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泽泻rDNA ITS区序列特征及其居群鉴别研究

沈洁，丁小余，贺佳，褚必海，刘冬扬，丁鸽

(南京师范大学生命科学学院，210097，江苏，南京)

[摘要] 运用PCR产物直接测序法对川泽泻、建泽泻和江泽泻的rDNA ITS区(包括ITSl，5．8S，ITS2)碱基序

列进行了序列测定和分析．泽泻rDNA ITS区的碱基序列总长度确定为640 bp，江泽泻和建泽泻的ITS区碱基序

列完全一致，川I泽泻与建泽泻(江泽泻)在rDNA ITS区碱基序列有2个稳定的变异位点，分别位于ITSl和ITS2

区段．我国的泽泻与意大利泽泻在5．8s保守区(第289位)有一个碱基差异．依据泽泻rDNA ITS区的序列特征

可以进一步鉴别川I泽泻和建泽泻，为泽泻居群的鉴别提供可靠的分子标记．
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Studies on Characteristics of rDNA ITS Sequences and

Population Authentication of Alisma orientale

Shen Jie，Ding Xiaoyu，He Jia，Chu Bihai，Liu Dongyang，Ding Ge
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Abstract：rDNA ITS regions(including ITSl，5．8 S and ITS2)of Alisma orientale from Sichuan，Fujian

and Jiangxi provinces were sequenced by PCR products sequencing method and analyzed．The sequences

of rDNA ITS region of Alisma orientale ranged 640 bp．The sequence of Alisma orientale from Jiangxi and

Fujian provinces was the same，and there were 2 stable variable sites among Alisma orientale populations

which were collected from Sichuan and Fujian(Jiangxi)provinces．One was in ITS一1，and the other was

in ITS一2．There was another different site in 5．8 S(No．289)region of rDNA ITS region between Alisma

orientale of China and Italy．The difference of rDNA ITS sequences can be used to authenticate accurately

the populations of Alisma orientale from Sichuan and Fujian，and to provide reliable molecular markers for

identifying Alisma orientale populations．

Key words：Alisma orientale，population，rDNA ITS regions，molecular authentication

0 引言

泽泻(Alisma orientale)为泽泻科多年生水生药用植物，常分布于海拔800 1TI以下的沼泽地带，以块茎

人药，具有清热、渗湿、利尿的功效．主治肾炎水肿、肾盂肾炎、肠炎泄泻、小便不利、尿路感染、痰饮、眩晕等

症‘11，近几年研究表明，泽泻还有抗脂肪肝、降血脂、抗过敏等功效．

泽泻主产福建、四川、江西三省，素有“建泽泻”、“川泽泻”、“江泽泻”之称，以建泽泻、川泽泻量大且

使用广泛，其中又以建泽泻质佳，被载人中国的道地药材——南药．然而，由于缺乏对泽泻种质道地性居群

的遗传标记研究，到目前为止，进行泽泻道地居群的鉴别主要还是采用传统的方法(如形态比较和化学成

分分析)，使得道地性药材的判断受主观因素的影响很大，让不法商贩有机可乘，将功效较差的非道地性
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泽泻药材充当道地的“建泽泻”和“川泽泻”出售，影响了泽泻的疗效．因此，准确鉴别野生居群的道地性、

寻找泽泻道地性药材的DNA分子标记已是当务之急．

随着分子生态学的迅猛发展，道地性药材的鉴别不仅可以根据道地性化学成分特征性指纹图谱‘2 J，

而且还可以根据DNA分子指纹标记口J．植物核糖体DNA中的内转录间隔区(rDNA ITS区)序列的进化速

率较快，可以提供较丰富的变异位点和信息位点，不仅广泛用于近缘属间、属内种间的分子系统学及鉴别，

而且也被用于种内居群间的差异性研究H山J．为此，本文拟测定建泽泻、川泽泻的rDNA ITS序列，比较二

者之间rDNA ITS区序列特征的差异，从DNA序列上进一步阐明泽泻居群间的差异，为泽泻类道地药材的

栽培、繁殖和质量评价提供依据．

1材料

实验所用的泽泻居群材料采自我国福建、四川、江西泽泻的主产区，实验材料及引用材料详见表1．
袅1泽泻居群样本药源

2方法

2．1 DNA提取及检测

根据QIAGEN试剂盒的使用指南进行实验材料总DNA提取，采用分光光度计法定量检测其浓度，并

根据基因组DNA的浓度值将样品稀释至50 rig／ILL用于PCR扩增．
2．2 PCR扩增

利用rDNA ITS区的通用扩增引物P1和P2进行该序列的扩增．引物序列如下：P1为5 7．CGTAA—

CAAGGT丌CCGTAGGTGAAC一3’，位于18S上，P2为5’．TTATTGATATGC盯AAACTCAGCGGG．3 7，位于26S
上．PCR扩增反应在30汕L的反应体系中进行．反应液10 mmol／L Tris—HCl、pH 8．3，50 mmol／L KCl，1．5

mmol／L MgCl2，0．1％Triton X一100，Taq酶1U，4种dNTP各150 mmol／L，2个引物各10 pmoL／L，DNA模板

约100 ng．反应在PTC一200型PCR仪上进行，循环参数为95％预变性，4 min，然后是94。C变性1 min，52℃

退火45 S，72。C延伸2 rain，共30个循环后，72。C延伸7 rain补齐，以dd H：0代替模板作空白对照．

2．3 PCR产物的纯化

PCR产物用Vitagene试剂盒纯化，按试剂盒操作指南进行．
2．4 rDNA ITS序列测定

PCR产物主要采用直接测序，扩增产物纯化后用10 txL TSR溶解，热循环仪上变性2 min，移入全自动

测序专用管．用ABl310全自动测序仪进行序列测定．

2．5 DNA序列数据分析

所得DNA序列输入计算机后，用ClustalX软件对位排列，并辅以人工校对．用MEGA2．0(Kumar et

a1．2000)软件分析各样品DNA序列间的差异．

3结果

泽泻rDNA ITS区的起始端和终点参考了GenBank中 表2 ITSl及ITS2的序列长度和GC含量

泽泻16S-28S rDNA及ITS区段以及泽泻科相近的水鳖科 ITSl ITS2 ITS(including 5．8s)

植物的ITS序列．泽泻完整ITS序列的长度范围为640 bp，Tax。n Length／bp Length／bp Length／bp(G+c)／％

居群间无长度变异．所测类群5．8 S编码区的序列长度均 ZX·1 243 239 640 58·6

为158 bp．各样本的ITS长度及碱基含量列于表2． 竺三 i笔 ；雾 篇 量：
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从以上3个泽泻居群的rDNA ITS序列中，我们发现，

建泽泻和江泽泻的ITS区碱基序列完全一致，没有碱基变

异．建泽泻(江泽泻)和川泽泻仅在ITSl、ITS2(非编码区)

区各存在一个碱基的差异，分别是第16位T。C间的颠换和

第562位A．T间的转换(见表3)．经反复验证，以上两个碱

表3泽泻居群问rDNA ITS区的差异性位点

差异性位点ZX一1 ZX-4

第16位

第289位

第562位

基变异位点可以作为泽泻居群的差异性识别位点，可对建泽泻(江泽泻)和川泽泻进行准确的分子鉴别．

4讨论

4．1泽泻rDNA ITS区的序列长度

本文作者在GenBank中共搜索到泽泻rDNA ITS区段碱基序列3条，除登录号AJ012291(本实验编号

ZX-6)出自意大利学者Ficca，A．G．以外，其余[登录号为AY588940(ZX一5)、AY519469(zx_4)]均为中

国陈志彤等提交的泽泻18S一26S rRNA及其ITS片段"J．据Baldwin等旧。统计，被子植物ITSl的长度为187
～298 bp，ITS2的长度为187～252 bp．作者用BLAST软件对所递交的泽泻3条序列进行相似性比较后，发

现两位学者在泽泻ITS序列起始端的划分上有分歧，且ITS2的长度超出常规，为311 bp．所以，作者在判

断泽泻ITS序列起止端时，未采纳以上两位学者对该种植物ITS区的划分，而是参考了Genbank中泽泻

科、水鳖科的ITS序列对泽泻ITS区的序列重新进行了界定．本文将泽泻ITS序列全长确定为640 bp，其中

ITSl为243 bp、ITS2为239 bp、5．8S为158 bp，G+C的平均含量是58．7％．

4．2 rDNA ITS区序列在泽泻居群鉴别方面的作用

作者将GenBank中登录的3条泽泻ITS序列和本次实验的3条序列，经ClustalX软件对位排列，然后

用MEGA2．0软件分析各DNA序列问的差异(见表3)．实验结果表明：建(江)泽泻和川泽泻在ITS的第

16位、第562位点存在稳定的碱基差异，依据这两个位点可对建(江)泽泻和川泽泻加以鉴别．同时，我们

还发现意大利学者Ficca，A．G．登录的泽泻序列与国内的建(江)泽泻序列除在第16、第562位有碱基差

别外，在5．8s保守区(第289位)还有一个碱基差异．这与前人报道的“关于同种植物的rDNA ITS区碱基

差异多见于ITSl、ITS2范围内不在5．8s区域”的结论有所不同‘5J．而与我们所报道的我国铁皮石斛的rD-

NA ITS区的居群变异情况类似博J，说明Ficca所研究的意大利国的泽泻与我国泽泻确有明显差异，这可能

与所研究的不同泽泻居群长期适应不同的气侯、环境密切相关，从而发生了稳定的遗传变异．
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