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病效果，其中JB。效果最好，可将人参发病率控制在

5％左右。其次是JB。、JA。、JA。，其均能将人参的发

病率控制在10％左右。
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Fig．2 Incidence rate of P．ginseng by semination

3 结论

综合木霉菌剂对人参种子出苗率和种苗成活率

的影响及对人参根部病害的防治效果两方面看，蘸

根法和浸种法优于沟施法。一种原因可能是这两种

方法对人参种苗成活和种子萌发所需的水分起到补

充的作用，另一种原因可能是木霉菌剂中的主效成

分分生孢子能够更充分接触人参根部和种子外围，

有利于其快速抢占定殖位点，减少了病原菌侵入的

机会，降低了发病几率。沟施法的某些浓度如GA。、

GB。、GB。降低了人参种苗的成活率，具体原因尚不

明确。本实验附带对木霉施入土壤后的种群数量进

行了检测，结果发现木霉在土壤中可以长期存活，且

回收木霉毒力无明显减弱趋势，故该两种木霉可进

行更大面积的推广预试验，蘸根法使用木霉菌剂时，

可用Tv04—2制剂稀释5 000倍，Th3080制剂稀释

10 000倍。浸种法使用木霉菌剂时，可用Ta,04—2制

剂和Th3080制剂均稀释5 000倍。
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川乌遗传多样性的ISSR鉴定
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摘 要：目的应用ISSR标记技术分析川乌遗传多样性。方法对江油附子和9个野生乌头居进行了1SSR分析，

探索川乌各居群间的遗传多样性。结果 8个引物共扩增出98条带。其中68条具有多态性，多态位点百分率为

69．39％}观测等位基因数(Ⅳa)为1．693 9，有效等位基因数(Ne)为1．371 5，Nei’S基因多样性指数为0．230 8，

Shannon信息指数(J)为0．353 0；用ISSR 855引物能够区分川乌的10个供试居群。结论ISSR标记适合于构建

川I乌的DNA指纹图谱、品种鉴定和遗传多样性分析。
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Abstract：Objective ISSR Identification of genetic diversity in Aconitum carmichaeli by ISSR marker

technique．Methods Genetic diversity between Jiangyou Radix Aconiti Lateralis Preparata and nine wild

A．carmichaeli populations was determined by ISSR technique．Results Eight primers were selected to

produce highly reproducible ISSR bands．Among 98 amplified bands，68 showed polymorphism，the per—

Centage of polymorphic bands(PPB)reached to 69．39％．Observed number of alleles(Na)，effective

number of alleles(Ne)，Nei7 S gene diversity index(H)，and Shannon information index(I)were

1．693 9，1．371 5，0．230 8，and 0．353 0，respectively．A DNA profile was discovered with a single primer，

ISSR 855，in which each of ten tested populations had its unique patterns and was distinguished from each

other．Conclusion ISSR Method is suitable for DNA fingerprinting，identification，and genetic diversity

analysis of A．carmichaeli．

Key words：Aconitum carmichaeli Debx．；ISSR；genetic diversity

DNA分子标记为植物的遗传和物理图谱的建

立、基因的定位与克隆、数量性状位点的遗传分析、

遗传多样性评估、物种起源和分子标记辅助育种等

遗传学研究提供了有价值的工具[1]。在众多的DNA

分子标记中，简单重复间序列(inter—simple se—

quence repeats，ISSR)在植物遗传多样性研究中获

得了成功。ISSR DNA标记技术是由Zietkiewicz提

出的，该技术检测的是两个SSR之间的一段短

DNA序列上的多态性[2]。ISSR技术所用的PCR引

物长度在20个核苷酸左右，因此可以采用与常规

PCR相同的反应条件，稳定性比RAPD好。近年来，

ISSR标记技术已应用于水稻、玉米、大豆、大蒜等农

作物和苹果、李等果树的研究，在中药中ISSR标记

研究很少，国内仅少量报道[3“]。

川乌Aconiturn carmichaeli Debx．为毛茛科乌

头属植物，附子Radix Aconiti Lateralis Preparata

为栽培种川乌的侧根，是“回阳救逆”要药，临床应用

范围不断拓宽，多用于传统的饮片配方，近年来也用

作制药工业原料。传统的种植地主要集中在四川江

油，为公认的地道产地。附子产品大量销往国内市

场、出口东南亚和日本等国，附子已经成为江油市重

要的经济作物。国内外市场对附子的品质、纯度和道

地性具有较高的要求。目前市场上附子产品来源比

、、较复杂，优劣品种混杂，采用传统的形态特征和系谱

来源对其分类研究和遗传分析较难。为准确鉴定和

使用，克服传统鉴定方法不易区分品种的不足，为其

新品种选育和育种提供分子依据，本实验采用ISSR

标记鉴定了江油附子与采自四川的青川县、平武县、

都江堰市、峨眉山、瓦屋山及九龙县等地的野生居群

的种质多样性。

1材料和方法

1．1供试材料：乌头野生居群采自都江堰(DJY)、

瓦屋山(WWS)、峨眉山太子坪(TZP)、峨眉山中锋

寺(ZFS)、平武(Pw)、九龙县(JL)、青川林场(LC)、

青川大坝(DB)、青川陈家坝(CJB)，栽培种采自江油

(JY)，野外采集材料由四川师范大学生命科学学院

马丹炜副教授鉴定，凭证标本保存在四川师范大学

生命科学学院细胞工程研究室；取新鲜叶片，用硅胶

迅速干燥后带回实验室，储于一70℃冰箱保存。

1．2 DNA的提取：参照邹喻苹等的CTAB法[6]。

1．3 PCR反应：ISSR引物购自哥伦比亚大学

(UBC 9#)。筛选出条带清晰、反应稳定的引物进行

ISSR标记分析。反应总体积为20 pL，其中含DNA

模板50 ng，dATP、dGTP、dCTP和dTTP各200

肛mol／L，引物0．2 tJ￡mol／L，10×PCR缓冲液2弘L，1

U rTaq酶。PCR反应程度为：94℃，5 min；94℃，

30 S；48℃，45 S；72℃，2 min；45个循环；72℃，7

min。反应产物使用2％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像

系统照相并记录结果。

1．4 数据处理与统计分析：每一条引物均重复扩

增、电泳3次，选取稳定清晰的条带进行统计分析。

电泳图谱的每条带(DNA片段)，均为一个分子标

记，代表一个引物的结合位点。根据分子标记的迁移

率及其有无统计所有的二元数据；有带(显性)记为

1，无带(隐性)记为0，强带和弱带的赋值均为1。采

用POPGEN32软件，计算多态性位点百分率(PPB，

the percentage of polymorphic bands)、观测等位基
n

因数(observed number of alleles)(Na一乏Af n)、
i=】

有效等位基因数(effective number of alleles)(Ⅳ8=

∑I-1／∑qZ]／n)、Nei’S基因多样性指数(Nei 7S gene
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diversity)(H=∑El／∑qij]／n)、Shannon信息指数
l=1 J=1

(Shannon information index)(J 2莩手训f=

表1 ISSR引物及其碱基序列和多态性分析

Table l ISSR Primer sequences and analysis of ISSR-

generated banding patterns

，、摩∑z；·；Ey；)；根据Nei 7s距离(GD)；用UPG一 引物 碱基序列(5’～3’’
v t I ^ i

MA法进行系统聚类分析，构建分子进化系统树。

2结果与分析

2．1 扩增产物的多态性：从63条ISSR引物筛选

出8条ISSR引物用于PCR扩增，扩增条带的相对

分子质量从200 1 000 bp不等(图1)。共扩增出

98条带，其中具有多态性的条带数为68条，多态性

位点百分率为69．39％(表1)，并由POPGEN32软

件分析得出：观测等位基因数(Na)为1．693 9，有效

等位其因数(ⅣP)为1．371 5，Nei7S基因多样性指数

(H)为0．230 8，Shannon信息指数(Jr)为0．353 0。

图1 引物855对10个川乌居群的扩增特征图谱

Fig．1 ISSR Profile of ten A．carmichaeli populations

generated by Primer 855

扩增带多态性条多态性位

数／条 带／条 点数／％

R一(A，6)；Y=(C，1)

根据实验结果获得了10个JiI乌居群的遗传一

致度和遗传距离(表2)。青川大坝和青jiI陈家坝川I

乌居群间遗传一致度最大(O．959)；江油附子和都江

堰川乌居群问的遗传一致度次之(O．908)，青川大坝

和峨眉太子坪、峨眉中锋寺、九龙县川乌居群问的遗

传一致度最小，均为0．633，平均遗传一致度为

0．744，平均遗传距离为0．302。

2．2 ISSR特征图谱的建立：利用筛选得到的8条

ISSR引物分别对供试材料进行PCR扩增，建立了

相应的DNA指纹图谱，其中从855引物能够区分

川I乌的10个供试居群(图1)，该引物扩增的10个

JiI乌居群DNA电泳图谱为鉴定品种的真实性及品

种间的差异提供了科学依据。

2．3川乌的ISSR聚类分析：为了进一步表明10

个供试居群间的遗传关系，利用Nei7S遗传距离采用

表2 10个川乌居群的一致度和遗传距离

Table 2 Nei’S Genetic identity and genetic distance for ten A．carmichaeli populations

非加权算术平均法(UPGMA)进行聚类(图2)，所

有居群明显划分为3组。第1组含有6个居群，包括

江油附子、都江堰、青川林场、平武、九龙县及瓦屋山

等地的居群；第二组包括峨眉山太子坪和峨眉山中

锋寺的居群；第三组包括青川大坝居群和青川陈家

坝居群。

3讨论

3．1 川乌居群的遗传多样性：从10个居群的遗传

一致度及聚类结果表明，川乌居群间遗传一致度从

0．633～0．908，遗传一致度较高，与形态学分类结果

一致，表明原产四川I的药材川乌在原位、迁移地或栽

培地不同生态型的分化较少。．
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图2 10个川马居群间的ISSR聚类分析树状图

Fig．2 Dendrogram of ISSR analysis for ten A．carmic—

haeli populations based on Nei’s genetic distance

10个川乌居群间的遗传多样性水平存在较大

差异，青川大坝居群和青川I陈家坝居群问遗传一致

度最大，江油附子和都江堰居群间的遗传一致度次

之，而青川大坝和峨眉太子坪、峨眉中锋寺、九龙居

群间的遗传一致度最低。树状聚类分析图中，青川大

坝和青川陈家坝居群聚在了第三组，峨眉太子坪和

峨眉中锋寺的居群聚在了第二组，表明地理分布范

围是决定植物遗传多样性的主要因素之一[7]，地理

距离小的居群间趋向于更高的遗传一致度，遗传多

样性水平较低，宽分布区的种趋向于具有更高的遗

传多样性水平。同样青川林场居群与青川大坝居群

和陈家坝居群相比，较其他两地的居群有较大的遗

传差异，可能与林场的海拔高度较大坝和陈家坝高

有关。

3．2江油附子与野生川乌居群间的遗传差异：江油

附子与都江堰居群间的遗传一致度最高；与峨眉中

锋寺居群遗传一致度最小，与峨眉太子坪、青川大

坝、青川陈家坝居群间的遗传一致度次之，如果长期

用同样的居群进行栽培，川I乌的品质将会逐渐下降。

因此，对峨眉中锋寺、峨眉太子坪、青川大坝、青川陈

家坝四个产地川乌的有效化学成分进行比较分析，

选育优质药材居群进行栽培和组织快繁，将能够为

JII乌的品种选育、栽培和杂交复壮提供丰富的种质

资源。

3．3 ISSR标记：ISSR通常为显性标记，呈孟德尔

式遗传，具有很好的稳定性和多态性[8]，且一套IS—

SR引物可以在多种植物中通用，提高了其利用率，

故在遗传关系研究方面有着广阔的应用前景。周延

清等[53用一个ISSR引物建立了10个怀区地黄样品

的DNA指纹图谱并且能将其彼此区分出来。姚明

哲等由两个ISSR引物扩增的指纹图谱可清楚区分

6个不同品种的茶树[9]。本研究也揭示了ISSR标记

的多态性，在10个供试川乌居群中，用8个ISSR

引物共扩增出98条带，多态性比率为69．39％，仅

用一条引物855就可以鉴别出本实验所用的10个

川乌居群，具有高效、准确的特点。

总之，ISSR技术是一种鉴定川乌种质的有效且

实用的工具，能够检测到较高的多态性。用它所得到

的多态带对栽培附子过程中生产育种组合亲本，对

杜绝生产中假冒伪劣品种的危害，对于大力发展我

国中药附子资源，促进中药附子的现代化生产皆具

有重要意义。
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