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藏药加哇及其易混品的 ＩＴＳ２序列鉴定研究

杨吉玉１，２，高必兴１，齐景梁１，王艺娱３，李倩１，连艳３
（１．四川省药品检验研究院，国家药品监督管理局中成药质量评价重

点实验室，成都 ６１１７３１；２．泸州医疗器械职业学院，四川 泸州６４６０００；３．成都中医药大学药学院，西南特色中药资源国家重点实验室，中药材

标准化教育部重点实验室，四川 成都 ６１１１３７）

摘要：目的　利用ＤＮＡ条形码核基因内部转录间隔区（ＩＴＳ２）序列，建立加哇及其易混品的有效鉴定方法。方法　采用试剂盒
提取７２批加哇及其易混品的ＤＮＡ，针对其ＩＴＳ２片段进行聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增并双向测序，获取 ＩＴＳ２序列信息，同时
从ＧｅｎＢａｎｋ下载相关序列３０条，应用ＭＥＧＡ６０软件对１０２条ＩＴＳ２序列进行序列比对分析，计算种内和种间 Ｋｉｍｕｒａ双参数
遗传距离（Ｋ２Ｐ），构建邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）系统进化树，并预测 ＩＴＳ２二级结构。结果　Ｋ２Ｐ遗传距离分析显示，除
松潘棱子芹与瘤果棱子芹外，西藏棱子芹、迷果芹、西藏凹乳芹、葛缕子、裂叶独活、羽苞藁本及刺果峨参具有明显的条形码间

距。ＮＪ树聚类分析显示，各物种均能以＞５０％的自展支持率各自聚为１支，单系性良好。ＩＴＳ２二级结构分析显示，加哇与其
易混品在４个螺旋区的茎环数目、大小、位置有所差异。结论　ＩＴＳ２序列可用来鉴别加哇及其易混品，有利于加哇的质量控
制及资源利用。

关键词：加哇；核基因内部转录间隔区序列；易混品；藏药

ｄｏｉ：１０１１６６９／ｃｐｊ２０２４０８００４　　中图分类号：Ｒ２８２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００１－２４９４（２０２４）０８－０６８７－０７

ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＴｉｂｅｔａｎＭｅｄｉｃｉｎｅＪｉａｗａａｎｄＥａｓｉｌｙＭｉｘｅｄＳｐｅｃｉｅｓＢａｓｅｄｏｎＩＴＳ２Ｂａｒｃｏｄｅ

ＹＡＮＧＪｉｙｕ１，２，ＧＡＯＢｉｘｉｎｇ１，ＱＩＪｉｎｇｌｉａｎｇ１，ＷＡＮＧＹｉｙｕ３，ＬＩＱｉａｎ１，ＬＩＡＮＹａｎ３（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＱｕａｌｉｔｙＥｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｏｆＣｈｉｎｅｓｅＰａｔｅｎｔＭｅｄｉｃｉｎｅｓ，ＳｉｃｈｕａｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，ＮＭＰＡ，Ｃｈｅｎｇｄｕ６１１７３１，Ｃｈｉｎａ；２．ＬｕｚｈｏｕＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭｅｄｉｃａｌＤｅｖｉｃｅｓ，
Ｌｕｚｈｏｕ６４６０００，Ｃｈｉｎａ；３．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＣｈｅｎｇｄｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉ
ｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＲｅｓｏｕｒｃｅｓｏｆＳｏｕｔｈｗｅｓｔｅｒｎＣｈｉｎａ，ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＳｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎｅｓｅＨｅｒｂａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｃｈｅｎｇｄｕ６１１１３７，Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ：ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ　ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒＪｉａｗａａｎｄｅａｓｉｌｙｍｉｘｅｄｓｐｅｃｉｅｓｂｙｕｓｉｎｇＤＮＡｂａｒｃｏｄ
ｉｎｇＩＴＳ２ｓｅｑｕｅｎｃｅＭＥＴＨＯＤＳ　ＴｈｅｔｏｔａｌＤＮＡｏｆ７２Ｊｉａｗａａｎｄｉｔｓｓｉｍｉｌａｒｓｐｅｃｉｅｓｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇｔｈｅｐｌａｎｔｇｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔ，ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｂｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｗｅｒｅｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｆｏｒｔｈｅＩＴＳ２ｆｒａｇｍｅｎｔｓ，ａｎｏｔｈｅｒ３０ｉｔｅｍｓｏｆｔｈｅ
ｇｅｎｕｓｗｅｒｅｄｏｗｎｌｏａｄｅｄｆｒｏｍＧｅｎＢａｎｋ．ＭＥＧＡ６０ｓｏｆｔｗａｒｅｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅ１０２ＩＴＳ２ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｃａｌｃｕｌａｔｅｔｈｅｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｄ
ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃＫ２Ｐｄｉｓｔａｎｃｅ，ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｎｅｉｇｈｂｅｒｊｉｏｎｉｎｇ（ＮＪ）ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅ，ａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＩＴＳ２．
ＲＥＳＵＬＴＳ　Ｋ２Ｐｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ，ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎｔｏＰｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｆｒａｎｃｈｅｔｉａｎｕｍＨｅｍｓｌ．ａｎｄＰｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍ
ｗｒｉｇｈｔｉａｎｕｍｄｅＢｏｉｓｓ．，Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｈｏｏｋｅｒｉｖａｒ．ｔｈｏｍｓｏｎｉｉＣ．Ｂ．Ｃｌａｒｋｅ．，Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓｇｒａｃｉｌｉｓ（Ｂｅｓｓ．）Ｋ．Ｐｏｌ．，Ｖｉｃａｔｉａ
ｔｈｉｂｅｔｉｃａｄｅＢｏｉｓｓ．，ＣａｒｕｍｃａｒｖｉＬ．，ＨｅｒａｃｌｅｕｍｍｉｌｌｅｆｏｌｉｕｍＤｉｅｌｓ．，Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍｄａｕｃｏｉｄｅｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｆｒａｎｃｈ．ａｎｄＡｎｔｈｒｉｓｃｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ
ｓｕｂｓｐ．Ｎｅｍｏｒｏｓａｈａｖｅｏｂｖｉｏｕｓｂａｒｃｏｄｅｓｐａｃｉｎｇ．ＮＪｔｒｅｅｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｅａｃｈｓｐｅｃｉｅｓｃｏｕｌｄｂｅｃｌｕｓｔｅｒｅｄｉｎｔｏｏｎｅｂｒａｎｃｈ
ｗｉｔｈａｂｏｏｔｓｔｒａｐｓｕｐｐｏｒｔｒａｔｅｏｆ＞５０％，ａｎｄｔｈｅｍｏｎｏｐｈｙｌｅｔｉｃｉｔｙｗａｓｇｏｏｄＴｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＩＴＳ２ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ，ｓｉｚｅａｎｄｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｓｔｅｍｌｏｏｐｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒｈｅｌｉｃａｌｒｅｇｉｏｎｓｏｆＪｉａｗａａｎｄｉｔｓｍｉｓｃｉｂｌｅｗｅｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　ＴｈｅＩＴＳ２
ｓｅｑｕｅｎｃｅｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙＪｉａｗａａｎｄｉｔｓｅａｓｉｌｙｍｉｘｅｄｓｐｅｃｉｅｓ，ｗｈｉｃｈｉｓｂｅｎｅｆｉｃｉａｌｔｏｔｈｅｒａｔｉｏｎａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆ
Ｊｉａｗａｒｅｓｏｕｒｃｅｓ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｊｉａｗａ；ＩＴＳ２ｂａｒｃｏｄｅ；ｍｉｘｅｄｓｐｅｃｉｅｓ；Ｔｉｂｅｔａｎｍｅｄｉｃｉｎｅ

　　加哇是一味常见藏药，藏文名“		�	�”，药用部
位为根应用历史悠久，最早记载于《四部医典》［１］，

具有干黄水、祛腰肾寒症功效，主治消化不良，肾病，

腰痛，肾虚，隆病，黄水病等。现收载于《中华人民共

和国卫生部药品标准藏药分册》（１９９５年）［２］、《四川

省中药材标准》（２０１０年版）［３］、《西藏自治区藏药材
标准》第一册［４］及《青海省藏药材标准》（２０１９年版）
第一册［５］，主要收录西藏棱子芹（Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｈｏｏｋ
ｅｒｉｖａｒ．ｔｈｏｍｓｏｎｉｉＣ．Ｂ．Ｃｌａｒｋｅ）及迷果芹（Ｓｐｈａｌｌｅｒｏ
ｃａｒｐｕｓｇｒａｃｉｌｉｓ（Ｂｅｓｓ．）Ｋ．Ｐｏｌ．）两个基原。前期调

·７８６·
中国药学杂志２０２４年４月第５９卷第８期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ａｐｒｉｌ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ８



查研究发现，五省藏区内加哇的使用基原远远不止以

上两种，还包括西藏凹乳芹（Ｖｉｃａｔｉａｔｈｉｂｅｔｉｃａｄｅ
Ｂｏｉｓｓ．）、刺果峨参（ＡｎｔｈｒｉｓｃｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓｓｕｂｓｐＮｅｍｏｒｏ
ｓａ）等一系列基原，基原复杂，鉴定困难，表现于药材
的鉴别更甚，目前传统鉴别方法难以将其区分。

ＤＮＡ条形码是当前生物分类学的热门技术，是
利用一段有足够变异的、易扩增且相对较短的标准

ＤＮＡ片段（５００～１０００ｂｐ）对物种进行快速、准确的
自动鉴定［６］。ＤＮＡ条形码自正式提出以来发展迅
速［７］，因其准确、快速、有效的特点，在中药及民族

药领域使用广泛［８１２］。现有关于加哇的研究中未见

有关 ＤＮＡ条形码的相关报道，课题组前期在四川
省、青海省等地收集加哇样品，并采集了当地藏区常

见易混品种，对其 ＩＴＳ２序列进行比对分析，找出藏
药加哇在分子水平的鉴别特征，建立一种快速鉴别

加哇及其易混品的方法，保障临床安全用药。

１　仪器及试药
Ｃ１０００型聚合酶链式反应（ＰＣＲ）仪、ＰｏｗｅｒＰａｃ

Ｂａｓｉｃ型电泳仪、ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋型全自动凝胶成像系
统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；ＸＰ２０５型电子分析天平（瑞
士ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；ＭＭ４００型球磨仪（德国
Ｒｅｔｓｃｈ公司）；ＭｉｎｉＳｐｉｎ型高速离心机（德国 Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ公司）；ＭｉｌｌｉＱＡｄｖａｎｔａｇｅＡ１０型纯水仪（美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒、２×
ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ缓冲液、ＧｅｎｅＲｅｄ核酸染料（中国天
根生化科技有限公司）；Ｔａｑ酶 ＰＣＲ扩增试剂盒（中
国北京聚合美生物科技有限公司）；琼脂糖（法国

Ｂｉｏｗｅｓｔ公司）；ＩＴＳ２引物（ＩＴＳ２Ｆ：５′ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴ
ＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ３′；ＩＴＳ３Ｒ：５′ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣ
ＴＡＣＡＡＴ３′，中国上海捷瑞生物工程有限公司）。

收集加哇相关样品共７２批，其中自采５２批，购
买２０批，药材经四川省药品检验研究院黎跃成主任
中药师鉴定，包括９个基原，分别为西藏棱子芹（Ｐｌｅｕ
ｒｏｓｐｅｒｍｕｍｈｏｏｋｅｒｉｖａｒ．ｔｈｏｍｓｏｎｉｉＣ．Ｂ．Ｃｌａｒｋｅ）、迷果
芹［Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓｇｒａｃｉｌｉｓ（Ｂｅｓｓ．）Ｋ．Ｐｏｌ．］、西藏凹
乳芹（ＶｉｃａｔｉａｔｈｉｂｅｔｉｃａｄｅＢｏｉｓｓ．）、葛缕子（Ｃａｒｕｍｃａｒｖｉ
Ｌ．）、松 潘 棱 子 芹 （Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍ ｆｒａｎｃｈｅｔｉａｎｕｍ
Ｈｅｍｓｌ．）、裂叶独活（ＨｅｒａｃｌｅｕｍｍｉｌｌｅｆｏｌｉｕｍＤｉｅｌｓ）、羽
苞藁本［Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍｄａｕｃｏｉｄｅｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｆｒａｎｃｈ．］、刺
果峨参（ＡｎｔｈｒｉｓｃｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓｓｕｂｓｐＮｅｍｏｒｏｓａ）及瘤果
棱子芹（ＰｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｗｒｉｇｈｔｉａｎｕｍｄｅＢｏｉｓｓ．）。具体
样品信息见表１。另从ＧｅｎＢａｎｋ的Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ数据库
下载相关样品序列用于分析比较，信息见表２。

表１　藏药加哇及其易混品样品信息
Ｔａｂ．１　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＴｉｂｅｔａｎｍｅｄｉｃｉｎｅＪｉａｗａａｎｄｉｔｓｅａｓｉｌｙ

ｍｉｘｅｄｓｐｅｃｉｅｓ

Ｎｏ． Ｏｒｉｇｉｎ　　
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｐｌａｃｅ　　
（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　

Ｍｅｔｈｏｄｏｆ　
ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ　

ＸＺ１ Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｈｏｏｋｅｒｉ
ｖａｒ．ｔｈｏｍｓｏｎｉｉＣ．Ｂ．
Ｃｌａｒｋｅ

ＳｈｉｑｕＳｉｃｈｕａｎ（四川石渠） Ｐｉｃｋ

ＸＺ２ ＫａｎｇｄｉｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川康定） Ｐｉｃｋ
ＸＺ３ ＹａｊｉａｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川雅江） Ｐｉｃｋ
ＸＺ４ ＤａｏｃｈｅｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川稻城） Ｐｉｃｋ
ＸＺ５ ＤｅｇｅＳｉｃｈｕａｎ（四川德格） Ｐｉｃｋ
ＸＺ６ ＤｅｇｅＳｉｃｈｕａｎ（四川德格） Ｐｉｃｋ
ＸＺ７ ＳｈｉｑｕＳｉｃｈｕａｎ（四川石渠） Ｐｉｃｋ
ＸＺ８ ＳｈｉｑｕＳｉｃｈｕａｎ（四川石渠） Ｐｉｃｋ
ＸＺ９ ＧａｎｚｉＳｉｃｈｕａｎ（四川甘孜） Ｐｉｃｋ
ＸＺ１０ ＳｅｄａＳｉｃｈｕａｎ（四川色达） Ｐｉｃｋ
ＸＺ１１ ＸｉａｏｊｉｎＳｉｃｈｕａｎ（四川小金） Ｐｉｃｋ
ＸＺ１２ ＧａｎｄｅＱｉｎｇｈａｉ（青海甘德） Ｐｉｃｋ
ＸＺ１３ ＧａｎｄｅＱｉｎｇｈａｉ（青海甘德） Ｐｉｃｋ
ＸＺ１４ ＭａｑｉｎＱｉｎｇｈａｉ（青海玛沁） Ｐｉｃｋ
ＸＺ１５ ＬｉｔａｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川理塘） Ｐｉｃｋ
ＭＧＱ１ Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓｇｒａｃｉｌｉｓ

　（Ｂｅｓｓ．）ＫＰｏｌ．
ＸｉｎｉｎｇＱｉｎｇｈａｉ（青海西宁） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＭＧＱ２ ＸｉｎｉｎｇＱｉｎｇｈａｉ（青海西宁） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＭＧＱ３ ＸｉｎｉｎｇＱｉｎｇｈａｉ（青海西宁） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＭＧＱ４ ＭａｑｉｎＱｉｎｇｈａｉ（青海玛沁） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＭＧＱ５ ＮａｎｇｑｉａｎＱｉｎｇｈａｉ（青海囊谦） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＭＧＱ６ ＴｏｎｇｒｅｎＱｉｎｇｈａｉ（青海同仁） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＭＧＱ７ ＹｕｓｈｕＱｉｎｇｈａｉ（青海玉树） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＭＧＱ８ ＬａｓａＸｉｚａｎｇ（西藏拉萨） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＭＧＱ９ ＣｈｅｎｇｄｕＳｉｃｈｕａｎ（四川成都） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＭＧＱ１０ ＣｈｅｎｇｄｕＳｉｃｈｕａｎ（四川成都） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＭＧＱ１１ ＭａｑｉｎＱｉｎｇｈａｉ（青海玛沁） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＭＧＱ１２ ＳｈａｎｄａｎＧａｎｓｕ（甘肃山丹） Ｐｉｃｋ

ＭＧＱ１３ ＭｉｎｌｅＧａｎｓｕ（甘肃民乐） Ｐｉｃｋ

ＭＧＱ１４ ＣｈｅｎｇｄｕＳｉｃｈｕａｎ（四川成都） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＭＧＱ１５ ＺｈａｎｇｙｅＧａｎｓｕ（甘肃张掖） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＭＧＱ１６ ＨｏｎｇｙｕａｎＳｉｃｈｕａｎ（四川红原） Ｐｉｃｋ

ＡＲＱ１ Ｖｉｃａｔｉａｔｈｉｂｅｔｉｃａｄｅ
Ｂｏｉｓｓ．

ＸｉｃｈａｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川西昌） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＡＲＱ２ ＰａｎｚｈｉｈｕａＳｉｃｈｕａｎ（四川攀枝花） Ｐｉｃｋ

ＡＲＱ３ ＨｕｉｄｏｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川会东） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＡＲＱ４ ＺｈａｎｙｉＹｕｎａｎ（云南沾益） Ｐｉｃｋ

ＡＲＱ５ ＫｕｎｍｉｎｇＹｕｎａｎ（云南昆明） Ｐｉｃｋ

ＡＲＱ６ ＱｕｊｉｎｇＹｕｎａｎ（云南曲靖） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＡＲＱ７ ＨｕｉｄｏｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川会东） Ｐｉｃｋ

ＡＲＱ８ ＨｕｉｚｅＹｕｎａｎ（云南会泽） Ｐｉｃｋ

ＡＲＱ９ ＨｕｉｄｏｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川会东） Ｐｉｃｋ

ＡＲＱ１０ ＭｏｊｉａｎｇＹｕｎａｎ（云南墨江） Ｐｉｃｋ

ＡＲＱ１１ ＹａｎｙｕａｎＳｉｃｈｕａｎ（四川盐源） Ｐｉｃｋ

ＡＲＱ１２ ＣｈｅｎｇｄｕＳｉｃｈｕａｎ（四川成都） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＡＲＱ１３ ＣｈｅｎｇｄｕＳｉｃｈｕａｎ（四川成都） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＡＲＱ１４ ＤａｌｉＹｕｎａｎ（云南大理） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＡＲＱ１５ ＡｂａＳｉｃｈｕａｎ（四川阿坝） Ｐｕｒｃｈａｓｅ

ＡＲＱ１６ ＨｕｉｄｏｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川会东） Ｐｉｃｋ

ＧＬＺ１ ＣａｒｕｍｃａｒｖｉＬ． ＧａｎｚｉＳｉｃｈｕａｎ（四川甘孜） Ｐｉｃｋ

ＧＬＺ２ ＧａｎｚｉＳｉｃｈｕａｎ（四川甘孜） Ｐｉｃｋ

ＧＬＺ３ ＡｂａＳｉｃｈｕａｎ（四川阿坝） Ｐｉｃｋ

ＧＬＺ４ ＡｂａＳｉｃｈｕａｎ（四川阿坝） Ｐｉｃｋ

ＧＬＺ５ ＭａｑｉｎＱｉｎｇｈａｉ（青海玛沁） Ｐｉｃｋ
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续表１（ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

Ｎｏ． Ｏｒｉｇｉｎ　　
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｐｌａｃｅ　　
（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　

Ｍｅｔｈｏｄｏｆ　
ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ　

ＧＬＺ６ ＢａｎｍａＱｉｎｇｈａｉ（青海班玛） Ｐｉｃｋ

ＳＰ１ Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｆｒａｎｃｈｅ
ｔｉａｎｕｍＨｅｍｓｌ．

ＹａｊｉａｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川雅江） Ｐｉｃｋ

ＳＰ２ ＭａｅｒｋａｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川马尔康） Ｐｉｃｋ

ＳＰ３ ＨｏｎｇｙｕａｎＳｉｃｈｕａｎ（四川红原） Ｐｉｃｋ

ＳＰ４ ＳｏｎｇｐａｎＳｉｃｈｕａｎ（四川松潘） Ｐｉｃｋ

ＳＰ５ ＸｉａｏｊｉｎＳｉｃｈｕａｎ（四川小金） Ｐｉｃｋ

ＬＹ１ Ｈｅｒａｃｌｅｕｍｍｉｌｌｅｆｏｌｉｕｍ
　Ｄｉｅｌｓ

ＳｈｉｑｕＳｉｃｈｕａｎ（四川石渠） Ｐｉｃｋ

ＬＹ２ ＲｕｏｅｒｇａｉＳｉｃｈｕａｎ（四川若尔盖） Ｐｉｃｋ

ＬＹ３ ＧａｎｄｅＱｉｎｇｈａｉ（青海甘德） Ｐｉｃｋ

ＬＹ４ ＳｈｉｑｕＳｉｃｈｕａｎ（四川石渠） Ｐｉｃｋ

ＹＢ１ Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍｄａｕｃｏｉｄｅｓ
（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｆｒａｎｃｈ．

ＬｉｔａｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川理塘） Ｐｉｃｋ

ＹＢ２ ＬｕｄｉｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川泸定） Ｐｉｃｋ

ＹＢ３ ＹａｊｉａｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川雅江） Ｐｉｃｋ

ＹＢ４ ＤａｏｃｈｅｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川稻城） Ｐｉｃｋ

ＹＢ５ ＳｈｉｑｕＳｉｃｈｕａｎ（四川石渠） Ｐｉｃｋ

ＹＢ６ ＭａｅｒｋａｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川马尔康） Ｐｉｃｋ

ＣＧ１ Ａｎｔｈｒｉｓｃｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ
ｓｕｂｓｐＮｅｍｏｒｏｓａ

ＢａｉｙｕＳｉｃｈｕａｎ（四川白玉） Ｐｉｃｋ

ＣＧ２ ＢａｉｙｕＳｉｃｈｕａｎ（四川白玉） Ｐｉｃｋ

ＬＧ１ Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｗｒｉｇｈ
ｔｉａｎｕｍｄｅＢｏｉｓｓ．

ＹａｊｉａｎｇＳｉｃｈｕａｎ（四川雅江） Ｐｉｃｋ

ＬＧ２ ＳｈｉｑｕＳｉｃｈｕａｎ（四川石渠） Ｐｉｃｋ

２　方　法
２１　ＤＮＡ提取

用体积分数７５％乙醇擦拭样品表面，自然晾干
后，用球磨仪研磨成粉末，称取粉末约３０ｍｇ，按植
物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒说明书进行操作，提取
ＤＮＡ，－２０℃保存备用。
２２　ＰＣＲ扩增及测序

选取通用引物 ＩＴＳ２Ｆ（５′ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴ
ＧＴＧＡＡＴ３′）和ＩＴＳ３Ｒ（５′ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡ
ＣＡＡＴ３′）对样品 ＤＮＡ进行扩增。反应体系为
５０μＬ，包含２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ缓冲液２５μＬ、上下
游引物各 ２μＬ、ＤＮＡ模板 ５μＬ，加灭菌超纯水至
５０μＬ。阴性对照为无模板 ＤＮＡ的反应体系。以
１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心（离心半径为３ｃｍ）５ｓ后，置
于ＰＣＲ仪中。反应程序为先９５℃预变性４ｍｉｎ；然
后３５个循环：９４℃变性３０ｓ、５６℃退火３０ｓ、７２℃
延伸４５ｓ；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物使用琼
脂糖凝胶（质量分数１５％）电泳来进行检测，确定
成功率以及目的条带片段大小，扩增产物委托生工

生物工程（上海）公司双向测序。

表２　核基因内部转录间隔区（ＩＴＳ２）序列的ＧｅｎＢａｎｋ登录号信息
Ｔａｂ．２　ＧｅｎＢａｎｋｌｏｇｉｎｎｕｍｂｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＩＴＳ２ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｎａｍｅ　　　　　　 ＧｅｎＢａｎｋｌｏｇｉｎｎｕｍｂｅｒ

Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｈｏｏｋｅｒｉｖａｒ．ｔｈｏｍｓｏｎｉｉＣＢＣｌａｒｋｅ ＥＵ２３６１９９１、ＡＦ１６４８６３１、ＦＪ４８３４８５１、ＨＱ８２４７９９１、ＫＰ３１１５２０１

Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓｇｒａｃｉｌｉｓ（Ｂｅｓｓ．）Ｋ．Ｐｏｌ． ＫＭ１９１３２２１、ＡＨ００８９５９２

ＶｉｃａｔｉａｔｈｉｂｅｔｉｃａｄｅＢｏｉｓｓ． ＦＪ４８３５０７１、ＭＮ６８９０００１、ＧＵ３９５１４３１

ＣａｒｕｍｃａｒｖｉＬ． ＫＦ４５４４７１１、ＭＦ７８５６５８１、Ｕ７８４３７１、ＫＸ１６７４４７１、ＫＸ１６７４４５１、ＫＭ８８７３５５１、ＫＸ１６７４４８１

ＰｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｆｒａｎｃｈｅｔｉａｎｕｍＨｅｍｓｌ． ＥＵ２３６１９８１、ＫＹ８４８８４９１

ＨｅｒａｃｌｅｕｍｍｉｌｌｅｆｏｌｉｕｍＤｉｅｌｓ ＨＱ６８６３４９１、ＨＱ６８６３４１１、ＨＱ６８６３３２１、ＨＱ６８６３３１１、ＥＵ２３６１７０１、ＥＵ００１３６２１、ＧＵ９６７７９８１

Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍｄａｕｃｏｉｄｅｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｆｒａｎｃｈ． ＥＵ２３６１７３１

ＡｎｔｈｒｉｓｃｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓｓｕｂｓｐＮｅｍｏｒｏｓａ ＡＨ００８９０７２

ＰｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｗｒｉｇｈｔｉａｎｕｍｄｅＢｏｉｓｓ． ＦＪ４８３４９４１、ＥＵ２３６２０１１

２３　数据处理
应用ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒＶ６０对测序所获得的

数据进行校对拼接，去除引物及低质量区，基于隐马

尔科夫模型（ＨＭＭｅｒ）的注释方法去除５８Ｓ和２８Ｓ
区段，即可获得ＩＴＳ２序列信息。

采用基于局部序列比对算法的搜索工具

（ＢＬＡＳＴ），在美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ，ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．Ｃｇｉ）和中药材
ＤＮＡ条形码鉴定系统（ｈｔｔｐ：／／ｂａｒｃｏｄｅ．ｎｄｃｔｃｍ．ｏｒｇ／
ｃｈｉｎａ／），应用相似性搜索法［８］对实验样品的不同单

倍型序列进行ＢＬＡＳＴ鉴定分析。
采用ＭＥＧＡ６０进行比对，对序列的变异位点

进行分析，不同物种的单倍型为 Ａ１、Ｂ１、Ｃ１，同一物
种的不同单倍型为Ａ１、Ａ２、Ａ３；基于Ｋ２Ｐ模型计算
样品种内以及种间的遗传距离，使用邻接法构建聚

类树［８］；登录二级结构预测网站ｈｔｔｐ：／／ｉｔｓ２．ｂｉｏａｐｐｓ．
ｂｉｏｚｅｎｔｒｕｍ．ｕｎｉｗｕｅｒｚｂｕｒｇ．ｄｅ／，对不同物种的主导单
倍型进行 ＩＴＳ２二级结构的预测。

３　结果与分析
３１　ＤＮＡ模板质量检测

对所提取的样品 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增检测，通
用引物ＩＴＳ２Ｆ和ＩＴＳ３Ｒ能够扩增成功，片段长度为
４５０ｂｐ左右，实验样品皆有亮带扩增出来，见图１。

·９８６·
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图１　加哇及其易混品ＩＴＳ２电泳图
Ｆｉｇ１　ＩＴＳ２ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＴｉｂｅｔａｎｍｅｄｉｃｉｎｅＪｉａｗａａｎｄｉｔｓｅａｓｉｌｙｍｉｘｅｄｓｐｅｃｉｅｓ

３２　ＢＬＡＳＴ鉴定结果分析
基于ＮＣＢＩ和中药材 ＤＮＡ条形码鉴定系统的

ＢＬＡＳＴ鉴定结果与性状鉴定结果一致。

３３　序列信息分析
通过ＭＥＧＡ６０对序列信息进行了分析，具体

见表３。

表３　藏药加哇及其易混品ＩＴＳ２序列信息
Ｔａｂ．３　ＴｈｅＩＴＳ２ｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＴｉｂｅｔａｎｍｅｄｉｃｉｎｅＪｉａｗａａｎｄｉｔｓｅａｓｉｌｙｍｉｘｅｄｓｐｅｃｉｅｓ

Ｎａｍｅ　　　　　　　　　　　　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｎｕｍｂｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ ＧＣ／％

Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｈｏｏｋｅｒｉｖａｒ．ｔｈｏｍｓｏｎｉｉＣＢＣｌａｒｋｅ ２０ ２２２ ５５８５６３

Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓｇｒａｃｉｌｉｓ（Ｂｅｓｓ．）Ｋ．Ｐｏｌ． １８ ２２５ ４９３

ＶｉｃａｔｉａｔｈｉｂｅｔｉｃａｄｅＢｏｉｓｓ． １９ ２１９ ５０２５２５

ＣａｒｕｍｃａｒｖｉＬ． １３ ２２３ ５１６

ＰｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｆｒａｎｃｈｅｔｉａｎｕｍＨｅｍｓｌ． ７ ２１６ ５６０５６９

ＨｅｒａｃｌｅｕｍｍｉｌｌｅｆｏｌｉｕｍＤｉｅｌｓ １１ ２２４ ５６２

Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍｄａｕｃｏｉｄｅｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｆｒａｎｃｈ． ７ ２２１ ５５７５８４

ＡｎｔｈｒｉｓｃｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓｓｕｂｓｐＮｅｍｏｒｏｓａ ３ ２２２～２２５ ４７５４８０

ＰｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｗｒｉｇｈｔｉａｎｕｍｄｅＢｏｉｓｓ． ４ ２１８～２２０ ５６４５６８

３４　变异位点分析
对不同来源的加哇及其易混品 ＩＴＳ２序列变异

位点进行统计分析，结果见表４。
３５　Ｋ２Ｐ遗传距离分析

加哇及其易混品的遗传距离见表５。种内最大
遗传距离０～００３３，除松潘棱子芹与瘤果棱子芹外
（两者种间距离００２４～００３４），种间最小遗传距离
０１４４～０４６２，远大于种内最大遗传距离，具有明显

的条形码间距，说明Ｋ２Ｐ遗传距离可很好地区分开
此９种，但无法完全区分松潘棱子芹与瘤果棱子芹。
结果见表５。
３６　ＮＪ树聚类分析

构建加哇及其易混品的 ＩＴＳ２序列 ＮＪ树，设置
ｂｏｏｔｓｔｒａｐ１０００次重复，支上数值仅显示自展支持
率≥５０％，见图２。可看出，各物种均能以＞５０％的自
展支持率各自聚为１支，单系性良好。

表４　藏药加哇及其易混品变异位点统计
Ｔａｂ．４　ＳｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｏｆＴｉｂｅｔａｎｍｅｄｉｃｉｎｅＪｉａｗａａｎｄｉｔｓｅａｓｉｌｙｍｉｘｅｄｓｐｅｃｉｅｓ

Ｎａｍｅ　　　　　　　
Ｖａｒｉａｔｉｏｎ

ｓｉｔｅ

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

ＮｕｍｂｅｒｏｆｈａｐｌｏｔｙｐｅｓＤｏｍｉｎａｎｔｈａｐｌｏｔｙｐｅ（ｎｕｍｂｅｒ） Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓａｍｐｌｅｈａｐｌｏｔｙｐｅ

ＰｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｈｏｏｋｅｒｉｖａｒｔｈｏｍｓｏｎｉｉＣＢＣｌａｒｋｅ ５ ５ Ａ１（１１） Ａ１、Ａ２、Ａ３

Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓｇｒａｃｉｌｉｓ（Ｂｅｓｓ．）ＫＰｏｌ． ０ １ Ｂ１ Ｂ１

ＶｉｃａｔｉａｔｈｉｂｅｔｉｃａｄｅＢｏｉｓｓ． ５ ４ Ｃ１（９） Ｃ１、Ｃ２

ＣａｒｕｍｃａｒｖｉＬ． ０ １ Ｄ１ Ｄ１

ＰｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｆｒａｎｃｈｅｔｉａｎｕｍＨｅｍｓｌ． ２ ３ Ｅ１（５） Ｅ１、Ｅ２

ＨｅｒａｃｌｅｕｍｍｉｌｌｅｆｏｌｉｕｍＤｉｅｌｓ ６ ３ Ｆ１（５）、Ｆ２（５） Ｆ１、Ｆ２

Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍｄａｕｃｏｉｄｅｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｆｒａｎｃｈ． ９ ５ Ｇ１（３） Ｇ１、Ｇ２

ＡｎｔｈｒｉｓｃｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓｓｕｂｓｐＮｅｍｏｒｏｓａ １ ２ Ｈ１（２） Ｈ１

ＰｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｗｒｉｇｈｔｉａｎｕｍｄｅＢｏｉｓｓ． ２ ２ Ｉ１（３） Ｉ１、Ｉ２
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表５　种内种间遗传距离分析
Ｔａｂ．５　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｄｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ

Ｎａｍｅ　

Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍ
ｈｏｏｋｅｒｉｖａｒ．
ｔｈｏｍｓｏｎｉｉ
Ｃ．Ｂ．Ｃｌａｒｋｅ

Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓ
ｇｒａｃｉｌｉｓ
（Ｂｅｓｓ．）
Ｋ．Ｐｏｌ．

Ｖｉｃａｔｉａ
ｔｈｉｂｅｔｉｃａ
ｄｅＢｏｉｓｓ．

Ａｎｔｈｒｉｓｃｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ
ｓｕｂｓｐ．
Ｎｅｍｏｒｏｓａ

Ｃａｒｕｍ
ｃａｒｖｉＬ．

Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍ
ｆｒａｎｃｈｅｔｉａｎｕｍ
Ｈｅｍｓｌ．

Ｈｅｒａｃｌｅｕｍ
ｍｉｌｌｅｆｏｌｉｕｍ
Ｄｉｅｌｓ

Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍ
ｄａｕｃｏｉｄｅｓ
（Ｆｒａｎｃｈ．）
Ｆｒａｎｃｈ．

Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍ
ｗｒｉｇｈｔｉａｎｕｍ
ｄｅＢｏｉｓｓ

Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｈｏｏｋｅｒｉｖａｒ．
ｔｈｏｍｓｏｎｉｉＣ．Ｂ．Ｃｌａｒｋｅ

（０００１４）
０００４

（０２０１０２１４）
０１８０

（０１７９０２０４）
０１６９

（０２０５０２１８）
０２１０

（０２５１０２６５）
０２３９

（０３５８０３８４）
０３６３

（０２５６０２８４）
０２５８

（０２０６０２２６）
０２１４

（０３６７０３７６）
０３６１

Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓｇｒａｃｉｌｉｓ
（Ｂｅｓｓ．）Ｋ．Ｐｏｌ．

（０２０１０２１４）
０１８０

０ （０２８７０２９５）
０２４３

（０１４８０１５４）
０１４７

（０３９１０３９１）
０３６３

（０４２５０４４２）
０４１３

（０３３３０３６６）
０３０７

（０２５３０２９６）
０２５０

（０４３００４４０）
０３９８

ＶｉｃａｔｉａｔｈｉｂｅｔｉｃａｄｅＢｏｉｓｓ． （０１７９０２０４）
０１６９

（０２８７０２９５）
０２４３

（０００２３）
０００９

０２８３０２９８）
０２６７

（０２１８０２３１）
０２１３

（０３０８０３５７）
０３３２

（０１９３０２５２）
０２１７

（０１５６０２１２）
０１８０

（０３０５０３４６）
０３２７

Ａｎｔｈｒｉｓｃｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓｓｕｂｓｐ．
Ｎｅｍｏｒｏｓａ

（０２０５０２１８）
０２１０

（０１４８０１５４）
０１４７

（０２８３０２９８）
０２６７

（００００５）
０００３

（０３６６０３６６）
０３４５

（０４６２０４８３）
０４５４

（０３４７０３８１）
０３４７

（０２６５０２９３）
０２８３

（０４５００４７１）
０４４０

ＣａｒｕｍｃａｒｖｉＬ． （０２５１０２６５）
０２３９

（０３９１０３９１）
０３６３

（０２１８０２３１）
０２１３

（０３６６０３６６）
０３４５

０ （０３５９０３６７）
０３７０

（０２４４０２７１）
０２４７

（０２５２０２６５）
０２５０

（０３６２０３６２）
０３６６

Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｆｒａｎｃｈｅｔ
ｉａｎｕｍＨｅｍｓｌ．

（０３５８０３８４）
０３６３

（０４２５０４４２）
０４１３

（０３０８０３５７）
０３３２

（０４６２０４８３）
０４５４

（０３５９０３６７）
０３７０

（０００００００９）
０００３

（０３１１０３５０）
０３３８

（０３０３０３６６）
０３３５

（００２４００３４）
００３１

Ｈｅｒａｃｌｅｕｍｍｉｌｌｅｆｏｌｉｕｍ
Ｄｉｅｌｓ

（０２５６０２８４）
０２５８

（０３３３０３６６）
０３０７

（０１９３０２５２）
０２１７

（０３４７０３８１）
０３４７

（０２４４０２７１）
０２４７

（０３１１０３５０）
０３３８

（００００００２８）
０００８

（０１４４０１７３）
０１６５

（０３１５０３３８）
０３４６

Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍｄａｕｃｏｉｄｅｓ
（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｆｒａｎｃｈ．

（０２０６０２２６）
０２１４

（０２５３０２９６）
０２５０

（０１５６０２１２）
０１８０

（０２６５０２９３）
０２８３

（０２５２０２６５）
０２５０

（０３０３０３６６）
０３３５

（０１４４０１７３）
０１６５

（０００３３）
００１４

（０３０９０３６５）
０３５２

Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｗｒｉｇｈｔｉａ
ｎｕｍｄｅＢｏｉｓｓ．

（０３６７０３７６）
０３６１

（０４３００４４０）
０３９８

（０３０５０３４６）
０３２７

（０４５００４７１）
０４４０

（０３６２０３６２）
０３６６

（００２４００３４）
００３１

（０３１５０３３８）
０３４６

（０３０９０３６５）
０３５２

（００００９）
０００５

注：括号外的数据为平均遗传距离。
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图２　基于ＩＴＳ２序列构建的邻接法（ＮＪ）系统聚类树
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３７　ＩＴＳ２二级结构分析
进行ＩＴＳ２二级结构预测时，数据库有与西藏凹

乳芹、松潘棱子芹、裂叶独活、羽苞藁本、瘤果棱子芹

主导单倍型相同，或者高度相似的模型；西藏棱子芹、

迷果芹、刺果峨参、葛缕子主导单倍型可以直接生成

二级结构，见图３。可见，加哇与其易混品在４个螺旋
区的茎环数目、大小、位置有所差异，依据 ＩＴＳ２二级
结构可以直观地进行区分，具体分析如下。

图３　ＩＴＳ２二级结构
Ｆｉｇ３　ＩＴＳ２ｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

　　可以看出所有物种的二级结构都是典型的１环
４臂结构：一个中心环和４个螺旋区，每个螺旋上又
有茎环结构，其中螺旋Ⅲ最长。通过茎环数目（表
６）可区分西藏棱子芹、葛缕子、裂叶独活、羽苞藁
本、瘤果棱子芹，无法区分迷果芹与刺果峨参、西藏

凹乳芹与松潘棱子芹，但可以通过茎环的大小及位

置对四者进行区分。

迷果芹与刺果峨参在螺旋Ⅰ中均具有四环，
但迷果芹第二环大于其余三环且４个环分布较为

均匀，刺果峨参 ４个环大小相似，且分布较为集
中；在螺旋Ⅲ中均具有五环，但迷果芹第一环小于
其余四环，刺果峨参第一环大于其余四环，故能区

分两者。

西藏凹乳芹与松潘棱子芹在螺旋Ⅰ中均具有三
环，但西藏凹乳芹第二环与第三环分布集中，而松潘

棱子芹三个环分布较为均匀；在螺旋Ⅱ中均具有两
环，但西藏凹乳芹第一环与第二环大小较为接近，而

松潘棱子芹第一环明显小于第二环，故能区分两者。
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表６　藏药加哇及其易混品茎环数目
Ｔａｂ．６　ＮｕｍｂｅｒｏｆｓｔｅｍｌｏｏｐｓｏｆＴｉｂｅｔａｎｍｅｄｉｃｉｎｅＪｉａｗａａｎｄｉｔｓｅａｓｉｌｙｍｉｘｅｄｓｐｅｃｉｅｓ

Ｎａｍｅ　　 　 　 　　 ＨｅｌｉｘⅠ ＨｅｌｉｘⅡ ＨｅｌｉｘⅢ ＨｅｌｉｘⅣ

Ｐｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｈｏｏｋｅｒｉｖａｒ．ｔｈｏｍｓｏｎｉｉＣＢＣｌａｒｋｅ ２ ２ ５ １

Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓｇｒａｃｉｌｉｓ（Ｂｅｓｓ．）ＫＰｏｌ． ４ ２ ５ １

ＶｉｃａｔｉａｔｈｉｂｅｔｉｃａｄｅＢｏｉｓｓ． ３ ２ ４ ２

ＡｎｔｈｒｉｓｃｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓｓｕｂｓｐＮｅｍｏｒｏｓａ ４ ２ ５ １

ＣａｒｕｍｃａｒｖｉＬ． ３ ２ ６ １

ＰｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｆｒａｎｃｈｅｔｉａｎｕｍＨｅｍｓｌ． ３ ２ ４ ２

ＨｅｒａｃｌｅｕｍｍｉｌｌｅｆｏｌｉｕｍＤｉｅｌｓ ３ ２ ３ １

Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍｄａｕｃｏｉｄｅｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｆｒａｎｃｈ． ３ ２ ５ １

ＰｌｅｕｒｏｓｐｅｒｍｕｍｗｒｉｇｈｔｉａｎｕｍｄｅＢｏｉｓｓ． ２ ２ ５ ２

４　讨　论
加哇及其混淆品从药材上难以通过传统的鉴

别方法将其完全区分，故使用 ２０２０年版《中国药
典》四部通则［１３］收载的中药材 ＤＮＡ条形码分子鉴
定法。其不受个体形态和完整性的影响，方法易

于统一、标准化，是传统鉴定方法的有效补充［１４］。

本研究基于前期的基原鉴定，提取７２批加哇及其
易混品的ＤＮＡ，获取ＩＴＳ２序列信息，并从ＧｅｎＢａｎｋ
数据库下载３０条序列，对所有１０２条序列进行比
对分析，发现通过 Ｋ２Ｐ遗传距离分析可显著区分
除松潘棱子芹与瘤果棱子芹外的所有基原，无法

区分的松潘棱子芹与瘤果棱子芹可通过 ＮＪ树聚
类分析及 ＩＴＳ２二级结构分析得到区分。此方法利
用 ＩＴＳ２一级核酸序列分析，并结合了 ＩＴＳ２二级结
构实现对其物种的鉴定［８］，可以作为 ＤＮＡ条形码
鉴别中药材的辅助手段。此方法可用于加哇及其

混淆品基原种的鉴别，为保障加哇的临床用药安

全和疗效提供了参考依据，对其资源的开发利用

也有着重要的价值。

通过 Ｋ２Ｐ遗传距离分析发现，松潘棱子芹与
瘤果棱子芹之间不具有明显的条形码间距，且在聚

类分析中，两支也以１００％的置信度聚为一大支，可
以看出，两者的亲缘关系较为接近，这与植物分类学

的观点是一致的：在《中国植物志》中，两者均为伞

形科棱子芹属植物，从分子生物学的角度验证了其

归属的可信度［１０］。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　Ｙｕｔｕｏ·Ｙｕａｎｄａｎｇｏｎｇｂｕ．ＦｏｕｒＭｅｄｉｃａｌＣｌａｓｓｉｃｓ（四部医典）［Ｍ］．

Ｓｈａｎｇｈａｉ：ＳｈａｎｇｈａｉＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ＆ＴｅｃｈｎｉｃａｌＰｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，１９８７：１６９．

［２］　ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｔａｎｄａｒｄｓｏｆｔｈｅＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＨｅａｌｔｈｏｆｔｈｅＰｅｏｐｌｅ′ｓ
ＲｅｐｕｂｌｉｃｏｆＣｈｉｎａ：ＴｉｂｅｔａｎＭｅｄｉｃｉｎｅＶｏｌｕｍｅ１（中华人民共和国
卫生部药品标准：藏药第一册）［Ｓ］．１９９５：３４０．

［３］　ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＳｔａｎｄａｒｄｆｏｒＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ（四
川省中药材标准）［Ｓ］．２０１１：２８４２８７．

［４］　ＶｏｌｕｍｅⅠ ｏｆｔｈｅＳｔａｎｄａｒｄｓｆｏｒＴｉｂｅｔａｎＭｅｄｉｃｉｎａｌＭａｔｅｒｉａｌｓｉｎｔｈｅ
ＴｉｂｅｔＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＲｅｇｉｏｎ（西藏自治区藏药材标准第一册）
［Ｓ］．２０１２：５４．

［５］　ＱｉｎｇｈａｉＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＳｔａｎｄａｒｄｆｏｒＴｉｂｅｔａｎＭｅｄｉｃｉｎａｌＭａｔｅｒｉａｌｓ（青
海省藏药材标准）［Ｓ］．２０２０：１０７１１３．
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