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摘　 要: 该研究采用 Ｌ２５(５
６)正交设计和单因素两种方法ꎬ对影响地黄 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ 反应的 ５ 个因素(模板

ＤＮＡ 浓度ꎬ引物浓度ꎬｄｄＨ２Ｏ 和 Ｍｉｘ 的用量以及退火温度)进行了优化ꎮ 结果表明:优化后的反应体系总体

积为 ２５ μＬꎬ含有 ８ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎬ１ μＬ 模板 ＤＮＡ(８０ ｎｇμＬ￣１)ꎬ１ μＬ 引物(８ μｍｏｌＬ￣１)和 １５ μＬ Ｍｉｘꎬ退火温

度为 ４５ ℃ꎮ 运用 ３０ 份地黄种质材料ꎬ对优化的 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ 正交体系进行多次重复验证ꎬ获得了多态性丰

富、条带清晰的扩增图谱ꎬ证明该反应体系稳定可靠ꎮ 利用该体系对 ３２ 条 ＳＣｏＴ 引物进行两次筛选ꎬ得到 １４
个扩增产物清晰、重复性好且多态性条带相对较高的引物ꎮ 利用 ＳＣｏＴ４ 等 ５ 条引物构建了上述地黄 ２ 个种

共 ３０ 份种质的 ＳＣｏＴ 指纹图谱ꎮ 利用这 ５ 个 ＳＣｏＴ 引物指纹图谱可将 ７ 个地黄常用栽培品种区分开ꎮ 这表

明 ＳＣｏＴ 分子标记体系适用于地黄主要品种亲缘关系及遗传多样性的研究ꎬ所构建的指纹图谱也为地黄常

见的 ７ 个栽培品种的区分提供参考依据ꎮ
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ｖａｒｉｅｔｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 地黄(Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ)是玄参科地黄属多

年生草本植物ꎬ包括天目地黄、裂叶地黄、高地黄、
湖北地黄、茄叶地黄与地黄 ６ 个种ꎬ分布于中国、
日本和韩国等国家ꎮ 在我国ꎬ地黄主要分布于河

南、山西、辽宁、山东、陕西和安徽等地ꎮ 地黄根作

为药材和食材ꎬ具有重要的经济价值ꎮ 因此ꎬ地黄

备受人们青睐ꎬ广为研究ꎮ
就地黄 ＤＮＡ 分子标记研究而言ꎬ迄今已有

ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ、ＳＲＡＰ、ＳＣＡＲ、ＩＴＳ、ＡＦＬＰ、叶绿体 ＤＮＡ
非编码区片段和 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 分子标记应用于地黄遗

传多样性评价、分类、鉴定、指纹图谱、居群遗传关

系、结构及诊断茎尖快速繁殖地黄品种和 Ｆ１ 代杂

种(周延清等ꎬ２０１５ꎻ王婉珅ꎬ２０１６ꎻ夏至等ꎬ２０１６)、
种的鉴定等方面 (冯法节等ꎬ ２０１５ꎻ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ 但是ꎬ这些标记各有缺点ꎮ 譬如ꎬＲＡＰＤ
标记、ＡＦＬＰ 标记和 ＳＳＲ 标记依次具有不稳定性、
费时与昂贵和难以开发等缺点ꎬ所以ꎬ需要开发新

地黄分子标记ꎮ 目标起始密码子多态性分子标记

(ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬＳＣｏＴ)标记是一

种基于单引物扩增反应的新型目的基因分子标

记ꎬ是根据植物基因 ＡＴＧ 起始密码子侧翼保守区

域设计单引物ꎬ对基因组中 ＡＴＧ 两侧的区域进行

扩增ꎬ产生偏向候选功能基因区显性多态性标记ꎬ
具有能获得与性状联系紧密的目的基因、能对性

状进行跟踪、操作简单、重复性好﹑多态性丰富与

引物通用性好等优点ꎬ已被广泛应用于硬粒小麦

遗传多样性分析(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)、间接器官发生

途径再生火索麻植株的遗传纯合率(Ｍａｒｉａｐｐａｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１６)、基因差异表达和分子遗传连锁图谱构

建等方面(龙治坚等ꎬ２０１５)ꎮ
迄今ꎬＳＣｏＴ 标记技术尚未见地黄应用方面的

报道ꎬ从分子角度探讨地黄遗传多样性和亲缘关

系的研究也相对较少(陈大霞等ꎬ２０１２)ꎮ 因此ꎬ本
研究以开发地黄新分子标记为目的ꎬ以地黄为材

料ꎬ构建与优化地黄 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ 体系ꎬ并筛选合适

引物ꎬ对 ３０ 份种质进行了 ＳＣｏＴ 指纹图谱的构建ꎬ
为地黄遗传多样性分析和品种鉴定等研究奠定基

础ꎬ也为地黄常见的 ７ 个栽培品种红薯王、抗育

８３１、北京 ３ 号、北京 ２ 号、金状元、金九和温 ８５￣５
的区分提供参考依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

所用地黄种质收集于河南 ４ 个市县、山东 ２ 个

区县和上海华东师范大学ꎬ包括裂叶地黄 ( Ｒｅｈ￣
ｍａｎｎｉａ ｐｉａｓｅｚｋｉｉ)和地黄(Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ)这 ２
个种ꎬ共 ３０ 份种质ꎮ 具体如下:１.灵宝野生ꎻ２.上
作 １ꎻ３.山西北相ꎻ４.金线吊鱼ꎻ５.密县野生ꎻ６.郭里

毛ꎻ７.红薯王ꎻ８.组培 ９３０２ꎻ９.抗育 ８３１ꎻ１０.古贤地

黄ꎻ１１.皇后杂ꎻ１２.北京 ３ 号ꎻ１３.灵宝野生ꎻ１４.三
块ꎻ１５.方庄地黄ꎻ１６.温怀地黄ꎻ１７.北京 ２ 号ꎻ１８.金
状元ꎻ１９.范山地黄ꎻ２０.狮子头ꎻ２１.上作 ２ꎻ２２.张寺

９６１ꎻ２３.金九ꎻ２４.文昌地黄ꎻ２５.泰山地黄ꎻ２６.舞阳
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地黄ꎻ２７. 野生地黄ꎻ２８. 裂叶地黄ꎻ ２９. 温 ８５ － ５ꎻ
３０.卫辉地黄ꎮ 其中ꎬ１－２３ 号取自温县农科所ꎬ２４
号取自济南文昌山ꎬ２５ 号取自济南泰安泰山ꎬ２６
号取自漯河舞阳县ꎬ２７ 号取自灵宝县胡家原村ꎬ２８
号取自华东师范大学ꎬ２９ 号取自河南师范大学ꎬ３０
号取自卫辉市比干庙ꎮ ２０１６ 年 ５ 月由研究生王婉

珅采集的新鲜幼嫩叶子ꎬ 每个产地共采集三株作

为重复ꎬ经硅胶快速干燥后保存于－７０ ℃ 冰箱备

用ꎮ 均经过河南师范大学段红英教授鉴定和王婉

珅研究生 ＩＴＳ 测序与 ＮＣＢＩ 比对ꎬ确定为裂叶地黄

或地黄种质(王婉珅ꎬ２０１６)ꎮ 试验用的 Ｔａｑ Ｍａｓ￣
ｔｅｒＭｉｘ 由北京康为世纪生物科技有限公司合成ꎮ
从文献(陈大霞等ꎬ２０１２ꎻ李丕睿等ꎬ ２０１３ꎻ蒋雅琴

等ꎬ ２０１４)查选的 ３２ 个单引物序列ꎬ由北京三博远

志生物公司合成ꎬ命名为 ＳＣｏＴ１￣ＳＣｏＴ３２ꎮ
１.２ ＤＮＡ 的提取与检测

取新鲜地黄叶片ꎬ根据改良的 ＣＴＢＡ 提取叶片

ＤＮＡꎬ并用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 完整性ꎬ
并用紫外分光光度计测定其浓度和纯度ꎬ将样品

按所需浓度稀释ꎬ置于－２０ ℃ 条件下保存备用ꎮ
１.３ 基础 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ体系的建立与目标引物的筛选

根据文献 (徐林涛ꎬ ２０１５ꎻ Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ
Ｍａｈｊｂｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)初步建立基础的地黄 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ
反应体系ꎬ对 ３２ 条引物进行初次的筛选ꎮ ＳＣｏＴ￣
ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬꎬ包含 ８ μＬ ｄｄＨ２Ｏ、１ μＬ 模

板 ＤＮＡ(８０ ｎｇμＬ￣１)、１ μＬ 引物(８ μｍｏｌＬ￣１)、１０
μＬ Ｍｉｘꎮ 扩增程序:９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 １
ｍｉｎꎬ５０ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ３６ 个循环ꎻ
７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ 采用 １％琼脂糖凝胶电

泳检测 ＰＣＲ 扩增产物ꎬ拍照分析ꎮ
１.４ ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ 的正交试验设计

温 ８５￣５ 为地黄最常见的栽培品种ꎮ 选取温

８５￣５品种 ＤＮＡ 为模板ꎬ以 １.３ 中筛选的 ＳＣｏＴ１５ 为引

物ꎬ针对模板 ＤＮＡ 浓度、引物浓度、ｄｄＨ２ Ｏ 体积、
ＰＣＲ 反应体系中 Ｍｉｘ 的用量和退火温度 ５ 种因素

设置 ５ 个不同水平(表 １)ꎮ 采用 Ｌ２５(５６)正交试验

设计对基础 ＳＣｏＴ－ＰＣＲ 进行体系优化ꎬ２ 次重复ꎮ
ＰＣＲ 扩增反应在梯度 ＰＣＲ 仪 Ｔｇｒａｄｉｅｎｔ 上进行ꎬ扩
增程序:９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 １ｍｉｎꎬ退火温

度的设定依据正交表 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ ３６ 个

表 １　 地黄 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ 反应体系 Ｌ２５(５
６)正交试验设计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ
Ｌ２５(５

６) ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｄｅｓｉｇｎ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｄｄＨ２Ｏ
(μＬ)

模板
ＤＮＡ 用量

Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ
(μｇｍＬ￣１)

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

(μｍｏｌＬ￣１)

Ｍｉｘ
(μＬ)

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

(℃)

１ ７ ５０ ３.５ ９.０ ４５

２ ７ ６５ ５.０ １０.５ ４８

３ ７ ８０ ６.５ １２.０ ５１

４ ７ ９５ ８.０ １３.５ ５４

５ ７ １１０ ９.５ １５.０ ６０

６ ８.５ ５０ ５.０ １２.０ ５４

７ ８.５ ６５ ６.５ １３.５ ６０

８ ８.５ ８０ ８.０ １５.０ ４５

９ ８.５ ９５ ９.５ ９.０ ４８

１０ ８.５ １１０ ３.５ １０.０ ５１

１１ １０ ５０ ６.５ １５.０ ４８

１２ １０ ６５ ８.０ ９.０ ５１

１３ １０ ８０ ９.５ １０.５ ５４

１４ １０ ９５ ３.５ １２.０ ６０

１５ １０ １１０ ５.０ １３.５ ４５

１６ １１.５ ５０ ８.０ １０.５ ６０

１７ １１.５ ６５ ９.５ １２.０ ４５

１８ １１.５ ８０ ３.５ １３.５ ４８

１９ １１.５ ９５ ５.０ １５.０ ５１

２０ １１.５ １１０ ６.５ ９.０ ５４

２１ １３.０ ５０ ９.５ １３.５ ５１

２２ １３.０ ６５ ３.５ １５.０ ５４

２３ １３.０ ８０ ５.０ ９.０ ６０

２４ １３.０ ９５ ６.５ １０.５ ４５

２５ １３.０ １１０ ８.０ １２.０ ４８

循环ꎻ４ ℃保存ꎮ 扩增结束后ꎬ吸取扩增产物 ８ ~ １０
μＬ 进行 １％琼脂糖凝胶电泳ꎬ电极缓冲液为 １ ×
ＴＡＥꎬ在 Ｇｅｌ ＤｏｃｔｍＥＺ 凝胶成像仪拍照ꎮ
１.５ 退火温度优化

退火温度是影响 ＰＣＲ 特异性的重要因素ꎮ 根

据正交试验筛选出的最有体系设计单因素试验ꎬ
对退火温度再次进行梯度优化ꎮ 试验设置了 ５ 个

温度梯度: ４５.０、４７.０、５１.３、５３.３、５５.０ ℃ ꎮ 除退火

温度不同外ꎬ反应程序与筛选出的正交试验体系

相同ꎮ
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１.６ 正交试验最优体系的验证

用 １.３ 中筛选的 １４ 条引物和 １.５ 中优化后的

正交体系ꎬ对 ３０ 份地黄种质 ＤＮＡ 模板进行扩增ꎬ
用 １％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物ꎬ验证该体系

的稳定性、通用性和重复性ꎬ同时对 １４ 条引物进

行第二次筛选ꎮ 对所得的 ＳＣｏＴ 谱带保存并进行

数据分析ꎮ
１.７ 数据处理

数据用人工读带的方法ꎬ根据 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ 扩增

产物在凝胶电泳上的相对位置ꎬ依据分子量从大到

小的顺序读带ꎬ对电泳图谱上清晰且可辨认的条带

记为 １ꎬ无条带记为 ０ꎬ缺失记为 ９ꎬ模糊不清的不予

记录ꎬ建立 ３０ 份地黄种质的 ＳＣｏＴ 指纹图谱ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 地黄 ＤＮＡ 质量和浓度的检测

用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 完整性ꎬ检
测结果显示所得的 ＤＮＡ 条带清晰完整ꎬ无拖尾和

蛋白质污染ꎮ 取 １ μＬ 提取的 ＤＮＡꎬ以 ｄｄＨ２Ｏ 作为

基准ꎬ用微量分光光度计测定其浓度和纯度ꎬ
ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０均在 １.８ ~ ２.０ 之间ꎬ说明所提取的地

黄 ＤＮＡ 较纯净ꎬ无杂质污染ꎬ可进行 ＰＣＲ 扩增

试验ꎮ
２.２ 基础 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ 体系建立和筛选引物

利用基础体系与扩增程序ꎬ以温 ８５￣５、金九、金状

元、红薯王等地黄常见栽培种质的 ＤＮＡ 模板ꎬ对 ３２
条 ＳＣｏＴ 引物进行 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ 筛选(图 １)ꎮ 初次获得

扩增产物清晰、重复性好且多态性条带相对较高的

１４ 条引物 ＳＣｏＴ４:ＡＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＧꎻＳＣｏＴ５:
ＡＣＧＡＣＡＴＧＧＣＧＡＣＣＧＣＧＡꎻ ＳＣｏＴ１１: ＣＡＡＣＡＡＴＧＧＣ￣
ＴＡＣＣＡＣＧＴꎻ ＳＣｏＴ１４: ＡＡＧＣＡＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＡꎻ
ＳＣｏＴ１５: ＡＣＧＡＣＡＴＧＧＣＧＡＣＣＡＴＣＧꎻ ＳＣｏＴ１６: ＡＣＧＡ￣
ＣＡＴＧＧＣＧＡＣＣＡＣＧＣꎻ ＳＣｏＴ１９: ＡＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣ￣
ＣＧＧＣꎻ ＳＣｏＴ２１: ＧＣＡＡＣＡＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣꎻ ＳＣｏＴ２３:
ＡＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＡꎻ ＳＣｏＴ２５: ＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣ￣
ＣＡＣＣＧＧＣＣꎻ ＳＣｏＴ２６: ＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＧＣＧꎻ
ＳＣｏＴ２７: ＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＣＴꎻ ＳＣｏＴ２８: ＣＣＡＴＧ￣
ＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＡＧꎻ ＳＣｏＴ２９: ＡＣＧＡＣＡＴＧＧＣＧＡＣ￣
ＣＡＡＣＧꎬ并正式用于 ＰＣＲ 扩增ꎮ

注: Ｍ. Ｄ ５０００ ｍａｒｋｅｒꎻ 泳道 １－３２. 依次代表引物 ＳＣｏＴ１￣ＳＣｏＴ３２ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ. Ｄ ５０００ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌａｎｅｓ １－３２. Ｐｒｉｍｅｒｓ ＳＣｏＴ１￣ＳＣｏＴ３２.

图 １　 温 ８５￣５ 对 ３２ 条引物 ＳＣｏＴ１￣ＳＣｏＴ３２ 的初次筛选
Ｆｉｇ. １　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ３２ ｐｒｉｍｅｒｓ ＳＣｏＴ１￣ＳＣｏＴ３２

２.３ 正交试验的验证

从正交试验扩增结果可以看出ꎬ２５ 个处理组

合中有 １８ 个产生谱带ꎬ其中 １０ 号、１４ 号、１６ 号、
１８ 号、２０ 号、２２ 号和 ２３ 号处理组合没有扩增出产

物ꎬ５ 号、６ 号、７ 号和 １９ 号扩增产物极少ꎬ８ 号和 ９
号处理组合扩增谱带清晰ꎬ易于辨认ꎬ呈现多态性

(图 ２)ꎮ 综合各个条带的直观分析ꎬ最终确定地

黄 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ 的最佳反应体系为 ｄｄＨ２Ｏ ８ μＬꎬ模
板 ＤＮＡ 用量 ８０ ｎｇμＬ￣１ꎬ引物 ８ μｍｏｌＬ￣１ꎬＭｉｘ１５
μＬꎬ退火温度 ４５ ℃ꎬ总体积 ２５ μＬꎮ
２.４ 退火温度优化

在研究的 ５ 个退火温度(图 ３)中ꎬ４５.０ ℃ 扩

增的条带背景较强ꎬ条带易于辨认且特异性强ꎻ
４７.０ ℃和 ５５.０ ℃扩增的条带少且背景较弱ꎻ５１.３
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注: Ｍ. Ｄ ５０００ ｍａｒｋｅｒꎻ 泳道 １－２５. 从左到右依次为正交表 Ｌ２５(５
６)个处理ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ. Ｄ ５０００ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌａｎｅ １－２５. Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔꎬ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔａｂｌｅ Ｌ２５(５
６) ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ.

图 ２　 正交设计电泳结果
Ｆｉｇ. ２　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ

注: Ｍ. Ｄ ５０００ ｍａｒｋｅｒꎻ 泳道 １－５. 从左到右依次为 ５ 个温度梯度: ４５.０、４７.０、５１.３、５３.３、５５.０ ℃ ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ. Ｄ ５０００ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌａｎｅｓ １－５. Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ａｒｅ ｆｉｖｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ: ４５.０ꎬ ４７.０ꎬ ５１.３ꎬ ５３.３ꎬ ５５.０ ℃ .

图 ３　 退火温度对地黄 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ 反应的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ

℃和 ５３.３ ℃随着退火温度的升高ꎬ扩增条带数目

增加ꎬ背景增强ꎬ但当退温度上升到 ５５.０ ℃时ꎬ背
景又变弱ꎮ 因此ꎬ以条带扩增清晰、呈现多态性为

依据ꎬ确定本试验的最佳退火温度为 ４５.０ ℃ ꎮ
２.５ 地黄最适反应体系的验证

用初次筛选的 １４ 条引物ꎬ对 ３０ 份地黄种质

ＤＮＡ 模板进行 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ 分析ꎬ将产物进行琼脂

糖凝胶电泳检测ꎮ 除 ＳＣｏＴ２１ 和 ＳＣｏＴ２５ 外ꎬ所用

引物均能在供试材料中扩增出条带清晰、亮度适

中、多态性高的条带ꎮ 如 ＳＣｏＴ１５ 在 ３０ 份地黄材

料中的扩增谱带清晰、易于辨认、呈现多态性(图

４)ꎮ 这说明建立和优化的 ＳＣｏＴ 分子标记反应体

系适用于地黄基因组 ＤＮＡ 的遗传多样性等后续

研究ꎮ
２.６ ＳＣｏＴ 引物扩增分析

通过对 ３２ 条 ＳＣｏＴ 引物的两次筛选ꎬ得到 １４
个扩增产物清晰、重复性好且多态性条带相对较

高的引物ꎮ 利用筛选的 １４ 条 ＳＣｏＴ 引物对 ３０ 份地

黄种质资源进行扩增分析ꎬ研究结果表明:(１) １４
条 ＳＣｏＴ 引物对 ３０ 份地黄材料共扩增出 １０３ 个位

点ꎬ其中多态性位点有 ９６ 个ꎬ多态率达 ９４.２％ꎻ(２)
３０ 份材料的遗传相似系数在 ０.４７１ ９~０.９２２ ３之间ꎬ

２１６ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



注:Ｍ. Ｄ ５０００ ｍａｒｋｅｒꎻ 泳道 １－３０. １－３０ 份地黄品种ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ. Ｄ ５０００ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌａｎｅｓ １－３０. １－３０ ｐａｒｔｓ

ｏｆ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ.

图 ４　 ＳＣｏＴ１５ 的扩增结果
Ｆｉｇ. ４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＣｏＴ１５

平均遗传相似系数为 ０.７０ꎬ说明 ＳＣｏＴ 标记能够显

示品种间较高的遗传多样性ꎮ 在最终选择 ５ 条引

物用于构建 ３０ 份地黄种质的指纹图谱ꎬ利用这 ５
条 ＳＣｏＴ 多态性引物指纹图谱可将 ７ 个地黄常用

栽培品种区分开ꎮ
２.７ 指纹图谱构建

根据 ５ 条引物 ＳＣｏＴ４、ＳＣｏＴ５、ＳＣｏＴ１１、ＳＣｏＴ１５
和 ＳＣｏＴ ２７ 的扩增结果ꎬ对电泳图谱上清晰且可辨

认的条带记为 １ꎬ无条带记为 ０ꎬ缺失记为 ９ꎬ模糊不

清的不予记录ꎬ建立 ３０ 份地黄种质的 ＳＣｏＴ 指纹图

谱数字化表格(表 ２)ꎬ利用此 ５ 条 ＳＣｏＴ 多态性引物

可有效区分地黄 ７ 个常用栽培品种ꎮ 利用引物

ＳＣｏＴ４ 产生的特异性条带可以将北京 ２ 号、金状元

和金九区分开ꎬ引物 ＳＣｏＴ２７ 可将红薯王和抗育 ８３１
区别开ꎬ利用引物 ＳＣｏＴ５ 可扩增出北京 ３ 号的特异

性条带ꎬ引物 ＳＣｏＴ１１ 可产生温 ８５￣５ 的特异性条带ꎬ
引物 ＳＣｏＴ２７ 能扩增出金九的特异性条带ꎮ

表 ２　 ５ 条引物构建 ３０ 份地黄材料的指纹图谱
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｉｒｔｙ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ ｍａｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｆｉｖｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

片段大小
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｉｚｅ
(ｂｐ)

３０ 份地黄资源　 ３０ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０ ２１ ２２ ２３ ２４ ２５ ２６ ２７ ２８ ２９ ３０

ＳＣｏＴ４ ２ ５００ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

２ ０００ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１ ８００ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １ １ １ ０

１ ５００ １ １ １ １ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０

ＳＣｏＴ５ ２ ０００ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ １ １ ０ ０ １ ０ ０ １ ０ １ １ １ １ １ １ １ １ １

１ ５００ １ １ １ １ １ ０ １ １ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ ０

１ ０００ ０ １ １ １ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ ０ １ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ １ １ ０

３５０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ ０

ＳＣｏＴ１１ ２ ０００ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １

１ ８００ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ ０

１ ５００ ０ １ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １

１ ０００ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ０ ０ １ ０ １ １ １ １ １ ０ ０ １ １ １ １ １ １ １

ＳＣｏＴ１５ ２ ０００ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ９ ０ ０ ０

１ ８００ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １ １ １ ０ ０ ０ ０ １ ９ ０ ０ ０

１ ５００ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ９ １ １ １

１ ２００ １ １ １ １ １ １ １ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ９ ０ ０ １

ＳＣｏＴ２７ ２ ０００ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １

１ ５００ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １

３１６５ 期 杨珂等: 地黄 ＳＣｏＴ 分子标记体系的建立和指纹图谱的构建



３　 讨论

本研究筛选的 １４ 条 ＳＣｏＴ 引物在 ３０ 份地黄资

源中具有很高的多态性ꎬ平均多态率达到９４.２％ꎬ其
引物多态性效果比一些报道的结果好ꎮ 如李丕睿

等(２０１３)对 １８ 份菊花材料进行多样性研究发现ꎬ
１２ 条 ＳＣｏＴ 引物的平均多态率为 ９０.４％ꎻ在蒋雅琴

等(２０１４)对 ８１ 份丝瓜品种的研究中ꎬ１０ 条引物的

多态率为 ８７.５７％ꎮ 利用这些引物能在部分栽培品

种中扩增出特异性条带ꎬ这些特异性条带是否与特

定性状有关ꎬ还需要进一步研究证明ꎮ
本研究以开发地黄新分子标记为目的ꎬ克服上

述 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ 技术的不足ꎬ建立并优化出适宜的地

黄 ＳＣｏＴ￣ＰＣＲ 反应体系ꎬ 即总体积 ２５ μＬꎬ 包含

ｄｄＨ２Ｏ ８μＬꎬ模板 ＤＮＡ 用量 ８０ ｎｇμＬ￣１ꎬ引物 ８
μｍｏｌＬ￣１ꎬＭｉｘ １５ μＬꎬ退火温度 ４５ ℃ꎮ 该 ＳＣｏＴ￣
ＰＣＲ 体系已在地黄栽培种、地黄属的 ２ 个不同种之

间、农家种与野生种上进行了通用性和稳定性验

证ꎬ都得到了特异性丰富的谱带ꎬ表明其适于地黄

属种质的指纹图谱构建和鉴定及遗传多样性分析

等ꎬ也为其 ＳＣＡＲ 标记开发等后续研究奠定了基础ꎮ

参考文献:

ＣＨＥＮ ＤＸꎬ ＬＩ ＬＹꎬ ＰＥＮＧ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９. ＳＲＡＰ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｇｅ￣
ｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ
ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｓｃｒｏｐｈｕｌａｒｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ [Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ Ｍａｔ Ｍｅｄꎬ ３４(２):
１３８－１４２. [陈大霞ꎬ 李隆云ꎬ 彭锐ꎬ等ꎬ ２００９. 玄参 ３ 种栽
培类型遗传关系和遗传多样性的 ＳＲＡＰ 研究 [Ｊ]. 中国
中药杂志ꎬ ３４(２):１３８－１４２.]

ＦＥＮＧ ＦＪꎬ ＬＩ ＭＪꎬ ＧＵ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＥＳＴ￣
ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ
Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ [Ｊ]. Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ａｇｒｉｃ Ｓｃｉꎬ ４２(１０):
１２０－１２６. [冯法节ꎬ 李明杰ꎬ 古力ꎬ 等ꎬ ２０１５. 地黄 ＥＳＴ￣
ＳＳＲ 标记的开发及扩增体系的建立 [Ｊ]. 广东农业科学ꎬ
４２(１０):１２０－１２６.]

ＧＵＯ Ｊꎬ ＹＵ Ｘꎬ ＹＩＮ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ
ｏｆ Ｔｈｉｎｏｐｙｒｕｍ ａｎｄ Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ＳＣｏＴ ａｎｄ
ＣＤＤＰ ｍａｒｋｅｒｓ [Ｊ]. Ｐｌａｎｔ Ｓｙｓｔ Ｅｖｏｌꎬ ３０２(９): １３０１－１３０９.

ＪＩＡＮＧ ＹＱꎬ ＬＩ Ｙꎬ ＬＩ ＷＪꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＣｏＴ

ｍａｒｋｅｒｓ ｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｌｏｏｆａｈ Ｍｉｌｌ.[Ｊ]. Ｊ Ｓ
Ａｇｒｉｃꎬ ４５(１２): ２１１７－２１２２. [蒋雅琴ꎬ 黎炎ꎬ 李文嘉ꎬ 等ꎬ
２０１４. ＳＣｏＴ 分子标记技术在丝瓜上的应用 [Ｊ]. 南方农业
学报ꎬ ４５(１２):２１１７－２１２２.]

ＬＩ ＰＲꎬ ＪＩＡＮＧ ＪＦꎬ ＣＨＥＮ ＳＭꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ＳＣｏＴ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ [Ｊ]. Ｊ Ｈｏｒｔｉｃꎬ ４０(１０): ２０１５－
２０２５. [李丕睿ꎬ 蒋甲福ꎬ 陈素梅ꎬ 等ꎬ ２０１３. 菊属植物
ＳＣｏＴ 分子标记技术在遗传多样性分析中的应用 [Ｊ]. 园
艺学报ꎬ ４０(１０): ２０１５－２０２５.]

ＬＩＵ ＣＹꎬ ＹＵＡＮ Ｃꎬ ＬＩ ＸＴꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｉ￣
ｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ ｆｒｏｍ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎｄ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｍｏｎｇ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ
[Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｙｓｔ Ｅｃｏｌꎬ ５９: １７７－１８２.

ＬＯＮＧ ＺＪꎬ ＦＡＮ ＬＺꎬ ＸＵ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５. Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ＳＣｏＴ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ [Ｊ]. Ｊ Ｐｌａｎｔ
Ｇｅｎ Ｒｅｓｏｕｒꎬ １６(２): ３３６－３４３. [龙治坚ꎬ 范理璋ꎬ 徐刚ꎬ 等ꎬ
２０１５. ＳＣｏＴ 分子标记在植物研究中的应用进展 [Ｊ]. 植物
遗传资源学报ꎬ １６(２) :３３６－３４３. ]

ＭＡＨＪＢＩ Ａꎬ ＢＡＲＡＫＥＴ Ｇꎬ ＯＵＥＳＬＡＴＩ Ａꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５. Ｓｔａｒｔ Ｃｏ￣
ｄｏｎ Ｔａｒｇｅｔｅｄ (ＳＣｏＴ) ｍａｒｋｅｒｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｕｎｉｓｉａｎ
Ｃｉｔｒｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ [Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｙｓｔ Ｅｃｏｌꎬ ６１:３９０－３９８ .

ＭＡＲＩＡＰＰＡＮ Ｍꎬ ＴＨＩＲＵＰＰＡＴＨＩ ＳＫꎬ ＭＡＮＤＡＬＩ ＶＲꎬ ２０１６. Ｏｒ￣
ｇａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ
ＳＣｏＴ ａｎｄ ＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ Ｈｅｌｉｃｔｅｒｅｓ ｉｓｏｒａ Ｌ.ꎬ ａ ｍｅｄｉｃｉｎａｌｌｙ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｒｅｅ [Ｊ]. Ｓａｆｒ Ｊ Ｂｏｔꎬ １０６:２０４－２１０.

ＷＡＮＧ ＷＳꎬ ２０１６. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｂａｒｃｏｄｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ [Ｄ]. Ｘｉｎｘｉａｎｇ: Ｈｅｎａｎ
Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ. [王婉珅ꎬ ２０１６. 地黄 ＤＮＡ 条形码序列的
筛选与鉴定研究 [Ｄ]. 新乡: 河南师范大学.]

ＸＵ ＬＴꎬ ２０１５. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｈｅａｔ￣ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｒｙｅｇｒａｓｓ ｇｅｒｍ￣
ｐｌａｓｍ ｌｉｎｅ [Ｄ]. Ｔａｉａｎ: Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ. [徐
林涛ꎬ ２０１５. 小麦—中间偃麦草种质系的鉴定 [Ｄ]. 泰安:
山东农业大学.]

ＸＩＡ Ｚꎬ ＷＡＮＧ ＬＪꎬ ＨＵＡＮＧ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ＤＮＡ ｂａｒｃｏｄｅｓ ｏｆ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｃｕｌ￣
ｔｉｖａｔｉｏｎ [Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｔｒａｄ Ｈｅｒｂ Ｄｒｕｇｓꎬ ４７(４): ６４８－６５４. [ 夏
至ꎬ 王璐静ꎬ 黄勇ꎬ 等ꎬ ２０１６. 地黄属植物ＤＮＡ 条形码鉴定
及地黄栽培起源研究 [Ｊ]. 中草药ꎬ ４７(４):６４８－６５４. ]

ＺＨＯＵ ＹＱꎬ ＹＡＯ ＨＬꎬ ＺＨＯＵ ＣＥꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏ￣
ｇｒｅｓｓ ｏｆ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｂｒｅｅｄｉｎｇ [Ｊ]. Ｇｕｉｈａｉａꎬ ３０(３): ３７３－
３７６. [周延清ꎬ 姚换灵ꎬ 周春娥ꎬ 等ꎬ ２０１０. 地黄育种研究
进展 [Ｊ]. 广西植物ꎬ ３０(３): ３７３－３７６.]

ＺＨＯＵ ＹＱꎬ ＷＡＮＧ ＷＳꎬ ＷＡＮＧ ＸＮꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５. Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ
ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ
ｇｌｕｔｉｎｏｓａ [Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉꎬ ５０(５): ６６５－６７２. [周延
清ꎬ 王婉珅ꎬ 王向楠ꎬ 等ꎬ ２０１５. 地黄 ＤＮＡ 分子标记与基
因功能研究进展 [Ｊ]. 植物学报ꎬ ５０(５):６６５－６７２.]

４１６ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷


