
浙江理工大学学报(自然科学版),第３９卷,第３期,２０１８年５月

JournalofZhejiangSciＧTechUniversity(NaturalSciences)

Vol．３９,No．３,May２０１８

DOI:１０．３９６９/j．issn．１６７３Ｇ３８５１(n)．２０１８．０３．０１４

收稿日期:２０１７－１１－１　　网络出版日期:２０１８－０２－２７
基金项目:浙江省分析测试科技计划项目(２０１５C３７０４２)

作者简介:陈绍宁(１９７７－),女,黑龙江肇源人,博士,主要从事植物分子生物学方面的研究.

基于高分辨率熔解曲线分析技术鉴别
杭白菊和黄山贡菊的初步研究

陈绍宁,顾小川,姜鹏辉,李晴妍
(浙江理工大学生命科学学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:杭白菊和贡菊同为药茶两用的药材,种植较多,种质相近.然而两者保健功效、药用成分各有不同,饮

用或入药时需加以区分,传统鉴别方法主观性强,往往难以精确区分.文章提出一种中药材分子鉴定方法,采用高

分辨率熔解曲线(Highresolutionmelting,HRM),并结合 DNA 条形码ITS２序列对杭白菊和黄山贡菊进行快速鉴

别.以杭白菊及黄山贡菊干燥药材为样品,ITS２序列作为 DNA条形码,获得ITS２序列的高分辨率熔解曲线;建立

检测鉴定杭白菊与黄山贡菊的 HRMＧ荧光定量 PCR 方法和杭白菊和黄山贡菊高分辨率熔解曲线模型;在 HRMＧ
PCR条件下,建立杭白菊和黄山贡菊的标准化高分辨率熔解曲线图、高分辨率熔解曲线衍生差异图,并应用该方法

检测市售杭白菊和黄山贡菊共１０份样品.结果表明:利用高分辨率熔解曲线技术能够有效地区分开杭白菊和黄山

贡菊,为进一步应用高分辨率熔解曲线分析技术鉴定中药材提供理论基础和技术依据.
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０　引　言

高分辨率熔解曲线(Highresolutionmelting,

HRM)是一种分辨率高、简单高效的 DNA 检测技

术,分辨精度可以区分单个碱基差异;HRM 技术原

理基于DNA序列因片段长度、GC含量、GC分布的

不同,在PCR过程中加热变性时会产生特有的熔解

曲线形状与位置[１].HRM 利用饱和染料结合实时

荧光定量PCR,对PCR反应产物进行分析,实时监

测核苷酸双链熔解过程荧光信号的积累,获得高分

辨率熔解曲线,监测双链熔解随温度变化产生的曲

线,可直观地反映PCR产物的差异,进行PCR熔解

曲线分析[１].HRM 作为一种新型的分子诊断技

术,具有高通量、低成本、简单直观等优点,在中药真

伪鉴定中应用广泛[２Ｇ５].陈康等[６]利用熔解曲线分

析技术扩增鹿茸药材的DNA条形码COⅠ序列,通
过比较熔解曲线峰形和 Tm 位置来鉴别马鹿、梅花

鹿及其混伪品,建立正品鹿茸药材熔解曲线模型.

胡峻等[７]对木通类药材进行了基于 DNA 条形码序

列的高分辨率熔解曲线分析,建立了通过比较熔解

曲线和 Tm位置鉴别不同来源木通类药材的检测方

法.高分辨率熔解曲线分析技术通过监控荧光定量

PCR过程产生的熔解曲线变化进行分析,是物质分

类和鉴定的新技术,在中药分子鉴定中具有广泛应

用前景[８].
菊 花 (Dendranthemamorifolium (Ramat．)

Tzvel．)作为药食同源的一种药材,既可入药,也可

做茶[９].中药菊花是取用菊科植物头状花序经干燥

加工而成,菊花品类众多,２０１５版«中华人民共和国

药典»收录亳菊、滁菊、贡菊、杭菊和怀菊[１０].其中

杭菊和贡菊是药茶两用、茶用为主的品类,种植生产

较多,且两者种质相近[１１].杭菊又分为杭白菊和杭

黄菊.杭白菊原产自浙江桐乡,为著名的“浙八味”
之一,贡菊主产于安徽歙县,并覆盖黄山市.两者虽

同为药茶两用菊花,但在保健功效、药用成分及药理

方面各有不同,饮用或入药时需加以区分[１２].



传统鉴别菊花的方法主要包括性状鉴定、显微

鉴定、理化鉴定等,但是传统方法主观性强,往往难

以精确区分[１３Ｇ１６].DNA 条形码技术利用可作为物

种鉴定的序列标签进行生物物种分类和鉴定,广泛

应用于各类物种鉴定,同时也被应用到中药材鉴定

研究中[１７].DNA条形码技术鉴定中药材不依赖于

药材外观形态,该方法用于鉴定中药材与其常见混

伪品,具有客观、稳定、重复性强的特点,弥补传统鉴

定方法的不足[５].用于中药材鉴定的 DNA 条形码

序列主要包括ITS２、psbAＧtrnH、matK 和rbcL等.
其中,ITS２是真核生物rDNA上的一段高度重复的

串联结构单位,在种属水平的变异较为明显,具有更

多的突变位点以便于区分鉴别不同的种属[１８].
本文选用ITS２序列作为DNA 条形码标记,采

用高分辨率熔解曲线分析技术,对杭白菊及黄山贡

菊进行基于ITS２的熔解曲线分析,建立利用高分

辨率熔解曲线分析技术鉴别杭白菊和黄山贡菊的方

法.

１　材料与方法

１．１　药材材料

菊花对照样品,购自中国食品药品检定研究院,杭
白菊和黄山贡菊市售药材样本共计１０个,具体见表１.

表１　药用菊花样品及来源

序号 品种 拉丁名 产地

１ 杭白菊 D．morifolium “Hangbaiju” 浙江桐乡

２ 杭白菊 D．morifolium “Hangbaiju” 浙江桐乡

３ 杭白菊 D．morifolium “Hangbaiju” 浙江桐乡

４ 杭白菊 D．morifolium “Hangbaiju” 浙江嘉兴

５ 杭白菊 D．morifolium “Hangbaiju” 浙江嘉兴

６ 黄山贡菊 D．morifolium “Gongju” 安徽歙县

７ 黄山贡菊 D．morifolium “Gongju” 安徽歙县

８ 黄山贡菊 D．morifolium “Gongju” 安徽亳州

９ 黄山贡菊 D．morifolium “Gongju” 安徽亳州

１０ 黄山贡菊 D．morifolium “Gongju” 安徽亳州

１．２　DNA提取

取杭白菊和贡菊样品各２００mg,液氮研磨成粉

状,参照(磁珠法)深加工产品基因组 DNA 抽提试

剂盒(生工生物工程公司)的方法提取药材样品的总

基因组DNA,取５．０μLDNA经１％琼脂糖凝胶电

泳对样本进行质量检测,并经微量紫外可见分光光

度计测定DNA 的纯度和浓度.将所提取 DNA 样

品调整至１０．０ng/μL作为模板用于熔解曲线分析.

１．３　PCR扩增与高分辨率熔解曲线分析

ITS２序列的PCR扩增和高分辨率熔解曲线分

析在LightCycler４８０Ⅱ仪器(Roche,德国)进行.
序列引物使用ITS２通用引物(ITS３ＧF:ATGCGAT
ACTTGGTGTGAAT;ITS２ＧR:GACGCTTCTCC
AGACTACAAT),由英潍捷公司合成.反应体系

为:２×GreenＧ２ＧGoMastermix５．０μL(BBI公司)、
引物(１０μmol/L)各０．４μL、模板 DNA１．０μL、

RNasefreeH２O 补充总体积到１０．０μL.PCR 及

熔解曲线程序为:９５℃预变性５min;９５℃变性３０s,

６０℃退火３０s,７２℃延伸４５s,共４０个循环.扩增结

束后进行熔解曲线分析,反应条件为９５ ℃ １min,

４０℃１min,熔解曲线数据收集从６５℃到９５℃,温
度上升速率为１℃/s.

１．４　检测结果对比分析

分别取杭白菊与黄山贡菊样品的 PCR扩增产

物进行测序,并结合样品序列与高分辨率熔解曲线

检测结果对比分析,验证高分辨率熔解曲线分析技

术的检测结果.

２　结果与分析

２．１　提取的DNA质量分析

紫外分光光度计法测得所提取样品 DNA质量

浓度为５０．２２~１１２．４２ng/μL,A２６０/A２８０均在１．８
左右.凝胶电泳检测结果(图１所示)显示所提取

DNA稍有降解,基因组 DNA 条带清晰.说明样品

DNA质量良好,可用于后续的PCR及 HRM 分析.

M:DNALadder;１—５:杭白菊样品;６—１０:黄山贡菊;１１:菊花对照品

图１　杭白菊及黄山贡菊 DNA琼脂糖凝胶电泳检测图
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２．２　PCR扩增与熔解曲线分析

以浓度为１０ng/μL的杭白菊及贡菊 DNA 为

模板,PCR扩增ITS２序列.电泳检测结果如图２.

杭白菊及黄山贡菊的PCR产物长度在４００~５００bp
之间,符合预期.

M:DNALadder;１—５:杭白菊样品;６—１０:黄山贡菊样品;１１:菊花对照品

图２　杭白菊及黄山贡菊PCR产物琼脂糖凝胶电泳检测图

　　PCR 产物进行 HRM 分析,以 Tm 值为横坐

标,以荧光信号值为纵坐标,获得标准化的熔解曲

线,结果如图３,可见杭白菊和黄山贡菊的熔解曲线

都表现出不同的形状特点.１０份样品的标准化熔

解曲线聚类分成两束,其中菊花对照样品与５条杭

白菊的熔解曲线聚为一束,５条黄山贡菊的熔解曲

线聚为一束.从标准化的熔解曲线图中可以明确区

分杭白菊与黄山贡菊.

a:杭白菊;b:黄山贡菊;c:菊花对照品

图３　标准化的随温度变化的高分辨率熔解曲线

　　以菊花对照品为参照做基线,与其他样品产生

相对荧光值的差值为纵坐标生成衍生熔解曲线差异

图(图４所示).５条杭白菊差异曲线成束聚与基线

附近,５条黄山贡菊差异曲线线形一致且成束分布

与基线上方.熔解曲线差异图将杭白菊与黄山贡菊

熔解曲线差异放大,更有利于区分与鉴定.

a:杭白菊;b:黄山贡菊;c:菊花对照品

图４　杭白菊及黄山贡菊鉴定的高分辨率熔解曲线差异图
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２．３　扩增产物的序列分析

分别对 ５ 份杭白菊和 ５ 份黄山贡菊样品的

PCR扩增产物进行测序分析,结果如图５.测序结

果序列分析结果显示:杭白菊第２３０位点碱基为

T,而黄山贡菊２３０位点处为 C,杭白菊与黄山贡

菊ITS２序列仅在２３０位点出现差异.杭白菊与

购自中国食品药品鉴定研究院的菊花ITS２序列

一致.

图５　杭白菊及黄山贡菊ITS２序列差异位点示意图

３　讨　论

菊花入药历史悠久,在道地产区栽培时间久远.
因无性繁殖及频繁引种,导致菊花的组织形态、外部

形态及理化成分产生差异,演化成“杭菊”、“贡菊”、
“亳菊”、“滁菊”、“济菊”、“祁菊”、“怀菊”、“川菊”等
不同栽培类型[１５].对不同种源菊花的外部形态及

分子标记鉴定结果显示,杭白菊与贡菊亲缘关系最

近,但两者理化成分存在显著差异,菊花的理化成分

主要 包 括 黄 酮 类、酚 酸 类 和 挥 发 油 类 等 活 性 物

质[１４Ｇ１６,１９Ｇ２０].葛永斌等[１２]利用 比 色 法、HPLC 和

GCＧMS方法分析不同产地菊花的几类成分,发现杭

菊与贡菊挥发油、黄酮成分总量种类差异较大,贡菊

所含黄酮和挥发油含量均高于杭菊.杭白菊和黄山

贡菊的Zn、Mn、Fe、Cu、Mg和Pb等微量元素进行

测定分析表明,杭白菊Fe含量高于黄山贡菊,而黄

山贡菊 Mn,Ca含量显著高于杭白菊[２１].因此二者

药效及保健效果存在一定差异,入药或饮用时需加

以区分.
传统鉴别菊花的方法主要采用性状鉴定、显微

鉴定及理化鉴定等方法.徐娟华等[１６]根据头状花

序的总苞片、舌状花、管状花、花托等特征对杭白菊

和贡菊等５种菊花进行解剖学分析,确定杭白菊和

贡菊 的 原 植 物 基 原 为 D．morifolium (Ramat．)

Tzvel.同样,周建理等[１５]对杭白菊、贡菊、亳菊等５
个品种的菊花进行系统的形态学比较,鉴别商品菊

花的性状,发现杭白菊与贡菊在总苞片数目形状上

差异明显.王勤等[２２]选取杭菊、贡菊以及怀菊,严
格按照相关标准进行叶长度、宽度,头状花序直径的

测量,并利用统计软件进行分析,结果显示,不同的

菊花在叶形、叶片大小、头状花序大小上存在极显著

差异.菊花受气候、土壤环境、生长发育阶段等因素

的影响,形态外观及理化特征差异较大,仅仅依靠主

观性强的传统鉴别中药材的方法难以精准区分.
分子标记技术用于鉴别中药具有灵敏度高、特

异性强、稳定可靠等优点.徐文斌等[２０]利用分子标

记技术对２２个类型的药用菊花进行遗传多样性的

RAPD初步分析,结果表明利用 RAPD技术可以将

杭菊、贡菊、亳菊和怀菊区分.吕琳等[１４]分析不同

种源药用菊花的ISSR 分子标记,聚类分析结果表

明,杭白菊和贡菊亲缘关系较近,怀菊、祁菊及小亳

菊则聚为一支.利用遗传多样性关系分析可以将不

同菊花聚类区分,但对菊花进行精准鉴别和鉴定尚

有待于进一步研究.

ITS２作为一种 DNA 条形码,两端较为保守,
遗传稳定性高,中间差异稳定,即使在菊科这样庞大

的科系中,鉴定效果也可以达到７６％,高于其他条

形码序列[２３].ITS２可以通过植物ITS２序列通用
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引物进行扩增,其长度一般在２００~４００bp之间,适
合测序以及扩增[２４Ｇ２５].

本文选取ITS２片段作为鉴别片段,在 DNA 模

板１０ng/μL、引物浓度０．４μmol/L和退火温度为

６０℃条件下,杭白菊和黄山贡菊 DNA 分别获得稳

定、一致的熔解曲线,能清晰区分杭白菊和黄山贡

菊.以菊花对照样品为基线,将其他样品荧光信号

值与其进行差减后求导,获得熔解曲线差异图,将样

品间熔解曲线差异放大,能够更准确地区分杭白菊

和黄山贡菊.本文将高分辨率熔解曲线分析技术与

ITS２序列分析结合,对种质极为相近的杭白菊和黄

山贡菊进行鉴别,初步建立区分和鉴别两种菊花的

分子技术,该方法可用于鉴别不同品种的菊花,但对

同一品种与引种至其他产地形成的栽培种的鉴定效

果本文并未涉及.本文结果可为探索高分辨率熔解

曲线分析技术结合DNA条形码技术在中药材鉴定

方面提供理论依据和技术参考.

４　结　论

利用高分辨率熔解曲线技术检测分析杭白菊和

黄山贡菊的荧光定量 PCR 曲线分型.标准化随

Tm值变化的熔解曲线图可以区分杭白菊和黄山贡

菊.以菊花对照样品为标准参照做基线,获得派生

的熔解曲线差异图将二者差异放大,能够更加精准

地区分杭白菊和黄山贡菊.测序结果显示:杭白菊

与黄山贡菊ITS２序列存在差异,与高分辨率熔解

曲线分析结果一致.
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Preliminarystudyofidentificationofmedicinalmaterial
Dendranthemamorifolium “Hangbaiju”andDendranthemamorifolium

“Gongju”basedontheHRMtechnology
CHENShaoning,GUXiaochuan,JIANGPenghui,LIQingyan

(CollegeofLifeScience,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract: Medicinal materials Dendranthema morifolium “Hangbaiju” (D．morifolium,
“Hangbaiju”)andDendranthemamorifolium “Gongju”(D．morifolium,“Gongju”)wereidentifiedusing
highresolutionmelting (HRM)technologyandITS２sequenceswereusedasauthenticationsequences．
Thisresearchprovidesanew moleculartechnologyforidentificationofmedicinalmaterials．HRM were
carriedoutusingdriedmaterialsofD．morifolium “Hangbaiju”andD．morifolium “Gongju”andITS２
sequencesasDNAbarcode．MethodsforidentificationofD．morifolium “Hangbaiju”andD．morifolium
“Gongju”using HRM wereestablished．Thenormalized meltingpeakcurvesanddifferentplotwere
characterized．Total１０commercialD．morifoliumsamplesweredetectedandidentifiedbythismethod．
Asaresult,D．morifolium “Hangbaiju”andD．morifolium “Gongju”canbeeasilydistinguishedbythis
method．

Keywords:highresolutionmeltingcurves;Dendranthemamorifolium “Hangbaiju”;Dendranthema
morifolium “Gongju”;DNAbarcode;ITS２sequences
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