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肉苁蓉种质资源多样性的AFLP分析

徐荣1，陈君”，陈士林1，刘同宁2，娜仁3
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摘要：目的分析栽培与野生肉苁蓉Cistanche deserticola种质资源多样性。方法对58十种植基地和野生冉苁

蓉单株进行AFLP分析，利用PopGene32软件分析群体的遗传多样性。结果 栽培肉苁蓉多态位点百分率

79．16“，野生居群总计多态位点百分率89．53％，4个居群平均Nei
7

s基因多样性指数为0．193 8，Shannon’s多态

性信息指数为0．300 4，基因分化系数Gst为0．097 9。结论栽培与野生肉苁蓉遗传多样性均较高，遗传分化很小。

说明现阶殷该物种的种内丰度较高，其濒危原因不在于此。因此，野生抚育和人工栽培是保护肉苁蓉资源并实现可

持续利用的根本方向。

关毽词：内苁蓉；种质资源；遗传多样性}AFLP
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AFLP Analysis on diversity of germplasm resource in cultivated

and wild cistanche deserticola
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Abstract：Objective To determine the genetic diversity of germplasm resource in cultivated and wild

Cistanche deserticola-Methods Fifty—eight samples from three populations of cultivated and wild C．de．

serticola were analyzed by amplified fragment length polymorphism(AFLP)DNA markers．and the gene—

tic diversity was evaluated by PopGen32．Results The average percentage of polymorphic loci(PPL)of

cultivated C．desemicola is 79．16％．The PPL of wild population is 89．53％．Average Nei
7

s gene diversity

index(日P)from four populations was 0．193 8，Shannon’S genetic diversity index(J)Was 0．300 4。and

genetic differentiation index(白f)was 0．097 9．Conclusion The diversities of cultivated and wild C．de—

serticola are both higher and there’S no differentiation between them．It shows that genetic diversity of in—

her—species iS higher，which iS not the reason for endangerment．Therefore，wild nurseryand artificial cul—

tivating are the best measures for the conservation and sustainable utilization in C．deserticola．

Key words：Cistanche deserticola Y．C．Ma I germplasm resources；genetic diversity；amplified frag—

ment length polymorphism(AFLP)

肉苁蓉Cistanche deserticola Y．C．Ma分布于

我国的内蒙古、新疆、甘肃和宁夏一带，是我国传统

的名贵中药材，是历代补肾壮阳类处方中使用频度

最高的补益药物之一，素有“沙漠人参”之美誉。近年

来，野生肉苁蓉资源量已不足过去的1％，资源已濒

临枯竭。肉苁蓉及寄主棱棱Haloxylon ammoden—

dron(c．A．Meyer)Bunge已被列为二级保护植

物n。]，并收入《国际野生植物保护名录》，同时被列

入频危动植物种国际贸易公约(CITES)附录二，国

家明令禁止采挖野生肉苁蓉，鼓励发展人工种植，以

减少对野生资源的破坏并满足国内外市场需要。

AFLP(amplified fragment length polymor—

phism扩增片断长度多态性)口3已被广泛用于种质

资源多样性分析、品种鉴定、图谱构建等研究。其特

异分辨率高，与RAPD等相比，一次扩增可获得更

高的位点多态性。目前尚未见到这种新方法应用于

譬銎是智；君篓嚣管袅科技攻关项目：赢危药材内苁蓉种质资源评价研究(2004BA721A36)
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肉苁蓉种质资源研究的报道。

本实验应用AFLP分子标记技术分析了栽培

与野生肉苁蓉种质资源多样性，为肉苁蓉的资源保

护和可持续利用指明方向#同时为肉苁蓉核心种质

库的建立及野生抚育和规范化种植中优良种质的选

育提供分子依据。

l材料与方法

1．1材料：栽培样品采自宁夏永宁县本草苁蓉种植

基地，共采集30个单株。野生样品采白肉苁蓉道地

产区内蒙古阿拉善盟左旗的吉兰泰、右旗塔木苏和

额济纳旗。采样点均为主产区，各居群间相距200

km以上，每居群随机取样约10个单株。所有样品

均由本所陈君研究员鉴定。

实验材料均于2005年5月初取白刚出土的新

鲜肉苁蓉茎尖及周围新鲜鳞片，每株取样2 g左右

置硅胶中并于--22℃下快速干燥，用于DNA提取。

1．2方法tAFLP方法的酶切和连接采用一步法[‘]

进行，扩增反应参照鼎国生物技术有限公司FIsH—

AFLP试剂盒说明。引物筛选选择栽培和野生样品

各一个进行。

1．2．1模板DNA的提取：采用鼎国生物技术有限

公司植物基因组DNA提取试剂盒，用CTAB法提

取；o．8％琼脂糖检测DNA纯度、完整性及产量。

1．2．2模板DNA的限制性酶切与连接：在0．5

mL离心管中加入(20 pL体系)：4 pLDNA模板，1

pL Adapter，2弘L EcDRl／^如PI，2．5弘L 10×Reac—

tion buffer，2．5 pL 10 mmol／L ATP，1 pL T4酶，7

吐H：O；混匀离心数秒，37℃保温5 h，8℃保温4

h，4℃过夜。接头和AFLP引物序列见表1。

1．2．3 AFLP预扩增反应：在0．2mL离心管中加

人(25 pL反应体系)；2 pL模板DNA，1 pL Pre-

ampmix，1“L dNTPs，2．5 vL 10×PCR buffer，

0．5 pL Taq酶，18止H：O；混匀离心数秒，扩增用
Gene Amp RCR System 9600(Perkin Eliner，美

国)，首先94℃预变性2 rain，然后进行30个循环

(94℃变性30 s，56℃复性30 s，72℃延伸80 s)，

最后72℃延伸5rain。

1．2．4 AFLP选择性扩增反应：采用3+3引物组

合：E∞RI和MseI选择性扩增引物均台3个选择性

碱基。用AFLP—TE将预扩增产物按1·20稀释．作

为选扩模板}在0．2 mL离心管中，按下列方式加入

2肛L模板，2．5 pL 10×PCR buffer，0．5 p．L

dNTPS，1 pLE∞RI弓l物，1 p．LMseI弓I物，0．5 pL

Taq酶，17．6 pL H：O；混匀，离心数秒，采用梯度

PCR法进行扩增：首先94℃预变性2 min(94℃预

变性30 s，65℃复性30 s，72℃延伸80 8)循环一

次；以后每次循环温度递减0．7℃，扩增12轮；接着

进行23个循环(94℃、30 s，55℃、30 s，72℃、80

8)}最后72℃延伸5min。

取1 pL PCR产物加1 pL内标(GENE—

MARK500)和1“L变性液于95℃放置2 rain，冰

浴，进样。

裹1 DNA接头和AFLP引物序列

Table 1 DNA Llnker and AFLP primers sequence

接头和引物 碱基序列

EcoRI接头1 5 7>CTC GTA GAC TGC GTA cC<3
7

EcoRI接头2 5’>AAT TGG TACGCA GTCTAC<3’

Msel接头l 5’>GACGATGAGTCCTGAG<3 7

Msel接头2 5’>TACTCAGGACTCAT<3’

EcoRI预扩增引物序列

5’>GAC TGC GTACCA ATT CA<3’

EcoRI诗挥性扩增引物序列(s“g肛L)一
E1 5’>GACTGCGTACCAATTCAAC

E2 5’>GACTGCGTACCAA"ITCAAG

E3 5’>GACTGCGTACCAATTCACA

E4 5’>GACTGCGTACCAATTCACT

E5 5’>GACTGCGTACCA ATTCACC

E6 5’>GACTGCGTACCAA"ITCACG

E7 5’>GACTGCGTA CCAA"ITCAGC

K8 57>GACTGCGTACCA A丌CAGG
MscI援扩增引物序列

5’>GAC GAG TCC TGA GTA AC<3，

M婶I选择性扩增引物序列(30嵋／止){
M1 5 7>GATGAGTCC TGAGTAACAA

M2 5’>GATGAGTCC TGAGTAACA C

M3 5’>GATGAGTccTGAGTAACAG

M4 5。>GATGAGTCCTGAGTAACAT

MS 57>GATGAG TCC TGA GTA ACT A

M6 5’>GATGAGTCCTGAGTAACTC

M7 5。>GATGAGTCCTGAGTAACTG

M8 5’>GATGAGTCCTGAGTAACTT

1．2．5扩增产物的凝胶电泳：利用ABl377自动测

序仪，注射器吹打加样孔加样，预电泳3 min后点击

Pause键暂停测序仪，设置后开始电泳。在4％的变

性聚丙烯酰胺凝胶上电泳2．4 h，选择Run Mod—

ule：GS Run36F一2400即可采集到清晰的AFLP指

纹图谱。

2结果与分析

2．1引物筛选结果：从64对AFLPEcoRI／Msel引

物中筛选出扩增图谱清晰的8对引物。分别为El／

M2、Eg／M3、E2／M5、E3／M3、E3／M5、E4／M7、E8／

M5、E8／M7。具体序列见表1。

2．2 AFLP扩增图谱分析：利用GeneScan3．1软件

将58个样品、8对引物组合扩增出的电泳图谱(图

1、2)转化为相对分子质量数据，再根据无带和有带
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棘遭1～30为宁夏冉苁蓉幕育基地样品，3l为内标

Lanes--30 Rre from Ningxia Plantation of Herba Cista耻he，

lane 31 is GENEMARK500

圈l栽培内苁蓉样品用E2／M5引物对扩增DNA

电泳谱圈

Fig·1 Electrophorogram for amplified total DNAs of

cultivated C．deserticola using E2／M5 pHme陪

populations within species，Nei’s(1973)把总基因多

样性Ht分解为居群内基因多样性Hs和种群间遗传

多样性Dst，即I-It；Hs+Dst，而Gst=Dst／Ht=

(m一胁)胁]口1；Nei 7 s(1978)遗传一致度Ⅲ(ge．
netic identity)和遗传距离D(Genetic Distance)口1i

并采用UPGMA法进行聚类分析。

2．3遗传多样性分析：所有样品经AFLP扩增片

段长度为50～500 bp；总位点数1 022个，其中多态

性位点995个，多态位点百分率97．36％，H一

0．203 6，，一0．327 0，说明肉苁蓉在物种水平上具

有较高的遗传多样性。居群间遗传多样性指标见表

2(n为样本数，PL为多态性位点数)。

寰2 4个内苁蓉居群的遗传多样性水平

Table 2 Genetic diversity level in four

populations of C·desertlcola

居群特异带和居群间共有带的不同揭示了各居

群间的遗传差异和相似性，为遗传资源的保护、选择

和利用提供了依据。因此，多态位点百分率PPL是

应用广泛的多样性指标，栽培肉苁蓉PPL为

79．16％，野生居群PPL平均值为65．65％，总计

PPL为89．53％。结果显示：栽培与野生肉苁蓉遗传

多样性均较高，而野生居群比种植基地的群体的多

态性低，而将所有野生样本综合考虑时，其多态性明
泳遭1～8为吉兰泰样品，9~18为氰卉铺样品t 显增高。说明各野生居群仍包含着独待的基因型；而

19～28塔术苏样品’29为内标‘o～500 6p’
种植基地种源较混杂，多态性介于两者之间。

h“”1

88“”川8：：：!!o。f。Alas”’“”“一”4” 2．4肉苁蓉的遗传变异分析：Nei，s基因多样性指from Ejina，Lanesl9—28 arefrotllTBmusu，
⋯⋯⋯⋯⋯⋯ ⋯一⋯⋯。

L。。29i。GENE。M k。，(0--500bp) 数He是衡量居群遗传分化最常用的指标之一，为

雷2野生肉苁蓉样品用El／M2引辆对扩增DNA 总的遗传变异中居群闻变异所占的比例。结果显示，

电泳谱圈 所有群体中的He和，大小趋势一致，而只在野生

Fig．2 Eleetrophorogram for amplified total DNAs 居群间日和工大小与PPL的大小趋势基本一致。
ofwildC·desertieola usingEI／M2 primers 说明种植基地种质个体之间的差异较大，而居群间

情况转化为0，1数据矩阵，采用NTSYSpc 2·11软 遗传分化程度不高。
件包进行个体聚类分析“1。 再根据表3中遗传多样性水平在居群内(日s)、

利用Popgene32计算各个居群的多态位点百 居群间的分化(协t)和居群间遗传差异在总遗传差
分率PPL(Percentage of PolymorphieLoci)；Nei’8 异中所占的比例(G甜)可知：肉苁蓉的总基因多样度

基因多样性指数He(Nei
7
s Gene Diversity：H=l一 觑：0．214 8，其中胁：0．193 8，G5t=0．097 9。结果

(P-2+P02)]。1}Shannon’s多态性信息指数I 表明，居群问均有较低程度的遗传变异，岗苁蓉居群

(Shannon’s information index)“1#基因分化系数 间变异只占总变异的9．79％。居群间的Nm为

Gst Cthe coefficient of gene differentiation among 4．6412INto=0．5(1--Gst)／Gst，为基因流强度每
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裹3内苁蓉的遗传变异分析

Table 3 Differentiation analysis of four

populations of C．deserticola

代迁移数]，显示较高的基因流。

2．5居群问遗传一致度和遗传距离及其聚类分析：

4个居群的遗传一致度心和遗传距离D见表4。
IN在0．955 7～0．982 8，D在0．001 72～0．044 3，

说明居群间的相似程度高，遗传分化小。不同居群进

行UPGMA聚类分析结果表明，栽培肉苁蓉与额济

纳地区野生居群最相似(图3)。

裹4遗传一致度(左下)和遗传距离(右上)

Table 4$iml]arJty Index(1eft down)and genetic

distance(right up)

居群 1吉兰泰 2额济纳 3塔术苏4种植地

吉兰泰1 0．044 3 0．042 3 0．0361

额济纳2 0．955 7 0．0391 0．017 2

塔木苏3 0．9．57 7 0．960 9 0，032 6

种植地4 0．963 9 0．982 8 0．967 4

0．02045

围3 4个居群基于遗传距离的UPGMA聚类围

rigt 3 UPGMA Dendrogram of four populations

with genetic distance

3讨论

3．1 肉苁蓉的遗传多样性和遗传分化：崔光红等o]

应用RAPD分析了新疆吉木萨尔县和内蒙古阿拉

善盟的吉兰泰地区2个野生肉苁蓉C．deserticola

居群的遗传多样性，两居群PPL分别是39．47％和

35．53％，总计PPL为47．37％，Gst一0．254 6，多样

性水平极低，并已明显分化成2个生态型。而本实验

测得28个野生样品的总计PPL为89．s3％，Gst

0．097 9，他们多样性水平较高，居群间遗传分化小。

李雅丽等03用RAPD对内蒙古阿拉善盟和巴彦淖

尔盟两个地区的肉苁蓉进行了聚类分析，得出两地

区肉苁蓉存在种内分化，而同属阿拉善盟的左旗和

额济纳旗相似系数为0．926，比本实验的0．955 7略

低。总之，本实验中所得的遗传多样性水平和遗传分

化程度与以往研究结果存在一定差异，主要原因可

能有两点。首先分子标记的不同造成多样性分析结

果的差异，由于AFLP特异分辨率高，与RAPD相

比，可获得更高的位点多态性；其次，取样地点的差

异是造成遗传分化和聚类结果不一致的主要原因。

崔光红[”所取实验材料跨越新疆和内蒙古两省，李

雅丽口3的跨越了阿盟和巴盟两市，因此他们的结果

是不同地区间肉苁蓉存在种内分化。而本实验的材

料取自同属道地产区阿盟的3个旗(县)，所以遗传

分化很小。当然，这些结果也可同时说明遗传距离与

地理距离存在相关性。

然而，在遗传多样性方面笔者认为肉苁蓉种内

存在较高的多样性水平。首先，不仅得到肉苁蓉

DNA分子的遗传多样性水平高，并且在形态特征，

产量及品质性状等方面的多样性也很显著(待发

表)。其次，物种的遗传多样水平与其生物学特性和

生长环境密不可分，而繁育特性直接影响植物的遗

传多样性水平。对其开花传粉特性也进行了全面研

究，结果表明肉苁蓉为虫媒异花授粉植物o⋯，而传

粉昆虫多样，飞行距离较长(待发表)，使得居群问基

因交流较为频繁。此外，牛东玲等“”研究发现野生

肉苁蓉的花粉生活力是比较高的，在适宜的萌发条

件下，初花期花粉可达到93．6％的萌发率，这对于

传粉、受精是很有利的。因此，肉苁蓉种内存在较高

的多样性是可能的。

3．2栽培与野生肉苁蓉的遗传分化：从建立核心种

质库及选育优良品种的需要出发，首次对栽培和野

生肉苁蓉种质进行了细致的评价研究，希望发现栽

培引种对肉苁蓉的遗传多样性及其品质等方面的影

响，并从中选育出性状优良、多样性丰富的个体或群

体。从品质角度考虑，主要选择历代公认的道地产区

阿拉善盟进行种源引进，同时对人工种植群体和该

地区的几个野生居群进行采样分析。肉苁蓉的人工

种植刚刚起步，种植基地种源均来自各个野生居群，

因此栽培与野生肉苁蓉的遗传分化很小。实验基地

大部分种子购买于阿盟额济纳旗，少量种子来自阿

盟右旗塔木苏地区，因此，栽培肉苁蓉与额济纳地区

野生居群非常相似，但遗传多样性又较其高一些。

AFLP分析结果与实际情况一致，这也证明了该实

验的准确度。

3．3 肉苁蓉濒危原因及保护建议：导致物种濒危的

原因大致来自物种内、外两方面。内因包括物种内部

的遗传、生理、发育和生殖生物学特性及居群的遗传

结构和动态等；外因是指物种所处环境条件的变化，

主要包括大环境生态环境因子的改变、生境的破坏

以及人类的过度利用等。内、外因素共同作用往往是
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物种濒危的主要原因。

本课题组多年研究结果表明，肉苁蓉种内DNA

分子遗传多样性较丰富，并在形态特征、产量及品质

性状等方面多样性显著，说明现阶段该物种的种内

丰度较高，其濒危原因不在于此；而肉苁蓉的生境独

特、专性寄生、生长缓慢、自然繁殖率低、异花授粉、

种子休眠等脆弱的生物学特性影响它们的生存和繁

衍，使其在受到长期的人为干扰时自我更新困难，导

致濒危。因此，在现阶段建立管理规范的自然保护

区，并配合野生抚育，完全能够提高其野生资源的蕴

藏量。而由于药材的需求量逐年扩大，必须同时大力

发展人工种植，才能满足市场需求，实现资源的可持

续利用。而核心种质库的建立、良种繁育和种植基地

的规范建设应是肉苁蓉资源保护和利用过程中的重

要任务。
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