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不同地区主要栽培宁夏枸杞
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　　[摘　要 ]　利用RA PD 分子标记技术, 从 400 条 10 碱基的随机引物中筛选出了 40 条适用于枸杞RA PD 分析

的引物, 选取其中 9 条引物对 10 份不同来源的宁夏枸杞材料进行了扩增, 检测了宁夏不同地区种植的宁夏枸杞

(L y cium barbarum L. )主栽品种和新育成的枸杞品系基因组DNA 的多态性, 并对其遗传背景进行了初步分析。结

果表明, 宁夏不同地区主要栽培的宁夏枸杞品种遗传上无明显差异, 但新品系大果枸杞与标准宁杞 1 号在基因组

上有差异; 同时构建了主要推广品种宁杞 1 号的 RA PD 图谱。
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Abstract: RA PD (random amp lif ied po lymo rph ic DNA ) w as u sed to app ra ise the genet ic d iversity of

L y cium ba rba rum L. gathered from differen t areas of N ingx ia. 40 o ligonucleo t ide p rim ers from 400 o ligonu2
cleo t ide p rim ers w ere selected fo r the RA PD analysis. T he 10 DNA samp les from diferen t p laces w ere am 2
p lif ied by 9 selected p rim ers. T he resu lt ind ica tes that there are no sign if ican t genet ic d iferences among the

10 DNA samp les, bu t the new b red m ateria l show s severa l d ifferen t st rip s from the m ain variety N ingqi

N o. 1. A nd DNA fingerp rin t of N ingqi N o. 1 w as bu ilt by the RA PD techn iques.
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　　 宁 夏 枸 杞 (L y cium ba rba rum L. ) 系 茄 科

(So lanaceae) 枸杞属 (L y cium ) 多年生落叶灌木[1 ] ,

主要分布于西北地区的宁夏、新疆、内蒙等地。宁夏

枸杞叶、花、籽和根均可入药, 据《本草纲目》中记载:

“春采枸杞叶, 名天精草; 夏采花, 名长生草; 秋采子,

名枸杞子; 冬采根, 名地骨皮”[2 ]。宁夏枸杞是我国重

要的药用植物资源和药食同源的名贵中药材, 具有

增强免疫力、防衰老、抗肿瘤、抗氧化等多方面的药

理作用[3 ]。宁夏枸杞是惟一被载入《中国药典》的枸

杞品种, 且中华人民共和国国家质量监督检验检疫

总局已对宁夏枸杞实施原产地域保护[4 ]。宁夏枸杞

市场需求量很大, 但来源混乱且真伪难辨, 以次充好
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现象时常发生, 严重影响了宁夏枸杞的声誉, 并有可

能危害患者身体健康。因此, 迫切需要解决宁夏枸杞

的品种鉴别问题。

RA PD ( R andom Amp lif ied Po lymo rph ic

DNA , 随机扩增多态性DNA ) 是建立在 PCR 基础

上的一种分子标记方法[526 ]。它利用一系列不同的随

机排列的寡核苷酸链为引物, 对所研究植物的基因

组DNA 进行 PCR 扩增, 扩增产物通过聚丙烯酰胺

或琼脂糖凝胶电泳分离, 经溴化乙锭染色来检测产

物DNA 片段的多态性。主要用于不同亲缘物种间

的分类、遗传距离、系统发育和亲缘关系等方面的研

究。RA PD 技术最适合于种下水平遗传型检测, 包

括野生天然居群的遗传结构分析、种质资源的评估、

栽培植物品种的鉴定等, 可用于鉴定中药正品及其

混淆品和不同产地同种中药材。RA PD 技术在枸杞

上的应用研究较少, Cheng 等[7 ]以枸杞果实为材料

对台湾市场上销售的商品枸杞进行了RA PD 初步

分析; Zhang 等[8 ]运用 RA PD 技术对收集的 6 种枸

杞属植物样品进行分析, 获得了枸杞属不同种的特

异性DNA 指纹图谱; 李军等[9 ]利用 RA PD 技术对

来自宁夏和内蒙古的枸杞进行了鉴定。宁夏枸杞为

常异花授粉植物, 上述研究由于受样品来源的限制,

样品背景不详, 缺乏标准对照样品, 样品的代表性和

结果准确性受到质疑, 所用RA PD 引物的多态性位

点相对较少, 但其方法有借鉴之处。

本研究以宁夏不同地区主要栽培宁夏枸杞品种

的幼嫩叶片为材料, 筛选适合宁夏枸杞RA PD 分析

的反应条件和引物, 对不同地区栽培的宁夏枸杞基

因组DNA 进行 RA PD 分析, 并构建了主栽品种宁

杞 1 号的分子标记图谱, 以期为宁夏枸杞品种的鉴

定和保护以及宁夏枸杞的研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验材料　供试宁夏枸杞共 10 份, 其来源、

代号见表 1。在宁夏同心县、中宁县、银川市和惠农

县等地区枸杞示范田中选取树龄一致的枸杞树 3

株, 用消毒剪刀剪取嫩枝新叶 20 g, 迅速放入便携式

液氮罐中, 冷冻保存、待用。

表 1　宁夏枸杞的来源和代号

T able 1　Codes and sources of 10 L y cium barbarum samp les in RA PD

代号
Code

来源
Sources

代号
Code

来源
Sources

A 同心县清水河Q ingshu ihe of Tongx ing coun ty F 中宁县田滩 T ian tan of Zhongn ing coun ty

B 惠农县黄渠拐 H uangquguai of H uinong coun ty G 宁夏农科院生物室B io techno logical cen ter of NAA S

C 宁夏农科院园林场 Ho rticu ltu re park of NAA S 1 H 标准宁杞 1 号 Standard N ingqi N o. 1

D 宁夏农科院园林场 Ho rticu ltu re park of NAA S 1 I 大果枸杞 0105 (1) D aguogouqi 0105 1

E 中宁县舟塔 Zhouta of Zhongn ing coun ty J 大果枸杞 0105 (2) D aguogouqi 0105 2

1. 1. 2　试剂　引物来自Operon 公司 (由上海生物

工程公司合成) ; PCR 扩增所用的 T aq 酶、dN T P s、

M g2+ 、10×Buffer, 均为北京天为时代公司产品; 电

泳检测所用琼脂糖为上海生物工程公司进口分装。

1. 2　枸杞基因组DNA 抽提

采用 PA T ER SON 方法[10 ] , 并进行了部分修改

优化。取冷冻保存的枸杞叶片 5～ 7 片放入研钵中,

加液氮研磨成粉状, 加入 0. 5 mL (65 ℃) CTAB

DNA 裂解缓冲液 (用前加入 0. 1% 抗坏血酸, 0. 2%

Β2巯基乙醇, 调 pH 至 8. 0)。迅速混匀, 65 ℃水浴

40～ 50 m in; 加入等体积的氯仿与异戊醇混合物 (体

积比 24∶1) , 慢慢混匀, 4 000 röm in 离心 10 m in,

抽提蛋白 2 次, 然后抽取上清液至 1. 5 mL 离心管

中, 加入 0. 6 倍体积的冰冻异丙醇, 轻轻左右振荡至

出现白色絮状沉淀, 即为枸杞DNA , 4 000 röm in 离

心 2 m in, 除去上清液后加入 0. 5 mL 体积分数 70%

乙醇洗涤 2～ 3 次, 用 0. 3 mL 无水乙醇脱水 1 次,

自然风干 5～ 8 m in; 加入 0. 3 mL T E 溶液 ( 10

mo löL T ris2HC l, pH 8. 0; 0. 01 mo löL N a22ED TA ,

pH 8. 0) , - 20 ℃保存待用。

1. 3　引物筛选

在确定的 RA PD 扩增方案下, 对 400 条 10 碱

基的随机引物进行了筛选。先利用 1 个DNA 样品

对 10 碱基的随机引物进行初筛, 对扩增出谱带且谱

带清晰的引物可用于下一步复筛。共选取 96 个 10

碱基长度的寡核苷酸随机引物 (由上海博亚生物技

术公司合成) , 分别扩增 2 个DNA 样品, 从中筛选

出扩增性强、重复性好的 40 个引物, 用于宁夏枸杞

样品基因组DNA 的扩增。
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1. 4　PCR 扩增

基本反应体系: 10 倍反应缓冲液 2 ΛL ( 100

mmo löL pH 8. 3 T ris2HC l, 500 mmo löL KC l, 10～

40 mmo löL M gC l2, 0. 01% Gelat in) , T aq 聚合酶 1

U , dA T P, dT T P, dCT P, dGT P 各 100 Λmo löL , 引

物 0. 5 Λmo löL , DNA 模板 20 ng, 最后用超纯水补

足至 20 ΛL ; 矿物油覆盖。在 PTC2200TM 扩增仪上进

行 PCR 扩增。扩增反应条件为: 94 ℃预变性 2 m in;

预扩增程序 94 ℃ 20 s, 36 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 m in, 4 个

循环; 扩增程序 94 ℃ 20 s, 40 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 m in,

38 个循环; 72 ℃延伸 10 m in; 最后在 4 ℃保存。扩

增产物经含有溴化乙锭的 1. 2% 琼脂糖凝胶在 1×

TBE 缓冲液中电泳分离, 最后在紫外灯下用UV P

摄像系统拍照记录结果。

PCR 扩增模板DNA 样品代号及来源见表 1,

不同地区宁夏枸杞品种 PCR 扩增的 9 个引物编号

及序列见表 2, 宁杞 1 号RA PD 图谱扩增的 29 个引

物编号及序列见表 3。
表 2　不同地区宁夏枸杞所用引物

T able 2　Sequences of selected p rim ers

博亚编号
B ioasia

code

Operon
编号

Operon
code

序列 5′23′
Sequence 5′23′

BA 0001 B201 GT T TCGCTCC

BA 0002 B202 T GA TCCCT GG

BA 0003 B203 CA TCCCCCT G

BA 0020 B220 GGA CCCT TA C

BA 0320 X220 CCCA GCTA GA

BA 0331 Z211 CTCA GTCGCA

BA 0337 Z217 CCT TCCCA CT

BA 0345 J2O 5 CTCCA T GGGG

BA 0347 J207 CCTCTCGA CA

表 3　宁杞 1 号RA PD 图谱扩增的引物

T able 3　Codes and Sequences of selected p rim ers

序号
N o.

博亚编号
B ioasia code

序列 5′23′
Sequce 5′23′

序号
N o.

博亚编号
B ioasia code

序列 5′23′
Sequce 5′23′

1 BA 0001 GT T TCGCTCC 16 BA 0037 GA CCGCT T GT

2 BA 0004 GGA CT GGA GT 17 BA 0038 A GGT GA CCGT

3 BA 0005 T GCGCCCT TC 18 BA 0040 GT T GCGA TCC

4 BA 0006 T GCTCT GCCC 19 BA 0041 A CCGCGAA GG

5 BA 0007 GGT GA CGCA G 20 BA 0042 GGA CCCAA CC

6 BA 0008 GTCCA CA CGG 21 BA 0043 GTCGCCGTCA

7 BA 0011 GTA GA CCCGT 22 BA 0046 A CCT GAA CGG

8 BA 0012 CCT T GA CGCA 23 BA 0053 GGGGT GA CGA

9 BA 0013 T TCCCCCGCT 24 BA 0054 CT TCCCCAA G

10 BA 0018 CCA CA GCA GT 25 BA 0056 A GGGCGTAA G

11 BA 0019 A CCCCCGAA G 26 BA 0059 CT GGGGA CT T

12 BA 0021 CA GGCCCT TC 27 BA 0060 A CCCGGTCA C

13 BA 0023 A GTCA GCCA C 28 BA 0071 AAA GCT GCGG

14 BA 0024 AA TCGGGCT G 29 BA 0318 GA CTA GGT GG

15 BA 0027 GAAA CGGGT G

2　结果与分析

2. 1　不同地区宁夏枸杞品种的RA PD 分析结果

　　RA PD 分析结果 (图 1) 显示, 同一引物对来自

不同地区的宁夏枸杞DNA 样品的扩增结果具有高

度的同源性, 说明不同地区种植的宁夏枸杞品种在

遗传基础上是一致的; 不同引物的扩增条带均不相

同, 说明所选引物具有很好的多态性。

从图 1 可以看出, 大果枸杞除扩增出与宁夏其

他不同地区样品相同的条带外, 还扩增出与其他不

同地区样品不同的带, 其中引物BA 0002 对大果枸

杞明显较其他地区样品多扩增出 1 条带 (图 1 上部

箭头所指) , 引物BA 0347 对大果枸杞明显较其他地

区样品少扩增出 1 条带 (图 1 下部箭头所指)。说明

来源于不同地区的枸杞样品A 2G 与标准宁杞 1 号

遗传上是同源的; 而新品系大果枸杞与标准宁杞 1

号在基因组DNA 水平上有差异。
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2. 2　宁杞 1 号RA PD 图谱

本研究筛选出了 40 条随机引物, 适合用于宁夏

枸杞RA PD 分析, 利用所筛选出的 29 条 10 碱基随

机引物对标准宁杞 1 号枸杞品种进行了扩增, 扩增

图谱如图 2 所示 (其引物代号和碱基序列见表 3)。

图 1　不同地区 10 个宁夏枸杞品种DNA 样品的RA PD 结果
M. M arker, 分子量分别为 500, 1 000, 1 500, 2 000, 2 500, 3 000, 3 500, 4 000;A～ J. 为不同来源宁夏枸杞材料

F ig. 1　L y cium barbarum L. RA PD patterns in differen t regions of N ingx ia (9 p rim ers, 10 DNA samp les)
M. M arkers mo lecu lar w eigh t 500, 1 000, 1 500, 2 000, 2 500, 3 000, 3 500, 4 000;

A - J. D ifferen t sources of 10 L y cium barbarum L. samp les

图 2　宁杞 1 号RA PD 图谱 (29 种引物)
M. M arker 分子量; 1～ 29. 引物

F ig. 2　RA PD patterns of L y cium barbarum L. variety: N ingqi N o. 1 (29 p rim ers)
M. M arker mo lecu lar w eigh t; 1- 29. P rim ers

3　讨　论

生产中调查发现, 宁夏不同地区生产的宁夏枸

杞存在很大的质量差别, 传统上认为中宁县生产的

宁夏枸杞质量上乘, 最为地道。本研究利用RA PD

技术对来自宁夏不同地区的宁夏枸杞材料和新育成
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的枸杞新品系的遗传背景进行了初步分析, 结果显

示: ①宁夏不同地区种植的枸杞品种遗传基础是一

致的, 并且与标准宁杞 1 号在遗传上具有高度的同

源性, 说明宁夏枸杞质量差别的原因不是遗传差异

造成的, 环境因素 (气候、土壤等)是影响宁夏不同地

区宁夏枸杞质量差别的主要原因。②筛选出了 40 条

适用于宁夏枸杞RA PD 分析的引物, 构建了宁夏枸

杞主要栽培品种宁杞 1 号的分子标记指纹图谱, 为

在DNA 水平上进行枸杞品种鉴定和保护研究奠定

了基础。

宁夏枸杞 (L y cium ba rba rum L. ) 属于常异花授

粉植物, 天然异交率在 40% 以上[3 ] , 生产中主要采

用扦插苗无性繁殖方式进行大量繁殖, 有利于品种

特性的保持和优良品种的推广。Zheng 等[7 ]、Zhang

等[8 ]和李军等[9 ]的研究中所采用的枸杞样品均为市

场销售的商品枸杞果实, 其种子基因组DNA 不能

完全代表植株的基因组DNA , 因此其研究结果的代

表性有待商榷, 但其研究方法值得借鉴。本研究所用

的宁夏枸杞试验材料均来源于宁夏不同市、县当地

优质枸杞示范田枸杞新鲜叶片, 保证了取样的代表

性和品种纯度, 这一点通过本试验的结果也得到了

证实。大果枸杞是在宁杞 1 号的基础上新育成的品

系, 其在植株形态、果实大小以及产量等各方面与宁

杞 1 号有很大差别, 通过RA PD 分子标记技术证明

了二者在基因组DNA 水平上的区别。
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