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川产羌活种质遗传多样性的RAPD分析
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摘要：目的 考察羌活Notopterygium incisum的遗传特征，探讨不同产地且有形态变异的羌活种质资源的遗传

多样性、遗传分化及与环境因子的相关性。方法用RAPD方法选择15个随机引物对四JII西部4个居群33株个体

叶片DNA进行扩增，从个体间遗传关系及居群间遗传分化方面对羌活的遗传结构进行分析。结果RAPD共检测

到185条谱带，其中128个位点为多态位点，多态性百分率为69．19％，Nei’s基因多样性为0．223 7，Shannon’s信息

指数为0．337 5；壤塘和九龙居群聚为一类，理县和泸定居群聚为一类；茎秆颜色花纹性状与遗传差异间未表现明显

相关性，不同性状的羌活个体仍主要按居群，即产地来源聚类；羌活居群内和居群间的变异分别占总变异的

74．67％和25．33％；羌活居群问的遗传距离与地理距离问没有明显相关性(r=一0．110 5，P=0．585 5)，羌活4个居

群遗传多样性大小与年均温负相关，未达到显著水平(r--一0．771，P=0．229)；与年均降雨量正相关．但相关不显

著(r一0．291，尸一0．709)。结论本研究表明羌活遗传多样性水平较高；羌活的遗传变异主要分布在居群内，但居

群间已形成一定的遗传分化；壤塘和九龙羌活个体间的遗传距离较小，各自遗传背景较为相似。产地差异对遗传变

异的影响大于因其茎秆颜色花纹不同所造成的影响。
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RAPD Analysis of genetic diversity of Notopterygium incisum in Sichuan
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Abstract：Objective Notopterygium incisum is an endangered species endemic to China and is one of

the Chinese and Tibetan traditional medicinal plants．The genetic diversity of germplasm resources with

morphological variation of N．incisum from different habitats was investigated using RAPD markers and

the relation of genetic differentiation to the environmental factors was also analyzed．Methods Thirty-

three samples of four populations collected from Luding(LD)，Jiulong(JL)，Lixian(LX)，and Rangtang

(RT)in west Siehuan were DNA amplified with 15 random primers selected by RAPD method．Results

Fifteen random primers detected 1 85 sites of which 128 were polymorphic．The percentage polymorphic

loci(PPB)was 69．19％，Nei
7
S gene diversity(^)was 0．223 7，and Shannon

7
S information index(日)

was 0．337 5 at the species level．The RT and JL for a category，LX and LD were clustered together．

There iS no obvious correlation between the stem character and the genetic diversity．N．incisum with

different characters iS one cluster according to the different origin．Nested analysis showed variations

within populations and among populations of N．incisum were 74．67％and 25．33％．Nei
7
s unbiased

genetic distance matrix compared with a corresponding geographic distance matrix showed the two matrices

were not significantly correlated(r=一0．110 5，P=0．585 5>0．05)．The negative correlation between

the genetic diversity and the average annual temperature was not up to significant level statistically(，．=
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一0．771，P=0．229)；The positive correlation between genetic diversity and the average annual rainfall

was related。but not significantly correlated(，．=0．291，P=0．709)．Conclusion The primary results

showed that N．incisum populations are characterized by high genetic diversity．Though there are

obviously genetic variations between populations，genetic variability principally existed within

populations．Genetic distances among the individuals of RT and JL with similar genetic background are

very small．The influence of habitat where it grows on its genetic diversity is greater than the influence

caused by the difference colour and figure of its stem．

Key words：Notopterygium incisum Ting ex H．T．Chang；RAPD；genetic diversity；environmental

factorS

羌活Notopterygium incisum Ting ex H．T．

Chang为伞形科羌活属多年生草本植物，我国特有

种[1’2]，分布于川西高山峡谷和川西北高原、青海东

南部、甘肃南部及西藏东南部等区域，生长在海拔

2 500～4 000 m的林缘、林窗、疏林、沟谷草丛和灌

丛下，以海拔3 000～3 700 m较集中，生长环境土壤

有机质量较高，一般有枯枝落叶层和深厚腐殖质层，

通透性良好，土质较疏松[3]。羌活是常用中药羌活基

源植物之一，以干燥根茎和根入药，具散寒祛风、除

湿止痛之功效，用于风寒感冒头痛、风湿麻痹、肩背

酸痛等症H]。由于长期依赖采挖，野生资源及其生境

速的分子标记技术，近年来广泛应用于植物自然群

体的遗传多样性研究[6】。先前几乎所有的相关文献

对羌活植物形态的描述均为茎秆(花茎)紫色，但笔

者在进行羌活种质资源收集整理中观察到相同生境

下，同时还存在花秆绿色，及绿色带紫纹的过渡性特

征且性状稳定。为此，本研究利用RAPD分子标记

技术，在进行川产羌活种质遗传多样性分析的同时，

探讨开花植株花茎颜色这一表现型与基因型之间的

关系，为良种选育与质量评价提供一定的遗传背景

参考。

1材料

破坏严重，传统道地产区资源已近枯竭，1987年即 2004和2006年在四川甘孜州泸定、九龙和阿坝

被国务院《中国野生药材资源保护管理条例》列为I 州的理县壤塘分单株采集羌活当年萌发的新鲜幼嫩

级保护物种，2005年又载人《中国物种红色名 叶片，用硅胶快速干燥，编号备用，并按花茎颜色的

录》[5]。目前，羌活植物化学、药理、地理分布、形态 显著差异分为10个类群，见表1。居群LX和LD为

学、孢粉学、分类学、环境土壤学、核型和驯化栽培等 原产地根茎移栽收集在种质资源圃通过无性繁殖的

方面的研究比较多，但从DNA分子水平上对羌活群 植株，其余为野生居群，野生采样个体距离在1 m以

体遗传结构、遗传分化及多样性等方面的研究，至今 上，以确保同一基因型不被重复采样。采样正值羌活

尚未见报道。RAPD分子标记技术作为一种简便快 开花期，资源圃的植株物候期均早于野生居群。

表1羌活样品的来源

Table 1 Source of N．incisum populations

居群 来 源 地理位置 采集时间 年均温／℃ 年降水量／mm

LX 理县米亚罗 102。44’E 2006—07 儿．4 590

31。52’N

海拔3 740 m

LD 泸定县 102。12’E 2006—07 12．4 636

29。63’N

海拔3 600 m

JL 九龙县洪坝乡 101。53’E 2006—08 8．8 892

29。01 7N

海拔3 200 m

RT 壤塘县阿斯玛乡 101。07’E 2004—09 4．7 756

32。4l 7N

海拔3 379 m

个体 茎颜色 性状类群

1～2 紫纹

3～4 绿色

5～6 紫色

7～9 紫色

10～11 绿色

12～16 紫色

17～20 绿色

21～23 紫纹

24～28 紫色

29～33 绿色

2方法

2．1 羌活基因组总DNA的提取：采用改良CTAB

法提取羌活基因组总DNAc7。。在研磨过程de／JnA适

量PVP，加入提取缓冲液(一CTAB)冰浴10 min，7

000 r／min、4℃离心10 min，收集沉淀，加入提取液，

65℃恒温水浴30 min，氯仿一异戊醇溶液抽提两次，



中草菊 Chinese Traditional and Herbal Drugs第39卷第9期2008年9月 ·1389·

纯化过程加入Rnase 37℃温浴1 h，加入1／2体积4

mol／L NaCI，获得的DNA溶于适量0．1 XTE缓冲

液(10 ng／vL)，用0．8％琼脂糖凝胶电泳(0．5 X

TBE)检测总DNA大小和完整性，用k-Hind I

量浓度稀释至3～10 ng／／uL，4℃保存备用。

2．2 RAPD扩增：引物筛选出15个扩增良好、条带

清晰、稳定性和重复性好且相对较多条带的引物(由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成)用于全

digest(TaKaRa)作为相对分子质量标记，将样品质 部DNA样品的RAPD扩增(表2)。

表2 15个随机引物序列及扩增结果

Table 2 Sequence and amplification of 15 ramdom primers

反应在PTC一200 Thermocycler PCR仪(MJ

Research公司)上进行，重复一次。RAPD—PCR反

应体系经比较和优化确定为：20肛L体系中含10～

30 ng模板DNA，20 pL 10×PCR buffer(-M92+)，

2．0 mmol／L MgCl2，0．15 mmol／L dNTPs，引物

0．05 vmol／L，1 U TaqDNA聚合酶。扩增程序：94

℃预变性4 min，94℃变性45 s，36℃退火30 S，72

℃延伸2 min，循环35次，72℃最后延伸5 rain，4℃

保温，终止反应。扩增产物检测：PCR扩增产物用

1．4％的琼脂糖凝胶于4 V／cm的电压下电泳，电泳

缓冲液为0．5XTBE或1×TAE，0．5 vg／／-L溴化乙

锭(EB)中染色30 min，用DL2000和Marker i(清

华天为时代)作为标准相对分子量标记，在Gene

genius Bioimaging System凝胶成像系统

(SYNGENE)上拍照记录。

2．3数据分析

2．3．1 RAPD多样性表型带计数：用DL2000和

Marker 1做相对分子质量标记，对照反应产物在凝

胶上的位置，电泳图谱的每1条带记为1个位点，只

记录可辨认、两次扩增结果一致的条带。用“1”和

“O”记录同一位点的“有”和“无”，得到0／1矩阵输入

计算机。

2．3．2遗传结构分析：①用POPGENE Version

1．32[8]软件对羌活居群进行遗传参数分析，分别计

算多态位点比率(PPB)、观测等位基因数(Ⅳ。)、有效

等位基因数(M)、总的基因多样度(日，)、居群内基

因多样度(H，)、Shannon多样性指数H(在物种水平

上为H彬在居群水平上为日砷，)、Nei
7

S基因多样性

指数(^)、Nei
7

s遗传分化系数[G。=(H；一E)／日。]
和基因流[以一(1一G。)／2G。]、Nei 7

s遗传距离(D)

和遗传相似性(J)。②个体间遗传关系分析：根据表

征矩阵，用SPSSl3．0软件计算各样品问的Jaccard

相似系数，然后使用Within groups linkage进行聚

类分析。③居群间遗传分化程度考察：由Shannon
7
s

居群分化系数[(日，，一日印，)／H，，]来估测居群间的

遗传变异；同时运用AMOVAprep 1．01(Miller．

1998)[93对RAPD表型数据矩阵进行计算，得到表型

间的距离系数，组成WINAMOVA所需要的距离系

数(艿2)矩阵文件，即距离文件(．dis)，用

WINAMOVAl55(Exeoffier．1993)[10]进行分子方

差分析(AMOVA)，计算居群内和居群间的变异方

差分布，并利用Nei
7

s(1972)计算各居群间遗传距

离并按UPGMA聚类分析。

2．3．3 用TFPGA 1．3(Miller．1997)[1妇软件的

Mantel检验(置换3 000次)分析4个居群间的遗传

距离和地理距离的相关性。

2．3．4环境参数(年均温、年降水量)与遗传多样性

(Shannon
7

s多样性指数)相关性分析及显著性检验

用SPSSl3．0统计软件进行分析。
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3结果与讨论 在居群水平上，各个居群的PPB相差不大

3．1羌活种内多态性水平：RAPD共检测到185条(40．54％～49．73％)，平均多样性水平的多态条带

谱带，扩增片断长度介于300～2 000 bp，其中128个 比率为45．oo％；各个居群的日为0．230 7～O．249 5，

为多态性位点，羌活多态性百分率PPB为69．19％， 平均值H加，为0．241 9，Shannon
7

s信息指数显示各

H，p为0．337 5，h为0．223 7(表3)。各项多态性指标 居群的遗传变异由高到低依次为：RT>LX>JL>

表明羌活的遗传多样性水平较高。图1为引物(S30)LD；Nei
7

s基因多样性指数的变化规律为：LX>

的扩增结果。本实验结果表明，利用RAPD标记检 RT>JL>LD。LX和RT居群的基因多样性相对较

测到的羌活种质资源多态性水平，与其他濒危，狭 高，甘孜LD居群的遗传多样性最低(PPB=

域、特有种相比[12u 5I，处于中等偏上水平。 40．54％，M=I．276 9，^=0．156 9，H_--0．230 7)。

表3羌活遗传多样性统计

Table 3 Patterns of genetic diversity for N．incisum

LD 75 40．54 1．407 6 1．276 9 0．156 9 0．230 7

JL 87 47．03 1．470 3 1．284 9 0．163 0 0．242 6

RT 92 49．73 1．497 3 1．289 8 0．166 3 0．249 5

平均 83．3 45．00 1．451 7 I．286 2 0．163 2 0．241 9

物种水平 128 69．19 1．69I 9 1．381 4 0．223 7 0．337 5

M—DNA分子量标准(DL2000和Marker I) 图中1～33顺序与表1中个体编号顺序对应

M—DNA marker(DL2000 and Marker I)No．1～33 corresponding to order of individual No．in Table 1

图1引物$30的扩增结果

Fig．1 Amplified products of primer$30 from 33 Individuals

3．2 羌活居群间的遗传分化：在假设遗传平衡时，计 异的74．67％和25．33％，羌活遗传变异主要存在居

算出的遗传变异结果表明羌活居群间存在一定的遗传 群内(表4)。此结果略低于POPGENE的分析结果。

分化。4个羌活居群总的遗传多样性日。=o．207 3，居 尽管3种方法分析的结果在数值上有差异，但

群内的遗传多样性H，=0．162 5，居群间的遗传多样度 所揭示的羌活居群间遗传分化的趋势是一致的，都

(D。一日，一日，)为0．044 8，Nei
7

S遗传分化系数G。= 表明遗传变异主要存在于居群内，居群内的遗传分

0．215 8，表明有21．58％的变异来自居群间，78．42％ 化大于居群间的遗传分化。

的遗传变异存在于居群内。居群间基因流估计值(Ⅳ，) 3．3羌活个体和居群间的遗传关系：根据羌活个体

为1．817 0，表明羌活居群之间的基因流水平较高。 表4羌活居群RAPD数据的分子变异嵌套分析

根据Shannon
7

S多样性指数的分析结果(物种

水平上H，，一0．337 5，居群水平上H加p=0．241 9)

(表3)，计算出Shannon
7

s居群分化系数为0．283 3，

即有28．33％的遗传变异存在于居群间，71．67％的

遗传变异存在于居群内部。此结果略低于

POPGENE的分析结果。

利用AMOVA软件，计算居群内和居群间的变

异方差。结果表明，居群内和居群间变异分别占总变

Table 4 Nested analysis of molecular variance

for N．incisum based on RAPD data

变异来源自由度方差和平均方差变异组分总变异百分率／％ 尸

居群问 3 185-68 61．89 5．70 25．33 <0．001

居群内 29 486．87 16．79 1 6．79 74．67 <0．001

P值表示比观测值的变异大的概率，这个概宰是通过把居群中的样本经

过1 000次随机丰|列改变计算得到的

P—values are probabilities of having a more extreme variance component

than observed values alone，probabilities were calculated by l 000 random

permutations of individuals across populations
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间的Jaccard相似系数，用Within groups linkage进

行聚类(图2)，结果显示，RT居群除32号个体外，其

余9个羌活个体聚为一类；JL居群除22、23号个体，

其余10个羌活个体聚为一类，表明直接从野外采样

的壤塘和九龙羌活居群内部个体间的遗传距离较

小，遗传背景较为相似。LX和LD居群的多个个体

没有分别聚为一类，可能经长时间移栽到同一地方

后，其居群内个体发生了较大的遗传变异。虽然4个

居群羌活有紫秆、绿秆或紫纹的性状，但不同性状的

羌活类群仍主要按居群，即产地来源聚为一类。本实

验所用引物尚未能有效显示出茎秆颜色花纹性状与

遗传差异的相关性，类似的结果在川白芷的研究中

也有报道[1 6|。
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图2基于Jaccard系数及组内均联法的羌活个体RAPD

扩增多态性聚类图

Fig．2 RAPD Dendrogram of amplification

polymorphism based on Jaccard

coefficient of N．incisum Individuals

by method within groups linkage

羌活居群间的遗传距离(D)和遗传相似度(，)

见表5。泸定(LD)和理县(LX)的遗传相似度最高

(，=0．914 3)，遗传距离最近(D=0．089 6)；壤塘

(RT)和理县(LX)的遗传相似度较低(I=

0．889 9)，遗传距离较远(D=0．116 6)。4个居群的

遗传相似度相差不大且较高，平均为0．899 4。表明

居群间遗传分化较小。

利用Nei
7

S计算各类群间遗传距离并按UPGMA

聚类的结果显示(图3)，LX祝D两个居群的关系较近，
聚为一类，JL和RT居群聚为一类。但对羌活4个居群的

表5羌活4个居群的遗传距离和遗传相似度

Table 5 Nei
7

S genetic distance(below diagonal)

and genetic identity(above diagonal)

among four populations of N．incisum

0．150 0．100 0．050 0．000

图3羌活4居群Nei’S(1972)遗传距离的UPGMA聚类图

Fig．3 UPGMA Dendrograme for four populations

of N．incisum based on Nei’S(1972)

genetic distance

遗传距离和地理距离矩阵间的关系进行Mantel检验

的结果显示，居群间的遗传距离与地理距离之间没有

相关性(，．=一0．110 5，P=0．585 5，3 000次置换)。

3．4羌活遗传多样性与环境参数的相关性分析：基

于Shannon
7

S信息指数的4个羌活居群的遗传多样

性与环境参数的相关性分析显示，居群遗传多样性

大小与年均温呈负相关，但未达到显著水平

(，．=一0．771，P=0．229)；而与年均降雨量正相关，

相关性也不显著(r一0．291，P=0．709)。羌活的居

群遗传多样性与海拔、日照、积温以及植被、土壤类

型等其他生态环境参数之间是否具有相关性，尚待

进一步研究，以期为羌活种质资源的保护和引种选

育提供理论依据。

致谢：本实验工作得到了四川大学生命科学学

院孙群副教授的帮助。
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采用ISSR分子标记进行草珊瑚8个种源的遗传多样性分析

倪开诚1，闵 芳1，郭卫东h，斯金平2，张真真1，李欢津p

(1．浙江师范大学化学与生命科学学院，浙江金华321004；2．浙江林学院，浙江临安311300)

摘要：目的研究草珊瑚的遗传多样性及不同种源之间的遗传关系，为保护种质资源莫定基础。方法采用ISSR

分子标记对8个种源共51个草珊瑚样品进行了DNA分子水平的分析评价，用Popgen32软件计算遗传多样性和遗

传距离，通过UPCMA法进行聚类分析。结果筛选出10条多态性ISSR引物用于草珊瑚不同样品的ISSR—PCR，检

测得到111个位点，其中106个为多态性位点，约占95．50％。草珊瑚不同种源间遗传距离在0．034 7～0．185 0。8个

种源总遗传多样性主要来自种源内遗传变异，种源间分化指数G。=0．340 3。结论 8个草珊瑚种源大体可以分成

2大类群。且根据遗传距离与产地海拔高度的关系，可以将其划分为较高海拔类群(800～900 m)、较低海拔类群

(250～300 m)、中等海拔类群(600 m)。

关键词：草珊瑚；ISSR；遗传多样性；聚类分析

中图分类号：R282．7 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2008)09—1392—05

Analysis on genetic diversity of Sarcandra glabra collected from eight provenance

based on ISSR markers

NI Kai—chen91，MIN Fan91，GUO Wei—don91，SI Jin—pin92，ZHANG Zhen-zhenl，LI Huan—jinl

(1．College of Chemistry and Life Science，Zhejiang Normal University，Jinhua 321004，China

2．Zhejiang Forestry University，Lin’an，311300，China)

Abstract：Objective Sarcandra glabra is a widely—used Chinese medicinal herb，but the wild

germplasm resources were decreasing．In order to protect the germplasm resources，the genetic diversity

and genetic relationship among the various provenances should be analyzed．Methods ISSR Molecular

markers were used to analyze the genetic diversity of S．glabra collected from eight provenances．The

genetic diversity，genetic distance，and cluster analysis were performed by Popgen32 software and

UPCMA method．Results Ten screened polymorphic primers were used in ISSR—PCR and 1 1 1 bands were

amplified，among them including 106 polymorphie bands that were about 95．50％．Genetic distance of

eight different provenances were ranged from 0．034 7一O．185 0．The genetic diversity of S．glabra mainly

came from the interior variation of every provenance，for G“=0．340 3．Conclusion Provenances of S．

glabra can be divided into two groups and based on the relationship of genetic distance and altitude，the

provenances can be divieded as follows：correspondin91y higher altitude group(800—900 m)；

correspondingly lower altitude group(250一300 m)；middling altitude group(600 m)．

Key words：Sarcandra glabra(Thunb．)Nakai；ISSR；genetic diversity；cluster analysis
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