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摘  要：目的  通过分析吉林产 10 种黄芪属植物的 ITS2、matk、rbcL、psbA 条形码序列，为黄芪属植物的物种分类鉴

定及其亲缘关系提供理论依据。方法  共收集 30 份样品，以 ITS2、matk、rbcL 和 psbA 作为条形码序列，对黄芪属 10

种植物提取基因组 DNA、PCR 扩增并进行双向测序。所得序列结果经校正处理后，并对其进行聚类分析。结果  

ITS2、matk、rbcL 和 psbA 4 种片段，单独的每一种片段并不能将 10 种植物全部鉴别出来，只能鉴别出部分植物，即蒙

古黄芪 A. membranceus var. mongholicus、扁茎黄芪 A. complanatus、糙叶黄芪 A. scaberrimus、华黄芪 A. chinensis、草木

樨黄芪 A. melilotoides、细叶黄芪 A. angustissimus、兴安黄芪 A. dahuricus、新巴黄芪 A. hsinbaticus；由聚类分析结果可

知，以锦鸡儿 Caragana sinica 为外类群，10 种植物中，华黄芪为单独 1 支，细叶黄芪与扁茎黄芪聚为 1 支，糙叶黄

芪、斜茎黄芪与新巴黄芪聚为 1 支，膜荚黄芪 A. membranceu、蒙古黄芪与草木樨黄芪聚为 1 支，并且这 3 者与兴安黄

芪关系较近。结论  ITS2＋rbcL＋psbA 组合可以将 8 种黄芪属植物鉴别出来。聚类分析结果显示 10 种黄芪属植物被划

分为 5 支，该聚类分析结果与《中国植物志》中 10 种黄芪属植物的传统分类相一致。 
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Abstract: Objective  To provide theoretical basis for species classification and phylogenetic relationship of Astragalus by 

analyzing ITS2, matk, rbcL, psbA barcodes of 10 species of Astragalus grown in Jilin Province. Methods  Based on 30 samples of 

10 species of Astragalus, genomic DNA was extracted and amplified by PCR and bi-directionally sequenced with ITS2, matk, rbcL 

and psbA as barcode sequences. The sequence results were corrected and cluster analysis was carried out. Results  Each of four 

fragments of ITS2, matk, rbcL and psbA could not identify all 10 plants, but only some plants, eg. A. membranaceus var. 

mongholicus, A. complanatus, A. scaberrimus, A. chinensis, A. melilotoides, A. angustissimus, A. dahuricus and A. hsinbaticus. From 

the results of cluster analysis, with Caragana sinica as the outer group, A. chinensis was a single branch in 10 species, A. 

angustissimus and A. complanatus were one branch, A. scaberrimus, A. laxmannii and A. hsinbaticus were one branch, A. 

membranceus, A. membranaceus var. mongholicus and A. melilotoides were one branch, and they were closely related to A. 

dahuricus. The result of cluster analysis was consistent with the traditional classification of 10 species of Astragalus L. in Flora of 

China. Conclusion  The combination of ITS2＋rbcL＋psbA could identify eight species of Astragalus. Ten species of Astragalus 

grown in Jilin Province are divided into five branches by cluster analysis,which is consistent with the traditional classification of 10 

species of Astragalus in Flora of China. 
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黄芪属 Astragalus L.是豆科植物中的一个大

属，约 2000 种，我国黄芪属共有 8 个亚属，278

种，2 亚种，35 变种和 2 变型。吉林省黄芪属植物

共有 10 种，约占世界种类的 0.4%，约占中国种类

的 3.1%。关于黄芪属的分类问题一直存在争议，

亚属及种的分歧也较大[1]。关于物种的分类与鉴

定、中药材正品与伪品的鉴别有许多传统的经典方

法，如形态学、解剖学、细胞学、化学分类学、数

量分类学等 [2-9]。每种方法各有一定的优势，但

也存在着一定的局限性，中药黄芪资源比较丰

富，各地栽培种源混杂[10]，药材市场还充斥着许

多假冒伪劣品 [11-13]，致使其药材产量与质量不

稳，不能确保黄芪临床应用的可靠性与有效性，

因此对黄芪资源进行准确的物种鉴定与真伪品的鉴

别具有重要意义。近年来，DNA 条形码技术应运而

生，正好为解决这一难题提供了一种更好的鉴定方

法。DNA 条形码是指生物体内能够代表该种的、

标准的、有足够变异的、易扩增且相对较短的片

段[14-16]。DNA 条形码技术是利用生物体 DNA 中一段

保守片段对物种进行快速准确鉴定的新技术[17-19]。对

于种子植物的研究，中国科学院研究团队建议将

ITS 作为种子植物核心 DNA 条形码，同时也有学

者建议将 psbA-trnH 作为辅助序列[20-23]。本研究对

分布于吉林省的 10 种黄芪属植物的 DNA 条形码

进行了聚类分析，探索了 10 种黄芪属植物的亲缘

关系，本研究对于黄芪属植物的物种分类鉴定及亲

缘关系的研究具有重要意义。 

1  材料 

本研究采用吉林产 10 种黄芪属植物为材料，由

吉林农业大学刘霞副教授进行了物种的鉴定分别为

膜荚黄芪 Astragalus membranceus (Fisch.) Bunge、蒙

古 黄 芪 A. membranaceus (Fisch.) Bunge var. 

mongholicus (Bunge) Hsiao、扁茎黄芪 A. complanatus 

Bunge、斜茎黄芪 A. laxmannii Jacquin、糙叶黄芪 A. 

scaberrimus Bunge、华黄芪 A. chinensis L. F.、草木樨

黄芪 A. melilotoides Pall.、细叶黄芪 A. angustissimus 

Bunge、兴安黄芪 A. dahuricus (Pall.) DC.、新巴黄芪

A. hsinbaticus P. Y. Fu et Y. A. Chen，其中细叶黄芪、

糙叶黄芪、斜茎黄芪、华黄芪、兴安黄芪、扁茎黄

芪、新巴黄芪、草木樨黄芪于 2019 年 9 月采自吉林

省乾安县，蒙古黄芪、膜荚黄芪于 2019 年 9 月采自

吉林农业大学药用植物园。锦鸡儿信息出自

GenBank 数据库。 

2  方法 

2.1  ITS2、matk、rbcL 和 psbA 条形码片段的比

较研究 

2.1.1  DNA 的提取与检测   使用冷冻保存的叶

片，依据新型植物基因组 DNA 快速提取试剂盒操

作进行提取。对 DNA 纯度应用琼脂糖凝胶电泳法

进行检测，浓度以紫外分光光度法进行测定，每种

选取 3 株进行重复。 

2.1.2  PCR 扩增   选择对应的扩增引物对样品

DNA 进行 PCR 扩增，引物均由上海生工生物工程

股份有限公司合成，引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

条形码序列 引物名称 碱基序列（5’-3’） 

ITS2 2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT 

3R GACGCTTCTCCAGACTACAAT 

rbcL F ATGTCACCACAAACAGAAAC 

R TCGCATGTACCTGCAGTAGC 

psbA fwd GTTATGCATGAACGTAATGCTC 

rev CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 

matk KIM-3F CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG 

KIM-1R ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTG-GTTC 

 

PCR 扩增在 PCR 扩增仪内完成，其反应体系

为 2×Taq PCR MasterMix 9 μL，正反方向引物各

0.6 μL（10 μmol/L），DNA 模板 1 μL，去离子水补

足至 20 μL；反应程序：94 ℃预变性 3 min；

94 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 

s，35 个循环；循环后 72 ℃延伸 10 min。 

2.1.3  PCR 产物回收及序列测定  使用 1%琼脂糖对

PCR 扩增产物非目的片段进行电泳检测，将目的片段

通过多功能 DNA 纯化回收试剂盒纯化后再进行测序处

理。测序由上海生工生物工程股份有限公司完成。 

2.2  聚类分析 

测序结果经 chromas 软件进行结果校正，在

GenBank 核苷酸数据库中 Blast 检索，将候选序列

进行比对处理，经过 Clustal 软件自动处理后，再

经 GenDoc 软件人工校正，采用 Mega 5.1 软件对

10 种黄芪属植物进行聚类分析。 

3  结果与分析 

3.1  ITS2、matk、rcbL 和 psbA 条形码片段比较

分析 

10 种黄芪属植物的 ITS2、matk、rbcL、psbA

序列片段测定结果分别见图 1～4。由图 1 可知，细 
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图 1  10 种黄芪属植物 ITS2 序列矩阵 

Fig. 1  ITS2 sequence matrix of 10 species of Astragalus 

 

图 2  10 种黄芪属植物 matk 序列矩阵 

Fig. 2  matk Sequence matrix of 10 species of Astragalus 

叶黄芪、糙叶黄芪、新巴黄芪和草木樨黄芪的

ITS2 序列长为 227 bp，而其余黄芪属植物的 ITS2

序列长为 230 bp；10 种黄芪属植物 ITS2 序列中

GC 含量为 51%～52%。其中细叶黄芪、糙叶黄

芪、新巴黄芪、草木樨黄芪 4 种植物的 ITS2 序列

一致；华黄芪、斜茎黄芪、膜荚黄芪 3 种植物的

ITS2 序列一致；而兴安黄芪有 5 个位点的碱基发

生变化，分别为 78、91、108、221、228 位点；蒙

古黄芪有 6 个位点的碱基发生变化，分别为 118、

130、195、204、207、232 位点；扁茎黄芪有 9 个

位点的碱基发生变化，分别为 73、75、94、101、

124、134、145、163、166 位点。由图 2 可知，10 
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图 3  10 种黄芪属植物 rbcL 序列矩阵 

Fig. 3  rbcL Sequence matrix of 10 species of Astragalus 

 

图 4  10 种黄芪属植物 psbA 序列矩阵 

Fig. 4  psbA Sequence matrix of 10 species of Astragalus 

种黄芪属植物的 matk 序列长均为 234 bp，其 matk

序列的 GC 含量为 32%～33%。其中蒙古黄芪在

121、219 位点的碱基发生变化；华黄芪、斜茎黄

芪和膜荚黄芪 3 种植物的 matk 序列一致；扁茎黄

芪、糙叶黄芪、草木樨黄芪、细叶黄芪、兴安黄

芪、新巴黄芪的 matk 序列均一致。 

由图 3 可知，10 种黄芪属植物的 rbcL 序列长

为 240 bp，其 rbcL 序列的 GC 含量为 45%～
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黄芪 3 种植物的 rbcL 序列一致；糙叶黄芪和扁

茎黄芪的 rbcL 序列一致。而兴安黄芪在 108 位

点发生了碱基变化；蒙古黄芪在 21 位点发生了

碱基变化。 

由图 4 可知，10 种黄芪属植物的 psbA 序列长

为 157 bp，其 psbA 序列的 GC 含量为 48%～

49%。其中斜茎黄芪与膜荚黄芪的 psbA 序列一

致；扁茎黄芪、蒙古黄芪、新巴黄芪、草木樨黄芪

的 psbA 序列一致；而糙叶黄芪在 101 位点的碱基

发生了变化；华黄芪在 68、124 位点的碱基发生了

变化；兴安黄芪在 133、134 位点的碱基发生了变

化；细叶黄芪在 68 位点的碱基发生变化。 

由上可知，在 10 种黄芪属植物的 ITS2、

matk、rbcL 和 psbA 4 种片段中，单独的每种片段

并不能将 10 种植物全部鉴别出来，只能鉴别出部

分植物，ITS2 序列可将兴安黄芪、蒙古黄芪、

扁茎黄芪与其余黄芪属植物进行鉴别；matk 序

列可将蒙古黄芪与其余黄芪属植物进行鉴别；

rbcL 序列可将兴安黄芪、蒙古黄芪与其余黄芪属

植物进行鉴别；psbA 序列可将糙叶黄芪、华黄

芪、兴安黄芪、细叶黄芪与其余黄芪属植物进行

鉴别，而 ITS2＋rbcL＋psbA 组合可以将 8 种黄

芪属植物鉴别出来，即蒙古黄芪、扁茎黄芪、糙

叶黄芪、华黄芪、草木樨黄芪、细叶黄芪、兴安

黄芪、新巴黄芪。 

3.2  聚类分析 

10 种黄芪属植物基于 4 种 DNA 条形码序列的

聚类分析结果见图 5。本研究获得了 40 条黄芪属

植物的条形码片段，在 GenBank 数据库中检索到

19 条黄芪属植物的条形码片段（表 2）。10 种黄芪

属植物基于 4 种 DNA 条形码的聚类分析结果表

明，以锦鸡儿为外类群，10 种植物中，华黄芪为

单独 1 支，细叶黄芪与扁茎黄芪聚为 1 支，糙叶黄

芪、斜茎黄芪与新巴黄芪聚为一支，膜荚黄芪、蒙

古黄芪与草木樨黄芪聚为 1 支，并且这 3 者与兴安

黄芪关系较近，该聚类分析结果与《中国植物志》

中 10 种黄芪属植物的传统分类相一致。据《中国

植物志》记载，糙叶黄芪、斜茎黄芪、新巴黄芪属

于裂萼亚属；蒙古黄芪、膜荚黄芪、草木樨黄芪属

于黄芪亚属；细叶黄芪、扁茎黄芪属于簇毛亚属；

兴安黄芪属于一年生亚属；华黄芪属于华黄芪亚

属。本研究的聚类分析结果与《中国植物志》中

10 种黄芪属植物的分类结果完全一致。 

4  讨论 

对分布于吉林省的 10 种黄芪属植物的 ITS2、 

 

图 5  10 种黄芪属植物的聚类分析与传统分类 

Fig. 5  Cluster analysis and traditional classification of 10 

species of Astragalus 

表 2  GenBank 数据库中黄芪属植物及锦鸡儿 ITS2、matk、rbcL、psbA 序列信息 

Table 2  Sequence information of ITS2, matk, rbcL and psbA of Astragalus and Caragana sinica in GenBank  

植物 
GenBank 登录号 

ITS2 matk rcbL psbA 

细叶黄芪 MZ425934 MZ425938 MZ425944 MZ425950 

华黄芪 MZ425935 MZ425939 MZ425945 MZ425951 

兴安黄芪 MZ425936 MZ425940 MZ425946 MZ425952 

糙叶黄芪 MN871844.1 HM142265.1 MZ425947 KY688945.1 

扁茎黄芪 KT163388.1 AY920441.1 MN2224282.1 MN224234.1 

斜茎黄芪 MN871858.1 MH659288.1 EF685984.1 GU396751.1 

膜荚黄芪 KC262198.1 MZ425941 MN224289 MN224244 

蒙古黄芪 KC262199.1 MZ425942 MN224287 MN224242 

新巴黄芪 MZ425937 MZ425943 MZ425948 MZ425953 

草木樨黄芪 HM142302.1 HM142264.1 MZ425949 MZ425954 

锦鸡儿 MN224262.1 HM049541.1 MN224300.1 MK792222.1 

糙叶黄芪 

斜茎黄芪 

新巴黄芪 

膜荚黄芪 

蒙古黄芪 

草木樨黄芪 

细叶黄芪 

扁茎黄芪 

华黄芪 

锦鸡儿 

兴安黄芪 

裂萼亚属 

一年生亚属 

黄芪亚属 

簇毛亚属 

华黄芪亚属 

脬萼亚属 

胀萼亚属 

密花亚属 

0.020 

55 

95 

98

 

72

 

91

 

黄 

芪 

属 
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matk、rbcL 和 psbA 4 种片段进行了比较分析，并

在此基础上对 10 种植物进行了聚类分析，探讨了

10 种植物的亲缘关系。结果显示在 ITS2、matk、

rbcL 和 psbA 4 种片段中，单独的每一种片段并不

能将 10 种植物全部鉴别出来，只能鉴别出部分植

物，ITS2 序列可将兴安黄芪、蒙古黄芪、扁茎黄

芪与其他黄芪属植物进行鉴别；matk 序列可将蒙

古黄芪与其余黄芪属植物进行鉴别；rbcL 序列可

将兴安黄芪、蒙古黄芪与其余黄芪属植物进行鉴

别；psbA 序列可将糙叶黄芪、华黄芪、兴安黄

芪、细叶黄芪与其余黄芪属植物进行鉴别，而

ITS2＋rbcL＋psbA 组合可以将 8 种黄芪属植物鉴

别出来，即蒙古黄芪、扁茎黄芪、糙叶黄芪、华黄

芪、草木樨黄芪、细叶黄芪、兴安黄芪、新巴黄

芪；10 种黄芪属植物基于 4 种 DNA 条形码序列的

聚类分析结果可知，以锦鸡儿为外类群，10 种植

物中，华黄芪为单独 1 支，细叶黄芪与扁茎黄芪聚

为 1 支，糙叶黄芪、斜茎黄芪与新巴黄芪聚为 1

支，膜荚黄芪、蒙古黄芪与草木樨黄芪聚为 1 支，

并且这 3 者与兴安黄芪关系较近，此聚类方式与

《中国植物志》中 10 种黄芪属植物的分类相吻合。

据《中国植物志》记载，糙叶黄芪、斜茎黄芪、新

巴黄芪属于裂萼亚属；蒙古黄芪、膜荚黄芪、草木

樨黄芪属于黄芪亚属；细叶黄芪、扁茎黄芪属于簇

毛亚属；兴安黄芪属于一年生亚属；华黄芪属于华

黄芪亚属。本研究的聚类分析结果与《中国植物

志》中 10 种黄芪属植物的分类方式完全一致。 
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