




中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 49 卷 第 19 期 2018 年 10 月 • 4616 • 

续表 1 
名称 拉丁名 来源 序列长度/bp GC/% GenBank 登录号 单倍型 

弯喙乌头 A. campylorrhynchum 四川木里 220 63.6 MH193339 H1 
弯喙乌头 A. campylorrhynchum 四川木里 220 63.6 MH193340 H1 
弯喙乌头 A. campylorrhynchum 四川木里 220 63.6 MH193341 H1 
弯喙乌头 A. campylorrhynchum 四川木里 220 63.6 MH193342 H1 
弯喙乌头 A. campylorrhynchum 四川木里 220 63.6 MH193343 H1 
弯喙乌头 A. campylorrhynchum 四川木里 220 63.6 MH193344 H1 
高乌头 A. sinomontanum 陕西太白 221 59.7 MH193345 I1 
高乌头 A. sinomontanum 陕西太白 221 59.7 MH193346 I1 
高乌头 A. sinomontanum 陕西太白 221 59.7 MH193347 I1 

多裂乌头 A. polyschistum 四川马尔康 220 63.2 MH193348 J1 

多裂乌头 A. polyschistum 四川马尔康 220 63.2 MH193349 J1 

多裂乌头 A. polyschistum 四川马尔康 220 63.2 MH193350 J1 

多裂乌头 A. polyschistum 四川马尔康 220 63.2 MH193351 J1 

多裂乌头 A. polyschistum 四川马尔康 220 63.2 MH193352 J1 
多裂乌头 A. polyschistum 四川马尔康 220 62.7 MH193353 J2 
缩梗乌头 A. sessiliflorum 四川若尔盖 220 64.1 MH193354 K1 
缩梗乌头 A. sessiliflorum 四川若尔盖 220 64.1 MH193355 K1 

太白乌头 A. taipeicum 陕西太白山 220 64.5 MH193356 L1 

太白乌头 A. taipeicum 陕西太白山 220 64.5 MH193357 L1 

太白乌头 A. taipeicum 陕西太白山 220 64.5 MH193358 L1 

太白乌头 A. taipeicum 陕西太白山 220 64.5 MH193359 L1 

太白乌头 A. taipeicum 陕西太白山 220 64.5 MH193360 L1 
 
1.2  方法 
1.2.1  样品 DNA 提取、PCR 扩增及测序  取植物

样本干质量约 20 mg，加入液氮充分碾磨，使用植

物基因组 DNA 提取试剂盒（擎科生物技术有限公

司）提取样本基因组 DNA。ITS2 扩增引物为 ITS2F：
5’-ATGCGATACTTGGTGTGAAT-3’ ， ITS2R ：

5’-GACGCTTCTCCAGACTACAAT-3’[10]，引物由成

都擎科生物技术有限公司合成，以样品 DNA 作为

模板，对 ITS2 序列进行 PCR 扩增。PCR 反应参照

PCR 反应试剂盒（擎科生物技术有限公司）的说明

进行。PCR 反应条件[11]：94 ℃变性 5 min；94 ℃
变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 7 min（40
个循环）；72 ℃延伸 10 min。PCR 产物由梓熙生物

科技有限公司进行测序。 
1.2.2  数据处理  使用 CondonCode Aligner V 5.1.3
（CodonCode Co.，美国）对所有序列进行校对拼接，

去除引物区和低质量的序列[12]，由基于隐马尔可夫

模型（HMMer）的注释方法切除 ITS2 两端的 5.8 S
和 28 S 区域，获得标准的 ITS2 间隔区序列[13]。通

过MEGA 6.0对得到的50条 ITS2序列进行比对[14]，

分析种内、种间的遗传变异、计算 Kimura 
2-parameter（K2P）遗传距离、构建 neighbor joining
（NJ）系统进化树，建立的 ITS2 数据库网站预测

ITS2 序列的二级结构。 
2  结果与分析 
2.1  种内、种间的变异分析 

工布乌头、铁棒锤、甘青乌头、木里乌头、弯喙

乌头、多裂乌头、缩梗乌头、太白乌头的 ITS2 序列

长度均为 220 bp，展花乌头、露蕊乌头序列长 218 bp，
高乌头序列长 221 bp。GC 量 59.7%～69.9%，平均

GC 量为 63.9%（表 1）。应用 MEGA 6.0 软件进行多

序列比对，种内变异位点少，仅有 0～2 个变异位点，

种间变异位点最多为61个，其中简约信息位点45个，

分别占总序列长度的 27.73%和 20.45%，见表 2。 
2.2  K2P 遗传距离分析 

利用 MEGA 6.0 软件计算所有样本种内和种间

遗传距离，结果如图 1 所示，种内遗传距离为 0～
0.009，种间遗传距离为 0.009～0.221，种间最小遗

传距离远大于种内最大距离，研究发现物种间、种

内距离越小、种间距离越大越适合运用条形码鉴定。 
   










