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摘要:采用 RAPD和 AFLP技术对 8个全缘冬青及其变型变种基因组进行扩增,以研究其物种间亲缘关系及遗

传多样性。结果表明:在 RAPD分析中, 20条引物共扩增出 187条多态性条带,多态率为 60. 75%。在 AFLP分

析中, 10对选择性引物组合共扩增出 350条谱带, 其中 268条具有多态性, 占 76. 57%。综合 RAPD和 AFLP技

术的聚类结果, �小叶枸骨叶 全缘冬青和 �小叶密节 全缘冬青亲缘关系较近 ,全缘冬青和全缘冬青 �卵叶密

节 亲缘关系最近。这为冬青属植物的杂交育种与种质创新提供理论依据。
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� � Abstract: RAPD and AFLP techn iques w ere used to am plify the genom ic DNA of 8 Ilex integra Thunb.

species and its form a and varieties to study the genet ic re lationsh ip and spec ies genet ic diversity. The results

show ed that 187 po lym orph ic bandsw ith the po lym orphism rate at 60. 75% w ere ob tained using 20 prim ers by

RAPD analysis. R ich polym orphic bands w ere amp lified bo th from 10 selective AFLP prim er pairs in AFLP a�
nalysis and 350 bands w ere obtained, ofw hich 268( 76. 57% ) w ere polym orphic. Integrating the cluster re�
su lts of RAPD and AFLP techniques, it w as found that ∀X iaoyegouguye! Ilex integra and ∀x iaoyem ijie! Ilex

integra had the nearest re lationsh ip, Ilex integra and ∀Luanyem ijie! Ilex integra had a near re lationsh ip. This

resu lts prov ide theo retica l basis for cross breeding and germ plasm enhancem ent of Ilex L. tree species.
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我国大陆海岸线长达 1. 8万 km,北起辽宁鸭绿江口, 南至广西北仑河口。由于陆海交替、气候多

变,导致台风暴雨、风沙海雾等自然灾害频繁发生。沿海基干林带建设是保障沿海生态安全, 有效抵御
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自然灾害的首要屏障。由于沿海自然环境恶劣,给沿海防护林营造带来严重的困难, 优良乡土滨海造林

树种的选育是沿海防护林体系建设工程的首要问题
[ 1]
。全缘冬青 ( Ilex integra Thunb. )系冬青属常绿乔

木,成熟时红果绿叶交相辉映, 十分鲜艳悦目。主要分布于浙江省沿海的洞头、临海、象山、定海、普陀、

岱山和福建沿海,日本、朝鲜南部也有分布。为海岛特有树种,被列入浙江省级珍稀濒危植物
[ 2]
。由于

抗性强、极耐干旱瘠薄和海风海浪侵袭,可在多石砾的面海山坡困难地造林,是浙江等沿海地区沿海防

护林建设优良的乡土树种,具有很高的开发价值。由于天然杂交、基因突变和多种繁殖方法并存等因素

影响, 在栽培驯化的过程中,全缘冬青产生了一定的变异, 为研究、开发、利用全缘冬青优良基因资源提

供了丰富的原始材料。本研究利用 RAPD和 AFLP技术对全缘冬青以及种下的 7个变型变种进行遗传

多样性分析,有助于揭示全缘冬青种下等级的系统分类与发育进化关系,为今后全缘冬青的种质创新工

作提供理论依据。

1� 材料与方法

1. 1� 实验材料

2004年,在浙江舟山通过选择育种途径从 50余万株全缘冬青实生播种苗中选出以下一些变异材

料: �卵叶密节 、�槠叶  、�枸骨叶 、�厚叶  、�桂叶  、�小叶枸骨叶  、�小叶密节  。收集变异材料, 在

宁波市农业科学研究院高新农业技术实验园区建立了育种资源圃,以枸骨、全缘冬青为砧木, 经多代嫁

接无性繁殖后,其株系间未出现分化,各材料生物学特征比较见表 1。 2009年采集全缘冬青以及 7个全

缘冬青变型变种的嫩叶, 带回实验室后置于 - 70 # 低温保存备用于 RAPD和 AFLP分析。 RAPD和

AFLP所用试剂及 M arker( 100 bp Plus DNA Ladder)均购于上海生物工程技术有限公司或者由其合成。

表 1� 全缘冬青及其变异类型的形态特征对比

Tab. 1� Compare ofmorpho logical characteristics between Ilex in tegra and variations

编号

No.

材料名称

M ate ria l

叶形

Lea f shape

叶先端

L eaf apex

叶缘

Lea f m arg in

叶片大小 / cm

L eaf s ize

叶脉

Ve in

其它特征

O the r feature

1
全缘冬青

I lex integra Thunb.

椭圆形至

卵圆形
短尾尖 全缘

长 3~ 5, 宽 2~

3

具明显

边脉

2
�卵叶密节 全缘冬青

I lex integra ∀Luanyem ijie!
近卵圆形 急尖

全缘或偶见疏生

钝锯齿

长 3~ 5,

宽 2~ 3
节间紧密,节间距 3~ 7 mm

3
�槠叶 全缘冬青

I lex integra ∀Chuye!

矩圆形,

基部楔形

有 3 枚

钝刺齿

具 3~ 5对钝刺齿,

边缘平展

长 4~ 8 ,

宽 2~ 4
下凹明显 树干直立形明显,枝条粗壮

4
�枸骨叶 全缘冬青

I lex integra ∀G ouguye!
矩圆形

3 枚 大

刺齿

有 3~ 4对硬针刺齿,

边缘皱褶

长 5~ ,

宽 2~ 4
叶正面深绿色,背面淡绿色

5
�厚叶 全缘冬青

I lex integra ∀H ouye!

椭圆形至

近卵形

钝尖, 具

短刺
具短刺齿 4~ 6对

长 3~ 5,

宽 2~ 3

叶片肥厚, 正面墨绿色, 背

面深绿色

6
�桂叶 全缘冬青

Ilex integra ∀Gu iye!

长矩圆形,

基部楔形

具 3 枚

短刺齿
全缘或疏生短刺齿

长 5~ 8,

宽 1. 5~ 2. 5
边脉明显

7
�小叶枸骨叶 全缘冬青

I lex integra∀X iaoyegouguoye!

矩圆形,

基部楔形

有 3 枚

大刺齿

具 1~ 3对大刺齿,

边缘皱褶

长 2~ 4,

宽 1~ 2

8
�小叶密节 全缘冬青

Ilex integra ∀X iaoyem ijie!
卵圆形 急尖 全缘或疏生短刺齿

长 2~ 4, 宽 1~

2
下凹明显

小枝节间紧密, 节间距 4~

8 mm,叶呈龟背状反卷

1. 2� 基因组 DNA提取

参照 Ta iT H和 Tanksey D D
[ 5]
以及顾红雅和瞿礼嘉等

[ 6]
的 CTAB法提取基因组 DNA。

1. 3� RAPD扩增

从 400条 10个碱基的 RAPD引物 (由上海生物工程技术有限公司合成 )进行初筛,筛选出 20个反

应稳定、扩增性强和重复性好的引物 (表 3)用于最后的 PCR扩增。RAPD扩增在 Perkin - E lm er 9600

( PE9600)扩增仪上进行, 每 20 �L反应体系中含 Temp later DNA 50 ng,引物 0. 3 �m o l/L, Taq 0. 067 U /

�L, dNTP 0. 2 mm ol /L, M g
2 +

2. 5 mm o l/L, 10 ∃Buffer 2 �L(所有试剂均购自上海生物工程公司 )。扩增

程序为: 94 # 预变性 300 s, 1个循环; 94 # 变性 30 s; 38 # 退火 30 s; 72 # 延伸 90 s; 38个循环; 72 #

%1185%
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1- 8实验样品材料编号名称见表 1。

1- 8: Exper im enta l sam ple num bers that are the sam e as in tab le 1.

图 1� 引物 S173扩增产生的 RAPD谱带

F ig. 1� M aps o f RAPD products from S173 pr ime rs

后延伸 420 s; 4 # 保温。扩增产物经质量分数为 1%琼脂糖凝胶电泳检测, 于 VDS成像系统 ( Pham a�
cia)中观察照相。

1. 4� AFLP扩增

AFLP实验流程主要参照 V os等
[ 7]
方法,采用 E coR&和M se&双酶切 6 h, 过夜连接, 预扩增引物对

选用 E + A /M + C , 开始选用 25对 E /M组合进行扩增, 最后选用其中多态性好 10对引物 (表 2)用于

所有样品的扩增。PCR产物用 6%的变性 PAGE胶电泳检测, 电泳缓冲液为 1 ∃TBE。电泳结束后用硝

酸银染色观察结果。银染方法参考刘建斌等
[ 8 - 10]

。
表 2� 不同扩增引物与接头的序列

Tab. 2� Nam e and sequence of differen t am p lification pr im ers and adap ters

引物名称

P rim er nam e

碱基序列

Base sequence( 5∋- 3∋)

引物名称

P rim er nam e

碱基序列

Base sequence( 5∋- 3∋)

E+ A GACTGCGTACCAATTCA M + C GATGAGTCCTGAGTAAC

EcoR& adapter1 CTCGTAGACTGCGTACC M se& adapter1 GACGATGAGTCCTGAG

EcoR& adapter2 AATTGGTACGCAGTCTAC M se& adapter2 TACTCAGGACTCAT

E+ AGT GACTGCGTACCAATTCAAGT M + AGC GATGAGTCCTGAGTAACAGC

E+ CCA GACTGCGTACCAATTCACCA M + AGG GATGAGTCCTGAGTAACAGG

E + CTC GACTGCGTACCAATTCACTC M + AAT GATGAGTCCTGAGTAACAAT

E + CTT GACTGCGTACCAATTCACTT M + AGA GATGAGTCCTGAGTAACAGA

E + AGG GACTGCGTACCAATTCAAGG M + ATT GATGAGTCCTGAGTAACATT

E+ CAT GACTGCGTACCAATTCACAT M + ACA GATGAGTCCTGAGTAACACA

E+ CCC GACTGCGTACCAATTCACCC M + AAA GATGAGTCCTGAGTAACAAA

E + AGA GACTGCGTACCAATTCAAGA M + AGA GATGAGTCCTGAGTAACAGA

E+ CTA GACTGCGTACCAATTCACTA M + ACC GATGAGTCCTGAGTAACACC

E+ CGC GACTGCGTACCAATTCACGC M + AAG GATGAGTCCTGAGTAACAAG

1. 5� 数据分析

只选清晰可辨的电泳条带,以 l和 0分别记录条带的有无。数据用 NTSYS- PC V2. 10. E软件计算

出遗传相似性系数 ( Genetic sim ilarity, G s), 遗传距离 ( genetic d istance, GD) GD = 1- GS, UPGMA法进

行聚类分析构建聚类图。

2� 结果与分析

2. 1� 全缘冬青及其变型变种

的 RAPD多态性分析

20对引物共检测扩增出

了 187条 DNA条带,条带位点

范围在 400~ 3 000 bp, 表 3列

出了 20个引物扩增的谱带数、

多态带。其中扩增带数最多的

引物是 S48,共 12条;最少的是 8

条;平均每个引物扩增 9. 35条

带, 其中多态性条带为 5. 65

条, 多态性比例为 60. 75%。

图 1为引物 S173扩增的结果。
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图 2� 根据 RAPD相似系数构建的全缘冬青及其变种变型的树形图

F ig. 2� Dendrog ram of 8 spec ies of Ilex listed in tab le 1 based on sim ilarity coe ffic ient

表 3� 20种不同 RAPD引物扩增结果

Tab. 3� Am plif ication resu lts of 20 RAPD primers

引物

P rim ers

碱基序列 ( 5∋- 3∋)

Base sequence( 5∋- 3∋)

总扩增条带数

Tota l am plified bands

多态性条带数

Po lymo rph ic bands

多态率 /%

Percentage o f po lym orphism

S48 GTGTGCCCCA 12 8 66. 7

S68 TGGACCGGTG 11 6 54. 5

S79 GTTGCCAGCC 10 6 60. 0

S82 GGCACTGAGG 8 6 75. 0

S84 AGCGTGTCTG 8 5 62. 5

S96 AGCGTCCTCC 9 6 66. 7

S105 AGTCGTCCCC 11 5 45. 5

S112 ACGCGCATGT 10 5 50. 0

S115 AATGGCGCAG 8 4 50. 0

S153 CCCGATTCGG 9 6 66. 7

S173 CTGGGGCTGA 9 7 77. 8

S187 TCCGATGCTG 10 5 50. 0

S234 AGATCCCGCC 9 6 66. 7

S336 TCCCCATCAC 8 5 62. 5

S337 CCTTCCCAC T 10 6 60. 0

S345 CTCCATGGGG 9 5 55. 6

S354 CACCCGGATG 9 6 66. 7

S366 CACCTTTCCC 8 5 62. 5

S369 CCCTACCGAC 9 5 55. 6

S375 CTCCTGCCAA 10 6 60. 0

合计 Tota l 187 113

平均 M ean 9. 35 5. 65 60. 75

2. 2� 全缘冬青及其变型变种的 RAPD聚类分析

统计软件分析 RAPD扩增结果, 得到 8种全缘冬青植物间遗传距离矩阵 (表 4), 亲缘关系聚类图

(图 2)。结果显示: 8种全缘冬青植物间,遗传距离最小为 0. 124 5, 存在于 �小叶枸骨叶  全缘冬青与

�小叶密节 全缘冬青之间, 表明二者亲缘关系最近; 遗传距离最大为 0. 260 4, 存在于全缘冬青和 �小叶
密节 全缘冬青之间, 表明两者亲缘关系最远。总体来看, 全缘冬青及其变型变种间的遗传距离都比较

近。
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M: 分子量标准, 1- 8实验样品材料编号名称见表 1。

� � M: 100 bp DNA m arke r; 1- 8: Exper imenta l samp le numbers

� � that are the sam e as in tab le 1.

图 3� E + CTT / M + AGA引物组合扩增结果

F ig. 3� Am plification resu lts o f E+ CTT / M + AGA prim ers

图 4� 8种全缘冬青及其变型、变种亲缘关系树状图

F ig. 4� UPGM A dendrogram s genera ted from AFLP m arkers

表 4� 遗传距离

Tab. 4� N ei! s genet ic d istance

1 2 3 4 5 6 7 8

1 1. 000

2 0. 166 8 1. 000

3 0. 223 1 0. 178 4 1. 000

4 0. 208 0 0. 211 0 0. 127 3 1. 000

5 0. 244 7 0. 205 0 0. 196 1 0. 152 5 1. 000

6 0. 226 2 0. 217 1 0. 196 1 0. 158 2 0. 146 9 1. 000

7 0. 254 1 0. 214 0 0. 241 6 0. 184 3 0. 190 2 0. 202 0 1. 000

8 0. 260 4 0. 251 0 0. 247 8 0. 232 3 0. 190 2 0. 202 0 0. 124 5 1. 000

� � 1- 8实验样品材料编号名称见表 1。 1- 8: Exper im enta l samp le numbers that a re the sam e as in tab le 1.

2. 3� 全缘冬青及其变型变种的 AFLP多态

性及其聚类分析

利用 AFLP分子标记技术用 10对引物

对全缘冬青及其 7个变型、变种进行扩增,共

获得 350条谱带, 其中 268条具有多态性,占

76. 57%。其中图 3表示引物对组合 E +

CTT / M + AGA扩增的谱带情况。平均每对

引物扩增出谱带 35条, 平均 26. 8条具有多

态性 (表 5)。各变型变种间特征条带明显,

表明其进化起源的特应关系。聚类分析结果

显示 (图 4) ,全缘冬青及其变型、变种间相似

系数均在 0. 631~ 0. 829 (表 6) ,同为全缘冬

青的变型变种, �卵叶密节  全缘冬青与全缘

冬青亲缘关系较近, �小叶枸骨叶 全缘冬青

与 �小叶密节  全缘冬青亲缘关系较近, �枸
骨叶 全缘冬青与 �厚叶 全缘冬青先聚在一

起,再依次与 �桂叶 全缘冬青和 �槠叶  全

缘冬青聚类。全缘冬青及其变型、变种间相

似系数普遍不高, 这可能一定程度上反应了

其变种、变型的进化程度。
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表 5� AFLP选择性扩增引物产生的条带多态性

Tab. 5� Amplification resu lts of AFLP pr im ers

引物组合

P r im er comb ination

总带数

Tota l amp lified bands

多态性带数

Po lymo rph ic bands

多态性位点百分率 /%

Percen tage o f po lym orphic loc i

E+ AGT / M + AGC 28 22 78. 57

E + CCA / M + AGG 33 29 87. 88

E + CTC / M + AAT 21 19 90. 48

E + CTT / M + AGA 31 24 77. 42

E+ AGG / M + ATT 26 16 61. 54

E+ CAT / M + ACA 57 45 78. 95

E+ CCC / M + AAA 26 20 76. 92

E+ AGA / M + AGA 64 49 76. 56

E + CTA / M + ACC 39 24 61. 54

E + CGC / M + AAG 25 20 80. 00

合计 Tota l 350 268

平均 M ean 35 26. 8 76. 57

表 6� 根据 AFLP标记计算的相似系数

Tab. 6� Genetic sim ilarity be tween spec ies on the basis ofAFLP m arkers

1 2 3 4 5 6 7 8

1 1. 000

2 0. 777 1. 000

3 0. 666 0. 786 1. 000

4 0. 631 0. 734 0. 806 1. 000

5 0. 657 0. 714 0. 780 0. 831 1. 000

6 0. 654 0. 729 0. 794 0. 811 0. 826 1. 000

7 0. 646 0. 709 0. 751 0. 751 0. 789 0. 797 1. 000

8 0. 657 0. 703 0. 740 0. 723 0. 794 0. 780 0. 829 1. 000

� � 1- 8实验样品材料编号名称见表 1。 1- 8: Exper im enta l samp le numbers that a re the sam e as in tab le 1.

3� 讨 � 论

冬青属是冬青科植物中最为重要的属,存在着大量的天然变型、变种、杂交种,许多变种、变型还是

园林彩叶绿化植物的资源,研究其物种间亲缘进化关系具有重要意义。全缘冬青为典型的岛屿特有植

物,具有抗风、耐海雾、耐干旱瘠薄等特性,适合于岩质海岸粗骨土地带的植被恢复, 岛屿生境的特异性

及其与周围岛屿和陆地基因流的阻隔等会导致全缘冬青众多变型、变种的形成
[ 12 ]
。传统的冬青属植物

的分类主要是以形态学特征为依据, 分类研究过程中不同的学者有不同的看法,较为普遍采用的是

1949( 1950年胡秀英
[ 12 ]
发表的中国冬青属 ( TheG enus Ilex in China) 专论和 1983年中国科学院植物

研究所出版的)中国高等植物图鉴补编∗第二册。
本研究采用 RAPD和 AFLP对全缘冬青及其变型变种的亲缘关系和遗传多样性进行分析,两种标

记聚类结果基本一致, 8个样品分成 3类: &类包括全缘冬青和 �卵叶密节 全缘冬青,这两种类型形态

特征非常相似,只是在节间长短上具有明显区别,形态上为全缘中叶型的; +类包括 �小叶枸骨叶  全缘
冬青和 �小叶密节  全缘冬青,形态上为小叶型的; ,类包括 �槠叶  全缘冬青、�枸骨叶  全缘冬青、�厚

叶  全缘冬青和 �桂叶  全缘冬青,形态上为大叶刺叶型的。分子标记的 3个类组与表 1中的形态特征

按叶型大小和是否全缘来进行分类的结果相一致。但两种标记的聚类结果也存在着差异, RAPD聚类

结果显示 �槠叶 全缘冬青与 �枸骨叶  全缘冬青亲缘关系较近两者首先聚类, �厚叶  全缘冬青与 �桂
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叶  全缘冬青再聚类;而 AFLP的聚类结果显示 �枸骨叶  全缘冬青与 �厚叶  全缘冬青亲缘关系最近首

先聚类,再依次分别与 �桂叶 全缘冬青, �槠叶  全缘冬青聚类。综上所述, RAPD和 AFLP两种分子标

记以及传统形态学分类所得数据虽然有所差别,但大类划分完全吻合, 只是小类亲缘关系的聚类分析结

果有些差异。不同分子标记手段的出入也属正常现象, RAPD标记是随机引物扩增来检测基因组 DNA

的序列信息,而 AFLP是对限制性片段的选择性扩增来检测基因组 DNA的序列信息, AFLP标记能提供

丰富的 DNA指纹,产生丰富的条带数,是获得多态性效率较高的分子标记,说明在检测遗传信息的多样

性上, AFLP标记较优,故 AFLP标记在月季 (Rose chinensis )
[ 13]
、百合 ( L ilium ditichum )

[ 14 ]
、杜鹃 ( Rho�

doendron insigne)
[ 15]

)、玉兰亚属
[ 16]
等的研究中得到应用,较适合于冬青属特别是种下等级的亲缘关系

的鉴定,而 RAPD较差
[ 17]
。两者在检测多态性的灵敏度上存在差异,加上本身材料均为种内变型变种,

亲缘关系较近本身差异并非很大,再者人为读取差异条带等因素都会导致不同分子标记结果的出入。

但总体而言 �小叶枸骨叶 全缘冬青和 �小叶密节  全缘冬青亲缘关系较近, 全缘冬青和 �卵叶密节  全
缘冬青亲缘关系最近,为全缘冬青的推广应用与种质创新提供科学依据。

参考文献:

[ 1]成向荣, 虞木奎,张建锋, 等.沿海防护林工程营建技术研究综述 [ J]. 世界林业研究, 2009, 22( 1): 63- 67.

[ 2]王国明, 徐斌芬,王美琴, 等. 全缘冬青容器育苗技术 [ J].林业实用技术, 2008( 9) : 26- 27.

[ 3]徐斌芬, 王国明,王美琴, 等.全缘冬青和钝齿冬青的分布与繁殖技术 [ J]. 中国野生植物资源, 2007, 26( 4): 63- 65.

[ 4]冷欣, 王中生,安树青, 等.岛屿特有种全缘冬青遗传多样性的 ISSR分析 [ J]. 生物多样性, 2005, 13( 6): 546- 554.

[ 5] Ta iT H, Tanksey D D. Rapid iso lation of to talDNA from dehydrated plant tissue[ J]. P lantM o l Bio lRep, 1990, 8( 4): 229- 303.

[ 6]顾红雅, 瞿礼嘉.植物分子生物学实验手册 [M ]. 北京:高等教育出版社, 1998: 61.

[ 7] Vos P, H oge rs R, BleederM, et a.l AFLP a new technique for DNA fingerpr inting[ J] . Nucle ic A cids Research, 1995, 23

( 21): 4407- 4414.

[ 8]刘建斌, 陈新露,方海, 等.用银染方法分析 RAPD产物 [ J].北京农学院学报 , 1996, 11( 2) : 42- 44.

[ 9]石锐, 郭长虹.聚丙烯酰胺凝胶中 DNA的银染方法 [ J].生物技术, 1998, 8( 5): 46- 48.

[ 10]乐晓萍,杜鹏, 张钦宪,等. 聚丙烯酰胺银染技术改良 [ J]. 河南医科大学学报, 2001, 36( 4): 395- 396.

[ 11] Cherry J L, Ad ler F R, Johnson K P. Islands, equ ilibr ia and speciation[ J]. Sc ience, 2000, 296: 975.

[ 12] Sh iu Y H. The Genus I lex in China[ J]. Journa l o f the A rno ld A rboretum, 1949, 30: 233- 344.

[ 13] Zhang D, Germ a in E, ReyndersA lo isi S, et a .l Developm ent o f amp lified fragm ent leng th po lym orphism m arkers fo r var ie ty

identification in rose[ C] . ISHS ActaH orticu lturae 508: X IX Internationa l Sym posium on Improvem en t o fO rnam ental P lan ts,

Angers, 2000.

[ 14]张克中,贾月慧,张启翔,等.部分中国野生百合亲缘关系的 AFLP技术分析 [ J].东北林业大学学报, 2008, 36( 2): 19- 22.

[ 15] R iek J, M ertens M, Dendauw J, et a.l A zalea ( Rhododendron sim sii hybrids) g erm p lasm from Ch ina assessed bym eans

o f fluorescent AFLP [ C ]. ISH S A cta Ho rticulturae 521: XXV Interna tiona lH o rticultural Congress, P art 11: App lica tion o f

B io techno logy and M o lecular B io logy and B reeding - Gene Expression and M o lecu lar B reeding, Genom e Ana lysis, B rus�

se ls, 2000.

[ 16]贺随超,马履一. 红花玉兰与玉兰亚属几个种亲缘关系的 AFLP分析 [ J] .植物研究, 2008, 28( 3): 288- 293.

[ 17]陈红.木瓜属种质资源的 RAPD、AFLP亲缘关系鉴定及遗传多样性分析 [ D ]. 泰安:山东农业大学, 2008.

%1190%


