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摘　要：为合理利用石斛兰种质资源，用ＳＲＡＰ分子标记技术对４８份石斛兰种质资源的遗传多样性进行分析。

结果显示：筛选得到的１４对石斛兰ＳＲＡＰ引物共扩增出１５９个条带，其中多态性条带数为１５５个，各引物的多

态性比率为９０．００％～１００．００％，多态性信息含量为０．７１８～０．９０３，表明石斛兰ＳＲＡＰ的多态性信息含量较为丰

富。聚类分析结果发现４８个石斛兰品种间的遗传距离在０．１５～０．９７，在遗传距离为０．８３处可将４８个石斛兰品

种分为７大聚类群，说明供试的石斛兰品种间具有十分丰富的遗传多样性。
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　　石斛兰犇犲狀犱狉狅犫犻狌犿，是兰科石斛属多年生草

本植物。其花姿优雅，花色鲜艳，花期长，观赏价

值极高，与卡特兰、蝴蝶兰、万代兰并列为观赏兰

花的 “四大天王”［１］。石斛兰不仅是重要的切花和

盆栽园艺品种，部分石斛兰品种同时也是珍贵的中

药材［２］，其中金钗石斛、铁皮石斛、马鞭石斛及其

近似种还被收录在 《中国药典》中。在中药及观赏

花卉产业，对品种准确的鉴定显得尤为必要，这是

保证药用石斛安全性和观赏石斛新品种选育的重要

前提［３］。但是由于石斛兰的产地不同，用途广泛，

存在着同名异物和同物异名的现象，仅仅依靠形态

学鉴定是不够的，因此需要借助更为准确稳定的方

法对不同品种石斛兰进行有效的鉴定。

随着分子生物学技术的发展，分子标记技术因

其方法相对简便、多态性高且不受生长环境影响等

众多优点，成为目前种质资源鉴定的高效技术手段

之一［４］。序列相关扩增多态性 （Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＲＡＰ）标记是一种通过

独特的引物设计对开放阅读框 （Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｓ

ｆｒａｍｅｓ，ＯＲＦｓ）进行扩增的新型分子标记，吸收
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了ＲＦＬＰ、ＲＡＰＤ、ＳＳＲ和ＡＦＬＰ等分子标记的优

点，具有操作过程简单、扩增条带清晰、结果稳

定、重复性高等特点［５］，目前已广泛应用于国

兰［６］、杂交兰［７］、甘薯［８］、红花属［９］、花椒［１０］、

芸薹属［１１］等多种植物种质鉴定、重要性状标记、

遗传多样性及遗传图谱构建等研究中。在石斛属植

物中也有ＳＲＡＰ分子标记被利用的研究报道，如

铁皮石斛及其相似种的鉴定分析［１２］、经辐射后的

石斛兰组培苗的检测分析［１３］、不同来源地铁皮石

斛的遗传变异和保护研究［１４］，但有关该标记应用

于石斛兰种质资源多样性的研究还相对较少。本研

究利用ＳＲＡＰ分子标记对包括药用石斛和观赏石

斛在内的４８份品种资源进行分析，以期从分子水

平确定石斛兰种质资源亲缘关系，为石斛兰品种鉴

定、品种保护及后期的杂交育种提供理论依据，从

而推动石斛资源更深层的开发利用。

１　材料与方法

１１　试验材料

供试的４８份石斛兰品种 （表１）来源于福建

省农业科学院作物研究所兰花种质资源圃。

表１　供试材料

犜犪犫犾犲１　犕犪狋犲狉犻犪犾狊狋犲狊狋犲犱

编号 品种名 编号 品种名 编号 品种名 编号 品种名

１ 鼓槌石斛 １３ 肿节石斛 ２５ 黄贝壳石斛 ３７ 霍山石斛

２ 流苏石斛 １４ 黄喉石斛 ２６ 秋石斛Ｄ２０１５１１７ ３８ 秋石斛三亚阳光

３ 铁皮石斛 １５ 黄橙石斛 ２７ 密花石斛 ３９ 秋石斛水晶

４ 铜皮石斛 １６ 曲轴石斛 ２８ 扭瓣石斛 ４０ 秋石斛出水芙蓉

５ 金钗石斛 １７ 檀香石斛 ２９ 剑叶石斛 ４１ 秋石斛画眉

６ 秋石斛Ｄ４６ １８ 血喉石斛 ３０ 亮叶石斛 ４２ 秋石斛樱桃红

７ 晶帽石斛 １９ 麝香石斛 ３１ 报春石斛 ４３ 秋石斛红粉佳人

８ 蜂腰石斛 ２０ 本斯石斛 ３２ 董黑毛石斛 ４４ 秋石斛Ｄ２０１５１１４

９ 玫瑰石斛 ２１ 叉唇石斛 ３３ 澳洲石斛 ４５ 秋石斛Ｄ２０１５１２１

１０ 球花石斛 ２２ 红蜻蜓石斛 ３４ 兜唇石斛 ４６ 秋石斛ＴｒｅｔｅｓＭｏｏｎ

１１ 长苏石斛 ２３ 金果石斛 ３５ 重唇石斛 ４７ 秋石斛Ｄ２０１５１２７

１２ 秋石斛Ｄ２０１５１２９ ２４ 红灯笼石斛 ３６ 秋石斛Ｄ２０１５１２３ ４８ 秋石斛Ｄ２０１５１２８

１２　试验方法

１２１　石斛兰叶片ＤＮＡ的提取　选取各份供试

材料的新鲜叶片约０．５ｇ，采用改良ＣＴＡＢ法
［１５］进

行总ＤＮＡ的提取，提取完成后，利用分光光度计

法检测其浓度，１％琼脂糖凝胶电泳检测其完整性，

产物于－２０℃条件下保存备用。

１２２　 石斛兰 ＳＲＡＰＰＣＲ 扩增 　 参考 Ｂｕｄａｋ

等［１６］的引物，由１０条正向引物和１０条反向引物，

随机组成１００对引物组合。ＰＣＲ反应体系的总体

积为２５μＬ，其中含有１００ｎｇ·μＬ
－１的模板ＤＮＡ

１．０μＬ，１０μｍｏｌ·Ｌ
－１的上、下游引物各１．０μＬ，

含 Ｍｇ
２＋ 的 Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，２．５ ｍｍｏｌ·Ｌ

－１的

ｄＮＴＰｓ２．０μＬ，５Ｕ·μＬ
－１的犜犪狇 聚合酶０．２５

μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１７．２５μＬ。ＰＣＲ扩增程序参照钟淮钦

等［７］的研究，采用变温复性反应程序。程序结束

后，利用２．５％琼脂糖凝胶电泳分离扩增产物，观

察电泳图谱并拍照保存。

１３　数据分析

根据电泳图谱，利用人工方法进行ＤＮＡ条带

数的统计，在相同迁移位置上有扩增条带的标记为

１，无条带的则记为０，并构建原始数据矩阵。应

用ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０ｅ软件进行聚类分析，获得聚类

图；利用ＥＸＣＥＬ软件计算引物的多态性比率和多

态性信息含量 （ＰＩＣ）。

２　结果与分析

２１　石斛兰ＳＲＡＰ标记引物的筛选

将提取获得的４８份石斛兰品种ＤＮＡ稀释至

相同浓度备用，并随机选择其中的２份样本进行

１００对ＳＲＡＰ引物的初步筛选，筛选出３２对能扩

增出明显条带的引物。而后，利用４８份石斛兰品

种ＤＮＡ样本进行ＳＲＡＰ引物的进一步筛选，以明

确初步筛选引物对其他石斛兰品种的可用性。结果

发现，在３２对初筛选引物中有１４对引物的扩增条
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带清晰且多态性丰富。图１为引物组合Ｍｅ１＋Ｅｍ８

的扩增结果。

图１　引物 Ｍｅ１＋Ｅｍ８在４８个石斛兰品种中的扩增

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犲犱犕犲１＋犈犿８狆狉犻犿犲狉狊狅犳４８犇犲狀犱狉狅犫犻狌犿

犮狌犾狋犻狏犪狉狊

２２　ＳＲＡＰ标记的多态性分析

对筛选出来的１４对ＳＲＡＰ引物在４８份石斛兰

种质资源中的扩增结果进行分析发现 （表２），在

所有供试材料中共获得１５９个条带，平均每对引物

扩增１１．４个条带；获得多态性条带数为１５５个，

引物组合 Ｍｅ１＋Ｅｍ８扩增的多态性条带数最多，

为１５个，紧随其后的是引物组合Ｍｅ１＋Ｅｍ２的１４

个多态性条带和引物组合 Ｍｅ３＋Ｅｍ４的１３个多态

性条带，而引物组合 Ｍｅ３＋Ｅｍ６仅扩增到７个多

态性条带，平均每对引物扩增到１１．１个多态性条

带。各 引 物 的 多 态 性 比 率 分 布 为 ９０．００％ ～

１００．００％，除了引物组合 Ｍｅ４＋Ｅｍ２、Ｍｅ７＋

Ｅｍ２、Ｍｅ１０＋Ｅｍ２及 Ｍｅ１０＋Ｅｍ８外，其他引物

组合的多态性比率均为１００．００％。对１４对ＳＲＡＰ

引物的多态性信息含量分析结果显示，其分布范围

为０．７１８～０．９０３，每对引物平均多态性信息含量

为０．８２８，引物组合 Ｍｅ６＋Ｅｍ１０的多态性信息含

量最高，而引物组合 Ｍｅ４＋Ｅｍ２的多态性信息含

量最低 （表２）。以上结果表明石斛兰ＳＲＡＰ的多

态性信息含量较为丰富。

表２　石斛兰ＳＲＡＰ标记多态性分析

犜犪犫犾犲２　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅狀犛犚犃犘犿犪狉犽犲狉狊犻狀犇犲狀犱狉狅犫犻狌犿

引物名 引物序列 总条带
多态性

条带

多态性比率

／％

多态性

信息含量

Ｍｅ１＋Ｅｍ２ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ３′ １４ １４ １００．００ ０．９００

Ｍｅ１＋Ｅｍ３ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ３′ ９ ９ １００．００ ０．８２９

Ｍｅ１＋Ｅｍ８ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ３′ １５ １５ １００．００ ０．８８４

Ｍｅ２＋Ｅｍ１ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ３′ ９ ９ １００．００ ０．８４０

Ｍｅ２＋Ｅｍ１０ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＡＧ３′ １２ １２ １００．００ ０．８８０

Ｍｅ３＋Ｅｍ４ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ３′ １３ １３ １００．００ ０．９００

Ｍｅ３＋Ｅｍ６ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ３′ ７ ７ １００．００ ０．７７９

Ｍｅ４＋Ｅｍ２ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ３′ １３ １２ ９２．３１ ０．７１８

Ｍｅ６＋Ｅｍ６ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ３′ １１ １１ １００．００ ０．８６８

Ｍｅ６＋Ｅｍ１０ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＡＧ３′ １２ １２ １００．００ ０．９０３

Ｍｅ７＋Ｅｍ２ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＣ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ３′ １０ ９ ９０．００ ０．７３０

Ｍｅ８＋Ｅｍ５ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ３′ １１ １１ １００．００ ０．８３９

Ｍｅ１０＋Ｅｍ２ ５′ＴＧＧＧＧＡＣＡＡＣＣＣＧＧＣＴＴ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ３′ １２ １１ ９１．６７ ０．７９８

Ｍｅ１０＋Ｅｍ８ ５′ＴＧＧＧＧＡＣＡＡＣＣＣＧＧＣＴＴ３′；５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ３′ １１ １０ ９０．９１ ０．７２４

２３　４８份石斛兰品种资源的聚类分析

以ＥＸＣＥＬ中记录的０，１型数据为基础，利

用ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０ｅ软件，构建４８份石斛兰品种

资源的聚类图 （图２）。结果显示，４８份石斛兰品

种间的遗传距离为０．１５～０．９７，其中，秋石斛

Ｄ２０１５１２７品种和秋石斛 Ｄ２０１５１２８品种的亲缘关

系最近。

在遗传距离为０．８３处，４８个石斛兰品种分为
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７大聚类群：第Ⅰ类包括１３个品种，有鼓槌石斛、

流苏石斛、铁皮石斛、细茎石斛、金钗石斛、霍山

石斛、晶帽石斛、肿节石斛、黄喉石斛、蜂腰石

斛、玫瑰石斛、球花石斛及血喉石斛，这些品种中

包括了几种较为常见的药用石斛；第Ⅱ类包括３个

品种，有红蜻蜓石斛、金果石斛和红灯笼石斛；第

Ⅲ类有４个品种，为檀香石斛、麝香石斛、叉唇石

斛、本斯石斛；第Ⅳ类含４个品种，其中有黄橙石

斛、曲轴石斛、澳洲石斛、董黑毛石斛；第Ⅴ类有

１５个 品 种，秋 石 斛 Ｄ４６、长 苏 石 斛、秋 石 斛

Ｄ２０１５１２９、秋石斛 Ｄ２０１５１２３、秋石斛三亚阳光、

秋石斛水晶、秋石斛出水芙蓉、秋石斛画眉、秋

石 斛樱 桃 红、 秋 石 斛红 粉 佳 人、 秋 石 斛

Ｄ２０１５１２１、 秋 石 斛 Ｄ２０１５１１４、 秋 石 斛

ＴｒｅｔｅｓＭｏｏｎ、 秋 石 斛 Ｄ２０１５１２７、 秋 石 斛

Ｄ２０１５１２８、黄贝壳石斛、秋石斛Ｄ２０１５１１７及亮叶

石斛；第Ⅵ类为报春石斛、兜唇石斛和重唇石斛；

第Ⅶ类为密花石斛、扭瓣石斛和剑叶石斛。

图２　４８份石斛兰品种聚类分析

犉犻犵．２　犆犾狌狊狋犲狉狆狉狅犳犻犾犲狅犳４８犇犲狀犱狉狅犫犻狌犿犮狌犾狋犻狏犪狉狊

３　讨论与结论

遗传多样性是生物多样性的核心内容，是生命

进化和物种分化的基础，为研究物种的遗传基础、

品种鉴定、亲本优选等提供理论依据。石斛兰除了

具有观赏价值外，部分品种还兼具高药用价值和经

济价值，了解该种质资源的遗传多样性，不仅能够

缓解目前交易市场中商品石斛品种混乱的现象，还

能推动石斛资源更深层的开发利用和保护，具有现

实的指导意义。

分子标记由于能够直接反映基因组ＤＮＡ间的

差异，且不受环境的限制，具有多态性高、共显性

等特点，从而在石斛属植物中得到广泛应用。徐蕾

等［１７］利用ＳＳＲ标记对３６份来自不同产地的铁皮石

斛进行遗传多样性分析，结果表明ＳＳＲ标记的多

态位点百分率为９７．１９％，中国铁皮石斛品种具有

较高的遗传多样性。宋爽等［１８］利用ＩＳＳＲ和ＡＦＬＰ

两种分子标记对５１个药用石斛材料进行遗传多样

性研究，其中ＩＳＳＲ 标记的多态条带比率高达

１００％，ＡＦＬＰ标记的多态性比率达９９．５２％，二

者均能有效地将研究材料分开，均适用于石斛植物

的遗传多样性研究。张杨等［１９］的研究表明 ＲＡＰＤ

分子标记的多态性比率为９３．８１％，且该技术能够

较好地从分子水平方面反映金钗石斛、铁皮石斛和

齿瓣石斛这３种石斛属植物的遗传背景和亲缘关

系。周丽等［２０］采用ＳＲＡＰ标记分析了包括黔西南

州野生铁皮石斛在内的２３种相关种类石斛的遗传

多样性，结果显示多态性位点占比９７．３２％，且聚

类分析结果与植物学形态分类结果统一。樊洪泓

等［２１］将ＳＲＡＰ技术应用于药用石斛的遗传多样性

及亲缘关系的研究中，证明了其有效性。本研究利

用ＳＲＡＰ分子标记对４８份石斛兰品种资源的遗传

多样性进行分析，结果显示，筛选得到的１４对引

物共扩增出１５９个条带，其中多态性条带为１５５

个，多态性比率为９７．５％，平均每对引物扩增到

１１．１个多态性条带，平均引物多态性信息含量为

０．８２８。由此可见，在石斛兰的遗传多样性研究中，

ＳＲＡＰ标记具有较为丰富的多态性信息含量。此

外，聚类分析结果显示，４８份石斛兰品种间的遗

传距离变化范围在０．１５～０．９７，说明供试的石斛

兰品种间具有十分丰富的遗传多样性，也表明利用

ＳＲＡＰ标记进行石斛兰种质资源遗传多样性的分析

是完全可行的。

本研究结果还表明，ＳＲＡＰ标记能够较好地将

供试的４８份石斛资源区分开。４８份样品聚类分析

结果显示，晶帽石斛与肿节石斛的亲缘关系较近，

铜皮石斛与金钗石斛的亲缘关系较近，报春石斛与

兜唇石斛的亲缘关系较近，这与 《中国植物志》中

的分类结果相吻合。在遗传距离为０．８３处，４８个

石斛兰品种可以分为７大聚类群。在第Ⅰ聚类群

中，相较于铁皮石斛，霍山石斛与金钗石斛和铜皮

石斛的亲缘关系更近，这一结论与樊洪泓等［２１］的

研究结果一致；第Ⅴ聚类群中包含了供试材料中的

大部分秋石斛品种，秋石斛是花期在秋天的热带洋
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兰的统称，大部分品种是以蝴蝶石斛为亲本育成的

杂交品种，与其他石斛的遗传距离较远，说明

ＳＲＡＰ的分类结果与种质资源的遗传背景有一定的

相关性。第Ⅲ聚类群中，檀香石斛和麝香石斛均有

紫红色花和浓郁香气；第Ⅳ聚类群中的黄橙石斛、

曲轴石斛和董黑毛石斛的花瓣分别为金黄色、橘黄

色和淡黄色，为黄色系；第Ⅵ聚类群中报春石斛、

兜唇石斛和重唇石斛的花瓣分别为淡玫瑰色、淡紫

红色以及淡粉红色，为红色系；说明ＳＲＡＰ的分

类结果与种质资源的花色、花香等特性相关。上述

结果说明ＳＲＡＰ可以较准确地从分子水平反映出

４８份石斛兰种质资源的遗传差异，表明将ＳＲＡＰ

标记应用于石斛兰种质遗传多样性分析效果良好。
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