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摘 � 要: 利用特异性引物进行 PCR 扩增和克隆、测定不同产区麦冬和山麦冬原植物的 18S~ 26S r DNA�ITS 区

碱基序列, 结果得到供试的 7个不同产区麦冬和山麦冬植株样品 rDNA 的 ITS 及 5� 8S rDNA 全序列、18S 和 26S

rDNA 部分序列, 序列长度在 696~ 711 bp。通过分析比较各 ITS 序列, 表明不同产区麦冬和山麦冬 rDNA�ITS

区存在差异, 可为其分子鉴别提供了依据。
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Abstract: T he 18S - 26S rDNA�ITS base sequences o f Radix ophiopogonis and Radix liriopes from diff er ent g eo�

g raphical reg ions were compared by using the specific PCR�ITS. T he complete sequences of ITS and 5� 8S rDNA , as

well as partial sequences of 18S rDNA and 26S rDNA , in the r ange of 696- 711 bp for the seven samples w ere ob�

tained� By compar ing the sequences, it w as apparent t hat the ITS sequences of R� op hiop ogonis and R� lir io p es

from differ ent r egions varied� Our analy tical results pr ov ided a basis fo r mo lecular identif ication of the species�
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� � 麦冬, 别名寸冬、麦门冬和沿阶草等, 在我国

大部分地区都有野生分布和栽培, 以干燥块根入

药, 为养阴生津之要药, 泽枯润燥之上品。�中国

药典� ( 1995年版) 收载有百合科沿阶草属植物麦

冬 [ O� j ap onicus ( T hunb� ) Ker�Gaw l. ]、山麦冬

属短葶山麦冬 [ L�muscari ( Decne� ) Bailey] 及湖

北麦冬 [ L� sp icata ( Thunb� ) Lour� var� p r o�
l if er a Y� T�M a] 等 3 种[ 1- 2] , 它们分别是目前国

内主流商品麦冬类药材杭麦冬、川麦冬、福建麦冬

和湖北麦冬的基源植物。对于它们之间的鉴别通常

采用植株形态、药材性状、显微、理化等方法。传

统的外观分类法判断植物种类虽直观、简单、迅

速, 但要求研究者具有丰富的判断经验和分类知

识, 由于麦冬类药材, 其植株形态类型丰富, 依据

形态学差异的分类方法也存在着争议; 理化分析往

往需要把待测物质从药材中提取出来; 染色体、同

工酶技术在测定的过程中也受到很多不定因素的干

扰。

高等植物的核糖体 DNA ( ribosomal, rDNA)

是由串联重复排列的单位组成, 每个单位包括编码

区和内转录间隔区, 编码区包括 18S、5� 8S和 26S

基因, 序列高度保守; 编码区之间为内转录间隔区

( inter nal t ranscribed spacer, ITS) , 依顺序分为第

一转录间隔 区 ( ITS1 ) 和第 2 转录 间隔区

( IT S2)。IT S区域序列进化速率较编码区快, 其速

率与近缘种进化比较一致, 可以提供较丰富的变异

位点和信息位点, 目前已成为在序列水平上探讨科

内属间及属下种间关系十分有效的手段 [ 3- 4]。在中

药材领域, 已有对莲[ 5] 、当归 [ 6]、太子参 [ 7] 等 rD�
NA�IT S序列分析或比较的相关报道。本研究拟利
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用 ITS 序列分析, 比较浙江、四川、湖北、福建

麦冬不同基源植物之间 rDNA�ITS 碱基序列的差

异及规律, 探讨它们的分类地位和系统发育关系,

为麦冬的指纹图谱鉴别提供分子标记; 同时, 为麦

冬资源的保存、利用提供科学依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 供试材料

试材取自浙江 (庵东、崇寿)、四川 (三台)、

湖北 (襄樊、新堰)、福建 (泉州、莆田) 等不同

产区的麦冬、山麦冬的植株。

1� 2 � 麦冬基因组 DNA 提取

于 1� 5 mL 离心管中, 将 0� 1 g 麦冬叶片用液

氮磨成细粉末, 加入 600 �L 预热的 CT AB提取缓

冲液 ( 50 mmo l � L - 1 T ris � H Cl, pH 8� 0; 20

mmo l � L
- 1

EDT A; 2% CTAB; 1� 4 mm ol � L
- 1

NaC1; 临用前加入 2% ��巯基乙醇) , 混匀后置于

65 � 水浴中温育 45 min, 期间混匀数次; 4 � 下

12 000 r � min
- 1
离心 20 min, 将上清转移到新的

1� 5 mL 离心管; 上清加入等体积预冷的氯仿: 异

戊醇 ( 24�1) , 将离心管缓慢颠倒几分钟, 使管内

充分混匀; 4 � 下 12 000 r �m in- 1离心 10 m in, 将

上清小心转移到新的 1� 5 mL 离心管中; 加 2/ 3体

积预冷的异丙醇, 缓慢混匀, 置于- 20 � 下 30

min; 4 � 下13 000 r � min- 1离心 10 m in, 弃上清,

用 l m L 预冷的 70%乙醇洗涤 DNA 沉淀 2 次; 加

100 �L 灭菌过的 ddH 2 O, 溶解 DNA。

1� 3 � 麦冬 18S~ 26S rDNA 引物设计

根据 Lee 等[ 8]的文献资料, 在 18S 和26S区域

间用 Prem ier Premier5� 0来设计引物扩增 IT S1 和

IT S2序列, 引物由上海英骏生物公司合成, 上游

引 物 P 1 序 列 为: 5��TCCGTAGGTGAACCT�
GCGG�3�, 下游引物 P 2序列为: 5��TCCTCCGCT�
T AT TGA T AT GC�3�。
1� 4 � 目的片断 18S~ 26S rDNA 的 PCR扩增

PCR 反应体系体积为 50 �L: 其中模板

100 ng, 2 mM dNT P 5 �L, 10 � buffer 5 �L;

Taq 酶2 U ; 引物P 1和P 2各20 pm ol。PCR扩增程

序为: 95 � 预变性 5 min; 95 � 变性1 min; 56 �
退火1 min; 72 � 延伸 2 min; 28 个循环, 最后

72 � 延伸 5 min; 用含GoldView 的1� 5%琼脂糖凝

胶电泳检测扩增结果, 在凝胶成像系统上观察。

1� 5 � 连接反应

用凝胶回收试剂盒回收纯化扩增得到的片段,

用 T 载体连接, 按 PGEM T�easy Vecto r试剂盒提

供的方法进行。

1� 6 � 转化
将 DH 5�感受态细胞, 解冻后放置于冰上, 加

入 5 �L 的 T 载体连接液, 轻轻摇匀后, 冰上放置

30 m in, 42 � 水浴中热击 90 s, 后迅速置于冰上冷

却 3~ 5 min; 向管中加入 1 mL LB 液体培养基

(不含Am p) , 混匀后37 � 下震荡培养 1 h, 使细胞

恢复正常生长状态; 取上述菌液 100 �L 涂布于含

Am p、X�GAL 和 IPTG 的筛选平板上, 于 37 � 下
培养 8~ 12 h。

1� 7 � 菌落扩繁

用无菌牙签挑取白色单菌落接种到 5 mL LB

液体培养基 (含 50 ( g � m L
- 1

Am p) 中, 37 � 培
养约 8~ 12 h 至对数生长后期。

1� 8 � 菌落鉴定

取菌落的扩繁液 1 �L 为模板, 用引物 P1、P2

进行 PCR扩增, 反应体系同目的片断扩增体系。

1� 9 � 测序

将每个样品的 5个重复克隆阳性转化液寄往上

海英骏生物技术有限公司进行测序。

2 � 结果与分析

2� 1 � 目的片段 PCR扩增结果

供试的植株样品基因组 DNA 进行 18S ~ 26S

rDNA�IT S段 PCR 扩增后, 琼脂糖凝胶电泳检测

结果如图1所示。7个样品均扩增出约700 bp的产

物, 电泳条带清晰, 无非特异性条带。

2� 2 � 阳性鉴定结果

直接用目的片段的引物 P1、P2对白色菌落的

扩繁液进行 PCR 扩增, 结果如图 2所示, 7个样

品均扩增出清晰条带来, 表明白斑呈阳性, 即目的

片段已转入大肠杆菌。

2� 3 � 测序结果

将各样品克隆阳性转化液寄往上海英骏生

物技术有限公司进行测序。测定得到供试的 7

个不同产区麦冬和山麦冬 rDNA 的 IT S1、 IT S2

及 5� 8S rDNA 全序列 , 18S 和 26S rDNA 部分

序列, 序列长度在 696~ 711 bp; 其中 IT S1 为

227~ 246 bp, 5� 8S 为 143 bp, ITS2 为 223 ~

230 bp, GC 含量分别为 65� 87%、65� 58%、

65� 30%、 69� 06%、 69� 20%、 68� 25%、

65� 30%。浙江崇寿、浙江庵东、四川三台、湖

北襄樊、福建泉州、福建莆田等来源的麦冬植

株样品的 18S ~ 26S rDNA�ITS 区序列结果已登

录到美国国家生物技术信息中心 N CBI 网站上,
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序列号分别为: EU 930852 (浙江庵东麦冬 )、

EU930853 (浙江崇寿麦冬)、EU 930854 (川麦

冬)、EU 930855 (福建泉州麦冬 ) 、EU 930856

(福建莆田麦冬)、EU 930857 (湖北麦冬)。

注: M 为 Marker; 1为四川麦冬; 2为浙江崇寿麦冬; 3为浙江庵东麦冬; 4为湖北襄樊麦冬; 5 为湖北新堰麦冬; 6为福建泉

州麦冬; 7为福建莆田麦冬。图 2同。

图 1� 麦冬 18S~ 26S rDNA�IT S 序列 PCR 扩增图

Fig� 1� PCR amplification of 18S- 26S rDNA of R� Ophiopogonis

图 2 � 引物 P1、P2 对 DH 5�转化菌液扩增图

Fig� 2 � Amplif ication of transformation of DH5� with primers P1 and P2

� � 所得序列用 clustalx1� 8 同源对齐, 必要时进

行手工排序, 比对结果 (图 3) 是: 川麦冬与浙麦

冬 ITS 区序列在第 289、369和 532 位上各相差 1

个碱基, 分别为 G- A、G- T , T - A; 浙江崇寿

和浙江庵东两地的麦冬 IT S 区序列在第 391 位和

第 519位上各相差 1个碱基, 分别是 T - C及 A -

G; 福建泉州麦冬和福建莆田麦冬序列基本一致,

仅在第 470位碱基上相差 1个碱基 ( C- T ) ; 取自

湖北新堰的麦冬 IT S 区序列与浙江崇寿麦冬序列

完全一致; 泉州麦冬和襄樊麦冬 ITS 序列变异位

点较多, 可提供丰富的系统学信息, 差异位点有第

133位 ( C - T )、151 位 ( A - G)、246 位 ( T -

C)、247位 ( G - A )、466 位 ( G - T )、513 位

( C- A)、515位 ( C - G)、529位 ( C - T )、596

位 ( T - C) 和 613位 ( C- T ) , 在 ITS1区, 襄樊

麦冬有 � CCGCC�, � GCCTCGGCG� 两段碱基缺
失; 沿阶草属麦冬和山麦冬区别: IT S1区段的第

44位 ( A - G)、第 50- 51 位 ( T T - CC)、第 58

位 ( T - C )、第 71 位 ( T - C)、第 112 位 ( T -

C)、第 114 位 ( T - C)、第 118 位 ( T - C)、第

122位 ( G - T )、第 131 位 ( C - A )、第 153 位

( T - C)、第 190位 ( A- G)、第 207位 ( A - G)、

第 230位 ( T- C)、第 251位 ( T - C)、第 253位

( A- G)、第 256位 ( C- T)、第 272位 ( C- T) ,

IT S2区段的第 451 ( T- C)、第 472- 473位 ( AT

- GG)、第 485 位 ( T - C)、第 488位 ( G- A)、
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第 540位 ( A- G)、第 548位 ( T - C)、第 583位

( A- G)、第 591位 ( G- C)、第 615 位 ( A- C)、

第 619位 ( C- A)、第 623位 ( A - G)、以及 26S

区段第 647- 648 位 ( AT - GC)、另外, 在 ITS1

区段上, 川麦冬和浙麦冬有一 � CG�, 而山麦冬缺

失; 在 IT S2 区上, 山麦冬有一 � TGCCCCC� 序
列, 而沿阶草属的川麦冬和浙麦冬却没有该段序

列。

注: scm d为四川麦冬; csmd浙江崇寿麦冬; admd浙江庵东麦冬; xym d湖北新堰麦冬; qzmd 福建泉州麦冬; ptm d福建莆田麦冬;

xfmd湖北襄樊麦冬。图 4同。

图 3 � 麦冬 ITS 序列排列

Fig� 3 � Arrangement of ITS sequences of R� Op hiopogonis
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2� 4 � 系统发育树构建

用软件 MEGA4� 0 各样品 IT S 区序列的差异

性进行分析, 根据 UPGM AM 法构建系统发育树

(图 4) , 浙江崇寿、浙江庵东、四川麦冬、湖北新

堰麦冬聚为一支, 湖北襄樊麦冬、福建泉州麦冬、

福建莆田麦冬聚为另外一支, boo tst rap可信度分

析在 87%以上。浙江庵东和湖北新堰的麦冬 ITS

序列完全一致, 很可能是同一品种, 它们与浙江崇

寿及四川麦冬亲缘关系较近, 这 4个地区的麦冬可

能为同一品种在不同地区经过长时间人工驯化栽培

而有所差异。福建泉州麦冬和福建莆田麦冬 ITS

序列一致, 为同一品种, 与湖北襄樊麦冬亲缘关系

比较近, 可能是这几个地区间引种所致。

图 4� 不同产区麦冬系统发育树

Fig� 4 � Phylogenetic tree of R� Op hiopogonis from dif ferent

geographical regions

3 � 讨 � 论

据调查, 全国各地以麦冬或野麦冬为名的沿阶

草属 18种 (变种) 和山麦冬属 8种 (变种) , 其中

有 16种具块根并有价值。由于种类繁多, 质量参

差不一, 市场上存在着将萱草及淡竹叶块根充当麦

冬用的假麦冬。中药材通常采用植株形态、药材性

状、显微、理化等方法进行鉴别, 但常规的鉴别方

法存在一定弊端。传统的外观分类法判断植物种类

虽直观、简单、迅速, 但要求研究者应具有丰富的

判断经验和分类知识, 而对于麦冬类药材, 其植株

形态类型丰富, 依据形态学差异的分类方法存在着

争议, 如日本学者原宽认为山麦冬的有无地下走

茎、叶片宽度、花序长短程度不同及花葶是否高于

叶片等问题, 给依据植物学常规分类方法的物种鉴

定带来困难。理化分析往往需要把待测物质从药材

中提取出来。而染色体、同工酶技术在测定的过程

中也受到很多不定因素的干扰。本研究通过测定主

要产区麦冬和山麦冬18S~ 26S rDNA�IT S区序列,

从分子水平上揭示了麦冬原植物间的差异, 其结果

重复性和准确性都较高, 可为其原植物指纹图谱的

鉴别提供分子依据。

本试验测序所得结果, 麦冬和山麦冬的 IT S

区碱基序列有较多位点的差异, 其中在 ITS2 区,

麦冬较山麦冬缺失一段碱基 ( � TGCCCCC�) ; 而

对山麦冬, 湖北襄樊的麦冬较福建麦冬在 ITS1区

也有两段碱基缺失 ( � CCGCC� 和 � GCCTCG�
GCG�)。这碱基段的差异可以作为分子鉴别的依
据, 前者用于区分麦冬和山麦冬, 后者则可以用于

鉴别福建麦冬和湖北麦冬。

本研究中, 所构建的系统发育树将沿阶草属的

浙麦冬与川麦冬聚为一支, 而将山麦冬属的短葶山

麦冬和湖北麦冬聚为另一支, 这与药典上的规定一

致。取自湖北新堰的植物样品 IT S 区测序结果与

取自浙江庵东的一样, 系统发育树也聚同一支, 这

可能是当地的药农从浙江引种所致。这也从形态上

得以体现, 取自湖北新堰的样品, 植株较矮, 叶片

绿色, 较细, 无明显的地下走茎, 形态特征与浙麦

冬相似; 而湖北麦冬植株较高, 叶片黄绿, 较宽,

有明显的地下走茎, 其典型特征是植株开花后不结

果实, 而是在花腋处长出小植株。
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