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·基础研究·
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 ［通信作者］　王蠫，副主任技师，研究方向：中药资源；Ｔｅｌ：（０１０）５７８３３１９９，Ｅｍａｉｌ：ｙｗａｎｇ＠ｉｍｐｌａｄａｃｃｎ

基于 ＩＴＳ２序列的朱砂根及其混伪品分子鉴定△

陈新连，周建国，马双姣，姚辉，林余霖，王蠫

（中草药物质基础与资源利用教育部重点实验室 中国医学科学院 北京协和医学院 药用植物研究所，北京　１００１９３）

［摘要］　目的：应用ＩＴＳ２序列对朱砂根及其混伪品进行鉴定研究，为中药临床准确用药、市场规范化管理等
提供依据和保障。方法：对朱砂根及其混伪品进行 ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增 ＩＴＳ２序列、双向测序，对序列进行比对、
计算遗传距离。结果：朱砂根ＩＴＳ２序列长度为２１７ｂｐ，种内有１０个变异位点，有９种单倍型，平均 Ｇ＋Ｃ含量为
５９１％，除变种红凉伞外，朱砂根与其各混伪品的种间最小遗传距离均大于朱砂根种内最大遗传距离，所以利用
ＩＴＳ２序列可以鉴别朱砂根及其混伪品。结论：实验结果表明 ＩＴＳ２序列可以鉴别朱砂根及其混伪品，但对于其与变
种的关系需进一步研究。

［关键词］　朱砂根；鉴别；ＩＴＳ２序列；ＤＮＡ条形码；混伪品
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中药材朱砂根为紫金牛科植物朱砂根 Ａｒｄｉｓｉａ
ｃｒｅｎａｔａＳｉｍｓ的干燥根。本品根簇生于略膨大的根
茎上，呈略弯曲的圆柱形，表面灰棕色或棕褐色，

有多数纵皱纹和横环状断裂痕，皮部与木部易分

离。质硬而脆，易折断，断面不平坦，皮部厚，约

占断面的 １／３～１／２，类白色或粉红色，外侧有紫
红色斑点散在，习称 “朱砂点”，木部黄白色，不

平坦。气微，味微苦，有刺舌感，有解毒消肿、活

血止痛、祛风除湿之功效［１］。朱砂根为民间常用

中草药之一，根、叶可用于跌打风湿、消化不良、

咽喉炎及月经不调等症。果可食，亦可榨油，油可

供制肥皂。朱砂根也可作观赏植物，在园艺方面的

品种较多［２］。此外，其在抗炎抑菌、抗肿瘤、抗

生育、抗 ＨＩＶ、抑制血小板聚集、降低血压等方面
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也有很好的疗效［３７］。

在第四次全国中药资源普查中发现，朱砂根野

生资源目前较为丰富，主要分布于长江中、下游的

重庆、四川、贵州、云南、广东和广西等地，药用

方面基本全部来源于野生朱砂根［８］。朱砂根常与其

同属植物混在一起使用［９１０］，同时，由于牡丹皮和

山豆根市场价格较高，三者的外部形态相似，有不

法商贩将朱砂根混在牡丹皮、山豆根中使用［１０１２］，

牡丹皮是毛茛科植物牡丹 ＰａｅｏｎｉａｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａＡｎｄｒ
的根皮，为清热凉血、活血化瘀之药［１］，山豆根是

豆科植物越南槐 ＳｏｐｈｏｒａｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓＧａｇｎｅｐ的根及
根茎，有清热解毒、消肿利咽的作用［１］。此混伪现

象严重影响了临床的安全用药和药材的规范化管理、

流通。中药材的传统鉴别方法较难区分此类混伪品，

且过度依赖专业人员的主观判断，而ＤＮＡ条形码鉴
定技术是利用基因组中一段公认相对较短的序列进

行特异性物种识别鉴定，可有效弥补传统鉴别的局

限，其自２００３年被提出后就受到国际广泛关注［１３］。

该技术物种鉴定效率高，且技术方法简单，稳定性

好、可重复性强，不受外界环境以及样品形态和材

料部位的限制，显著提高了鉴定的效率与准确

性。其中，对于植物类药材，ＩＴＳ２序列具有很高
通用性，易于扩增、测序，且长度适宜，约２３０ｂｐ，
同时也具有足够的变异以区分不同的物种，绝大多

数中药材可以通过ＩＴＳ２序列进行鉴定［１４１５］。本研究

应用ＩＴＳ２序列对朱砂根及其混伪品进行鉴定研究，
以期为其临床用药安全提供依据。

１　材料

朱砂根样品包括基原植物样本、药材样本、种

子样本、复核样本和对照药材等，采自广东、江西、

湖北、安徽、四川等地，种子样本来自国家药用植

物种质资源库。此外，还从 ＧｅｎＢａｎｋ下载了部分物
种的 ＩＴＳ２序列，所有下载序列应用 ＢＬＡＳＴ（Ｂａｓｉｃ
ＬｏｃａｌＡｌｉｇｎｍｅｎｔＳｅａｒｃｈＴｏｏｌ）方法在 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／
ｂｌａｓｔｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／）和中药材 ＤＮＡ条形码鉴定
系统（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｔｃｍｂａｒｃｏｄｅｃｎ／ｃｈｉｎａ／）进行验证，
确保准确可靠。具体的样本信息见表１。

表１　朱砂根及其混伪品样品信息表
样品名 拉丁学名 样本分类 样本编号／ＧｅｎＢａｎｋ登录号 样品来源

朱砂根 Ａｒｄｉｓｉａｃｒｅｎａｔａ 基原植物样本 ＰＳ１６５８ＭＴ０１～０２ 广西南宁

药材样本 ＹＣ０５７１ＭＴ０１～０２、ＹＣ０５７１ＭＴ１１ 江西赣州

ＹＣ０５７１ＭＴ０３～０４ 武汉植物园

ＹＣ０５７１ＭＴ０５～０６、ＹＣ０５７１ＭＴ０８～０９ 广东广州

ＹＣ０５７１ＭＴ０７、ＹＣ０５７１ＭＴ１０ 安徽亳州

种子样本 ＺＨＳＧ０００１～０５、ＺＨＳＧ０００７～１０ 重庆、四川凉山、云南西双

版纳、云南普洱、江西九江

复核样本 ＲＣ＿ＹＣ０５７１ＭＴ０８、ＲＣ＿ＹＣ０５７１ＭＴ０９ 广东广州

对照药材 ＦＤＣ３２４ 中国食品药品检定研究院

ＪＮ６４５１８０～８６、ＫＴ６０２３８１～８３、ＫＪ４９１０６６～７０、
ＪＮ２５２９８５～９０、ＫＰ０９２６２５、ＫＦ１８６４５１、ＪＦ４１６２４２

ＧｅｎＢａｎｋ

红凉伞 Ｃｒｅｎａｔａｖａｒｂｉｃｏｌｏｒ ＫＴ６０２３８６～８７ ＧｅｎＢａｎｋ

矮地茶 Ａｊａｐｏｎｉｃａ ＫＴ６０２４０２～０３ ＧｅｎＢａｎｋ

圆果罗伞 Ａｄｅｐｒｅｓｓａ ＪＮ６４５１９９、ＫＴ６０２３９１ ＧｅｎＢａｎｋ

铜盆花 Ａｏｂｔｕｓａ ＫＴ６０２４１５～１６ ＧｅｎＢａｎｋ

束花紫金牛 Ａｂｏｔｒｙｓａ ＫＴ６０２３７５～７６ ＧｅｎＢａｎｋ

牡丹 Ｐａｅｏｎｉａｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ 药材样本 ＹＣ００６１ＭＴ０５ 安徽亳州

ＥＵ３６９００７、ＪＮ５７２１４９ ＧｅｎＢａｎｋ

越南槐 Ｓｏｐｈｏｒａｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ 药材样本 ＹＣ０１０４ＭＴ０２～０３ 四川成都

ＪＸ４９５４４９ ＧｅｎＢａｎｋ
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２　方法

２１ＤＮＡ提取

将根类样品用７５％乙醇棉擦拭干净，取约４０ｍｇ
样品，取变色硅胶干燥基原植物叶片样品约２０ｍｇ，
朱砂根的种子呈球形，直径约为６～９ｍｍ，在靠近
种皮的位置取样约４０ｍｇ，磨碎，用植物基因组提取
试剂盒（北京天根生化科技有限公司）提取总 ＤＮＡ，
加裂解液，叶片样品６５℃水浴２ｈ，其余样品５６℃
水浴８～１２ｈ，主要原理是通过使细胞壁、细胞膜溶
解破裂，ＤＮＡ暴露，再经过多步除杂、沉淀、清
洗、吹干、洗脱等过程，去除酚类、蛋白质、ＲＮＡ
等，最终得到较为纯净的总ＤＮＡ备用。

２２ＰＣＲ扩增及测序扩增

选用２５μＬ体系，参照 Ｃｈｅｎ等的研究方法［１６］，

所用引物为正向 ＩＴＳ２Ｆ：５′ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴ
ＧＡＡＴ３′和反向 ＩＴＳ３Ｒ：５′ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡ
ＣＡＡＴ３′，用１２５μＬ２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（北京艾德
莱生物科技有限公司），正反向引物各取１μＬ，ＤＮＡ
模板２μＬ，用８５μＬｄｄＨ２Ｏ补足体积至２５μＬ。扩
增程序：９４℃，５ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ；５６℃，３０ｓ；

７２℃，４５ｓ，４０个循环；７２℃，１０ｍｉｎ。扩增完成
后，用凝胶成像仪在紫外光下观察其电泳后在琼脂

糖凝胶中的条带亮度，并与 ＭａｒｋｅｒＡＬ２０００（北京艾
德莱生物科技有限公司）对比来判断扩增情况，包括

目的条带的有无、估算产物浓度及序列长度［１７］。最

后将ＰＣＲ产物送往中国农业科学院开放实验室进行
双向测序。

２３数据处理获得的测序结果
应用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒ５１５进行拼接，去除

低质量区，然后基于隐马尔科夫进行 ＩＴＳ２序列注
释，最后用ＭＥＧＡ６０（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＧｅｎｅｔｉｃｓ
Ａｎａｌｙｓｉｓ）进行种内种间变异位点、遗传距离的分
析。基于本课题组自行编写的代码［１８１９］，将朱砂根

及其主要混伪品牡丹皮、山豆根的主导单倍型 ＩＴＳ２
序列转换为ＤＮＡ条形码和二维ＤＮＡ条形码图片。

３　结果与分析

本研究获得朱砂根 ＩＴＳ２序列 ４８条，长度为
２１７ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为５８５％ ～６０２％，平均 Ｇ＋Ｃ
含量为５９１％，种内变异位点 １０个，有 ９个单倍
型，主导单倍型占５０％，朱砂根种内变异位点具体
信息见表２。

表２　朱砂根ＩＴＳ２序列种内变异位点

单倍型

类型

位置／ｂｐ

１３ １９ ２８ ２９ ７２ ９４ １２１ １６２ １６５ ２０７
各单倍型所占比例（％）

Ｚ１ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ ５００

Ｚ２     Ｔ      １４６

Ｚ３        Ｇ   １０４

Ｚ４       Ａ Ｇ Ｔ  ８３

Ｚ５          － ６３

Ｚ６   Ｔ Ｃ    Ｇ  Ｃ ４２

Ｚ７ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ    Ｇ  － ２１

Ｚ８    Ｃ    Ｇ   ２１

Ｚ９   Ｔ Ｃ  Ａ  Ｇ  Ｃ ２１
注：表示与第一行碱基相同，－表示碱基缺失。

　　朱砂根主导单倍型（以 ＺＨＳＧ０００５为例）与其同
属植物ＩＴＳ２序列比对长度为２１７ｂｐ，共有２５个变
异位点，详细信息见图１。朱砂根与其混伪品种间
序列比对长度为２４９ｂｐ，有１４２个变异位点。

朱砂根种内及其与各混伪品间的 Ｋ２Ｐ距离请见
表３。由表３可以看出，除变种红凉伞外，朱砂根与
其他各混伪品的种间最小遗传距离均大于种内最大

遗传距离，因此用ＩＴＳ２序列可以区分鉴别开。

注：表示与第一行碱基相同。

图１　朱砂根主导单倍型与其同属植物ＩＴＳ２
序列种间变异位点
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表３　朱砂根种内及其与各混伪品的Ｋ２Ｐ距离

样品名 Ｋ２Ｐ距离范围 Ｋ２Ｐ平
均距离

变异位

点数量

朱砂根种内 ０～００３１３ ０００７５ １０

朱砂根与红凉伞 ０～００２０６ ０００６２ １０

朱砂根与矮地茶 ００３８３～００５８６ ００４８３ １７

朱砂根与圆果罗伞 ００３３１～００５８３ ００４５０ １７

朱砂根与铜盆花 ００４７８～００６３８ ００５７１ １９

朱砂根与束花紫金牛 ００３６４～００５７９ ００４７６ １８

朱砂根与牡丹皮 ０５４７６～０６０９８ ０５７４１ ９３

朱砂根与山豆根 ０５３３９～０５７３６ ０５４１５ ８３

朱砂根及其主要混伪品牡丹皮、山豆根的药材

饮片图片、主导单倍型 ＩＴＳ２序列 ＤＮＡ条形码和二
维ＤＮＡ条形码图片见图２。其中ＤＮＡ条形码和二维
ＤＮＡ条形码图片中以不同颜色代表不同的核苷酸，
数字表示碱基序列长度，右侧部分二维码图片为物

种拉丁名和ＤＮＡ条形码序列转换而成，形象化展示
各物种的ＤＮＡ条形码。通过移动终端（如手机等）上
的二维码扫描软件可以识读获得物种拉丁名及 ＩＴＳ２
序列信息，可通过移动终端上的网页浏览器登录中

药材ＤＮＡ条形码鉴定系统（ｗｗｗｔｃｍｂａｒｃｏｄｅ．ｃｎ）进
行物种鉴定。

图２　朱砂根、牡丹皮和山豆根药材图片及其对应基原的ＤＮＡ条形码和二维ＤＮＡ条形码图片

４　讨论

根类药材细胞中含大量次生代谢产物，如多糖

和多酚，这些物质在 ＤＮＡ提取过程中与 ＤＮＡ共沉
淀，形成黏稠的胶状物难以溶解或产生褐变［２０］；同

时，种子类样品富含油脂、酚类、多糖类等物质，

会干扰 ＤＮＡ的提取，所以提取时应适当增大取样
量，增大裂解液的用量，延长水浴时间，尽可能提

取较高质量的ＤＮＡ，利于实验的进行，在研磨前加
大聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ４０）的用量，并在加裂解液
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前用核分离液 ［１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣＬ（ｐＨ８０），
２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ（ｐＨ８０），０７ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，
２％ ＰＶＰ４０，０４％ β巯基乙醇］多次洗涤、离心至
上清液不呈黏稠状。之前就有很多研究者在实验时

进行过相似的处理［２１２３］。

红凉伞是朱砂根的变种，朱砂根种内最大遗传

距离（００３１３）大于红凉伞与朱砂根的种间最小遗传
距离（０），因而无法从 ＩＴＳ２序列水平鉴别这两种植
物。根据 《中国植物志》记载，二者作为单独的两

个种是不恰当的，故给予归并［２］。 《中国植物志》

记录两者植物形态上的主要区别是，变种的叶背、

花梗、花萼及花瓣均带紫红色，有的植株叶两面均

为紫红色，两者在植株外形无太大差异，仅颜色不

同，从标本上看，尤其是在野外采集记录不详而标

本压制不得当时，二者更是无法区别，而活的植株

中，颜色的深浅也有过渡，并且二者在药用性能方

面基本一致［２］。在最新版的 《ＦｌｏｒａｏｆＣｈｉｎａ》中，
红凉伞已合并至朱砂根。对于朱砂根与其变种的鉴

别，目前还没有找到合适的方法，答国政等［２４］基于

ＩＴＳ２序列对紫金牛属矮地茶药材进行基因识别研究
时，也发现朱砂根和红凉伞在ＮＪ树中混为一支，无
法鉴别分开。徐玲玲等［２５］基于核 ＩＴＳ与叶绿体 ｔｒｎＬ
Ｆ序列对１２种紫金牛属植物的种间关系与变异进行
的研究，为朱砂根与其同属其他植物鉴定提供了启

示。随着测序技术的发展，应用叶绿体全基因组筛

选特异性 ＤＮＡ序列［２６］对二者进行区分，或将叶绿

体全基因组作为超级条形码对二者的关系进行深入

的研究。

药用植物栽培过程中，种子是最基础、最重要

的起点［２７］，本实验对朱砂根不同产地种子进行了鉴

别研究，为朱砂根的规范化栽培、种子质量标准的

制订提供了很好的依据。此外，本实验方法简单易

掌握，适用于较多物种及其混伪品的鉴定。它从分

子角度入手，植物的遗传物质相对稳定，较少甚至

不受到材料部位、外界环境的影响，逐渐摆脱了对

于专业鉴定人员的依赖，使物种鉴定标准化、简单

化。此外，本研究转成的二维ＤＮＡ条形码图片，读
者可以通过多种二维码扫描软件（如微信 “扫一扫”

功能、“快拍二维码”等）识读到对应物种的拉丁名

和ＩＴＳ２序列。本研究利用 ＤＮＡ条形码对朱砂根及
其混伪品进行鉴定，对于物种鉴定有重要的启示与

指导意义，对于其在临床准确安全用药和规范药材

市场流通等方面提供了重要依据。
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