
摘 要

    本文对红麻7个常规栽培种和12个野生种及5个近缘种进行了RAPD分子标

记的研究，在探讨红麻种子基因组DNA提纯方法和优化PCR扩增反应体系的基础

上，利用RAPD技术对红麻品种基因组DNA多态性进行分析，依据分子标记研究

结果探索了栽培种、野生种及近缘种的亲缘关系及遗传多样性，并对红麻的起源

和传播途径作了初步探讨.研究结果表明:

    1.为了提高效率，论文试验探索出一种稳定、高效的从红麻种子中提取基因

组DNA的新方法。该方法在普通的SDS法的基础上进行了重大的改进。在用液氮

研磨样品后，先加入预热的提取液继续研磨，然后保温，这样既抑制了DNA酶的

水解活性，防止了其对 DNA的降解，又使细胞中的荃因组DNA得到充分释放。加

入氯仿:异戊醇 (24:1)后强烈振荡几秒钟，保证了蛋白质的充分变性，又使 DNA

和其他杂质充分分离。通过此方法获得了高浓度和高质量的基因组DNA，较好地

用于PCR扩增，进行’RAPD分析。

    2.为了提高RAPD反应体系的稳定性，以保证实验的准确性和可重复性，对

红麻RAPD反应参数进行了设计，通过优化实验建立了合适稳定的RAPD反应体系。

在20-P 1反应体系中含有:1 X buffer, 2. Ommol/LMgCl,, 200 a mol/L dNTPs,

0.6pmol/L随机引物，45ng的基因组DNA, LOU Taq酶。反应扩增程序为:94

℃预变性5min，使模板DNA充分变性，然后进入下列温度循环:94℃变性30sec,

380C退火45sec, 72℃延伸1min30sec，重复40个热循环，结束循环后72℃终

延伸7min。应用此条件进行多次重复，结果重现性良好。

    3.研究中筛选出了重复性好、有丰富多态性的21个引物，共产生140条带，

对 12个红麻野生种、5个近缘种和7个来源广泛的各地栽培种进行RAPD分析，

其中多态性带119条，占85%，反映出不同红麻品种间存在很大的遗传差异，所

筛选的21个引物在供试品种中都有很高的多态性。采用UPGMA (Unweight Pair

Group Method with Arithmetic Mean)聚类方法对GD进行遗传分类，将供试品种

聚成3大类:近缘种、野生种和栽培种。

    4通过 RAPD分子标记的研究，探索了红麻品种间的亲缘关系。研究结果

表明，不同的红麻野生种同栽培种之间的亲缘关系有很大差别，其中有两个野生



种H004, H018也被划分在栽培种这一类，表明了这两个野生种同栽培种亲缘关

系相对其他野生种更紧密，推测H004, H018两个品种属于红麻半野生品种。还

发现红麻栽培种的遗传多样性并不像形态学所体现的那样丰富:而野生种中分子

生物学上的遗传多样性远比形态学和生物学特性所表现的要丰富得多，因此在分

子水平上对红麻的研究更显重要。

    5.在研究供试品种亲缘关系的基础上，进一步探讨了红麻品种的起源和传播

途径。野生种被聚类在近缘种和栽培种之间，并且有两个野生种与栽培种聚成了

一类。野生分布的红麻材料和它的非洲起源的近缘种之间的遗传距离相对栽培种

与近缘种的遗传距离要近的多，而栽培类型的红麻也通过野生红麻种与近缘种保

持一定的关系，这在一定程度上支持了红麻起源于非洲的假设，也表明 RAPD

分析结果可用于对红麻物种进化起源等方面的研究。

关键词:红麻 RAPD 遗传差异 亲缘关系 起源进化



Abstract

    In this experimentation, random amplified polymorphic DNA (RAPD) technique

was used to analyze the genetic relationship of seven cultivars, twelve wild species

and six relative of Hibiscus cannabinus L.. The extraction methodology of genomic

DNA of Hibiscus cannabinus L. was explored and the influential parameters were

optimized. On the basis of them, RAPD was used to investigate the genetic

polymorphisms among the twenty-four breeds. And both the genetic relationships and

the genetic differences of them were to be researched, furthermore, the Kenaf's

cradleland and its transmit route were also discussed. Results were as follows:

    1. To save time and reduce workload, a steady, efficient, and applicable

extraction method of Kenaf's seeds genomic DNA for RAPD analysis, which is

improve greatly on the general method, was explored. and the key points of the

method are triturating after adding extractive buffer(SDS) and shaking intensively

after adding CIAA. The genomic DNA samples, prepared from seeds of Hibiscus

cannabinus L, with aforementioned modified method were to be used as templates for

polymerase chain reaction (PCR) and very suitable for RAPD analysis.

    2. Steady reaction system is the key point to RAPD analysis, in order to reach

this, The influential factors such as templates DNA, dNTPs, M9C12, primers, Taq

polymerase and so on were studied and experimental parameters were optimized.

They were as follows: 25 it 1 reaction system containing 1 X buffer, 2.OmmoULMgC12,

200 u mol/L dNTPs, 0.6 to mol/L primers, 45ng template, LOU Taq polymerase. The

optimal amplification program was as follows: 5min at WC, followed by 940C for

30sec, 38'C for 45sec, 72'C for 1min30sec, 40 cycles and final extension time of 72

C̀ for 7min.This optimized experiment conditions could obtain reproducible and

credible results.

    3. Twenty-one primers selected from one seventy primers amplified 146 RAPD

fragments and 118 bands of them showed polymorphism, which occupied 85%. The

length of most amplified fragments ranged from 0.2 to 1.5kb. The dendrogram was



constructed by using DPS software and Unweight Pair Group Method with Arithmetic

Mean based on their genetic diversity calculated from RAPD data. It was concluded

that the twenty-four breeds could be classified into three groups-Kenaf's cultivars,

Kenaf's wild breeds and Kenaf's relatives, it relatively accorded with known

genetic relationships..

    4. Using RAPD technique analysis，the genetic relationships among the

twenty-four breeds was investigated, and the results were as follows: There is great

genetic difference among those specimen and that in spite of H004, HO 18 are wild

stirp, they still be classified into the group of Kenaf's cultivars, shows that The

genetic difference between H004. H018 and Kenaf's cultivars were relatively closer

comparing with the other wild breeds. In addition to the great genetic difference

among those specimen, the genetic diversity among Kenaf's cultivars isn't as rich as

the morphological analysis shows, while the genetic diversity among Kenaf's wild

germplasm is richer than its morphological analysis shows. Accordingly, the research

of Hibiscus cannabinus L. on molecular level is extraordinary important.

    5. Base on the study of genetic relationships of the twenty-four breeds, the

Kenaf's cradleland and its transmit or evolution route were explored in this

experiment. The results of RAPD analysis show that Kenaf's wild breeds was

classified between cultivars and its relatives, besides, two wild breeds H004. H018

was also classified into the group of its cultivars. It indicated that genetic relationships

between Kenaf's wild breeds and its cultivars closer than that between wild breeds

and Kenaf's relatives, meanwhile, cultivars and relatives keep a certain genetic

relationships through wild breeds. The results support the hypothesis that Hibiscus

cannabinus L. rise from Africa in some extent. According to results obtained by

RAPD analysis mentioned above, it is safe to say that RAPD technique is suitable to

study the Kenaf's cradleland and its transmit or evolution route.

Key words:  Hibiscus cannabinus L. heredity diversity;
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文献综述

1.1分子标记技术的发展及应用

    遗传标记(Genetic Markers)就是指与目标性状紧密连锁，同该性状共同分离

且易于识别的可遗传的等位基因变异[1-31。遗传标记主要有 4种类型:(1)形

态学标记(Morphological Markers)，即植物的外部特征，如株高、穗长、粒色等。

形态学标记简单直观，但是由于可用作遗传标记的形态性状相当有限，又容易受

环境的影响，己经不符合人们的要求。(2)细胞学标记141 (Cytological Markers)

细胞学标记主要指染色体组型和带型。染色体的数目与结构等特征的变化往往与

表型的变化有着很大相关，因此染色体的组型与带型可以作为一种遗传标记。由

于染色体制片技术和分辨率的限制，使细胞学标记的应用也受到一些限制，但是

随着植物染色体制片技术和分带技术的发展，染色体原位杂交技术的应用，细胞

学方法仍是遗传标记研究的一个重要部分。(3)生化标记(Biochemical Markers)

生化标记是指生物的生化特征与特性，主要包括贮藏蛋白和同工酶两种标记并已

经得到广泛的应用ts一司。它具有稳定，不受环境因素的影响、所需试材少和共显

性等优点。但是，由于其多态性少，因fff不能成为理想的遗传标记。(4)分子

标记 (Molecular Markers)近十年来迅速发展的一种新型遗传标记，通过一定方

式或手段标出与生物个体或种群之间差异性状连锁的DNA片段。它具有以下优

点[[9],①无表型效应，不受环境的限制，在个体的各个器官和不同的发育时期均

可检测到，不受基因表达与否的影响;②标记的数量极多，遍及整个基因组;③

大多数标记具有共显性;④多态性高，存在很多的自然变异，不需要创造专门的

遗传工具材料;⑤表现为“中性”，目标性状与不良胜状无必然的连锁。现就分

子标记技术的发展与应用作一简单综述。

1. 1. 1 RFLPs

    1974年，Grodzicker等人发现了RFLPs分子标记技术【101。该技术利用放

射性同位素或非放射性物质标记探针，与转移于支持膜上的基因组 DNA(经限制

性内切酶消化)杂交，通过显示限制性酶切片段的大小，来检测不同遗传位点等

位变异(多态性)。人类遗传学家Bostein首次提出用RFLP作为构建遗传连锁图的

设想[111，并首先应用在人类遗传学的研究中[[121. 80年代以来，这一技术也被广



泛用于植物中，并在多种作物中成功的用于遗传变异检测、起源进化探讨以及品

种鉴定113-151. RFLP标记在所有生物的检测程序一致，呈简单的、孟德尔式的共

显性遗传，并具有稳定性好的特点，但由于RFLP标记所需仪器设备较多，成本

较高，检测花费时间较长，技术上难于操作，这在一定程度上限制了RFLP的应

用。

1.1.2 AFLPs

    AFLP即扩增片段长度多态性，是由Zabeau et al. (1993) 116】发明的一项DNA

指纹技术。其原理是以基因组DNA为模板，通过PCR反应，选择性扩增经限制

性内切酶双酶切的基因组DNA片段。由于不同材料的DNA酶切片段存在差异，

因而产生了扩增产物的多态性。该法集随机PCR和特异PCR两方面的优点，能

同时揭示基因组DNA多个限制性酶切片段的长度多态性，且稳定性强，重复性

好，能用于构建高清晰度的遗传图谱，是一种十分理想而有效的遗传标记技术。

该技术的缺点是需用同位素检测，成本较高。

1.1.3 SSR

    SSR (Simple Sequence Repeats)称之为简单序列重复或简单序列长度多态性

(Simple Sequence Length Polymorphism SSLP)，指以少数几个核昔酸(多数为2-4

个)为单位进行多次串连重复的DNA序列117,181。它分布于整个基因组，有很高的

多态性。由于微卫星寡核昔酸的重复次数在同一物种的不同基因型间差异很大，

于是这一技术便发展为一种分子标一记。并首先在人类和小鼠中构建了以微卫星为

主的分子连锁图谱119,201. SSR标记具有多态性高，稳定性强，方法简便，多为共

显性，并且染色体位置己知等特点，现已广泛用于资源鉴定、连锁图绘制及目标

性状基因的标记等研究上，在多种植物例如拟南芥、大麦、大豆等中发展了微卫

星标记并用于遗传作图和种质鉴定等[1211

1.1.4 RAPD

    RAPD (Random Amplified PoIymorphic DNAs)即随机扩增多态性DNA，是1990

年由美国杜邦公司的科学家Wi川ams1221和加利福尼亚生物研究所的科学家

We I sh(23,24」领导的两个小组几乎同时发展起来的一项利用随机引物寻找多态性

DNA片段的分子标记技术。这一技术的原理[125,261是利用一系列不同的随机排列碱

基顺序的寡聚核昔酸单链为引物，对所研究基因组DNA进行PCR扩增。这些扩增产

物DNA片段的多态性反映了基因组相应区域的DNA多态性。基因组DNA的多态性可



通过对PCR产物的检测测出。由于进行RAPD分析时可用引物数很大，‘利用一系列

引物则可以使检测区域几乎覆盖整个基因组。因此RAPD可以对整个基因组DN̂进

行多态性检测。相对于其它分子标记技术如RFLP, AFLP等技术它具有不需要预先

知道基因组序列、操作简便、快速、所需样品量少，引物具普遍性、自动化程度

高等优点受到了广泛的重视[271. RAP。技术可用于进行基因组指纹图谱的构建，

并利用指纹图谱进行品种种质鉴定和对物种进行亲缘关系及系统进化的发育研

究[1281。但RAPD的检测受反应条件影响较大，重复性较差，在基因组庞大的植物

如小麦上多态性水平低致使该技术受到一定的限制[291。但是通过通过一系列优

化实验，保证严格的反应条件，提高它的重复性和稳定性，是可以得到稳定的可

靠的结果的。还可以将RAPD作为初步筛选鉴定的一种方法，然后转化为另一种

新型的分子标记SCARs (Sequence Characterized Amplified Region) [301，用来进

行更深入的研究。

1.1.5 ISSR

    ISSR (Inter-simple Sequence Repeat Polymorphism)即内部简单重复序

列多态性，是由Zietkiewica等[31]于1994年提出的。其原理就是在SSR的3，或5'

端加锚1-4个嚓吟或嗜睫碱基，然后以此为引物，对两侧具有反向排列的SSR的

一段DNA序列进行扩增。ISSR技术利用基因组中有关SSR序列信息，结合RAPD

技术优点，克服了SSR和RAPID标记技术的某些缺点，通常为显性标记 (Tsumura

et al, 1996)，呈Mendel式遗传，具有很好的稳定性和多态性(Fang and Roose)，

因而是一种很好的分子标记。同RAPID一样，ISSR在对绝大多数缺乏遗传学研究

背景的植物遗传多样性评价中，发挥着重要作用[321

    此外还有SNP (Single Nucleotide Polymorphisms)单核昔酸多态性、STS

(Sequence Tag Site)序列标定位点等新型分子标记。随着分子生物学理论与技

术的快速发展，作为分子生物学发展的一个基本研究方法和内容，分析速度更快、

信息量w大、准确度更高、成本更低的分子标记技术必将不断地开发出来[331

2红麻种质资源的现状和分子标记研究进展

红麻是锦葵科木模属 (Hibiscus cannabinus L.)

征是成熟时花粤变草质或肉质，多数茎上有小刺，

  一年生草本植物。其主要特

染色体数从二倍体 ((2n=36)



到十倍体((2n=180)。有超过120种名称，如红麻、模麻、钟麻等。红麻在世界上

分部很广[[34,35]，大部分分布在亚洲、非洲、澳洲及美洲的热带和亚热带地区[367

大多数学者已经公认，公元前 4000年的非洲苏丹是红麻的初级起源地。7,38]，红

麻种的各种形式以及木横属的相关种包括玫瑰茄在许多的东非国家发现呈野生

分布[34,38-007

    红麻生长速度快，抗逆性强，适应性广，其纤维质地柔软，商业上称作“软

质纤维”，是麻纺和造纸工业的重要原料作物，在植物纤维中其重要性仅次于棉

花[41,42]。我国自1909年由印度引入马达拉斯红品种试种开始，迄今也己近百年

历史，常年种植面积和纤维总产量均居世界首位1437，成为国内的一个主要经济

作物，传统的出口产品。近些年来，在日本、美国等发达国家，红麻被看着是

21世纪 “未来派”优势作物，并在在红麻的多用途开发利用方面进行广泛研究，

已涉及到其用于造纸、无纺布、吸油材料、板材、土壤改良剂、塑料填充料、动

物垫床、食用和工艺品等许多领域[367

    目前，我国收集的红麻种质资源有1800多份，是目前世界上最多的国家。

其中国内资源占31%，以育成品种 (系)、育种中间材料和创新种质为主。国外

资源占69%，广泛来源于31个国家和地区[1367。由于过去我国保存的红麻种质资

源较少，研究工作主要着眼于搜集和保存，进行比较简单的性状评价鉴定[[44,457

但形态学鉴定易受环境条件影响，且红麻不同基因型种子外形上极为相似，要在

红麻成株后方可鉴定，可靠性低，又繁琐费时。80年代开始对红麻进行细胞学

研究[467，并已取得了很大进展。然而红麻染色体数目多、形态差异小、染色体

制片难度大，加之相近种在染色体核型上并无明显区别，这在很大程度上限制了

红麻的细胞学研究。

    现国外红麻研究主要着眼于加工利用和选育抗病优良品种等方面，以美国、

日本、澳大利亚等国科学家较多[477美国红麻研究始于本世纪40年代，并成功

选育了几个优良红麻品种，其中El Salvado:是优良的高抗炭疽病品种1481. 60年

代又开展了红麻造纸利用研究。国外对红麻资源的系统研究和细胞学及分子标记

的研究等均少见报道。

    近年来，随着分子生物学的发展及植物基因组研究的深入，分子标记技术已

被广泛地应用于动植物分类及种质鉴定的研究，而基于随机扩增基础上的RAPD



技术，以其便捷、灵敏的特点显示出明显的优越性[49-551。程舟等[[56,571曾用RAPD

和AFLP分子标记方法对红麻种质资源的遗传变异和亲缘关系进行了分析。根据

RAPD图谱模式将6到12份红麻品种区分开来:在对红麻种质资源及其近缘种

玫瑰茄资源的AFLP分析中，结果支持了红麻起源于非洲的假设，证实了栽培红

麻首先被引到亚洲，并进一步被传播到中北美洲。郭安平[5s]等利用 RAPD技术

分析了红麻及其 6个近缘种植物的 25份材料，构建了它们的系统树，并将 25

份材料划分为7个组，将供试的近缘种、野生种和栽培种区分开来。

    综上，DNA分子标记与其他标记具有不依赖于基因表达、不依赖于基因互

作、不受表型效应影响和不受环境变化的影响等特点，因而具有更高的可靠性和

高效性，更容易从分子水平上研究物种亲缘关系、种质资源保存等，也为生物多

样性研究提供可靠的证据。

1.3本研究的主要目的、内容

    本研究材料来自非洲、亚洲、美洲的不同国家和地区的共 19份具有代表性、

差异显著的红麻种质，包括栽培和野生类型的红麻资源。同时作为比较，选用了

5份近缘种。结合形态特征、生物学特性和农艺性状，采用RAPD分子标记技术

对这些种质资源的DNA多态性进行分析，用以丰富红麻种质资源的遗传背景，

为红麻资源遗传多样性的利用、品种鉴定及红麻的分子育种提供依据，其主要研

究目的和内容是:(1)研究栽培种、野生种以及栽培种和野生种间的亲缘关系，

同时与近缘种比较，进行分类学研究.C2)根据非洲起源的近缘种、野生种和栽

培种亲缘关系的遗传距离，探索红麻的起源进化与传播途径。



z 引 言

    我国红麻资源遗传多样性十分丰富，主要表现在形态特征 (如叶型、茎色、

花大小和颜色等)，及生物学特性 (如生育特性、干物质积累、光合反应、抗病

性，经济性状和产量等)[36]。但仅凭形态特征和生物学特性不能鉴定品种及其

来源，如有些红麻种子有些虽然品种名称相同，但田间表现迥然不同;形态特征

和生物学特性甚至细胞学特征也不能很好的说明品种之间的亲缘关系。起源相近

或亲本来源相同的红麻品种资源随着时间、环境和人为等因素的影响农艺性状不

断变异，但在 DNA分子水平上的变异相对较小[58].因此，获得一个有效的方法

来鉴定红麻品种以及建立分子水平的亲缘关系明确种质的来源很重要，它直接关

系到红麻种子市场管理、红麻的开发利用和红麻不同种质资源间的优异基因和种

质的交流。

    红麻野生种由于长期处与野生状态，经过野外各种各样的自然环境选择，因

此具有抗病、抗虫、抗逆以及能提高纤维品质特性等潜在的有利基因，如对炭疽

病免疫、高抗根结线虫病、品质极优、耐逆境(盐碱、干早、洪涝)和垦荒能力极

强等，这些有利的基因往往在栽培种中很难发现。而以往对红麻种质资源的遗传

变异和亲缘关系的研究对红麻的野生种都涉及不多，而探索野生种和栽培种之间

的遗传距离和亲缘关系有助于将这些潜在的优异有利基因更有效的导入常规栽

培品种，因而具有重要的现实指导意义。

    红麻在世界上分布和使用很广，非洲是大多数学者公认的红麻初级起源地。

但是这些起源的提法都是基于野外的观察和调查。在亚洲，印度是最早进行红麻

商业化种植的国家，然而对红麻在印度如何确立其种植地位和推广的信息了解很

少。目前世界上有超过20个国家种植红麻，但对世界范围内的红麻传播途径了

解有限。而国内利用 RAPD分子标记技术对红麻的起源和传播途径进行也甚少

[58]



 
 
 
 

州
家

 
 
洲
旨

 
 
洲
自盼

箱
澎
求
洲
氨

 
 
一
曰盼

 
 
洲
阳盼

令
澎
佘
州
店晰

 
 
 
 

洲
家

 
 
 
 

若
声酬

 
 
 
 

洲
家

 
 
 
 

洲
卜酬

 
 
 
 

划
氢

 
 
于传
浙
目

 
 
薄
浙
目

 
 
于
阶浙
卿

 
 
任
传浙
闯

 
 
薄
浙
喇洲筋

多 戮 翻 ‘29 1W翩 }w #} 务 w. 
 
-如

匀
岌瑞一灿

粼
司
戮

﹄0
一0
0

尸
﹄‘1一身
上
勺

曰
履
斌
卑

沁
卜
任

餐
任

搐
一翎

祛
一认

安
巴

共
巴

精
一年十

卜节
巴

绍
巴

趁
胜

污
·任

 
 
牛
泣
-

 
 
忆
卜
巴

 
 
允
卜
巴

 
 
汇
卜
﹂
一

 
 
绝
任

 
 
经
任

 
 
召
咸
﹂
兰

尸
﹄。lld璐二妙

~不
已
试
坦

翻
岌

 
 
翻

韶
镬

 
 
嘴 

 
晰1刘

岌
淤
沮 

 
听 

 
瞬

翻
喇
知

 
 
黛 

 
吩 

 
嘴

翻
担

翻
压

翻
淞

一灿织

Jolo。
凹
减士
州口

 
 
侧
淤
姆

令 只 只 二护 气护 气 只 气 ， 气， 令 令 令 只 令 弋户 气护 气 子

 
 
J幻
零
0
公

﹄
0
璐
盼宁

‘勺
只
阵
于降

习
岌

城
那粼圳毛

理
艰
岌

名
岌

老
理

名
岌

习
裘

斌
澳

名
岌 

 
名 

 
扮
~

翩
翻

翻

那 
 
一洲

 
 
﹂0
一。
口

的
招
一一日
0
口

日
图
钾

翻
岌

翻
理

翻
要

翻
迩

翻
岌

翻

澳
一洲岌 

 
浙 

 
联

翻
娜

翻
岌 

 
淤 

 
听 

 
嘴

韶
担 

 
淞 

 
圳

 
 
﹄
0
一U
U

尸
“
-门
lsJ
川
。曰

 
 
日
革
万

翻
窦

浙听浙翩
澳

晰司珊缎晰姗浙戮吩一灿
岌戮圳

夺 哪 3} 裂 哪 令 夺 裂 剔 裂 彩 刹 洲 裂 洲 哪 郭

三M  M  N  0v cu  } 0  0:日c  1 m
 
 
二
畜
日
助

﹄。
叻洲.0

戴
只
他
子

slu。三
仁。dx。
。上lu份P。5，
司
吮，月三
q是
之勺。
勺n﹄匀
心;jI

u一的P
。。sjo
uo份亩
巨
OJ
层
卫
n。J倒召括
口

一
。lq声

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

葬
纵
啦
题
盆

八禽
唱
︶
价价担
握
攀

一喂

洛
理
泣

隆
理
咪
冥

鲁
理
课
写

赓
理
课
乌

赓
理
咪
夏

隆
理
课
Tlf

彭
理
课
只

 
 
赓
理
泣

屠
理
扯

 
 
彭
理
纽

 
 
今
契
扯

 
 
唇
艺
一泣

隆
理
课
习
﹁

 
 
屠
兰
粼

 
 
铡
毕

 
 
翔
仁

隆
理
课
三

U
︸剑
口
0

回
一
崔
鸳

︵q
︶寸
内
工
H

 
 
的
O
工
H

 
 
价
0
[
H

 
 
州
o
l
H

 
 
寸
6
0
H

 
 
甘
卜
O
H

 
 
0
9
0
H

 
 
的
价
O
H

 
 
N
价
O
H

 
 
0
门
O
H

 
 
的
1
0
二

 
 
 
 
 
 
 
 

寸
0
0
二

 
 
 
 
 
 
 
 

卜
6
0
11

 
 
 
 
 
 
 
 

阶
的
钾
妈
的

恭
林
龙
当
杂

.10“
H

 
 
镬
群
谈

巴
︹一拐

 
 
荤
关
-自翻
卜瞬11二

5
七
。赶
q
J
O
‘
口
昆
2

 
 
︸姆
砰
禽
烤



孟
仁
拐
理

震
公
斗

禽
仁臼澎

一吞
仁﹃娜

孟
仁叫娜

意
次
叫理

孟
仁白澎粼升

0  0  0  0  0 拐      0o  n  n  m  }  ao  v
 
 
洲11︺月d川口

任
谕
“
训
化
镬
鸳

拭 只 拭 袱 袱 《
 
 
。
于
。
尸一

J
O
另
己
V

令
只
阵
贡

易

装

黔

我潇  "It 者
翩

岌
浙

JO
-0
0

尸
甄

丽
。

田
渺
椒

招
岌

匀
邪

屯
岌

忿
岌

忍
岌

么
赵

细
甥

﹄0
一O
Q

尸
，
一-白
。
如

习
阅
摺

丫 甘 、0 0巴 卜 一 、亡 
 
乙层
朗

声
已
吕
的

三
。
一杯州

0
价
州

0
的
叫

0
9
阶

(︸9
代

价
卜
仍

0
︻
阴

0
的
阶

石
洲
后
﹂

已
。
谊
邀

一训
筵

翻
纂

翩
岌

一洲
影

城
里

 
 
翻 

 
晰

 
 
﹄0
-0
。

刃
艺
-四
必
因
。﹂

 
 
曰
不

一二

粼
岌

翻
岌

 
 
曰加

拭
迩

T如继
 
 
粼 

 
吸

﹄0
一0
0

 
 
尸
任
巴
5

曰
州

貂 裂 夺 小 夺 裂 今

0
一叫

价的
0
的
1

0
内
叫

0
内闪 

 
 
 
 
 

巴
污
日
创

 
 
 
 

Jo
的补月口

戴
以
他
分
夺

侧
哪
裂
侧

 
 
区
幼

姚
口心
份公叙

犁
一一只
叫

 
 
阿
﹂仪

 
 
靛
七

 
 
姆

一

u
一以
七
0

到
化
遐

价
N
三
口

NO
鸿﹂

 
 
卜
，的

 
 
叫
·切

 
 
-寸
A
压

粼

哎
仁

11仔
架
议
有

 
 
‘已
侧
2

~露
如
禽
弓

斌二
卜 }p 忍    O  Pb  P  P 

 
 
 

0
2

﹁︸
缘
1
垢



3材料与方法

3.1材料的准备

3.1.1红麻品种的选择

    选用来源于世界不同地区材料包括来自非洲、亚洲、美洲的不同国家和地区

的7份具有代表性的红麻栽培品种， 12份来自非洲的野生类型的红麻资源和5

份红麻近缘种。(表1)。

3.1.2取材

    将红麻种子用清水浸泡一下，去皮，用湿纱布擦洗干净，放入带有标记的塑

料袋中，-40℃冰箱中保存备用。

3.2设备、仪器和试剂

3.2.1设备和仪器

      (1)瓷研钵若干; (2)离心管:1.5ml，若干:0.5ml，若干; (3)烧

杯:大、中、小型若干; (4)容量瓶:100m1, 500ml, 1000m1各3个; (5)

移液器:1-20闪、20-1001x1, 50-2001x1, 100-10001x1;   (6)移液管:lml, 2m1,

5ml, 10m1若干，并专用; (7)液氮罐一个; (8)水浴锅一个; (9)冰箱:

美菱家用冰箱; (10)冷冻离心机:德国产Ttettich MIKRO 22R型冷冻离心机;

  (川 微波炉: (12)电炉; (13)平板电泳仪:北京六一仪器厂生产平行板

电泳设备一套; (14)分光光度计:上海生产的UV751-GD光度计; (15)

PCR仪:珠海黑马医学仪器有限公司 (Hema 4800) PCR仪一台; (16)凝胶

成像系统:Hema凝胶图像处理系统; (17)酸度计:德国METTLER TOLEDO

生产的Delta 320-s pH计;(18)电子天平:北京赛多利斯天平有限公司((BS210S);

〔19)手提式紫外检测仪

3.2.2试剂药品

    Tris, HCI, EDTA(乙二胺四乙酸)、SDS, 2-疏基乙醇 (2-ME),氯仿、异

戊醇、乙醇、NaAc, NaOH, NaCl,澳化乙锭 (EB),澳酚蓝、甘油、琼脂糖。

〔以上试剂除SDS, 2-琉基乙醇、琼脂糖为国外进口外，其它均为国产分析纯。)

    Taq酶(带有lox缓冲液、25mM MgC12 ), dNTPs, l0bp随机引物、矿物油、

双蒸水、EcoR I +HindIIIMarker,3 a(以上均从上海生工订购)



3.2.3溶液配制:

  (1)0.5mol/L EDTA 称取18.61g Na2EDTA·2H20溶解在70m1 D1DW中，加

7mlION的NaOH，再用ION的NaOH调至PH8.0(约1.2m1).最后定容至l OOml o

  (2) 0.5mol/L Tris-CI在800m1 DDW中溶解6.055g Tris碱，用浓盐酸调校至

PH8.0，加水定容至 l00mlo

  (3)  SDS提取液 称取1.5gSDS溶于50ml DDW中，再加入2.922g NaCl，加

入20ml 0.5mol/L的Tris-CI (PH8.0). 10ml0.5mol/L的EDTA (PH8.0)，充分混

匀溶解，定容至100m10

  (4) TE缓冲液:10mmo1/LTris-Cl (PH8.0). ImmoYLEDTA (PH8.0)e

取2m10.5moUL-Cl, 0.2m10.5moULEDTA，加水定容至 100m1 o

  (5)澳化乙锭溶液: 在20m1 DDW中溶解0.2g溟化乙锭，混匀后于4'C避光

保存 (注意澳化乙锭具有致癌作用)。

  (6)氯仿:异戊醇 (24:1):取96ml氯仿和4ml异戊醇，二者充分混匀，保存在

棕色试剂瓶中。

  (7)酚:氯仿:异戊醇 ((25:24:1):取20ml酚和20ml的氯仿:异戊醇，二者充分

混匀，加适量Tris溶液饱和密封，在棕色试剂瓶中避光保存。

  (8)氯仿:异戊醇:乙醇 (25:24:1):取50m1氯仿，48ml异戊醇，2m1乙醇混匀。

保存在棕色试剂瓶中。

  (9) 70%乙醉:取70MI乙醇，用DDW定容至 l ooml o

  (10) 50XTAE电极缓冲液:称取121.1g Tris碱，先用300 m1DDW加热搅拌

溶解后，加28.5ml冰乙酸，再加l00ml的500mmol/L EDTA(Ph8.0)，用冰乙酸调

pH至8.0，然后加DDW定容至500m1 e

  (11)加样缓冲液:20% (v/v)甘油，O.lmol/L的Na2EDTA (PH8.0), 0.25%澳

酚蓝 (W/v)o

  (12) 3MNaAc:称取24.612gNaAc.溶于70mlDDW中，用3M乙酸调PH值

至PH5.2，用DDW定容至l00ml a

  (13) 3M 乙酸:取50.04m136%的乙酸，用 DDW定容至 100m1 o

3.3试验方法

3.3.1基因组DNA提取

3. 3. 1. 1 SDS- I方法

(1)称取约0.7g种子放入研钵，加适量液氮研成粉末状。

(2)加入2.5-3ml预热的SDS提取液 (100mmol/L Tris-Cl pH8.0, 500mmoVL

  NaCl, SOmmoUL EDTA pH8.0, 1.5%SDS+少许0一琉基乙醇1.11 g/ml ),磨匀，



    倒入7ml离心管中。

  (3) 650C水浴30min，每隔5-l Omin用牙签轻搅几下。

  (4)加入2.5ml氯仿:异戊醇(24: 1)，彻底混匀，室温静置5-10min, 6000rpm

离心5min.

  (6)移取上清，加等体积氯仿:异戊醇:乙醇 ((25: 24: 1),混匀，室温静置

5一IOmin, 6000rpm离心5min o

  (7)可重复第五步一次。

  (8)移取上清，加等体积异丙醇 (-20℃预冷)，上下缓慢颠倒混匀十几次，放

      入一20℃冰箱中至少30min以上。

(9) 6000rpm离心5min，弃上清，加约0.5m1 TE (10mmol/L Tris-Cl, 1 mmol/L

    EDTA-Na2 pH7.6 )溶解DNA沉淀。

  (10)加1.5 u 1 RNaseA,混匀后37℃水浴30mina

(11)加1/10体积3mol/L NaAc pH5.2和2倍体积预冷无水乙醇混匀，放入一20

      ℃冰箱中至少30min以上。

(12) 12000rpm离心5min，弃上清。

(13)用4ml 70%乙醇漂洗两次，静置 1 Omino

(14) 12000rpm离心5min，彻底去上清，室温凉干后加适量TE溶解沉淀，放

    4℃冰箱备用。

3.3.1.2 SDS-11方法

(1)称取约120mg种子剪碎，放入研钵，加适量液氮研成粉末状。

(2)将研钵放入65℃水浴至样品刚开始融化，向研钵加入650ul预热的SDS提

  取液 (100mmol/L Tris-CI pH8.0, 500mmol/L NaCl, 50mmol/L EDTA pH8.0,

  1.5%SDS+少许0一疏基乙醇1.11g/mD，用力研磨30秒，

(3)收集研磨好的匀浆倒入 1.5ml离心管中。不足 650ul加SDS提取液至650ul,

  旋涡震荡15秒，65℃保温30分钟一60分钟。

(4)加入等体积酚:氯仿:异戊醇 (25: 24: 1)，用力彻底混匀，室温静置5-

  10min, 5000rpm离心5mino

(5)移取上清，加等体积氯仿:异戊醇 (24: 1),混匀，室温静置5一10min,

  5000rpm离心5mino



  (6)移取上清，加等体积氯仿:异戊醇:乙醇 (25: 24: 1)，混匀，室温静置

    5̂-10min, 5000rpm离心5min.

  (7)弃沉淀，上清转入另一干净的离心管，加入加等体积异丙醇 (-20℃预冷)，

    上下缓慢颠倒混匀十几次，放入一20℃冰箱中至少30min以上。

  (8) 6000rpm离心5min，弃上清，加约0.5ml TE(1Ommol/L Tris-Cl, lmmol/L

    EDTA-Na2 pH7.6)溶解DNA沉淀。

  (9)加1.5“1 RNaseA,混匀后37℃水浴30mino

  (10)加1/10体积3mol/L NaAc pH5.2和2倍体积预冷无水乙醇混匀，放入一0

      ℃冰箱中至少30min以上。

  (11)仔细吸取其中的絮状沉淀至另一干净的离心管，12000rpm离心5min，弃

        上清。

  (12)用4ml 70%乙醇漂洗两次，静置l0min o

  (13) 12000rpm离心5min，彻底去上清，室温凉干后加适量TE溶解沉淀，放

    4℃冰箱备用。

3.3.1.3 SDS-III[59]方法

  (1)称取150mg种子剪碎，放入研钵，加入500ul氯仿进行研磨，研磨碎后加

入700ulSDS提取液，继续研磨 1̂2分钟。

  (2)将匀浆转入1.5ml离心管中，10000 rpm离心5min.

  (3)取上清液，加入500ul氯仿:异戊醇 (24: 1)，摇动30秒，7000 rpm离心

6min o

  (4)重复步骤 (3)0

  (5)仔细吸取上清，慢慢滴入提前加入600ul无水乙醇的离心管中，轻轻摇动，

使出现絮状物沉淀，12000 rpm离心6min.

  (6)去上清液，加约0.5m1 TE (10mmol/L Tris-Cl, lmmol/L EDTA-Na2 pH7.6 )

溶解DNA沉淀。

  (7)在溶解的核酸溶液中加入适量的RNA酶，混匀后37℃水浴30mino

  (8)重复 (3). (5). (6)步，提取完毕的DNA溶液贮存于4℃备用。

3.3.2基因组DNA检测

(1) 1%琼脂糖凝胶电泳检测基因组DNA大小:



(2)紫外分光光度计法检测基因组DNA纯度〔将基因组DNA稀释100倍后分别

测OD260和OD280，并计算OD260/OD280的比值。

3.3.3 RAPD反应参数的优化设计

3.3.3.1模板浓度

    RAPD对模板DNA的浓度要求不是很高，但其浓度若超过一定范围会影响

RAPD带型，因此有必要通过试验来确定合适的DNA模板浓度。试验中用连续

增加的模板DNA含量梯度，分别为15ng, 20ng, 25ng, 30ng, 35ng, 40ng, 45ng,

从中选出合适的DNA模板量。

3.3.3.2 dNTPs浓度

    本试验在5011 moUL-350 u mol/L之f7设置了7个dNTPs浓度梯度，分别

为5011 mol/L, 100 u mol/L, 150 u moUL, 200 u mol/L, 250 a moUL, 30011 moVL,

35011 mol/L，分析dNTPs浓度对扩增效果的影响，选择出本试验最适宜的dNTPs

浓度。

3. 3. 3. 3 Taq酶浓度

    在PCR反应中，使用高浓度Taq酶不仅会造成经济上的浪费，而且容易产

生非特异扩增产物，影响实验结果;而Taq酶含量过低又会使新链的合成效率下

降，导致扩增产物减少。本试验设置7个Taq酶含量梯度，分别为0.25U, 0.5U,

0.75U, 1U, 1.25U, 1.5U, 1.75U，选出合适的Taq酶用量。

3.3.3.4引物浓度

    实验在保证其他因素相同的条件下，设立7种引物浓度梯度，分别为0.211

moUL, 0.411 moUL, 0.6 u mol/L, 0.81, mol/L, 1.0 is mol/L, 1.21, mol/L, 1.41,

mol/L，确定合适的引物浓度。

3.3.3.5 MgCI:浓度

    本试验参照标准的PCR反应中M9Cl2的含量，设计了MgC12浓度梯度，分

别为0.5mmol/L, l.Ommol/L, 1.5mmol/L, 2.0mmol/L, 2.51nmol/L, 3.0mmol/L,

3.5mmon。其他反应因子相同，同时扩增。根据扩增结果来选择合适的MgC12

浓度。

3. 3. 4 RAM反应程序的优化设计

    本研究以Williams等(221的反应程序为参考，针对变性温度、退火温度及时



间、延伸时间和循环次数等条件进行试验。所有程序在94℃预变性5min，使模

板DNA充分变性，然后进入下列温度循环，94℃变性、38℃退火、72℃延伸。

结束循环后72℃终延伸7min，使其反应充分。1.5%琼脂糖凝胶电泳检测扩增结

果。

3.3.5遗传多样性的RAPD分析

3. 3. 5. 1 PCR扩增

    每25 u1反应体系含:1 X buffer, 2.Ommol/L MgCIZ, 200 P mol/LdNTPs, 0.6

u mol/L随机引物，45ng的基因组DNA, LOU Taq酶，对照样品加除总DNA以

外的以上成分，用重蒸水代替总DNA.

    在PCR仪上按下列程序扩增:94℃预变性5min, 40个热循环，每个循环包

括:94℃变性30sec, 38'C退火45sec, 72℃延伸Imin30sec。结束循环后72 'C终

延伸7min o

3. 3. 5. 2 PCR产物的电泳检测

    取 10u1扩增产物加 1111 1动A样缓冲液于1.5%琼脂糖凝胶 (含0.5 a g/ml

EB ). 1 X TAE缓冲液中，IOOV稳压电泳约2小时，PCR Marker作标准。在Hema

凝胶自动成像系统上拍照，将图片存入电脑。并且为了尽量避免假阳性，每一扩

增反应实验重复3次，选择稳定性较好、重复性较高的图片进行扩增产物的分析。

3.3.5. 3扩增产物的分析

    统计扩增结果，在电泳图谱上同一RAPD位点上有电泳条带记为 I，无电泳

条带记为0，以此为基础进行以下分析:

    (1)多态性频率:单个引物的所有品种带型完全一致，记为无多态性，如果在

一个片段上有差异，则记为多态性【6o]。多态性频率=多态性品种对数/总品种对数。

    (2)遗传分类:按 Neil"]的方法计算品种间的相似系数 (GS )

GS=2Nxy/(Nx+Ny)，其中Nx. Ny分别是样本X和样本Y扩增出的DNA片段总

数，Nxv是样本X和样本Y共有的DNA片段数，遗传差异GD=1-GS，应用

DPS软件，采用UPGMA (Unweight Pair Group Method with Arithmetic Mean)聚

类方法对GD进行遗传分类，构建分子系统树状图构建树系图[62]



4结果与分析

4.1红麻基因组DNA提纯

    红麻种子中多糖成分及果胶含量高，DNA提取难度较大，对此己有一些研

究，提出了一些在红麻种子中提取 DNA的方法。本研究在此基础上者采取了3

种不同的方法提取红麻品种新安无刺007和台A紫016的基因组DNA，比较和

探讨了它们的提取效果，并将其中最优的方法分别运用于提取红麻种子基因组，

用于RAPD扩增。

4.1.1紫外检测

    取3u1DNA提取液，加入150 u 1 dd H2O，即将其稀释50倍于UV 1600紫

外可见分光光度计上测定波长260mn, 280nm处的吸光度。根据彻耐A280值判

断DNA纯度，A26。值计算DNA浓度 (表2、表3)0

            表 2不同提取法所得种子DNA的紫外分析结果

Table 2. The result of UV analysis by different extracted method in DNA of seeds

提取方法

M othcd IPPbreeds
A240 人加 A2eo/A2sa   DNA浓度(u gJml )

            Concentration

SDS- I方法 :_::;:‘:::::;，::::.:
SDS-II方法

新安无刺007

台A紫 016

新安无刺 007

台A紫 016

新安无刺 007

台A紫 016

。。992

0.999 0.550.4921._8032.03 24802475
SDS-111方法 0.3660.213:‘::: :‘::::::.5

提取物溶解

Dissolution

难

难

易

易

极难

极难

    从表2可以看出，使用SDS-11方法从两个品种中获得的DNA浓度分别达到

了2480 11 g1ml.  2475 u glml，而且其A260/A280分别为 1.803和2.03，纯度较

高。本试验在提取基因组过程中，省略了去除RNA步骤，所以A26dA280值接近

2.0是合理的，它对实验结果没有影响。虽然SDS- I方法获得的DNA浓度较大，

两个品种分别达到了3252.5 a glml和3937.5 a g/ml，但是其A260/A28。分别为

1.612和 1.76，其纯度相对 SDS-1I方法不够高，而且提取结果不够稳定。SDS-

III方法无论DNA浓度和纯度均不符合要求，可见此方法不适合红麻基因组的提



取。所以本实验采用 SDS- TI法从红麻种子中提取基因组，效果较为理想，符合

分子生物学的要求。用SDS- II法对24种红麻及其近缘种DNA提取的紫外分析

结果见表30

表3 SDS-11方法对24种红麻品种的种子 DNA提取的紫外分析结果

Table 3. The result of UV analysis妙SDS-11 method in DNA of

          Hibiscus cannabinus L.'s 24 cultivars'seeds

序号

No.
品种
Breed

人zso 人，。 DNA浓度(u g/ml )

      dissolution

063 EV41

139 F302

157 GM23

016台A紫

007新安无刺

090 C-2

099S-7

H115红叶木懂

H097 H.calyphyllus

85-283 H.hiemianus

HR01金钱吊芙蓉

85-113玫瑰麻

H004

HO18

H030

H032

H038

H060

H074

H094

H102

H 103

H108

H 134 (h)

  1.596

0.805

0.953

0.999

0.992

1.263

  1.24

0.771

1.235

1.602

0.985

0.721

0.297

0.546

0.667

0.854

0.754

0.132

0.667

1.382

0.819

0.838

1.391

0.493

0.847

0.404

0.476

0.492

1.884

1.991

  2

  0.55

0.619

0.646

0.423

0.619

0.933

0.484

0.387

0.154

0271

0.356

0.432

0.401

0.087

0.332

0.742

0.41

0.503

0.716

0.259

2.013

1.803

2.044

1.919

1.823

1.995

1.717

2.035

  1.86

1.929

2.014

1.874

1.977

1.88

1.517

2.009

1.863

1.997

1.666

1.943

1.903

3922.5

2012.5

2382.5

  2475

  2480

  3150

  3100

1927.5

  3087

  4005

2462.5

1802.5

742.5

  1365

1667.5

  2135

  1885

  330

1667.5

3455

2047.5

2095

3477.5

1232.5

2

3

4

5

6

7

8

9

10

二

12

13

14

15

16

价

18

19

20

21

22

23

24

4.1.2电泳检测

    本试验采用Lambda DNA/EcoR I +HindlIIMarker,3为标准于1.0%琼脂糖凝

胶中电泳 DNA样品、拍照以判断DNA浓度及分子量大小。从不同提取法所得

的DNA电泳图谱 (图 1)中可看出，各种方法所提取的基因组 DNA均在21kb

I6







































4.3.2红麻种及近缘种间亲缘关系的RAPD聚类分析

    根据任意两个品种RAPD图谱中共有的DNA片段数和扩增出的DNA片段总数，求

出它们之间的相似系数(表9)。应用DPS软件采用系统聚类法中的UPGMA (Unweight

Pair Group Method with Arithmetic Mean)聚类方法进行聚类分析24个红麻基因型材料

两两间的遗传差异GD,得到树系图。

            063 EV41 !
              1的 下岌蛇 2

              I54口咬3 3

              0” 5-7 7

          0以)C-i6
          016台A萦 4

        加下颐安无刘 5

              扭扣月:13
              101414

                  】幻笼 15

                】盯14 16

                  甩曲 17

                  甩的 19

          拟34 C b) 23
                  堆胶 刀

                】曰扣 24

                  妞拍确21

                  扣加 匀

                  翔 艾 1名

      Nits红叶木摘 公
    1BOi会.吊英称 10
        5-113V瑰麻 9

翁弓找口托hi erni onus I1

招拍?孔ealyyhyllns 12

0.00        0.12       024      035     0.49 。.分

                          图 26红麻 24个品种追传差异砚类图

Figure 28. The dendrogram of genetic distance of 24 Hibiscus cannabinus L. gemplasm base on RAPDfragments

表 6红麻 14个品种的21个引物140个RAPD片段的双类结果

Table 6. The clustering results of 14 Hibiscus cannabinus L. cultivars

      based on 140 RAPD markers amplified with 21 primers

类群 材料数目 材料

groupe    number                                   meterial

    1           5                                     8, 9, 10, 11, 12

15, 16, 17. 19. 23, 22, 24, 21, 20, 18

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 13, 14

I0

9

lI

m

从图28可以看出聚类分析证明了24份供试材料的GD在0.07̂-0.59之间，表



现出丰富的遗传多样性，尤其是红麻和红麻近缘种之间遗传差异最大，GD为0.570

根据不同的遗传距离可以分出3个主要组 (如表6)a I组包括五份近缘种;II组由

15, 16, 17, 19, 23, 22, 24, 21, 20和 18组成;III组除T 13, 14之外，均由栽

培种组成。

    5份红麻近缘种聚成一组，在GD值为0.59的水平上同其他所有材料分开。这 5

份近缘种之间的遗传差异也非常明显，GD值在0.3到0.55之间。其中85-113玫瑰

麻、HR01金钱吊芙蓉两份材料之间的差异稍小，GD为0.290

    当在 OD值为 0.4的水平上划分时，栽培种和野生种共划分为两类:一类由 10

个野生品种组成，虽其种内遗传差异较近缘种小，GD变幅在0.12̂ 0.35之间，但仍

表现出一定的遗传多样性。在树状图中，野生红麻被聚在近缘种和栽培种之间，尽管

野生种和栽培种之间的差异仍很大 (GD值为0.4)，但是与近缘种相比要小得多。

    另一类则由7个栽培品种构成，GD变幅在0.10̂ 0.30之间，种内遗传差异较小，

此外，有两个野生种H004, H018也被划分在这一类，表明了这两个野生种同栽培种

亲缘关系相对其他野生种更紧密，但这两个野生种同栽培种的遗传差异仍很明显，

GD达到0.3。在GD 0.15处再进一步细分时，栽培种又可被分成3组。第一组由美

国品种063 EV41和来自法国的139 F302:第二组099S-7和 157 GM23和090 C-2组

成;第三组由中国的016台A紫和 007新安无刺组成。第一组与其他两组遗传差异

最大 (GD为0.18)，第二组中来自非洲的099 S-7和 157 GM23遗传差异最小，GD

仅为0.120



5 讨 论

5.1红麻种子基因组 DNA提纯

    在分子生物学中，核酸是重要的研究对象，对DNA的研究更是重中之重。无论是

各种分子标记、基因转入还是重要基因的定位、克隆和测序等工作，都必须提取高产

量、高纯度的总DNA.根据所采用的试剂不同，植物DNA提取方法可分为SDS, CTAB,

服法等[[58]，其基本程序为:首先破碎植物组织，其次破碎细胞壁，然后从细胞核中抽

提 不能DNA，最后是纯化DNA。针对不同的植物及其不同的特性，可选用不同的提取

液提取。提取基因组的关键就是细胞核中抽提DNA步骤和纯化DNA步骤，前者关系得

率，后者决定纯度.在一般的情况下，对试验结果影响最大的是纯度，尤其是对红麻

等含有大量糖分和单宁等物质的植物。红麻DNA的提取与纯化工作最早开始于李世

民等〔68]用简便易行的相分配法，结合酶解，分子筛凝胶层析等方法，得到红麻胚芽

DNA。曹德菊[69]等提出了利用1%抗坏血酸保护单宁、多酚类物质不被褐化，避免了

其褐化产物与DNA形成不可逆的复合物，提高了DNA得率。并且，提取缓冲液采

用高pH条件下Na2C43存在可加速果胶碱解，分离果胶等杂质，获得了基因组DNA.

    为了缩短时间，减少工作量，对有些作物的研究可从其种子中提取基因组，早在

1991年就开始了这种尝试[701，至今已经从玉米、棉花、大豆、小麦、水稻等作物种

子中提取了基因组[71-73]，并成功地用于PCR扩增。国内学者从种子中提取DNA并用

于RAPD分析也有许多成功的报道[74-781。本实验在参考其他文献的基础上，使用SDS

提取液采用3种不同的操作步骤，从红麻种子中提取DNA，并对它们各自的提取效

果作了比较。SDS- I法较为传统，DNA得率很高，但是纯度稍差，而且结果不够稳定，

不太适用于大量样品的基因组提取。此外，这种方法各种药品用量很大，易造成浪费。

SDS-111方法选用先加氯仿研磨，再用提取液抽提DNA[591，这与在液氮中研磨的原理和

效果相似，用来延迟DNA释放时间.减少研磨期间DNA酶对DNA的降解作用，又能提

前使细胞质中释放的蛋白质失活变性。此方法能使蛋白质和DNA酶随着从植物组织中

释放而逐渐被氯仿失活变性，在加入提取液后DNA集中释放。另外，该方法减少了转

移、离心等程序，大大缩短了提取核酸的时间。然而结果表明，该方法在提取红麻基

因组时，可能是由于红麻叶片中含有大量的单宁、多糖类及色素物质，影响了DNA



的提纯，结果导致DNA溶液中蛋白质含量很高。SDS-11法是在SDS- I法的基础上

做了改进。在用液氮研磨样品后，先加入预热的提取液继续研磨，然后保温，这样既

抑制了DNA酶的水解活性，防止了其对DNA的降解，又使细胞中的基因组DNA得到充

分释放。加入抓仿:异戊醇 (24:1)后强烈振荡几秒钟，保证了蛋白质的充分变性，

又使DNA和其他杂质充分分离。结果表明该方法提取效果明显优于其他两种方法。在

振荡过程中会损坏部分DNA片段的完整性，但是因为在红麻中的大量糖分和单宁等物

质在提取液中形成了粘稠状混合物，它的缓冲作用降低了震荡对完整DNA片断机械力

剪切，故震荡对红麻DNA的得率影响很小，却获得了高纯度的红麻总DNA。而且此方

法非常稳定，从表3可以看出，获得的DNA溶液A2edA2$。均在1.8̂2.。之间.表明SDS-

H法是从红麻种子中提取基因组的一种稳定、高效的方法。

5. 2 RAPD反应的稳定性

    RAPD是一种显性标记，通常RAPD扩增反应中产生的一条带即代表基因组中的

一个位点，同时具有快速、简便、灵敏度高等优点，然而 RAPD反应受到各种因素

的影响，特别是使用较短的引物，较低的退火温度，以及无3’-5’外切功能的Taq

酶等容易造成碱基错配的发生，使得RAPD技术的稳定性和重复性较差，如何获得

重复性好的研究结果仍然需要进行探索。对于不同的物种进行 RAPD分析，首先必

须建立稳定的反应体系，才能确保试验结果的精确性。实验中通过梯度试验，对反应

体系中的模板、引物、dNTPs、Taq酶和MgC12等药品的不同浓度所扩增的效果进行

了筛选比较，从而选出最适宜的浓度用于所有供试品种的 RAPD分析。此外，反应

程序也通过梯度设计找出最适宜的变性、退火温度时间以及合适循环次数。最终用于

RAPD反应的各参数是:(25121反应体系)1 X buffer, 2.Ommo1/L M9C12, 200 a

mol/LdNTPs, 0.6 a mol/L随机引物，45ng的基因组DNA, LOU Taq酶。在PCR仪

上按下列程序扩增:94℃预变性5min, 40个热循环，每个循环包括:94℃变性30sec,

38℃退火45sec, 72℃延伸1min30sec。结束循环后720C终延伸7min o

    在 RAPD实验中，任何细微条件的变化都可能引起扩增结果的改变，如研究的

物种、更换药品及仪器、反应参数及条件的变化等。所以对于特定物种的同一批实验，

在优化实验参数的前提下，要尽可能地保持实验条件的恒定。故除了对反应参数和程

序进行优化外，试验中还注意到以下问题:如最好用同一公司生产的同一批次的试验

耗材、试剂，以便将试验系统误差减少到最低范围:buffer, dNTPs等药品分装成小



包装放入一20℃冰箱储备，避免因反复冻融而引起生物大分子被破坏。为了更好地保

证实验的准确性和可重复性，除了尽可能地保持实验条件的恒定外，还做了必要的重

复实验。重复结果很好，表明反应体系很稳定。

5.3红麻种和近缘种遗传差异的RAPD分析

5.3.1供试品种的遗传差异

    本试验中选择了12个红麻野生品种、5个红麻近缘种和7个栽培个品种，所取

的红麻野生品种均来自非洲，近缘品种来自非洲和中国，栽培品种数量不多，但从来

源上来看，它们包含了亚洲、美洲和欧洲的品种，在遗传上具有很广泛的代表性。从

这24份供试材料的遗传差异系数及RAPD分子聚类结果表明，红麻栽培种、野生种和

近缘种的遗传多样性较为丰富，遗传差异GD从。.32-0.59, GD在0.59水平上，近

缘种和其他所有品种分开，表明红麻与其近缘种之间遗传差异非常明显，结果支持了

它们在分类学上的独立性。5份近缘种之间的遗传差异也非常大，GD在 0.3-0.55

之间，其中85-113玫瑰麻、HROI金钱吊芙蓉GD为0.29，遗传差异相对较小，从表

1也可以看出它们的形态学上的特征也较近。

    GD在0.4的水平上划分时，其余19份红麻品种共划分为两类:一类由10个野

生品种组成，虽其种内遗传差异较近缘种小得多，GD变幅在0.12-0.35之间，但仍

表现出一定的遗传多样性。另一类由7个栽培种加上H004,.HO18两个野生种，表明

它们在分子水平上相对其他野生种与栽培种亲缘关系更紧密，对照表1中所列的各供

试品种的形态及生物学特征，发现这两个野生种的叶型都为全叶，而其他野生红麻的

叶型均为裂叶，而且它们的种子大小也比大多数野生红麻的种子稍大，这两个野生种

与其他供试野生种的形态差异在分子水平上也得到了验证。红麻从其野生种到栽培种

的变异是逐步的，其驯化过程是缓慢长期的，故栽培种与野生种之间应该存在半野生

类型的过度品种，推测H004, H018这两个红麻种正是属于半野生品种，这正好解释

了它们在形态上与其它供试野生种的差异和分子水平上与栽培种接近的现象，但需要

更深入的研究去证实。栽培种之间与这两个野生种之间也有较显著的遗传差异，GD

达到了 0.3。与野生类型红麻相比，栽培品种之间在分子水平上变异相对较小，GD

变幅在0.10 0.30之间。红麻野生种与栽培种的明显差异也支持了红麻在长期的驯化

过程中产生的变异。关于H004, H018两个野生种被划分在栽培组中，对照表1中所



列的各供试品种的形态及生物学特征，还发现红麻栽培种的遗传多样性并不象形态学

所体现的那样丰富;而野生种中分子生物学上的遗传多样性远比形态学和生物学特性

所表现的要丰富的多.其原因可能是因为红麻栽培种花大色艳，易通过蜜蜂、蚂蚁等

昆虫传播花粉，自然杂交率很高，导致部分农艺性状变异很快，但是其DNA分子水平

上的相对变异较小。而不同的野生种因为地处不同的野外生存环境，相互之间基因交

流较少，所以尽管形态差别不大，但是其遗传距离却较明显。

5.3.2供试红麻品种亲缘关系及其起源与传播

    亲缘关系的遗传距离探明，有助于了解红麻的起源与传播途径[571。象木横属的许

多相关种都是非洲起源一样，大多数学者认同红麻起源于非洲，之后在南亚次大陆开

始商业化栽种。它的近缘种玫瑰茄也起源于非洲[581。本实验RAPD聚类结果表明GD

在0.4时，所有的红麻种被聚成两大组:野生种类型和栽培、野生种。野生种被聚类

在近缘种和栽培种之间。尽管野生红麻明显远离栽培红麻，但是，H004, H018两个

野生种仍在GD为0.3的水平上接近栽培种，这在一定程度上支持了红麻起源于非洲

的假设。野生分布的红麻材料和它的非洲起源的近缘种之间的遗传距离相对栽培种与

近缘种的遗传距离要近的多，而栽培类型的红麻也通过野生红麻种与近缘种保持一定

的关系。野生红麻起源于非洲，并被传播，各种栽培类型品种被选育。只有在 GD<

0.18时，栽培种才能进一步分类，表明供试的栽培品种有着密切的亲缘关系。GD取

0.14处对红麻栽培种进一步细分，可得到3个组，第一组由美国品种063 EV41和来

自法国的139 F302;第二组由非洲的099 S-7, 157 GM23和来自南亚的090 C-2组成;

第三组由中国的016台A紫和 007新安无刺组成。非洲的099 S-7, 157 GM23遗传差

异最小，GD仅为0.12，南亚品种090 C-2与其在一组表明它们的亲缘关系较近。在

GD取0.16时，第三组首先与第二组聚为一类，表明来自中国的红麻栽培种与非洲和

南亚栽培种的亲缘关系相对第一组要近，这个结果支持了亚洲是最早引进红麻的大

陆，并进一步向世界其他地方传播的观点。

5. 3. 3 RAPD方法在红麻亲缘关系研究中的可行性

    RAPD有其固有的缺点，在用于亲缘关系研究中有一些限制。如汪小全[631等认为，

RAPD方法在应用于种内亲缘关系研究时，结果很可靠;在应用于种间研究时，就有

一定的局限性。迁移率一致的片段可能仅是因为长度一样而序列不一定相同[821，因此

RAPD在不同种的扩增产物难以作同源性分析，但可以从相似性或遗传距离上去分析



亲缘关系。

    早先在对芸苔属[791、花生(so)、和葱属[81〕等植物的RAPD亲缘关系分析中，所得结

果与以往的形态学水平上的分类结果完全一致。这些结果表明RAPD标记适用于种内、

种间乃至属间的分类学研究，在亲缘关系分析中具有很高的应用价值1"]. RAPD方法

也应用在红麻亲缘关系研究中。由于起源相近或亲本来源相同的红麻种随环境变化农

艺性状往往发生可观的变异，而DNA水平上的差异很小，故红麻形态学的差异与基因

差异相关性并不大，由此从分子水平上对红麻进行亲缘关系分析就显得及其重要。本

试验通过对红麻野生种、近缘种和来源广泛的各地栽培种进行RAPD分析，研究了供

试品种之间的遗传多样性和亲缘关系，探讨了红麻品种的起源和传播途径，并取得了

良好效果，表明RAPD方法对红麻的研究是可行且可靠的。



6 结 论

    1，为了提高效率，论文试验探索出一种稳定、高效的从红麻种子中提取基因组

DNA的新方法。该方法在普通的SDS法的基础上进行了重大的改进。 在用液氮研磨

样品后，先加入预热的提取液继续研磨，然后保温，这样既抑制了DNA酶的水解活性，

防止了其对DNA的降解，又使细胞中的基因组得到充分释放。加入氯仿:异戊醇后强

烈振荡几秒钟，保证了蛋白质的充分变性，又使DNA和其他杂质充分分离。通过此方

法获得了高浓度和高质量的基因组DNA，较好地用于PCR扩增，进行RAPD分析。

    2.为了提高RAPD反应体系的稳定性，以保证实验的准确性和可重复性，对红麻

RAPD反应参数进行了设计，通过优化实验建立了合适稳定的 RAPD反应体系。在 25

u1反应体系中含有:1 X buffer, 2. Ommol/LMgCI� 200 1u mol/L dNTPs, 0. 6 1A mol/L

随机引物，30ng的基因组DNA,  LOU Taq酶。反应扩增程序为:94℃预变性5min,

使模板DNA充分变性，然后进入下列温度循环:94℃变性30sec, 38℃退火45sec,

72℃延伸1min30sec，重复40个热循环，结束循环后72℃终延伸7min。应用此条件

进行多次重复，结果重现性良好。

    3.研究中筛选出了重复性好、有丰富多态性的21个引物，共产生140条带，对

12个红麻野生种、5个近缘种和 7个来源广泛的各地栽培种进行RAPD分析，其中多

态性带 119条，占85%，反映不同红麻品种间存在很大的遗传差异，所筛选的21个

引物在供试品种中都有很高的多态性。采用UPGMA CUnweight Pair Group Method

with Arithmetic Mean)聚类方法对GD进行遗传分类，将供试品种聚成3大类:近缘

种、野生种和栽培种。

    4.通过RAPD分子标记的研究，探索了红麻品种间的亲缘关系。研究结果表明，

红麻栽培种野生种和近缘种之间存在很大的遗传差异，其中有两个野生种H004.HO18

也被划分在栽培种这一类，表明了这两个野生种同栽培种亲缘关系相对其他野生种更

紧密，推测H004. H018两个品种属于红麻半野生品种。结果还表明，不同的红麻野

生种同栽培种之间的亲缘关系有很大差别，还发现红麻栽培种的遗传多样性并不象形

态学所体现的那样丰富:而野生种中分子生物学上的遗传多样性远比形态学和生物学

特性所表现的要丰富得多，因此在分子水平上对红麻的研究更显重要。

  5.在研究供试品种亲缘关系的基础上，进一步探讨了红麻品种的起源和传播途径。



野生分布的红麻材料和它的非洲起源的近缘种之间的遗传距离相对栽培种与近缘种

的遗传距离要近的多，而栽培类型的红麻也通过野生红麻种与近缘种保持一定的关

系，这在一定程度上支持了红麻起源于非洲的假设，也表明RAFD分析结果可用于

对红麻物种进化起源等方面的研究。
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