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基于 ＩＴＳ２条形码鉴定水红花子及其混伪品
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摘要　目的：利用ＩＴＳ２条形码对中药材水红花子及其混伪品进行鉴定研究。方法：为对该中药材进行准确鉴定，共收集
７１份样本，包含药材正品及其混伪品。通过对样品进行ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增、双向测序，利用ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒ软件进行
序列质量评价与拼接，获得ＩＴＳ２序列。用ＭＥＧＡ软件进行序列比对、变异位点及遗传距离分析，采用最近距离法和构建
ＮＪ（邻接）树法来评价ＩＴＳ２条形码的鉴定能力。结果：水红花子药材基原物种红蓼ＩＴＳ２序列种内遗传距离为０～００１２４，
与其混伪品水蓼、酸模叶蓼以及春蓼的种间遗传距离分别为００３３４～００５０８、００６８８～００８７５、００３７９～００４６７。红蓼种
内最大遗传距离小于其与混伪品的种间最小遗传距离，表明ＩＴＳ２条形码可以准确鉴定水红花子与其混伪品。此外，基于
ＩＴＳ２序列构建的ＮＪ树也可将水红花子及其混伪品明显区分开。结论：ＩＴＳ２条形码是鉴别水红花子药材的有效工具，可为
保障该药材生产投料安全提供新的技术手段。
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　　水红花子为蓼科蓼属植物红蓼Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍｏｒｉｅｎ
ｔａｌｅＬ的干燥成熟果实，具有散血消症、消积止痛、
利水消肿等功效［１］。现代药理研究表明水红花子具

有抗氧化、抗肿瘤、抗心肌缺血等作用［２７］，临床上可

用于治疗胃癌、肠癌、肝癌、胃痛、糖尿病等［８９］。红

蓼的全草、花序、果实和根均可入药［１０］。除具有重

要药用价值外，红蓼还可食用，并有望被制成杀虫剂

与吸附剂［１１１５］，具有重要开发价值。然而，由于其同

属物种形态特征高度相似、地方习用品广泛存在，使

其混伪现象严重，常见的混伪品有水蓼 Ｐｈｙｄｒｏｐｉｐｅｒ
Ｌ、酸 模 叶 蓼 Ｐｌａｐａｔｈｉｆｏｌｉｕｍ Ｌ 以 及 春 蓼
ＰｐｅｒｓｉｃａｒｉａＬ［４］等，为其质量控制以及深入研究带
来了困难。因此，为保障水红花子的用药安全以及

进一步研究开发的顺利进行，需要一种快速、准确的

方法对其进行鉴定。

ＤＮＡ条形码是利用相对较短的、标准的ＤＮＡ片

·１８７·世界中医药　２０１６年５月第１１卷第５期



段来进行物种鉴定的一项新的分子鉴定技术，是近

年来的研究热点［１６］。Ｃｈｅｎ等［１７］比较了 ７个候选
ＤＮＡ条形码 （ｐｓｂＡｔｒｎＨ，ｍａｔＫ，ｒｂｃＬ，ｒｐｏＣ１，ｙｃｆ５，
ＩＴＳ２，ＩＴＳ）对药用植物鉴定的有效性，发现 ＩＴＳ２序
列的物种水平鉴定效率达到 ９２７％，首次提出以
ＩＴＳ２为核心，ｐｓｂＡｔｒｎＨ为补充序列的药用植物条形
码鉴定体系。随后，ＩＴＳ２条形码被广泛应用于中药
材鉴定［１８３１］，并建立以ＩＴＳ２为主体的中药材鉴定体
系和网络鉴定数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｔｃｍｂａｒｃｏｄｅｃｎ），
该鉴定体系现已纳入《中华人民共和国药典》［３２］。

我们利用ＩＴＳ２条形码对水红花子药材进行鉴定研
究，拟解决该药材的真伪鉴别问题，为保障水红花子

用药安全提供理论依据。

１　材料与方法
１１　材料　本研究共收集实验材料７１份。其中水
红花子样本４４份，包含药材样本２９份，原植物样本
１５份；其混伪品样本２７份，包含酸模叶蓼１８份，春
蓼９份。样品采自北京、吉林、四川、上海、福建、浙
江等地，凭证标本经中国医学科学院药用植物研究

所林余霖研究员及通化师范学院于俊林教授鉴定，

并保存于中国医学科学院药用植物研究所。另外，

从ＧｅｎＢａｎｋ下载ＩＴＳ２序列５条，分别为酸模叶蓼１
条，水蓼４条。样本信息详见表１。

表１　样品信息

样本名 拉丁名
凭证样本号／
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

样本来源
采样

部位

红蓼 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ０１ 河北安国药材市场 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ０２ 安徽亳州药材市场 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ０３ 药用植物研究所 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ０４～０５ 河北安国药材市场 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ０６～０７ 安徽亳州药材市场 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ０８～１６ 吉林省通化市 叶片

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ１７ 四川成都荷花池药市 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ１８～１９，２６ 北京 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ２０～２５ 北京 叶片

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ２７，４０ 广东省广州市 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ２８ 河南孟州 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ２９～３０ 福建莆田 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ３１ 吉林省通化市 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ３２～３３ 四川省宜宾市 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ３４～３６ 浙江省湖州市 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ３７～３８ 河南郑州 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ３９，４３ 上海 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ４１～４２ 浙江省湖州市 果实

红蓼 Ｐｏｒｉｅｎｔａｌｅ ＹＣ０１６８ＭＴ４４ 药用植物园 果实

水蓼 Ｐｈｙｄｒｏｐｉｐｅｒ ＪＱ２８８７４８ ＧｅｎＢａｎｋ ／
水蓼 Ｐｈｙｄｒｏｐｉｐｅｒ ＪＸ１４４６６６ ＧｅｎＢａｎｋ ／
水蓼 Ｐｈｙｄｒｏｐｉｐｅｒ ＫＪ９３９１７３ ＧｅｎＢａｎｋ ／
水蓼 Ｐｈｙｄｒｏｐｉｐｅｒ ＥＵ１９６８８４ ＧｅｎＢａｎｋ ／

酸模叶蓼 Ｐｌａｐａｔｈｉｆｏｌｉｕｍ ＹＣ０８４５ＭＴ０１～１８ 吉林省通化市 叶片

酸模叶蓼 Ｐｌａｐａｔｈｉｆｏｌｉｕｍ ＨＭ３５７９０８ ＧｅｎＢａｎｋ ／
春蓼 Ｐｐｅｒｓｉｃａｒｉａ ＹＣ０８４４ＭＴ０１～０９ 吉林省通化市 叶片

１２　方法
１２１　ＤＮＡ提取　分别取水红花子药材样本约４０
ｍｇ（适当粉碎，加入样本量１０％的 ＰＶＰ４０），硅胶干
燥的基原植物叶片约２０ｍｇ，均用 ＤＮＡ提取研磨仪
（ＲｅｔｓｃｈＭＭ４００，Ｇｅｒｍａｎｙ）研磨２ｍｉｎ（３０次／ｓ）后，
利用植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（ＴｉａｎｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈ
Ｃｏ，Ｃｈｉｎａ）提取总ＤＮＡ。
１２２　ＰＣＲ扩增及测序　采用 ＩＴＳ２序列通用引
物，正向 ＩＴＳ２Ｆ：５＇ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ３＇，
反向 ＩＴＳ３Ｒ：５＇ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ３＇。
扩增体系及程序参照“中药材ＤＮＡ条形码分子鉴定
指导原则”［３２］。ＰＣＲ扩增产物委托上海美吉测序公
司进行双向测序。

１２３　数据处理　测序峰图利用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎ
ｅｒＶ３７１（ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＣｏ，ＵＳＡ）校对拼接，去除引
物区。将所获序列及ＧｅｎＢａｎｋ下载序列采用基于隐
马尔可夫模型的 ＨＭＭｅｒ注释方法去除两端 ５８Ｓ
和２８Ｓ区段获得ＩＴＳ２间隔区序列［３３］。将所有序列

用软件ＭＥＧＡ５１分析比对［３４］，并基于Ｋ２Ｐ模型进
行遗传距离分析，用邻接 （ＮＪ）法构建系统聚类
树，利用 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ（１０００次重复）检验各分支的
支持率。

２　结果与分析
２１　水红花子及其混伪品 ＩＴＳ２序列特征　水红花
子基原物种红蓼４４条 ＩＴＳ２序列的长度为２４５ｂｐ，
ＧＣ含量为６６９％ ～６７８％。红蓼序列间存在３个
变异位点，分别为７３位点 ＡＧ变异，１３３位点 ＣＴ
变异，２２８位点ＧＡ变异，分为６个单倍型。混伪品
水蓼、酸模叶蓼以及春蓼 ＩＴＳ２序列长度分别为２４５
ｂｐ、２５０ｂｐ和２４５ｂｐ，ＧＣ含量为６６１％ ～６８０％。
红蓼与水蓼、酸模叶蓼以及春蓼 ＩＴＳ２序列间存在较
多的变异位点，详见图１。

表２　水红花子种内及与其混伪品种间Ｋ２Ｐ遗传距离

样品 Ｋ２Ｐ遗传距离

红蓼种内 ０～００１２４
红蓼与水蓼种间 ００３３４～００５０８

红蓼与酸模叶蓼种间 ００６６８～００８７５
红蓼与春蓼种间 ００３７９～００４６７

２２　水红花子及其混伪品种内及种间遗传距离分
析　将红蓼的ＩＴＳ２序列进行遗传距离分析，种内最
小遗传距离为０，最大遗传距离为００１２４。水蓼、酸
模叶蓼以及春蓼ＩＴＳ２序列种内遗传距离分别为０～
００２９２、０～０００４０和０。红蓼与水蓼，红蓼与酸模
叶蓼以及红蓼与春蓼之间的遗传距离分别为００３３４
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～００５０８、００６６８～００８７５、００３７９～００４６７。红蓼
与其混伪品种间最小遗传距离大于红蓼种内最大遗

传距离，说明采用ＩＴＳ２序列可以将水红花子与其混
伪品准确区分开。

２３　构建 ＮＪ树鉴别水红花子及其混伪品从基于

ＩＴＳ２序列构建的ＮＪ树图（图２）可以看出，红蓼单独
聚为一支，支持率为 ８７％，表现出单系性。混伪品
水蓼、酸模叶蓼及春蓼各自聚为一支，明显与红蓼分

开。因此，ＩＴＳ２条形码可准确鉴别水红花子药材及
其混伪品。

图１　水红花子及其混伪品ＩＴＳ２序列种间变异位点信息

图２　基于ＩＴＳ２序列构建的水红花子及其混伪品ＮＪ树
　　注：Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ１０００次重复，支上数值仅显示自展支持率≥５０％。
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３　讨论
３１　水红花子药材样本亦可成功获得 ＩＴＳ２序列　
ＤＮＡ条形码技术有望实现对物种进行快速、准确、
自动的识别和鉴定，在物种鉴定方面显示了广阔的

应用前景，因此一经提出便受到了广泛关注。然而，

由于加工、炮制、贮藏时间长等因素，常常导致中药

材ＤＮＡ降解严重，是否能成功获得条形码序列是很
多专家关注的问题。研究表明许多中药材可成功获

得条形码序列，如木香类药材［１８］、党参［１９］、柴胡［２０］、

羌活［２１］、大青叶［２２］、人参［２３］、合欢花［２４］、合欢

皮［２４］、五加皮［２５］、红景天［２６］、枸杞子［２７］、秦艽［２８］

等。本研究中在提取水红花子药材样本的ＤＮＡ时，
增加了取样量（４０ｍｇ），是叶片样本用量的两倍，并
且在研磨前加入样本量 １０％的 ＰＶＰ４０，结果 ＰＣＲ
产物电泳后条带单一明亮，所有样本均可成功获得

ＩＴＳ２序列。据报道一些药材样品 ＤＮＡ降解特别严
重，提取到的 ＤＮＡ经电泳后条带呈弥散状态，甚至
有少数是不可见的，但ＰＣＲ产物电泳后可显示出条
带，并能成功测序［２０２１，２４］。就其原因，主要是 ＩＴＳ２
序列较短，且在基因组内为多拷贝，降低了扩增和测

序的难度，有利于鉴定 ＤＮＡ降解的药材样品，对于
中药材ＤＮＡ鉴定具有重要实践意义。
３２　ＩＴＳ２条形码是准确鉴定水红花子药材的好工
具　鉴于 ＩＴＳ２序列具有较强的鉴定能力，Ｃｈｅｎ等
提出将其作为药用植物鉴定的标准条形码［１７］，并将

其推广应用于中药材鉴定研究中。罗等运用

ＩＴＳ２条形码对药材秦艽进行了鉴定研究，结果显示
ＩＴＳ２序列可有效鉴定秦艽药材及其混伪品［２８］。辛

天怡等研究了 ＩＴＳ／ＩＴＳ２条形码对羌活药材鉴定的
稳定性与准确性，结果表明 ＩＴＳ／ＩＴＳ２序列可稳定、
准确地鉴别羌活药材［２１］。赵莎等应用 ＩＴＳ２序列对
中药材五加皮及其混伪品进行鉴定研究，发现 ＩＴＳ２
条形码可准确鉴别五加皮及其混伪品［２５］。本研究

应用ＩＴＳ２条形码对水红花子进行鉴定研究。为确
保研究的准确性和可重复性，收集了大量样本（共

７１份），其中水红花子正品样本４４份，包含药材样
本２９份。通过对水红花子基原植物红蓼４４条ＩＴＳ２
序列进行种内变异分析，发现红蓼ＩＴＳ２序列种内遗
传距离较小。种间变异分析表明红蓼与其混伪品

ＩＴＳ２序列间的遗传距离较大。红蓼与其混伪品种
间最小遗传距离大于红蓼种内最大遗传距离。另

外，从基于ＩＴＳ２序列构建的 ＮＪ树可看出红蓼单独
聚为一支，明显与其混伪品分开。因此，本研究显示

ＩＴＳ２条形码能够稳定、准确地鉴别水红花子药材及

其混伪品，是鉴定水红花子的好工具。

３３　运用ＤＮＡ条形码技术鉴定中药材具有重要实
践价值　近年来，随着分子生物学技术的迅猛发展，
促进了ＤＮＡ分子标记鉴定技术的诞生，目前已在中
药鉴定领域中广泛应用，推动着中药鉴定技术不断

进步和完善。ＤＮＡ条形码是目前国际上物种鉴定
的最新技术，与其他分子鉴定方法相比具有如下优

势：鉴定结果可重复性良好；方法通用性强；可构建

统一数据库和鉴定平台，易于推广和标准化［３５］。目

前该技术已在中药材鉴定领域广泛应用，大大加快

了中药鉴定标准化的进程。水红花子为我国传统中

药，据报道其同属植物酸模叶蓼、春蓼、水蓼等在不

同地区被作为水红花子入药，严重影响其药材品质

及疗效［４］。由于水红花子的混伪品来自同属近缘

植物，药材形态近似，采用传统的鉴定方法通常会较

为困难，只有具备丰富鉴别经验的专业人员才能准

确地识别出混伪品，因此建立有效的水红花子鉴定

方法十分必要。本研究采用 ＩＴＳ２条形码对其进行
鉴定，可以准确便捷地鉴别水红花子与其混伪品，为

水红花子药材的准确客观鉴定提供了新的技术手

段。ＤＮＡ条形码技术不仅可解决中药材的鉴定问
题，而且非专业分类人员通过ＤＮＡ条形码鉴定体系
也可准确鉴定药材的正品及混伪品。鉴于 ＤＮＡ条
形码技术的诸多优势，必将在今后的中药材鉴定、流

通管理以及药材市场监管等领域发挥更大的作用。
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