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药用三角叶黄连遗传多样性的 ISSR分析
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[摘要 ] � 目的: 对野生三角叶黄连进行遗传多样性研究。方法:通过 ISSR技术对 8个野生三角叶黄连居群共 90个个体

进行遗传多样性分析。结果: 用 12个随机引物共扩增出 128条清晰条带, 其中 94条具多态性, 平均多态性位点比率为

73�44% , N ei s基因多样性指数 H = 0� 192 5, Shannon s多样性指数 I= 0�302 8,遗传分化指数 G st = 0�721 2, 遗传距离和遗传

一致度分别为 0� 085 8~ 0� 231 4, 0� 804 6~ 0�942 5。结论:三角叶黄连种水平上具有较高的遗传多样性,遗传变异主要存在于

居群间, 遗传多样性与地理关系表现出明显的相关性, ISSR可以作为研究遗传多样性及遗传分化的有效标记。
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� � 三角叶黄连 Cop tis deltoidea C�Y� Cheng et

H siao为毛茛科黄连属多年生草本植物,主要分布在

四川西部的洪雅与雅安地区海拔 1 600~ 2 200 m的

山地林下
[ 1 ]
。三角叶黄连根茎入药, 干品称为 !雅

连 ∀,内含小檗碱、黄连碱等多种生物碱, 具有清热、

解毒、泻火、燥湿和良好的抗菌作用
[ 2 ]
。目前, 三角

叶黄连主要是以人工栽培的方式生产, 种内遗传多

样性较低。野生三角叶黄连居群数量及个体数濒危

稀少, 野生资源相当匮乏, 为了从野生三角叶黄连中

筛选出性状优良的品种, 研究野生三角叶黄连的遗

传多样性极有必要。目前,对其药理、药化方面的研

究相对较多
[ 3�4]

,但遗传多样性研究则未见报道。

� � 本研究运用 ISSR�PCR技术对 8个野生三角叶

黄连居群的 90个个体进行分析,旨在揭示三角叶黄

连的遗传多样性及其遗传结构,了解其种内变异,为

三角叶黄连这一重要药用资源的保护和育种奠定理

论基础。

1� 材料和方法

1�1� 材料 � 实验所用材料采自野生三角叶黄连的

主要分布区 (四川雅安、洪雅和都江堰 )的 8个居群

的高山岩石和竹林下。各居群随机选取 10~ 12个

样本,收集当年生嫩叶, 低温条件下带回实验室洗

净、晾干, 冻于 - 80 # 的超低温冰箱中备用。居群

的产地、样本数、编号及居群生长状况见表 1。
表 1� 用于 ISSR分析的不同居群的三角叶黄连

No. 产地 样本数 居群状况 No. 产地 样本数 居群状况

YAWA 雅安望鱼 1 10 野生 HYBL 洪雅炳灵 12 野生

YAW B 雅安望鱼 2 12 野生 HYGM 洪雅高庙 10 野生

YAZH 雅安周河 10 野生 HYW J 洪雅瓦居山 12 野生

YAYC 雅安晏场 12 野生 SCD J 都江堰 12 野生

1�2� 仪器与试剂 � 扩增仪 ( B io�Rad公司 ) , 核酸

蛋白分析仪 ( B io�Rad公司 ) , 电泳仪 ( B io�R ad公

司 ) ,凝胶成像系统 ( B io�R ad公司 ) , 引物 (上海

生工生物工程技术服务有限公司 ) , dNTP( Pro�
m ega公司 ) , Taq DNA 聚合酶 ( P rom ega ) , M g

2 +

(上海生工生物工程技术服务有限公司 ) , Buffer

(上海生工 ) , DNA M arker ( Takara ) , PVP ( S ig�
m a) , ��巯基乙醇 ( S igm a) , CTAB ( S igm a ) , 其余
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均为国产分析纯试剂。

1�3� 基因组 DNA的提取 � 本实验中采用改良后的

CTAB法
[ 5]
提取三角叶黄连的基因组 DNA, 所提

DNA先用 1�0%的琼脂糖凝胶进行电泳,染色后拍

照,选择带型清晰、无拖尾的作为备用, 然后再在核

酸蛋白分析仪上测其原始质量浓度, 最后统一稀释

至 40 m g� L
- 1

,供 ISSR�PCR实验所用。

1�4� ISSR引物的筛选 � ISSR�PCR反应所用的引

物由上海生工公司合成, 共从 65个随机引物 ( 17 ~

18 bp)中筛选出 12个扩增条带清晰、多态性明显、

反应稳定的引物用于 8个居群的 90个个体的扩增,

每个选定的引物至少重复扩增 2次。每条引物退火

温度都进行单独摸索,实际退火温度一般在其 Tm值

1~ 3 # 附近变动, 见表 2。

表 2� 实验中所用 12个引物的序列

No� 序列 实际退火温度 /# No� 序列 实际退火温度 /#

UBC810 (GA ) 8T 54. 0 UBC835 (AG) 8YC 54. 5

UBC811 (GA ) 8 C 53. 5 UBC840 ( GA) 8 YT 53. 5

UBC823 ( TG) 8 C 54. 5 UBC842 (GA ) 8YG 56. 0

UBC824 ( TC ) 8G 54. 5 UBC847 ( CA ) 8RC 57. 5

UBC826 (AC ) 8C 54. 0 UBC855 ( CA) 8YT 57. 0

UBC834 (AG) 8YT 55. 0 UBC857 (AC ) 8YG 58. 5

1�5� PCR扩增及产物检测 � ISSR�PCR反应在 25

�L的 PCR反应体系中进行, 内含 1 ∃ PCR Buffer,

1�5 mm ol� L
- 1

M g
2+

, 200 �m ol� L
- 1

dNTP, 0�3
�m o l� L

- 1
引物, 40 ng模板, 1�0 U Taq DNA聚合

酶。扩增程序为 94 # 预变性 5 m in,然后进行 35个

循环: 94 # 变性 30 s, (据不同引物退火温度 )复性

60 s, 72 # 延伸 90 s,循环结束后 72 # 延伸 7 m in, 4

# 保存。扩增产物在含 goldv iew ( 1% )的 1�5%的琼
脂糖凝胶中电泳分离 1�5 h, 电压 5 V � cm

�1
。用

DL 2000的 DNA m arker ( 100~ 2 000 bp)作为标记,

电泳结束后在 B io�Rad G el Doc 2000凝胶成像系统

下观察并拍照纪录。

1�6� 统计分析与数据处理 � 每个引物均经过重复

扩增、电泳 2次, 选取稳定清晰的条带进行统计分

析。电泳图谱的每条带 ( DNA片段 ) ,均为 1个分子

标记, 代表 1个引物的结合位点。根据分子标记的

迁移率及有无来统计所有的二元数据,有带 (显性 )

记为 1,无带 (隐性 )记为 0,强带和弱带的赋值均为

1。采用 POPGEN32软件, 计算各居群的多态位点

百分率 ( PPL ) , Ne i% s基因多样性指数 ( H ) ,

Shannon%s多态性信息指数 ( I ) ,基因分化系数 (G st ) ,

居群总基因多样性 (H t ), 居群内基因多样性 (H s ) ,

N ei%s遗传一致度 ( I )和遗传距离 (D ) ,并根据 Ne i s

遗传距离进行 UPGMA聚类分析, 构建系统树状

图
[ 6]
。

2� 结果与分析

2�1� 三角叶黄连的遗传多样性 � 通过 12个引物对

三角叶黄连 8个居群的 90个个体进行了 ISSR分析,

共检测到 128个位点,相对分子质量均在 100~ 2 000

bp,见图 1,其中多态性位点 94个,多态性位点比率为

73�44%。每条引物平均扩出条带 10�7条,其中多态

性条带为 7�8条。 Nei%s基因多样性指数 H =

0�192 5, Shannon%s多态性信息指数 I= 0�302 8。三

角叶黄连不同居群的多态性位点百分率在 52�63% ~

64�86%, 其中最高的是雅安周河居群 ( YAZH ), 为

64�86%,四川都江堰居群 ( SCDJ)次之,为 60�24%,

最低的是雅安望鱼 1居群 ( YAWA ), 为 52�63%。
Ne i%s基因多样性指数 (H )为 0�169 5~ 0�231 6, Shan�
non%s多态性信息指数 ( I)为 0�270 6~ 0�342 7, 见表

3。Ne i%s基因多样性指数和 Shannon%s多态性指数的

大小与各居群多态位点百分率的高低趋势基本一致,

各项系数均是雅安周河居群 ( YAZH )最高,雅安望鱼

1居群 ( YAWA)最低。

图 1� 引物 UBC855对洪雅炳灵居群 (HYBL )

12个个体的扩增

2�2� 三角叶黄连不同居群的遗传分化分析 � 根据

总的基因多样性 (H t )和居群内遗传多样性 (H s )来
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� � 表 3� 三角叶黄连的遗传多样性

居群 个体数
多态位

点数

多态位点

百分率 /%
H I

YAW A 10 40 52. 63 0. 169 5 0. 270 6

YAW B 12 43 53. 82 0. 171 2 0. 2728

YAZH 10 68 64. 86 0. 231 6 0. 342 7

YAYC 12 56 57. 25 0. 189 4 0. 294 1

HYBL 12 48 55. 38 0. 178 3 0. 282 3

HYGM 10 53 56. 23 0. 180 4 0. 289 5

HYW J 12 59 58. 47 0. 201 1 0. 300 4

SCD J 12 65 60. 24 0. 220 7 0. 314 4

总计 90 94 73. 44 0. 192 5 0. 302 8

计算居群间遗传差异在总遗传变异中所占的比例

(G st )。三角叶黄连各居群的总基因多样度 (H t )为

0�324 7,居群内遗传多样度 (H s )为 0�102 5,居群间

的遗传分化指数 ( G st )为 0�721 2。这表明有

72�12%的变异是存在于居群间的,而 27�88%的变

异是存在于居群内的。居群的遗传分化表明, 三角

叶黄连居群内部具有较低的遗传分化, 绝大部分的

遗传分化存在于居群间。

三角叶黄连居群间的遗传距离和聚类分析 � 三
角叶黄连 8个居群的 Ne i%s遗传一致度 ( I )为

0�804 6~ 0�942 5, 遗传距离 ( D )为 0�085 8 ~

0�231 4。其中四川都江堰居群 ( SCD J)与洪雅炳灵

居群 (HYBL)之间的遗传距离最大, 为 0�231 4, 这

也表明两者之间的遗传差异性最大。同样, 两者的

遗传一致度也是最低的, 为 0�804 6。雅安望鱼 1

( YAWA )和雅安望鱼 2( YAWB ) 2个居群之间的遗

传距离最小,为 0�085 8。同样, 两者的遗传一致度

是最高的,为 0�942 5。

三角叶黄连的 UPGMA聚类图显示 8个野生居

群中雅安望鱼的 2个居群 ( YAWA和 YAW B )首先

聚在一起, 这也正说明了 2个居群之间的遗传距离

最近,遗传相似度最大。随后进行聚类的是洪雅炳

灵居群 (HYBL)和洪雅瓦居山居群 ( HYW J), 这说

明炳灵居群与瓦居山居群的遗传距离较近, 相似性

较高, 亲缘关系较近。 2次聚类时, 雅安的晏场居群

( YAYC)又与雅安本地的已经聚在一起的 2个居群

( YAWA和 YAWB )聚在一起。而洪雅的高庙居群

(HYGM )也与已经聚类过的 2个本地居群 ( HYBL

和 HYW J)聚在一起。最后进行聚类的是雅安的周

河居群 ( YAZH )和四川都江堰居群 ( SCDJ) ,见图 2。

上述的聚类结果很明显的显示出了不同居群间的亲

缘关系,亲缘关系相近的居群首先进行聚类,亲缘关

系远的居群最后进行聚类。总的看来,地理分布相

近的居群都聚在了一起, 聚类结果显示出与地理分

布较明显的一致性。

图 2� 三角叶黄连 8个居群的 UPGMA聚类图

3� 讨论

3�1� 三角叶黄连的遗传多样性 � 三角叶黄连物种
水平的多态位点百分率为 73�44%, 这表明三角叶

黄连具有较高的遗传多样性, 并且各居群间的遗传

多样性明显低于种水平上的遗传多样性,最低的为

52�63%, 最高的为 64�86%。野生三角叶黄连

( PPB = 73�44% ,H = 0�192 5)比其他野生的多年生

草本植物如延龄草
[ 7]

( PPB= 34�07% ,H = 0�033 7)

的遗传多样性要高得多。另外,陈大霞
[ 8]
对栽培黄

连进行的 SRAP�PCR进行了研究, 结果表明栽培种

黄连的 PPB为 43�48% , 这明显低于本研究结果

73�44%,其遗传相似性系数为 0�877 0~ 0�951 9,

而本研究的遗传相似性系数 0�804 6~ 0�942 5, 这

说明三角叶黄连比栽培黄连具有更大的遗传距离。

由于三角叶黄连喜阴凉湿润的环境, 常分布在海拔

1 200~ 1 700 m的高山林下,居群之间有不适生境

的阻隔,野外所见的三角叶黄连居群基本上都是成

岛屿状分布,这就使得基因之间的交流变得困难,造

成近交程度加深。此外, 近交或自交都可以导致杂

合度的降低从而影响个体的适合度, 进而导致遗传

多样性的丧失,从而使得居群内的遗传多样性降低,

而且三角叶黄连很大程度上采用无性克隆的繁殖方

式生长,这都造成了居群内遗传多样性的降低。

3�2� 三角叶黄连的遗传分化 � 根据 Ne i%s遗传分

化指数估算的 8个居群间的遗传分化系数为

0�721 2,说明居群间的遗传变异占总的基因多样性

的 72�12%,居群内只占 27�88%。遗传分化的分析

结果显示大量的变异主要存在于居群之间, 只有少

量的变异存在于居群内部。居群遗传结构在很大程
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度上依赖于生存环境空间上的异质性, 三角叶黄连

居群较为严格的按照空间距离之间的联系聚在了一

起,这可能与生境有关。地理距离近的居群生境相

似,地理距离远的居群生境差异相对较大。在环境

选择压力的作用下, 不同居群之间的分子变异可能

与地理位置联系比较大。四川都江堰居群独特的地

理生态环境可能是导致了变异基因型个体的产生,

从而使得此居群与其他居群形成很大的差异。雅安

的 3个居群聚在一起,洪雅的 3个居群则聚在一起,

这充分反映了地理相关性。但是雅安周河居群却并

没有与本地的其他 3个居群聚在一起, 并且此居群

内的遗传多样性比较丰富, 这可能是由于在地理分

布上的间隔太大,使周河居群形成与其他居群形成

明显的差异。

3�3� 三角叶黄连的保护策略分析 � 基于三角叶黄
连本身的生物学习性, 可对其实施就地保护和迁地

保护
[ 9]
。在就地保护时除了对所有种群进行必要

的保护外,应选择遗传多样性程度高的居群进行重

点保护,如雅安周河和四川都江堰居群。同时由于

三角叶黄连的遗传多样性主要保持在居群之间,在

迁地保护时应尽量在较多的居群中取样, 而不是每

个居群取很多样品。综合这两方面, 才能全面保护

三角叶黄连的遗传多样性。其次, 三角叶黄连本身

对生长环境要求比较特殊,大多生长在海拔 1 600 m

以上的低温潮湿环境, 要求有林木庇荫的环境。保

护好生境,就能保证它正常生长、繁育,从而保护其

遗传多样性,为其适应自然选择打下基础。
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( 1�S chool of L if e Sciences, Southw est Univer sity, K ey L aboratory (M inistry of Education ) of Eco�environm ents of Three

GorgesR eservoir R eg ion, Chongqing K ey Laboratory of Plant Ecology and R esources R esearch for Three Gorges

R eservoir R eg ion, Chongqing 400715, China;

2� K unm ing Institute of B otany, Chinese A cademy of Sciences, Kunm ing 650204, China;

3� R esearch Center of B iochem istry and Mo lecular B io logy, X uzhou M edical Colleg e, Xuzhou 221002, China)

[ Abstract] � Objective: T o study the genetic diversity o fC op tis d eltoid ea. M ethod: The gene tic diversity o f 90 ind iv idua ls from

8 popu la tions was ana lyzed by ISSR. R esult: Tw e lve pr im ers w ere selected to produce h ighly reproduc ib le ISSR bands. Among 128

amp lified bands, 94 show ed po lym orphism, the percentag e o f po lym orph ic bands reached 73. 44% . Ne is' gene d iversity index (H ) w as

0. 192 5, Shannon 's inform ation index ( I ) w as 0. 302 8, G st w as 0. 721 2. The gene tic d istance coeffic ient and sim ilarity w ere

0. 085 8�0. 231 4 and 0. 804 6�0. 942 5, respective ly. Conclusion: C. delto idea he ld a high gene tic diversity and the m ajority of ge�

netic va riation occurs among popu la tions. By cluster analysis, the geographical d istr ibu tion is very obv ious. The ISSR m arker can be

used for the ana ly sis of genetic d iversity and genetic variation o fC. deltoidea.

[ Key words] � Cop tis deltoidea; genetic d iversity; ISSR; cluster ana lysis; genetic va riation
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