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中日当归属药用植物ITS序列分析
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摘 要：目的 建立当归属药用植物功效的分子系统学基础，为当归属药用植物功效的差异性提供分子依据。方法

采用PCR技术与克隆技术相结合，获得ITS基因，进行测序，经Phylip软件统计分析和分支分析，建立系统发育

树，计算各类群间的遗传距离。结果 当归属药用植物中ITSl-5．8 S—ITS2序列长度为600～629 bp，去除序列长度

为165 bp的5．8 S，ITSl+ITS2排序后的长度为468个位点。系统树将当归属药用植物分为两组，以独活、白芷为

代表分别聚类，甘肃产岷当归Angelica sinensis不与上述任何一组聚类，却与欧当归Levisticum officinale遗传距离

相对较小。结论上述结果与当归属药用植物功效差异基本吻合，启示药用植物亲缘演化关系可能是研究药用植

物功效规律的一条重要途径。
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Abstract：Objective To establish the base of molecular system—theory on medicinal plants of Angeli—

ca L．and to offer molecular gists for finding the efficacy difference of them．Methods The PCR technique

was utilized together with the clone technique tO get the ITS gene and measure its genic sequence．Statisti-

cal analyzing and branch analyzing were carried out by Phylip software and genetic distance difference in

every kinds can be calculated with MEGA3．Results ITSl—5．8 S—ITS2，belongs tO one of medicinal plants

of Angelica L．，its sequence length extents 600 to 629 bp．Subtracting 5．8 S，its length is 165 bp，the

length of ITS is 468 bp．The medicinal plants of Angelica L．are divided into two groups by dendrogram．

The genetic distance of A．sinensis from Gansu Province is obviously different from the other medicinal

plants of Angelica L．。but the distance difference compared with Levisicum officinale is smaller．Conclu—

sion It suggests that the above result be identical to the efficacy of medicinal plants of Angelica L．It may

be an important reason of explaining why the efficacy between A．sinensis and other medicinal plants of An—

gelica L．is SO different．

Key words：Angelica L．；internal transcribed spacer；genetic distance；efficacy

当归属植物在我国有26种5变种1变型，分布

于南北各地，主产东北、西北和西南地区。我国分布

的品种大部分可作药用，而诸如当归、白芷、独活等

则属于常用中药。当归能养血活血、调经止痛，治疗

血虚、月经不调等病证；独活祛风除湿，应用于风湿

痹痛等；白芷除与独活具有类似功效外，又能解表、

通窍、消肿排脓，用于风寒表证、鼻渊、痈疽疮疡等。

笔者推测，上述药物药性、功效的差异性应与植物间
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亲缘关系和活性成分的差异性密切相关。在经典形

态分类系统中，由于当归属内没有再分组，难以揭示

药用植物亲缘演化与功效变化之间的相关性。

当归属药用植物的分子系统学研究，以往多在

伞形科、芹亚科等高级分类阶元上进行。Gregory

等[1]对伞形科、五加科、海桐花科等80个属的植物

进行了cpDNA的rbcL基因序列分析，认为五加科

和伞形科是两个姐妹群，与之较近的是海桐花科

(Pittosporum)。这一结果与伞形科来源于五加科的

传统分类认识并不一致。rbcL基因序列分析还显

示，伞形科天胡荽亚科处于伞形科与五加科的中间

位置，部分天胡荽亚科植物与五加科关系更近。此后

采用cpDNA的matK基因研究结果得出了同样结

论[2]。Stephen等运用rDNA的ITS(internal tran—

scribed spacer)序列，对芹亚科40种植物进行分子

系统学研究，ITS序列变化不支持依据芹亚科植物

形态学和解剖学特征而进行的分类。在芹亚科植物

系统发育过程中有一个大的遗传分隔区，所有墨西

哥和美国中部特有的种系与其他地区的种系亲缘演

化关系模糊[3]，上述植物cpDNA的rpoCl基因序

列分析也得出了同样结论[4]。此后，Stephen等又在

芹亚科选取126个代表种进行了ITS序列分析，并

在伞形科范围内选取了100个代表种进行了rpoCl

序列分析，得出的结论是：伞形科芹亚科为单系发

生，与变豆菜亚科构成姐妹群；伞形科天胡荽亚科为

多系发生，其中部分种系与五加科紧密结合在一起，

而另一部分则与伞形科芹亚科、变豆菜亚科聚在一

起。分子系统树中聚在一起的植物在经典分类系统

中可能属于不同的类群[5]。鉴于分子系统学研究资

料已经突破了芹亚科的传统分类，Stephen等将所

研究的分子系统学证据综合起来，试图建立芹亚科

新的分类系统，该实验将芹亚科分为七大世系：An—

gelica group(当归组)、Aegopodium group(羚角芹

组)、Apium group(芹组)、Daueus group(胡萝卜

组)、Aciphylla group(尖叶芹组)、Oenanthe group

(水芹组)，其中当归组最大[6]。

上述系列成果说明，经典的植物分类系统与植

物分子系统学研究结论之间存在着较大差异。在植

物系统与进化研究中，核酸分子量是最基本的进化

单位，能反映进化本质；核酸的基本序列是一元变化

的，通常为点突破，趋同效应极小，以核酸分子为指

标确定的系统化关系不受主观因素影响。据此笔者

认为，经典的植物分类系统可能在客观反映植物亲

缘演化关系方面存在着局限性。结合药用植物功效

的研究，大胆地推断：同一属药用植物，如果功效相

似，可能分子系统学证据可以证明其亲缘关系较近；

如果功效差异性大，分子系统学证据可以证明其亲

缘关系较远。根据这种设想，选择了功效差异性较大

的当归属药用植物作为研究对象。在基因片段选择

方面，ITS是目前分子系统学研究应用最多的一种，

因ITS进化速率较编码区快，一般用于研究植物较

低分类等级(如属、种、居群)的亲缘关系，并且已被

证明这一区域的DNA特征可以作为被子植物系统

学研究的一个非常有用的性状[7]。因此，笔者选择

rDNA的ITS序列作为研究中日当归属及其近缘属

药用植物种间和种下类群亲缘关系的基因片段。

1材料与方法

1．1材料来源：见表1，所有材料均来自野外，用硅

胶快速干燥的新鲜叶片，国内品种分别经中国科学院

江苏省植物研究所标本室刘启新研究员、本校药用植

物教研室谈献和教授、洪恂教授鉴定；日本品种经日

本弘前大学农学生命科学部原田幸雄教授鉴定。

表1材料来源

Table 1 Resources of medicinal plants of Angelica L．

样品号 名 称 来源 鉴定人

1．2总DNA的提取、ITS区的扩增：分别取各个

种的新鲜叶片0．2 g左右，采用改良的CTAB法[8]

提取总DNA，并以0．8％的琼脂糖，1×TBE缓冲液

电泳检测。

用White等D3描述的引物进行ITS区的扩增。

上游引物为1TS一5F：5'-GGAAGGAGAAGTCG—

TAA—CAAGG一3’；下游引物为ITS一4R：5 7一TC—

CTTCCGC—TTATTGATATGC一3 7。聚合酶链式反
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应(PCR)在PERKIN ELMER 9600型PCR仪上进

行。反应体系为60肛L，其中ITS一5F和ITS一4R各3

／_￡L(2 pmol／L)，0．3弘L Taq酶(5 U／uL)，6弘L 10×

buffer，3．6弘L MgCl2(25 mmol／L)，6 pL dNTP(25

mmol／L)，模板DNA 25 ng，加水至60弘L。PCR程

序为：94℃预变性30 S，94℃变性1 rain，53℃退火

1 rain，72℃延伸1 rain。35个循环后72℃延伸10

rain。4℃保存。

1．3 ITS区的克隆、纯化、测序：上述PCR产物直

接测序效果不好，而经过大肠杆菌克隆以后测序效

果良好。在DNA连接酶的作用下，将药用植物ITS

区PCR产物与载体基因PBluescriptⅡSK(+／一)

溶液相混合，在16 C恒温箱中水浴12 h以上，与经

前培养的大肠杆菌相混合，在掺有氨苄青霉素的培

养皿中37。C培养18 h以上，白色菌落再在掺有氨

苄青霉素的液体培养液中37℃振荡培养18 h以

上。采用QIA kit分离、纯化质粒DNA。

测序反应依据双脱氧终止法原理[1⋯，在上述

PCR仪上进行。反应体系10弘L，测序引物为

M13IRD 800 forward和reverse。反应程序为95+C

预变性5 rain，95、C变性30 S，50‘C退火30 S，70℃

延伸1 rain。30个循环后4℃保存。测序采用手动测

序法，在LIC一4000测序仪上进行。每个样品正向、

反向测序各两次，将4次所测结果进行认真校对。

1．4数据分析及系统树构建：本实验将获得的碱基

序列经Clusta lx排序，用MEGA3软件基于Kimura

2-parameter模型计算遗传距离，并采用近邻归群法

分枝的置信度自举检测(bootstrap)1 000次。

2结果与讨论q

2．1 ITS长度与G+C的量：本实验测得21种样品

的ITS区(包括5．8 S rDNA)序列的长度范围为

600～629 bp。其中ITSl长度为214～226 bp，ITS2

长度为218～237 bp。所有种的ITS2长度均比ITSl

长。而5．8 S rDNA则高度一致，均为165 bp，无碱基

差异。将ITS区中5．8 S rDNA去除，ITSl与ITS2

连接，Gap做为缺失处理时，ITSl+ITS2排序后的长

度为468个位点，其中有139个变异位点，36个为系

统发育信息位点，分别占29．7％和7．7％。其各类群

ITSl+ITS2长度和序列中的G+C质量分数见表2。

表2各类群ITS长度和G+C的■

Table 2 Length and G+C contents of ITSl

and ITS2 of taxa

片段
片段长度

(G+c)／ 片段
片段长度

(G+c)／
(ITSl+ (ITSl+

编号ITs2)／bp
％

编号ITS2)／bp
％

1 445 52．6 1 2 435 50．3

2 441 53．7 13 436 53．5

3 441 、53．5 14 436 53．3

4 438 51．1 15 435 53．1

5 437 49．0 16 437 53．5

6 440 50．9 17 433 50．7

7 435 50．1 18 434 52．9

8 434 49．8 19 434 52．6

9 436 50．3 20 438 52．2

10 434 50．4 2l 438 50．1

11 435 49．8

2．2各类群闻的遗传距离：当归属21种植物相互

间的遗传距离见表3。基于ITS序列的当归属植物

(Neighbor—Joining，NJ)构建系统发育树，系统树各 系统发育树见图1。

表3当归属类群间的遗传距离

Table 3 Genetic distance among taxa of Ang砒a L．
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，，缶嚣归一L—蕊。
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一管鞘当归
63L——一拐芹

广祈白芷

100L狭叶当归

广————一川白芷

100

i黑水当归
一峨嵋当归i兴安白芷
广一杭臼芷

98L一白芷i岷当归
一欧当归

图中数字表示各分枝自举检测的置信度，标尺表不遗传距离

Numbers above branches present confidence values from boot—

strap test，a scale bar indicates genetic distance

图1基于ITS序列的当归属植物系统发育树

Fig．1 Dendrogram of plants of Angelica L．

based on ITS sequences

3讨论

3．1 实验数据的分类学意义：DNA是由G与C、A

与T的氢键结合而形成的双螺旋结构，A与T、G

与C之间的摩尔数相等，利用G与C或A与T中

的任意一对碱基组成即可反映该DNA序列的碱基

特征[11|。DNA序列中经常会发生插入／缺失

(indels)现象[1 2|，故DNA序列长度也能部分反映

DNA序列特征。但DNA链是一个整体结构，即使

A与T、G与C的量和长度相同的基因片段，由于

碱基对之间的排列组合、先后顺序不同，各植物之间

的遗传距离也会出现较大差异。在长期的系统演化

过程中，更多地会发生单核苷酸多态性(single nu—

cleotide polymorphism SNP)和点突变(mutation)、

倒位与重排(invertion and rearrangment)等现

象[13|，因此，选择适当的软件对获得的基因序列计

算分析，计算遗传距离，建立系统树，是分子系统学

研究的主要途径。从本次实验可以看出，G+C的量

和序列长度相似的ITS基因片段(如兴安白芷与岷

当归)系统树中并未聚在一起，遗传距离也较远。

3．2当归属分组与功效的关系分析：由图1可知，

当归属植物分为两组。重齿当归、A．ursina、A．

edulis、紫花前胡、白花前胡、骨缘当归、圆当归、A．

acutiloba subsp．iwatensis等8种植物为一组；杭白

芷、白芷、兴安白芷、峨嵋当归、黑水当归、川白芷、管

鞘当归、毛当归、拐芹、祈白芷、狭叶当归等11种植

物为另一组。岷当归不与上述两组聚类，而与外类群

欧当归相对较近。通过Blasta进行相同性检索，本

实验所测相关品种如圆当归、拐芹、白芷、紫花前胡

等与Stephen等Is,4]所测相关品种的ITS序列基本

一致。

在第一组，重齿当归首先与A．ursine、A．

edulis两个日本品种聚在一起，然后再与紫花前胡、

白花前胡、骨缘当归相聚，经两次聚合后与圆当归、

A．acutiloba subsp．iwawensis相聚。从有关文献记

载来看，除紫花前胡、白花前胡和3个日本品种外，

其余第1组品种都具有一定的祛风除湿、镇痛作用，

用于治疗风湿痹痛[1“。在第2组，首先聚在一起的

是白芷、杭白芷、兴安白芷，然后与黑水当归、峨嵋当

归聚合，经2次聚合后与川白芷聚合，经3次聚合后

与管鞘当归、毛当归、拐芹聚合。经4次聚合后与祈

白芷、狭叶当归聚合。白芷及其种下类群都具有相似

的功效，管鞘当归、拐芹、黑水当归、峨嵋当归祛风除

湿，活血调经，与白芷及其种下群的功效同中有异。

从表3可以看出，作为当归道地药材的岷当归与当

归属中其他所有植物都有较大的遗传距离，而与欧

当归遗传距离相对较近；从图1可以看出，岷当归不

与当归属两组植物聚合，是当归属中一个特殊类群。

当归是养血调经的常用药，与独活、白芷、拐芹等药

物的功效差异性较大，而欧当归能活血调经，治疗月

经不调、痛经等病，与岷当归功效有更多的相似性。

3．3植物分子系统学研究的初步体会：首先是取样

问题。在同一分类阶元上，所取样本越丰富，越能准

确反映该类群的分类情况，如果一个属只选一个代

表种，有的种并不能真实代表该属植物与他属植物

之间的亲缘演化关系，得出的结论可能是不准确的，

如本次研究中当归就是一个特殊类群。即使是同一

品种，在居群之间也有一定差异。在进行中国药用植

物的分子系统学研究时，应尽可能在同一分类阶元

内多采一些品种，甚至采到种下类群。其次是基因片

段选择问题。一般根据不同的研究目的选择不同的

基因区域。rDNA的ITS序列目前广泛用于研究被

子植物科内，尤其是近缘属内及种间关系，均取得了

预期的成果[】卜17]。到目前为止，当归属中国特有种

的ITS序列资料并不多，本课题所选当归属20个

样品，中国特有种15个，Et本品种5个，可以补充当

归属ITS研究资料的不足。适宜于较低分类阶元亲

缘关系研究的还有matK基因等[1 8|，由于matK序

列变异较为均一，在构建系统树时不必对不同类群

的变异进行加权，增强了分子系统树的可靠性。本课
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题将结合matK基因作进一步研究。再次是测序与

克隆技术问题，国内普遍采用的是PCR产物直接测

序，由于PCR产物浓度低，易受污染，给测序反应和

读序工作造成了一定困难。本课题将经PCR获得的

目的基因用大肠杆菌克隆后分离、净化，得到的目的

基因不仅浓度高，而且污染少，测序、读序效果好，成

功率显著提高，为目前日本、欧美等国家普遍采用的

方法‘19]，值得推广。
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基因枪介导灯盏花遗传转化及几个影响因素的研究

邱 璐1’2，王 波H，罗春梅3，曹光宇2，范战民2，矍礼嘉2

(1．楚雄师范学院，云南楚雄675000；2．北京大学生命科学院蛋白质工程及基因工程国家重点

实验室，北京100871；3．楚雄农业学校，云南楚雄675000)

摘 要：目的 获得具有较强抗虫抗真菌的转基因灯盏花植株。方法 通过PCR聚合酶链式反应得到目的基因

RBBl2—3，通过中间载体PBS及植物载体YY46，得到带有目的基因的质粒，用基因枪轰击法进行遗传转化。对基因

枪轰击受体、轰击压力、抗生素庆大霉素(Gent．)的敏感性进行对照实验。结果 用灯盏花的真叶作为基因枪轰击
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