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不同生态类型菘蓝 SLAF-seq 分子标记2 

刘  东，孟瑾瑾，王  盼，陈红刚，王惠珍，杜  弢* 

甘肃中医药大学药学院，甘肃 兰州  730000 

摘  要：目的  探究不同生态类型菘蓝 Isatis tinctoria 表型差异和特异位点扩增片段测序（specific-locus amplified fragment 

sequencing，SLAF-seq）分子标记。方法  以 25 个不同生态类型菘蓝为研究对象，利用 SLAF-seq 技术开发 SLAF 标签，再

结合菘蓝叶片叶表观特征的田间观测，分析不同生态类型菘蓝植株表观差异。结果  测序后各样品所获得的读长总量各不

相同，测序质量值 Q30 为 95.66%～96.60%，GC 比例为 38.13%～41.37%。共开发 535 105 个菘蓝 SLAF 标签，多态性 SLAF

标签有 34 412 个，共得到 63 002 个群体单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）标记。测序分析结果与叶

表观特征调查结果相结合，可以将 25 个不同生态类型菘蓝分为 5 类，分别为倒卵圆形无缺刻皱缩叶、倒卵圆形缺刻皱缩叶、

倒卵圆形无缺刻平坦叶、倒卵圆形缺刻平坦叶、披针形无缺刻平坦叶。结论  为后期进一步研究不同类型菘蓝的基因来源和

遗传进化提供参考，为菘蓝种质分类、品种鉴定和分子辅助育种提供借鉴。 
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SLAF-seq molecular markers in different ecological types of Isatis tinctoria 
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Abstract: Objective  To explore the phenotypic differences and specific-locus amplified fragment sequencing (SLAF-seq) molecular 

markers of Isatis indigogenes from different ecological types. Methods  Using twenty-five different ecological types of Isatis 

indigotica as research objects, SLAF labels were developed by SLAF-seq technique, and the apparent differences of Isatis indigotica 

plants were analyzed by field observation of leaf apparent characteristics. Results  After sequencing, the total read length of each 

sample was different, the sequencing quality value Q30 was 95.66%—96.60%, and the GC ratio was 38.13%—41.37%. A total of 535 

105 Isatis indigotica SLAF labels and 34 412 polymorphic SLAF labels were developed, resulting in 63 002 single nucleotide 

polymorphism (SNP) markers. Combining the results of sequencing analysis with the investigation of leaf apparent characteristics, the 

25 different ecological types of Isatis indigotica could be divided into five categories, namely, obovate without engraved wrinkled 

leaves, obovate with engraved wrinkled leaves, obovate without engraved flat leaves, obovate with engraved flat leaves, lanceolate 

without engraved flat leaves. Conclusion  It provides reference for further study on gene origin and genetic evolution of different 

types of Isatis indigotica, and provides reference for germplasm classification, variety identification and molecular assisted breeding 

of Isatis indigotica. 
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随着分子生物技术水平的不断提高，分子标记

技术应用越来越广泛，人们常采用随机扩增多态性

DNA 标记（random amplified polymorphic DNA，

RAPD）[1-3]、相关序列扩增多态性（sequence related 
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amplified polymorphism，SRAP）[4-6]、限制性内切酶片

段 长 度 多 态 性 （ restriction fragment length 

polymorphism，RFLP） [7]、扩增片段长度多态性

（amplified fragment length polymorphism，AFLP）[8-9]、
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简单重复序列标记（simple sequence repeats，SSR）[10-12]、

ISSR 标记（inter-simple sequence repeat，ISSR）[13-15]

和表达序列标签 SSR（expressed sequence tags-SSR，

EST-SSR）[16]等分子标记技术进行遗传多样性、亲缘

关系及遗传演化等方面的研究，并取得很大进展，但

这些分子标记技术都有一定的缺陷，RAPD 技术易受

到模板的质量和浓度、引物序列短、PCR 循环次数、

基因组 DNA 的复杂性等方面的影响，造成 RAPD 技

术的重复性差；AFLP 技术操作复杂、成本较高，对

基因组纯度和反应条件要求较高，ISSR 标记对体细

胞遗传变异的检测效率低，因此，由不同分子生物技

术所得结果也存在些许差异。 

特异位点扩增片段测序（specific-locus amplified 

fragment sequencing，SLAF-seq）是基于高通量测序

技术发展起来的一种简化基因组测序技术，具有通

量高、准确性高、成本低、周期短的技术特点[17]。

SLAF-seq 技术是通过生物信息学方法设计最佳酶切

方案，构建 SLAF 文库，筛选特异性长度的酶切片段

（SLAF 标签），利用高通量测序技术获得大量序列，

通过软件比对分析，开发大量的全基因组范围的特

异性 SNP 标记，利用大量的 SNP 标记进行亲缘关系

及遗传变异分析[18-19]、性状关联分析[20]和构建遗传

连锁图谱[21]等工作，同时为分子育种、系统进化和种

质资源鉴定等提供技术保障[22-23]。李贝贝等[24]利用

SLAF-seq 技术进行了 304 份葡萄种质遗传多样性分

析，实验结果表明，我国地方品种亲缘关系较近，证

实了‘小黑葡萄’是野生种的一个过渡类型的推测。

Kozich 等[25]利用 SLAF-seq 简化基因组测序技术对

甘薯栽培种及不同倍性的近缘野生种的遗传多样性

和进化关系进行分析，实验结果表明，栽培种和六倍

体近缘野生种的遗传关系最近，进一步验证了栽培

甘薯可能来源于 Ipomoea trifida（6X）。目前，采用

SLAF-seq技术在菘蓝上开发大量SNP位点的相关研

究鲜见报道。因此，本实验利用 SLAF-seq 技术测定

了 25 个不同生态类型菘蓝材料的基因序列，获得大

量的 SLAF 标签，进而开发一批稳定性高、特异性强

的 SNP 位点。基于开发的 SNP 标记对不同生态类型

菘蓝间遗传多样性及群体结构进行分析，旨在从基

因水平揭示不同生态类型之间的遗传关系。 

1  材料 

1.1  材料信息 

25 个不同生态类型菘蓝的种子均是从全国各

地收集而来，均为人工栽培品，引种地信息见表 1，

所有种子经甘肃中医药大学杜弢教授鉴定为十字花 

表 1  菘蓝种子编号及叶片特征信息 

Table 1  Table of seed number and leaf characteristic information of Isatis tinctoria 

序号 编号 引种地 叶片表观特征 

 1 2016-1 陕西咸阳 叶片倒披针型；叶顶端尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，无波状 

 2 2016-2 河北石家庄 叶片倒卵圆型；叶顶端钝尖；叶面皱缩，轻度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘轻度缺刻，中度波状 

 3 2016-3 内蒙古 叶片倒卵圆型；叶顶端尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部绿色；叶缘无缺刻，轻度波状 

 4 2016-4 河南洛阳 叶片倒卵圆型；叶顶端尖；叶面平坦，轻度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，无波状 

 5 2016-5 河南三门峡 叶片倒卵圆型；叶顶端尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部绿色；叶缘无缺刻，无波状 

 6 2016-6 山东聊城 叶片倒卵圆型；叶顶端钝尖；叶面平坦，轻度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，无波状 

 7 2016-7 甘肃张掖 叶片倒披针型；叶顶端钝尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部绿色；叶缘无缺刻，轻度波状  

 8 2016-8 山西浑源 叶片倒披针型；叶顶端钝尖；叶面平坦，轻度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，无波状 

 9 2016-9 宁夏固原隆德县 叶片倒卵圆型；叶顶端尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘轻度缺刻，轻度波状 

10 2016-13 甘肃定西 叶片倒披针型；叶顶端钝尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘轻度缺刻，无波状 

11 2016-14 河北安国 叶片倒卵圆型；叶顶端钝尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，无波状 

12 2016-15 山西万荣 叶片倒卵圆型；叶顶端钝尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，轻度波状 

13 2016-16 山东莒县 叶片倒卵圆型；叶顶端钝尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，无波状 

14 2016-17 甘肃渭源 叶片倒卵圆型；叶顶端钝尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，轻度波状 

15 2016-18 云南昆明 叶片倒卵圆型；叶顶端尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，无波状 

16 2016-19 安徽亳州 叶片倒卵圆型；叶顶端钝尖；叶面平坦，轻度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，无波状 

17 2016-20 河北涉县 叶片倒卵圆型；叶顶端尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部绿色；叶缘无缺刻，无波状 

18 2016-21 山西晋中市榆社县 叶片倒卵圆型；叶顶端钝尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，轻度波状 

19 2016-22 甘肃陇西 叶片倒卵圆型；叶顶端钝尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，无波状 

20 2016-23 甘肃渭源 叶片倒披针型；叶顶端尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，无波状 

21 2016-24 甘肃定西安定区 叶片倒披针型；叶顶端钝尖；叶面平坦，少度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，轻度波状 

22 2016-25 山东东平县 叶片倒披针型；叶顶端钝尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部绿色；叶缘无缺刻，中度波状 

23 2016-26 山东平邑县 叶片倒卵圆型；叶顶端钝尖；叶面平坦，中度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，无波状 

24 2016-27 甘肃成县 叶片倒卵圆型；叶顶端钝尖；叶面皱缩，中度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，轻度波状 

25 2018-1 河北石家庄 叶片倒卵圆型；叶顶端钝尖；叶面皱缩，轻度蜡质；叶柄基部浅绿色；叶缘无缺刻，轻度波状 
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科菘蓝属植物菘蓝 Isatis tinctoria L.的种子。试验

于甘肃中医药大学和政药用植物园实施，园内海拔

2 430 m，年均降水量 660 mm，年均气温 5.1 ℃，

无霜期 110 d。土壤为肥力均一的黑垆土。 

1.2  试验方法 

将 25 个不同生态类型菘蓝种子条播于甘肃中

药大学和政药用植物园，各试验小区随机排列，3 次

重复，每个试验小区的面积为 19.58 m2。条播用种

量为 1.2 g/m2，沟深 5 cm，沟宽 10 cm，行距 30 cm。

6 月 17 日出苗，6 月 27 日一次性完成间苗，株距

10 cm；10 月 25 日观测各个试验小区叶片表观特

征。在每个试验小区内随机挑选 5 株，从每株相同

部位采取幼嫩叶片并将其混装，1 个试验小区形成

1 份混样，并对其编号，迅速投入液氮中速冻保存。 

2  方法 

2.1  基因组 DNA 提取和检测 

用 CTAB 法从预先保存的叶片中提取基因组

DNA，用传统的 1%琼脂糖凝胶电泳法检测提取基

因的完整性，并用 NanoDrop 1000C 微量紫外分光

光度计检测 DNA 的浓度及纯度，确保提取的 DNA

质量满足测序要求。采用超纯水将质量浓度统一调

至 50 ng/μL，−20 ℃保存备用。 

2.2  酶切建库 

根据最优酶切方案的选择原则，应用酶切预测

软件进行酶切预测，确定最优的酶切方案，当最适

酶切方案确定之后，对已检测合格的样品基因组

DNA 进行酶切建库。对得到的酶切片段（SLAF 标

签）进行 3’端加 A 处理、连接 Dual-index 测序接

头、PCR 扩增、DNA 纯化、混样、切胶选取目的

片段。 

2.3  基因组测序及数据质量评估 

经文库质检合格后，利用 Illumina 平台进行测

序[26]。为了评估酶切实验方案和酶切结果的准确

性，选用水稻日本晴 Oryza sativa indica L.作酶切方

法和数据质量的评估对照。Dual-index 识别测序所

得的原始数据，进行过滤优选得到高质量双端Clean 

reads，再进行测序质量和数据量的质量评估。 

2.4  SLAF 标签和 SNP 分析 

根据生物信息学分析，在群体中开发全基因组

范围的 SLAF 标签，以每个 SLAF 标签中深度最高

的序列类型作为参考序列，利用 BWA[27]将测序

reads 比对到参考序列上，并使用 GATK[28]和

SAMtools[29] 2 种软件开发 SNP，以 2 种软件开发获

得的 SNP 交集作为最终可靠的 SNP 标记数据。 

2.5  群体遗传结构和亲缘关系分析 

将开发的 SNP 标记根据完整度＞0.8，次要等

位基因频率（MAF）＞0.05 的标准进行过滤[30]，基

于筛选出的高一致性的群体 SNP，使用统计软件

MEGA X[31]和 Admixture[32]对群体进行系统进化树

和群体结构分析。 

2.6  主成分分析（principal component analysis，

PCA） 

PCA 是一种统计方法。在群体遗传学上，主要

基于不同材料的 SNP 差异程度（或分歧程度）聚类

成不同亚群，其结果可以用于与其他聚类方法的结

果相互验证。基于 SNP，通过 EIGENSOFT 软件进

行 PCA。 

3  结果与分析 

3.1  叶片表观特征分析 

形态学特征是植物遗传差异的最直观表现，田

间栽培验证也是最简单的遗传变异的鉴别方法。田

间植株叶片表观特征调查结果如表 1 所示，对比分

析发现 25 个不同生态类型菘蓝叶片表观特征可以

概述如下：叶形分为倒卵圆形和倒披针形 2 种，叶

尖分为尖和钝尖 2 种，叶片表面都有蜡粉层，均是

蜡质叶，叶柄基部根据颜色分为浅绿色和绿色 2 种，

叶缘根据缺刻程度分为无缺刻（全缘叶）和轻度缺

刻 2 种，观察叶片整体形态特征，分为无波状叶、

轻度波状叶和中度波状叶。 

3.2  建库评估 

酶切效率是评价简化基因组试验是否成功的一

个关键指标，测序 reads 插入片段中残留酶切位点

的比例越高，酶切效率越好[33]。本实验经过 SLAF

电子酶切预测软件分析，确定限制性内切酶切组合

为 Rsal-Haell，酶切片段长度在 314～364 bp 的序列

定义为 SLAF 标签。为进一步评估酶切方案的有效

性与酶切效率，以水稻日本晴测序数据为酶切方案

和数据质量评估对照,利用 SOAP[34]软件将对照的

测序 reads 与其参考序列进行比对，试验双端比对

效率的结果为 96.09%，正常酶切比例为 92.39%，

说明酶切反应处于正常，此次试验选定的酶切方案

正确可行，SLAF 建库正常。 

3.3  测序质量评估 

本实验 25 个样品共获得 63.32 兆数据量，菘

蓝及对照测序结果如表 2 所示。各样品所得到的

读长总量各不相同，最大的读长总量为 6 086 419 
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表 2  菘蓝及对照测序结果 

Table 2  I. tinctoria and control sequencing results 

样品 读长总量 GC 碱基比例/% Q30比例/% 

2016-1 2 460 866 40.25 96.60 

2016-2 1 854 755 40.83 96.50 

2016-3 1 938 556 40.39 95.66 

2016-4 3 344 111 39.50 95.92 

2016-5 2 356 307 39.58 96.41 

2016-6 2 492 201 38.90 95.85 

2016-7 2 074 529 40.93 96.53 

2016-8 6 086 419 40.80 96.59 

2016-9 2 972 700 39.95 96.57 

2016-13 3 533 779 41.02 95.93 

2016-14 2 821 422 39.47 95.75 

2016-15 2 375 466 41.37 96.55 

2016-16 2 361 488 39.76 96.49 

2016-17 2 293 398 40.56 96.44 

2016-18 1 789 757 40.87 96.18 

2016-19 2 948 053 39.46 96.20 

2016-20 3 355 413 39.64 95.74 

2016-21 1 779 629 40.42 96.46 

2016-22 1 498 688 40.91 96.44 

2016-23 1 867 088 40.11 96.47 

2016-24 2 635 901 38.76 96.33 

2016-25 2 369 324 38.94 96.76 

2016-26 1 739 391 40.40 96.51 

2016-27 1 830 400 40.44 96.48 

2018-1 2 549 081 39.89 96.45 

水稻日本晴 327 810 38.13 96.38 

平均值 − 40.13 96.31 

（2016-8），最小的读长总量为 1 498 688（2016-22）。

测序的 GC 碱基比例的平均值为 40.13%，最小的

GC 碱基比例为 38.76%（2016-24），最大的 GC 碱

基比例为 41.37%（2016-15），此次测序所有样品 GC

碱基比例均比较高，说明测序达到要求。测序质量

值（Q）是对测序数据质检的关键指标，是测序下

机后单碱基错误率大小的具体评判标准，一般测序

质量值用 Q30 表示。此次试验测序质量值 Q30 均大

于 95%，平均 Q30 为 96.31%，最小的 Q30 为 95.66%

（2016-3），最大的 Q30 为 96.60%（2016-1），说明

此次测序碱基错误率较低，测序质量较好。结合

读长总量、GC 碱基比例及 Q30 比例等各个结果的

数据，可以得出此次测序质量较高，所得数据结

果可靠。 

3.4  SLAF 标签开发及 SNP 信息统计 

经过生物信息学等各方面分析，此次试验的每个

样品标签平均测序深度为 23.52X，共获得 535 105 个

菘蓝 SLAF 标签，具体的菘蓝 SLAF 标签数统计结果

如表 4 所示，其中共获得 34 412 个多态性 SLAF 标

签。以每个 SLAF 标签中深度最高的序列类型作为参

考序列，进行 SNP 位点开发，此次实验共得到 63 002

个群体 SNP 标记。SNP 信息统计结果见表 3。 

表 3  菘蓝 SLAF 标签和 SNP 统计结果 

Table 3  Results of I. tinctoria SLAF label and SNP statistics 

样品编号 SLAF 标签数 测序总深度 平均深度 SNP 总数 SNP 数量 杂合率/% 

2016-1 82 812 2 289 009 27.64 63 002 26 725 13.29 

2016-2 87 732 1 715 487 19.55 63 002 22 468  9.38 

2016-3 107 977 1 731 078 16.03 63 002 32 560 12.06 

2016-4 125 480 3 065 923 24.43 63 002 33 306 14.79 

2016-5 82 931 2 183 700 26.33 63 002 26 579 14.11 

2016-6 93 083 2 279 349 24.49 63 002 27 990 13.54 

2016-7 105 535 1 925 838 18.25 63 002 29 285 13.37 

2016-8 114 585 5 688 530 49.64 63 002 30 731 23.02 

2016-9 100 078 2 754 495 27.52 63 002 29 727 12.50 

2016-13 101 242 3 232 809 31.93 63 002 29 359 12.93 

2016-14 97 098 2 581 796 26.59 63 002 30 196 12.63 

2016-15 106 372 2 206 597 20.74 63 002 28 824 13.85 

2016-16 99 711 2 192 906 21.99 63 002 28 058 11.57 

2016-17 98 315 2 124 543 21.61 63 002 29 911 16.39 

2016-18 99 449 1 642 442 16.52 63 002 29 187 18.93 

2016-19 128 620 2 694 791 20.95 63 002 33 294 15.17 

2016-20 100 798 3 091 517 30.67 63 002 30 434 21.91 

2016-21 84 260 1 654 899 19.64 63 002 27 275 18.25 

2016-22 98 246 1 379 069 14.04 63 002 27 660 17.24 

2016-23 80 463 1 729 548 21.49 63 002 25 489 10.64 

2016-24 114 687 2 412 839 21.04 63 002 31 912 15.75 

2016-25 81 977 2 208 708 26.94 63 002 25 827 11.16 

2016-26 79 575 1 612 755 20.27 63 002 26 383 11.21 

2016-27 103 993 1 683 476 16.19 63 002 30 357 18.59 

2018-1 100 137 2 361 838 23.59 63 002 29 556 17.91 
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3.5  系统发育树分析 

基于筛选出的高一致性 SNP 标记，通过 MEGA 

X 软件，基于邻接法（neighbor-joining，NJ），采用

Kimura 2-parameter 模型，bootstrap 重复 1 000 次，

构建各样品的系统发育树，如图 1 所示。25 份不同

生态类型菘蓝聚成 3 组，第 1 组为 2016-22 和 2016-

26，第 2 组为 2016-3、2016-4、2016-5、2016-16、

2016-20、2016-21，第 3 组为 2016-8、2016-14、2016-

15、2016-1、2016-2、2016-6、2016-18、2016-19、

2016-27、2018-1、2016-7、2016-9、2016-13、2016-

17、2016-23、2016-24、2016-25。 

 

图 1  不同生态类型菘蓝系统发育树 

Fig. 1  Phylogenetic trees of I. tinctoria of different 

ecological types 

3.6  群体结构分析 

根据试验筛选出的高一致性 SNP 标记，利用

Admixture 软件进行群体结构分析，经过交叉验证，K

值为 1～10 的聚类情况及各个 K 值对应的交叉验证

错误率结果如图 2、图 3 所示。当 K＝1 时，25 个不

同生态类型菘蓝基因来源为一类；当 K＝10 时，25 个

不同生态类型菘蓝可以分为 10 类。由于每个类群都

存在交叉现象，说明每个类群间的亲缘关系相对较

近。类群 1 主要是 2016-3 和 2016-9，类群 2 主要是

2016-1 和 2016-23，类群 3 主要是 2016-4、2016-5 和

2016-26，类群 4 主要是 2016-24 和 2016-25，类群 5

主要是 2016-13，类群 6 主要是 2016-6 和 2016-16，

类群7主要是2016-14和2016-15，类群8主要是2016-

19 和 2016-22，类群 9 主要是 2016-2 和 2016-7，类群

10 主要是 2016-18、2016-27 和 2018-1。而 2016-8、

2016-17、2016-20 和 2016-21 这 4 个生态类型的游离

在各个类群之间，2016-8 相比较而言，较为接近类群

10（遗传特征值为 0.373 1），2016-17 相比较而言，较

为接近类群 1（遗传特征值为 0.261 3）和类群 4（遗

传特征值为 0.245 9），2016-20 相比较而言，较为接近

类群 1（遗传特征值为 0.330 7）和类群 3（遗传特征

值为 0.297 8），2016-21 相比较而言，较为接近类群 1

（遗传特征值为 0.405 3）。但是，根据 Admixture 各个

K 值的交叉验证错误率折线图走势及结果可以看出，

K＝1 是应为最优 K 值。因此，25 个不同生态类型的

菘蓝样品群体关系为均来自同一个祖先。 

 

图 2  Admixture 各个 K 值对应的样品聚类结果 

Fig. 2  Sample clustering results corresponding to K values of Admixture 

2
0
1
6

-2
0 

K＝1 

 

K＝2 

 

K＝3 

 

K＝4 

 

K＝5 

 

K＝6 

 

K＝7 

 

K＝8 

 

K＝9 

 

K＝10 

 



·2380· 中草药 2024 年 4 月 第 55 卷 第 7 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 April Vol. 55 No. 7 

   

 

图 3  Admixture 各个 K 值的交叉验证错误率 

Fig. 3  Cross verification error rate of Admixture for each 

K value 

3.7  PCA 

基于 SNP，通过 EIGENSOFT 软件，进行 PCA，

得到样品的主成分聚类情况和具体数据如图 4 所

示。通过 PCA 三维聚类图可知，25 个样品的 SNP

结果聚为 1 个分组，同时也佐证了“3.6”项群体结

构分析的结果，25 个不同生态类型菘蓝为同一个祖

先，拥有共同的血缘来源。 

 

图 4  不同生态类型菘蓝 PCA 三维聚类图 

Fig. 4  PCA three-dimensional cluster map of I. tinctoria of 

different ecological types 

4  讨论 

十字花科菘蓝属有 7 种菘蓝，分别是长圆果

菘蓝 I. oblongata DC.、宽翅菘蓝 I. violascens 

Bunge、毛果菘蓝 I. tinctoria L. var. praecox (Kit.)、

欧洲菘蓝 I. tinctoria L.、三助菘蓝 I. costata C. A. 

Mey.、菘蓝 I. tinctoria L.、小果菘蓝等 I. minima 

Bunge。根据《中国植物志》中记载的各种菘蓝形

态特征描述，比对表 1 中田间调查记录结果，结

合对 25 个不同生态类型菘蓝种植情况，可以排除

不是宽翅菘蓝、小果菘蓝、毛果菘蓝、长圆果菘

蓝、欧洲菘蓝和三助菘蓝，因为 25 个不同生态型

菘蓝均为二年生、茎及基生叶背面不带紫红色、

植株被不具有白色柔毛、角果不着生柔毛和不具

有中脉 3 棱的特点，因此，可以确定此 25 个不同

生态类型的菘蓝是中国特有种菘蓝，与群体结构

和 PCA 的结果一致。根据表 1 中叶片表观特征描

述，25 个不同生态类型菘蓝可以分为 5 钟类型，

第 1 种类型为倒卵圆形无缺刻皱缩叶（2016-27、

2018-1），第 2 种类型为倒卵圆形缺刻皱缩叶

（2016-2），第 3 种类型为倒卵圆形无缺刻平坦叶

（2016-3、2016-4、2016-5、2016-6、2016-14、2016-

15、2016-16、2016-17、2016-18、2016-19、2016-

21、2016-22、2016-26），第 4 种类型为倒卵圆形

缺刻平坦叶（2016-9），第 5 种类型为披针形无缺

刻平坦叶（2016-1、2016-7、2016-8、2016-13、2016-

20、2016-23、2016-24、2016-25）。 

分子生物技术是现代生物学研究不可或缺的技

术手段。本研究利用 SLAF-seq 技术在菘蓝全基因

组范围内成功开发出了大量 SNP 位点，利用得到的

63 002 个群体 SNP 标记分析了不同生态类型菘蓝

种质的群体遗传多样性，根据 SNP 群体遗传结构、

PCA 及田间观测记录，25 个不同生态类型的菘蓝为

同一种属，具有共同的祖先和血清来源。SNP 系统

发育树将 25 个不同生态类型菘蓝聚为 3 类，第 1、

2 类对应田间观测调查的倒卵圆形无缺刻平坦叶，

而第 3 类涵盖了田间观测调查的 5 种类型。在 SNP

群体遗传结构的分析结果中，2016-8、2016-17、2016-

20 和 2016-21 这 4 个生态类型的游离在多个类群之

间，每一个类型都出现同属于几个类群的现象，结

合叶片表观特征调查的结果发现，这 4 个类型的菘

蓝均为倒披针形无缺刻平坦叶，并且种子的引种地

并不在同一个省份和地区，说明 2016-8、2016-17、

2016-20 和 2016-21 在市场流通比较频繁，为药农和

种植户所常选类型之一，因此在频繁的引种交换过

程中曾可能出现过与其他类群之间的基因交流，或

者经受各地不同环境气候的自然选择，从而导致类

群归类不具体的现象。 

综上所述，不同生态类型菘蓝形态上的差

异可能来源于种内遗传差异，差异的形成原因

可能是由于菘蓝在国内各地都是采用种子直播

的方式人工栽培，并且种子大多都是自繁自用

或区域性调种，很少出现大范围的调种现象，但

是我国东西南北气候和环境差异较大，因此菘

蓝种群的种内基因大范围交流受阻，外加各地

气候和环境对其的自然选择进化，形成了具有

区域特点的不同生态类型，表现了菘蓝的遗传
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多样性。目前，根据现有结果和数据，可以将 25

个同一种属不同生态类型菘蓝分为倒卵圆形无

缺刻皱缩叶、倒卵圆形缺刻皱缩叶、倒卵圆形无

缺刻平坦叶、倒卵圆形缺刻平坦叶、倒披针形无

缺刻平坦叶 5 个类群。此研究为后期进一步研

究不同类型菘蓝的基因来源和遗传进化提供参

考，为菘蓝种质分类、品种鉴定和分子辅助育种

提供借鉴。 
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