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摘     要：【目的】  七叶一枝花（Paris polyphylla Smith.）因市场需求增长，资源供不应求，出现野生资源过度开采，

种质混杂现象，为此构建其初级核心种质，为优良基因挖掘、种质改良与保护提供数据支持。【方法】 通过 15条

ISSR（inter-simple sequence repeat）引物对 60份种质进行遗传多样性分析，采用 Structure软件进行群体结构分析，使

用 NTSYSpc2.10e软件进行聚类分析、主成分分析进行验证，同时基于 Structure分组 -比例取样法构建初级核心种

质，并对初级核心种质的构建效果进行评价。【结果】  15条引物共扩增出 102个位点，多态位点率为 97.05%，平

均 Shannonʹs信息指数（I）、Neiʹs遗传多样性指数（He）分别为 0.502 2、0.332 8，表明种质具有丰富的遗传多样

性；Structure软件分析结果显示，群体数 K 值为 3是较为合适的分类选择。主坐标分析与群体结构分析结果一致，

但聚类分析与群体结构略有不同，其结果均与地域分布相关。采用 Structure分组-比例取样法构建初级核心种质，

从 7种抽样比例中筛选得到 12份初级核心种质，占原种质的 20%，其 Shannon's信息指数（I）、Nei's遗传多样性指

数（He）、有效等位基因数（Ne）保留率分别为 104.22%、106.43%、107.71%； t 检验与主坐标分析表明，所构建的

核心种质不仅具有丰富的遗传多样性，且在原种质中也呈现出均匀分布的特点。【结论】  七叶一枝花具有丰富的

遗传多样性，所构建的初级核心种质能够有效代表原种质的遗传多样性。

关键词：七叶一枝花；ISSR分子标记；遗传多样性；初级核心种质构建
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Genetic Diversity and Preliminary Core Collection of Paris polyphylla Sm.
Germplasms

LIU Lingling1,   DING Mingyue1,   XIE Qian1,   LUO Wenbao1,   CHEN Qingxi1 *,   SU Hailan2 *

（1. College of Horticulture, Fujian Agriculture and Forestry University，Fuzhou, Fujian　350002, China; 2. Medicinal Plant

Research Center, Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou, Fujian　350003, China）

Abstract: 【Objective】 A concise collection of the highly popular Paris polyphylla germplasms was preliminarily established

to aid the resource preservation and utilization. 【Methods】 Genetic diversity of 60 P. polyphylla accessions was determined

using  15  ISSR  primers,  population  structure  analyzed  by  Structure  software,  clustering  classified  by  NTSYSpc2.10e,  and

principal  components  selected  by  PCA.  Representatives  of  the  60  target  germplasms  were  gathered  using  the  grouping-

proportional sampling method derived from the Structure analysis. The effectiveness of the collection in covering the genetic

diversity  of  the P. polyphylla accessions was scrutinized. 【Results】  The 15 ISSR primers  amplified 102 loci  with 97.05%

polymorphic and high genetic diversity of average Shannon's information index (I) at 0.5022 and Nei's genetic diversity index

(He) at 0.3328. The Structure analysis suggested that K=3 was the optimal number of subpopulations. The results obtained by

the  population  structure  analysis  agreed  with  that  by  the  principal  coordinate  analysis  (PCoA)  but  differed  slightly  than  the

cluster  analysis,  which  correlated  with  the  geographic  distribution.  Using  the  grouping-proportional  sampling  method,  12

accessions selected by using 7 varied sampling rates represented 20% of the original germplasms. The collection retained the

original I, He,  and effective allele number (Ne) at a rate of 104.22%, 106.43%, and 107.71%, respectively. The t-test and the
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PCoA  on  the  collection  showed  rich  genetic  diversity  and  uniform  distribution  in  representing  the  60  P.  polyphylla

accessions.【Conclusion】  The  preliminarily  established  collection  of P.  polyphylla  exhibited  significant  genetic  diversity

satisfactorily reflecting that of the 60 target germplasms.

Key words: Paris polyphylla Sm.；ISSR molecular markers；genetic diversity；core germplasm collection

  

0    引言

【 研 究 意 义 】 七 叶 一 枝 花 （Paris  polyphylla
Smith.）为百合科（Liliaceae）重楼属（Paris）多年

生草本植物[1]。七叶一枝花的根茎是传统中药，又称

为“重楼”，药用价值极高，具有清热解毒、消肿止

痛的功效[2]，常用于治疗痈肿疮毒、咽喉肿痛、跌打

损伤等症状，并被广泛应用于如云南白药、季德胜

蛇药等中成药的生产[3]。随着市场需求增大，野生种

质资源遭到破坏，制约了七叶一枝花种质的保存及利

用 [4, 5]。因此，亟需通过遗传多样性研究及核心种质

库的建设，开展有效的保存与管理，为后续的品种

创新和改良奠定基础。【前人研究进展】1984年

Franke[6] 提出核心种质的概念，认为核心种质是指在

保留整个种质丰富遗传变异的前提下，所需数量最

少的种质。此后，核心种质的概念不断得到完善与

发展，并逐渐细化与分级[7]。其中，初级核心种质被

定义为能够代表整个种质资源 95%以上遗传多样性

的种质类型，旨在为今后的研究与利用提供丰富的

遗传变异基础。近年来，国内外对于核心种质的研

究日益增多，但研究内容主要集中于表型特征 [8, 9]。

然而，表型特征容易受到环境条件和栽培技术的影

响，仅依赖表型构建核心种质是不够合理的。相比

之下，分子标记具有较低的环境依赖性和较高的稳

定性，能够更直观地反映个体间的遗传关系。目

前，基于分子标记技术进行遗传多样性分析并构建

核心种质已在农作物和园艺作物中得到了广泛运

用，例如，核桃（Juglans  sigillata Dode）[10]、草莓

[Fragaria  ×  ananassa  (Weston)  Duchesne  ex
Rozier][11]、猕猴桃（Actinidia  chinensis  Complex）[12]

等园艺植物中均得到可靠的研究成果。但与园艺作

物相比，中药材核心种质构建仅见少量研究报道，

如山药（Dioscorea）[13]、红花（Carthamus tinctorius
L.）[14]、紫苏（Perilla）[15] 等。七叶一枝花因市场需

求持续增长，导致野生资源过度开采，优质资源逐

渐减少，种质资源遗传基础不明[4, 16]，从而影响种质

的利用与保护。【本研究切入点】七叶一枝花种质

的研究主要集中在遗传多样性分析[5, 17, 18]，对其核心

种质构建的研究仍有待深入。【拟解决的关键问

题】本研究通过 ISSR分子标记技术对所搜集到的

60份七叶一枝花种质样本进行遗传多样性分析和群

体 结 构 分 析 ， 并 基 于 群 体 结 构 分 析 结 果 采 用

Structure分组-比例取样法构建七叶一枝花初级核心

种质。本研究通过初级核心种质挖掘优良基因，为

其可持续利用奠定基础，对于后续种质资源的保存

与品种改良具有重要意义，也为种质资源的保存与

应用以及品种选育培育提供科学依据。 

1    材料与方法
 

1.1    试验材料

本研究所用的 60份七叶一枝花（Paris polyphylla
Smith.）种质资源采自福建农林大学种质资源圃，具

体种质信息见表 1。 

1.2    试验方法 

1.2.1   DNA提取及检测

根据试剂盒（天根生物科技有限责任公司，货

号 Dp305-03）说明书步骤，提取 60份七叶一枝花叶

片基因组 DNA。用 1.5%琼脂糖凝胶电泳，紫外分光

光度计检测 DNA纯度与完整性，将 OD260/OD280 值

在 1.70～1.90的 DNA稀释，稀释至 50 ng·μL−1 储存

于−40 °C冰箱备用。 

1.2.2   ISSR引物筛选及 PCR扩增

本研究所用的引物来源于加拿大哥伦比亚大学

（University  of  British  Columbia,  Set  No.9,  No.801-
900）公布的 100条 ISSR引物序列。课题组前期已

筛选条带清晰、多态性好的 15条引物，分别是

UBC811、 UBC824、 UBC834、 UBC835、 UBC844、
UBC853、 UBC855、 UBC864、 UBC866、 UBC873、
UBC874、 UBC878、 UBC880、 UBC881、 UBC889。
具体引物序列及退火温度见表 2，用于种质样本

PCR扩增。 PCR扩增体系总体积为 10  μL，包含

DNA模板为 1 μL，2×Taq PCR Master  Mix酶 5 μL，
引物 0.5 μL，ddH2O补充至 10 μL。反应程序为预变

性 95 ℃，5 min；变性 95 ℃，15 s；退火温度因引物不

同而定，15 s；延伸 72 ℃，30 s；循环 35次；后延伸

72 ℃，6 min。PCR结束后，采用 1.5%的琼脂糖凝胶

电泳，凝胶成像系统成像，得到样品 PCR的扩增图。 

1.2.3   数据处理

PCR产物经扩增，其图谱的每一条带均视为一

个分子标记。根据电泳迁移率相同的条带的有无统
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表 1    七叶一枝花 60 份种质资源信息

Table 1    Information on P. polyphylla germplasms

编号

No.
种源地

Provenance
海拔

Elevation/m
编号

No.
种源地

Provenance
海拔

Elevation/m

1
福建省漳州市南靖县和溪镇

（24°52'28"N, 117°15'15"E） 594 31
湖北省宜昌市五峰县牛庄乡

（30°13'47"N, 110°22'00"E） 1 789

2
福建省南平市邵武市肖家坊镇

（27°09'44"N, 117°15'50"E） 471 32
湖北省黄冈市蕲春县狮子镇

（30°13'54"N, 115°45'43"E） 529

3
福建省南平市光泽县桃州基地寨里镇

（27°06′53″N, 117°15'13"E） 456 33
湖北省恩施土家族苗族自治州恩施市芭蕉侗族乡

（30°06'54"N, 109°24'11"E） 712

4
福建省南平市光泽县桃州基地寨里镇

（27°06′53″N, 117°15'13"E） 456 34
湖北省宜昌市兴山县水月寺镇

（31°13'30"N, 111°01'50"E） 1 112

5
福建省南平市光泽县华侨乡

（27°33'36"N, 117°12'50"E） 372 35
湖北省宜昌市兴山县水月寺镇

（31°13'33'N, 111°01'54"E） 1 150

6
福建省南平市光泽县崇仁乡

（27°35'58"N, 117°21'32"E） 332 36
湖北省黄冈市麻城市龟山镇

（31°04'36"N, 115°11'23"E） 382

7
福建省南平市光泽县华侨乡

（27°33'53"N, 117°11'54"E） 400 37
湖北省恩施市土家族苗族自治州咸丰县高乐山镇

（29°40'41"N, 109°08'41"E） 744

8
福建省南平市光泽县司前乡

（27°54'18"N, 117°31'43"E） 440 38
四川省乐山市峨边县新林镇

（29°10'27"N, 103°15'12"E） 851

9
福建省南平市光泽县鸾凤乡

（27°33'07"N, 117°20'34"E） 334 39
四川省达州市大竹县团坝镇

（30°38'30"N, 107°02'56"E） 835

10
福建省南平市光泽县华侨乡

（27°33'40"N, 117°11'58"E） 405 40
四川省阿坝藏族羌族自治州汶川县水磨镇

（30°56'05"N, 103°25'33"E） 919

11
福建省泉州市南安市水头镇

（24°42'54"N, 118°20'06"E） 370 41
四川省阿坝藏族羌族自治州汶川县水磨镇

（30°56'05"N, 103°25'33"E） 922

12
福建省泉州市南安市眉山乡

（25°05'26"N, 118°17'58"E） 661 42
四川省阿坝藏族羌族自治州汶川县水磨镇

（30°56'04"N, 103°25'29"E） 903

13
福建省漳州市南靖县梅林镇

（24°41'59"N, 117°04'07"E） 450 43
四川省成都市崇州市怀远镇

（30°41'54"N, 103°32'00"E） 615

14
福建省漳州市南靖县和溪镇

（24°52'32"N, 117°12'36"E） 466 44
安徽省安庆市潜山市五庙乡

（30°38'50"N, 116°17'37"E） 406

15
福建省南平市邵武市大竹镇

（27°65'32"N, 117°15'13"E） 471 45
安徽省安庆市太湖县北中镇

（30°39'27"N, 115°49'54"E） 364

16
福建省三明市大田县奇韬镇

（26°03'27"N, 117°52'29"E） 519 46
安徽省六安市霍山县磨子潭镇

（31°14'06"N, 116°19'40"E） 318

17
福建省三明市三元区中村乡

（26°7′18″N, 117°43′21″E） 933 47
浙江省衢州市常山县芳村镇

（29°02'16"N, 118°37'03"E） 350

18
福建省三明市三元区中村乡

（26°08'48"N, 117°42'32"E） 542 48
浙江省丽水市遂昌县龙洋乡

（28°18'04"N, 118°56'57"E） 764

19
福建省龙岩市武平县下坝乡

（24°52'28"N, 116°03'13"E） 387 49
浙江省丽水市龙泉市竹垟畲族乡

（28°02'57"N, 118°56'53"E） 468

20
福建省南平市光泽县华侨乡

（27°32'39"N, 117°12'10"E） 378 50
浙江省丽水市龙泉市宝溪乡

（27°73'97"N, 118°71'14"E） 581

21
福建省南平市光泽县华侨乡

（27°33'13"N, 117°12'20"E） 387 51
陕西省安康市旬阳市赵湾镇

（32°99'72"°N, 109°16'26"E） 780

22
福建省南平市光泽县华侨乡

（27°33'42"N, 117°13'16"E） 462 52
陕西省汉中市宁强县二郎坝镇

（32°67'12"N, 106°09'47"E） 1 205

23
福建省南平市光泽县止马镇

（27°54'58"N, 117°10'60"E） 450 53
湖南省益阳市安化县东坪镇

（28°21'74"N, 111°04'75"E） 408
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计得到全部位点的二元数据 [19]；在相同迁移位置

上，统计扩增条带，有条带记“1”，无条带记“0”，

得到“0/1”矩阵。使用 Popgen32软件进行遗传多样

性分析；利用 Structure2.3.4软件对种质进行分类，

确定最适 K 值，构建遗传结构图，计算 Q 参数 [20]；

采用 NTsys2.10e软件完成聚类分析与主坐标分析

（principal co-ordinates analysis, PCoA）[21]。 

1.2.4   初级核心种质构建及评价

利用各份种质 ISSR-PCR分子标记信息构建

0/1矩阵数据，用 Structure2.3.4软件进行样本分析，

获得样本最佳分类数。根据 Q 值对样品分类，以各

组的 Neiʹs遗传多样性指数（He）比值来确定各组样

品取样数量。当组中抽样数目大于组内样品时，则

按 Neiʹs遗传多样性指数（He）比值把取样数量分配

到其他组 [22]。抽样比例为 10%、15%、20%、25%、

30%、35%、40%，以此构建初级核心种质。

使用 Popgen32软件计算不同取样比例所构建核

心种质遗传多样性，用 SPSS 19.0软件进行 t 检验，

评价初级核心种质是否具有异质性与代表性。通过

NTSYSpc2.10e软件进行主坐标分析，确认初级核心

种质在原种质中的分布情况。 

2    结果与分析
 

2.1    遗传多样性分析

由图 1与表 3可知，15条引物扩增出 102个条

带，不同引物扩增的条带数为 6～9条，扩增片段

长度为 250～2000 bp。ISSR标记在七叶一枝花种质

中具有较高的多态性，扩增出多态位点百分率

97.05%。由表 3可知，60份种质资源的平均观测等

位基因数（Na）为 1.966 6，平均有效等位基因数

（Ne）为 1.555 7，平均 Neiʹs遗传多样性指数（He）
为 0.332 8，平均 Shannonʹs信息指数（I）为 0.502 2。

表明在 DNA分子水平上，从 13个省收集的种质资

源具有丰富的遗传多样性。 

2.2    遗传结构分析 

2.2.1   群体结构分析

利用 Structure2.3.4软件对 60份七叶一枝花种

质进行群体遗传结构分析，绘制 K与 ΔK的关系图

续上表

编号

No.
种源地

Provenance
海拔

Elevation/m
编号

No.
种源地

Provenance
海拔

Elevation/m

24
福建省南平市光泽县鸾凤乡

（27°32'31"N, 117°20'36"E） 338 54
湖南省张家界市慈利县龙潭河镇

（29°24'15"N, 111°07'18"E） 280

25
福建省南平市邵武市肖家方镇

（27°09'21"N, 117°17'53"E） 386 55
广西壮族自治区桂林市阳朔县兴坪镇

（24°63'69"N, 110°22'27"E） 426

26
云南文山壮族苗族自治州富宁县归朝镇

（23°61'43"N, 105°81'02"E） 728 56
广西壮族自治区玉林市福绵区成均镇

（22°57'32"N, 109°99'34"E） 1 109

27
云南文山壮族苗族自治州砚山县平远镇

（23°44'88"N, 104°17'48"E） 1 572 57
贵州省毕节市纳雍县水东镇

（27°12'58"N, 105°12'66"E） 1 651

28
云南省昭通市水富市太平镇

（28°54'12"N, 104°20'45"E） 1 017 58
广东省清远市连州市三水瑶族乡

（25°08'35"N, 112°16'03"E） 707

29
云南省普洱市西盟佤族自治县中淉镇

（22°48'70"N, 99°43'32"E） 1 395 59
河南省三门峡市卢氏县双槐树乡

（33°84'66"N, 110°89'22"E） 1 007

30
云南省曲靖市富源县十八莲山镇

（25°04'39"N, 104°44'32"E） 1 720 60
江西省吉安市井冈山市茅坪乡

（26°63'17"N, 114°06'66"E） 800

 

表 2    15 条 ISSR 分子标记的引物信息

Table 2    Primers for 15 ISSR molecular markers

引物编号

Primer No.
引物序列(5ʹ-3ʹ)

Primer sequence(5ʹ-3ʹ)
退火温度

Annealing temperature/ ℃

UBC811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 55.3

UBC824 TCTCTCTCTCTCTCTCG 53.0

UBC834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 55.8

UBC835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 56.3

UBC844 CTCTCTCTCTCTCTCTRC 52.3

UBC853 TCTCTCTCTCTCTCTCRT 52.0

UBC855 ACACACACACACACACYT 57.0

UBC864 ATGATGATGATGATGATG 51.2

UBC866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 63.2

UBC873 GACAGACAGACAGACA 51.9

UBC874 CCCTCCCTCCCTCCCT 60.8

UBC878 GGATGGATGGATGGAT 48.5

UBC880
GGAGAGGAGAGGAGAGGAGA

GGAGA
55.0

UBC881
GGGTGGGGTGGGGTGGGGTGG

GGTG
54.3

UBC889 DBDACACACACACACAC 52.5
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（图 2）。当 K=3时，ΔK值最大。故可将这些种质

资源分为 3个群体（图 3）：Ⅰ类（29份）、Ⅱ类

（12份）、Ⅲ类（19份）。3个群体大部分材料在

遗传背景上较为一致，相同来源的种质材料倾向聚

为一类。

从各群体 Q 值（表 4）分布可知，基于 ISSR的

种质资源概率为 0.491～0.986，其中 Q 值≤0.6的有

5份（占比 8.4%），说明遗传背景复杂，遗传结构

没有明确的类群归属；Q 值＞0.6的样本有 55份（占

比 91.6%），其中 Q 值＞0.9的样本量有 45份，占总

体样本的 75%，进一步证明该供试种质材料的亲缘

关系相对单一，遗传背景简单，种质间掺杂其他类

群的遗传信息较少。 

2.2.2   聚类分析与主坐标分析

对 60份种质资源的聚类分析结果表明，种质间

的遗传相关系数为 0.65～0.95。从聚类分析图可知

（图 4），在遗传相似系数为 0.668处，可将 60份种

质分为两大类：Ⅰ类包括 58份种质，第Ⅱ类包括

2份种质，分别来自陕西省与河南省。在遗传相似系

数为 0.686处，Ⅰ类的种质又可分为 4小类，其中

 

M

2 000 bp

1 000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

26 1 2 27 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

 
M为 2000 bp Marker，1～22、26与 27为植物材料编号。

M: 2000 bp marker; 1-22, 26, and 27: codes of specimens.

图 1    引物 UBC824 对部分材料扩增结果

Fig. 1    Amplification with primer UBC824 on some germplasms
 

表 3    15 条 ISSR 引物扩增结果及七叶一枝花遗传多样性分析

Table 3    Amplification with 15 ISSR primers and genetic diversity of P. polyphylla

引物

Primer
总带数

No.of bands

多态性条带

Polymorphic
bands

观测等位基因数

Observed number of
alleles (Na)

有效等位基因数

Effective number of
alleles (Ne)

Neiʹs遗传多样性指数

Nei's gene diversity
index (He)

Shannonʹs信息指数

Shannon's information
index (I)

UBC811 6 5 1.833 3 1.482 9 0.256 7 0.394 0

UBC824 6 5 1.833 3 1.375 0 0.218 1 0.355 7

UBC834 7 7 2.000 0 1.641 9 0.380 4 0.563 7

UBC835 9 9 2.000 0 1.624 6 0.375 8 0.559 8

UBC844 7 7 2.000 0 1.651 5 0.383 1 0.566 2

UBC853 6 6 2.000 0 1.548 4 0.348 5 0.529 9

UBC855 8 8 2.000 0 1.580 9 0.343 4 0.514 4

UBC864 7 7 2.000 0 1.597 9 0.361 4 0.542 4

UBC866 6 6 2.000 0 1.407 1 0.269 4 0.428 8

UBC873 6 6 2.000 0 1.744 6 0.426 9 0.616 3

UBC874 8 8 2.000 0 1.406 7 0.283 7 0.452 6

UBC878 8 8 2.000 0 1.437 5 0.282 1 0.442 4

UBC880 6 5 1.833 3 1.611 5 0.314 3 0.466 8

UBC881 6 6 2.000 0 1.513 0 0.308 3 0.468 2

UBC889 6 6 2.000 0 1.807 8 0.441 0 0.630 9

平均值 Average value 6.8 6.6 1.966 6 1.555 7 0.332 8 0.502 2
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Ⅰ-1类种质来自云南省；Ⅰ-2类种质分别来自福建

省、四川省、湖北省、湖南省、安徽省、贵州省与

江西省；这些省份大多位于中国南方，气候条件相

对温和湿润；Ⅰ-3类种质来自浙江省，该省地处东

部沿海，拥有独特的亚热带季风气候；Ⅰ-4类种质

来自广东省与广西壮族自治区，两省份属于华南地

区，气候温暖湿润，均有利于该种质的生长。由此

可见，地区分类明显，来源于同一地区的种质资源

优先聚为一起，普遍存在较高的遗传相似性。但与

群体结构结果存在部分不同（图 3），群体结构中大

部分种质是根据地区分布优先聚为一起，仍有部分

同一地区种质分散在各个类群。由图 4可知，聚类

分析中云南省、贵州省、四川省分别根据省份优先

聚为一类，而在群体结构分析中，云贵川 3个省的

种质却聚为一类。

为了更好地验证 60份七叶一枝花种质资源间的

遗传关系，对其进行主坐标分析。由图 5可知，第

一主坐标解释了种质资源间相关性 10.32%，第二主

坐标解释了 7.11%，各类群种质分布较为集中，类群

内部相对分散。该分布可以充分验证了群体遗传结

构的分析结果。 

2.3    初级核心种质构建与评价

依据图 3群体结构分组结果，基于 Structure分
组 -比例取样法构建初级核心种质。通过不同的比

例，共取样 7次。所抽取各次子集遗传多样性指数

总体差异较小。除抽样比例在 10%时，观测等位基

因数存在显著差异外，其他遗传多样性指数均不存

在显著差异性。结果显示（表 5），随着抽样比例降

低与样本的减少，其多态位点数与等位基因数随之

降 低 ， 而 有 效 等 位 基 因 数 、 Neiʹs多 样 性 指 数 、

Shannonʹs多样性信息指数呈现出先上升后下降趋

势。在取样比例为 25%时，其遗传多样性指数达最

大值，随后取样比例中各遗传多样性指数呈现下降

趋势。而构建初级核心种质的标准是以最少种质资

源最大限度地保护全部种质资源群体的遗传多样

性，且遗传多样性占比要在 95%以上。

由此，根据初级核心种质标准及表 5所示结

果，最终确定 20%的比例为构建七叶一枝花初级核

心种质的最优比例，该比例包含 12份种质（表 6）。
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图 2    七叶一枝花种质材料 K 值与 ΔK 的关系

Fig. 2    Graphic relationship between K and ΔK of P. polyphylla
Sm. germplasms

 

1.00

Q
 值

 Q
 v

a
lu

e

0.80

0.60

0.40

0.20

0
14 18 19 10 07 08 20 01 03041721 11 22

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

2502 0515 06 24 12 23 09 16 60 4413 50 54 30 26 40 27 41 42 29 39 2838 57 58 31 37 56 59 51 32 34 36 33 35 46 55 48 45 52 4749 5343 
1～60为植物材料编号。

1-60: Codes of specimens.

图 3    60 份七叶一枝花种质材料遗传结构分析

Fig. 3    Genetic structures of 60 P. polyphylla germplasms
 

表 4    各群体 Q 值分布

Table 4    Distribution of Q-values on each population

类群

Group
种群数量

Number of germplasm
Q≤0.6 Q＞0.6 Q≥0.8 Q≥0.9

Ⅰ 29（48.33%） 3（5.00%） 3（5.00%） 2（3.30%） 21（35.00%）

Ⅱ 12 （20.00%） 1（1.70%） 1（1.70%） 1（1.70%） 9（15.00%）

Ⅲ 19 （31.70%） 1（1.70%） 0（0.00%） 3（5.00%） 15（25.00%）

合计Total 60（100.00%） 5（8.40%） 4（6.70%） 6（10.00%） 45（75.00%）

Q值表示个体属于某一类群的比例。

Q: Proportion of a specimen in a population.
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其中初级核心种质中等位基因数（Na）、有效等位基

因数（Ne）、Neiʹs多样性指数（He）、Shannonʹs信息

指数（I）保留率分别为 98.01%、103.71%、106.43%、

104.22%，均高于原始种质遗传多样性。经 t 检验

（表 7）可知，构建初级核心种质与原始种质和保留

种质之间均没有显著差异（P＞0.05）。由此可见，

所选取的 12份初级核心种质可以很好代表原始种质

的遗传多样性且最大程度保存原有种质库的基因资

源，在初级核心种质的遗传多样性上可以很好地代

表原始种质。

利用主坐标分析法，验证构建七叶一枝花初级

核心种质代表性。由图 6所示，所构建的 12个初级

核心种质在原有种质中分布均匀，重叠现象较少。

说明筛选到的初级核心种质可以很好代表原始种质

的遗传多样性。 

3    讨论

目前，对于遗传多样性研究主要集中在外部形

态和内部分子层面 [23]。其中，外部表型易受环境影

响，而内部分子层面是在遗传物质 DNA水平上直接

检测生物间的差异，不易受外界环境的影响 [24]。本

研究通过 ISSR分子标记对七叶一枝花种质进行遗传

多样性分析，选用 15条引物对搜集到的 60份种质进

行 PCR扩增，共扩增出 102个条带，多态性条带比
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红色标记与群体结构中Ⅰ类相对应，绿色标记与群体结构中Ⅱ类相对应，蓝色标记与群体结构中Ⅲ类相对应。

Red: Group I; green: Group II; blue: Group III in population structure.

图 4    60 份七叶一枝花种质材料聚类分析

Fig. 4    Clusters of 60 P. polyphylla germplasms
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图 5    60 份七叶一枝花种质主坐标分析

Fig. 5    PCoA on 60 P. polyphylla germplasms
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率为 97.05%。这一结果表明该物种在其分布区域内

经历了广泛的基因流动和自然选择过程。60份种

质遗传多样性参数值（Na、Ne、He、I）平均分别为

1.966 6、1.555 7、0.332 8、0.502 2。本研究所得到的

60份遗传多样性参数值均高于罗晓锋等 [5]、刘胜坤

等 [25] 对七叶一枝花种质资源研究。与前人研究相

比，本研究所选用的种质材料来源较为广泛，涵

盖了我国七叶一枝花的主产区，更能体现其种质

资源的代表性，更有助于全面评估和保护七叶一枝

花的遗传多样性，为后续的研究提供了坚实的

基础。

群体结构分析与聚类分析是探究种质资源遗传

多样性与背景的有效手段 [26]。前人研究主要是基于

聚类分析了解七叶一枝花种质间遗传多样性[5, 25]，本

研究则通过聚类与群体结构两种方法对 60份种质进

行分析，以更全面地揭示七叶一枝花种质的遗传背

景和多样性，并利用主坐标分析进行验证群体结构

与聚类分析结果的一致性。3种分析方式的原理和方

法不同，所得到的结果有所差异。基于本研究结

果，3种聚类结果均与地理分布存在一定相关性。这

可能是由于其地理距离的影响：不同地区的种质资

源由于地理隔离，基因交流受到限制，导致各种质

独立进化，表现出不同的遗传特征 [27]；相邻地区之

间的种质资源则可能存在较高的基因流动，从而在

遗传上表现得更加相似。这一结论与刘胜坤等 [25] 和

罗晓锋等 [5] 对不同地区七叶一枝花聚类分析结果一

致。其中基于贝叶斯聚类模型进行群体结构分析，

将 60份种质分为 3个群体，与主坐标结果一致，与

聚类分析结果存在差异。聚类分析与群体分析结果

有明显的重叠，如聚类分析中 25份福建省种质聚为

一类，群体结构分析中，类群Ⅰ共 29份种质，25份

种质来自福建省；但两种分析方法结果也存在部分

差异，如聚类分析中云贵川 3省分别根据省份单独

 

表 5    不同抽样比例构建初级核心种质的遗传多样性

Table 5    Genetic diversity of germplasms in collection gathered by different sampling rates

抽样比例

Sampling
portion

抽样数

Number of
samples

观测等位基因数

Observed number of
alleles (Na)

有效等位基因数

Effective number of
alleles (Ne)

Neiʹs遗传多样性指数

Nei's gene diversity
index (He)

Shannonʹs信息指数

Shannon's information
index (I)

多态性

位点

PPL

多态性

位点率

PPB/%

抽样前

Before sampling 60 1.970 6±0.169 8a 1.555 7±0.291 3a 0.332 8±0.134 1a 0.502 2±0.169 2a 102 100

40% 24 1.970 6±0.169 8a 1.597 6±0.291 6a 0.350 7±0.131 7a 0.523 3±0.165 7a 99 97.06

35% 21 1.970 6±0.169 8a 1.601 9±0.286 7a 0.353 3±0.129 2a 0.526 7±0.162 7a 99 97.06

30% 18 1.970 6±0.169 8a 1.607 6±0.286 9a 0.355 6±0.128 8a 0.529 5±0.161 5a 99 97.06

25% 15 1.960 8±0.195 1a 1.610 0±0.284 4a 0.356 8±0.129 1a 0.530 2±0.164 6a 98 96.08

20% 12 1.931 4±0.254 1a 1.613 4±0.307 3a 0.354 2±0.142 8a 0.523 4±0.187 1a 98 96.08

15% 9 1.902 0±0.298 8a 1.603 6±0.327 4a 0.345 7±0.155 1a 0.509 8±0.206 7a 92 90.20

10% 6 1.803 9±0.399 0b 1.570 4±0.356 6a 0.323 5±0.179 9a 0.473 0±0.251 2a 83 81.37

同列数据中标有不同小写字母表示差异显著（P＜0.05），相同小写字母表示组间差异不显著（P＞0.05）。
Data with different lowercase letters on same column indicate significant differences at P＜0.05; those with same lowercase letters, no significant differences at
P＞0.05 between groups.

 

表 6    分子标记构建七叶一枝花资源初级核心种质

Table 6    Preliminary core germplasm collection gathered based
on molecular markers

地区来源

Geographic origin
初级核心种质份数

Primary core collection size
种质编号

Number

福建省

Fujian Province 2 16、24

云南省

Yunnan Province 2 29、30

湖北省

Hubei Province 1 37

四川省

Sichuan Province 1 39

安徽省

Anhui Province 1 45

浙江省

Zhejiang Province 2 48、50

陕西省

Shaanxi Province 1 51

湖南省

Hunan Province 1 54

广东省

Guangdong Province 1 58

种质编号见表1。
Germplasm codes same as shown in Table 1.
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聚为一类，而在群体结构分析中，云贵川 3个省的

种质却聚为一类。之所以出现部分差异，推测可能

因为二者所使用的算法不同，聚类分析是假设各类

群的进化速率相同，按照顺序依次将距离最小的两

个材料聚在一起，直到所有的材料都聚到一个完整

的系统发生树中，但该方法容易忽略种质可能存在

的遗传差异。而群体结构分析是根据 Hardy-Weinberg
平衡与贝叶斯模型算法，并且考虑了基因流和遗

传差异的影响。可以有效避免此类因素对类群分类

所造成的影响 [28]。因此，结合聚类分析与 Structure
群体结构分析可以更准确地确定种质间遗传关系。

分子标记因几乎不受外界环境的影响，能精确

稳定地鉴定种质间本质上遗传差异的特点 [29]，广泛

应用于核心种质构建 [30, 31]。构建核心种质关键在于

以最少种质最大程度代表整个资源的遗传多样性，

因此合理取样比例至关重要 [32]。取样比例需依据种

质资源库的规模进行调整，确保能充分涵盖遗传多

样性，又避免不必要的过度采样。从已发表文献可

知，大多数植物核心种质构建的取样比例在 5%～

40%[33]，而药用植物核心种质的取样比例大多为

10%～ 30%  [34]。Sa等 [15] 利用 SSR分子标记获得了

44份紫苏核心种质，占原始种质的 11%；杨帆

等 [31] 利用 SSR分子标记获得了 17份山药核心种质，

占原始种质的 30%。综上所述，取样量的大小应根

据种质数量与原种质遗传多样性指数来确定。本

研究通过在初始种质 60份资源的基础上，采用

Structure分组 -比例取样法，构建 12份初级核心

种质，占原始种质的 20%，涵盖了 9个省份的种

质资源，其所构建的初级核心种质遗传多样性参

数均达到抽样前的 95%以上，符合初级核心种质

资源遗传多样性的要求 [7]。因此，采用 Structure
分组 -比例取样法构建初级核心种质是可行的，所

构建的初级核心种质大量保存原始种质遗传多样

性，具有很好的代表性，进一步为品种选育奠定

基础。 

4    结论

利用 ISSR分子标记对七叶一枝花种质资源的遗

传多样性和群体结构分析结果表明，60份种质材料

具有丰富的遗传多样性。根据遗传相似系数并按

UPGMA方法聚类，聚类结果与 Structure模型群体遗

传结构分析结果存在部分不同，但 Structure模型群

体遗传结构分析与主坐标分析结果一致。无论是聚

类分析、Structure群体结构分析还是主坐标分析结果

均与地理分布有一定相关性；通过 Structure分组-比
例取样法与 20%的取样比例，构建 12份初级核心种

质，经 t 检验与原始种质无显著差异，可以很好地代

表原始种质。

 

表 7    初级核心种质与原种质及保留种质之间 t 检验

Table 7    t-test values between germplasms in original, remaining, and core collection

种质

Collections
样本数

Number of samples

观测等位基因数

Observed number of
alleles (Na)

有效等位基因

Effective number of
alleles (Ne)

Neiʹs遗传多样性指数

Nei's gene diversity
index (He)

Shannonʹs信息指数

Shannon's information
index (I)

原种质OC 60 1.970 6 1.555 7 0.332 8 0.502 2

初级核心种质PCC 12 1.931 4 1.613 4 0.354 2 0.523 4

保留种质RC 48 1.951 0 1.520 7 0.313 8 0.476 7

t1 — 0.506 1 0.536 7 0.619 0 0.698 1

t2 — 0.662 4 0.430 2 0.482 3 0.488 5

t1为初级核心种质与原种质各遗传参数t检验值；t2为核心种质与保留种质各遗传参数t检验值。

t1: t-test values on genetic diversity indexes between original and core collection; t2: those between remaining germplasms and core collection.
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保留种质指的是在构建核心种质后未被选入核心种质库的剩余种质

资源

Remaining germplasm refers to portion of original accessions not included in

core collection.

图 6    保留种质与初级核心种质主坐标的分布

Fig. 6    PCoA  distribution  of  core  collection  and  remained
germplasms
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