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　　摘要：利用改良ＣＴＡＢ法提取１０种金发藓科（Ｐｏｌｙｔｒｉｃｈａｌｅｓ）植物基因组ＤＮＡ，利用ＲＡＰＤ和分子标记技术对其进
行遗传多样性研究。结果表明，在供试材料中筛选到具有多态性的ＲＡＰＤ引物１２个，这些ＲＡＰＤ引物共扩增出６８条
带，多态性带４２条，多态性条带比率（ＰＰＢ）为６１．７６％；采用ＵＰＧＭＡ聚类分析，供试材料分为２大类群，细叶拟金发藓
单独聚为１类，其余９种植物聚为１类。ＲＡＰＤ和分子标记技术可用于金发藓科植物系统学研究。
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　　金发藓科（Ｐｏｌｙｔｒｉｃｈａｌｅｓ）为金发藓目中唯一的１个科，全
世界共有 １９个属，其中，Ｅｏｐｏｌｙｔｒｉｃｈｕｍ为 １个化石属［１］。

Ｓｃｈｏｆｉｅｌｄ保守估计认为金发藓目大约有３７０种［２］，但新近判

断认为，该目实际上的种数不超过２００种［３］。对金发藓科一

些属种的分类地位，不同学者有不同的认识［４－８］。吴鹏程等

将穗发藓属的主要种类及拟仙鹤藓属和新金发藓属归并入小

金发藓属；将金发藓属中孢蒴口部盖膜呈肉质的种划入拟金

发藓属［９］。Ｚｏｕｈａｉｒ等利用随机扩增引物对金发藓属６种植
物进行ＲＡＰＤ分析，共获得 １６６条多态性 ＤＮＡ片段，根据
ＲＡＰＤ分子标记结果，将６种植物分为２大类群，即金发藓、
拟金发藓和Ｐ．ｃ．ｖａｒ．ｐｅｒｉｇｏｎｉａｌｅ为１类，桧叶金发藓、毛尖金发

藓和Ｐ．ｓｔｒｉｃｔｕｍ为１类，第１大类中金发藓与拟大金发藓之间
的亲缘关系更近一些［１０］。金发藓科的许多植物在经典分类学

上分类地位不清，且一些分子标记的试验结果与经典分类学结

论相悖，这为金发藓科系统学研究提供了更广阔的空间。本研

究采用ＲＡＰＤ分析方法，对金发藓科１０种藓类植物进行遗传
聚类分析，以期为更好地研究藓类植物的分类地位奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料为自然风干的标本及２０１２年采集的新鲜标本，

材料种名、采集地等信息见表１。
表１　供试材料信息

编号 种名 采集地　　　　 标本凭证号　　
１ 细叶拟金发藓Ｐｏｌｙｔｒｉｃｈａｓｔｒｕｍｌｏｎｇｉｓｅｔｕｍ（Ｓｗ．ｅｘＢｒｉｄ．）Ｇ．Ｓｍ． 丰林保护区 沙伟０４００２

五营河 沙伟０４０１６
小兴安岭 沙伟０４０２０

２ 毛尖金发藓ＰｏｌｙｔｒｉｃｈｕｍｐｉｌｉｆｅｒｕｍＳｃｈｒａｄ．ｅｘＨｅｄｗ． 老黑山 郑艳冰１２００９
３ 桧叶金发藓ＰｏｌｙｔｒｉｃｈｕｍｊｕｎｉｐｅｒｉｎｕｍＨｅｄｗ． 老黑山 郑艳冰１２００５
４ 台湾拟金发藓Ｐｏｌｙｔｒｉｃｈａｓｔｒｕｍｆｏｒｍｏｓｕｍ（Ｈｅｄｗ．）Ｇ．Ｓｍ． 小兴安岭 沙伟０４００８

大兴安岭 沙 伟９９１７０
５ 硬叶小金发藓Ｐｏｇｏｎａｔｕｍｎｅｅｓｉｉ（Ｃ．Ｍｕｅｌｌ．）Ｄｏｚｙ 东北 沙伟１７５
６ 拟金发藓Ｐｏｌｙｔｒｉｃｈａｓｔｒｕｍａｌｐｉｎｕｍ（Ｈｅｄｗ．）Ｇ．Ｓｍ． 老黑山 郑艳冰１２４０１８
７ 多形拟金发藓Ｐｏｌｙｔｒｉｃｈａｓｔｒｕｍｏｈｉｏｅｎｓｅ（Ｒｅｎ．ｅｔＣａｒｄ）Ｇ．Ｓｍ． 丰林保护区 沙伟０４０２６
８ 小仙鹤藓ＡｔｒｉｃｈｕｍｃｒｉｓｐｕｌｕｍＳｃｈｉｍｐ．ｅｘＢｅｓｃｈ． 五营河 沙伟０４００４

都江堰 汪楣芝５７３１５
９ 小胞仙鹤藓Ａｔｒｉｃｈｕｍｒｈｙｓｔｏｐｈｙｌｌｕｍ（Ｃ．Ｍｕｅｌｌ．）Ｐａｒ． 丰林保护区 沙伟０４０２２

丰林公园 沙伟０４０２３
大兴安岭 沙伟９９０１１

１０ 细疣小金发藓Ｐｏｇｏｎａｔｕｍｄｅｎｔａｔｕｍ（Ｂｒｉｄ．）Ｂｒｉｄ． 长白山 沙伟２０３８１

１．２　仪器及药品
１．２．１　仪器　美国产ＰＥ－９６００型ＰＣＲ仪；北京六一仪器厂
产ＤＹ－３型电泳仪和 ＤＹＣＰ－３３Ａ型水平板电泳槽；日本产

７Ａ０－００１２型 ＧｅｎｅＳｐｅｃｌ、ＳＡＮＹＯ制冰机和 ＮＵＡＬＲ－６３８２Ｅ
型超低温冰箱；河北省黄骅航天仪器厂产 ＤＺＫＷ－Ｄ型水浴
锅；德国产高速冷冻离心机ＨＥＲＭＬＥＺ３２３Ｋ；１ｍＬ和２０、２００、
１００μＬ微量加样器；ＵＶＰＧＤＳ－８０００型紫外凝胶成像系统；
Ｂａｒｎｓｔｅａｄ纯水仪；ＰＨＳ－２５型酸度计；北京赛多利斯天平有
限公司产电子天平。

１．２．２　药品　Ｔｒｉｓ、ＨＣｌ、ＥＤＴＡ、ＮａＯＨ、溴化乙锭（ＥＢ）、乙酸
钠、冰乙酸、ＴＥ、ＣＴＡＢ、ＮａＣｌ、ＴＢＥ、乙醇、氯仿、异戊醇、溴酚
蓝、蔗糖、抗坏血酸钠、ＰＶＰ和３％ β－巯基乙醇等，均为分析
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纯（ＡＲ）；４种ｄＮＴＰ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶及 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｈ、Ｙ组引
物，均为上海生工生物工程股份有限公司产品；ＤＧＬ２０００
Ｍａｒｋｅｒ，为大连宝生物公司产品。
１．３　试验方法
１．３．１　ＤＮＡ提纯、保存及检测　采用改良 ＣＴＡＢ法提取试
材ＤＮＡ；放入－２０℃冰箱储存或放入４℃冰箱待用；利用核
酸检测仪通过紫外吸收法对 ＤＮＡ样品进行定量分析和纯度
检测，并用琼脂糖电泳检测ＤＮＡ。
１．３．２　ＲＡＰＤ扩增
１．３．２．１　扩增反应体系　ＲＡＰＤ扩增体系总体积为２５μＬ，
其中，１０×ｂｕｆｆｅｒ、２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋、１０ｍｍｏｌ／ＬｅａｃｈｄＮＴＰ、
２５ｇ／ＬＴｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ、５０００Ｕ／ｍＬＴａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ和１０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｐｒｉｍｅｒ等组分体积分别为２．５、２．０、１．０、１．０、０．３、０．８μＬ，用
无菌ｄｄＨ２Ｏ补足。
１．３．２．２　扩增反应程序　９４℃ ２ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，３６℃
１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，４３个循环；７２℃５ｍｉｎ，１个循环。
１．３．２．３　ＲＡＰＤ反应体系的优化　ＲＡＰＤ反应体系为
２５μＬ，扩增引物为 Ａ１１。针对反应体系中模板 ＤＮＡ、ｄＮＴＰ、
引物和Ｔａｑ酶浓度等４个组分，Ｌ１６（５

４）正交试验基础上进一

步进行Ｌ９（４
３）正交设计（表２、表３），以寻求最优方案。

表２　各组分浓度水平

水平
模板ＤＮＡ
（ｎｇ）

ｄＮＴＰ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｑ酶
（Ｕ）

引物

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
１ １５ ０．３ １．５ ０．３
２ ２０ ０．４ ２．０ ０．４
３ ２５ ０．５ ２．５ ０．５

表３　Ｌ９（４３）正交试验验的因素和水平处理组合

组合
模板ＤＮＡ
（ｎｇ）

ｄＮＴＰ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｑ聚合酶
（Ｕ）

引物

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
１ １（１５） １（０．３） １（１．５） １（０．３）
２ １（１５） ２（０．４） ２（２．０） ２（０．４）
３ １（１５） ３（０．５） ３（２．５） ３（０．５）
４ ２（２０） １（０．３） ３（２．５） ２（０．４）
５ ２（２０） ２（０．４） １（１．５） ３（０．５）
６ ２（２０） ３（０．５） ２（２．０） １（０．３）
７ ３（２５） １（０．３） ２（２．０） ３（０．５）
８ ３（２５） ２（０．４） ３（２．５） ２（０．４）
９ ３（２５） ３（０．５） １（１．５） １（０．３）

１．３．４　扩增产物的检测　扩增结束，在反应混合物中加入
５ｍＬ／Ｌ上样缓冲液，混匀；取１５μＬ点入１．５％琼脂糖凝胶
中，用０．５×ＴＢＥ电泳缓冲液在３Ｖ／ｃｍ（８４Ｖ）电场下电泳
２～３ｈ，经０．２５ｍｇ／Ｌ溴化乙锭染色３０ｍｉｎ，在紫外凝胶成像
系统下观察照相和分析。

１．３．５　引物筛选　正式扩增前，任意选取系统进化差异较大
的２个不同品种 ＤＮＡ，以这２个品种均能扩增出清晰条带、
重复性和多态性好的为引物选择依据，对上海生工生产的Ａ、
Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｈ、Ｙ组共６组随机引物进行筛选。
１．３．６　数据处理　在筛选出的引物中，选取扩增清晰、稳定、
重复性好的引物进行条带统计。电泳获得基因组扩增图谱的

每１条带（ＤＮＡ片段）均为１个分子标记，并代表引物的１个
结合位点；根据各分子标记在相同电泳迁移率的有无，统计得

到所有位点的二元矩阵，有 ＤＮＡ扩增带（显性）记为“１”，无
带记为“０”，强带或可分辨的弱带赋值均为“１”；用 ＮＴＳＹＳ－

ＰＣ软件处理ＲＡＰＤ数据，依据ＮＥＩ－ＬＩ法计算各品种间的遗
传相似度，按照类平均法（ＵＰＧＭＡ）建立亲缘关系树状图。

２　结果与分析

２．１　ＲＡＰＤ反应体系优化
在Ｌ９（４

３）正交试验设计中，组合１、３扩增出２条带，组
合２扩增出４条带，组合５扩增出１条带，其余组合未扩增出
条带；组合２的多态性及清晰度最好，最佳ＲＡＰＤ扩增反应条
件为反应总体积 ２５μＬ、ｄＮＴＰ为 ０．４ｍｍｏｌ／Ｌ、引物为
０．４ｍｍｏｌ／Ｌ、基因组ＤＮＡ为１５ｎｇ、Ｔａｑ酶２．０Ｕ，其他成分为
无菌ｄｄＨ２Ｏ。
２．２　引物筛选

利用优化反应体系对上海生工生物工程股份有限公司生

产的Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｈ、Ｙ组１２０条引物进行筛选，共筛选出１２条
多态性好的引物（表４），用于全部供试样品ＤＮＡ的扩增。

表４　筛选出的引物及其序列

引物 序列 引物 序列

ＳＢＳＡ－０２ ＴＧＣＣＧＡＧＣＴＧ ＳＢＳＤ－１１ ＡＧＣＧＣＣＡＴＴＧ
ＳＢＳＡ－１０ ＧＴＧＡＴＣＧＣＡＧ ＳＢＳＨ－０３ ＡＧＡＣＧＴＣＣＡＣ
ＳＢＳＢ－０８ ＧＴＣＣＡＣＡＣＧＧ ＳＢＳＨ－１９ ＣＴＧＡＣＣＡＧＣＣ
ＳＢＳＣ－０２ ＧＴＧＡＧＧＣＧＴＣ ＳＢＳＨ－２０ ＧＧＧＡＧＡＣＡＴＣ
ＳＢＳＣ－０５ ＧＡＴＧＡＣＣＧＣＣ ＳＢＳＹ－０４ ＧＧＣＴＧＣＡＡＴＧ
ＳＢＳＤ－０８ ＧＴＧＴＧＣＣＣＣＡ ＳＢＳＹ－０６ ＡＡＧＧＣＴＣＡＣＣ

２．３　扩增结果
选用重复性和多态性较好、谱带清晰的１２条引物对４属

１０种金发藓科植物样品进行 ＲＡＰＤ扩增，结果由图１、图２、
图３和表５可见，每个引物的扩增片段在２～９条之间；１２个
随机引物共获得６８条谱带，即共检测到６８个位点，平均每个
引物检测到５．６７个位点，其中，多态性条带为４２条，多态百
分率为６１．７６％。
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２．４　聚类分析
基于ＲＡＰＤ扩增结果，用ＵＰＧＡＭ法进行聚类分析，得到

供试材料相似性系数表和１０种金发藓科植物系统学关系树
状图。由表６和图４可见，１０种金发藓科植物的遗传相似性
系数在０．０２～０．９６之间，说明这１０种植物亲缘关系较近；细
叶拟金发藓与其他种遗传距离较远，自为１类，其余９种聚为
１类；其他９种植物的遗传相似性系数在０．６４处又可分２两
类，即硬叶小金发藓和细疣小金发藓聚为１类，其余７种聚为

表５　１２个引物对１０个供试材料的扩增结果

引物
扩增带数

（条）

多态带数

（条）

多态带百分率

（％）
ＳＢＳＡ－０２ ７ ７ １００．００
ＳＢＳＡ－１０ ５ ４ ８０．００
ＳＢＳＢ－０８ ９ ５ ５５．５６
ＳＢＳＣ－０２ ９ ６ ６６．６７
ＳＢＳＣ－０５ ２ ２ １００．００
ＳＢＳＤ－０８ ８ ６ ７５．００
ＳＢＳＤ－１１ ６ ２ ３３．３３
ＳＢＳＨ－１３ ５ ２ ４０．００
ＳＢＳＨ－１９ ４ １ ２５．００
ＳＢＳＨ－２０ ６ ３ ５０．００
ＳＢＳＹ－０４ ５ ３ ６０．００
ＳＢＳＹ－０６ ２ １ ５０．００

１类；这７种植物在遗传相似性系数０．７８处又可聚为２类，
即小仙鹤藓和小胞仙鹤藓聚为１类，台湾拟金发藓、拟金发
藓、多形拟金发藓、毛尖金发藓和桧叶金发藓聚为１类。这说
明１０种金发藓科植物遗传相似性极高，与形态解剖学及其形
态分类学地位表现出高度的一致性，这也与 Ｈｙｖｎｅｎ等结
论［３，１１］相一致。

表６　１０种金发藓科植物ＲＡＰＤ遗传相似度

材料编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
１ １．００００
２ ０．０１７９ １．００００
３ ０．０１７９ ０．９１０７ １．００００
４ ０．０１７９ ０．７６７９ ０．７１４３ １．００００
５ ０．０１７９ ０．６６０７ ０．６７８６ ０．６７８６ １．００００
６ ０．０１７９ ０．７５００ ０．６９６４ ０．９４６４ ０．７３２１ １．００００
７ ０．０１７９ ０．７８５７ ０．８０３６ ０．８３９３ ０．８０３６ ０．８２１４ １．００００
８ ０．０１７９ ０．８０３６ ０．７８５７ ０．７１４３ ０．５７１４ ０．６９６４ ０．７６７９ １．００００
９ ０．０１７９ ０．７３２１ ０．６７８６ ０．８２１４ ０．６７８６ ０．７６７９ ０．８０３６ ０．７１４３ １．００００
１０ ０．０１７９ ０．６６０７ ０．６０７１ ０．６７８６ ０．９２８６ ０．６９６４ ０．８０３６ ０．６０７１ ０．７５００ １．００００
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