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摘要  [ 目的] 从DNA 水平揭示整个榕属植物的分类及系统发育规律。[ 方法] 应用随机扩增多态性DNA( RAPD) 技术 , 对粤西地区常见
榕属植物进行基因组DNA 多态性分析。[ 结果] 结果表明 , 榕属植物多态性占72 .93 % , 显示出榕属植物丰富的遗传多样性。[ 结论]
RAPD 技术可以从分子水平鉴定榕属植物品种 , 揭示榕属植物种质资源的亲缘关系以及遗传背景 , 为榕属植物的栽培育种及资源的合
理保护提供科学依据。
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RAPD Analysis of Several Familiar Ficus Plant inthe Western Guangdong
HUANG Yong-lian et al  ( Zhanjiang Normal College , Zhanjiang ,Guangdong 524048)
Abstract  [ Objective] The classification and phyletic evolution rule of the Ficus plant was revealed at DNAlevel .[ Method] The polymorphismof ge-
nomic DNAof some familiar Ficus Plants inthe western Guangdong were analyzed withrandomamplified polymorphic DNA( RAPD) technology . [ Result]
The results showed that the polymorphismof the Ficus plants was 72 .93 % , and the Ficus plants had abundant genetic diversity . [ Conclusion] RAPD
technology canidentify Ficus plant varieties at the molecular level and reveal the relationshi p and the genetic background of Ficus plant idioplasmre-
sources , at the same ti me , it can also provide a scientific basis for the cultivation、breeding and the reasonable protection of Ficus plant .
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  榕属( Ficus) 植物隶属于桑科( Moraceae) , 是重要的观赏

植物, 全球共800 余种, 我国约有98 种, 主要分布在热带、亚

热带地区。榕树的很多种类具有“盘根现象”、“绞杀现象”,

树冠大而多姿, 能形成空中花园, 景观奇特雄伟[ 1] 。长期以

来, 关于榕属植物遗传多样性的研究主要集中在形态学、生

理学、细胞学以及同工酶的研究上。榕属植物的分类主要依

据叶形、隐头花序、花梗、雌雄花等形态学方面的特征, 具有

相当大的局限性[ 2] , 分子标记技术的不断成熟为遗传资源的

鉴定分类和进化起源等的研究提供了一个更为准确和可靠

的方法。因此, 利用 RAPD 标记弥补传统研究方法的不足 ,

从DNA 水平揭示整个榕属植物的分类及系统发育规律是十

分必要的。

1  材料与方法

1 .1  材料 粤西地区湛江寸金公园和南亚植物园的6 种榕

属( Ficus) 植物嫩叶( 表1) 。

表1 试验材料的编号与来源

Table 1 Number andsources of experi mental materials

编号

No .

实验材料

Experi mental materials

地点

Sites

采集株数∥株

Sampling number

时间

Date

凭证标本

Voucher
S1 笔管榕( F . wightidna Wall . ) 广东湛江寸金公园 10 2007-03 LWR2004050B14

Cunjin Gardenin Zhanjiang of Guangdong Province
S2 梨果榕( F . pyriformis Hook . et Arn.) 南亚植物园 10 2007-03 LWR2004050811

South Asia Botanical Garden
S3 小叶榕( F . microcarpa Var pusillifolia) 南亚植物园 10 2007-03 LWR2004050815

South Asia Botanical Garden

S4 黄葛树( F .lacor Buch- Ham) 广东湛江寸金公园 10 2007-03 LWR2004050807

Cunjin Gardenin Zhanjiang of Guangdong Province

S5 对叶榕( F .benjamina L) 南亚植物园 10 2007-03 LWR2004050809

South Asia Botanical Garden

S6 高山榕( F . altissima Bl) 广东湛师校园 10 2007-03 LWR2004050817

Campus of Zhanjiang Normal University in Guangdong

 注 : 凭证标本依据文献[ 3 - 4] 。

 Note : Voucher was accorded to references[ 3 - 4] .

1 .2 方法

1 .2 .1 植物总DNA 的提取[ 5 - 6] 。①取榕树嫩叶5 g 于研钵

中, 加入液氮快速研磨成粉末后转移到离心管中, 同时加入

适量蛋白酶K, 用力摇匀。②60 ℃水浴1 h , 每隔15 ～20 min
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颠倒混匀, 然后室温放置10 min , 其间摇动1 ～2 次。③10 000

r/ min 离心10 min , 将上清液转移至新管 , 加Tris 饱和酚至满

管, 颠倒混匀。④10 000 r/ min 离心10 min , 取上清液移至新

管, 加氯仿∶异戊醇( V∶V= 24∶1) 至满管 , 颠倒混匀 , 重复2 ～3

次。⑤10 000 r/ min 离心10 min , 取上清液移至新管 , 先加

1/ 10 体积4 ℃预冷的3 mol/ L 醋酸钾, 再加4 ℃预冷的异丙醇

至满管 , 将离心管轻轻颠倒混匀几次,4 ℃放置10 min 以上。

⑥10 000 r/ min 离心10 min , 弃上清液 , 沉淀用70 % 乙醇洗涤2

次, 再用无水乙醇洗涤1 次。⑦风干后 , 加50 μl TE 液溶解 ,
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电泳检测。

1 .2 .2  PCR 扩增。PCR 扩增反应条件为:20 μl 反应体积;1

×Taq 酶 buffer ( Sangon 公司) ; 约2 ～4 ng 模板 DNA;2 .0

mmol/ L MgCl2 ;200 μmol/ L dNTP ( Sangon 公司) ;Taq 酶1 个单

位( Sangon 公司) ;15 ng/ 20 μl 引物( Operon 公司) 。空白对照

用三蒸水代替模板 DNA, 其余的成分不变。PCR 扩增按下

列程序进行:94 ℃4 min , 一个循环;94 ℃ 1 min→35 °C 2 min

→72 ℃2 min ,45 个循环;72 ℃8 min 一个循环。PCR 扩增完

成后, 取15μl 扩增产物点样于ρ= 1 % 琼脂糖凝胶上, 在1 ×

TAE 缓冲液中电泳、稳压( 4 v/ c m) , 电泳约2 .5 h ,2 Kb ladder

DNA 用作分子量标记。凝胶成像系统观察。

2  结果与分析

2 .1  多态性分析 用6 个不同引物对6 种不同榕属植物进

行PCR 扩增 , 结果表明, 不同的引物所扩增的条带数不同; 同

一引物不同种植物扩增的条带数也不相同。多态性带占总

数的72 .93 % , 表现出榕属植物丰富的遗传多样性( 表2) 。

表2 6 种榕属植物扩增结果

Table 2 Amplification results of 6kinds of Ficus plants

材料编号

Material No .

引物

Pri mer

DNA 序列( 5' ～3')

DNAsequence

总条带条

Total

bands

多态性条带∥条

Polymorphism

bands

多态性∥%

Polymorp-

hism

单态性条带∥条

Monomorphic

bands

单态性∥%

Monomorphism

特异条带∥条

Special

bands

特异性∥%

Speciality

S1 I1 5' ACCTGGACAC3' 7 7   100 .0 0    0 2     28 .6
S2 J20 5' AAGCGGCCTC3' 7 3 42 .9 4 57 .1 0 0
S3 J6 5' TCGTTCCGCA3' 9 8 88 .9 1 11 .1 5 55 .6
S4 L11 5' ACGATGAGCC 3' 6 5 83 .3 1 16 .7 0 0

S5 I11 5' ACATGCCGTG 3' 8 5 62 .5 3 37 .5 1 12 .5

S6 I20 5' AAAGTGCGGC3' 5 3 60 .0 3 40 .0 0 0

平均合计Average total 7 5 72 .9 2 27 .0 1 16 .1

2 .2 亲缘关系分析  在电泳图谱上每一DNA 片段被看作一

个可区分的分子标记 , 同一标记位点有带者( 包括强带和弱

带) 记作1 , 缺乏记作0 , 选取长度在200 ～2 200 bp 并且可重

复的 DNA 带记录待分析。各个样品间的相似性系数采用如

下公式[ 7] 计算: F = 2 Nxy/( Nx + Ny) ( 式中, Nx 和 Ny 分别为

群体 x 和 y 的扩增多态 DNA 片断数; Nxy为两群体间相同的

片段数。) ; 遗传距离采用下列公式[ 7] 计算: D = 1 - F( D 为

遗传距离, F 为相似性系数) 。采用Phylip3 . 6 软件, 选用

UPGMA 法对所求得的相似性系数和距离系数矩阵进行聚类

分析( 表3) 。

表3 6 种榕属( Ficus) 植物相似性系数( 上) 及距离系数( 下)

Table 3 Si milaritycoefficient (above) and distancecoefficient ( below) of 6

kinds of Ficus plants

S1 S2 S3 S4 S5 S6

S1 0 .547 6 0 .523 8 0 .595 2 0 .452 4 0 .500 0
S2 0 .452 4 0 .499 9 0 .523 8 0 .333 3 0 .481 6

S3 0 .476 2 0 .500 1 0 .523 5 0 .357 1 0 .452 4

S4 0 .404 8 0 .476 2 0 .476 5 0 .357 2 0 .523 7

S5 0 .547 6 0 .666 7 0 .642 9 0 .642 8 0 .433 3

S6 0 .500 0 0 .518 4 0 .547 6 0 .476 3 0 .566 7

 注 : 表3 中对角线以上为 F 值( 相似性系数) , 对角线以下为 D 值( 距

离系数) , 相似性系数从0 .333 3 ～0 .595 2 , 距离系数从0 .404 8 ～

0 .666 7 。

 Note :Diagonal above in Table 3 is F value ,diagonal belowis D value .Si mi-

larity coefficient is from0 .333 3 to 0 .595 2 ;distance coefficient is from

0 .404 8 to 0 .666 7 .

  由表3 可知, 不同种植物之间具有差异性, 笔管榕和黄

葛树之间的相似性系数最大, 为0 .595 2 ; 距离系数最小 , 为

0 .404 8 , 说明笔管榕和黄葛树亲缘关系最近。对叶榕和梨果

榕之 间相似 性系数最 小, 为 0 .333 3 ; 距离系数 最大, 为

0 .666 7 , 说明对叶榕和梨果榕之间亲缘关系最远, 分析结果

与这几种榕属植物的形态特征吻合[ 8 - 9] ( 图1) 。

  也存在与经典分类学结论不完全吻合的。梨果榕是灌

木植物, 与其他几种乔木植物的形态有较大差异, 但试验结

果分类不明显, 可能是由于在提取总 DNA 的过程中材料所

含酚类物质太多, 提取DNA 的质量受到影响, 这还需要进一

步的探讨。

图1 6 种榕属植物RAPD 聚类分析

Fig.1 RAPDcluster analysis diagramof 6kinds of Ficus plants

3  结论

物种的遗传多样性是大自然最珍贵的资源, 是人类赖以

生存的基础。一个物种的进化潜力和抵御逆境的能力取决

于种内遗传变异的大小 , 遗传多样性越丰富, 对环境变化的

适应能力越强。榕属植物有丰富的遗传多样性, 所以榕属植

物对环境变化的适应能力强, 寿命较长而且景观奇特雄伟 ,

成为重要的观赏植物[ 10 - 11] 。从分子生物学水平对榕属植物

进行分类及系统发育的研究, 可为我国榕属植物种质资源的

合理评价、有效保护和持续利用提供重要的科学依据。
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图12 小梅山猪垂体免疫组化对照

Fig .12  Negative control of i mmunohistochemistry in pituitary of

small Meishan pig

图13 Kiss-1 mRNA 在小梅山猪下丘脑- 垂体- 卵巢各时期的相

对表达丰度

Fig .13 The expression abundanceof Kiss-1 mRNAinhypothalamus

- ovary- pituitary of small Meishan pig

图14 小梅山猪初生～90 日龄LH 和FSH 浓度变化

Fig .14 Concentrationchanges of LHand FSHof small Meishanpig

fromnewbornto 90d

龄开始出现3 级卵泡之前其血清LH 浓度出现上升[ 13] , 而笔

者的试验也有类似现象, 初步认为此阶段的LH 浓度上升对

促进腔前卵泡向有腔卵泡发育转变具有重要意义, 因为在60

日龄之前的母猪卵巢切片上几乎很难观察到3 级卵泡。

由该试验可得出, 若排除出生前机体自身激素水平过高

的因素, Kiss-1 mRNA 在各日龄的表达丰度与血浆LH 和FSH

水平相似并呈显著相关( r = 0 .793、0 .320) , 说明 Kiss- 1 mRNA

对LH 和FSH 的调节主要发生在转录水平, 同时 Kiss-1 mRNA

水平与初情期前后性激素分泌水平具有相似周期变化规律。

可见, Kiss-1 mRNA 对猪生殖激素具有一定调控作用。

据此可认为 , Kiss-1 基因在猪初情期的下丘脑 - 垂体 -

卵巢轴推动了其初情期的启动, 维持其生殖功能, 在雌性中

枢神经系统生殖调控中起到关键作用, 是控制猪初情期启动

的关键因子。
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