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　　摘要：采用ＤＮＡ条形码序列对不同品种的金银花进行鉴定，为金银花的鉴定提供分子依据。主要选择 ＩＴＳ２和
ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列进行评价，以扩增及测序成功率、变异位点数和Ｋ－２－Ｐ距离等指标评价各序列的鉴定能力。此外，
基于ＭＥＧＡ４．０分析不同品种金银花序列种间Ｋ－２－Ｐ遗传距离并构建ＮＪ树。结果表明：不同品种金银花ＩＴＳ２和
ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列的扩增及测序成功率均较高，扩增成功率为１００％，ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ的测序成功率分别为７２．７％、
９１％，且两者均存在较多的变异位点，可以有效地区分金银花不同品种。说明 ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ可以作为鉴定金银
花不同品种的优势条形码组合。
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　　金银花为忍冬科植物忍冬（Ｌｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａ）的干燥花蕾
或带初开的花，具有清热解毒、凉散风热之功效［１］，是国内市

场上的大宗药材。山东临沂地区和河南省新密县为道地产

区，主要栽培品种有四季花、大毛花、鸡爪花等。近年来，由于

市场对金银花的需求不断增加，价格偏高，国内多地大面积引

种栽培，形成了许多金银花新产区。有研究发现，不同产地、

不同品种金银花药材品质差异较大，因此如何保证金银花药

材质量成为人们关注的问题。由于不同品种药材性状及原植

物形态比较相似，因而亟需新的技术鉴别不同品种。目前，关

于该项研究已有报道，如细胞学（包括核型和染色体多态性）

和ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ等ＤＮＡ分子标记方面的研究［２－４］。近年来，

ＤＮＡ条形码技术发展较快，可直接利用 ＤＮＡ序列进行物种
的鉴定，具有过程简便、结果可靠性强等特点，为药用植物的

鉴定提供了新的机遇［５－７］。Ｃｈｅｎ等首先运用内转录第２间
隔区（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅ２，ＩＴＳ２）对被子植物、裸子植物
等七大类群的６０００多份药用植物样本进行 ＤＮＡ条形码鉴
定，其物种水平鉴定效率达 ９２．７％［８］。而众多学者推荐的

ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列在扩增成功率和物种识别率方面也有优良的
表现［９－１１］，尤其在有花植物中展现了较好的种间鉴别价

值［１２］，已被用于芍药属［１３］、薯蓣属［１４］等植物的种间鉴别研

究，但未见关于金银花不同品种间鉴别的相关研究报道。因

此，本试验研究上述２条ＤＮＡ条形码在不同品种金银花中的
差异，以期为不同金银花品种在分子水平上的鉴定提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１１个金银花品种分别采自山东临沂、河南新密、河北巨

鹿、陕西咸阳等地，经南京农业大学中药材研究所王康才教授

鉴定为忍冬科忍冬属忍冬（表１）。试验材料种植于南京农业
大学牌楼实验基地。

表１　金银花品种采集地及ＧｅｎＢａｎｋ登录号

编号 品种 采集地 ＧｅｎＢａｎｋ登录号
１ 四季花 山东临沂 ＪＱ７８０９９３ ＨＭ２２８５３６
２ 大毛花 山东临沂 ＪＱ７８０９８９ ＨＭ２２８５１１
３ 鸡爪花 山东临沂 ＪＱ７８０９９０ ＨＭ２２８５３６
４ 密银花 河南新密 ＪＱ７３１１７３ ＨＭ２２８５３７
５ 红银花 山东临沂 ＪＱ７８０９９１ ＧＵ１３５３１３
６ 九丰一号 山东临沂 ＪＱ７３１７１５ ＨＥ９６６６９２
７ 金花３号 陕西咸阳 — ＨＭ２２８５３７
８ 巨花１号 河北巨鹿 ＪＱ７８０９９３ —

９ 亚特 亚特生态公司 ＪＱ７８０９８６ ＨＭ２２８５３７
１０ 亚特红 亚特生态公司 — ＨＭ２２８５１１
１１ 亚特立本 亚特生态公司 — ＨＥ９６６６９２

　　注：“—”表示测序未成功；下表同。

１．２　ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增、ＰＣＲ产物纯化及测序
选取新鲜的叶片０．１ｇ，经液氮研磨后，使用植物ＤＮＡ提

取试剂盒（天根生化科技有限公司）提取总ＤＮＡ，ＰＣＲ反应采
用通用引物，反应体系及扩增程序均参照文献［１５］，进行１％
琼脂糖凝胶电泳。随后用琼脂糖凝胶试剂盒（天根生化科技

有限公司）对扩增目的片段进行回收，纯化后作为测序反应

的模板，送至上海英骏（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）生物技术公司进行双向测
序，测序引物同ＰＣＲ引物。
１．３　数据分析

ＩＴＳ２测序峰图利用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒＶ２．０６校对拼接，
去除低质量序列及引物区。使用基于隐马尔可夫模型的

ＨＭＭｅｒ注释方法［１６］用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒ去除两端的 ５．８Ｓ
和２６Ｓ获得间隔区序列。对ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列进行双向测序后
利用ＳｅｑＭａｎ软件进行拼接，后利用 Ｃｌｕｓｔａｌ进行多序列比对
和查错，并辅以人工校对。应用ＭＥＧＡ４．０［１７］进行碱基组成、
变异位点数、简约信息位点、转换和颠换数、转换和颠换比值

Ｒ、Ｋ－２－Ｐ距离等分析，并构建系统聚类树。利用 ＢｏｏｔＳｔｒａｐ
（１０００次重复）检验各分支的支持率。
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２　结果与分析

２．１　序列信息、ＰＣＲ扩增效率和测序成功率
ＩＴＳ２和ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ的扩增成功率均为１００％，测序成功率

分别为７２．７％和９１％。不同品种金银花的条形码序列长度以
及ＧＣ含量见表２。由表２可以看出，ＩＴＳ２序列的长度较短，为
２２５～２２９ｂｐ，ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列均为３３９ｂｐ。２条序列的ＧＣ含
量差别较大，其中ＩＴＳ２序列ＧＣ含量较高，最高达７５．４４％，而
ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列ＧＣ含量较低，在３０％左右。这说明ＩＴＳ２序列
比ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列发生变异的可能性小，序列更稳定。
２．２　序列变异分析

应用ＭＥＧＡ４．０对各序列进行对比，发现不同品种之间
的ＩＴＳ２和ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列存在较大的差异。由表３可以看
出，ＩＴＳ２序列共有９个碱基位点发生了变异，共发生１３处碱
基转换、３处碱基缺失、１处碱基插入，并发生１处碱基颠换
（Ｒ＝１３），简约信息位点数为 ４个，序列之间的一致性达
９８６４％。相比之下，ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列发生的变异数较少，共

表２　不同条形码序列的序列特征

品种

ＩＴＳ２ ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ

序列长度

（ｂｐ）
ＧＣ含量
（％）

序列长度

（ｂｐ）
ＧＣ含量
（％）

四季花 ２２８ ７５．４４ ３３９ ２８．１０
大毛花 ２２８ ７５．００ ３３９ ２９．７９
鸡爪花 ２２８ ７３．２５ ３３９ ２９．５０
密银花 ２２５ ７３．３３ ３３９ ２８．７６
红银花 ２２８ ７５．００ ３３９ ３０．９２
九丰一号 ２２８ ７５．４４ ３３９ ２９．７９
巨花一号 ２２９ ７４．６７ —

金花３号 — ３３９ ２９．５０
亚特 ２２８ ７５．００ ３３９ ２９．５０
亚特红 — ３３９ ２９．５０
亚特立本 — ３３９ ２９．７９

有７个碱基位点发生变异，发生６处碱基转换，无碱基缺失和
插入，并发生４次碱基颠换（Ｒ＝１．５），简约信息位点数为１
个，序列一致性为９９．６％。

表３　不同品种金银花的序列变异位点分布

品种
ＩＴＳ２ ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ

１９ ２１ ２７ ４７ ６１ ６９ １７８ １８８ ２０５ ４４ ２８０ ３０５ ３０９ ３２０ ３２３ ３３０
四季花 Ｇ · Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ
大毛花 Ｇ · Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ
鸡爪花 Ａ · Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ
密银花 Ａ · Ｔ Ｇ · Ｔ Ｔ · · Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ
红银花 Ｇ · Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ
九丰一号 Ｇ · Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ
巨花一号 Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ — — — — — — —

金花３号 — — — — — — — — — Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ
亚特 Ｇ · Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ
亚特红 — — — — — — — — — Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ
亚特立本 — — — — — — — — — Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ

　　注：“·”表示该位点无碱基序列。

２．３　遗传距离的计算及系统发育分析
应用ＭＥＧＡ４．０进行分析，以 Ｋｉｍｕｒａ－２参数计算遗传

距离，结果见表４。由表４可以看出，四季花和红银花之间的
Ｋ－２－Ｐ遗传距离最大，为０．０２４；而鸡爪花和密银花、金花３
号、亚特、亚特红等品种的遗传距离均为０，表明鸡爪花与这
几个品种属于近缘物种，可能是由于栽培环境或者生长条件

不一致，造成外部形态和成分含量的差异，也有可能是同一品

种，只是引种到不同的地区种植。本研究基于 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序
列，运用邻接法（ＮＪ）构建系统发育树，由图１可以看出，四季
花和亚特聚为一支，后与密银花聚为一支；大毛花和红银花聚

为一支。从ＮＪ树图可以看出，不同品种的金银花均可以互相
区分。

３　讨论

中药材的鉴定是中药生产、应用和研究至关重要的一步，

中药材物种、产地的不同可能会造成质量相差较大。因此，中

药材来源必须经严格鉴定，中药的质量和疗效才能得到初步

保证。传统的鉴定方法通常是以动植物的形态和显微特征等

作为鉴定指标，随着影响药材质量因素的多样化，传统方法已

不能满足实际需要。随着分子生物学技术的发展，中药ＤＮＡ
表４　ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列的种间Ｋ－２－Ｐ距离

品种编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ９ １０ １１
１ ０．００６ ０．００５ ０．００５ ０．００８ ０．００６ ０．００５ ０．００５ ０．００５ ０．００６
２ ０．０１２ ０．００３ ０．００３ ０．００６ ０．０００ ０．００３ ０．００３ ０．００３ ０．０００
３ ０．００９ ０．００３ ０．０００ ０．００７ ０．００３ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．００３
４ ０．００９ ０．００３ ０．０００ ０．００７ ０．００３ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．００３
５ ０．０２４ ０．０１２ ０．０１５ ０．０１５ ０．００６ ０．００７ ０．００７ ０．００７ ０．００６
６ ０．０１２ ０．０００ ０．００３ ０．００３ ０．０１２ ０．００３ ０．００３ ０．００３ ０．０００
７ ０．００９ ０．００３ ０．０００ ０．０００ ０．０１５ ０．００３ ０．０００ ０．０００ ０．００３
９ ０．００９ ０．００３ ０．０００ ０．０００ ０．０１５ ０．００３ ０．０００ ０．０００ ０．００３
１０ ０．００９ ０．００３ ０．０００ ０．０００ ０．０１５ ０．００３ ０．０００ ０．０００ ０．００３
１１ ０．０１２ ０．０００ ０．００３ ０．００３ ０．０１２ ０．０００ ０．００３ ０．００３ ０．００３
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分子鉴定技术及基因芯片技术等被广泛应用于中药材鉴

定［１８－１９］，如ＲＡＰＤ（随机扩增多态性）、ＡＦＬＰ（随机扩增长度
多态性）、ＳＮＰ（核苷酸多态性）等。分子标记技术的发展固然
为中药材的鉴定带来了一定的便利，但其本身存在许多缺陷，

例如 ＲＦＬＰ分析技术要求必须采用新鲜的植物材料，难以适
合于干燥药材的鉴定，且该项技术操作复杂、耗时耗力、成本

较高，普及应用的难度较大。

自从ＤＮＡ条形码技术被提出以来，由于它具有操作简
便、结果稳定等优势，因而被广泛应用于物种鉴定。理想的条

形码应具有足够的种间差异，同时种内变异足够小，易于扩

增，且引物通用性好，能够通过双向测序得到高质量的序

列［２０］。目前，国际植物学界推荐的植物条形码序列主要是

ＩＴＳ２、ｍａｔＫ，ｒｂｃＬ、ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｒｐｏＢ等，其中 ｍａｔＫ的 ＰＣＲ扩增
成功率较低，引物通用性较差，目前仍没有找到合适的通用引

物，且ｍａｔＫ在忍冬科植物中几乎无法扩增成功；ｒｂｃＬ易于扩
增，扩增和测序成功率都较高，但其差异主要存在于种以上的

水平［２１］，种内和种间的差异较为保守，更适合于物种科属级

别的划分；ｒｐｏＢ因具有较大的种内变异也不利于分类和鉴
定；而 ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ则显著弥补了上述片段的不足之
处。本试验研究中发现，ＩＴＳ２序列在鉴别金银花方面具有如
下的优势：序列长度较短，易于扩增，引物通用性较好。ＩＴＳ２
序列能与５．８Ｓ和２６Ｓ形成特定的颈环二级结构，更加有利于
ＩＴＳ２序列的处理和分析［２２－２３］。刘震等发现ＩＴＳ２序列在鉴别
忍冬属植物时无法将极为相近的灰毡毛忍冬和黄褐毛忍冬区

分开来，ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列在忍冬属植物中有着很高的扩增效
率和鉴定成功率，可以显著弥补ＩＴＳ２在鉴定忍冬属物种水平
上的不足，起到相互辅助作用［２４］。

综上所述，本试验所采取的２个片段在鉴定水平上各有
所长，既能准确的区分物种，又可以研究系统发生和亲缘关系

的远近，具有重要的意义。
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