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　　摘要：以假种皮自然变异为黄色的南方红豆杉及其原种为对象，结合ＩＴＳ序列分析变异品系与近缘类群的亲缘关
系，并对变异品系和原种的部分生理生化指标进行比较。ＩＴＳ序列比对结果显示，变异品系和原种的遗传距离最近，且在
遗传进化树上聚为一类，表明黄色假种皮的南方红豆杉由红色假种皮的南方红豆杉自然变异而来。除可溶性糖含量外，

变异品系叶片中紫杉醇和丙二醛的含量，ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ、ＰＡＬ等酶的活性均显著或极显著高于原种，其中变异品系中紫
杉醇的含量是原种的１．７倍。研究结果可为红豆杉属植物品种的鉴定以及红豆杉新品种的选育提供重要依据。
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　　南方红豆杉别称美丽红豆杉，是亚热带常绿阔叶林、常绿
与落叶阔叶混交林的特征种，为我国特有的树种且是分布面

积最广的红豆杉［１－２］。南方红豆杉木材结构细腻且坚实耐

腐［３］；种子出油率高且含大量蛋白质、脂肪、总糖等，可作工

业用途［４］；其枝、叶、根均可提取紫杉醇等生物原料，对卵巢

癌、肺癌等癌症有较好的疗效［５］；此外，南方红豆杉外观造型

独特，是四季常青的鲜艳绿色，种子成熟时鲜红饱满，鲜红色

的假种皮与绿叶相映成趣，美观异常，是不可多得的高档绿化

树种和盆栽植物材料［６］。可以说南方红豆杉是集药用、材

用、观赏于一身的重要资源植物和珍稀树种，具有极高的开发

利用价值。

红豆杉属植物有９个种［７］，虽然其原种数量有限，但由于

栽培历史悠久，目前世界范围内已选育２００余个品种。其中，
欧洲红豆杉的栽培品种最多，有近１００种，另外杂种红豆杉的
栽培品种也比较多，有５０余种，剩余９种红豆杉的栽培品种
之和有５０余种，很多红豆杉种没有选育出栽培品种［８］。与世

界各国相比，我国红豆杉属植物的新品种选育进程缓慢，可以

说在红豆杉属植物的品种选育研究方面我国尚属空白。笔者

所在的课题组在江苏无锡近２０００ｈｍ２的南方红豆杉群体中
发现一自然变异品系，该品系成熟后的假种皮为金黄色，经过

多年观察发现该性状表现稳定。因此，笔者对其进行了系统

的研究，以期为南方红豆杉的新品种选育奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
红色及黄色假种皮的南方红豆杉试材取自江苏省无锡市

红豆杉生物科技股份有限公司红豆杉种质资源圃，所取试材

的变异品系与原种南方红豆杉有相同的生境和株龄；其他红

豆杉树种（包括曼地亚红豆杉、须弥红豆杉、密叶红豆杉、欧

洲红豆杉、东北红豆杉）的试材均取自南京中山植物园红豆

杉种质资源圃。

１．２　ＩＴＳ序列的分离与分析
总ＤＮＡ提取采用植物基因组快速提取试剂盒（北京百

泰克生物技术有限公司），１．０％琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ纯
度，－２０℃保存备用。
１．２．１　ＩＴＳ序列的分离与测定　ＰＣＲ扩增反应总体积
２０μＬ，反应体系为：１０ｎｇＤＮＡ模板、５０ｎｇ正反向引物、
２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、０．２５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚
合酶。扩增程序为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃
３０ｓ，７２℃４５ｓ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，１０℃保温。
引物为上海生物工程技术有限公司合成的 ＩＴＳ通用引物，
ＩＴＳ－５：５′－ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３′，ＩＴＳ４：５′－
ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′。扩增产物经 Ｂｉｏｔｅｋ多功能
ＤＮＡ纯化回收试剂盒纯化后送往上海美吉生物医药科技有
限公司测序。

１．２．２　ＩＴＳ序列比对　测序结果通过软件 ＭＥＧＡ５．０５分子
进化遗传分析软件中的 ＣＬＵＳＴＡＬＷ对序列进行排列并人工
校正，采用邻接法构建ＮＪ系统树，其中各个分支的置信度用
自展检验法检验，共进行２０００次循环，评价各分支系统学意
义与可靠性。以红豆杉科穗花杉为外类群（ＧｅｎＢａｎｋ序列号
为ＡＦ２５９２８５．１）进行分析。
１．３　生理指标的测定

参考王学奎的方法［９］进行 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ活性和 ＭＤＡ
含量的测定，参照李乃伟等的方法［１０］进行可溶性糖和紫杉醇

含量的检测，参照Ｙｕａｎ等的方法［１１］测定 ＰＡＬ活性。以上各
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项生理生化指标的测定均进行３次重复，取平均值，数据用
ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０软件分析作图完成。

２　结果与分析

２．１　基于ＩＴＳ序列分析变异品系与近缘类群的亲缘关系
取样品的新鲜枝叶提取总 ＤＮＡ，用 ＩＴＳ的通用引物进行

ＰＣＲ扩增（图１）。由电泳结果可以看出，所得到的 ＩＴＳ区长
度在１２００ｂｐ左右（包括全部的 ＩＴＳ１、ＩＴＳ２、５．８ＳｒＤＮＡ和部
分１８ＳｒＤＮＡ、２８ＳｒＤＮＡ）。根据 ＧｅｎＢａｎｋ中已报道的须弥红
豆杉ｒＤＮＡ的ＩＴＳ序列（ＧｅｎＢａｎｋ中编号为ＥＦ６６０５７７．１）确定
各个红豆杉 ＩＴＳ序列（ＩＴＳ１、５．８Ｓ、ＩＴＳ２）的边界。ＩＴＳ１区长
７２７～７３０ｂｐ、５．８Ｓ区长１６２ｂｐ、ＩＴＳ２区长２２４～２２５ｂｐ。其
中，ＩＴＳ１含有２１个可变位点，５．８Ｓ区高度保守，ＩＴＳ２区含有

１５个可变位点。综合考虑到 ＩＴＳ１区的信息量较大，因此最
终用ＩＴＳ１区构建ＮＪ系统树，并计算各个种之间的遗传距离。
　　从表１可以看出，红豆杉科红豆杉属内的遗传距离较小，
与外类群穗花杉的遗传距离较大。其中，黄色假种皮南方红

豆杉与南方红豆杉原种的遗传距离为０，与中国红豆杉遗传
距离为０．０１０，与须弥红豆杉遗传距离较远，其次是曼地亚红
豆杉。从图２的ＮＪ聚类图中可以看出，黄色假种皮与红色假
种皮南方红豆杉分支的置信度高达９８％。以上分析结果均
表明，黄色假种皮南方红豆杉系由南方红豆杉原种自然变异

而成。

表１　各红豆杉品种个体间的遗传距离

品种

编号

遗传距离

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９
１ ０ ０．００６ ０．００５ ０．００５ ０．００４ ０．００５ ０．０１０ ０．０５６
２ ０ ０．００６ ０．００５ ０．００５ ０．００４ ０．００５ ０．０１０ ０．０５６
３ ０．０２２ ０．０２２ ０．００４ ０．００４ ０．００６ ０．００５ ０．０１１ ０．０５７
４ ０．０１７ ０．０１７ ０．０１０ ０．００２ ０．００５ ０．００４ ０．０１１ ０．０５５
５ ０．０１３ ０．０１３ ０．００８ ０．００３ ０．００４ ０．００３ ０．０１１ ０．０５５
６ ０．０１０ ０．０１０ ０．０２２ ０．０１７ ０．０１３ ０．００５ ０．０１１ ０．０５５
７ ０．０１８ ０．０１８ ０．０１７ ０．０１２ ０．００８ ０．０１８ ０．０１１ ０．０５５
８ ０．０６９ ０．０６９ ０．０７２ ０．０７２ ０．０６９ ０．０６９ ０．０７４ ０．０５６
９ ０．７０３ ０．７０３ ０．７１２ ０．６９９ ０．６９５ ０．６９８ ０．７０２ ０．７０６

　　注：１～９分别为假种皮黄色的南方红豆杉、南方红豆杉、曼地亚
红豆杉、欧洲红豆杉、东北红豆杉、红豆杉、密叶红豆杉、须弥红豆杉、

穗花杉。

２．２　生理分析
２．２．１　紫杉醇及可溶性糖含量的比较　紫杉醇是Ｗａｎｉ等首
次从短叶红豆杉树皮中分离得到的一种重要的次生代谢产

物［１２］。临床可用于治疗卵巢癌、肺癌、膀胱癌、子宫癌及

ＡＩＤＳ相关的Ｋａｒｐｏｓｉｓ肉瘤等，是目前应用最广泛的天然抗癌
药物之一［５］。笔者用ＨＰＬＣ方法测定了新鲜叶片中紫杉醇的
含量，结果发现南方红豆杉变异品系的紫杉醇含量是南方红

豆杉原种中紫杉醇含量的１．７倍（图３）。
　　可溶性糖在植物体内属于初级代谢产物，对细胞膜和原
生质胶体有稳定作用，也是合成某些有机溶质的碳架和能量

来源，还可在细胞内无机离子浓度高时起保护酶类的作

用［１３］。植物进行光合作用合成可溶性糖等有机物质，首先在

植物叶片中积累，为自身营养物质的形成做准备。在本研究

中，南方红豆杉原种中可溶性糖的含量是变异品系的１．６倍，
达到了极显著的差异水平。

２．２．２　酶活性及ＭＤＡ含量的分析　过氧化物酶、过氧化氢
酶、超氧化物歧化酶一起构成了生物体内重要的抗氧化保护

系统，从而维护生物体内正常的生理代谢和生化反应［１４］。苯

丙氨酸解氨酶是植物体内苯丙烷类代谢途径中的关键酶，与

植物体内的木质素、异黄酮类植保素和黄酮类色素等多种次

生物质的生物合成有密切关系［１５］。而ＭＤＡ是膜脂过氧化的
主要产物之一，它的含量可以反映脂膜过氧化作用水平和膜

的受损情况［１６］。在本研究中，南方红豆杉原种的 ＰＯＤ、ＣＡＴ、
ＳＯＤ、ＰＡＬ的活性和ＭＤＡ的含量均明显低于变异品系，其中
ＰＡＬ和 ＰＯＤ的活性以及 ＭＤＡ的含量达到极显著的差异
水平。

３　结论与讨论

红豆杉属植物成熟的种皮颜色一般为红色，迄今为止，在

红豆杉属下的１１个种中仅在欧洲红豆杉中发现了黄色假种
皮的变异品种Ｔａｘｕｓｂａｃｃａｔａｖａｒ．ｌｕｔｅａ。笔者所在的课题组在
近２０００ｈｍ２的南方红豆杉种群中经过多年的观测，发现了６
株黄色假种皮变异品系且其性状稳定。目前关于假种皮的研

究多集中于姜、象牙参及拟豆蔻等作物上，且主要集中在解剖
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学和组织化学层面，红豆杉假种皮色素的研究尚未见有系统

报道。在种皮的色素研究中，Ｔｈｅａｎｄｅｒ等认为影响种皮色泽
的主要原因是可溶性花色素的积累，而凝聚多酚是引起黄籽、

黑籽种皮差异的主要原因［１７］；还有研究认为，黄籽、黑籽种皮

颜色的差异主要与多酚、类黄酮和花色素有关，而黑色素对成

熟种子的种皮颜色有决定作用［１８－２０］；此外，梁银等认为，

ＰＡＬ、ＰＰＯ、ＳＯＤ是种皮呈现不同颜色的关键因素［２１－２２］。这些

机理初步解释了种皮色素差异的原因，但是否与红豆杉假种

皮色素的形成有关还有待于进一步研究证实。

ＩＴＳ是核糖体 ｒＤＮＡ中介于 １８Ｓ与 ５．８Ｓ之间的 ＩＴＳ１、
５．８Ｓ与２８Ｓ之间的ＩＴＳ２的非编码转录间隔区，由于其片段长
度适中、进化速率快且在基因组不同重复单元间高度一致的

特点，已被广泛用作研究系统发育、进化及分类鉴定的分子指

标来分析较低分类单元层次上的植物系统发育问题［２３－２４］。

本研究以红豆杉属植物的７个种为材料，扩增得到了其相应
的ＩＴＳ序列。系统进化树结果表明，ＩＴＳ的序列信息能很好地
分辨出不同的红豆杉树种。遗传进化树显示，黄色假种皮与

红色假种皮南方红豆杉分支的置信度最高，表明两者亲缘最

近，从分子水平上进一步证明其属于同一个种，即黄色假种皮

南方红豆杉由南方红豆杉原种自然突变而来。另外，须弥红

豆杉原变种与南方红豆杉和红豆杉并没有聚为一类，这与经

典分类的结果不一致，须结合其他方法进一步研究。

紫杉醇作为红豆杉最重要的次生代谢产物，其研究在生

物合成、代谢调控等方面取得了很多成果。研究已证实，在不

同种的红豆杉植株中紫杉醇含量存在差异。王玉震认为，密

叶红豆杉枝叶的紫杉醇含量最高，其次为红豆杉和东北红豆

杉，南方红豆杉枝叶的紫杉醇含量最低［２５］。但研究的结果也

存在很多不同，主要是因为树龄、地理位置、环境条件以及测

定方式的不同会直接影响到紫杉醇含量的差异。本研究结果

显示，黄色假种皮南方红豆杉枝叶中的紫杉醇含量是南方红

豆杉原种中的１．７倍，这与前人研究曼地亚红豆杉不同品种
的紫杉醇含量有差异是一致的，但紫杉醇在植株体内代谢的

复杂性使得目前尚未能清楚解释原因。可溶性糖在植物中主

要以蔗糖、葡萄糖、果糖和半乳糖等形式存在，是植物进行光

合作用后的初级代谢产物。鲍思伟等研究发现，较高强度的

光照有利于曼地亚红豆杉叶片可溶性糖的积累，并增加植株

体内紫杉醇的含量［２６］。但在本研究中，可溶性糖含量却与紫

杉醇含量刚好相反，这与李乃伟等“紫杉醇含量与可溶性糖

含量呈极显著负相关”的结果［２７］一致。

植物体内各种酶的活性在生长发育过程中是不断发生变

化的，酶活性的强弱直接反映了代谢能力及植株抗逆性能力

的大小［２８］。在油橄榄、梨树、小麦等植物上已经证实，不同的

种和品种之间的酶活性存在差异，最终造成产量及抗性不

同［１６，２９－３０］。关于红豆杉方面的研究主要是集中在不同光照

强度、水肥条件及 ＵＶ－Ｂ辐射处理后的酶活性变化
上［１３，２６－２７，３１］，有关红豆杉种和品种的酶活性比较尚未见报

道。本试验结果发现，假种皮自然变异为黄色的南方红豆杉

叶片的酶（包括ＰＯＤ、ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＰＡＬ）活性以及 ＭＤＡ含量均
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显著或极显著高于红色假果皮南方红豆杉，说明黄色假种皮

南方红豆杉的代谢速度快于红色假种皮南方红豆杉，并使得

紫杉醇的含量也呈现较高水平。鲍思伟等研究发现，遮阴

（７０％透光率）条件下的红豆杉幼苗叶片中的ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ
活性均较自然光高，紫杉醇的含量也高［２６，３２］；Ｈｅｃｔｏｒ等则认
为，ＰＰＯ和ＰＯＤ的活性直接影响紫杉醇的代谢［３３－３４］；余龙江

等发现，紫杉醇产量随着 ＰＡＬ活性上升而相应提高，ＰＡＬ活
性迅速升高可作为与紫杉醇是否被诱导大量合成的生理指

标［３５］。本试验的结果与上述研究结果较一致，即酶的活性

高，紫杉醇的含量也呈现较高的水平。但也有不同的研究结

果显示，紫杉醇含量与 ＭＤＡ含量呈极显著负相关［２７］。

ＵＶ－Ｂ辐射处理后，紫杉醇含量显著增加，ＳＯＤ、ＰＯＤ活性不
变，而ＣＡＴ活性显著减弱［３１］。笔者推测，这是因为影响植物

体内酶活性的因素较多，如酶易失活，提取检测的方式方法的

差异，外界环境因素如ｐＨ值条件、温度等对酶的活性也有较
大的影响。此外，这些结果也再次表明紫杉醇在植株体内代

谢步骤繁多且机理复杂。在后续的研究中，将集中在色素代

谢途径是否对紫杉醇代谢途径有影响，这有助于从一个新的

角度理解紫杉醇代谢的分子机理。
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