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摘　 要: 为探究苗药八爪金龙群体遗传进化和亲缘关系的远近ꎬ该研究利用简化基因组测序技术( ＳＬＡＦ￣
ｓｅｑ)对 ４２ 份八爪金龙样品进行测序ꎬ获得多态性 ＳＬＡＦ 标签ꎮ 同时采用 ＧＡＴＫ 和 ＳＡＭｔｏｏｌｓ 软件在多态性

ＳＬＡＦ 中检测单核苷酸多态性(ＳＮＰ)分子标记ꎬ并利用 ＳＮＰ 分子标记分析八爪金龙样品间的遗传分化关系ꎮ
结果表明:(１)４２ 份八爪金龙共获得 ２４６.３５ Ｍｂ ｒｅａｄｓꎬ测序质量值 Ｑ３０ 的平均值为 ９５.６６％ꎬＧＣ 含量的平均

值为４１.１４％ꎮ (２)通过生物信息学的分析ꎬ获得 １ ７６９ ２６５ 个 ＳＬＡＦ 标签ꎬ其中 ３７９ ８２９ 个多态性 ＳＬＡＦ 标

签ꎬ共开发 ２ ２９９ ６４０ 个 ＳＮＰｓ 分子标记ꎮ (３)利用开发的 ＳＮＰｓ 数据构建八爪金龙的系统发育树ꎬ ４２ 份八爪

金龙分成两个大的类群ꎮ 第一类群为细柄百两和原变种百两金ꎻ第二类群由贵州朱砂根、红凉伞、湖北朱砂

根和江西朱砂根组成ꎮ 江西朱砂根与其余群体关系较远ꎬ有明显的分群现象ꎮ 该研究从基因组水平揭示不

同地区八爪金龙资源之间的遗传关系ꎬ为八爪金龙种质资源的鉴定和遗传多样性分析提供了理论基础ꎬ所
开发的 ＳＮＰ 位点可进一步用于挖掘与品质、抗逆性等相关的基因ꎮ
关键词: 八爪金龙ꎬ ＳＬＡＦ￣ｓｅｑꎬ ＳＮＰꎬ 遗传进化ꎬ 亲缘关系
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　 　 八爪金龙为贵州省苗族常用药物ꎬ其药用部

位为根及根茎ꎬ具有清热解毒、祛风除湿、散瘀止

痛等功能ꎬ被苗族奉为喉科良药ꎬ是苗药验方开喉

剑喷雾剂(赵欧等ꎬ２０１６)和养阴口香合剂(吴筑

华ꎬ２０１２)的主要成分ꎮ 八爪金龙药材来源多样ꎬ
其基原植物为紫金牛科 (Ｍｙｒｓｉｎａｃｅａｅ) 紫金牛属

(Ａｒｄｉｓｉａ) 植 物 朱 砂 根 ( Ａ. ｃｒｅｎａｔａ)、 红 凉 伞 ( Ａ.
ｃｒｅｎａｔａ ｖａｒ. ｂｉｃｏｌｏｒ)、百两金( Ａ. ｃｒｉｓｐａ)、大叶百两

金( Ａ. ｃｒｉｓｐａ ｖａｒ. ａｍｐｌｉｆｏｌｉａ) 和 细 柄 百 两 金 ( Ａ.
ｃｒｉｓｐａ ｖａｒ. ｄｉｅｌｓｉｉ) (中国科学院中国植物志编辑委

员会ꎬ ２００２)ꎮ 研究表明ꎬ不同来源的八爪金龙药

材化学成分存在差异ꎬ其主要成分岩白菜素的含

量在不同来源的八爪金龙中存在差异ꎬ朱砂根中

的皂苷数量远远丰富于百两金(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎻ
而百两金中发现的 ４ 种黄酮类在朱砂根未被鉴定

到(黄伟等ꎬ２０１０)ꎮ 化学成分的形成与品质、产
地、生态等密切相关ꎬ而化学成分决定其质量的好

坏及其药理作用ꎮ
八爪金龙资源主要以野生为主ꎬ其地理分布、

生态环境、生长周期、采收与产地初加工存在的差

异ꎬ为八爪金龙用药准确及质量均一带来了难题ꎻ
其药材使用比较混乱ꎬ也使得质量难以控制ꎬ严重

影响其质量控制以及临床使用的“疗效同等性”ꎮ
因此ꎬ建立有效的鉴定方法ꎬ对其遗传结构进行深

入分析ꎬ明确八爪金龙的起源和亲缘关系ꎬ优选出

质量较好且稳定的居群ꎬ保证其正确使用ꎬ对于规

范八爪金龙流通和临床有效利用具有重要的指导

意义ꎮ 目前主要的鉴别方法有性状鉴别、显微鉴

别、ＤＮＡ 条形码等 (陈新莲等ꎬ２０１７ꎻ陈文婷等ꎬ
２０２０ꎻ潘婕等ꎬ２０２０)ꎬ但这些方法具有片面性强或

实验过程复杂等缺点ꎮ 高通量测序的技术ꎬ如简

化基因组测序(ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ)已经被运用于药用植物

的种质资源鉴定、遗传定位分析、多态性分析、系
统进化分析等(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻＤｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ

本研究利用 ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ 技术对贵州、湖北、江西

３ 个地点的 ４２ 份八爪金龙种质资源进行测序ꎬ获
得 ＳＬＡＦ 多态性标签ꎬ应用 ＧＡＴＫ 和 ＳＡＭｔｏｏｌｓ 软件

对 ＳＮＰ 进行检测ꎮ 基于 ＳＮＰ 分子标记ꎬ利用生物

信息学进行系统进化树、群体结构和 ＰＣＡ 分析ꎬ从
基因组水平揭示不同个体之间的遗传分化关系ꎬ
评估八爪金龙遗传资源的亲缘关系ꎬ为八爪金龙

种质资源的鉴定和育种提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

４２ 份八爪金龙种质资源来源于贵州、湖北和

江西ꎬ其中贵州 ３０ 份(８ 份原变种百两金 ＢＬＹ、８
份细柄百两金 ＢＬＸ、８ 份朱砂根 ＺＳＧ、６ 份红凉伞

ＨＬ)ꎬ湖北恩施朱砂根 ＺＳＨ ６ 份ꎬ江西武功山朱砂

根 ＺＳＪ ６ 份ꎬ对叶片形态进行拍照观察ꎮ 具体分布

地点如表 １ 所示ꎮ

表 １　 ４２ 份八爪金龙种质资源来源
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ４２ Ｒａｄｉｘ Ａｒｄｉｓｉａ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

样品类型
Ｓａｍｐｌｅ
ｔｙｐｅ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

原变种百两金(ＢＬＹ)
Ａｒｄｉｓｉａ ｃｒｉｓｐａ ｖａｒ. ｃｒｉｓｐａ

叶片
Ｌｅａｆ

８ 贵州贵阳
ＧｕｉｙａｎｇꎬＧｕｉｚｈｏｕ

细柄百两金(ＢＬＸ)
Ａｒｄｉｓｉａ ｃｒｉｓｐａ ｖａｒ. ｄｉｅｌｓｉｉ

叶片
Ｌｅａｆ

８ 贵州贵阳
ＧｕｉｙａｎｇꎬＧｕｉｚｈｏｕ

朱砂根(ＺＳＧ)
Ａｒｄｉｓｉａ ｃｒｅｎａｔａ

叶片
Ｌｅａｆ

８ 贵州贵阳
ＧｕｉｙａｎｇꎬＧｕｉｚｈｏｕ

红凉伞(ＨＬ)
Ａｒｄｉｓｉａ ｃｒｅｎａｔａ ｖａｒ. ｂｉｃｏｌｏｒ

叶片
Ｌｅａｆ

６ 贵州贵阳
ＧｕｉｙａｎｇꎬＧｕｉｚｈｏｕ

朱砂根(ＺＳＨ)
Ａｒｄｉｓｉａ ｃｒｅｎａｔａ

叶片
Ｌｅａｆ

６ 湖北恩施
Ｅｎｓｈｉꎬ Ｈｕｂｅｉ

朱砂根(ＺＳＪ)
Ａｒｄｉｓｉａ ｃｒｅｎａｔａ

叶片
Ｌｅａｆ

６ 江西武功山
Ｗｕｇｏｎｇｓｈａｎꎬ Ｊｉａｎｇｘｉ

１.２ 基因组 ＤＮＡ 的制备

取约 ４０ ｍｇ 八爪金龙叶片ꎬ用 ７５％医用酒精

棉球擦拭叶片ꎬ将其剪碎后ꎬ加入液氮研磨ꎬ利用

试剂盒提取八爪金龙基因组总 ＤＮＡꎬ用 １％琼脂糖

凝胶电泳和 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 检测八爪金龙基因组

ＤＮＡ 的质量和浓度ꎮ

６４１１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



１.３ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序及产出数据的质量分析

由于八爪金龙目前尚无基因组序列信息发

布ꎬ同时也无其近缘物种的基因组作参考ꎬ根据八

爪金龙基因组的大小以及 ＧＣ 含量等信息ꎮ 选取

水稻日本晴(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｓｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ)参考基因组

进行酶切预测ꎬ选择最适酶切方案ꎬ以期获得足够

标签数的酶切片段 ( ＳＬＡＦ 标签) ( Ｄａｖｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３)ꎮ 选取 ＨａｅＩＩＩ＋ＳｃａＩ￣ＨＦ 酶进行酶切ꎬ对质量

合格的八爪金龙个体基因 ＤＮＡ 分别进行酶切ꎮ
将酶 切 片 段 的 ３′ 端 加 Ａꎬ 加 Ｄｕａｌ￣ｉｎｄｅｘ 接 头

(Ｋｏｚｉｃｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎬ然后进行 ＰＣＲ 扩增、纯化、
建库ꎬ质检合格的文库ꎬ利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 进行

测序ꎮ
１.４ ＳＬＡＦ 标签和 ＳＮＰ 标记的开发

利用 Ｄｕａｌ￣ｉｎｄｅｘ 识别测序得到的原始数据ꎬ获
得样品的 ｒｅａｄｓꎬ对低质量的 ｒｅａｄｓ 及 ｒｅａｄ 接头进

行过滤ꎬ获得高质量的 ｒｅａｄｓꎮ 对高质量的 ｒｅａｄｓ 进

行聚类分析ꎬ聚在一起的为同一个 ＳＬＡＦ 标签ꎬ其
不同个体间序列的差异为多态性 ＳＬＡＦ 标签ꎮ 以

测序深度最高的 ＳＬＡＦ 标签序列作为参考序列ꎬ利
用 ＢＷＡ 软件(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)将高质量的 ｒｅａｄｓ 比

对到参考基因组上ꎬ结合 ＧＡＴＫ(ＭｃＫｅｎｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０)和 ＳＡＭｔｏｏｌｓ( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)软件计算 ＳＮＰ
分子标记ꎬ取两个软件的交集得到最终的 ＳＮＰ 分

子标 记ꎬ ＭＡＦ > ０. ０５ 的 ＳＮＰ 被 认 为 是 代 表 性

的 ＳＮＰꎮ
１.５ 遗传结构分析

将具有代表性的高质量 ＳＮＰ 使用 ＭＥＧＡ Ｘ
(Ｋｕｍａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)软件ꎬ基于邻接法( ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣
ｊｏｉｎｉｎｇ)ꎬ采用 Ｋｉｍｕｒａ ２￣ｐａｒａｍｅｔｅｒ 模型ꎬｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重

复 １ ０００ 次ꎬ构建各样品的系统发育树ꎮ 基于 ＳＮＰ
数 据ꎬ 利 用 ａｄｍｉｘｔｕｒｅ 软 件 ( Ａｌｅｘａｎｄｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００９)ꎬ分析样品的群体结构ꎬ假设样品的分群数

(Ｋ 值)为 １ ~ １０ꎬ进行聚类分析ꎬ利用交叉验证法

验证聚类结果ꎬ交叉验证错误率最小时为最佳分

群数ꎮ 同时利用 ＥＩＧＥＮＳＯＦＴ 软件 ( Ｐｒｉｃｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００６)ꎬ 进 行 主 成 分 分 析 ( ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
ａｎａｌｙｓｉｓ)(ＰＣＡ)ꎬ得到样品的主成分聚类情况ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 八爪金龙的形态特征

苗药八爪金龙由朱砂根、红凉伞、百两金和细

柄百两金等的根茎加工而成ꎮ 朱砂根( ＺＳ)、红凉

伞( ＨＬ)、原变种百两金 ( ＢＬＹ) 及细柄百两金

(ＢＬＸ)在叶片形态上存在差异ꎬ细柄百两金叶片

较狭窄ꎬ朱砂根的叶片边缘有齿ꎬ红凉伞叶片背面

是红色的(图 １)ꎮ 百两金及其变种主要区别在于

叶片长度及宽度ꎮ 朱砂根变种红凉伞的叶背、花
梗、花萼及花瓣均带紫红色(图 １)ꎮ
２.２ 建库评估

利用 ＳＬＡＦ￣ｐｒｅｄｉｃｔ 软件对八爪金龙基因组进

行酶切方案预测ꎬ选择 ＨａｅⅢ＋ＳｃａＩ￣ＨＦ 酶对八爪

金龙基因组进行酶切ꎬＳＬＡＦ 标签长度为 ４１４ ~ ４６４
ｂｐꎬ预测得到 ２２２ ５０９ 个 ＳＬＡＦ 标签(表 ２)ꎮ 将水

稻日本晴的测序 ｒｅａｄｓ 与其参考基因组进行比对ꎬ
水稻日本晴双端比对率为 ９６. ９６％ꎬ酶切比例为

９５.７９％(表 ３)ꎮ
２.３ 测序数据统计与评估

经 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序平台进行测序ꎬ共获得

２４６.３５ Ｍｂ ｒｅａｄｓꎬ测序后各样品的 ｒｅａｄｓ 数目在

１ ４９１ ６４４~ １１ ９２３ ３２８ ｂｐ 范围内(图 ２)ꎮ 测序质

量值 Ｑ３０ 平均值为 ９５.６６％ꎬ测序碱基错误率低ꎬ
所获 数 据 合 格ꎻ 测 序 获 得 ＧＣ 含 量 平 均 值 为

４１.１４％ꎬ达到测序要求ꎮ
２.４ ＳＬＡＦ 标签与 ＳＮＰ 标记的鉴定

通过序列分析ꎬ从 ４２ 份八爪金龙中共获得了

１ ７６９ ２６５ 个 ＳＬＡＦ 标签(表 ４)ꎮ 标签的平均测序

深度为 ２６.４８ꎬ鉴定到 ３７９ ８２９ 个多态性 ＳＬＡＦ 标

签ꎬ对多态性 ＳＬＡＦ 标签进行分析ꎬ共开发得到

２ ２９９ ６４０ 个 ＳＮＰ 位点(表 ４)ꎮ
２.５ 系统发育分析

基于开发的 ２ ２９９ ６４０ 个 ＳＮＰꎬ采用 Ｋｉｍｕｒａ ２￣
ｐａｒａｍｅｔｅｒ 模型ꎬ构建所有个体的 ＮＪ 系统发育树

(图 ３)ꎮ ４２ 份样品可分成 ２ 个大的类群ꎬ第一类

群由细柄百两 金 ( ＢＬＸ１ － ８) 和 原 变 种 百 两 金

(ＢＬＹ１－８)ꎬ显示它们之间有更近的亲缘关系ꎬ细
柄百两金可能由原变种百两金上溯而来ꎮ 第二类

群由贵州朱砂根(ＺＳＧ１－８)、红凉伞(ＨＬ)、湖北朱

砂根(ＺＳＨ１－６)和江西朱砂根( ＺＳＪ１ － ６)组成ꎬ表
明它们之间有较近的亲缘ꎬ其分化有着明显的地

域特征ꎮ
２.６ 遗传结构分析

基于开发出的 ２ ２９９ ６４０ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ通过

ａｄｍｉｘｔｕｒｅ 软件分析群体结构ꎮ Ｋ 值为 １ ~ １０ 的聚

类情况(图 ４)及各个 Ｋ 值对应的交叉验证错误率
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表 ２　 根据酶切方案设计预测相关信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ

ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

酶
Ｅｎｚｙｍｅ

插入片段大小
Ｉｎｓｅｒｔ ｓｉｚｅ

ＳＬＡＦ 个数
ＳＬＡＦ ｎｕｍｂｅｒ

ＨａｅⅢ＋ＳｃａＩ￣ＨＦ ４１４~ ４６４ ２２２ ５０９

表 ３　 水稻日本晴测序读长比对结果统计表
Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｓｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

双端比对
Ｐａｉｒｅｄ￣
ｅｎｄ

ｍａｐｐｅｄ
ｒｅａｄｓ
(％)

未比对
Ｕｎｍａｐｐｅｄ

ｒｅａｄｓ
(％)

正常酶
切比例
Ｎｏｒｍａｌ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

(％)

部分酶
切比例
Ｐａｒｔ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

(％)

水稻日本晴
Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｓｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ ９６.９６ ２.０５ ９５.７９ ４.２１

(图 ５)ꎬ交叉验证错误率最小时为最优分群组ꎮ
当 Ｋ＝ ６ 时ꎬ交叉验证错误率最小ꎬ因此最佳分群

数为 ６ꎬ将 ４２ 份八爪金龙种质资源分为 ６ 个亚组ꎬ
表明八爪金龙种间遗传差异较大ꎬ形成明显的种

群遗传分化ꎮ 当 Ｋ ＝ ２ 时ꎬ百两金和朱砂根明显分

开ꎻ当 Ｋ＝ ３ 时ꎬ朱砂根、百两金和江西武功山朱砂

根区分开ꎻ当 Ｋ＝ ４ 时ꎬ将细柄百两金、原变种百两

金、江西武功山朱砂根和贵州朱砂根区分开ꎻ当
Ｋ＝ ５ 时ꎬ将细柄百两金、原变种百两金、江西武功

山朱砂根、贵州朱砂根和湖北朱砂根区分开ꎻ当
Ｋ＝ ６ 时ꎬ将细柄百两金、原变种百两金、江西武功

山朱砂根、贵州朱砂根、湖北朱砂根区分开和红凉

伞区分开ꎬ但存在基因渗入的情况ꎮ
２.７ ＰＣＡ 分析

用 ＥＩＧＥＮＳＯＦＴ 软件对 ２ ２９９ ６４０ 个 ＳＮＰ 位点

进行 ＰＣＡ 分析ꎬ得到 ４２ 份八爪金龙主成分聚类分

析结果(图 ６)ꎮ 通过 ＰＣＡ 分析将个体聚为三维ꎬ
ＰＣ１ 代表第一主成分ꎬＰＣ２ 代表第二主成分ꎬＰＣ３ 代

表第三主成分ꎬ且 ＰＣ１、ＰＣ２、ＰＣ３ 的方差贡献率分

别为 ３９.２１％、１８.５８％、７.７１％ꎮ 从图 ６ 可以看出ꎬ样
品间存在差异ꎬ来自同一地方的朱砂根 /百两金基

本上聚在一起ꎬ说明它们之间的亲缘关系比较近ꎮ
图中不同颜色表示所属的群体ꎬ能够反映个体的聚

类情况ꎬ群体之间的距离能够反映亲缘关系的远

近ꎮ 群体之间的距离越远说明遗传背景越远ꎬ将 ４２
份材料大致分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 四组ꎮ Ａ 组为原变种百

两金(除 ＢＬＹ１ 外)ꎻＢ 组为细柄百两金(除 ＢＬＸ５、
ＢＬＸ６、ＢＬＸ８ 外)ꎻＣ 组为贵州朱砂根(ＺＳＧ１－８)、湖
北朱砂根(ＺＳＨ)和红凉伞(ＨＬ)ꎬ说明这三个种或变

种的遗传背景差异较小ꎻＤ 组为江西朱砂根(ＺＳＪ１－
６)ꎬ与其余群体关系较远ꎬ有明显的分群现象ꎮ

３　 讨论与结论

近几年ꎬＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ 等分子标记已应用到八

爪金龙种质资源的评价和遗传分析ꎬ采用 ＲＡＰＤ
分子标记技术对朱砂根遗传多样性进行分析ꎬ朱
砂根群体在 ＤＮＡ 水平上存在着丰富的遗传多态

性(江香梅等ꎬ２００６)ꎮ 骆亮等 ( ２０２０) 分析了 ２０
个朱砂根野生居群的 ２５５ 个样品的遗传多样性ꎬ
发现 ５ 条 ＩＳＳＲ 引物共扩增出 ９６ 条多态性条带ꎮ
但由于八爪金龙无参考基因组ꎬ常规方法开发的

特异分子标记数量不多ꎮ 单核苷酸多态性( ｓｉｎｇｌｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬＳＮＰ)是一种较为有效的

分子标记(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎬ可用于动植物的群体

遗传和进化关系研究ꎮ 赵俊生等(２０１６)利用 ＳＮＰ
分子标记分析化橘红的种质资源ꎬ从中筛选出 ２１
个多态性 ＳＮＰ 位点ꎬ为化橘红种质资源鉴定提供

了有效的分子标记ꎮ 孙清明等( ２０１３) 利用 ＳＮＰ
分子标记对 ３６３ 份荔枝种质资源进行亲缘关系鉴

定ꎬ为荔枝新种质的亲本来源鉴定提供分子标记ꎮ
简化基因组测序(ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ )技术能够在无参

基因组物种中实现 ＳＮＰ 特异性分子标记开发ꎬ可
用于植物遗传多样性的研究ꎮ 有研究利用 ＳＬＡＦ￣
ｓｅｑ 技术已经构建了枸杞果实和叶片性状的 ＳＮＰ
高密度遗传图谱(Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)和丹参高密度

遗传连锁图(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ Ｄｕ ｅｔ ａｌ.(２０１９)采
用 ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ 方法ꎬ对 ７ 个中国本地山楂属植物和

２ 个欧洲、１ 个北美外来山楂属植物的 ５３ 个家系

进行了分析ꎬ共鉴定出９３３ ４５０个 ＳＮＰꎬ用于物种基

因组进化研究ꎮ 姜涛等(２０２０)利用 ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ 测

序技术对 ３９ 份连翘种质资源遗传多样性和 ＳＮＰ
分子标记进行研究ꎬ共获得 １８０ ９７４ １ 个 ＳＮＰ 分子

标记ꎬ将连翘资源分为 ４ 组ꎬ为其遗传结构分类提

供新的信息ꎮ 唐晓敏等(２０２０)利用 ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ 技

术对广金钱草样品进行测序ꎬ开发得到 ＳＮＰ 多态

标记 ２２０ ７０４ 个ꎬ为种质保护和遗传改良提供参

考ꎮ 本研究利用 ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ 技术对 ４２ 份八爪金龙

种质资源进行测序ꎬ共开发得到 ２ ２９９ ６４０ 个 ＳＮＰ
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表 ４　 ４２ 份样品的 ＳＬＡＦ 标签和 ＳＮＰ 信息
Ｔａｂｌｅ ４　 ＳＬＡＦ ｔａｇｓ ａｎｄ ＳＮＰ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ４２ ｓａｍｐｌｅｓ

样品 ＩＤ
Ｓａｍｐｌｅ ＩＤ

简写
Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ

ＳＬＡＦ 数量
ＳＬＡＦ ｎｕｍｂｅｒ

总深度
Ｔｏｔａｌ ｄｅｐｔｈ

平均深度
Ａｖｅｒａｇｅ ｄｅｐｔｈ

ＳＮＰ 数量
ＳＮＰ ｎｕｍｂｅｒ

杂合率
Ｈｅｔｌｏｃｉ ｒａｔｉｏ (％)

ＢＬＹ１ ａａ ４３ ０４２ １ ３８２ ８６９ ３２.１３ ２１ ７０１ １５.８９

ＢＬＹ２ ａｂ ２０７ １６２ ３ ２６４ ９７１ １５.７６ １ ０４９ ３７８ １０.７９

ＢＬＹ３ ａｃ ３１６ ５３３ １０ ８４３ ６４４ ３４.２６ １ ３０８ ３５７ １２.３４

ＢＬＹ４ ａｄ ２９４ ２３８ １１ ０５９ ０４６ ３７.５９ １ ２５０ ５８６ １１.９５

ＢＬＹ５ ａｅ １８９ ５９７ ３ １６７ ８１６ １６.７１ １ ０１９ ７００ １０.４２

ＢＬＹ６ ａｆ １９２ ８１８ ３ ０１０ ６７５ １５.６１ １ ０３４ ８１９ ９.９５

ＢＬＹ７ ａｇ １９９ ５２１ ３ ００９ ７２４ １５.０８ １ ０６１ １５８ １０.８７

ＢＬＹ８ ａｈ ２８７ ３９２ １０ １５６ ６１５ ３５.３４ １ ２４７ ２９７ １１.８４

ＢＬＸ１ ａｉ １８５ ８５９ ３ ４２５ ９２３ １８.４３ ９９８ ５８８ １０.０９

ＢＬＸ２ ａｊ ２８６ ７５２ ９ ９４７ ６３５ ３４.６９ １ ２４２ ４３６ １１.３２

ＢＬＸ３ ａｋ １７７ ５５８ ２ ７３４ ８４６ １５.４ ９６２ ４７９ ９.０５

ＢＬＸ４ ａｌ １７４ ０２２ ２ ４１７ １８３ １３.８９ ９２６ ３０１ ８.３６

ＢＬＸ５ ａｍ ２７３ ６６９ ８ ９２９ ７２８ ３２.６３ １ ２２２ １７９ １１.８４

ＢＬＸ６ ａｎ ２３７ １１９ ５ ７６５ ５６４ ２４.３２ １ １１７ ９４２ １１.１７

ＢＬＸ７ ａｏ ２２９ ０１１ ４ ８４３ ８５４ ２１.１５ １ ０６３ ０５２ １０.５４

ＢＬＸ８ ａｐ ２５１ ４８７ ７ ３０４ ６８０ ２９.０５ １ １３８ ６５４ １１.５２

ＺＳＧ１ ａｑ １８０ ４３０ ５ １６５ １１９ ２８.６３ ８２８ ４９８ １.９４

ＺＳＧ２ ａｒ １６２ ３１５ ３ ７３１ ８２６ ２２.９９ ７８８ ０６４ １.９６

ＺＳＧ３ ａｓ １４３ ２７１ ２ ５１１ １０４ １７.５３ ７１０ ９３０ １.８３

ＺＳＧ４ ａｔ １８８ ５８７ ５ ７４８ ８７０ ３０.４８ ８５１ ０８８ １.９３

ＺＳＧ５ ａｕ １８４ ９２７ ５ ６６３ ０６１ ３０.６２ ８４０ ９３１ １.９４

ＺＳＧ６ ａｖ １５５ ６４５ ３ ８５３ １５０ ２４.７６ ７５２ ５０２ １.７６

ＺＳＧ７ ａｗ １５４ １１６ ３ ０５２ ４０３ １９.８１ ７５６ ６５４ １.８９

ＺＳＧ８ ａｘ １８６ ５９１ ６ ０４３ ２９５ ３２.３９ ８４０ ７７８ １.９５

ＨＬ１ ａｙ １９０ ３１６ ５ ８３０ ６６５ ３０.６４ ８２８ ４８４ １.８

ＨＬ２ ａｚ ２０１ ２６７ ８ ５００ ０３５ ４２.２３ ８６１ ８６３ １.８３

ＨＬ３ ｂａ １７７ ３２３ ５ ６６９ ２４１ ３１.９７ ８１５ ９０１ １.７３

ＨＬ４ ｂｂ １７８ ２１７ ４ ２２８ ７１１ ２３.７３ ８２７ ００５ ２.０７

ＨＬ５ ｂｃ １６２ １５６ ３ ７８５ ２４８ ２３.３４ ７８２ ３４０ １.８３

ＨＬ６ ｂｄ １７８ ７０７ ５ ７４５ ３４９ ３２.１５ ８０８ １９９ １.９１

ＺＳＨ１ ｂｅ ２３１ ７５３ ６ ７４６ ８６６ ２９.１１ ７９０ ６４９ ２.４２

ＺＳＨ２ ｂｆ １５２ ７８８ ３ ０６２ ２８２ ２０.０４ ７２７ ３２８ １.８１

ＺＳＨ３ ｂｇ １６２ ３０５ ３ ９３４ ４１９ ２４.２４ ７４６ ３０６ １.７８

ＺＳＨ４ ｂｈ ２０７ ８２８ ５ ３８２ ７１９ ２５.９ ８２４ ４２２ ２.４１

ＺＳＨ５ ｂｉ １９０ ８７６ ４ ９５０ ６４５ ２５.９４ ８３４ ４８３ ２.０３

ＺＳＨ６ ｂｊ １９８ ８２４ ５ ５９５ ２２９ ２８.１４ ８５５ ２０４ ２.０８

ＺＳＪ１ ｂｋ １９３ ３６６ ７ ７２６ ７８４ ３９.９６ ７３３ ２０１ ２.２８

ＺＳＪ２ ｂｌ ２０８ ０１５ ７ ８９０ ９８１ ３７.９３ ７６５ ２６９ ２.３６

ＺＳＪ３ ｂｍ ２４９ ９７４ ８ ５３３ ５８３ ３４.１４ ８１３ ８５５ ３.３３

ＺＳＪ４ ｂｎ １７８ ３６０ ３ ５８１ ５４８ ２０.０８ ６７０ ４６４ ２.３４

ＺＳＪ５ ｂｏ ２５１ １９７ ７ ２８７ １０４ ２９.０１ ７７６ ６７９ ３.４１

ＺＳＪ６ ｂｐ １４２ １２５ ２ ０６９ １７４ １４.５６ ５７５ ０３３ ２.１７

９４１１７ 期 刘畅等: 基于 ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ 技术的苗药八爪金龙遗传分析



图 １　 八爪金龙叶片形态特征
Ｆｉｇ. １　 Ｌｅａｖｅｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｒａｄｉｘ Ａｒｄｉｓｉａ

图 ２　 不同个体测序获得的总读长数
Ｆｉｇ. ２　 Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅａｄｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ

位点ꎬ为后期八爪金龙特异性 ＳＮＰ 开发提供基础ꎬ
同时为八爪金龙遗传育种改良ꎬ提高育种效率提

供数据参考ꎮ
植物的生长环境、地理位置、海拔高度对物种

的遗传分化和种群结构能够产生影响ꎮ 地理分布

和海拔高度的差异影响浙江产车前草种群的遗传

分化(郭水良等ꎬ２００２)ꎮ 不同地理位置的广金钱

草种源间存在一定的遗传分化(唐晓敏等ꎬ２０２０)ꎮ
系统发育树主要是描述物种之间的分类学和进化

关系以及具有共同祖先的物种之间的进化关系的

树形图(韩凤侠等ꎬ２００８)ꎮ 本研究构建了 ４２ 份八

爪金龙样品的系统发育树ꎬ系统发育树可以将百

两金和朱砂根区分开ꎮ 课题组前期对八爪金龙基

原植物 ＤＮＡ 条型码进行筛选ꎬＩＴＳ 序列能区别百

两金和朱砂根ꎬ但无法区分朱砂根和红凉伞(潘婕

等ꎬ２０２０)ꎮ 因此ꎬ百两金和朱砂根亲缘关系较远ꎬ
化学成分存在差异ꎬ需进一步明确其药理作用的

差异ꎬ保证其正确使用ꎮ

０５１１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



图 ３　 系统发育树
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ

　 　 叶片形态表明ꎬ贵州朱砂根和湖北恩施州朱

砂根叶片形态相近ꎬ而与江西武功山朱砂根叶片

形态差距较大ꎮ 系统发育树结果表明ꎬ贵州朱砂

根和湖北恩施州朱砂根亲缘关系较近ꎬ与江西武

功山朱砂根关系较远ꎻ红凉伞与贵州的朱砂根和

湖北恩施州的朱砂根亲缘关系较近ꎮ 贵州和湖北

恩施州同属苗族聚集区ꎬ江西武功山与贵州和湖

北恩施州在人为环境和地理环境方面存在差异ꎮ
因此ꎬ江西武功山朱砂根种源在进化过程中受到

了人文环境、地理环境隔离的影响ꎬ与贵州、湖北

恩施州的朱砂根种源基因交流较少ꎬ逐渐出现

分化ꎮ
朱砂根和红凉伞叶片形态相近ꎬ但红凉伞的

叶背、花梗、花萼及花瓣均带紫红色ꎬＤＮＡ 条形码

无法区分朱砂根和红凉伞(陈新莲等ꎬ２０１７ꎻ潘婕

等ꎬ２０２０)ꎮ 当 Ｋ＝ ６ 时的群体遗传结构分析表明ꎬ
将细柄百两金、原变种百两金、江西武功山朱砂

根、贵州朱砂根、湖北朱砂根和红凉伞区分开ꎬ说
明八爪金龙种源间存在一定的遗传分化ꎮ 基于

ＳＮＰ 的分子标记ꎬ能够区分红凉伞和朱砂根ꎬ因
此ꎬ我们将进一步开发红凉伞和朱砂根特异的

ＳＮＰ 分子标记ꎮ
基于 ＳＮＰ 标记构建的系统发生树为研究八爪

金龙品种之间亲缘关系提供了证据ꎬ虽然八爪金

龙野生种可能具有相似的起源种ꎬ但在演化过程

中逐渐出现分化ꎻ同时本研究开发的 ＳＮＰ 位点为

后续八爪金龙品种间共有或特异性标记的开发提

供基础ꎬ理清归纳八爪金龙品种间生物学特征ꎮ

１５１１７ 期 刘畅等: 基于 ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ 技术的苗药八爪金龙遗传分析



图 ４　 交叉各个 Ｋ 值对应的个体聚类图
Ｆｉｇ. ４　 Ａｄｍｉｘｔｕｒｅ ｔｈｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｃｌｕｓｔｅｒ ｖａｌｕｅｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｅａｃｈ Ｋ ｖａｌｕｅ
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