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[摘要 ]　目的 :对野生金荞麦进行遗传多样性研究。方法 :通过 RAPD技术对 7个野生金荞麦居群共 87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 85条清晰条带 ,其中 75条具多态性 ,平均多态性位点比率为 88124% , Nei’s

基因多样性指数 H = 01310 3, Shannon多样性指数 I = 01563 2,遗传分化指数 Gst = 01192 4。结论 :金荞麦种内具有较高的遗传

多样性 ,遗传变异主要存在于居群内部 ,遗传多样性与地理关系表现出明显的相关性。RAPD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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　　金荞麦 Fagopyrum cym osum ( Trev. ) Meisn.亦

称野荞麦、天荞麦、红三七 ,系蓼科荞麦属植物。它

是中国荞麦属野生种类中分布最广的一种 ,大多生

长在海拔 500～3 000 m的林缘、灌木丛、田边道旁

及阴湿瘠薄的山地。在我国 ,从大巴山以南到中国

南部均有分布 ,在重庆市主要分布于万州、南川、涪

陵、黔江地区 [ 1 ]。金荞麦根茎入药 ,具有清热解毒、

排脓祛瘀的功效 ,主要用于肺脓疡、麻疹肺炎、扁桃

体脓肿等症 [ 2 ]。另外 ,金荞麦籽粒还具有很高的营

养价值 ,其蛋白质含量丰富 ,同时还含有具保健疗效

的多种矿质元素和维生素 ,具有软化血管 ,降低人体

血脂和胆固醇 ,防老抗衰的作用 [ 3 ]。鉴于其重要的

药用价值 ,金荞麦已经被列为国家二级保护植物。

但由于近年来 ,过度的采挖已经造成野生金荞麦资

源的大量减少 ,因此合理的保护这一重要药用资源

极有必要。

目前 ,对金荞麦的研究主要集中在化学成分、药

理作用和临床应用等方面 [ 4 ] ,但对于野生金荞麦的

遗传多样性研究极少有报道。赵佐成等 [ 5 ]采用等

位酶技术对中国苦荞麦及其近缘种的遗传多样性进

行了研究 ,结果显示金荞麦是一广布种 ,但是未对金

荞麦遗传多样性做系统的研究。RAPD技术已经在

中药研究领域得到较为广泛的应用 ,如用于药用动

植物分类、遗传关系、遗传多样性评价、DNA指纹图

谱的构建、资源保护及药材鉴定等 [ 6 ]。本研究即运

用 RAPD技术对野生金荞麦 7个居群共 87个个体

进行分析 ,旨在揭示金荞麦遗传多样性及其遗传结

构 ,了解其种内变异 ,为保护金荞麦这一重要药用资

源提供理论依据。

1　材料和方法

1. 1　材料　实验所用材料采自重庆野生金荞麦的

主要分布区 ,南川石河子、黄草坪 ,黔江冯家镇、正

阳镇和酉阳的后溪镇、钟多镇。各居群随机选取

12～15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　研究所用材料来源及生长状况

No. 产地 样本数 No. 产地 样本数

NCSH 南川石河子 15 QJZY 黔江正阳镇 12

NCHC 南川黄草坪 12 YYHX 酉阳后溪镇 12

QJFJ 黔江冯家镇 1 12 YYZD 酉阳钟多镇 12

QJFZ 黔江冯家镇 2 12 　 　 　　

　　注 :均为野生居群。

1. 2　基因组 DNA的提取　本实验中采用改良后的

CTAB法 [ 7 ]提取金荞麦的基因组 DNA,所提 DNA先

用 110%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
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析仪上测其原始浓度 ,最后统一稀释至 40 ng·

μL - 1 ,供 RAPD2PCR实验所用。

1. 3　RAPD引物的筛选 　RAPD2PCR反应所用的

引物由上海生工公司合成。共从 67个随机引物 (10

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 7个居群的 87个个体的扩增 ,每

个选定的引物至少重复扩增 2次 ,见表 2。
表 2　实验中所用 10个引物序列

No. 序列 No. 序列

S53 GGGGTGACGA S340 ACTTTGGCGG

S75 GACGGATCAG S392 GGGCGGTACT

S79 GTTGCCAGCC S446 CCACGGGAAG

S206 CAAGGGCAGA S466 GTGGGCTGAC

S237 ACCGGCTTGT S2114 CCGCGTTGAG

S301 CTGGGCACGA S2129 GGCTCTGGGT

1. 4　PCR扩增及产物检测　RAPD2PCR反应在 25

μL的 PCR反应体系中进行 ,内含 1 ×PCR buffer,

115 mmol·L - 1 Mg2 + , 200μmol·L - 1 dNTP, 0120

μmol·L - 1引物 , 40 ng模板 , 110 U Taq DNA聚合

酶。扩增程序为 94 ℃预变性 5 m in,然后进行 40个

循环 : 94 ℃变性 40 s, 38 ℃复性 60 s, 72 ℃延伸 90

s,循环结束后 72 ℃延伸 10 m in, 4 ℃保存。扩增产

物在含 goldview (1% )的 115%的琼脂糖凝胶中电泳

分离 115 h,电压 5 V·cm - 1。用 DL 2000的 DNA

marker( 100～2 000 bp )作为标记 ,电泳结束后在

B io2Rad Gel Doc 2000凝胶成像系统下观察并拍照

纪录。

1. 5　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。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) , Nei’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 (Gst) ,居群总基因多样性 (H t) ,居群内基因

多样性 (Hs) , Nei’s遗传一致度 ( I)和遗传距离 (D ) ,

并根据 Nei’s遗传距离进行 UPGMA聚类分析 ,构建

系统树状图 [ 8 ]。

2　结果与分析

2. 1　金荞麦的遗传多样性　通过 12个引物对金荞

麦 7个居群的 87个个体进行了 RAPD分析 ,共检测

到 85个位点 ,均在 100～2 000 bp,见图 1,其中多态

性位点 75个 ,占 88124%。Nei’s基因多样性指数

H = 01310 3, Shannon’s多态性信息指数 I = 01563 2。

金荞麦不同群体的多态位点百分率在 57165% ～

68188% ,其中最高的是酉阳后溪镇居群 , 为

68188%。最低的是黔江正阳镇居群 ,为 57165%。

Nei’s基因多样性指数 ( H )为 01280 0～01323 5,

Shannon’s多态性信息指数 ( I)为 01301 2～01601 1,

见表 3。Nei’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 ,各项系数均是酉阳后溪镇居群最高 ,黔江正

阳镇居群最低。

图 1　引物 S2114对部分个体的扩增结果

表 3　金荞麦的遗传多样性

居群
个体

数

多态位

点数

多态位点

百分率 / %

Nei’s指数

(H)

Shannon’s

指数 ( I)

NCSH 15 56 67106 01308 4 01394 6

NCHC 12 57 66183 01296 6 01574 3

QJFJ 12 54 63153 01311 3 01583 1

QJFZ 12 51 60100 01291 2 01352 8

QJZY 12 49 57165 01280 0 01301 2

YYHX 12 56 68188 01323 5 01601 1

YYZD 12 53 67135 01303 1 01554 7

2. 2　金荞麦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 (Hs)来计算

居群间遗传差异在总遗传变异中所占的比例 (Gst)。

金荞麦各居群的总基因多样度 (H t)为 01360 8,居

群内遗传多样度 (Hs)为 01302 0,居群间的遗传分

化指数 (Gst)为 01192 4。这表明有 19124%的变异

是存在于居群间的 ,而 80176%的变异是存在于居

群内的。居群的遗传分化表明 ,金荞麦居群间的分

化程度较小 ,但是金荞麦居群内部却具有高度的遗

传分化。

2. 3　金荞麦居群间的遗传距离和聚类分析 　金荞
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麦 7个居群的 Nei’s遗传一致度 ( I)为 01672 0～

01967 8,遗传距离 (D )为 01032 8～01397 5,见表 4。

其中酉阳钟多镇居群 ( YYZD )与南川黄草坪居群

(NCHC)之间的遗传距离最大 ,为 01397 5,这也表

明两者之间的遗传差异性最大。同样 ,两者的相似

度也是最低的 ,为 01672 0。黔江冯家镇的 2个居群

(QJFJ和 QJFZ)之间的遗传距离最近 ,为 01032 8。

同样 ,两者的相似度是最高的 ,为 01967 8。
表 4　金荞麦遗传一致度 I (右上角 )和遗传距离 D (左下角 )

居群 NCSH NCHC QJFJ QJFZ QJZY YYHX YYZD

NCSH - 01894 2 01846 0 01849 4 01833 3 01852 9 01705 9

NCHC 01111 8 - 01863 1 01846 7 01856 3 01870 1 01672 0

QJFJ 01167 3 01147 2 - 01967 8 01934 1 01921 8 01749 6

QJFZ 01163 2 01166 4 01032 8 - 01961 1 01924 4 01781 6

QJZY 01182 4 01155 1 01068 2 01039 7 - 01933 4 01791 4

YYHX 01159 1 01139 2 01081 4 01078 6 01068 9 - 01811 7

YYZD 01348 3 01397 5 01288 2 01246 4 01234 0 01208 6 -

　　7个野生居群中黔江冯家镇的 2个居群 (QJFJ,

QJFZ)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 ,然后又与黔江的正阳镇居群

(QJZY)聚在一起 ,上述 3个居群间的聚类反映了地

理分布上的一致性。酉阳的后溪镇 ( YYHX)和钟多

镇 ( YYZD) 2个居群也聚在一起 ,最后进行聚类的是

南川的石河子 (NCSH)和黄草坪 (NCHC) 2个居群。

总的来看 ,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的明显的一致性 ,见图 2。

图 2　金荞麦 7个居群的 UPGMA聚类图

3　讨论

3. 1　金荞麦的遗传多样性 　金荞麦物种水平的多

态位点百分率为 88124% ,高于其他草本克隆植物 ,

表明金荞麦具有较高的遗传多样性 ,遗传多样性不

仅存在于居群间 ,也存在于居群内。经 Shannon指

数估计 , 7个居群间的遗传分化为 17113% ,居群内

的遗传分化为 82187%。根据 Nei’s遗传分化指数估

算的 7个居群间的遗传分化系数为 01192 4,说明居

群间的分子变异只占总的基因多样性的 19124% ,

居群内占 80176%。无论是那种估算方法 ,都表明

居群内的遗传多样性较高 ,居群间的遗传多样性相

对较低。在各居群中 ,没有特异性引物 ,但是表现出

明显的位点特异性 ,如在引物 S53, S75中。位点特

异性的特征在金荞麦各居群中表现比较明显 ,说明

点突变导致引物结合位点数的增加 ,这也可能是遗

传多样性丰富的原因。

3. 2　金荞麦的遗传分化 　遗传分化的分析结果显

示出 ,大量的变异主要存在于金荞麦居群内 ,只有少

量的变异存在于居群之间 , 7个金荞麦居群具有相

似水平的基因频率。基因流是居群间和居群内的基

因流动 ,是影响植物遗传结构的重要因子 ,基因流可

以阻止居群遗传变异的减少 ,防止居群间的遗传分

化。如果邻近有相似的基因频率 ,可能只是表明它

们具有相同的选择压力而并不能证明有基因流动。

居群遗传结构在很大程度上依赖于生存环境空间上

的异质性。金荞麦居群严格的按照空间距离之间的

联系聚在了一起 ,这可能与共生境有关。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。综合金荞

麦生境片状分布的分析 ,金荞麦邻近居群相似的基

因频率 ,可能是由于生境选择压力所致。张春平 [ 9 ]

等对渝东地区野生金荞麦的数量分类及排序研究也

证实了这个问题。

3. 3　金荞麦的保护策略分析 　遗传多样性是物种

避免灭绝而长期生存的前提 ,遗传多样性的减少会

降低居群短期和长期两方面适应环境变化的能

力 [ 10 ]。因此 ,保护金荞麦遗传多样性对于保护其药

用资源具有重要的意义。金荞麦具有相对较高的遗

传多样性 ,因此造成金荞麦种源匮乏的主要原因可
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能不是其遗传方面的因素 ,更主要的原因可能是大

量而无节制的采挖和野生金荞麦生境的人为破坏。

为切实保护好金荞麦药用资源 ,实现资源的可持续

利用 ,建议在人为活动较强的地区 ,加大宣传力度 ,

有效控制对金荞麦的采挖 ;实行就地或迁地活体保

存 ;利用现有的或新建专用的药用植物种质资源库 ,

进行种质的低温保存 ;在种质资源分布集中的地域 ,

建立金荞麦自然保护区 (农业部已经在黔江建立了

我国目前第一个“野生金荞麦原生境保护区”) ,禁

止破坏性利用 ,防止各种人为干扰 ,充分发挥金荞麦

群落的生态和经济效益。
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RAPD ana lysis for genetic d iversity of F agopyrum cym osum
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2. Kunm ing Institu te of B otany, Chinese A cadem y of Sciences, Kunm ing 650204, China)

[ Abstract]　O bjective: To study the genetic diversity of Fagopyrum cym osum. M ethod: The genetic diversity of 87 individuals

from 10 populations was analyzed by random amp lified polymorphic DNA (RAPD). Result: Twelve p rimers were selected to p roduce

highly rep roducible RAPD bands. Among 85 amp lified bands, seventy2five showed polymorphism, the percentage of polymorphic bands

reached to 88. 24%. Nei’s gene diversity index (H) was 0. 310 3, Shannon information index ( I) was 0. 563 2, Gstwas 0. 192 4. The

genetic sim ilarity coefficient and the genetic distance were 0. 672 020. 967 8 and 0. 032 820. 397 5, respectively. Conclusion: F. cy2
m osum shows high genetic diversity and the majority of genetic variation occurs in populations. By cluster analysis, the geographical

distribution is very obvious. The RAPD marker can be used for the analysis of the genetic diversity and genetic variation of F. cym o2
sum.

[ Key words]　Fagopyrum cym osum ; genetic diversity; RAPD; cluster analysis; genetic variation
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