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巴戟天与常见混伪品的rDNA—ITS序列分析及其分子鉴定

丁 平，方 琴

(广州中医药大学中药学院，广东广州 510405)

摘要：目的 比较巴戟天与常见混伪品之间的rDNA—ITS碱基序列的差异及其规律，同时为巴戟天及混伪品的

指纹图谱鉴别提供分子标记。方法 对巴戟天及其常见混伪品的rDNA—ITS进行了PCR扩增、测序，并运用

CLUSTAL X、MEGA软件对该区进行序列分析。结果 测定了巴戟天及其混伪品的rDNA—ITS区序列，包括

ITSl、5．8s和ITS2全长序列以及18S、26S部分序列。巴戟天与假巴载天、羊角藤在ITSl和ITS2区的差异性分别

为2．9％～5．8％和2．9％～4．2％，而与虎刺在ITsl和ITS2区的差异性则为21．2％和18．9％。根据ITS序列

特征构建的系统树，混伪品假巴戟天与羊角藤首先聚类，然后与巴戟天聚在一起，而虎刺则单独聚为一支。结论

rDNA—ITS序列可作为巴戟天与混伪品的一种较好的分子指纹图谱的标记方法。
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Ribosomal DNA—ITS sequence analysis and molecular identification

of Morinda officinalis and its counterfeit species

DING Ping，FANG Qin

(College of Chinese Materia Medica，Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine，Guangzhou 510405，China)

Abstract：Objective To compare the rDNA-ITS differentiation and its regulation between Morinda

officinalis and its counterfeit species，and provide DNA molecular markers for the fingerprint identification

of them．Methods The rDNA—ITS regions of M．officinalis and its counterfeit species were amplified and

sequenced。then analyzed by means of CLUSTRAL X and MEGA softwares．Results The internal tran—

scribed spacers(ITS)including ITSl，5．8S，ITS2，and partial 18S and 26S were determined．In DNA

DIST analysis，the range of diversity among M．officinalis and M．shughuaeusis，M．umbellata was

2．9％一5．8％and 2．9％一4．2％based on ITSl and ITS2；the range of diversity between M．officinalis

and Damnacanthus indicus was 21．2％and 18．9％based on ITSl and ITS2．Phylogenetic tree based on

ITS and 5．8S sequence data indicated the M．umbellata and M．s^“口咒g矗“口P，zsi5 were closely related then

with M．officinalis，while D．indicus was monophyletic group．Conclusion The rDNA—ITS sequence is a

better molecular marker for idertification of M．officinalis and its counterfeit species．
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巴戟天别名鸡肠风(广东、广西)、鸡眼藤、黑藤

钻、糠藤、三角藤(广西)、兔儿肠、兔仔肠、猫肠筋(福

建)。巴戟天为常用中药，是著名的“四大南药”之一。

《中华人民共和国药典》收载的巴戟天来源于茜草科

巴戟天属植物巴戟天Morinda officinalis How的

根，具有补肾壮阳、强筋骨、祛风湿之功效。其主要活

性成分为蒽醌、环烯醚萜类、低聚糖、多糖等[1]。巴戟

天属(Morinda Linn．)植物在全世界约有100种，分

布于热带、亚热带和温带地区，尤以亚洲和大洋洲最

多，美洲和非洲有少数。我国产约26种、6变种，分

布于西南部到东南部，以及台湾和香港地区[2]。由于

近几年巴戟天有效成分的深入研究，巴戟天作为药

食两用的资源得到了广泛的开发和利用。但由于栽

培与种植仍满足不了目前的需求，市场上屡屡出现

混伪品，如假巴戟天、羊角藤、虎刺等，这些药材和原

植物在外形上与巴戟天极为相近，尤其是同属的假
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巴戟天、羊角藤，更是容易以假乱真，因此，解决中药

材的来源问题仍是目前急需解决的问题，也是中药

走向现代化的瓶颈问题。而近几年分子生物学中

DNA分子遗传标记技术的研究则为解决该问题提

供了客观而有效的手段。DNA分子标记技术用于中

药材鉴定和品质评价等方面的研究已有很多的报

道，关于植物核糖体DNA中的内转录间隔区(ITS)

序列测定已广泛用于中药材近缘属间，属内以及种

内居群问的差异性研究[3“]。但在巴戟天属植物中尚

未见有这些方面的研究，因此本研究通过对rDNA—

ITS序列差异分析，对巴戟天及其近缘植物和常见

混伪品的遗传关系作深入的研究，并为制定巴戟天

分子指纹图谱以及准确进行巴戟天及混伪品的鉴别

提供客观依据。

1材料与方法

1．1材料：材料来源见表1，所有材料均为新鲜叶

片，以硅胶于燥，笔者经形态鉴定确定其学名。

1．2 DNA提取和检测：参照Plant DNA Isolation

Kit实验步骤改进，具体如下：植物叶片经蒸馏水洗

净后剪碎，在钵体中用液氮冷却碾碎成细粉。取100

mg加入6倍预热至60℃的CTAB提取缓冲液，10

肛L蛋白酶K，4弘L核糖核酸酶A及10弘L 2一ME

水浴温育30 min。加入等体积抽提液氯仿一异丙醇

(24：1)抽提，15 000xg离心10 min。取上清液加

2／3体积的异丙醇及1／10体积的3 mol／L NaAc，完

全混匀，0℃放置20 min，以10 000Xg离心10 min，

弃上清液，用80％和70％乙醇洗DNA两次，室温干

燥30 min，加适量TE缓冲液溶解DNA，存于4℃待

用。取5弘L提取的DNA于0．8％琼脂糖凝胶(含1

弘g／mL EB)上，用0．5xTBE电泳缓冲液在10 V／

cm电泳1 h后，琼脂糖凝胶外的DNA谱带通过EB

染色后，在紫外光(254 nm)下观察抽提结果。

1．3 ITSl和ITS2的扩增、纯化和测序：扩增ITS

序列引物依据文献设计[5“]。引物序列为：正向AGA

增，或分别扩增ITSl和ITS2，分别扩增时使用1对

内引物，分别为：正向GCA TCG ATG AAG AAC

GCA GC，反向GAT GCG AGA GCC GAG ATA

TCC GTT。取约10 ng样品DNA，加入0．2 mmol／

L dNTPs，0．2 ttmol／L引物，1．5 mmol／L MgCl2，1

U Taq DNA聚合酶(上海生工公司)及1×缓冲液，

加入ddH：O使总体积为20肛L，置于PE480型PCR

扩增仪中，94℃、1 min 45 S后，按下列参数进行40

个循环：94℃、30 S，45℃、30 S，72℃、30 S，最后

72℃、7 min。用1．5％琼脂糖凝胶(含1 Ftg／mL

EB)电泳检测PCR扩增产物。在胶中回收、纯化

PCR扩增片段(胶回收试剂盒，上海生工公司)或

PCR产物直接纯化(PCR产物纯化试剂盒，上海生

工公司)后，用四色荧光标记的双脱氧链中止法测序

(PE—ABI 377全自动测序仪，上海鼎安生物科技有

限公司)，为保证序列的准确性，用2次PCR产物测

序或用反向引物再测。

1．4 序列分析和系统发育树构建：所得序列用

CLUSTAL X(Version 1．8)同源对齐，必要时用手

工排序；ITSl和ITS2的位置参照其二级结构和文

献确定[6|。用MEGA(Version 2．1)分别计算各样品

ITS序列的差异性(Kimura 2一parameter)，用最大

简约法(maximum parsimony，MP)和邻接法

(neighbor—joining，NJ)构建系统发育树，并以boot—

strap作100次可信度分析。将序列鉴定结果与形态

鉴定结果核对，确认后在GenBank登记注册，其注

册登记号见表1。

2 结果

本研究测得巴戟天属3种植物和虎刺属一种常

见混伪品的片段包括ITSl，5．8S和ITS2全长序列

以及18S，26S部分序列，长度为691～700 bp。从图1

中可见，部分18S，26S序列长度分别为61和68 bp，

5．8S全长为13l bp，编码区序列严格保守，而ITSl

和ITS2序列长度和碱基组成随种类不同而有差异，

AGT CGT AAC AAG GTT TCC GTA GG，反向 ITSl和ITS2长度和GC含量详见表1和图1。

TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC。ITS整段扩 本研究中巴戟天及其常见混伪品的ITSl和

表1 巴戟天及其3种混伪品ITSl和ITS2序列G+c含■、长度及在GenBank的注册登记号

Table 1 G+C contents and lengths of ITSl and ITS2 of M．officinalis and three

counterfeit species and their registered numbers in GenBank
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*18S *ITSl

2601 AG从GTOGTA AC从GGT-rTC cGTAGGTG从OcrGOGG从G GATcATTGTC G从TCcTGCC OGA—CG从CG AOcGCG从cC

2501 AG从GTcGTA^CA^GGTTTC cGTAGGTG从CcTGcGGAAG G^Tc^町GTC G从TCcrGCC OGA—0G从oG^ccGoG从cc

2001 ^G^^GTOGT^ACA^GGT’rrC C研^GGTG^A OCTGC：(；(；从G GATC^TTGTC GAATCC?f’GcC CGAAC^AAcG ACCGOGAACA

2602 AG从GTOGTA AcAAGGTTTC CGTAGGTG从OcrGOGG从G GATC^TTGTc G从TCCmcC CTAGCAGAcc AcTGOG从CA

OGTTG^一^C^ACcGCcGGGc GccGGcGGGc GOGGGAGAcc cCGCcOGTcG G删OGAG CCC从cTT从CTccOGGOGc

c(；"℃^-^CA Aa弼0。GGGG GlⅪGGo()GGC GIDGG(、A从CC cI’GCOOGTOG Ga℃000GAG aocAAal．从a旧c()。GOGC

CGTTGA-AcA AcTGCcGGGc GccGGOGGGc GOGGG从Acc CcG000∞cG GcT咖AG OccAAOcT从CTcc0GGcGC

cGTT从OG从A∞GOGGGAC GOGGI黜GGGGG从AcC AOGOcoGTCG GcT00c0队一C^AAACCAAA cTAT0GlGcAC

GG“TGcGcc AAGGAATACT CAAAcGG^TG GccGGc0Gcc CTGOGGcTTC 0GOGGGGcGA GOcGAGoGTC TGATOGTTTA

GGAATGOGcc从GG从TACr cA^ACGG^TG GCcGGOCGcc ocGcGGcTTC 0GCGGGGCGA G0cGAGOGTC TGATcGmA
GGAATGCGoc从GG从TAcT CAAAoGGATG GccGGccGGC ccGcGGCl'TC CGcGGGGOGA GccGAGCGTC TGATcGmA
GGAATGTG<．)c^^《；^^^’I、^(?r CAA^CGGAcc GTCGGCCTOC TCGCGGCTTC cGCGGGGGGC GCCGTGOGTC TG^TCGCTTA

宰5．8S

AccAAAAoGA fircTcGGCAA cGGATATcTC GGcTcTcGcA TcGATG从GA AcGTAGOG从ATGOGATACT TGGTGTGA^T

^cc^A^^oG^cTcTCOGC从oGGAT^TcTC GGcTCrcGcA TcGATG从GA A∞tAGCG从A1Ⅸ吼TACT TG删AAT
ACC从从0GA CTcTCGGC从0GGATATcTC GGcTcTcGcA TOGATG从GA ACGTAGcG从ATGOGATACT TGGTGTGAAT

AcA从从cGA CTcTOGGC从cGGAT^TCTC GGcTcTcGcA TOGATG从GA AcGTAGOG从ATGOGATAcT TGGTGTGAAT

*ITS2

TGcAG从Tcc CGTGA^CcAT 0G^GTrIvrTG从∞cAAG竹GcGCocG从G oC^TTAGGCc G^GGGC^CGT cTGOCrGGGC

TGc^GAATcC CGTG从ccAT cG=^GTTTTl’G从OGc^^GTT GcGCccGAAG ccATTAGGcT GAGGGcAcGT∞GOcTGGGc

TGcAG从Tcc GGTG从CCAT OGAGlvr-兀TG AAaGCAAGTT GcGcCcGAAG CCATT^GGcT GAGGGcAOGT cTGccTGGGc

TGcAG从TCC OGTG从ccAT cGAGTTTTTG从0GcA姗．GcGOOcG从G ocATCAGGcc GAGGGCACGT CTGOcTGGGc

GTC^GGcATc GcGTcGOoGC嘲CcTcG cOcT^GAA^T TCGGAc0GAC GGGGGTGA∞GAAGTTGGCc TcocGTG0cc

GTcACGcATC GcGTcG0cAC删OcTOG CocTAG从AT TOGGAOGGAC GGGGGTGAOG GATGTTGGCC Tcc0GTGccc

GTcACGcATC GNGTcGOcAC嘲CCTGG 0cTTAGG从T TOGGAoGGGc GGGGGTGAOG GATGTTGGcc CcccGTGcCC

GTcACGcAcc GcGTCGTcAC Cccc_一—cA ccG丁COGGTc AOGGGCOGAC GGGGATGAOG GATATTGGcC TcCOGTGccc

TcGOGGOGcG GOCGGOcT从AcGcGAGTcc OcGGcccGGG AOGTcAOGAC GAGToGTGGT 1眦唧C AAcTcGAGAG

cCGOGGOGOG GcCGGccT从^TGOG^GTcC TCGGccCGGG AOGTCACGAC GAGTGGTGGT TG从CccTTC从cTOGAGAG

TcGcGGOGcG Gcc嘲AA ATGcG_^GTcc TcGGCccGGG ACGTCAOGAC G^GTGGTGGT TGAAcccTTC从CTOGAGAG

OcG7瞄0GcG麟OcT从ACGcGAGTTC OOGccAcGGG AOGTcAoGAC GAGTGGTGGT TG从CTGcTC从CAoG_ATTG

"26S

cOGTcGAGAC GAcGOccGAC GGGG从凹cT从CGAOO∞A GGGcTATOGG cccc7舰∞G AGAGGAGCoG OGAGC研TOG

COGToG^G^C GAcG0c0GAC GGGG_从crCC NAcG_ACccTA GGGcTATcGG ccCC一—-G AGAGGAGCOG OGAGOcTTOG

00GTOGAGAc GAcGcoOGAc GGGG从cTcT从cGAcOcrA脚GToGG CccC一—G AGA僦cG 0GAGccrTCG

CTGTcGCGAC G^a淞DCGAC GGGGA．CTUl"AOCGAC0cTA GAGAOGAOGG CocC——_G A^AGGAGTCA 0GATOcl了0G

A00GoGAOcc CAGGTCAGGC GGGATTACcC GcTGAGlvrTA AGCATATC从T从GOGGAGG从

ACCGCGACCC C^GGTcAGGC G(mTTA00c GcTG^GmA AGCAT^TC从TAAGOGGAGG从AOCGOGACcc删CAGGc GGGATTA0cc GCTGAGTTTA AGCATATC从T从GOGGAGG从

ACCGoGAI：CC C^GGTCAGGC GGG^，fTAo。C GC?rI≥～G7r．rTA AGC^TATC¨TAAGCGGAGG AA

图1 巴戟天及其常见混伪品的ITS序列排列

Fig．1 Aligned ITS sequences of M．officinalis and its counterfeit species
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ITS2区序列差异性见表2。表中ITSl和ITS2的差

异性范围分别为2．9％～26％，2．9％～18．9％，差

异最小的均为2 601与2 501之间，差异最大的出现

在2602与其他3种之间。

表2 巴戟天及其混伪品rDAN—ITS序列的差异

Table 2 Diversity of rDNA—ITS sequence between

M．officinalis and its counterfeit species

标本 2601 2501 2001 2602

2601 0．029 0．042 0．183

2501 0．029 0．029 0．189

2001 0．058 0．052 0．189

2602 0．260 0．251 0．212

*下三角为ITSl的差异性，上三角为ITS2的差异性

*down triangle is diversity of ITSl，up triangle is diversity of

ITS2

根据序列特征用几种方法构建的系统发育树结

果一致，bootstrap可信度分析在82％以上(图2)。

混伪品假巴戟天与羊角藤首先聚类，然后与巴戟天

聚在一起，而虎刺则单独聚为一支，这与传统分类结

果相一致，巴戟天与混伪品假巴戟天、羊角藤均为巴

戟天属植物。而虎刺为虎刺属植物，与巴戟天的亲缘

关系最远。
2601

01

2602

图2 巴戟天及其常见混伪品的系统发育树

(分支上数值为靴带可信度)

Fig·2 Dendrogram of M．officinalis and its counterfeit

species(Numbers above branch are bootstrap

percentages values by replication)

3讨论

在本研究中，由于巴戟天含有较多的植物多糖

成分，在DNA提取过程中存在一定的困难，笔者改

进方法，用多种极性大的溶剂去除糖分，从新鲜植物

叶片中提取到了较高质量的总DNA。利用通过引物

进行PCR扩增，可得到预期的rDNA—ITS片段。同

时因高等植物rDNA～ITS区的拷贝数极多，在使用

过程中不易受材料总DNA降解的影响，因此利用

该方法较易提取到稳定的DNA产物。

经过rDNA—ITS基因测序表明，ITSl和ITS2

区的长度分别为：巴戟天181、255 bp，假巴戟天

180、255 bp，羊角藤为180、260 bp，虎刺为181、250

bp。因所见混伪品中假巴戟天、羊角藤为巴戟天同

属的植物，差异较小(ITSl：2．9％～5．8％和ITS2：

2．9％～4．2％)。而虎刺则为虎刺属(Damnacanthus

Gaerth．f．)的植物，差异较大(ITSl：21．2％～26％

和ITS2：18．3％～18．9％)。根据rDNA—ITS的序列

比较可看出，巴戟天及其以上几种常见的混伪品在

rDNA—ITS序列中存在较大的差异，且这种差别具

有较好的稳定性，并且通过以嫩叶反复测定后得到

验证，结果准确可靠。通过这些序列差异比较表明，

rDNA—ITS序列能较好地反映出巴戟天及其混伪品

种间的差异，因此可利用该方法找出一种较好的分

子指纹图谱鉴别标记特征，以用于巴戟天及其常见

混伪品的准确鉴定。在应用过程中可将以上序列作

为一个标准对照，输入计算机库中，利用巴戟天以其

伪品的序列数据库及遗传分析软件，通过待检药材

的rDNA～ITS区序列测定，与计算机数据库中巴戟

天及其常见混伪品的rDNA—ITS区全序列进行分

析比较，只要所测基因序列与已知对照序列相一致，

就可以成功鉴别巴戟天及其混伪品的品种。

虽然DNA测序技术操作复杂，但稳定性好，准

确性高，且具有较好的重现性，因此作为中药材真伪

鉴别的指纹图谱分子标记方法，具有客观和实用的

特点，并且随着DNA测序成本的降低，此方法将会

进一步得到推广和应用。
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