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·基础研究·

△ ［基金项目］　广东省中药（香雪）工程技术研究中心（２０１５ＳＰ０９５）
 ［通信作者］　胡珊，研究方向：中药种质资源鉴定；Ｅｍａｉｌ：ｈｕｓｈ＠ｘｐｈｃｎｃｏｍ

ＳＣｏＴ分子标记对不同产地白芍亲缘关系的研究△

席秀利，胡珊，邬龙怡，钟旺琴

（广州市香雪制药股份有限公司，广东　广州　５１０６６３）

［摘要］　目的：本研究采用ＳＣｏＴ分子标记技术对分布于浙江磐安，安徽毫州，四川中江，山东菏泽共２２个居群
的白芍样品进行亲缘关系的研究。方法：通过提取白芍ＤＮＡ，正交设计寻找白芍ＳＣｏＴ分子标记最佳ＰＣＲ反应体系，
筛选获得白芍ＰＣＲ扩增的ＳＣｏＴ引物，应用ＮＴＳＹＳ２１０ｅ软件并采用ＵＰＧＭＡ法进行聚类分析。结果：发现ＳＣｏＴ引物
碱基序列共扩增出１２１条带，其中多态性条带有７７条，多态百分率为６３６％，各品种间的相似系数在０７８～０９４之
间，不同产地白芍分别聚为一类。结论：不同产地白芍有着丰富的遗传多态性，且ＳＣｏＴ分子标记适用于不同产地白
芍亲缘关系的研究，有效区分不同产地白芍品种，这为白芍药材种质资源的引种和规范栽培提供了有力参考。
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白芍，别名芍药，《中华人民共和国药典》２０１５
版载其原植物为毛茛科芍药属植物芍药 Ｐａｅｏｎｉａ
ｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ的干燥根。其性味苦、酸，微寒。归
肝、脾经。养血调经，敛阴止汗，柔肝止痛，平抑

肝阳。用于血虚萎黄，月经不调，自汗，盗汗，胁

痛，腹痛，四肢挛痛，头痛眩晕等症［１］。白芍主产

于中国安徽、四川、浙江、山东等地［２］。浙江磐安、

安徽亳州、四川中江和山东菏泽作为白芍的传统产

区，在长期的引种和交流中，种质资源较为混杂，

导致白芍种质资源的遗传结构有较大程度的差异，

品种退化严重，栽培种质混杂［３］。白芍是中国传统

常用大宗中药材，需求量大，且品种繁多，而种质

资源的混杂严重影响了白芍规范化生产的发展。因此

有必要从源头即白芍种质资源、种植规范方面严格要

求，搞清白芍药材的地道性，建立品种质量标准，从

而指导ＧＡＰ中药材生产质量管理规范标准化生产。
目标起始密码子多态性分子标记（Ｓｔａｒｔｃｏｄｏｎｔａｒｇｅ

ｔｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＣｏＴ）是Ｃｏｌｌａｒｄ和Ｍａｃｋｉｌｌ开发的基
于ＳＰＡＲ（单引物扩增反应）的新的目的基因分子标记方
法。其原理是根据植物基因中ＡＴＧ翻译起始位点侧翼

·８５６·
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序列的保守性设计单引物，对基因组进行扩增，产生偏

向候选功能基因区的显性多态性标记［４］。ＳＣｏＴ标记结
合了ＩＳＳＲ标记和ＲＡＰＤ标记的优点，操作简单，成本
低，引物设计简单且可以通用，多态性丰富，可用于分

子辅助育种［５］。目前ＳＣｏＴ已被成功应用于柑橘［６］、铁

皮石斛［７］等作物，在种属间、品种间的遗传多样性分

析及杂交后代的遗传分析等研究中取得较多进展。本研

究利用ＳＣｏＴ分子标记对四川中江、浙江磐安、安徽亳
州、山东菏泽四大传统产地的２２个居群的白芍样品进
行亲缘关系研究和遗传多样性检测。目的是从分子水平

上研究２２个白芍居群的亲缘关系及遗传多样性，为白
芍药材的引种和栽培提供科学基础。

１　材料与方法

１１材料

采集来自浙江，安徽，四川，山东共２２个不同
居群白芍样品，经广州中医药大学黄海波副教授鉴

定为白芍ＰａｅｏｎｉａｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ，凭证标本保存于香
雪制药有限公司研发中心。详细记录样品信息及编

号，用７５％乙醇清洁叶表面后保存于－８０℃冰箱备
用，具体样品信息如下。

表１　样品信息表

样品

编号

样品

名称
拉丁名 产地

采样时间／
年月

Ａ１ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 安徽毫州 ２０１７４
Ａ２ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 安徽毫州 ２０１７４
Ｃ１ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 四川中江 ２０１７４

Ｃ２ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 四川中江 ２０１７４
Ｃ３ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 四川中江 ２０１７４
Ｃ４ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 四川中江 ２０１７４

Ｃ５ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 四川中江 ２０１７４
Ｃ６ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 四川中江 ２０１７４

Ｚ１ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 浙江磐安 ２０１７４
Ｚ２ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 浙江磐安 ２０１７４
Ｚ３ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 浙江磐安 ２０１７４

Ｚ４ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 浙江磐安 ２０１７４
Ａ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 山东菏泽 ２０１７４
Ｂ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 山东菏泽 ２０１７４

Ｃ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 山东菏泽 ２０１７４
Ｄ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 山东菏泽 ２０１７４

Ｅ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 山东菏泽 ２０１７４
Ｆ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 山东菏泽 ２０１７４
Ｇ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 山东菏泽 ２０１７４

Ｈ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 山东菏泽 ２０１７４
Ｉ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 山东菏泽 ２０１７４
Ｊ 白芍 ＰｌａｃｔｉｏｒａＰａｌｌ 山东菏泽 ２０１７４

１２仪器和试剂

分析天平，核酸蛋白测定仪（ＩｍｐｌｅｎＮａｎｏｐｈｏ
ｔｏｍｅｔｅｒ），ＰＣＲ仪（ＢＩＯＲＡＤ），离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），
超低温冰箱（Ｔｈｅｒｍｏ９０２ＵＬＴＳ），电泳仪、电泳槽（ＢＩＯ
ＲＡＤ），制冰机，水浴锅，凝胶成像仪 （ＢＩＯＲＡＤ）。

ｄＮＴＰｓ、ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋、１０ｘＥｘＴａｑ
Ｂｕｆｆｅｒ、ＬｏｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（Ｔａｋａｌａ），Ｍａｋｅｒ３（广州东盛生
物科技有限公司），琼脂糖（Ｂｉｏｗｅｓｔ），ＧｏｌｄｅｎＶｉｅｗ
核酸染料（北京博凌科为生物科技有限公司），ＴＡＥ
（５０×）（生工），植物基因组提取试剂盒（天根生化），
参考Ｃｏｌｌａｒｄ和Ｍａｃｋｉｌｌ提供的３６条ＳＣｏＴ引物序列。

２　方法

２１基因组ＤＮＡ提取与检测

采用天根植物基因组试剂盒提取所有材料的基

因组 ＤＮＡ。用微量紫外核酸仪检测 ＤＮＡ浓度和纯
度。将合格样品ＤＮＡ浓度稀释至２０ｎｇ·μＬ－１后置于
－２０℃保存备用。

２２ＳＣｏＴＰＣＲ反应体系正交优化

选用Ｌ１６（５４）正交试验设计（表 ２），对 Ｍｇ２＋、
ｄＮＴＰｓ浓度、ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、引物和 ＤＮＡ用量
进行５因素４水平的正交试验。以山东编号为 Ｊ的
ＤＮＡ为模板，随机挑选 Ｓ６号引物作为扩增引物，
反应总体积２０μＬ，含有１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２μＬ，每个
处理重复２次。

表２　ＰＣＲ反应正交体系浓度表
因素

组别

Ｍｇ２＋／
ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ｄＮＴＰ／
ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｔａｑ／
Ｕ·２０μＬ－１

引物／
μｍｏｌ·Ｌ－１

ＤＮＡ／
ｎｇ·２０μＬ－１

１ １５ ０１０ ０５０ ０３ ３０

２ １５ ０１５ ０７５ ０４ ４０

３ １５ ０２０ １００ ０５ ５０

４ １５ ０２５ １２５ ０６ ６０

５ ２００ ０１０ ０７５ ０５ ６０

６ ２００ ０１５ ０５０ ０６ ５０

７ ２００ ０２０ １２５ ０３ ４０

８ ２００ ０２５ １００ ０４ ３０

９ ２５ ０１０ １００ ０６ ４０

１０ ２５ ０１５ １２５ ０５ ３０

１１ ２５ ０２０ ０５０ ０４ ６０

１２ ２５ ０２５ ０７５ ０３ ５０

１３ ３００ ０１０ １２５ ０４ ５０

１４ ３００ ０１５ １００ ０３ ６０

１５ ３００ ０２０ ０７５ ０６ ３０

１６ ３００ ０２５ ０５０ ０５ ４０
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２３ＳＣｏＴＰＣＲ引物筛选

根据正交试验结果选择最佳反应体系对３６条引
物进行筛选，设平行组。

２４退火温度筛选

对筛选后的引物进行温度筛选，在ＰＣＲ仪上设定
５０℃～６０℃温度区间，即５０℃，５０９℃，５２３℃，
５４℃，５６３℃，５８１℃，５９３℃，６０℃，８个温
度梯度进行退火温度筛选。

２５ＳＣｏＴＰＣＲ反应体系的验证与多态性引物筛选

选择浙江、四川、安徽三个不同产地的白芍

ＤＮＡ为模板，按照上述优化的 ＳＣｏＴＰＣＲ体系进行
ＳＣｏＴ分子标记，筛选出多态性好、条带清晰的
引物。

２６ＳＣｏＴＰＣＲ扩增与检测

ＰＣＲ扩增反应在 ＰＣＲ仪上进行，扩增程序为：
９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，
７２℃延伸９０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，最后
４℃保存。扩增反应结束后，取１０μＬ扩增产物加
入２μＬ６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ用 ２０％琼脂糖凝胶，在
１ＸＴＡＥ电极缓冲液，１２０Ｖ，３０ｍｉｎ电泳下检测条
带，凝胶成像仪下拍照。

２７数据分析

根据ＰＣＲ扩增产物的电泳结果，对清晰且易于
辨认的条带采用 “０／１”系统记录其位置，建立
ＳＣｏＴ标记的０／１矩阵。用ＮＴＳＹＳｐｃ２１０ｅ软件计算
样品间的相似系数，并用不加权成对算术平均法

（ＵＰＧＭＡ）进行聚类分析。

３　实验结果

３１ＤＮＡ提取结果

将提取的所有样品在超微量紫外分光光度计下

测量其浓度和纯度，得到其 Ａ２６０／Ａ２８０均在１７～
２０之间，说明 ＤＮＡ纯度较高，符合 ＰＣＲ技术
要求。

３２ＳＣｏＴＰＣＲ反应体系正交优化结果分析

使用引物Ｓ６对反应体系优化的电泳结果见图１，
参考桂腾琴［１４］直观评价法依次对１６个实验组结果多
态性进行评分，条带数量丰富、清晰的计１６分，涂
布或无条带的计１分，反应１～１６组体系的平均整数
计分依次为：４、８、５、９、７、１２、７、６、８、９、３、

１０、５、１５、１６、１４分。依照计分原则，以第１５组计
分最高，条带最为清晰明亮。因此考虑体系最终为

１×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｍｇ２＋，０２ｍｏｌ·Ｌ－１

ｄＮＴＰｓ，０６μｍｏｌ·Ｌ－１ ｐｒｉｍｅｒ，０７５ＵＥｘＴａｑ酶，
３０ｎｇＤＮＡ模板。

注：１～１６分别为正交１～１６组不同ＰＣＲ反应体系。

图１　ＳＣｏＴ正交体系优化电泳图

３３引物筛选及退火温度优化

以最佳反应体系对３６条 ＳＣｏＴ通用引物进行筛
选，重复２次初筛选出１４条引物见下图２，进行８
个退火温度梯度筛选，根据信号强度判断条带，采

用区间温度对筛选的引物进行匹配最终获得在

５３℃，５６℃，５７℃，５９℃四个温度扩增下的１３条
引物。其中 Ｓ２９和 Ｓ３０号引物的退火温度梯度筛选
如下图３。

注：１～３６分别为Ｓ１～Ｓ３６号引物。

图２　３６条引物初筛电泳图

注：１～８分别为５０℃～６０℃梯度温度。

图３　Ｓ２９和Ｓ３０在８个温度梯度下扩增电泳图

·０６６·
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３４ＳＣｏＴ扩增的多态性分析

以浙江，四川，安徽三个地域差异大的样品对

退火优化后的１３条引物进行多态性筛选，最终获得
１２条扩增带型完整、清晰、多态性丰

"

的引物

（表３）。利用这１２条引物对２４份材料进行 ＳＣｏＴ扩
增，共获得总条带 １２１条，其中多态性条带共 ７７
条，多态位点百分率共占 ６３６％，多态性比率较
高，在分子水平证实了白芍具有丰富的种内遗传多

样性。

注：ａ安徽白芍；ｂ四川白芍；ｃ浙江白芍。

图４　部分ＳＣｏＴ引物多态性筛选

表３　ＳＣＯＴ引物扩增结果

引物

名称

序列

（５′３′）
退火温

度（℃）
扩增

条带数

多态

性条

带数

多态

性比率

（％）

Ｓ３ ＣＡＡＣＡＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧ ５９ ７ ３ ４２９

Ｓ６ ＣＡＡＣＡＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＧＣ ５７ １１ ８ ７２７

Ｓ１０ ＣＡＡＣＡＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＧＣＣ ５６ ７ ４ ５７１

Ｓ１６ ＡＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＡＣ ５７ １１ ７ ６３６

Ｓ２０ ＡＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＧ ５３ １０ ８ ８０

Ｓ２３ ＣＡＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＡＧ ５９ １０ ３ ３０

Ｓ２５ ＡＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＧＧ ５７ １２ ８ ６６７

Ｓ２９ ＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＧＣＣ ５９ １３ ９ ６９２

Ｓ３０ ＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＧＣＧ ５３ １１ ９ ８１８

Ｓ３１ ＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＣＴ ５９ １０ ７ ７０

Ｓ３３ ＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＡＧ ５７ １０ ７ ７０

Ｓ３５ ＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＧＣＣＣ ５６ ９ ４ ４４４

合计 １２１ ７７ ６３６

注：１～２２为样品表中依次排序的Ａ１～Ｊ号样品。

图５　Ｓ６引物对２２份材料ＳＣｏＴＰＣＲ扩增电泳图

注：１～２２为样品表中依次排序的Ａ１～Ｊ号样品。

图６　Ｓ２５引物对２２份材料ＳＣｏＴＰＣＲ扩增电泳图

３５ＳＣｏＴ标记的遗传相似性及聚类分析

利用 ＮＴＳＹＳ软件构建全部材料基于 ＳＣｏＴ数据
的ＵＰＧＭＡ树状图，结果如图７。２２份材料两两之间
的相似系数在 ０７８～０９４之间，以相似系数 ０８２
为阈值可将２２份材料划分为５组，浙江的４个样品
Ｚ１Ｚ４聚为一支；四川的４个样品 Ｃ３、Ｃ４、Ｃ５、Ｃ６
聚为一支；安徽 Ａ１、Ａ２与四川 Ｃ１、Ｃ２聚为一支，
说明安徽与四川白芍亲缘关系较近，从地理位置分

析可能由于白芍地方引种和杂交导致，因此安徽白

芍与四川白芍差异不大；山东 Ｂ、Ｃ、Ｊ三个样品
聚为一支，且与四川和安徽白芍亲缘关系较近，可

能因山东白芍多来源于栽培，而栽培品种来源混

杂，从聚类树上可以初步认为部分山东白芍由四川

或者安徽引种得来；剩下 ７个的山东样品则聚为
一组。

图７　２２个不同产地白芍样品的聚类分析图

４　讨论

近年来，采用分子生物技术对药材鉴别已成为

趋势，目前白芍及品种的分子鉴定仅出现 ＡＦＬＰ［９］、

·１６６·
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ＲＡＰＤ［１０１１］、ＩＳＳＲ［１２１３］、ＤＮＡ条形码［１４］的研究，然

而尚未有关ＳＣｏＴ标记在白芍亲缘关系鉴定中应用的
研究报道。其中周佐斌［１１］使用 ＩＳＳＲ分析对白芍种
质资源的遗传多态性性分析，主要对浙江磐安白芍

为主要研究对象，并以花色特征的种内变异为研究

内容，发现浙江磐安白芍与外省居群分支明显。徐

攀［１３］等人采用ＤＮＡ条形码技术和随机多态性ＲＡＰＤ
分子标记技术对１２个不同品种的白芍种质资源进行
遗传多样性研究，发现ＤＮＡ条形码分子标记在种内
水平中并不能很好的区分相关的品种和品系，而

ＲＡＰＤ分子标记的结果也证明了现有的白芍种质资
源中存在较为丰富的遗传多样性。

ＳＣｏＴ标记作为一种新型的目的基因分子标记，
结合了 ＩＳＳＲ和 ＲＡＰＤ的优点，操作简单、重复性
好、引物通用性强，实验成本较低。本实验从３６条
ＳＣｏＴ通用引物中最终筛选出１２条清晰、条带丰富
的作为不同产地白芍的ＳＣｏＴ分子标记的引物，验证
了其稳定性及可靠性。引物扩增多态位点百分率占

６３６％，在分子水平证实了不同产地白芍具有丰富
的种内遗传多样性，本研究通过 ＮＴＳＹＳ软件进行相
似系数和 ＵＰＧＭＡ聚类分析，实现了对不同产地白
芍２２份样品的初步区分。不同地区白芍样品在聚类
树上基本聚为一类，浙江、安徽白芍在聚类图上的

聚类相对明显，且同产地内的白芍相似系数高。而

安徽白芍与四川部分白芍则出现混种现象，同时

部分山东白芍样品与安徽，四川两地部分样品亲

缘关系近，这可能由于白芍经过短期引种和驯化

导致品种间混杂现象。这对比研究结果表明 ＳＣｏＴ
技术能从分子水平上检测不同产地和居群之间白

芍的基因差异，可以从基因水平把不同地区植株

外型相似的白芍品种区分开，对新品种的选育有

很大的意义。
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