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不同产区艾叶 ISSR 遗传多样性分析3 

余孟娟，赵博宇，董诚明*，李  询，邢  冰，李  曼 

河南中医药大学药学院，郑州 河南  450046 

摘  要：目的  对不同产区艾 Artemisia argyi 叶进行遗传多样性分析，为艾叶规范化种植及新品种选育工作奠定基础。方法  

采用 ISSR 分子标记技术对 36 个不同产区的艾叶样品进行扩增，然后利用 POPGENEv1.32 软件进行遗传学分析，得出它们

的遗传特征系数，用 Ntsyspc2.1 对艾叶 ISSR 分子标记结果进行 UPGMA 聚类分析。结果  筛选出 16 条引物，共扩增出

条带 402 条，其中多态性条带 398 条，多态性百分比为 99%；在对栽培种和野生种之间遗传距离分析后发现，两者之间

的遗传一致度为 0.989 1，遗传距离为 0.011 0；对按纬度划分的 4 个区域艾资源进行遗传结构与遗传变异分析，4 个区域间

基因多样性指数（diversity index，Ht）为 0.192 7、遗传多样性指数（genetic diversity index，Hs）为 0.164 2、遗传变异指数

（genetic variation index，Gst）为 0.147 9、基因流（gene flow，Nm）为 2.881 8，NTSYSpc 软件对 4 个区域进行系统聚类分析，

可将 4 个区位划分为 2 大类，且 4 区位相邻 2 个之间均具有一定的遗传相似性。结论  艾叶具有极其丰富的遗传多样性，栽

培种和野生种之间亲缘关系接近、遗传背景差异较小。艾叶其遗传特性随着纬度的变化呈现出一种递进式遗传扩散，其中河

南南部居群多样性最为丰富，其次为河南中西部和河南中部，北部居群遗传多样性最低。 
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Abstract: Objective  The genetic diversity analysis of Artemisia argyi in different producing areas will lay the foundation for the 

standardized planting and selection of new varieties of Artemisia argyi. Methods  ISSR molecular marker technology was used to amplify 

artemisia sylvestris samples from 36 different production areas, and then genetic analysis was performed using POPGENE v1.32 software to 

obtain their genetic characteristic coefficients. Ntsyspc2.1 was used to perform ISSR molecular marker results UPGMA cluster analysis. 

Results  16 primers were selected, and a total of 402 bands were amplified, including 398 polymorphic bands, and the percentage of 

polymorphism was 99%.. After analyzing the genetic distance between the wild species and the wild species, it was found that the genetic 

identity between the two is 0.989 1 and the genetic distance is 0.011 0. The diversity index (Ht) is 0.192 7, the genetic diversity index (Hs) is 

0.164 2, the genetic variation index (Gst) is 0.147 9, and the gene flow (Nm) is 2.881 8. NTSYSpc software performs a systematic cluster 

analysis on 4 regions. The 4 loci are divided into 2 categories, and there are certain genetic similarities between the two adjacent 4 loci. 

Conclusion  Artemisia oleifera is extremely rich in genetic diversity, the genetic relationship between cultivated and wild species is close, 

and the genetic background is small. The genetic characteristics of Artemisia argyi exhibit a progressive genetic spread with changes in 

latitude. Among them, southern Henan has the most abundant population diversity, followed by central and western Henan and central 

Henan, and northern population has the lowest genetic diversity. 
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艾叶为菊科植物艾 Artemisia argyi Levl.et Vant.

的干燥叶，性温，味苦、辛，有温经止血、散寒止

痛之功效。在临床上可分为外用和内服 2 类，其中

外用以火灸著名，而内服用途甚广。我国艾分布范
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围较广，从东北到华南均有生长[1]。国内外对艾叶

成分含量、药理药效及化学成分的提取均有比较深

入的研究[2-3]，但利用分子生物学手段对不同产地艾

叶种质资源遗传多样性的探索却较少[4-5]。遗传多样

性的本质是遗传物质变异，探索遗传多样性是研究

植物进化和亲缘关系的基础[6]，故将现代分子生物

技术应用于艾规范化种植及辅助育种进而发掘优良

资源或改良资源显得尤为重要 [7]。王惠君等 [5]在

2015 年首次将分子标记方法应用到艾叶的种质资

源多样性研究领域，但其却未能收集到北艾的种质

资源，分析其遗传多样性，在《国药提要》《中国药

学大词典》以及国外的《泰西本草名疏》中均以北

艾作为艾叶的正品基原，本实验所用样品包括北艾，

填补了北艾种质资源多样性研究的空白。 

简单重复序列间扩增（ inter-simple sequence 

repeat，ISSR）是基于微卫星系列发展来的分子标

记技术，具有快速高效、引物特异性强、多态性好

等优点，目前被广泛应用于品种鉴定、物种分类、

居群遗传学研究等领域，是研究植物遗传多样性常

用的分子生物学方法[8-10]。因此本研究拟采用 ISSR

分子标记技术对我国传统产区的 36 份艾叶从分

子水平分析其遗传多样性，旨在从 DNA 水平上探

明艾叶资源遗传多样性现状；野生艾叶和栽培艾

叶遗传多样性差距以及纬度与艾叶遗传多样性的

关系，为今后艾的种质资源利用和品种选育等奠

定基础[11-12]，因而具有非常重要的现实意义。 

1  材料和仪器 

1.1  材料 

查阅《中国植物志》《中药志》《河南植物志》

《河南志》等相关资料和文献，了解艾叶生境、分布、

栽培等信息，以北纬 38°20′40″到北纬 33°03′6″划分

采样区域，南起湖北蕲春，北至河北安国，基本覆

盖了全国艾叶主要产地。经河南中医药大学董诚明

教授鉴定为艾 A. argyi Levl.et Vant.，取样部位均为

其幼嫩叶片，总计 36 份样品（表 1），野生种和栽

培种各有 18 种。所有材料在采样前均经过了去杂

表 1  样品生长环境信息 

Table 1  Sample growth environment information 

序号 采集地点 海拔/m 纬度（N） 经度（E） 类型 
 1 河南省安阳市汤阴白营镇西木佛村  70 35°57′22″ 114°25′27″ 栽培 
 2 河南省安阳市汤阴伏道岗阳村  80 35°51′55″ 114°25′20″ 栽培 
 3 河南省安阳市汤阴古贤镇后路村  60 33°55′55″ 114°26′37″ 野生 
 4 河北省安国市明官店乡辛庄村  35 38°20′40″ 115°17′43″ 栽培 
 5 河南省周口市商水袁老乡三仙庙村  60 33°26′13″ 114°44′13″ 栽培 
 6 河南省周口市商水袁老乡袁腰庄村  60 33°26′28″ 114°42′12″ 野生 
 7 河南省开封市龙亭区北郊乡北官庄村  70 34°51′27″ 114°20′32″ 栽培 
 8 河南省开封市龙亭区柳园口乡孔堂村  70 34°53′31″ 114°22′24″ 野生 
 9 河南省洛阳市洛宁罗岭乡罗岭村 140 34°22′26″ 111°23′13″ 栽培 
10 河南省洛阳市洛宁罗岭乡陶艺村 140 34°22′27″ 111°23′24″ 野生 
11 河南省南阳市卧龙区安皋镇果园村 150 33°07′37″ 112°22′7″ 栽培 
12 河南省南阳市方城独树镇马岗村 630 33°24′27″ 113°08′40″ 野生 
13 河南省南阳市社旗唐庄乡东田村 200 33°07′21″ 112°59′7″ 野生 
14 河南省南阳市卧龙区七里园乡达士营村 130 33°03′55″ 112°36′21″ 野生 
15 河南省南阳市方城独树镇辛庄村 260 33°21′1″ 113°11′9″ 栽培 
16 河南省南阳市方城二郎庙乡五神庙村 180 33°08′58″ 113°03′7″ 野生 
17 河南省南阳市南召石门乡黑石寨村 210 33°18′43″ 112°28′0″ 栽培 
18 河南省南阳市南召南河店镇许田村 216 33°19′52″ 112°25′50″ 栽培 
19 河南省南阳市南召南河店镇许田村 210 33°19′56″ 112°25′46″ 野生 
20 河南省南阳市社旗桥头镇张成村 121 33°03′6″ 112°49′15″ 栽培 
21 河南省南阳市社旗赊店镇 130 33°03′32″ 112°56′49″ 栽培 
22 河南省平顶山市鲁山董周乡和庄村 110 33°44′41″ 112°48′45″ 栽培 
23 河南省平顶山市鲁山董周乡山湾村 100 33°45′1″ 112°48′29″ 野生 
24 湖北省黄石市蕲春漕河镇叶家老屋村  30 30°15′32″ 115°24′26″ 野生 
25 湖北省黄石市蕲春八里湖农场岗头村  20 30°8′45″ 115°22′6″ 栽培 
26 河南省三门峡市卢氏沙河乡沙河村 220 34°05′4″ 110°56′46″ 栽培 
27 河南省三门峡市卢氏沙河乡三角村 200 34°04′8″ 110°56′14″ 野生 
28 河南省三门峡市渑池天池镇东天池村 190 34°39′18″ 111°56′57″ 栽培 
29 河南省三门峡市渑池天池镇东天池村 190 34°39′7″ 111°56′52″ 野生 
30 河南省信阳市淮滨马集镇邓湾乡小集村  60 32°21′56″ 115°23′18″ 野生 
31 河南省信阳市淮滨马集镇邓湾乡小集村  60 32°22′40″ 115°18′28″ 野生 
32 河南省驻马店市遂平三里桥村  84 33°15′18″ 113°52′41″ 栽培 
33 河南省驻马店市遂平三里桥村  80 33°14′57″ 113°52′36″ 野生 
34 河南省驻马店市平舆十字路乡三麻村  82 33°08′16″ 114°38′8″ 野生 
35 河南省驻马店市遂平三里桥村  84 33°16′65″ 113°57′58″ 野生 
36 河南省驻马店市遂平三里桥村  83 33°13′20″ 113°57′19″ 栽培 
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处理，以确保种质纯度。采集后封装于有干燥剂的

自封袋内，放置入冰盒，并及时送至实验室用锡箔

纸包裹浸入液氮，迅速冷冻后放入于−80 ℃冰箱保

存备用。 

1.2  试剂与仪器 

植物组织基因组 DNA 抽提试剂盒（生工生物

公司，编号 B518261）、SanPrep 柱式 DNA 胶回收

试剂盒（生工生物公司，编号 B518131）、Taq Plus 

DNA 聚合酶（BBI，编号 B600090）、灭菌水。 

SW-CJ-1D 型洁净工作台（江苏苏洁净化设备

厂）、PCR-96 型 PCR 反应扩增仪（BBI）、G508009

型高速微量离心机（100～14 800 r/min，生工生物

公司）、DYY-6C 型电泳仪（北京六一公司）、FR980

型凝胶成像系统（上海复日科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  DNA 提取与检测   

采用试剂盒（生工生物，批号 B518261）法提

取样品叶片基因组 DNA。 

2.2  ISSR 引物筛选及 PCR 反应体系确定   

以提取的艾基因组 DNA 为模板，从哥伦比亚

大学（UBC）公布的 100 条引物[13]中筛选出 16 条

引物，均能扩增出清晰完整、多态性和稳定性均较

好的条带。通过一系列实验优化，最终确定本实验

的 ISSR-PCR 反应体系为（50 μL）：10×PCR Buffer 

5 µL，引物 F 2 µL，引物 R 2 µL，Dntp 2 µL,Taq Plus 

DNA Polymerase 0.5 µL，最后用灭菌水加至 50 µL。

扩増反应程序：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，

52 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 50 s，进行 35 个循环；

72 ℃延伸 8 min；4 ℃保存。 

2.3  ISSR-PCR 扩增及检测   

将需要使用的反应体系取出，对所有样品基因

组 DNA 扩增，将扩增后的产物用 2%的琼脂糖凝胶

在 150 V 100 mA 的电泳条件下电泳 20 min，置于全

自动凝胶成像分析系统上成像，调节至最佳光圈及

亮度后拍照保存。 

2.4  数据处理与分析   

将实验中所做出来的琼脂糖凝胶胶板拍照，对

胶板中的电泳条数进行判读。统计原则以琼脂糖凝

胶电泳上的每 1 个条带当成 1 个分子标记，其所代

表的意义为 1 个基因位点。对于不同产地的艾叶

DNA 样品在琼脂糖凝胶电泳统计时按照有条带为

1，无条带为 0；相同相对分子质量中，以较为清晰

的记为 1 不清晰的记为 0，模糊条带记为 0 的原则，

在 EXCEL 中记录成 0、1 矩阵形式。用 Ntsyspc2.1

对艾叶 ISSR 分子标记统计好的 0、1 矩阵数据做

UPGMA 聚类分析。用 POPGENEv1.32 软件对艾叶

ISSR 分子标记统计好的 0、1 矩阵数据进行遗传学

分析，得出它们的遗传特征系数。 

3  结果与分析 

3.1  引物扩增结果分析 

以 16 条引物对 36 个不同产地的艾叶资源进行

ISSR-PCR 扩增（表 2），共扩增出 402 条清晰的条

带，其中多态性条带有 398 条，多态性百分比为

99%。16 条引物扩增出的有效条带数范围为 17～31

条，均值为 24.875 条。引物 UBC840 扩增出的条带

最多，为 33 条，引物 UBC822 扩增条带最少，为

17 条（图 1～3）。ISSR 扩增结果表明艾种质资源具

有较为丰富的遗传多样性。

表 2  ISSR 引物扩增结果 

Table 2  Amplification results of ISSR primers 

引物名称 引物序列（5’-3’） 总条带数 有效条带数 多态性比率/% 

UBC 811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 26 25  96.2 

UBC 822 TCTCTCTCT CTCTCTCA 17 17 100.0 

UBC 834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 29 29 100.0 

UBC 840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 33 31  93.9 

UBC 842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 24 24 100.0 

UBC 843 CTCTCTCTCTCTCTCTRA 24 24 100.0 

UBC 844 CTCTCTCTCTCTCTCTRC 26 26 100.0 

UBC 853 TCTCTCTCTCTCTCTCRT 20 20 100.0 

UBC 876 GATAGATAGACAGACA 23 23 100.0 

UBC 879 CTTCACTTCACTTCA 29 28  96.6 

UBC 880 GGAGAGGAGAGGAGA 24 24 100.0 

UBC 881 GGGTGGGGTGGGGTG 27 27 100.0 

UBC 892 TAGATCTGATATCTGAATTCCC 21 21 100.0 

UBC 895 AGAGTTGGTAGCTCTTGATC 24 24 100.0 

UBC 899 CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA 25 25 100.0 

UBC 900 ACTTCCCCACAGGTTAACACA 30 30 100.0 
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图 1  引物 892 琼脂糖凝胶扩增结果 

Fig. 1  Results of primer 892 agarose gel amplification

 

图 2  引物 822 琼脂糖凝胶扩增结果 

Fig. 2  Results of primer 822 agarose gel amplification 

 

图 3  引物 834 琼脂糖凝胶扩增结果 

Fig. 3  Results of primer 834 agarose gel amplification

3.2  不同产区艾野生种质与栽培种质遗传多样性

分析 

对 ISSR 引物电泳结果进行统计后，通过

POPGENEv1.32 软件对艾种质资源栽培种与野生

种的遗传背景进行分析，从 2 个资源的遗传多样

性指数来看，遗传多样性指数栽培艾要略高于野

生品，但遗传多样性差距并不显著。等位基因数

（number of alleles，Na）、有效等位基因数（effective 

number of allele，Ne）、Nei’s 氏基因多样性指数

（Nei’s gene diversity index，h）、Shannon’s 信息指

数（Shannon's information index，I）等指标结果见

表 3。对栽培种和野生种之间遗传距离分析后发现，

两者之间的遗传一致度接近于 1.000 0，为 0.989 1，

遗传距离较小，为 0.011 0，表明两者亲缘关系接

近，说明栽培种来自于野生种的驯化，且驯化时

间并不很长，因此遗传背景差异较小[14]。对人工

栽培艾与野生艾种质资源进行遗传结构与遗传变

异分析可以发现，有 2.77%的遗传分化存在于 2

个亚群间，在采样过程中能够观察到同一采集点

的每株艾的表型均略有不同，生物的表观多样性

主要由基因决定，基因差异明显则表观形态多样

性会更加丰富，由于艾的人工驯化时间短，栽培

品种并非严格意义上遗传背景高度纯合的品种，

而是多为一些混合品种，故种内遗传分化程度高

则使得在同一样点单株表观形态特性呈现多样

性。栽培种与野生种之间基因流（gene flow，Nm）

为 17.520 8，由于艾的繁殖更多是通过无性繁殖

途径实现，此处的基因流更多是反映野生种与栽
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表 3  人工栽培艾与野生艾种质资源遗传多样性 

Table 3  Genetic diversity of artificial and wild Artemisia argyi germplasm resources 

种质 Na Ne h I 有效条带数 多态位点百分率/% 

栽培 1.932 8 1.443 8 0.278 7 0.433 4 375 93.28 

野生 1.925 4 1.429 5 0.270 9 0.423 1 372 92.54 

总体 1.990 0 1.442 0 0.282 7 0.443 7 398 99.00 

培种两者之间遗传多样性趋同的一种关系，即两

者遗传背景差距并不大[15-17]。 

3.3  不同产区（不同纬度）艾遗传多样性分析 

按照地理纬度，将本次采集的纬度差异相对较

小的产地划分为 4 个大的区域（表 4），从这些样本

中共扩增出 396 条多态性较为丰富的条带，多态性

位点占比 98.51%，该扩增结果表明不同纬度间艾具

有较好的遗传多样性。通过 POPGENEv1.32 软件对

按表 4 方法划分的不同区域艾种质资源进行分析，

结果如表 5 所示，从遗传多样性指数来看，4 个区

域的艾叶之间具有显著的遗传多样性。对 4 个区域 

表 4  不同产区不同纬度区划 

Table 4  Division of different latitudes in different 

production areas 

区域代号 详细区划 

BB 以安阳为代表的北部区域 

ZXB 以三门峡、洛阳、开封为代表的中西部区域 

ZB 以平顶山、周口为代表的中部区域 

NB 以南阳、信阳、驻马店为代表的南部区域 

资源进行遗传结构与遗传变异分析后发现，4 个区

域间艾种群基因多样性指数（gene diversity index，

Ht）为 0.192 7、遗传多样性指数（genetic diversity 

index，Hs）为 0.164 2、遗传变异指数（genetic 

variation index，Gst）为 0.147 9、Nm为 2.881 8。由

此表明在地理区划上 4 个居群间的艾品种具有一定

的基因交流。在地理区划上 4 个居群间的艾叶具有

一定的基因交流。对 4 个区域间遗传距离分析后发

现（表 6），它们之间的遗传一致度接近于 1，遗传

距离较小，接近于 0，表明这 4 个居群间亲缘关系

极近。再次证明了 4 个居群具有一定的联系。利用

PopGen 对 4 个区域进行聚类，由聚类图（图 4）可

知，中西部 ZXB 与南部 NB 亲缘关系更为接近，被

聚成第 1 类。中部 ZB 次之，与第 1 类单独聚成第 2

类。北部 BB 遗传分化最强，单独与第 2 类聚为一类。

按地理划分的聚类结果显示出不同区域间由南向北

依次具有进阶相似性，即不同产区艾在纬度从南向

北相互两两具有联系，这表明各地区艾的亲缘关系

受自身生长的纬度和相邻地域间的距离影响。

 

表 5  不同产区区划艾种质资源遗传变异结果 

Table 5  Genetic variation results of Artemisia argyi germplasm resources in different regions 

区域 Na Ne h I 有效条带  多态位点百分率/% 

BB 1.383 1 1.222 7 0.135 9 0.205 5 154 38.31 

ZXB 1.704 0 1.250 8 0.169 1 0.276 5 283 70.40 

ZB 1.514 9 1.255 0 0.160 8 0.249 8 207 51.49 

NB 1.930 3 1.271 4 0.191 0 0.321 9 374 93.03 

总体 1.274 1 1.985 1 0.193 9 0.328 6 396 98.51 

 

表 6  不同纬度区域遗传距离相似度 

Table 6  Similarity of genetic distance in different latitudes 

区域 BB ZXB ZB NB 

BB **** 0.938 3 0.930 0 0.941 0 

ZXB 0.063 7 **** 0.964 9 0.983 9 

ZB 0.072 6 0.035 7 **** 0.971 7 

NB 0.060 8 0.016 2 0.028 7 **** 

 

图 4  不同纬度区域聚类结果 

Fig. 4  Clustering results of different latitudes 

1 
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4  讨论 

以筛选出的 16 条引物对 36 个不同产地的艾叶

资源进行扩增，多态性百分比为 99%。有效条带数

范围为 17～31 条，均值为 24.875 条。扩增结果表

明艾种质资源具有较为丰富的遗传多样性。在采集

样品的过程中也能够看出田间艾草临株之间的差异

性，表明即便在同一地点生长的不同植株间也存在

一定的差异[18-19]。植物遗传多样性的成因较为复杂，

植物在不同环境下与不同异栽培物之间存在协同共

存，通过虫媒等繁殖途径，与其他异栽培物进行接

触，导致其出现了较高的遗传多样性。 

从栽培种与野生种 2 个类型来看，其两种生存

状态下的艾均具有丰富的遗传多样性。两者之间的

遗传一致度接近于 1，遗传距离也很小，趋近于 0，

这表明人类对于艾的驯化历史相对较短，人工栽培

种和野生种之间尚未分化完全。由于艾的繁殖更多

是通过无性繁殖途径实现，因此栽培种与野生种之

间存在的 Nm为 17.520 8 时更多是反映野生种与栽

培种两者之间遗传多样性趋同的一种关系。即两者

遗传背景差距并不大，亲缘关系接近，有利于植物

间育种。本研究在将纬度差异相对较小的采集地划

分为的 4 个大的区域时，发现其遗传多样性整体呈

现出一种递进式的遗传扩散。由聚类结果表明，相

邻区域间艾叶两两联系，说明艾叶遗传距离与纬度

有关，从侧面也能反映出不同种质艾叶间基因交流

程度较大。其中，南部居群多样性最为丰富，中西

部和中部分别居于第 2 和第 3 位置，北部居群遗传

多样性在 4 个居群中最低。根据艾叶 4 个居群的遗

传分析可以推断出，艾的分布是由南部向中部、北

部依次扩散的。性状表型是基因型和环境间互做的

结果，河南中西部属于伏牛山脉分布区域，其气候

多样性强，生态类型复杂多变，由此为不同产区艾

的生存和变异提供了物质基础，而北部居群所在区

域受北部大陆季风影响较强，气候类型较为单一，

这也是其遗传类型较少的主要原因[20-21]。 

综上可得，艾叶的遗传多样性与地理距离具有

一定的相关性，种质资源遗传多样性是育种的重要

内容之一，种质资源遗传多样性越丰富越有利于新

品种选育，种质亲缘关系越近越有利于植物间育种。

本研究通过分子标记技术为艾叶规范化种植及新品

种选育工作奠定了一定的基础。 
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