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摘 要: 介绍了几种常用分子标记 RAPD、AFLP、SSR、ISSR和 SRAP的原理和特点, 着重论述了分子标记在大黄属植物

遗传多样性、亲缘关系和种质鉴定等方面的应用, 分析了大黄种质资源研究中存在的问题和提出了今后研究工作的重点。
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随着分子生物学的快速发展、分子克隆及 DNA

重组技术的不断完善, 分子标记技术已成为现代植

物学研究的一项新的技术手段。它反映的是生物个

体或种群间基因组中某种差异特征的 DNA片段,能

够直接反映基因组 DNA间的差异。与传统的形态

标记、细胞学标记和生化标记相比,分子标记有许多

明显的优越性,具体表现在以下方面: 直接以 DNA

的形式表现,在生物体各个发育时期的个体、组织、

器官和细胞中均可检测到, 不受季节、环境限制,不

存在表达与否等问题; 数量丰富, 遍布整个基因组;

遗传稳定,多态性高;表现为中性, 不影响目标性状

的表达;许多标记表现为共显性,能区别纯合体和杂

合体。分子标记已被广泛应用于植物分类、进化和

遗传多样性分析、种质鉴定、遗传图谱的构建及基因

定位等领域的研究
[ 1- 4]
。

大黄属 (Rheum )隶属于蓼科 ( Po lygonaceae) ,其

植物为多年生高大草本。全世界约 60种,分布在亚

洲温带及亚热带的高寒地区。以我国为分布中心,

有 39种 2变种, 约占全部种数的 2 /3, 主要分布于

西北、西南及华北地区, 东北较少。该属植物具有重

要的经济价值,中药大黄是我国特产的重要药材之

一, 早在 2 000多年前就有记载
[ 5 ]
。大黄具有泄热

通肠、凉血解毒、逐瘀通经之功效; 其正品来源于掌

叶大黄、鸡爪大黄及药用大黄,药用部位为根及根状

茎
[ 6]
。此外,还有一些用作食用的大黄属品种, 以

叶柄为食用器官,营养价值高,是理想的芳香保健蔬

菜
[ 7]
。由于大黄属植物的重要经济价值,国内外市

场对其需求的与日俱增, 过度开采和生境的破坏已

导致野生大黄资源的锐减
[ 8]
。种质资源研究是资

源保护和开发利用的基础。目前, 多种分子标记技

术如 RAPD、AFLP、SSR和 ISSR等已在大黄属植物

的种质资源研究中得到应用。关于大黄的综述多集

中于化学成分、药理作用、临床应用及资源的开发利

用等
[ 9- 13]

,而其分子生物学方面的综述未见报道。
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本文就分子标记在大黄属植物中的研究进展进行综

述,以便于今后的研究工作。

1 分子标记在大黄属植物种质资源研究中

的应用

1. 1 大黄属 RAPD标记的应用

RAPD即随机扩增多态性 DNA ( random amp li

fied po lymorph icDNA ),是 1990年由美国杜邦公司

的科学家 W illiams
[ 14]
和加利福尼亚生物研究所

W elsh
[ 15]
两个小组几乎同时发展起来的建立在

PCR基础上的一种 DNA分子标记技术。它采用

一个 10碱基任意序列的寡核苷酸片段为引物, 以

生物的基因组 DNA为模板进行 PCR扩增, 当模板

上有引物的结合位点, 并且一定范围内有与引物

互补的反向重复序列时, 此范围内的 DNA片段就

可以被扩增出来。RAPD标记具有快速、简便, 无需

预知受试基因组 DNA序列等优点,可用于不同基因

组的分析
[ 16, 17]

。

RAPD标记已广泛应用于大黄属植物的鉴定研

究中。最早,裴德清
[ 18]
对掌叶大黄和阿尔泰大黄进

行 RAPD扩增,扩增结果显示二者差异明显。因此,

这一研究结果为大黄属生药鉴定提供了一种可行而

崭新的 DNA指纹鉴定方法, 弥补了传统鉴别方法的

不足, 促进生药鉴定技术的发展。随后, 刘叔倩
[ 19]

用 RAPD分子标记对大黄属 5种植物的鉴定进行了

初步研究。杨美华
[ 20]
用 RAPD方法对正品和伪品

大黄进行指纹图谱研究, 得到了两个具有正品大黄

特征性条带的引物, 为正品和伪品大黄的鉴定提供

分子生物学证据。基于形态学和 RAPD标记的 12

种食用大黄栽培品种的亲缘关系研究结果表明,不

同品种间存在一定程度的遗传变异, 形态学标记和

分子标记的聚类结果具有较强的相关性
[ 21 ]
。

1. 2 大黄属 AFLP标记的应用

扩增片段长度多态性 AFLP ( amp lified fragment

leng th po lymorph ism ) 是 1993 年由荷兰科学家

Zabeau和 Vos发展起来的一种检测 DNA多态性的

方法
[ 22, 23]

。其基本原理是对基因组 DNA进行双酶

切,使用特定的双链接头与酶切 DNA片段连接作为

扩增反应的模板,用含有选择性碱基的引物对模板

DNA进行特异性扩增。它结合了 RFLP和 RAPD的

优点, 具有多态性丰富、DNA用量少、引物通用性

强、稳定性好等优点,但其试验过程复杂,流程长,成

本高
[ 24]
。Kuhl等

[ 25]
首次用 AFLP标记对 37个食

用栽培大黄品种和 4个大黄属其它物种的遗传多样

性进行研究, AFLP标记可以用来区分所有栽培品

种以及大黄属其它物种, 推测食用大黄可能起源于

当初由我国引入欧洲种植的药用大黄物种的杂交

后代。

索风梅等
[ 26]
应用 AFLP方法分析了药典中记

载的 3种正品大黄 44份样品的亲缘关系, 8对选择

性扩增引物中, 共扩增得到 1 255条稳定清晰的条

带, 其中 1 209条多态性条带,多态性带占总带数的

96 2%。∀中国药典#规定的 3种正品大黄中, 药用

大黄和掌叶大黄的亲缘关系较唐古特大黄近, 表明

AFLP技术可用于分析 3种正品大黄的亲缘关系。

1. 3 大黄属 SSR标记的应用

简单重复序列 SSR ( simp le sequence repeat) ,

是指由 1- 6个碱基组成的基本序列串联重复的

短片段, 这些片段广泛存在于真核细胞的基因组,

由于串联重复的数目是可变的而表现出高度多态

性。SSR位点两翼的 DNA序列多是相对保守的单

拷贝序列, 因而可根据其两翼区域的序列设计位

点专一的引物, 通过扩增、电泳来构建 DNA指纹。

SSR标记具有共显性、高度重复性和丰富的多态性

等优点
[ 27]
。Zhang等

[ 28]
筛选了 10对 SSR引物用

于唐古特大黄不同个体的 SSR分析, 同时,也可用

于另外两种正品大黄 (掌叶大黄和药用大黄 )的研

究,表明 SSR分子标记是大黄属植物遗传学研究

的有效工具。 Chen
[ 29 ]
进一步用 SSR分子标记研

究了唐古特大黄 10个居群共 114个个体的遗传多

样性, 居群多态位点百分率为 78. 81% , 期望杂合

度为 0. 423- 0. 591(平均值 0. 515), Shannon多样

性指数为 0. 251 - 0. 447(平均值 0. 323) , 表明野

生唐古特大黄居群具有较高的遗传多样性。探讨

了导致唐古特大黄濒危的原因可能是野生居群的

过度采挖和人类活动的干扰, 而不是遗传多样性

的降低。

1. 4 大黄属 ISSR标记的应用

ISSR( inter simple sequence repeats)标记是由加

拿大蒙特利尔大学的 Zietk iew icz等
[ 30]
于 1994年发

展起来的一种基于微卫星序列的分子标记技术, 这
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一技术是依据真核生物基因组具有丰富的高度串联

重复序列而提出的。其基本原理是利用基因组中存

在的简单重复序列 ( simple sequence repeats, SSR )本

身设计引物, 在 SSR的 3∃或 5∃端加锚 1- 4个随机

碱基, 然后以此为 3∃或 5∃引物, 对两侧具有反向排

列的 SSR之间的基因组片段进行扩增。 ISSR结合

了 RAPD和 SSR的优点,具有较好的稳定性和多态

性,但 ISSR标记产物多态性远比 RFLP、SSR、RAPD

更加丰富,可以提供更多关于基因组的信息
[ 31- 35 ]

。

因此, ISSR标记被认为是居群遗传多样性研究的一

种有效的分子标记手段
[ 36, 37]

。Hu等
[ 38]
利用 ISSR

分子标记方法研究了唐古特大黄野生居群的遗传结

构和遗传变异,结果显示,在物种水平上, 唐古特大

黄多态位点百分率为 92. 94%, Ne i基因多样性指数

为 0. 2689;居群水平上多态位点百分率为 46. 51% ,

N ei基因多样性指数为 0. 1724,无论是居群水平还

是物种水平,唐古特大黄均具有较高的遗传多样性。

遗传距离与地理距离的 Mantel检验表明, 二者呈显

著的正相关。同时, 还探讨了唐古特大黄的遗传多

样性与生态因子的关系, 其遗传多样性与海拔呈显

著的正相关,与纬度和年平均气温呈显著的负相关,

因此, 海拔和温度可能是影响唐古特大黄遗传多样

性的重要外部因子。

1. 5 大黄属 SRAP标记的应用

相关序列扩增多态性 SRAP ( sequence related

amplif ied po lymorphism )是由美国加州大学蔬菜作物

系 L i与 Qu iros
[ 39]
博士于 2001年提出的一种新的

DNA分子标记,它利用独特的引物设计对开放阅读

框 ( ORFs)进行扩增, 因个体不同以及物种的内含

子、启动子与间隔长度不等而产生多态性。 SRAP

标记具有多态性高、产率中等、操作简单、重复性好

和选择条带序列容易获得等优点, 近年来在植物遗

传多样性分析
[ 40- 42]

、基因定位
[ 43, 44]

、遗传图谱的构

建
[ 45]
以及种质资源鉴定

[ 46]
等方面得到广泛应用。

在大黄属植物的研究中,仅见陈大霞
[ 47]
用 SRAP标

记分析了正品大黄的遗传关系,通过对 12个不同来

源大黄材料的研究表明, 24对引物组合共得到 272

条扩增条带,其中 199条呈现多态性, 占 73. 2% ,从

DNA分子水平显示不同材料间存在着丰富的遗传

多样性, SRAP标记能有效分辨 3种正品大黄, 聚类

分析结果表明正品大黄的分类结果与传统形态分类

结果相同。总之, SRAP标记为正品大黄鉴定和亲

缘关系研究提供了新的 DNA分子标记技术手段。

1. 6 DNA序列分析在大黄属中的应用

DNA序列分析是在 DNA一级结构水平上检测

遗传多样性的分子标记技术, 即采用某种策略通过

测定核苷酸在基因组 DNA特定区域的排列顺序来

研究 DNA多样性, 它是最能充分揭示多样性的方

法。序列分析是区分个体间遗传差异最彻底准确的

方法,可提供高度重复的、信息丰富的数据, 适合于

中等和高等层次分类群的系统学研究
[ 1 ]
。目前应

用最多的是利用  通用!引物扩增 mtDNA、cpDNA或

核 DNA某些基因、DNA片段, 然后用这些通用引物

直接测序,最后通过相关的软件进行序列比对和分

析, 构建系统进化树
[ 48, 49]

。

杨美华等
[ 50]
利用叶绿体 trnL / trnF基因序列测

定进行正品和伪品大黄的鉴定。姬可平和张西

玲
[ 51, 52]

对甘肃省掌叶大黄种子 rRNA基因内转录间

隔区进行序列测定, 并建立了大黄种子 rRNA基因

图谱。王爱兰等
[ 53]
用叶绿体 DNA trnL trnF基因序

列对大黄属植物的系统进化与适应辐射进行研究发

现, 尽管其形态上的分化较大,但分子水平的遗传变

异相对较低,这表明青藏高原的隆升所形成的地理

和生态多样性以及第四纪的震荡气候可能促使物种

在小的隔离居群中形成和大黄属一些特殊形态特征

的固定。Yang
[ 54]
用叶绿体 matK基因和核糖体 18S

rRNA基因对大黄属 9种植物进行鉴定。K omat

su
[ 55]
结合叶绿体 matK基因序列和反相 HPLC法研

究不同来源大黄药材的化学成分和遗传变异的关

系, 得出以下结论: 基因型相同、采集地不同的大黄

药材,化学成分组成相同; 而基因型不同、采集地相

同的大黄药材,其化学成分组成不同。表明遗传因

素是决定大黄化学成分组成的关键因子。

2 问题与展望

国内外市场对大黄需求量的不断增加和掠夺式

的滥采滥挖,已导致大黄野生资源锐减,如驰名中外

的唐古特大黄和掌叶大黄等名贵药材,已被列入青

海省重点保护野生植物名录 (第一批 )
[ 56]
。因此,

保护大黄野生资源、实行大黄规范化种植和选育优

良品种已是当务之急。
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针对大黄资源研究中存在的问题,今后工作的

重点主要有以下几点。首先,制定合理的野生大黄

资源保护策略和措施。综合运用多种分子标记技术

对大黄属植物的遗传多样性和遗传背景进行研究,

探讨其遗传结构和基因交流,为大黄野生资源保护

策略的制定提供科学的理论依据。

其次,实现大黄规范化种植。通过人工栽培满

足市场对大黄用药的需求, 从根本上缓解野生大黄

资源的压力。由于栽培大黄种质来源混乱、良莠不

齐,给临床应用带来极大不便, 尤其是青海省道地药

材唐古特大黄与掌叶大黄在形态上极为相似, 仅叶

片深裂程度不同, 难以辨别。对大黄药材进行分子

鉴定, 来弥补形态学上的不足, 解决大黄规范化种植

的种源问题。在种源明确的情况下, 于大黄适应生

长的高海拔山区和生境破碎化地区建立种植基地,

增加基因交流, 减少遗传多样性的降低, 实现大黄

GAP药材规范化生产。

最后,培育大黄优良新品种。在传统育种的基

础上,结合 RAPD、AFLP、ISSR、SSR等分子标记在大

黄属植物遗传多样性研究中的应用, 加强遗传图谱

构建和基因定位研究, 从野生类群中筛选优良目的

基因, 并对其进行改良,缩短新品种培育的时间。

总之,加强交流合作, 开展多种分子标记研究,

筛选多态性高的引物和探针,加快大黄属植物种质

资源研究进程,为更好地开发、利用和保护大黄资源

奠定生物学基础。
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