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摘 要：目的：通过分析车前子原植物及其混伪品的 ITS2 条形码序列，探索鉴定车前子及其混伪品
的新方法。方法：对研究材料进行 DNA提取、PCR扩增和双向测序，所得序列经过 CodonCode Aligner拼接
后，用软件 MEGA5进行相关数据分析，计算其种间、种内遗传距离，并利用已建立的 ITS2数据库及其网
站预测 ITS2二级结构和构建系统发育树。结果：车前种内最大 K2P距离为 0.009 9，与混伪品种间最小
K2P距离为 0.497 6；平车前种内最大 K2P距离为 0.005 2，与混伪品种间最小 K2P距离为 0.519 1。车前
子基原植物与其混伪品的二级结构的分子形态均有明显差异。由所构建的系统聚类树可以看出，车前与

平车前的不同来源样品聚在一支，并能很好与混伪品区分开。结论：ITS2条形码序列能够成功鉴定车前子
基原植物与其混伪品，为车前子的基原鉴定提供了新的方法。
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2010 年版《中国药典》收载车前子 Plantaginis
Semen 为车前科植物车前 Plantago asiatica L.或平车
前 Plantago depressa Willd.的干燥成熟种子 [1]。车前
子性味甘寒，归肾、膀胱经，具有清热利尿通淋、渗

湿止泻、明目、祛痰之功 [2]。其作用平和，效果较好，
临床应用广泛。根据文献资料 [3]记载，车前子的常见
混伪品为十字花科植物播娘蒿 Descurainia sophia
（L.）Webb. ex Prantl、独行菜 Lepidium apetalum
Willd.、桔梗科植物党参 Codonopsis pilosula（Franch.）
Nannf.、苋科植物青葙 Celosia argentea L.、旋花科植
物菟丝子 Cuscuta chinensis Lam. 的干燥成熟种子、
唇形科植物荆芥 Schizonepeta tenuifolia Briq.、益母
草 Leonurus japonicus Houtt.的干燥成熟果实。龚卉

卉等 [4]使用扫描电镜对车前子及其易混伪品进行了
成功鉴别。张小斌等 [5]针对药材市场上不断出现车
前子伪品的现象，从性状上对正品车前子和几种伪

品车前子进行了鉴别。多位学者对车前子与荆芥子

从药材性状、理化性质、显微特征等方面进行了鉴

别 [6~8]。而对车前子及其混伪品条形码分子鉴定方面
的相关研究尚少。DNA 条形码是指用短的、标准的
DNA 片段作为物种标记而建立的一种新的生物鉴
定方法。在众多条形码中，ITS2 片段是最具有潜力
的候选 DNA 条形码之一 [9~14]。本研究探索运用 ITS2
序列鉴定车前子基原植物及其常见混伪品，为车前

子的基原鉴定提供新的方法。

1 植物材料

实验采集车前样品 2 份（标本号为 DF01MT01 和
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DF01MT03），均为新鲜叶片，材料经湖北中医药大
学鉴定教研室陈科力教授鉴定，叶片经硅胶干燥后

保存备用。其余 9 个物种 28 份样本来源于 Gen原
Bank。材料来源见表 1。
2 方法

2.1 DNA 提取和 PCR 扩增及测序
硅胶干燥叶片经液氮研磨，取样约 30 mg，参照

植物 DNA 提取试剂盒（Tiangen Biotech Co.，中国）
提取总 DNA。 ITS2 通用引物 S2F：5’-ATGCGAT原
ACTTGGTGTGAAT-3’和 S3R：5’-GACGCTTCTCCA原
GACTACAAT-3’。反应条件为 94益，5 min；94益 30 s；
56益 30 s；72益 45 s，40cycles；72益 10 min。反应体
系为 MgCl2（25 mM）2 滋L、dNTP Mixture（2.5 mM）2
滋L、PCR buffer（10伊）2.5 滋L、正反向引物（2.5 滋M）
各 1.0 滋L、TagDNA 聚合酶 1U、总 DNA 约 1 滋L（约
30 ng），其余用 ddH2O 补至 25 滋L。电泳检查 PCR
扩增情况，进行双向测序。

2.2 数据分析

对获得的测序峰图使用 CondonCode Aligner
（Codon Code Co.，USA）校对拼接，将实验数据和从
GenBank 下载的 ITS2 序列的两端 5.8S 和 26S 除去
（采用基于隐马尔可夫模型 [15]HMMer 注释方法）以获

得 ITS2间隔区序列。将所有序列用 MEGA5软件进行
分析比对，计算 K2P遗传距离，利用 Schultz等 [16,17]的
研究方法预测各物种 ITS2 茎环二级结构并建立 NJ
系统发育树。

3 结果与分析

3.1 序列比较

车前样品的 ITS2 序列长度为 203 bp，平均 GC
含量为 54.8%；平车前 ITS2 序列长度为 195 bp，平
均 GC 含量 51.6%。二者都具有 1 个 POLY（C）、1 个
POLY（G）和 1 个 POLY（A）结构。车前种内不同来
源样品 8 条序列比对后，长度为 203 bp，有两位点
碱基变异，基于 K2P 双参数模型计算遗传距离，车
前的种内平均 K2P 距离为0.002 5；种内最大 K2P
距离为 0.009 9。平车前 ITS2 序列 3 条，序列比对
后长度为 195 bp，变异位点为 1 个，平车前的种内
平均 K2P 距离为 0.003 4；种内最大 K2P 距离为
0.005 2。

对车前子基原植物与各混伪品种间序列进行

比对后，序列长度为 260 bp，ITS2 序列间存在较多
的变异位点。其中基原植物车前与其余各混伪品种

间平均 K2P 距离为 0.779 9，最小种间 K2P 距离为
0.497 6；平车前与其余各混伪品种间平均 K2P 距离

表 1 材料来源及 GenBank 登录号
中文名 拉丁学名 来源 登录号

车前 Plantago asiatica 武汉 —

车前 Plantago asiatica GenBank JF421529，JQ916063，AJ548977，AB558160，JQ916064，AY101862
平车前 Plantago depressa GenBank AB281168，AB296069，AB296070
播娘蒿 Descurainia sophia GenBank AY230618，AY230619
独行菜 Lepidium apetalum GenBank DQ310525，FJ980405
党参 Codonopsis pilosula GenBank EF190460，FJ572048，AF134860
青葙 Celosia argentea GenBank AY174418，JN407414，JN407416
菟丝子 Cuscuta chinensis GenBank DQ211587，JN234828，JN234829，JN234830
荆芥

Schizonepeta
tenuifolia GenBank EU383034，AB557591，EU591983

益母草 Leonurus japonicus GenBank DQ903314，HM595474
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为 0.885 5，最小种间 K2P 距离为
0.519 1。
3.2 ITS2 序列二级结构

所有物种的二级结构均由 4 个
螺旋区和一个中心环组成（图 1）。
比较车前与平车前的 ITS2 二级结
构发现，二者具有明显差异，螺旋

发出的角度、茎环位置、大小、数目

均有不同。同时车前与平车前和其

混伪品的 ITS2 二级结构差异也较
大，各螺旋彼此之间的夹角以及茎

环的分布位置、大小都有不同。因

此，依据 ITS2 二级结构可以直观地
将车前子基原植物与其混伪品区

分开来。

3.3 物种间 ITS2 序列聚类分析
基于 ITS2 序列，通过邻接法

（NJ）构建系统聚类树（图 2）。从所
构建的系统聚类树可以看出，车前

子基原植物车前与平车前均具有

单系性，不同来源个体聚为一支，

同时也很容易与其它混伪品区分

开来。因此，ITS2 序列可以用来鉴
别车前子基原植物与其混伪品。

4 讨论

车前子药材细小色深，伪品多

及掺伪现象严重，常见的混伪品有

荆芥子、北葶苈子、南葶苈子、党参

子、茺蔚子、青葙子、菟丝子等，这

些植物的种子在外形、颜色、大小

等方面与车前子较为相似，成为其

掺伪混杂的重要原因，也不易鉴

别，但它们分别来源于与车前子不

同科的植物，在其性味、归经、功能

主治方面更与车前子显著不同，且

党参子和荆芥子并无药用的记载，

显然一旦混用将难以保证车前子

临床用药的安全有效。

本文应用 DNA 条形码 ITS2 序
列片段对车前子两种基原植物及

其混伪品进行了鉴别，研究结果表 图 1 车前子及其易混种的 ITS2 序列二级结构比较

平车前 Plantago depressa
（AB281168）

车前 Plantago asiatica
（DF01MT01）

独行菜 Lepidium apetalum
（FJ980405）

播娘蒿 Descurainia sophia
（AY230618）

荆芥子 Schizonepeta tenuifolia
（EU383034）

党参子 Codonopsis pilosula
（EF190460）

青葙子 Celosia argentea
（AY174418）

茺蔚子 Leonurus japonicus
（DQ903314）

菟丝子 Cuscuta chinensis
（DQ211587）
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明，通过对车前与平车前及其混伪品数据的分析，

发现车前与平车前的种内最大 K2P 距离均小于种
间最小距离。同时，车前子及其混伪品的 ITS2 二
级结构可以从直观上方便的鉴别车前子的两种基

原植物与各混伪品。此外，从基于 ITS2 序列建立
的车前子及其混伪品 NJ 树可以看出，车前与平车
前各自的不同样品分别聚为一支，支持率分别为

92%和 89%，其余每种混伪品（除苋科植物青葙）
的不同样品均以 100%支持率聚在一起，明显的把
车前子的两种基原植物与其混伪品鉴别开来。因

此，应用 ITS2 条形码序列能够正确鉴定车前子基
原植物与其混伪品，为车前子的基原鉴定提供了

新的方法。
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Identification of Original Plant of Plantaginis Semen and Its Adulterants Using DNA Barcoding Method
Based on ITS2 Sequence

Wu Lan, Liu Yimei, Xiong Yongxing, Chen Keli
(Key Laboratory of Ministry of Education on Traditional Chinese Medicine Resource and

Compound Prescription & School of Pharmacy, Hubei University of Chinese Medicine , Wuhan 430065, China)

Abstract: This study was aimed to explore a new method to identify the original plant of Plantaginis Semen and its
adulterants by the ITS2 regions. The second internal transcribed spacer (ITS2) of ribosomal DNA was amplified and
sequenced by bidirectional sequencing of PCR products. Sequence assembly and consensus sequence generation were
performed by using CodonCode Aligner. The ITS2 secondary structure was predicted using ITS2 database and web鄄
sites. The phylogenetic tree was constructed by MEGA5. The results showed that the maximum intraspecific K2P dis鄄
tance of Plantago asiatica was 0.009 9, while the minimum interspecific K2P distance was 0.497 6; the maximum in鄄
traspecific K2P distance of P. depressa was 0.005 2, while the minimum interspecific K2P distance was 0.519 1. The
ITS2 secondary structure showed that P. asiatica and P. depressa can be differentiated obviously from its adulterants.
Different samples of P. asiatica and P. depressa were gathered together and can be distinguished from its adulterants
by NJ tree. It was concluded that the ITS2 sequence was able to identify original plant of Plantaginis Semen and its
adulterants correctly. It provided a new method for the identification of original plant of Plantaginis Semen.
Keywords: Plantaginis Semen, ITS2 sequence, adulterants, identification
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