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　　摘要：运用内部简单重复序列（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｐｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）分子标记对采自海南省的１０种藤黄科植物进
行遗传多样性分析，结果显示：（１）从１００条ＩＳＳＲ引物中筛选出８条能扩增出清晰条带且多态性明显的引物；８条引
物扩增出３３１条条带，其中多态性位点有１０６个，多态性比例为１００％，平均每条引物扩增位点数为１３．２５个。（２）材
料间的遗传相似系数范围为０．４０７８～０．６９９０，平均为０．５６２２。以０．６２００作为最低遗传相似系数，将１０种藤黄科植
物划分为５大类：①铁力木；②菲岛福木、单花山竹子、山竹子；③多花山竹子、越南黄牛木、黄牛木；④岭南山竹子；⑤
红厚壳、薄叶红厚壳。研究结果首次从分子水平揭示了藤黄科植物的遗传多样性，为合理地引种、驯化、保护、利用藤

黄科植物野生资源提供了重要的参考依据和数据支持。

　　关键词：藤黄科；ＩＳＳＲ；遗传多样性；聚类分析；相似系数
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作者简介：刘子金（１９９１—），男，河南新乡人，硕士研究生，主要从事
热带药用植物资源及其活性物质研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１０９７７１７４１６＠
ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：岑举人，博士，讲师，主要从事热带药用植物资源及其活性

物质研究。Ｅ－ｍａｉｌ：２４０７２９７３５＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　藤黄科（Ｇｕｔｔｉｆｅｒａｅ）属双子叶植物纲五桠果亚纲，是一个
热带科。我国有８属８７种藤黄科植物，分别隶属于３亚科，
几乎遍布全国各地［１］，海南省主要有黄牛木属、红厚壳属、铁

力木属、藤黄属等。近年来，随着人们对藤黄科植物研究的不

断深入，从中出离出大量黄酮类化合物［２］、種吨酮类化合

物［３－４］、萜类化合物［５］等。药理研究表明：藤黄科植物药用活

性成分具有抗肿瘤［６］、抗艾滋病［７］、抗菌［８］等多种生物活性，

极具研究和开发价值。因此，对藤黄科植物进行深入研究具

有重要意义。

内部简单重复序列（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｐｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）
是由 Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等在 １９９４年提出的一种新型分子标记技
术［９］，用于检测简单重复序列（ＳＳＲ）间的 ＤＮＡ序列差异，具
有比随机扩增多态 ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）更高的可重复性、稳定
性［１０］。同时，该试验操作简单、快速、高效，不需要繁锁的构

建文库、设计引物、杂交、同位素显示等步骤，而且 ＩＳＳＲ标记
可以揭示整个基因组的一些特征，并呈孟德尔式遗传。目前，

ＩＳＳＲ技术己在品种鉴定［１１］、遗传作图［１２－１３］、遗传多样

性［１４－１５］等研究中得到了广泛应用［１６］。本研究利用 ＩＳＳＲ技
术对采自海南省的１０种藤黄科植物进行亲缘关系、遗传多样
性分析，以期为藤黄科植物种质资源的收集、鉴定、保护和利

用提供理论基础。
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１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料分别为红厚壳、薄叶红厚壳、山竹子、岭南山竹

子、单花山竹子、多花山竹子、菲岛福木、黄牛木、越南黄牛木

和铁力木，所有物种均由海南大学热带作物种质资源保护与

开发利用教育部重点实验室主任杨小波教授鉴定。采集地信

息见表１。

表１　材料来源信息

序号 种名 采集地 代号

１ 红厚壳（ＣａｌｏｐｈｙｌｌｕｍｉｎｏｐｈｙｌｌｕｍＬ．） 海口市演丰镇 Ｈ
２ 薄叶红厚壳（Ｃａｌｏｐｈｙｌｌｕｍｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｍ） 陵水市吊罗山 Ｂ
３ 山竹子（ＧａｒｃｉｎｉａｍａｎｇｏｓｔａｎａＬ．） 五指山市毛道乡 Ｓ
４ 岭南山竹子（Ｇａｒｃｉｎｉａｏｂｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ） 陵水市吊罗山 Ｌ
５ 单花山竹子（Ｇａｒｃｉｎｉａｏｌｉｇａｎｔｈａ） 陵水市吊罗山 ｄ
６ 多花山竹子（ＧａｒｃｉｎｉａＭｕｌｔｉｆｌｏｒａ） 陵水市吊罗山 Ｄ
７ 菲岛福木（Ｇａｒｃｉｎｉａｓｕｂｅｌｌｉｐｔｉｃａ） 海口市美兰区 Ｆ
８ 黄牛木（Ｃｒａｔｏｘｙｌｕｍ．Ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｅ） 昌江市霸王岭 Ｎ
９ 越南黄牛木（Ｃｒａｔｏｘｙｌｕｍｆｏｒｍｏｓｕｍ） 昌江市霸王岭 Ｙ
１０铁力木（ＭｅｓｕａｆｅｒｒｅａＬ．） 儋州市植物园 Ｔ

　　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增反应引物根据 ＢｒｉｔｉｓｈＣｏｌｕｍｂｉａ大学公
布的ＩＳＳＲ引物序列，由北京诺赛基因组研究中心有限公司合
成；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、２ｋｂＤＮＡｍａｒｋ
ｅｒ均购自中科瑞泰（北京）生物科技有限公司。
１．２　试验仪器

主要仪器有：ＨＨ－２数显恒温水浴锅；ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＣｅｎｔｒｉ
ｆｕｇｅ５４１５Ｒ冷冻离心机；ＢｉｏｍｅｔｒａＴＧｒａｄｉｅｎｔＰＣＲ仪；ＤＹＹ－
１１型电泳仪，北京市六一仪器厂；ＢＧ－ＳｕｂＭＩＮＩ水平电泳槽；
Ａｌｐｈａｌｍａｇｅｒ－２２００凝胶成像系统。
１．３　试验方法
１．３．１　总ＤＮＡ的提取　采用购自成都福际生物技术有限公
司的植物ＤＮＡ提取试剂盒提取基因组总ＤＮＡ，用０．８％琼脂
糖凝胶电泳检测基因组 ＤＮＡ的完整性、浓度，将其稀释为
２０ｎｇ／Ｌ，用于ＩＳＳＲ分子标记技术分析，置于－２０℃冰箱中保
存备用。

１．３．２　扩增与成像　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）：１０μＬ
２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，１μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ），
１μＬ模板，用灭菌蒸馏水补足至 ２０μＬ。扩增程序：９４℃
５ｍｉｎ，４５℃１ｍｉｎ，７２℃ ９０ｓ；９４℃ ５０ｓ，４３℃ ５０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，４０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。于４℃贮存。ＰＣＲ扩增在
ＢｉｏｍｅｔｒａＴ－ＧｒａｄｉｅｎｔＰＣＲ仪上完成。ＩＳＳＲ扩增产物用１．６％
琼脂糖凝胶电泳检测，以２ｋｂＬａｄｄｅｒＰｌｕｓＭａｒｋｅｒ为相对分子
质量标记，在紫外凝胶成像系统下拍照记录。

１．３．３　数据处理　对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增产物进行条带数目统
计，采取０／１赋值记带，扩增产物相同迁移位置上有条带记为
“１”，无条带记为“０”，得到０／１数据矩阵，然后将数据导入
ＮＴｓｙｓ２．１０ｅ软件进行聚类分析。首先用 ＳｉｍＱｕａｌ程序计算
Ｎｅｉ－Ｌｉ相似系数，再用ＳＨＡＮ程序中的非加权成组算术平均
数法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒ－ｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄ，ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃａｖｅｒａｇｅ，ＵＰＧ
ＭＡ）进行聚类分析，最后用ＴＲＥＥＰＬＯＴ过程构建树状聚类图。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取结果
基因组 ＤＮＡ用 ０．８％琼脂糖凝胶电泳检测，由图 １可

知，所得条带均匀清晰，无蛋白质、ＲＮＡ污染，无拖尾现象，纯
度高，完全满足ＩＳＳＲ分析的要求。

２．２　ＩＳＳＲ扩增结果
用红厚壳、山竹子ＤＮＡ为模版，对１００条ＩＳＳＲ引物进行

筛选，最终确定８条带型清晰、多态性较好的引物用于藤黄科
植物的多态性分析。表２结果表明：８条引物扩增出３３１条
清晰可辨的条带，ＤＮＡ片断多集中在７５０～２０００ｂｐ之间，平
均每个引物扩增出４１．３８条条带，其中位点有１０６个，平均每
条引物扩增位点数为１３．２５个，均呈现多态性，多态性比例达
到了１００％，说明１０种藤黄科植物在 ＤＮＡ分子水平上存在
着丰富的遗传多样性。引物ＩＳＳＲ扩增图谱见图２。

表２　引物序列和扩增结果

引物
引物序列

（５′→３′）
扩增条

带数（条）

多态性条

带数（条）

退火温度

（℃）
多态性位点

比例（％）

ＵＢＣ１０ （ＧＡ）８Ｔ ５１ ５１ ４８ １００
ＵＢＣ８１１ （ＧＡ）８Ｃ ４３ ４３ ４８ １００
ＵＢＣ８１５ （ＣＴ）８Ｇ ３０ ３０ ４８ １００
ＵＢＣ８２２ （ＴＣ）８Ａ ３３ ３３ ４８ １００
ＵＢＣ８２６ （ＡＣ）８Ｃ ４２ ４２ ４８ １００
ＵＢＣ８４２（ＧＡ）８ＹＧ ３３ ３３ ５５ １００
ＵＢＣ８４３ （ＣＴ）８ＲＡ ４５ ４５ ５５ １００
ＵＢＣ８４４ （ＣＴ）８ＲＣ ５４ ５４ ５５ １００

２．３　材料间亲缘关系的聚类分析
由表３可知，１０种藤黄科植物的遗传相似系数在

０．４０７８～０．６９９０之间，平均遗传相似系数为０．５６２２。其中
薄叶红厚壳和单花山竹子的遗传相似系数最小，为０．４０７８，
亲缘关系最远；薄叶红厚壳和红厚壳相似系数最大，为

０．６９９０，亲缘关系最近。通过聚类分析，以阈值０．６２００为基
准，可以将１０种藤黄科植物明显地划分为５个类群，如图３
所示：第１类为铁力木；第２类为菲岛福木、单花山竹子、山竹
子；第３类为多花山竹子、越南黄牛木、黄牛木；第４类为岭南
山竹子；第５类为红厚壳、薄叶红厚壳。

３　讨论

藤黄科植物由于其重要的经济价值、食用价值、药用价

值，已经成为世界各国植物资源研究的热点之一，尤其是在化
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表３　供试材料的遗传相似系数

材料代号 Ｔ Ｆ Ｄ ｄ Ｓ Ｌ Ｈ Ｂ Ｎ Ｙ
Ｔ １．００００
Ｆ ０．５０４９ １．００００
Ｄ ０．５８２５ ０．６１１７ １．００００
ｄ ０．５７２８ ０．６２１４ ０．６２１４ １．００００
Ｓ ０．５７２８ ０．５８２５ ０．６４０８ ０．６３１１ １．００００
Ｌ ０．５７２８ ０．６０１９ ０．５８２５ ０．５５３４ ０．５５３４ １．００００
Ｈ ０．５９２２ ０．５８２５ ０．６０１９ ０．５１４６ ０．５９２２ ０．６１１７ １．００００
Ｂ ０．５４３７ ０．４５６３ ０．５３４０ ０．４０７８ ０．５４３７ ０．５６３１ ０．６９９０ １．００００
Ｎ ０．５０４９ ０．４９５１ ０．６１１７ ０．５２４３ ０．５８２５ ０．５０４９ ０．５６３１ ０．５９２２ １．００００
Ｙ ０．５６３１ ０．５１４６ ０．６６９９ ０．５２４３ ０．５２４３ ０．４６６０ ０．４８５４ ０．４７５７ ０．６５０５ １．００００

学成分、药理药效方面，近年来人们开展了较为全面的研究，

并取得了丰富的成果。因此，对藤黄科植物资源进行较为统

一、完善、准确的分类，对资源的收集、鉴定及合理利用具有非

常重要的意义。本研究采用分子标记的方法，从分子的角度
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去研究植物，更能够发掘物种内部的变异因素，从而更加准确

地获知物种之间的亲缘关系、遗传多样性。因此，本研究通过

所选取的８条引物获得了３３１条条带、１０６个多态位点，充分
说明所选引物具有信号强、特异性高、覆盖度广等特点，也能

够充分地揭示藤黄科不同植物间的亲缘关系和存在的遗传差

异（充分揭示藤黄科植物具有遗传多样性）。研究表明：１０种
植物聚为５类，其中铁力木聚为１类，红厚壳、薄叶红厚壳聚
为１类，这与它们的传统分类地位是一致的［１］。藤黄属中的

５种植物山竹子、岭南山竹子、单花山竹子、多花山竹子、菲岛
福木分别聚为３类。其中，岭南山竹子单独聚为１类，菲岛福
木、山竹子、单花山竹子聚为１类，而多花山竹子却与黄牛木
属中的黄牛木、越南黄牛木聚在一起。这可能与它们的生境

有关，多花山竹子、黄牛木属植物生境相同，均分布在次生林

或者灌丛中，地理分布存在一定的重叠。

ＩＳＳＲ分子标记具有信息量丰富、操作简单、重复性好、稳
定性强等诸多优点，因而被广泛应用于植物遗传多样性研究

中［１７－１８］。本研究表明，藤黄科植物之间具有丰富的遗传多样

性，这意味着它们具有较高的适应能力、较大的育种和改良能

力。如今，藤黄科植物在人们生活中起到的影响也越来越大，

广泛用作食用水果、木材和各种其他天然产品的来源，也是化

工、医药的重要原料。因此，准确了解植物间的亲缘关系，能

够为繁育出更优质的果树、实用木材以及获得含有更高含量

药物活性成分的品种提供理论依据，从而研发新的技术，从根

本上解决用于现代制药行业所需的植物原料缺乏问题，有效

地避免对藤黄科野生植物资源的过度采挖造成某些物种的濒

危或灭绝，最终达到对植物资源合理有效开发利用目的。
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