
基金项目：中医药公益性行业专项（编号：２０１４０７００２）
作者简介：魏艺聪（１９８１—），福建漳浦人，讲师，硕士，研究方向为中药生物技术，Ｅｍａｉｌ：ｙｉｃｏｎｇｗｅｉ＠１２６ｃｏｍ
通信作者：车苏容，副教授，主要从事中药材鉴定研究，Ｅｍａｉｌ：８６１２０４０＠ｑｑｃｏｍ

基于 ｍａｔＫ序列的积雪草与其易混品的
分子鉴定方法分析

魏艺聪　陈建雄　黄泽豪　卢　伟　车苏容　梁一池
（福建中医药大学药学院，福州，３５０１２２）

摘要　目的：积雪草容易与多种混淆品相互混淆，本研究拟基于ｍａｔＫ序列探讨积雪草与其混淆品鉴定的新方法。方法：
从ＧｅｎＢａｎｋ核酸数据库下载积雪草、过路黄、连钱草和乌蔹莓的 ｍａｔＫ序列，应用 ＣｌｕｓｔａｌＸ２１软件进行 ＳＮＰ鉴别位点分
析，应用ＭＥＧＡ５０软件计算种内种间（Ｋ２Ｐ）遗传距离和构建邻接（ＮＪ）系统聚类树。结果：获得积雪草与过路黄各５个
ｍａｔＫ序列及连钱草和乌蔹莓各１个ｍａｔＫ序列，分析显示积雪草与其混伪品的ｍａｔＫ序列存在较大差异，具有近百个ＳＮＰ
位点，且其中多是积雪草特有的，可用于分子鉴定。且积雪草最大种内Ｋ２Ｐ遗传距离０００１，远远小于其与混伪品的种间
Ｋ２Ｐ遗传距离０２４２～０２９３，构建的系统发育树显示积雪草与其混淆品可明显分开。结论：综合以上分析，ｍａｔＫ序列为
鉴定积雪草及其混淆品提供了新的分子鉴定方法。
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　　积雪草（Ｃｅｎｔｅｌｌａａｓｉａｔｉｃａ（Ｌ）Ｕｒｂａｎ）为伞形科
积雪草属植物，《中华人民共和国药典》收载的积雪

草又称落得打、半边钱、破铜钱、崩大碗、马蹄草等。

具有清热利湿、解毒消肿之功效，被应用于治疗跌打

损伤、湿热黄疽、中暑腹泻、痈肿疮毒、流行性脑脊髓

膜炎与传染病肝炎等疾病［１３］。已有研究表明，积雪

草含有丰富的五环三萜皂苷类，其中积雪草苷与积

雪草酸被作为评价积雪草质量的指标成分，由于不

同产地积雪草的有效成分含量有较大差异，仅凭化

学成分，较难确定药材的基原，特别过路黄（Ｌｙｓｉｍａ
ｃｈｉａｃｈｒｉｓｔｉｎａｅＨａｎｃｅ）、连钱草（Ｇｌｅｃｈｏｍａｌｏｎｇｉｔｕｂａ
（Ｎａｋａｉ）Ｋｕｐｒ）与乌蔹莓（Ｃａｙｒａｔｉａｊａｐｏｎｉｃａ（Ｔｈｕｎｂ）

Ｇａｇｎｅｐ）等常因为形态相似等原因，常引起相互混
淆［２３］。

近几年来，ＤＮＡ条形码分析技术为物种鉴定提
供了可靠的识别方法，已被广泛应用于中药基原的

分子鉴定。其中，ｍａｔＫ基因是编码参与 ＲＮＡ转录
本中ＩＩ型内含子剪切的成熟酶（Ｍａｔｕｒａｓｅ）的单拷贝
编码基因，位于叶绿体赖氨酸ｔＲＮＡ基因（ｔｒｎＫ）高度
保守的 ２个外显子之间的内含子中，序列长度约
１５００ｂｐ，在几乎所有的种子植物中都有分布，是叶
绿体基因组中进化最快的编码基因之一，ｍａｔＫ序列
可在科、属水平为研究类群内部的系统重建提供了

较多的信息［４５］。在物种、种下水平，ｍａｔＫ常和
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ｒｂｃＬ、ＩＴＳ联合使用，用于密切相关物种的系统发育
关系研究［６７］。２００９年，生物条形码联盟（组根据引
物通用性、序列测序质量及物种鉴定效率，推荐

ｍａｔＫ为植物 ＤＮＡ条形码研究的核心 ＤＮＡ条形码
序列之一，ｍａｔＫ基因也被用于药用植物的分子鉴定
研究［８９］。本研究应用ｍａｔＫ条形码对易混品种积雪
草与其易混品过路黄、连钱草与乌蔹莓进行鉴定分

析，旨在为积雪草与过路黄、连钱草与乌蔹莓等易混

品的快速准确鉴定及其准确应用提供科学依据。

１　材料与方法
１１　样本　从ＧｅｎＢａｎｋ［ＧｅｎＢａｎｋ为美国国家生物
技术信息中心（ＮＣＢＩ）建立的 ＤＮＡ序列数据库］下
载积雪草（Ｃｅｎｔｅｌｌａａｓｉａｔｉｃａ（Ｌ）Ｕｒｂａｎ）与其易混品
过路黄（ＬｙｓｉｍａｃｈｉａｃｈｒｉｓｔｉｎａｅＨａｎｃｅ）、连钱草（Ｇｌｅ
ｃｈｏｍａｌｏｎｇｉｔｕｂａ（Ｎａｋａｉ）Ｋｕｐｒ）与乌蔹莓（Ｃａｙｒａｔｉａｊａ
ｐｏｎｉｃａ（Ｔｈｕｎｂ）Ｇａｇｎｅｐ）ｍａｔＫ基因序列。其中，获
不同来源的积雪草与过路黄ｍａｔＫ序列各５条，连钱
草与乌蔹莓 ｍａｔＫ序列各 １条；样品采集信息及
ｍａｔＫ序列的ＧｅｎＢａｎｋ登录号见表１。

表１　样品采集信息及ｍａｔＫ序列ＧｅｎＢａｎｋ登录号

编号 名称 拉丁学名 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

１ 积雪草 Ｃｅｎｔｅｌｌａａｓｉａｔｉｃａ ＪＮ４０７２１９２
２ 积雪草 Ｃｅｎｔｅｌｌａａｓｉａｔｉｃａ ＪＮ４０７２１７２
３ 积雪草 Ｃｅｎｔｅｌｌａａｓｉａｔｉｃａ ＪＮ４０７２１８１
４ 积雪草 Ｃｅｎｔｅｌｌａａｓｉａｔｉｃａ ＪＱ０２４９４５１
５ 积雪草 Ｃｅｎｔｅｌｌａａｓｉａｔｉｃａ ＧＱ４３４２３１１
６ 过路黄 Ｌｙｓｉｍａｃｈｉａｃｈｒｉｓｔｉｎａｅ ＪＦ９５４４４２
７ 过路黄 Ｌｙｓｉｍａｃｈｉａｃｈｒｉｓｔｉｎａｅ ＪＦ９５４４４３
８ 过路黄 Ｌｙｓｉｍａｃｈｉａｃｈｒｉｓｔｉｎａｅ ＪＦ９５４４４０
９ 过路黄 Ｌｙｓｉｍａｃｈｉａｃｈｒｉｓｔｉｎａｅ ＪＦ９５４４４１
１０ 过路黄 Ｌｙｓｉｍａｃｈｉａｃｈｒｉｓｔｉｎａｅ ＪＦ９５４４３９
１１ 乌蔹莓 Ｃａｙｒａｔｉａｊａｐｏｎｉｃａ ＨＧ００４９５０１
１２ 连钱草 Ｇｌｅｃｈｏｍａｌｏｎｇｉｔｕｂａ ＦＪ５１３１６３１

１２　序列处理　ＣｌｕｓｔａｌＸ２１是多重序列比对程
序，可为进行ＤＮＡ序列的多重序列和轮廓比对和分
析。本实验所获所有不同来源的 ｍａｔＫ序列应用
ＣｌｕｓｔａｌＸ２１软件进行多重比对，获得多重比对的
ｍａｔＫ序列，应用该序列应用后续分析。
１３　数据分析　ＭＥＧＡ５０是构建分子进化树的主
要软件，是图形化软件，使用非常方便。利用

ＭＥＧＡ５０软件进行种内种间 Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ
（Ｋ２Ｐ）遗传距离分析。采用 ＢＬＡＳＴ１、最近距离法
（Ｎｅａｒｓｅｓｔｄｉｓｔａｎｃｅ）及构建邻接（ＮＪ）系统聚类树受
试样本进行鉴定分析。

２　结果
２１　ＳＮＰ鉴别位点分析　经ＣｌｕｓｔａｌＸ２１软件进行

多重比对分析显示，所获 ５个不同来源的积雪草
ｍａｔＫ序列样本种内仅有２个ＳＮＰ位点，所获５个不
同来源的过路黄 ｍａｔＫ序列样本种内仅有３个 ＳＮＰ
位点，而积雪草与分别其他３种易混品的ｍａｔＫ序列
的ＳＮＰ位点多达近百个以上，其中多数 ＳＮＰ位点均
属积雪草特异的，可作为积雪草 ＳＮＰ鉴别位点。见
图１。
２２　种内种间遗传距离分析　应用ＭＥＧＡ５０软件
进行种内种间 Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）遗传距离
分析表明，５个受试积雪草样本 ｍａｔＫ序列的遗传距
离为０～０００１之间，可见种内变异极小。５个受试
过路黄样本 ｍａｔＫ序列的遗传距离为 ０～０００４之
间，种内变异也很小。而积雪草与其他３种混淆品
的种间遗传距离在０２４２～０２９３之间，其中与乌蔹
莓遗传距离最近，达０２４２，而与连钱草的遗传距离
最远，达０２９３。结果表明积雪草其他３种样本的种
间遗传距离远大于积雪草的种内遗传距离。因此，

ｍａｔＫ序列能够将积雪草与过路黄、连钱草与乌蔹莓
等３种混淆品区分开，该序列可用于鉴别条形码。

表２　各样本ｍａｔＫ序列的种内与种间遗传距离

编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２

１
２ ００００
３ ００００００００
４ ０００１０００１０００１
５ ０００１０００１０００１０００３
６ ０２８２０２８２０２８２０２８４０２８４
７ ０２８２０２８２０２８２０２８４０２８４００００
８ ０２８２０２８２０２８２０２８４０２８４００００００００
９ ０２８４０２８４０２８４０２８６０２８６０００１０００１０００１
１００２８６０２８６０２８６０２８９０２８９０００３０００３０００３０００４
１１０２４２０２４２０２４２０２４５０２４５０２５５０２５５０２５５０２５７０２６０
１２０２９１０２９１０２９１０２９３０２９３０３４９０３４９０３４９０３５１０３５４０３００

　　注：１～１２编号顺序同表１，１～５为：积雪草；６～１０：过路黄；１１：乌蔹莓；

１２：连钱草。

２３　系统聚类树鉴定结果　应用 Ｍｅｇ５０软件构
建ＮＪ系统聚类树分析所获所有样本序列，进一步分
析其相互近源关系。见图２。ＮＪ系统聚类树结果显
示５个不同来源的积雪草样本单独聚为一类，与过
路黄等３种混淆品没有交叉。以上结果表明，ｍａｔＫ
序列适用于积雪草与与过路黄等３种混淆品之间的
鉴别，可为积雪草的准确应用提供鉴定依据。

３　小结
对积雪草及其混淆品的传统鉴别方法主要有基

原的外部形态、显微结构和化学成分差异等方

面［１２］。近年来，阮元等利用ＲＡＰＤ等技术对积雪草
及其混淆品进行分子鉴定，获得可用于鉴别积雪草

的ＲＡＰＤ差异条带，可用于鉴别积雪草及其伪
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图１　积雪草与其３种混淆品的ｍａｔＫ序列多重比对

图２　基于ＮＪ法构建ｍａｔＫ　序列的积雪草与其３种混淆品的系统聚类树

品［３］。但由于ＲＡＰＤ等技术所用引物是随机引物，
扩增效果不够稳定，重复性差，较难形成统一的标准

进行准确鉴定。近几年来，ＤＮＡ条形码技术以其鉴
定结果的可靠性与稳定性高，易于形成统一的操作

标准，已经被广泛应用中药基原的鉴定。本研究以

植物叶绿体ＤＮＡ中ｍａｔＫ基因序列作为对积雪草及
其混淆品中的ＤＮＡ条形码进行了分析。结果显示，
积雪草与其混淆品的 ｍａｔＫ序列存在较大差异，具
有近百个ＳＮＰ位点，且其中多是积雪草特有的，可
用于分子鉴定。且积雪草最大种内 Ｋ２Ｐ遗传距离
０００１远远小于其与混淆品的种间 Ｋ２Ｐ遗传距离
０２４２～０２９３，构建的系统发育树显示积雪草与其
混品可明显分开。总之，作为 ＤＮＡ条形码的 ｍａｔＫ
序列为准确、简便地鉴定积雪草及其混淆品提供了

新的分子鉴定方法。
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