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獐牙菜亚族植物ＤＮＡ条形码研究
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摘　要：为准确鉴定獐牙菜亚族植物（包含常用藏药“蒂达”（藏茵陈））的基原植物，实现对贮藏药

材的标准化鉴别．本研究利用核基因ＩＴＳ片段和叶绿体ｒｂｃＬ、ｍａｔ　Ｋ和ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ片段对獐牙菜

亚族２５种５０个个体进行ＤＮＡ条形码研究，结合４个候选条形码及其组合的种内、种间距离分布

及物种鉴别率评价其在獐牙菜亚族植物中的应用效果．结果表明：核基因ＩＴＳ片段不仅在单片段

中鉴别率最高（８０％），包含ＩＴＳ片段的候选条形码组合的物种鉴别率均为１００％，考虑ｍａｔ　Ｋ＋ＩＴＳ
组合对种子植物的物种鉴别效果更好，推荐双条形码组合ｍａｔ　Ｋ＋ＩＴＳ为獐牙菜亚族植物的标准

条形码．

关键词：ＤＮＡ条形码；獐牙菜亚族；ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ；ＩＴＳ；ｍａｔ　Ｋ；ｒｂｃＬ
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　　ＤＮＡ条形码技术是运用一段或少数几段短的核
苷酸片段对物种进行鉴别的技术．动物分子条形码技
术基于编码细胞色素氧化酶亚基１的线粒体ＣＯＸ１
基因［１］，但该基因在植物中高度保守，并不适合作为
植物的ＤＮＡ条形码［２］．植物ＤＮＡ条形码研究的开端
是片段的筛选［３］：ＣＢＯＬ 植物工作组推荐ｒｂｃＬ
＋ｍａｔ　Ｋ叶绿体片段的组合作为陆地植物的核心条
形码［４］；Ｋｒｅｓｓ等［５］提 出 用 叶 绿 体 非 编 码 片 段

ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ和核基因ＩＴＳ片段作为被子植物的潜在
条形码；中国植物条形码工作组的研究结果认为种子
植物的核心条形码应包括核基因ＩＴＳ片段［６］．
獐牙菜亚族（Ｓｗｅｒｔｉｉｎａｅ）属于龙胆科龙胆族

（Ｇｅｎｔｉａｎａｃｅａｅ－Ｇｅｎｔｉａｎｅａ），包括１４个属，大多数种类
为北温带分布，东亚和北美是本亚族的多样化中
心［７］，我国有１１属１３７种［８］．该亚族植物包含常用
藏药“蒂达”（音译）的基原植物［９］．“蒂达”类藏药来
源复杂，主要包括龙胆科獐牙菜亚族的种类，如椭圆
叶 花 锚 （Ｈａｌｅｎｉａ　ｅｌｌｉｐｔｉｃａ）、长 梗 喉 毛 花
（Ｃｏｍａｓｔｏｍａ　ｐｅｄｕｎｃｕｌａｔｕｍ）、 湿 生 扁 蕾
（Ｇｅｎｔｉａｎｏｐｓｉｓ　ｐａｌｕｄｏｓａ）、肋柱花（Ｌｏｍａｔｏｇｏｎｉｕｍ
ｃａｒｉｎｔｈｉａｃｕｍ） 和 抱 茎 獐 牙 菜 （Ｓｗｅｒｔｉａ
ｆｒａｎｃｈｅｔｉａｎａ）等均为“蒂达”类药材的植物来源［１０］．
目前利用药材标本进行ＤＮＡ提取、扩增和测序所得
结果可靠，ＤＮＡ条形码技术在獐牙菜亚族植物中的

应用可以实现对贮藏药材的鉴别，有利于“蒂达”类
药材质量标准的制定和市场监管．
本研究选择生物条形码协会（ＣＢＯＬ）推荐的

核心条形码片段ｒｂｃＬ、ｍａｔ　Ｋ和２个补充条形码
ＩＴＳ、ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ探讨ＤＮＡ条形码技术在獐牙菜
亚族植物中的应用，目的在于：（１）研究四个候选
条形码及其组合对獐牙菜亚族植物的鉴别；（２）计
算４个候选条形码及其组合的种内、种间遗传距
离，进行“条形码间隙”（ｂａｒｃｏｄｉｎｇ　ｇａｐ）［１１］检验，了
解其与物种鉴别率之间的关系；（３）结合物种鉴别
率与条形码间隙检验的结果，评价２个候选条形码
及其组合在獐牙菜亚族中的适用性，推荐獐牙菜亚
族植物的标准条形码（组合）．

１ 材料与方法

１．１ 研究材料
研究材料为主要分布于我国西南地区的獐牙菜

亚族植物６属２５种，基本涵盖了獐牙菜亚族植物的
主要形态类型［８］．除狭域分布的弥勒獐牙菜（Ｓｗｅｒｔｉａ
ｍｉｌｅｅｎｓｉｓ）外，每种均包括来自不同的居群的２个个
体．实验材料为经硅胶快速干燥的叶片．凭证标本保
存于中国科学院昆明植物研究所标本馆．
１．２ 实验方法
总ＤＮＡ提取采用改良的ＣＴＡＢ法［１２］．４个候
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选条形码片段ｒｂｃＬ、ｍａｔ　Ｋ、ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ 和ＩＴＳ的

ＰＣＲ扩增反应所使用的引物和反应程序见表１．扩
增反应体系为１６．５μＬ：２×ｍｉｘ（天根生化科技有

限公司，北京）７μＬ，正向引物０．５μＬ，反向引物

０．５μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　７．５μＬ．

表１　ＰＣＲ反应中使用的引物和反应程序
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒ　ａｎｄ　ｔｈｅｒｍｏ－ｃｙｃｌｉｎｇ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ＰＣＲ　ｒｅａｃｔｉｏｎ

ＤＮＡ片段 引物（５’－３’） 反应条件

ｒｂｃＬ
１Ｆ∶ＡＴＧＴＣＡＣＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＧＡＣＴＡＡＡＧＣ［１３］

７２４Ｒ∶ＴＣＧＣＡＴＧＴＡＣＣＴＧＣＡＧＴＡＧＣ［１３］
９５°Ｃ，４ｍｉｎ；３５×（９５°Ｃ，４０ｓ；５２°Ｃ，４０ｓ；７２°Ｃ，１ｍｉｎ）；７２°Ｃ，

１０ｍｉｎ

ｍａｔＫ
３９０Ｆ∶ＣＧＡＴＣＴＡＴＴＣＡＴＴＣＡＡＴＡＴＴＴＣ［１４］

１３２６Ｒ∶ＴＣＴＡＧＣＡＣＡＣＧＡＡＡＧＴＣＧＡＡＧＴ［１４］
９５°Ｃ，４ｍｉｎ；３５×（９４°Ｃ，５０ｓ；５２°Ｃ，１ｍｉｎ；７２°Ｃ，８０ｓ）；７２°Ｃ，

１０ｍｉｎ

ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ
ｔｒｎＨ∶ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ［１５］

ｐｓｂＡ∶ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ［１６］
９５°Ｃ，２ｍｉｎ；３３×（９５°Ｃ，１ｍｉｎ；５０°Ｃ，１０ｓ；６５°Ｃ，１ｍｉｎ）；６５°Ｃ，

１０ｍｉｎ

ＩＴＳ
１８Ｓ∶ＡＧＧＡＧＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧ［１７］

２６Ａ∶ＧＴＴＴＣＴＴＴＴＣＣＴＣＣＧＣＴ［１７］
９５°Ｃ，４ｍｉｎ；３５× （９４°Ｃ，５０ｓ；５５°Ｃ，１ｍｉｎ，７２°Ｃ，８０ｓ）；７２°Ｃ，

１０ｍｉｎ

　　ＰＣＲ扩增产物经过０．８％琼脂糖凝胶电泳检
验，成功扩增的产物使用ＥｘｏＳＡＰ－ＩＴ（ＵＳＢ，Ｃｌｅｖｅ－
ｌａｎｄ，Ｏｈｉｏ，ＵＳＡ）纯化酶纯化，纯化产物作为测序反
应的模板．利用单向引物分别进行测序反应，反应体
系（６μＬ）为：测序ｍｉｘ：０．１５μＬ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，

Ｗａｍｉｎｇｔｏｎ，ＵＫ），引物：０．８μＬ，测序缓冲剂：１．２μＬ
（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｗａｍｉｎｇｔｏｎ，ＵＫ），ＤＮＡ 模板：

０．１８μＬ，ｄｄＨ２Ｏ：３．６５μＬ．反应程序：３２× （９６°Ｃ，

１０ｓ；５０°Ｃ，５ｓ；６０°Ｃ，４ｍｉｎ）．测序反应产物加沉降
液后于４°Ｃ沉降３０ｍｉｎ，然后加入７０％乙醇清洗后
干燥；测序前加入变性剂充分溶解，经９５°Ｃ变性４
ｍｉｎ后迅速埋在冰水中冷却，测序在 ＡＢＩ３７３０ｘｌ自
动测序仪上完成．
１．３ 数据分析

５０个样品４个候选条形码片段的ＰＣＲ扩增
成功率及测序成功率均为１００％，各片段均成功测
序得到双向的测序峰图．ＤＮＡ 序列的拼接使用

ＳｅｑＭａｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ　Ｉｎｃ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，

ＵＳＡ）软件；拼接好的序列在Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ２．０［１８］中比
对并做必要的人工调整．使用 ＭＥＧＡ５［１９］为单片
段和片段组合的 ＤＮＡ 序列矩阵基于 Ｋｉｍｕｒａ－２－
ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）距离使用邻接（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，

ＮＪ）法构树．鉴别的标准参考 Ｈｏｌｌｉｎｇｓｗｏｒｔｈ等［３］：
当１个物种的全部个体在 ＮＪ树中聚为１个单系
分支时，认为该物种被成功鉴别．

条形码间隙是检验条形码的一项指标．由于分
子系统学的研究表明獐牙菜亚族内的系统关系十

分混乱，属的划分仍有争议［１１］，将其作为一个整体
计算种间距离．使用ＭＥＧＡ５分别计算４个候选条
形码及其组合的种内、种间Ｋ２Ｐ距离，然后计算种
内距离Ｘ 与种间距离Ｙ 的分布频率与重合概率

Ｐ（Ｘ，Ｙ），作为对条形码间隙的定量描述．使用Ｒ
软件［２０］对Ｐ（Ｘ，Ｙ）与物种鉴别率进行回归分析．

２ 实验结果

２．１　４个候选条形码的基本信息
序列的长度、变异位点数及遗传距离等信息统计

见表２．ｒｂｃＬ片段的矩阵长度包括６０４个位点、ＩＴＳ包
括６３４个位点、ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ包括６９２个位点，ｍａｔ　Ｋ包
括７８９个位点．４个片段的变异位点数的比例差异较
大，其中变异位点最多的是ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ（３７．４％），最少
的是ｒｂｃＬ（６．０％），介于中间的是ＩＴＳ（３５．５％）和

ｍａｔ　Ｋ（２０．２％）．种间距离和种内距离最大的是ＩＴＳ片
段，分别是０．０７８　５和０．００１　９；ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ次之，分别
是０．０７２　５和０．０００　７；ｍａｔ　Ｋ第３，分别为０．０３７　９和

０．０００　１；ｒｂｃＬ片段最为保守，种间距离为０．０１０　３，在

４个候选条形码中最低，没有观察到种内变异．４个候
选条形码的种间距离在靠近零的区域均与种内距离

的分布出现重合（图１）．

表２　４个候选条形码的基本信息

Ｔａｂ．２　Ｂａｓｉｃ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　４ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｂａｒｃｏｄｅｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ

ＤＡＮ片段 矩阵长度 变异位总数／％ 种内Ｋ２Ｐ距离 种间Ｋ２Ｐ距离 样本数／物种数

ｒｂｃＬ　 ６０４　 ３６／６．０　 ０．００００±０．００００　 ０．０１０３±０．００４０　 ５０／２５

ｍａｔＫ　 ７８９　 １５９／２０．２　 ０．０００１±０．０００３　 ０．０３７９±０．０１５０　 ５０／２５

ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ　 ６９２　 ２５９／３７．４　 ０．０００７±０．００２５　 ０．０７２５±０．０３１８　 ５０／２５

ＩＴＳ　 ６３４　 ２２５／３５．５　 ０．００１９±０．００２６　 ０．０７８５±０．０２６０　 ５０／２５
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图１　４个候选条形码的种内、种间Ｋ２Ｐ距离频率分布直方图

Ｆｉｇ．１　Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｎｄ　ｉｎｔｒａ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｋ２Ｐｄｉｓｔａｎｃｅｓ　ｆｏｒ　４ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｂａｒｃｏｄｅｓ

２．２ 候选条形码及其组合的物种鉴别

４个候选的条形码片段单独鉴别獐牙菜亚族
的植物时，ＩＴＳ鉴别力最好，可以鉴别２５种中的

２０种 （８０％）；其 次 是 ｍａｔ　Ｋ，能 鉴 别 １８ 个 种
（７２％）；ｒｂｃＬ和ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ的鉴别力最差，只能
鉴别１６个种（６４％）．双片段组合的鉴别率和单
片段相比大幅提高，其中ｒｂｃＬ＋ＩＴＳ、ｍａｔ　Ｋ＋
ＩＴＳ、ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ＋ＩＴＳ组合的鉴别率均为１００％；
其他双片段组合的鉴别率依次为８０％（ｍａｔ　Ｋ
＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ）、８４％ （ｒｂｃＬ＋ｍａｔ　Ｋ）和 ８８％
（ｒｂｃＬ＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ）．多 片 段 组 合 中 除 ｒｂｃＬ
＋ｍａｔ　Ｋ＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ的物种鉴别率为８８％外，
其他组合的鉴别率均为１００％（图２，表３）．
２５种獐牙菜亚族植物类群被４个候选条形
码及其组合的鉴别结果可概括为３种类型：
（１）能够被所有单片段及片段组合正确鉴别，包
括镰萼喉毛花、高杯喉毛花、密花假龙胆、辐状肋
柱花、红直獐牙菜、大籽獐牙菜、弥勒獐牙菜和四
数獐牙菜共８种；（２）能被所有片段组合正确鉴
别，但不能被所有单片段正确鉴别，包括椭圆叶
花锚、肋柱花、扁蕾、迴旋扁蕾、白花獐牙菜、观赏

獐牙菜、云南獐牙菜、紫红獐牙菜、獐牙菜和显脉
獐牙菜共１０种；（３）在单片段和片段组合中均存
在鉴别失误，包括湿生扁蕾、细瘦獐牙菜、长梗喉
毛花、黑边假龙胆、抱茎獐牙菜、毛獐牙菜和西南
獐牙菜共７种（表３）．
２．３ 候选条形码的种内距离与种间距离的分布与
物种鉴别率

　　４个候选条形码片段的种内距离与种间距离
均有重合，没有出现理想的条形码间隙（图１，图

２）．重合的概率最大的是ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ（０．０１８　４）；其
次是ｒｂｃＬ（０．００６　７）、ＩＴＳ（０．００３　７）；ｍａｔ　Ｋ的重合
概率最小（０．００３　２）．增加片段可以减小种内距离
与种间距离重合的概率，如双片段组合中ｒｂｃＬ＋
ＩＴＳ、ｍａｔ　Ｋ＋ＩＴＳ的重合概率为零，表现出理想的
条形码间隙，其他４个双片段组合的重合概率依次
为０．００１　７（ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ＋ＩＴＳ）、０．００２　９（ｍａｔ　Ｋ
＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ）、０．００３　１（ｒｂｃＬ＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ）

０．００３　２（ｒｂｃＬ＋ｍａｔ　Ｋ）．多片段组合中除３个叶
绿体片段的组合ｒｂｃＬ＋ｍａｔ　Ｋ＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ重合
率为０．００２　９外，其它组合的重合概率均为零，呈
现理想的条形码间隙．
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表３　４个候选条形码及其组合的物种鉴别结果
Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓｐｅｃｉｅｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｆｏｕｒ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｂａｒｃｏｄｅｓ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

植物名称 Ｌ　 Ｋ　 Ｈ　 Ｉ　 ＫＩ　 ＫＨ　 ＬＨ　 ＨＩ　 ＬＫ　 ＬＩ　 ＬＨＩ　 ＫＨＩ　 ＬＫＩ　 ＬＫＨ　 ＬＫＨＩ
镰萼喉毛花

（Ｃｏｍａｓｔｏｍａ　ｆａｌｃａｔｕｍ）
              

高杯喉毛花

（Ｃ．ｔｒａｉｌｌｉａｎｕｍ）
              

密花假龙胆

（ＧｅｎｔｉａＷｎｅｌｌａ　ｇｅｎｔｉａｎｏｉｄｅｓ）
              

辐状肋柱花

（Ｌｏｍａｔｏｇｏｎｉｕｍ　ｒｏｔａｔｕｍ）
              

红直獐牙菜

（Ｓｗｅｒｔｉａ　ｅｒｙｔｈｒｏｓｔｉｃｔａ）
              

大籽獐牙菜

（Ｓ．ｍａｃｒｏｓｐｅｒｍａ）
              

弥勒獐牙菜

（Ｓ．ｍｉｌｅｅｎｓｉｓ）
              

四数獐牙菜

（Ｓ．ｔｅｔｒａｐｔｅｒａ）
              

椭圆叶花锚

（Ｈａｌｅｎｉａ　ｅｌｌｉｐｔｉｃａ）
—              

肋柱花

（Ｌ．ｃａｒｉｎｔｈｉａｃｕｍ）
   —           

扁蕾

（Ｇｅｎｔｉａｎｏｐｓｉｓ　ｂａｒｂａｔａ）
—              

迴旋扁蕾

（Ｇｅｎｔｉａｎｏｐｓｉｓ　ｃｏｎｔｏｒｔａ）
—              

白花獐牙菜

（Ｓ．ａｌｂａ）
 —             

观赏獐牙菜

（Ｓ．ｄｅｃｏｒａ）
   —           

云南獐牙菜

（Ｓ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）
  —            

紫红獐牙菜

（Ｓ．ｐｕｎｉｃｅａ）
  —            

獐牙菜

（Ｓ．ｂｉｍａｃｕｌａｔａ）
  —            

显脉獐牙菜

（Ｓ．ｎｅｒｖｏｓａ）
—   —           

湿生扁蕾

（Ｇｅｎｔｉａｎｏｐｓｉｓ　ｐａｌｕｄｏｓａ）
— —       —      

细瘦獐牙菜

（Ｓ．ｔｅｎｕｉｓ）
—  —    —        

长梗喉毛花

（Ｃ．ｐｅｄｕｎｃｕｌａｔｕｍ）
— — —   —         

黑边假龙胆

（Ｇｅｎｔｉａｎｅｌｌａ　ａｚｕｒｅａ）
 — — —  —         

抱茎獐牙菜

（Ｓ．ｆｒａｎｃｈｅｔｉａｎａ）
 — —   —   —     — 

毛獐牙菜

（Ｓ．ｐｕｂｅｓｃｅｎｓ）
— — —   — —  —     — 

西南獐牙菜

（Ｓ．ｃｉｎｃｔａ）
— — — —  — —  —     — 

正确鉴别的物种数

（Ｎｏ．ｏｆ　ｓｐｅｃｉｅｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ）
１６　 １８　 １６　 ２０　 ２５　 ２０　 ２２　 ２５　 ２１　 ２５　 ２５　 ２５　 ２５　 ２２　 ２５

　　注：（正确鉴别）；—（未成功鉴别）；Ｌ（ｒｂｃＬ）；Ｋ（ｍａｔＫ）；ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ（Ｈ）；ＩＴＳ（Ｉ）

　　根据片段种内、种间距离分布的重合概率

Ｐ（Ｘ，Ｙ）与物种鉴别率Ｓ的分布特点确定回归模
型为对数形式：

Ｓ＝ａ＋ｂｌｎＱ，

Ｑ＝０，Ｓ＝１｛ ，
其中Ｑ ＝Ｐ（Ｘ，
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Ｙ）；使用最小二乘法求得 ａ ＝－０．０２６，ｂ＝
－０．１４４７（图３）．回 归 模 型 的 平 方 误 差 ＳＥ^Ｓ
（Ｓｑｕａｒｅｄ　Ｅｒｒｏｒ　ｏｆ^Ｓ）是总变异ＳＥ珚Ｓ（Ｓｑｕａｒｅｄ　Ｅｒ－
ｒｏｒ　ｏｆ珚Ｓ）中不能被回归模型描述的变异．相关系数

Ｒ＝ １－ＳＥ^ＳＳＥ珚槡 Ｓ
，表示总变异ＳＥ珚Ｓ 中能够被回归

模型描述的波动．根据表４求得Ｒ＝０．９３０，接近
于１，说明仅有很少的波动不能被回归模型描述，
回归模型的拟合优度较好，片段（组合）的物种鉴别
率随重合概率的降低呈对数增长．

图２　４个候选条形码及其组合的种内距离

与种间距离重合的频率与物种鉴别力

Ｆｉｇ．２　Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｏｆ　ｏｖｅｒｌａｐ　ａｎｄ　ｓｐｅｃｉｅｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ　ｆｏｒ　ｆｏｕｒ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｂａｒｃｏｄｅｓ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

　 　图３　种内遗传距离与种间遗传距离重合的概率（Ｑ）

与物种鉴别效果（Ｓ）的回归分析

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｏｆ　ｏｖｅｒｌａｐ
（Ｑ）ａｎｄ　ｓｐｅｃｉｅｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ（Ｓ）

３ 讨论

３．１ 候选条形码的物种鉴别
在２５个类群中除镰萼喉毛花等７个类群能够

被４个片段及其组合鉴别外，剩下的类群有些只能
够被核基因ＩＴＳ片段鉴别（如椭圆叶花锚等１２种），
有些只能够被叶绿体片段鉴别（如肋柱花等２种）；
另有些种核基因ＩＴＳ片段和叶绿体片段都不能正确
鉴别（如西南獐牙菜等３种）．在前两种情况中，核基
因和叶绿体基因存在不一致性，可能的原因是杂交，
基因渗入或不完整的种系排列（ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｌｉｎｅａｇｅ
ｓｏｒｔｉｎｇ），所有这些现象在植物中频繁发生．在后一
种情况中，如西南獐牙菜来自不同居群的个体不能
被核基因ＩＴＳ片段和叶绿体片段鉴别，可能是远距
离的居群间仅有有限的基因流或异域居群间中断了

基因流，种内不同居群间存在明显的基因差异．

表４　回归模型计算表

Ｔａｂ．４　Ｔｈｅ　ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ　ｔａｂｌｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｍｏｄｅｌ

ＤＮＡ片段 Ｐ（Ｘ，Ｙ） Ｓ　 Ｓ^ （Ｓ－Ｓ^）２ （Ｓ－Ｓ）２

ｒｂｃＬ　 ０．００６　７　 ０．６４００　 ０．７２１７　 ０．００６７　 ０．０５７６
ｍａｔＫ　 ０．００３　２　 ０．７２００　 ０．８２８６　 ０．０１１８　 ０．０２５６

ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ　 ０．０１８　４　 ０．６４００　 ０．５７５５　 ０．００４２　 ０．０５７６
ＩＴＳ　 ０．００３　７　 ０．８０００　 ０．８０７６　 ０．０００１　 ０．００６４

ｒｂｃＬ＋ｍａｔＫ　 ０．００３　２　 ０．８４００　 ０．８２８６　 ０．０００１　 ０．００１６
ｒｂｃＬ＋ＩＴＳ　 ０．０００　０　 １．００００　 １．００００　 ０．００００　 ０．０１４４

ｍａｔＫ＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ　 ０．００２　９　 ０．８０００　 ０．８４２９　 ０．００１８　 ０．００６４
ｒｂｃＬ＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ　 ０．００３　１　 ０．８８００　 ０．８３３２　 ０．００２２　 ０．００００
ｍａｔＫ＋ＩＴＳ　 ０．０００　０　 １．００００　 １．００００　 ０．００００　 ０．０１４４

ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ＋ＩＴＳ　 ０．００１　７　 １．００００　 ０．９２０２　 ０．００６４　 ０．０１４４
ｒｂｃＬ＋ｍａｔＫ＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ　 ０．００２　９　 ０．８８００　 ０．８４２９　 ０．００１４　 ０．００００
ｒｂｃＬ＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ＋ＩＴＳ　 ０．０００　０　 １．００００　 １．００００　 ０．００００　 ０．０１４４
ｒｂｃＬ＋ｍａｔＫ＋ＩＴＳ　 ０．００００　 １．０００　０　 １．００００　 ０．００００　 ０．０１４４

ｍａｔＫ＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ＋ＩＴＳ　 ０．０００　０　 １．００００　 １．００００　 ０．００００　 ０．０１４４
ｒｂｃＬ＋ｍａｔＫ＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ＋ＩＴＳ　 ０．０００　０　 １．００００　 １．００００　 ０．００００　 ０．０１４４

合　计 ＳＥＳ^＝０．０３４６ ＳＥＳ＝０．２５６０
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　　獐牙菜亚族植物的一些类群在表型上已有明
显的自衍征，但分子数据还不能鉴别，可能的原因
是物种的快速辐射演化．横断山区是龙胆科植物的
多样化中心之一，这片区域经历了青藏高原的几次
抬升、横断山脉快速形成以及第四纪冰川的进退等
重大的历史事件［２１］．这些重大历史事件引起的地
质和生态上的变化加速了在该地区生长的龙胆科

植物的适应性演化［２２］，物种形成还处于“萌芽期”，
物种形成的时间还不足以使等位基因排序完全，新
物种的形成使之父母种成为并系，表现为形态性状
已存在明显区别的物种，分子数据仍不能区分．
３．２ 候选条形码的条形码间隙与物种鉴别率
理想的条形码片段存在条形码间隙［１１］，因而

能够准确地识别物种，此时种内距离与种间距离重
合的概率等于零；当条形码的最大种内距离大于最
小种间距离时，种内距离与种间距离的分布重合，
阻碍条形码准确地鉴别物种．因此条形码间隙可以
用重合概率来衡量，重合概率小的条形码比重合概
率大的条形码物种鉴别效果好，重合概率为零的条
形码鉴别物种的效果最好．回归分析的结果支持上
述趋势，根据回归模型计算的条形码间隙与物种鉴
别率之间的相关系数Ｒ为０．９３０，表明大部分物种
鉴别率的波动都可以被回归模型解释，片段（组合）
的物种鉴别率随重合概率的减小呈对数增长．
３．３ 候选条形码片段及其组合的适用性评价

４个候选的条形码片段都没有达到理想的物
种鉴别率，其中鉴别率最高的是核基因ＩＴＳ片段
（８０％）．增加片段可以提高鉴别率，如双片段组合
中ｒｂｃＬ＋ＩＴＳ、ｍａｔ　Ｋ＋ＩＴＳ和ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ＋ＩＴＳ
的鉴 别 率 均 为 １００％，ｍａｔ　Ｋ＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ 为

８０％，ｒｂｃＬ＋ｍａｔＫ 为８４％和ｒｂｃＬ＋ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ
为 ８８％．多 片 段 组 合 中 除 ｒｂｃＬ ＋ｍａｔ　Ｋ ＋
ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ的物种鉴别率为８８％外，其他组合的
鉴别率均为１００％．值得注意的是，任何一个或多
个片段与核基因ＩＴＳ片段组合，鉴别率均提高至

１００％．以上结果表明核基因ＩＴＳ片段不仅在单片
段的物种鉴别中表现最好，任何包含核基因ＩＴＳ
片段的片段组合均达到了理想的物种鉴别率．这一
结论支持Ｃｈｉｎａ　Ｐｌａｎｔ　ＢＯＬ　Ｇｒｏｕｐ［６］将ＩＴＳ作为陆
地植物的核心条形码的建议．
核基因ＩＴＳ序列对獐牙菜亚族植物的物种鉴

别率为８０％，加入３个叶绿体候选片段中的任一
个都可以提高鉴别率至１００％．因此只要在３个叶
绿体片段中选择一个性能最好的片段与核基因

ＩＴＳ片段组合即可实现对獐牙菜亚族植物的准确

鉴别．在３个叶绿体候选条形码中，ｍａｔ　Ｋ＋ＩＴＳ与

ｒｂｃＬ＋ＩＴＳ组合的种内距离与种间距离重合的概
率为零，存在理想的条形码间隙，因此与核基因

ＩＴＳ片段组合的标准条形码片段应从 ｍａｔ　Ｋ 和

ｒｂｃＬ中选取．考虑到ｍａｔ　Ｋ＋ＩＴＳ组合在种子植物
中具有７５．３％的物种鉴别力，鉴别物种的性能高
于ｒｂｃＬ＋ＩＴＳ组合（６９．９％）［６］，我们建议以ｍａｔ　Ｋ
＋ＩＴＳ组合作为獐牙菜亚族植物的标准条形码．

致谢　感谢中国西南野生生物种质资源库分
子生物学实验中心的杨俊波、李洪涛等各位老师以
及ＤＮＡ条形码小组的同学们在实验和数据处理
过程中给予的帮助！
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