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摘要  [ 目的] 探索鉴别苍术素高含量株与低含量株的方法 ,为筛选高含量苍术素株苗提供理论依据。[ 方法] 对茅山100 个苍术单株
进行苍术素含量测定分析 , 从中选取3 个高含量株和3 个低含量单株, 将其总DNA 用于茅苍术- 苍术素相关性RAPD 研究。[ 结果] 在
所筛选的132 个随机引物中, 引物B16 ( 5′- TTTGCCCGGA-3′) 和F15 ( 5′- CCAGTACTCC-3′) 可以对苍术素高含量株与低含量株进行鉴别。
用这2 条引物分别对3 个高含量单株和3 个低含量单株进行扩增 , 结果表明 , 高含量株系的特异性条带只在高含量单株中存在 , 低含量
株系的特异性条带只在低含量单株存在。[ 结论] 该研究成功找到了与苍术素高含量株或低含量株相关的分子标记。
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Abstract  [ Objective] The ai mwas to explore the methodfor i dentifyingthe plants with highandlowatractylodin content and provide the theoretical basis
for screening the high content atractylodin seedlings . [ Method] The atracylodin content of 100 atractylodes indivi duals from Mt . Maoshan was tested and
analyzed , in which 3 individuals with high atracylodin content and 3 individuals withlowatracylodi n content were selected and their total DNA were used
for the atracylodin-associated RAPDresearch. [ Result] The pri mers B16 (5′- TTTGCCCGGA-3′) and F15 (5′- CCAGTACTCC-3′) could disti nguishindi-
viduals with high atracylodi ncontent fromthe individuals withlowones and the 3 individuals with high atracylodin content and 3 indivi duals withlowones
were amplified usi ngthe 2 pri mers . The result showed that the specific bands of the high content atractylodin strains existed only in the atractylodes indi-
viduals with high atractylodin content and that of the lowcontent atractylodin strains existed only inthe atractylodes indivi duals withlowatractylodin con-
tent . [ Conclusion] This research found the high content or lowcontent atracylodin-associated molecular markers successfully .
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  苍术( Rhizoma atractylodis) 是我国著名传统中药材, 来源

于菊 科( Compositae) 苍术 属( Atractylodes DC.) 茅 苍 术( A.

l ancea( Thunb) DC.) 和北苍术( A . chinensis( DC.) Koidz .) 的干

燥根茎[ 1] 。《中国植物志》将茅苍术和北苍术合并为1 种苍

术( A. lancea( Thunb) DC.) [ 2] 。茅苍术根茎挥发油的主要化

学成分为苍术素、苍术酮、β- 桉叶醇和茅术醇等, 不同产地的

苍术挥发油组成成分和含量差异较大[ 3] , 江苏道地茅苍术总

挥发油含量比非道地苍术药材低 , 其主成分为苍术酮和苍术

素, 且苍术素、苍术酮、β- 桉叶醇及茅术醇呈现出一种特定的

配比关系 ; 而非道地苍术挥发油的主要成分为茅术醇和β- 桉

叶醇[ 4] 。郭兰萍等研究认为, 茅苍术道地药材的形成具有逆

境效应, 道地产区特定的生态条件是其形成的重要因素[ 5] 。

薛焱等研究结果表明, 不同薯蓣皂苷元含量的盾叶薯蓣样品

间遗传差异与形态、地理来源差异没有必然的联系, 但与薯

蓣皂苷元量差异具有相关性, 推测盾叶薯蓣的遗传基础可能

对薯蓣皂苷元的形成和积累有显著的影响[ 6] 。张国防等研

究发现 , 不同樟树单株间的亲缘关系主要取决于其叶精油的

主要化学成分类型, 但也与主成分的含量相关 , 表现出含量

相近的趋同性, 利用RAPD 技术可以对樟树叶精油主成分含

量高株进行筛选[ 7] 。笔者拟对同一生境下的100 个茅山苍术

单株进行苍术素含量测定,从中选出苍术素高含量单株和低含

量单株进行RAPD 分析, 以期找到鉴别苍术素高含量株与低含

量株的方法, 为筛选高含量苍术素株苗提供理论依据。

1  材料与方法

1 .1  材料 2006 年4 月, 在茅山地区汤山境内 , 于同一生境

下随机采集100 株茅苍术单株, 经准确鉴定, 凭证标本存于

江苏省中科院植物研究所。将根茎洗净, 称重,30 ℃烘箱烘

干。新鲜叶片用于总 DNA 提取, 备用。

1 .2 方法

1 .2 .1  茅苍术 - 苍术素相关性研究试验体系的建立。将

100 个茅苍术样品的苍术素含量进行比较[ 8] , 从中选出3 个

高含量株与3 个低含量株, 将其总DNA 用于茅苍术- 苍术素

相关性 RAPD 研究。

1 .2.2 茅苍术- 苍术素相关性 RAPD 研究。

(1) 总 DNA 的提取、纯化和检测。参照 Paterson 等[ 9]

CTAB 法提取植物总 DNA 。提取的 DNA 用北京莱博生物实

验材料研究所生产的 DNA 纯化回收试剂盒纯化后, 溶解于

灭菌双蒸水中, - 20 ℃贮藏, 备用。

纯化后的 DNA 在0 .8 % 琼脂糖凝胶中电泳40 min 后, 在

紫外灯下判断DNA 浓度。

( 2) RAPD 筛选。在进行RAPD 引物筛选时 , 采用群体分

组混合分析法( BSA 法) [ 10] 将苍术素高含量株与低含量单株

DNA 分别进行等量混合, 建立高含量株系DNA 池( DNA pool)

和低含量株系DNA 池。所用RAPD 引物由上海英骏公司合

成。PCR 扩增反应在PE-9600 PCR 扩增仪上进行 , 反应体系

总体积为20 .0 μl , 其中包括2 .0 μl 10 ×PCR buffer ,2 .0 μl 25

mmol/ L MgCl2 ,1U Taq DNA 聚合酶 , 约30 ng DNA 模板,0 .8 μl

10 μmol/ L 引物 ,0 .3 μl 10 mmol/ L dNTPs 。

扩增程序为:94 ℃预变性3 min ;94 ℃变性45 s ,38 ℃退

火30 s ,72 ℃延伸90 s ,40 个循环; 最后72 ℃保温5 min ,4 ℃

保存。PCR 产物在1 .4 % 的琼脂糖凝胶中电泳1 .5 h , 溴化乙

锭( EB) 染色, 凝胶成像系统拍照。

2  结果与分析

2 .1  苍术素含量测定结果及茅苍术- 苍术素相关性 RAPD

试验体系确立结果  试验结果表明,100 个茅苍术单株根茎
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中苍术素含量的平均值为0 .233 % [ 8] 。按照苍术素含量高低

排列后, 在两端分别选出3 个高含量单株( 苍术素含量分别

为0 .496 % 、0 .464 % 和0 .454 %) 和3 个低含量单株( 苍术素含

量分别为0 .042 % 、0 .046 % 和0 .049 %) 来进行茅苍术- 苍术

素相关性RAPD 研究。

2 .2  RAPD 筛选结果  经132 个 RAPD 引物进行 PCR 扩增

后, 在 RAPD 引物 B16( 5′- TTTGCCCGGA-3′) 的扩增图谱中找

到了高含量株系和低含量株系各自的特异性条带, 高含量株

系特异性条带的长度比低含量株系的稍长, 约800 bp( 图1) ;

另外在引物F15( 5′- CCAGTACTCC-3′) 的扩增图谱中又找到低

含量株系的另一特异性条带 , 长约600 bp( 图2) 。用这2 条引

物分别对3 个高含量单株和3 个低含量单株进行扩增, 结果

表明, 高含量株系的特异性条带只在高含量单株中存在, 低

 注 :M 为100 bp ladder DNA 分子量标记 ;1 为高含量苍术素 DNA

池 ;2 为低含量苍术素 DNA 池 ; 图2 同。箭头 A 所示为高含

量苍术素 DNA 池的特有带 ; 箭头 B 所示为低 含量苍术素

DNA 池的特有带。

 Note :M.100 bpladder DNA marker ;Lane 1 .DNA pool for high content

of atractylodin ;Lane 2 .DNA pool for lowcontent of atractylodin ;

Arrow A shows the specific band of DNA pool for high content of

atractylodin .Arrow B shows the specific band of DNA pool for low

content of atractylodin.

图1 引物B16 扩增得到的苍术素高含量DNA 池和低含量DNA

池RAPD 指纹图谱

Fig .1 Amplification products generated by RAPDpri mer B16inthe

DNA pools for highcontent andlowcontent of atractylodin

 注 : 箭头所示为低含量苍术素 DNA 池的特有带。

Note :Arrow shows the specific band of DNA pool for low content of a-

tractylodin .

图2 引物F15 扩增得到的苍术素高含量DNA 池和低含量DNA

池RAPD 指纹图谱

Fig .2 Amplification products generated by RAPDprimer F15inthe

DNA pools for highcontent andlowcontent of atractylodin

含量株系的特异性条带只在低含量单株中存在( 图3) 。

3  讨论

3 .1  遗传因子与化学成分相关性研究中试验材料和方法的

选择 在大力发展中药现代化的当代社会, 药材化学组分与

其遗传因子的相关性研究日益受到人们的关注。为了科学

研究药材化学组分与其遗传因子的相关性, 在试验中应排除

或尽可能降低环境因子的影响。刘玉萍等对不同产地广藿

香的化学成分与其遗传因子的相关性进行了研究 , 认为不同

产地广藿香化学型的差异在本质上是其遗传变异造成

的[ 11] , 但由于研究的试验材料来源于不同产地, 其环境背景

不一致, 研究结果未能排除环境因素的影响。为了最大限度

降低环境因素的影响 , 该研究在同一生境下进行试验材料的

选取, 以保证所得苍术- 苍术素相关鉴别标记的科学性。

 注 :M 为100 bpladder DNA 分子量标记 ;1 ～3 为苍术素高含量单

株 ;4 ～6 为苍术素低含量单株 ; M 左边为引物 B16 的扩增图

谱 , M 右边为引物 F15 的扩增图谱 ; 箭头 A 所示为与苍术素

高含量相关的特异性条带 ; 箭头 B 所示为与苍术素低含量

相关的特异性条带。

 Note : M.100 bp ladder DNA marker ;Lane 1- 3 .Individuals with high

content of atractylodin ;Lane 4-6 .Individuals with low content of

atractylodin ;The left of Mis the amplification products by pri mer

B16 ;The right of Mis the amplification products by pri mer F15 ;

Arrow A shows the specific band relating to high content of a-

tractylodin .Arrow B shows the specific band relating to low con-

tent of atractylodin .

图3 引物B16 和F15 分别对3 个高含量单株和3 个低含量单株

扩增的指纹图谱

Fig .3 Amplificationproducts of the DNA of 3individuals with high

content of atractylodin and 3 low content ones generated by

pri mers B16and F15

同种植物不同个体间的差异比属间种间差异小, 因此在

同种不同个体间进行研究时要选择合适的技术方法。蔡朝

晖等利用5SrRNA 基因间区对3 个产地单体生物碱含量不同

的浙贝母进行比较, 发现3 个产地浙贝母的5SrRNA 基因间

区序列完全相同, 由此推测浙贝母中单体生物碱含量的差异

可能是由局部环境因素引起的, 与其遗传因素无关[ 12] 。据

文献报道,5SrRNA 基因间区比高度保守的5SrRNA 基因进化

速度快, 它在不同的种间甚至在种内都会有差别[ 13 - 16] , 一般

多用于物种阶元的遗传关系分析。但不同植物类 群的

5SrRNA 基因间区进化速率不一样, 有些物种的5SrRNA 基因

间区在种内差异很小甚至没有[ 17] , 因此, 该片段不适用于不

同单体生物碱含量的浙贝母之间的相关性研究。RAPD 技术

是用长度只有10 个碱基的随机引物对 DNA 模板进行扩增 ,
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灵敏度极高, 其揭示DNA 多态性的能力远高于 RFLP 和目前

常用的 DNA 序列, 是检测种内个体间遗传差异常用的技术

手段之一。薛焱[ 6] 、张国防[ 7] 及笔者的试验结果表明,RAPD

技术适用于遗传因子与化学成分相关性研究。

3 .2  BSA 法在化学成分含量相关性研究中的应用  BSA 法

是作物育种研究中快速获得与质量性状基因连锁的分子标

记的有效方法, 利用BSA 法, 人们已成功标记和定位了水稻

抗稻瘟病基因、水稻抗瘿蠓基因和莴苣抗霜霉病基因等[ 18] 。

与质量性状不同, 中药材中各化学成分的含量属数量性状 ,

它受多基因控制, 表现为连续变异, 其表现型与基因型之间

没有明确的对应关系, 但如果淘汰掉中间类型 , 将高值和低

值( 接近零值或零值) 2 种极端表型用 BSA 法分成2 组, 从某

种意义上就可以将它们视为2 个不同的质量性状 , 从而可以

将它们明确地区分开来。按照 BSA 法将高值和低值2 组个

体的DNA 分别混合, 形成2 个 DNA 池,2 个 DNA 池间差异相

当于两近等基因系基因组之间的差异, 仅在目标区域上不

同, 而整个遗传背景是相同的, 即这是一对近等基因 DNA

池。因此, 在这2 个DNA 池间表现出多态性的DNA 标记, 就

有可能与目标基因连锁[ 18] 。该研究根据苍术素含量高低 ,

利用BSA 法对100 个苍术单株中的苍术素3 个高含量株和3

个低含量单株进行分组处理并进行 RAPD 研究 , 成功找到了

与苍术素高含量株或低含量株相关的分子标记。
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PCR 扩增式样, 容易得到引物二聚体 , 相反模板浓度过高则

会影响重复性[ 14] , 容易得到非特异性扩增。最佳的模板浓

度范围取决于研究的类群与模板纯度 , 特别是在模板不纯

的情况下, 宁可使用有效浓度范围内的最低极限 , 使抑制

Taq 酶活性因子的影响降到最小[ 12] 。考虑到模板过少, 分

子碰撞的机率低, 偶然性大 , 影响扩增产物的稳定性; 模板

过多 , 又会降低特异性扩增效率 , 增加非特异性产物。通过

浓度梯度试验 , 考虑节约用量和高浓度所带来的不利因素,

最终笔者将白木香 ISSR- PCR 扩增的模板用量定为4 ng/ μl 。

dNTP 是PCR 反应的原料。4 种dNTP 常用的浓度为50

～200 μmol/ L。该研究表明, 过高或过低浓度的dNTP 都会

使得PCR 产物模糊不清。究其原因可能是浓度太高容易产

生错配, 同时与 Taq 酶竞争 Mg2 + , 使 Taq 酶不能充分发挥

聚合活性 , 导致扩增失败 ; 浓度太低则使得扩增产率低, 甚

至会因为 dNTP 的过早消耗而使产物单链化[ 15] 。所以, 筛

选比较适合的 dNTP 浓度至关重要。
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