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摘要! 利用筛选出的
#8

对相关序列扩增多态性%

=>?@

&引物对
A!

个来自印度和中国不同种源的无患子进行
=>?@

扩增! 计算
B,4C

遗传相似系数后用非加权组平均法%

D@EF?

&法进行聚类! 分析其亲缘关系! 以便为今后无患子

6&7-%8#3 9#:"$"33-

优质种质资源的保存' 选育和后续研究提供参考( 试验结果表明$

#!

个样本共扩增出
!&$

个带

型! 其中
#0#

条为多态性条带! 多态性百分率为
/&3#'G

! 样本的平均遗传相似系数为
%3/$0

! 显示出无患子种内的

相似度较高! 遗传分化不明显) 聚类分析表明$ 印度南的种源与其他种源产生较大的遗传分异! 而印度北的种源

由于地理纬度与中国国内种源较为相近! 因此! 和中国国内种源的遗传距离没有印度南种源相差那么大! 各种源

间的遗传距离与地理距离基本服从正相关的关系) 图
!

表
$

参
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关键词! 植物学* 无患子* 地理种源* 相关序列扩增多态性"

=>?@

&* 亲缘关系* 分子多态性
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无患子
6&7-%8#3 9#:"$"33-

主要分布于中国淮河以南各地% 印度和日本也有分布% 是一种经济价值

很高的树种% 其果可以提取皂苷制作肥皂等清洁用品% 同时也能用作生产农药的原料" 其树形优美% 可
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吸收汽车尾气! 二氧化硫等有害气体" 是一种良好的行道树种# 另外" 它根系发达" 在水土保持方面也

有很大的利用价值$ 目前" 国内未见通过分子手段揭示无患子不同种源之间遗传差异的研究" 国外
&'!

(')

等 %

#

&通过提取无患子
*+,

" 采用随机扩增多态性
*+,

'

-,.*

(标记!

*,&*

'

/0)1231/ '4560702'3089 87

4090:'3166031 )1;089 *+,

(! 简单重复间序列'

0931)!:04561 :1<=1921 )151'3

"

>??-

(标记分析了印度
@

个不同

种源地的遗传多样性" 但在相关序列扩增多态性'

:1<=1921!)16'31/ '4560701/ 586A48)5(0:4

"

?-,.

(分子标

记的运用上还存在着很大的空白)

?-,.

分子标记技术具有操作方便快捷! 预先不用知道
*+,

序列的

优点" 并已在多种经济树种的种质资源研究中得到运用%

!"$

&

) 因此" 本研究运用
?-,.

分子标记技术对

国内的
#%

个地理种源和印度的
!

个地理种源为对象进行多态性和亲缘关系的分析" 为无患子优质种质

资源的保存! 亲缘关系的判断! 育种方案的制定等提供参考依据)

#

材料和方法

!"!

供试材料

供试材料是采于福建省顺昌县无患子种源收集区的
#!

个种源材料" 取
B

株*种源CD

" 选择刚展开的

幼叶" 用硅胶干燥法保存带回实验室" 置于
"E" #

冰箱备用提取
*+,

) 种源涵盖了中国浙江省+ 江西

省! 广西省和福建省" 及印度南北)

序号 种源 序号 种源

D

福建南平
+. DDEF"D$G H

福建顺昌
?I DDHJ%E$G

!

福建永安
K, ##HJ$L$G E

广西钦州
MN D"EJBH$G

B

浙江杭州
OP D!"J"!$G Q

福建顺昌高阳
MK DDHJE@$G

$

福建三明
?& DDHJBL$G D"

印度南
K*+

@

福建清流
RS DDLJ$Q$G DD

福建漳州龙海
OO DDHJ$E$G

L

江西樟树
PN DD@JB!$G D!

印度北
K*T

经度纬度

!LJBE$+

!LJ!@$+

B"J"B$+

!LJDB$+

!LJ@D$+

!EJ"B$+

经度纬度
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!LJE@$+

!$J!L$+
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无患子种源地理位置
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总
$%&

的提取与测定

采用改良的十六烷基三甲基溴化铵'

IU,T

(法提取
*+,

%

@"L

&

" 用核酸蛋白分析仪测定提取的
*+,

浓

度和纯度" 用电泳法检测
*+,

的完整性" 放入
"!% #

下存储备用)

!"' ()*

扩增! 条件优化和检测

?-,.

的引物购自上海生工生物工程技术服务有限公司) 扩增反应在德国
G5519/8)7 .I-

基因扩增

仪上进行) 采用优化后的反应体系"

!% !S

体积中" 含
!J% 4486

*
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"
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扩增程序为,

Q$ #

预变性
@ 409

# 然后
Q$ #

变性
D 409

"

B@ #

退火
D 409

"

H! #

延伸
D

409

共
@

个循环# 再
Q$ #

变性
D 409

"

@" #

退火
D 409

"

H! #

延伸
D 409

" 共
B@

个循环# 最后
H! #

后

延伸
D" 409

)

.I-

产物在质量分数为
D&

的琼脂糖凝胶上电泳分离后放入溴化乙锭!

GT

"中染色" 然后用

荧光
Z

可见光数字成像分析系统'

,65('64';1) [.

(拍照观察并保存)

!"+

引物筛选

以印度北和浙江杭州的
*+,

为模板链进行引物筛选" 从
EE

对
?-,.

引物中筛选出扩增条带清晰!

带较多多态性较好的引物
#E

对" 用于
#!

个无患子样品的
?-,.

分析) 引物组合扩增情况见表
!

)

!",

数据统计和分析

根据
?-,.

扩增产物相同位置清晰可辨的电泳带的有无为统计对象" 有记为 -

#

." 无记为 -

%

." 在

G\216

表格上建立
%

"

#

矩阵图" 用
+U?K?!52

统计分析软件计算
*021

遗传相似系数" 并进行非加权组平

均法'

=9]10;(31/ 5'0)!;)8=5 413(8/ ]03( ')03(41302 41'9:

"

^.M&,

(聚类分析) 相似性系数
_

'

!%

样品
'

和

V

共有的相同位置数(

Z

'

'

样品的位置数
XV

样品的位置数()

D@!



第
!"

卷第
"

期

图
#

无患子
"$

个种源地的聚类图
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刘 宝等! 不同地理种源无患子的分子多态性分析

序号 组合名称 多态性谱带数
扩增的

谱带数
多态性百分率

67

序号 组合名称 多态性谱带数
扩增的

谱带数
多态性百分率

67
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$ 9$:8 8$ 8! B$C!8 8$ 9A:B 8! 8A ;8C$>

! 9$:= 8? 8$ ;!C!! 8! 9A:8? 8$ 8> ;?C??

= 9!:! ; 8? ;?C?? 8= 9A:88 A 8! =AC8>

> 9!:= 8= 8< ;$C!> 8> 9<:$ B 8$ <>C??

A 9!:> 8$ 8> ;?C?? 8A 9<:! ; 8$ AACA<

< 9!:B 8$ 8= ;>C<8 8< 9<:> 8= $? <?C??

; 9=:8? B 88 ;8C;$ 8; 9;:= ; 8= ><C8=

B 9>:! 8? 8= <8C=!

总计
8B8 $>!

8? 9>:88 B 8$ <>C??

平均
8?CA8 8=C?A <>C8A

表
!

引物组合扩增情况

D/EF* # G*5(FH5 .1 /02F&1&4/H&.,

图
8 0A*8

为引物的扩增电泳图

%&'()* 8 IGJK 0/2 .1 !"#$%&'( )'*+,+(($ 2).3*,/,4* '*,.0* /02F&1&*-

L&HM 2)&0*) 2/&) 0A*"

$

结果和分析

!"#

多态性分析

从
;;

对
IGJK

引物中筛选出扩增条带清晰" 带较多多态性较好的引物
";

对#表
$

$% 用于
"$

个不同

种源无患子样品的
IGJK

分析% 共扩增出
$>!

条清晰可用的条带% 分子量为
"??!! ??? E2

% 个别超过
!

??? E2

#图
"

$& 其中多态性条带
"B"

条% 占总条带的
<>C"A7

& 每对引物扩增出
<!";

条多态性谱带% 平

均产生
"=C?A

条& 条带统计结果表明! 对

于同一个种源#以印度南为例$% 不同的引

物组合扩增出
>

#

0A*"?

$

!"=

#

0<*>

$条条

带% 条带数目不同% 分子量不同% 说明不

同引物组合在
+NJ

模板链上的结合位点不

同扩增出的片段长短不一% 显示了多态性&

同一对引物#以
0A*8

为例$对不同种源扩

增出的条带为
<

#印度南$

!88

#清流$条% 且

条带位点有很大差异% 体现了各种源样本

的遗传差别& 此外% 在所有引物组合显示

的条带中% 总有
8!$

个位点上有特别明亮

的特征带型是大部分种源共有的% 显示了

种源间的相似性&

!"!

无患子地理种源间亲缘关系的聚类分析

根据
IGJK

结果计算出
+&4*

遗传相似系数#表

!

$% 可以看出相似性最高的是福建顺昌和福建顺昌高

阳的
$

个种源% 为
?C;;8

' 最低的是印度南和浙江杭

州及印度南和永安% 都为
?C>;>

& 无患子种源间的平

均相似系数为
?C<!B

% 显示出无患子种源之间遗传距

离较近& 运用
OKP9J

法对
8$

个种源进行聚类分析%

得到聚类图#图
$

$& 可以得出当相似系数以
?CA??

为

界时% 印度南和其他种源地区分开' 以
?C<$?

为界

时% 印度北和其他的种源地区分开' 以
?C<!>

为界

时% 区分出福建漳州龙海和余下的种源' 以
?C<A?

为

界时又将福建清流种源分出来& 而再往后% 相似系数

8>!
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在
"&'(%

以后分为
!

类! 第
#

组为广西钦州" 福建顺昌高阳和福建顺昌! 第
!

组为福建南平" 福建永

安" 福建三明" 浙江杭州" 江西樟树# 第
#

组中! 距离最接近的福建顺昌和福建顺昌高阳聚为一类! 与

广西钦州区分开来$ 第
!

组中! 地理位置最接近的福建三明和福建永安聚为一类后! 与福建南平在

%&(#%

处相聚! 然后此三者在
%&')*

处和浙江杭州聚为一类! 最终在
%&'((

处和江西樟树聚为一类$ 从聚

类结果不难看出! 印度南种源有明显的遗传分异! 而印度北因与国内的种源在纬度上较为接近! 生长的

光照% 热量等条件较接近! 因此! 分化不太大$ 国内的种源间的亲缘关系也大致和地理距离呈正相关!

但广西钦州" 浙江杭州
!

处种源的亲缘关系规律就和以上趋势有较大出入$

种源
+, -. /0 12 33 34 +5 4, 16 57- 58 579

+, #

-. %&':' #

/0 %&''* %&'** #

12 %&'') %&(#$ %&')# #

33 %&:)! %&'*# %&'## %&'') #

34 %&')# %&'') %&'!; %&')( %&';* #

+5 %&(:: %&''* %&'*# %&'') %&'!; %&(%: #

4, %&''# %&(%: %&''* %&'') %&':; %&')# %&(%! #

16 %&(%! %&''* %&''* %&''# %&'%( %&':' %&((# %&':; #

57- %&*() %&:%) %&:#' %&:%* %&*)' %&*(* %&*)' %&:%* %&:!# #

58 %&''* %&(#% %&'$' %&(!! %&'$; %&(#% %&(%: %&''* %&(%: %&*(* #

579 %&';) %&'%$ %&:'! %&'%% %&:': %&'## %&'** %&'#* %&':; %&*() %&''* #

表
!

各种源材料的相似系数

<=>?@ ; 1ABA?=CADE FG@HHAFA@ID GH #! !"#$%&'( )'*+,+(($ JCGK@I=IF@L

;

讨论

!"#

无患子地理种源的遗传多样性水平

一部分植物种 &

$

!

'!)

'使用
1M8.

标记的材料出现了很高的多态性! 多态条带占
)%N

以上! 验证了

1M8.

标记的高多态性( 还有一部分如甘蓝
-,"(($." +/0,".0" K=C& ."#$1"1"

&

(

'

! 旱芹
2#$') 3,"40+/0%(

&

#%

'的

多态性分别为
*#&'N

!

;)&%N

! 则显示的多态性较低# 而本试验所研究的无患子不同引物组合扩增结果

的平均多态性为
'*&!N

! 多态性一般# 由此可见!

1M8.

的扩增多态性在不同种之间是有差异的# 另外!

根据
O=IP

等 &

#%

'对旱芹的研究! 在简单重复序列)

LABJ?@ L@QR@IF@ C@J@=D

!

11M

*和
1M8.

对比的情况下!

11M

的平均多态性是
$)&!N

! 高于
1M8.

的
;)&%N

也证明了
1M8.

标记不是在任何情况下都能呈现最大

的多态性$

在本试验中! 不同引物扩增出的多态率为
*%&%%N")!&;#N

! 显示了不同引物组合的多态性! 说明无

患子的遗传多样性在其
7-8

不同位置的片段上体现的程度有较大差异! 这一点在
S=B=?@LT

等&

#

'对
:)

个

无患子材料所用的
M8.7

)不同引物的多态性为
#%%N"$:N

*!

7827

)

#%%N"'%N

*!

U11M

)

#%%N":%N

*

标记上也有体现$ 因此可以对无患子分子标记的引物选择做更深入的探究$

!"$

无患子地理种源的遗传相似性的聚类分析

种源间的平均相似系数为
%&';)

! 显示出无患子的种内变异很小! 这与
S=B=?@LT

等&

#

'对印度的无患

子种源进行多样性分析得到的结果相符$

S=B=?@LT

等推测原因是由于无患子树为雌雄同株! 并主要靠

虫媒传粉! 当植株较大时! 因为传粉昆虫)主要为蜜蜂
2#$(

*会在同一植株体上来回停留! 使得雌雄配子

均来自同一植株! 造成子代遗传分异小$

很多研究表明&

#%!#!

'遗传距离与地理距离有一定的正相关性$ 从聚类图来看! 最初! 种源地被很明显

的分为
!

支! 印度南的种源单独一支$ 因为印度南的种源是与所有种源地相隔最远的种源! 与其他种源

之间的异质性最大! 因而产生了最大的遗传分异$ 而印度北的种源和印度南的种源相比! 印度北种源和

国内种源的遗传距离没有印度南种源大! 除了树种本身的遗传特性外! 还有可能是印度北种源地和国内

#*$
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卷第
"

期 刘 宝等! 不同地理种源无患子的分子多态性分析

种源地的纬度更为接近" 如光照# 温度这些对植物生长影响较大的生态因子差别不大$ 根据无患子种源

地的聚类图" 可将除印度南之外的种源全都归为一群" 而群内的遗传距离与地理距离基本服从正相关的

关系$ 个别特殊" 如漳州龙海和永安的聚类结果可能是历史上曾发生过引种或地质变迁等" 或者是种源

相似系数太接近" 以至于微小的试验误差就能引起聚类结果的不同$ 就后一种可能情况而言" 在绘制聚

类图时" 可以将每对引物扩增得到的结果进行逐步累积" 直到聚类关系基本稳定$ 但关于稳定的范围还

有待进一步研究确定$

从研究结果看" 无患子的种内分化较小" 在进行无患子的种质资源保护和繁育时应注意聚集隔离度

较高的不同种源地的种源进行繁殖" 以获得更具遗传多样性的无患子后代$
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