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药材与资源

苏皖产大戟属药用植物rDNA的ITS序列分析

蒋继宏1，孟 娜1’2，曹小迎1，周守标"，戴传超3

(1．徐州师范大学江苏省药用植物生物技术重点实验室，江苏徐州 221116；2．安徽师范大学生命科学学院，

安徽芜湖241000；3．南京师范大学生命科学学院，江苏南京210097)

摘 要：目的 研究苏皖产大戟属内6种药用植物的ITS长度的变异，为探讨大戟属植物的系统演化关系和大戟

属植物鉴定提供DNA分子证据。方法 利用PCR技术对大戟属植物的rDNA ITS区碱基序列进行测定。结果

这6种大戟属植物的ITSl的长度范围为255～262 bp，ITS2的长度范围为214～236 bp。运用Mega2软件进行的

系统分析得到大戟属内6种植物的系统进化树。这一分析结果与来自形态学的研究结果相吻合。结论此法可用

于大戟属植物种间及真伪品鉴别。
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ITS sequence analysis on medicinal plants of Euphorbia L．in Anhui and Jiangsu Provinces
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Abstract：Ob iective To study the correlation and variation between plants of internal transcribed

spacers(ITS)sequence of the six medicinal plants of Euphorbia L．in Anhui and Jiangsu Provinces，in

order tO provide their DNA molecular marker to identify and explore the phylogenetic relationship of the

plants of E甜由矗D而缸L．Methods To determine rDNA ITS sequence for the plants of Euphorbia L．by

PCR technology．Results The sequences of ITSl in the six species ranged from 255 to 262 bp in length

and those of ITS2 from 214 tO 236 bp．The dendrogram was obtained with Mega2 analysis．The analysis

result was consistent with those from morphology．C：onclusion The method can be used tO identify the

plants of Euphorbia L．among different species and to differentiate their fakes．

Key words：Euphorbia L．；internal transcribed spacers(ITS)sequence；analysis

大戟属Euphorbia L．为大戟科中最大的一属，

全世界有2 000余种，安徽产6种[1]。大戟属植物资

源丰富，适应于不同的生态环境，从热带到亚热带，

从陆地到沙漠，分布十分广泛，易被发现和采集。本

属植物的特征是含有白色或黄白色乳汁，并具有双

重特性，但对皮肤有刺激和毒性，而且有重要的药用

价值。大戟属植物具有抗肿瘤等多种活性与其所含

的化学成分有关，大戟、月腺大戟、泽漆、地锦草、斑

地锦也广泛应用于临床[2]，因此深入研究大戟属植

物对大戟属植物的进一步应用和开发都具十分重要

的意义。

分子系统学的飞速发展给植物系统学中很多疑

难问题的解决提供了重要佐证。分子生物学研究技

术如RFLP分析、AFLP分析、SSR分析、RAPD分

析、序列分析为分子系统学的研究提供了可靠的分

子标记资料。其中核糖体DNA内转录间隔区

(ITS)序列分析已被广泛地用于植物属内、近缘属

间乃至科内的系统发育研究[3]。本实验以分布于安

徽、江苏的6种大戟属植物为代表，采用PCR产物

测序方法测定了大戟属ITS区序列(包括5．8

SrDNA)测定和分析，为探讨大戟属植物的系统演

化关系和生药鉴定提供分子证据。

1材料

1．1 材料来源：用于提取DNA的材料为新鲜叶
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片，采集的植物均经周守标教授鉴定，其来源见

表1。

表1材料来源

Table 1 Origin of materials

1．2 仪器与试剂：电泳仪(Bio—rad公司)，离心机

(Beckman—Coulter公司)，PTC一200型PCR仪

(M J Research公司)；CTAB、Tris base、t3-巯基乙

醇、EDTA、Taq酶等为生工产品，其他试剂均为分

析纯。

2方法与结果

2．1植物总DNA提取：用于DNA提取的材料均

为新鲜叶片，总DNA提取方法为CTAB法[4]，但

将1体积CTAB沉淀DNA这一步骤改为1体积异

丙醇沉淀DNA。

2．2 ITS区片段的扩增与纯化：PCR反应过程及

所用引物参照文献报道[5]。PCR扩增产物用Wiz—

ardTM PCR Preps DNA Puridication System

(Promega公司)纯化后直接作为测序模板。

2．3序列测定：测序工作在中科开瑞芯片股份有限

公司的DNA自动测序仪上完成。每种植物的ITS

序列均用P。和P。引物正反链测定，保证序列测定的

准确性。所得的ITS序列包括ITSl序列、5．8 Sr—

RNA、ITS2序歹0。

2．4 ITS区序列分析：序列经用互补链校对后，参

照GenBank上Takaiwa，Oono，and Sugiura

(1985)与Steinmann，and Porter(2002)的序列，

确定非编码的ITSl和ITS2的边界。序列排列用

Clustal X程序进行对位排列。进一步用人工核对排

列。排好的序列运用Maga软件构建ITS树，进行

系统发育分析，并用自展法(bootstrap)进行检测，

自展数据集为1 000次，结果见图1。

2．5 ITS片段长度及碱基百分含量：共测定了6个

类群的ITS(包括ITSl、5．8 SrDNA、ITS2)序列。

每个种的ITS长度及G+C含量见表2。大戟属6

个类群ITS序列长度变异不大，5．8 SrDNA区很保

守，除斑地锦长度为163 bp外，其余均为164 bp。6

个类群G+C含量在ITSl区变化范围为51％～

64％，在ITS2区变化范围为56％～68％，其G+C

E pekinensis

E ebracteolata

E esula

最pulcherrim

E^Mf‰d

最supina

P————叫
0．02

分支上的数字是1 000次重复抽样检测的靴带值(％)

Sequence numbers above branches are bootstrap

values(％)of 1000 replications

图1基于ITS区序列分析得到的系统树

Fig．1 Dendrogram based on sequences of ITS

表2大戟属6种植物ITS序列长度及其G+c含量

Table 2 Length and G+C content of ITS for

six kinds of plants in Euphirbia L．

ITSl ITS2 5．8 SrDNA名称——————
长度／bp(G+C)／％ 长度／bp(G+C)／％ 长度／bp(G+C)／％

大戟 262 51 222 56 164 55

乳浆大戟 255 64 226 68 164 55

月腺大戟 261 59 221 59 164 60

一品红 261 55 224 59 164 56

地锦 262 54 236 57 164 53

斑地锦 264 56 214 57 163 67

的含量相差不大，反映出协同进化现象。

2．6 ITS序列的系统发育分析：通过ITS序列分

析，结合形态学研究，6个类群分为二大支，其中，大

戟属的匍匐纤细草本地锦和斑地锦为一分支，其具

有强的支持率(100％)而聚类在一起，说明两者的

亲缘关系很近，与这两者的形态特征也相符。另一支

为大戟、月腺大戟和乳浆大戟这3种植物为直立草

本，上部叶同色，野生植物而聚为一类，具有93％

较强的支持率。

3讨论

DNA分子标记技术已广泛地用于药用植物遗

传多样性、系统学、分类学研究，并逐渐渗透到中药

材鉴定领域。目前植物学研究者们越来越清楚地认

识到ITS序列分析在植物系统学及构建植物网状

进化树、探讨物种形成等方面的作用。但在不同的植

物类群以及在不同分类等级上，其ITS序列分析的

价值是不一样的，因为不同类群的起源时间及进化

速率不同，其ITS序列所含有的信息量也不同。本

实验测定的6种大戟属植物的ITS区及5．8 Sr—

DNA基因序列，其所得结果与形态学资料相吻合。

由此可见，ITS序列分析在研究和探讨大戟属植物

的起源、不同种类的进化关系和进化速率及大戟属

的系统位置、种问分类及与其他植物种群之问的亲

缘关系等方面具有重要意义和广阔的应用前景。
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白芷干物质积累和异欧前胡素的动态研究
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摘 要：目的 明确白芷不同生长时期干物质积累及根中异欧前胡素质量分数和积累量变化。方法 采用称重法

测定白芷干物质，高效液相色谱法测定根中异欧前胡素。结果 白芷地上和地下部分干物质积累呈“s”型曲线，地

上部分干物质在7月底至10月初逐渐增加，10月中旬达到高峰，随后降低；地下部分干物质前期增加较慢，8月底

至9月底为快速增长期，随后增加稍有减慢。根中异欧前胡素以7月底8月初最高，为0．245 3％，10月底最低，为

0．117 7％。异欧前胡素积累量在10月底收获时达到最大。结论 以白芷产量和异欧前胡素积累量为白芷的收获目

标，10月底为白芷的收获期，与传统采收期一致。

关键词：白芷；干物质；异欧前胡素
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Dynamic characteristic of dry matter accumulation and isoimperatorin in Angelica dahurica
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Abstract：Objective To study the accumulation of dry matter and changes of isoimperatorin content

and accumulation in the root of Angelica dahurica in different growth and development duration．Methods

Use weighing method to weight the dry matter and an HPLC method to determine the content of isoimper—

atorin in A．dahurica root．Results Dry matter accumulation of aerial part and under ground part of A．

dahurica showed“S”curve，dry matter of aerial part gradually increased from the end of July to the early

October and got to the peak in mid—October，then gradually decreased；dry matter of under ground portion

increased slowly in earlier stage and became rapidly from the end of August to the end of September，then

reduced．Isoimperatorin content in A．dahurica root was the highest in the end of July and the early of Au—

gust as 0．245 3 oA and the 10west in the end of 0ctober as 0．1 1 7 7％．The accumulation of isoimperatorin

was the highest in the end of October when A．dahurica was harvest．Conclusion Taking A．dahurica

yield and the accumulation of isoimperatorin as harvest aim，the optimal time for harvest is at the end of

0ctober．
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