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摘要  利用ISSR 分子标记技术对17 份鱼腥草种质进行了基因组DNA 多态性分析。从50 条引物中筛选出12 条多态性引物用于PCR 扩
增 ,共扩增出112 条DNA 条带 ,其中多态性条带95 条 ,所占比例为84 .8 % ,平均每条引物扩增的DNA 条带数目为9 .3 条。根据ISSR 扩增
结果 ,利用POPGENE 1 .32 软件计算了Nei’s 基因距离 ,Nei’s 基因多样性指数( H) 为0 .318 5 ,Shannon 信息指数( I) 为0 .469 9 ,并用MEGA
3 .1软件通过UPMGA 法进行了聚类分析。结果表明 :鱼腥草种质资源具有较丰富的遗传多样性 ;ISSR 技术可将17 份供试的鱼腥草材料
全部分开 ,在遗传距离系数0 .2 处可将17 份材料划分成三大类 ,其中多数材料根据ISSR 遗传距离系数划分的类群与地理位置分布有一
定关系。同时对鱼腥草道地性与环境因素和遗传因素的关系进行了探讨。
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Analysis of Genetic Relationship of 17 Houtt uynia cordate Ger mplasmResources WithISSR Marker
PENG Shuai et al  ( Institute of Life Science and Biotechnology , Bioenergy and Biomaterial Research Center , Hunan University , Changsha , Hunan
410082)
Abstract  17 germplasmresources of Houttuynia cordate were used as materials to analyze their genome polymorphism with ISSR markers . 12 pri mers
screened out from50 pri mers were used for ISSR amplification. Atotal of 112 bands were generated , of which 95 bands were polymorphic band(the per-
centage of polymorphic band , PPB= 84 .8 %) .The average number of DNA fragments produced by each pri mer was 9 .3 .Nei’si milarity coefficients and
genetic distances were calculated with POPGENEsoftware and the dendrogramwere constructed with UPGMA. 17 Houttuynia cordate materials were divid-
ed into three major groups while the genetic distance was 0 .20 . The results indicated that there actually existed much genetic diversity at molecular level
among the germplasmresources of Houttuynia cordate ,and the genuieness of Houttuynia cordate was related withthe environments insome way . The rela-
tionship between genuieness , genetic and environmental factors of Houttuynia cordate were discussed .
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  鱼腥草( Houtt uyni ae cordat a Thunb) 为三白草科蕺菜属多

年生草本植物, 其种质资源在植株形态、挥发性油含量及提

取物抗病性等方面均有较大差异, 且遗传背景、彼此间亲缘

关系尚不清楚, 运用新的分子标记技术加强鱼腥草种质资源

遗传多样性与道地性的研究是有必要的。

DNA 分子标记( DNA molecular marker) 是指可遗传并可检

测的DNA 序列, 以个体间遗传物质核苷酸序列变异为基础 ,

是DNA 水平遗传变异的直接反映[ 1] 。简单序列重复区间扩

增多态性( ISSR) 标记是近几年在微卫星分子标记基础上发

展起来的一种新的分子标记[ 2] 。ISSR 利用人工合成的16～

18 个核苷酸重复序列作为引物, 在引物的3′端或5′端加上2

～4 个随机选择但通常是简单的核苷酸 ,对简单重复序列之

间的DNA 序列进行 PCR 扩增。ISSR 的引物设计比SSR 简

单,不需知道 DNA 序列即可用引物进行扩增, 又比 RAPD、

SSR 、AFLP 提供更多的遗传信息[ 3 - 4] ,现已在遗传作图、基因

定位、遗传多样性、进化、系统发育等方面应用广泛[ 5 - 6] 。笔

者应用ISSR 标记,从分子水平上探讨17 份鱼腥草种质资源

的遗传多样性与亲缘关系 , 为有效利用 DNA 标记评价鱼腥

草种质资源亲缘关系,合理保护利用资源和新品种选育提供

理论依据,也为鱼腥草药材指纹图谱的构建奠定基础。

1  材料与方法

1 .1 试验材料 ①鱼腥草。用17 份鱼腥草( 表1) 的嫩叶提

取总 DNA, 室内试验在湖南大学生命科学与技术研究院实验

室进行。②主要试剂。MBI Taq 酶购自晶美生物有限公司 ;
�
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DNA Marker 购于北京天为时代科技有限公司;其他生化试剂

为国产分析纯。③仪器设备。PCR 仪为德国Biometra 公司生

产的T- GRADIENT ;离心机为德国eppendorf 公司产品; 纯水器

为美国Millipore 公司产品;765P 紫外可见分光光度计为上海

光谱仪器有限公司产品; 水浴锅、电泳槽等为国产仪器。④

所用引物。参照加拿大哥伦比亚大学 UBC 公司2006 年公布

的ISSR 引物序列,由上海博亚生物技术有限公司合成。

  表1 鱼腥草种质资源来源与生境

序号 材料号 来源 生境

 1 ZZJCL1 张家界慈利溪口镇 田埂,人工栽培

2 HJT 怀化贺家田乡 田埂,野生

3 HHXY 怀化学院植物园 植物园,人工移植

4 ZJJCL2 张家界慈利县零阳乡双安村 沟边,野生

5 HHHJ 怀化洪江天柱峰 山坡,野生

6 HHTD 怀化通道县江口乡 路边,野生

7 ZZ 株洲市文化路3 村 路边,野生

8 EM 峨眉蕺菜 苗圃,人工栽培

9 GXLC 广西陆川 路边,人工栽培

10 CZYX 郴州永兴县 田埂,野生

11 KM 云南昆明植物研究所 植物园,人工栽培

12 XT 湘潭县 沟边,野生

13 SCDS 四川乐山 路边,野生

14 HHZJ 怀化芷江满塘溪 塘边,野生

15 CZZX 郴州资兴 路边,野生

16 CQYA 四川雅安三九基地 苗圃,人工栽培

17 CS 长沙登高路 路边,人工移植

1 .2 试验方法

1 .2 .1 DNA 提取和浓度测定。采用改进的 CTAB 法, 取幼嫩

叶约2 g 在液氮冷冻下研磨成粉末, 转入10 ml 离心管中, 加

入3 ml 预热至65 ℃的2×CTAB 提取缓冲液( 100 mmol/ L

Tris- HCl pH8 .0 ,20 mmol/ L EDTA ,1 .4 mol/ L NaCl ,2 % CTAB ,
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2 %PVP,0 .2 %β- 巯基乙醇 V/ V) ,500 μl 溶液 PB( 10 % CTAB ,

10 %PVP ,4 %NaCl) ,0 .02 gVE, 混匀后65 ℃水浴1 .5 h ,其间颠

倒翻转离心管若干次, 取出冷却至室温。加入等体积氯仿/

异戊醇( 24/ 1 , V/ V) ,混匀, 置于摇床上震荡1 h , 取出离心管

后6 000 r/ min 离心30 min ,取上清,加入1 ml 溶液PB,等体积

氯仿/ 异戊醇( 24/ 1 , V/ V) , 混匀后6 000 r/ min 离心10 min。

取上清, 加入- 20 ℃预冷的等体积异丙醇, 轻柔混匀后静置

30 min , 出现絮状沉淀。用玻璃钩钩出絮状沉淀, 转移至干净

的1 .5 ml 离心管中, 加入70 %乙醇洗涤2～3 次。倒去乙醇 ,

让DNA 自然晾干 ,加入500μl TE 缓冲液( 10 mmol/ L Tris- HCl ,

pH 8 .0 ,1 mmol/ L EDTA) 溶解DNA ,加入 RNaseA 1 U,于37 ℃

恒温水浴1 h。加入1/ 10 体积的3 mol/ L NaAc , 并加入2 倍

体积的无水乙醇, 小心混匀后 ,置- 20 ℃60 min ,DNA 再次呈

絮状沉淀析出, 用玻璃钩钩出后, 置1 .5 ml 离心管中,70 % 乙

醇洗涤2～3 次。倒去乙醇, 自然晾干, 加入100～200 μl TE

缓冲液( 10 mmol/ L Tris- HCl pH 8 .0 ,1 mmol/ L EDTA) ,4 ℃保

存。

1 .2 .2 ISSR- PCR 反应体系。PCR 反应总体积为25 μl , 包括

优化后的ddH2O13 .2 μl ,10×PCR 缓冲液2 .5 μl ,dNTPs 2 .5 μl

( 2 mmol/ L) ,MgCl 2 2 .3μl ( 25 mmol/ L) , 引物1 μl ( 10 mmol/ L) ,

DNA 模板1 μl ( 50 ng/ μl ) ,TaqDNA 聚合酶1 μl ( 1 U/ μl ) , 所有

操作均在冰上进行。PCR 反应程序如下:94 ℃预变性5 min ,

94 ℃变性30 s ,51 ℃退火45 s ,72 ℃延伸1 .5 min , 共循环35

次, 然后72 ℃后延伸10 min ,4 ℃保温。

1 .2 .3 扩增产物的检测。将 PCR 产物在含有溴化乙锭( Et-

Br) 染料染色的1 .5 %琼脂糖凝胶中电泳 ,电泳结束后在凝胶

成像系统中照相保存。

1 .3 数据分析  同一引物, 同一位点, 根据扩增产物的有

( 1) 无( 0) 得到二元资料,形成0 ,1 矩阵。用POPGENE1 .32 软

件进行分析,计算Nei’s 遗传距离[ 8] , 使用 MEGA 3 .1 软件根

据遗传距离通过 UPMGA 法进行聚类分析,构建聚类图。

2  结果与分析

2 .1 引物筛选 使用1 号、3 号、17 号材料50 条加拿大哥伦

比亚大学( UBC) 提供的ISSR 引物序列进行筛选, 从中筛选

出12 条扩增条带清晰,多态性好,重复性好的引物( 表2) 。

  表2 用于ISSR 分析的12 条引物及其扩增产物

引物 序列
总条

带数

多态性

条带数

多态性条

带比率∥%
UBC807 AGA GAG AGA GAG AGA GT   9   9  100 .0
UBC808 AGA GAG AGA GAG AGA GC 9 7 77 .8
UBC810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 13 10 76 .9
UBC811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 9 9 100 .0
UBC812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 8 7 87 .5
UBC816 CAC ACA CAC ACA CAC AT 12 10 83 .3
UBC818 CAC ACA CAC ACA CAC AG 9 7 77 .8
UBC819 GTGTGT GTGTGT GTGTA 9 9 100 .0
UBC822 TCT CTCTCT CTC TCT CA 8 6 75 .0
UBC823 TCT CTCTCT CTC TCT CC 7 6 85 .7
UBC825 ACA CAC ACA CAC ACA CT 9 7 77 .8
UBC826 ACA CAC ACA CAC ACA CC 10 8 80 .0
小计 112 95 84 .8

2 .2 ISSR-PCR 扩增结果 用筛选出的12 条引物对17 份鱼

腥草种质资源进行PCR 扩增,共扩增出112 条 DNA 条带, 其

中多态性DNA 条带95 条, 占总条带数的84 .8 % ,每个引物扩

增出的DNA 条带数为7～13 条,平均9 .3 条( 表2) ,这些DNA

片段大小主要集中在100～1 500 bp( 图1、2) ,以200～1 200 bp

的扩增片段居多。扩增条带数最多的引物为 UBC810 , 达13

条;扩增条带数最少的引物为 UBC823 , 仅为7 条。其中多态

性百分比最高的引物为 UBC807、UBC811、UBC819 , 达100 % ;

最低的为 UBC822 , 为75 .0 %。以上数据表明ISSR 检测的鱼

腥草种质在分子水平上的多态性是丰富的, 也表明鱼腥草的

遗传多样性极为丰富。

  注 : M 为 Marker MD107 ; 分子量从下往上依次为 300、500、

1 000、1 500、2 000、2 500 bp ;1～17 泳道对应相同序号DNA

模板。

图1 UBC808 引物对鱼腥草基因组的ISSR 扩增结果

图2 UBC818 引物对鱼腥草基因组的ISSR 扩增结果

2 .3  聚类分析  17 份鱼腥草材料总的Nei’s 基因多样性指

数( H) 为0 .318 5 ,Shannon 信息指数( I) 为0 .469 9。17 份材料

的Nei’s 基因遗传距离0 .113 3～0 .624 2( 表3) 。从聚类图

( 图3) 中可以看出, 在遗传距离约0 .2 处 , 可将供试的17 份

鱼腥草材料分成3 个大的类群。第一大类群包括1 号、8 号、

13 号、16 号; 第二大类群包括4 号、5 号、6 号、11 号、14 号; 第

三大类群包括了3 号、7 号、9 号、10 号、12 号、15 号、17 号。

其中2 号材料和第二、三大类群聚成一类。其中取自广西陆

川的9 号材料与取自郴州资兴的15 号材料的遗传距离系数

最近为0 .113 3 ,遗传距离系数最远的是取自怀化洪江天柱峰

的5 号材料与取自峨眉蕺菜的8 号材料,为0 .624 2。

3  结论与讨论

ISSR 分析具有技术操作简单、成本低、条件稳定、快速、

灵敏、检测多态能力强、所需 DNA 模板量少等优点, 目前已

广泛应用于白梭梭[ 7] 和葡萄[ 8] 等品种的遗传多样性或品种

鉴定的研究。吴卫等[ 9] 对来源于四川省内的70 份鱼腥草材

料进行ISSR 分析,通过聚类分析认为根据ISSR 标记划分的

类型同染色体数目有一定关系, 染色体数目相同的材料有聚

在一起的趋势。该研究中, 通过使用12 条ISSR 引物对来自

4 个不同省份的17 份鱼腥草材料进行了分析 ,共获得95 条
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多态性条带 , 得到的多态性条带比例为84 .8 % 。通过ISSR-

PCR 得到的结果, 经 POPGENE 1 .32 软件分析, 得到17 份材

料间的遗传距离与遗传相似性系数, 并构建了17 份鱼腥草

材料的聚类图, 可将这17 份材料分为三大类。聚类分析表

明,鱼腥草根据ISSR 标记划分的类群与其地理位置分布有

一定的关系,地理位置接近的多数材料都聚成一类。第一大

类群中的8 号、13 号、16 号都来自四川省,取自张家界慈利溪

口镇的1 号材料也划分在第一大类群中 ,而慈利的地理位置

与四川省较为接近, 不排除人为从四川引种的可能。第二大

类群由4 号、5 号、6 号、11 号、14 号材料组成, 这些材料均分

布于地理位置较为接近的怀化地区, 而地理位置相对较远的

11 号材料也包括其中, 说明昆明植物研究所的材料与怀化地

区的鱼腥草遗传距离较小, 可能来源于该地区。取自长沙、

株洲、湘潭的17 号、7 号、12 号材料聚成一个亚类 , 与取自怀

化学院、广西陆川、郴州永兴、郴州资兴的3 号、9 号、10 号、15

号组成的亚类形成了第三大类。遗传距离系数与聚类分析

表明,ISSR 分子标记技术可将鱼腥草供试的全部材料区分开

来, 同时也进一步阐明了鱼腥草种质资源即使在同一省和同

一地区分子水平都存在丰富的遗传变异与遗传多样性 , 为

ISSR 技术用于构建鱼腥草 DNA 指纹图谱奠定了良好基础。

  道地药材的优良品质是道地药材基因型与特定的环境

  表3 17 份鱼腥草材料的遗传距离( 对角线下) 和遗传相似性( 对角线上)

No . 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

 1 0 .598 2 0 .660 7 0 .678 6 0 .580 4 0 .625 0 0 .607 1 0 .580 4 0 .633 9 0 .589 3 0 .607 1 0 .678 6 0 .696 4 0 .598 2 0 .633 9 0 .598 2 0 .616 1
2 0 .513 8 0 .633 9 0 .687 5 0 .642 9 0 .651 8 0 .669 6 0 .553 6 0 .625 0 0 .616 1 0 .616 1 0 .633 9 0 .598 2 0 .696 4 0 .660 7 0 .660 7 0 .642 9
3 0 .414 4 0 .455 8 0 .696 4 0 .687 5 0 .660 7 0 .678 6 0 .544 6 0 .883 9 0 .839 3 0 .696 4 0 .714 3 0 .607 1 0 .669 6 0 .848 2 0 .616 1 0 .705 4
4 0 .387 8 0 .374 7 0 .361 8 0 .669 6 0 .767 9 0 .571 4 0 .562 5 0 .705 4 0 .660 7 0 .696 4 0 .589 3 0 .607 1 0 .830 4 0 .705 4 0 .598 2 0 .598 2
5 0 .544 1 0 .441 8 0 .374 7 0 .401 0 0 .723 2 0 .651 8 0 .535 7 0 .696 4 0 .741 1 0 .723 2 0 .633 9 0 .616 1 0 .678 6 0 .660 7 0 .642 9 0 .642 9
6 0 .470 0 0 .428 0 0 .414 4 0 .264 2 0 .324 0 0 .642 9 0 .562 5 0 .633 9 0 .660 7 0 .696 4 0 .642 9 0 .607 1 0 .741 1 0 .651 8 0 .598 2 0 .651 8
7 0 .499 0 0 .401 0 0 .387 8 0 .559 6 0 .428 0 0 .441 8 0 .616 1 0 .687 5 0 .696 4 0 .660 7 0 .839 3 0 .607 1 0 .651 8 0 .687 5 0 .687 5 0 .794 6
8 0 .544 1 0 .591 4 0 .607 6 0 .575 4 0 .624 2 0 .575 4 0 .484 4 0 .571 4 0 .598 2 0 .633 9 0 .705 4 0 .669 6 0 .571 4 0 .589 3 0 .678 6 0 .607 1
9 0 .455 8 0 .470 0 0 .123 4 0 .349 1 0 .361 8 0 .455 8 0 .374 7 0 .559 6 0 .848 2 0 .669 6 0 .705 4 0 .598 2 0 .678 6 0 .892 9 0 .642 9 0 .678 6

10 0 .528 8 0 .484 4 0 .175 2 0 .414 4 0 .299 7 0 .414 4 0 .361 8 0 .513 8 0 .164 6 0 .767 9 0 .714 3 0 .571 4 0 .669 6 0 .794 6 0 .651 8 0 .687 5
11 0 .499 0 0 .484 4 0 .361 8 0 .361 8 0 .324 0 0 .361 8 0 .414 4 0 .455 8 0 .401 0 0 .264 2 0 .625 0 0 .642 9 0 .687 5 0 .616 1 0 .598 2 0 .705 4
12 0 .387 8 0 .455 8 0 .336 5 0 .528 8 0 .455 8 0 .441 8 0 .175 2 0 .349 1 0 .349 1 0 .336 5 0 .470 0 0 .642 9 0 .633 9 0 .705 4 0 .651 8 0 .723 2
13 0 .361 8 0 .513 8 0 .499 0 0 .499 0 0 .484 4 0 .499 0 0 .499 0 0 .401 0 0 .513 8 0 .559 6 0 .441 8 0 .441 8 0 .633 9 0 .580 4 0 .758 9 0 .616 1
14 0 .513 8 0 .361 8 0 .401 0 0 .185 9 0 .387 8 0 .299 7 0 .428 0 0 .559 6 0 .387 8 0 .401 0 0 .374 7 0 .455 8 0 .455 8 0 .714 3 0 .642 9 0 .678 6
15 0 .455 8 0 .414 4 0 .164 6 0 .349 1 0 .414 4 0 .428 0 0 .374 7 0 .528 8 0 .113 3 0 .229 9 0 .484 4 0 .349 1 0 .544 1 0 .336 5 0 .660 7 0 .696 4
16 0 .513 8 0 .414 4 0 .484 4 0 .513 8 0 .441 8 0 .513 8 0 .374 7 0 .387 8 0 .441 8 0 .428 0 0 .513 8 0 .428 0 0 .275 8 0 .441 8 0 .414 4 0 .625 0
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图3 17 份鱼腥草材料基于ISSR遗传距离系数的聚类图

条件长期作用的结果,而特定的基因是药材道地性形成的关

键[ 10] 。据报道, 野生与人工栽培的鱼腥草提取物无论是挥

发性油含量或者成分都存在较大差异[ 11 - 12] 。也有报道称 ,

将相同来源的鱼腥草作不同加工处理后,其注射液指纹图谱

间存在一定差异[ 13] 。综上所述,DNA 分子标记在研究中药

药材道地性方面有着独特的优点 ,但因为道地性是一个多因

素的复杂系统,相信将DNA 分子标记与环境因素、人工栽培

加工相结合,对中药药材道地性研究具重要作用。
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