
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(8): 2289 −2294

基于 ITS2序列及二级结构对易混淆药材牛尾独活、当归、

独活和羌活的鉴别研究
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摘要 : 本文利用 ITS2 序列及其二级结构对传统中药材牛尾独活、当归、独活和羌活进行分类鉴定。通过

GenBank数据库中下载牛尾独活等药材共 7个物种 26条 ITS序列, 采用隐马尔可夫模型注释获得 ITS2序列。采用

MEGA软件计算种内、种间K2P遗传距离, 构建NJ系统发育树。同时利用 ITS2 Database预测各样本 ITS2二级结

构, 并利用 4Sale软件比对一级结构和二级结构的联合矩阵, 最终采用 ProfDistS软件基于距离法构建 PNJ进化树。

结果表明, 各样本种间平均遗传距离均远大于种内平均遗传距离, 各药材间存在明显的Barcoding Gap; 系统发育树

显示各样本均独立分支; 样本间的二级结构均有一定的差异; PNJ进化树比NJ树显示出更高的分辨率。因此, 本研

究建议将 ITS2作为鉴别药材牛尾独活、当归、独活和羌活及其基源植物的DNA条形码, 为 4种中药材的分类与准确

鉴定提供一定的科学依据。
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Abstract: This study is to identify Chinese medicinal materials Rhizoma et Radix Heraclei, Angelicae Sinensis,

Radix Angelicae Pubescentis and Rhizoma et Radix Notopterygii based on ITS2 and its secondary structure. Total

26 ITS sequences of 7 species were downloaded from GenBank, the ITS2 sequences were annotated by HMMer

method. The NJ phylogenetic tree was built by MEGA software, the intraspecific and interspecific K2P genetic

distance were analyzed by MEGA as well. The ITS2 secondary structures of all taxa were predicted by ITS2

database. Sequence matrix of primary structure and secondary structure was aligned by 4Sale software. And the

profile neighbor joining (PNJ) phylogenetic tree was constructed via the the ProfDistS software based on the

distance method. The results show that, the average interspecific genetic distance was far greater than the average
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intraspecific genetic distance, an obvious barcoding gap was noted among all taxa; NJ tree showed that all species

were clustered into seperate branches; each species had different secondary structures; the PNJ tree showed higher

resolution than NJ tree. Therefore, ITS2 is suggested to be used as a barcode for distinguishing the original plants

of Rhizoma et Radix Heraclei, Radix Angelicae Sinensis, Radix Angelicae Pubescentis and Rhizoma et Radix Not‐

opterygii in this study, this provides some scientific basis for classification and accurate identification of these Chi‐

nese medicinal materials.
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牛尾独活 (Rhizoma et Radix Heraclei) 为地方性常

用药材, 药材牛尾独活的来源记载并不统一, 有伞形科

独活属植物短毛独活Heracleum moellendorffii Hance.、

渐尖叶独活 Heracleum acuminatum Franch. 及独活

Heracleum hemsleyanum Diels.的干燥根及根茎 , 具有

祛风除湿、散寒止痛的功效 , 可用来治疗风湿痹痛、

腰膝酸软等症[1,2]。目前, 植物渐尖叶独活的名称已被

修改为: 尖叶独活Heracleum franchetii[3]。药材牛尾独

活基源较多且不明确, 在形态上容易与其他药材相混,

尤其在干燥或炮制之后。经查证, 市场上牛尾独活常

常成为当归、独活以及羌活等药材的混用品[4-7]。当

归、独活、羌活为我国常用中药, 用药历史悠久。药材

当归 (Radix Angelicae Sinensis) 为伞形科植物当归

Angelica sinensis (Oliv.) Diels 的干燥根 , 具有补血活

血、调经止痛、润肠通便之功效[8]; 药材独活 (Radix

Angelicae Pubescentis) 为伞形科植物重齿毛当归

Angelica pubescens Maxim.f. biserrata Shan et Yuan的干

燥根, 可以祛风除湿、通痹止痛[8]; 药材羌活 (Rhizoma et

Radix Notopterygii) 为伞形科植物羌活 Notopterygium

incisum Ting ex H.T.Chang 或宽叶羌活 Notopterygium

franchetii H. de Boiss. 的干燥根茎和根 , 具有解表散

寒、祛风除湿、止痛的功效[8]。牛尾独活与这些药材的

功效主治不同, 不能作为这些药材的代用品。目前对

于以上药材的研究主要集中在性状鉴别、显微鉴别、薄

层色谱、液相色谱和化学成分等方面[5-7], 然而上述几

种方法不能有效地应用于中药正品与伪品的鉴定实践

中, 传统的鉴别方法还要求鉴别者具备系统的分类学

知识和长期的鉴别经验, 为中药材的真伪鉴别增加了

难度。因此对于药材牛尾独活以及其成为当归、独活

和羌活混伪品的鉴定, 亟需一种快速、客观、准确的基

于DNA水平的新方法。

伴随分子生物技术日益发展, 越来越多的新技术、

新方法出现, 对传统的鉴别手段进行有效的补充。其

中 DNA 条形码技术成为中药材鉴定的热门方法 ;

DNA条形码鉴定技术是利用基因组上一段标准的、具

有足够变异的、易扩增且相对较短的DNA序列来鉴别

物种的一种分子生物学技术[9,10]。ITS2作为DNA条形

码中的一种, 是位于 5.8S和 28S rDNA 片段之间的间

隔区序列, 长度一般在 200～300 bp, 适用于种属的鉴

别[11,12]。ITS2二级结构较为保守, 是由RNA单链自身

回折形成的茎环结构, 配对碱基形成茎干, 未配对碱基

则形成环[13]。ITS2二级结构不仅包含系统发育信息,

而且通过二级结构的预测可以避免或排除旁系同源或

假基因对于系统发育树构建的误导。在物种鉴定研究

时, ITS2二级结构信息是对一级结构的有效补充[14,15]。

因此本研究将基于 ITS2一级结构和二级结构对中药

材牛尾独活、当归、独活和羌活进行鉴别, 为临床安全

用药提供理论指导, 为中药材DNA条形码的选择提供

参考。

材料与方法

材料来源 本研究材料包含牛尾独活、当归、独活

和羌活共 4种中药材。牛尾独活 3种基源植物短毛独

活、尖叶独活、独活的样本序列分别有 3、3、4条。当归

基源植物当归样本序列为 5条。独活基源植物重齿毛

当归样本序列为 3条。药材羌活 2种基源植物羌活和

宽叶羌活的样本序列均为 4条。所有样本序列均来自

GenBank数据库, 详细信息见表1。

Table 1 GenBank download sequence information

Chinese medicine
Radix angelicae sinensis
Radix angelicae

pubescentis
Rhizoma et radix

heraclei

Rhizoma et radix

notopterygii

Origin species
Angelica sinensis (Oliv.) Diels
Angelica pubescens Maxim.f. biserrata Shan

et Yuan
Heracleum moellendorffii Hance.
Heracleum franchetii
Heracleum hemsleyanum Diels.
Notopterygium incisum Ting ex H. T. Chang

Notopterygium franchetii H. de Boiss.

GenBank accession number
MK227291.1, JX022936.1, GU395144.1, AY277247.1, DQ263570.1
DQ263567.1, MK087871.1, AY925163.1

KT944678.1, KT944677.1, KT944676.1
HQ686439.1, HQ686437.1, HQ686434.1
HQ686427.1, GU967787.1, HQ686346.1, HQ686343.1
DQ278168.1, GQ379335.1, JF755942.1, AY925166.1

GQ379334.1, JF755944.1, JF755947.1, JF755943.1
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序列的获得、筛选和比对 从 NCBI GenBank 下

载 7种分类群, 即当归、重齿毛当归、短毛独活、尖叶独

活、独活、羌活和宽叶羌活, 利用Blast功能筛除可疑序

列, 共获得 28条序列。应用 ITS2 Database (http://its2.

bioapps.Biozen trum.uni-wuerzburg.de/) 基于隐马尔可

夫模型的HMMer[16]注释方法对数据进行分析, 去除两

端 5.8S和 28S rDNA区段, 获得标准的 ITS2片段。利

用 ClustalW 软件将所有 ITS2 序列进行比对。利用

ITS2 Database预测获得各物种的 ITS2二级结构。

遗传距离、一级结构进化树构建 采用MEGA软

件[17]分析比对所得序列, 基于K2P (Kimura 2-parameter)

算法计算种内、种间遗传距离, 构建NJ聚类树, Bootstrap

1 000次重复检验分支系统发育的可靠性。统计GC含

量、变异位点、单倍型等序列特征信息。

一级和二级结构系统发育树的构建 利用 ITS2

Database[18]获得核酸序列和二级结构的联合矩阵, 将

所有样本的联合矩阵输入 4Sale软件[19]中进行比对, 将

比对好的结果导入 ProfDIstS 软件[20]构建剖面邻接

PNJ (profile neighbor joining) 系统发育树 , bootstrap

1 000次检验各分支置信度。

结果

1 序列比对

本研究中 26 个样本的 ITS2 序列长度为 224～

230 bp, GC 含量为 52.9%～59.2%。MEGA5.2 多重序

列比对后, 所有样本 ITS2序列长 234 bp。药材牛尾独

活的3种不同基源植物种间共存在8个变异位点, 短毛

独活、尖叶独活、独活分别具有 1种单倍型。药材当归

基源即植物当归, 存在 1种单倍型。药材独活的基源

植物重齿毛当归 3个样本共有 6个变异位点, 获得 3种

单倍型。药材羌活的 2种基源植物羌活和宽叶羌活分

别有 4个样本, 2个种种间变异位点数为 14, 植物羌活

的样本种内存在 1个变异位点, 获得 2种单倍型, 植物

宽叶羌活样本种内有 4个变异位点, 共获得 3种单倍

型 (表2)。

2 种内、种间K2P遗传距离分析

所有样本 ITS2序列的种内遗传距离为0～0.018 3,

种内平均遗传距离 0.004 2, 种间遗传距离为 0.018 1～

0.282 7, 种间平均遗传距离为 0.182 4; 其中种间最小

遗传距离为短毛独活和尖叶独活 0.018 1, 小于种内最

大距离 0.018 3, 因此植物短毛独活和尖叶独活的区分

需进一步分析 , 各种的种内和种间遗传距离见表 3。

如表 4所示将比对后的 ITS2序列按药材分为当归、独

活、牛尾独活和羌活共 4 组: 各组药材内遗传距离为

0～0.030 6, 药材内平均距离为 0.016 8, 药材间遗传距

离为 0.131 3～0.267 2, 药材间平均遗传距离为 0.201 6,

药材间最小距离显著大于药材内最大遗传距离, 药材

之间存在一个明显的“Barcoding Gap”。因此 ITS2序

列不仅可以区分开药材牛尾独活、当归、独活和羌活,

还可以区分药材的不同种基源。

3 聚类分析

基于 ITS2序列 (一级结构) 和基于 ITS2一级结构

与二级结构整合矩阵, 分别构建系统发育树, 所得拓扑

关系基本一致。在基于 ITS2序列构建的NJ邻接树如

图 1A中显示, 药材牛尾独活、独活、当归和羌活分别聚

为一支, 自展支持率分别为 100%、99%、100%和 100%,

4种药材可明显区分开。其中药材牛尾独活的 3种基

源植物短毛独活、尖叶独活和独活, 药材羌活的 2种基

源植物羌活和宽叶羌活, 分别形成独立的亚分支。如

图 1B所示, 基于 ITS2一级结构与二级结构联合矩阵

Table 2 ITS2 sequences characteristics included in this study

Chinese medicine
Radix Angelicae Sinensis
Radix Angelicae Pubescentis
Rhizoma et Radix Heraclei

Rhizoma et Radix Notopterygii

Origin species
Angelica sinensis
Angelica pubescens
Heracleum moellendorffii
Heracleum franchetii
Heracleum hemsleyanum
Notopterygium incisum
Notopterygium franchetii

Samples
5
3
3
3
4
4
4

Sequence length/bp
226-229
224-228
228-230
224-225
225
225-228
225-228

GC content/%
55.5-55.8
55.8-58.0
54.3-55.4
53.3-53.6
52.9
59.1-60.0
58.7-59.2

Variation site
0
6
0
0
0
1
4

Haplotype
1
3
1
1
1
2
3

Table 3 Genetic distances of all samples

Origin species
1 Angelica sinensis
2 Angelica pubescens pubescenspubescens
3 Heracleum moellendorffii
4 Heracleum franchetii
5 Heracleum hemsleyanum
6 Notopterygium incisum
7 Notopterygium franchetii

1
0.000 0
0.131 3
0.166 7
0.177 1
0.170 4
0.222 8
0.230 7

2

0.018 3
0.176 2
0.190 1
0.170 4
0.230 0
0.240 1

3

0.000 0
0.018 1
0.022 6
0.251 8
0.266 0

4

0.000 0
0.032 0
0.267 1
0.282 7

5

0.000 0
0.260 0
0.275 5

6

0.002 2
0.049 4

7

0.008 9
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所构建的进化树不仅包含了单独基于一级结构信息所

得的结论, 而且末端分支分类水平的准确率和支系的

支持率都有所提高。

4 ITS2二级结构分析

药材牛尾独活、独活、当归和羌活的基源植物

ITS2二级结构如图 2所示, 所有物种 ITS2二级结构均

呈“一环四臂”形态, 其中臂 III最长。同时, 各个种间

ITS2二级结构均有较大差异。牛尾独活基源短毛独

活和尖叶独活均包含 10个内环、4个多分支环、4个发

卡环结构, 但二者内环位置、大小和分支环的大小不

同; 第三种基源植物独活有 11个内环、4个多分支环、4

个发卡环结构, 相比前两种植物多出的 1个内环在臂

III上; 三种基源植物的相同之处是臂 I和臂 IV之间有

一段单链结构。药材独活的 ITS2二级结构与药材牛

尾独活差别显著, 药材独活的基源重齿毛当归具有 1

个较大的分支环、6个内环、1突环、4个发卡环结构。

药材羌活的两种基源宽叶羌活和羌活, 以及药材当归

的 ITS2二级结构均各不相同, 差异主要体现在主环大

小、旋臂长度、旋臂间夹角、茎环数目大小及位置等

方面。

讨论

药材当归、独活、羌活为我国常用中药, 用药历史

悠久。药材牛尾独活常常作为前三位药材的易混品出

现在市场上。药材当归、独活、羌活的基源植物及药用

部位已在 2015版《中国药典》中被明确规定[8]。当归的

用途广泛且需求量大, 优质当归供不应求。独活在各

地习用品种较多, 各类古籍对独活来源的记载也并不

一致[21]。药材羌活近年资源短缺, 现有资源采挖困难,

价格有逐年上升的趋势[22]。药材牛尾独活, 属地方习

用品, 现并未被《中国药典》收录。而不同文献对牛尾

独活的药用部位描述也并不完全一致[1]。传统的鉴定

方法在牛尾独活、当归、独活和羌活的鉴别及用药安全

方面存在一定局限性。ITS2作为牛尾独活、当归、独

活和羌活的DNA条形码无疑是比较理想的选择。本

研究结果显示牛尾独活、当归、独活和羌活药材之间的

平均 K2P遗传距离 (0.201 6) 远大于药材内部的平均

遗传距离 (0.016 8), 并且各药材的基源植物种间平均遗

传距离 (0.182 4) 远大于种内平均遗传距离 (0.004 2);

达到种间遗传距离超过种内遗传距离的 10倍[23], 即已

远远满足序列差异的标准阈值, Barcoding Gap显著存

在于不同药材之间以及同一药材的不同基源植物之

间。此外, 由系统发育树可以看出, 不仅不同药材可明

显区分开, 而且药材的不同基源植物也独立分支。因

此 ITS2可以作为区分牛尾独活、当归、独活和羌活的

DNA条形码, 为上述药材基源植物鉴定以及安全临床

用药提供分子依据。

本文在 ITS2一级核酸序列的基础上, 对每种药材

的基源植物二级结构进行了预测, 并构建了基于联合

Table 4 Genetic distance of each traditional Chinese medicinal

materials group

Chinese medicine
1 Radix Angelicae Sinensis
2 Radix Angelicae Pubescentis
3 Rhizoma et Radix Heraclei
4 Rhizoma et Radix Notopterygii

1
0.000 0
0.131 3
0.171 3
0.226 8

2

0.018 3
0.178 1
0.235 0

3

0.018 2
0.267 2

4

0.030 6

Figure 1 Phylogenetic tree of Rhizoma et Radix Heraclei, Radix Angelicae Sinensis, Radix Angelicae Pubescentis and Rhizoma et Radix

Notopterygii. A: Neighbor-joining (NJ) tree was built based on the ITS2 sequence; B: Profile neighbor joining (PNJ) phylogenetic tree based

on ITS2 sequence and secondary structure joint matrix. Bootstrap 1 000 duplicate test, displaying only 50% ≥ self-expanding support ratings
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ITS2一级序列与二级结构的系统进化树, 研究结果显

示, 各个基源植物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。三种牛尾独活基源植物具

有基本一致的二级结构, 但在内环数目、位置、大小和

分支环的大小存在差异; 与其他种植物的二级结构相

比较在主环大小、旋臂长度、旋臂间夹角、茎环数目及

位置等存在较大差异, 正是因为这些差异为不同药材

及其基源植物的鉴定提供了额外的系统分类信息。另

外, 本研究中联合 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NJ树基本一致的拓扑结构外, 还对同一药材不同来

源植物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, 使得系统发育树末端支系的支持率上

有所提高 (图 1)。因此, 在利用 ITS2鉴定中药材物种

时, 兼顾 ITS2二级结构包含的信息位点, 将有效提升

ITS2条形码的物种分辨率。本研究不仅为牛尾独活、

当归、独活和羌活的鉴定提供新的方法与思路, 而且对

中药材DNA条形码鉴定有重要的理论与实践价值。
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