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摘要 目的  建立枫斗类石斛的⁄ ×≥区碱基全序列数据库 利用该数据库对枫斗类石斛待检种进行准确鉴

别 ∀方法  对枫斗类石斛的⁄ ×≥区进行了 °≤ 扩增 !测序 运用 ≤≥× ∞等软件以及枫斗类石斛⁄

×≥区全序列数据库对待检种⁄ ×≥区进行序列分析鉴别 ∀结果  建立了 种枫斗类石斛的⁄ ×≥区全序列

数据库 枫斗类石斛在该区的种间差异显著而稳定 转换和颠换总数为  ∗  变异位点数为  信息位点数为

 ∀与外类群植物云南石仙桃间的差异较大 转换和颠换总数为  ∗  ∀枫斗类石斛居群间的差异较小 转换和

颠换总数为  ∗  ∀结论  利用枫斗类石斛的全序列数据库及遗传分析软件 通过对待检种 ⁄ ×≥区进行序列测

定 可以成功鉴别属于数据库中枫斗类石斛的待检种 ∀

关键词 石斛属 枫斗类石斛 ⁄ ×≥区全序列 ⁄分子鉴别
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  枫斗类石斛的种类繁多 基源复杂 历代本草著

作称之为医工难辨之种类≈ ∀ 5中国药典6只收载了

铁皮枫斗一种由铁皮石斛加工 但在民间加工枫

斗时几乎所有具柔软茎的石斛种均可用于枫斗的加

工 因此市场上出现了各种规格的枫斗 ∀对于部分

枫斗类石斛来说 即使在鲜品状态下无花 !有时无

叶 依靠经典的鉴定方法仍难以准确进行种间鉴

别 因此所加工成的枫斗质量很难得到保障 种的鉴

别成为当务之急 ∀

  随着分子生物学的飞速发展 植物 ⁄序列的

种间差异不仅被用于分子系统学研究 而且被用作

鉴别种间差异的可靠证据≈ ∗   ∀高等植物核糖体

 基因⁄ 具有多拷贝的简单重复序列 每个

重复序列包含 个跨越 ≥ 1≥和 ≥ ⁄拷贝

区的内转录间隔区×≥ 

其中包括 1≥  基因 ∀⁄ ×≥区的 ⁄序列

已广泛用于种间 !属间的分子系统学研究≈ ∗ 
同时

也被运用于生药的种间鉴别≈ ∀尽管兰科 个属

的 ×≥序列已用于兰科的分子系统学研究 但迄今

为止 除了作者对黄草类石斛进行过序列分析

外≈
对枫斗类石斛的⁄ ×≥区的序列分析研究

仅限于曲茎石斛及其相似种≈
绝大部分枫斗类石
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∞2¬  

斛的⁄ ×≥区序列尚未见报道 ∀本文将对枫斗

类石斛的⁄ ×≥区序列进行测序及分析 并建立

它们的⁄ ×≥区全序列数据库 试图为准确进行

枫斗类石斛种间鉴别提供可靠的 ⁄分子标记 ∀

材 料 和 方 法

材料  通过对浙江枫斗加工地的实地调查以及

有关文献的查证≈
我们发现 在民间加工枫斗时 

几乎所有具有柔软茎的石斛种均可用于枫斗的加

工 枫斗名称及其所属的原植物种类归纳如下 详见

表  ∀另外还有数种石斛属植物如 伏牛石斛

 ∆ενδροβιυµ φυνιυσηανενσε !曲茎石斛 ∆ φλεξιχαυλε !

罗河石斛 ∆ λοηοηενσε !肿节石斛 ∆ πενδυλυµ等

植物柔软的茎也可用于加工枫斗 但并没有明确的

枫斗名称 常充作各种规格的枫斗 ∀由此可见 枫斗

类石斛的种类繁多 基源甚为复杂 ∀

  实验所用的枫斗类石斛材料为 年 月至

年 月间采自我国石斛主产区 云南 !广西和

贵州等地的原始森林以及安徽 !浙江等省 基本包括

了我国用于加工枫斗的石斛种 外类群植物云南石

仙桃 Πηολιδοτα ψυννανενσισ采自云南西双版纳 ∀实

验材料经中国科学院植物研究所吉占和教授及作者

鉴定 各居群材料详见表  ∀除霍山石斛  ∆ 

ηυοσηανενσε !河南石斛  ∆ ηενανενσε !伏牛石斛

 ∆ φυνιυσηανενσε等少数种外 其他枫斗类石斛各

居群所测的个体数为  ∗ 个 ∀

##药学学报 °∏≥    



Ταβλε 1  Ναµε οφ ϖαριουσ / Φενγδου0 ανδ τηειρ

ρεσπεχτιϖε ∆ενδροβιυµ σπεχιεσ

 / ƒ∏0 

×ƒ∏ ∆ οφφιχιναλε

ƒ∏ ∆ δεϖονιανυµ

≥∏ ƒ∏ ∆ χρψσταλλινυµ

≥∏ ƒ∏ ∆ αδυνχυµ

≥∏ ƒ∏ ∆ απηψλλυµ

≥∏ ƒ∏ ∆ λιτυιφλορυµ

≥∏ ƒ∏ ∆ χηρψσαντηυµ

≥∏ƒ∏ ∆ πριµυλινυµ

× ƒ∏ ∆ γρατιοτισσινυµ

× ƒ∏ ∆ ωαρδιανυµ

 ƒ∏ ∆ χρεπιδατυµ

∏ ƒ∏ ∆ φαλχονερι

∏ ƒ∏ ∆ ηερχογλοσσυµ

×ƒ∏ ∆ µονιλιφορµε

⁄ ƒ∏ ∆ λοδδιγεσιι

÷∏ ƒ∏ ∆ λοδδιγεσιι

ƒ∏ ∆ αδυνχυµ

∏∏ ∆ ηυοσηανενεσε

  总 ∆ΝΑ提取  取各种石斛新鲜的叶片或茎

1 或用硅胶干燥的材料 1 用无菌水冲洗干

净 在液氮中研成粉末 部分材料根据 ±∞试剂

盒的使用指南进行总 ⁄提取 ∀

  其余材料的总 ⁄用 ≤×法提取 取石斛的

鲜茎 !叶约  或石斛的干燥茎 !叶 1 用研钵研

磨成粉末状在研磨过程中不断地添加液氮 以冷冻

组织 ∀将研磨好的组织粉末装入 1 的离心管

中 每管约 1 每份样品装 管以便重复实验 ∀

向每个离心管中加入 ≤×抽提液  Λ≈含  

≤×1 #
≤  °∂°√

聚乙烯吡咯烷酮 1 #
∞⁄× 1 #

×2≤ 1 使用前加入 1 的 Β2巯基乙醇 

 ε 预热  ∗    ε 水浴  ∀接着加入体

积比为 Β的氯仿2异戊醇  Λ抽提  ∀以

  #的转速离心  取上清液再用氯仿2

异戊醇重复抽提 次 ∀小心吸取上清液并加入 1

倍体积的无水乙醇 置于   ε 约  以沉淀 ⁄ 

或用异戊醇沉淀 ⁄ ∀以  # 
离心 

轻轻倒掉乙醇 ∀用  乙醇清洗两次 每次清

洗后以 #离心  轻轻倒掉残留的乙

醇 ∀自然干燥管内的 ⁄ 最后溶于  Λ的水或

×∞中 ∀用   ∗ 1 的琼脂糖进行电泳检测×∞

系统 ∀

  ΠΧΡ 扩增  根据 ∞∏等≈对兰科植物×≥

区的研究 设计了一对用于石斛属⁄ ×≥区的扩

增引物 °和 ° 序列如下 °为 χ2≤×≤×

××≤≤××≤2χ 位于 ≥上 °为 χ2××××

××≤××≤×≤≤2χ 位于 ≥上 ∀由 ° 

°所扩增的完整的 ×≥区如图 所示 ∀°≤ 扩增反

应在  Λ的体系中完成 反应液含  #

×2≤ 1 #
≤1 #

≤ 

1  × ÷2 Ταθ 酶  种 ×°各  #




两个引物各  #
⁄ 模板约  ∀

反应在 °×≤2型 °≤ 仪上进行 循环参数为  ε

预变性  然后经  ε 变性   ε 退火 

 ε 复性  共 个循环后  ε 延伸  

补齐 以 ⁄⁄ 代替模板 ⁄作空白对照 ∀

  ΠΧΡ 产物纯化  °≤ 产物用 •或 • 

试剂盒纯化 按试剂盒操作指南进行 ∀

  ∆ΝΑ序列测定  用 ⁄
×测序试剂盒进行测

序反应 测序反应的参数为 ¬  Λ纯化后的

⁄片段  ∗  °1 ∏1 Λ

⁄⁄ 适量 ∀测序反应条件为  ε 预变性  

 ε   ε   ε  共 个循环 ∀扩增

产物纯化后用 ×≥  Λ溶解 热循环仪上变性 

移入全自动测序专用管 用  全自动测

序仪进行序列测定 ∀

  ∆ΝΑ序列数据分析  ×≥和 ×≥的起止范围

参照 中兰科 ×≥范围 所得 ⁄序列输入

计算机后 用 ≤∏÷ 软件对位排列 并辅以人工校

对 ∀用 ∞ 软件分析各样品 ⁄ 序列间的差异

百分率和转换Π颠换数 ∀

ƒ∏  ≥∏∏×≥  ×≥ 1≥ ×≥ ×° °

∏×≥ 
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Ταβλε 2  Ταξα ινχλυδεδ ιν τηεστυδψ οφ ∆ενδροβιυµ σπεχιεσ

 ≤
∏



∏

√∏

∏

× ∏

√∏





∏





∆ οφφιχιναλε ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ÷∏¬

⁄   ÷≠⁄  ∏≠∏

⁄   ÷≠⁄  ≥∏∏∏

⁄   ÷≠⁄  ×∏¬

∆ µινιλιφορµε ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ∏¬

⁄   ÷≠⁄  ≠∏

⁄   ÷≠⁄  ¬

∆ χρψσταλλινυµ ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ≠∏

⁄   ÷≠⁄  ×∏¬

∆ πριµυλινυµ ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ≠∏

⁄   ÷≠⁄  ≠∏

∆ φαλχονερι ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ≠∏

⁄   ÷≠⁄  ≠∏

∆ χηρψσαντηυµ ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ×∏¬

⁄   ÷≠⁄  ≥∏∏∏

∆ πενδυλυµ ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ≠∏

⁄   ÷≠⁄  ≠∏

∆ δεϖονιανυµ ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ≠∏

⁄   ÷≠⁄  ≠∏

∆ λοδδιγεσιι ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ≥≠∏

⁄   ÷≠⁄  ∏¬

∆ λιτυιφλορυµ ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ≠∏

⁄   ÷≠⁄  ≠∏

∆ ηυοσηανενσε ⁄ ÷≠⁄ 3   ƒ ∏∏

∆ ηερχογλοσσυµ ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ≠∏

⁄   ÷≠⁄  ≥≠∏

∆ ωαρδιανυµ ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ≠∏

⁄   ÷≠⁄  ≠∏

∆ λοηοηενσε ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ≠∏

⁄   ÷≠⁄  ≥∏∏∏

∆ αδυνχυµ ⁄   ÷≠⁄   ƒ ∏¬

⁄   ÷≠⁄  ∏¬

∆ χρεπιδατυµ ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ≠∏

⁄   ÷≠⁄  ≠∏

∆ γρατιοσισσιµυµ ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ≠∏

⁄   ÷≠⁄  ÷∏¬

∆ απηψλλυµ ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ ≠∏

⁄   ÷≠⁄  ≠∏

∆ φλεξιχαυλε ⁄   ÷≠⁄ 3   ƒ 

⁄   ÷≠⁄  

∆ φυνιυσηανενσε ⁄ ÷≠⁄ 3   ƒ ƒ∏∏

∆ ηενανενσε ⁄ ÷≠⁄ 3   ƒ 

Πηολιδοτα ψυννανενσισ ∏∏ •  ÷≠⁄ 3   ƒ ÷∏≠∏

3
ƒ∏ 

结 果

1  枫斗类石斛 ρ∆ΝΑ ΙΤΣ区数据库中各序列的排

序及分析

 种枫斗类石斛以及外类群云南石仙桃

Πηολιδοτα ψυννανενσισ的 ⁄ ×≥ 区全序列经

≤≥×和 ∞软件排序后 其对位排列的结果

详见丁小余博士论文≈ ∀铁皮石斛 ∆ οφφιχιναλε

的 个样本已根据各自的居群特征划分为枫斗型

ƒ型⁄   ⁄   ⁄  和非枫斗型 

型⁄  作者已另文发表 所测序列均已登录

详见表  ∀种枫斗类石斛以及外类群植

物云南石仙桃 Πηολιδοτα ψυννανενσισ的⁄ ×≥全

序列均经过 ∞ 软件进行对位排列 结果在图 

中已全部显示 因此图 已构建了枫斗类石斛⁄

×≥区的全序列数据库 该数据库基本包括了我国

加工枫斗的石斛属植物种类 ∀

  枫斗类石斛在⁄ ×≥区的种间差异显著 变

异位点数多而稳定 为 个 其中信息位点数丰

富 为 个 说明 ⁄ ×≥区用于枫斗类石斛的
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种间鉴别是理想可靠的 ∀经统计 枫斗类石斛种间

的转换和颠换总数为  ∗  居群间的差异较小 

转换和颠换总数为  ∗  而与外类群植物云南石仙

桃间的差异较大 转换和颠换总数为  ∗  说明

云南石仙桃作为外类群植物是合适的 ∀枫斗类石斛

⁄ ×≥区种间的转换 !颠换总数以及遗传距离见

表  ∀

  在 种枫斗类石斛的测序过程中 绝大部分植

物均测定了 个以上的居群样本 每个居群样本测

试了  ∗ 个个体表  而霍山石斛 !河南石斛 !云

南石仙桃外类群植物因材料限制 仅测定了单个

居群的 个个体 ∀⁄ ×≥区的全序列包括 ×≥ 

1≥和 ×≥ 个部分 其中 ×≥和 ×≥为非编码

区 1≥ 为编码区 ∀×≥ 与 ≥ 之间的界限以及

×≥与 ≥之间的分界线是经过参考 中兰

科植物相关属的 ×≥区全序列以及水稻 !小麦等植

物的 ×≥区全序列确定的 ∀

2  利用枫斗类石斛 ρ∆ΝΑ ΙΤΣ区数据库对待检种

进行鉴别

运用枫斗类石斛 ⁄ ×≥区数据库对待检种

进行 ⁄鉴别的全过程可分为 个步骤 ≠ 首先将

待检种的 ⁄ ×≥区全序列测出 ∀此过程包括待

检种的总 ⁄提取 !×≥区的全序列扩增 !°≤ 产物

的纯化 !×≥ 区的测序等过程 ∀  利用 ≤≥×

∞等软件将待检种的序列与数据库中各枫斗类

石斛的⁄ ×≥区全序列进行分析比较 ∀ ≈ 序列

间无差异的种或差异性最小的种即为该种枫斗类石

斛的具体种 ∀待检种将与所属种一起被聚类于同一

分支上 且置信度为   ∀

  运用此方法 作者已成功鉴别了隶属于枫斗类

石斛的待检品   和 来自浙江乐清的枫斗加工

地 它们分别是齿瓣石斛待检种  !兜唇石斛待

检种  !铁皮石斛待检种 和杯鞘石斛待检种

 这些种在无花无叶状态下是难以鉴别其种类的 ∀

各待检种的 ⁄ ×≥ 区全序列经 ≤≥×和

∞软件运算 在所构建的 树上与各自所属的

石斛种聚类为同一支 与数据库中对应的石斛种在

⁄ ×≥区的序列上无差异 且置信度应为   ∀

经 ≤≥×和 ∞ 软件构建的枫斗类石斛以及

待检种  ∗ 的 树如图 所示 该树也能为枫斗

类石斛的分子系统关系提供重要的参考证据作者

将另文发表 ∀

ƒ∏   ×    ∆ενδροβιυµ  

ƒ∏

讨 论

⁄ ×≥区之所以成为被子植物系统进化与种

间鉴别研究中的重要分子标记 主要基于以下两个

原因  ⁄ ×≥区在核基因组中是高度重复的 

而且通过不等交换和基因转换 这些重复单位间已

发生了位点内或位点间的同步进化≈
即不同 ×≥

拷贝间的序列趋于相近或完全一致 这就为对 °≤

扩增产物直接测序奠定了理论基础≈ 
 ⁄

测序工作的难易程度及成本与 ⁄ 片段长度有密

切关系 ∀被子植物的 ×≥ 区长度比较稳定 包括

1≥ ⁄在内 总长度只有  ∗  为测序带

来了很大方便 ∀同时 ×≥和 ×≥分别位于 ≥ ∗

1≥ ⁄ 和 1≥ ∗ ≥ ⁄ 而 ≥ 1≥ 和 ≥

⁄的序列又非常保守 这样就可以用与它们序列

互补的通用引物对 ×≥区进行 °≤ 扩增 !测序≈  ∀

而克隆测序前的 °≤ 扩增可能会有一定的随机错

误 如果所测克隆刚好是误扩增的序列或者是非主

导性扩增产物 就会影响结果的准确性≈  ∀本文

所用的测序方法为 °≤ 产物直接测序法 测序中所
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表现出的信号由处于主导地位的产物所决定的 因

而可避免克隆测序导致的缺陷≈ ∀另外 在枫斗类

石斛的鉴别过程中 °≤ 产物直接测序比克隆测序

更为简便且更具实用性 只有在 °≤ 产物中非特异

性条带较多且不容易消除时 才需进行克隆测序 但

在本实验中并未出现这样的情况 ∀

  根据上述实验结果 我们发现 枫斗类石斛

⁄ ×≥区序列间的变异位点较多 为 个 且位

点稳定 信息位点多达 个 同种枫斗类石斛居群

间在该区的序列差异一般在  ∗ 个碱基 但种间差

异较大 一般在 个碱基以上表  ∀枫斗类石斛

种间的遗传距离呈现出不同情况 有些种间的碱基

差异较小 如 河南石斛与细茎石斛间的转换和颠换

总数只有  ∗  而曲茎石斛与铁皮石斛间更少 

只有  ∗  有些种间的碱基差异则较大 如曲茎石

斛与齿瓣石斛间的转换和颠换总数高达  ∀外类

群植物云南石仙桃与石斛属植物的各类群之间的转

换和颠换总数都很大 均在 以上 最高达到  

说明本实验选择石斛属的近缘属 石仙桃属中的

云南石仙桃作为外类群是合适的 ∀

  在居群的变异上 铁皮石斛居群间的变异较小 

只有 个碱基的变异 而细茎石斛居群间的变异稍

大 达到 个碱基的变异 究其原因可能与细茎石斛

与铁皮石斛的分布跨度存在差异密切相关 ∀细茎石

斛的分布范围较广 从中国云南最南部的热带到北

部的河南省均有分布 而铁皮石斛的分布则从云南

的北部开始才有分布 大多分布于广西 !贵州等省

区 因此 铁皮石斛分布上的南北跨度较细茎石斛

小 成为细茎石斛较铁皮石斛居群差异大的重要原

因 ∀其他的石斛种类暂时没有测出居群间的差异 

这可能与这些石斛的分布范围较窄 !变异性较小相

关 ∀

  本论文首次完成 种枫斗类石斛的 ⁄ ×≥

区全序列测序工作 并率先登录于 ∀

  由于 ⁄ ×≥序列能较好地反映石斛属植物

的种间差别且具有较好的稳定性 因此 利用枫斗类

石斛的 ⁄ ×≥序列数据库鉴别石斛属植物及药

材具有高度的准确性 ∀在鉴别枫斗类石斛种时 我

们已经完成了齿瓣石斛 !兜唇石斛 !铁皮石斛 !钩状

石斛等多种鲜品无花 !无叶状态下的鉴别 并已经

申请了专利申请号为   这些鉴别均在

原植物开花后得到验证 非常准确可靠 ∀而在经典

的鉴别中 秋季收购的枫斗类石斛药材往往需要在

来年晚春开花时才能真正鉴别出 显然不能适应枫

斗类石斛鉴别的实际需要 ∀由于高等植物⁄ ×≥

区的拷贝数极多 因而在应用过程中受材料总 ⁄

降解的影响较小 ∀随着 ⁄测序成本的降低 此方

法将会更具实用性 ∀
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