
·2898· 中草药 2023 年 5 月 第 54 卷 第 9 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2023 May Vol. 54 No. 9 

   

• 药材与资源 • 

基于 SSR-HRM 技术的 4 种药用天麻变型遗传多样性及遗传结构分析  
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摘  要：目的  比较乌天麻 Gastrodia elata f. glauca、绿天麻 G. elata f. viridis、红天麻 G. elata f. elata 和黄天麻 G. elata f. flavida 

4 种药用天麻变型的遗传多样性、遗传结构和遗传信息差异，为天麻新品种选育提供依据。方法  从不同产地收集了 40 份不同

天麻变型的花茎。应用简单重复序列（simple sequence repeat，SSR）分子标记与高分辨率熔解曲线（high-resolution melting，

HRM）相结合技术，通过聚丙烯酰胺凝胶电泳，从 80 对引物中筛选出 15 对多态性高的 SSR 引物。对这些天麻花茎样品进行

实时荧光定量 PCR 扩增，统计遗传多样性参数，分析群体遗传结构，结合 40 份天麻的 HRM 数据进行聚类分析。结果  从 15

对 SSR 引物检测到 114 个等位基因，平均每对引物 7.6 个。天麻样品的观测杂合度（observed heterozygosity，Ho）、期望杂合度

（expected heterozygosity，He）、和Nei’s 多样性指数（Nei's diversity index，Nei）的平均值分别为 0.981 3、0.801 9 和 0.812 1，表

明天麻的遗传多样性丰富。这 4 种天麻变型的遗传多样性不同，从高到低依次为乌天麻、绿天麻、红天麻和黄天麻。SSR-HRM

分析将这 40 份天麻样品分为 4 个基因型，各天麻变型的大多数样品分布在不同的基因型中。这 4 种天麻变型之间的遗传距离

不同，乌天麻与绿天麻遗传距离最近，与黄天麻遗传距离最远。结论  SSR-HRM 技术对天麻基因分型更准确。这 4 种天麻变

型的遗传信息不同，但存在基因交流现象。乌天麻与绿天麻亲缘关系最近，与红天麻次之，与黄天麻亲缘关系最远。可利用不

同天麻变型遗传信息差异进行新品种选育。 
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Abstract: Objective  To provide a basis for the selection of new varieties of Tianma (Gastrodiae Rhizoma) by comparing the genetic 

diversity, genetic structure and genetic information among the four forms of medicinal G. elata, i.e. Wutianma (G. elata Bl. f. glauca S. 

Chow), Lvtianma (G. elata Bl. f. viridis Makino), Hongtianma (G. elata Bl. f. elata S. Chow); Huangtianma (G. elata Bl. f. flavida S. 

Chow). Methods  A total of 40 flowering stems of different G. elata forms were collected from different cultivating areas. 15 pairs of 

SSR primers with high polymorphism were selected from 80 pairs of primers by polyacrylamide gel electrophoresis and combined 

simple sequence repeat (SSR) molecular markers with HRM (high-resolution melting) technique. Real-time fluorescence quantitative 

PCR amplification, counting genetic diversity parameters and analyzing population genetic structure of these flowering stems samples 
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were performed. The cluster analysis was further conducted in combination with HRM data from the 40 Tianma samples. Results  A 

total of 114 alleles were detected in the 15 pairs of SSR primers with an average of 7.6 alleles per pair. The mean of observed 

heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He) and Nei's diversity index (Nei) were 0.9813, 0.8019 and 0.8121 (n = 15), respectively. 

It indicated that the genetic diversity of Tianma was rich. The genetic diversity of the four forms of medicinal Tianma was different with 

the descending order of Wutianma, Lvtianma, Hongtianma and Huangtianma. These 40 Tianma samples were classified into four 

genotypes based on SSR-HRM data. Most Tianma samples for specific form were distributed in same genotype. The genetic distances 

between the four Tianma forms were different. Wutianma was the closest genetic distance to Lvtianma and the farthest genetic distance 

to Huangtianma. Conclusion  The accuracy of SSR-HRM technique for Tianma genotyping is better than that of SSR technique. The 

genetic information in the four Tianma forms is different, but gene exchange phenomenon exists among them. The relationship between 

Wutianma and Lvtianma is closest, next to Hongtianma, and farthest to Huangtianma. These differences of genetic information among 

four forms of Tianma should be used for the selecting of new varieties. 

Key words: Gastrodia elata Bl.; G. elata Bl. f. glauca S. Chow; G. elata Bl. f. viridis Makino; G. elata Bl. f. elata S. Chow; G. elata Bl. f. 

flavida S. Chow; variant; simple sequence repeat; high-resolution melting; genetic diversity; genetic structure; relationship 

天麻来源于兰科植物天麻 Gastrodia elata Bl.的

干燥块茎，为我国常用大宗中药，具有息风止痉、

平抑肝阳、祛风通络的功效[1]。现代研究表明，天

麻具有抗癫痫、改善睡眠、改善记忆、抗抑郁等多

种医疗及保健作用[2]。天麻及其中成药在临床上用

于治疗头痛、癫痫、失眠等疾病[3-5]；其保健功能则

用于改善人们失眠、抑郁、记忆减退等亚健康问题。

天麻作为药食两用中药，具有良好的开发应用前景。

根据天麻植物的形态特征，将天麻分为乌天麻 G. 

elata Bl. f. glauca S. Chow、绿天麻 G. elata Bl. f. 

viridis Makino、红天麻（原变型）G. elata Bl. f. elata、

S. Chow 黄天麻 G. elata Bl. f. flavida S. Chow 和松

天麻 G. elata Bl. f. alba S. Chow。由于松天麻的含水

量高（90%以上），折干率低，未引种栽培[6]。目

前人工种植的药用天麻为乌天麻、绿天麻、红天麻

和黄天麻及其杂交品种。近年来，天麻的需求量越

来越大，野生天麻早已无法满足人们的需求，人工

种植成为天麻的主要来源。由于人工种植天麻数代

后，天麻的质量与产量都显著下降，种质退化[7]，

因此需要不断地选育优良新品种。 

杂交育种和分子育种（包括分子标记辅助育种

和遗传修饰育种）已成为新品种选育的主要途径。

亲本的遗传信息差异越大，杂交优势越明显，从后

代中选育优良新品种的概率越大。因此，阐明乌天

麻、绿天麻、红天麻和黄天麻的遗传信息差异及其

亲缘关系，有利于选育天麻新品种。而目前未见这

4 种药用天麻变型遗传信息的对比研究报道。 

简单重复序列（simple sequence repeat，SSR）

分子标记具有共显性、多态性丰富、稳定、操作简单

等优点[8]，已广泛应用于当归[9]、黄精[10]、砂仁[11]等

中药遗传多样性的研究。SSR 分子标记扩增产物的检

测方法通常采用聚丙烯酰胺-银染法。虽然该方法的灵

敏度和分辨率高，操作简单，但是难以读取扩增片段

大小；并且在分析的材料较多、位点较多、片段差异

较小时，数据的准确性降低[12]。高分辨率熔解曲线

（high-resolution melting，HRM）技术依靠核酸分子

片段大小、GC 碱基含量等物理性质，能够更准确、有

效地区分 SSR 位点与不同基因型，识别产物片段中极

小的碱基差异，是一种分辨率高并且成本相对较低的

DNA 检测技术[13]。 

为此，本研究从不同天麻产地收集了 40 份乌天

麻、绿天麻、红天麻和黄天麻的花茎样品。将 SSR

分子标记和 HRM 技术相结合，从 80 对 SSR 引物

标记中筛选出多态性高的引物标记，根据 SSR 标记

分析这些天麻的遗传多样性；分别应用 SSR 技术和

SSR-HRM 技术识别这些天麻的群体遗传结构。并

使用邻接法（neighbor-joining method，NJ）对

SSR-HRM 数据进行聚类分析，研究这 4 种药用天

麻变型之间的亲缘关系，以期为天麻杂交育种和分

子育种等新品种选育提供依据。 

1  仪器、试剂与样品 

1.1  仪器 

Archimed X4 型实时荧光定量 PCR 仪（鲲鹏基

因北京科技有限责任公司），TC-96 型基因扩增仪

（杭州博日科技股份有限公司），Universal Hood II

型凝胶成像分析仪（伯乐生命医学产品有限公司），

MB-102 型恒温混匀仪（杭州博日科技股份有限公

司），琼脂糖凝胶电泳仪（Universal power supply，

伯乐生命医学产品有限公司），Sub-cell GT 型电泳

槽（伯乐生命医学产品有限公司），H1650K 型高
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速离心机（长沙高新技术产业开发区湘仪离心机仪

器有限公司），N60 Touch 型超微量紫外可见分光

光度计（北京百泰克生物技术有限公司）等。 

1.2  试剂 

植物基因组 DNA 纯化试剂盒、DNA 聚合酶预

混试剂（2×EasyTaq PCR SuperMix for PAGE）和

高分辨率熔解曲线分析试剂盒均为北京全式金生物

技术有限公司生产；DNA 非变性 PAGE 制胶及电泳

试剂盒、快速核酸银染试剂盒为北京酷来搏科技有

限公司生产。核酸染料（天根生化科技有限公司），

高纯度低电渗琼脂糖（北京擎科新业生物技术有限

公司），过硫酸铵（分析纯，成都市科隆化学品有

限公司，批号 2022042701）。 

1.3  样品 

从四川、云南、湖北、安徽等不同产地收集了

40 份不同天麻变型的新鲜花茎，经西南交通大学张

兴国教授分别鉴定为乌天麻 G. elata Bl. f. glauca S. 

Chow、绿天麻 G. elata Bl. f. viridis Makino、红天麻

G. elata Bl. f. elata、黄天麻 G. elata Bl. f. flavida S. 

Chow。将新鲜花茎放入冻存管中，置于液氮中保存，

备用。样品名称、采集产地及时间等见表 1。 

2  方法 

2.1  DNA 提取 

取 100 mg 新鲜花茎组织于预冷的研钵中，加

入液氮充分研磨；用植物基因组 DNA 纯化试剂盒

按照说明书提取天麻样品中的 DNA；经琼脂糖凝胶

电泳检测后，用超微量紫外分光光度计检测所提取

DNA 的纯度和浓度；将原液置于−20 ℃冰箱保存。

调整工作液中 DNA 的浓度为 50 ng/μL，作为模板

DNA，用于后续实验。 

2.2  引物筛选 

根据文献中引物的多态性和扩增情况[14-22]，结

合位点的 DNA 序列，设计了 80 对候选 SSR 引物，

由北京擎科生物科技有限公司合成。根据材料的特

性和来源，随机抽取 4 份天麻 DNA 材料（样品号

TM06、TM23、TM34、TM40）进行引物筛选。PCR

反应体系为 20 μL，包含 DNA 聚合酶预混试剂 10 

μL，模板 DNA 溶液 1 μL，上、下游引物各 0.5 μL，

灭菌水 8 μL。反应程序为 94 ℃预变性 3 min，94 ℃

变性 30 s，在退火温度下退火 45 s（引物退火温度

见表 2），72 ℃延伸 45 s，循环 35 次，最后于 72 ℃

延伸 7 min。扩增完成后于 4 ℃保存。通过 1%琼脂

糖凝胶电泳检测扩增产物，在凝胶成像仪中观察结 

表 1  天麻花茎样品信息 

Table 1  Samples information of Gastrodiae Rhizoma 

flowering stems 

样品号 变型名称 栽培/野生 采集产地 采集时间 

TM01 乌天麻 栽培 四川省广元市青川县 2021-05 

TM02 乌天麻 栽培 四川省巴中市南江县  2021-07 

TM03 乌天麻 栽培 四川省巴中市通江县 2021-05 

TM04 乌天麻 栽培 四川省巴中市通江县 2021-06 

TM05 乌天麻 栽培 四川省巴中市通江县 2022-05 

TM06 乌天麻 栽培 四川省巴中市通江县 2022-05 

TM07 乌天麻 栽培 四川省巴中市通江县 2022-05 

TM08 乌天麻 栽培 四川省巴中市通江县 2022-06 

TM09 乌天麻 栽培 四川省乐山市峨边县 2021-05 

TM10 乌天麻 栽培 四川省乐山市金口河 2022-06 

TM11 乌天麻 栽培 四川省凉山州雷波县 2022-05 

TM12 乌天麻 栽培 云南省昭通市彝良县 2021-06 

TM13 乌天麻 栽培 湖北省宜昌市五峰土家族自治县 2022-06 

TM14 乌天麻 栽培 安徽省安庆市岳西县 2022-05 

TM15 乌天麻 野生 四川省广元市青川县 2021-06 

TM16 乌天麻 野生 四川省巴中市南江县 2021-05 

TM17 乌天麻 野生 四川省巴中市通江县 2021-06 

TM18 乌天麻 野生 四川省达州市万源市 2022-06 

TM19 乌天麻 野生 四川省达州市万源市 2021-06 

TM20 乌天麻 野生 四川省达州市万源市 2022-06 

TM21 乌天麻 野生 四川省达州市宣汉县 2021-06 

TM22 绿天麻 栽培 四川省巴中市通江县 2022-06 

TM23 绿天麻 栽培 四川省达州市万源市 2021-05 

TM24 绿天麻 栽培 四川省达州市万源市 2022-05 

TM25 绿天麻 栽培 四川省达州市宣汉县 2022-06 

TM26 绿天麻 栽培 四川省乐山市峨边县 2021-05 

TM27 绿天麻 栽培 四川省乐山市金口河 2021-04 

TM28 绿天麻 栽培 四川省乐山市金口河 2022-05 

TM29 绿天麻 栽培 四川省乐山市金口河 2021-05 

TM30 绿天麻 栽培 四川省凉山州雷波县 2021-06 

TM31 绿天麻 栽培 湖北省十堰市神农架林区 2021-06 

TM32 绿天麻 野生 四川省达州市万源市 2021-07 

TM33 红天麻 栽培 四川省广元市青川县 2021-05 

TM34 红天麻 栽培 四川省广元市青川县 2022-05 

TM35 红天麻 栽培 四川省达州市万源市 2021-06 

TM36 红天麻 栽培 四川省达州市万源市 2022-07 

TM37 红天麻 栽培 四川省达州市万源市 2022-06 

TM38 黄天麻 栽培 四川省达州市宣汉县 2022-05 

TM39 黄天麻 栽培 四川省达州市宣汉县 2022-06 

TM40 黄天麻 栽培 云南省昭通市永善县 2021-05 
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果，选取条带清晰明亮、无拖尾现象的引物用于后

续实验。将扩增产物用 8%聚丙烯酰胺凝胶电泳，

设置电压为 120 V，电流为 100 mA，电泳时间为 1 h；

经快速银染显影后，读取条带。选取条带清晰、多

态性稳定的引物进行 HRM 分析。 

2.3  SSR-HRM 的反应体系和程序 

以提取的 40 份天麻 DNA 作为模板，利用筛选出

的 15 对 SSR 标记引物，在实时荧光定量 PCR 仪上进

行 PCR 扩增和高分辨率熔解曲线分析。PCR 反应用高

分辨率熔解曲线分析预混试剂[2×HRM Analysis 

PreMix（EvaGreen）]，体系为 20 μL，包含 2×HRM 

Analysis PreMix 10 μL，模板DNA 1 μL，上、下游引

物各 0.6 μL，灭菌水 7.8 μL。PCR 扩增程序：94 ℃预

变性 2 min，94 ℃变性 10 s，在退火温度下退火 20 s

（引物退火温度见表 2），72 ℃延伸 30 s，循环 40 次。

HRM 程序：94 ℃变性 60 s，快速冷却至 40 ℃，保持

60 s，接着以 0.025 ℃/s 的速度升至 97 ℃。 

2.4  数据统计与分析 

采用人工读胶的方法，按照带型自下而上记录，

忽略弱杂带，统计各位点条带的片段大小。用

GenALEX 6.502 软件统计所有样本的基因型组成。

用 Powermarker 3.25 软件计算引物的多态性信息

（polymorphism information content，PIC）、等位基

因数（number of alleles，Na）、有效等位基因数目

（number of valid alleles，Ne）、观测杂合度（observed 

heterozygosity ， Ho ）、期望杂合度（ expected 

heterozygosity，He）、Shannon’s 多样性指数（Nei’s 

genetic identity，I）、Nei’s 多样性指数（Nei’s diversity 

index，Nei）等。用 Structure 2.3.4 软件分析群体遗

传结构，将结果上传到 Structure Harvester 在线工具

(https://taylor0. Biology.Ucla. Edu/structure 

Harvester/)，估计最佳群体数。用 Archimed Analyzer 

V1.0 软件分析 HRM 数据，对这 40 份天麻的基因

型进行分组，并进行聚类分析。 

3  结果与分析 

3.1  引物的筛选 

为了选出多态性较高的引物，本研究用 PCR 扩

增与琼脂糖凝胶电泳方法，从 80 对引物中选出了

27 对清晰整齐、多态性较高的引物；再从这 27 对

引物中选出 15 对条带清晰、多态性稳定的引物，分

别为 YW01、YW02、YW03、YW06、YW11、YW30、

YW31、YW40、YW41、YW43、YW47、YW54、

YW69、YW72、YW76。这 15 条引物用于后续 40

份天麻样品的 SSR-HRM 分析（表 2）。

表 2  筛选出的 15 对引物信息 

Table 2  Information of selected 15 pairs of primers  

序号 引物名称 引物序列（5’-3’） 退火温度/℃ 
 1 YW01 F: TCCACTGTCAACAACTCAAGATGTT 

R: GCTTATGCGCAATATGTATGCAGGT 
55.0 

 2 YW02 F: TTCACTGTCAACAACTCAAGATGTT 
R: GCTTATGCGCAATATGTATGCAGGT 

55.0 

 3 YW03 F: CTACCTAGTCAAGGTGATCCACATG 
R: GGATTTGGGTGATTATTGGGGAAAA 

54.0 

 4 YW06 F: TGTGCATAAATCAATTTATC 
R: CAATGACAACAACAAAAGGA 

47.0 

 5 YW11 F: TCTGTTTGTTTGCTGTTGTGC 
R: CACCCATACATACACTCATTTACACC 

63.0 

 6 YW30 F: AGTGGAGAAGGTTCTACAAT 
R: CATGTGTAAGCATTCTGCTG 

55.0 

 7 YW31 F: TCATTTGACCTCTCCATTTATT 
R: CTAACCCTAGTTTATAGTTTGG 

55.0 

 8 YW40 F: CAACCAAGACAAGACTCATG 
R: ACATTCTTCCCTGGATGTTC 

52.0 

 9 YW41 F: GGCATTATCCTGTTATACTC 
R: GGGCTTTCATTTGATCATGC 

51.0 

10 YW43 F: GTCATGCACATTCTTCCCTG 
R: AGACTCATGTTGTTGATCCC 

53.0 

11 YW47 F: TCTTCCCGCACCTCTTCAAC 
R: TTCAGAAGCATGGCACTGGG 

58.0 

12 YW54 F: AGTCCTGCCTTCAAGCCTTG 
R: GAAGGATTCAAGCATGGGAG 

54.0 

13 YW69 F: CCCACTCATTTGCTTAGGTATCC 
R: TGCATCTAGAGTGTTGTGCAATC 

57.5 

14 YW72 F: TGCCATTTCTTTCGAGCAGG 
R: GTGAGGCGATCTTCACAGC 

57.5 

15 YW76 F: GTGATCTGCTAGCCTCAACC 
R: GCTGAAGCTCTTGGTGTCG 

57.0 
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3.2  天麻总体样本的遗传多样性分析 

为了分析这 40 份天麻总体样本的遗传多样性，

本研究用筛选出的 15 对引物对这些天麻样品进行了

PCR 扩增，读取聚丙烯酰胺凝胶电泳条带的大小，分

析这 40 份天麻样本的遗传多样性（表 3）。结果显示，

15 对天麻 SSR 引物在 40 份天麻样品中检测出了 114

个等位基因变异，平均每对引物的 Na为 7.60 个，变

化范围为 4～15 个。其中，引物 YW06 等位基因

数最多（15 个），扩增片段大小为 248～346 bp。

15对 SSR引物的多态性信息含量的多态信息含量

（polymorphism information content，PIC）值为

0.678 4～0.881 9，平均值为 0.7723，最高的 PIC 值为

YW03 引物标记（0.881 9）。所有引物标记的多态性

信息含量的 PIC 值均大于 0.6，其中有 13 对 SSR 引物

标记的 PIC 值大于 0.7，属于高多态性位点，说明所

选引物多态性较高。Ne为 3.665 1～9.248 6，平均值为

5.349 1；Ho 为 0.820 5～1.000 0，平均值为 0.9813；

He 为 0.727 2～0.891 9，平均值为 0.8019；Nei 为

0.736 6～0.903 2，平均值为 0.812 1。与周天华

等[21]天麻遗传多样性的研究结果（Na 为 6.4286，

He 为 0.789 0，I 为 1.682 9）比较，本研究收集的 40

份天麻样本的遗传多样性更丰富。

表 3  天麻样品 15 个 SSR 位点的遗传多样性参数 

Table 3  Genetic diversity parameters of Gastrodiae Rhizoma samples by 15 SSR markers 

引物名称 Na Ne I Ho He Nei PIC 

YW01  8 4.637 7 1.695 0 1.000 0 0.784 4 0.794 3 0.752 6 

YW02  6 4.301 1 1.538 3 1.000 0 0.767 5 0.777 2 0.728 1 

YW03 14 9.248 6 2.366 5 1.000 0 0.891 9 0.903 2 0.881 9 

YW06 15 6.859 9 2.227 5 0.973 7 0.854 2 0.865 6 0.840 0 

YW11  7 5.633 8 1.816 0 1.000 0 0.822 5 0.832 9 0.798 3 

YW30  9 6.425 7 1.962 1 1.000 0 0.844 4 0.855 1 0.825 3 

YW31  7 4.783 3 1.649 8 1.000 0 0.790 9 0.800 9 0.758 3 

YW40  6 4.123 7 1.516 9 1.000 0 0.757 5 0.767 1 0.716 8 

YW41  4 3.665 1 1.342 5 0.820 5 0.727 2 0.736 6 0.678 4 

YW43  4 3.805 0 1.361 5 0.925 0 0.737 2 0.746 5 0.689 0 

YW47  8 5.095 5 1.785 3 1.000 0 0.803 8 0.813 9 0.776 1 

YW54  6 4.244 0 1.559 2 1.000 0 0.764 4 0.774 1 0.726 5 

YW69  6 5.838 8 1.777 4 1.000 0 0.828 7 0.839 5 0.804 7 

YW72  8 5.714 3 1.893 6 1.000 0 0.825 0 0.835 4 0.803 3 

YW76  6 5.860 8 1.780 0 1.000 0 0.829 4 0.839 9 0.805 6 

平均值   7.6 5.349 1 1.751 4 0.981 3 0.801 9 0.812 1 0.772 3 

 

3.3  不同天麻变型的遗传多样性分析 

为了比较这 4 种药用天麻变型各自的遗传多

样性，本研究分别计算了这 4 种天麻变型各自的

遗传多样性参数（表 4）。结果显示，这 4 种天

麻变型各自的遗传多样性不同，从高到低依次为

乌天麻、绿天麻、红天麻和黄天麻。其中，乌天

麻群体的每个位点平均 Na＝6.866 7、平均 Ne＝

5.357 2、I＝1.733 4 和 He＝0.803 0 都是最大，表明

乌天麻具有较高的遗传多样性。 

3.4  不同天麻变型群体遗传结构分析 

群体遗传结构分析可对种群进行溯源，获得个

体之间杂交等信息。为了阐明这 4 种天麻变型的群 

表 4  不同天麻变型的遗传多样性参数 

Table 4  Genetic diversity parameters of different 

Gastrodiae Rhizoma variants 

天麻变型 Na Ne I He 

乌天麻 6.866 7 5.357 2 1.733 4 0.803 0 

绿天麻 5.533 3 4.644 2 1.580 7 0.775 4 

红天麻 5.533 3 4.389 3 1.551 9 0.756 0 

黄天麻 2.600 0 2.464 8 0.884 1 0.566 7 

体遗传结构和基因交流情况，本研究分别对这 4 种

天麻变型的 SSR 分子标记结果和 SSR-HRM 分析结

果进行了群体遗传结构分析。 

3.4.1  基于 SSR 分子标记的天麻群体遗传结构分析 



 中草药 2023 年 5 月 第 54 卷 第 9 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2023 May Vol. 54 No. 9 ·2903· 

   

参考王琰琰等[23]的方法，根据 ΔK 确定了最佳 K 值，

绘制 ΔK 随 K 增大的变化曲线（图 1）。当 K＝3

时，似然值最大，将 40 份天麻样本分为 3 组（图 2）。

其中，A 组包含 5 份乌天麻，4 份绿天麻，3 份红天

麻和 2 份黄天麻；这组的少量个体基因交流较明显。

B 组包含 11 份乌天麻，4 份绿天麻，1 份红天麻；

这组的个体基因交流不明显。C 组包含 5 份乌天麻，

3 份绿天麻，1 份红天麻，1 份黄天麻；这组的少量

个体基因交流较明显。可见，基于 SSR 分子标记进

行的群体遗传结构分析，将这 4 种天麻变型分成了

3 组，每组均包含了 3 种或 4 种天麻变型，与这 4

种天麻变型的表型特征不符。 

 

图 1  K 值曲线图 

Fig.1  K value curve 

 
1—40-TM1～40  A-少数个体基因交流较明显  B-个体基因交流不明显  C-少数个体基因交流明显 

1—40-TM1—40  A-small number of sample with less gene exchange  B-sample not found gene exchange  C-small number of samples with gene exchange. 

图 2  基于 SSR 标记的 40 份天麻样品的群体遗传结构（K＝3） 

Fig. 2  Population genetic structure of 40 Tianma samples based on SSR markers (K＝3)

3.4.2  基于 SSR-HRM 的天麻群体遗传结构分析  

进一步将 SSR 分子标记与 HRM 技术相结合，通过

实时荧光定量 PCR 对这 40 份天麻样品的高分辨率

熔解曲线进行了分析。结果表明，引物 YW06、

YW40、YW43、YW72、YW76 的多态性较好。以

引物 YW76 的 SSR-HRM 分析结果为例，40 份天麻

的高分辨率熔解曲线均有差异。根据熔点等的不同，

这些天麻样品分为 4 个基因型组。第 1 组主要为乌

天麻（包含 17 份乌天麻和 1 份绿天麻），第 2 组主

要为绿天麻（包含 10 份绿天麻和 1 份乌天麻）；第

3 组主要为红天麻（包含 4 份红天麻和 2 份乌天麻），

第 4 组主要为黄天麻（包含 3 份黄天麻，1 份乌天

麻和 1 份红天麻）。每组的高分辨率熔解曲线的形

状明显不同（图 3-C）；结合差异图（图 3-A）得

到 40 份天麻样品的基因型结果（表 5）。这 4 组的

代表性天麻样品分别为 TM10（乌天麻）、TM25（绿

天麻）、TM36（红天麻）、TM40（黄天麻）。将

他们的熔解曲线和差异图单独列出，更加清晰地显

示了各基因型组之间的差异（图 3-B、D）。其余引

物的分析结果与引物 YW76 类似，均可将这 40 份

天麻分为 4 组。由此可见，这 4 种天麻变型的基因

型不同，但存在个别基因交流现象。SSR-HRM 技

术分型结果与不同天麻变型的表型特征一致。 

3.5  不同天麻变型之间的亲缘关系分析 

为了分析这 4 种药用天麻变型之间的亲缘关

系，通过 Powermarker 软件，用 Nei 1983 算法计

算了不同天麻变型之间的遗传距离（表 6）。结果

表明，乌天麻与绿天麻的遗传距离最近（0.080 5），

与黄天麻的遗传距离最远（0.431 4）。以遗传距离

为基础，利用 Mega 软件，用 NJ 法构建了这 4 种

天麻变型的聚类图（图 4）。结果表明，乌天麻与

绿天麻之间的亲缘关系最近，与黄天麻之间的亲缘

关系最远。 

3.6  基于 SSR-HRM 的聚类分析 

为了进一步分析这 40 份不同天麻变型样品

之间的聚类情况，本研究根据 15 对引物的

SSR-HRM 分析结果，采用 Goldstein 算法计算各

样品间的遗传距离，并且用 NJ 法进行了聚类分析

（图 5）。结果表明，除乌天麻较分散外，其他 3

种天麻变型各自聚集成束。乌天麻样品与绿天麻

样品亲缘关系最近，与红天麻之间的关系次之，

与黄天麻亲缘关系最远。 
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A-40 份天麻样本的差异图，颜色相同的线为同一基因型组  B-4 个基因型分组中各代表样品的差异图  C-40 份天麻样本的高分辨率熔解曲线

归一化图  D-4 个基因型分组中各代表样品的高分辨率熔解曲线归一化图 

A-difference plots of 40 Tianma samples. The same line color indicates the same genotype calculated by HRM analysis  B-difference plots of the 4 

representative Tianma samples  C-normalized HRM curve of 40 Tianma samples  D-normalized HRM curve of the 4 representative Tianma samples 

图 3  引物 YW76 对 40 份天麻样品的 SSR-HRM 分析 

Fig. 3  SSR-HRM analysis of 40 Tianma samples with SSR markers YW76 

表 5  引物 YW76 对 40 份天麻样品的基因分型结果 

Table 5  Genotype group of 40 Gastrodiae Rhizoma samples with SSR marker YW76 

组别 天麻样品号 包含的天麻变型 

1 TM01、TM02、TM03、TM04、TM05、TM06、TM07、TM08、TM09、

TM10、TM12、TM13、TM17、TM18、TM19、TM20、TM21、TM31  

17 份乌天麻和 1 份绿天麻 

2 TM11、TM22、TM23、TM24、TM25、TM26、TM27、TM28、TM29、

TM30、TM32 

10 份绿天麻和 1 份乌天麻 

3 TM15、TM16、TM33、TM34、TM35、TM36 4 份红天麻和 2 份乌天麻 

4 TM14、TM37、TM38、TM39、TM40 3 份黄天麻，1 份乌天麻，1 份红天麻 

表 6  不同天麻变型之间的遗传距离 

Table 6  Genetic distance among different Tianma forms 

变型名称 乌天麻 绿天麻 红天麻 黄天麻 

乌天麻 0.000 0    

绿天麻 0.080 5 0.000 0   

红天麻 0.303 3 0.200 8 0.000 0  

黄天麻 0.431 4 0.195 1 0.267 3 0.000 0 

 

这一结果与文献报道的不同天麻变型之间的亲缘关

系一致。王德信[25]根据 ITS 序列位点和单核苷酸变

异信息位点分析，认为乌天麻是较古老的类型，绿

天麻和黄天麻是由乌天麻进化而来。王齐等[14]基于 

 

图 4  不同天麻变型之间的聚类图 

Fig. 4  Cluster diagram of different Gastrodiae Rhizoma forms 

SSR 分子标记对乌天麻、绿天麻和红天麻进行了遗

传多样性分析，认为乌天麻与绿天麻亲缘关系较近，

与红天麻亲缘关系较远。同时，从这 40 份天麻的聚

类图上看出，乌天麻较分散，TM13 与黄天麻聚集

较近，TM21 与绿天麻更近，栽培乌天麻（TM01～
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B         高分熔曲差异图谱 
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C          高分熔曲归一图谱 
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TM01～TM14-栽培乌天麻  TM15～TM21-野生乌天麻  TM22～TM32-绿天麻  TM33～TM37-红天麻  TM38～TM40-黄天麻 

TM01—TM14-cultivated Taupe Tianma  TM15—TM21-wild Taupe Tianma  TM22—TM32-G. elata f. viridis  TM33—TM37-G. elata f. elata  

TM38—TM40-G. elata f. flavida 

图 5  不同天麻样本的聚类图 

Fig. 5  Dendrogram of 40 Gastrodiae Rhizoma samples

TM14）与野生乌天麻（TM15～TM21）之间也具有

一定的差异。陈琦等[17]SSR 分析的结果表明，栽培

乌天麻比野生乌天麻的变异更大。 

4  讨论 

天麻为常用的药食两用中药，用途广，需求量

大，野生天麻不能满足人们的需求，人工种植天麻

已成为商品天麻的主要来源。由于天麻种植几代后，

种质退化，天麻的质量和产量均显著降低，需要不

断地选育优良新品种。亲本的遗传多样性越丰富、

遗传信息差异越大、亲缘关系较远，则更容易选育

出优良新品种。为此，本研究对 4 种典型药用天麻

变型乌天麻、绿天麻、红天麻和黄天麻的遗传多样

性、遗传信息差异及其亲缘关系进行了研究。 

虽然 SSR 分子标记技术是研究品种遗传多样

性及亲缘关系的首选技术，但是存在读取扩增片段

大小不够准确等局限。本研究将 SSR 分子标记技术

和 HRM 技术相结合，通过实时荧光定量 PCR 对 40

份不同天麻变型样品的高分辨率熔解曲线进行分

析，将这些天麻分成 4 个基因型，用 NJ 法聚类的

结果与天麻变型的表型特征、亲缘关系基本一致。

而单用 SSR 分子标记技术，在分析群体遗传结构

时，只能分为 3 个组，与这 4 种天麻变型的表型特

征不符。说明 SSR-HRM 技术更适用天麻的遗传结

构分析，比较其遗传信息。 

通过对这 4 种药用天麻变型群体样品的Na、Ne、

I 和 He 比较，发现这 4 种天麻变型的遗传多样性不

同，乌天麻的遗传多样性最丰富，绿天麻和红天麻

次之，而黄天麻的遗传多样性最低。说明乌天麻的

遗传变异更大，与广泛栽培有关。同时，根据用 NJ

法对 SSR-HRM 分型的聚类分析，栽培乌天麻与野

生乌天麻的遗传信息有一定差异，需要保护天麻的

野生种质资源。 

根据 SSR 分子标记与 HRM 相结合技术对 40

份天麻实时荧光定量 PCR 高分辨率熔解曲线的分

析，将这 40 份天麻分为 4 个基因型；大多数乌天麻、

绿天麻、红天麻、黄天麻在各自的基因型分组内，

说明这 4 种天麻变型的遗传信息不同，但存在少量

其他天麻变型样品与该组的主要天麻变型样品之间

的差异较小的情况。根据用 Nei 1983 算法计算的遗

传距离和用 NJ 法构建的聚类图，都表明这 4 种天

麻变型的亲缘关系不同，乌天麻与绿天麻之间的亲

缘关系最近，与红天麻之间的关系次之，而与黄天
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麻之间的亲缘关系最远。 

由此可见，天麻不同变型的遗传多样性不同，

遗传信息不同，亲缘关系不同，外在表型特征也不

同。在进行天麻新品种选育时，无论开展杂交育种，

还是分子辅助育种，选择遗传信息差异大的亲本，

更容易产生变异丰富的后代，从中选育出优良或具

有特异性的天麻新品种，满足人们的医疗、保健等

多样化需求。 
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