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摘要 目的  分析鱼腥草种质资源在分子水平上的遗传多样性 ∀方法  应用  °⁄技术对 份鱼腥草种质资

源进行检测 ∀结果  个随机引物中有 个引物1  扩增产物具多态性 ∀个引物共得到 条扩增 ⁄

片段 其中 1 的片段具多态性 ∀每个多态性引物平均可扩增出 1个多态性片段 ∀峨眉蕺菜和蕺菜种内平均遗

传相似系数≥分别为 1和 1 二者种间 ≥值为 1 ∀峨眉蕺菜与蕺菜中染色体数目为

的细胞型间相似程度最高 其平均 ≥值达 1 ∀栽培蕺菜类群比其野生类群遗传多样性相对较高 ∀聚类分析

表明 利用  °⁄技术可将全部供试材料区分开 所有材料共划分为 类 ∀其中 绝大多数个聚为一类 且根据

 °⁄遗传相似系数划分的类群同地理分布有一定关系 ∀结论   鱼腥草种质资源在分子水平上确实存在较大遗

传差异 ∀  °⁄标记可作为构建鱼腥草 ⁄指纹图谱的有效工具 ∀ 鱼腥草药材道地性与环境因素有关 但

更大程度上由其遗传因素所决定 ∀
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  中药鱼腥草 ∏原植物为三白草

科蕺菜属蕺菜 Ηουττυψνια χορδατα ×∏∀具清热解

毒 !消痈排脓和利尿通淋等功能 为/既是药品 又是

食品0的极具开发潜力的资源之一 ∀据5中国植物

志6和5四川植物志6等记载 蕺菜属仅蕺菜 种≈  ∀

祝正银等≈
在四川峨眉山发现蕺菜属一新种

峨眉蕺菜 Ηουττυψνια εµειενσισ ≠ ∏≥该

种在峨眉 !乐山等地俗称白侧耳根 也作蔬菜和鱼腥

草药用 ∀据作者初步调查 鱼腥草种质资源在形态

特征 !产量质量及抗病性等方面均有较大差异 且染

色体数目不尽相同另文报道 ∀但彼此间遗传背

景 !亲缘关系尚不清楚 故有必要运用新技术手段加

强鱼腥草种质资源遗传多样性研究 ∀  °⁄标记因

其操作简便 !⁄ 用量少 !°≤ 引物无种属限制等

特点 目前已广泛应用于人参≈ !西洋参≈ !当归≈ !

石斛≈ !厚朴≈ !甘草≈和苍术≈等药用植物的

⁄指纹图谱构建 !真伪鉴定 !亲缘关系 !遗传多样

性及药材道地性研究 ∀本文利用  °⁄技术对蕺菜

和峨眉蕺菜进行遗传多样性分析 旨在探讨其种间 !

各材料间和不同细胞型蕺菜间遗传关系 以及鱼腥
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3 通讯作者  ×Πƒ¬ ∞2∏  

草道地性产生的根本原因 为鱼腥草资源合理保护

利用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 ∀

材 料 与 方 法

  材料  试验材料采自四川 !贵州及江苏等地不

同地点或同一地点不同生境 共 份 ∀其中峨眉蕺

菜∞份 蕺菜 份 ∀据细胞学观察 蕺菜不同

材料的染色体数目不尽相同 本文按染色体数目将

其划分为 个细胞型 ∀  ≤ ⁄∞ƒ   

和分别代表染色体数目为       

    和 的不同细胞型 ∀材料来源见

表  ∀

∆ΝΑ的提取  取鲜叶约  在液氮冷冻下研磨

成粉末 置于  离心管中 加入  预热至

 ε 的  ≅ ≤×提取缓冲液 #
×2≤

 1   # 


∞⁄×    ≤×  °∂° 

1  Β2巯基乙醇  ε 水浴保温  ∗  其间倒转

离心管数次 取出离心管冷至室温 ∀加入等体积氯

仿2异戊醇Β 混匀   #离心  ∀

取上清液加入 Π体积的  的 ≤×轻摇混匀 

加等体积氯仿2异戊醇Β混匀   #离

心  取上清液加等体积异丙醇 沉淀 ⁄ 用
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 乙醇冲洗 ⁄ 沉淀  ∗ 次 空气中干燥后用 ×∞溶解备用 ∀

Ταβλε 1  Τηε χψτοτψπεσ ανδ τηεσουρχεσ οφ τηε γερµ πλασµ ρεσουρχεσ οφ Ηερβα Ηουττψνιαε

≤

∏
        

∞  • 2 ∞≥∏  ∏√

• 2 ∏≥∏ √∏√

  • 2 • ∏≥∏ ×∏√

• 2 ±¬ ±≥∏ √∏√

• 2 ≠≥∏ 

• 2  ≠≥∏ ×

• 2  ≠≥∏ 

• 2 ≠≥∏ ×

• 2 ≠≥∏ 

• 2 ≥∏ ×

• 2 ≥∏ ×

  • 2 °∏≤ ×

• 2 ≥∏ ∂∏∏√

• 2 ƒ¬∏≥∏ ×∏√

• 2 • ∏ ≠≥∏  

≤  • 2 ≠≥∏ 2 ∏√

• 2 ±≤ ×

• 2 ≠∏¬ ≥∏  

• 2 • ∏≥∏  

• 2 ∏ • ≥∏ ×

• 2 ×∏≠≥∏ 

• 2  ≠≥∏ ×

⁄  • 2  ≠≥∏ 

• 2 ∞≥∏ 

• 2 ∏∏ ≥∏  

∞  • 2 ∏≥∏ √∏√

• 2 • ∏≥∏ ×

• 2 ∏±≥∏ 

• 2 ∏¬ ∏∏≥∏ ×

• 2 ≥∏ 

• 2 ≥∏ √∏√

• 2 ∏≠≥∏ 

• 2 ⁄∏¬≥∏ ∏√

• 2 ⁄∏¬≥∏ ≤∏∏√

• 2 ∏≥∏ 

• 2 ÷ ≥∏ ×

• 2 • ∏ ≥∏ ×

• 2 ∏≥∏ • 

• 2 • ≥∏ 

• 2 ¬≥∏ 

• 2 ≠≥∏  

• 2 ∏∏≥∏ • 

• 2 ƒ∏ ≠≥∏ 

• 2 ƒ∏ ≠≥∏ ×

• 2 ≥∏≥∏ ∂∏√

• 2  ≠≥∏  √

• 2 ∏  ≤∏√

ƒ  • 2 ∏≠∏≤  

• 2 ≥∏ 

• 2 ≥∏  
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≤∏

≤

∏
        

• 2 ƒ∏≠≥∏ √

• 2 ∞≥∏ ×

• 2 ≥∏ ∂∏√

• 2 ∏∏ ≠≥∏ ∂∏√

  • 2 ¬≥∏ 

• 2 ≥∏ • ≥∏ 

• 2 ≥≥∏ √

• 2  ≠≥∏ √

  • 2 ÷∏∏ • ∏≥∏ ≥

• 2 ⁄∏≥∏ ×

• 2  ≥∏ 

• 2 ∏∏≥∏  

• 2 ∏≥∏ 

• 2 ≥∏ ∂

  • 2 ≤ ¬≥∏ ×

• 2 ∏ ÷∏≤ ×

• 2 ≥∏ ×

• 2 ∏ • ≥∏ • ∏√

• 2  ≠≥∏ ×

 • 2 ≥ • ≥∏ ×

• 2 ∏≥∏ 

• 2 ≥∏ 

 • 2 ≠≥∏ ≤∏∏√

• 2 ≤ ¬≥∏ 

• 2 ≥∏ ¬≥∏ ∂∏√

• 2 ≥∏∏ ×

• 2 ≠∏¬ ≥∏ ∂∏√

• 2 ⁄∏∏≥∏ ∂

• 2 ≠∏∏∏≥∏ 

• 2 ≥≥∏ • √

• 2 ∞≥∏ ∂∏√

• 2 ¬∏≥∏ 

• 2 ±∏∏≥∏ 

• 2 • ∏ ≠≥∏ ×

• 2 ±≥∏ ×

• 2 ≠≥∏ ×

• 2 ±≥∏ • 

• 2 ≥≠≥∏ ×

• 2 ÷ ≠≥∏ 

• 2 ∏≠≥∏ 

• 2 ≠ ≠≥∏ • 

 • 2 ∏≠≥∏ ×

  ΡΑΠ∆反应  用 公司生产的   等

组的 多个十聚体随机引物对材料进行扩增筛选 

从中共筛选出谱带清晰的引物 个用于试验和统

计分析 反应在 °×≤2 °≤ 仪上进行 ∀反应总体

积  Λ内含模板 ⁄  ∗  ×°1 #




 ≤ 1 #
引物 1 Λ#

 ≅

°≤ ∏ #
×2≤ 1  #

≤ ∀扩增前在  ε 预变性  每循环在  ε

变性   ε 退火   ε 延伸  共 个

循环 完成最后一个循环后 在  ε 保温  ∀

扩增产物在 1 琼脂糖凝胶上电泳分离 ∀溴

化乙锭染色 凝胶成像仪上观察照像 !记录 ∀

数据处理   °⁄扩增产物按条带有无分别赋

值 有带记为  无带记为  ∀计算供试材料间

遗传相似系数≥
≈ ∀利用 ≥按不加权

成对群算术平均法∏2∏  
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√√°进行聚类 ∀统计分析在

×≥≠≥2软件系统下进行 ∀

结 果

1  扩增片段多态性

 °⁄扩增结果表明 个引物中有 个占

1  引物扩增产物具多态性 ∀图 为引物 °2

的扩增结果 ∀个引物共得到 条扩增 ⁄

片段 平均每个引物可获得 1个 ⁄ 片段 其中

1 的片段具多态性 ∀每个多态性引物能扩增出

 ∗ 个 ⁄片段 平均可扩增出 1个多态性片

段 表明鱼腥草种质资源多态性水平较高 ∀

ƒ∏  ∏°2   

 ∗  ∏×   °≤Π≥° ⁄ 

2  遗传相似系数

2 .1  种内及类内平均遗传相似系数

峨眉蕺菜及  种蕺菜细胞型的类内平均 ≥

值见表  ∀从中可见 峨眉蕺菜种

内平均 ≥值为 1 ∀蕺菜中 以染色体数目为 

的细胞型类内平均 ≥值1最大 ∀染色体数目

为 以上的细胞型类内 ≥平均值普遍较高 变化

范围在 1 ∗ 1 即其遗传多样性较小 ∀染色

体数目相对较少的细胞型中 除染色体数为 的细

胞型类内平均 ≥值1较高外 染色体数为 

和 的细胞型类内平均 ≥均较低 分别为 1

和 1 表明其遗传多样性相对较丰富 ∀所有蕺

菜材料间 ≥ 平均值为 1 变化范围 1 ∗

1未列表 ∀其中 以重庆彭水的 • 2和四

川剑阁的 • 2间的 ≥最小 四川井研的 • 2

和荣县的 • 2间的 ≥值最大 ∀

Ταβλε 2  Τηε γενετιχ σιµιλαριτιεσ(ΓΣ) ωιτηιν ανδ βετωεεν Ηουττυψνια εµειενσισ

Ζ .Ψ. Ζηυ ετ Σ .Λ . Ζηανγ(ΕΜ) ανδ 12 χψτοτψπεσ οφ Ηουττυψνια χορδατα Τηυνβ

≥ ∞   ≤ ⁄ ∞ ƒ      

∞  

    

      

≤        

⁄          

∞            

ƒ              

                

                  

                    

                      

                        

                         

  ≤  ⁄ ∞ ƒ        Ηουττυψνια χορδατα ×∏  

∏            √
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2 .2  种间及类间遗传相似系数

从表 中还可看出 染色体数目为 的峨眉蕺

菜与 种蕺菜细胞型间 以与染色体数目为 的

细胞型间遗传差异最大 ≥平均值为 1 ∀与染

色体数目为 的细胞型间相似程度最高 ≥平均

值为 1 该值甚至高于峨眉蕺菜种内 ≥平均值

1 ∀不同细胞型蕺菜类间 ≥值以染色体数目为

和 的细胞型间最小≥  1 即此两类间

遗传差异最大 ∀其次是染色体数目 和 的细胞

型类间 ≥平均值 1 染色体数目为 和 的

细胞型间的遗传差异最小 其 ≥平均值为 1 ∀

进一步分析蕺菜 至 细胞型的类间 ≥值还可发

现 其类间 ≥值几乎均是与染色体数目为 的细

胞型间最小 且 至 细胞型类内遗传相似系数多

数小于其类间遗传相似系数 说明这几类细胞型间

彼此遗传差异相对较小 而与染色体数目为 的细

胞型间遗传差异相对较大 ∀

2 .3  野生类群和栽培类群的遗传相似系数

份蕺菜材料中 有 份为人工栽培 份为

野生 其栽培类群类内 ≥平均值为 1 变化范围

为 1 ∗ 1 变异系数 1  野生类群类内

≥平均值为 1 变化范围为 1 ∗ 1 变异

系数 1  栽培与野生类群类间 ≥ 平均值为

1 ∀说明鱼腥草栽培类群间遗传多样性比野生

类群间相对更丰富 但二者间的差异还不足以从分

子水平上严格区分为两大类 ∀

3  ΡΑΠ∆标记揭示的鱼腥草种质资源间的遗传关

系

根据  °⁄遗传相似系数按 ° 法进行聚

类 结果发现 利用  °⁄标记可将 份材料全部

区分开 ∀以所有材料间的平均遗传相似系数 1

为阈值 可将其划分为 类 ∀其中 峨眉蕺菜 • 2

和 • 2分别单独聚为一类 ∀蕺菜中 也有 份

材料 即 • 2 • 2 • 2 • 2 • 2和

• 2分别单独聚为一类 而 • 2 • 2 • 2

 • 2 • 2 • 2 • 2 • 2 • 2

和 • 2共 份材料聚为一类 该类中除 • 2

和 • 2染色体数目分别为 和 外 其余染色

体数目均为  主要来自于四川乐山 !宜宾和内江地

区 ∀ • 2和 • 2聚为一类 其染色体数均为

 分别来自重庆彭水和四川马尔康 ∀而绝大多数

材料 包括 • 2 • 2 • 2 • 2等在内的

份材料聚为一类 该类各材料染色体数目变化较

大 包括作者通过细胞学检测到的各种蕺菜居群染

色体数目 且来源地分布较广 涉及绝大多数材料采

集地 ∀其中 来自四川雅安 !剑阁 !广元 !资阳等相同

地点的材料大多分别比较近地聚在一起 ∀来自四川

芦山的 • 2和 • 2单独聚为一类 其染色体

数目分别为 和  ∀来自贵州松桃的 • 2 重

庆秀山的 • 2 重庆酉阳的 • 2 江苏南京的

• 2以及四川都江堰的 • 2聚为另一类 其

染色体数目在 至 间变化 ∀此外 • 2 • 2

和 • 2聚在一起 其染色体数目为  和  

分别来自四川犍为 !沐川和高县 ∀

4  ΡΑΠ∆聚类结果与地理分布的关系

对根据  °⁄遗传相似系数聚成的 类 分析

其地理分布情况 可见 由 份材料聚成的大类主

要分布在四川盆地中部的平原及四周丘陵和低山地

区 越靠近盆周山区和边缘地带 类型变化越丰富 ∀

重庆黔江 !秀山及其相邻的贵州松桃等地则明显地

为另一类群 ∀说明鱼腥草根据  °⁄标记划分的类

群同地理分布有一定关系 ∀

讨 论

利用随机引物对不同物种基因组 ⁄ 进行扩

增 其多态性表现不同 ∀如石斛多态性为 1  ≈


玉米自交系间为  
≈

向日葵种质资源间为

1  ≈
野山参为 1  ≈ ∀本研究结果表明鱼

腥草种质资源间多态性为 1  ∀推测鱼腥草种质

资源基因组 ⁄多态性非常高的原因 主要是由于

鱼腥草长期生长在不同地理区域 较少异地引种 在

逐渐适应各自所处环境过程中 遗传物质发生了变

化 从而形成各具不同遗传特点的类型 ∀

峨眉蕺菜与蕺菜种间 ≥平均值为 1 小于

峨眉蕺菜和蕺菜各自种内 ≥平均值 ∀也就是说 其

种间遗传距离大于种内遗传距离 说明峨眉蕺菜与

蕺菜在分子水平上确实存在较大遗传差异 ∀根据细

胞学观察 峨眉蕺菜染色体数目为  它与蕺菜中染

色体数目为 的细胞型间 ≥平均值1最大 

故推测二者间亲缘关系最近 也许其本身就是由染

色体数目为 的蕺菜直接进化而来 或者二者本来

就属于一个类群 ∀实质上 这二者间 ≥值为 1 

大于峨眉蕺菜种内 ≥值 1 ∀同时 蕺菜中 染色

体数目为          和 的

细胞型几乎均是彼此间遗传差异相对较小 而与染

色体数为 的细胞型间遗传差异相对较大 ∀祝正

银等在区分蕺菜和峨眉蕺菜时 依据的主要鉴别特
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征是茎叶颜色 !花序长度 !粗度 !花的数目以及总苞

片数等≈
但据作者观察 蕺菜的这几个特征有分

化 但性状间无明显间断 ∀如作者在四川宜宾采集

资源时 曾发现当地称青侧耳根的材料 其染色体数

目也为  茎叶偏绿至绿白色 仅略带淡红色 ∀据此

认为 峨眉蕺菜在新种划分及其标准上尚值得进一

步探讨与商榷 ∀

除染色体数目为 的蕺菜细胞型外 其余蕺菜

细胞型类内 ≥值表现出染色体数目较少时平均 ≥

值相对较小 染色体数目达 以上时平均 ≥值相

对较大 ∀这可能与随着染色体数目增多 !倍性增大 

某些位点的基因突变或缺失 部分染色体片段丢失 

甚至增加或丢失一至几条染色体均可被其它同源或

部分同源染色体所补偿有关 ∀本试验的蕺菜材料

中 染色体数目为 的蕺菜细胞型内 ≥值较大 可

能与供试此类蕺菜材料来源地相对集中有关 故尚

需扩大资源收集范围以作进一步分析 ∀

已有研究表明 野生资源往往比栽培种间遗传

多样性更大≈ ∀但本试验结果表明 蕺菜栽培类群

间遗传多样性相对高于野生类群间 ∀这可能主要因

其以种根繁殖为主 人工栽培用种多是近年来通过

就地野生驯化而来 很少异地远距离引种等 在驯化

过程中人们往往开展了有意识的选择 从大量野生

类群中筛选出符合自己需要的生产用种 从而形成

了许多各具不同特异性状的栽培类群 一定程度上

扩大了栽培类群间的遗传多样性 ∀

聚类分析表明 鱼腥草根据  °⁄标记划分的

类型同地理分布有一定关系 地理位置较近的材料

多数能聚在一起 ∀如来自四川雅安的材料 不论其

染色体数目多少 绝大多数聚在一起 来自四川芦

山 !名山 !内江 !宜宾 !资阳 !广元和剑阁的材料多数

分别聚在一起 来自重庆酉阳 !秀山及其相邻的贵州

松桃的材料也聚在一起 ∀而盆周山区遗传多样性相

对较丰富 可能与盆周山区地形复杂 气候变化较大

等有关 ∀由此可以看出 药材道地性与环境有一定

关系 ∀遗传相似系数和聚类分析结果还表明 利用

 °⁄技术可将鱼腥草所有供试材料全部区分开 这

为  °⁄技术用于构建鱼腥草 ⁄指纹图谱奠定了

良好基础 ∀同时也进一步阐明了鱼腥草种质资源在

分子水平上确实存在遗传差异 ∀作者曾将分别来自

四川芦山 • 2和眉山的栽培蕺菜以及分别来自

四川邛崃 • 2 !雅安望渔 • 2和雅安严桥

• 2的野生蕺菜在四川雅安严桥镇同田较大

面积种植 结果发现其植株形态 !产量及抗病性等均
有较大差异 甲基正壬酮含量差异也较大另文报

道 且原产地含量较高者 此处种植后 含量仍属较

高者 ∀据此认为 鱼腥草药材的道地性归根到底可

能更大程度上由其遗传因素所决定 这为进一步开

展鱼腥草新品种选育奠定了理论基础 ∀
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