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摘要 : 目的 　比较藏药“藏茵陈”原植物川西獐牙菜及近年市场出现混淆种类的 ITS序列 ,为分子序列鉴定提供

参照系统并为寻找新的药用植物来源提供分子证据。方法 　利用 PCR 扩增和 ABI377 自动测序。结果 　川西獐牙

菜不同居群间的序列相同 ,与其混淆种类之间存在一定的分子序列差异 ,有其特定的分子序列 ;利用 Paup 程序聚类

分析表明川西獐牙菜与抱茎獐牙菜聚在一起。结论 　ITS序列可正确鉴定川西獐牙菜与其混淆种类 ,他们之间的分

子序列差异为进一步设计特异性分子鉴定试剂盒提供了科学依据 ;抱茎獐牙菜可考虑作为“藏茵陈”药材的新植物来

源。
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　　藏药“藏茵陈”为龙胆科獐牙菜属植物川西獐牙

菜 S wertia m ussotti Franch. ,主治肝炎等肝胆系统

疾病[1 ,2 ] 。由于多年的采集与利用 ,该植物的年产

量急剧下降 ;因而 ,藏药市场上出现了多种混淆种

类 ,如抱茎獐牙菜 S . f ranchetiana H. Smith、祁连獐

牙菜 S . przewalskii Pissjauk、大花肋柱花 Lomatogonium

m acranthum Diels et Gilg、椭圆叶花锚 Halenia

elliptica D. Don 以及从尼泊尔进口的尼泊尔獐牙菜

S . chi rayita Buch. 2Ham. 等。后者被误认为是替代

川西獐牙菜的“藏茵陈”上品。应用形态学、组织学

和化学成分来鉴定市售的“藏茵陈”种类比较困难。

DNA 分子遗传标记技术具有快速、微量、特异性强

的特点 ,在中药鉴定学研究中展示了良好的应用前

景[3 - 5 ] 。本文试图利用 ITS ( Internal t ranscribed

spacers)序列来标记川西獐牙菜及其混淆种类 ,为分

子序列鉴定与进一步设计特异性“藏茵陈”药材分子

快速鉴定试剂盒提供参照系统 ;同时 ,利用分子手段

在“藏茵陈”混淆种中筛选新的药材植物来源。
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和野外经硅胶干燥的叶片 (每个居群平均取 3 - 5 个

个体) 。本文第 1 作者负责所用材料的植物分类鉴

定。各种植物种类、来源和基因注册号详见表 1。

　　总 D NA 提取 　总 DNA 提取基本依照 CTAB

法进行[6 ] 。

　　rD NA ITS 区的扩增、纯化和测序 　采用双链

PCR 反应扩增 ITS12518S rDNA2ITS2 整个片段 ,引

物 P1 ( 5′2CGTAACAA GGTTTCCGTA GG23′) 位于

18S上和引物 P4 (5′2TCCTCCGCTTA TTGA TA TGC2
3′)位于 26S 上。反应体积 (50μL ) 含 : 25μL 双蒸

水 ,10 ×t ris2HCL 缓冲液 (p H 912 , 25 mmol·L - 1

KCl , 115 mmol·L - 1 MgCl2) 5μL , dN TP (8 mmol·

L - 1) 5μL ,引物 P1 和 P4 各 215μL (2μmol·L - 1) ,

Taq 酶 013 μL ( U ·μL - 1 ) 以及模板 10 μL ( 1215

mmol·L - 1) 。扩增条件 :70°1 min ,接以 94°1 min ,

55°20 s ,72°50 s ,循环 2 次 ,再以 94°20 s ,55°20 s ,

72°50 s ,循环 38 次 ,在 72°保温 4 min。扩增得到的

PCR 产物利用 Qingen 公司的 PCR 产物纯化试剂盒

进行割胶纯化。纯化后的产物利用同样的引物 ( P1

和 P4)和测序试剂盒进行测序 PCR 扩增 ,条件为 :

94°1 min ,60°50 s ,72°1 min ,循环 25 次。扩增产

物在 377 DNA 测序仪上直接测序。每条链均能完

整读出 ITS12518S rDNA2ITS2 序列 (约能读 700

bp) ,正反两条链完全能相互验证。

　　序列排序和数据运算 ITS1 和 ITS2 的范围根

据已发表的龙胆科 ITS 确定[7 ] 。利用 CL USTALV

排序[8 ]和 PAU P 3. 1. 1 [9 ]系统发育分析软件进行分
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析。

结 果

川西獐牙菜 4 个和抱茎獐牙菜 3 个不同居群的

ITS 序列完全一致 ,说明 ITS 序列在所研究的类群

中不受环境、地理分布的影响。利用药材和野外硅

胶干燥材料在基因片段扩增及测序方面所采用的条

件完全一致 ,均得到了满意的研究结果。川西獐牙

菜、抱茎獐牙菜药材与野外直接干燥材料所获得的

序列也完全相同。本文新测得的 6 种獐牙菜属植物

的 5. 8S rDNA 长度完全相同 ,全长 164 bp ,仅发现 1

个 bp 变异。ITS1 和 ITS2 的长度范围均为 225 -

233 bp。椭圆叶花锚、大花肋柱花和四数獐牙菜的

ITS1 和 ITS2 序列来自 GenBank。用于分析与比较

的 ITS1 和 ITS2 基因序列均存于 GenBank ,序列号

见表 1。排列后的 ITS1 和 ITS2 序列限于篇幅故省

略。

Tab 1 　Origin of plant material and their accession number in GenBank

Taxon Locality and Voucher Accession number

S wertia chi rayita Buch.2Ham 尼泊尔獐牙菜 From the crude medicine AF255917

S . wolf ongiana Gruning 华北獐牙菜 Maqin , Qinghai , Liu Jianquan 9906 AF255914

S . erythrosticata Maxim. 红直獐牙菜 Huzhu , Qinghai , Liu Jianquan 9908 AF251122

S . m ussotii Franch. 川西獐牙菜 Yushu , Qinghai , Liu Jianquan 641 AF255915

Chengduo , Qinghai , Liu Jianquan 20001

Nangqian , Qinghai , Liu Jianquan 20002

Chengduo , Qinghai , Liu Jianquan 20003

From the crude medicine

S . f ranchetiana H. Smith 抱茎獐牙菜 Huzhu , Qinghai , Liu Jianquan 9909 AF255916

Xining , Qinghai , Xue Chunying 05

Gonghe , Qinghai 20003

From the crude medicine

S . przew alskii Pissjauk 祁连獐牙菜 Qilian , Qinghai , Liu Jianquan 9907 AF255913

S . tet raptera Maxim. 四数獐牙菜 Yuan and Kupfer 1995 Z48115 ,Z48139

L omatogonium macranthum Diels et Gilg 大花肋柱花 Yuan and Kupfer 1995 Z48108 ,Z48135

Halenia elliptica D. Don. 椭圆叶花锚 Yuan and Kupfer 1995 Z48107 ,Z48134

　　利用 PAU P 分析得到川西獐牙菜及其混淆品

ITS 的绝对遗传距离 (核苷酸差异数) 和平均遗传距

离见表 2。表 2 显示川西獐牙菜遗传距离最小的是

抱茎獐牙菜 ,他们之间存在 16 个碱基的区别 ;在獐

牙菜属中与川西獐牙菜遗传距离最大的为四数獐牙

菜 ,有 36 个碱基的差异 ,而与非獐牙菜属两个种的

遗传距离分别为 62 和 42。利用 PAU P 进一步对川

西獐牙菜及其混淆种进行分支分析。当 gap 当作缺

失状态时 ,获得两个最简约树 ,其步长 241 步 ,一致

性指数 ( CI) 和维持性指数 ( RI) 分别为 01851 和

01697。两个树的一致性简约数没有明显改变其主

要的拓扑结构 (最简约树及其一致性树省略) 。当

gap 作为第五碱基处理时 ,所获结果基本相似。在

所有的聚类分析中抱茎獐牙菜始终与川西獐牙菜结

合在一起 ,并得到鞋带分析 (bootst rap) 100 %支持。

Tab 2 　Pairwise genetic distances of ITS sequences of S. mussotii and other adulterant species

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Halenia elli ptica - 0. 135 0. 096 0. 140 0. 123 0. 125 0. 131 0. 135 0. 116

2 L omatogonium macranthum 61 - 0. 127 0. 101 0. 104 0. 104 0. 110 0. 092 0. 077

3 S wertia. tet raptera 44 58 - 0. 124 0. 120 0. 118 0. 125 0. 111 0. 114

4 S . f ranchetiana 64 46 57 - 0. 100 0. 102 0. 109 0. 035 0. 072

5 S . erythrosticata 56 47 55 46 - 0. 031 0. 035 0. 089 0. 072

6 S . przew alskii 57 47 54 47 14 - 0. 009 0. 091 0. 074

7 S . wolf ongiana 60 50 57 50 16 4 - 0. 098 0. 078

8 S . m ussotii 62 42 51 16 41 42 45 - 0. 065

9 S . chi rayita 53 35 52 33 33 34 36 30 -
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讨 论

ITS 基因片段在植物药的分子标记和鉴定中具

有许多优势 :基因片段短 ,扩增和测序容易 ,十分适

合于储藏药材的分子操作。但是 ,在一些类群中

ITS 基因序列在同一种中随地理环境的分布有少量

的变异[4 ] ,使其在一些类群中的药材分子遗传标记

和鉴定受到了限制。川西獐牙菜和抱茎獐牙菜不同

地区不同样品的测序结果完全相同 ,说明同一种类

不同居群间 ITS 序列较为稳定 ,可用来鉴定与标记

不同的植物种类。在本研究中我们对川西獐牙菜和

抱茎獐牙菜的药材与原植物在 DNA 提取、扩增和

测序方面均设置了对照 ,药材 DNA 测序结果与原

植物完全一致 ,说明利用药材标本进行 DNA 提取、

扩增和测序工作是可信赖的 ,所得结果是可靠的。

从不同居群、新鲜材料和市场任意购买的药材所得

到的 ITS 序列一致 ,说明利用 ITS 序列来鉴定“藏

茵陈”药材是十分可靠的。“藏茵陈”原植物川西獐

牙菜及其混淆种类的每个种都有其特定的 ITS 变

异位点 ,因此能在分子水平将他们区分开。根据目

前我们得到的 ITS 序列 ,已可对市场的出现的“藏

茵陈”种类进行检测。但扩增和测序工作费时、费

力 ,且成本高。根据已知序列 ,可设计特异性分子快

速鉴定试剂盒是更为廉价与简捷的方法。此外 ,龙

胆科 ITS 在种内不同的分布生境中均较为稳定 ,而

在种间却变异较大 ,如川西獐牙菜与抱茎獐牙菜相

差 16 bp ,说明 ITS 片段是鉴定众多龙胆科中藏药

(如龙胆、秦艽等)最为理想的片段之一。

无论从遗传距离还是从分支图上 ,尼泊尔獐牙

菜与川西獐牙菜的遗传关系均较远 ,与川西獐牙菜

最为接近的是抱茎獐牙菜。川西獐牙菜为传统的

“藏茵陈”藏药 ,分布局限 ,产量较少。而抱茎獐牙菜

却分布较广 ,储量较大。在所有的市场混淆种中 ,分

子证据表明抱茎獐牙菜最有可能成为“藏茵陈”的新

植物来源。我们正在进行的植物化学成分分析比较

也表明抱茎獐牙菜与川西獐牙菜的基本成分及其含

量均较为相似 ,唯在芒果苷含量有一定差距 ;而其他

种与川西獐牙菜之间则存在明显的化学成分及其含

量的区别。
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A COMPARISON OF THE ITS SEQUENCES OF THE TIBETAN
MEDICINE“ZANG YIN CHEN”— S W ER TIA MUSSO TTI

AND ITS AD ULTERANT SPECIES
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ABSTRACT : AIM 　To identify the medicine and search for new medicine resource at the molecular level ,
the ITS of“Zang Yin Chen”— S wertia m ussotti and its adulterant species were sequenced. METHODS 　The
double2st randed DNA was amplified using PCR systems 9 600 kits and sequenced on an AB I 377 automated
sequencer f rom both directions. RESULTS 　The ITS sequences of S . m ussotti in different populations showed
no variation. It has the unique ITS sequence and shows distinct difference from its adulterant species. In the
phylogenetic t ree based on the ITS data of S . m ussotti and all vicarious species constructed by Paup ,
S . f ranchetiana and S . m ussotti clustered together with high bootst rap support . CONCL USION 　 ITS
sequences can be used for the molecular authentication between the S . m ussotti and its adulterant species.
S . f ranchetiana can be regarded as a new medicine resource of“Zang Yin Chen”.

KEY WORDS : Tibetan medicine ; Zang Yin Chen ; internal t ranscribed spacers ; S wertia m ussotti ;
S . f ranchetiana ; authentication
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