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天麻特异 !"# 序列的克隆及其在天麻鉴定中的应用
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摘 要 应用改进的 .9FH 方法测定了名贵中药材天麻基因组 H*9 指纹图谱；通过选择和回收各种天麻种群共有和优良种

群特有的 H*9 片段，加以克隆、测序和生物信息学分析，证明其中 8 个 H*9 序列是未报道的，已被美国基因数据库收录，并运

用高效液相色谱技术测定了天麻样本的有效成分天麻素含量。运用 FM. 技术研究了这些 H*9 序列在 P 个天麻种群中的分布

及其与天麻素含量的关系。结果表明：这 8 个 H*9 序列在这些天麻种群中的分布各不相同，其中 H*9 序列 7 是所研究的全部

天麻种群共有、而其伪品没有的特异 H*9 分子标记；H*9 序列 ! 可能与天麻的天麻素含量高有关。这些 H*9 标记序列可用

于天麻的真伪鉴别、品种鉴定和优选优育等。
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!"# 分子标记不受组织、发育阶段、生存环境

和季节限制，常以中性和共显性形式表现，是非常稳

定、有用的遗传标记，已被广泛用于生物遗传进化、

品种分类鉴定等各方面研究［$ % &］，在中草药鉴定研

究方面尤其如此［’，(］。但是，有关药用植物 !"# 分

子标记与有效成分的相关性研究报道较少。然而，

探索中药材 !"# 分子标记与药材的品质和有效成

分的相关性具有更加重要的意义和作用，可为中药

材育种改良、规范化种植、提高中药材产量和质量、

实现可持续利用提供科学依据和理论指导。

天麻是名贵中药，其主要有效成分天麻素具有

广泛的药理作用，如镇静催眠、抗惊厥、增智、健脑、

治疗老年性痴呆症、抗氧化、延缓衰老、增强免疫功

能、调节心血管等作用［)］。天麻素含量的高低是衡

量天 麻 品 质 好 坏 的 重 要 标 志 之 一。 我 们 运 用

*#+!、!"# 克隆、!"# 测序、+,* 鉴定等技术和生

物信息学方法以及高效液相色谱测定技术，研究了

天麻特有 !"# 分子标记序列的结构和在各种天麻

种群中的分布及其与天麻素含量的关系，为天麻品

种和品质鉴定、优选优育提供了科学依据。

! 材料与方法

!"! 天麻、天麻伪品和天麻素对照品

天麻块茎样本采自湖南常德德海药材开发公司

的天麻开发种植基地。红杆天麻（原产于陕西）用 -
代表；绿杆天麻（原产于贵州）用 . 代表；乌杆天麻

（原产于云南）用 / 代表，其中 -$、-0、-&、-’、.$、

.0、.&、/$ 和 /0 分别代表三种颜色天麻品种的不

同种群（样本数为 & 1 (）。天麻伪品：马铃薯、大理

菊、芭蕉芋、紫茉莉、羽裂蟹甲草、天花粉和芋头的新

鲜块根样本采自当地或其产地。样本采回后，保存

于 % 234低温冰箱中。天麻素对照品购自中国药品

生物制品检定所；批号为 3526055$5’。

!"# $%& 提取

采用 7.8*#,.9#":; +<=>? @A>BCDE !"# FGB<=?DB>
HD?（美国公司产品）提取天麻及其伪品样本的基因组

!"#。

!"’ 天麻基因组 $%& 的 (&)$ 测定及特异 $%&
条带的选择

为了获得特异性强的、!"# 条带丰富的指纹图

谱，采用陶钧等（055(）改进的 *#+! 技术［2，3］和随机

引物测定不同天麻 !"# 样本，然后从 05 个引物（上

海 I=>JB> 生 产 ）中 筛 选 出 ’ 个 引 物（ I$：

@:::,@,:,,、I)：:@,:,:@,,,、I$5：,:@,:@@@#,

和 I$’：:,,@,:,:@@），并 用 于 扩 增 天 麻 基 因 组

!"#。然后，取 05!. +,* 扩增产物用 $K’L琼脂糖

凝胶电泳 $K( M 左右，使 !"# 电泳带充分分离，溴乙

锭染色，在紫外光投射箱上，选择和切取全部样本共

有的和天麻素含量高的样本特有的 !"# 条带。

!"* $%& 片段的回收

使用 9N IOD> ,B<PC> !"# @A< 9Q?R=E?DB> SD?（加

拿大 TDB T=GDE 公司生产）从凝胶中回收 !"# 片段。

用凝胶成相系统检测回收 !"# 的纯度；用紫外可

见分光光度计测定其含量。使用乙醇沉淀法纯化和

浓缩 !"#。

!"+ 回收 $%& 的克隆和筛选

采用美国 +RBCAJ= 公司的 O@9;6: 载体系统将

回收 !"# 片段插入 : 载体中；采用 ,=,<0 转化法将

重组载体转化 !-(!大肠杆菌；运用氨苄青霉素和

蓝白筛选法筛选阳性重组子克隆［U］。

!", 阳性重组子克隆的鉴定

应用 +,* 鉴定阳性重组子克隆：阳性菌液置沸

水浴中处理 (CD>。在 5K(C. 离心管中按顺序加入

双 蒸 无 菌 水 $UK3!.、$5 V 缓 冲 液 0K(!.、W":+G
5K(!.、:2 引 物 5K(!.（ (X6:##:#,@#,:,#,:#:#
@@@,@#6&X）、I+) 引物 5K(!.（(X6,#:#,@#:::#@@:
@#,#,:#:#@6&X）、:=Y !"# 聚合酶 $P、菌液 $!.，混

匀后置 +,* 仪中扩增。温度和时间参数为：U’4预

变性 &CD>，U’4变性 $CD>、((4退火 $CD>、204延伸

$K(CD>，循环 &( 次，最后，延伸 $5CD>。扩增产物采

用上述方法检测和照相。根据扩增的 !"# 片段长

度与原回收的 !"# 片段长度完全一致，确定为阳性

克隆。

!"- $%& 测序和拼接

鉴定为阳性的 ) 个 !"# 克隆送上海博亚生物

技术公司测定核苷酸序列，获得 ( 个有效 !"# 序

列。根据 : 载体插入位点两侧的核苷酸序列和所用

随机引物的序列，去掉克隆 !"# 片段的多余序列和

重叠序 列，拼 接 成 完 整 的 全 长 序 列；并 根 据 克 隆

!"# 片段两端的头 $5 个核苷酸序列与原扩增引物

是否完全相同，进一步确定阳性克隆 !"# 片段的真

实性。

!". $%& 序列的生物信息学分析与注册

运用 美 国 国 家 生 物 技 术 信 息 中 心（",TF）的

T<=G?> 比对软件工具分析 ( 个 !"# 序列的相似性，

然后，将它们输入美国 ",TF 基因数据库作 T<=G?> 比

对搜索，确定克隆 !"# 是否为以前未报道的 !"#
序列，并 利 用 美 国 ",TF 的 序 列 提 交 软 件 工 具 向
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!"#$ 基因数据库申请登记注册。

!"# 天麻素含量测定

天麻素萃取方法参见文献［%&］，天麻素含量的

高效液相色谱测定方法参见文献［%%］。

首先，根据 ’ 个 (!) 序列两端的核苷酸顺序设

计 ’ 对引物。为了减少原随机引物可能错配引起的

误差，引物设计从 (!) 序列两端的第 %% 个核苷酸

开始。因此，扩增的产物比原序列要短 *& 个核苷

酸。设计的 ’ 对引物的序列见表 %。这些引物由上

海博亚生物技术公司合成。

表 ! $ 对引物及其序列

%&’() ! *)+,)-.)/ 01 23) 145) 6&47/ 01 6748)7/
+,-./, 01./ +,-./, 2/34/05/
67,81,9 :,-./, % ’ ;51<1=551<55111<5<=5111; >
?/@/,2/ :,-./, % ’ ;1==1<11<1<<==1=<=<<<555; >
67,81,9 :,-./, * ’ ;5<1111<1<=51<<==<511<<; >
?/@/,2/ :,-./, * ’ ;<=1151<111<<5<1<=51<1=; >
67,81,9 :,-./, > ’ ;5<111<1<====111<<====5; >
?/@/,2/ +,-./, > ’ ;1<111<1=155<=515<5<51<1; >
67,81,9 :,-./, A ’ ;111<==<=15155<=<55=1; >
?/@/,2/ +,-./, A ’ ;=1111<5155=<5<=15=5; >
67,81,9 :,-./, ’ ’ ;<=5<5<==<=<5551<1=15; >
?/@/,2/ +,-./, ’ ’ ;511<<=1=1<5<<1<1=1=1<<=5; >

表 9 # 个天麻种群的天麻素含量（:）

%&’() 9 %3) ;&/270<4-) .0-2)-2/（:）4- 23) # 606,(&240-/ 01 !"#$%&’(" )*"$" +*,-)
+7:4B1<-702 C% C* C> CA D% D* D> E% E*

F12<,79-0/ 1@/,1=/ 570</0< &G%%AH &G>>A’ &G>I’A &G*>J% &G%KKJ &G%&&% &G%>>A &G>HI% &G%&*&
L<1091,9 9/@-1<-70 &G&*% &G&>’ &G&%’ &G&*I &G&*> &G&%A &G&%J &G&*H &G&%K

其次，应用设计合成的引物扩增各种天麻样本

基因组 (!)：在 &G’.D 离心管中按顺序加入双蒸无

菌水 %IGI!D、%& M 缓冲液 *G’!D、9!N+2 &G’!D、上游

引物 &G’!D、下游引物 &G’!D、N13 (!) 聚合酶 %G’4、

模板 (!) *!D（*’0=O!D），混匀后置 +"? 仪中扩增。

扩增条件为：KAP预变性 >.-0，KAP变性 %.-0、退火

%.-0（退火温度比引物 N. 值低 ’P左右）、J*P延伸

%G’.-0，循环 >’ 次，最后，延伸 %&.-0。扩增产物分

离与检 测 同 上。根 据 各 种 天 麻 有 无 相 应 的 特 异

(!) 条带，确定这些 (!) 序列为各种天麻共有的

(!) 分子标记序列或某些样本特有的 (!) 分子标

记序列，并分析这些 (!) 分子标记序列与天麻素

含量的相关性及其意义。

9 结果与分析

9"! 回收 =>? 的克隆、鉴定、测序、生物信息学分

析与注册

通过 +"? 扩增、(!) 片段选择回收、(!) 克隆

和鉴定，获得了 H 个阳性克隆，鉴定结果见图 %。

图 % (!) 序列 * 和 > 的 +"? 鉴定结果

6-=Q % +,7945<2 7R 1.:B-RS-0= (!) 2/34/05/ > 109 (!)
2/34/05/ * 42-0= +"? </5T0-34/ 812 ,/27B@/9 US
/B/5<,7:T7,/2-2 -0 %GAV 1=1,72/ =/B 8T-5T 812
2<1-0/9 8-<T /<T-9-4. U,7.-9/ 109 :T7<7=,1:T/9Q

%，*，>，’：:72-<-@/ ,/24B<2 7R 2/34/05/ >；J，I：:72-<-@/ ,/24B< 7R

2/34/05/ * Q

(!) 测序获得 ’ 个有效 (!) 序列，(!) 序列 % W ’
的 F/0#10X 号 分 别 为：)YK&’H*&，)YK&’H*%，

)YK&’H**，)YK&’H*>，)YK&’H*A；其 核 苷 酸 数 分 别

为：>H&U:，JK&U:，H>%U:，%HI*U:，AAHU:。

由 ’ 个 (!) 序列两端的头 %& 个核苷酸分析来

看，它们与原随机扩增引物的核苷酸序列完全吻合。

这进一步证实 (!) 序列 % 和 > 是由引物 L% 从天麻

基因组中扩增得到的；而序列 *、序列 A 和序列 ’ 分

别是由引物 LH、引物 L%A 和引物 L%& 从天麻基因组

中扩增得到的。

利用 !"#$ 的 #B12<0 比 对 软 件 工 具 分 析 ’ 个

(!) 序列彼此之间的相似性，证实它们是不同的

(!) 序 列。将 ’ 个 (!) 序 列 输 入 美 国 !"#$ 的

F/0#10X 作 #B12<0 比对搜索，结果表明：这 ’ 个 (!)
序列与世界上 F/0#10X Z [\#D Z ((#] Z +(# 几大

互通的权威基因数据库中的 * IA* K*& 个已知 (!)
序列不同，相似性位点记分都在 ’& 以下，是以前未

报道的 (!) 序列。

9"9 天麻素含量的测定

应用高效液相色谱仪测定天麻样本的天麻素含

量，结果见表 *。

9"@ 特异 =>? 标记序列在不同天麻样本中的分布

及其与天麻素含量的关系

使用 ’ 对合成引物和 +"? 技术扩增天麻基因

组 (!)，检验 ’ 个 (!) 序列在天麻种群中的分布，

KI’陶 钧等：天麻特异 (!) 序列的克隆及其在天麻鉴定中的应用



结果见图 !、" 和表 "。

图 ! 用引物 " 扩增 # 种天麻基因组 $%& 得到的 $%& 产物

的琼脂糖凝胶电泳图

’()* ! +,-./012 -3 4567(38(9) ):9-5(0 $%& 3,-5 # 6-6/741(-92
-3 !"#$%&’(" )*"$" +*,-) /2(9) +,(5:, " ;42 ,:2-7<:. =8

:7:01,-6>-,:2(2 (9 ?@AB 4)4,-2: ):7 ;>(0> ;42 214(9:. ;(1>
:1>(.(/5 =,-5(.: 49. 6>-1-),46>:.*

图 " 用引物 ! 扩增 # 种天麻基因组 $%& 得到的 $%& 产物

的琼脂糖凝胶电泳图

’()* " +,-./012 -3 4567(38(9) ):9-5(0 $%& 3,-5 # 6-6/741(-92
-3 !"#$%&’(" )*"$" +*,-) /2(9) +,(5:, ! ;42 ,:2-7<:. =8

:7:01,-6>-,:2(2 (9 ?@AB 4)4,-2: ):7 ;>(0> ;42 214(9:. ;(1>
:1>(.(/5 =,-5(.: 49. 6>-1-),46>:.

表 ! 用 " 对合成引物扩增的 # 个天麻种群基因组 $%& 产生

的特异 $%& 条带分布

’()*+ ! $,-./,)0.,12 13 .4+ 5,-.,260,-4,26 $%& 3/(67+2.-
8,+*5+5 )8 9:; (7<*,3,=(.,12 13 6+217,= $%& 3/17 .4+

# <1<0*(.,12- 13 !"#$%&’(" )*"$" +*,-) 0-,26
.4+ " </,7+/ <(,/-

%45: -3
C4567:

+,(5:,2
+,(5:, ?! +,(5:, ! +,(5:, " +,(5:, A +,(5:, D

E? F G G F F
E! F G F G F
E" F F F F F
EA F G G F F
H? F G F G F
H! F G G F F
H" F G G F F
I? F F F F F
I! F G G G G

!：F J G 2149. 3-, ;(1> -, ;(1>-/1 .(21(9)/(2>(9) 4567(3(:. $%& =49.
,:26:01(<:78*

由表 " 可见，被研究的 # 种天麻都有引物 ? 扩

增的 "AK =6 特异 $%& 条带，说明 $%& 序列 ? 是各

种天麻（无论是新鲜的，还是干制的样本）共有的特

异 $%& 分子标记。只有天麻素含量最高的 E" 和

I? 具有引物 ! 扩增的 $%& 条带。这说明 $%& 序

列 ! 可能与天麻种群的天麻素含量高有关。另外，

E" 和 I? 还有一个共同特征，它们都具有其余 A 个

引物扩增的 $%& 条带。由此看来，E" 和 I? 具有较

多的共同特点。$%& 序列 " 是 E!、E"、H? 和 I? 四

个天麻种群的特异 $%& 分子标记。$%& 序列 A 是

E?、E"、EA、H!、H" 和 I? L 个天麻种群的特异 $%&
分子标记。除了 I!（干制样本）以外，其余所有种

群都具有引物 D 扩增的 AAL =6 特异 $%& 条带。这

说明 $%& 序列 D 也是绝大多数天麻样本共有的

$%& 分子标记。I! 只具有引物 ? 扩增的特异 $%&
条带，不具有其余 A 个引物扩增的 $%& 条带。这可

能与它的干制有关。

>?@ $%& 序列 A 及其引物的应用

使用引物 ?（根据 $%& 序列 ? 设计合成）扩增 "
种天麻的 # 个群体样本及其伪品：马铃薯、大理菊、

芭蕉芋、紫茉莉、羽裂蟹甲草、天花粉和芋头的基因

组 $%&，结果见图 A。

图 A 用引物 ? 扩增 # 种天麻基因组 $%& 获得的产物的

琼脂糖凝胶电泳图

’()* A +,-./012 -3 4567(38(9) 1>: ):9-5(0 $%& 3,-5 # <4,(:1(:2
-3 !"#$%&’(" )*"$" +*,-) /2(9) +,(5:, ? ;42 ,:2-7<:. =8

:7:01,-6>-,:2(2 (9 ?@AB 4)4,-2: ):7 ;>(0> ;42 214(9:. ;(1>
:1>(.(/5 =,-5(.: 49. 6>-1-),46>:

由应用结果来看，各种天麻都具有引物 ? 扩增

的特异 $%& 片段，而它的常见伪品：马铃薯、大理

菊、芭蕉芋、紫茉莉、羽裂蟹甲草、天花粉和芋头没有

这个特异条带。可见该 $%& 序列是各种天麻共有

的而它的常见伪品没有的特异 $%& 分子标记。

! 讨论

研究 $%& 分子标记与品种的生产性能和品质

的相关性，可以增强品种选育的针对性，减少盲目

性，加快品种选育提高的速度。我们的研究表明：

$%&序列 ! 可能与天麻的天麻素含量高有关。因

此，在天麻选育过程中，可以把它作为天麻的辅助选

择标记，用于选择天麻素含量高的优良类群。这有

利于提高天麻的有效成分含量和品质以及培育优良

新品种。$%& 序列 ? 是各种天麻包括干制天麻共

有的特异 $%& 分子标记。该 $%& 序列及其引物可

以用于天麻真伪鉴别、相似物种的鉴定。本研究为

天麻的优选优育、品种鉴定等提供了科学依据。该

研究成果的开发与运用有利于保护天麻遗传资源，

防止天麻退化，促进天麻可持续利用等。此外，对其

它名贵中药材相关研究亦具有重要借鉴作用。

我们 在 比 对 分 析 这 些 $%& 序 列 与 其 它 生 物
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!"# 的相似性中发现：与其它物种同源相似很高的

!"#短 片 段 绝 大 多 数 集 中 在 某 些 区 段，如：天 麻

!"# 序列 $ 的第 %&’ ( %)’ *+ 区段和第 ,’’ ( ,&’ *+
区段（见图 ,）。

图 , 运用比对软件工具将 !"# 序列 $ 与国际基因数据库

已知 !"# 序列比对得到的同源性片段分布

-./0 , !.123.*42.56 57 89:12 ;.21 7546< *= :9./6.6/ !"#
1>?4>6@> $ 25 2;> A65B6 !"# 1>?4>6@>1 .6 C>68:6A *=

41.6/ 89:126 1572B:3> 2559

!"# 序列 D 的第 %)’ ( DD’*+ 区段，!"# 序列 %
的第 D’ ( ,’*+ 区段，!"# 序列 & 的第 E’’ ( E&’*+ 区

段，!"# 序列 , 的第 %F’ ( D&’*+ 区段，这些区域可

能是天麻与其它生物 !"# 的高同源区。这些同源

相似性高的 !"# 区段在不同物种的功能相同或相

似的基因序列中可能出现频率更高。因此，我们可

以利用已知基因的这种保守的 !"# 区段的核苷酸

序列设计引物，并运用 GHI 技术从不同物种中获得

功能相同或相似的基因序列，并研究分析其变异

程度。
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