
© Plant Science Journal    http://www.plantscience.cn

植物科学学报　 ２０２０ꎬ ３８(４): ５２５~５３５
Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｐｌａｎｔｓｃｉｅｎｃｅ.ｃｎ

ＤＯＩ:１０􀆰 １１９１３ / ＰＳＪ􀆰 ２０９５－０８３７􀆰 ２０２０􀆰 ４０５２５
吴丽新ꎬ 龚洵ꎬ 潘跃芝. 姜状三七遗传多样性和遗传分化研究[Ｊ] . 植物科学学报ꎬ ２０２０ꎬ ３８(４): ５２５－５３５
Ｗｕ ＬＸꎬ Ｇｏｎｇ Ｘꎬ Ｐａｎ ＹＺ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ Ｃ. Ｙ. Ｗｕ ｅｔ Ｋ. Ｗ. Ｆｅｎｇ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ
Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０２０ꎬ ３８(４): ５２５－５３５

姜状三七遗传多样性和遗传分化研究
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摘　 要: 利用 ５ 个 ＤＮＡ 片段及 １２ 个微卫星标记(ＳＳＲ)对姜状三七(Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ Ｃ. Ｙ. Ｗｕ ｅｔ Ｋ. Ｗ.
Ｆｅｎｇ)的遗传多样性和遗传分化进行分析ꎮ 结果显示ꎬ 与其他人参属(Ｐａｎａｘ)植物相比: 姜状三七具有相对较高

物种水平的核苷酸多态性和等位基因数ꎻ 在居群水平上ꎬ 景谷居群具有最高的核苷酸多态性和等位基因数ꎬ 而

江城居群最低ꎮ ＡＭＯＶＡ 分析结果表明ꎬ 姜状三七在物种水平上具有一定程度的遗传分化ꎬ 但不显著ꎻ 在居群水

平ꎬ 江城居群与其他居群间的分化程度最高ꎬ 其他居群间遗传分化不明显ꎮ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 分析结果也显示江城居群

与其他居群被聚类到不同分组ꎬ 且形态特征相近的样本并未聚到一起ꎬ 同一分布点的样本遗传成分更相似ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ Ｃ. Ｙ. Ｗｕ ｅｔ Ｋ. Ｗ. Ｆｅｎｇ ｉｓ ａ ｐｅｒｅｎｎｉａｌ ｈｅｒｂａｃｅｏｕｓ ｐｌａｎｔ
ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ Ｐａｎａｘ (Ａｒａｌｉａｃｅａｅ) . Ｉｔ ｉｓ ａｎ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｍａｉｎｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ
ｓｏｕｔｈｅａｓｔｅｒｎ ａｎｄ ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｙｕｎｎａｎꎬ Ｃｈｉｎａ. Ｌｉｋｅ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｐａｎａｘꎬ Ｐ. ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ
(ｏｔｈｅｒｗｉｓｅ ｋｎｏｗｎ ａｓ “Ｙｅｓａｎｑｉ”) ｈａｓ ｈｉｇｈ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ｉｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐ.
ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｂｙ ｌｏｃａｌ ｐｅｏｐｌｅ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｐ. ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄａｔａ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｆｉｖｅ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｎｄ １２
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ( ＳＳＲ ) ｍａｒｋｅｒｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｐ.
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ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ＩＴＳ (Ｐ ｉ ＝ ０􀆰０１０１１) ｗａｓ ｈｉｇｈ. Ｉｎ ｔｈｅ １２ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉꎬ ａ
ｔｏｔａｌ ｏｆ ８９ ａｌｌｅｌｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ ｐｅｒ ｌｏｃｕｓ ｗａｓ ７􀆰４１７.
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ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ＪＣ ｈａｄ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ. ＡＭＯＶＡ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ (５５􀆰０３％) ｉｎ ｔｈｅ ｃｐＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ



© Plant Science Journal    http://www.plantscience.cn

ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｗｉｔｈｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ (４４􀆰９７％) . Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｆｏｒ ｔｈｅ ＩＴＳ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｄ ＳＳＲ ｌｏｃｕｓꎬ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ (３０􀆰２３％ ａｎｄ ３５􀆰９０％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ) ｗａｓ ｍｕｃｈ ｌｏｗｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｗｉｔｈｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ( ６９􀆰７７％ ａｎｄ ６４􀆰１０％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ) . Ｔｈｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ Ｐ.
ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ ｈａｄ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌꎬ ｂｕｔ ｉｔ ｗａｓ ｎｏｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ ＝ ０􀆰０１ ｏｒ ０􀆰０５) . Ａｔ ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎬ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃｅｓ
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｆｏｕｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｍｏｎｇ
ｔｈｅｓｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＪＣ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｌｓｏ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｏｓｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｗｉｔｈ ｓｉｍｉｌａｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｔｏｇｅｔｈｅｒꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｈａｄ
ｍｏｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｈｏｕｌｄ ｈｅｌｐ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｉｌｄ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ
ｏｆ Ｐ. ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓꎻ Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓꎻ
ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

　 　 姜状三七(Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ Ｃ. Ｙ. Ｗｕ ｅｔ
Ｋ. Ｗ. Ｆｅｎｇ)为五加科(Ａｒａｌｉａｃｅａｅ) 人参属(Ｐａ￣
ｎａｘ)多年生草本植物ꎮ 与栽培三七(Ｐ. ｎｏｔｏｇｉｎ￣
ｓｅｎｇ (Ｂｕｒｋ.) Ｆ. Ｈ. Ｃｈｅｎ)纺锤状或胡萝卜状的根

不同ꎬ 姜状三七肉质根增厚为非常典型的姜块状ꎬ
且其小叶无柄或近无柄[１]ꎮ «中国植物志» [２]、 «云
南植物志» [３] 和 Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ[４] 的记载信息和标

本资料显示姜状三七主要分布于云南东南部及南

部ꎬ 如马关、 普洱、 镇沅和江城等地ꎬ 分布范围十

分狭窄ꎮ 我们在野外调查中发现不同分布地点的一

些样本形态上存在差异ꎮ 如采自镇沅的植株样本一

般比较高大ꎬ 块根呈现明显的姜块状ꎬ 但其小叶柄

明显较长ꎬ 而有些样本则小叶柄短近无ꎬ 但其地下

部分又不呈现典型的姜状ꎮ 虽然其形态与植物志中

描述有区别ꎬ 但前期的研究结果表明这些样本仍然

属于姜状三七的范畴[５]ꎮ 与人参(Ｐ. ｇｉｎｓｅｎｇ Ｃ.
Ａ. Ｍｅｙｅｒ)和三七一样ꎬ 姜状三七也具有非常高的

药用价值ꎬ 因此有较好的开发前景[６]ꎮ 在民间ꎬ
姜状三七常被作为云南道地药材三七的替代品而加

以利用ꎮ 因此ꎬ 姜状三七不仅分布范围狭窄ꎬ 而且

由于民众无节制的采挖ꎬ 其野生资源也已经非常的

稀少ꎮ 姜状三七物种水平上的核苷酸多态性比栽培

三七和野生屏边三七(Ｐ. ｓｔｉｐｕｌｅａｎａｔｕｓ Ｈ Ｔ Ｔｓａｉ ｅｔ
Ｋ Ｍ Ｆｅｎｇ)更高[７]ꎮ

以往关于人参属植物遗传多样性的研究主要

采用等位酶[８]、 ＲＡＰＤ[９]、 ＩＳＳＲ[１０]、 ＡＦＬＰ[１１] 和

ＤＮＡ 片段测序[１２] 等技术手段进行分析ꎮ 而 ＳＳＲ
分子标记具有标记位点含量丰富、 多态性高和共显

性的特点ꎬ 且检测方法简单、 模板 ＤＮＡ 需要量少

以及具有良好的稳定性和重复性等优势[１３]ꎬ 因此

近些年来采用 ＳＳＲ 分子标记进行植物遗传多样性

的研究也开展较多[１４]ꎮ 自 ２００７ 年以来ꎬ 人参、 三

七和西洋参(Ｐ. ｑｕｉｎｑｕｅｆｏｌｉｕｓ Ｌ.)的 ＳＳＲ 引物被陆

续开发[１５ꎬ １６]ꎬ 他们被应用于人参属植物的遗传多

样性研究中[１７]ꎮ 为了更加全面地认识和了解姜状

三七遗传多样性在不同居群间的分布情况ꎬ 以及不

同居群间是否存在遗传分化ꎬ 本研究以分布于云南

的姜状三七为材料ꎬ 采用叶绿体片段(ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、
ｐｓｂＭ￣ｔｒｎＤ、 ｒｐｓ１６、 ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ )、 核 ＩＴＳ 数 据 及

ＳＳＲ 分子标记数据对姜状三七的遗传多样性及其

分布式样进行分析ꎬ 以期为该物种的资源保护以及

后续开发利用提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

以采自云南东南部的镇沅、 景谷、 马关和江城

地区的 ５ 个居群共计 ６６ 份姜状三七为材料(表 １ꎬ
图 １)ꎮ 材料涵盖其现有主要分布区ꎬ 其中来自马

关的样本只有 ２ 株ꎬ 该地区姜状三七资源已十分稀

少ꎬ 不易采集ꎮ 姜状三七的两种形态详见图 ２ꎮ
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表 １　 姜状三七材料采集信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ

居群编号
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

ＩＤ

样本数
Ｓａｍｐｌｅ
ｎｕｍｂｅｒ

采集地点
Ｓａｍｐｌｅ ｓｉｔｅ

经纬度
Ａｌｔｉｔｕｄｅ ａｎｄ
ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

样本编号
Ｓａｍｐｌｅ ＩＤ

根 /根茎类型
Ｒｏｏｔ / Ｒｏｏｔｓｔｏｃｋ

ｔｙｐｅ

小叶
Ｌｅａｆｌｅｔ

ＪＣ １５ 普洱市江城县 ２２.５８６°Ｎꎬ１０１.８６２°Ｅ ＪＣ１~ＪＣ１５ 非典型姜块状 小叶无柄或近无柄

ＪＧ ２２ 普洱市景谷县 ２３.４９８°Ｎꎬ １００.７０３°Ｅ
ＪＧ１~ＪＧ３ 非典型姜块状 小叶柄明显且长

ＪＧ４~ＪＧ２２ 非典型姜块状 小叶无柄或近无柄

ＭＧ ２ 文山州马关县 ２３.０１６°Ｎꎬ１０４.３９３ °Ｅ ＭＧ１ꎬ ＭＧ２ 非典型姜块状 小叶无柄或近无柄

Ｘ １９ 普洱市景谷县 ２３.４０８°Ｎꎬ１００.６６３°Ｅ

Ｘ１、Ｘ２、Ｘ４、Ｘ９、
Ｘ１５、Ｘ１６ 非典型姜块状 小叶无柄或近无柄

Ｘ１４ 典型姜块状 小叶柄明显且长

Ｘ３、Ｘ６、Ｘ７、Ｘ８、
Ｘ１０、 Ｘ１１、 Ｘ１３、
Ｘ１７、Ｘ１８、Ｘ１９

非典型姜块状 　 　 　 －

Ｘ５ 典型姜块状 　 　 　 －
Ｘ１２ 　 　 － 小叶柄明显且长

ＺＹ ８ 普洱市镇沅县 ２４.００７°Ｎꎬ１０１.１０８°Ｅ
ＺＹ１ ~ ＺＹ５ 典型姜块状 小叶柄明显且长

ＺＹ６ ~ ＺＹ８ 非典型姜块状 小叶无柄或近无柄

28°0′0″N 28°0′0″N

27°0′0″N 27°0′0″N

26°0′0″N 26°0′0″N

25°0′0″N 25°0′0″N

24°0′0″N 24°0′0″N
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图 １　 姜状三七样本地理分布
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ

A B1 B2

Ａ: 小叶无柄或近无柄而根茎为非姜块状ꎮ Ｂ１: 小叶柄明显且长ꎻ Ｂ２: 根茎为典型的姜块状ꎮ
Ａ: Ｓｅｓｓｉｌｅ ｏｒ ｓｕｂｓｅｓｓｉｌｅ ｌｅａｆｌｅｔ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｇｉｎｇｅｒ ｒｏｏｔｓｔｏｃｋ. Ｂ１: Ｐｅｔｉｏｌｅ １􀆰５ ｃｍ ｌｏｎｇꎻ Ｂ２: Ｇｉｎｇｅｒ￣ｌｉｋｅ ｒｏｏｔｓｔｏｃｋ.

图 ２　 姜状三七的两种形态类型
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｗｏ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ
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１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 总 ＤＮＡ的提取、 分子标记的筛选及测序

采用改良的 ＣＴＡＢ 法[１８] 提取姜状三七的

ＤＮＡꎮ 依据 Ｚｈｏｕ 等[７]的方法对筛选出的 ４ 个叶绿

体 ＤＮＡ 片段 (ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、 ｐｓｂＭ￣ｔｒｎＤ、 ｒｐｓ１６ 和

ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ)和核糖体 ＩＴＳ 序列[１９] 进行 ＰＣＲ 扩增(表
２)ꎬ 扩增产物送公司测序ꎮ

从人参属其他物种开发的 ＳＳＲ 引物中筛选出

１２ 个具有多态性的 ＳＳＲ 位点[１５－１７] 用于本实验

(表 ３)ꎮ ＰＣＲ 扩增反应的体系为: １ μＬ ＤＮＡ 模

板ꎬ １７􀆰８ μＬ 的双蒸水ꎬ ２􀆰５ μＬ１０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒꎬ
２ μＬ ＭｇＣｌ２ꎬ ０􀆰５ μＬ ｄＮＴＰꎬ 正、 反向引物各 ０􀆰５ μＬ
以及 ０􀆰２ μＬ 的 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶ꎮ 扩增反应程序

为: ９４℃预变性 ４ ｍｉｎꎬ ９４℃变性 ４０ ｓꎬ ５７􀆰８℃ ~

表 ２　 引物序列及 ＰＣＲ信息表
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′—３′)

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (℃)

大小
Ｓｉｚｅ(ｂｐ)

ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ ｐｓｂＡ: ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ
ｔｒｎＨ: ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＡＴＣ ５２ ４９３

ｐｓｂＭ￣ｔｒｎＤ ｐｓｂＭ: ＡＧＣＡＡＴＡＡＡＴＧＣＲＡＧＡＡＴＡＴＴＴＡＣＴＴＣＣＡＴ
ｔｒｎＤ: ＧＧＧＡＴＴＧＴＡＧＹＴＣＡＡＴＴＧＧＴ ５２ １１６７

ｒｐｓ１６ ｒｐｓ１６￣Ｆ: ＧＴＧＧＴＡＧＡＡＡＧＣＡＡＣＧＴＧＣＧＡＣＴＴ
ｒｐｓ１６￣Ｒ: ＴＧＣＧＧＡＴＣＧＡＡＣＡＴＣＡＡＴＴＧＣＡＡＣ ５２ ８２１

ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ｔｒｎＬ: ＣＧＡＡＡＴＣＧＧＴＡＧＡＣＧＣＴＡＣＧ
ｔｒｎＦ: ＡＴＴＴＧＡＡＣＴＧＧＴＧＡＣＡＣＧＡＧ ５３ ９０７

ＩＴＳ Ｆ: ＧＴＴＴＣＴＴＴＴＣＣＴＣＣＧＣＴ
Ｒ: ＡＧＧＡＧＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧ ５１ ６５１

表 ３　 用于姜状三七遗传多样性分析的 １２ 个微卫星引物及 ＰＣＲ信息
Ｔａｂｌｅ ３　 ＳＳＲ￣ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ １２ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′—３′)

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (℃)

大小
Ｓｉｚｅ (ｂｐ)

ＰＧ４６５ Ｆ: ＣＡＴＴＴＡＡＡＴＡＣＡＡＡＣＣＣＣＣＴＴＣＴＴＣ
Ｒ: ＴＴＧＧＧＴＧＴＡＡＴＧＴＡＡＴＡＴＡＧＣＴＣＴＧ ６０ １１４~１３５

ＰＧ６２８ Ｆ: ＣＡＧＡＡＴＴＡＣＴＧＴＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧ
Ｒ: ＡＧＣＡＡＡＡＧＣＡＣＡＡＧＣＣＡＣＡＧＣＣ ６２ １１９~１３７

ＰＧ７７０ Ｆ: ＣＣＴＣＴＴＴＧＧＧＧＣＡＧＧＧＡＴＡＴＴＴＧ
Ｒ: ＣＣＡＧＣＡＡＡＣＣＣＡＡＡＣＣＣＴＣＣＴＣ ６０ ３００~３１５

ＰＧ９４６ Ｆ: ＧＡＡＴＣＧＡＡＧＴＧＴＴＡＡＧＴＴＧＡＴ
Ｒ: ＣＴＴＡＡＡＴＣＧＡＴＧＡＴＡＡＣＡＣＣ ５６ ２８１~２９９

ＲＳ１２ Ｆ: ＣＧＣＡＣＡＧＴＧＡＧＧＡＡＧＡＡＧＡＡ
Ｒ: ＣＣＡＴＡＡＴＣＴＣＣＧＣＴＴＧＴＧＧＴ ５８ １６２~１７１

ＰＧ１３３５ Ｆ: ＡＧＡＧＡＣＡＡＡＧＴＧＡＡＧＣＡＣＣＡＡＣＧＧ
Ｒ: ＡＡＴＡＣＧＴＧＣＡＴＴＣＡＧＧＣＡＡＴＣＡＣＧ ５８ １８４~１９０

ＰＧ１４１９ Ｆ: ＡＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＴＡＣＡＧＣＴＴＣＣＴＣ
Ｒ: ＧＡＴＡＣＣＣＣＡＧＧＣＡＧＴＣＴＧＡＴＧＡＣ ５６ １１０~１３４

ＰＧ１４８１ Ｆ: ＧＧＡＧＧＴＧＡＴＴＧＡＴＧＴＡＧＴＧＧＡＡＴＣＣ
Ｒ: ＧＧＣＴＣＴＣＣＴＡＴＡＣＴＣＡＣＴＡＴＴＴＣＣＣ ５８ ９７~１２４

ＲＳ２５ Ｆ: ＡＧＡＡＴＣＴＧＣＴＧＴＡＴＴＣＧＣＣＧ
Ｒ: ＡＡＴＡＡＣＧＧＧＡＴＣＧＧＴＡＡＧＧＣ ５８ ３４６~４００

ＲＳ３６ Ｆ: ＧＧＧＣＣＧＣＡＣＡＧＴＧＡＧＧＡＡＧＡ
Ｒ: ＧＣＣＧＧＣＴＴＣＴＴＧＴＣＧＴＧＣＣＴ ６４ ２２０~２２９

ＸＳ３ Ｆ: ＴＣＣＡＧＡＧＧＣＧＧＡＧＧＡＣＧＧＴＴ
Ｒ: ＧＧＣＣＡＣＣＧＧＧＣＡＡＧＴＣＡＣＡＡ ６４ ２３９~２４８

ＲＳ２２ Ｆ: ＴＡＣＣＴＡＡＴＴＧＣＣＡＧＣＧＧＴＴＣ
Ｒ: ＴＧＧＧＡＡＧＴＴＧＧＡＧＡＧＧＡＴＴＧ ５８ ２４８~２６０
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６３􀆰９５℃退火 ２５ ｓꎬ ７２℃延伸 ３０ ｓꎬ 共 ３０ 次循环ꎻ
最后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 然后采用 ＡＢＩ３７７０ 测序仪

进行毛细管电泳ꎬ 利用 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ 软件读取扩

增片段的大小ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 数据分析

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 叶绿体 ＤＮＡ及 ＩＴＳ序列分析

采用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件包[２０] 里的 ＳｅｑＭａｎ 进行序

列编辑和拼接ꎬ 利用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件[２１]进行多序列比对

和手工调整排序ꎮ 利用 ＰＡＵＰ∗４􀆰０ｂ１０ 软件将 ４ 个

叶绿体序列进行片段联合分析ꎮ 利用ＤｎａＳＰ ｖｅｒ􀆰５􀆰０
软件里的 ｐｈａｓｅ 进行 ＩＴＳ 序列的简并碱基拆分并

计算核苷酸多态性参数 Ｐ ｉ 值ꎮ 采用 ＭｒＭｏｄｅｌｔｅｓｔ
２􀆰３ 软件[２２]进行进化模型的选择后利用贝叶斯分

析法(Ｂａｙｅｓｉａｎ ｉｎｆｅｒｅｎｃｅꎬ ＢＩ) [２３] 分别对 ｃｐＤＮＡ
和核 ＩＴＳ 片段构建系统树ꎬ 随后在 Ｆｉｇｔｒｅｅ 软件中

对产生的树进行查看与编辑ꎮ 利用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ ｖｅｒ􀆰３􀆰０
软件 中 的 ＡＭＯＶＡ ( Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｖａｒｉ￣
ａｎｃｅ)功能计算遗传变异在姜状三七居群内和居群

间的分布情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 微卫星数据分析

我们前期的流式细胞术分析结果表明ꎬ 来自

不同分布点的姜状三七样本的基因组大小约为

３９００ Ｍｂꎻ 而四倍体人参和西洋参的基因组大小分

别为 ３１２０ Ｍｂ[２４]和 ４９１０ Ｍｂ[２５]ꎻ 二倍体三七的基

因组大小约为 ２４００ Ｍｂ[２６]ꎬ 因此我们推断姜状三

七为四倍体ꎮ 本研究中 ＳＳＲ 基因分型分析也证实

了这个推测ꎮ
利用 ＧｅｎｏＤｉｖｅ ｖｅｒ２􀆰０ 软件[２７] 分别计算居群

的等位基因数(Ｎａ)、 有效等位基因数(Ａｅ)、 观测

杂合度(Ｈｏ)、 期望杂合度(Ｈｅ)和总的杂合度(Ｈｔ)
等遗传多样性指数ꎬ 统计遗传分化系数 Ｆｓｔ′、 Ｇｓｔ′
(Ｎｅｉ) 和 Ｒｈｏꎮ Ｆｓｔ′为遗传分化系数 Ｆｓｔ 的相对

值[２８]ꎻ Ｇｓｔ′(Ｎｅｉ)为 Ｇｓｔ的相对值ꎬ 在每个位点具

有两个等位基因的情况下ꎬ Ｇｓｔ和 Ｆｓｔ的含义是相同

的ꎬ 而当每个位点具有多个等位基因时ꎬ Ｇｓｔ相当

于加权的 Ｆｓｔ平均值[２９]ꎻ Ｒｈｏ 则是不受物种倍性影

响的遗传分化系数ꎬ 常用于估计多倍体遗传分化的

选择统计量[３０]ꎮ 同时ꎬ 利用此软件进行 ＡＭＯＶＡ
分析ꎮ 姜状三七 ６６ 个样本的聚类分析采用软件

Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｖｅｒ􀆰２􀆰２４ 软件[３１] 进行分析ꎬ 聚类分组 Ｋ
值分别取 １ ~ ５ꎬ 每个 Ｋ 值运算 ２０ 次ꎮ 通过计算

连续 Ｋ 值之间 Ｌｎ Ｐ (Ｄ)变化率(ΔＫ)来作折线图

选择最佳 Ｋ 值ꎬ ΔＫ 的计算在 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｈａｒｖｅｓｔｅｒ
Ｖ０􀆰６􀆰８ 软件[３２]中执行ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＤＮＡ序列及 ＳＳＲ 位点特征

２􀆰 １􀆰 １　 叶绿体片段序列特征

研究结果显示ꎬ 姜状三七 ５ 个居群 ６６ 个样本

的 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 基因间隔区的序列长度为 ４９３ ｂｐꎬ
共检测到 ２ 个多态位点ꎬ 全为碱基颠换ꎮ 经排序后

ｐｓｂＭ￣ｔｒｎＤ 基因间隔区长度为 １１６７ ｂｐꎬ 共检测到

２ 个多态位点ꎬ 其中 １ 个位点是碱基颠换ꎬ 另 １ 个

为碱基置换ꎮ 经排序后 ｒｐｓ１６ 基因间隔区长度为

８２１ ｂｐꎬ 共检测到有 ５ 个多态位点ꎬ 其中包含 ３
个碱基颠换位点和 ２ 个插入 /缺失位点ꎮ 经排序后

ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ 基因间隔区的序列长度为 ９０７ ｂｐꎬ 共检

测到 ４ 个多态位点ꎬ 均为碱基颠换ꎮ 在 ４ 个叶绿体

片段 中ꎬ ｒｐｓ１６ 的 核 苷 酸 多 态 性 最 高 ( Ｐ ｉ ＝
０􀆰００１２１)ꎬ ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ(Ｐ ｉ ＝０􀆰０００６３)、 ｐｓｂＭ￣ｔｒｎＤ
(Ｐ ｉ ＝ ０􀆰０００２９) 和 ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ( Ｐ ｉ ＝ ０􀆰０００７３) 相对

较低ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 核 ＩＴＳ序列特征

姜状三七 ５ 个居群 ６６ 个样本的 ＩＴＳ 序列长度

为 ６５１ ｂｐꎬ 共检测到 ２６ 个多态位点ꎬ 其中有 ３ 个

位点是插入 /缺失ꎬ 有 ３ 个位点属于碱基置换ꎬ 还

有 ２ 个位点是属于碱基颠换ꎬ 其余的 １８ 个含有简

并碱基ꎬ 且核苷酸多态性 Ｐ ｉ值为 ０􀆰０１０１１ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 ＳＳＲ 分子标记位点

１２ 个微卫星位点在姜状三七中的遗传多样性

分析共检测到 ８９ 个等位基因(表 ４)ꎬ 等位基因数

最高的是位点 ＰＧ１４１９ꎬ 含有 １８ 个等位基因数ꎬ
最低的位点 ＲＳ３６ 的等位基因数仅含有 ２ 个ꎬ 这

１２ 个 ＳＳＲ 位点的平均等位基因数是 ７􀆰４１７ꎮ 位点

ＰＧ１３３５ 的观测杂合度和期望杂合度均为最低值ꎬ
分别是 Ｈｏ ＝０􀆰０１１ 和 Ｈｅ ＝０􀆰０２３ꎻ 位点 ＰＧ４６５ 的

观测杂合度为最高值(Ｈｏ ＝０􀆰９４１)ꎬ 而期望杂合度

最高的位点是 ＰＧ１４１９ꎮ
２􀆰 ２　 遗传多样性分析

本研究将姜状三七每个样本的叶绿体片段进行

联合分析ꎬ 发现联合后的序列总长度为 ３３８８ ｂｐꎬ
共检测到 １３ 个具有多态性的位点ꎮ 基于这个数

据矩阵ꎬ 姜状三七在物种水平上的总的核苷酸多

态性指数(Ｐ ｉ ＝ ０􀆰０００６８)ꎮ 在居群水平上ꎬ 居群
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ＺＹ(Ｐ ｉ ＝ ０􀆰００１３５)和 ＭＧ(Ｐ ｉ ＝ ０􀆰００１１８)具有高的

核苷酸多样性ꎬ 其次是居群 ＪＧ(Ｐ ｉ ＝ ０􀆰０００４４)ꎬ
居群 Ｘ(Ｐ ｉ ＝ ０􀆰０００１５)ꎬ 而居群 ＪＣ 的核苷酸多样

性最低(Ｐ ｉ ＝ ０)ꎮ
基于核 ＩＴＳ 序列ꎬ 在物种水平上姜状三七具有

较高的总的核苷酸多样性(Ｐ ｉ ＝ ０􀆰０１０１１)ꎮ 在居群

水平上ꎬ 居群 ＪＧ 具有最高的核苷酸多样性(Ｐ ｉ ＝
０􀆰０１１５１)ꎬ 其次是居群 Ｘ(Ｐ ｉ ＝ ０􀆰０１１２７)ꎬ 居群

ＭＧ(Ｐ ｉ ＝ ０􀆰００３８６)ꎬ 居群 ＺＹ(Ｐｉ ＝ ０􀆰００２３３)ꎬ 而

居群 ＪＣ 的 １５ 个样本不存在核苷酸的变异(Ｐｉ ＝ ０)ꎮ
利用 １２ 个 ＳＳＲ 位点对姜状三七的 ５ 个居群样

本进行分析的结果见表 ５ꎮ 每个居群的等位基因数

在 １􀆰９１７ ~ ５􀆰０８３ 之间ꎬ 居群 ＪＧ 具有最高的等位

基因数ꎬ 居群 ＭＧ 具有最低的等位基因数ꎮ ５ 个居

群的观测杂合度在 ０􀆰４１７ ~ ０􀆰７２２ 之间ꎬ 期望杂合

度在 ０􀆰４５８ ~ ０􀆰５４０ 之间ꎬ 总杂合度在 ０􀆰４５８ ~
０􀆰５４０ 之间ꎮ
２􀆰 ３　 聚类及遗传分化分析

２􀆰 ３􀆰 １　 系统树的构建

本研究利用贝叶斯分析法分别对 ｃｐＤＮＡ 和核

ＩＴＳ 片段构建系统树ꎬ 分析结果表明(图 ３)ꎬ 大部

分样本的拓扑结构型呈现梳齿状结构ꎬ 未能解决不

同居群样本间的遗传关系ꎮ 但是在 ｃｐＤＮＡ 片段构

建的系统树中ꎬ 来自江城居群的样本 ( ＪＣ１ ~
ＪＣ１５)、 镇沅居群的 ３ 个样本(ＺＹ６~ＺＹ８)和马关

居群样本中的 ＭＧ１ 聚为一支ꎻ 来源于镇沅居群的

ＺＹ１ ~ ＺＹ４ 样本和 ＭＧ２ 聚为一支ꎮ 在 ＩＴＳ 系统树

中ꎬ 镇沅居群的 ＺＹ６ ~ ＺＹ８ 聚为一小支且获得高

支持率(１００％)ꎬ 所有江城居群样本聚为一支ꎬ 支

持率为 ８６％ꎮ

表 ４　 姜状三七 ５ 个居群 １２ 个微卫星位点遗传多样性分布
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ １２ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｍｏｎｇ ｆｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ

位点
Ｌｏｃｕｓ

等位基因数
Ｎａ

有效等位基因数
Ａｅ

观测杂合度
Ｈｏ

期望杂合度
Ｈｅ

总杂合度
Ｈｔ

ＰＧ４６５ ４ ２.６４２ ０.９４１ ０.６６６ ０.６５２

ＰＧ６２８ ４ １.５８３ ０.４２２ ０.４１１ ０.４６６

ＰＧ７７０ ７ １.７３９ ０.６０９ ０.４９２ ０.６６０

ＰＧ９４６ １１ ２.８４７ ０.５４３ ０.７２４ ０.７９７

ＲＳ１２ ４ １.２８２ ０.２５６ ０.２５８ ０.３２３

ＰＧ１３３５ ３ １.０１９ ０.０１１ ０.０２３ ０.３３７

ＰＧ１４１９ １８ ３.８０９ ０.７３６ ０.８１２ ０.８７４

ＰＧ１４８１ ４ １.３４８ ０.３１７ ０.２８６ ０.３３６

ＲＳ２５ １６ ２.８７７ ０.７７２ ０.７２０ ０.７４９

ＲＳ３６ ２ １.１５６ ０.０９６ ０.１５９ ０.１５３

ＸＳ３ ５ ２.３９１ ０.８２０ ０.６４２ ０.７４９

ＲＳ２２ １１ ３.５６６ ０.８６４ ０.７９０ ０.８６１

平均值 ７.４１７ ２.１８７ ０.５３２ ０.４９７ ０.５７８

　 　 注: Ｎａꎬ 等位基因数ꎻ Ａｅꎬ 有效等位基因数ꎻ Ｈｏꎬ 观测杂合度ꎻ Ｈｅꎬ 期望杂合度ꎻ Ｈｔꎬ 总杂合度ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅｓ: Ｎａꎬ ａｌｌｅｌｅ ｎｕｍｂｅｒꎻ Ａｅꎬ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｌｌｅｌｉｃ ｎｕｍｂｅｒꎻ Ｈｏꎬ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙꎻ Ｈｅꎬ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙꎻ Ｈｔꎬ ｔｏｔａｌ ｈｅ￣

ｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ. Ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ５　 姜状三七 ５ 个居群的遗传多样性分布
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｗｉｔｈｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ

居群编号
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ＩＤ

等位基因数
Ｎａ

有效等位基因数
Ａｅ

观测杂合度
Ｈｏ

期望杂合度
Ｈｅ

总杂合度
Ｈｔ

ＪＣ ３.４１７ ２.６１９ ０.７２２ ０.５４０ ０.５４０

ＪＧ ５.０８３ ２.９３３ ０.５２１ ０.４８６ ０.４８６

ＭＧ １.９１７ １.８３１ ０.４１７ ０.５１１ ０.５１１

Ｘ ５.０００ ２.６８６ ０.５２２ ０.４７７ ０.４７７

ＺＹ ３.０８３ ２.３６８ ０.４７９ ０.４５８ ０.４５８
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２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ分析

本研究利用 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 软件对姜状三七 ５ 个居

群的 ６６ 个个体进行了聚类分析ꎮ 分析所得的最佳

聚类分组值以△Ｋ 值的大小来表示ꎮ 当分组为 ２
时ꎬ △Ｋ 值最大ꎬ 即当 Ｋ＝２ 为最优分组值ꎻ Ｋ＝４
时ꎬ △Ｋ 值次之ꎮ 为了更深入的了解 ５ 个居群样本

的遗传组成和聚类情况ꎬ 本研究分别对 Ｋ ＝ ２ ~ ５

时的 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 聚类情况进行了展示 (图 ４)ꎮ 当

Ｋ ＝ ２ 时ꎬ 江城居群(ＪＣ)的样本聚为一组ꎬ 其他

４ 个居群的样本聚为一组ꎻ 当 Ｋ ＝ ３ 时ꎬ 江城居群

(ＪＣ)的样本聚为一组ꎬ 马关居群(ＭＧ)、 镇沅居

群(ＺＹ) 的样本以及景谷居群的 ＪＧ１ ~ ＪＧ３ 和

ＪＧ２２ 聚为一组ꎬ 景谷居群( ＪＧ)其他样本和居群

(Ｘ)样本的遗传成分更相似ꎻ 当 Ｋ ＝ ４ 或 ５ 时ꎬ 江
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0.4

A B
86
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74%

98%

100%

63
%

分支上的数字为后验概率ꎬ 居群编号同表 １ꎮ
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｎ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙꎬ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｉｓ ｓａｍｅ ａｓ ｉｎ Ｔａｂｌｅ １.

图 ３　 基于 ｃｐＤＮＡ(Ａ)和核 ＩＴＳ(Ｂ)数据对姜状三七 ５ 个居群构建的贝叶斯树
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｂａｙｅｓｉａｎ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｐＤＮＡ (Ａ) ａｎｄ ＩＴＳ (Ｂ) ｄａｔａ
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图 ４　 基于微卫星标记位点对姜状三七 ５ 个居群 ６６ 个样本的 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ聚类分析
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ６６ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｉｎ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ

Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒ ｓｉｔｅｓ
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城居群(ＪＣ)的样本聚为一组ꎬ 马关居群(ＭＧ)和

镇沅居群(ＺＹ)的样本聚为一组ꎬ 景谷居群的 ＪＧ１ ~
ＪＧ３、 ＪＧ２２ 和 Ｘ１６ 聚为一组ꎬ 相比较而言来自于

ＪＧ 和 Ｘ 的样本遗传杂合度更高ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ３　 遗传分化

为了探究姜状三七的遗传变异分布情况ꎬ 本研

究分别对 ｃｐＤＮＡ、 核 ＩＴＳ 片段及 ＳＳＲ 位点进行了

ＡＭＯＶＡ 分析ꎮ 结果显示 (表 ６)ꎬ 姜状三七 ｃｐ￣
ＤＮＡ片段显示居群间的遗传变异(５５􀆰０３％)大于居

群内的遗传变异(４４􀆰９７％)ꎬ 而核 ＩＴＳ 片段和 ＳＳＲ
数据的遗传变异大部分分布在居群内 ( Ｖ ＩＴＳ ＝

６９􀆰７７％ꎬ ＶＳＳＲ ＝ ６４􀆰１％)ꎬ 只有小部分的遗传变异

分布在居群间(Ｖ ＩＴＳ ＝ ３０􀆰２３％ꎬ ＶＳＳＲ ＝ ３５􀆰９％)ꎮ
依据 ＳＳＲ 数据ꎬ 分别计算 ５ 个居群的遗传分

化系数 Ｆｓｔ′、 Ｇｓｔ′(Ｎｅｉ)和 Ｒｈｏ 的值(表 ７)ꎮ 从这

些数值中ꎬ 可以看到基于 Ｆｓｔ′值的遗传分化取值范

围在－０􀆰００２４２ ~ ０􀆰３９８０５１ 之间ꎬ 基于 Ｇｓｔ′值的取

值范围在－０􀆰００４１４ ~ ０􀆰１６２７０８ 之间ꎬ 而基于 Ｒｈｏ
值的取值范围在 ０􀆰１５１６５５ ~ ０􀆰５６９６６６ 之间ꎮ 无

论是基于 Ｆｓｔ′值、 Ｇｓｔ′(Ｎｅｉ)值还是 Ｒｈｏ 值进行遗

传分化的估计ꎬ 居群 ＪＣ 与其他居群间的遗传分化

均明显ꎮ

表 ６　 基于 ｃｐＤＮＡ、核基因序列及 ＳＳＲ位点对姜状三七居群的 ＡＭＯＶＡ分析
Ｔａｂｌｅ ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｖａｒｉａｎｃｅ (ＡＭＯＶＡ) ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｐＤＮＡꎬ ＩＴＳꎬ

ａｎｄ ＳＳＲ ｌｏｃｉ ｆｏｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ

ＤＮＡ 片段
ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ

变异分布
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ

自由度
ｄｆ

总方差
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ

变异成分
Ｖａｒｉａｎｃｅ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

变异占有百分数(Ｖ)
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ (％)

固定指数
Ｆｓｔ

ｃｐＤＮＡ
居群间 ４ ４７.１３４ ０.９０５９６ ５５.０３
居群内 ６１ ４５.１５４ ０.７４０２３ ４４.９７

０.５５０３４∗

ＩＴＳ
居群间 ４ １１４.５４０ １.０７３０２ ３０.２３
居群内 １２７ ３１４.４８２ ２.４７６２４ ６９.７７

０.３０２３２∗

ＳＳＲ
居群间 ４ ３１３.３４６ ５.６０６ ３５.９０
居群内 ６１ ６０９.９５７ ９.９９９ ６４.１０

０.３５９∗∗

　 　 Ｎｏｔｅｓ: ∗ꎬ Ｐ ＝ ０.０５ꎻ ∗∗ꎬ Ｐ ＝ ０.０１.

表 ７　 基于 ＳＳＲ的姜状三七居群间 ３ 个遗传分化系数 Ｆｓｔ ′、Ｇｓｔ ′(Ｎｅｉ)和 Ｒｈｏ的值
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ Ｆｓｔ ′ꎬ Ｇｓｔ ′(Ｎｅｉ)ꎬ ａｎｄ

Ｒｈｏ ｆｏｒ Ｐａｎａｘ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＳＲ ｄａｔａ ｍａｒｋｅｒｓ

居群编号

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ＩＤ
江城居群

ＪＣ
景谷居群

ＪＧ
马关居群

ＭＧ
景谷居群

Ｘ
镇沅居群

ＺＹ

ＪＣ 　 　 ０
０.３９５４９３ /
０.１６２７０８ /
０.５１０４１３

０.３９８０５１ /
０.１３９２８６ /
０.５６９６６６

０.３７９５３３ /
０.１５６３８５ /
０.５１６２２８

０.３８１１２１ /
０.１５０５９９ /
０.５２７４１６

ＪＧ
０.３９５４９３ /
０.１６２７０８ /
０.５１０４１３

　 　 ０
０.０９１８３５ /
０.０２３３４２ /
０.２２４０８１

－０.００２４２ /
－０.００３６５ /
０.００６７５９

０.０７３１２７ /
０.０２７０４３ /
０.１６００４７

ＭＧ
０.３９８０５１ /
０.１３９２８６ /
０.５６９６６６

０.０９１８３５ /
０.０２３３４２ /
０.２２４０８１

　 　 ０
０.０９１１７５ /
０.０２１４３９ /
０.２２４６５１

０.０５１２６７ /
－０.００４１４ /
０.１５１６５５

Ｘ
０.３７９５３３ /
０.１５６３８５ /
０.５１６２２８

－０.００２４２ /
－０.００３６５ /
０.００６７５９

０.０９１１７５ /
０.０２１４３９ /
０.２２４６５１

　 　 ０
０.０７１２９７ /
０.０２５７１６ /
０.１５９０７１

ＺＹ
０.３８１１２１ /
０.１５０５９９ /
０.５２７４１６

０.０７３１２７ /
０.０２７０４３ /
０.１６００４７

０.０５１２６７ /
－０.００４１４ /
０.１５１６５５

０.０７１２９７ /
０.０２５７１６ /
０.１５９０７１

　 　 ０
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３　 讨论

３􀆰 １　 姜状三七的遗传多样性

遗传多样性是物种抵御外界不良环境压力的基

础ꎬ 同时也是物种多样性的物质基础ꎬ 因此开展物

种遗传多样性的评价和分析有助于了解物种的进化

潜力和其适应能力ꎬ 从而为物种保护政策制定奠定

基础[３３]ꎮ 在人参属植物的研究中ꎬ Ｚｈｏｕ 等[７]采用

３ 个 ｃｐＤＮＡ 片段、 ＩＴＳ 片段及 ３ 个低拷贝核基因

(ＰＺ１５、 ＰＺ８ 和 ＰＷ２８) 对栽培三七、 屏边三七、
越南三七(Ｐ. ｖｉｅｔｎａｍｅｎｓｉｓ Ｈａ ｅｔ Ｇｒｕｓｈｖ)、 姜状

三七和竹节参(Ｐ. ｊａｐｏｎｉｃｕｓ Ｃ. Ａ. Ｍｅｙｅｒ)５ 种人参

属植物物种水平的单核苷酸多态性(Ｐ ｉ)进行了统

计ꎬ 结果表明姜状三七高于屏边三七和三七ꎬ 低于

越南三七和竹节参ꎮ 本研究统计得到的姜状三七

ｃｐＤＮＡ 的 Ｐ ｉ值为 ０􀆰０００６８ꎬ 该数值虽然低于上述

研究中姜状三七 ｃｐＤＮＡ 的 Ｐ ｉ值ꎬ 但高于三七的统

计值ꎮ 此外ꎬ 姜状三七 ＩＴＳ 的 Ｐ ｉ值为 ０􀆰０１０１１ꎬ 明

显高于上述研究中屏边三七、 三七和越南三七ꎮ 同

时研究结果也高于 Ｚｈｏｕ 等[７]的研究中得到的姜状

三七 ＩＴＳ 单核苷酸多态性统计值ꎬ 原因可能是由两

个研究样本的大小差异造成的ꎮ Ｚｈｏｕ 等[１１]曾利用

核糖体 ＩＴＳ 序列比较了栽培三七(２４ 个样本)和屏

边三七(５１ 个样本)的核苷酸多态性ꎬ 结果显示栽

培三七 Ｐ ｉ 值为 ０ꎬ 而屏边三七为 ０􀆰００３４０ꎮ Ｐａｎ
等[３４]采用 ＲＡＤ(Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ￣ｓｉｔｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＤＮＡ)
测序技术对 １２ 个不同地点的 ３６ 个栽培三七样本

进行分析ꎬ 发现在物种水平上栽培三七具有较低的

遗传多样性ꎮ 从以上数据可以看出ꎬ 与同一属的物

种相比ꎬ 姜状三七的遗传多样性高于栽培三七和屏

边三七ꎬ 但低于竹节参ꎬ 处于中等水平ꎮ 除了评价

序列的单核苷酸多态值以外ꎬ 本研究中 １２ 个微卫

星位点共检测到姜状三七具有 ８９ 个等位基因ꎬ 其

中每个位点的平均等位基因个数为 ７􀆰４１７ꎬ 而在越

南三七中ꎬ 每个位点的平均等位基因个数为

６􀆰３[１７]ꎬ 人参为 ４􀆰５[３５ꎬ ３６]ꎬ 说明姜状三七具有较高

的遗传多样性ꎮ
而从居群水平看ꎬ 江城居群的 １５ 个样本ꎬ 形

态上表现为小叶无柄或近无柄、 地下根为非典型的

姜块状ꎬ 并且 ３ 种数据均显示该居群无核苷酸多态

性ꎬ 仅具有 １ 种单倍型ꎮ 镇沅居群 ｃｐＤＮＡ 序列的

多态性最高但景谷的两个居群依据 ＩＴＳ 序列分析的

核苷酸多态性最高ꎬ 可能与这两个居群的 ＩＴＳ 片段

测序结果中显示的 ＤＮＡ 序列变异含有许多的简并

碱基有关ꎮ 由于马关居群只有两个样本ꎬ 统计值不

具有代表性ꎬ 因此不在比较之列ꎮ
３􀆰 ２　 姜状三七的遗传分化

关于姜状三七的遗传变异分布ꎬ ＡＭＯＶＡ 分析

显示核 ＩＴＳ 和 ＳＳＲ 的遗传变异大都发生在居群内ꎬ
居群间所占比例小ꎬ 仅 ｃｐＤＮＡ 遗传变异更多地发

生在居群间ꎮ 且叶绿体片段(Ｆｓｔ ＝ ０􀆰５５０３４)、 核

ＩＴＳ 片段(Ｆｓｔ ＝ ０􀆰３０２３２)及 ＳＳＲ 位点(Ｆｓｔ ＝ ０􀆰３５９)
的 Ｆｓｔ值均大于 ０􀆰２５ꎬ 依据 Ｗｒｉｇｈｔ[３７] 对 Ｆｓｔ值与遗

传分化关系给出的解释ꎬ 表明姜状三七在物种水平

上有一定的遗传分化ꎬ 但分化不显著(Ｐ ＝ ０􀆰０１ 或

０􀆰０５)ꎮ
一般情况下ꎬ 种群间的 Ｒｈｏ 值要大于 Ｆｓｔ′值和

Ｇｓｔ′(Ｎｅｉ)值[３８]ꎮ 本研究统计的两两居群间遗传分

化系数值显示ꎬ 江城居群与其他 ４ 个居群间的遗传

分化系数值是最高的(> ０􀆰１３)ꎬ 而其余 ４ 个居群

间的遗传分化系数值都偏小ꎮ 说明江城居群与其他

居群间存在一定程度的遗传分化ꎬ 其他 ４ 个居群间

基本不存在遗传分化ꎮ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 分析结果也表明ꎬ
不论 Ｋ 取何值ꎬ 居群 ＪＣ 的样本都与其他居群的样

本被聚类到不同的分组里ꎬ 进一步支持了这一推

测ꎮ 在形态特征上居群 ＪＣ 和居群 ＭＧ 的样本都比

较一致ꎬ 都具有非典型姜块状的根ꎬ 小叶近无柄ꎬ
而其余 ３ 个居群的样本则具有形态上的变异ꎬ 但

Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 分析还显示ꎬ 形态特征相近的样本并未

聚类到一起ꎬ 而是同一分布点的样本遗传成分更

相似ꎮ
姜状三七在中国境内的分布范围极其狭窄ꎬ 仅

在云南东南部有发现ꎬ 野外资源非常稀少且人为采

挖严重ꎮ 如云南文山州马关县及麻栗坡县曾经有大

量的分布ꎬ 但近 ２０ 年来森林栖息地逐渐减少ꎬ 野

生资源也遭到严重采挖ꎬ 该地区已经极难发现野生

居群ꎮ 此外ꎬ 姜状三七为多年生植物ꎬ 从种子萌发

到开花结果需要 ３ 年的时间ꎬ 且种子萌发前需要经

历 ３ ~ ５ 个月的后熟期ꎬ 这些特征都不利于其在野

外的自我繁殖和资源更新ꎮ 姜状三七野生资源亟待

保护ꎮ 依据本研究的分析结果ꎬ 在对姜状三七制定

保护策略时ꎬ 建议可将江城居群和其他居群作为两

个保护单元加以保护ꎬ 同时要尽可能多地保护具有

不同形态特征的样本个体ꎮ 其次ꎬ 要加强对当地居
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民的宣传工作ꎬ 减少人为破坏对其造成的影响ꎬ 在

开展就地保护的基础上还可以通过建立种质资源苗

圃和人工种苗繁殖的方式进行异地保护ꎮ
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