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摘要： 目的　 对三七 Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ （Ｂｕｒｋ．） Ｆ． Ｈ． Ｃｈｅｎ 及其 ２ 个近缘种屏边三七 Ｐａｎａｘ ｓｔｉｐｕｌｅａｎａｔｕｓ、 姜状三七

Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ 进行分子鉴定。 方法　 对 ３ 个物种 １７ 批样品的 ＩＴＳ、 ｍａｔＫ、 ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ 序列进行 ＰＣＲ 扩增和测序，
从扩增成功率、 测序成功率、 序列长度、 变异位点和信息位点数、 种内种间差异、 物种鉴定成功率等方面对各序列进

行比较， 评价 ３ 个片段的物种鉴定能力。 结果　 ＩＴＳ 序列在变异位点、 信息位点、 种内种间差异、 ｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｇａｐ、 物种

鉴定成功率等方面与其他 ２ 个序列相比， 具有明显的优势。 结论　 ＩＴＳ、 ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ 能准确鉴别三七及其 ２ 个近缘种，
而 ｍａｔＫ 可用于三七与屏边三七的物种鉴定。
关键词： 三七； 屏边三七； 姜状三七； 分子鉴定； ＤＮＡ 条形码
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　 　 三七 Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ （Ｂｕｒｋ．） Ｆ． Ｈ． Ｃｈｅｎ 是五加科

人参属的药用植物， 但由于鉴别和认识能力不足， 民间将

分布区存在重叠的姜状三七 Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ、 屏边三七

Ｐａｎａｘ ｓｔｉｐｕｌｅａｎａｔｕｓ 等此类三七近缘种统称为野三七。 为合

理有效利用三七及其近缘种资源， 有必要对其进行准确分

类及鉴定。
ＤＮＡ 条形码 （ＤＮＡ ｂａｒｃｏｄｉｎｇ） 分子鉴定技术是由动物

学家 Ｐａｕｌ Ｈｅｂｅｒｔ［１］于 ２００３ 年提出的， 是利用基因组中一段

标准的、 相对较短的、 具有足够变异的、 易扩增的 ＤＮＡ 序

列来进行物种鉴定的一种分子生物学技术。 Ｈｏｌｌｉｎｇｓｗｏｒｔｈ
等［２］建议将质体片段 ｍａｔＫ、 ｒｂｃＬ、 ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ 作为植物的通

用条形码， 并推荐将 ｍａｔＫ 和 ｒｂｃＬ 联合使用。 错用和混用

药材威胁用药安全， 分子鉴定技术能从分子水平提供鉴别

依据以减少错用和混用现象， 已成为目前药材鉴定的热点，
如蒋超等［３］采用多重位点特异性 ＰＣＲ 鉴别人参、 三七、 西

洋参的掺杂问题， 魏妙洁等［４］采用 ＩＴＳ２ 序列准确鉴定出市

售三七片的原料药材， 基于 ＩＴＳ２ 序列可准确鉴别出藏柴胡

及其易混品［５］ 、 人参与西洋参［６］ 、 九里香药材及其近缘物

种［７］ 、 东北透骨草及其混伪品［８］ ， 基于 ＩＴＳ 序列可准确鉴

定北柴胡种子及其混伪品［９］ ， 采用 ＩＴＳ２ 及 ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ 可准

确鉴别出鸡血藤及其混伪品［１０］ 、 白头翁及混伪品［１１］ 、 含

岩白菜素药用植物［１２］ 。 虽然 ＤＮＡ 条形码技术在人参属物

种鉴定中已有应用［１３］ ， 但由于相近类群单位点的 ＤＮＡ 条

形码缺乏足够的变化， 所以不能鉴别所有种。 与通用 ＤＮＡ
条形码相比， ｒＤＮＡ 明显提高了物种鉴定能力［１４］ ， 因此，
为区分三七及其文山地区常见的易混淆种姜状三七和屏边

三七， 本研究综合使用质体片段及核片段， 对 ＩＴＳ、 ｍａｔＫ、
ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ 序列进行扩增、 测序及分析， 探讨这三个片段用

于三者鉴别的可行性， 以期建立快速准确的分子鉴定方法。
１　 材料

三七 Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ （Ｂｕｒｋ．） Ｆ． Ｈ． Ｃｈｅｎ、 屏边三七

Ｐａｎａｘ ｓｔｉｐｕｌｅａｎａｔｕｓ、 姜状三七 Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ 共 １７ 批，
采自云南文山、 马关、 金平等地， 经中国科学院昆明植物

研究所纪运恒博士鉴定为正品， 具体信息见表 １。
２　 方法

２􀆰 １　 ＤＮＡ 提取　 采用改良型 ＣＴＡＢ 法。
２􀆰 ２　 ＰＣＲ 扩增和测序 　 采用人参属 ＤＮＡ 条形码候选序

列［１５］中信息位点数较多、片段长度较短的 ＩＴＳ、ｍａｔＫ、ｐｓｂＡ⁃
ｔｒｎＨ 进行分析，引物信息见表 ２。 ＰＣＲ 扩增反应条件为总体

积 ２５ μＬ，其中 ｄＮＴＰ １ μＬ （ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、 Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ （ ｗｉｔｈ
ＭｇＣｌ２）２􀆰 ５ μＬ （ １０Ｘ）、引物各 １ μＬ （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 Ｔａｑ 酶

０􀆰 ２ μＬ（５ Ｕ ／ μＬ）、模板 ＤＮＡ １～ ２ μＬ（２０ ～ ５０ ｎｇ ／ μＬ）；扩增

程序为预变性 ９５ ℃ ５ ｍｉｎ（变性 ９４ ℃ ３０ ｓ，退火 ５８～ ５９ ℃
３０ ｓ，延伸 ７２ ℃ ６０ ｓ） ×３８ 个循环，修复延伸 ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。
测序工作由上海生工生物工程股份有限公司完成，引物为

ＰＣＲ 扩增中的正向、反向引物（双向测序）。

０１４２

２０２２ 年 ７ 月

第 ４４ 卷　 第 ７ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｌｙ ２０２２

Ｖｏｌ． ４４　 Ｎｏ． ７



表 １　 样品信息

物种名
编号

ＩＴＳ ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ ｍａｔＫ
栽培地

三七 ＨＹＬ⁃１⁃８ ＨＹＬ⁃２⁃８ ＨＹＬ⁃３⁃８ 云南文山

三七 ＨＹＬ⁃１⁃９ ＨＹＬ⁃２⁃９ ＨＹＬ⁃３⁃９ 云南文山

三七 ＨＹＬ⁃１⁃１０ ＨＹＬ⁃２⁃１０ ＨＹＬ⁃３⁃１０ 云南文山

三七 ＨＹＬ⁃１⁃１１ ＨＹＬ⁃２⁃１１ ＨＹＬ⁃３⁃１１ 云南文山

三七 ＨＹＬ⁃１⁃１２ ＨＹＬ⁃２⁃１２ ＨＹＬ⁃３⁃１２ 云南文山

姜状三七 ＨＹＬ⁃１⁃１８ ＨＹＬ⁃２⁃１８ — 云南金平

姜状三七 ＨＹＬ ⁃１⁃１９ ＨＹＬ ⁃２⁃１９ — 云南金平

姜状三七 ＨＹＬ⁃１⁃２０ ＨＹＬ⁃２⁃２０ ＨＹＬ⁃３⁃２０ 云南金平

姜状三七 ＨＹＬ⁃１⁃２１ ＨＹＬ⁃２⁃２１ ＨＹＬ⁃３⁃２１ 云南金平

姜状三七 ＨＹＬ⁃１⁃２２ ＨＹＬ⁃２⁃２２ ＨＹＬ⁃３⁃２２ 云南金平

姜状三七 ＨＹＬ⁃１⁃２３ ＨＹＬ⁃２⁃２３ ＨＹＬ⁃３⁃２３ 云南金平

屏边三七 ＨＹＬ⁃１⁃２ ＨＹＬ⁃２⁃２ ＨＹＬ⁃３⁃２ 云南马关

屏边三七 ＨＹＬ⁃１⁃１３ ＨＹＬ⁃２⁃１３ ＨＹＬ⁃３⁃１３ 云南马关

屏边三七 ＨＹＬ⁃１⁃１４ — ＨＹＬ⁃３⁃１４ 云南马关

屏边三七 ＨＹＬ⁃１⁃１５ ＨＹＬ２⁃１５ ＨＹＬ⁃３⁃１５ 云南马关

屏边三七 ＨＹＬ⁃１⁃１６ ＨＹＬ⁃２⁃１６ ＨＹＬ⁃３⁃１６ 云南马关

屏边三七 ＨＹＬ⁃１⁃１７ ＨＹＬ⁃２⁃１７ ＨＹＬ⁃３⁃１７ 云南马关

　 　 注： —为测序未成功片段。

表 ２　 引物信息

位点 引物

ＩＴＳ 正向 ＧＴＴＴＣＴＴＴＴＣＣＴＣＣＧＣＴ
反向 ＡＧＧＡＧＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧ

ｍａｔＫ 正向 ＣＧＡＴＣＴＡＴＴＣＡＴＴＣＡＡＴＡＴＴＴＣ
反向 ＧＴＴＣＴＡＧＣＡＣＡＡＧＡＡＡＧＴＣＧ

ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ 正向 ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ
反向 ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＡＴＣ

２􀆰 ３　 序列处理与数据分析　 应用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ Ｐｒｉｍｅ 软件对 １７
批样品的测序结果进行拼接和比对， 去除低质量序列及引

物区， 再通过 ＭＥＧＡＸ６４ 统计已比对序列的长度、 变异位点

及信息位点数量， 并计算其 Ｋ２Ｐ 遗传距离。 为确定物种鉴

定成功率， 即检验同一物种的不同个体能否聚类到一起，
采用 ＭＥＧＡＸ６４ 建 立 ＮＪ 树， 通 过 Ｋｉｍｕｒａ 两 参 数 模 型

（Ｋｉｍｕｒａ ２⁃ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｍｏｄｅｌ） 重复 １ ０００ 次的靴带分析法

（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｍｅｔｈｏｄ） 进行， Ｇａｐｓ 和 Ｍｉｓｓｉｎｇ ｄａｔａ 采用配对状

态删除 （ｐａｉｒｗｉｓｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ）。 ＮＪ 树上每个物种形成单系、 支

持率不低于 ５０％ 的物种则认为鉴定成功， 并且统计各候选

片段的的扩增成功率、 测序成功率、 物种鉴定成功率。
３　 结果

３􀆰 １　 ＰＣＲ 扩增与测序　 见表 ３。

表 ３　 ３ 个 ＤＮＡ 条形码特征比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１７）

片段
比对长度 ／

ｂｐ
（变异位点数 ／

占比） ／ ％
（信息位点数 ／

占比）％
种内平均变异 种间平均变异

ＰＣＲ 成功

率 ／ ％
测序成功

率 ／ ％
含量 ／
％

ＩＴＳ ６１１ ４５ ／ ７􀆰 ３６ ４０ ／ ６􀆰 ５５ ０􀆰 ００１ ３７１±０􀆰 ００１ １５５ ０􀆰 ０４４ １０５±０􀆰 ００９ １４１ ９４􀆰 １２ ９３􀆰 ７５ ６１

ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ ５０８ １６ ／ ３􀆰 １５ １６ ／ ３􀆰 １５ ０􀆰 ０００ ９３１±０􀆰 ０００ ８３３ ０􀆰 ０１７ ８５９±０􀆰 ００３ ３６５ １００ ９４􀆰 １２ ３１

ｍａｔＫ ７９９ １８ ／ ２􀆰 ２５ １６ ／ ２􀆰 ００ ０􀆰 ０００ ２７８±０􀆰 ０００ ４８２ ０􀆰 ０１３ ６３１±０􀆰 ００９ ７１８ １００ ９４􀆰 １２ ３５

３􀆰 ２　 序列变异 　 如表 ３ 所示， ＩＴＳ 的比对长度为 ６１１ ｂｐ，
变异位点、 信息位点数分别为 ４５、 ４０， 所占比例分别为

７􀆰 ３６％ 、 ６􀆰 ５５％ ， 在 ３ 个片段中变异最大； ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ 的比

对长度为 ５０８ ｂｐ， 在 ３ 个片段中长度最短， 变异位点、 信

息位点数均为 １６， 所占比例为 ３􀆰 １５％ ； ｍａｔＫ 比对长度为

７９９ ｂｐ， 变异位点、 信息位点数分别为 １８、 １６， 所占比例

分别为 ２􀆰 ２５％ 、 ２􀆰 ００％ ， 是 ３ 个片段中变异最小的。
在种内种间平均遗传距离上， ４ 个片段的种间分歧均

大于种内分歧， 均满足条形码标准。 其中， ＩＴＳ 的种间平均

变异 （０􀆰 ０４４ １０５）、 种内平均变异 （０􀆰 ００１ ３７１） 大于另外

２ 个片段， ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ 次之 （０􀆰 ０１７ ８５９、 ０􀆰 ０００ ９３１）， ｍａｔＫ
最小 （ ０􀆰 ０１３ ６３１、 ０􀆰 ０００ ２７８）。 综 上 所 述， ＩＴＳ、 ｐｓｂＡ⁃
ｔｒｎＨ、 ｍａｔＫ 序列种内种间平均遗传距离差异较大， 均适合

作为三七及其两个近缘种鉴别的 ＤＮＡ 条形码。
ＰＣＲ 成功率变化范围在 ９４􀆰 １２％ ～ １００􀆰 ００％ 之间， 测序

成功率变化范围在 ９３􀆰 ７５％ ～９４􀆰 １２％ 之间。 ３ 个片段中 ｐｓｂＡ⁃
ｔｒｎＨ、 ｍａｔＫ 的 ＰＣＲ 成功率达 １００％ ， 单次测序成功率均为

９４􀆰 １２％ ； ＩＴＳ 的 ＰＣＲ 成功率和测序成功率较 ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ、
ｍａｔＫ 稍低， 分别为 ９４􀆰 １２％ 、 ９３􀆰 ７５％ 。
３􀆰 ３　 ＮＪ 系统发育树　 　 ＩＴＳ 片段在人参属 ６ 个种中的物种
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鉴定成功率为 １００％ 。 除人参 （Ｐａｎａｘ ｇｉｎｓｅｎｇ）、 西洋参

（Ｐａｎａｘ ｑｕｉｎｑｕｅｆｏｌｉｕｓ） 外， 三七 （Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ）、 屏边

三 七 （ Ｐａｎａｘ ｓｔｉｐｕｌｅａｎａｔｕｓ ）、 姜 状 三 七 （ Ｐａｎａｘ
ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ）、 疙瘩七 （Ｐａｎａｘ ｊａｐｏｎｉｃａｓ ｖａｒ． ｂｉｐｉｎｎａｔｉｆｉｄｕｓ）
支持率均大于 ９０％ ， 即得到成功鉴定， 见图 １。

图 １　 基于 ＩＴＳ 片段的人参属的 ＮＪ 树 （建树采用 Ｋ２Ｐ
模型）

　 　 ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ 片段在人参属 ６ 个种的物种鉴定中， 仅姜状

三七 （Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ）、 三七 （Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ） 支持

率大于 ９０％ ， 屏边三七 （Ｐａｎａｘ ｓｔｉｐｕｌｅａｎａｔｕｓ） 也得到准确

鉴定， 支持率为 ７９％ ， 见图 ２。
ｍａｔＫ 片段在屏边三七 （Ｐａｎａｘ ｓｔｉｐｕｌｅａｎａｔｕｓ）、 假人参

（Ｐａｎａｘ ｐｓｅｕｄｏ⁃ｇｉｎｓｅｎｇ）、 三七 （Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ） 的鉴定

中， 支持率均大于 ８０％ ， 均得到成功鉴定， 见图 ３。
４　 讨论

由于 三 七 （ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ）、 姜 状 三 七 （ Ｐａｎａｘ
ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ）、 屏边三七 （Ｐａｎａｘ ｓｔｉｐｕｌｅａｎａｔｕｓ） 在形态特征

上相似且化学成分存在差异， 为保证三七用药的安全性，
有必要对三者进行准确鉴别， 由于传统鉴定方法多是基于

形态学特征， 依赖长期经验的积累， 物种鉴定困难。 本研

究通过分析三七及其近缘种的 ３ 个 ＤＮＡ 条形码的特征， 计

算物种的种内、 种间遗传距离， 评估序列的 ｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｇａｐｓ，
使用邻接法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ， ＮＪ） 构建系统树等方法来评

估 ３ 个 ＤＮＡ 条形码在三七及其两个近缘种鉴定中的适用

性。 实验结果表明， 综合引物通用性、 序列变异、 信息位

点、 种内种间平均遗传距离、 扩增成功率及测序成功率、
物种鉴定成功率等方面， 可知 ＩＴＳ 片段和 ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ 片段可

用 于 三 七 （ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ）、 姜 状 三 七 （ Ｐａｎａｘ

图 ２　 基于 ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ 片段的人参属的 ＮＪ 树 （建树采

用 Ｋ２Ｐ 模型）

图 ３ 　 基于 ｍａｔＫ 片段的人参属的 ＮＪ 树 （建树采用

Ｋ２Ｐ 模型）

ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ） 及屏边三七 （Ｐａｎａｘ ｓｔｉｐｕｌｅａｎａｔｕｓ） 的分子鉴

定中， ｍａｔＫ 可用于鉴别三七 （Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ） 和屏边
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三七 （Ｐａｎａｘ ｓｔｉｐｕｌｅａｎａｔｕｓ）。 虽 ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ 的物种鉴定率稍

低 （５０％ ）， 但这可能是由于疙瘩七 （Ｐａｎａｘ ｊａｐｏｎｉｃａｓ ｖａｒ．
ｂｉｐｉｎｎａｔｉｆｉｄｕｓ）、 人 参 （ Ｐａｎａｘ ｇｉｎｓｅｎｇ ）、 西 洋 参 （ Ｐａｎａｘ
ｑｕｉｎｑｕｅｆｏｌｉｕｓ） 的个体数过少 （１～ ２ 个个体） 导致的， 加大

取样量可能有助于解决鉴定率低的问题， 未来可通过加大

取样量来提高鉴定的准确性。
综上所述， ＩＴＳ 在 ３ 个片段中的序列变异最大 （有 ４５

个变异位点和 ４０ 个信息位点）， 物种鉴定率最高 （１００％ ），
可作 为 三 七 （ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ）、 姜 状 三 七 （ Ｐａｎａｘ
ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ）、 屏边三七 （Ｐａｎａｘ ｓｔｉｐｕｌｅａｎａｔｕｓ） 的快速鉴定

条形码； ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ 虽物种鉴定率稍低 （ ５０％ ）， 但三七

（Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ）、 姜状三七 （Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ）、 屏边

三七 （Ｐａｎａｘ ｓｔｉｐｕｌｅａｎａｔｕｓ） 均得到了准确鉴定； ｍａｔＫ 能准

确鉴别出三七 （Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ） 及其屏边三七 （Ｐａｎａｘ
ｓｔｉｐｕｌｅａｎａｔｕｓ）， 可用于三七及其屏边三七的物种鉴定。 三七

具有较高的药用价值和经济价值， 分子鉴定的开展有助于

解决产品掺假等问题， 进而维持市场稳定、 保护消费者

权益。
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