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ＤＮＡ分子标记技术在四大怀药研究中的应用概况
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摘要：ＤＮＡ分子标记技术是比形态标记、细胞标记和生化标记理想的遗传标记技术，已经广泛应

用于动植物和微生物的诸多研究中。但是它在四大怀药中的应用相对较少。因此，对几种ＤＮＡ
分子标记技术在四大怀药的遗传多样性、指纹图谱、居群遗传结构、品种鉴定和真伪品鉴别等方面

的研究成果和新进展进行了综述，以期为四大怀药的深入研究提供参考。
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　　四大怀药是指盛产于今河南省博爱县、沁阳县、
武陟县、温县、孟县等地的怀山药、怀地黄、怀菊花和
怀牛膝的总称，因这几个县在古代隶属于怀庆府，故
此而得名。这些地区也因其得天独厚的地理环境和
气候条件，造就了四大怀药独特的有效成分和疗效，

保证了其道地药材的道地性［１］。以前，四大怀药的
研究应用形态学标记、细胞学标记与生化标记技术，
但是它们主要是针对形态、染色体和基因的表达产
物进行的，受环境、标记数量、时间等因素的影响较

大［２］。近年来，随着分子生物学技术的发展，ＤＮＡ
分子标记技术也迅猛的发展，并日趋成熟。由于

ＤＮＡ分子标记具有数量多、ＤＮＡ用量少、多态性
高、特异性强、准确可靠等优点，且不受生育阶段、季
节、环境等因素限制，已逐渐用于四大怀药遗传多样
性、分类、种质资源鉴定等方面的研究［２］。基于此，

主要综述ＤＮＡ分子标记技术在四大怀药上的最新
研究成果和进展，以期为“四大怀药”的深入研究提
供参考。
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１　ＤＮＡ分子标记在怀地黄研究中的
应用

国外，ＤＮＡ分子标记技术在地黄研究中的应用
始于１９９７年。当年，Ｃｈｏｉ［３］用ＲＡＰＤ标记技术评价
了地黄愈伤组织再生植株的遗传多样性，Ｈａｔａｎｏ［４］用

ＲＡＰＤ标记技术鉴定茎尖快速繁殖地黄品种和Ｆ１
代杂种。国内，ＤＮＡ分子标记技术应用于地黄研究
报道始于２００２年。当年，陈京荔等［５］报道，使用

ＲＡＰＤ标记技术对包括怀地黄品种在内的１９个不
同的地黄品种的遗传多样性和亲缘关系进行了研

究，并且将这１９个地黄品种分为北京系列、８５－５系
列、狮子头系列、郭里茂４个类型，得出了地黄类内
具有较近的亲缘关系的结论，为怀地黄育种材料的
选择提供了参考。后来，又有一些研究者用 ＤＮＡ
标记技术研究地黄，包括怀地黄。例如，祁建军［６］对
取自河南、北京、陕西、山西、山东等地的８６份地黄
种质遗传多样性进行了ＲＡＰＤ和ＡＦＬＰ分析，建立
起指纹图谱，得出ＡＦＬＰ标记技术明显优于ＲＡＰＤ
的结论，初步确定了地黄的核心种质，为地黄的种质
更新、品种鉴定和杂交育种奠定了坚实的基础。王
艳等［７］采用ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ技术研究了野生地黄群
落之间的遗传差异类型，比较了ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ技
术在分析野生地黄种质遗传多样性中的优劣，得出
了在检测遗传差异性方面，ＩＳＳＲ优于ＲＡＰＤ。李宏
庆等［８］采用ＩＳＳＲ技术从物种水平上对地黄１４个
自然居群、１个栽培居群和属内近缘种５个居群的
遗传多样性与遗传结构进行了研究，发现地黄居群
内的遗传多样性水平较低；遗传变异主要发生在居
群内，居群间的遗传分化显著，其遗传分化水平介于
异交物种和自交物种之间；地黄居群间的基因交流
程度有限；自然居群间遗传距离与地理距离之间没
有明显相关性；推测河南商丘的地黄为野生地黄的
可能性最大。吴志刚等［９］采用ＲＡＰＤ技术对１６个
栽培品种、２个野生居群共５４个不同品种地黄的亲
缘关系和遗传特点进行了研究，把５４个样品分成了

３类，发现类群２未表现明显的遗传分化，且地黄品
种间的遗传分化大于品种内。周延清等［１０］对怀地
黄的ＩＳＳＲ扩增条件进行了探究，通过单因子试验
方法，建立了适宜于怀地黄ＩＳＳＲ分析的扩增体系，
对取自温县的８个地黄品种和２个地黄脱毒品系进
行了遗传多样性分析，将怀区地黄的８个品种２个
品系分成了２类，一类包括组培８５－５、大田８５－５、组
培９３０２、大田９３０２、金状元和金白地黄，另一类群包
括北京１号、大红袍、地黄９１０４和野生地黄，并且用

一个ＩＳＳＲ６引物构建了１０个供试地黄品种的指纹
图谱，得出了ＩＳＳＲ 标记适合于构建怀区地黄的

ＤＮＡ指纹图谱、品种鉴定和遗传多样性分析的结
论。然而，一种标记往往有其局限性，为了能更好地
提高结果的可靠性常常必须将各种技术联合。周延
清等［１１］对上述１０个地黄品种进行了 ＲＡＰＤ 和

ＩＳＳＲ分析，分别筛选出了１７条ＲＡＰＤ引物和１０条

ＩＳＳＲ引物用于ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ分析，发现这２种标
记对其聚类结果极为相似但不完全相同，ＩＳＳＲ在多
态性和重复性方面优于ＲＡＰＤ；周延清等［１２］又对怀
地黄８５－５品种内１６个单株基因组ＤＮＡ遗传多样
性进行了ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ分析，发现怀地黄８５－５品
种内存在遗传差异，但遗传多样性比地黄品种间的
低。最近，周延清等［１４－１５］以怀地黄ＤＮＡ为模板，通
过单因子试验建立了怀地黄ＳＲＡＰ分子标记的最
佳体系，对２３个不同怀地黄品种进行了ＳＲＡＰ分
析，用引物组合 ｍｅ８／ｅｍ５和 ｍｅ５／ｅｍ４构建了怀地
黄２３个品种的ＤＮＡ指纹图谱，发现ＳＲＡＰ标记技
术比ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ标记技术稳定可靠，重复性好，
可以用于怀地黄的分子标记研究，为怀地黄品种鉴
定、遗传多样性分析、分子标记辅助育种和质量综合
评价等研究奠定了基础。

２　ＤＮＡ分子标记在怀山药研究中的
应用

ＤＮＡ分子标记技术作为一种新兴的技术，在国
际上已被广泛应用于山药的研究中。国外，１９９６
年，Ａｓｅｍｏｔａｌ等［１６］采用ＲＡＰＤ技术对具有重要经
济价值的５个牙买加山药品种的１１个样本进行了
分析，得出多态性条带能准确区分不同品种，但不能
区分种间关系的结论。２０００年，Ｄａｎｓｉ等［１７］运用１２
条引物对２３份几内亚山药进行了ＲＡＰＤ分析，发
现任何一个引物都不能区分所有品种，但一些引物
组合能区分２３个品种。２００３年，Ｍｉｇｎｏｕｎａ等［１８］以
非洲中部和西部的白山药 为 材 料，对 ＡＦＬＰ、

ＲＡＰＤ、ＳＳＲ　３种技术的优劣进行了比较，发现

ＡＦＬＰ在亲缘关系、品种鉴定和遗传多样性分析方
面具有较高的分辨率。２００６年，Ｔｏｓｔａｉｎ等［１９］对热
带地区山药的ＳＳＲ标记进一步研究，找到了１６个
新的ＳＳＲ的标记位点，并通过分析不同的山药品种
建立一个丰富的微卫星标记库。２００９年，Ｓｏｎｉｂａｒｅ
等［２０］运用ＡＦＬＰ技术对取自非洲西部和中部６个
国家的５３份山药种质进行分析，得出 ＡＦＬＰ在山
药遗传多样性分析方面具有较高多态性的结论。国
内，２００７年，孙华钦等［２１］以３种薯蓣９个类群的叶
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绿 体 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ 片 段 序 列 为 材 料，用 软 件

ＭＥＧＡ３．０进行排列比对分析，找出３种薯蓣的特
征差异位点以用作设计识别３种薯蓣的寡核苷酸片
段。在此基础上，建立了能够识别黄山药、穿龙薯蓣
和盾叶薯蓣的 ＳＴＳ分子标记。２００９年，华树妹
等［２２］运用ＳＲＡＰ技术对３４份福建山药种质进行了
遗传多样性分析，将３４份种质分为普通山药、田薯、
扁山药和福建大薯４类，为山药引种育种、资源研究
及保护提供可靠依据。２００９年，周升茂等［２３］采用

ＲＡＰＤ技术对取自广西等地的６份山药进行了分
析，发现种间的遗传距离大于种内的，证实了白色和
粉红色性状可作为山药变种等级的分类依据，圆柱
形和扁块形则可作为山药品种种群等级的分类依

据。然而，怀山药分子标记技术研究还较少。２００５
年，周延清等［２４－２６］用ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ分子标记技术
对２８个怀山药品种的遗传多样性和亲缘关系进行
了分析，并建立了相应的指纹图谱。王东等［２７－２８］采
用ＲＡＰＤ技术，对包括怀山药在内的４９份山药进
行了遗传多样性分析，找出了不同品种、不同产地山
药的遗传多样性，作为种内基因测序的初步筛选，并
分析了怀山药与其他产地山药的ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区序
列的差异，为利用ＩＴＳ区序列的差异鉴别不同产区
的山药提供了依据。２００７年，李明军等［２９］对怀山药
基因组ＤＮＡ的提取和 ＲＡＰＤ反应体系进行了探
究，认为ＣＴＡＢ微量法提取的ＤＮＡ基因组适宜于

ＲＡＰＤ分析，并通过单因子试验最终建立了适合怀
山药的ＲＡＰＤ反应体系。

３　ＤＮＡ分子标记在怀牛膝研究中的
应用

ＤＮＡ分子标记技术在怀牛膝中的应用尚处于
起始阶段。２００２年，郑喜珍等［３０］运用 ＲＡＰＤ技术
对４种１０个中韩牛膝类样品遗传关系进行了研究，
把供试样品分为４组，其中韩国牛膝与怀牛膝没有
明显的遗传分化，认为韩国牛膝是怀牛膝的一个变
种。２００４年，王淑美等［３１］利用特异性ＰＣＲ技术对
取自河南、安徽、山东等地牛膝的ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区进
行扩增、测序，得到了核糖体 ＤＮＡ 中的ＩＴＳ及

５．８ＳｒＤＮＡ完全序列，１８Ｓ和２６ＳｒＤＮＡ部分序列，
共约６５０ｂｐ，通过序列比对发现，不同产地牛膝基
因变异不大，种间有明显差异，且差异均在ＩＴＳ区
内，得出此方法可用于牛膝种间及真伪品种鉴别，但
不能用于鉴别道地药材的结论。２００８年，赵永亮
等［３２］采用 ＲＡＰＤ和 ＡＦＬＰ技术对川牛膝、头花杯
苋及它们的杂交品种７个样品进行了多态性和聚类

分析，发现采自同一地方的川牛膝具有最近的亲缘
关系，表明在川牛膝中，ＤＮＡ的差异性与地域有较
大关系，从ＤＮＡ分子水平上支持了药材具有道地
性的观点。２０１０年，田孟良等［３３］运用 ＲＡＰＤ技术
对收集的包括怀牛膝在内的１９个牛膝种群进行分
析，将１９个种群分为３类：川牛膝、怀牛膝、红牛膝，
并建立了相应的指纹图谱，还依据多态性带谱Ｆ３００
成功地将 ＲＡＰＤ标记转化为ＳＣＡＲ标记，得到的

ＳＣ－３２０标记可以快速而稳定地在川牛膝与怀牛膝
中鉴定出怀牛膝。随后，官于［３４］利用特异性ＰＣＲ
技术对１９个川牛膝种群的ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区域碱基序
列进行克隆、测序、序列比对，发现１７、１８号材料

ＩＴＳ区序列与怀牛膝的ＩＴＳ区相同，其余１７个材料
均与川牛膝ＩＴＳ区序列相同或相似，得出ＩＴＳ能鉴
别出川牛膝与怀牛膝，而无法准确地鉴别亲缘关系
较近的牛膝品种的结论。

４　ＤＮＡ分子标记在怀菊花研究中的
应用

ＤＮＡ分子标记技术已被广泛应用于菊花的研
究中，并取得了丰富的成果，近几年的报道也较多。

２００７年，刘建辉等［３５］利用ＡＦＬＰ技术对６５个菊花
品种进行了遗传多样性分析，发现多数瓣型相同的
菊花种质较早的聚在一起，地域来源与聚类结果也
有一定程度的相关性，花色与聚类结果无明显的相
关性。同年，陈发棣等［３６－３８］以菊属野生种和不同类
型菊花品种为试验材料，通过正交试验建立了菊属

ＩＳＳＲ反应体系，并采用ＩＳＳＲ技术对８５份菊花品种
进行了遗传多样性分析，将８５个品种分成６个类
群，发现聚类结果与品种瓣型相关。２００８ 年，
戴思兰等［３９］采用ＲＡＰＤ技术对中国传统的５对菊
花芽变品种和２对形态相似品种进行了分析，建立
了稳定的ＲＡＰＤ体系，得出了ＲＡＰＤ分析方法可以
应用到菊花芽变及相似品种鉴定中的结论。２００９
年，刘蕤等［４０］采用ＩＳＳＲ技术对菊属１０个野生种和

１２个栽培品种进行分析，结果表明，各野生种间基
因差异比较显著，多态性强于栽培品种。推断出平
瓣是菊花的基本瓣形。随后，刘蕤等［４１］又采用

ＲＡＰＤ技术对上述材料进行了遗传关系和遗传多样
性分析，得出栽培菊花基本可以按照花茎聚类的结
论。２０１０年，秦贺兰等［４２］运用ＳＲＡＰ技术对小菊
粉色花芽变进行了研究，发现造成小菊粉色花芽变
的原因很可能是染色体结构的变异。２００９年，张飞
等［４３］利用雨花落英和奥运含笑及其１２株Ｆ１群体为
材料，通过正交试验，建立了菊花的ＳＲＡＰ反应体
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系。２０１０年，同时运用ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ、ＡＦＬＰ对中国
的雨花落英和奥运含笑及其１４２株Ｆ１ 群体进行了

分析［４３－４５］，建立了其连锁遗传图谱，随后，他们又采
用ＳＲＡＰ技术丰富了这一结论，为进一步构建菊花
的ＱＴＬ图谱和分子标记辅助育种奠定了基础。

２００６年，徐文斌等［４６］采用ＲＡＰＤ技术对２２种
药用菊花种质进行了遗传多样性分析，将供试材料
分为５类，其中小亳菊、怀小白菊和怀大白菊可聚为
一类，与戴思兰等［３９］的小亳菊是怀菊的一个变种的
观点相吻合，并且最终构建了药用菊花类型间的关
系图，为药用菊花的系统分类、资源合理保护利用、
品种的选育奠定了理论基础。２００８年，秦民坚等［４７］

采用ＩＳＳＲ分子标记技术对包括怀菊花在内的来源
于不同地区的１９份药用菊花种质、４份野生菊花种
质、１份菊花脑种质和１份杂交菊花种质进行了遗
传关系分析，将２５份种质分成两大组，即野菊、菊花
脑和杂交菊花归为一组，１９份药用菊花种质归为一
组；其中１９份药用菊花种质又可根据原产地进一步
分成两组，南方菊花品系和北方菊花品系，其中怀菊
花属于北方菊花品系，与传统的分类结果一致，为菊
花的规范化栽培提供了依据。

５　展望

四大怀药是我国传统的名贵药材，具有重要的
药用价值、经济价值和保健作用，并且具有巨大的潜
在市场空间，因此，对四大怀药进行研究和开发具有
非常重要的意义。ＤＮＡ分子标记技术，作为一种新
兴的仍在继续发展的技术手段，以其便捷、高效、稳
定、可靠、特异性强等优点已经逐渐应用于四大怀药
的研究中。但是，迄今，在四大怀药的研究中已经使
用的 ＤＮＡ 分子标记技术还比较少，仅局限于

ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ、ＩＴＳ、ＡＦＬＰ、ＳＲＡＰ等几种技术，研究
也大多局限于遗传多样性评价、分类、鉴定、居群结
构分析、诊断茎尖快速繁殖品种等方面。今后，随着
新的分子标记技术，尤其是功能性分子标记的不断
涌现和应用，更多分子标记技术将会用于四大怀药
的特异性状或基因的 ＭＡＳ、遗传图谱的构建、重要
性状基因标记、绘制基因组转录图谱、新基因克隆及
其差异表达分析等方面。
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