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贵州桐梓何首乌 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列分析
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摘　 要：以改进的 ＣＴＡＢ 法对何首乌总基因组 ＤＮＡ 进行提取，采用通用引物对不同来源的何首乌 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列进行 ＰＣＲ 扩

增、测序和序列分析。 结果表明，何首乌 ｒＤＮＡ 完全序列片段长度共约 ６５２ ｂｐ，其中 ＩＴＳ１ 的长度为 ２０２ ｂｐ，５．８ Ｓ 的长度为

１６１ ｂｐ，ＩＴＳ２ 长度为 ２３２ ｂｐ，与其近缘种 ＩＴＳ 序列间存在明显差异。 其 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列在分子水平上为鉴别何首乌提供了参考

依据。
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　 　 何首乌（Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ Ｔｈｕｎｂ）为蓼科

植物，分布于河南、四川、贵州、广东等地区。 中草药

何首乌的干燥块根部分，具有滋补肝肾、益精血、抗
氧化、抗肿瘤、降低胆固醇、抑制动脉粥样硬化、抑菌

消炎及增强记忆等多种功效［１］，在临床上应用十分

广泛。 药用何首乌近缘种包括木藤蓼 （ Ｆａｌｌｏｐｉａ
ａｕｂｅｒｔｉｉ）， 齿叶蓼 （（ Ｆａｌｌｏｐｉａ ｄｅｎｔｉｃｕｌａｔｅ ）， 毛脉蓼

（Ｆａｌｌｏｐｉａ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒａ ｖａｒ．ｃｉｌｌｉｉｎｅｒｖｅ）等，这些近缘种与

何首乌不仅在外形上很相似，化学成分也有部分相

同，在药材使用上存在互混、互代、以假充真等现象，
因而影响了用药的安全性和有效性，常规方法很难

把它们区分开，所以考虑寻找一种有效的能够区分

何首乌及其近缘种的分子手段［２］，能够很好的在分

子水平上鉴别何首乌。
核糖体 ｒＤＮＡ 内转录间隔区 ＩＴＳ 作为一种遗传

标记，具有可遗传性和可识别性，已经被广泛应用于

中药材鉴定和品质评价、植物种质资源鉴定、与亲缘

关系、系统发育等不同方面的研究。 目前，越来越多

的研究者将 ＩＴＳ 应用于药用植物的鉴别。 ＩＴＳ 序列

在核基因组中具有高度重复性，总长度只有 ５００ ～
７００ ｂｐ，具有通用引物，对 ＤＮＡ 模板质量要求不高，
因此即使不是新鲜材料，从 ＤＮＡ 有降解的中药材上

也可顺利进行扩增反应［３］。 ＩＴＳ 在科属下使用较

多，解决了一些种属间的关系，还发现 ＩＴＳ 在居群间

甚至个体间均有变异存在。
近年来，ＤＮＡ 分析技术的发展，ＰＣＲ 测序方法



已经被广泛应用到中药品种鉴别领域［４－５］。 本研究

通过采用 ＰＣＲ 技术对 ＩＴＳ 序列进行扩增测序后运

用 ＭＥＧＡ５ 软件分析比对，并进行遗传距离分析、构
建系统发育树来比较研究何首乌与其近缘种的遗传

差异，为探讨何首乌的系统发育关系和分子鉴定提

供分子生物学依据和基础性资料［６］，对中药材 ＤＮＡ
分子鉴别和野生资源品种的鉴定等具有一定的

意义。

１　 材料与方法

１．１　 实验材料与仪器

１．１．１　 实验样品

所用实验材料何首乌于 ２０１１ 年 ４ 月采集于贵

州桐梓地区，均由牛宪立老师提供。
１．１．２　 主要实验试剂

（１）７０％乙醇：量取 ７０ ｍｌ 的无水乙醇，３０ ｍｌ 双
蒸水，混匀。

（２） ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＡｃ 溶液： 称取无水乙酸钠

２４．５８９ ｇ，先加入双蒸水 ８０ ｍｌ 加热溶解，再加双蒸

水定容至 １００ ｍｌ，１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ，４ ℃保存。
（３）０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ （ｐＨ ＝ ８．０）：称取 ＥＤＴＡ－

２Ｎａ－２Ｈ２Ｏ１８．８ ｇ，加入双蒸水 ７５ ｍｌ，用 ＮａＯＨ 调 ｐＨ
至 ８．０，加双蒸水定容至 １００ ｍｌ。

（４）０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ８．０）：称取 Ｔｒｉｓ
３０．２７ ｇ，加入双蒸水 ３５０ ｍｌ，用 ＨＣｌ 调 ｐＨ 至 ８．０，再
加双蒸水定容至 ５００ ｍｌ。

（５）ＴＥ 液：量取 ０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ （ｐＨ＝ ８．０）
４ ｍｌ，０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ （ ｐＨ ＝ ８．０） ＥＤＴＡ（乙二胺四乙酸）
０．４ ｍｌ，加入双蒸水定容至 ２００ ｍｌ，分别装至 ３ 个干

净小瓶中，１２１ ℃灭菌 １５ｍｉｎ，４ ℃保存。
（６）ＣＴＡＢ（十六烷基三甲基溴化铵）提取缓冲

液：称取 ＣＴＡＢ１０ ｇ，加 ７０ ｍｌ 双蒸水溶解，再取

０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ （ ｐＨ ＝ ８． ０） ４０ ｍｌ，０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＥＤＴＡ （ｐＨ＝ ８．０） ８ ｍｌ，５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ ５６ ｍｌ，加双蒸

水定容到 ２００ ｍｌ，室温下保存，使用前先加入 ０．２％
的 β－巯基乙醇。

（７）５ｘＴＢＥ 溶液：称取 Ｔｒｉｓ （三羟甲基氨基甲

烷）１６．３ ｇ，硼酸 ８．２８ ｇ，０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ （ｐＨ＝ ８．０）
６ ｍｌ，加双蒸水至 ３００ ｍｌ，室温下保存，临用时稀释

１０ 倍。
（８）氯仿 ∶ 异戊醇（２４ ∶ １）：量取 １９２ ｍｌ 氯仿，

８ ｍｌ异戊醇，混匀。
（９）苯酚：氯仿：异戊醇（２５ ∶ ２４ ∶ １）：量取 １００ ｍｌ

的苯酚，１００ ｍｌ 氯仿：异戊醇（２４ ∶ １），混匀。
（１０）随机引物、ＰｆｕＤＮＡ 聚合酶、β－巯基乙醇、

ｄＮＴＰ、ＭｇＣＬ２。
１．１．３　 实验仪器

本实验过程中应用到以下仪器 ＨＨ－Ｗ２１．Ｃ６００
电热恒温水温箱（北京长源实验设备厂） ５８１０Ｒ
型冷冻高速离心机，ＷＦＨ－２０２Ｂ 紫外透射分析仪

（上海精科实业有限公司） ，Ｈｅｍａ－ ８０００ 型 ＰＣＲ
仪（珠海黑马仪器厂）岛津 ＵＶ－２５５０ 型紫外分光

光度计（日本岛津公司） ，ＤＹＣ 型电泳仪（北京六

一仪器厂）
１．２　 方法与步骤

１．２．１　 ＤＮＡ 提取（改良 ＣＴＡＢ 法）
（１）取何首乌干叶片 ２００ ｍｇ，剪成小碎片放置

于冷研钵中，用液氮迅速研成粉状（越细越好），将
粉状物转入至预冷的 １． ５ ｍｌ 干净离心管中，加入

６００ μｌ 预热的 ＣＴＡＢ ＤＮＡ 提取缓冲液，充分摇匀，
６５ ℃水浴 １ ｈ，在水浴过程中每 １０ ｍｉｎ 温和颠倒混

匀 １ 次。
（２）取出离心管，使之恢复室温，加入等体积酚

－氯仿－异戊醇（２５ ∶ ２４ ∶ １）轻缓颠倒混匀，室温下

１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ。
（３）取上清转移至另一新的 １．５ ｍｌ 离心管中，

加入等体积的氯仿 ∶异戊醇（２４ ∶ １）轻轻颠倒混匀后

９ ０００ ｒｐｍ 离心 １５ ｍｉｎ。
（４）吸取上清液于另一新的 １．５ ｍｌ 离心管中，

加入 １ ／ ５ 体积的 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 溶液，２ ／ ３ 倍体积冷

异丙 醇， 轻 轻 颠 倒 混 匀， ４ ℃ 静 置 ３０ ｍｉｎ 后，
１１ ０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ，弃去上清液，用 ７０％
乙醇洗涤 ２－３ 次，室温吹干。

（５）将 ＤＮＡ 溶于 ５００ μｌ ＴＥ，加入 ５ μｌ ＲＮＡ 酶，
３７ ℃恒温水浴箱保温 １ ｈ 以裂解 ＲＮＡ。

（６）加入等体积酚 ∶氯仿 ∶异戊醇（２５ ∶ ２４ ∶ １）轻
缓颠倒混匀，室温下 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。

（７）取上清转移至另一新的 １．５ ｍｌ 离心管中，
加入等体积的氯仿 ∶异戊醇（２４ ∶ １）轻轻颠倒混匀后

６ ０００ ｒｐｍ离心 １５ ｍｉｎ。
（８）上清液移入新的离心管中，加入 １ ／ １０ 体积

的 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＡｃ（ｐＨ ＝ ５．２）溶液，混匀后加入 ２ 倍

体积的冰冷的无水乙醇，颠倒混匀，４ ℃静置 ２０ ｍｉｎ
后，１１ ０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ。

（９）倒掉液相，用 ７０％乙醇冲洗 ２～３ 次后，在室

温下自然风干，加入适量的 ＴＥ 缓冲液溶解 ＤＮＡ，分
装后放入 ４ ℃待用。
１．２．２　 ＤＮＡ 纯度及片段大小的检测

ＤＮＡ 样品稀释 ２００ 倍后，在 ＵＶ－２５５０ 紫外分

光光度仪上测定其在 ２６０ ｎｍ、２８０ ｎｍ 处吸光度值，
根据 ＯＤ２６０、ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ 值来判断 ＤＮＡ 的浓度
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和纯度。
ＤＮＡ 浓度计算公式： ＤＮＡ 浓度 （ μｇ ／ ｍｌ ） ＝

ＯＤ２６０×稀释倍数×５０
运用 １％琼脂糖凝胶进行电泳，检测样品 ＤＮＡ

片段的大小，观察并且拍照。
１．２．３　 电泳－琼脂糖凝胶板配制方法

制备 １％的琼脂糖凝胶（５０ ｍｌ）：称取 ０．５ ｇ 琼

脂糖于干净锥形瓶中，再加入 ５０ ｍｌ 的 ０．５×ＴＢＥ。
酒精灯加热煮沸至琼脂糖全部融化，即得 １％琼脂

糖凝胶液［７］ 。 取电泳槽内的有机玻璃内槽洗干净

并晾干模子。 将内槽置于水平位置，并在固定位

置放好梳子。 将冷却到 ６５ ℃ 左右的琼脂糖凝胶

液中加入０．５ μｌ 的核酸染色剂 Ｇｏｌｄｖｉｅｗ，轻轻混

匀。 小心地倒入有机玻璃板上，使胶液缓缓展开，
一直到整个玻璃板的表面形成均匀的胶层。 室温

下静置直到凝胶完全凝固，垂直轻轻拔掉梳子，取
下胶带，将凝胶以及内槽放入电泳槽中。 添加 ０．５
×ＴＢＥ 电泳缓冲液至没过胶板为止。 取 １ μｌ 上样

缓冲液与 ＤＮＡ 样品混合［７］ 。 用 １０ μｌ 微量移液枪

分别将 Ｍａｒｋｅｒ 和样品加入胶板的样品槽内，每加

完一个样品，应更换一个加样头，以防污染，加样

时勿碰坏样品孔周围的凝胶面。 加样后的凝胶板

立即通电进行电泳， 正确连接电泳槽和电源，红色

线连接阳极，黑色线连接阴极，电压 ８０ Ｖ，样品由

负极（黑色）向正极（红色）的方向移动，当溴酚蓝

移动到距胶板下沿大约 １ ｃｍ 处时，停止电泳［８］ 。
在紫外灯下观察，ＤＮＡ 存在则有红色荧光条带显

示，采用凝胶成像系统拍照并保存。
１．２．４　 ＩＴＳ 扩增和测序

参考 Ｗｈｉｔｅ 等［９］ 设计一对通用引物，用于扩增

ＩＴＳ１ － ５． ８Ｓ － ＩＴＳ２ 完 整 序 列， Ｐ１ （ ５ ’ － ＣＧＡＡＧ
ＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３’）位于 １８ Ｓ 上，Ｐ２（５’
－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３’）位于 ２６ Ｓ 上，由
上海生工生物工程技术有限公司合成。 采用 Ｐ１ 和

Ｐ２ 双引物整段扩增，在 ５０ mＬ 反应体系中，含基因

组 ＤＮＡ１ mＬ、引物各 １ mＬ、ＰｆｕＤＮＡ 聚合酶 ２． ５Ｕ、
ｄＮＴＰｓ ０．１ ｍｍｏｌ·Ｌ－１、Ｍｇ２＋ １．５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１。 反应条

件：ＰＣＲ 扩增条件为 ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，９４ ℃变性

２ ｍｉｎ，５２ ℃退火 ３ ｍｉｎ，７２ ℃ 延伸 ２ ｍｉｎ， 循环 ３０
次；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，反应产物经 １％琼脂糖凝胶电

泳初步鉴定后，分别送交上海生工和上海英骏广州

分公司做双向测序。
１．２．５　 序列分析

经公司测序的结果进行手工校正，采用 ＭＥＧＡ５
软件进行序列比对分析和遗传距离分析，并用

ＭＥＧＡ５ 软件绘制 ＮＪ 系统树。

２　 结果分析

２．１　 ＤＮＡ 浓度

紫外分光光度计检测何首乌 ＤＮＡ 浓度，ＤＮＡ
的 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ 比值为 １． ７１４，何首乌 ＤＮＡ 浓度为

４８０ μｇ ／ ｍｌ。
２．２　 ＰＣＲ 扩增产物电泳检测

何首乌样品经改良 ＣＴＡＢ 法提取总 ＤＮＡ，ＰＣＲ
扩增产物（见图 １），图谱中样品条带清晰，达到实验

要求，可以用来测序。 由图知贵州桐梓何首乌样品

ＩＴＳ 序列的长度在 ５００ ｂｐ 到 ７５０ ｂｐ 之间。
２．３　 测序结果及序列分析

经测序得到何首乌 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列，对测序结果

比对发现何首乌 ｒＤＮＡ 的 ＩＴＳ 序列，４ 种何首乌近缘

种 ＩＴＳ 序列均来源于 Ｇｅｎｂａｎｋ，根据 Ｇｅｎｂａｎｋ 已报道

的近缘种（Ｇｅｎｂａｎｋ 登录号见表 １）序列资料确定

ｒＤＮＡ 内转录区 ＩＴＳ１ 和 ＩＴＳ２ 与 ３ 个编码区 １８ Ｓ、
５．８ Ｓ、２６ Ｓ 的界限。 何首乌 ｒＤＮＡ 完全序列片段长

度共约 ６５２ ｂｐ，其中 ＩＴＳ１ 的长度为 ２０２ ｂｐ，Ｇ＋Ｃ 含

量为 ７０．２９％，５．８ Ｓ 的长度为 １６１ ｂｐ，ＩＴＳ２ 长度为

２３２ ｂｐ，Ｇ ＋Ｃ 含量为 ６８． ９７％，何首乌 ＩＴＳ 序列与

ＧｅｎＢａｎｋ 中近缘种序列之间的遗传距离见表 ２，其
中遗传距离范围为 ０．０７７ ０ ～ ０．４２１ １。 图 ２ 是贵州

桐梓何首乌与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ４ 种近缘种 ＩＴＳ 序列系统

发生树，通过 ＮＪ 树可以看出，何首乌单独为一支，说
明何首乌与其近缘种的 ＩＴＳ 序列存在较大变异。

M I

bp

2000→

1000→
750→

500→

250→

图 １　 ＩＴＳ 序列 ＰＣＲ 扩增产物电泳图谱

Ｆｉｇ． １　 ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

注：Ｍ：ＤＮＡ 标准参照物（ＤＬ２０００）；Ｉ 为何首乌样品。
Ｎｏｔｅｓ：Ｍ：ＤＮＡ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔａｎｄａｒｄ（ＤＬ２０００）；Ｉ：Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ．
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经测序得贵州桐梓何首乌 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列依次为：

（ＩＴＳ１）ＣＡＧＧＧＧＧＡＧＴＡＴＴＧＴＣＧＡＴＣＣＴＧＡＣＧＧＣＣＧＡＣＣＧＣＧＡＡＣＡＣＧＴＴＣＣＴＧＡＡＡＡＣＣＧＣＧＣＧＣＧＣＣＧＧＧ
ＣＧＣＣＧＧＧＣＣＡＴＣＣＧＧＣＣＧＧＧＣＧＡＡＣＣＧＣＧＣＧＣＧＣＣＡＡＡＣＣＣＴＡＡＣＴＣＴＣＧＧＣＧＣＧＧＧＡＡＧＣＧＣＣＡＡＧＧＡ
ＣＴＡＣＴＣＧＧＡＡＣＧＧＡＴＣＣＧＧＧＣＧＧＣＧＴＣＣＣＣＣＧＣＧＧＣＧＧＧＡＴＣＣＣＣＣＧＧＣＡＴＣＴＧＡＴＧＡＡＡＣＧＴＡＡＣＣ（５．８Ｓ）
ＡＡＣＡＣＧＡＣＴＣＴＣＧＧＣＡＡＣＧＧＡＴＡＴＣＴＡＧＧＣＴＣＴＣＧＣＡＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＴＡＡＣＡＡＡＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴ
ＧＴＧＡＡＴＴＧＣＡＧＡＡＴＣＣＣＧＴＧＡＡＴＣＡＴＣＧＡＧＴＴＴＴＴＧＡＡＣＧＣＡＡＧＴＴＧＣＧＣＣＣＧＡＡＧＣＣＡＴＣＣＧＧＣＣＧＡＧＧ
ＧＣＡＣＧＴＣＴＧＣＣＴＧＧＧＣＧＴＣＡ（ＩＴＳ２）ＣＧＣＡＴＣＴＣＧＴＣＧＣＣＡＣＣＣＣＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧＴＣＣＴＣＣＧＧＧＡＣＧＣＴＧＧＣＴ
ＧＧＣＡＧＣＧＧＧＧＣＧＧＣＧＧＡＴＧＣＴＧＧＣＣＴＣＣＣＧＴＴＣＣＣＴＣＧＣＧＧＴＧＣＧＧＣＴＧＧＣＣＣＡＡＡＴＧＣＧＡＧＣＣＣＣＣＧＧＡ
ＣＡＡＧ
ＧＧＡＣＧＴＣＡＣＧＧＣＴＴＧＡＧＧＴＧＧＴＴＧＧＡＣＡＴＧＴＴＴＧＴＴＴＣＡＴＴＣＡＴＴＧＡＧＧＡＧＣＴＧＴＧＡＣＧＧＣＣＣＣＣＧＧＧＧＣＣ
ＣＣＣＣＴＣＧＡＣＣＧＡＣＣＣＣＡＴＴＧＡＧＡＧＣＡＧＴＧＧＣＣＴＣＣＧＡＧＣＧ（２６Ｓ）ＣＧＡＣＣＣＣＡＧＧＴＣＡＧＧＣＧＧＧＡＴＣＡＣＣＣ
ＧＣＴＧＡＧＴＴＴＡＡＧＴＡＴＴＡＣＡＡＡＡＴＡＡＡＴＣ

表 １　 何首乌近缘种序列来源

Ｔａｂｌｅ１　 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｏｕｒｃｅ

中文名 拉丁名 Ｇｅｎｂａｎｋ 登录号

萹蓄廖 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ａｖｉｃｕｌａｒｅ ＨＭ３５７９０２．１

齿叶蓼 Ｆａｌｌｏｐｉａ ｄｅｎｔｉｃｕｌａｒｅ ＨＭ３５７９０３．１

木藤蓼 Ｆａｌｌｏｐｉａ ａｕｂｅｒｔｉｉ ＨＭ３５７９０９．１

愉悦蓼 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｊｕｃｕｎｄｕｍ ＨＭ３５７９１２．１

表 ２　 何首乌与其近缘种遗传距离

Ｔａｂｌｅ ２　 ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ

名称 １ ２ ３ ４ ５

Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ａｖｉｃｕｌａｒｅ

Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ Ｔｈｕｎｂ ０．３３６ １

Ｆａｌｌｏｐｉａ ａｕｂｅｒｔｉｉ ０．１５９ ８ ０．４２１ １

Ｆａｌｌｏｐｉａ ｄｅｎｔｉｃｕｌａｒｅ ０．１８３ ３ ０．３６３ ６ ０．２４８ ３

Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｊｕｃｕｎｄｕｍ ０．０７７ ０ ０．３３０ ６ ０．１３５ ９ ０．１９８ ２

PolygonummultiflorumThunb

Fallopiaaubertii

Polygonumjucundum

Fallopiadenticulata

Polygonumaviculare

0.05

图 ２　 何首乌及其近缘种 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 系统发育树

Ｆｉｇ． ２　 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ Ｔｈｕｎｂ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒＤＮＡ ＩＴＳ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ

３　 结论与讨论

中药材用于疾病防治已有几千年的历史，但由

于中药现代品质监控技术不足，常常出现药材混淆

代用、故意伪制等现象，严重影响了临床用药的安全

性，甚至危及人的生命，寻找健全完善的中药品质检

测技术迫在眉睫。 目前，越来越多的研究者将 ＩＴＳ
应用于药用植物的鉴别，为揭示药用植物的遗传差

异和鉴定中药材品种提供了科学依据。
ｒＤＮＡ ＩＴＳ 区段在科、属、种水平上均有特异性

序列的特性，对 ＩＴＳ 区进行 ＰＣＲ 扩增、测序及序列

对比分析后，设计特异性引物来检测真核生物的方

法已越来越被广泛应用。 ＩＴＳ 序列具有相对较快的

进化速率，一般用于研究亲缘关系较近的属间关系

以及种间甚至居群间的系统关系［１０］。 ｒＤＮＡ 内转录

间隔区 ＩＴＳ 作为一种遗传标记，具有可遗传性和可

识别性，ＩＴＳ 序列长度适中，人们可以从不太长的序

列中获取足够信息，被广泛用于属内种间或种内群

体的系统学研究［１１－１２］。 ＩＴＳ 序列的 ＤＮＡ 条形码鉴

定研究日益受到中药研究工作者的广泛关注和实际

应用［１３－１４］，ＩＴＳ 序列的进化速率较快、基因片段短、
直观性强、扩增和测序容易，存在种内多态性，已成

为中药现代化研究的一个重要方面，为揭示药用植

物的遗传差异和鉴定中药材品种提供了科学

依据［１５－１６］。
为了获取高质量的 ＤＮＡ，本实验采用改进的

ＣＴＡＢ 法对何首乌进行 ＤＮＡ 的提取，ＣＴＡＢ 是一种
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有效的阳离子去污剂，可溶解细胞膜，能与蛋白质和

多聚糖形成复合物。 本实验利用 ＣＴＡＢ 在高离子强

度的缓冲溶液中与蛋白质和大多数多聚糖形成复合

物，但不沉淀核酸的特性，离心获得含 ＤＮＡ 的上清

液；用氯仿与异戊醇的混合溶液抽提 ＤＮＡ，去除蛋

白质，使蛋白质变性、分层。 在抽提过程中，混合使

用酚和氯仿抽提效果最好。 酚的变性抽提作用要比

氯仿好，但酚和水有一定比例的互溶，氯仿的变性作

用不如酚的效果好，但氯仿和水不相溶，不会除掉

ＤＮＡ，经酚第一次抽提后水相中有残留的酚，由于酚

与氯仿互溶，用氯仿第二次变性蛋白质，此时一起将

酚除去；用酚和氯仿抽提 ＤＮＡ 时，还要加入少量的

异戊醇，因为在抽提 ＤＮＡ 时，为了混合均匀，必须剧

烈震荡离心管数次，导致混合液中容易产生气泡，气
泡会影响相互间的作用，加入异戊醇能降低分子表

面张力，减少抽提过程中泡沫的产生，同时异戊醇有

助于分相，使离心后的上层含 ＤＮＡ 的水相、中间的

变性蛋白相及下层有机溶剂相维持稳定。 在沉淀

ＤＮＡ 时，加入的 Ｎａ＋能中和 ＤＮＡ 分子上的负电荷，
减少 ＤＮＡ 分子之间的同性电荷相斥力，而使 ＤＮＡ
易于聚集沉淀，加入乙醇可以除去盐离子；加入

ＲＮａｓｅ 降解 ＲＮＡ，从而得到纯净的 ＤＮＡ 分子，达到

提取和纯化 ＤＮＡ 的目的，从而获得了高质量的

ＤＮＡ，适合下一步的分子生物学的研究。
本研究通过对序列的比对分析，发现何首乌

ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已有的何首乌近缘种

的 ＩＴＳ 序列有明显的差异，说明何首乌与其近缘种

间变异较大，通过 ＮＪ 树可以将何首乌及其近缘种区

分开来。 实验结果表明对 ＩＴＳ 序列的比对分析可用

以鉴别种属之间的差异，同时为中药材鉴别研究提

供了新思路；ＩＴＳ 序列可对何首乌及其近缘种做出

鉴别，ＩＴＳ 区序列的差异能为鉴别何首乌提供依据。
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ＩＴＳ 区序列分析［Ｊ］．安徽农业科学，２０１０，３８（９）：４４２７
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［１０］ 孙爱群，向红，王绪英．珍珠菜 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列扩增及分
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ｉｔｓ ａｄｕｌｔｅｒａｎｔｓ ｒＤＮＡ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ＡＳ⁃ＰＣＲ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ｎａｎｊｉｎｇ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ， ２００７，３０
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ＹＩＮ Ｘｉｕｍｅｉ，ＬＵＯ Ｋａｎｇ，ＬＩＵ Ｍｅｉｚｉ，ｅｔ ａｌ． ｓｎａｋｅ ｂｅｄ ａｎｄ
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