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[摘要 ]  利用 RAPD技术对采自我国 8个省份的 9个罗布麻野生居群进行遗传多样性分析. 从 80条随机引物

中筛选出 17条引物,共扩增出 157条带,其中多态性带 108条.物种水平的多态位点百分率 ( PPB)为 68179% ,

Ne i. s基因多样性指数 H 为 01229 6, Shannon. s多态性信息指数 I为 01339 0. 居群间的遗传分化系数 Gst为

01 884 1, 即 11159%的遗传变异来自于居群内, 881 41%的遗传变异来自于居群间, 居群间的遗传分化水平远高于

居群内. 居群间遗传距离与聚类结果显示各居群间的亲缘关系与地理分布不完全相关. 针对现有罗布麻的遗传

多样性现状, 建议加强对现有自然居群的保护.
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Abstrac t: Genetic diversity of Apocynum venetum was studied by the m ethod of random amp lified polym orph ic DNA

( RAPD ) in this paper. Out o f 9 w ild popu lations from 8 prov inces o f Ch ina, 157 bands we re produced w ith 17 random

pr im ers and 108 of them w ere po lym orphic. A t spec ies leve,l its po lymo rph ic lo ci percentage, N ei. s genetic d iversity

index and Shannon. s in fo rm ation index w ere 68179% , 01 229 6 and 01 339 0 respectively. The tota l gene d ifferen tiation

( G st) ofA. venetum w as 01 884 1. Th is ind icated that 881 41% o f genetic var iation res ided am ong popu lations and ge-

netic va riation among populations w asm uch h ighe r than thatw ithin popu la tions. Results from genetic d istances and clus-

ter ana lys is showed that relationsh ips am ong populations was not comp le tely co rre lated w ith their geog raph ica l d istances.

According to the current genetic d iversity s ituation o fA. venetum , protec tion of natural population w as suggested to be

streng thened.
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  罗布麻 (Apocynum venetum L inn)是夹竹桃科 (Apocynaceae)罗布麻属 ( Apocynum L. )的一种多年生宿

根草本植物,在我国华东、东北、华北以及西北等 10多个省区都有分布 (表 1)
[ 1]
,其叶片内含类黄酮、氨基

酸等药用成分
[ 2]
, 可预防和缓解高血压、高血脂、冠心病等症, 入药历史已逾千年

[ 3]
. 近几年, 随着人们保

健意识的增强,罗布麻的药用和保健价值重新被人们认识, 罗布麻产品大量进入药品和保健品市场, 过度

的开发导致罗布麻资源遭受极大破坏. 2005年在由南京野生植物综合利用研究院组织的全国罗布麻资源

考察时发现,罗布麻纯群落少见,且群落面积很小. 现有罗布麻资源已不能满足罗布麻生产的需求,各地厂

家由于资源缺乏而纷纷转产停产.此外,资源量减小也会导致物种遗传多样性降低,而物种遗传多样性降

低到一定程度就有可能导致物种濒危.为预防罗布麻濒危, 并能可持续利用罗布麻,很有必要知晓我国的
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罗布麻资源状况及其遗传多样性.而国内外尚未见这方面的研究报道.

RAPD (R andom Amplified Polymorphic DNA )分子标记已被证明是一种简单而又有效的研究植物群体

遗传多样性和遗传结构的方法
[ 4 - 6 ]

.本研究借助于 RAPD技术对分布于我国 8省的 9个罗布麻野生居群

进行研究,旨在揭示罗布麻野生资源的遗传多样性状况,探讨野生居群间的亲缘关系, 并据此初步提出罗

布麻的保护措施,为罗布麻资源保护和优良资源的选育提供理论依据.

1 材料与方法

111 材料

表 1 9个罗布麻居群来源与样本采集数

Tab le 1 Loca lities and sam ple sizes of 9 populations of

A. venetum used in this s tudy

编号 居群代号 来源 样本数

1 XJA 新疆阿勒泰 5

2 XJK 新疆库尔勒 5

3 NM 内蒙通辽扎旗 5

4 GS 甘肃玉门 5

5 NX 宁夏银川 5

6 SX 陕西兴平 5

7 HN 河南三门峡 5

8 JS 江苏东台 5

9 JL 吉林长岭 5

  实验所用材料均由南京野生植物综合利用研究院

组织的 2005年全国罗布麻资源科学考察队采集.由于

罗布麻在自然条件下主要进行无性繁殖,为避免对同

一植株遗传组成完全相同的不同基株的重复采集, 不

同样本间的距离至少在 1 km以上.叶片经硅胶干燥或

自然干燥保存,并由钱学射研究员与肖正春研究员鉴

定.

112 方法
11211 总 DNA提取与检测

  称取 30mg干燥叶片加液氮充分研磨成粉末状,

采用改进的 Q iagen法提取总 DNA
[ 7 ]
. 所提模板 DNA

经 018%琼脂糖凝胶电泳及 EB (溴化乙锭 )染色后,观察其质量和纯度.

11212 引物筛选与 PCR扩增

本实验所用引物购自上海生工生物工程技术服务有限公司,共计 80条, 分别标记为 A 01~ A20, B01

~ B20, C01~ C20, D01~ D20.所用 PCR反应缓冲液、Taq酶及 dNTP等购自上海申能博彩生物有限公司.

反应在 PTC- 200扩增仪 (美国 B IO- RAD公司 )上进行. 从 9个居群中各选一个样本的 DNA作为模板,

进行 RAPD体系优化和引物筛选.最终确定 PCR反应体系如下:总体积为 25LL,其中 MgC l2215mmo l/L,
dNTP 5 pmo,l模板 DNA 30 ng, T aq酶 115U,随机引物 10 pmo.l

反应程序如下: 94e 预变性 4 m in, 94 e 变性 45 s, 36e 复性 30 s, 72e 延伸 1m in, 循环 42次,最后

72e 延伸 7m in,反应结束后 4e 保存. PCR产物经 115%的琼脂糖凝胶电泳检测,凝胶成像系统 ( UVP GDS

- 8000)进行图谱采集.

11213 数据统计分析
罗布麻 9个居群经不同引物扩增所得条带,按琼脂糖凝胶电泳图谱同一位置上 DNA条带的有无,将

电泳结果转化为二元数据矩阵,有带的 (包括弱带 )赋值为 1,无带的为 0. 运用 Popgen32软件分析罗布麻

9个居群的 Ne i. s基因多样性指数 (H )、Shannon. s信息指数 ( I)、居群间基因分化系数 Gst及基因流 Nm

和遗传距离等;运用 NTSYS- PC ( version 2110 e)分析居群间遗传相似度,并据此运用 UPGMA方法对各

居群进行聚类分析,并根据 9个居群特征性条带的存在和缺失,作为分子鉴别的依据.

2 结果与分析

211 罗布麻的遗传多样性及遗传分化
  从 80条 10 bp随机引物中筛选出 17条重复性好且多态性丰富的引物,对罗布麻 9个野生居群进行了

RAPD扩增,并对扩增结果进行统计 (详见表 2), 共获得 157条扩增条带, 各引物的扩增带数为 4~ 13不

等,平均为 9124条,扩增 DNA片段长度介于 200~ 2000 bp;其中 49条带 (约占 31121% )在罗布麻 9个居

群中都存在,其余 108条带为多态性带,多态 PPB为 68179% .

运用 Popgen32软件分析罗布麻 9个野生居群的 PPB、N ei. s基因多样性指数 ( H )以及 Shannon. s信
息指数 ( I)显示 (见表 3) :各居群的 PPB在 10100% ~ 15178%之间; N ei. s指数和 Shannon. s指数均小于

011,表明罗布麻野生居群内遗传多样性水平很低,且不同的居群其遗传多样性水平不同,表现为位于西北
)93)
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干旱地区如新疆、内蒙、宁夏等地的罗布麻居群多样性相对较高 (甘肃居群例外 ) , 而位于东部地区如河

南、江苏、吉林等地的罗布麻居群多样性相对较低.
表 2 17条有效随机引物序列及其扩增结果

Table 2 Sequences and am plifica tions of 17 effective random prim ers

引物号 序列 ( 5. ) 3. ) 条带数 引物号 序列 ( 5. ) 3. ) 条带数

A02 TGCCGAGCTG 7 C06 GAACGGACTC 8

A09 GGGTAACGCC 11 C09 CTCACCGTCC 13

A14 TCTGTGCTGG 8 C10 TGTCTGGGTG 8

A17 GACCGCTTGT 9 C15 GACGGATCAG 9

B01 GTTTCGCTCC 9 D16 AGGGCGTAAG 13

B02 TGATCCCTGG 4 D18 GAGAGCCAAC 11

B03 CATCCCCCTG 9 D20 ACCCGGTCAC 8

B05 TGCGCCCTTC 9 B11 GTAGACCCGT 13

B08 GTCCACACGG 8 (总计 ) 157

表 3 罗布麻不同居群遗传多样性比较

Table 3 Genetic diversity of different popula tions o fA. venetum

居群代号 总条带数 多态性条带数 多态百分率 N ei. s多样性指数 Shannon. s信息指数

X JA 114 18 15178 01040 1 010547

X JK 109 17 15160 01039 4 010533

NM 107 14 13108 01024 2 010351

GS 99 11 11111 01021 6 010300

NX 117 15 12185 01023 7 010333

SX 98 10 10120 01020 2 010284

HN 102 12 11177 01022 5 010310
JS 104 12 11154 01022 0 010305

JL 90 9 10100 01020 0 010255

  从物种水平分析罗布麻遗传多样性发现, Ne i. s基因多样性指数为 01229 6, Shannon. s多态性信息指

数为 01339 0. 此外,居群间遗传分化系数 ( Gst)高达 01884 1,表明罗布麻种内的遗传分化有 88141%发生
在居群间,只有 11159%发生在居群内部个体之间. 由 G st得到居群间的基因流 (Nm )只有 01072 7,可见罗
布麻野生居群间基因交流很小.

212 遗传距离和聚类分析
遗传距离 (表 4对角线下方 )结果显示: 9个居群间的遗传距离在 01173 4 ~ 01556 4之间, 平均为

01364 9. X JK居群与 JS、JL居群的遗传距离最远,而 XJA居群和 X JK居群的遗传距离最近. 运用 NTSYS

- PC软件分析居群间遗传相似度 (表 4对角线上方 )显示:虽然遗传相似系数与遗传距离呈相反趋势,但

两者所反映的罗布麻居群间的亲缘关系是一致的.
表 4 罗布麻不同居群间的遗传距离和遗传相似度 (对角线下方为遗传距离,对角线上方为遗传相似度 )

Table 4 Genetic distance ( below diagona l) and genetic identity ( abov e d iagonal) am ong 9 populations o fA. venetum

居群编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1. XJA * * * * 01840 8 01738 9 017261 01738 9 01668 8 01719 7 01617 8 01605 1

2. XJK 01173 4 * * * * 01732 5 016815 01681 5 01649 7 01649 7 01573 2 01573 2

3. NM 01302 7 01311 3 * * * * 017452 01745 2 01713 4 01687 9 01611 5 01611 5

4. GS 01320 0 01383 4 01294 1 * * * * 01796 2 01687 9 01764 3 01687 9 01598 7

5. NX 01302 7 01383 4 01294 1 012279 * * * * 01751 6 01815 3 01789 8 01662 4

6. SX 01402 3 01431 3 01337 7 013741 01285 6 * * * * 01758 0 01694 3 01694 3

7. HN 01328 9 01431 3 01374 1 012688 01204 2 01277 1 * * * * 01745 2 01707 0

8. JS 01481 5 01556 4 01491 9 013741 01236 0 01364 9 01294 1 * * * * 01656 1
9. JL 01502 4 01556 4 01491 9 015130 01411 9 01364 9 01346 7 01421 5 * * * *

  根据遗传相似系数构建的系统聚类树状图更直观地反映了居群间的亲缘关系 (图 1所示 ): 9个居群

总体上聚成 3个大支, 其中 XJA和 XJK两居群的相似度最高,并与地理位置较近的 NM居群构成一支 ( a

支 ) ,显示罗布麻居群间的亲缘关系与居群间的地理分布有一定的相关性;但跨越我国从西到东的 5个省

份的 5个居群依次在不同的相似系数处聚类构成另一大支 ( b支 ); 而同样位于东部的吉林居群却因与其

它居群相似系数最小而独立构成一支 ( c支 );甘肃居群虽位于新疆和内蒙居群的中间,但甘肃居群并未和

)94)
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新疆、内蒙居群聚成一支. 这显示罗布麻各居群间的亲缘关系与居群所处地理位置有一定的相关性, 但并

不完全相关.

罗布麻野生居群间的亲缘关系与各自地理位置的不完全相关,可能是因为罗布麻各居群间少有基因

交流, 且各居群间因自然地理环境的不同导致各居群在各自的自然环境下发生了非定向性变异,最终导致

一些地理距离相距较远的居群在聚类图上却相互靠近.

213 居群间分子鉴别的可能性
虽然筛选出的 17条引物对罗布麻 9个居群的扩增带多态性都较丰富,且居群内不同个体间多有少量

差异, 但引物 B03对每个居群内的 5个个体的扩增图谱相同, 但居群间互不相同 (图 2). 是否引物 B03日

后可发展为罗布麻野生居群鉴别的手段, 还需要进一步扩大居群及样本的个体数进一步进行分析.

3 讨论

物种或居群的遗传结构是基因与基因型在时空上的分布式样,种内遗传多样性越丰富,物种对环境变

化的适应能力越强,进化潜力就越大
[ 8]
.因此,最大限度地维持种内遗传多样性水平,是持续利用遗传种

质资源的前提和基础
[ 9]
.

统计学检验表明,在居群水平上影响遗传变异大小的因素依次为: 繁育系统 >分布范围 >生活型 >分

类地位 >种子散播机制
[ 10 ]
.繁育系统和分布范围是两个影响居群遗传结构和物种遗传变异的最重要因

素
[ 11]
.通常情况下, 风媒传粉、异交为主植物居群间的遗传分化程度较低

[ 11]
. 而罗布麻在野生状态下由于

种子难以萌发生长,常见植株均是经地下根茎营养繁殖而来, 一定范围内罗布麻个体大多来自同一母体,

导致居群内部遗传分化很小 (表 3) .但罗布麻分布范围很广 (从东经 85b~ 125b) ,各居群间长期的生殖隔
离和山脉、沙漠等的天然屏障隔离导致居群间基因交流很小 ( Nm = 01072 7) .在漫长的进化过程中, 各个
居群在不同的选择压力下保留和进化了各自的适宜基因,从而积累了较高水平的遗传变异,致使居群间存

在相对较高的遗传分化.因此, 在物种水平上, 罗布麻遗传多样性水平并不低,其多态百分率 ( 68179% )、

N ei. s基因多样性指数 ( 01229 6)和 Shannon. s信息指数 ( 01339 0)等指标在大多数已被检植物中均处于
中等水平

[ 12- 14]
.

罗布麻具有相对较高的遗传多样性显示遗传多样性大小不是导致罗布麻资源急剧下降的直接原因.

野外调查发现,罗布麻居群及居群所处的生境都遭到了不同程度的破坏, 罗布麻被砍伐现象比较严重.可

见,野生居群生境的破坏和过度砍伐是导致罗布麻资源下降的主要原因. 此外, 有研究表明罗布麻各个居

群在抗逆、槲皮素与总黄酮含量以及纤维质量等方面都有其遗传特殊性
[ 15]
. 任何一个居群的绝灭不仅会

导致罗布麻遗传多样性总体水平降低,而且还会导致优良性状的消失.因此, 在对罗布麻野生资源进行保

护时应有目的地保存尽量多的罗布麻居群.这不仅可以保持罗布麻的遗传多样性水平,同时也为日后罗布

麻的品种改良与预防种质退化保留足够的优质基因资源.在保护时,可以采用就地和异地两种方式相结合

)95)
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的保护方式:一方面, 为达到对罗布麻居群进行长期有效的保护,在原产地对居群进行保护时,对罗布麻居

群的生境同时加以保护;另一方面, 收集不同居群罗布麻资源, 在整理、鉴定、编目后进行异地 (入圃 )保

护.这两种方式相结合不仅可以保护罗布麻各居群的原有生境与性状, 同时还可以对罗布麻各居群进行综

合评价与研究,为日后筛选具有优良经济性状、易于人工栽培的特优种质资源提供基础.
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