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降香黄檀DNA提取及其rDNA—ITS序列

分子系统发育分析
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摘要：以核糖体转录间隔F叉(rDNA．ITS)序列为分子标记，结合GenBank数据库中已有序列，阐明黄檀属内不同物种

之间的分子系统发育关系。通过改良十六烷基三甲基溴化铵法(CTAB)提取降香黄檀总DNA，利用引物对rDNA．ITS

序列进行聚合酶链式反应(PCR扩增)和序列测定。结果表明，基于rDNA．ITS序列测定、位点分析和系统发育树

构建方法，可利用ITS序列进行黄檀属树种准确的分子鉴定，为其种类鉴定和种间分类地位提供分子生物学依据。
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Abstract：To clarify phylogenetic relationships among different species of genus Dalbergia，genetic

analysis was carried out for Dalbergia odorifera using its rDNA-ITS sequence as molecular markers．Total

DNA was extracted with a modified CTAB method．and r【)NA-ITS regions were amplified with

universally conserved primers．111e results showed that．based on molecular biology methods of rDNA-ITS

sequence analysis，accurate molecular identification could be realized in genus Dalbergia SO as to provide

molecular evidence for taxonomy and identification of different species in genusDalbergia．
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红木是用于制作家具及工艺品的一类木材的总

称，根据GB／T 18107．2000《红木》，红木共有5属8

收稿日期：2015．08．13：修改日期：2016-04-05

基金项目：中山市科技计划“基于DNA的红木家具木材树种识别技

术研究及分子库建立”项目(2013A3FC0249)。

作者简介：李奇威(1993一)，男，广东药科大学硕士研究生。

责任作者：朱爽，男，广东药科大学生命科学与生物制药学院副教

授。

类33种。由于不同种之间木材的价格差别很大，时

常出现廉价木材冒充高价木材的现象，给生产者和

消费者造成巨大经济损失。以产白海南的降香黄檀

(Dalbergia odorifera T．C．Chen)为例，俗称海南香

枝木或海南黄花梨，是最昂贵的家具原料之一，且

心材可入药，价格一直高居不下；另有一种主要产

自越南的越南黄檀【l】(D．tonkinensis Prain)，材色、
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密度及构造与降香黄檀极为相似，也作为香枝木在

市场上流通，一般消费者很难识别。因此，木材识

别技术对于生产加工，保护珍稀濒危材种，规范市

场秩序，维护消费者权益等具有重要意义【2】。

传统的木材鉴定主要依靠宏观观察和微观解剖

学方法，不仅需要鉴定者具有丰富的木材形态解剖

学知识及鉴定经验，且传统的鉴定方法很难将木材

准确鉴定到种。近年来，有学者利用高效液相色谱

法(HPLC)【3】、气相色谱．质谱联用仪(GC．MS)【4】

等技术成功对红木进行种别鉴定，然而这些方法对

设备等硬件要求较高，局限性较大。

随着分子生物学的发展，DNA条形码因具有种

内变异小、不同种变异大，片段短、变异区两端序

列高度保守等特点，逐渐被应用于物种鉴定【5羽。研

究发现，rbeL．tmH、ITS及matK等DNA条形码序

列在“种”水平的鉴定能力较好【‘卜引，并成功利用ITS

序列进行黄檀属植物的物种分子鉴定【9】，目前未见降

香黄檀的DNA提取及较完整的与降香黄檀近缘树种

的分子系统发育树图的报道，特别是其与越南黄檀

之间的分子系统发育分析。为此，笔者通过改良十

六烷基三甲基溴化铵法(CTAB)提取降香黄檀总

DNA，进行rDNA．ITS序列的扩增、测序和系统发

育分析，基于GenBank数据库中已有序列，构建部

分黄檀属树种的分子系统发育树，为黄檀属木材的

种类鉴定和种间的分类地位，提供分子生物学依据。

1材料与仪器

1．1试验材料

试材：取自海南。新鲜树干，心材呈红褐色，

具有褐色条纹，边材灰黄褐色，有辛辣气味。组织

切片观察可见，其轴向薄壁组织类型以傍管带状为

主、木射线细胞大而圆，初步判定为降香黄檀。

样品圆盘直径约12 cm，一20℃保存。

1．2试验仪器

电子恒温水浴锅；台式离心机；Tanon-4100数

码凝胶图像分析系统；SPX生化培养箱；

BG．SubMIDI水平电泳仪；ABI 2720 DNA聚合酶链

式反应仪(PCR仪)。

1．3试验试剂

SYBR Green I电泳染料；DL2000 DNA分子量
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标记指示剂(DNAMarker)；Taq酶；DNA凝胶回收

试剂盒。试剂均为分析纯。

2试验方法

2．1 改良CTAB法提取总DNA

称取0．5 g木材样品，加入液氮并研磨成粉末。

加入5 mL预热的CTAB裂解液，65℃水浴2 h后

12 000 rpm离心10 min。上清液用等体积的Tris饱

和酚，酚．氯仿．异戊醇(25：24：1)和氯仿．异戊醇(24：1)

各抽提1次，离心10 min后取上清液。加入O．2倍

体积3 mol／L NaAc和0．8倍体积异丙醇，--20℃沉

淀1 h，离心弃上清液，用1 mL 700／0冷乙醇洗涤沉淀

2次，干燥后溶于20 llL无菌lxTE缓冲液中，在

--20℃保存备用。

2．2 11rS序列PCR扩增

选择扩增植物rDNA．ITS序列的通用引物00-n】

ITS4(5’TCCTCCGCTTmGAL气TGC3’)和ITS5
(5’oGAAGTA AA AG，rCGTAACAAGG3’)，对红木

总DNA进行rDNA．ITS序列扩增。DNA聚合酶链式

反应(PCR)采用20uL反应体系。

扩增参数：95℃预变性3 min，94℃变性l min，

56℃退火1 mill，72℃延伸1 rain，30个循环，72℃

延伸10 rain。PCR扩增产物用1％琼脂糖凝胶电泳检

测，120V电泳30 rnin，经SYBRGreenI染色后，用

Tannon-4100全自动数码凝胶图像分析系统观察、拍

照。

2．3 PCR产物纯化、连接和转化

PCR扩增产物采用DNA凝胶回收试剂盒进行

割胶回收。降香黄檀rDNA．ITS序列的PCR扩增产

物从1％的琼脂凝胶中割胶纯化。纯化产物连接到

pMDl8．T-Vecter载体，连接产物转化到大肠杆菌

Escherichia coli JMl09感受态细胞，进行氨苄青霉素

选择和蓝白斑的筛选。

2．4 PCR检测与测序

挑取单克隆菌液进行测序，得到的序列与

GenBank中已有的ITS区序列进行比较，得到该序

列大概的分子系统发育关系。

2．5序列分析与系统发育树的建立

将GcnBank数据库中与降香黄檀ITS序列同源

性较高的6条同属不同种的ITS序列、降香黄檀ITS2
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序列、试验测得的降香黄檀ITS序列，和豆科紫檀

属檀香紫檀(Pterocarpus santalinus)起导入MEGA

(Version 6．06)软件，其中檀香紫檀作为外类群，

使用Clustal W多序列比对功能，进行对位排序，空

位处作缺失状态。以序列用软件中的最大简约法

(Maximum Parsimony)构建系统进化树，系统发育

树的各分支置信度用自举检验法(boot-strap text)作

1000次可信度分析。

表1 GenBank获取的ITS序列物种名称及编号

Tab．1 Names and GenBank accession numbers of

ITS sequences of relative species

物种名称 GenBank注册登记号

奥氏黄植D．oliveri

巴西黄檀D．nigra

多裂黄檀D rimosa

南岭黄檀D．balansae

印度黄檀D．sissoo

两粤黄檀D．benthamii

降香黄檀n o如r澹r口

越南黄檀D tonkinensis

檀香紫檀P santalinus

3结果与讨论

3．1 DNA提取结果

试验所用的CTAB中含有5％PVP，PVP可以络

合酚，减少酚对DNA的降解。取1×TE回溶的降香

黄檀总DNA样品3uL，用SYBR Green I作为显色剂

进行1％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统记录的结果，

见图l。

图1显示，样品的总DNA主带清晰，片段完整。
M I

2 000 bp

1 000 bp
750 bp

500bp

250bp

100bp

M：DNA marker：l：降香黄檀边材

图1总DNA样品琼脂糖凝胶电泳图

Fig．1 Agarose gel electrophoresis of total DNA samples

3．2降香黄檀ITS序列PCR扩增结果

以提取的总DNA为模板，模板浓度按1、10、

102、103、104倍的梯度稀释后，进行rDNA—ITS序

列PCR扩增。模板浓度梯度扩增结果见图2。

ooo bp

黜器
500 bp

250 bp
100 bp

M：DNAMarker；1：1X；2：10×；3：102×；

4：103×：5：104X：6：阳性对照；7：阴性对照

图2模板总DNA浓度稀释梯度PCR扩增

Fig．2 PCR amplification of gradient

template concentration

由图2可知，模板浓度稀释倍数在102、103倍

时条带较亮；而10倍和104倍时条带较暗。原因是

前者模板溶液中仍有PCR抑制物，后者模板浓度太

低，导致扩增效果不佳。因此，进行降香黄檀

rDNA—ITS序列PCR扩增的模板浓度稀释倍数范围

在1×102～1×103倍。

降香黄檀rDNA．ITS序列PCR扩增产物的1％

琼脂糖凝胶电泳结果见图3。

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

M：DNAmarker：1：降香黄檀；2：阳性对照；3：阴性对照

图3最佳模板浓度下PCR扩增

Fig．3 PCR amplification with optimal

template concentration
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由图3可知，降香黄檀rDNA．ITS序列PCR产

物主条带清晰，非特异扩增条带少，大小在700 bp

左右。由此可见，在最佳的模板浓度下，可以减少

降香黄檀中多糖、酚等抑制物对PCR的不利影响。

3．3 ITS序列分析

将单克隆菌液的测序结果与GenBank比对，与

己发表的越南黄檀ITS序列(FR．854141)有99％相

似度，与已发表的多裂黄檀ITS序列(AB828655)

有98％相似度。根据GenBank上已登录的黄檀属ITS

序列，确定样品ITS2序列的界限后，获得ITS2序

列，并重新在GenBank上进行比对，与已发表的降

香黄檀ITS2序列(GQ434362)有100％相似度。这

是由于GenBank上尚未登记降香黄檀的完整ITS序

列，同时也说明，降香黄檀与越南黄檀和多裂黄檀

在ITS序列上，具有高度相似性。

通过对实测降香黄檀、GenBank登记的降香黄

檀、越南黄檀和多裂黄檀的ITS2序列比对，共发现

4个变异位点(见表2)，可利用ITS2序列进行物种

鉴定。

表2三种黄檀rrs2序列的特异性鉴别位点

TIb．2 Idenlitieation sites洫ITS2 fa咖lUence Of

three species of gentls／)a／bel纳

物种————』盟——一!!塑 !!!塑 !箜堕 型堕
样品 ． A C T

降香黄檀nodorifera - A C T

越南黄檀n tonkinensis ． A A T

多裂黄檀n rimosa C C C C

实测的ITS2序列与表l所列ITS序列比对后，

用最大简约法(m)构建系统发育树，见图4。

图4基于ITS2序列构建的MP树

Fig．4 l’hylogenetie tree 06talllecl by blip method

based on ITS2 reg萱on

It,24·

由图4可知，所有黄檀属物种聚为一支，外类

群紫檀属檀香紫檀单独聚为一支，与传统分类结果

相同。多裂黄檀处于不同于降香黄檀和越南黄檀的

分支，说明多裂黄檀与后两者不属于同一植物类群。

两个降香黄檀和越南黄檀聚为一支，支持强度

为85％，其中越南黄檀进化距离比降香黄檀远，说

明降香黄檀和越南黄檀有较近的亲缘关系，且有遗

传差异性，主要体现在ITS2序列碱基位点的变异上。

4结论

1)采用改良CTAB法提取降香黄檀边材总DNA，

并以此为模板，利用通用引物ITS4和ITS5进行多

梯度PCR扩增，可提取出较完整的DNA，PCR模板

浓度稀释倍数范围在l X 102～l×103倍时可扩增出

条带清晰的ITS序列。

2)对黄檀属多个物种的序列分析和遗传学分析

表明：降香黄檀、越南黄檀、多裂黄檀的ITS2序列

有4个变异位点，基于ITS2序列构建的系统发育树，

可对其进行区分。
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