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［摘要］　目的：主产区掌叶覆盆子表型特征和遗传组成调查。方法：对华东地区２４份掌叶覆盆子野生资源的
表型进行观察并记录。基于简单重复间序列（ＩＳＳＲ）标记信息对２４份掌叶覆盆子和５份悬钩子属近缘植物材料进行
遗传分析。结果：２４份掌叶覆盆子的表型变异丰富，通过茎干颜色、皮刺密度、叶形、幼叶色苷、花瓣长、果柄
长、果型７个性状可以对华东地区主要的掌叶覆盆子资源进行区分；应用８条适于掌叶覆盆子研究的ＩＳＳＲ标记共检
测到９０个位点，其中多态性位点５８个，占比６４４４％；基于 ＮＴＳＹＳｐｃ２１０软件的相似性分析，ＩＳＳＲ标记可以明
确地区分掌叶覆盆子与近缘悬钩子植物；在相似系数为０６７～０７０处，来自浙北、浙南和闽北３个区域的种质资源
分别聚为１组；掌叶覆盆子物种内基因多样性指数（Ｈ）为０２７２０、Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ信息指数（Ｉ）为０４１２７、遗传相似系数
为０５３６６～０８７８０；３个区域群体间的遗传分化不明显，区域间群体的遗传距离＜０２５３８、遗传一致度＞０７７５９、基
因分化系数（Ｇｓｔ）为０３２０３、基因流（Ｎｍ）为１０６１２。结论：华东地区掌叶覆盆子种质具有丰富的遗传多样性，可
以应用ＩＳＳＲ标记对掌叶覆盆子进行遗传和系谱分析。
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覆盆子为掌叶覆盆子 ＲｕｂｕｓｃｈｉｎｇｉｉＨｕ的干燥未
成熟果实，具有益肾固精缩尿、养肝明目之功效［１］，

临床上常用于治疗遗精滑精、遗尿尿频、阳痿早泄、

目暗昏花［２］，主要分布于我国华东地区的浙江、广

西、江西和福建等省。现代药理研究表明，其具有抗

肿瘤、抗氧化、调节血糖和血脂、抗衰老和抗炎等药

理作用［３４］。分子鉴定技术在中药材基原的区分和伪

品鉴别中可以起到定性判别的作用［５］，其中以核糖体

内部转录间隔区（ＩＴＳ）序列和叶绿体ｐｓｂＡｔｒｎＨ应用最
多［６７］。物种内部不同地理宗、居群或品种的区分需

要更多的基因信息进行区分，对于无参考基因组的植

物，往往采用随机引物进行初步的研究，如相关序列

扩增多态性（ＳＲＡＰ）、简单重复间序列（ＩＳＳＲ）、扩增
片段长度多态性（ＡＦＬＰ）等标记体系。其中，ＩＳＳＲ分
子标记是全基因组多样性分析的通用标记，具有多态

性高、操作简便等优点，至今仍用于植物群体遗传

组成的初步分析［８１１］。近年，浙江及周边省份覆盆

子产业发展迅速，人工引种栽培面积超过 ８万亩
（１亩≈６６６６７ｍ２），而有关覆盆子资源的系统分析
未见报道。本研究系统记录了华东地区２４份掌叶覆
盆子资源的主要表型，利用 ＩＳＳＲ标记对华东产区掌

叶覆盆子与其近似种进行遗传分析，明确了掌叶覆盆

子与悬钩子属近缘植物红树莓 ＲｉｄａｅｕｓＬ、茅莓 Ｒ
ｐａｒｖｉｆｏｌｉｕｓＬ、山莓ＲｃｏｒｃｈｏｒｉｆｏｌｉｕｓＬｆ、三花悬钩子
ＲｔｒｉａｎｔｈｕｓＦｏｃｋｅ、盾叶莓 ＲｐｅｌｔａｔｕｓＭａｘｉｍ的亲缘
关系和掌叶覆盆子种内的遗传多样性特征，为掌叶覆

盆子的基原鉴定和新品种选育提供参考。

１　材料

１１　样品
２０１７年收集华东各地的野生掌叶覆盆子资源

２４份，收集近缘的悬钩子属植物５份。其中，１份树
莓样品为国外引种的红树莓Ｒｉｄａｅｕｓ栽培种，山莓和
茅莓采集自于杭州市西湖区，三花悬钩子采集于台州市

石梁镇，盾叶莓采集于杭州市藻溪镇。各样品统一栽培

于丽水市农科院试验基地。２０１９年开花后，植物基原
由丽水市农林科学研究院华金渭研究员鉴定，结合花器

官表型［１２］和ＩＴＳ序列信息（分子鉴定参考吕群丹等［１３］

方法）鉴定为掌叶覆盆子 ＲｕｂｕｓｃｈｉｎｇｉｉＨｕ、红树莓
ＲｉｄａｅｕｓＬ、茅莓ＲｐａｒｖｉｆｏｌｉｕｓＬ、山莓Ｒｃｏｒｃｈｏｒｉｆｏｌｉｕｓ
Ｌｆ、三花悬钩子ＲｔｒｉａｎｔｈｕｓＦｏｃｋｅ、盾叶莓Ｒｐｅｌｔａｔｕｓ
Ｍａｘｉｍ。２４份掌叶覆盆子材料来源和表型见表１。

表１　掌叶覆盆子来源和表型特征（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
编号 取样地 茎干颜色 皮刺密度 叶形 幼叶色苷 花瓣长／ｃｍ 果柄长／ｃｍ 果型 果质量／ｇ
１ 福建南平 红色 中等 ５裂 无 ２５±０１ ２６±０２ 渐尖 ０５３±００３
２ 福建霞浦 绿色 中等 ５裂 有 ２８±０１ ２９±０２ 截屏 ０６３±００５
３ 江西德兴 红色 稀疏 ５裂 无 ２７±０１ ３４±０３ 渐尖 ０３２±００８
４ 安徽黄山 红色 中等 ５裂 有 ２２±０１ ２８±０２ 渐尖 ０３４±００２
５ 安徽绩溪 红色 中等 ７裂 无 ３１±０２ ３４±０３ 截屏 ０３５±０１０
６ 浙江武义 红色 中等 ５裂 无 ２７±０１ ３３±０３ 截屏 ０４９±００３
７ 浙江松阳 红色 密集 ５裂 无 ３１±０３ ４０±０４ 渐尖 ０４４±０１０
８ 浙江江山 红色 中等 ５裂 无 ２５±０１ ３１±０２ 渐尖 ０２９±００２
９ 浙江仙居 红色 密集 ５裂 有 ２６±０１ ２５±０２ 截屏 ０３０±００３
１０ 浙江安吉 红色 中等 ５裂 无 ２９±０２ ３６±０３ 渐尖 ０３１±００５
１１ 浙江青田 红色 中等 ５裂 无 １９±０２ ３２±０２ 截屏 ０２８±００５
１２ 浙江临岐 红色 稀疏 ７裂 无 ２３±０１ ２９±０２ 渐尖 ０３７±００８
１３ 浙江建德 红色 稀疏 ５裂 无 ２２±０１ ２３±０２ 截屏 ０１６±００２
１４ 浙江庆元 绿色 中等 ５裂 无 ２７±０１ ２９±０３ 渐尖 ０２７±００３
１５ 浙江浦江 绿色 中等 ５裂 无 ２９±０２ ３９±０４ 截屏 ０３８±００８
１６ 浙江缙云 红色 中等 ５裂 无 ２７±０１ ２６±０３ 渐尖 ０３４±００９
１７ 浙江遂昌 红色 稀疏 ５裂 无 ２５±０２ ２０±０１ 截屏 ０３５±０１１
１８ 浙江云和 红色 中等 ５裂 无 ２４±０１ ３６±０４ 渐尖 ０３２±００７
１９ 浙江开化 红色 密集 ７裂 无 ２３±０１ ３０±０２ 渐尖 ０３７±００５
２０ 浙江新昌 绿色 密集 ５裂 无 ３１±０１ ３８±０２ 渐尖 ０４１±００６
２１ 浙江昌化 红色 中等 ５裂 有 ２９±０１ ２７±０２ 渐尖 ０５１±００９
２２ 浙江磐安 红色 中等 ５裂 无 ２８±０３ ２２±０１ 截屏 ０４５±００８
２３ 浙江临安 红色 中等 ５裂 无 ２７±０１ ３８±０２ 渐尖 ０２６±００１
２４ 浙江永康 红色 中等 ５裂 无 ２５±０１ ２６±０１ 渐尖 ０３３±００４

·７２４·
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１２　试药

聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增试剂为 ２×ＨｉｅｆｆＴＭ

ＰＣＲＰｌｕｓＭａｓｔｅｒＭｉｘ（上海翊圣生物科技有限公司）。
三羟基甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、β巯基乙醇、三氯甲
烷、异戊醇均为分析纯，均购于国药集团化学试剂

有限公司。

１３　仪器
Ｖｅｒｉｔｉ９６ＷｅｌｌＴｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒ型 ＰＣＲ仪（美国

ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；ＧｅｌＤｏｃＴＭＸＲ＋型凝胶成
像仪、ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ型 电 泳 仪 （美 国 ＢｉｏＲａｄ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司）；ＬｅｇｅｎｄＭｉｃｒｏ１７型高速离心机
（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；Ｍ２００Ｐｒｏ型多功能酶标仪（美
国Ｔｅｃａｎ公司）；ＴｉｓｓｕｅＬｙｓｅｒⅡ型组织研磨器（德国
Ｑｉａｇｅｎ公司）。

２　方法

２１　表型记录
参考同属植物树莓和月季的表观性状分类体

系［１４１５］，结合掌叶覆盆子生物学特征，选取８个表观
性状进行观察记录。每份样品随机选取５个单株，群
体内质量性状出现变异的以多数个体表现的性状为

准。于２０１９年３月观察孕蕾期２年生枝条主干的颜
色，定义茎干颜色为绿色和红色；统计２年生枝条主
干离地４０～５５ｃｍ处皮刺数量（Ｎ），定义皮刺密度为
密集（Ｎ≥３０）、中等（３０＞Ｎ≥１５）、稀疏（Ｎ＜１５）３个
级别；定义叶形为７裂叶、５裂叶２种；根据果期幼
叶尖端是否为红色，定义幼叶色苷类型为有、无

２种；定义花瓣基部至外缘顶端的距离为花瓣长；定
义连接枝干和果实之间的果柄的距离为果柄长；根据

果实顶端型态，定义果型为渐尖、截平２种类型；定
义药材采收期，即绿转黄期果实的干质量为果质量。

２２　ＩＳＳＲ标记扩增

每份样品随机选取嫩叶１０片，采用十六烷三甲
基溴化胺（ＣＴＡＢ）法提取样品材料中的基因组ＤＮＡ，用
１×ＴＥ缓冲液调整其质量浓度为１００ｎｇ·μＬ－１。扩增反
应体系为基因组 ＤＮＡ模板 １μＬ（约 １００ｎｇ）、引物
１μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）、ＭｇＣｌ２溶液（２５ｍｍｏｌ·Ｌ

－１）１μＬ、
ＭｉｘＴａｑ１０μＬ和ｄｄＨ２Ｏ７μＬ，总体积为２０μＬ。扩
增程序为９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，５０℃
退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延
伸７ｍｉｎ。以２４份样品等量混样提取的总 ＤＮＡ为模
板，采用ＩＳＳＲ引物进行多态性筛选。ＩＳＳＲ标记引物

为加拿大哥伦比亚大学公布的引物。以ＩＳＳＲ引物分
别扩增ＰＣＲ产物，ＰＣＲ产物在含有染料的２％琼脂
糖凝胶中电泳后用成像仪拍照，引物序列见表２。

表２　ＩＳＳＲ标记及其扩增结果

标记 序列（５′→３′）
位点数／
个

多态性

位点数／个
多态性

占比／％

ＵＢＣ８３６ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＡ １５ ７ ４６６７
ＵＢＣ８４１ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＹＣ １６ １４ ８７５０
ＵＢＣ８４２ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＹＧ １１ ７ ６３６４
ＵＢＣ８４５ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＲＧ ９ ６ ６６６７
ＵＢＣ８５５ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＴ １１ ７ ６３６４
ＵＢＣ８５７ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＧ １４ １０ ７１４３
ＵＢＣ８６６ ＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣ ７ ３ ４２８６
ＵＢＣ９０１ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＹ ７ ４ ５７１４

２３　数据分析

应用 ＳＰＳＳ１６０软件，将表观性状数标准化处
理后进行相关性分析和聚类分析；应用 ＰＯＰＧＥＮＥ
１３２软件对ＩＳＳＲ条带数据的遗传多样性进行分析；
应用ＮＴＳＹＳｐｃ２１０软件基于ＵＰＧＭＡ方法，构建聚
类树状图。

３　结果

３１　掌叶覆盆子表型特征分析

２４份掌叶覆盆子资源来源覆盖覆盆子的主产
区。结果表明，掌叶覆盆子表型丰富，８个表观性
状包括５个质量性状和３个数量性状。掌叶覆盆子
的药材采收期为处于青色转黄时期的未成熟果

实［１６］，记录药材采收期的果干质量。相关性分析表

明，花瓣长度和产量性状果质量有正相关关系，其

他性状之间没有显著的相关性（表３）。由于花瓣长
和果质量性状间有相关关系，且果质量为果实快速

发育期性状，因此，基于表型性状的聚类分析，选

用了茎干颜色、皮刺密度、叶形、幼叶色苷、花瓣

长、果柄长、果型７个性状。聚类结果显示，上述７
个表观性状可以较好地区分和描述华东地区的掌叶覆

盆子资源（图１）。同时，基于７个表观特征数据的聚
类结果分析，表型特征与地域分布无关。对比分子数

据聚类结果没有呈现出显著的区域间表型分化。

３２　ＩＳＳＲ标记扩增产物多态性分析

应用８条扩增谱带清晰并呈多态性的 ＩＳＳＲ引物
（图２）对２９份材料进行扩增，对２４份掌叶覆盆子
资源的标记多态性进行统计，共检测到９０个位点。
其中，多态性位点５８个，占比６４４４％（表２）。

·８２４·
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表３　掌叶覆盆子表型性状间相关性

表型 茎干颜色 皮刺密度 叶形 幼叶色苷 花瓣长 果柄长 果型 果质量

茎干颜色 ０３６４６ ０４２９８ ０６４２０ ００７３４ ０６３４１ ０５９１１ ０２３７６

皮刺密度 ０１９３６ １００００ ０３６４６ ０１１４４ ０２７４５ ０４８６９ ０２７５９

叶形 －０１６９０ ０００００ ０４２９８ ０７５５７ ０７５０１ ０８８０１ ０９５３３

幼叶色苷 －０１０００ －０１９３６ ０１６９０ ０９７７４ ０２６５９ ０５９１１ ００９２１

花瓣长 ０３７２１ ０３３０７ －００６７０ －０００６１ ０１５１８ ０９０９０ ００４６５

果柄长 ０１０２４ ０２３２４ ００６８６ ０２３６５ ０３０１８ ０３０６１ ０８５２３

果型 ０１１５５ －０１４９１ －００３２５ －０１１５５ －００２４７ －０２１８０ ０７１８１

果质量 ０２５０６ ０２３１７ －００１２６ －０３５１５ ０４１００ －００４０１ ００７７７

　　注： Ｐ＜００５。

图１　基于表型数据的掌叶覆盆子聚类分析图

注：ＭＤＮＡＭａｋｅｒ；１～２４掌叶覆盆子样品的带型；２５～２９山莓、茅莓、三花悬钩子、红树莓和盾叶莓样品的带型。

图２　掌叶覆盆子与近缘植物引物ＵＢＣ８４１的扩增条带
·９２４·
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３３　遗传距离和聚类分析

本研究中，掌叶覆盆子种质资源间的遗传相似

系数为遗传相似系数为０５３６６～０８７８０，平均值为
０７１５７。其中，遂昌和南屏的材料遗传相似性系数
最低，为０５３６６；临岐和建德的材料遗传相似性最
高，为０８７８０。该结果表明，本研究中掌叶覆盆子
材料的整体遗传相似性较大，来自不同地域的材料

也存在较大的差异。应用ＮＴＳＹＳｐｃ软件分析供试材
料间的遗传相似系数，基于 ＵＰＧＭＡ方法，构建聚
类树状图（图３）。本研究的公示材料均为 ＩＳＳＲ标记
信息，可以明确区分掌叶覆盆子与近缘悬钩子植物，

悬钩子属（Ｒｕｂｕｓ）空心莓组（ＳｅｃｔＩｄａｅｏｂａｔｕｓ）植物，
山莓和三花悬钩子与掌叶覆盆子均为单叶，且花着生于

小枝顶部，属于球果亚组（ＳｕｂｓｅｃｔＣｏｒｃｈｏｒｉｆｏｌｉｉ），聚类
的亲缘关系较近；红树莓和茅莓均为复叶，分属于

绒毛叶亚组（ＳｕｂｓｅｃｔＳｔｉｍｕｌａｎｔｅｓ）和伞房花序亚组
（ＳｕｂｓｅｃｔＩｄａｅａｎｔｈｉ），两者遗传距离较近；而盾叶莓
属于盾叶亚组（ＳｕｂｓｅｃｔＰｅｌｔａｔｉ），为单生叶，聚类于
茅莓与球果亚组植物之间。在相似系数为 ０６７～
０７０处２４份掌叶覆盆子资源又可进一步聚为浙北、
浙南和闽北３组，说明不同地域的掌叶覆盆子出现
了一定的遗传分化。以浙北、浙南和闽北为群体，

应用ＰＯＰＧＥＮ软件，进一步分析可知区域间群体的
遗传距离＜０２５３８、遗传一致度＞０７７５９、基因分

化系数（Ｇｓｔ）为 ０３２０３、基因流（Ｎｍ）为 １０６１２，
说明３个区域群体间的遗传分化不明显。

３４　遗传多样性分析

在物种水平上，掌叶覆盆子的基因多样性指数

（Ｈ）＝０２７２０、Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ信息指数（Ｉ）＝０４１２７
（表４），说明该物种的基因遗传多样性较高。浙南
地区的掌叶覆盆子 Ｈ高于浙北地区，而 Ｉ低于浙北
区域。该结果可解释为浙北地区每份资源平均的基

因多样性较高，而浙南地区不同材料间的有效等位

基因数差异较大。闽北地区的供试的材料数量较少，

导致Ｈ和Ｉ较低，不能显示区域内物种的遗传多样
性，需要加大样本做进一步研究。

表４　基于ＩＳＳＲ标记信息的掌叶覆盆子遗传多样性参数

群体分布
样本数／
个

观测等位

基因数／个
有效等位

基因数／个 Ｈ Ｉ

华东地区 ２４ １８５３７ １４６１０ ０２７２０ ０４１２７

浙北地区 １２ １７５６１ １３４１９ ０２２３２ ０３５１１

浙南地区 １０ １６８２９ １３９７７ ０２３２２ ０３５０１

闽北地区 ２ １２１９５ １２１９５ ０１０９８ ０１５２２

４　讨论

４１　药用覆盆子的种源引种与选育

从物种基原的水平上分析，中药材覆盆子基原

图３　基于ＩＳＳＲ标记信息的掌叶覆盆子与近缘植物聚类分析图

·０３４·
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植物呈现逐渐纯化的过程。传统中药材覆盆子来源

丰富，历史上诸多蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａｅ）悬钩子属
（Ｒｕｂｕｓ）植物的果实被当作 “覆盆子”入药，传统

医药书籍中记载的覆盆子基原植物名称有 “蓬雃”

“插田泡”“茅莓”“覆盆子”“黄果悬钩子”“寒

莓”等，随时间推移，医家逐渐明确 “覆盆子”为

植物掌叶覆盆子的未成熟干燥果实［１７］。目前，《中

华人民共和国药典》２０２０年版收录的覆盆子的基原
植物也只有掌叶覆盆子［３］。本研究的全基因组的分

子标记研究表明，掌叶覆盆子与近缘的悬钩子属植

物有明显的物种分化。与此同时，掌叶覆盆子相对

于其他悬钩子属近缘植物的药理效果系统评价还有

待进一步研究。本研究基于ＩＳＳＲ标记信息对物种的
区分与聚类结果与 Ｙａｎ等［１８］基于叶绿体基因（ｒｂｃＬ、
ｒｐｌ２０ｒｐｓ１２、ｔｒｎＧｔｒｎＳ）和核基因（ＩＴＳ、ＧＢＳＳＩ２、ＰＥＰＣ）
的悬钩子属植物聚类结果是一致的，表明ＩＳＳＲ标记
体系可以较好地区分悬钩子属近缘植物。目前，掌

叶覆盆子已经形成了一定的种植规模，其种植模式

仍处于原地野生资源引种繁育阶段，还没有稳定的

优质药用品种育成。综上所述，掌叶覆盆子的 ＩＳＳＲ
标记基因多样性较高、种质区分性较好、研究效率

高，可以运用于种质区分和遗传研究工作。

４２　掌叶覆盆子的遗传结构与分化

掌叶覆盆子物种水平上Ｈ＝０２７２０、Ｉ＝０４１２７，
高于濒危植物五小叶槭［１９］、稀有药用植物滇重楼［２０］、

已经驯化的植物黄瓜［２１］，与华南广布的华中五味子相

当［２２］，表现出中等偏高的遗传多样性。植物种群的

遗传多样性变化与物种自身的繁育系统、遗传漂变、

基因突变，以及外部环境变化、人类活动导致的种

群隔离和生境片断化、异地引种等诸多因素相

关［２３２４］。华东地区掌叶覆盆子整体呈现出较高的遗

传多样性，该结果与掌叶覆盆子为虫媒花、生长年

限久、可以依靠鸟类长距离传播等生物特征相关。

与此同时，聚类分析结果显示，在遗传相似系数

０６７～０７０处，供试样品呈现出区域分化的现象，
导致该现象的原因可能与不同纬度地区群体的花期

不遇，生长区域因人为活动产生隔离等原因相关。

虽然，掌叶覆盆子的野生群体具有较高的遗传多样

性，但是在掌叶覆盆子的引种驯化过程中，往往采用

根蘖芽无性繁殖，该操作导致基因多样性的下降，进

而加大病虫害大规模爆发的风险［２５２６］。因此，在发展

掌叶覆盆子产业的同时，应注意保护野生掌叶覆盆子

资源，同时注意引种资源的品种更新。
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