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摘要  目的 }探讨不同分布区的蛇床 Χνιδιυ µ µ οννιερι的 �×≥序列变异与其地理分布和化学成分的相关性 ∀

方法 }设计 u对引物 o°©n °¥及 °x1{≥ �×≥t n °x1{≥ �×≥u o°≤ � 扩增产物纯化后用银染法或 ��� vts测序 ∀结果 }得

到核糖体 ⁄��中的 �×≥及 x1{≥ µ⁄��完全序列 ot{≥和 uy≥ µ⁄�� 部分序列 o共约 zss ¥³∀x个地点样品的 �×≥2t

及 �×≥2u的序列大小分别为 uts ∗ utz ¥³和 ut| ∗ uuw ¥³∀�×≥2t碱基序列的遗传距离 s1ss ∗ t1|v h o�×≥2u碱基序

列的遗传距离 s1wy ∗ u1vw h o�×≥2t较为保守 ∀以 ��法根据 �×≥2u序列数据重建系统发生树 ∀哈尔滨样品聚为一

组 o衡水与德州样品和郑州与高淳样品各自聚为一组 ∀结论 }�×≥2u序列的变异与中国产蛇床的纬度分布相关 o而其

与蛇床化学型的关系尚需作进一步研究 ∀

关键词  蛇床 ~µ⁄��内转录间隔区 ~纬度

  蛇床 Χνιδιυ µ µοννιερι k�ql ≤∏¶¶q属伞形科

植物 o为世界性分布的广布种 o不仅分布区域广 o而

且生态环境幅度大 o在我国各地均有分布 ∀该植物

的果实称蛇床子 o为常用中药 o有壮阳补肾 !祛风燥

湿 !杀虫之功效≈t  ∀

作者曾对在中国不同分布区域蛇床的果实k蛇

床子l进行了形态组织学 !孢粉学及化学等系统研

究 o结果表明其在形态组织及孢粉学方面 o随分布区

域的不同无显著变化 o但其所含香豆素类成分有种

内变异 o并与其地理分布有一定的相关性≈t  ∀近

年 o根据 ×�≤ 和 �≤ 分析结果结合地理分布 o进一

步将蛇床按香豆素类化合物分为 v个化学型≈u  }�

型 o以角型呋喃香豆素为主要成分 o不含蛇床子素

k²¶·«²̄l o分布于辽宁 !黑龙江 !内蒙古等温带针阔叶

混交林区域 ~��型 o以蛇床子素和线型呋喃香豆素为

主要成分 o不含角型呋喃香豆素 o分布于福建 !浙江 !

江苏等亚热带常绿阔叶林区域 ~���型 o同时含有蛇

床子素 !线型和角型呋喃香豆素成分 o为混合的过渡

类型 o分布于河南 !河北 !山西等暖温带落叶阔叶林

区域 ∀

核糖体 ⁄�� 中的内转录间隔区 k¬±·̈µ±¤̄

·µ¤±¶¦µ¬¥̈ §¶³¤¦̈µo�×≥l序列的进化速率较快 o且与

植物生活型呈相关性≈v  o近年已被广泛用于植物种

内变异和种间 !近缘属间的分子系统学研究≈w ∗ {  ∀

收稿日期 }t|||2sv2ux
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3联系人  ×¨̄ }ksuxlvx|{vu{ oƒ¤¬}ksuxlvx|{vu{ o

∞2°¤¬̄}®¼½«²∏±­� ­̄²±̄¬±̈ q¦²°

为此 o本文测定了中国蛇床 x个居群植物的 �×≥2t !

x1{≥ µ� ��基因 !�×≥2u全长序列及 t{≥ !uy≥ µ� ��

基因的部分序列 o共约 zss ¥³o探讨了 �×≥序列变

异与蛇床地理分布和化学成分的相关性 ∀

材 料 和 方 法

1  材料  均为新鲜的叶片 o除江苏高淳的样品直接

采自野外 o其余均为 t||z年采集野生的果实 o当年

ts月播种于中国药科大学药用植物园 ot||{年 u ∗

v月发芽 ov ∗ w月采集叶片 o用于 ⁄�� 提取 ∀材料

来源见表 t ∀

Ταβ 1  Σαµ πλεσ οφ Χνιδιυµ µοννιερι υσεδ ιν τηε

πρεσεντ στυδψ
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�²µ·«

¤̄·¬·∏§̈
≤«̈ °²2·¼³̈

⁄¤·̈ ²©

¦²̄¯̈ ¦·¬²±

��t �¤µ¥¬±o � ¬̈̄²±ª­¬¤±ª wx qzβ � |{sws{

��u �¤µ¥¬±o � ¬̈̄²±ª­¬¤±ª wx qzβ � |{sws{

�≥ � ±̈ª¶«∏¬o � ¥̈̈¬ vz qzβ ��� |{svuy

⁄� ⁄̈ ½«²∏o≥«¤±§²±ª vz qwβ �� |{sws{

�� �«̈ ±ª½«²∏o � ±̈¤± vw qzβ ��� |{sws{

�≤t �¤²¦«∏±o�¬¤±ª¶∏ vt qvβ �� |{svsx

�≤u �¤²¦«∏±o�¬¤±ª¶∏ vt qvβ �� ||szsw

2  ∆ΝΑ提取  取 u1x ª新鲜叶片在液氮中研成

粉 o置 tx °�离心管中 o加入 ⁄�� 提取缓冲液k{

°²̄#�pt脲 o s1vx °²̄#�pt �¤≤¯o s1sx °²̄#�p t

×µ¬¶2�≤¯o³� {1s os1su °²̄#�p t ∞⁄× � ou h蔗糖 o

x h酚l x °�及 ts h ≥⁄≥ s1x °�o混匀 oys ε 保温

ts °¬±o其间倒转数次 ∀酚2氯仿抽提 o乙醇沉淀
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⁄�� ozs h乙醇洗涤 u次 o晾干 o适量 §§�u� 溶解 o

w ε 贮存备用 ∀

3  引物设计  �×≥的扩增引物k°©o°¥l是根据东川

芎 k Χνιδιυ µ οφφιχιναλε l t{≥ µ⁄��≈|  及 菊 科

Ηψποχηοερισ属 uy≥ µ⁄��≈y 的序列设计 }

°©}xχ2≤�×��≤����×× ×≤≤�×���×���≤ 2vχ~

°¥}xχ2××�××��×�×�≤× ×���≤×≤��≤��� 2vχ~

此外 o我们另设计一对测序引物 }

°x1{≥ �×≥t }xχ2�≤×�≤�××≤× ×≤�×≤��× 2vχ~

°x1{≥ �×≥u }xχ2≤≤�×≤���×≤×× ×���≤�≤��2vχ ∀

4  ΙΤΣ的扩增和 ΠΧΡ 产物的纯化  �×≥的扩增采

取 °©n °¥进行整段扩增 o扩增程序为 }|x ε 预变性

x °¬±后进入如下循环 }|{ ε 变性 tx ¶oxy ε 退火 t

°¬±ozu ε 延伸 u °¬±ovx个循环后 ozu ε 延伸 z °¬±∀

扩增反应在 ��r°× ≤2uss2⁄热循环仪上进行 o反应

体积均为 xs Λ�o其中含 �≤¯ xs °°²̄#�pt ~×µ¬¶2

�≤¯ ts °°²̄#�pt ~s1t h ×µ¬·²± ÷2tss o � ª≤ ū u

°°²̄#�pt ~w种 §�×°各 uxs Λ°²̄#�pt ~t ∏的 Ταθ

⁄��聚合酶 ∀

5  测序反应及检测  测序用 °µ²° ª̈¤公司产银染

测序试剂盒 o反应按操作手册进行 ∀反应结束后 o每

管中加入 ⁄��测序终止液 v Λ�停止反应并兼作电

泳时的载样缓冲液 ∀测序反应液在 ���2� �⁄

vsss÷¬型测序电泳仪上进行电泳 o银染测序

k°µ²° ª̈¤l ∀ �≤u样品用 ���vts遗传分析仪测序 ∀

6  序列的对位排列与分析  �×≥2t及 �×≥2u的范

围参照五加科植物 Πσευδοπαναξ ανοµ αλυσ≈ts 的

µ� ��基因 �×≥片段序列确定 o用 ≤��≥× �� • 软

件对序列进行对位排列 o然后手工适当校正 ∀以尽

量减少排列所需缺失的数目 ∀得到的序列用

� ∞�� k � ²̄ ¦̈∏̄¤µ ∞√²̄∏·¬²±¤µ¼ � ±̈̈ ·¬¦¶ �±¤̄¼¶¬¶

∂ µ̈¶¬²± t1sul软件进行系统发生分析 ∀在 �¬°∏µ¤

双参数法计算遗传距离的基础上 o以邻结法

k�̈¬ª«¥²µ2­²¬±¬±ª ° ·̈«²§l重建系统发生树 ∀
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�≤u q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q

⁄⁄ q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q

�� q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q

�≥ q q q q q � q q q q q q q q q� q� q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q

∋ 26Σ ρ∆ΝΑ

�� �u ≤ � � � × ≤ ≤ × ≤ � × ≤ � × ≤ × × � � ≤ � � � ≤ × ≤ ≤ � � � � ≤ ≤ ≤ × × � � � ≤ � � ≤ � ≤ � ≤ � ≤ × ≤ × � × � ≤ � ≤ � × ≤ � � ≤ × � × � � ≤

� � �t q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q

�≤t q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q �≤ q

�≤u q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q �≤ q

⁄� q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q

�� q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q

�≥ q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q

� � �u ≤ ≤ 2 � � � × ≤ � � � ≤ � � � � ≤ × �2
� � �t q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q

�≤t q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q

�≤u q q q q q q q q q q q q q q q q q q q q

⁄� q q ≤ q q q q q q q q q q q q q q q q �

�� q q ≤ q q q q q q q q q q q q q q q q q

�≥ q q ≤ q q q q q q q q q q q q q q q q q

ƒ¬ªt  � ¬̄ª±° ±̈·²©�×≥2t ox1{≥ µ⁄�� ¤±§�×≥2u ±∏¦̄ ²̈·¬§̈ ¶̈ ∏́̈ ±¦̈ ²©z ¶¤°³̄ ¶̈²© Χνιδιυ µ µ οννιερι q
⁄²·¶¬±§¬¦¤·̈ ¶̈ ∏́̈ ±¦̈ ¬§̈ ±·¬·¼ º¬·« ��u o§¤¶«̈¶§̈ ±²·̈ §̈¯̈·¬²±¶q

结 果

1  碱基序列的大小  共测得 x个居群 z个个体样

品的 �×≥2t ox1{≥ µ⁄�� 和2�×≥2u 全序列及 t{≥

µ� ��基因 vχ端和 uy≥ µ� ��基因 xχ端部分碱基序

列 o共约 zss ¥³k图 tl ∀其中 �×≥2t 为 uts ∗ utz

¥³ox1{≥ µ⁄��为 tys ∗ tyu ¥³o�×≥2u为 ut| ∗ uuw

¥³k表 ul ∀

Ταβ 2  Σιζε ανδ Γ + Χ χοντεντσ οφ ΙΤΣ21 , 518Σ
ρ∆ΝΑ ανδ ΙΤΣ22 σεθυενχεσ οφ σαµ πλεσ οφ Χνιδιυµ

µοννιερι φροµ διφφερεντ λοχαλιτιεσ

≤²§̈

�×≥2t

≥¬½̈ r

¥³

� n ≤

¦²±·̈±·¶r

h

x q{≥ µ⁄��

≥¬½̈ r

¥³

� n ≤

¦²±·̈±·¶r

h

�×≥2u

≥¬½̈ r

¥³

� n ≤

¦²±·̈±·¶r

h

×²·¤̄r

¥³

��t utx xx q{ tyt xv qw uuv xz q| x||

��u utx xx qu tyt xv qw uuu xz qu x|{

�≥ utw xx qt tyu xv qt uuw xy qz yss

⁄� utx xx q{ tyt xv qw uut xy qy x|z

�� uts xw qu tyu xv qt ut| xz qt x|t

�≤t utz xx qv tyt xs qv uuw xz qu ysu

�≤u utx xx qw tyt xs qv uuw xz qu yss

2  碱基序列的遗传距离  x个居群间的 �×≥2t碱

基序列的遗传距离在 s1ss ∗ t1|v h范围 o�×≥2u碱

基序列的遗传距离在 s1wy ∗ u1vw h 范围k表 vl ∀

�×≥2t较为保守 ∀因此只对 �×≥2u 序列数据k对位

排列 uux个位点l用邻结法k��l重建系统树 ∀

Ταβ 3  ς αλυεσ ( ≅ 100 σιτεσ) οφ παιρωισε σεθυενχε

διϖεργενχε βετωεεν σαµ πλεσ ιν ΙΤΣ21 (βελοω) ανδ

ΙΤΣ22 (αβοϖε) ωιτη Κιµ υρα 22παραµετερ διστανχε

�× �¶ ��u ��t �≥ ⁄� �� �≤t �≤u

��u s qss|u s qstws s qsswy s qst{y s qss|v s qss|v

��t s qssss s qsuvw s qstv| s qst{y s qss|u s qss|u

�≥ s qssw{ s qssw{ s qss|v s qsuvv s qstws s qstws

⁄� s qssss s qssss s qssw{ s qstv| s qsswy s qsswy

�� s qstww s qstww s qst|v s qstww s qss|u s qss|u

�≤t s qss|v s qss|v s qstww s qss|v s qstww s qssss

�≤u s qssss s qssss s qsswz s qssss s qssw{

讨 论

蛇床植物 x个居群间的 �×≥2t及 �×≥2u的碱基

序列存在一定差异 o说明广布种蛇床种内存在着不

同的分化类型 ∀提示 �×≥序列不仅适用于较高分

类等级的系统分类研究 o也能反映种内变异及多态

性 ∀哈尔滨和高淳各测了 u个样品 o结果表明同居

群不同个体间的序列变异较小 ∀

ƒ¬ªu  °«¼̄ ²ª̈ ±̈ ·¬¦·µ̈¨µ̈¦²±¶·µ∏¦·̈§∏¶¬±ª �� º¬·«

�¬°∏µ¤§¬¶·¤±¦̈ ¥¤¶̈§²± �×≥2u ±∏¦̄̈ ²·¬§̈ ¶̈ ∏́̈ ±¦̈

²©z ¶¤°³̄ ¶̈²© Χνιδιυ µ µοννιερι q
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根据 �×≥2u建立的系统发生树k图 ul o蛇床的 z

个样品分为 v组 o即哈尔滨居群聚为一组 o分布的纬

度最高 ~衡水与德州居群聚为另一组 o分布的纬度居

中 ~郑州与高淳居群也聚为一组 o分布的纬度最低 ∀

说明 �×≥2u序列的变异与蛇床的纬度分布相关 ∀这

v个组之间 o哈尔滨组与郑州2高淳组首先聚合 ∀然

后 o这两个组与衡水2德州组相聚 ∀提示在进化过程

中 o有一个支系向南 !北两个方向扩散 o并分化形成

了前两个组 ∀

哈尔滨组属化学型的 �型 ∀然而 o郑州2高淳组

和衡水2德州组内都既有 ��型 o也有 ���型 ∀即北纬

vtβ ∗ vzβ范围内有 ��型和 ���型并存 ∀而且作者在

蛇床香豆素类成分的种内变异的研究中 o发现在郑

州和济南所采的样品 o在潮湿生境的属于 ��型 o而

在干燥生境的属于 ���型 o提示香豆素类成分的变

化可能与生境相关 ∀所以 o蛇床的 �×≥序列与其化

学型的关系 o尚需对不同地点 !不同生境的蛇床样品

作进一步的研究 ∀
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