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摘要 目的  对射干 Βελαµχανδα χηινενσισ ⁄≤ 鸢尾 Ιριστεχτορυµ ¬ 野鸢尾 Ι διχηοτοµα °蝴蝶花 Ι 

ϕαπονιχα ×∏和德国鸢尾 Ι γερµαιχα 等 种药用植物进行叶绿体 ρβχΛ基因序列分析 并对其亲缘关系进行探讨 ∀

方法  ≤×≤∏ ≤×法提取总 ⁄ 用作者设计的引物对鸢尾科 种药用植物的叶绿

体 ρβχΛ∏ 2¬ 基因进行扩增 °≤ 扩增产物纯化后 用  ⁄自动

测序仪测序 ∀结果  获得射干和 种鸢尾属药用植物叶绿体 ρβχΛ基因部分序列约   除德国鸢尾外 其余 

种药用植物的 ρβχΛ基因序列为首次获得 用 ∏1 ∞ 1等软件分析统计获得的目的基因片段 得到碱基突

变点 遗传距离≈碱基差异数1 ∗ 1 !颠换数为1 ∗ 1 !转换数为1 ∗ 1 根据 ρβχΛ基因

部分序列数据建立分子系统树 ∀结论  根据叶绿体 ρβχΛ基因序列数据可以很好的鉴别 种鸢尾科植物 ∀

关键词 射干 鸢尾属  ρβχΛ基因 基因序列分析 分子鉴定
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  射干 Βελαµχανδα χηινενσισ⁄≤ 为常用中药 

具清热解毒 !利咽消痰的功能 主要用于咽喉肿痛 !

痰咳气喘等症≈ ∀鸢尾 Ιριστεχτορυµ ¬!野鸢尾

Ιρισ διχηοτοµα °是鸢尾科常用的地方药 经常代

替射干入药 ∀另外 鸢尾属植物蝴蝶花 Ιρισϕαπονιχα

×∏!德国鸢尾 Ιρισ γερµαιχα 与射干在形态上相

似 极易混淆和误用 影响射干药材的质量和疗效 ∀

作者≈ ∗ 曾对射干及类似药用植物的形态学 !细胞

学和成分鉴别等方面做了一些研究 ∀本文从分子水

平对鸢尾科这 种药用植物叶绿体 ρβχΛ基因的部

分同源序列约  进行分析鉴别 ∀

材料与方法

材料  种鸢尾科药用植物的叶均采自新鲜植

物表  经作者鉴定 凭证标本存中国药科大学植

物标本室 ∀

Ταβλε 1  Σαµ πλεσ οφ Βελαµχανδα χηινενσισ ανδ 4

ρελατεδ Ιρισσππ

≥ ≤ 

Βελαµχανδα χηινενσισ  ⁄≤  ≤ ∏∏

≤ ∞≥∏

≤ ÷ 

≤ ∏ 

Ιριστεχτορυµ ¬  ×∞ ∏

×∞ ∏∏

×∞ ∞≥∏

Ιρισ διχηοτοµα ° ⁄ ∏

⁄ ≤∏∏∏

Ιρισϕαπονιχα ×∏  ∏

Ιρισ γερµαιχα  ∞ ∏

  仪器  °≤ 热循环扩增仪 ⁄≠≠2稳压稳流

定时电泳仪 °≥
×
自动测序仪 ∀

  试剂  ≤××⁄ 聚合酶 ×°和琼脂糖

上海 ≥公司 ×南京格瑞生物技术有限公

司 ×聚合酶 !溴乙锭 !华舜 °≤ °⁄ 纯化

试剂盒和 ⁄测序试剂盒 公

司 ∀

总 ∆ΝΑ提取  ≤×法提取植物总 ⁄
≈ ∀取

新鲜材料 1 蒸馏水冲洗数次 ∀液氮冷冻干燥 

碾磨成粉状 加Π管体积的   ≤×抽提液约 

温浴振摇 ε   ∀常温  #
离心

 ∗  抽出上清液 加氯仿2异戊醇Β至满 

离心  #
  取上清液置于一离心

管中 ∀视情况重复  ∗ 次 ∀加入相当于管内液体

约 1体积于 ε 冷冻  ∀取出  ε 离心 

#
  ∗  倒出上清液 加入  乙醇约

 Λ ε 离心  #
  ∗  倒出上

清液 重复  ∗ 次 ∀真空干燥后 加重蒸水  Λ∀

放   ε 冰箱中备用 ∀

引物设计  根据  ≥
≈

⁄∏√  
≈



≤  • ƒ ƒ ≥
≈在 所登记的

ρβχΛ基因序列 设计有效扩增鸢尾属 ρβχΛ基因部分

序列的合适引物 轻链 !重链 由上海 ≥

公司合成 ∀将引物分别配成  Λ#
作扩增引

物  Λ#
作为测序引物 ∀

χ2≤×≤×××≤≤×××≤≤2χ

 χ2×≤×≤≤≤×≤××2χ

叶绿体 ρβχΛ基因扩增  扩增反应体系为 

Λ内含  ≅ 缓冲液 无 


  Λ×°1

Λ#

  Λ≤  # 


 1 ∗ 1

Λ扩增引物  Λ#

各  Λ!模板  Λ

 ∗  Λ ×酶 1 Λ加重蒸水补足  Λ∀

在  °≤ 热循环仪上 经 ε 预变性  

 ε 变性   ε 复性   ε 延伸  完

成 个循环后  ε  补齐 ∀用重蒸水代替模

板 ⁄ 其余各成分与反应条件相同 同时进行空

白对照 ∀扩增产物取  Λ加电泳载样缓冲液 经

 琼脂糖电泳 ∞染色检查 ∀

ΠΧΡ 产物纯化和 ∆ΝΑ测序  按华舜 °≤ 产物

纯化试剂盒操作进行纯化 ∀ °≤ 反应管中加入  ∗

倍体积的 °液 混匀 °≤ 反应产物移入吸附

柱 离心  #
  ∀倒掉收集管中的液

体 将吸附柱放入同一个收集管中 加入  Λ°

液 静置  后 离心  #
  ∀倒掉

液体 在吸附柱中加入 •  液  Λ静置  离心

 ∀倒掉收集管中的液体 离心 #
 

∀将吸附柱放入干净的 1 离心管中 吸附

膜中央加入 × 液或重蒸水  Λ静置  离心

  #
  ∀将存 ⁄的离心管贮存于

  ε ∀按 °≤ 产物检测方法检测 得约  的

扩增片段图  ∀ ¬小管已含 1 Λ内容物中

加入测序引物 1 Λ!模板 1 ∗ 1 Λ!加重

ƒ∏  ΡβχΛ   Βελαµχανδα

χηινενσισ  Ιρισσππ
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蒸水补足至  Λ∀测序反应  ε 预变性  

 ε 变性   ε 复性   ε 延伸  个

循环后 降至 ε 保存 ∀°≥
×
自

动测序仪测序 ∀

数据分析  所得 ⁄ 序列输入计算机 ∏

1软件进行对位排列 系统发生软件 ∞

∏ετ αλ统计样品 ⁄序列间的碱基突变位点

图  选择 ∏∏计

算遗传距离≈碱基颠转数表  在计算遗传距离

的基础上 重建系统发生树图  ∀
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ƒ∏  ΡβχΛ ∏∏ Βελαµχανδα χηινενσισ  Ιρισσππ

Ταβλε 2  Νυχλεοτιδε νυµ βερ οφ διφφερενχε(τρανσιτιονσ ανδ τρανϖερσιονσ)

Π√  ×∞ ×∞ ×∞  ≤ ≤ ≤ ≤ ∞ ⁄ ⁄

×∞                     

×∞                     

×∞                     

                        

≤                      

≤                     

≤                     

≤                     

∞                     

⁄                     

⁄                     

     ×∞ ×∞ ×∞   °      ≤ ≤ ≤ ≤   ∞   ⁄ ⁄

结果与讨论

射干和 种鸢尾属药用植物的 ρβχΛ基因序列

约  如图 所示 除德国鸢尾外 其余 种药

用植物的叶绿体 ρβχΛ基因的序列是首次获得 ∀鸢

尾科这 个种植物种间的 ρβχΛ基因 的碱基

序列存在差异 有多个突变位点 而种内居群间碱基

序列差异明显小于种间差异 且这种差异不随个体

的生长情况而改变 有很好的稳定性 ∀鸢尾居群间
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碱基差异百分率1 ∗ 1与射干居群间碱基

差异百分率1 ∗ 1基本一致 ∀种间碱基差

异百分率1 ∗ 1远远大于种内 ∀鸢尾居群

间转换数 !颠换数1 ∗ 1 1 ∗ 1与

射干居群间转换数 !颠换数1 ∗ 1 1 ∗

1基本一致 ∀种间转换数 !颠换数 1 ∗

1 1 ∗ 1大于种内 ∀在本实验所获得的

ρβχΛ基因序列中 射干在 χ开始端起第   

和  处有别于其他鸢尾属植物的特异性替代位

点 鸢尾在    和  处有别于其

他 种鸢尾科植物的特异性替代位点 蝴蝶花在 

     和  处有

别于其他 种鸢尾科植物的特异性替代位点 德国

鸢尾在      和  

处有别于其他 种鸢尾科植物的特异性替代位点 ∀

根据 ρβχΛ基因序列所建立的分子系统树 已在

∞∞上登录的射干 ρβχΛ基因序列登录号 

 与本次实验获得的射干 ρβχΛ序

列聚在一起 并且与其他 种鸢尾属药用植物可以

很好区分 表明根据叶绿体 ρβχΛ基因序列数据可以

很好的鉴别这 种鸢尾科药用植物 ∀

射干和野鸢尾的属间杂交和细胞遗传学实验

≤ 
≈
以及作者进行的比较解

剖学和异黄酮成分分析≈ 的研究表明两者有较近

的亲缘关系 ∀ ΡβχΛ基因序列中射干和野鸢尾的各

居群在第  和  处共同有区别于其他鸢尾

属植物的替代位点 ∀基于 ρβχΛ基因序列分析所作

的分子系统树中图  射干和野鸢尾紧密地聚合

在一起 从分子水平上进一步证实了两者较近的亲

缘关系 ∀同属于鸡冠状附属物亚属 ≥∏∏

≤的鸢尾和蝴蝶花在分子系统树中也较近的

结合 说明根据 ρβχΛ基因序列数据所得的系统树与

传统的植物分类结果一致 ∀

由于叶绿体 ρβχΛ基因是其遗传物质 ⁄的一

部分 在鸢尾科植物中具稳定性 不随季节的改变而

发生变化 因此 ρβχΛ基因序列差别为鉴别射干类药

材基源提供了可靠的分子标记 ∀且只需很微量的叶

片组织材料新鲜叶片约  ∗   取样后

并不影响植物生长 可以在幼苗时就进行检测 从而

保证药用植物栽培基源的准确性和药材的安全性 ∀

ƒ∏  °∏ ∏ 

∏  √

 ρβχΛ ∏∏ Βελαµχανδα χηινενσισ

 Ιρισσππ

    ρβχΛ ∏ Β 

χηινενσισ√ ∞

Ρεφερενχεσ

≈   ≤  ∏ Χηινεσε Ματερια Μεδιχα

∆ιχτιοναρψ 中药大辞典 ≈ ≥≥≥

× °∏    

≈ ±  ÷∏ ÷∏≥  ετ αλ°∏

     ∏ 

/ ≥ 0√∏∏ ≤≈  Νατ Μεδ 

 49    

≈ ±  ∏  ≠∏ ⁄ ετ αλ   

 Βελαµχανδα χηινενσισ  Ιρισ τεχρορυµ ≈ 

Χηιν Ωιλδ Πλαντσ Ρεσουρ 中国野生植物资源  17

    

≈ ±  •  ±  • ∏   ετ αλ ⁄ 

√  ∏

 ≈  ϑ Πλαντ Ρεσουρ Ενϖιρον 植物资源与环

境  5    

≈ ∏ ƒ ∏   ∞ ετ αλ Σηορτ Προτοχολσ

ιν οφ Μολεχυλαρ Βιολογψ ≈  ≥° 

   

≈ ≤ ∏⁄ 

≈ ≤ ∏ 

≈ ≤ ∏ 

≈ ≤     Ιρισ

διχηοτοµα °  Βελαµχανδα χηινενσισ  ≈ 

Χψτολογια  38    
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