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　　摘要：采用聚丙烯酰胺凝胶垂直平板电泳（ＰＡＧＥ）技术对青海鹅观草属１０个野生种质资源进行酯酶同工酶
（ＥＳＴ）检测和分析。结果表明，鹅观草属１０个种质的酯酶同工酶谱带共有９条，形成４个区域（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ），其中 Ｒｆ
值为０．１９８、０．４６９、０．６３０的这３条酶带为共有带，其余则为各份材料的特征带；各种质材料间的酯酶同工酶表现出较
丰富的多态性，说明鹅观草属１０个种质不同种及部分种的不同居群在遗传本质上是有区别的。聚类分析表明，鹅观
草属１０个野生种质资源可聚为３个类群。
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　　鹅观草属（ＲｏｅｇｎｅｒｉａＣ．Ｋｏｃｈ）为小麦族（Ｔｒｉｔ－ｉｃｅａｅ
Ｄｕｍｏｒｔｉｅｒ）近缘属中植物种类最多的多年生大属，现有１２０多
种，我国有７０多种［１］。该属许多物种是草原或草甸的组成成

分，而且许多种类可作为优良牧草加以利用，也有部分种类含

抗逆基因，可作为麦类作物培育新品种的宝贵资源。目前仅

青海省鹅观草属植物就有２３种、３个变种，广泛分布于三江
源、祁连山地的大部分地区。其中的多数种具有抗寒、耐旱、

耐盐碱、耐贫瘠等优良特性，是高寒地区天然草场的重要组成

成分和优良的牧草，也是高海拔地区人工草地建设、草地改

良、水土保持以及生态环境建设的首选草种。然而，鹅观草属

植物种间由于形态特征较为相似，可作为分类依据的器官结

构较为细微，其分类在禾本科中一直属于难度较大的属。

同工酶是一种特异蛋白质，是基因的直接产物，同工酶的

差异反映基因的表达差异［２］。同工酶作为一种便捷的分子

标记，广泛应用于生物学研究的各个领域，如探讨物种的起源

进化、了解植物居群的遗传结构、研究种内遗传多样性等，在

植物的种群、发育及遗传研究中，尤其对其种间分类及亲缘关

系的研究有重要意义［３－９］。采用同工酶分析技术对种间、品

种间的分类研究已比较广泛，其方法、技术较为成熟。从目前

的研究来看，尚未有学者对于分布在青海地区的鹅观草属植

物从生化水平上进行研究。本研究采用酯酶同工酶技术对分

布于青海三江源区的鹅观草属１０个野生种质资源６种［玉树
鹅观 草 （Ｒｏｅｇｎｅｒｉａｙｕｓｈｕｅｎｓｉｓ）、毛
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鹅 观 草 （Ｒｏｅｇｎｅｒｉａ
ｔｒｉｃｈｏｓｐｉｃｕｌａ）、短柄鹅观草（ＲｏｅｇｎｅｒｉａｂｒｅｖｉｐｅｓＫｅｎｇ）、曲芒异芒
草（Ｒｏｅｇｎｅｒｉａａｂｏｌｉｎｉｉｖａｒ．ｄｉｖａｒｉｃａｎｓＮｅｖｓｋｉ）、紫
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鹅观草

（ＲｏｅｇｎｅｒｉａｐｕｒｐｕｒａｓｃｅｎｓＫｅｎｇ）、肃草（ＲｏｅｇｎｅｒｉａｓｔｒｉｃｔａＫｅｎｇ）］
及部分种的４个居群进行酶酯同工酶谱带特征分析，从生化
水平探讨不同材料间的遗传差异，为该属材料的选择利用及

亲缘关系判定提供科学依据，这也是对该生态草种进行深入

研究及合理开发利用的基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
本试验所采用的鹅观草属１０份野生种质材料种子均采

自青海三江源地区，于２０１５年５月种植于青海大学农牧学院
草业科学系牧草试验田，待供试材料生长至幼苗期采集幼叶

作为试验材料。其编号、物种名称及采集地等信息见表１。
１．２　方法
１．２．１　酶提取液制备　分别称取１０个试验材料的叶片（幼
叶）各１ｇ，洗净后用滤纸吸干水分，剪碎后置于预冷的小研
钵中，加入少量提样缓冲液，在冰浴中研磨匀浆，移入离心管

中，１００００ｒ／ｍｉｍ、４℃，离心１５ｍｉｎ，取０．５ｍＬ上清液，加入
等量的样品处理液，于４℃冰箱保存备用。
１．２．２　不连续聚丙烯酰胺凝胶垂直平板电泳（ＰＡＧＥ）　电
泳采用不连续聚丙烯酰胺凝胶垂直平板电泳技术［１０］，分离胶

浓度为７．５％，缓冲液 ｐＨ值为８．８，浓缩胶浓度为３％，缓冲
液ｐＨ值为６．８，凝胶厚度为１．５ｍｍ。电极缓冲液为 Ｔｒｉｓ－
Ｇｌｙ缓冲液（ｐＨ值８．３），上样量每槽为２０μＬ。电泳时，电流
２０ｍＡ，浓缩胶电压为２００Ｖ，分离胶电压为２２０Ｖ，温度４℃
左右，恒压电泳至溴酚蓝迁移到距凝胶末端１．０ｃｍ处为止。
１．２．３　染色、固定及照相　电泳结束后，采用醋酸萘酯 －固
兰ＲＲ盐染色法染色［１１］，室温下染色至酶带清晰为止，用水

漂洗终止染色，用７％冰乙酸固定５ｍｉｎ，清水漂洗后观察结
果并拍照记录。

１．２．４　酶带分析及数据处理　根据相对迁移率Ｒｆ绘制模式
图并标定酶带位置［１２］：

　　Ｒｆ＝酶带的迁移距离／前沿指示剂（溴酚蓝）的迁移
距离。

　　根据同工酶胶板上的谱带分布确定带的有无，并转化成
二项数据，在同一Ｒｆ值处，有谱带的记为１，无谱带的记为０。
把同工酶谱信息处理为０、１数据后，采用 ＮＴＳＹＳｐｃ－２．１０ｓ
统计软件用非加权组平均法（ＵＰＧＭＡ）［１３］分析１０份材料的
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表１　供试材料编号与采集地等信息

居群编号 种质名称 拉丁名 采集地点 海拔（ｍ） 生境

Ｒ１ 玉树鹅观草 Ｒｏｅｇｎｅｒｉａｙｕｓｈｕｅｎｓｉｓ 曲麻莱东风乡 ４２７８ 阳坡　　
Ｒ２ 玉树鹅观草 Ｒｏｅｇｎｅｒｉａｙｕｓｈｕｅｎｓｉｓ 铁卜加草原站 ３２２８ 平滩　　
Ｒ３ 曲芒异芒草 Ｒｏｅｇｎｅｒｉａａｂｏｌｉｎｉｉｖａｒ．ｄｉｖａｒｉｃａｎｓ 湟源下脖项 ２５１３ 山坡　　
Ｒ４ 毛穗鹅观草 Ｒｏｅｇｎｅｒｉａｔｒｉｃｈｏｓｐｉｃｕｌａ 泽库和日乡 ３５０６ 阳坡　　
Ｒ５ 玉树鹅观草 Ｒｏｅｇｎｅｒｉａｙｕｓｈｕｅｎｓｉｓ 兴海县 ３５２２ 平滩　　
Ｒ６ 短柄鹅观草 Ｒｏｅｇｎｅｒｉａｂｒｅｖｉｐｅｓ 曲麻莱东风乡 ４０８６ 路边坡地

Ｒ７ 曲芒异芒草 Ｒｏｅｇｎｅｒｉａａｂｏｌｉｎｉｉｖａｒ．ｄｉｖａｒｉｃａｎｓ 泽库和日乡 ３２８６ 平滩　　
Ｒ８ 肃草　　　 Ｒｏｅｇｎｅｒｉａｓｔｒｉｃｔａ 泽库西铺沙 ２７２６ 草原山坡

Ｒ９ 短柄鹅观草 Ｒｏｅｇｎｅｒｉａｂｒｅｖｉｐｅｓ 泽库和日乡 ３５００ 路边坡地

Ｒ１０ 紫穗鹅观草 Ｒｏｅｇｎｅｒｉａｐｕｒｐｕｒａｓｃｅｎｓ 麦秀林场 ２９９７ 山坡　　

酯酶同工酶连锁类群，构建酶谱聚类树状图，进行聚类分析。

２　结果与分析

２．１　酶带及酶谱分布特征
谱带的数量、出现位点是判断区分不同种和品种的直观

依据。由图１、表２可知，供试的１０个种质材料的酯酶同工
酶酶谱共５５条酶带，鹅观草属１０个种质的酯酶同工酶谱带
共有９条，形成４个区域（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ），每份材料显示的酶谱
带５～６条不等。把它们分成 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４个区，其中 Ａ区为
慢速迁移区，有１条酶带，Ｒｆ值为０．１９８；Ｂ区为中速迁移区，
酶带数２～３条不等，Ｒｆ值在０．２５９～０．４６９之间；Ｃ区为较快
速迁移区，Ｒｆ值为０．６３０，也仅有１条酶带；Ｄ区为快速迁移
区，酶带数１～２条不等，Ｒｆ值在０．７６５～０．８８９之间。

由图２可以看出，１０个种质材料中种间酯酶同工酶酶谱
具有一定的差异，主要表现在酶带数、酶带迁移率、酶带的活

性强度上。Ａ、Ｂ、Ｃ区内都有各自的公共带，其中 Ａ１、Ｂ４、Ｃ１
是１０个种质材料的共有带，酶带相对稳定，酶活性较强，其余
酶带则为各份材料的特征带，说明酯酶同工酶谱带表现出较

强的多态性。Ａ区的公共带 Ｒｆ＝０．１９８，Ｂ区的公共带 Ｒｆ＝
０４６９，Ｃ区的公共带Ｒｆ＝０．６３０。从总体趋势看出，Ｄ区酶的
活性最强，其次是Ｂ区，Ｃ区的活性最弱。

从同种的不同居群间酶谱来看，同为玉树鹅观草的 Ｒ１、
Ｒ５２个居群各自的酶带数、酶带迁移率及酶带的活性均大致
相同，Ｒ２在Ｂ１位点表现有特征带，与 Ｒ１、Ｒ５的酶谱有差异，
表明在遗传上存在分化；同为短柄鹅观草的 Ｒ６、Ｒ９２个居群
的酶带数相同，但酶带的活性不同，Ｒ６仅 Ｄ２１条强带，Ｒ９有
２条强带，其酶活性及含量均强于Ｒ６；曲芒异芒草Ｒ３、Ｒ７２个
居群酶带数相同，Ｒ３有２条强带，在Ｄ３位点有特征带，Ｒ７只

有１条强带，Ｒ３、Ｒ７的酶谱有明显差异。可以看出，各种间不
仅酶带总数不同，而且在各个区域分布的位点、带级也明显不

同，而同一物种的不同居群间酶谱既具有较稳定的相似性，又

具有细微差异。

表２　鹅观草属１０个种质酯酶同工酶的迁移率

区带 Ｒ１ Ｒ２ Ｒ３ Ｒ４ Ｒ５ Ｒ６ Ｒ７ Ｒ８ Ｒ９ Ｒ１０
Ａ１ ０．１９８ ０．１９８ ０．１９８ ０．１９８ ０．１９８ ０．１９８ ０．１９８ ０．１９８ ０．１９８ ０．１９８
Ｂ１ — ０．２５９ — ０．２５９ — — — — — —

Ｂ２ ０．３０９ ０．３０９ ０．３０９ ０．３０９ ０．３０９ ０．３０９ ０．３０９ ０．３０９ — —

Ｂ３ — — ０．３９５ — — — — ０．３９５ — —

Ｂ４ ０．４６９ ０．４６９ ０．４６９ ０．４６９ ０．４６９ ０．４６９ ０．４６９ ０．４６９ ０．４６９ ０．４６９
Ｃ１ ０．６３０ ０．６３０ ０．６３０ ０．６３０ ０．６３０ ０．６３０ ０．６３０ ０．６３０ ０．６３０ ０．６３０
Ｄ１ — — — — — ０．７６５ ０．７７８ ０．７６５ ０．７６５ —

Ｄ２ ０．８２７ ０．８２７ — ０．８２７ ０．８２７ ０．８２７ — ０．８２７ ０．８２７ ０．８２７
Ｄ３ — — ０．８８９ — — — — — — —

　　注：“—”表示无此带。
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２．２　酯酶同工酶酶谱相似系数聚类
从表３可以看出，鹅观草属１０个种质资源的遗传相似系

数在０．１６７～１．０００，其中 Ｒ１与 Ｒ５的相似系数最高，说明它
们的相似性最高，基本没有遗传分化；而 Ｒ３与 Ｒ９的相似系
数最低，仅为０．１６７，说明它们的相似性最低，二者的亲缘关

系很远。所有样品在聚类距离约０．６５处可分支为３个类群，
分别记为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类；在第Ⅰ类群中，Ｒ１、Ｒ２、Ｒ４、Ｒ５、Ｒ１０亲缘
关系一致；在第Ⅱ类群中，Ｒ６、Ｒ７、Ｒ９亲缘关系较近；在第Ⅲ类
群中，Ｒ３、Ｒ８亲缘关系较近（图３）。

表３　鹅观草属１０个种质酯酶同工酶酶谱相似系数

材料 Ｒ１ Ｒ２ Ｒ３ Ｒ４ Ｒ５ Ｒ６ Ｒ７ Ｒ８ Ｒ９ Ｒ１０
Ｒ１ １．０００
Ｒ２ ０．８３３ １．０００
Ｒ３ ０．３３３ ０．１６７ １．０００
Ｒ４ ０．８３３ １．０００ ０．１６７ １．０００
Ｒ５ １．０００ ０．８３３ ０．３３３ ０．８３３ １．０００
Ｒ６ ０．８３３ ０．６６７ ０．１６７ ０．６６７ ０．８３３ １．０００
Ｒ７ ０．６６７ ０．５００ ０．３３３ ０．５００ ０．６６７ ０．８３３ １．０００
Ｒ８ ０．５００ ０．３３３ ０．５００ ０．３３３ ０．５００ ０．６６７ ０．５００ １．０００
Ｒ９ ０．８３３ ０．６６７ ０．１６７ ０．６６７ ０．８３３ １．０００ ０．８３３ ０．６６７ １．０００
Ｒ１０ ０．８３３ ０．６６７ ０．３３３ ０．６６７ ０．８３３ ０．６６７ ０．５００ ０．３３３ ０．６６７ １．０００

３　讨论与结论

魏秀华等利用同工酶技术研究鹅观草属的３个物种的生
物系统关系，解决了这３个物种的划分问题［１４］。本研究中鹅

观草属的曲芒异芒草（Ｒ３）与玉树鹅观草（Ｒ２）、毛穗鹅观草
（Ｒ４）、短柄鹅观草（Ｒ６）及紫穗鹅观草（Ｒ１０）在酯酶同工酶谱
带上存在不同程度的差异，各种间不仅酶带总数不同，而且在

各个区域分布的位点及带级也明显不同，其遗传一致度较低

（０．１６７～０．３３３）。玉树鹅观草的２个居群（Ｒ１、Ｒ５）及短柄鹅
观草的２个居群（Ｒ６、Ｒ９）的遗传一致度很高（１０００），但酶带
的活性具有一定的差异性。同为玉树鹅观草的 Ｒ２居群则与
其他２个居群（Ｒ１、Ｒ５）在谱带分布上也有所不同，遗传相似
度为０．８３３。居群之间具有相同或不同的酶带数，或者迁移
率之间差异很小，可以认为它们既有共同的遗传基础，而且随

着时空的变化又有变异的表现。这与前人的相关研究结果相

似，即种子植物属内种间的遗传一致度约为０．６７，种内居群
间的遗传一致度约为０．９０［１５］。

基于遗传相似系数的酶谱树状聚类结果显示，种源相同、

地理位置分布较近、海拔近似的鹅观草属植物如 Ｒ１、Ｒ２、Ｒ４、
Ｒ５、Ｒ１０聚为一类；曲芒异芒草的２个居群 Ｒ３、Ｒ７并未聚在一
起，而是海拔较高的Ｒ７（３２００ｍ）与Ｒ６、Ｒ９聚为一类，海拔较
低的Ｒ３（２５００ｍ）、Ｒ８（２７００ｍ）２个居群聚为一类。说明鹅
观草属植物的聚类与种源地、海拔、生境有一定关系，海拔差

异小的居群遗传距离也较小。

鹅观草属１０个种质资源的酯酶同工酶酶谱类型丰富，酶
带数量、带级、位点及活性强度等表现出一定差异，各自具有

特征谱带，且所具有的共有带的带级、酶含量、活性强度也不

尽相同，说明利用这些酶谱特征找出供试材料间的细微差异

是可行的，由此表明，供试材料具有独立的遗传关系，之间有

一定的遗传分化，是进行生化水平鉴定的有利指标。酶谱分

析作为揭示物种遗传背景的方法，还受生理、发育状态及人为

等因素的干扰，所以应该将其与其他方法包括形态学、细胞学

等方法结合起来才能得出更加准确可靠的结果［１６］。对该属

植物采用其他种类酶［如过氧化物酶（ＰＯＤ）同工酶、细胞色
素氧化酶］分析，尚待进一步研究。
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广陈皮 ＤＮＡ提取优化及茶枝柑的 ＩＳＳＲ分子鉴别
席秀利，黄海波，楼步青，詹若挺，王浩涵

（广州中医药大学，广东广州５１０００６）

　　摘要：为提取优化广陈皮基因组ＤＮＡ，同时利用简单重复序列间扩增（ＩＳＳＲ）分子鉴定技术快速、准确地鉴别茶枝
柑及其近缘种。对比４种提取方法后择优提取广陈皮ＤＮＡ；采用正交优化茶枝柑 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，筛选１００条
ＩＳＳＲ通用引物及其退火温度，从而对茶枝柑及近缘种进行遗传多态性分析。结果发现，通过对比ｃＣＴＡＢ法提取陈皮
组基因ＤＮＡ产率较试剂盒法提高了１０倍，且电泳检测条带清晰明亮，可为后续分子研究提供基础；通过筛选１００条
ＩＳＳＲ通用引物，最终筛选出１０条适合茶枝柑及近缘种的引物，对其进行多态性分析并获得１３种植物聚类分析图。因
此可知，ｃＣＴＡＢ法适合陈皮基因组ＤＮＡ的提取，并可为其他果皮类植物基因组ＤＮＡ提取提供参考；ＩＳＳＲ适合茶枝柑
及近缘种的遗传多态性分析，可作为其有效分子鉴别手段。

　　关键词：ＤＮＡ提取；ＩＳＳＲ；茶枝柑；近缘种；遗传多态性
　　中图分类号：Ｓ６６６．１０１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）１３－００２７－０５

收稿日期：２０１７－０１－０３
基金项目：国家公益性行业科研专项（编号：２０１４０７００２）；广东省教育
厅高校重点实验室滚动支持项目（编号：２０１３ＣＸＺＤＡ０１１）。

作者简介：席秀利（１９９１—），女，湖南衡阳人，硕士，主要从事分子生
物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：８４０５６４４３０＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：黄海波，博士，副教授，主要从事中药品质鉴定与质量评价

研究。Ｅ－ｍａｉｌ：２８６５０５５９１９＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　芸香科（Ｒｕｔａｃａｅ）柑橘属（Ｃｉｔｒｕｓ）植物茶枝柑（Ｃｉｔｒｕｓ
ｒｅｔｉｃｕｌａｔａｃｖ．ｃｈａｃｈｉｅｎｓｉｓ）的成熟果皮可入药。茶枝柑的果皮
制干即为中药陈皮，陈皮具有理气健脾、燥湿化痰之功效，用

于胸脘胀满、食少吐泻、咳嗽痰多等疾病［１］。商业上用于制

作中成药、中药饮片、陈皮茶、饮料、添加剂和香料等，具有很

高的食用兼药用价值［２］。因其需求量巨大，同时由于环境、

地域的差异，陈皮药材来源混杂、混伪品较多，造成了药材质

量不稳定，难以保证临床用药的安全和有效，因此建立科学的

鉴定方法是保证陈皮质量亟需解决的问题。

１９９４年，加拿大蒙特利尔大学的 Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等提出分子
标记采用简单重复序列间扩增（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，
简称ＩＳＳＲ）［３］。ＩＳＳＲ技术简易、快捷，引物设计无须预知基
因组序列，只要是目标区域的长度在可扩增范围内，就能扩增

出微卫星重复序列间的ＤＮＡ片段［４］。ＩＳＳＲ综合了其他分子
标记高多态性、可重复性、低成本易操作以及无须知道基因组

序列的优点，已被广泛应用于种质收集、品种鉴定、遗传多样

性以及ＳＳＲ引物开发等研究［５］。

本研究通过经典十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法［６］、

ｍＣＴＡＢ法［７］以及２种植物基因组提取试剂盒法对广陈皮药
材基因组ＤＮＡ提取进行探究，优化适合广陈皮 ＤＮＡ的提取
方法，以期为今后广陈皮的分子研究提供保障。同时，利用

ＩＳＳＲ标记对茶枝柑及近缘种进行遗传多态性分析，得到相关
物种的ＩＳＳＲ聚类分析图，从而为茶枝柑及其近缘种植物鉴别
提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料的收集包括广陈皮（ＣｉｔｒｕｓａｕｒａｎｔｉｕｍＬ．）以及

茶枝柑同属近缘 １３种，其中茶枝柑、福橘（Ｃｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔａ
Ｂｌａｎｃｏｃｖ．Ｔａｎｇｅｒｉｎａ）采自广东省、福建省等地，由广州中医药
大学黄海波副教授鉴定，凭证标本保存于广州中医药大学。

采集植物新鲜幼嫩叶片，用７５％乙醇水溶液清洁叶表面后迅
速置于硅胶密封袋中，快速干燥后保存于 －２０℃冰箱备用，
试验材料详细信息见表１。
１．２　仪器和试剂

ＯＳＥ－Ｙ２０电动研磨仪［天根生化科技（北京）有限公
司］，ＡｒｋｔｉｋＰＣＲ仪（Ｔｈｅｒｍｏ），Ｔ９６０ＰＣＲ仪（杭州晶格科学仪
器有限公司），ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ电泳仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ），离心机
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微量紫外分光光度计
（Ｔｈｅｒｍｏ），Ｔａｎｏｎ－２５００凝胶成像系统（上海天能科技有限公司）。

ｄＮＴＰｓ、ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋、１０×ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ、
ＤＬ５０００Ｍａｋｅｒ、琼脂糖（ＴａＫａＲａ）；聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）、
ＣＴＡＢ、β－巯基乙醇（Ｓｉｇｍａ公司）；植物基因组提取试剂盒、
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