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摘要  [ 目的] 利用RAPD 技术分析新疆红花栽培品种遗传多样性。[ 方法] 提取29 份新疆红花栽培品种的基因组DNA 并利用所筛选的
20 条RAPD 引物进行PCR 扩增。[ 结果] 共扩增出156 条带 , 其中144 条带具有多态性 ,多态性条带占92 .31 % , 说明新疆的红花具有较丰
富的遗传多样性 ;根据引物扩增出的DNA 指纹图谱, 运用UPGMA 分析法可将29 份红花种质聚类划分为4 个主要类群, 该类群划分结果
与红花的生态地域性可能不存相关性。[ 结论] 该方法可用于在分子水平上分析红花品种的遗传多样性。
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Abstract  [ Objective] Study onthe genetic diversity in mai ncultivars of safflower distributi ngin Xi njiang Uighur Autonomous Region by means of RAPD
makers .[ Method] Genomic DNAs from29 safflower accessions from Xi njiang Uighur Autonomous Region were extracted for PCR amplification using 20
RAPD pri mers .[ Result] Totally 156 bands were amplified ,of which 144 were polymorphic (accounting for 92 .31 %) ,indicati ng that safflower is endowed
with plentiful genetic diversity .Based on the DNAfingerprint ,the 29 safflower accessions were grouped i nto four populations ,the classification results may
be not related with ecological regionality .[ Conclusion] RAPDtechnique is an available tool to analyze the genetic diversity of safflower germplasm at
molecular level .
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  遗传多样性是生物多样性的重要组成部分, 是地球上所

有生物携带的遗传信息的总和, 通常所说的遗传多样性主要

是指种内不同群体之间或同一群体内不同个体间遗传变异

的总和。遗传多样性的研究是资源保护和有效利用的关键

环节。植物遗传多样性的研究对种质资源的搜集、保存、评

价和利用均具有十分重要的意义[ 1] 。

随机 扩 增 多 态 性 DNA( RAPD) 由 Williams 和 Welsh

等[ 2 - 3] 在1990 年共同提出, 其以基因组 DNA 为模板, 一条随

机的10 bp 寡聚核苷酸为引物, 进行PCR 扩增反应, 产生不连

续的DNA 产物, 用来检测DNA 序列的多态性。RAPD 技术在

遗传作图、遗传多样性分析以及品系鉴定等方面得到了广泛

的应用[ 4 - 11] 。

红花( Cart ha mus ti nct ori us L .) 为菊科红花属一年生或二

年生草本植物, 是我国传统的中药材, 也是一种新型的油用

和工业资源植物。栽培种红花在全世界范围内都有分布, 在

我国, 红花 主要 栽 培于 新疆、河 南、浙 江、四川、云 南 等

地[ 12 - 14] 。关于红花遗传多样性, 人们曾利用形态标记和生

化标记开展了大量研究[ 15 - 20] 。分子标记的研究结果表明 ,

不同省份红花居群存在遗传多样性, 但遗传多样性和地理差

异无显著相关性[ 21 - 23] 。

新疆因具有特殊的生态地理环境而成为我国红花的主

产区, 但是新疆红花品种繁杂, 大多数品种品质退化 , 主栽品

种少, 现有品种以油用品种居多等原因严重制约了新疆红花

产业的发展。该研究利用20 条 RAPD 引物对29 份新疆红花

种质资源进行PCR 扩增, 从分子水平上研究其遗传多样性 ,

并通过聚类分析初步探讨不同红花种质之间的遗传差异, 为

保护和有效利用遗传资源以及红花新品种选育提供依据。

1  材料与方法

1 .1  材料 供试材料由新疆农业科学院经济作物研究所陈

跃华研究员惠赠。将29 份红花材料( 表1) 在温室内种植, 取

每个品种取长势一致的10 个单株, 分别采集幼嫩叶片混合

均匀备用。

表1 红花试验材料

Table 1 Test materials of Cartha mus tinctori us L.

编号

No.

品种

Cultivars

产地

Origion
1 811 吉木萨尔
2 99407 新疆农业科学院育成品系
3 裕民无刺原种 裕民
4 裕民无刺 裕民
5 白红花 吉木萨尔
6 塔原1 号 塔城
7 鸡冠花下 吉木萨尔
8 99829 新疆农业科学院育成品系
9 99826 新疆农业科学院育成品系
10 吉木萨红花1 号 吉木萨尔
11 鸡冠花 吉木萨尔
12 新红1 号 不详
13 新红2 号 不详
14 新红3 号 不详
15 新红4 号 不详
16 和田无刺 和田
17 疏勒红花 疏勒
18 米泉红花 米泉
19 吉木萨尔有刺 吉木萨尔
20 巴楚有刺 巴楚( 喀什)
21 哈密有刺 哈密
22 额敏有刺 额敏
23 141 少刺 141
24 疏附红花-1 疏附
25 疏附红花-2 疏附
26 吐鲁番-1 吐鲁番
27 塔城有刺 塔城
28 昌吉少刺 昌吉
29 NF27143 野生种( 以色列)

 注:鸡冠花是在吉木萨尔811 和新红3 号混种田内出现的表型突变

体, 该突变体只有顶端花序呈鸡冠状( 鸡冠花) , 其他花序表型正常

( 鸡冠花下) 。

 Note :Coxcomb means the phenotypic mutant inthe field with miscegenation of

Ji msar 811 and Xinhong No .3 ,whose inflorescence at upper portion as-

sumes comb shape ( coxcomb) and other inflorescences are normal

(Jiguanhuaxia) .

1 .2  基因组 DNA 的提取  在参考文献[ 24] 的基础上, 取
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0 .5 g 新鲜嫩叶于研钵中加液氮研磨成粉末状, 置于1 .5 ml 离

心管中, 分别用SDS 法和改良CTAB 法提取其DNA。加入RNA

酶A 去除所提取DNA 中的RNA, 用紫外分光光度计测定DNA

浓度及纯度,0 .8 % 的琼脂糖凝胶电泳检测DNA 质量。

1 .3  RAPD 及其产物检测  随机选取2 份 DNA 进行预试

验, 从40 条随机引物中选出20 条能够获得清晰条带、反应稳

定的引物( 表2) 进行试验。PCR 反应体系为20 μl , 包括1 .5 U

Taq DNA 聚合酶,2 .0 mmol/ L Mg2 + ,1 ×Taq DNA 聚合酶,30

ng 模板DNA ,20 mmol/ L 引物,dNTPs 各2 .5 mmol/ L。PCR 反

应在BIO RAD 上进行, 扩增程序为 :94 ℃预变性7 min ;94 ℃

45 s ,39 ℃45 s ,72 ℃45 s ,38 个循环;72 ℃延伸7 min ,4 ℃10

min。反应产物含有0 .5 μg/ ml EB 的3 .0 % 琼脂糖凝胶中电

泳检测 , 在紫外光透射仪下观察、拍照。

表2 试验用的寡核苷酸引物

Table 2 Oligonucleotide pri mers usedinthetest

引物代号

Pri mer

序列

Sequenc

引物代号

Pri mer

序列

Sequenc
1 TGCCGAGCTG 11 TGACGCATGG
2 GTTGCGATCC 12 CAGCCCAGAG
3 AGGGCGTAAG 13 GAACGGACTC
4 GGTGATCAGG 14 GTCCCGACGA
5 GGAAGCTTGG 15 CTCACCGTCC
6 CCCAAGGTCC 16 AAAGCTGCGG
7 TTATCGCCCC 17 TGTCATCCCC
8 GGTGACTGTG 18 GACGGATCAG
9 AATGCGGGAG 19 CACACTCCAG
10 AAAGTGCGGC 20 ACTTCGCCAC

1 .4  数据分析方法 仔细观察扩增带, 有带记为( 1) 无带记

为( 0) , 不清楚和模糊的带不予记录。形成RAPD 表型数据矩

阵, 统计29 个引物扩增出的总带数和其中的多态性带数, 用

NTSYS- pc2 .02j 数据软件计算相似性系数 S( Si milarity) , 并用

UPGMA( 非加权算术平均数聚类) 分析样品间的遗传关系。

相似性系数的计算公式: Sxy = 2 Nxy/ ( Nx + Ny) , 式中, Nxy 分

别代表样品 X 和 Y 共有带数目 , Nx 及 Ny 分别代表样品 X

和 Y 各自条带数。

2  结果与分析

2 .1  基因组 DNA 的提取 SDS 法和改良CTAB 法均可获得

DNA, 但是SDS 法提取的DNA 条带弥散 ,DNA 浓度低( 图1) 。

改良CTAB 法提取 DNA 经 RNA 酶 A 消化后, 电泳条带清晰

( 图2) , 经紫外分光光度法测定 ,DNA 样品 OD260/ OD280 均在

1 .7 ～2 .0 之间, 表明改良 CTAB 法提取的 DNA 经 RNA 酶 A

消化后在纯度及浓度方面均可满足RAPD 扩增需要。

图1 DNA 提取方法的比较

Fig .1 The comparisonamong DNA extraction methods

注 :A、B 为 RNA 酶消化前的 DNA ;C 为消化后的 DNA。

 Note :A and B mean DNA before RNAase digestion ;C means DNA after

digestion .

图2 RNA 酶A 消化前后DNA 的比较

Fig .2 The comparison of DNA before and after digestion

注 :1 ～29 为PCR 产物 ;M 为 marker 。

Note :1 - 29 ,PCR products ;M, Marker .

图3 引物1 扩增的RAPD 带型

Fig .3 RAPDpatterns amplified by pri mer 1

2 .2  RAPD 扩增结果  选出的20 条随机引物共扩增出156

条重复性好, 清晰的多态性条带( 图3) , 大小在100 ～2 000 bp

之间; 多态性位点数为144 , 多态性位点比率为92 .31 % ; 平均

多样性指数( I) 为0 .473 8 ; 每个位点的有效等位基因数( Ne)

是1 .508 1 ;Nei’s 遗传多样性系数为0 .311 5。

2 .3  聚类分析  基于遗传相似系数 , 利用 UPGMA 法对29

份供试材料进行聚类分析( 图4) 。从聚类图可以把29 份供

试材料聚为 4 个主要类群(Ⅰ,Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ) 和2 个中间类群( 18 ,
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28) 。18( 米泉红花) 和28( 昌吉少刺) 是2 个中间类群, 与其

他品种的亲缘关系相对较远。22( 额敏有刺) 和23( 141 少刺)

的亲 缘 关 系 较 近, 聚 为 同 一 类 群。6 ( 塔 原 1 号) , 29

( NF27143) 聚为同一类群。1( 811) ,3( 裕民无刺原种) ,4( 裕民

无刺) ,17( 疏勒红花) 聚为同一类群 , 剩余品种为同一类群。

图4 基于RAPD 分析产生的红花种质聚类图

Fig .4  Dendrogramof cluster analysis based on RAPD data for

safflower germplasm

3  讨论

传统的表型分类方法虽然可以把不同红花品种分为不

同的类群, 但通常只能选取少数有差异的表型性状作为分类

依据, 因而很难做到全面分析差异性。同时表现型可见的差

异中又有些是由于环境引起的, 用作为分类依据不够客观。

分子标记技术不受外界环境条件的影响, 可从分子水平上揭

示遗传变异的程度 , 在早期即可进行新品种的鉴定[ 25] 。

应用分子标记技术研究遗传多样性, 首先要建立稳定的

反应体系。关于RAPD 扩增产物的稳定性, 汪小全等[ 26] 进行

了不同浓度的模板 DNA 和干鲜叶的模板 DNA 比较, 证明

RAPD 产物具有很好的重复性;N.F. Weeden 等[ 27] 对扩增反应

系统中成分的浓度范围进行了比较试验, 结果表明模板、引

物及镁离子在一定范畴内的变化都不会引起 RAPD 扩增产

物的变化。该研究经过对模板、引物, 镁离子、Taq DNA 聚合

酶、dTNPs 浓度以及退火温度进行优化后, 能够获得清晰稳定

可用于 RAPD 分析的条带。

遗传多样性是生物多样性研究的核心, 反映了物种的遗

传背景, 育种潜力和利用价值, 对优良种质的保护和发掘利

用具有重要意义[ 28] 。该研究表明, 新疆红花品种间多态性

高达92 .31 % , 不同品种间具有丰富的遗传多样性。从聚类图

( 图4) 可以看出, 该方法把除了7( 鸡冠花下) 和20( 巴楚有

刺) 以外所有的品种分开, 野生种未能与其他品种分离开, 说

明野生种和栽培种红花之间有一定的亲缘关系, 栽培种红花

可能由野生红花驯化而来, 它们之间有可能在不断发生基因

的相互渗入[ 29] 。该方法将29 份试验材料聚为4 个主要类群

(Ⅰ,Ⅱ, Ⅲ,Ⅳ) 和2 个中间类群( 18 ,28) 。18( 米泉红花) 和28

( 昌吉少刺) 是2 个中间类群, 与其他品种的亲缘关系较远。

聚类图中Ⅰ中在南北疆均有分布;Ⅱ中除产地不详的品种外 ,

其他品种南北疆均有分布, 吉木萨尔县主栽红花品种都聚在

该组; Ⅲ的品种包含野生种; Ⅳ的品种分布在北疆地区。虽然

29 份红花材料咱遗传水平上的分类结果与按其地域来源分

类的结果并不完全相符( 并不是生态地域越近品种间的亲缘

关系越近) , 但每一地区的品种大都聚为一类。在培育新品

种时, 可根据聚类图, 尽量选择亲缘关系较远的品种进行配

组, 以选配出具有强优势的组合[ 30] 。总之, 将供试种质材料

的植物学分类方面的背景资料和 DNA 分子水平的分析结果

综合起来加以应用, 培育出适合新疆生境的高质量、高药效

的品种将极大地促进新疆红花产业的发展, 也有助于进一步

发挥新疆丰富的红花资源优势。
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 注 :a . 茎段芽萌发诱导 ;b . 试管苗通过腋芽途径增殖 ;c . 试管苗

不定根诱导 ;d、e . 试管苗根生长状况 ;f . 试管苗移栽成活。

 Note :a .Bud germination and induction of stemsegment ;b .The propa-

gation of test-tube seedling by means of axillary bud ;c .Adventi-

tious root induction of test-tube seedlings ;d and e . Root growth

status of test-tube seedling ; f .Survived test-tube seedling after

transplanting .

图1 白首乌的离体再生与快繁

Fig .1  In vitro regeneration and rapid propagation of Cynanchu m

auriculatu m

表2 不同激素及其浓度对生根的影响

Table 2  Effect of different kinds and concentrations of hor mones on the

rooting

激素∥mg/ L Hormones

IBA NAA
生根率∥%
Rootingrate

平均根数∥个
Average root number

根生长状态
Growthstatus

of roots
0 0 70 .0 5 .24 细长
0 .05 75 .6 6 .84 细长
0 .10 82 .3 7 .86 正常
0 .20 88 .5 8 .53 正常
0 .50 85 .0 8 .23 粗,轻度愈伤
1 .00 61 .1 4 .32 过粗, 大量愈伤

0 .05 41 .5 3 .37 粗、短
0 .10 28 .1 2 .89 过粗, 畸形
0 .20 16 .3 1 .55 大量愈伤

2 .3  生根 试验中发现 ,IBA 对白首乌根的诱导效果明显好

于NAA。其中以IBA 浓度为0 .20 mg/ L 时诱导的不定根生长

最好,5～6 d 后可见不定根原基突起,20 d 后每株可形成6 ～

10 条不定根 , 生根率为88 .5 %( 图1c 、d 和e) 。当IBA 浓度为

1 .00 mg/ L 时产生大量愈伤组织 , 根粗短, 生长不正常。NAA

诱导的不定根短而粗 , 当浓度达到0 .20 mg/ L 时, 愈伤组织过

大, 根生长缓慢。

  白首乌生根苗生长20 d 后即可移栽。移栽前2 ～3 d , 打

开瓶盖进行适应性锻炼。移栽时, 取出小苗 , 自来水将苗基

部琼脂洗净, 移入温室的花盆内。栽培基质为腐殖土、珍珠

岩按3∶1 混合。移栽后相对湿度保持在90 % 左右 , 逐步降低

湿度至温室正常湿度, 温度控制在25 ℃左右。经过20 d 左

右的培养, 即可长出新根成活 , 成活率达100 %( 图1f) 。

3  讨论

离体培养中一般药用植物茎段增殖的方式是以丛生芽

形式进行的 , 如山茱萸[ 4] 、白头翁[ 5] 等。但白首乌茎段是以

腋芽- 腋芽途径进行增殖, 即植株的茎节处产生腋芽, 再通

过带腋芽茎段的切割、转接从而达到增殖的目的, 这与香

椿[ 6] 茎段的增殖方式相似。

一般认为 , 在试管苗生长与分化过程中, 细胞分裂素有

利于诱导芽 , 但在实际应用中不仅要考虑芽的增殖数量, 更

要注意分化芽苗的质量。该试验结果表明, 加入细胞分裂素

有利于白首乌茎段增殖, 但高浓度的6- BA、KT 会影响芽苗的

生长, 并且导致玻璃化苗的产生 , 因此 , 适宜白首乌茎段增殖

的培养基为 MS + 6- BA 0 .20 mg/ L + NAA 0 .10 mg/ L。
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