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基于 ＩＴＳ２条形码鉴别半枝莲及其混伪品
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摘要　目的：运用ＩｎｔｅｒｎａｌＴｒａｎｓｃｒｉｂｅｄＳｐａｃｅｒ２（ＩＴＳ２）条形码对半枝莲及其混伪品进行鉴别研究，为该药材的安全用药提
供依据。方法：提取样品基因组ＤＮＡ，对ＩＴＳ２序列进行ＰＣＲ扩增和双向测序，所得序列经ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒＶ５０２０拼
接，采用ＭＥＧＡ６０软件进行序列比对，计算种内和种间遗传距离。采用最近距离法（ＮｅａｒｅｓｔＤｉｓｔａｎｃｅ）和构建邻接树（ＮＪ
Ｔｒｅｅ）分析ＩＴＳ２条形码对半枝莲的鉴定能力。结果：半枝莲ＩＴＳ２序列种内遗传距离为０～０００８４，与其混伪品半边莲、韩
信草和荔枝草的种间遗传距离分别为０３５４７～０３６９６、００４４２～００５４２、０２７１９～０３０１８。半枝莲种内最大遗传距离
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半枝莲与其混伪品。基于ＩＴＳ２序列构建的ＮＪ树也
可将半枝莲及其混伪品明显区分开。结论：ＩＴＳ２序列可以快速、准确鉴别半枝莲与其混伪品，是鉴别半枝莲、保障其药材
质量的有效条形码。
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　　半枝莲为常用中药，具有清热解毒，化瘀利尿的
功效，用于治疗疔疮肿毒、咽喉肿痛、跌扑伤痛、水

肿、黄疸及蛇虫咬伤［１］。现代药理学研究表明，半枝

莲具有抗肿瘤、抗氧化、抗菌等多种药理活性作

用［２６］，在临床上可用于治疗肺癌、乳腺癌、直肠癌

等［７９］。半枝莲药材来源为唇形科植物半枝莲Ｓｃｕｔｅ
ｌｌａｒｉａｂａｒｂａｔａＤＤｏｎ的干燥全草，然而其常见混伪品
半边莲ＬｏｂｅｌｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓＬｏｕｒ、韩信草 Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａｉｎ
ｄｉｃａＬ和荔枝草 ＳａｌｖｉａｐｌｅｂｅｉａＲＢｒ常与其混
用［１０］，导致用药安全存在隐患。其混伪品韩信草、

荔枝草和半枝莲同属唇形科植物，具有茎方形相似

形态，易于混淆［１１］。混伪品半边莲来源为桔梗科植

物半边莲的干燥全草，二者虽亲缘关系较远，形态差

异相对较大，但由于其名称和功效都相近，药用部位

也相同，在实际应用中经常发生混淆［１２］。这些混伪

品与半枝莲的功效和化学成分都存在差异，若在临

床使用中混用或错用，将对临床用药安全构成威胁。

为了将半枝莲及其混伪品更好的区分开，保证临床

用药的安全有效，急需一种准确快速的鉴定方法。

利用ＤＮＡ条形码技术进行物种分类和鉴定已
经成为近年来的研究热点［１３］。较传统经验鉴别而

言，ＤＮＡ条形码鉴定技术不受药材性状、鉴别经验
的影响，可直接从基因水平快速准确地区分药材及

其混伪品，具有高效、操作简单的优点［１４］。Ｃｈｅｎ等
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经过大量样本研究建立的以 ＩＴＳ２为核心，ｐｓｂＡｔｒｎＨ
为补充序列的植物类药材 ＤＮＡ条形码鉴定体系已
被纳入中国药典（２０１０年版）增补本［１５］。ＩＴＳ２序列
具有适宜扩增和测序的长度，且鉴定成功率高，其鉴

定能力已在豆科［１６］、蔷薇科［１７］、菊科［１８］、芸香科［１９］

等多个科属中得到验证。目前，ＩＴＳ２条形码已广泛
应用于中药材鉴定［２０４０］。本研究采用 ＩＴＳ２条形码
对半枝莲及其易混淆品进行 ＤＮＡ条形码鉴别研究，
为半枝莲的准确鉴定提供依据。

１　材料
本研究共收集实验材料３４份，其中半枝莲样品

２６份，包括药材１６份，种子１０份；其混伪品样品８
份，包括半边莲 ７份，韩信草 １份。样品收集于河
北、安徽、四川、江苏、北京等地，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６条，分别为半边莲２条，韩
信草２条，荔枝草２条。样本信息详见表１。
２　方法
２１　ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及测序　半枝莲及其混
伪品药材各挑选叶片部分，称取约３０ｍｇ；半枝莲种
子称取６０ｍｇ，加入样本量１０％的聚乙烯吡咯烷酮
（ＰＶＰ），用ＤＮＡ提取研磨仪（ＲｅｔｓｃｈＭＭ４００，德国）
研磨２ｍｉｎ（３０次／ｓ），采用植物基因组 ＤＮＡ提取试
剂盒（ＴｉａｎｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈＣｏ，Ｃｈｉｎａ）提取总 ＤＮＡ。扩
增ＩＴＳ２序列，正向引物：ＩＴＳ２Ｆ：５＇ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧ
ＧＴＧＴＧＡＡＴ３＇，反向引物：ＩＴＳ３Ｒ：５＇ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣ
ＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ３＇。扩增体系及程序参照“中药材
ＤＮＡ条形码分子鉴定指导原则”［１４］，ＰＣＲ扩增产物
委托中国农业科学院进行双向测序。

２２　 数 据 处 理 　 测 序 峰 图 利 用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅ
ＡｌｉｇｎｅｒＶ５０２０（ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＣｏ，ＵＳＡ）校对拼接。
所得序列及ＧｅｎＢａｎｋ下载序列基于隐马尔可夫模型
的ＨＭＭｅｒ注释方法去除两端５８Ｓ和２８Ｓ区段。将
所有序列用软件 ＭＥＧＡ６０分析比对，并基于 Ｋ２Ｐ
模型进行遗传距离等分析。所得序列采用最近距离

法（ｎｅａｒｅｓｔｄｉｓｔａｎｃｅ）、构建邻接树（ＮＪＴｒｅｅ）对序列
鉴定能力进行评估。

３　结果
３１　半枝莲及其混伪品 ＩＴＳ２序列特征分析　半枝
莲２５条 ＩＴＳ２序列的长度均为 ２４１ｂｐ，ＧＣ含量为
６８９％～６９３％，半枝莲种内序列间存在２个变异
点，分别为５９位点ＧＡ变异，２２９位点ＧＡ变异，分
为３个单倍型。混伪品半边莲、韩信草和荔枝草

ＩＴＳ２序列长度分别为２４６ｂｐ、２３４ｂｐ和２２８ｂｐ，ＧＣ含
量分别为 ６６３％ ～６７２％、６７１％ ～６７９％ 和
６１４％ ～６２３％。半枝莲与半边莲、韩信草及荔枝
草存在较多变异位点。见图１。

表１　样本信息

名称
实验编号／

ＧｅｎＢａｎｋ登录号
拉丁名 来源

半枝莲药材 ＢＡＺＬ０００１ Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａｂａｒｂａｔａ 河北安国药材市场
半枝莲药材 ＢＡＺＬ０００２ Ｓｂａｒｂａｔａ 河北安国药材市场

半枝莲药材 ＢＡＺＬ０００３ Ｓｂａｒｂａｔａ 河北安国药材市场

半枝莲药材 ＢＡＺＬ０００４ Ｓｂａｒｂａｔａ 河北安国药材市场

半枝莲药材 ＢＡＺＬ０００５ Ｓｂａｒｂａｔａ 河北安国药材市场

半枝莲药材 ＢＡＺＬ０００６ Ｓｂａｒｂａｔａ 河北安国药材市场

半枝莲药材 ＢＡＺＬ０００７ Ｓｂａｒｂａｔａ 河北安国药材市场

半枝莲药材 ＢＡＺＬ０００８ Ｓｂａｒｂａｔａ 中日友好医院（北京）

半枝莲药材 ＢＡＺＬ０００９ Ｓｂａｒｂａｔａ 京芝堂（北京）

半枝莲药材 ＢＡＺＬ００１０ Ｓｂａｒｂａｔａ 金象大药房（北京）

半枝莲药材 ＢＡＺＬ００１１ Ｓｂａｒｂａｔａ 北京同仁堂

半枝莲药材 ＢＡＺＬ００１２ Ｓｂａｒｂａｔａ 四川荷花池市场

半枝莲药材 ＢＡＺＬ００１３ Ｓｂａｒｂａｔａ 绿野公司（江苏）

半枝莲药材 ＢＡＺＬ００１４ Ｓｂａｒｂａｔａ 河北安国药材市场

半枝莲药材 ＢＡＺＬ００１５ Ｓｂａｒｂａｔａ 安徽亳州药材市场

半枝莲药材 ＢＡＺＬ００１６ Ｓｂａｒｂａｔａ 安徽亳州药材市场

半枝莲种子 ＢＡＺＬ００１７ Ｓｂａｒｂａｔａ 重庆

半枝莲种子 ＢＡＺＬ００１８ Ｓｂａｒｂａｔａ 重庆

半枝莲种子 ＢＡＺＬ００１９ Ｓｂａｒｂａｔａ 重庆

半枝莲种子 ＢＡＺＬ００２０ Ｓｂａｒｂａｔａ 山东

半枝莲种子 ＢＡＺＬ００２１ Ｓｂａｒｂａｔａ 河北

半枝莲种子 ＢＡＺＬ００２２ Ｓｂａｒｂａｔａ 湖南

半枝莲种子 ＢＡＺＬ００２３ Ｓｂａｒｂａｔａ 安徽亳州市

半枝莲种子 ＢＡＺＬ００２４ Ｓｂａｒｂａｔａ 安徽亳州市

半枝莲种子 ＢＡＺＬ００２５ Ｓｂａｒｂａｔａ 湖南

半枝莲种子 ＢＡＺＬ００２６ Ｓｂａｒｂａｔａ 河北安国市

半边莲药材 ＢＡＢＬ０００１ Ｌｏｂｅｌｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 河北安国药材市场

半边莲药材 ＢＡＢＬ０００２ Ｌｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 河北安国药材市场

半边莲药材 ＢＡＢＬ０００３ Ｌｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 河北安国药材市场

半边莲药材 ＢＡＢＬ０００４ Ｌｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 中日友好医院（北京）

半边莲药材 ＢＡＢＬ０００５ Ｌｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 京芝堂（北京）

半边莲药材 ＢＡＢＬ０００６ Ｌｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 北京同仁堂

半边莲药材 ＢＡＢＬ０００７ Ｌｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 广西某药店

半边莲 ＫＣ４４１０３１ Ｌｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ＧｅｎＢａｎｋ
半边莲 ＫＣ４４１０３２ Ｌｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ＧｅｎＢａｎｋ

韩信草药材 ＨＡＸＣ０００１ Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａｉｎｄｉｃａ 河北安国药材市场

韩信草 ＧＱ４３４３２０ Ｓｉｎｄｉｃａ ＧｅｎＢａｎｋ
韩信草 ＦＪ８８３５３５ Ｓｉｎｄｉｃａ ＧｅｎＢａｎｋ
荔枝草 ＫＴ０７４４００ Ｓａｌｖｉａｐｌｅｂｅｉａ ＧｅｎＢａｎｋ
荔枝草 ＫＣ４７３２５５ Ｓｐｌｅｂｅｉａ ＧｅｎＢａｎｋ

３２　半枝莲及其混伪品种内及种间遗传距离分析
　半枝莲 ＩＴＳ２序列种内最小遗传距离０，最大遗传
距离为０００８４。半边莲、韩信草和荔枝草 ＩＴＳ２序
列种内遗传距离分别为 ０～００１２４、０～０００４３、
０００８８。半枝莲与半边莲、半枝莲与韩信草以及半
枝莲与荔枝草之间的遗传距离分别为 ０３５４７～
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０３６９６、００４４２～００５４２、０２７１９～０３０１８（表
２）。半枝莲与其混伪品种间最小遗传距离大于半枝

莲种内最大遗传距离，说明采用 ＩＴＳ２序列可以将半
枝莲与其混伪品准确区分开。

图１　半枝莲及其混伪品的种间变异位点

图２　基于ＩＴＳ２序列构建的半枝莲及其混伪品ＮＪ树

·８９７· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｍａｙ．２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．５



表２　半枝莲种内及与其混伪品种间Ｋ２Ｐ遗传距离

样品 Ｋ２Ｐ遗传距离

半枝莲种内 ０～０００８４
半枝莲与半边莲种间 ０３５４７～０３６９６
半枝莲与韩信草种间 ００４４２～００５４２
半枝莲与荔枝草种间 ０２７１９～０３０１８

３３　构建ＮＪ树鉴别半枝莲及其混伪品　从基于
ＩＴＳ２序列构建的ＮＪ树图（图２）可以看出，半枝莲单
独聚为一支，支持率为９６％，表现出单系性。混伪
品半边莲、韩信草及荔枝草各自聚为一支，明显与半

枝莲分开。因此，ＩＴＳ２条形码可准确鉴别半枝莲药
材及其混伪品。

４　讨论
４１　半枝莲混淆现象多见　半枝莲为常用中药，在
临床上有广泛应用。然而，有文献报道半边莲、韩信

草和荔枝草等中药材常与其混淆使用［１０］，严重影响

药材质量。韩信草、荔枝草与半枝莲同来源于唇形

科且药用部位相同，具有相似的茎四棱的植物学特

征，在采收和使用过程中均易发生混淆。半边莲与

半枝莲形态特征差异较明显，与其他混伪品相比较，

易于与半枝莲进行区分。然而，我们的研究发现半

边莲却是半枝莲更为常见的混伪品，本研究中收集

于广西药店的 ＢＡＢＬ０００７号样品，购买时标签注明
为半枝莲，通过序列比对进行判定并经过 ＮＪ树验
证，结果证明该样品并非半枝莲，而是半边莲，可见

半枝莲和半边莲因其名称相近，在使用中的确易于

发生混淆。

４２　ＩＴＳ２条形码可从种子源头控制半枝莲质量　
获得样品 ＤＮＡ以及扩增得到条形码序列是成功运
用ＤＮＡ条形码技术的前提。种子类实验材料多含
有大量油脂，存在难以粉碎和裂解的问题［３６］。张娜

娜等［３７］在加裂解液 ＧＰ１后，以６５℃水浴４ｈ的条
件对泽泻种子进行ＤＮＡ提取。马双姣等［３８］在王不

留行种子粉碎前加入相当于药材量５％的 ＰＶＰ，粉
碎后加人核分离液７００μＬ漂洗２～３次，６５℃水浴
３ｈ提取ＤＮＡ。本研究在提取半枝莲种子 ＤＮＡ时，
在粉碎前加入样本量１０％的ＰＶＰ，加裂解液ＧＰ１后
５６℃水浴过夜，后续按照试剂盒说明书步骤进行操
作，成功对所有半枝莲种子 ＤＮＡ进行提取和 ＰＣＲ
扩增，说明半枝莲种子 ＤＮＡ易于提取。在收集的
１０份种子样品中，９份样品鉴定结果为半枝莲，ＢＡ
ＺＬ００２６号样品鉴定结果为旋花科的南方菟丝子，未
发现常见混伪品韩信草、荔枝草和半边莲的种子。

南方菟丝子不是半枝莲的常见混伪品，亲缘关系也

非常远，仅仅是大小相似，就造成了种子混淆，说明

半枝莲药材种子混淆问题存在且很严重，急需解决。

中药材种类繁多，鉴别困难，对其种子进行准确鉴别

更是难上加难，因此种子比药材更易混淆。然而，在

种子源头发生混淆将直接导致中药材的错种和错

收，会严重影响药材质量和用药安全，而且会造成经

济上的大量损失。ＩＴＳ２条形码的成功应用，能有效
避免半枝莲种子在流通环节混伪现象的发生，从根

源上保证药材的质量。

４３　ＩＴＳ２条形码可有效鉴别半枝莲药材及其混伪
品　ＩＴＳ２条形码在多种植物类中药材及其混伪品
的鉴定中显示出了较好的物种鉴定能力，涵盖根及

根茎类［２０２３］、叶类［２４２５］、茎木类［２６２８］、皮类［２９３１］、全

草类［３２］、花类［３３］及果实及种子类［３４３５］等中药材。

本研究成功提取了半枝莲及其混伪品药材的 ＤＮＡ，
且所有实验样本的ＰＣＲ扩增、测序成功率及序列获
得率均为１００％。实验结果表明半枝莲的种内最大
遗传距离小于与其混伪品的种间最小遗传距离，ＮＪ
树中半枝莲及其混伪品都能很好的各自聚为一支，

与其混伪品能明显分开，说明ＩＴＳ２条形码是对半枝
莲及其混伪品进行准确快速鉴定的好工具，也再次

证实了 ＤＮＡ条形码对中药材物种鉴定的能力。
ＤＮＡ条形码对半枝莲及其混伪品鉴别的高度准确
性，为规范中药材半枝莲的市场流通，保障临床用药

安全及疗效提供了参考依据，也为全草类中药材的

鉴别提供了新的手段。
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