
摘 要

    本试验进行了红麻11个常规栽培种和3个野生种的细胞学标记及RAPD分

子标记的研究。通过建立14个品种的核型模式图在染色体水平上比较红麻不同

品种间的遗传差异，并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多态性进行研究，检

测出各品种的特异性DNA谱带，并依据分子标记研究结果探索了栽培种与野生

种的亲缘关系，为红麻种质资源的系统进化研究和开发利用提供了科学依据，同

时也为红麻种质鉴定建立起一种快速、简便、实用的方法。通过以RAPD分子

标记为主，细胞学标记为辅的红麻品种遗传差异和种质鉴定的研究分析，结果表

明:

    1.细胞学标记研究采用了稍加改进的F-BSG法获得了根尖细胞染色体分散、

平展、分裂相多、随体清晰的染色体制片。核型分析结果表明14个品种的核型

均为基本对称核型，但染色体的随体大小、数目等方面还存在一些差异。所以，

红麻细胞学研究可以作为一种细胞学标记用于红麻不同基因型材料亲缘关系及

种质鉴定的分析。

    2.为了缩短时间，减少工作量，本试验探索出一种经济、快速、简便、能够

用于RAPD分析的红麻种子基因组DNA提取新方法。针对红麻种子中富含蛋白

质、脂肪和糖类等贮藏物质，可能还含有丰富的酚类物质及酚氧化酶等，在提取

液中加入适量0一琉基乙醇，有效地防止氧化褐变，排除杂质的干扰。同时，采

用氯仿一异戊醇代替酚抽提，避免了酚难去除带来的交叉污染等，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。

    3稳定的RAPD反应体系是进行RAPD分析的关键。通过实验优化建立了合

适的RAPD反应体系。在25 u 1反应体系中含有:1 X buffer, 2.Ommol/LMgCI2,

200 u mol/L dNTPs, 0.61r mol/L随机引物，30ng基因组DNA, 0.75U 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, 720C延伸1min30sec，重复40个热循环，

结束循环后72℃终延伸7min。按照优化的RAPD条件进行的重复实验，重现性

较好，为红麻分子生物学研究提供参考依据。



    4.采用RAPD技术对红麻 14个品种进行基因组DNA多态性分析，从 150

个随机引物中筛选出了重复性好、有丰富多态性的99个引物，共产生7“条带，

其中多态性带347条，占45.3%，反映不同红麻品种间存在遗传差异。扩增片段

长度大多数集中在。.2- 1.5kb之间。应用SAS软件，采用系统聚类法中的Average

Linkage Cluster Analysis对GD进行遗传分类，构建树系图，将14个红麻品种聚

成七类，这同一般形态分类和已知的亲缘关系较吻合。从聚类结果中还可以看出，

动海紫茎和元江红麻虽然原产地都是在云南，但两者的遗传差异较大，元江红麻

是早熟特性，而动海紫茎是迟熟特性;NA 414尽管是野生种，但它同红引135

的遗传差异为0.07，亲缘关系比较近，它们在表型上也表现出一定的一致性。说

明用RAPD方法对红麻进行分类和亲缘关系研究是有效的。

    5.RAPD分析能检测出大量变异，通过比较各品种间的特异带或特征带的差

异，可进行品种鉴别和纯度鉴定。利用 14个引物扩增获得的14条RAPD特征

带，作为一组DNA指纹图谱可以区分所有供试的14个红麻品种。其中，MX 247,

UG93, NA 414、塔什干、古巴8号五个品种分别在引物5153. 5180, S184.  S2,

S186扩增时产生5153-320bp, S180-1543bp, 5184-1100bp, S2-1100bp, 5186-980bp

特征性条带，利用这些特征带可进行红麻品种的早期鉴定。

    6本研究的创新之处就在于首次将 RAPD分子标记技术同细胞学标记技术

相结合应用于红麻11个常规栽培种和3个野生种的遗传差异研究，探索品种间

亲缘关系，并根据扩增出的特异性DNA谱带进行种质鉴定。研究表明不同品种

的核型、随体大小及数目的差异与RAPD分析结果基本一致，RAPD分子标记和

细胞学标记研究结合更能在一定程度上反映出品种的内在遗传差异。这些都表明

RAPD技术辅之以细胞学标记技术检测出的DNA水平上的遗传差异，不仅有可

能解决传统的红麻形态学分类方法所不能解决的疑难问题，而且还可为红麻品种

的早期鉴定提供分子指标。
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Abstract

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

and chromosome karyotype analysis were used to analyze the genetic relationship of

eleven cultivars and three wild stirps of Hibiscus cannabinus L.. As to cytological

markers, comparing karyotypes and finding heredity differences of them by

establishing fourteen idiograms. 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 fourteen breeds. And the relations of them was to be researched, RAPD

characteristic markers were to be found. RAPD molecular markers being main part

assisting cytological markers, the analysis of heredity differences and breeds

distinction were carried out. Results were as follows:

    1.In studies of cytological markers, cells of chromosomes scattered, flatted, more

split phases were obtained using modified F-BSG method. The results of study for

karyotype showed that fourteen breeds had similar karyotypes, but they also had some

differences among them. According to those we could identify them. Therefore this

cytological research can be cytological markers used to analyze the relations and the

breeds distinction of various genotypes of Hibiscus cannabinus L..

    2.To save time and reduce workload, a economical, rapid, simple, and applicable

for RAPD analysis extraction methodology of seeds genomic DNA of Hibiscus

cannabinus L. was explored. Aimed at much protein, grease, sugar and oxidized

polyphenolic components in seeds of Hibiscus cannabinus L., it is a best way of

adding suitable 0 -EM to lysis. Furthermore, high concentration and good quality

seeds genomic DNA of Hibiscus cannabinus L. were obtainde using CIAA instead of



factors such as templates DNA, dNTPs, MgC12, primers, Taq polymerase and so on

were studied and experimental parameters were optimized. They were as follows: 25

ti 1 reaction system containing 1 X buffer, 2.Ommol/LMgC12, 200 u mol/L dNTPs, 0.6

ti mol/L primers, 30ng template, 0.75U Taq polymerase. The optimal amplification

program was as follows: 5min at 940C, followed by 940C for 30sec, 380C for 45sec,

720C for 1min30sec, 40 cycles and final extension time of 720C for 7min.This

optimized experiment conditions could obtain reproducible results and provide good

references to molecular biology.

    4.The genetic polymorphism of Hibiscus cannabinus L.was investigated using

random amplified polymorphism DNA marker, the detected materials included eleven

cultivars and three wild stirps. Ninety-nine primers selected from one hundred and

fifty primers amplified 766 RAPD fragments and 347 bands of them showed

polymorphism, which occupied 45.3%. The length of most amplified fragments

ranged from 0.2 to 1.5kb. The dendrogram was constructed by using SAS software

and Average Linkage Cluster Analysis method based on their genetic differences

calculated from RAPD data. It was concluded that fourteen breeds which have been

tested in the research could be classified into seven groups. The map relatively

accorded with morphological analysis and known relationships. It also showed that

the  genetic  difference  between  Menghaizijing  and  Yuanjianghongma  were

comparatively farther, although they all originated from Yunnai. The genetic

difference between NA 414 and Hongyinl35 were relatively closer, in spite of NA

414 is wild stirp. These fragments were efficiently used in the analysis of the

relationship of the fourteen breeds.

    5.RAPD analysis can examine lots of variations. There were fourteen RAPD

characteristic markers, which were detected as a group of DNA fingerprints to identify

all the fourteen cultivars. Specific markers were found in five cultivars, that is MX

247, UG 93, NA 414, Tashengan and Gubabahao, which were S,53-320bp,

S,80-1543bp, S,8;一1100bp, S2-1100bp and S,86-980bp. These specific bands were

important characterization for distinguishing Hibiscus cannabinus L. cultivars.

    6.The innovative spot of this research is initially combination RAPD markers



and chromosome karyotype analysis used to analyze the genetic relationship of eleven

cultivars and three wild stirps of Hibiscus cannabinus L.. The experiment showed that

the differences in chromosome satellites and so on of karyotypes were relatively

accorded with the results of RAPID analysis. They all indicated that the application of

RAPD molecular markers being main part assisting cytological markers to heredity

difference study had gained some resolution which could not be obtained by

morphological analysis and could provide available data for developing Hibiscus

cannabinus L. production and for distinguishing cultivars at early period.

Key words:  Hibiscus cannabinus L.    Karyotype analysis

            heredity difference     Germplasm distinction
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综 述

    为了更好地识别生物的不同基因型，充分利用生物种质资源((Germplasm

Resources)，人们进行了一系列遗传标记的研究。所谓遗传标记(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。遗传标记在遗传学的建立和发展过程中起着举足轻重的作用，同时也

是作物遗传育种的重要工具。随着遗传学的发展，遗传标记的种类和数量也在不

断地增加，已经历了形态学、细胞学、生化及分子标记等几个主要发展阶段，但

尤以分子标记的发展最为迅猛，也最为有效，是前三种标记所无法比拟的。分子

标记已成为分子生物学研究的重要方面，在遗传图谱的构建、基因定位、标记辅

助育种、系统进化、遗传多样性和种质鉴定等研究中起着重要作用。现就遗传标

记的发展与应用作一简单综述。

1.形态学标记 (Morphological Markers)

    在众多的遗传标记中，以形态学标记的应用最为悠久，其历史可以追溯到孟

德尔对豌豆单基因控制的形态性状的经典研究，建立了著名的遗传规律，即分离

规律和自由组合规律。1901年，摩尔根等通过对果蝇的深入细致研究，提出了

连锁遗传规律，并创立了基因学说，把抽象的基因概念落实在染色体上，从而为

遗传标记的广泛应用奠定了基础。但是，形态性状大多易受生理因素和发育阶段

等环境因素的影响，有些性状要到个体成熟时刁‘能表现出来。形态学标记的最大

缺点在于可用作遗传标记的形态性状相当有限，利用形态学标记检测亲缘关系很

近的基因型时往往不能获得令人满意的结果。

2.细胞学标记 (Cytological Markers)

    随着遗传学和细胞学的发展，人们将遗传现象与染色体结合起来。1875年，

德国细胞学家Strasburge:率先描述了细胞核内染色体(Chromosome)的存在，

直到1903年，Sutton和Boveri把遗传因子同染色体结合起来，才真正形成了细

胞遗传学这一学科[41。染色体数目及结构的变化常常引起表型的变化，因此染色

体的变化可以作为一种细胞学的遗传标记。细胞学标记主要指染色体组型和带

型。



    真核生物的细胞中都有一定数目的染色体，染色体的数目在种内通常是相对

恒定的。染色体组型((Chromosome Karyotype)是指生物体细胞内所有可被测定的

染色体特征总称。染色体组型分析，也称核型分析，是研究一个物种细胞核内染

色体的数目及各染色体的形态特征，包括染色体总数、染色体组数、每条染色体

的大小和形态、着丝粒的位置、随体的有无等。它是物种持有的染色体信息之一，

具有很高的稳定性和再现性。染色体组型为鉴别真伪杂种、研究染色体结构和数

目的变异及生物的遗传进化、分类学等提供细胞学证据。核型模式图(Idiogram )

[51是根据一定数量的细胞求得若干参数(染色体长度、长臂长度、短臂长度、随

体长度和各条染色体的相对长度等)的平均值绘制出来的。细胞分类学上一般用

核型模式图来比较个体或类群之间核型的异同。

    染色体分带(Chromosome Banding)是指借助于一套特殊的处理程序，使染

色体显现出深浅不同的带纹，呈现鲜明的个体性。因其在同一物种群体的各个个

体之间呈现出一定程度的染色体带型差异，所以它可作为一种有效的遗传标记加

以利用。染色体分带在鉴定品种(系)和遗传多样性方面的灵敏度远非一般表型特

征观察所能达到。应用染色体分带技术对近缘物种亲缘关系的分析、植物系统发

育尤其是栽培植物起源等方面均取得了不同程度的进展。目前，国内外在植物染

色体分带上通用Sumner(1972)的BSG法(Barium/ Saline/ Giemsa) e 1979年6月

湖南农学院作物遗传育种研究室参考仓M和大村 (1979)创用的去壁、低渗、火

焰干燥等技术对水稻染色体进行核型分析，发展了F-BSG法，即经过火焰(Flame)

干燥等一系列处理后的BSG法，使水稻染色体呈现带纹，随后又在稻属的种和

亚种42个品种中分带取得成功。此后，F-BSG法在粮食、纤维、油料、蔬菜、

果树、茶树、林木等67种植物上也获得了染色体带纹。因此，可以把染色体带

型作为一种遗传标记，有效地识别不同物种之间、同一物种不同染色体之间的差

异。常见的染色体带型有C带、N带、G带、R带、Q带等[41。近些年来，用原

位杂交技术与染色体分带技术相结合的方法研究植物染色体的基因定位是细胞

学标记应用的新突破。总之，核型分析或染色体组型分析以及染色体分带技术能

够对物种的亲缘关系、起源演化和遗传多样性等提供染色体水平上的遗传标记，

但是该标记也有数目有限等弱点。

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。贮藏蛋白与种子的萌发等发育过程有关，具有生物种属的特异性，可以作为

遗传标记。最广泛地用于种质鉴别的蛋白即种子蛋白，其组分的差异可以反映出

基因型的不同，因而可以作为品种的“生化指纹”。种子蛋白分析在大多数作物

的品种鉴定中得到广泛的应用[[6,71。在一些重要作物上，许多国家已建立了种子

蛋白指纹图谱数据库[81

    1952年Neiands首次结晶出两种类型的乳酸脱氢酶，并证实它们为同工酶，

即它们是来源相同、催化反应的性质相同而分子结构有差异的酶蛋白分子。与其

他蛋白质一样，同工酶是基因表达的产物。由于不同的同工酶所带的电荷不同，

可通过电泳分离，并经与底物反应或染色来检测它们的存在与否和分子质量的大

小，因而也可作为遗传标记。现在已有儿十种同工酶系统，例如酷酶同工酶、过

氧化物同工酶等。同工酶标记已被广泛用于建立遗传图谱、种群分析等研究中

19.10]。同工酶作为遗传标一记具有以下特点:首先它比较稳定，不受环境因素的影

响;其次，它所需试材少，且在种子和幼苗期就可以鉴定;再次，同工酶不象显

隐性性状那样，杂交后代隐性性状被显性性状所掩盖，而是共显性即来自双亲的

一对等位基因可以在杂交后代中同时被检测出来。目前己对30多种植物进行了

40多种同工酶分析，许多重要农作物都已有了比较完整的同工酶图谱[III。但是，

在植物的种质资源研究中，仅有10 20种同工酶表现出位点的多态性，因而同

工酶标记也具有其局限性，不能成为更加理想的遗传标记。

4.分子标记 (Molecular Markers)

    分子标记分广义和狭义两种[121。广义指可遗传的并可检测的DNA序列或蛋

白质1包括生化标记在内。而狭义的分子标记仅指DNA标记01974年，GrodzickerU31

等人发现了DNA水平上的分子标记-RFLP，它是最早发展的分子标记。1980年，

人类遗传学家Bostein[I4】首先提出了用RFLP作为构建遗传连锁图的设想。1987年，

Donis-kellen[151等报道了第一张人类RFLP遗传图谱，开创了分子标记应用的新纪

元。近20年来，特别是在人类基因组计划(Human Genome Project, HGP)的推

动下，分子标记的研究与应用得到了迅速发展。与形态学标记、细胞学标记、生

化标记相比，分子标记具有众多优点[161，如在植物的各个组织、器官及整个发育

时期均可检测到，不受阶段特异性、器官特异性和环境的限制;表现为共显性，



能够鉴别出纯合基因型与杂合基因型，对隐性的农艺性状选择有利;分子标记数

量多，覆盖整个基因组:表现为“中性”，目标性状与不良性状无必然的连锁;

其多态性高，自然中广泛存在着变异，不需要遗传材料进行特殊的处理。

4. 1 RFLP标记

    限制性片段长度多态性(Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLPs)

指用某种限制性内切酶切割基因组DNA时，在同一种生物的不同个体间出现含

同源序列的酶切片段长度差异。差异的产生主要分两类:一是碱基突变导致的酶

切位点改变，称为点多态性 (Point Polymorphism);另一类是DNA内部序列重

排，包括大的DNA片段的缺失、交换、重组和插入等，或DNA内部 “高变区”

  (Highly Variable Region)串联重复序列的拷贝数不同而引起的。差异的显示和

检测，是通过DNA凝胶电泳和用克隆的DNA片段作为探针进行分子杂交，再通

过放射自显影(或非同位素技术)实现的。RFLPs的优点是:(1)无表型效应。RFLP

标记的检测不受性别、年龄的局限，也不会因表达的组织、发育阶段或外界环境

的不同而受影响。(2)DNA序列上的突变为中性突变，即不影响生物体的表型。

而RFLP标记座位的等位基因间是共显性。通过杂交后电泳带型可以直接区别出

杂合子与显性纯合子。(3)非等位的RFLP之间不存在上位互作效应，因而互不干

扰。(4)RFLP标记源于基因组DNA自身变异，在数量上几乎不受限制。只要选用

特异的探针或限制性内切酶，将产生足够多的RFLP标记。近几年，又产生了-

科·高分辨率RFLPs (High Resolution Restriction Fragment Length Polymorphism)

分析法，是先利用PCR反应，对大片段DNA分成若干片段分别扩增，然后酶切电

泳，进行分析。它相对于常规的RFLPs方法可精确地控制片段大小，以控制每个

片段内的切点数，故不受整个片段的切点数及整个片段长度的限制。用多种识别

位点、覆盖率较高的、识别4碱基的内切酶进行酶切，提高酶切位点覆盖率，即

大大提高了分辨率，从而可进行微量DNA样品分析，适用于群体遗传研究中大

范围检测DNA遗传多态性及确定变位点，也可用于疾病相关基因突变的检测中。

    RFLPs作为遗传标记已被成功地用于检测植物基因组DNA的多态性，如已

在玉米1171、番茄「’“}等多种作物中建立了遗传图谱。此外RFLPs为检测和分析植

物遗传变异提供了大量的遗传标记，也为区分不同物种及种内不同个体提供了大

量一的标记，并在多种作物中成功地用于遗传变异检测、起源演化探讨以及品种鉴



定，国外在大麦属、稻属、按属、苏铁科等多种植物上进行了研究[19]。国内，

RFLP技术在柑橘[20]葡萄属[21〕等种质资源的研究中得到应用。利用RFLPs进

行多态性分析具有众多优点，主要表现在:第一，较高可靠性，这是由限制性内

切酶识别序列的专一性决定;第二，来源于自然变异，依据DNA上丰富的碱基

变异不需任何诱变剂处理;第三，多样性，通过酶切反应DNA水平上所有差异，

因而在数量上无任何限制;第四，共显性，指RFLP能够区别杂合体与纯合体;

第五，数量性，具有数量化。

    尽管RFLP标记在众多的研究领域得到了广泛的应用并取得了显著成果，但

它也存在着诸如技术较复杂、成本高、劳动强度大、放射性物质污染、对所研究

对象需要有一定的遗传背景知识等不足。因此，RFLP技术的应用和推广受到了

一定的限制。

4. 2 DNA指纹标记

    DNA指纹(DNA Finger-printing)标记是以重复序列为探针进行分子杂交，

由于不同基因型中的重复次数不同而产生多态性的分子标记。目前常用的DNA

指纹标记主要有微卫星和小卫星DNA标记。

    (1)微卫星DNA标记。微卫星 (Microsatellite) DNA是指以少数几个核普酸

  (多数为2-4个)为单位多次串联重复的DNA序列，也称之为简单序列重复

(Simple Sequence Repeats, SSRs)、短串联重复(Short Tandem Repeats, STRs )

或简单序列长度多态性(Simple sequence length polymorphisms, SSLPs)。由于

微卫星寡核营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

很快便发展为一种分子标记，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[22,23[。目前已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[241

    (2)小卫星DNA标记。小卫星(Minisatellite) DNA作为分子标记最早由Teffery

等和Nakamura等提出，后者也称之为数目可变串联重复序列(Variable Number of

Tandem Repeats, VNTRs)。小卫星DNA是由]个11-60个核普酸的基本序列单

位重复排列而成，其重复数从10-10000不等，分散或成簇分布。多态性的产生

是由于重复单位之间的不平衡交换，从而产生不同的等位基因[25,26]，现已广泛应

用于许多作物的品种鉴定和遗传多样性研究[271



    与其它分子标记相比，DNA指纹具有两个显著特点:一是多位点性。DNA

指纹图谱中每一个条带代表一个位点，其位点广泛分布于整个基因组中。一个

DNA指纹探针一次能同时检测十几个至二十几个变异。二是高度的DNA指纹变

异性。主要表现在多个可分辨的条带数和单个条带在群体中出现的低频率。DNA

指纹所检测的位点是基因组中有高度变异性的位点，由多个这种位点上的基因所

组成的图谱就具有更高的变异性。

    与RFLPs标记相比，微卫星和小卫星DNA在基因组中非常丰富，多态性比

RFLPs显著增加。但是探针缺乏，研究者不得不自己合成探针或利用人类基因组

研究中获得的DNA片段与作物DNA杂交。SSRs还必须针对每个染色体座位的微

卫星发现其两端的单拷贝序列以设计引物，因而给SSR标记的利用带来一定困

难。并且由于小卫星和微卫星DNA不是单拷贝DNA，难以跟踪分离群体 (如F2

或回交群体)中个体基因组同源区域的分离。此外，还有研究[281表明小卫星DNA

分布较为集中，因而限制了它的应用。

4. 3 AFLP标记

    扩增片段长度多态性(Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLPs)

是使用双链人工接头(Artificial Adaptor)与基因组DNA特异性酶切片段相连接

作为扩增的模板，对酶切片段进行选择性扩增。具体是将基因组DNA经限制性

内切酶双酶切后，形成分子量大小不等的随机性片段，将特定的接头连接在这些

DNA片段两端，形成一个带接头的特异片段，通过接头序列和PCR引物3‘末

端的识别来扩增特异性片段。不同来源的DNA酶切片段存在差异，故产生的扩

增产物呈现多样性。它是由荷兰科学家Zabeau和Vos[29]于1993年发明，其实质

是RFLPs和RAPD两项技术的结合。其多态性丰富，一般可检测到40-150个

扩增产物;呈共显性表达，不受环境影响，无复等位效应;带纹丰富，灵敏度高，

自动化程度高:所需DNA量少，如一个0.5mgDNA样品，可做4000个反应，

获8万个标记，650万条带纹。而且，AFLPs稳定性好，重复性强。由于AFLPs

可采用的限制酶种类很多，所以标记数目多。AFLPs非常适合绘制品种的指纹图

谱及分类研究。

    利用AFLP标记进行遗传多样性、构建遗传图谱、标定基因辅助育种等研究

灵敏度高、快速高效、无复等位效应、多态性丰富。美国的Blair[301利用AFLP



技术分析了54份水稻品种的遗传多样性。目前，AFLP技术在蔬菜、林木及拟

南芥上得到广泛应用。但AFLPs采用了同位素检测手段，随着银染技术和荧光

AFLP技术的发展，可大大提高AFLPs的安全性。不过，这种标记步骤繁琐，并

已申请了专利，费用较高。

4. 4 RAPD标记

    RAPD技术全称为Random Amplified Polymorphic DNAs，即随机扩增多态性

DNA，是1990年由美国杜邦公司的科学家Williams [311和加利福尼亚生物研究所

的科学家Welsh[3z,331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[34,351是建立在聚合酶链式反

应(PCR: Polymerase Chain Reaction)扩增基础上。它利用一系列(通常数百个)

不同的随机排列碱基顺序的寡聚核普酸单链 (通常为 10碱基)为引物，对所研

究基因组DNA进行PCR扩增。扩增产物通过聚丙烯酞胺或琼脂糖凝胶电泳分离，

经 EB染色或放射性自显影检测扩增产物 DNA片段的多态性，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。RAPD所用的一系列

引物DNA序列各不相同，但对于任一特定的引物，它同基因组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内的分布如符合 PCR

扩增反应的条件，即引物在模板的两条链上有互补位置，且引物3’端相距在一

定的长度范围之内，就可扩增出 DNA片段。因此如果基因组在这些区域发生

DNA片段插入、缺失或碱基突变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DNA多态性的区域是有限的，但是利

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DNA进行多态性检测。

    由于 RAPD技术能对整个基因组进行多态性检测，因此可用于进行基因组

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[361 o RAPD技术在此方面表现出独特的优势[371:首先，RAPD

可以在对物种没有任何分子生物学研究的情况下，对这些物种进行基因组指纹图

谱的构建。并且通过统计分析为物种进化和分类研究提供】)NA分子水平的证据。



第二，操作简便，实验周期短，能在较短的时间内筛选大量样品。第三，所需样

品量极少，一次扩增仅需20-100ng的模板DNA，且对其质量要求不苛刻。第

四，引物具普遍适应性。通过购买己形成商品化的引物可应用于不同生物的研究。

第五，特异性强，灵敏度高。在短期内可获得大量的多态性DNA片段，只要遗

传特异性发生变化，即使亲缘关系非常近的个体也能识别。第六，从其DNA分

子组成上直接检测个体间遗传上的差异，不受环境条件及发育状况等因素影响，

具有较高的分辨力和可靠性。第七，适应于自动化操作和分析。

    在国外，Hu和Quiros[381用4个引物鉴别14个青花菜和12个花椰菜品种，发现

每种作物有12.5%的特异性标记，用2-3个引物就能鉴别出这些品种。Graham等

[39」利用10个RAPD引物对13个不同悬钩子属 CRubus植物进行了分类研究，并

确定了它们之间的遗传距离。Virk等[401应用同样的方法在44个栽培水稻品种中确

定并建立了相互间遗传距离。Dos Santo [41」对青花菜、花椰菜和结球甘蓝的RAPD

标记的聚类分析将3个变种分开。Kresorich等[421在芜青中选择不同的代表个体，

利用25个引物进行RAPD研究，获得了140个不同的多态性带。在国内，丁晓东

等[43]采用改进的CTAB方法提取34个荔枝品种的基因组DNA为模板，从50个10碱

基的随机引物中获得了37个多态性RAPD标记，聚类分析结果表明这34个荔枝品

种可以分成4组。李云海等[441用100个RAPD引物分析了具有广泛遗传资源代表性

和较大应用面积的24个水稻雄性不育系、3个保持系和3个生产中应用最广一的恢复

系。贾建航等[45]用RAPD技术对4类紫菜的15个无性系丝状体进行了遗传多样性

分析，从50个OPERON引物中经过初筛，其中6个引物可以扩增出稳定的可重复

的图谱。李海真等[461从200个IObp随机引物筛选出17个引物，对23个南瓜品种(系)

的染色体组DNA进行PCR扩增，共产生80条扩增带，其中77条在南瓜属三个种间

表现出差异，可作为遗传RAPD标记。彭建营等[[47}建立了适合枣种质RAPD分析

的技术体系，进而用于几个枣品种的亲缘演化关系的探讨。揭雨成等[48)报道了利

用RAPD技术分析兰麻不同基因型间的亲缘关系并进行品种分类。周东新等[[491

以假黄麻、假长果、越南圆果等为材料，建立了黄麻DNA的提取方法以及对RAPD

分析的影响因素，建立了适于黄麻种质RAPD分析的PCR反应体系。

5.红麻种质资源研究现状

    红麻(Hibiscus cannabinus L.)是锦葵科木模属的一年生韧皮纤维作物。其



纤维质地柔软，商业上称作“软质纤维”，具有吸湿性强，散水、散热快，耐腐

蚀，拉力强等特性，是麻纺和造纸工业的重要原料作物[50,511，在植物纤维中其重

要性仅次于棉花。

    红麻起源于非洲，据记载在当地己有数千年历史[52,531。自本世纪初我国引入

印度品种马达拉斯红试种开始，迄今也已近百年历史，成为我国的主要经济作物

之一，传统的出口产品。尤其1963年中国农业科学院麻类研究所采用引进越南

红麻抗原，筛选出红麻良种青皮3号，经各地试种，表现出纤维产量高，品质良

好，抗逆性、抗病性较强，适应性广，耐旱、耐盐碱等特性。80年代以来红麻

成为我国栽培面积最大，总产和单产最高的麻类作物，中国一跃成为最大的红麻

生产国，现种植面积和纤维总产量均居世界首位[[541

    安徽是我国主要红麻产区，具有悠久的种植历史，目前种植面积和总产居全

国前列，常年种植面积在100万亩左右[55.161随着人类返朴归真对自然纤维的需

求愈加紧迫，麻作己成为我省的支柱产业，产品已远销海外，出口创汇，创造了

巨大的经济效益和社会效益。大力发展麻作生产显得非常重要。

    红麻属喜温短日照作物，晚熟品种在长江流域及以北地区种植表现花而不

实，无法繁殖留种[571。因此，长期以来我省一直从福建、广东、广西三大留种基

地调种，即“南种北植”[581。这种“南种北植”栽培虽对我省红麻生产的发展

起到积极的作用，但由于没有建立完善的良种繁育和供应制度，红麻生产用种供

种渠道多，流通大，棍杂严重，有的地区本来就不具备繁种条件而大量繁殖劣质、

早花品种;有的甚至将北方自留的早花品种种子运往南方后再向北方倾销;还有

的购回发芽率低，甚至霉变并完全丧失发芽率的种子投放市场，麻种市场一片混

乱157,58,591，出现了许多早花早蕾的假冒种，致使北方麻农饱受麻种质量低劣之苦，

早花早蕾现象严重，纤维产量低甚至收不到纤维，严重损害了麻农利益，挫伤了

农民种麻的积极性，阻碍了红麻生产发展。据安徽省1997年对霍邱、六安等地

  (市)调查，20%的红麻发生早花早蕾，亩减产15%左右，且麻纤维质量严重下

降1571影响了地方经济的发展。所以，研究一种简便、可靠、科学的麻种鉴定方

法，杜绝伪劣种子在布场上流通，确保引种的可靠性，使红麻生产协调、稳定、

健康的发展，是麻作生产中巫待解决的重要问题，势在必行[[601

    对于红麻种质资源的研究，世界各国主要以植物学形态表现作为分类依据



[611。最早1911年Howard.A和GL.C.Howard曾根据叶型、茎色、叶柄色、熟型

和花瓣色等性状，将红麻划分为"Simplex ",‘FTridis", "Ruber", "Purpureus"和

"Y ulgarls "5个变种[621。印度、苏联也曾依据叶型、茎色、叶柄色、生育期将红

麻划分为5个或3个变种或类型[631。虽然评价指标和性状有一定变动，但这一评

价、鉴定及分类方法一直沿用至今[641
    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深入较多[651。美国红麻研究始于本世纪40年代，1943

年由于二战期间包装纤维原料的严重短缺，美国农业部和联合纤维共同体(CFC)

合作在古巴开展了一个红麻研究项目，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[6610  60年代又开展了红麻造纸利用研究，

80年代中期成立了红麻国际协会 〔Kenaf International )，主要进行红麻在美南部

地区的试种研究和综合开发利用。针对红麻生长快，生物产量高的特点，从500

多个草本植物中，筛选出红麻作为可替代木本植物的造纸原料，经过工厂试验，

足以证明红麻作为造纸原料具有潜在的优势。日本、澳大利亚在充分分析自身的

自然资源和21世纪的农业发展战略下，成立了专门的红麻造纸协会并立项研究。

日本红麻造纸协会属于日本环境厅，澳大利亚的红麻协会隶属于澳大利亚农业发

展中心。而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。

    过去，由于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[67,681。中国农业科学院麻类研究所根据叶型、茎色、

}E_育期将68份红麻种质资源分成23种形态类型[691。这对识别品种有一定的作用，

但对如何充分利用这些资源便于提供利用，并反映出不同资源的亲缘关系，尚不

够哩想。通过多年来的收集利用与评价，尤其是 1985年赴美首次搜集到野生资

源材料，大大丰富了我国红麻基因库1701至1987年我国已保存有红麻种质资源

(包括近缘种)600多份[[711，成为拥有红麻资源数量最多的国家，因此有可能和

必要对保存的红麻种质资源作较系统深入的研究。1991年邓丽卿等研究了450

份红麻栽培及野生资源的形态特征、生物学特性、主要经济性状、品质、抗性、

产量及一些遗传变异规律等，并依据果实种子、株型、花冠、叶型、花色的形态，

将红麻共分为16个形态类型，提出仅以品种形态类型或变种来分类，难以反映



材料间的亲缘关系。为此认为红麻种内应存在两个亚种，即大粒籽亚种和小粒籽

亚种，然后再分为16个品种类型1631，这为资源的利用提供科学依据及基础资料。

1993年李爱青等[721进一步从形态学和细胞遗传学角度证明了红麻亚种存在的可

能性。1992年粟建光等[[73]对67份红麻种质资源的生育特性、经济性状和纤维品

质进行了研究，鉴定出一批具有遗传研究和育种利用价值的特异种质资源，并对

种质资源进行了主成份分析和聚类分析，按欧氏距离值的大小，将其中有代表性

的35份种质资源聚类为2群、3类、6组。1994年邓丽卿等[74]对420份红麻种

质资源的农艺性状研究，鉴定出一批高产、抗病、优质及特异类型品种。上述分

类方法对品种的鉴定和归类虽有一定的指导意义，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

不足，又繁琐费时。

    红麻的细胞学研究始于80年代[751. Menze声61根据染色体同源性，将木模属

Furcaria组的种分成三类，第三类包含红麻共11个二倍体和四倍体种，一般为B

和A染色体组。我国也是80年代才开始取得进展。朱凤绥等[751曾对麻类作物的

染色体组型和Giemsa带型初步进行了系统的分析研究。此后，李爱青[771、黄培

坤[781也分别进行了红麻染色体组型或显带的研究探索。朱凤绥等179〕报道了麻类

作物 G带的研究，为了解我国丰富的麻类植物资源及它们之间的亲缘关系研究

提供了染色体的直接证据。邓丽卿等[801对红麻的细胞遗传学进行了研究，观察到

$1麻的染色体构型一般为18个二价体，全部配对，但也发现极少数为17个二价

体加2个单价体(即1711+2 1)或16个二价体加4个单价体(即1611+4 1)的，

没有观察到三价以上的染色体，因此，红麻是二倍体，染色体基数为 18，并选

用17份不同类型红麻品种进行核型分析，发现2种核型，即2n=36=32M+4SM

和2n=36=30M+6SM，且根据着丝点位置和随体大小发现野生种的染色体结构较

对称，具有较原始特性。李爱青曾发现品种间在染色体带型和随体等方面有差异

[77,811，并于1991年研究了7份不同来源红麻品种异染色质，结果表明:品种间

异染色质含量变幅为 16.1%-26.3%，品种内不同染色体间异染色质含量也有明

显差异。研究还发现，红麻染色体有两种类型异染色质。空气干燥时间对不同类

型异染色质的显现有很大影响[821。进而报道了17份红麻稀有材料的细胞学分类

[721，即以染色体核型分析为依据，对麻种鉴定具有一定指导意义。然而红麻染色



体数目多、形态小、染色体制片难度大，且在显微镜下染色体的形态很难区分得

很精确，加之相近种在染色体核型上并无明显区别，从而使常规麻种鉴定陷入困

境，无法得知所调种的真伪及纯度。曹德菊等(83,841报道将外源抗除草剂基因(bar)

导入红麻作为标记，对红麻转基因株进行检测，具有一定意义，但仅限于转基因

品种，对常规麻种检测不具有广谱性。

    近年来，随着分子生物学的发展及植物基因组研究的深入，分子标记技术己

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[85-911。程舟等[92]曾用RAPD

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。6个引物对14

份日本使用的红麻品种扩增出总共30条RAPD多态性条带。根据RAPD图谱模

式将红麻品种区分开来，区分范围从6份 (用OPA-20引物扩增)到 12份 (用

OPA-11引物扩增)的品种。用这30条多态性条带构建出的聚类分析树状图，将

这14份红麻品种聚成源于印度、中国、越南的三大类。在随后进行的用4个引

物对19份从美国引入的红麻种质资源的RAPD分析中，获得以35条多态性条

带为基础的RAPD图谱并构建了树状图。结果认为这19份材料的大部分源于El

Salvador种系。程舟等认为起源相近或亲本来源相同的红麻品种资源随着时间、

坏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。根据红麻的农艺性状等很难判定品种的来源，而 RAPD方法可区分鉴定

aRFI种以及明确品种资源间的亲缘关系。

6.本研究的依据、目的及意义

    植物遗传标记的应用促进了遗传育种学的发展。从形态学标记、细胞学标记、

生化标记向分子标记方向发展，经历了由现象到本质，由宏观到微观，由形态学

水平、染色体水平到DNA分子水平的发展过程。但由于形态学标记等易受环境

因素的影响，不能用来精确描述遗传标记。而细胞学标记和DNA分子标记与它

们相比具有:(1)标记基于自然变异;(2)不依赖于基因表达;(3)不依赖于基因互作:

(4)不受表型效应影响:(5)不受环境变化、生理因素、组织器官、发育阶段的影响

等特点。因此，它们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。同时，DNA分子标记也为生物多样性研究提供可

靠的证据。



    开展不同种质资源材料与现有品种间的系统进化研究，可以明确不同材料间

的亲缘关系，为品种鉴别和种质资源鉴定打下坚实基础，而采用便捷可靠的研究

方法则对种质资源进一步开发和利用具有重要作用。本研究通过现代分子生物学

技术结合细胞学分析方法，对目前使用的代表性11个红麻常规栽培种和3个野

生种的遗传差异进行 RAPD分子标记研究，探索栽培种与野生种的亲缘关系，

找出各常规栽培种的特异性DNA谱带，建立红麻常规栽培种的DNA指纹图谱

库，从而为分析红麻种子纯度，鉴别品种真伪，提供了一种快速、简便、可靠的

分子标记鉴定技术，从根本上改变国内无系统可靠的麻种鉴定方法的现状，防止

一早花早蕾假冒种的危害，保证了红麻增产农民增收，具有重要的理论意义与实践

意义。

    但 RAPD方法在实际应用中也表现出一些不足。所以，对于不同的生物体

不可能采取统一模式方法进行研究，应具体问题具体分析。本研究的创新之处就

在于首次将 RAPD分子标记技术同细胞学标记技术结合应用于红麻不同基因型

材料亲缘关系和种质鉴定的研究，填补了该研究领域的空白，使我国麻类种质资

源研究继续保持世界领先水平。



                材料与方法

、红麻的细胞学标记研究

1试验材料

1.1红麻材料

    选用来源于世界不同地区在中国较普遍栽种的不同生态类型及安徽省具代

表性的主栽品种11份和3份野生种 (表1)0

1. 2设备、仪器和试剂

1.2.1设备和仪器

    Olympus-CH显微镜、显微摄影系统(Olympus VANOX万能研究显微镜)、

人工气候箱、-40℃低温冰箱、放大机、显影罐、清洁载片、测微尺、镊子、吸

管、酒精灯等。

1.2.2试剂

    0.002mol/L 8-经基喳琳、0.075mo1/L KCI低渗液、2.5%混合酶液 (纤维素酶

与果胶酶各占2.5%)、甲醇:冰醋酸 (3: 1)固定液、20: 1的Giemsa染液 (用

p117.0 1/15mol/L磷酸缓冲溶液稀释)、D-19显影液、F-5定影液等。

2方法

2.1制片(参考F-BSG法[931稍加改进)

(1,材料培养:种子在25℃发芽，根长至I一1.5cm时进行前处理。

(2)前处理:切取分裂旺盛部分根尖，放在0.002 mol/L 8-轻基喳琳中处理1.5-2

    小时。

(3)前低渗:倒去8-轻基喳琳，冲洗2-3次，加入0.075 mol/L KCI低渗液或

    ddH20，在20 0C -25 0C处理约30分钟。

(4)去壁:倒去KCI溶液，加入2.5%混合酶液在250C-F处理2-5小时，间歇摇

    动，100条红_麻根尖 (只切取分生区)加入lml酶液为宜。

(5)后低渗:倒掉酶液，200C -250C蒸馏水冲洗2-3次，在蒸馏水中停留 10-

    30分钟进行后低渗。

(6制备细胞悬液:倒去蒸馏水，用镊子立即将根尖夹碎，制成细胞悬浮液。

(71固定:向细胞悬液中加入新配制的甲醇:冰醋酸 (3: 1)固定液约2-3m1.

(8)去沉淀:静止片刻，使大块组织沉淀，倒取上层细胞悬浮液，去掉沉淀物。









二、红麻的RAPD分子标记研究

1试验材料

1.1红麻材料

1.1.1红麻品种的选择

    选用来源于世界不同地区在中国较普遍栽种的不同生态类型及安徽省具代

表性的主栽品种1l份和3份野生种 (表1)0

1.1.2取材

    将红麻种子用清水泡一下，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。

1.2设备、仪器和试剂

1.2.1设备和仪器

    小型高速离心机 (TGL-16C), PCR扩增仪 (Hema4800), UV-1600紫外可

见分光光度仪、Hema凝胶自动成像系统、电泳仪和电泳槽 (北京六一仪器)一)。

    常温冰箱、-40℃低温冰箱、液氮罐、高压灭菌锅、超净工作台、恒温水浴

锅、手提式紫外检测仪、连续可调微量移液器及其他分子生物学常用设备。

1.2.2试剂

    十二烷基硫酸钠 ((SDS)，十六烷基三甲基嗅化钱 (CTAB)、聚乙烯毗咯烷

酮(PVP), 10bp随机引物、Taq酶、dNTPs, M9CIZ, PCR Buffer, Lambda DNA/

EcoR I +HindIIIMarker,3和矿物油等均购自加拿大 Sangon生物工程公司。

Tris-Cl, PCR Markers和RNaseA酶购自上海华美生物工程公司。其他试剂均为

国产分析纯产品。

2方法

2.1基因组DNA提取

2.1.1 SDS- I方法

(1)称取约。.7g种子放入研钵，加适量液氮研成粉末状。

(2)加入2.5一  3ml预热的SDS提取液(100mmol/L Tris-Cl pH8.0, 500mmol/L

  NaCl, 50mmol/LEDTApH8.0, 1.5%SDS+少许卜琉基乙醇1.119/ml),磨匀，

    倒入7m1离心管中。

(3) 65℃水浴30min，每隔5~  l0min用牙签轻搅几下。



(4)加\2.5ml

  离心5mino

(5)移取上清，

氯仿:异戊醇(24: 1)，彻底混匀，室温静置5~  10min, 6000rpm

加等体积氯仿:异戊醇:乙醇 (25: 24: 1),混匀，室温静置5

  1Omin, 6000rpm离心5mino

(6)可重复第五步一次。

(7)移取上清，加等体积异丙醇 (一加℃预冷)，上下缓慢颠倒混匀十几次，放入

    -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。

(。)加1.5 v I RNaseA,混匀后370C水浴30min o·

(I。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。

(I D 6000rpm离心5min，弃上清，尽量去尽。

(lZ)用4ml70%乙醇漂洗，静置10min o

(13) 6000rpm离心5min，彻底去上清，加适量TE，放4℃冰箱备用。并取部分样

    品用紫外分光光度仪检测所得DNA的质量。

2.1.2 SDS-11方法[1001

(ll称取约0.7g种子放入研钵，加适量液氮研成粉末状。

(2)加\2.5-3ml预热的SDS提取液II (300m1中含18.6g葡萄糖、6.OgPVP,

  240 a 113一琉基乙醇I.llg/ml),磨匀，倒入7ml离心管中。9000 rpm离心l 0min,

(3)去上清，沉淀加5mlSDS提取液I(100mmol/L Tris-Cl pH8.0, 500mmol/L

    NaCl, 20mmol/L EDTA pH8.0, 1.5%SDS )，用牙签缓慢搅匀，65℃水浴45min,

    每隔5-10min用牙签轻搅几下。

(4)加八等体积酚:氯仿:异戊醇 (25: 24: 1)，彻底混匀，室温静置5~  l0min,

  5000rpm离心5mine

(5)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-

    10min, 5000rpm离心5min。其他步骤同SDS- I方法。

2.1.3CTAB-1方法〔1011

    约 0.7g种子液氮下研磨成粉末，加入 65℃预热过的 CTAB抽提液



(100mmol/L Tris-Cl pH8.0, 1.4mol/L NaCl, 20mmol/L EDTA pH8.0. 2%CTAB )

约2.5ml于65℃保温30min，缓慢颠倒混匀数次，冷却至室温后加入等体积氯仿:

异戊醇(24: 1),混匀，室温静置5-10min, 10000rpm离心5min.取上清加

1/10体积1Oml/100ml CTAB液 (1Oml/l00m1CTAB, 0.7 mol/LNaCI), Ilk匀，再

用氯仿:异戊醇 (24: 1)抽提一次。取上清加入等体积 CTAB沉淀缓冲液

(10ml/lOOml CTAB, 50mmol/L Tris-C1 pH8.0, 1Ommol/L EDTA pH8.0)，放入一20

℃冰箱中至少30min以上。5000 rpm离心IOmin, 70%乙醇、无水乙醇各洗涤一

次沉淀物以除盐，溶于高盐TE缓冲液(l Ommol/L Tris-Cl pH8.0, l.Omol/L NaCl,

1 mmol/L EDTA pH8.0)中。其他步骤同SDS- I方法。

2.1.4 CTAB-11方法[1021

    约 。.7g种子液氮下研磨成粉末，加入 65℃预热过的 CTAB抽提液

  (100mmol/L Tris-Cl pH8.0, 1.4mol/LNaCl, 20mmol/L EDTApH8.0, 2%CTAB)

约2.5ml于65℃保温30min，缓慢颠倒混匀数次，冷却至室温后加入等体积3mol/L

KAc pH7.2, 10000rpm离心5min，取上清，加等体积氯仿:异戊醇(24: 1),

混匀，室温静置5一10min, 10000rpm离心5min。可重复一次，取上清加2/3体

积预冷异丙醇，放入一20℃冰箱中至少30min以上。5000 rpm离心1Omin, 70%

乙醇、无水乙醇各洗涤一次沉淀物以除盐，溶于TE中。其他步骤同CTAB一工力-

法。

2.1.5高盐低pH法[103,1041

    提取液 (100mmol/L NaAc, 50mmol/L EDTA, 500mmol/L NaCl, 2%PVP,

1.4%SDS, pH5.5)，其他步骤同CTAB- II方法。

2.1.6氯仿一异戊醇一核糖核酸酶法11031

    提取液 (0.045mol/L柠檬酸钠、O.Imol/LEDTA, 0.45mol/LNaCl, 1%SDS,

pH7.0 )，其他步骤同CTAB-1I方法。

2.1.7高pH,

    提取液

Na2C03-SDS

( 189mmol/L

法[1051

Na2C03, 50mmol/L EDTA, lmol几 NaCl,  1%Vc,

1.5%SDS, pH8.8)，其他步骤同CTAB-11方法。

    此外，本试验还进行了用

的比较研究。

SDS- I方法分别对种子、幼叶、根、茎提取DNA



2. 2红麻RAPD反应参数的设计

2.2.1模板浓度

    1ZAPD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

RAPI)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。

2.2.2 dNTPs浓度

    本试验在50 u mol/L-350 u mol/L之间设置了7个dNTPs浓度梯度，分别

为50 u mol几、100 P mol/L, 150“mol/L, 200 u mol几、250 a mol几、300 u mol几、

350 a 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。

2.2.3 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, IU, 1.25U, 1.5U, 1.75U，选出合适的Taq酶用量。

2.2.4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。2u

mol/L. 0.4 u mol/L, 0.6 u mol/L, 0.8 u mol/L, 1.0 u mol/L, 1.2 P mol/L, 1.4 u

mol/L，确定合适的引物浓度。

2.2.5 MgCI,浓度

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

别为0.5mmol/L, 1.Ommol/L, 1.5mmol/L, 2.Ommol/L, 2.5mmol/L, 3.Ommol/L,

3.5mmol/L。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。

2. 3红麻反应程序的设计

    本研究以Williams等[[31]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、7z0c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。

2. 4红麻品种遗传多样性的RAPD分析

2.4.1 PCR扩增

    每2511 1反应体系含:1 X buffer, 2.Ommol/L M9C12, 200 u mol/LdNTPs, 0.6

u mol/L随机引物，30ng的基因组DNA, 0.75U 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:940C变性30sec, 38℃退火45sec, 72℃延伸 1min30sec。结束循环后72 0C终

延伸7min o

2.4.2 PCR产物的电泳检测

    取10111扩增产物加lvllx加样缓冲液于1.5%琼脂糖凝胶(含0.511 g/ml

EB). 1 X TAE缓冲液中，100V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

增反应实验重复三次，选择稳定性较好、重复性较高的图片进行扩增产物的分析。

2.4.3扩增产物的分析

    统计99个引物对 14个样品的扩增情况，在电泳图谱上同一RAPD位点上

有电泳条带记为1，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:单个引物对 14个品种所有带型完全一致，记为无多态性，

红果14个品种至少在一个片段上有差异，则记为多态性[1061。多态性频率=多态

性品种对数/总品种对数。

    (2)遗传分类:按 Neil 107]的方法计算品种IfHJ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

SAS软件，采用系统聚类法中的Average Linkage Cluster Analysis对GD进行遗

传分类，构建树系图[108)



                    结果与分析

一、红麻的细胞学标记研究

    用来源于不同地区的红麻品种进行细胞学研究表明 (核型照片见附图 1-

14):

1.红麻的染色体数目

    经细胞学观察结果表明，供试的红麻各类型品种染色体数目均为2n=36a

2.红麻的染色体形态

    供试的红麻不同类型品种染色体的长臂、短臂、总长、相对长度、臂比、着

丝粒位置见附表1̂-14。各品种的核型基本相似，染色体全部是中部着丝粒或亚

中部着丝粒，无端部着丝粒及亚端部着丝粒，相对长度变幅在9.82%̂ '3.48%,

绝对长度变幅在1.851 m̂ -7.00 u m，为中、小染色体，但也存在一些差异(表3)0

从表3中可见这14个红麻品种存在9种核型公式，根据核型中染色体的长度比

和臂比两项主要特征区分核型的不对称与对称程度，将它们分为3种核型即IA,

1B, 2B。红麻染色体大多数由M染色体组成，为基本对称组型口核型不对称系

数在53.5%̂ 58.6%之间，核型较为对称。

3.红麻染色体的随体

    研究结果发现，红麻染色体有的品种 (MX 247、泰红763)无随体，有的品

种 (元江红麻、阿联、勋海紫茎、古巴8号、红弓}135, NA414、塔什干、青皮

3号)有 1对随体，有的品种 (UG 93、早熟红麻、7804,福红991)有2对随

体;随体大小又可分为普通型随体(呈小圆球形)、较大型随体(直径近似染色体

短臂直径，长度比短臂略短)和特大型随体(直径等于或略大于染色体短臂直径，

长度比短臂长)3种类型 〔表4)，这样根据随体的有无、多少和大小形态的细胞

学特征就可将红麻不同基因型材料加以区分。

4红麻染色体的核型模式图

    供试的14个红麻品种的核型模式图见附图15-28。核型模式图尽管不象核

型那样真实、具体，但它却消除了由于分裂时期的不完全一致带来的细胞之间染

色体收缩程度上的差异和制片等因素造成的染色体扭曲、拉长等误差，因而更准

确、更真实地反映了核型。



                    表3 14个红麻品种的核型比较

Table 3. Differences in karyotypes of fourteen Hibiscus cannabinus L.'s cultivars

品 种
核型不对称系数

    (A.5.K%)
N下.值 核 型 公 式

B

B

A

B

日

A

B

日

B

B

A

B

B

B

]

1

1

1

勺
︸

1

气
‘

1

2

1

1

1

1

，
1

72

72

72

72

72

72

花

72

72

72

72

72

72

72

阿联红麻

动海紫茎

  7804

  塔什干

泰红763

元江红麻

青皮3号

MX 247

  NA414

红引135

福红991

早熟红麻

  UG 93

古巴8号

58石

53.8

55.9

54.8

58.5

55.2

56.9

57.6

55.8

56.4

53.5

56.6

56.3

56.9

2n=36=32M+2SM+2M(SAT)

    2n=36=34M+2M(SA'I)

2n=36=28M+4SM+4M(SAT)

2n=36=32M+2SM+2M(SAT)

      2n=36=30M+6SM

2n=36=32M+2SM+2M(SA'I)

2n=36=28M+6SM+2SM(SAT)

          2n=36=36M

2n=36=32M+2SM+2SM(SAT)

    2n=36=34M+2M(SA"I)

    2n=36=32M+4M(SAT)

2n=36=30M+2SM+4M(SA"I)

2n=36=30M+2SM+4M(SA')

2n=36=32M+2SM+2M(SA )

                表4 12个红麻品种随体型的差异
Table 4. Differences in satellites of twelve Hibiscus cannabhrus L. 's cultivars

随体刑 品种 随体大小范围(长X宽)um

特大型

较人型

'tc:n通1f9

  阿联

  NA 414

元汀红麻

  7804

  UG 93

it)]海紫竿

红引 135

福红991

青皮3号

塔什干

早熟红麻

古巴8号

2.50 X 2.00

2.45 X 1.50

1.82X 1.20

1.19X 1.40

0.95 X 0.85

0.65 X 0.55

0.85又0.80

0.88 X 0.80

0.90 X 0.65

0.95 X 0.90

1.00 X 0.85

0.90 X 0.65
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二、红麻的RAP。分子标记研究

1.红麻基因组DNA提纯方法研究

    本试验针对红麻种子中多糖成分及果胶含量高，DNA提取难度大的特点，

采取了7种不同的方法提取红麻种子基因组DNA，探讨了各种方法的提取效果，

并将最适宜的方法分别运用于提取红麻种子、根、茎、叶的DNA,通过比较筛

选出适用于RAPD扩增的红麻种子基因组DNA提取方法。

1. 1紫外检测

    取201u I DNA提取液，加入3ml dd H2O，即将其稀释150倍于UV-1600紫

外可见分光光度计上测定波长260nm, 280m 处的吸光度。根据A26o/A28。值判

Ofr DNA钟度，A2gn佰计算DNA浓度 (表5、表6、表7)e

            表5不同提取法所得福红992种子DNA的紫外分析结果

Table .'+. The result of UV analysis by different extracted method in DNA of Fuhong 992'seeds

提取方法 A26     DNA浓度(P g/ml)

      SDS- I方法

      SDS- II方法

      CfAB-1方法

      CTAB-11方法

      高盐低pH法
氯仿一异戊醇一核糖核酸酶法

  高pH, Na,C03-SDS法

A260

0.268

0.145

0.070

0.055

0.118

0.171

0.093

A280

0.147

0.093

0.033

0.022

0.075

0.120

0.040

1.56

2.12

2.50

1.57

1.43

233

2010刀

1087.5

525.0

412.5

885刀

1282.5

697.5

表6SDS-I方法分别对福红992的种子、幼叶、根、

            Table 6. The result of UV analysis by SDS-

苹提取DNA的紫外分析结果

I method in DNA of

Fuhong 992' seeds, leaves, roots and stalks respectively

不同部位 A260

0.268

0.110

0.044

0.008

A26o/A2so DNA浓度 (11 g/ml )
种子

幼叶

Also

0.147

0.063

0.030

0.004

1.82

1.75

1.47

2.00

根

蒸
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讨 论

一、红麻的细胞学标记研究

1.核型分析

    染色体核型(Karyotype )，也称为染色体组型。它表示一个个体或一个物种

细胞中核内的染色体组成。核型分析(Karyotype Analysis)或组型分析，主要是研

究体细胞染色体的形态特点。因此，一般以体细胞有丝分裂中期的染色体形态为

分析材料进行研究。但近些年来，因体细胞有丝分裂前中期或晚前期时的染色体

有许多有价值的形态指标，如染色体较长、随体易清晰可见等，特别是对有较小

且较多染色体的物种来说，此时个性明显，也是识别染色体形态的适宜时期。但

不论是用有丝分裂中期的染色体，还是前中期或晚前期的染色体，染色体都必须
分散、完整，然后用显微测量或显微摄影方法，在放大照片上对单个染色体逐一

进行测量，根据染色体的长度及其他形态特征，依次排列、编号，通过对放大后

的染色体照片的剪贴、配对和染色体相对长度、臂比的测量及着丝粒位置的确定

等，可以阐明生物染色体组的构成，鉴别出各条染色体的形态特点，为种质资源

鉴定提供细胞学证据。

    目前对红麻的染色体数目都有较为一致的结果，但在染色体组型方面还或多

或少存在争议，如染色体的排列次序，随体染色体的数目以及大小等。如本试验

的结果就表明，红麻有的品种无随体，有的品种有1对随体，有的品种有2对随

体，而这与以前报道的红麻只有一对随体[[7s]和有两对随体[771皆不同，且本试验

所得到的红麻核型公式也与以往报道的不尽相同。笔者分析可能是因为其中一对

随体较小易于染色体紧密粘连所致。尤其制片过程中常见情况是随体不甚明显或

随体离携带它的染色体太远。所以，本试验其他几种未看到SAT染色体，是山

于技术上的原因致使随体未能显现，还是这些植物没有随体，有待进一步研究观

察。但是从核型照片可见有的随体染色深，有的随体不染色，显示了植物染色体

上随体的某些结构的特定差异。

    为此，对多随体物种的研究，单靠组型分析确定随体数目有时很困难，还需

要结合染色体分带才能正确反映出随体数目。本试验由于时间的限制，未继续对

红麻染色体进行带型分析，否则可通过带纹对红麻的染色体进行更准确的分析，

从而制订出更公认的标准核型模式图。



2.核型分析与物种亲缘关系的探讨

    自上世纪七十年代染色体分带技术应用到植物上以来，各国学者采用分带法

并结合染色体核型分析，研究属、种及亚种间的染色体结构差异，探讨物种的亲

缘关系，以及核型与表型的联系等【川一”7]，取得了一定进展。但对于种内品种间

的细胞学研究则开展的较少。

    红麻是一种重要的韧皮纤维作物，在世界分布很广。由于不同生态条件的长

期影响，形成了很多不同类型品种。所以，探讨红麻不同基因型品种间的细胞学

异同及其与外部形态特征的关系，了解它们之间的亲缘关系，为育种和引种提供

科学的染色体证据是有实际意义的。

    依据Stebbins[961的核型分类法，在植物界核型进化的基本趋势，是由对称向

不对称发展的，系统演化上处于比较古老或原始的植物，大多具有较对称的核型，

而不对称的核型则常见于衍生的或进化较高级的植物中。但是，在具体应用这一

学说时，应取慎重的态度。因为生物的进化策略是多样化的。现已知某些科、属

内，核型的进化表现为由不对称到对称，或者两个相反的过程均存在!1181。本实

验研究结果就表明野生型品种的核型并不是较对称的，例如，MX 247的核型类

别为IB型;NA 414的核型类别为2B型;UG 93的核型类别为IB型;而栽培

型7804、元江红麻、福红991的核型类别却皆为非常对称的IA型。应用红麻细

胞学标记技术，从核型分类来分析红麻不同品种1fF,J染色体结构上的差异，确定其

亲缘关系远近，为红麻遗传育种亲本选配等方面提供一定的参考依据。

二、红麻的RAPD分子标记研究

1.关于红麻种子基因组DNA提纯

    近年来，有关基因组DNA的提取方法己有许多文献报道[119-1211。大多数学

者以新鲜叶片或发芽幼苗作为提取DNA的组织，但是在进行品种鉴定和纯度分

析时，用新鲜叶片或幼苗提取 DNA，比较费时麻烦。为了缩短时间，减少工作

量，用种子提取DNA较为合适。McDonald等，221从玉米、棉花、大豆、小麦和

三叶草的干种子中提取 DNA，利用 RAPID技术成功扩增了 DNA片段;

Chunwongse[ 123]用水稻半粒种子(胚乳)提取的DNA进行PCR扩增;Yoshihashi

等[1241用一个磨碎的谷粒作为样品，对水稻品种进行RAPID分析。Edwards等[1231

报道了一种简单快速的抽提方法，以干种子胚乳和少量叶段为材料，获得了可成



功进行PCR反应的DNA样品，所得样品可在4℃贮存一年以上。国内学者从种

子中提取出基因组DNA用于RAPD分析也有许多成功的报道[126-130[。这些都表

明用种子提取DNA，进行RAPD分析是可行的。

    红麻DNA的提取与纯化最早是李世民等[131]用简便易行的相分配法，结合酶

解，分子筛凝胶层析等方法，得到纯度较高的红麻胚芽 DNA。曹德菊等在多种

基因组提取方法的基础上，针对红麻基因组提取中的难点即富含酚类、菇类、单

宁、果胶等物质，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Na2C03存在可加速果胶碱解，分离果胶等杂质，获得

了高纯度基因组DNA。但这种方法似乎较适用于叶片，而对于红麻种子DNA的

提取不太适宜。红麻中富含酚类等次生代谢物质，提取红麻中的DNA比提取一

般农作物中的DNA更难。试验表明，所用供试材料对DNA提取效率和质量影

响较大，选择适宜的材料十分重要。由于红麻叶片中含有大量的单宁、多糖类及

色素物质，这些物质易与DNA结合成复合物，形成粘稠的胶状物，既难溶解，

又易抑制Taq酶活性，从而影响PCR，所以探索一种快速、简便、实用性，能够

用于RAPD分析的红麻种子DNA提取新方法非常必要。

    植物的种子中富含蛋白质、脂肪和糖类等贮藏物质，有些还含有丰富的酚类

物质及酚氧化酶，在提取种子DNA时很难将这些干扰物质完全去除。所以，在

使用本试验建立的利用红麻种子提取基因组DNA方法时应注意以下几点:实验

室应该尽量用液氮迅速研磨种子，然后加入预热的提取液，以便及时钝化DNase

酶活性，这点非常重要，否则材料容易变褐;提取液中加入适量D一琉基乙醇，

因其具有抗氧化作用，有效地控制了酚类化合物褐变，所得的DNA为白色絮状

物，易溶解;在提取DNA的过程中，所有的操作均需动作轻柔，避免剧烈振动，

以免DNA断裂降解;采用氯仿一异戊醇代替酚抽提，由于氯仿一异戊醇易溶于异

丙醇，并易于挥发，由此克服了由于酚等的残留带来的交叉污染。总之，直接利

用红麻种子提取DNA具有简捷、省时、检测效率高、费用低等特点。该方法可

以为作物直接利用种子提取DNA进行RAPD分析及种子纯度检验提供参考。

2关于RAPD反应参数的优化

    RAPD分析虽然具有快速、简便、灵敏度高等优点，但由于试验目的不同，



扩增的适宜条件差异很大，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。

    RAPD-PCR同常规的特异PCR相比有所不同，后者在加大模板浓度时，只

会获得更大的扩增量，而不会扩增更多的位点，产生非特异带。RAPD反应容易

受条件变化的影响，所以必须强调结果的可重复性，保证在选定的模板浓度范围

内，不发生多带或少带的现象。此外，这种变化在不同的物种中有所不同。在本

实验中，模板浓度的适宜范围较宽，以15ng-45ng反应为佳。

    适宜的dNTPs浓度可根据扩增片段的长度和碱基组成通过实验确定。dN丁Ps

浓度过低，影响扩增强度，而过高的dNTPs浓度也不利于DNA的扩增，这可能

由于高浓度的dNTPs抑制了Taq酶活性所致。在PCR热循环过程中，50次循环

以后大约质量分数50%应为dNTPs，反应中每秒dNTPs的终浓度为20-200 u

mol/L，此时产物量、特异性、忠实性较好(1321

    Taq酶在PCR中的用量受到反应体积、酶的活性、酶的耐热性等因素的制约。

在条件合适时，每100111体系中一般使用1-2.5U Taq酶(133,1341。由于不同产地、

不同生产批次的Taq酶在活性上经常有所不同，因此，有必要对每一批Taq酶进

行最佳使用浓度的试验，从而避免由于酶活性的变化造成人为的假象。本实验使

用Sangon生物工程的同一批次Taq酶，浓度保持在0.75U/25川。

    在 RAPD分析中，引物的种类和浓度对扩增有很大影响，引物与模板的比

例也关系到实验的重复性。本实验通过梯度分析的结果表明合适的引物浓度为

0.61, mol几。

    MgC12浓度对引物的退火温度、模板及PCR产物的解链温度、Taq酶活性、

产物的特异性等都有影响，尤其是Taq酶发挥其聚合酶活性所必须的一个重要因

素。对于不同的Taq酶所需的MgC12浓度一般不同。本实验分析结果表明，

2.0mmol/L的Mgcl:浓度是比较适宜的。
    一般的变性温度范围在92'C-95'C。在RAPD中，通常使用94℃为变性温

度。由于高温变性时间过久会造成Taq酶活力降低，所以本实验比较了94℃变

性30sec和I min的结果，表明扩增效果基本相同。为了节省时间，实验采用94

℃变性30seca



    在RAPD分析中，扩增反应的引物为10个碱基对，G+C含量在60%̂ '70%e

退火温度因与它们有关，所以比常规PCR的退火温度低，一般在36̀C-39℃之

间。本实验设置了相应变化的退火温度和退火时间，认为38℃退火45sec最为合

适。

    RAPD研究中的延伸温度采用 72 0C。延伸时间影响扩增片段长度，本实验

比较了lmin30sec和2min的延伸结果，可以看出所扩增的带型差异不大，从节

省时间的角度出发，决定采用延伸时间为1 min30sec a

    一般认为在PCR反应中，只要Taq酶有活力，产物就会以2n积累。实际上，

当产物和反应物达到一定平衡后，产物基本上不再增加，所以选择合适的循环数

不仅司扩增出较好的结果，也可以节省时间。本实验通过比较认为40个循环数

较为理想。

    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，如改

变研究的物种、更换药品及仪器、反应参数及条件的变化等。所以为了保证实验

的准确性和可重复性，除了必要的重复实验外，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。

3.关于红麻品种遗传差异的RAPD分析

3.1不同红麻品种遗传差异的检测

    本试验中选择了11个红麻栽培品种和3个野生品种，所取的红麻栽培品种

虽然在数量上不多，但从来源上来看，它们很多是引自或起源于我国红麻栽培区，

在遗传上具有了一定的代表性。而红麻野生品种的分析对栽培品种的分析起到一

定参照价值。己有的研究表明，栽培品种与野生品种有复杂的遗传背景，品种之

间差异较大。但另一方面，RAPD标记的聚类分析结果表明，试验所研究的红麻

品种间的相似系数大多数在78%以上，最高达95.4%，从这些数据可以看出，在

DNA水平上，红麻的遗传多样性并不象形态学所体现的那样丰富。理论上，要

提高一个物种群体的遗传多样性程度，不外乎通过两个途径，一是随着物种进化

发生新的基因突变;二是通过有性过程同其它物种进行杂交获得新基因，而后者

在提高一个物种遗传多样性方面起到的作用更大。

    不同红麻品种进行 RAPD分析，必须使用一定数量的引物，目前绝大多数

研究至少用13个弓{物【1351。为使分析结果更加客观，本试验共使用了1”个随机



引物，从中筛选清晰的、重复性好的99个引物，共扩增出347条多态带，反映

了不同品种间存在着遗传差异。在遗传差异为0.055处，14个品种聚成7类，其

中 14个引物产生的14条RAPD特异带，可以作为一组DNA指纹将这 14个品

种从分子水平上区分开来。所以，99个引物检测出的信息量是相当丰富的。

3. 2 R人PD在红麻品种亲缘关系分析及遗传多样性中应用的可行性

    传统的亲缘关系研究大多采用系谱、地理分布，形态及生化分析来进行，这

些分析虽然对植物亲缘关系的研究起了很大的作用，但也有一定的局限性，由于

RAPD技术的日趋成熟和完善，运用它进行物种亲缘关系及遗传进化分析的学者

越来越多。利用 RAPD技术进行遗传多样性和物种起源演化的研究，方法简便

快速。通常 RAPD反应中产生的一条带代表基因组的一个位点，可作为一个标

记。本研究中99个引物共产生766条扩增带。这就意味着对红麻基因组中的766

个位点进行了检测，这种效率是同工酶、RFLP等其它方法所无法比拟的，尤其

适用于象红麻这样遗传上较为保守，且对其基因组的基础研究又较为薄弱的物

种。本试验表明红麻 14个品种有45.3%表现出丰富的多态性，这一丰富的遗传

多样性资源，可为红麻品种选育和改良提供丰富的育种材料。本研究聚类分析结

果与地理分布基本吻合，证实了RAPD技术用于种类品种间遗传变异性分析的

可行性。

3. 3 RAPD在红麻种质分子鉴定中应用的可行性

    以往种子纯度鉴定主要利用传统形态学方法、同工酶电泳、种子蛋白电泳等

方法。现在种子蛋白电泳和同工酶电泳已广泛用于种子纯度检测和品种鉴定，但

由于蛋白质水平上的差异较小，而且能被检测的种类有限，因此具有一定的局限

性，而同工酶电泳常需要几种同工酶同时使用才能获得可靠的结果。选用RAPD

作为品种和种子纯度检测手段，具有其独特的优越性。首先因为它检测的是基因

的碱基组成而不是基因产物，它不受环境条件与发育状况等的影响，具有更高的

分辨力和可靠性。其次，随机引物数量大，完全可以区分所有的自交系和杂交种。

此外，随着一些性状的分子标记的建立，RAPD分析还可以辅助进行杂种后代的

早代筛选，加速育种进程。总之，该技术的建立为红麻育种及种子检验提供了一

种新的可靠的鉴定手段。

3. 4 RAPD标记的稳定性



    RAPD分析程序简单，周期短;所需DNA量极少且质量要求不苛刻，设备

简单，它使研究者快速高效地获取涉及许多个体或基因型的许多位点的DNA序

列多态性资料。另外，由于它不受种属特异性和基因组结构限制，一套引物可适

于任何物种，包括那些无任何分子生物学研究基础的物种，因而该技术己应用于

生物学研究的各个领域，在许多方面得到了广泛的应用。但也有其不足，一个突

出问题就是稳定性差。有人认为 RAPD重复性不好是由于单链引物随机结合在

众多反向重复序列上，因而每次得到的实验结果不可能一致，与假阳性反应较多

有关 PCR反应中的变性、退火、延伸的温度和时间，以及反应过程循环数、

热循环反应条件，反应体系中的多种试剂来源、引物浓度、Mgcl:浓度、DNA

模板浓度、Taq酶批次等诸多因素都会对其结果产生影响。所以，在操作过程中

严格控制实验条件 (包括仪器、试剂型号、试剂来源、反应程序等)，保证其一

致性，是可以得到可靠重复结果的。就本研究而言，在保证实验优化条件的一致

J性情况下，实验进行3次重复，重复性较好，且试验中以重蒸水作对照，所以结

果是可靠的。

三、红麻细胞学标记和RAPD分子标记的综合分析

    我国收集有丰富的红麻种质资源，利用 RAPD分子标记技术和核型分析技

术相结合可以更好地了解红麻种质资源的特点，为红麻选种、引种、遗传育种、

系统地进行种质鉴定，探讨红麻不同基因型材料的亲缘关系和进行分子标记研

究，建立红麻种质DNA指纹图谱库提供科学依据。

    不同红麻品种间虽然同源成分很高，但染色体组总是存在一定的差异，因而

用细胞学标记和 RAPD技术能在染色体水平和 DNA分子水平上检测出其多态

性，从而可用于分析品种间的遗传关系、鉴定品种纯度和区分真假杂交种等。本

试验表明不同品种的核型差异、随体大小及形态的差异与 RAPD分析结果基本

是一致的。如RAPD分析结果显示阿联和动海紫茎归类于第一类群的第一组，

而这与细胞学分析得出的它们都具有一对较大随体结果一致。又如通过 RAPD

分析表明NA 414与红引135同属于第二类群，这与细胞学分析得出的它们都具

有一对较小随体结果一致，且NA 414与红引135在生育类型、叶型、茎色、叶

柄色等方面相同，说明RAPD分析与细胞学研究和品种农艺性状表现大体是一

致的，RAPD分析和细胞学研究结合能更好地反映出品种的内在遗传差异。



    植物形态上的差异，如果是遗传差异上的表现，可以通过RAPD-PCR技术

高效地检测出来。如在引物S17:扩增时MX 247和UG 93两品种在1210bp处产

生特征性条带 (图 5)，而其他品种无此条带，可利用此条带作为这两品种的特

征带将其鉴定出来。MX 247和UG 93有独特的形态特征，即都是小籽粒种子。

相信如果试验继续深入研究，或许可以将小籽粒种子的特性与特异的谱带联系起

来。又如塔什干、元江红麻和早熟红麻的DNA模板在引物S179的扩增下于1150bp

处产生特异性条带 (图42)，结合它们的农艺性状，发现它们都是早熟表现，所

以设想早熟性状是否可以与此特异性谱带有关系呢?同样，相信随着试验的继续

进行是可以得到解释的。由此可见，形态和生理特性的差异在分子水平上也能充

分体现出来。品种特有的遗传标记已作为重要的分子性状用于作物的品种鉴定。

红麻某个品种特有的遗传标记一旦被检出，即可将这个品种的RAPD分子标记

转化为另一种新型的分子标记SCARS (Sequence Characterized Amplified Region)

[136 )o SCARS标记为共显性标记，可以区分纯合子和杂合子，起到对RAPD的补

充作用。

    红麻基因组DNA遗传多样性与其植物学性状的多样性是紧密联系的，RAPD

分析不仅证明了传统形态学分类框架的正确性，而且对传统的形态学分类加以补

充。由于蛋白质的表达受人工选择和栽培措施等外界环境的影响，其表达程度在

不同物种、不同栽培条件下有所不同。因此，根据主要形态性状作出的分类，有

时会掩盖品种间的遗传差异。这种差异在DNA水平上可能较大，而在农艺性状

上的表现却不明显。所以，本试验采用 RAPD分子标记与细胞学标记方法尽可

能地揭示出品种的内在遗传差异，且分子与细胞对照，尽量避免了PCR的假阳

性。RAPD分析可以避免人的主观性及外界环境的矫饰作用，揭示更为客观细微

的遗传信息。理论上，采用引物越多，揭示的信息量越丰富，分类结果越详尽可

靠。本试验采用99个引物完全能揭示红麻品种间的遗传差异，至于找到RAPD

分子标记特征带与核型及品种性状的对应关系，特征带之间的相关性、同源性等

问题，有待于今后更深入的研究。



结 论

    1.本试验采用了稍加改进的F-BSG法制片，对根尖细胞染色体进行细胞学标

记。核型分析结果表明14个品种的核型均为基本对称核型，但在染色体随体大

小、数目等方面存在一些明显差异。所以，本试验的红麻细胞学研究可以作为一

种细胞学标记用于红麻不同基因型亲缘关系及种质鉴定的分析。

    2.为了缩短时间，减少工作量，本试验探索出一种经济、快速、简便、能够

用于RAPD分析的红麻种子基因组DNA提取新方法。针对红麻种子中富含蛋白

质、脂肪和糖类等贮藏物质，可能还含有丰富的酚类物质及酚氧化酶等，在提取

液中加入适量0-琉基乙醇，有效地防止氧化褐变，排除杂质的干扰。另外，采

用氯仿一异戊醇代替酚抽提，避免了酚难去除带来的交叉污染等，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。

    3.对红麻RAPD反应参数的设计，通过实验优化建立了合适的RAPD反应体

系。在25 u1反应体系中含有:1 X buffer, 2.Ommol/LMgCI2, 200 u mol/L dNTPs,

0.6 u mol/L随机引物，30ng的基因组DNA, 0.75U 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, 720C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，结果重现性较好，为红麻分子生物学研究

提供参考依据。

    "1.本研究中使用150个随机引物，从中筛选出了重复性好、有丰富多态性的

99个引物，共产生766条带，其中多态性带347条，占45.3%，反映不同红麻品

种间存在遗传差异。应用SAS软件，采用系统聚类法中的Average Linkage Cluster

Analysis对GD进行遗传分类，构建树系图，将14个红麻品种聚成七类，从聚

类结果中还可以看出，it海紫茎和元江红麻虽然原产地都是在云南，但两者的遗

传差异较大，元江红麻是早熟特性，而勋海紫茎是迟熟特性;NA 414尽管是野

生种，但它同红引135的遗传差异为0.07，亲缘关系比较近，它们在表型上也表

现出一定的一致性。说明用 RAPD方法对红麻进行分类和亲缘关系研究是有效

的。

    5.RAPD分析能检测出大量变异，通过比较各品种间的特异带或特征带的差



异，司t进行品种的鉴别和纯度鉴定。利用 14个引物扩增获得的14条RAPD特

征带，作为一组DNA指纹图谱可以区分所有供试的14个红麻品种。其中，MX

247, UG93, NA 414、塔什干、古巴8号五个品种分别在引物S1531  5180, 5184"

S2, S186扩增时产生5153-320bp, S180-1543bp, S184-1100bp, S2-1100bp, 5186-980bp

特征性条带，利用这些特征带可进行红麻品种的早期鉴定。

    6.本试验研究表明不同品种的核型、随体大小及形态的差异与RAPD分析结

果是基本一致的。如 RAPD分析结果显示阿联和勋海紫茎归类于第一类群的第

一组，而这与细胞学分析得出的它们都具有一对较大随体结果一致。又如通过

RAPD分析表明NA 414与红引135同属于第二类群，这与细胞学分析得出的它

们都具有一对较小随体结果一致，且NA 414与红引135在生育类型、叶型、茎

色、叶柄色等方面相同，说明 RAPD分析与细胞学研究和品种农艺性状表现大

体是一致的，RAPD分析和细胞学研究结合更能在一定程度上反映出品种的内在

遗传差异。
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附图 I.红麻 (阿联)染色体的核型

Supplemental pattern l. Chromosomal

karyotype ofAlian Kenaf

附图2.红麻 (动海紫茎)染色体的核型

Supplemental pattern 2. Chromosomal

karyotype of Menghaizijing Kenaf
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附图3.红麻 (7804)染色体的核型

Supplemental pattern 3. Chromosomal

karyotype of 7804 Kenaf

附图4.红麻 (塔什干)染色体的核型

Supplemental pattern 4. Chromosomal

karyotype of Tashengan Kena
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Supplemental pattern 5. Chromosomal

karyotype of Taihong763 Kenaf

附图6红麻(元江红麻)染色体的核型

Supplemental pattern 6. Chromosomal

karyotype of Yuanjiang Kenaf
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附图7红麻 (青皮3号)染色体的核型

Supplemental pattern 7. Chromosomal

karyotype of Qingpisanhao Kenaf

附图8.红麻 (MX 247)染色体的核型

Supplemental pattern 8. Chromosomal

katotype of MX 247 Kenaf
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附图9.红麻 (NA 414)染色体的核型

Supplemental pattern 9. Chromosomal

karyotype of NA 414 Kenaf

附图10.红麻(红引135)染色体的核型

Supplemental pattern 10. Chromosomal

karyotype of Hongyin135 Kenaf
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附图11.红麻 (福红991)染色体的核型

Supplemental pattern I I.Chromosomal

karyotype of Fuhong99l Kenaf

附图12.红麻 (早熟红麻)染色体的核型

Supplemental pattern 12. Chromosomal

karyotype of Zaoshu Kenaf
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附图13.红麻 (UG 93)染色体的核型

Supplemental pattern 13. Chromosomal

karyotype of UG 93 Kenaf

附图14.红麻 (古巴8号)染色体的核型

Supplemental pattern 14. Chromosomal

karyotype of Gubabahao Kenaf
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附图15.红麻 (阿联)染色体核型模式图

Supplemental pattern 15. Chromosomal idiogram ofAlian

附图16.红麻 (励海紫茎)染色体核型模式图

Supplemental pattern 16. Chromosomal idiogram of Menghaizijing
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附图17红麻 〔7804)染色体核型模式图

Supplemental pattern 17. Chromosomal idiogram of 7804

附图18.红麻 (塔什干)染色体核型模式图

Supplemental pattern 18. Chromosomal idiogram ofTashengan
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附图19.红麻(泰红763)染色体核型模式图

Supplemental pattern 19. Chromosomal idiogram of Taihong763

附图20红麻 (元江红麻)染色体核型模式图

Supplemental pattern 20. Chromosomal idiogram of Yuanjianghongma
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附图21.红麻 (青皮3号)染色体核型模式图

Supplemental pattern 21. Chromosomal idiogram of Qingpisanhao

附图22红麻 (MX 247)染色体核型模式图

Supplemental pattern 22. Chromosomal idiogram of MX 247
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附图23.红麻 (NA 414)染色体核型模式图

Supplemental pattern 23. Chromosomal idiogram of NA 414

附图24.红麻 (红引135)染色体核型模式图

Supplemental pattern 24. Chromosomal idiogram of Hongyinl35
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附图25.红麻 (福红991)染色体核型模式图

Supplemental pattern 25. Chromosomal idiogram of Fuhong991

附图26.红麻 (早熟红麻)染色体核型模式图

Supplemental pattern 26. Chromosomal idi of Zaoshuhongma
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附图27.红麻 (UG 93)染色体核型模式图

Supplemental pattern 27. Chromosomal idiogram of UG 93

附图28.红麻 (古巴8号)染色体核型模式图

Supplemental pattern 28. Chromosomal idiogram of Gubabahao
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附表1.红麻 (阿联)染色体测量数据

Supplemental table 1. Metrical data ofAlian's chromosomes

染 色 体 长 度
染色体

编 号

相对长度 臂 比 着丝粒

位 置
随体

(%) (X:1)
短臂

(<,m)

长臂 总长

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

有

M

M

M

M

M

M

2.00 2.40 4.40 7.75

2.40

1.90

4.05 7.13

1.20

1.45

3.60 6.34 1.12

65

70

1.55 1.90 3.45 6.07 1.23

2.00

1石0

3.40 6.00 1.43

320 5.63 1.00

M

M

1.60

1.65

3.10 5.46

3.10 5.46

1.07

1.14

州

州

M

1.50

1.60

3.00 5.28

3.00 5.28

1.00

1.14

1.65

1.90

3.00 528 1.22

3.00 5.28 1.73 SM

n
U

0

n

‘
︺

n
U

n
︺

s

n
﹄U

月
咔

了0

︸当

月
崎

︸勺

4

内J

l

 
 
 
 
 
 

.

.

…

，

.

ll

m

W

V

VI

珊

硼

Ix

x

习

网

州

M

M

M

X III 135 45 2.80 4.93 1.07

X IV 30 1.50 2.80 4.93 1.15

XV 125 1.55 2.80 4.93 1.24

X VI 1_40 2.70 4.75

M

M

08

20

13

3.87

5.63

20

70

X VD

X姗

2.20

3.20

30

00

50

染色体总长二56.8“m

吕6



附表2.红麻 (动海紫茎)染色体测量数据

Supplemental table 2. Metrical data of Menghaizijing's chromosomes

染 色 体 长度
染色体

编 号

相对长度 臂 比

短臂
(X:1)

着丝粒
          随体

位 置
总长

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

有

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

八
，

﹃尹

1

~U

 
 
 
 
 
 

:2.15 2.55 4.70

1.45 55 3.00

1.35 1.55 2.90 6.06 1.15

1.20 55 2.75 5.75 1.29

1.20 1.45 2.65 5.54 1.21

1.10

1.20

50 2.60 5.43 1.36

1.35 2.55 5.33 1.13

1.10

1.15

1.45 2.55 5.33 32

1.25 2.40 5.02 1.07

1.15

1.05

235

2.35

4.91 1.04

4.91

230 4.81

1.24

1.09

20

30

201.10

H

lll

lV

v

巩

珊

姗

仄

x

M

郑

X III 1.05 120 2.25 4.70

2.25 4.70

1.14

1.14n

n

o

勺
一

﹃
乙

1

 
 
 
 
 
 

，

:

XN 1.05

X VI

2.15

2.05

4.49 1.26

4.28 1.16

X l'1{ 0.85 1.05 1.90 3.97

X姗 205 2.10 415 8.67

1.24

1.02

染色体总长二47.85 u m

87



附表3红麻 (7804)染色体测量数据

Supplemental table 3. Metrical data of 7804's chromosomes

染 色 体 长度
染色体

编 号

相对长度 臂 比

短臂

t o/ ) (X:1)

着丝粒
          随体

位 置
总长

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

有

有

M

sM

15 1.85 3.00 7.19

1.00 95 2.95 7.07

1.61

1.95

M

M

1.20 1.40 2.60 623 1.17

1.10 1.40 2.50 5.99 1.27

M

M

M

M

15 1.25 2.40 5.75 09

1.00 1.40 2.40 5.75 1.40

2.20 5.27 1.20

2.20 5.27 1.44

M

M

0C

33

加

30

0505 2.10 5.03

0.90 1.20 2.10 5.03

M

M

0.80 30 2.10 5_0飞

1.00 1.00 2.00 4.79

1.63

1.00

H

lll

lV

V

VI

训

姗

Ix

X

XI

划

M

M

XIn 0.95 1.05 2.00 4.79

XN 0.85 1.15 2.00 4.79 35

M

SM

M

M

XV 0.80 120 2.00 4.79 1.50

X VI 0.70 1.30 2.00 4.79 88

X VII 0.85 1.05 2.90 6.95 1.24

X姗 1.00 130 2.30 5.51 30

染色体总长=41.75 u m

88



附表4.红麻 (塔什干)染色体测量数据

Supplemental table 4. Metrical data of Tashengan's chromosomes

染 色 体 长 度
染色体

编 号

相对长度 臂 比

(%) (X:1)

着丝粒
          随体

位 置
短臂 总 长

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

有

M

驯

M

2.00 2.50 4.50 8.86

1.40 2.60 4.00 7.87

1.25

1.86

.l3

25

1.60 1.80 3.40 6.69

M

M

1.75

1.60

3.15 6.20

3.00 1.14

40

湘

M

M

1.25 70 2.95

5.91

5.81 1.36

1.40 1.40 2.80 5.51 1.00

M

M

M

M

1.30 50 2.80 5.s 1

30 1.40 2.70

1.15

1.08

1.20 1.40 2.60

5乃1

512 1.17

M

M

M

08

死

1.20 30 2.50 4.92

05 1.45 2.50 4.92

1

“

Jll

w

v

VI

珊

珊

水

x

习

郑

x III 1.10 1.20 2.30 4_53 1_09

x n, 1.10 1.10 2.20 4.33 1.00

M

M

xv 1.00 1.20 220 4_33 1.20

x vi 0.95 1.25 2.20 4.33 32

M

M

X珊 0.90 1.10 2.00 3.94

X姗 1.40 1.60 3.00 5.91

1.22

1.14

染色体总长=50.8“m

韵



附表5红麻 (泰红763)染色体测量数据

Supplemental table 5. Metrical data of Taihong763's chromosomes

染 色 体 长 度
染色体

编 号

相对长度 臂 比 着丝粒

位 置
随体

(%) (X:1)
短臂 总长

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

M

M

2.15 2.65 4.80 7.51 1.23

2.10 2.50 4.60 7.20 1.19

sM

M

1.50

1.70

2.80 4.30 673 87

2.50 420 6.57 1.47

蝴

M

1.30

2.00

4.20

4.10

6.57 223

642 L05

90

l0

M

M

M

1.60 2.20 3.80 5.95 38

50 2.20 3.70 5.79 1.47

】I0 220 3.50 5.48 }_69

M

M

驯

M

1.30 2.15 3.45 5.40 1.65

1.40 1_90 3.30 5.16 1.36

1.10 2.10 3.20 5.01 1.91

n

llJ

W

v

VI

调

姗

仄

X

xl

郑

xill 1.50 3.10 4.85 1.07

M

M

M

1.38

60

80xN 1.30 3.10 4-85

1_30 65    2.95 4-62 1.27

x砚 30 1.40 2.70 4.22 1.08

M

M

X Ili 1.10 50    2.60 4.07 36

X姗 1.10 1.20 2.30 3.60 1.09

染色体总长二63.9“m

90



附表6

Supplemental table 6.

红麻 (元江红麻)染色体测量数据

Metrical data of Yuanj ianghongma's chromosomes

染 色 体 长 度
染色体

编 号

相对长度 臂 比
随体

(% ) (X:1)

着丝粒

位 置

短臂 总长

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

M

M

M

2.00 2.50 4.50 6.41 1.25

0

‘
2

丹
、

，
.
1

，.
.

内
，

2.10 2.30 4.40

2.00 2.30 4.30

M

M

1.80 2.40 4.20

1.85 2.30 4.15

5.98

5.91 1.24

M

M

1.75

1.80

2.35 4.10 5.84

2.20 4.00 5.70

1.34

1.22

M

sM

1.70

1.40

2.30 4.00 5.70

2.60 4.00 5.70

1.35

1.86

M

M

60 2.30 3.90 5.56 1.44

无

无

无

无

无

无

无

有

1.90

1.75

1.90 3.80 5.49 1.00

M

M

M

M

M

2.05 3.80 5.49 1.17

H

川

IV

V

VI

珊

姗

仄

x

习

郑

XIII 1.70 1.90 3.60 5.13 1.12

XW 40 2.20 3石0 5.13 1.57

X V 1.70

1.60

3.50 5.00 1.06门

O

只

月X VI 3.30 4.70 1.06

M

M

X VII

X Vm

1.55

2.10

3.05

4.00

4.34

5.70

1.03

1.11

n

0

哎
J

O
声

染色体总长=70.2 s, m



附表7_红麻 (青皮3号)染色体测量数据

Supplemental table 7. Metrical data of Qingpisanhao's chromosomes

染 色 体 长 度
染色体

编 号

相对长度 臂 比

短臂

随体
(%) (X:1)

着丝粒

位 置

总长

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

有

M

M

M

M

M

M

3.20 3.60 6.80 7.73 1.13

l9

巧

2.70 3.20 5.90 671

2.70 3.10 5.80 6.59

2.70 2.90 5一0 6.37 1.07

2.40 2.80 5.20 5.91

2.50 2.60

M

M

17

叫

172.35 2.75

5.10

5.10

580

5.80

2.40 2.60 5.00 5.69 1.08

M

绷

1.90 3.10 5.00 5.69 63

80 3.20 5.00 5.69 }78

M

M

2.20 2.70 4.90 5.57

2.20 2.60 4.80 5.46

1.23

1.18

ll

lll

lV

V

VI

珊

硼

仄

x

XI

郑

洲

M

XIll 1.60 2.90 450 5.12 1.81

XN 60 2.50 4.10 4.66 ]56

M

sM

卜入

6

‘
J

Q
O

XV 1.55 2.45 4.00 455

X VI 」40 2.60 4.00 4.55

M

SM

X珊 1.45 70 3.15 3.58

X硼 1.30 2.70 4.00 4_55

1.17

2.08

染色体总长=8795“m

92



附表8.红麻 (MX 247)染色体测量数据

Supplemental table 8. Metrical data of MX 247's chromosomes

染 色 体 长 度
染色体

编 号

相对长度 臂 比 着丝粒

位 置
随体

(%) (X:1)

短臂 总 长

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

M

M

6.40 9.52

5.50 8.18

1.67

1.50

n

n

0

，j

 
 
 
 
 
 

:

月
峙

，j

2.40

2.20

M

M

  II

III

IV

  V

VI

、卫

Vm

IX

  Y

  V1

郑

V III

X IV

XV

X VI

X呱

X姗

1.90 2.20 4.10 6.10 1.16

41

乃

17

29

二

38

卜

I

L

I

L

卜

1.70 2.40 4.10

M

M

1.60 2.40 4.00

2.10 3.90

M

M

2.20 3.90

6.10

6.10

5.80

5.80

2.00 3.80

M

M

2.20 3.80

5.65

5.65

2.25 3.70 5.50 1.55

M

M

M

M

2.15 3.50 5.20 1.59

o

n
叶

o

n

‘

气

n
乃

，
才

0
0

产0

月
叶

，j

 
 
 
 
 
 

，

.

，

…

1.55 85 3.40 5.06 1.19

35 2.05 3.40 5.06 1.52

1.25 1.65 2.90 4.31 】32

M

M

1.20 70 2.90 43{ 1.17

30 】40 2.70 4.01 1.08

M

M

1.25 1.45 2.70 4刀1 16

1.15 45 2.60 3.87 1.26

染色体总长二67.25“m

93



附表9.红麻 〔NA 414)染色体测量数据

Supplemental table 9. Metrical data of NA 414's chromosomes

            染 色 体 长 度
染色体

                    (pm)
编 号 —

          短臂 长臂 总长

相对长度 臂 比

t% ) (X:1)

着丝粒

位 置
随体

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

有

M

M

3.20     3.80     7.00 8.35

2.80     3.30     6.10 7.27

1.19

1.18

M

M

2.20     3.00     5.20 6.20 1.36

l3

l7

2.40     2.70     5.10

M

M

2.30     2.70     5.00

6.08

5.96

2.25     2.75     5.00 5.96 1.22

M

M

M

M

2.00     3.00     5.00 5.96 50

2.30     2.50     4.80 5.72 1.09

4

4

2

l

 
 
 
 
 
 

:2.10     2.60     4.70 5石1

2.10     2.40     4.50 5.37

M

M

SM

2.00     2.50     4.50

2.00     2.20     4.20

5.37 1.25

5.01 10

n

lll

lV

V

讥

训

诩

IX

X

xl

潮

XIII 1.40     2.70     4.10 4.89 1.93

M

M

l

2

l

2

 
 
 
 
 
 
 
 

.

‘

X n' 1.90     2.10     4.00 4.77

XV 80     2.20     4.00 4.77

M

M

SM

X vi 1.70     2.10     3.80 4.53 1.24

X训 】45     1.80     325 3.88

X姗 1.15     2.45     3.60 429

1.24

2.13

染色体总K= 83.85 u m

94



附表10.红麻 (红引135)染色体测量数据

Supplemental table 10. Metrical data of HongyinI35's chromosomes

染 色 体 长 度
染色体

编 号

相对长度 臂 比

短臂

随体
(%) (X:1)

着丝粒

位 置

总长

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

有

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

2.00 2.90 4.90 8.11

85 2.35 4.20 6-95

1.45

1.27

5

5

n

n
户

，J

4

2.00

1.15

2.10

1.55

4.10 6.79

3.70 6.13

1.50 2.10 3.60 5.96

1.45 1.95 3.40 563 1.34

1.50 70 320 5.30

40 1.80 3.20 5.30

1.13

1.29

6

月
任

5

，
、
1

125 1.95 3.20 5.30

1.45 1.65 3.10 5.13

30 1.60 2.90 4.80 1.23

1.15 1.75 2.90 4.80 1.52

11

川

IV

V

VI

佣

姗

IX

X

M

翔

﹃
、

﹁
产

，J

6

X III 20 1.60 2.80 4.64

X IV 1.05 1.75 2.80 4.64

，
‘

Z
n

1

气
，

X V 1.70 1.90 2.60 4.30

X讥 10 1.50 2.60 4.30

M

M

X训 0.90 1.20 2.10 3.48

X VIII 2.40 2.70 5.10 8.44

1.33

1.13

染色体总长二60.4 u m
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附表11.红麻 (福红991)染色体测量数据

Supplemental table 11. Metrical data of Fuhong991's chromosomes

染 色 体 长 度
染色体

编 号

相对长度 臂 比 着丝粒

位 置
随体

(% ) (X:1)
短臂 ,急长

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

有

有

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

60 2.40 4.00 7.10

1.80 2.00 3.80 6.75

1.50

1.11

1.80 3.45 6.13 1.09

1.70 3.35 5.95 1.03

65

65

1.50 80 3.30 5.86 1.20

1.40 1.80 3.20 5.68 1.29

1.55

1.50

3.05 5.42 1.03

00

07

3.00

50

.50

1.45 55 3.00

5.33

533

1.40 1.60 3.00 5.33 1.14

1.45 1.50 2.95 5.24 1.03

35 1.60 2.95 5.24 19

Il

m

IV

V

VI

呱

姻

Ix

X

M

郑

XIII 1.40 1.50 2.90 5.15 1.07

M

M

X IV 30 60 2.90 5.15 23

XV I35 1.50 2.85 5.06

M

M

M

]5

14

33

x vi 30 1.50 2.80 4.97

5.3360

60

X VII

X VIII

1.40

1.20

3.00

2.80 4.97

染色体总Lc=56.3Pm
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附表12.红麻 (早熟红麻)染色体测量数据

Supplemental table 12. Metrical data of Zaoshuhongma's chromosomes

染 色 体 长 度
染色体

编 号

相对长度 臂 比
随体

(%) (X:1)

着丝粒

位 置

短臂 总长

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

有

有

M

M

M

0
八

门
乙

心
J

l

55 2.45 4.00

1.70 90 3.60

8.09

7.28

1.40

1.50

2.00 3.40 6.88 1.43

M

M

SM

1石0 3.10 6.27 1.07

1.25 75 3.00 6.07

1.10 1.90 3.00 6.07

1.40

1.73

M

M

M

M

1.40 1.50 2.90 5.86 1.07

勺
扮

5

﹄‘

1

1.25 1.65 2.90 5.86

1.30 1.50 2.80 5.66

120 30 2.50 5.06 1.08

M

M

0.95

1.10

1.45 2.40 4.85 53

20 2.30 4.65 1.09

H

川

W

V

VI

训

硼

仄

x

双

郑

M

M

M

M

M

M

x川 】00 1.30 2.30 4.65 1.30

x n7 0.85 1.30 2.15 4.35 1.53

XV 0.80 1.20 2.00 4.04 1.50

X VI

X训

0.90

1.20

1.00

2.00

卜90 384

3.20 6.47

1.11

】67

X珊 1.00 1.00 2.00 4.04 1.00

染色体总长二49.45 u m
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附表13.红麻 (UG93)染色体测量数据

Supplemental table 13.Metrical data of UG93's chromosomes

染 色 体 长 度
染色体

编 号

相对长度 臂 比

短臂

(% ) (X:1)

着丝粒
          随体

位 置
A,长

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

有

有

M

M

M

M

M

M

2.55

2.25

3.15

330

8.55

8.32

70

55

了
.I

H

2.15

2.10

2.35 4.50 6.75

2.25 4.35

60     2.50 4.10

6.52

6.15

1.95 2.05 4.00 6.00

M

M

95 2.05 4.00 6.00

1.90 2.00 3.90

M

M

SM

M

M

﹄、
护

气

叶

n
6

只

90

50

八
，

内
」

85 2.05

1.35 2.15 5.25

2.10 3.40 5.10

2.15 5.10

1.23

1.47

1.09

1.07

1.56

1.05

1.05

1.05

1.11

1.59

1.62

1.72

n
川

气

内
j

汽
乙

Ill

W

V

VI

珊

硼

玖

x

XI

xll

X II1 1.40 90 4.95

40

30

M

M

X IV 1.10 1.85 2.95 4.42

1.36

1石8

，
、

﹃
‘

XV 1.15 40

M

M

M

X VI 0.75 1.10

2.55

1.85

X呱

X姗

1.65

1.55

2.95 4.42 1.27

2.80 4.20 124

30

25

染色体总长二66.7 N m
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附表14.红麻 (古巴8号)染色体测量数据

Supplemental table 14. Metrical data of Gubabahao's chromosomes

染 色 体 长 度
染色体

编 号

相对长度 臂 比 着丝粒

位 置
随体

(%) (X:1)
短臂 总L:

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

有

M

M

2.70 3.50 6.20 9.05

1.90

2.15

3.10

2.65

5.00 7.30

1.30

1.63

M

M

4.80 7乃1 1.23

2.00 220 420 6.13 1.10

M

M

M

，

一

Q

，

一

，
︸

1.80 2.20 4.00 5.84

1.75 2.25 4.00 5.84

2.35 4.00 5.84 1.42

84

55

2.80 4.00 SM

M

M

80

60

2.15

2.33

}_30

65

20

65

1.55 2.05 5.26 32

M

M

70 1.80 3.50 5】1 1.06

1.40 2.00 3.40 4.96 43

H

Jll

lV

V

VI

训

姗

IX

X

xl

翻

M

M

X III

X IV

3.30

120

1.28

1.13

482
467

气

n
U

n
八

勺
护

M

M

八
/

﹃
、

O
U

n

勺
︸

4

0

，
J

XV 1.65 3.00 435

气

n
钊

气

4

气

内
j

X VI 1.15 1石5 2.80 4.09

M

M

35

75

25

35

X珊

X姗

2.60

3.10

3名0

4.53

染色体总长二6850 u m
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    本文是在导师周立人教授、李爱青研究员和曹德菊副教授的悉』“

指导下完成的。三位导师在论文的选题立项、资料收集和组织撰写等

方面对学生进行了精心的指导和耐心的教诲。尤其是周立人老师对我

的成长倾注了大量的心血，使我在业务能力和科研素质等方面有了很

大提高。导师们渊博的学识、严谨的治学态度、为人师表的高尚风范

和对科学的执着追求精神影响并激励着我，对学生的谆谆教侮将使我

受益匪浅，终生难忘。值论文成稿之际，向三位导师致以由衷的感谢。

    在学习过程中，安徽农业大学农学系、生命科学学院领导和校研

究生处的老师们给予了我周到的照顾和大力的支持，在此一并致谢。

    本试验所用红麻材料均由中国农业科学院麻类研究所提供，在此

向栗建光研究员致以谢意。

    在论文实验和撰写过程中，得到了许多老师和同学的热情关怀和

帮助，在此，谨向江昌俊、李展、项艳、陶珍、李培金、李纯、郭宁、

朱苏文、田秋元、徐明照、李兴林、司红起等老师和黄兴峰、杨朝柱、

常成、檀琼萍、丁勇、张水明、赵海军、屈海勇、韩国民、蒋培东、

任冲、徐伟等同学致以衷心地感谢。同时，向黄训端师兄在核型分析

等方面的大力协助表示诚挚的谢意。

    三年来，父亲和家人给子了我无私的关爱、支持和鼓励，在此对

他们表示深深的谢意。

    最后，再次向导师们以及许许多多关』Z.:我的家人、老师和朋友们

表示衷心的感谢和真诚的祝福。
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