
  表 7  评价单元序列相对于最差参考序列的关联系数与关联度

样品 1 样品 2 样品 3 样品 4 样品 5 样品 6 样品 7 样品 8 样品 9

015915 018810 11 0000 016072 01 6610 01 4256 016799 01 8830 110000

014234 017791 01 9929 016028 01 6437 01 4876 019436 01 7633 110000
012125 018854 01 3587 016353 01 4635 01 5702 016840 11 0000 015197

015848 110000 01 4574 018811 01 6580 11 0000 016737 01 5154 013333
013862 013333 01 5020 110000 11 0000 01 4450 017707 01 7845 110000

110000 019037 01 4037 016659 01 7156 01 7114 110000 01 3333 110000

关联度 015331 017971 01 6191 017321 01 6903 01 6066 017920 01 7133 018088

  表 8  各样品相对关联度质量优劣排序

项目 样品 1 样品 2 样品 3 样品 4 样品 5 样品 6 样品 7 样品 8 样品 9

相对关联度 015752 014916 01 5010 01 4839 01 4722 01 5689 014006 014877 013881
质量排序 1 4 3 6 7 2 8 5 9

314  相对关联度计算  由公式 ( 6)计算各样品的

相对关联度,并按 ri( s )大小排序, 见表 8。

4  小结与讨论

由表 8可见, 在 9个鹿鞭药材样品中, 以样品

1、样品 6及样品 3(即陕西马鹿鞭、四川和辽宁桓仁

梅花鹿鞭 )的质量较好, 这与传统鹿鞭的产地及目

前药材市场经营的品种相符合。

中药材的化学成分复杂,具有一定的模糊性,可

视为一个灰色系统
12~ 52

, 用灰色系统理论中的灰关

联度分析或灰关联聚类来评价中药质量。本研究建

立的灰色关联度模型,是以相对关联度为测度,评价

鹿鞭药材质量。经实例计算分析, 模型与实际情况

的拟合效果较好。本研究为利用灰色模型, 对药材

成分与质量关系进行量化模拟提供了理论依据。
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金铁锁不同居群 rDNA ITS序列分析
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  摘要  目的: 分析金铁锁不同居群的核糖体 ITS碱基序列, 为鉴别不同产地金铁锁提供分子依据。方法: 使用

1对引物 18P1和 26P2进行 ITS基因的 PCR扩增并测序。结果: 12个居群金铁锁的 ITS1片段长度为 225~ 229 bp,

ITS2片段长度为 166~ 170 bp, 51 8S片段长度为 261~ 264 bp。云南昆明、丽江、个旧、鹤庆和四川盐源 5个居群的

ITS序列碱基完全一致,云南宣威、会泽、中甸、保山、四川木里、西藏林芝等 7个居群的 ITS序列则有不同的变化,

碱基变异数目 (包括 518 S编码区 )为 1~ 4个。结论:经过比较分析, rDNA ITS区碱基序列在分布于云南中部、四

川西南端等居群与云南西部、西北端、西藏东南部、四川西南部居群具有各自相应的指纹特征, 可以作为相应居群

的鉴别依据。

关键词  金铁锁; ITS序列; PCR
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Ribosomal DNA I TS Sequence of Analysis ofPsammosilene tunico ides

from Different Populations

L IU W en-zh i1, DA I Zhu-bo1, Q IAN Z-i gang1, 2

( 11Yunan Co llege o f T rad itional Ch inese M ed ic ine, Kunm ing 650200, Ch ina; 21Kunm ing Institu te of Bo tany, Ch inese Academy of

Sc iences, Kunm ing 650204, China)

Abstrac t Ob jective: T o analyze the ribosom al ITS sequence va riation o fPsamm osilene tunco lidesW1 C1W u e t C1Y1W u from di-f

ferent populations, for identify ing d iffe rent loca l popu lations1 M ethods: A pa ir of prim ers o f 18SP1 and 26SP2 w ith PCR techn ique had

been app lied to study the ITS sequences1 Results: The sequences o f ITS1, ITS2 and 51 8S are 225~ 229 bp, 166~ 170 bp and 261~

264 bp1 Am ong 12 loca l popu la tions, the sequence of Kunm ing, L ijiang, Ge jiu, H eq ing o fYunnan and Yanyuan of S ichuan showed no

va riation, therew ere 1~ 4 va riab le sites ( including 518S coding reg ion) in pa irw ise comparison o f the other 7 local populations, inclu-

d ing Xuanwe ,i Hu ize, Zhongdian, Baoshan of Yunnan, M uli o f S ichuan and L inzhi of T ibet1 Conc lusion: Comparative analysis show s

tha t the ITS sequences o f different local populations in the m idd le o f Yunnan, southw est of S ichuan and w est, no rthw est of Yunnan,

sou theast o fT ibe t, southw est of Sichuan have different fingerpr int character, so the ITS sequences can be used to iden tify different loca l

populations1 The var ia tion o f ITS sequence o fP sammosilene tunico ides is re lated to its geographical d istr ibution1

K ey words P sammosilene tunico ides; ITS sequence; PCR

  石竹科 Caryophyllaceae金铁锁属金铁锁 P sam-

mosilene tunico idesW 1C1W u et C1Y1Wu是我国西南

地区特有的单种属植物
112
, 主要分布于云南, 贵州

西北部、四川西南部, 西藏东南部亦有少量分布。具

有散瘀痛、止血、消肿排脓的功效, 主要用于治疗跌

打损伤、风湿痛、胃痛、痈疽疮疥、创伤出血等
122
,为

云南白药的主要组成药材之一。由于长期全靠野生

采挖, 资源逐渐减少, 1999年列入 5中国植物红皮

书 6,为国家二级保护植物。随着金铁锁资源越来

越缺乏,药材来源亟待进行质量评价。

近年来, DNA分析技术的发展, PCR测序方法

已经被应用到了中药品种鉴别领域
132
。 rRNA的结

构与功能十分保守
142
。在 rDNA中, 内转录间隔区

( interna l transcribed spacer, ITS )位于 18S和 26S

rRNA基因之间, 被 518S rRNA基因分为 2段, 即

ITS1和 ITS2。 ITS区的进化速率较快, 该片段特别

适合于科内及属、种间,以及居群之间的分子系统演

化关系和物种鉴别
15~ 92
。

1  材料与方法

111  材料来源  金铁锁材料采自云南昆明、四川

木里、贵州威宁和西藏林芝等 12个居群 (表 1)。叶

片用硅胶带回用于 DNA提取。凭证标本藏于云南

中医学院植物标本馆, 均由云南中医学院中药学院

钱子刚教授鉴定。

112  药品试剂  液氮、CTAB缓冲液 ( 50 mmo l /L

Tris-HC ,l pH 810, 017 mo l/L N aC ,l 10mmol /L ED-

TA, pH 810, 1% CTAB, 20 mmo l/L 2-巯基乙醇 )、琼

脂糖、溴化乙锭、凝胶上样缓冲液、10 @ TBE缓冲液

购自华舜生物工程公司; 寡核苷酸引物、TaDNA聚

合酶、dNTP购自上海生工生物工程有限公司。

 表 1  金铁锁 12个居群采集地

编号 代码 采集地点 海拔 ( m ) 凭证标本号

1 XW 云南宣威 2100 021030

2 ZD 云南中甸 3230 03DXB-56

3 HQ 云南鹤庆 2270 HQ050721

4 H Z 云南会泽 2750 H Z050823

5 KM 云南昆明 2320 XMY-040924

6 YY 四川盐源 3320 20030728

7 BS 云南保山 2050 BSH-040915

8 LJ 云南丽江 2795 LJ050831

9 M L 四川木里 2550 ML040821

10 GJ 云南个旧 2100 03G J-01

11 WN 贵州威宁 2400 XS040903

12 XZ 西藏林芝 3065 20060822

113  仪器设备  PCR扩增仪 ( PE公司 9600型 ),

琼脂糖凝胶电泳槽,离心机, 凝胶成像系统等。

114  方法

11411  DNA提取: 采用改良 CTAB法提取基因组

DNA
1102
。用紫外分光光度计和 110%琼脂糖电泳检

测所提取的 DNA。

11412  ITS序列的扩增、纯化和测序: 9600型 PCR

扩增仪, 反应体系为 50 L ,l其中含双链 DNA模板

(约 50 ng) 310 L,l正反引物: 18P1: 5c-TCCGTAG-

GTGAACCTGCGG-3c; 26P2: 5c-TCCTCCGCTTATT-

GATATGC-3c( 2 Lmo l/L )各 110 L ,l TaqDNA聚合酶
015 L ,l 10 @ PCR Buffer ( 100 mmo l/L Tris-HCL

pH 813, 500mmo l/L M gC l2 ) 510 L ,l dNTP 410 Ll。扩
增反应程序: 94e 预变性 6 m in; 94e 变性 35 s, 55e

退火 35 s, 72e 延伸 1 m in; 循环 35次; 72e 延伸 8

m in。所有 PCR产物用 DNA纯化试剂盒纯化。纯
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化 PCR产物由北京三博生物技术有限公司测序。

11413  ITS序列分析: 用 CLUSTALX ( 1183 )程序
对位排列 ITS序列,用系统发育分析软件 MEGA2计

算和构建系统发育树。

2  结果与讨论
211  金铁锁不同居群 ITS碱基序列的异同  12个

居群样品 ITS全序列的长度为 658 bp, 全序列的变

异位点列于图 1。云南昆明、四川盐源、云南鹤庆、

云南丽江、云南个旧居群 ITS序列完全一致;云南中

甸、保山和昆明居群只有一个位点的差异, 位于

ITS2区。云南会泽、四川木里居群的 ITS序列较一

致;这两支之间只在 ITS2区有一个碱基的区别。贵

州威宁、云南宣威和云南昆明居群有两个位点差异,

分别在 ITS区和 ITS2区。西藏林芝居群变异最大,

与云南昆明居群有 4个位点的差异,和其他 11个居

群的样品的序列相比也有较大的差异。

212  不同居群 ITS序列的遗传距离  遗传距离范
围为 01000~ 01011(表 2)。

213  金铁锁居群的系统树  以 UPGMA法构建系

统树,如图 2所示: 西藏林芝的变异最为明显, 自为

单系。云南丽江、云南鹤庆、云南昆明、云南个旧、四

川盐源以及云南保山、云南中甸居群亲缘关系最近,

组成一个较大分支, 而四川木里、贵州威宁、云南会

泽和云南宣威居群组成一个分支。

5c 5 49 102 220 494 602 657 3c

宣威居群, , , , , , , , , , , , , , , , T , , , , , , , , , , , T , , , , , , , , , , , , , , , , , , , ,

中甸居群, , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , T , , , , , , , , , , , , , ,

鹤庆居群, , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , ,

会泽居群, , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , T , , , , , , , , , , , , , , , , , , , ,

昆明居群, , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , ,

盐源居群, , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , ,

保山居群, , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , T , , , , , , , , , , , , , ,

丽江居群, , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , ,

木里居群, , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , T , , , , , , , , , , , , , , , , , , , ,

个旧居群, , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , ,

威宁居群, , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , T , , , , , , , , , , , , , , , , , , , ,

林芝居群, , , T , , , , , G , , , , , , , , , , , T , , , , , , T , , , , , , , , , , , , , , , , , , , ,

图 1 金铁锁各居群的变异位点

  表 2    不同居群金铁锁序列距离

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

2 01 005

3 01 003 01002

4 01 002 01003 01 002

5 01 003 01002 01 000 01 002

6 01 003 01002 01 000 01 002 01000

7 01 005 01003 01 002 01 003 01002 01 002

8 01 003 01002 01 000 01 002 01000 01 000 01002

9 01 002 01003 01 002 01 000 01002 01 002 01003 01002

10 01 003 01002 01 000 01 002 01000 01 000 01002 01000 01 002

11 01 003 01005 01 003 01 002 01003 01 003 01005 01003 01 002 01003

12 01 009 01011 01 009 01 008 01009 01 009 01011 01009 01 008 01009 01008
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图 2 基于 ITS序列的 12个居群金铁锁的系统聚类图

注: JTS11云南宣威  JTS21云南中甸  JTS31云南鹤庆  JTS41云南会

泽  JTS51云南昆明  JTS61四川盐源  JTS71云南保山  JTS81云南

丽江  JTS91四川木里  JTS101云南个旧  JTS111贵州威宁  

JTS121西藏林芝

  从结果可以推测:金铁锁在古地中海起源后,主

要分布于古金沙江流域的四川盐源、云南丽江、云南

鹤庆、云南昆明、云南个旧一带。随着古地中海的退

却,向西部、西北部扩张到了云南保山、云南中甸和

西藏林芝,向东北部延伸至云南会泽、四川木里以及

云南宣威至贵州威宁。西藏林芝为分布的最西北

端,存在一定的地理隔离, 可能是在喜玛拉雅山脉隆

起之后分化出的一支。

214  不同居群金铁锁的 ITS区序列的价值  金铁

锁 rDNA ITS的变异与地理分布有关。云南是金铁

锁药材的主要产地,丽江为其道地药材产区。将丽

江居群的 ITS序列设为标准, 而其他产地 ITS序列

的差异大多有各自的指纹图谱,可作为鉴别来自不

同产地金铁锁的参考。此外,产于云南西北部和云

南中部地区的金铁锁可视为药材来源合理性依据。
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