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【摘要】目的  应用分子生物学鉴定技术，筛选出应用于鉴定青葙子与鸡冠花子的最

佳 DNA 条形码，建立快速、准确、便捷的青葙属植物鉴定方法。方法  收集青葙子、鸡冠花

子样品共计 21 份，提取样品总 DNA，对内部转录间隔区（ITS）、psbA-trnH、matK、rbcL

和 trnL-trnF 序列进行扩增和测序，采用 MEGA-X 软件对数据进行分析处理，计算 Kimura-2-

parameter 遗传距离，建立邻接聚类进化树，进行对比分析，基于 TaxonDNA 计算 BestMatch、

BestCloseMatch 以评估 DNA 条形码的鉴别能力，利用 ITS2 数据库和 RNAfold 数据库预测条形

码序列二级结构。结果  条形码 ITS、matK、psbA-trnH、rbcL、trnL-trnF 序列均扩增成功且具

有较高的测序成功率，其中 psbA-trnH 具有最多的变异位点，ITS 次之。psbA-trnH、ITS2、

trnL-trnF 具有较明显的条形码间隙，以 psbA-trnH 最为显著（100%）。系统进化树显示，

IITS、ITS2、psbA-trnH、matK、trnL-trnF 序列均可将青葙子与鸡冠花子各自聚为一支，各分支

点的支持率均高于 60%，以 psbA-trnH、trnL-trnF 的各分支点的支持率最高（99%）。分子方

差分析结果显示 psbA-trnH 序列的群体遗传分化指数最高，适用于区分青葙子和鸡冠花子物种

间差异。除 matK 外，青葙子与鸡冠花子 psbA-trnH、ITS2、trnL-trnF 序列的二级结构均有差异。

结论  以 psbA-trnH 为主、ITS 和 trnL-trnF 为辅，可实现青葙子和鸡冠花子的准确鉴定。
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【Abstract】Objective  To screen the optimal DNA barcode for identifying Celosiae semen 
and Celosia cristatae semen using the molecular biology identification techniques, and to establish a 
rapid, accurate, and convenient approach for identifying species in the Celosia L.. Methods  A total of 
21 samples of Celosiae semen and Celosia cristatae semen were collected, and total DNA was extracted 
from the samples. The sequences of ITS, psbA-trnH, matK, rbcLand trnL-trnF were amplified and 
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sequenced, MEGA-X software was used to analyze and process the data, the Kimura-2-parameter genetic distance 
was calculated, an neighbor-joining method cluster evolutionary tree was established, and the comparative analysis 
was conducted. The BestMatch and BestCloseMatch was calculate based on TaxonDNA to evaluate the discriminative 
ability of DNA barcodes. The ITS2 database and RNAfold database were used to predict the secondary structure of 
the barcode sequence. Results   The barcode ITS, matK, psbA-trnH, rbcL, and trnL-trnF sequences were successfully 
amplified and had high sequencing success rates. Among them, the psbA-trnH had the most mutation sites, followed 
by ITS. The psbA-trnH, ITS2 and trnL-trnF had significant barcoding gap, and psbA-trnH was the most significant 
(100%). According to the phylogenetic tree, the IITS, ITS2, psbA-trnH, matK and trnL-trnF sequences could cluster 
Celosiae semen and Celosia cristatae semen into a separate branch, the support rates of each branch point were 
above 60%, with psbA-trnH and trnL-trnF having the highest support rate (99%). Analysis of molecular variance 
results showed that the psbA-trnH had the highest population genetic differentiation index and was the most suitable 
for distinguishing differences between Celosiae semen and Celosia cristatae semen. Except for matK, there were 
differences in the secondary structure of psbA-trnH, ITS2 and trnL-trnF sequences between Celosiae semen and 
Celosia cristatae semen. Conclusion  With psbA-trnH as the main component ITS and trnL-trnF as the auxiliary 
ones, accurate identification of Celosiae semen and Celosia cristatae semen can be achieved.

【Keywords】Celosiae semen; Celosia cristatae semen; DNA barcode; Species identification; Genetic 
distance; Phylogenetic analysis; Secondary structure

青葙属 Celosia L. 为苋科植物中的一类，约

60 种，分布于非洲、美洲和亚洲亚热带和温带

地 区， 我 国 产 3 种： 青 葙 Celosia argentea L.、

鸡 冠 花 Celosia cristata L. 和 台 湾 青 葙 Celosia 
taitoensis Hayata。青葙，别名野鸡冠花、指天笔、

牛尾巴花等，苋科青葙属 1 年生草本植物，子实

入药，具有清肝泻火、明目退翳等功效，用于治

疗肝热目赤、目生翳膜、视物昏花、肝火眩晕等

疾病 [1]。鸡冠花，别名鸡公花、老来少、鸡髻花

等，为苋科青葙属 1 年生草本植物，源自亚洲热

带和非洲地区，目前在我国已大面积种植。其花、

茎叶、籽均可入药，具有收敛止血、止带、止痢

等功效，用于治疗吐血、崩漏、便血、痔血、赤

白带下、久痢不止等疾病 [1]。青葙子在我国分布

广泛，同属植物鸡冠花子和苋属多种植物的干燥

成熟种子与青葙子在性状上极为相似，种子细小

且难以区分，且由于各地用药习惯的影响而误收

误用，造成了目前青葙子药材品种混乱，质量低

劣等问题。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，需要建立一种通用、

快速、准确的青葙属药材方法。

随着分子生物学技术的发展，免疫鉴定法、

特异聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，

PCR）标记法、生物效价测定法和 DNA 条形码等

生物学鉴定方法在中药材鉴定领域应用越来越广

泛，其中 DNA 条形码鉴定技术的出现，开启了中

药材分子鉴定的新篇章。该技术能够在不受样本形

态影响的情况下，通过分子生物学方法，从基因层

面比较 DNA 序列的差异，从而最大限度地减少人

为自主因素的影响，使鉴定结果更加准确，已实

现中药鉴定的自动筛选与规范化 [2]。《中国药典》

测序技术指导原则中，将植物类药材的主序列定

为内部转录间隔区 2（internal transcribed spacer 2，

ITS2），辅助序列为 psbA-trnH，将动物药材主序

列定为细胞色素 c 氧化酶亚基 I，以 ITS2 为辅助序

列，生命条形码联盟植物工作组基于大量实验推荐

采用双基因组合“rbcL+matK”作为陆生植物鉴定

的 DNA 条形码 [3-4]。目前鸡冠花子和青葙子的鉴别

主要为传统鉴别方法，即性状鉴别和显微鉴别 [5- 8]，

此二者外观性状极为相似，采用传统鉴别方法对其

性状完整性要求较高，而中药 DNA 分子鉴别方法

不受样品形态限制，原药材及其粉末均可应用。

目前对青葙属植物研究多集中于化学成分及

药效学研究部分，关于 DNA 分子鉴别研究方面

鲜少有报道。本文本研究选取 ITS、ITS2、psbA-

trnH、matK、rbcL 和 trnL-trnF 等 6 个常用的植物

DNA 条形码序列，评估其对鸡冠花子和青葙子的

分子鉴定效率，筛选适用于鸡冠花和青葙鉴定的

DNA 条形码序列，并进一步分析二者的遗传多样

性，验证 DNA 条形码序列筛选的可靠性。
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1  材料与方法

1.1  仪器
ME204E 型万分之一电子天平 [ 梅特勒 - 托

利多仪器（上海）有限公司 ]；5425R 型冷冻离

心 机（ 德 国 Eppendorf）；BLF-P25 型 微 孔 板 迷

你离心机（上海一恒科技有限公司）；BioSpec-

nano 型紫外微量分光光度计（日本岛津）；T100

型 PCR 仪（美国 Bio-Rad）；Vortex 型涡旋仪（上

海达姆实业有限公司）；Owl Easy Cast B2 型电泳

仪（美国 ThermoFisher Scientific）；NuGenius XE

多功能凝胶成像系统（瑞士 NuGenius）。

1.2  主要药品与试剂
琼脂糖（批号：S14003）和 GelRed 染料（批

号：S24647）购自上海源叶生物科技有限公司；

DNA Maker DL1000（批号：3591A）、DNA Maker 

DL2000（批号：3427A）和 Mighty AMP DNA 聚合

酶（批号：R071A）购自 TaKaRa；高效植物基因

组 DNA 提取试剂盒 [ 天根生化科技（北京）有限

公司，批号：DP350] ；引物由生工生物工程（上海）

股份有限公司合成。

本试验收集 21 份样品，经广东一方制药有限

公司潘礼业副主任中药师鉴定为青葙子和鸡冠花

子，其中 S1~S13 为苋科植物鸡冠花子，S14~S21

为苋科植物青葙子。药材标本保存于广东一方制

药有限公司样品管理室，样品信息见表 1。

1.3  方法
1.3.1  样品DNA提取、PCR扩增和测序

分 别 取 鸡 冠 花 和 青 葙 花 干 组 织 适 量， 于

2.0  mL 离心管中，置于研磨仪中研碎，取上述研

碎粉末 30 mg，研磨后置于 2.0 mL 离心管中，然

后用植物基因组 DNA 试剂进行总 DNA 的提取，

超微分光光度计检测其纯度和浓度，-20 ℃储藏

备用。

PCR 扩 增：ITS、psbA-trnH、matK、rbcL、

trnL-trnF 序列的扩增引物和 PCR 程序见表 2。

基因片段的 PCR 扩增在 PCR 仪上完成。反应体

系为 50 μL，包括 2 μL DNA 模板，25 μL 2×PCR 

Buffer，0.5 μL 的 2.5 U/μL Mighty AMP，21.5 μL 

ddH2O，10 μmol/L 正反扩增引物各 0.5  μL。PCR

扩增反应条件为：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性

30 s，48℃ 退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，共 5 个循环 ；

95 ℃变性 30 s，48 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，

共 30 个循环；72 ℃延伸 10 min。反应结束后，

取 4 μL 扩增产物用 1.5% 琼脂糖凝胶电泳检测，

将条带明亮、单一的产物回收，送至生工生物工

程（上海）股份有限公司进行双向测序。
表1  青葙子和鸡冠花子样品信息

Table 1. Sample collection information table of Celosiae 

semen and Celosia cristatae semen
序号 批号 物种 产地

1 JGH-1 鸡冠花子 河北省保定市

2 JGH-2 鸡冠花子 河北省保定市

3 JGH-3 鸡冠花子 河北省保定市

4 JGH-4 鸡冠花子 河北省保定市

5 JGH-5 鸡冠花子 河北省保定市

6 JGH-6 鸡冠花子 河北省保定市

7 JGH-7 鸡冠花子 河北省保定市

8 JGH-8 鸡冠花子 河北省保定市

9 JGH-9 鸡冠花子 河北省保定市

10 JGH-10 鸡冠花子 安徽省毫州市

11 JGH-11 鸡冠花子 江苏省宿迁市

12 JGH-12 鸡冠花子 江苏省宿迁市

13 JGH-13 鸡冠花子 江苏省宿迁市

14 QXH-17 青葙子 广东省茂名市

15 QXH-18 青葙子 广西钦州市浦北

16 QXH-19 青葙子 河南平顶山市

17 QXH-20 青葙子 广西南宁铜鼓岭

18 QXH-21 青葙子 广西南宁铜鼓岭

19 QXH-22 青葙子 广东省茂名市

20 QXH-23 青葙子 河南平顶山市

21 QXH-24 青葙子 广西钦州市浦北

表2  PCR扩增引物及扩增程序

Table 2. DNA barcode primer and amplification program

条形码 引物名称 序列

ITS ITS2-1 ATGCGATACTTGGTGTGAAT

ITS2-2 GACGCTTCTCCAGACTACAAT

psbA-trnH psbA-trnH-1 GTTATGCATGAACGTAATGCTC

psbA-trnH-2 CGCGCATGGTGGATTCACAATCC

MatK MatK-3F CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG

MatK-1R ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC

rbcL rbcL-F ATACATGTCAAAGTGATGGAAAA

rbcL-724R TCGCATGTACCTGCAGTAGC

trnF-trnL trnF-R ATTTGAACTGGTGACACGAG

trnL-F CGAAATCGGTAGACGCTACG

1.3.2  数据分析
测序后得到的原始序列测序结果通过 Bioedit

进 行 测 序 质 量 判 断， 对 于 结 果 中 的 峰 重 叠 区

域 大 于 50% 的 序 列 不 列 入 分 析， 测 序 结 果 通

过 Seqman 软件进行拼接，所得序列通过 NCBI

（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）根据得分

来进行 Blast 序列相似性比对。采用 HMMer 注释

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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方法从 ITS 序列中提取各样品的 ITS2 序列。采

用 MEGAX 软件进行多重比对，获得各 DNA 条

形码候选序列的特征和变异位点信息。基于 K2P

（Kimura-2-parameter）双参数模型计算种内和种

间遗传距离；采用邻接法构建系统进化树；并根

据 Bootstrap（1 000 次重复）检验各分支的支持率。

对 ITS2 的二级结构 进 行 预 测（http://its2.bioapps.

biozentrum.uni-wuerzburg.de/）， 采 用 RNAfold 对

psbA-trnH、matK、trnL-trnF 序列进行二级结构

预测，采用 Arlequin3.5 软件进行各条形码序列的

分子方差分析。采用 TaxonDNA 软件的“BestMatch

（BM）”“BestClosedMatch（BCM）”功能计算

青葙属各条形码的鉴别成功率，并以此作为 DNA

条形码鉴别能力的指标之一。

2  结果

2.1  扩增成功率和测序成功率
本研究所有样品的条形码 ITS、psbA-trnH、

matK、rbcL、trnL-trnF 序 列 进 行 PCR 扩 增， 并

采用凝胶电泳对扩增序列进行检验。按“扩增产

物有明亮单一电泳条带”的标准统计扩增成功

率，按“扩增产物经测获得高质量样本”的标准

计算测序成功率。结果显示，ITS、psbA-trnH、

matK、rbcL、trnL-trnF 扩增成功率均为 100%。

测序成功率分别为 100%、95%、100%、95%、

81%。扩增电泳图见图 1。

2.2  物种鉴定能力评估
对 123 条序列在 GenBank 数据库中运用 BLAST

方法进行序列比对，比对率超过 99% 的视为鉴定到

物种水平（对同一物种的多个样本取平均值）。结

果显示，ITS、psbA-trnH、matK、trnF-trnL 序列青

葙子和鸡冠花子比对率均可达 99.0% 以上。

采用 TaxonDNA 软件的 BM、BCM 功能计算

各条形码的鉴别成功率。结果显示，BM 中 matK

和 trnF-trnL 的 鉴 别 成 功 率 最 高（100.00%），

ITS（95.00%） 和 psbA-trnH（94.73%） 次 之，

由于 rbcL 序列不能区分青葙花和鸡冠花，因此

鉴别效率为 0%。在 BCM 中 matK 的鉴别成功率

最 高（100.00%），ITS（95.00%） 和 psbA-trnH

（94.73%）次之，与 BM 结果保持一致，但 trnF-

trnL 的鉴别效率降至 89.47%，其原因为 trnF-trnL

在 BCM 分析中部分序列超过阈值 5% 被归为“no% 

match”。各条形物种鉴定率见表 3。

图1  扩增产物的琼脂糖凝胶检测电泳图

Figure 1. Agarose gel detection electrophoresis of 

amplified products
注：M. DNA Maker DL1000、DNA Maker DL2000；1-13. 鸡冠花子
S1~S13；14-21. 青葙子S17~S24；N. ddH2O。

表3  各条形物种鉴定率

Table 3. Identification rate of various DNA bar species

条形码
最佳匹配方法

（BM，%）

基于阈值的最佳匹配方法

（BCM，%）

ITS   95.00   95.00

psbA-trnH   94.73   94.73

matK 100.00 100.00

trnL 100.00   89.47

rbcL     0     0

2.3  序列特征和变异位点分析
本 研 究 共 获 得 青 葙 属 2 个 物 种 21 个 样 品 的

ITS2、ITS、psbA-trnH、matK、rbcL、trnL-trnF 序

列共 123 条序列，6 个条形码候选序列的序列特征

及变异位点信息见表 4，从表可以看出 ITS、ITS2、

psbA-trnH、matK、rbcL、trnL-trnF 的一致性序列长

1     2      3     4     5     6     7     8     9   10    11  12   13   14    15   16   17   18  19    20   21    N

ITS2

psbA-traH

  M

1       2     3     4     5     6      7     8      9    10   11    12   13    14    15   16   17   18   19     20   21    N

   matK

  M

1     2      3     4     5     6     7      8      9   10    11   12    13   14   15   16   17   18    19    20   21   N  M
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度 分 别 为 448、215、638、758、595、953，GC 含

量 变 幅 分 别 为 55.18%~56.05%、56.74%~55.61%、

24.46%~25.31%、35.22%~35.25%、43.00%、

31.93%~31.50%。在 6 个条形码候选序列中，变异

位点、简约信息位点和单一多态位点的占比均为

psbA-trnH 最高、rbcL 最低，2 倍简并位点占比最

高是 trnL-trnF、最低是 ITS2，4 倍简并位点占比最

高为 ITS2、最低为 psbA-trnH。

表4  青葙属药用植物6个条形码候选序列特征

Table 4. Sequence characteristics of six candidate barcodes in medicinal plants of Celosia L.
项目 ITS ITS2 psbA-trnH matK rbcL trnL-trnF

一致性序列长度（bp） 448 215 638 758 595 953

保守位点

 A 435 211 577 748 593 929

 P 97.10 98.14 90.44 98.68 99.66 97.48

变异位点

 A 12 4 39 9 0 5

 P 2.68 1.86 6.11 1.19 0.00 0.52

简约信息位点

 A 9 4 21 3 0 5

 P 2.01 1.86 3.29 0.40 0.00 0.52

单一多态性位点

 A 3 0 18 6 0 0

 P 0.67 0.00 2.82 0.79 0.00 0.00

2倍简并位点

 A 85 26 152 195 116 235

 P 18.97 12.09 23.82 25.73 19.50 24.66

4倍简并位点

 A 69 44 50 74 91 84

 P 15.40 20.47 7.84 9.76 15.29 8.81

T+A变幅（%） 43.95~44.82 43.26~44.39 75.53~73.69 64.78~64.74 57.00 68.07~68.50

G+C变幅（%） 55.18~56.05 56.74~55.61 24.46~25.31 35.22~35.25 43.00 31.93~31.50
注：A和P分别指数目和所占比例。

2.4  种内和种间遗传距离分析
基 于 ITS、ITS2、psbA-trnH、matK、rbcL、

trnL-trnF 序列的种内和种间的遗传距离见表 5，

遗传距离分布柱状图见图 2。结果显示，鸡冠花

子与青葙子除 rbcL 序列，其余条形码种内遗传

距离平均值均小于种间遗传距离平均值。6 个条

形码序列的种内变异按遗传距离平均值排序依次

为：psbA-trnH＞ITS＞matK＞ITS2=trnL-trnF＞

rbcL。6 个条形码候选序列的种间变异按遗传距

离平均值排序依次为：psbA-trnH＞ITS＞ITS2＞

trnL-trnF＞matK＞rbcL。各条形码中每条序列对

应的最大种内距离数值小于其最小种间距离的数

据个数与总序列数的比值代表该条形码的条形码

间隙（Barcoding gap） 的显著程度，比值越大则

该条形码 Barcoding gap 越显著。以 psbA-trnH 序

列 的 Barcoding gap（100.00%） 最 显 著； 随 后 依

次 为 trnL-trnF（94.70%）＞ITS2（75.00%）＞

ITS（45.00%）＞matk（4.76%）。从图 2 可以看

到 ITS、matK 序列的种内和种间遗传变异重叠比

例较高，psbA-trnH 序列种间遗传变异和种内遗

传变异重叠比例较小，ITS2、trnL-trnF 序列种间

遗传变异和种内遗传变异无明显重叠。故 psbA-

trnH、ITS2、trnL-trnF 序列可作为鉴别鸡冠花子

和青葙子的核心条形码之一。

2.5  系统发育树分析
一般说来，碱基转换发生的频率高于颠换，

但是随物种分歧程度的增加，转换（ISS）/ 颠换

（ISS.C）的比率接近或小于 1，说明转换可能已

经趋于饱和并可能成为进化杂音，故转换和颠换

发生的频率与序列间分歧度的关系就可以反映出

碱基替换是否受饱和效应的影响。采用 DANBE

软件分别对 ITS、ITS2、psbA-trnH、matK、trnL-

trnF5 个条形码序列片段的碱基替换模式进行检

测，结果见表 6，以上 5 个条形码序列 ISS 均大

于 ISS.C 值，即均不受饱和效应影响，可进行系

统进化树分析。
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表6  替换饱和性检验

Table 6. Replacement saturation test

项目 ITS ITS2 psbA-trnH matK trnF-trnL

ISS 0.004 8 0.007 5 0.014 8 0.002 0.002 7

ISS .c 0.723 4 0.74 8 0.718 8 0.7451 0.758 1

Prob（Two-tailed） 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.0000 0.000 0

条形码 全部样品种内K2P距离（平均值） 种间K2P距离（平均值） Barcoding gap（%）

ITS 0.000 0~0.016 1（0.003 2） 0.002 2~0.016 1（0.081）   45.00

ITS2 0.000 0~0.009 5（0.000 1） 0.004 7~0.014 2（0.075）   75.00

psbA-trnH 0.000 0~0.014 0（0.003 7） 0.007 9~0.026 1（0.019 8） 100.00

matK 0.000 0~0.002 8（0.000 5） 0.001 4~0.004 1（0.001 9）     4.76

rbcL 0.000 0 0.000 0     0.00

trnL-trnF 0.000 0~0.001 1（0.000 1） 0.004 4~0.005 5（0.004 8）   94.70

表5  基于6个条形码候选序列计算的种内和种间遗传距离

Table 5. Intra-and inter-specific genetic distances of six candidate barcodes

图2  5个条形码候选序列的种内和种间遗传距离分布

Figure 2. Distribution of intra-and inter-specific genetic distances of five candidate barcodes
注：A. ITS；B.ITS2；C.psbA-trnH；D.matK；E.trnL-trnF。
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采用 MEGA7.0 软件基于 K2P 计算模型构建青

葙子、鸡冠花子样品的 IITS、ITS2、psbA-trnH、

matK、trnL-trnF 序 列 的 邻 接系统发育树。若同一

物的所有个体形成一个单系，且分支点支持率大

于 50%，则认为该物种被准确鉴定。以上 5 种条

形码序列均可将青葙子和鸡冠花子各自聚为一支，

各分支点的支持率均高于 60%，以 psbA-trnH、

trnL-trnF 的各分支点的支持率最高（99%），其

次为 matK（66%），ITS2 的邻接树中，鸡冠花子

分支支持率为 80%，青葙子分支支持率为 62%，

ITS 的邻接树中，鸡冠花子分支支持率为 62%，青

葙子分支支持率为 60%。可见上述 5 种条形码邻

接树的区分能力方面，以 psbA-trnH、trnL-trnF 序

列最强，matK、ITS2、ITS 序列水平相差不大。具

体见图 3。

2.6  分子方差分析
基于 5 个条形码序列进行分子方差分析，

结果显示，种群间（种间）变异和种群内（种

内）个体间变异对遗传差异均有极显著影响（P
＜0.01）。 基 于 ITS2、ITS、psbA-trnH、matK、

trnL-trnF 序列的群体遗传分化指数均较高，种间

变异分别占 72.33%、58.41%、75.56%、42.75%、

61.85%， 种 内 变 异 分 别 占 27.77%、41.59%、

24.44%、57.25%、38.15%，表明 5 个序列的种间

或种内分子多样性均较高，其中 psbA-trnH 序列

的种间变异百分率最高，最适用于区分青葙子和

鸡冠花子的种间差异。具体见表 7。

2.7  二级结构预测分析
根据 ITS2 数据库预测的 ITS2 二级结构见图 4。

由图可以看出，青葙子与鸡冠花子的 ITS2 二级结

构均由 1 个中心环和 4 个螺旋区（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ
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图3  基于ITS2（A）、ITS（B）、psbA-trnH（C）、matK（D）、trnL-trnF（E）序列

构建青葙子、鸡冠花子植物邻接树

Figure 3. Construction of neighbor-joining trees of Celosiae semen and Celosia cristatae semen plants based on ITS2 

ITS2(A)、ITS(B)、psbA-trnH(C)、matK(D) and trnL-trnF (E) sequences

表7  5个条形码候选序列分子方差分析

Table 7. Molecular variation analysis of variance of five candidate barcodes

条形码 变异来源 自由度 方差平方和 方差分量 变异百分率（%） P 群体遗传

ITS2 种群间   1   13.04   0.701 65 72.23 ＜0.001 0.722 34

种内间 38   10.249   0.269 71 27.77 ＜0.001

总计 39   23.289   0.971 36 — —

ITS 种群间   1   13.298   0.703 12 58.41 ＜0.001 0.584 06

种内间 38   19.027   0.500 72 41.59 ＜0.001

总计 39   32.325   1.203 84 — —

psbA-trnH 种群间   1 560.285 29.723 65 75.56 ＜0.001 0.755 59

种内间 36 346.136   9.614 90 24.44 ＜0.001

总计 37 906.421 39.338 55 — —

matK 种群间   1   12.415   0.587 03 42.75 ＜0.001 0.427 53

种内间 40   31.442   0.786 06 57.25 ＜0.001

总计 41   43.857   1.373 09 — —

trnL-trnF 种群间   1   52.545   2.963 99 61.85 ＜0.001 0.618 54

种内间 34   62.149   1.827 92 38.15 ＜0.001

总计 35 114.694   4.791 91 — —

A B

C D

E

鸡冠花子

鸡冠花子

鸡冠花子

鸡冠花子

鸡冠花子
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青葙子

JGH I2 1

JGH I2 2

JGH I2 10

JGH I2 9

JGH I2 4

JGH I2 5

JGH I2 6

JGH I2 7

JGH I2 8

JGH I2 11

JGH I2 12

JGH I2 13

GQ434784.1 Celosia cristata 

KF454411.1 Celosia cristata 

QXH I2 17

QXH I2 18

QXH I2 20

QXH I2 23

QXH I2 24

QXH I2 19

QXH I2 21

MF802914.1 Celosia argentea

MF802913.1 Celosia argentea 

JGH P 1

MF143741.1 Celosia cristata 

JGH P 2

JGH P 3

JGH P 4

JGH P 5

JGH P 6

JGH P 7

JGH P 8

JGH P 9

JGH P 10

JGH P 11

MF143766.1 Celosia cristata

GQ435409.1 Celosia cristata  

QXH P 17

QXH P 18

QXH P 19

QXH P 20

QXH P 22

QXH P 23

QXH P 24

GQ435412.1 Celosia argentea

MN103760.1 Celosia cristata 

KY968942.1 Celosia cristata 

JGH I 13

JGH I 12

JGH I 11

JGH I 10

JGH I 4

JGH I 8

JGH I 7

JGH I 6

JGH I 5

JGH I 9

JGH I 3

JGH I 1

QXHI 18

QXHI 20

QXHI 23

QXHI 24

MH070600.1 Celosia argentea 

MH768069.1 Celosia argentea 

QXHI 19

QXHI 21

JGH-M-1 

JGH-M-3

JGH-M-10

JGH-M-7

JGH-M-5

JGH-M-8

JGH-M-11

JGH-M-2
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JGH-M-6
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JGH-T-1 

JGH-T-2

JGH-T-3

JGH-T-4

JGH-T-7
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JGH-T-9

JGH-T-10

JGH-T-11

JGH-T-13

JGH-T-17

JGH-T-18

JGH-T-19

QXH-T-22

QXH-T-23

QXH-T-20

QXH-T-24

青葙子

QXH-M-17

QXH-M-18

QXH-M-19

QXH-M-20

QXH-M-22

QXH-M-23

QXH-M-24

QXH-M-21

MH767770.1 Celosia argentea

区）组成。鸡冠花子中心环大于青葙子，青葙子

螺旋区 III 经环数为 5 个，鸡冠花子为 4 个。根

据 RNAfold 预测青葙子与鸡冠花子 psbA-trnH、

matK、trnL-trnF 序列的二级结构，结果见图 5~

图 7。psbA-trnH 二级结构由 1 个中心环和 6 个螺

旋区（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、V、VI 区）组成，主要差
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青葙子                                             鸡冠花子
GQ434788.1                                     KF454412.1

图4  青葙子与鸡冠花子ITS2序列二级结构

Figure 4. Secondary structure of ITS2 sequence of 

Celosiae semen and Celosia cnstatae.

青葙子                                         鸡冠花子
KJ571607.1                                  GQ435409.1

图5  青葙子与鸡冠花子psbA-trnH序列二级结构

Figure 5. Secondary structure of psbA-trnH sequence of 

Celosiae semen and Celosia cnstatae.

青葙子                                         鸡冠花子
OP289528.1                                  GQ434272.1

图6  青葙子与鸡冠花子matK序列二级结构

Figre 6. Secondary structure of matK sequence of 

Celosiae semen and Celosia cnstatae.

青葙子                                                                 鸡冠花子
LT993045.1                                                          KP318873.1

图7  青葙子与鸡冠花子trnL-trnF序列二级结构

Figure 7. Secondary structure of trnL-trnF sequence of 

Celosiae semen and Celosia cristatae.

异在螺旋区 II、III、VI。matK 二级结构无差别，

trnL-trnF 二级结构由 1 个中心环和 3 个螺旋区，

差异主要表现为茎环数目、位置、大小和螺旋发

出时角度的不同。

花子的最佳 DNA 条形码，所采集的 21 份样品

中，5 个条形码均 PCR 扩增成功且具有较高的测

序成功率。在本研究评价体系中，理想的 DNA

条形码序列应具有明显的种间变异和较小的种内

变异，即具有显著的 Barcoding gap 且 BM、BCM

中获得较高的鉴定成功率，同时该条形码所建立

的系统发育树能将青葙子与鸡冠花子分开且单独

聚为一支。DNA 条形码可分为核糖体基因片段

（如 ITS）和叶绿体基因片段（如 matK、psbA-

trnH、rbcL、trnL-trnF）。 核 糖 体 基 因 片 段 ITS

序 列 由 ITS1、5.8S 基 因、ITS2 区 序 列 构 成， 较

ITS2 序列具更多的变异位点。本研究显示 ITS 在

青葙属植物鉴别中，其变异位点在 5 个条形码中

居于第 2（2.68%），物种鉴定效率为 95%，但其

Barcoding gap 较显著（45%）。

植物细胞内不同核糖体的进化水平可能存在

差异，扩增产物可能被细菌、真菌等微生物的核

糖体污染等，而叶绿体在结构、序列上相对保守，

进化水平一致。psbA-trnH 位于叶绿体基因 psbA

和 trnH 基因的间隔区（非编码区），两段存在

保守序列，具有较快的进化速率 [9]。但该片段不

同物种间间隔区的长度或拷贝的变异性较大，

序列长度变化区间为 296~1 120 bp，且部分物种

的 psbA-trnH 序列具有 poly A/T 结构，使得该片

段不能得到广泛应用。本研究采用 psbA-trnH 条

形码对青葙子与鸡冠花子进行测序鉴定，其扩增

率为 100%，测序成功率 95%，变异位点占比最

高 6.11%，物种鉴别成功率为 100%，具有显著的

Barcoding gap（100.00%），所构建的进化树可将

青葙子与鸡冠花子区分，二级结构上螺旋区二者

有明显区别。

matK 基因是叶绿体赖氨酸 tRNA 基因高度保

守的 2 个外显子之间的内含子序列，为单拷贝编

码基因，其进化速率介于 ITS 和 rbcL 之间 [10]。本

试验中扩增得到的 matK 序列为 758 bp，变异位

点占 1.19%，物种鉴别率可达 100%，所构建的进

化树可将青葙子与鸡冠花子区分，但其 Barcoding 

gap（ 除 rbcL 序 列） 最 低（4.76%）， 二 级 结 构

上二者表达一致。因此在青葙子与鸡冠花子 DNA

条形码鉴别应用中非首选条形码。

rbcL 位于叶绿体基因组大单拷贝区，编码 1,5-

二磷酸核酮糖羧化酶 / 氧化酶大亚基，在不同的

植物类群中其进化速率不同，具有易扩增、易比

3  讨论

本试验选用 5 个条形码（ITS、psbA-trnH、

matK、rbcL、trnL-trnF）筛选鉴定青葙子与鸡冠
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对的优点。由于该序列物种变异水平不显著，导

致物种难以进行有效鉴别 [11]。本研究采用 rbcL

序列对青葙属植物进行鉴别，发现其扩增率可达

100%，但青葙子与鸡冠花子两个物种的 rbcL 序

列呈现一致。因此 rbcL 序列不能用于区分青葙子

与鸡冠花子。

trnL-trnF 序列位于叶绿体基因 trnL 内含子和

trnL-F 基因的间隔区，在进化上具有选择压力小

和进化速率较快的特点。目前 trnL-trnF 条形码已

被广泛用于植物属间、种间关系的鉴别 [12-14]。本

研究采用 trnL-trnF 条形码对青葙属植物进行鉴别，

其扩增率可达 100%，测序成功率较低（81%），

变 异 位 点 占 比 0.52%， 物 种 鉴 别 成 功 率 BM 为

100%，BCM 为 89.47%， 具 有 显 著 的 Barcoding 

gap（94.70%），所构建的进化树可将青葙子与鸡

冠花子区分，其二级结构在茎环数目、位置、大

小和螺旋发出时角度有明显区别。综上所述，本

课题组推荐使用 psbA-trnH 条形码作为鉴别青葙

子与鸡冠花子首先序列，以 ITS 和 trnL-trnF 为辅

助序列，以上序列能提供较多的遗传信息以准确

鉴定青葙子与鸡冠花子，为青葙属药材的种类鉴

定和种间分类地位提供分子生物学依据。
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