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桔捷我培及野生种质遗传多样性的 介析

口魏建和 杨成民 陈士林 程惠珍
‘

幸爵篇黑肇药用植物研究所 北 , ,

黄璐琦
“ “ 中国中医科学院中药研究所 北京

摘 要 为 了解桔校栽培种质
、

野生种质的遗传背景
,

为桔梗育种及道地药材研究提供依据
,

采

用 方 法分析 了桔梗 份栽培种质
、

份野生种种质及 份遗传材料共 个样品 的遗传多样

性
。

从 个随机引物 中筛选出多态性较好的 个引物进行全部样品 扩增
,

得到多态性条带

条
。

所有种质的多态性位点比率 为
,

、基因多样性指数 为
,

栽培种质的 和

值
,

野生和遗传材料中各份种质的 和 值很低
,

但总体值仍 高 聚类和

聚类可以将各种不 同来源的种质很好地 区分开来
。

结论 桔梗栽培种质在遗传背景来上为混杂

群体
,

纯 系材料遗传背景均一
,

不 同栽培产区桔梗种质 已 出现明显遗传分化
。

关健词 桔梗 种质 遗传多样性

遗传变异是中药材品种改良的基础
,

对种质遗传 腥草
、

菊花阎 、

罗汉果问 、

山药切 、

红花同等
。

多样性的准确评价可以为亲本选配
、

后代遗传变异程 桔梗 月碑”。面 笋 和 为桔

度及杂种优势水平预测提供预见性的指导
,

这是关系 梗科多年生草本植物
,

是我国销量最大的 种传统中

到育种 目标能否成功实现的关键 遗传多样性度量和 药材之一
,

性平
,

味苦
,

辛
,

具有化痰止咳
、

利咽开音
、

宣

保护同样是生物多样性研究的核心问题
,

也是保护生 畅肺气
、

排脓消痈的功效
。

我国
、

日本
、

韩国作药用
,

我

物学的重要内容
。

包括 在内的 分子标记 国东北和韩国还大量食用
,

欧美
、

日韩也作为切花等园

是 水平上遗传多态性的直接反映
,

已广泛用于植 艺观赏植物卜 刀。

我 国桔梗从 世纪 年代起开始栽

物遗传多样性和亲缘关系研究
,

近年在药用植物遗传 培
,

种植技术 已基本成熟
,

在 山东淄博
、

安徽毫州
、

太

多样性研究中也 日趋增多
,

如银杏
、

丹参冈 、

人参同 、

鱼 和
、

内蒙赤峰形成三大道地种植产区
。

作为观赏植物和

切花
,

国外培育出了 余个桔梗新品种卜 刀 ,

韩国选育
收稿 日期 一

朋 了药用
“

白花
”

桔梗品种
。

中国还没有桔梗优良品种
,

修回 日期 二 冷刁

国家十五科技攻关项 目 抖 遗地药材枯授种质资派及其评价研究 负贵人 魏建和 国家中药材扶持资金专项 黄羊
、

枯梗

品种选育及良种繁育基地建设
,

负贵人 魏建和 北京市科技新星计划 以” 类
,

负贵人 魏建和
。

联系人 黄璐琦
,

本刊编委
,

研究负
,

博士生导师
,

主要研宪方向 中药资源及道地药材
, 一 ,

魏建和
,

副研究

页
,

博士
,

主妥研究方向 药用植物栽培及遗传育种
, ,

二

〔平配似 凡奋二 朋 婉州协山阴应‘勿乃 , 以位如油以 乙人墓配 沁 朋 加妞 司 了
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我们正在选育杂交品种阵均 ,

但桔梗栽培群体和野生群

体遗传多样性研究还没有报道
,

为此开展本研究
。

一
、

材料与方法

植物材料
供试材料共 种 份种质 个样品 表

。

种栽培种质来 自我国桔梗主要栽培产区安徽毫州和太

和
、

内蒙古
、

山东
,

共 份 种野生种质来 自北京
、

河

北承德
、

山东淄博
,

共 份 种育种遗传材料
,

共

份
。

栽培种质和野生种质以种子形式从各产地收集
,

播

种于中国医学科学院药用植物研究所内
。

遗传材料来

自同一份从安国市场购买的桔梗种子
,

通过多代 自交

将原群体中的紫
、

白
、

粉花植株纯化为花色不再分离的

个花色纯系
,

花色分离株为原始材料
。 一 月桔梗植

株生长旺期采集新鲜叶片用于 提取
。

,

样本 的制备

从北京延庆
、

山东淄博
、

安徽毫州 太和
、

内蒙赤峰

种质中各取 份 样品对 条 碱基随机引物

进行了初步筛选
,

条引物扩增出条带
,

条引扩增

出特异性条带
,

从中选 条重复性好
、

条带清晰的特异

性引物 见表 对 个样品基因组 扩增
。

数据分析方法

对所扩增 条带量化为 或 条带存在为
,

条带不存在为
,

在相同实验条件下
,

迁移率相同的

条带视为同源位点
。

遗传多样性采用两个指标表示

指标 多态性位点 比率 娜
多态性位点除以总位点数

。

指标 落 基因多样性指数 或称总基因多

样性
、

平均期望杂合度 一 艺 艺 什
,

为第 个位点的第 个等位基因的频率
,

为检测的位

点总数
。

采用

记
,

十六烷基三 甲基澳化胺 法提

取新鲜健康嫩叶的总
,

并保存于 倍

中
。

一 程序设计与 电泳检测扩增

产物

反应体系
。

引物和 购 自上海生工生物工

程技术服务有限公 司
,

酶购 自上海 申能博

彩科技有限公司
。

反应体系共 林
,

包括

林
,

月飞 协
,

醉
林

,

林
,

林

林
,

模 板 单 林
,

林 林
。

扩增
。

反应在

上进行
。

反应程序 ℃预变性
,

℃变

性
, ,

℃
, ,

℃
, ,

个 循 环

℃
, ,

整个反应程序约
。

扩增结束后
,

用琼脂糖凝胶电泳分离 扩增产
,

澳化乙淀

染色
,

凝胶成像系统拍照保存
。

多态性引物 筛选

衰 供试桔梗种质及其来源

种质类型 原产地 种质背景 代码
种质

份数

样品数 样品编号

混样 单株
曰

栽培种质

︸自‘以︸、︸‘

野生种质

遗传材料

安徽毫州

安徽太和

内蒙古赤峰
山 东淄博

北京延庆

河北承德

山 东淄博

自交白花纯系

自交紫花纯系

自交粉花纯 系

原始花色种质

份

一

一

个 个

、

合计 种

注 混样 从 份种质中取分别取 单株叶片剪碎混合后提取 单

株样 只从 个单株上取叶片剪碎提取
。

表 用于全部桔梗样品 扩增的 条引物

序号 引物 引物序列 序号 引物 引物序列

〔 赵 比 。 助 鳃酬匆 山。七 外司 名动耐 山 司
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遗传距离 。 参考文献 ‘司计算 二

一 哑
,

其中 为两基因型共同拥有的条

带数
, ,

分别为 和 基因型各 自的条带数
。

利

用 非加权配对算术平均法
,

脚叩 聚类分析
。

上述分析

采用
, “ ” 、 “ ”

数据首先经 软件 ,刀进

行处理
,

转化为 所用文件格式
。

对所有单个样品
,

计算个体的 标记表型值

的欧氏距离
,

采用 进

行聚类分析
。

相似
。

山东
、

内蒙 两个北方栽培种质首先聚

类
,

然后与安徽种质聚类
,

显示出种质间遗传距离与地

理距离的关系
。

野生种质中
,

来 自河北承德 和山东淄博

的遗传距离较近
,

北京延庆 野生种质较特殊
,

与

其他两份野生种质的遗传距离较远
,

而与栽培种质的

距离较近
,

具体原因尚不清楚
。

遗传材料中
,

白花纯系

和粉花纯系
、

紫花纯系 即 与原始材料首

先聚为一类
,

反映出白花和粉花的遗传背景更相似
,

与

紫花相对更大一些
。

二
、

结果与分析 三
、

讨 论

桔梗栽培
、

野生种质及遗传材料的遗传多样性

所有样品扩增条带的分子量为 一 。

个

样 品共 检 测 到 个位 点
,

个 为 多态性位 点
,

占
, 、基因多样性指数 表

。

种

栽培种质中 多态性位点比率 最高
,

占
,

随 后 是
、

和
,

分 别 为
, 、 、

,

合计
。

野生材料 值
,

分别

为
、 、 ,

合计 名
,

比栽培种质

遗传多样性 略小一 些
。

遗传材料 中
, 、 、

的

分别为
、 、 ,

表 明经过人工选择

后
,

遗传多样性 明显降低
,

纯合度增加
,

特别是
,

个

体间没有分化
,

遗传材料的总体 仍为
,

表明

多态性基因仍然存在
,

各份遗传材料间遗传背景不同
。

,

基 因多样性指数与多态性位点 比率大小趋势一

致
。

桔梗栽培
、

野生种质及遗传材料的遗传分化

按桔梗种质的来源对 种种质基于
,

遗传距

离
,

利用 法对种质进行聚类结果如图
。

所有

种质 份样品的 表型值聚类结果如图
。

图

和图 结果一致
。

分析样品按照它们的来源分别聚为

一类
,

即按栽培种质
、

遗传材料和野生种质三大类 区分

开
,

在各类种质中
,

又按产地来源各 自聚类
。

在栽培种质 中
,

安徽毫州
、

太和 的遗传

距离最小
,

部分样品在聚类时有相互交错
,

这两个地区

相距约
,

产地之间种源和商品往来多
,

遗传距离

分析结果很好地反映出这两个产地间种质的遗传背景

桔梗种质的遗传多样性

研究表明桔梗栽培种质 的遗传多样性较丰富

值均在 以上
,

反映出我国 目前栽培桔梗种质还

是一个混杂群体
,

存在丰富的变异类型
,

为了保证桔梗

外观和药材品质的均一和稳定
,

有必要对现有栽培群

体进行纯化 另一方面丰富的变异类型为品种选育提

供了很好的基因资源
,

有望从中培育出符合人们需要

的优 良品种
。

但各产地种质遗传多样性表现不同
,

山东

淄博桔梗栽培已有 余年历史
,

种源基本来 自本产

区
,

外调种子很少
,

生产上长期的 自然选择
,

导致 山东

种质 的遗传多样性相对较低
。

而内蒙赤峰 和

衰 桔梗不同种质 标记的遗传多样性

材料类型 多态位点数
多态性位点
比率

、基因多
样性指数

巧朋灯毗研,栽培种质

野生种质

遗传材料

小计
总 计

砚 】

巧

《

〔平。
心

。 山乙 州喻山 肠‘勿 ’ 女必耐 助 加比 司 刃
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八 巨
, 曰跳 书 一书 允

二
二

卜
司 卜 一一 曰 卜 ,

刁
门

二

一州⋯一门日川
一
,·············

一一︸工
一

一,汀⋯
︹

一一︸⋯。︸。︸
川曰·

﹃一
卜

一鑫一重一︸一事卦一一戮﹃一昌︸一多一一︷一爵一一﹃
︸一一

的防阳的品田引︸︸︸﹃﹃一﹃︸︸︸︸﹃一

︸阳﹃︸︸︸
户户尸户户日曰曰

阳到刀”以阴砧幻印的印笠的们邓肠好刘刃刀胡戈器田的阳刀龙

安徽太和 等地种植桔梗有 余年
,

较短
,

同时与

全国各地种源互换较频繁
,

遗传多样性相对较高
。

我们对一份桔梗种质进行了人工定向纯化
,

分析表明其遗传多样性 已很低
,

表现为三个遗传纯系

材料的多态性位点比率分别为
、 、

,

特别是
、

纯系
,

已基本成为纯系遗

传材料或有希望培育成为新品种 经济性状 良好
。

野

生桔梗种质 个居群
、 、

的遗传多样性均很

低
,

这可能与采样数较少有关
,

但反映出了各个分布区

野生桔梗的遗传多样性不高
。

桔梗种质间的遗传分化
‘司采用桔梗皂昔

、 、

的含量 比

例区分 了来 自中国
、

韩国和 日本 的桔梗
。

我们采用

标记可以明显将中国主要栽培桔梗种质区分开

来
。

遗传距离聚类结果表明我国安徽
、

山东
、

内蒙三大

桔梗栽培主产区的种质 已 出现 了明显 的遗传分化
,

且

与我们用于花色遗传纯化的材料
,

及各份野生种质的

遗传背景不同
。

研究结果揭示出不同桔梗道地产区的

种质类型不用
,

种质可能在不同产区药材品质差异 中

起到了重要作用
。

〔

日

一
··

一
宁 令 一曲

一
望 兮 一椒

每 一

·

一
份

· ·

一甲

斗 , , 叫

一妞公

一

吞

一四

一
份

·

一阴

一
杏

一‘
今 ··

一

野野野
生生生
种种种
质质质 卜一一一 一

一, ,
司 卜曰

甲

图 采用 对 份桔梗样品的 标记

衰型值的欧几里德距离平方和进行聚类

图 采用 法基于 、遗传距离

对 种桔梗种质进行泉类

〔 。

而
。 阴 酬腼 , 七 勿 外司 如耐 面 田以 对访比血 而司
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