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·基础研究·

△ ［基金项目］　四川省中医药管理局科学技术研究专项（２０１８ＹＹ００２）
 ［通信作者］　姜卫东，主任药师，研究方向：中药质量控制与评价；Ｔｅｌ：（０２８）８７８７７１８１，Ｅｍａｉｌ：ＪＷＤ３２２＠１６３ｃｏｍ

基于 ＩＴＳ２序列的竹叶花椒及其近缘种药材鉴别△

齐景梁１，高必兴１，２，苟琰１，２，耿昭１，卿艳１，周娟１，姜卫东１

１四川省药品检验研究院／国家药品监督管理局 中成药质量评价重点实验室，四川　成都　６１１７３１；
２成都中医药大学，四川　成都　６１１１３７

［摘要］　目的：通过分析竹叶花椒及其近缘种药材的核糖体 ＤＮＡ内转录间隔区２（ＩＴＳ２）条形码序列，探讨
ＤＮＡ条形码技术鉴别竹叶花椒及其近缘种药材的可行性。方法：对样品进行ＤＮＡ提取、扩增、测序，并从ＧｅｎＢａｎｋ
数据库下载ＩＴＳ２序列，共获得竹叶花椒及其近缘种药材 ＩＴＳ２序列 ４３条，基于 ＢａｓｉｃＬｏｃａｌＡｌｉｇｎｍｅｎｔＳｅａｒｃｈＴｏｏｌ
（ＢＬＡＳＴ）法、临接法（ＮＪ）、Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）遗传距离和ＩＴＳ２序列二级结构进行鉴定分析。结果：ＢＬＡＳＴ结
果与性状鉴定结果一致；竹叶花椒种内平均 Ｋ２Ｐ遗传距离小于其与花椒、青花椒、野花椒的种间平均 Ｋ２Ｐ遗传距
离；ＮＪ系统聚类树和ＩＴＳ２二级结构可直观地区分竹叶花椒及其近缘种。结论：应用ＩＴＳ２条形码可以有效地鉴别竹
叶花椒及其近缘种药材。
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除历版 《中华人民共和国药典》（以下简称

《中国药典》）收载的花椒品种外，芸香科花椒属植

物竹叶花椒ＺａｎｔｈｏｘｙｌｕｍａｒｍａｔｕｍＤＣ是收载标准最
多的花椒属药材，药用部位多为果皮，具有温中止

痛、杀虫止痒之功效［１４］。其主要分布于我国西南、

华南、华东和华中地区［５］，川渝地区多有栽培。竹

叶花椒具有较长的药用历史，《证类本草》《本草纲

目》《植物名实图考》等均有记载［６８］。竹叶花椒又

被称作 “青花椒”“藤椒”，常与 《中国药典》２０２０
年版收载的花椒来源之一青花椒 Ｚｓｃｈｉｎｉｆｏｌｉｕｍ

·６８７·
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ＳｉｅｂｅｔＺｕｃｃ相 混淆 （花椒的另一来源为花椒
ＺｂｕｎｇｅａｎｕｍＭａｘｉｍ）［９１０］。《贵州省中药材、民族
药材质量标准》２００３年版野花椒（山花椒）品种项下
除竹叶花椒外还收载了野花椒 ＺｓｉｍｕｌａｎｓＨａｎｃｅ［１］。
以上３种植物均为花椒属植物，其果皮与竹叶花椒
相近，不易区分。

作为中药分子鉴定学上的创新，ＤＮＡ条形码技
术可为动植物来源中药材的鉴定提供快捷方法［１１］。

自Ｈｅｂｅｒｔ等［１２］于２００３年首次正式提出 ＤＮＡ条形码
的概念以来，ＤＮＡ条形码技术发展迅速。《中国药
典》２０２０年版收载了中药材 ＤＮＡ条形码分子鉴定
法指导原则［１３］。陈士林团队［１４１５］通过比较研究多个

候选 ＤＮＡ条形码序列，提出将内转录间隔区 ２
（ＩＴＳ２）作为药用植物鉴定的标准 ＤＮＡ条形码。目
前，关于竹叶花椒的研究多集中于化学成分、药理

作用等方面，而分子生物学方面的研究多以花椒为

重点。本研究选取ＩＴＳ２序列，对竹叶花椒及其近缘
种进行鉴别，从分子生物学角度区分竹叶花椒及其

近缘种，为合理开发竹叶花椒提供参考。

１　材料

Ｃ１０００型聚合酶链式反应（ＰＣＲ）仪、ＰｏｗｅｒＰａｃ
Ｂａｓｉｃ型电泳仪、ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋型全自动凝胶成像系
统（ＢｉｏＲａｄ公司）；ＸＰ２０５型电子分析天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ公司）；ＭＭ４００型球磨仪（Ｒｅｔｓｃｈ公司）；
ＭｉｎｉＳｐｉｎ型高速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＭｉｌｌｉＱ
ＡｄｖａｎｔａｇｅＡ１０型纯水仪（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；植物基
因组 ＤＮＡ提取试剂盒、２×Ｍ５ＨｉＰｅｒｐｌｕｓＴａｑＨｉＦｉ
ＰＣＲＭｉｘ、ＧｅｎｅＲｅｄ核酸染料（天根生化科技有限
公司）；Ｔａｑ酶 ＰＣＲ扩增试剂盒（北京聚合美生物
科技有限公司）；琼脂糖（Ｂｉｏｗｅｓｔ公司）；ＩＴＳ２引物
（ＩＴＳ２Ｆ：５′ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ３′；ＩＴＳ３Ｒ：
５′ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ３′）由上海捷瑞生物
工程有限公司合成。

从四川、重庆、宁夏、安徽、辽宁等地收集了１３
批竹叶花椒、４批花椒、４批青花椒药材，均经四川
省药品检验研究院黎跃成主任中药师进行性状鉴定，

分别为竹叶花椒 ＺａｎｔｈｏｘｙｌｕｍａｒｍａｔｕｍＤＣ、花椒
ＺｂｕｎｇｅａｎｕｍＭａｘｉｍ、青花椒 ＺｓｃｈｉｎｉｆｏｌｉｕｍＳｉｅｂｅｔ
Ｚｕｃｃ的干燥成熟果皮，标本保存于四川省药品检验
研究院标本馆。另从ＧｅｎＢａｎｋ数据库下载２２条ＩＴＳ２
序列（５条竹叶花椒、７条花椒、５条青花椒、５条野
花椒）用于比较分析。样品信息见表１，ＧｅｎＢａｎｋ下

载序列信息见表２。

表１　花椒属药材样品信息
名称 拉丁名 批号 产地

竹叶花椒 Ｚａｒｍａｔｕｍ ＨＹ１８０８ＺＡ０１ 四川省洪雅县洪川镇

ＨＹ１８０８ＺＡ０２ 四川省洪雅县洪川镇

ＪＪ１８０９ＺＡ０３ 重庆市江津区永兴镇

ＺＧ１８０９ＺＡ０４ 四川省富顺县怀德镇

ＺＧ１８０９ＺＡ０５ 四川省富顺县怀德镇

ＪＪ１８０９ＺＡ０６ 重庆市江津区石门镇

ＹＹ１８１０ＺＡ０７ 四川省盐源县平川镇

ＹＹ１８１０ＺＡ０８ 四川省盐源县平川镇

ＹＹ１８１０ＺＡ０９ 四川省盐源县平川镇

ＪＹ１８１０ＺＡ１０ 四川省金阳县木府乡

ＳＴ１８１０ＺＡ１１ 四川省三台县芦溪镇

ＳＴ１８１０ＺＡ１２ 四川省三台县芦溪镇

ＳＴ１８１０ＺＡ１３ 四川省三台县潼川镇

花椒　　 Ｚｂｕｎｇｅａｎｕｍ ＮＸ１８０３ＺＢ０１ 宁夏回族自治区隆德县

ＭＸ１８０５ＺＢ０２ 四川省茂县

ＧＹ１９０３ＺＢ０３ 四川省广元市

ＨＡ１９０４ＺＢ０４ 四川省汉源县

青花椒　 Ｚｓｃｈｉｎｉｆｏｌｉｕｍ ＢＺ１８０４ＺＳ０１ 安徽省亳州市

ＷＤ１７０７ＺＳ０２ 辽宁省瓦房店市

ＷＤ１８０７ＺＳ０３ 辽宁省瓦房店市

ＤＬ１８０９ＺＳ０４ 辽宁省大连市

表２　花椒属药材样品ＧｅｎＢａｎｋ下载序列信息
名称 拉丁名 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

竹叶花椒 Ｚａｒｍａｔｕｍ ＫＰ６４２５３６、ＭＦ０３９５０８、ＭＦ０３９５０２、
ＫＰ６４２５４１、ＪＸ３９３９３６

花椒　　 Ｚｂｕｎｇｅａｎｕｍ ＫＣ８９８６３３、ＫＰ６４２６０６、ＭＦ０３９５２３、
ＫＰ６４２５５２、ＫＣ８９８６２６、ＭＦ０３９４９２、
ＭＦ０９６８５６

青花椒　 Ｚｓｃｈｉｎｉｆｏｌｉｕｍ ＫＰ６４２６３５、ＭＦ０９６８６３、ＭＦ０９６８６６、
ＫＰ６４２６３０、ＫＰ６４２６２４

野花椒　 Ｚｓｉｍｕｌａｎｓ ＭＦ０３９５２５、ＭＦ０３９５２６、ＭＦ０３９５２７、
ＭＦ０３９５２８、ＭＦ０３９５２９

２　方法

２１　提取ＤＮＡ

依次用７５％乙醇１ｍＬ、灭菌超纯水１ｍＬ清洗
样品表面，晾干水分，用球磨仪研磨成粉末；取粉

末约３０ｍｇ，按照ＤＮＡ提取试剂盒说明书进行操作，
提取ＤＮＡ，－２０℃保存备用。

２２　ＰＣＲ扩增及测序

扩增所用引物为通用引物［１６］，扩增条件及参数

参照文献［１６１７］方法及扩增试剂盒的说明。ＰＣＲ反
应体系为 ２５μＬ，包含 ２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ缓冲液
１２５μＬ、上下游引物各 ０６μＬ、ＤＮＡ模板 １μＬ，

·７８７·
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加灭菌超纯水至２５μＬ。阴性对照为无模板 ＤＮＡ的
反应体系。以 １００００ｒ·ｍｉｎ－１离心（离心半径为
３ｃｍ）５ｓ后，置于 ＰＣＲ仪中。反应程序为９５℃预
变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ、５６℃退火３０ｓ、７２℃
延伸４５ｓ，３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物
用１５％琼脂糖凝胶电泳检测以确定目的条带片段大
小，扩增产物送ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司进行测序。

２３　数据分析

应用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒＶ７０１对测序获得的
数据进行校对拼接，去除引物及低质量区，基于隐

马尔科夫模型的 Ｈｍｍｅｒ注释方法去除 ５８Ｓ和 ２８Ｓ
区段，即可获得ＩＴＳ２序列信息［１８］。

分别进入美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ，
ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／Ｂｌａｓｔｃｇｉ）和中药材
ＤＮＡ条形码鉴定系统（ｈｔｔｐ：／／ｂａｒｃｏｄｅｎｄｃｔｃｍｏｒｇ／
ｃｈｉｎａ／），应用相似性搜索法对实验样品的不同单倍
型序列进行ＢａｓｉｃＬｏｃａｌＡｌｉｇｎｍｅｎｔＳｅａｒｃｈＴｏｏｌ（ＢＬＡＳＴ）
鉴定分析。

采用ＭＥＧＡ７０软件对ＩＴＳ２序列进行比对，计算
种内、种间Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）遗传距离，利用
邻接法（ＮＪ）构建系统聚类树，同时以 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ自展
支持率（１０００次）重复检验各分支的支持率［１９２０］。

登录ＩｎｔｅｒｎａｌＴｒａｎｓｃｒｉｂｅｄＳｐａｃｅｒ２ＲｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ
Ｄａｔａｂａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｉｔｓ２ｂｉｏａｐｐｓｂｉｏｚｅｎｔｒｕｍｕｎｉｗｕｅｒｚｂｕｒｇ
ｄｅ／），对不同物种的主导单倍型进行ＩＴＳ２二级结构的
预测［２１２３］，并采用 Ｐｓｅｕｄｏｖｉｅｗｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｐｓｅｕｄｏｖｉｅｗｅｒ
ｉｎｈａａｃｋｒ／ＷＳＰＶ＿ｑｕｉｃｋＳｅｎｄｅｒａｓｐ？）查看预测所得
二级结构。

３　结果与分析

３１　ＩＴＳ２序列分析

不同来源的１８条竹叶花椒 ＩＴＳ２序列比对后长
度为 ２２７～２２８ｂｐ，鸟嘌呤和胞嘧啶（ＧＣ）占比为
７００％～７０９％，种内变异位点６个，分别为６８位
点的ＣＴ变异、９６位点的ＣＴ变异、１２５位点的ＡＴ
变异、１６７位点的ＣＴ变异、１８０位点的 ＣＴ变异、
１８１位点的ＣＴ变异，形成５个单倍型。主导单倍型
Ａ１有 ９条序列，其中实验样品单倍型为 Ａ１～Ａ３。
不同来源的１１条花椒ＩＴＳ２序列比对后长度为２２３～
２２４ｂｐ，ＧＣ占比为６６１％～６７３％，种内变异位点
１０个，形成５个单倍型，主导单倍型 Ｂ１有７条序
列，其中实验样品单倍型为 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ４、Ｂ５。不同

来源的９条青花椒 ＩＴＳ２序列比对后长度为２２４ｂｐ，
ＧＣ占比为 ７１０％，无种内变异位点，全为单倍型
Ｃ１。５条野花椒ＩＴＳ２序列比对后长度为２２４ｂｐ，ＧＣ
占比为６８８％，无种内变异位点，全为单倍型 Ｄ１。
竹叶花椒与其近缘种间的变异位点见图１，种间变
异程度较为丰富。

图１　竹叶花椒及其近缘种ＩＴＳ２序列的种内、
种间变异位点

３２　相似性搜索法分析

基于 ＮＣＢＩ和中药材 ＤＮＡ条形码鉴定系统的
ＢＬＡＳＴ鉴定结果见表３。ＢＬＡＳＴ结果与性状鉴定结
果一致。

３３　遗传距离分析

竹叶花椒种内平均 Ｋ２Ｐ遗传距离为０００５，小
于其与花椒（００４２）、青花椒（０１１３）、野花椒
（００２４）的种间平均 Ｋ２Ｐ遗传距离。竹叶花椒种内
最大Ｋ２Ｐ遗传距离（００１８）小于其与花椒的种间最
小Ｋ２Ｐ遗传距离（００３３）；小于其与青花椒的种间
最小Ｋ２Ｐ遗传距离（０１０８）；接近其与野花椒的种
间最小Ｋ２Ｐ遗传距离（００１８），见表４。

３４　ＮＪ系统聚类树分析

从ＮＪ系统聚类树可以看出，各物种均能以大于
５０％的自展支持率各自聚为１支，表现出了良好的
单系性。其中青花椒单独聚为 １支，与竹叶花椒、
野花椒、花椒相区分，见图２。

·８８７·
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表３　竹叶花椒及其近缘种ＢＬＡＳＴ鉴定结果

单倍型
ＮＣＢＩ 中药材ＤＮＡ条形码鉴定系统

与序列最接近的物种 序列相似度／％ 登录号 与序列最接近的物种 序列相似性／％ 编号

Ａ１ 竹叶花椒 １００００ ＭＦ０３９５４３ 竹叶花椒 ９９６ ＤＱ０１６５４６

Ａ２ 竹叶花椒 １００００ ＭＦ０３９５１２ 竹叶花椒 ９９１ ＤＱ０１６５４６

Ａ３ 竹叶花椒 １００００ ＫＰ６４２５３５ 竹叶花椒 ９９１ ＤＱ０１６５４６

Ｂ１ 花椒　　 １００００ ＭＦ０３９５４４ 花椒　　 １０００ ＹＤ０１

Ｂ２ 花椒　　 １００００ ＫＰ６４２５７９ 花椒　　 ９９６ Ｍ１２

Ｂ４ 花椒　　 １００００ ＭＦ０９６８５９ 花椒　　 １０００ ＭＸ０１

Ｂ５ 花椒　　 ９９１１ ＭＦ０９６８６０ 花椒　　 ９９１ Ｊ２

Ｃ１ 青花椒　 １００００ ＭＦ０９６８６６ 青花椒　 １０００ ＳＮ０６３３

表４　竹叶花椒与其近缘种的种内、种间Ｋ２Ｐ遗传距离
物种名 竹叶花椒 花椒 青花椒 野花椒

竹叶花椒 ０～００１８（０００５）

花椒　　 ００３３～００６７（００４２） ０～００３２（００１４）

青花椒　 ０１０８～０１３０（０１１３） ０１０８～０１２４（０１１７） ０（０）

野花椒　 ００１８～００３７（００２４） ００３２～００４７（００３５） ０１０８～０１０８（０１０８） ０（０）

　　注：括号内为平均遗传距离。

注：支上数值仅显示自展支持率≥５０％。

图２　基于ＩＴＳ２序列构建的竹叶花椒及其近缘种的ＮＪ树

·９８７·
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３５　ＩＴＳ２二级结构分析

在进行ＩＴＳ２二级结构预测时，数据库网站有与
青花椒、野花椒主导单倍型相同的或高度相似的二

级结构模型；竹叶花椒、花椒主导单倍型可直接生

成二级结构。竹叶花椒及其近缘种 ＩＴＳ２二级结构见
图３。其二级结构均为典型的１环４臂结构，即１个
大的多分支环和４个螺旋（ｈｅｌｉｘ），每个螺旋上有数
目不等的茎环，其中螺旋Ⅲ最长；基序（ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｍｏｔｉｆｓ）为 ＵＵｍｉｓｍａｔｃｈ（Ⅱ，ｌｅｆｔ）ＵＵｍｉｓｍａｔｃｈ
（Ⅱ，ｒｉｇｈｔ）ｗｉｔｈＡＡＡ（ｂｔｗⅡ，Ⅲ）ＵＧＧＵ（Ⅲ，５′
ｓｉｄｅ）。竹叶花椒螺旋Ⅰ有 ３个凸环、１个发卡环；
螺旋Ⅱ有２个内环、１个发卡环；螺旋Ⅲ有５个凸
环、２个内环、１个发卡环；螺旋Ⅳ有 ３个凸环、
１个发卡环。竹叶花椒近缘种可以从每个螺旋的长
度、螺旋之间的反转角度及螺旋上的茎环数目等方

面与竹叶花椒进行区分。花椒、野花椒螺旋Ⅳ比竹
叶花椒短，少１个茎环；青花椒螺旋Ⅲ比竹叶花椒
多２个茎环；花椒、青花椒、野花椒螺旋Ⅰ与螺
旋Ⅲ间的反转角度与竹叶花椒均不相同。ＩＴＳ２二级
结构可以直观地对竹叶花椒及其近缘种进行区分。

４　讨论

中药鉴定往往是多个方法的综合运用和相互验

证。中药材原植（动）物鉴定、性状鉴定、显微鉴定

和理化鉴定的传统方法存在一定局限性，而 ＤＮＡ条
形码技术不受个体形态特征和完整性的影响，方法

易于统一、标准化，是传统鉴定方法的有效补

充［１７，２４］。但同时，ＤＮＡ条形码鉴定实验取材极少，
取样误差对实验结果影响较大。加之市售中药材情

况较复杂，可能存在混杂甚至掺伪情况。因此，如

何从量较大的中药材中取样，特别是从掺伪的样品

中取样十分关键。这就需要借助性状鉴别、显微鉴

别等手段对实验样品进行甄别，判断样品是否掺伪。

若存在掺伪，就需分别进行取样、实验。本研究中

的样品均经过性状鉴定，确定了样品的单一性及其

基原。最终 ＩＴＳ２条形码鉴定结果与性状鉴定结果
一致。

与侯典云等［２５］研究结果比较，本研究获得了竹

叶花椒、花椒ＩＴＳ２序列的新单倍型；获得的青椒单
倍型与文献中 ＧＵ２４７２３８单倍型相同。但本研究中
样品批次及代表性仍有局限，各品种所获得的单倍

型还无法囊括自然界的所有单倍型。

花椒的最大种内遗传距离为００３２，接近其与竹
叶花椒的最小种间遗传距离００３３；竹叶花椒最大种
内遗传距离为００１８，接近其与野花椒的最小种间遗
传距离００１８。花椒与竹叶花椒间、竹叶花椒与野花
椒间不存在较宽的 “ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ”，即遗传变异没
有形成明显的间隔区。Ｍｅｙｅｒ等［２６］的研究也表明，

注：Ａ竹叶花椒；Ｂ花椒；Ｃ青花椒；Ｄ野花椒。

图３　竹叶花椒及其近缘种的ＩＴＳ２二级结构

·０９７·
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理想的 “ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ”并不会经常出现。但通
过比较种间平均遗传距离，同时结合 ＢＬＡＳＴ结
果、ＮＪ系统聚类树及 ＩＴＳ２二级结构也可以对其
进行区分。

ＩＴＳ２二级结构是由ＲＮＡ中的核苷酸在氢键作用
下发生碱基互补配对，导致自身回折形成的茎环结

构，是实现细胞功能的结构基础，包含着额外的系

统发育信息［２７２９］。因此，ＩＴＳ２二级结构可以作为
ＤＮＡ条形码鉴别中药材的辅助手段。目前基于 ＩＴＳ２
二级结构对中药材进行的鉴别研究已见报道，如刘

新星等［３０］采用 ＩＴＳ２二级结构能将当归与其混伪品
和近缘属药材区分开，特别是在 ＮＪ聚类树中独活
与当归聚为一大支的情况下，通过分析两者的

ＩＴＳ２二级结构能够将其进行区分。高婷等［３１］的研

究表明，黄芪属４个物种的 ＩＴＳ２二级结构在细节
上存在差异。杨烁等［３２］通过研究茄属药用植物的

ＩＴＳ２二级结构，表明 ＩＴＳ２二级结构可以提高鉴定
效率。邵婧等［３３］通过比较 ＩＴＳ２二级结构可以将茅
苍术与菊科近缘种药材区分开来。本研究构建并比

较了竹叶花椒及其近缘种药材的 ＩＴＳ２二级结构，
通过比较其茎环结构的细节差异可以将竹叶花椒及

其近缘种进行区分。

通过Ｋ２Ｐ遗传距离和ＮＪ聚类树可以看出，竹叶
花椒、花椒、野花椒三者之间的遗传关系较接近，

而青花椒与三者间的遗传关系较远。这与植物形态

分类学的观点是一致的：竹叶花椒、花椒、野花椒

同属花椒亚属（ＳｕｂｇｅｎＺａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ），而青花椒属崖
椒亚属（ＳｕｂｇｅｎＦａｇａｒａ）。结果表明，ＤＮＡ条形码技
术也可以为植物形态分类学服务。
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