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［摘要］　目的：对钩吻属植物钩吻和北美钩吻进行２种 ＤＮＡ条形码的碱基序列分析，结合药食同源品种五指
毛桃构建系统进化树，为五指毛桃药材的真伪鉴定提供参考。方法：对钩吻、北美钩吻和五指毛桃样品进行内部转

录间隔区２（ＩＴＳ２）序列和ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列的扩增测序，比对分析２种ＤＮＡ条形码扩增产物碱基组成、ＧＣ含量、差异
位点的差异；通过构建Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）双参数模型计算和分析种内、种间遗传距离；基于邻接法构建系统
进化树，分析ＩＴＳ２序列和ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列的鉴定效率。结果：ＩＴＳ２区和ｐｓｂＡｔｒｎＨ区序列均可作为钩吻属植物与五指
毛桃鉴定的ＤＮＡ条形码序列。其中 ｐｓｂＡｔｒｎＨ区在钩吻属种间的碱基序列长度、种间变异位点数量均具有显著差
异，系统进化树的聚类结果稳定性更强，比ＩＴＳ２更适用于该属植物样本的鉴别。结论：ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列可作为钩吻
和北美钩吻鉴定首选ＤＮＡ条形码，ＩＴＳ２序列可作为五指毛桃与钩吻属植物鉴定的首选ＤＮＡ条形码。
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［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｇｅｌｓｅｍｉｕｍｅｌｅｇａｎｓ（ＧａｒｄｎｅｔＣｈａｍｐ）Ｂｅｎｔｈ；Ｇｓｅｍｐｅｒｖｉｒｅｎｓ（Ｌ）ＪＳｔＨｉｌ；ＦｉｃｕｓｈｉｒｔａＶａｈｌ；
ＤＮＡｂａｒｃｏｄｅ；ＩＴＳ２；ｐｓｂＡｔｒｎＨ

钩吻是两广地区的地方习用药材［１２］，为马钱科

植物钩吻 Ｇｅｌｓｅｍｉｕｍ ｅｌｅｇａｎｓ（ＧａｒｄｎｅｔＣｈａｍｐ）
Ｂｅｎｔｈ的干燥根和茎，具有消肿拔毒、祛风止痛的
功效。因其为毒性药材，故又名断肠草，在民间多

以外敷，用于消肿止痛［３］。北美钩吻 Ｇｓｅｍｐｅｒｖｉｒｅｎｓ
（Ｌ）ＪＳｔＨｉｌ原产于北美，通过园艺引入中国，
同为毒性植物［４］。由于北美钩吻与钩吻为马钱科

钩吻属仅有的２个近缘物种，且两者为户外常见的
品种，容易被采挖带来误食风险。五指毛桃为桑科

植物粗叶榕 ＦｉｃｕｓｈｉｒｔａＶａｈｌ的干燥根，味甜，性
平，具有益气健脾、祛痰化湿，是华南地区习用药

食同源的中药材［５］。近年来，将钩吻的根误认为

是五指毛桃而导致的中毒案件时有发生［６７］，但目

前尚无用于区分五指毛桃与钩吻属植物的分子鉴别

方法。本研究采用 ＤＮＡ条形码鉴定技术，选取内
转录间隔区２（ＩＴＳ２）与 ｐｓｂＡｔｒｎＨ２种序列对钩吻、
北美钩吻及易混品种五指毛桃进行测序和分子鉴

定，为钩吻属植物的鉴别及确保五指毛桃的药食两

用安全性提供参考。

１　材料

１１　药材

本研究收集的钩吻、北美钩吻和五指毛桃药材

样本均经中国食品药品检定研究院张继主任药师鉴

定，样品信息见表１。另从 ＧｅｎＢａｎｋ数据库下载钩
吻ＩＴＳ２序列 ３条、ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列 ４条，北美钩吻
ＩＴＳ２序列１条、ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列１条，五指毛桃 ＩＴＳ２
序列３条、ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列１条，序列信息见表２。

表１　钩吻、北美钩吻和五指毛桃样品信息
物种 样品编号 收集地 序列 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

钩吻 Ｇｅ０１ 深圳 ＩＴＳ２ ＭＴ２７２９８０

ｐｓｂＡｔｒｎＨ ＭＴ３３５８７９

北美钩吻 Ｇｓ０１ 深圳 ＩＴＳ２ ＭＴ２７２９７９

ｐｓｂＡｔｒｎＨ ＭＴ３３５８８０

五指毛桃 Ｆｈ０１ 深圳 ＩＴＳ２ ＭＴ２７３０１２

Ｆｈ０２ 深圳 ＩＴＳ２ ＭＴ２７３０１３

Ｆｈ０３ 深圳市中国科学院仙湖植物园 ＩＴＳ２ ＭＴ２７３０１４

ｐｓｂＡｔｒｎＨ ＭＴ３３０１００

Ｆｈ０４ 深圳市中国科学院仙湖植物园 ＩＴＳ２ ＭＴ２７３０１５

ｐｓｂＡｔｒｎＨ ＭＴ３３０１０１

表２　钩吻、北美钩吻和五指毛桃ＧｅｎＢａｎｋ来源序列信息
物种 序列 ＧｅｎＢａｎｋ登陆号

钩吻 ＩＴＳ２ ＭＨ８１３２３３、ＭＨ８４４６２３、ＨＧ００４８７０

ｐｓｂＡｔｒｎＨ ＭＨ８３７８４７、ＭＨ８３７８４８、ＭＨ８３７９５１、
ＨＧ００５１１６

北美钩吻 ＩＴＳ２ ＤＱ３５８８８１

ｐｓｂＡｔｒｎＨ ＭＧ９６３２６３

五指毛桃 ＩＴＳ２ ＪＱ７７３３８９８、ＫＸ０５５７３９、ＫＸ０５５７３８

ｐｓｂＡｔｒｎＨ ＭＮ３６４７０６

１２　试剂

植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒（天根生化科技有
限公司）；２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（北京艾德莱生物

科技有限公司）；引物合成与测序由上海美吉生物医

药科技有限公司负责。

１３　仪器

ＶＥＲＩＴＩ聚合酶链式反应（ＰＣＲ）仪（ＡＢＩ公司）；
Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００型核酸蛋白分析仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；
ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ型电泳系统（ＢｉｏＲａｄ公司）；ＧＢＯＸ
Ｆ３型凝胶成像系统（Ｓｙｎｇｅｎｅ公司）。

２　方法

２１　总ＤＮＡ提取

将植物叶片或药材用无水乙醇擦拭表面消毒，

室温放置直至乙醇充分散尽后，用液氮研磨至细粉。
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称取细粉１００ｍｇ，采用植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒
提取基因组ＤＮＡ，于－２０℃保存备用。

２２　ＰＣＲ扩增与测序

采用ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡｔｒｎＨ条形码通用引物［８］进行

模板ＤＮＡ质量的考察和 ＤＮＡ条形码鉴别，引物序
列见表３。ＰＣＲ反应体积２５μＬ，包含２×ＴａｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５μＬ，引物（２５μｍｏｌ·Ｌ－１）各１０μＬ，
总ＤＮＡ２０μＬ，用灭菌超纯水补足反应体积。ＩＴＳ２
扩增程序为９４℃，５ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ，５６℃，３０ｓ，
７２℃，４５ｓ（循环４０次）；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ｐｓｂＡ
ｔｒｎＨ条形码的扩增程序为 ９４℃，５ｍｉｎ；９４℃，
１ｍｉｎ，５５℃，１ｍｉｎ，７２℃，１５ｍｉｎ（循环３０次）；
７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经上海美吉医药科技有
限公司测序。

表３　引物序列
名称 序列（５′→３′）

ＩＴＳ２Ｆ ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ

ＩＴＳ３Ｒ ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ

ｐｓｂＡＦ ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ

ｔｒｎＨＲ ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ

２３　分子生物学数据分析

采用ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒ软件对测序峰图和序列
进行校对、拼接并去除正反向引物序列。ＩＴＳ２序列
需登陆 ＩＴＳ２Ｄａｔａｂａｓｅ网站 （ｈｔｔｐ：／／ｉｔｓ２ｂｉｏａｐｐｓ．
ｂｉｏｚｅｎｔｒｕｍｕｎｉｗｕｅｒｚｂｕｒｇｄｅ）去除各样品序列两端
５８Ｓ和２８Ｓ区。采用 ＢａｎｋＩｔ工具在 ＧｅｎＢａｎｋ数据
库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／ｇｅｎｂａｎｋ／ｓｕｂｍｉｔ／）
中提交ＩＴＳ２与 ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列。采用 ＢｉｏＥｄｉｔ软件进
行ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡｔｒｎＨ基因的多序列比对，查看并分

析碱基变异位点。采用 ＭＥＧＡ５１软件的 Ｋｉｍｕｒａ
２ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）双参数模型计算进行种间、种内遗
传距离分析，并基于邻接（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）法构
建系统进化树。

３　结果

３１　ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列特征

碱基序列分析结果表明，钩吻的ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列
长度为５４０～５４６ｂｐ，ＧＣ占比为２６％ ～２７％，具有
４种单倍型；北美钩吻的 ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列与钩吻存在
明显差异，长度仅为 ２８６ｂｐ，ＧＣ占比为 ３２％ ～
３３％，具有２种单倍型；五指毛桃基原植物粗叶榕
样本得到的ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列长度为４４０ｂｐ，ＧＣ占比
为２４％，只有１种单倍型（见表４）。Ｋ２Ｐ参考模型
计算的种内和种间的遗传距离结果表明，钩吻、北

美钩吻和五指毛桃的ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列平均遗传距离分
别为０００５６０６、０００３５０６和０，种内变异较小；但
五指毛桃的ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列碱基序列与钩吻和北美钩
吻具显著差异，同时钩吻和北美钩吻的最大种内遗

传距离小于最小种间遗传距离（见表４）。但五指毛
桃根类药材样本（Ｆｈ０１、Ｆｈ０２）未成功扩增出 ｐｓｂＡ
ｔｒｎＨ序列，这可能是因为该物种的根部不含有叶绿
体，因此无法得到叶绿体ｐｓｂＡｔｒｎＨ基因序列。因此
ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列可作为钩吻和北美钩吻鉴定首选ＤＮＡ
条形码。

３２　ＩＴＳ２序列特征

碱基序列分析结果表明，钩吻的 ＩＴＳ２序列长度
为２２８～２３０ｂｐ，ＧＣ占比为７２％ ～７３％，具有３种
单倍型，种内变异位点较少；北美钩吻 ＩＴＳ２序列长
度为２２８～２２９ｂｐ，ＧＣ占比为６９％～７０％，具有２种

表４　钩吻、北美钩吻ＩＴＳ２和ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列分析

序列 物种 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 单倍型 长度／ｂｐ ＧＣ占比／％ 种内变异

位点数

最大种内

遗传距离

种间变异

位点数

最小种间

遗传距离

ＩＴＳ２ 钩吻 ＭＨ８１３２３３、ＭＴ２７２９８０ Ａ１ ２３０ ７３ ３ ０００４４０５ ２６ ００６６０７
ＭＨ８４４６２３ Ａ２ ２３０ ７２
ＨＧ００４８７０ Ａ３ ２２８ ７２

北美钩吻 ＤＱ３５８８８１ Ｂ１ ２２８ ６９ ７ ００１８２００
ＭＴ２７２９７９ Ｂ２ ２２９ ７０

ｐｓｂＡｔｒｎＨ 钩吻 ＭＨ８３７８４７、ＭＴ３３５８７９ Ｄ１ ５４１ ２６ １３ ０００７４７３ ３３４ ０２２４１０
ＭＨ８３７８４８ Ｄ２ ５４０ ２６
ＭＨ８３７９５１ Ｄ３ ５４６ ２７
ＨＧ００５１１６ Ｄ４ ５４１ ２６

北美钩吻 ＭＧ９６３２６３ Ｅ１ ２８６ ３２ １ ０００３５０６
ＭＴ３３５８８０ Ｅ２ ２８６ ３３
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单倍型；Ｋ２Ｐ参考模型计算的种内和种间遗传距离
结果表明，钩吻、北美钩吻和五指毛桃的 ＩＴＳ２序列
的种内的平均遗传距离分别为０００２９３７、００１８２００
和０００８０１６，种内变异较小；但五指毛桃的 ＩＴＳ２
碱基序列与钩吻和北美钩吻具有显著差异，同时钩

吻和北美钩吻的最大种内遗传距离小于最小种间遗

传距离（见表４），表明 ＩＴＳ２序列既可作为钩吻与北
美钩吻的ＤＮＡ鉴别条形码，也可以作为区分五指毛
桃与钩吻属植物的ＤＮＡ鉴定条形码。

３３　系统进化树的构建与聚类分析

基于ＩＴＳ２序列和ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列采用邻接法分别
建立系统进化树，并以此进行钩吻、北美钩吻和五指

毛桃的聚类分析。结果显示，钩吻和北美钩吻在２个
系统进化树中均聚集成为第一分支，五指毛桃聚为另

一分支，此外钩吻和北美钩吻又分别聚为两级分支，

这说明采用２种ＤＮＡ条形码序列建立的进化树均能
将钩吻属植物与五指毛桃进行有效区分（见图１～２）。

但在ＩＴＳ２系统进化树中，钩吻存在不明显的分
支亚群，且支持率较低（支持率为６０％、９３％）；而
钩吻在ｐｓｂＡｔｒｎＨ系统进化树中无分支亚群，且支持
率为１００％。这可能是在不同 ＤＮＡ条形码序列中，
钩吻属植物的种内变异和种间差异的结果不同导致。

从聚类分析结果的稳定性方面分析，ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列
更优于ＩＴＳ２序列。

图１　基于ＩＴＳ２序列构建钩吻、北美钩吻
与五指毛桃ＮＪ树

图２　基于ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列构建钩吻、北美钩吻
与五指毛桃ＮＪ树

４　讨论

ＤＮＡ条形码技术具有快速、准确等特点，在物
种鉴定领域迅猛发展。对于样本量少、性状相近的

中药品种，ＤＮＡ条形码技术具有极大优势，目前已
成为中药传统鉴定方法的重要补充［９１０］。陈士林课

题组以大量的药用植物及其相关物种作为研究对象，

对７个候选ＤＮＡ条形码进行筛选和深入分析，最终
确定以ＩＴＳ２为主的药用植物鉴定的条形码原则［１１］，

目前已收载于 《中华人民共和国药典》２０１５年版四
部 “中药材ＤＮＡ条形码分子鉴定法指导原则”及一
些著作中［８，１２］，对中药ＤＮＡ条形码的标准化做出了
卓越的贡献。ＩＴＳ２区在蔷薇科、芸香科、菊科等大
部分药材品种中具有较高的鉴定成功率，这是由于

ＩＴＳ２区在这些物种间具有较快的进化速率，因此产
生较多的种间差异位点［１３１６］。本研究结果表明，

ＩＴＳ２区和ｐｓｂＡｔｒｎＨ区序列均可作为钩吻属植物鉴定
的ＤＮＡ条形码，但 ｐｓｂＡｔｒｎＨ区在钩吻属植物中碱
基序列长度、种间变异位点数量均具有显著差异，

同时系统进化树聚类结果稳定性更强，因此 ｐｓｂＡ
ｔｒｎＨ序列比ＩＴＳ２序列更适合作为钩吻属植物鉴别的
ＤＮＡ条形码。ｐｓｂＡｔｒｎＨ基因是叶绿体ｐｓｂＡ和ｔｒｎＨ基
因之间的一段非编码区，进化速度较快，虽然目前作

为中药基原鉴定的备选 ＤＮＡ条形码，但也有研究表
明，其对于石斛属植物也具有良好的鉴别能力［１７］，

同时对于忍冬属植物和连翘属植物的鉴别甚至优于

ＩＴＳ２条形码，甚至还可对连翘药材的产地进行鉴别，
表明对于某些中药品种可将ｐｓｂＡｔｒｎＨ作为主要鉴别
条形码。

钩吻和北美钩吻是具有多个种内变异位点的近

缘植物，若采用序列相似度或序列变异位点作为鉴

别指标，若物种进化出新的变异位点，可能会造成

检验人员的困扰。采用ＤＮＡ条形码系统进化树进行
评价，聚类结果更直观，因此更适合质量标准的结

果表述，可作为中药ＤＮＡ条形码方法的另一种结果
表述形式。本研究还发现，钩吻与北美钩吻的 ｐｓｂＡ
ｔｒｎＨ序列长度存在显著差异，因此无需进行 ＰＣＲ产
物的测序，可直接采用琼脂糖凝胶电泳的方法根据

ＤＮＡ条带分子量进行快速鉴定。
钩吻属植物因其花朵繁盛、花香清幽，是户外

常见的花卉园艺植物［１８２１］。但钩吻属植物含有吲哚

类生物碱，也是毒性植物。其中钩吻在我国属于区

域性使用的药材，但因其应用范围较小，且多以外
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用，因此尚未在药用领域发现质量安全问题。但钩

吻作为剧毒的中药材，因其花与金银花相似、根与

五指毛桃相似，故常因误认采挖食用而导致中毒事

件，造成了严重后果。钩吻属另一物种北美钩吻也

为剧毒植物，因此具有较高的安全风险［２２］。本研究

采用 ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡｔｒｎＨ条形码建立了钩吻、北美钩
吻、五指毛桃的鉴别方法，为药食同源的有毒易混

品的鉴别提供了新思路，为保障食用和用药安全提

供了有效手段。
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［１６］　ＣＨＥＮＸ，ＬＩＡＯＢ，ＳＯＮＧＪ，ｅｔａｌ．ＡｆａｓｔＳＮＰｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｍｅｄｉｃｉｎａｌ
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