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摘  要：目的  建立基于核糖体内部转录间隔区 2（internal transcribed spacer 2，ITS2）序列的木通药材 DNA 条形码鉴定方

法，对市售木通药材进行物种分析。方法  收集河北、安徽、贵州等地的样品总计 45 份，其中木通药材及其混伪品的原植

物样品 18 份，市售木通药材样品 27 份。通过提取 DNA、聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）扩增、双向测

序获得 ITS2 序列，基于邻接（neighbor joining，NJ）系统发育树和单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphisms，SNP）
位点进行物种鉴定分析。结果  基于木通药材及其混伪品原植物 ITS2 序列构建的 NJ 树分析结果表明，木通药材正品及其

混伪品在 NJ 树上聚为独立的分支，木通药材正品及其混伪品在 NJ 树上可明确区分；基于 NJ 树对 27 份市售木通药材的物

种分析表明，市售样品中仅有 4 份为正品木通，2 份为小木通，21 份为粗齿铁线莲，正品率为 14.8%。结论  基于 ITS2 序

列的 DNA 条形码技术可以准确区分中药材木通及其混伪品，市售木通药材物种较混乱。 
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Abstract: Objective  A DNA barcoding identification method based on internal transcribed spacer 2 (ITS2) sequences was 
established to analyze the species of commercially available Mutong (Akebiae Caulis). Methods  A total of 45 samples from Hebei, 
Anhui, Guizhou provinces and other places were collected, including 18 samples of original plants samples and 27 samples of 
commercially available medicinal materials. Their ITS2 sequences have been obtained after DNA extraction, polymerase chain 
reaction (PCR) amplification and bi-directional sequencing. Species identification analysis were based on neighbor-joining (NJ) 
phylogenetic tree and single nucleotide polymorphisms (SNPs). Results  The results of NJ phylogenetic tree constructed by the 
original plants of Akebiae Caulis and its adulterants showed that the authentic Akebiae Caulis and its main adulterants gathered into 
independent branches. The authentic Akebiae Caulis and its adulterants could be clearly distinguished by the NJ phylogenetic tree. 
Based on the NJ tree, the analysis of the species of 27 commercial samples showed that only four samples were Akebiae Caulis, two 
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samples were Clematis armandii, and 21 samples were Clematis argenfilucida. The authenticity rate of commercially available 
medicinal materials was 14.8%. Conclusion  The DNA barcoding based on the ITS2 sequence can accurately distinguish Akebiae 
Caulis and its adulterants. The varieties of commercially available Akebiae Caulis are more chaotic. 
Key words: Akebiae Caulis; commercial medicinal materials; ITS2; DNA barcoding; identification 

木通为临床常用药材。据《中国药典》2020 年版

记载[1]，中药材木通为木通科植物木通 Akebia quinata 
(Thunb.) Decne.、三叶木通 A. trifoliata (Thunb.) Koidz.
或白木通 A. trioliata (Thunb.) Koidz. var. australis 
(Diels) Rehd.的干燥藤茎。近代以来木通药材的使用情

况十分混乱，易将木通与川木通、关木通混淆使用[2]。

1954 年任仁安[3]调查发现木通类商品以马兜铃科关

木通为主，但由于关木通含有马兜铃酸会引发肾损

伤[4-5]，2003 年关木通已被国家食品药品监督管理局

禁用[6]。在关木通被禁用之后，川木通成为木通类药

材的主流商品[7-8]。川木通为毛茛科铁线莲属植物小木

通 Clematis armandii Franch.或绣球藤 C. montana 
Buch. -Ham.的干燥藤茎[1]。木通药材长期依赖于野生

资源，市场供应不足[9]，而川木通资源丰富且具有较

高利润，市场上存在川木通代替木通的现象[7]。木通

类药材虽名称相近，但木通、川木通、关木通的原植

物来源于不同的科属，其化学成分、药理作用及临床

应用均存在差异[10-11]。若临床中将木通与川木通、关

木通混淆使用，不仅药效难以保证，临床用药安全也

将存在隐患。 
《中国药典》2020 年版收载的木通药材鉴别方

法主要为性状鉴定法、显微鉴定法及薄层色谱法[1]。

性状鉴定与显微鉴定依赖于鉴定人员的专业知识和

鉴定经验，同时中药材的性状或显微特征可能因其

基原与产地不同而存在一定差异[12]，加上木通类药

材均以藤茎入药，性状相似，利用性状及显微特征

对木通药材进行鉴别存在一定困难。利用薄层色谱

法对木通药材进行鉴定时，木通药材的甲醇和乙酸

乙酯提取物为多种化学成分的混合物[13]，对木通苯

乙醇苷 B 的检测易受其他化学性质相似成分的影

响，同时孙萍等[14]研究发现木通与川木通同样含有

较多相似的化学成分。DNA 条形码技术利用基因组

中一段公认的、相对较短的 DNA 序列进行物种鉴

定[15]，不受时间、气候、植物发育阶段等的影响，具

有准确、快速、易于操作等优势，是对传统中药鉴定

方法的有效补充[16]。目前 DNA 条形码技术已广泛用

于动物、植物、真菌等生物类群的物种鉴定[17-19]。当

前，“中药材 DNA 条形码分子鉴定指导原则”、

“DNA 测序技术指导原则”已收载于《中国药典》

2020 年版[20]，基于测序技术的 DNA 分子鉴定方法

将成为中药鉴定学的重要发展方向。 
本研究以木通药材为研究对象，通过收集木通

及其混伪品的原植物样品，利用基于 ITS2 序列的

DNA 条形码技术构建中药材木通及其混伪品的鉴

定方法；并应用该技术对市售木通药材进行物种分

析，为保障木通药材的临床用药安全提供技术支持。 
1  仪器、试剂与材料 
1.1  仪器与试剂 

SQP 型电子天平（德国赛多利斯科学仪器有限公

司）；MM400 型球磨仪（德国 Retsch 公司）；手动移

液枪（德国 eppendorf 公司）；VORTEX-5 型涡旋混合

器（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）；1-14 型离

心机（德国 Sigma 公司）；Nanodrop One 型超微量分

光光度计（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；T100
型聚合酶链反应（PCR）仪（美国 Bio-Rad 公司）；

DYY-6C 型电泳仪（北京六一生物科技有限公司）；

Gel DocTMXR＋型凝胶成像仪（美国 Bio-Rad 公司）；

天根植物 DNA 提取试剂盒[天根生化科技（北京）有

限公司]；2×Taq PCR Master Mix 试剂（北京艾德莱

生物科技有限公司)；AL2000 DNA Maker（北京艾德

莱生物科技有限公司）；琼脂糖（BIOWEST 公司）；

引物 [生工生物工程（上海）股份有限公司]。 
1.2  材料 

本研究共收集 45 份实验样品，包括 18 份原植

物样品和 27 份市售药材样品。原植物样品采集自湖

北、吉林、重庆等地，并经由湖北中医药大学药学

院胡志刚教授和中国医学科学院药用植物研究所石

林春副研究员鉴定；市售药材样品收集自河北、安

徽、广西等地的药材市场、药房或药店。详细信息

见表 1、2。 
2  方法 
2.1  DNA 提取、PCR 扩增和序列测定 

原植物样品的称样量为 10 mg，药材样品的称

样量为 30 mg，使用球磨仪进行研磨，使用天根植

物 DNA 提取试剂盒进行 DNA 提取，利用超微量分

光光度计测定 DNA 的浓度和吸光度比值

（A260/A280）。PCR 扩增的引物、反应程序依据中药

材 DNA 条形码分子鉴定指导原则[15]并略作调整，  
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表 1  木通及其混伪品原植物样品采集信息及其 ITS2 序列的 GenBank 登录号 
Table 1  Information of original plant samples of Akebiae Caulis and its adulterants, and their ITS2 GenBank accession 
numbers 

样品编号 物种名 拉丁名 来源 登录号 
BZYP001 木通 Akebia quinata  江西九江 MT534353 
BZYP002 木通 A. quinata  江西九江 MT534352 
BZYP003 木通 A. quinata  江西九江 MT534351 
BZYP004 三叶木通 A. trifoliata 江西九江 MT534350 
BZYP005 三叶木通 A. trifoliata 江西九江 MT534349 
BZYP006 白木通 A. trifoliata var. australis 湖北武汉 MT534348 
BZYP007 白木通 A. trifoliata var. australis 湖北武汉 MT534347 
BZYP008 白木通 A. trifoliata var. australis 湖北武汉 MT534346 
BZYP009 小木通 Clematis armandii 重庆城口 MT534358 
BZYP010 小木通 C. armandii 重庆城口 MT534359 
BZYP011 绣球藤 C. montana 湖北十堰 MT534360 
BZYP012 绣球藤 C. montana 湖北十堰 MT534361 
BZYP013 关木通 Aristolochia manshuriensis 吉林通化 MT534342 
BZYP014 关木通 A. manshuriensis 吉林通化 MT534341 
BZYP015 关木通 A. manshuriensis 吉林通化 MT534340 
BZYP016 粗齿铁线莲 Clematis argentilucida 江西九江 MT534355 
BZYP017 粗齿铁线莲 C. argentilucida 江西九江 MT534356 
BZYP018 粗齿铁线莲 C. argentilucida 江西九江 MT534357 

表 2  市售木通药材样品信息及其 ITS2 序列的 GenBank登

录号 
Table 2  Information of commercially available Akebiae 
Caulis medicinal materials and their ITS2 GenBank 
accession numbers 

样品编号 样品来源 登录号 
MTYC001 贵州省毕节市某药店 MT534379 
MTYC002 贵州省毕节市某药店 MT534380 
MTYC003 贵州省毕节市某药店 MT534381 
MTYC004 贵州省毕节市某药店 MT534382 
MTYC005 贵州省毕节市某药店 MT534343 
MTYC006 北京某药房 MT534383 
MTYC007 北京某药房 MT534384 
MTYC008 河北承德某药店 MT534362 
MTYC009 河北安国药材市场 MT534344 
MTYC010 河北安国药材市场 MT534370 
MTYC011 河北安国药材市场 MT534371 
MTYC012 河北安国药材市场 MT534363 
MTYC013 四川成都药材市场 MT534365 
MTYC014 四川成都某药店 MT534366 
MTYC015 四川成都某药店 MT534367 
MTYC016 四川成都某药店 MT534368 
MTYC017 四川成都某药店 MT534369 
MTYC018 安徽亳州某药店 MT534374 
MTYC019 安徽亳州药材市场 MT534375 
MTYC020 安徽亳州药材市场 MT534376 
MTYC021 安徽亳州药材市场 MT534345 
MTYC022 山东菏泽药材市场 MT534372 
MTYC023 山东菏泽药材市场 MT534373 
MTYC024 重庆某药店 MT534364 
MTYC025 江苏宿迁某药店 MT534377 
MTYC026 陕西宝鸡某药店 MT534378 
MTYC027 广西玉林药材市场 MT534354 

使用 25 μL 的反应体系进行 PCR 扩增，以 1%的琼

脂糖凝胶电泳对 PCR 产物进行检测。将 PCR 产物

纯化后，使用 AB1 3730XL 测序仪进行双向测序。 
2.2  数据分析 

利用 CodonCode Aligner v.8.0.2 软件去除测序

峰图两端的低质量区，并完成校对和拼接，基于隐

马尔可夫模型（hidden markov model，HMM）注释

获得 ITS2 条形码序列区间[21]；利用 MEGA X 软件
[22]完成多序列比对及 NJ 系统发育树的构建，并设

置 Bootstrap 为 2000 检验各分支的支持率；采用建

树法和 SNP 分析完成物种鉴定。 
3  结果与分析 
3.1  DNA 提取、PCR 扩增及测序 

根据“2.1”项中的 DNA 提取方法完成 45 份

样品的 DNA 提取。DNA 检测结果显示，45 份样

品 DNA 质量浓度的平均值为 178.9 ng/μL，

A260/A280 在 1.8～2.05，表明所有样品均成功提取

质量较高的 DNA，DNA 提取成功率为 100%。将

提取的 DNA 模板加入 25 μL 的 PCR 体系中，按

照设置好的扩增程序进行 PCR 扩增，所得到的

PCR 产物在电泳胶图上的条带单一且明亮，长度

在 500 bp 左右。18 份原植物样品及 27 份市售木

通药材样品的 PCR 产物经过双向测序，所有样品

的 ITS2 序列均获得较高质量双向测序峰图，部分

样品的 ITS2 序列在个别碱基位点存在不同程度

的测序套峰，如在第 87 位存在 AC 套峰、103 位
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和 170 位存在 AG 套峰、201 位存在 TC 套峰（图

1）。经 CodonCode Aligner 软件校对拼接，切除

5.8 S rRNA 和 28 S rRNA 区域后得到 45 条 ITS2

条形码序列，质量分析表明符合《中国药典》2020
年版的“DNA 测序技术指导原则”，可满足后续

分析需要。

 
图 1  部分样品的局部测序峰图 

Fig. 1  Local sequencing peak of some samples

3.2  木通及其混伪品原植物的 DNA 条形码分析 
18 份原植物样品均可成功获得 ITS2 序列。木通、

三叶木通、白木通的 ITS2 序列共 8 条，比对后长度

均为 216 bp，平均 GC 含量为 67.28%，共有 2 种序列

类型 A1 和 A2，A1 为木通，A2 为三叶木通或白木通，

其中第 190 位可以作为木通与三叶木通、白木通的特

异性 SNP 鉴定位点，木通在该位点的碱基为 G，而三

叶木通或白木通在该位点均为 T，木通可以与三叶木

通、白木通相互区分。白木通作为三叶木通的亚种，

无法与三叶木通清晰区分。小木通、绣球藤的 ITS2
序列各 2 条，比对后序列长度均为 222 bp，GC 含量

为 66.50%～68.30%，平均 GC 含量为 67.40%；获得

粗齿铁线莲的序列 3 条，比对后序列长度为 222 bp，
GC 含量为 68.90%；关木通的 ITS2 序列共 3 条，比

对后长度为 274 bp，GC 含量为 71.2%。木通及其混

伪品原植物 ITS2 序列的变异位点见图 2。

 

图 2  木通及其混伪品种内种间 ITS2 序列比对 
Fig. 2  Intraspecific and interspecific alignment of ITS2 sequences among Akebiae Caulis and its adulterants 

木通 BZYP001 
木通 BZYP002 
木通 BZYP003 
三叶木通 BZYP004 
三叶木通 BZYP005 
白木通 BZYP006 
白木通 BZYP007 
白木通 BZYP008 
关木通 BZYP013 
关木通 BZYP014 
关木通 BZYP015 
粗齿铁线莲 BZYP016 
粗齿铁线莲 BZYP017 
粗齿铁线莲 BZYP018 
小木通 BZYP009 
小木通 BZYP010 
绣球藤 BZYP011 
绣球藤 BZYP012 
 
 
 
木通 BZYP001 
木通 BZYP002 
木通 BZYP003 
三叶木通 BZYP004 
三叶木通 BZYP005 
白木通 BZYP006 
白木通 BZYP007 
白木通 BZYP008 
关木通 BZYP013 
关木通 BZYP014 
关木通 BZYP015 
粗齿铁线莲 BZYP016 
粗齿铁线莲 BZYP017 
粗齿铁线莲 BZYP018 
小木通 BZYP009 
小木通 BZYP010 
绣球藤 BZYP011 
绣球藤 BZYP012 
 
 

 
木通 BZYP001 
木通 BZYP002 
木通 BZYP003 
三叶木通 BZYP004 
三叶木通 BZYP005 
白木通 BZYP006 
白木通 BZYP007 
白木通 BZYP008 
关木通 BZYP013 
关木通 BZYP014 
关木通 BZYP015 
粗齿铁线莲 BZYP016 
粗齿铁线莲 BZYP017 
粗齿铁线莲 BZYP018 
小木通 BZYP009 
小木通 BZYP010 
绣球藤 BZYP011 
绣球藤 BZYP012 
 

90            100                         170                  200 

90            100                         170                  200 



·2112· 中草药 2022 年 4 月 第 53 卷 第 7 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2022 April Vol. 53 No. 7 

   

    经系统发育树分析，木通药材的基原植物木通、

三叶木通、白木通及其混伪品在邻接系统发育树上分

别聚为独立的分支，同为毛茛科的小木通、绣球藤、

粗齿铁线莲序列聚为一大支，各物种间可明显区分，

关木通单独聚为一支，木通药材正品及其混伪品在

NJ 系统发育树上可明确区分（图 3），表明基于 ITS2
序列构建的 NJ 系统发育树可有效鉴别木通药材基原

植物及川木通、粗齿铁线莲、关木通等易混品。 

 
图 3  基于 ITS2序列构建的木通药材及其混伪品的NJ系统

发育树 
Fig. 3  NJ phylogenetic tree constructed with original plant 
samples of Akebiae Caulis and its adulterants based on ITS2 
sequences 

3.3  基于 DNA 条形码技术的市售药材物种鉴定 
本研究从药材市场、药店和药房共收集 27 份市

售木通药材样品，均可成功获得 ITS2 序列，将市售

药材与木通及其混伪品原植物获得的 ITS2 序列共

同构建 NJ 系统发育树（图 4），以对市售木通药材

进行物种分析，结果表明：在 27 份市售木通药材样

品中，21 份与粗齿铁线莲的原植物样品聚为一支，

占比 77.8%，2 份与小木通的原植物样品聚为一支，

占比 7.4%，4 份与木通药材的基原植物聚为一支，

正品率为 14.8%；木通药材混伪品存在于市场流通

的各个环节，在药材市场、药店和药房均发现木通

药材的混伪品存在。 
4  讨论 
4.1  木通药材品种混乱，DNA 条形码技术可用于

市场上木通药材的物种分析 
本草文献对木通的记载不明确。《本草纲目》[23]

中记载“有细细孔，两头皆通，故名通草，即今所

谓木通也”。谢宗万认为木通科木通属、野木瓜属、

八月瓜属，毛茛科铁线莲属、马兜铃科马兜铃属等

多种科属植物的藤茎均符合上述特征[24]。清代《植

物名实图考》[25]中“小木通”项下提到“藤本能利

水者，多以木通名之”，而木通与川木通均具有“利

尿通淋”的功效。由于木通类药材性状功效相似，

 

图 4  基于 ITS2 序列构建的市售木通药材 NJ 系统发育树 
Fig. 4  Species identification of commercially available Akebiae Caulis medicinal materials based on NJ phylogenetic tree 
constructed using ITS2 sequences 
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不同地区的用药习惯差异，市场上的木通药材存在

一物多名、同名异物等现象。1996 年出版的《全国

中草药汇编》记载，在江苏及四川等地存在将正品

木通当作“海风藤”使用的情况[26]。木通产于安徽

大别山、湖南武陵山、河南伏牛山及桐柏山脉、湖

南、湖北、江浙等地[9]，多为自产自销，野生资源

蕴藏量有限，栽培木通的主要目的是获取其果实，

俗称“八月炸”“八月瓜”“中华肾果”等，味道甘

甜清润，营养价值高[27-28]，种植户砍藤获取木通药

材的动力不足。此外，《中国药典》中收录的“预知

子”为木通的干燥近成熟果实，市场价格一般为木

通药材的 1～3 倍，木通果实入药也在一定程度上使

得木通藤茎获取受限。木通药材北方药源不足，而

关木通在东北地区产量大，价格较低，逐渐推广销

售至全国[2]，在 2003 年关木通被禁用之后，市场上

存在较广泛川木通代替木通的现象。另外，根据国

锦琳等对川木通商品的调查发现，市场上存在大量

粗齿铁线莲作为川木通商品流通的情况[29]。川木通

的混伪品也出现在木通药材中。 
本研究基于 ITS2 序列对收集的 27 份市售木通

药材鉴定表明，仅有 4 份为正品木通，混伪品包括

川木通与粗齿铁线莲，与其他学者相关的市场调查

结果一致[7,29]，表明基于 ITS2 序列的 DNA 条形码

技术可以区分中药材木通、川木通、关木通和粗齿

铁线莲，可用于市场上木通药材的物种分析。但由

于 ITS2 序列通常作为物种水平的鉴定条形码，在本

研究中无法实现亚种或变种水平的鉴定，需要筛选

新的辅助条形码或者采用叶绿体全基因组[30]来实

现木通的种内物种鉴定。 
4.2  DNA 条形码技术与高通量测序技术相结合可

用于中成药中木通成分的物种分析 
木通是小儿金丹片、龙胆泻肝丸、排石颗粒等

28 种中成药的处方成分。但历版《中国药典》对“木

通类”药材的收载情况存在变化。《中国药典》1963
年版 [31]同时收录了木通、川木通及关木通 3 种木通

类药材，随后在《中国药典》1977 年版[32]、1985
版[33]、1990 年版[34]、1995 年版[35]、2000 年版[36]

中只收录了关木通和川木通，由于木通药源短缺，

未被收录其中[37]，木通逐渐淡出市场[2]。2002 年，

木通再次被《中国药典》2000 年版增补版收载。1977
版和《中国药典》1985 年版一部的药材及饮片部分

虽未收载木通，但成方制剂和单方制剂部分收载的

导赤丸、龙胆泻肝丸的处方成分一直规定为木通。

在《中国药典》1990 年版所收载的赤导丸、龙胆泻

肝丸的处方中，直接以关木通取代木通。1993 年，

比利时出现因使用含中草药的减肥药而导致肾衰竭

的事件[38]，1996 年，研究者从受害者的肾组织中分

离出马兜铃酸-DNA 加合物[39]。随着研究的深入，

人们逐渐明确了导致此类肾病的罪魁祸首为马兜铃

酸，由于关木通含有马兜铃酸成分，在 2003 年国家

药品监督管理局通知取消关木通药用标准（国药监

注［2003］121 号）后，《中国药典》2005 年版[40]

及此后各版药典只收录川木通和木通。导赤丸、龙

胆泻肝丸等成方制剂的处方成分也将关木通修改为

木通。可见由于木通药材的混乱，导致含木通的成

方制剂也存在处方成分混乱的情况。但药典中含木

通中成药的处方成分仅存在木通与关木通更替的情

况，并未将川木通与两者混淆。 
本研究所收集的样品中发现，各地药材市场和

药店销售的木通药材中，将川木通及其混伪品当作

木通来使用的情况较严重，木通的流通商品以粗齿

铁线莲和小木通为主，而正品木通却较少。Xin 等[41]

通过对 3 份市售龙胆泻肝丸样品研究发现，一份样

品同时检测到正品三叶木通和混伪品小木通，其余

两份仅检测出小木通，说明中成药中存在将川木通

代替木通使用的现象。本研究以木通及其混伪品原

植物参考样品为基础，表明基于 ITS2 序列的 DNA
条形码技术可准确鉴定木通及其混伪品。但由于中

成药成分复杂，针对单一物种鉴定的 DNA 条形码

技术无法满足多组分中成药的鉴定。随着测序技术

的发展，可将高通量测序与 DNA 条形码技术相结

合，即 DNA metabarcoding 技术 [42-43]和 shotgun 
metagenomics 技术[41]，用于含木通中成药的成分鉴

定，从而保证中成药的投料准确与临床疗效，为木

通药材及其中成药监管提供技术支持。 
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