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利用RAPD分析13种石斛属植物的遗传多样性和亲缘关系

王慧中，卢江杰，施农农，应奇才

(杭州师范学院生物化学与分子生物学杭州市重点实验室。浙江杭州 310036)

摘要：目的通过对18种石斛属植物进行遗传多样性和亲缘关系分析．为更好地开发利用石斛资源奠定基础。

方涪随机扩增多态性DNA(RAPD)技术分析遗传多样性，UPGMA类平均法进行聚类分析。结果 利用筛选出

的lO个随机引物对供试材料DNA进行随机扩增，共得到188条带．其中多态性带有180条，多态性百分率为

95．74％。采用uPGMA类平均法对扩增出的谱带进行遗传聚类分析，得出反映各种间亲缘关系的树状图。在遗传

距离(D)一0．63处，可将供试材料分为3类，RAPD对基因组的分析结果与传统分类学的结果差异不大。结论该

标记技术对石斛属植物的遗传多样性和分类研究是可行的。
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Analysis of genetic diversity and affinity relationships among 13 species

of Dendrobium Sw．by RAPD

WANG Hui—zhong，LU Jiang—jie，SHI Nong—nong．YING Qi—eai

(Key Laboratory of Hangzhou City for Biochemistry and Molecular Biology，Hangzhou Normal College，

Hangzhou 310036，China)

Abstract：Objective Genetic diversity and affinity relationships among 13 species of Dendrobium Sw．

were analyzed．the result 1aid a solid foundation for the better use of this resources．Methods Random

amplified polymorphie DNA(RAPD)technique was used to analyze genetic diversity，and the dendrogram

was constructed by UPGMA．Results Ten RAPD primers were applied to do random amplification．A

total of 188 DNA bands was detected，180 among which were polymorphic，the average rate of

polymorphie bands was 95．74％．The result of cluster analysis by using UPGMA method showed that 13

genotypes could be classified into three types in genetic distance 0．63．This outcome was corresponding to

the result by using traditional classification．Conclusion It is concluded that RAPD markers can be used

on the studies of genetic relationships and classification of species of Dendrobium Sw．sensiti'vely．

Key words：Dendrohium Sw．；RAPD；genetic diversity；genetic relationships

兰科(Orchidaeeae)石斛属(Dendrobium Sw．)

植物除了观赏之外，不少还是珍贵的药用植物。国内

外学者已对石斛属37种植物进行了化学成分分析，

从中分离鉴定出生物碱类、多糖类、倍半萜类、菲醌

类、联苄类、芴酮类、香豆素类以及挥发油等多种化

学成分，并对其药理活性进行了研究⋯。目前有关石
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斛属植物的系统分类和进化研究，其主要根据是宏

观形态学性状、尤其是花粉块的数目以及唇瓣与蕊

柱的愈台程度，是基于形态学和地理分布而建市起

来的一“。由于单纯依据形态学和地理分布分类法的

局限性，比如在石斛属中存在着一些物种，它们除在

花被片上表现出一定的差异外，其他形态特征卜1分

相似，并且在地理分布上也是重叠的，对于这样一些

物种，由于尚不清楚颜色差异的遗传背景，只能作为

单独的种处理“。总之，由于形态分类学方法划分物

种是建立在个『本性状描述和宏观观测水平基础上t

因此，得到的结论往往不完善，易引起争论。

与形态学鉴定相比，1-)NA分子标记技术鉴定具

有直接以DNA的形式表现，在植物体的各个组织、

发育时期均可检测。数量多、遍及整个基因组·遗传

稳定．表现为“中性”，有一些分子标记为共显性，检

测迅速等优点。

有关分子标记技术在右斛属植物品种鉴定的研

究，国内外已有一些报道。彭锐等”利崩RAPD技

术对石斛属植物进行了基因组DNA多态性分析，

初步构建聚类树状图并设计1对能鉴别铁皮右斛的

特异性引物。罗玉明等“3根据细叶石斛及其他37种

枫斗类和黄草类石斛的rDNA ITs序列，设计r位

点特异性PCR鉴别引物xYJBOIS和xYJB01x，对

细叶石斛进行了，成功的DNA分子鉴别。I。t等一6 o报

道利用SSH杂交和DNA微阵法对兰科石斛属的5

个物种进行鉴定。Lau等：1报道16个不同的石斛种

间ITS 2序列平均有1 2．4％差异，而与非兰科植物

以及拟石斛之间平均有29，8％和i8．8％的序列不

同，并认为ITS 2序列可以用于鉴别药用石斛的真

假。虞弘⋯等采用AFt，P技术对石斛属4种植物进

行了遗传多样性分析，得出该技术可用于药用石斛

DNA指纹研究的结论。

虽然DNA分子标记技术在百斛属植物鉴定等

方面已有一些研究报道，但目前分子标I己应川干右

斛属植物研究的种类和数量都还十分有限，还只是

局限在部分标记技术和部分物种。本试验所选的石

斛材料多数还未见有RAP[)研究报道。奉毋f究的口

的是利用RAPD(随机扩增多态性DNA，random

amplified polymorphismic DNA)技术研究右斛属

植物的遗传多样性，构建亲缘关系图谱，确立属下分

类系统，为更好地开发利川石斛资源服务。

J材料和方法

1．I材料：实验所用的13种材料见表1。均经开花

鉴定，鉴定人为杭州师范学院何业琪教授。

表l材料名称

Table 1 Materials tested in experiment

编号 材料名称 编号 材料名称

i 美花石斛(穗．援自) 7玫瑰右斛D．crcpidatum

DeHdrab，um i{}ddtⅡF、n 8晶帽石斛D．crvstallin“，”

2 球{匕h触D．thyr,’}mmm 9美花石斛(花．浅红)

3 滇佧石斛力．guangzien．、e 10细叶右斛』j．^“小rJ(kii

4 撤春打斛D p，imu／inum 11广东百斛D wils r，nil

5 鼓槌石斛D ch(vsot03"um 12 铁皮石斛，)n，矗“⋯l
6 重唇石斛D．^PHoghz'sum 1 3串珠石斛D^ztn卅，i

1．2方法

i．2．1基冈组DNA提取：取保存于一70 C新鲜嫩

叶片约1 g，用液氯研碎，加入5 ml，C JI、AB提取缓

冲液(1 00 mmol／g|lris HCI，20 mmol／t。EDTA．

1．4 mol／I，2％巯基乙醇，2％CTAB)，65 C水浴

30 rain；加入等体积氯仿异戊醇(24：])抽提．离心

取上清液加入等体积异丙醇，静置l h或 2《)(过

夜；用玻璃钩捞出絮状沉淀，转入Eppendor[,管中．

』JⅡ入70％的乙酵漂洗3次；弃乙醇，风干DNA沉

淀，加入适量TE缓冲液溶解，再加人RNase A，37

C 1 5 rain；用等体积苯酚一氯仿异戊醇(25：24：

1)、氯仿异戊醇各抽提一次，离心吸上清液于

Eppendor[,管中，加入1／10体积的NaAC(3 mmol／

I。。pH 5．2)和_二倍体积冷的无水乙醇，混匀， 20

c放置1 h以上，离心得沉淀，用70％的乙醇漂洗

DNA沉淀2～3次，风下后溶于400 pL TE(含1

mol／I．NaCI)缓冲液中；重复上步骤，风十后DNA

沉淀溶于100 pI。TE。用0．8％琼脂糖凝胶电泳检

测片段大小，UV一2401PC(岛津)紫外分光光度计检

测A：。A。值并定量。由表2可看出，提取的基因组

DNA的A。／A。值大部分在1．7～1．9，说明蛋白

质量较少，RNA基本上被完全降解，能够满足

RAPD反应对DNA的质量要求。

表2供试材料基因组DNA的紫外分析结果

Table 2 UV Analysis of optical density DNA

and concentration of materials

材料 n洲． ^。8。 A 26。／^28。质量浓度／(Jlg-mI，

0 322 4

O 2351

0143 7

0．28 9 4

0 27 5 6

O 220 6

0 22 9 8

O 15 7 2

o．216 2

0】84 3

0 1 54 2

0 357 6

0．204 3

0 1 9R 0

O．1351

(，．084 O

0．1 55 6

0 148 2

0，l 23 9

0 l 33 6

0 083 6

0 128 0

0 104 7

O，08Z d

a．206 7

0 120 2 瞄|薹㈣m㈣抛Ⅲ㈣l||}删撕枞Ⅲ卵M利％舶豫他g蓦∞州钾访邢
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1．2．2 RAPD方法：将DNA溶液稀释成80～100

ng／pI．，作为RAPD反应的模板。Taq酶购自上海生

工生物工程技术服务有限公司，RAPD反应体系见

表3。RAPD反应程序：94 C变性1 min，36(、复性

1 min，72 C延伸反应2 min，35个循环。

表3 RAPD扩增反应体系

Table 3 RAPD Amplification reaction system

成分 体积／pI。

10×缓冲液

dNTP n0 mmol／L)

MgCI2(25 mmol／L)

Taq酶(5 U／pL)

DNA(80～100 ng／pl，)

双蒸水

引物

总体积

2．50

0．25

1 50

0 20

1．00

18．55

1 00

PCR扩增结束后，加入适量上样缓冲液

(V#g：Vt#口n＆一5
l 1)，混匀。于1．2％琼脂糖凝

胶电泳，制胶时在胶中加入500 ng／mI．澳化乙锭。

电泳条件：100 V恒压，电泳时间2．5 h，电泳结束

后，在zF一90暗箱式紫外透射仪上观察，用Epson

数码相机拍照。

1．2．3 RAPD随机引物筛选：lo bq寡核苷酸随机

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，

s20—s11 9，共100个RAPD引物。用一种材料做完

100对引物后，去除只扩增出3条带以下或没有条

带的引物，再用另一种材料依次筛选下去。筛选出多

态性较强、重现性好的引物10个，见表4。

裹4 10个RAPD引物的名称和序列

Table 4 Name end sequence of ten RAPD primers

引物名称 序列(503 7) 引物名称 序到(5’一3’)

S50 GGTCTACACC S5l AGCGCCATTG

$53 GGGGTGACGA SS9 CTGGGGACTT

S65 GATGACCGCC S69 C1、cA【1CGl、c【：

S71 AAAGCTGCGG $80 ACTTCGCCAC

S90 AGGGCCGTCT S92 CAGCTCACGA

1．2．4数据分析方法：电泳图谱中根据分子迁移率

及其有无进行统计：有带计为1，无带或模糊不能辩

认计为0。用NTSYS软件计算出遗传相似性系数，

用UPGMA法进行聚类分析构建聚类图。

2结果

2．1 10个随机引物对石斛属13种植物基因组

DNA的扩增：运用筛选出的lo个引物对供材料

DNA进行随机扩增，共得到188条带，其中多态性

带有180条，多态性百分率为95．74％。扩增出的

DNA带的分子大小在loo～2 000 bp，见表5。文中

只选出4个多态性最好的引物扩增出的代表性图，

见图1。

表5 10个随机引物对石斛材料的扩增结果

Table 5 Amplification results of ten random primers

on materials in Dendrobium Sw

M—l kb DNA ladder 1～13供试材科编号(表1)

M 1 kb DNA ladder 1--13—experimental

sample numbers that a⋯ame as in Table 1

圈1引物$65、$80、$90和$92扩增结果

Fig-1 Amplification results by primer$65，$80，

$90，and$92

2．2石斛属间的DNA聚类分析结果：实验所得的

相似系数矩阵见表6，应用UPGMA法聚类，所得聚

类图见图2。在相似系数0．63处，可将13种材料分

为I、I、Ⅲ类。I类包括：串珠石斛、美花石斛(花，

浅红)、晶帽石斛、铁皮石斛、广东石斛、玫瑰石斛、

报春石斛。其中的晶帽石斛、美花石斛(花，浅红)
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裹6根据RAPD标记计算的相似系数

Table 6 Genetic similarity between species Oil basis of RAPD markers

0．1 83 6 0 227 8 0．Z19 5 0 216 8 0．103 8 0 179 4 0．250 0 0．2531 1．000

0．101 2 0．100 0 0．222 2 0．093 7 0．103 4 0．206 8 0 262 2 0．066 6 0．10l 6 0．250 0 1．000

I——q
d —L———————一一一alI——一一——————⋯——l 2

l叫 一——II『1-三三二二。三二二一{
r_L————————————————— 6

—L——一——5
，—_[二二二二二二二130
【．．．——————～———．——一2
围2 RAPD标记构建的UPGMA聚类图

Fig·2 UPGMA Dendrograms generated

from RAPD market'S

首先聚合成小组，然后与铁皮石斛聚合；同时广东石

斛、玫瑰石斛聚合成小组，然后与报春石斛聚合；这

两组再聚台后与串珠石斛聚合．形成I类。Ⅱ类包

括：鼓槌石斛、美花石斛(花，淡白)、重唇石斛。它们

的关系是美花石斛(花，淡自)、重唇石斛先聚合，再

和鼓槌石斛聚合，形成Ⅱ类。Ⅱ类包括：球花石斛、滇

桂石斛和细叶石斛。其中滇桂石斛和细叶石斛首先

聚合，再和球花石斛聚合，形成Ⅲ类。

3讨论

吉占和03在1 980年首先提出我国石斛属植物

种类达57种，并将它们划分为9个组，分别为剑叶

组、圆柱叶组、禾叶组、心叶组、基肿石斛组、草叶组、

黑毛组、顶叶组和大花石斛组。以上I类的串珠石

斛、美花石斛(花，浅花)、铁皮石斛、广东石斛和玫瑰

石斛属于组9；大花石斛组。Ⅱ类的鼓槌石斛单独列

出属于组8：顶叶组。两种分类方法结果完全吻合。

但属Ⅱ类的重唇石斛和属Ⅲ类的细叶石斛按传统分

类也应归属于组9，两种不同水平的分类方法存在

一些差异。另外，两种开不同颜色花的美花石斛，学

名均为D．10ddigesii，传统分类属一个种。RAPD分

析结果表明，两者分属于I类和I类。球花石斛、滇

桂石斛和晶帽石斛由于吉占和当年没有研究，所以

分类地位有待进～步研究。

从总体上看．本实验绘制的13种石斛聚类图与

吉占和在1980年首先提出我国石斛属植物的划分

差异不大，因为I类聚合结果大多在大花石斛组中，

只有Ⅱ类中的重唇石斛和Ⅲ类中的细叶石斛不在这

组，表明该标记技术对石斛属植物的遗传多样性和

分类研究是可行的。另外，理论上两种开不同颜色花

的美花石斛实验材料在类聚结果上应该比较接近，

可是实际上没有这样。究其原因，当然是多方面的。

作者认为可以从以下几个方面加以考虑：首先，

RAPD技术本身存在多态性少和重现性差的缺点。

尽管本试验已采取了多种措施尽量加以避免，比如

挑选多态性高的引物，实验试剂及条件相对恒定等

等，但这并不能从根本上解决该技术固有的不足。其

次，由于自然杂交的结果，石斛属植物变异很大，中

间类型很多，种的界限不清楚，对有些种或品种的形

态学分类，一直以来，不同的学者持有不同的看法。

第三，对于扩增条带的拷带过程中，分析软件和操作

者存在着客观的和主观的原因。第四，所用的候选引

物数量还不够多，可以再增加，这在一定程度上可以

减少实验结果分析的误差以及种问和种群间遗传多

样性所产生的影响。

对于RAPD多态性较少和稳定性不高的缺点，

在实验设计的时候就已考虑到了。在筛选引物的时

候，笔者用了3种石斛材料的DNA对100种随机

引物进行逐一筛选，选出在3种石斛材料中均有3

条以上条带的引物进行扩增。选出的引物在一定程

度上可以作为石斛屑植物的通用引物。随着分子标

I

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

  



·592· 中革蒋ChineseTraditional and Herbal Drugs第37卷第4期2006年4月

记技术的发展，各种新的技术不断产生，如果要科

学、准确地对植物的遗传多样性和亲缘关系进行研

究，还得运用多种分子标记技术，将每种标；己的结果

和传统的分类结果进行全面的比较和分析，才能获

得令人信服的结果。
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模式识别在白芍质量控制中的应用

冯雪松1．刘骓茹’，张克荣!，

(1中国医科大学药物分析学敦研室．辽宁沈阳 11()()()i

郭晓明。，刘俊亭。

2．沈阳药科大学药学院，辽宁沈|；口 1100161

摘要：目的 旨在通过通用性强的中药色谱数据特征的抽取和神经网络识别，建立白芍的质量评价模式。方法

首先通过实验获取同一品种小同质量29个白芍样本的高敛液相色潜数据，然后依照非线性的核主成分分析

(KPCA)进行数学特征提取．将取得的压缩数据，输人BP神经阿络进行学习，运用训练后的网络识别白芍的质量

分类。并探讨了模式识别中人工神经网络的数据预处理、网络隐含层数、隐节点数、激励函数和过拟合现象等。结果

通过改良后网络训练，已成功地识别白芍药材质量类别(识别率1 00％)。结论非线性特征提取K1’CA法与人工

神经网络结合适用于白芍整体质量分析。

美键词：白芍；质量；高教液相色谱；非线性的核土成分分析
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Application of chemical pattern recognition to quality control of Radix Paeoniae Alba

FENG Xue—son91．I。IU Ya rul，ZHANG Ke—ron92，GUO Xiao—min91，I。IU Jtin—rlng。

(1．Department of PharmaeeuticaI Analysis，China Medical Universily，Shenp≈11000i·China；

2．College of Pharnmcy．Shenyang Pharmaceutical Universityt Shenyang 110016，China)

Abstract：Objective With generalization and steadiness，a new evaluation model by Integrating Non

I。inear Features extraction algorithm with artificiel neural networks(ANN)used for pattern recognition of

quality con{FOf of Radix Paeonlae Alba was proposed in this paper，Methods The HPI，C data from 29

samples with different qualily were proceeded with nonlinear kernel principal component analysis(KPCA)

and an improved Back propagation algorithm of ANN．The extract characteristics was fed into BP neural

networks as input elements for pattern recognition．In the meantime，the processing data，the optimal

numbers of hidden layers．the numbers of hidden nodes，excitation functions，and over—fitting，etc．were

discussed wholly so that standardlzalion networks was designed without jamming．Results As recognition

ratio WaS 100％，the pattern recognition of quality control of Radia Paeoniae Alba was established

sueeessluIly by trained networks and predicted results，Conclosion Integrating KPCA algorithm with

ANN for pattern recognition of quality control of Radix P口eM如P Alba has been proved to be available．

Key words：Radix Paeoniae Alba；quality；HPLC；kernel principal component analysis(KPCA)
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