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表3益母草氮、磷、钾肥数学模型及其分析

Table 3 Mathematic models and their analyses of N，P，and K on L．japonicus

部分，所以氮素对益母草总生物碱和水苏碱的生物

合成产生了极大的促进作用，其作用机制还需进行

深入研究。

磷以磷酸根形式存在于糖、磷酸、核酸、核苷酸、

辅酶、磷脂腐植酸等中。磷在ATP反应中起关键作

用H]，施磷能促进各种代谢正常进行，植株生长良

好，所以磷对发挥氮和钾的肥效起到重要的支撑作

用，磷对益母草总生物碱的促进作用就很明显。

钾能促进糖分转化和运输，使光合产物迅速转

移到其他部位，钾供应充分时，糖类合成加强，纤维

束和木质素的量提高，茎秆坚韧，抗伏倒[4]。本试验

也显出钾对益母草株高和生物量的促进作用。

总之，在本实验条件下，得出合理的需氮量为

37．5～44．0 g／m2，磷量为37．4～54．3 g／m2，钾量

为31．6～34．4 g／m2，平均为氮40 g／m2，磷44．8 g／

m2，钾3 3．39／m2。氮、磷、钾最佳配比为4：4．5：

3．3。由于氮、磷、钾是植物生长的基本3要素，但不

同的植物对其需要量及其比例是不同的，不同肥力

水平的土壤，施用肥料的最佳用量差别很大，尤其是

药用植物，对其精准施肥的研究不仅要追求产量，还
要注重次生代谢产物的量嘲，所以就需要针对其生

物学特性和有效成分种类等方面进行系统研究。
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半夏栽培品遗传差异的AFLP分析
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摘 要：目的 构建不同地区来源半夏栽培品的DNA指纹图谱，探讨利用AFLP分子标记在半夏遗传多样性、亲

缘关系及种质鉴别上的可行性。方法运用扩增片段长度多态性技术(AFLP)，对我国17个地区的51份半夏栽培

品和4份掌叶半夏样品(外群)进行基因组DNA多态性分析。结果从64对引物组合中筛选出8对多态性丰富、

鉴别效率高的AFLP引物组合，构建了51份半夏栽培品的AFLP指纹图谱。聚类分析结果表明：所有半夏栽培品

完全被区分开，来源地相同的种质表现出相对密切的亲缘关系，浙江等华东地区的栽培半夏同其他地区半夏有着

明显遗传差异，聚类分析结果获得了Bootstrap校验的支持。结论AFLP分子标记可用于半夏遗传多样性、亲缘

关系及种质鉴别分析，浙江、江苏等华东地区栽培半夏的遗传特性相对独立。
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Application of AFLP markers for analyzing genetic difference

among cultivated Pinellia ternata

ZHANG Jiel“。XU Ta01，ZHANG Jian～guan91，CHEN Ji—shuan91

(1，Institute of Bioengineering，Zhejiang Sci-Tech University，Hangzhou 310018，China；

2．Hangzhou Vocational and Technical College r Hangzhou 310018，China) ，

Abstract：Objective The DNA fingerprints of cultivated Pinellia ternata collected from different

geographic regions were generated by using AFLP markers to find the feasibility in analyzing their genetic

diversity，relationship，and germplasm identification．Methods The DNA polymorphism of 5 1 cultivated

Eermplasm of P．ternata collected from 17 different habitats and four cultivars of．P．pedatisecta

(outgroup)were detected by AFLP molecular markers．Results The DNA fingerprints of 51 individuals

of P．ternata were obviously distinguished by eight pairs of high polymorphic and efficient primer

combinations screened from 64 primer combinations．The phylogenetic clustering results revealed that al L

the tested cultivars were fully differentiated，and individuals from Me same regions were mainly clustered

together．Moreover，cultivars from East—China，including Zhejiang and Jiangsu Provinces，displayed clear

genetic distinction from other regions．The clustering results were strongly supported by Bootstrap test．

Conclusion AFLP Markers can be potentially used in analyzing of genetic diversity，relationship，and

germplasm identification of this medicinal plant，and the germplasm from regions of East—China，including

Zhejiang and Jiangsu Provinces，displays the relative separate genetic characters from other regions．

Key words：Pinellia ternata(Thunb．)Breit；amplified fragment length polymorphism(AFLP)；

DNA fingerprint；germplasm identification

半夏尸i稽g级应ternata(Thunb．)Breit．为天南

星科半夏属植物，以块茎入药，临床应用非常广泛。

半夏不同栽培之间表型差异较大，目前有关种质鉴

别、遗传背景及亲缘关系的研究资料较少[1]。半夏野

生变家种主要为当地野生资源就地采集人工种植，

各地之间相互引种频繁，资源混杂，不利于当地品种

保护。

在半夏种质鉴别上，前人已有显微鉴别D]、同工

酶分析E引、PCR—RFLP[41及AFLP标记E53等方法的

报道。AFLP(amplified fragment length poly-

morphism)是一种检测DNA多态性高、重复性好

的分子标记技术，近年来被广泛应用于种质鉴定及

遗传差异分析上oJ]。本研究运用荧光标记引物的

AFLP技术构建半夏不同栽培品的DNA指纹图

谱，探索应用该技术在半夏种质资源鉴定和亲缘关

系研究中的可行性。

1材料与方法

1．1试材：为了对尽可能宽的遗传变异和地理范围

内的半夏栽培品进行遗传分析，本研究从2004年5

月到2005年10月实地收集了我国半夏主要种植地

的11省17个地区的51份个体，每个地区的个体数

目为3～7个不等，见表1。为避免取到同一母株的后

代克隆，本研究中同一地区中不同个体之闻的平均距

离至少在5 m以上，植株块茎及珠芽保存备用。

1，2 DNA提取：在CTAB法的基础上略作改

进叫。针对半夏多糖类物质量高的特点，取嫩叶放于

4℃冰箱黑暗中放置1 d，以消耗淀粉和多糖；提取

液中添加2％PVP和0．1％p巯基乙醇去除多酚

类物质。0．8％琼脂糖电泳检测DNA纯度与完整

性(图1)。
‘

衷l供试材料及来诹

Table 1 Sources of materials tested
’-_●___●●__^____-__●_-_-____________●●_●。-_1________-_。-。。。。__________。。。-‘’●_●____●___。。。。。。-_____-。。。。一

采样埴点个体数目 编号 种质来灏 袤蛩特征

山西备终 7 el-C? 奉璃藏培种中同叶长t宽=7，1—8t 1(桃叶形)

山东荷择 7 C84：14 奉地栽培种中同叶长，冀=7t1—8t1(桃叶形)

甘肃天承 4 C154；18奉建蔻培种中同时长；竟=7t1～8tl(桃叶形)

河南谁滨 3 C19-C21 本地栽培种中问叶长；宽=10 t 1～15 t 1(柳叶形)

江苏丰县 4 C22-C25 奉蟪栽培种中问叶长t竟=1 t 1～3 t 1(类椭圜形)

浙江宁渡 4 C26-C29 本地栽培种中同叶长t竟=1，1—3 t 1(类椭圆形)

I目llllNO 4 C30-C33奉鸪裁培种中|可叶长，寅=IO，l一15，1(柳叶形)

贵JII长一 5 C34-C38奉蟪栽培种中间叶长·竟=10，1～15：I(柳叶形)

鞠南素麓 5 C39-FA3奉逡薤堵拜中侮叶长；竟=l：l～5t1(桃峙形)

溺北武汉 4 C44-C47 本地栽培种中问叶长，宽=10 1—15：1(柳叶形)

北京4 CA8-C51本地栽培种中问叶长z宽=7；i一8t I(桃叶形)

图1半夏基因组DNA电泳检测结果

Fig．1 Eleetrophoresis of genomie DNA in P．ternata

1．3 酶切与连接：20肛L反应体系为1．5弘L 10×

T4 DNA Ligase buffer，1．1“L 0．5 mol／L NaCl，

0．55 gL 1 mg／L BSA，1／aL Mse I adaptor，1 pL

EcoR l adaptor，1 U Mse I，3 U EcoR I，3 U T4

DNA Ligase，200 ng DNA，5肛L dd H20，混匀后
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16℃过夜。EcoR I接头序列：5'-CTCG一 以鉴别的材料占供试材料总数的百分率。

TAGACTGCGTACC一37， 3'-CATCTGACGCAT一 2 结果与分析

GGTTAA一57；Mse I接头序列：5'-GACGATG—

AGTCCTGAG一3’，3'-TACTCAGGACTCAT一5 7。

1．4 AFLP预扩增反应：反应体系及步骤参考

Applied Biosystems AFLPl、M plant mapping kit

(PE，UK)说明书，预扩增采用含1个碱基(+1)的

扩增引物。EcoR I和Mse I的预扩增引物分别为：

57一GACTGCGTACCAATTCA一37和57一GATGA—

GTCCTGAGTAAC一3’。

1．5 AFLP选择性扩增反应：采用E+3／M+3引

物组合进行选择性扩增。为了筛选出适合半夏的高

多态性扩增引物组合，以64引物组合进行初步筛

选，其中12对多态性位点丰富的引物组合用于随后

的分析。预扩增产物用TE¨(pH 8．o)稀释25倍后

作为选择性扩增反应的模板，采用梯度PCR法进

行如下循环，参数作了相应优化：94℃预变性2

min；第1轮：94℃、30 S，66℃、30 S，72℃、120 S；第

2～11轮：每循环一轮退火温度递减1℃，扩增10

轮；第12～32轮：94℃、30 S，56℃、30 S，72℃、120

S；60℃延伸30 min；4℃保存。

1．6毛细管电泳分析：进样体系：1弘L PCR产物，

0．5“L GeneScan 500[Rox](ABI，UK)，8．5弘L

Hi—Di Formamide(ABI，UK)，充分混合后于95℃

变性5 min，迅速置于冰上，立即进样ABI PRISM

3100遗传分析仪。电泳参数作了相应优化：Run

Temperature：50℃，Pre Run Voltage：12 200 V，

Injection Voltage：2 000 V，Injection Time：10 S，

Run Voltage：12 200 V，Data Delay Time：

1 200 S。

1．7数据收集与分析：采用GeneMapper Version

3．7收集电泳谱带，电泳图谱上50～600 bp间清晰

可见、荧光信号大于100 cfu且可重复出现的条带

记为有效带。样品中同一位置上出现的条带记为

“1”，没有出现则记为“o”，以Peakmatcher软件加

以统计生成“0、1”组成的原始数据矩阵。以TFPGA

软件计算不同地区半夏品种群体内的多态性位点百

分率、平均期望杂合度(胁)和Shannon指数
(H0)。运用PAUP。4．08b软件基于Nei&Li

(1973)遗传相似性系数进行Neighbor—Joining聚

类分析。Nei＆Li遗传相似性系数，GS玎一2a／(2a+

b+c)，GS玎表示i和．『的相似性，fl表示i和歹所共

有的条带数，b表示i中出现但歹中缺失的条带数，C

表示歹中出现但i中缺失的条带数。鉴别效率指可

2．1半夏种质AFLP选择性扩增引物筛选：选取

来源地不同、形态差异较大的C2、C16、C28、C35号

半夏栽培品为代表，采用E+3／M+3引物组合方

式，对64对引物组合进行初步筛选，结果引物组合

E—ACC／M—CTG、 E—ACA／M—CTA、 E—ACG／M—

CAA、E—ACT／M—CTA、E—AGC／M—CAT、E—AGG／

M—CAA、E—AGG／M—CAT、E—AGG／M—CTA扩增

的电泳图谱不仅谱带清晰且多态性丰富，用于下一

步分析。

2．2半夏不同栽培品的AFLP扩增产物多态性：

用筛选出的上述8对引物组合进一步对55份样品

(含4份掌叶半夏)进行AFLP分析，结果显示扩增

出的DNA条带主要分布于50～600 bp，平均每个

地区样品扩增出205．3条多态性条带，每对引物扩

增出51．2条总带和25．7条多态性条带，地区内的

平均多态性位点百分率为50．2％。同时，不同引物

组合扩增出的总条带数和多态性条带数差异较大。

E—ACG／M—CAA共扩增出86条带，其中多态性条

带37条，多态性位点百分率高达43％，是所有引物

对中最高的。E—AGG／M—CAT扩增了62条带，多

态性条带仅有14条，多态性位点百分率只有

22．6％，是所有引物对中最低的(表2)。

表2不同地区的半夏栽培品之问的遗传多样性水平

Table 2 Genetic diversity level of euitivars of

P．tern甜a from different regions

⋯． 多态性多态性位点平均期望 遗传 Shannon
地区
条带数 百分率／％ 杂合度 相似性 指数

山西 207 50,6 0．107 0．821 0．028

山东 212 51．8 0．106 0．824 0．031

甘肃 198 48．4 0．108 0．831 0．023

河南 209 51．1 0．122 0．767 0．047

江苏 187 45．7 0．131 0．788 0．044

浙江 191 46．7 0．141 0．750 0．056

四川 218 53·3 0·156 0·761 0·050

贵州 213 52．1 0．147 0．759 0．057

湖南 211 51．6 0．133 0。766 0．055

潮北 210 51．3 0．116 0．846 0．021

河北 202 49．4 0．107 0．837 0．030

平均 205．3 50．2 0。124 0．796 0．042

不同地区的半夏栽培品之间的遗传多样性差异

不大，四川阆中地区栽培半夏遗传多样性水平最高，

多态性位点百分率为53．3％；江苏丰县地区最低，

为45．7％。对不同地区的半夏栽培品扩增AFLP条

带统计分析显示(表2)：各栽培品种群体之间的平

均期望杂合度(矶)为0．124，遗传相似性(GS)
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0．796，Shannon指数(日0)为0．042，显示半夏的

遗传多样性主要存在于不同地区栽培品之间。

2．3 51份半夏栽培品的系统聚类分析：根据Nei

＆Li(1973)遗传相似性系数构建Neighbor—

joining系统聚类图(图2)。从聚类图上可以看出掌

叶半夏与半夏的DNA差异明显，掌叶半夏和半夏

分别聚为一个独立的分支。以遗传相似性0．65为

界，51份半夏并分成I、n两个细分支，分支

Bootstrap支持率(BV)为100％，表明该分支下各

个体的聚类关系比较稳定。 ，

r_—___·_1一_--—__—--r_——-—__-_r—-_·_-·—1_-·__●—-1——·-—，
O．60 O．70 0．76 0．82 0．88 0．94 1．00

Nei＆Li C0e氆cient

图2对Sl份半夏和4份掌叶半夏样品(外群)基于Nel&Li(1973)遗传系数构建的Neighbor—Joining树圈。

分支节点上数值裹示Bootstrap位(>son显示)，I复1 000次接样分析

Fig．2 Neighbor—Joining dendrogram of 51 cultlvars of P．ternata and 4 cultivars of P．pedatiseeta(outgroup)

based on the Nei&Li(1973)genetic coefficient．Bootstrap confidence values叭showed in clusters
with 1 000 replicates(only over 50％are showed)

第1分支，共包括42份样品，是最大的分支，主

要由除浙江宁波、江苏丰县外的其他地区半夏栽培

品组成。在遗传相似性为0．88处，该分支又可进一

步细分为噩、Ⅳ、V和Ⅵ4个小分支(主分支BV一

73％)。其中，第m分支主要由山西新绛、山东菏泽、

甘肃天水等地区的16份半夏栽培品构成。从聚类图

上可以看出来自于同一地区的半夏栽培品之间的遗

传相似性较高，聚为一类，该分支支持率较高(BV=

97％)，表明该分支下所有种质之间的聚类关系比较

稳定。第Ⅳ分支含18份个体，主要由中部及中西部

地区的河南淮滨、湖南常德、贵州长顺及湖北武汉等

地区的半夏栽培品组成，以及山东菏泽的C8、甘肃

天水的C18和浙江宁波的C28，该分支支持率较高

(BV-=99％)。第V小分支由四川阆中地区的2份栽

培品及贵州长顺的1份栽培品构成。第Ⅵ分支则由

来自北京地区的3份种质构成，从聚类图上可以看

出，这3份栽培品相互之间未能区分开，但与主分支

I下其他地区的栽培品之间的遗传相似性仅为

0．72，表明其遗传变异较大。

第Ⅱ分支主要是浙江、江苏的8份半夏栽培品

构成(BV=100％)，以及来自河南淮滨的C21样品

和湖南常德的C40。图2所示，来自浙江宁波的

C22、C23、C25样品两两之问未能完全区分，电泳图

谱也十分接近，表明宁波地区的半夏栽培品之间的

遗传背景十分相似。其次，来自浙江和江苏半夏的遗

传相似性高达0．94，表明江浙地区半夏亲缘关系较

近。而在遗传相似性为0．75处，分支Ⅱ与分支I区

分开，这表明江浙地区的半夏栽培品遗传基础与其

他地区存在明显差异。

从聚类分析结果来看，同一地区的半夏栽培品

之间表现出相对密切的亲缘关系，不同地区的栽培

品之间遗传差异明显，表明了我国各地区的半夏栽
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培品之间的亲缘关系呈现一定的地区相关性。浙江、

江苏等华东地区的半夏栽培品与其他地区差异明

显，遗传特性相对独立。

2．4 AFLP指纹图谱的鉴别效率：供试的51份半

夏样品中，引物组合E—ACG／M—CAA和E—AGC／

M—CAT均可以完全区分所有样品，E—AGG—M—

CAA可以区分5l份材料中的49份，E—AGG／M-

CAT和E—ACT／M—CTA可区分其中的48份，E—

AGG／M—CTA和E—ACC／M—CTG可区分其中的

46份，E—AGG／M—CTG可区分其中的42份。表明

这8对引物组合用于半夏的栽培品的鉴别效率非常

高。图3为引物组合E—ACG／M—CAA对山西新绛、

山东菏泽、甘肃天水、浙江宁波及四川阆中地区半夏

栽培品的扩增图谱，可见AFLP分子标记用于半夏

种质鉴别非常有效，能获得丰富的遗传多态性位点。

3讨论

-i_|iI⋯“-止Ⅲ“-一l“U。张一起
．i．hk。h． 』_趣L L⋯ii。l|． tml⋯。+l。▲荷泽 世
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圈3引物组合E-ACG／M-CAA对山西新绛、山东菏泽、甘肃天水、浙江宁波及四川阆中地区半夏栽培品的毛细管

电泳圈谱(箭头所示为差异性谱带位鳖)7

Fig．3 Electrophoretle patterns of regional eultivars of P．ternata from Xinjiang，Shanxi，Heze，Shandong，

Tianshui,Gansa，Nlngbo，Zhejiang，and Lan8：zhong，Sichuan by primer combination of E-ACG／

M—CAA(specific bands were denoted by arrows)

传统的AFLP分析流程复杂、重复性不高。本 及数据分析方法的差异，二者缺乏可比性。许多研究

研究采用荧光标记引物AFLP方法，分析流程快 表明，栽培品相比野生品具有更为相似的遗传基础，

速、重复性好和结果分析自动化，不同栽培品种特异 这已在大豆[9]、萝卜[1们等许多物种上得到了证实。

性谱带检出率高。 为了检验系统树的可靠性，本研究对构建的系

半夏染色体中存在严重的复合、多倍现象且伴 统树进行了Bootstrap分析(重复1 000次抽样)，

有整倍性和非整倍性的变化，不同生境下半夏表型 得出最优系统树，因此，所得聚类分析结果相对严

差异较大。因此，推断半夏的基因型应较为丰富，而 谨、准确。由系统聚类分析图可知，我国的半夏栽培

本研究结果显示半夏种内遗传多态性为50．2％，相 品之问的亲缘关系呈现一定的地域相关性，相同地

比前人研究而言偏低。杜娟等对我国不同地区的10 区的栽培品大多表现出相近的亲缘关系，聚为同一

份野生半夏进行AFLP分析，得出多态性位点百分 分支。而C8、C18、C21、C40等4份半夏栽培品在聚

率为82．1％，且发现不同地区的半夏种质遗传关系 类图上的位置关系并未与其采集地区一一对应而聚

的远近与其总生物碱的量差异趋势一致‘引。考虑到 为同一个分支下，推测可能是这几个样品出现了混

本研究中半夏全为栽培品，且栽培历史至少在10年 杂所致，具体原因有待迸一步考证。

以上，同时由于二者所选引物组合不同、种质来源地 而江浙地区的半夏栽培品与其他地区的栽培品
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存在明显的遗传独立特性，可能与种质表型相关。本

研究中浙江和江苏地区的半夏大多植株较矮，叶形

宽，类椭圆形，中间叶片的长宽比在1：1～3：1，与

其他地区栽培品差异明显(表1)。本课题组已有关

于不同叶形的半夏在栽培习性、有效成分的量及光

合效率上存在差异的报道[1¨，而不同表型的半夏与

其DNA指纹、药效的相关性有待进一步研究。
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摘 要：目的 比较广西壮、瑶医常用药材玉郎伞Millettia pulchra var．1axior与易混品种水罗伞(干花豆)

Fordia c口耐班Dm的生药鉴别特征。方法宏观(植物形态、药性性状)、微观(显微组织)及光谱、色谱技术分析方
法。结果 玉郎伞与水罗伞除紫外吸收光谱较相似外，其植物形态、药材性状、显微组织及薄层色谱均有各自的鉴

别特征。结论研究结果为该类药材的鉴定、质量标准的制定和进一步开发利用提供了科学依据。
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