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DNA 条形码序列对 9 种蒿属药用植物的鉴定 
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摘  要：目的  采用DNA条形码序列对9种常见的蒿属药用植物进行鉴定，为常见蒿属药用植物的鉴定提供分子依据。方法  对
9 种常见蒿属药用植物的 4 条候选 DNA 条形码序列（ITS2、rbcL、matK、psbA-trnH）进行 PCR 扩增和测序，比较各序列

的扩增和测序效率，应用 BLAST1、Distance 方法来评估各序列的鉴定效率。此外，基于 MEGA5 分析 9 种常见蒿属药用植

物 ITS2 序列种间 K2P 遗传距离并构建 NJ 树。结果  除 matK 外，其余 3 条片段的 PCR 扩增和测序效率均为 100%，ITS2
序列对9种蒿属药用植物的物种水平鉴定成功率 高，为100%，而psbA-trnH、rbcL、matK、matK＋rbcL的鉴定成功率（BLAST1
法）分别为 83.3%、66.7%、54.5%、75%。通过 ITS2 序列的种间 K2P 遗传距离及 NJ 树均能将不同物种全部区分。结论  ITS2
序列可以作为鉴定蒿属药用植物的潜在条形码。 
关键词：蒿属；DNA 条形码；ITS2；PCR 扩增；遗传距离 
中图分类号：R282.12      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2012)07 - 1393 - 05 

Identification of nine common medicinal plants from Artemisia L. by DNA 
barcoding sequences 

LIU Mei-zi1, 2, SONG Jing-yuan1, LUO Kun1, LIN Yu-lin1, LIU Ping2, YAO Hui1 
1. National Engineering Laboratory for Breeding of Endangered Medicinal Materials, Institute of Medicinal Plant Development, 

Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College, Beijing 100193, China 
2. Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin 300193, China 

Abstract: Objective  To test DNA barcoding sequences in identification of nine common medicinal plants from Artemisia L. and 
provide molecular basis for the identification of plants in Artemisia L. Methods  The nine species of Artemisia L. were amplified and 
sequenced using four candidate sequences (ITS2, rbcL, matK, and psbA-trnH). The PCR amplification and sequencing efficiencies 
were compared and the identification efficiency was assessed using BLAST1 and Distance methods. The genetic distances of ITS2 
region in the nine medicinal plants were analyzed and NJ tree was constructed by MEGA5. Results  Except matK, the amplification 
and sequencing efficiencies of the other three sequences were all 100%. The highest identification success rate (BLAST1) of ITS2 
at the species level of the nine medicinal plants was 100%, while 83.3%, 66.7%, 54.5%, and 75% for psbA-trnH, rbcL, matK, and 
matK + rbcL, respectively. The nine species in Artemisia L. could be distinguished by ITS2 region using inter-specific K2P genetic distance 
and NJ tree. Conclusion  ITS2 could be used as a potential DNA barcode to correctly identify the medicinal plants in Artemisia L. 
Key words: Artemisia L.; DNA barcoding; ITS2; PCR amplification; genetic distance 
 

蒿属Artemisia L.是菊科春黄菊族菊亚族的 1个
属，该属植物多分布在北半球，且多集中在亚欧大

陆[1]，种类繁多，分化复杂，全世界有 344 种，我

国有 187 种 46 变种，许多种类具有药用、食用及防

风固沙等用途[2]，并为《中国药典》2010 版收载。

依据功效及使用情况常将该属药用植物分为 5 类[3]：

青蒿类，如黄花蒿 Artemisia annua L. 因含有青蒿素

而成为疗效迅速的国际抗疟中药[3-6]；茵陈蒿类，如 
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茵陈蒿 A. capillaries Thunb. 全草入药，具有清热利

湿、利胆退黄的功效；白莲蒿 A. sacrorum Ledeb. 为
地方习用品；艾蒿类，如艾蒿 A. angyi Lévl. et Vant.
又称为灸草，针灸疗法中的灸就是将艾叶加工成“艾

绒”，点燃后熏灼穴位，艾叶不仅是止血要药，具有

抗菌、抗病毒、增强免疫功能等作用，而且在食品行

业有广泛的用途。另有野艾蒿 A. lavandulaefolia DC.、
歧茎蒿 A. igniaria Maxim.也作为艾叶的资源植物；

刘寄奴类：如白苞蒿 A. lactiflora Wall. ex DC.等；

还有牡蒿类等种类。蒿属的药用植物由于外部形态

非常相似，不易识别，经常在药材市场及临床应用

中发生混淆使用的情况，如某些地方用茵陈蒿代替

黄花蒿使用[7]，直接影响到临床用药的安全有效，

另有大籽蒿A. sieversiana Ehrhart ex Willd.全国范围

内均有分布，易被混淆。因此，找到快速准确的方

法鉴定蒿属药用植物是非常必要的。有关蒿属植物

鉴定的方法有扫描电镜等形态学鉴定方法[1]，随着

分子生物学的发展，已有用叶绿体 psbA-trnH 片段

特异性 DNA 信息位点区分黄花蒿和同属植物茵陈

蒿及青蒿[8]，还有用叶绿体 trnL-trnF 片段分析蒿属

植物系统发育，但效果不理想[9]。 
DNA 条形码（DNA barcoding）是用一段短的

标准的序列对物种进行鉴定的新方法[10-13]，具有快

速、准确、可重复性的特点，为形态相近的物种的

鉴定开拓了新的思路。2003 年加拿大动物学家

Hebert 等[11]发现线粒体中的 CO1 序列成功用于对

动物物种的鉴定。而在植物中，研究学者提出各

种候选序列或序列的不同组合作为植物候选条

形码[14-17]。国际条形码协会植物工作组提出 matK＋
rbcL 作为植物的核心条形码[18]，随后在第三届国际

条形码大会上，进化速率较快的 psbA-trnH 和

ITS/ITS2 序列被提出来进一步进行考察。Gao 等[19]

基于实验样本和 GenBank 数据分析，提出 ITS2 可

作为菊科鉴定的 DNA 条形码序列，ITS2 对蒿属 74
个 物 种 的 91 份 样 品 的 鉴 定 效 率 为 59.3%
（BLAST1），其中包含 4 种蒿属药用植物的 ITS2 序

列，另有部分为国外种及不常见种。本研究选取 9
种常见蒿属药用植物，其中 5 种在 Gao 等[19]研究中

未包括，对其 4 条 DNA 条形码 psbA-trnH、ITS2、
matK、rbcL 序列的 PCR 扩增效率、测序效率和鉴

定效率进行考察比较，为 9 种常见蒿属药用植物提

供快速有效的鉴定方法。 
1  材料与方法 
1.1  材料 

9 种共 12 份蒿属药用植物新鲜叶片采自北京、

广西、重庆、吉林等地，样品硅胶干燥保存，经中

国医学科学院药用植物研究所林余霖副研究员鉴

定，凭证标本保存于中国医学科学院药用植物研究

所，具体凭证号及 GenBank 登录号详见表 1。 
1.2  方法 

取硅胶干燥的叶子 0.03 g，研磨 2 min，采用植

物 DNA 提取试剂盒（Tiangen Biotech Co.，中国）

提取 DNA。ITS2、psbA-trnH、matK、rbcL 序列的

PCR 扩增、产物纯化及测序方法均参考 Chen 等[15]

和 Gao 等[19]的研究，将每条序列的双向测序峰图用

CodonCode Aligner V3.7.1 校对拼接，去除引物区及 

表 1  样品信息 
Table 1  Sample information  

GenBank 登陆号 
编 号 种 名 采集地 凭证号 

psbA-trnH ITS2 matK rbcL 
1 黄花蒿 A. annua 北京东灵山 PS0633MT04 GQ435090 GQ434492 JQ173387 JQ173392 
2 黄花蒿 A. annua 广西南宁 PS0633MT05 JQ173374 GQ434493 HM989753 JQ173393 
3 黄花蒿 A. annua 重庆 PS0633MT08 GQ435091 GQ434494 HM989754 JQ173394 
4 艾  蒿 A. argyi 广西南宁 PS0590MT04 GQ435067 GQ434469 HM989726 GQ436428 
5 茵陈蒿 A. capillaris 北京东灵山 PS0712MT01 JQ173375 JQ173381 JQ173388 JQ173395 
6 细裂叶莲蒿 A. gmelinii 北京东灵山 PS0594MT01 GQ435070 GQ434472 GQ434109 GQ436432 
7 歧茎蒿 A. igniaria 北京东灵山 PS0675MT01 JQ173376 JQ173382 JQ173389 JQ173396 
8 白花蒿 A. lactiflora 广西南宁 PS0592MT01 JQ173377 JQ173383 HM989727 GU724217 
9 白花蒿 A. lactiflora 广西南宁 PS0592MT02 JQ173378 JQ173384 HM989728 GU724218 

10 野艾蒿 A. lavandulaefolia 北京东灵山 PS0703MT01 GQ435131 GQ434533 － GQ436484 
11 白莲蒿 A. sacrorum 吉林通化 PS2605MT01 JQ173379 JQ173385 JQ173390 JQ173397 
12 大籽蒿 A. sieversiana 北京东灵山 PS0616MT01 JQ173380 JQ173386 JQ173391 JQ173398 
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低质量区。ITS2 序列用 HMMer 注释法切除 5.8 S
和 26 S 端，保留 ITS2 的全长。用 CLUSTAL W1.83
进行序列对比，用 MEGA5 计算 K2P 遗传距离，应

用 BLAST1、Distance 和构建 NJ 树方法对 9 种蒿属

药用植物进行鉴定分析。 
2  结果 
2.1  序列分析 

4 条片段的 PCR 扩增效率和测序效率均较高，

除 matK 的扩增效率为 91.7%，其他片段的扩增和测

序效率均为 100%。片段长度方面，ITS2 的长度 短，

为 222～225 bp，其次是 psbA-trnH，为 456～465 bp，
rbcL 和 matK 较长，分别为 703 bp 和 834～843 bp。
各片段的 GC 量以 psbA-trnH 低，为 27.2%，ITS2
高，为 55.6%。ITS2 有 30 个变异位点，psbA-trnH

和 rbcL 分别有 20 和 19 个变异位点，而 matK 的变

异位点 少，只有 5 个，CBOL 推荐的 matK＋rbcL
组合的变异位点有24个，psbA-trnH和matK均有9 bp
的插入/缺失，各片段统计结果见表 2。 

表 2  各候选条形码的序列特征 
Table 2  Sequences characteristics of candidate DNA barcoding  

鉴定成功率 / % 
基因片段 GC 量 / % 

PCR 扩增 

效率 / % 

测序成功 

率 / % 

变异位点 

数 / 个 

插入或缺 

失 / bp Distance BLAST1 

psbA-trnH 27.2 100 100 20 9   75   83.3 

ITS2 55.6 100 100 30 2  100 100 

matK 35.5  91.7 100  5 9   45.5   54.5 

rbcL 41.4 100 100 19 0   66.7   66.7 

matK＋rbcL    24 9  75  75 
 
2.2  鉴定效率分析 

采用 Distance 和 BLAST1 的方法分析不同 DNA
条形码序列对 9 种常见蒿属药用植物的鉴定效果，

结果见表 2，应用两种方法 ITS2 的鉴定成功率均

高，为 100%，其次是 psbA-trnH，鉴定成功率为 75%
（Distance）和 83.3%（BLAST1），而 rbcL 和 matK
的鉴定效率较低，分别为 66.7%和 54.5%（BLAST1），
CBOL 推荐的 matK＋rbcL 的鉴定效率为 75%。 
2.3  9 种常见蒿属药用植物的 ITS2 序列分析 
2.3.1  K2P 遗传距离  黄花蒿和白花蒿不同产地样

本种内 K2P 遗传距离均为 0。9 种常见蒿属药用植

物 ITS2 序列的种间 K2P 遗传距离 小的是细裂叶

莲蒿和白莲蒿，为 0.004；种间 K2P 遗传距离 大

的是艾蒿和茵陈蒿，及茵陈蒿和野艾蒿之间，为

0.096；9 种蒿属药用植物种间平均 K2P 遗传距离为

0.041。黄花蒿与其他蒿属药用植物的 K2P 遗传距

离为 0.018～0.085，艾蒿为 0.014～0.096，而茵陈蒿

与其他种的 K2P 遗传距离较大，为 0.075～0.096。
9种蒿属药用植物两两物种间K2P遗传距离见表 3。 
2.3.2  Neighbor-Joining（NJ）树  基于 ITS2 序列

构建 9 种常见蒿属药用植物 NJ 树，结果如图 1 所

示，不同来源的黄花蒿聚为一支，艾蒿与歧茎蒿聚

为一支，亲缘关系较近，2 个白花蒿样品先聚为一

支，后又与大籽蒿聚为一支。茵陈蒿独立为一支，

与其他蒿属药用植物亲缘关系较远。从 NJ 树图可

以看出，9 种常见蒿属药用植物均可以互相区分。 

表 3  ITS2 序列的种间 K2P 遗传距离 
Table 3  K2P genetic distance of inter-specific ITS2 sequence  

样 本 黄花蒿 艾 蒿 茵陈蒿 细裂叶莲蒿 歧茎蒿 白花蒿 野艾蒿 白莲蒿 
艾蒿 0.046        
茵陈蒿 0.085 0.096       
细裂叶莲蒿 0.018 0.056 0.091      
歧茎蒿 0.051 0.014 0.081 0.061     
白花蒿 0.023 0.023 0.075 0.032 0.027    
野艾蒿 0.041 0.027 0.096 0.051 0.032 0.018   
白莲蒿 0.023 0.051 0.085 0.004 0.056 0.027 0.046  
大籽蒿 0.036 0.037 0.085 0.046 0.041 0.013 0.032 0.041 
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图 1  基于 ITS2 序列构建的 NJ 树 
Fig. 1  NJ tree based on ITS2 sequence  

3  讨论 
蒿属是菊科的一个大属，其种类繁多，有很多

具有药用价值，尤其是从黄花蒿中提取出具有抗虐

活性的青蒿素后，其需求量剧增，由于同属植物外

部形态极其相近，在药材市场上经常混用，威胁到

了临床用药的安全。DNA 条形码依靠 DNA 片段上

承载的序列信息的不同可以对物种进行快速、准确

的鉴定，在本研究中 CBOL 推荐的 rbcL 序列较保

守，matK 序列种内种间的重叠较大，两者均不适用

于 9 种常见蒿属药用植物的鉴定，matK＋rbcL 的鉴

定效率也仅为 75%。psbA-trnH 是进化速率较快的

基因间隔区之一，两端具有较为保守的 psbA 和

trnH，该序列的显著特点是存在较多的插入/缺失，

刘涛等[8]用 psbA-trnH 序列上的信息位点成功鉴定

黄花蒿、茵陈蒿和青蒿。在本研究中黄花蒿有 9 个

碱基（TTCATAAAT）的缺失，其他蒿属植物均无。

9 种常见蒿属药用植物 psbA-trnH 的种间变异小于

ITS2 序列，鉴定成功率也小于 ITS2。ITS2 是位于

nrITS 序列上 5.8 S～26 S 核糖体 DNA 的内转录间

隔区，具备了 5.8 S 和 26 S 两端的保守区设计通用

引物，该序列 早被应用于系统发育和物种的分类

研究中[20-22]，包含丰富的变异位点和信息位点，可

以用于对物种进行鉴定。Gao 等[19]对菊科 2 315 个

种 3 490 个样品分析后提出 ITS2 可用于菊科鉴定的

条形码，但对蒿属 74 个物种 91 份样本的鉴定效率

仅为 59.3%，本研究中 ITS2 在 9 种常见蒿属药用植

物的PCR扩增和测序效率均为 100%，基于BLAST1
和 Distance 方法的鉴定效率均为 100%，通过分析 9
种常见蒿属药用植物 ITS2 种间 K2P 遗传距离和 NJ
树可以看出，ITS2 序列均可准确鉴定黄花蒿等 9 种

常见蒿属药用植物。 
药用植物 DNA 条形码鉴定研究为中药的真伪鉴

定指出了新的发展方向，是中药鉴定方法的创新[23]，

陈士林等[24]提出以 ITS2为主体的药用植物DNA条

形码鉴定体系，在本研究中，ITS2 能很好地鉴定 9
种常见蒿属药用植物，由于样品量有限，几种蒿属

药用植物 ITS2 序列种内变异尚需进一步研究。 
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