






中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 48 卷 第 3 期 2017 年 2 月 

   

• 553 •

接，去除引物区获得 ITS2 间隔区序列。将测定的基

因序列提交到 GenBank 数据库，在数据库中的登录

号为 KR152196-KR152209。首先，运用 NCBI Blast
工具完成物种鉴定。然后，将所有序列用软件

MEGA6.0 进行多序列对比、变异位点分析并计算

K2P（Kimura-2-parameter）遗传距离，用邻接（NJ）
法构建系统聚类树，利用 Bootstrap（1 000 次重复）

检验各分支的支持率。最后，在 ITS2 数据库中预测

武当山区重楼 ITS2 的二级结构。 
3  结果与分析 
3.1  相似性搜索法鉴定结果 

进入 DNA 条形码鉴定系统网站（http:// blast. 
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi），对实验药材的 ITS2 序

列使用 BLAST 方法进行鉴定和序列验证，结果显

示实验序列查询到所有序列均属于重楼属，此鉴定

结果说明实验药材样本来源准确。 
3.2  一级序列分析 

采自武当山地区和神农架林区的重楼样本

ITS2 序列长度均为 232 bp，14 个重楼属植物样品可

以划分为 3 个组群：样品 1、4、13 号碱基序列相同，

原植物鉴定为球药隔重楼；2、3、5、6、7、8、9、
10、14 号碱基序列相同，其中 2、3、7、9、10 号

鉴定为七叶一枝花，5、6、8 号鉴定为宽叶重楼，

14 号鉴定为狭叶重楼；11、12 号碱基序列相同，相

对于七叶一枝花的序列在 163 位点有 T-C 变异，鉴

别为七叶一枝花的变种华重楼。ITS2 基因序列的结

果不支持宽叶重楼、狭叶重楼成为独立的变种，建

议作为七叶一枝花的变型处理。以药典正品重楼七

叶一枝花的序列为标准，各样品 ITS2 序列变异位点

如表 2 所示。 

表 2  各样品 ITS2 序列变异位点 
Table 2  Variation locuses in ITS2 sequence of samples 

位点 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
1 C C C C C C C C C C C C C C T C T 
2 G G G G G G G G G G G G G G C T C 
3 T T T T T T T T T T T T T T G T G 
4 C C C C C C C C C C C C C C C G C 
5 T T T T T T T T T T T T T T C C G 
6 T T T T T T T T T T T T T T C G T 
7 G G G G G G G G G G G G G G C C C 
8 C C C C C C C C C C C C C C C G G 
9 G G G G G G G G G G G G G G A C C 

10 T T T T T T T T T T T T T T C T T 
11 C C C C C C C C C C C C C C C C C
12 G G G G G G G G G G G G G G C G C 
13 C C C C C C C C C C C C C C C G G 
14 T T T T T T T T T T T T T T A T C 
15 C C C C C C C C C C C C C C T G G 
16 G G G G G G G G G G G G G G C C C 
17 G G G G G G G G G G G G G G C C A 
18 T T T T T T T T T T T T T T C A C 
19 G G G G G G G G G G G G G G G A C
20 C C C C C C C C C C C C C C T C C
21 C G G C G G G G G G G G C G G T A
22 A A A A A A A A A A A A A A G A A
23 A A A A A A A A A A A A A A G C C
24 C C C C C C C C C C C C C C G G C
25 T T T T T T T T T T T T T T C C C
26 A A A A A A A A A A A A A A G C C
27 T C C T C C C C C C C C T C T T C
28 G G G G G G G G G G G G G G G G C
29 C C C C C C C C C C C C C C G T C
30 C C C C C C C C C C C C C C G G G
31 C T T C T T T T T T T T C T G G A
32 G G G G G G G G G G G G G G C G C
33 T T T T T T T T T T T T T T G T C
34 G G G G G G G G G G G G G G G C C
35 G G G G G G G G G G G G G G A G G
36 G G G G G G G G G G G G G G T A G
37 T T T T T T T T T T T T T T T A G
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3.2.1  变异位点  以《中国药典》2015 年版正品重

楼七叶一枝花的序列为标准，球药隔重楼有 16 个变

异位点，显示球药隔重楼与七叶一枝花确为 2 个不

同种；而华重楼只有在 163 位的 1 个变异位点，这

一点与华重楼为七叶一枝花的变种相符。 
3.2.2  遗传距离  对 ITS2 序列进行种内 K2P 距

离分析可知，重楼的 ITS2 序列种内 K2P 距离为

0～0.073 6，种内平均 K2P 距离为 0.027 2。宽叶

重楼、狭叶重楼与七叶一枝花的 K2P 为 0，又同

为重楼属植物，确定为同一品种，印证了序列比

较的结果。球药隔重楼与七叶一枝花的 K2P 为

0.073 6，遗传距离最远，与变异位点分析结果相

符。球药隔重楼与华重楼的 K2P 为 0.068 7，遗传

距离较七叶一枝花近。七叶一枝花与华重楼的

K2P 为 0.004 3，说明华重楼为七叶一枝花的变种

这一结论成立。 
3.2.3  聚类分析  对武当山区的 14 种重楼及其常

见混伪品进行聚类分析，NJ 树见图 1。结果显示 14
种重楼聚为一支，拳参、延龄草和蜘蛛抱蛋单独聚

为一支，说明采集样本来源准确，且本地区重楼主

要分为七叶一枝花和球药隔重楼 2 大类，华重楼为

七叶一枝花的变种，宽叶重楼、狭叶重楼与七叶一

枝花为一支，不支持宽叶重楼、狭叶重楼成为独立

的变种，这与序列比较分析结果一致。 
3.3  二级结构分析 

在 ITS2 数据库（http://its2.bioapps.biozentrum. 
uniwuerzburg.de.）[15]输入测得序列预测武当山区重

楼 ITS2 二级结构，见图 2。由图 2 可以看出，重楼

属植物的二级结构均为一个中心环（主环）及 4 个

螺旋区构成，每个螺旋上又有大大小小、或多或少 

      
图 1  武当山区重楼属植物系统聚类树 

Fig. 1  NJ tree of P. polyphylla in Wudang mountain area 

 

 
 

七叶一枝花                        华重楼                   球药隔重楼 

图 2  武当山区重楼 ITS2 二级结构预测 
Fig. 2  Prognostic map of ITS2 secondary structure of P. polyphylla in Wudang Mountain area 

的茎环结构。通过比较七叶一枝花与华重楼的

ITS2 二级结构发现，二者的差异较小，主要鉴别

特征区为 III 的 C 区，七叶一枝花比华重楼多一个

茎环；通过比较七叶一枝花与球药隔重楼的 ITS2
二级结构发现，二者的差异较大，I 的 A 区、III
的 B 区和 C 区均可有效鉴别这两种重楼，七叶一

枝花的 A 区比球药隔重楼多 2 个茎环，C 区比球

药隔重楼多 1 个茎环；B 区七叶一枝花为 1 个单独

的茎环，而球药隔重楼为一大一小相连的茎环。七

叶一枝花与华重楼的二级结构只在 C 区有一个茎

环的差别。因此，依据 ITS2 二级结构可以直观地

将重楼属植物区分。 
4  讨论 
4.1  DNA 条形码为重楼属药用植物鉴别开辟一条

新途径 
传统重楼鉴别有原植物鉴别、显微鉴别和理化鉴
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