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阳春砂仁 ITS2 序列 PCR反应体系的优化及验证
张 典  王 霞通讯作者  陈 雪  王 悦
（吉林农业科技学院  吉林  吉林  132101）

【摘 要】为创建阳春砂仁 ITS2 序列的 PCR 反应体系，采用正交试验对影响 PCR 反应的 Taq DNA 聚合酶、dNTPs、Mg2+、DNA

模板和引物 5 个因素进行优化，结果表明 20μL 阳春砂仁 ITS2 序列最佳 PCR 反应体系包括 Taq DNA 聚合酶 0.80U、dNTPs 0.20 

mmol·L-1、Mg2+ 2.50 mmol·L-1、DNA 模板 40ng、引物 0.20 umol·L-1，验证实验表明优化体系稳定性强，可用于后续的 DNA 条

形码分析。
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DNA 条形码鉴定是利用一段特定的短 DNA 序列（即 DNA 条

形码）来鉴别物种的分子生物学方法，它可以从基因水平上提

供一种可靠的分类依据，不受药材本身及环境条件的影响，能

够弥补形态描述的不足，操作流程规范、简单快速，鉴定结果

精准、高效 [1]。ITS2（internal transcribed spacer 2）作

为最常见的一种DNA条形码，位于5.8S和28S基因间，其序列短、

易扩增、进化速率快、变异程度高，2009 年，chen 等提出将

ITS2 作为植物的通用 DNA 条形码，并且得到了国际同行专家的

认可 [2]。

砂仁为我国著名“四大南药”之一，其正品为姜科植物阳

春砂、绿壳砂或海南砂的干燥成熟果实，其中以阳春砂仁品质

最佳，目前我国市售砂仁基本为阳春砂仁。阳春砂对生长环境

要求苛刻，授粉困难，因此产量很低，价格高涨，导致市售砂

仁混用、替用现象严重 [3]，亟需建立简便快速、准确有效地阳

春砂仁正伪品鉴别方法。目前对阳春砂仁的研究主要集中在药

理和化学分析方面 [4]，尚无阳春砂仁 DNA 条形码方面研究的报

道。优化反应体系是进行 DNA 条形码鉴定的前提和基础，论文

首次通过正交试验优化阳春砂仁 ITS2 序列 PCR 反应体系，并

对优化体系进行了验证，为实现阳春砂仁正伪品的分子鉴定奠

定基础，对后续阳春砂仁的遗传多样性分析、种质资源保存和

良种繁育等研究具有重要意义。

1 方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验材料

分别从道地产区收集、购买阳春砂仁样品共计 10 份，分

别为：广东蟠龙 4 份（简写为 PL1、PL2、PL3、PL4）、广东

春湾 2 份（简写为 CW1、CW2）、云南马关 2 份（简写为 NG1、

MG2），四川宜宾（简写为 YB1）、福建长泰（简写为 CT1），

经专家鉴定后备用。 

1.1.2 试剂

Taq DNA 聚 合 酶、dNTPs、 氯 仿、 琼 脂 糖 等 均 购

自 Takara Bio 公 司， 引 物 为 ITS2 通 用 引 物 ITS2F

（5 ′ -ATGCGATACTTGGTGTGAAT-3 ′） 和 ITS3R

（5′ -GACGCTTCTCCAGACTACAAT-3′）[5]，由上海生工生物工

程有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 基因组 DNA 提取

阳春砂仁种皮经 75% 乙醇擦拭后，切开种皮，去除种

子，于液氮中研磨成粉末，加入适量 CTAB 提取液（含 2% 

PVP40），其余操作参照刘艳[6]的改良CTAB法，所提基因组经1%

琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度法检测后，稀释浓度至 50ng/

μL，-20℃贮存备用。

1.2.2 PCR 反应正交试验设计

以 PL1 基因组 DNA 为模板，在单因素试验的基础上，对构

成 PCR 反应体系的 5 个主要组分（Taq DNA 聚合酶、dNTPs、

Mg2+、DNA 模板、引物）进行 5 因素 4 水平正交试验，详见见表

1，反应体系为 20μL。

PCR反应程序为：94℃预变性5min后，反应30个循环（94℃

变性 30s，56℃退火 30min，72℃延伸 60s），最后 72℃延伸

10min。PCR 产物进行 1% 琼脂糖凝胶电泳，分析电泳条带的清

晰度和特异性，寻找最佳反应条件。实验重复 2次。

1.2.3 优化体系验证

采用 1.2.2 中优化的反应体系，分别以 PL2、PL3、PL4、

CW1、CW2、MG1、MG2、YB1、CT1 为基因组，进行 PCR 扩增及扩

增产物的凝胶电泳检测。

2 结果与分析

2.1 基因组 DNA 的质量与检测

 10份样品的基因组DNA电泳条带清晰明亮，无拖尾现象，

说明所提基因组 DNA 无降解，所有样品的 OD260/OD280 值在

1.74-1.91范围内,说明基因组DNA纯度较高，基本无RNA、糖类、

蛋白质等杂质，可用于后续 PCR 反应。

2.2 PCR 反应条件正交优化

由图 1 可知，除组合 4 外，所有组合都有扩增产物，但

是各个组合扩增条带的强弱不同，由弱到强依次为：组合 2、

11、12、16、5、1、14、3、13、7、15、10、9、8、6， 组 合

6 扩增条带最强，扩增效果最好，参照何正文 [7] 的方法，分别

对 16 个组合计分，并进行方差分析，结果如表 1 所示，可知

20μL阳春砂仁ITS2最佳PCR反应体系为Taq DNA聚合酶0.80U、

dNTPs 0.20 mmol·L-1、Mg2+ 2.50 mmol·L-1、DNA 模板 40ng、

引物 0.20 umol·L-1，Taq DNA 聚合酶和引物的浓度对 PCR 反

应体系影响最大，Mg2+ 和 dNTPs 浓度的影响次之，DNA 模板浓

度的影响最小。
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表 1正交试验设计与结果

Table2 The design and results of orthogonal experiment 

处理组  Taq DNA 聚合酶    dNTPs        Mg2+             DNA 模板       引物

        /U·20 μL-1       /mmol·L-1   /mmol·L-1     /ng·20μL-1    /μmol·L-1

  1	 0.60	    0.15	    1.50      10.00	 0.2

  2	 0.60	    0.20	    2.00      20.00	 0.3

  3	 0.60	    0.25	    2.50      30.00	 0.4

  4	 0.60	    0.30	    3.00      40.00	 0.5

  5	 0.80	    0.15	    2.00      30.00	 0.5

  6	 0.80	    0.20	    1.50      40.00	 0.4

  7	 0.80	    0.25	    3.00      10.00	 0.3

  8	 0.80	    0.30	    2.50      20.00	 0.2

  9	 1.00	    0.15	    2.50      40.00	 0.3

  10	 1.00	    0.20	    3.00      30.00	 0.2

  11	 1.00	    0.25	    1.50      20.00	 0.5

  12	 1.00	    0.30	    2.00      10.00	 0.4

  13	 1.20	    0.15	    3.00      20.00	 0.4

  14	 1.20	    0.20	    2.50      10.00	 0.5

  15	 1.20	    0.25	    2.00      40.00	 0.2

  16	 1.20	    0.30	    1.50      30.00	 0.3

  k1	 4.75	    9.25	    7.75      7.5	 11.75

  k2	 12	    9.75	    6         7.5	 8

  k3	 8.5	    8.75	    11.5      8.25	 9.75

  k4	 8.75	    6.25	    8.75      10.75	 4.5

  R	 7.25	    3.5	     5.5       3.25      7.25

2.3 验证

采用上述优化的反应体系，扩增剩余9份样品的ITS2序列，

结果如图2所示，可知，所有样品扩增条带清晰、明亮，无杂带、

无拖尾现象，说明优化的反应体系稳定、可靠。

3 讨论

DNA 条形码分析是基于 PCR 技术进行的，不同物种、不

同基因的 PCR 反应体系不同。影响 PCR 反应的因素主要有

Taq DNA 聚合酶、dNTPs、引物、DNA 模板和 Mg2+ 浓度，其中

dNTPs、引物和 DNA 模板浓度是 PCR 反应的原材料，其浓度过低

会降低扩增速率，浓度过高则会增加扩增错配率；Mg2+ 是 Taq 

DNA 聚合酶维持活性所必须的，低浓度 Mg2+ 会降低 Taq DNA 聚

合酶活性，而高浓度 Mg2+ 同样会增加扩增错配率。针对这 5 个

主要影响因素，实验采用正交设计优化 ITS2 序列的 PCR 反应

体系，兼顾每个因素和各因素之间的交互作用，优化的阳春砂

仁ITS2序列PCR反应体系（Taq DNA聚合酶0.80U、dNTPs 0.20 

mmol·L-1、Mg2+ 2.50 mmol·L-1、DNA 模 板 40ng、 引 物 0.20 

umol·L-1）与菜薹[8]相似；5个因素对PCR反应的影响程度（Taq 

DNA聚合酶=引物>Mg2+>dNTPs>DNA模板）与长柱金丝桃[9]相似。 
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