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基于叶绿体 rpoC1序列在山药分子鉴定中的应用 

赵琳娜, 刘  娜, 王学硕, 陈怡文, 张晓东, 崔生辉*, 路  勇* 

(中国食品药品检定研究院, 北京  100050) 

摘  要: 目的  研究基于 rpoC1 序列分析, 建立山药物种鉴定的新方法。方法  利用 DNA 条形码技术对收集

到的 7 个山药样本提取基因组 DNA, 以 rpoC1 基因引物进行 PCR 扩增、测序, 将所得序列在美国国家生物信

息中心(National Center for Biotechnology Information, NCBI)数据库中进行 BLAST 比对, 从 GenBank 获取薯蓣

属、木薯属和番薯属 rpoC1 序列, 应用 MEGA 7.0 软件计算种内和种间的(K2P)遗传距离, 并构建邻接(neighbor 

joining, NJ)系统聚类树。结果  7 个山药样本 rpoC1 基因获得成功扩增和测序。山药样本最大种内 K2P 遗传

距离为 0.009, 远远小于山药与木薯、番薯的种间 K2P 遗传距离 0.104~0.118, 也小于山药与盾叶薯蓣和穿龙

薯蓣的种间 K2P 遗传距离 0.026~0.035, 构建的系统发育树显示山药与盾叶薯蓣、穿龙薯蓣、木薯和番薯单独

聚为一类。结论  rpoC1 序列作为 DNA 条形码候选序列, 能够实现对山药和混伪品的鉴定, 同时也适用于食

用山药和药用山药物种的区分, rpoC1 序列可为山药物种鉴定提供新的分子鉴定方法。 

关键词: 山药; 薯蓣; DNA 条形码; rpoC1; 系统发育树; 物种鉴定 

Application of chloroplast rpoC1 sequence in molecular identification  
of Chinese yam 

ZHAO Lin-Na, LIU Na, WANG Xue-Shuo, CHEN Yi-Wen, ZHANG Xiao-Dong,  
CUI Sheng-Hui*, LU Yong* 

(National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 100050, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a new molecular method to authenticate Chinese yam by using rpoC1 

sequences. Methods  Genomic DNA was extracted from 7 Chinese yam samples and was used as templates for PCR 

amplification with the primers of rpoC1 gene. The sequences were aligned in the National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) database using BLAST. Based on GenBank Nucleotide Database, rpoC1 sequences of Dioscorea, 

Manihot and Ipomoea were downloaded. K2P distances were calculated using MEGA 7.0 software and neighbor-ioning 

(NJ) phylogenetic tree was established. Results  rpoC1 gene was successfully amplified and sequenced in 7 Chinese 

yam samples. K2P genetic distance of intraspecific genetic distance of Chinese yam was 0.009, which was far less than 

the interspecific K2P genetic distance between Chinese yam and Manihot and Ipomoea (0.104-0.118), and also less than 

the interspecific K2P genetic distance between Chinese yam and Dioscorea zingiberensis and Dioscorea nipponica 
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(0.026-0.035). The results of NJ phylogenetic tree showed that Chinese yam could be separated from Dioscorea 

zingiberensis or Manihot, and classified into a separate one. Conclusion  As a candidate sequence of DNA barcoding, 

rpoC1 sequence can be used to identify yam and adulterants, and it can also be used to distinguish edible and 

medicinal yam species. rpoC1 sequence can provide a new molecular method for yam species identification. 

KEY WORDS: yam; Dioscorea; DNA barcoding; rpoC1; phylogenetic tree; species identification 
 
 

0  引  言 

山 药 (Dioscorea opposite Thunb., 异 名 Dioscorea 

polystachya Turcz.、Dioscorea oppositifolia L.、Dioscorea 

batatas Dcne.), 别名薯蓣、薯药。《中国药典》(2020 版)规   

定[1]: 山药为薯蓣科植物薯蓣Dioscorea opposite Thunb.的干

燥根茎。前中国市场上的“山药”主要有薯蓣 (Dioscorea 

opposite Thunb.)、参薯(Dioscorea alata Linn.)、褐苞薯蓣

(Dioscorea persimilis Prain et Burkill)、日本薯蓣(Dioscorea 

japonica Thunb.)、山薯(Dioscorea fordii Prain et Burkill) 5 种

薯蓣属植物作为山药种植资源被开发利用[2]。山药是一种药

食同源的天然植物, 2002 年, 国家卫生部(现国家卫生健康

委员会)在《卫生部关于进一步规范保健食品原料管理的通

知》中[3], 将山药列入《既是食品又是药品的物品名单》。现

代药理研究表明, 山药含有许多活性成分, 不仅具有调理疾

病的药用价值, 而且可以做成保健食品[4]。近年来, 随着健

康理念的改变, 用山药加工而成的食品消费比例逐步上升, 

特别是网络售卖的需求量极大。但与此同时, 山药的掺杂使

假问题也日益凸显, 有些不法企业和商贩为了提高经济利

益, 在山药类食品中掺杂使用大戟科木薯(Manihot esculenta 

Crantz)和旋花科番薯[Ipomoea batatas (L.) Lam.]块茎的现象

时有发生, 严重影响山药的功效与作用[5]。 

目前市售山药类食品多为加工品, 对混伪品运用表

面性状、显微特征甚至化学成分进行准确鉴别难度比较大, 

迫切需要灵敏、可靠的检测方法。DNA 条形码技术是利用

基因组中公认标准的 DNA 片段对物种进行准确鉴定的技

术。该技术提供了可信息化的有效分类学手段, 已经被成

功应用于生物物种的鉴定和分类[6‒7], 尤其在中药全产业

链各个关键环节中发挥了重要作用, 从产业链上游到中游

和下游, 可实现中药种子、种苗、中药材、中药饮片的鉴

定[8]。在动物类群的鉴定和分类中, 线粒体基因细胞色素 C

氧化酶亚基 I (cytochrome coxidase subunit I, COI)被广泛应

用, 成为动物的通用 DNA 条形码[9‒10]。由于植物与动物的

自然特性差异较大, 至今在植物中还未找到一个如动物中

COI 基因一样完美的 DNA 条形码能对所有植物进行区分

和鉴定。在各种候选 DNA 序列中, 叶绿体片段和核基因片

段被认为适用于植物物种鉴定, 但不同序列的放大效率和

鉴定效率因不同植物群体而异, 因此必须通过测序和结果

分析来选择最合适的 DNA序列[11‒14]。有研究采用 ITS, ITS2, 

rbcL, matK 和 psbA-trnH 5 种 DNA 条形码应用于山药及其

混伪品的鉴定[15‒17], 但 ITS 序列扩增失败, ITS 序列扩增效

率较低, 无法有效进行物种区分, 从而限制 2 种序列在山

药鉴别中的应用; rbcL 和 psbA-trnH 序列具有较高的扩增

成功率, 但物种分离度较低、种间变异较小, 分类具有一

定的局限性; matK 序列具有较高的鉴定效率, 种间变异度

高于种内变异度。rpoC1 是叶绿体 DNA 中的一个核糖核酸

聚合酶 C1 亚基 (ribonucleicacid polymerise C1 subunit, 

rpoC1), 也是作为植物 DNA 条形码常见的候选序列, 其具

有很高的扩增和测序成功率, 被用于许多药用植物的分类

及鉴别[18‒19], 但利用叶绿体基因 rpoC1 序列进行山药掺伪

分子鉴定的报道比较少。因此, 本研究以山药正伪品共 3

个科 3 个属 7 个物种的 DNA 序列以及 7 份样品为研究对

象, 考察 rpoC1 基因对山药正伪品的鉴别能力和适用性, 

为山药的准确鉴别提供客观依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Bio-Rad PCR 仪、Bio-Rad 紫外凝胶成像系统(美国

伯乐公司); Thermo LEGEND Micro21R 冷冻离心机、

NanoDrop 2000 微量核酸蛋白测定仪 (美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司)。 

十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵 (hexadecyl trimethyl 

ammonium bromide, CTAB)裂解液 [20 g/L CTAB, 1.4 

mol/L NaCl, 0.1 mol/L Tris, 0.02 mmol/L 乙二胺四乙酸

二 钠 (ethylene diamine tetraacetic acid disodium salt, 

Na2-EDTA), pH 8.0]、三氯甲烷、异丙醇(分析纯)(国药集

团化学试剂有限公司); Ex TaqDNA 聚合酶 250 U、dNTP 

mixture 2.5 mmol/L、琼脂糖(宝生物工程大连有限公司); 

实验室用水为 Milli-Q 超纯水。 

1.2  实验材料 

从 NCBI 建立的 DNA 序列数据库 GenBank 下载薯

蓣、穿龙薯蓣(Dioscorea nipponica Makino)、盾叶薯蓣

(Dioscorea zingiberensis C.H. Wright)、木薯 (Manihot 

esculenta Crantz)、番薯 [Ipomoea batatas (L.) Lam.]的

rpoC1 基因序列。其中获得不同来源的薯蓣 rpoC1 序列

9 条, 木薯和番薯 rpoC1 序列 2 条。7 个不同名称山药块

样品由河南省食品药品检验所提供。样品信息和 rpoC1

序列的 GenBank 登录号及来源见表 1。 
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表 1  样品采集信息及 rpoC1 序列的 GenBank 登录号/来源 
Table 1  Samples of Dioscorea oppositifolia L. tested in this study 

编号 名称 拉丁学名 GenBank 登录号 

1 参薯 Dioscorea alata MG267382.1 

2 参薯 Dioscorea alata NC039707.1 

3 褐苞薯蓣 Dioscorea persimilis MN585218.1 

4 薯蓣 Dioscorea polystachya MG267380.1 

5 薯蓣 Dioscorea polystachya NC_037716.1 

6 薯蓣 Dioscorea oppositifolia JF972829.1 

7 薯蓣 Dioscorea baya NC_039850.1 

8 盾叶薯蓣 Dioscorea zingiberensis KP899622.1 

9 穿龙薯蓣 Dioscorea nipponica GQ436196.1 

10 木薯 Manihot esculenta EU117376.1 

11 番薯 Ipomoea batatas EU047598.1 

HNY-1 广西广山药 / 河南省食品药品检验所 

HNY-2 芙草山药 / 河南省食品药品检验所 

HNY-3 毛山药 / 河南省食品药品检验所 

HNY-4 光山药 / 河南省食品药品检验所 

HNY-5 河北光条 / 河南省食品药品检验所 

HNY-6 芙草毛山药 / 河南省食品药品检验所 

HNY-7 无硫山药 / 河南省食品药品检验所 

 
1.3  实验方法 

1.3.1  DNA 提取 

将山药样本取适量至研钵中, 加入液氮, 充分研磨成

粉末, 使用改良 CTAB 方法提取总 DNA, 具体步骤参照文

献[20‒21]。将得到的 DNA 使用 Nano Drop 2000 测定 DNA

纯度及浓度。DNA 样品于-20 ℃保存备用。 

1.3.2  PCR 扩增及测序 

扩增 rpoC1 所用通用引物序列[22]由上海生工公司合

成。上游引物 F: 5'-GGCAAAGAGGGAAGATTTCG-3'; 下游

引物 R: 5'-CCATAAGCATATCTTGAGTTGG-3'。PCR 反应总

体系 25 μL, 包括 10×反应缓冲液 2.5 μL, 模板 DNA 1 μL, 

正向引物 2 μL (10 μmol/L); 反向引物 2 μL (10 μmol/L); Taq

酶 0.5 μL, 无菌水至 25 μL。PCR 扩增程序为: 95 ℃预变性

5 min; 95 ℃变性 30 s, 52 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 30 s, 35 个

循环; 72 ℃延伸 10 min。最后在 4 ℃下保温。反应结束后, 取

5 μL PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测。将扩增成功的

PCR 产物送到测序公司进行测序。 

1.3.3  序列比对和数据分析 

测序结果使用 CodonCode Aligner 3.0 校正和拼接, 切

除两端引物, 将所得序列提交 GenBank 进行 BLAST 比对。

使用 MEGA 7.0.26 计算 Kimura-2 参数(K2P)遗传距离, 选

择邻接法(neighbor joining, NJ)构建山药系统发育树, 评价

序列的鉴定能力。树状图中每 1 分支进行靴带分析

(bootstrap), 自展重复数设定为 1000 次, 以评价树状图的

可信度。 

2  结果与分析 

2.1  DNA 提取与 PCR 扩增 

使用改良的 CTAB法从 7份样品中成功提取DNA, 浓

度在 100~300 ng/μL 之间, A260/A280 的值在 2.0~2.10 之间, 

说明 DNA 质量良好。以 rpoC1 通用引物进行 PCR 扩增, 无

菌水作为空白对照。扩增产物以 1%琼脂糖凝胶电泳检测, 

结果如图 1 所示, 7 份样本的 rpoC1 序列得到了 100%的扩

增, 扩增产物片段大小在 500 bp 左右。测序结果显示 7 份

样本的 rpoC1 序列扩增产物测序成功率为 100%, 同时

NCBI上BLAST相似性检索均具有较好的匹配度(表 2), 确

认所测序列为目标序列。 

 

 

 

 
注: M: 2000 bp DNA ladder, 1~7: HNY-1~HNY-7, 8: 空白对照。 

图 1  7 个山药样品 rpoC1 基因 PCR 产物电泳结果 

Fig.1  Electrophoretic results of rpoC1 gene PCR products of 7 D. 
opposite Thunb samples 
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2.2  遗传距离的分析 

综合实验所得序列和 Genbank 上已提交的 5种薯蓣相

关序列, 利用 MEGA 7.0.26 软件进行遗传距离分析, 采用

K2P 模型计算遗传距离。结果(表 3)显示, 7 个山药样本和

Genbank 上提交的参薯 (Dioscorea alata) 、褐苞薯蓣

(Dioscorea persimilis) 和 薯 蓣 (Dioscorea polystachya 、

Dioscorea oppositifolia 、Dioscorea baya) rpoC1 序列的遗

传距离为 0~0.009 之间, 显示受试山药样本和参薯及薯蓣

rpoC1 序列的种内变异很小。7 个山药样本和盾叶薯蓣

(Dioscorea zingiberensis)和穿龙薯蓣(Dioscorea nipponica) 

rpoC1 序列的遗传距离为 0.026~0.035 之间, 表明他们之间

亲缘关系略远。7 个山药样本和木薯(Manihot esculenta)、

番 薯 (Ipomoea batatas) rpoC1 序 列 的 遗 传 距 离 为

0.104~0.118 之间, 结果表明受试山药样本与木薯、番薯的

种间遗传距离远大于山药的种内遗传距离。因此, rpoC1 序

列能够将山药与木薯和番薯区分开, 而且能够将山药和盾

叶薯蓣和穿龙薯蓣进行有效区分。 

2.3  系统发育树的构建 

综合实验所得序列和 Genbank 上已提交的 5 种薯蓣相关

序列, 利用MEGA 7.0.26软件构建NJ系统聚类树进行分析, 进

一步分析其相互近缘关系, 结果见图 2。NJ 系统聚类树结果显

示 7 个山药样本与参薯(Dioscorea alata)、褐苞薯蓣(Dioscorea 

persimilis) 和 薯 蓣 (Dioscorea polystachya 、 Dioscorea 

oppositifolia、Dioscorea baya)聚为一类, 与盾叶薯蓣(Dioscorea 

zingiberensis)、穿龙薯蓣(Dioscorea nipponica)和木薯(Manihot 

esculenta)、番薯(Ipomoea batatas)分别单独聚为一类, 3 者之间

没有交叉。以上结果表明, rpoC1 序列适用于山药的物种鉴别, 

可以作为山药与混伪品之间鉴别的提供分子鉴定依据。 

3  结论与讨论 

DNA 条形码鉴定技术因其通用, 操作简单, 不受个体

发育阶段和形态特征的限制等优势, 成为近年来分子鉴定的

热点, 尤其对于缺乏遗传背景信息的药用植物样品具有较好

的鉴别能力。在植物中相关研究者进行了大量研究, 国际生

命条码联盟于 2009 年对来自 550 个物种 907 个样品的 7 个序

列(rbcL, matK, rpoC1, rpoB, psbA-trnH, psbK-psbI, atpF-atpH)

分析比较后, 提议将 rbcL+matK 组合作为植物界的通用条形

码[23]。CHEN 等[24]经过相关研究建议将 ITS2 作为药用植物的

通用条形码序列。中国 DNA 条形码植物工作组通过对大量

样本的 rbcL, matK, psbA-trnH, ITS 以及 ITS2 序列进行研究, 

建议将 ITS/ITS2 作为种子植物的核心条形码。ITS 虽然具有

较好的稳定性和准确性, 但是在一定物种的鉴定中并不能获

得有效的鉴定结果[25]。有研究学者对 98 个科 326 个物种 400

个样品进行了分析研究, 仅获得 42.3%的扩增成功率[26]; 对

芸香科 72 属 192 种 300 个样本进行了研究, 发现 ITS 序列扩

增效率很低, 很难对物种进行鉴定[27]。在本研究中, 尝试用

ITS 和 ITS2 序列扩增山药样本, ITS 序列扩增失败, ITS2 序列

扩增效率低且测序失败, 从而限制这 2 种序列作为条形码在

山药鉴别中的应用, 与孟啸龙等[15]研究报道结果相一致。孟

啸龙等[15]研究结果还显示 matK 序列构建的系统发育树可以

将木薯、褐苞薯蓣、甘薯、佛手山药和山药分别单独聚为一

枝, 参薯和山薯聚为一枝。以 rbcL 和 psbA-trnH 序列构建的

系统发育树显示仅将木薯和佛手山药单独聚类。本研究中, 

rpoC1 显示出很高的扩增效率和测序成功率, 并且从 rpoC1

序列构建的系统发育树上可以看出, 山药和褐苞薯蓣聚为一

枝, 山药和木薯、番薯分别聚类, 且各近缘属物种均能聚在具

有支持率较高的单系分支中。 

 
表 2  7 个样品 rpoC1 序列 BLAST 鉴定结果 

Table 2  BLAST results of rpoC1 sequence of 7 samples 

样本号 名称 拉丁名 相似度/% 登录号 

HNY-1 广西广山药 
Discorea persimilis 99.59 MN585218.1 

Discorea polystachya 99.59 MG267380.1 

HNY-2 芙草山药 
Discorea persimilis 99.59 MN585218.1 

Discorea polystachya 99.59 MG267380.1 

HNY-3 毛山药 
Discorea persimilis 99.39 MN585218.1 

Discorea polystachya 99.39 MG267380.1 

HNY-4 光山药 
Discorea persimilis 98.35 MN585218.1 

Discorea polystachya 98.35 MG267380.1 

HNY-5 河北光条 
Discorea persimilis 99.59 MN585218.1 

Discorea polystachya 99.59 MG267380.1 

HNY-6 芙草毛山药 
Discorea persimilis 99.80 MN585218.1 

Discorea polystachya 99.80 MG267380.1 

HNY-7 无硫山药 
Discorea persimilis 99.59 MN585218.1 

Discorea polystachya 99.59 MG267380.1 
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注: 分支上数字为自展值(＞60%)。 

图 2  基于 rpoC1 序列构建的山药及其混伪品的 NJ 系统发育树 

Fig.2  NJ cluster analysis of rpoC1 sequence gene in Chinese yam and its adulterants 
 

薯蓣科(Dioscoreaceae)薯蓣属包含 600 多种植物。除

薯 蓣 (D. opposite Thunb) 外 、 穿 龙 薯 蓣 (D. nipponica 

Makino)、黄山药(D. panthaica Prain et Burk.)、盾叶薯蓣(D. 

zingiberensis)、粉背薯蓣(D. hypoglauca Palibin)、福州薯蓣

(D. futschauensis Uline ex R.Kunth)等植物根茎也为《中国

药典》所收载[1]。虽然它们来自同一个属, 但是不同的植

物具有不同的功效, 实际应用中需要加以甄别。从本实验

的遗传距离和系统发育树构建结果可见, 7 个受试山药样

本、薯蓣、参薯及褐苞薯蓣 rpoC1 序列的种内变异很小, 都

属于可食用山药。虽然 rpoC1 不能对薯蓣和褐苞薯蓣近缘

种之间进行有效的区分, 但能将其与穿龙薯蓣和盾叶薯蓣

这 2 种药用薯蓣分别聚在具有支持率较高的单系分支中。 

PENNISI[28]认为植物 DNA 条形码技术能否得到成功

应用, 关键在于合适片段的选择及其相关质量评价。一个

理想的条形码应该容易扩增和测序, PCR 产物大小不超过

1 kbp, 同时具有高的种间变异。本研究结果显示 rpoC1 基

因具有很高的扩增测序成功率, 扩增产物大小合适。能对

木薯、番薯等混伪品进行鉴定, 虽然因山药与褐苞薯蓣亲

缘关系更为密切[29], 不能区分山药和褐苞薯蓣, 但适用于

食用山药和药用山药物种的区别。本研究将 rpoC1 序列成

功用于山药物种的鉴定, 下一步将收集到更多的薯蓣属物

种进行验证, 这对于食用山药和药用山药的真实性, 尤其

是经过食品加工和药材炮制, 无法辨别其明确外观形态的

山药加工品的真伪鉴定提供了科学依据, 也为市场监管提

供可靠的技术手段。 
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