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基于 SSR 标记的雷公藤属植物遗传多样性和遗传结构评价 

励  娜 1, 姚媛媛 1, 陈一龙 1, 梁旭明 1, 郑丁丁 2, 张小梅 1*, 杨大坚 1* 

(1. 重庆市中药研究院, 重庆 400065;  2. 西南大学药学院, 重庆 400715) 

摘要: 雷公藤属植物是中药免疫抑制剂的首选原料药材。近年来, 由于生态环境破坏和人为过度采挖, 雷公
藤属植物野生资源急剧减少, 濒临灭绝, 因此亟需保护其野生资源和评价其遗传多样性。本文通过简单重复序列
分子标记 (simple sequence repeat, SSR) 探讨了 28个雷公藤属植物野生居群 (9个省共计 396个样本) 的遗传多
样性和遗传结构。结果表明, 雷公藤属植物具有较高遗传多样性水平, 多态百分比 (PPL) 为 77.29%, Shannon’s
信息指数 (I) 为 0.639 4, 平均基因杂合度 (H) 为 0.359 9。雷公藤属植物居群间存在较高的遗传分化, 平均基因
流 (Nm) 为 0.228 7。Nei’s 遗传距离构建群体聚类树和 Structure 聚类分析表明 28 个居群可分为 6 支系, 昆明山
海棠主要被分成四川、云南、贵州−重庆 3支, 东北雷公藤单独聚为 1支, 雷公藤被分成 2支, 其中过渡类型 LQ
和 NY 被单独聚为 1 支。本文为雷公藤属植物野生资源保护、遗传多样性研究和分子标记辅助育种等方面的研
究提供理论依据。 
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Abstract: The genus Tripterygium is an immune suppressor in the Chinese traditional medicines.  Due to 

the habitat destruction and anthropogenic over-exploitation, the wild genus  Tripterygium plants have decreased 
dramatically in recent years or even been endangered.  It is critical to evaluate and protect genus Tripterygium 
wild resource.  In this research, simple sequence repeat (SSR) molecular markers were applied to the investiga-
tion of the genetic diversity and genetic structure of 28 populations for genus  Tripterygium (396 samples from 9 
provinces in China).  We found a high level of genetic diversity (percentage of polymorphic loci PPL  = 77.29%, 
Shannon’s information index I = 0.639 4; Nei’s expected heterozygosity H = 0.359 9) and high genetic differentia-
tion among the populations (gene flow Nm = 0.228 7).  Based on Nei’s genetic distance, the phylogenic tree of 
populations was constructed and 28 populations were divided into 6 clusters according to STRUCTURE clustering 
analysis.  T. hypoglaucumwas was mainly divided into 3 clusters, including Sichuan, Yunnan and Guizhou-       
Chongqing.  T. regelii was separated to cluster 4, while T. wilfordii was divided into two clusters: the transition 
type LQ and NY were divided into cluster 5, and the others were in cluster 6.  These results provide a theory 

                                                              
收稿日期: 2016-05-24;  修回日期: 2016-07-06. 
基金项目: 重庆市应用开发计划 (重大) 项目 (cstc2014yykfC10005); 重庆市科委应用开发 (重大) 项目 (cstc2013jcsf10011). 
*通讯作者 Tel: 86-23-89029055, Fax: 86-23-89029008, E-mail: ZXM761@163.com;  

Tel: 86-23-89029018, Fax: 86-23-89029008, E-mail: yangdajian@foxmail.com 

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2016-0493  



· 154  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2017, 52 (1): 153 −161  

 

basis for the conservation of wild resource, research of genetic polymorphism and molecular marker for assisted 
breeding of genus Tripterygium. 

Key words: genus Tripterygium; simple sequence repeat; genetic diversity; population genetic structure; 
genetic resource conservation  

                                                                                                                                 

雷公藤属植物 (Tripterygium Hook. F) 是雷公藤
类制剂主要原料来源, 具有清热解毒、祛风通络、舒
筋活血、消肿止痛、杀虫止血等功效; 研究表明, 其
具有免疫调节、抗炎、抗菌、抗癌等药理作用, 临床
上广泛用于治疗类风湿性关节炎、红斑狼疮、银屑病

等多种自身免疫性疾病, 是疗效确切的中药免疫抑
制剂[1−4]。 
《中国植物志》中文版 (Flora Republicae Popularis 

Sinicae, 2009) 将我国雷公藤属植物分为 3 个种: 昆
明山海棠 (T. hypoglaucum (Lévl.) Hutch)、雷公藤 (T. 
wilfordii Hook. f.) 和东北雷公藤 (T. regelii Sprague 
et Takeda); 而《中国植物志》英文修订版 (Flora of 
China, 2013) 将上述 3个种合并为雷公藤。该属植物
药材主要来源于野生采挖, 其自然生长周期为4～5年, 
更新缓慢; 经过近 20余年的开发, 原盛产雷公藤属植
物的地区, 现今资源蕴藏量正在锐减 (浙江、福建、
江西、安徽等地雷公藤野生资源已基本枯竭; 四川、
云南、贵州等地昆明山海棠野生资源亦在锐减)[5, 6], 
雷公藤属药用植物野生资源受到严重威胁。 

为避免雷公藤属植物种质资源濒临灭绝, 有必
要对其遗传变异进行系统研究, 为其种质资源、良种
选育、分类依据和保护策略等提供有效参考。目前, 
已有的雷公藤属植物分子遗传研究分别在 ISSR[7]、

SRAP[7]、RAPD[8, 9]、cpDNA[10]、5S rDNA[11]和 ITS[11]

等序列上进行了该属植物的遗传多样性分析。但由于

目前研究报道大多针对昆明山海棠和雷公藤, 对同
属的东北雷公藤研究甚少, 使雷公藤属植物的遗传
结构研究缺乏完整性; 同时仅通过对少数地区少数
样本的遗传多样性展开研究, 无法为雷公藤属植物
野生资源的保护和利用提供有效指导。 

简单重复序列 (simple sequence repeat, SSR), 广
泛存在于基因组中, 由 2～6 个核苷酸为单位重复串
联组成, 不同生物个体在相同的 SSR 位点上单位片
段重复数量可能不完全相同, 因而形成多态性, 即
SSR分子标记。SSR标记变异率高、信息量大、位点
数量多、类型丰富, 对 DNA数量及纯度要求不高, 两
端序列保守 , 结果的重复性好 ; 在兼具 RFLP 和
RAPD优点的同时, SSR弥补了上述二者不能检测基
因组串联重复序列, 操作繁复、耗时等缺点, 具有更

好的重复性和稳定性[12, 13]。目前, SSR分子标记已逐
步应用于忍冬 (Lonicera japonica Thunb.)[14]、柴胡 
(Bupleurum chinense DC.)[15]、苎麻 (Boehmerianivea 
(L.) Gaud.)[16]和百合属 (Lilium L.)[17]等药用植物遗

传多样性分析。本文使用 SSR分子标记技术, 对全国
9 个省份 28 个雷公藤属植物居群进行遗传多样性和
遗传结构研究, 进而为该属植物种质资源保护、遗传
多样性分析和分子标记辅助育种等方面研究提供理

论依据。 
 

材料与方法 
实验材料  供试野生雷公藤属植物新鲜叶片样

本来自 28个居群共计 396个样本, 于 2014年 6月～
9 月间, 在我国四川、贵州、重庆、湖南、云南、浙
江、江西、湖北、吉林等 9个省份 28 个地域内收集
所得; 样地和样方设置时, 在路线调查中实地选择既
反映雷公藤属植物野生资源分布的普遍意义又反映

雷公藤属植物集中分布特点的地点设置开展样方调

查, 样方的选择采取随机抽样方法进行。单个植株样
本之间的空间距离为 1 km以上, 每个居群随机选取
5～20个植株样本。所有样本采用装有硅胶的自封袋
密封, 快速干燥, 经重庆市中药研究院生药研究所瞿
显友研究员鉴定, 保存于重庆市中药研究院中药博
物馆, 样本来源具体信息见表 1。 

DNA提取  用改良的 CTAB提取法从 30 mg雷
公藤属植物新鲜叶片中提取总DNA, 通过 1%  琼脂糖

凝胶电泳检测DNA的完整性和含量, 提取的DNA于
−20 ℃保存。 

SSR 分析方法  本实验前期以昆明山海棠为材
料, 采用磁珠富集法开发出 48 对引物; 并对开发的
引物进行筛选、验证和多态性检测, 筛除条带不清晰
或重复性差的标记, 最后筛选出 19对 SSR多态性高、
重复性好的引物 (表 2), 用于本实验的遗传多样性分
析。SSR-PCR 扩增反应体系为 20 µL, 包括 ddH2O 
14.8 μL、dNTP 0.4 μL (2.5 mmol·L−1)、Buffer 2 μL、
F-primer 0.3 μL、R-primer 0.3 μL、DNA模板 2 µL 
(50～100 ng·L−1)、Taq 酶 0.2 μL (5 U·L−1); 反应在
A&B 7900型 PCR仪上进行, 扩增程序为: 94 ℃预变

性 5 min; 变性 30 s (94 ℃), 54 ℃复性 35 s, 72 ℃延伸 
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Table 1  Location and sampling size of genus Tripterygium populations  

No. 
Population 

code 
Species Location 

Sample 
size 

Longitude E Latitude N 
Altitude 

/m 
1 PW Tripterygium hypoglaucum   Puwei, Miyi Prefecture, Sichuan Province 20 E101°59′31″ N27°03′33″ 2 226 

2 HS (Lévl.) Hutch Hengshan, Miyi Prefecture, Sichuan Province 20 E102°00′40″ N26°59′26″ 1 824 

3 DZ  Dezhou, Dechang Prefecture, Sichuan Province  20 E102°08′21″ N27°23′44″ 1 772 

4 LL  Linli, Mianning Prefecture, Sichuan Province 20 E102°11′57″ N28°22′43″ 1 624 

5 SL  Shilong, Mianning Prefecture, Sichuan Province  7 E102°12′14″ N28°31′21″ 1 840 

6 NH  Nanhua, Chuxiong Prefecture, Yunnan Province  10 E101°01′23″ N25°19′30″ 2 507 

7 DL  Dali, Yunnan Province 20 E100°07′31″ N25°41′59″ 2 450 

8 NJ  Najian, Yunnan Province 21 E100°32′51″ N24°48′37″ 1 696 

9 BS  Baoshan, Yunnan Province 21 E99°06′58″ N25°07′30″ 2 280 

10 LS  Leishan, Guizhou Province 20 E108°13′43″ N26°25′07″ 1 160 

11 JH  Jianhe, Guizhou Province 21 E108°33′18″ N26°37′58″ 811 

12 YJ  Yinjiang, Guizhou Province 5 E108°36′48″ N27°56′27″ 873 

13 WL  Wulong, Chongqing Municipality 20 E107°42′24″ N29°30′23″ 1 589 

14 SZ  Shizhu, Chongqing Municipality 16 E108°23′01″ N30°13′23″ 1 580 

15 JJ  Jiangjin, Chongqing Municipality 21 E106°26′06″ N28°36′21″ 1 164 

16 NY  Nanyue, Hunan Province 20 E112°38′18″ N27°14′06″ 738 

17 XN  Xinning, Hunan Province 6 E110°54′04″ N26°26′07″ 764 

18 WG  Wugang, Hunan Province 5 E110°37′21″ N26°39′02″ 1 094 

19 LC  Lichuan, Hubei Province 6 E108°39′50″ N30°25′25″ 1 415 

20 TC Tripterygium wilfordii   Tongcheng, Hubei Province 8 E113°45′37″ N28°07′20″ 152 

21 LQ Hook.f. Longquan, Zhejiang Province 10 E118°58′14″ N28°05′21″ 1 208 

22 NC  Nanchang, Jiangxi Province 15 E115°43′10″ N28°48′29″ 168 

23 WY  Wuyuan, Jiangxi Province 10 E117°32′45″ N29°05′40″ 60 

24 XS  Xiushui, Jiangxi Province 9 E114°02′41″ N28°55′40″ 152 

25 TH Tripterygium regelii  Sprague  Tonghua, Jilin Province 10 E126°04′26″ N41°34′02″ 650 

26 JY et Takeda Jiangyuan, Jilin Province 19 E126°42′09″ N41°55′39″ 1 024 

27 LJ  Linjiang, Jilin Province 20 E126°55′20″ N41°50′11″ 739 

28 CB  Chibei, Jilin Province 20 E128°10′59″ N42°11′07″ 1 090 

 

40 s, 共 35个循环; 最终 72 ℃延伸 3 min。将甲酰胺
与分子量内标按 100∶1 的体积比混匀, 加入上样板
15 μL, 再加入稀释 10倍的 PCR产物 1 μL。用 3730XL
测序仪进行毛细管电泳 , 利用 Genemarker 中的
Fragment (Plant) 片段分析软件对测序仪得到的原始
数据进行分析, 将各泳道内分子量内标的位置与各
样品峰值的位置做比较分析, 得到片段大小。 

数据分析  遗传多样性分析 1 个引物为 1 个等     
位基因, 将每个样品在各个等位基因的片段大小按
照 GenAlEx 6软件要求的格式录入到 EXCEL中, 转
化格式后用 POPGENE 3.2 软件进行遗传多样性分    
析, 包括计算群体的基因型频率、多态位点百分率 
(percent of polymorphic loci, PPL)、等位基因数 (the 
number of alleles, A)、有效等位基因数  (effective 
number of allele, Ne)、期望杂合度  (expected het-
erozygosity, He)、观察杂合度 (observed heterozygosity, 
Ho)、Nei遗传多样度 (H)、固定指数 (F)、F-统计量
和基因流 (gene flow, Nm)。用 Nei’s 的遗传一致度 

(genetic identity) 和遗传距离 (genetic distance) 来衡
量各种群之间的遗传分化大小。 

群体遗传结构分析使用 Structure 软件检测群体
间遗传结构。Structure 使用一种基于模型的贝叶斯    
聚类法将各个个体分配到不同的聚类中去, 它不需
要群体和相关的地理信息, 而是基于对个体基因型
的分析, 对每个群体样本量的大小没有要求[18]。采用

Evanno 等统计值 ΔK 确定个体聚类的数量 K 值, ΔK
是通过相邻 K 值间 L (K) 的第二顺序改变率 (the 
second order rate of change) 计算得到[19]。Structure运
行的相关参数如下: K = 1～28, 混合模型 (admixture 
model), 马尔科夫链蒙特卡洛 (Markov Chain Monte 
Carlo simulation, MCMC) 的统计方法, 10次独立运
行软件, 并将 Bum in和 Run length分别设为 30 000
和 100 000。使用 Structure Harvester 计算 ΔK值[20]并

确定最优 K值。根据 Structure的聚类结果将 28个群
体分组; 使用Arlequin对雷公藤属群体进行遗传变异
的分子方差 (AMOVA) 分析[21], 估测遗传变异在物 
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Table 2  Sequences of SSR primers  

Locus Primer sequences 5'−3' Repeat motif Size range/bp Ta /℃ GenBank accession No. 

P2 F: TCATAACACAGTTTACTACACG (GA)9 133 54 KT795482 

 R: ACACTTCTGATATTCTTCCTAC     

P3 F: ACCGTTGTTTCTAAAACCCTGT (CT)9  84 56 KT795483 

 R: ATTCAAAATCAAAGCAACGAGA     

P6 F: TTGATCCTTGCGAAGATGTCCT (CT)7 109 58 KT795486 

 R: GAACGTGCACTTGTGTGGGTTT     

P10 F: GAATTCATAGTTGTCCCAAG (AG)11...(AG)4 101 53 KT795490 

 R: ACAATCCCCTGCTACATCAG     

P14 F: ATGGACATACGGTTGAAGGAGA (CT)11 165 58 KT795494 

 R: TGATGGAGCAGAAACATGAGAG     

P18 F: TGAAAAAATTGTACAACGATGT (CT)8 108 50 KT795498 

 R: TAACCTAAACCCATTATCAAAA     

P19 F: TCTGAAGAAAGCAGTGAGGGAC (GA)8 208 60 KT795499 

 R: AAGCGAGAGAACGACTTGGAAG     

P27 F: TGGCATAGTGTTATATTTTGAG (TG)4...(GT)2...(AT)5(AC)3(AT)8 273 53 KT795507 

 R: TGAATGTGAATTTGAAGAGTAG     

P28 F: TCTACAAAAAGAAGAAGAAAAC (AT)4(AC)7(AT)2 137 53 KT795508 

 R: AAAGACGGAAACATTGAAGTAT     

P29 F: AAACAAGGTTCTGTTTCCTCAA (CA)6 105 53 KT795509 

 R: AATTCCTCACTTGGAAATCAAT     

P30 F: ATTCTAGTGTTGCTCTACTCGA (TA)3(TG)5 156 53 KT795510 

 R: TCTTCTTTATCAATGTGTTCTG     

P31 F: TCTCACTTTTCTTCTTTACCG (GA)12 192 54 KT795511 

 R: TTTATCTATCTTCCTCTTCCC     

P33 F: TTGCTTACTCATATTCACAAAG (CT)10 209 53 KT795513 

 R: CAAAGAAAAAGATCATCCACTT     

P35 F: CCTGAGAAGAATTGTAAGTGC (TC)13(TA)11(CA)6 285 56 KT795515 

 R: ATTGTTTATGAGGTATGGAGA     

P36 F: TGGTGAGTGTGAAGAAGAAAGA (CCA)7 217 54 KT795516 

 R: AAAGCATAGTAAGAAACAAGGG     

P37 F: AAGTAGAATAGGTTATGGGTAG (TC)14 306 54 KT795517 

 R: GTGGTAGTAAGAGATTTGTGTC     

P41 F: TAAGAAAAGAGATGCAAATGAC (GA)13 274 51 KT795521 

 R:AATACCTAACAAAAAAAGAACG     

P46 F: CTCAAACACTCAATACAAAAAT (CA)8 113 52 KT795526 

 R: ATGTGCTACCAGATCATCACTA     

P48 F: TGTGATTTAGCTAGTGTTGAG (TA)4...(AT)4(AC)8 297 54 KT795528 

 R: ACATACATGAGTTTGTGGGAT     

 
种间、物种内群体间、群体内个体间的分配情况, 以
进一步揭示物种和群体的分化程度, 分析采用 1 000
次置换检验。使用 Population 软件构建基于 Nei’s遗
传距离的邻接树 (neighbour-joining tree)。 
 
结果与分析 
1  遗传多样性分析 

通过 19对多态性引物对雷公藤属植物 3个物种、
28 个群体、396 个样本进行遗传多样性研究。从 19
个位点的等位基因来看, 观测等位基因数 (A)、有效

等位基因数 (Ne) 的范围分别是 6～43、2.061  2～
26.566 8, 平均值分别为 13.684 2、5.326 8。A的最高
位点是 P35, 最低是 P29和 P3; Ne的最高位点是 P35, 
最低是 P29, A和 Ne的变化规律基本一致。各位点的

群体遗传学参数 I (Shannon’s信息指数)、Ho、He、H、
PIC (多态信息含量) 的平均值分别为 1.711 1、0.652 8、
0.728 7、0.727 8、0.697 2。I的最大值和最小值分别
为 3.431 5 (P35)、0.895 1 (P29); Ho的最大值和最小值

分别为 0.912 3 (P29)、0.115 5 (P35); He的最大值和最

小值分别为 0.963 6 (P35)、0.515 5 (P29); H的最大值 
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和最小值分别为 0.962 4 (P35)、0.514 9 (P29); PIC的
最大值和最小值分别为 0.961 0 (P35)、0.450 2 (P29) 
(表 3)。根据遗传多样度 H 的结果, 可以看出各个位
点的多态性水平较高。 
2  居群遗传多样性分析 

群体中, 等位基因数 (A)、有效等位基因数 (Ne) 的

范围分别是 1.473 7～5.052 6、1.349 5～3.064 7, 平均值
分别为 2.842 1、1.964 8。表明雷公藤属植物群体存在
等位基因差异, 但差异不明显。最大值 A在群体吉林
省临江 (LJ) 的群体, 最小值在群体贵州省印江 (YJ); 
最大值 Ne 在群体江西省南昌 (NC) 的群体, 最小值
在群体贵州省印江 (YJ); 说明从等位基因的变异来看
贵州省印江 (YJ) 群体的变异最差。A和 Ne最小值出

现在群体湖北通城 (TC), 两个结果可以初步看出其
群体的数量较小应是引起其变异较差的主要原因。各

群体遗传学参数 I、Ho、He、H的范围分别为 0.233 6 
(YJ)～1.174 2 (LJ)、0.466 2 (LQ)～0.817 5 (LL)、0.160 2 
(YJ)～0.663 1 (NC)、0.144 2 (YJ)～0.634 2 (NC), 平均
值分别为 0.639 4、0.654 5、0.377 5、0.359 9 (表 4)。 

结果表明, 雷公藤属植物不同群体内的遗传多
样性水平较高。群体之间存在一定的差异, 但差异变
化不大。各群体中 Ho均大于 He (除 NC 群体中, He

和 H 几乎一致外), 说明群体内几乎无杂合子缺失现

象。从 PPL的结果中可以看出群体贵州雷山 (LS)、
贵州剑河 (JH)、江西南昌 (NC)、吉林临江 (LJ) 的多
态百分比均为 100%, 多态性较好; 而贵州印江 (YJ) 
的多态百分比为 31.58%, 多态性最差。贵州印江 (YJ) 
A、Ne、I、He、H和 PPL指标中均为最小, 说明其遗
传多样性较低。 
3  遗传结构研究 

F-统计量和基因流如表 5 所示, Fis有 9 个位点     
为负值, 其余位点均为正值, 正值的范围为 0.034  0～
0.568 7, 平均值为0.038 2, Fis出现了负值, 说明杂合子
过剩; Fit均为正值, 范围为 0.077 4～0.844 8, 平均值为
0.540 5。根据 Fis和 Fit平均值的统计结果来看, 居群间
近交程度较高, 居群内个体间的遗传近交程度较低。 

Fst范围为 0.226  2～0.761 1, 平均值为 0.522 3, 根
据 Fst的结果可以看出, 除了位点 P35 为 0.226  2, 在
0.15～0.25 之间, 具有较高的遗传分化水平以外, 其
余范围在 0.307 9～0.761 1, 均在 0.25以上, 表明雷公
藤属植物居群间的遗传分化水平很高, 接近 48%  的

遗传变异, 来自于群体内部; 52%  的遗传变异, 来自
于群体之间, 因此遗传分化存在群体之间、群体内部
均存在, 且几乎相当。 

基因流 Nm 在 0.078 5～0.855 2 内 , 平均值为    
0.228 7 < 1。群体间的基因交流相对较低, 导致居群内 

 
Table 3  Analysis on genetic diversity of genus Tripterygium at different locus.  A: The number of alleles; Ne: Effective number of 
allele; I: Shannon’s information index; Ho: Observed eterozygosity, He: Expected heterozygosity; H: Nei’s expected heterozygosity; PIC: 
Polymorphism information content  

Locus A Ne I Ho
 He

 H PIC 

P2  7  2.647 2 1.305 4 0.691 7 0.623 0 0.622 2 0.589 7 

P3  6  2.173 3 1.038 0 0.877 8 0.540 5 0.539 9 0.500 4 

P6 17  2.277 2 1.376 2 0.695 0 0.561 6 0.560 9 0.544 0 

P10 13  4.510 9 1.725 3 0.632 5 0.779 3 0.778 3 0.746 0 

P14 12  3.685 3 1.613 9 0.797 0 0.729 6 0.728 6 0.695 1 

P18  9  3.763 3 1.503 3 0.561 7 0.735 2 0.734 3 0.693 1 

P19 12  3.901 3 1.692 1 0.516 7 0.744 6 0.743 7 0.713 4 

P27 13  2.421 4 1.287 4 0.745 5 0.587 8 0.587 0 0.544 0 

P28 10  3.322 9 1.367 8 0.806 7 0.700 1 0.699 1 0.646 3 

P29  6  2.061 2 0.895 1 0.912 3 0.515 5 0.514 9 0.450 2 

P30  9  4.137 0 1.625 8 0.794 4 0.759 3 0.758 3 0.721 8 

P31 18  8.415 5 2.300 0 0.486 1 0.882 3 0.881 2 0.869 5 

P33 12  3.197 4 1.603 1 0.633 6 0.688 1 0.687 2 0.664 1 

P35 43 26.566 8 3.431 5 0.115 5 0.963 6 0.962 4 0.961 0 

P36 10  3.626 7 1.434 3 0.736 0 0.725 2 0.724 3 0.678 6 

P37 17  5.512 9 2.079 0 0.757 7 0.819 7 0.818 6 0.800 2 

P41 23  8.221 7 2.423 1 0.401 0 0.879 5 0.878 4 0.867 8 

P46  9  4.174 2 1.688 5 0.690 2 0.761 4 0.760 4 0.730 6 

P48 14  6.592 1 2.121 3 0.551 9 0.849 4 0.848 3 0.831 8 

Mean 13.684 2  5.326 8 1.711 1 0.652 8 0.728 7 0.727 8 0.697 2 
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Table 4  Analysis on genetic diversity of genus Tripterygium populations.  A: The number of alleles; Ne: Effective number of allele;     
I: Shannon’s information index; Ho: Observed eterozygosity; He: Expected heterozygosity; H: Nei’s expected heterozygosity; PPL:     
Percentage of polymorphic loci  

Population 
code. Species A Ne

 I Ho
 He

 H PPL/% 

PW Tripterygium hypoglaucum   3.631 6 2.481 1 0.812 3 0.668 4 0.441 7 0.430 7  78.95 

HS (Lévl.) Hutch 4.263 2 2.425 3 0.880 2 0.666 8 0.459 2 0.447 6  94.74 

DZ  3.631 6 1.930 6 0.742 1 0.679 9 0.401 5 0.390 5  89.47 

LL  2.263 2 1.543 1 0.402 8 0.817 5 0.225 8 0.220 2  63.16 

SL  1.842 1 1.516 2 0.398 1 0.749 4 0.274 6 0.251 3  63.16 

NH  2.157 9 1.769 5 0.545 0 0.636 0 0.3603 0.341 5  73.68 

DL  2.947 4 1.958 1 0.677 0 0.673 7 0.397 8 0.387 7  84.21 

NJ  2.684 2 1.872 3 0.614 8 0.643 5 0.369 0 0.359 8  78.95 

BS  2.210 5 1.795 3 0.556 7 0.673 8 0.352 3 0.342 8  78.95 

LS  3.736 8 2.147 3 0.814 0 0.548 3 0.459 0 0.447 5 100.00 

JH  3.789 5 2.280 4 0.806 7 0.621 4 0.443 9 0.433 2 100.00 

YJ  1.473 7 1.349 5 0.233 6 0.778 9 0.160 2 0.144 2  31.58 

WL  2.894 7 1.573 1 0.515 5 0.749 3 0.280 4 0.273 3  89.47 

SZ  2.947 4 1.777 7 0.603 1 0.658 6 0.341 6 0.330 1  89.47 

JJ  3.210 5 1.996 4 0.690 0 0.636 0 0.381 7 0.373 0  78.95 

NY  3.263 2 2.461 7 0.855 6 0.582 6 0.487 6 0.459 6  74.68 

XN  2.842 1 2.242 6 0.788 9 0.593 0 0.498 0 0.456 0  89.47 

WG  2.105 3 1.760 8 0.512 9 0.666 7 0.354 4 0.308 5  63.16 

LC  1.894 7 1.552 4 0.450 9 0.612 3 0.320 0 0.291 4  68.42 

TC Tripterygium wilfordii  1.631 6 1.387 8 0.305 4 0.736 8 0.210 1 0.192 0  52.63 

LQ Hook.f. 1.789 5 1.613 7 0.447 2 0.466 2 0.329 5 0.307 1  68.42 

NC  4.157 9 3.064 7 1.160 4 0.663 0 0.663 1 0.634 2 100.00 

WY  2.000 0 1.575 6 0.437 6 0.515 8 0.297 5 0.282 5  73.68 

XS  2.000 0 1.618 4 0.429 3 0.694 4 0.276 9 0.259 5  52.63 

TH Tripterygium regelii   2.894 7 2.092 1 0.647 6 0.690 5 0.382 3 0.350 9  73.68 

JY Sprague et Takeda 3.526 3 2.378 5 0.797 2 0.622 9 0.433 4 0.422 4  73.68 

LJ  5.052 6 3.019 1 1.174 2 0.643 1 0.6173 0.598 1 100.00 

CB  2.736 8 1.832 4 0.604 3 0.636 5 0.350 9 0.342 3  78.95 

Mean  2.842 1 1.964 8 0.639 4 0.654 5 0.377 5 0.359 9  77.29 

 
遗传分化较大, 因此受限的基因流是雷公藤属植物
遗传分化较高的一个原因。 

雷公藤属植物分子方差分析 (AMOVA) 如表 6
所示, 雷公藤属植物的遗传变异主要存在于群体内
个体间 (45.22%), 其次为物种之间 (30.49%), 最后
为物种内群体间 (24.29%), 其结果与 F-statistic 的分
析结果基本一致, 证明雷公藤群体的遗传变异主要
是来源于群体内个体间的遗传差异。 
4  遗传距离、遗传一致度及聚类分析 

根据 Nei’s的计算方法对雷公藤属植物的群体进
行遗传距离和遗传一致度的统计分析, 可以看出群
体间遗传距离的范围是 0.026 1～4.553 3, 其中遗传
距离最近的是四川省米易县普威 (PW) 和四川省米
易县横山 (HS) 群体, 距离最远的是四川省冕宁县
石龙 (SL) 和湖北省通城县 (TC) 群体; 遗传一致度

的范围: 0.010 5～0.974 3, 遗传一致度最高: PW 和

HS群体, 遗传一致度最低: SL和 TC群体。 
根据 Nei’s 遗传距离构建群体聚类树 (图 1), 结

果显示 4 个东北雷公藤群体 (TH、JY、LJ、CB) 单
独聚在一起; 5 个雷公藤群体中的 4 个 (NC、WY、
XS、TC) 聚在一起, 浙江龙泉 (LQ) 未与其余 4 个
雷公藤群体聚在一起, 而是与昆明山海棠群体湖南
南岳 (NY) 的亲缘关系更近。形态上浙江的雷公藤
群体 LQ 是典型的过渡类型, 叶片明显大于雷公藤; 
四川 5个昆明山海棠群体 (PW、HS、LL、SL、DZ) 
首先聚在一起, 然后依次与云南 4个群体 (DL、NH、
NJ、BS)、湖南两个群体 (XN、WG)、贵州 3个群体 
(YJ、LS、JH)、重庆 3 个群体 (JJ、WL、SZ) 聚在
一起, 最后与湖北利川 (LC) 和湖南南岳 (NY) 聚
在一起。从群体聚类树可以看出有典型的过渡类型,  
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Table 5  Analysis on inbreeding coefficient and gene flow.  Fis: 
Mean inbreeding coefficient within individuals relative to sub-
population; Fit: Mean inbreeding coefficient within individuals 
relative to the total population;  Fst: Mean inbreeding coefficient 
within subpopulation relative to the total population;  Nm: Gene 
flow 

Locus Fis
 Fit

 Fst
 Nm

 

P2 −0.192 8 0.469 7 0.555 4 0.200 1 

P3 −0.026 8 0.754 7 0.761 1 0.078 5 

P6 −0.077 1 0.498 4 0.534 3 0.217 9 

P10 −0.069 6 0.543 0 0.572 7 0.186 5 

P14  0.108 4 0.745 5 0.714 5 0.099 9 

P18 −0.016 6 0.458 0 0.466 8 0.285 5 

P19 −0.133 1 0.365 4 0.439 9 0.318 3 

P27  0.138 5 0.650 2 0.593 9 0.170 9 

P28  0.427 8 0.797 2 0.645 7 0.137 2 

P29  0.568 7 0.844 8 0.640 1 0.140 6 

P30  0.094 9 0.733 1 0.705 1 0.104 6 

P31 −0.043 9 0.455 5 0.478 4 0.272 6 

P33  0.046 1 0.504 4 0.480 4 0.270 4 

P35 −0.192 4 0.077 4 0.226 2 0.855 2 

P36  0.173 7 0.687 6 0.621 9 0.152 0 

P37  0.393 9 0.660 5 0.439 9 0.318 3 

P41  0.034 0 0.331 5 0.307 9 0.561 9 

P46  0.096 4 0.566 2 0.519 9 0.230 8 

P48 −0.024 6 0.481 9 0.494 3 0.255 7 

Mean  0.038 2 0.540 5 0.522 3 0.228 7 

 
Table 6  Analysis on molecular variance (AMOVA) of genetic 
diversity in genus Tripterygium.  df: Degree of freedom; SS: 
Sum of squares  

Source of variation df SS Percentage of 
variation/% F-statistic 

Among species   2   855.067 30.49 0.304 94 
Among populations 
within species  25 1 255.487 24.29 0.349 47 

Within populations 774 2 393.773 45.22 0.547 84 

 
这些过渡类型在之前的研究[5, 8, 11, 22, 23]中有提过。 

Structure 聚类分析根据不同个体等位基因频率
的差异对雷公藤属植物群体进行 Structure 聚类分    
析。因为群体数量为 28, 计算中将 K值设置为 1～28, 
根据 Evanno[24]的评判标准及计算公式得 ΔK 与 K 值
关系图 (图 2), 发现 K = 11时, ΔK值最大, 但是由于

K = 11 的数值太大, 将类群分类太细无意义, 因此选
取 ΔK次高点对应的 K值 (K = 6)。根据 Structure 结        
果, 将 3个物种、28个群体分成遗传组成上 6个不同
的组 (图 3), 昆明山海棠主要被分成四川、贵州和重    
庆、云南 3个组, 东北雷公藤分成 1组, 典型的雷公
藤被分成了 1 组, 而过渡类型浙江省龙泉市 (LQ) 和 
 

 
Figure 1  Neighbour-joining tree of genetic relationships among 
28 populations of genus Tripterygium 
 

 
Figure 2  Relational graph between ΔK and K 

 

 
Figure 3  Structure dendrogram in clustering analysis among 28 populations of genus Tripterygium 
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湖南省南岳区 (NY) 则被分成 1 组。说明雷公藤和
昆明山海棠在形态变异上和地理分布上都是连续的, 
有大量过渡类型存在, 区分 2个种群存在一定难度。 
 

讨论 
使用 19 对多态引物对雷公藤属植物 3个物种、

28个群体、396个样本进行遗传多样性研究。根据各
位点遗传学参数 I、Ho、He、H、PIC范围 (0.895 1～
3.431 5、0.115  5～0.912 3、0.515 5～0.963 6、0.514 9～
0.962 4、0.450  2～0.961 0) 及平均值 (1.711 1、0.652 8、
0.728 7、0.727  8、0.697 2)、A、Ne及遗传学参数的结

果可知, 以昆明山海棠开发出的 19 对引物多态性水 
平较高, 能有效地应用于雷公藤全属植物并对其遗
传多样性进行研究。 

物种或群体遗传多样性大小是长期进化的产物, 
一个群体 (或物种) 遗传多样性越高或遗传变异越
丰富, 对环境变化的适应能力越强, 越容易扩展其分
布范围和开拓新的环境[25]。本研究以广泛、大量的

样本量, 真实地反映了雷公藤属内遗传多样性水平: 
从不同群体的 A 和 Ne可知, 群体的等位基因差异不
大; 从 A、Ne、I、He、H 和 PPL 可知总体雷公藤属
植物各群体存在一定差异, 各群体遗传多样性均较
高, 表明其适应性较强。而群体间基因流水平低导致
群体遗传分化程度较高, 受限的基因流是雷公藤属
植物遗传分化较高的一个原因。 

植物群体遗传变异水平主要受到繁育系统、分布

范围和生活习性的影响[25−27]; 长寿命、广域分布、远
交、动物取食传播的物种具有较高遗传多样性水    
平[28]。本研究中雷公藤属植物群体遗传多样性较高

可归因于其自身生物学特性: 多年生木本, 风媒传粉, 
繁育系统以异交为主, 繁殖方式以有性生殖为主等, 
这些均有利于遗传多样性的积累和保持。 

空间遗传结构分析有助于探讨物种进化机制、揭

示植物濒危机制; 有助于物种遗传多样性的保护与
利用。植物种群的遗传结构反映了各种因素的相互作

用, 突变、遗传漂变和自然选择会导致群体遗传分化, 
促进遗传结构的形成; 而基因流则使群体遗传均质
化, 削弱遗传结构[29]。此外, 繁殖系统也会对群体遗
传结构产生影响: 具有近亲繁殖系统的物种, 群体间
遗传分化往往高于混合繁育和远缘杂交的物种; 自
交减少了有效群体的大小, 从而使遗传漂变和近交
水平增加, 导致群体间遗传变异增大[30]。群体遗传学

中, 基因流 Nm = 1.0作为临界值, Nm < 1.0时, 基因流
不足以抵制群体内因遗传漂变而引起的分化而导致

遗传结构的产生; Nm > 1.0则相反[31]。 
雷公藤群体的遗传变异主要来源于群体内个体

间遗传差异。根据 Nei’s遗传距离构建群体聚类树和
Structure聚类分析, 昆明山海棠被分成了四川、云南、
贵州−重庆 3组, 东北雷公藤被单独分成 1组, 雷公藤
被分成了 2 组, 其中过渡类型浙江龙泉 (LQ) 和湖南
南岳 (NY) 被单独分成 1组。这一结果与雷公藤属植
物在分类学上一直存在的争议相呼应: 昆明山海棠
与雷公藤形态与性状相似, 在分子水平上也难以鉴
别。本实验研究结果以 SSR的角度, 支撑了已有研究
报道[5, 8, 11, 22, 23]的观点, 表明了在形态变异和地理分
布上都是连续的雷公藤和昆明山海棠不能有效地被

区分, 存在大量的过渡类型。本研究所得结果显示雷
公藤属植物遗传多样性水平较高, 群体间基因流水平
较低导致群体遗传分化程度较高。雷公藤属植物繁育

系统以异交为主, 风媒传粉, 本应具有较高的基因流; 
而本实验结果显示其基因流低 (Nm = 0.228 7), 推测
导致其基因流受限的原因是人类活动致使生境破碎

化, 人类的过度采集更加阻碍了群体间的基因交流。 
雷公藤属植物是极具开发价值的野生中药材资

源, 目前该属植物仍具较高的遗传多样性水平和显
著的遗传结构。但在本研究资源调查中发现, 一些地
区的该属植物被恶性杂草紫茎泽兰排挤, 适生环境
遭到严重破坏; 在华东地区严禁砍伐木材后, 山区森
林郁闭度高, 喜向阳的雷公藤属植物长势渐弱, 导致
这些地区群体较小; 再加上人类不加节制的药用采
集, 导致该属植物野生群体资源日渐减少, 造成有效
群体的减小。 

雷公藤属植物各区群和种群均具有较高遗传性, 
分化较高。主要以自交和种群内部近交方式进行繁

殖。人为因素是其野生资源逐步枯竭的主要原因, 与
自身繁殖和适生能力没有太大关系, 但与其他种群
竞争的因素也不容忽视。受限的基因流和缩减的有效

群体会使该属植物受到遗传漂变的影响, 导致其遗
传多样性急剧下降; 因此急需保存雷公藤属植物的
遗传多样性, 减少人为采集、发展人工种植; 可根据
Structure 结果, 对每一个分组进行资源收集, 以便尽
量多地保存现有的遗传资源。 
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