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摘要! 为研究蔺草
6#%7#3 +((#3#3

种质资源遗传多样性! 采用简单序列重复区间扩增多态性%

*289:#1*;<=9 19>?92@9

:9<9A81

!

BCCD

&分子标记技术对来自不同区域的
64

份蔺草种质资源进行遗传多样性分析! 并探讨它们的亲缘关系'

结果显示$

"5

对
BCCD

引物中共筛选出
56

对引物能扩增出稳定清晰条带(

64

份蔺草种质的基因组
EFG

共扩增出

,7'

条带! 其中
,6-

条多态性条带! 多态性比率达
'".'7H

' 应用
FICJC<@ %.,

软件分析显示!

64

份蔺草种质材料

间的遗传相似系数%

K9298*@ 1*;*=A:*8LM NC

&为
-.7-$ 4$-.377 ,

! 表明蔺草种质资源具有丰富的遗传多样性' 非加权组

平均法%
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RSNTG

&聚类显示! 在遗传相似系数
-.4$- #

处可将

#4

份蔺草种质划分为
$

大类群! 第
!

大类群可分为
#

个亚类! 大多数来自于相同或相近地理区域的材料聚于同一

类或亚类! 野生种质与栽培种质有分别聚在一起的趋势' 研究结果从分子水平揭示了蔺草种质资源的主要遗传多

态性特点! 为今后蔺草育种及杂交亲本的选择提供理论依据' 图
%

表
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了干旱和高海拔地区外! 北美洲" 欧洲及亚洲等亚热带地区均有分布! 中国" 日本" 韩国及东南亚一些

国家均有栽培# 蔺草制品具有调节干湿的功能! 夏季能保持适度的干燥! 使人的皮肤触感异常舒适! 因

此! 蔺草多用于编制榻榻米" 草席" 草帽" 草垫等生活日用品$ 此外! 蔺草还有一定的生态价值和药用

价值%

#

&

$ 中国是世界上利用和栽培蔺草最早的国家之一! 但近年来由于蔺草品种混杂非常严重! 极大地

影响和限制了蔺草的生产$ 目前! 有关蔺草的研究主要集中在生物学特性" 生理生化" 繁殖栽培技术等

方面%

!!$

&

! 有关蔺草种质资源遗传多样性的研究还未见报道$ 本研究利用简单序列重复区间扩增多态性

'

%&&'

(分子标记技术%

(!)#

&对
!$

份蔺草种质进行遗传多样性分析! 以揭示蔺草种质资源的主要遗传多态性

特点! 确定蔺草种质资源的亲缘关系! 为蔺草新品种的选育和产业可持续发展奠定基础$

)

材料与方法

!"!

试验材料

!$

份蔺草种质来自美国和中国'浙江" 西藏" 四川(等不同地区! 其中包括
##

份主要栽培资源和
)"

份野生资源$

#*)!

年收集后! 栽培于浙江农林大学试验基地$ 材料来源及采集地见表
)

$

!"#

试验方法

)+#+) ,-.

提取及定量 采用改良的十六烷基三甲基溴化铵'

/0.1

(法! 从新鲜的蔺草嫩茎中提取基因

组
,-.

$ 取新萌生的蔺草嫩茎约
*+2 3

在液氮冷冻下研磨成粉末! 迅速转入
#+2 45

离心管! 加入
6**+*

!5

预热的
#"/0.1

提取缓冲液%质量分数为
#7 /0.1

! 三羟甲基氨基甲烷与盐酸缓冲液'

089:#;/<

(

)**+*

44=<

)

5

!)

! 乙二胺四乙酸二钠'

>,0.#-?

#

(

#2+* 44=<

)

5

!)

! 氯化钠
)+2 4=<

)

5

!)

! 体积分数为
)7

巯基乙醇&!

充分混匀后置于
$2 $

水浴
"2 49@

! 隔
)* 49@

轻摇
)

次! 使样品充分悬浮在提取缓冲液中* 取出离心

管!

" $

!

)# *** 8

)

49@

!)

! 离心
)*%)2 49@

* 取上清! 加入等体积的
!

'氯仿(

&!

'异戊醇(

'#"&)

混合液!

轻柔颠倒混匀!

" (

! 使乳化
)* 49@

! 取出离心管!

" (

!

)# *** 8

)

49@

!)

! 离心
)*%)2 49@

* 重复上一

步* 取上清! 加入等体积
!#* (

预冷的异丙醇! 轻轻颠倒混匀! 置于
" (

沉淀
!* 49@

*

" (

!

$ *** 8

)

49@

!) 离心
6 49@

! 弃上清! 用体积分数为
(*7

的乙醇洗涤沉淀
#%!

次! 风干! 加入
)**+* !5 0>

'

)*+*

44=<

)

5

!)

089:#;/<

!

)+* 44=<

)

5

!)

>,0.

(溶解! 加入
)+* !5 )*+* 43

)

5

!)的
'-.

降解酶'

'@?:A.

(!

" (

保

存$ 用质量分数为
)+*7

琼脂糖凝胶电泳检测
,-.

质量! 用蛋白核酸分析仪根据
"

'

#$*

(

B"

'

#6*

(的比值

判断其纯度$ 用无菌水稀释到均一质量浓度
2*+* 43

)

5

!)

!

!#* (

保存备用$

表
!

材料来源及采集地

0?C<A ) &=D8EA: =F AGHA894A@I 4?IA89?<:

编号 名称 采集地点 来源 编号 名称 采集地点 来源

) J,#*)

中国浙江宁波鄞州 云达蔺草制品厂
)K ,J#*)

中国浙江东阳南马 南马梦之娇竹制品厂

# J,#*#

中国浙江宁波鄞州 云达蔺草制品厂
#* ,J#*#

中国浙江东阳南马 南马梦之娇竹制品厂

! JL#*)

中国浙江宁波鄞州 友丰工艺编织厂
#) ,J#*!

中国浙江东阳南马 南马梦之娇竹制品厂

" MJ#*#

中国浙江宁波鄞州 新艺蔺草制品公司
## -;

中国浙江宁波宁海深癒 野生

2 MJ#*)

中国浙江宁波鄞州 新艺蔺草制品公司
#! 5&

中国浙江丽水岭头 野生

$ MJ#*!

中国浙江宁波鄞州 新艺蔺草制品公司
#" M&

中国浙江象山石浦 野生

( MJ#*"

中国浙江宁波鄞州 新艺蔺草制品公司
#2 &N

中国浙江嵊州金庭华堂 野生

6 MJ#*(

中国浙江宁波鄞州 新艺蔺草制品公司
#$ ON

中国浙江温州文成 野生

K JN#*#

中国浙江宁波鄞州 新银蔺草制品公司
#( PQ

美国 野生

)* JN#*)

中国浙江宁波鄞州 新银蔺草制品公司
#6 5N

中国西藏林芝 野生

)) ;1#*)

中国浙江宁波鄞州 华备编织品有限公司
#K &P#*)

中国浙江台州三门海游 野生

)# ;1#*#

中国浙江宁波鄞州 华备编织品有限公司
!* &P#*#

中国浙江台州三门悬渚 野生

)! MP#*)

中国浙江宁波鄞州 兴明工艺编织品公司
!) NR

中国浙江诸暨枫桥 野生

)" ;1#*!

中国浙江宁波鄞州 华备编织品有限公司
!# ;N

中国浙江湖州 野生

)2 ;'#**)

中国浙江宁波鄞州 华荣工艺编织品厂
!! ,J#*"

中国浙江东阳千祥 野生

)$ ;'#**#

中国浙江宁波鄞州 华荣工艺编织品厂
!" R;

中国浙江金华武义 野生

)( 1/

中国浙江宁波黄古林 新艺蔺草制品公司
!2 5;

中国浙江台州临海邵家渡 野生

)6 ;Q5

中国浙江宁波黄古林 新艺蔺草制品公司
!$ &/

中国四川眉山 华升蔺业发展公司

柴晓娟等+ 蔺草种质资源遗传多样性的
%&&'

分析
22!
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图
#

引物
'() *%+

和引物
'() *,%

的扩增图谱

-./012 # 3445 6789.:.;6<.=> =: ?0>;0@ 2::0@0@ A.<B 81.721 '()*%+ 6>C '()*,%

#D!D! 3445

引物的筛选 随机选取
!

份蔺草种质的
EFG

! 利用加拿大哥伦比亚大学公布的在禾本科

H167.>262

植物中常用的
3445

引物 "

'()*&#!'()I&&

#

$!

对 "引物由上海生工生物工程股份有限公司合

成$进行筛选! 筛选出
!+

对扩增条带较稳定% 清晰的引物"表
!

$! 用于全部蔺草种质资源扩增&

#D!D+

简单序列重复
!

聚合酶链式反应!

3445!J)5

"体系的构建 根据小麦
!"#$#%&' ()*$#+&'

'

$

(

! 水稻
,!

"-.) *)$/+)

'

#+

(

! 冰草属
01"23-"24

'

#,

(

! 早熟禾
52)

'

#K

(和中型狼尾草
5(44#*($&' 6247/**/'&' L61D /4$8"!

'89/&'

'

#%

(等的方法设置
3445!J)5

反应体系和扩增程序& 通过预试验! 建立蔺草
3445

分析的优化反应

体系及反应程序& 反应体系总体积
!&D& !M

! 包含
#D& !M EFG

模板)

K& 7/

*

M

N#

$!

#,DK !M

双蒸水!

#D+

!M

镁离子"

!K 77=9

*

M

"#

$!

!D& !M

缓冲液"

#&#

$!

#DK !M

脱氧核糖核苷三磷酸"

!DK 77=9

*

M

"#

$!

&D! !M

:);

酶"

K##%D%$ >O6<

$!

&DK !M

引物"

#&D& !7=9

*

M

"#

$& 扩增程序为+

I, $

预变性
K 7.>

,

I, $

预变性
+

7.>

!

I, $

变性
# 7.>

! 退火
,K @

)根据引物的退火温度
:

7

所得$!

$! $

延伸
#DK 7.>

! 共
+K

个循环,

$!

$

再延伸
$ 7.>

!

, $

保存&

J)5

扩增产物用含
&DK 7/

*

M

"# 溴化乙锭)

2<B.C.07 P1=7.C2

!

Q(

$质量分数

!D&%

琼脂糖凝胶电泳分离!

#&

三羟甲基氨基甲烷
!

硼酸)

R(Q

$缓冲液!

#!& S

电压下电泳
,& 7.>

& 以
#&&

P8 EFG

梯度为标准分子量标记! 电泳结果在紫外凝胶成像系统进行拍照并分析&

#D!D,

数据统计及分析 根据在凝胶同一迁移位置上
EFG

条带有无进行统计! 有条带 )显性$ 记为

-

#

.! 无条带"隐性$或模糊不清记为 -

&

.! 形成
&TU

矩阵& 多态性比例"

V

$

'

"总谱带数
"

共有带数$

T

总谱

带数
&U""V

& 用
FR4W48; !DU

软件进行遗传相似系数计算! 利用非加权组平均法"

'JHXG

$构建聚类树状图&

!

结果与分析

!"# $%%&

扩增结果及多态性分析

利用筛选出的
!+

对
3445

引物对供试材料进行
J)5

扩增! 共扩增出
U,*

条稳定清晰的
EFG

条带

"表
!

$! 每对引物扩增带数为
,(U"

条 ! 平均每对引物扩增条带数为
%D,+

条 , 所有引物中 ! 引物

'()*UK

和引物
'()*IK

扩增带数最多! 均为
U"

条! 引物
'()*KI

和引物
'()*$K

的引物扩增带数最

少! 均为
,

条, 在所有供试材料中具有多态性的引物共
UK

对! 扩增出多态性条带
U+"

条! 多态性条带

比率为
*$D*,V

! 平均每对引物扩增出多态性条带
KD%K

条&

!"!

遗传相似性分析

+%

份蔺草种质间的遗传相似系数"

H4

$为
"D,"K %("DI,, U

"图
!

$! 具有丰富的遗传多样性& 其中!

EW!"!

和
EW!"+

之间的遗传相似系数最大! 达
"DI,, U

! 表明其亲缘关系较近, 遗传相似系数最小的是

KK,
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#$!%&

与
'(

之间! 为
%)"%* +

! 表明其亲缘关系较远"

!+

份蔺草种质材料中! 大多数来自于相同或相近

地理位置的材料间相似系数值较大! 说明其亲缘关系较近"

!"# $%&'(

聚类分析

为使供试蔺草种质间的亲缘关系更加清晰明确! 采用
,-./0

法对得到的遗传相似系数进行聚类分

析! 结果如图
1

所示" 在遗传相似系数为
%)+*% !

处! 将
!+

份蔺草种质资源分为
*

大类群# 第
!

大类中

有
12

份材料! 又可分为
!

个亚类# 第一亚类包括
#3!%&

!

#3!%1

!

4#!%"

!

4#!%5

!

#(!%&

!

67!%&

!

67!%1

!

68!%1

!

67!%!

!

68!%&

!

4/!%&

!

'6

!

9:

!

4#!%1

!

4#!%&

!

4#!%!

!

#(!%1

$ 第二亚类包括

7:

!

(;

!

3#!%"

!

6.'

!

9/!%&

!

9/!%1

!

3#!%1

!

3#!%!

!

<6

!

49

!

=(

$ 第三亚类仅有
3#!%&

$ 第
"

大

类包括
6(

!

;6

$ 第
#

大类仅有
#$!%&

$ 第
$

大类包括
'9

!

9(

和
/.

$ 第
%

大类包括
'(

" 从供试材料的

地理来源来看! 第一亚类中除
'6

和
9:

这
1

份种质外! 其余
&*

份均来自鄞州" 第二亚类除
7:

!

6.'

!

3#!%1

和
3#!%!

外! 其余
5

份均为野生蔺草种质资源" 第
"

大类为
1

份野生种质! 第
$

大类中
'9

和
9(

等
1

个国内野生种质首先聚在一起! 然后再与国外
/.

野生种质聚为一起" 结果表明# 材料地理来源对

系统聚类结果影响较大! 大部分来自于同一地区的材料聚为一类! 少部分材料在聚类图中无一定规律$

野生种质与栽培种质有分别聚在一起的趋势"

!

讨论与结论

#") *++,

标记在蔺草种质中的鉴别能力

>998

标记技术具有多态性丰富% 稳定性强% 成本低廉及操作简单等优点! 广泛应用于植物群体遗

传多样性分析和种质资源鉴定等研究&

&5

'

" 李君礼等&

&?

'利用简单序列重复(

998

)引物对
"

个蔺草代表性品

种进行
-:8

扩增! 结果表明#

+5

对
998

引物在
"

个品种中均有扩增条带! 但与水稻相比! 具有差异的

998

标记却很少! 原因可能与蔺草特有的基因组有关"

>998

标记在种内不同种质资源或不同品种间具

有较好的鉴别能力&

&5

'

" 本研究利用
>998

引物对蔺草不同种质资源进行遗传多样性分析! 从
51

对
>998

引物中筛选出
1!

对有效引物(占
!&)2"@

)对
!+

份蔺草种质
3<0

进行
-:8

扩增! 共扩增出
&"?

条带! 其

中具有多态性的引物
&*

对! 共扩增出多态性条带
&!%

条! 多态性条带比率为
?5)?"@

! 不同引物间扩增

出
""?

条多态性条带! 不同种质资源间的相似系数变化范围为
%)"%* +"%)2"" &

! 说明蔺草种质资源具有

丰富的遗传多样性! 同时也证明
>998

引物可在同一种群内不同种质资源间进行鉴别" 曾亮等&

&"

'对冰草

属植物研究发现!

&&

条有效引物(占
&&)?%@

)共检测到
?"

个扩增位点! 多态性位点比率为
5%)1@

! 品种

间遗传相似系数为
%)%?! %"%)5%+ %

! 表现出较高的遗传多态性" 刘欢等&

&2

'研究发现!

?

个
>998

有效引

物(占
&+)+5@

)共扩增出多态性带
&""

条!

?+)&%@

扩增片段能够揭示材料间的遗传差异!

"?

个燕麦
!"#$%

表
!

引物序列及其扩增产物的多态性

ABCDE 1 9EFGEHIE BHJ BKLDMNMEJ DOIM LODPKOQLRMSK ON 1! LQMKEQS

说明#

##

(

:

!

A

)$

8$

(

0

!

.

)"

引物名

称

引物序列

(

*%!!&

)

退火温

度
T'

扩增条带

数
T

条

多态性条

带数
T

条

,7: ?&&

(

.0

)

?: *")+ * *

,7: ?&*

(

:A

)

?. *")+ &% ?

,7: ?&5

(

:0

)

?0 *1)1 * *

,7: ?&?

(

:0

)

?. *")+ + *

,7: ?1*

(

0:

)

?A *1)1 * "

,7: ?!*

(

0.

)

?#: *")+ * *

,7: ?"%

(

.0

)

?#A *!)2 + *

,7: ?"1

(

.0

)

?#. *+)1 5 +

,7: ?""

(

:A

)

?8: *+)1 + +

,7: ?**

(

0:

)

?#A *!)2 + *

,7: ?*+

(

0:

)

?#0 *!)2 5 +

,7: ?*2

(

A.

)

?8: *+)1 " "

,7: ?!%

(

.00

)

+ "?)1 ? 5

多态比百

分率
T@

&%%)%%

?%)%%

&%%)%%

?!)!!

?%)%%

&%%)%%

?!)!!

?*)5&

&%%)%%

?!)!!

?*)5&

&%%)%%

?5)*%

引物名

称

引物序列

(

*&!!&

)

退火温

度
T'

扩增条带

数
T

条

多态性条

带数
T

条

多态比百

分率
T@

,7: ?"!

(

0:

)

?A0 *1)5 5 + ?*)5&

,7: ?"+

(

0:

)

?:: *5)! + + &%%)%%

,7: ?+1

(

0:

)

?:. *5)! ? 5 ?5)*%

,7: ?+!

(

0:

)

?:A **)% ? ? &%%)%%

,7: ?+5

(

0:

)

?.A *5)! + " ++)+5

,7: ?5"

(

A.

)

?:A **)% * " ?%)%%

,7: ?5*

(

A.

)

?.. *")? " " &%%)%%

,7: ?52

(

0.

)

?.: *5)! 5 + ?*)5&

,7: ?2*

(

0.A.

)

" *&)+ &% ? ?%)%%

,7: ?25

(

0:A:

)

" *&)+ 5 + ?*)5&

总数
&"? &!% ?5)?"

平均
+)"! *)+*

柴晓娟等# 蔺草种质资源遗传多样性的
>998

分析
***
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品种间相似系数为
&'()* *!&'+,# $

! 具有丰富的遗传基础" 此外! 在中型狼尾草种质#

#%

$

% 黑麦属
!"#$%"

植物#

!&

$

% 芒荻类
&'(#)*+,-( . /0'$00,"*$

植物#

!#

$和芦苇
1,0234'+"( $-(+0$%'(

#

!!

$研究中均发现
-../

引物具

有较高的鉴别能力"

01"23/4-

等#

#*

$对水稻研究发现!

##

条
-../

引物平均多态性比例超过
$(5

"

67.8-

等也发现
*&

个
-../

引物中有
%&5

的引物能产生清晰扩增产物" 在小麦中!

90:0740

等发现
;&&

条引

物中
**

条能产生清晰的扩增产物" 以上研究材料均属于单子叶植物! 将试验结果与本研究结果相比较!

蔺草
-../

引物的有效数目低于水稻和小麦! 但高于冰草属% 燕麦品种% 中型狼尾草和黑麦属植物" 从

多态性条带比率来看! 蔺草的多态性条带比率明显高于冰草% 黑麦属植物和水稻! 与燕麦和中型狼尾草

相差不大! 低于芒荻类植物和芦苇" 从遗传相似系数来看! 蔺草的遗传相似系数与燕麦和黑麦属植物大

致相同! 略低于中型狼尾草! 说明蔺草种质具有广泛的遗传基础! 遗传多样性丰富" 这为了解蔺草的遗

传背景% 种质资源的开发利用% 新品种培育和生产提供了理论依据"

!"#

遗传多样性分析

遗传多样性是生物多样性的基本组成部分! 一般是指种内不同种群间或是一个种群内的不同个体的

遗传变异总和#

!*

$

" 一个物种遗传多样性越高! 适应能力越强! 越有利于扩展新环境和扩大分布范围#

!,

$

" 遗

传距离是物种居群间遗传相似性的反映! 用来揭示群体的遗传结构" 李军等#

!(

$研究认为& 遗传距离与空

间距离之间并无明显的内在关系! 自然选择% 基因突变及基因流是导致遗传变异的主要因素" 另一些研

究认为! 植物群体间的地理隔离与遗传关系存在着正相关性! 即地理距离越大! 则遗传距离越大#

!%

$

" 李

绍臣等#

!*

$对黄檗
1,"%%56"*605* 24-0"*("

种群研究发现! 地理种群近的能很好的聚在一起" 本研究结果

表明& 蔺草种质资源间具有相对较宽的遗传基础! 存在较大的遗传变异性! 其原因可能是在遗传进化和

图
! *%

份蔺草种质基于
-../

的遗传相似性
3<:=0

聚类图

>?@ABC ! 3<:=0 DEAFGCB HIHEJF?F KHFCL MI -../ @CICG?D ?LCIG?G?CF HNMI@ *% HDDCFF?MIF

蔺
草
种
质
名
称

((%
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!

期

育种过程中其基因组
#$%

发生丰富的变异! 从而构成丰富的蔺草资源基因库" 从聚类的结果来看! 大

多数来自于相同或相近地理区域的材料可以聚于同一类或亚类! 材料间呈现出一定的地域性分布规律!

这与冰草属#

&"

$和燕麦种质#

'(

$研究聚类结果一致! 其原因可能是长期自然选择使群体基因型趋于相似的结

果% 野生种质与栽培种质有分别聚在一起的趋势% 聚类中来自鄞州栽培种质
)*!(&

单独聚为一大类! 可

能是由于在长期的进化过程中有个别基因发生了突变% 此外! 少部分材料在聚类图中不遵循一定的规

律! 其原因可能是不同地区之间的相互引种导致种质的聚类结果与种质地理来源没有直接联系"

"
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