
第
!"

卷
!

第
#

期

$%&'

年
#

月

西北农林科技大学学报!自然科学版"

()*+,-.)/0)+1234516789,:;4+5:1

<

!

0-1=>?:=@A=

"

B).=!" 0)=#

(*,=$%&'

网络出版时间#

$%&'C%"C&%

!

&D

#

DL EFG

#

&%=&D$%'

$

H

=?,I:=

H

,3-/*=$%&'=%#=%D&

网络出版地址#

211

J

#$$

I,5=?,I:=,41

$

I?K5

$

A41-:.

$

#&=&DL%=>=$%&'%"&%=&DDL=%#$=21K.

不同荆芥种质资源的
!>9A

标记和

DE@

序列分析

!

%收稿日期&

!

$%&#C%DC$$

!

%基金项目&

!

河北省教育厅项目!

Vb$%&#%%!

"'唐山市科技局项目!

&"&D%$##-

"

!

%作者简介&

!

马艳芝!

&L''N

"(女(河北唐山人(副教授(硕士(主要从事药用植物与生物技术研究)

@CK-:.

#

K-

<

-,_2:3aA

!

&#D=?)K

马艳芝
!唐山师范学院 生命科学系(河北 唐山

%#D%%%

"

!摘
!

要"

!
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"种质进行

分析鉴定(为荆芥种质资源鉴定和利用提供理论依据)*方法+以
&&

份荆芥幼苗为材料(提取基因组
E06

(利用
#

种

引物组合对其进行
68Tc

标记分析)利用
G]>

引物对荆芥样品进行
cb̀

扩增,测序(利用
E06R60

软件分析
&&

份

种质的
G]>

序列(对其进行鉴定)*结果+荆芥
68Tc

标记多态性不高(选用的
#

个引物组合扩增出条带
$!&

条(多态

性条带
&"!

条(多态性比率为
#D=L%Q

'对供试材料
68Tc

数据结果进行聚类(亲缘关系较近或引种频繁地区荆芥种

质资源聚类在一起)

G]>

序列分析结果表明(供试的
&&

份荆芥材料的
G]>

序列完全相同(表明荆芥种质间
G]>

序列

保守性较强)*结论+同时利用
68Tc

标记和
G]>

序列分析对荆芥种质资源进行鉴定(可以有效提高检测的准确性)
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"的地上部

分可入药(是中国八大祁药之一)它具有解热,镇

痛,抗炎,抗病原微生物,止血和抗氧化等作用(常用

于感冒发热,头痛,咽喉肿痛,麻疹,风疹等)荆芥在

全国大部分地区均有种植(主要分布在河北,江苏,

浙江,江西,湖北,湖南和东北三省等地(其中以河北

安国和浙江萧山所产荆芥最为有名%

&

&

)目前市场上

流通的荆芥品种主要是河北安国生产的北荆芥(以

及部分生长在江苏,浙江,江西,湖北和湖南等省份

的南荆芥)荆芥价格随市场波动变化较大(许多传

统种植区已经弃种(这对荆芥种质资源造成了极大

的破坏)虽然荆芥自然分布广泛(但由于不同地区

之间相互引种(致使种质亲缘关系不清(同时由于各

地荆芥习称不同,民间用药的历史和习惯不同(也导

致荆芥在使用和栽培中产生种质混乱现象(因此荆

芥种质资源研究是一个比较复杂的问题)目前越来

越多的分子生物学技术用于中药种质资源的鉴定工

作%

$CL

&

(这大大提升了中药种质资源鉴定的准确度)

68Tc

!

6K

J

.:/:4A/+-

O

K4,1.4,

O

12

J

).

<

K)+C

J

2:5K

"是由
B)5c:414+

等%
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&发展起来的一种检验

E06

多态性的新方法(它结合了
8̀Tc

和
6̀cE

的优点(具有标记多态性丰富,不受环境影响,用量

小,灵敏度高,快速高效等特点(因此被广泛用于遗

传多样性研究%

&&

&

)高等植物中的
+̀ 06

基因!

+EC

06

"是高度重复的串联序列单位(由
&M>+E06

,

$#>+E06

,

"=M>+E06

及位于三者之间的基因内

转录间隔区
G]>

序列!

G,14+,-.1+-,5?+:\4A5

J

-?4+
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组成(联结在一起作为一个转录单位(其中
G]>

区

由被
"=M>+E06

所分隔的
G]>&

和
G]>$$

个片段

组成%

&$

&

)

G]>

序列因其变异较快,高度重复,可以

提供丰富的变异位点和信息点等优点(被广泛用于

植物系统进化和种质鉴定研究%

&DC&!

&

)但目前关于荆

芥种质资源的
68Tc

和
G]>

序列鉴定的研究较少(

仅见刘红彬等%

&!

&利用
G]>

全序列分析国内
"

个不

同产地及不同国家裂叶荆芥的亲缘关系和系统进

化(结果呈现
G]>

序列的一致性(表明国内
"

个不同

产地裂叶荆芥为同一个种'高峰%

&"

&利用
G>>̀

分子

标记技术进行荆芥种质资源的遗传多样性研究(认

为荆芥遗传多样性较低)本研究拟利用
68Tc

标

记和
G]>

序列分析技术(对
&&

份荆芥种质进行分类

与鉴定(以期为荆芥种质鉴定和资源利用提供理论

依据)
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材料与方法

&=&

!

试验材料

供试的荆芥种子材料共
&&

份(分别取自河北,

安徽,浙江等省(材料名称为当地习称(详见表
&

(其

中
&

号和
D

号为春播品种(其他均为夏播品种)春

播品种表现为春季播种(当年
'

月可以采收荆芥穗'

夏播品种适宜在夏季播种(当年
L

月采收荆芥穗)

目前普遍认为河北安国和浙江萧山荆芥品质最好)
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试验所用试剂为分析纯(购自上海生工生物工

程有限公司'限制性内切酶采用
0@d

公司的
B.#̀

$

CW8

和
O9%

$

'

]!E06T:

O

-54

为
c+)K4

O

-

公司

产品)电泳采用北京六一厂
E[[C'b

型电泳仪和

E[bCD!6

型电泳槽进行(目标条带用天根生化科技

有限公司琼脂糖凝胶回收试剂盒)

]C

载体采用大连

宝生物公司
J

RE$%C]

载体(大肠杆菌感受态细胞

EW"

)

来自北京全式金生物技术有限公司)

+0,

T

酶和
A0]c

购自大连宝生物公司!
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扩增及检测

荆芥
68Tc

扩增及检测方法参照梁丹等%
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中所用引物序列如表
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所示)
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@C66b

$

RCb6]

,

@C66b

$

RCb6Z

,

@C

6b6

$

RCb]]

,

@C6b6

$

RCb]6

,

@C6ZZ

$

RCb66

和

@C6]b

$

RCb]b

)扩增体系为#

&%hcb̀ \*//4+$

#

T

(

+0,

T

酶
%=$

#

T

(

A0]c

!

$="KK).

$

T

"

$

#

T

(引

物!

&%

#

K).

$

T

"各
%="

#

T

(预扩增产物
'

#

T

(加

AAW

$

F

至总体积
$%

#

T

)选择性扩增程序为#

L!g

预变性
$K:,

'

L!g

变性
$%5

(

##g

退火
D%5

(

'$g

延伸
$K:,

(

&%

个循环(每个循环退火温度降低
&

g

'

L! g

变性
$%5

(

"# g

退火
D%5

(

'$ g

延伸
$

K:,

(

$%

个循环'然后
'$g

延伸
&%K:,

)扩增产物

在
&Q

琼脂糖凝胶上进行初步检测(在
$%%

"

"%%\

J

有扩增条带)然后
cb̀

产物经变性后(在
#Q

的聚

丙烯酰胺凝胶上进行电泳检测(

M% S

恒功率电泳

L%

"

&$%K:,

(银染显色(记录条带)

&=!

!

G]>

序列分析

&=!=&

!

G]>

引物及
cb̀

扩增
!

G]>

引物参考武莹

等%

&'

&报道的序列(

G]>C8

#

"jCZZ66Z]6666Z]bZ]

66b66ZZCDj

(

G]>C̀

#

"jCZb]ZbZ]]b]]b60]b

Z6]ZbCDj

)

cb̀

反应在
d:)̀ -A

公司
R

<

b

<

?.4+

cb̀

仪上进行)

cb̀

反应体系总体积为
"%

#

T

(其

中
$hcb̀ R:a$"

#

T

(模板
E06M%,

O

(上,下游引

物!

$%KK).

$

T

"各
&

#

T

(用
AAW

$

F

补充反应体系至

"%

#

T

)

cb̀

反应程序为#

L!g

预变性
"K:,

'然后

L!g

变性
&K:,

(

"Dg

退火
&K:,

(

'$g

延伸
&K:,

(

共
D"

个循环'最后
'$g

延伸
'K:,

(

&%g

保温)

&=!=$

!

G]>

产物检测#回收和测序
!

为了提高分辨

率(

cb̀

产物用
$Q

琼脂糖凝胶电泳进行检测)

&h

]6@

电泳缓冲液(

$&%B

电泳
!"K:,

)电泳完毕后

用
@d

浸泡染色约
&%K:,

(凝胶成像系统下照相(记

录电泳结果)

目标条带用琼脂糖凝胶回收试剂盒进行回收)

]C

载体采用
J

RE$%C]

载体(连接体系为
]C

载体
&

#

T

(回收产物
$="

#

T

(

AAW

$

F&="

#

T

(

>).*1:),

$

"

#

T

(

&#g

连接
D%K:,

)连接后的载体利用热激法

转化(转化后的大肠杆菌
EW"

)

涂布在含氨苄青霉

素!

&%%K

O

$

T

"的
Td

培养基!酵母提取物
"

O

(胰蛋

白胨
&%

O

(

0-b.&%

O

(琼脂粉
#

O

(加蒸馏水至
&T

"

上(并进行蓝白斑筛选)每个
Td

平板挑取
#

个阳

性克隆进行测序(序列测定由深圳华大科技公司完

成(序列分析采用
E06R60

软件进行)

:/.
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$

!

结果与分析

$=&

!

&&

份荆芥材料的
68Tc

检测结果

$=&=&

!

68Tc

扩增结果及多态性分析
!

本试验采

用
@C66b

$

RCb6]

,

@C66b

$

RCb6Z

,

@C6b6

$

RC

b]]

,

@C6b6

$

RCb]6

,

@C6ZZ

$

RCb66

和
@C6]b

$

RCb]b#

种不同的引物组合进行扩增(结果!图
&

"

表明(荆芥
68Tc

扩增条带有差异(出现了多态性

条带)对图
&

的扩增结果进行统计(结果如表
D

所

示)由表
D

可以看出(

#

对引物组合扩增出的条带

数在
$L

"

"$

(共扩增出条带
$!&

条(多态性条带有

&"!

条(多态性比率在
#D=L%Q

(说明供试荆芥材料

的遗传多样性不是很高)

R=ET$%%%R-+I4+

'

&

"

&&=

材料编号与表
&

相同

R=ET$%%%R-+I4+

'

&N&&=]245-K4-51-\.4&

图
&

!

&&

份荆芥材料的
68Tc

扩增结果

8:

O

=&

!

68Tc+45*.1)/&&-.1*K#)%

=

%6,6%)5*

'

#$*,d+:

^

=5-K

J

.45

表
D

!

#

对
68Tc

引物组合对
&&

份荆芥材料的扩增结果

]-\.4D

!

])1-.-,A

J

).

<

K)+

J

2:?68TcK-+I4+5-K

J

.:/:4A

\

<

#

J

-:+5)/

J

+:K4+53:12E06)/&&

-.1*K#)%

=

%6,6%)5*

'

#$*,d+:

^

=K-14+:-.5

引物组合

c+:K4+

?)K\:,-1:),

扩增

条带数

6K

J

.:/:4A

\-,A5

多态性

条带数

c).

<

K)+

J

2:?

\-,A5

多态性

比率$
Q

c).

<

K)+

J

2:?

J

4+?4,1-

O

4

@C66b

$

RCb6] D% &! !#=#'

@C66b

$

RCb6Z "$ !& 'M=M"

@C6b6

$

RCb]] $L &D !!=MD

@C6b6

$

RCb]6 "% D% #%=%%

@C6ZZ

$

RCb66 D# $# '$=$$

@C6]b

$

RCb]b !! D% #M=&M

合计
])1-. $!&

!

&"!

!

#D=L%

$=&=$

!

供试材料的聚类结果
!

根据
68Tc

扩增结

果(利用数据处理软件进行数据处理(得到供试材料

间的遗传距离如表
!

所示(并进行了聚类分析(结果

见图
$

)遗传距离较小即亲缘关系较近的为来自河

北安国的
&

号和
$

号材料(遗传距离为
%=&#DL

(来

自河北玉田的
D

号和
!

号材料遗传距离为
%=&L#&

(

安徽亳州和浙江萧山的
"

号和
#

号材料遗传距离为

%=&DL&

(从聚类图上也能看到这
D

组分别首先聚在

一起'前两组分别是各自地区的春播和夏播品种(说

明其各自亲缘关系近(而
68Tc

在一定程度上能反

映出其亲缘关系)遗传距离较远的为河北玉田的
D

号和
!

号与来自江苏省的
&%

号(同时来自江苏省的

&%

号与供试的其他
&%

份材料遗传距离都较远)

!!

在遗传距离为
%=$L

时(供试材料分为
!

类(

$

类包括
&

,

$

,

"

,

#

,

'

,

L

,

&&

号(

%

类为
M

号(

(

类为
D

和
!

号(

*

类为
&%

号)第
$

类含有的材料较多(来

自河北安国,安徽亳州,浙江萧山,山西省,新疆,四

川省(虽然产地南北各异(却聚类在一起(这可能是

因为其主要为荆芥质量较好地区!河北安国,浙江萧

山"或中药材产业发展国内领先地区!安徽亳州"(在

这三地附近药材产区引种也都来自于这些地区(种

;/.

第
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质资源引种频繁(所以亲缘关系较近)

D

号和
!

号

材料为河北玉田材料(来自北京同仁堂河北中药材

科技有限公司(其材料单独聚在一起(可能与他们自

己选种育种有关)来自甘肃的
M

号和来自江苏的

&%

号各单独聚在一起(可能由于此二者与其他地区

种质资源交流不频繁(引种后自种自繁有关)而
&%

号荆芥与其他材料亲缘关系都较远(应引起相关育

种专家的注意)

表
!

!

&&

份荆芥材料基于
68Tc

的遗传距离

]-\.4!

!

@*?.:A4-,A:51-,?45-K),

O

&&-.1*K#)%

=

%6,6%)5*

'

#$*,d+:

^

=K-14+:-.5\-54A),68Tc-,-.

<

5:5

材料编号

0)=)/K-14+:-.

& $ D ! " # ' M L &%

&

$ %=&#DL

D %=DDDD %=D#$L

! %=DLM! %=!%&# %=&L#&

" %=&#DL %=$DM& %=D%MD %=D'#%

# %=&M!L %=$%&' %=D&L% %=!&!# %=&DL&

' %=&M'% %=$"LM %=D!!D %=!$&L %=&"MD %=&!'M

M %=$L#% %=D&$% %=!#!% %=!#!% %=D$"! %=D%MD %=$L$'

L %=$%DD %=$!M% %=DM'& %=!D'" %=&L%& %=&M&% %=&LMD %=$L"&

&% %=##!& %='%L% %=M&"! %=M!$& %=#'L! %=#L%" %=#!"' %='!!$ %=##&!

&& %=$D%M %=$''D %=!$D' %="%%% %=$!'L %=$%L& %=&L!' %=D!&L %=&L#! %=#'M%

!!

注#

&

"

&&

材料编号与表
&

相同)

0)14

#

0*K\4+&N&&-+41245-K4-51-\.4&=

&

"

&&=

材料编号同表
&

&N&&=]245-K4-51-\.4&

图
$

!

基于
68Tc

的
&&

份荆芥材料聚类图

8:

O

=$

!

E4,A+)

O

+-K)/&&-.1*K#)%

=

%6,6%)5*

'

#$*,d+:

^

=K-14+:-.514514A\-54A), 6̀cE

$=$

!

&&

份荆芥材料的
G]>

分析结果

利用
G]>

引物对
&&

份荆芥样品进行
cb̀

扩

增(结果表明扩增特异性强(得到
&

条清晰条带!图

D

")将条带进行切胶回收,转化(每个样品挑
#

个阳

性克隆进行测序(然后将测序结果在
0bdG

数据库

中进行
d.-51

检索比对(结果显示与荆芥!

-.1*;

K#)%

=

%6,6%)5*

'

#$*,d+:

^

=

"

&M>

核糖体
0̀6

基因序

列相似性达
LLQ

(说明此条带为荆芥样品的
G]>

扩

增条带)利用
E06R60

软件对
&&

份荆芥样品的

G]>

序列进行比对分析(显示荆芥的
G]>

序列为

D!%\

J

(但这
&&

份荆芥材料的
G]>

序列间无差异(

说明荆芥材料的
G]>

序列保守性非常高)

R=R-+I4+ET"%%%

'

&

"

&&=

材料编号与表
&

相同

R=R-+I4+ET"%%%

'

&N&&=]245-K4-51-\.4&

图
D

!

&&

份荆芥材料的
G]>

引物扩增结果

8:

O

=D

!

6K

J

.:/:?-1:),)/G]>

J

+:K4+5)/&&-.1*K#)%

=

%6,

6%)5*

'

#$*,d+:

^

=5-K

J

.45
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D

!

讨
!

论

荆芥植物种类多(分布广泛(以前人们多从形态

学,植物化学等方面对其进行鉴定)由于荆芥表型

特征相似度高(生产上对于荆芥种质的划分主要是

从地域!产地"或者从播期!春播或秋播"来进行区

分(传统方法很难对其进行准确判断(这给荆芥种质

资源鉴定和利用造成了较大困难)随着分子生物学

技术的发展(人们越来越多地从分子水平对荆芥种

质进行鉴定和分析)但如果种质材料间差异较小(

只利用一种分子检测手段有时也很难获得理想结

果(例如刘红彬等%

&!

(

&M

&研究认为(来自河北安国,湖

北随州,安徽阜阳,山西临汾和江苏江都的荆芥材料

&M>+E06

序列无差异'来自中国
"

省及日本,韩国

的材料
G]>

序列也完全相同(与来自美国的材料相

似性也高达
LLQ

(这与本研究得到的结果是一致

的)本研究
&&

份荆芥样品分别来源于河北,安徽等

M

个省区(通过
G]>

序列分析发现(供试的
&&

份材

料
G]>

序列完全相同(表明荆芥
G]>

序列保守性较

强或者亲缘关系非常近)对于荆芥而言(单纯利用

G]>

序列不能进行供试种质资源的鉴定)

68Tc

多态性较丰富(能进行种质资源多样性

及亲缘关系鉴定)前人曾利用
68Tc

分子标记技

术进行了部分药用植物鉴定和指纹图谱分析)本研

究对
&&

份市场流通的南北荆芥种质资源进行

68Tc

分子标记鉴定(供试材料多态性并不是很高(

为
#D=L%Q

'高峰%

&"

&采用
G>>̀

分子标记技术对荆

芥种质资源的遗传多样性研究认为多态性较低

!

"%=LQ

"(与本研究结果较一致)本研究中来自同

一地区河北安国的
&

号和
$

号及来自河北玉田的
D

号和
!

号材料各自首先聚在一起(亲缘关系较近(说

明
68Tc

标记能在很大程度上显示种质资源的亲

缘关系)但聚类结果中来自河北安国,安徽亳州,浙

江萧山,山西省,新疆,四川省等地的种质资源(虽然

产地南北各异(却聚类在了一起(这可能是因为这些

地区的种质资源引种频繁(亲缘关系较近)同时也

说明(不能简单地利用地域界限来对荆芥种质进行

划分(因为荆芥自然分布广泛(且不同地区之间相互

引种(致使种质亲缘关系不清)由于各地荆芥习称

不同,民间用药的历史和习惯不同(也导致荆芥在使

用和栽培中产生种质混乱的现象)因此(应该应用

多种手段进行荆芥种质资源的种质鉴定(同时加强

资源管理(为荆芥规范化栽培提供保障)
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(
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