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　　摘要：采用聚丙烯酰胺凝胶电泳法，对２０个产地的栀子种子进行酯酶（ＥＳＴ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）同工酶测定和谱
带分析，用Ｎｔｓｙｓ２．１０软件计算遗传相似性系数，并进行聚类分析，评价不同种源的亲缘关系。结果发现，２０个产地的
栀子种子在２个同工酶系统中均有栀子物种的共同特征谱带，但酶带数量与活性强度有差异，酯酶同工酶共出现９个
谱带类型，Ｒｆ值范围０．６４～０．９０，其中Ｒｆ值０．６７、０．７１、０．７３为３条特征谱带；过氧化物酶同工酶共出现５个谱带类

型，Ｒｆ值范围０．７０～０．７７，其中Ｒｆ值０．７０为特征谱带；酯酶同工酶和过氧化物酶同工酶图谱能大致反映不同种源之

间的遗传相似度，不同产地的栀子遗传相似度在０．５０～１．００之间。酯酶同工酶和过氧化物同工酶图谱带能有效地鉴
定出种子真实性，并能大致区分栀子种子的来源。
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　　栀子为茜草科植物栀子（ＧａｒｄｅｎｉａｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓＥｌｌｉｓ）的成
熟果实，入心、肝、肺、胃经，具有泻火除烦、清热利尿、凉血解

毒之功效，内服用于热病心烦、黄疽尿赤、血淋涩痛、血热吐

衄、目赤肿痛、火毒疮疡，外治扭挫伤痛［１］。主要含环烯醚萜

类、西红花苷类、黄酮类等成分，是卫生部颁布的第１批药食
两用资源。栀子还有很多其他用途，栀子是古代应用广泛的

黄色染料，现代还用于提取工业染料和食用色素。国内外对

于栀子的需求量很大，且不断上升，具有很好的市场前景，野

生的栀子资源已经难以满足市场需求，只能靠人工栽培来解

决这一问题。但栀子种子混杂现象严重，不同产地的种子良

莠不齐，不利于大面积的栽培繁殖。

同工酶是生物体代谢的调节者，与生理功能和细胞分化

相联系，而且同工酶的发生与基因进化及种的演变有关。它

不仅是生理指标，也是可靠的遗传指标［２］。根据同工酶谱的

变化，可以用来鉴别生物类别及其亲缘关系［３］。尽管可用来

分析的同工酶有百余种，但过氧化物酶（ＰＯＤ）、酯酶（ＥＳＴ）是
２种最常被用来分析的同工酶［４］。本研究通过分析栀子种子

过氧化物酶、酯酶同工酶谱带的多样性来评价种群间的遗传

差异，为种质资源的保障提供可靠的参考依据。同时通过确

立栀子种子同工酶特征谱带，为种子真实性鉴定、药材品种鉴

别和资源的合理利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

样品为２０１３年１１—１２月采自湖南省、江西省、湖北省、
浙江省、广西壮族自治区、重庆市、四川省等２０个地区野生或
栽培居群栀子的种子，具体来源和编号见表１。将已经除去
外果皮和果肉的种子漂洗干净，选取健康饱满的种子放在密

封袋里保存。

表１　栀子种子来源

编号 产地 药材状态

１ 江西省九江市湖口县武山镇何家埂 栽培

２ 江西省九江市湖口县武山镇塘落村 栽培

３ 江西省吉安市新干县界埠镇南排镇 栽培

４ 江西省吉安市新干县界埠镇胡家老村 栽培

５ 江西省宜春市丰城市隍城镇南田村 栽培

６ 福建省宁德市福鼎市贯岭镇茗洋村 栽培

７ 福建省宁德市福鼎市分水关 栽培

８ 重庆市南川县三泉镇 栽培

９ 四川省内江市资中县 栽培

１０ 四川省资阳市雁江区 栽培

１１ 广西省南宁市四塘镇那垌村 野生

１２ 广西省南宁市隆安县 野生

１３ 浙江省温州市永嘉县下桥镇吴篛村 栽培

１４ 浙江省温州市平阳县昆阳镇莲花山 栽培

１５ 浙江省温州市文成县金星乡 栽培

１６ 湖南省宁乡县青山桥镇柳家塘村 野生

１７ 湖南省永州市零陵区邮亭圩镇毛坪村 野生

１８ 湖北省大悟县新城镇江冲村 栽培

１９ 湖北省孝昌县花园镇龙井村左家河 栽培

２０ 湖北省孝感市孝南区西河镇安平庙林果场 栽培

１．２　方法
１．２．１　酶液制备　取不同产地栀子干种子０．５ｇ，加入２ｍＬ
提取液（１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值 ６．８），冰浴研磨匀浆，
１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心 １０ｍｉｎ２次。上清液即为酶提取
液，用于同工酶分析。加入等体积的４０％蔗糖溶液、０．１％溴
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酚蓝２５μＬ，－２０℃冰箱保存、备用，使用时于４℃下溶解。
１．２．２　电泳　采用电泳仪（天能 ＥＤＳ３００型）和 ＤＹＣＺ－３０Ｂ
型垂直电泳槽（北京六一仪器厂）进行垂直平板不连续系统

的聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）分离同工酶，胶板厚度为
１．５ｍｍ。分离胶缓冲液为１．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值８．９，
酯酶同工酶采用１０％的分离胶，过氧化物酶采用８％的分离
胶；浓缩胶４％，缓冲液为 ０．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值６．８。
电极缓冲液为Ｔｒｉｓ－Ｇｌｙ系统（１５．１４ｇ的Ｔｒｉｓ加７２．０７ｇ的甘
氨酸，用双蒸水定容至 ５Ｌ）。在冰浴条件下，浓缩胶稳压
１００Ｖ，分离胶稳压２００Ｖ，电泳时间１．５～２．０ｈ，溴酚蓝至玻
璃板底部０．５ｃｍ时停止电泳。每孔上样４０μＬ，重复２次。
１．２．３　染色　（１）酯酶染色。称取１００ｍｇ重氨坚牢蓝溶于
１００ｍＬ磷酸缓冲液（１１．８７６ｇＮａ２ＨＰＯ４·２Ｈ２Ｏ定容于
１０００ｍＬ的容量瓶中，９．０７８ｇＫＨ２ＰＯ４定容于１０００ｍＬ的容
量瓶中，然后以３∶７的比例混合即可）。加９ｍＬ１．３％的乙
酸－β－萘酯（用丙酮配制），６ｍＬ２．５％的 β－醋酸萘酯（用
８３％丙酮配制，现用现配）。室温下染色３０ｍｉｎ，待褐色酶带
显示清晰后弃掉染色液。用７％冰乙酸固定３０ｍｉｎ，用蒸馏
水将凝胶冲洗干净后观察。（２）过氧化物酶染色。称取２ｇ
联苯胺溶于１８ｍＬ冰乙酸，加７２ｍＬ双蒸馏水（ｄｄＨ２Ｏ）配成
母液，染色液取５ｍＬ染色母液加入９３ｍＬｄｄＨ２Ｏ，染色前加
２ｍＬ３％Ｈ２Ｏ２。室温下染色３０ｍｉｎ，显示出蓝色谱带并转变
为棕色之后弃掉染色液，用水将凝胶冲洗干净后观察。

１．２．４　数据统计　染色后照相，作出酶谱图，记录酶带迁移
距离，计算迁移率（Ｒｆ＝酶带迁移距离／前沿指示剂距离）。
根据每张同工酶图谱上的谱带分布确定带的有无，并转化成

二项数据，在同一Ｒｆ处，有谱带的条带记为１，无谱带的记为
０，把同工酶谱信息处理为０、１数据后，通过 ＮＴＳＹＳ２１０软
件，计算遗传相似系数和遗传距离，并进行聚类分析。

２　结果与分析

２．１　栀子酯酶和过氧化物酶同工酶酶谱分析
对２０个不同产地的栀子种子依序进行酯酶和过氧化物

酶同工酶测试。参照王中仁的方法［５］确定９个酯酶同工酶位

点，即 ＥＳＴ１～ＥＳＴ９，各位点集中在中（ＳＦ，０．３３＜Ｒｆ＜０．７０）、
快（Ｆ，０．７＜Ｒｆ＜１．０）２个区，由负极到正极 Ｒｆ值依次为
０６４、０．６７、０．７１、０．７３、０．７７、０．８０、０．８３、０．８８、０．９０（图１）。
样品间存在一定差异，最多出现８个位点，是３、５、８、１８号样
品；最少出现５个位点，是１１号样品。
５个过氧化物酶同工酶位点，即 ＰＯＤ１～ＰＯＤ５，集中在快

（０．７＜Ｒｆ＜１．０）区，由负极到正极 Ｒｆ值依次为０．７０、０．７１、
０７３、０．７６、０．７７；最多的出现５个位点，是１、１３、１４等样品，
最少的出现２个位点，是３号样品（图２）。２０个产地的栀子
种子同工酶在各泳道的酶带数、迁移率、酶带浓度、扩散程度

都不尽相同，同时各种质间酶带差别还表现在酶带的深浅不

同，说明栀子种子同工酶谱带表现出较强的多态性［６］。

２．２　栀子种子真实性鉴别
在酯酶和过氧化物酶同工酶的所有位点中，ＥＳＴＲｆ值为

０．６７、０．７１、０．７３的条带，ＰＯＤＲｆ值为０．７０的条带活性强，带

深、染色清晰、较稳定，染色时出现较快，分辨率高，为主酶带，

可以作为种子酯酶和过氧化物酶同工酶的特征酶带，依据此

特征带可以准确地鉴定种子的真实性。

２．３　种子遗传距离分析
以同工酶图谱记录数据及相似系数为测量指标，记录酶

谱间遗传相似系数和遗传距离，结果见表２。从表２可以看
出，各个种源间的遗传相似度在０．５０～１．００之间，说明不同
种源的栀子种子间有不同程度的遗传差异，但整体上栀子种

子亲缘关系比较接近。采用ＮＴＳＹＳ软件对２０个不同产地的
栀子种子的亲缘关系及遗传差异进行聚类分析，结果见图３。
从树状图可以看出，２０个种质资源可以分为５类：１、１２、１３、
１４、１５、１８为一类种质资源，２、４、１１、１６、１７为一类种质资源，
３、５、６、８、９、１０为一类种质资源，７为一类种质资源，１９、２０为
一类种质资源。

　　由图３还可以看出，某些省份之间种源的差异较明显：江
西省的５个种源被分在３个不同的类群；湖北省的３个种源
被分类在２个类群，且类群之间遗传距离较大；福建省宁德市
福鼎市分水关的种质资源与其他产地的资源差异最明显，为

单独的一类；浙江省的种质资源差异小，属于同一类群。此
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表２　栀子种子遗传相似性分析

编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０
１ ０．８６ ０．６４ ０．７９ ０．７１ ０．８６ ０．６４ ０．７９ ０．７９ ０．８６ ０．７９ ０．８６ ０．８６ ０．８６ ０．８６ ０．７９ ０．７９ ０．９３ ０．７９ ０．８６
２ ０．１０ ０．７９ ０．９３ ０．８６ ０．８６ ０．６４ ０．７９ ０．７９ ０．８６ ０．９３ ０．８６ ０．７１ ０．７１ ０．７１ ０．９３ ０．９３ ０．７９ ０．６４ ０．７１
３ ０．２７ ０．１７ ０．８６ ０．９３ ０．７９ ０．７１ ０．８６ ０．８６ ０．７９ ０．７１ ０．７９ ０．６４ ０．６４ ０．６４ ０．８６ ０．８６ ０．７１ ０．５７ ０．５０
４ ０．１５ ０．０５ ０．１１ ０．９３ ０．９３ ０．７１ ０．８６ ０．８６ ０．９３ ０．８６ ０．７９ ０．６４ ０．６４ ０．６４ ０．８６ １．００ ０．７１ ０．７１ ０．６４
５ ０．２０ ０．１０ ０．０５ ０．０５ ０．８６ ０．７９ ０．９３ ０．７９ ０．８６ ０．７９ ０．８６ ０．７１ ０．７１ ０．７１ ０．７９ ０．９３ ０．７９ ０．６４ ０．５７
６ ０．１０ ０．１０ ０．１５ ０．０５ ０．１０ ０．７９ ０．９３ ０．９３ １．００ ０．７９ ０．７１ ０．７１ ０．７１ ０．７１ ０．７９ ０．９３ ０．７９ ０．７９ ０．７１
７ ０．２７ ０．３０ ０．２２ ０．２２ ０．１５ ０．１５ ０．８６ ０．７１ ０．７９ ０．７１ ０．６４ ０．７９ ０．７９ ０．７９ ０．５７ ０．７１ ０．７１ ０．７１ ０．６４
８ ０．１４ ０．１４ ０．０９ ０．０９ ０．０４ ０．０４ ０．０９ ０．８６ ０．９３ ０．７１ ０．７９ ０．７９ ０．７９ ０．７９ ０．７１ ０．８６ ０．８６ ０．７１ ０．６４
９ ０．１５ ０．１７ ０．１１ ０．１１ ０．１５ ０．０５ ０．２２ ０．０９ ０．９３ ０．７１ ０．６４ ０．６４ ０．６４ ０．６４ ０．８６ ０．８６ ０．７１ ０．７１ ０．６４
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　　注：左下角为遗传距离，右上角为遗传相似度。

外，江西省吉安市与湖南省永州市、福建省宁德市与四川省资

阳市地理位置较远，气候条件差异明显，但４号与１７号样品、
６号与１０号样品具有相同的遗传相似度。在小范围内，６号、
７号样品均产自福建省宁德市，但遗传差异显著，遗传距离很
大；１１号、１２号均产自广西省南宁市，遗传相似度为０．７９；而
１号、２号与１２号的遗传相似度为０．８６。由此可见，栀子种
子的遗传关系与地域没有必然的联系，可能由于不同产地之

间最初引进的种源不同。

３　讨论

同工酶是基因编码的产物，它在电场中迁移率的改变反

映了酶蛋白的大小、构形和肽链氨基酸的序列变化，即编码

ＤＮＡ上的变化，所以可通过分析同工酶酶谱的变化获得我们

所需要的遗传信息［７］。植物同工酶分析技术为估计植物群

体遗传多型性、分析种内及种间差异、探讨植物起源与进化等

提供了可靠的试验手段［８］。利用过氧化物酶同工酶和酯酶

同工酶来研究种间的亲缘关系已经很遍，种子真实性和品种

纯度代表种子的遗传品质。在本研究范围内，不同产地种子

之间的酶带有共同的分布图谱，也有各自的酶谱特征，说明它

们之间存在基因组的差异。

同一居群中一定种类的同工酶谱带相对稳定，所以选择

一定种类的同工酶是鉴定药用植物及其原产地的适宜生化指

标［９］。本试验表明，ＥＳＴ、ＰＯＤ同工酶是栀子种子纯度鉴定宜
选的酶系统，鉴定不同种源之间的遗传相似度宜选用酯酶同

工酶图谱。栀子是我国大宗药材，栽培历史悠久，在引种栽培

过程中，受多年的自然环境变化及不同产地之间地理、气候等

诸多不同因素的影响，其遗传多样性是否遭到破坏尚不十分

清楚。本研究通过对全国范围内具有代表性的２０个不同产
地栀子种子的酯酶与过氧化物酶同工酶酶谱进行分析，探究

不同产地种源之间的遗传多样性，结果表明，不同种源之间的

同工酶图谱既有栀子属的共同特征谱带，又具有各自的特征

带，说明不同产地的栀子种源既具有一定的遗传稳定性，又存

在各自的遗传特征。通过对栀子的过氧化物酶、酯酶同工酶

酶谱分析，发现不同产区、不同栽培类型栀子的酶谱均存在一

定差异，这也为揭示它们之间药性、药效、有效成分含量存在

差异的原因提供一定的研究基础 。

目前栀子通过种子繁育技术大力发展人工种植栽培，而

稳定的种源将是保证种子质量的前提与关键［１０］。本研究通

过栀子种子酯酶同工酶和过氧化物酶同工酶来探讨栀子种质

遗传关系，本方法具有简便易操作、周期短、成本低等优势。

种源间的亲缘关系可根据酶谱特征有效地反映出，便于鉴别

种源，有利于筛选优良品种，提高药材产量和质量［１１］。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｉｎｇｙａｎｇｌｉ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ．ｃｎ。

　　铁皮石斛别称铁皮兰、吊兰、云南铁皮、铁皮吊兰，是兰科
石斛属多年生草本植物，铁皮石斛是石斛类药材的上品，素有

“中华仙草”“药中黄金”之美称，以茎入药，含有多糖、石斛

碱、生物碱等有效成分，具有滋阴清热、生津益胃、润喉明目等

功效，在抗肿瘤、提高人体免疫力、治疗胃肠道疾病、抗衰老、

抗氧化、抗血小板聚集、降低血糖、治疗白内障等方面均有良

好疗效［１－４］。铁皮石斛大多生长在炎热潮湿的热带、亚热带

的岩石缝隙中，繁殖率很低，自然野生状态下繁殖率只有

１０％～１７％；果实为蒴果，种子小而多，种内胚发育不全或不
成熟，胚胎少胚乳，自然结实率低于５％，在自然条件下须与
兰菌共生才能萌发［５－７］，因此无法在大田或苗床上播种，很难

生产足够的实生苗用于栽培。铁皮石斛对生长环境要求苛

刻，成苗困难，采用传统的分株、扦插等人工繁殖方法进行繁

殖，增殖速度非常低，目前组织培养是铁皮石斛增殖扩繁的主

要方法。关于铁皮石斛的组织培养已有相关报道，但还存在

试管苗质量难以保证、移栽成活率低等问题，极大地制约了铁

皮石斛生产规模的扩大［２］。壮苗生根是铁皮石斛组织培养

的关键。本试验对铁皮石斛的组培苗壮苗生根培养基进行优

化，筛选出能够获得铁皮石斛优质移栽组培苗的培养基，以期

为实现铁皮石斛产业化生产提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
选取长１～２ｃｍ未长根的无菌试管苗进行试验。

１．２　方法
１．２．１　壮苗生根培养基的筛选　壮苗生根培养以ＭＳ培养基
为基础培养基，设３个处理，分别为 Ａ１：ＭＳ＋１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；Ｂ１：ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；
Ｃ１：ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ。每个培养基中均加入３０ｇ／Ｌ蔗糖、
８ｇ／Ｌ琼脂、１ｇ／Ｌ活性炭，ｐＨ值调至５．８±１．０，每处理接种
２０瓶，置于培养温度为（２５±２）℃、光照度为 １５００～
２０００ｌｘ、光照时间１２ｈ／ｄ条件下培养。培养３０ｄ后，统计组
培苗的生根数、根长、株高等。

１．２．２　组培苗移栽基质的筛选　选取在壮苗生根培养基中
生长状况良好、株高４～５ｃｍ、根长４ｃｍ、具有５条长根的组
培苗移栽。首先将组培苗移至室外通风处炼苗２周左右，炼
苗温度为２０～２５℃，将组培瓶盖逐日拧松，移栽前２ｄ揭盖，
使组培苗逐渐适应自然环境。将培养基与小苗一起取出，先

用自来水冲洗干净，再用蒸馏水冲洗几遍。移栽基质选用泥

炭土、树皮、刨花、碎砖、细锯末进行不同比例（体积比）搭配，
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