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摘要 目的  采用  °⁄分子标记技术 对铁皮石斛 个野生居群的遗传多样性 !亲缘关系以及分子鉴别等进

行研究 ∀方法  筛选随机引物进行  °⁄分析 通过 ° 聚类 研究铁皮石斛各居群间的遗传关系 构建居群亲

缘关系的分子系统树 利用特异性条带对铁皮石斛野生居群进行指纹分析鉴别 ∀结果  共筛选出 个有效引物 在

个野生居群材料的  °⁄扩增中共得到 个位点 平均每个引物扩增出 1个位点 每个居群扩增出 1个位

点 在所获得的 条可重现谱带中 条是单态的 条是多态的 多态性程度达 1 遗传距离在 1 ∗

1之间 平均为 1∀结论  铁皮石斛居群间遗传差异明显 具有较丰富的遗传多样性  °⁄可以作为铁皮

石斛野生居群遗传多态性 !居群亲缘关系和分子鉴别研究的有效手段 引物 ≥可以有效鉴别铁皮石斛的 个野生

居群 ∀
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  铁皮石斛  ∆ενδροβιυµ οφφιχιναλε ∏   为兰科 石斛属 ∆ενδροβιυµ 珍

稀濒危植物 仅分布于我国南方诸省 浙江 !广西 !

福建 !贵州 !云南 !河南 !安徽等地 原始森林 有养

阴生津 !润肺明目 !抗癌防老等功效 早在 5神农本

草经 6中就被列为上品 ∀为此 国内外学者对铁皮
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石斛的化学成分 !活性成分的药理作用均进行了大

量的研究 ≈ ∗  ∀

 °⁄  ⁄ 是

世纪 年代发展起来的一种快速便捷的分子标

记技术 已被证明是研究植物遗传多样性及分子鉴

别的有效手段 被广泛应用于药用植物种内 !种间乃

至近缘属间系统学研究 ≈ ∗  ∀目前 用传统的形态

学方法很难将铁皮石斛的野生居群严格鉴别开

来 ≈
而有关  °⁄用于铁皮石斛居群差异的分析

及鉴别尚未见报道 ∀本文拟采用  °⁄技术分析铁

皮石斛居群间的亲缘关系及遗传多样性差异 并进

行居群的分子鉴别 为铁皮石斛的保护与可持续性

利用提供理论依据 ∀

材料和方法

材料  实验所用材料采自我国石斛主产区 云

南 !广西 !贵州 !福建 !浙江等省区的原始森林 共 

个野生居群 表 ∀现被保存于南京师范大学生命

科学院组织培养室 以便及时取材和观察 ∀各居群

测试  ∗ 个个体 居群种质由丁小余教授鉴定 ∀
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基因组 ∆ΝΑ的提取  取各居群样品新鲜的叶

片或茎 1 或采用硅胶干燥材料 用无菌水冲洗

干净 在液氮中研成粉末 ∀利用德国 ±∞试剂

盒提取高质量的模板 ⁄∀

模板 ∆ΝΑ纯度和质量的检测  1 的琼脂

糖凝胶电泳 经 ∞溴化乙锭 染色后 在凝胶成像

系统 ∂ ° ⁄≥2上观察其纯度并判断 ⁄分

子的大小及一致性 ∀

引物及筛选  本实验所用引物购自上海生工 

共 条 分别标记为 ≥2 ≥2 ≥2

≥2≥2∀以广西天峨居群为模板 

对引物进行初步筛选 获得 个扩增条带多且条带

清晰的有效引物 ≈
表 ∀

扩增反应  °≤ 反应总体积为  Λ∀组成如

下  ≅ ∏1 Λ1 # 


 ≤ ×°

1 Λ各 1 # 

模板 ⁄  高品

质的 × ⁄聚合酶 1 随机引物  

  1 Λ∀ °≤ 反应缓冲液 !×酶及 ×°

均为上海 °公司产品 ∀反应在 °×≤ 2扩增

仪上进行 扩增程序  ε 预变性   ε 变性

  ε 复性   ε 延伸  循环 次 

最后  ε 延伸  
≈ ∀

ΠΧΡ结果检测  °≤ 产物用含有 1 # 


∞的 1的琼脂糖凝胶电泳检测 ∀  ∂ # 
稳

压电源 1 ≅ ×∞缓冲液 稳压电泳 1 ∀电泳结

果在紫外分析仪上观察 扩增片断通过凝胶成像系

统 ∂ ° ⁄≥2观察记录 ∀其中特征性条带的

存在和缺失 作为分子鉴别的依据 ∀  °⁄标记以

引物后加谱带编号来表示 如 ≥表示引物 ≥

的第一个标记 ∀

数据的统计分析  按琼脂糖凝胶同一位置上

⁄条带的有无进行统计 有带 包括弱带 记为

/ 0无带记为 / 0 ∀根据公式 ⁄    ƒ来计算任

意两个样本之间的遗传距离 其中 ƒ  ÷≠ ÷ 

≠ ÷≠是个体 ÷和个体 ≠的 °≤ 扩增后分子量

大小相同的 ⁄条带数 ÷ !≠分别是样本 ÷ !样

本 ≠的 °≤ 扩增产物的 ⁄条带总数 ∀采用类平

均法 ∏ 2∏   

√° 构建铁皮石斛居群亲缘关系的分

子系统树 ∀

结果

1  Ρ ΑΠ∆扩增结果

从 个  随机引物中筛选出 个有扩

增条带产生的引物 又从中挑选出 个重复性好 !

条带清晰且多态性丰富的引物 对铁皮石斛 个居

群进行了  °⁄扩增 并对这 个引物的扩增结果

进行统计 表 ∀在供试材料中共获得 条扩增

条带 各引物的扩增带数为  ∗ 扩增 ⁄片段

长度介于  ∗   图 平均每个引物扩增

的 ⁄条带为 1条 其中 条带 约占 1 

在所分析的铁皮石斛 个居群都存在 条为多态

性带 约占总数的 1 ∀每个引物扩增的多态

性条带 从  ∗ 条不等 平均为 1条 ∀

2  居群遗传多样性比较

在湖南郴州 2居群 °中 个引物检测到
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条带 其中多态性带 条 占 1 浙江雁荡

山居群 °中 总带数 条 多态性带 条 多态

性比率为 1 ∀根据各居群  °⁄多态性比率

值 可知各居群遗传多样性变异由高向低排序为 

°  °  °  °  °  °  °  °°加阿拉伯数

字为居群编号 ∀在铁皮石斛的 个居群中 湖南

郴州 2居群 °的多态性比率最高 而浙江雁荡山

居群 °的多态性比率则最低 表 ∀
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∏
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3  居群遗传距离分析

根据每个引物对铁皮石斛 个居群的基因组

⁄的扩增结果以及公式 ⁄    ƒ可以计算得到

遗传距离矩阵 ∀遗传距离越大 居群间亲缘关系也

就越远 ∀所有供试材料的平均遗传距离为 1∀

铁皮石斛的 个居群中 亲缘关系最近的两个居群

为福建邵武居群 °和福建顺昌居群 °平均遗

传距离为 1亲缘关系最远的为浙江雁荡山居

群 °和福建邵武居群 °平均遗传距离为

1∀铁皮石斛的 个居群在遗传距离上有明显

的差异 各居群间的遗传距离详见表 ∀

Ταβλε 4   ∏

∆ενδροβιυµ οφφιχιναλε

°∏


       

° 

° 1 

° 1 1 

° 1 1 1 

° 1 1 1 1 

° 1 1 1 1 1 

° 1 1 1 1 1 1 

° 1 1 1 1 1 1 1 

4  居群间亲缘关系的聚类分析

在表 的基础上 以 ° 法进行聚类 构建

了居群间亲缘关系的分子系统树 ∀图 为全部供试

材料的聚类图 ∀从聚类图可以看出 铁皮石斛 个

居群分为两个大支 和 ∀ 支分为 和 两支 其

中 支由 和 两支组成 福建邵武 °和福建顺

昌 °居群聚为一小支 该小支然后与江西南丰居

群 °聚为 支 广西天峨 °和云南广南居群

°聚为 支 支与 支聚在一起构成 支 支

由湖南两个居群 °和 °聚在一起构成 ∀ 和 

两支聚在一起构成 支 支由浙江雁荡山居群

°单独构成 ∀

Φιγυρε 1  ⁄  ∏ 

 °⁄ ∏

5  居群的分子鉴别

经过大量的引物筛选 作者发现引物 ≥可将

铁皮石斛 个野生居群较好地鉴别开来 并且具有

较好的重现性 图 引物 ≥对各居群的扩增条

带的统计结果见表 ∀

在扩增谱带中存在 条特征性条带 条为湖

南郴州 2居群 °所特有 分别约有   

  大小 条为云南广南居群 °所特
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有 约在  处 条为浙江雁荡山居群 °所

特有 约在  处 条为福建邵武居群 °特

有 约在  处 ∀这些特征性条带分别标记为

≥表示引物 ≥所扩增的约   大

小的条带 以下类同 !≥≥≥

≥≥表 ∀
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∏≥     ⁄



Ταβλε 5  ∏  ≥

°∏



 °⁄  

             





°               

°               

°               

°               

°               

°               

°               

°               

Ταβλε 6  ∏ ≥

°∏



∏
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°      

°      
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     °

讨论

1  铁皮石斛居群的 Ρ ΑΠ∆鉴别

 °⁄分子标记具有数量多 !显性或共显性 简

单易行 !容易标准化操作等优点 ≈
被广泛的应用

于药用植物的居群鉴别乃至种间鉴别 ≈ ∗  ∗  ∀在

药用植物种间鉴别方面 前人曾利用  °⁄方法成

功鉴别了三七及其混淆品 ≈ !黄芩属 种药用植

物 ≈ !铁皮石斛及其同属相似种 ≈
在药用植物居

群鉴别方面 前人曾利用  °⁄方法成功地鉴别了

不同产地的瓣蕊唐松草 ≈ !不同产地的党参 ≈和

不同产地的黄连 ≈ ∀然而 有关  °⁄用于铁皮石

斛的居群鉴别尚未见报道 ∀作者曾对铁皮石斛野生

居群的形态结构进行了研究 并划分为 ƒ型 !型居

群 但 ƒ型 !型内部各居群的形态差异并不明显 

用传统的形态学方法很难将铁皮石斛的野生居群严

格鉴别开来 ≈
所以 在 ⁄分子水平上对铁皮石

斛的居群进行准确鉴别 有利于人们准确鉴别铁皮

石斛居群 !选择理想优质的居群进行集约化培育 ∀

本文共筛选了 个引物对铁皮石斛 个野生

居群进行了分子指纹图谱研究 确定了铁皮石斛

 °⁄反应的最佳条件 保证了在此条件下  °⁄

的稳定性和重复性 ≈ ∀实验表明 ≥引物可以准

确鉴别出铁皮石斛的 个野生居群 有 条特征性

谱带分别为湖南郴州 2°!云南广南 °!浙江

雁荡山 °!福建邵武居群 °所特有 ∀在实验

中 高品质的 ±∞试剂盒保证了模板 ⁄的质

量 高品质的 ⁄聚合酶和稳定的反应条件等均保

证了  °⁄的重现性 ≈ ∀本文中采用的铁皮石斛

野生居群的个体材料经过重复 !稳定的实验体系的

验证 基本保持一致 与葛颂等研究中国疣粒野生稻

时提出的观点一致 当在研究在略为低估遗传变异

的情况下 混合样品可以作为个体样品的代表 对整

个居群的遗传多样性进行评价 ∀同时该方法可以节

省大量的实验工作量 有利于对材料进行快速的遗

传多样性评价 ≈ ∀

2  铁皮石斛居群的地理位置与亲缘关系的相关性

从铁皮石斛居群间的遗传距离来看 遗传距离

较小的居群有 福建邵武居群 °与福建顺昌居群

°遗传距离为 1湖南郴州 2居群 °与

湖南郴州 2居群 °遗传距离为 1遗传距

离较大的居群有 广西天峨居群 °与浙江雁荡山

居群 ° 遗传距离为 1浙江雁荡山居群

°和福建邵武居群 遗传距离为 1∀通过

分析发现 地理位置毗邻的居群 其遗传距离相对较

小 !亲缘关系较近 地理距离较远的居群 其遗传距

离相对较大 !亲缘关系较远 说明铁皮石斛居群地理

分布的远近与居群间的遗传关系的亲疏呈良好的相

关性 ∀

3  铁皮石斛居群的遗传多样性与保护

遗传多样性是物种长期进化的产物 是确保其
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生存发展的前提 ∀本文利用筛选出的 个引物对

个铁皮石斛野生居群所进行的  °⁄研究表明 

各居群的多态位点比率为 1 表 略高于

石斛属种间的多态比率 1 
≈

而远高于其他

濒 危 植 物 如 银 杉  1 
≈ ! 望 天 树

1 
≈ !版纳青梅 1 

≈ !海南粗榧

1 
≈等 说明铁皮石斛虽然濒危 但却具有

较为丰富的遗传多样性 ∀铁皮石斛多生于悬崖峭壁

上 自然繁殖能力较低 居群间的基因交流少 是造

成铁皮石斛居群间存在较大的遗传分化的原因 ∀

然而 丰富的居群遗传多样性并未阻止铁皮石

斛居群濒危的严重性 说明铁皮石斛的濒危与人类

毁灭性的采集密切相关 ∀铁皮石斛野生居群自身可

能并不存在濒危的遗传基础 数十年来人为毁灭性

的采集以及环境的破坏才是导致铁皮石斛濒危的真

正原因 ∀目前 铁皮石斛已被纳入我国特有的急需

重点保护的珍稀濒危药用植物 只有对铁皮石斛的

资源及生境进行卓有成效的保护 对铁皮石斛野生

居群的利用进行严格控制 不断扩大铁皮石斛优质

道地性居群的人工培育 才能保护好珍稀濒危铁皮

石斛的野生资源 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ∏ ≠ ƒ    ƒ∏ ≤÷  ετ αλ ≥∏∏

   2Ο22∏ 
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339  

≈ ≠   • ≥≤ • × ετ αλ ≥∏∏
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Πηαρµ ϑ 中国药学杂志  39  

≈ ≥   ±    ετ αλ √ 

∆ενδροβιυµ οφφιχιναλε ≈  Χηιν Τραδιτ Ηερβ ∆ρυγσ

中草药  35  

≈ ≤∏÷   ∏  Παναξ νοτογινσενγ  ≥2
      

⁄  °⁄ ≈ Πλαντα Μεδ 69

  

≈ ° ≥≠  ≠  ≤≥  × ετ αλ   

⁄ 

Αχαντηοπαναξ ≈  Αρχη Πηαρµ Ρεσ 27

  

≈         ετ αλ

⁄     

Σχυτελλαρια ∏ °⁄ ≈ Πλαντα Μεδ

66  

≈   ∏   ≥  εταλ ≤∏

∆ενδροβιυµ   °⁄   

∆ενδροβιυµ χανδιδυµ ≈ Χηινα ϑ Χηιν ΜατερΜεδ 中

国中药杂志  26  

≈ •    ≥ ∞¬   

∆ενδροβιυµ   °⁄ ≈  ϑ Χηιν Μεδ Ματερ 中药

材  25  

≈ ⁄÷ ≠  ÷∏≥ • × εταλ ≥∏ ∏

  ∆ενδροβιυµ οφφιχιναλε  ⁄ 

∏∏≈ Χηιν ΤραδιτΗερβ ∆ρυγσ中

草药  32  

≈ ⁄  ⁄ ÷ ≠  ≥  ετ αλ ≥∏  

∏∆ενδροβιυµ οφφιχιναλε ∂  

  °⁄   ≈ ϑ Νανϕινγ

Νορµ Υνιϖ南京师范大学学报   

≈ ≤  ≠≠ ≠∏ƒ √ 

 ∏     

≈Χαµ ελλια σινενσισ   ∏ √  °⁄

≈ Μολ Πλαντ Βρεεδινγ 分子植物育种 

2  

≈   ÷ •  ÷ ±  ≥∏ ≥≥ ετ αλ  ∏   °⁄

   ∏ Γινσενγ  Παναξ

Γινσενγ ≈ Αχτα Πηαρµ Σιν 药学学报  34

  

≈ ÷   ±   ⁄   

√  ∏   Τηαλιχτρυµ

πεταλοιδευµ    °⁄ ≈  Αχτα Βοτ Σιν

46  

≈ ≠  ƒ •  × ετ αλ   

    Χοδονοπσισ

πιλοσυλα  ≈ Πλαντα Μεδ 

65  

≈ ≤× ≤  ≤ ≥∏ ≤  ετ αλ  

   Χοπτισ  ∏  

⁄ ≈  Βοτ Βυλλ Αχαδ Σιν 38

  

≈ ± •   ≥  ⁄≠   

√  Ορψζα γρανυλατα    °⁄ 

≥≥ ≈ Αχτα Βοτ Σιν 42  

≈ • ÷ ±  ∏≠ ° ⁄  ετ αλ √

Χατηαψα αργψροπηψλλα   °⁄ ≈ Σχι Σιν Χ 中国

科学 ≤辑  26  

≈ ±    ×  ÷∏ ƒ ετ αλ √ 

∏  ∏∏   Παρασηορεα

χηινενσισ ≈  Μολ Πλαντ Βρεεδ 分子植物育种 

1  

≈  ±   ÷ ƒ  ×    ∏ 

√   ςατιχα γυανγξιενσισ

⁄ ≈  Αχτα Βοτ Σιν 植物学报 

44  

≈ ⁄∏ ⁄ ≥∏  ƒ∏ ≠ ≤ ετ αλ  √ 

Χεπηαλοταξυσ µ αννιι  ≈

Αχτα Βοτ Σιν 植物学报  44  

## 药学学报 °∏≥  




