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RAPD：分子标记重建我国苎麻属(Boel锄erfa如叼)
植物亲缘关系的研究

摘 要
采用改良的SDs法和ffrAB法成功地提取了苎麻属植物总DNA。通过对RAPD分析中

备影响因素的研究，建立的苎底属植物RAPD反应优化体磊的：I)NA模板浓度40ng／25
p l、^铲+浓度1．5mⅪ0l／L、dNTPs浓度0．20mIlol／L、Taq酶1．o单位；95℃预变性5分
钟后，94℃1分钟、36℃1分钟、72℃2分钟5仝循环，接着94℃30秒、36℃1分钟、

72℃2分钟40个循环后72℃保温10分钟fl‘

／goperon一致G、K N、P五组loo个随机引物中筛选出适合苎麻属植物P,APD反

应曲引物47个。
利用46种随机引物对17份苎麻栽培品种进行RAPD扩螬，共产生613个条带。其

中单态性带145象，占23．65％；多态性带占468条，占76．35％。这一结果表明，苎麻

品种闻存在较大的遗传变异。应用l泄D技术，可以从遗传上鉴别苎麻基因型。通过
对姗资料聚类分析，明确了17份品种问的遗传亲缘关系。当相似系数为82．6％时，
17份品种可划分为三类。研究还发现苎麻品种类型与地理区域有较大关系。

利用47种RAPD引物对苎麻属15个种19份材料，其中包括苎麻组4个种8份材料、

腋球苎麻组2个种、叶序苎麻组2个种、帚序苎麻纽1个种、大叶苎席组6个种，进行

了基因组指纹图谱构建。共获得702个RAPD标记，其中特征带61条，占8．69{6j多态

性带641条，占91．3l％。通过对获得的基因组指纹图谱的量化分析， 利用单链锁法

(Single Maching Coefficient)重建了15个种的亲缘关系，绘出了它们的系统进

化树。结果表明，苎麻属15个种可划分为五大类，它们分别对应于王文采揖握形巷
特征划分的五个组群，这说明苎麻属根据形态特征的传统分类是正确的a研究还表

t明，苎麻组可细分为两类，一类为栽培苎麻，另一类包括贴毛苎麻、青叶苎麻和徽

绿苎麻三个种；大叶苎麻组中的六个种可细分为三类，第一类包括海岛苎麻。细野

麻和悬铃叶苎麻三个种，第二类为长序苎麻一个种，第三类包括柔毛苎麻和糙叶水

苎麻两个种。这一研究结果是对苎麻属植物分类的发展。

本研究结果还表明，在苎麻属植物的演化关系上，帚序苎麻组与其它四组的亲



缘关系均较远，在进化上处于最低位置，是苎麻属植物中最原始的组群；腋球苎麻

组和叶序苎麻组处于中等位置；苎麻组和太叶苎麻组处于较高位置。五个组群的演

化亲缘关系较为复杂，苎麻组可宙腋球苎麻组进化而来。也可由叶序苎麻组进化而

来；大叶苎麻组由叶序苎麻组进化而来；．叶序苎麻组可由腋球苎麻组进化而来，也

可由帚序苎麻组进化而来}臆球苎麻组由帚序苎麻组进化而来。这与前人根据形态

特征的研究结果不一致o-7”

苎麻组中四个种的演化亲缘关系为：徽绿苎麻一青叶苎麻一贴毛苎麻一芒麻。

撇讯誉了RAPD弩譬秽L，／L／ L， L／ y
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Phyl ogeny of Genus Boehmeria Jacq

Reconstructed by RAPD Fingerprint ing

Abstract

The methods namely SDs and CTAB were modified and successfully

used for total DNA extract ion from the plants of genus Boeh蝴e．,-ia Ja幻．
The factors Which affecting RAPD amplification were studied，The results

revealed that the optimum DNA template concentration was 40ng／25“1，螬2+
concentration was 1．5roMeI／L，dN四8 concentration was 0．20mMoI儿L Taq

polymerase concentrat ion was 1U／25“l_The opt imum protocol programmed

for 1 cycle of 5 min at 95℃to predenature；5 cycles of 1 min a-t 94。C to

denature。1 rain at 36℃for anneal ing primer，and 2 min at 72℃for

extension；40 cycles of 30 seconds at 94℃，1 min at 36℃and 2 min at

々2℃；1 cycle of 10 min at 72℃．

47 random primers were screened from 100 primers obtained from

Operon Technologies by using two samples of DNA template， which gave

clear bands．

For 17 cultivar accessions of Boehmeria nivea．613 RAPD bands were

obtained by using 46 random primers for ampl ification．Among 613 bands，

145 were monomorphic while 468 were poly啪坤hic bands． The polymorphic

rate was 76．35％which showed that relatively greater wariation existed in

cultivar accessions．Using several primers，the genotype for the cuItivar

accessions of Boe]蚴ezia nivea C8．11 be distinguished． Based on the

analyses of the fingerprints for all the 46 primers，the most parsimonius

cladogram obtained for all the primers combined using Single Maching

Coefficient．17 cultivar accessions were classfied into three clusters．



The results also indicated that there existed ecotypes in the cultivar

access ions of Boehmez'ia hive8．

Genomic fingerprints of 19 accessions of genus B‘)eb盔eri8 Jacq．belong—

ing to 2 species of Sect．Boehmeria，1 species of Sect．zoll ingerianae， 2

species of Sect．Phyl lostachys．4 species of Sect．Ti locnide and 6 species

of Sect．Duretia．have been constructed with 47 I泔D primers．702 bands

were used as markers，among them 61 bands were monomorphic whi le 641 bands

were polymorphic．It showed that greater variation existed in Boel衄eria

出钾．By the analysis of the data of the genomic fingerprints，the

genetic relationship was reconstructed with 8igle Maching Coefficient，

the evolut ionary pathways among the access ions were expressed in terms of

treelengths to give the most-parsimonious reconstructions of ancestral

states． The reconstruction phlogeny showed that 19 accessions of 15 spe—

cies were classfied into 5 clusers while the similarity was 66．5％～64．3％，

which corresponded to the 5 sections classfied according to the morpho—

logical characters．It proved that the 5 sections namely Boehneria。Zol—

lingerianae，Phyl lostachys，Tilocnide and Duretia classfied by Mr．Wang

Wencai based on the morphological characters was correct．For the evolu—

tionary pathways of those 5 sections．the results indicated that Sect．

Zoll ingerianae was at the prel iminary level． Sect．Boehmeria and Sect．

Phyllostachys were at the relatively higher level，Sect．Tilocnide and

Sect．I)uretia were at the highest level，the species of Scet．Zol 1 ingeri一

-anae were the ancestral species of genus Boe]凹eria如q．The evolu—

tionary pathways within 5 Sections of genus Boe]meria妇cq might been

as f01 lowes：Sect．Boelmeria or Sect．Phyl lostachys—·Sect．Ti locnide．Sect．

Boehmeria or Sect．Zollingerianae峨ct．PhyllostachyS．Sect，Zollingerianae
—Sect．Boehmeria．Sect．Phyl lostachys—Sect．Duretia．

’

The most parsimonious cladogram also showed that 4 species of Sect．

Tilocnide were classfied into 2 clusters．oue was五Zll"l,'ea：the other was

including B．21]ve3 IL÷1 Gaud?B?12iVe日v3ri nipononivea{Roidz j 砖。T?骠an霉
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and B．nivea vat．viridula，the evolutionary pathway WaS B，nlvea Var-

viridula—+B．nivea var．nipononivea(Koidz．)W．T．Wang‘一B．nivea{L·)

G蛐d_B．hives．6 species of Sect．Duretia were classfied into three

cluster8．the first one included B．formosana Hayata，B．gracillis C．H．

Wri，ght and B．trcuspis(Hance．)Makino，the second 011e WaS B．dolichostachya

W．T．Wang．the third one included B．strigosifolia var．mollis讯T．Wang

and B．macrophyl la VRI"．scabrel la(Roxb．)Long．

Author：Guo Anping．wa6 born on Feb．23 1962，

Major：Plant Cultivation

Advisor：Professor Li Zendao

Key words"Genus Boehmeria Jacq．RAYD-fingerprinting．Genetic relationship

Classfication，Evolutionary



引 言

苎麻是我国主要纤维作物之一，是纺织工业的重要原料，它是传统的绳线、衣

着原料，目前主要用来生产夏布和服装面料，是重要的出口创汇作物，其副产物可

用来生产饲料、纤维板、食用菌等。

我国目前是世界上最大的苎麻生产国，面积、单产及总产均居世界首位，其面

积和总产分别约占世界的80％和90％。 ，

苎麻属(Boehmeria妇四)约有120种n 1，主要分布于热带、亚热带，少数达

温带。该属中有很多具有经济价值的物种，其中作为重要经济作物栽培的有白叶种

苎(B．nivea)和青叶种苎麻(B．Hivea var．tenacissima)怕坤1。

我国是苎麻原产地，栽培历史悠久，其苎麻属植物资源最为丰富，约有32种ll

交种，其中主要产于我国的有12种5变种"一81，分布干云南、广西、广东、四川、

贵州等21个省区，其类型之繁多、材科之丰富、分布地域之广阔举世瞩目。迄今为

止，我国是收集、保存苎麻属种质资源最多的国家，已拥有15个种共2000多份材料，

其中的栽培种资源已广泛为育种和生产所利用，在我国苎麻生产上发挥了重要作用。

通过对已收集保存的14个近缘野生种共200多份材料的初步研究， 发现它们中问蕴

藏着丰富的优质、抗病、抗虫、耐逆境、无融合生殖等优异基因型，这些都是我国

苎麻育种急需获得的基因材科。由于对苎麻属植物，特别是苎麻近缘野生种缺乏深

入研究，还无人对栽培苎麻及近缘野生种的种同亲缘关系从DNA分子水平研究， 苎

麻栽培种的遗传起源及其演化过程尚不清楚，因而对近缘野生种中有益基因的利用

缺乏依据和适用的操作技术。

本研究首次采用RAPD分子标记方法探讨栽培苎麻及14个近缘野生种的种间亲缘

关系，查明苎麻栽培种的祖先种及其演化过程，为充分、有效地利用近缘野生种的

有益基因、创造育种急需的新种质和明确苎麻起源提供依据。

一、苎麻属植物亲缘关系研究进展

苎麻属(Boehmeria Jacq)属于荨麻科(Urticaceae)苎麻族(Trib

．Boehmerieae)，由N．J．Jacquin(1760)根据美洲中部的Boeh=eria ramiflora

Jacq建立的．C．L．B!ume 11856)旧1报据叶、 花序、 子房等植物学特征划分为

Oenuinae、Margarocapus、Chamabainia、Tilocnide、Duretia、firicnide等6个组。
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但对苎麻属的概念较混乱，误把雾水葛属、徽柱麻属及隆冠麻属的植物收入其中，

并且Chamabaiuia和Uricnide两个组不能成立∞-71。H．A．Weddel(1869)在荨麻科

专志中记载了苎麻属植物47种，且根据团伞花序腋生或组成穗状或圆锥花序，以及

叶互生或对生的特征对其分类，但对备群没有命名哺_7 3。Y，Satake(1936)¨刚

根据叶对生或互生及花序将日本和邻国的苎麻属植物39种分为Subgen．1．Trlocnide

(3个种)和Subgen．2．Duretia(36个种)两个亚属，并根据花被的毛茸和形状以

及花序等特征将Subgen．I)uretia qP属的36个种分为7个组。但其中只有根据花序特

征建立的Sect．Zollingerianae组是可以成立的c6。l。

王文采(1981)在研究中国苎麻属植物32种11交种"-71并参考了有关文献之

后，观察到这属植物的外部形态表现出如下演化趋势：1．．木本一多年生草本；2．叶

互生一对生一近轮生；叶不分裂一顶端2—3(5)裂；3．团伞花序单独腋生一团伞花

序组成有叶的穗状花序或分枝的花序一团伞花序组成无叶的穗状花序或分枝的花序

4．雄花四基数，无梗或具短梗一五或六基数，具长梗；5．瘦果无柄，无翅一瘦果有

柄，无翅一瘦果具翅，无柄或具翅，具长柄。
根据上述演化趋势，并采用Blume等人的正确分组方法予以补充，他将我国苎

麻属的种类分为五组：

组1．腋球苎麻组(Sect+Boehmeria)：叶互生。团伞花序单个腋生。雄花4基

数，近无埂。瘦果晃柄。无翅。 ．

组2．苎麻组(Sect．Tilocnide)：叶互生。团伞花序组成圆锥花序。雄花4基

数，近无梗。瘦果有柄，无翅。

组3．帚序苎麻组(Sect．Zollingerianae)：叶互生或对生。雄团伞花序腋生；

雌团牵花序生茎顶叶腋并组成穗状花序或圆锥花序。雄花5或6基数，具长梗。瘦果

无或有柄，无翅。

组4．叶序苎麻组(Sect．Phyllostachys)：叶互生或对生。团伞花序组成顶端

有叶的穗状花序，或圆锥花序，稀少数腋生。雄花4基数，近无梗。瘦果无或有柄，

无翅。

组5．大叶苎麻组(Sect．Duretia)：叶对生，稀互生或近轮生。团伞花序组成

无叶的穗状或圆锥状花序。雄花3或4基数，近无梗。瘦果无或有柄，无或有翅。

并演绎出五个组的亲缘关系：
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大叶苎麻组
Sect．Duret ia

十

叶序苎麻组 帚序苎麻组 苎麻组

Sect．Phyl Iostachys Sect．Zol l ingerianae Sect．Ti locnid

腋球苎麻组
Sect．Boehmeria

这一研究，将苎麻属植物的分类，由单纯地利用几个形态指标比较，发展到以

主要分类形态特征的演变趋势来推演种阃亲缘关系。

有关苎麻属檀物形态学描述的文献较多，主要是原生境下植物形态的调查和标

本比较鉴定，其中与分类有关的仅局限于叶、茎、花、果等最基本的外观形态特征，

有重要参考价值的生育特性、农艺性状、地下部形态等也有一些报道nld引。 苎麻

属植物的花粉形态、细胞染色体等方面的研究在近些年取得了一些重要进展n”2”，

为该属植物的分类提供了一定的证据。

苎麻属植物适应性较广，不同的种对生境要求不同，有些种耐旱瘦，而有些种

则喜荫湿，故能广泛生长于各种山地、杯下、林边、草地、溪沟河边、田路边、甚

至石壁缝中，根据其生长、分布与水的关系，张波等(1995)将该属植物分为湿性、

湿中性、真中性和旱中性四个生态类群‘161。

胡能书等(1991)幢31研究了苎麻酯酶同工酶和过氧化物同工酶的演化，并根

据酶带的变化将213个苎麻栽培品种归纳为41个生态类型。

张波(1998)【皂3对我国苎麻属15个种进行了较为系统的植物形态学和细胞学

比较研究，探讨了该属植物外部形态的专化趋势，有用性状的利甩价值及途径，以

及花粉形态和染色体数目在该属植物分类中的作用与地位，在此基础上对我国苎砾

属植物分类的组群划分和划分标准进行了评价，并探讨了组群进化关系和种阐亲缘

关系。他在研究中国苎麻属各组的主要代表种并参考有关文献后，观察到该属植物

在外都形态和花粉形态方面表现出如下的演化趋势：

①木本一多年生草率；

⑦叶互生一对生一近轮生；

o簇生花序单个腋生一簇生花序组成穗状花序一簇生花序组成分枝型花序；



④分枝根一萝卜根或浅直根；

o直立茎一匍匐茎；

⑥雄花5或6基数，具长梗一雄花4或3基数，无梗或具极短梗；

⑦花粉萌孔具内陷孔膜一花粉萌孔具稍隆孔膜或无孔膜；

基于上述认识，他在C。L，Blume、王文采等人的正确分类方法基础上， 提出中

国苎麻属组的分类：

组1，腋球苎麻组(Sect．Boelmeria)：叶互生。簇生花序单个腋生。雄花4基

数，近无梗。分枝根型，直立茎。花粉萌孔类型特定。

组2．苎麻组(Sect．Tilocnide)：叶互生。 簇生花序组成二轴分枝型花序。

雄花4基数，近无梗。萝卜根型，直立茎。花静3稀2萌孔，吴稍隆孔膜。

组3．帚序苎麻组(Sect．Zollingerianae)：叶对生，枝端叶有时互生。雌簇

生花序组成穗状花序或复穗状花序，雄簇生花序单个腋生。雄花5或6基数，具长梗。

分枝根型、直立茎。花粉2萌孔，具内陷孔膜。

组4．叶序苎麻组(Sect．Phyllostachys)：叶对生或互生。 簇生花序组成顶

端带小叶或有时不带小叶的穗状花序或复穗较花序，稀单个腋生。雄花4基数， 近

无梗。浅直根型、匍匐茎。花粉3稀2萌孔，无孔膜。

组5，大叶苎麻组(Sect．Duretia)：叶对生，稀互生或近轮生。簇生花序组

成顶端不具小叶或有时具小叶的稿状花序或麦穗状花序。雄花3或4基数，无梗。分

枝根型、直立茎。花粉3稀2、4—8萌孔，具窿陷孔膜。
五组的演化亲缘关系如图示：

苎麻组 叶序苎麻组
Sect．Ti locnide Sect．Phyl lostachys

＼ ，

大叶苎麻组
Sect，])uretia

t

帚序苎麻组
Sect．Zol l ingerianae

’

腋球苎麻组
Sect．Boehmeria
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上述是建立在值物学形态、花粉粒形态、染色体数目等方面研究基础之上的组

群演化亲缘关系，对种间的亲缘关系没有涉及，更无从基因组DNA分子水平的探讨。

二、RAPD在植物分子生物学研究中的应用

(一)，RAPD技术的原理及特点

RAPD技术是1990年由Williams∞41和Welsh旧51两个研究小组同时发展起来的

一项DNA分子水平上的大分子多态捡测技术，它是继RFLP、PCR2：后进入分子生物学

实验室的又一项新技术1264”。

RAPD技术的基础是聚合酶链式反应(Polymerase chain reaction，PeR)。P

CR反应是利用两种特定序列的引物和耐高温的Taq DNA多聚酶扩增两个序列之间的

DNA单链片段。首先，加热使DNA双链解链，然后引物和靶DNA退火， 这时两个特定

序列的引物分别和两条单链DNA分子上的相应序列结合，然后在Taq DNA多聚酶的

催化下，分别合成二段予链。引物A合成的子链中包含与引物B对应的序列， 引物B

合成的予链包含与引物A对应的序列。这两条子链在第二次循环时又作为靶链， 两

个引物分别与它们结合，又各合成一条子链。这段子链就是所需的扩增产物。第二

次循环产生的子链又是下一次循环反应的模板，如此循环，扩增产物以几何级数增

加。从理论上讲，如果循环n次，那么最终的扩增产物将是原来的(1+k)“倍，其

中k为扩增效率。由于PcR技术可以使DNA#段成千上万地扩增，所以，PCR技术大扩

展了分子生物学技术的使用范围，几个细胞、动植物标本的碎片，甚至几十万年前

的化石，只要其中有特定的DNA片段，就可以将该DNA#段扩增，然后用其它分子生

物学技术检测分析，推断和其它生物的关系。
Will Jams和Welsh两个研究小组旧4-2”着眼于PcR技术的优势， 并在此基础上

发展了RAPD技术。其理论依据是：不同物种的基因组中与引物匹配的碱基序列的空

闻位置和数目都有可能不同，所以，扩增产物的大小和数量也有可能不同，这些差

异可以通过凝胶电泳显示出来。这种扩增产物的多态性本身可以用于分类研究和系

统推测，也可以和其它分子生物学技术(如DNA指纹、DNA杂交等)相结合。基于这

一理论，Will Jams和Welsh将通常PCR扩增使用两个特定序列的引物改为10个碱基构

成的随机序列引物，对所研究的基因组DNA进行PCR扩增，扩增产物通过丙烯酰胺或

琼脂糖凝胶电泳分离，经髓染色或放射自显影来检测扩增产物DNA片段的多态性，

这些产物DNA片段的多态性反映了基因组相应区域‘的DNA多态性。

RAN)所用的一系列引物，其DNA序列备不相同，但对于任一特定的引物， 它同
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基因组DNA序列有其特定的结合位点。这些特定的结合位点在基因组某些区域的分

布如符合PCR扩增反应的条件，印引物在模扳的两条链上有互补位置，且引物3 7端

相距在一定的长度范围之内，就可扩增出DNA片段，因而基因组在这些区域发生DNA

片段插入、缺失或碱基突交就可能导致这些特定结合位点分布发生相应的变化，而

使PCR产物增加、缺少或发生分子量的改变，通过对PCR产物的检测即可测出基因组

DNA在这些区域的多态性。

由于进行RAPD分析时可用引物数很大， 虽然对每一个引物而言其检测基因组

DNA多态性的区域是有限的， 但利用一系列引物则可以使检测区域几乎覆盖整个基

因组，DNA多态性能够得以充分展现。因此，RAPD可以对整个基因组DNA进行多态性

检测．这就是RAPD检测基因组DNA多态性的原理。

与其它方法相比，RAPD具有以下几个特点：

①、RAPD技术可以在对物种没有任何分子生物学研究的情况下，对物种的基因组进

行DNA牛段多态性分析，并结合其它方法，通过统计分析， 确定其在系统演化中分

类中的地位。

⑦、RAPD技术的引物种类很多，运用大量的引物，可以对整个基因组进行地毯式多

态分析，两个基因组之间的微小差异也能被反映出来。

③、引物没有严格的种属界限，同一套RAPD；f物可以应用于任何物种的研究，具有

广泛性、．通用性。且引物是太规模生产，大大降低了成本。

④、DNA用量很少，减少了大量的提取工作，实验过程中一般不需要进行Southern

转移、分子杂交等一系列繁琐程序，省工、省力、工作进度可大大加快。

⑤研究所用的实验材料不需经过有性世代，可以采用任何单一亲本，任何部位的材

料：但有些实验为了遗传分析的需要，需使用经过有性世代的材料，如F2分离群体

和近等位基因系。

⑤不需要使用同位素，减少了对工作人员及环境的危害。

⑦实验设备简单．周期短。

㈢、RAPD在植物分子生物学研究中的应用

由于RAPD技术具有多方面的优越性，近几年来，该项技术在植物分子生物学诸

多方面迅速得到广泛应用，并已职得可喜的成绩。

l、种属特异性鉴定

RAPD分析容易检测出DNA多态性，是一种快速鉴定物种遗传特征的方法， 用于



系统学研究上能确定物种问的亲缘性与进化距离，在实际的实验过程中，可用一系
列的随机引物来扩增物种的基因组DNA，得到不连续的DNA片段。亲缘性近的物种，

它们闸的扩增带型也比较接近，亲缘性远的物种，扩增带型问的差异也就较大。因

此，通过RAPD分析可以鉴定不同的属、种及其亲缘关系。如J．Halward(1992)[281

等对29个花生野生种进化关系分析、L．P．Campos等(1994)【2叫对莲属5种1变种

共17份材料和Ⅺ．Heun等(1994)∞刚对24份六倍体野生燕麦以及B．显Hoey(1996)

∞¨等对豌豆3个野生种、1个栽培种共17份材料亲缘关系研究、S．J．Lee(1996)

f32】等对39份西瓜种质的遗传多样性探讨均获准确结果。有的研究还发现RAPD能区

分同工酶所不能区分的差异。T，I)emeke[ssl等对芸苔属的研究，提供了RAPD在系统

学研究中的成功应用范例。

近年来，用I}【APD技术进行系统学研究的一年生草本植物有禾谷类种旧”、稻属

【35。”、大豆属‘-28-39]、大麦属¨01、黑麦草属、羊茅属141--42]、芸苔属‘88、

43】、蜀黍属‘“1、豌豆属‘32～‘5“61、薯芋属H"、 高凉菜属H81、稗属‘4”、

葱属‘5⋯、甜菜属‘“1、萝卜属‘3引、小扁豆属‘62—6”、荞麦属‘5”、扇豆属‘571

、木豆属‘5”、苜蓿属‘6。一6”、铁线莲属怕”、茄属哺孑一631、短柄草属饽41等。

近年来，在对多年生草本、木本植物的分子系统学研究中，RAPD也充分显示了

其有效性。这些多年生草本和木本植物有菊属哺”、桑属旧“691、矮牡丹、 紫斑

牡丹[70】、柳树种‘7”、杨属‘72-74]、松属‘75_7”、红树属‘78-7”、山茶属旧∞

、苹果属‘“一8”、柑桔属‘“】、芒果‘驰1、齐墩果属‘8”、荟属‘87—8”、可可属

[89】、咖啡阳”、桉树属[9i--92]、蔷薇属‘98—94]、卡特兰属旧51、银合欢属旧引

、杜鹃花属旧”、北美云杉‘9sJ、黄杉属‘99] 落叶松属‘Ioo]、Triticeae科二

倍体多年生种n“3、甘草属‘”2 3等。
+

RAP])技术还有效地用于科内属间的鉴定，如十字花科的芸苔属与萝l、属n031。

2、种质资源、品种、品系鉴定

RAP])也是种质资源遗传变异分析、资源鉴定、品种和品系鉴定的有效手段。C．

F．Quiros等人n“1对14个花椰菜品系和12个硬花球花椰菜品系的鉴定区分、T．

Lhaska等人对番茄品种的鉴定、 B．Kollet等对苹果品种的鉴别、B．S．Landry等

(1994)‘811对25份苹果资源的系统学研究和所建立的指纹图谱和K．J．Chalmers

(1994)‘1”1等对29份红木资源的遗传变异评价，通过RAPD分析均获满意结果。

S．Castinglion(1993)利用RAPD技术对杨树品种的鉴别和分类， 区分了采用



形态学方法无法鉴别的不同种深及无性系；Liu(1994)用同工酶、 基因组DNA

RFLP和RAPD菩方法对美国三个不同地区的白杨trembling aspen 130个个体、

bigtooth aspen 150个个体的比较分析，认为RAPI)是鉴别白杨个体遗传交异极为有

效的技术；Keil(1994)阳¨用RAP])技术对南非的12个桉树无性系进行的分析，鉴
别出了丰富的种内交异。

近年来，采用RAPD技术进行种质资源遗传变异研究或品种(品系)鉴定的植物

有棉花‘106一108]、大豆[109--1 3-0】、甘薯n”“”】、马铃薯n“一“”、 水稻

‘119--120]、玉米‘121--1．2S]、小麦‘1“咀271、油菜‘I：28：-130]、甘蓝‘13”、黑麦

‘1321、蚕豆‘138--134]、甜菜‘51、”引、谷子[136】、白菜‘”7-13引、芹菜H391

、葱‘“01、茄子‘62] 菜豆‘““、冬瓜、节瓜‘“”、百合‘“”、番木瓜n“1、

草莓‘“51、兰花[146]玫瑰n4”、茶树n‘81等。

3、体细胞杂种、远缘杂种鉴定

RAPD鉴定体细胞杂种，具有快速、准确等特点。肖顺元等(1995)姐4引对柑

桔体细胞杂种的鉴定、李文彬等(1996)姐5叫对栽培稻与野生稻体细胞杂种的鉴

定、王跃进等(1997)H5i 3对葡萄属远缘杂种的鉴定，均得到快速准确的结果。

4、遗传作图

从理论上讲RAPD标记是无限的，而且在端粒及重复顺序上可以找出RAPD标记位

点，故能做出密集而又详尽的遗传图来。与RFLP标记相比，RAPD标记具如下特点：

①一套RAPD弓l物可用于不同生物基因组的分析，而RFLP标记具种族特异性，不能广

泛使用。 ⑦可大大减少多态性分析的预备工作， 如制备克隆、 同位素标记，

Southern吸印，分子杂交等，且DNA用量极少。④每个RAP])标记相当于基因组分析

中的靶序列位点。④绝大部分的RAP])标记不能区分杂合型和纯合型基因组的RAPD反

应产物。构建RAPD遗传图谱更为快速、经济，因而在那些RFLP作图尚未开展或资料

尚不多的作物中，进行RAPD遗传作图尤为值得。迄今已有多种作物采用RAPD标记构

建了分子连锁图，Reiter等(1992)构建了一个舍有225个RAPI)标记的拟芥南连锁

图‘152】；Lomas等用47个RAPD标记构建了针叶树的连锁图H531； Chaparro等

(1994)用83个RAPI)标记构建了桃树的连锁图n“1；陈洪等(1995)n砧1应用52

个RAP])标记建成了水稻的RAPD连锁图，这些标记既能充实到已建成的RFLP连锁图中

【15引，又能为填充更多的RAP])标记提供框架。在一些蔬菜、林木、糖料作物、 果

树、牧草以及一些粮食作物n”_1“3中开展RAPD遗传作图工作的报道已越来越多。



在那些已建立有较密集RFLP图谱的作物中，主要应用则是把通过RAPI)分析所发现的
新标记补克到已有的BFLP图谱上去，以丰富其位点。因此，二者相辅相成，是互为
补充的。

5、外源导入基因的追踪

利用染色体易位导入外源基因，是栽培品种改良的一个重要途径，利用RAPD分

析可快速对易位系鉴定。李松涛等(1993)对抗锈病的两个小冰麦RAPD分析，从40

个引物中找到一个与抗锈基因连锁的RAPD标记，说明小冰麦是从冰草获得了抗锈基

因的易位系；鲍晓明等(1993)对从小冰麦异附加系中选育出的两个抗锈病品系小

冰麦33号、小冰麦34号及其原始亲本4新曙光一号"和抗源供体。夭兰冰草"进行

了分柝，确定了两个品系是含一段冰草DNA的易位系u∞1；马有志等(1997)对抗

黄矮病小麦一中间偃麦草染色体异附加系Z6和L1及它们的小麦亲本分析，从120个

引物中找到2个引物可以扩增出附加染色体的特异DNAj{f段，作为鉴定导入小麦的中

间偃麦草染色质的RAPD标记n6”。李希臣等‘1671鉴定了早熟大豆中导入的外源

DNA；雷勃均等‘1681鉴定了导入栽培大豆中的野生大豆DNA；陆军等¨6引检测了辐

射诱交后水稻基因组变化；B．Y．Chen等对导入油菜中的野油菜附加染色体的鉴定

f170]。均表明采用RAPD技术是鉴定升源导入基因简易、可靠的方法’， 应在育种工

作中广泛应用。

6、染色体上特异DNA片段的鉴定、基因定位和基囡分离

由于RAPD客易发现多态性，敏感性高，通过RAPD分析可以找出与靶基因连锁的

RAPD标记，进行定位，并为以该RAPD标记为起点向靶基因进行滑步进而为分离该基

因打下基础，用这种方法找到与特定基因连锁的RAPD标记的已有不少成功的范例。

Martin等(1991)通过144个RAPD6I物的筛选，找到3个与番茄Pro抗性基因连锁的

RA：PD#记‘17¨；Ronald等(1991)找到两个与Xa21基因(细菌性叶斑病抗性基因)

连锁的RAPD标记n721；Paran等(1991)对莴苣Dm(霜霉病抗性)近等位基因系进

行筛选，从212个RAPD6f物中找到10个RAPD标记，分别与Dm基因不同成员连锁， 其

中4个RAP D标记与Dml-Dm3区连锁，6个RAPD标记与Dmll连锁n7引}Sahu等(1991)

找到了与水稻抗自叶枯病和细菌性叶桔病基囡连锁的RAPD标记‘"“；G．M

．Ti=erman等(1991)通过RAPD分析对蚕豆白粉病抗性基因及花叶病毒抗性基因进

行了定位‘175】；Klein-Lankhorst等(1991)用11个RAPD6l物从一对西红柿Mi(抗

根结线虫病基因)近等位基因系中筛选出一个与Mi基因紧密连锁的RAPD标记n781。



王京兆等(1995)用RAPD方法分析了水稻光敏核不育基因，从300个引物中发

现有2个引物在不育群体和可育群体中扩增出多态性产物， 得到一个光敏核不育基

因(PGMS)连锁的RAPD标记(OPX-07600)‘1771；陈建莉等(1996)用Longdon二

l奉代换系统和“中国春”双端体为材料．得到了重复性高、特异性强的13个RAPD标
记，并确定在硬粒小麦Langdon A、B染色体组和。中国春"D染色体组中的10个个

别染色体上，4个标记进一步定位在相应的4个染色体臂上n781； 郑康乐等(1995)

对水稻抗稻瘟病近等位基因系用RAPD分析，建立了与水稻抗稻瘟病基因紧密连锁的

2令RAPD标记江791；郑学勤等(1994)用52个RAPD弓】物对11个檄胶树抗自粉病品系

和11个感病品系基因组DNA的分析， 找到一个与檬胶树抗白粉病表型密切相关的

R～PD标记¨8刚；李松涛等(1995)用100个随机引物对小麦抗白粉病基因Pm4a近等

基因系的分析，发现3个引物在这对抗白粉病的近等基因系中扩增出的带型出现差

异、3个差异中有2个标记与抗性基因连锁n81】。

近年来利用RAPD标记的还有水稻瘿蚊1号生理小种抗性基因(GM2)¨”1、 水

稻抗瘟·I生eui基因n8”、水稻香味基因n8“、小麦BYDV抗性基因H85 3、燕麦冠锈

庸抗·性基因IPc68)‘1861、燕麦茎锈病抗性基因(P93)n871等， 油菜亚油酸基

因‘188】、甘蓝型油菜育性基因n”1、葡萄无核基因H9叫等。

RAPD应用于染色体上特异DNA的鉴定主要是采用近等位基因系n“1和分离群体

【192】。jlichelmore等(1991)报道了在没有等位基因系(或近等位基因系)的条

件下，通过对分离群体的分析，寻找与靶基因连锁的RAPD标记，他们从100个弓l物

中找出3个与莴苣Dm5／8基因连锁的RAPD标记n921。

在近等位基因系尚不具备的情况下，可采用F2代分离群体为材料。把F。群体根

据其目的基因的表型分为两群(例如抗病和不抗病)。在每个群体中，不管其它性

状如何，在目的基因的表型上都是一致的(一群是抗，另一群是不抗)。而在这两

个群体之间，不管其它性状如何，在目的基因的表型上是相反的。因此，在两个群

体之间完全不同，而每个群体之内各个F2个体间又是完全相同的那个RAPD扩增产物

就是与目的基因连锁的RAPD标记。分离群体的采用将使RAPD标记在基因定位中将得

到更为广泛的应用n。8—1％】。



材料与方法
一、实验材料

㈠、植物材料

供试材料为我国原生环境下搜集曲活体保存苎麻属植物15个种3l份材料(栽培

品种17份，14个近缘野生种14份材料)。17份栽培种材料的名称及主要农艺性状列

于表1，15种的主要形态特征和染色体数目列于表2。 ，

表1．1々份苎麻栽培品种的名称及其主要农艺性扶
Table 1．The Name of Varieties(Boehmeria．nivea)and Their Main

Agronomic Characters Used in the Present Study
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【=)、试剂

研究所用的RAPD随机引物为Operon公司生产的E、G、艮N、P五个系列共100个，

用两个模板筛选后，获得扩增效果好的引物47个(名称及序列列于表3)；PCR
Marker、A DNA／HindⅢ、Tag DNA聚合酶、HindⅢ限制性内切酶等为华美生物技

术公司产品，琼脂糖购自Sigma公司，dNTPs购台Pharmcia公司。

表3．本研究所用的引物及其序列
Table 3．The Primers U8ed in the Present Study and Their gequences

引物号 序列5 7—3 7

引物号 序列5’一3
7

Primer Number Sequences 5’一3’ Primsr Number Sequences 5’一3
7

OPB—01 CCCAAGGTCC OPH一1 1 CTTCCGCAGT

OPE一02 GGTGCGGGAA OPH一1 4 ACCAGGTTGC

OPR一05 TCAGGGAGG个 OPH一1 5 ^ATGGCGGAG

OPE—08 TCACCACGGT OP[I一1 6 TCTCAGCTGG

OP肛1 0 CACCAGGTGA OPH一18 GAATCGGCCA

0Pl卜11 GAGTCTCAGG OPH一19 CTGACCAGCC

OPg—I 7 CTACT_eCCGT OPH一20 GGGAGACATC

OPE一1 8 GGACTGCAGA OPN一01 CTCACGTTGG

OPE一1 9 ACGGCGTATG OPN—03 GGTCATocCC

OPE一20 AACGGTGACC OPN一04 G^CCGACCCA

OPfl—03 GAGCCCTCCA OPN一05 ACTGAACGCC

OPO一04 AGCGTGTCTA OPN一06 GAGACGCACA

OPG一05 CTGAGACGG^ OPN—09 TGCCGGCTTG

OPG一08 TCACGTCCAC OPN一10 ACAACTOGGG

OPG一09 CTGACGTCAC OPN一1 2 CACAGACACC

OPG—11 TGCCCGTCGT OPN．14 TCGTGCGGGT

OPG一14 GGATGAGACC OPN一15 CAGCGACTGT

OPG一1 5 ACTGGGACTC OPN一1 6 AAGCGACCTG

OPG·1 6 AGCGTCCTCC OPN一1 7 CATTGGGGAG

OPG一1 8 GGCTCATGTG OPN一19 GTCCGTACTG

OPG一1 9 GTCAGGGCAA OPN一20 GGTGCTCCGT

OPH一01 GGTCGGAGAC OPP一02 TCGGCACGCA

OPH一03 AGACGTCCAG P1 CTGCA《CT)TTCCA(TC)GACTG fTC)TT(CT)GT

OPH一06 ACGCATCGCA P2 C6TCCGAT(Gc)GTGTG《CGT)(CGT)C(ATCG)CC

OPB一09 TGTAGCTGGG
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二、方法

㈠总DNA的提取

1、改aSDS法¨驰、”6】

(1)职0．1～0．2克幼嫩叶片或幼芽在浪氮中迅速研磨成粉末。

(2)将粉末迅速转入一加有600“l DNA提职缓冲液[500mMol／L NaCI，50mMol／L Tris

Cl pH8．0，50mMol／L EI)TA，1％(v／v)卢一巯基乙醇】的1．5ml离心管中，置冰上反应

10分钟。

(3)加入冰冷的20％PVP(干-20 4C保存)200“l。

(4)加入10％的SDS 150“l，轻轻混匀后予65℃反应10分钟。

(5)加入1／10体积(约IOOM)5A[01／L KAc于冰上反应30分钟。

(6)离心(13000rpm．4"C)10分钟，取上相液转入一新1．5ml离心管中，加入0．6倍

体积的异丙醇，倒管混匀5次，室温条件下沉淀5分钟。

(7)离心(12000rpm．室温)5分钟，去上相液。

(8)沉淀用70％乙醇洗两次(每次12000rpm离心2分钟)，真空抽干后溶于500“l TE

溶液(ImMol／L Tris．C1 pH8．0，0．imMol／L EDTA)。

(9)加入1．0弘I胰RNA酶(10mg／m1)、2．5弘l蛋白酶K<lOmg-／m1)，37℃保温1，5小

时。

∞)加入一倍体积的酚／氧仿／异戊醇(25：24：1)，倒管5次，离心(12000rpm．20r

分钟。

(1”职上相液转入一1．5ml离心管中，加入一倍体积异丙醇，l／10体积3Mol／L NaAc，

倒管混匀5次，室温下沉淀5分钟。

㈤用玻璃钩小心钩,mDNA絮状物转入一新离心管中。

a3)用70％乙醇洗两次，真空抽干或空气干燥。

㈣将沉淀物溶于50“l TE溶液(ImMol／L Tris．Cl pH8+0，0．1mMol／L EDTA)中，置

-20℃保存备用。

2、改良凹AB法‘19e1

(1)职0．1--0．2克幼嫩叶片或幼芽在液氮中迅速研磨成粉末。

(2)将粉末迅速转入一加有5001,l 60"C预热的删A提取缓冲液【2％CTAB，1．4Mol／L

NaCl，bOmMol／L Tris．C1 pH8．0，20mMol／L EI)TA】。
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(3)加A50口1 1％偏重亚硫酸钠(Na2S205)，25#l卢哦基乙酵(至终浓度为l％)。
(4)65℃温育30分钟。

(5)冷却至室温，加入50#l 20％册(至终浓度为1％)，轻轻混匀。
(6)加入等体积的氯仿／异戊酵(24：i)，混匀。

(7)离心(12000rpm、室温)lO分钟。

(8)职上靖液转入一新离心管，加入等体积氯仿／异戊酵(24：1)，混匀后离心
(12000rpm．室温)10分钟。

(9)取上清液转入一新离心管，加入等体积异丙醇和l／10体积3Mol／L NaAc，倒管5次

混匀，室温下沉淀10分钟。

QD)用玻璃钩小心钩出硝A絮状物转入一新离心管中。

⑩用70％乙醇洗两次，真空抽干或空气干燥。

蚴将沉淀物溶于20弘1 TE溶液(ImMol／L啦is．Cl p髓．口，0．Im^(ol／L皿TA)中，置

-20"C保存备用。

㈢、DNA提纯方法对苎麻RAPD的影响

采用上述sDS法获得苎／自EDNA粗提物，设下列处理进行不同程度的纯亿：

l、通过步骤8获得，溶于60“l I xTE溶液后置一20t保存备用。

2、通过步骤8获得，溶于60弘l l xTE溶液，加入0．2l￡￡t胰RNA酶(tOmglml)、0。5

弘I蛋白酶K(10mg／m1)，37℃保温l小时后，置一20℃保存备用。

3、通过步骤8获得，溶于500#l 1 xTE溶液，加入1．0肛l胰RNA酶(10mg／m1)，37℃

保温1．5小时；加入一倍体积的酚／氯仿／异戊醇(25：24：I)，倒管5次，离心(

12000rpm．20℃)分钟；职上相液转入一1．5ml离心管中， 加入一倍体积异丙醇，

I／10体积3Kol／L NaAc，倒管混匀5次，室温下沉淀5分钟；用玻璃钩小心钩出DNA

絮状物转入一新离心管中；用70j；乙醇洗两次，真空抽干或空气干燥； 将沉淀物溶

于50弘l l×偶溶液，置-20℃保存备用。

4、步骤同3，但不用酚／氯仿／异戊醇(2b：24：1)抽提，两用氯仿／异戊醇(24：I)

抽提。

5、步骤同3，但不加胰RNA酶，面加入2．5p l蛋白酶K(10mg／m1)。

6．步骤同5，但不用酚／氯仿／异戊醇(25：24：1)抽提，而用氯仿／异戊醇(24：1)

抽提。

7、步骤同3，另加2．5口I蛋白酶K(10Ⅲg／m1)。



8、步骤同7，但不用酚，氯仿／异戊酵(25：24：1)抽提，而用氯仿，异戊薛(24：I)
抽提。

㈢、DNA的鉴定

获得的DNA样品在DUTO分光光度计(BELTIBAN公司生产)上测定波长260nm及

280nto的光吸收值，根据260hm光吸收值计算DNA产率，根据260nm／Z80nm光吸收比值

判断DNA大致纯度，用0．8％琼脂糖凝肢电泳，以^DNA／HindIII为标准，检查所得

DNA的大致分子量[1971。

用HindⅢ限制性内切酶分别对提取的总燃品进行酶解(DNA 1芦g， 10×

Buffer B 2．0肛l，酶1．0．比l，用ddH20h口至总体积为20Ⅳl，37℃水浴消化2小时)，

在0．8％琼脂糖凝胶上电泳，经耶染色后检测酶切效果阻”】

用所得的DNA为模板，分别用lO个碱基的寡核苷酸单引物和双引物P1、P2(引物

序列见表3．)在PERKIN ELMER PcIc仪上进行P魄扩增【3，4，12】，反应总体积为25

口l，内含500mMol，L KCl，1．5mMol／L MgCl2，1％Triton X-100，200“Mol／L

dUWP，40rig模板DNA，l，5U Taq DNA聚合酶，引物20rig(单引物)或40ng(双引

物)。RAPD反应程序为：95℃5分钟；94t1分钟，36℃1分钟，72。C2分钟，3个循

环；94℃30秒，36℃1分钟，72'C2分钟，42个循环；72℃保温7分钟； 扩增程序完

成后在4℃条件下放置片刻即在1．5黼脂糖凝胶上电泳阻的1，电压为3V／cm，在
口一1紫外透射反射分析仪(上海长明光学电子仪器厂生产)上检测扩增产物并照相。

㈣、苎麻属植物RAPD反应条件的优化

对苎麻属植物RAPD分析的各影响因素逐一优化，包括变性温度及时问、退火温

度及时间、循环数，模板DNA量，M92+浓度，dNTPs浓度和Taq酶用量等，每个因子

设置的梯度比较试验如下：

预交性温度及时闻：95℃8分钟、95"C5分钟、95℃3分钟、gL4℃8分钟、94．iC5分钟

变性温度及时间：94"C1分钟、94℃：45秒、94t30秒、94℃20秒

退火温度及时间：‘50℃1分钟、45"C1分钟、42℃1分钟、36℃1分钟、36℃30秒、36℃

20秒

循环数：35、40．42、45

模}I反DNAt：5ng、lOng、20ng、40ng、80ng、120ng、160ng、200ng、240ng

M92+浓度：1．5mMol／L、2．OmMol／L、2．5mMol／L’L 3．0mlIol／L、3，5mMol／L、4．0

mM01，L



dN仔8浓度：0．10mM01／k 0，15皿IloI／L、0．20删Mol／L、0．25mMol／L．0．30mMol／L、

0．35mMol／L

Taq酶用量(单位)：0．5、1．0、1．5、2．0

㈤、RAPD随机引物的筛选

用两份材料的总DNA作模板，按照优化后的RAPD反应体系，水PE、OPG、OPH．
OPN和OPP2i个系列的100个随机引物进行筛选，找出扩增效果好， 结果稳定的引物

作为本研究的反应g}物。

㈥、数据分析

经电泳获得的基因组指纹图谱，在同一电泳迁移位置上，有DNA扩增条带记为l

没有的记为O。按下列公式计算物种X和物种Y间的同源性：

2×Nxy Nxy：两个样品共有的扩增条带数

Ssm(相似性系数)；

Nx+Ny

x100 Nx：】啉品的扩增条带数
Ny：Y样品的扩增条带数

亲缘关系重建采用单链锁法(Single Maching Coefficient)。以相似性矩阵和树

状谱为输出结果。 整个运算在中国科学院微生物研究所的 ．MINTS

(Ilicrobi。109ical Information Numerical Taxonomy System)系统上进行。



结果与分析
一、苎麻属植物基因组DNA的提取与鉴定

㈠、提取方法与DNA的纯度、产量及分子量

采用改良SDS和cTAB法提职并纯化后的苎麻属植物．毽,DNA，经DU，o分光光度计测

定，其260nm与280nm的光吸收比值均在1．8--2．0(图2为SDs法提取的DNA的紫外光

吸收光谱)，根据260hm光吸收值的计算，两种方法提取的DNA产量有一定的差异，

SDS法提取的高于CTAB法的(表4．)，但每毫克鲜叶或嫩芽最低的DNA产率在120ng

以上，因PCR扩增是用ng级水平的总DNA为模板，故用0．1．一O．2克幼嫩叶片或嫩芽提

取就足够了。无论用哪种提取法，品种间和种r司DNA的产率差异较大；同一材料，

园叶片老化程度的差异，提职的DNA产率和纯度也有差异，材料愈嫩，DNA产率和纯

度愈高，故以老化程度较高的叶片为提取材料时，容易导致工作失败。

提取的DN蝌品经0．8％琼脂糖凝胶电泳，与^DNA／HindⅢDNA分子量标准进行
比较，两种方法提取的DNA其分子量均在23．1kb以上(图1 2SDS法提取的DNA电泳结

果)。

表4．提取方法号苎麻属植物总DNA的产率
Table 4．Total DNA Yield of Boehmeria Using Different Isolation Methods

(二)、DNAS勺酶解及PeR扩增

研究表明，用HindⅢ限制性内切酶对用两种方法提取的DN蝌品均能酶切。



用所得的DNA为模板，分别以10个碱基的随机单引物和10以上碱基的双引物

(P1、P2)进行P魄扩增，均能得到扩增产物，表明两种提取方法得至n的D}lA均适合

作RAPD分析或PCR扩增。

㈢、提取和纯化方法对苎麻姗的影响
用两种方法提取的苎麻属植物DNA均能进行RAPD分析，且同一材料同一引物的扩

增带谱完全一致(图)，说明用这两种方法提取苎麻属植物总DNA是可行的。

苎麻属植物材料中酚类、丹宁、色素、多糖类等物质的含量较高，这些物质对

Taq DNA聚合酶的活性均有直接抑制作用，容易导致PcR扩增反应失败姐”l l臼⋯，

因而在总DNA的提职过程中要有效地控制它ff3。一般来说，PCR扩增对DNA模板质量

要求并不太高姐96、19”，上述Taq DNA聚合酶活性的抑制物有效去除以后，以DNA

粗提物为模板就能进行有效扩增Ⅱ983。本研究中，对用SDIs方法提职的D雌粗提物

经不同程度纯化后进行的RAPD反应作了比较研究，结果表明：用部分纯化或未经纯

化的与已纯化后的DNA作模板的结果完全一致。因PeR反应极其灵敏，DNA提取过

程中的步骤多、试荆多，容易引起交叉污染，影响Pe盼析的准确性，因此， 提职

用作PCR反应的苎麻属植物DNA样品时，可适当简化步骤。但由于样品中的RNA没有

去掉，用分光光度计测定并不能得出DNA的准确产率和大致纯度。

二、苎麻属植物I：APD反应的优化体系

㈠、变性温度及时间、退火温度及时问以及循环数对RAPD丘：应的影响

l、预交性温度及时间对RAPD的影响

对5个处理的预变性温度及时间的RAPD分析结果表明，以95 4C5分钟、95℃3分

钟处理的繁谱最多和最清晰，且以95℃5分钟处理的重复实验结果最为稳定， 因而

选定这一处理作为苎麻属植物PaPD壬>析的预变性温度和时间。

2、交性温度及时问对RAPD的影响

引物和模板中G+C含量不同，交性温度不同，一般以92—94℃为宜。变性温度

过低，双链DNA解链不彻底，会导致RAPD效果不佳，由于Taq酶在95℃时只可保持

60'／。活力35分钟左右，鼓通常使用94"C为交性温度，变性时，模板Dl{A一旦达到这一

温度，宜快速冷却到退火温度，交性时同过长会造成Taq酶活力降低。对4个交性

温度及时间处理的比较实验结果，4个处理均能获得清晰的RAPD产物条带，前3个处

理(94℃11分钟、94℃45秒、94℃30秒)的条带为多， 并且结果一致。 为了保证

Taq酶的活力，苎麻RAPD分析的交性温度及时间选为：前5个循环为94℃1分钟，以



后循环为94℃30秒。

3、遇火温度及时闽对丑APD的影响

退火温度的选择与引物长度和G+略量有关，RAPD随机引物为10个核苷酸，G
+C含量在50{6—70％，因而其退火温度较常规PcR扩增的退火温度要低。对六个处理

的研究结果表明，每个处理都能获得扩增产物，50"C1分钟、45"C1分钟和42℃1分

钟三处理的扩增条带数少于其它处理，且条带也不清晰，背景为弥散状；36℃为退

火温度的三个处理的扩增条带数目基本相同，其中以36℃1分钟的条带清晰度最高。

因而苎麻属植物RAPD％析的退火温度及时间宜选为36"c1分钟。

4、循环教对RAPD的影响

对反应循环数四个处理的研究结果表明，循环数35、40的扩增产物的条带数较

少，且不清晰；循环数42、45的条带数均较多，并且相同，但以循环数为45的条带

最清晰，因而苎麻属植物姗扩增的循环数宜为45。
(二)、模板DNA量、姆“和dNWPs浓度及Taq酶用量对RAPD的影响

1、模板DNA量对RAPD的影响

从理论上讲．，一个细胞中的DNA量足够用做RAPD扩增反应的模板，模板分子数

越多，错误扩增越少，因而模板也需要一定的数量。在反应总体积为25 p l时，对9

个不同模板数量梯度的研究表明，以20—80ng范围的扩增效果较好，条带清晰、数

目较多，其中ljA40ng的效果最为理想；5ng、long两个处理的条带数较少， 背景弥

散状；模板量在120ng以上时，RAPD扩增反应失败， 这可能是因为随着反应体积中

模板数量的增加，DN蠼职过程中未去净的Taq酶活力抑制物的量相应增加， 达一

定程度时导致RAPD反应失败。因而苎麻RAPD反应模板DNA的量20--80ng，以40ng

左右最为适宜。

2、M萨+浓度对RAPD的影响

M92+是Taq’酶的激活荆，反应混合物中M92+浓度对RAPD反应的特异性和扩增效

率均有影响，浓度太低会导致扩增失败或扩增产物减少，浓度过高会使非特异扩增

产物增加或同样导致扩增反应失败。

在其它反应条件恒定时，对6个M92+浓度处理梯度的研究结果表明：Mg“浓度

在1．5--2．5mMol／L时都能得到理想的扩增产物，超过2．5mMol／L时， 扩增产物明显

减少，且出现弥散状。根据这一结果， 井考虑到扩增产物的特异性， 苎麻属植物

RAPD反应体系的M旷+浓度定为1．5mMol／L。



3、m肿s浓度对RAPD反应的影响
反应混合物中dlffPs浓度低时，扩增产物少。导致PCR反应失败。但浓度过高时，

一方面导致错误掺入率大大增加，另一方面NTaq酶竞争舻+离子，使反应体系中
的游离jf92+量下降，使Taq酶的活性也受到影响：

对设计的石个dYrPs浓度处理梯度的研究结果表明：浓度为0．10mMol／【h 0

．15m．M01／L时和0．30mMol／L时，扩增产物均较少，条带不清晰，背景弥散状；浓度

为0．20nLYoI／L和0．25mMol／L时，扩增产物条带清晰且较多。

4、Taq酶用量对RJ心D的影响

反应体Taq酶量的多寡直接关系至,3RAPD反应的成败，酶量过低，反应不能顺

利进行，导致扩增失败，酶量过高，会使非特异扩增产物含量增高，造成浪费成本

提高，有时还会导致扩增反应失败。

本实验对设置的4含Taq酶用量进行筛选，结果表明，反应总体积为25∥1的情

况下，Taq酶用量为L 0、1．5单位时，扩增产物条带清晰且稳定，效果理想。

㈢、RAPD优化体系

综合上述实验结果，建成的苎麻属植物RAPDf,泡化体系如下：

l、25口l反应总体积中的内含物

KCl：500mMol／L

Tris．tICl(pH9．0，25℃)：lOmMol／L
Triton X-100：1％

MgCl2：1．5mMol／L

愀板：40ng
dNWPs：0．2mMol／L

Taq酶：1．05位

引物：5p№1／次反应

ddlt20：加至总体积25Ⅳl

2、扩增程序

95℃交性5Min

I

94℃1Min

36℃1Min



72℃2Min

5个循环

I

94℃30s

38℃1Min

72℃2Min

40个循环

I

72℃保温lO分钟

；

温度降至4"c后，置4℃冰箱待电泳

三、RAPD随机引物的筛选

为减少工作量，实验中首先用两个模板DNA#本OPE、0PG、OPH．OPE和OPP五个

系列的100个随机引物筛选，从中找出扩增条带较多、清晰度高的引物， 再用这些

引物对所有研究材料的模板DNA同时进行扩增和电泳。结果100个引物中，有47个引

物的扩增条带较多、清晰且结果较稳定(表3)，这47个引物全部用来对苎麻属15

介种3l份材料进行RAPD随机扩增。

四、利用RAP])标记鉴定栽培苎麻基因型和遗传关系

㈠、苎麻栽培品种中存在的RAPD-遗传变异
用46个随机引物对17份苎麻栽培品种进行扩增的结果列于表5，从表5中可见，

引物不同供试材料产生的扩增带数和单态性带数差异很大。前者从5条到26条， 平

均每个亍j物产生13，3条；后者从0条到lo条，平均每一引物产生3．15条单态性条带，

其中有8个引物没有扩增出单态性带。46个引物总产生613个RAPD标记，其中单态性

带数145条，占23．65％，多态性带468条，占76．35％，有较多的强带是单态性的，这

说明苎麻栽培品种中存在一定的遗传交异，但变异程度并不太大。



表5 46个引构对17份苎麻栽培品种曲扩增结果
Table 5 The A皿plification Results of始PriBers for 17 Varieties

引物 扩增带数 单态性带教 引曲 扩增带数 单态性带数

Primer Ko of Amplified Ko．of Primer №．of A印lified №．of

Bands llonomorphie Bands B如ds )^onomorphic&md$

OPB-01 14 10 OmI-09 13
．

1

OP蟊一02 12 9 0PH-11 12 0

OPB一05 13 3 ∞IH一14 13 2

0Pl’厂0B 21 5 0PH-15 17 6

0PB-10 9 2 0PH_16 13 9

0PB01 17 1 0P￡18 7 0

OPB-17 14 0 UP珏一19 13 0

oPE_18 21 6 OPⅡ一20 9 '

OP弘19 11 1 OPN一0l 14 1

OP}20 t2 4 0PN—03 13 8

0PG一03 13 2 oP悄一04 11 4

0PGl04 26 2 0PN一05 21 5

oI唯一08 5 2 ∞N—06 】7 々
_

OPG一09 6 1 OPN-09 15 6

OPG一11 21 0 0PN—lO 8 哇

0PG—14 13 2 O蹦一12 14 3

OPG-15 11 3 OPN-14 10 2

oP仁16 10 0 OPN—15 12 4

0P弘1B 13 2 O啪6 11 5

OPG—19 13 1 凹N11， 13 5

oPH—ol 15 3 OP融19 14 3

nP盱一03 12 0 DPN．20 19 6

OPH—06 11 0 DI’P．-02 11 3

㈢、利用RAPD鉴定栽培种苎麻基因型

尽管栽培种苎麻品种间的遗传变异度不太高，但利RAPD技术还是可以从分予



水平鉴别出基因型。本研究用46种引物获得了栽培种苎麻17份品种分辩率较高的

RAPD指纹图谱，其中引物0PE—08、oPE一10、OPE一11、OPEl8、OPEl9、OPG-03,OPG

—04、OPG-05、OP∞08、OPC--09、OpG-11、OPG-14、OPG-15、OPG一16、 OPG一19、

OPH-OI、OPH-03、OPH一06、OPH一11、OPH一14、0PH_15、OPHl6、OPH-19、oPH一20、

OPN一01、OPN一14、OPN-15、OPN一19、OPN-20等均可较好地鉴别苎麻基因型。一般情

况下，搌据获得的RAPD特征图谱，多数引物可将供试材料_!i!|分为数个RAPD类型，当

将数个引物分别扩增到的RAPD图谱综合起来时，所有供试材料均可被清楚地区分。

仨)、苎麻品种间的遗传关系

报据46种引物对17个苎麻品种的RAPD分析资料，计算出的平均相似性矩阵值列

于表6，根据平均相似性系数，用单链锁法对17个苎麻基因型进行了聚类分析， 得

到其树状谱。

其聚类过程是：

相似水平=88．6％，16-17-15；

相似水平=86．3％，16-17-15-13，5-6-7-11；

相似水平=85．6％，16—17—15—13—14—12—5—6—7—11—10—4—8；

相似水平=83．4％，16—17一15—13一14—12—5—6—7—11—10—4—8，1-2；

{百似水平=82．6％，16-17-15-13-14-12-5-6-7-11-10-4-8，1—2-3；

相似水平；81．9％，16-17-15—13—14—1L一5-6—7—1l—lO一4—8—1—2—3；

相似水平=70．0％，．16-17-15-13-14-12—5—6—7-11—10-4—8—1—2—3—9。

从平均相似性矩阵和树状图上均可看出：沅江柴火麻【16)、牛耳青(17)、

黑皮蔸(15)彼此间的相似性系数(83．6％--88．6％)最大，·说明其彼此间的同源性

程度最高，亲缘关系最为密切；’半野生型材料宁德苎麻一号(9)与其它16份材料

的相似性系数均相对较低(62．4％--70．o％)，它与其它材料的同源性程度相对较低，

亲缘关系较远。

从聚类过程及树状图上可以看出，当相似水平为82．6％时，可将17份材料划分

为三大类：I类包括16-17-15一13一14—12—5—6-7—11710-4—8，共13份材料；II类包

括青大叶(1)、青家麻(2)和芦竹青(3)三份材料，三个均为湖南地方品种；

Ⅲ类只有宁德苎麻一号(9)l份材料，为福建省半野生型材料。

在I类中，根据系统聚类的单调性性质印每次聚合的相似性系数由大到上划分

为五个蚀立组，即I(b)、I《c)、I(e)、I(f)、I(g)和I(a)、I(d)两个复合



组。

五个独立组l(b)、I(c)、I(e)、I(f)、I谵)分剔对应的材辑为湘乡黄九

麻(湖南地方品种，、黄壳铜(江西地方品种)、红头坞骨自二号(湖北地方品种)

、六技苎麻(贵州地方品种)和安版哑麻一号(贵：}!l{地方品种)。

I(a)是由沅江柴火麻、牛耳青、 黑度蔸和湘苎三号四份材科组成的复合组，

其中沅江柴火麻和牛耳青是湖南地方品种，黑度菀是广西地方品种，湘苎三号则是

从黑皮蔸中系统选育出的品种。前三份材科彼此闻的相似性最大，它们在相似水平

为s8．6％时就最先聚为一类，尔后荐西个材葺丰聚为一类。

I(d)是由湘苎二号、湘苎一号、 黄金麻和湘苎六号四份材料组成的复合组。

湘苎一号、濑苎二号、湘苎六号是中国农业科学院康类研究所选育出的品种，其中

湘苎二号是以湘苎一号的种子经c0∞处理后选育出来的品种，黄金麻是广西地方品

种。

综上聚类结果可见，供斌的17份品种中，地域之网材料的遗传差异较大。不仅

表现在不同省份之间品种的遗传差异较大，而且还表现在同一省份不同地区之间品

种的遗传差异也较大。这进一步说明了我国苎麻资源丰富的遗传多样性。

由于17份品种的RAPD相似系数较大，共同的特征带数也较多，表明我国现有曲

苎麻资源遗传基础相对狭窄。因此，有必要扩大搜集和创造新的基因型材料，以丰

富和拓宽我国苎麻资源的遗传基础，为苎麻育种的突破提供更为丰富的物质基础。

五、苎麻属植物的RAPD多恋性

(_)、RAPD条带数

47个随机弓l物对苎麻属15个种l唯材辩(其中栽培种苎麻品种5份，其余14个
种每种I静)扩增出的条带教列于袁7。由表7可见，除弓{物OPE-19对YlO(糙叶水苎

麻)和Y：4(长序苎寐)、oP珏-06对Y14(长序苎麻)、0Pnl8对R5(牛耳青)、Y6

(贴毛苎麻)、Y8(微绿苎麻)、Y11(悬铃叶苎麻)和Y12(海岛苎麻)、OPE-19

对Y3(黔桂苎麻)、Opml对Y14(长序苎麻)、OPN-14对Y9(柔毛苎麻)及OPN
一15对Y6(徽绿苎麻)耒扩增出条带外，其余都获得了基因组DNA指纹图谱。表7还

表明。不同引物对不同材科的指纹图谱和扩增条带数差异很大：同一引物在不同材

料上具有不同的指纹图谱，47个引物中，扩增带数最少的引物为OPH-18，带数的变

幅为D一5；扩增带数最多的引物为oPE一18，带数交幅为12--：8。同一材料，不同引

物扩增条带数差异也很大，其变幅为l--18。



表6．17份苎麻品种用怕种引物作I【^PD分析的平均捆怛性矩阵值∞

Table 6．The AverRge HmuoIogoxm Values h|ed Oil 46 Sets of genomic Fingerprints弦)

1 2 3 4 5 6 ' B 9 10 ．11 12 13 14 16 16

船．4

77．O 82，6

74．O 78．B 79．1

7B 0 B1，1 BO．2 B5．2

16．2 81．6 81．7附．g B6．6

76．7 80．2 79．3 B2．6 83．9 86．O

77 0 80 9 79．g B2．3 80．4 84．7 85．2

67．2 65．6 64．3 67，0 6&6 67．0 69．0 67．1

75 7 78．6 77．0 B0．7 79．5 81 9 8。．4 81．4 70．0

74 5 80 1 BO．2 81．8 82．5 86 0 82．1 82 2 70 0 85 4
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73．3 76．1 7t．9 79．5 79．2 82．0 78．9 80．4 64．1 78．1 77．9 85．6 85．9
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16沅江柴火麻

17牛耳青

15黑皮蔸

13湘苎三号

14湘乡黄九麻

12黄壳铜

5湘苎二号

6湘苎一号

7黄金麻

11湘苎六号

10红头鸡骨白二号

4六枝苎麻

8安顺圆麻一号

1青大叶

2青家麻

3芦竹青

9宁德苎麻一号

17份苎麻品种采用46种引物RAPD分析的单锁链聚类分析结果

The most parsimonius cladogram showing the relationship among 17

varieties of&砖h噩eria nivea
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lPH—t B lI 1l lI 1 2 I D 8 7 6 6 8 7 8 8 7 5 5 3 6 ＆ 3—1 2

)PH—l 8 3 B 2 2 O 2 5 5 4 4 O 3 O l ● 0 0 1 I O一5

IPH一【g 7 1 0 I O 8 9 1 0 9 0 7 1 0 8 5 5 l 0 8 r I 2 B ll O—l Z

IPH-Z口 tr 7 7 7 7 3 4 9 11 6 4 i 6 4 3 2 11 11 5 1—1 l

lPH·Ol 日 7 5 8 6 2 1 6 3 3 3 g l 0 4 4 5 ‘ l 0 g 0 0一l 6

}P H一03 9 9 B l 0 I 2 S r 2 a 5 l 0 1 0 g S I 3 8 5 g 2—1 2

IPH-04 9 0 9 0 l 0 0 g 8 1 2 lI 1I ll lI I 2 I 7 I 4 I‘ 1 3 1 3 9一I 7

lPN—OS l 0 l 3 }， {g J 7 f 4 J S 1 0 I_ I 4 1 2 {l 1 0 I口 】2 Il I 3 I_ }3 1 0·J 7

PH·D6 1 2 9 l 2 l_ II q 7 Z 1 O 5 6 5 5 3 5 4 3 6 4 2一l 4

P_·09 jl 11 ll l D l 0 2 2 5 1 4 口 1 O IO l 2 9 B l 0 口 1 2 7 Z—l 4

PN—f D 4 5 4 5 5 r 日 5 5 5 d 7 7 ‘ 9 8 5 g 5 {一0

PH—l 2 9 8 8 1 0 Il 1 0 【0 7 6 7 9 5 7 6 ‘ |l 8 l 0 1 3 4一I 3

PN—l‘ 6 7 7 e 6 3 1 4 4 6 5 5 5 0 5 8 4 3 ‘ 0—8

P_一1 5 8 ＆ B 8 S g 【l 2 S 3 0 6 5 4 2 2 5 5 3 0一ll

}*一1t 7 a 6 S 9 口 9 3 ＆ I O § g g 7 7 9 I Z 7 6 3一I 2

PH一1 7 l 2 ¨ 11 1 3 f 2 g 1 3 2 11 l 2 1 2 口 l 0 5 6 5 ll l 0 a 2一l 3

P_·1§ 5 5 6 7 l 7 9 4 7 口 t 2 3 6 2 5 3 l 6 1—0

PH一20 I 3 I 3 【l 1 2 }1 7 7 Il l Z l 5 1 3 1 2 8 l 0 I 2 1 5 l 6 1 S l● ，一l 6

PP—02 6 ， B 5 5 7 G l● 4 ● 6 7 5 】2 5 6 B 7 6 4一j 4



(二)、RAPD多态性

引物在苎麻属19份供试材料中产生的不同分子量的扩增带数和单态性带数差异

很大。前者从8条带到24条带，平均每个引物产生“．94条带(表8)；后者从0～6

条不等，有21个引物没有扩增出共同带。47个引物在19份材辩中共产生分子量大小
不同的702个RAP])标记，其中特征带6l条，占8．69{I，多态性带641条，占91．31％。

这一方面说明了苎麻属植物种间遗传背景的复杂性，另一方面也说明了它们之问的

共同性。

表8-引物对苎麻属15种19份材科扩增结果
Table 8 The Ampl ification Results for 19 Accessions Incivzling 15 Species of Boehmeriw Jacq

引物 扩增带数 单态性带数 引物 扩增带教 单态性带敷
Primer No．of Amplified No． of Primer No of Aaplified ； №．of

Bands Monomorphic Bands BaⅡd8 Monomorphic Bands

0PE-01 16 5 0PH-09 15 O

OPB一02 19 5 OPH—11 12 0

0PE—05 18 2 oPH—14 13 1

瓣08 22 1 OPE一15 16 2

OFB_10 17 0 凹B-16 12 3

0PB_1l 19 0 0PH_18 9 0

oPB_17 13 3 0PH-19 15 0

0Pl’厂18 22 3 OPH．20 11 0

OPE—19 13 0 0PK—m 20 D

oP卜20 13 4 OPK一03 13 O

OPG一03 15 1 0P¨04 18 5

OPG—04 Z"2 1 O?N-05 24 6

OP缸05 14 0 OPN-06 17 O

0P0—08 8 1 oI)N—D9 17 1

OITr-∞ B O 凹R‘O 11 2

OPG—11 21 0 0PN一12 14 l

OPG-14 12 1 OPN-14 9 0

0PG_15 9 2 OPN一15 13 0

oPG一16 12 0 0PIN一16 15 2

OP昏-18 13 1 oPN一1々 15 2

OPG_19 12 l oPN-19 21 0

OP珏一ol 15 0 OPN一20 20 3

OPH一03 14 0 0PP—02 15 2

0PH-06 11 0

六、R删)重建的苎麻属植物亲绦关系



H、相似性系数分析

根据47种引物对苎麻属15个种19份材料作的RAPD分析资料，计算出的平均相似

性矩阵值列于表9。 ．

1I．苎●■15■l-■■一^‘7■捌●枉I^PD牙并曲羊均■根t■苒■(1)

T6bIe g．Tl-e Aversle HⅢIolous hI-●o l●秘d on I?Set．s of Genolic Fjmseror；^ts(：

¨ 妇 13 ¨ R5 Tl Ⅵ ” ¨ r5 Y6 y7 ¨ 船 Y10 Y11 Yj 2 Y1 3

12 05．●

13 $6．● 02，5

“ 56．7 85．O B7．6
l_ 1

t5 79．1 7●．2 80．2 85．1

Y1 E0，3 6(1．2 60．7 B2，^62．5

66．O 65．7 8B．1 6S．6 S5．7 59．‘ 58．1 ^8^ 63 7 63．q

f7 65．3日5 3 66 2 68 4日3．9 57 4 56．4 49．】6口．7 6】．3￡2．1

r8 61．B 64．1 62．g 63 5 64．3 56．Z 55 7 47 2 B2．5 63，2 73．3 7‘．6

yg 57．5 58．7 55．6 58．3 55 9 51．6 56．7 4_．6 e1．9 52．1 62‘56．8 60．§

y1 0 56．{57．8 55．5 57．2 5 3．8 51．1 55 3 4●．8 63．●62 1 61．6 56．8 5a．9 66．9

Y11 57．5 5 7．3 56．9 57．O 5B．1 53 4 56．1 45．O 59．6 62．0 61．2 56．9 57．‘63．9 66．5

V】2 5B．0 5口．3 59．9 60．6 61．3 53 6 51．{46．B 61．3 51．6 62．8 60．6 6I．5 6●．8 65．4 69．8

Yl 3 59．1 5B I 59．2 e0 4 59．5 51．8 51．6‘7．0 53．0 6I 5 61．5 58．0 5S．O 60．6 64．2 68．I 75 2

Yl 4 57．^59．1 57．6 57 D 55．5 55 3 6D．8 47．6 56．5 58．t 59．2 55．2 57．3 66 5 65．9 61．6 67．9 66．5

从表9可见，在所有相似系数中，以栽培苎麻材料船与R4的最大，为87．6％；黔

桂苎麻(Y3)与柔毛苎麻(Y9)的最小，为“．6％。

苎麻组(Sect．Tilocnide)：5份栽培种(B．nivea Gaud)材料(R1～R5)彼

此问为79．1％一87．6％；栽培苎麻的近缘种贴毛苎麻(Y6)、青叶苎麻(Y7)和微绿

苎麻(Y8)，彼此间为73．3％一82．1％；贴毛苎麻、青叶苎麻和微绿苎麻与5份栽培

种苎麻的分别为65．7％一68．6％、63．9％-68．4％和61．6％一64．3％。

腋球苎麻组(Sect．B0ehmeria)：种腋球苎麻(Y1)与长圆苎麻(Y2)两个种

的为80 4％。

叶序苎麻组(Sect．Phyllostachys)：白面苎麻(Y4)与滇黔苎麻(Y5)两个
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种的为78．8％。

大叶苎麻组(Sect．Duretia)：柔毛苎麻(Y9)、糙叶水苎麻(YIO)、 悬铃

叶苎麻(YII)、海岛苎麻(Y12)、细野麻(Y13)和长序苎麻(Y14)六个种的相

似系数幅度为60．6％--75．2％。

帚序苎麻组‘Sect．Zollingerianae)：只有黔桂苎麻(Y3)1个种，它与其它

18份材料的相似系数均较低，为44．6j3--54．3％。

5份栽培种苎麻与14份近缘野生种的平均相似系数太小依次为：贴毛苎麻(Y6)

66，42‰青叶苎麻(Y7)65．82％、微绿苎麻(Y8)63．28‰长圆苎麻(Y2)62．72‰

腋球苎麻(Y1)61．22‰白面苎麻(Y4)61．16‰滇黔苎麻(Y5)61．10‰海岛苎

麻(Y12)60．OO‰细野麻lYl3)59．26％、悬铃叶苎麻(Y11)56．96‰ 长序苎麻

(Y14)57．32‰柔毛苎麻(Y9)57．20‰糙叶水苎麻(YIO)56．14‰黔桂苎麻
rV3、49 1 6哏

14份近缘野生种与其它18份材料的相似性系数由大到小排序分别为：

菩孝；妻熏帮{；T6YT一-T8YS一-ⅡRI=--RR扣5-Y5Y4一-YY45一-YlYl22一-nYg二-Y2YImO-Y3I二3Y-工YFIIY-IY西I=4眄-Y_YI-1Y42一-Y3Y3
微绿苎麻(Y8)：Y7一Y6一R1一R5一Y5一Y4_Y12一Y9一YIO—Y13-YII-Y14一Y1-Y2一Y3

8夜球苎麻(Y1)：Y2一Y5一Y4一R1--R5一Y6—1订一Y8一Y14一Y9一Y12一Yll—Y13一YIO—Y3

长圆苎麻(Y2)：YI-Y5一Y4一R1～R5一Y6—Y7一Y8一Y14一Y13一Y12-Y9一Y11一U0一Y3

白面苎麻(y4)：Y5一Y2-YI-Y6一Y8一Y7一R1～R5一n∞Y13一Y9-YII—Y14一Y3

滇黔苎麻(Y5)：Y4-Y2一n-YS-Y6一Y7-RI～R5-YII-Y9-YIO-Y12-Y13一n4-Y3

柔毛苎麻(Y9)：YIO-Y14-Y12一YII-Y13一Y5一Y4一Y6-YS-Y7一R1～R5一Y2一Y1-Y3

糙叶水苎麻(YlO)：Y9_Y11一Y14一n2一n3一Y4一Y5一Y6一Y8一Y7一Rl～115一Y2一Yl—Y3

悬铃叶苎麻(Y11)：Y12一Y13010—Y9-Y14一Y5一Y4二Y6一Y8一Y7-R1～R5一Y2一Yl—Y3

海岛苎麻(Y12)：Y13一Yll—Y14-YIO—Y9．Y5—Y4一Y6-Y8-Y7地l～Ic5一Y2—U-Y3

细野麻(n3)：Y12一Yll—Y14～n0一Y9-Y4-Y5一Y6一Y8一Y7_R1一R5一Y2一YI-Y3

长序苎麻(n4)：Y12-Y13-Y9一Y10一n1一Y5一Y4一Y6一Y8‘Y7一R1一R5一Y2一n—Y3

黔桂苎麻(Y3)：(Y2一n)一(Y4-Y5)一(R3-I}4一Y7一R1一Y6也—lc5一Y8)一(Y14-Y13-y12一
YII—Y10一Y9l

组群间的相似系数为：苎麻组／腋球苎麻组，55．7％一64．1％；苎麻组／帚序苎

麻组，47．2％一50．4％；苎麻组／序叶苎麻组，59．6％--64．3％；苎麻组／大叶苎麻组，

53．8％一62．4％}腋球苎麻组／帚序苎麻组，51．2％一54．3％}腋球苎麻组／序叶苎麻
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组，61．5％一64．2％；腋球苎麻组／大叶苎麻组。5L l％一57．6％；帚序苎麻组／序叶

苎麻组，5 1．2％～53．5；帚序苎麻组／大叶苎麻组，“．6％～47．6％；序叶苎麻组／

大叶苎麻组，56．5％-63．4％。五个组群彼此间的平均相似系数列于表10。

表10．苎麻属五个组群用47种引物作RAPD分析的平均相似性系数(％)
Table 10．The Average Homologous Values for 5 Sect ions of

Boehmeria Based Oil 47 Sets of Genomic Fingerprints(。五)

苎麻组 腋球苎麻组 帚序苎麻组 序叶苎麻组

㈢、聚类分析

根据表7中的平均相似性系数，采用单链锁法聚类分析，得到15个种19份材料

的系统树。

其聚卖过程是：

相似水平=85 4％：R3一R4-Rl-R2嗡五份栽培苎麻聚为一类。
相似水平=80．4％：腋球苎麻组的腋球苎麻(Y1)、长圆苎麻(Y2)聚为一类。

相似水平=78．8％：叶序苎麻组的白面苎麻(Y4)、滇黔苎麻(Y5)两份材料聚为

一类。。

相似水平=74．6％，苎麻组中的贴毛苎麻(Y6)、青叶苎麻．(Y7)、微绿苎麻(Y8)

三份材料聚为一类。

相似系数=68．6％：苎麻组的8份材料即五份栽培苎麻(R1-R5)、贴毛苎麻(Y6)、

青叶苎麻(Y7)、微绿苎麻(Y8)聚为一类；相似水平=66．5％， 大叶苎麻组的六

份材料印海岛苎麻(Y12)、细野麻(Y13)、悬铃叶苎麻(Y11)、长序苎麻(Y14)



柔毛苎麻(Y9)和糙叶水苎麻(n0)聚为一类。

至此，19份苎麻属材料划分为五类：

I类为五份栽培苎麻(R1一115)一贴毛苎麻(Y6)一青叶苎麻(Y7)一微绿苎麻(

Y8)—一苎麻组

Ⅱ类为白面苎麻(Y4)一滇黔苎麻(Y5)——序叶苎麻组

Ⅲ类为胶球苎麻(YI)一长圆苎麻(Y2)一一腋球苎康组

Ⅳ类为海岛苎麻(Y12)一细野麻(Y13)一悬铃叶苎麻(YII)一长序苎麻(Y14)一柔

毛苎麻(Y9)一糙叶水苎麻(YIO)——大叶苎麻组

V粪为黔桂苎麻(Y3)一帚序苎麻组
相似水平=64．3％：苎麻组、序叶苎麻组聚为一类(R3一R4-Rl—R2一115一Y6一Y7—Y8一Y4

一Y5)。

相似水平=64．2％：苎麻组、序叶苎麻组、腋球苎麻组聚为_类(E3-R4一R1一R2一R5

一Y6一Y7一Y8一Y4一Y5一Yl—Y2)。

相似水平=63．4％：苎麻组、序叶苎麻组、腋球苎麻组、大叶苎麻组聚为一类(船

-E4一R1一R2一R5-Y6-Y7一Y8-Y4一Y5一Yl—-Y2一Y12一Y13-YII—Y14一Y9一Y10)。

相似水平=54．3％：苎麻属五个组群的19份材科全部聚为一类。

从聚类过程和系统树(图)可以看出，相似水平为66．5％一64．3％时， 苎麻属

19份材料被划分为五类，它们分别对应于王文采根据形态特征划分的苎麻属五个组

群。
1

I类为苎麻组(Sect．Tilocnide)，包括5个栽培品种和贴毛苎麻、青叶苎麻、

徽绿苎麻三个近缘野生种。在这一类中，根据系统聚类每次聚合的相似性系数由大

到小又划分为I(a)和I(b)两个复合组。I(a)包括五个栽培品种， 实质上为苎麻

种，I(b)包括贴毛苎麻、青叶苎麻和徽绿苎麻三个种。在形态特征上， 这四个种

之间的差别是：苎麻茎上密被开展的长硬毛和近开展及贴伏的短毛，托叶分生，叶

下面密被雪白色毡毛。其它三个种茎上无开展的长硬毛，有贴伏或向上展的短糙毛，

托叶基部合生，其中贴毛苎麻叶基部突收狭呈楔形部分且下面密被雪白色毡毛；青

叶苎麻和微绿苎麻的叶基部为圆形或宽楔形，其中叶下面被雪白色毡毛或只有绿色

稀疏短糙毛的为青叶苎麻，叶下面无雪白色毡毛只有柔毛的为微绿苎麻。
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II类为序叶苎麻组(Sect．Phyllostachys)。包括白面苎麻和滇黔苎麻，这两

个种在植物形态上的差异表现为：白面苎麻的不分裂、对生；滇黔苎麻的叶顶有三

裂，三裂片的骤尖头近等长或两侧的比中间的稍短，叶对生或互生，叶两面有较密

的毛。

Ⅲ类为腋球苎麻组(Sect．Boelmeria)，包括腋球苎麻和长圆苎麻两个种，它

们彼此间的形态差异为：腋球苎麻的叶为卵形，。最宽处在中部之下，边缘有明显浅

齿，两面被毛，小枝和叶柄被短柔毛；长圆苎麻的叶为长圆形，最宽处在中部，基

部不渐变狭，边缘有不明显小齿，叶片革质上面无毛，下面疏被短毛。
‘

Ⅳ类为大叶苎麻组(Sect．I)uretia)，包括海岛苎麻、细野麻、 悬铃叶苎麻、

长序苎麻、柔毛苎麻和糙叶水苎麻六个种。根据系统聚类单调性性质即每次聚舍的

相似性系数由大到小又划分为Ⅳ(a2)一个独立组和Ⅳ(a1)、Ⅳ(b)两个复合组。

Ⅳ(a2)类对应的为长序苎麻，其主要形态特征为：叶对生；叶片近圆形叶，顶

端突尾状，边缘有粗牙齿，上部被糙伏毛，下部密被短糙伏毛；穗状花序不分枝。

Ⅳ(a1)类包括海岛苎麻、细野麻、悬铃叶苎麻三个种，它们的共同特点是均为

多倍体，具有无融合生殖性状。形态特征上的差异：海岛苎麻的叶对生或近对生，

宽披针形或披针形，边缘明显小牙齿；穗状花序不分枝或稀有小数分枝；雌花被果

期宽倒卵形；瘦果果度不延宽成翅。细野麻的叶对生；叶片草质，圆卵形、顶端骤

尖、疏被短伏毛；穗状花序单生叶腋；雌花被呈菱状倒卵形；瘦果卵球形，基部有

短桶。悬铃叶苎麻的叶对生或稀互生；叶片纸质，扁五角形，边缘有有粗牙齿，上

面粗糙有糙伏毛，下面密被短柔毛；穗状花序单生叶腋；雌花被椭圆形，果期呈楔

形至倒卵状菱形。

Ⅳ(b)类包括柔毛苎麻和糙叶水苎麻两个种，在形态特征上， 柔毛苎麻：茎上

部被短糙伏毛；叶对生；叶片草质，圆卵形或近圆形，下面被近开展或开展的短柔

毛；茎、叶柄被开展的短柔毛；穗状花序腋生；雌花被狭菱形。糙叶水苎麻：茎上

部与叶柄均被开展的长硬毛和近开展和贴伏的短糙毛；叶互生；叶片圆卵形，较小

上面粗糙，脉网下陷呈泡状，下面脉网明显隆起；叶柄较短；花序不分枝或有少数

分枝。

V类为帚序苎麻组(Sect．Zollingerianae)，只有黔柱苎麻一个种，其主要

形态特征为：枝无毛；叶对生或互生；叶片披针形或狭卵形，顶端渐尖或呈尾状，
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基部圆形，边缘在下部以上有小牙齿，上面无毛，下面沿脉有少数短伏毛；雄团伞

花序生雌团伞花序之下，均腋生，雌团伞花序腋或多数组成穗状花序；雌花被狭倒

卵形；瘦果椭圆球形或近卵球形。



讨 论
一、关于RAPD技术

㈠、RAPD技术的影响因素

已有研究表明。影响RAPD的有扩增反应温度和时间、模板I)NA用量、引物、 反

应混合物中的离子强度、拟口浓度、Taq酶用量等， 其最适因素则依研究的植物种

类而异，只有筛选出最佳反应条件，著以此进行RAFD实验，才可能获得稳定、良好
的结果。 ．

本研究证明，DNA提取方法和提职材料的老化程度对RAPD反应的成败影响很太，

不同的植物种类，其最适的提取方法不一。嗣碱(NaOH)法、尿素(Urea)法、高

盐低pH法三种方法提取苎麻属植物总DNA，都扩增不出R般D条带。用改良的S船法乖

cTAB法才能获得良好的扩增效果，且两种方法提取的DNA，其扩增的RAPD条带无差

异。研究也证明，材料：惫嫩，提取的DNA质量越高、产率越大；老化材料提取的DNA

由于酚类、单宁等Taq酶活性抑制物含量高，难以扩增RAPD条带。

摸板DNA中一定量fl@RNA和的蛋白质均不影响RAPD反应，若经酶解或抽提纯化后

某些残留成份如不去除干尽，则会影响扩增结果。WiIkie等在葱属植物‘“”、

Smith等poo 3在黄单跑杆菌(Xanthomonas campestris)、汪小金等池“1在升麻

属(Cimicifuga)值物的脚研究中曾报道了同样的结果。提职过程串，只要徐尽
DNA寿qt品中Taq DNA聚合酶的活性抑制物(包括植物组织中本身含有的一些抑制剂和

SDS．CTAB、氯仿、 乙醇、 异丙醇等提取试剂)， 就不会影响RAPD扩增效果。

Skroch和Nienhuis陋∞1曾建议对DN镞板进行纯化，并作RNase处理，以去除DNh外
的大分子物质，本研究结果说明这些步骤并非十分必要。

研究还证明，Taq DNA聚合酶的质量对BAPD扩增效果有较大的影响。购用来自

不同厂家生产的Taq酶作筛选实验，有的扩增结果不稳定，空白对照出现条带；有

的扩增结果稳定，空白对照无条带出现。这说明Taq酶产品在生产过程中可能被污

染，在RAPD实验时应慎重选用质量可靠、扩增结果稳定的Taq酶产品；同时， 还应

设空白对照，以排除系统误差。但应指出，实验中偶尔出现于空白对照的条带，不

一定在样品反应中出现。

(二)、RAPD多态性及稳定性

RAPD技术的出现和应用，已得到学术界的广泛注意，有关的反应机制研究也很



多。普遍认为，这一新兴的分子生物学方法，在生物分类和系统演化研究中i尤其

是对小的分类单位的确定有其独到之处。RAPD技术不论是在基因组较大的洋葱、松

树，还是在基因组较小的西红柿和拟南芥都得到了较好的结果。从他们的研究结果

可以看出，RApD条带的多少并不随基因组大小的增太而增多，即RAPD条带的数目与

基因组DNA的大小关系不大。据推测，这种现象可能与下面两方面的原因有关：

1．横板上引物结合位点之间存在着竞争

摸板DNA并不总是呈现线性状态存在，而是存在各种不同构象。 模板上一个同

源位点同引物的结合有可能以某种原因抑制其相邻同源位点同弓I物的结合，从而限

制了RAPD条带的大量扩增。由于引物与模板同源位点的结合是随机妁，在第一个循

环中被抑制的位点，在第二次乃至第三次的循环中就可能被解除抑制而扩增出条带

这种引物同模板同源位点结合的早晚，可能导致最终扩增结果中出现条带强弱的交

化。

2．捡测手段的影响

目前用于检测RAPD多态性条带的方法，主要是琼脂糖凝胶电泳+EB染色法。由

于环脂糖的分辨能力有限，使其能检测到的条带数目局限在一定范围内。改进检测

手段可能检测出较多的R．妲D条带。如：He用变性梯度胶电泳法，检测到比琼脂糖法

多出许多的稳定性条带；Caetano、Anolles等用分辨力较强的聚丙爝酰胺凝胶电泳

+银染法，一次检测到多迭100条的瑚D条带。本研究采用2．5％的琼脂糖凝胶电泳、
并适当改进皿染色方法，检测出的RAPD条带比采用1．4％琼脂糖凝胶电泳、常规捣染

色检测出的条带要多，而且更为清晰、稳定。

脚D技术是采用随机引物进行的PcR扩增，难免产生引物与模板错配的非特异
性条带，这可能是实际扩增出的条带数高于理论数目的原因之一。再加上RAPD的灵

敏度高，引物中一个碱基的改变都能使扩增结果明显不同，最终使RAPD检测出比

RFLP更为丰富的多态性。

关于RAPD技术的不稳定性，也有一些报道。本研究表明，只要严格控制实验条

件。RAPD技术是能够获得较好的重复结果。

㈢、RAPD技术在植物系统学研究中的应用

物种的遗传性状都是由基因决定的。基因的交异不仅体现在外部形态上的变异，

还体现在体内蛋白质分子结构的差异。而基因的变异则是由于DNA分子中碱基序列

的变化造成的。因此，在以往的植物分类和系统演化研究中，以DNA分子或其它大



分子为材料，采用分子生物学技术和生化技术，如同工酶分析、核型、带型分析、

DNA分子杂交等，以期从根本上解决形态分类不能解决的问题。这些技术， 虽能详

细地研究植物分类，尤其是对小单元内的系统研究超着很大的作用，给形态分类以

很大的补充，但因植物种类繁多，系统学研究的工作量大，用上述方法研究，不仅

时间长、研究费用也高，而且所得的信息量也很有限，因而在实际应用中受到局限。

RAPD技术，是随着PCR技术的应用而发展起来的一种快速的鉴定物种遗传特征

的方法。具有筒撼快速、低成本等特点，在植物系统学研究中具有独特优势。
RAPD技术应用于植物系统学研究上，可确定物种闻的亲缘性与进化距离。在实

际的实验过程中，可以用一系列的随机引物来扩增物种的总D姒， 然后电泳分析得

到的DNA片段。亲缘性近的物种，它们间的扩增带型也比较接近，亲缘性远的物种，

扩增带型的差别也就较大。根据下列公式可确定个体问的亲缘关系：D=-2NAB／(NA

+NB)，D为相似系教，NAB为A、B两个个体爵共有的谱带数，N^为个体A具有的谱带

数，NB为个体B具有的谱带数。D值变化于0～l范围内，D值越小亲缘关系越远， 小

之为O时，两个体则无亲缘关系；D值越大，遗传距离愈小、亲缘关系越近，大之为

1时，则两个体完全一样，为同一植物个体的无性繁殖后代。

RAPD技术对整个基因组可作地毯武的多态分析，其灵敏程度可与DNA序列分析

和DNA指纹技术媲美，分析的领域能扩展到属内的种群、生物型、品系、 家系等，

如与其它DNA分子技术结合检测，就大为扩展了分子生物学技术的应用范围， 对系

统分类和系统推测则产生很大的促进作用。

植物杂交研究中，为了获得杂种优势，常常必须确定所用亲本的亲缘关系；由

于其图谱具有高度的个体特异性和严格的遗传性，子代的带可以分别在双亲之一的

图谱上呈现，有些带在双亲都能呈现，因而该技术可以十分有把握地决定研究对象

的生物学标本。

RAPD技术不仅可以快速地检测DNA的多态性， 还能通过统计分析建立一套灵敏

准确的检索系统。采用RAPD技术对种群、生物型、品系的个体进行广泛的多态性分

析后，通过统计分析，从大量的引物中找出关键的引物，从不同的电泳带中找出关

键的带谱，建立一个检索系统。对一个不知遣分类地位的标本，可以用关键的引物

进行PCR反应，根据得到的电泳图谱再进行统计分析，就可以基本准确地计算出这

个标本的分类地位。当然，希望得出的结果和-统计方法是有密切关系的，比如，检

查一个标本的种同地位和种内地位所用的统计方法是不一样的。



EAPD所用的引物当然也可以是一目的序列，这样就得到了各物种问在目的序列

上发生的变异。

RAPD技术也有自己的缺点。对于两个亲缘关系近的物种，如果它们的遗传图谱

有所差异，用这种方法并不能确定这种差异究竟是由哪一种遗传机制造成的。

基于上述情况，RAPB技术在种、属亲缘关系的研究上应注意如下问题：

1．由于引物的竞争抑制或受检测手段的限制等原因，基因组中RAPD位点有时不能全

部检测出，可能造成差异的假象。

2．电泳迁移率一致的带并不一定同源，而不同种或属的扩增产物难以作同源性分析，

只能作表征分析，从而只能从相似性或遗传距离上去分析亲缘关系，其结果可能与

真实的系统关系有差异。

3，BAPD带谱通常在种问或属间的变异水平较高，因而在职样应具有较好的代表性。

用一个个体代表一个种或用一个种代表一个属都可能造成结果的较大偏差。

4．两个亲缘关系近的物种，如果它们的遗传图谱有所差异，用RAPD技术难以确定这

种差异究竟是由哪一种遗传机制造成的。

5．在表征分析时．，有时候一些RAPD产物的出现呈现相关关系，即一个位点的出现依

赖于另一介位点的出现与否；另有一些RAPD产物的差异来自基因组的同一区域，若

将每个差异单独计算，相当于菜一性状极度加权。这些在结果分析时都应引起注意。

练上所述，弛PD技术在植物分类和系统演化的研究中目前虽然还有一些问题需

要迸一步解决或引起注意，但它仍然有着广泛的应用前景，随着技术和统计方法的

不断完善，前景将变得更加广阔。

二、RAPD技术在苎麻基因型及遗传关系研究中的应用

作物品种鉴定和遗传关系研究是作物育种的重要方面。传统研究方法是采用形

态学鉴定。自60年代开始，同工酶和蛋白质技术成了品种鉴定的常用手段。利用分

子标记限制性片段长度多态性(RF堙)、扩增片段长度多态性t蟠。堙)筒单序列重

复(ssR)技术，目前已成为新的有效方法。但这些分子标记技术有某些缺点， 如

成本高、时间长、需用同位素等。RAPD技术可以克服这些缺点，它成本低、简单快

速，通过严格的实验条件控制能达到很高的重复性。迄今为止，RAPD分子标记技术

已用于大量植物种的品种鉴定和遗传关系研究。如水稻、一粒小麦、黑麦、大豆、

马铃薯、芹菜、石刁柏、花椰菜、芒果，苹果、草莓、棉花、玫瑰、林木等。本研

究表明，]tAPD技术可用来进行苎麻品种的遗传关系研究和基因型鉴定。



三，关于苎麻属植物的亲缘关系

了解和掌握苎麻属植物类群间系统演化的关系，对于我们研究和利用苎麻属种

质资源具有十分重要的意义。苎麻属植物的分类，过去主要是以形态特征为依据，

由于选用的性状不同而经历了几个阶段，种的数目也多少不一。随着苎麻属植物种

质资源的不断收集、整理和创新，还会有一些新的资源出现。因此利用以DNA分析

技术为基础的植物系统学研究将有助于完善和推动我国苎麻属植物的系统学研究。

RAPD技术是目前植物DNA系统学研究应用的现代手段之一。本研究结果表明，

苎麻属植物中具有丰富的RAPD多态性，这与苎麻属植物是异花授扮的多年生植物，

其遗传背景复杂密切关联的，在用47个随机引物产生的702条中，只有6l条扩增带

是19个供试材料共有的，只占8．69％，而多态性标记占虬．31％，这表明， 苎麻属植

物种与种之间在DNA序列上存在较大的差异。 ．

帚序苎麻组的黔桂苎麻在RAPD的单链锁系统树上是与其它种关系最远的一个类

群，它在系统树上的位置是否与它的雄花基数为5—6这一特性有关， 还需作进一步

研究，但它在RAPD指纹图上所表现的特异性是非常明显的。

四、关于苎麻属植物的演化

㈠、苎麻属五个组群的演化

王文采研究了我国的苎麻属植物的植物学形态并参考了有关文献之后，观察到

达属植物在外部形态方面表现出的演化趋势是：木本一多年生草本；叶互生一对生

一近轮生；叶不分裂一顶端2-3(一”裂； 团伞花序单独腋生一团伞花序组成有叶

的穗状花序或分技的花序一目伞花序组成无叶的穗状花序或分枝的花序；雄花四基

数，无梗或具短梗一五或六基数，具长梗；瘦果无柄，无翅一瘦果有柄，无翅一瘦
果具翅，无橱或具翅具长柄。

基于上述认识，将我国苎麻属的种类分为以下五组：

组1．腋球苎麻组Sect．Boetmeria：叶互生。团伞花序单个腋生。 雄花四基数。

近无梗。瘦果无柄，无翅。

组2．苎麻组Sect．Tilocnide：叶互生。团伞花序组成圆锥花序。 雄花四基数，

近无梗。瘦果有柄，无翅。

组3．帚序苎麻组Sect．Zollingerianae：叶互生或对生。雄团伞花序腋生；雌团

伞花序生茎顶叶腋并组成穗状花序或圆锥花序。雄花五或六基数，具长梗。瘦果无

或有柄，无翅。



组4．序叶苎麻组Sect．Phyllostachys

的穗状花序，或圆锥花序，稀少数腋生。

翅。

叶互生或对生。 团伞花序组成顶端有叶

雄花四基数，近无梗。瘦果无或有柄，无

组5．太叶苎麻组Sect．Duretia：叶对生，稀互生或近轮生。团伞花序组成无叶的

穗状或圆锥状花序。雄花三或四基数，近无梗。瘦果无或有柄，无或有翅。

根据上述主要性状的演化趋势，五组的演化关系如下所示：

腋球苎麻 序叶苎麻

1．木本一多年生草本 大叶苎麻

帚序苎麻 苎 麻

肢球苎麻 序叶苎麻

2．叶互生一对生一近轮生

苎 麻 帚序苎麻

太叶苎麻

3．团伞花序单独腋生一团伞花序组成有叶的穗状花序或分枝的花序一团伞花序组成

无叶的穗状花序或分枝的花序

腋球苎麻 帚序苎麻 序叶苎麻

大叶苎麻

苎 麻

4．雄花四基数，无梗或具短梗—-五或六基数．具长梗

腋球苎麻

苎 麻

帚序苎麻

叶序苎麻

大叶苎麻

5．瘦果无柄，无翅一瘦果有柄，无翅一瘦果具翅，无桶或具翅具长柄

腋球苎麻 帚序苎麻 苎 麻

叶序苎麻 大叶苎麻

五组的演化亲缘关系如下图所示：



大叶苎麻组
Sect．I)uret ia

t

序叶苎麻组 帚序苎麻组 苎麻组

Sect．Phylostachys Sect．Zol ingerianae Sect．Ti locnide

、 t ，

腋球苎麻组

Sect．tbetmeria

在雄花的演化上，张波认为是由雄花5或6基数，具长梗卅或3基数，无梗或具极
短梗；因而其演化方向正好相反。即：

腋球苎麻

苎 麻

帚序苎麻一叶序苎麻

大叶苎麻

五个组群的演化亲缘关系为：

苎麻组 叶序苎麻组
Sect．Ti locnide Sect．Phylostachys

、 ，

大叶苎麻组

Sect．I)uret ia

t

帚序苎麻组

Sect．Zol ingerianae

{

腋球苎麻组

Sect．BoehⅡ1eria



本研究获得的五个组之间RAPD扩增条带平均相似性系数如表11所列，

表11．苎麻属五个组之间的RAPD平均相似性系数(％)
Table 11．The Average Hom01090us Values Between 5 Sectors of

BoeImeria Based on 47 Sets of Genomic Fingerprints(％)

苎麻组 腋球苎麻组 帚序苎麻组 序叶苎麻组

根据表11的I∞D相似性系数，并参考植物学形态的演化趋势，五个组的亲缘关
系如下图所示：

苎麻组 大叶苎麻组

t 、 ，

l芦序苎麻鼍
腋球苎麻组一帚序苎麻组

上图表明：

1．在苎麻属植物的进化关系上，帚序苎麻组处于最低位置，腋球苎麻组和叶序苎麻

组，处于中等位置，苎麻组和大叶苎麻组处于较高位置。

2．苎麻组可由腋球苎麻组直接进化而来，也可由叶序苎麻组进化而来；而叶序苎麻

组既可由腋球苎麻组进化而来，又可由帚序苎麻组直接进化而来。

3．苎麻属植物的演化，组群与组群之间关系错综复杂，帚序苎麻组中的种是苎麻属

植物最原始的一个类群。



(二)、苎麻组中种的演化

形态学分类研究表明，苎麻组中的苎麻、贴毛苎麻、青叶苎麻，微绿苎麻之闻

的差异主要表现在托叶、茎毛被、叶背毛被、叶基形状等性状。但叶基的形状差异

并不十分明显。其它性状的进化趋势为：托叶由台生到分生；茎毛被由短到长；叶

背雪白色毡毛由无一少一多。据此，其演化亲缘关系为：微绿苎麻一青叶苎麻—+贴

毛苎麻一苎麻。

本研究获得的四个种RAPD扩增条带相似性系数如表12所列，报据这一结果，其

演化亲缘关系为微绿苎麻一青叶苎麻一贴毛苎麻一苎麻。这一结果与形态学研究结

果相吻合。

表12还表明，贴毛苎麻、青叶苎麻、微绿苎麻彼此间的相似性系数，均大于各

自与苎麻的相似性系数，它们彼此间的差异小，亲缘关系近，而与苎麻的亲缘关系

则相对较远，因此苎麻组可分为两类，一类为苎麻，另一类为贴毛苎麻、青叶苎麻

和微绿苎麻。在王文采的形态分类检索袁中，贴毛苎麻、青叶苎麻和微绿苎麻被列

为苎麻的交种，这与本研究的结论基本一致。

表12．苎麻组四个种的RAPD平均相似性系数(％)
Table 12．The Average homologous Values Based On 47 Sets of

Genomic Fingerprint ings for Boehmeri a Sect．Ti locnide(％)

苎麻 贴毛苎麻 青叶苎麻

㈢、大叶苎麻组种的演化

大叶苎麻组中的六个种柔毛苎麻(Y9)、 糙叶木苎麻(YIO)、 悬铃叶苎麻

(Yn)、海岛苎麻(Y12)、细野麻(Y13)和长序苎麻(Y14)彼此问的相似性系

数如表13所列，它们的单链锁聚类过程为：

相似水平；68．6时，海岛苎麻、细野麻和悬铃叶苎麻聚为一类。

相似水平=67．9时，海岛苎麻、细野麻、悬铃叶苎麻和长序苎麻聚为一类。

相似水平=66．9时，柔毛苎麻和糙叶水苎麻聚为一类。
’



相似水平；66．5时，海岛苎麻、细野麻、悬铃叶苎麻、长序苎麻、柔毛苎麻和

糙叶水苎麻六个种聚为一类。

袁13．大叶苎麻组六个种的RAPD平均相似性系数(％)

Table 13．The Average homologous Values Based On 47 Sets of

Genomic Fingerprintings for Boehmeria Sect．Duretia(％)

糙叶水苎麻 悬铃叶苎麻海岛苎麻 细野麻 长序苎麻

柔毛苎麻 66．9 63．9 64．8 60．6 66．5

糙叶水苎麻 66．5 65．4 64．2 65．9

悬铃叶苎麻 66．5 69．8 68．1 63．6

海岛苎麻 65．4 69．8 75 2 67．9

细野麻 64．2 68．1 75．2 66．5

长序苎麻 65．9 63．6 67．9 66．5

从这一聚类过程可见：

海岛苎麻、细野麻和悬铃叶苎麻三个种之间的亲缘关系较近。染色体数目分别

为42、56和42(表2)，均为多倍体，且均具有无融合生殖特性。

柔毛苎麻与糙叶水苎麻的亲缘关系较近。染色体数目均为28(表2)。

长序苎麻介于以上两类之间，相对而言，亲缘关系与悬铃叶苎麻、细野麻和海

岛苎麻稍近。

根据这六个种分别与叶序苎麻纽的RAPD相似性系数，井结合形态特征、染色体

数目等方面的研究结果，大叶苎麻组的演化趋势为：

海岛苎麻

柔毛苎麻一糙叶水苎麻一长序苎麻一细野麻

悬铃叶苎麻



结 论

1、采用改良后自gSDS法和C'TAB法能成功提取适合作分子生物学研究的苎麻属植物总

DNA。

2、苎麻属植物RAPD反应优化体系为：在25“L反应总体积中，DNA模板浓度40ng／25

Ⅳl、M92+浓度1．5mMol／L、dNTPs浓度0．20mMol／k Taq酶1．o单位；95"c预交-f牛5分

钟后，94℃1分钟、36℃1分钟、72"c2分钟5个循环，接着94"C30秒、36℃1分钟、

72"C2分钟40个循环后72℃保温10分钟。

3、利用46种随机引物建立了17份苎麻栽培品种的RAPD指纹图谱。 通过对指纹图谱

的分析，明确了17份品种间的遗传亲缘关系。发现苎麻品种类型与地理区域有较大

关系。研究证明，应用RAPD技术，可以从遗传上鉴别苎嘛基因型。

4、利用47种RAPD引物构建了苎麻属15个种19份材料的基因组指纹图谱， 通过对所

获指纹图谱的量化分析，利用单链锁法绘出了它们的系统进化树，重建了15个种的

亲缘关系。15个种可划分为五大类，它们分别对应于根据形态特征划分的五个组群。

证明苎麻属根据形态特征的传统分类是正确的。苎麻组还可细分为两类，一类为栽

培苎麻，另一类包括贴毛苎麻、青叶苎麻和微绿苎麻三个种；大叶苎麻组中的六个

种还可细分为三类，第一类包括海岛苎麻、细野麻和悬铃叶苎麻三个种，第二类为

长序苎麻一个种，第三类包括柔毛苎麻和糙叶水苎麻两个种。

5、在苎麻属植物的演化关系上，帚序苎麻组与其它四组的亲缘关系均较远， 在进

化上处于最低位置，是最原始的组群；腋球苎麻组和叶序苎麻组处于中等位置；苎

麻组和大叶苎麻组处于较高位置。五个组群的演化亲缘关系较为复杂，苎麻组可由

腋球苎麻组进化而来，也可由叶序苎麻组进化而来；太叶苎麻组由叶序苎麻组进化

而来；叶序苎麻组可由腋球苎麻组进化而来，也可由帚序苎麻组进化而来；腋球苎

麻组由帚序苎麻组进化而来。

6、苎麻组中四个种的演化亲缘关系为：微绿苎麻一青叶苎麻一贴毛苎麻一苎麻。



图版说明

田1：SDs法提取的苎麻属15个种31份材料总DNA的琼费耱凝肢电泳结果

M：卫DK^『ⅡindⅢ1：青大叶2：膏家麻3：芦竹青4：六枝苎麻5：湘苎二号

6．湘苎一号7：黄盒席8：安顺皿麻一号9：宁德苎麻一号10：红头鸡骨白二号

11：湘苎六号12：黄壳铜13。湘苎三号14．湘乡黄九麻15：黑皮蔸16：沅正柴火麻

17：牛耳青18：腋球苎麻19：长圆苎麻20：黔桂苎麻21：白面苎席22：滇黔苎麻

23：贴毛苎麻24：青叶苎麻25徽绿苎麻26：柔毛苎麻’27：糙叶水苎席28：海岛苎麻

29：悬铃叮苎臃30：细野麻31长序苎癣

镀长tm)
W¨c—IenI|h‘nml

囝2：S略法提取的苎麻D黻的紫外光吸收光谱(材科：芦竹青)



图3：苎麻属植物总DN^经限制性内切酶Hi且dⅢ消化后的琼脂糖凝胶电象结果

M：2 DNA／ⅡiadIII l：芦竹膏2：湘苎三号3：腋球苎麻4：白面苎麻5：细野麻

图4：模板DNA量对11APD扩增效果的影响

M：2 DNA／Hindm l：5ng 2：10ng 3：20ng 4：40昭5：80rig 6：120ng 7：160ng

8：200rig 9：240ng横板DNA：六技苎麻引物：OPG-05

田5：H旷+浓度对E^朋扩增效果的影响

比PCR hrker 1：1f 5mJlol／L爱三0miol／L 3：2．5dol／r,4：3．Om／_ol／L

5：3．5皿№l／L 6：毛@龅I／L 模扳DNA：六枝苎麻引物：OPE-14



囝6．dIlTPs浓度对RAPI)扩增效果的影响

址pcR Marker 1：0．10ml‘。I／L 2：0，iS置l／oI／L 3：0．20mMoI／L 4：0，25mu01，L

5：O．30m5／oI／L 6：n 35皿IIDl／L摸板I)NA：六技苎麻引物：OPG-03

图7．退火温度对RAPD扩增效果的影啊

M：PcR Marker A：36"C1分钟B：42℃1分钟C：45℃1分钟D：50121分钟

横板D№：1．青太叶2．安顺圆麻I号3．六枝苎麻4．豌球苎麻5．黔桂苎麻6．贴毛苎辟

引物：OPB_OI

图8．两种方法提取的DNA模扳#qRAPD扩增效果

方法A：S璐法方法B：cTAB法

摸扳DNA：1．芦竹青三湘苎三号3．膏大叶4．贴毛苎麻

引物：1．OPE-OI 2．OFH-14 3．OITr-19 4．OPN-06

lf：P(孺Marker



圈9 17份苎麻品种用OPE-OS l物扩增的结果

雠IY孺I{arker 1：青大叶2：膏家麻3：芦竹青4：六柱苎嘛5：湘苎二号6：湘苎一号

7：黄金麻8：安烦圆麻一号9：宁德苎麻一号10：红头鸡骨白二号11：湘苎六号+

12．黄壳铜13：湘苎三号14：湘乡黄九麻15．黑皮蔸16：沅江柴火麻17：牛耳青

图lO．17伢苎麻品种用OPE-10引物扩增的结果

Ⅱ：PCR Marker 1：膏太叶2’青京麻3：芦竹青4：六技苎麻5：湘苎二号6：湘苎一号

7：黄金麻8：安顺圈麻一号9：宁德苎麻一号10：红头鸡骨白二号11：湘苎六号

12：黄壳锕13：湘苎三号14：湘乡黄九麻16：黑皮莞16：沅江柴火麻17：牛耳青

固11 17份苎麻品种用OPG—03引物扩增的结果

M：}℃R妇rker l：青大叶2：青家麻3：芦竹青4：六枝苎寐5：湘苎二号6：湘苎一号

'：黄垒麻8．安鬏躅麻一号9：宁德苎麻一号10：红头鸡骨白二号11：湘苎六号

12：黄壳铜13：湘苎三号14：湘乡黄九麻15：黑皮蔸16：沅正柴火麻l"h毕耳青

56



I鸯12．17份苎麻品种用oPG-04引物扩增的结果

Ⅺ：Pcl}Marker 1：膏大叶2：青家麻3：芦竹青4：六技苎麻5：湘苎二号6：湘苎一号

7：黄金库8：安顺圆麻一号9：宁德苎麻一号1 o：虹头鸡骨白二号11：湘苎六号

12：黄壳铜13：湘苎三号14：湘乡黄九麻15：黑皮蔸16：沅扛柴火麻17：牛耳青

尉3 17份苎麻品种OPH-03 l物扩增的结果

Ⅱ：f．cIC Marker 1：青大叶2．青家麻3：芦竹青4：六枝苎麻5：湘苎二号6：湘苎一号

7：黄金麻8：安顺圆麻一号9：宁德苎麻一号10：红头鸡骨白二号Ii：湘苎六号

12：黄壳铜13：湘苎三号14：湘乡黄九麻15：黑皮蔸16：沅江柴火麻17：牛耳青

圈Ⅱ■订丽苎麻品种用0PⅡ-09引物扩增的结果
V：PcR l^arker 1：青大叶2：青隶麻3：芦竹青4：六枝苎麻5：湘苎二号6：湘苎一号

7：黄金麻8：安版回庥一号9：宁健苎麻一号10：红头鸡骨白二号II：湘苎六号

12：黄壳铒13：湘苎三号14：湘乡黄九麻15：黑皮蔸16：沅扛荣火麻17：牛耳青



图15．17份苎库品种用OPⅡ-14 I物扩增的结果

址PCR lIarker 1：青大叶2：青隶菲3：芦竹青4：六枝苎库5：湘苎二号6：湘苎一号

7：黄金库8：安顺圆库一号9：宁德苎麻一号1趣红头鸡骨白二号11：湘苎六号

12：黄竟锕13：湘苎三号14：湘乡黄九库15：黑皮蔸16：沅江柴火麻17：牛耳青

图16．17份苎麻品种用OPⅡ二19引物扩增的结果

H：砌l Marker l：青大叶2：青束癣3：芦竹青4：六枝苎麻5：湘苎二号6：湘芒一号

1：黄金库8：安颠圈麻一号9I宁德苎麻一号10：红头鸡骨白二号11：湘苎六号

12：黄尧锅13：湘苎三号14：湘争黄丸庥15：熏皮蔸16：沅江柴太麻17：牛耳青

困1丁．17傍苎摩品种)目oPS-OS}I暂扩增曲结果

鼙Pc墨Marker l：青大叶幺奢来寐3．芦臂青七六技苎麻5．灌苎二号像湘芒一号

7：黄金庶8：安颇四麻一号9=宁德苎康一号10：红头璃t白二号1l：湘苎六号

l幺黄亮铜l丧湘苎三号14：濑乡黄九麻16：县皮蔸16：元江荣火麻17：牛耳青



图1B．17份苎麻品种用OPN_12引物扩增的．结果

缸：PCR Marker 1：青大叶2：青家麻3：芦竹青4：六枝苎麻5：湘苎二号6：湘苎一号

7：黄金麻8：安顺脚麻一号9：宁德苎麻一号10：红头鸡骨自"-9 11：湘苎六号

12：黄尧钢13：湘苎三号14：湘乡黄九麻15：黑皮蔸16：玩江柴火麻11：牛耳青

日孤_哥翮耵5不和9份栎刚和踞羽同砺扩幕召r磊踝
Ⅺ：pcR Marker 1．湘苎三号2．湘乡黄九只3．黑皮蔸4．沅江柴火麻5．牛耳青

6．腋球苎麻7．长圈苎麻8．1}桂苎麻9．白面苎麻10．滇黔苎麻11．贴毛苎麻

12．青叶苎麻13．傲绿苎麻14．柔毛苎麻15．裢叶水苎麻16-海岛苎麻

17．悬铃叶苎麻18，细野麻19，长序苎麻

圈髓．苎麻晨15个种19份材料用0P啪2引物扩增的结果
比PcR Marker 1．湘苎三号互湘乡黄九麻3．黑皮蔸4．沅江柴火麻5·牛耳青

’6．腋球苎底7，长珊苎麻＆鸯挂苎麻9．白面苎癣10·滇黔苎麻11·贴毛苎麻

12．青叶苎廊13．嫩绿苎廉14．柔毛苎麻15．鞋叶水苎麻16·海岛苎麻



图21．苎麻属15个种19份材用oPB-os I勃扩增的结果

M：PclI hrker 1．湘苎三号2．湘乡黄九麻3黑皮蔸4．沅江柴火席5，牛耳青
’●

6腋球苎麻7．长圆苎麻8．黔桂苎麻9白面苎麻lo．滇黔苎麻。聿≯^}毛苎麻
12青叶苎廨13，微绿苎麻14．柔毛苎麻15．糙叶水苎麻16．海岛苎麻

17．悬铃叶苎麻18细野麻19长序苎麻

图22．苎麻属15个种19份材料用oPB_18引物扩增的结果

M：PcR妇a'ker 1．湘苎三号2．湘乡黄九麻3．黑皮蔸4．沅江柴火麻5．牛耳青

6腋球苎麻7．长圆苎麻8．黔挂苎麻9．白面苎麻10．滇黔苎麻11．砧毛苎麻

12．青咔苎麻13．微绿苎麻14．柔毛苎麻15糙叶水苎庥16海岛苎麻

17悬铃叶苎席18．细野麻19．长序苎麻

图23 苎麻属15个种19份材料用0PE-20引物扩增的结果

M：Pc】l Marker 1．湘苎三号2．湘乡黄九麻3．黑皮蔸4．沅王柴火麻5．牛耳青

6腋球苎麻7长圆苎麻8．黔桂苎麻9白面苎麻10．滇黔苎麻11对毛苎麻

12青叶苎麻13嫩绿苎麻14．柔毛苎麻15．糙叶水苎麻16海岛苎麻

17悬铃叶芒麻18，细野麻19长序苎麻

∞



图24．芒麻属15个种19份材料用oPG-D3引物扩增的结果

tq：PCR Marker 1湘苎三号2．湘乡黄九麻3．黑皮蔸4．沅江柴火席5．牛耳青

6．腋球苎麻7长四苎麻8 l}桂苎麻9．白面苎麻10滇翳苎麻11．贴毛苎麻

12．膏叶苎麻13．微绿苎麻14．黍毛苎麻15．糙叶水苎麻．16．海岛苎麻

17罴咎叶苎廉1B．细野庥19．长序苎底

图25．苎麻属15个种19份材料用0PC一-04引物扩增的结果

丝：PCR MRrker 1湘苎三号2．湘乡黄九麻3，黑虚蔸4沅江柴火麻5牛耳青

6腋球苎麻7．长圆苎麻8．黔桂苎麻9白面苎麻lo．滇黔苎廊11贴毛苎麻

12青叶苎麻13．徽绿苎麻14．柔毛苎麻15糙叶水苎库16海岛苎麻

17．悬铃叶苎麻18细野麻19．长序苎麻

四26苎底属15个种19份材辩用0P{I-09 I物扩增的结果

M：PCR Marker 1．湘苎三号2湘乡黄九麻3黑皮蓖4沅江柴火麻5．牛耳青

6腋球苎麻7．长圆苎麻8．黔桂苎麻9，白面苎麻lo滇黔苎麻11．贴毛苎麻

12青叶苎麻13微绿苎寐14柔毛苎麻15，赶叶水苎麻16．海岛苎麻

17．悬铃叶苎麻18细野麻19长序苎麻



圈砑．苎麻属15个种19份材科用OPH-14引物扩增的结果

M：PcR妇xker 1．湘苎三号2．湘乡黄九麻3+黑皮蔸4．沅江柴火麻5．牛耳青

6．腋球苎麻7．长圆苎麻8．黔桂苎麻9．白面苎麻10．滇黔苎麻1L贴毛苎麻

12．青叶苎麻13．微绿苎麻14柔毛苎麻15．鞋叶水苎麻’16，海岛苎麻

17．悬铃叶苎麻18．细野席1鼽长序苎库

图28苎麻属15个种1盼材料用OPH一15引物扩增的结果
Ⅺ：P(m妇xker 1．湘苎三号2．湘乡黄九麻3．黑皮蔸4．沅江柴火麻5，牛耳青

6．腋球苎麻7．长圆苎麻8．黔桂苎麻9．白面苎麻10．滇黔苎麻11．贴毛苎麻

12青叶苎麻13．微绿苎麻14．柔毛苎麻15．裢叶水苎麻16．海岛苎．寐

17，悬铃叶苎麻1&细野麻19．长序苎麻

圈29，苎麻属15个种19份材料用呻l¨9引物扩增的结果

M：P既hrker 1_湘苎三号2．湘乡黄九麻3．墓皮蔸4．沅江柴火席5．牛耳青

6．戚球苎廉7．长固苎麻8．黔鞋苎麻9．白面苎麻10．漠黔苎麻11．贴毛苎麻

12，青叶苎麻13．徽绿苎麻14．柔毛苎麻15．糙叶水苎．麻16．海岛苎麻

17．悬铃叶苎麻18．细野麻19．长序苎麻



图30．苎麻属15个种19份材料用0PN—04引物扩增的结果

M：Pc】I jl且rker 1．湘苎三号2，湘乡黄九麻3．蒹皮莞4．沅江柴火麻5．牛耳青

6．腋球苎麻7．长啷苎麻8．黔挂苎麻9．白面苎麻10．滇黔苎麻11．贴毛苎席

12．青叶苎麻13．镘绿苎麻14．秉毛苎库15．糙叶水苎库16．海岛苎麻

17．悬铃叶苎麻18．细野麻19．长序苎麻

圈31．苎麻属15个种19份材科用OFN-09 I物扩增的结果

_：PCR妇—【er 1．湘苎三号2．湘乡黄九癣3．黑皮蔸4．沅江柴火麻5．牛耳青

6。威球苎麻7．长圆苎麻8．黔桂苎麻9．白面苎麻10．滇黔苎庳11，贴毛苎麻

12．青叶苎麻13．微绿苎麻14．柔毛苎麻15．糙叶水苎麻15-海岛苎麻

17．悬铃叶苎麻18．细野麻19．长序苎麻
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