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摘 要：我国的杜鹃属有毒植物约在 60种以上，如羊踯躅等药用植物具有强毒付作用，而目前
杜娟属的分类十分复杂。DNA barcoding技术是一种新的物种鉴定技术，COI序列已成功应用于动物
的鉴定，但是目前国际上还没有找到一个通用序列能鉴定所有植物物种。本文对杜娟属 257个物种
ITS、ITS2、matK、PsbA-trnH序列比较，运用 Wilcoxon秩和检验比较不同序列的变异性，然后用 Taxon
DNA软件评估这四个序列的 barcoding gap。筛选适合于杜娟属的 DNA条形码序列。分析结果表明：
matK和 psbA-trnH并不适合于杜娟属的 DNA barcoding鉴定。ITS2和 ITS序列都可以有效的对杜娟
属植物进行 DNA barcoding鉴定，但 ITS在物种中的扩增效率较低，因此推荐将 ITS2序列作为一个潜
在的杜娟属植物 DNA barcoding鉴定候选序列。
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杜鹃属（Rhododendron）是杜鹃花科（Ericaceae）
下最大的属，有近千种 [1]，杜鹃花属植物作为药用植
物有着悠久的历史。杜鹃花属植物一些种类中含有

可供入药的木藜芦烷类、槲皮素、金丝桃甙等化合

物。我国是杜鹃花属最集中的产地，约 530种[2]，集中
分布于西南山区。我国的杜鹃属有毒植物约在 60种
以上，多数为我国所特有，而且大都毒性剧烈，常引

起人、畜的中毒。主要有毒种有羊踯躅、大白花杜鹃

和牛皮茶等，人误食中毒的症状主要为恶心、呕吐、

血压下降和呼吸抑制，一般因呼吸衰竭而死。杜娟花

属植物活性成分有良好的抗菌消炎作用，如秀丽杜

娟，矮枇杷的抗菌作用强于可相当于黄连，闹羊花对

风湿顽痹，伤折疼痛具有镇痛作用[3]。
杜娟属虽然早在 1753年被瑞典植物学家建立，

但到目前为止杜娟属的分类问题依然十分复杂[4]。自
Sleumer [5]提出将杜鹃属分为 8 亚属，亚属下分组、亚
组的全面分类系统后，不少学者对其进行过修订，主

要有 Cullen [6]的 5 亚属、Chamberlain [7 ~8]的 8 亚属、
Philipson 等[9]的 8 亚属、杨汉碧等（1999）的 9 亚属等
分类系统，但至今尚未形成统一的权威分类系统。各

亚属下组、亚组和种的分类难度也相当大。同名异

物、同物异名现象严重。例如：陇蜀杜鹃（Rhododen原
dron prewalskii Maxim）、金背杜鹃（R. Clementinae
Forrest subsp. aureodorsale Fang）、青海杜鹃（R. qing原
haiense ching exW .Y . Wang）这 3 种的中文名在《中国
植物志》中混用严重。此外，根据标本原始记录发现，
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某些种有多个地方名，例如：头花杜鹃（R.capitatum
Maxim）在天祝称达乌里杜鹃, 临潭称密林杜鹃, 永登
称羽裂杜鹃[10]。这对该属植物的开发利用带来不便。
因此，在研究开发利用时要澄清混乱，准确鉴别植物

的种类及生药的基源。关于杜娟属花粉的分类已有

文献报道 [11~12]。但形态学鉴定受环境等因素影响较
大，影响了鉴定的准确性。

DNA barcoding 是由加拿大圭尔夫大学教授、安
大略生物多样性研究所所长 Paul Hebert 于 2003 年
提出的 [13~14]，即利用一段短的、标准的 DNA 片段
（400~800bp）对物种进行快速、准确的鉴定，对新物
种的发现和珍稀濒危物种的保护具有重要的意义，

成为近几年国际生物多样性研究的一个热点。目前

通过 CO I 对动物物种进行鉴定已经取得了很大的
成功，对于植物的 DNA barcoding 鉴定研究来说，至
今没有找到一个通用的 DNA barcoding 序列 [15~16]，推
荐较多的序列有 psbA-trnH [15，17，22]、ITS [15]、matK [16]等
序列。

本文通过对该属 257个物种 ITS、ITS2、matK、Ps原
bA-trnH序列比较，尝试筛选出一条适用于该属植物
的 DNA barcoding 鉴定序列，为杜娟属植物的 DNA
barcoding鉴定提供依据。

一、材料与方法

1. 材 料

从 Genebank上获得所有杜娟属 257个的条形码
序 列 ， 登 录 号 为 （AB105220.1 -AB105238.1，
AB300708.1 -300711.1，AF072477 -452236.1......）（表
略）。其中 ITS、ITS2序列 140个，psbA原trnH基因间隔
区 63个，matK序列 131个。

2. DNA序列
用 Condon Aligner

切取所用序列。其中

ITS 序列切除 18S 和
26S 片 段 ， 仅 包 含
ITS1，5.8S 和 ITS2 片
段；ITS2 切除 5.8S 和
ITS1片段，仅包含 ITS2

区段；matK用 390F：CGATCTATTCATTCAATATTTC和
1326R：TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT 引物 [18]切除
获得。

3. 序列分析
通过 Mega4.0 软件计算序列的 K-2-P 距离；通

过 Meyer 和 Paulay [19]的方法分析比较序列的种内和
种间变异；比较通过 Wilcoxon 检验分析不同序列之
间的变异性；通过比较序列种内和种间变异的分布

评估 barcoding gap [19]两个参数来评估物种不同序列
的种间差异淤“all interspecific distances”物种种间
变异的平均值于“The minmum interspecific distance”
物种种间最小变异的平均值。用三个参数来评估物

种不同序列的种内差异 [19] 淤“mean all intraspecific
distances”物种种内变异的平均值于“mean theta”不
同物种种内平均变异的平均值，以消除不同物种采

样数目不同造成的误差盂“avarage coalescent
deapth”物种种内最大变异的平均值。

二、结果与分析

1. 序列种内和种间差异
从表 1中可以看出 ITS2序列的种间变异最大，

ITS 序列次之，ITS2 序列种内变异最大；ITS 和 ITS2
序列种间最小变异均大于其种内最大变异。因此

ITS2 和 ITS 序列都比较适合杜娟属植物 DNA bar原
coding鉴定。

2. 不同序列变异性的比较和 Barcoding Gap 的
评估

从 wilcoxon秩和检验来看（见表 2），ITS2序列的
变异性大于 ITS，matK，psbA-trnH序列的变异性；ITS
序列的变异性大于 psbA-trnH 和 matK 序列的变异

表 1 四个序列在杜娟属种内种间变异

平均 ITS2 ITS psbA-trnH matK

All intraspecific distances 0.0015依0.0029 0.0009依0.0013 - 0.0010依0.0014

Theta 0.0025依0.0042 0.0013依0.0016 - 0.0009依0.0014

Coalescent depth 0.0031依0.0046 0.0017依0.0018 - 0.0010依0.0015

all interspecific distances 0.0492依0.0217 0.0369依0.0147 0.0248依0.0183 0.0098依0.0068

The minimum interspecific distance 0.0033依0.0069 0.0030依0.0056 0.0054依0.0099 0.0018依0.0035
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图 1 杜娟属四个序列的种内变异和种间变异分布图

性。从不同序列种间变异和

种内变异的分布图（图 1）
来看，ITS2和 ITS 序列都有
明显的 barcodng gap，种内
变异和种间变异重合较少；

matK 序列的种间变异偏
小，正态分布图整体向种内

变异方向倾斜。

三、讨 论

本文对从 Genebank 上
下载杜娟属植物的 ITS，
ITS2，matk 和 psbA 四组候
选条形码序列进行了分析。

matK 序列和 psbA 序列都
不适合作为杜娟属 DNA
barcoding鉴定序列。ITS2序
列种间变异要大于 ITS 序
列。这主要是因为，ITS序列
的变异主要集中在 ITS1 区
段（平均长度为 250bp 左
右）和 ITS2 区段（平均长度
250bp 左右），中间有大约
160bp的 5.8S 高度保守区，
因而降低了其种间变异，从

公布的 ITS 通用引物来看，
其在各个科属的通用性较

差[15，18]。尤其是对于经加工
炮制干燥的药材，部分 DNA
已降解，无法获得 PCR 产物，而 ITS2区段较短，适用
于已降解的药材 [20~21]。因此推荐考虑将 ITS2序列作
为一个潜在的杜娟属植物 DNA barcoding鉴定序列。
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Screening Potential DNA Barcode Regions in Rhododendron
Shi Linchun袁 Liang Zongsuo

渊Northwest Sci-Tech University of Agriculture and Foresty, Shan'xi 712100冤
Han Jianping袁 Song Jingyuan袁 Yao Hui袁 Zhu Yingjie袁 Chen Shilin

(Institute of Medicinal Plant Development, Peking Union Medical College & Chinese Academy of Medical Sciences,
Beijing, 100193 P.R. China)

In China, there are more than sixty types of toxic plants Rhododendron, including Rhododendron molle (Blum) G.
Don, a traditional medicine. So far no techniques or methods have been found to effectively identify all the Rhododen鄄
dron plants. DNA barcoding is a technique to identify species using DNA sequences from a small fragment of the
genome. DNA barcoding, such as COI sequence, has been used to identify animal species. Unfortunately, there has
been no universally accepted barcode system applicable to plants. This study compared four potential barcodes (ITS,
ITS2, matk, and psbA-trnH) of 257species of Rhododendron. Wilcoxon signed rank tests were used to analyze the
variability of sequences, and Taxon DNA was used to estimate the barcoding gap, so as to screen out the right bar鄄
codes for identifying the species of Rhododendron. Screening results showed that neither matk nor psbA-trnH could be
used to identify Rhododendron on its own. On the contrary, both ITS and ITS2 were proved effective for the function.
Due to the low success rate of PCR for ITS, ITS2 sequence can be taken as a potential barcode for identifying the
species of Rhododendron.

Keywords: DNA barcoding; ITS2; ITS; matK; psbA-trnH曰Rhododendron
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