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藏药材榜嘎及其混伪品的 ＤＮＡ条形码鉴定研究
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摘要　目的：利用ＤＮＡ条形码技术对榜嘎及其混伪品进行鉴别，为藏药榜嘎的鉴定提供准确可靠的依据。方法：通过分
析榜嘎及其混伪品ＩＴＳ和ＩＴＳ２序列的遗传距离、种内种间变异并构建 ＮＪ系统发育树，以评价 ＩＴＳ２和 ＩＴＳ序列的鉴定效
率。结果：本研究中ＩＴＳ２和ＩＴＳ序列扩增效率相同，在 ｂｌａｓｔ比对和遗传距离距离分析上，ＩＴＳ序列表现出更强的鉴定能
力；通过Ｋ２Ｐ距离构建ＮＪ树，ＩＴＳ２和ＩＴＳ序列在榜嘎与混伪品间的种间变异无统计学意义，但 ＩＴＳ序列对易混物种的鉴
定效率较高。结论：ＩＴＳ序列可作为鉴定榜嘎及其混伪品的有效条形码。
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　　藏医药是中国传统医药的重要组成部分，具有
悠久的历史、独特的医疗和研究价值及市场开发潜

力［１］。榜嘎是藏医习用藏药材，为毛茛科乌头属植

物船盔乌头 （Ａｃｏｎｉｔｕｍ ｎａｖｉｃｕｌａｒｅ）或甘青乌头
（Ａｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ）的干燥全草，味苦，性凉，具有清
热解毒与燥湿之功效，主要用于治疗热病等［２］。船

盔乌头在我国主要分布于西藏南部３２００～５０００ｍ
的山坡草地或灌木丛中，甘青乌头分布于西藏东

部、云南西北部、四川西部等地３２００～４８００ｍ的
山地草坡或沼泽草地［３］。《晶珠本草》将乌头属分

为 “白、黄、红、黑”四种，其中榜嘎属于白乌

头。

乌头属药材形态相似，榜嘎有较多混用和代用

品，西藏地区用叉苞乌头，青海用祁连乌头，川西用

刷经寺乌头作为榜嘎使用。同时，由于地域上的差

异，同名异物或同物异名的现象也是造成榜嘎混用

乱用原因之一［１］。榜嘎在不同著作中曾出现多个藏

语名，《蒙药正典·美丽日饰》中记载用百合科麦冬

（Ｏｐｈｉｏｐｏｇｏｎｊａｐｏｎｉｃｕｓ）作为榜嘎的来源植物［４］。传

统鉴别方法受地域差异、活性成分和亲缘关系等因

素影响，存在鉴定局限性。乌头属植物大多具有毒

性，为保障临床用药安全，寻求一种榜嘎药材快速准

确的鉴定方法则显得尤为迫切。

ＤＮＡ条形码技术具有通用性强、鉴定结果可
靠、重复性良好等优点，被广泛用于中药材鉴定

中［５］。ＩＴＳ２是中国学者通过大量样本的系统研究，
提出的可以作为鉴定药用植物和近缘种的通用条形

码［６］。ＩＴＳ／ＩＴＳ２是中国植物 ＤＮＡ条形码研究组提
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出可作为种子植物核心条形码的序列［７］。目前榜嘎

的鉴别主要是传统的性状和显微鉴别，我们在本文

通过多种数据分析方法分析ＩＴＳ和ＩＴＳ２对榜嘎及其
混为品的鉴别能力，为建立合适的榜嘎 ＤＮＡ条形码
技术奠定基础。

１　材料与方法
１１　材料与仪器　实验物种包括工布乌头（Ａｃｏｎｉ
ｔｕｍｋｏｎｇｂｏｅｎｓｅ）、铁棒锤（Ａｐｅｎｄｕｌｕｍ）和甘青乌头
（Ａｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ）、麦冬（Ｏｐｈｉｏｐｏｇｏｎｊａｐｏｎｉｃｕｓ）等。植
物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（ＴｉａｎｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈＣｏ，中
国），２×ＴａｇＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（北京艾德莱生物科技
有限公司，中国），引物由生工生物工程（上海）股份

有限公司合成。ｓｃｉｅｎｔｚ４８高通量组织研磨仪（宁波

新芝生物科技股份有限公司，中国），２７２０ＰＣＲ仪
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ），１１４Ｋ高速离心机
（ＳＩＧＭＡ，Ｇｅｒｍａｎｙ）。
１２　方法
１２１　ＤＮＡ提取　取药材样品约５０ｍｇ，用高通量
组织研磨仪研磨２ｍｉｎ（５０Ｈｚ）后，利用植物基因组
ＤＮＡ提取试剂盒提取总ＤＮＡ。
１２２　ＰＣＲ扩增及测序　反应体系为２×ＴａｇＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５μＬ，正反向引物（２５μＭ）各 １０
μＬ、模板 ＤＮＡ２０μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ补至２５μＬ。各条
形码的引物序列和 ＰＣＲ反应程序见表１。１％琼脂
糖电泳检测ＰＣＲ扩增情况，由测序公司进行双向测
序。

表１　引物序列和ＰＣＲ反应程序

序列 引物 引物序列（５＇－３＇） ＰＣＲ反应程序

ＩＴＳ２ Ｓ２Ｆ ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ ９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，４０ｃｙｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ
Ｓ３Ｒ ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ

ＩＴＳ ５Ｆ ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ ９４℃５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５０℃１ｍｉｎ，７２℃１５ｍｉｎ＋３ｓ／ｃｙｃｌｅ，３０ｃｙｃｌｅｓ；７２℃７ｍｉｎ
４Ｒ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ

表２　Ｇｅｎｂａｎｋ数据

物种名 Ｇｅｎｂａｎｋ登录号

Ａａｌｂｏｖｉｏｌａｃｅｕｍ ＪＦ９７５７８２ＪＦ９７５７８３ＪＦ９７５７８５
Ａａｐｏｉｅｎｓｅ ＫＪ０７８５９３ＫＪ０７８５９４ＫＪ０７８５９５
Ａａｕｓｔｒｏｙｕｎｎａｎｅｎｓｅ ＪＱ３５０８２１ＪＱ３５０８２２ＪＱ３８７５８０
Ａｂａｒｂａｔｕｍ ＪＦ９７５７９８ＪＦ９７５８０２ＪＦ９７５８０４ＪＦ９７５８０５
Ａｆｅｒｏｘ ＫＭ８８７３５７ＫＭ８８７３６５ＫＭ８８７３８１
Ａｆｏｒｒｅｓｔｉｉ ＡＹ１６４６４４ＡＹ１８９７８３
Ａｈｅｎｒｙｉ ＫＦ０２２３１８ＫＦ０２２３１９
Ａｋｏｎｇｂｏｅｎｓｅ ＫＭ０７９１６８ＫＭ０７９１６９ＫＭ０７９１７０
Ａｌｏｎｇｅｃａｓｓｉｄａｔｕｍ ＪＦ９７５８０７ＪＦ９７５８０９ＪＦ９７５８１０ＪＦ９７５８１１
Ａｌｕｄｌｏｗｉｉ ＫＭ０７９１６５ＫＭ０７９１６６ＫＭ０７９１６７
Ａｌｙｃｏｃｔｏｎｕｍ ＡＦ２１６５３７ＡＦ２１６５３９ＡＦ２１６５４１ＡＦ２１６５４２
Ａｎａｇａｒｕｍ ＡＹ１８９７９０ＡＹ５７１３４７
Ａｎａｖｉｃｕｌａｒｅ ＫＭ０９７９９３ＫＭ０９７９９４ＫＭ０９７９９５ＫＭ０９７９９６
Ａｐｅｎｔｈｅｒｉ ＪＦ３３１９０５ＪＦ３３１９０９ＪＦ３３１９１３ＪＦ３３１９１７
Ａｐｕｌｃｈｅｌｌｕｍ ＫＭ０７９１６２ＫＭ０７９１６３ＫＭ０７９１６４
Ａｒｉｃｈａｒｄｓｏｎｉａｎｕｍ ＫＭ０９８０１１ＫＭ０９８０１３ＫＭ０９８０２４ＫＭ０９８０２６
Ａｒｏｃｋｉｉ ＫＦ０２２３２０ＫＦ０２２３２１ＫＦ２３３８４０
Ａｓａｃｈａｌｉｎｅｎｓｅ ＫＪ４８２００６ＫＪ４８２００７ＫＪ４８２００８ＫＪ４８２００９ＫＪ４８２０１０
Ａｓｃａｐｏｓｕｍ ＡＹ１５０２３１ＪＦ９７５８１５ＪＦ９７５８１６ＪＦ９７５８１８
Ａｓｈｅｎｎｏｎｇｊｉａｅｎｓｅ ＪＦ９７５８１９ＪＦ９７５８２０
Ａｓｉｎｏｍｏｎｔａｎｕｍ ＫＦ０２２３２２ＫＦ０２２３２３ＫＦ０２２３２４
Ａｓｕｎｇｐａｎｅｎｓｅ ＡＹ１８９７９５ＡＹ１８９７９６
Ａｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ ＫＭ０９８０４０ＫＭ０９８０４２ＫＭ０９８０４３ＫＭ０９８０４６ＫＭ０９８０４９
Ａｖａｒｉｅｇａｔｕｍ ＫＦ２１９８０５ＫＦ２１９８１２ＫＦ２１９８２４
Ｐａｅｏｎｉａｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ ＪＮ５７２１４９ＥＵ３６９００７ＥＵ２２４２７２ＦＪ５２８２８５
Ｐａｅｏｎｉａｖｅｉｔｃｈｉｉ ＪＮ６２２１９０ＫＣ８２１５３９ＫＣ８２１５４０ＪＮ６２２１９１Ｕ２７６９５
Ｐａｅｏｎｉａｌａｃｔｉｆｌｏｒａ ＪＮ５７２１５０ＥＵ５９１９８６ＦＪ５１４５０２ＪＱ７４３０６７Ｕ２７６８２
ＯｐｈｉｏｐｏｇｏｎｊａｐｏｎｉｃｕｓＥＵ９３０８５４ＫＦ６７１２５８ＫＦ６７１２５５ＫＦ６７１２５２ＫＦ６７１２５０

１２３　数据处理　将测序峰图用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡ
ｌｉｇｎｅｒ软件进行拼接，将每个片段两端引物及低质量
序列切除，得到所需片段并对 ＩＴＳ２进行注释剪切。

同时从ＧｅｎＢａｎｋ数据库中搜集并下载榜嘎及其混
伪品ＩＴＳ序列（表２），注释剪切后得到ＩＴＳ２，结合实
验样品序列，运用 ＭＥＧＡ６０建立 ＮＪ树，计算遗传
距离，分析榜嘎及其混伪品亲缘关系；采用 Ｐｅｒｌ语
言统计不同序列种内种间遗传差异；运用最近距离

法（Ｋ２Ｐｎｅａｒｅｓｔｄｉｓｔａｎｃｅ）和相似性搜索法（ＢＬＡＳＴ１）
考察序列的鉴定效率［８］。

２　结果与分析
２１　序列信息和鉴定效率　各序列数量、长度范
围、ＧＣ含量、遗传距离、鉴定效率等信息见表 ３。
ＩＴＳ２由ＩＴＳ注释而来，所以 ＩＴＳ２与 ＩＴＳ数量相等，
都为１４８条。ＩＴＳ２的长度范围为 １９４～２２７ｂｐ，ＩＴＳ
的长度在６０５～７７７ｂｐ之间。平均ＧＣ含量，ＩＴＳ２为
６２１５％，ＩＴＳ为 ５９２６％。ＩＴＳ２和 ＩＴＳ的最小遗传
距离相同，都为０００００；平均遗传距离 ＩＴＳ较小，为
０１７０２，ＩＴＳ２为 ０２８１５；最大遗传距离 ＩＴＳ２较大，
为０８４２３，ＩＴＳ为０５３５１。从鉴定效率看，ＩＴＳ表现
较好，ＢＬＡＳＴ１和 Ｎｅａｒｅｓｔｄｉｓｔａｎｃｅ鉴定效率都为
１００％，ＩＴＳ２的ＢＬＡＳＴ１和Ｎｅａｒｅｓｔｄｉｓｔａｎｃｅ鉴定效率
都为９８０４％。综上所述，虽然 ＩＴＳ２最大遗传距离
比ＩＴＳ大，但是ＩＴＳ最小遗传距离要小于ＩＴＳ２，并且
ＩＴＳ的鉴定效率高于 ＩＴＳ２，所以从序列信息和鉴定
效率方面考虑，ＩＴＳ更适合作为榜嘎及其混伪品的
ＤＮＡ条形码。
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图１　ＮＪ系统发育树

２２　不同序列种内种间差异　利用 ｐｅｒｌ语言统计
ＩＴＳ２和 ＩＴＳ序列的６个值：种内变异（Ｔｈｅｔａ）、种内
最大变异（Ｃｏａｌｅｓｃｅｎｔｄｅｐｔｈ）、平均种内变异（Ａｌｌｉｎ

ｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ）、种间变异（Ｔｈｅｔａｐｒｉｍｅ）、种间
最小变异（Ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ）、平均种
间变异（Ａｌｌｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ）（表４）。ＩＴＳ２和
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ＩＴＳ序列的种间最小变异均大于种内最大变异，ＩＴＳ２
的种内变异、平均种内变异、种间变异和平均种间变

异与 ＩＴＳ相似。综上所述，在种内种间差异方面，
ＩＴＳ２和ＩＴＳ序列对榜嘎及其混伪品鉴定方面都有很
好表现，无明显差别。

表３　序列信息和鉴定成功率

序列特性 ＩＴＳ２ ＩＴＳ

序列数 １０２ １０２
长度／ｂｐ １９４～２２７ ６０５～７７７

平均ＧＣ含量／％ ６２１５ ５９２６
遗传距离 最大值 ０８４２３ ０５３５１

最小值 ０００００ ０００００
平均值 ０２８１５ ０１７０２

鉴定效率 ＢＬＡＳＴ１／％ ９８０４ １００
Ｎｅａｒｅｓｔｄｉｓｔａｎｃｅ／％ ９８０４ １００

表４　种内种间差异分析

参数 ＩＴＳ２ ＩＴＳ

种内变异 ０００４２±０００６０ ０００４４±０００６２
种内最大变异 ０００８０±００１２６ ０００８２±００１４８
平均种内变异 ０００６７±００１０３ ０００６９±００１２６
种间变异 ００６７９±００１７０ ００５８４±００１３８

种间最小变异 ００１９５±００２０６ ００１８５±００１６５
平均种间变异 ００６７６±００３９５ ００６０３±００３２５

２３　ＮＪ树鉴别分析　基于 Ｋ２Ｐ遗传距离建立 ＮＪ
树，可以用来分析不同物种间的亲缘关系，以达到鉴

别物种的目的。如图１所示，ＩＴＳ２和 ＩＴＳ序列都可
以将榜嘎及其混伪品分开，但ＩＴＳ２序列对乌头属其
他物种的鉴定效率相对较差。ＩＴＳ序列表现出良好
的鉴别能力，能够将不同的物种分到不同的分支上，

更适合作为鉴定榜嘎及其混伪品的条形码序列。

３　讨论
乌头属植物作为有毒植物及药用植物一直倍受

广泛的关注，全属约有 ３５０种植物，我国约有 １６７
种，其中５３种可作药用［２３，９］。乌头属植物种间系

统发育复杂，该属的分子生物学研究报道较少，多集

中于生物多样性的研究，如 ＩＳＳＲ分析、ＲＡＰＤ分
析［１０１２］，鲜有生药学的分子鉴定研究。Ｈｅ等利用条
形码技术对乌头属的１９个物种１３４份样品进行鉴
定研究，但其研究仅用到 ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列，没有对
ＩＴＳ／ＩＴＳ２序列进行分析［１３］。榜嘎，藏名榜阿嘎保，

全草均可入药，有小毒，历代藏医药书均有记载，具

有清热解毒之功效，多用于各种热病的治疗，属于多

基原藏药材，同时同属混伪品较多，多有毒性，传统

方法鉴定困难，给临床用药带来诸多隐患。

传统藏药植物药缺乏系统分类基础研究，多采

用手摸、眼看、奔闻、嘴尝、水试、火试等表观鉴定方

法。藏药的使用也多依赖经验和古书记载，地区差

异大，如《晶珠本草》中榜嘎为乌头属植物，《蒙药正

典·美丽日饰》记载以百合科麦冬作为榜嘎的基原

植物［３］，因此建立一种科学快速的藏药基原物种鉴

定方法迫在眉睫。ＤＮＡ条形码在物种鉴定上具有
快速、有效、操作简便、通用性强以及易于形成标准

化等特点，已有广泛的研究和应用基础。本研究针

对榜嘎及乌头属常见混伪品的 ＩＴＳ２和 ＩＴＳ序列进
行比较分析，结果显示，ＩＴＳ２和ＩＴＳ扩增效率无统计
学意义。Ｂｌａｓｔ１和Ｎｅａｒｅｓｔｄｉｓｔａｎｃｅ２种分析方法上，
ＩＴＳ序列鉴定效率优于 ＩＴＳ２；通过 Ｋ２Ｐ遗传距离构
建ＮＪ树，ＩＴＳ序列表现出更好的鉴定能力。综合分
析，ＩＴＳ序列可以作为榜嘎及其混伪品鉴定的候选
条形码序列。本研究为藏药材榜嘎的鉴定提供了新

的分子生物学方法，可保障其临床用药安全。
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