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三七栽培居群遗传多样性的EST-SSR分析
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摘要：利用EST．SSR标记分析比较6个文山三七居群的遗传多样性和遗传结构，并以2个近缘种为对照进行聚类分析。

17对人参属EsT—SSR引物在8个居群中共检测到205个多态住点。在居群水平上，6个三七栽培居群的平均多态性信息量为

0．729．Nei’s基因多样性为0．1568，Shannon多样性指数为0．2466，居群间的遗传分化系数为0．2350。研究显示三七具有丰富

的遗传多样性，但彼此间具较高的基因交流，居群间遗传分化水平低，遗传差异主要存在于居群内；另外，遗传相似度和聚类

分析显示．三七及其近缘种被划分为3个大类群，6个三七栽培居群被分为3个小类群，三七与珠子参有较近的遗传关系，而

与屏边三七的遗传距离较远。
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Abstract：The genetic diversity and genetic structure of 6 populations of Panax notoginseng and its two related

species were analyzed by using 1 7 pairs of EST—SSR molecular markers in this research．As a result，a total of 205

EST—SSR polymorphic loci were detected in 8 populations．The polymorphism information content of six cultivated

populations of P．notoginseng was 0．729，Gene diversity within popu lation was 0．1 568，Shannon’S information index

was 0．2466，and the coefficient of gene differentiation was 0．2350 among populations of P．notoginseng。The coeffi·

cient of gene differentiation was 0．4597 between P。notoginseng and its related species．The results revealed abun—

dant genetic diversity but low level of genetic differentiation in P．notoginseng and confirmed that the genetic differ‘

ence amang the species existed mainly within population．In addition，genetic similarity and cluster analysis showed

that 8 populations of P．notoginseng and its related species were classified into three groups，6 populations of P．nO—

toginseng were classified into three subgroups．Genetic distance was closer between P．notoginseng and P．japonicus

var．major than that between P．notoginseng and尸．stipuleanatus．
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三七(Panax notoginseng)为五加科人参属多年 生药用植物，是我国传统名贵中药材，有“金不换”、
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“南国神草”等美誉。具有止血散瘀、消肿定痛等功

效，目前主要用于心血管疾病治疗，是云南白药、片

仔癀、丹参滴丸、血塞通等国家著名中成药的主要原

料。三七主要分布于我国北回归线附近云南、广西

的高海拔地区。云南东南部，尤其是文山及周边地

区是三七的主产区和地道产区，种植面积和产量均

占全国的98％⋯。

以往对三七的研究，更多集中于其药理、植化、

栽培等方面，有关三七居群的遗传多样性和遗传结

构的报道较少见。崔秀明等。纠及段承俐等一’通过

SSR及RAPD标记对不同居群的不同类型进行了聚

类分析或分子鉴定；张金渝等一1对三七栽培居群间

表型变异式样进行了研究，得到三七不同栽培居群

间具有较大的遗传差异，地区间的遗传差异相对

较小。

分子标记是研究植物资源遗传多样性，揭示

其遗传结构的快速、简便、有效的方法。而SSR标

记为共显性标记，具有稳定性好、等位基因多态性

高、数量丰富和对基因组有很好的覆盖性等优点，

已被广泛运用在野生稻一副和大豆川、玉米。81等作

物的遗传多样性研究中。袁力行等一1曾对RFLP、

SSR、AFLP和RAPD 4种分子标记系统进行比较，

也证实SSR标记与其他分子标记相比，较适合于

表1试验材料

Table 1 The Iocalities of materiais

作物遗传多样性的研究。但传统基因组SSR引物

开发费时、费力、成本高。目前，大量快速增长的

EST数据成为SSR引物的重要来源，利用EST数

据能高效、快捷地合成EST—SSR引物。另外EST—

SSR来源于表达基因，将其用于三七遗传多样性检

测，可直接反映群体中相关基因的多样性。本研

究拟利用EST．SSR标记，对三七主产区不同地理

栽培居群及其近缘种进行遗传多样性和遗传分化

的研究，为三七种质资源的利用和保护提供理论

依据。

1材料与方法

1．1材料

试验材料采自文山三七道地产区丘北腻脚、丘

北舍得、广南杨柳井、广南董堡、文山马塘以及砚山

城郊等6个不同地区的栽培居群，均为三七种植世

家自留种，居群间距离在10km以上，随机取样，取

样量为整个居群的1／1000左右(样本数见表1)；

对照材料三七近缘种屏边三七(Panax．st咖u&ana—

ttt$)和珠子参(Panax．japonicus var．major)采自马

关古林箐和兰坪雪盘山，为随机取样，单株之间间

隔5m，所有样品经文山三七研究院崔秀明研究员

鉴定，见表1。

1．2 方法

1．2．1 DNA提取样品总DNA提取参照邹喻苹

等‘m1的CTAB法，稍有改动，即在加CTAB前用提

取缓冲液(100ml／L Tris-HCI，50mmol／L EDTA，

750mmoL／L NaCI)，洗去多糖和次生代谢物。电泳

检测其浓度并标定DNA浓度为20ng／斗l，备用。

1．2．2 引物筛选 在NCBI(www．ncbi．him．nih．gov／

projects／dbEST)等公共数据库中下载公布的三七、

人参及西洋参的EST序列，建立人参属EST信息数

据库。应用SSR搜索软件和引物设计软件Prim-

er5．0设计三七EST—SSR引物，并由上海生工生物

技术公司合成，从合成的64条引物中筛选出17对

条带清晰、稳定性好、多态性高的引物用于SSR分

析。引物序列见表2。
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表2 17对EST·SSR引物的相关信息

Table 2 Information of 17 pairs EST-SSR primer

引物编号 重复基元 引物序列 产物大小(bp) 退火温度(℃) 多态性信息量

Primer code Repeat motif Primer sequence Product size Tm PIC

RS2

RS7

(TA)i0

(TA)lO

(GAA)7

P2I (CA)18(AT)22

P22

RSl0

(AC)8

(ATC)

P26 (GTA)Il(CAG)5

P27 (AAG)5(CAG)4

Xs5 (CGC)10

XS6

P34

P35

SQ4

P42

P55

SQ5

(CTA)7

(ATC)8

(GCT)9

(GCA)5

(ATC)8

(AAG)52

(CTC)8

(TCT)10

ACTACCGGAGTCAAGCCTCA

ACGGCCATCATTAATCCAAA

TGCCCCGAGACACTGGTTCC

ATTCCGCTCACCGCCGCTTC

ATAGGCCAGCCCCCClTCTC

TGGTACGTCGCCGACCTGGA

TTCCr兀’CTCCCTCCCTCTC

GATCATGGTGTGACGACGAC

ACTGCCAGAGAAGCAACCAT

ATGTTCACCACACCACTGGA

CCGCCCCACAGTGAGGAAGA

GCCGGClTCTTGTCGTGCCT

GGGCAAATCAAATAAAGGAG

GAGTGAltrGCAGAGCAGGGT

TACTACCCACGATCACCACC

AATAATCCTCCCCTCTCCCT

CCTCGCCCAACGCACCAACA

AGCGGAAGAGCGGACCTCGT

ATrGGAAGGCAGGCAGCCCC

GGTCGCGGCCGAGGTACTTT

CGCACAGTGAGGAAGAAGAA

CCATAATCTCCCClTCTCGT

AAAGCACGGTGTGCTCACTT

AGGGAGACCGGAGCATTATT

CTCGGAACTTGGGCTCGGCT

CGCGGGGATl’rCTTGGGGGC

CCCACACTCACCAAGAAGAA

CG丌CTTAGCC丌GA丌CCC

TACCTAAllGCCAGCGGlvrC

TGGGAAG下TGGAGAGGA下rG

TCTATCTGTrGCGGGTCGAGGG

TGCTCGCATCCTCGCGGACA

CCGCACAGACGTCTCCTCTTCCT

TrCGGAGCCCGAGCCCAAGT

209 53．5 0．730

367 63．9 0．719

223 63．9 0．815

224 59．8 0．902

219 57．8 0．850

63．9 0．772

146 53．7 0．788

330 57．8 0．732

23l

17l

183

198

63．9 0．858

63．9 0．89l

57．8 0．480

57．8 0．802

150 60．4 0．840

202 57．8 0．679

242

21l

57．8 0．839

57．8 0．754

63．4 0．732

P编号为杨成君等t⋯设计引物，其余为笔者自行设计

No．P2-55 of the primers were designed by Yang C J，et al⋯】，and other primen were designed by as

1．2．3 PCR扩增PCR反应在BIO·RAD公司生

产的iCyelerl70．8720PCR扩增仪上进行。经过优

化后的反应体系为：PCR缓冲液10×PCR Buffer

2．5斗l，25n}Imol／L MgCl2 2斗l，2．5mmol／LdNTP(Pro—

megar公司。)2斗l，0．4U Taq酶(0．1 U／斗l 41x1)(Pro．

megar公司)，上下游引物(33n-s／w1)(上海生工合

成)各2斗l，模板DNA(20ns／斗1)1“l，ddH20 11．5恤l，

加1滴石蜡油防止蒸发。扩增程序为：94℃预变性

5min；94℃变性45s，最适退火温度lrain，720C延伸

lmin，36次循环；72℃延伸7rain，40C保存。

l-2．4电泳检测 反应产物用5％聚丙烯酰胺凝

胶200V恒压电泳2h后，将胶放入125ml乙醇与

375ml水的混合液固洗3rain；蒸馏水洗lrain：60％

HNO，8ml和500ml水混合液消化3～10min；蒸馏水

洗lrain；用0．2％AgNO，500ml染色20rain；蒸馏水

洗lmin；加30％的无水碳酸钠1L显色(加入200“1

Na，SSO，硫代硫酸钠和4ml甲醛混匀)；再用10％冰

醋酸1L固定；最后水洗，干燥，用扫描仪扫描后保存

图像，用DNA Marker估计扩增产物片段长度。

1．2．5数据分析用POPGENEI．32软件计算出等

位基因数、Shannon多样性指数、Nei’S基因多样性指

数、基因分化系数以及遗传相似度和遗传距离，并对

各居群进行UPGMA聚类分析。同时结合Treeview

软件对得到的遗传距离矩阵进行非加权配对算术平

均法(UPGMA)聚类分析，构建聚类图。标记位点的

多态性信息量(polymorphism information content，PIC)
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按公式PIC=1一∑f；计算，砰表示i位点的基因频
率。应用软件GenAIEx6．3(Peakall and Smouse，2006)

对三七居群间、居群内以及地区间的分子变异进行

分析(analysis of molecular variance，AMOVA)。

图l 引物P26对三七栽培居群及其近缘种的扩增结果

Fig．1 The amplification result of primer P26 for populations of P．notoginseng and its related species

编号l—lO，J】～20，21—25，26—30，31—35，36—40，4】一45，46—50分别为居群Y、ZZS、PBS、G1、G2、Ql、Q2和M部分样品的扩增结果

The lanes l—lO，ll一20，2l一25，26—30，3l一35，36—40，4l一45。46—50 respectively

represent the amplified results of population Y，ZZS，PBS，GI，G2，Q1，Q2 and M

2结果与分析

2．1遗传多样性分析

通过对不同产地来源比较，丘北的遗传多样性

比文山马塘的高，而广南居群的等位基因数与丘北

的一致，均为1．5493，但有效等位基因数、Nei’s基因

多样性、Shannon指数以及多态信息量均高于丘北，

说明广南的居群遗传多样性比丘北的丰富。

不同居群的遗传变异程度也有差异，等位基因

数1．4038—1．4930，Nei 7 S基因多样性0．1043—

0．1387，Shannon指数0．1638—0．2083，多态性信息

量0．693—0．741。在来自丘北、广南、文山以及砚

山的6个居群中，砚山居群的遗传变异相对较丰富，

文山马塘的遗传变异最少(表3)。这也说明经过

400多年人T栽培，三七的遗传变异依旧较为丰富，

没有形成所谓的品种，仍为混杂群体。

表3三七栽培居群的遗传变异

Table 3 Genetic variation of 6 cultivated populations of P．notoginseng

A：allele number；Ae：effective allele number；H：Nei’8 gene diversity；，：Shannon’sdiversity index：PIC：Polymorphism information content

2．2遗传分化及遗传结构

通过POPGENE分析表明，三七栽培居群间的

基因分化系数(Gst)为0．2350，表明6个居群内均存

在一定的遗传分化。对三七栽培居群的分子方差分

析(表4)显示，在总的遗传变异中，72．54％的遗传

变异存在于居群内个体间，而地区间的遗传变异为

15．14％，居群之间的遗传变异占12．31％。

2．4．3遗传关系三七栽培居群和珠子参、屏边

三七野生居群首先被划分为3组，三七居群首先

聚在一起，其次与珠子参聚在一起，最后才与屏

边三七聚在一起。其中三七居群与珠子参的遗

传一致度在0．8200—0．8489之间(表5)，平均为
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表4不同三七栽培居群的分子方差分析

Table 4 Analysis of molecular variance(AMOVA)of six populations in P-notoginseng

表S不同居群间的Nei’s遗传一致度(对角线上方)和遗传距离(对角线下方l

Table 5 Nei’S genetic identity(above diagonal}and genetic distance(below diagonal)among populations

0．8344；三七居群与屏边三七的遗传一致度在

0．7795～0．8142之间，平均为0．7990；珠子参和屏

边三七的遗传一致度为0．7016。相对于屏边三七

而言，三七与珠子参的遗传距离更近。

6个三七居群间的遗传一致度在0．9302—

0．9795之间，平均为0．9513，其中来自广南和文山

马塘的3个居群间遗传关系较近，遗传一致度平均

为0．9704；来自砚山的居群与其他居群遗传距离相

3 讨论

对较远，遗传一致度平均为0．9341。

从图2可以看出，6个三七居群聚在一起，与

珠子参、屏边三七完全分开。相对于屏边三七而

言，三七与珠子参的遗传距离更近。而供试的6

个三七居群被分为3个类群，丘北的2个居群

分为第l类群；马塘居群和广南杨柳井的2个

居群划为第2类群；砚山居群被单独分为一个

类群。

QI

Q2

GI

G2

M

三七

图2基于EST-SSR标记的不同居群的UPGMA聚类图

Fig．2 Dendrogram of UPGMA among populations on EST·SSR markers

3．1 三七栽培居群的遗传多样性

种内遗传多样性或变异愈丰富，物种对环境

变化的适应能力就愈强，其进化的潜力就越大¨01。

遗传多样性是物种自身生存和未来进化的资源，

它不仅能给种群带来适合度方面的优势，同样有

利于人丁育种。因为许多基因对于提高物种或种

群内其他成员的生产力具有潜在价值。121。通过对

文山三七栽培居群及其近缘种遗传多样性的EST·
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SSR研究发现，云南文山三七栽培居群具有丰富的

遗传多样性，这一方面可能由于物种为了适应复

杂的地理生态环境有关，不同的生态环境形成了

丰富多样的生态类型。另一方面由于三七的连作

障碍致使三七种植户不断更换种植地点，造成不

同居群间频繁的基因交流从而增大了居群内基因

的杂合度。这些丰富的遗传变异为三七的遗传育

种提供丰富的材料，对保持三七的生态适应性和

三七种源不退化具有重要的意义。

3．2 三七居群及其近缘种的遗传分化和亲缘关系

根据三七栽培群体的遗传分化和遗传距离分

析显示，三七不同栽培居群的遗传距离总体较近，

即使砚山居群距离其他居群相对较远，但与其他

居群的遗传一致度也为0．934l，各居群间的遗传

分化不大，居群间、地区间的差异并不明显。一方

面可能是由于农户为了克服连作障碍，在三七的

生长适宜区内(即整个文山地区内)不断更换种植

地点从而减小了居群间和地区间的遗传差异。另

一方面可能与三七的耕作制度有关。三七种子种

苗一般在海拔1300—1600m区域繁育，然后移植

到海拔1600—2000m区域生产商品三七，农产间

的种子交流较为频繁，造成整个地区栽培居群间

遗传一致度较高，很难形成遗传分化较大、较为纯

合的品种或居群，这可能也是三七驯化400多年

依旧是一个混合群体，没有形成农学意义上的品

种的主要原因。

通过对三七与其近缘种的遗传分化和遗传距

离分析显示，尽管三七与屏边三七分布区域重合，

但三七与珠子参的遗传距离较其与屏边三七的

近。这与崔秀明等∽1通过对三七、珠子参、屏边三

七等人参属6个种1个变种的5S．rRNA基因序列

分析，所得到三七与珠子参的遗传距离最近的研

究结果一致。同样，Wen等Ⅲ1通过对人参属12个

种或变种的核糖体ITS测序得到序列差异也显示。

在人参属植物中与三七ITS序列差异最小的是珠

子参，ITS序列差异百分率仅为2．78％；而三七与

屏边三七的ITS序列差异百分率相对较大，为

5．‘18％；同时聚类分析也显示三七与珠子参具有

较近的亲缘关系。

4 结论

本文通过对文山三七遗传多样性和遗传结构的

研究表明：(1)文山三七栽培居群具有丰富的遗传

多样性，并且其遗传变异主要存在于居群内个体间；

(2)在滇东南地区内不断轮换种植地点致使三七在

地区间和居群间的基因交流频繁，遗传分化减小；

(3)聚类分析显示，三七和珠子参有较近的遗传关

系，而与屏边三七遗传距离较远。
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