
书书书

中国生物工程杂志　ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１５，３５（１）：４１４５

ＤＯＩ：１０．１３５２３／ｊ．ｃｂ．２０１５０１０６

三种荆州半夏的 ＩＴＳ序列分析与种属鉴定

张文涛１　喻　静１　刘亦良１　张本厚２　陈集双１，２
（１南京工业大学生物与制药工程学院　南京　２１１８１６　２南京工业大学大丰海洋产业研究院　盐城　２２４１００）

摘要　通过采集自湖北荆州地区的三种不同表现型的半夏属植物的叶片组织中提取基因组，纯
化后经直接 ＰＣＲ扩增得到其对应的 ＩＴＳ序列并测序。运用 ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ数据库进行序列比对
与进化树分析。根据比对与分析结果，结合植物形态学特征显示，ＨＢＢ０１为 Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔａ，为
《中国药典》中规定的半夏类药材品种；ＨＢＤ０２为 Ｐ．ｔｒｉｐａｒｔｉｔａ，为药用半夏的混淆品；ＨＢＦ０３的
结果较为复杂，其不仅与芋属（Ｃｏｌｏｃａｓｉａ）天南星属（Ａｒｉｓａｅｍａ）、半夏属（Ｐｉｎｅｌｌｉａ）等植物 ＩＴＳ序列
的同源性高达８０％以上，而且在进化关系上，它们也有一定关联。所以推测 ＨＢＦ０３可能为天南
星科不同属但亲缘关系较近的植物产生的变种，具体种属来源有待进一步论证。通过三种半夏

种属来源及其亲缘关系的分析，鉴定了荆州地区的半夏人工种植的主要品种，对其当地药农种植

符合《中国药典》规范的半夏药材具有指导意义，为后续优质半夏资源的保护与选育提供了参考

依据。
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　　半夏［Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔａ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｂｒｉｅｔ］隶属天南星

科（Ａｒａｃｅａｅ），是我国传统大宗常用中药材，其块茎入

药，具有止咳、镇吐、抗早孕等功效，是临床上常用的镇

咳祛痰药［１］。全球约有１０５属，３７００多种［２］，其主要

分布在亚洲东南部。在天南星科１０５属中，处于南星

亚科的半夏属（Ｐｉｎｅｌｌｉａ）是唯一的东亚分布型，该属植

物目前在中国已报道的有 １０种，分别为滴水珠（Ｐ．

ｃｏｒｄａｔａ）、石蜘蛛 （Ｐ．ｉｎｔｅｇｒｉｆｏｌｉａ）、掌叶半夏 （Ｐ．

ｐｅｄａｔｉｓｅｃｔａ）、盾叶半夏（Ｐ．ｐｅｌｔａｔａ）、半夏（Ｐ．ｔｅｒｎａｔａ）、

大 半 夏 （Ｐ． ｐｏｌｙｇｈｙｌｌａ）、鹞 落 坪 半 夏 （Ｐ．

ｙａｏｌｕｏｐｉｎｇｅｎｓｉｓ）、三裂叶半夏（Ｐ．ｔｒｉｐａｒｔｉｔａ）、姊归半夏

（Ｐ．ｚｉｇｕｉｅｎｓｉｓ）及五叶半夏（Ｐ．ｔｅｒｎａｔｅ）［３］。

　　近年来，半夏作为一类药用植物，泛指三叶半夏

［Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔａ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｂｒｉｅｔ］，还包括掌叶半夏、盾

叶半夏、水半 夏 ［Ｔｙｐｈｏｎｉｕｍ ｆｌａｇｅｌｌｉｆｏｒｍｅ．（Ｌｏｄｄ．）

Ｂｌｕｍｅ］等，它们都有类似半夏的功效。但药典中关于

半夏药材及饮片的描述特指三叶半夏，其他都是在市

场上和药用中的伪品。同时，半夏种群内部变异明显，

如叶形有心形叶、柳叶形、桃叶形的区别；块茎的圆形

与椭圆形区别；珠芽数量的区别；染色体倍数变化的区

别等。造成这些变化的主要原因是地域差异和不同生

态环境导致其生态型的多样性。本研究主要利用 ＰＣＲ

技术扩增植物ｒＲＮＡ基因转录本的 ＩＴＳ保守序列，通过

ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ数据库进行序列相似性进行比对分析，进

而了解三种荆州半夏在分类学上的地位及其种属来源与

亲缘关系，为指导湖北荆州地区栽培种植符合药典规定

的半夏药材和选育优质半夏资源提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料

　　本实验所用样品于２０１３年５月同期采自湖北省荆

州地区半夏种植基地田间，三种半夏属植物分别标记为

ＨＢＢ０１、ＨＢＤ０２、ＨＢＦ０３，如图１，形态特征描述见表１。

１．２　仪器与试剂

　　所需主要实验仪器为 ＰＣＲ仪 Ｔ１００（美国，Ｂｉｏ

Ｒａｄ）；台式离心机 ＳＬ１６Ｒ（德国，Ｔｈｅｒｍｏ）；数显恒温水
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图１　三种半夏属植物形态特征

Ｆｉｇ．１　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｒｅｅｃｕｌｔｉｖａｒｓｏｆＰｉｎｅｌｌｉａ

浴锅 ＨＨ８（８孔）（中国，常州国华）。

　　实验所用主要试剂为乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）、二甲

亚砜 （ＤＭＳＯ）、十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）、甲酰胺

（Ｆｏｒｍａｍｉｄｅ）、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓｅｂａｓｅ）、ＤＮＡ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、随机引物（Ｒａｎｄｏｍ ｐｒｉｍｅｒ）、ｄＮＴＰ、ＰＣＲ

ＣｌｅａｎｕｐＫｉｔ、５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ、ＤＮＡｓｅｃｕｒｅｐｌａｎｔ

ｋｉｔ、Ｃｙ５ｄＣＴＰ等。

１．３　实验方法

１．３．１　植物基因组提取　１）取０．２～０．５ｇ半夏属植

物叶片用液氮研磨至粉末状，加入 ７５０μｌＣＴＡＢ提取

液，混匀后，转移至１．５ｍｌ离心管中。２）６５℃水浴１ｈ，

每２０ｍｉｎ上下颠倒一次。３）加入等体积酚∶氯仿∶异戊

醇（２５∶２４∶１），混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。４）取上

表１　三种半夏属植物的形态描述

Ｔａｂｌｅ１　ＤｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｃｕｌｔｉｖａｒｓｏｆＰｉｎｅｌｌｉａ

序 号 样 品 形 态 描 述

１ ＨＢＢ０１
株高约１４ｃｍ；三裂叶，椭圆形；叶柄长９ｃｍ，顶部与基部均有３～５ｍｍ单株芽产生；地下块茎长圆形，直
径约０．８ｃｍ，土黄色。

２ ＨＢＤ０２
株高约１９ｃｍ；三裂叶，椭圆形；叶柄长１３ｃｍ，顶端双珠芽，根部单珠芽，平均直径４～６ｍｍ；地下块茎近圆
形，直径约２ｃｍ，土黄色。

３ ＨＢＦ０３
株高约１３ｃｍ；三裂叶，少数四裂叶，柳叶形；叶柄长８ｃｍ，基部有５～８ｍｍ单株芽或双株芽；地下块茎形
状不规则，附生小块茎，最大处直径约７ｃｍ，黄褐色。

清，重复步骤３。５）取上清，氯仿∶异戊醇（２４∶１）抽提１

次。６）上清液中加等体积异丙醇沉淀。７）１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，去上清，７５％乙醇洗沉淀。８）沉淀溶于

１００μｌＲＴＥ中，３７℃恒温３０ｍｉｎ。９）取３μｌ进行１％琼

脂糖电泳检测。

１．３．２　ＩＴＳ序列扩增及测序　ＩＴＳ序列 ＰＣＲ扩增引

物：ＩＴＳ４：５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′；ＩＴＳ５：５′

ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ３′扩增体系如表２［４］。

１．３．３　ＰＣＲ产物的纯化回收　使用 ＡｘｙｐｒｅｐＤＮＡ凝

胶回收试剂盒对 ＰＣＲ产物进行纯化回收，具体步骤参

见使用说明书。

１．３．４　ＩＴＳ序列分析　在 ＮＣＢＩ的 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中

下载用于比对和进化树分析的天南星科半夏属及其相

关近亲缘属植物的ＩＴＳ序列，运用ＭＥＧＡ５．１等软件对

三种荆半夏的ＩＴＳ序列和网上报道的序列进行比对分

析，从而判断其进化关系与种属地位。

表２　ＰＣＲ反应体系（５０μｌ）与扩增程序

Ｔａｂｌｅ２　ＰＣＲｓｙｓｔｅｍ（５０μｌ）ａｎｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍ

组分 体积（共５０μｌ）

模板（基因组１∶１００稀释后） １μｌ

引物ＩＴＳ４（２０μｍｏｌ／Ｌ） １μｌ

引物ＩＴＳ５（２０μｍｏｌ／Ｌ） １μｌ

ＤＮＡ合成酶ｒＴＡｑ ０．５μｌ

ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ） １μｌ

１０×Ｂｕｆｆｅｒ ５μｌ

ｄｄＨ２Ｏ ４０．５μｌ

步骤 温度／时间

预变性 ９４℃３ｍｉｎ

３５ｃｙｃｌｅｓ

变性 ９４℃３０ｓ

退火 ５５℃３０ｓ

延伸 ７２℃２ｍｉｎ

延伸 ７２℃１０ｍｉｎ

２４
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２　结果与分析

２．１　基因组提取及其对应ＰＣＲ结果

　　三种荆半夏叶片组织中 ＤＮＡ提取纯化，经直接

ＰＣＲ扩增后得到ＩＴＳ序列片段。基因组ＤＮＡ及其ＰＣＲ

产物经 １％琼脂糖胶电泳检测后，结果如图 ２和图 ３

所示。

图２　三种半夏属植物基因组电泳检测图

Ｆｉｇ．２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｇｅｎｏｍｉｃ

ＤＮＡｆｒｏｍｔｈｒｅｅｃｕｌｔｉｖａｒｓｏｆＰｉｎｅｌｌｉａ
Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ａ：ＨＢＢ０１；Ｂ：ＨＢＤ０２；Ｃ：ＨＢＦ０３

图３　三种半夏属植物ＰＣＲ产物电泳检测图

Ｆｉｇ．３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｅｓ

ｆｒｏｍｔｈｒｅｅｃｕｌｔｉｖａｒｓｏｆＰｉｎｅｌｌｉａ
Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ＨＢＢ０１；２：ＨＢＤ０２；３：ＨＢＦ０３

２．２　ＩＴＳ序列长度及分析

　　 本研究利用通用引物共测定三种荆半夏的 ＩＴＳ

（包括ＩＴＳ１，５．８ＳｒＤＮＡ和ＩＴＳ２）序列。经序列比对分

析，每个样品的ＩＴＳ长度及 Ｇ＋Ｃ含量见于表３。其中

ＩＴＳ１长度约为 ２４４ｂｐ，５．８Ｓ约为 １６４ｂｐ，ＩＴＳ２约为

２１１ｂｐ。ＩＴＳ１区Ｇ＋Ｃ含量约为５０％ ～６０％，５．８Ｓ区

为４５％～５５％，ＩＴＳ２区为４５％～５０％。

表３　三种半夏属植物ＩＴＳ１、５．８Ｓ和ＩＴＳ２区的序列长度及Ｇ＋Ｃ含量

Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅｌｅｎｇｔｈｏｆｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＧ＋ＣｆｒｏｍＩＴＳ１，５．８Ｓａｎｄ

ＩＴＳ２ｂａｓｅｄｏｎｔｈｒｅｅｃｕｌｔｉｖａｒｓｏｆＰｉｎｅｌｌｉａ

样 品
ＩＴＳ１ ５．８Ｓ ＩＴＳ２ ＩＴＳ

片段大小（ｂｐ） ％（Ｇ＋Ｃ） 片段大小（ｂｐ） ％（Ｇ＋Ｃ） 片段大小（ｂｐ） ％（Ｇ＋Ｃ） 序列总长

ＨＢＢ０１ ２７１ ５３ １６５ ５１ ２１５ ４７ ６５１

ＨＢＤ０２ ２４４ ５５ １６８ ５０ ２１２ ４７ ６２４

ＨＢＦ０３ ２１６ ５７ １５９ ４６ ２０７ ４８ ５８２

２．３　基于ＩＴＳ序列的种属鉴定
　　将所得序列在ＮＣＢＩ数据库中进行ＢＬＡＳＴ检索，根
据比对结果显示，ＨＢＢ０１与报道的 Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔａ
（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ： ＡＦ４６９０３６．１）、Ｐｉｎｅｌｌｉａ ｙａｏｌｕｏｐｉｎｇｅｎｓｉｓ
（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＡＦ４６９０３８．１）同源性为９５％以上；ＨＢＤ０２与
报道的 Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｒｉｐａｒｔｉｔａ（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＡＦ４６９０３７．１）同源
性 为 ９２％；ＨＢＦ０３与 报 道 的 Ｃｏｌｏｃａｓｉａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ
（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＡＹ０８１０００．１）、Ａｒｉｓａｅｍａｆｌａｖｕｍ（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：
ＪＦ９７５９００．１）、Ｐｉｎｅｌｌｉａｐｅｄａｔｉｓｅｃｔａ（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＡＦ４６９４０４．
１）等同源性均超过８０％。
　　将本研究报道的 ＩＴＳ序列中的部分１８Ｓ和２８Ｓ序
列剔除，形成用于分析的完整 ＩＴＳ序列，将该 ＩＴＳ序列
与８种半夏属（Ｐｉｎｅｌｌｉａ）植物，同时加入 ２种芋属

（Ｃｏｌｏｃａｓｉａ）和２种天南星属（Ａｒｉｓａｅｍａ）植物作为外族，
共１２个ＩＴＳ序列进行ＮＪ法构建系统树，如图４。
　　从图中可以看出，ＨＢＢ０１和 Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔａ的亲
缘关系最近，且结合二者生物学形态，可确定该半夏品

种为 Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔａ；ＨＢＤ０２与 Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｒｉｐａｒｔｉｔａ合为
一支，获得１００％的支持率，结合植物的形态描述，可确
定该半夏品种为 Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｒｉｐａｒｔｉｔａ；ＨＢＦ０３与２种芋属
（Ｃｏｌｏｃａｓｉａ）植物进化关系较近，属于同一分支，但是
ＨＢＦ０３与天南星属（Ａｒｉｓａｅｍａ）、半夏属（Ｐｉｎｅｌｌｉａ）植物
的ＩＴＳ序列同源性也在８０％以上，推测可能出现了种
间变异，况且ＨＢＦ０３植株的叶形与块茎形状也较为奇
特，因此，ＨＢＦ０３样品的具体种属分类地位有必要重
新论证。
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图４　ＩＴＳ序列构建的ＮＪ系统进化树分析

Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂａｓｅｄｏｎＮＪｍｅｔｈｏｄ
Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄａｔｔｈｅｂｒａｎｃｈｅｓａｎｄｈｉｄｄｅｎｌｏｗｅｒｔｈａｎ５０％

３　小结与讨论

　　本研究通过采自湖北荆州种植基地田间的三种半

夏属植物的叶片组织中提取基因组，纯化后经直接

ＰＣＲ扩增得到其对应的 ＩＴＳ序列并测序。运用 ＮＣＢＩ

ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行序列比对与进化树分析。根据比

对与分析结果，结合植物形态学特征显示，ＨＢＢ０１为

Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔａ为《中国药典》中规定的半夏类药材品

种；ＨＢＤ０２为Ｐ．ｔｒｉｐａｒｔｉｔａ，为药用半夏的混淆品；ＨＢＦ

０３的结果较为复杂，其不仅与芋属（Ｃｏｌｏｃａｓｉａ）、天南星

属（Ａｒｉｓａｅｍａ）、半夏属（Ｐｉｎｅｌｌｉａ）等植物ＩＴＳ序列的同源

性高达８０％以上，而且在进化关系上，它们也有一定关

联。所以推测 ＨＢＦ０３可能为天南星科不同属但亲缘

关系较近的植物产生的变种，具体种属来源有待进一

步论证。通过研究三种荆半夏的种属来源及其亲缘关

系分析，鉴定了湖北荆州地区半夏人工种植的主要品

种，对其当地药农种植符合《中国药典》规范的药用半

夏具有指导意义，同时为后续优良半夏种质资源的保

护与交流提供参考依据。
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