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摘要： 以中国野生南苍术〔Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ （Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ．〕全部分布区 ９ 个居群（包括江苏句容的茅山居群、射乌

山居群和小九华山居群，安徽金寨的燕子河居群和天堂寨居群，河南嵩县的五马寺居群和纸坊居群，湖北的保康后

坪居群和红安七里坪居群）为研究对象，进行 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ＩＴＳ 和 ｎａｄＦ 片段序列比对及 ＳＲＡＰ 指纹图谱比

较来筛选江苏句容茅山居群南苍术的特异性分子标记。 结果表明：通过 ５ 个 ＤＮＡ 片段的序列比对，江苏句容茅山

居群南苍术在 ｎａｄＦ 片段的第 ５８１ 位点处碱基为 Ｔ，其余 ８ 个居群为 Ａ，可以将江苏句容茅山居群与其余 ８ 个居群

区分开。 利用 ＳＲＡＰ 随机引物筛选出 １ 条江苏句容茅山居群南苍术特有的长度为 ３２３ ｂｐ 的条带，根据该条带序列

设计 １ 对 ＳＣＡＲ 引物，正向引物序列为 ５′－ＡＴＣＴＴＴＧＣＴＡＴＴＡＡＣＴＡＴＴＡＡＧＣＴＡＴＴＣＴＴＣＧＣＴＡＴＴＣＡ－３′，反向引物序

列为 ５′－ＣＧＡＴＧＴＴＧＡＡＡＴＴＧＣＴＧＴＣＴＣＴＧＣＴＴＴＣＴＡＴＴＣ－３′，该引物可在江苏句容茅山居群所有南苍术单株中扩增

得到长度为 ２６８ ｂｐ 的特异性条带，而在其他居群中均不能扩增出该条带。 本研究筛选出的 ２ 种特异性标记可以为

鉴定南苍术的道地性提供可靠的技术支持。
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ＣＧＣＴＡＴＴＣＡ⁃３′， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ５′⁃ＣＧＡＴＧＴＴＧＡＡＡＴＴＧＣＴＧＴＣＴＣＴＧＣＴＴＴＣＴＡ
ＴＴＣ⁃３′， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ａｍｐｌｉｆｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂａｎｄ ｗｉｔｈ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ２６８ ｂｐ ｆｒｏｍ ａｌｌ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｏｆ Ａ． ｌａｎｃｅａ ｆｒｏｍ
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ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ
ｇｅｎｕｉｎｅｎｅｓｓ ｏｆ Ａ． ｌａｎｃｅａ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ （ Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ．； ｇｅｎｕｉｎｅｎｅｓｓ； Ｍａｏｓｈａｎ ａｒｅａ； ｎａｄＦ ｆｒａｇｍｅｎｔ；
ＳＲＡＰ⁃ＳＣＡＲ

　 　 南苍术〔Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ （Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ．〕，又名

茅苍术， 为菊科 （ Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ ） 苍术属 （ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ
ＤＣ．）植物，主要分布于江苏、安徽、湖北和河南等狭

小区域，生于野生山坡草地、林下、灌丛及岩石缝隙

中［１］。 苍术是中国传统中药材［２］，江苏茅山地区的

南苍术质量尤佳，美誉自古有之。 《本草经集注》 ［３］

中记录苍术“今处处有之，以蒋山、白山、茅山者为

胜”，即今江苏的南京、句容等地，亦可知茅山南苍术

早已是道地药材。
彭华胜等［４］ 观察到，南苍术叶及根状茎的形态

随海拔升高呈现连续的变化，且在不同生长期和不同

生境，同一居群不同个体间也有较大差异，不同居群

的个体从形态上很难区分。 在挥发油总含量上，茅山

地区南苍术较其他地区的南苍术低［５］，且挥发油中

的苍术素和苍术酮含量高，不含或含较少的茅术醇和

β－桉叶醇［６－７］，但挥发油含量的测定周期较长、检测

成本较高，且个体间差异大［８］，因此，化学成分含量

无法成为一种有效而稳定的鉴别依据。
与形态和化学成分相比，植物的基因组 ＤＮＡ 是

稳定的遗传物质，利用 ＤＮＡ 分子标记鉴别道地药材

更为快速、准确。 已有研究结果显示，利用 ＤＮＡ 序列

差异可以鉴别道地药材。 余永邦等［９］对 １４ 个地区太

子参〔Ｐｓｅｕｄｏｓｔｅｌｌａｒｉａ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ （Ｍｉｑ．） Ｐａｘ〕的 ＩＴＳ
序列进行了扩增和测序，结果表明 ＩＴＳ 序列可以鉴别

江苏产区及其他非道地产区的太子参；张宏意等［１０］

也用 ＩＴＳ 序列鉴别四川、广东、湖北等地的何首乌

〔Ｆａｌｌｏｐｉａ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒａ （Ｔｈｕｎｂ．） Ｈａｒａｌｄ．〕；孔德政等［１１］

用 ｐｓｂＡ － ｔｒｎＨ 序列分析牛膝 （ Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｂｉｄｅｎｔａｔａ
Ｂｌｕｍｅ）道地产区河南 ８ 个区域的野生居群，可以将

新乡九莲山、南阳老界岭、信阳灵山和南阳淮源的牛

膝鉴别开。 南苍术也有类似的研究，如利用 ｔｒｎＬ－Ｆ
和 ＩＴＳ［１２－１３］等序列可以将南苍术与苍术属其他植物

区分开，但尚无利用 ＤＮＡ 片段序列差异鉴别道地产

区与非道地产区南苍术的相关研究报道。
此外，利用随机引物扩增图谱差异也可以鉴定道

地药材，如利用 ＲＡＰＤ、ＳＳＲ 和 ＩＳＳＲ 图谱等［１４－１７］可以

区分不同来源的球花石斛 （Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｔｈｙｒｓｉｆｌｏｒｕｍ
Ｒｃｈｂ． ｆ．）、当归〔Ａｎｇｅｌｉｃａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ （Ｏｌｉｖ．） Ｄｉｅｌｓ〕、铁皮

石斛 （Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ Ｋｉｍｕｒａ ｅｔ Ｍｉｇｏ） 和贝母

（Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｓｐｐ．）等药材，将随机引物扩增出的特有条

带测序后转化成特异性 ＳＣＡＲ 标记，能显著提高随机

引物标记的稳定性及可重复性，在川牛膝（Ｃｙａｔｈｕｌａ
ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｋ． Ｃ． Ｋｕａｎ）和宁夏枸杞（ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ
Ｌｉｎｎ．）等［１８－１９］药材的鉴别研究中均有报道。 在针对

南苍术的研究中，任冰如等［２０］ 利用扩增出的 ＲＡＰＤ
指纹图谱差异，将南苍术分为南苍术类群和大别山类

群；郭兰萍等［２１］ 利用 ＲＡＰＤ 探讨不同产地南苍术遗

传多样性时，认为茅山南苍术单独为一类。 但目前尚

无利用随机引物的指纹图谱来开发用于南苍术道地

性鉴别的特异性 ＳＣＡＲ 分子标记。
本文利用南苍术不同居群基因组序列差异及特

异性分子标记，建立南苍术道地性鉴别的分子鉴别体

系，以期为道地药材的种质保护提供简便而稳定的检

测方法。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

在中国野生南苍术分布区江苏、安徽、河南及湖

北采集 ９ 个居群 １００ 个单株（表 １），每株取 ２～３ 枚幼

嫩且无病虫害叶片，清洗后保存于－ ８０ ℃，用于总

ＤＮＡ 的提取。
实验材料经江苏省中国科学院植物研究所杭悦

宇研究员鉴定，凭证标本存放于江苏省中国科学院植

物研究所标本馆（ＮＡＳ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样品总 ＤＮＡ 提取　 每个样品取 ０􀆰 １ ｇ 叶片，
用 ＥａｓｙＰｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒（北京全

式金生物技术有限公司）提取总 ＤＮＡ，溶于 ２００ μＬ
灭菌超纯水中，－２０ ℃保存、备用。
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表 １　 南苍术 ９ 个居群供试材料基本采集信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｔｅｓｔｅｄ ｆｒｏｍ ｎｉｎｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ （Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ．

编号 Ｎｏ． 采集地 Ｌｏｃａｌｉｔｙ 株数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ 采集号 Ｎｏ． ｏｆ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ＡＬ１ 江苏句容茅山 Ｍａｏｓｈａｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ ２０ ２０１５１００２１－２０１５１００４０
ＡＬ２ 江苏句容射乌山 Ｓｈｅｗｕｓｈａｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ １０ ２０１５１００１１－２０１５１００２０
ＡＬ３ 江苏句容小九华山 Ｘｉａｏｊｉｕｈｕａｓｈａｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ １０ ２００６０６００１－２００６０６０１０
ＡＬ４ 安徽金寨燕子河 Ｙａｎｚｉｈｅ ｉｎ Ｊｉｎｚｈａｉ ｏｆ Ａｎｈｕｉ １０ ２００６０６０２１－２００６０６０３０
ＡＬ５ 安徽金寨天堂寨 Ｔｉａｎｔａｎｇｚｈａｉ ｉｎ Ｊｉｎｚｈａｉ ｏｆ Ａｎｈｕｉ １０ ２０１５０８０１１－２０１５０８０２０
ＡＬ６ 河南嵩县五马寺 Ｗｕｍａｓｉ ｉｎ Ｓｏｎｇｘｉａｎ ｏｆ Ｈｅ’ｎａｎ １０ ２０１５０９００１－２０１５０９０１０
ＡＬ７ 河南嵩县纸坊 Ｚｈｉｆａｎｇ ｉｎ Ｓｏｎｇｘｉａｎ ｏｆ Ｈｅ’ｎａｎ １０ ２０１５０９０１１－２０１５０９０２０
ＡＬ８ 湖北保康后坪 Ｈｏｕｐｉｎｇ ｉｎ Ｂａｏｋａｎｇ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ １０ ２００３１１００１－２００３１１０１０
ＡＬ９ 湖北红安七里坪 Ｑｉｌｉｐｉｎｇ ｉｎ Ｈｏｎｇａｎ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ １０ ２０１５１０００１－２０１５１００１０

１􀆰 ２􀆰 ２　 ５ 个 ＤＮＡ 片段序列测定

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 引物信息 　 对 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｐｓｂＡ－ ｔｒｎＨ、ＩＴＳ
和 ｎａｄＦ ５ 个 ＤＮＡ 片段进行扩增。 其中，前 ４ 个 ＤＮＡ
片段为国际通用的条形码片段，为区分物种或居群较

常用的 ＤＮＡ 片段；ｎａｄＦ 片段为作者自行筛选的 ＤＮＡ

片段，变异率较高，适合进行种下水平的区分。 ｒｂｃＬ、
ｍａｔＫ、ｐｓｂＡ－ ｔｒｎＨ 和 ＩＴＳ 片段的扩增引物选择通用引

物，根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中发布的菊科 ｃｐＤＮＡ 序列，
利用 Ｏｌｉｇｏ ６ 软件自行设计 ｎａｄＦ 片段的引物，各引物

信息见表 ２。

表 ２　 南苍术 ９ 个居群的 ＰＣＲ 扩增片段引物信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｆｒｏｍ ｎｉｎｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ （Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ．

片段 Ｆｒａｇｍｅｎｔ 引物 Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列（５′→３′） Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′→３′） 来源 Ｓｏｕｒｃｅ

ｒｂｃＬ １Ｆ ＡＴＧＴＣＡＣＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＡＡＣ Ｆａ， ｅｔ ａｌ．［２２］

７２４Ｒ ＴＣＧＣＡＴＧＴＡＣＣＴＧＣＡＧＴＡＧＣ
ｍａｔＫ ｔｒｎＫ－３９１４Ｆ ＧＣＴＣＣＡＧＡＡＧＡＴＧＴＴＧＡＴＣＧ Ｂａｙｅｒ， ｅｔ ａｌ．［２３］

ｍａｔＫ－１５４１Ｒ ＧＧＧＧＴＴＧＣＴＡＡＣＴＣＡＡＣＧＧ
ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ ｐｓｂＡ－Ｆ ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ Ｓａｎｇ， ｅｔ ａｌ．［２４］

ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ－Ｒ ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ Ｔａｔｅ， ｅｔ ａｌ．［２５］

ＩＴＳ ｎｙ４７－Ｆ ＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡ Ｍａｒｋ， ｅｔ ａｌ．［２６］

ＡＳＴ１ ＴＧＡＧＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣ
ｎａｄＦ ｒｐｌ１３２－Ｆ ＣＣＧＡＴＴＣＡＣＣＡＡＣＴＣＴＴＡＴＣＴＡＴＴＴＣＴＡ

ｒｐｌ１３２－Ｒ ＣＡＴＴＧＧＡＴＧＴＧＡＡＡＧＡＣＡＴＧＴＡＴＴＧＴＴＣ

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 序列扩增、测序及数据处理 　 每个居群选

取 ５ 个单株用于 ＤＮＡ 片段扩增和序列测定。 扩增反

应在 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ ＧｅｎｅＡｍｐ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ ９６００ （美国

ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司）上进行，试剂购自广州东盛生物科

技有限公司。 ＰＣＲ 反应体系总体积为 ５０􀆰 ０ μＬ，包含

模板 ＤＮＡ １􀆰 ０ μＬ，２×Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ（含 ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＫＣｌ、３ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＭｇＣｌ２、４００
μｍｏｌ·Ｌ－１ ｄＮＴＰｓ 和 ０􀆰 ０２ ｇ·ｍＬ－１溴酚蓝）２５􀆰 ０ μＬ，
１０ μｍｏｌ·Ｌ－１引物各 ２􀆰 ０ μＬ，２􀆰 ５ Ｕ·μＬ－１ Ｔａｑ ＤＮＡ
聚合酶 １􀆰 ０ μＬ，最后用双蒸水补至 ５０􀆰 ０ μＬ。 ｍａｔＫ、
ｒｂｃＬ、ｐｓｂＡ－ ｔｒｎＨ、ＩＴＳ 和 ｎａｄＦ 片段的扩增程序均为：
９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ４５ ｓ，５６ ℃退火 ４５ ｓ，
７０ ℃延伸 ９０ ｓ，３５ 个循环；最后 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 产物经质量体积分数 ０􀆰 ８％ ～ １􀆰 ０％琼脂糖凝胶

电泳后，溴化乙锭（ＥＢ）染色，用 Ｇｅｌ Ｄｏｃ 图像分析仪

（江苏省捷达科技发展有限公司）观察。
上述 ＰＣＲ 扩增产物交由上海华大基因科技有限

公司进行双向测序。 测序结果利用 Ｓｅｑｕｅｎｃｈｅｒ ４􀆰 ５
软件进行拼接，去除低质量的序列；通过 ＭＥＧＡ ５􀆰 １
对序列进行分析，用 ＮＪ（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ）法构建系

统进化树评估南苍术各居群间的亲缘关系。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＳＲＡＰ 分析方法

１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １　 ＳＲＡＰ 引物筛选　 参照文献［２７－２８］，用于

茅山地区南苍术特异性条带筛选的 ＳＲＡＰ 引物（表
３）由上海华大基因科技有限公司合成，其中正向引

物 ８ 条，反向引物 １６ 条，两两组合共有 １２８ 种组合方

式。 分别取每居群所有单株的 ２０􀆰 ０ μＬ 总ＤＮＡ 混匀，
作为 ＳＲＡＰ 引物筛选的模板。 在 Ｂｉｏｍｅｔｒａ ＴＡｄｖａｎｃｅｄ
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表 ３　 用于江苏句容茅山居群南苍术特异性条带筛选的 ＳＲＡＰ 引物
Ｔａｂｌｅ ３　 ＳＲＡＰ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ （Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ． ｆｒｏｍ Ｍａｏｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ

引物 Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列（５′→３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′→３′） 引物 Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′→３′）
ＳＲＡＰ－Ｆ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＳＲＡＰ－Ｒ５ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ
ＳＲＡＰ－Ｆ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ＳＲＡＰ－Ｒ６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ
ＳＲＡＰ－Ｆ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ ＳＲＡＰ－Ｒ７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡ
ＳＲＡＰ－Ｆ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ ＳＲＡＰ－Ｒ８ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＧＡＧ
ＳＲＡＰ－Ｆ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ ＳＲＡＰ－Ｒ９ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＧＣＣ
ＳＲＡＰ－Ｆ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＧ ＳＲＡＰ－Ｒ１０ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＴＣＣ
ＳＲＡＰ－Ｆ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＴ ＳＲＡＰ－Ｒ１１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＣＧ
ＳＲＡＰ－Ｆ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＧ ＳＲＡＰ－Ｒ１２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＧＴ
ＳＲＡＰ－Ｒ１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ ＳＲＡＰ－Ｒ１３ ＧＧＣＴＴＧＡＡＣＧＡＧＴＧＡＣＴＧＡ
ＳＲＡＰ－Ｒ２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ ＳＲＡＰ－Ｒ１４ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ
ＳＲＡＰ－Ｒ３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ ＳＲＡＰ－Ｒ１５ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ
ＳＲＡＰ－Ｒ４ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ ＳＲＡＰ－Ｒ１６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＴＣ

型 ＰＣＲ 仪（德国耶拿分析仪器股份公司）进行 ＰＣＲ
反应，反应体系总体积为 ２０􀆰 ０ μＬ，包含 ＤＮＡ 模

板 １􀆰 ０ μＬ，２ ×Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ （含 ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ －
ＨＣｌ、１００ ｍｍｏｌ· Ｌ－１ ＫＣｌ、 ３ ｍｍｏｌ · Ｌ－１ ＭｇＣｌ２、 ４００
μｍｏｌ·Ｌ－１ ｄＮＴＰｓ 和 ０􀆰 ０２ ｇ·ｍＬ－１溴酚蓝）１０􀆰 ０ μＬ，
１０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 正向引物和反向引物各 ０􀆰 ７ μＬ，２􀆰 ５
Ｕ·μＬ－１ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 ４ μＬ，用双蒸水补齐至

２０􀆰 ０ μＬ。 ＳＲＡＰ 分子标记的扩增程序为：９４ ℃预变

性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 １ ｍｉｎ，３５ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸

１ ｍｉｎ，５ 个循环；９４ ℃ 变性 １ ｍｉｎ，５２ ℃ 退火 ４５ ｓ，
７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增

产物经质量体积分数 ２􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ 染

色，电压 ６０ Ｖ，电泳 １􀆰 ５ ｈ 后凝胶成像系统观察、拍
照，用 ２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ 作为分子质量标记。
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２　 ＳＲＡＰ －ＳＣＡＲ特异性条带的克隆及测序

选择江苏句容茅山居群南苍术扩增出的特异性条带，
对特异性条带进行切胶回收。 将回收的目的 ＤＮＡ 片

段连接到 ｐＭＤ１９－Ｔ 载体〔宝生物工程（大连）有限公

司〕，并将连接产物转入大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞

〔宝生物工程（大连）有限公司〕。 在含有氨苄的细菌

培养基上于 ３７ ℃培养 １２ ｈ。 挑取单菌落进行 ＰＣＲ
检验，将含有目的条带的克隆交由上海华大基因科技

有限公司进行测序。 根据 ＤＮＡ 序列分析结果，设计

１ 对特异性引物用于后续实验。
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ３　 ＳＲＡＰ － ＳＣＡＲ 标记的验证 　 用合成的

ＳＣＡＲ 引物对南苍术的 ９ 个居群 １００ 个单株进行验

证。 在 Ｂｉｏｍｅｔｒａ ＴＡｄｖａｎｃｅｄ 型 ＰＣＲ 仪进行 ＰＣＲ 反

应，反应体系总体积为 ２０􀆰 ０ μＬ，包含 ＤＮＡ 模板 １􀆰 ０
μＬ，２×Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ（含 ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１００

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＫＣｌ、３ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＭｇＣｌ２、４００ μｍｏｌ·Ｌ－１

ｄＮＴＰｓ 和 ０􀆰 ０２ ｇ · ｍＬ－１ 溴 酚 蓝 ） １０􀆰 ０ μＬ， １０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 正 向 引 物 和 反 向 引 物 各 ０􀆰 ７ μＬ， ２􀆰 ５
Ｕ·μＬ－１ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 ４ μＬ，最后用双蒸水补

齐至 ２０􀆰 ０ μＬ。 扩增程序为：９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；
９５ ℃变性 ４５ ｓ，５６ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，３０ 个

循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物经质量体积

分数 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ 染色，电压 １００ Ｖ，电
泳 ０􀆰 ５ ｈ 后凝胶成像系统观察、拍照，采用２ ０００ ｂｐ
ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ 作为分子质量标记。

２　 结果和分析

２􀆰 １　 ５ 个 ＤＮＡ 片段的分析结果

２􀆰 １􀆰 １　 ５ 个 ＤＮＡ 片段的特征分析 　 南苍术 ９ 个居

群 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ＩＴＳ 和 ｎａｄＦ 片段的变异位

点见表 ４。
由表 ４ 可以看出：南苍术 ９ 个居群 ｒｂｃＬ 片段的变

异位点较少，安徽 ２ 个居群南苍术具有独特的序列变

异位点，在第 ６１７ 位点处安徽 ２ 个居群为 Ｔ，而其余

７ 个居群均为 Ｇ。 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ 片段在南苍术居群间及

居群内虽然有变异位点，但只是个别单株的变异，无
法代表所在地区的南苍术。 ＩＴＳ 片段的变异位点最

多，但具有区分度的位点仅有 １ 个，在第 ６６ 位点处河

南 ２ 个居群为 Ａ，而其余 ７ 个居群均为 Ｇ，能将河南

２ 个居群南苍术鉴别出来；江苏 ３ 个居群、安徽 ２ 个

居群及湖北红安七里坪居群在第 ９、第 ４２、第 ５５、第
８７、第 １１５、第 １６０、第 １９７、第 ２１７、第 ４０３、第 ５１０ 和第

５９７ 位点处分别为 Ｇ、Ｃ、Ｇ、Ｃ、Ａ、Ａ、Ｇ、Ｔ、Ａ、Ａ、Ｇ，河

０２
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南２ 个居群为 Ａ、Ｔ、Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ、Ｃ、Ｃ、Ｔ、Ｔ、Ａ，可以将上

述居群区分开。 但是，ｍａｔＫ、 ｒｂｃＬ、ｐｓｂＡ－ ｔｒｎＨ 和 ＩＴＳ
４ 个片段均不能将江苏句容茅山居群南苍术与其余

居群南苍术区分开。
由表 ４ 还可以看出：江苏句容茅山居群南苍术在

ｎａｄＦ 片段的第 ５８１ 位点处为 Ｔ，其余 ８ 个居群为 Ａ，

可以将江苏句容茅山居群南苍术与其余 ８ 个居群的

南苍术区分开。 另外，在 ｎａｄＦ 片段的第 ７６ 和第 ３４３
位点处，江苏 ３ 个居群为 Ａ，其余 ８ 个居群为 Ｔ。 在

ｎａｄＦ 片段的第 １６１ 位点处，江苏 ３ 个居群和安徽金

寨天堂寨居群为 Ｃ，安徽金寨燕子河居群、河南 ２ 个

居群和湖北 ２ 个居群为 Ｔ。

表 ４　 南苍术 ９ 个居群 ５ 个 ＤＮＡ 片段变异位点的比较１）

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｆｉｖｅ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ｎｉｎｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ （Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ．１）

编号２）

Ｎｏ．２）
ｒｂｃＬ ｍａｔＫ ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ

６１７ ７８ ３４４ ５４１ ６０５ ６４６ ６７３ ７１６ ８３４ １０５２ １１３３ ８３ ８５ ８６ ８８ １９９ ２５７ ２５８ ２５９ ２６０ ２６１ ２６２ ２８４ ２８５ ２８６ ２８７ ２８８ ３１２ ３１３ ３５０ ３７１ ３７２

ＡＬ１－１ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ１－２ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｇ Ｔ — —
ＡＬ１－３ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ —
ＡＬ１－４ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｇ Ｔ — —
ＡＬ１－５ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ｍ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ２－１ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ — —
ＡＬ２－２ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ — —
ＡＬ２－３ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ — —
ＡＬ２－４ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ — —
ＡＬ２－５ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ — —
ＡＬ３－１ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ３－２ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ３－３ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ３－４ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ — —
ＡＬ３－５ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ４－１ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ４－２ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ４－３ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ４－４ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ４－５ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ５－１ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ５－２ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ５－３ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ５－４ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ５－５ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ６－１ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ６－２ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ — —
ＡＬ６－３ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ — —
ＡＬ６－４ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ６－５ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ７－１ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ７－２ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ａ — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ
ＡＬ７－３ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｃ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ７－４ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ａ — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ
ＡＬ７－５ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｃ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ８－１ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ８－２ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ８－３ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ８－４ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ — —
ＡＬ８－５ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ９－１ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ９－２ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ９－３ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ９－４ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ９－５ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ — — — — — — — — — — — Ａ Ｔ Ｔ Ｔ —
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续表 ４　 Ｔａｂｌｅ ４ （Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

编号２）

Ｎｏ．２）
ＩＴＳ ｎａｄＦ

９ ４２ ５５ ６６ ８３ ８７ １０６ １１５ １６０ １９４ １９７ ２１７ ４０３ ４６４ ４６７ ５１０ ５９７ ７５ ７６ １５４ １６１ ３４３ ３９５ ４１１ ４６８ ４７３ ５８１ ６２８ ７０４ ７０５

ＡＬ１－１ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ
ＡＬ１－２ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ
ＡＬ１－３ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｙ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｙ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ — Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ —
ＡＬ１－４ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｙ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ — Ｃ Ｔ Ａ Ｔ —
ＡＬ１－５ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｙ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ — Ｃ Ｔ Ａ Ｔ —
ＡＬ２－１ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ — Ｃ Ａ Ａ Ｔ —
ＡＬ２－２ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ
ＡＬ２－３ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ
ＡＬ２－４ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ
ＡＬ２－５ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ａ Ｔ —
ＡＬ３－１ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ — Ｔ Ａ Ａ Ｔ —
ＡＬ３－２ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ —
ＡＬ３－３ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ３－４ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ
ＡＬ３－５ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ
ＡＬ４－１ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ４－２ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ４－３ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ４－４ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ — —
ＡＬ４－５ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ５－１ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ５－２ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ — —
ＡＬ５－３ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ５－４ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ５－５ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ６－１ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ — —
ＡＬ６－２ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ
ＡＬ６－３ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ — —
ＡＬ６－４ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ６－５ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ７－１ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ — —
ＡＬ７－２ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ７－３ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ
ＡＬ７－４ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ — —
ＡＬ７－５ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ — Ｃ Ａ Ｔ — —
ＡＬ８－１ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ８－２ Ｒ Ｙ Ｒ Ｇ Ｃ Ｙ Ｃ Ｒ Ｍ Ｇ Ｓ Ｙ Ｗ Ｃ Ｙ Ｗ Ｒ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —
ＡＬ８－３ Ｒ Ｙ Ｒ Ｇ Ｃ Ｙ Ｃ Ｒ Ｍ Ｇ Ｓ Ｙ Ｗ Ｃ Ｙ Ｗ Ｒ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ — —
ＡＬ８－４ Ｒ Ｙ Ｒ Ｇ Ｃ Ｙ Ｃ Ｒ Ｍ Ｇ Ｓ Ｙ Ｗ Ｃ Ｙ Ｗ Ｒ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ａ — —
ＡＬ８－５ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ａ — —
ＡＬ９－１ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ａ Ｔ —
ＡＬ９－２ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ａ Ｔ —
ＡＬ９－３ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ — —
ＡＬ９－４ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ — —
ＡＬ９－５ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ — Ｃ Ａ Ｔ Ｔ —

　 １） ｒｂｃＬ： ｒｂｃＬ 片段变异位点的碱基 Ｂａｓｅｓ ａｔ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｒｂｃＬ ｆｒａｇｍｅｎｔ； ｍａｔＫ： ｍａｔＫ 片段变异位点的碱基 Ｂａｓｅｓ ａｔ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｍａｔＫ ｆｒａｇｍｅｎｔ；
ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ： ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ 片段变异位点的碱基 Ｂａｓｅｓ ａｔ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｐｓｂＡ⁃ｔｒｎＨ ｆｒａｇｍｅｎｔ； ＩＴＳ： ＩＴＳ 片段变异位点的碱基 Ｂａｓｅｓ ａｔ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ ｉｎ
ＩＴＳ ｆｒａｇｍｅｎｔ； ｎａｄＦ： ｎａｄＦ 片段变异位点的碱基 Ｂａｓｅｓ ａｔ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｎａｄＦ ｆｒａｇｍｅｎｔ． —： 碱基缺失 Ｂａｓｅ ｍｉｓｓｉｎｇ．

　 ２） ＡＬ１－１，ＡＬ１－２，ＡＬ１－３，ＡＬ１－４，ＡＬ１－５： 江苏句容茅山居群 ５ 个单株 Ｆｉｖｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｆｒｏｍ Ｍａｏｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ； ＡＬ２－１，ＡＬ２－
２，ＡＬ２－３，ＡＬ２－４，ＡＬ２－５： 江苏句容射乌山居群 ５ 个单株 Ｆｉｖｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｆｒｏｍ Ｓｈｅｗｕｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ； ＡＬ３－１，ＡＬ３－２，ＡＬ３－
３，ＡＬ３－４，ＡＬ３－５： 江苏句容小九华山居群 ５ 个单株 Ｆｉｖｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｆｒｏｍ Ｘｉａｏｊｉｕｈｕａｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ； ＡＬ４－１，ＡＬ４－２，ＡＬ４－３，
ＡＬ４－４，ＡＬ４－５： 安徽金寨燕子河居群 ５ 个单株 Ｆｉｖｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｆｒｏｍ Ｙａｎｚｉｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｉｎｚｈａｉ ｏｆ Ａｎｈｕｉ； ＡＬ５－１，ＡＬ５－２，ＡＬ５－３，ＡＬ５－４，
ＡＬ５－５： 安徽金寨天堂寨居群 ５ 个单株 Ｆｉｖｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｆｒｏｍ Ｔｉａｎｔａｎｇｚｈａｉ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｉｎｚｈａｉ ｏｆ Ａｎｈｕｉ； ＡＬ６－１，ＡＬ６－２，ＡＬ６－３，ＡＬ６－４，ＡＬ６－５：
河南嵩县五马寺居群 ５ 个单株 Ｆｉｖｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｆｒｏｍ Ｗｕｍａｓｉ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｏｎｇｘｉａｎ ｏｆ Ｈｅ’ｎａｎ； ＡＬ７－１，ＡＬ７－２，ＡＬ７－３，ＡＬ７－４，ＡＬ７－５： 河南嵩县
纸坊居群 ５ 个单株 Ｆｉｖｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｆｒｏｍ Ｚｈｉｆａｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｏｎｇｘｉａｎ ｏｆ Ｈｅ’ｎａｎ； ＡＬ８－１，ＡＬ８－２，ＡＬ８－３，ＡＬ８－４，ＡＬ８－５： 湖北保康后坪居群
５ 个单株 Ｆｉｖｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｆｒｏｍ Ｈｏｕｐｉｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｂａｏｋａｎｇ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ； ＡＬ９－１，ＡＬ９－２，ＡＬ９－３，ＡＬ９－４，ＡＬ９－５： 湖北红安七里坪居群 ５ 个单株
Ｆｉｖｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｆｒｏｍ Ｑｉｌｉｐｉｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｈｏｎｇａｎ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ．
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　 　 南苍术 ９ 个居群 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｐｓｂＡ－ ｔｒｎＨ、ＩＴＳ 和

ｎａｄＦ ５ 个 ＤＮＡ 片段的分析结果见表 ５。 由表 ５ 可以

看出：这 ５ 个片段的可匹配序列长度分别为 ６４３、
１ ３１２、４５５、６８６ 和 １ １６９ ｂｐ。 当空缺（ ｇａｐ）始终作缺

失（ｍｉｓｓｉｎｇ）处理时，ｒｂｃＬ 片段有 ６４２ 个保守位点，保
守性最高；ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ 片段有 ４３４ 个保守位点，保守性

最低；ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ 片段的变异位点最多，有 ２１ 个，变异

性最大；ＩＴＳ 片段的信息位点最多，有 １３ 个。

表 ５　 南苍术 ９ 个居群 ５ 个 ＤＮＡ 片段信息１）

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｖｅ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ｎｉｎｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ
Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ （Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ．１）

片段
Ｆｒａｇｍｅｎｔ ＡＳＬ ／ ｂｐ ＮＣＳ ＮＶＳ ＮＰＩＳ

ｒｂｃＬ ６４３ ６４２ １ １
ｍａｔＫ １ ３１２ １ ３０２ １０ １
ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ ４５５ ４３４ ２１ ０
ＩＴＳ ６８６ ６６９ １７ １３
ｎａｄＦ １ １６９ １ １６０ ９ ４

　 １）ＡＳＬ： 可匹配序列长度 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ； ＮＣＳ： 保守位点
数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｉｔｅｓ； ＮＶＳ： 变异位点数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖａｒｉａｂｌｅ
ｓｉｔｅｓ； ＮＰＩＳ： 信息位点数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐａｒｓｉｍ⁃ｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ．

ＡＬ１： 江苏句容茅山居群 Ｍａｏｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ； ＡＬ２：
江苏句容射乌山居群 Ｓｈｅｗｕｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ； ＡＬ３：
江苏句容小九华山居群 Ｘｉａｏｊｉｕｈｕａｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ；
ＡＬ４： 安徽金寨燕子河居群 Ｙａｎｚｉｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｉｎｚｈａｉ ｏｆ Ａｎｈｕｉ；
ＡＬ５： 安徽金寨天堂寨居群 Ｔｉａｎｔａｎｇｚｈａｉ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｉｎｚｈａｉ ｏｆ Ａｎｈｕｉ；
ＡＬ６： 河南嵩县五马寺居群 Ｗｕｍａｓｉ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｏｎｇｘｉａｎ ｏｆ Ｈｅ’ ｎａｎ；
ＡＬ７： 河南嵩县纸坊居群 Ｚｈｉｆａｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｏｎｇｘｉａｎ ｏｆ Ｈｅ’ ｎａｎ；
ＡＬ８： 湖北保康后坪居群Ｈｏｕｐｉｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｂａｏｋａｎｇ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ； ＡＬ９：
湖北红安七里坪居群 Ｑｉｌｉｐｉｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｈｏｎｇａｎ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ． 分支上数
据为支持率 Ｄａｔｕｍｓ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｒｅ ｓｕｐｐｏｒｔ ｒａｔｅ．

图 １　 基于 ５ 个 ＤＮＡ 片段联合构建的南苍术 ９ 个居群的 ＮＪ 系统进
化树
Ｆｉｇ． １　 ＮＪ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｎｉｎｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ
（Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ． ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｆｉｖｅ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

２􀆰 １􀆰 ２　 基于 ５ 个 ＤＮＡ 片段联合的南苍术居群间聚

类分析　 基于 ５ 个 ＤＮＡ 片段联合构建的南苍术 ９ 个

居群间的 ＮＪ 系统进化树（图 １）显示：与江苏句容茅

山居群南苍术亲缘关系较近的是江苏句容的小九华

山居群和射乌山居群，其次分别是安徽 ２ 个居群、湖
北 ２ 个居群、河南 ２ 个居群，推测江苏句容茅山居群

南苍术与其余居群的亲缘关系与南苍术分布的地理

距离成正相关。
２􀆰 ２　 ＳＲＡＰ－ＳＣＡＲ 分析结果

２􀆰 ２􀆰 １　 与茅山地区南苍术特异性相关的 ＳＲＡＰ 分子

标记筛选　 应用 １２８ 对 ＳＲＡＰ 引物分别对供试南苍术

９ 个居群的总 ＤＮＡ 混合样品进行 ＰＣＲ 扩增，根据指纹

图谱进行筛选，结果显示：在引物对 ＳＲＡＰ－Ｆ８ ／ Ｒ１４ 的

ＰＣＲ 扩增图谱中，江苏句容茅山居群在约 ３００ ｂｐ 处有

１ 条特有条带，而其余 ８ 个居群均无此条带（图 ２）。

Ｍ： ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； ＡＬ１： 江苏句容茅山居群Ｍａｏｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ
ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ； ＡＬ２： 江苏句容射乌山居群 Ｓｈｅｗｕｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ
ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ； ＡＬ３： 江苏句容小九华山居群 Ｘｉａｏｊｉｕｈｕａｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ； ＡＬ４： 安徽金寨燕子河居群 Ｙａｎｚｉｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｊｉｎｚｈａｉ ｏｆ Ａｎｈｕｉ； ＡＬ５： 安徽金寨天堂寨居群 Ｔｉａｎｔａｎｇｚｈａｉ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｊｉｎｚｈａｉ ｏｆ Ａｎｈｕｉ； ＡＬ６： 河南嵩县五马寺居群 Ｗｕｍａｓｉ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｓｏｎｇｘｉａｎ ｏｆ Ｈｅ’ ｎａｎ； ＡＬ７： 河南嵩县纸坊居群 Ｚｈｉｆａｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｓｏｎｇｘｉａｎ ｏｆ Ｈｅ’ ｎａｎ； ＡＬ８： 湖北保康后坪居群 Ｈｏｕｐｉｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｂａｏｋａｎｇ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ； ＡＬ９： 湖北红安七里坪居群 Ｑｉｌｉｐｉｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｈｏｎｇａｎ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ． 箭头示江苏句容茅山居群特有条带 Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂａｎｄｓ ｏｆ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｔ Ｍａｏｓｈａｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ．

图 ２　 引物对 ＳＲＡＰ－Ｆ８Ｒ１４ 的南苍术 ９ 个居群总 ＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增
图谱
Ｆｉｇ． ２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｎｉｎｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
ｏｆ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ （Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ． ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＳＲＡＰ⁃Ｆ８Ｒ１４

２􀆰 ２􀆰 ２　 茅山地区南苍术特有条带的序列测定及与茅

山地区南苍术相关的 ＳＣＡＲ 引物设计 　 江苏句容茅

山居群南苍术特有条带所包含的序列是该居群的特

有序列，根据该序列设计的引物仅在江苏句容茅山居

群南苍术单株中扩增得到条带，而在其余 ８ 个居群南

苍术单株中则无法得到。
对引物对 ＳＲＡＰ－Ｆ８Ｒ１４ 扩增片段的测序结果显

示该片段长度为 ３２３ ｂｐ，其核苷酸序列见图 ３。

３２
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下划线部分为设计的 ＳＣＡＲ 引物 Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｐａｒｔｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ＳＣＡＲ ｐｒｉｍｅｒｓ．

图 ３　 引物对 ＳＲＡＰ－Ｆ８Ｒ１４ 在江苏句容茅山居群南苍术中扩增出特有片段的 ＤＮＡ 序列
Ｆｉｇ． ３　 ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＳＲＡＰ⁃Ｆ８Ｒ１４ ｆｒｏｍ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ （Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ． ｆｒｏｍ

Ｍａｏｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ

　 　 根据引物设计的一般原则，设计 １ 对 ＳＣＡＲ
引物，正向引物序列为 ５′－ＡＴＣＴＴＴＧＣＴＡＴＴＡＡＣＴＡＴ
ＴＡＡＧＣＴＡＴＴＣＴＴＣＧＣＴＡＴＴＣＡ－３′，反向引物序列为

５′－ＣＧＡＴＧＴＴＧＡＡＡＴＴＧＣＴＧＴＣＴＣＴＧＣＴＴＴＣＴＡＴＴＣ －
３′，此对引物扩增出的序列长度为 ２６８ ｂｐ。

２􀆰 ２􀆰 ３　 ＳＲＡＰ－ＳＣＡＲ 标记在南苍术各居群单株中的

验证　 用设计的 ＳＣＡＲ 引物对南苍术 ９ 个居群 １００
个单株进行验证，结果见图 ４。 除江苏句容茅山居群

南苍术的 ２０ 个单株在 ２６８ ｂｐ 处扩增出条带外，其余

８ 个居群的所有单株均未在该处扩增出条带。

ＡＬ１： 江苏句容茅山居群 Ｍａｏｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ； ＡＬ２： 江苏句容射乌山居群 Ｓｈｅｗｕｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ； ＡＬ３： 江苏句
容小九华山居群 Ｘｉａｏｊｉｕｈｕａｓｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｒｏｎｇ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ； ＡＬ４： 安徽金寨燕子河居群 Ｙａｎｚｉｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｉｎｚｈａｉ ｏｆ Ａｎｈｕｉ； ＡＬ５： 安徽金寨天
堂寨居群 Ｔｉａｎｔａｎｇｚｈａｉ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｉｎｚｈａｉ ｏｆ Ａｎｈｕｉ； ＡＬ６： 河南嵩县五马寺居群 Ｗｕｍａｓｉ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｏｎｇｘｉａｎ ｏｆ Ｈｅ’ｎａｎ； ＡＬ７： 河南嵩县纸坊居群
Ｚｈｉｆａｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｏｎｇｘｉａｎ ｏｆ Ｈｅ’ ｎａｎ； ＡＬ８： 湖北保康后坪居群 Ｈｏｕｐｉｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｂａｏｋａｎｇ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ； ＡＬ９： 湖北红安七里坪居群 Ｑｉｌｉｐｉｎｇ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｈｏｎｇａｎ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ．

图 ４　 ＳＲＡＰ－ＳＣＡＲ 标记在南苍术 ９ 个居群单株中的验证
Ｆｉｇ． ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｆｒｏｍ ｎｉｎｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ （Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ． ｂｙ ＳＲＡＰ⁃ＳＣＡＲ ｍａｒｋｅｒ

４２
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３　 讨　 　 论

３􀆰 １　 ＤＮＡ 片段鉴别道地产区药材的可行性及片段

筛选

药材道地性形成的根本原因是长期地理隔离导

致的与其他区域居群产生的遗传差异，实质上是药材

基因组 ＤＮＡ 序列出现了变异，因此，不同区域同一植

物反映在 ＤＮＡ 片段上的稳定差异实际上是各区域该

植物的特质，就此产生了鉴别的依据。 但是，不同

ＤＮＡ 片段演化速率的快慢存在差异，作为种下水平

的鉴别，必须筛选到演化速率快的片段。 尽管不同片

段在不同类群植物中演化速率也有差异，但总体上

看，ｒｂｃＬ 和 ｍａｔＫ 片段的演化速率较慢，往往适用于种

或者种以上水平的鉴别，适用于种下水平的往往序列

较小，鉴定效果不佳；相对而言，ＩＴＳ 和 ｐｓｂＡ－ ｔｒｎＨ 等

片段更适合遗传差异小的种下水平的鉴定，但是也并

非一定有效［２９－３１］。
郑丽［３２］利用 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ 和 ＩＴＳ 共 ４ 个

ＤＮＡ 片段作为标记，对苍术属 ５ 种植物进行了分子

鉴别，认为仅 ＩＴＳ 片段能将该属供试的 ５ 个种区分

开，而其他 ３ 个片段则不行，说明该属遗传差异较小、
序列较保守，常规片段很有可能无法进行种下水平的

区分，还需要寻找更具鉴别度的快速演化片段。 本研

究选用的 ５ 个片段中，ｍａｔＫ 和 ｒｂｃＬ 片段的变异位点

较少，ｒｂｃＬ 片段仅第 ６１７ 位点能鉴别安徽 ２ 个居群南

苍术，但安徽 ２ 个居群间则无法区分。 虽然 ｐｓｂＡ－
ｔｒｎＨ 片段的变异位点较多，如河南嵩县五马寺居群和

江苏句容茅山居群均有少数单株存在小片段插入，但
只是居群内个别单株间的变异，无法代表所在地区的

南苍术。 ＩＴＳ 片段的变异位点最多，但具有区分度的

仅有 １ 个，能将河南 ２ 个居群南苍术鉴别出来，但河

南２ 个居群间也无法区分。 ｎａｄＦ 片段的变异位点较

多，鉴别效果最佳，不仅能将道地产区江苏句容茅山

居群的南苍术区分开，而且还可以将江苏句容的射乌

山居群和小九华山居群与其他居群分开，但不能区分

射乌山居群和小九华山居群。 ｎａｄＦ 片段由本研究自

行筛选得到，位于叶绿体基因组的基因间区，变异率

较高，适合进行种下水平的区分。 此前的分子鉴别、
遗传演化等研究中极少使用 ｎａｄＦ 片段，该片段为单

拷贝片段，长度稳定（１ ０００ ｂｐ 左右），两端序列保守

（分别为蛋白编码基因 ｎａｄＦ 和 ｒｐｌ３２） ［３３］，引物设计

容易，有望被开发为进行种下研究的热点片段。
ｎａｄＦ 片段在江苏句容茅山居群南苍术的鉴定效率达

到 １００％。
３􀆰 ２　 茅山地区南苍术鉴别的 ＳＣＡＲ 分子标记的开

发意义

利用随机引物的指纹图谱进一步开发的特异性

分子标记是专一性、特异性的分子标记，不仅稳定，而
且操作十分简单，已经成为检验药材道地性的重要手

段。 与 ＤＮＡ 序列的差异相比，由随机引物进一步开

发的 ＳＣＡＲ 分子标记更适用于遗传背景相近的对象

的鉴定。 由于随机引物扩增产生的多态性条带能给

予更大的筛选范围，更容易发现基因组的差异，因此，
种下水平的分子标记筛选常用随机引物的多态性条

带来开发，甚至在同一居群不同个体间也能用随机引

物来发现差异，进而开发成 ＳＣＡＲ 分子标记。 如韦阳

连等［３４］采用 ＲＡＰＤ 引物找到了茅山南苍术不同个体

间与苍术素含量相关的分子标记。
本研究开发的江苏句容茅山居群南苍术 ＳＲＡＰ－

ＳＣＡＲ 标记源自不同居群南苍术通过 ＳＲＡＰ 随机引物

扩增后的指纹图谱的比较筛选，但这种标记不用进行

序列比对分析，仅用 ＰＣＲ 产物进行凝胶电泳检测便

可以达到鉴别的目的，操作更加简便，判断也更加直

观，对操作者的专业知识要求更低，因此，在应用推广

上更具优势。
总体而言，本研究基于 ｎａｄＦ 片段的序列差异和

ＳＲＡＰ 的指纹图谱开发的茅山地区南苍术特有的分

子标记均可以有效地将茅山地区南苍术与其余居群

南苍术区分开。 茅山地区南苍术作为南苍术的道地

药材，其专一性、特异性鉴别的分子标记的开发对其

他道地药材的保护性鉴别也提供了理论和科学依据。
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