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摘要：目的　研究建立溪黄草药材基原植物及其近缘植物的特征性片段扩增区域（ＳＣＡＲ）分子标记技术，为溪黄草药材的基
原鉴定提供新的分子鉴别手段。方法　采集溪黄草药材的基原植物及其近缘植物共５种２９个居群，采用简单序列重复区间
扩增多态性（ＩＳＳＲ）分子标记对代表居群的基因组ＤＮＡ进行聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增，获得ＩＳＳＲ特异性片段，经回收纯化、
克隆、测序后，根据特异性片段测序结果设计可以直接用于它们高效鉴定的ＳＣＡＲ引物。结果　采用１４对ＩＳＳＲ引物对１８个
代表样本进行聚合酶链式反应ＰＣＲ扩增，获得４条特异性片段并成功转化为ＩＳＳＲＳＣＡＲ分子标记，可分别用于特异性识别线
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Ｒ．ｓｅｒｒａ（Ｍａｘｉｍ．）Ｈ．Ｈａｒａ和显脉香茶菜Ｒ．ｎｅｒｖｏｓａ（Ｈｅｍｓｌ．）Ｃ．Ｙ．ＷｕｅｔＨ．Ｗ．Ｌｉ。结论　建立的ＩＳＳＲＳＣＡＲ分子标记条带清
晰明亮，结果稳定，能够准确、快速鉴别溪黄草药材的基原植物及其近缘植物，为溪黄草药材基原的分子鉴别提供了新的方法。
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　　溪黄草药材（ＲａｂｄｏｓｉａＨｅｒｂａ）具有清热利湿、凉
血散瘀的功效，临床上常用于治疗急性肝炎、急性胆

囊炎、肠炎、痢疾等疾病，在我国岭南地区被广泛应

用，是消炎利胆片的组方原料。《广东省中药材标

准》（２０版）收载溪黄草药材为香茶菜属植物线纹香
茶菜［Ｒａｂｄｏｓｉａｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓ（Ｂｕｃｈ．Ｈａｍ．ｅｘＤ．
Ｄｏｎ）Ｈ．Ｈａｒａ］及其变种纤花香茶菜［Ｒａｂｄｏｓｉａｌｏｐｈ
ａｎｔｈｏｉｄｅｓｖａｒ．ｇｒａｃｉｌｉｆｌｏｒａ（Ｂｅｎｔｈ．）Ｈ．Ｈａｒａ］或溪黄
草［Ｒａｂｄｏｓｉａｓｅｒｒａ（Ｍａｘｉｍ．）Ｈ．Ｈａｒａ］的干燥地上部
分［１］，而２０２０年版《中国药典》四部记载其基原植
物为线纹香茶菜（Ｒ．ｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓ）或溪黄草（Ｒ．
ｓｅｒｒａ）［２］。香茶菜属植物在我国民间有３０余种作为
药材使用［３］，本课题组在溪黄草药材种质资源调研

与收集过程中发现，显脉香茶菜［Ｒａｂｄｏｓｉａｎｅｒｖｏｓａ

（Ｈｅｍｓｌ．）Ｃ．Ｙ．ＷｕｅｔＨ．Ｗ．Ｌｉ］与长叶香茶菜
［Ｒａｂｄｏｓｉａｓｔｒａｃｈｅｙｉ（ＢｅｎｔｈＥｘＨｏｏｋ．ｆ．）Ｈａｒａ］在
岭南地区的民间也作为溪黄草药材使用［４］。植物

分类学上，溪黄草、显脉香茶菜属于香茶菜属香茶菜

组（Ｓｅｃｔ．Ａｍｅｔｈｙｓｔｏｉｄｅｓ），线纹香茶菜、纤花香茶菜、
长叶香茶菜则属于香茶菜属皱叶香茶菜组（Ｓｅｃｔ．
Ｒａｂｄｏｓｉａ）［５］，两组间性状差异较为明显，但组内植
物由于性状特征较为相似，尤其是线纹香茶菜、纤花

香茶菜和长叶香茶菜的性状特征较为相似（图１）。
此外，香茶菜属的植物多为异花授粉植物，自然界中

存在不少的过渡类型植物。调查还发现，由于环境

的异质性，即便是同一种植物的不同居群植物的形

态特征变异亦较大。这些因素都造成溪黄草药材基

原的鉴定难以从性状特征上加以鉴别。

Ａ－线纹香茶菜；Ｂ－纤花香茶菜；Ｃ－长叶香茶菜；Ｄ－溪黄草；Ｅ－显脉香茶菜。

Ａ－Ｒ．ｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓ；Ｂ－Ｒ．ｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓｖａｒ．ｇｒａｃｉｌｉｆｌｏｒａ；Ｃ－Ｒ．ｓｔｒａｃｈｅｙｉ；Ｄ－Ｒ．ｓｅｒｒａ；Ｅ－Ｒ．ｎｅｒｖｏｓａ．

图１　溪黄草药材基原植物及近缘植物图
Ｆｉｇ１　ＰｉｃｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅｏｒｉｇｉｎａｌｐｌａｎｔｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｐｌａｎｔｓｏｆＲａｂｄｏｓｉａＨｅｒｂａ

　　在分子水平的鉴定研究上，迄今，学者们先后采
用了ＤＮＡ条形码、随机扩增多态性 ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，ＲＡＰＤ）与简单序列重复
区间扩增多态性（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）
分子标记技术［６８］对溪黄草（Ｒｓｅｒｒａ）、线纹香茶菜
（Ｒｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓ）及其纤花变种（Ｒｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓ
ｖａｒｇｒａｃｉｌｉｆｌｏｒａ）和狭基变种［Ｒａｂｄｏｓｉａｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓ
ｖａｒｇｅｒａｒｄｉａｎｕｓ（Ｂｅｎｔｈａｍ）ＨＨａｒａ］的种间差异和
亲缘关系进行研究，但研究结果均不能对溪黄草药

材的基原实现简单、快速和准确地鉴定。特征性片

段扩增区域（ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｒｅｇｉｏｎ，
ＳＣＡＲ）分子标记是采用通用引物进行聚合酶链式反
应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增的分子标记

技术 ［如 ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ、相关序列扩增多态性
（ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＲＡＰ）、特
异扩增多态性 ＤＮＡ（ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｃＤＮＡ，ＳＡＰＤ）和扩增片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）等分子标记技
术］的进一步发展［９１４］，即采用通用引物进行扩增，

将扩增得到的特异性片段进行测序，根据测序结果

设计引物，一般在原引物的基础上向内延伸１０～１５
个ｂｐ，将原有的通用性引物转化为特异性引物，并
用该引物进行基因组 ＤＮＡ检测［１５］。ＳＣＡＲ分子标
记操作简便，成本较低，且可在较高退火温度下进行

扩增，具有稳定性高、重复性好、简便快速的优点，对

于未建立已知品种ＤＮＡ数据库的物种，也能够高效
·１０４１·
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准确地进行鉴别，如今ＳＣＡＲ分子标记已在人参、白
术、黄精等中药材的鉴定研究中成功应用［１６２１］。鉴

于此，本研究采用 ＩＳＳＲ分子标记技术，对溪黄草药
材基原植物及其近缘植物的基因组 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ
扩增，根据扩增图谱筛选特异性片段，再将特异性片

段转化为具有溪黄草药材基原植物或近缘植物特异

性的ＩＳＳＲＳＣＡＲ分子标记，以达到快速鉴定溪黄草
药材基原植物及其近缘物种的目的，为溪黄草药材

基原的分子鉴定提供新的鉴定方法。

１　仪器与材料
１１　仪器

ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ电泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；
Ｔ１００ＴＭＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微量紫外分光光度计（美国Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司）；ＯＳＥ－４７０ＬＴＧｒｅｅｎＰｌｕｓ切胶仪（天根
生化科技有限公司）；ＧｅｌＶｉｅｗ１５００Ｐｒｏ全自动凝胶
成像系统（广州博鹭腾仪器仪表有限公司）；Ｗｉｓｅ
ＳｐｉｎＣＦ１０迷你型高速离心机（普瑞麦迪实验室技术
有限公司）；Ｈ２Ｏ３１００Ｃ加热制冷型金属浴（卡尤迪

生物科技有限公司）；ＬＤＺＸ３０ＫＢＳ型立式压力蒸气
灭菌器（上海申安医疗器械厂）；八道移液器

（０５～１０μＬ，宝予德有限公司）。
１２　试药

植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒（批号：Ｑ６１３５）、大量
琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒（批号：Ｒ１１７４）、ＤＨ５α感
受态细胞（ＣＢ１０１）（天根生化科技有限公司）；ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００，ＴＳＪ０１１）、琼脂糖（批号：２１ＡＧ８０１０２）、
２×ＴＳＩＮＧＫＥＭａｓｔｅｒＭｉｘ（批号：２２ＳＴ１１１０５）、ｐＣｌｏｎｅ００７
ＶｅｃｔｏｒＫｉｔ（ＴＳＶ００７）、ＩＳＳＲ引物合成（北京擎科新业生
物技术有限公司）；核酸染料ＳＹＢＲＳａｆｅＤＮＡＧｅｌＳｔａｉｎ
（Ａ８７４３，美国ＡＰＥｘＢＩＯ公司）；胰蛋白胨（ＬＰ００２４）、酵
母提取物（ＬＰ００２１）（英国ＯＸＯＩＤ公司）；ＮａＣｌ、氨苄西
林（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ，Ａｍｐ）、琼脂粉均为国产分析纯。

植物材料采集自广东、江西、福建等地区的野生

或栽培居群（表１），均经广州中医药大学刘军民教
授鉴定，并移栽于广州中医药大学时珍山溪黄草药

材种质资源圃内，样品标本均存放于广州中医药大

学中药资源教研室。采集各居群生长良好、无病虫

害的植株嫩叶，于－２０℃冰箱中保存备用。

表１　溪黄草药材基原植物及近缘植物居群采样信息
Ｔａｂ１　ＰｏｐｕｌａｔｉｏｎｓａｍｐｌｉｎｇｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｏｒｉｇｉｎａｌｐｌａｎｔｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｐｌａｎｔｓｏｆＲａｂｄｏｓｉａＨｅｒｂａ

Ｓｐｅｃｉｅｓ／ｖａｒｉｅｔｉｅｓ　 Ｎｏ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　　　　　　 Ｌａｔｉｔｕｄｅ（Ｎ）Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ（Ｅ） Ｔｙｐｅ　 Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓ

Ｒａｂｄｏｓｉａｓｅｒｒａ Ｘ１ Ｓｈｉｘｉｎｇ，Ｓｈａｏｇｕａｎ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东韶关始兴） ２４°５１′ １１４°１１′ ｗｉｌｄ １３

Ｘ２ Ｙａｎｇｓｈａｎ，Ｑｉｎｇｙｕａｎ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东清远阳山） ２４°２０′ １１２°３９′ ｗｉｌｄ １０

Ｘ３ Ｂｏｌｕｏ，Ｈｕｉｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东清远博罗） ２３°１２′ １１４°０２′ ｗｉｌｄ １５

Ｘ４ Ｙｉｎｇｄｅ，Ｑｉｎｇｙｕａｎ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东清远英德） ２４°２０′ １１２°５６′ ｓｅｍｉｗｉｌｄ １５

Ｘ５ Ｑｕｊｉａｎｇ，Ｓｈａｏｇｕａｎ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东韶关曲江） ２４°３２′ １１３°３１′ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ １０

Ｘ６ Ｐａｎｙｕ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东广州番禺） ２３°０３′ １１３°２３′ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ １２

Ｘ７ Ｗｕｐｉｎｇ，Ｌｏｎｇｙａｎ，Ｆｕｊｉａｎ（福建龙岩武平） ２４°５３′ １１６°０２′ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ １０

Ｘ８ Ｘｉｎｇｎｉｎｇ，Ｍｅｉｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东梅州兴宁） ２４°０７′ １１５°４２′ ｗｉｌｄ １０

Ｒｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓ Ｗ１ Ｐｉｎｇｙｕａｎ，Ｍｅｉｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东梅州平远） ２４°２９′ １１５°５０′ ｓｅｍｉｗｉｌｄ １６

Ｗ２ Ｓｈｉｘｉｎｇ，Ｓｈａｏｇｕａｎ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东韶关始兴） ２４°５０′ １１４°０４′ ｗｉｌｄ ８

Ｒｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓ Ｈ１ Ｘｉｎｆｅｎｇ，Ｓｈａｏｇｕａｎ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东韶关新丰） ２４°１３′ １１４°１０′ ｗｉｌｄ １６

ｖａｒｇｒａｃｉｌｉｆｌｏｒａ Ｈ２ Ｃｏｎｇｈｕａ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东广州从化） ２３°４４′ １１３°４７′ ｗｉｌｄ １１

Ｈ３ Ｍｅｉｊｉａｎｇ，Ｍｅｉｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东梅州梅江） ２４°１３′ １１６°０７′ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ １２
Ｈ４ Ｙｉｎｇｄｅ，Ｑｉｎｇｙｕａｎ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东清远英德） ２４°２０′ １１２°５６′ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ １０
Ｈ５ ＹａｏＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＣｏｕｎｔｙｏｆＬｉａｎｎａｎ，Ｑｉｎｇｙｕａｎ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东清远连南瑶族自治县） ２４°３９′ １１２°１７′ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ １５
Ｈ６ Ｐｉｎｇｙｕａｎ，Ｍｅｉｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东梅州平远） ２４°５３′ １１５°５７′ ｓｅｍｉｗｉｌｄ １０
Ｈ７ Ｘｕｎｗｕ，Ｇａｎｚｈｏｕ，Ｊｉａｎｇｘｉ（江西赣州寻乌） ２４°５６′ １１５°４８′ ｗｉｌｄ ９
Ｈ８ Ｐｕｎｉｎｇ，Ｊｉｅｙａｎｇ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东揭阳普宁） ２３°２１′ １１６°０５′ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ １４
Ｈ９ Ｐｉｎｇｙｕａｎ，Ｍｅｉｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东梅州平远） ２４°４４′ １１５°４８′ ｗｉｌｄ １１
Ｈ１０ Ｐａｎｙｕ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东广州番禺） ２３°０３′ １１３°２３′ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ １２
Ｈ１１ Ｗｕｐｉｎｇ，Ｌｏｎｇｙａｎ，Ｆｕｊｉａｎ（福建龙岩武平） ２４°５３′ １１６°０２′ ｗｉｌｄ １０
Ｈ１２ Ｗｕｐｉｎｇ，Ｌｏｎｇｙａｎ，Ｆｕｊｉａｎ（福建龙岩武平） ２４°５３′ １１６°０２′ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ １０
Ｈ１３ Ｔｉａｎｈｅ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东广州天河） ２３°１２′ １１３°２２′ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ １０
Ｈ１４ Ｃｈｅｎｇｈａｉ，Ｓｈａｎｔｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东汕头澄海） ２３°２４′ １１６°４４′ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ８

Ｒｓｔｒａｃｈｅｙｉ Ｙ１ Ｘｉｎｙｉ，Ｍａｏｍｉｎｇ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东茂名信宜） ２２°４７′ １１１°５８′ ｗｉｌｄ １０
Ｙ２ Ｙａｎｇｃｈｕｎ，Ｙａｎｇｊｉａｎｇ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东阳江阳春） ２２°３３′ １１１°４５′ ｗｉｌｄ １０
Ｙ３ Ｙａｎｇｃｈｕｎ，Ｙａｎｇｊｉａｎｇ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东阳江阳春） ２２°２２′ １１２°０４′ ｗｉｌｄ ３
Ｙ４ Ｙａｎｇｃｈｕｎ，Ｙａｎｇｊｉａｎｇ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东阳江阳春） ２２°２２′ １１２°０４′ ｗｉｌｄ １０

Ｒｎｅｒｖｏｓａ Ｍ１ Ｔｉａｎｈｅ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东广州天河） ２３°１１′ １１３°２２′ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ６
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２　方　法
２１　基因组ＤＮＡ的提取与检测

参照植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒的方法提取
植株嫩叶基因组 ＤＮＡ，提取的样品基因组 ＤＮＡ用
１０％的琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ质量，微量分光
光度计检测ＤＮＡ浓度和纯度，并用试剂盒中的洗脱
液ＴＥ调整 ＤＮＡ质量浓度至 １０ｎｇ·μＬ－１，保存
在－２０℃冰箱中备用。
２２　ＩＳＳＲＰＣＲ扩增体系

参照Ｍｅｎｇ等［８］建立的ＩＳＳＲＰＣＲ反应体系及在
该体系下筛选出的１４条ＩＳＳＲ引物，进行溪黄草药材
基原植物ＩＳＳＲＳＣＡＲ分子标记开发。ＩＳＳＲＰＣＲ反应
体系及扩增程序：２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５μＬ（Ｍｇ２＋

浓度为４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｄＮＴＰ浓度为０４ｍｍｏｌ·Ｌ－１），
引物１５μＬ（０６μｍｏｌ·Ｌ－１），ＤＮＡ模板１μＬ，去离
子水１０μＬ，总体积２５μＬ；９４℃预变性７ｍｉｎ，９４℃
变性３０ｓ，５２℃退火４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共循环３０
次，７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存扩增产物。
２３　特异性片段的获取与测序

从２９个植物居群中选９个代表居群（溪黄草
ＲｓｅｒｒａＸ６、Ｘ８，线纹香茶菜 ＲｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓＷ１、
Ｗ２，纤花香茶菜 Ｒｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓｖａｒｇｒａｃｉｌｉｆｌｏｒａ
Ｈ３、Ｈ１４，长叶香茶菜 ＲｓｔｒａｃｈｅｙｉＹ２、Ｙ３，显脉香茶
菜ＲｎｅｒｖｏｓａＭ１），每个居群取２个样本，共１８个样
本，利用１４条ＩＳＳＲ引物分别对１８个样本的基因组
ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，并进行１０％琼脂糖凝胶电泳
检测。紫外光下查看筛选ＤＮＡ特异性片段，利用大
量琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒对特异片段进行
ＤＮＡ纯化回收。将纯化回收的 ＤＮＡ特异性片段，
按ｐＣｌｏｎｅ００７ＶｅｃｔｏｒＫｉｔ（ＴＳＶ００７）的说明书将ＤＮＡ
特异性片段与载体连接，再将该连接体系加入

１００μＬＤＨ５α感受态细胞中，进行转化培养。培养

后进行ＰＣＲ扩增（引物使用载体通用引物，反应体系
及扩增程序同“２２”项下）。ＰＣＲ产物于１０％的琼
脂糖凝胶上进行电泳检测，对特异性片段进行测序，

测序工作由北京擎科新业生物技术有限公司完成。

２４　ＳＣＡＲ标记引物的设计及验证
根据特异性片段的测序结果，利用Ｐｒｉｍｅｒ５０设计

ＳＣＡＲ引物，根据引物合成报告单的Ｔｍ值设计梯度退
火温度，以有目的条带出现的最高温度作为退火温度。

用设计合成的引物对１８个代表样本进行基因组ＤＮＡ
扩增，验证引物是否在代表样本中保持条带特异性。

若引物经验证仍然保持条带特异性，则对其他居群进行

进一步的基因组ＤＮＡ扩增验证。ＳＣＡＲ扩增反应体系：
２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５μＬ（Ｍｇ２＋浓度为４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，
ｄＮＴＰ浓度为 ０４ｍｍｏｌ·Ｌ－１），正反引物各 １５μＬ
（０６μｍｏｌ·Ｌ－１），ＤＮＡ模板１μＬ，去离子水８５μＬ，
总体积２５μＬ。反应程序同ＩＳＳＲ反应扩增程序。

３　结果与分析
３１　特异性片段的获取与测序

利用１４条ＩＳＳＲ引物分别对１８个代表样本的
基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，在ＩＳＳＲ引物的ＰＣＲ扩
增产物图谱中筛选获得４条特异性片段，分别命名
为Ｓ１０线、Ｓ１０溪、Ｓ１２长、Ｓ１５溪。其中，特异性片
段Ｓ１０线为随机引物ＵＢＣ８１０在３１０ｂｐ处仅线纹香
茶菜（５～６）具有的多态性条带；Ｓ１０溪为 ＵＢＣ８１０
在２９０ｂｐ处仅溪黄草（１３～１６）具有的多态性条带；
Ｓ１２长为ＵＢＣ８１２在１６４３ｂｐ处仅长叶香茶菜（１～
４）具有的多态性条带；Ｓ１５溪为 ＵＢＣ８１５在８１６ｂｐ
处仅溪黄草（１３～１６）具有的多态性条带（图 ２）。
将４条特异性片段纯化回收后，与载体连接并进行
转化培育，挑取阳性菌落扩增并测序，获取４条特异
性条带序列信息，初步转化为ＳＣＡＲ标记。

ａ－特异性片段Ｓ１０线；ｂ－特异性片段Ｓ１０溪；ｃ－特异性片段Ｓ１２长；ｄ－特异性片段Ｓ１５溪；Ｍ－ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标记；１～２－长叶香茶菜Ｙ２；３～４－长叶香茶菜

Ｙ３；５～６－线纹香茶菜Ｗ１；７～８－线纹香茶菜Ｗ２；９～１０－纤花香茶菜Ｈ１４；１１～１２－纤花香茶菜Ｈ３；１３～１４－溪黄草Ｘ６；１５～１６－溪黄草Ｘ８；１７～１８－显脉香茶菜Ｍ１。

ａ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｅｇｍｅｎｔＳ１０Ｘｉａｎ；ｂ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｅｇｍｅｎｔＳ１０Ｘｉ；ｃ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｅｇｍｅｎｔＳ１２Ｃｈａｎｇ；ｄ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｅｇｍｅｎｔＳ１５Ｘｉ；Ｍ－ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１－２－Ｒ．ｓｔｒａｃｈｅｙｉ

Ｙ２；３－４－Ｒ．ｓｔｒａｃｈｅｙｉＹ３；５－６－Ｒ．ｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓＷ１；７－８－Ｒ．ｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓＷ２；９－１０－Ｒ．ｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓｖａｒ．ｇｒａｃｉｌｉｆｌｏｒａＨ１４；１１－１２－Ｒ．ｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓｖａｒ．

ｇｒａｃｉｌｉｆｌｏｒａＨ３；１３－１４－Ｒ．ｓｅｒｒａＸ６；１５－１６－Ｒ．ｓｅｒｒａＸ８；１７－１８－Ｒ．ｎｅｒｖｏｓａＭ１．

图２　引物ＵＢＣ８１０（Ａ）、ＵＢＣ８１２（Ｂ）、ＵＢＣ８１５（Ｃ）对１８个溪黄草药材基原植物及近缘植物样本的扩增结果
Ｆｉｇ２　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓＵＢＣ８１０（Ａ），ＵＢＣ８１２（Ｂ）ａｎｄＵＢＣ８１５（Ｃ）ｆｏｒ１８ｓａｍｐｌｅｓｏｆｔｈｅｏｒｉｇｉｎａｌｐｌａｎｔｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄ
ｐｌａｎｔｓｏｆＲａｂｄｏｓｉａＨｅｒｂａ
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３２　ＳＣＡＲ引物的设计及验证
根据纯化回收的４条特异性片段的测序数据，在

原有引物的基础上向内延伸５～１２个碱基，设计４对引
物（Ｐ１０线、Ｐ１０溪、Ｐ１２长、Ｐ１５溪），引物对序列见表２。

表２　４对ＳＣＡＲ引物序列及退火温度
Ｔａｂ２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｆ４ｐａｉｒｓｏｆ
ＳＣＡＲｐｒｉｍｅｒｓ

Ｎａｍｅ　 Ｐｒｉｍｅｒｓ
Ｔｍ

／℃

Ｔ（Ａｃｔｕａｌ

ａｎｎｅａｌｉｎｇ）／℃
Ｐ１０ＸｉａｎＦ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴＧＧＣＡＧＣＴ ６１２ ６２２
Ｐ１０ＸｉａｎＲ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＣ ６１１ ６２２
Ｐ１０ＸｉＦ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴＡＴＡＧＡＴＡＴＡＡＡＣ ５６８ ６０６
Ｐ１０ＸｉＲ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴＧＡＧＴＧ ５７６ ６０６
Ｐ１２ＣｈａｎｇＦＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＡＴＡＣＴＧＴ ５６０ ５９８
Ｐ１２ＣｈａｎｇＲＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＡＴＡＡＡＡＧＡＡＴＣ ５６５ ５９８
Ｐ１５ＸｉＦ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＧＧＡＴＴＴ ５５８ ５９６
Ｐ１５ＸｉＲ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＧＴＡＴＡＴＧＴＡＴＡＴ ５６７ ５９６

注：Ｆ－正向引物；Ｒ－反向引物；Ｔｍ－解链温度。

Ｎｏｔｅ：Ｆ－ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ；Ｒ－ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ；Ｔｍ－ｍｅｌｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．

将４对ＳＣＡＲ引物对１８个代表样本进行 ＰＣＲ
扩增，如结果只扩增出目标条带，则继续取其他居群

的样本继续进行验证，避免因居群间的多样性出现

假阳性的结果；如１８个样本的扩增结果出现了非目
标条带，则说明引物特异性消失，需要调高退火温度

或者重新设计引物。

４对引物均成功转化为特异性标记，Ｐ１０线
引物的扩增产物图谱中，只有线纹香茶菜能扩增

出特异性片段；Ｐ１０溪引物的扩增产物图谱中，
溪黄草与显脉香茶菜均能扩增出特异性片段；

Ｐ１２长引物的扩增产物图谱中，只有长叶香茶菜
能扩增出特异性片段；Ｐ１５溪引物的扩增产物图
谱中，只有溪黄草能扩增出特异性片段（图 ３）。
而纤花香茶菜的特异性条带在转化为ＳＣＡＲ标记
后其特异性消失，目前未能准确鉴别出纤花

香茶菜。

Ｍ－ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标记；１～２－长叶香茶菜Ｙ２；３～４－长叶香茶菜 Ｙ３；５～６－线纹香茶菜 Ｗ１；７～８－线纹香茶菜 Ｗ２；９～１０－纤花香茶菜 Ｈ１４；

１１～１２－纤花香茶菜Ｈ３；１３～１４－溪黄草Ｘ６；１５～１６－溪黄草Ｘ８；１７～１８－显脉香茶菜Ｍ１。

Ｍ－ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１－２－Ｒ．ｓｔｒａｃｈｅｙｉＹ２；３－４－Ｒ．ｓｔｒａｃｈｅｙｉＹ３；５－６－Ｒ．ｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓＷ１；７－８－Ｒ．ｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓＷ２；９－１０－Ｒ．ｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓｖａｒ．

ｇｒａｃｉｌｉｆｌｏｒａＨ１４；１１－１２－Ｒ．ｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓｖａｒ．ｇｒａｃｉｌｉｆｌｏｒａＨ３；１３－１４－Ｒ．ｓｅｒｒａＸ６；１５－１６－Ｒ．ｓｅｒｒａＸ８；１７－１８－Ｒ．ｎｅｒｖｏｓａＭ１．

图３　引物Ｐ１０线（Ａ）、Ｐ１０溪（Ｂ）、Ｐ１２长（Ｃ）、Ｐ１５溪（Ｄ）对１８个溪黄草药材基原植物及近缘植物样本扩增结果
Ｆｉｇ３　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓＰ１０Ｘｉａｎ（Ａ），Ｐ１０Ｘｉ（Ｂ），Ｐ１２Ｃｈａｎｇ（Ｃ）ａｎｄＰ１５Ｘｉ（Ｄ）ｆｏｒ１８ｓａｍｐｌｅｓｏｆｔｈｅｏｒｉｇｉｎａｌ
ｐｌａｎｔｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｐｌａｎｔｓｏｆＲａｂｄｏｓｉａＨｅｒｂａ

　　将４对引物对其他居群进行进一步的基因组
ＤＮＡ扩增验证，验证结果中４对引物只对特定的溪
黄草药材基原植物或近缘植物扩增出特异性条带，

而在其他物种的扩增图谱中均未出现扩增条带

（表３），可见ＩＳＳＲ标记已成功转化为ＳＣＡＲ标记。
Ｐ１０溪引物的 ＰＣＲ扩增图谱中，溪黄草与显

脉香茶菜均能扩增出特异性片段，但两者显示出

片段大小的差异（图３）。为进一步区分溪黄草与

显脉香茶菜，将 Ｐ１０溪引物扩增出的溪黄草与显
脉香茶菜的片段进行测序，发现溪黄草与显脉香

茶菜有部分碱基的差异（图４）。根据这一碱基差
异设计引物，正向引物不变，反向引物根据差异片

段设计，将重新设计得到的引物命名为 Ｐ１０显，序
列如下：

正向引物不变：ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴＡＴ
ＡＧＡＴＡＴＡＡＡＣ
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表３　溪黄草药材基原植物及近缘植物２９个居群的特征性片段扩增区域（ＳＣＡＲ）标记分布
Ｔａｂ３　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＳＣＡＲｍａｒｋｅｒｓｉｎ２９ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆｏｒｉｇｉｎａｌｐｌａｎｔｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｐｌａｎｔｓｏｆＲａｂｄｏｓｉａＨｅｒｂａ

ＳＣＡＲ
ｐｒｉｍｅｓ

Ｒｓｅｒｒａ
Ｒ．
ｎｅｒｖｏｓａ

Ｒ．
ｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓ

Ｒ．ｌｏｐｈａｎｔｈｏｉｄｅｓ
ｖａｒ．ｇｒａｃｉｌｉｆｌｏｒａ

Ｒ．ｓｔｒａｃｈｅｙｉ

Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｘ５ Ｘ６ Ｘ７ Ｘ８ Ｍ１ Ｗ１ Ｗ２ Ｈ１ Ｈ２ Ｈ３ Ｈ４ Ｈ５ Ｈ６ Ｈ７ Ｈ８ Ｈ９Ｈ１０Ｈ１１Ｈ１２Ｈ１３Ｈ１４Ｙ１ Ｙ２ Ｙ３Ｙ４

Ｐ１０Ｘｉａｎ － －

Ｐ１０Ｘｉ － － － － － － － － －

Ｐ１２Ｃｈａｎｇ － － － －

Ｐ１５Ｘｉ － － － － － － － －

注：－－此居群在对应ＳＣＡＲ引物的ＰＣＲ扩增图谱中能扩增出特异性片段。

Ｎｏｔｅ：－－ｔｈｉｓｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｃａｎａｍｐｌｉｆｙｓｐｅｃｉｆｉｃｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｎｔｈｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＳＣＡＲｐｒｉｍｅｒｓ．

Ｘｉａｎ７Ｒｅｖｅｒｓｅ～Ｘｉａｎ１０为显脉香茶菜扩增片段的部分测序结果；Ｘｉ２９０为溪黄草扩增片段的部分测序结果；框内为溪黄草与显脉香茶菜碱基序列差异部分。

Ｘｉａｎ７Ｒｅｖｅｒｓｅ－Ｘｉａｎ１０ａｒｅｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲｎｅｒｖｏｓａａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓ；Ｘｉ２９０ｉｓｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲｓｅｒｒａａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓ；Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ｉｎｂａｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎＲｓｅｒｒａａｎｄＲｎｅｒｖｏｓａｉｓｓｈｏｗｎｉｎｔｈｅｂｏｘ．

图４　显脉香茶菜与溪黄草扩增片段测序结果比对
Ｆｉｇ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓｂｅｔｗｅｅｎＲ．ｎｅｒｖｏｓａａｎｄＲ．ｓｅｒｒａ

　　反向引物为 Ｒ：ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＧＴＧＴＧＴ
ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧ

取Ｐ１０溪引物对溪黄草与显脉香茶菜进行第一
次ＰＣＲ扩增；取１μＬ第一次 ＰＣＲ扩增后的产物与
９μＬ灭菌水混合，再以混合物１μＬ为模板，Ｐ１０显
为引物进行第二次 ＰＣＲ扩增，设置５５９～６５９℃
之间８个退火温度梯度分别对溪黄草与显脉香茶菜

进行扩增（引物Ｔｍ值为５５９℃）。
在第三泳道，显脉香茶菜出现条带而溪黄草无

条带（错配消失），故选择６３９℃作为退火温度（图
５）。以Ｐ１０显为引物，６３９℃为退火温度对溪黄草
和显脉香茶菜进行ＰＣＲ扩增，结果可见显脉香茶菜
出现条带，而溪黄草未出现条带，即可区分出显脉香

茶菜与溪黄草（图６）。

１～８分别为退火温度６５９、６５２、６３９、６２０、５９７、５７８、５６６、５５９℃。

１－８ａｒｅａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆ６５９，６５２，６３９，６２０，５９７，５７８，５６６，５５９℃，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图５　溪黄草（Ａ）和显脉香茶菜（Ｂ）退火温度梯度扩增结果
Ｆｉｇ５　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｇｒａｄｉｅｎｔｏｆＲｓｅｒｒａ（Ａ）ａｎｄＲｎｅｒｖｏｓａ（Ｂ）
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１～４－溪黄草；５～６－显脉香茶菜；退火温度为６３９℃。

１－４－Ｒ．ｓｅｒｒａ；５－６－Ｒ．ｎｅｒｖｏｓａ；Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ６３９℃．

图６　溪黄草和显脉香茶菜扩增图
Ｆｉｇ６　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍｏｆＲ．ｓｅｒｒａａｎｄＲ．ｎｅｒｖｏｓａ

４　讨　论
随着分子生物技术的迅速发展，中药鉴定已经

进入分子水平，ＤＮＡ分子标记具有特异性高、重复
性好、结果可靠、不易受外在环境限制、所需材料少、

标记广、操作相对简便快捷、成本较低等特点，目前

在中药材鉴别、中药资源亲缘关系、种质资源遗传多

样性评价等方面的研究中应用广泛［２２］。溪黄草药

材具有多基原植物入药的特点，由于部分基原植物

之间的形态特征较为相似，传统的性状鉴定方法很

难对药材进行鉴别区分，导致溪黄草商品药材一直

存在品种资源混乱的现象。研究表明，溪黄草药材

不同基原之间的化学成分的种类和含量差异较大，

且功效也具有一定的差异［２３］。因此，开发高效分子

标记体系，从分子水平上对溪黄草药材的基原植物

及近缘植物进行有效的分类鉴别，对于溪黄草药材

基原的规范和药材质量标准的制定具有重要意义。

Ｙｅ等［２４］采用 ＩＳＳＲ技术对６个溪黄草药材基原植
物及近缘植物进行鉴别，用１３条引物扩增出４９１个
条带，其中多态性条带４９０条，证明 ＩＳＳＲ方法可以
区分溪黄草药材不同基原。ＩＳＳＲ分子标记本身具
有重复性好、稳定性高等特点，用其转化的ＳＣＡＲ标
记也更加可靠，ＳＣＡＲ分子标记成功开发后，可根据
ＰＣＲ扩增图上条带的有无及片段大小的不同来判
断供试样本的物种，无须通过基因测序，直观体现出

各物种基因组 ＤＮＡ的差异，操作简便，成本低廉。
本研究采集了我国广东、江西、福建等地区的溪黄草

药材５种基原植物及近缘植物共２９个居群，在ＩＳＳＲ
指纹图谱的基础上，成功开发出４条具有物种特异
性ＩＳＳＲＳＣＡＲ分子标记，其中 Ｐ１０线、Ｐ１２长、Ｐ１５
溪引物可分别特异性鉴别出线纹香茶菜、长叶香茶

菜、溪黄草，Ｐ１０溪引物可将溪黄草与显脉香茶菜与

其他种区分。本研究共发现了１７条特异性片段，但
仅有４条成功转化并在后续验证中仍保留其特异
性，其中纤花香茶菜特异性条带在转化为 ＳＣＡＲ标
记后未能保留其特异性。

ＳＣＡＲ标记的转化是个十分复杂的过程，回收
纯化过程中受到污染，引物设计不合适，退火温度选

择不恰当等都可能导致转化失败［２５］。其中退火温

度的优化对于ＳＣＡＲ标记的成功转化至关重要。在
本研究中，以引物 Ｔｍ值为退火温度时，往往会由于
退火温度过低而扩增出非特异性片段；而在进行温

度梯度实验时，发现过高的温度会扩增不到特异性

条带，ＳＣＡＲ标记的特异性扩增需要在较高且适合
的退火温度下才能实现，一般比其 Ｔｍ值高２～５℃，
如Ｐ１２长引物以其 Ｔｍ值５６０℃为退火温度时，出
现多条非目的性的条带，引物特异性消失，将退火温

度以５６０～６６０℃为梯度进行退火温度的优化，扩
增图谱中有条带出现的最高温度为５９８℃，再以
５９８℃为退火温度对原１８个样本进行扩增，只出
现了长叶香茶菜的条带，Ｐ１２长引物的特异性保留。
此外，特异性引物对多个物种进行扩增，可能是这些

物种的亲缘关系较近的原因，如 Ｐ１０溪引物扩增产
物中同时出现溪黄草与显脉香茶菜的条带，可能是

Ｐ１０溪引物在两者基因组中具有同源序列。
Ｙｅ等［２４］根据 ＩＳＳＲ分子标记的 ＰＣＲ扩增结果，对
溪黄草药材基原植物及近缘植物 ４种 ２变种，共
３３个居群进行聚类分析，在遗传一致度在０８０水
平上将总体分为 ２大类，属于香茶菜组的溪黄草
与显脉香茶菜为第一类，属于皱叶香茶菜组的长

叶香茶菜、线纹香茶菜及其两个变种为第二类，且

显脉香茶菜居群混于溪黄草居群中，未单独成一

支，同样说明显脉香茶菜与溪黄草的遗传背景可

能较为接近。本研究中观察到 Ｐ１０溪引物扩增图
谱中溪黄草与显脉香茶菜有片段大小的差异，为

进一步区分溪黄草与显脉香茶菜，对两者的扩增

片段进行测序，并根据测序结果的差异重新设计

出能够特异性鉴定显脉香茶菜的 Ｐ１０显引物，成
功将溪黄草与显脉香茶菜区分开。

溪黄草药材基原植物为异花授粉，种与变种或

变种与变种间存在过渡类型，为溪黄草药材基原植

物的分类与鉴定工作带来极大的不便，而 ＳＣＡＲ分
子标记的一个显著特点是可以由显性标记发展为更

加有用的共显性标记［１５］，因此本研究开发获得的溪

黄草药材基原植物显性 ＳＣＡＲ分子标记，可进一步
发展为共显性的 ＳＣＡＲ标记，从而应用于溪黄草药
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材基原植物杂合子的高效鉴定，为建立香茶菜属植

物的分子标记辅助选择育种体系提供新的技术

支撑。
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