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摘要 目的  研究黄草石斛 ×≥片段遗传多样性 分析该片段在黄草药材 ⁄分子鉴别和石斛属植物系统学研

究中的意义 ∀方法  用一对引物进行 °≤ 扩增 扩增产物纯化后用双脱氧终止法≥¬测序 ∀结果  获得

核糖体 ⁄中 ×≥和 1≥ ⁄完整序列 个石斛类群的 ×≥ 与 ×≥ 序列的长度分别为    和  

 ∀石斛种间 ×≥ 序列的差异百分率为 1   1  ×≥ 序列的差异百分率为 1   1  金钗

石斛种内 ×≥ 序列的差异百分率为 1  ×≥ 序列无差异 ∀石斛各类群与外类群的差异百分率 ×≥ 序列为

1   1  ×≥ 序列为 1   1  ∀用 法根据 ×≥ 与 ×≥ 序列数据重建系统发生树 ∀结论  两

段序列在石斛种内保守 在种间有较大的差异 与外类群的差异最大 可作为中药黄草石斛分子鉴定的标记 而石斛

属的系统发生关系尚须进一步研究 ∀

关键词 石斛属 黄草 ×≥序列
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  中药石斛为贵重中药材 应用历史悠久 中国药

典≈
 年版收载为兰科  石斛属

 ∆ενδροβιυµ ≥ 铁皮石斛 ∆ οφφχιναλε ∏ 

 ∆ χανδιδυµ • ¬ ≤°  !石斛 ∆ 

νοβιλε 金钗石斛 ≤°  !束花石斛 ∆ 

χηρψσαντηυµ • ¬黄草石斛 ≤°  !粉花

石斛 ∆ λοδδιγεσιι 环草石斛 ≤° 和流苏石

斛 ∆ φιµβριατυµ 马鞭石斛 ≤° 的新鲜或

干燥茎 根据来源与加工规格的不同 分别称为鲜石

斛 !枫斗和黄草 其中黄草石斛 因应用广泛 !需求量

大 成为目前商品流通中的主流 ∀

  石斛主要来自野生 由于野生资源紧缺 因此野

外能采集到的石斛均被收购做药用 不但使野生资

源遭到毁灭性的破坏 而且造成商品石斛的来源十

分复杂 ∀目前市场上流通的商品石斛中 药典收载

种类较少 主流品种大多为非药典收载种 ∀据资料

记载和我们的实地调查 共有 余种石斛属及部分

石仙桃属  Πηολιδοτα  ∞¬  !金石斛属

 Φλιχκινγερια  和石豆兰属  Βυλβοπηψλλυµ

×∏植物在市场上流通做石斛药用≈
这些植物

的茎加工成药材后 外形相似 形态鉴别比较困难 

不仅如此 石斛属植物种间的化学成分差异较大 且
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∞2•  ¬∏∏

化学成分研究也不够深入 用理化方法鉴定石斛药

材种类十分困难 ∀因此建立有效的中药石斛鉴定方

法 研究我国石斛属植物的种系关系十分必要 ∀

  ⁄ 分子标记技术已广泛的用于药用植物遗

传多样性 !系统学 !分类学研究 并逐渐渗透到中药

材鉴定领域 如人参 !西洋参 !沙参 !蒲公英 !党参 !淫

羊藿属 !铁线莲属 !蛇类 !龟板和海马等的 ⁄分子

鉴定研究≈  ∀但有关中药石斛的研究尚未见报道 

本文首次报道了在商品市场上流通量大 !常做为黄

草药材使用的石斛属植物 种共计 个类群的

×≥序列分析结果 ∀

材 料 和 方 法

  材料  新鲜药材叶片或干燥茎 原植物经中国

科学院植物研究所吉占和研究员及作者鉴定学名 

样品来源见表  ∀

  植物总 ∆ΝΑ的提取  取新鲜叶片  或干

燥茎  加液氮研磨后 使用 ⁄
×

°

±∞德国进行基因组总 ⁄的提取 ∀

  ΙΤΣ区片段的 ΠΧΡ 扩增与产物纯化  ×≥的扩

增引物参照 ∞∏° ⁄∏
≈等的引物设计 

°≥χ χ2××  × ×≤≤ ×  × ××≤ 2

χ °≥χ χ2× ×≤≤ ≤≤ ×× ≤≤ ×≤ ≤≤ ××

≤2χ ∀采用标准的双链 °≤ 反应扩增核基因的整个

×≥片段χ≥  χ≥ 包括 1≥编码区 ∀ Λ

反应体积含  ≅ °≤ ∏  Λ ≤ 

##药学学报 °∏≥    



#
 1 Λ×° ¬ #

 1 Λ

°≥χ与 °≥χ引物各  Λ #
 Ταθ

⁄  #Λ

 1 Λ Λ模板溶液

⁄ 约       适量 ∀扩增反应在

∞德国上进行 °≤

反应参数为  ε 预变性   ε 变性   ε

退火   ε 延伸  循环 次 然后  ε 保

温  反应结束后 产物置  ε 保存 ∀

  °≤ 产物用 •
×

°≤ °⁄ °∏

≥进行纯化 ∀

  ΙΤΣ序列的测定  纯化后的 °≤ 产物作为测序

反应的模板 °≤ 反应的引物直接作为测序引物 采

用双脱氧终止法≥¬ 终端荧光标记 进

行 ⁄序列的测定 ∀

Ταβλε 1  Σαµ πλεσ υσεδ ιν τηε πρεσεντ στυδψ

≥ ×¬ ≤  ∂∏  

≥∏ ∆ σαλαχχενσε    ÷∏ ≠∏ ≠∏2 ƒ

≥≤¬ ∆ χηρψσοτοξυµ  ≤ ÷∏ ≠∏ ≠∏2 ƒ

∆ τηψρσιφλοξυµ  ±  ≠∏ ≠∏2 ƒ

≥⁄∏ ∆ ηανχοχκιι   ÷≠ ∏≠∏ ≠∏2 ƒ

∆ αυραντιαχυµ  ÷ ∏≠∏ ≠∏2 ƒ

∆ βρψµεριανυµ  ≤≥ ÷∏ ≠∏ ≠∏2 ƒ

∆ φιµβριατυµ  ≥ ÷∏ ≠∏ ≠∏2 ƒ

∆ χαπιλλιπεσ  ⁄ ÷∏ ≠∏ ≠∏2 ƒ

∆ νοβιλε  ≤ ∏¬ 22 ƒ

∆ νοβιλε  ≤ ∏  2 ƒ

≥⁄∏ ∆ ελλιπσοπηψλλυµ × ×ƒ × •  ƒ ÷∏ ≠∏ ≠∏2 ƒ

≥ƒ ∆ χαρινιφερυµ  ≤∞ ÷∏ ≠∏ ≠∏2 ƒ

≥≤∏ ∆ εξιλε ≥  ÷∏ ≠∏ ≠∏2 ƒ

≥∏ ∆ αχιναχιφορµε  ¬ ≠ ≥ ≠∏ ≠∏2 ƒ

  序列数据的处理  ⁄ 序列的排序用

≤≥×÷ 软件完成 排序后的序列使用 ∞

∏∞√∏ 1分子进

化遗传分析软件 ∏2参数遗传距离∏2

  采用邻接法 2

构建 系统树 系统树各分支的置信

度用自举检验法检验 共进行 次

循环 以评价各分支的系统学意义与可靠性 ∀

结 果 与 讨 论

1  ΙΤΣ 1和 ΙΤΣ 2序列的长度与变异

根据兰科近缘种类群  Πηολιδοτα χλεµενσιι 

Σατψριυµ µεµβραναχ已报道的序列资料

 ƒ ƒ确定核糖体 ⁄ 内

转录间隔区 ×≥ 和 ×≥ 与 个编码区 ≥ 1≥

和 ≥的界限图  由于所测类群的 1≥ ⁄较

为保守 本研究不作进一步的分析 °≤为石仙桃属

植 物 Πηολιδοτα χλεµενσιι 资 料 来 自 

ƒ ƒ ∀序列长度 !≤ 百分含量与信

息位点见表 及图  石斛各类群间在×≥ 与×≥ 

序列长度上较为接近 ×≥ 长度为    ≤

含量为 1   1  信息位点 个 占总位点

1  ×≥  长度为    ≤ 含量为

1   1  信 息位 点  个 占 总位 点

1  ∀不同种间的差异百分率碱基替换率 见

表 ×≥ 为 1   1  平均 1  ×≥ 

为 1   1  平均 1  ∀金钗石斛种内

×≥ 序列差异百分率为 1  ×≥ 序列没有差

异 ∀石斛种间和种内从差异百分率 !信息位点上均

表现出 ×≥ 的变异分布大于 ×≥  即 ×≥ 的趋异

性大于 ×≥  这与大多数的被子植物相同≈ ∀而来

自近缘属石仙桃属的 Πηολιδοτα χλεµενσιι 与石斛属

各类群间显示较大的差异 ×≥ 与 ×≥ 序列长度

均小于石斛属植物 分别为 与  与石斛各

类群间的差异百分率 ×≥ 为 1   1  平

均 1  ×≥  为 1   1  平 均

1  趋异性表现为 ×≥ 小于 ×≥  与石斛属

各类群及大多数被子植物不同 ∀

2  ΙΤΣ 1 和 ΙΤΣ 2 序列在中药黄草石斛分子鉴定中

的意义

在中药材的分子鉴别研究中  °⁄°2°≤ 等

⁄指纹图谱技术是应用较早的 ⁄分子标记技

术 但是这些方法对 ⁄ 模板质量要求高 而中药

材在加工储存过程中 ⁄ 常有不同程度的降解 

从而影响反应结果 使试验的重现性较差 因而限制

了这些方法的广泛应用 ∀ ⁄序列分析技术 通过

## 药学学报 °∏≥    



比较 ⁄分子中 种碱基序列排列的变化 反映生

物体在遗传上的差异 即从 ⁄分子水平区分鉴别

种类 不但直观性强 而且重现性好 目前已应用于

中药材鉴定领域 ∀

Ταβλε 2  Λενγτη ανδ ΓΧ χοντεντ οφ ΙΤΣ 1 ανδ ΙΤΣ 2

σεθυενχεσ

∏ ×¬
Π

×≥  ×≥ 

≤ ≤Π 

×≥  ×≥ 

       

 ≤      

 ±      

 ÷≠      

 ÷      

 ≤≥      

       

 ⁄      

 ≤      

 ≤      

 ƒ      

 ≤∞      

       

 ≠      

 °≤      

  进行中药材的 ⁄序列分析时 先选择合适的

目的 ⁄分子片段 ∀⁄ ×≥序列是近年来用于

探讨植物种内变异和种间 !近缘属间分子系统关系

的重要分子标记之一 在不同植物类群中的应用价

值不同 ∀本研究将该序列用于中药黄草石斛的品种

鉴定中 通过对 个黄草石斛类群和一个混淆品石

仙桃的序列对位排列分析表明图  ×≥  ×≥ 序

列信息位点丰富 不同种的石斛各类群均有多个特

异性的单核苷酸变异位点 流苏石斛 !反瓣石斛 !景

洪石斛 !剑叶石斛中各有一个特异性的双核苷酸变

异位点 长苏石斛 !短棒石斛 !金钗石斛有两个特异

性的双核苷酸变异位点 剑叶石斛中有一个特异性

的三核苷酸变异位点 混淆品石仙桃的变异幅度最

大 特异性的单核苷酸变异位点 个 双核苷酸变

异位点 个 四核苷酸变异位点两个 且有数个多碱

基缺失位点 ∀因此通过比较这两段序列可以准确的

鉴定每一种石斛药材及其混淆品表  ∀各类群序

列成对比较也表明 金钗石斛种内类群间碱基差异

百分率低 分布于广西与海南两产地的金钗石斛×≥

与 ×≥ 序列仅相差两个碱基 石斛种间各类群碱

基差异百分率高 但显著的低于与混淆品石仙桃属

植物 Πηολιδοτα χλεµενσιι之间的差异百分率 ∀因此 

这种在种内保守 种间分化活跃 属间差异较大的

⁄序列做为中药黄草石斛的分子标记是可行的 ∀

研究中所涉及的金钗石斛 !流苏石斛是药典收载种

类 球花石斛 !翅萼石斛 !鼓槌石斛 !线叶石斛 !长苏

石斛 !短棒石斛等是黄草药材流通中的常见种类 石

仙桃属植物是商品石斛流通中的常见混淆品 因此

取样具有代表性 ∀从新鲜药材叶片或干燥茎中提取

的 ⁄均能扩增出目的基因片断并能测出完整的

序列 因此新鲜和干燥药材均能用此方法进行鉴定 ∀

今后随着该属植物及近缘属 ×≥序列数据的积累 

能够鉴定的原植物 !混淆品的种类也将陆续增多 在

进行药材鉴定时 通过测定检品 ⁄ 序列 然后与

数据库中各种序列的比较 就能确定该药材的基源

种类 鉴别各种中药材 ∀

Ταβλε 3  Γενετιχ διστανχεσ οφ ΙΤΣ 1 (υππερ2ριγητ) ανδ ΙΤΣ 2 (λοωερ2λεφτ) σεθυενχεσ οφ 13 σπεχιεσ ιν

∆ενδροβιυµ ανδ τηε ουτγρουπ

≤  ≤ ± ÷≠ ÷ ≤≥  ⁄ ≤ ≤ ƒ ≤∞  ≠ °≤

                            

≤                            

±                            

÷≠                            

÷                            

≤≥                            

                            

⁄                            

≤                            

≤                            

ƒ                            

≤∞                            

                            

≠                            

°≤                            
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± × ≤       ×                                ×         ≤   ×     

÷≠ × ≤      ×                        ×       ×         ≤ ≤         

÷  ×       ×   2                ≤            ×         ≤         

≤≥ × ≤       ×     ×                         ×         ×         

≥ × ≤       ×                     ×           ×         ≤    × 2 2   

⁄ × ≤  ≤     ×         ≤        ×              ×         ≤         

≤ × ≤       ×  ≤                   2   ×       ×  ≤        ≤    ≤ 

≤ × ≤       ×  ≤                   2   ×       ×  ≤        ≤    ≤ 

ƒ × ≤  ≤                        ×          ×  ≤        ≤   ×  ≤   

≤∞ × ≤       ×                          ×      ×         ≤   ×     

  ×       ×                     ×          ×       ≤ × ≤ ×     

≠  × ≤       ×                                ×         ≤   ×     

°≤ × ≤          ≤            ≤ × ×  ≤     ≤ ≤     × ≤ × ×   ×   

 ≤×    ×  × ×  ×  ≤ × ×2 ×× ×   ×   × ≤ ≤ ≤   × × ≤  × ≤ × ≤  × ≤ ≤ × ×  ≤  × × × × ×    ×

≤ ≤         ≤       ≤           ≤                        2    

± × ≤                ≤ ≤                              ≤ 2      

÷≠                   ×                ≤       ≤           2    

÷     ×                                     ≤           2    

≤≥                                                      2    

≥  ×        ≤    2 ×                                2    × 

⁄  ≤ ≤              ≤   ≤       ≤    ≤ ×              2      

≤          ≤                                            ≤ 2    

≤          ≤                                            ≤ 2    

ƒ ≤      ≤   ×  ×  ≤                     ≤        ≤ 2 ≤     

≤∞        ≤ ≤  2 2 2 2 ×  ≤                             2      

             ×                     ≤     × ≤        2      

≠ ≤       ×  ≤  2 2 2   ≤                        ≤               

°≤ ≤       × ×  ≤    22  2 ≤ ≤         ≤ ≤             ≤   ≤      ≤      

ƒ∏  ×≥  ×≥  ∏¬ ∆ενδροβιυµ  Πηολιδοτα χλεµενσιι ∏×≥

  2  ∏          



##药学学报 °∏≥    



3  ΙΤΣ 1 和 ΙΤΣ 2 序列在石斛属植物系统学研究中

的价值

由于 ×≥ 和 ×≥ 两个片段的长度有限 各自

提供的信息量有限 因此多数研究者都是将这两个

片段综合起来分析 为此 基于兰科石斛属 组的

个石斛类群及外类群石仙桃属 种的 ×≥   ×≥

片段序列构建了石斛属植物分子系统树 

系统树图  ∀
























∆ αυραντιαχυµ

∆ βρψµεριανυµ

∆ χηρψσοτοξυµ 

∆ σαλαχχενσε 

∆ ηανχοχκι

∆ νοβιλε ≤

∆ νοβιλε ≤

∆ χαπιλλιπεσ

∆ χαρινιφερυµ

∆ ελλιπσοπηψλλυµ

∆ φιµβριατυµ

∆ τηψρσιφλοξυµ

∆ εξιλε

∆ αχιναχιφορµ

Πηολιδοτα χλεµενσι

ƒ∏  ×≥ ∏

¬ ∆ενδροβιυµ  ∏∏¬  Πηολιδοτα

√∏ √

  从图 可见 石斛属与石仙桃属的分化十分明

显 各自为一单系树 来自石斛属的 个序列形成

个分支 支由石斛组 ≥⁄∏的线叶石

斛 ∆ αυραντιαχυµ !长苏石斛 ∆ βρψµεριανυµ !细叶石

斛 ∆ ηανχοχκιι !金钗石斛 ∆ νοβιλε 竹枝组 ≥

∏的竹枝石斛 ∆ σαλαχχενσε 和顶叶组 ≥

≤¬的鼓槌石斛 ∆ χηρψσοτοξυµ  个个体构

成 支为石斛组的短棒石斛 ∆ χαπιλλιπεσ支由石

斛组的流苏石斛 ∆  φιµβριατυµ !黑毛组 ≥

ƒ的翅萼石斛 ∆ χαρινιφερυµ !顶叶组的球花

石斛 ∆ τηψρσιφλοξυµ !心叶组 ≥⁄∏的

反瓣石斛 ∆ ελλιπσοπηψλλυµ !基肿组 ≥ ≤∏

的景洪石斛 ∆ εξιλε 和剑叶组 ≥ ∏的剑叶

石斛 ∆ αχιναχιφορµε 个个体构成 其中金钗石斛的

两居群形成一个高度稳定的分支 支持率为   

景洪石斛 ∆ εξιλε和剑叶石斛 ∆ αχιναχιφορµε形成另

一个高度稳定的分支 ∀

  有关石斛属植物形态学的研究 植物学家 ƒ 

于 年出版了在世界上影响较大的兰科

植物专著 收录石斛属植物约 种 属下分为 

个亚属 个组 ∀但后来很多兰科专家都未采用这

个属下等级安排 而认为 ≥的爪哇兰

科植物志和  ≥属下等级的处理较

合理 ∀  年出版的马来西亚兰科植物  ∞

∏
≈对本属的属下等级就是建立在 ≥

的基础上 ∀年我国植物学家吉占和等≈出版

的中国植物志有关石斛属下等级的划分沿用了这个

系统 ∀而本研究根据石斛属内 ×≥序列资料建立的

系统树与该系统的属下等级划分有一定的的分

歧 系统树将来自石斛属下同一组的个体分在了

不同的分支中 而来自不同组的个体又聚在了同一

分支 ∀

  ⁄ ×≥在核中是多拷贝的重复序列 大多数

被子植物的 ×≥序列由于同步进化的力量 众多拷

贝已高度相似或一致化 目前该片段已广泛的用于

探讨植物种内变异和种间 !近缘属间分子系统关系

的研究 然而在不同的植物类群以及在不同分类等

级上 ×≥序列的价值是不一样的 因为不同类群的

起源时间及进化分化速率不一样 其 ×≥序列所

含有 的 信 息 量 也 不 同≈
 如 对 Φουθυιερια

ƒ∏∏ 种的研究中 信息位点比例为

  在沙参属中只有 1  ≈
而石斛属 ×≥ 序列

种间信息位点比例为 1  ×≥ 为 1  ∀由

于本研究的植物类群覆盖了中国石斛属下 组中

的 个组 取样具有一定的代表性 因此可以说 ×≥

序列在石斛种间分化活跃 信息含量丰富 对于探讨

石斛属下等级划分及种间亲缘关系具有一定的意

义 ∀但由于石斛属在兰科中是一个比较特殊的自然

类群 植物高度进化 而 ×≥序列分析仅仅反映石斛

属植物遗传背景的一方面 因此仅根据 ×≥序列研

究石斛属种系关系是不够全面的 有关其系统分类

与亲缘关系的研究尚需积累更多的 ×≥序列资料并

结合其它 ⁄分析手段做出更科学的评价 ∀

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 

≈ ×≥ ° ≤  °    ≤

Πηαρµαχοποεια οφ τηε Π Ρ  Χηινα ≈  ≤ ∞

  ∂   ≤ ∏ °∏ ∏

  

≈  ÷ ÷∏ ÷∏≥  ετ αλ≥∏√  

≥∏ ∆ενδροβιυµ ≥  ≈  Χηιν

Τραδιτ Ηερβ ∆ρυγσ  ≤  26    

≈ ƒ∏   ≥ °≤  • ≠  ετ αλ ⁄  

 ∏   ≈  Προγ Βιοτεχη

 ≤  18    

≈ ≤  ∏≠° ≥ °≤  ετ αλ×∏

⁄  ∏ ∏  ≤

## 药学学报 °∏≥    



∏∏ ≈  Χηινα ϑ Χηιν Ματερ Μεδ  ≤ 

 23     

≈ ⁄∏ ∞°  °    °  ετ αλ ∏

   ∏ 

∏×≥ ∏≈  Αµ ϑ Βοτ  86 

   

≈  ∞⁄ ≥  °  ετ αλ × ×≥

  ∏ ⁄   √∏ ∏ 

√   ≈  Ανν Μισσουρι Βοτ

Γαρδ  82    

≈ ×   ∏ ∏ ∆ενδροβιυµ

≥  ≤≈  Αχτα Πηψτοταξον Σιν  ≤  

18    

≈ ⁄ ƒ ∏ °∏ ≥ 

∞ Φλορα Ρειπυβλιχαε Ποπυλαρισ Σινιχαε

≈    ×∏    ≥ °∏ ∏

    

≈ •   •  ≤    ×≥

∏ ∏⁄  √∏

∏   ≈  Αχτα Πηψτοταξον Σιν 

≤  37    

≈ ≥ ≥  ⁄≠ √∏ ∏ Α

λοβοπηψλλα ∏∏

∏ Αδενοπηορα ≈  Αχτα Πηψτοταξον Σιν 

≤  35    

ρ∆ΝΑΙΤΣ ΣΕΘΥΕΝΧΙΝΓ ΟΦ ΗΕΡΒΑ ∆ΕΝ∆ΡΟΒΙΙ(ΗΥΑΝΓΧΑΟ)

÷ 

÷2  •  2 ⁄ ÷2∏ ÷ ∏2  2

(1 . ∆επαρτµεντ οφ Πηαρµαχογνοσψ, Χηινα Πηαρµαχευτιχαλ Υνιϖερσιτψ, Νανϕινγ 210038 , Χηινα ;

2 . Ινστιτυτε οφ Γενετιχ Ρεσουρχε , Νανϕινγ Νορµαλ Υνιϖερσιτψ, Νανϕινγ 210097 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ ΑΙΜ ×∏√×≥∏ ∆ενδροβιι ∏ 

∏×≥∏ ∏∏ ∆ενδροβιι ∏ ∆ενδροβιυµ 

ΜΕΤΗΟ∆Σ  ××≥ ∏× °≤ ∏∏

∏≥⁄¬ΡΕΣΥΛΤΣ  ×⁄∏×≥×≥

1≥ ⁄    ∆ενδροβιυµ ×∏∏ √

1 1 ×≥  1 1 ×≥ ×∏∏  ∆νοβιλε 

1 ×≥   ∏×≥  ×∏∏  ∆ενδροβιυµ ∏∏ √

1 1 ×≥  1 1 ×≥ ××≥  ×≥  

∏ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ××≥  ×≥   √√√

∆ενδρεβιυµ  √√√ ∆νοβιλε × √√

∆ενδροβιυµ ∏∏∏∏∏ 

∏∏∏∏ ∆ενδροβιυµ 

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ ∆ενδροβιυµ  ∆ενδροβιι ∏×≥∏

##药学学报 °∏≥    




