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摘要  [ 目的] 用RAPD 和AFLP 技术对采自主产区不同地域的川牛膝 Cyat hula officinalis Kuan .、头花杯苋 Cyathula capitata( Wall) Moq 及它
们的杂交品种杂交牛膝Hybri d accsssion 进行多态性和聚类分析研究。[ 方法] 用酚- 氯仿法提取的基因组DNA,经RAPD 及AFLP 程序扩
增后分别用琼脂糖凝胶和PAGE 电泳检测 ,使用NTSYSpc-2 .10s 软件用UPGMA 方法对检测结果进行聚类。[ 结果] RAPD 和AFLP 技术在
分析遗传多样性和品种鉴定方面各有优缺点 ;采自同一地方的川牛膝具有最近的亲缘关系 ,头花杯苋、杂交牛膝与其他采自各地的川牛
膝品种之间的遗传差异较大。[ 结论] 在川牛膝中,DNA 的差异与地域性有较大关系, 说明药材确有地道性的特征 ,从而在DNA 水平上
证明了药用植物上的地道性观点。
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Abstract  [ Objective] The research ai med to study the polymorphismand cl uster analysis of Cyathula officinalis Kuan. , Cyathula capitata( Wall ) Moq
and their hybrid accession by RAPDand AFLP marks . [ Method] General DNA was isolated fromthe fresh leaves of target plants by phenol-chloroform
method . RAPDand AFLP markers were applied and determined by PCRand gel electrophoresis . The determined molecular markers were analyzed though
UPGMA method of software NTSYSpc-2 .10s . [ Result] RAPD markers were more efficiency than AFLP markers on analysis of DNA polymorphism, but
AFLP markers were more efficiency in identification of accessions . The cluster analysis fromthe RAPD and AFLP data showed that Cyathula offici nalis
Kuan . fromthe same area , had the most familiar relationship , and Cyathul a officinalis Kuan. , Cyathula capit ata( Wall) Moq and their hybrid accession
shared less familiar genetic relationship . [ Conclusion] The relationship between DNA polymorphismin Cyathula officinalis Kuan . fromdifferent areas re-
vealed by the analysis of RAPDand AFLP suggested that the i mportance of provenance of medicine herbs .
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  牛膝( Cyathul a offici nalis Kuan .) 为苋科( Amaranthaceae) 植

物, 具有活血去瘀、补肾脏、强筋骨、利尿通淋、引血下行等功

效[ 1] 。现代药理研究表明 ,牛膝所含的牛膝多糖( Achyranthes

bidentata polysacchardes , ABPS) 具有抗肿瘤、抗衰老、抗病毒、

抗生育、消炎镇痛、降低血糖等作用[ 2 - 5] 。川牛膝为四川著

名地道栽培药材之一, 主产区为四川雅安市天全县, 故又名

天全川牛膝[ 6] 。目前 , 在 DNA 水平上的牛膝遗传多样性的

研究尚未见报道, 而 RAPD 和 AFLP 可以在对研究对象的遗

传背景一无所知的情况下进行分子生物学方面的探索[ 7 - 8] 。

为此, 笔者对主产区不同产地和品种的川牛膝进行了 RAPD

和AFLP 分析, 同时, 分析了地道品种和非地道品种之间的遗

传差异, 以找出各品种的特异性扩增条带, 构建中药材的指

纹图谱 ,建立简便快捷不受环境因素影响的鉴定药材道地性

体系, 并寻找与重要农艺性有关的分子标记, 旨在为川牛膝

的育种和保护提供依据, 并为遗传作图和基因克隆奠定

基础。

1  材料与方法

1 .1  材料 该研究所用的川牛膝( Cyat hul a offici nalis Kuan .)

为1977 药典首载以来历届药典所载品种。头花杯苋[ Cy-

at hul a capit at a( Wall) Moq] 俗称麻牛膝、苦麻牛膝 ,为川牛膝的

赝品。杂交牛膝( Hybid accession) 为川牛膝和头花杯苋的杂

交种[ 6 - 9] 。所有材料由四川农业大学副教授范巧佳采集提

供, 详细情况见表1。

1 .2 方法

1 .2 .1 DNA 提取。种子在室温下发芽至2 心1 叶时,取幼苗

真叶用酚 - 氯仿法提取 DNA[ 10] 。提取的 DNA 经0 .8 %琼脂

糖凝胶电泳检测后, 测定 DNA 浓度,置于4 ℃下备用。

1 .2 .2  RAPD 试验程序。随机选用 OPI 、OPN、OPW、OPL、

OPF、OPU、OPB 共7 组140 条RAPD 引物进行PCR 扩增。PCR

扩增程序参照 Williams 等所用方法[ 1] , 并略有改进。取扩增

产物10 μl 在1 .4 % 的琼脂糖凝胶上电泳, 紫外灯下观察并

照相。

表1 试验所用怀牛膝,头花杯苋及2 者的杂交种

Table 1 Samples of Achyranthcs bidentata Blume, Cyathula capitata Moq .

andtheir hybrids

品种Species 编号Code 产地Producing area

川牛膝 N1 乐山永胜乡

( Cyathula officinalis Kuan.) ( Yongsheng Town, Leshan)

杂交牛膝 N2 天全大河乡

( Hybrid accession) ( Dahe town, Tianquan)

川牛膝 N3 天全新沟

( Cyathula officinalis Kuan.) ( Xingoutown, Tianquan)

川牛膝 N4 天全新沟

( Cyathula officinalis Kuan.) ( Xingoutown, Tianquan)

川牛膝 N5 天全紫石乡

( Cyathula officinalis Kuan.) (Zishi town, Tianquan)

川牛膝 N6 天全紫石乡

( Cyathula officinalis Kuan.) (Zishi town, Tianquan)

头花杯苋 N7 西昌米易县

[ Cyathula capitata( Wall) Moq] ( Miyi Town , Xichang)

1 .2 .3 AFLP 试验。随机选取E、M、P 引物组中的2 个形成

引物组合进行酶切、连接和PCR 扩增反应。样品变性后, 在

85 W恒功率下用5 %的聚丙烯酰胺凝胶分离扩增产物 ,最后

用银染法进行检测。详细步骤参考Vos 等所用方法[ 8] 。

1 .3 数据统计与分析  RAPD 及AFLP 的扩增产物以0、1 统

计,建立DNA 指纹数据库。若相同迁移率位置有带则赋值
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为1 , 若无带则赋值为0 , 得到原始数据表征矩阵。使用

NTSYSpc-2 .10s软件用 UPGMA 方法进行聚类, 得到聚类树

形图。

2  结果与分析

2 .1 川牛膝RAPD 试验结果 从OPI、OPN、OPW、OPL、OPF、

OPU、OPB 共7 组140 条引物中筛选出30 条具有多态性扩增

且重复性好的引物 ,分别是OPB4 条,OPL 4 条,OPI 1 条 ,OPN

3 条,OPU8 条,OPW11 条, 共扩增出232 条清晰可辨的条带

( 表2) 。电泳图谱见图1。NTSYS 聚类结果如图2 所示。

  从图1 可以看出,川牛膝RAPD 扩增片段的大小有较大

表2 川牛膝RAPD引物筛选结果

Table 2 Screening results of RAPDpri mers for Cyathula offici nalis Kuan.

编号
Code

引物
Pri mer

总条带数
Total number

of bands
条

多态性条带
Polymorphic bands

数目∥条
Amount

百分比∥%
Percentage

特异性条带
Specific bands

数目∥条
Amount

百分比∥%
Percentage

特异性条带所
区分品系数

Number of the lines
differentiated by
specific bands

特异性条带所
区分品系名称

Name of the lines
differentiated by
specific bands

  1 OPB-05   7    7    100 .0 1    14 .3 1 N2-1

2 OPB-07 6 4 66 .7 2 50 .0 2 N2-1 ,N3-1

3 OPB-17 5 4 80 .0 0 0 0

4 OPB-20 7 6 85 .7 2 33 .3 2 N1-1 ,N4-1

5 OPI-17 6 4 66 .7 1 25 .0 1 N3-1

6 OPL-03 5 4 80 .0 2 50 .0 2 N2-1 ,N3-1

7 OPL-04 6 4 66 .7 0 0 0

8 OPL-05 8 8 100 .0 0 0 0

9 OPN-03 5 5 100 .0 2 40 .0 1 N2-2

10 OPN-5 10 8 80 .0 2 25 .0 1 N2-2

11 OPN-12 6 5 83 .3 0 0 0

12 OPU-01 12 10 83 .3 2 16 .7 1 N2-1

13 OPU-05 12 10 83 .3 2 16 .7 1 N2-1

14 OPU-07 12 9 75 .0 4 33 .3 2 N2-2 ,N3-2

15 OPU-08 12 9 75 .0 3 25 .0 2 N2-2 ,N3-1

16 OPU-13 14 13 92 .9 2 15 .4 2 N1-1 ,N5-1

17 OPU-17 5 4 80 .0 1 20 .0 1 N3-1

18 OPU-18 5 4 80 .0 1 20 .0 1 N1

19 OPU-19 8 8 100 .0 4 50 .0 3 N3-2 ,N2-1 ,N1-1

20 OPW-01 7 5 71 .4 1 14 .3 1 N2-1

21 OPW-09 7 5 71 .4 3 42 .9 2 N4-2 ,N2-1

22 OPW-10 5 3 60 .0 1 20 .0 1 N2-1

23 OPW-12 10 9 90 .0 0 0 0

24 OPW-13 8 7 87 .5 2 25 .0 1 N3-2

25 OPW-14 7 7 100 .0 1 14 .3 1 N2-1

26 OPW-15 7 5 71 .4 1 14 .3 1 N2-1

27 OPW-16 8 5 62 .5 3 37 .5 1 N6-3

28 OPW-17 7 7 100 .0 6 85 .7 4 N3-1 ,N2-1 ,N1-3 ,N4-1

29 OPW-18 5 3 60 .0 0 0 0

30 OPW-20 9 8 88 .9 3 33 .3 2 N1-2 ,N3-1

总计Total  231   183    79 .2   52    22 .5 6 N1-9 , N2-22 , N3-13 , N4-4 ,
N5-1 ,N6-3

平均值Average 7 .7 6 .1 1 .7

 注 :多态性条带百分比= ( 多态性条带数/ 扩增条带总数) ×100 % ; 特异性条带指电泳图谱中某品系独有的条带 ; 特异性条带百分比= ( 特异性条带

数/ 扩增条带总数) ×100 % ; 特异性条带所区分的品系名称后所带的数字为该品系所具有的特异性条带数目。下表同。

 Note :Percentage of polymorphic bands = Number of polymorphic bands/ Total number of amplified bands ×100 % ; Specific bands are the specific bands of some line

in the electrophoretogram; Percentage of specific bands = Number of specific bands/ Total number of amplified bands ×100 % ; ; The number onthe back of

the name of the lines differentiated by specific bands are the number of specific bands of this line . The same as below.

的差异 ,有些引物的扩增片段在3 000～600 bp( OPU- 13) , 而另

一些引物的扩增片段在2 000～500 bp( OPU- 18) 。

从表2 可以看出, 川牛膝的 RAPD 的电泳图谱的多态性

条带率为79 .2 % ,特异性条带率较高,达22 .5 % ,可以区分出

所要分析的所有6 个川牛膝品系; 引物 OPW-17 的特异性条

带率最高, 达85 .7 % , 其特异性条带可区分 N1、N2、N3、N4 4

个样品, 可鉴定出的品系数目也是所有引物中最多的; 在30

条引物所产生的52 条特异性条带中 ,N2 的特异性条带最多

为22 条, 其次是 N3 , 共有 13 条特异性条带。最有效的是

OPU- 17、OPU-13 和OPW-16 3 个引物。

从图2 可以看出, 采自天全紫石乡的 N5、N6 具有最近的

亲缘关系, 它们之间的遗传相似系数为0 .83 ; 其次是采自金

河口永胜乡的N1 和采自天全新沟的N4 ,它们之间的相似系

数为0 .71 ; 杂交牛膝 N2 与其他采于各地的牛膝品系之间的

遗传差异最大 , 其相似系数只有0 .51。纵观聚类图可以看

出,通过RAPD 分析可以把所有样品分为3 类, 即N5、N6 为1
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注 :1～6 分别为N1～N6 ;M为DNA marker。

Note :1 . N1 ; 2 . N2 ; 3 . N3 ; 4 . N4 ; 5 . N5 ; 6 .N6 ; Mstands for DNA marker .

图1 随机引物OPU-13,OPU-17,OPU-18,OPU-19扩增牛膝的DNA样本电泳结果

Fig.1 Electrophoresis results of DNAsamples fromachyranthes amplified by randomprimers OPU-13, OPU-17, OPU-18,OPU-19

图2 川牛膝RAPD 聚类结果

Fig .2 RAPDcluster results of Cyathula officinalis Kuan.

类,N1、N4、N3 为1 类,N2 为最后1 类。这表明川牛膝的遗传

多样性与地域和品系间差异有关。

2 .2 AFLP 试验结果 通 过对145 对E/ M引物 组合,92 对

M/P 引物 组 合, 72 对 E/ P 引 物 组 合 进 行筛 选 , 寻 找 出

M43/ P33、P03/ E23、P18/ E11、P26/ E35、P47/ E53、P55/ E42、

P62/ E59、P67/ E66、P91/ E87 共9 对重复性好、具多态性的引

物组合, 扩增出445 条清晰可辨的条带。引物筛选结果见表

3 ,代表性电泳图谱见图3。在 AFLP 的分析中增加了头花杯

苋( N7) , 为了使分析结果与 RAPD 的结果具有可比性, 将

AFLP 矩阵中的N7 列删去进行分析 ,所得结果见表4 ,NTSYS

聚类结果如图4 所示。

  从表3 可以看出,9 个AFLP 引物组合共扩增出445 条清

晰可辨的条带,平均每个引物组合扩增出的条带数为49 .4 ,

多态性条带46 .6 , 多态性条带率达94 .4 % ;AFLP 的多态性条

表3 川牛膝AFLP 引物筛选结果

Table 3 Screening results of AFLP primers for Cyathula officinalis Kuan.

引物组合
Pri mer

combination

3’末端特异序列
3’-end specific

sequence

总条带数
Total number
of bands∥条

多态性条带
Polymorphic bands

数目∥条
Amount

百分比∥%
Percentage

特异性条带
Specific bands

数目∥条
Amount

百分比∥%
Percentage

特异性条带所
区分品系数

Number of the lines
differentiated by
specific bands

特异性条带所
区分品系名称

Name of the lines
differentiated by
specific bands

M43/ P33 ATA/ AAG    50    47    94 .0       9    18 .0 5 N1-4 , N2-1 , N3-1 ,
N4-2 ,N7-1

P03/ E23 G/ TA 57 54 95 .7 7 12 .3 4 N1-2 , N3-2 , N4-2 ,
N5-1

P18/ E11 CT/ AA 51 47 92 .2 8 15 .7 4 N2-5 , N4-1 , N6-1 ,
N7-1

P26/ E35 ACT/ TT 40 36 90 .0 6 15 .0 3 N1-1 ,N2-4 ,N6-1

P47/ E53 ATT/ CCG 51 49 96 .2 12 23 .5 6 N1-2 , N2-3 , N3-3 ,
N4-1 ,N5-2 ,N7-1

P55/ E42 CGA/ AGT 61 54 88 .5 4 6 .6 3 N1-1 ,N3-2 ,N5-1

P62/ E59 CTT/ CTA 47 42 91 .5 9 19 .2 5 N1-5 , N2-1 , N3-1 ,
N5-1 ,N7-1

P67/ E66 GAT/ GAT 48 48 100 .0 18 37 .5 6 N1-6 , N2-3 , N4-2 ,
N5-5 ,N6-1 ,N7-1

P91/ E87 TTA/ TGA 41 38 95 .1 10 24 .3 5 N1-3 , N2-2 , N3-2 ,
N5-2 ,N7-1

总计Total 445 .0 413 .0 94 .4 83 .0 18 .7 7 N1-24 , N2-21 , N3-
11 , N4-8 , N5-12 ,
N6-3 ,N7-6

平均值Average 49 .4 46 .6 9 .2
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注 :1～7 分别为N1～N7 ; 左面 7 个条带为以P67/ E66 为引物扩增

的电泳图谱 ; 右面 7 个条带为以 P47/ E43 为引物扩增的电泳

图谱。

Note :1 .N1 ; 2 .N2 ; 3 .N3 ; 4 .N4 ; 5 .N5 ; 6 .N6 ; 7 .N7 ; The left 7 bands

were the electrophoretogram amlified by pri mer P67/ E66 and the

right 7 bands were the electrophoretogram amlified by pri mer

P47/ E43 .

图3 AFLP 引物组合P67/E66 和P47/E43 扩增川牛膝的电泳图

谱

Fig .3  Electrophoretogramof Cyat hula officinalis Kuan. amplified

by AFLP pri mer combinations P67/E66 and P47/E43

带数和多态性条带率皆高于RAPD, 这与P .C.Shaw 等对兵豆

属的研究及 Mackill 等对水稻基因组多样性方面的研究结果

相一致[ 11 - 12] 。9 个引物组合共扩增出83 条特异性条带 , 特

异性条带率为18 .7 % , 可以区分出全部7 个牛膝品系; 引物

组合P67/ E66 扩增出的特异性条带及其可区分的品系数皆最

多,共扩增出特异条带18 条 ,可区分除 N3 以外的其他6 个牛

膝品系。在83 条特异性条带中,N1 的特异性条带最多,达24

条,其次是N5 有12 条。几乎所有的任意2 个引物组合都可

以鉴别出所有样品 , 显示了 AFLP 用于构建指纹图谱的优

越性。

从表4 可以看出, 将 AFLP 矩阵中的 N7 列删去后, 川牛

膝种内各品系的多态性条带率为86 .1 % , 特异性条带率为

17 .5 %。

  从图4 可以看出,N5、N6 具有最近的亲缘关系,它们之间

的遗传相似系数为0 .76 ,这与RAPD 的聚类结果相一致; 头花

杯苋N7 与其他品系之间的遗传相似性最低, 它们之间的相

似系数只有0 .51 ,杂交牛膝 N2 与 N3、N4、N5、N6 之间的遗传

相似系数为0 .62 ,而 N1 与其他牛膝品系之间的相似系数却

只有0 .52 , 这与RAPD 的聚类结果有较大的差异。从牛膝的

RAPD 和 AFLP 的聚类图上可以看出 ,采自同一地方的 N5、N6

在聚类图上的位置较为一致, 其他栽培系和杂交种牛膝在2

个聚类图上的位置则差异较大。比较 RAPD、AFLP 聚类图发

现 ,RAPD聚类结果更接近牛膝品系地理分布的实际情况 ,

表4 川牛膝AFLP 引物筛选删除N7 列后所得结果

Table 4 Screening results of AFLPpri mers after deleting N7

引物组合
Pri mer combination

总条带数∥条
Total number of bands

多态性条带Polymorphic bands

数目Amount∥条 百分比Percentage∥%

特异性条带Specific bands

数目Amount∥条 百分比Percentage∥%

M43/ P33      49     44 89.8     8     16 .3

P03E23 57 44 77.2 7 12 .3

P18/ E11 50 42 84.0 7 14 .0

P26/ E35 40 36 90.0 6 15 .0

P47/ E53 50 44 88.0 11 22 .0

P55/ E42 61 47 77.0 4 6 .6

P62/ E59 46 41 91.5 8 17 .4

P67/ E66 47 42 89.3 18 37 .5

P91/ E87 41 38 92.7 10 24 .3

总计Total 439 .0 378 86.1 77 .0 17 .5

平均Average 48 .8 42 8 .9

图4 川牛膝AFLP 聚类结果

Fig .4 AFLP cluster results of Cyathula offici nalis Kuan.

C.Degani 等对草莓的 RAPD 和 AFLP 聚类图进行比较研究 ,

也得出一致的结论[ 13] 。

3  结论与讨论

3 .1  AFLP 引物及引物组合的筛选  从筛选出的引物组合

来看, 适合川牛膝的引物组合除1 个M/ P 组合外其余全部是

P/ E组合。而目前文献报道的 AFLP 方法多用 E/ M 引物组

合[ 14 - 18] ,也有用 PstI( CTGCA/ G) / Taq ( T/ CGA) 引物组合或

P/ M等引物组合的[ 19 - 20] , 但这些引物组合的使用有1 个共同

的特点, 即它们都是多切点酶( 4 碱基) ( Frequent cutter) 和稀少

切点酶( 6 碱基) ( Rare cutter) 的组合。而该研究所筛选出的适

合于牛膝扩增的P/ E 引物组合则是 Rare cutter 与 Rare cutter

的组合, 这种类型的引物组合未见成功使用的文献报道。双

稀有酶切位点引物组合应用的成功, 为 AFLP 选用新的内切

酶和进行引物设计提供了新的思路, 也为用常规引物组合难

以进行有效的AFLP 扩增的植物进行 AFLP 分析提供了有益

的借鉴。

3 .2  川牛膝的遗传多样性和地道性  用 RAPD 方法对川牛

膝进行遗传多样性分析, 其多态性条带率为79 .2 % ;AFLP 的
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多态性条带率为86 .1 %。可以看出, 川牛膝各栽培系之间有

较大的遗传变异。RAPD 聚类结果表明 , 川牛膝与头花杯苋

的杂交种与其他栽培种的川牛膝之间具有最小的遗传相似

系数, 说明杂交牛膝与其他栽培品系的川牛膝之间存在较大

的遗传差异。Nei 认为对于样品较少的群体, 通过分析大量

的基因位点可以抵消样品数较少引起的误差[ 21] 。而增加引

物的数目, 是RAPD 获得大量基因位点的重要措施。该研究

中所取的材料个体数较少,但是通过对140 条引物的筛选, 得

到30 条具特异性扩增且重复性好的引物, 共产生231 条清晰

可辨的条带。如此多的条带数目在一定程度上弥补了样品

数目少的不足, 使聚类结果的可靠性增加。

为了进一步研究杂交牛膝和川牛膝之间的遗传关系, 在

进行AFLP 分析的时候增加了采自四川省攀枝花米易县的头

花杯苋。聚类结果显示: 头花杯苋 N7 与杂交牛膝和栽培牛

膝的遗传相似性最低, 杂交牛膝 N2 与 N3、N4、N5、N6 也具有

较远的亲缘关系。而采自乐山金口河永胜乡的川牛膝 N1 与

除N7 以外的其他品系的牛膝有如此远的亲缘关系, 一方面

说明地域差异对川牛膝的遗传多样性有较大影响, 另一方面

说明乐山的川牛膝可能为伪品 , 需要进一步研究证实, 同时

也说明地域对药材道地性的重要。

川牛膝与杂交牛膝、头花杯苋较大的遗传差异表明, 应

用分子生物学方法可以很容易地将2 者区分开来。从形态

差异及 AFLP 和 RAPD 图谱的差异可以推断, 川牛膝与杂交

牛膝、头花杯苋在药理、药效方面也会有一定的差异。因此 ,

进行川牛膝的去杂保纯将是栽培需要注意的主要问题。

牛膝是可以进行异花授粉的植物, 大量的基因重组使牛

膝种内形成较为丰富的遗传多样性。由于该研究的多数样

品采自天全县境内, 距离较近, 无法判断地域因素对牛膝遗

传多样性究竟有多大影响, 但从 RAPD 和 AFLP 的聚类图上

还是可以看出: 采自同一地方的 N5、N6 具有最近的亲缘关

系,从侧面说明地域因素可能对牛膝的遗传多样性有一定

影响。
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律, 可通过杂交保留此突变, 使杂交后代具有产多羔的

性能。

研究结果表明 ,3 个绵羊群体间产羔数差异极显著, 而

且萨寒杂交羊的多羔率和平均产羔数均明显高于纯种萨福

克羊, 说明利用多胎品种小尾寒羊对萨福克羊的繁殖性能

进行杂交改良是有效可行的。该研究方法和结果可应用于

萨寒杂交羊选育过程, 将该项技术与常规育种方法相结合,

通过对杂交后代繁殖性能表型的鉴定与基因型对比, 淘汰

杂交后代中野生基因型个体, 选择杂合突变基因型个体 , 可

望获得高繁殖性能的肉用杂交绵羊新品种( 系) [ 10] 。

由于现场条件限制 , 研究的个别绵羊群体样本数量偏

少, 还需扩大样本数量 , 增加结果的可信度。
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