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摘 要:采用ISSR和RAPD分子标记技术对28个赤芍种群进行遗传变异和亲缘关系分析,为准确地评价赤芍种

质的遗传特征、资源保护及新品种选育提供理论依据。结果显示:(1)利用分别筛选的14条ISSR和RAPD引物扩

增出257条和215条条带,其中多态性条带分别为251条和209条,多态性条带百分率分别为97.8%和97.2%;同

时证实野生赤芍种群的遗传多样性高于栽培种群。(2)根据Shannon􀆳s信息指数(I)和Nei􀆳s基因多样性指数(He)

值,发现内蒙古多伦种群(DL)的遗传多样性水平最高,建议在此地建立野生赤芍资源保护区。(3)根据遗传分化系

数(Gst),发现野生赤芍种群的遗传分化主要发生在种群内,可能由遗传漂变引起;而栽培赤芍种群的遗传分化主

要在种群间,说明栽培赤芍种群间的基因交流较少。(4)两种分子标记的聚类分析结果均将28个赤芍种群聚为5
大类,遗传距离变化范围分别为0.115

 

1~0.343
 

8和0.095
 

5~0.286
 

2。研究表明,互相印证的ISSR和RAPD方

法可以在DNA水平上更准确有效地分析赤芍种质资源的遗传结构和遗传多样性。
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Abstract:
 

We
 

used
 

ISSR
 

and
 

RAPD
 

molecular
 

markers
 

to
 

analyze
 

the
 

genetic
 

variation
 

and
 

relationship
 

of
 

28
 

Paeoniae
 

Radix
 

Rubra
 

(PRR),
 

which
 

provides
 

a
 

biological
 

foundation
 

for
 

accurately
 

evaluating
 

the
 

ge-
netic

 

characteristics,
 

protecting
 

the
 

germplasm
 

resources
 

and
 

cultivating
 

the
 

excellent
 

new
 

varieties
 

of
 

PRR.
 

The
 

results
 

showed
 

that:
 

(1)
 

257
 

and
 

215
 

bands
 

were
 

amplified
 

by
 

14
 

ISSR
 

and
 

14
 

RAPD
 

markers.
 

The
 

polymorphic
 

bands
 

and
 

polymorphism
 

ratio
 

were
 

found
 

to
 

be
 

251,
 

209
 

and
 

97.8%,
 

97.2%,
 

respec-
tively.

 

Two
 

molecular
 

markers
 

showed
 

that
 

the
 

genetic
 

diversity
 

of
 

wild
 

PRR
 

population
 

was
 

higher
 

than
 



that
 

of
 

cultivated
 

population.
 

(2)
 

According
 

to
 

Shannon􀆳s
 

information
 

index
 

(I)
 

and
 

Nei􀆳s
 

gene
 

diversity
 

(He),
 

the
 

genetic
 

diversity
 

of
 

population
 

of
 

Duolun
 

County,
 

Inner
 

Mongolia
 

(DL)
 

was
 

the
 

highest,
 

where
 

can
 

be
 

recommended
 

to
 

establish
 

a
 

wild
 

PRR
 

nature
 

reserve.
 

(3)
 

The
 

genetic
 

differentiation
 

coefficient
 

(Gst)
 

indicated
 

that
 

the
 

genetic
 

differentiation
 

of
 

wild
 

PRR
 

populations
 

was
 

mainly
 

within
 

the
 

population
 

which
 

may
 

be
 

caused
 

by
 

genetic
 

drift.
 

Conversely,
 

the
 

genetic
 

differentiation
 

of
 

the
 

cultivated
 

PRR
 

popula-
tions

 

was
 

mainly
 

among
 

the
 

populations,
 

indicating
 

that
 

there
 

was
 

less
 

gene
 

exchange
 

among
 

cultivated
 

populations.
 

(4)
 

A
 

UPGMA
 

cluster
 

grouped
 

the
 

28
 

populations
 

into
 

5
 

major
 

clusters
 

based
 

on
 

both
 

ISSR
 

and
 

RAPD
 

markers
 

and
 

their
 

genetic
 

distances
 

were
 

0.115
 

1-0.343
 

8
 

and
 

0.095
 

5-0.286
 

2,
 

respectively.
 

This
 

research
 

shows
 

that
 

the
 

complementary
 

ISSR
 

and
 

RAPD
 

methods
 

can
 

effectively
 

analyze
 

the
 

genetic
 

structure
 

and
 

genetic
 

diversity
 

of
 

PRR
 

populations
 

at
 

the
 

DNA
 

level.
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  遗传多样性是揭示物种适应环境的指标,也是

物种与生俱来的特性[1]。了解植物种群的遗传结构

和变异程度,对于开展野生资源的保护和育种计划

具有重要意义[2]。在用于遗传分析的分子工具中,

随机扩增多态性DNA(RAPD)[3]和简单序列重复

(ISSR)[4]标记与简单序列重复(SSR)、序列相关扩

增多 态 性 (SRAP)和 目 标 起 始 密 码 子 多 态 性

(SCoT)等标记相比,具有节约成本、不需要序列信

息、无需特定引物、操作简便快速等优点,被广泛应

用于植物遗传多样性研究中[5-7]。单一分子标记会

使各项遗传参数产生偏差,检测多态性信息少,不能

全面揭示物种的遗传多样性[8]。ISSR可以扩增基

因组的内含子区域[9],RAPD可以同时扩增大量位

点[10],这两种分子标记的组合允许更高程度的基因

组覆盖。目前,ISSR和 RAPD两种分子标记结合

广泛用于荔枝[11]、竹子[12]、红景天[13]、茴芹[14]、叶
子花[15]及獐牙菜属[16]等植物的遗传变异、亲缘关

系和遗传多样性研究中。
赤芍是中国常用的大宗药材,为毛茛科植物芍

药
 

(Paeoniae
 

lactiflora
 

Pall.)
 

或川赤芍
 

(Paeonia
 

veitchii
 

Lynch)
 

的干燥根,具有清热凉血,散瘀止痛

之功效[17]。中国赤芍广泛分布于内蒙古、黑龙江和

河北等省(区),其中内蒙古赤芍产量占据国内外供

应市场近三分之一的份额,为重要的主产区[18]。随

着赤芍药材需求日益增加,野生赤芍资源经过半个

世纪的无序采挖,特别是进入21世纪之后,已日趋

枯竭,市场主要以栽培赤芍为主。但目前生产中赤

芍种质混杂,来源不清,各地间盲目引种更加重了混

杂程度,根本无法保证药材质量。为此,本研究从赤

芍种群的遗传多样性角度解析其种群结构特征及亲

缘关系,为赤芍的引种选育、优良种质挖掘和分子辅

助育种提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 实验材料

供试赤芍样本于2017年9月25日-10月8
日分别采自内蒙古自治区、黑龙江省和吉林省等地,
共计28个赤芍种群,包括12个野生种群和16个栽

培种群。每个种群采集8株健康赤芍的根部组织,
迅速装入密封袋中,用硅胶干燥,带回实验室用去离

子水清洗干净并编号,放入-80
 

℃冰箱储存。实验

材料经内蒙古大学生命科学学院陈贵林教授鉴定为

赤芍,样品采集地信息详见表1。

1.2 方 法

1.2.1 基因组DNA提取与质量检测 以单株赤芍

的根组织样本为单位,使用植物基因组DNA提取

试剂盒(Tiangen)提取28个种群224株赤芍样本的

DNA。经1.3%的琼脂糖凝胶电泳和NanoDrop核

酸蛋白测定仪检测DNA质量与浓度后,存于-20
 

℃备用。

1.2.2 引物筛选与其检测 本研究初步筛选的60
条ISSR引物参照Zietkeiwitcz等[4]公布的序列,由
上海生物工程技术公司合成。40条RAPD分子标

记引物[19-20],由华大基因合成。用2个赤芍基因组

DNA进行引物筛选,最后选取稳定、清晰和多态性

条带丰富的14条ISSR引物和14条RAPD引物,
并确定了其最佳退火温度,用于本实验研究。

ISSR分子标记扩增的方法是按照Liu等[21]方

法进行,并做了一些小的修改。反应体系的总体积

为25
 

μL,包含2
 

μL
 

(20
 

ng/μL)DNA模板、1.5
 

μL
(10

 

μmol/L)引物、9
 

μL
 

ddH2O和12.5
 

μL
 

2×EsTaq
 

Master
 

Mix酶(TaKaRa)。PCR扩增程序为:94
 

℃预

变性5
 

min;94
 

℃变性45
 

s,退火复性45
 

s,72
 

℃延伸

1.5
 

min,循环35次;72
 

℃延伸10
 

min,4
 

℃保存。

RAPD分子标记PCR反应体系与循环参数参
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表1 赤芍种群采样点地理信息

Table
 

1 Collection
 

information
 

of
 

the
 

Paeoniae
 

Radix
 

Rubra
 

populations

种质类型
Type

编号
No.

种群代码
Population

 

code

来源
Source

地理坐标
Geo-coordinate

野生
Wild

1-4 YKS1-YKS4 内蒙古呼伦贝尔市牙克石市牙克石农场
 

Yakeshi
 

Farm,
 

Yakeshi,
 

Hulun
 

Buir,
 

Inner
 

Mongolia 49°17'N
 

120°42'E

5 YKS5 内蒙古呼伦贝尔市牙克石市免渡河农场
 

MianDuHe
 

Farm,
 

Yakeshi,
 

Hulun
 

Buir,
 

Inner
 

Mongolia 49°12'N
 

120°25'E

6 ARQ 内蒙古呼伦贝尔市阿荣旗东兴村
 

Dongxing
 

Village,
 

Arong
 

Banner,
 

Hulun
 

Buir,
 

Inner
 

Mongolia 48°08'N
 

123°29'E

7 EEGN1 内蒙古呼伦贝尔市额尔古纳市
 

Ergun,
 

Hulun
 

Buir,
 

Inner
 

Mongolia 50°36'N
 

120°17'E

8 EEGN2 内蒙古呼伦贝尔市额尔古纳市拉布达林镇
 

Labudalin
 

Town,
 

Ergun,
 

Hulun
 

Buir,
 

Inner
 

Mongolia 50°13'N
 

120°11'E

9 ELC1 内蒙古呼伦贝尔市鄂伦春自治旗加格达奇区
Jiagedaqi

 

District,
 

Oroqen
 

Autonomous
 

Banner,
 

Hulun
 

Buir,
 

Inner
 

Mongolia 50°35'N
 

123°44'E

10 ELC2 内蒙古呼伦贝尔市鄂伦春自治旗加格达奇区
Jiagedaqi

 

District,
 

Oroqen
 

Autonomous
 

Banner,
 

Hulun
 

Buir,
 

Inner
 

Mongolia 50°32'N
 

123°42'E

11 DL 内蒙古锡林郭勒盟多伦县
 

Duolun
 

County,
 

Xilingol,
 

Inner
 

Mongolia 42°11'N
 

116°28'E

12 LK 黑龙江牡丹江市林口县朱家镇
 

Zhujia
 

Town,
 

Linkou
 

County,
 

Mudanjiang,
 

Heilongjiang 47°23'N
 

123°55'E

栽培
Cultivated

13 HHHT1 内蒙古呼和浩特市玉泉区
 

Yuquan
 

District,
 

Hohhot,
 

Inner
 

Mongolia 40°49'N
 

111°41E

14 HHHT2 内蒙古呼和浩特市赛罕区
 

Saihan
 

District,
 

Hohhot,
 

Inner
 

Mongolia 40°42'N
 

111°39'E

15 WNTQI 内蒙古赤峰市翁牛特旗万隆泉村
 

Wanlongquan
 

Village,
 

Wengniute
 

Banner,
 

Chifeng,
 

Inner
 

Mongolia 42°56'N
 

119°01'E

16 WNTQ2 内蒙古赤峰市翁牛特旗万隆泉村
 

Wanlongquan
 

Village,
 

Wengniute
 

Banner,
 

Chifeng,
 

Inner
 

Mongolia 42°54'N
 

119°05'E

17 YKS 内蒙古呼伦贝尔市牙克石农牧场
 

YaKeShi
 

Farm,
 

Hulun
 

Buir,
 

Inner
 

Mongolia 49°17'N
 

120°42'E

18 ARQ1 内蒙古呼伦贝尔市阿荣旗新兴村
 

Xinxing
 

Village,
 

Arong
 

Banner,
 

Hulun
 

Buir,
 

Inner
 

Mongolia 48°08'N
 

123°29'E

19 ARQ2 内蒙古呼伦贝尔市阿荣旗永和村
 

Yonghe
 

Village,
 

Arong
 

Banner,
 

Hulun
 

Buir,
 

Inner
 

Mongolia 48°11'N
 

123°27'E

20 ARQ3 内蒙古呼伦贝尔市阿荣旗东兴村
 

Dongxing
 

Village,
 

Arong
 

Banner,
 

Hulun
 

Buir,
 

Inner
 

Mongolia 48°08'N
 

123°29'E

21 ELC3 内蒙古呼伦贝尔市鄂伦春自治旗大杨树镇
Dayangshu

 

Town,
 

Oroqen
 

Autonomous
 

Banner,
 

Hulun
 

Buir,
 

Inner
 

Mongolia 50°35'N
 

123°44'E

22 ELC4 内蒙古呼伦贝尔市鄂伦春自治旗加格达奇区
Jiagedaqi

 

District,
 

Oroqen
 

Autonomous
 

Banner,
 

Hulun
 

Buir,
 

Inner
 

Mongolia 50°35'N
 

123°44'E

23 DL1 内蒙古锡林郭勒盟多伦县
 

Duolun
 

County,
 

Xilingol,
 

Inner
 

Mongolia 42°11'N
 

116°28'E

24 ZLQ 内蒙古锡林郭勒盟正蓝旗
 

Zhenglan
 

Banner,
 

Xilingol,
 

Inner
 

Mongolia 42°14'N
 

116°0'E

25 LK1 黑龙江牡丹江市林口县朱家镇
 

Zhujia
 

Town,
 

Linkou
 

County,
 

Mudanjiang,
 

Heilongjiang 47°23'N
 

123°55'E

26 FS 吉林白山市抚松县抚松镇
 

Fusong
 

Town,
 

Fusong
 

County,
 

Baishan,
 

Jilin 41°56'N
 

126°26'E

27 LY 河南洛阳市
 

Luoyang,
 

Henan 35°02'N
 

112°45'E

28 BZ 安徽亳州市
 

Bozhou,
 

Anhui 34°24'N
 

115°18'E

注:1-4种群有距离

Note:
 

1-4
 

populations
 

are
 

far
 

away
 

from
 

each
 

other

照来明达等[19]报道的方法进行。反应体系总体积

为25
 

μL,包含2
 

μL
 

DNA模板(20
 

ng/μL)、1.5
 

μL
(10

 

μmol/L)引物、10
 

μL
 

ddH2O和11.5
 

μL
 

2×
EsTaq

 

Master
 

Mix酶(TaKaRa)。PCR扩增程序

为:94
 

℃预变性5
 

min;94
 

℃变性45
 

s,退火复性45
 

s,72
 

℃延伸1.5
 

min,循环33次;72
 

℃延伸7
 

min,

4
 

℃保存。1.3%琼脂糖凝胶观察扩增的PCR产

物,通过凝胶成像系统拍照,记录结果。

1.3 数据统计与分析

将扩增产物进行拍照,人工读带统计,在凝胶的

相同迁移位置上将有条带记为“0”,无条带记为“1”,
输入到Excel中建立矩阵。利用PopGene32软件

对由野生和栽培的种质组成的两组矩阵数据进行分

组分析,计算多态性位点数(NPL)、多态性位点百

分率(PPL)、观测等位基因数(Na)、有效等位基因

数(Ne)、Nei􀆳s基因多样性指数(He)、Shannon􀆳s多

样性信息指数(I)、遗传分化系数(Gst)和基因流

(Nm)等遗传系数;利用软件NTsys
 

Version
 

2.1进

行UPGMA聚类分析。
 

2 结果与分析

2.1 扩增结果多态性分析

14条ISSR引物共扩增得到257条清晰可重复

条带,平均每条引物扩增出18.4条条带,多态性条
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带为251条,平均每条引物扩增的多态性条带为

17.9条,平均多态性比率为97.8%。其中ISSR
 

UBC835引 物 扩 增 的 条 带 最 多 为 25 条,ISSR
 

UBC860引物扩增的条带最少为14条。

14条RAPD引物共扩增出215条条带,平均每

条引物扩增出15.4条带,多态性条带为209条,平

均每条引物扩增的多态性条带为14.9条,平均多态

性比率为97.2%。其中 RAPD
 

S43、RAPD
 

S1089
和RAPD

 

S1110引物扩增的条带数最多为18条,

RAPD
 

S75和RAPD
 

S1114引物扩增的条带最少为

13条(表2)。两种标记扩增效率即多态带百分率数

值相近,证明筛选的引物扩增条带清晰度和多态性

表2 引物序列及扩增条带数

Table
 

2 The
 

sequences
 

of
 

primers
 

and
 

the
 

outcome
 

of
 

PCR
 

amplification

引物及代号
Primer

 

and
 

code
序列

Sequence(5'→3')
退火温度
Annealing

 

temperature

总条带数
Total

 

number
 

of
 

bands

多态性带数
No.

 

of
 

polymorphic
 

bands

多态性条带百分比
Polymorphism

 

percentage/%

ISSR

UBC807 (AG)8T 55 16 16 100

UBC808 (AG)8C 56.2 21 21 100

UBC813 (CT)8T 47.7 17 16 94.1

UBC825 (AC)8T 56.2 15 15 100

UBC834 (AG)8YT 57 21 20 95.2

UBC835 (AG)8YC 57 25 25 100

UBC841 (GA)8YC 47.7 19 18 94.7

UBC845 (CT)8RG 48.9 17 16 94.1

UBC850 (GT)8YC 53.2 17 17 100

UBC855 (AC)8YT 55 21 19 90.5

UBC860 (TG)8RA 56.2 14 14 100

UBC866 (CTC)6 53.2 15 15 100

UBC888 BDB(CA)7 56.2 20 20 100

UBC848 (CA)6RG 47 19 19 100

平均Average 18.4 17.9

总计Total 257 251 97.8

RAPD

S21 CAGGCCCTTC 36.8 14 14 100

S39 CAAACGTCGG 40.4 16 16 100

S43 GTCGCCGTCA 37.8 18 18 100

S72 GACGGATCAG 38.4 14 14 100

S75 GACGGATCAG 39.5 13 13 100

S191 GTCGTTCCTG 39.4 15 15 100

S428 ACCTCAGCTC 41.1 17 17 100

S1050 GTTACCGCGA 36.8 16 16 100

S1076 CTGCGTGCTC 38.4 14 13 92.9

S1089 CAGCGAGTAG 39.4 18 17 94.4

S1090 AAGGCCCCTG 37.8 15 14 93.3

S1100 TGGTTGCGGA 36.3 18 17 94.4

S1114 TCGCTGCGGA 39.4 13 13 100

S1130 CTGTGTGCTC 37.8 14 12 85.7

平均Average 15.4 14.9

总计Total 215 209 97.2

注Note:R=(A,G);
 

Y=(C,T);
 

B=(C,G,T);
 

D=(A,G,T)
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M.DL2000;1-8.
 

多伦(DL)种群8株植株编号

图1 引物ISSR
 

UBC807(A)和RAPD
 

S428(B)对多伦(DL)种群的扩增

M.DL2000;1-8.
 

No.
 

of
 

DL
 

population􀆳s
 

8
 

samples

Fig.1 Effect
 

of
 

primers
 

ISSR
 

UBC807
 

and
 

RAPD
 

S428
 

for
 

amplification
 

of
 

Duolun
 

(DL)
 

population
 

of
 

Paeoniae
 

Radix
 

Rubra

较好,可用于本研究材料的遗传多样性分析。

ISSR引物UBC807和RAPD引物S428对DL
种群的扩增结果如图1,扩增出的谱带稳定、清晰和

多态性丰富,扩增片段长度约在
 

450~2
 

000
 

bp之

间。由扩增结果发现,ISSR扩增出的条带清晰且多

于RAPD,对赤芍具有更强的检测能力。
 

2.2 遗传多样性分析

根据ISSR、RAPD
 

两种分子标记得到的0/1矩

阵,通过
 

PopGene32软件,假定遗传平衡分别得到

28个种群的遗传多样性参数,具体数据见表3。在

28个种群中,DL(内蒙古自治区锡林郭勒盟多伦

县)种群各遗传参数最高,ELC3(内蒙古自治区呼伦

贝尔市鄂伦春自治旗大杨树镇)种群最低。在野生

种群中,DL种群遗传多样性水平仍然最高,对其生

存的环境适应能力最强;而LK(黑龙江牡丹江市林

口县朱家镇)种群的遗传多样性水平最低,对环境适

应能力最弱。而在栽培种群中,YKS种群(内蒙古

呼伦贝尔牙克石市农牧场)遗传多样性最高,ELC3
种群最低。同时ISSR分子标记得出的多态性位点

数、多态性条带百分率、Na、Ne、He、I 等值均高于

RAPD分子标记,在一定程度上表明样品数相同、
引物数相同时,ISSR检测遗传多样性的能力较高,
改进的ISSR可能是一种比RAPD更有效的研究赤

芍植物系统发育的方法。
基于两种标记对赤芍群体遗传多样性结果的比

较(表4),28个种群的多态性位点平均百分比分别

为
 

39.57%和35.95%;Na 平均值分别为1.40和

0.36;He 平均值分别为0.15和0.13;I 平均值分

别为
 

0.22和0.19,由此可见赤芍种群存在较高的

遗传多样性。根据反映研究对象遗传多样性水平高

低指标的I和He,野生种群各遗传多样性指数平均

值均高于栽培种群,即野生赤芍种群的遗传多样性

水平高于栽培赤芍种群。

2.3 遗传分化分析

由表5可知,ISSR和RAPD得到28个赤芍种

群的总遗传多样度(Ht)分别为0.32、0.27,种群内

基因遗传样性(Hs)结果为0.15、0.12,那么群体之

间的遗传多样性(Dst)大小为0.17、0.14。即遗传

多样性在种群内占46%、47%,在种群间则为54%、

53%,比较显示赤芍种群间的多样性水平大于种群

内的。遗传分化系数是反映种群分化程度的指标,

Gst值在0至0.05之间,表示分化程度较弱;Gst 值

在0.05至0.15之间代表中等分化程度;Gst
 值在

0.15至0.25之间表示较大的分化程度;大于0.25
表示分化程度极大[22],两种分子标记显示赤芍种群

间的遗传分化程度较大,
 

且栽培赤芍种群间的遗传

分化程度大于野生种群。基因流(Nm)指生物个体

在迁移过程中致使基因从一个种群到另一个种群的

过程,Nm 在0.44~0.47<1,说明种间产生了明显

的遗传分化,28个赤芍种群之间的基因流较为丰

富。同时观察到野生种群比栽培种群Nm 值高,且野

生赤芍种群的遗传分化主要发生在种群内,这可能是

由遗传漂变引起;而栽培赤芍种群之间的遗传分化较

为明显,种群间的基因交流较少导致Nm 值低。

2.4 聚类分析

根据ISSR 的扩增结果得出0/1矩阵,经过

NTSYS2.10软件计算的遗传距离构建聚类分析

图,遗传距离变化范围为0.115
 

1~0.343
 

8(图2,

A),28个赤芍种群可约在遗传距离0.234处被分为

5大类。第一类包括除了LK野生种群外的其余11
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表4 赤芍群体ISSR和RAPD遗传多样性结果比较

Table
 

4 Genetic
 

diversity
 

analysis
 

of
 

Paeoniae
 

Radix
 

Rubra
 

by
 

ISSR
 

and
 

RAPD

标记
Marker

种质类型
Type NPL PPL Na Ne He I

ISSR

野生 Wild 113 44.02 1.44±0.49 1.28±0.38 0.25±0.20 0.24±0.29

栽培Cultivated 93 36.23 1.36±0.47 1.24±0.36 0.14±0.19 0.20±0.28

全部Total 102 39.57 1.40±0.48 1.26±0.37 0.15±0.20 0.22±0.18

RAPD

野生
 

Wild 89 41.20 1.41±0.48 1.25±0.35 0.15±0.19 0.21±0.17

栽培Cultivated 70 32.01 1.32±0.46 1.20±0.34 0.11±0.18 0.17±0.26

全部Total 77 35.95 1.36±0.47 1.22±0.35 0.13±0.19 0.19±0.27

表5 基于ISSR和RAPD的赤芍种群的遗传分化分析

Table
 

5 Coefficient
 

of
 

genetic
 

differentiation
 

for
 

geographic
 

populations
 

of
 

Paeoniae
 

Radix
 

Rubra

标记
Marker

种质类型
 

Type Ht Hs Dst Gst Nm

ISSR

全部Total 0.32 0.15 0.17 0.54 0.44

野生 Wild 0.29 0.16 0.13 0.46 0.60

栽培Cultivated 0.31 0.14 0.17 0.56 0.40

RAPD

全部Total 0.27 0.12 0.14 0.53 0.47

野生 Wild 0.25 0.14 0.11 0.42 0.70

栽培Cultivated 0.27 0.11 0.16 0.57 0.38

种群编号同表1

图2 基于ISSR
 

(A)和RAPD
 

(B)的UPGMA
 

聚类结果图

The
 

population
 

codes
 

are
 

same
 

as
 

Table
 

1

Fig.2 UPGMA
 

dendrogram
 

based
 

on
 

ISSR
 

(A)
 

and
 

RAPD
 

(B)
 

markers

个野生种群,还有YKS、ARQ1、ARQ2、WNTQ2和

ZLQ
 

5个栽培种群组成;第二类包括LK、LK1和

FS种群,这3个种群分别来自黑龙江省和吉林省;
第三类只包括 ELC3种群;第四类包括 WNTQI、

DL1、BZ、ELC4、LY、HHHT1、HHHT2种群;第五

类只包括ARQ3种群。

基于RAPD分子标记与ISSR方法得到的结果

相似,遗传距离变化范围为0.095
 

5~0.286
 

2,在遗

传距离0.179处同样将28个赤芍种群分为5类(图

2,B)。第一类包括23个种群,其中包括了全部12
个野生赤芍种群和大部分栽培赤芍种群,野生赤芍

种群 和 栽 培 赤 芍 种 群 没 有 完 全 分 开;第 二 类 由
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ELC3种群单独聚为一类;第三类只有LK1种群;
第四 类 HHHT1种 群 单 独 聚 为 一 类;第 五 类 由

HHHT2和BZ2组成。
两种分子标记的聚类结果显示 YKS、ARQ1、

ARQ2、WNTQ2和ZLQ等5个栽培种群总是与野

生种群聚在一类,说明这5个栽培赤芍种群与野生

赤芍种群的亲缘关系较近;且均显示栽培赤芍种群

ELC3是独立聚类的,该种群与其他栽培赤芍种群

相比差异显著,亲缘关系较远,具有独特的遗传背

景。ISSR结果中LK、LK1和FS种群聚为一类,这

3个种群分别来自黑龙江省和吉林省,证明种质聚

类与地理分布有一定的相关性。但不完全一致,

RAPD聚类中同是栽培种的安徽亳州BZ和内蒙古

呼和浩特HHHT2种质聚在一起,以及ISSR聚类

结果中ELC1和 WNNTQ1种群、RAPD聚类结果

中EEGN2和ELC2种群也未完全分开,这可能存

在人为引种等原因导致它们在遗传背景上相似。

3 讨 论

分子标记被认为是最可靠、最有力的种质资源

鉴定手段[23]。不同分子标记的结合使用可以根据

各自的特点检测基因组的不同部分,提高多态性位

点的覆盖率和均匀度,弥补一种分子标记带来的局

限性和弊端[24,
 

25]。在评价赶黄草[26]、野生艾蒿[27]

和红花[28]种质遗传多样性的研究中发现多种分子

标记技术的使用可以互相验证结果,从多方面、多角

度地了解植物资源的遗传信息,有效地揭示种质之

间的遗传多样性。近年来,
 

国内外学者对芍药属进

行了大量的遗传多样性研究,主要是探讨牡丹的种

间亲缘关系[29,
 

30]和观赏芍药的群体遗传关系[31-32],
而 关 于 药 用 芍 药 遗 传 结 构 的 研 究 多 集 中 于 白

芍[33-34]。内蒙古作为赤芍的道地产区,因其优越的

自然地理条件及退耕还林政策,赤芍的蕴藏量十分

丰富,目前对该地区赤芍道地药材的分子遗传研究

鲜有报道。本研究应用ISSR和RAPD两种分子标

记评估不同赤芍种群遗传多样性水平、遗传变异以

及种群之间的亲缘关系,对于就地保护野生赤芍种

质资源和内蒙古赤芍产业的发展具有重要意义。

在本研究中,ISSR和RAPD
 

两种分子标记分

析均发现内蒙古锡林郭勒盟多伦县种群(DL)的赤

芍遗传多样性水平最高,而近代以来一直推崇内蒙

古多伦县所产的野生赤芍为最佳道地药材,使得多

伦亦处于生产性赤芍资源濒危状态。因此,亟需就

地建立自然保护区,制定赤芍资源保护策略,尽快开

展优良种质基因库的保护、研究及科学引种工作。
通过历代本草的记载发现,野生赤芍产区随着野生

资源的枯竭逐渐北移,目前主产区已转至呼伦贝尔

等地[35]。来自呼伦贝尔市的大部分赤芍野生种群

具有较丰富的遗传多样性,是选育优良药用和观赏

品种的物质基础;而栽培赤芍种群遗传多样性降低,
可能是由于栽培赤芍所用繁殖材料主要取自野生资

源并以分根的方式克隆繁殖,且药农多从经济价值

角度出发,主观选择根较粗壮的植株种植,使得群体

的种质趋于单一;另外在栽培种群引种驯化过程中,
参与驯化的野生种群偏小影响其基因频率的变化,
遗传多样性逐渐变窄。

两种标记的聚类结果虽都将野生种群聚在一

类,但栽培赤芍种群和野生赤芍群体之间有所交叉,
未完全分开,可能是由于栽培赤芍的种源多来源于

野生 种,且 初 期 栽 培 种 多 用 种 苗 和 芽 头 无 性 繁

殖[36]。在雪莲果遗传研究中认为,无性繁殖的营养

性质会使其遗传变异性变低[37],使得栽培种与野生

种之间的性状差异并不显著,因而难以按产地聚类。
独自聚类的ELC3种群在所有种群中具有最低水平

的遗传多样性,根据第四次中药资源普查了解到内

蒙古鄂伦春自治旗(县)赤芍种植历史悠久,ELC3
可能是在人工驯化过程中形成了独特的基因型种

质,可作为优质赤芍新品种进行进一步培育。对药

用植物而言,次生代谢物是临床疗效的物质基础,丰
富的化学成分多样性使其具有更高的进化潜力和应

用价值[38]。次生代谢物的合成和积累主要受内部

遗传基础和外部环境因素的影响。因此,基于本研

究基础,扩大采样区域,结合化学成分及环境因子对

赤芍资源进行更加全面系统的分析和评价,以保存

和挖掘优良的基因型和化学型,为赤芍原位保护、遗
传改良和品种选育提供科学依据。
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