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要$通过乌拉尔甘草表达序列标签"
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#数据库查找甘草属的
>>@

位点!并利用
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软件在线设计
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引物!对来自甘草属
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个种
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份材料的
2>?)>>@

指纹图谱特征和聚类结果进行分析!为探讨甘草属种

间亲缘关系和疑难种的分类地位提供分子依据'结果显示$"
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#去掉冗余序列后共得到
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条
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序列!获得
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个
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位点!其中二核苷酸为重复单元的序列最多为
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个!占
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形式的

微卫星最为丰富'"

!
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对
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引物!均能扩增出清晰条带!其中
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对引物具有多态性!在
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份甘草

属植物材料中共获得等位基因
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个!平均每对引物检测到
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个等位基因位点!扩增产物多态性比率为
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!能很好地表征甘草属种间的等位基因差异'"
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个位点分别与光果甘草(胀果甘草基因共享!具有杂交种特征'"
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#聚类分析表明!当

相似性系数为
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时!

!!

份材料被划分为四组"与经典分类结果一致#!第一组为内蒙古杭锦旗分布的乌拉尔甘

草&第二组为新疆巴楚分布的光果甘草(黄甘草&第三组为新疆石河子分布的胀果甘草(黄甘草&第四组为新疆石河

子分布的乌拉尔甘草&不同居群的黄甘草遗传分化较大!可能与同域分布亲本种的差异及种间的渐渗杂交有关'

研究表明!开发的
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对
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引物在甘草属内具有很好的适用性!可以为该属的种间亲缘关系和种内遗传分

化研究及物种鉴定提供分子依据'
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植物全世界约
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种!主要产地在中亚(北美及东欧!

尤以中亚及地中海沿岸为分布中心'中国甘草属植

物集中分布于东北(华北和西北各省区!而以新疆(

内蒙古(宁夏和甘肃为中心产区)
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'甘草属植物为

重要的野生药用植物资源!种内(种间遗传变异复

杂!属下种的亲缘关系和分类鉴定一直存在争

议)
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!给甘草属植物资源的研究带来混乱'

Q4)

S

4/9.

等曾对甘草属一些中间类型植物叶中的黄酮

成分进行分析!发现与原种有差异!提取
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和

AD@

扩增及测序结果提示!中间物可能起源于不同

母系株)
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'目前!有关甘草属植物分类学和遗传多

样性研究主要集中在系统学)
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(等位酶)
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等方面!应用分子标记方法有关于
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E]JA

等

标记的报道)
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!在甘草属的种间亲缘关系及系统

演化研究方面取得了一定进展'但由于甘草属植物

种间的自然杂交现象)
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!自然杂交种的存在使属

内一些种的种间界限模糊!种的分类地位仍有待商

榷)
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'植物
>>@

标记多态性丰富(稳定性突出!是

进行属(种等分类单元研究的重要分子标记!并能通

过共显性的标记进行亲本分析)

#&

*

!

2>?)>>@

标记

具有开发效率高(成本低的特点!是
>>@

标记的重

要来源!因其来自基因编码区!更易获得基因表达的

信息!因而能够反映出功能遗传多样性!与某些生理

生化特征和形态特征相关联)
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'目前已经应用在

鹅掌楸)
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(苹果)

#$

*

(葡萄)
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*等物种的遗传多样性分

析(遗传图谱构建(亲本分析和系统演化研究等领

域'尽管国内已有关于甘草属的乌拉尔甘草的
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资源的
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信息分析)
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!但将
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用于

属内不同种的
>>@

遗传多样性分析!解决甘草属内

的系统分类难题尚未见报道'

本实验以来自甘草属
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个种的
!!

份材料为试

样!通过对乌拉尔甘草
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数据库中的
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分布

进行查找和信息分析!发掘
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位点!开发和筛选

适合于甘草属遗传多样性和亲本分析的
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引物&同时对
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份材料的
2>?)>>@

指纹图谱特征

和聚类结果进行种间的亲缘关系(遗传多样性初步

分析!为甘草属内种间关系及疑似杂交种的分类地

位研究提供分子依据'

#

!

材料和方法

C+C

!

材
!

料

供试材料为
!!

份分别来自石河子大学甘草资

源圃引种和石河子郊区野生的甘草材料"表
#

#!每
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#引物设计软

件设计
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上游和下游各
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个碱基范围

内的序列&避免引物二级结构以及
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个连续碱基配

对的出现'设计完成后!送往生工生物工程"上海#

股份有限公司合成'
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!

由于

!C

琼脂糖凝胶与
*C

聚丙烯酰胺凝胶电泳检测结

果基本一致!并且琼脂糖凝胶电泳较聚丙烯酰胺凝

胶电泳检测方便快速)

#1)!"

*

!故本实验采用
$C

的琼

脂糖凝胶电泳进行电泳检测!

a4B_<B

为
!"G

H

J4=)

=<B

"购自广州东盛生物科技有限公司#'电泳结束

后!在紫外检测仪上观察!在凝胶成像系统中照相并

保存图像'

C+D+I

!

数据处理
!

采用人工读带的方法!将电泳图

上可重复的(清晰的条带按照微卫星基因片段大小

和位点进行统计!同一位点出现的为+

#

,!同一位

置无条带或不易分辨的弱带计为+

"

,!建立原始数

据矩阵输入
R?>c>%+"

!计算样品间的简单遗传相

似系数!按非加权算数平均数聚类"

MAFaE

#方法

构建
>>@

聚类图'

!

!

结果与分析

D?C

!

乌拉尔甘草
%&'(&&)

序列总体特征

从
&*""

条乌拉尔甘草
2>?

序列中搜索到
&&*

条含
>>@

的
2>?

!占搜索序列的
1+,"C

!去除小于

#$"G

H

长度的序列后有
&&#

条达到筛选条件!共查

找到
$"&

个
>>@

'表
!

显示!在所有可用的
2>?)

>>@

中!共有
*%

类重复基元!二至六核苷酸重复基

元均存在!其中以二核苷酸为重复基元"

#"

种#出现

的频率最高!占
*&+,$C

"

%$"

条#!三核苷酸重复基

元"

%,

种#占
!*+1'C

"

#%*

条#(四核苷酸重复基元

"

#!

种#占
!+,'C

"

#&

条#五核苷酸重复基元"

!

种#占

"+&"C

"

!

条#(六核苷酸重复基元"

!

种#占
"+&"C

"

!

条#'二核苷酸重复基元类型中以
?D

%

E?

形式的微

卫星最为丰富!分别占
#'+!1C

和
#'+""C

!其次为

?E

%

EF

!分别占
#,+&%C

和
#%+,#C

'

D+D

!

引物筛选结果

利用引物设计软件共设计了
&"

对
2>?)>>@

引

物!以
&

种
!!

份甘草属植物
\RE

为模板对引物进

行筛选!

&"

对
2>?)>>@

引物均能扩增出清晰条带!

有效扩增率为
#""C

!其中
#$

对引物能扩增出多态

表
D

!

乌拉尔甘草
%&'

序列中不同长度

重复单元微卫星所占百分比

?4G5<!

!

?9<

H

B7

H

7BV.70/7T3.8B7/4V<55.V</870/./V<=

7T=.TT<B<0VB<

H

<4V37V.T5<0

O

V9/.0V9<2>?

/<

Z

:<08</7T!/+%)",-.'.]./89+

重复类型

@<

H

<4VV

SH

<

重复种类

@<

H

<4V

37V.TV

SH

<

数量

R:3G<B

百分比

AB7

H

7BV.70

%

C

二核苷酸
\.0:85<7V.=< #" %$" *&+,$

三核苷酸
?B.0:85<7V.=< %, #%* !*+1'

四核苷酸
?<VB40:5<7V.=< #! #& !+,'

五核苷酸
A<0V40:85<7V.=< ! ! "+&"

六核苷酸
Q<640:85<7V.=< ! ! "+&"

全部
>>@?7V45>>@ *% $"& #"+1*

全部
2>??7V452>? &*""

!'&
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性条带!多态性引物扩增率为
%,+$C

!多态性引物

序列信息见表
%

'

D?F

!

%&'(&&)

扩增产物多态性分析

#$

对引物对
!!

份甘草属植物基因组
\RE

进

行扩增共得到等位基因
$1

个!等位位点数的变化从

#

到
#"

不等!平均每对引物检测到
%+1%

个等位基

因位点!各引物扩增带的多态性比率分布在
$"C

"

#""C

"表
%

#!平均扩增产物多态性比率为
'1+&&C

'

图
#

为引物
AB.3<B*&

对
&

种甘草属植物
!!

份

材料的扩增结果!该图显示
&

种甘草属植物都有其

特异的扩增条带!且不同居群的乌拉尔甘草具有不

同特异性带!不同居群的黄甘草亦具有不同扩增条

带&新疆巴楚分布的黄甘草与同域分布的光果甘草

在
#'"G

H

左右处有共有带!而新疆石河子分布的黄

甘草与同域分布的胀果甘草在
!!"G

H

处有共有带!

说明黄甘草在
#'"

和
!!"G

H

这两个位点分别与光

果甘草(胀果甘草基因共享'

D+$

!

聚类结果分析

用
R<.

方法计算得到的相似系数矩阵!经非加

权算数平均聚类"

MAFaE

#方法建立甘草属植物

>>@

聚类图'由聚类图可知"图
!

#!当相似性系数

为
"+'!

时!

!!

份材料被划分为
&

组$-

#

"

&

.!-

1

!

##

!

#!

!

#,

!

#'

!

#1

.!-

#"

!

#%

!

#&

!

#$

!

#*

!

!"

!

!#

!

!!

.!-

$

"

'

.'第一组为内蒙古杭锦旗分布的乌拉尔甘草&

第二组为新疆巴楚分布的光果甘草和黄甘草&第三

组为新疆石河子分布的胀果甘草(黄甘草&第四组为

新疆石河子分布的乌拉尔甘草'同一物种同一居群

的不同个体聚为一组!不同物种分支!说明了基于

>>@

标记的
&

种甘草属植物遗传分化结果与经典

分类是一致的!所开发的
>>@

引物和建立的
>>@

标记体系是可信的'不同居群的黄甘草被分为
!

组!其种内的遗传距离大于与其同域分布的其他种

的遗传距离!这说明不同居群的黄甘草存在较大遗

传差异!其遗传分化模式值得探讨'

表
F

!

CH

对甘草属
%&'(&&)

引物信息

?4G5<%

!

K0T7B34V.707T#$2>?)>>@

H

B.3<B/.0!"

#

$

#

%%&'()

引物名称

AB.3<B043<

重复单元

@<

H

<4V37V.T

预计扩增产物
片段大小

26

H

<8V<=/.;<

%

G

H

多态性条带数量

R7+7T

H

75

S

37B

H

9.8G40=/

扩增条带数

R7+7T

G40=/

多态率

A<B8<0V4

O

<7T

H

57

S

37B

H

9./3

%

C

AB.3<B#,

"

EED

#

$

!"# $ $ #""+""

AB.3<B#'

"

EED

#

,

!1" * * #""+""

AB.3<B!"

"

EE?

#

*

#11 # ! $"+""

AB.3<B!%

"

EFE

#

$

!*1 % % #""+""

AB.3<B!*

"

E?E

#

1

#!! & & #""+""

AB.3<B!'

"

DE

#

$

#&* ! & $"+""

AB.3<B%"

"

DEF

#

$

#," & & #""+""

AB.3<B%#

"

DEF

#

*

!1' & & #""+""

AB.3<B$'

"

??D

#

##

#1$ #" #" #""+""

AB.3<B*#

"

?FD

#

$

#*, % & ,$+""

AB.3<B*&

"

F?

#

#"

!"* * * #""+""

AB.3<B*$

"

?D

#

'

!## & & #""+""

AB.3<B**

"

?D

#

##

!," ! % **+*,

AB.3<B*'

"

EF?

#

#"

#!* & & #""+""

AB.3<B,"

"

EED

#

$

##1 $ $ #""+""

图
#

!

引物
AB.3<B*&

在
&

种甘草属植物的
>>@

多态扩增图谱

a+a4B_<B!"G

H

54==<B

&

#

"

'+

乌拉尔甘草&

1

"

#!+

光果甘草&

#%

"

#*+

胀果甘草&

#,

"

!!+

黄甘草

].

O

+#

!

A75

S

37B

H

9./3//97Y<=.0T7:B!"

#

$

#

%%&'()/

H

<8.</G

S

AB.3<B*&

a+a4B_<B!"G

H

54==<B

&

#('+!/+%)",-.'.]./89+

&

1(#!+!/

3

")4%)J+

&

#%(#*+!/'-

1

")2)[4V+

&

#,(!!+!/,+%

#

$)%

0

)A+D+J.+

%'&

%

期
!!!!!!!!!!!

李晓岚!等$

&

种甘草属植物
2>?)>>@

引物开发及其亲缘关系分析



图
!

!

基于
>>@

标记的
&

种甘草属

植物遗传分化聚类图

].

O

+!

!

D5:/V<BB</:5V7TT7:B!"

#

$

#

%%&'()J+

/

H

<8.</G4/<=70>>@34B_<B/

%

!

讨
!

论

d4B/90<

S

等)

!#

*和
2:

-

4

S

5

等)

!!

*认为大多数植

物的
2>?)>>@

以三核苷酸和二核苷酸重复基元为

主要类型!多数单子叶植物和双子叶植物以三核苷

酸重复基元为主'但本研究发现乌拉尔甘草
2>?)

>>@

以二核苷酸重复基元数目最多!占
*&+,$C

!三

核苷酸占
!*+1'C

!这与芝麻)

!%

*

!砂梨)

!&

*

!蒺藜苜

蓿)

!$

*等植物
2>?)>>@

特征研究具有相似结论'这

可能与本研究设定的
>>@

查找参数重复序列长度

#

!"G

H

有关!因为较低的重复序列长度会增加某

一类型核苷酸重复基元的数量!进而影响出现频率

最多的重复核苷酸的结果)

#,

*

'本研究还发现乌拉

尔甘草
2>?)>>@

中核苷酸碱基重复类型有
*%

种!

其中二核苷酸碱基重复类型有
#"

种!以
?D

%

E?

形

式的微卫星最为丰富!其次为
?E

%

EF

'三核苷酸

碱基重复类型有
%,

种!占全部类型的
$'+,%C

!重

复基元以
EED

%

?D?

%

FEE

为主!除
?D?

重复外!

其他两种主要的三核苷酸重复也出现在豆科的蒺藜

苜蓿)

!$

*和大豆)

!*

*中'

本研究共设计了
&"

对甘草属
2>?)>>@

引物!

并对
!!

份甘草属植物材料进行扩增'结果发现
&"

对引物均有扩增产物!引物有效扩增效率为
#""C

!其

中
#$

对引物具有多态性!占可扩增引物的
%,+$"C

'

尽管可扩增出多态性的
2>?)>>@

引物比例低!但是

这
#$

对
2>?)>>@

引物扩增出的产物多态性率为

'1+&&C

!能很好地表征甘草属内种间的等位基因差

异'基于等位基因差异建立的
>>@

遗传分化聚类

图也能较好地区分甘草属的
&

个不同物种!说明筛

选出的这
#$

对
2>?)>>@

引物在甘草属内具有很好

的适用性!可以为该属的种间亲缘关系和种内遗传

分化研究及物种鉴定提供分子依据'

黄甘草一直是甘草属植物有争议的种!张鹏

云)

!,

*认为黄甘草是胀果甘草与乌拉尔甘草的天然

杂交种'在自然环境中!黄甘草与光果甘草(胀果甘

草(乌拉尔甘草的形态性状有过渡和重叠现象!分布

区也有交叉重叠)

1

*

'在叶表皮形态)

,

*

(核型(等位

酶(杂交试验分析中!黄甘草为较进化类型!亦具有

丰富的遗传多样性)

'

*

!与胀果甘草(乌拉尔甘草杂交

亲和指数高)

#%

*

!

>>@

指纹图谱显示新疆巴楚黄甘草

与同域分布的光果甘草在
#'"G

H

左右处有共有带!

而新疆石河子的黄甘草与同域分布的胀果甘草(乌

拉尔甘草在
!!"G

H

处有共有带!说明黄甘草在
#'"

G

H

(

!!"G

H

的位点分别与光果甘草!胀果甘草和乌

拉尔甘草基因共享!不同居群的黄甘草遗传特性可

能会因同域分布的亲本种不同!而出现不同的
>>@

扩增带!但亲本分析还有待进行多样本的
>>@

标

记'本研究结果显示!黄甘草可能是胀果甘草与乌

拉尔甘草的杂交种!或者胀果甘草与光果甘草的杂

交种'

#11'

年的/亚洲中部植物0"第
'

册第
#

分

册#将黄甘草作为胀果甘草的异名处理)

%

*

'本研究

中!

>>@

多态扩增图谱和聚类分析均表明
!

个居群

的黄甘草与胀果甘草遗传差异较大!这与
@EA\

的

研究结果一致)

1

*

!将其归并胀果甘草是不合理的!这

将会掩盖其特有的遗传背景!失去有价值的性状'

>>@

聚类结果显示新疆巴楚分布的黄甘草与同域

分布的光果甘草单独聚为一支!亲缘关系最近&而新

疆石河子分布的黄甘草则与胀果甘草聚为一支!亲

缘关系最近'黄甘草这种种内遗传差异大于种间的

现象!表明不同居群的黄甘草遗传背景的差异!极有

可能是由于与同域分布的亲本种反复渐渗回交而导

致的基因向某一亲本融合造成的!有的可能趋向于

母本!有的则表现为父本倾向!其渐渗杂交的机制有

待进一步研究'

&'&
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