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·基础研究·
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 ［通信作者］　蒋超，助理研究员，研究方向：中药分子鉴定，Ｅｍａｉｌ：ｊｉａｎｇｃｈａｏ０４１１＠１２６ｃｏｍ；袁媛，研究员，研究方

向：中药资源与分子生药学；Ｅｍａｉｌ：ｙ＿ｙｕａｎ０７３２＠１６３ｃｏｍ

滇皖产区铁皮石斛居群 ＳＳＲ分子身份证的构建△

董晓曼１，２，袁媛１，查良平２，３，彭代银２，３，俞年军２，王继永４，赵玉洋１，蒋超１，黄璐琦１

（１道地药材国家重点实验室培育基地，中国中医科学院 中药资源中心，北京　１００７００；
２安徽中医药大学 药学院，安徽　合肥　２３００１２；

３安徽省中医药科学院 中药资源保护与开发研究所，安徽　合肥　２３００１２；４中国中药公司，北京　１００１９５）

［摘要］　目的：建立滇皖产区铁皮石斛ＳＳＲ指纹图谱，并构建不同居群的ＳＳＲ分子身份证。方法：使用生物信
息学方法分析铁皮石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ）全基因组 ＳＳＲ（Ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ）序列，获得 ＳＳＲ位点，使用
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０软件设计引物并进行ＰＣＲ扩增，选择高多态性引物进行遗传多样性分析并建立ＳＳＲ指纹图谱代码，
使用二维码生成器表述铁皮石斛居群的分子身份证。结果：共获得９１６５３个ＳＳＲ位点，平均分布距离为１５４４ｋｂ。据
此开发了７５对ＳＳＲ引物，筛选出３２对多态性丰富、带型清晰的引物，对１１个滇、皖产区的铁皮石斛居群进行遗传
多样性分析，共得到１１７个多态信息位点，平均每个ＳＳＲ引物多态信息含量（ＰＩＣ）为０６２，变化范围为０２２～０８０；
铁皮石斛不同居群进行亲缘关系聚类表明１１个铁皮石斛居群可分为三支，与种质来源分布相一致。筛选出４对
多态性高、带型清晰易于统计的引物组合，建立不同居群铁皮石斛的 ＳＳＲ指纹图谱库和不同居群的分子身份证。
结论：ＳＳＲ分子身份证可为今后铁皮石斛的品种鉴别提供准确、可靠的方法和溯源信息平台。

［关键词］　铁皮石斛；基因组ＳＳＲ；分子身份证

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＩＤｆｏｒＰｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｏｆＹｕｎｎａｎａｎｄＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅＢａｓｅｄｏｎＳＳＲＭａｒｋｅｒ
ＤＯＮＧＸｉａｏｍａｎ１，２，ＹＵＡＮＹｕａｎ１，ＺＨＡＬｉａｎｇｐｉｎｇ２，３，ＰＥＮＧＤａｉｙｉｎ２，３，ＹＵＮｉａｎｊｕｎ２，

ＷＡＮＧＪｉｙｏｎｇ４，ＺＨＡＯＹｕｙａｎｇ１，ＪＩＡＮＧＣｈａｏ１，ＨＵＡＮＧＬｕｑｉ１

（１ＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＤａｏｄｉＨｅｒｂｓＢｒｅｅｄｉｎｇＢａｓｅ，ＮａｔｉｏｎａｌＲｅｓｏｕｒｃｅＣｅｎｔｅｒｆｏｒＣｈｉｎｅｓｅＭａｔｅｒｉａＭｅｄｉｃａ，
ＣｈｉｎａＡｃａｄｅｍｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１００７００，Ｃｈｉｎａ；

２ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＡｎｈｕｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｈｅｆｅｉ２３００１２，Ｃｈｉｎａ；
３ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，

ＡｎｈｕｉＡｃａｄｅｍｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｈｅｆｅｉ２３００１２，Ｃｈｉｎａ；
４ＣｈｉｎｅｓｅＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃｉｎｅＣｏｍｐａｎｙｏｆＣｈｉｎａ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１００１９５，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｏｌｅｃｕｌａｒＩＤ（ｍＩＤ）ｆｏｒＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｒｉｇｉｎｆｒｏｍ Ｙｕｎｎａｎａｎｄ
ＡｎｈｕｉＭｅｔｈｏｄｓ：ＧｅｎｏｍｅｏｆＤｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｗａｓａｎａｌｙｚｅｄａｎｄＳＳＲｓ（ＳｉｍｐｌｅＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｐｅａｔｓ）ｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄＰｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅｄｅ
ｓｉｇｎｅｄｂｙＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０ｓｏｆｔｗａｒｅ，ｈｉｇｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ，
ａｎｄｔｈｅｎＳＳＲｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇｄａｔａｂａｓｅａｎｄｍＩＤｓｏｆ１１ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＤｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄＲｅｓｕｌｔｓ：Ａｔｏｔａｌｏｆ９１６５３ＳＳＲｓ
ｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄ，ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｄｅｎｓｉｔｙｗａｓ１５４４ｋｂ７５ｐａｉｒｓｏｆＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｓｃｒｅｅｎｅｄ，３２ｈｉｇｈｐｏｌｙ
ｍｏｒｐｈｉｓｍｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｔｏｇｅｎｅｒａｔｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ３２ｐａｉｒｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｃｏｕｌｄ
ｇｅｎｅｒａｔｅ１１７ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃａｌｌｅｌｅｓｂａｎｄｓＴｈｅａｖｅｒａｇｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ（ＰＩＣ）ａｓ０６２ｗｉｔｈａｒａｎｇｅｏｆ０２２
０８０１１ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＤｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｃｏｕｌｄｂｅｃｌｕｓｔｅｒｅｄｔｏ３ｂｒａｎｃｈｅｓ，ｗｈｉｃｈａｃｃｏｒｄａｎｃｅｗｉｔｈｔｈｅｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｉｔｓ
ｇｅｒｍｐｌａｓｍＦｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇｄａｔａｂａｓｅｏｆ１１ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＤｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｗｉｔｈ４ｐａｉｒｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓ，ａｎｄｉｎｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒＩＤｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｆｏｒｔｈｅ１１ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＳＳＲｍａｒｋｅｒｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＤＮＡｆｉｎｇｅｒ
ｐｒｉｎｔｉｎｇｄａｔａｂａｓｅｏｆＤｏｆｆｉｃｉｎａｌｅａｎｄｔｈｅｄａｔａｂａｓｅｃｏｕｌｄｐｒｏｖｉｄｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＤｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ；ｇｅｎｏｍｉｃＳＳＲ；ｍｏｌｅｃｕｌａｒＩＤ
ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１７．５．００５

·７１６·



２０１７年５月　第１９卷　第５期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｍａｙ２０１７　Ｖｏｌ１９　Ｎｏ５

铁皮石斛ＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅＫｉｍｕｒａｅｔＭｉｇｏ是
我国传统名贵中药，自２０１０年起已作为单一品种收
录于 《中华人民共和国药典》［１］。近年来，由于铁

皮石斛野生资源衰竭和种植、加工技术的突破，人

工栽培铁皮石斛已占据主导地位。铁皮石斛自然分

布范围广［２］，生境差异大，种内变异多，其栽培品

种种源复杂，变异类型广泛。不同栽培品种的铁皮

石斛中氨基酸、多糖及微量元素等含量具有明显差

异［３４］，市场上铁皮石斛产量和质量良莠不齐，严重

制约了安全、优质和高产铁皮石斛药材的可持续生

产。由于各企业均采用组织培养和快繁技术，频繁

继代易导致体细胞无性系变异，即使同一品种也存

在株间变异，品种内形态差异较大［５］，且传统的形

态学鉴定也很难对种子、幼苗进行品种鉴定。急需

建立铁皮石斛不同栽培变异类型的特异性分子标记，

为其栽培引种、生产、流通过程以及产品的追溯和

司法仲裁提供技术支撑。

分子身份证（ｍｏｌｅｃｕｌａｒＩＤ，ｍＩＤ）是一种基于
ＤＮＡ电泳图谱的分子代码，通过将品种分子特征数
字化后以字符串的形式输出，使结果更加简单明了，

包含信息更加全面［６］。分子身份证既能够鉴别生物

个体差异，又能检测生物种质特征，已被广泛应用

于农作物和果蔬的种质分型、纯度鉴定与种源追溯

等［７９］。由于简单重复序列（ＳｉｍｐｌｅＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｐｅａｔ，
ＳＳＲ）多态性丰富、具共显性、重现性好、在染色体
上分布均匀［１０］，已广泛用于ＳＳＲ指纹图谱和种质资
源分子身份证的构建。

本研究拟利用 ＳＳＲ技术，对云南和安徽地区的
１１个栽培铁皮石斛居群进行多态性分析，并筛选出
重复性高、条带清晰易统计的引物构建铁皮石斛的

ＳＳＲ指纹图谱和分子身份证，为铁皮石斛分子身份
证数据库的建立奠定基础。

１　材料与方法

１１材料

研究材料取自云南省红河市绿春县、安徽省宣

城市泾县和六安市霍山县的栽培基地，共１８８个样
品，经安徽中医药大学俞年军教授鉴定为铁皮石斛

ＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅＫｉｍｕｒａｅｔＭｉｇｏ，凭证标本保存
于安徽中医药大学药园，详细信息见表１。

１２ＤＮＡ提取

样品采集后硅胶干燥，取２０～１００ｍｇ，使用两

表１　铁皮石斛样品信息表

居群 采集地 样品数 海拔／ｍ 纬度（Ｎ） 经度（Ｅ）

ＹＳＴＰ 安徽泾县 ２５ ２００ ３０°４３′４０″ １１８°３２′２６″

ＪＸＴＰ 安徽泾县 ２５ １０６ ３０°４４′４４″ １１８°３３′２９″

ＨＳＴＰ 安徽霍山县 １２ ３７１ ３１°０５′１２″ １１５°５７′４７″

ＺＪＴＰ 安徽霍山县 １３ ３７１ ３１°０５′１４″ １１５′５７′４７″

ＺＫＴＰ 安徽霍山县 １４ ３７１ ３１°０５′１３″ １１５′５７′４７″

ＨＧＴＰ 云南绿春县 ２３ １２５９ ２８°００′２３″ １１°１９′１０２″

ＹＺＴＰ 云南绿春县 １０ １２５９ ２８°００′２３″ １１°１９′１０２″

ＱＧＴＰ 云南绿春县 ２２ １２５９ ２８°００′２４″ １１°１９′１０２″

ＹＧＴＰ 云南绿春县 １２ １２５９ ２８°００′２５″ １１°１９′１０２″

ＸＧＴＰ 云南绿春县 ２１ １２５９ ２８°００′２５″ １１°１９′１０２″

ＨＪＣ 云南绿春县 １０ １２５９ ２８°００′２４″ １１°１９′１０２″

步ＣＴＡＢ法［１１］提取样品总 ＤＮＡ，并进行 ＤＮＡ浓度
和纯度测定，调整终浓度约为５０ｎｇ·μＬ－１用于进一
步研究。

１３基因组ＳＳＲ筛选

铁皮石斛全基因组数据来自 Ｌｉａｎｇ等的文献［１２］。

使用 ＳＳＲ搜索程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｇｒａｍｅｎｅｏｒｇ／ｄｂ／
ｍａｒｋｅｒｓ／ｓｓｒｔｏｏｌ）搜索已获得的铁皮石斛基因组序列
中潜在的２～６ｂｐ的ＳＳＲ，参数设置为：二核苷酸重
复≥１４ｂｐ，三核苷酸重复≥１８ｂｐ，四、五核苷酸重
复≥２０ｂｐ，六核苷酸重复≥１８ｂｐ。

１４ＳＳＲ引物设计

依据 ＳＳＲ侧翼区域序列，应用引物设计软件
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０设计引物。引物设计的原则为：
引物长１８～２５ｂｐ，ＰＣＲ产物长１００～２５０ｂｐ，ＧＣ含
量为４０％～６０％。引物经ＢＬＡＳＴ比对，根据结果重
点对３′端碱基及上下游引物间隔进行调整，最大限
度保证引物３′端碱基与扩增位点相匹配，以及有效
扩增长度［１３］，设计７５对引物，由上海生工生物工
程技术服务有限公司合成。

１５ＰＣＲ扩增及银染检测

ＰＣＲ反应在 ＡＢＩ公司的９７００型 ＰＣＲ扩增仪上
进行。ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）为：２５μＬ１０×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ，２μＬ２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ，１０μｍｏｌ·Ｌ－１引
物各１μＬ，２５ＵｒＴａｑ酶 ［宝生物工程（大连）有限

公司］，１μＬＤＮＡ模板。反应程序为：９５℃预变性
５ｍｉｎ；９５℃变性４０ｓ，５２～６０℃复性５０ｓ，７２℃
延伸５０ｓ，４０个循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ。产物用

·８１６·
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１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳，银染检测［１４］。

１６数据处理

扩增条带在相同迁移率位置上，有带记为

“１”，无带记为 “０”，用Ｅｘｃｅｌ软件统计整理。利用
Ｐｏｐｇｅｎｅ３２软件计算 ＳＳＲ位点的等位基因数（Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆａｌｌｅｌｅｓ，Ｎａ）、有效等位基因数（Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｕｍｂｅｒｏｆ
ａｌｌｅｌｅｓ，Ｎｅ）、Ｎｅｉ’ｓ基因多样性指数（Ｎｅｉ’ｓｇｅｎｅｄｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ）、Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｉｎｄｅｘ）和Ｎｅｉ’ｓ遗传相似性系数和遗传距离；用ＰＩＣ
Ｃａｌｃ软件分析位点多态信息含量（Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒ
ｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ，ＰＩＣ），ＰＩＣ计算公式为 ＰＩＣ＝１－

∑ｆｉ２，其中ｆｉ为ｉ位点基因频率；并基于非加权组
平均法（ＵｎｗｅｉｇｈｔｅｄＰａｉｒＧｒｏｕｐＭｅｔｈｏｄｗｉｔｈＡｒｉｔｈｍｅｔｉｃ
Ｍｅａｎ，ＵＰＧＭＡ）算法对１１个居群所有个体进行聚类
分析。

１７指纹图谱构建

参考指纹图谱代码构建方法［１５］，将挑选的多态

性引物按照多态性降序排列，编号为 Ａ、Ｂ、Ｃ……
每对ＳＳＲ引物扩增的多态性条带依据分子量由大到
小排列设编号为ａ、ｂ、ｃ……如样品经引物ＧＤ９２２６３
扩增后有ａ、ｃ处条带，无ｂ处条带，则记录为１０１。
记录每份材料经不同 ＳＳＲ引物扩增出现的条带，则
每个居群的样品经不同引物扩增后将会形成由字母

和阿拉伯数字组成的一系列带型编号，便形成了该

居群的ＳＳＲ指纹图谱代码。

１８铁皮石斛居群分子身份证建立

结合铁皮石斛不同居群的 ＳＳＲ指纹图谱和样品
采集地信息等，构建１１个铁皮石斛居群的分子身份
证，并利用在线 ＱＲ 二 维 码 生 成 器 （ｈｔｔｐ：／／
ｔｏｏｌｏｓｃｈｉｎａｎｅｔ／ｑｒ）以条码表述构建的铁皮石斛居群
的身份证。

２　结果与分析

２１铁皮石斛ＳＳＲ发掘和特征分析

铁皮石斛基因组１３５Ｇｂ，共７８４８３０条无冗余
的基因组序列，按照设置参数共检索到 ９１６５３个
ＳＳＲ位点。平均距离为１５４４ｋｂ，即基因组序列上
每１５４４ｋｂ出现一个 ＳＳＲ位点。在所搜索到的 ＳＳＲ
中，二核苷酸重复类型占比例最高（６３９７％），三核
苷酸重复类型所占比例为２６２７％，四、五、六核苷
酸重复单元类型所占比例均较低，分别为 ３５０％、

４７２％ 和１５４％（见表２）。其中二核苷酸出现频率
为六核苷酸出现频率的 ４１５倍，与忍冬［１６］、鸢

尾［１７］、人参［１８］等的研究结果相符，但在部分松属

物种［１９］中获得的ＳＳＲ序列以三核苷酸重复为主，这
种占优势的重复类型可能与测序方式、筛选 ＳＳＲ参
数［１６］及待测物种有关。

表２　铁皮石斛ＳＳＲ分布及类型

重复类型 ＳＳＲ个数 占比（％） 出现频率（％）

二核苷酸 ５８６２６ ６３９７ ７４７

三核苷酸 ２４０７６ ２６２７ ３０７

四核苷酸 ３２１２ ３５０ ０４１

五核苷酸 ４３２６ ４７２ ０５５

六核苷酸 １４１３ １５４ ０１８

合计 ９１６５３ １００００ １１６８

在各重复类型中，不同重复基元出现的频率也

有差异。二核苷酸重复类型中各基元所占比例依次

为：ＡＴ／ＴＡ（２４９０％）＞ＡＧ／ＣＴ（１８８６％）＞ＴＣ／ＧＡ
（１５８９％）＞ＡＣ／ＧＴ（３６４％）＞ＴＧ／ＣＡ（１９７％）＞
ＣＧ／ＧＣ（００２％）（见图１），表现出 ＡＴ优势，与丹
参［２０］、巧家五针松［２１］、思茅松［２２］的 ＳＳＲ分析结果
相一致。铁皮石斛基因组存在少量ＣＧ／ＧＣ重复，有
研究认为［２３］ＧＣ重复类型较少是因为基因组 ＤＮＡ中
的ＣｐＧ甲基化，很容易通过脱氨基作用转变为胸腺
嘧啶。也有研究［２４］指出物种中的 ＧＣ重复都是较少
的，并进一步认为可能与 ＧＣ重复所形成的 ＤＮＡ结
构有关。三核苷酸重复类型共检索出 ５９种，其中
ＡＡＴ／ＡＴＴ 较 多 （５７５％）， 其 次 是 ＡＣＡ／ＴＧＴ
（４９８％）， ＴＡＡ／ＴＴＡ （４２５％）， ＡＴＡ／ＴＡＴ
（３３６％）， ＴＴＧ／ＣＡＡ （１６５％） 和 ＡＡＧ／ＣＴＴ
（１１３％），未见 ＡＣＧ重复基元，其余４７种重复类
型均较少。

图１　二核苷酸重复ＳＳＲ和三核苷酸重复
ＳＳＲ基序类型分析

·９１６·
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２２铁皮石斛ＳＳＲ引物设计及筛选

利用７５对引物初步扩增了每个居群中随机选取
的铁皮石斛共１１份样品，

选出扩增良好、带型清晰、且具有多态性的引

物３２对（见表３），利用多态性引物对１１个居群样
品基因组ＤＮＡ进行ＳＳＲＰＣＲ扩增，共检测到１３２个
条带，其中多态性条带为１１７条，每对引物可以检
测到２～７条数目不等的多态性条带，平均可检测到
４条。每对引物扩增出３～１４个等位基因，平均每对
引物扩增出７６个等位基因。每对引物扩增的有效
等位基因数为 ２４～１２，平均每对引物为 ６３个。
Ｎｅｉ’ｓ基因多样性系数变化范围为 ００５５１～
０４２９８，平均为０３１５８，有１８对引物均高于均值

水平；Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数变化范围为 ０１０１５～

０６１９３，平均为 ０４５３５，有 １９对引物高于均值

水平。

３２对ＳＳＲ引物的多态信息含量平均值为０６２，
按照Ｂｏｓｔｅｉｎ［２５］的理论，其中有２６对引物具高度多
态性（ＰＩＣ＞０５），５对具中度多态性（０２５＜ＰＩＣ＜
０５），仅有一对引物为低度多态性位点（ＰＩＣ＜
０２５），其ＰＩＣ值为０２２。其中高度或中度多态性引
物达３１对，所占比例为９７％，表明本研究中的铁皮
石斛居群具有较高的遗传多样性，同时也表明这些

ＳＳＲ位点可从分子水平解释其基因型差异，具有丰
富的遗传差异性，可作为有效的标记来评价铁皮石

斛居群间的遗传多样性。

表３　ＳＳＲ引物序列信息及多态性情况

引物名 引物序列 （５′３′） 多态条带数 ＰＩＣ Ｎａ Ｎｅ Ｈ Ｉ

ＸＪ２７０９９ Ｆ：ＡＧＣＡＴＴＧＣＡＧＣＡＧＴＧＡＴＴ ７ ０８０ １４ １２０ ０４０６１ ０５９３４

Ｒ：ＴＴＣＴＣＣＴＣＡＣＣＴＣＣＡＣＧＡ

ＸＪ１７３３１ Ｆ：ＣＣＴＣＣＣＣＴＡＣＴＣＡＡＧＣＡＣ ６ ０７８ １２ １０７ ０４２９８ ０６１８９

Ｒ：ＡＡＡＡＧＡＴＧＡＴＧＡＡＧＧＡＡＡＧＣ

ＸＪ８２３ Ｆ：ＡＣＴＴＧＧＧＧＡＡＧＡＡＧＧＡＧＡ ６ ０７８ １２ １０６ ０４２９８ ０６１９３

Ｒ：ＣＧＡＣＣＡＣＡＡＡＣＣＡＣＧＡＣＴ

ＦＪＳ７９７ Ｆ：ＴＧＡＧＴＣＡＧＴＴＴＧＧＧＴＴＣＧ ５ ０７６ １０ ７６ ０３３７２ ０５１８９

Ｒ：ＣＣＴＧＡＴＧＴＴＧＡＣＣＴＣＧＴＴＴ

ＸＪ８９８００ Ｆ：ＣＣＧＡＴＣＡＧＡＡＴＧＣＴＧＴＡＡＣ ５ ０７５ ９ ７６ ０３１０７ ０４６０３

Ｒ：ＣＡＴＣＴＣＡＡＡＴＣＣＴＧＴＧＧＣ

ＦＪＳ８３４９ Ｆ：ＣＣＡＴＣＣＴＡＡＴＣＣＡＣＣＴＣＣ ５ ０７３ １０ ８８ ０３７６９ ０５６０１

Ｒ：ＡＡＣＧＣＣＡＴＣＣＡＴＡＡＧＴＣＣ

ＸＪ１２１３１ Ｆ：ＴＴＴＴＧＣＣＡＴＣＣＣＴＣＣＣＴＡ ５ ０７３ １０ ８８ ０４２９８ ０６１４５

Ｒ：ＧＴＴＧＧＡＧＴＴＴＣＣＣＧＧＡＣＡ

ＧＤ１０３３５８ Ｆ：ＴＡＡＧＧＡＧＧＣＧＡＡＴＡＧＡＡＧＧ ５ ０７２ １０ ８３ ０３８３５ ０５６２４

Ｒ：ＴＧＡＡＧＡＡＴＧＧＴＧＧＡＧＧＡＡＴ

ＸＪ８７９１１ Ｆ：ＡＴＡＧＴＧＧＡＧＴＡＡＴＧＣＧＡＴＧＣ ５ ０７２ １０ ８５ ０３９６７ ０５８２９

Ｒ：ＡＧＧＧＡＡＧＧＡＡＧＡＡＧＧＡＧＧ

ＧＤ４５１６０ Ｆ：ＣＣＧＡＧＧＴＧＡＡＡＴＧＧＴＧＧＴ ５ ０７１ １０ ８５ ０３９０１ ０５７０９

Ｒ：ＴＣＡＡＡＧＧＧＴＡＧＧＧＧＣＴＧＴ

ＧＤ９２２６３ Ｆ：ＴＧＴＴＣＣＴＣＣＡＣＣＣＡＣＴＣＧ ４ ０７１ ８ ６８ ０３８８４ ０５７５４

Ｒ：ＴＧＴＴＣＣＧＣＡＡＴＴＴＣＣＣＡＴ

ＦＪＳ６６１６４ Ｆ：ＴＴＣＡＣＧＧＣＴＡＡＧＣＡＡＧＴＡＴ ４ ０７０ ８ ６６ ０２３１４ ０３５８６

Ｒ：ＡＣＴＣＡＣＧＡＣＣＧＡＡＣＴＣＣＡ

ＧＤ５６１８９ Ｆ：ＴＡＡＡＴＣＣＣＣＡＣＣＴＣＣＴＣＴ ４ ０７０ ６ ５３ ０１９０１ ０２８２４

Ｒ：ＡＣＡＴＣＡＣＡＡＡＣＴＴＧＣＣＴＣＡ

·０２６·
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表３（续）

引物名 引物序列 （５′３′） 多态条带数 ＰＩＣ Ｎａ Ｎｅ Ｈ Ｉ

ＦＪＳ８６０６ Ｆ：ＧＧＡＧＴＧＧＴＣＧＧＡＡＡＴＧＡＡ ４ ０６９ ６ ５３ ０４２９８ ０６１８５

Ｒ：ＣＴＴＡＴＣＣＧＣＴＡＡＣＣＡＡＴＣＧ

ＦＪＳ５８１２２ Ｆ：ＴＴＧＣＧＧＡＡＡＴＣＴＧＡＡＣＴＴ ４ ０６９ ８ ７１ ０２７２７ ０４０９３

Ｒ：ＣＣＴＣＣＡＴＣＡＣＴＡＣＣＡＣＣＣ

ＸＪ５９９７０ Ｆ：ＧＣＣＴＡＣＡＴＴＣＡＴＣＴＣＣＴＣＣ ４ ０６９ ７ ５８ ０４０５０ ０５８４５

Ｒ：ＡＴＧＣＴＧＣＧＡＴＡＧＣＣＴＴＡＴ

ＸＪ１０１３７７ Ｆ：ＡＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＴＣＣＡＧＴＡＡＡ ４ ０６８ ８ ７０ ０２８１０ ０４１２３

Ｒ：ＣＣＴＣＴＴＣＡＡＣＣＡＴＣＧＴＧＴ

ＧＤ７９２２５ Ｆ：ＣＡＴＴＡＡＧＣＣＡＡＡＡＧＡＡＣＣＴＧ ５ ０６８ ９ ７６ ０３４３８ ０５１４６

Ｒ：ＧＡＴＴＣＡＴＣＡＡＧＧＣＡＧＡＡＧＧ

ＦＪＳ９７６６４ Ｆ：ＣＴＣＣＴＣＧＧＣＣＡＴＡＧＡＡＴＣ ４ ０６７ ８ ６４ ０３９６７ ０５８１６

Ｒ：ＡＡＧＡＡＧＧＣＴＧＡＡＣＣＣＡＡＡ

ＧＤ１２７８９８ Ｆ：ＴＴＧＴＴＴＧＧＴＣＡＣＴＧＡＧＴＴＴＴ ４ ０６５ ８ ６６ ０３７１９ ０５５０４

Ｒ：ＣＴＴＴＧＧＴＡＴＧＧＴＴＴＣＴＴＧＣ

ＧＤ１１７９２０ Ｆ：ＴＡＴＴＣＴＡＧＧＡＴＴＧＧＧＴＣＣＡＣ ３ ０６３ ６ ４９ ０１６５３ ０３０４６

Ｒ：ＡＡＣＴＴＧＣＣＡＡＣＣＡＣＴＴＣＴＣ

ＦＪＳ８６９５５ Ｆ：ＴＣＡＣＴＣＴＴＣＣＣＡＴＴＴＧＴＣＣ ３ ０５９ ６ ３６ ００５５１ ０１０１５

Ｒ：ＧＣＴＣＧＣＴＴＡＴＧＴＣＡＴＣＣＴＴ

ＧＤ８５４１７ Ｆ：ＧＡＴＴＣＡＧＡＧＣＡＧＣＣＴＴＣＡ ３ ０５９ ５ ３６ ０１５４３ ０２５９６

Ｒ：ＡＣＴＣＣＴＣＣＡＡＴＡＣＴＴＴＣＧＴＴ

ＧＤ７４１５３ Ｆ：ＡＴＣＧＧＡＣＡＴＣＡＡＡＡＴＡＣＣＡ ３ ０５９ ６ ４５ ０３１９６ ０４９２２

Ｒ：ＧＡＡＡＴＧＣＧＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡ

ＧＤ１１６９８６ Ｆ：ＣＣＴＡＴＴＡＴＴＣＴＧＡＡＧＣＣＧＴＣ ３ ０５８ ６ ４８ ０３５２６ ０５２６５

Ｒ：ＡＴＴＴＴＧＧＡＴＧＡＧＣＴＡＴＴＴＧＧ

ＤＨ１７９０８ Ｆ：ＧＡＧＡＡＧＡＡＴＧＡＴＡＧＧＡＧＧＧＡ ４ ０５３ ８ ５０ ０１９８４ ０３４７０

Ｒ：ＣＡＡＴＣＴＴＴＴＧＣＴＧＣＴＴＣＣ

ＦＪＳ５３５５１ Ｆ：ＣＴＣＣＧＴＣＴＣＣＣＴＣＧＴＣＴＴ ３ ０４８ ５ ３８ ０１９８３ ０３１６１

Ｒ：ＧＴＣＣＡＴＣＧＧＣＡＴＴＧＴＴＧＴ

ＸＪ２１９０８ Ｆ：ＡＡＡＡＴＣＴＣＡＡＣＧＧＡＡＡＡＧＡＣ ３ ０４３ ４ ３２ ００５５１ ０１０１５

Ｒ：ＡＧＣＴＡＴＴＧＴＧＧＡＧＧＧＴＧＧ

ＧＤ８００１１ Ｆ：ＡＣＣＡＡＧＧＴＴＧＡＴＧＡＡＧＧＣ ２ ０３６ ４ ３４ ０７９３４ ０５８１６

Ｒ：ＴＧＡＡＴＴＴＣＡＴＴＧＣＣＡＣＴＴＧ

ＸＪ９５１６３ Ｆ：ＴＣＧＴＣＴＴＧＡＴＴＧＡＣＣＴＴＴＡＧ ２ ０３６ ３ ２９ ０２３１４ ０３２７８
Ｒ： ＡＧＴＧＴＴＴＣＣＡＴＴＣＡＧＴＧＡＧ
ＴＡＴ

ＸＪ６０７５１ Ｆ：ＧＡＴＧＴＧＣＴＴＧＴＴＣＡＴＴＴＣＡＣ ２ ０３２ ３ ２９ ０２３１４ ０３２７８

Ｒ：ＡＡＣＴＴＴＣＡＴＴＣＣＧＴＴＴＧＧ

ＸＪ１１６８７３ Ｆ：ＡＡＧＣＣＡＡＡＴＣＡＡＣＴＣＣＡＡ ２ ０２２ ３ ２４ ０１４８８ ０２３７１

Ｒ：ＣＣＣＣＡＣＣＡＴＡＡＡＡＴＧＴＡＡＡＡ

平均 ４ ０６３ ７６ ６３ ０３１５８ ０４５３５

注：Ｆ正向引物；Ｒ反向引物；ＰＩＣ位点多态信息含量；Ｎａ等位基因数；Ｎｅ有效等位基因数；ＨＮｅｉ’ｓ遗传多样性；ＩＳｈａｎｎｏｎ’ｓ指数。
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２３基于ＳＳＲ的遗传多样性分析

根据３２对ＳＳＲ引物扩增形成的带型多样性，对
１１个供试的铁皮石斛居群进行了遗传相似系数计算
和聚类分析（见图２）。结果表明，１１个铁皮石斛居
群的遗传相似系数范围在０１１２１～０８９３９，平均遗
传相似系数为０５４４４。在此基础上，对铁皮石斛不
同居群进行亲缘关系聚类，１１个铁皮石斛居群可分
为三支，第Ｉ支包含了于安徽省泾县采集的ＹＳＴＰ和
ＪＸＴＰ２个居群，其中 ＹＳＴＰ为泾县当地野生铁皮石
斛，ＪＸＴＰ为ＹＳＴＰ引种栽培的居群，二者亲缘关系
较近；第 ＩＩ支包含了由云南采集的 ＨＧＴＰ、ＨＪＣ、
ＹＧＴＰ和ＹＺＴＰ４个居群，均为云南本地品种；而第
ＩＩＩ支除了由安徽六安采集的 ＺＪＴＰ、ＺＫＴＰ和 ＨＳＴＰ，
还包含由云南采集的ＱＧＴＰ和ＸＧＴＰ共５个居群，其
中ＺＪＴＰ、ＺＫＴＰ和ＨＳＴＰ均为安徽品种，而 ＱＧＴＰ和
ＸＧＴＰ种质均来源于浙江，地理位置与安徽接近。结
果表明，基于ＳＳＲ多态性的聚类与居群地理种源显
著相关，铁皮石斛种内地理位置相近的居群遗传基

础相对接近，与丁鸽［２６］、苑鹤［２７］等对铁皮石斛野

生和栽培居群的遗传多样性研究相一致。

图２　基于３２对引物的滇皖铁皮石斛ＵＰＧＭＡ聚类树

２４基于 ＳＳＲ构建铁皮石斛主产区居群的分子身
份证

　　从３２对多态性引物中挑选重复性好、扩增条带
清晰易辨的４对引物，按ＰＩＣ值降序排列为ＸＪ８９８００
（Ａ），ＧＤ９２２６３（Ｂ），ＦＪＳ５８１２２（Ｃ）和 ＧＤ８００１１（Ｄ）
进行组合，对铁皮石斛样品进行扩增后，每居群特

征电泳图谱见图３；依据设计的指纹图谱构建方法，
为每一居群建立了唯一能够区别于其他供试材料的

指纹图谱代码，见表４。
利用在线二维码生成器对所有铁皮石斛居群进

行ＱＲ编码，为每个居群构建了分子身份证（见
图４），其中包含了居群名称、物种、ＳＳＲ指纹图谱
和采集地。如图 ４中 ＹＳＴＰ包含 “居群名：ＹＳＴＰ；

物种：铁皮石斛 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ；ＳＳＲ指纹图
谱：Ａ０１１１０Ｂ１０００Ｃ１１１１Ｄ１０；栽培地地理信息：安
徽省泾县，北纬：３０°４３′４０″，东经：１１８°３２′２６″，海
拔：２００ｍ；种源地：安徽省泾县”信息。

注：泳道１～１１分别为 ＹＳＴＰ、ＪＸＴＰ、ＨＧＴＰ、ＹＺＴＰ、ＱＧＴＰ、

ＹＧＴＰ、ＨＪＣ、ＨＳＴＰ、ＺＪＴＰ、ＺＫＴＰ和ＸＧＴＰ居群。

图３　滇皖产区铁皮石斛典型ＳＳＲ指纹图谱

表４　滇皖铁皮石斛居群ＳＳＲ指纹图谱

序号 居群 ＳＳＲ指纹

１ ＹＳＴＰ Ａ０１１１０Ｂ１０００Ｃ１１１１Ｄ１０

２ ＪＸＴＰ Ａ１１１００Ｂ１０００Ｃ０００１Ｄ００

３ ＨＧＴＰ Ａ１１１１０Ｂ１１１１Ｃ１１１１Ｄ１１

４ ＹＺＴＰ Ａ０１１１１Ｂ１１００Ｃ１１０１Ｄ１０

５ ＱＧＴＰ Ａ０１１１１Ｂ１１１１Ｃ１１１１Ｄ１０

６ ＹＧＴＰ Ａ０１１１１Ｂ１１１１Ｃ１１１１Ｄ１１

７ ＨＪＣ Ａ０１１１１Ｂ０１１１Ｃ１１１１Ｄ０１

８ ＨＳＴＰ Ａ００１１１Ｂ１００１Ｃ１１０１Ｄ１１

９ ＺＪＴＰ Ａ１０１１１Ｂ１１１１Ｃ１１０１Ｄ１１

１０ ＺＫＴＰ Ａ１０１０１Ｂ１１１１Ｃ１１１１Ｄ１１

１１ ＸＧＴＰ Ａ０１１１１Ｂ０１１１Ｃ０００１Ｄ１０

注：Ａ～Ｄ引物ＸＪ８９８００、ＧＤ９２２６３、ＦＪＳ５８１２２及ＧＤ８００１１。

图４　滇皖产区１１个铁皮石斛居群分子身份证二维条码

·２２６·
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３　讨论与结论

遗传多样性是种质资源保护和开发的重要依据，

筛选等位变异大的 ＳＳＲ位点对揭示遗传多样性方面
有重要的研究价值。与 ＥＳＴＳＳＲ相比，基因组 ＳＳＲ
变异更丰富，遗传多样性更高［２８３０］，适合种内及居

群间亲缘关系、分子系统学与遗传多样性研究［３１３２］。

本研究使用基因组 ＳＳＲ对不同铁皮石斛居群进行遗
传多样性研究，其平均等位基因数、平均有效等位

基因数、位点平均多态信息含量均较高，表明本研

究中的铁皮石斛居群遗传多样性水平较高。１１个铁
皮石斛居群可聚为三大支，与种质来源而非采集地

联系紧密，种质资源地理位置相近的铁皮石斛其遗

传关系较近，同时也体现了当今铁皮石斛种质资源

相互交流、引进越来越频繁。

铁皮石斛种质鉴定多基于形态学描述，受环境、

生长周期等影响，耗时且难以对种子、幼苗进行准

确鉴别。基于ＳＳＲ的分子指纹图谱和分子身份证被
认为是品种鉴定理想的标记之一［３３］，通过构建指纹

图谱库和分子身份证，可对铁皮石斛种质、品种乃

至个体进行准确鉴定。另一方面，二维码的普及为

中药的鉴定与溯源提供了直接的硬件支持［３４３５］，由

于ＳＳＲ是一种基于条带有无的判定方式，可以直接
转换为二维条码而不改变分子指纹图谱的内容，且

可添加照片、形态、性状描述、居群、地理信息以

方便核对，通过对分子身份证扫描二维条码进行真

伪、种质和产地溯源，用于中药流通监管的各个环

节，实现数字化监管。

分子身份证的核心是准确、易区分的指纹图谱

库。完善的指纹图谱库的构建应全面且具有代表性，

不仅需要供试材料来源广泛，对引物的选择也有一

定标准。在多态性高的前提下，扩增条带重复性高，

清晰易统计也应纳入考虑范围，故而随着种质资源

数的扩大，所选用的ＳＳＲ引物也将不断调整和优化，
最终建立囊括所有核心种质的分子身份证。而居群

内的个体突变和人工种植中的机械混杂导致的种质

混杂等，同一品种铁皮石斛的不同个体在ＤＮＡ分子
水平可能存在微弱差异，表现为同居群不同个体经

同一ＳＳＲ引物扩增后产物位点数不同，可根据中华
中医药学会团体标准 “Ｔ／ＣＡＣＭ０１０２０１６中药分子
鉴定通则”的要求根据样品间差异位点数进行判定。

本研究利用３２对多态性引物进行１１份铁皮石
斛居群的遗传多样性分析，并从中筛选４对多态性

好、分辨率高的ＳＳＲ引物建立各铁皮石斛居群唯一
的 ＳＳＲ指纹图谱，结合栽培基地地理位置等信息，
以构建铁皮石斛居群的分子身份证，旨在为今后铁

皮石斛的品种鉴定提供准确、可靠的方法及溯源信

息平台。
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