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　　摘要：笔者所在实验室长期从事藏药基源鉴定与药物开发，为了确保试验药材的质量及临床安全用药，运用 ＩＴＳ２
条形码技术对采自西藏的藏当归及相似植物进行分子鉴定。首先，利用试剂盒提取植物叶片的ＤＮＡ，对ＩＴＳ２序列进
行ＰＣＲ扩增，双向测序后运用ＳｅｑＭａｎ组装。而后，基于ＩＴＳ２Ｄａｔａｂａｓｅ中的 Ａｎｎｏｔａｔｅ注释方法去掉两端的５．８Ｓ区和
２８Ｓ区获得ＩＴＳ２条形码并预测二级结构，用ＭＥＧＡ５．０软件进行遗传距离计算并构建系统进化树（ＮＪ）。分析发现，
试验中的４种类似植物ＩＴＳ２条形码间存在明显差异，结合二级结构、遗传距离、进化树位置及形态对比可知其分为３
个物种并确定了其分类地位。试验证明，ＩＴＳ２条形码可有效快速地鉴别易混中药材的种类，为保证其临床用药安全
提供了简单、高效、准确的技术手段。
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　　藏当归，学名白亮独活（Ｈｅｒａｃｌｅｕｍｃａｎｄｉｃａｎｓ
Ｗａｌｌ．ｅｘＤＣ．），是伞形科独活属植物，多年生草本，
花期７—８月，分布在尼泊尔、巴基斯坦以及我国的
云南、西藏、四川等地。白亮独活植物形态与《晶珠

本草》等书对珠嘎的叙述相符，具有杀虫、止血、愈

疮痈、治麻风的功效，主治各种炎症、麻风、痈疽疔

疮（中华本草），还用于治疗风寒感冒头痛、肢节风

湿痛、白癜风及各种银屑病（《新华本草纲要》）。藏

药学发展至今共１３００多年历史，经典本草书总共６
本：《度母本草》《医学四续》《蓝琉璃》《晶珠本草》

《甘露本草》《晶镜本草》，而常用植物藏药材就有近

１０００种［１］。加之植物形态结构复杂，使得传统的

藏药鉴定技术无法准确地进行具体藏药及其混伪

品的区分，严重影响藏药的开发，也无法保证藏药

的用药安全。笔者所在实验室前期对采自西藏林

芝、那曲、日喀则、昌都等地的藏当归进行药效分析

试验时发现各地样本药效和外在表型，尤其是根茎

的形态都有差异，于是藏当归及混伪品分类地位的

确定成为后期药效研究的先决条件，也是藏药开发

和利用的重中之重。西藏地区藏当归分布普遍，常

分布于海拔２０００～４０００ｍ，而伞形科以下的分类
等级常以果实的形态、有无，脊棱的形态、油管的数

目等作为种属的分类依据［２］。Ｗｉｄｍｅｒ等对独活属
形态解剖研究表明，营养体的特征和果实的解剖特

征为属以下分类的重要依据［３］。加之有研究表明，

独活属及芹亚科内的几个大属均不是单系群。因

此，藏当归及相近植物鉴定困难，易混淆。

ＤＮＡ条形码技术是目前较为纯熟、快速、准确
的分子鉴定方法，相较于传统的分类学研究方法更

加快速、准确，在中药材的分类鉴定中有着广阔的

前景。对于植物鉴定，ＤＮＡ条形码相对较多，其中
有 ＩＴＳ、ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ、ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ等 ［４－５］，而核糖体

ＤＮＡ的第２内转录间隔区（ＩＴＳ２）序列由于变异较
快，能够较ＩＴＳ１提供更多的变异位点信息，且其长
度不到３００ｂｐ，具有结构保守性高等特点，近年来已
被提出作为药用植物鉴定的标准条形码序列［６－９］，

并且植物ＩＴＳ２序列在数据库中数据量较大，利于系
统比较分析。本试验对采自西藏那曲、林芝、昌都、

日喀则４个地区的４种相近外型和药效的植物样品
基于ＩＴＳ２基因进行分子验证，并结合形态结构，探
究其分布和物种的多样性，旨在为后期实验室藏药
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的筛选和研究奠定基础，也为藏药的应用和识别提

供更多的依据。

１　材料与方法

１．１　材料
药材由西藏甘露藏药股份有限公司提供，分别

采自昌都卡若区城关镇（０５４）、日喀则康马县南尼
乡（０５５）、林芝波密县扎木镇（０５６）、那曲申扎县申
扎镇（０５７），样品采集后于 －８０℃保存（表１）。由
笔者所在团队“藏药检测技术教育部工程研究中

心”相关藏药鉴定专家进行实验室样本形态对比和

鉴定，证实采集的４个样点部分植物表型差异明显，
为不同种属植物。

１．２　方法
１．２．１　仪器与试剂　高速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
５８１０Ｒ）；ＰＣＲ扩增仪（Ｌｉｆｅ）；制冰机（ＩＭＳ－５０）；电
泳 仪 （ＪＵＮＹＩ － ３００）； 凝 胶 成 像 仪

（ＳＡＧＥＣＲＥＡＴＩＯＮ）；测序仪器 ＡＢＩ３７３０。ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ［天根生化科技（北京）有限公司的 Ｄ２０００，
货号：ＭＤ１１４－０１］；Ｔｒｉｓ、乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）、冰
乙酸、无水乙醇（海默生物科技有限公司）；植物基

因组 ＤＮＡ提取试剂盒［天根生化科技（北京）有限
公司ＤＰ３０５］；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（北京擎科新业
生物技术有限公司，货号：ＧＥ０１０１－５０）；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ
ＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＴａＫａＲａ公司）。
１．２．２　ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及测序　将收集的样
品洗净并烘干，称取植物叶片干质量约３０～５０ｍｇ，
加入液氮充分研磨成粉末状，采用天根生化科技

（北京）有限公司的植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒
（ＤＰ３０５）提取植物基因组 ＤＮＡ。ＰＣＲ扩增依照中
药材ＤＮＡ条形码分子鉴定指导原则，采用内部转录
间隔区２（ＩＴＳ２）序列［１０］，扩增正向引物 ５′－ＡＴＧＣＧ
ＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ－３′，反向引物５′－ＧＡＣＧＣＴＴ
ＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ－３′。扩增体系（２５μＬ）：５×
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ２μＬ，
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．２５μＬ，正、反向引
物各１μＬ，模板１μＬ，双蒸水１４．７５μＬ。ＩＴＳ２序列
扩增程序为 ９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，
６０℃ 退火３０ｓ，７２℃延伸３５ｓ，３３个循环；７２℃ 延
伸 １０ｍｉｎ。扩增后，凝胶电泳检测，之后使用 ＤＮＡ
凝胶回收试剂盒（ＧＥ０１０１）进行ＤＮＡ片段的纯化回
收并送北京擎科新业生物技术有限公司进行双向

测序。

１．２．３　数据处理　测序公司返回数据利用ＳｅｑＭａｎ
软件去除引物和低质量序列，并进行拼接。将所有

个体的双向拼接序列结果利用 Ｋｅｌｌｅｒ等的研究方
法［１１］ （ｈｔｔｐ：／／ｉｔｓ２．ｂｉｏａｐｐｓ．ｂｉｏｚｅｎｔｒｕｍ．ｕｎｉ－
ｗｕｅｒｚｂｕｒｇ．ｄｅ）中的 Ａｎｎｏｔａｔｅ注释并去除两端的
５８Ｓ和２８Ｓ区段获得 ＩＴＳ２间隔区序列，利用网站
中的Ｐｒｅｄｉｃｔ预测其二级结构。结合二级结构预测
结果从ＮＣＢＩ数据库下载相似性较高序列去除两端
的５．８Ｓ和２８Ｓ区。采用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件［１２］进行多序

列比对，比对结果通过 ＭＥＧＡ５．０［１３］计算遗传距离
（Ｋ２Ｐ）并利用邻近法（ＮＪ）［１４］构建系统进化树，采用
双参数模型（Ｔｗｏ－ｐａｒａｍｅｔｅｒｍｏｄｅｌ），通过 Ｂｏｏｔ
ｓｔｒａｐｐｉｎｇ进行系统发育树的评估，自展数据集为
１０００次。

２　结果与分析

２．１　ＩＴＳ２条形码序列长度、ＧＣ含量及序列差异
测序拼接后的序列经过数据库去除 ５．８Ｓ和

２８Ｓ区，４个样品条形码序列的长度为２２８～２２９ｂｐ，
ＧＣ含量为５２．４％ ～５７．５％（表１），ＮＣＢＩ下载高相
似性序列数据信息见表１。将 ＮＣＢＩ收集到的高相
似性序列与试验序列一起利用ＭＥＧＡ５．０做序列间
的Ｋ２Ｐ距离计算，结果见表２。
　　从表２中可以看出，样品０５４与其他３个样品
的遗传距离为０．１７５，样品０５５与０５６、０５７的遗传距
离为０．２１６，０５６与０５７的遗传距离为０．０００；０５４与
相似性最高序列的亮蛇床（Ｓｅｌｉｎｕｍｃｒｙｐｔｏｔａｅｎｉｕｍ）的
遗传距离为０．００９；０５５与其相似性最高序列的白亮
独活（Ｈ．ｃａｎｄｉｃａｎｓ）的遗传距离为０．０００，同时０５６
和０５７这２个样品与其相似性最高序列西藏凹乳芹
（Ｖｉｃａｔｉａｔｈｉｂｅｔｉｃａ）的遗传距离也为 ０．０００。说明
０５４、０５５、０５６和０５７分别为３个不同物种，０５５样品
可能为藏当归（白亮独活），０５６和０５７可能为同一
物种（西藏凹乳芹）。

２．２　系统进化分析
将试验序列及 ＮＣＢＩ得到的参考序列共２０条

序列经过统一去除 ５．８Ｓ和 ２８Ｓ区，利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ
进行多序列比对，结果通过 ＭＥＧＡ５．０构建系统进
化树（ＮＪ），见图１－Ａ。从进化树中可以看到，４个
样品主要集中在 ３枝，０５４与伞形科亮蛇床（Ｓ．
ｃｒｙｐｔｏｔａｅｎｉｕｍ）聚在一枝，序列相似性为９３．７５％，可
能为一个新种。０５５与伞形科独活属的白亮独活
（Ｈ．ｃａｎｄｉｃａｎｓ）聚在一枝，序列相似性为９９．９６％，该
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表１　材料来源及ＩＴＳ２序列信息

编号／名称 样品／序列来源 序列长度

（ｂｐ）
ＧＣ含量
（％）

０５４ 西藏昌都市卡若区城关镇 ２２８ ５７．５

０５５ 西藏日喀则康马县南尼乡 ２２８ ５７．４

０５６ 西藏林芝波密县扎木镇 ２２９ ５２．４

０５７ 西藏那曲申扎县申扎镇 ２２９ ５２．４

羽苞藁本［Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍｄａｕｃｏｉｄｅｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｆｒａｎｃｈ．］ ＧｅｎＢａｎｋ（ＥＵ２３６１７３．１） ２２４ ５８．５

亮蛇床（ＳｅｌｉｎｕｍｃｒｙｐｔｏｔａｅｎｉｕｍｄｅＢｏｉｓｓ．） ＧｅｎＢａｎｋ（ＥＵ２３６２０６．１） ２２４ ５８．０

滇藏细叶芹（ＣｈａｅｒｏｐｈｙｌｌｏｐｓｉｓｈｕａｉｄｅＢｏｉｓｓ．） ＧｅｎＢａｎｋ（ＦＪ３８５０３７．１） ２２４ ５７．６

红前胡（ＰｅｕｃｅｄａｎｕｍｒｕｂｒｉｃａｕｌｅＳｈａｎｅｔＳｈｅｈ．） ＧｅｎＢａｎｋ（ＫＦ８０６５７４．１） ２２４ ５８．５

地岩风（ＬｉｂａｎｏｔｉｓｄｅｐｒｅｓｓａＳｈａｎｅｔＳｈｅｈ） ＧｅｎＢａｎｋ（ＡＦ１６４８５４．１） ２２２ ５７．７

白亮独活（ＨｅｒａｃｌｅｕｍｃａｎｄｉｃａｎｓＷａｌｌ．ｅｘＤＣ．） ＧｅｎＢａｎｋ（ＧＵ９６７７９６．１） ２２５ ５７．３

钝叶独活（ＨｅｒａｃｌｅｕｍｏｂｔｕｓｉｆｏｌｉｕｍＷａｌｌ．ｅｘＤＣ．） ＧｅｎＢａｎｋ（ＥＵ１８５６７１．１） ２２５ ５８．２

西藏凹乳芹（ＶｉｃａｔｉａｔｈｉｂｅｔｉｃａｄｅＢｏｉｓｓ．） ＧｅｎＢａｎｋ（ＧＵ３９５１４３．１） ２２６ ５２．７

西归芹（ＳｅｓｅｌｏｐｓｉｓｔｉａｎｓｃｈａｎｉｃａＳｃｈｉｓｃｈｋｉｎ．） ＧｅｎＢａｎｋ（ＫＪ９９９４７０．１） ２２８ ５１．３

尖叶藁本（ＬｉｇｕｓｔｉｃｕｍａｃｕｍｉｎａｔｕｍＦｒａｎｃｈ．） ＧｅｎＢａｎｋ（ＥＵ２３６１７２．１） ２２６ ５７．１

密瘤瘤果芹（ＴｒａｃｈｙｄｉｕｍｓｕｂｎｕｄｕｍＣ．Ｂ．ＣｌａｒｋｅｅｘＨ．Ｗｏｌｆｆ．） ＧｅｎＢａｎｋ（ＦＪ４８３５１２．１） ２２２ ５３．６

鞘山芎［Ｃｏｎｉｏｓｅｌｉｎｕｍｖａｇｉｎａｔｕｍ（Ｓｐｒｅｎｇ．）Ｔｈｅｌｌ．］ ＧｅｎＢａｎｋ（ＦＪ３８５０４１．１） ２２５ ５６．４

紫堇叶滇藁本（ＨｙｍｅｎｉｄｉｕｍｃｏｒｙｄａｌｉｆｏｌｉｕｍＰｉｍｅｎｏｖ，Ｋｌｊｕｙｋｏｖ＆Ｔｏｊｉｂａｅｖ．） ＧｅｎＢａｎｋ（ＧＵ３０６１７８．１） ２２８ ５５．７

当归［Ａｎｇｅｌｉｃａｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｏｌｉｖ．）Ｄｉｅｌｓ．］ ＧｅｎＢａｎｋ（ＡＦ３９３７８４．１） ２３０ ５５．７

牡丹叶当归（ＡｎｇｅｌｉｃａｐａｅｏｎｉｉｆｏｌｉａＳｈａｎｅｔＹｕａｎ．） ＧｅｎＢａｎｋ（ＦＪ２３７５３３．１） ２２４ ５２．７

裂叶独活（ＨｅｒａｃｌｅｕｍｍｉｌｌｅｆｏｌｉｕｍＤｉｅｌｓ．） ＧｅｎＢａｎｋ（ＨＱ６８６３７４．１） ２２７ ５６．８

样品可能为白亮独活。０５６、０５７的 ＩＴＳ２序列一致，
在进化树中与伞形科西藏凹乳芹（Ｖ．ｔｈｉｂｅｔｉｃａ）聚在
一枝，ＩＴＳ２序列相似性为１００％，０５６及０５７号样品
应为西藏凹乳芹。

２．３　二级结构分析
将４个样品以及系统进化树中相似度较高且聚

在一起的物种的 ＩＴＳ２序列做二级结构比对，见图
１－Ｂ，０５４和Ｓ．ｃｒｙｐｔｏｔａｅｎｉｕｍ二级结构有差异，结合
系统进化树的位置，０５４样品可能为亮蛇床属中一
个新种；０５５和 Ｈ．ｃａｎｄｉｃａｎｓ的二级结构一致，根据
其在进化树中的位置、遗传距离及 ＩＴＳ２序列相似
性，０５５样本可能为伞形科独活属的白亮独活（Ｈ．
ｃａｎｄｉｃａｎｓ），别称藏当归；０５６、０５７这 ２个样本的二
级结构与 Ｖ．ｔｈｉｂｅｔｉｃａ的二级结构基本一致，前期认
为该样本可能为牡丹叶当归（Ａｎｇｅｌｉｃａｐａｅｏｎｉｉｆｏｌｉａ），
但０５６、０５７这２个样本 ＩＴＳ２二级结构与牡丹叶当
归的二级结构差异较大，并且进化树分布相差较

远，因此０５６、０５７这２个样本为同一物种，但不是牡
丹叶当归，０５６、０５７这２个样本属于西藏凹乳芹（Ｖ．
ｔｈｉｂｅｔｉｃａ），别称野当归。

２．４　形态对比
对比《中国植物志》（ＦＲＰＳ）及《中国高等植物》

（ＨＰＣ）中的描述。亮蛇床（Ｓ．ｃｒｙｐｔｏｔａｅｎｉｕｍ）：植株
高达８０ｃｍ。根粗壮，多枝根。叶宽三角状卵形，长
８～１０ｃｍ，宽约８ｃｍ，二至三回羽裂，小裂片长卵形
或宽披针形，１～３级深裂或浅裂，小裂片线形。花
序径 ８～１０ｃｍ，果序径达 ２０ｃｍ；花序梗长 １０～
２０ｃｍ；总苞片２～３片，线形，长约１ｃｍ，密生糙毛，
早落；伞辐１２～２８ｃｍ，长５～７ｃｍ，小总苞片５～１０
片，线形，长５～８ｍｍ，常向下反曲，密生糙毛。白亮
独活（Ｈ．ｃａｎｄｉｃａｎｓ）：该植物全株被毛，根圆柱形，茎
上部多分枝。基生叶和茎下部叶有长柄；叶宽卵形

或长椭圆形，长１２～２７ｃｍ，一至二回羽裂，小裂片
卵形或长卵形，长４～７ｃｍ，宽２．０～４．５ｃｍ，有不规
则浅裂和锯齿，下面密生灰白色毛；茎上部叶有宽

叶鞘。复伞形花序梗长 １５～３０ｃｍ，总苞片 １～３
片，线形；伞辐长３～７ｃｍ，小总苞片少数，线形；伞
形花序有花约２５朵。西藏凹乳芹（Ｖ．ｔｈｉｂｅｔｉｃａ）：根
圆锥形，长达１５ｃｍ。除伞辐基部有糙毛外，全株无
毛。基生叶近三角形，长１０～１５ｃｍ，三出二至三回
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表
２　
样
品
序
列
与
参
考
序
列
的
Ｋ
２Ｐ
距
离

序
号

编
号
／名
称

Ｋ２
Ｐ
距
离

１
２

３
４

５
６

７
８

９
１０

１１
１２

１３
１４

１５
１６

１７
１８

１
０５
４

２
Ｌｉ
ｇｕ
ｓｔｉ
ｃｕ
ｍ
ｄａ
ｕｃ
ｏｉ
ｄｅ
ｓ
（
ＥＵ
２３
６１
７３
．１
）

０．
０１
８

３
Ｓｅ
ｌｉｎ
ｕｍ
ｃｒ
ｙｐ
ｔｏ
ｔａ
ｅｎ
ｉｕ
ｍ
（
ＥＵ
２３
６２
０６
．１
）

０．
００
９
０．
００
９

４
Ｃｈ
ａｅ
ｒｏ
ｐｈ
ｙｌ
ｌｏ
ｐｓ
ｉｓ
ｈｕ
ａｉ
（
ＦＪ
３８
５０
３７
．１
）

０．
０１
４
０．
０１
４
０．
００
５

５
Ｐｅ
ｕｃ
ｅｄ
ａｎ
ｕｍ
ｒｕ
ｂｒ
ｉｃａ
ｕｌ
ｅ
（
ＫＦ
８０
６５
７４
．１
）

０．
０１
８
０．
００
０
０．
００
９
０．
０１
４

６
Ｌｉ
ｂａ
ｎｏ
ｔｉｓ
ｄｅ
ｐｒ
ｅｓ
ｓａ
（
ＡＦ
１６
４８
５４
．１
）

０．
０１
４
０．
００
５
０．
００
５
０．
００
９
０．
００
５

７
０５
５

０．
１７
５
０．
１６
４
０．
１６
４
０．
１５
８
０．
１６
４
０．
１５
７

８
Ｈｅ
ｒａ
ｃｌｅ
ｕｍ
ｃａ
ｎｄ
ｉｃａ
ｎｓ
（
ＧＵ
９６
７７
９６
．１
）

０．
１７
５
０．
１６
４
０．
１６
４
０．
１５
８
０．
１６
４
０．
１５
７
０．
００
０

９
Ｈｅ
ｒａ
ｃｌｅ
ｕｍ
ｏｂ
ｔｕ
ｓｉｆ
ｏｌ
ｉｕ
ｍ
（
ＥＵ
１８
５６
７１
．１
）

０．
１６
９
０．
１５
８
０．
１５
８
０．
１５
２
０．
１５
８
０．
１５
２
０．
００
９
０．
００
９

１０
０５
６

０．
１７
５
０．
１６
４
０．
１６
４
０．
１７
０
０．
１６
４
０．
１５
８
０．
２１
６
０．
２１
６
０．
２１
０

１１
０５
７

０．
１７
５
０．
１６
４
０．
１６
４
０．
１７
０
０．
１６
４
０．
１５
８
０．
２１
６
０．
２１
６
０．
２１
０
０．
００
０

１２
Ｖｉ
ｃａ
ｔｉａ
ｔｈ
ｉｂ
ｅｔｉ
ｃａ
（
ＧＵ
３９
５１
４３
．１
）

０．
１７
５
０．
１６
４
０．
１６
４
０．
１７
０
０．
１６
４
０．
１５
８
０．
２１
６
０．
２１
６
０．
２１
０
０．
００
０
０．
００
０

１３
Ｓｅ
ｓｅ
ｌｏ
ｐｓ
ｉｓ
ｔｉａ
ｎｓ
ｃｈ
ａｎ
ｉｃａ
（
ＫＪ
９９
９４
７０
．１
）

０．
１８
８
０．
１７
６
０．
１７
６
０．
１８
２
０．
１７
６
０．
１７
０
０．
２２
９
０．
２２
９
０．
２２
２
０．
００
９
０．
００
９
０．
００
９

１４
Ｌｉ
ｇｕ
ｓｔｉ
ｃｕ
ｍ
ａｃ
ｕｍ
ｉｎ
ａｔ
ｕｍ
（
ＥＵ
２３
６１
７２
．１
）

０．
１１
４
０．
１０
３
０．
１０
３
０．
１０
９
０．
１０
３
０．
０９
８
０．
１４
０
０．
１４
０
０．
１３
４
０．
０９
１
０．
０９
１
０．
０９
１
０．
１０
２

１５
Ｔｒ
ａｃ
ｈｙ
ｄｉ
ｕｍ
ｓｕ
ｂｎ
ｕｄ
ｕｍ
（
ＦＪ
４８
３５
１２
．１
）

０．
１４
７
０．
１３
６
０．
１３
６
０．
１４
１
０．
１３
６
０．
１３
０
０．
１９
２
０．
１９
２
０．
１８
６
０．
０８
２
０．
０８
２
０．
０８
２
０．
０９
２
０．
０７
１

１６
Ｃｏ
ｎｉ
ｏｓ
ｅｌｉ
ｎｕ
ｍ
ｖａ
ｇｉ
ｎａ
ｔｕ
ｍ
（
ＦＪ
３８
５０
４１
．１
）

０．
１０
９
０．
０９
８
０．
０９
８
０．
１０
４
０．
０９
８
０．
０９
３
０．
１５
２
０．
１５
２
０．
１４
６
０．
０８
２
０．
０８
２
０．
０８
２
０．
０９
２
０．
０２
３
０．
０７
２

１７
Ｈｙ
ｍ
ｅｎ
ｉｄ
ｉｕ
ｍ
ｃｏ
ｒｙ
ｄａ
ｌｉｆ
ｏｌ
ｉｕ
ｍ
（
ＧＵ
３０
６１
７８
．１
）
０．
１４
７
０．
１３
６
０．
１３
６
０．
１３
１
０．
１３
６
０．
１３
０
０．
１６
８
０．
１６
８
０．
１６
２
０．
０８
６
０．
０８
６
０．
０８
６
０．
０８
６
０．
０６
２
０．
０８
６
０．
０４
７

１８
Ａｎ
ｇｅ
ｌｉｃ
ａ
ｓｉｎ
ｅｎ
ｓｉｓ
（
ＡＦ
３９
３７
８４
．１
）

０．
１５
２
０．
１４
１
０．
１４
１
０．
１３
６
０．
１４
１
０．
１３
５
０．
１６
８
０．
１６
８
０．
１６
２
０．
１１
２
０．
１１
２
０．
１１
２
０．
１２
３
０．
０５
６
０．
０９
６
０．
０６
１
０．
０７
１

１９
Ａｎ
ｇｅ
ｌｉｃ
ａ
ｐａ
ｅｏ
ｎｉ
ｉｆｏ
ｌｉａ
（
ＦＪ
２３
７５
３３
．１
）

０．
１６
９
０．
１５
８
０．
１５
８
０．
１６
４
０．
１５
８
０．
１５
８
０．
２２
２
０．
２２
２
０．
２１
６
０．
０８
２
０．
０８
２
０．
０８
２
０．
０８
２
０．
１１
３
０．
０９
２
０．
１０
３
０．
０９
７
０．
１４
５

２０
Ｈｅ
ｒａ
ｃｌｅ
ｕｍ
ｍ
ｉｌｌ
ｅｆｏ
ｌｉｕ
ｍ
（
Ｈ
Ｑ６
８６
３７
４．
１）

０．
１７
５
０．
１６
４
０．
１６
４
０．
１５
８
０．
１６
４
０．
１５
８
０．
０６
２
０．
０６
２
０．
０５
２
０．
１９
１
０．
１９
１
０．
１９
１
０．
２０
４
０．
１３
４
０．
１８
６
０．
１３
５
０．
１５
７
０．
１５
１
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羽裂；小裂片长圆形或宽卵形，长１．０～２．５ｃｍ，宽
０．５～１．５ｃｍ，羽状深裂或缺刻状；顶部茎生叶细羽
裂或３级裂。复伞形花序径５～９ｃｍ，总苞片１片或
早落；伞辐８～１６ｃｍ，长２～５ｃｍ；伞形花序有花８～
１３朵，小总苞片４～７片，钻形。

经笔者所在实验室“藏药检测技术教育部工程

研究中心”相关藏药鉴定专家进行形态对比并结合

ＩＴＳ２序列的相似性、遗传距离、ＩＴＳ２二级结构的相
似性、系统进化树位置最终确定０５５样品为白亮独
活（Ｈ．ｃａｎｄｉｃａｎｓ），别称藏当归。０５６、０５７这２个样
本属于西藏凹乳芹（Ｖ．ｔｈｉｂｅｔｉｃａ），别称野当归。０５４
样品与亮蛇床形态略有差异，根单支，并且０５４样品
ＩＴＳ２序列相似性、遗传距离和ＩＴＳ２二级结构都与亮
蛇床有差异，因此确定０５４样品可能为亮蛇床属的
一个潜在新种。

３　讨论与结论

藏当归是十大藏药之一，应用较为广泛，但形

态相似植物较多，只能根据零散的传统形态进行区

分，导致很多其他混伪品被错识而入药，因此在临

床和用药过程中十分危险，比如，我国明确提出禁

止以欧当归和东当归代替当归入药［１５］，因此对入药

植物的细分和仔细鉴定十分重要。传统的中药鉴

定主要是依靠基原、性状鉴别，植物鉴别需要注重

多样的性状，需要长期丰富的经验和理论基础，然

而大多数药农和普通人不具备专业知识无法做到

精确判断。ＤＮＡ条形码技术操作简便、准确度高、
不受性状限制，可以为药材的准确鉴定提供依据。

笔者所在实验室采集大量的西藏藏药植株样

本进行药用成分分析，但部分植物由于表型接近无

法仔细区分，在藏当归的药效研究中，对采自西藏４
个地区具有丰富黄酮类化合物的植物样本进行分子

分类鉴定并结合《中国植物志》和《中国高等植物》中

相关植物的形态学对比，最后确定了０５４样品可能为
亮蛇床属中潜在的一个新种，０５５样品为白亮独活
（Ｈ．ｃａｎｄｉｃａｎｓ），别称藏当归。０５６、０５７这２个样本属
于西藏凹乳芹（Ｖ．ｔｈｉｂｅｔｉｃａ），别称野当归。

西藏藏药植物资源较多，潜在植物多样性丰

富，相似药效、相似表型植物容易混淆，这为精确的

藏药研究和开发增加了难度，为保证试验研究和药

物开发资源的准确性，ＤＮＡ条形码等分子手段随着
相关数据库的完善操作简单、比对迅速，可为后期

形态学的对比缩小范围，并提供更多的比较依据。

后期可以广泛利用 ＤＮＡ条形码对区域内植物进行
验证，结合形态学比较，为后期藏药的鉴定以及临

床的安全应用提供快速、准确、多维的鉴定技术保

障，也为其他植物的鉴定和研究提供参考。
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—２６— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第１７期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［３］ＷｉｄｍｅｒＡ，ＢａｌｔｉｓｂｅｒｇｅｒＭ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒａｌｌｏｐｏｌｙｐｌｏｉｄ

ｓｐｅｃｉａｔｉｏｎａｎｄａｓｉｎｇｌｅｏｒｉｇｉｎｏｆｔｈｅｎａｒｒｏｗｅｎｄｅｍｉｃＤｒａｂａｌａｄｉｎａ

（Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ）［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｏｔａｎｙ，１９９９，８６（９）：

１２８２－１２８９．　

［４］熊　波，赵志礼，倪梁红，等．ＤＮＡ条形码技术在中药鉴定中的

应用、局限性与展望［Ｊ］．中药材，２０１５，３８（１０）：２２０２－２２０６．

［５］张彩云，黄珊珊，颜海飞．ＤＮＡ条形码技术在中药鉴定中的应用

进展［Ｊ］．中草药，２０１７，４８（１１）：２３０６－２３１２．

［６］ＣｈｅｎＳ，ＹａｏＨ，ＨａｎＪ，ｅｔａｌ．ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＩＴＳ２ｒｅｇｉｏｎａｓａｎｏｖｅｌ

ＤＮＡｂａｒｃｏｄｅｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇｍｅｄｉｃｉｎａｌｐｌａｎｔｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳ

Ｏｎｅ，２０１０，５（１）：ｅ８６１３．

［７］孙稚颖，陈士林，姚　辉，等．基于 ＩＴＳ２序列的羌活及其混伪品

的ＤＮＡ条形码鉴定［Ｊ］．中草药，２０１２，４３（３）：５６８－５７１．

［８］林　好，陈镜安，李斯璐，等．白前及其混伪品的 ＩＴＳ２分子鉴定

［Ｊ］．中药材，２０１７，４０（１１）：２５３１－２５３６．

［９］吴亚男，许　亮，陈　靓，等．基于 ＩＴＳ２条形码的曼陀罗属药用

植物ＤＮＡ分子鉴定［Ｊ］．中药材，２０１５，３８（９）：１８５２－１８５７．

［１０］陈士林，姚　辉，韩建萍，等．中药材ＤＮＡ条形码分子鉴定指导

原则［Ｊ］．中国中药杂志，２０１３，３８（２）：１４１－１４８．

［１１］ＫｅｌｌｅｒＡ，ＳｃｈｌｅｉｃｈｅｒＴ，ＳｃｈｕｌｔｚＪ，ｅｔａｌ．５．８Ｓ－２８ＳｒＲＮＡ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎａｎｄＨＭＭ－ｂａｓｅｄＩＴＳ２ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，２００９，４３０

（１／２）：５０－５７．

［１２］ＴｈｏｍｐｓｏｎＪＤ，ＧｉｂｓｏｎＴＪ，ＰｌｅｗｎｉａｋＦ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＣＬＵＳＴＡＬ＿Ｘ

ｗｉｎｄｏｗｓｉｎｔｅｒｆａｃｅ：ｆｌｅｘｉｂｌｅｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｍｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ

ａｉｄｅｄｂｙｑｕａｌｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｔｏｏｌｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，１９９７，

２５（２４）：４８７６－４８８２．

［１３］ＴａｍｕｒａＫ，ＰｅｔｅｒｓｏｎＤ，ＰｅｔｅｒｓｏｎＮ，ｅｔａｌ．ＭＥＧＡ５：ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，

ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｄｉｓｔａｎｃｅ，ａｎｄｍａｘｉｍｕｍ ｐａｒｓｉｍｏｎｙｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］．

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０１１，２８（１０）：２７３１－２７３９．

［１４］ＳａｉｔｏｕＮ，ＮｅｉＭ．Ｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ：ａｎｅｗｍｅｔｈｏｄｆｏｒ

ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙａｎｄ

Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，１９８７，４（４）：４０６－４２５．

［１５］孙红梅，张本刚，齐耀东，等．当归药材资源调查与分析［Ｊ］．中

国农学通报，２００９，２５（２３）：４３７－４４１．

李井干，吴　晶，刘晓宇，等．濒危龙树科植物ＤＮＡ条形码鉴定方法［Ｊ］．江苏农业科学，２０２１，４９（１７）：６３－６６．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２１．１７．００９

濒危龙树科植物 ＤＮＡ条形码鉴定方法
李井干，吴　晶，刘晓宇，许忠祥，李　洋，郭　静，伏建国，杨晓军

（南京海关动植物与食品检测中心，江苏南京２１００１９）

　　摘要：为了建立濒危龙树科植物ＤＮＡ条形码鉴定方法，本研究选取ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｙｃｆ１ｂ等３对引物对９种２１份龙树
科植物进行ＤＮＡ提取、序列扩增及产物测序，比较序列扩增效率和测序成功率；应用ＤＮＡＳＴＡＲＬａｓｅｒｇｅｎｅ软件对测得
的双向序列进行拼接；使用ＭＥＧＡ－Ｘ软件进行序列比对，分析种内和种间变异；使用邻接法构建系统聚类树。结果
表明，ｙｃｆ１ｂ序列可以区分龙树科４个属的植物，聚类效果好，种间存在可靠序列差异，可作为龙树科植物ＤＮＡ条形码
鉴定的有效序列片段。
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濒危物种鉴定方面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：５７０１０９７７１＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　龙树科（Ｄｉｄｉｅｒｅａｃｅａｅ）别称刺戟木科，原产非洲
马达加斯加岛的南部，当地特有种，是多肉植物中

一个重要的科。按照恩格勒分类系统，龙树科被分

为 ４属，分别是亚龙木属 ［Ａｌｌｕａｕｄｉａ（Ｄｒａｋｅ）
Ｄｒａｋｅ］、枝龙木属（ＡｌｌｕａｕｄｉｏｐｓｉｓＨｕｍｂｅｒｔ＆Ｃｈｏｕｘ）、
曲龙木属（ＤｅｃａｒｙａＣｈｏｕｘ）和刺戟木属（Ｄｉｄｉｅｒｅａ
Ｂａｉｌｌ）［１］，全科１１种均被列入《濒危野生动植物种

国际贸易公约》（ＣＩＴＥＳ）附录Ⅱ。龙树科刺奇叶美，
具有很高的观赏价值，世界多地有引种栽培。另

外，龙树科还是一类重要的资源植物，刺戟木属

（ＤｉｄｉｅｒｅａＢａｉｌｌ）的阿修罗城（Ｄｉｄｉｅｒｅａｔｒｏｌｌｉｉ）还是马
达加斯加当地一种环尾狐猴的美味佳肴，对维护自

然生态系统也起着重要作用［２］。由于环境气候变

化、过度采集利用等原因，导致龙树科植物沦为濒

危植物，亟需准确快速的物种鉴定方法来加强龙树

科植物的保护。虽然龙树科的分类鉴定研究较早，

但也只是局限在形态特征和理化结构［３］，龙树科

ＤＮＡ条形码鉴定方法尚未有报道，且龙树科条形码
数据库在物种丰富度及数量上都相对不完整，仍需
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