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分子系统学研究中分子位点数与遗传差异

信息可靠性的关系①

周泽扬 夏庆友 鲁 成 冯丽春 向仲怀

（西南农业大学蚕桑学农业部部级重点实验室，重庆 400716)

摘 要 用桑蚕 （包括不同生态地理品种59个及野桑蚕）和桑属植物 （包括 12个种和2个变种）两类

截然不同的材料，探讨了分子系统学研究中RAPD分子位点数与遗传差异信息可靠性间的关系。发现：

(1)所分析的位点数多少与所能提供系统信息的量及可靠性之间有明显的关系；(2)当位点数在 20以下

时，得到的遗传差异的结果极不可靠，随着位点数的增加所提供的信息量及可靠性增加。当位点数超过

70个时，所提供的信息可靠性趋于稳定；(3)对桑蚕和桑属植物两种截然不同的材料的分析，均得相似

结果。由此推论二在用 RAPD进行生物系统学研究中，以分析70个左右位点数为好；这一结论受研究

对象的影响小，在其它类似的研究中或许具有一定的参考价值。
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The Correlation Between the Number of RAPD-loci and the

Reliability of the Information on Genetic Variation

in Molecular Phylogenetic Studies
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Abstract We studied the correlation between the number of RAPD-loci investigated and the reliability

of the information on genetic variation analysis using quite different two-kind materials, silkworms (in

cludmg 59 geographic varieties of Bombyx mori belonging to different ecotype, as well as Bombyx

mandarina M.) and mulberries (including 12 species and 2 varieties). The results showed as follows: (1）

There was obvious correlation between the numbers of R-APD-loci investigated and the reliability of the

information on genetic variation analysis. (2) The data were not suitable for the genetic variation analysis

when the number of RAPD-loci investigated was smaller than 20,The more RAPID loci were analyzed, the

more accurate genetic diversity would be identified when the number of the locus was varied from 20 to 70.

Furthermore, the stable information to be available is shown when the number exceeded 70. (3) The simi-

lar regularities mentioned above were observed in both silkworm and mulberry. In order to get reliable in-

formation of genetic variation in molecular phylogenetic studies, at least 70 RAPD loci would be investi-

gated. And the results obtained in this study might be referential for AFLP and RFLP analysis
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在一项系统学研究中，至少需要分析多少个性状 （标记），一直是一大难题。至今能够普遍接受的，仍是愈

多愈好。这在理论上当然是无可非议的，但实践上则难度很大．某些性状 （如形态特征等）客观上存在位点数有

限的问题；而另一些 （如象 RAPD等的位点数等）虽然理论上几乎是无限的，但实际研究中却受研究规模、经

费和时间的限制，其可分析和利用的位点数也是有限的。以利用RAPD进行的研究为例，在Apostol等〔4)、

Castiglon等〔3〕的研究中，分别分析了40个和120个位点；而Link等〔‘，、Jain等〔”则分别分析了365个和
500个位点。这反映出在分子系统生物学研究中、标记 （位点）的数量选用存在着相当的不规范性。这种状况严

重影响着研究结果的可靠性和可比性。

本文以家蚕（Bom勿x mori)和桑属植物（Morus. L.）两种不同的物种为材料，对RAPD分析中分子位点数与系

统遗传差异信息可靠性的关系进行了探讨，发现RAPD的位点数与所提供的系统信息量之间有明显的关系，并

对分子系统学研究中所需RAPD位点数作了分析探讨。

1材 料 和 方 法

1.1材料

家蚕材料取自西南农业大学家蚕基因库保存的典型地理生态代表品种 59个以及重庆北暗蚕种场采集的野桑

蚕（Bombyx mandarina M,)，计60种材料〔s)；桑属植物材料采自西南农业大学桑树资源圃，每一个种或一个变

种选取一个代表性的材料，共12个种及2个变种，计14个研究材料（9)．

1.3模板DNA制备及PCR扩增

家蚕基因组DNA的制备和PCR扩增按夏庆友等的方法〔B，进行。桑属材料DNA按向仲怀等〔“，的方法制

备并按冯丽春等的方法〔7，进行扩增。

1.5实验数据分析处理

对于任何RAPD位点数，，，任意两个品种i和j间的单匹配相似系数（Simple matching coefficients of similari-

ty, SM系数）C1)：
SMn11)＝(a+ d)/ (a+ b+ c+ d) (1）

其中a为第i和第I品种间皆为，'1"（有带）的位点数，d为皆为“0"（无带）的位点数；b和c为两品种的交

错匹配带数（一个为 1一个为0)<

前期研究（(8)已知，34个引物对家蚕扩增出的总带数为103条（103个位点）。对于任意RAPD位点数，，和

品种数k，所有品种组合的SM 系数与其在位点数为 103时的SM 系数之差的平方和为：

SS(n,k）一F,Y-(SM i03 (1I）一SMn(ij))2 (2)

其中11为位点数；k为品种数；SMIos(ij)为位点数等于103时，第i和第I品种间的SM系数；SMn(ij)为位

点数为n时，第i和第j品种间的SM系数。

对于桑属材料，前期研究〔9，得知20个引物能扩增出237条带，亦按上述同样的方法进行实验数据处理。

2结 果 与 讨 论

2.1家蚕不同地理品种及野蚕间RAPD位点数与SM相似系数稳定性的关系

本研究共用60个蚕品种材料，所有可能的两两材料组合数为 1 770个．首先，按位点数为 103个时的SM

系数值大小进行排序，分别选取SM 系数最大的、居中的和最小的组合中各 1个品种组合 （表 1)，分别根据式

0）计算位点数。从1到103时SMn(ij)的值，并相对于位点数作图，得到如图1的结果．由图可见，随RAPD

位点数的不同，SM 的变化明显分为 3个阶段：a：剧烈变化阶段：当位点数为 1到 20时，SM值上下起伏甚

大，极不稳定； b:缓慢变化阶段：当位点数在 20到70左右之间，SM 值随着位点数的不同有一定的波动；c

趋于平稳阶段：当位点数超过70左右，SM值波动渐趋稳定。
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图 I RAPD位点数与不同家蚕组合间SM值的关系
A.野蚕一 中江土种；B．临海 20一 土白；C．拓蚕 （湖）一 余杭2化 （甲）。

2.2桑属植物不同种及变种间RAPD位点数与SM相似系数稳定性的关系

同前述方法，在 14个桑属材料中所有两两组合中遗传关系最近者鲁桑与瑞桑（(SM = 0.870)，最远者川桑与

长穗桑（(SM = 0.618)和居中者瑞穗桑与广东桑（SM=0.710)三个典型的组合，考察其RAPD位点数与SM 系数值

的波动关系，如图2所示，其 SM值的稳定性随位点数的关系趋势与前述家蚕材料呈一致的倾向，即70个左右

位点数以前的SM 剧烈变化，稳定性差，70个左右以后趋于平稳。

237 位点数

图2 RAPD位点数与不同桑属植物组合间SM 的关系
A.普桑与瑞穗桑；B．广东桑与瑞穗桑；C．川桑与长穗条．

2.3 RAPD位点数与SM的方差值稳定性间的关系
以上就独立实例的情况进行了讨论。这里再就SM系数的总体变化趋势进行考查。如果将基因组DNA整个

区域看成若干位点构成的“位点群体”，那么一个RAPD位点就相当于这个“位点群体”的随机样本。于是，采用

类似于统计学上的随机抽样调查方法来研究 SM 系数的总体变化：a．用所有位点 SM系数的平均值作为参照；

b．用不同位点数SM 系数的方差之和表示SM 值通近某个固定值的程度，利用按式（2）计算所得的方差SS(n, k)

相对于位点数n作图，得到如图3和图4的结果．如图可见，无论是家蚕材料还是桑属材料，其SM 系数方差

的变化均可分为3个阶段，即位点数 1一20的剧烈变化区，位点数20-70左右的缓慢变化区和位点数70左右以

后的平稳区。并发现即使研究材料数不同 （家蚕材料数k分别为 10, 20, 40和60四种情况、桑树材料数分别为

2, 5, 10和 14四种情况），其变化规律和趋势亦是一致的 （图略），由此表明，SM 值稳定性与位点数的关系，

无论在总体上还是在具体的材料组合，均有同样表现。

品 种 名 及 组 合 SM 103 按SM大小排列的位顺

野 蚕一一一一一一一 中江土种
拓蚕 〔湖）一 余杭2化（甲）
临 海20一一一一一一一一 土白
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图3 60个蚕品种数场合下，RAPD位点数与SM方差的关系

16
14
12
10
8
6

4

2
0
－－2

翎

板

准
5

1 20 45 70 90 120 150 180 210 240 位点数

图4 14种桑属材料数场合下RAPD位点数与SM 方差的关系

在分子系统学研究中，所分析的位点数 （性状）多少，是关系到研究可行性和结果可靠性的至关重要的问

题。究竟至少应该分析多少位点数所获得的信息才较为可靠？本研究的结果表明：(1) RAPID位点数与所提供的

信息质量之间有明显关系，位点数越多，提供的信息越准确；(2)当所调查的RAPD位点数在 20以下时得到的

信息极不可靠；而当调查的位点数达到或超过70时，即能获得比较稳定可靠的信息。

在本研究中，家蚕和桑属植物两类截然不同材料均得到基本一致的结果，并且由于RAPD引物碱基序列是

随机的，暗示本研究所得到的结论受研究对象的影响小。但是否有普适性则要考虑基因组的大小。因为基因组

DNA越大，就需要更多的位点才能覆盖到DNA的大多数区域，需要的最少位点数也许就相应越多。

另一方面，RAPD, RFLP和AFLP等分析技术，它们的分析过程虽各不相同，但原理上均是分析DNA链

上碱基序列的差异，因此，本文所获得的结果对于RAPD以外的分子标记技术或许也有参考价值。
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