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! 四川省科技厅资助项目（川科农 . !""- /!! 号）：川白芷的规范化种植研究及基地建设，负责人：贾敏如。

!! 联系人：马逾英，副教授，从事中药品种质量研究与资源开发工作，01&2 "!3 + 3443(5--，6 + 789&2 78 + :;:9<=> ?%@;’ A%7。

川白芷种质的 BCDE遗传标记研究!

"马逾英!! 熊 英 贾敏如
唐声武 王梦月 蒋桂华

摘 要：目的：对川白芷生长过程中不同形态的 # 个类群及杭白芷进行基因组 E)C 多态性分
析，试图从分子水平为其栽培及种质鉴定提供依据。方法：以 #" 个 -" 碱基随机引物进行 BCDE 分
析。结果：共扩增出 *-# 个条带，其中多态性条带 ,( 条，占 *-F。结论：川白芷叶柄颜色的不同与
是否抽薹无明显的相关性，而产地的差异对遗传变异的影响大于因其叶柄颜色不同所造成的影

响。

关键词：川白芷 BCDE 聚类分析 多态性

白芷 G 9+%(: ;*.)$(’+) %+-<#(=
’+) H 为常用中药，具有散风除湿、
通窍止痛、消肿排脓的功效。全国

主流商品白芷按产地分为祁白芷

（产于河北）、禹白芷（产于河南）、

杭白芷（产于浙江）和川白芷（产

于四川），均为栽培的伞形科当归

属植物的根。川白芷是著名的川

产道地药材，产量约占全国商品

白芷的 4"F，质量上乘，畅销国内
外 . - /。关于白芷的分类历来争议较

多，现多认为川、杭白芷为白芷的

变种（ ;*.)$(’+ %+-<#(’+ G I9?A@’ 1J
K%LL7’ H M1<N@’ 1N K%%O’ L’ >+#? 4"#=

@"6+*+ G M%9??’ H P@8< 1N Q;8<’）。黄
璐琦 . ! /等对兴安白芷、祁白芷、杭

白芷进行了 BCDE 分析，认为祁、
杭白芷应属同一类群，与野生白

芷有一定区别。据报道 . * R ( / 和深

入产区实地调查，在白芷生长过

程中，早期抽薹率达 -"F R *"F，
早期抽薹的白芷习称“公白芷”，

用公白芷种子繁殖的下一代更易

发生早期抽薹的现象，影响白芷

的产量和质量；并认为在白芷的

生长过程中，其叶柄颜色（青或

紫）与是否早期抽薹有一定的关

系。目前大田生产中多为紫色叶

柄的白芷，认为紫色叶柄的植株

不易抽薹，而在定苗时就应将生

长过旺、叶柄呈青白色的大苗拔

除，以防止提早抽薹开花。为配合

川白芷生产质量管理规范（SCD）
的研究及基地建设，我们采用

BCDE 技术对川白芷栽培过程中
出现的青柄、紫柄、过渡类型（半

青半紫或青紫夹杂）的植株及公

白芷进行研究，旨在找出其表现

型与基因型之间的关系，为良种

选育与质量评价提供依据。

一、材料和仪器

-’ 材料
川白芷植株于 !""! 年 4 月分

别采自四川遂宁不同白芷基地；

杭白芷植株于 !""! 年 , 月采自成

（成都中医药大学 成都 (-""45）
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表 ! 实验材料

编号 类型 来源

! 公白芷 四川遂宁市南强镇三洲村

" 公白芷 四川遂宁市永兴镇钟灵寺村

# 公白芷 四川遂宁市永兴镇中脊村

$ 过渡类型 四川遂宁市南强镇三洲村

% 过渡类型 四川遂宁市永兴镇钟灵寺村

& 紫杆白芷 四川遂宁市南强镇三洲村

’ 紫杆白芷 四川遂宁市永兴镇钟灵寺村

( 紫杆白芷 四川遂宁市永兴镇中脊村

) 青杆白芷 四川遂宁市南强镇三洲村

!* 青杆白芷 四川遂宁市永兴镇钟灵寺村

!! 杭白芷 浙江磐安的种子栽于成都中医药大学植物园

图 " !! 个白芷样品的 +,-. 聚类树状图

图 ! ’号引物 +,-.扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图谱

都中医药大学植物园，其栽培用

种子为作者于 "**! 年 ( 月自浙江
磐安购得。上述材料均由作者鉴

定为 89 %+-:#(’+ / 012345 6 789:45 8:
;<<=5 ;+#9 4"#<"6+*+ / 7<1225 6 >4?9
8: @A?95 。取各材料的新鲜幼嫩的
叶子，用液氮处理后，编号，置于

B ’*C备用。见表 !
"5 仪器和试剂
-D+ 仪（-ED B !**EFFG +HI

>H,+D;，JKD 美国）；71< JL?M19M
>N2:8L（OHKH OHKJP> 美国）；Q7R
AS:T<23U83 紫外分光光度计（-4?LI
?31? 公司）；..@ B!型电泳仪；
VKE-2、 +9?28,（E?R?+? 公 司 ）；
E?W.K, 聚合酶、!*L8T 引物（赛百
盛基因技术公司），其余试剂为分

析纯。

二、实验方法

!5 .K, 提
取和浓度测定

取样品各

!**LM，加入液氮研碎，迅速加入
.K, 提取缓冲液（"%LL<S·Q B !

ET12 B ;DQ U;(5 *X %*LFH.E,X
*5 %Y >.>X *5 "Y " B巯基乙醇），
混匀，于 %&C水浴 !% L19 /其间轻
轻地上下颠倒 " Z # 次 6，然后加
入等体积的苯酚 B氯仿 / ![ ! 6 提
取 !% L19，再在 %***T·L19 B ! 冷

冻离心 !% L19X 上清液加入等体
积的苯酚 B氯仿 / ![ ! 6重复抽提 !
次，同样条件离心后，取上清液加

入 ! \ !* 体积的 #L<S·Q B ! 的醋

酸钠和 " 倍体积的冷无水乙醇
/ B "*C以下 6，沉淀 !% L19 后 X
!$***T·L19 B ! 冷冻离心 !%L19，
弃上清液，用 ’*Y的乙醇洗两次，
沉淀自然风干后，用无菌双蒸水

!**#S 溶解，溶液加入 +9?28 , 液
%#S，水浴 #*L19，用分光光度计测
定 .K, 浓度，在 B "*C下保存备
用。

"5 -D+扩增
扩增反应液的总体积为 "%#S，

其 中 引 物 为 !#S（"*UL<S \ #S）X
VKE-（8?34 "5 %LF） "#S， E?W 酶

*5 "#S（%A \ #S），模板 .K, *5 "%#S
（!**9M \ #S），VV;"] !)5 *%#S。-D+
循环参数： )%C 预变性 %L19，
)$C 变性 #*2， #(C 退火 $%2 X
’"C延伸 !L19，#% 个循环，’"C
保温 !*L19，$C。取扩增产物 %#S
在含 H7 的 !Y琼脂糖凝胶，! ^
E7H 缓冲液中电泳，用凝胶成像
系统观察照相（图 !）。

#5 数据分析
对不同的个体所扩增 .K, 条

带量化为 S 或 * /条带存在为 S，条
带不存在为 * 6，在相同条件下X 迁
移相同的条带视为同源位点，统计

的二元数据用 -41S1U的 +,-.聚类
软件分析，得到各样品间的遗传距

离（表 "）和聚类树状图（图 "）。

三、结果与讨论

!5 从筛选出的 $* 个 !* 碱基
随机引物（表 "）共扩增出 #!$条
带，其中多态性条带 )&条，占 #!Y
这表明，供试白芷样品之间

的遗传多样性较低。

"5 由遗传距离可知，杭白芷、
川白芷间的遗传距离（*5 !$’ Z
*5 "!’）大于川白芷栽培居群间及
居 群 内 各 个 体 间 的 遗 传 距 离

（*5 **& Z *5 !")）
过渡类型叶柄植株间的遗传

距离为 *5 *(*；紫色叶柄植株间的

世界科学技术—中医药现代化#中药材资源与栽培
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遗传距离为 "’ "(! * "’ "+(，青色
叶柄植株间的遗传距离为 "’ ",-，
. 种不同颜色叶柄植株间的遗传
距离为 "’ "(! * "’ /!-；产于钟灵

寺 村 的 植 株 间 的 遗 传 距 离 为

"’ "!. * "’ "0.，产于三洲村的植
株 间 的 遗 传 距 离 为 "’ "(! *
"’ /"01 不同产地间的植株遗传距

离为 "’ ""( * "’ /!-。由此
表明，不同叶柄类型遗传

差异大于同一叶柄颜色内

的遗传差异。不同产地居

群，由于人工选择和环境

因子作用的影响，其居群

内的遗传纯化程度不一

样，表现出明显的不同居

群的遗传特性差异。以产

地居群而言，产于三洲村

居群的遗传差异性较大。

.’ 根据 2345 带谱
的聚类分析表明，基本上

聚为二类，即川、杭白芷

由于二者的分布区域

相距较远，气候、土壤等地

理环境相差较大，在一定

程度上已产生了遗传分

化，说明产地的差异对遗

传变异的影响大于因叶柄

颜色、抽薹与否产生的影

响。当截距取 "’ ". 左右
时，川白芷不同产地，不同

叶柄类型的 ,、0、#、/"、/、
!、. 均聚为一类，无法将
不同产地，不同叶柄类型

区分开。当截距取 "’ "/
时，/、!、.、号公白芷聚为
一类，三者相似性高，表明

公白芷具有共同的遗传基

础，初步证明了用公白芷

的种子繁殖的下一代更易

发生早期抽薹，白芷抽薹

特性主要是由遗传因素决

定的；白芷叶柄颜色（青或紫、过

渡类型）与抽薹无明显的相关

性。

#’ 据申明亮等认为，白芷为

编号 / ! . # , ( 0 + - /" //
/ "’ """
! "’ ""(
. "’ "/- "’ "/-
# "’ "+" "’ "+( "’ "+"
, "’ ".! "’ ".- "’ ".! "’ "+"
( "’ "(( "’ "0. "’ "(( "’ /"0 "’ ",!
0 "’ "#- "’ ",( "’ "#- "’ "-" "’ "!. "’ "(!
+ "’ "-. "’ /"" "’ "-. "’ /!- "’ "0. "’ "+( "’ "(!
- "’ "(- "’ "0( "’ "(- "’ "-0 "’ ",( "’ "(! "’ "#( "’ "#!
/" "’ "(! "’ ",( "’ ",( "’ //+ "’ "(! "’ "-0 "’ "0. "’ "-" "’ ",-
// "’ /+, "’ /-. "’ /-. "’ !/( "’ /(! "’ /,, "’ /,+ "’ /#0 "’ /,/ "’ /+- "’ """

表 ! // 个白芷样品间的遗传距离

表 . #"个随机引物的扩增结果

编号 引物序列 总条带 6多态性条带 7 编号 引物序列 总条带 6多态性条带 7

/ 889:883833 //6 ( 7 !/ 99:838::38 06 ! 7

! 9:883:8983 //6 # 7 !! 898388:89: # 6 " 7

. 383:89::3: /"6 ( 7 !. :39:::::98 + 6 " 7

# 883389:8:: ( 6 ! 7 !# ::8:39:93: /"6 . 7

, 389:89:::: + 6 # 7 !, 83983::8:: 0 6 # 7

( 3:8:39:8:3 , 6 ! 7 !( 833:883:9: + 6 / 7

0 :98:39:898 /!6 ! 7 !0 89:::83:83 ,6 / 7

+ 8333:3:::: - 6 . 7 !+ 9883::8898 ( 6 " 7

- 98938:9888 -6 ! 7 !- :9:3::89:: /!6 . 7

/" ::93:89:38 !6 / 7 ." 989:39:::: /"6 . 7

// :99::8:389 , 6 " 7 ./ 338::9:89: /"6 / 7

/! 3:8:8:3989 /,6 . 7 .! 98:898:998 ( 6 # 7

/. 83:8::3:3: # 6 / 7 .. 83:8839:38 /"6 # 7

/# 3::3889988 ( 6 . 7 .# :3:3:9::38 (6 , 7

/, 33988:8:38 /.6 " 7 ., 99::::::38 06 " 7

/( 9:9:38:988 , 6 / 7 .( 9838988898 /"6 " 7

/0 :3:9:9::9: /!6 " 7 .0 8998::38:: 0 6 , 7

/+ 8339:88::3 + 6 / 7 .+ 3:99:8::3: , 6 " 7

/- :983::38:: /"6 . 7 .- 8::3::33:: 0 6 # 7

!" 888383:39: - 6 , 7 #" 883:993:39 0 6 0 7
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自交不孕，是异质杂合的群体

生产中白芷主要是通过种子

繁殖。因此，在白芷群体中，植株

多为杂合植株，个体差异大。由上

述聚类和遗传距离分析也说明同

一群体不同植株间存在很大的遗

传差异，证实了上述观点。由遗传

距离分析得知，不同叶柄类型植

株间遗传距离差异大，表明不同

叶柄类型植株间存在遗传差异。

由于本实验所用引物较少，未有

效筛选出不同叶柄颜色间的差异

扩增引物，有待深入研究，探寻叶

色的遗传差异的物质基础。

致谢 四川大学生命科学院

李云峰博士、唐琳老师及莫敏同

学等协助工作。
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欢迎参加中医药及天然药物国际交流

与合作考察团访问澳大利亚、新西兰

澳大利亚自 #$$$ 年通过中医药立法 0 2345676 8694:456 )6;

<4=7>?@>4A5 *2B #$$$ 1 至今，已为我国中药产品及中医药领域的一

些高校、研究机构和医院在发展各自的海外教育产业、开办诊疗机

构及开展临床科研方面提供了广阔的合作空间。由于澳大利亚属

于英联邦国家之一，该国也是中医药通往其它英联邦国家乃至整

个欧洲和北美国家的大门，我国中药产品一旦进入澳洲市场，一般

较容易通往上述其它国家。因此，澳大利亚是我国中医药全面走向

西方社会的一个重要的战略通道。为了帮助我国相关领域企、事业

单位的高层管理人员深入了解澳大利亚和新西兰中医药发展情

况，充分利用自己的产品、资源与优势，在药品注册与营销、教育产

业、诊疗服务产业、临床实验研究等方面的国际交流与合作中寻找

商机与对策，探讨相应的经营管理模式，中国高技术产业发展促进

会拟于 #$$&年组织该领域的高校、科研、企业、医院、相关管理部

门的人员赴澳大利亚、新西兰访问。

一、出访日期与考察地点：

!" 出访时间：拟定 #$$&年 % C .月境外时间为 !(天；#" 考

察地点：澳大利亚 0墨尔本、布里斯班、悉尼、堪培拉等 1。新西兰 0奥

克兰、奥玛拉玛、基督城等 1。

二、考察范围：!" 考察澳洲的药品注册与管理机构、有关法律

文献及补充医学产业的发展前景，寻找我国中医药的发展商机与

对策；#" 考察中国产品在澳、新的注册、通关和流通情况，以及其

它英邦国家有关药品的通关情况；’" 访问澳洲著名教育机构，了

解其教育体系中中医药学科的建设进展、基础设施建设，探讨我国

教育产业拓展、开展远程教育及学术交流的可能性；&" 访问有关

医疗机构，考察其医政管理体系、诊疗与临床实验研究体系，探讨

进一步交流与合作的可能性。

联系人：刘 萍

通信地址：北京 .%#信箱 中国高技术产业发展促进会

邮政编码：!$$$.$ 电话：$!$ D /#/!/’(# $!$ D /#/(#%/#
传真：$!$ D /#/(#%/# E D F@4GH I7>J F@4G" :@74KF" @:" :5

为了帮助我国企业、研究机构和相关主管部门，学习和引进国

外医药领域先进的技术、工艺装备及管理经验，及时了解和借鉴国

外前沿学科的发展趋势及其研究方法，提高技术创新能力和经营

管理水平。中国高技术发展促进会拟于 #$$’年组织一次，#$$&年

组织一次天然药物与生技术领域的企业、科研与管理部门人员进

行出国学习和考察：

一、出访日期与考察地点：!" 出访时间：拟定 #$$& 年 % C .

月，境外时间 !(天；拟定于 #$$&年 % D .月，境外 !(天；#" 考察

地点：西欧七国；

二、考察范围：!" 考察西欧重点研究机构中的天然产物有效

活性成分的分离纯化技术和相关装备；#" 访问著名高校与医药研

究机构，了解生物技术在医药领域的研究与应用情况；’" 考察医

药公司 L8+ 等相关管理规范及管理经验；&" 了解国际对于天然

药生产、经销的管理法规和天然药物贸易体系。

联系人：张志华、刘 萍 E D F@4GH I7>J F@4G" :@74KF" @:" :5

通信地址：北京 .%!#信箱 中国高技术产业发展促进会

邮政编码：!$$$.$ 电话：$!$ D /#/!/’(#，$!$ D /#/(#%/#

传真：$!$ D /#/(#%/#

欢迎参加天然药物产业及

生物技术应用考察团访问西欧

世界科学技术—中医药现代化#中药材资源与栽培
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欢迎订阅 !""#年期刊，欢迎投稿，
欢迎参加交流与讨论。
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