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基于 cp DNA 的当归野生与栽培种质鉴定与遗传变异分析
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［摘要］ 目的：基于叶绿体基因（cp DNA）对甘肃省 11 个当归栽培品种（系）及 7 个野生当归居群进行了遗传变异分析，为

当归的种质鉴定和新品种的选育提供参考。方法：利用 3 对 cp DNA 引物对当归样品进行聚合酶链式反应（PCR）扩增并测序，

利用 MegaX 软件对序列特征进行统计，并计算当归居群间平均遗传距离，利用 NTSYS 2.10e 软件构建遗传距离非加权组平均

法（UPGMA）聚类图。利用 DanSP v6 软件计算当归序列多态性及 Tajima 中性检验；利用 PERMUT 软件计算当归居群结构；利
用 Arlequin v3.5 软件进行分子变异分析；最后利用 PopART 1.7 软件构建 TCS 单倍型网络图。结果：3 对 cp DNA 引物扩增、测

序、比对、合并后的序列长度为 1 759 bp，野生当归检测到 1 个变异位点，栽培当归检测到 480 个变异位点，其中单一突变位点

97 个，简约信息位点 383 个，插入-缺失位点 152 个。在野生组和栽培组当归 cp DNA 的 matK、psbA-trnH 和 rbcL 3 个区域中，多

态性最高的区域均为 matK。全部当归联合序列的 Tajima 中性检验均为不显著负值，但在栽培当归中 psbA-trnH 和 rbcL 基因中

呈显著负值，说明当归整体上遵循中性进化，而 psbA-trnH 和 rbcL 基因经历过选择。野生居群间的遗传分化程度（Fst=0）低于

栽培当归居群间的分化程度（Fst=0.114 19，P<0.05），且二者之间遗传分化程度较高（Fst=0.942 55，P<0.01）。栽培当归居群中

变异主要来源于居群内部（89%）。遗传距离 UPGMA 聚类树显示野生当归和栽培当归各自聚为一支，亲缘关系较远，栽培当

归中居群 3 距离其他栽培当归居群较远。TCS 单倍型网络图由 15 个单倍型和 4 个未知单倍型构成，分为 3 部分，各部分间变异

次数较多，共享单倍型仅分布于野生或栽培组之内，组间不存在共享单倍型。结论：当归在物种水平上遗传多样性偏低，野生

当归居群多样性低于栽培当归，野生与栽培当归组间的遗传分化程度高，而野生当归居群内和栽培当归居群内的分化程度均

较低，栽培当归中遗传变异主要存在于居群内。
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［［Abstract］］ Objective：： To conduct genetic variation analysis of 11 cultivars and 7 wild populations of

Angelica sinensis in Gansu province based on the chloroplast gene（cp DNA），and provide references for

germplasm identification and breeding of new cultivars of A. sinensis. Method：：Three pairs of cp DNA primers

were used for polymerase chain reaction（PCR）amplification and sequencing of A. sinensis samples. MegaX was

used to perform statistics on sequence characteristics and calculate mean genetic distances among A. sinensis

populations. Unweighted pair-group method with arithmetic means（UPGMA）clustering tree based on genetic

distance was constructed by NTSYS 2.10e. DanSP v6 was used to calculate sequence polymorphism and Tajima's

D of A. sinensis. PERMUT was used to calculate the population structure of A. sinensis. Arlequin v3.5 was used

to perform molecular variation analysis，and PopART1.7 was used to construct TCS haplotype network. Result：：

Three pairs of cp DNA primers were amplified，sequenced，compared，and combined to give a sequence length

of 1 759 bp. One variable site was detected in the wild A. sinensis and 480 variable sites were detected in the

cultivated A. sinensis，including 97 singleton variable sites，383 parsimony informative sites，and 152 insertion-

deletion sites. In the three regions of matK，psbA-trnH，and rbcL of cp DNA in the wild and cultivated

A. sinensis，matK was the region with the highest polymorphism. Tajima’s D of all the combined sequences of

A. sinensis were not significantly negative，but psbA-trnH and rbcL genes of the cultivated A. sinensis were

significantly negative，indicating that the A. sinensis followed neutral evolution on a whole，while psbA-trnH

and rbcL genes had undergone selection. The degree of genetic differentiation（Fst=0）among wild populations

was lower than that among cultivated populations（Fst=0.114 19，P<0.05）. The degree of genetic differentiation

between wild and cultivated A. sinensis was relatively high（Fst=0.942 55，P<0.01）. Genetic variation in the

cultivated A. sinensis was mainly found within the populations（89%）. UPGMA cluster tree based on genetic

distance showed that the wild A. sinensis and the cultivated A. sinensis were clustered into one branch，

respectively，with a distant genetic relationship，and the population 3 in the cultivated A. sinensis was far from

other cultivated populations. The TCS haplotype network consisted of 15 haplotypes and 4 unknown haplotypes，

which was divided into 3 parts，with a large number of variations among each part. Shared haplotypes were only

found in the wild or cultivated groups，and there were no shared haplotypes between groups. Conclusion：：The

genetic diversity of A. sinensis was low at species level，and the population diversity of the wild was lower than

that of the cultivated. The degree of genetic differentiation between the wild and the cultivated A. sinensis was

high，but that in the wild and the cultivated populations were low. Genetic variation in the cultivated A. sinensis

was mainly found within populations.

［［Keywords］］ Angelica sinensis；chloroplast DNA（cp DNA）；wild；cultivated；genetic variation

当归来源于伞形科植物当归的干燥根，具有补

血活血、调经止痛、润肠通便的功效［1］。据《中国植

物志》记载，当归主产甘肃东南部，以岷县产量多，

质量好，其次为云南、四川、陕西、湖北等省，均为栽

培［2］，野生资源极少［3-5］。调查发现当归是典型的忌

连作药用植物，各道地产区均已出现连作障碍问

题，麻口病和根腐病发生严重，而野生当归尽管常

年生长在同一地域内，却未发现野生当归病虫危害

植株，表明当归野生种具有较强的抗病虫害能力［3］。

目前关于野生和栽培当归的研究主要集中在

外观形态［3-7］、种群特性［8-9］，少数涉及成分分析［10］，

对分子水平的研究还较少。冯伟萌等［11］利用高通

量测序手段获得当归全长转录本信息，通过比较野

生当归和栽培当归在转录本层次的差异表达，为当

归优良种质资源的筛选培育、抗性研究和次生代谢

途径解析提供基础信息。本课题组前期应用内部

简单重复序列（ISSR）分子标记比较了野生当归与

栽培当归的遗传多样性，探讨遗传多样性对当归资

源的保护意义［12］。叶绿体基因（cp DNA）组序列较

短，核酸置换率适中，多为单拷贝序列，结构比较保

守，在分子水平上具有明显差异，在研究种及种以

上较高阶元的系统发育关系上优势明显［13］。在植
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物系统发育、遗传多样性和亲缘演化关系等研究方

面发挥着重要作用［14］。本研究利用 3 对 cp DNA 引

物扩增来自甘肃省的 11 个栽培当归品种（系）与
7 个野生当归居群，分析 3 个 cp DNA 序列片段的遗

传变异，解析当归居群在 cp DNA 水平上的遗传多

样性，探讨居群间的系统演化关系，为当归的种质

鉴定和新品种的选育提供参考。

1 材料

1.1 植物 野生当归于 2013 年 8 月采自甘肃岷县

和迭部县，共有 7 个居群 12 份样本；栽培当归于

2019 年 7 月采自甘肃省定西市渭源县当归育苗基

地，共有 11 个品种（系）164 份样本，取样时挑选长势

良好的植株，部分材料因受自然灾害缺失，故样本

数量较少，所有样品经甘肃中医药大学中药资源学

教研室晋玲教授鉴定为伞形科当归属当归 Angelica

sinensis 的叶片。同时采集了西藏凹乳芹（Vicatia

thibetica）、欧 当 归（Levisticum officinale）、东 当 归

（A. acutiloba）、牡丹叶当归（A. paeoniifolia）、白芷

（A. dahurica）的样品作为外类群，以上样品均经晋

玲教授鉴定。具体信息见表 1。

1.2 仪器与试剂 SureCycler 8800 型梯度聚合酶

链 式 反 应（PCR）扩 增 仪（ 美 国 Agilent

Technologies）；Gel Doc XR+ 型 凝 胶 成 像 仪（美 国

Bio-Rad）；Eppendorf 5418R 型台式高速冷冻离心机

（德国 Eppendorf）；微 DYY-T 型转移电泳仪（北京六

一仪器厂）；HH-S24型电热恒温水浴锅（上海一恒科

学仪器有限公司）；WFH-201-B 型紫外透射反射仪

（上海精密仪器仪表有限公司）；BCD-451WDEMU1

型冰箱（青岛海尔股份有限公司）。
NEP003-2 型植物基因组提取试剂盒（北京鼎国

昌盛科生物技术有限责任公司，批号 B00B00103），
PCR 试剂 β-巯基乙醇、Agarose 琼脂糖、牛血清白蛋

白（BSA）、引 物 、Taq DNA Polymerase、dNTPs、

GoldView 核酸染料［（上海）生工生物工程股份有限

表 1 当归样品信息

Table 1 Sample collection information

居群编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

名称

岷归 1 号

岷归 2 号

岷归 3 号

岷归 4 号

岷归 5 号

岷归 6 号

D42017-01

半紫半绿茎

10G 辐照

20G 辐照

30G 辐照

当归

当归

当归

当归

当归

当归

当归

西藏凹乳芹

欧当归

东当归

牡丹叶当归

白芷

采集地

甘肃省定西市渭源县

甘肃省定西市渭源县

甘肃省定西市渭源县

甘肃省定西市渭源县

甘肃省定西市渭源县

甘肃省定西市渭源县

甘肃省定西市渭源县

甘肃省定西市渭源县

甘肃省定西市渭源县

甘肃省定西市渭源县

甘肃省定西市渭源县

甘肃省定西市岷县

甘肃省定西市岷县

甘肃省定西市岷县

甘肃省定西市岷县

甘肃省定西市岷县

甘肃省定西市岷县

甘肃省甘南藏族自治州迭部县

西藏自治区林芝市米林县

甘肃省定西市陇西县

吉林农业大学药圃

西藏自治区林芝市巴宜区

甘肃省定西市陇西县

经度

103°58'32"

103°58'32"

103°58'32"

103°58'32"

103°58'32"

103°58'32"

103°58'32"

103°58'32"

103°58'32"

103°58'32"

103°58'32"

104°49'34"

104°47'54"

103°56'52"

104°06'03"

103°56'52"

104°49'34"

103°36'13"

94°21'16"

104°24'52"

125°24'13"

94°29'57"

104°24'52"

纬度

35°05'09"

35°05'09"

35°05'09"

35°05'09"

35°05'09"

35°05'09"

35°05'09"

35°05'09"

35°05'09"

35°05'09"

35°05'09"

35°20'03"

34°20'05"

34°16'35"

34°15'42"

34°16'34"

34°20'30"

33°53'02"

29°37'29"

35°05'19"

43°48'38"

27°36'24"

35°05'19"

海拔/m

2 322

2 322

2 322

2 322

2 322

2 322

2 322

2 322

2 322

2 322

2 322

2 179

2 335

2 936

2 614

2 964

2 180

2 602

2 989

1 910

222

3 146

1 910

数量/个

18

16

3

18

17

25

26

25

4

7

5

1

2

2

2

2

2

1

2

2

2

2

2

类型

栽培

栽培

栽培

栽培

栽培

栽培

栽培

栽培

栽培

栽培

栽培

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

栽培

栽培

野生

野生

栽培
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公司，批号分别为 20191103、0000590598、20191203、

W9910e、R6409、321523BB］，DNA Marker（大连宝生

物股份有限公司，批号 20190601）；乙醇、三氯甲烷、

异戊醇、异丙醇（国产分析纯，天津市大茂化学试剂

厂 ，批 号 分 别 为 20190901、20190826、20180701、

20170701），水为屈臣氏纯净水。

2 方法

2.1 基因组 DNA 提取与纯度和浓度检测 采用试

剂盒法提取当归 DNA，参照课题组前期研究中的试

验方法［15］。采用 1.0% 琼脂糖凝胶电泳，电压 110 V

下 20 min 检测 DNA 浓度，根据凝胶成像系统拍照

后的 DNA 条带的亮度、整齐度、是否有拖尾等判断

DNA 纯度，检测合格后的 DNA 进行 PCR 扩增。

2.2 PCR 扩增和测序 本实验所用 3 对 cp DNA 引

物［16-20］见表 2，利用单因素法对扩增体系中 DNA 模

板浓度、引物浓度、Taq 酶浓度进行条件优化，最终

确定当归 PCR 最佳反应体系（25 μL）：DNA 模板

1.0 μL、上下游引物各 0.5 μL、TaqDNA 酶 0.25 μL、

10×ExTaq buffer 2.5 μL、dNTPs 2.0 μL、BSA

0.5 μL、ddH2O 17.75 μL。扩增程序 95 ℃预变性

5 min，95 ℃变性 30 s，根据不同引物的退火温度复

性 1 min，72 ℃延伸 1 min 40 s，35 次循环，72 ℃延伸

7 min，4 ℃保存结束反应。各引物退火温度见表 2。

扩增产物用 0.8% 的琼脂糖凝胶电泳进行检测，将条

带明亮、单一的 PCR 产物送至生工生物工程（上海）
股份有限公司进行双向测序。

2.3 数据统计与分析 利用 Chromas 2.6.5 软件和

ContigExpress 软件将测序所得的序列文件进行校

对峰图并去除低质量的碱基，并将正反向序列拼

接，人工校正无法判读的碱基［21］。利用 MegaX 软

件［22］中 ClustalW 程序分别将 3 对引物扩增出的序列

进行比对，对当归序列的基本特点进行统计分析。

利用 PhyloSuite 软件［23］将 3 个 cp DNA 序列片段进

行拼接；利用 Kimura2-Parameter 模型［24］计算当归居

群间平均遗传距离，利用 NTSYS 2.10e 软件［25］构建

非加权组配对算术平均法（UPGMA）聚类树。利用

DanSP v6 软件［26］对当归所有个体的序列片段及拼

接 片 段 进 行 多 态 性 计 算 ，并 进 行 Tajima 中 性 检

验［27］。利用 PERMUT（2.0 版）软件［28］计算当归居群

内平均遗传多样性（HS）、总遗传多样性（HT）及居

群遗传分化系数 Gst 和 Nst；利用 Arlequin v3.5［29］软

件进行分子变异分析（AMOVA），用 20 000 次排列

来检测不同分组变异的差异显著性，从组间、组内

居群间及居群内评价当归遗传分化。用 PopART

1.7［30］软件选择 TCS［31］模型构建 cp DNA 单倍型网

络图。

3 结果与分析

3.1 当归 cp DNA 的序列特征 18 个居群 176 个

样本被成功扩增和测序，将全部个体测序获得的 3个

cp DNA 片段进行比对，得到这 3 个片段及合并序列

的序列特征，见表 3。在 4条序列中 A+T 占所有组成

的比率分别为 65.3%、68.2%、56.3%、57.6%。

3.2 当归 cp DNA 多态性 野生当归居群中，核苷

酸 多 样 性 最 高 的 是 matK3F-matK1R 序 列（Pi=

0.000 22），检测到 1 个变异位点，1 个单一突变位点，

0 个简约信息位点，0 个插入-缺失位点；psbA-trnH 和

rbcL1F-rbcL724R 序列均未检测到变异，见表 4。在

cp DNA 的 3 个区域中，单倍型数目分别为 2、1、

表 2 3对 cp DNA引物基本信息

Table 2 3 pairs of cp DNA primers basic information

cp DNA 间区

matK3F-matK1R

psbA-trnH

rbcL1F-rbcL724R

上游（5'-3'）
CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG

GTTATGCATGAACGTAATGCTC

ATGTCACCACAAACAGAAAC

下游（5'-3'）
ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC

CGCGCATGGTGGATTCACAATCC

TCGCATGTACCTGCAGTAGC

退火温度/℃

50

58

56

长度/bp

756~837

211~221

672~701

表 3 当归 cp DNA片段的序列特征

Table 3 Sequence characteristics of DNA fragments in Angelica sinensis

cp DNA

matK3F-matK1R

psbA-trnH

rbcL1F-rbcL724R

combine

扩增片段长度/bp

837

221

701

1 759

A/%

29.5

36.9

28.2

29.9

T/%

35.8

31.3

28.1

32.1

C/%

17.9

12.2

22.6

19.1

G/%

16.8

19.6

21.1

18.9

（A+T）/%

65.3

68.2

56.3

57.6
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1 个，以 matK3F-matK1R 区域单倍型多样性（Hd=

0.167）最高，psbA-trnH 和 rbcL1F-rbcL724R 序列单

倍型多样性均为 0。野生当归居群 3 个 cp DNA 基

因片段拼接后共形成 2 个单倍型，其单倍型多样性、

单倍型多样性方差和标准差分别为 0.167、0.018 04、

0.134，见表 5。

栽 培 当 归 居 群 中 ，核 苷 酸 多 样 性 最 高 的 是

matK3F-matK1R 序列（Pi=0.060 80），检测到 383 个

变异位点，5 个单一突变位点，378 个简约信息位点，

118 个 插 入 -缺 失 位 点；核 苷 酸 多 样 性 最 低 的 是

rbcL1F-rbcL724R 序列（Pi=0.000 13），检测到 7 个变

异位点，7 个单一突变位点，0 个简约信息位点，15 个

插入 -缺失位点，见表 4。3 个 cp DNA 基因片段中，

单倍型数目分别为 10、3、2 个，以 matK3F-matK1R 区

域 单 倍 型 多 样 性（Hd=0.347）最 高 ，RbcL1F-

RbcL724R 单倍型多样性最低（Hd=0.012）。栽培当

归 3 个 cp DNA 基因片段拼接后共形成 13 个单倍

型，其单倍型多样性、单倍型多样性方差和标准差

分别为 0.367、0.002 31、0.048，见表 5。

对当归 3 个 cp DNA 联合序列的所有个体进行

中性检验，栽培当归 3 个序列及联合序列的 Tajima's

D 值均为负值，matK3F-matK1R 序列与联合序列均

差异无统计学意义，psbA-trnH 序列为极显著负值

（P<0.001），rbcL1F-rbcL724R 序列为显著负值（P<

0.05）。野生当归的 matK3F-matK1R 及联合序列的

Tajima's D 值均为不显著负值；psbA-trnH 和 rbcL1F-

rbcL724R 序列无多态性，无法计算 Tajima's D 值。

见表 6。

3.3 居群遗传结构 去除样本量为 1 的野生当归

居群，基于 cp DNA 数据计算得出野生当归居群内

表 5 当归单倍型多样性信息

Table 5 Haplotype diversity information of Angelica sinensis

类型

野生

栽培

cp DNA 间区

matK3F- matK1R

psbA-trnH

rbcL1F-rbcL724R

combine

matK3F-matK1R

psbA-trnH

rbcL1F- rbcL724R

combine

单倍型数目

2

1

1

2

10

3

2

13

单倍型多样性

0.167

0

0

0.167

0.347

0.024

0.012

0.367

单倍型多样性方差

0.018 04

0

0

0.018 04

0.002 26

0.000 28

0.000 14

0.002 31

单倍型多样性标准差

0.134

0

0

0.134

0.048

0.017

0.012

0.048

表 4 当归 3个 cp DNA区域多态性信息

Table 4 Polymorphism information of three cp DNA regions in Angelica sinensis

类型

野生

栽培

cp DNA 间区

matK3F- matK1R

psbA-trnH

rbcL1F- rbcL724R

combine

matK3F-matK1R

psbA-trnH

rbcL1F-rbcL724R

combine

变异位点

1

0

0

1

383

88

7

480

单一突变位点

1

0

0

1

5

88

7

97

简约信息位点

0

0

0

0

378

0

0

383

插入/缺失位点

0

0

0

0

118

15

15

152

核苷酸多样性

0.000 22

0

0

0.000 10

0.060 80

0.005 27

0.000 13

0.028 62

平均核苷酸差异

0.167

0

0

0.167

43.712

1.085

0.085

45.422

表 6 当归 cp DNA中性检验

Table 6 Tajima's test results of cp DNA in Angelica sinensis

类型

野生

栽培

cp DNA 间区

matK3F-matK1R

psbA-trnH

rbcL1F-rbcL724R

combine

matK3F-matK1R

psbA-trnH

rbcL1F-rbcL724R

combine

Tajima's D 值

-1.140 53

-
-

-1.140 53

-1.176 59

-2.914 51

-2.030 40

-1.531 87

P

>0.10

-
-

>0.10

>0.10

<0.001

<0.05

>0.10
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平均遗传多样性（HS）为 0.200、总遗传多样性（HT）
为 0.200，两个遗传分化系数 Gst和 Nst均为 0。基于

cp DNA 数据计算得出栽培当归居群内 HS 为 0.441、

HT 为 0.510，两个遗传分化系数 Gst 和 Nst 分别为

0.136 和 0.278，Nst>Gst（P<0.01）说明当归中亲缘关

系较近的单倍型发生在同样居群中的概率极高。

3.4 当归居群间的遗传分化 当归居群间分化系

数见表 7，除去两个样本量为 1 的野生当归居群，在

剩余的 5 个野生居群中，各居群的之间的分化系数

均为 0。在栽培当归居群中，居群 3 与居群 9 分化不

明显，其他栽培居群分化均较大，分化系数（FST）最
低为 0.303 7（居群 4），最高为 0.498 7（居群 10、居群

11）；分化程度适中的有居群 4 与居群 5、居群 7、居

群 10、居群 11，FST 依次为 0.057 4、0.059 0、0.058 2、

0.058 2；居群 5 与居群 7、居群 10、居群 11，FST 依次

为 0.086 1、0.062 5、0.062 5；居群 7 与居群 10、居群

11，FST 均为 0.139 0；其他居群分化均不明显。野生

当归居群与栽培当归居群的 FST 范围为 0.449 1~

0.788 1，说明其分化程度较高。

当归 18 个居群的 176 个样本分为野生和栽培

两组 ，进行不同水平的分子变异分析结果显示

94.25% 的变异来源于组间，0.46% 的变异来源于组

内居群间，5.28% 的变异来源于居群间，说明当归物

种的变异主要来自于野生与栽培之间，见表 8。总

的遗传分化系数 FST 为 0.947 18，说明当归居群间

存在较高的遗传分化。栽培当归居群中 11% 的变

异来源于居群间，89% 的变异来源于居群内，说明

栽培当归的变异主要来自于居群内，栽培当归的

FST 为 0.114 19，分化程度远低于总的遗传分化

系数。

3.5 当归居群间的遗传关系 基于 cp DNA 联合序

列片段的遗传距离矩阵见表 7，由遗传距离矩阵可

以看出，野生当归居群间的遗传距离极低，在 0~

0.000 3。当归 11 个栽培居群中居群 3 距离其他栽

培居群最远，与其他居群的遗传距离为 0.165 8~

0.190 2，平均为 0.178 0；其次为居群 9，与其他居群

的遗传距离为 0.070 8~0.165 8，平均为 0.118 3；剩余

9 个栽培居群两两之间的遗传距离均低于 0.050。

当归野生居群距离栽培居群中的居群 3 和居群 9 稍

近，遗传距离分别为 0.449 1 和 0.659 5，距离其他

9 个栽培居群均>0.700，野生当归距离栽培当归居群

7 最远达到了 0.788 1，当归野生居群与栽培居群之

间的遗传距离平均为 0.728 8，远大于野生居群内部

及栽培居群内部。

由于野生当归居群之间遗传距离极低，在构建

遗传距离 UPGMA 聚类树时将居群 12 至居群 18 合

并为一个居群，见图 1。聚类树在 0.75 处分为 2 支，

外类群与野生当归聚为一支，栽培当归聚为一支；
在栽培当归中，居群 3 与其他栽培当归居群亲缘关

系较远，在 0.19 处分开；居群 5、居群 10、居群 11 和

居群 7 亲缘关系极近，聚为一支。

3.6 单 倍 型 网 络 图 图 2 为 176 个 当 归 样 本 的

cp DNA 单倍型中介邻接网络图。本图由 15 个单倍

型和 4 个未知单倍型构成，两两单倍型之间连接线

的长度上的数字代表突变的次数。第一部分的单

倍型存在于野生当归的样本中；第二部分是由单倍

型 2（Hap2）经 375 次突变形成 Hap5，再由 Hap5 经过

数次变异形成了 Hap9~Hap11；第三部分是由第二

部分 Hap5 经过多次变异形成 Hap6，Hap6 经 2 次变

异形成 Hap1，Hap1 经 1~2 次变异形成 Hap4、Hap6、

Hap13~Hap15，Hap14 经 7 次变异形成 Hap7，Hap8

是由 Hap1 先经 1 次突变形成 1 个未知单倍型，再次

88 次突变形成。Hap1、Hap13 与 1 个未知单倍型形

成一个回环结构，Hap1、Hap4、Hap12 与 Hap14 形成

一个回环结构。

单倍型分布情况见表 9，在 cp DNA 联合片段

中，当归野生居群与栽培居群的单倍型分布差异明

显，Hap1 只分布在栽培当归居群中，且在 11 个栽培

居群中均有分布 ，其数量占栽培当归样本量的

76.8%；Hap2 只分布在野生当归居群中，且在 7 个野

生居群中均有分布；特有单倍型共有 9 个，分布在居

群 2（2 个）、居 群 3（1 个）、居 群 4（2 个）、居 群 6

（1 个）、居群 7（1 个）、居群 8（1 个）、居群 13（1 个）。
包含单倍型数量最多的是居群 7，共检测到 5 个单倍

型，其单倍型多样性为 0.624 62。

4 讨论

4.1 当归遗传多样性 野生当归的核苷酸多样性

和单倍型多样性均低于栽培当归，说明野生当归居

群的遗传多样性低于栽培居群，与课题组前期应用

ISSR 分子标记对野生和栽培当归遗传多样性研究

结果一致［15］。按照 GRANT 等［32］提出的标准，单倍

型多样性以 0.5 为临界值，核苷酸多样性以 0.005 为

临界值，二者的值越大，群体的多样性程度越高，当

归物种的多样性较低，遗传多样性亟待保护。在野

生和栽培当归居群中，均以 matK 基因片段的多态性

最高，野生当归样本中检测到 1 个变异位点，栽培当

归样本中检测到 383 个变异位点。这是因为 matK

基因是在叶绿体基因组中进化速率最快的基因［13］，

··134



第 28 卷第 15 期
2022 年 8 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 15

Aug. ，2022

在科级、属级水平均有广泛的应用，而且也被用来

探讨某些类群种间、种下的系统进化研究［33-36］。

居群 1~居群 6 是甘肃省已育成的 6 个当归新品

种，其中岷归 1 号（居群 1）是目前种植面积最大的品

种［37］，而岷归 2 号（居群 2）、岷归 3 号（居群 3）、岷归 4

号（居群 4）、岷归 6 号（居群 6）当归具有比岷归 1 号

更高的遗传多样性，如能广泛推广种植，有望能够

改善甘肃省栽培当归品质退化的问题［38］；岷归 5 号

（居群 5）当归可能是因为样本量的问题，遗传多样

性较岷归 1 号更低。在尚未育成的 5 个当归新品系

（居群 7~居群 11）中，D42017-01（居群 7）和 10G 辐照

（居群 9）当归有着较高的遗传多样性，推测其环境

适应能力更强。长期生长在自然环境中的野生当

归具抗病虫害的优良基因［3］，且与栽培当归的遗传

表 7 基于 cp DNA联合序列片段的遗传距离与分化系数矩阵

Table 7 Genetic distance and fixation index matrix based on cp DNA combined sequence fragment

居群编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

13

14

15

16

17

居群编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

13

14

15

16

17

1

-
0.036

0.188

0.045

0.017

0.037

0.017

0.027

0.081

0.017

0.017

0.756

0.757

0.757

0.757

0.757

9

-0.100

-0.105

-0.001

-0.160

-0.001

-0.125

0.001

-0.074

-
0.072

0.073

0.659

0.660

0.660

0.660

0.660

2

-0.055

-
0.192

0.050

0.022

0.043

0.022

0.032

0.086

0.022

0.022

0.766

0.767

0.767

0.767

0.767

10

0.001

0.000

0.499

0.058

0.063

0.043

0.139

0.000

0.000

-
0.001

0.785

0.786

0.786

0.786

0.786

3

0.398

0.377

-
0.183

0.193

0.186

0.194

0.190

0.169

0.193

0.194

0.449

0.449

0.449

0.449

0.449

11

0.001

0.000

0.499

0.058

0.063

0.043

0.139

0.000

0.000

0.000

-
0.785

0.786

0.786

0.786

0.786

4

-0.038

-0.042

0.304

-
0.032

0.051

0.033

0.042

0.089

0.033

0.033

0.728

0.729

0.729

0.729

0.729

13

0.970

0.959

0.745

0.943

0.999

0.958

0.999

0.979

0.855

0.999

0.999

-
0.000

0.000

0.000

0.000

5

-0.001

0.000

0.498

0.057

-
0.024

0.001

0.012

0.072

0.001

0.001

0.783

0.784

0.784

0.784

0.784

14

0.971

0.960

0.746

0.944

1.000

0.959

0.999

0.979

0.855

1.000

1.000

0.000

-
0.000

0.000

0.000

6

-0.043

-0.044

0.358

-0.044

0.043

-
0.024

0.034

0.085

0.024

0.024

0.746

0.747

0.747

0.747

0.747

15

0.971

0.960

0.746

0.944

1.000

0.959

0.999

0.979

0.855

1.000

1.000

0.000

0.000

-
0.000

0.000

7

0.001

0.003

0.497

0.059

0.086

0.039

-
0.013

0.073

0.002

0.001

0.787

0.788

0.788

0.788

0.788

16

0.971

0.960

0.746

0.944

1.000

0.959

0.999

0.979

0.855

1.000

1.000

0.000

0.000

0.000

-
0.000

8

-0.048

-0.044

0.427

-0.017

0.000

-0.025

0.006

-
0.078

0.012

0.012

0.765

0.766

0.766

0.766

0.766

17

0.971

0.960

0.746

0.944

1.000

0.959

0.999

0.979

0.855

1.000

1.000

0.000

0.000

0.000

0.000

-
注：遗传距离（对角线下），遗传分化系数（对角线上）
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距离较远，可为栽培居群基因库的改良及当归新品

种的选育提供优良的种质资源。

4.2 当归遗传变异 当归的分子遗传变异主要存

在于野生和栽培两组之间，组间遗传分化系数 FST

为 0.947 255（P<0.01），WRIGHT［39］认为当 FST>0.25

时，种群间极度分化，当归组间 FST 远>0.25，说明野

生当归与栽培当归之间产生了显著的遗传分化。

采集到的野生当归居群间分化系数均为 0，低于栽

培居群的分化系数；在栽培当归居群中变异主要来

源于居群内。由此推测，采集的野生当归居群为原

始野生居群，不是栽培居群逸生而来，而当归栽培

居群也并非来自采集的野生居群，与课题组前期研

究结果一致［12］。基于所选的 3 个 cp DNA 联合序列，

野生当归与栽培当归分化程度较高，亲缘关系较

远，二者之间的遗传距离远大于野生居群内部或栽

培居群内部，可以作为鉴别当归野生与栽培种质资

源的候选 cp DNA 条形码。

4.3 当归单倍型分布 176 份当归的 3 个 cp DNA

区域联合片段的单倍型邻接网络图中，当归单倍型

呈现一种混杂的分布格局，Hap1 分布在全部栽培当

归居群中，Hap2 分布在全部野生当归居群中，而

Hap7~Hap13、Hap15 作为特有单倍型分布于某些居

群中；共享单倍型仅分布于各组之内，组间不存在

共享单倍型且单倍型之间突变次数较多，说明组间

表 8 当归 cp DNA联合片段的分子方差分析

Table 8 Analysis of molecular variance for cp DNA combined sequence fragment of Angelica sinensis

类型

野生和栽培

栽培

变异来源

组间

组内居群间

居群内

总计

居群间

居群内

总计

自由度 df

1

16

158

175

10

153

163

平方和

7 903.950

583.639

3 119.155

11 606.744

583.223

3 118.655

3 701.878

变异组分

352.309 88

1.732 67

19.741 49

373.784 04

2.627 75

20.383 37

23.011 12

变异百分比/%

94.25

0.46

5.28

100

11

89

100

固定指数

0.942 55

0.080 69

0.947 18

0.114 19

P

<0.01

<0.05

<0.01

<0.05

图 1 基于 cp DNA联合序列片段的遗传距离 UPGMA聚类树

Fig. 1 UPGMA clustering tree of genetic distance based on cp

DNA combined sequence fragments

注：pop.居群

图 2 基于 cp DNA联合片段单倍型的网络

Fig. 2 Network evolution plots of haplotypes based on cp DNA combined sequence fragments
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的交流不明显，即野生与栽培当归之间分化显著。

跟据 Tajima's D 检验的原理，当 Tajima's D 显著 >0

时，可用于推断瓶颈效应和平衡选择；当 Tajima′s D

显著 <0 时，可用于推断群体规模放大和定向选

择［27］。 本 研 究 中 野 生 和 栽 培 当 归 联 合 序 列 的

Tajima's D 检验均为不显著负值，推断当归在进化过

程中遵循中性进化模型，但栽培当归中 psbA-trnH

和 rbcL1F-rbcL724R 基因为显著负值，推断栽培当

归中该两区域可能经历过定向选择或群体扩张。

在栽培当归产生的单倍型中，以 Hap 1 为中心呈辐

射状演化关系，与 Tajima's D 检验结果一致。若单

倍型在种群或居群中覆盖范围最广、出现频率最

高，并处于单倍型网络的中心位置，那么这种单倍

型很可能是网络图的所有单倍型中最为古老的类

型［40］，由此推断 Hap1 为栽培当归中最古老的单

倍型。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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Table 9 Frequency of haplotypes and distribution in 18 populations of Angelica sinensis

居群编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

单倍型（个数）
1（15）、4（1）、5（1）、6（1）
1（13）、5（1）、7*（1）、8*（1）
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单倍型数目

4

4

3

3

2

4

5

4

2

1

1

1

2

1

1

1

1

1

单倍型多样性

0.314

0.350

1

0.216

0.221

0.473

0.625

0.230

0.500

0

0

-
1

0

0

0

0

-

核苷酸多样性

0.026 86

0.037 57

0.159 97

0.050 22

0.000 28

0.037 22

0.000 80

0.019 30

0.119 66

0

0

-
0.000 64

0

0

0

0

-
注：*表示特有单倍型
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