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基于 ITS2序列及二级结构对药用黄芪及混伪品的鉴别研究
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摘要: 为了有效地进行药用黄芪及其混伪品的分类鉴定, 本实验对收集的蒙古黄芪、膜荚黄芪共 32份材料进行

了 ITS2序列的扩增及双向测序, 测序结果经CExpress软件拼接, 去除两端 5.8S和 28S序列后, 获得完整的 ITS2序

列; 并从GenBank上下载黄芪混伪品蓝花棘豆、锦鸡儿、红芪、蜀葵的 ITS2序列各 3条, 利用MEGA7计算种内、种间

遗传距离, 对各序列进行差异性分析; 利用Neighbor-joining (NJ) 法基于 ITS2序列 (一级结构) 和基于联合 ITS2序列

及其二级结构构建系统发育树。结果表明: 蒙古黄芪与膜荚黄芪平均 ITS2序列长度均为 216 bp, 平均GC含量分别

为 50.00%、50.46%, 两种药用黄芪与蓝花棘豆在 ITS2序列的长度和GC含量的相似性最高, 与蜀葵存在较大的差

异; 药用黄芪与蓝花棘豆的种间距离最小, 与红芪、锦鸡儿、蜀葵遗传距离较大; 基于 ITS2序列 (一级结构) 和基于联

合 ITS2序列与其二级结构构建的系统发育树表明: 两种系统发育树的拓扑关系基本一致, 都可以有效地鉴别药用

黄芪及其混伪品; 此外二级结构信息的加入, 也使得 ITS2序列在构建系统发育树中末端分支变多, 分辨率与支持率

上也有所提高, 对药用黄芪以及混伪品的亲缘关系得到了进一步的体现。为药用黄芪及其混伪品的分类与准确鉴

定提供了一定的科学依据。
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Abstract: To effectively identify the Astragalus and its adulterants based on ITS2 sequence and secondary

structure, in this study, 32 portions of Astragalus membranaceus (Fisch.) Bge. var. mongholicus (Beg.) Hsiao and

Astragalus membranaceus (Fisch.) Bge. collected were conducted ITS2 sequence amplification and bidirectional

sequencing, whose results were then spliced by CExpress software remove the 5.8S and 28S sequences at both

ends to obtain a complete ITS2 sequence. In addition, 3 ITS2 sequences for each of the adulterants of Astragalus,

respectively, Oxytropis coerulea, Caragana sinica, Hedysarum polybotrys, Althaea rosea were downloaded from

GenBank. The intra-specific and inter-specific genetic distances were calculated by the software MEGA7 to

analyze the difference of each sequence; the Neighbor-joining (NJ) method was used to construct the phylogenetic
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tree based on ITS2 sequence (primary structure) as well as joint ITS2 sequence and its secondary structure. The

results showed that the average ITS2 sequence length of both A. mongolicus and A. membranaceus was 216 bp, and

their average GC content was 50.00% and 50.46%, respectively. The similarity of ITS2 sequence length and GC

content between the two kind of Astragalus and Oxytropis coerulea was the highest, while the ITS2 sequence

length and GC content of Althaea rosea showed great differences with those of Astragalus. The inter-specific distance

between Astragalus and Oxytropis coerulea was the smallest, while that between the medicinal Astragalus and

Hedysarum polybotrys, Caragana sinica as well as Althaea rosea was great. The phylogenetic trees constructed

based on the ITS2 sequence (primary structure) and joint ITS2 sequence and its secondary structure showed that

the topological relations of the two phylogenetic trees were basically the same, and both could effectively identify

the Astragalus and its adulterants. What’s more, the addition of secondary structure information made end branch

of the phylogenetic tree become more in its construction, and the distinguish ability and approval rating were also

improved, which further reflected the genetic relationship of Astragalus and its adulterants. This provides some

scientific basis for classification and accurate identification of Astragalus and its adulterants.

Key words: Astragalus; ITS2 sequence; secondary structure; molecular identification

据 2015年版《中华人民共和国药典》记载, 正品药

用黄芪为豆科植物蒙古黄芪Astragalus membranaceus

(Fisch.) Bge. var. mongholicus (Bge.) Hsiao或膜荚黄芪

Astragalus membranaceus (Fisch.) Bge.的干燥根[1]。迄

今已有 2 000多年的药用历史, 为常用大宗药材, 属于

补气药中的一种要药。具有补气健脾、升阳举陷、益卫

固表、利尿消肿、托毒生肌的功效[1]。目前以黄芪为原

料的中成药多达 200余种, 素有“十药八芪”之称。因

此, 在医学领域引起了越来越多的关注, 并在临床治疗

中得到了广泛的应用。正是这种强劲的需求, 致使近

年来黄芪野生资源几近枯竭, 栽培黄芪占据商品黄芪

的绝大部分。但在长期的人工栽培与引种驯化过程

中, 黄芪种间杂交现象普遍, 其种质资源混杂严重, 且

一些混伪品因利益也常流入市场, 影响了正品黄芪的

质量和临床疗效。目前市场上多以同科植物红芪

(Hedysarum polybotrys Hand.-Mazz.)、蓝花棘豆 (Oxyt‐

ropis coerulea (pall.) DC.)、锦鸡儿 (Caragana sinica

(Buóhoz) Rehd.)、及锦葵科植物圆叶锦葵 (Malva ro‐

tundifolia L.)、蜀葵 (Althaea rosea L.) 等的干燥根来冒

充正品药用黄芪[2]。这些混伪品的根茎在外形上与正

品黄芪具有相似的特征, 但在药用功效上及主要化学

成分上远落后于正品药用黄芪, 部分混伪品甚至还有

毒性, 若在临床药用上混用, 难以保障人们的用药安

全[2]。因此对药用黄芪植物进行准确鉴别, 对于药用

黄芪的质量控制、安全合理利用及开展相关的研究具

有重要意义。

DNA条形码 (DNA barcoding) 分子鉴定技术是依

靠物种基因组上一段标准的、具有独特变异的DNA序

列来快速、可靠和有效地识别物种的一种分子生物技

术[3]。是传统形态学鉴定和理化鉴定方法的有效补

充, 广泛运用于真菌属种[4]、植物基源鉴别[5]等。其中

ITS2 (internal transcribed spacer) 序列作为 DNA 条形

码中的一种, 位于 5.8S和 28S 核 rDNA基因之间。该

序列长度短, 仅有 200～300 bp, 易扩增, 且有良好的物

种鉴定能力, 适用于属、种的鉴定[6]。是目前药用植物

鉴定、遗传多样性研究、系统演化分析和植物分类常用

的分子标记之一[7,8]。此外相对于 ITS2 序列 (一级结

构), ITS2的二级结构是由RNA单链自身回折而形成

的规范配对 (GC, AU) 和不规范但稳定 (GU) 及不稳

定 (AC) 的未配对碱基交替而成的茎环结构组成[9,10]。

这些配对和非配对的 ITS2结构提供了额外的分子形

态特征, 可以有效提高分类效率, 具有一定的系统分类

价值[11-14]。目前关于黄芪及其混伪品的鉴定研究主要

集中在 ITS/ITS2核酸序列的分析或进行简单的二级结

构预测[2,15,16], 但尚无有关结合 ITS2核酸序列信息及其

二级结构信息进行亲缘关系鉴定方面的研究。

本实验对道地产区山西、内蒙古和吉林等地药用

黄芪样品的 ITS2 序列及其二级结构进行分析 , 并从

GenBank下载黄芪混伪品, 研究其变异位点、亲缘关系

及构建系统发育树, 并在此基础上评价 ITS2序列及其

二级结构对药用黄芪及混伪品的鉴定能力, 为正品黄

芪种质及其易混伪品的鉴定提供一定依据。

材料与方法

材料 本研究共收集了 32份药用黄芪材料, 其中

蒙古黄芪 22份, 包括山西代县 4份 (野生)、山西庞泉沟

4份 (野生)、吉林珲春 6份 (野生) 以及内蒙古满洲里 8

份 (野生); 膜荚黄芪 10 份 , 包括山西浑源 5 份 (仿野

生) 及内蒙赤峰 5 份 (野生), 样品均由刘德旺教授鉴

定 ; 另外 , 从 GenBank 数据库下载正品药用黄芪的

·· 523



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(3): 522 −529

ITS2序列4条 (蒙古黄芪2条、膜荚黄芪2条) 及其常见

混伪品的 ITS2序列 12条 (蓝花棘豆 3条、锦鸡儿 3条、

红芪 3条、蜀葵 3条), 一共得到 48条 ITS2序列用于本

次分析。详细信息见表1、表2。

样品 DNA 的提取 本实验采用 CTAB 法提取所

有黄芪样品基因组DNA, 所得DNA用 1%的琼脂糖凝

胶电泳进行质量检测, 并用核酸蛋白测定仪进行纯度

检测, −20 ℃冰箱中保存备用。

PCR扩增及测序 本研究选用 ITS2国际通用引

物 [6], ITS2 扩增引物由北京擎科生物科技有限公司

合成。正向引物序列为 : 5′-ATGCGATACTTGGTGT

GAAT-3′ , 反向引物序列为 : 5′-GACGCTTCTCCAGA

CTACAAT-3′。PCR反应体系为30 μL, 其中2×Taq-mix

15 μL, ddH2O 12 μL, DNA 模板及上下引物各 1 μL。

PCR 反应条件为: 95 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性 45 s,

55 ℃退火 40 s, 72 ℃延伸 10 min (30个循环); 72 ℃延

伸 10 min。在 4 ℃冰箱中保存备用。PCR产物由上海

美吉常规测序公司进行双向测序。

数据分析 利用 CExpress 软件对测序结果进行

人工拼接校对, 去除两端引物区及低质量区后, 得到一

条完整序列 ; 将完整序列导入 ITS2 数据库中 (http://

its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/), 基于隐马尔

可夫模型 (HMMs)[17]注释的方法去除两端 5.8S和 28S

区域 , 即得到标准的 ITS2 间隔区序列。利用 EditSeq

软件对 48个样本 ITS2序列的碱基含量及序列特征进

行统计分析; 通过DNAman软件对本实验所有样品的

48条标准 ITS2间隔区序列进行同源性比对, 分析其变

异位点; 对48个样本按种进行分组, 通过MEGA 7[18]软

件基于K2-P (Kimura 2-parameter) 距离模型计算种内

种间的遗传距离, 构建Neighbor-Joining (NJ) 系统发育

树, 并用 bootstrap1000次检验各分支置信度, 评价分支

系统发育关系的可靠性; 利用在线网站 ITS2数据库[19]

对各样本进行二级结构预测, 并针对所有黄芪样本的

核酸序列及二级结构的联合矩阵导入 4Sale1.7.1 软

件[20], 进行了共有二级结构的比对分析; 利用ProfdistS

软件[21]对得到的黄芪及其混伪品的核酸序列及二级

结构的联合矩阵构建剖面邻接 PNJ (profile neighbor

joining) 系统发育树, 并用 bootstrap1000次检验各分支

置信度。

结果与分析

1 ITS2序列特征及差异性

本实验对药用黄芪及其混伪品的 ITS2序列特征

分别进行分析, 结果如表 3所示: 蒙古黄芪、膜荚黄芪

及蓝花棘豆的平均 ITS2序列长度均为 216 bp, G+C含

量分别为 50.46%、50.00%、51.73%。锦鸡儿、红芪、蜀

葵的 ITS2序列长度分别为 223、220、233 bp, G+C含量

为 49.21%、54.21%、53.22%。即两种药用黄芪与蓝花

棘豆的 ITS2 序列相似性最高 , 与蜀葵存在较大的差

异。通过MEGA7.0软件对药用黄芪及其混伪品 ITS2

Table 1 Astragalus material information

Species
A. mongholicus

A. membranaceus

No.
GDY1

GDY2

GDY3

GDY4

GHD1

GHD2

GHD3

GHD4

GHD5

GHD6

GMZ1

GMZ2

GMZ3

GMZ4

GMZ5

GMZ6

GMZ7

GMZ8

GPQ1

GPQ2

GPQ3

GPQ4

MHY1

MHY2

MHY3

MHY4

MHY5

MLC1

MLC2

MLC3

MLC4

MLC5

Collection place
Daixian, Shanxi Province (wild)

Huichun, Jilin Province (wild)

Manzhouli, Inner Mongolia province

(wild)

Lvliang, Shanxi Province (wild)

Hunyuan, Shanxi province (Imitating

wild)

Chifeng, Inner Mongolia province

(wild)

Table 2 GenBank download sample information

Species
A. membranaceus

A. mongholicus

O. coerulea

C. sinica

H. polybotrys

A. rosea

No.
AM1
AM2
AG1
AG2
OC1
OC2
OC3
CS1
CS2
CS3
HP1
HP2
HP3
AR1
AR2
AR3

GenBank accession number
EF685968.1
KY316029.1
AF359750.1
EF685969.1
GU217599.1
HQ199316.1
LC213342.1
FJ537284.1
DQ914785.2
GU217654.1
KJ999370.1
JX017334.1
KJ999375.1
JX017319.1
KF454366.1
KF454362.1
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序列进行比对分析, 得到种内变异信息位点 (表 3), 结

果显示蒙古黄芪、膜荚黄芪、蓝花棘豆、锦鸡儿、红芪、

蜀葵的种内变异位点数分别为: 27、4、3、22、6、0, 蒙古

黄芪相比于膜荚黄芪具有较多变异位点 (表4)。

2 种内及种间遗传距离分析

基于MEGA7软件中K2-P (Kimura2-parameter) 距

离模型, 计算黄芪及其混伪品的种内种间遗传距离可

知 (表 5), 蒙古黄芪、膜荚黄芪的平均种内遗传距离分

别为 0.001、0.014, 蜀葵种内遗传距离最小为 0, 锦鸡儿

种内遗传距离最大为 0.073; 在各个物种间, 蒙古黄芪

与膜荚黄芪间的遗传距离为 0.008, 蒙古黄芪、膜荚黄

芪与蓝花棘豆间的遗传距离最小, 为 0.068、0.066, 与

蜀葵遗传距离最大 (0.635、0.637)。通过对种间、种内

遗传距离柱状分布图得出 (图1), 药用黄芪及其混伪品

种内遗传距离主要集中在 0.1以内, 而种间遗传距离分

布较散, 主要分布在0.000～0.750之间。

3 ITS2二级结构预测及分析

本实验对所采集的 32份药用黄芪的 ITS2序列及

二级结构序列导入 4Sale1.7.1软件中, 得到共有二级结

Figure 1 Distribution map of intra-specific and inter-specific ge‐

netic distance of Astragalus and its adulterants

Table 5 Intra-specific and inter-specific genetic distance of Astragalus and its adulterants. The diagonal line is the intra-specific genetic

distance, and the lower triangle is the inter-specific genetic distance

Species
A. membranaceus
A. mongholicus
O. coerulea
C. sinica
H. polybotrys
A. rosea

A. membranaceus
0.001
0.008
0.068
0.224
0.219
0.635

A. mongholicus

0.014
0.066
0.228
0.222
0.637

O. coerulea

0.007
0.250
0.224
0.631

C. sinica

0.073
0.157
0.679

H. polybotrys

0.007
0.629

A. rosea

0.000

Table 4 Intraspecific variation sites of Astragalus. *Represents the same base as the first line

Variation site

Common

GHD6

GDY1-3

GPQ1

GPQ2-3

GPQ4

GMZ1-7

GMZ8

AG2

MLC1

MLC2

MLC3

MLC4

AM2

Site/bp

14

C

*

*

*

*

*

*

T

*

*

*

*

*

*

16

G

*

*

A

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

28

G

*

*

.

*

C

*

*

*

*

*

*

*

*

31

T

*

*

C

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

32

G

*

*

A

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

41

T

*

*

*

*

A

*

*

*

*

*

*

*

*

43

T

*

*

C

*

C

*

*

*

*

*

*

*

*

53

T

*

*

*

*

A

*

*

*

*

*

*

*

*

89

T

C

C

*

C

.

*

*

C

*

*

*

*

C

98

T

*

*

C

*

C

*

*

*

*

*

*

*

*

110

G

*

*

A

*

A

*

*

*

*

*

*

*

*

141

A

*

*

*

*

T

*

*

*

*

*

*

*

*

144

C

*

*

A

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

148

G

*

*

T

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

152

C

*

*

G

*

G

*

*

*

*

*

*

*

*

161

T

*

*

C

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

162

A

*

*

*

*

G

*

*

*

*

*

*

*

*

163

C

*

*

T

*

*

G

G

.

G

*

C

*

*

173

T

*

*

A

*

A

*

*

*

*

*

*

*

*

180

C

*

*

*

*

A

*

*

*

*

*

*

*

*

181

T

*

*

C

*

C

*

*

*

*

*

*

*

*

183

C

*

*

*

T

*

*

*

*

*

*

*

*

*

184

G

*

*

T

*

T

A

A

*

A

A

A

A

*

191

A

*

*

*

*

T

*

*

*

*

*

*

*

*

196

T

*

*

C

*

C

*

*

*

*

*

*

*

*

197

C

*

*

*

*

*

T

T

*

T

*

T

*

*

211

T

*

*

G

*

G

*

*

*

*

*

*

*

*

Table 3 ITS2 sequence characteristics of Astragalus and its adulterants

Species

A. membranaceus
A. mongholicus
O. coerulea
C. sinica
H. polybotrys
A. rosea

G+C content/%

50.00
50.46
51.73
49.21
54.21
53.22

Number of

nucleotides/bp

216
216
216
223
220
233

Conserved site

212
189
214
201
214
233

Variation site

4
27
3

22
6
0

Parsimony

informative site

2
13
0
0
0
0

Haplotype

variation site

2
14
3

22
6
0
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构, 如图 2所示, 其为典型的一个环四个螺旋区 (臂) 的

结构, 与其他臂相比, 臂Ⅲ最长, 其次为臂Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ; 臂

Ⅱ的结构最保守, 且存在一个高度保守的嘧啶-嘧啶错

配的凸起; 臂Ⅳ的变异最大; 臂Ⅲ的 5′端近顶端位置序

列保守性最高, 存在UGGU (或UGGU、UGG、GGU) 的

部分; 中间的主环相对较保守, 且富含嘌呤。此 ITS2

的二级结构特征与多数真核生物的 ITS2二级结构相

一致。

通过对两种药用黄芪和 4种混伪品的 ITS2二级结

构进行预测, 结果如图 3所示: 在臂Ⅰ中, 两种黄芪有 1

个发卡环和 1个内环, 而其他 4种混伪品均有 1个发卡

环和 2个内环; 在臂Ⅱ中, 药用黄芪、红芪及蜀葵存在

嘧啶-嘧啶错配的内环, 且比蓝花棘豆、锦鸡儿的臂Ⅱ

相对更长; 在臂Ⅲ、Ⅳ上, 臂的长度、环的数量以及臂的

位置上在各个物种上都存在较大的差异, 如红芪的臂

Ⅲ中内环较少, 只有 1个, 两种药用黄芪以及蓝花棘豆

都有 4 个内环 (突环), 锦鸡儿与蜀葵有 5 个内环 (突

环), 红芪的臂Ⅳ相对较长, 蓝花棘豆与蜀葵的较短, 且

不存在内环或突环。

4 基于 ITS2序列及其二级结构的系统发育分析

本实验利用 ITS2序列 (一级结构) 和 ITS2序列与

其二级结构联合矩阵, 分别构建了药用黄芪及其混伪

品的的系统发育树。在基于 ITS2序列 (一级结构) 构

建的 NJ邻接树中显示 (图 4A), 药用正品黄芪与蓝花

棘豆分为一支, 锦鸡儿、红芪、蜀葵聚为另一支。系统

发育树中支持率在 50%、70%、90%以上的支系分别为

14、8、7个。基于联合 ITS2序列与其二级结构构建的

PNJ树显示 (图 4B), 蜀葵、红芪、锦鸡儿与蓝花棘豆与

两种药用黄芪可以明显区分开。两种药用黄芪基本按

照不同来源进行了进一步的分类, 其中来自山西浑源

的膜荚黄芪 (MHY1-5) 与吉林哈达门的蒙古黄芪

(GHD2-5) 聚为一支 , 来自内蒙古满洲里的蒙古黄芪

(GMZ1-8) 与 来 自 内 蒙 古 赤 峰 林 场 的 膜 荚 黄 芪

(MLC1-4) 的亲缘关系较近。系统发育树中支持率在

50%、70%、90%以上的支系分别为 45、25、5个。相比

于 ITS2序列构建的系统发育树, 其在准确率和支系的

支持率上都有所提高。

Figure 2 The common secondary structure of the ITS2 for all

Astragalus samples. The color of the base in the graph from red to

green indicates that its conservatism increases gradually

Figure 3 Prediction of secondary structures of Astragalus and its adulterants
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讨论

DNA条形码技术因其不受外界因素、生物发育阶

段或器官组织的影响, 为基因水平的鉴定提供了一定

的基础。目前国际热点的植物DNA条形码候选序列

主要包括来自叶绿体基因组的 psbA-trnH、matK、rbcL

序列以及核基因组 ITS2、ITS序列等, 相比于其他 4种

DNA条形码, ITS2序列因其具有适宜扩增和测序的长

度、高度的变异性和相对保守的二级结构、鉴定成功率

高等优点, 成为解决较低分类阶元植物的分子鉴定及

系统发育问题的有效工具之一[12,22]。其扩增效率以及

鉴定能力已在多个科属中如蔷薇科、菊科、贝母属、百

合属、薄荷属等得到验证[23-26]。如 Zheng 等[23]利用

ITS2及 psbA-trnH序列对 13种贝母属植物通过遗传距

离的计算以及系统进化树的构建, 确定了 ITS2在贝母

属植物的鉴定比 psbA-trnH 条形码有更大的优势。

Han 等[24] 利 用 ITS2、psbA-trnH、rbcL 和 matK 四 种

DNA条形码对唇形科、百合科、芸香科、蔷薇科和菊科

药用植物进行了鉴定研究, 表明不管是在扩增成功率

还是在鉴定成功率上, ITS2序列要优于其他 3种DNA

条形码。在本研究中, 对药用黄芪及其 4种常见混伪

品的 ITS2序列进行鉴定分析得到: 药用黄芪的 ITS2序

列特征基本一致, 与蓝花棘豆的 ITS2序列的长度、GC

含量的相似性最高, 与蜀葵存在较大的差异; 此外对两

种药用黄芪及其混伪品的种内、种间遗传距离分析以

及构建的NJ系统进化树均显示, 药用黄芪与蓝花棘豆

亲缘关系最近 , 与蜀葵的亲缘关系最远 , 此结果与

Shang等[16]利用 ITS序列对药用黄芪及其混伪品的亲

缘关系鉴定结果一致。表明 ITS2序列在药用黄芪及

其混伪品鉴定中可以提供一定的依据。

ITS2序列虽被作为植物鉴定的核心DNA条形码,

Figure 4 Phylogenetic tree of Astragalus and its adulterants. A: Neighbour joining (NJ) tree built based on the ITS2 sequence; B: Profile

neighbour joining (PNJ) phylogenetic tree based on ITS2 sequence and secondary structure joint matrix
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但由于其存在核酸序列变异较大、缺乏足够的系统发

育信息等缺点, 导致其对部分植物分类鉴定中在分辨

率、支持率等方面相对较低。如在杜鹃属 (Rhododen‐

dron L.)、葶苈属 (Draba L.) 的分辨率仅为 21.9%、

27.2%[27]。而 ITS2二级结构由于其在真核生物内相对

较保守, 具有一致的二级结构模型, 结构中保守的“图

形”提供了序列比对的模板, 为高分类阶元的序列比对

提供了更真实的比对关系, 所以相对于一级结构来说,

二级结构的加入可以更直观地揭示物种进化史[28-30]。

且目前已有研究认为加入 ITS2二级结构的信息进行

比对, 对一级核酸序列的比对有修正优化作用, 从而提

高系统发育树重建的准确性和稳健性[12,31]。

因此, 本实验在 ITS2核酸序列的基础上, 对药用

黄芪及其混伪品的二级结构进行了预测, 并构建了基

于联合 ITS2一级序列与二级结构的系统进化树, 研究

结果显示, 药用黄芪及其混伪品的二级结构符合大多

数真核生物的一环四臂的拓扑结构特点 (图 2)。两种

药用黄芪具有基本一致的二级结构, 但与混伪品的二

级结构上如茎、环的数量、大小等存在较大的差异, 这

是由于其存在配对与非配对碱基通过折叠形成的, 正

是因为这些差异为药用黄芪及其混伪品的鉴定提供了

额外的系统分类信息; 此外, 在本实验中, 联合 ITS2序

列与二级结构共同构建的剖面邻接 (PNJ) 发育树, 除

了得到与单独 ITS2序列构建的系统发育树基本一致

的拓补结构外, 还对两种药用黄芪与混伪品的亲缘关

系得到了进一步的体现, 将其单独分为不同的支系, 并

解决了梳子状的拓扑结构, 使得系统发育树末端分支

变多, 且在一些支系的支持率上也有所提高 (图4)。对

于两种亲缘关系很近的药用黄芪进一步的分类 (图

4B), 其分类结果首先是先按照地理来源, 后以物种进

行聚类 , 此结果与 Zhang[32]利用 ISSR 分子标记以及

Wang等[33]利用RAPD分子标记对两种药用黄芪的分

类结果一致。但在本实验中来自山西浑源的膜荚黄

芪 (MHY1-5) 与吉林哈达门的蒙古黄芪 (GHD2-5) 聚

为一支, 来自内蒙古满洲里的蒙古黄芪 (GMZ1-8) 与

来自内蒙古赤峰的膜荚黄芪 (MLC1-4) 的亲缘关系较

近。Zhao[34]对黄芪区系地理分布研究得到内蒙古北

部地区同时分布着蒙古黄芪和膜荚黄芪两种物种, 且

认为内蒙古北部满洲里地区所分布的物种区别于蒙古

黄芪与膜荚黄芪, 但其采集的标本叶片大小、数量、排

列等观察研究认为其和蒙古黄芪相近, 应将其定为一

个新种-北蒙古黄芪。在本实验中, 把此地区所采集的

物种以蒙古黄芪进行分析, 是与膜荚黄芪优先聚类, 理

论上是与Zhao的研究有一定差别, 推测原因可能是由

于同域分布的物种在长期的历史演化过程中发生了一

定的基因渐渗, 基因溯祖可能更偏向于膜荚黄芪; 且表

观特征会因为生境的变化而有所改变, 仅用表型数据

确定其为新种还有待商榷, 因此此区域所分布的物种

分类还有待于进一步考证。

通过对药用黄芪及其混伪品 ITS2序列变异分析、

遗传距离的计算、以及结合 ITS2二级结构信息构建系

统发育树等多方面的分析, 认为 ITS2序列可准确、有

效地区分药用黄芪及其混伪品, 且二级结构的加入, 对

一级核酸序列的比对起到修正优化作用, 同时构建的

系统发育树不仅包含了基于一级结构得到的所有结

论, 而且也解决了梳子状拓扑结构, 增加了 ITS2作为

药用植物DNA条形码鉴定的可靠性。为药用黄芪及

其混伪品的分类与准确鉴定提供了一定的科学依据。
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