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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家现代农业产业技术体系建设专项（ＣＡＲＳ２１）；中央本级重大增减支项目（２０６０３０２）
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昆仑雪菊表型性状及分子标记的遗传多样性研究
△

樊丛照１，郎乾坤２，朱军１，王果平１，宋海龙１，李晓瑾１

１新疆维吾尔自治区中药民族药研究所／国家中医药管理局 新疆中药民族药资源重点实验室，新疆　乌鲁木齐　８３０００２；
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［摘要］　目的：从表型性状和分子学角度研究双色金鸡菊种质资源的多样性。方法：对双色金鸡菊１９个采集地
１２０份供试样品的１０个表型性状进行统计，并用１４条简单重复序列区间（ＩＳＳＲ）引物进行聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增，
电泳检测后统计条带；使用ＳＰＳＳ２１０等软件分析表型数据，ＰｏｐＧｅｎｅ３２分析条带统计结果。结果：表型性状中株高
的遗传多样性信息指数最高，其次是花冠大小和花色差异、茎杆粗细；聚类结果可将１９个采集地样品聚为两大类，其
中引种高海拔山区的双色金鸡菊有聚在一起的趋势。ＩＳＳＲＰＣＲ扩增结果显示双色金鸡菊在物种水平上有较高的遗传多
样性，不同产地有明显的遗传分化；聚类结果将１９个采集地的双色金鸡菊分为５大类，皮山县等高海拔地区样品在遗
传物质上显示出较强的地域性。结论：昆仑雪菊种质资源存在地域性的遗传分化，表型性状和ＩＳＳＲ分子标记可对昆仑
雪菊的种质资源进行评价。
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２１世纪初，在和田援疆的干部发现，当地盛行
饮用一种产自当地高海拔称之为 “古丽恰尔”的花

茶，气味浓郁，神清气爽。援疆干部们在给亲朋好

友介绍时，根据产地和外观取名为 “昆仑雪菊”。相

传其分布于克里昂乡３０００ｍ左右的高山草甸，极为

稀少，市场多为采撷该野生种子栽培的产品。然而经

植物分类学专家鉴定，“昆仑雪菊”系菊科双色金鸡

菊ＣｏｒｅｏｐｓｉｓｔｉｎｃｔｏｒｉａＮｕｔｔ，原产于北美，为我国引种
观赏花卉品种。但研究表明无论是植物形态还是化学组

成，源于和田地区的本品与其他地区的皆有所不同［１］。
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表型性状的统计分析是种质资源研究最基本的方

法［２］，具有数据收集快、经济等优点［３］；分子标记能

够直接精确地反映出遗传物质的差异，并表现出更高

的多态性［４］，其中简单重复序列区间（ｉｎｔｅｒＳｉｍｐｌｅ
ＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）具有操作简单、快速高效、
遗传多态性高、重复性好等特点［５］，在药材产地评价

和遗传多样性研究等方面已有广泛应用［６８］。因此，

本研究拟使用表型性状统计及ＩＳＳＲ分子标记等方法，
研究不同区域雪菊种质资源表型性状与遗传物质的多样

性，揭示不同产地间的差异，为正确定位 “昆仑雪菊”

提供科学依据，对发掘当地特色产品、服务于精准扶

贫，具有十分重要的现实意义和科学价值。

１　材料与方法

１１材料

１１１植物材料　收集不同产区的１９份雪菊种质资
源，２０１６年５月种植于新疆昌吉职业技术学校试验
田，试验条件一致。２０１６年８月分别采集１２０株的新
鲜叶片，保存于－８０℃冰箱备用，样品信息见表１。

表１　昆仑雪菊种质来源与样品信息
编号 产地 样本编号 收集人

１ 未知１号 １～２ 殷刚

２ 未知２号 ３～６ 殷刚

３ 新疆特克斯县 ７１０ 杨明华

４ 新疆民丰县１号 １１ 朱军

５ 新疆乌鲁木齐市 １２～１５ 朱军

６ 新疆皮山县１号 １６～２１ 朱军

７ 新疆皮山县２号 ７２～２８ 朱军

８ 新疆布尔津县 ２９～３７ 王果平

９ 新疆温泉县 ３８～４４ 朱军

１０ 新疆皮山县３号 ４５～５５ 朱军

１１ 新疆阿拉尔市 ５６～７４ 郎乾坤

１２ 新疆皮山县４号 ７５～８７ 朱军

１３ 新疆民丰县２号 ８８～９１ 朱军

１４ 新疆吐鲁番市 ９２～９４ 李江荣

１５ 甘肃兰州市 ９５～１００ 李江荣

１６ 新疆和田县 １０１～１１０ 李江荣

１７ 新疆于田县 １１１～１１２ 李江荣

１８ 新疆皮山县５号 １１３～１１７ 李江荣

１９ 新疆达坂城 １１８～１２０ 李江荣

１１２试剂　异丙醇（分析纯）；乙醇（分析纯）；Ｔｒｉｓ
平衡酚（北京索莱宝科技有限公司）；ＲＮａｓｅＡ酶（天
根生化科技北京有限公司，批号：ＲＴ４０５０２）；

２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭＩＸ（博迈德生物）；ＩＳＳＲ引物
（参照ＢｒｉｔｉｓｈＣｏｌｕｍｂｉａ大学公布的引物序列，由上海
生工合成）。

１１３仪器设备　ＡｎｋｅｒＴＧＬ１６Ｃ型离心机（上海安
亭科学仪器有限公司）；０７０８５１ＰＣＲ型扩增仪（Ａｎ
ＡｎａｌｙｔｉｋＪｅｎａｃｏｍｐａｎｙ）；恒温金属水浴锅（天根生化
科技北京有限公司）。

１２方法

１２１表型性状统计　测定每株供试品的株高（ＺＧ）、
径粗（ＪＣ）、冠幅（ＧＦ）、分枝数（ＦＺＳ）、第一分支的
高度（ＦＺＧ））、叶长／叶宽（ＹＣＫ）、花冠直径（ＨＧ）、
花蕊直径（ＨＲ）、花色（ＨＳ花瓣上的红色区域）、花
瓣数（ＨＢＳ）１０个表型性状。
１２２ＤＮＡ提取及检测　采用改良 ＣＴＡＢ区室法［９］，

提取样品ＤＮＡ，１％琼脂糖凝胶电泳检测条带大小及
质量。

１２３ＰＣＲ扩增及检测　ＩＳＳＲＰＣＲ反应体系２５μＬ，
包括２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭＩＸ１２５μＬ，Ｈ２Ｏ９μＬ，
引物２５μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ。反应条依次为预变性
３ｍｉｎ；变性 ３０ｓ，退火 ３０ｓ，延伸 ３０ｓ，循环 ３５
次；延伸５ｍｉｎ。１５％琼脂糖凝胶电泳检测结果。

１３数据处理

１３１表型数据处理　采用分级的方法对表型数据进
行处理［１０］；利用 ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ信息指数计算遗传

多样性信息指数（Ｈ），其计算公式为Ｈ＝∑ｓ

０
ＰｉｌｎＰｉ。

其中，Ｐｉ表示一个性状中存在Ｓ种类型，第ｉ个类型
的品种数占总品种数的比例；采用欧氏距离对供试

材料进行基于组内联接法的系统聚类；运用Ｅｘｃｅｌ软
件和ＳＰＳＳ２００对原始数据进行统计分析。
１３２ＩＳＳＲＰＣＲ扩增结果处理　对ＩＳＳＲ引物扩增条
带进行赋值：清晰条带记作 “１”，没有条带记作
“０”；用ＰＯＰＧＥＮＥ处理０／１矩阵图，计算多态位点
百分率（ＰＰＢ）、有效等位基因数（Ｎｅ）、Ｎｅｉ′ｓ遗传多
样性指数（Ｈ）、Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ信息指数（Ｉ）、群体总基
因多样性（Ｈｔ）、群体内的基因多样性（Ｈｓ）、群体间
的遗传分化系数（ＧＳＴ）、基因流（Ｎｍ）；按非加权配
对法（ＵＰＧＭＡ）进行聚类分析。

２　结果与分析

２１表型性状的极差分级及多样性分析结果
１２０份样品的表型性状结果如表２所示，遗传多

样性信息指数（Ｈ）大小依次为：株高＞花冠＝花色 ＞
·８６３１·
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表２　昆仑雪菊在表型性状各级别的分布量及其遗传多样性信息指数

部位
分布量

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ 　１０
　遗传多样性信息指数（Ｈ）

ＺＧ ８ １７ １４ １４ １９ １２ １２ ８ ２ ４ ２１６

ＪＣ １９ １９ ２８ １６ １７ １ ２ ３ １ ４ １８６

ＧＦ ２１ ２４ ３３ １７ １０ ２ ２ １ ０ １ １６７

ＦＺＳ １ １５ ３３ ０ ３４ １９ ０ ５ ２ １ １５７

ＦＺＧ ５５ ２９ １７ ３ ５ ０ ０ ０ ０ １ １２７

ＹＣＫ ２８ ９０ ９７ ７０ ３５ １６ ８ ３ ０ １ １７６

ＨＧ ４ １８ ４６ ４８ ８４ ６９ ５６ １７ ４ ２ １９４

ＨＲ １２６ １９８ ８ １ ２ ０ ０ １ ０ ２ １０７

ＨＳ ５ ２１ ４３ ７７ ６８ ６０ ２８ ２７ ５ １ １９４

ＨＢＳ １ ２１４ ０ ７１ ４ ２６ ０ ４ ０ ６ １０９

茎粗＞叶长／叶宽 ＞冠幅 ＞分枝数 ＞第一分支的高
度＞花瓣数＞花蕊直径。表型性状中株高的变异度和
丰富度最大，为２１６；最小的是花蕊直径，为１０７。

２２表型性状的聚类分析

雪菊１９个采集地的１０个平均表型性状聚类后
被分为２类（如图１）。第一类包括温泉县、兰州市、
吐鲁番市、布尔津县、于田县、达坂城、阿拉尔、

和田县，其中温泉县和兰州市的平均表型性状最近，

其次是布尔津县和于田县。第二类包括民丰县１～
２号、皮山县的１～５号、未知１～２号、特克斯、乌
鲁木齐市；其中民丰县１号和２号的平均表型性状
最近；其次是未知２号，乌鲁木齐市、皮山县１号
和５号，未知１号和特克斯县。

图１　双色金鸡菊１９个采集地表型性状聚类图

２３ＩＳＳＲ遗传多样性统计结果

１４条引物共扩增出 ２６３个位点，分子量在

１００～５０００ｂｐ，不同引物扩增的多态位点数从１３到
２４个不等，平均每个引物检测到１８７８个位点，如
图２，其中多态位点 ２５５个，占 ９６９６％。总的 Ｈｔ
为０２９２２，种群内的 Ｈｓ为０１４９８，种群间的 Ｄｓｔ
为 ０１４２４。物种水平上，ＰＰＢ为 ９６９６％、Ｎｅ为
１４６４４，Ｈ为０２８１１，Ｉ为０４３２１；居群水平上，
各种群的 ＰＰＢ差异较大，平均值为 ４２１３％，平均
有效等位基因数为 １２５９０，平均 Ｈ和 Ｉ分别为
０１４９８、０２２３１。见表３～４。

表３　ＩＳＳＲ反应体系中所使用引物的信息及扩增结果

引物 序列 退火温度／℃ 扩增带数 多态性带数 ＰＰＢ／％

８２０ （ＧＴ）８Ｃ ５４６ １３ １３ １００００

８２７ （ＡＣ）８Ｇ ５４６ １８ １８ １００００

８３４ （ＡＧ）８ＹＴ ５３９ １７ １７ １００００

８３５ （ＡＧ）８ＹＣ ５６２ ２２ ２０ ９０９１

８３６ （ＡＧ）８ＹＡ ５３９ １９ １８ ９４７４

８４１ （ＧＡ）８ＹＣ ５６２ １７ １７ １００００

８４８ （ＣＡ）８ＲＧ ５６２ ２０ ２０ １００００

８４９ （ＧＴ）８ＹＡ ５３９ １５ １５ １００００

８５０ （ＧＴ）８ＹＣ ５６２ １８ １７ ９４４４

８５５ （ＡＣ）８ＹＴ ５３９ ２０ １９ ９５００

８５６ （ＡＣ）８ＹＡ ５３９ １９ １８ ９４７４

８５７ （ＡＣ）８ＹＧ ５６２ ２４ ２４ １００００

８７３ （ＧＡＣＡ）４ ５１６ ２２ ２０ ９０９１

８８０ （ＧＧＡＧＡ）３ ５３６ １９ １９ １００００
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表４　昆仑雪菊的遗传多样性参数
采集地 样本数 位点数 多态位点数 多态位点比率／％ Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ信息指数（Ｉ） Ｎｅｉ′ｓ基因多样度指数（Ｈ）

１ ２ ２６３ ６１ ２３１９ ０１４０３ ００９６１

２ ４ ２６３ ８６ ３２７０ ０１８３９ ０１２４５

３ ４ ２６３ １３１ ４９８１ ０２８４９ ０１９３９

４ １ ２６３ ０ ０００ ０００００ ０００００

５ ４ ２６３ ５５ ２０９１ ０１１８３ ００８０３

６ ６ ２６３ １４１ ５３６１ ０２９４１ ０１９８９

７ ７ ２６３ １２０ ４５６３ ０２５８１ ０１７６６

８ ９ ２６３ １９５ ７４１４ ０３８５６ ０２５７７

９ ７ ２６３ １５７ ５９７０ ０３２０７ ０２１５４

１０ １１ ２６３ １３８ ５２４７ ０２５７７ ０１７１４

１１ １９ ２６３ １８６ ７０７２ ０３２７９ ０２１５２

１２ １３ ２６３ １５７ ５９７０ ０２８３７ ０１８６８

１３ ４ ２６３ １３１ ４９８１ ０２６４５ ０１７５６

１４ ３ ２６３ ６３ ２３９５ ０１４０６ ００９６１

１５ ６ ２６３ １１７ ４４４９ ０２３１４ ０１５４１

１６ １０ ２６３ １５４ ５８５６ ０２７１９ ０１７６７

１７ ２ ２６３ ３６ １３６９ ００８２８ ００５６７

１８ ５ ２６３ ８３ ３１５６ ０１７４７ ０１１８０

１９ ３ ２６３ ９４ ３５７４ ０２１８６ ０１５１５

平均 ２６３ １１０ ４２１３ ０２２３１ ０１４９８

总计 １２０ ２６３ ２５２ ９６９６ ０４３２１ ０２８１１

图２　引物８４１对昆仑雪菊供试样品１～３０的扩增图谱

２４群体的遗传分化
ＰＯＰＧＥＮＥ计算得到种群间的基因ＧＳＴ为０４８７４，

即４８７４％的遗传变异来源于种群间，５１２６％的遗

传变异来源于种群内；双色金鸡菊种群间 Ｎｍ为
０５２５９＜１，表明基因交流处于低等水平；１９个采
集地之间的Ｎｅｉ′ｓ遗传一致度在０６６０９～０９４８８，
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２０１９年１０月　第２１卷　第１０期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｏｃｔ２０１９　Ｖｏｌ２１　Ｎｏ１０

平均值０８２４０；遗传距离分布在００５２６～０４１４１，
平均值０１９６２。其中皮山县５号和达坂城两采集地
之间的遗传一致度最高（０９４８８），遗传距离最小
（００５２６）。
２５不同产地的聚类分析

１９个雪菊采集地 ＵＰＧＭＡ聚类结果（如图３）在
第１５步被聚为５类：未知１号和特克斯县被聚为第
一类；皮山县１～３号被聚为第二类；布尔津县、阿
拉尔市、皮山县 ４～５号、民丰县、温泉县、和田
县、达坂城、兰州市、于田被聚为第三类；未知 ２
号、乌鲁木齐市、民丰县被聚为第四类，吐鲁番市

被单独聚为第五类。

３　讨论

为了消除环境因素的干扰，本研究将来源于不

同产地的双色金鸡菊种质资源在同一产地种植，并

保证生长条件一致性。数量性状统计结果表明，不

同种质资源的双色金鸡菊外观形态呈现显著差异，

除了株高、径粗、冠幅等数量性状存在显著差异外，

花色（花瓣上的红色区域面积）也存在显著的差异。

总体来看，来源于平原地区的种质资源和来源于高

海拔地区的种质资源分为两大类群，这表明，环境

因素可能在一定程度上影响了双色金鸡菊遗传物质

的分化。

遗传多样性研究结果表明，双色金鸡菊遗传多

样性指数为 ０２８１１，大于同科药用菊花（ＰＰＢ＝
８１８７％，Ｈ＝０２１９１）［１１］，有较高的遗传多样性，
决定了其较强的环境适应能力，因此双色金鸡菊

能够在新疆各种生态环境下引种成功。但从 Ｎｍ
指数来看，双色金鸡菊种群间基因交流处于较低

水平，这也进一步证明了双色金鸡菊在不同环境

长期引种栽培过程中遗传物质发生了区域性的遗

传分化，实际表现在不同产区表型性状、气味、

浸出液色度、有效成分［１２１３］等方面的差异，因此

导致市场上也出现了质量和外观参差不齐的雪菊

产品。

在全球尺度上植物的遗传物质与纬度、气候因

素之间存在显著的非线性关系［１４］。在和田昆仑山

地区生长的双色金鸡菊与环境相适宜，产生了适合

本地区环境的遗传分化。ＩＳＳＲ遗传多样性分析结
果表明，生长在皮山县干旱、高寒、高海拔地区的

昆仑雪菊在遗传物质上显示出较强的地域性和道地

性，因此，昆仑山区产的昆仑雪菊无论在品质还是

价格上都长期保持着巨大的优势。虽然环境会对

雪菊的品质造成一定的影响，但近些年由于盲目

的人工栽培导致原始的种质与其他地区种质发生

基因交流，也是造成昆仑雪菊种质混乱、品质良

莠不齐的一个重要因素，因此保护昆仑雪菊原产

地的种质资源对保持昆仑雪菊的市场竞争力具有

重要的意义。

图３　基于ＩＳＳＲ的昆仑雪菊１９个采集地的遗传聚类图

（下转第１３９１页）
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