
第４０卷 第６期

２０２１年　１１月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．４０　No．６

Nov．２０２１,７~１８

刘丹,刘志芳,周灿,等．湖北省不同地区茅苍术的遗传多态性分析[J]．华中农业大学学报,２０２１,４０(６):７Ｇ１８．

DOI:１０．１３３００/j．cnki．hnlkxb．２０２１．０６．００２

收稿日期:２０２１Ｇ０７Ｇ２８
基金项目:国家科技部“中医药现代化研究”重点专项(２０１７YFC１７０１０００;校企合作项目(０２２０１６０２２８)
刘丹,EＧmail:９３０２７５９５０＠qq．com
通信作者:王学奎,EＧmail:wangＧxuekui＠mail．hzau．edu．cn

湖北省不同地区茅苍术的遗传多态性分析
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摘要　利用８３对SSR分子标记,对８１份茅苍术、５份白术材料进行遗传多样性分析并构建 DNA 指纹图

谱,考察８６份材料的表型数据、药用品质、构建化学指纹图谱,探究不同材料在遗传结构上的差异,同时结合表

型性状、药用品质与化学指纹图谱分析,为茅苍术的育种和应用研究提供理论依据.结果显示:８３对SSR引物

共扩增出４２０个位点,多态性位点数占９７．１４％;基于SSR分子标记的聚类分析遗传距离是０．６３(此时可将茅苍

术与白术完全分开);对同居群材料进行群体结构遗传分析,发现遗传变异来源于群体内而不是群体间;供试材

料的表型数据与药用品质数据相关性分析与聚类分析结果显示,倒４叶长与倒４叶宽、茎秆颜色、茎粗、株高之

间、叶裂深度和 上 部 分 枝 数 之 间、茎 秆 颜 色 和 茎 秆 形 状 之 间、茎 粗 和 上 部 分 枝 数 之 间,都 呈 显 著 正 相 关

(P＜０．０５);茎秆形状与下部分枝数之间呈显著负相关;Q 值与苍术素含量之间呈显著负相关;βＧ桉叶醇含量与

醚浸出物含量之间呈极显著正相关;通过 HPLC化学指纹图谱相似度比较以及共有峰峰面积量化后的聚类分

析,供试材料指纹图谱相似度在０．８０~１．００,白术与茅苍术的相似度达到０．８９.结果表明:茅苍术与白术遗传背

景差异较大,且茅苍术的遗传基础更加复杂,两者在活性成分间存在较大差异,但茅苍术材料间的差异相对较

小;可从基因层面区分茅苍术和白术２个不同的品种,同时为筛选、鉴定高产、优质、抗病、高活性成分的茅苍术

栽培种提供理论依据.
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　　南苍术Atractylodeslancea(Thunb．)DC．是菊

科多年生草本植物,道地药材产区位于江苏茅山,也
称茅苍术,现主要分布于湖北、江苏、河南等地[１Ｇ２].
茅苍术作为我国传统大宗中药材,早在２０００多年

前就已作为延缓衰老的药物被道家广泛使用.因其

辛温、味苦,对于治疗呕恶泄泻、风湿外感、脚气、夜
盲症、带下淋浊等有良好的疗效.野生茅苍术资源

由于长期无序采挖已呈枯竭状态,人工栽培的茅苍

术已成为苍术药材的主要来源.在茅苍术人工栽培

中由于长期使用根状茎进行无性繁殖作为种源,导
致茅苍术生长过程中种质退化严重,其药用部位的

产量与品质出现不同程度的降低,且在遭遇高温多

雨等极端天气时易发生大面积病害而成片死亡,因
此,更新茅苍术的种质资源已成为茅苍术栽培中亟

需解决的现实问题.良种的常规选育方式耗时长、
易受外界环境影响,而利用 DNA 分子标记技术可

加快优良种质的选育进程.目前,茅苍术种质分子

标记的应用研究中多采用 RAPD标记技术,其次是

AFLP和ISSR 标记技术.如任冰如等[３]、郭兰萍

等[４]、韦 阳 连 等[５]、李 琳[６] 和 许 梦 云 等[７] 采 用

RAPD、ISSR或 AFLP标记技术对茅苍术的遗传多

态性及亲缘关系进行研究,为鉴别地道茅苍术提供

了技术和理论支撑,但由于 AFLP标记检测方法繁

琐、费用昂贵,RAPD标记实验的重复性差限制了其

在种质资源筛选中的应用.SSR 分子标记在全基

因组中分布广泛,其组成具有很高的多态性,使其成

为鉴定遗传多态性、构建 DNA 指纹图谱以及鉴定

品种纯度最理想的分子标记[８],但在茅苍术上却缺

乏相关研究.本研究利用多对SSR分子标记对来

源于湖北省不同地区、不同叶型茅苍术进行多态性

分析,通过群体结构分析阐明了不同地区茅苍术的

遗传差异,并结合表型数据进行相关性分析,旨在为
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筛选高产、抗病、抗逆和活性组分含量高的茅苍术种

质提供理论依据和应用参考.

1　材料与方法

1.1　试验材料

在湖北省京山、保康和英山３个茅苍术规模产

区收集供试材料(茅苍术、白术)的幼苗.京山和英

山的材料均为连续种植多年的栽培种,来自保康的

材料有野生种和栽培种２类.将所有材料按地区和

表观性状差异划分为６个群体:京山居群(京山材

料)、保康Ⅰ居群(多年栽培的野生种)、保康Ⅱ居群

(新采集的野生茅苍术幼苗)、保康Ⅲ居群(栽培种)、
英山居群(英山材料)和白术居群(白术材料).各居

群材料名称的简写如表１所示.
表１　各居群中不同叶型材料

Table１　Differentleaftypematerialsineachpopulation

居群来源 Populationsource 叶型特征代号 Codeforleaftypecharacteristics

京山Jingshan — Jb Jc Jd Je Jf Jg —

保康Ⅰ BaokangⅠ ByⅠa ByⅠb ByⅠc ByⅠd ByⅠe ByⅠf — —

保康Ⅱ BaokangⅡ — ByⅡb ByⅡc — ByⅡe — — —

保康Ⅲ BaokangⅢ Ba Bb Bc — Be Bf — —

英山 Yingshan Ya Yb Yc Yd Ye Yf Yg —

白术 AtractylodesmacrocephalaKoidz． — — — Gd — — — BGh

　注:京山、保康和英山分别用拼音首字母“J、B、Y”表示,“yⅠ、yⅡ”分别代表野生型Ⅰ、野生型Ⅱ,“G”代表白术,披针叶、披针裂叶、椭圆

叶、椭圆裂叶、长椭圆叶、长椭圆裂叶、全裂叶、倒卵形裂叶分别用小写字母“a、b、c、d、e、f、g、h”表示.Note:Jingshan,BaokangandYingshan

representJ,BandYusingpinyininitials,BothyⅠandyⅡrepresentwildtype(yeshengⅠ)andyeshengⅡrespectively,GrepresentAtracＧ

tylodesmacrocephalaKoidz,lanceolateleaf,lanceolatesplitleaf,ovalleafovalsplitleaf,longovalleaf,longovalsplitleaf,fullＧsplitleaf,oboＧ

vatesplitleafrepresenta,b,c,d,e,f,g,hrespectively．

1.2　SSR 分子标记研究方法

供试材料根据其产地与叶型可归纳为２９个群

体材料,从每个群体材料中各选取３个单株(Gd取

２个单株)分别记为１、２、３,采集８７个单株的幼嫩叶

片利用CTAB法[９]提取 DNA.茅苍术叶片中含有

丰富的多酚物质,为防止氧化,在提取 DNA 时利用

除酚缓冲液和βＧ巯基乙醇以除去叶片中酚类物质的

干扰.引物来源于Shakeel等[１０]对茅苍术的转绿组

测序数据.SSR引物由Primer３．０(V．２．３．６)软件

根据 Unigene的碱基序列设计,引物的初步筛选使

用 NCBIPrimerＧBLAST ５．０(http://www．ncbi．
nlm．nih．gov/tools/primerblast/index．cgi? LINK_

LOC＝BlastHomeAd)在线设计软件完成,筛选出

符合要求的引物序列由武汉擎科生物技术有限公司

合成.
引物的PCR扩增反应总体系为２０μL,PCR扩

增程序为:９４℃,５min预保温;９４℃,３５s变性;

５２~６０℃,３５s退火;７２℃,３５s延伸;３５个循环,
最后延伸１０min.进行 PCR 扩增时,若扩增产物

条带不清晰、杂带多或不能扩增出目的片段,在原有

退火温度(引物合成公司提供)上、下调整退火温度

(±２℃)重新扩增,然后选择适宜的退火温度(５２~
６０℃)用于实验.扩增后的 PCR 产物经聚丙烯酰

胺凝胶(PAGE)电泳检测,显色后拍照、记录带型.
1.3　表型数据及活性组分测定方法

在茅苍术的营养生长末期(７月份)分别测定不

同叶型茅苍术的倒４叶长、倒４叶宽、茎粗、株高、分
枝数,调查不同叶型茅苍术茎秆形状、颜色,叶片开

裂的程度.此外,使用体视显微镜观察并测定茅苍

术的油室直径(μm)、油室密度(个/mm２)、油室面积

与根茎面积的比(Q 值),Q＝油室密度×π×{[油室

平均直径×１０００]/２}２×１００％).
茅苍术中活性成分苍术素和βＧ桉叶醇的制备参

考«中国药 典»(２０１５ 版)的 方 法.苍 术 素 (纯 度

９８．０％,BP０２１７)和βＧ桉叶醇(纯度９８．０％,BP０２６３)
对照品购自成都普瑞法科技开发有限公司.利用对

照品制定的苍术素和βＧ桉叶醇的标准曲线分别为:

Y＝２９１８１x－５０．１２５(R２＝０．９９９９)、Y＝１３５６１x－
２．８８９６(R ２＝０．９９９９),其中Y 为峰面积,mAUs;

x 为对照质量浓度,mg/mL,用于后续相关活性组分

的定量测定.苍术素和βＧ桉叶醇分别进行精密度试

验 (RSD＝０．１５％/０．４７％)、稳 定 性 试 验 (RSD＝
０．６２％/０．２６％)、重复性试验(RSD＝０．６０％/０．６３％)
和加样回收率试验(RSD＝０．２９％/０．８８％),说明分析

方法和设备条件均满足实验要求.
精密称取供试样品干燥粉末２．０g,用干燥至恒

８



　第６期 刘丹 等:湖北省不同地区茅苍术的遗传多态性分析 　

质量的滤纸包好,置索氏提取器中,加入适量石油

醚,加热回流６h,取出含供试样品的滤纸包.将滤

纸包置于干燥至恒质量的蒸发皿中挥去石油醚,置
于含P２O５的干燥器中干燥１２h,再将其置于烘箱中

缓慢加热至１０５℃并烘干至恒质量,其减少的质量

为挥发性醚浸出物的质量.
1.4　化学指纹图谱的建立方法

建立化学指纹图谱时供试样品的制备与检测苍

术素时供试样品的制备方法相同,采用 HPLC法定

性、定量分析茅苍术根茎中各活性成分的含量.分

析仪器为 Agilent１２６０高效液相色谱仪;流动相为

乙腈和水,采用梯度洗脱的方式进行洗脱.
1.5　数据的分析方法

根据PCR 扩增结果,每对SSR 引物同一个位

点上能检测到１~２个等位基因,将观测到的每个条

带视为１个等位基因,显示扩增条带的赋值为“１”,
无扩增条带的赋值为“０”,建立SSR分子标记的１/０
矩阵,从而对８６份供试材料进行分析.分子标记

１/０矩阵数据采用NTsys２．１０e软件中的Similarity

程序 计 算 遗 传 距 离,以 Clustering 程 序 进 行

UPGMA遗 传 多 样 性 分 析 和 树 状 图 聚 类,用

GenAIEx６．５０２软件计算相关参数和主坐标分析,
用POPGene３２．exe软件计算群体间的遗传距离和

遗传一致度.表型数据与活性成分数据的分析采用

Excel２０１６和SPSS１７．０进行方差分析、相关性分

析和聚类分析.化学指纹图谱分析采用中药色谱指

纹图谱相似度评价系统(A 版)进行评价,共有峰峰

面积采用Excel２０１６进行处理,应用SPSS１７．０软

件进行聚类分析.

2　结果与分析

2.1　SSR 分子标记的多态性分析

２３９对SSR 引物中共筛选到能扩增出条带的

引物１８６对,其中扩增条带清晰并有多态性的引物

有８３对,共扩增出４２０个位点,多态性位点数占

９７．１４％;说明供试材料具有较高的多态性,试验材

料杂合度较高(部分供试材料SSR引物检测的多态

性见图１,为部分引物的扩增结果).

　图中从左至右编号１~６２分别对应材料的名称:Jb１、Jb２、Jb３、Jc１、Jc２、Jc３、Jd１、Jd２、Jd３、Je１、Je２、Je３、Jf１、Jf２、Jf３、Jg１、Jg２、Jg３、ByⅠa１、

ByⅠa２、ByⅠa３、ByⅠb１、ByⅠb２、ByⅠb３、ByⅠc１、ByⅠc２、ByⅠc３、ByⅠd１、ByⅠd２、ByⅠd３、ByⅠe１、ByⅠe２、ByⅠe３、ByⅠf１、ByⅠf２、

ByⅠf３、ByⅡb１、ByⅡb２、ByⅡb３、ByⅡc１、ByⅡc２、ByⅡc３、ByⅡe１、ByⅡe２、ByⅡe３、Ba１、Ba２、Ba３、Bb１、Bb２、Bb３、Bc１、Bc２、Bc３、Be１、Be２、

Be３、Bf１、Bf２、Bf３、BGh１、BGh２.Thenumbers１Ｇ６２fromlefttorightinthefigurecorrespondtothematerialnamesrespectively,Jb１,Jb２,

Jb３,Jc１,Jc２,Jc３,Jd１,Jd２,Jd３,Je１,Je２,Je３,Jf１,Jf２,Jf３,Jg１,Jg２,Jg３,ByⅠa１,ByⅠa２,ByⅠa３,ByⅠb１,ByⅠb２,ByⅠb３,ByⅠc１,ByⅠc２,

ByⅠc３,ByⅠd１,ByⅠd２,ByⅠd３,ByⅠe１,ByⅠe２,ByⅠe３,ByⅠf１,ByⅠf２,ByⅠf３,ByⅡb１,ByⅡb２,ByⅡb３,ByⅡc１,ByⅡc２,ByⅡc３,ByⅡ

e１,ByⅡe２,ByⅡe３,Ba１,Ba２,Ba３,Bb１,Bb２,Bb３,Bc１,Bc２,Bc３,Be１,Be２,Be３,Bf１,Bf２,Bf３,BGh１,BGh２．

图１　部分供试材料SSR引物检测的多态性(A:标记PLD００１;B:标记PLD１９４)

Fig．１　ThedetectionofpolymorphismsofpartialtestmaterialSSRprimers(A:MarkerPLD００１;B:MarkerPLD１９４)

2.2　供试材料的聚类分析

由图２可知,供试８６份材料的最大遗传距离是

０．６３,此时可以区分开茅苍术和白术２个不同的品

种.在遗传距离０．５９处,可将所有材料聚为３个大

群,第Ⅰ大群共７１份材料,包含了京山(１８份)、保
康Ⅰ(１６份)、保康Ⅱ(９份)、保康Ⅲ(１５份)和英山

(１３份)的材料;第Ⅱ大群共１０份材料,包含２份保

康Ⅰ的材料和８份英山的材料;第Ⅲ大群由５份白

术材料组成.由聚类结果可知,茅苍术与白术间的

遗传距离较大,亲缘关系较远,属于不同种植物;不
同群体的茅苍术遗传距离相对较近,但个体间的遗

传变异较大.此外,各居群中同一叶型的３个不同

单株单独进行分子标记扫描,结果显示,同一地区相

同叶型或不同地区相同叶型的材料并没有聚在一

９
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起,反映出相同叶型材料间存在较大的遗传变异.
2.3　群体间的遗传多样性分析

１)遗传距离和遗传一致度.由表２可知,居群

间两两比较的 Nei’s遗传距离(GD)和遗传一致度

(GI)的分别在０．０５１０~０．４６５８、０．６２７７~０．９５０３.
白术群体与茅苍术群体的 GD显著大于茅苍术群体

与茅苍术群体的 GD,GI显著小于茅苍术群体,说明

白术与茅苍术的亲缘关系较远,变异来源于群体之

间.茅苍术群体中,保康Ⅰ和保康Ⅲ的 GD最小,GI
最大,说明保康Ⅰ和保康Ⅲ的亲缘关系最近,其次是

保康Ⅰ和京山之间,亲缘关系最远的是保康Ⅱ和英

山群体之间.整个茅苍术群体的 GD小于０．１７７１,

GI均大于０．８３７７,说明茅苍术群体间的遗传距离

近,变异来源于群体内.

图２　供试材料基于SSR标记的聚类分析

Fig．２　TheclusteringanalysisoftheselectedmaterialonSSRmarkers
表２　居群间的Nei’s遗传距离(GD)和遗传一致度(GI)

Table２　Nei’sgeneticdistanceandgeneticidentitybetweenpopulation

群体来源

Populationsource
京山

Jingshan
保康Ⅰ

BaokangⅠ
保康Ⅱ

BaokangⅡ
保康Ⅲ

BaokangⅢ
英山

Yingshan
白术

A．macrocephala
京山Jingshan ０．９２０７ ０．８３９７ ０．８８７８ ０．８８３５ ０．６２７７
保康Ⅰ BaokangⅠ ０．０８２６ ０．９０１９ ０．９５０３ ０．９１１６ ０．６７０２
保康Ⅱ BaokangⅡ ０．１７４７ ０．１０３２ ０．８９９７ ０．８３７７ ０．６３３９
保康Ⅲ BaokangⅢ ０．１１９０ ０．０５１０ ０．１０５７ ０．９０１３ ０．６７５８
英山 Yingshan ０．１２３８ ０．０９２５ ０．１７７１ ０．１０３９ ０．６８１２
白术

A．macrocephalaKoidz
０．４６５８ ０．４００１ ０．４５５８ ０．３９１９ ０．３８３９

　注:下三角为 Nei’s遗传距离,上三角为遗传一致度.Note:Nei’sgeneticdistance(thelowertriangle)andgeneticconsistency(theupper

triangle)．

　　２)居群间的聚类分析.利用居群间两两相对的

遗传距离对不同居群进行聚类分析.由图３可知,
当遗传距离等于０．２０时,白术与茅苍术分别聚在两

个群中,表明茅苍术与白术间亲缘关系较远,其中与

白术居群亲缘关系最远的是保康Ⅰ和保康Ⅲ两个居

群,最近的是保康Ⅱ居群.茅苍术群体间的遗传距

离小于０．１０,说明茅苍术居群间亲缘关系近,保康Ⅰ

居群与保康Ⅲ居群的亲缘关系最近,其次是英山居

群;保康Ⅱ居群与京山居群亲缘关系最近,与保康Ⅰ
居群与保康Ⅲ居群的亲缘关系最近.由此可知栽培

种茅苍术之间的遗传信息差异较小,地理隔离并不

存在阻碍基因交流的问题;同时栽培种与野生种茅

苍术之间遗传信息没有明显差异,相对而言野生种

茅苍术间的遗传信息差异较大.
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　JC:京山居群;BK１:保康Ⅰ居群;BK２:保康Ⅱ居群;BK３:保康Ⅲ
居群;YS英山居群;BZ:白术居群.JC,BK１,BK２,BK３,YS,BZreＧ

presentthepopulationsourcefromJingshan,Baokang Ⅰ,Baokang

Ⅱ,Baokang Ⅲ,YingshanandAtractylodesmacrocephala Koidz．,

respectively．

图３　不同居群间的聚类分析

Fig．３　Theclusteranalysisofdifferentpopulations

　　３)居 群 材 料 的 主 坐 标 分 析.图 ４ 是 利 用

GenAIEx６．５０２软件对群体结构基于SSR 分子标

记的主坐标(PCoA)分析结果,可以看出不同居群的

材料可以聚为A、B、C三类,A类由５份白术材料组

成,分布在第三象限;B类由８份英山材料和２份保

康Ⅰ的材料 ByⅠa１、ByⅠa２组成,分布在二、三象

限;C类的材料最丰富,但群体结构也最复杂,它包

含了５个居群的７１份材料,４个象限中都有分布,
但在第一、第四象限较为集中.同时也可以看出,茅
苍术与白术的亲缘关系较远,遗传差异较大.供试

材料的 UPGMA 法聚类分析结果与主坐标分析结

果基本一致.

图４　供试材料的主坐标分析

Fig．４　Principalcoordinateanalysisoftestmaterials

　　４)基于SSR分子标记的群体结构分析.利用

Structure２．２软件的混合模型和等位变异频率相关

模型对来自于不同地区的８６份种质资源进行群体

结构分析(图５),共运行１９０次(K＝２~２０,重复运

行１０次),当K＝４时出现了明显拐点(图５A),并
且此时似然值最大,所以群体材料可以被划分为４
个亚种群:S１、S２、S３、S４(图５C).其中S１亚群主

要包括京山地区全部１８份种质材料和保康地区及

英山地区的部分种质材料;S２亚群主要是保康地区

的种质材料,但是由于材料来源不同,保康Ⅰ的部分

种质材料更偏向于S１亚群,其遗传背景相对比较复

杂,与京山地区遗传背景相似度更高,这也与在聚类

分析时有９份保康Ⅰ材料与京山地区的材料遗传相

似度较高一致;S３亚群大部分都是英山地区的材

料,由于地区间各种群存在基因交流比较频繁的现

象,英山地区的材料在S１亚群中也占据５０％左右,
结构趋于多元化;S４亚群间遗传结构比较单一,均
为白术,这与聚类分析时的结果完全一致,说明利用

UPGMA方法进行聚类分析的结果与群体遗传结

构分析结果可相互验证.综合上述结果可知,湖北

省茅苍术种质资源的亚群划分与其地理来源并没有

必然联系,群体间存在基因的相互交流,导致群体结

构趋于复杂、多元.
2.4　表型数据相关性分析

１)农艺性状相关性分析.对农艺性状中的倒４
叶长、倒４叶宽、倒４叶长宽比、叶裂深度、茎秆颜

色、茎秆形状、茎粗、株高等进行相关性分析的结果

见表３,可以看出茎粗与株高和折干率、株高与上部

分枝数之间都表现出极显著正相关;倒４叶宽与倒

４叶长宽比之间呈现负极显著相关(P＜０．０１).倒
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４叶长与倒４叶宽、茎秆颜色、茎粗、株高之间、叶裂

深度和上部分枝数之间、茎秆颜色和茎秆形状之间、
茎粗和上部分枝数之间都呈显著正相关;茎秆形状

与下部分枝数之间呈显著负相关(P＜０．０５).综上

所述,供试材料的茎秆越粗,株高越高,折干率越大,
上部分枝数越多;倒４叶的长宽比随着倒４叶宽的

增加而减小.茎粗对倒４叶长和上部分枝数都有影

响,茎秆越粗,倒４叶越长,上部分枝数越多.

　A表示K 值曲线;B表示L’(K)值;C表示群体遗传结构(横坐标表示不同居群材料;纵坐标中“S１~S４”表示４个不同的亚种群,“０．００~

１．００”表示对应亚群所占比例).ArepresentKvaluecurve;BrepresentL’(K)value;Crepresentpopulationgeneticstructure(Theabscissa

indicatesmaterialsindifferentpopulations．Intheordinate,“S１－S４”representsfourdifferentsubpopulations,and“０．０－１．０”represents

therelativeproportionofcorrespondingsubpopulations)．

图５　基于SSR标记的K 值曲线及群体遗传结构图

Fig．５　BasedonSSRmarkertheKＧvaluecurveandpopulationgeneticstructurechart

　　２)主要有效成分的相关性分析.对Q 值、折干

率、醚浸出物含量、苍术素含量和βＧ桉叶醇含量进行

相关性分析(表４).由表４可知,βＧ桉叶醇含量与折

干率和醚浸出物含量间呈极显著相关(P＜０．０１),
即折干率越大、醚浸出物含量越高,βＧ桉叶醇含量越

高.苍术素含量与共同分析的指标间都呈负相关,
且Q 值与苍术素含量呈显著负相关(P＜０．０５),即

Q 值越大,苍术素含量越低.
2.5　化学指纹图谱的建立

１)供试材料化学指纹图谱的建立.用于建立化

学指纹图谱的供试材料共有２９份,其中京山居群有

６份、保康Ⅰ居群有６份、保康Ⅱ居群有３份、保康

Ⅲ居群有５份、英山居群有７份,材料PD是茅苍术

的混合病株,材料 BGh是白术.由图６可知,供试

材料根茎指纹图谱的出峰时间在４５min内.２９份

供试材料共标定出６个共有峰,用相同的 HPLC法

分析苍术素标准品并对比标准品的化学指纹图谱,
发现６号峰是苍术素峰.比较全部共有峰的峰面

积,可知６号峰的峰面积最大,分离度最好,占总峰

面积的４８．６１％.以６号峰为参照峰,将保留时间和

峰面积分别记为１,分别计算其他共有峰的相对保

留时间和相对峰面积.且６个共有峰的保留时间基

本一致,但峰面积差异较大,说明不同材料相同活性

成分的含量相差较大.

２１



　第６期 刘丹 等:湖北省不同地区茅苍术的遗传多态性分析 　

表３　供试材料生理指标相关性分析

Table３　Thecorrelationanalysisofphysiologicalindexesoftestedmaterials

性状

Traits

倒４叶长

Longthof
inverted
４thleaf

倒４叶宽

Widthof
inverted
４thleaf

倒４叶长宽

比均值

LengthＧ
widthratio
ofinverted
４thleaf

叶裂深度

Leaf
crack
depth

茎秆

颜色

Stem
color

茎秆

形状

Stem
morphology

茎粗

Stem
thickness

株高

Plant
height

下部分

枝数

Lower
branch
number

上部分

枝数

Upper
branch
number

Q 值

Q value

倒４叶宽

Widthofinverted
４thleaf

０．４０４∗

倒４叶长宽比均值

LengthＧwidth
ratiofInverted
４thleaf

０．１０５ －０．８１４∗∗

叶裂深度

Leafcrackdepth
－０．０７４ －０．１０７ ０．１１８

茎秆颜色

Stemcolor
０．４４８∗ ０．０４５ ０．２３６ ０．０４９

茎秆形状

Stem morphology
０．２８７ －０．０６１ ０．１６１ ０．０３２ ０．４４５∗

茎粗

Stemthickness
０．３８５∗ －０．０２７ ０．０７２ ０．０２８ ０．３３４ ０．１８６

株高

Plantheight
０．４７４∗ ０．１１７ ０．００８ ０．１１５ ０．２４５ ０．１７８ ０．７８０∗∗

下部分枝数

Lowerbranch
number

０．０２９ ０．２４５ －０．１８８ ０．３３２ －０．１０４ －０．３８７∗ ０．０６４ ０．０６７

上部分枝数

Upperbranch
number

０．１１４ ０．１２４ －０．１９３ ０．４２４∗ －０．１０９ ０．０９７ ０．４７４∗ ０．６２５∗∗ ０．３３９

Q 值Qvalue ０．３３４ －０．０１６ ０．２０２ ０．２２７ ０．３０４ －０．０８３ ０．１４０ ０．０１７ －０．１０２ －０．０５１

折干率

Dryingrate
０．１４０ －０．３２３ ０．３２４ －０．２８７ ０．１５８ ０．１１９ ０．４９３∗∗ ０．２５５ －０．２５３ －０．２７６ ０．０５５

　注:∗在置信度(双测)为０．０５时,相关性是显著的;∗∗在置信度(双测)为０．０１时,相关性是显著的.Note:∗representedthesignificantcorＧ

relationattheconfidencelevel(doubletest)of０．０５;∗∗representedthesignificantcorrelationattheconfidencelevel(doubletest)of０．０１．

表４　供试材料主要活性成分相关性分析

Table４　Thecorrelationanalysisofmainactivecomponentsintestedmaterials

活性成分

Activecomponents
Q 值

Qvalue
折干率

Dryingrate
醚浸出物含量

Etherextractcontent
苍术素含量

Atractylodescontent

Q值 Qvalue

折干率 Dryingrate ０．０５５

醚浸出物含量

Etherextractcontent
０．０２８ ０．３１３

苍术素含量

Atractylodescontent
－０．４２７∗ －０．０６６ －０．０５０

βＧ桉叶醇含量

βＧEucalyptolcontent
０．２２５ ０．６３８∗∗ ０．６９３∗∗ －０．２５８

３１



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第４０卷　

　S１~S２９(自下而上)表示２９种来自不同地区供试材料对应的 HPLC指纹图谱,对应的实验材料编号分别是S１ＧJb、S２ＧJc、S３ＧJd、S４ＧJe、S５Ｇ

Jf、S６ＧJg、S７ＧByⅠa、S８ＧByⅠb、S９ＧByⅠc、S１０ＧByⅠd、S１１ＧByⅠe、S１２ＧByⅠf、S１３ＧByⅡb、S１４ＧByⅡc、S１５ＧByⅡe、S１６ＧBa、S１７ＧBb、S１８ＧBc、S１９Ｇ

Be、S２０ＧBf、S２１ＧYa、S２２ＧYb、S２３ＧYc、S２４ＧYd、S２５ＧYe、S２５ＧYg、S２７ＧYg、S２８ＧPD、S２９ＧBGh.S１ＧS２９(frombottomtotop)representtheHPLC

fingerprintsof２９testedmaterialsfromdifferentregions,andthecorrespondingtestmaterialnumbersareasfollows:S１ＧJb,S２ＧJc,S３ＧJd,

S４ＧJe,S５ＧJf,S６ＧJg,S７ＧByⅠa,S８ＧByⅠb,S９ＧByⅠc,S１０ＧByⅠd,S１１ＧByⅠe,S１２ＧByⅠf,S１３ＧByⅡb,S１４ＧByⅡc,S１５ＧByⅡe,S１６ＧBa,S１７ＧBb,

S１８ＧBc,S１９ＧBe,S２０ＧBf,S２１ＧYa,S２２ＧYb,S２３ＧYc,S２４ＧYd,S２５ＧYe,S２５ＧYg,S２７ＧYg,S２８ＧPD,S２９ＧBGh．

图６　供试材料根茎的HPLC指纹图谱叠加图

Fig．６　HPLCfingerprintmapoftherhizomeofthetestedmaterial

　　比较供试材料化学指纹图谱相似度,由表５可

知,供试材料与对照指纹图谱的相似度在０．８０~
１．００,说明部分材料间活性成分的组成成分差异较

大.混合 病 株 PD 与 对 照 指 纹 图 谱 的 相 似 度 为

０．９９,说明病害对茅苍术内活性成分的组成成分几

乎没有影响;白术与对照指纹图谱的相似度是０．８９,
说明白术与茅苍术在活性成分的组成上有差异,但

差异不大;茅苍术材料与对照指纹图谱的相似度在

０．８０~１．００,说明茅苍术材料在活性成分组成上具有

明显差异.比较不同居群茅苍术材料的平均指纹图

谱相似度,发现各居群的指纹图谱相似度都大于

０．９０,其中英山居群的相似度最大,平均值是０．９７;其
次是保康Ⅱ居群和保康Ⅲ居群,平均值都是０．９４;平均

指纹图谱相似度最小的是京山居群,是０．９０.
表５　供试材料根茎指纹图谱相似度比较

Table５　ThesimllarltycomparisonofHPLCfingerprintmapoftherhizomeofthetestedmaterial

图谱序号

Peak
No．

材料编号

Material
code

对照指纹图

谱相似度

Similarity
betweenthe

controlHPLC
fingerprint

图谱序号

PeakNo．

材料编号

Material
code

对照指纹

图谱相似度

Similaritybetween
thecontrolHPLC

fingerprint

图谱序号

PeakNo．

材料编号

Material
code

对照指纹图

谱相似度

Similaritybetween
thecontrolHPLC

fingerprint

S１ Jb ０．８９ S１１ ByⅠe ０．９７ S２１ Ya ０．９５
S２ Jc ０．９０ S１２ ByⅠf ０．９９ S２２ Yb ０．９９
S３ Jd ０．９５ S１３ ByⅡb ０．８６ S２３ Yc ０．９９
S４ Je ０．９０ S１４ ByⅡc ０．９７ S２４ Yd ０．９９
S５ Jf ０．９０ S１５ ByⅡe ０．９９ S２５ Ye ０．９０
S６ Jg ０．８５ S１６ Ba ０．９３ S２６ Yf １．００
S７ ByⅠa ０．８８ S１７ Bb ０．９８ S２７ Yg ０．９７
S８ ByⅠb ０．８０ S１８ Bc ０．９７ S２８ PD ０．９９
S９ ByⅠc ０．９２ S１９ Be ０．９０ S２９ BGh ０．８９
S１０ ByⅠd ０．９９ S２０ Bf ０．９２

　　２)化学指纹图谱共有峰聚类分析.２９份不同

居群的茅苍术和白术共有６个共有峰,以对照指纹

图谱峰(６号峰)为参照峰,将各峰的峰面积进行量

化,得２９×６的原始数据矩阵.用SPSS１７．０软件
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对原始数据矩阵进行聚类分析,分析结果如图７所

示,当平方欧式距离为１０时,刚好可以将茅苍术与

白术区分开,与SSR分子标记的聚类结果相似,说
明相同化学成分在不同品种材料中含量差异大,茅
苍术与白术的亲缘关系远.当平方欧式距离为８
时,茅苍术材料可以聚为B１、B２两个大群,群B１包

含５个居群的２４份材料,此外混合病株(PD)也聚

在了B１中;群B２只有保康Ⅰ居群的３份材料.群

B１包含材料种类复杂,又可分为b１、b２两个亚群,
亚群b１包含了１７份材料,保康Ⅰ居群有３份、保康

Ⅱ居群有３份、保康Ⅲ居群有５份、英山居群有６
份;亚群b２包含了７份材料,其中６份来自于京山

居群,Ye来自于英山居群.由分类结果可知,京山

居群材料间的成份含量相差最小,保康Ⅰ居群材料

间相同活性成分含量差异最大.而不同叶型的材料

依然没有聚集在一起,说明不同叶型材料中,相同活

性成分的含量存在明显差异.

　By１、By２分别表示保康野生型Ⅰ(ByⅠ)、保康野生型Ⅱ(ByⅡ).

By１,By２representedthewildpopulation Ⅰ and Ⅱ ofA．lancea

(Thunb．)DC．fromBaokang,respectively．

图７　HPLC指纹图谱共有峰聚类分析

Fig．７　TheclusteranalysisofHPLC

fingerprintingcommonpeak

3　讨　论

SSR分子标记技术早已广泛地运用在水稻、大
麦等农作物中,为亲缘关系鉴定、分子标记辅助育

种、构建遗传图谱、挖掘功能基因等提供了理论依

据[８].本研究筛选出了２３９对符合要求的SSR 引

物,有８３对(３４．７３％)引物在所有供试材料中都能

扩增出清晰且易于区分的条带,这些引物是具有多

态性的SSR标记.本研究中引物的利用率比红马

蹄莲的引物利用率低,比栽培种柴胡的引物利用率

高.Wei等[１１]对红马蹄莲进行遗传多态性分析,发
现有５８对能扩增出清晰条带并有多态性的引物,占
全部引物的７５．３％.利用SSR分子标记技术对柴

胡栽培种质进行鉴别,发现扩增效果好且有较高的

多态性的引物只占１８％[１２].８３对引物共扩增出

４２０个位点,含多态性的位点数９７．１４％,比不同品

种菊花的９８．９０％[１３]、不同地区草豌豆的９７．４０％
低[１４],比不同种质荔枝的８７．９５％高[１５].

茅苍术居群间的遗传距离与居群的地理来源不

相关.居群间的平均遗传分化系数(Fst)为０．１９８,
说明居群间的遗传分化较大,地理位置与遗传分化

系数的相关性不显著,表明不同居群的茅苍术群体

间存在基因交流,居群间的 Nei’s遗传距离和遗传

一致度分别在０．０５１０~０．４６５８、０．６２７７~０．９５０３,
但茅苍术居群间的遗传距离都小于０．１７７１,遗传一

致度都大于０．８３７７,与白术居群间存在较大的差

异,说明茅苍术与白术的遗传信息差异较大.茅苍

术群体间的遗传距离与遗传一致度的研究结果与朱

晓琴等[１６]的研究结果较为一致,他们利用RAPD分

子标记技术分析得出茅苍术群体间的遗传距离是

０．１１,遗传一致度是０．９;但野生茅苍术和栽培茅苍

术的分析结果与李琳等[６]的研究结果不同,他们用

RAPD分子标记技术分析比较野生和栽培茅苍术的

遗传距离,发现野生茅苍术与栽培茅苍术的遗传距

离较远,是０．３２,相比之下本研究中野生种与栽培种

茅苍术的遗传距离更近,遗传一致度更高,这与栽培

种均是通过“野生转家种”方式驯化而来的实际情况

更为符合.
居群的聚类分析结果与供试材料的产地来源、

叶型分类没有直接关系,但茅苍术与白术作为菊科

的２种不同种植物在遗传结构上存在较大差异.

UPMGA的聚类分析和主坐标分析结果都显示茅
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苍术与白术的遗传距离较远;而群体结构分析表明

白术居群遗传背景单一,茅苍术居群间遗传结构复

杂,说明了茅苍术与白术居群间基因交流不广泛,因
此遗传基础差异较大.本研究中茅苍术材料分别采

自京山、保康和英山,且保康材料既有野生种又有栽

培种,聚类分析结果并没将各地区的材料分别聚在

一起,也没有将野生种和栽培种的材料单独聚为两

个群.在遗传距离为０．５９时,京山(１８份)、保康Ⅰ
(１６份)、保康Ⅱ(９份)、保康Ⅲ(１５份)和英山(１３
份)的材料７１份材料聚为第Ⅰ个群,英山的８份材

料和保康Ⅰ的２份材料聚为第Ⅱ个群,聚类结果与

前人的研究结果不同,郭建林等[１７]利用RAPD分子

标记技术对不同地区７个居群的苍术进行遗传多样

性分析,聚类结果保康居群单独聚在一起,英山居群

与江苏小九华山等居群聚在一起.各居群材料的聚

类结果没有明显差异可能与采样的地点相隔较近有

关(京山:E１１２°４３′~１１３°２９′,N３０°４２′~３１°２７′;保
康:E１１０°４５′~１１１°３１′,N３１°２１′~３２°０６′;英山:

E１１５°３１′~１１６°０４′,N３０°３１′~３１°０９′),经纬度差

异不大说明气候环境较为相似,地理距离较近且各

地区间没有可以阻断环境交流的有利条件,致使茅

苍术群体间的遗传变异相对较小.结合 HPLC指

纹图谱共有峰的聚类分析结果,当平方欧式距离为

１０时,茅苍术和白术材料就能明显区分,与上述

DNA的SSR标记的聚类分析结果可以相互印证,
两者的亲缘关系较远,且活性成分也存在较大差异.
此外,HPLC指纹图谱的聚类分析是基于２９份不同

居群不同叶型材料进行的,其亚群的分类存在差异,
其中ByⅠa、ByⅠb、ByⅠc聚类为１个亚群,而SSR
标记的聚类结果显示三者的遗传差异较明显,说明

同一地区的野生种活性成分差异较大,遗传基础也

存在较大差异,且叶型不能作为准确区分不同地区

居群材料活性成分差异的指标.进一步的亚群分析

发现,各居群中不同叶型材料间活性成分差异显著,
与SSR标记的聚类结果存在相似性,说明不同叶型

材料间存在较大的遗传差异.与SSR标记聚类结果

比较,２种聚类结果均没有将不同地区茅苍术材料聚

在一起,且野生种与栽培种也未单独聚类成群,居群

间存在的差异不显著,两者的聚类结果存在共性.
对Q 值与农艺性状、主要活性成分的相关性分

析结果表明Q 值与农艺性状间相关性不显著,但与

苍术素含量间呈显著负相关,这一结果与已有研究

结果相似.胡双丰[１８]研究表明苍术中苍术素的含

量与油室颜色、气味和纤维性等相关,色深且明显、
香气浓、纤维性弱或无的苍术素含量高,反之含量

低.俞忠明等[１９]研究表明,白术根茎中油室直径与

油室密度不成正比,但油室面积比Q 值与成分间有

一定相关性,可用油室密度与Q 值衡量白术药材的

品质.此外,对茅苍术与白术共有峰峰面积进行量

化,聚类结果显示白术单独居为一类,不同居群的茅

苍术聚为一类,聚类结果与芮梦珏等[２０]的研究结果

一致,即将３７份苍术材料化学指纹图谱分析得到

的共有峰峰面积进行量化并聚类,聚类结果显示

茅苍术与罗田苍术聚为一类,关苍术与白术聚为

一类,说明茅苍术与白术相同化学组分的含量差

异较大.
本研究共选取了符合要求的SSR引物２３９对,

其中３４．７３％的引物能扩增出清晰条带且有多态性,
用这些引物对来自不同地区的８６份茅苍术与白术

种质资源进行遗传多态性鉴定,结果发现引物含有

较高的多态性,供试材料的遗传变异与杂合度较高.
聚类分析与群体结构分析结构表明,茅苍术与白术

遗传距离较远,遗传背景差异较大,茅苍术的遗传背

景更加复杂;栽培种与野生种茅苍术遗传距离较近,
遗传一致度较高.基于SSR分子标记与 HPLC化

学指纹图谱共有峰的聚类分析结果表明,茅苍术与

白术在遗传基础和活性成分含量间具有较大差异,
但茅苍术材料间的差异相对较小;京山材料在２种

聚类中都能聚在同一亚群中,而保康Ⅰ、保康Ⅲ和英

山的材料只有部分能聚在相同亚群,表明相比之下

京山材料在遗传基础和活性成分含量间的差异更

小.通过对供试材料的遗传多态性分析,可以从基

因层面区分茅苍术和白术２个不同的品种,同时可

为筛选鉴定高产、优质、抗病、高活性成份的茅苍术

栽培种提供理论依据.
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GeneticdiversityofAtractylodeslanceain
differentregionsofHubeiProvince

LIUDan１,LIUZhifang１,ZHOUCan１,XIAOGang２,XUEJinqi１,WANGXuekui１

１．MinistryofAgricultureandRuralAffairsKeyLaboratoryofCropEcophysiologyandFarming
SystemintheMiddleReachesoftheYangtzeRiver/CollegeofPlantScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．HubeiLüxinyuanAgriculturalDevelopmentCo．,Ltd,Yingshan４３８０００,China

Abstract　８３pairsofSSR molecularmarkerswereusedtoanalyzethegeneticdiversityof８１
A．lancea materialsand５AtractylodesmacrocephalaindifferentregionsofHubeiProvinceandtoconＧ
structDNAfingerprints．Atthesametime,thephenotypicdataandmedicinalqualityof８６materials
wereinvestigated,andchemicalfingerprintswereconstructed．Theresultsshowedthatatotalof４２０loci
wereamplifiedby８３pairsofSSRprimers,andthenumberofpolymorphiclociaccountedfor９７．１４％．
ThegeneticdistanceofclusteranalysisbasedonSSR molecular markerswas０．６３(A．lancea and
A．macrocephalacanbecompletelyseparated)．ThegeneticanalysisofthepopulationstructureofdifＧ
ferentpopulationsofmaterialsrevealedthatthegeneticvariationoriginatedfromwithinthepopulation,

notbetweenthepopulations．Thecorrelationanalysisandclusteranalysisofthephenotypicdataandthe
medicinalqualitydataofthe materialstestedfoundthattherewasasignificantpositivecorrelation
(P＜０．０５)betweenthelengthofthebottom４leavesandthewidthofthebottom４leaves,theculmcolＧ
or,theculmdiameter,theplantheight,betweenthedepthofleafcracksandthenumberofbranchesin
theupperpart,betweentheculmcolorandtheculmshape,andbetweentheculmdiameterandthenumＧ
berofbranchesintheupperpart．Therewasasignificantnegativecorrelationbetweentheculmshape
andthenumberofbranchesinthelowerpart．TheQvalue(ratioofoilareaandtotalrootarea)wassigＧ
nificantlynegativelycorrelatedwiththecontentofatractylodine．ThecontentofβＧeucalyptuswassignifiＧ
cantlypositivelycorrelatedwiththecontentofetherextract．ThesimilarityoffingerprintsofthemateriＧ
alstestedwas０．８０Ｇ１．００,andthesimilarityofAtractylodesmacrocephalaandAtractylodesmacrocephＧ
alareached０．８９throughcomparingthesimilarityofHPLCchemicalfingerprintandanalyzingtheclusＧ
terofsharedpeakareasafterquantification．ItisindicatedthatthegeneticbackgroundofA．lanceaand
A．macrocephalaarequitedifferent,andthegeneticbasisofA．lanceaismorecomplicatedthanthatof
A．macrocephala．Therearebigdifferencesbetweenthetwoactiveingredients,butthedifferencebeＧ
tweenA．macrocephalamaterialsisrelativelysmall．TwodifferentvarietiesofA．lanceaandA．macroＧ
cephalacanbedistinguishedfromthegeneticlevel．ItwillprovideatheoreticalbasisforscreeningandiＧ
dentifyingA．lanceolatacultivarswithhighyield,highquality,diseaseresistantandhighactiveingrediＧ
ents．

Keywords　Atractylodeslancea (Thunb．)DC;SSR;geneticdiversity;HPLCchemicalfingerprint
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