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不同产区黄芩SSR分子标记鉴别研究
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［摘要］ 目的：采用简单重复序列（SSR）分子标记技术鉴定不同产区黄芩种质资源。方法：基于黄芩基因组

数据设计 SSR 引物，并对来自河北、东北（辽宁、吉林地区）、内蒙古、山东、山陕（山西和陕西）地区共计 5个

产区的黄芩进行遗传多样性分析及聚类分析。结果：引物组合 Sb2、Sb16、Sb22、Sb23、Sb26可以对产地为辽宁、

吉林的黄芩进行鉴定区分；引物组合 Sb21、Sb22、Sb28可以对产地为内蒙古的黄芩进行鉴定区分；引物组合 Sb5、
Sb13、Sb16、Sb22可以对产地为陕西、山西的黄芩进行鉴定区分。结论：研究结果可为不同产区黄芩种质资源的鉴

定提供一种准确、高效的技术方法。
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[Abstract] Objective: To identify the germplasm resources of Scutellaria baicalensis Georgi from different regions.

Methods: Simple sequence repeats (SSR) primers were designed based on genome data of S. baicalensis, and genetic

diversity analysis and cluster analysis were performed on S. baicalensis from 5 regions: Hebei, Northeast China (Liaoning,

Jilin), Inner Mongolia, Shandong, Shanshaan (Shanxi and Shaanxi). Results: The combination of primers Sb2, Sb16, Sb22,

Sb23, and Sb26 can distinguish samples from Liaoning and Jilin, and primers Sb21, Sb22, and Sb28 together can identity

samples from Inner Mongolia. In addition, the combination of Sb5, Sb13, Sb16, and Sb22 can distinguish samples from

Shanxi and Shaanxi. Conclusion: This study provides an accurate and efficient technical method for the identification of S.

baicalensis from different regions.
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黄芩 Scutellaria baicalensis Georgi为唇形科黄芩

属多年生草本植物，是一种广泛使用的大宗药材，

其以根入药，味苦，性寒，有清热燥湿、泻火解毒、

止血、安胎等功效[1-3]。黄芩产于河北、辽宁、吉林、

内蒙古、山东、山西、陕西等地，不同产地黄芩药

材的药效差异较大[4-5]。近年来，对黄芩的研究多集

中在生理生化、药理等方面[6-7]，不同种质鉴别多运

用性状鉴别及显微鉴别等方法[8]，通常依赖于个人经

验及主观判断，技术可推广性欠缺。黄芩产地的鉴

别一直是黄芩物种鉴定的技术难点，也是当前中药

资源产业面临的行业难题。

DNA分子标记技术具有高效、准确、不受环境

条件影响、实验操作简单等优点[9]，已广泛应用于植

物品种真实性鉴定及纯度检测研究[10-11]。简单重复序

列 （SSR） 标记是近年来发展起来的建立在聚合酶

链式反应（PCR）基础上的第二代分子标记。由于
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SSR 分子标记具有数量丰富、多态性高、遗传共显

性、谱带扩增稳定、精度高、检测时间短、技术成

熟等特点，已应用于作物遗传学研究[12-13]。文苗苗

等[14]对 6个野生或栽培产区共 147份黄芩种质进行遗

传多样性分析和评价，分子聚类结果表明，不同产

区黄芩种质间存在一定的遗传分化和基因交流，遗

传变异主要存在于产区内。张红瑞等[15]利用简单序

列重复区间扩增多态性（ISSR）分子标记技术分析

得到，黄芩种源间的亲缘关系与地理位置存在一定

的联系。本研究基于黄芩全基因组设计 SSR 引物，

鉴别河北、辽宁、吉林、内蒙古、山东、山西和陕

西地区黄芩种质资源，以期为黄芩产区鉴定、资源

的保护和开发及分子标记辅助育种等提供参考。

1 材料

黄芩样本分别采于河北，辽宁、吉林（以下简

称“东北”），内蒙古，山东，山西、陕西（以下简

称“山陕”） 地区共计 5个产区的黄芩各 12、12、
10、11、13株，所采样品均为当年萌发的鲜叶，样

品信息见表 1。经中国中药有限公司曾燕副研究员

鉴定为黄芩Scutellaria baicalensis Georgi。

T100型PCR仪、GelDocXR+型凝胶成像仪（美

国 Bio-Rad 公司）；DYY-6D 型电泳仪 （北京六一生

物科技有限公司）；1-14型离心机（德国Sartorius公

司）；NanoDrop One 型超微量分光光度计 （美国

Thermo公司）。

表1 黄芩样品采集信息

产区

河北

东北

内蒙古

采集地

河北省承德市围场县

河北省承德市隆化县

河北省承德市隆化县

河北省承德市围场县

河北省承德市围场县

河北省承德市围场县

河北省承德市隆化县

河北省张家口市赤城县

河北省张家口市康保县

河北省张家口市康保县

河北省张家口市赤城县

河北省张家口市康保县

吉林省四平市双辽市

吉林省四平市双辽市

吉林省四平市双辽市

吉林省松原市乾安县

吉林省松原市乾安县

吉林省松原市乾安县

吉林省松原市乾安县

辽宁省朝阳市北票大黑山特别保护区

辽宁省朝阳市北票大黑山特别保护区

辽宁省葫芦岛市建昌县

辽宁省葫芦岛市建昌县

辽宁省葫芦岛市建昌县

内蒙古自治区赤峰市阿鲁科尔沁旗

内蒙古自治区呼伦贝尔市鄂温克旗

内蒙古自治区呼伦贝尔市鄂温克旗

内蒙古自治区呼伦贝尔市鄂温克旗

内蒙古自治区乌兰察布市卓资县

编号

HBCD102
HBCD103
HBCD104
HBCD105
HBCD106
HBCD107
HBCD108
HBZJ101
HBZJ105
HBZJ106
HBZJ107
HBZJ108
JLSP101
JLSP103
JLSP104
JLSY101
JLSY102
JLSY103
JLSY104
LNCY101
LNCY102
LNHL101
LNHL102
LNHL103
NMCF103
NMHL101
NMHL102
NMHL103
NMWL103

产区

山东

山陕

采集地

内蒙古自治区乌兰察布市

内蒙古自治区锡林浩特市正镶白旗

内蒙古自治区锡林浩特市正镶白旗

内蒙古自治区锡林浩特市

内蒙古自治区锡林浩特市

山东省文登市

山东省文登市界石镇后

山东省潍坊市临朐县

山东省潍坊市临朐县

山东省烟台市福山区

山东省烟台市福山区

山东省烟台市

山东省淄博市博山区

山东省淄博市博山区

山东省淄博市博山区

山东省淄博市

山西省临汾市浮山县

山西省临汾市浮山县

山西省临汾市浮山县

山西省榆次市

山西省榆次市

山西省榆次市

陕西省榆林市佳县

山西省阳泉市郊区

山西省阳泉市

山西省阳泉市郊区

陕西省咸阳市淳化县

陕西省咸阳市淳化县

陕西省咸阳市淳化县

编号

NMWL104
NMXL101
NMXL102
NMXL103
NMXL104
SDWD101
SDWD103
SDWF101
SDWF103
SDYT101
SDYT102
SDYT103
SDZB101
SDZB102
SDZB103
SDZB104
SXLF101
SXLF102
SXLF103
SXYC101
SXYC102
SXYC103
SXYL101
SXYQ101
SXYQ102
SXYQ103
SXYY101
SXYY102
SXYY103

注：山西和陕西简称“山陕”；表3~8同。
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异丙醇（批号：20190605）、无水乙醇（批号：

20190507）均购自国药集团化学试剂有限公司；Taq

DNA聚合酶（批号：W9205a）、10×Taq Buffer（批号：

U8402a）均购自天根生化科技（北京）有限公司。

2 方法

2. 1 基因组DNA的提取

黄芩基因组DNA利用改良的十六烷基三甲基溴

化铵法（mCTAB）提取。取黄芩叶片样品 100 mg，

浸入液氮冷冻研磨至细小的粉末；加入buffer A溶液

1. 5 mL，反复颠倒混匀，冰浴 10 min，10 000×g 离

心 2 min，弃上清液；加入 buffer A溶液 1. 5 mL，反

复颠倒混匀，冰浴 10 min，10 000×g 离心 2 min 后，

弃上清液；加入预热的 2% CTAB溶液 800 μL，沉淀

均质悬浮后，65 ℃水浴 1. 5~2. 0 h，其间颠倒均质

溶液 3~5次；10 000×g室温离心 5 min，取DNA上清

液至2. 0mL离心管中，加入等体积CI（三氯甲烷-异戊

醇24∶1）溶液，颠倒摇床上混合 10 min；10 000×g

离心 5 min，取上清液至新的 2. 0 mL 离心管中，加

入等体积CI溶液，颠倒摇床上混合10 min；10 000×g

离心 10 min，取上清液至新的 1. 5 mL离心管中，加

0. 6倍体积冰冷的异丙醇，颠倒混合后置于–20℃冰箱

保存1 h以上；10 000×g离心2min，弃上清液，控干液

滴，加入RNase溶液（100mg·L–1）100 μL，37℃保存

0. 5 h；依次加入双蒸水（ddH2O） 150 μL、5 mol·L–1

NaCl 50 μL和无水乙醇700 μL，充分混合，10 000×g

离心 3 min，控干液滴，加入 70% 乙醇 600 μL，混

合后离心 2 min，弃上清液；加入 70%乙醇 600 μL，

混合后离心 2 min，弃上清液；加 TE缓冲液 100 μL

溶解DNA，并根据超微分光光度计测定将样品DNA

稀释至50 ng·µL–1，用于后续的PCR扩增。

2. 2 SSR引物筛选

基于文献研究筛选 SSR 引物[16]：在 SSR 核心区

侧翼序列中 （150 bp 范围），使用 primer 3 进行

primer引物设计。引物最佳长度为 24 bp；引物最小

长度为 20 bp；引物最大长度为 28 bp；最佳退火温

度为 58 ℃；最低退火温度为 55 ℃；最高退火温度

为 60 ℃；1对引物退火温度的最大差值为 1 ℃。其

他参数采用 primer 3的默认参数。将得到的引物

BLAST比对回基因组上，将成对引物在基因组上可

以扩增得到的序列长度进行比较，与含有目标 SSR

的产物长度差在 2 kb 以上，保留该对引物，与含

SSR 产物长度差在 2 kb 以内的，滤掉该引物，最终

得到59 233对SSR引物。选择重复单元碱基数2~5 bp，

重复单元 5~10次的 50对SSR引物进行预实验，所选

择的引物长度为 20~25 bp，理论退火温度为 55~

60℃，PCR产物长度为150~350 bp。

2. 3 PCR扩增及检验

用筛选出的引物对提取的 5个不同产区所有黄

芩 DNA 样本进行 PCR 反应。反应体系为 ddH2O

11. 8 μL、10×Taq Buffer 2 μL、2 mmol·L–1脱氧核糖

核苷三磷酸 （dNTP） 2 μL、5 μmol·L–1正向引物

（forward primer） 1 μL、 5 μmol·L–1 反 向 引 物

（reverse primer） 1 μL、Taq DNA 聚合酶 （Taq DNA

polymerase） 0. 2 μL、50 ng·µL–1的 DNA 模板 2 μL。

反应程序：94 ℃预变性 4 min；94 ℃变性 0. 5 min，

退火 0. 5 min （引物 Sb2、Sb5、Sb13、Sb21、Sb23、
Sb26、Sb28退火温度为 55℃，引物Sb16、Sb22退火

温度为54℃），72℃延伸 1 min，32个循环；72℃延

伸10 min。

分别取 PCR 扩增产物 2 μL，用 1. 2% 的琼脂糖

凝胶电泳检测，电压 160 V，时间 15 min，通过凝胶

成像系统观察否有条带且片段大小是否合适以确认

实验成功。将检验成功的 PCR扩增产物送生工生物

工程（上海）股份有限公司进行毛细管电泳测序分

型，得到PCR扩增产物的分型结果。

2. 4 数据分析

PCR 扩增产物分型结果用 GeneMarker 4. 0进行

峰图判读[17]。记录等位基因片段大小，得到等位基

因矩阵，具体是以“0，1”二元方式来记录等位基

因片段大小，即某个等位基因存在时记为 1，某个

等位基因不存在时记 0，缺失数据记为–9，从而得

到等位基因矩阵。根据上述等位基因矩阵，通过

GenALEx计算黄芩在每个产区间、每个个体间的遗

传多样性数据及遗传距离。基于GenALEx计算所得

的个体遗传距离矩阵，通过分子进化遗传分析

（MEGA）进行非加权组平均法（UPGMA）聚类分

析，构建聚类树。

3 结果与分析

3. 1 引物筛选

SSR 是共显性标记，同一引物扩增不同产区黄
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芩，扩增产物牵引率相同的条带被认为是有同源

性[18]。从扩增成功率以及多态性（毛细管荧光电泳

方式） 2个维度进行引物的选择，最终选定 9对多态

性好、扩增成功率高的 SSR引物。筛选引物信息见

表 2，其中 Sb2、Sb16、Sb22、Sb23、Sb26引物对

东北地区黄芩扩增成功率高；Sb21、Sb22、Sb28引
物对内蒙古地区黄芩扩增成功率高；Sb5、Sb13、
Sb16、Sb22引物对山陕地区黄芩扩增成功率高。

3. 2 不同产区黄芩遗传多样性分析

3. 2. 1 基于引物 Sb2、Sb16、Sb22、Sb23、Sb26的
遗传多样性分析 多态性位点是衡量遗传多样性的

重要参数。基于黄芩 SSR 引物组合 （Sb2、Sb16、
Sb22、Sb23、Sb26） 对 5个产区黄芩遗传多样性进

行分析，见表 3。结果显示，5个产区黄芩样品的观

测等位基因数（Na）为 3. 200~4. 600，有效等位基因

数（Ne）为 2. 704~3. 189，Shannon′s指数（I）普遍

较高，为0. 994~1. 197，其中东北产区的Ne均值相对

最低，相应的 I也较低。同时山陕产区的样品观测杂

合度（Ho）<期望杂合度（He），表明该产区可能存在

一定的近交现象或者有杂合缺失未检测到的情况。

3. 2. 2 基于引物Sb21、Sb22、Sb28的遗传多样性分

析 基于黄芩 SSR 引物组合 （Sb21、Sb22、Sb28）
对 5个产区黄芩遗传多样性进行分析，见表 4。5个
产区黄芩样品的 Ne为 1. 592~4. 091，I除了内蒙古产

区外普遍较高，为 0. 545~1. 461，其中内蒙古产区

的 Ne 均值最低，相应的 I 也较低。河北、内蒙古、

山东产区样品的Ho>He，表明该产区可能存在一定的

杂种选择现象或者远交现象；东北产区与山陕产区

样品的Ho<He，该产区可能存在一定的近交现象或者

有杂合缺失未检测到的情况。

3. 2. 3 基于引物 Sb5、Sb13、Sb16、Sb22的遗传多

样性分析 基于黄芩 SSR 引物组合 （Sb5、Sb13、
Sb16、Sb22）对 5个产区黄芩遗传多样性进行分析，

见表 5。5个产区黄芩样品的Ne为 2. 809~4. 209，I普

遍较高，为 1. 127~1. 537，其中山陕产区的黄芩样

品 Ne均值最低，相应的 I 也较低。河北产区的样品

Ho<He，该产区可能存在一定的近交现象或者有杂合

缺失未检测到的情况；其他产区样品Ho接近He，说

明该产区样品比较符合自然状态。

3. 3 聚类结果分析

3. 3. 1 东北产区黄芩鉴定 基于黄芩SSR引物组合

（Sb2、Sb16、Sb22、Sb23、Sb26），通过 GenALEx

表2 黄芩DNA样品PCR扩增筛选引物信息

编号

Sb2

Sb5

Sb13

Sb16

Sb21

Sb22

Sb23

Sb26

Sb28

引物序列（5′→3′）
正向引物：TACTCCTTGGGTAACATTTCGG

反向引物：TGCATGATCTCACTCGATTACA

正向引物：TGTCTCATTTCTCTTCAGCTTCC

反向引物：CACCACCTTTTCTGCTCTTTCT

正向引物：CCATGTAAGGGTGGGGTAAC

反向引物：CGATCCTAAGAGCAAAGATTCG

正向引物：CTTGGAGCGGTAGTAGTCGC

反向引物：AACAATCCATGGCAACAACA

正向引物：AATCGAGCGAGGCACTAAGA

反向引物：TGCTTTGATTGAATCCCATGT

正向引物：TGGTATTGACCATTGAGCCA

反向引物：GGTCATGGGAGTATGAGCGT

正向引物：TGGTGGATGGGAAAGAAGAG

反向引物：GTGGTGGTTTTGGAAGGAGA

正向引物：GTAAACCGCCTGATCGTTGT

反向引物：GATCCGATCCAGAAGCACAT

正向引物：AAAACGCATCTGAGTTTGGC

反向引物：TCGCACTTGCCTTCACTAAA

重复单元

（AGAAG）×4

（AG） ×9

（ATA） ×9

（TGG） ×9

（GAT） ×8

（AAT） ×8

（CAA） ×8

（CTG） ×9

（CA） ×9

表3 基于引物Sb2、Sb16、Sb22、Sb23、Sb26的黄芩

遗传多样性分析

产区

河北

东北

内蒙古

山东

山陕

Na

3.400
3.200
3.400
4.400
4.600

Ne

2.704
2.717
2.705
3.189
3.104

I

1.023
0.994
1.042
1.181
1.197

Ho

0.626
0.733
0.680
0.679
0.408

He

0.575
0.568
0.589
0.623
0.612

F

–0.115
–0.328
–0.173
–0.057
0.312

注：固定指数 （F） =1–(Ho/He)，F取值为[–1，1]，越接近 0
表示群体越接近随机杂交，越接近 1表示近交越严重或杂合缺失未测
到，越接近–1表示存在杂种选择或者远交频繁。

表4 基于引物Sb21、Sb22、Sb28的黄芩遗传多样性分析

产区

河北

东北

内蒙古

山东

山陕

Na

4.333
5.333
2.333
4.333
4.667

Ne

3.634
4.091
1.592
2.878
3.188

I

1.247
1.461
0.545
1.178
1.196

Ho

0.821
0.639
0.444
0.722
0.410

He

0.660
0.720
0.330
0.618
0.607

F

–0.279
0.127

–0.266
–0.152
0.312

表5 基于引物Sb5、Sb13、Sb16、Sb22的黄芩遗传多样性分析

产区

河北

东北

内蒙古

山东

山陕

Na

4.500
5.250
4.000
5.750
4.500

Ne

3.432
4.209
3.218
3.817
2.809

I

1.332
1.537
1.250
1.461
1.127

Ho

0.583
0.750
0.625
0.688
0.556

He

0.701
0.762
0.682
0.711
0.573

F

0.166
0.015
0.072

–0.002
0.004
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计算各产区黄芩样品的遗传距离（表 6）。各产区样

品间平均遗传距离为 0. 296，其中东北与山东产区

样品的遗传距离最大，为 0. 497，说明 2个产区黄芩

种群关系最远；山东与河北产区样品的遗传距离最小，

为 0. 192，说明 2个产区黄芩种群关系最近。通过

MEGA进行UPGMA聚类分析，构建聚类树（图 1）。

黄芩样品聚为 5个分支，只有东北产区的聚为较纯

的 1个分支，其他分支都有不同程度的混杂情况，

同时也说明 5对 SSR 引物可以较好地对产地为辽宁

和吉林的黄芩样品进行区分鉴定。

3. 3. 2 内蒙古产区黄芩鉴定 基于黄芩SSR引物组

合 （Sb21、Sb22、Sb28），通过 GenALEx 计算各产

区黄芩样品的遗传距离（表 7）。各产区样品间平均

遗传距离为 0. 255，其中山陕与内蒙古产区样品的

遗传距离最大，为 0. 412，说明 2个产区黄芩的种群

关系最远；山东与河北、山陕产区样品的遗传距离

相对最小，分别为 0. 099、0. 083，说明山东与河

北、山陕产区黄芩种群关系相对更近。通过 MEGA

进行 UPGMA 聚类分析，构建聚类树（图 2）。只有

内蒙古产区的黄芩样品聚为较纯的 1支，其他分支

都有不同程度的混杂情况，同时也说明 3对 SSR 引

物可以较好地对产地为内蒙古的黄芩进行区分

鉴定。

3. 3. 3 山陕产区黄芩鉴定 基于黄芩SSR引物组合

（Sb5、Sb13、Sb16、Sb22），通过 GenALEx 计算各

产区黄芩样品的遗传距离（表 8）。各产区样品间平

均遗传距离为 0. 356，其中山陕与东北产区样品的

遗传距离最大，为 0. 565，说明 2个产区黄芩的种群

关系最远；产区河北与产区内蒙古、东北的遗传距

离相对最小，分别为 0. 109、0. 196，说明产区河北

与产区东北、内蒙古的种群关系相对更近。基于

GenALEx 计算所得的遗传多样性数据中的遗传距

离，通过 MEGA 进行 UPGMA 聚类分析，构建聚类

树，如图 3所示。只有山陕产区的聚为较纯的一支，

其他分支都有不同程度的混杂情况，同时也说明4对
SSR 引物可以较好地对山西、陕西产区的黄芩进行

图2 基于引物Sb21、Sb22、Sb28的不同产区黄芩遗传聚类

表6 基于引物Sb2、Sb16、Sb22、Sb23、Sb26的各产区

黄芩样品遗传距离

产区

河北

东北

内蒙古

山东

山陕

河北

0
0.218
0.344
0.192
0.272

东北

0
0.269
0.497
0.272

内蒙古

0
0.419
0.254

山东

0
0.224

山陕

0

图1 基于引物Sb2、Sb16、Sb22、Sb23、Sb26的不同产区黄芩

遗传聚类

表7 基于引物Sb21、Sb22、Sb28的各产区黄芩样品遗传距离

产区

河北

东北

内蒙古

山东

山陕

河北

0
0.139
0.299
0.099
0.146

东北

0
0.376
0.255
0.208

内蒙古

0
0.537
0.412

山东

0
0.083

山陕

0
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区分鉴定。根据 4对SSR引物多态位点结果，基于遗

传距离，若待鉴别黄芩与山陕产区聚在一起则表示该

黄芩产地为山西或陕西。

4 讨论

SSR分子标记在亲缘关系鉴定、遗传进化关系、

指纹图谱、育种等领域应用十分广泛[19-23]。因此，可

以利用分子标记方法区分不同产区黄芩资源，并鉴

定黄芩亲缘关系。本研究利用SSR分子标记的方法，

筛选出 9对引物，针对河北、东北（辽宁、吉林）、

内蒙古、山东、山陕（山西和陕西）地区共计 5个
产区的黄芩进行遗传多样性分析。结果表明，不同

产地的黄芩具有丰富的遗传多样性，这与齐琳洁

等[24]研究结果一致，为黄芩种质资源评价与利用提

供了依据。张红瑞等[15]采用 ISSR分子标记对 54个黄

芩种源进行分析。聚类分析图自然聚为 3类，且地

域相近的种源首先聚为一类，也存在陕西佳县种源

和辽宁建昌种源聚为一类，但不同的标记得到的结

果可能有差异。本研究对不同产区黄芩进行 SSR分

子标记鉴别，得到 3个引物组合用于鉴别东北、内

蒙古、山陕产区的黄芩。而河北和山东产区的黄芩

种质由于混杂较为严重，目前无法根据产地将其区

分开，这一研究结果与文苗苗等[14]的研究结果一致。

本研究结果可为黄芩优势种植资源收集、保存与评

价提供参考。
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0
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图3 基于引物Sb5、Sb13、Sb16、Sb22的不同产区黄芩

遗传聚类
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