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青阳参及其近缘种的 RAPD 研究 
 

杨竹雅 1，普春霞 1,2，钱子刚 1,2*
(1.云南中医学院，昆明 650500；2.中国科学院昆明植物研究所，昆明 650204) 

 
摘要：目的  针对青阳参Cynanchum otophyllum Schneid.存在混淆种类和种内变异较大的情况，对青阳参和与其相混淆的隔

山消C．wilfordii (Maxim.) Hemsl.和昆明杯冠藤C. wallichii Wight进行种间鉴别，并对青阳参的4个居群进行遗传多样性分析。

方法  运用随机扩增多态性DNA(RAPD)技术进行分析，用Shannon指数和Nei指数评价青阳参的遗传多样性，用UPGMA类

平均法进行聚类分析亲缘关系。结果  利用筛选出的10个随机引物对供试材料DNA进行随机扩增，共得到72条带，其中多

态性带有70条，多态性百分率为97.22%。由Shannon指数计算青阳参4个居群内的遗传多样性比率为68.52％，高于居群间的

31.48%；同时由Nei指数估计青阳参4个居群中有69.44％的遗传变异来自居群内，高于居群间的30.56％。采用UPGMA聚类

法得出反映各种间亲缘关系的树状图。结论  运用RAPD方法可以进行青阳参和隔山消两个种同昆明杯冠藤的种间鉴别；虽

然居群间已有较高分化，但青阳参遗传变异主要分布在居群内。  
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ABSTRACT：OBJECTIVE  There are confused species on Cynanchum otophyllum Schneid. and distinct intraspecies variation，

interspecific indentification has been done among C. otophyllum，C．wilfordii (Maxim.) Hemsl. and C. wallichii Wight；Genetic 

diversity of 4 populations of C. otophyllum have been analyzed. METHODS  Random amplified polymorphic DNA(RAPD) 
technique has been used to analyze. Genetic diversity of C. otophyllum has been evaluated by using Nei’s gene diversity and 
Shannon’s information index. The dendrogram has been constructed by UPGMA. RESULTS  Ten RAPD primers have been 
selected to apply for random amplification. A total of 72 DNA bands are amplified among which 70(97.22%) are polymorphic. 
Shannon’s information index is 68.52% within the populations of C. otophyllum, more than 31.48% among 4 populations of 
C.otophyllum; the index Gst is 30.56% among 4 populations of C. otophyllum, less than 68.44% within the populations of 
C.otophyllum. The dendrogram of genetic relationship among three species has been constructed by using UPGMA. 

CONCLUSION  RAPD is amplified to distinguish C. wallichii form C. otophyllum and C．wilfordii. Although there is distinct 

differentiation among populations of C. otophyllum, the great genetic variation happened within populations. 
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青阳参为萝藦科植物青羊参 Cynanchum 

otophyllum Schneid.的根。主产于云南中部、西北部

和东北部地区，是云南的民间药物，白族、纳西族、

彝族等均有用药历史[1]。本种主治风湿痹痛，肾虚

腰痛，腰肌劳损，跌仆闪挫，食积，脘腹胀痛，小

儿疳积，蛇、犬咬伤[2]。现已开发出青阳参片，为

云南特有中成药，其有效成分为青阳参总苷[3]。动

物实验结果表明青阳参总苷具有抗惊厥、抗实验性

癫痫和增强免疫的作用[4-5]。同属植物昆明杯冠藤

C.wallichii Wight 和隔山消 C．wilfordii (Maxim.) 

Hemsl.由于在形态上与青阳参相近，常与青阳参混

用[6]。本研究采用随机扩增多态性 DNA(RAPD)技

术对采自云南丽江、楚雄、洱源、下关的青阳参和

采自云南楚雄、嵩明的隔山消，以及采自云南巍山

的昆明杯冠藤的 7 个居群的样品进行了种内及种

间分析，分析青阳参及其近缘种隔山消和昆明杯冠

藤的 DNA 变异情况，为鉴别青阳参优良种质资源

品系奠定基础，并为今后的资源保护和开发提供理

论依据。 

1  实验材料 

样品来源及编号见表 1。由云南中医学院钱子

刚教授鉴定。 
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表 1  样品来源及编号 

Tab 1  The number of samples 

2  仪器与试剂 

2.1  仪器 

温度梯度 PCR 仪 (Whatman Biometra Tgra- 

dient)、紫外分光光度计(日本岛津 UV-2450)、水平

电泳仪(Bio-RAD)、凝胶成像系统(Tanon GIS-2009)。 

2.2  试剂 

液氮、CTAB(北京经科宏达生物公司)、Tris(美

国 Amresco)、TaqDNA 聚合酶[宝生物工程(大连)有

限公司]、随机扩增引物[上海生工生物工程技术服

务有限公司]、DNA Marker DL2000[宝生物工程(大

连)有限公司]、琼脂糖(美国 Amresco)、溴化乙锭。 

3  实验方法 

3.1  样品采集 

由于青阳参、隔山消和昆明杯冠藤为缠绕草本，

不同植株不易分开，因此在同一居群内选取距离大

于 10 m 的个体的新鲜叶。在野外用变色硅胶干燥

后保存于-20℃。 

3.2  样品总 DNA 提取 

采用常规 CTAB 法进行样品 DNA 的提取，略

有改动。每个样取 1~2 片干燥叶片于乳钵中，迅速

加入液氮和 0.5 µL 巯基乙醇快速研磨成粉末状，装

入 1.5 mL 离心管。向盛有叶片粉末的离心管中加入

700 µL 65 ℃预热的 2×CTAB 提取缓冲液，混合均

匀，然后在 65 ℃中温浴 1 h，这期间不断颠倒使样

品与提取液充分混匀。待样品冷却至室温后，加入

600 µL 氯仿-异戊醇(24∶1)颠倒混匀至溶液呈乳

浊，10 000 r·min-1 离心 10 min，取上清。重复 1 次。

加入 0.7 倍体积的异丙醇，颠倒混匀，10 000 r·min-1

离心 10 min。小心倒掉上清液，70％乙醇洗沉淀 2

次，晾干。加入 50 µL TE 和 0.5 µL RNAaseA，于

37 ℃水浴锅温浴 30 min。加入 130 µL 70%乙醇和

0.2 mol·L-1 乙酸钠 5 µL，颠倒混合均匀，-20 ℃下

放置 1 h 以上，4 ℃ 10 000 r·min-1 离心 10 min，弃

上清。70%乙醇洗沉淀 2 次, 晾干, 再溶于 50 µL 灭

菌双蒸水中，-20 ℃保存备用。紫外光检测 DNA

浓度及纯度。 

3.3  RAPD随机扩增引物筛选 

自OPA～OPI、OPM10组200个引物中，以扩增

具有多态性，条带大于3条，单个条带清晰、易于

分辨为原则选取了10个引物，见表2。 

表 2  RAPD引物序号及序列 

Tab 2  List and sequences of RAPD primers 
引物 序列(5’to3’) 

OPB-10 CTGCTGGGAC 

OPB-17 AGGGAACGAG 

OPE-20 AACGGTGACC 

OPG-10 AGGGCCGTCT 

OPH-03 AGACGTCCAC 

OPH-09 TGTAGCTGGG 

OPH-12 ACGCGCATGT 

OPH-17 CACTCTCCTC 

OPH-19 CTGACCAGCC 
OPM-14 AGGGTCGTTC 

3.4  PCR 扩增反应 

扩增反应体系为 25 µL，10×buffer 缓冲液(无

Mg2+)2.5 µL、dNTP(25 µmol·L-1)2.0 µL、MgCl2(25 

µmol·L-1)1.5 µL、扩增引物(10 µmol·L-1)2.0 µL、模

板 100 ng、Taq 酶 1.5 U、加无菌双蒸水补充体积至

25 µL。 

扩增程序：94 ℃下预变性 4 min，36 ℃复性 1 

min，72 ℃延伸 90 s，然后 94 ℃ 1 min，36 ℃ 1 

min，72 ℃ 90 s 进行 44 个循环，最后 72 ℃延伸 5 

min，4 ℃保存。用筛选出的引物对所有个体的 DNA

进行 PCR 扩增。 

扩增产物15 µL加适量上样缓冲液，经加入EB

的1％琼脂糖凝胶电泳，40 V恒压，电泳时间3 h，

电泳结束后，凝胶成像系统观察，记录结果。 

3.5  数据分析 

3.5.1  条带计数  RAPD是显性标记，每一个清晰

可辨认的条带计为一个位点，有带计为1，无带、

弱带计为0。形成0/1矩阵图输入计算机。 

样品编号 学名 中文名 采集地 凭证标本保存地 

LJ Cynanchum otophyllum Schneid. 青阳参 云南丽江 云南中医学院标本馆 

CX C. otophyllum Schneid. 青阳参 云南楚雄 云南中医学院标本馆 

EY C．otophyllum Schneid. 青阳参 云南洱源 云南中医学院标本馆 

XG C．otophyllum Schneid. 青阳参 云南下关 云南中医学院标本馆 

SM C．wilfordii (Maxim.) Hemsl. 隔山消 云南嵩明 云南中医学院标本馆 

DC C. wallichii Wight 昆明杯冠藤 云南巍山 云南中医学院标本馆 
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3.5.2  用POPGENE32软件进行数据分析  用Shan- 

non表型多样性指数计算遗传多样性。计算公式为：

H=-∑PilnPi ，Pi为表型频率，即某一扩增带出现的

频率。H可以有两种水平的遗传多样性，Hpop为居

群内的遗传多样性，Hsp为种内的遗传多样性。居

群内遗传多样性占总多样性的比例为Hpop／Hsp；

居群间遗传多样性占总多样性比例为(Hsp-Hpop)／

Hsp，又称遗传分化系数[7]。 

用Nei指数估算基因多样性。Nei(1973)把总基

因多样性(Ht)分解为居群内基因多样性(Hs)和居群

间基因多样性(Dst)，即：Ht=Hs+Dst，而Gst=Dst/Ht，

所以，居群的基因分化系数Gst= (Ht-Hs)/Ht[8]。 

3.5.3  用Mega2软件进行聚类  用非加权配对算术

平均法(UPGMA)进行聚类分析，建立居群间的亲缘

关系树状图。 

4  结果 

4.1  遗传多样性 

10个引物在6个居群中共扩增出72条带，其中具

有多态性的条带为70条，多态位点比率为97.22%。

引物扩增结果见图1。 

 
图 1  引物OPB-10、OPH-17、OPH-12和OPH-19的扩增结果 

Fig 1  Amplification results by primer OPB-10, OPH-17, OPH-12 and OPH-19 

4.2  青阳参及其近缘种的遗传距离和聚类 

实验样品选取的是采自丽江(LJ)的青阳参、采

自嵩明(SM)的隔山消和采自巍山(DC)的昆明杯冠

藤。青阳参居群的选取依据是：丽江为青阳参主产

区之一，并且实验样本较多，结果较可信。实验所

得的Nei的无偏差遗传距离矩阵见表3，UPGMA聚

类见图2。 
表3  青阳参、隔山消和昆明杯冠藤的Nei的无偏差遗传距离 

Tab 3  Nei's Unbiased Measures of Genetic distance of C. 

otophyllum Schneid. C．wilfordii (Maxim.) Hemsl., C. wallichii 

Wight 

 青阳参 隔山消 昆明杯冠藤

青阳参(LJ) 0.000 0   

隔山消(SM) 0.101 2 0.000 0  

昆明杯冠藤(DC) 0.356 2 0.324 5 0.000 0 

对青阳参及其近缘种的3个居群进行聚类分析，

结果表明：青阳参和隔山消的遗传距离为0.101 2，

亲缘关系最近，相比较之下，昆明杯冠藤同青阳参

和隔山消的遗传距离分别为0.356 2和0.324 5，亲缘

关系较远。从3个居群各个体的UPGMA聚类图分

析，同一个种各个体均聚在一起，因此，用RAPD

方法可以进行3个种的种间鉴别。其中，引物OPH-12

和OPH-19在昆明杯冠藤中分别扩增出的碱基数约

为275 bp和1 200 bp的条带清晰、明亮，重复性好，

是青阳参和隔山消没有的条带，可以考虑为昆明杯

冠藤的特征带，见图1。在青阳参和隔山消中尚未

发现特征带。 

4.3  青阳参种内水平的遗传分化 

对青阳参Cynanchum otophyllum Schneid.的4个

居群：丽江(LJ)居群、楚雄(CX)居群、洱源(EY)居群

和下关(XG)居群进行遗传多样性分析，结果见表4。 
表 4  青阳参4个居群的遗传多样性 

Tab 4  genetic diversity of 4 populations of C. otophyllum  

居群 样本 PB PPB/% A Ae H I 

丽江 24 38 52.78 1.527 8 1.301 1 0.176 8 0.265 8

楚雄 17 40 55.56 1.555 6 1.325 3 0.190 3 0.285 0

洱源 22 38 52.78 1.527 8 1.345 5 0.197 5 0.290 9

下关 5 26 36.11 1.361 1 1.246 4 0.139 9 0.205 7

平均 17 36 49.31 1.493 1 1.304 6 0.176 1 0.261 9

注：PB-多态条带；PPB-多态位点比率；A-等位基因数；Ae-有效等位

基因数；H-Nei’s基因多样性；I-Shannon表型多样性指数 

Note: PB-polymorphic bands; PPB-percentage of polymorphic bands; 

A-number of alleles; Ae-effective number of alleles; H-nei’s gene diversity; 

I-shannon’s information index 
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图 2  青阳参、隔山消和昆明杯冠藤各个体的DNA多态性

聚类分析树状图(UPGMA) 

Fig 2  Dendrogram of polymorphic DNAs of C. otophyllum 
Schneid. C. wilfordii (Maxim.) Hemsl., C. wallichii wight 

4个居群中多态位点比率最高是楚雄(CX)居

群，为55.56％，最低是下关(XG)居群，为36.11%。

居群的平均多态位为49.31％，青阳参的遗传多样性

较丰富。 

用Shannon表型多样性指数计算青阳参的遗传多

样性。平均遗传多样性：洱源 (EY) 居群最高，为

0.290 9，其次为楚雄(CX)居群，为0.285 0，再次为丽

江(LJ)居群，为0.265 8，最低的是下关(XG)居群，为

0.205 7，4个居群的平均遗传多样性为0.261 9。在总

遗传变异中有，68.52％存在于居群内，31.48％存在

于居群间，即4个居群间的遗传分化为31.48％。 

用Nei指数估算青阳参的基因多样性。青阳参的4

个居群总的基因多样性指数Ht是0.253 7，居群内多样

性指数Hs是0.176 1，居群间基因多样性指数Gst是

0.305 6，即居群间的遗传分化为30.56％，居群内的为

69.44％。 

实验所得的青阳参4个居群的Nei的无偏差遗传

距离矩阵见表5，4个居群各个体的UPGMA聚类图

见图3。 

 
图 3  青阳参4个居群各个体的DNA多态性聚类分析树状

图(UPGMA) 

Fig 3  Dendrogram of polymorphic DNAs of each individuality 
of C.otophyllum 
表5  青阳参4个居群的Nei的无偏差遗传距离 

Tab 5  Nei's unbiased measures of genetic distance of 4 
populations 

 丽江(LJ) 楚雄(CX) 洱源(EY) 下关(XG) 

丽江(LJ) 0.000 0    

楚雄(CX) 0.078 7 0.000 0   

洱源(EY) 0.159 7 0.129 9 0.000 0  

下关(XG) 0.183 3 0.152 9 0.050 5 0.000 0 



 ·566·        Chin JMAP,2009 July,Vol.26 No.7                            中国现代应用药学杂志 2009 年 7 月第 26 卷第 7 期

对青阳参4个居群进行聚类分析，结果表明：

此4个居群的遗传距离分布在0.050 5～0.183 3之

间，亲缘关系较近，其中EY和XG遗传距离为

0.050 5，亲缘关系最近， LJ和XG遗传距离为0.183 3，

亲缘关系相对较远。从4个居群各个体的UPGMA聚

类图分析，4个居群可以明显的分为两组，其中，

丽江(LJ)居群个体与楚雄(CX)居群个体聚在一起为

一组，下关(XG)居群个体与洱源(EY)居群个体聚在

一起为一组，但是，丽江(LJ)居群个体与楚雄(CX)

居群个体没有完全按照产地聚类，洱源(EY)居群个

体与下关(XG)居群个体也没有完全按照产地聚类。 

5  分析与讨论 

通过对采自丽江的青阳参、采自嵩明的隔山消

和采自巍山的昆明杯冠藤各个体聚类分析发现，同

一个种的不同个体可以很好的聚在一起。因此，用

RAPD方法可以将青阳参、隔山消和昆明杯冠藤进

行区分。同时，采自巍山的昆明杯冠藤居群有两条

特征带，可以考虑为鉴别该种的分子依据。青阳参

的丽江居群与隔山消的嵩明居群从遗传距离上显

示出亲缘关系较近。 

由Shannon指数计算青阳参4个居群内的遗传

多样性比率为68.52％，高于居群间的31.48%；由

Nei指数估计青阳参4个居群有69.44％的遗传变异

来自居群内，高于居群间的30.56％。表明：虽然居

群间已有较高分化，但青阳参遗传变异主要分布在

居群内。本研究采集的居群样品地理距离较大，而

且，不同居群的生境有差别，丽江居群、楚雄居群

生长于光照充足、相对干燥的环境，而洱源居群和

下关居群生长于阴暗、潮湿的树林中，因此不同居

群的青阳参在遗传等方面出现较大的分化可能与

其地理隔离以及适应不同生境有关[9]；同时，也可

以初步推测楚雄居群中有的个体与丽江居群同源，

下关居群与洱源居群同源；此外，也不排除可能是

由于RAPD方法采用的是任意引物在基因组上随机

扩增，相同相对分子质量的扩增带可能同源也可能

不同源，而导致的实验误差[10]。另外，由于丽江居

群个体和楚雄居群个体没有完全按照产地聚类，同

时，洱源居群个体和下关居群个体也没有完全按照

产地聚类，可以初步推断，用RAPD方法进行青阳

参的产地鉴别是不可行的。 

因此，运用 RAPD 方法可以进行青阳参、隔山消

和昆明杯冠藤 3 个种的种间鉴别，但是，尚无法用于

青阳参的产地鉴别。要完成青阳参的产地鉴别，还需

要采集更多的居群样品进行试验，以及运用其他分子

标记技术，将每种标记的结果和传统的分类结果进行

全面的比较和分析，才能获得更可靠的结论。 

此外，由于RAPD引物是10个碱基的寡核苷酸

片段，在退火温度下，引物与模板的互补结合不很

稳定，容易受到诸多因素的影响：模板浓度与纯度、

引物与dNTP用量、缓冲系统的种类与pH值、MgCl2

的浓度、聚合酶的种类与用量、扩增程序与循环周

期等都会影响扩增式样，其中尤为重要的是所用

PCR仪的型号。不同厂家生产的不同型号的PCR仪

具有不同的变温速率，这个参数决定扩增片段的大

小范围。实验证明同一实验室如果采用相同的

RAPD流程(反应程序与反应成分)，在同一型号的

PCR仪上运行有很好的重复[10]。 
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