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摘要  用200 条随机引物对满天星试管正常苗和玻璃苗进行了 RAPD 分析研究 , 结果表明 :200 条随机引物中 , 有23 条引物的扩增产物
DNA 片段表现出明显的多态性 ,其中每个引物对不同供试样品扩增出现的DNA 谱带数少则5 条 ,多达13 条, 分布在200～2 000 bp 。不同
引物扩增出的DNA 片段谱带不同 , 差异较大 , 选出的23 条引物对14 个供试样品共扩增出206 条DNA 谱带 , 经聚类分析 ,14 个供试样品
可分为2 类或4 类 , 可直观准确地区分满天星试管正常苗和玻璃苗之间的差异。
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Abstract  Inthis paper , the randomamplified polymorphic DNA( RAPD) analysis was conducted with200 randompri mers inthe formal shoot and vitrifi-
cation shoot from Gypsophila Panicul ata Ltissue culture . The results showed that twenty-three of the two hundreds randompri mers were scorable polymor-
phic ones . Scorable DNAfragments derived fromeach pri mer amplying in various strains were found inthe range fromfive to thirteen with an average of
seven. The size of the amplified DNAfragments rangedfrom200 to 2000 base pairs . Different DNA bands were amplified by different pri mer , and the dif-
ference was big .Twenty-three pri mers were screened and a tota1 of 206 DNAfragments were amplified . After cl uster analysis , 14 samples were clustered
2 or 4 groups , these can distinguish the difference of the formal shoot and vitrification shoot from Gypsophila Paniculata L tissue culture .
Key words  Gypsophila Paniculata L;Vitrification ; RAPD;Cluster analysis

  试管苗玻璃化现象在植物组织培养中极为普遍, 已报道

的植物达 70 多种[ 1] , 是试管苗生产中急待解决的问题之

一[ 2] 。满天星试管苗在培养容器小环境的相对湿度等与水

势有关的许多外源因素的影响下, 易产生玻璃化现象, 但玻

璃化程度不同, 表型变化和生理功能也不同。目前关于玻璃

化植株的解剖学特点[ 3 - 4] 、生理生化变化[ 5 - 6] 、形成原因及

控制方法等方面的研究很多[ 7] , 但是对于玻璃化发生规律和

机理尚无确定的结论, 尤其从分子水平尚无对其进行研究的

先例。笔者应用 RAPD 技术对玻璃化程度不同的满天星植

株进行了 DNA 水平的分析, 为进一步探明组培过程中的玻

璃化机理打下基础。

1  材料与方法

1 .1 材料  试验材料为7 株满天星( Gypsophil a Pani cul at a

L .) 试管生长一致的正常苗( Ns1 ,Ns2 ,Ns3 ,Ns4 ,Ns5 ,Ns6 ,Ns7) 和

7 株玻璃苗( As1 ,As2 ,As3 ,As4 ,As5 ,As6 ,As7) , 其中选用的玻璃

苗部分叶片开始肥大、已经肥大、半透明, 其玻璃化程度不同。

1 .2 方法

1 .2 .1 基因组DNA 的提取。采用CTAB 法[ 8] , 提取 DNA 后,

采用DYY- 12 型稳压稳流电泳仪, 缓冲液为TBE 的琼脂糖凝

胶电泳检测 , 电泳时电压50 V( 5 V/ c m) , 时间2 h 。电泳结束

后在凝胶成象仪下照相, 并记录结果。

1 .2 .2 基因池的建立。应用 Michemor R W 等[ 9] 的分离群体

分组分析法( BSA 法) 。分别将7 株正常苗和7 株玻璃苗的

DNA 样品等量混合, 组成满天星正常苗和玻璃苗的基因池。

1 .2 .3 DNA 扩增反应程序。反应程序设置 :94 ℃预变性5

min ,94 ℃变性1 min ,36 ℃退火1 min ,72 ℃延伸1 .5 min ,45 个

循环, 最后 72 ℃延伸7 min。反应体系为( 25 μl ) :14 .17 μl

ddH2O,150 μmol/ L dNTP,1 .5 μmol/ L MgCL2 ,2 .5 μl 10 ×Buffer ,

0 .3 μmol/ L 引物,10 ng DNA 模板,1U TaqDNA 聚合酶。

1 .2 .4 电泳检测。PCR 扩增反应结束后, 采用0 .5 ×TBE 电

泳缓冲液,1 .4 % 的琼脂糖凝胶( 含0 .5 μg/ ml EB) 电泳, 电泳

产物在 GDS-8000 型凝胶成像仪下观察, 拍照。

注 :1 ～7 正常苗 ,8 ～14 玻璃苗。

图1 引物F06、J10 的RAPD 电泳图谱

1 .2 .5  数据处理。用 MEGA2 .1 数据处理软件计算距离系

数, 用UPGMA[ 9] 程序对14 株满天星试管苗进行聚类分析。 �
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2  结果与分析

2 .1 引物的筛选 为了选择不仅能扩增出清晰、重复性好 ,

且能扩增出玻璃苗或正常苗的特征性条带的引物, 采用 BSA

法, 共筛选了 OP 系列的200 条随机引物 , 其中获得指纹条带

明显的引物有23 条 , 分别为 C15、C16 、C18 、D15、E02 、F01 、F02 、

F06 、G06、G10 、G11、G14、G15、G17、H15 、H19 、I04、I13 、J08 、J10 、
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J17、J18、J20。此23 条引物可扩增出所有供试样品的 DNA 条

带, 且条带清晰、稳定, 分布合理、重复性好。

2 .2  RAPD 扩增图谱分析 23 条引物对14 株满天星试管苗

均能扩增出清晰的谱带 , 每个引物对每样品扩增出的 DNA

条带数不等, 少则5 条, 多则13 条, 表明反应体系和反应扩增

程序均能对满天星正常苗和玻璃苗进行有效的 RAPD 扩增 ,

每个引物经3 次重复, 都可得到稳定的结果, 所有引物扩增

的DNA 多态性片段的长度在200 ～2 000 bp( 图1) 。

由表1 可见, 共扩增出206 条 DNA 谱带, 其中125 条为

共有DNA 谱带 , 占61 % , 81 条为多态性带, 占39 % , 说明供

试样品虽然具有较大的相似性, 但也有一定的差异。

2 .3  聚类分析  由表2 可见,14 株满天星正常和玻璃苗个

体间的遗传距离系数在0 .086 ～0 .558 , 变化较大。其中7 株

正常苗( Ns1 ～Ns7) 间的遗传距离较小, 均小于0 .28 , 说明其

相似性大于72 % , 而出现的遗传差异可能是个体间差异。7

株玻璃苗( As1 ～As7) 中 , As7 和 As1 间的遗传距离大, 为

0 .506 , 相比之下, As7 与7 株正常苗的遗传距离较小( 平均

0 .337) ,As1 较大( 平均0 .522) , 说明 As1 玻璃化程度高,As7

较低, 这与As7 为叶片开始肥大的苗,As1 为半透明苗的表型

特征一致。

  由图2 可见, 在0 .2 距离水平上可将满天星正常和玻璃

苗分为2 类: Ns1 ,Ns2 , Ns3 , Ns4 ,Ns5 , Ns6 ,Ns7 , As2 ,As5 , As6 ,

As7 为第1 类 ;As1 ,As3 ,As4 为第2 类。在0 .15 的距离水平上

可分为4 类 :Ns1 ,Ns2 ,Ns3 ,Ns4 ,Ns5 ,Ns6 ,Ns7 为第1 类 , 为正

常苗;As2 和As7 为第2 类, 玻璃化程度较轻;As4 和 As5 为第

3 类; 玻璃化程度较重的As1 ,As3 和As6 为第4 类。

  表1 RAPD 分析所用引物及其扩增的谱带数

引物编号
扩增条

带数

多态性

条带数

共同拥有

条带数

多态性的

频率∥%
C15 8 4 4 50

C16 8 4 4 50

C18 8 4 4 50

D15 7 3 4 43

E02 11 2 9 18

F01 11 3 8 27

F02 9 3 6 33

F06 8 6 2 75

G06 9 3 6 33

G10 7 1 6 14

G11 10 2 8 20

G14 12 3 9 25

G15 13 3 10 23

G17 11 4 7 36

H15 7 2 5 29

H19 7 2 5 29

I04 11 5 6 45

I13 8 6 2 75

J08 5 4 1 80

J10 9 2 7 22

J17 9 4 5 44

J18 6 3 3 50

J20 12 8 4 67

汇总 206 81 125 39

  表2 满天星试管苗的遗传距离系数矩阵

N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7

N1 0 .000
N2 0 .210 0 .000
N3 0 .148 0 .111 0 .000
N4 0 .185 0 .099 0 .086 0 .000
N5 0 .247 0 .210 0 .173 0 .185 0.000
N6 0 .198 0 .210 0 .173 0 .185 0.198 0 .000
N7 0 .247 0 .235 0 .222 0 .235 0.247 0 .272 0 .000
A1 0 .568 0 .531 0 .519 0 .531 0.420 0 .543 0 .543 0 .000
A2 0 .309 0 .296 0 .284 0 .272 0.284 0 .284 0 .309 0 .457 0 .000
A3 0 .494 0 .407 0 .469 0 .432 0.395 0 .494 0 .543 0 .272 0 .383 0 .000
A4 0 .420 0 .383 0 .395 0 .407 0.370 0 .370 0 .444 0 .469 0 .333 0 .370 0 .000
A5 0 .333 0 .346 0 .309 0 .321 0.284 0 .358 0 .407 0 .481 0 .296 0 .358 0 .284 0 .000
A6 0 .395 0 .457 0 .444 0 .432 0.444 0 .444 0 .543 0 .321 0 .432 0 .247 0 .370 0 .358 0 .000
A7 0 .284 0 .370 0 .358 0 .321 0.358 0 .309 0 .358 0 .506 0 .247 0 .432 0 .407 0 .296 0 .383 0 .000

 注 :N1 ～N7 为正常苗 ,A1 ～A7 为玻璃苗。

图2 满天星试管苗的RAPD 聚类分析树状图

3  讨论

组培快繁中玻璃化现象是比较突出和严重的问题 , 郭达

初等[ 12] 曾提出重瓣丝石竹试管玻璃苗再生的可行性 , 但从

该试验结果可知, 半透明状或透明状的玻璃苗可能发生DNA

水平上的碱基变化 , 没有再生的可能性。该研究结果表明 ,

不同程度的玻璃苗与正常苗的遗传距离不同,As1、As3、As6

样品的玻璃化程度较大 , 与正常苗有较大差异 ; 而 As2、As4 、

As5 、As7 号样品( 叶片有些肥大) 变异程度较低, 与表型上变

异程度相符, 这类玻璃苗具有再生的可能性。所以在组培规

模化生产和继代材料稀少的状态下, 选留再生性玻璃苗和去

除变异玻璃苗显得非常重要, 该研究对快速准确地鉴定再生

性玻璃苗和变异玻璃苗供了新方法。
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尽管在过去25 年中, 尚无一例有不良影响的重组 DNA

实验记录, 但这些担忧 , 也为人们提出了立法新课题。最

近, 联合国粮食与农业组织农业委员会的报告 , 进一步强调

了生物技术在提高农业生产力上的重要作用 , 同时指出 , 必

须制定有效的生物安全法规、缜密的生物技术产品风险评

估措施和严格的监控机制 , 以确保生物技术产品不会给人

类和环境带来不良影响。

21 世纪是生物化学的世纪, 生物技术的发展将在全球

经济发展中占有重要地位 , 尤其是转基因技术在农作物品

种改良方面的巨大优势 , 使人们看到了消除贫困与饥饿的

希望, 更看到了现代农业发展的经济潜力。尽管优势与风

险共存, 相信随着生物技术的不断发展, 人们对生物本质认

识的深入 , 人类一定会用好手中这把“双刃剑”, 向生物技术

要质量、要产量, 推动人类社会步入美好的明天。

4  现代生物技术的应用前景

国内外科学家纷纷预言 ,21 世纪将是生物学的世纪 , 农

业的发展以生物技术为主角 , 并且也将是应用生物技术的

鼎盛时期。为了鼓励和推动生物技术的发展 , 许多国家制

订和采取了一些新的有力政策及措施 , 如为了保持生物技

术的领先地位 , 刺激生物技术产业快速发展 , 美国食品和药

物管理局在1995 年底决定放宽对生物技术公司的限制, 对

用生物技术方法生产出来的药品与传统药品一视同仁; 一

些欧盟国家和日本也制订了新的政策。我国也将生物技术

摆在了重要的位置 , 在国家“863”计划、“攀登计划”、国家自

然科学基金和国家政策计划中已将生物技术方面的项目列

为重大项目, 以此推动生物技术的蓬勃发展。

在生物技术迅猛发展的今天 , 科学家们已从单个基因

测序转到有计划大规模地测绘人类、水稻等重要生物体的

基因图谱, 随着水稻等重要农作物基因组计划的成功实施

及基因工程技术的深入 , 将引发新的农业技术革命, 美国提

出了“向生物技术要产量”的口号 , 而人类基因组计划的完

成将极大地推动医学领域的研究活动 , 许多危害人体健康

的疾病, 如心血管病、癌症、艾滋病和糖尿病等, 将会得到有

效的预防、治疗和控制。生物技术产业是近十几年兴起的

产业 , 虽然不少生物技术产品尚处于研究试验阶段, 商品化

发展充满风险和曲折 , 但是产业化趋势不可逆转。估计到

2010～2020 年 , 生物技术产业将逐步成为世界经济体系的

支柱产业之一。21 世纪的农业是现代化的农业, 其发展前

景是非常美好和鼓舞人心的 , 除了有重大经济价值的转基

因植物将陆续进入大田生产外 , 现代化的生物技术也将有

大的突破。已经掌握的技术会不断完善 , 新的生物技术还

会不断涌现 , 相信不久的将来 , 随着现代生物技术的发展,

可望出现高产优质, 集高光效、抗病、抗虫和抗逆等特性于

一身的作物新品种 , 我们要注重现代生物技术的研制和开

发, 加大投入, 广泛开展国际合作, 充分利用我国的资源优

势, 在加强基础研究的同时 , 使一批已成熟的技术由实验室

走向农村 , 加大推广力度, 使现代生物技术在我国农业的发

展中大显身手。
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