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基于 DNA 条形码的芦荟属 6 种植物的分子鉴定 
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摘  要：目的  筛选出适合芦荟属 6 种植物的 DNA 条形码序列。方法  采用试剂盒法提取芦荟属 6 个品种基原植物的 18
份样本基因组 DNA，应用通用引物扩增其核基因 ITS2 序列和叶绿体 psbA-trnH、rbcL、matK 基因序列并进行双向测序，采

用 Sequencher 4.1.4 软件对测序峰图进行校对拼接，应用 MEGA 5.0 软件分析不同候选序列的特征，计算物种的种内、种间

Kimura 2-Parameter（K2P）遗传距离，比较其种内、种间变异的大小，评估序列的条形码间距（barcoding gap），采用邻接

法（neighbor-joining，NJ）构建系统聚类树。结果  共获得 72 条序列，ITS2、psbA-trnH、rbcL、matK 基因序列各 18 条，

测序成功率均为 100%。比对后序列长度为 255～723 bp，GC 量范围为 30.6%～68.2%。psbA-trnH 基因序列的 大种内遗传

距离均小于 小种间遗传距离，有明显的 barcoding gap，ITS2、rbcL、matK 序列的种内变异和种间变异有一些重叠，没有

明显的 barcoding gap。基于 psbA-trnH 序列的发育树能将芦荟属 6 个品种完全区分，而其他 3 个序列在区分这些芦荟属品种

时存在模糊鉴定。结论  DNA 条形码技术可以准确鉴别芦荟属植物，psbA-trnH 序列可以作为鉴别芦荟属植物的优选序列。 
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Molecular identification of six species in Aloe L. based on DNA barcoding 

HAN Jie1, HUANG Qiong-lin2, WU Wen-ru3, MA Xin-ye1, YANG Jin-fen1, ZHAN Ruo-ting1 
1. Key Laboratory of Chinese Medicinal Resources from Lingnan of Ministry of Education, Joint Laboratory of National 

Engineering Research Center for the Pharmaceutics of Traditional Chinese Medicines, Research Center of Chinese Medicinal 
Resource Science and Engineering, Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine, Guangzhou 510006, China 

2. Guangdong Medical University, Zhanjiang 524023, China 
3. School of Chinese Herbal Medicine, Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine, Guangzhou 510006, China 

Abstract: Objective  To screen out a proper DNA barcode for suitable of six species in Aloe L. Methods  The genomic DNA from 
18 samples of six species in Aloe L. was extracted by Plant Genomic DNA Kit, then nuclear ITS2 and the chloroplast psbA-trnH, rbcL, 
and matK of the samples were amplified using the universal primers and sequenced bidirectionally. The obtained sequences were 
assembled using Sequencher 4.1.4. The characteristics of four candidate DNA barcodes were analyzed and the Kimura 2-Parameter 
(K2P) distances were calculated based on the sequences using MEGA 5.0. DNA barcoding gaps were evaluated by the analysis of the 
intra- and inter-specific divergences. The phylogenetic trees were constructed on the basis of Neighbor-Joining method. Results  
Totally 72 sequences of species in Aloe L. were acquired altogether, with each of ITS2, psbA-trnH, rbcL, and matK regions having 18 
sequences respectively. The successful sequencing rate was 100% of all the four candidate barcodes. The alignment length and GC 
contents ranged from 255 to 723 bp and 30.6% to 68.2%. The maximum K2P intra-specific genetic distances were much smaller than 
the minimum inter-specific genetic distance of all samples in terms of psbA-trnH sequence and thus forming into a prominent 
barcoding gap. Due to some overlaps of intra- and inter-specific variation, there was no obvious barcoding gap in the aspect of ITS2, 
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rbcL, and matK sequences. The phylogenetic tree constructed by psbA-trnH sequence was capable to identify the six species 
of Aloe L. while there existed fuzzy identification as to the other three candidate barcodes. Conclusion  DNA barcoding 
technology can identify species in Aloe L. accurately and psbA-trnH sequence can be the optimal barcode to identify the 
species of Aloe L. 
Key words: Aloe L.; DNA barcoding; molecular identification; ITS2; psbA-trnH; rbcL; matK 
 

芦荟是芦荟属 Aloe L. 植物的通称，来源于单子

叶植物纲百合目百合科多年生肉质草本植物。芦荟性

苦、味寒，归肝、胃、大肠经，具有泻下通便、清肝

泻火、杀虫疗疳的功能[1]，临床上主要用于治疗热结

便秘、惊痫抽搐、小儿疳积等。除此之外，芦荟还是

许多美容化妆品、保健食品和药品等的重要原料。 
芦荟原产于地中海、非洲，我国南方各地均有

栽培，广泛用于观赏或药用。芦荟属种类繁多，各

物种形态特征相近，其茎、叶形态受遗传控制和环

境影响且存在动态变化[2]，同时存在很多变种。利

用传统的基原鉴定和性状鉴定难以准确快速地进行

鉴别，因此，有必要建立一种快速、准确鉴别芦荟

属物种的新方法。 
DNA 条形码是当前生物分类学的热门技术，是

利用一段有足够变异的、易扩增且相对较短的标准

DNA 片段（500～1 000 bp）对物种进行快速、准确

的自动鉴定[3]。2009 年，生命条形码联盟植物工作

组建议将 rbcL 和 matK 基因片段作为植物的核心条

形码，叶绿体 psbA-trnH 片段和核基因 ITS 片段为

补充条形码[4]。Chen 等[5]通过分析 6 600 多种植物，

发现 ITS2 序列具有较高的扩增效率，且在物种水平

的鉴定成功率高于 90%，提议将 ITS2 序列作为药

用植物的通用条形码。目前，DNA 条形码技术已经

广泛应用于药用植物的鉴别研究[6-7]。而对芦荟的研

究主要集中在芦荟的化学成分[8-9]、临床药理[10-11]、

开发利用[12-13]等方面，尚未见有芦荟属植物 DNA
条形码研究的相关报道。 

本研究选用 4 条热门 DNA 条形码序列对芦荟

属 6 种植物进行鉴别，比较不同候选片段对该属物

种的适用性和鉴别能力，以筛选能鉴别该属植物的

优选 DNA 条形码序列，为该属植物的分子鉴定提

供参考依据。 
1  材料与方法 
1.1  材料 

本研究所选用的芦荟属 6 个品种均采自广州中

医药大学药王山，每个品种取 3 株不同植株的样本，

具体样品信息见表 1。样品由广州中医药大学中药

资源科学与工程研究中心詹若挺研究员和广东中医 

表 1  材料信息表 
Table 1  Information of experimental materials  

植物 拉丁名 标本编号 

中华芦荟 Aloe vera L. var. chinensis Haw 79-1、79-2、79-3

皂质芦荟 Aloe saponaria Haw 80-1、80-2、80-3

海岸芦荟 Aloe littoralis 81-1、81-2、81-3

日本芦荟 Aloe arborescens Miller 82-1、82-2、82-3

库拉索芦荟 Aloe barbadensis Miller 83-1、83-2、83-3

好望角芦荟 Aloe ferox Miller 84-1、84-2、84-3
 
药博物馆张秋镇助理研究员协助采集并鉴定，凭证

标本保存于广州中医药大学岭南中药资源教育部重

点实验室。 
1.2  仪器与试剂 
1.2.1  仪器  电泳仪（DYY-8C 型），北京市六一仪

器厂；电子天平（METTLER TOLEDO ME204），
梅特勒托利多仪器（上海）有限公司；微量分光光

度计（TGem Spectrophotometer OSE-260），天根生

化科技（北京）有限公司；PCR 仪（Bio-Rad 
PTC-200），美国；凝胶成像系统（Vilber Lourmat，
INFINITY-1000），法国；掌上离心机（Eppendorf 
Minispin），德国；漩涡混匀器（Labnet，Vortex 
Mixter），美国。 
1.2.2  试剂   植物基因组 DNA 提取试剂盒

（Tiangen Biotech Co.，中国）、Premix TaqTM（Ex 
TaqTM Version 2.0，Takara Co.，中国）、琼脂糖

（Biowest，西班牙）、灭菌水、液氮、氯仿、无水乙

醇、Goldview 核酸染料。 
1.3  方法 
1.3.1  样品 DNA 的提取  取硅胶干燥过的植物叶

片约 10 mg，经液氮研磨后，使用植物基因组 DNA
提取试剂盒（Tiangen Biotech Co.，中国）提取样品

DNA，使用 TGem Spectrophotometer 微量分光光度

计（Tiangen Biotech Co.，中国）对提取的 DNA 进

行纯度和浓度测定。 
1.3.2  序列扩增  不同 DNA 条形码序列的通用引

物、PCR 反应体系及扩增程序均参考文献方法[14]，

实际操作时扩增条件略有调整，具体引物序列及反
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应条件见表 2。25 μL PCR 反应体系包括：Premix Taq
酶（Takara Co.，中国）12.5 μL，上游和下游引物

各 0.5 μL，DNA 模板 0.5 μL，ddH2O 补齐至 25 μL。

扩增结束后进行 2%琼脂糖凝胶电泳检测，并使用

凝胶成像系统分析。 
1.3.3  PCR 产物测序及序列数据处理  PCR 扩增成 

表 2  实验用引物及反应条件 
Table 2  Universal primer sequences and PCR reaction conditions 

候选片段 引物名称 引物序列 (5’→3’) 反应程序 

ITS2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT ITS2 

ITS3R GACGCTTCTCCAGACTACAAT 

94 ℃、5 min，94 ℃、30 s，59 ℃、30 s，72 ℃、45 

s，40 次循环；72 ℃、10 min 

fwd PA GTTATGCATGAACGTAATGCTC psbA-trnH 

rev TH CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 

95 ℃，4 min，94 ℃、30 s，55.4 ℃、1 min，72 ℃、

1 min，35 次循环；72 ℃、10 min 

rbcLa_F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGCrbcL 

rbcLa_R GTAAAATCAAGTCCACCRCG 

95 ℃、4 min，94 ℃、30 s，55.4 ℃、1 min，72 ℃、

1 min，35 次循环；72 ℃、10 min 

390F CGATCTATTCATTCAATATTTC matK 

1326R TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT 

94 ℃、1 min，94 ℃、30 s，55 ℃、40 s，72 ℃、40 

s，40 次循环；72 ℃、7 min 
 
功后，各样品交由华大基因科技（广州）有限公司

纯化，使用 ABI 3730XL 测序仪（Applied Biosystems 
Co.，USA）进行双向测序。测序所得的峰图采用序

列拼接软件 Sequencher 4.1.4 进行校对拼接，去除引

物区和低质量的序列。根据 Genbank 上序列注释，

其中 psbA-trnH 去除 psbA 和 trnH 基因区段获得

psbA-trnH 间隔区[15]，ITS2 基于隐马尔可夫模型

（Hidden Markov model，HMM）去除 5.8 S 和 28 S
基因区段获得 ITS2 间隔区[16-17]。运用 MEGA 5.0
软件对拼接后序列进行比对分析，基于 Kimura 
2-Parameter（K2P）双参数模型和邻位连接法

（neighbor-joining，NJ），计算遗传距离，构建条形

码距离（barcoding gap）图和系统发育树，系统树

各分支的相对支持率采用 Bootstrap 法（BS）检测，

自展系数为 1 000。 
2  结果与分析 
2.1  DNA 提取、PCR 扩增及序列拼接 

按照试剂盒操作步骤，分别提取 18 个样品的基

因组 DNA，经微量分光光度计测定，A260/A280 的值

在 1.62～2.03，表明 DNA 纯度较好，各样品 DNA
的浓度在 25.28～453.76 ng/μL，表明 DNA 质量浓

度较高，符合后续实验要求。对提取的 DNA 进行

电泳检测，结果见图 1，条带较完整清晰。以通用

引物对 ITS2、psbA-trnH、rbcL、matK 4 条序列进

行 PCR 扩增，电泳结果见图 2，18 个样品条带明亮

单一，扩增成功率均为 100%，可用于后续的测序

分析。以碱基质量 Q 值（quality value）大于 20（碱

基读取错误的概率≤1%）为标准，对符合标准的测 

     

     
M-Marker  1～18 为表 1 中 79-1～84-3 号样品 

M-Marker  1—18-samples of 79-1—84-3 

图 1  样品 DNA 提取产物电泳图 
Fig. 1  Electrophoregram of genomic DNA extracted from 
all samples 

序序列进行拼接和校对。 
2.2  候选序列的特征 

如表 3 所示，本研究共获得 ITS2、psbA-trnH、

rbcL 和 matK 序列各 18 条，序列的测序成功率

均为 100%。不同候选序列在序列长度、GC 量上

有较明显的差异。比对长度均符合理想条形码序

列需尽可能短（500～1 000 bp）的选择标准，比

对序列长度由高到低依次为 matK、psbA-trnH、

rbcL、ITS2，GC 量则排序相反。候选序列中 ITS2
序列变异 大，占总位点的 4.3%，rbcL 序列变

异位点数 少，占总位点的 1.7%，psbA-trnH 序

列和 matK 序列变异位点数相近，分别占总位点

的 2.8%和 2.5%。 
2.3  候选序列的种内、种间变异分析 

本研究采用 MEGA 5.0 软件对芦荟属不同物种

进行样品间的遗传距离分析，K2P 遗传距离结果 

10 000 bp
7 000 bp
4 000 bp
2 000 bp
1 000 bp

500 bp

250 bp

M  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  15  16 17 18
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A-ITS2  B-psbA-trnH  C-rbcL  D-matK  M-Marker  1～18 为表 1 中 79-1～84-3 号样品  19-阴性对照 

A-ITS2  B-psbA-trnH  C-rbcL  D-matK  M-Marker  1—18-samples of 79-1—84-3  19-negative control 

图 2  样品 4 条序列的 PCR 扩增产物电泳图 
Fig. 2  Electrophoregram of PCR products of four barcode sequences 

表 3  不同候选序列在芦荟属植物中的特点 
Table 3  Sequence characteristics of different candidate sequences  in species of Aloe L. 

序列 
序列总 

数/条 
原序列长 

度/bp 
比对后序列

长度/bp 
保守位点数 

（百分率/%）

变异位点数 

（百分率/%）

简约信息位点数 

（百分率/%） GC 平均量/%

ITS2 18 255 255 244 (95.7) 11 (4.3) 11 (4.3) 68.2 
psbA-trnH 18 575～606 579 563 (97.2) 16 (2.8) 16 (2.8) 32.1 
rbcL 18 573～595 573 563 (98.3) 10 (1.7) 10 (1.7) 42.9 
matK 18 744～844 723 705 (97.5) 18 (2.5) 18 (2.5) 30.6 

 
表明，在 ITS2、psbA-trnH、rbcL 和 matK 序列

中，所有样品的平均遗传距离分别为 0.020、
0.011、0.006、0.009，种间 K2P 遗传距离分布

于 0～0.040（ITS2）、0.002～0.020（psbA-trnH）、

0～0.011（rbcL）、0～0.018（matK），ITS2 序列

的种间差异 大，psbA-trnH 和 matK 序列次之，

rbcL 序列 小。ITS2 序列 大种间遗传距离是

0.040，分别位于皂质芦荟（80）和库拉索芦荟

（83）、海岸芦荟（81）和库拉索芦荟（83）之

间，psbA-trnH 序列的种内 大变异小于种间

小变异，较为理想。  
2.4  不同序列变异性的 barcoding gap 评估 

不同候选序列的 barcoding gap 见图 3，ITS2 序

列种间变异 大，rbcL 和 matK 序列种间变异水平

相对较低，ITS2、rbcL 和 matK 序列的种内和种间

变异均有重叠，没有明显的 barcoding gap，

psbA-trnH 序列变异程度不是很高，但是序列种间

和种内变异没有重叠，明显分为两大部分，有显著

的 barcoding gap。 
2.5  候选序列的物种鉴定有效性评价 

使用 MEGA 5.0 软件对测序结果进行分析并建

立 DNA 条形码的系统发育树。在采用 NJ 法构建系

统发育树时，各个序列的建树效果都较好，基本上

能将不同物种分开，结果见图 4。psbA-trnH 序列能

将芦荟属的 6 个品种准确区分，其所构建的系统树

各个品种不同的样本均分别聚在一起，表现出单系

性。ITS2、rbcL 和 matK 序列对其中 4 个品种鉴定

效果良好，ITS2 序列不能区分皂质芦荟（80）和海

岸芦荟（81），而 rbcL 和 matK 序列不能区分中华

芦荟（79）和库拉索芦荟（83）。因此，psbA-trnH
序列在芦荟属 6 个品种的鉴定有效性方面聚类效果

好。 
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750 bp
500 bp
250 bp
100 bp
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图 3  不同候选序列的 barcoding gap 图 
Fig. 3  Distribution for intra- and inter-specific genetic variation of different candidate sequences 

 

图 4  不同序列基于 NJ 法构建的系统发育树图 
Fig. 4  Phylogenetic trees of different candidate sequences constructed using NJ method 

3  讨论 
迄今国内外对芦荟属植物鉴别的报道较少，仅

见少数利用 RAPD 技术进行芦荟遗传稳定性的研

究[18-20]。RAPD 分子标记实验可重复性较差不利于

实际操作，而 DNA 条形码技术可重复性高、操作

简单、易于标准化，无疑是对传统形态鉴定学的有

力补充，得到了许多专家学者的肯定[21]。 
DNA 条形码技术是基于分子生药学进行中药

鉴定的重要工具，具有足够的稳定性和准确度，能

构建丰富的 DNA 条形码分子鉴定数据库。理想的

条形码序列应当具有明显的种间变异，同时种内变

异足够小，引物通用性好且易于扩增，能够通过测

序得到高质量的序列[22-23]，从而准确鉴别同属不同

种的物种。随着十几年的发展，DNA 条形码技术日

趋成熟，已成功应用于药用植物栽培品种、中成药、

保健食品、食用菌等领域的鉴定[24]。 
本研究采用当前植物学界推荐的 4 个热点

DNA 条形码候选序列，从种内种间变异、barcoding 

gap、系统发育树 3 个方面分析不同 DNA 条形码对

于芦荟属 6 种物种的鉴别能力，目的在于找到能快

速、通用地鉴别芦荟属的 DNA 条形码序列。研究

结果表明 psbA-trnH 序列能准确鉴别芦荟属的 6 个

品种，可以作为鉴别芦荟属的优选 DNA 条形码序

列。本研究选用的 rbcL 和 matK 序列采用 barcoding 
gap 法和构建系统发育树法均不能成功鉴定中华芦

荟（79）和库拉索芦荟（83）这两个物种，原因是

二者的亲缘关系较近，刘思言[25]提及中华芦荟 Aloe 
vera L. var. chinensis Haw 是库拉索芦荟 Aloe 
barbadensis Miller 的变种，这也就从分子水平上验

证了中华芦荟和库拉索芦荟的近缘关系。ITS2 序列

不能将皂质芦荟（80）和海岸芦荟（81）区分开，

同时 ITS2 序列未成功鉴别的样本没有与 rbcL 或者

matK 未鉴别出的样本重合，推测将 ITS2 序列与

rbcL 或者与 matK 序列组合也可以成功将芦荟属的

这些物种完全区分开，但是由于 psbA-trnH 序列这

一单序列就可以达到鉴别的目的，本研究没有进一
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步考察组合片段的鉴定效果。就 ITS2 序列和 rbcL
序列而言，每一个品种的 3 个不同植株的样品没有

碱基差异；就 psbA-trnH 序列而言，皂质芦荟（80）
的3个不同植株的样品在第559位有一个碱基差异，

分别是 T（80-1）、T（80-2）和碱基缺失（80-3）；
就 matK 序列而言，中华芦荟（79）的 3 个不同植

株的样品在第 739 位有 1 个碱基差异，分别是 G
（79-1）、C（79-2）、C（79-3）。 

由于采样条件的限制，本研究只对同一个产地

的样品进行分析，并且 GenBank 中可用的芦荟属相

关数据非常少，故没有纳入网上的数据做扩大样本

量的分析。在后期的研究当中，需要适当扩大样品

采集的范围，增加样品的数量。本研究虽然有一定

的局限性，但仍具有鉴定意义，为芦荟属物种的准

确鉴定提供科学依据，同时为其他药用植物的鉴定

提供新的思路和方法。 
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