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车前属渊Plantago L.冤属车前科植物袁包括 190
余种袁其中我国产车前属 20 种袁分布于全国各地 [1]遥
国内外研究较多的车前属药用植物有车前草

渊Plantago asiatica L.冤尧平车前 渊Plantago depressa
willd.冤尧大车前渊Plantago major L.冤3 种袁不仅具

有清热利尿尧凉血尧解毒的功效袁还具有镇咳尧祛
痰尧抗菌抗炎等作用 [2 -3]袁主要含有黄酮尧环烯醚

萜类尧苯乙酰咖啡酰糖酯类尧三萜类等化学成分[4-5]遥
车前属植物资源丰富袁用途广泛袁且毒副作用小袁
具有广阔的应用前景袁现代医学对车前草进行了

深入研究袁 车前草中超过 60 种化合物已被分离

和鉴定 [3]袁已发现有许多有效成分袁并具有多种

药理作用袁应大力开发和利用 [6]遥 车前草植物形

态及药材性状特征较为相似袁其内部组织构造区

别也不明显袁且药材在采收加工后袁叶片皱缩卷

曲袁很难仅用形态学方法来确定药材的原植物及

其来源遥
DNA 条形码技术是通过测定植物 DNA 序列

进行比较来反映其遗传差异袁以进行物种分类和

鉴定 [7]遥 ITS2 序列是位于核基因的一小段序列袁
该序列在绿色植物中分布广泛遥 ITS2 序列具有通

用引物袁对植物有较高的鉴别能力 [8-10]遥本实验拟

通过采集四川不同地区不同海拔车前属植物袁并

从 Genbank 下载同属序列 袁 以 ITS2 序列作为

DNA 条形码 袁 分析遗传距离 尧Neighbor Joining
渊NJ冤系统进化树和 ITS2 序列二级结构袁对车前

属植物进行快速准确的鉴定袁弄清车前属植物之

间的系统进化关系遥 对不同车前属药用植物进行

准确尧快速的识别和鉴定袁对研究车前属药用植

物分布具有指导作用袁对未来遗传育种袁种质资

源的深入研究尧保护和安全利用都具有重要的理

论和实践价值遥
1 材料

从四川省峨眉市尧凉山州不同海拔处采集了13
份车前属植物样本袁 经西南交通大学生命科学与

工程学院宋良科副教授鉴定 袁 分别为车前草

Plantago asiatica L援尧 平 车 前 Plantago depressa
Willd援尧大车前 Plantago major Willd援袁其中车前草

样品 4 份尧平车前样品 1 份尧大车前样品 8 份遥 标

本保存于西南交通大学标本室遥 同时在 GenBank
数据库中下载车前属植物 ITS2 序列 10 条袁样品信

息见表 1遥
2 方法

2.1 样品 DNA 提取尧PCR 扩增及测序 取干燥药

材 30mg袁加入液氮充分碾磨袁使用植物 DNA 提取试

剂盒渊Tiangen Biotech Co.袁China冤提取总 DNA遥 以样

应用 ITS2 序列鉴定四川车前、平车前、大车前

任瑶瑶 江南屏 刘睿颖 宋良科 谭 睿

渊西南交通大学生命科学与工程学院袁四川成都 610031冤

摘 要 目的院评价 DNA 条形码技术对车前属植物的鉴定作用袁并将之应用于四川车前属植物样本分析遥 方法院于
四川不同地方和不同海拔高度采集车前属 13 个植物样本袁提取 DNA袁进行 ITS2 序列 PCR 扩增尧测序袁从 Genbank 上下

载 10 条同属 ITS2 序列曰运用 MEGA 5.0 对所有序列种间种内遗传距离进行计算分析袁构建 Neighbor Joining渊NJ冤系统进

化树袁并比较样本 ITS2 序列的二级结构差异遥 结果院车前尧平车前尧大车前的遗传距离较近袁但是三者种间最小距离均远

大于种内最大距离袁NJ 树显示三者聚为一大支袁种内之间各单据一支曰三者二级结构差异明显遥 分析不同地区和不同海

拔样本时发现袁不同采集地的样本无明显差异遥 结论院以 ITS2 序列作为 DNA 条形码袁对车前属植物进行准确尧快速的识

别和鉴定袁准确地弄清物种之间的系统进化关系袁为该属药用植物的分布研究提供指导袁对其质量控制尧安全用药及资源

合理开发利用提供了理论依据遥
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品 DNA作为模板袁对 ITS2 基因

序列进行 PCR 扩增遥 正向引物

ITS2F院5爷-ATGCGATACTTGGT鄄
GTGAAT-3爷曰反向引物 ITS3R院
5爷 -GACGCTTCTCCAGACTA鄄
CAAT-3爷遥 PCR 反应体系院参照

PCR 反应试剂盒渊TaKaRa 宝生

物工程大连有限公司冤的说明遥
PCR 反应条件院 淤94益变性

5min曰于94益变性 30s曰盂56益
退火 30s曰榆72益延伸 30s曰虞40
个循环曰愚72益延伸 10min遥 将

PCR 产物送至北京梓熙生物科

技有限公司进行测序遥
2.2 数据处理 采用CodonCode
Aligner 6.0.2 对所得序列峰图

进行校对拼接袁去除引物区和

低质量的序列袁由基于隐马尔

可夫模型渊HMMer冤的注释方

法切除 ITS2 两端的 5.8S 和

28S 区域袁获得标准的 ITS2 间

隔区序列 [11]遥所有 ITS2 序列用

MEGA5.0 比对 [12]袁分析种内尧
种间的遗传变异 [ 13 ]袁 计算

K2P 渊Kimura 2 -parameter冤遗

传距离尧 相邻结合法渊Neighbor
Joining袁NJ冤构建系统进化树[14]袁
根据 Koetschan等[15]建立的 ITS2
数据库网站预测 ITS2 序列的

二级结构遥
3 结果

3.1 PCR 扩增结果 以样本

DNA 为模板扩增 ITS2 基因片

断的 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳结果见图 1袁 基因

片段大小约为 500bp袁为含有 ITS2 序列的 DNA 片

断遥

M院DNA Marker曰1-13院对应标本编号样品 ITS2 PCR 扩增片段

图 1 车前属植物样本 ITS2 扩增产物电泳结果

3.2 种内种间的变异分析 所有 ITS2 序列长度为

199耀209bp尧GC 含量 52%耀61.1%渊见表 1冤遥 应用

MEGA 5.0 软件对样品进行多序列比对袁 比对后的

序列长度为 211bp遥 MEGA 5.0 分析显示车前尧大车

前种内没有变异位点袁平车前 3 个变异位点袁对叶

车前 8 个变异位点袁芒苞车前 4 个变异位点袁种间

最多 27 个变异位点渊见表 2冤遥
3.3 K2P 遗传距离分析 物种间种内距离越小袁种
间距离越大越适合条形码鉴定 [16]遥 计算近缘种车

前尧 平车前尧 大车前 ITS2 种内种最大遗传距离为

0耀0.005袁种间最小遗传距离为 0.010耀0.051袁种间最

小距离均远大于种内最大距离袁样本的 K2P 距离见

表 3遥

表 1 车前属植物样本信息

车前草

植物名称

01

标本号或GenBank 登录号

四川省峨眉黄湾乡
海拔院496m

来源

54.8

GC 比例
渊%冤

Plantago asiatica 199
拉丁名

序列长度
渊bp冤

车前草 54.8 四川省峨眉黄湾乡张坝村
海拔院 528m 02Plantago asiatica 199

车前草 Plantago asiatica 199 54.8 四川省峨眉黄湾乡
海拔院494m 03

车前草 Plantago asiatica 199 54.8 四川省峨眉黄湾乡张坝村
海拔院482m 04

车前草 Plantago asiatica 199 54.8 GenBank KJ493679
车前草 Plantago asiatica 199 54.8 GenBank KJ493677
平车前 Plantago depressa 200 52.0 四川省凉山州木里县乔瓦镇

海拔院2297m 05
平车前 Plantago depressa 200 53.0 GenBank JF421530
平车前 Plantago depressa 199 54.8 GenBank KF454407
平车前 Plantago depressa 199 54.8 GenBank KF454400
大车前 Plantago major 200 56.0 四川省峨眉黄湾乡

海拔院483m 06
大车前 Plantago major 200 56.0 四川省峨眉黄湾乡张坝村

海拔院477m 07
大车前 Plantago major 200 56.0 四川省峨眉黄湾乡张坝村

海拔院482m 08
大车前 Plantago major 200 56.0 四川省峨眉黄湾乡

海拔院519m 09
大车前 Plantago major 200 56.0 四川省峨眉黄湾乡

海拔院518m 10
大车前 Plantago major 200 56.0 四川省峨眉高桥镇

海拔院748m 11
大车前 Plantago major 200 56.0 四川省峨眉高桥镇

海拔院748m 12
大车前 Plantago major 200 56.0 四川省凉山州木里县乔瓦镇

海拔院2294m 13
大车前 Plantago major 200 55.7 GenBank KJ493647

对叶车前 Plantago arenaria 208 58.6 GenBank AY101891
对叶车前 Plantago arenaria 209 56.5 GenBank AY692082
芒苞车前 Plantago aristata 208 58.5 GenBank AY101911
芒苞车前 Plantago aristata 208 61.1 GenBank AJ548983
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表 2 车前属植物 ITS2 序列变异位点

3.4 NJ 树分析 根据 ITS2 序列对所有样本构建

NJ 系统聚类树袁 见图 2遥 从 NJ 进化树图可以看

出袁各样本种内之间单据一支袁车前尧平车前尧大
车前聚为一支袁 分支之间靴带检验法渊bootstrap冤
支持率在 70%以上袁与对照列的对叶车前和芒苞

车前之间的支持率为 99%袁物种之间可明显区分

开遥
表 3 车前属植物样本种间和种内距离分析

车前

种类 1
车前

种类 2
种内

类型

0
最小种间距离 最大种内距离

平车前 平车前 种内 0.005

平车前 大车前 种间 0.036
大车前 车前 种间 0.010

大车前 大车前 种内 0
车前 平车前 种间 0.051

图 2 基于 ITS 序列构建的车前属植物样本的 NJ 树

3.5 ITS2 二 级 结 构 的 分 析

车前属植物样本 ITS2 序列

的二级结构如图 3 所示遥 从样

本的二级结构中可以看出袁平
车前尧大车前和车前的 ITS2 二

级结构较为相似袁均由一个中

心环及 5 个螺旋区 渊Helix冤组
成袁 但螺旋芋区上有差异袁茎
环渊Loop冤数量不同袁与芒苞车

前在玉尧芋区均有差异袁茎环

的大小位置不同袁与对叶车前

差别最大袁 中心环和螺旋玉尧
域尧芋区均有明显差异遥

图 3 车前属 ITS2 序列的二级结构

4 结语

车前属植物含有多种有效成分袁具有较好的药用

价值袁 其中车前尧 平车前和大车前是中医常用药材遥
ITS2 序列为核糖体内转录间隔区序列袁对植物具有

良好的扩增成功率和物种水平的鉴定成功率 [17-18]袁
以 ITS2 序列作为 DNA 条形码对车前属植物的鉴定

进行研究可以达到既快速又准确遥
本研究将四川不同地方不同海拔采集的 13 份

车前属植物样本进行 PCR 扩增尧测序袁成功获得双

向序列袁用 CodonCode Aligner 软件拼接序列袁隐马

尔可夫模型渊HMMer冤的注释方法得到 ITS2 间隔区

序列遥Genbank 上下载同属序列 10 条袁23 条 ITS2 序

列长度 199耀209尧GC 含量 52%耀61.1%袁MEGA 5.0
分析样本间变异位点尧种内种间的遗传距离和构建

的 NJ 进化树显示车前尧平车前尧大车前有很近的亲

缘关系袁但三者之间相比较袁种内变异较小袁种间变

异比较明显遥 分析不同地区和不同海拔样本时发
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现袁不同采集地的样本无明显差异袁同种样本被聚

为一支遥 车前属植物 ITS2 序列二级结构差异明显袁
可以直观地将物种区分开袁证明 ITS2 序列可以准确

的识别和鉴定车前属植物袁这为车前属药用植物质

量标准进一步提高与完善提供了科学依据袁为其安

全用药及合理开发利用提供了保障遥 如果要确定

ITS2 序列分析四川不同地域和海拔的车前属药用

植物资源分布袁 应从更多地区和海拔区间采样袁进
一步扩大采集样本的范围和数量遥
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