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香果树组织培养过程中遗传变异的 R A PD 分析
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提要
:

用 R A PD 分子标记方法
,

从 D NA 水平上分析野生型香果树以及通过器官发生途径和体细胞胚胎发生途径得到的

香果树再生植株以及体细胞胚胎发生过程中不同继代次数的培养物之间的遗传变异
。

筛选了 100 个随机引物
,

其中有 75

条随机引物能够扩增出条带
,

从中选取 11 个引物进行 Pc R 扩增的结 果显示 : 香果树体细胞胚胎无性系中有 RA PD 多态性

位点
,

在胚性愈伤组织中也检测到少数 R APD 变异位点
。

表明 R A PD 分子标记方法可以鉴定香果树组织培养过程中的遗

传变异
。
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硕a tio n

香果树为茜草科(R u bi ac ea e) 香果树属的高大

乔木
,

是我国特有单种属植物和第四纪冰川幸存

的古老孑遗树种
。

香果树材质洁白细密
,

纹理通

直
,

是一种优 良用材
;
树姿优美

,

花色艳丽
,

也是很好的观赏植物(傅立国和金鉴明 1 9 9 2 )
。

植物组织培养过程中普遍存在体细胞无性系

变异现象(冯霞等 2 0 0 6)
。

已有报道表明
,

经过组

织培养的植株比常规繁殖方法产生的植株常表现出

更多的变异
,

体细胞无性系的变异率达 3 0 % 一

4 0 %
,

有时甚至高达 1 0 0 % (李莉等 2 0 04)
。

因此

鉴定再生培养物的遗传背景
,

以确保在生产应用

中优 良性状的遗传稳定性是很重要的
。

随机扩增

多态性 D N A (R A PD )技术可在 D N A 水平上检测和

分析物种的遗传多样性及遗传变异
。

R A PD 分子

标记应用于鉴定组织培养再生植株体细胞无性系变

异在云杉组织培养体细胞胚胎发生 (F o u r r e 等

19 9 7 ; Is a b e l等 1 9 9 3 )
、

茵香愈伤组织及其组织

培养再生植株(B en ni ci 等 2 0 0 4)
、

苹果叶片直接体

胚发生再生植株(达克东等200 1 )以及水稻成熟胚诱

导获得的再生植株(o o d w in 等 19 9 7 )的 R A p D 分析

都有过报道
。

本实验是在我们实验室 已建立的香果树再生

体系的基础上
,

用 R A PD 标记技术对经多次继代

培养后的胚性愈伤组织及器官发生途径和体细胞胚
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发生途径分别获得的再生植株与野生型香果树的遗

传稳定性作了分析
,

有助于了解通过体细胞胚胎

发生途径和器官发生途径获得的再生植株的遗传变

异程度
,

从而明确哪种途径更适合香果树的快速

繁殖
。

材料与方法

香果树(Em m en op te
rys hen 尽1ol iv

.

)的未成熟果

实(果龄 30 d 左右)和 14 株野生型香果树的新鲜幼

叶均于 20 05 年采自神农架自然保护区关门山
。

取

1 4 株野生植株幼叶用硅胶干燥后带回实验室
,

置

于
一 7 0 ℃超低温冰箱中保存备用

;
试验时从幼果

中取出幼嫩种子用于胚性愈伤组织的诱导和植株再

生
。

将香果树幼嫩种子接种到附加不同浓度的2, 4
-

D (0
,

0
.

5
,

2
.

0
,

2
.

0 m g
·

L
一

,
)和 6

一

B A (0
.

5
,

1
.

0
,

2
.

0 m g’L
一

’
)的M S 培养基上培养

,

10 d 后将产生

的浅绿色愈伤组织转入含 0
.

1 m g
·

L
一

’6
一

B A 和 0
.

5

m g. L
一

, N AA 的M s 培养基中培养 30 d
,

此时大部

分浅绿色愈伤组织逐渐变为黑色
,

再将黑色的愈

伤组织转入新鲜的含 0
.

1 m g. L ‘ 6
一

B A 和 0. 5 m g’L
一

’

N A A 的 M S 培养基中继续培养 4 0 d
,

得到大量的

浅黄色胚性愈伤组织
。

然后将胚性愈伤组织转移

到添加不同浓度 6
一

B A (0
,

0
.

00 5
,

0
.

0 1
,

0
.

0 5
,

0
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1
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5
,

1
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0
,
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0 m g
·

L
一

’
)的M s 培养基上诱

导体细胞胚胎发生
,

将体胚转接到不含任何生长

调节物质的M S 培养基上
,

获得完整植株
。

香果树胚性愈伤组织每隔 20码O d转接到新鲜

的含 0
.

lmg 一
, 6

一

B A 和 0. 5 m g. L
一

’NA A 的 Ms 培养

基中进行增殖培养
,

每次继代时
,

称取 1
.

0 9 胚

性愈伤组织放在 1
.

5 m L E ppen dor f管中
,

于液氮

中冷冻 Z h
,

然后保存于
一 7 0 ℃中备用

,

共保存

6 次继代的胚性愈伤组织
。

采用 R APD 标记检测培

养过程中培养物体细胞无性系的变异
。

取无菌苗的叶片作外植体
,

分别采用悬浮培

养和固体培养诱导直接芽再生获得再生植株(熊丹

等 2 0 0 7)
。

将灭菌后的香果树成熟种子接种到 M S

固体培养基中诱导发芽
,

然后将发芽 4 0 d 后的无

菌苗的叶片切成 0
.

5 c m “
作外植体

,

分别接种在添

加 1 0 mg
·

L
一

, 6
一

B A 的M s 固体培养基(0
.

8 % 琼脂)和

添加 1
.

0 m g. L
一

’6
一

B A 的M S 悬浮培养基中
,

诱导

芽的直接再生
,

然后将通过固体培养和悬浮培养

途径诱导产生的再生芽转入添加0. 2 m g’L
一

, 6
一

B A和

0. 01 m g’L
一

’N A A 的Ms 培养基上培养
,

得到再生

植株
。

D N A 提取与 R A PD 分析时
,

取 14 株野生型

香果树的嫩叶混合后提取总 D N A ;
取不同继代次

数的胚性愈伤组织各 1
.

0 9 ;
取通过体细胞胚胎途

径获得的再生植株
、

悬浮培养获得的再生植株以

及通过固体培养获得的再生植株各 2 0 株的叶片
,

各 自混合后参考邹喻苹等(2 0 0 1) 书中的 c T A B 法

(稍作修改)提取基因组 D N A
。

具体步骤为
:
取

一
70 ℃中保存的样品约 1 9 放在研钵中加液氮研磨

后
,

加入 ro m L 6 5 ℃预热的 CT A B 提取液
,

分

装到 1
.

5 m L E pp e n d o rf管中
,

置于 6 5 ℃水浴中

5 0 m in
,

每 10 m in 摇动混匀数次
;
再加入等体

积氯仿:异戊醇(24
: 1)进行抽提

,

以 8 22 8 x g 离心 10

m in
,

取上清液
,

如此再重复一次后
,

加入等体

积 的于
一 2 0 ℃ 中冷却过 的异丙醇

,

小心摇动

Ep pe n d o rf 管数次
,

出现絮状沉淀后用吸管小心取

出沉淀
,

再用 7 0 % 乙醇冲洗沉淀
,

以 8 2 28 x g 离

心 10 m in
,

弃去上清液
,

放到通风橱中风干 1一2

h
,

沉淀用 10 0 林L 双蒸水溶解
,

置于
一 20 ℃中保

存备用
。

用紫外可见光分光光度计(H IT A c H I U
-

2 8 00)
,

测定波长 2 60 n m 处光吸收值
,

计算 D N A

浓度
; 1 % 琼脂糖凝胶 电泳

,

E B 染色后
,

用 自

动凝胶成像系统(B 10
一

R A D )观察拍照
。

用于 R A p D 分析的25 匹反应体系含有 2. 6 匹
2 5 m m o l

·

L
一

1 M g C 12
,

2
.

2 林L 2
.

5 m m o l
·

L I d N T P
,

2
.

5 林L S 林m o l
·

L
一

,
引物

,

1 林L 模板 D N A
,

约 2 0

n g
,

2
.

5 匹 10 x

Ta 叮缓冲液(200
nuno

l
·

L
一

,

Tri
s
一

H CI;

2 00 m m o l
·

L
一

’KC I; 1 00 m m o l
·

L
一

’
(N H 4

)
25 0 4 ; PH

8 0 )
,

2 0 U Ta 叮 D N A 聚合酶
,

1 3
.

8 林L 双蒸水
。

反应程序为 9 4 ℃预变性 5 m in
,

然后进行 4 0 个

扩增循环
,

每个循环中
,

9 4 ℃变性 1 m in
,

4 3

℃退火 1 m in
,

72 oC 延伸 2 m in
,

最后 7 2 oC 延伸

8 m in
,

置于 4 ℃ 中保存
。

每个引物均设一个空

白对照
,

即将反应体系中的模板换成双蒸水
,

以

排除系统误差
。

扩增反应在M J PT C
一

2 2 0 基因扩

增仪上进行
,

所用 Ta q D N A 聚合酶
、

dN T P 均为

华美公司产品
。

扩增产物用 1
.

5% 琼脂糖凝胶电泳

检测
,

3 V
·

c m
一

’
恒定电压下电泳约 1

.

5 h
,

溟化

乙锭染色后拍照记录
。

采用上海博亚生物有限公
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司的博亚 B A 00 0 1~B A o ro o 共 100 个随机引物
,

其

中有 75 条随机引物能够扩增出条带
,

从中选择扩

增条带整齐清晰
、

重复性好和多态性丰富的 11 个

随机引物(表 l)
,

用于分析野生型香果树植株以及

通过不同途径获得的再生植株和 6 次继代的胚性愈

伤组织的 D N A 指纹多态性
,

试验重复 3 次
。

电泳图谱中每一条带均为一个分子标记
,

有

带的计为 l
,

无带的记为 0
,

形成 0/ 1 矩阵图输入

计算机
,

用 PO PG E N E (Y e h 等 19 96 )软件计算各

样品间的 N e i
’
s遗传距离(N e i 1 97 2 )

。

实验结果

1 引物的扩增

用筛选出的 n 条引物
,

对通过不同途径得到

的香果树再生植株
、

胚性愈伤组织和野生型香果

树进行 R A PD 扩增的结果(图 l) 表明
,

每条引物扩

增的带数从 6 条到 1 4 条(表 l)
。

1 1 条 R A PD 引物

共扩增出 89 条扩增谱带
,

其中多态性位点 15 个
,

整体多态率为 16
.

8 %
,

说明香果树再生植株群体

中在分子水平上也存在体细胞无性系变异
。

2 体细胞无性系的变异

用筛选得到的 H 条引物对通过不同途径得到

表 1 用于分析的 11 个随机引物和序列

以及每条‘J}物扩增的条带数

T ab le 1 S e qu e n e e s o f th e sele e te d Pri m e rs u s e d in th e R APD

an a lys is an d th e n u m be r o f s e o re a b le ban d s fo r eac h Pri m er

随机引物编号 碱基序列 (5
,

一 3
.

) 条带数 多态性位点

BA 0 0 2 1 CA G G C CCT T C 6 1

B A 0 0 2 2 T G CC G A G CT G 1 0 1

B A 0 0 3 0 G T G A T CG C AG 8 1

BA 0 0 3 8 A G G T G A CC G T 6 1

BA 0 0 5 5 CA T C CG T G CT 8 2

B A 0 0 7 9 G T I,G CCA G C C 8 1

BA 0 0 8 0 A CT T CG C C AC 8 2

BA 0 0 8 5 CT G A G A CG G A 1 4 2

B A 0 0 9 1 T G CC CG T CG T 8 1

B A 0 0 9 5 A CT G G G A CT C 7 2

B A 0 0 9 7 AC G AC CG A CA 6 1

的香果树再生植株叶片的 D N A 和不同继代次数的

胚性愈伤组织的D N A 进行体细胞无性系变异的检

测
,

以野生型香果树叶片的 D N A 为对照
,

结果

显示
,

不同途径得到的香果树再生植株以及不同

继代次数的胚性愈伤组织与野生型的香果树植株的

遗传距 离在 0
.

0 3 0 0 一 0
.

1 0 4 8 之间
,

相似系数在

0
.

9 0 0 5一0
.

9 7 04 之间(表 2 )
,

这表明再生植株和胚

图 1 引物 B A 0 0 55 对全部样品的 R A PD 扩增

Fig
.

l R A PD b an d s o f E)
n m e n op te 尽

s he n 尽i O liv
.

s a m Ple s a m Plifi e d w ith Prim e r B A 0 0 55

标准分子量(M )
:

D L 1 5 0 0 ; N C
:

空白对照
。

1
一

l 一 1 0
一

2
:

B A O0 5 5 引物的扩增
,

模板分别来 自
:

1
一

卜 1
一
2

,

野生型香果

树植株
; 2

一

1一 2
一

2
,

胚状体再生植株
; 3

一

1 一3
一

2
,

固体培养获得的再生植株
; 4

一

1 一 4
一

2
,

悬浮培养获得的再生植株
; 5

一

l一 5
一

2
,

继代 1 次的胚性愈伤组织
; 6

一

1一 6
一

2
,

继代 2 次的胚性愈伤组织
: 7

一

l 一7
一

2
,

继代 3 次的胚性愈伤组织
; 8

一

1一 8
一

2
,

继代 4 次的

胚性愈伤组织
: 9

一

l 一 9
一

2
,

继代 5 次的胚性愈伤组织
; 1 0

一

1一 1 0
一

2
,

继代 6 次的胚性愈伤组织
。

图中白色箭头指示差异条带
。
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表 2 微繁香果树与野生型香果树之间的遗传距离和相似系数

T ab le 2 N e i
’5 g e n e tie ide n ti ty an d g e n e tic di s

tan
e e be tw e e n d o n o r Par e n ta lfi eld g ro w n Plan ts an d 而

c ro Pr0 Pa g ate d m at eri al of

石功m e nop te ry s h e n ry i Oliv
.

POP ID POP 1 Po P 2 POP 3 po P 4 POP 5 Po P 6 Po P 7 POP 8 POP g

* * * *

0
.

0 3 0 6

0
.

0 3 0 0

0
.

0 4 1 6

0
.

0 5 4 7

0
.

0 8 9 7

0
.

1 0 4 8

0
.

0 8 8 9

0
.

0 4 9 3

0
.

0 3 6 4

0
.

9 6 9 9

* * * *

0
.

0 2 4 1

0
.

0 6 0 7

0 0 3 6 5

0
.

0 9 8 9

0
.

1 0 0 8

0
.

0 9 7 8

0
.

0 5 6 8

0
.

0 5 5 9

0
.

9 7 0 4

0
.

9 7 6 2

* * * *

4

5

6

7

8

9

10

0
.

0 3 5 4

0
.

0 3 5 9

0
.

0 9 5 6

0
.

0 9 6 7

0
.

0 8 16

0
.

0 4 2 7

0
.

0 3 0 0

0
.

9 5 9 2

0
.

9 4 1 1

0
.

9 6 5 2

* * * *

0
.

0 3 5 4

0
.

0 5 4 6

0
.

0 8 0 9

0
.

0 5 4 5

0
.

0 4 1 9

0
.

0 2 9 5

0
.

9 4 6 8

0
.

9 6 4 1

0
.

9 6 4 7

0
.

9 6 5 2

* * * *

0
.

0 6 8 9

0
.

0 9 6 7

0
.

0 5 5 6

0
.

0 4 2 7

0
.

0 5 4 7

0
.

9 1 4 2

0
.

9 0 5 8

0
.

90 8 8

0
.

94 6 9

0
.

9 3 3 4

牢 * 申 *

0
.

0 2 6 3

0
.

0 3 8 6

0
.

0 6 4 2

0
.

0 7 6 3

0
.

9 0 0 5

0
.

9 0 4 1

0
.

9 0 7 8

0
.

9 2 2 3

0
.

9 0 7 8

0
.

9 7 4 0

* * * *

0
.

0 3 9 0

0
.

0 6 4 9

0
.

0 7 7 0

0
.

9 1 4 9

0
.

9 0 6 8

0
.

9 2 1 6

0
.

9 4 6 9

0
.

9 4 5 9

0
.

9 6 2 1

0
.

9 6 1 8

* * * *

0
.

0 3 7 7

0 0 6 2 6

0
.

9 5 1 9

0
.

9 4 4 8

0
.

9 5 8 2

0
.

9 5 9 0

0
.

9 5 8 2

0
.

9 3 7 8

0
.

9 3 7 1

0
.

9 6 3 0

* * * *

0
.

0 2 4 3

Po P 1 0

0
.

9 6 4 3

0
.

9 4 5 6

0
.

9 7 0 4

0
.

9 7 0 9

0
.

9 4 6 8

0
.

9 2 6 6

0
.

9 2 5 9

0
.

9 3 9 3

0
.

9 7 6 0

* * * *

0
1
D
工

PPPD
工

PD
工

PP0000000000PPPPPPPPPP

左下角数字为遗传距离
,

右上角数字为相似系数
。

p o p l一 p o p lo 数据代表
:

p o p l
,

野生型的香果树植株
; p o p Z

,

胚状

体再生植株
; p o p 3

,

固体培养获得的再生植株
; p o p 4

,

悬浮培养获得的再生植株
.

; p o p s
,

继代 1 次的胚性愈伤组织
; p o p

6
,

继代 2 次的胚性愈伤组织
; p o p 7

,

继代 3 次的胚性愈伤组织
; p o p s

,

继代 4 次的胚性愈伤组织
; p o p g

,

继代 5 次的胚

性愈伤组织
; p o p 1 0

,

继代 6 次的胚性愈伤组织
。

性愈伤组织与野生型叶片的多态率在 3
.

0 % 至 10. 0 %

之间
。

不同途径得到的再生植株与野生型的香果

树植株的遗传距离在 0. 0 3 00刃
.

0 4 16 之间
,

相似系

数在 0
.

95 92 ~0
.

97 04 之间(表 2)
,

体细胞发生途径

产生的再生植株和器官发生途径固体培养产生的再

生植株与野生型叶片的多态率都为 3
.

0 %
,

比器官

发生途径液体培养产生的再生植株与野生型叶片的

多态率 4
.

1% 低
。

不同继代次数的胚性愈伤组织与

野生型的香果树植株的遗传距离在 0. 0 3 6 4司
.

10 4 8

之间
,

一

相似系数在 0
.

90 0 5~0
.

96 4 3 之间(表 2)
,

表

明胚性愈伤组织与对照的多态率在 3
.

57 % 至 10 .0 %

之间
。

随着继代次数的增多
,

胚性愈伤组织与野

生型叶片的遗传距离不是越来越大
,

而是先增大

后减小
,

继代 3 次的胚性愈伤组织与野生型叶片

的遗传距离最大(0
.

104 8)
,

继代 3 次的胚性愈伤组

织与对照的多态率为 1 0
.

0 %
,

而经过 6 次继代的

胚性愈伤组织的多态率仅为 3
.

5 7 %
。

讨 论

用 R A PD 标记技术在玉米
、

黑麦草和白云杉

等植物的胚性和非胚性愈伤组织
、

体胚发生的再

生植株以及体细胞胚胎中都检测到不同程度的多态

性变异(Is a be l等 一99 6 ; H a sh m i等 19 9 7 ;
黄璐和

卫志 明 1 9 99 ; 冯霞等 2 0 0 6 )
。

本文用 R A PD 分子

标记研究香果树组织培养过程中胚性愈伤组织和再

生植株以及野生型植株的遗传稳定性
,

发现其再

生植株和胚性愈伤组织与野生型叶片的多态率在3刀兀

至 10
.

0 % 之间
,

说明再生植株和胚性愈伤组织都

产生遗传变异
;
体细胞胚胎发生途径产生的再生

植株和固体培养的器官发生途径产生的再生植株与

野生型叶片的多态率都为 3
.

0 %
,

液体培养的器官

发生途径产生的再生植株与野生型叶片的多态率为

4
.

1%
,

说明香果树体细胞胎发生途径和固体培养

的器官发生途径较适用于香果树的快速繁殖
。

植物生长调节剂也引起植物组织培养中体细

胞胚的无性系变异(B o g耐等 1996 ; B o

um an 和 D e

K le rk 199 6)
,

香果树的体细胞无性系变异与植物

生长调节剂可能有关
。

而不同的培养方式对体细

胞无性系的变异也有影响(曹静等 19 95
;
郑泅军等

1 9 9 3)
,

本文结果表明
,

通过不同培养方式得到

的香果树再生植株的体细胞无性系变异程度有不

同
。

另外
,

继代培养与体细胞无性系也有关系
,

K u n itak e 等(199 8)和薛美凤等(2 00 2)研究天门冬属

植株体细胞胚胎发生和棉花愈伤组织的体胚再生的

结果表明
,

体细胞胚变异频率随着胚性愈伤组织

继代时间的延长而增加
。

本文结果表明香果树的

胚性愈伤组织会发生体细胞无性系变异
,

但随着

继代次数的增多
,

体细胞胚的变异率不是逐渐升

高
,

而是先升高后下降
,

从而佐证了 K u ni tak e 等

(19 9 8 )和薛美凤等(2 00 2 )的结果
。

体细胞无性系变异对用组织培养技术快速繁

殖优良基因型
、

种质资源离体保存
、

体细胞杂交
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和基因工程育种有不利影响
,

如要保存香果树种

质资源或是筛选突变体
,

则应在研究香果树组织

培养过程中变异机制的基础上
,

寻找控制变异频

率的方法
,

以扩大或缩小变异频率
。

这些问题尚

需深入探讨
。
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