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基于 ＤＮＡ条形码的藏药洪连鉴定研究△

尼玛潘多１，李婷２，胡小松２，刘春生２

１西藏自治区食品药品检验研究院
西藏自治区藏药标准化研究重点实验室，西藏　拉萨　８５００００；

２北京中医药大学 中药学院，北京　１０２４８８

［摘要］　目的：对藏区常使用的洪连药材进行ＤＮＡ条形码鉴定，为准确鉴定藏区洪连药材提供方法。方法：从
５个藏区收集１２批洪连药材，提取其ＤＮＡ，采用ＩＴＳ以及ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列进行聚合酶链式反应（ＰＣＲ）引物扩增并测
序，所得序列从ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行相似性同源查询，采用 ＤＮＡＭＡＮ、Ｅｄｉｔｓｅｑ、Ｍｅｇａ等软件，寻找其特异位点，
计算样品Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）遗传距离，并构建ＮＪ系统构建树。结果：１２批样品来源于３个种，ＩＴＳ序列长
度为５５２ｂｐ，变异位点为３４个，在１０７ｂｐ处能将３种兔耳草区分；ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列长度约为２５０ｂｐ，存在１２个变异
位点，在１３６ｂｐ处能将３种兔耳草区分。根据遗传距离构建ＮＪ树，３种兔耳草明显分为３支。结论：ＩＴＳ序列以及
ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列可以作为兔耳草属鉴别的１种方法，为藏药的准确鉴别提供了方法。
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洪连为藏族习用药材，始载于 《四部医典》。

《鲜明注释》云：“洪连门巴随处皆有”；《度母本

草》云：“洪连门巴产自南方者为上品；下品分雌、

雄两类：能开花者为雄，无花者为雌。”《图谱》

云：“雌洪连生于草坪和海滨，叶厚而具皱纹，下

垂；花白色，状如狼尾巴；根如松鸡粪，枝被长

·２４５·
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毛。”《蓝琉璃》云：“随处皆生，分雌雄两种，雄

者花蓝色，状如松鸡粪；根状如虫。”《甘露本草明

镜》云：“本品根呈灰色，圆锥形，具须根；叶绿

色，厚具皱纹，微粗糙，叶背微灰色，卵形或剑形，

边缘有锯齿，先端急尖或钝圆；叶柄紫红色，细面

长；花紫红色，果实小，黄紫色。”各地藏医多用玄

参科的兔耳草、短管兔耳草、全缘兔耳草等植物为

洪连门巴，其中，短管兔耳草的形态特征与上述文

献记载更相近，故为兔耳草的正品［１］。具有清热解

毒、行血调经的作用，在传统藏医中用于治疗全身

发热、肾炎、肺病、高血压、动脉粥样硬化、月经

不调、综合物中毒及 “心热”等症［２］。洪连在临床

上的应用较为广泛，是不少藏成药的主要组成，如

二十味沉香丸、二十五味大汤丸、二十六味通经丸、

八味沉香利尿丸、二十五味獐芽菜丸等。

２０１５年版 《中华人民共和国药典》收载的洪连

为玄参科短筒兔耳草 ＬａｇｏｔｉｓｂｒｅｖｉｔｂａＭａｘｉｍ的干燥
全草，１９９５年版 《中华人民共和国卫生部药品标

准》藏药第一册收载玄参科短管兔耳草Ｌａｇｏｔｉｓｂｒｅｖｉｔｕｂａ
Ｍａｘｉｍ或全缘兔耳草ＬａｇｏｔｉｓｉｎｔｅｇｒａＷＷＳｍｉｔｈ的干
燥全草，《云南省中药材标准》１９９６年版收载革叶
兔耳草 ＬａｇｏｔｉｓａｌｕｔａｃｅａＷＷＳｍｉｔｈ全缘兔耳草
ＬａｇｏｔｉｓｉｎｔｅｇｒａＷＷＳｍｉｔｈ的干燥全草。

但各地藏区（西藏、四川、青海、云南、甘肃）

除使用上述标准规定的品种外也有使用其他种的兔

耳草。鉴于洪连药材来源复杂，品种繁多，极易造

成药材混乱，加之兔耳草属的植物形态相似，不能

准确区分。因此，对兔耳草属药材进行准确鉴定有

着非常重要的意义。

目前对兔耳草的研究多集中在对短筒兔耳草的

研究，且对其化学成分［３７］研究较多，未见其有采用

ＤＮＡ条形码对其鉴定的报道。近年来，ＤＮＡ条形码
越来越受到关注。与传统鉴定方法相比，ＤＮＡ条形
码技术以物种的遗传信息为鉴定依据，不受植物生

长环境、发育阶段、样品形态和组织部位的限制，

具有通用性、客观性、准确性等特点［８］。因此 ＤＮＡ
条形码已经广泛应用于药材鉴定的各个领域，如植

物药、动物药等。

本研究收集了１２批来源于各藏区的洪连药材，
采用ＩＴＳ及其叶绿体序列对其进行 ＤＮＡ鉴定，旨在
对洪连进行准确鉴定，为进一步藏药资源的开发与

合理利用提供支持。

１　材料

１１　仪器

ＢＩＯＲＡＤＴ１００ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪 （德国
Ｂｉｏｍｅｒｔａ公司），ＢｉｏＲａｄ型电泳仪，（北京六一仪器
厂），ＪＹＳＰＤＴ型水平电泳槽（北京君意东方电泳设
备有限公司），ＢＧｇｄｓＡＵＴＤ５２０凝胶成像分析系统
（南京华奥仪器有限公司），ＭＭ４００冷冻混合球磨仪
（德国ＲＥＴＳＣＨ公司）。

１２　试药

广谱植物基因组ＤＮＡ快速提取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ），
２×Ｔａｑｐｌｕｓｐｅｒｍａｓｔｅｒｍｉｘ（含染料）（北京博迈德发展
有限公司）；样品收集于各藏区，具体样品信息见表

１。其中１１、１２号样品由四川省食品药品检验检测
院黎跃成老师提供，经北京中医药大学刘春生教授

鉴定为玄参科兔耳草属植物。

表１　１２份洪连样品信息
编号 样品来源 产地

１ 青海省藏医院 青海

２ 青海省西宁市药材市场 青海

３ 成都市荷花池药材市场 西藏

４ 青海省西宁市药材市场 青海乐都

５ 青海省金诃药业 青海

６ 四川省甘孜州藏医院 甘孜八美

７ 青海帝玛尔药业 印度

８ 西藏自治区那曲地区藏医院 西藏

９ 甘肃省甘南州藏医院 甘肃甘南

１０ 甘肃省甘南州夏河县藏医院 甘肃甘南

１１ 四川省食品药品检验检测院 四川石渠

１２ 四川省食品药品检验检测院 四川石渠

２　方法

２１　ＤＮＡ提取

取适量药材用７５％乙醇进行表面擦拭，加入液
氮，用球磨仪迅速将其研成粉末，采用光谱植物基

因组ＤＮＡ快速提取试剂盒提取ＤＮＡ，具体操作见说
明书。提取的样品ＤＮＡ于－２０℃保存备用。

２２　ＰＣＲ扩增

采用３０μＬ反应体系，样品总ＤＮＡ２μＬ，正反
向引物（ＩＴＳ引物：Ｆ５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′，
Ｒ５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′；ｐｓｂＡｔｒｎＨ引物：
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Ｆ５′ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ３′Ｒ５′ＣＧＣＧＣＡ
ＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ３′；引物各１μＬ，２×Ｍｉｘ聚
合酶１５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足。

ＰＣＲ反应程序：ＩＴＳ序列：９４℃ ３ｍｉｎ，９４℃
１ｍｉｎ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，共３０个循环，至
７２℃ ５ｍｉｎ；ｐｓｂＡ序列：９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ １ｍｉｎ，
５５℃１ｍｉｎ，７２℃ １５ｍｉｎ，共３０个循环，至７２℃
７ｍｉｎ。

２３　测序分析

将所得ＰＣＲ产物经１０％～１５％琼脂糖凝胶电
泳，紫外灯下检测于５００～７５０ｂｐ可见单一明亮的
条带。剩余 ＰＣＲ产物经北京小师弟商贸有限公司进
行一代测序分析。

２４　数据处理

测序结果进行 ＣｏｎｔｉｇＥｘｐｒｅｓｓ进行正反拼接，
ＤＮＡＭＡＮ拼接及序列比对，采用ＢＬＡＳＴ方法对获得
的ＤＮＡ序列在 ＧｅｎＢａｎｋＮＣＢＩ中进行相似性同源查
询，采用ＭＥＧＡ５０对得到的序列进行比对，分析种
内、种间的遗传变异，计算Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）
遗传距离，构建ＮＪ进化树。

３　结果

３１　ＩＴＳ序列数据分析结果

经ＤＮＡＭＡＮ多序列比对，序列总长５５２ｂｐ，各
序列相似度达到９７４３％，存在３４个变异位点，见

表２。从表中可得出在１０７ｂｐ时短管兔耳草无碱基，
全缘兔耳草为碱基Ｔ，紫叶兔耳草为碱基Ａ，故能将
三者进行区分。

根据其遗传距离构建 ＮＪ树，由图１可知，１、
２、５、９、１０共５个样品与下载序列短筒兔耳草聚为
１支，３、４、７、８、１１、１２共６个样与全缘兔耳草
聚为１支，６号样与紫叶兔耳草聚为１支。

图１　洪连样品ＩＴＳＮＪ树

３２　ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列数据分析结果

序列长度约为２５０ｂｐ，存在１２个变异位点，见
表３。在１３６ｂｐ处，全缘兔耳草为碱基Ｔ，紫叶兔耳
草为碱基 Ａ，短筒兔耳草无碱基，因此能将３个种
很好地区分。根据遗传距离构建 ＮＪ树。由图３可
知，与ＩＴＳ结果鉴定结果相同，１、２、５、９、１０共
５个样品与下载序列短筒兔耳草聚为１支，３、４、７、
８、１１、１２共６个样与全缘兔耳草聚为１支，６号样
与紫叶兔耳草聚为１支。

表２　ＩＴＳ序列变异位点

样品编号
变异位点

８ ２３ ２５ ３０ ３４ ４６ ８０ ８２ ８６

１、２、５、９、１０         
３、４、７、８、１１、１２  Ｔ Ａ Ｔ Ａ  Ｔ Ｔ 
６ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ  Ｃ Ｔ  Ａ

１０７ １４５ １４６ １５３ ３２０ ３７０ ３７３ ３７４ ３７９

１、２、５、９、１０         
３、４、７、８、１１、１２ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ａ  Ｇ Ｃ

６ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｔ  Ｃ

３８０ ３８２ ３８３ ３８８ ３９１ ３９２ ３９４ ４２２ ４５８

１、２、５、９、１０         
３、４、７、８、１１、１２  Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ  Ｔ Ｔ 
６ Ｇ Ｇ    Ｃ  Ｔ Ａ

４８７ ５０２ ５０９ ５１５ ５３３ ５４４ ５４８

１、２、５、９、１０       
３、４、７、８、１１、１２  Ｔ   Ｇ Ｃ Ｇ

６ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ   
　　注：Ａ腺嘌呤；Ｔ胸腺嘧啶；Ｃ胞嘧啶；表示在此处未有碱基。

·４４５·
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表３　ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列变异位点

样品编号
变异位点

３５ ５９ ８７ １１０ １３６ １７２ １９３ ２００ ２１１

１、２、５、９、１０         

３、４、７、８、１１、１２ Ｇ    Ｔ Ｔ Ｇ  Ｃ

６  Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ  Ｃ Ｃ

２１２ ２３７ ２４３

１、２、５、９、１０   

３、４、７、８、１１、１２ Ｔ Ｃ Ｃ

６ Ｔ Ｃ Ｃ
　　注：Ａ腺嘌呤；Ｔ胸腺嘧啶；Ｃ胞嘧啶；Ｇ鸟嘌呤。

图２　洪连样品ｐｓｂＡｔｒｎＨＮＪ树

４　讨论

准确的基原鉴定是保障药材质量的根本，因各

种原因，民族药材基础研究薄弱，基础工作不足，

质量控制及监管整体水平较低，存在的主要问题是

实际使用的药材与标准不相符，标准执行上存在一

定问题［９１０］，目前洪连药材的临床用药与现有标准

存在很大差距，市售药材的来源较多，药材在流通

中以同属多种植物作为替代品的现象很常见［１１］。因

此对洪连药材进行准确鉴别具有非常重要的意义。

本研究采用ＩＴＳ及ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列对１２批兔耳草
属的药材进行鉴别，结果显示，１２批的兔耳草来源于
３个种，分别是短管兔耳草、全缘兔耳草与紫叶兔耳
草。根据遗传距离构建ＮＪ树３种兔耳草明显聚为３
支，表明ＤＮＡ条形码能准确区分兔耳草属的各个种，
并且鉴定结果与形态鉴别结果相吻合。但鉴于本研究

所选取样本有限，想要实现快速精准鉴别，还需要对

更多样本的ＤＮＡ进行扩增，以便积累更多的数据。
本研究以藏药洪连的精准鉴别为切入点，解决

了洪连药材受样品形态、植物生长期、有花无花以

及人为主观因素等限制的问题［１２］，为藏药的准确鉴

别提供了可靠的方法，为藏药资源进一步的开发与

利用奠定基础，同时为藏药的质量与临床安全用药

提供了参考。
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