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当归Angelica sinensis（Oliv.）Diels.具有补血活血、调经止

痛、润燥滑肠之功效[1]，是甘肃省的主要道地药材之一，具有悠

久的人工栽培历史 [2]。目前，甘肃省大面积栽培的当归品种

（系）主要通过系统选育获得，由于在育种过程中所使用的材

料主要集中在少数优良品种或品系上，使得所选育的新品种

在外观形态上极为相似，仅依靠表型特征研究品种（系）间的

遗传差异准确性较低。因此，利用分子生物学方法鉴别当归

不同品种（系）间的遗传关系十分必要。简单重复序列区间

（ISSR）分子标记技术具有适用性广、重复性好、多态性高、成

本低，为显性标记等优点[3]，已在药用植物品种鉴定、种质资源

和遗传多样性研究等方面被广泛应用，但不同种类植物的

ISSR-聚合酶链反应（PCR）体系不同，且其稳定性也受多种因

素影响[4-6]。因此，本研究将建立适用于当归的 ISSR-PCR反应

体系，对影响其稳定性的各个因素进行优化，并应用优化后的

体系对不同当归品种（系）间的遗传关系进行研究，旨在为当
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摘 要 目的：建立并优化当归简单重复序列区间（ISSR）-聚合酶链反应（PCR）体系并对 6个当归品种（系）的遗传关系进行研

究。方法：以 ISSR-PCR扩增结果为指标，Mg2+浓度、TaqDNA 聚合酶活性、dNTPs浓度、引物浓度、DNA模板用量为5因素，通过正

交、单因素试验优化 ISSR-PCR体系。应用优化体系对6个不同品种（系）的当归样本进行遗传关系分析。结果：当归 ISSR-PCR最

佳反应体系为在20 μl反应体系中含Mg2+（10×PCR Buffer）1.5 mmol/L、TaqDNA聚合酶0.6 U、dNTPs 0.375 mmol/L、引物0.3 μmol/L、

DNA 模板 42 ng。6个当归品种（系）的多态性位点百分率为 13.04％，Nei’s 基因多样性指数为 0.058 0，Shannon 多样性指数为

0.082 7。结论：建立的当归 ISSR-PCR体系可用于当归分子遗传学研究，6个当归品种（系）间遗传差异较小。
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ship Study of Different Varieties or Strains
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish and optimize ISSR-PCR reaction system for Angelica sinensis. METHODS：The ISSR-

RCR reaction system were optimized by orthogonal design and single-factor design with ISSR-PCR amplification as index using

Mg2+ concentration，TaqDNA polymerase activity，dNTPs concentration，primer concentration，template DNA concentration as fac-

tors. The genetic relationship of 6 varieties or strains of A. sinensis were analyzed by optimized system. RESULTS：The optimum re-

action system（20 μl）contained 1.5 mmol/L Mg2+（10×PCR Buffer），0.6 U TaqDNA polymerase，0.375 mmol/L dNTPs，0.3 μmol/L

ISSR primer and 42 ng/20 μl DNA template. The average percentage of polymorphie bands（PPB）of 6 different varieties or strains

of A. sinensis was 13.04％，Nei’s genetic diversity index（He）and Shannon’s information index（Ⅰ）were 0.058 0 and 0.082 7.

CONCLUSIONS：The established ISSR-PCR reaction system can be used to study molecular genetics of A. sinensis. The genetic

differences among 6 varieties or strains of A. sinensis are small.
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归新品种（系）选育提供科学参考，并为深入开展当归种源鉴

定、遗传多样性分析、优良性状标记等研究奠定基础。

1 材料
1.1 仪器

梯度 PCR 扩增仪（德国 Biometra 公司）；GelDoc XR

System 凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司）；DYY-7型电泳仪

（北京市六一仪器厂）；TGL16M型台式高速冷冻离心机（湖南

凯达科学仪器有限公司）；UV-1102型紫外分光光度计（上海天

美科学仪器有限公司）。

1.2 植物材料

植物材料于 2013 年 6 月采自“十二五”科技支撑计划

（No.2011BAI05B02）课题组实验基地（甘肃省漳县，东经104 °

13.375′，北纬34 °46.228′，海拔2 305 m），为定西市旱农中心选

育的不同品种（系）当归的幼苗（见表 1）。采样时选取无病虫

害的幼嫩叶片，每个品种（系）取 3株，放入硅胶中迅速干燥后

带回实验室，－25 ℃贮藏。全部样品由甘肃中医学院中药资

源教研室晋玲教授鉴定为伞形科植物当归 A. sinensis（Oliv.）

Diels的叶片。

表1 药材信息

Tab 1 Information of medicinal materials

编号
1

2

3

4

5

6

品种（系）

岷归1号
岷归2号
岷归4号
岷归5号

DG 2005-03

DGA 2000-01

采样数（株）

3

3

3

3

3

3

1.3 试剂

Tris 碱、EDTA、PVP（DH267-1）、β-巯基乙醇、乙酸钠、

RNaseA、琼脂糖、EB、Mg2+、TaqDNA 聚合酶、dNTPs、DNA 试

剂提取盒均购自西安科昊生物工程有限责任公司；ISSR随机

引物（根据British Columbia大学公布的序列设计，由南京金斯

瑞生物科技有限公司合成）；其余试剂均为国产分析纯（天津

市百世化工有限公司）。

2 方法
2.1 基因组DNA的提取与检验

采用改良十六烷基三乙基溴化铵（CTAB）法[7]提取每个品

种（系）混合植株样本基因组 DNA，利用紫外分光光度计测

定其纯度，用琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 是否降解。将样品

适当稀释后，－20 ℃贮藏，用于 ISSR-PCR 反应条件的优化

试验。

2.2 ISSR-PCR体系优化

2.2.1 ISSR-PCR 体系正交试验 采用 L16（45）正交试验确定

PCR 反应中 5个因素（Mg2+、TaqDNA 聚合酶、dNTPs、引物和

DNA模板）的最佳水平组合，引物选用UBC-826，总反应体系

为 20 μl。PCR 扩增程序：94 ℃预变性 4 min；94 ℃变性 45 s，

58 ℃（理论退火温度）45 s，72 ℃延伸2 min，40个循环；72 ℃延

伸 7 min，4 ℃贮藏。扩增结束后，反应产物用 1.2％琼脂糖凝

胶电泳检测，电泳缓冲液为 1×TBE，110 V电压下电泳 90 min

左右，EB（10 mg/ml）染色15 min，置凝胶成像系统下检测并照

相。ISSR-PCR体系正交试验设计见表2。

2.2.2 ISSR-PCR体系单因素试验 根据正交试验结果，选择

扩增效果较好的反应体系，在此基础上采用单因素试验设计，

进一步优化影响扩增效果的因素。选取扩增条带相对清晰的

随机引物 UBC-826，对影响当归 ISSR-PCR 体系的各个因素

（Mg2+、TaqDNA 聚合酶、dNTPs、引物和 DNA 模板）设置不同

梯度浓度，每一个最佳条件确定后作为后续研究的一个条

件。PCR 扩增程序和电泳检测条件与正交试验设计相同。

ISSR- PCR体系单因素试验设计见表3。

表3 ISSR-PCR体系单因素试验设计

Tab 3 Single factor design of ISSR-PCR system

水平
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

Mg2+，mmol/L

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

1.75

2.00

2.25

2.50

TaqDNA聚合酶，U

0.4

0.6

0.8

1.0

1.5

2.0

2.5

dNTPs，mmol/L

0.050

0.125

0.375

0.400

0.45

0.500

0.625

引物，μmol/L

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

0.50

0.60

0.70

0.80

DNA模板，ng

6

12

18

24

30

36

42

48

54

60

2.3 引物筛选与最佳退火温度的确定

在优化体系下对70条 ISSR随机引物进行筛选，选择扩增

条带较多、背景清晰的引物；利用梯度PCR仪对筛选好的引物

进行退火温度梯度试验，通过比较退火温度对条带数量和条

带清晰度的影响，确定每条引物的最佳退火温度。

2.4 供试品 ISSR-PCR的检测

筛选出的 ISSR-PCR引物在其最佳退火温度与最优反应

体系下对不同供试品基因组DNA进行扩增。反应结束后进行

1.2％琼脂糖凝胶电泳检测，在凝胶成像系统下照相、保存。

2.5 数据统计与分析

采用人工读带法，在相同迁移率位置上，有带记为1，无带

记为 0，建立数据矩阵，并进行扩增条带的多态性统计。利用

Popgen 1.32软件统计扩增位点的多态性位点百分率、Shannon

多样性指数、Nei’s基因多样性指数和Nei’s遗传相似系数及

遗传距离。应用 NTSYS 软件根据 Nei’s 遗传距离构建

UPGMA 聚类树状图，分析 6个不同当归品种（系）间的亲缘

表2 ISSR-PCR体系正交试验设计
Tab 2 Orthogonal design of ISSR-PCR system

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

Mg2+，mmol/L

1.0

1.0

1.0

1.0

1.5

1.5

1.5

1.5

2.0

2.0

2.0

2.0

2.5

2.5

2.5

2.5

TaqDNA 聚合酶，U

0.5

1.0

1.5

2.0

1.0

0.5

2.0

1.5

1.5

2.0

0.5

1.0

2.0

1.5

1.0

0.5

dNTPs，mmol/L

0.125

0.250

0.375

0.500

0.125

0.250

0.375

0.500

0.125

0.250

0.375

0.500

0.125

0.250

0.375

0.500

引物，μmol/L

0.2

0.3

0.4

0.5

0.4

0.5

0.2

0.3

0.5

0.4

0.3

0.2

0.3

0.2

0.5

0.4

DNA模板，ng

18

24

30

36

36

30

24

18

24

18

36

30

30

36

18

24
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关系。

3 结果
3.1 正交试验结果

第 1～4、6、8～16组处理方案下均能扩增出条带，但不同

处理方案的条带数目和清晰度不一致。以特异谱带多态性

高、背景干扰低、主带清晰、副带明显为原则，确定第11号处理

方案为当归 ISSR-PCR的最佳反应体系。不同正交试验方案

的 ISSR-PCR产物电泳图见图1。

3.2 单因素试验结果

3.2.1 不同Mg2+浓度对 ISSR-PCR扩增结果的影响 当Mg2+

浓度低于 1.25 mmol/L时，扩增条带少且不清晰；当浓度高于

1.5 mmol/L 时特异性条带增多。最终确定最适 Mg2+浓度为

1.5 mmol/L，此结果与正交试验结果基本一致。不同Mg2+浓度

对 ISSR-PCR扩增结果的影响见图2。

3.2.2 不同 TaqDNA 聚合酶活性对 ISSR-PCR 扩增结果的影

响 当TaqDNA聚合酶活性小于0.6 U时，扩增条带变暗；高于

0.8 U时，扩增条带的背景开始模糊甚至没有条带。最终确定

最适TaqDNA聚合酶活性为 0.6 U，此结果与正交试验结果基

本一致。不同 TaqDNA 聚合酶活性对 ISSR-PCR 扩增结果的

影响见图3。

3.2.3 不同 dNTPs 浓度对 ISSR-PCR 扩增结果的影响 当

dNTPs浓度高于 0.45 mmol/L时，条带较少且变弱，而在 0.375

mmol/L时扩增的条带多、稳定、清晰。最终确定最适dNTPs浓

度为 0.375 mmol/L，此结果与正交试验结果基本一致。不同

dNTPs浓度对 ISSR-PCR扩增结果的影响见图4。

3.2.4 不同DNA模板用量对 ISSR扩增结果的影响 DNA模

板用量在42～60 ng范围内时，PCR扩增条带数基本不受其用

量大小的影响，但当用量低于 36 ng后，扩增条带数明显减少

且变得模糊。经过清晰度、条带数及经济用量等多方面考虑，

最终确定最适DNA模板用量为42 ng，此结果与正交试验结果

基本一致。不同DNA模板用量对 ISSR-PCR扩增结果的影响

见图5。

3.2.5 不同引物浓度对 ISSR-PCR扩增结果的影响 引物浓
度在 0.15～0.3 μmol/L 范围内均能扩增出条带，但浓度低于
0.15 μmol/L 时无条带；引物浓度在 0.35～0.45 μmol/L 范围内
扩增条带逐渐模糊；浓度高于 0.5 μmol/L时，特异性条带数增
多。最终确定最适引物浓度为0.3 μmol/L，此结果与正交试验
结果基本一致。不同引物浓度对 ISSR-PCR扩增结果的影响
见图6。

3.3 引物筛选及最佳退火温度确定

根据正交、单因素试验结果，最终确定当归 ISSR- PCR的
最佳反应体系为20 μl，内含Mg2+（10×PCR Buffer）1.5 mmol/L，

TaqDNA聚合酶0.6 U，引物0.3 μmol/L，dNTPs 0.375 mmol/L，

DNA 模板 42 ng。应用优化后的体系，从 70 个 ISSR-PCR 随
机引物中筛选出扩增条带清晰且条带数多的 8条引物，并确
定了每条引物的最佳退火温度。不同 ISSR-PCR 引物最佳
退火温度见表 4；不同退火温度对 ISSR-PCR 扩增结果的影
响见图 7。

3.4 供试样品的遗传关系分析

3.4.1 扩增条带的多态性统计 8条 ISSR随机引物共扩增出
46条带，其中多态性条带6条，占13.04％。8条引物产生的多
态性条带见表4。

3.4.2 扩增位点的遗传多样性分析 共检测到 45个遗传位

点，其中多态性位点 6 个，多态性位点百分率为 13.04％；

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M

图1 不同正交试验方案的 ISSR-PCR产物电泳图
1～16.正交设计1～16组；M.蛋白标记

Fig 1 Electrophoretogram of ISSR-PCR orthogonal design
1-16. groups of orthogonal design；M. stands for protein marker

M 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M 7 6 5 4 3 2 1

图 2 不同Mg2+浓度对 ISSR-

PCR扩增结果的影响
1～9.泳道1～9的Mg2+浓度分别为

0.50、0.75、1.00 、1.25、1.50、1.75、

2.00、2.25、2.50 mmol/L；M.蛋白标

记

Fig 2 Effects of different

Mg2 + concentrations on ISSR-

PCR amplification
1-9.Mg2+ concentrations 0.50、0.75、

1.00、1.25、1.50、1.75、2.00、2.25、

2.50 mmol/L；M. stands for protein

marker

图 3 不同 TaqDNA 聚合酶

活性对 ISSR-PCR 扩增结果

的影响
1～7.泳道 1～7的 TapDNA 聚合

酶活性分别为 0.4 、0.6 、0.8、1.0、

1.5、2.0、2.5 U；M.蛋白标记

Fig 3 Effects of different

TaqDNA polymerase activi-

ty on ISSR-PCR amplificat-

ion
1-7.TaqDNA polymerase activities

0.4、0.6、0.8、1、1.5、2、2.5 U；M.

stands for protein marker

图 4 不同 dNTPs 浓度对 IS-

SR-PCR扩增结果的影响
1～7.泳道1～7 dNTPs浓度分别为

0.050、0.125、0.375、0.400、0.450、

0.500、0.625 mmol/L；M.蛋白标记

Fig 4 Effects of different

dNTP concentrations on ISS-

RPCR amplification
1-7. dNTPs concentrations 0.050、

0.125、0.375、0.400、0.450、0.500、

0.625 mmol/L；M. stands for pro-

tein marker

M 7 6 5 4 3 2 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

图 5 不同 DNA 模板用量对

ISSR-PCR扩增结果的影响
1～10.泳道 1～10 DNA 模板质量

浓度分别为 6、12、18、24、30、36、

42、48、54、60 ng/µl；M.蛋白标记

Fig 5 Effects of different

concentrations of template

DNA on ISSR-PCR amplifi-

cation
1-10.ltemplate concentrations 6、

12、18、24、30、36、42、48、54、60

ng/µl；M. stands for protein marker
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Shannon 多样性指标为 0.082 7；Nei’s 基因多样性指标为
0.058 0，各指标均显示不同品种（系）的当归遗传多样性较低。

3.5 不同当归品种（系）间的亲缘关系分析
3.5.1 遗传距离和遗传相似性统计 遗传距离越大的品种
（系）间亲缘关系越远，Popgen 1.32软件统计结果表明，6个不
同当归品种（系）之间遗传距离范围为0.002 8～0.115 1，其中3

号与5号的遗传距离为0.002 8，说明它们之间具有较近的亲缘
关系，而 1、2号与 6号间的遗传距离为 0.115 1，说明这两个品
种（系）间的亲缘关系最远。不同当归品种（系）遗传距离见表
5（表中“＊＊＊”表示无距离）。

表5 不同当归品种（系）遗传距离
Tab 5 The genetic distances and genetic similarity coeffi-

cient of different varieties or strains of A. sinensis

pop ID

1

2

3

4

5

6

1

＊＊＊
0.044 5

0.091 0

0.067 4

0.091 0

0.115 1

2

0.956 5

＊＊＊
0.091 0

0.022 0

0.091 0

0.115 1

3

0.913 0

0.913 0

＊＊＊
0.067 4

0.002 8

0.067 4

4

0.934 8

0.978 3

0.934 8

＊＊＊
0.067 4

0.091 0

5

0.913 0

0.913 0

0.997 2

0.934 8

＊＊＊
0.067 4

6

0.891 3

0.891 3

0.934 8

0.913 0

0.934 8

＊＊＊

3.5.2 聚类分析 利用NTSYS软件根据Nei’s遗传距离构建

甘肃不同当归品种（系）的UPGMA聚类图。结果表明，6个不

同品种（系）当归在遗传距离 0.09处被聚为 2类，岷归 1号、岷
归 2号和岷归 5号为一类群，岷归 4号、DG 2005-03-01和 DG
2000-01-01为另一类群；在遗传距离0.06处，岷归2号和岷归5

号聚为一类，岷归1号为一类；在遗传距离0.07处，岷归4号和
DG 2005-03-01为一类群，DG 2000-01-01为另一类。以 Nei’s
遗传距离构建的当归 UPGMA聚类图见图8。

4 讨论
ISSR分子标记方法简便、易操作，但其稳定性却受多种因

素影响[8-10]，若想增加其分析结果的可靠性，首先应对各种影响
因子进行优化，确立适合该物种的最佳反应体系。本研究先
应用正交试验筛选出可扩增出清晰条带的反应体系，然后结
合单因素试验进一步优化该体系，根据试验结果来看，二者确
定的 Mg2+、TaqDNA 聚合酶、dNTPs、引物和 DNA 模板水平差
别不大，最终确立的当归最佳 ISSR-PCR体系稳定可靠，可用
于后续试验。

遗传多样性可以作为一个鉴别物种遗传能力、种质优劣
的指标，特别是在人工选择、新品种（系）培育的过程中要时刻
关注，以防止种质下降，延缓新品系形成时间。本研究中 6个
不同当归品种（系）的遗传多样性较低，多态性比率仅为
13.04％，其原因可能是由于这几个是选育较早且种植规模较
大的当归品种（系）[11-13]，经过多年的人工栽培其种质已发生退
化而导致遗传多样性下降。课题组对近几年新选育的当归品
种（系）研究后发现，其遗传多样性高达86.70％，此结果充分说
明在当归育种过程中，扩大选育品种（系）的种类和数量可有
效防止其遗传多样性下降，减缓种质退化的速度。

研究结果表明，6个当归栽培品种（系）间的遗传距离普遍
不大，只有少数品种（系）的遗传分化较显著，说明多数品种
（系）的遗传基础较窄，因此在育种过程中应该丰富亲本的选
择，以提高育种的效率和获得优良品种的概率。聚类结果可
为不同当归品种（系）间的远缘杂交提供依据，但不能仅依靠
此结果，还应结合其表型性状，综合判断不同品种（系）间亲缘
关系的远近。
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接骨木总苷片促进骨折愈合与抗炎作用研究ⅠΔ
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中图分类号 R285；R863 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2014）35-3269-04

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2014.35.02

摘 要 目的：研究接骨木总苷片促进骨折愈合与抗炎作用。方法：复制兔骨折模型。60只新西兰大白兔随机均分为正常对照

（等容生理盐水）组、模型（等容生理盐水）组、跌打丸（0.28 g/kg）组与接骨木总苷片高、中、低剂量（0.22、0.11、0.06 g/kg）组，以药物

加入饲料给药，连续 36 d。骨密度仪测定骨密度（BMD）、骨矿含量（BMC）、骨痂面积（Area），通过 X 光片观察兔骨折愈合程度。

采用小鼠耳肿胀和大鼠足肿胀模型观察其抗炎作用，热板法观察其镇痛作用。结果：高、中、低剂量接骨木总苷片可增加模型大白

兔BMD、BMC，使模型大白兔骨折断端接近消失，骨膜反应密度加深，骨痂量增多、增深；中剂量组接骨木总苷片可增加模型大白

兔Area。高、中、低剂量接骨木总苷片可减轻模型小鼠耳肿胀度，降低模型大鼠足肿胀率，提高1 h内模型小鼠痛阈值。结论：接

骨木总苷片有较好的抵抗急性炎症和镇痛的作用，并能促进骨折愈合。

关键词 接骨木总苷片；骨折愈合；抗炎；镇痛

Study on Effects of Sambucus williamsii Total Glycosides Tablets on Fracture Healing and Inflammation：PartⅠ
YANG Bing-you，HE Ya-wen，ZHU Xiao-qing，HAN Hua，YANG Liu，WANG Qiu-hong，KUANG Hai-xue（Key
Lab of Chinese Materia Medica，Ministry of Education/Heilongjiang Provincial Key Lab of TCM and Natural
Medicine Pharmacodynamic Material Bases/Key Lab of TCM，Heilongjiang Provincial Education Department/
College of Pharmacy，Heilongjiang University of TCM，Harbin 150040，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Sambucus williamsii total glycosides tablets on fracture healing and inflamma-

tion. METHODS：Rabbit fracture model was induced. 50 New Zealand white rabbits were randomly divided into normal control

group（constant volume of normal saline），model group（constant volume of normal saline），Dieda pills group（0.28 g/kg），S. wil-

liamsii total glycosides tablets high-dose，medium-dose and low-dose groups（0.22，0.11，0.06 g/kg）. They were given medicine via

feedingstuff for consecutive 36 d. The bone mineral density（BMD），bone mineral content（BMC）and callus area（Area）were de-

termined by dual energy X-ray absorptionmetry（DXA）. The degree of fracture healing was observed by X-ray film. Anti-inflamma-

tory effects were observed by mice ear swelling and rat foot swelling experiments；analgesic action was observed by hot plate meth-

od. RESULTS：High-dose，medium-dose and low-dose of S. williamsii total glycosides tablets could increase BMD and BMC in

model group；the fracture site of model rabbit disappeared nearly，and periosteal reaction density increased and deepened. Medi-

um-dose of S. williamsii total glycosides tablets could increase Area in model group. High-dose，medium-dose and low-dose of S.

williamsii total glycosides tablets relieved mice ear swelling of model mice and foot swelling of model rats，and increased 1h pain

threshold of normal mice. CONCLUSIONS：S. williamsii total glycosides tablets have good resistance to acute inflammation and an-

algesic effect and can promote the fracture healing.

KEYWORDS Sambucus williamsii total glycosides tablets；Fracture healing；Anti-inflammatory；Analgesia
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