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　　摘要：利用简单重复序列区间（ＩＳＳＲ）分子标记技术对遵义洛龙党参与其他川党参的遗传多样性进行分析，为遵
义种植党参品种的鉴定、筛选利用及遗传改良提供方法和理论依据。根据优化的ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，筛选出１０条
引物对１２个党参品种的ＤＮＡ进行扩增，并应用ＮＴｓｙｓ２．１０ｅ软件，对所得数据进行分析处理。得到了不同品种的遗
传相似系数和遗传距离，并绘制出非加权组平均法（ＵＰＧＭＡ）聚类图和主坐标分析的二维、三维散点图。结果表明，洛
龙党参与其他川党参具有丰富的基因资源和遗传多样性，遗传差异明显，且遗传距离与地理位置表现出明显相关性。

从基因层面上阐明了洛龙党参在口感、成分含量及药效评价指标等诸多方面品质优异的可能性。
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　　党参为桔梗科党参属植物，川党参产于四川、贵州、湖南、
湖北、陕西等省，历史悠久，品种较多，已大量人工栽种，不同

品种间的性状与药用成分含量存在差异。洛龙党参又名洛

党，产于贵州省道真仡佬族苗族自治县东北部的洛龙山区而

得名，是川党参的生态变种［１］，以其肉质鲜嫩、药用价值高而

深受外界青睐。党参主要成分有多糖、党参苷、甾醇类、生物

碱、内酯类、豆素类等，具有益气生津、补脾养胃的功效，用于

脾肺虚弱、气短心悸、虚喘咳嗽、内热消渴等病症［２］。余兰等

研究表明，洛龙党参的多糖含量达２５．６％ ～２７．７５％，比其他
川党参高１０．９７％［３］。

目前分子标记用于党参种质遗传多样性的研究较少，利

用简单重复序列区间（ＩＳＳＲ）分子标记技术对道真洛龙党参
种质资源遗传多样性方面的研究还尚未见报道。本研究利用

ＩＳＳＲ技术对道真阳溪和坝羊的洛龙党参与四川、重庆等地其
他川党参的种质遗传多样性进行研究，为贵州省遵义市种植

党参品种的鉴定、筛选利用及遗传改良提供方法和理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料及来源
本研究共采用１２个党参品种（表１），分别来自贵州省遵

义道真县、重庆、湖北及四川种植党参种子萌发的嫩叶。选取

成熟种子，脱粒去杂，催芽后，置于放有滤纸的培养皿上于

２５℃ 萌发，发芽３～５ｃｍ高时取幼苗嫩叶，置于－４０℃冰箱
保存备用。

１．２　仪器与试剂
主要仪器：ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋凝胶成像系统（ＢＩＯ－ＲＡＤ），

ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ普通ＰＣＲ仪，ＳｍａｒｔＳｐｅｃＴＭ３０００型分

表１　试验材料及来源

种植品种编号 拉丁名 来源地

１ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ 道真阳溪

２ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ 道真阳溪

３ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ 道真坝羊

４ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ 重庆奉节

５ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ 重庆巫山

６ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ 湖北竹溪

７ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ 四川德阳

８ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ 四川宜宾

９ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ 四川广安

１０ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ 四川雅安

１１ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ 四川达州

１２ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ 四川乐山

光光度计（ＢＩＯ－ＲＡＤ），ＶＥ－１８０型电泳槽（上海天能科技有
限公司），ＥＰＳ－３００型电泳仪（上海天能科技有限公司），
ＴＧＬ－１６Ｇ台式离心机（上海菲恰尔分析仪器有限公司）。主
要试剂：丙烯酰胺、双丙烯酰胺、硝酸银、３７％甲醛、四乙基乙
二胺（ＴＥＭＥＤ）、ＩＳＳＲ引物（北京赛百盛基因技术有限公司）。
１．３　党参基因组ＤＮＡ的提取

取党参试验材料，采用经改进的十六烷基三甲基溴化铵

（ＣＴＡＢ）法提取ＤＮＡ［４－５］，用琼脂糖凝胶电泳测定其纯度，用
分光光度计测定其浓度，将提取的 ＤＮＡ稀释到终浓度
４０ｎｇ／μＬ，用作ＰＣＲ扩增的模板。
１．４　ＩＳＳＲ引物的筛选和ＰＣＲ扩增

选用提取的党参基因组 ＤＮＡ为模板，进行 ＩＳＳＲ引物筛
选和ＰＣＲ反应扩增。ＰＣＲ反应体系为２０μＬ：模板ＤＮＡ１μＬ
（约３０～５３ｎｇ），ＩＳＳＲ引物１μＬ（约５ｐｍｏｌ），ＰＣＲｍｉｘ１８μＬ。
扩增程序：９４℃５ｍｉｎ；９４℃ ｍｉｎ，５６℃ ４５ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，共
３５个循环；７２℃５ｍｉｎ，４℃保存。取扩增产物５μＬ在６％非
变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳分离，以０．５×ＴＢＥ为缓冲液，稳
压１５０Ｖ，电泳至溴酚蓝距凝胶边缘２～３ｃｍ处结束。采用银
染法进行染色。
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１．５　数据处理与分析
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增产物经电泳检测后，得到电泳图谱，用

ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ６．０分析软件结合人工读带，按条带的有无（有
记为１，没有则记为０）记录电泳条带，同时将出现频率超过
９９％的条带视为共有带，出现频率低于１％的条带，即被视为
没有条带而不计入内。将读出的数据录入Ｅｘｃｅｌ，建立数据库
矩阵。

应用ＮＴｓｙｓ２．１０ｅ软件，利用 ＩＳＳＲ分子标记数据计算党
参品种间的遗传相似性系数，采用非加权组平均法（ＵＰＧＭＡ）
构建党参品种间的遗传关系聚类图；将 ＳＭ遗传相似性矩阵
进行Ｄｃｅｎｔｅｒ数据转化，求其特征量和特征向量，生成主坐标
二维、三维散点图。

２　结果与分析

２．１　ＩＳＳＲ引物的筛选及扩增结果
以来自道真阳溪１号和２号党参基因组ＤＮＡ作为模板，

从１００条引物中筛选出１０条引物。利用这１０条引物能在１２
个党参试验材料中扩增出清晰的条带，且多态性、稳定性和重

复性较好（表２）。
表２　引物筛选及扩增结果

引物
扩增条带数

（条）

多态性条带数

（条）

多态性比例

（％）

ＵＢＣ８０７ １６ １４ ８７．５０
ＵＢＣ８０９ １１ ９ ８１．８２
ＵＢＣ８１１ １９ １６ ８４．２１
ＵＢＣ８１６ １５ １３ ８６．６７
ＵＢＣ８２５ １４ １３ ９２．８６
ＵＢＣ８２６ １４ １１ ７８．５７
ＵＢＣ８３４ １３ １２ ９２．３１
ＵＢＣ８３５ ８ ６ ７５．００
ＵＢＣ８３６ １４ １０ ７１．４３
ＵＢＣ８８１ １２ １０ ８３．３３
合计 １３６ １１４ ８３．８２

２．２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ图谱及多态性分析
本研究从１００条引物中筛选出扩增条带清晰、重复性好、

多态性丰富的１０条引物，对１２份供试党参样品进行 ＩＳＳＲ－
ＰＣＲ扩增，共扩增出１３６个可区分的 ＤＮＡ条带，平均每条引

物扩增出１３．６条条带（表２）。在扩增出的１３６条 ＤＮＡ条带
中，多态性条带有１１４条，多态性条带占比为８３．８２％，平均
每条引物扩增 １１．４条多态性条带。其中引物 ＵＢＣ８０７和
ＵＢＣ８１１扩增的条带数及多态性条带数较为丰富（图１），ＤＮＡ
总条带数分别为１６条和１９条，多态性条带数分别为１４条和
１６条。这表明川党参种质具有较为丰富的遗传多样性。

２．３　遗传相似性分析
利用ＩＳＳＲ分子标记数据计算党参品种间的遗传相似性

系数（表３）。ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增结果表明，１２个党参品种之间
的遗传相似性系数均在 ０．５以上，平均为 ０．６８３６，处于
０．５１８～０．９０８之间。其中道真阳溪洛龙党参品种（１）和四川
乐山党参品种（１２）之间的遗传相似性系数最小，为０．５１８，二
者之间亲缘关系最远；四川乐山（１２）和四川雅安（１０）之间的
遗传相似性系数最大，表明二者之间的亲缘关系最近。道真

县的３个洛龙党参品种（１、２、３）之间的遗传相似性系数均较
大，在０．７７５以上，但道真洛龙党参品种与四川地区的６个品
种（７～１２）之间的遗传相似性系数较小，在 ０．５０～０．６５之
间，表明遵义道真洛龙党参品种与四川地区党参品种的亲缘

关系较远。

表３　遗传相似性分析结果

编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２
１ １．００００
２ ０．８２１１ １．００００
３ ０．７７５２ ０．７７９８ １．００００
４ ０．７０６４ ０．７３８５ ０．７４７７ １．００００
５ ０．６７４３ ０．７５２３ ０．７２４８ ０．７６６１ １．００００
６ ０．６５１３ ０．６６５１ ０．６７４３ ０．７０６４ ０．６９２７ １．００００
７ ０．５５０５ ０．５９１７ ０．６００９ ０．６１４７ ０．５８２６ ０．６０５５ １．００００
８ ０．５５５０ ０．６１４７ ０．６２３９ ０．６００９ ０．６０５５ ０．５６４２ ０．８５７８ １．００００
９ ０．５６８８ ０．５９１７ ０．６２８４ ０．６０５５ ０．６１９３ ０．５８７２ ０．８６２４ ０．８４８６ １．００００
１０ ０．５５５０ ０．６２３９ ０．６３３０ ０．６１０１ ０．６３３０ ０．５７３４ ０．８７６１ ０．８８０７ ０．８５７８ １．００００
１１ ０．５５９６ ０．５８２６ ０．６００９ ０．５５９６ ０．５８２６ ０．５６８８ ０．８５３２ ０．８６７０ ０．８４４０ ０．８７６１ １．００００
１２ ０．５１８３ ０．６０５５ ０．６２３９ ０．５８２６ ０．６１４７ ０．５５５０ ０．８４８６ ０．８５３２ ０．８６７０ ０．９０８３ ０．８４８６ １．００００

２．４　聚类分析
基于遗传图距，应用 ＮＴｓｙｓ２．１０ｅ软件，对来自道真洛

龙、四川、重庆及湖北的１２个党参品种进行 ＵＰＧＭＡ聚类分
析。如图２所示，１２个党参品种在０．５９１处分为 Ａ、Ｂ２支，
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来自遵义道真、重庆及湖北的６个党参品种（１～６）聚为 Ａ
支，来自四川省的６个党参品种（７～１２）聚为Ｂ支，而Ａ支中
来自道真洛龙和重庆奉节与巫山的党参品种又聚为 Ａ１支，
Ａ１支又分为Ａ１１（道真３个品种）和Ａ１２（重庆２个品种）２支，
来自湖北的党参品种（６）单独成１支（Ａ２支），来自四川的６
个党参品种分为Ｂ１和Ｂ２２支，但遗传差距很小。结果表明，
本研究中的１２个党参种植品种与地理分布有着明显的相关
性，来自同一地区的品种间遗传差异较小，而不同地区的品种

之间的遗传差异最大。

２．５　主坐标分析
主坐标分析以党参品种间的遗传相似性系数矩阵为基

础，不同品种在主坐标图中的位置能反映它们之间的亲缘关

系。品种间位置越接近，表明它们的遗传相似性越大，亲缘关

系越近，反之，则表明遗传差异越大，亲缘关系越远［６］。产生

的主坐标二维、三维散点图分别见图３、图４。不难看出，主坐
标分析结果与聚类分析结果一致。来自道真洛龙的３个党参
品种（１～３）遗传相似性较高，聚集在二维图的右上角，来自
重庆及湖北的３个党参品种分布在二维图的右下方；来自四
川的６个党参品种（７～１２）遗传距离较远，分布在二维图的
左侧，由于四川的６个党参品种间的遗传差异很小，因此密集
地聚集在一起。从三维图上更能看出品种间的分类很明显。

３　结论与讨论

ＤＮＡ分子标记技术发展至今已有几十种，ＩＳＳＲ分子标记
技术由于具有成本低、可靠性及稳定性高，试验操作简单、快

速、高效等优点，被广泛应用到各类研究中，是理想的分子标

记技术［７－８］。利用ＩＳＳＲ分子标记技术研究党参遗传多样性

的报道不多，陈大霞等用２１条ＩＳＳＲ引物对１８份川党参材料
扩增出２２３个ＤＮＡ条带，其中有１６６个多态性条带，平均多
态率为７４．４４％［９］；郭宏波从１００条 ＩＳＳＲ中筛选出１３条引
物，对来自山西和甘肃２省的１５０份党参材料进行分析，扩增
出１２７个清晰的ＤＮＡ条带，其中多态性条带１２２个，平均多
态率为９５．７７％［１０］。以上研究表明，ＩＳＳＲ分子标记技术具有
良好的稳定性和准确性，适合用于种质资源遗传多样性的

分析。

本研究选用洛龙党参和四川、重庆、湖南各产地种植党参

品种，以党参的幼苗为材料，对 ＣＴＡＢ法进行优化改良，提取
党参基因组ＤＮＡ。通过优化ＰＣＲ反应体系，从１００条不列颠
哥伦比亚大学（ＵＢＣ）公布的ＩＳＳＲ引物中筛选，以不同产地种
植党参的基因组ＤＮＡ为模板，用筛选的 ＩＳＳＲ引物进行分子
标记ＰＣＲ扩增，用聚丙烯酰胺电泳对产物进行检测，有利于
扩增产物的分辨。本次筛选出的１０条 ＩＳＳＲ引物对１２个党
参品种共扩增出 １３６个清晰的 ＤＮＡ条带，多态性条带 １１４
条，平均多态性比例为 ８３．８２％，最高为 ９２．８６％，最低为
７１４３％。其中引物ＵＢＣ８１１扩增出的ＤＮＡ条带总数和多态
性ＤＮＡ条带数最多，分别为１９条和１６条；而引物 ＵＢＣ８３５
扩增的 ＤＮＡ条带数最少，只有 ８条，多态性 ＤＮＡ条带数 ６
条。ＩＳＳＲ标记ＤＮＡ图谱表明，洛龙党参与其他川党参具有
丰富的基因资源。基因型是遗传和生态２个因素长期复杂的
相互作用的产物，土壤和地理环境对种内变异起重要作

用［１１］。党参大面积的种植通常采用种子和种根２种繁殖方
式［９］，零星种植也常采用野生种及半野生种的驯化栽培，因

此党参种源复杂，加上道真、四川、重庆及湖北等地不同土壤

和地理环境以及气候与光照的影响，造成了党参品种具有丰

富的遗传多样性。

遗传相似性分析与基于遗传距离的聚类分析及主坐标分

析显示，１２个党参品种遗传距离与地理位置分布有着明显的
相关性。四川省的６个党参品种遗传距离较远，形成１支，且
品种间的遗传距离很近，相似性高；道真洛龙党参与重庆党参

品种遗传相似性最高，与湖北党参品种间的遗传相似性次之，

与四川省的党参品种遗传相似性最低。张建清等利用随机扩

增多态性ＤＮＡ标记（ＲＡＰＤ）技术分析甘肃栽培党参的遗传
多样性时，也发现党参栽培居群的遗传距离与地理分布呈现

一定的相关性［１２］，这可能与地域间基因的流动受限有关，也

与大面积党参种植采用种根繁殖有关，影响了党参种质的遗
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传多样性。因此，建议在今后的党参育种过程中，考虑开展不

同优良品种中种群间的杂交育种，以获得更广泛的遗传基础，

培育出优良的新品种。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｘｊｉａｎｈｅ＠１２６．ｃｏｍ。

　　抗菌肽（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ，简称ＡＭＰｓ）是生物机体内
具有抗细菌、抗病毒、抗肿瘤等多种生物学活性的多肽，是机

体先天免疫系统的重要组成部分［１－２］。抗菌肽具有低毒、高

效、抗菌谱广、低耐药等特点，成为抗生素替代物研究中的佼

佼者［３－４］。Ｋｒａｕｓｅ等从人血液中分离到肝脏表达的抗菌肽
ＬＥＡＰ－１、２，其中Ⅱ型肝脏表达抗菌肽（ｌｉｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ２，简称ＬＥＡＰ－２）有较强的抗微生物活
性，但肽的序列、二级结构和表达等方面与其他已知肽类有差

异［５］。从鸡体内分离到的 ＬＥＡＰ－２由７６个氨基酸构成，具
有抗微生物（如沙门氏菌）的活性［６］。但鸡ＬＥＡＰ－２（ｃＬＥＡＰ－
２）的许多生物信息学内容还不是很清楚。因此，本研究基于
ｃＬＥＡＰ－２的氨基酸序列利用在线生物软件和程序进行生物
信息学分析，为深入探讨其抗菌作用机制提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
鸡内源性抗菌肽 ＬＥＡＰ－２的氨基酸来自网站 ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｔｅｉｎ／，登录号为 ＮＰ＿００１００１６０６，其
序列为 ＭＨＣＬＫＩＭＡＦＬＬＦＦＳＬＬＬＳＱＶＹＣＡＳＬＨＱＰＱＰＬＬＲＬＫＲＭＴ
ＰＦＷＲＧＶＳＬＲＰＶＧＡＳＣＲＤＮＳＥＣＩＴＭＬＣＲＫＮＲＣＦＬＲＴＡＳＥ。
１．２　方法
１．２．１　抗菌肽理化性质分析　利用 ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ网
站中的ＰｒｏｔＰａｒａｍ工具对抗菌肽 ｃＬＥＡＰ－２进行理化性质参
数的分析。

１．２．２　抗菌肽的二级结构预测　利用 ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．
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