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基于 ITS 序列的不同产地裂叶荆芥系统发育分析

刘红彬1,顾小龙2,张海红1,张丹参1

( 1河北北方学院药学系,张家口 075000;2河北北方学院动物科技学院,张家口 075000)

　 　 摘要:采用 PCR 法扩增来自国内 5 个不同产地的裂叶荆芥 ITS 全序列,测序后以产自河北的裂叶荆芥代表中国裂叶荆芥

与来自不同国家的裂叶荆芥 ITS 序列进行比较,构建分子系统发育树,探讨国内 5 个不同产地及不同国家的裂叶荆芥的亲缘

关系和系统进化。 结果表明:国内 5 个不同产地的裂叶荆芥 ITS1 和 ITS2 序列均有较高的 G / C 含量;5 个产地的裂叶荆芥的

扩增序列长度均为 749bp,且序列完全相同;其中 ITS1 序列长 231bp,5． 8S 序列长 168bp,ITS2 序列长 236bp。 中国裂叶荆芥与

日本、韩国裂叶荆芥 ITS 序列一致性为 100% ,与美国裂叶荆芥 ITS 序列一致性为 99． 0% 。 与美国裂叶荆芥相比,中国裂叶荆

芥 ITS 序列有 7 个碱基发生变异。 来自不同国家的裂叶荆芥形成单系群和 2 个分支(中、日、韩 3 国为 1 个分支,美国单独形

成 1 个分支)。 ITS 序列的一致性表明国内 5 个不同产地裂叶荆芥为同一个种。
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Abstract:　 The genetic relationship and evolutionary system of Schizonepeta tenuifolia from 5 different produ-
cing areas in China were analyzed based on the ribosome ITS1 and ITS2 sequences. Their complete ITS and 5． 8S
sequences on the ribosome region were amplified by PCR and were analyzed by software Clustal X(2． 0) Multiple
Sequence Alignments and Neighbor Joining. ITS sequence of S. tenuifolia from Hebei Province representing Chinese
S. tenuifolia was compared with those from United States,Japan,and Korea to construct phylogenetic tree. The re-
sults showed G / C contents of ITS1 and ITS2 sequences of S. tenuifolia from 5 different producing areas were high.
ITS length was all 749bp for S. tenuifolia from 5 different producing areas with the same ITS sequence. Lengths of
ITS1,5． 8S,and ITS2 were 231bp,168bp,and 236bp respectively. The ITS sequence similarity was 100% among S.
tenuifolia from China, Japan, and Korea; and 99% between those from China and America. Compared with S.
tenuifolia from America,S. tenuifolia from China had 7 bases mutation. On the base of ITS sequence data,S. tenuifo-
lia from different counties constructed a monophyletic group with 2 branches,one was consisted of S. tenuifolia from
China,Japan,and Korea,the other one was only consisted of that from America. ITS sequence similarity suggested
that S. tenuifolia from 5 different producing areas belonged to one species.
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中药荆芥为唇形科 ( Labiatae) 植物裂叶荆芥

(Schizonepeta tenuifolia)的干燥地上部分,具有祛风

解表、宣毒透疹、 散瘀止血之功效[1],主治风寒感

冒、咽喉肿痛及多种皮肤病,为中医临床常用药物。
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现代药理研究证明,荆芥还具有抗菌消炎和解热镇

痛的作用[2-3]。 裂叶荆芥在我国大部分地区有分

布,多系栽培,主产地为河北、江苏、浙江、安徽、江
西、湖北等地。 近年来对荆芥的研究集中在化学成

分、炮制和药理作用等方面[4-7],对种质资源的分子

研究较少,仅见高峰[8] 利用简单重复序列间标记技

术(ISSR)考察了 9 个产地裂叶荆芥的遗传多样性。
高等植物编码核糖体 RNA 的基因是高度重复

的串联序列,其中编码 18S、5． 8S、26S 的 rDNA 为 1
个转录单位,在该转录单位中, ITS ( internal tran-
scribed spacer,ITS)是介于 18S 和 5． 8S 之间( ITS1)
以及 5． 8S 和 26S 之间(ITS2)的非编码转录区,其转

录产物在 rRNA 的加工过程中被切掉。 ITS 序列为

中度保守序列,其具有进化速率快,片段长度小(在
大多数被子植物中都小于 700bp),由于协同进化使

这个片段在不同的重复单元之间具有一致性较高等

优点[9],近年来被广泛应用于解决较低分类单元层

次上的植物系统发育问题,包括近缘属间关系、属下

种间的关系,甚至种下居群间的关系[10-13]。 为了更

好地开发、利用和保护裂叶荆芥的种质资源,本研究

提取产自河北、湖北、山西、江苏及安徽等省的裂叶

荆芥种子 DNA,采用 PCR 克隆测序技术,测定 5 个

产地栽培的裂叶荆芥 ITS 序列并分析亲缘关系,同
时与产自美国、日本、韩国的裂叶荆芥进行比较,
为探讨不同产地裂叶荆芥间的亲缘关系提供分子

依据。

1　 材料与方法

1． 1　 试验材料

试验材料裂叶荆芥种子分别采自河北安国、湖
北随州、安徽阜阳、山西临汾、江苏江都,均为当地主

栽品种。 裂叶荆芥种子经河北北方学院马淑兰教授

鉴定。
1． 2　 试剂

琼脂糖凝胶 DNA 纯化试剂盒 Ver． 3． 0、克隆载

体 pMD 18-T、大肠杆菌感受态细胞 JM109 均购自大

连宝生物公司。
1． 3　 裂叶荆芥种子基因组 DNA 提取

分别称取 5 个产地裂叶荆芥种子 100mg,经液

氮冷冻研磨,CTAB 法提取 DNA。
1． 4　 PCR 扩增

根据 Stanford 等[14]报道的扩增唇形科 ITS 序列

保守引物设计而成。 上游引物 P1: 5′-CCTTAT-
CATTTAGAGGAAGGAG-3′,下游引物 P2:5′-TCCTC-

CGCTTATTGATATGC-3′,扩增体系:10 × PCR buffer
(Mg2 + )5μl,dNTP mixture(10pmol / ul) 4μl,上下游

引物(10pmol / μl) 各 2μl,Taq DNA 聚合酶 0． 3μl,
模板 DNA 1μl,补加灭菌 ddH2O 至总体积 50μl。 反

应条件:94℃预变性 4min,94℃变性 30s,56℃退火

30s,72℃ 延伸 1min,共 30 个循环,最后 72℃ 延伸

10min。 PCR 产物经 3%琼脂糖凝胶电泳,紫外透射

仪观察并拍照。
1． 5　 PCR 产物测序

PCR 产物与 T 载体连接,经蓝白斑筛选,每个

产地挑选 5 个阳性克隆,北京奥科鼎盛生物公司

测序。
1． 6　 序列比对及遗传距离分析

以河北产裂叶荆芥代表中国裂叶荆芥, 经

BLAST 搜索 ITS 序列,下载所有搜索到的裂叶荆芥

ITS 全 序 列, 分 别 为: 美 国 裂 叶 荆 芥 ITS 序 列

(DQ667313)、日本裂叶荆芥 ITS 序列(AB557591)
和韩 国 裂 叶 荆 芥 ITS 序 列 ( EU383034 )。 使 用

DNASTAR 软件对中、美、日、韩 4 国裂叶荆芥 ITS 序

列进行比对和遗传距离分析。
1． 7　 系统发育分析

以中、美、日、韩 4 国裂叶荆芥 ITS 序列为内群,
以唇形科另外 4 个属植物:藿香属(Agastache,9 条

序列)、青兰属(Dracocephalum,1 条序列)、扁柄草属

(Lallemantia,1 条序列)及荆芥属(Nepeta,22 条序

列)植物为外群,共 37 条序列,用 ClustalX 2． 0 软件

进行多序列比对,比对参数为:空位开放罚分 15;空
位延伸罚分 6． 66;DNA 转换权重 0． 5;延迟趋异序

列 30% 。 比对结果用软件 Mega 4． 1 的邻接法

(Neighbor-Joining)绘制系统发育树。

2　 结果与分析

2． 1　 PCR 产物电泳结果

ITS 是介于 18S 和和 26S 之间的非编码转录

区,而编码 18S、26S 的序列为高度保守区,可根据高

度保守的 18S 和 26S 序列设计引物扩增 ITS 区。 设

计的保守引物中,上游引物 P1 与 18S 序列结合,下
游引物 P2 与 26S 序列结合,因此 PCR 扩增区域包

括 ITS-1、5． 8S rDNA 和 ITS-2 全序列及 18S rRNA 基

因 3′ 端和 26S rRNA 基因 5′ 端部分碱基序列。 PCR
产物琼脂糖凝胶电泳结果显示,来自 5 个不同产地

的栽培裂叶荆芥均获得单一清晰目的条带,无非特

异性条带出现,表明该对引物(P1 / P2)对裂叶荆芥

样品基因组 DNA 有很好的扩增(图 1)。
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图 1　 5 个不同产地裂叶荆芥 PCR 产物电泳图谱

Fig． 1　 Electrophoresis of PCR products of S. tenuifolia
from 5 different producing areas

1:河北省;2:湖北省;3:安徽省;4:山西省;5:江苏省;M: DL2000 Marker
1:Hebei Province; 2:Hubei Province; 3:Anhui Province;

4:Shanxi Province; 5:Jiangsu Province;
M: DL2000 Marker

2． 2　 裂叶荆芥 ITS 序列长度和变异分析

测序结果表明 5 个产地的裂叶荆芥样品扩增

序列长度均为 749bp(包括 18S rRNA 基因 3′ 端部

分碱基序列、26S rRNA 基因 5′ 端部分碱基序列,
ITS-1、5． 8S rDNA、ITS-2),其中 ITS 区(包括 ITS-
1、5． 8S rDNA、ITS-2)序列长 635bp,比对后发现

5 个产地的裂叶荆芥样品扩增序列完全相同。 根据

GenBank 中与裂叶荆芥同科不同属植物土藿香

(Agastache rugosa,DQ132861)确定裂叶荆芥核糖体

DNA 内转录区 ITS1 和 ITS2 与 3 个编码区 18S、
5． 8S、26S 的界限,其中 ITS1 区位于所测序列的第

67 ~ 297 位,长 231bp;5． 8S 区位于第 298 ~ 465 位,
长 168bp;ITS2 区位于第 466 ~ 701 位,长 236bp。 河

北裂叶荆芥 ITS 序列已提交至 GenBank, 序列

号 JN802670。
2． 3　 不同国家裂叶荆芥 ITS序列长度和G/ C量分析

由于 5 个产地裂叶荆芥 ITS 序列完全一致,以
河北产裂叶荆芥代表中国裂叶荆芥与美、日、韩 3 国

的裂叶荆芥 ITS 序列进行比对。 DNASTAR 软件比

对结果显示,各国 ITS 序列全长均为 635bp,G / C 量

较高,为 63． 15% ~ 64． 25% ;ITS1 和 ITS2 片段长度

分别为 231bp 和 236bp;中、日、韩 3 国裂叶荆芥

ITS1 的 G / C 量(63． 97% )低于 ITS2(67． 37% ),但
美国裂叶荆芥 ITS1 的 G / C 量(67． 10% )高于 ITS2
(65． 68% );中、日、韩 3 国裂叶荆芥 ITS1 的 G / C 量

(63． 97% )低于美国裂叶荆芥(67． 10% ),但 ITS2
的 G / C 量(67． 37% )高于美国裂叶荆芥(65． 68% )
(表 1)。

表 1　 不同国家裂叶荆芥 ITS 序列的长度和 G / C 含量

Table 1　 Length and G / C content of ITS sequences of S. tenuifolia from different countries

国家

Countries

ITS ITS1 ITS2

长度(bp) G / C(% ) 长度(bp) G / C(% ) 长度(bp) G / C(% )

序列号

Code

中国 635 64． 25 231 63． 97 236 67． 37 JN802670

日本 635 64． 25 231 63． 97 236 67． 37 AB557591

韩国 635 64． 25 231 63． 97 236 67． 37 EU383034

美国 635 63． 15 231 67． 10 236 65． 68 DQ667313

2． 4　 不同国家裂叶荆芥 ITS 序列变异位点比对分析

比对结果显示,中、日、韩 3 国裂叶荆芥的 ITS
序列(包括 5． 8S rDNA)完全相同。 与美国裂叶荆芥

相比,中国裂叶荆芥 ITS 序列的 7 个位点发生碱基

变异,其中 1 个位点发生碱基颠换,另外 6 个位点发

生碱基转换。 ITS1 的变异位点有 2 个, ITS2 有 4
个,5． 8S 有 1 个,无插入或缺失变异。 其中第 80 位

C / T 转换(ITS1 区)、第 163 位 G / T 颠换(ITS1 区)、
第 433 位 C / T 转换(5． 8S 区)、第 497 位 G / A 转换

(ITS2 区)、第 539 位 C / T 转换(ITS2 区)、第 604 位

C / T 转换( ITS2 区)、第 677 位 G / A 转换( ITS2 区)
(图 2)。
2． 5　 不同国家裂叶荆芥 ITS 序列遗传距离分析

DNASTAR 软件遗传距离分析结果显示:来自

中国不同产地及不同国家的裂叶荆芥 ITS 序列一

致性高,从 99． 0%到 100% 。 国内 5 个不同产地的

裂叶荆芥 ITS 序列一致性为 100． 0% 。 中、日、韩 3
国裂叶荆芥 ITS 序列一致性为 100． 0% ;中国裂叶

荆芥与美国裂叶荆芥 ITS 序列一致性为 99． 0%
(图 3)。
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Majority TGTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACCTGTGCATAACTAACGACGCGTGGCCCGGCGTGGGGGCGACCCCCGTCGAGCCACCGTATCCCCGCCGGCG
中国荆芥....................................................................................................       100bp
日本荆芥....................................................................................................       100bp
韩国荆芥....................................................................................................       100bp
美国荆芥...................................................................T................................T      100bp
Majority TGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCACTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATC
中国荆芥....................................................................................................       400bp
日本荆芥....................................................................................................       400bp
韩国荆芥....................................................................................................       400bp
美国荆芥......................................................................T.............................       400bp
Majority GCGTCGCCCCCCTCCCCGTGCACAGCACGGTCGGGGTGGGGTGGATATTGGCCCCCCGTGCATCCCGATGCGCGGCCGGCCCAAATGCGATCCCTCGGCG
中国荆芥....................................................................................................       500bp
日本荆芥....................................................................................................       500bp
韩国荆芥....................................................................................................       500bp
美国荆芥..................................A..........................................T.......................       500bp
Majority ACTCGTGTCGCGACAAGTGGTGGTTGAACTTATCAATCTCGCGCCGTCGTGCTCCTGTGTCGTCCGAACGGGCATCAACGAACGACCCAACGGTGTCGGT
中国荆芥....................................................................................................       600bp
日本荆芥....................................................................................................       600bp
韩国荆芥....................................................................................................       600bp
美国荆芥...........................................................................................T........       600bp
Majority GCCTCACAGCCCCGCACCTTCGACCGCGACCCCAG
中国荆芥...................................                                                                        635bp
日本荆芥...................................                                                                        635bp
韩国荆芥...................................                                                                        635bp
美国荆芥..............A....................                                                                        635bp

图 2　 不同国家裂叶荆芥 ITS 序列比对

Fig． 2　 Alignment of ITS sequence of S. tenuifolia from different countries
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图 3　 不同国家裂叶荆芥 ITS 序列遗传距离分析

Fig. 3　 Genetic distance of ITS of S.
tenuifolia from different countries

1:美国;2:日本;3:韩国;4:中国

1:America;2:Japan;3:Korea;4:China

2． 6　 不同国家裂叶荆芥 ITS 序列系统发育分析

基于 ITS 序列的裂叶荆芥系统发育树显示,来
自中、日、韩、美 4 国的裂叶荆芥以 99%的置信度形

成单系群,该单系群分为 2 个分支,中、日、韩 3 国的

裂叶荆芥形成 1 分支Ⅰ,美国的裂叶荆芥单独形成

1 分支Ⅱ(图 4)。

3　 讨论

ITS 为中度保守序列且长度不大,在种内具有

较高的保守性,同时进化速率较快,在不同种间又有

不同程度的变异,不仅广泛用于物种间的鉴定,而且

也被用于种内居群间的差异性分析。 马小军等[15]

报道黑龙江栽培参和朝鲜栽培参 ITS 区序列完全一

致,但与湖北栽培参有 3 个碱基不同;陈随清等[16]

分析了 7 种栽培果型山茱萸 ITS 区序列,发现其中 4

种 ITS 序列完全一致,其余 3 种有较小差异;申彦晶

等[17]分析了 9 个居群白木香 ITS 序列,发现其中 6
个居群 ITS 序列完全一致,其余 3 个居群 ITS 序列

有 6 个位点的变异。 本研究结果表明,取自国内 5
个不同产地的裂叶荆芥 ITS 序列完全一致,可能为

同一个主种,原因很可能是裂叶荆芥在不同产地

(省)间的相互引种。
屈良鹄等 [18] 对不同生物类群的 ITS 序列进

行比较后得出,被子植物大多数科属的 ITS 序列

的种间差异值为 1． 2% ~ 10． 2% 。 本研究中来自

国内 5 个产地的裂叶荆芥与来自日本及韩国的

裂叶荆芥 ITS 序列一致性为 100% ,且无变异,而
与来自美国的裂叶荆芥 ITS 序列比较,有 7 个碱

基的变异,差异值 1． 0% ,这种变异未超过一个种

范围内的变异。 植物的分布和系统发育一般与

地理位置存在一定的关系 [14] ,由系统发育树可

知,裂叶荆芥的聚类结果与实际地理位置相符。
中、美、日、韩 4 国的裂叶荆芥根据地理位置分为

2 个分支,说明裂叶荆芥的种间变异主要受地理

位置的影响。
裂叶荆芥属植物共 3 个种,分别是裂叶荆芥、多

裂叶荆芥( S. multifida)和小裂叶荆芥( S. annua)。
由于 Genbank 中没有多裂叶荆芥或小裂叶荆芥的

ITS 序列,故在选择外群时,以唇形科其他属中药植

物作为外群,包括藿香属、荆芥属、青兰属和扁柄草

属植物。 系统发育树显示,裂叶荆芥与藿香的亲缘

关系较近,而与荆芥的亲缘关系较远。
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Lallemantia-peltata-AJ420997
Schizonepeta-Korea-EU383034
Schizonepeta-Japan-AB557591
Schizonepeta-China-JN802670
Schizonepeta-America-DQ667313
Agastache-cana-AJ421000
Agastache-pallidiflora-GQ45613

Agastache-rugosa-DQ132861
Agastache-barberi-J421001
Agastache-urticifolia-DQ667247
Agastache-foeniculum-GQ456134
Agastache-anethiodora-GQ456133
A.scrophulariifolia-GQ456138
Agastache-nepetoides-GQ456135
Nepeta-pogonosperma-AJ421041

Nepeta-binaloudensis-AJ515311
Nepeta-assurgens-AJ515316
Nepeta-mirzayanii-AJ515309
Nepeta-glomerulosa-AJ515317

Nepeta-meyeri-AJ421042
Nepeta-wettsteinii-AJ421038

Nepeta-crassifolia-AJ515307
Nepeta-cataria-AJ515313
Nepeta-isaurica-AJ515306

Nepeta-kurdica-AJ515320

Nepeta-saccharata-AJ515314
Nepeta-mussinii-AJ515305
Nepeta-straussii-AJ421040
Nepeta-eremophila-AJ515315
Nepeta-pungens-AJ421036
Nepeta-bornmuelleri-AJ515310
Nepeta-ispahanica-AJ515318
Nepeta-gloeocephala-AJ515308
Nepeta-denudata-AJ515304

N.heliotropifolia-AJ515312

N.scrophularioides-AJ515319

Dracocephalum-AJ420999

扁柄草

裂叶荆芥

藿香

大花青兰

荆芥

92
99

63

77
98
68

79

70

9993

100
96

78
100

74

93

86

99 63
96

Ⅱ

Ⅰ

图 4　 裂叶荆芥 ITS rDNA 系统发育分析 - NJ 法
Fig． 4　 Phylogenetic tree of S. tenuifolia from different countries at ITS - NJ method

分支Ⅰ:韩国、日本、中国;分支Ⅱ:美国

Branch Ⅰ:Korea,Japan,China;Branch Ⅱ:America

综上所述,本研究比较产自国内 5 个省份的栽

培裂叶荆芥 ITS 序列的差异,分析裂叶荆芥的地理

分布与 ITS 序列的相关性。 但因仅选取 5 个省份的

栽培裂叶荆芥进行系统发育分析,而野生裂叶荆芥

与栽培裂叶荆芥之间的遗传变异程度,以及裂叶荆

芥与多裂叶荆芥和小裂叶荆芥的系统发育关系还有

待进一步研究。
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