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快速筛选高纯合度天麻 PCR-RFLP 鉴定方法
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［摘要］ 目的：建立一种快速筛选高纯合度天麻种质材料的方法，为其纯系育种和杂交育种奠定基础。方法：以本课题组

前期天麻全基因组测序和群体重测序为基础，利用单核苷酸多态性（SNP）位点开发 20 个限制性内切酶片段长度多态性

（RFLP）标记，并采用聚合酶链式反应（PCR）-RFLP 法对 15 份天麻种质的 20 个 RFLP 标记进行限制性内切酶实验，根据 20 个

RFLP 标记位点酶切条带数目，计算 15 份天麻种质的纯合度，进而对天麻种质纯合度进行评估；在此基础上，利用基因组重测

序技术对评估结果进行验证。结果：利用 PCR-RFLP 法筛选获得 10 份纯合度>95% 的种质材料，其中 3 份种质材料的纯合度为

95%，7 份种质材料的纯合度为 100%；利用基因组重测序法筛选获得 9 份纯合度>95% 的种质材料，其中 8 份种质材料与

PCR-RFLP 法检测结果一致。结论：该文所建立的用于筛选高纯合度天麻种质的 PCR-RFLP 法精确度为 80%，准确率为 89%。

该方法实验操作简便、检测效率高，且成本显著低于基因组重测序技术，为天麻纯系育种提供了技术支撑，也为其他中药材品

种选育研究提供了借鉴。
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［［Abstract］］ Objective：： To establish a rapid screening method for germplasm materials of Gastrodia

elata with high purity，and lay a foundation for pure line breeding and cross breeding. Method：： Based on the

whole genome sequencing and population resequencing of G. elata，20 restriction fragment length polymorphism

(RFLP) markers were developed by single nucleotide polymorphism (SNP) sites. The polymerase chain reaction

(PCR) -RFLP method was used to carry out restriction endonuclease experiments on 20 RFLP markers of 15

G. elata germplasms. According to the number of enzymatic bands at 20 RFLP marker sites, the purity of 15

germplasms was calculated and evaluated. On this basis, genome resequencing technology was used to verify the

assessment results. Result：：Ten germplasm materials with purity greater than 95% were screened out by PCR-

RFLP method，3 of which had 95% purity and 7 had 100% purity. Nine germplasm materials with purity greater
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than 95% were screened out by genome resequencing methods, and 8 of them were consistent with the results of

PCR-RFLP. Conclusion：： The PCR-RFLP method established in this study for screening G. elata germplasms

with high purity precision of RFLP markers has 80% precision and 89% accuracy. The method is simple，

efficient，and significantly less expensive than genome resequencing method, which provides technical support

for pure line breeding of G. elata and references for breeding of other Chinese medicinal materials.

［［Keywords］］ Gastrodia elata；single nucleotide polymorphism (SNP) sites；restriction fragment length

polymorphism (RFLP) markers；purity

天麻［1］，性甘、平，归肝经，具有息风止痉、平抑

肝阳、祛风通络的功效［2-3］。现代研究表明，天麻具

有镇静催眠、镇痛、抗炎、抗眩晕、抗惊厥、防止衰老

等作用［4-5］。2019 年天麻被列入“按照传统既是食品

又是中药材的物质”管理的试点品种［6］，可制成天麻

酒、天麻鲜湿面条、天麻豆渣蛋糕、天麻片等保健膳

食［7］。随着国内外对天麻的需求量日益增长，野生

天麻已不能满足市场需求，因此目前市售天麻以人

工栽培为主，然而天麻以无性繁殖为主，经人工多

年栽培后，种质退化现象严重，严重制约了天麻产

业进一步发展［8］。杂交育种是防治种质退化应用最

广泛的手段之一［9-10］。杂交育种是指通过将亲本双

方的优良性状集中到杂交后代中使其相较于亲本

更具优势的育种方法。其中，选择合适的亲本是利

用杂交育种获得优良新品种的前提，而遗传稳定性

是评价亲本的重要指标［11］。尽管目前天麻杂交育

种已较为普遍，但仍缺乏可稳定遗传的天麻纯系品

种 作 为 亲 本 ，导 致 天 麻 繁 育 后 代 遗 传 特 性 不

稳定［12］。

获得纯系品种的方法主要包括单倍体育种、纯

系育种等［13-14］，其中单倍体育种是利用植物组织培

养技术诱导产生单倍体植株，再通过某种手段使染

色体组加倍（如用秋水仙素处理），从而使植物恢复

正常染色体数；而纯系育种是从现有群体中选择具

有优良性状的种质材料［15］，通过后代鉴定，保纯繁

育，育成新品种［16］。目前，天麻组织培养技术存在

生长慢、成活率低等问题［17］，尚无法满足单倍体育

种的要求。另一方面，天麻现有栽培群体的遗传多

样性较丰富［18-19］，这使得从栽培种质材料中筛选纯

合度高的种质进行纯系育种，进而获得纯系品种作

为杂交育种亲本具有可行性［20］。通过从栽培群体

中高效、便捷筛选出高纯合度种质材料，将有利于

加速中药材纯系育种的进程。因此，急需寻找一种

低廉、快速、能够有效评估天麻纯合度的方法。

本研究基于天麻群体重测序数据筛选获得的

单核苷酸多态性（SNP）位点开发了 20 个可用于天

麻纯合度评估的限制性内切酶片段长度多态性

（RFLP）标记，并建立了一种快速筛选高纯合度天麻

种 质 材 料 的 方 法 。 同 时 使 用 聚 合 酶 链 式 反 应

（PCR）-RFLP 法和基因组重测序对 15 份天麻种质

的纯合度进行评估，结果表明本研究建立的 PCR-

RFLP 法可准确获得种质材料的纯合度。与基因组

重测序技术相比，PCR-RFLP 法实验操作简便、检测

效率高，且可有效降低 90% 的检测成本［21］，解决了

高纯合度天麻大规模筛选的技术瓶颈。该方法为

天麻纯系育种和杂交育种奠定了基础，对其他中药

材品种选育也具有借鉴意义。

1 材料

1.1 植物样品 天麻种质材料分别收集自贵州大

方（1 批）、云南昭通（4 批）、湖北英山（5 批）和湖北宜

昌（5 批）4 个天麻主产区［22］，由金艳副研究员鉴定为

兰科植物天麻 Gastrodia elata 的干燥块茎，材料保

存于中国中医科学院中药资源中心。

1.2 试剂 Hi-DNAsecure Plant Kit 高效植物基因

组 DNA 提取试剂盒［天根生化科技（北京）有限公

司 ，批 号 W9907］，2×M5 Super FastTaq PCR

MasterMix（北京聚合美生物科技有限公司，批号

21KB0808），6×loading buffer、2000 bp DNA Marker

（大连 Takara 公司，批号分别为 P30925、P51018）；
Xho Ⅰ 酶、EcoR Ⅰ 酶、Hind Ⅲ酶、Xba Ⅰ 酶、Sal Ⅰ
酶、rCutSmart Buffer（美国 New England Biolabs 公

司 ，批 号 分 别 为 10020678、10107912、10079084、

10116146、10116250、10118973），SYBR Safe DNA

凝胶染料（美国 Thermo Fisher Scientific 公司，批号

2399638A），琼 脂 粉（西 班 牙 Biowest 公 司 ，批 号

111860）。
1.3 仪 器 VeritiTM 型 PCR 仪（ 美 国 Applied

Biosystem 公司），PowerPacTM 型电泳仪、Bio-Rad 凝

胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司）；HE99X-15-1.5 型

电泳槽（美国 Hoefer公司）；Nanodrop 2000 型微量核

酸定量分析仪（美国 Thermo Scientific公司）。
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2 方法

2.1 RFLP 标记筛选 基于本课题组前期已获得天

麻基因组和 151 个天麻种质材料重测序数据，使用

Genome Analysis Toolkit 进行 SNP 检测并筛去具有

以下任一情况的 SNP 位点：①SNP 位于插入/缺失变

异上下游 5 bp 以内；②缺失率>30%；③最小等位基

因频率<5%。在获得 14、267、316 个 SNP 位点的基

础上，计算 151 个天麻种质的纯合度和各 SNP 位点

的纯合度。对于种质纯合度，利用 plink 软件的

“--het”功能计算每个种质材料的总位点数和纯合位

点数，以纯合位点数/总位点数×100% 作为种质材料

的纯合度。对 SNP 位点纯合度，利用 plink 软件的

“ --hardy”功能计算每个位点纯合样本数，以纯合样

本数/总样本数×100% 作为 SNP 位点的纯合度。以

1% 为步长，5% 为区间长度，将不同杂合度的 SNP

位点进行分组，使用自编脚本从每组中每次随机抽

取 20 个 SNP 位点评估每个种质材料的纯合度，并与

使用每个种质材料全部 SNP 位点计算的纯合度比

较，计算在每 5% 区间鉴定结果一致的样本比例，上

述过程使用 bootstrap 法自助抽样 1 000 次。使用自

编脚本，利用 Biopython 包中的 Restriction 模块检测

SNP 位点和其侧翼序列是否存在限制性内切酶识

别位点。若 SNP 位点处于限制性内切酶识别位点

且其侧翼序列不包含相应的限制性内切酶识别位

点，则该 SNP 位点可用作 RFLP 标记。本研究检测

了 EcoR Ⅰ、Hind Ⅲ、Xba Ⅰ、Xho Ⅰ、Sal Ⅰ等限制

性内切酶的识别位点。

2.2 基因组 DNA 提取 取鲜天麻样品，粉碎后，取

粉末 10 mg，利用 Hi-DNAsecure Plant Kit 高效植物

基 因 组 DNA 提 取 试 剂 盒 进 行 DNA 提 取 。 用

Nanodrop 2000 型微量核酸定量分析仪测定其 DNA

浓 度 ，并 根 据 吸 光 度 A260 nm/280 nm 和 A260 nm/230 nm 判 断

DNA 质量。

2.3 PCR 扩增 使用特异性引物对样品 DNA 进行

PCR 扩增。PCR 反应体系 25 μL，其中包含 2×M5

Supper FastTaq PCR MasterMix 13 μL，正 向 引 物

1 μL，反向引物 1 μL，DNA 模板 1 μL，加无菌水补

足至 25 μL，反应条件为 94 ℃预变性 2 min，94 ℃变

性 30 s，58 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循环；
产物末端 72 ℃延伸 5 min。PCR 反应结束后，取反

应产物 5 μL，加入 6×Loading Buffer 1 μL，混匀后于

核酸染料染色的 2.0% 琼脂糖凝胶电泳检测，凝胶成

像系统观察、成像。

2.4 PCR 产物酶切 取 PCR 产物进行 RFLP 分析，

酶切反应体系为 25 μL，包含 10×Buffer 2.5 μL，PCR

产 物 15 μL，限 制 性 内 切 酶（10 U·μL-1）0.5 μL，

ddH2O 7 μL。37 ℃ 水浴反应 120 min。取酶切产物

5 μL，加入 6×Loading Buffer 1 μL，混匀后于核酸染

料染色的 2.0% 琼脂糖凝胶电泳检测，凝胶成像系统

观测、成像。

2.5 基因组重测序 对提取的基因组 DNA，使用

Covaris 随机打断成 350~500 bp 的 DNA 小片段，回

收 500 bp 左右的 DNA 片段进行文库构建，文库构建

合格后采用 DNBSEQ-T7 测序平台对插入片段进行

双末端测序。获得的原始测序数据经 fastp 软件质

控 和 过 滤 后 ，以 天 麻 基 因 组（ 登 录 号

GWHBHOU00000000，保存于国家基因组科学数据

中心 https：//ngdc.cncb.ac.cn/gwh）为参考基因组，利

用 BWA 软件进行比对。进一步利用 samtools 软件

对比对结果进行重复序列标记、排序，然后利用

GATK 软件中的 HaplotypeCaller 和 GenotypeGVCFs

程序分别检测 SNP 和基因型，使用 bcftools 对获得

的 SNP 位点进行质控。

2.6 天麻种质纯合度评估 对于 PCR-RFLP 法，使

用如下公式计算纯合度 H=（1-n/m）×100%；H 代表

纯合度，n 代表凝胶成像中出现 3 条带的 RFLP 位点

数，m 代表总 RFLP 位点数。

对于基因组重测序法，基于获得的 SNP 和基因

型信息，使用 plink 软件的“ --het”功能计算每个种质

材料的总位点数和纯合位点数，以纯合位点数/总位

点数×100% 作为种质材料的纯合度。

3 结果

3.1 RFLP 标记筛选 利用重测序数据分析表明，

使用杂合度 7%~12% 的 SNP 位点评估天麻种质材

料纯合度正确率最高。随机挑选 20 个杂合度为

7%~12% 的 SNP 位点对天麻种质材料纯合度进行鉴

定，鉴定准确率为 100%。在上述 SNP 位点两侧序

列 中 查 找 酶 切 位 点 EcoR Ⅰ、Hind Ⅲ、Sal Ⅰ、

Xba Ⅰ、Xho Ⅰ，发现 37 个具有酶切位点的 SNP，可

开发为 RFLP 标记。其中具有 EcoR Ⅰ标记 11 个，

Hind Ⅲ标记 3 个，Sal Ⅰ酶标记 1 个，Xba Ⅰ酶标记

4 个，Xho Ⅰ标记 1 个，见表 1。

3.2 RFLP 标记检测 PCR-RFLP 检测结果可能出

现 1 条带、2 条带、3 条带的情况，其中 1 条带和 2 条

带代表种质材料在该标记位点是纯合的；3 条带则

代表种质材料在该标记位点是杂合的。使用上述

筛选出 20 个 RFLP 标记位点对 15 份天麻种质材料

进行 DNA 提取、特异性引物扩增及限制性内切酶酶
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切反应。

由图 1 可知，种质 1、3、4、5、7、8、12 的 20 个标记

位点均只出现 1 条带或 2 条带的情况。种质 2 在标

记位点 H1 出现 3 条带；种质 6 在标记位点 E2、E6、

E10、X5 出现 3 条带；种质 9 在标记位点 X5 出现 3 条

带；种质 10 在标记位点 E2、H1、X5 出现 3 条带；种质

11 在标记位点 H1 出现 3 条带；种质 13、14 在标记位

点 E3、E6、E7 出现 3 条带；种质 15 在标记位点 E2、

E3、X5 出现 3 条带；在除上述位点外，各种质在其他

位点均只出现 1 条带或 2 条带的情况。

3.3 天麻种质纯合度评估 PCR-RFLP 法评估结

果表明，15 份天麻种质纯合度分布在 80%~100%，

其中 10 份种质纯合度>95%，分别是种质 1、2、3、4、

5、7、8、9、11、12；4 份种质纯合度为 85%，分别是种

质 10、13、14、15；而种质 6 纯合度为 80%。

基因组重测序法评估结果表明，15 份天麻种质

的纯合度分布在 68%~99%，其中 9 份种质纯合度大

于 95%，分别是种质 1、2、3、4、6、7、8、9、12；5 份种质

的纯合度为 70%~80%，分别是种质 10、11、13、14、

15；而种质 5 的纯合度为 68%。两种评估方法结果

中纯合度均>95% 的天麻种质共 8 份，包括种质 1、2、

3、4、7、8、9、12。见表 2。

4 讨论

本研究开发了 20 个可用于天麻纯合度评估的

RFLP 标记，并从 15 份天麻种质材料中筛选获得

10 份高纯合度种质材料（纯合度≥95%）。以基因组

重测序为对照，所建立的天麻种质纯合度 RFLP 标

记法精确度为 80%，准确率为 88.9%，具有较高的可

靠性。在实际应用中，可以将 RFLP 标记法与基因

组重测序结合使用。首先使用低成本的 RFLP 分析

从大量样品中初步筛选高纯合度的种质材料，再对

初筛获得的种质材料进一步重测序，进行精确评

估，最终获得可用于纯系育种的材料。

近 30 年来，中药材育种已取得长足的进步，截

至 2019 年，已选育出 537 个新品种［23］。但与农作物

相比，中药材育种还停留较初级的研究阶段。种质

资源研究是中药材育种的基础，其数量和质量决定

了中药的育种水平［24］。其中遗传背景混杂是目前

中药育种亟需突破的关键瓶颈［25-26］。与基因组重测

序法相比，本研究建立的快速筛选高纯合度天麻的

表 1 20个 RFLP标记的引物及其产物长度

Table 1 20 of RFLP-labeled primers and their product lengths

No.

E1

E2

E3

E4

E5

E6

E7

E8

E9

E10

E11

H1

H2

H3

S1

X1

X2

X3

X4

X5

上游 5'-3'

CTGCCAGCTACTAAGTGCCA

ATCCCGTCGCCAAAAGAGTT

GAACCTTCTGCGCCAAAAGG

TTTCTTTTGAACCGGCGTCG

AAGAGCTCTGATTGCCCAGT

ATGCTGGTTAGGAGGCAACC

CCTAGTCATCCAAACATAGGCA

TGAGAGAACCAGTGATGTCA

TTGCTTGGTGCTTGGTGGTA

ACCATGTGATGAAGCAAATGCA

GGATTGCCTCCCAACTAATGC

ACATGCCTCCTCCTAGTGGT

ATCCTAAGCATGGTGGGACC

GCCCGAGACCAATACTCACA

TCAAACGAGCTGAAGAGGCA

GATTCGAGATTCCGCGGGAT

GGTTGGATTAGTGTTTGAGTGA

CAAACCGAGAGCTCTCCCTC

TGTGTAGTGACATTTCAGGGT

AATCGAACCCGGGTCTGTAC

下游 5'-3'

TCCGTCGCGTGTAACTGATC

CCAGCAGCACCAGGTCTAAA

GGGGAGTTTGTAACGACCCA

TATTCTCAGGCCCGTTGGGT

GCCAAAATGACCAAAATACCCC

TCCTTGACCTTATCCCCACCT

GGCCAACAGGTGACAAAACC

TGGCAGCAATTTGATTCTCAA

GATCGAGCCTAGCTTGGGAT

CGAGCATTGCCACACCTTTT

CACCTCAAGTGCATCTACCTCA

GGGCTGTTGCTGCTTTTAGT

ACCCACATGGAAGGCTTCAA

ACTTCCACTTGTCCGCTTGT

TCGTGAGATTGGGTTGTAAGCT

GAGGCCGATAAGCGAAGGAA

GGGCTTTAAGATGCTAAACCCT

ATTTCTGGGTGCTACGAGCG

TCAATTTGGACTCCATTTGGCT

TACGGAGAAGGTTCCTCGGA

限制性内切酶

EcoR Ⅰ
EcoR Ⅰ
EcoR Ⅰ
EcoR Ⅰ
EcoR Ⅰ
EcoR Ⅰ
EcoR Ⅰ
EcoR Ⅰ
EcoR Ⅰ
EcoR Ⅰ
EcoR Ⅰ
Hind Ⅲ
Hind Ⅲ
Hind Ⅲ
Sal Ⅰ
Xba Ⅰ
Xba Ⅰ
Xba Ⅰ
Xba Ⅰ
Xho Ⅰ

产物长度/bp

710

584

590

573

416

494

458

466

400

514

522

501

653

536

564

649

585

531

547

530

酶切产物长度/bp

438 272

392 192

359 231

408 165

245 171

312 182

279 179

346 120

260 140

328 156

329 193

306 195

460 193

133 403

387 177

349 300

297 288

309 222

310 237

343 187
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表 2 15份天麻种质的纯合度

Table 2 Heterozygous rate of 15 Gastrodia elata samples

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

产地

湖北宜昌

湖北宜昌

湖北宜昌

云南昭通

云南昭通

云南昭通

云南昭通

云南昭通

RFLP 评估/%

100

95

100

100

100

80

100

100

基因组重测序评估/%

97

97

98

98

68

99

99

99

编号

9

10

11

12

13

14

15

产地

贵州大方

贵州大方

贵州大方

贵州大方

湖北英山

湖北宜昌

湖北宜昌

RFLP 评估/%

95

85

95

100

85

85

85

基因组重测序评估/%

98

78

75

96

76

75

79

注：A~K.标记位点 E1~E11；L~N.标记位点 H1~H3；O.标记位点 S1；P~T.标记位点 X1~X5；1~15.15 份不同天麻种质；16.空白（ddH2O 为模

板）；M.DL 2000 Marker

图 1 不同引物酶切结果

Fig. 1 Digestion results of different primers
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分子鉴定方法，具有经济性好、检测快速的特点，能

够快速筛选高纯合度天麻，对天麻纯系育种研究具

有重要意义。该方法也对开发其他中药材高纯合

度种质资源筛选方法，获得遗传稳定育种材料具有

重要的借鉴意义。
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