRs in the chloroplast genomes

of the three Rheum species

SSR type

Mono
Di

Tri

Tetra

Penta

Total

Repeat type

A/T
AG/CT
AT/AT
AAG/CTT
AAT/ATT
AAAT/ATTT
AACC/GGTT
AACT/AGTT
AATC/ATTG
AATT/AATT
ACAG/CTGT
AAGAT/ATCTT
AATAT/ATATT
AAAGG/CCTTT

Rheum

tanguticum
35
1

15
2
9
3
1
1
1
1
1
1
0
0

71

Rh.

officinale
46
1

17
2
8
3
1
1
1
1
1
1
1
0

84

Rh.

palmatum
44
1

13
2
9
3
1
1
1
1
1
1
1
1

80
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Figure 4 Global alignment in the chloroplast genomes of the three Rheum species

Figure 5 Nucleotide diversity of shared various regions with Pi>0 in the chloroplast genomes of the three Rheum species. A: Pi values in

the intergenic spacer regions; B: Pi values in the gene regions
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重叠, 表明所筛选片段符合DNA条形码的要求 (表 6)。

NJ 系统进化树分析证实唐古特大黄单独聚为一支 ,

药用大黄单独聚为一支, 掌叶大黄单独聚为一支 (图

7)。因此 rps16-trnQ、psaA-ycf3、psbE-petL、ndhF-rpl32、

trnT-trnL 可以作为特异 DNA 条形码用于大黄药材 3

个基原物种的鉴定。psaA-ycf3、ndhF-rpl32、trnT-trnL

的 NJ 系统发育树显示唐古特大黄 PS2904MT01～

PS2904MT06 单独聚为一支 , 采集地点为四川红原 ;

PS2904MT07～PS2904MT12单独聚为一支, 采集地点

为青海林川, 表明 psaA-ycf3、ndhF-rpl32与 trnT-trnL可

作为潜在特异DNA条形码用于同一物种不同产区的

鉴定。

讨论

长期以来大黄药材基原物种分类与鉴定主要依据

外观性状, 但地理和生态因素可能引起大黄药材基原

植物不同物种间形态特征的持续变化[13], 因而开发大

黄药材 3 个物种的特异 DNA 条形码具有巨大价值。

采用 Illumina高通量测序和比较基因组学对大黄药材

3个基原物种进行叶绿体基因组分析, 结果显示叶绿

体基因组可作为超级条形码准确鉴定唐古特大黄、药

用大黄和掌叶大黄。叶绿体基因组的一些高变异区序列

可作为物种鉴定及系统发育关系分析等相关研究的特

异DNA条形码, 本研究在唐古特大黄、药用大黄和掌

叶大黄叶绿体高变基因间区筛选到 5条序列, 对 42份

样品进行 PCR实验验证, 扩增效率高, 扩增片段长度

为 600～1 200 bp, Sanger测序后所得高质量序列利用

MEGA软件计算K2P距离和构建NJ系统进化树, 结果

证明所筛选的片段 rps16-trnQ、psaA-ycf3、psbE-petL、

ndhF-rpl32 与 trnT-trnL 能作为特异 DNA 条形码鉴定

大黄药材三个基原物种。

尽管已有近百篇研究基于叶绿体基因组筛选高变

Table 6 Intra/Inter-specific K2P distance of five specific DNA barcodes of the original species of Rhei Radix et Rhizoma

Species
Rheum tanguticum

Rh. officinale

Rh. palmatum

Rh. officinale and Rh. palmatum

Rh. officinale and Rh. tanguticum

Rh. palmatum and Rh. tanguticum

rps16-trnQ
0

0

0-0.002 9

(0.000 6)
0.016 7-0.018 7

(0.017 0)
0.007 8

(0.007 8)
0.016 7-0.018 7

(0.017 0)

psaA-ycf3
0-0.001 7

(0.000 9)
0

0

0.015 5

(0.015 5)
0.015 6-0.017 3

(0.016 4)
0.003 4-0.006 8

(0.005 1)

psbE-petL
0

0-0.001 9

(0.001 0)
0-0.001 7

(0.000 9)
0.008 3-0.010 4

(0.009 4)
0.003 8-0.005 7

(0.004 6)
0.012 5-0.014 6

(0.013 6)

ndhF-rpl32
0-0.001 7

(0.001 0)
0

0

0.015 0

(0.015 0)
0.011 2-0.013 1

(0.012 2)
0.010 5-0.012 3

(0.011 4)

trnT-trnL
0-0.001 7

(0.000 9)
0

0

0.005 2

(0.005 2)
0.005 2-0.006 9

(0.006 0)
0.006 9-0.008 6

(0.007 7)

Figure 6 Agarose gel electrophoresis of five specific DNA barcodes of the original species of Rhei Radix et Rhizoma. a: rps16-trnQ; b:

psaA-ycf3; c: psbE-petL; d: ndhF-rpl32; e: trnT-trnL. M: DL2000 DNA marker; 0: Negative control; 1: Rheum officinale_PS2902MT01; 2:

Rh. palmatum_PS2903MT01; 3: Rh. tanguticum_PS2904MT01; 4: Rh. tanguticum_PS2904MT07; 5: Rh. rhaponticum_PS2905MT01; 6:

Rh. rhabarbarum_PS2906MT01; 7: Rh. alexandrae_PS2907MT01; 8: Rh. nobile_PS2908MT01; 9: Rumex crispus_PS2909MT01
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区尝试解决一些近缘物种的鉴定问题, 但这些研究都

均未进行实验验证。如刘昶等[24]对川贝母、丹参等 53

种重要药用植物叶绿体基因组图谱及应用进行详细阐

述, 并利用 ecoPrimers软件基于叶绿体基因组设计能

够区分贝母属、葱属、芍药属及百合属等物种的DNA

条形码序列, 可作为潜在分子标记开发区域。武立伟

等[25]分析检测出细茎石斛复合种叶绿体基因组中的

trnF-trnV、ndhF-rpl32 等高变异区。杨嘉鹏等[26]推荐

石豆兰属植物叶绿体基因组高变区 psbI-trnS、psbC-

trnS、clpP-ex1-psbB、psaJ-rpl33、rpl33-rps18 组合用于

设计鉴定石豆兰属药用植物的专属DNA条形码。另

外, 在中国知网仅检索到 10余篇文献对于叶绿体基因

组所筛选高变区进行实验验证, 如董博然等[27]基于叶

绿体基因组筛选 trnT-trnL和 ycf1两个高变区, 91份样

品实验验证后构建长梗秦艽、全萼秦艽的特异性引物

PCR 两步鉴定法 , 方法易于操作且准确性高。崔英

Figure 7 NJ phylogenetic tree based on five specific DNA barcodes of the original species of Rhei Radix et Rhizoma. The bootstrap scores

(1 000 replicates) are shown (≥50%) for each branch
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贤[28]对筛选的高变区 atpH-atpI设计两对特异性引物,

但扩增仍不成功, 表明该区段扩增效率低, 并不适合于

豆蔻属分子标记开发; accD-psaI和 ycf4-cemA作为阳

春砂、绿壳砂和海南砂的潜在分子标记, 但其实验所获

序列构建的NJ树各分支支持率普遍较低, 鉴定效率不

理想。由此可见, 对所筛选高变区进行实验验证的研

究非常少, 结果不尽理想。综合文献研究, 建议在筛选

出高变区域后, 应对实际扩增效率进行实验验证, 对所

筛选高变区的物种鉴定能力进行确定。本研究对大黄

药材 3个基原物种叶绿体基因组进行测序分析, 开发

特异 DNA 条形码并进行 PCR 验证 , 从 K2P遗传距离

和NJ进化树两个方面评价所筛选高变区实际鉴定效

率, 表明所筛选 5个特异DNA条形码可以有效实施大

黄基原物种鉴定, 为大黄基原物种分类鉴定奠定基础。

研究表明唐古特大黄、药用大黄及掌叶大黄在地

理分布上出现重叠与替换[29], ISSR分析发现 3个物种

展示出丰富的遗传多样性[30,31]。采用核基因组序列

ITS 的研究结果表明唐古特大黄存在种内遗传多样

性[32], 同一物种在不同地区间遗传物质有所差异。针对

高变区设计的5对引物扩增片段长度为600～1 200 bp,

旨在筛选包含丰富变异位点的特异 DNA条形码, NJ

进化树结果证明四川与青海两处的唐古特大黄各自聚

为一支, 表明所筛选特异DNA条形码可以用于大黄基

原植物同一物种不同产区的分类鉴定。本研究实验采

集对象为大黄药材基原植物, 基因组DNA较为完整,

对所筛选片段可进行有效扩增。DNA条形码在中药全

产业链各关键环节发挥重要作用[33], 因此可采集不同

产区的大黄药材基原植物样本, 基于本文筛选的 5个

特异DNA条形码, 进一步丰富大黄药材三个基原物种

的遗传变异信息, 用于市售饮片与相关中成药的分子

鉴定, 为保证大黄药材临床用药安全、规范大黄药材市

场提供新依据。
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