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基于ＩＴＳ２条形码的贯叶金丝桃及其混伪品鉴别研究

杨宋琪，唐小龙，陈海燕，柯 潇△

（四川济生堂药业有限公司，四川成都６１００４１）
摘要：目的应用ＩＴＳ２条形码序列鉴别贯叶金丝桃及其混伪品。方法提取贯叶金丝桃及其混伪品ＤＮＡ，使用ＩＴＳ２通用引物进行ＰＣＲ
扩增测序，去除低质量碱基和拼接获得ＩＴＳ２条形码目的序列。基于ＭＥＧＡ ６． ０中的Ｋ２Ｐ模型，计算贯叶金丝桃及其混伪品的种内和种
间遗传距离并构建系统发育树牗ＮＪ树牘，同时预测ＩＴＳ２二级结构。结果贯叶金丝桃ＩＴＳ２序列长度为２３６ ｂｐ，种内最大Ｋ２Ｐ遗传距离为
０． ００４，与混伪品的种间Ｋ２Ｐ遗传距离分布为０． １０７ ～ ０． ４９０；由ＮＪ树可知，所有贯叶金丝桃均聚为一大支，呈现出明显的单系性，能很
好地与其混伪品分开，同时贯叶金丝桃与其混伪品在ＩＴＳ２的二级结构上差异明显。结论应用ＩＴＳ２条形码序列可准确鉴别贯叶金丝
桃及其混伪品，可用于贯叶金丝桃鉴别。
关键词：贯叶金丝桃；ＩＴＳ２；鉴别；混伪品
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贯叶金丝桃Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．，别名贯叶连
翘、千层楼、圣约翰草等，为藤黄科金丝桃属多年生草本
植物，原产于欧洲和亚洲，在我国陕西、甘肃、山东、新
疆、四川、贵州等地均有分布犤 １ － ３ 犦。现代研究表明，其成
分金丝桃素、伪金丝桃素在抗抑郁、抗逆转录病毒等方
面具有较高的开发价值，是镇定剂、抗炎药、抗抑郁药、
抗肿瘤及艾滋病等病毒疾病治疗药物，特别是抗抑郁制
剂的重要原料犤 ４ － ６ 犦。贯叶金丝桃的广泛应用，导致其资
源供不应求，民间常用其他类似品种代替，使其药材品
种质量混乱加剧。传统的性状鉴定、显微鉴定和理化鉴
定在中药材的物种鉴定上有一定局限性犤 ７ 犦，为了保证中
药材临床应用准确、安全、有效，对其准确鉴定很有必
要。ＤＮＡ条形码技术最先由加拿大动物学家Ｐａｕｌ
Ｈｅｂｅｒｔ提出，通过测定植物ＤＮＡ序列进行比较，反映其

遗传差异，以进行物种分类和鉴定犤 ８ － １０ 犦。ＩＴＳ２序列是目
前首推的作为植物鉴别的ＤＮＡ条形码之一，包含丰富
的变异位点和信息位点，对植物有较高的鉴别能力犤１１ － １２犦。
有研究表明，核ＩＴＳ２序列的鉴定能力优于国际条形码
协会植物工作组提出的ｍａｔＫ和ｒｂｃＬ组合，首次提出将
ＩＴＳ２作为药用植物鉴定的通用条形码序列犤 １３ 犦。本研究
中应用ＩＴＳ２条形码序列鉴别贯叶金丝桃及其混伪品，
以期为贯叶金丝桃中药材准确鉴定提供新方法。
１ 材料与方法
１． １ 材料

收集来自于甘肃地区的贯叶金丝桃及其混伪品９０份，
另从ＧｅｎＢａｎｋ中下载３条贯叶金丝桃ＩＴＳ２条形码序列，
基因登录号为ＧＱ４３４７６１，ＧＵ５９６５０２和ＥＵ７９６８８８。样本
信息见表１。

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ



２

Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１８年６月５日第２７卷第１１期

Ｖｏｌ． ２７牞 Ｎｏ． １１牞 Ｊｕｎｅ ５牞 ２０１８

序号
１

２

３

４

５

６

７

８

９

１０

１１

１２

１３

１４

１５

１６

１７

１８

１９

２０

２１

２２

２３

２４

２５

２６

２７

２８

２９

３０

３１

３２

３３

３４

３５

３６

３７

３８

３９

４０

４１

４２

４３

４４

４５

名称
Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｅｒｉｇｅｒｏｎ ａｎｎｕｕｓ

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

产地
甘肃康县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃武都
甘肃武都
甘肃武都
甘肃武都
甘肃武都
甘肃武都
甘肃武都
甘肃武都
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃武都
甘肃武都
甘肃武都
甘肃武都
甘肃礼县

序号
４６

４７

４８

４９

５０

５１

５２

５３

５４

５５

５６

５７

５８

５９

６０

６１

６２

６３

６４

６５

６６

６７

６８

６９

７０

７１

７２

７３

７４

７５

７６

７７

７８

７９

８０

８１

８２

８３

８４

８５

８６

８７

８８

８９

９０

名称
Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ａｃｈｉｌｌｅａ ｍｉｌｌｅｆｏｌｉｕｍ

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ．

Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ａｓｃｙｒｏｎ

产地
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃康县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县
甘肃礼县

表１ 贯叶金丝桃及其混伪品的样本信息
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１． ２ 方法
１． ２． １ ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增

采用北京擎科新业生物技术有限公司植物基因
组ＤＮＡ提取试剂盒（货号ＴＳＰ１０１）提取贯叶金丝桃
及其混伪品的总ＤＮＡ。使用植物ＩＴＳ２区通用引物
牗 ＩＴＳ２Ｆ：５′ － ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ － ３′ ；ＩＴＳ２Ｒ：
５′ － ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ － ３′牘进行ＰＣＲ扩增。

ＰＣＲ反应体系在２００ μＬ离心管中进行，反应总体
积为２５ μＬ，反应体系包括：购自北京擎科新业生物技
术有限公司的高保真ＰＣＲ反应预混液Ｉ － ５ＴＭ ２ ×
Ｈｉｇｈ － Ｆｉｄｅｌｉｔｙ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２． ５ μＬ，ＩＴＳ２Ｆ １ μＬ，ＩＴＳ２Ｒ
１ μＬ，ＤＮＡ ０． ５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ １０ μＬ。ＰＣＲ反应程序为９８ ℃
预变性２ ｍｉｎ，循环反应３５次（９８ ℃ １０ ｓ，５６ ℃ １０ ｓ，
７２ ℃ ３０ ｓ），７２ ℃延伸３ ｍｉｎ，８ ℃保存。ＰＣＲ产物经
１． ５％琼脂糖凝胶电泳检测后送北京擎科新业生物技术
有限公司进行双向测序。
１． ２． ２ 数据处理

采用ＣｏｄｏｎＣｏｄｅ Ａｌｉｇｎｅｒ对所得序列峰图进行校对
拼接，去除引物区和低质量的序列，由基于隐马尔可夫
模型牗Ｈｍｍｅｒ牘的注释方法切除ＩＴＳ２两端的５． ８Ｓ和２８Ｓ
区域，获得标准的ＩＴＳ２间隔区序列犤 １４ 犦，将获得的ＩＴＳ２
序列提交到中药材ＤＮＡ条形码鉴定系统牗 ｈｔｔｐ牶 ／ ／
ｗｗｗ． ｔｃｍｂａｒｃｏｄｅ． ｃｎ 牘或ＧｅｎＢａｎｋ数据库中应用ＢＬＡＳＴ
牗Ｂａｓｉｃ Ｌｏｃａｌ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ Ｓｅａｒｃｈ Ｔｏｏｌ 牘进行序列比对。同时
将所得ＩＴＳ２序列利用ＭＥＧＡ ６． ０进行多重比对，基于
Ｋｉｍｕｒａ － ２ － ｐａｒａｍｅｔｅｒ 牗Ｋ２Ｐ牘模型计算遗传距离，并采用
邻接牗ＮＪ 牘法构建系统发育树牗ＮＪ树牘，并进一步预测
ＩＴＳ２二级结构，获得二级结构预测图。
２ 结果与分析
２． １ ＤＮＡ提取及 ＰＣＲ扩增结果

本研究中提取样本的基因组ＤＮＡ，条带清晰，无明
显降解，无蛋白和多酚多糖污染，满足后续扩增试验要
求。贯叶金丝桃及混伪品经ＰＣＲ扩增后电泳检测均得
到约为７００ ｂｐ大小的片段。ＰＣＲ产物双向测序均获得
成功，经拼接后获得高质量的序列。
２． ３ 种内种间变异

贯叶金丝桃种内序列共８７条，ＩＴＳ２序列长度为
２３６ ｂｐ，变异位点为３个。种内最大Ｋ２Ｐ距离为０． ００４。
贯叶金丝桃混伪品共３条序列，分别为３６号样本一年
蓬Ｅｒｉｇｅｒｏｎ ａｎｎｕｕ，７８号样本蓍Ａｃｈｉｌｌｅａ和９０号样本长
柱金丝桃Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ａｓｃｙｒｏｎ，ＩＴＳ２序列长度分别为２１２，
２０６，２３０ ｂｐ。３６号样本一年蓬Ｅｒｉｇｅｒｏｎ ａｎｎｕｕ与贯叶金
丝桃种间最小Ｋ２Ｐ遗传距离分布为０． ４９０；７８号样本
蓍Ａｃｈｉｌｌｅａ与贯叶金丝桃种间最小Ｋ２Ｐ遗传距离分布

为０． ３２０；９０号样本长柱金丝桃Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ａｓｃｙｒｏｎ与贯
叶金丝桃种间最小Ｋ２Ｐ遗传距离分布为０． １０７。
２． ４ ＮＪ树分析

利用ＭＥＧＡ６． ０，采用邻接法，基于本研究中获得的
所有ＩＴＳ２单倍型序列和ＧｅｎＢａｎｋ中下载的３条贯叶金
丝桃ＩＴＳ２ 条形码序列，基因登录号ＧＱ４３４７６１，
ＧＵ５９６５０２和ＥＵ７９６８８８构建聚类ＮＪ树牗图１ 牘。由构建
的ＮＪ树可见，与和ＧｅｎＢａｎｋ中下载的３条贯叶金丝桃
ＩＴＳ２条形码序列聚在一大支上的均为真的贯叶金丝
桃，而３６，７８，９０这３个样本的ＩＴＳ２条形码序列单独聚
为一支，为贯叶金丝桃伪混品。
２． ５ 贯叶金丝桃及其混伪品 ＩＴＳ２二级结构预测

根据ｈｔｔｐ牶 ／ ／ ｉｔｓ２． ｂｉｏａｐｐｓ． ｂｉｏｚｅｎｔｒｕｍ． ｕｎｉｗｕｅｒｚｂｕｒｇ． ｄｅ ／
所预测的供试样本的ＩＴＳ２二级结构结果可见，所有物
种的二级结构均为一个中心环及４个螺旋区构成，每个
螺旋上又有或多或少的大小不一的茎、环结构。预测
ＧｅｎＢａｎｋ中下载的３条贯叶金丝桃ＩＴＳ２条形码序列，
以及和这３条序列聚类最近的１６，２９，８１样本，还有
３６，７８，９０这３个混伪品的ＩＴＳ２二级结构。贯叶金丝
桃的ＩＴＳ２序列二级结构为一个中心环（主环），在螺旋
Ⅰ区上有４个茎环，在螺旋Ⅱ区有３个茎环，在螺旋Ⅲ
区有６个茎环，在螺旋Ⅳ区有２个茎环。而３６号样本一
年蓬Ｅｒｉｇｅｒｏｎ ａｎｎｕｕｓ和７８号样本蓍Ａｃｈｉｌｌｅａ ｍｉｌｌｅｆｏｌｉｕｍ
与贯叶金丝桃ＩＴＳ２条形码序列二级结构均有差异。
９０号样本长柱金丝桃Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ａｓｃｙｒｏｎ与贯叶金丝桃
ＩＴＳ２条形码序列二级结构的中心主环和Ⅰ，Ⅲ，Ⅳ个螺
旋区有差异。
３ 讨论

贯叶金丝桃应用广泛，市场上充斥着各种混伪品，
传统的鉴定方法有其局限性。利用ＤＮＡ条形码技术，从
分子水平上对其进行准确鉴定很有必要。

理想的ＤＮＡ条形码通常需要满足以下３个标准：
物种水平具有显著的遗传变异和分化，能鉴别不同物
种；合适的长度，便于ＤＮＡ扩增、测序、拼接及排序时不
需要手动调整；目的片段两端具有保守位点，可用于通
用引物设计。ＩＴＳ２正是具有以上优点被提出作为药用
植物鉴定的标准条形码序列。同时，作为分子系统进化
研究中最重要的标记之一，ＩＴＳ２序列在物种水平或种
下水平具有明显的序列变异性，其二级结构可提高系统
发育树重建的准确性犤 １３ － １４ 犦。本研究中针对贯叶金丝桃
及混伪品运用ＩＴＳ２扩增测序均能很好地完成；同时，贯
叶金丝桃种内最大Ｋ２Ｐ遗传距离为０． ００４，与其混伪
品种间Ｋ２Ｐ遗传距离分布为０． １０７ ～ ０． ４９０，可见ＩＴＳ２
条形码序列在贯叶金丝桃种间变异和分化显著，能将
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图１ 基于ＩＴＳ２条形码构建的贯叶金丝桃及其混伪品的ＮＪ树

不同种区分开来。
由ＮＪ树可知，所有贯叶金丝桃均聚在一大枝上，可

将其余混伪品区分。同时，预测贯叶金丝桃及其混伪品
ＩＴＳ２二级结构，发现贯叶金丝桃种类二级结构保守，与
其伪混品的ＩＴＳ２二级结构相比，在螺旋Ⅱ区均相对保
守，在Ⅰ，Ⅲ，Ⅳ螺旋区有差异，进一步提高了系统发育
树重建的准确性。由本研究结果可见，基于ＩＴＳ２条形码
技术可对贯叶金丝桃原植物及其药材与混伪品进行准
确、快速地鉴定，可作为传统鉴定方法的补充，为市场上
贯叶金丝桃药用植物的鉴定提供科学依据。
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