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[摘要 ] 　目的:研究牛蒡子与伪品之间的 DNA分子鉴别方法。方法:采集全国 26个不同产地的牛蒡子药材 26份和 4种

伪品毛头牛蒡 、大翅蓟 、紫穗槐 、水飞蓟 10份样品进行总 DNA的提取, PCR扩增, 对扩增产物克隆并测序,计算机软件统计分

析。结果:测得了 36份样品的 ITS序列全长,分别为牛蒡子 641 bp,毛头牛蒡为 641 bp;大翅蓟为 639 bp;水飞蓟为 630 ～ 631

bp;紫穗槐为 625 ～ 626bp, 在 GenBank中注册, 获得登记号。牛蒡子样品间的相似度大于 99%,牛蒡子与大翅蓟 、水飞蓟 、紫

穗槐间的相似度低于 95%,毛头牛蒡与牛蒡子的相似度为 98.29% ～ 99.22%。通过以 ITS序列重建系统树进行的聚类分析

可以将牛蒡子与伪品有效的区分开。结论:根据 ITS序列,能够有效的区分牛蒡子与伪品。
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　　牛蒡子为菊科植物牛蒡 ArctiumlappaL.的干

燥成熟果实,是临床常用中药, 具有疏散风热 、宣肺

透疹, 解毒利咽的功效,用于治疗风热感冒 、咳嗽痰

多 、麻疹 、风疹 、咽喉肿痛等
[ 1]
。其常见的伪品有毛

头牛蒡 A.tomentosum Mill.、大翅蓟 Onopordum

acantiumL.、水飞蓟 SilybummarianumGaertn.、紫穗

槐 AmorphafruticosaL.等植物的果实
[ 2]
。核糖体内

转录间隔区 ( ITS, internaltranscribedspacer)位于

18S和 26SrDNA基因之间, 被 5.8S基因分为两段

即 ITS1, ITS2。由于 ITS区域具有较多的碱基信息,

在长度上具有较好的保守性, ITS序列测定被广泛

的应用于 DNA条形码
[ 3-4]

、药用植物种质资源研

究
[ 5-6]

、中草药鉴别
[ 7-8]

, 如毛善国等通过 ITS序列进

行测定对番红花及其混淆品进行了有效的鉴别研

究
[ 9]

,车建等通过对 ITS序列测定鉴定了西红花及

其易混的中药材
[ 10]

,刘春生等通过基于核 DNAITS

序列对细辛药材的基原及分子鉴定进行了研究
[ 11]

。

本实验在课题组对牛蒡子生药学系统研究的基础

上
[ 12-15]

,对牛蒡子及伪品进行 ITS序列分子鉴定,为

牛蒡子药材的真伪鉴定 、种质资源评价提供参考。

1　材料与方法

1.1　总 DNA提取　本实验所用牛蒡子及伪品材料

见表 1,均经辽宁中医药大学康廷国教授鉴定。对

不同采集地牛蒡子及伪品的总 DNA采用 CTAB法

进行提取,取材料适量, 加液氮研磨破碎,迅速转移

至微量离心管中, 加入提取液 ( 0.2 mol·L
-1
EDTA,

0.1 mol·L
-1
Tris-Cl, pH8.0, 1.4 mol· L

-1
NaCl,

2% CTAB)在 65 ℃下水浴消化 40 min,使用前加入

1.5% β-巯基乙醇。高速离心 10 min, 取上清液, 加

入等体积的饱和酚溶液与氯仿 -异戊醇 ( 24∶1)溶液,

轻轻混匀 10 min,之后离心 10 min,取上清。加入等

体积的氯仿-异戊醇 ( 24∶1)溶液混匀 10 min,高速离

心 10 min, 取上清。加入 1 /10体积的 3 mol· L
-1

NaAc, 2倍体积无水乙醇, 混匀。 -20 ℃沉降 20

min或过夜。高速离心 10 min, 取沉淀加入 75%乙

醇, 洗涤 2次, 自然干燥 。加入适量超纯水, 溶解 。

1.2　引物的设计　根据文献 [ 7-8]选择了 2对引物

进行 ITS序列的扩增,委托大连宝生物公司进行合

成。 P1和 P2(P1:5′-CGTAACAAGGTTTCCGTAGGT-

GAAC-3′位于 18S上;P2:5′-TTATTGATATGCTTA-

AACTCAGCGGG-3′位于 26S上 )。 ITS1 和 ITS4

( ITS1:5′-AGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGG-3′;

ITS4: 5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) 。 通 过

PCR产物扩增条带的明亮 、清晰程度, 最后选择

ITS1, ITS4作为扩增引物 。

1.3　PCR扩增　PCR扩增反应体系为 50 μL,含有

5 μL10 ×PCRBuffer( Mg
2 +

) 、模板 1 μL( 10 ～ 25

ng) , 0.2 μLTaq酶 ( 1 U) , dNTP5 μL, 引物每个
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　　　 表 1　牛蒡子与伪品的来源及 ITS序列 GenBank注册号

种名 No. 采集地 采集人 GenBank注册号

Arctiumlappa HLJ1 黑龙江佳木斯 许亮 、刘淼 FJ449881

HLJ2 黑龙江富锦 许亮 、刘淼 FJ449890

HLJ3 黑龙江五常 许亮 、刘淼 FJ449877

JL1 吉林抚松 许亮 、刘淼 FJ449868

JL2 吉林桦甸 许亮 、吕智 FJ449879

JL3 吉林蛟河 许亮 、吕智 FJ449874

JL4 吉林延吉 许亮 、吕智 FJ449876

LN1 辽宁本溪 许亮 、吕智 FJ449878

LN2 辽宁铁岭 许亮 、吕智 FJ449873

LN3 辽宁清源 许亮 、吕智 FJ449870

ZJ1 浙江淳安 许亮 、吕智 FJ449871

ZJ2 浙江建德 许亮 、吕智 FJ449883

JS 江苏徐州 许亮 、吕智 FJ449889

SX1 陕西宁陕 许亮 、吕智 FJ449875

SX2 山西太白 许亮 、吕智 FJ449884

GS1 甘肃天水 许亮 、吕智 FJ449869

GS2 甘肃宕昌 许亮 、吕智 FJ449880

GS3 甘肃岷县 许亮 、吕智 FJ449887

GS4 甘肃渭源 许亮 、吕智 FJ449865

SD 山东苍山 王冰 FJ449886

SC1 四川松潘 刘淼 FJ449872

SC2 四川雅安 刘淼 FJ449885

HB1 湖北恩施 刘淼 FJ449867

HB2 湖北巴东 刘淼 FJ449888

HB3 湖北神农架 刘淼 FJ449866

HN 河南栾川 刘淼 FJ449882

A.tomentosum XJ4 新疆乌鲁木齐 窦德强 GQ281034

XJ5 新疆乌鲁木齐 窦德强 GQ281035

Onopordumacanthium XJ1 新疆乌鲁木齐 张建逵 GQ281031

XJ2 新疆乌鲁木齐 张建逵 GQ281032

XJ3 新疆乌鲁木齐 张建逵 GQ281033

Silybummarianum SY1 辽宁沈阳 许亮 GQ281036

SY2 辽宁沈阳 许亮 GQ281037

SY3 辽宁沈阳 许亮 GQ281038

Amorphafruticosa SY 辽宁沈阳 许亮 GQ281029

DL 辽宁大连 许亮 GQ281030

5 μL, ddH2O补齐 。反应温度 ( PCR仪设置 ):预变

性 94 ℃ 8 min, 之后进入下列程序:变性温度 94 ℃

1 min,退火温度 57 ℃2 min,延伸温度 72 ℃ 3 min,

35个循环,之后延伸 72 ℃ 10 min。

1.4　扩增片段重组 、转化及阳性克隆鉴定　取适量

纯化回收的 DNA加入 pGM-T质粒载体, 按照试剂

盒说明书严格操作。取上述连接产物转化新鲜制备

的 TOP10感受态大肠杆菌,培养过夜后挑取阳性重

组克隆的白色菌落培养。

1.5　ITS测序与序列分析　ITS序列测定委托宝生

物工程 (大连 )有限公司完成。所测得的序列经

BLAST比对, 用 ClustalX( 1.81)进行同源排序, 用

Mage4.0对序列特征进行分析统计。

2　结果与讨论

2.1　不同产地牛蒡子的 ITS序列　本实验成功扩

增并测定了 26个不同采集地牛蒡子的 ITS序列, 并

在 NCBI的 GenBank核酸数据库中申请了序列号,

见表 1。在 ITS序列中, 牛蒡子长度均为 641 bp,

G+C的量为 59.13% ～ 59.59%, ITS1长为 256 bp,

G+C的量为 58.59% ～ 59.38%, ITS2长度为 221

bp, G+C的量为 63.35% ～ 64.71%。通过计算机

软件 Mage4.0, 采用 NucletideMaximumComposite
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LikelihoodModel方法对遗传距离进行分析, 结果显

示牛蒡子样品的遗传距离为 0.000 0 ～ 0.009 5, 平

均遗传距离为 0.003 2。牛蒡子样品的 ITS序列相

似度为 0.990 6 ～ 1.000 0,结果表明, 不同地区的牛

蒡子 ITS序列具有高度的相似性, 同时又有一定的

变异性,相似度大于 99%。

2.2　牛蒡子与伪品的 ITS序列鉴别 　牛蒡子的 4

种伪品毛头牛蒡 、大翅蓟 、紫穗槐 、水飞蓟共 10个样

品,对其进行 ITS序列分析比较, 采用 ITS1和 ITS4

引物进行 PCR扩增, 测序结果登录在 GenBank中,

毛头牛蒡为 641 bp;大翅蓟为 639 bp;水飞蓟为

630 ～ 631 bp;紫穗槐为 625 ～ 626 bp。牛蒡子与其

伪品间大翅蓟 、水飞蓟 、紫穗槐的相似度低于 95%,

而牛蒡子样品间的相似度大于 99%。毛头牛蒡与

牛蒡的相似度为 98.29% ～ 99.22%,两者为同科属

植物,相似度高, 见表 2。以 ITS序列为数据, 通过

UPGMA法建立的系统树进行聚类可以分成 4个大

组:第 1组包括 SX2, HB2, LN2, GS2, HB1, GS3,

LN1, JL1, HLJ1, HB3, HLJ2, HN, SD, SC1, ZJ2, HLJ3,

ZJ1, GS4, LN3, JL4, JL3, GS1, SX1, JS, JL2, SC2和

XJ4, XJ5为不同产地牛蒡和毛头牛蒡;第 2组包括

XJ1, XJ2, XJ3为大翅蓟;第 3组包括 SY2, SY1, SY3

为水飞蓟;第 4组包括 SY, DL为紫穗槐。每组间区

分可信度 100%。在第 1组中又可分为 2个小组 ,

牛蒡子组与毛头牛蒡组, 区分可信度为 98%, 见

图 1。通过系统树聚类分析可以将牛蒡与毛头牛

蒡 、大翅蓟 、水飞蓟 、紫穗槐等伪品有效鉴别开 。

结果表明 ITS序列可以用于鉴别牛蒡子及其伪

品, ITS序列分析可以成为牛蒡子及其伪品鉴定

分析的有效手段 。

表 2　牛蒡及伪品间的 ITS序列相似度 %

项目 Arctiumlappa A.tomentosum Onopordumacanthium Silybummarianum Amorphafruticosa

Arctiumlappa 99.06～ 100

A.tomentosum 98.29～ 99.22 99.53

Onopordumacanthium 89.64～ 90.73 89.80 ～ 90.42 99.37～ 99.84

Silybummarianum 85.96～ 86.73 85.82 ～ 86.11 90.48～ 90.94 99.52 ～ 99.84

Amorphafruticosa 65.03～ 66.57 65.53 ～ 67.12 64.38～ 65.72 63.64 ～ 64.98 97.60

A.牛蒡;B.毛头牛蒡;C.大翅蓟;D.水飞蓟;E.紫穗槐。

图 1　根据 ITS序列建立的系统树
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Identificationoftraditionalmedicine“FructusArctii”

bynuclearribosomalDNAITSsequences

XULiang, DOUDeqiang, WANGBing, YANGYanyun, KANGTingguo*, LIUYangnan

(LiaoningUniversityofTraditionalChineseMedicine, Dalian116600, China)

[ Abstract] 　Objective:ToidentifythetraditionalmedicineFructusArctiifromitsadulterantsbyITS.Method:Twenty-six

samplesofthedifferentFructusArctiimaterialsand10samplesoftheadulterantsofthefruitsofA.tomentosum, Onopordumacantium,

Silybummarianum, andAmorphafruticosawerecollected.ThetotalDNAofthesampleswereextracted, amplifiedclonedandse-

quenced.Result:ITSsequenceswereobtainedfrom26 samplesrespectively, therewereFructusArctii641 bp, A.tomentosum 641

bp, Onopordumacantium639 bp, Silybummarianum630-631 bp, Amorphafruticosa625-626 bp, whichwereregisteredintheGen-

Bank.ThesimilarityinITSsequencesbetweenFructusArctiiandtheadulterantswaslessthan95%.Incontrast, thesimilaritybe-

tweenanypairofFructusArctiiwasgreaterthan99%.Thesimilaritywas98.29%-99.22% betweenFructusArctiiandA.tomento-

sum.PhylogenytreereconstructionusingUPGMAanalysisbasedonITSnucleotidesequencescaneffectivelydistinguishFructusArctii

fromadulterants.Conclusion:ITSsequencescanbeusedasareliablemolecularmarkerfortheidentificationofFructusArctii.

[ Keywords] 　FructusArctii;ITSSequences;molecularidentification

doi:10.4268/cjcmm20110324
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