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基于简单重复序列标记的药用梅品种的身份证构建
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［摘要］目的　筛选一套适合中国药用梅品种鉴定标准的简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ），用

于构建药用梅品种ＤＮＡ指纹身份证。方法　以３０份药用梅农家种为材料，从１８０对ＳＳＲ引物中，最终选

取１６对多态性较高、条带清晰且重复性好的ＳＳＲ引物对３０份药用梅农家种进行扩增。结果　３０份药用梅

共扩增出１１４个等位基因，平均等位基因数和多态信息含量分别为７．１２和０．６９，且在１６个位点上识别两

个具有相同基因型的随机个体的概率估计为５．２４×１０－１７。最终筛选出４对扩增稳定、多态性强的核心引

物，可将３０个药用梅农家种进行有效区分，建立药用梅种质资源ＤＮＡ指纹身份证。结论　ＳＳＲ标记技术

可以作为药用梅分子身份证构建的有效技术手段。
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梅花疏肝和中、化痰散结［１］２６５。梅作为药用、食用兼

具观赏价值为一体的优良树种，受到广泛关注。

梅起源于中国［２］，栽培历史悠久，资源丰富，在
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全国大部分地区均有分布，其中四川、福建、云南、安

徽等省份为药用梅的主产区［３］。梅的栽培品种众

多，多以用途进行品种培育和分类，常分为花梅、果

梅、药用梅等品种［３４］。在药用梅的主产区，盲目引

种现象比较严重，药用梅与果梅品种混杂，导致药用

梅种质混乱。品种在遗传物质上的变化，导致植物

在药材性状、产量和质量上均会出现明显的差

异［５６］，从而造成中药疗效的不稳定。因此，需建立

能将不同种质有效区分的方法，理清种源，为药用梅

的品种选育提供科学依据。

ＤＮＡ身份证是以ＤＮＡ分子标记技术为基础，

通过电泳图谱将种质或品种进行彼此区分的数字串

码，目前已广泛应用于物种起源、种质鉴定和遗传图
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谱构建等领域［７１１］。简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ）、限制性内切酶片段长度多态性（ｒｅｓｔｒｉｃ

ｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＲＦＬＰ）、扩增片段

长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒ

ｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）、单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）等已应用于梅的分类研究

中［１２１４］，其中ＳＳＲ标记因其共显性遗传、多等位基

因性质，已成为品种鉴定和ＤＮＡ指纹图谱构建的

重要途径［１５１７］。本研究利用ＳＳＲ标记技术，采用１６

对ＳＳＲ引物建立药用梅３０个农家种的ＤＮＡ分子

身份证，通过计算不同品种间遗传相似系数对农家

种间关系进行分类，为药用梅的品种鉴定和选育、中

药质量控制方法的完善提供依据。

１　材料与方法

１．１　植物　研究材料采于２０１８年４－７月，收集３０

个药用梅农家种（见表１），每个农家种采集１０个体，共

计３００份样本，采集嫩叶用硅胶干燥后储存在－７０℃

超低温冰箱备用。样品经鉴定为梅犘．犿狌犿犲，凭证标

本保存在安徽中医药大学中药资源中心。

１．２　方法

１．２．１　ＤＮＡ提取　３０份样品叶片采用改良十六

烷基三甲基溴化铵（ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ

ｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ）法
［１８］提取总ＤＮＡ。经１％琼脂糖

凝胶电泳检测质量和浓度后，调整浓度为 ５０

ｎｇ／μＬ，保存于－２０℃冰箱待用。

１．２．２　ＳＳＲ引物筛选和ＰＣＲ扩增　本研究从前人

研究［１３，１９２０］中选取了１８０对ＳＳＲ引物供筛选，最终

选取１６对多态性高、条带清晰且重复性好的ＳＳＲ

引物，见表２。

　　运用ＦｒａｇｍｅｎｔＡｎａｌｙｚｅｒ
ＴＭ９６系统以及１６对

ＳＳＲ引物对３０份样品进行扩增。ＰＣＲ反应体系：

模板ＤＮＡ１μＬ，正反引物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，

ＭＩＸ酶５μＬ，补加双蒸水３μＬ，使总体系为１０μＬ。

反应条件：９５℃预变性４ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，按表

２温度退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５次循环，７２℃

延伸６ｍｉｎ。

１．２．３　数据收集和分析　应用ＰＲＯＳｉｚｅ
ＴＭ２．０软件

通过毛细管电泳的图谱选择清晰的多态性ＤＮＡ条

带进行评分。通常每个个体获得一个或两个片段用

于一个ＳＳＲ标记。尽管所选择的样品都是二倍体，

但是对于某些个体，一些标记物扩增了两个以上的

片段。基于几个标准仅收集了两个片段：选择较高

的峰值，较高的ＤＮＡ产物的浓度，以及在其他个体

中发生的片段频率。使用ＰｏｗｅｒＭａｒｋｅｒ
［２１］版本计

算 等 位 基 因 数 （ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅ，ＮＡ）、

表１　３０份药用梅植物材料

编号 名称 采样地点

１ 黑叶青竹梅 福建绍安县

２ 绍安土白梅 福建绍安县

３ 软蒂青梅 福建绍安县

４ 绍安白梅 福建绍安县

５ 梨叶青竹梅 福建上杭县

６ 上杭青梅 福建上杭县

７ 新贵梅 福建永泰县

８ 龙眼梅 福建永泰县

９ 单瓣杏梅 浙江杭州市

１０ 江梅 浙江杭州市

１１ 大叶青 浙江杭州市

１２ 上虞青梅 浙江绍兴市

１３ 歙县青梅 安徽歙县

１４ 绿萼梅 安徽歙县

１５ 黄梅 四川大邑县

１６ 大青梅 四川大邑县

１７ 南高 四川大邑县

１８ 桃梅 四川平武县

１９ 达州实生梅 四川达州

２０ 宝兴实生梅 四川宝兴

２１ 盐梅 云南洱源县

２２ 苦梅 云南洱源县

２３ 杏梅 云南丽江市

２４ 腾冲２号 云南丽江市

２５ 保山照水梅 云南丽江市

２６ ＭＨＳ４０ 云南丽江市

２７ ＭＳＨ１４ 云南丽江市

２８ 青丰 云南丽江市

２９ 宁蒗实生梅 云南宁蒗县

３０ 百色实生梅 广西百色市

最小等位基因频率（ｍｉｎｏｒａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，ＭＡＦ）、

观察杂合度（ｏｂｓｅｒｖｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，ＨＯ）和多态

信 息 含 量 （ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ，

ＰＩＣ）。使用 Ｎｅｉ的遗传距离构建树状图，并由

ＭＥＧＡ７
［２２］观察。为评估这些标记的指纹识别能

力，计算同一性的概率（ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｄｅｎｔｉｔｙ，ＰＩ），

使用Ｇｅｎａｌｅｘ６．５对每个标记及其组合进行测试。ＰＩ

是两个具有相同基因型的随机个体的平均概率。ＰＩ

的计算公式：ＰＩ＝２（∑犘犻
２）２－∑犘犻

４。其中犘犻表示一

个位点上第犻个等位基因的频率。对于多位点组合，

假设所有位点独立分离ＰＩ被计算为单个位点ＰＩ的

乘积。此外，还计算了同胞群体中ＰＩ值（ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆｉｄｅｎｔｉｔｙｓｉｂｓ，ＰＩｓｉｂｓ），从一个种群中找到两个相同

个体的总概率，并计算具有相同基因型的突变体。

ＰＩｓｉｂｓ计 算 公 式：ＰＩｓｉｂｓ＝０．２５＋ （０．５∑犘犻
２）＋

［０．５（∑犘犻
２）２］－（０．２５∑犘犻

４）。其中犘犻 表示一个位

点上第犻个等位基因的频率。

３６

Ｗｅｂｓｉｔｅ　ｈｔｔｐ：／／ｘｕｅｂａｏ．ａｈｔｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ｅｍａｉｌ　ａｈｘｂｂｊｂ＠１６３．ｃｏｍ
安徽中医药大学学报 第３９卷 第６期 ２０２０年１２月 ＪＡＮＨＵＩＵＮＩＶＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤ Ｖｏｌ．３９ Ｎｏ．６ Ｄｅｃ．２０２０



表２　筛选的ＳＳＲ引物信息

引物名 引物序列（５′→３′）
退火温

度／℃

ＡＧ１０
Ｆ：ＴＧＧＣＣＴＡＡＣＣＡＣＴＣＴＡＡＣＣＣＴＡ

Ｒ：ＧＡＣＧＴＴＧＧＧＡＧＣＴＧＧＴＡＧＡＧ
５７

ＡＧ５
Ｆ：ＡＡＴＴＧＴＡＣＴＴＧＣＣＡＡＴＧＣＴＡＴＧＡ

Ｒ：ＣＴＧＣＣＴＴＣＴＧＣＴＣＡＣＡＣＣ
５７

ＡＧ８
Ｆ：ＣＴＧＣＴＣＴＣＡＣＴＣＡＡＣＴＣＡＡＴＧＣ

Ｒ：ＣＴＣＣＣＣＴＡＣＣＣＣＴＣＴＧＴＡＴＣＴＣ
５５

ＰＭＳＳＲ０００２
Ｆ：ＧＧＣＣＡＡＧＴＡＣＣＡＡＣＡＧＴＴＴＣＴ

Ｒ：ＧＴＣＴＣＴＧＣＴＡＴＣＴＣＡＡＣＣＴＴ
５７

ＰＭＳＳＲ００２４
Ｆ：ＣＡＴＴＣＣＧＡＴＡＣＣＴＣＧＴＣＡＡＡ

Ｒ：ＣＧＣＡＴＧＧＴＴＴＧＧＴＴＡＴＧＣＡ
５３

ＰＭＳＳＲ００２７
Ｆ：ＧＣＴＧＡＡＡＡＣＣＣＣＣＧＡＣＡＡＡ

Ｒ：ＧＧＴＣＣＣＣＡＧＡＴＣＴＡＡＡＴＧＡ
５５

ＰＭＳＳＲ００９２
Ｆ：ＧＡＴＧＴＧＡＧＡＧＡＴＧＧＧＴＧＴＴＧＡ

Ｒ：ＧＣＧＧＴＡＴＡＡＴＧＴＣＧＧＴＴＧＡ
５７

ＰＭＳＳＲ０１０３
Ｆ：ＣＣＡＴＡＣＧＣＣＡＡＧＧＴＡＡＡＧＣＡ

Ｒ：ＧＣＴＴＧＧＧＧＡＡＧＡＴＣＣＣＡＡＴＧＧＡ
５３

ＰＭＳＳＲ０１０９
Ｆ：ＡＧＡＡＣＡＡＧＴＧＧＧＣＣＡＡＣＡＡ

Ｒ：ＧＡＧＡＧＴＡＣＣＡＣＣＡＧＣＡＡＣＴ
５６

ＰＭＳＳＲ０３０２
Ｆ：ＧＧＡＴＡＡＡＡＧＧＧＧＡＣＴＡＣＧＡ

Ｒ：ＣＡＣＧＴＧＧＣＡＧＣＡＣＴＡＧＧＡＡ
５３

ＰＭＳＳＲ０３４６
Ｆ：ＧＡＧＧＡＡＣＡＧＡＧＧＡＴＡＡＣＴＴＣＡ

Ｒ：ＣＴＧＴＡＡＧＴＧＧＡＧＣＴＧＡＧＧＣＡＡＡ
５３

ＰＭＳＳＲ０５１５
Ｆ：ＣＡＴＴＣＧＴＧＧＴＣＣＴＣＡＡＧＧＴ

Ｒ：ＧＧＧＴＴＣＡＴＡＡＡＴＧＧＴＣＣＴＣＡ
５５

ＰＭＳＳＲ０６２６
Ｆ：ＧＧＡＣＡＣＣＴＣＡＡＣＴＣＣＡＴＧＡ

Ｒ：ＣＡＡＧＡＣＡＣＡＧＣＴＡＧＣＴＴＣＧＴ
５５

ＰＭＳＳＲ０６４３
Ｆ：ＧＧＡＡＡＣＡＧＡＧＧＡＧＧＣＡＡＴＡ

Ｒ：ＣＣＡＡＴＴＣＣＣＣＡＣＡＧＧＡＡＴＧＴ
５５

ＰＭＳＳＲ０６４５
Ｆ：ＧＡＧＴＧＧＡＡＡＧＴＡＣＡＧＣＧＴＣＡＴ

Ｒ：ＣＡＡＧＧＣＧＧＴＣＣＴＴＡＴＣＴＴＴ
５５

ＰＭＳＳＲ０５４６
Ｆ：ＧＧＣＴＧＣＣＴＡＣＴＴＧＣＣＴＡＣＴ

Ｒ：ＣＴＡＧＧＧＴＴＧＡＧＧＧＣＡＡＡＣＴ
５５

１．２．４　核心ＳＳＲ标记选择　为获得可靠的核心

ＳＳＲ标记集，采用以下标准
［１０］：①扩增产物明确，无

非特异性扩增；②该标记多态性程度较高，ＰＩＣ＞

０．５；③相邻等位基因片段大小差异大于３ｂｐ，以便

通过凝胶电泳解析；④ＰＩ＜０．２，使一些标记结合起

来可以提供足够的判别能力。

２　结果

２．１　ＳＳＲ引物的多态性　使用ＦｒａｇｍｅｎｔＡｎａｌｙｚ

ｅｒＴＭ９６以及１６对ＳＳＲ标记鉴定３０份药用梅农家

品种。随后，计算这些标记的遗传特性，包括 ＮＡ、

ＭＡＦ、ＨＯ 和ＰＩＣ。见表３。从３０份药用梅种质

ＤＮＡ中共扩增出１１４个ＳＳＲ等位基因。毛细管电

泳检 测 系 统 检 测 到 的 等 位 基 因 数 量 从 ４ 个

（ＰＭＳＳＲ０３０２，ＰＭＳＳＲ０３４６，ＰＭＳＳＲ０２７）到１１个

表３　ＳＳＲ多态性引物的特征

Ｍａｒｋｅｒ ＭＡＦ ＮＡ ＨＯ ＰＩＣ ＰＩ ＰＩｓｉｂｓ

ＡＧ５ ０．２５６．０００．９４０．７６ ０．０７ ０．３７

ＡＧ８ ０．２４９．０００．８３０．８２ ０．０５ ０．３４

ＡＧ１０ ０．７６６．０００．２００．５１ ０．３７ ０．６４

ＰＭＳＳＲ０２ ０．２６６．０００．９４０．７６ ０．０７ ０．３７

ＰＭＳＳＲ０２４０．３６１０．０００．８１０．７８ ０．０６ ０．３７

ＰＭＳＳＲ０２７０．５８４．０００．４６０．５５ ０．２１ ０．５０

ＰＭＳＳＲ０９２０．２０１１．０００．８４０．８５ ０．０３ ０．３３

ＰＭＳＳＲ０１０３０．４７７．０００．８１０．６６ ０．１３ ０．４３

ＰＭＳＳＲ０１０９０．２７８．０００．８９０．７８ ０．０７ ０．３６

ＰＭＳＳＲ０３０２０．６２４．０００．１１０．５２ ０．２８ ０．５５

ＰＭＳＳＲ０３４６０．４２４．０００．４９０．６１ ０．１７ ０．４６

ＰＭＳＳＲ０５１５０．２４８．０００．６４０．６９ ０．１０ ０．３６

ＰＭＳＳＲ０５４６０．２８７．０００．８９０．７７ ０．０７ ０．３７

ＰＭＳＳＲ０６２６０．３４７．０００．９５０．７７ ０．０７ ０．３７

ＰＭＳＳＲ０６４３０．３８９．０００．７６０．７５ ０．０８ ０．３８

ＰＭＳＳＲ０６４５０．３２８．０００．８９０．７４ ０．０９ ０．３９

Ｍｅａｎ ０．３９７．１２０．７２０．６９ ５．２４ｅ－１７ ５．６４ｅ－７

（ＰＭＳＳＲ０２４），每个ＳＳＲ引物对平均可以扩增出

７．１２ 个。 每 个 标 记 的 ＭＡＦ 范 围 为 ０．２０

（ＰＭＳＳＲ０９２）至０．７６（ＡＧ１０），平均值为０．３９。ＨＯ

为０．１１（ＰＭＳＳＲ０３０２）至０．９５（ＰＭＳＳＲ０６２６），平均值

为０．７２。ＰＩＣ值为０．５１（ＡＧ１０）至０．８５（ＰＭＳＳＲ０９２），

平均值为０．６９。本研究筛选的１６个ＳＳＲ引物标记

位点均为高度多态性位点，表明这些ＳＳＲ位点具有

丰富的遗传差异性，可以有效构建３０份药用梅农家

种的身份证。

２．２　药用梅ＤＮＡ身份证的构建　为评价１６对标

记的指纹识别能力，计算ＰＩ和ＰＩｓｉｂｓ两个关键统计

量。每一个ＳＳＲ标记的ＰＩ值在０．０３（ＰＭＳＳＲ０９２）到

０．３７（ＡＧ１０）之间，平均值为０．１２。假设所有ＳＳＲ标

记位点独立分离，在所有１６个位点上识别两个具有

相同基因型的随机个体的概率估计为５．２４×１０－１７。

ＰＩｓｉｂｓ从０．３３（ＰＭＳＳＲ０９２）到０．５５（ＰＭＳＳＲ３０２），

平均值为０．４１，组合的ＰＩｓｉｂｓ为５．６４×１０－７。ＰＩ和

ＰＩｓｉｂｓ值均极低，表明这些ＳＳＲ标记组合具有良好

的指纹识别能力。根据结果，共筛选出４对ＳＳＲ标

记作为核心引物，并提供了明确片段扩增，见表４。

因此，将毛细管电泳图谱上的在同一峰值处有带记

为１，无带记为０，据此构建３０个药用梅农家种

ＤＮＡ身份证，见表５，部分引物毛细管电泳图谱见

图１。

２．３　系统发育树的构建　根据Ｎｅｉ遗传相似系数

采用非加权算术平均连锁法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐ

ｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎ，ＵＰＧＭＡ）进行聚类

分析，如图２所示。在遗传相似系数为０．６６时，

４６
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表４　核心引物扩增片段长度

编号 ＰＭＳＳＲ０９２ ＰＭＳＳＲ０１０９ ＰＭＳＳＲ０２４ ＡＧ８

１ ２３１／２５０ ２２０／２２９ ２９９／２９９ ２２６／２４０

２ ２２８／２３７ ２１４／２３３ ２９６／３０２ ２２５／２２５

３ ２２９／２３５ ２２２／２２８ ２９７／３０１ １８９／２２３

４ ２１５／２２５ ２０７／２１８ ２９７／３０８ １９９／２２７

５ ２２８／２４１ ２２０／２２４ ２９５／３０７ １８９／１９１

６ ２２９／２３３ ２１４／２２４ ２９５／３０６ ２１５／２２２

７ ２２４／２４８ ２０８／２３１ ２９７／３１０ １９１／２０８

８ ２２７／２３０ ２１５／２２１ ３１０／３２３ ２０５／２２１

９ ２２８／２４７ ２１７／２２２ ２９７／３０２ １９０／２０４

１０ ２３２／２５６ ２２２／２２８ ２９７／３１２ ２０８／２２１

１１ ２３２／２３７ ２２８／２３２ ２９６／３０７ －

１２ ２２５／２３６ ２１６／２２７ ２９８／３１２ ２０８／２２９

１３ ２０７／２０７ ２２３／２２６ ２９９／３１３ ２０３／２０８

１４ ２０６／２０６ ２１７／２２４ ２９４／３０６ ２２４／２２６

１５ ２０６／２０６ ２２２／２４２ ２９５／３０６ １９８／２２３

１６ ２０６／２２７ ２２２／２４１ ２９５／３０７ １９８／２１８

１７ ２０６／２０６ ２２２／２４０ ２９５／３０６ ２１６／２３７

１８ ２２９／２５１ ２０５／２２０ ２９６／３０６ １９７／２４４

１９ ２３６／２６１ ２０５／２２２ ３１７／３３２ １９６／２０４

２０ ２２７／２４９ ２２１／２２８ ２８５／３０９ ２０３／２１４

２１ ２２６／２４８ ２０５／２２２ ２９６／３１８ １９７／２２６

２２ ２２７／２４９ ２１７／２１７ ２８７／２９０ １９７／２２６

２３ ２２８／２５１ ２０６／２１８ ２９１／３００ ２０８／２４０

２４ ２２９／２３７ ２０８／２１６ ２８７／２９９ １９８／２４０

２５ ２０７／２３０ ２２２／２２７ ２９１／２９１ ２０１／２２３

２６ ２０７／２２９ ２１５／２２５ ２８８／３０３ ２２０／２２７

２７ ２０７／２２９ ２０６／２２５ ２８５／２９７ ２２０／２２７

２８ ２２７／２６１ ２１７／２３５ ２８６／２９７ ２０３／２２３

２９ ２０７／２２９ ２３１／２２７ ２９１／３０７ ２０７／２２７

３０ ２２９／２５２ ２０５／２２７ ２８６／２９８ ２２０／２４２

注：最小标记片段（ｌｏｗｍａｒｋｅｒ，ＬＭ）；

最大标记片段（ｕｐｍａｒｋｅｒ，ＵＭ）

图１　１９号样品的毛细管电泳峰图

可将３０份药用梅分为３类。第一类由大青梅、达州

实生梅、桃梅等７个品种组成，第二类由黑叶青竹

梅、绍安土白梅、软蒂青梅和绍安白梅等７个品种组

成，第三类由单瓣杏梅、大叶青、江梅、上虞青梅、歙

县青梅等１６个品种组成。

表５　部分农家种的ＤＮＡ身份证

Ｎｏ
ＰＭＳＳＲ０９２ ＰＭＳＳＲ０１０９ ＰＭＳＳＲ０２４ ＡＧ８

ａｂｃｄｅｆｇｈｉｊｋ ａｂｃｄｅｆｇｈ ａｂｃｄｅｆｇｈｉｊ ａｂｃｄｅｆｇｈｉ

１ ００００１０００１００ ０１０００１００ ００００１０００００ ０００００１００１

２ ０００１０１０００００ ００１０００１０ ００１０１０００００ ０００００１００１

３ ０００１０１０００００ ００００１１００ ００１１００００００ １００００１０００

４ ０１１００００００００ ０１０１００００ ００１００１００００ ００１０００１００

５ ０００１００１００００ ０００１１０００ ００１００１００００ １００００００００

６ ０００１１００００００ ００１０１０００ ００１００１００００ ０００１０１０００

７ ００１００００１０００ ０１００１０００ ０００１０１００００ １００１０００００

８ ０００１１００００００ ００１０１０００ ０００００１００１０ ０００１０１０００

３　讨论

３．１　药用梅ＤＮＡ的身份证构建　目前，在产地多

利用形态学特征对药用梅的种质进行鉴别，而对于

跨地区引种和亲缘关系较近的药用梅品种则很难区

分。ＳＳＲ分子标记构建的中药材ＤＮＡ身份证可以

有效区分近缘物种和农家种［２３］。本研究采用四川、

云南和福建等主要产地的３０份药用梅农家种，所构

建的３０份农家种ＤＮＡ身份证，可为药用梅的种质

数据库的建设奠定基础。未来还将不断扩大种质资

源数量和范围，进一步调整和优化ＳＳＲ引物，最终

构建完善药用梅的种质资源ＤＮＡ指纹图谱库，为

药用梅的种质鉴定提供准确、可靠的方法及溯源信

息平台。

３．２　ＳＳＲ引物多态性分析　ＳＳＲ在植物遗传学和

５６
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图２　３０份药用梅农家种的聚类图

育种中发挥重要作用。然而，ＳＳＲ的有效性在很大

程度上依赖于标记的质量、基因分型数据的准确性

和所选择的植物材料。本研究从１８０对ＳＳＲ引物中

筛选出的１６对标记在３０份药用梅中具有较好的多

态性。１６对ＳＳＲ标记的ＰＩ值在０．０３（ＰＭＳＳＲ０９２）到

０．３７（ＡＧ１０）之间，平均值为０．１８１，在所有１６个位点

上识别两个具有相同基因型的随机个体的概率估计

为５．２４×１０－１７，ＰＩ为０．０００１～０．０１
［２１２２］，已足够鉴

定大多数自然群体，表明这些ＳＳＲ标记组合具有良

好的指纹识别能力。每个标记平均有７．１２个等位

基因，平均ＰＩＣ值为０．６９。平均ＮＡ和ＰＩＣ值略高

于前人研究结果［１９，２４］，原因可能是位于非转录区的

某些ＳＳＲ序列具有相对较低水平的序列保守性或

者更高的突变性，或是因为毛细管电泳具有更高的

分辨率，对于样品中高通量片段的分离、等位基因的

鉴别具有特别优势。

３．３　系统发育树分析　本研究使用基因组ＳＳＲ对

３０份药用梅农家种进行遗传多样性研究，其平均多

态信息含量较高，表明药用梅的遗传多样性水平较

高。基于ＵＰＧＭＡ聚类图可以发现，样品可聚为三

大支，相同来源的种质之间亲缘关系较为较近，如第

三类中云南丽江的２６（ＭＳＨ１４）和２７（ＭＳＨ１３）样

品，表明其遗传背景高度一致。第二类中的１（黑叶

青竹梅）、２（绍安土白梅）、３（软蒂青梅）和４（绍安白

梅）聚为一类，因其产地相同，推测其具有相似的遗

传背景。而１２（歙县青梅）和１３（临安青梅）与３（上

杭青梅）距离较远。其遗传一致性降低，可能与种质

差异或引种后种质混乱导致遗传变异有关。目前，

ＳＳＲ标记扩增的序列具体与药用梅的哪个性状相

关联尚不清楚。且ＳＳＲ标记的数字化具有局限性，

不能反映一个药用梅品种的全部信息。因此，之后

的研究应将ＳＳＲ标记与植物的表现型相结合，以完

善药用梅的品种鉴定技术体系，为药用梅的优良品

种保护、溯源管理等提供理论依据。

４　结论

本研究是基于前人研究的１８０对ＳＳＲ引物筛

选出多态性高、稳定性好的１６对ＳＳＲ引物，并对３０

个药用梅的农家种进行ＳＳＲ扩增分析，共检测到

１１４个等位基因，平均ＮＡ为７．１２个，平均ＰＩＣ和

ＰＩ信息指数分别为０．６９和５．２４×１０－１７。最终确

定引 物 ＰＭＳＳＲ０９２、ＰＭＳＳＲ０１０９、ＰＭＳＳＲ０２４ 和

ＡＧ８为核心引物，４对引物组合可区分供试品种。
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