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栽培黄连群体遗传关系的SRAP分析

陈大霞，李隆云，瞿显友，彭锐，钟国跃

(重庆市中药研究院，重庆400065)

擒 要：目的 揭示栽培黄连Coptis chinensis群体的遗传关系。方法 以24个不同来源地的栽培黄连群体为试材，采

用SRAP分子标记技术，用Treeconw软件分析遗传相似系数，UPGMA方法聚类，构建遗传系统树。结果36对引物

共得到276条扩增条带，其中有120条呈现多态性，占43．48％，从DNA分子水平显示出供试种质遗传多样性并不丰

富。遗传相似系数变化范围在0．877 040．951 9。聚类结果显示栽培黄连群体遗传关系与来源地无明显相关性，仅在

小分支中表现出一定的地域相关性。结论栽培黄连群体的遗传多样性水平较低。显示遗传背景较为单一．
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Genetic relationship among populations of cultivated Coptis chinensis revealed by SRAP

CHEN Da—xia，LI Long—yun，QU Xian—you，PENG Rui，ZHONG Guo—yue

7(Chongqing Academy of Chinese Materia Medica．Chongqing 400065，China)

Abstract：Objective To reveal the genetic relationship among populations of cultivated Coptis

chinensis．Methods Twenty four populations of cultivated C．chinensis from different habitats were

employed to be analyzed by the approach of sequence—related amplified polymorphism(SRAP)．Systematic

relationship was constructed based on the UPGMA method by Treeconw software．Results A total of 276

bands were scored，among which 120 were polymorphic bands．The average percentage of polymorphic

bands was 43．48％，indicating that the materials in the test have low genetic diversity．Genetic similarity

coefficients were changed from 0．877 0 to 0．951 9．By cluster analysis，the geographical distribution was

not very obvious。but it was also showed some of the cultivated C．chinensis from the same region were in

the same group．Conclusion Different germplasms diversity of cultivated C．chinensis population is lower

and genetic background is more single．

Key words：Coptis chinensis Franch．；sequence—related amplified polymorphism(SRAP)；genetic

relationship

相关序列扩增多态性(sequence—related

amplified polymorphism，SRAP)是由美国加州大

学Li和Quiros(1]发展起来的一种基于PCR的新型

分子标记。该标记采用独特的引物对ORFs(open
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reading frames)进行扩增。上游引物对外显子进行

特异扩增，下游引物对内含子、启动子区域进行特异

扩增，因不同物种、不同个体的内含子、启动子与间

隔区长度不等而产生多态性。该标记操作简便、稳定

可靠，已在多种植物的遗传多样性研究方面显示出

其独特的优势[2~‘]。近年来已有将SRAP分子标记

运用于国内药用植物分类[副、遗传多样性研究[61等

方面的报道。

毛茛科多年生植物黄连Coptis chinensis

Franch．是常用中药之一。具有泻火、解毒、清热、燥

湿和良好的抗菌作用。因而倍受国内外药学工作者

的关注，目前应用SRAP分子标记对黄连种质资源

进行研究尚未见报道。本实验采用SRAP技术对栽

培黄连群体的遗传关系进行研究，以期为黄连资源

的合理保护利用和新品种选育提供一些科学依据。

1材料和方法

1．1试验材料：黄连C．chinensis Franch．来源于

四川、重庆、陕西、湖北等主产地，均为人工栽培，共

24份材料(表1)，由重庆市中药研究院生药栽培室

李隆云研究员鉴定。根据均匀分布、随机取样原则进

行采样，尽量覆盖该地区的整个栽培范围。每个产地

各取5株以上生长了5年的成熟植株，采集当年萌发

的健康幼嫩叶片，低温下带回实验室洗净、晾干，冻

于--80℃超低温冰箱中备用。

裹1材料来源

Table 1 List of materials used in study

编号 来源 编号 来源

1 重庆石柱楠木磨子坪 13 重庆武隆羊角镇

2 重庆石柱悦昧镇 14 重庆江津四面山

3 重庆石柱三益乡 15 四川成都峨嵋黄连乡

4 重庆石柱龙潭乡 16 四川成都斜源镇

5 重庆石柱黄水镇 17 四川成都白鹿乡

6 重庆石柱粟新乡 18 陕西镇坪百家乡

7 重庆石柱枫木乡 19 陕西平利八仙镇

8 重庆石柱冷水乡 20 湖北利JII谋道镇

9 重庆黔江马嗽乡 21 湖北恩施太庙

10 重庆巫溪中鹿乡 22 湖北利川福宝山

11 重庆城口明中乡 z3 湖南桑植八大公山乡

12 重庆南川金佛山 24 湖南龙山大安乡

1．2方法

1．2．1 模板DNA的制备：每个产地黄连材料等量

混合，采用CTAB法提取基因组DNA，1％琼脂糖凝

胶电泳检测DNA的质量。用Smart SpecTM3000型分

光光度计(Bio—Rad公司)测定其浓度和质量分数，将

样品稀释为40 ng／#L，置于一20℃冰箱中保存备用。

1．2．2 SRAP—PCR扩增：SRAP引物采用Li和

Quiros[1]已发表的引物。本研究所用引物序列见表

2。SRAP—PCR反应体系为：总反应体积25弘L，内含

1×PCR反应缓冲液，MgCl2 2．0 mmol／L，dNTPs

200 ttmol／L，正向和反向引物各0．2／LImol／L，

TaqDNA聚合酶1 U，模板40 ng，不足部分ddH20

补足。PCR扩增于Eppendorf Mastercycler固gradient

梯度PCR仪(Eppendorf)上进行。SRAP热循环程

序采用复性变温法，共40个循环，即94℃预变性5

rain；前5个循环：94℃变性1 rain，35℃退火1 rain，

72℃延伸1．5 rain；后35个循环：94℃变性1 min，50

℃退火1 rain，72℃延伸1．5 min；循环结束后72℃

延伸7 min，4℃保存。

寰2本实验中所用的SRAP引物

Table 2 SRAP PrIme噶used in study

正向引物5’一3’ 反向引物5’---3’

TGAGTCCAAACCGGATA

TGAGTCCAAACCGGAGc

TGAGTCCAAACOGGAAT

TGAGTCCAAACCGGAcc

TGAGTCCAAACCGGAAG

TGAGTCCAAACCGGT从
TGAGTCCA从OCGGTCC
TGAGTCC从ACCGGTGc
TGAGTCCAAACCGGTAG

TGAGTCCAAACCGGCAT

TGAGTCCAAACCGGTcT

GACTGcGTACGAATTAAT

GACTGCGTACGAA下rrGc

GACTGcGTACG从竹GAC
GACTGCGTACGAArrrGA

GACTGCGTACGAATTAAC

GACTGcGTACGAATrGCA

GACT(℃GTACGAATTcAA

GACTGcGTAcG从rrcTG
GACTGcGTACGAATTCGA

GACTGcGTACGAATTCAG

GACTGcGTACGAATTCCA

GACTGCGTACGAATTGAT

GACTGCGTAcGAAlvrCCT

1．2．3扩增产物电泳检测：扩增产物采用6％非变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离。取2 pL 6×Loading

buffer与5弘L扩增产物混匀后上样，以0．5×TBE

为缓冲液，稳压150 V，电泳至溴酚蓝距凝胶边缘2～

3 cm处结束。银染检测电泳结果。

1．2．4 SRAP数据处理：仅统计有差异、易于识别

的多态性条带，有带记为1，无带记为0，作0、1矩阵

输入计算机。采用Treeconw(Version 1．3)分析软件

计算材料间遗传相似系数，按UPGMA(unweighted

pair group method arithmetic averages)方法进行聚

类分析。

2结果与分析

2．1 引物筛选及SRAP标记的多态性分析：本研究

从70个SRAP引物组合中，筛选出谱带易于识别，

并呈现多态性的引物组合36对，对供试的24份材料

进行SRAP—PCR扩增，图1为引物组合me8一emll

的扩增图谱，扩增结果见表3。

SRAP反应扩增片段大部分集中在100"-"1 000

bp．在大于800 bp的区域，扩增带多且密，不易辨

认，小于100 bp的扩增带多数较弱，也不易辨认。在
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图1引物组合me8-emil的扩增图谱

(泳道序号对应供试材料见表1)

Fig．1 Result of PCR amplification using primer

combination of me8一em ll(Lane number

is same as Table 1)

100"--800 bp，扩增带易于辨认记录，故多态性带多

来自这部分。36对引物组合共产生276条扩增带，带

数在3～14不等，平均每对引物组合可产生7．67条

带。在这276条DNA扩增条中，有120条带呈多态

性，每引物可扩增出1～10条多态性带，平均每对引

物产生3．33条多态性带。每对引物组合产生的多态

性带的比例为12．50％～71．43 oA，平均为43．48％。

以上统计结果表明：供试栽培黄连群体的多态性并

不丰富。

2．2遗传相似系数分析：用Treeconw软件计算供

试材料间的遗传相似系数。表4结果表明：湖南桑植

县八大公山乡与湖南龙山县大安乡之间的遗传相似

系数最高，为0．951 9，表明二者的亲缘关系最近；重

裹3 SRAP引物组合、扩增带数及多态性带数

Table 3 Number of total and polymorphic fragments per SRAP primer combination

引物组合 总带散 多态性带数 多态性比率／％ 引物组合 总带数 多态性带数 多态性比率／％

mel_eml 9 3 33．3 me5一eml 12 6 50．00

reel—em3 8 1 12．50 rne5一em4 5 3 60．00

reel—em5 5 l 20．00 me5一em7 9 4 44．44

mel-em6 10 4 40．00 me5一eml2 7 3 42．86

mel—em8 12 5 41．67 me6一ern7 7 3 42．86

reel—em9 8 3 37．50 me7一em5 7 3 42．86

mel_eml0 6 2 33．33 me8一em5 9 4 44．44

me卜emll 5 2 40．00 me8一ewlll 1l 5 45．45

me2一eml 7 5 71．43 me8一eml2 7 3 42．86

me2-em6 6 4 66．67 me9一em5 14 10 71．43

me3一eml 9 4 44．44 reel0-ern4 7 4 42．86

me3·em3 5 1 20．00 reel0一em6 10 4 40．00

rne3一em4 5 2 40．00 reel0一em8 8 3 37．50

me3一em7 5 2 40．00 reell一eml 9 6 66．67

me3一eml3 10 4 40．00 mell—em6 6 2 33．33

me4-em4 4 2 50．00 reel卜emll 6 2 33．33

me4-em5 7 3 42．86 mell一eml2 9 3 33．33

me4一emll 3 l 33．33 总数 276 120

me4一eml2 9 3 33．33 平均 7．67 3．33 43．48

庆石柱枫木乡与湖北恩施太庙之间遗传相似系数最

低，为0．877 0，提示它们之间亲缘关系最远。24个

供试材料间的遗传相似系数都比较大，在87％以上，

平均0．914 0．说明栽培黄连群体遗传分化不明显，

其遗传背景较为单一。

2．3 SRAP聚类结果：按UPGMA法进行聚类分

析，建立聚类分支树状图(图2)。从聚类图中可以看

出，这24个样品的聚类比较复杂，可聚为5大类：第1

大类最为复杂，包括来源于重庆、四川、湖南、湖北、

陕西的13份黄连种质，可细分为4个亚类，其中C、D

亚类全为重庆产黄连，A、B亚类则较为混杂；第2大

类全为重庆产黄连，包括2份石柱产黄连和1份城口

产黄连；源于陕西平利八仙镇的黄连独为第3类；第

4类包括来源于重庆、四川共5份黄连种质；第5大

类全为重庆石柱产黄连。从总体上看，聚类结果表现

出一定的地域性分布规律：来源于湖南的2份种质

无论在大分类中，还是在亚分类中均聚在一起；源于

湖北的3份种质在大分类中是聚在同一大类，但亚

分类中仅2份聚在一类；来源于重庆的14份种质大

部分是聚同一大类或同一亚类，如8份重庆石柱产

黄连。

各类群的划分与来源地无明显相关性，如重庆、

四川、陕西产黄连并未完全聚为同一类，而是分散在

各类群中。

3讨论

本室曾采用ISSR标记对栽培黄连种质资源的

遗传多样性进行了研究，揭示了各栽培黄连种质之

间亲缘关系较近，未表现出明显的遗传分化‘7]．。本研
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1 1．000 O

2 0．9l 2 3 1．000 O

3 o．905 0 0．929 81．000 O

l O．928 0 0．918 3 0．920 91．000 0

5 0．896 4 0．934 6 0．918 4 0．921 31．000 O

6 0．903 2 0．923l 0．935 3 0．928 6 o．921 31．000 0

7 0．909l 0．916 7 0．90l 0 0．915 2 0．912 3 0．909 61．000 0

8 0．910 9 0．925 7 0．904 3 O．92l 6 0．914 6 0．916 9 0．943 31．000 0

9 0．892 2 0．936 9 0．915 3 0．903 9 0．929 9 0．908 7 0．906 3 0．920 91．000 0

10 0．888 9 0．933 0 0．921 Z 0．919 4 0．912 4 0．924 2 0．920 3 0．926 7 0．918 71．000 O

1l 0．897 6 0．9031 0．896 Z 0．904 0 0．906 6 0．904 0 0．913 3 0．934 6 0．903l 0．90911．0∞O

12 O．891l 0．931 4 0．899 8 0．893 2 0．905 7 0．888 4 0．902 9 0．915 3 o．931 4 0．922 7 0．892 6 1．O∞O

13 O．901 3 0．902 0 0．914 4 0．902 9 0．905 7 m 902 9 0．船2 4 0．895 9 0．91l 8 0．917 9 0．902 2 0．915 81．000 0

14 0．903 7 0．918 7 0．911 7 0．919 4 0．917l 0．910 0 0．935 7 0．936 2 0．918 7 0．905 7 0．918 4 0．913 0 0．917 91．∞0 0

15 0．897l 0．935 9 0．919 4 0．912 9 0．915 3 0．917 7 0．915 6 0．929 6 0．916 9 0．94l 5 0．925 9 0．920 9 0．91l 3 0．94l 51．000 0

16 m 894 5 0．919 7 0．907 8 m 910 8 0．918 0 0．9301 0．898 7 0．927 9 0．919 7 0．906 5 0．905 2 0．918 9 0．914 0 0．925 7 0．923 81．咖O

17 0．915 O 0．915 3 0．913 0 0．916l 0．904 4 0．920 9 O．9ll 5 0．923 4 0．910 4 0．921 2 0．896 2 m 904 7 0．909 5 0．916 5 0．924 2 0．907 81．000 0

18 0．910 5 0．907 7 0．905 4 O．914l 0．911 3 0．918 8 0．897l 0．924 2 0．915 6 0．916 5 0．920 0 0．914 7 0．933 0 0．924 6 0．919 6 0．923 5 0．900 31．000 0

19 O．909l 0．914 4 0．922 0 0．909 6 0．898 8 0．905 6 0．902 9 0．917 9 0．894 9 0．915 7 0．909 5 0．913 6 0．918 5 0．925 3 0．918 7 0．897l 0．902 4 0．919 91．000 O

20 0．884 4 0．924 6 0．9l 2 6 0．896 4 0．913 4 0．89l 6 0．900 5 0．903 9 0．934 3 0．906 5 0．89l 0 0．923 8 0．923 8 0．9161 O．900 0 0．912 Z 0．8981 0．920 3 O．921 61．O伽0

2l 0．884 3 0．910 5 O．908 2 0．886 7 0．894 7 0．896 6 0．877 O 0．899 3 0．920 4 0．9ll 8 0．89l 0 0．909 6 0．929 7 0．906 9 0．895 4 0．912 7 0．898 3 0．929l 0．902 3 O．937 71．O∞O

22 0．892 2 0．927 2 0．9201 0．918 3 0．925 2 0．923l 0．908 6 0．925 7 0．936 9 0．918 7 0．907 8 0．921 6 0．916 7 0．937 B 0．9311 0．934 3 0．924 9 0．930 6 o．919 3 0．929 4 0．935 31．000 0

23 0．898 0 0．920 8 0．903 7 0．899 3 0．913 9 0．9ll 8 0．904 3 0．897 6 0．918 5 0．904 7 0．894 2 0．907 7 m 922 7 0．9171 0．905 6 0．928 0 0．898 8 0．929 5 0．897 8 0．928 O 0．921 5 m 925 71．000 0
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圈2 24份栽培黄连种质的聚类图

Fig．2 Dendrogram of 24 germplasmic

resources of C．cbinensis

究采用新型的SRAP标记再次证实了上述结论。研

究表明，两种标记系统都可以扩增出其各自的多态

性谱带，均能有效地揭示栽培黄连种质较低的遗传

多样性，因此分子标记可作为黄连种质资源的鉴定、

分类及遗传多样性评价的有效手段。但两种标记在

多态检出率、遗传相似系数、聚类图方面有一定的差

异：SRAP标记的多态检出率为43．48％，ISSR分析

的多态检出率为48．1％，由此可看出，ISSR比

SRAP能检测到较多的遗传多态性；从供试材料的

遗传相似性系数上看，SRAP分析的遗传相似系数

分布在0．877 O～0．951 9，平均为0．914 0，ISSR分

析的遗传相似系数分布在0．826～0．935，平均为

0．882 5，相对而言，ISSR比SRAP可检测到较高的

种质问遗传变异；显然，以上差异与两种标记原理不

同，在对基因DNA进行扩增时引物结合位点的不同

有直接关系。此外，基于2种标记得出了不同的遗传

距离，由此产生的聚类图存在一定差异。已有的研究

结果表明，同时采用2种标记进行遗传多样性研究，

群体的遗传分化程度小，两种技术的聚类分析结果

难以完全吻合[8。]。

我国黄连栽培历史悠久，人工栽培技术已相当

成熟。目前市场上所售的黄连，几乎全是人工栽培，

基本上能满足市场需求，这在很大程度上缓解了对

野生黄连资源的压力。但在经济利益的驱动下，对野

生黄连资源的过度采挖从未停止过。目前黄连已被

列为国家重点保护的濒危野生药材之一，面临着资
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源枯竭的严重境地，野生黄连仅十分稀少地见于陕

西南部、湖北西部和四川东部的一些地区。如果不进

行有效的保护，随着野生黄连分布区域的继续缩小

和资源的大量流失，将导致黄连遗传多样性的进一

步降低，甚至有可能难以找到野生资源。此外，生产

上长期的人为选择加上药材市场的调控，丢失了许

多农家品种资源，造成黄连栽培群体遗传基础狭窄，

基因组差异缩小，降低了居群间的遗传多样性水平。

因此，在黄连遗传多样性保护上，一方面需人为增加

个体间的基因流动，促进基因重组，对物种进行复

壮l另一方面要在广泛调查的基础上大量收集和保

护野生、农家品种的优质种内变异，在适宜地建立田

间种质资源圃，最大限度地对遗传多样性进行保护，

并进行植物形态学、生长发育规律和繁殖生物学的

研究，使种质资源的收集和保护更具有目的性和有

效性。本室利用分子标记技术对黄连栽培种质资源

进行遗传多样性分析，不仅可以对黄连的育种工作

中亲本的配置提供理论依据和指导作用，而且在遗

传多样性恢复和保护中具有重要价值。

致谢：分子生物学实验在西南大学蚕桑学重点

实验室完成。

参考文献：

113 Li G，Quiros C F．Sequence·related amplified polymorphism

(SRAP)。a new marker system ba8ed 0n a simple PCR

reaction I its application to mapping and gene mgging in

Brossica[J]．丁^M’Appt Gena，2001，103(2—3)：455—461·

[2]林忠旭，张献龙，聂以春．新型标记SRAP在棉花F2分离群

体及遣传多样性评价中的适用性分析[J]．遗传学报，2004,

31(6)l 622—626．

[3]李丽，郏晓鹰．柳李旺．用SRAP标记分析黄瓜品种遗传

多样性及鉴定品种[J]．分子植物育种，2006．4(5)t 702-

708．

[4]文雁成，王汉中，沈金雄．等．用SRAP标记分析中国甘蓝型

油菜品种的遗传多样性和遗传基础口]．中国农业科学·

2006．39(2)l 246—256．

[5]程远辉，周昌华，马爱芬，等．重庆何首乌遗传多样性的

SRAP研究[J]．中国中药杂志，2007，32(8)：661—663．

[6]李t．王琦，付福友．不同品种部金的SRAP研究口]．

中草药，2006，37(8)z 1255-1258．

[73陈大霞，李隆云，彭锐．等．黄连种质资源遗传多样性的

ISSR研究[J]．中国中药杂志，2006．31(23)：1937—1940．

[8]饯韦，葛颂，洪德元．采用RAPD和ISSR标记探讨中国

疣粒野生稻的遗传多样性[J]．植物学报，2000。42(7)t

741—750．

[93 张 援，胡则辉．周志刚，等．利用RAP阻PCR与ISSR-PCR

标记技术分析长江口刀鲚的群体遗传结构[J]．上海水产大

学学报，2006，15(4)：390—397．

黄独带芽茎段增殖和生根的初步研究

洪森荣，尹明华。，赵美娜

(1-饶师范学院生命科学系，江西上饶334001)

摘要：目的对黄独带芽茎段的增殖和生根进行初步的研究。方法采用单因子试验和植物组织培养的方法。结

果 6-BA或KT与NAA组合有利于黄独带芽茎段增殖；蔗糖质量浓度过高将导致黄独带芽茎段愈伤化不利于黄

独带芽茎段增殖l液体培养有利于黄独带芽茎段增殖；在一定范围内NAA质量浓度的增加有利于黄独带芽茎段生

根，但质量浓度太高将会抑制生根。结论 黄独带芽茎段增殖的最佳培养基为MS+KT 2 mg／L+NAA 1 mg／L或

MS+6-BA 2 mg／L+NAA 0．5 mg／L；黄独带芽茎段再生的最佳蔗糖量为30 g／L，最佳培养方式为液体培养，最佳

的生根培养基为MS+NAA 2 mg／L。

关键词：黄独I带芽茎段；增殖；生根；组织培养
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Primary study on proliferation and rooting of stem with a bud in Dioscorea bulbifera

HONG Sen—rong，YIN Ming—hua，ZHAO Mei—na

(Department of Life Science。Shangrao Normal College，Shangrao 334001 t China)

Abstract：Objective To study the effects of several factors on bud proliferation and rooting of

Oioscorea bultn'fera stem with a bud．Methods Single factor test and plant tissue culture methods were

applied．Results The combination of 6一BA or KT and NAA helped the proliferation of stem with a bud in
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