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加，从而抑制了根生长和次生代谢物合成，而NO。一

可以协同作用调节离子吸收，消除NH。+对细胞的

毒害作用[7]。氮源对次生代谢物合成的影响规律不

如其对不定根生长影响明显，呈折线变化。低比例的

NH。+／NO。一时丹参不定根颜色较红，丹参酮11 A的

量较高，培养基颜色也较红，比例为1／4时丹参酮

ⅡA的量最高。NH。+／NO。一为1：1时原儿茶醛的

量最高，其次是1：4，因此NH。+／NO。为1：4培

养效果较好。

3．3磷源：磷是植物组织培养重要的营养因素。但

是国内外学者对磷对细胞生长的作用看法不一。

Amino等认为MS培养基中的磷(1．25 mmol／L)抑

制了长春花细胞生长[8]。Katsuhiro等报道指出培养

基中磷源是长春花细胞生长的必需元素，磷源饥饿

时细胞几乎停止生长，磷源浓度加倍对细胞生长没

有太多的影响，再加大磷源浓度至4倍、8倍，细胞

吸收过量的磷以致生长严重受阻[9]。本实验结果表

明加大或减少磷源浓度均能促进不定根生长。磷源

对次生代谢物的生物合成也起非常重要的作用，不

同植物的次生代谢合成所需磷浓度不同。丹参不定

根培养中过量的磷源抑制了丹参酮ⅡA合成，可能

是由于过量的磷加速不定根内源有机酸的降解口0|，

而一些有机酸比如甲羟戊酸、法尼基二磷酸等是丹

参酮ⅡA合成途径中必需的，原儿茶醛不同的合成

机制使其受磷源浓度变化影响不大。
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不同产地何首乌的ITS序列研究
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(1．广东药学院中药学院，广东广州 510240；2．中山大学生命科学学院，广东广州 510275)

摘 要：目的 研究不同产地何首乌的ITS片段遗传差异性，分析该片段在何首乌道地性的DNA分子鉴别和野生

资源品种的鉴定及种质资源研究中的意义。方法从来自不同原产地的何首乌中提取总DNA，以核基因组ITS通

用引物为引物进行扩增，扩增产物经纯化后，用PCR产物直接测序法进行测序。结果 各样品rDNA的ITS及

5．8S rDNA完全序列，18S和26S rDNA部分序列，共约648 bp，其中ITSl长度为195 bp，5．8S长度为164 bp，

ITS2长度为189 bp。序列间共有17个变异位点。结论ITS序列可对何首乌的道地性做出鉴别，对野生资源品种

的鉴定具有较好的分辨性。
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Abstract：Objective To study the genetic diversity of rDNA ITS sequences in the root tuber of Poly—

gonum multiflorum from various habitats and to analyze the utility of ITS sequences in molecular authenti—

cating the genuineness，identifying the varieties of wild resources，and studying the germplasm resources．

Methods Firstly，total DNA in the root tuber of P．multiflorum from various habitats was extracted．

Secondly，the ITS sequence was amplified by PCR with universal primer of ITS and sequenced after purifi—

cation．Results The total length of ITS sequence is 648 bp in the different samples，such as 5．8S，18S，

and 26S rDNA．The lengths of three fragments，ITSl，5．8S，and ITS2，are 195 bp，164 bp，and 189 bp，

respectively．There are seventeen variable sites among the sequences．Conclusion ITS Sequence can be

used to authenticate the genuineness and identify the varieties of wild resources in the root tuber of P．

multiflorum．

Key words：the root tuber of eolygonum multiflorum Thunb．；genuineness；ITS sequence

何首乌为蓼科植物何首乌Polygonum multi-

florum Thunb．的干燥块根n]，系广东著名道地药

材。何首乌作为中药始载于《开宝本草》；宋代的《图

经本草》引《李远附录》谓“⋯以两广所产为佳。”陈仁

山《药物出产辨》记载：“⋯以广东德庆为正。”各地药

材市场上“德庆首乌”的价格远远高于其他产地的首

乌。尽管何首乌在黄河以南各省区均有分布，但是

“德庆首乌”的优良品质已被千百年的用药实践所证

实，其道地药材的地位已为中医药传统所认可。同

时，现代研究也证实了德庆首乌的优越性：(1)有效

成分量高，德庆首乌的蒽醌类[2]、二苯乙烯苷[3]量明

显高于其他产地何首乌。(2)药材生长周期短，德庆

首乌栽培1～2年，而其他产地一般需4～5年。

PCR直接测序法是20世纪90年代迅速发展

起来的测序技术，具有快速、灵敏、准确率高等特点。

其中核糖体DNA中的内转录间隔区(internal tran—

scribed spacer，ITS)序列的进化速率较快，可用于

解决属下不同种和种内的系统发育和分类问题。近

几年，该技术在中药材的鉴别中得到一定的应

用[4~6]。为探讨不同产区何首乌分子生物学方面的

差异，笔者采集了8个不同产区何首乌样品，采用

PCR直接测序技术进行了何首乌rDNA ITS区序

列的测定，分析该片段在何首乌道地性的DNA分

子鉴别和野生资源品种的鉴定及种质资源研究中的

意义。

1材料与方法

1．1材料：2004年由广东、广西、四川、贵州、河南、

湖北等地采集何首乌幼苗，经广东药学院房志坚副

教授鉴定，当年移植于广东药学院药用植物园，2005

年12月采集新鲜叶片，用于DNA提取。材料来源

见表1。

表1何首乌来源

Table 1 Origin of P．multiflorum

1．2 仪器和试剂：台式高速离心机(Effendorf

5415D)，涡旋混合仪(IKA WORKS)，梯度PCR扩

增仪(Biometra Tgradient)，电泳仪(Biorad)，凝胶

成像仪(Kodak EDAS 120)，全自动测序仪(Perkin

Elmer 377)。

CTAB(Gene)，Taq DNA聚合酶(M92+，15

mmol／L)(TaKaRa)，琼脂糖(Promega)，PCR产物

纯化试剂盒(QIAGEN)，10 mmol／L dN‘TP

(Sangon)。

1．3 DNA提取：新鲜植物叶片，参照Rodrigues组

织培养表面消毒的[7]方法处理后各0．1 g，加液氮研

磨成细粉后，使用改良的CTAB法提取总DNA：8|，

于一20℃保存备用。

1．4 PCR扩增和产物纯化：PCR扩增引物为真核

ITS扩增专用产物LH2、ITS4引物均由上海生工

生物工程有限公司合成，序列为LH2：5'-GTCGA—

ATTCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA一37：

ITS4：5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC一3’。

反应液(以20肛L反应体积为例)：10×PCR

buffer 2肚L，10 mmol／L dNTP 0．5 vtL，25 mmol／L

M92+2．4弘L，10 umol／L弓I物LH2、ITS4各1 pL，

DMSO 1 pL，Taq(5 U／uL)0．1此，DNA模板(适
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宜浓度)2肛L，灭菌三蒸水(3dH。O)10 pL。PCR扩增

条件为94℃变性4 rain，94℃、1 min，50。C、2 rain，

72℃、1 rain，循环30次；72℃延伸10 min，以

3dH。O代替模板DNA作空白对照。扩增产物经

1．0％琼脂糖凝胶电泳进行分析。用QIAGEN PCR

产物纯化试剂盒进行PCR产物的纯化。

1．5 PCR产物ITS区序列的测定：纯化后的PCR

产物作为测序反应的模板，PCR反应的引物直接作

为测序引物，采用双脱氧终止法(Sanger dideoxy)终

端荧光标记，进行DNA序列的正向和反向测定。

1．6序列数据的处理：应用DNA Star分析软件对

测定的序列进行分析，采用Clustal V法进行8个样

品的序列比较并用Phylip 3．6软件绘制ML(最大

似然法)系统树。

2结果和讨论

2．1 何首乌ITS序列的长度和变异：根据Gen—

Bank中的近缘种华蔓首乌Fallopia forbesii

(Hance)Yonekura&H． Ohashi(Genebank

AF040072)确定rDNA内转录区ITSl和ITS2与3

个编码区18S、5．8S、26S的界限。测得何首乌8个

样品的ITS一1、5．8S rDNA和ITS一2全序列及18S

rRNA基因3’端和26S rRNA基因5 7端部分碱基序

列，共约648 bp(图1)，其中ITSl序列长度195 bp，

5．8S长164 bp，ITS2序列长度为189 bp，共有17

个位点发生了变异，其中5个位点为碱基颠换，另外

12个位点为碱基转换。ITSl的变异位点有6个，

ITS2有11个位点，5．8S无变异位点。何首乌ITSl

的(G+C)％量在70．26％～72．31％，ITS2的(G+

C)％量在78．31％～80．95％。

2．2 ITS序列在何首乌道地性药材鉴别中的意义：

表2序列结果发现，8个样品的ITS序列具有一定

的差异性，最大的达到1．7％。广东德庆的2个何首

乌样品ITS序列完全相同。来自广西靖西的何首乌

样品ITS序列与广东德庆的2个样品同源性最高，

达到了99．8％，只有一个碱基的差异。而靖西的何

首乌样品其亲本正是来源于广东德庆。而这3个样

品ITS序列在第191个位点A取代了C，发生了颠

换，这个位点可作为鉴别德庆何首乌道地药材的

ITS的特异位点。说明用ITS序列鉴别何首乌的道

地性是可行的。

2．3 ITS序列在何首乌野生资源品种的鉴定和种

质资源研究的意义：何首乌的ITS序列差异性与其

地理分布有一定的关系，表现出一定的分子地带性

差异。广东德庆、靖西的3个样品先聚在一起。然后

与江西井冈山的样品聚在一起。而来源于河南济源

和湖北恩施的2个样品也先聚在一起，见图1。

从表3看，不同来源的何首乌遗传差异较大。在

8个样品中，其中1～3及5号样品都是野生种，其

他都是栽培种。其中野生种3号四川峨眉山的样品

共有9个位点发生了变异，ITS序列变异最大。因

此，开展何首乌种质资源的种源选择和杂交，选育出

产量高、质量好的优良种源，对何首乌的栽培、开发

和利用将有十分重要的意义。

表2不同产地何首乌ITS序列间的同源性和差异性

Table 2 rDNA ITS Sequence homology and divergence

of P．multiflorum

图1何首乌8个居群的rDNA ITS ML系统树

Fig．1 ML Dendrogram based on rDNA ITS sequences

from eight populations of P．multiflorum

表3何首乌8个居群的ITS特异性鉴别位点

Table 3 Identifying sites among ITS sequences from

eight population of P．multiflorum
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AgN03在铁皮石斛组织培养中抗衰老作用

李进进1，廖俊杰¨，许继勇2，麦瑜玲2

(1．广东轻工职业技术学院食品与生物工程系，广东广州 510300；2．汕头市中蔬花卉有限公司，广东汕头，515041)

摘 要：目的 解决铁皮石斛在组织培养过程中的衰老问题。方法 在原球茎增殖培养基、丛芽增殖培养基和生根

培养基中分别加入AgNO。0、1、2 mg／L，测定乙烯的产生量，观察试管苗生长情况。结果AgNO。抑制乙烯的产

生，提高了原球茎的增殖速度和丛芽的分化效率，明显促进种苗的生长，提高移栽成活率2倍，表现出抗衰老功能。

结论1 mg／L AgNO。可以作为铁皮石斛组织培养的抗衰老剂。

关键词：铁皮石斛；组织培养；AgNO。；抗衰老
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Effects of AgN03 OH caducity—resistant from tissue culture of Dedrobium officinale

LI Jin—jinl，LIAO Jun—jie 1，XU ji—yon92，MAI Yu—lin92

(1．Department of Food and Bio—technolgy，Guangdong Industry Technical College，Guangzhou 510300，China；

2．Shantou Zhongshu Flower Co．，Ltd．，Shantou 515041，China)

Abstract：Objective To solve the caducity question of Dendrobium officinale during the tissue—eul—

ture process．Methods Added the different concentration of 0．1 and 2 mg／L AgN03 into the PLB prolif—

eration medium，buds proliferation medium，and rooting medium separately．The quantity of the ethylene

production was to be determined and the situation of the tube seedling growth was to be observed．Results

AgN03 can suppress the production of the ethylene，enhance the multiplication speed of PLB and split—up

efficiency the clump of bud，and obviously promote the seedlin97 S growth．It showed that the survival ratio

of transplant could enhance as many as two times and display the merit of caducity—resistant．Conclusion

AgN03(1 mg／L)can be taken as the caducity—resistant reagent of D．officinale during the tissue—culture

processing．

Key words：Dendrobium officinale Kimura et Migo；tissue—culture；AgN03；caducity—resistant

铁皮石斛Dendrobium officinale Kimura et

Migo是一种名贵的中药材，由于野生资源的缺乏，

只能通过人工培养满足药材市场的需要。近年来对

铁皮石斛种苗组织培养技术的研究较多，然而能够

理想地运用于生产的实例却不多，关键是不能规模

生产出符合要求的试管种苗，下地移栽成活率低，种
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