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采用分子标记和次级代谢产物研究利川大黄
的道地性
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摘 要 利川大黄面临野生资源枯竭、品种退化、遗传背景不清等问题，严重制约了利川大黄产业的可持续发展和

品牌价值 .利用 ISSR和RAPD两种分子标记组合，结合标志性次级代谢产物来评估利川大黄的道地性 . 筛选了 12
个 ISSR和 8个RAPD分子标记引物，将 ISSR和RAPD引物两两组合，得到 5对引物组合可直接区分利川大黄与其他

产地大黄 .基于聚类分析利川大黄与其他地区大黄被分为不同组，且利川大黄被分为两大类，表明大黄种质资源遗

传多样性与地理分布存在相关性，受到气候环境的显著影响 . HPLC结果显示利川大黄的大黄素、大黄酚和大黄素

甲醚这三种蒽醌类衍生物含量均高于其他产地 . 研究通过分子标记对利川和其他地区大黄进行了遗传多样性分

析，初步揭示了利川大黄以及其他地区大黄的亲缘关系，为利川大黄这一地标性产品的鉴定和辨别提供了有效手

段，为利川大黄资源的道地性研究提供了理论依据和技术支持 .
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The authenticity research of Rhubarb Lichuan based on molecular 
markers and secondary metabolites
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Abstract Lichuan Rhubarb faces the problems of wild resource depletion， variety degradation and unclear genetic 
background， which seriously restricts the sustainable development and brand value of Lichuan Rhubarb industry. ISSR and 
RAPD molecular markers were used to evaluate the authenticity of Rhubarb Lichuan in combination with the signature 
secondary metabolites. Twelve ISSR and eight RAPD primers were screened， and the combination of ISSR and RAPD 
primers showed that five primers could be used to distinguish Rhubarb Lichuan from Rhubarb from other regions. Rhubarb 
in Lichuan and other regions were divided into different groups based on cluster analysis， and Rhubarb in Lichuan was 
divided into two categories， indicating that the genetic diversity of Rhubarb germplasm resources was correlated with the 
geographical distribution， and was significantly affected by climate environment. HPLC results showed that the contents of 
emodin， chrysophanol and emodin methyl ether were higher in Lichuan Rhubarb than in other areas. In this study， genetic 
diversity of Rhubarb from Lichuan and other areas was analyzed by molecular markers， and the kinship relationship 
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between Rhubarb from Lichuan and other areas was preliminarily revealed， which provided an effective means for the 
identification and identification of Rhubarb from Lichuan as a landmark product， and provided theoretical basis and 
technical support for the research on the authenticity of Rhubarb resources in Lichuan. 
Keywords Rheum officinale； molecular marker； genetic diversity； authenticity

大黄隶属蓼科（Polygonaceae）大黄属（Rheum），

为多年生草本植物 . 全世界约 60种，我国有 39种，2
变种，约占全部种数的 2/3，主要分布于我国西北、西

南及华北地区［1］. 利川大黄是湖北恩施土家族苗族自

治州利川市的特色产品，又称马蹄大黄、药用大黄 . 
利川大黄的功效主要表现在破瘀活血，攻下泻热，抗

菌消炎，保肝利尿，调解免疫，延缓衰老等 .作为市场

紧缺的名贵中药材，由于得不到有效保护，遭遇过

度采挖的困境，大黄天然资源已近于枯竭［2］. 同时，

由于人工的大规模种植和长期的遗传变异，导致大

黄的种性退化严重、遗传背景不清晰 . 开展遗传多

样性鉴定对于筛选优质利川大黄品种、保护利川大

黄地标产品的品牌价值具有重要的实际生产意义 .
遗传多样性在种群水平上不仅包括遗传变异

的大小，还包括遗传变异分布格局，即种群的遗传

结构［3-5］. 目前，分子标记技术已成为植物遗传多样

性研究和种质资源鉴定的重要技术 . 一方面，分子

标记技术因数量丰富、遗传稳定、多态性高、多为共

显性等优点被广泛应用于植物遗传多样性的分析

研究［6-8］，另一方面高效液相色谱仪分析速度快、重

复性好、分辨率高、灵敏度高，被广泛应用在药用植

物的次级代谢产物定量检测中［9-11］. 本研究通过

ISSR及RAPD两种分子标记手段对利川大黄资源及

全国 7个不同地区的大黄进行遗传多样性分析，为

利川大黄这一地标性产品的鉴定和溯源提供了的

依据，并通过高效液相色谱技术对利川、四川、甘

肃、云南四个地区大黄饮片中的五种蒽醌含量进行

了检测，研究对利川大黄质量评价及地标产品的品

牌保护具有重要意义 .

1　实验部分

1.1　实验材料

1-22（利川大黄种质资源圃）、24-29均为马蹄大

黄（Rheum officinale），23 为 牛 舌 大 黄（Rumex 
dentatus L.）（表1），取叶片提取DNA.

表1　大黄采集地分布表

Tab. 1　Distribution of Rhubarb Collection Sites

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

恩施市建始县龙坪乡龙平五组

恩施市巴东县大支坪乡西堡村农场组

恩施市建始县官店乡毛家槽村二组毛家槽

恩施市巴东县野三关镇石牛垭村十一组桥湾

恩施市巴东县野三关镇石牛垭村十组桥湾

恩施市巴东县野三关镇清吉坪村三组

恩施市巴东县野三关镇石牛垭村四组马口湾

重庆市奉节县云雾乡红椿村二组（恩施重庆交界）

重庆市奉节县云雾乡红椿村五组（恩施重庆交界）

重庆市奉节县云雾乡马头村二组（恩施重庆交界）

重庆市奉节县云雾乡红椿村三组（恩施重庆交界）

恩施市利川市柏杨坝水井村四组

恩施市利川市柏杨坝水井村楼门子

恩施市利川市凉雾乡小青垭村新龙坪

恩施市利川市凉雾乡小青垭村白果槽

恩施市利川市柏杨乡水井村十三组彭家坡

恩施市利川市谋道乡富强村

恩施市利川市谋道乡富强村羊圈榜

重庆市石柱县冷水乡福镇（恩施重庆交界）

恩施市利川市凉雾乡东罗村十一组凉水井

恩施市利川市谋道镇得生塘三组齐岳山

恩施市板桥乡新田村响水洞

宁夏省固原市

1550.2
1473.1
1754.7
1324.1
1406.2
1348.8
1328.7
1367.5
1664.6
1379.3
1486.2

923.9
1465.2
1332.7
1445.4
1847.2
1451.6
1456.2

580.1
1398.4
1349.0
1695.4
1836.6

110.0947
110.0275
109.9693
110.3370
110.3420
110.3978
110.3567
108.1615
109.1305
109.1498
109.1336
109.0346
109.0350
108.8943
108.8303
109.0282
108.6363
108.6850
108.5509
109.6221
108.6634
109.2845
105.7198

30.4825
30.8043
30.1704
30.6328
30.6308
30.5370
30.5503
30.7545
30.5972
30.6134
30.6024
30.5740
30.5739
30.3612
30.2675
30.0533
30.4523
30.4360
30.1297
30.3192
30.3336
30.5853
35.9678

编号 采集地 海拔/m 经度（N） 纬度（E）
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24
25
26
27
28
29

陕西省榆林市上塔湾

甘肃省陇南市礼县

河南省平顶山市汝州市玉皇村

河北省保定市唐县齐家佐乡杨家庵村

湖北省湖北省十堰市张湾区方滩乡转头沟村

江西省赣州市会昌县白沙村

1746.0
1828.4

647.7
601.0
574.0
205.5

109.1180
105.0650
112.9228
114.8383
110.6477
115.6599

37.7736
34.0809
34.1995
38.9625
32.7255
25.6782

续表

编号 采集地 海拔/m 经度（N） 纬度（E）

四川、甘肃、云南和利川（中药材市场）大黄根

部干燥切片，用于次级代谢产物检测 .
DNA提取试剂：CTAB、Tris·HCl、EDTA、异丙醇、

异戊醇、氯仿、乙醇和NaCl等均购自国药集团 .
引物筛选试剂：10 × PCR buffer、r-Taq酶、dNTP

（宝生物）、琼脂糖凝胶、TAE（国药集团）、100个 ISSR
引物、50个RAPD引物（北京擎科）.

高效液相色谱相关试剂：对照品芦荟大黄素、

大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚（中国食品药

品检定研究院），纯度均大于等于 98%. 甲醇、磷酸

均为色谱纯（国药集团），其余试剂为分析纯 .
1.2　实验方法

1.2.1　大黄DNA的提取

CTAB法参考吴翼等［12］方法 .
1.2.2　DNA浓度检测

紫外分光光度计检测： 取1 μL上述提取的DNA
样品，用紫外分光光度计测定 DNA 浓度以及 OD260/
OD280和OD260/OD230，判断DNA的纯度 .

1% 琼脂糖凝胶电泳检测： 取 2 μL DNA 样品，

与 2 μL的Loading buffer混匀后在 1%的琼脂糖凝胶

上电泳，并在凝胶成像系统下观察拍照 .
1.2.3　分子标记引物的筛选

        （1）ISSR引物扩增体系及程序

扩增体系：10 × PCR Buffer 2.0 μL，dNTPs 1.0 
μL，ISSR 引物 0.6 μL，r-Taq 酶 0.1 μL，模板 DNA 0.5 
μL，补ddH2O至20 μL.

扩增程序： 94 ℃预变性 5 min； 94 ℃变性 1 
min，52 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 2 min，39 个循环，

72 ℃延伸10 min； 4 ℃保存 .
        （2）RAPD分子标记扩增体系及程序

扩增体系：10 × PCR Buffer 2.0 μL，dNTPs 1.6 μL，
RAPD引物0.2 μL，r-Taq酶0.2 μL，模板DNA 1.0 μL，
补ddH2O至20 μL.

扩增程序： 94 ℃预变性 5 min； 94 ℃变性 1 min，
36 ℃退火1 min，72 ℃延伸1 min 20 s，40个循环，72 ℃
延伸10 min； 4 ℃保存 .

每个 PCR 反应重复两次，使用 3% 琼脂糖凝胶

电泳检测PCR产物并在凝胶成像系统下观察拍照 .
1.2.4　次级代谢物含量测定

        （1）色谱条件

色谱柱：Waters XBridge C18（4.6 mm × 250 mm，

5 μm）；流动相：甲醇（A）－0.1%磷酸溶液（B），等度

洗脱（0~20 min，90% A）；流速：1.0 mL/min；检测波

长：254 nm；柱温：30 ℃；进样体积：10 μL.
        （2）混合对照品溶液

精密称取芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄

酚、大黄素甲醚适量，加甲醇分别制成每 1 mL含芦

荟大黄素 87.4 μg、大黄酸 83.3 μg、大黄素 80.7 μg、
大黄酚 81.8 μg、大黄素甲醚 43.4 μg的对照品母液；

分别精密量取上述对照品母液各 2 mL，混匀，即得

每 1 mL中含芦荟大黄素 17.5 μg、大黄酸 16.7 μg、大
黄素 16.1 μg、大黄酚 16.4 μg、大黄素甲醚 8.7 μg 的

混合对照品储备液［13］.
        （3）游离蒽醌供试品溶液

取待测样品粉末（过四号筛）约 0.5 g，精密称

定，置具塞锥形瓶中，加入甲醇 25 mL，称定重量，加

热回流 1 h，冷却至室温，再称定重量，用甲醇补足减

失的重量，摇匀，滤过，取滤液作为供试品溶液 .
        （4）总蒽醌供试品溶液

提取方法参考张楠楠等［13］方法 .
1.2.5　数据处理

两种分子标记的PCR扩增结果通过 3%的凝胶

进行电泳分离，选择重复性好，清晰的条带进行统计，

扩增条带有记为“1”，扩增无条带记为“0”，分别建立

两种分子标记的“0/1”矩阵图 . 导入POPGENE.32软

件计算遗传距离和遗传相似系数，并分析各样品间

的亲缘关系，使用MAGE.7进行聚类分析，最后使用

iTOL美化聚类树 .

2　结果与分析

2.1　ISSR 分子标记的结果

在 ISSR 分子标记中，共筛选出了 12 条可以扩

增出清楚条带的引物（表 2），多态性百分率为 100%. 
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扩增出的 DNA 条带的分子大小在 250~5000 bp 左

右（图1）.
2.2　RAPD 分子标记结果

在RAPD分子标记中共筛选出了 8个可扩增出

清楚条带的引物，多态性百分率为 98.56%. 扩增出

的条带的分子大小在250~5000 bp左右（图2）.
2.3　两种分子标记的优化组合

将可扩增条带的 ISSR引物与RAPD引物两两组

合，得到 96对不同组合，其中 ISSR 814+RAPD S436、
ISSR 815+RAPD S436、ISSR 824+RAPD S436、ISSR 
815+RAPD S439、ISSR 849+RAPD S436 均可通过聚

类将利川大黄和其他产地大黄区分开来，两种分子

标记的结合实现了利川大黄样品的有效鉴别（图3）.

表2　ISSR引物序列

Tab. 2　ISSR primer sequences
引物

807
814
815
824
827
841
849
854
857
864
873
880

序列（5'→3'）
AGAGAGAGAGAGAGAGT

CTCTCTCTCTCTCTCTA
CTCTCTCTCTCTCTCTG
TCTCTCTCTCTCTCTCG

ACACACACACACACACG
GAGAGAGAGAGAGAGAYC
GTGTGTGTGTGTGTGTYA
TCTCTCTCTCTCTCTCRG

ACACACACACACACACYG
ATGATGATGATGATGATG
GACAGACAGACAGACA
GGAGAGGAGAGGAGA

M：DL5000；1-22：恩施利川大黄样品；23-29：其他产地大黄 .
图1 ISSR引物807和827的琼脂糖凝胶电泳结果

Fig. 1　Agarose gel electrophoresis results of ISSR primers 807 and 827

M:DL5000；1-22：恩施利川大黄样品；23-29：其他产地大黄 .
图2 RAPD引物S436和S450的琼脂糖凝胶电泳结果

Fig. 2　Agarose gel electrophoresis results of RAPD primers S436 and S450
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2.4　两种分子标记的相似系数和遗传距离分析

综合利用筛选出来的 12 条 ISSR 和 8 条 RAPD
分子标记引物，对其扩增条带进行统计并制作“0”、

“1”矩阵，利用POPGENE.32软件计算各品种间的遗

传相似系数和遗传距离（表3）. 大黄各品种间的遗传

相似系数在 0.4059~0.9604之间，其中样本 18和 19、
表3 基于 ISSR和RAPD分子标记的29份大黄品种间的相似系数和遗传距离

Tab. 3 The genetic identity coefficient and genetic distance of 29 rhubarb varieties based on ISSR

注：遗传距离（左下角），遗传相似系数（右上角）.

1-22：利川大黄样品；23-29：其他产地大黄 .
图3 ISSR 815+RAPD S436分子标记聚类结果

Fig. 3　ISSR 815+RAPD S436 molecular marker clustering results
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样本 19 和 20 的遗传相似系数最大，说明它们两者

之间的亲缘关系最近，结合采样地图可知，18、19和

20号样本地理位置较近，加大了种群间基因交流的

几率，造成了种群间基因的相似性 .
导入POPGENE.32软件后，进行聚类分析（图4）. 

在相对距离为 4.2处，29份大黄样品被分为 4大类 . 
结果表明 ISSR 和 RAPD 分子标记的结合应用能够

准确实现正品利川大黄基原产地的鉴别，也表明不

同产地大黄在亲缘关系上表现出了显著的地域性，

与大黄道地性具有一定相关性 .

2.5　次级代谢物的测定

2.5.1　线性关系考察

吸取 0.5、2、8、12、16 μL上述对照品母液，注入

液相色谱仪，绘制标准曲线，得 5种次级代谢产物的

线性回归方程 .结果表明，5种次级代谢产物线性关

系良好（表4）.

2.5.2　样品含量测定

取利川、甘肃、四川和云南四个不同产地大黄

样本进行高效液相色谱分析（图 5）；通过峰面积计

算游离蒽醌和总蒽醌含量后，再计算结合蒽醌含量

（结合蒽醌=总蒽醌-游离蒽醌）. 四个不同产地大黄

总游离蒽醌含量分别为12.69、10.06、8.66、1.38 mg/g，
总结合蒽醌含量分别为23.16、4.78、25.53、15.06 mg/g，
总蒽醌分别为 38.85、14.84、34.19、15.58 mg/g，利川

大黄所产蒽醌类衍生物总量高于其他产地大黄 . 
《中国药典》2020 年版以游离蒽醌含量总量计不得

低于 0.35% 来评价大黄饮片质量 . 本研究利川、甘

肃和四川大黄样品均达到《中国药典》要求 .
由图6知，游离蒽醌中产自利川大黄所含5种次

级代谢产物均高于其他产地大黄，其中大黄酚、大黄

素甲醚显著高于其他样品；结合蒽醌中，利川大黄所

含芦荟大黄素、大黄素、大黄酚均高于其他产地大黄，

其中大黄酚显著高于其他样品；总蒽醌同上所述 . 综

1-22：利川大黄样品；23-29：其他产地大黄 .
图4 两种分子标记聚类结果

Fig. 4　Cluster results of two molecular markers

表4　五种蒽醌的标准曲线

Tab. 4　Standard curves of five anthraquinones
分析物

芦荟大黄素

大黄酸

大黄素

大黄酚

大黄素甲醚

回归方程

y=4504.9x-2.1384
y=2989.1x-4.8369
y=3291.7x-6.1671
y=4611.3x-4.2737
y=643.08x-3.7546

R2

1
1
1
1

0.9998

线性范围/ng
87.4~1398.4
83.3~1332.8
80.7~1291.2
81.8~1308.8
43.4~694.4
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合来看，利川大黄除所含大黄酸低于其他产地外，

其他四种次级代谢产物含量均高于其他产地 .

3　讨论

（1）本研究从 100个 ISSR引物和 50个 RAPD 引

物中筛选出了 12个 ISSR引物和 8个RAPD引物，所

筛选出 20 个引物可以应用于大黄的遗传多样性分

析［14］，同时利用两种分子标记 5对单一组合，不仅可

以将利川大黄同其他地区大黄区分开，也可将利川

大黄种质资源划分的更为准确 .
（2）结合采集地和综合聚类结果来看，地理位

置相近的样品被聚为一类，它们之间的遗传多样性

小、遗传距离近，因此，从居群水平上来说，被聚类

为一组的物种在居群间遗传分化均较高，在居群内

遗传分化均较低［15］. 本研究中利川大黄与其他地区

大黄被分为不同组，在基因水平上此两类大黄资源

的遗传多样性更高、亲缘关系更远，证明了利川大

黄独特的道地性 . 此外，所有的恩施利川大黄被分

为两大类，可能是由于这两类样本分属不同乡，所

以亲缘关系较远，说明地理分布和生存环境对大黄

遗传变异的影响不容忽视 .
（3）利川大黄作为知名道地药材，从次级代谢

物含量检测结果来看，大黄酚及大黄素甲醚明显高

于其他产地大黄；综合采样地图及分子标记结果，

利川大黄在遗传多样性和次级代谢产物含量方面

均有其独特的道地性，这可能是由于恩施利川特殊

的地理环境和气候所造成 . 分子标记和高效液相色

谱技术联用，证明利川大黄独特的遗传背景决定了

其优良的药用价值，同时为探究利川大黄产醌类衍

生物相关基因提供了参考 .
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