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毛黄堇和石生黄堇的 ITS 序列差异分析 
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摘  要：目的  从分子水平鉴别濒危药用植物毛黄堇和石生黄堇的差异。方法  分别从毛黄堇和石生黄堇的叶片中提取

DNA，以核基因组通用引物为引物进行扩增，扩增产物经纯化后对 PCR 产物采用直接测序法进行测序。结果  获得 ITS 及

5.8 S rDNA 完全序列，分别为毛黄堇 561 bp、石生黄堇 552 bp；二者的 ITS 序列差异呈显著性，其中 ITS1 差异性达 16.28%，

ITS2 差异性达 21.21%。结论  ITS 序列可有效地鉴别毛黄堇和石生黄堇，并可广泛应用于中药材的鉴别。 
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Analysis on ITS sequence differences of Corydalis tomentella and C. saxicola  
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Abstract: Objective  To identify the endangered medicinal plants Corydalis tomentella and C. saxicola at molecular level. Methods  
DNA was extracted from the leaves of C. tomentella and C. saxicola and amplified by common primers in nuclear genome. The 
amplification products were sequenced using direct sequencing method after purification. Results  The rDNA full-length sequences 
of ITS and 5.8S, i.e.561 and 552 bp for C. tomentella and C. saxicola, were obtained, respectively. Significant differences were found 
between the two ITS sequences, and differences were 16.28% and 21.21% for ITS1 and ITS2, respectively. Conclusion  ITS 
sequence could be used for the identification of C. tomentella and C. saxicola, and also be widely used for the identification of Chinese 
materia medica. 
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近年来，利用分子生物学方法获得的大量 DNA
序列被广泛应用于植物系统研究和药用植物近缘种

和道地性鉴别等方面的研究。其中核糖体 DNA
（rDNA）ITS 区的应用最为广泛，并且已经证明这

一区域的 DNA 序列特征可以作为被子植物系统学

研究的一个非常重要的性状[1]。目前，核糖体 DNA 
ITS 区序列分析已被广泛应用于解决植物科属内的

系统问题和近缘物种的鉴别等[2-7]，这些研究表明，

采用 ITS 在探讨相关科属之间、属内的关系以及近

缘物种和药用植物道地性等方面的问题都有很高的

价值。 
毛黄堇 Corydalis tomentella Franch. 为罂粟科

紫堇属植物，以全草入药，性凉味苦，具有祛瘀止

痛、凉血、止血等功效，广泛用于治疗跌打损伤、

关节痛、咳血、劳伤吐血、晚期癌症等症，产于湖

北西部、四川、重庆、陕西等地，生于海拔 600～
1 000 m的岩石缝隙中；石生黄堇C. saxicola Bunting
产于浙江、湖北、陕西、重庆、四川、云南、贵州、

广西等地，生于海拔 600～1 700 m 的石灰岩缝隙

中，在四川西南部海拔可升至 2 800～3 900 m。由

于毛黄堇药用效果明显，同时其生长环境独特，加

上近年来采集量逐渐增大，逐渐导致了严重的资源

枯竭，价格急剧攀升，毛黄堇与石生黄堇形态相似，

干燥药品仅从外形上难于分辨，为了准确区分二者，

本实验采用 PCR 扩增以及测序技术，分别测定其

rDNA ITS 区序列，并对其进行比较分析，为药材鉴

定提供参考依据。 
1  材料 

石生黄堇 Corydalis saxicola Franch.（标本号

YISIRONG100623017）和毛黄堇 Corydalis tomentella 
                                         

收稿日期：2012-03-19 
基金项目：科技部“十一五”支撑计划项目（2006BAC01A16）；重庆市中医药重点攻关计划项目（20090116，201002166） 
作者简介：易思荣（1972—），男，重庆市药物种植研究所副研究员，主要从事药用植物栽培和资源等方面的研究工作。E-mail: yisirong123@yahoo.cn 

网络出版时间：2012-10-19  网络出版地址：http://www.cnki.net/kcms/detail/12.1108.R.20121019.1040.009.html 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 43 卷 第 11 期 2012 年 11 月 

   

• 2258 • 

Bunting（标本号 YISIRONG100706004）株叶片，采

自重庆市南川区金佛山，由笔者鉴定。标本均存放于

中国科学院昆明植物研究所标本馆，基因库号见表 1。 

表 1  毛黄堇和石生黄堇的 rDNA ITS 序列基因库号 
Table 1  Gene registers of rDNA ITS sequence 

   of C. saxicola and C. tomentella  

序列名称 来 源 基因库号 

Corydalis_trnH 毛黄堇 HQ735402

Corydalis_trnH 石生黄堇 HQ735403

Corydalis_ITS 毛黄堇 HQ735404

Corydalis_ITS 石生黄堇 HQ735405
 
2  方法 
2.1  ITS 区的扩增 

分别取用硅胶干燥的两种样品叶片各 2份 0.1 g
左右，采用改良 CTAB 法[8]提取总 DNA。PCR 反应

在 Perkin Elmer 9700 型 PCR 仪上进行，采用 White
等[9]的引物（ITS5，5’-GGAAGTAAAAGTAACAAG- 
G-3’；ITS4，5’-TCCTTCCGCTTATTGATA- TGC-3’）
进行 ITS 区的扩增。PCR 扩增程序为：97 ℃预变性 4 
min；94 ℃变性 1 min；50 ℃退火 1 min；72 ℃延伸 1 
min；30 个循环。72 ℃延伸 7 min。 

扩增反应采用 25 μL 的反应体系，包括 1×缓

冲液，0.2 U 的 Taq 聚合酶，2.5 mmoL/L 的 MgCl2，

0.25 mmoL/L 的 dNTPs，正反向引物浓度各为 0.2 
μmoL/L，以及约 50 ng 的模板 DNA。PCR 产物经

琼脂糖凝胶电泳检测合格后，用美国华舜公司的纯

化试剂盒纯化，备用。 
2.2  rDNA ITS 序列测定 

扩增引物同时作为测序引物，利用正反向引物

分别对两条链测序，反应依据双脱氧链终止法终端

荧光标记，进行 DNA 序列的测定。测序反应在

PE9600 或 PE9700 PCR 仪上进行，反应程序为：95 ℃
预变性 4 min；96 ℃变性 10 s；50 ℃退火 5 s；60 ℃
延伸 4 min；共 33 个循环。反应产物经 95%乙醇＋

乙酸钠沉淀，用 70%乙醇、无水乙醇洗涤，干燥后

加入 20 μL 的双蒸水充分溶解，经 95 ℃变性 4 min
后上样，在 ABI3700 型自动测序仪上检测。为保证

所测序列的准确性，分别对每一种类型的 ITS 序列

的正、反链进行测序并校准。 
3  结果 
3.1  毛黄堇和石生黄堇 ITS 序列长度及同源性比较 

采用 ITS 通用引物 ITS1/ITS4 对毛黄堇和石生

黄堇进行 PCR 扩增，得到毛黄堇和石生黄堇 ITS 序

列长度分别为 561 bp 和 552 bp（图 1）。毛黄堇 5.8 S 
rDNA 147 bp，ITS1 片段 173 bp，ITS2 片段 231 bp；
石生黄堇 5.8 S rDNA 147 bp，ITS1 片段 172 bp，ITS2
片段 223 bp。 

ITS 分布长度及同源性比较结果表明，毛黄堇

和石生黄堇的 ITS、5.8 S rDNA、ITS1 spacer 和 ITS2 
spacer 的同源性分别为 81.26%、100.00%、83.72%
和 78.79%，其 ITS1 片断和 ITS2 片断对应的差异性

分别为 16.28%和 21.21%，同源性分析表明两物种

的亲缘关系相近，但也存在一定的差异。 
3.2  毛黄堇和石生黄堇 ITS 序列变异分析 

获得毛黄堇和石生黄堇的 ITS DNA 序列后，对

其按照 5.8 S rDNA、ITS1 和 ITS2 进行划分，并分

别进行 G＋C 量百分比比较，其中毛黄堇的 ITS 序

列 G＋C 量占 67.02%，5.8 S rDNA 占 21.81%，ITS1
片段占 32.98%，ITS2 片段占 45.21%；石生黄堇的

ITS 序列 G＋C 量占 64.855%，5.8 S rDNA 占

22.91%，ITS1 片段占 32.96%，ITS2 片段占 44.13%。

从分析结果可以看出毛黄堇和石生黄堇的 5.8S 
rDNA、ITS1、ITS2 的 G＋C 量百分比相似，说明

它们的亲缘关系相近。 
本课题组利用 DNAstar 软件对获得的石生黄堇

和毛黄堇各 2份样品的 4条 ITS DNA 片段序列进行

比对分析，发现来自同种的两份样品有完全一致的

ITS 序列，而两种之间 ITS 序列有 4.3%（共 24 个

位点）的差异，其序列分布见图 1。该差异处于陈

月琴等[10]提出的 ITS 序列在被子植物中的 1.2%～

10.2%。毛黄堇和石生黄堇的 5.8 S rDNA 具有 100%
的同源性，而 ITS1 和 ITS2 表现出种间的多态性，

对应差异性分别为 16.28%和 21.21%，同时毛黄堇

在第 356 位出现碱基缺失，而石生黄堇在第 61 位出

现碱基缺失。 
4  讨论 

rRNA 位于 18 S～28 S rDNA 的内转录间隔区，

它包括进化上高度保守的 5.8 S rDNA 和包含有

rDNA 前体加工信息的两个间隔区 ITS1 和 ITS2，在
rDNA 多基因家族成员中，ITS 区是多拷贝，以串连

重复方式出现在一个或多个染色体基因位点上的，

同时 ITS 区又有通过不等交换和基因转变等方式经

历快速一致进化的特性，使得重复单位在基因组内

保持了高度的一致性；而且 ITS 区两侧有高度保守

序列存在，White 等[9]设计了一整套真核生物通用扩
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C.t-石生黄堇  C.s-毛黄堇 

图 1  毛黄堇和石生黄堇 ITS 序列分布图 
Fig. 1  ITS sequences of C. saxicola and C. tomentella 

增引物，所有这些特性有利于 PCR 扩增、测序和排

序，而所得到的序列潜在信息变异可以有效地解决

系统发育关系，近年来 ITS 区已成为分子生物学研

究中的热点，ITS 序列是物种鉴定的可靠依据，本

研究结果表明毛黄堇和石生黄堇的 ITS序列有4.3%
（共 24 个位点）的差异，ITS1 和 ITS2 的差异性分

别为 16.28%和 21.21%，因此 ITS 可以用作毛黄堇

和石生黄堇的种间鉴定。 
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