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降香黄檀的 ＤＮＡ 条形码鉴定研究
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　 　 摘要:ＤＮＡ 条形码技术是利用基因组中一段短的标准序列进行物种鉴定及探索其亲缘进化关系的方法ꎮ 本研究对采自

海南不同地区降香黄檀 ５ 个居群 ２４ 份样品的 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、ｒｂｃＬ、核 ＩＴＳ 及 ＩＴＳ２ 序列进行 ＰＣＲ 扩增和测序ꎬ比较各序列扩增和测

序效率ꎮ 采用 ＢＬＡＳＴ１ 和邻接 (ＮＪ) 法构建系统聚类树方法评价不同序列的鉴定能力ꎮ 结果表明 ＩＴＳ２ 在所研究的材料中具

有最高的扩增和测序效率ꎬ而 ＩＴＳ 扩增效率较低ꎮ ＩＴＳ２ 完整序列在区分黄檀属不同种间差异具有较大优势ꎮ 因此可利用 ＩＴＳ２
从分子水平区分降香黄檀与其他混伪种ꎮ
　 　 关键词:降香黄檀ꎻＤＮＡ 条形码ꎻＩＴＳ２ꎻ种源鉴定
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降香黄檀(Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｏｄｏｒｉｆｅｒａ Ｔ. Ｃｈｅｎ. ) 是我国

海南岛特有的乔木乡土树种ꎬ属于蝶形花科黄檀属

植物ꎬ为重要的黎药植物ꎬ树干和根部心材入药ꎬ名
为降香ꎬ具有活血散瘀、止血定痛功效ꎮ 现代研究发

现降香黄檀具有抗氧化[１]、抑制中枢[２] 等作用ꎮ 同

时其心材也是重要红木家具原料ꎬ具有很高的收藏

价值ꎬ俗称花梨木ꎮ 由于市场价值高ꎬ各种混伪品参

杂其间ꎬ如来自越南的香枝木ꎮ 李桂兰等[３] 从植株

外部形态、心材横截面特征对海南降香黄檀与越南

香枝木做了详细比较ꎬ发现外部形态区别较大ꎬ但药

材特性差异较小ꎮ 高兆蔚[４] 对海南黄檀和降香黄

檀的外部形态及内部材质结构进行了比较ꎬ发现两

者植株的外部形态无差异ꎬ海南黄檀心边材材色无

区别ꎬ木材无香气ꎬ其材质和利用价值与降香黄檀相
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差甚远ꎮ 更为严重的是在引种降香黄檀过程中ꎬ由
于海南黄檀与降香黄檀在形态特征上的相似性ꎬ引
种栽培时易造成种源混淆ꎮ 如福建省引种海南降香

黄檀ꎬ全省降香黄檀的真实率仅为 ３０％ ~ ４０％ ꎮ 而

海南黄檀的混淆率高达 ６０％ ~ ７０％ ꎮ 陈敏等[５] 对

降香黄檀和海南黄檀的 ９５％ 乙醇、正丁醇提取物ꎬ
采用 ＵＶ￣１６０ 紫外分光度扫描仪测定ꎬ可以区分这

两个种ꎬ但鉴定成本较高和鉴定程序复杂ꎮ
ＤＮＡ 条形码技术是加拿大动物学家 Ｐ. Ｄ. Ｎ.

Ｈｅｂｅｒｔ 等[６]于 ２００３ 年首次提出利用基因组中的一

段通用的标准序列来进行物种鉴定的分子生物学诊

断技术ꎮ 自提出 ＤＮＡ 条形码的概念以来ꎬ这种新兴

分类学技术引起了越来越多的生物学家的关注ꎮ
ＤＮＡ 条形码弥补了传统分类学方法的不足ꎬ有望实

现对物种的快速自动鉴定ꎮ 降香黄檀是海南的特有

树种ꎬ经济价值高ꎬ然而其分类混乱ꎬ近缘种类及混

伪品复杂ꎬ严重地限制了种植业的发展ꎮ 目前ꎬ国内

从分子水平研究植物物种鉴定及系统演化关系主要

是基于 ＳＳＲ、ＳＮＰ 和 ＲＡＰＤ 等方法进行研究ꎬ虽然国

内有学者提出以 ＤＮＡ 条形码作为种源鉴定及系统

演化的工具ꎬ但对于黄檀属的 ＤＮＡ 条形码研究未见

报道[７￣１０]ꎮ 为此ꎬ本研究开展了降香黄檀的 ＤＮＡ 条

形码鉴定ꎬ并对降香黄檀和海南黄檀给予鉴别ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 植物材料

降香黄檀供试材料于 ２０１２ 年 １０ 月采集自海南

５ 个地区的 ５ 个居群ꎬ分别代表海南的北部、东部、
中部、西部和南部 ５ 个生态区ꎬ每个居群随机抽取

４ ~ ５ 株ꎬ每株采集健康无病斑叶片 ２ 片ꎬ硅胶干燥

后带回实验室进一步分析ꎮ 各类群及标本编号见表

１ꎮ 海南黄檀心材来自于海南乐东尖峰镇花梨木加

工厂ꎬ标本编号为 ＬＤ００５７０１￣０２ꎮ
以上样本经中国热带作物研究院品质资源研究

所王祝年研究员鉴定ꎬ凭证标本和数字影像信息保

存于海南医学院理学院药用植物标本室ꎮ 从 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 数据库获得降香黄檀及其同属其他种或近缘

属 ４ 种 ＤＮＡ 条形码序列共计 ４１ 条(表 ２)ꎮ

表 １　 降香黄檀样本采集地及序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｉｔｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｓａｍｐｌｅｓ

种质名称

Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅ
采集地

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ
ＩＴＳ２ ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ ｒｂｃＬ ＩＴＳ

降香黄檀 Ｄ. ｏｄｏｒｉｆｅｒａ 海南万宁 ＷＮ００５６０１￣０４ ｗｎ００５６０１￣０３ ｗｎ００５６０１￣０３ ｗｎ００５６０３
降香黄檀 Ｄ. ｏｄｏｒｉｆｅｒａ 海南通什 ＴＺ００５６０５￣０８ ＴＺ００５６０８ ＴＺ００５６０８ ｔｚ００５６０８
降香黄檀 Ｄ. ｏｄｏｒｉｆｅｒａ 海南乐东 ＬＤ００５６０９￣１２ ｌｄ００５６０９￣１０ ｌｄ００５６０９￣１０
降香黄檀 Ｄ. ｏｄｏｒｉｆｅｒａ 海南屯昌 ＴＣ００５６１３￣１７ ＴＣ００５６１３ꎬ１６ ＴＣ００５６１３￣１６ ｔｃ００５６１４ꎬ１６
降香黄檀 Ｄ. ｏｄｏｒｉｆｅｒａ 海南琼山 ＱＳ００５６１８￣２１ ＱＳ００５６２１ ＱＳ００５６２１ ＱＳ００５６２１
海南黄檀 Ｄ. ｈａｉｎａｎｅｎｓ 海南乐东 ＬＤ００５７０１ꎬ０２ ＬＤ００５７０１ ＬＤ００５７０１
降香黄檀 Ｄ. ｏｄｏｒｉｆｅｒａ 海南乐东 ＬＤ００５８０１ꎬ０２ ＬＤ００５８０１ ＬＤ００５８０１
降香黄檀 Ｄ. ｏｄｏｒｉｆｅｒａ 海南乐东 ＬＤ００５９０１ꎬ０２ ＬＤ００５９０１ ＬＤ００５９０１

１ ２　 方法

１ ２ １　 样品 ＤＮＡ 的提取 　 叶片样品为硅胶干燥

后称取 １０ ~ １５ ｍｇꎬ 采 用 ＤＮＡ 球 磨 仪 ( Ｒｅｔｓｃｈ
ＭＭ３００ꎬＧｅｎｍａｎ)研磨 ３０ ｓ(２０００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ茎枝样品

剪碎用液氮研磨后ꎬ使用 ＤＮＡ 提取试剂盒(Ｔｉａｎｇｅｎ
ｂｉｏｔｅｃｈ Ｃｏ. ꎬＣｈｉｎａ)提取总 ＤＮＡꎮ
１ ２ ２　 ＰＣＲ 扩增和测序　 ＰＣＲ 扩增引物参考文献

[１６]、[１７]、[１８]ꎬＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬꎬ体系包括

ＭｇＣｌ２２ μＬ(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬｄＮＴＰ ２ μＬ(２ ５ ｍｍｏｌ)ꎬＰＣＲ
缓冲液 ２ ５ μＬ(１０ × )ꎬ引物各 １ ０ μＬ(２ ５ μｍｏＬ)
( Ｓａｎｇｏｎ Ｃｏ. ꎬ Ｃｈｉｎａ )ꎬ 聚 合 酶 １ ０ Ｕ ( Ｂｉｏｃｏｌｏｒ
ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ＆Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ. ꎬＣｈｉｎａ)ꎬ总 ＤＮＡ １ μＬ(约
３０ ｎｇ)ꎮ 扩增程序:９４ ℃预变性５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性３０ ｓꎬ
５６ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸４５ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ ７２ ℃延伸

１０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 扩增产物经纯化后ꎬ送样至上海美吉生

物医药科技有限公司进行双向测序ꎮ
１ ２ ３　 数据处理方法　 测序返回的峰图文件采用

ＣｏｄｏｎＣｏｄｅ Ａｌｉｇｎｅｒ Ｖ３ ７ １ ( ＣｏｄｏｎＣｏｄｅ Ｃｏ. ꎬＵＳＡ)
进行正反向校对拼接ꎬ去除低质量序列及引物区ꎮ
将拼接后的序列用软件 ＭＥＧＡ ５ ０ (ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｏ￣
ｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ)分析比对[１９]ꎬ并基于 Ｋ２Ｐ
模型进行遗传距离等分析ꎬ用邻接 (ＮＪ)法构建系

统聚类树ꎬ利用 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ (１０００ 次重复)检验各分支

的支持率ꎮ 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 ８Ｓ 和 ２８Ｓ 区段即可

获得 ＩＴＳ２ 间隔区序列[２０]ꎮ 采用 ＰＣＲ 扩增效率和测

序成功率来评价 ４ 对候选引物的扩增情况ꎬ使用

ＴＡＸＯＮ ＤＮＡ 软件[２１]分析序列种内、种间变异ꎮ
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表 ２　 黄檀属序列的 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｂａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ

种质名称 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅ ＩＴＳ２ ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ ｒｂｃＬ ＩＴＳ

降香黄檀 Ｄ. ｏｄｏｒｉｆｅｒａ ＧＱ４３４３６２[１１] ＧＵ３９６７３９[１１]

降香黄檀 Ｄ. ｏｄｏｒｉｆｅｒａ ＧＱ４３４９６４[１１]

印度檀 Ｄ. ｓｉｓｓｏｏ ＧＵ３９６７３８[１２] ＡＦ１８９０２３[１２]

印度檀 Ｄ. ｓｉｓｓｏｏ ＥＦ４５１０７９[１２] ＧＵ１３５３２７[１２] ＧＵ１３５１５９[１２]

巴西黄檀 Ｄ. ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ ＥＦ４５１０７６[１３]

巴西黄檀 Ｄ. ｍｉｓｃｏｌｏｂｉｕｍ ＥＦ４５１０６９[１３] ＤＱ７８７４０５[１３]

密花黄檀 Ｄ. ｃｏｎｇｅｓｔｉｆｌｏｒａ ＡＦ０６８１４０[１４]

南美黄檀 Ｄ. ｆｏｌｉｏｌｏｓａ ＡＦ１８９０２２[１３] ＥＦ４５１０６７[１３]

越南黄檀 Ｄ. ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ ＦＲ８５４１４０[１４] ＦＲ８５４１６７ ＦＲ８５４１４２

越南黄檀 Ｄ. ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ ＦＲ８５４１３９[１４] ＦＲ８５４１６６ ＦＲ８５４１４１

越南黄檀 Ｄ. ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ ＦＲ８５４１６５

越南黄檀 Ｄ. ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ ＦＲ８５４１６４

酸枝木 Ｄ. ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ＦＲ８５４１５２

酸枝木 Ｄ. ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ＦＲ８５４１５１

酸枝木 Ｄ. ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ＦＲ８５４１５０

酸枝木 Ｄ. ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ＦＲ８５４１４９

缅甸黄檀 Ｄ. ｅｌｅｇａｎｓ ＥＦ４５１０６６[１３]

版纳黑檀 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｆｏｌｉｏｌｏｓａ ＡＦ１８９０２２[１５]

秧青 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ａｓｓａｍｉｃａ ＦＲ８５４１２２[１５] ＦＲ８５４１４７

秧青 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ａｓｓａｍｉｃａ ＦＲ８５４１１９[１５] ＦＲ８５４１４６

秧青 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ａｓｓａｍｉｃａ ＦＲ８５４１４５

多裂黄檀 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｒｉｍｏｓａ ＧＵ２１７６３２[１４]

黄檀 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｈｕｐｅａｎａ ＨＱ４２６９８７[１４] Ｕ７４２３６[１３]

黄檀 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｈｕｐｅａｎａ ＧＵ３９６８１７

斜叶黄檀 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｐｉｎｎａｔａ ＧＵ３９６７３７

奥氏黄檀 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｏｌｉｖｅｒｉ ＦＲ８５４１５７

奥氏黄檀 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｏｌｉｖｅｒｉ ＦＲ８５４１５５

奥氏黄檀 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｏｌｉｖｅｒｉ ＦＲ８５４１５３

无参考文献标注的为没有在刊物上公开发表的序列

Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｎｏｔ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｂｙ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｒｅ ｕｎｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｇａｚｉｎｅ

２　 结果与分析

２ １　 ＰＣＲ 扩增效率和测序成功率

采用 ４ 对引物扩增后ꎬ分析其效率ꎬ从图 １ 可知

ＩＴＳ２ 的 ＰＣＲ 扩增效率和测序成功率最高ꎬ分别达到

９６ ３％ 和 ９６ ８％ ꎬ这一结果与 Ｊ Ｙ Ｓｏｎｇ 等[２２￣２５] 研

究结果类似ꎮ
采用 ＩＴＳ２ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ可见在 ４００ ~ ６００ ｂｐ

之间有一条明显的条带ꎬ如图 ２ 所示ꎮ
２ ２　 降香黄檀种内及种间变异分析

在 Ｃ. Ｐ. Ｍｅｙｅｒ 等[２６]对 ＤＮＡ 条形码序列变异分

图 １　 ４ 种 ＤＮＡ 条形码扩增效率、测序成功

率及序列获得率比较

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｆｏｕｒ ｌｏｃｉ ｕｓｉｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
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Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１ ~ ２０:海南 ５ 个地区采集的样本 ꎻ２１:空白对照

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎬ１￣２０:Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｔｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ ５ ｒｅｇｉｏｎｓꎬ２１:Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 利用 ＩＴＳ２ 引物的扩增结果

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ＩＴＳ２ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

析方法的基础上ꎬ分析比较种间最小变异(ｍｉｎｉｍｕｍ
ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ)以及对应种内最大变异￣平均

溯祖度(ｃｏａｌｅｓｃｅｎｔ ｄｅｐｔｈ)ꎮ 对试验获得的降香黄檀

及 ＧｅｎＢａｎｋ 下载的黄檀属中其他种不同 ＤＮＡ 条形码

候选序列的种内变异、种间变异、种间最小变异和种

内最大变异进行分析(表 ３)ꎮ 结果表明ꎬＩＴＳ２ 序列的

平均种间遗传距离(ａｖｅｒａｇｅ ｉｎｔｅｒ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ)最
大ꎬ其次是 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 序列ꎬｒｂｃＬ 序列最小ꎮ 平均种

间最小距离(ａｖｅｒａｇｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ)
是 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 序列最小ꎬＩＴＳ２ 最大ꎮ 而各序列的种内

变异￣平均溯祖度 (ｃｏａｌｅｓｃｅｎｔ ｄｅｐｔｈ)是 ｒｂｃＬ 最大ꎬＩＴＳ
与 ＩＴＳ２ 序列较小ꎬ分别为 ０ ０００７ 和 ０ ００１６ꎮ 平均种

内最大距离(ａｖｅｒａｇｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｉｎｔｒａ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ)
中ꎬｒｂｃＬ 序列最大ꎬ为 ０ ０５０９ ±０ ０１１２ꎬ大于其平均种

间最小距离(０ ０１１０ ±０ ００５２)ꎬ说明其种内种间距离

有重叠ꎬ而 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 序列的平均种内最大距离也超

过了平均种间最小距离ꎮ 因此 ｒｂｃＬ 和 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 作

为条形码难以区分降香黄檀不同的种ꎮ 相反ꎬＩＴＳ 和

ＩＴＳ２ 平均种内最大距离远小于平均种间最小距离ꎬ
具有明显的 ＤＮＡ ｇａｐꎬ从实际鉴定结果来看ꎬ利用

ＩＴＳ 序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 搜索比对后ꎬ与越南黄檀(Ｄａｌ￣
ｂｅｒｇｉａ ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ Ｐｒａｉｎ)相近ꎬ利用 ＩＴＳ２ 序列比对ꎬ
在 ( ｈｔｔｐ: / / ｉｔｓ２. ｂｉｏａｐｐｓ. ｂｉｏｚｅｎｔｒｕｍ. ｕｎｉ￣ｗｕｅｒｚｂｕｒｇ.
ｄｅ)网站进行序列的注释ꎬ去除 ５ ８Ｓ 和 ２８Ｓ 两端序

列ꎬ获得 ＩＴＳ２ 序列ꎬ比对后与降香黄檀(Ｄａｌｂｅｒｇｉａ
ｏｄｏｒｉｆｅｒａ)序列完全吻合ꎬ与形态学指标鉴定相符ꎮ
因此ꎬ可利用 ＩＴＳ２ 序列进行降香黄檀种源的鉴定ꎮ
２ ３　 降香黄檀及其近缘种变异位点分析

由表 ３ 可知ꎬＩＴＳ 及 ＩＴＳ２ 具有明显的 ＤＮＡ ｇａｐꎬ
因此采用这 ２ 对引物扩增序列进行种内变异位点分

析ꎬ并进行初步鉴定ꎮ

表 ３　 ４ 种 ＤＮＡ 条形码序列变异分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ＤＮＡ ｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
参数 Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ＩＴＳ ＩＴＳ２ ｒｂｃＬ ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ
序列长度(ｂｐ) Ｌｅｎｇｔｈ ｒａｎｇｅ ５６９ ~ ７５５ ２１６ ~ ２３７ ５６７ ~ １４０７ ２２０ ~ ３５５
ＧＣ 含量(％ )ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ６３ ３ ６８ ３ ４２ ９ ３１ ５
平均种间遗传距离 Ａｖｅｒａｇｅ ｉｎｔｅｒ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ０ ０３２７ ± ０ ００５３ ０ ０７７７ ± ０ ０１８７ ０ ０１１３ ± ０ ００４３ ０ ０６１２ ± ０ ０１３６
种间平均 θ 值 Ａｖｅｒａｇｅ ｉｎｔｅｒ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ θ ｖａｌｕｅ ０ ０７４４ ± ０ ０１０２ ０ ０７０２ ± ０ ０１７７ ０ ０７６２ ± ０ ０１５５ ０ ０１０７ ± ０ ００４１
平均种间最小距离 Ａｖｅｒａｇｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ０ ０４８８ ± ０ ００７７ ０ ０７００ ± ０ ０１７８ ０ ０１１０ ± ０ ００５２ ０ ００１７ ± ０ ００１３
平均种内遗传距离 Ａｖｅｒａｇｅ ｉｎｔｒａ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ０ ０００５ ± ０ ０００４ ０ ０００７ ± ０ ０００５ ０ ００８８ ± ０ ００２３ ０ ００２９ ± ０ ００２０
平均溯祖度 Ｃｏａｌｅｓｃｅｎｔ ｄｅｐｔｈ ０ ０００７ ± ０ ０００７ ０ ００１６ ± ０ ００１６ ０ ０４８７ ± ０ ０１０３ ０ ００１０ ± ０ ０００７
平均种内最大距离 Ａｖｅｒａｇｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｉｎｔｒａ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ０ ００１５ ± ０ ００１４ ０ ００２８ ± ０ ００１９ ０ ０５０９ ± ０ ０１１２ ０ ００２９ ± ０ ００１３

２ ３ １　 种内变异位点分析　 来源于海南 ５ 个地区

的降香黄檀样品 ２７ 条 ＩＴＳ２ 序列长度均为 ２１６ ｂｐꎬ
其中除了来源于乐东尖峰(ＬＤ００５７０１)存在 ２ 个位

点变异以外ꎬ其余序列全部与种源 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｏｄｏｒｉｆ￣
ｅｒａ (ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＧＱ４３４３６２)相同(表 ４)ꎮ ＩＴＳ
序列 由 于 扩 增 效 率 较 低ꎬ 最 后 测 序 成 功 仅 占

２１ ４％ ꎬ５ 个居群中ꎬ仅来源于海南通什的降香黄檀

在 １５７ ｂｐ 处有一个转换ꎮ 而 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ
(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＦＲ８５４１６７ ) 与海南 ５ 个地区

的降香黄檀品种仅 ５９４ ｂｐ 处有 １ 个位点的差异ꎮ
通过种内变异分析可知ꎬ来源于海南 ５ 个地区的

不同居群ꎬ其 ＩＴＳ２ 扩增序列完全一致ꎬ同时ꎬ也
与降香黄檀 ( Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｏｄｏｒｉｆｅｒａ) ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号:ＧＱ４３４３６２)完全一致ꎮ ＩＴＳ２ 序列鉴定结果表

明海南野生的黄花梨主要为降香黄檀(Ｄａｌｂｅｒｇｉａ
ｏｄｏｒｉｆｅｒａ) ꎮ

利用 ＩＴＳ２ 扩增序列比对结果表明ꎬ来源于乐东

尖峰海南花梨(标本号:ＬＤ００５７０１)与降香黄檀仅有

２ 个变异位点的差异ꎬ可利用分子生物学手段区分

这两个不同的种ꎬ同时ꎬ５ 个居群分析结果表明ꎬ海
南的降香黄檀的种源清晰ꎬ为降香黄檀ꎬ而海南黄檀

数量较少ꎮ 从形态特征方面考虑ꎬ两者的差异仅仅

是心材的含油量及颜色上差异ꎬ即使最有经验的分

类学家也难以从形态学方面加以区分ꎬ而只能通过

钻孔取样或砍伐后剥去表皮后区分ꎮ 本研究结果表

明ꎬ降香黄檀与海南黄檀的亲缘关系很近ꎬ变异位点
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可以区分降香黄檀和海南黄檀ꎮ 故利用 ＤＮＡ 条形

码技术可以从苗期加以区分ꎮ 同时ꎬ也可利用心材

提取 ＤＮＡ 进行木材鉴定ꎮ

表 ４　 降香黄檀种内 ＩＴＳ / ＩＴＳ２ 序列种内变异位点分析

Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＩＴＳ ａｎｄ
ＩＴＳ２ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｏｄｏｒｉｆｅｒａ

ＩＴＳ ＩＴＳ２
位点 Ｌｏｃｕｓ

１５７ ｂｐ ５９４ ｂｐ ２０３ ｂｐ ２１１ ｂｐ
ＷＮ００５６０１￣０４ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ
ＴＺ００５６０５￣０８ Ａ Ｃ Ｇ Ａ
ＬＤ００５６０９￣１２ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ
ＴＣ００５６１３￣１７ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ
ＱＳ００５６１８￣２１ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ
ＬＤ００５９０１ꎬ０２ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ
ＬＤ００５８０２ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ
ＬＤ００５７０１ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ
ＧＱ４３４３６２ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ
ＦＲ８５４１４２ Ｇ Ａ Ｇ Ａ

２ ４　 降香黄檀及其同属近缘种 ＮＪ 树鉴别　
基于 ＩＴＳ 和 ＩＴＳ２ 序列分别构建降香黄檀及其

同属近缘种 ＮＪ 树 (图 ３、图 ４)ꎬ结果表明在 ＩＴＳ 构

建的种内 ＮＪ 树中(图 ３)ꎬ５ 个居群的降香黄檀聚为

一支ꎬ呈现明显的单系性ꎮ 海南黄檀能够与降香黄

檀区分开ꎮ 基于 ＩＴＳ２ 的种间序列构建的 ＮＪ 树ꎬ从
图 ４ 可知降香黄檀与东京黄檀(Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｔｏｎｋｉｎｅｎ￣
ｓｉｓ)聚合成一支ꎬ变异位点在 ５９４ ｂｐ 处有一个碱基

转换ꎮ 其次来源于海南 ５ 个地区的居群明显成为单

系ꎬ并且与 Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｏｄｏｒｉｆｅｒａ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:
ＧＱ４３４３６２)完全相同ꎮ 因此ꎬＩＴＳ 及 ＩＴＳ２ 序列作为

条形码均可准确鉴别海南地区的降香黄檀ꎬ并与黄

檀属的其他种区别开ꎮ

３　 讨论

降香黄檀是海南特有的珍贵红木树种ꎬ在国内

具有较高知名度ꎬ同时ꎬ在收藏品市场需求量较大ꎬ
经济价值高ꎮ 近些年来降香黄檀野生资源减少ꎬ同
时ꎬ诸如越南香枝木等假货混杂在市场中ꎬ种苗来源

不清ꎬ限制了降香种植产业的发展ꎬ市场供求矛盾日

益尖锐ꎮ 目前ꎬ包括福建、广东都从海南引进种苗发

展花梨木的种植业ꎬ但种苗的纯度、种源的鉴定都是

困扰该产业发展的问题ꎮ 本研究结果表明ꎬ利用

ＤＮＡ 条形码鉴定技术ꎬ采用 ＩＴＳ / ＩＴＳ２ 序列可准确鉴

定降香黄檀的基源植物ꎬ为采用分子生物学手段进

行早期种源鉴定ꎬ促进降香黄檀种植业的发展提供

了理论基础ꎮ

图 ３　 基于 ＩＴＳ 序列构建降香黄檀与海南黄檀的 ＮＪ 树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｏｄｏｒｉｆｅｒａ ａｎｄ

Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｈａｉｎａｎｅｎｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｉｎｇ ＮＪ ｍｅｔｈｏｄ

图 ４　 基于 ＩＴＳ２ 序列构建降香黄檀种间的 ＮＪ 树
Ｆｉｇ ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｏｄｏｒｉｆｅｒａ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＩＴＳ２ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｉｎｇ ＮＪ ｍｅｔｈｏｄ

海南黄花梨是一类黄檀属植物的统称ꎬ其经济

价值主要用于高档红木家具及艺术收藏品ꎬ本研究

以干燥的心材作为样本ꎬ尽管在提取 ＤＮＡ 时出现降

解特征ꎬ但仍然能够成功地扩增出 ＩＴＳ２ 条形码序列

１５１１
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进行分析ꎬ原因可能是 ＩＴＳ２ 序列较短ꎬ且在核基因

组中以重复序列的形式存在ꎮ 本研究结果表明ꎬ
ＩＴＳ２ 序列在区分种一级分类水平上具有良好的可

操作性和重复性ꎬ因此ꎬ可以通过建立标准化的技术

流程ꎬ对市场上流通的以花梨为材质的家具或收藏

品进行准确的鉴定ꎮ
本研究采用 ４ 对候选序列针对特定的采集标本

进行研究ꎬ从理论上证实了利用 ＤＮＡ 条形码技术进

行植物物种鉴定的可行性ꎬ无论从降香黄檀种内、种
间及其与近缘种间遗传距离ꎬ还是基于 ＩＴＳ２ 条形码

序列构建的 ＮＪ 树ꎬ均证实 ＩＴＳ２ 条形码序列能够准

确鉴别降香黄檀的两个基源植物ꎬ同时也能准确鉴

定降香黄檀与其近缘种ꎮ 考察不同地区的 ５ 个居群

ＩＴＳ２ 序列中ꎬ２０３ ｂｐ 位点处( ＩＴＳ２ 区) 发生 Ｇ￣Ｃ 颠

换及 ２１１ ｂｐ (ＩＴＳ２ 区) 处发生 Ｔ￣Ａ 颠换ꎬ本研究表

明ꎬ海南地区的降香黄檀根据 ＩＴＳ２ 序列差异可区分

为 ２ 个单倍型ꎮ 可从分子水平上对降香黄檀与海南

黄檀加以区分ꎮ 另一方面ꎬ本研究仅从乐东尖峰镇

一家花梨木加工厂采集到 ２ 份海南黄檀心材样本ꎬ
降香黄檀与海南黄檀在 ＩＴＳ２ 序列差异是否是稳定

的差异ꎬ有待于进一步收集海南黄檀样本加以证实ꎮ
总之ꎬＩＴＳ２ 作为 ＤＮＡ 条形码具有扩增序列短ꎬＰＣＲ
扩增效率高ꎬ种间种内的 ＤＮＡ ｇａｐ 显著的特征ꎬ从
这个意义上来说 ＩＴＳ２ 是一个理想的 ＤＮＡ 条形码ꎮ
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