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　　摘　要：通过ＩＳＳＲ技术对１９个野生天门冬居群共６７个个体进行遗传多样性分析。结果表
明：用１３个随机引物共扩增出１２５条清晰条带，其中９２条具多态性，平均多态性位点比率为
７３％，建立了不同居群的ＩＳＳＲ标记；Ｎｅｉ’ｓ基因多样性指数Ｈ＝０．１９，Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ多样性指数Ｉ＝
０．３０，遗传分化指数Ｇｓｔ＝０．８２０６。聚类分析表明，青海、云南和贵州省的５个居群聚为一大支，
其它居群为另一大支。野生天门冬种内具有较高的遗传多样性，遗传变异主要存在于居群间；

ＩＳＳＲ标记可以作为研究天门冬遗传多样性及居群鉴定的有效标记。
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　　天门冬（Ａｓｐａｒａｇｕｓ　ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ　Ｌｏｕｒ．Ｍｅｒｒ．）是
治疗肺燥、干咳、咽干口渴、肠燥便秘等症的良好药
材［ｌ］，是《中国药典》记载的传统中药，同时也是多个民
族的常用药。我国大多省都有分布，主产于贵州、云南
和湖南等省，道地产区不明确。天门冬药材主要利用
野生资源，随着需求量的增大，野生资源日益枯竭，人
工栽培种植是解决紧缺的有效途径，确定天门冬药材
的道地产区是人工引种栽培的重要前提。
ＩＳＳＲ（Ｉｎｔｅｒ　ｓｉｍｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｐｅａｔ，简单重复间隔
序列）标记是以ＰＣＲ技术为基础的分子生物学技术，
具有模板需要量少、结果便于分析、引物设计简单等特
点［２］，广泛应用于物种鉴定、遗传作图、基因定位、系统
发育与进化等领域［３－５］。天门冬的形态结构简单，其药
用部位块根形态相近，传统的形态学方法很难将不同
产地的天门冬药材严格地区分，运用分子标记技术是
其鉴定的重要手段。该研究运用ＩＳＳＲ－ＰＣＲ技术对１９
个野生天门冬居群的６７个个体进行分析，揭示不同产
地天门冬的亲缘关系，了解其种内变异，建立不同居群
天门冬的分子标记，为鉴定和区分不同居群天门冬提
供理论基础。

１　材料与方法
２００９～２０１０年，采集野生天门冬的１９个居群，各
居群随机选取３～５个样本，栽培于怀化学院生命科学
系种质园（表１），经由怀化学院曾汉元教授鉴定。采用
ＣＴＡＢ法［６］提取天门冬新鲜叶片的基因组ＤＮＡ。

德国产 Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ　ｇｒａｄｉｅｎｔ　ＰＣＲ仪，Ｔａｎｏｎ　４１００
凝胶成像系统。ＩＳＳＲ引物由上海生工合成，ＰＣＲ相关
试剂产自北京天根生化科技有限公司。

２　结果与分析
２．１　ＩＳＳＲ引物的筛选

ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应所用的引物由上海生工公司合成，
共从５０个随机引物（１７～１８ｂｐ）中筛选出１３个扩增
条带清晰、多态性明显、反应稳定的引物用于１９个居
群的６７个个体的扩增，每个选定的引物至少重复扩增
２次，每条引物退火温度都单独摸索得到（表２）。
　　表１　用于ＩＳＳＲ分析的不同居群天门冬
代号 居群 样本 代号 居群 样本

ＨＺ 浙江杭州 ５ ＮＮ 广西南宁 ３

ＤＳ 贵州独山 ５ ＫＬ 贵州凯里 ３

ＧＺ 广东广州 ３ ＦＱ 贵州福泉 ３

ＨＳ 湖南衡山 ３ ＷＡ 贵州瓮安 ３

ＹＱ 贵州余庆 ３ ＨＸ 贵州花溪 ３

ＹＺ 湖南永州 ３ ＱＸ 贵州黔西 ３

ＸＮ 湖南新宁 ３ ＸＹ 贵州兴义 ５

ＰＹ 湖南坪阳 ３ ＱＪ 云南曲靖 ５

ＧＸ 湖南甘溪 ３ ＸＩ 青海西宁 ５

ＹＨ 贵州沿河 ３

　　表２　筛选的天门冬ＩＳＳＲ引物和最佳退火温度
Ｔｍ

引物 序列 退火温／℃ 引物 序列 退火温度／℃

ＩＳＳＲ－８０７ （ＡＧ）８Ｔ　 ５０．６ ＩＳＳＲ－８４９ （ＧＴ）８ＹＡ　 ５０．７

ＩＳＳＲ－８１１ （ＧＡ）８Ｃ　 ５２．２ ＩＳＳＲ－８５１ （ＧＴ）８ＹＧ　 ５２．１

ＩＳＳＲ－８１５ （ＣＴ）８Ｇ　 ５１．９ ＩＳＳＲ－８５３ （ＴＣ）８ＲＴ　 ５０．３

ＩＳＳＲ－８２３ （ＴＣ）８Ｃ　 ５２．５ ＩＳＳＲ－８５７ （ＡＣ）８ＹＧ　 ５１．８

ＩＳＳＲ－８２５ （ＡＣ）８Ｔ　 ５０．５ ＩＳＳＲ－８６１ （ＡＣＣ）６ ６０．２

ＩＳＳＲ－８２７ （ＡＣ）８Ｇ　 ５１．５ ＩＳＳＲ－８９２ ＨＶＨ（ＴＧ）７ ５９．５

ＩＳＳＲ－８４３ （ＣＴ）８ＲＡ　 ５０．３
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２．２　ＰＣＲ扩增及产物检测
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应在２５μＬ的 ＰＣＲ反应体系中进
行，内含１×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，１．２５ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｍｇ

２＋，
０．３２ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ，１．２μｍｏｌ／Ｌ引物，１．５ＵＴａｑ
酶，４０ｎｇ模板。扩增程序为９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变
性１ｍｉｎ，５０℃退火７０ｓ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，４０个循环，
最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物在２．０％的琼脂糖凝
胶中电泳分离１．５ｈ，电压５Ｖ／ｃｍ。电泳结束后观察
并拍照纪录。
２．３　统计分析与数据处理
每个引物均重复扩增和电泳２次，选取稳定清晰

的条带进行统计分析。电泳图谱的每条带（ＤＮＡ片
段），均为１个分子标记，代表１个引物的结合位点。
根据分子标记的迁移率及有无来统计所有的二元数

据，有带（显性）记为１，无带（隐性）记为０，强带和弱带
的赋值均为１。ＰＯＰＧＥＮ３２软件计算各居群的多态位
点百分率（ＰＰＬ），Ｎｅｉ′ｓ基因多样性指数（Ｈ），Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ

多态性信息指数（Ｉ），基因分化系数（Ｇｓｔ），居群总基因
多样性（Ｈｔ），居群内基因多样性（Ｈｓ），并根据 Ｎｅｉ’ｓ
遗传距离进行 ＵＰＧＭＡ聚类分析，构建系统树。
２．４　不同天门冬居群的遗传多样性
天门冬１９个居群的６７个个体经过１３个ＩＳＳＲ引

物分析后，共得到１２５条带，相对分子质量在１００～
２　０００ｂｐ，其中多态性带９２条，多态性位点比率为
７３．００％；每条引物平均扩出条带９．６条，其中多态性
条带为７．０７条。图１为引物８２５的扩增结果。Ｎｅｉ′ｓ
基因多样性指数Ｈ ＝０．１９，Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ多态性信息指
数Ｉ＝０．３０。天门冬不同居群内的多态性位点百分
率在１２．００％～２５．００％，其中最高的是贵州黔西居群，
为２５．００％，贵州花溪居群次之，为２４．００％，最低的是
青海西宁居群，为１２．００％。Ｎｅｉ′ｓ基因多样性指数
（Ｈ）为０．０３～０．０８，Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ多态性信息指数（Ｉ）为
０．０６～０．１３。

图１　引物８２５对１９个天门冬居群（各取１个样本）的扩增图
注：Ｍ－ｍａｒｋｅｒ，材料代号见表１，箭头所示为特异带。

２．５　不同天门冬居群的特异条带分析
经过比较分析找到１９个居群天门冬的特异条带

（表３）。每个居群的特异带条数不一，在１～３条范围

内波动，这些特异条带可以区分这些不同居群的天门
冬，作为鉴定不同居群天门冬的分子标记。

　　表３ 不同居群天门冬特异带

居群
特异带条数 引物序号 片段大小

／ｂｐ

居群 特异带条数 引物序号 片段大小

／ｂｐ
ＨＺ　 ３　 ８０７

８２３
３００，３５０
４２０

ＮＮ　 ２　 ８０７
８５３

２００
２６０

ＤＳ　 ２　 ８２５
８９２

１　２５０
２４０

ＫＬ　 １　 ８１５　 １８０

ＧＺ　 ３
８１１
８２７
８５３

２４０
４１０
１３０

ＦＱ　 ２　 ８１５
８１１

６５０
４２０

ＨＳ　 １　 ８６１　 ２５０ ＷＡ　 ２　 ８２７
８４９

４７０
２６０

ＹＱ　 １　 ８５３　 ２００ ＨＸ　 １　 ８５７　 ４８０
ＹＺ　 ２　 ８４９

８５７
４２０
３４０

ＱＸ　 １　 ８４９　 ７５０

ＸＮ　 ３　 ８１５
８２３

３００
４３０

ＸＹ　 ２　 ８６１
８９２

４２０
４００

ＰＹ　 １　 ８２７　 ２００ ＱＪ　 ２　 ８２５
８５１

８０
５００

ＧＸ　 １　 ８５１　 １６０ ＸＩ　 ２　 ８２５
８４３

２００
４００

ＹＨ　 ２　 ８６１
８５３

３００
４００

２．６　天门冬不同居群的遗传分化分析
根据总的基因多样性（Ｈｔ）和居群内遗传多样性

（Ｈｓ）来计算居群间遗传差异在总遗传变异中所占的
比例。天门冬Ｈｔ＝０．３３，Ｈｓ＝０．１０，居群间的遗传分
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化指数（Ｇｓｔ）为０．８２０６。这表明有８２．０６％的变异是
存在于居群间的，１７．９４％的变异是存在于居群内的。
天门冬居群内的遗传分化较低，绝大部分的遗传分化
存在于居群间。
天门冬的 ＵＰＧＭＡ聚类图显示，发现１９个居群天

门冬分为二大支，瓮安珠藏居群、福泉居群、黔西居群、
花溪居群、兴义居群、曲靖居群和西宁居群为一大支，其
它居群为另一大支。第二大支又可分为二小支，广州居
群、杭州居群独山居群、和余庆居群为一小支。

图２　基于ＩＳＳＲ的天门冬同源树

３　讨论与结论
天门冬在我国分布广泛，随着野生资源的逐渐减

少，引种栽培成为解决资源匮乏和控制价格攀升的有
效方法之一，但是不同产地及其人工栽培带来药材质
量的差异十分明显。ＩＳＳＲ标记不但具有ＳＳＲ标记的
简便易行、快速方便等特点，还具有多态性高、所揭示
遗传多态性丰富等优点，广泛应用在不同产地药用植
物的遗传多样性、物种与药材的鉴别中［７－９］，而天门冬
中尚未见报道。该文通过引物筛选试验，从５０个
ＩＳＳＲ引物中筛选到１３个针对天门冬鉴别的有效引
物，得到了不同产地天门冬的特异条带，建立了不同产
地天门冬的ＩＳＳＲ指纹图谱，为不同居群天门冬的鉴定
提供了良好的分子标记。天门冬在贵州分布广，且分

布区域的纬度跨域较大，该研究的结果表明，该省天
门冬较原始，遗传变异较大，是进行引种栽培和良种
选育的首选。基因的变异受环境的影响，从而导致植
物的分布与遗传发育与地理位置（特别是纬度）存在
一定的关系，地理位置接近的植物的遗传距离较小，
亲缘关系较近［１０－１２］。该研究中的１９个产地的天门冬
中，纬度比较接近的材料亲缘关系较近，优先聚类，纬
度相差越远，遗传距离越大，说明天门冬的遗传变异
与纬度有明显的相关性，与经度的关系不大；同时研
究发现，天门冬的变异主要发生在居群间，居群内的
变异很小，因此，在天门冬选育的过程中，除以个体选
择为主外，补充其它产地种质，以促进基因交流和扩
大基因源也是非常重要的。
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