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摘要：目的　 建立基于插入缺失（Ｉｎｄｅｌ）标记的常规聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法对太白贝母及其近缘种开展分子鉴定研究。
方法　从ＧｅｎＢａｎｋ下载１０３条来自不同贝母来源植物的叶绿体基因组序列，序列比对筛选太白贝母的特异性 Ｉｎｄｅｌ标记。在
该Ｉｎｄｅｌ标记的上下游保守区中设计引物，通过常规ＰＣＲ与凝胶电泳方法对不同贝母来源植物开展鉴定，并考察方法的特异
性、灵敏性与最适反应温度。结果　太白贝母在ａｃｃＤｐｓａＩ基因间隔区具有一段长度为１３７ｂｐ的缺失，可以作为太白贝母的特
异性Ｉｎｄｅｌ标记。建立的常规ＰＣＲ与凝胶电泳方法对太白贝母有良好的特异性，仅有太白贝母产生３０２ｂｐ的条带，从而与暗
紫贝母等其余１２种不同贝母来源植物明显区分。该方法对贝母 ＤＮＡ模板的检测下限为０２３９ｎｇ·μＬ－１，最适熔解温度
（Ｔｍ）值为５８℃。结论　该检测方法具有特异性高、快捷与成本低等特点，不仅能够实现对太白贝母及其近缘种的准确鉴定，
还能够为其他重要来源植物的分子鉴定提供开发思路。
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　　川贝母为百合科贝母属植物的鳞茎，属名贵道
地中药材，其药用价值始载于《神农本草经》，归肺、

心经，具有润肺止咳、化痰平喘与散结消痈之功

效［１］。目前，以川贝母为原料生产的中成药已超过

１００种［２］，年需求量缺口达１９００吨［３４］，市场上也出

现众多混伪品。为了缓解供应与需求矛盾，２０２０年
版《中国药典》将卷叶贝母（ＦｒｉｔｉｌｌａｒｉａｃｉｒｒｈｏｓａＤ．
Ｄｏｎ）、暗紫贝母（Ｆ．ｕｎｉｂｒａｃｔｅａｔａＨｓｉａｏ＆Ｋ．Ｃ．
Ｈｓｉａ）、太白贝母（Ｆ．ｔａｉｐａｉｅｎｓｉｓＰ．Ｙ．Ｌｉ）、甘肃贝母
（Ｆ．ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉＭａｘｉｍ．）、梭砂贝母（Ｆ．ｄｅｌａｖａｙｉ

Ｆｒａｎｃｈ．）和瓦布贝母［Ｆ．ｕｎｉｂｒａｃｔｅａｔａＨｓｉａｏｅｔＫ．
Ｃ．Ｈｓｉａｖａｒ．ｗａｂｕｅｎｓｉｓ（Ｓ．Ｙ．ＴａｎｇｅｔＳ．Ｃ．Ｙｕｅ）
Ｚ．Ｄ．Ｌｉｕ，Ｓ．ＷａｎｇｅｔＳ．Ｃ．Ｃｈｅｎ］均纳入川贝母
项下。尽管扩大植物来源部分缓解了川贝母野生资

源的匮乏，但不同来源川贝母在生物碱类型与含量

上仍有较大差别。已有研究报道，太白贝母主要富

集贝母素乙与番茄碱［２］，卷叶贝母主要富含西贝母

碱［５］，本课题组发现贝母辛较多富集于暗紫贝

母［６］。因此，建立适合于不同来源的、准确、快速鉴

定方法，是确保药用效能的前提。
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目前用于区分不同来源川贝母及其混伪品的传

统方法有形态法与化学法。前者需要较丰富的鉴定

经验，且受主观判断力影响，推广难度较大［７］。借助

不同品种植物间的化学成分差异，利用高效液相色谱

法（ＨＰＬＣ）及指纹图谱也可用于鉴定不同来源川贝母
及其混伪品［７８］。然而，化学成分的形成和积累与生

长阶段、生长环境条件有着密切关系，极可能出现品

种相同但成分不同的现象，且化学成分检测需要昂贵

的硬件设施，难以普及［９］。ＤＮＡ作为遗传物质，其序
列变异受环境影响相对较小，种间特异性更高，为中

药材鉴定工作提供了便利［１０］。例如，Ｙｕｎ等［１１］将

Ｔａｑｍａｎ技术成功用于冬虫夏草的分子鉴定。以ＩＴＳ２
为代表的 ＤＮＡ条形码是近年来建立的分子鉴定方
法［１２１３］，已用于毛莨科、虎耳草科等植物鉴别。

本课题组在前期研究中，曾利用限制性片段长

度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）［１４］、ＤＮＡ条形码［１４］、叶绿体

基因组［１５］与 ＴａｇＭａｎ小沟结合（ＴａｑＭａｎＭＧＢ）实时
荧光聚合酶链反应（ＰＣＲ）［１６］等方法对川贝母开展
了分子鉴定研究。相较于其他ＤＮＡ序列，叶绿体基
因组拥有较高的多态性与变异位点，可能开发出较

丰富的候选分子标记。插入缺失（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｄｅｌｅｔｉｏｎ，
Ｉｎｄｅｌ）是指在基因组同一位点发生数量不等的 ＤＮＡ
片段的插入或缺失，具有变异稳定、检测便捷等优

点，已成功用于川芎［１７］、人参与西洋参［９］等中药的

分子鉴别。本研究分析１３种不同贝母来源植物的
１０３条叶绿体基因组序列，发现太白贝母在ａｃｃＤｐｓａＩ
基因区间中有一段长度为１３７ｂｐ的ＤＮＡ片段缺失，
这段缺失即作为太白贝母专属性的Ｉｎｄｅｌ标记。本研
究基于该Ｉｎｄｅｌ标记，建立一种成本较低、准确与快速
鉴定太白贝母的方法，为太白贝母资源的合理开发、

川贝母产业链的管理和监管提供技术支撑。

１　材料和方法
１１　植物材料

６种川贝母来源植物［卷叶贝母（Ｆ．ｃｉｒｒｈｏｓａ）、暗
紫贝母（Ｆ．ｕｎｉｂｒａｃｔｅａｔａ）、太白贝母（Ｆ．ｔａｉｐａｉｅｎｓｉｓ）、
甘肃贝母 （Ｆ．ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ）、梭砂贝母（Ｆ．ｄｅｌａｖａｙｉ）和
瓦布贝母（Ｆ．ｕｎｉｂｒａｃｔｅａｔａＨｓｉａｏｅｔＫ．Ｃ．Ｈｓｉａｖａｒ．
ｗａｂｕｅｎｓｉｓ）］、中 华 贝 母 （Ｆ．ｓｉｎｉｃａ）、浓 蜜 贝 母
（Ｆ．ｍｅｌｌｅａ）、伊犁贝母（Ｆ．ｐａｌｌｉｄｉｆｌｏｒａＳｃｈｒｅｎｋ）与浙
贝母（Ｆ．ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉＭｉｑ．）采自青海省西宁市互助土
族自治县；康定贝母（Ｆ．ｃｉｒｒｈｏｓａｖａｒｅｃｉｒｒｈｏｓａ
Ｆｒａｎｃｈ）采自四川省康定市；平贝母（Ｆ．ｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓ）采
自陕西省汉中市；新疆贝母（Ｆ．ｗａｌｕｊｅｗｉｉＲｅｇｅｌ）由中

国科学院苏志豪研究员与天津理工大学刘明玉教授

馈赠。湖北贝母（Ｆ．ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓＨｓｉａｏｅｔＫ．Ｃ．Ｈｓｉａ）
药材（形态：粉末）购自中国食品药品检定研究院，批

号：１２０９６２２０１００５。所有来源植物及药材由西南交通
大学生命科学与工程学院周嘉裕副教授鉴定，并保存

于生命科学与工程学院。

１２　实验仪器
多功能酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）；ＤＹＹ６Ｃ型

电泳仪（北京六一生物科技有限公司）；９６Ｗｅｌｌ
ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）。
植物ＤＮＡ提取试剂盒 （ＤＰ３０５，北京天根生化有限
公司）；ＤＮＡ相对分子质量标准物、ＰＣＲ试剂、电泳
试剂与核酸染料（北京擎科生物科技有限公司）。

１３　序列比对与Ｉｎｄｅｌ引物设计
分别从 ＧｅｎＢａｎｋ下载 １３种贝母来源植物的

１０３条叶绿体基因组信息，见表１。
筛选１０３条叶绿体基因组中 ａｃｃＤｐｓａＩ间隔序

列，利用ＤＮＡＭＡＮ６０进行序列比对，确定太白贝
母的Ｉｎｄｅｌ专属性标记。利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６０设
计引物，并由北京擎科生物科技有限公司合成。

１４　系统进化树构建
分别选择 ＭＨ２４４９０９１、ＭＨ５９３３５５、ＫＦ７６９１４３、

ＫＣ５４３９９７、ＫＦ７６９１４２１、ＭＨ２４４９０８、ＭＮ８１０９８１、
ＭＨ２４４９１２１、ＭＨ２４４９１４、ＫＦ７１２４８６、ＭＨ５９３３６４１、
ＭＨ５９３３６９１、ＭＮ８１０９９１１、ＫＹ４０１４２５１与 ＮＣ＿
０７２５６７１作为１３种贝母及２种混伪品的叶绿体基
因组代表。序列选择原则为该序列曾用于构建系统

进化树［１５］。利用 ＭＥＧＡ７０软件，构建 Ｍａｘｉｍｕｍ
Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ（ＭＬ）系统进化树，并以２种非贝母类混
伪品的叶绿体基因组为外源序列，自检次数为１０００
次，记录Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值。
１５　样品基因组ＤＮＡ提取

参考Ｚｈａｎｇ等［１６］的方法，取不同贝母样品５０～
６０ｍｇ，植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（ＤＰ３０５）提取
基因组 ＤＮＡ。以灭菌水作空白对照，酶标仪检测
ＤＮＡ的浓度。
１６　常规聚合酶链式反应（ＰＣＲ）体系

ＰＣＲ体系的总体积为２５μＬ，含有２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
试剂１２５μＬ，正反向引物（浓度均为１０μｍｏｌ·Ｌ－１）
各１０μＬ，ＤＮＡ模板２０μＬ，加水补足。ＰＣＲ反应条
件为：９５℃预变性１０ｍｉｎ（９５℃变性，３０ｓ；５８℃退
火，３０ｓ；７２℃延伸，５０ｓ；共３５次循环），７２℃延伸，
７ｍｉｎ。３％琼脂糖电泳检测ＰＣＲ扩增产物，加样量为
８μＬ，恒定电压１００Ｖ。
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表１　川贝母及其常见混伪品的叶绿体基因组序列
Ｔａｂ１　ＡｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｏｍｅｆｒｏｍＣｈｕａｎＢｅｉｍｕａｎｄｉｔｓａｄｕｌｔｅｒａｎｔｓ

Ｎｏ． Ｓｐｅｃｉｅｓｎａｍｅ　　　 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｏｆｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｓ　　　　　 Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓ

１ Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａｕｎｉｂｒａｃｔｅａｔａ ＮＣ＿０４４６２９１，ＭＨ２４４９０９１，ＭＨ５９３３５２１，ＭＨ５９３３５１１，ＯＭ８０７０６３１，ＭＷ８４９２７２１，ＭＮ１２６５７０１，ＭＮ１４８４１０１，
　ＭＮ１４８４０９１，ＭＮ１４８４１０１

３

２ Ｆ．ｃｉｒｒｈｏｓａ ＭＨ２４４９０６１，ＮＣ＿０２４７２８１，ＫＦ７６９１４３１，ＭＴ８０６７５５１，ＭＨ５９３３４６１，ＭＨ５９３３４５１，ＭＨ５９３３４４１，ＭＨ５９３３４３１，
　ＭＨ５９３３４２１，ＫＹ６４６１６７１

３

３ Ｆ．ｔａｉｐａｉｅｎｓｉｓ ＭＨ２４４９１０１，ＭＴ８０６７５４１，ＭＴ８０６７５３１，ＭＴ８０６７５２１，ＭＴ８０６７５１１，ＭＴ８０６７５０１，ＭＴ８０６７４９１，ＭＨ５９３３５９１，ＭＨ５９３３５８１，
　ＭＨ５９３３５７１，ＭＨ５９３３５６１，ＯＱ４３３９３１１，ＯＱ４３３９３０１，ＯＱ４１１２５８１，ＮＣ＿０２３２４７１，ＫＣ５４３９９７１，ＭＫ６４２３５６１，
　ＫＦ７６９１４４１，ＫＣ７１３８２３１，ＫＣ７１３８２２１

３

４ Ｆ．ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ ＮＣ＿０４４６３６１，ＭＨ２４４９０８１，ＭＴ８０６７４７１，ＭＨ５９３３４９１，ＭＨ５９３３４８１，ＭＨ５９３３４７１，ＭＷ８４９２７４１ ３

５ Ｆ．ｄｅｌａｖａｙｉ ＭＮ４８０８０６１，ＭＨ５９３３５５１，ＭＨ５９３３５４１，ＭＨ５９３３５３１，ＭＷ８４９２７５１，ＭＮ１４８４０１１ ３

６ Ｆ．ｕｎｉｂｒａｃｔｅａｔａＨｓｉａｏｅｔ
　Ｋ．Ｃ．Ｈｓｉａｖａｒ．ｗａｂｕｅｎｓｉｓ

ＫＦ７６９１４２１ ３

７ Ｆ．ｓｉｎｉｃａ ＮＣ＿０４４６３１１，ＭＮ８１０９７１１，ＭＨ２４４９１２１，ＭＷ８４９２７３１ ３

８ Ｆ．ｐａｌｌｉｄｉｆｌｏｒａ ＮＣ＿０３７２１６１，ＭＧ２１１８２２１，ＭＨ５９３３６６１，ＭＨ５９３３６４１，ＭＮ１４８４０５１，ＭＮ１４８４０４１，ＭＮ１４８４０３１ ３

９ Ｆ．ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ ＭＨ２４４９１４１，ＭＨ５９３３６２１，ＭＨ５９３３６１１，ＭＨ５９３３６０１，ＮＣ＿０３４３６８１，ＫＹ６４６１６５１，ＭＮ１４８４０８１，ＭＮ１４８４０７１，ＭＮ１４８４０６１ ３

１０ Ｆ．ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ ＮＣ＿０２４７３６１，ＭＮ８１１００３１，ＭＮ８１１００２１，ＭＮ８１１００１１，ＫＦ７１２４８６１，ＯＫ６３１８２１１，ＭＮ１４８４０２１ １

１１ Ｆ．ｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓ ＮＣ＿０３４３６９１，ＭＨ５９３３６９１，ＭＨ５９３３６８１，ＭＨ５９３３６７１，ＫＹ６４６１６６１，ＭＮ１４８４１４１，ＭＮ１４８４１３１，ＭＮ１４８４１２１ ３

１２ Ｆ．ｗａｌｕｊｅｗｉｉ ＮＣ＿０３７２１５１，ＭＮ８１０９９１１，ＭＮ８１０９９０１，ＭＮ８１０９８９１，ＭＮ８１０９８８１，ＭＧ２１１８２０１ ３

１３ Ｆａｎｈｕｉｅｎｓｉｓ ＮＣ＿０４５８６１１，ＭＮ８１０９８１１，ＭＮ８１０９８０１，ＭＮ８１０９７９１，ＭＮ８１０９７８１，ＭＮ８１０９７７１，ＭＨ５９３３６３１，ＭＫ２５８１４８１ ＮＡ

１４ Ｆ．ｃｉｒｒｈｏｓａｖａｒｅｃｉｒｒｈｏｓａ ＮＡ ３

１５ Ａｍａｎａｅｄｕｌｉｓ ＫＹ４０１４２５１ ＮＡ

１６ Ｂｏｌｂｏｓｔｅｍｍａｐａｎｉｃｕｌａｔｕｍ ＮＣ＿０７２５６７１ ＮＡ

１７　常规 ＰＣＲ灵敏度与最优熔解温度（Ｔｍ）值
检测

选取太白贝母基因组ＤＮＡ样本，用灭菌水稀释
成８个梯度，每个浓度梯度各取２μＬ作为 ＤＮＡ模
板，按“１６”项下方法进行灵敏度检测。

设置６个不同的Ｔｍ值（５５～６０℃），按“１６”项
下方法进行最优Ｔｍ值检测。

２　结果与分析
２１　川贝母及其混伪品的系统进化树与序列比对
结果

基于叶绿体基因组构建 ＭＬ进化树（图１），自
展值超过９０的节点占９２３％，表明该进化树的可
信度较高，能够准确反映物种间的系统进化关系。

进一步分析发现，老鸦瓣（Ａｍａｎａｅｄｕｌｉｓ）与土贝母
（Ｂｏｌｂｏｓｔｅｍｍａｐａｎｉｃｕｌａｔｕｍ）与 １３种贝母来源植物
的亲缘关系较远，形成了不同的聚类。其中，来自

百合科贝母属的１３种贝母来源植物形成单系群，
推测它们可能起源于某个共同原始物种。６种川
贝母来源植物与中华贝母（Ｆ．ｓｉｎｉｃａ）聚类为单系
群（自展值为１００），组成川贝母复合群，亲缘关系
较近。分布于华东地区的湖北贝母（Ｆ．ｈｕｐｅｈｅｎｓ
ｉｓ）、浙贝母（Ｆ．ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ）与安徽贝母（Ｆ．ａｎ
ｈｕｉｅｎｓｉｓ）聚类为单系群（自展值为１００），形成华东
贝母群。川贝母复合群与华东贝母群互为姐妹

群，共同组成了南方贝母群。然而，分布于北方的

３种贝母属植物［平贝母（Ｆ．ｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓ）、伊犁贝
母（Ｆ．ｐａｌｌｉｄｉｆｌｏｒａ）与新疆贝母（Ｆ．ｗａｌｕｊｅｗｉｉ）］未
形成单系群，其中，平贝母（Ｆ．ｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓ）与其余
１２种贝母属植物互为姐妹群，推测其与其他贝母
属植物的分化时间较早。有趣的是，中药伊贝母

的２种来源植物［新疆贝母（Ｆ．ｗａｌｕｊｅｗｉｉ）与伊犁
贝母（Ｆ．ｐａｌｌｉｄｉｆｌｏｒａ）］形成单系群（自展值为
１００）。由于叶绿体基因组能够区分不同贝母及其
混伪品，且可信度高，提示有可能基于叶绿体基因

组，筛选出物种鉴定用分子标记。

２２　太白贝母鉴定用Ｉｎｄｅｌ标记发现
比对１３种贝母来源植物的１０３条叶绿体基因

组序列，发现２０条太白贝母基因组在 ａｃｃＤｐｓａＩ间
隔区均含有一段长度为 １３７ｂｐ的 ＤＮＡ片段缺失
（碱基ＴＴＣＴＴ与ＡＧＧＡＴ之间）。由于这段缺失，使
得有可能利用常规 ＰＣＲ方法，根据 ＰＣＲ产物长度
差异快速鉴定太白贝母。随后，以该１３７ｂｐ的缺失
序列为核心，分别设计正向与反向 ＰＣＲ引物，以用
于太白贝母的特异性鉴定。正向引物（ＴＢＦ：５′
ＧＣＧＡＡＣＧＡＧＴＡＴＴＴＡＧＴＴＣＡＴＣ３′）位于 ａｃｃＤ基因
内部，反向引物 （ＴＢＲ：５′ＡＧＧＧＴＴＣＴＴＴＣＡＣＴＣ
ＣＴＴＴＣＴ３′）位于 ｐｓａＩ基因内部，引物位置见图 ２。
使用该对引物对太白贝母样品进行 ＰＣＲ扩增，经
Ｓａｎｇｅｒ测序进一步确认该１３７ｂｐ的片段缺失。

·５９３１·
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植物拉丁名后的代号为叶绿体基因组登录号；红色字体为太白贝母；橙色字体为川贝母的其余５种来源植物。

ＴｈｅｃｏｄｅａｆｔｅｒｅａｃｈＬａｔｉｎｎａｍｅｗａｓｔｈｅａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｏｆｉｔｓｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｏｍｅ；ＴｈｅｓｐｅｃｉｅｓｎａｍｅｉｎｒｅｄｆｏｎｔｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄＦ．ｔａｉｐａｉｅｎｓｉｓ；Ｔｈｅｓｐｅｃｉｅｓｎａｍｅｓｉｎｏｒａｎｇｅｆｏｎｔ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｏｔｈｅｒｆｉｖｅｏｒｉｇｉｎａｌｐｌａｎｔｓｏｆｂｕｌｂｕｓＦｒｉｔｉｌｌａｒｉａｅｃｉｒｒｈｏｓａｅ．

图１　基于叶绿体基因组的川贝母及其常见混伪品的系统进化树
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｏｍｅｓｏｆｂｕｌｂｕｓＦｒｉｔｉｌｌａｒｉａｅｃｉｒｒｈｏｓａｅａｎｄｉｔｓｃｏｍｍｏｎａｄｕｌｔｅｒａｎｔｓ

→－正向引物；←－反向引物；“５５９２４”与“５６２３８”对应太白贝母叶绿体基因组的碱基位置。

→－ｔｈｅｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ；←－ｔｈｅｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ；“５５９２４”ａｎｄ“５６２３８”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｂａｓｅｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｏｍｅｏｆＦ．ｔａｉｐａｉｅｎｓｉｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图２　１３种贝母来源植物的ａｃｃＤｐｓａＩ区域多重序列比对
Ｆｉｇ２　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｂａｓｅｄｏｎａｃｃＤｐｓａＩｒｅｇｉｏｎｓｏｆ１３Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａｓｐｅｃｉｅ

２３　ＰＣＲ鉴定太白贝母
当以植物叶片 ＤＮＡ为模板时，仅有太白贝母

的 ＰＣＲ扩增产物在３０２ｂｐ位置显示为阳性结果，
其余贝母品种在 ３０２ｂｐ位置均显示为阴性结果
（图３Ａ）。使用该方法鉴定购买的药材（松贝、青
贝、炉贝），并以太白贝母鳞茎为标准品，也仅有太

白贝母标准品产生 ３０２ｂｐ的特异条带（图 ３Ｂ）。
由此，本方法不仅可用于来源植物的鉴定，也可为

太白贝母药材的鉴定提供了较为理想的候选

方法。

２４　ＰＣＲ的检测灵敏度
采用不同浓度的太白贝母ＤＮＡ，作为ＰＣＲ扩增

的模板，结果显示，当 ＤＮＡ模板质量浓度为

２３８５４～０２３９ｎｇ·μＬ－１时，均能产生良好的 ＰＣＲ
扩增效果，在３０２ｂｐ位置显示阳性结果（图４），表
明该鉴定方法有较高的灵敏度。

２５　最适Ｔｍ值的选择
为了摸索更好的检测条件，我们设置不同的 Ｔｍ

值（５５～６０℃）。当Ｔｍ值范围为５５～５９℃时，太白
贝母样品的ＰＣＲ扩增效率较高，均在３０２ｂｐ处显示
清晰的电泳条带（图５），并且，当 Ｔｍ值为５９℃时，
仅有太白贝母样品出现扩增条带。当 Ｔｍ值范围为
５５～６０℃时，平贝母与湖北贝母样品未能有效扩
增。中华贝母与浓蜜贝母样品对Ｔｍ值要求较高，仅
在５８℃时，出现４４０ｂｐ附近的扩增条带。其余贝
母样品在 Ｔｍ值范围为 ５５～５８℃时，取得较高
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Ａ－贝母来源植物的常规ＰＣＲ结果（除湖北贝母为粉末状药材，其余材料选用叶片）：１～１４分别代表暗紫贝母、梭砂贝母、卷叶贝母、太白贝母、甘肃贝母、瓦布贝

母、中华贝母、康定贝母、伊犁贝母、浓蜜贝母、浙贝母、平贝母、新疆贝母与湖北贝母；Ｂ－川贝母药材的常规ＰＣＲ结果：１～４分别代表市售松贝、市售青贝、市售炉

贝与太白贝母鳞茎；Ｍ－ＤＮＡ相对分子质量标准物；箭头指示为３０２ｂｐ条带。

Ａ－ａｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｔｈｅｏｒｉｇｉｎａｌｐｌａｎｔｓｏｆＢｅｉｍｕｈｅｒｂｓ（ｅｘｃｅｐｔｔｈａｔＦ．ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓｉｓｐｏｗｄｅｒｈｅｒｂ，ｏｔｈｅｒＦｒｉｔｉｌｌａｒｉａｓａｍｐｌｅｓａｒｅｍａｄｅｏｆｌｅａｖｅｓ）：

１－１４ｉｎｄｉｃａｔｅｄＦ．ｕｎｉｂｒａｃｔｅａｔａ，Ｆ．ｄｅｌａｖａｙｉ，Ｆ．ｃｉｒｒｈｏｓａ，Ｆ．ｔａｉｐａｉｅｎｓｉｓ，Ｆ．ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ，Ｆ．ｕｎｉｂｒａｃｔｅａｔａＨｓｉａｏｅｔＫＣＨｓｉａｖａｒｗａｂｕｅｎｓｉｓ，Ｆ．ｓｉｎｉｃａ，Ｆ．ｃｉｒｒｈｏｓａ

ｖａｒｅｃｉｒｒｈｏｓａ，Ｆ．ｐａｌｌｉｄｉｆｌｏｒａ，Ｆ．ｍｅｌｌｅａ，Ｆ．ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ，Ｆ．ｗａｌｕｊｅｗｉｉａｎｄＦ．ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ：Ｂ－ＡｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｈｅｒｂｓ；

１－４ｉｎｄｉｃａｔｅｄＳｈｏｎｇｂｅｉ，Ｑｉｎｇｂｅｉ，ＬｕｂｅｉｈｅｒｂｓａｎｄｂｕｌｂｓｏｆＦ．ｔａｉｐａｉｅｎｓｉｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｍ－ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｂａｎｄｏｆ３０２ｂｐ．

图３　特异性引物对１４种贝母样本聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增的电泳结果
Ｆｉｇ３　ＡｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ１４Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａｓｐｅｃｉｅｓ

的ＰＣＲ扩增效率，在４４０ｂｐ附近显示清晰的电泳条
带。综合考虑，５５～５９℃可作为该ＰＣＲ方法的合适
Ｔｍ区间，５８℃为最适Ｔｍ值。

Ｍ－ＤＮＡ相对分子质量标准物；１～８分别代表 ＤＮＡ质量浓度为 ２３８５４、

２３５８４、２３９、０２３９、００２３９、０００２３９、００００２３９与０００００２３９ｎｇ·μＬ－１的

太白贝母样品；箭头指示为３０２ｂｐ条带。

Ｍ－ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１－８ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅＦ．ｔａｉｐａｉｅｎｓｉｓｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎｏｆ２３８５４，２３５８４，２３９，０２３９，００２３９，０００２３９，００００２３９ａｎｄ

０００００２３９ｎｇ·μＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｂａｎｄｏｆ３０２ｂｐ．

图４　ＰＣＲ反应的灵敏度检测
Ｆｉｇ４　ＬｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｂａｓｅｏｎＰＣＲ

３　讨　论
植物来源鉴定对于确保川贝母等贝母类产品的

质量和安全是非常必要的。基于 ＤＮＡ的分子鉴定
方法具有重现性好，不易受到植物生长状况、加工方

式与仪器参数的优势，而备受关注。ＰＣＲＲＦＬＰ、
ＤＮＡ条形码、超级条形码（细胞器基因组）与Ｔａｑｍａｎ
探针等分子鉴定方法，已用于川贝母及其近缘物种

的鉴定。然而，基于 ＩＴＳ１区域的 ＰＣＲＲＦＬＰ方法，

因为ＩＴＳ１的多态性较低，鉴定效果有限，无法实现
特定物种的鉴定；以ＩＴＳ２为代表的ＤＮＡ条形码，也
由于相似度太高，难以实现特定来源物种的特异性

鉴定［１４］；叶绿体与线粒体等细胞器基因组具有较高

的多态性与分辨率，能够有效实现特异性鉴定，然

而，该方法需要新鲜样品，耗时，且测序成本过高，难

以广泛应用［１５］；Ｔａｑｍａｎ探针法的灵敏度较高，能够
实现低丰度样品的特异性鉴定，但是该方法需要合

成荧光探针，且需要使用荧光定量 ＰＣＲ仪，导致实
验成本过高［１６］。

通过文献比较，基于叶绿体基因组的系统进化

树的分辨率与可信度要明显优于 ＩＴＳ１与 ＩＴＳ２等通
用ＤＮＡ条形码［１４，１６］。例如，Ｚｈｅｎｇ等［１４］报道，１４种
不同贝母属植物ＩＴＳ２的相似度超过９５％，构建的系
统进化树中仅有 ２９％的分支拥有超过 ９０的自展
值；Ｚｈａｎｇ等［１６］发现基于１３种贝母属植物 ＩＴＳ１的
系统进化树，也仅有３０％的分支拥有超过９０的自
展值。本研究构建基于叶绿体基因组的系统进化树

中，有９２３％的分支处的自展值超过９０，证实其可
靠性要明显优于ＤＮＡ条形码。随后，为了保证序列
比对结果具有代表性，我们下载了 ＧｅｎＢａｎｋ中所选
植物的全部叶绿体基因组序列（１０３条），发现太白
贝母在 ａｃｃＤｐｓａＩ基因区间含有一段长度为１３７ｂｐ
的缺失。由于该缺失仅存在于太白贝母的叶绿体基

因组中，推测缺失发生的时间可能晚于太白贝母的

物种形成时间，且可能作为太白贝母鉴定用的 Ｉｎｄｅｌ
标记。为此，在该 Ｉｎｄｅｌ标记的两侧，选择高度保守
的区域分别设计上下游引物，实现了对太白
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Ａ～Ｆ分别为Ｔｍ＝５５、５６、５７、５８、５９与６０℃时的ＰＣＲ结果图；Ｍ－ＤＮＡ相对分子质量标准物；１～１４顺序与图３Ａ相同；箭头指示为３０２ｂｐ条带。

Ａ－ＦｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓａｔＴｍｖａｌｕｅｏｆ５５，５６，５７，５８，５９ａｎｄ６０℃，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｍ－ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１－１４ｃｏｎｔａｉｎｅｄｔｈｅｓａｍｅｓａｍｐｌｅｓａｓｔｈｏｓｅｉｎＦｉｇ３Ａ；Ａｒｒｏｗ

ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｂａｎｄｏｆ３０２ｂｐ．

图５　不同熔解温度（Ｔｍ）值的ＰＣＲ结果
Ｆｉｇ５　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓａｔｖａｒｉｏｕｓＴｍｖａｌｕｅｓ

贝母的特异性鉴定，而且能有效地检测到 ＤＮＡ模
板量低至０２３９ｎｇ·μＬ－１的样品。尽管部分太白
贝母样本在３０２ｂｐ主带的下方有少量非特异性扩
增，但不影响对样本的整体鉴定，对此我们将进行

进一步的实验条件优化。在对市售川贝母药材开

展常规 ＰＣＲ检测时，３类川贝母药材中均未含有
太白贝母。其可能原因与本次实验所用的川贝母

药材产自四川阿坝州与甘孜州有关。由于上述区

域并非太白贝母的主产区，因此我们将重点收集

重庆、陕西等主产区的川贝母药材，开展进一步的

验证。

相较于已有方法，常规 ＰＣＲ方法具有特异性
强、简便快捷与成本更低等优势。第一，由于该

１３７ｂｐ的 Ｉｎｄｅｌ缺失仅存在于太白贝母的叶绿体
基因组中，特异性较强。第二，本鉴定方法较为

简便，仅需检测是否含有 ３０２ｂｐ的电泳条带，即
可判定样品是否为太白贝母；且在较宽泛的 Ｔｍ区
间（５５～５９℃）与 较 低 ＤＮＡ样 本 质 量 浓 度

（０２３９ｎｇ·μＬ－１）时，均能实现太白贝母样品的
有效扩增，因此可以作为太白贝母鉴定的理想分子

标记体系。尽管本方法的灵敏度弱于本实验室前期

建立的ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针方法［１６］，但是前者不需要

昂贵的ＭＧＢ探针；且仅需低成本的常规 ＰＣＲ仪，而
非荧光定量 ＰＣＲ仪，较易在一般企业中推广。第
三，本方法同时适用于太白贝母的叶片与鳞茎，表明

本方法不仅可用于来源植物的鉴定，也可为药材的

鉴定提供候选方法。第四，本方法的操作步骤包含：

ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增、凝胶电泳、凝肽成像与结果分
析，操作时间仅需２～３ｈ。相较于 ＰＣＲＲＦＬＰ、ＤＮＡ
条形码及超级条形码等方法［１４，１８１９］，本方法无须酶

切与核酸测序等步骤，大大缩短检测周期。

在贝母属植物叶绿体基因组陆续公布的背景

下，可以更好地依托叶绿体基因组开发出更多的

Ｉｎｄｅｌ标记，进一步用于其他川贝母及其他贝母类样
品的来源鉴定。并且，该Ｉｎｄｅｌ分子标记的开发方法
也可以为其他中药材的来源鉴定提供方法借鉴。
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