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　　国家药品监督管理局药品监管科学体系建设重点项目“新技术新方法在中药质量控制中的应用”（ＲＳ２０２４Ｚ００６－１０５）；中国食品药品检定研究院学科

带头人培养基金 （２０２１Ｘ４）；新疆维吾尔自治区药品监督管理局智力援疆创新拓展人才计划———“新疆特色民族药研究（以新疆紫草为例）团队”项目

　通信作者　郑　健　Ｔｅｌ：（０１０）５３８５２０８０；Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｅｎｇｊｉａｎ＠ｎｉｆｄｃｏｒｇｃｎ

马双成　Ｔｅｌ：（０１０）５３８３２０７６；Ｅ－ｍａｉｌ：ｍａｓｃ＠ｎｉｆｄｃｏｒｇｃｎ

第一作者　Ｔｅｌ：（０１０）５３８５１４０１；Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｕｊｉｅ１９８９０２１５＠１６３ｃｏｍ

基于 ＤＮＡ条形码和 ＰＣＲ－ＲＦＬＰ技术的进口紫草 ＩＴＳ２序列特征研究

刘杰１，戴胜云１，谷海媛１，２，乔菲１，连超杰１，过立农１，郑健１，马双成１，米加３

（１．中国食品药品检定研究院，北京１０２６２９；２．沈阳药科大学，沈阳１１００１６；３．伊犁哈萨克自治州检验检测认证研究院，伊犁８３５０００）

摘要　目的：基于ＤＮＡ条形码和ＰＣＲ－ＲＦＬＰ技术研究进口紫草ＩＴＳ２序列的特征，为市场紫草药材和饮片
的质量控制与真伪鉴别提供参考依据。方法：选用ＩＴＳ２区域作为对进口紫草和紫草对照药材进行比较、鉴
定的ＤＮＡ条形码序列，并基于ＤＮＡ条形码和ＰＣＲ－ＲＦＬＰ技术比较不同来源进口紫草的ＩＴＳ２序列与紫草
对照药材的异同。结果：３９份进口紫草样品经限制性内切酶ＡｌｕＩ酶切后，其产物的琼脂糖凝胶电泳检测结
果显示，仅ＤＨ３在５００ｂｐ左右有条带，而在１００～３００ｂｐ无条带，其余样品均在１００～３００ｂｐ有２条或３条
明显条带；进口紫草样品与紫草对照药材的 ＩＴＳ２序列进行比对，其中样品 ＤＨ３与紫草对照药材的碱基差
异最多，有１５个碱基差异，样品Ｆ２与紫草对照药材的 ＩＴＳ２序列一致，其他进口紫草样品与紫草对照药材
的碱基差异为１～９个碱基；从聚类结果中可以看出进口紫草样品ＤＨ３与其他进口紫草样品和紫草对照药
材均明显区分，独自为一枝，而与紫草对照药材共同聚为一枝且支持率≥５０％的样品共有１４个。结论：选
用ＩＴＳ２区域，基于ＤＮＡ条形码和ＰＣＲ－ＲＦＬＰ技术，比较了进口紫草与紫草对照药材ＩＴＳ２序列的异同，为
紫草药材及饮片的有效鉴定提供参考依据，为紫草药材的市场监管提供有力保障。

关键词：进口紫草；内部转录间隔区２（ＩＴＳ２）；ＤＮＡ条形码；限制性内切酶；限制性片段长度多态性聚合酶链反应
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ＴｈｅＩＴＳ２ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ’ｃｈａｒａｃｔｅｒｓｓｔｕｄｙｏｆｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘ
ｂａｓｅｄｏｎＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇａｎｄＰＣＲ－ＲＦＬＰｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
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（１．ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０２６２９，Ｃｈｉｎａ；２．ＳｈｅｎｙａｎｇＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈｅｎｙａｎｇ１１００１６，Ｃｈｉｎａ；
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｐｒｏｖｉｄｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌａｎｄａｕｔｈｅｎｔｉｃｉｔｙｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘ
ｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｓｉｎｔｈｅｍａｒｋｅｔＢｙｓｔｕｄｉｅｄｏｎｔｈｅＩＴＳ２ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ’ｃｈａｒａｃｔｅｒｓｏｆｉｍｐｏｒｔｅｄ
ＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘ，ｂａｓｅｄｏｎＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇａｎｄＰＣＲ－ＲＦＬＰｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＭｅｔｈｏｄｓ：ＴｈｅＩＴＳ２ｒｅｇｉｏｎｗａｓｓｅｌｅｃｔ
ｅｄａｓｔｈｅＤＮＡｂａｒｃｏｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓＴｈｅＩＴＳ２ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｕｒｃｅｓｗｉｔｈｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉｃｉ
ｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｂａｓｅｄｏｎＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇａｎｄＰＣＲ－ＲＦＬＰｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＲｅｓｕｌｔｓ：Ａｆｔｅｒｔｈｅ
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ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｉａｓｅＡｌｕＩｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ，ｔｈｅａｇａｒｏｓｅ－ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆ３９ｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅ
Ｒａｄｉｘｓａｍｐｌｅｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ，ｏｎｌｙＤＨ３ｈａｄｂａｎｄｓａｔａｒｏｕｎｄ５００ｂｐ，ａｎｄｎｏｎｅｂａｎｄｓｂｅｔｗｅｅｎ１００ｂｐａｎｄ３００ｂｐ
ＡｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｔｈｅｒｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｓａｍｐｌｅｓｈａｄｔｗｏｏｒｔｈｒｅｅｏｂｖｉｏｕｓｂａｎｄｓｂｅｔｗｅｅｎ１００ｂｐａｎｄ３００
ｂｐＴｈｅＩＴＳ２ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉ
ａｌｓ，ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈＤＨ３ｈａｄｔｈｅｌａｒｇｅｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆ１５ｂａｓｅｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ，ｔｈｅ
ＩＴＳ２ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＦ２ｗａｓｓａｍｅｔｏｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ，ａｎｄｏｔｈｅｒｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｓａｍｐｌｅｓ
ｈａｄ１－９ｂａｓｅｓｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓＴｈｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｓａｍｐｌｅＤＨ３ｗａｓｃｌｅａｒｌｙｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄｆｒｏｍｏｔｈｅｒｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｓａｍｐｌｅｓａｎｄ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓｗｈｉｃｈｗａｓｉｎａｓｉｎｇｌｅｂｒａｎｃｈＴｈｅｒｅｗｅｒｅ１４ｓａｍｐｌｅｓ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｃｌｕｓｔｅｒｅｄｔｏｇｅｔｈｅｒ
ｗｉｔｈｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓｉｎｏｎｅｂｒａｎｃｈｗｉｔｈｓｕｐｐｏｒｔｒａｔｅ≥５０％Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅＩＴＳ２ｒｅｇｉｏｎｉｓ
ｓｅｌｅｃｔｅｄｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆＩＴＳ２ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｓａｍｐｌｅｓ
ａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓｂａｓｅｄｏｎＤＮＡｂａｒｃｏｄｅａｎｄＰＣＲ－ＲＦＬＰｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｓａｒｅｆｅｒ
ｅｎｃｅｆｏｒｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｓ，ａｎｄａｓｔｒｏｎｇｇｕａｒａｎ
ｔｅｅｆｏｒｍａｒｋｅｔｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎｏｆＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘ；ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ２（ＩＴＳ２）；ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ；ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕ
ｃｌｅａｓｅ；ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ－ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ（ＰＣＲ－ＲＦＬＰ）

　　紫草因根部富含色素，最早作为古代人民印染
衣物的植物染料，同时，紫草还是古代化妆品胭脂、

唇脂的原料。据本草考证，紫草作为药材记载，最早

见于《神农本草经》，随后历代本草中均有收载。紫

草作为民族地区常用药材，同时也是常用大宗中药

材，其需求量不断升高。现有可查的应用紫草药材

的中成药处方１２２条，中药方剂１９５条［１］。２０２０年
版的《中华人民共和国药典》（简称《中国药典》）中

收载紫草的来源为紫草科软紫草属的新疆紫草［软

紫草，Ａｒｎｅｂｉａｅｕｃｈｒｏｍａ（Ｒｏｙｌｅ）Ｊｏｈｎｓｔ．］、内蒙紫草
（黄花软紫草，ＡｒｎｅｂｉａｇｕｔｔａｔａＢｕｎｇｅ）的干燥根［２］。

紫草的功能为清热凉血、活血解毒、透疹消斑。用于

血热毒盛、斑疹紫黑、麻疹不透、疮疡、湿疹、水火烫

伤。现代药理研究表明，紫草具有抗肿瘤、治疗皮肤

病、创面修复、抗疲劳的作用［３－１３］。目前市场上常见

的紫草品种除２０２０年版《中国药典》规定的２个外，
在河北、辽宁和江西等地常用硬紫草，在云南等地常

用滇紫草和露蕊滇紫草，在四川等地常用密花滇紫

草，在广西和广东等地常用蔷薇科的委陵菜做紫草

用，俗称北紫草。由于紫草药材存在较多基原品种

的问题，很多非药典规定的植物作为紫草药材混入

市场，其中包括一些进口药材，导致了紫草在药材市

场中的混乱情况。

中药鉴定是研究中药品种与质量，制定中药标准，

寻找和扩大药源的前提和基础。近年来，中药鉴定技

术的迅速发展，为中药材基原物种的鉴定奠定了良好

的基础。ＤＮＡ条形码（ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ）技术作为中药
材物种鉴定研究中的新方法，具有鉴定结果准确、重复

性良好、方法通用性强等优点［１４－１７］。国家药典委员会

已将中药材 ＤＮＡ条形码分子鉴定指导原则收载于
２０１５年版和２０２０年版《中国药典》四部，其在中药材
鉴定、药品流通与监督等诸多方面也得到了很好的应

用。ＩＴＳ２区域作为中药材鉴定的潜在标准ＤＮＡ条形
码序列，具有可用于设计通用引物的保守区域，易于扩

增，且有足够的碱基变异用以区分亲缘物种。

本试验选用ＩＴＳ２区域作为对进口紫草及紫草对
照药材比较、鉴定的 ＤＮＡ条形码序列，并基于 ＤＮＡ
条形码和ＰＣＲ－ＲＦＬＰ技术比较不同来源进口紫草
的ＩＴＳ２序列特征。
１　仪器、试药和方法
１１　仪器与试药　ＡＢ１３５－Ｓ万分之一分析天平
（Ｍｅｔｔｌｅｒ公司）；Ｍｉｌｌｉ－ＱＢｉｏｃｅｌ纯水仪（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）；ＭＭ４００球磨仪（Ｒｅｔｓｃｈ公司）；ＡＢＩＶｅｒｉｔｉＰＣＲ仪
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；ＥＰＳ－３０１电泳仪（Ａｍｅｒｓｈａｍ公
司）；ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋全自动凝胶成像系统（Ｂｉｏｒａｄ公司）。

植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒（批号ＤＰ３０５，天根
生化科技有限公司）；２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ缓冲液（批
号ＧＫ８００６，ＧＥＮＥｒａｙ公司）；ＧｅｌＲｅｄ（批号４１００３，Ｂｉ
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ｏｔｉｕｍ公司）；６×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（货号 ＧＲ０２０６，ＧＥＮ
Ｅｒａｙ公司）；琼脂糖凝胶（编号 Ａ６１０７０９－０１００，ＢＢＩ
ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ）；ＭａｓｓＲｕｌｅｒＥｘｐｒｅｓｓＬＲＦｏｒｗａｒｄＤＮＡ
Ｌａｄｄｅｒ（货号 ＳＭ１２６３，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＴＲＡＮＳ）；ＦａｓｔＤｉ
ｇｅｓｔＡｌｕＩ（货号 ＦＤ００１４，ＴＩＡＮＧＥＮ）；５０×ＴＡＥＢｕｆｆｅｒ
（货号 ＲＴ２０４，天根生化科技有限公司）；无水乙醇
（分析纯，国药基团化学试剂有限公司）；引物ＩＴＳ２Ｆ：
５’－ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ－３’，ＩＴＳ３Ｒ：５’－
ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ－３’引物由上海捷瑞
生物工程有限公司合成。

试验收集的样品主要来源于塔吉克斯坦（编号

Ａ１～７、ＡＨ３）、吉尔吉斯斯坦（编号Ｂ１～５、ＢＨ３）、巴基
斯坦（编号Ｃ１～３、ＣＨ３、Ｆ１～５、ＦＨ３、Ｇ１～５、ＧＨ３）、阿
富汗（编号 Ｄ２、Ｄ５、ＤＨ３）、哈萨克斯坦（编号 Ｅ１～５、
ＥＨ２），其中紫草对照药材（批号１２１４３０－２０１７０５）为中
国食品药品检定研究院制备标定的国家标准物质。

１２　ＤＮＡ模板的制备　取紫草样品用无水乙醇常温
浸泡２４ｈ，取出晾干后用球磨仪粉碎成极细粉，平行取
样每份约１００ｍｇ，利用植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒进
行ＤＮＡ提取，加入试剂盒中ＧＰ１后应裂解过夜（１２～
１５ｈ），后续按照ＤＮＡ提取试剂盒说明书进行操作。
１３　ＰＣＲ反应　ＰＣＲ反应体系的制备：２０μＬ反应
体系含２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ缓冲液１０μＬ，上下游引物
各１μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），ＤＮＡ模板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７
μＬ。阴性对照为无ＤＮＡ模板的反应体系。ＰＣＲ反应
条件：以４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｓ后，将 ＰＣＲ管插入
ＰＣＲ仪中进行反应，反应条件为９５℃预变性４ｍｉｎ；
９５℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环
３５次；７２℃延伸７ｍｉｎ，即得ＰＣＲ扩增产物。
１４　酶切反应　酶切反应体系的制备：３０μＬ反应
体系含１０×ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ２μＬ，ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ酶１μＬ，ＰＣＲ
产物 １０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１７μＬ。酶切反应条件：以
４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｓ后，将 ＰＣＲ管插入 ＰＣＲ仪
中进行反应，反应条件为３７℃酶切１５ｍｉｎ，６５℃灭
活５ｍｉｎ，即得酶切产物。
１５　琼脂糖凝胶电泳检测　１×ＴＡＥ电泳缓冲液的
配制：将５０×ＴＡＥＢｕｆｆｅｒ稀释５０倍作为工作液，用于
琼脂糖凝胶配制及进行凝胶电泳；２０％琼脂糖凝胶的
制备：取琼脂糖凝胶片２片（１ｇ），加入５０ｍＬ１×ＴＡＥ
电泳缓冲液，微波炉中火加热煮沸３次至琼脂糖全部
融化，摇匀，冷却至６５℃左右加入显色剂ＧｅｌＲｅｄ（１∶
１００００）充分混匀，小心地倒入内槽板上，使胶液缓慢

展开，直到整个玻璃板表面形成均匀胶层，室温下静置

直至凝胶完全凝固，垂直轻拔梳子，将凝胶及内槽放入

电泳槽中；加样：在已制备好的２０％琼脂糖凝胶上用
移液器将３μＬ扩增产物、酶切产物、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ分别
加入胶板的样品槽内；电泳：添加１×ＴＡＥ电泳缓冲液
至刚没过胶板为止，将加样后的凝胶板立即进行电泳，

电压５Ｖ·ｃｍ－１。当溴酚蓝（Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ）移动到距
离胶板下沿约２ｃｍ处时，停止电泳；凝胶成像：用凝胶
成像系统拍照并保存结果。

１６　测序与分析　扩增产物测序：电泳检测结果显
示单一明亮条带的ＰＣＲ扩增产物送测序公司进行测
序。测序结果分析：测序结果使用ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒ
３７１软件（ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＣｏ．，ＵＳＡ）校对拼接，去除引
物和５８Ｓ、２８Ｓ区段。将所得序列利用ＭＥＧＡ６０软
件（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ）与新疆紫
草对照药材的序列进行分析比对，并基于邻接法

（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）建立聚类树，通过 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
（１０００次重复）对各分支进行支持率检验。
２　结果
２１　ＰＣＲ－ＲＦＬＰ结果　进口紫草样品与紫草对照
药材酶切产物的琼脂糖凝胶电泳检测结果如图１所
示。紫草对照药材在１００～３００ｂｐ有２条明显条带，
３００～５００ｂｐ无明显条带，阴性对照在１００～３００ｂｐ
和３００～５００ｂｐ均无条带。３９份进口紫草的酶切反
应产物琼脂糖凝胶电泳检测结果显示，Ａ～６、Ｅ１～５、
Ｆ４、Ｇ１～２共１２份进口紫草样品与紫草对照药材的
检测结果一致，在 １００～３００ｂｐ有 ２条明显条带，
３００～５００ｂｐ无明显条带；Ａ１～２、Ａ７、Ｂ３～５、Ｃ２～３、
Ｄ２、Ｄ５、Ｆ１～３、Ｆ５、Ｇ３～５共１９份进口紫草样品在
１００～３００ｂｐ有２条明显条带，且在３００～５００ｂｐ有
明显条带；ＡＨ３、ＢＨ３、Ｃ１、ＣＨ３、ＥＨ２、ＦＨ３、ＧＨ３共 ７
份进口紫草样品在１００～３００ｂｐ有３条明显条带，且
在３００～５００ｂｐ有明显条带；ＤＨ３在５００ｂｐ左右有
条带，而１００～３００ｂｐ无条带。结果发现，３９份进口
紫草的酶切反应产物中，仅ＤＨ３不能被限制性内切酶
ＡｌｕＩ进行酶切，其余均可。限制性内切酶ＡｌｕＩ的酶切
位点为“ＡＧ^ＣＴ”，因此可以确定 ＤＨ３的 ＩＴＳ２序列中
不存在“ＡＧ^ＣＴ”位点，其余进口紫草样品均存在。
２２　进口紫草与紫草对照药材的变异位点比较分
析　ＩＴＳ２引物的ＰＣＲ扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检
测，结果显示为单一明亮条带，将扩增产物进行测

序。测序峰图使用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒ３７１软件
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ＭＤＮＡＭａｒｋｅｒ，由上至下分别为１０００、７００、５００、３００、２００、１００ｂｐ（ｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍａｒｅ１０００，７００，５００，３００，２００，１００ｂｐ）　Ａ１～Ａ７、ＡＨ３、Ｂ１～

Ｂ５、ＢＨ３、Ｃ１～Ｃ３、ＣＨ３、Ｄ２、Ｄ５、ＤＨ３、Ｅ１～Ｅ５、ＥＨ２、Ｆ１～Ｆ５、ＦＨ３、Ｇ１～Ｇ５、ＧＨ３进口紫草样品（ｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘ）　ＤＺ紫草对照

药材（ＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄｒｕｇ）　Ｋ阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）

图１　进口紫草与紫草对照药材酶切产物的琼脂糖凝胶电泳检测结果

Ｆｉｇ１　Ｔｈｅａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｎｚｙｍｅ－ｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｆｒｏｍｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘａｎｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄｒｕｇ

校对拼接，去除５８Ｓ和２８Ｓ区段，并利用 ＭＥＧＡ６０
软件分析比对。紫草对照药材的 ＩＴＳ２序列信息为：
ＣＡＣＡＴＣＧＣＧＴＣＡＣＣＣＣＡＴＣＣＡＡＡＡＴＡＡＴＧＴＴＧＧＡＴＧＴ
ＧＧＴ ＧＧＡＴＴＧＴＧＡＣＣＴＣＣＴＧＴＧＴＣＴＴＧＡＧＡＴＧＣＡＧＴＴ
ＧＧＴＣＧＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴＣＣＧＧＡＧＣＴＴＡＧＧＡＣＴＴＣＡＣＧＡＣ
ＡＡＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＧＡＴＡＡＣＡＡＣＴＣＧＣＧＴＣＡＴＧＴＣＧＴＧＴ
ＧＣＣＡＡＧＣＣＴＣＣＧＴＧＴＣＴＣＣＧＴＡＧＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＧＣＧＴ
ＧＣＴＴＴＣＣＡＡＣＴＣＧＴＴＣＧＴＴＧＧＧＡＡＡＣＣＧＴＧＣＴＡＣＧＡＣ
ＣＧ，进口紫草样品与紫草对照药材的 ＩＴＳ２序列进行
比对，具体变异位点信息见表１，其中 ＤＨ３与紫草对
照药材的碱基差异最多，有１５个碱基差异；Ｆ２与紫
草对照药材的ＩＴＳ２序列一致；其他进口紫草样品与
紫草对照药材的碱基差异为１～９个碱基。
２３　邻接法聚类分析　利用ＭＥＧＡ６０软件将进口
紫草样品与紫草对照药材的ＩＴＳ２序列基于邻接法建
立聚类树，通过ｂｏｏｔｓｔｒａｐ（１０００次重复）对各分支进
行支持率检验，结果如图２所示，聚类树上数值表示
自展支持率。可以看出 ＤＨ３与其他进口紫草样品、
紫草对照药材均明显区分，独自为１枝；Ｆ２与紫草对
照药材聚为 １枝，支持率为 ６４％；Ｅ１、Ｅ４、Ｄ５、ＣＨ３、

Ｃ３、Ｃ２、Ｆ２、Ａ５与紫草对照药材共同聚为１枝，支持
率为 ６５％；ＢＨ３、Ｂ１、Ｂ３、Ｂ４、Ｂ５、Ｆ５与 Ｅ１、Ｅ４、Ｄ５、
ＣＨ３、Ｃ３、Ｃ２、Ｆ２、Ａ５及紫草对照药材共同聚为１枝，
支持率为５０％；Ｃ１、Ａ１、Ｂ２、Ｆ１、Ｇ４、ＧＨ３、Ｆ３、Ａ７、Ｇ３、
Ａ２、Ｄ２、ＦＨ３、Ｇ５与紫草对照药材聚类的支持率低于
５０％；ＡＨ３、ＥＨ２、Ａ３、Ａ４、Ａ６、Ｅ２、Ｅ５、Ｆ４、Ｇ１、Ｅ３、Ｇ２
聚为１枝并区别于紫草对照药材，支持率为９７％。
３　分析与讨论

紫草 ＤＨ３的 ＩＴＳ２序列为：ＣＧＡＡＴＣＧＣＧＴＣＡＣＣ
ＣＣＡＴＣＣＡＴＧＡＴＡＣＴＣＴＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＴＴＧＴＧＡＣＣ
ＴＣＣＴＧＴＧＴＣＴＴＧＡＧＡＴＧＣＡＧＴＴＧＧＴＣＧＡＡＡＴＴＴＧＡＧＴ
ＣＣＧＧＡＴＣＴＴＡＧＧＡＣＴＴＣＡＣＧＡＣＡＡＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＧＡＴ
ＡＡＣＡＡＣＴＴＧＣＧＴＣＡＴＧＴＣＧＴＧＴＧＣＣＧＡＡＣＣＴＣＣＧＴＧＴ
ＣＴＣＣＣＴＡＧＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＧＣＧＴＧＣＴＴＴＣＣＡＡＣＴＣＧＴＴ
ＴＧＴＣＧＧＧＡＡＡＣＣＧＣＧＣＴＡＣＧＡＣＣＧ，根 据 ＰＣＲ －
ＲＦＬＰ、变异位点比较分析和邻接法聚类分析的结果，
进口紫草样品ＤＨ３与其他进口紫草样品及紫草对照
药材的差异明显，为２０１５年市场紫草药材的主要来
源品种，２０１５年该品种的市场占有率

!

５０％。将以
上ＤＨ３的 ＩＴＳ２序列输入到 ＮＣＢＩ数据库的 ＢＬＡＳＴ
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　　　　 表１　进口紫草与紫草对照药材的变异位点信息
Ｔａｂ１　ＴｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎｐｏｉｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘａｎｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄｒｕｇ
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图２　基于邻接法建立进口紫草样品与紫草对照药材ＩＴＳ２序列的聚类树

Ｆｉｇ２　ＥｓｔａｂｌｉｓｈｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅＩＴＳ２ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍ

ｉｍｐｏｒｔｅｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘａｎｄＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄｒｕｇｂａｓｅｄ

ｏｎＮＪｍｅｔｈｏｄ

（ＢａｓｉｃＬｏｃａｌＡｌｉｇｎｍｅｎｔＳｅａｒｃｈＴｏｏｌ）中进行比对，比
对结果显示ＤＨ３的ＩＴＳ２序列与序列ＫＦ２８７９４９１一

致性最高，序列ＫＦ２８７９４９１为植物Ａｒｎｅｂｉａｂｅｎｔｈａｍｉｉ
的ＩＴＳ２序列，由德克萨斯国际农工大学上传［１８－１９］。

ＤＨ３的ＩＴＳ２序列与植物 Ａｒｎｅｂｉａｂｅｎｔｈａｍｉｉ存在７个
变异位点，而与紫草对照药材存在１５个变异位点，
说明ＤＨ３与植物Ａｒｎｅｂｉａｂｅｎｔｈａｍｉｉ的亲缘关系更近。
经查，Ａｒｎｅｂｉａｂｅｎｔｈａｍｉｉ收载于巴基斯坦植物志（Ｆｌｏ
ｒａｏｆＰａｋｉｓｔａｎ）中，ＤＨ３收集自阿富汗，巴基斯坦位于
阿富汗南部，与阿富汗有着漫长的国界线，推测 ＤＨ３
可能为植物Ａｒｎｅｂｉａｂｅｎｔｈａｍｉｉ的变种或近缘物种。

限制性内切酶 ＡｌｕＩ的酶切位点为“ＡＧ^ＣＴ”，紫
草对照药材及部分进口紫草样品的ＩＴＳ２序列中存在
“ＡＧ^ＣＴ”酶切位点，因此在 ＰＣＲ－ＲＦＬＰ结果中在
１００～３００ｂｐ有明显的酶切条带，而在邻接法聚类分
析结果中，是对二者的 ＩＴＳ２序列（约２２０ｂｐ）进行聚
类。因此，部分进口紫草样品与紫草对照药材的

ＰＣＲ－ＲＦＬＰ结果一致，却在邻接法聚类分析时分布
在不同的分枝中，且分枝的支持率 ＞５０％。以上 ２
个结果的对比中可以发现，邻接法聚类分析的结果

更能在ＩＴＳ２序列中的差异。Ｃｈｅｎ等［２０］对超过６６００
份植物样本进行了 ＩＴＳ２序列鉴别能力的测试，这些
植物样本在植物分类学中分布广泛，结果显示 ＩＴＳ２
在种的水平上的鉴别成功率达９２７％，可作为中药
材鉴定的潜在标准 ＤＮＡ条形码序列。在本课题前
期研究中发现，采自新疆不同地区的新疆紫草其

ＩＴＳ２序列完全一致，与国内常见同科属近缘物种紫
草、滇紫草、露蕊滇紫草、密花滇紫草、黄花滇紫草、
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黄花软紫草、疏花软紫草存在稳定差异，而进口紫草

中存在 ＩＴＳ２序列与新疆紫草具有１５个稳定变异位
点的非药典品，在 Ｇｅｎｅｂａｎｋ中比对与植物 Ａｒｎｅｂｉａ
ｂｅｎｔｈａｍｉｉ更接近；同时也存在与新疆紫草的 ＩＴＳ２序
列较为一致（变异位点１～９个）的样品，在Ｇｅｎｅｂａｎｋ
中比对与植物Ａｒｎｅｂｉａｅｕｃｈｒｏｍａ（新疆紫草）更接近。

ＤＮＡ条形码和 ＰＣＲ－ＲＦＬＰ技术均为较成熟的
技术，已在中药、民族药材及饮片的真伪鉴别中广泛

应用，２０２０年版《中国药典》一部中，川贝母、霍山石
斛、金钱白花蛇、乌梢蛇、蕲蛇的药材或饮片【鉴别】

项下均收载了此类鉴别方法。目前，进口紫草的市

场占有量大，填补了市场上紫草药材需求的空缺，但

进口紫草并未被纳入药典标准中，其安全性、有效

性、用量及进口途径等均有待考证。本文选用 ＩＴＳ２
区域作为对进口紫草及紫草对照药材比较、鉴定的

ＤＮＡ条形码序列，并基于 ＤＮＡ条形码和 ＰＣＲ－
ＲＦＬＰ技术比较不同来源进口紫草的ＩＴＳ２序列特征，
为了解目前药材市场中紫草药材的真实品种情况、

样品来源情况以及质控标准建立提供参考，同时为

紫草药材的市场监管提供保障。
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