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基于通用 DNA 条形码序列的黄精属药用植物分子鉴定2 
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摘  要：目的  分析 4 个通用植物 DNA 条形码序列（trnH-psbA、matK、rbcL 和 ITS2）及其组合对黄精属药用植物的物种

鉴定分辨率，挖掘适用于黄精属种间鉴定的高分辨率分子标记。方法  以《中国药典》2020 年版中收录的黄精属药用植物

黄精 Polygonatum sibiricum、滇黄精 P. kingianum、多花黄精 P. cyrtonema、玉竹 P. odorati 及其地方常见同属替代品、混伪品

共 12 种 79 个野生个体为对象，将 4 个通用 DNA 条形码序列独立、联合分析，评估其种间、种内变异情况，并分别基于建

树法（tree-based method）和 PWG 距离法（PWG-distance method）评估不同条形码及其组合的物种鉴定分辨率。结果  ITS2

序列扩增成功率低，trnH-psbA、matK、rbcL 序列的引物在黄精属植物中通用性较好；3 组叶绿体序列的种间变异依次为

matK＞trnH-psbA＞rbcL，种内变异差异不显著，种间、种内遗传距离无明显的 Barcoding gap；各条形码独立及联合分

析的物种鉴定分辨率普遍偏低，其中，组合条形码 trnH-psbA＋matK＋rbcL 在建树法分析中的分辨率最高，为 25%，

trnH-psbA＋rbcL 在距离法分析中的分辨率最高，为 50%。结论  4 个通用 DNA 条形码序列及其组合都并非黄精属药用植

物不同种间有效区分鉴定的理想分子标记，但多序列联合分析能在一定程度上提高物种鉴定成功率。 
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Abstract: Objective  To investigate the species discrimination power of the four universal plant DNA barcodes (trnH-psbA, matK, 

rbcL and ITS2) and corresponding multi-barcode combinations in Polygonatum, and to explore high-resolution molecular markers 

suitable for Polygonatum. Methods  Seventy-nine wild individuals from 12 species, representing all the four medicinal species of 

Polygonatum (P. sibiricum, P. kingianum, P. cyrtonema, P. odoratum) included in the Chinese Pharmacopoeia (2020 Edition) and 

their local commonly used substitutions and inauthentic adulterants, were sampled. The interspecific and intraspecific genetic 

variation were estimated, tree-based and PWG-distance methods were applied to evaluate the species discrimination efficiency of 

each barcode sequence and their combinations. Results  The primers of trnH-psbA, matK and rbcL all showed good universality 
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while most of the individuals failed to obtain ITS2 sequence in PCR amplification. The interspecific genetic variation of the three 

chloroplast sequences was matK>trnH-psbA>rbcL, while their intraspecific genetic difference was not significant, and no obvious 

Barcoding gap was detected. All these barcode sequences including their combinations only get limited species resolution. Among 

which, the combination of trnH-psbA+matK+rbcL possessed the best species-resolving power of 25% in tree-based method, 

trnH-psbA+rbcL showed the highest resolution degree of 50% in PWG-distance method. Conclusion  None of the four barcode 

sequences nor their combinations were ideal molecular markers to address the problems of medicinal Polygonatum species 

authentication. Nonetheless, as the number of sequence increases, the degree of species resolution improves. 

Key words: Polygonatum Mill.; DNA barcode; medicinal plant; species discrimination; Polygonatum sibiricum Red; Polygonatum 

kingianum Coll. et Hemsl.; Polygonatum cyrtonema Hua; Polygonatum odoratum L. 

黄精属 Polygonatum Mill.隶属于天门冬科

（Asparagaceae）是一个具有重要药用和经济价值的

草本植物类群。中国分布有黄精属植物 39 种[1]，其

中 31 种可入药使用[2]，是中药材的重要来源。《中

国药典》 2020 年版收载的大宗中药材黄精

Polygonati Rhizoma 和玉 竹 Polygonati Odorati 

Rhizoma 均来源于黄精属药用植物。其中，黄精来

源于滇黄精 P. kingianum Coll. et Hemsl.、黄精 P. 

sibiricum Red.或多花黄精 P. cyrtonema Hua 的干燥

根茎，具补气养阴、健脾、润肺、益肾之功效；玉

竹则来源于玉竹 P. odoratum (Mill.) Druce 的干燥根

茎，可养阴润燥、生津止渴，在《神农本草经》中

曾被列为上品，中医临床应用广泛。此外，黄精属

植物含多糖、甾体皂苷、黄酮、生物碱等多种活性

成分，具有抗菌、抗氧化、抗肿瘤、降血糖、调血

脂、调节免疫等药理作用[2-5]，在药物开发研究中占

据重要地位。 

黄精属也是一个物种分类鉴定研究中的“困难”

类群。自 1754 年 Miller 建立黄精属以来，其属下物

种划分鉴定与种间系统发育关系问题长期受到关

注。由于该属植物具有较高的形态多样性，自然野

生状态下，不同种间、同种不同居群个体间的形态

特征常存在过渡类型，且种间地理分布交叉重叠，

导致依据形态性状不易对不同物种进行准确区分

鉴定 [6-10]。目前，黄精属种间分类鉴定问题仍有

待澄清。此外，由于多以根状茎入药，生药性状

相似，若经加工后，更是难以对其物种来源进行

准确鉴别 [7,11]。在我国不同地区，卷叶黄精 P. 

cirrhifolium (Wall.) Royle 、 湖 北 黄 精 P. 

zanlanscianense Pamp.、长梗黄精 P. filipes Merr. ex 

C. Jeffrey et McEwan、轮叶黄精 P. verticillatum (L.) 

All.、新疆黄精 P. roseum (Ledeb.) Kunth 等多种非正

品基原代用、混用、误用，甚至伪品入药现象普遍

存在[2, 7, 11]，给该属植物来源中药材的用药安全和临

床疗效带来隐患。 

DNA 条形码技术从分子遗传学角度为药用

植物及中药材的客观准确鉴定提供了一条有效途

径 [12]。国际生命条形码联盟植物工作组（CBOL 

Plant Working Group）通过对 7 个叶绿体片段（rbcL、

matK、 rpoC1、 rpoB、 trnH-psbA、atpF-atpH 和

psbK-psbI）通用性（包括扩增成功率、测序成功率、

序列质量）和物种鉴定分辨率的综合分析评估，推

荐 rbcL＋matK 组合可作为陆地植物鉴定的核心

DNA 条形码[13]，并建议将 ITS（包括 ITS2）和

trnH-psbA 作为辅助条形码。中国植物条形码研究

团队（China Plant BOL Group）基于对种子植物 75

科 141 属 1757 种共 6 286 个代表个体的分析结果提

出将 ITS（或 ITS2）纳入种子植物鉴定的核心条形

码[14]。陈士林及其团队在药用植物及中药材研究中

建立了以 ITS2 序列为主、trnH-psbA 序列为辅的

DNA 条形码分子鉴定体系[15]。这些条形码已被广

泛用于药用植物类群如柴胡属 Bupleurum L.[16]、五

味子科（Schisandraceae）[17]、乌头属 Aconitum L.[18]、

商陆属 Phytolacca L.[19]等及其来源的中药材、饮片

等的分子鉴定研究[20-22]。 

目前，黄精属 DNA 条形码种间分子鉴定研究

相对较少，杨培等[7]利用上述条码对黄精属 8 种 44

份样品的分子鉴定研究发现，ITS 和 ITS2 序列扩增

成功率低，trnH-psbA、matK 及 rbcL 序列的种间、

种内变异均较小，物种分辨率不足。Jiao 等[23]利用

ITS2 和 trnH-psbA 对 39 份不同地区来源中药材黄

精及其混伪品的鉴定分析表明，ITS2 序列未能被成

功扩增，trnH-psbA 序列虽能够将中药材黄精的基

原物种与同属其他物种区分开来，但由于较低的遗

传变异，对黄精属种间鉴别的分辨率依然有限。 

本实验在前人研究基础上，以《中国药典》2020

年版中收录的中药材黄精、玉竹基原植物及其在不

同地区常见同属替代品、伪品来源植物为研究对象，
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从物种和种内个体水平增加取样量，利用上述 4 个

DNA 条形码序列（trnH-psbA、matK、rbcL 和 ITS2）

分别进行独立和联合分析，基于建树法（tree-based 

method）和 PWG 距离法（plant working group distance，

PWG-distance method）开展分子鉴定研究，旨在评估

各条码及其不同组合的物种鉴定分辨率，筛选适用于

黄精属药用植物种间有效鉴定的分子标记，为该属植

物来源中药材的准确鉴定、用药安全和药用植物资源

保护及开发利用提供理论依据。 

1  材料 

以《中国药典》2020 版中收录的黄精属药用

植物黄精、滇黄精、多花黄精和玉竹，及文献资

料中记载的其同属常见替代品、伪品共 12 个物种

为研究对象，采集野外自然生长状态下的健康叶

片，每种至少采集 3 个来自不同分布地点或居群

的代表个体，硅胶快速脱水干燥保存，用于 DNA

提取，同时采集凭证标本。本研究共采集到 57 个

代表个体，标本经陕西中医药大学标本馆王继涛

高级实验师鉴定，保存于陕西中医药大学中药标

本馆。另有 22 个代表个体的序列数据由中国西南

野生生物种质资源库提供，即总共 79 个代表个体

（表 1）。

表 1  材料信息 

Table 1  Voucher information of studied samples 

物种 样品数量 采集号 采集地点 物种 样品数量 采集号 采集地点 

卷叶黄精 
P. cirrhifolium 

4 cp_07 陕西省咸阳市 玉竹 
P. odoratum 

16 BS77 陕西省宝鸡市太白县 

cp23 陕西省宝鸡市太白县  cp09 陕西省宝鸡市眉县 

cp24 陕西省宝鸡市太白县  2020_13 河南省洛阳市洛宁县 

cp25 陕西省宝鸡市太白县  2020_14 河南省洛阳市洛宁县 

多花黄精 
P. cyrtonema 

4 BS64 云南省昆明市  2020_15 陕西省咸阳市三原县 

BS65 云南省昆明市  2020_16 陕西省咸阳市三原县 

BS66 云南省昆明市  2020_17 陕西省咸阳市三原县 

BS67 云南省昆明市 新疆黄精 
P. roseum 

5 GBOWS14 不详 

长梗黄精 
P. filipes 

3 GBOWS01 不详  GBOWS15 不详 

GBOWS02 不详  GBOWS16 不详 

GBOWS03 不详  GBOWS17 不详 

细根茎黄精 
P. gracile 

3 BS98 陕西省宝鸡市太白县  GBOWS18 不详 

cp28 陕西省宝鸡市太白县 黄精 
P. sibiricum 

 

 8 BS50 陕西省渭南市富平县 

cp29 陕西省宝鸡市太白县  BS55 陕西省宝鸡市眉县 

小玉竹 
P. humile 

5 GBOWS04 不详  2020_18 河南省洛阳市洛宁县 

GBOWS05 不详  2020_19 河南省洛阳市洛宁县 

GBOWS06 不详  2020_20 河南省洛阳市洛宁县 

GBOWS07 不详  2020_21 河南省洛阳市洛宁县 

GBOWS08 不详  cp_04 陕西省咸阳市永寿县 

二苞黄精 
P. involucratum 

5 GBOWS09 不详  GBOWS19 不详 

GBOWS10 不详 轮叶黄精 
P. verticillatum 

20 GBOWS20 不详 

GBOWS11 不详  GBOWS21 不详 

GBOWS12 不详  GBOWS22 不详 

GBOWS13 不详 湖北黄精 
P. zanlanscianense 

16 2020_22 河南省洛阳市洛宁县 

滇黄精 
P. kingianum 

7 BS59 云南省昆明市  2020_23 河南省洛阳市洛宁县 

BS60 云南省昆明市  2020_24 河南省洛阳市洛宁县 

BS61 云南省昆明市  2020_25 河南省洛阳市洛宁县 

BS62 云南省昆明市  2020_26 河南省洛阳市洛宁县 

BS63 云南省昆明市  2020_27 河南省洛阳市洛宁县 

DHJ2 四川省雅安市  2020_28 河南省洛阳市洛宁县 

DHJ3 四川省雅安市  2020_29 河南省洛阳市洛宁县 

玉竹 
P. odoratum 

16 BS68 云南省昆明市  2020_30 河南省洛阳市洛宁县 

BS69 云南省昆明市  2020_49 陕西省商洛市柞水县 

BS70 云南省昆明市  2020_50 陕西省商洛市柞水县 

BS71 云南省昆明市  2020_51 陕西省商洛市柞水县 

BS72 云南省昆明市  2020_52 陕西省商洛市柞水县 

BS73 陕西省宝鸡市太白县  cp17 陕西省商洛市柞水县 

BS74 陕西省宝鸡市太白县  cp26 陕西省宝鸡市太白县 

BS75 陕西省宝鸡市太白县  cp27 陕西省宝鸡市太白县 

BS76 陕西省宝鸡市太白县     
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2  方法 

2.1  基因组 DNA 提取、PCR 扩增和测序 

采用改良的 CTAB 法提取基因组总 DNA，TE

缓冲液溶解，得到的 DNA 溶液用 1%的琼脂糖凝胶

电泳和 NanoDrop 2000 分光光度计（Thermo Fisher 

Scientific，Delaware，美国）检测质量与浓度。PCR

扩增反应在 GeneAmp PCR System 9700 thermal 

cycle（Applied Biosystems, Foster City，CA，美国）

上进行。引物信息见表 2。PCR 反应体系均为 50 µL，

包括 2×Taq Plus PCR MasterMix 25 µL，10 µmol/L

的正、反向引物各 2 µL，模板 DNA 10 µL，ddH2O

补齐。根据文献报道结合前期预实验结果，最终选

用的 PCR 扩增程序为：94 ℃预变性 4 min，94 ℃

变性 30～45 s，54.5～57.0 ℃退火 30 s（各引物退

火温度详见表 2），72 ℃延伸 60 s，重复 35 个循环，

72 ℃延伸 10 min，结束后 4 ℃保存。取 5 µL 扩增

产物，用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测。成功扩增的

PCR 产物进行双向测序。PCR 引物合成和测序均由

生工生物工程（上海）股份有限公司西安分部完成。 

2.2  序列拼接、比对及特征分析  

测序原始结果利用Sequencher软件进行序列拼

接，并根据测序峰图对碱基进行校正，去除引物区

及两端低质量序列，将得到的所有序列分别在

NCBI 数据库中进行 Blastn（https://blast.ncbi.nlm. 

nih.gov/Blast.cgi）比对，验证序列的正确性。对拼

接得到的 ITS 序列采用基于隐马尔可夫模型的

HMMer 注释方法去除两端 5.8 S 和 26 S 区，获得

ITS2 间隔区序列[29]。由于 ITS2 序列扩增成功率较

低，最终获得的序列数量低于实验个体总数的 50%，

因而未将其纳入后续分析。 

表 2  PCR 扩增引物信息 

Table 2  Primer pairs used for PCR amplification 

引物 引物名称 引物序列（5’-3’） 变性时间/退火温度 

ITS[24] ITS5 

ITS4 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 

TCCTCCGCTTATTGATATGC 

30 s、54.5 ℃ 

trnH-psbA[25-26] fwd 

rev 

GTTATGCATGAACGTAATGCTC 

CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 

30 s、56 ℃ 

matK[27] 3F_KIM 

1R_KIM 

CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG 

ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC 

45 s、57 ℃ 

rbcL[28] rbcLa_f 

rbcLa_r 

ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 

GTAAAATCAAGTCCACCRCG 

30 s、55 ℃ 

最终得到的 3 组叶绿体序列（trnH-psbA、

matK、rbcL）分别构建多序列矩阵，利用 MAFFT

完成序列比对，并在 Geneious 软件中进行必要的

人工检查校正。将 3 组叶绿体序列分别独立和两

两、3 个联合进行分析，即 trnH-psbA、matK、rbcL、

trnH-psbA＋matK、trnH-psbA＋rbcL、matK＋rbcL

和 trnH-psbA＋matK＋rbcL，共 7 组条形码序列。

对于 3 组独立条形码序列，利用 MEGA 软件统计

变异位点（ variable sites ）和简约信息位点

（parsimony informative sites），并计算种间、种内

K2P（kimura 2-parameter distance）遗传距离，利

用 IMB SPSS Statistics 25 进行 Wilcoxon 符号秩检

验，分析各组序列的种间、种内遗传变异差异显

著性。联合分析，即将 3 组独立序列按不同组合

分别进行串联合并，若某个体有序列缺失情况（如

2 条序列联合时，某个体只有 1 条序列；或 3 条

序列联合时，某个体只有 1 条或 2 条序列），则将

该个体在分析中去除。 

2.3  物种鉴定分析 

利用MEGA软件分别计算上述7组条形码序列

的种间、种内 K2P 距离，利用 TaxonDNA 结合统计

软件对种间、种内 K2P 距离分布频度进行统计并绘

图，评估种间和种内遗传距离间是否存在

“Barcoding gap”。 

采用建树法和 PWG 距离法 2 种分析方法评估 7

组条形码的物种鉴定分辨率。对于建树法，利用

MEGA 软件基于 K2P 距离和配对删除（pair-deletion）

模型，构建邻接系统发育树（neighbor-joining tree，

NJ tree），系统发育树各分支节点的靴带支持率

（bootstrap values，BS）通过进行 1000 次自展重复分

析获得。当同一物种的所有个体在系统树上聚为一

个单系，且支持率高于 50%，则视为该物种鉴定成

功[14, 30]。对于 PWG 距离法，利用 MEGA 软件分别

计算各物种的种间、种内遗传距离，当某一物种与其

他物种间的最小遗传距离大于该物种种内个体间的

最大遗传距离时，则表示该物种鉴定成功[13]。 
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3  结果与分析 

3.1  PCR 扩增、测序结果及序列特征 

PCR 扩增、测序结果及各序列相关信息见表 3。

3 组叶绿体条形码序列中，trnH-psbA 的扩增和测序

成功率均达到 100%；rbcL 的扩增成功率为 100%，

有 2 个个体测序失败，即测序成功率为 97.5%；matK

的扩增成功率为 88.6%，扩增成功的个体全部成功

测序。ITS2 仅 41 个样品扩增成功，即扩增成功率

为 51.9%，其中 2 个个体测序失败，最终仅得到 39

条序列。扩增失败的样品经调整扩增反应条件（退

火温度、酶及引物、模板 DNA 量等）后电泳，仍

未检测到明亮、单一的扩增产物条带。 

3 组叶绿体序列比对后的长度为 499～751 bp，

变异位点和信息位点含量分别为 1.5%～4.53%和

1.2%～1.86%，其中 matK 序列长度最长，且变异和

信息位点含量均为最高。玉竹有 9 个个体（BS73～

75、BS77、2020_13～17）的 trnH-psbA 序列在 60～

67 bp 位置发生 8 bp 的倒位（GTTTTCAT→ 

ATGAAAAC）。 

3.2  Wilcoxon 符号秩检验 

Wilcoxon 符号秩检验结果见表 4，3 组叶绿体序列

的种间变异由大到小依次为 matK＞trnH-psbA＞rbcL，

而种内差异不显著，即matK＝trnH-psbA＝rbcL。 

3.3  Barcoding gap 检验 

Barcoding gap 检验结果见图 1，所有 7 组条形

码序列的种间、种内遗传距离均存在一定程度重叠，

即没有明显的 Barcoding gap 存在。种内距离分布较

为集中，主要在 0～0.004，种间遗传距离相对离散，

主要在 0.003～0.01，序列联合分析的种间、种内遗

传距离重叠程度小于独立分析。

表 3  PCR 扩增、测序结果及比对后各组序列特征 

Table 3  Results of PCR amplification, sequencing and characteristics of each aligned sequence 

序列 
成功扩增样品数 

（成功率/%） 

成功测序样品数

（成功率/%） 

比对后的序列 

长度/bp 

变异位点数 

 （占比/%） 

简约信息位点数 

（占比/%） 

种内 K2P 距离 

（平均距离） 

种间 K2P 距离 

（平均距离） 

ITS2  41（51.9）  39（95.1） / / / / / 

trnH-psbA 79（100） 79（100） 533  8（1.50）  7（1.31） 0～0.003 2（0.000 7） 0～0.009 8（0.005 0） 

matK 70（88.6） 70（100） 751 34（4.53） 14（1.86） 0～0.008 9（0.001 7） 0.000 2 ～ 0.013 9

（0.0067） 

rbcL 79（100） 77（97.5） 499 9（1.80） 6（1.20） 0～0.002 1（0.000 4） 0～0.008 8（0.002 4） 

表 4  TrnH-psbA、matK 及 rbcL 序列的种间、种内变异 Wilcoxon 符号秩检验 

Table 4  Wilcoxon signed-rank tests of interspecific and intraspecific divergences among trnH-psbA, matK and rbcL 

变异类型 正秩 W+ 负秩 W
−
 

秩和 
N 值 P 值 结果 

正秩 W+ 负秩 W
−
 

种间 trnH-psbA rbcL 1619.00 272.00 66 ≤0.001 trnH-psbA＞rbcL 

matK rbcL 2042.00 169.00 66 ≤0.001 matK＞rbcL 

matK trnH-psbA 1709.00 502.00 66 ≤0.001 matK＞trnH-psbA 

种内 trnH-psbA rbcL 15.00 6.00 12 0.345 trnH-psbA＝rbcL 

matK rbcL 44.00 11.00 12 0.092 matK＝rbcL 

matK trnH-psbA 32.00 13.00 12 0.260 matK＝trnH-psbA 

3.4  物种鉴定分辨率 

2 种分析方法所得的各条形码的物种鉴定分

辨率见表 5。建树法分析结果中，独立及联合分析

的分辨率为 8.33%～25.00%，成功鉴定 1～3 个物

种。其中，trnH-psbA 和 matK 序列分别以 74%和

85%的支持率支持黄精种内所有个体聚为单系，与

其他物种区分开来，rbcL 序列分析结果支持长梗

黄精所有个体单独构成一个单系，与其他物种相区

别，支持率为 94%。联合分析中，2 个条形码组合

trnH-psbA＋matK、trnH-psbA＋rbcL及 matK＋rbcL

成功鉴别的物种数均为 2 个，依次分别为滇黄精（支

持率为 51%）和黄精（97%）、长梗黄精（95%）和

滇黄精（80%）及长梗黄精（57%）和黄精（88%），

鉴定成功率为 16.66%。而长梗黄精、滇黄精和黄精

3 个物种同时被 trnH-psbA＋matK＋rbcL 组合成功

鉴定，支持率依次为 94%、69%和 96%（图 2）。 
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图 1  各条形码序列及其不同组合的种间、种内遗传距离分布图 

Fig. 1  Percentage distribution of interspecific and intraspecific K2P distance of each barcode sequence and sequence 

combination. Values in X-axis mean K2P distance, and in Y-axis correspond to percentage of occurrence 

表 5  基于建树法和 PWG 距离法分析的各条形码序列及其不同组合的物种鉴定分辨率 

Table 5  Species resolution of each barcode sequence and sequence combination based on tree-based method and 

PWG-distance method 

条形码序列 
序列数量/

物种数量 

建树法 PWG 距离法 

分辨率/% 被鉴定的物种（靴带支持率/%） 分辨率/% 被鉴定的物种 

trnH-psbA 79/12 8.33 黄精（74） 8.33 滇黄精 

matK 70/12 8.33 黄精（85） 41.67 多花黄精、长梗黄精、滇黄精、 

新疆黄精、黄精 

rbcL 77/12 8.33 长梗黄精（94） 16.66 长梗黄精、滇黄精 

trnH-psbA+matK 70/12 16.66 滇黄精（51）、黄精（97） 41.67 多花黄精、长梗黄精、滇黄精、 

新疆黄精、黄精 

trnH-psbA+rbcL 77/12 16.66 长梗黄精（95）、滇黄精（80） 50.00 多花黄精、长梗黄精、二苞黄精、 

滇黄精、新疆黄精、轮叶黄精 

matK+rbcL 69/12 16.66 长梗黄精（57）、黄精（88） 41.67 多花黄精、长梗黄精、滇黄精、 

新疆黄精、黄精 

trnH-psbA+matK+rbcL 69/12 25.00 长梗黄精（94）、滇黄精（69）、 

黄精（96） 

41.67 多花黄精、长梗黄精、滇黄精、 

新疆黄精、黄精 
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图 2  TrnH-psbA、matK 和 rbcL 序列联合分析构建的邻接系统发育树 

Fig. 2  Neighbor-joining phylogenetic tree constructed by joint analysis of trnH-psbA, matK and rbcL
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PWG 距离法分析的物种鉴定分辨率为 8.33%～

50%，成功鉴定的物种数为 1～6 个。3 个条形码独

立分析的物种鉴定成功率依次为 41.67%（matK）、

16.66%（rbcL）和 8.33%（trnH-psbA）。组合条形

码中，trnH-psbA+rbcL 共包含 12 种 77 个个体，其

中，多花黄精、长梗黄精、二苞黄精、滇黄精、新

疆黄精和轮叶黄精 6 个物种的种内最大遗传距离均

小于其与其他物种间的最小遗传距离而被成功鉴

定，其余条形码组合成功鉴定的物种数量均为 5 个

（41.67%）。 

4  讨论 

通用性高、测序质量好、物种分辨率高是评价

DNA 条形码序列的重要指标[13-14]。本研究结果中，

3 个叶绿体条形码序列 trnH-psbA、matK、rbcL 的

PCR 扩增成功率分别为 100%、88.6%和 100%，除

rbcL 有 2 个个体测序失败外，其余扩增成功的个体

全部成功测序，说明这 3 条序列的引物在黄精属植

物中通用性较好。 

Chen 等[15]对药用植物（包括藻类、真菌及高等

植物）753 属 4800 种 6600 个代表个体的分析结果

表明，ITS2 序列在物种水平的鉴定率高达 92.7%，

因此推荐将 ITS2 作为药用植物分子鉴定的标准

DNA 条形码序列。然而，ITS/ITS2 在一些类群中仍

然存在难以成功扩增和测序的问题[31]，黄精属便是

这样一个类群。本研究结果显示，ITS2 的 PCR 扩

增成功率远低于其他 3 个叶绿体序列，仅为 51.9%，

调整扩增反应条件后仍未得到改善，79 个个体最终

只成功测序获得 39 条序列。Jiao 等[23]对不同产地来

源中药材黄精样品及其混伪品的分子鉴定研究也发

现 ITS2 序列不能被特异性扩增成功，杨培等[7]对黄

精属药用植物的分子鉴定研究亦曾得出相似的结

论。PCR 扩增结果主要受到引物通用性和实验材料

个体序列变异的影响。研究表明，利用基因组浅层

测序（genome skimming）方法可以有效避免这些问

题而获取核基因组中的 ITS 序列[30, 32]，这将是解决

黄精属分子鉴定及相关研究中 ITS2 序列获取问题

的一个新选择。 

理想的 DNA 条形码序列种内遗传距离应明显

小于种间，即具有明显的 Barcoding gap，而本研究

所有 7 组条形码序列的种间、种内遗传距离均存在

一定程度重叠，无明显的 Barcoding gap。此外，在

建树法分析结果中，trnH-psbA＋matK＋rbcL 组合

的物种鉴定成功率最高，为 25%，即所有 12 个物

种中仅 3 个物种被同时成功鉴定；trnH-psbA＋rbcL

组合在距离法中的物种分辨率最高，为 50%，仅 6

个物种被同时成功鉴定。说明叶绿体序列

trnH-psbA、matK、rbcL 及其组合都并非黄精属药

用植物不同种间有效区分鉴定的理想分子标记。尽

管如此，从本研究两种分析结果可以明显看出，随

着序列数量的增加，物种鉴定分辨率也相应提高。

建树法分析结果中，3 个叶绿体序列独立分析的物

种鉴定分辨率均为 8.33%（ 1/12），两两组合

（trnH-psbA＋matK、trnH-psbA＋rbcL、matK＋rbcL）

后分辨率提高为 16.66%（2/12），trnH-psbA＋matK＋

rbcL 三者联合分析的物种鉴定分辨率提高至 25%

（3/12）。距离法分析结果中 matK 独立分析的物种分

辨率最高，为 41.67%，trnH-psbA 和 rbcL 分别为

16.66%和 8.33%，而序列组合 trnH-psbA＋rbcL 的

物种分辨率提高至 50%。说明多个条形码序列联合

分析能够提供更多的物种演化信息位点，在一定程

度上提高物种鉴定分辨率，这也与五味子科[17]、地

黄属 Rehmannia Libosch. ex Fisch. & C. A. Mey.[33]

等药用植物类群的 DNA 条形码分子鉴定研究结果

一致。 

被子植物叶绿体基因组大小一般在 115～165 

kb，编码约 110～130 个基因，由于其序列进化速率

适中，极少发生重组、基因含量和顺序高度保守，

而所包含的物种演化信息量远大于单一或多个普通

的 DNA 条形码序列， 作为“超级条形码

（ultra-barcode），近年来，在药用植物分子鉴定研究

中广泛应用。如 Zhang 等[34]利用叶绿体全基因组序

列将通用 DNA 条形码 matK＋ rbcL、 ITS ＋

trnH-psbA 联 合 分 析 未 能 区 分 鉴 定 的 菊 科

Compositae 紫锥菊属 Echinacea Moench 9 个物种有

效鉴别开来，为具有药用价值的紫锥菊 E. purpurea 

(L.) Moench、狭叶紫锥菊 E. angustifolia DC.和白色

紫锥菊 E. pallida (Nutt.) Nutt.及其混伪品的准确鉴

定提供了可靠依据。Zhu 等[35]利用叶绿体全基因组

序列将 ITS2 及 matK＋rbcL均不能有效区分鉴定的

名贵中药材铁皮石斛 Dendrobium officinale Kimura 

et Migo 与其同属 5 个近缘物种黄石斛 D. tosaense 

Makino、始兴石斛 D. shixingense Z. L. Chen，S. J. 

Zeng & J. Duan、曲茎石斛 D. flexicaule Z. H. Tsi, S. 

C. Sun & L. G. Xu、滇桂石斛 D. scoriarum W. W. Sm.

和钩状石斛 D. aduncum Wall. ex Lindl.以≥99%的

分辨率成功鉴定，为铁皮石斛的入药安全和有效性
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提供了重要保障。Yin 等[36]的研究结果也表明利用

叶绿体全基因组序列可以将蔷薇属 Rosa L.药用植

物金樱子 R. laevigata Michx.、玫瑰 R. rugosa 

Thunb.、犬蔷薇 R. Canina L.以及月季花 R. chinensis 

Jacq.与同属其他物种有效区分鉴别。此外，Flodena

等[37]对黄精属 19 个代表物种的分子系统发育分析

也进一步表明，相比于单个或少数几个基因序列的

分析结果，利用叶绿体基因组中的全部蛋白编码基

因序列联合分析所得的系统发育树分辨率明显提

高。因此，叶绿体全基因序列将有可能是解决黄精

属药用植物种间鉴定困难问题的一条有效途径，有

待后续进一步研究验证。 
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