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不同产地白及遗传多态性的 RAPD 分析 
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摘要：目的   研究国内不同产地白及的遗传多样性和亲缘关系。方法   利用随机扩增多态 DNA(random amplified 

polymorphic DNA，RAPD)引物，RAPD 分子标记技术分析国内 50 个不同产地的白及。结果  RAPD 技术扩增产物经琼

脂凝胶电泳检测，从 50 条引物中筛选出 10 条(S8，S9，S14，S19，S23，S25，S28，S29，S30，S31)条带清晰的引物，

10 条引物共扩增出 88 条 DNA 条带，其中多态性的 DNA 条带数目为 81 条，占总数的 92.05%。每个引物能扩增出 5~11

条 DNA 条带，平均可扩增出 8.8 条；扩增最少的引物为 S19，扩增出 5 条 DNA 条带；扩增最多的引物为 S29，扩增出

11 条 DNA 条带。而每个引物能扩增的多态性 DNA 条带数为 3~11 条，平均可扩增出 8.6 条。结论  不同产地的白及具

有较丰富的遗传多样性，RAPD 可有效应用于白及的遗传多样性研究。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the genetic diversities and relationship of Bletilla striata from different habitats. 
METHODS  Random amplified polymorphic DNA(RAPD) primers were used to analyze the Bletilla striata from 50 different 
areas with RAPD molecular marker technique. RESULTS  The clear bands of S8, S9, S14, S19, S23, S25, S28, S29, S30 and 
S31 amplified by RAPD molecular marker technique and analyzed by agarose gel electrophoresis were screened from 50 primers. 
The 88 DNA fragments were amplified by these 10 primers and 92.05% of these DNA fragments were polymorphic. Each primer 
was able to amplify 5 to 11 DNA fragments with an average of 8.8 amplified. The amplification number of S19 primers was the 
least, only 5 fragments and the amplification number of S29 primers was the most with 11 fragments. Each primer was able to 
amplify 3 to 11 polymorphic DNA fragments with an average of 8.6 amplified. CONCLUSION  There is obvious 
polymorphism and genetic difference among the Bletilla striata from different areas. RAPD markers exhibite efficiencies for 
fingerprinting Bletilla sfriata genotypes. 
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白及(Bletilla striata)为兰科植物白及的干燥

块茎，归肺、肝、胃经，有收敛止血、消肿生肌

之功效[1]。白及属于多年生草本植物，别名连及草、

紫兰、甘根等，主要分布在浙江、贵州、四川、

湖南、云南、安徽、陕西等地。现代研究表明，

白及含有大量的黏胶质，具有止血活血、抗菌、

抗溃疡、抗氧化、抗肿瘤、促进创面愈合等广泛

的药理作用[2-3]。白及外观清新优雅，用药历史悠

久，既有较高的药用价值，又有较高的观赏价值，

是我国现代医药和化妆品的重要原材料之一。 

近年来，随着白及市场需求的不断增加，野

生资源日渐枯竭，且人工种植还未达到一定规模，

白及药材的价格不断上涨，其混淆品也日渐增多，

使得药材质量参差不齐，严重影响白及的开发利

用与临床疗效，然而传统的鉴别方法又无法提供

药材间的本质差异及道地性，故需寻找一种新的

鉴别方法。随着分子生物学的发展，分子标记技

术已广泛应用于中药遗传关系的研究中，为药材

物种的分类鉴定和道地性研究提供了更为准确的

途径。随机扩增多态 DNA(random amplified 

polymorphic DNA，RAPD)技术便是常用的 DNA

分子标记技术之一，是一种用来研究物种基因组

多态性的新方法，能反映群体或物种之间基因组

的微小差异[4-5]，具有操作简单、灵敏度高和多态
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性丰富等优点，常用于药用植物种内、种间系统

学研究。 

因此，本实验采用 RAPD 技术对 50 个不同产

地白及的遗传多样性进行研究，探讨品种之间的

亲缘关系，为更加科学地鉴别白及提供新方法，

为白及良种选育和综合利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品   本实验所用的白及样品来源于安

徽、陕西、湖北、江西、浙江等 50 个不同地域，

由浙江中医药大学丁志山教授进行鉴定，50 个样

品的产地和种属见表 1。 

表 1  50 个白及样品的产地和种属 

Tab. 1  Sources of 50 populations of Bletilla striata 

编号 来源地 编号 来源地 

1 安徽省黄山市黄山区 26 湖北十堰(白花) 

2 安徽省宣城市泾县琴溪镇 27 浙江丽水缙云县 

3 云南文山 28 安徽(巨茎) 

4 湖北黄冈市(紫花) 29 重庆市綦江区中峰镇 

5 湖北襄阳市保康县(紫花) 30 四川巴中市大巴山 

6 陕西汉中(白花) 31 河南省南阳市西峡县西坪镇 

7 湖南张家界(紫花) 32 四川宜宾江安县怡乐镇薄刀岭

8 江西萍乡(紫花) 33 湖北荆门市京山县(紫花) 

9 湖北武穴市梅川镇 34 湖北荆门市京山县(白花) 

10 浙江龙泉市 35 湖北襄阳市保康县(白花) 

11 安徽宜城 36 云南丽江 

12 陕西留坝玉皇庙 37 四川宜宾屏山县 B(小块茎) 

13 陕西镇安县回龙镇 38 陕西留坝勉县家种 

14 河南卢氏县(紫花) 39 贵州正安 

15 陕西渭南 40 广西钦州 

16 云南楚雄 41 湖北五峰土家族自治县牛庄乡

17 广西桂林 42 湖北省蕲春县 

18 安徽金寨 43 江西宜春 

19 浙江台州天台县街头镇 44 安徽铜陵 

20 陕西留坝县野生(紫花)家种 45 贵州六盘水市六枝特区堕脚乡

21 湖北(黄花) 46 广西河池市南丹县 

22 湖北随州 47 陕西安康市旬阳县 

23 四川广元 48 云南红河建水(小块茎) 

24 贵州省赤水市旺隆镇 49 浙江杭州淳安县威坪镇 

25 浙江龙泉市 50 浙江金华磐安县安文镇 

1.1.2  仪器与试剂   FFG02HSD PCR 仪 (英国

Techne 公司)；ZF-90 型暗箱式紫外透射仪(上海顾

村电光仪器厂 )；冷冻台式高速离心机 (德国

Heraeus公司)；台式离心机(上海安亭科学仪器厂)；

PB602-N 电子精密天平(Mettler-Toledo)。 

Agarose(西班牙 BIOWEST，批号：111860)；

RAPD Primers、Taq 酶(批号：20170822)、d NTP(批

号：20170718)和 100 bp marker(批号：20160921)

均来自宝生物工程有限公司；Tris base(批号：

2352C062)、Arc(批号：2175T325)和 Bis-arc(批号：

2179T347)均购自美国 Amersco 公司；溴酚兰(上海

赛百胜公司，批号：150818)。 

1.2  方法 

1.2.1  样品基因组 DNA 的提取与纯度检测  每

个产地的白及分别随机取 5 株以上的幼嫩叶，约

50 mg，置研钵中碾碎，期间不断加入液氮，磨成

细粉，放入 1.5 mL 离心管中，采用改进过的十六

烷 基 三 甲 基 溴 化 铵 (cetyltriethyl ammonium 

bromide，CTAB)法提取试验材料的基因组 DNA。

取提取的样品DNA溶液 10 µL在 1.0%琼脂糖上进

行电泳分析，并在紫外灯下进行观察拍照。 

1.2.2  RAPD-PCR 引物筛选  利用宝生物工程有

限公司合成的系列引物共 50 条，25 μL 反应体系

进行扩增筛选。每条引物用若干样品 DNA 模板筛

选出电泳条带清晰、稳定、多态性强、重复性好

的 10 条引物用于后续遗传多态性分析。 

1.2.3  RAPD-PCR扩增  以 50 个不同产地的白及

DNA 为模板，分别用 10 条不同引物进行扩增。

RAPD 反应总体系为 25 μL：ddH2O 15.5 μL，

10×Reaction Buffer 2.5 μL，4 种 dNTP 混合物

2.0 μL，随机引物 2.0 μL，DNA 模板 2.0 μL，Taq

酶 1.0 μL。在 PCR 扩增仪中进行扩增，扩增条件：

94 ℃条件预变性 5 min，94 ℃ 30 s、37 ℃ 1 min、

72 ℃ 1 min，进行 40 个循环，最后 72 ℃延伸

10 min，4 ℃保存。取扩增产物 10 µL 在 1.0%琼脂

糖进行电泳分析，最后在紫外灯下进行结果观察

并拍照。 

1.2.4  数据处理  统计扩增后多态性条带数及总

条带数，标记电泳图谱上的每一条条带，若是有

着相同的位点，则认为不同样本凝胶上的泳动距

离是相同的。将所有的位点根据分子标记法标记

有或无，通过二元数据表示，无带的记“0”，有

带的记“1”(无论强弱)，采用 NTsys-pc 2.1 软件

中聚类分析方法进行分析，遗传距离用任意的 2

个样品之间的遗传相似性系数表示，最后根据得

出的遗传距离推断出 50 个不同产地白及间的遗传

关系树状图[6-7]。 

2  结果 

2.1  样品基因组 DNA 提取结果 

将来自 50 个不同产地的白及嫩叶，经改良

CTAB 法提取获得白及样品基因组 DNA，1.0%琼

脂糖电泳检测发现白及样品的基因组DNA主带明
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显，并在紫外灯下进行观察拍照，部分样品结果

见图 1。经紫外分光光度计检测，提取的基因组

DNA 的 OD260/OD280 值为 1.71~1.92，说明 DNA

质量较高，有利于进行下一步的 RAPD 扩增试验。 

 
图 1  部分白及样品基因组 DNA 电泳图 

Fig. 1  Electropherogram of template DNA from part 
samples of Bletilla striata  

2.2  RAPD 扩增结果 

对 50 条随机引物进行筛选，结果显示共有 39

条引物能扩增出条带，占总数的 78%，并从中挑

选出 10 条能扩增出清晰、重复性好的多态性条带

的引物(S8，S9，S14，S19，S23，S25，S28，S29，

S30，S31)，部分引物筛选见图 2。 

10 条引物(具体碱基序列见表 2)用于后续 50

个不同产地白及基因组 RAPD 扩增，扩增结果在

琼脂糖凝胶电泳上进行电泳分析，部分结果见图

3。10 条引物进行扩增共得到 88 条条带，平均每

个引物产生 8.8 条，其中多态性谱带 81 条，多态

性比率为 92.05%，扩增条带数最少的为引物 S19，

5 条；扩增条带数最多的为引物 S29，11 条。而每

个引物能扩增的多态性 DNA 片段为 3~11 条，平

均可扩出 8.6 条。 

 
图 2  部分引物筛选图 

Fig. 2  Results of primer screening  

2.3  RAPD 系统聚类分析 

依据遗传相似性系数，计算不同产地白及间

的遗传距离，遗传距离越小，则表明白及的亲缘

关系越近，遗传距离越大，则表明白及的亲缘关

系越远。利用 NTsys-pc 2.1 软件对 10 条引物的扩

增结果进行聚类分析，绘制出不同产地白及样品

间的聚类系统图，见图 4。 

表 2  10 条条带清晰、多态性明显的 RAPD 引物 

Tab. 2  Ten clear bands of RAPD primers  
编号 碱基序列(5’-3’) 
S8 AGTCAGCCAC 
S9 AGGGGTCTTG 

S14 TGGGGGACTC 
S19 CTGCTGGGAC 
S23 GTTTCGCTCC 
S25 GTCCACACGG 
S28 AATCGGGCTG 
S29 AGCCAGCGAA 
S30 TGCCGAGCTG 
S31 GACCGCTTGT 

 
图 3  部分白及样品 RAPD 扩增结果 

Fig. 3  RAPD amplification results of primesr for part of 
Bletilla sfriata  

 
图 4   聚类分析结果图 

Fig. 4  Dendrogram of cluster analysis result 

结果显示，50 个白及样品在遗传系数 0.58 的

水平上共聚类为 2 大类群：Ⅰ类和Ⅱ类。Ⅱ类为

20 号样品，来自陕西留坝县野生(紫花)家种，与其

他样品的遗传距离较远。其他白及样品均为Ⅰ类，

在相似性系数 0.66 标准时，又可将剩余样品进一

步分为 7 小类，第一类仅有 50 号样品；第二类为

16，17，18 号样品；第三类为 7，22，24 号样品；

第四类为 11，13，15 号样品；第五类为 10，12，
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14 号样品；第六类为 26，27，28，29，30，31，

32，33，34，35，36，37，40，41，42，43，44，

45，46，47，48，49 号样品；第七类为 1，2，3，

4，5，6，8，9，19，21，23，25，38，39 号样品。 

3  讨论 

白及是我国珍贵的中药材之一，近年来，随

着白及市场需求的不断增加、价格也快速上涨，

由于人们过多采挖，使白及野生资源遭到毁灭性

的破坏[8]；而白及种子发育不完全，在自然界中很

难萌发，且生长年限较长；使市面上白及的来源

复杂，以次充好，混乱现象较为严重，因此对白

及种质资源的有效评价和保护势在必行。目前对

白及的种质资源研究主要集中在形态学方面，对

于亲缘关系较近且形态学性状差异较小的白及，

无法区别亚种间的亲缘关系，因此迫切需要寻找

新的、有效的鉴别方法来进行遗传关系方面的研究。 

种质资源是植物育种和遗传改良的基础，其

多样性主要是由植物DNA片段的改变而导致物种

间和物种内的遗传多样性[9]。分子标记技术不受环

境和植物发育期间的影响，是揭示 DNA 序列多态

性和检测基因变异的理想研究方法，常作为重要

研究手段广泛应用于植物资源研究中。其中，

RAPD 技术是一种基于遗传物质 DNA 扩增后进行

多态性及其指纹研究的分子标记技术，与其他

DNA 技术相比较，具有操作简便、灵敏度高、多态

性丰富等优点，是研究遗传多样性的重要技术[10]。由

于生物的进化，使基因组 DNA 的某些区域表现出

一定的保守或变异并产生遗传上的多样性。因而

在扩增条件相同的情况下，不同种属的个体基因

组成相差明显，扩增产物呈现不同电泳条带类型，

同种内不同个体由于基因突变、插入、缺失或置

换来影响引物的特定结合位点，导致 DNA 扩增条

带增多、减少或长度改变，而同一引物的扩增产

物中电泳迁移率一致被认为具有同源性，因此它

不仅反映生物个体之间的遗传稳定性，同时也能

清晰敏感地反映出变异性。RAPD 方法可以检测物

种的遗传多样性，研究物种之间的亲缘关系和进

化趋势；可以在遗传水平上了解中药多样性与物

种、生态与地理分布的关系，挖掘潜在资源[11-14]。 

本研究收集了 50 个不同产地的白及，利用筛

选出的 10 条引物进行 RAPD 分析，结果表明，50

个不同产地白及表现出丰富的遗传多样性，10 条

RAPD 引物获得的多态性比率为 90.25%，遗传相

似系数 0.58~0.87，其中 34 号湖北荆门市京山县(白

花)白及与 36 号云南丽江白及的遗传距离较近，遗

传相似系数为 0.87，而 20号陕西留坝县野生(紫花)

家种白及，与其他样品的遗传距离较远，遗传相

似系数为 0.58。 

利用 RAPD 技术对常见的白及品种进行遗传

多样性研究，并对现有白及样品的亲缘关系进行

分析，为现有白及的优良种质资源研究奠定基础，

有利于白及野生资源的保护和白及资源的可持续

开发利用。 
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