
［１１］ 　 潘明凤． 川芎的化学成分研究与多指标成分的含量测定

［Ｄ］． 成都： 西南交通大学， ２０１４．
［１２］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｌ， Ｄｕ Ｊ Ｒ， Ｗａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｚ⁃ｌｉｇｕｓｔｉｌｉｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ

Ｒａｄｉｘ Ａｎｇｅｌｉｃａ Ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ＡＤＰ ｅｘ ｖｉｖｏ ａｎｄ Ａｒｔｅｒｉｏ⁃ｖｅｎｏｕｓ ｓｈｕｎｔ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｎ
ｒａｔｓ［Ｊ］ ． Ｙａｋｕｇａｋｕ Ｚａｓｓｈｉ， ２００９， １２９（７）： ８５５⁃８５９．

［１３］ 　 杜旌畅． 川芎挥发油保护血管内皮细胞有效成分筛选及藁

本内酯的作用机制研究［Ｄ］． 成都： 成都中医药大学， ２０１７．
［１４］ 　 汪　 雪， 赵林霞， 张志军， 等． 藁本内酯抑制小胶质细胞中

ＮＦ⁃κＢ 介导的趋化因子表达 ［ Ｊ］ ． 中国疼痛医学杂志，
２０１８， ２４（７）： ４９６⁃５０２．

［１５］ 　 田京伟， 傅风华， 蒋王林， 等． 川芎苯酞对大鼠局部脑缺血

的保护作用及机理探讨［Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２００５， ３０（６）：
４６６⁃４６８．

［１６］ 　 宋向岗， 周　 威， 陈　 超， 等． 基于分子对接方法的川芎治

疗脑缺血的物质基础及分子机制研究［ Ｊ］ ． 中国中药杂志，
２０１５， ４０（１１）： ２１９５⁃２１９８．

［１７］ 　 李　 斌． 川芎油软胶囊治疗偏头痛急性发作期 （血瘀证）
即刻止痛作用效果的临床研究［Ｄ］． 成都： 成都中医药大

学， ２０１２．
［１８］ 　 关晓燕． 榄香烯对人胶质瘤 Ｕ２５１ 细胞株体外放射增敏机制

研究［Ｄ］． 长沙： 中南大学， ２０１２．
［１９］ 　 Ｎａｍ Ｓ Ｙ， Ｃｈｕｎｇ Ｃ Ｋ， Ｓｅｏ Ｊ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｉｃａｃｙ

ｏｆ α⁃ｐｉｎｅｎｅ ｉｎ ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ
［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１４， ２３（１）： ２７３⁃２８２．

［２０］ 　 夏忠弟， 余俊龙． α⁃蒎烯对白色念珠菌生物合成的影响［Ｊ］ ．
中国现代医学杂志， ２０００， １０（１）： ４４； ４６．

［２１］ 　 严　 颖， 赵 　 慧， 邹立思， 等． 基于 ＬＣ⁃Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ＭＳ ／ ＭＳ
技术分析杜仲不同药用部位化学成分差异［ Ｊ］ ． 质谱学报，
２０１８， ３９（１）： １０１⁃１１１．

［２２］ 　 顾俊菲， 宿树兰， 彭珂毓， 等． 丹参地上部分资源价值发现

与开发利用策略 ［ Ｊ］ ． 中国现代中药， ２０１７， １９ （ １２）：
１６５９⁃１６６４．

大籽猕猴桃种质资源探究

玛　 青， 　 舒舰辉， 　 方津津， 　 吴尚林， 　 杨哲诚， 　 张浩聪， 　 陆　 胤∗

（浙江树人大学生物与环境工程学院， 浙江 杭州 ３１００１５）

收稿日期： ２０１９⁃０６⁃０３
基金项目： 国家自然科学基金青年项目 （３１６００２５７）； 浙江省科技厅公益研究项目 （２０１６Ｃ３２０２２）； 浙江省自然科学基金青年基金项目

（ＬＱ１９Ｃ０２０００５）； 杭州市科技项目 （２０１３０９３２Ｈ２５）
作者简介： 玛　 青 （１９９０—）， 女， 博士， 研究方向为植物系统进化。 Ｔｅｌ： １５８５８２０８１１８， Ｅ⁃ｍａｉｌ： １０１７９３８４１２＠ ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 陆　 胤 （１９８０—） 女， 教授， 研究方向为植物资源学。 Ｔｅｌ： （０５７１） ８８２９７１００， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｕｙｉｎ＿ ｚｊｓｒｕ＠ ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ
网络出版日期： ２０１９⁃０９⁃１７
网络出版地址： ｈｔｔｐ： ／ ／ ｋｎｓ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３１􀆰 １３６８．Ｒ．２０１９０９１７􀆰 １３５６􀆰 ００２．ｈｔｍｌ

摘要： 目的　 探究濒危药用植物大籽猕猴桃的种质资源。 方法　 以浙江及周边地区的大籽猕猴桃及其近缘种为主要研

究对象， 进行生药学研究， 分析生境尤其是土壤理化性状， 进行 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 多态性分析。 结果　 通过研究， 了解大籽猕

猴桃的生长环境特点， 构建了大籽猕猴桃及其常见混淆品的鉴别要点， 并在大量引物中筛选出 ３ 个具有多态性的 ＥＳＴ⁃
ＳＳＲ 分子标记 ＡＭ⁃ｅｓ０３、 ＡＭ⁃ｅｓ０６ 和 ＡＭ⁃ｅｓ０９３。 结论　 本研究基于群体思想， 对大籽猕猴桃植物资源进行了遗传多样

性系统分析和种质评价， 以期为后续大籽猕猴桃的遗传结构、 遗传变异、 药材道地性分析奠定基础。
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　 　 分子标记在种质资源多样性研究中有着广泛的应用。
ＤＮＡ 水平的多态性主要表现核苷酸序列的差异， 对于任何

类型的核苷酸序列的差异都可用分子标记技术对其进行检

测。 其中简单重复序列 （ＳＳＲ） 又称微卫星序列［１］ ， 是由

１～６ 个核苷酸的串联重复单元组成的一类 ＤＮＡ 序列。 ２００５
年以来， 第 ２ 代高通量测序技术的发展为规模化遗传变异

检测和标记位点开发带来了新机遇。 ＳＳＲ 可从表达序列标

签库 （ ＥＳＴ） 或转录组测序数据中挖掘， 称之为 ＥＳＴ⁃

ＳＳＲ［２］ 。 与基因组 ＳＳＲ 相比， ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 开发相对较易， 但

其多态性相对较低。 筛选高多态性的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 分子标记对

于遗传研究与种质资源评价均具有重要的价值。 目前， 基

于转录组信息进行 ＳＳＲ 标记引物开发在忍冬 Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｊａｐｏｎｉ⁃
ｃａ、 丹参 Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ、 红豆杉 Ｔａｘｕｓ ｃｕｓｐｉｄａｔａ、 三七

Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ、 紫苏 Ｐｅｒｉｌｌａ ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ 和杜仲 Ｅｕｃｏｍｍｉａ
ｕｌｍｏｉｄｅｓ 等药用植物上得到有效应用［３］ 。

大籽猕猴桃 Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｍａｃｒｏｓｐｅｒｍａ 为抗癌中药猫人参的
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基源植物［４］ ， 较对萼猕猴桃有更高的药用价值， 主产于浙

江临安、 富阳等地［５］ ， 江西、 安徽、 江苏等地区亦产， 是

浙江地区的习用中药， 其根具有清热解毒、 消肿疖等功效，
临床用于治疗骨髓炎、 肺癌深部脓肿、 消化系统肿瘤、 肝

硬化黄疸腹水等， 是华东地区常用大宗药材［３］ 。 近年来由

于人为因素， 并且药用部位为根部， 加之大籽猕猴桃自身

生长繁殖速度较慢， 使得大籽猕猴桃已濒临灭绝， 市售的

猫人参商品良莠不齐， 更有不良商家将同属的近缘种作为

猫人参混入其中， 如对萼猕猴桃 Ａ． ｖａｌｖａｔａ、 黑蕊猕猴桃 Ａ．
ｍｅｌａｎａｎｄｒａ、 中华猕猴桃 Ａ． ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ、 小叶猕猴桃 Ａ． ｌａｎｃｅｏ⁃
ｌａｔａ、 毛花猕猴桃 Ａ． ｅｒｉａｎｔｈａ 等， 甚至其他不同科植物被混

充作猫人参流入市场［５］ 。 为解决该问题， 很多学者对其基

源植物进行多方面的鉴定研究， 主要集中在形态、 显微、
化学成分鉴别等方面［６］ 。 利用 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 分子标记构建大籽

猕猴桃核心种质尚属空白。 相比于随机扩增的多态性 ＤＮＡ
（ＲＡＰＤ）、 扩增片段长度多态性 （ＡＦＬＰ） 以及内部简单序

列重复 （ＩＳＳＲ） 这一类显性分子标记而言， ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 作为

共显性分子标记， 能够与植物物种某些表达不同的功能基

因相联系， 因此可以更加明确物种种间和种内的遗传差异。
开发新的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物， 对于构建高密度遗传图谱和品种

指纹图谱具有重要意义， 对于大籽猕猴桃的分子鉴定工作

将有现实的指导及实践意义。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 生药学　 通过对标本实例与野外样本的观察、 总结，
并在一定程度上结合专业检索书籍的内容， 形成大籽猕猴

桃及其常见混淆品野生植株的鉴别要点和相应检索表。 并

先后对浙江、 安徽、 江西等省的药材市场进行猫人参药源

的调查和收集， 发现目前市售商品多取材于药材的茎干

（多年生）； 通过对药材横切和药材粉末的观察、 总结， 形

成大籽猕猴桃及其常见混淆品的性状鉴别要点和相应检

索表。
１􀆰 ２　 生境调查　 通过实地调查采集及对国内几个专业植物

标本馆的查阅， 结合已经公开的文献数据， 明确大籽猕猴

桃的资源分布。
１􀆰 ２􀆰 １　 地理及气候条件　 根据地理环境的表观数据及地理

国情监测云平台信息， 确定不同生境大籽猕猴桃的地理及

气候条件。
１􀆰 ２􀆰 ２　 土壤理化性质分析 　 分别取样品采集地 ３０ ～ ５０ ｃｍ
深度的土壤， 对水分含有量、 ｐＨ、 有机质含量、 氮含量、
磷含量、 钾含量等参数进行测定［７］ 。
１􀆰 ３　 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 分子标记筛选

１􀆰 ３􀆰 １　 基因组 ＤＮＡ 提取 　 采用 ＰｌａｎｔＺｏｌ 试剂盒法提取

ＤＮＡ 基因组［８］ 。 即采取大籽猕猴桃幼嫩叶片， 将叶片初步

夹碎后， 至于 ２ ｍＬ 离心管中， 加入小磁珠和少量聚乙烯吡

咯烷酮 （ＰＶＰ）， 用磨样仪研磨 ２ 次。 每管加 １ ｍＬ 洗涤液，
震荡仪混匀， ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 进行 ＤＮＡ 清洗，
弃上清， 取沉淀。 而后每管加植物基因组 ＤＮＡ 快速提取试

剂 １ ｍＬ 和 β⁃巯基乙醇混合液 ２ μＬ， 震荡仪混匀； ６５ ℃水

浴 ６０ ｍｉｎ， 每 １５ ｍｉｎ 轻轻颠倒 １０ 次。 将水浴后的样品移入

圆底离心管， 每管加氯仿异戊醇 （２４ ∶ １） ７５０ μＬ， 混匀

后， 于 ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上清并加异丙醇

６３０ μＬ 混匀， 置于－２０ ℃静置 ３０ ｍｉｎ 以上， 离心 （４ ℃，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， １０ ｍｉｎ） 取 ＤＮＡ 沉淀。 而后每管加入 ７５％ 乙

醇 １ ｍＬ， 清洗数次； 挥干乙醇后， 加 ３０ μＬ 双蒸水于 ４ ℃
溶解 ＤＮＡ ４ ｈ 以上， 最后保存于－ ２０ ℃ 冰箱中。 为评价

ＤＮＡ 质量， 将提取到的基因组 ＤＮＡ 采用紫外分光光度计

检测， 选 择 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ 比 值 介 于 １􀆰 ８ ～ ２􀆰 ０ 之 间 的 优

良 ＤＮＡ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物设计与合成　 通过 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 得到大籽

猕猴桃 ＥＳＴ 序列并开发 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物［９］ 。 引物设计时选用

ＳＳＲ 重复次数较高的 ＥＳＴ， 从而增大引物在不同材料间的

多态性扩增率， 提高 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记在资源分析中的效

率［１０］ 。 引物设计的具体条件为 ＰＣＲ 产物长度控制在 １２５ ～
３００ ｂｐ； 引物长度 １８～２４ ｂｐ； 避免出现引物二聚体。 ＧＣ 含

量 ４０％ ～７０％ ， 最适合为 ５０％ ； Ｔｍ 值控制在 ５８ ℃左右。
１􀆰 ３􀆰 ３　 多态性引物筛选 　 用抽提的大籽猕猴桃叶片 ＤＮＡ
为模板， 用以下设计的引物进行扩增［１１］ 。
１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 １　 ＰＣＲ 反应体系　 在 ２０ μＬ 反应体系含 ２􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｍｇ２＋， ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ， ０􀆰 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ 引物， ６０ ｎｇ ＤＮＡ，
Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １Ｕ。
１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 ２　 ＰＣＲ 扩增　 利用 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪扩

增。 反应程序为 ９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ， 然后 ９４ ℃ （３０ ｓ） ～
６０ ℃ （３０ ｓ） ～７２ ℃ （４５ ｓ） 循环 ３５ 次； 之后 ７２ ℃延伸

１５ ｍｉｎ。
１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 ３　 电泳检测　 取 ５ μＬ ＰＣＲ 产物用 ８％ 丙烯酰胺凝胶

电泳检测， 硝酸银染色显影， 并扫描图像记录结果。
１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 ４　 ＳＴＲ 片段长度分析　 将上述电泳检测中条带长度

在合理范围内的 ＰＣＲ 产物进行 ＳＴＲ 片段长度分析， 得到不

同产地大籽猕猴桃的 ＳＳＲ 位点的具体长度， 收集多态性

信息。
１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 ５　 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 多态性分析 　 信息含量 ＰＩＣ 通过公

式［１２］ＰＩＣ＝ １ － ∑
ｋ

ｉ ＝ １
Ｐ２

ｉ ， Ｐｉ 为第 ｉ 个等位基因的频率， ｋ 为

等位基因的数量。 ＰＩＣ≥０􀆰 １０ 为多态性 ＳＳＲ， ＰＩＣ≥０􀆰 ７０ 为

高多态性 ＳＳＲ。
２　 结果与分析

２􀆰 １　 样本收集　 用踏查和线路调查相结合的方式， 完成资

源调查和群体取样 （主要集中在华东地区）， 见图 １。 共采

集到大籽猕猴桃野生群体 ８ 个及对萼猕猴桃群体 １ 个、 黑

蕊猕猴桃群体 １ 个、 小叶猕猴桃群体 １ 个， 见表 １。
２􀆰 ２　 生药学研究

２􀆰 ２􀆰 １　 野生植株的鉴别要点　 通过对标本实例与野外样本

的叶片、 叶脉、 叶柄、 茎干髓部等特征的观察、 归纳及总

结， 形成大籽猕猴桃及其常见混淆品野生植株的鉴别要点。
大籽猕猴桃， 茎枝髓实心或基本实心， 叶背面脉腋有髯毛、
中脉或叶柄具短小软刺， 种子长 ４ ～ ５ ｍｍ； 对萼猕猴桃，

６３５
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注： 左上为大籽猕猴桃， 右上为对萼猕猴桃， 左下为黑蕊猕猴

桃， 右下为小叶猕猴桃。

图 １　 大籽猕猴桃及其混淆品的野生植株实物图

表 １　 野生大籽猕猴桃及外类群采样策略

品种 产地 海拔 ／ ｍ 生境

大籽猕猴桃 浙江 富阳环山 ３４ 杂木林中

临安西天目山 ３２６ 溪沟边

磐安大盘山 ８２０ 溪沟边

宁波天童 ２２０ 杂木林中

安徽 歙县三阳 ６２０ 溪沟边

黄山九龙瀑 ４６０ 溪沟边

休宁 １６８ 溪沟边

江西 武陵岩 ５９４ 溪沟边

黑蕊猕猴桃 江西 武宁 ２０７ 溪沟边

小叶猕猴桃 浙江 临安西天目山 ３７５ 溪沟边

对萼猕猴桃 江西 武宁 ３８ 溪沟边

茎枝髓实心或基本实心， 叶背面脉腋无髯毛、 中脉或叶柄

无短小软刺， 种子长 １～ ３ ｍｍ； 黑蕊猕猴桃， 茎枝髓片状，
幼时小枝、 果实无毛无斑点， 叶片无毛或仅背面脉腋有簇

聚毛； 小叶猕猴桃， 茎枝髓片状， 幼时小枝、 果实有毛及

斑点， 叶片背密布毛， 叶片卵状椭圆形或近披针形， 宽 ２～
４ ｃｍ， 果实直径 ０􀆰 ５～１ ｃｍ。
２􀆰 ２􀆰 ２　 药材性状鉴别要点　 通过对药材横切和药材粉末的

观察和总结， 获得大籽猕猴桃及其常见混淆品的药材性状

的鉴别要点， 见表 ２。 总的来说， 这几种植物在外表皮、
髓部、 粉碎物及横切面上的导管等方面各有特点。 如横切

面上导管一般较明显， 在许多种类中孔径较大的导管往往

排列成同心环状； ４ 种猕猴桃茎干粉碎物的颜色基本为黄

褐色， 深浅略有差异； 粉碎物形态基本以粉末和碎屑为主，
但纤维化程度有较大差异， 以黑蕊猕猴桃粉碎物纤维化程

度最高。
２􀆰 ３　 生境调查

２􀆰 ３􀆰 １　 地理分布及生长环境 　 大籽猕猴桃多生长在海拔

８００ ｍ 以下的丘陵或低海拔山坡、 山麓杂木林内及林缘水

沟旁、 路边旷地上， 为常绿、 落叶阔叶混交林带。 选取样

品选自浙江 （东经 １２０°、 北纬 ３０°， 海拔 ３４ ～ ８２０ ｍ）、 安

徽 （东经 １１７°、 北纬 ３２°， 海拔 １６８～６２０ ｍ）、 江西 （东经

１１５°、 北纬 ２８°， 海拔 ５９４ ｍ） 等地的大籽猕猴桃野生居群

及部分外类群， 均处于亚热带季风性气候区， 见表 １。 大

籽猕猴桃生长带地形复杂、 山坡平缓、 森林茂密， 土壤主

要为黄色森林土， 间或有黄壤分布。 表土层枯枝落叶层厚，
腐殖质丰富； 气候温暖、 凉爽、 湿润， 是蕨类植物种类最

丰富， 群聚度较高的地段。
表 ２　 大籽猕猴桃及其常见混淆品性状鉴别要点

品种 性状特征

大籽猕猴桃
外表皮粗糙有纵皱及开裂，一般不脱落或小片状剥落，残茎的髓部有白色颗粒状，实心或基本实心。 外表皮紫褐色或紫红色，
切片皮部棕红色，木部浅棕红色，直径一般不超过 ２ ｃｍ 导管多，孔径较大，其中较大孔径者形成 ２ 个同心环。 常有虫癭，基干
中心蛀空。 味淡而后麻。 粉碎后呈淡褐色，以碎屑与粉末形式存在

黑蕊猕猴桃
外表皮光滑，紫褐色，密布条纹状斑点，一般呈片状脱落，可见较长的毛须状纤维及白色粉霜。 切面皮部深棕色，木部黄白色
或中心微红。 髓部细小，白色或褐色片状。 导管多，孔径较大，分布较均匀。 茎干中心有时蛀空。 味微苦。 粉碎后呈褐色，以
纤维状碎屑存在，有少量粉末

小叶猕猴桃
外皮粗糙有纵皱及开裂，一般不脱落，残茎的髓部片层状，褐色、棕色或白色。 外表皮红褐色带灰色，切面皮部红棕色或深棕
色，散布黄色点（石细胞群），木部黄白色。 导管少，孔径小且稀疏，呈同心环状排列。 茎干中心正常。 味微苦。 粉碎后呈淡褐
色。 以粗碎屑与粉末形式存在

对萼猕猴桃
药材与大籽猕猴桃近似，但外表皮浅黄棕色或棕褐色，切面皮部类白色，木部黄白色，直径一般不超过 ２ ｃｍ 导管多，孔径较
大，１ 个同心环。 也常有虫癭，茎干中心蛀空。 味淡而后麻。 粉碎后呈淡褐色，以碎屑与粉末形式存在

２􀆰 ３􀆰 ２　 气候条件　 浙江地区 （富阳、 临安、 磐安、 宁波）
大籽猕猴桃生长地年平均气温在 １５􀆰 ６６～ １８􀆰 ０３ ℃， 年均降

水量在约 １ ５６５ ｍｍ； 安徽地区 （歙县、 黄山、 休宁） 大籽

猕猴桃生长地年平均气温在 ７􀆰 ７ ～ １９􀆰 ２ ℃， 年均降水量在

９９５ ｍｍ； 江西地区 （武陵岩） 大籽猕猴桃生长地年平均气

温在 １８􀆰 ０～２０􀆰 ６ ℃， 年均降水量在 １ ６３５ ｍｍ； 三地气候特

点均为雨热同期。
２􀆰 ３􀆰 ３　 土壤理化性质分析　 不同地区的大籽猕猴桃生长地

的土壤理化状况差别较大， 见表 ３， 江西地区土壤含水量

大于安徽地区含水量； ｐＨ 差异不大， 浙江与江西大籽猕猴

桃生长地酸度较低； 有机含量差异较大， 尤其是安徽大籽

猕猴桃生长地的有机含量最为丰富； 氮、 磷、 钾等无机元

素在各个大籽猕猴桃生长地的数据差异明显， 安徽大籽猕

猴桃种植地的全氮含量极高， 是其他 ３ 个地区的 １ ～ ５ 倍，
表明该生长地土壤供氮水平较高， 而浙江大籽猕猴桃生长

地的供氮水平较低； 另外， 江西的土壤全磷含量较高， 表

明其富集磷的能力较强， 相较而言浙江生长地的全磷含量

较低， 富集磷能力较弱； 最后， 全钾含量浙江地区的土壤

含量最高， 与其余的几个地区差异较大， 其余地区全钾含

量维持在相对高的水平。
７３５
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表 ３　 大籽猕猴桃生长地土壤理化状况 （ｘ±ｓ）

地区 含水量 ／ ％ ｐＨ
有机质含量 ／

（ｇ·ｋｇ－１）

全氮含量 ／

（ｇ·ｋｇ－１）

全磷含量 ／

（ｇ·ｋｇ－１）

全钾含量 ／

（ｇ·ｋｇ－１）
浙江 １９􀆰 ９２±１􀆰 ４２ ５􀆰 ２８±０􀆰 ０２ １５􀆰 ０５±０􀆰 ７９ ０􀆰 ５９±０􀆰 １４ ０􀆰 ３４０ ２􀆰 ５８±０􀆰 ０８

安徽 １９􀆰 ３５±１􀆰 ２６ ５􀆰 ５４±０􀆰 ０５ ２３􀆰 ６９±１􀆰 ２２ ２􀆰 ４５±０􀆰 ０８ ０􀆰 ５２５ １􀆰 ９８±０􀆰 ０３

江西 ２１􀆰 ６９±０􀆰 ３９ ５􀆰 ２６±０􀆰 ０５ １１􀆰 ３２±０􀆰 ２２ １􀆰 ２０±０􀆰 １２ １􀆰 １６２ ２􀆰 ０３±０􀆰 ０８

　 　 综合各个地区测得的数据， 认为大籽猕猴桃生长地总

体情况为土壤偏酸性、 有机质含量较高、 土壤较潮湿， 但

土壤沙质， 又位于坡地， 因此排水良好， 对于土壤环境的

要求不是特别高， 土壤理化指标范围较大， 适应性相对较

强， 表明大籽猕猴桃的移栽、 生长情况调控较容易。
２􀆰 ４　 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 分子标记筛选

２􀆰 ４􀆰 １　 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物设计与合成　 通过 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 共开发了

１６ 对大籽猕猴桃 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物。 其中， 二核苷酸重复聚首

（５ 个）， 占全部 ＳＳＲ 的 ３１􀆰 ３％ ； 三核苷酸则为 １１ 个， 占

６８􀆰 ８％ 。 可见在大籽猕猴桃 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 中， 三核苷酸占主导

地位。 同时， ＴＣ ／ ＣＴ 是二核苷酸重复中的优势基元， 占二

核苷酸重复基元的 ６０％ ； 三核苷酸中出现频率较高的为

ＧＡＡ ／ ＡＧＡ 和 ＡＡＧ ／ ＧＡＧ， 均 占 三 核 苷 酸 重 复 基 元

的 １８􀆰 ２％ 。
２􀆰 ４􀆰 ２　 多态性引物筛选　 采用 １６ 对 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物对 １０ 份

大籽猕猴桃种质 ＤＮＡ 及同属近缘种进行扩增 （大籽猕猴桃

野生群体 ８ 个及对萼猕猴桃群体 １ 个、 黑蕊猕猴桃群体 １
个、 小叶猕猴桃群体 １ 个）。 舍弃产生条带不清晰、 不稳

定、 多态性差或者条带较为复杂而无法读带的引物， 最终

筛选出 ６ 对 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物在 １０％ 的聚丙烯酰胺凝胶上能够

获得清晰的扩增条带， 成功率 ３７􀆰 ５％ ， 见表 ４。 其中， 三

核苷酸重复 ＳＳＲ 的成功率最高， 为 ６６􀆰 ６７％ 。 ６ 对引物共扩

增出 ３６ 种条带， 平均每对引物能扩增出 ６ 种条带。 通过

ＰＩＣ 计算， ＡＭ⁃ｅｓ０３、 ＡＭ⁃ｅｓ０６、 ＡＭ⁃ｅｓ０９ 为多态性 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ
（ＰＩＣ≥０􀆰 １０）， 多态性扩增率为 ５０％ ， 对 １０ 份供试材料的

区分率达 １００％ ， 占总引物数的 １８􀆰 ７５％ 。 ３ 个多态性引物

扩增的多态性条带为 ２３ 条， 占 ６ 对引物总扩增条带的

６３􀆰 ８９％ ； 共检测到 ３７ 个等位基因， 每对引物可检测到的

　 　 　 　 　

等位基因数平均为 １２􀆰 ３ 个。
３　 讨论

使用 ＰｏｗｅｒＭａｒｋｅｒ 等软件构建 ＵＰＧＭＡ 聚类图［１３］ 。 大

籽猕猴桃 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 分子标记在猕猴桃属种质遗传多样性分

析中的应用。 ３ 个 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 分子标记用于大籽猕猴桃野生

群体 ８ 个及对萼猕猴桃群体 １ 个、 黑蕊猕猴桃群体 １ 个、
小叶猕猴桃群体 １ 个的基因型分析。 聚类分析采用

ＮＴＳＹＳｐｃ ２􀆰 １ 软件， 该分析基于 ＵＰＧＭＡ 法计算遗传相似

性。 选取根据 ＵＰＧＭＡ 聚类结果， 基于邻接法 （ＮＪ） 和最

大简约法 （ＭＰ） 进行测算， 在遗传相似系数为 ０􀆰 ７３ 的水

平上可将 １０ 份猕猴桃群体材料聚为 ２ 类， 见图 ２， 其结果

与传统的形态分类大体一致［１４］ 。

注： １ 为大籽猕猴桃 （浙江富阳环山）， ２ 为大籽猕猴桃 （浙江临

安西天目山）， ３ 为大籽猕疾桃 （浙江磐安大盘山）， ４ 为大籽猕

猴桃 （浙江宁波天童）， ５ 为大籽猕猴桃 （安徽歙县三阳）， ６ 为

大籽物疾桃 （安徽黄山九龙瀑）， ７ 为大籽猕猴桃 （安徽体宁），
８ 为大籽猕猴桃 （江西武陵岩）， ９ 为黑蕊猕猴桃 （江西武宁），
１０ 为小叶猕猴桃 （浙江临安西天目山）， １１ 为对萼猕猴桃 （江西

武宁）

图 ２　 大籽猕猴桃及其近缘种传统分类群 ＵＰＧＭＡ 聚类图

表 ４　 ６ 对大籽猕猴桃的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物扩增结果

标记
重复

单元

序列

编号

引物序列

（５′⁃３′）
退火温

度 ／ ℃
片段大小 ／

ｂｑ
等位基

因数

扩增条

带数

多态性条

带数

多态性条带

百分比 ／ ％

ＡＭ⁃ｅｓ０３ ＣＧＡ
１ 正向：ＧＡＴＧＧＣＴＧＡＣＧＡＡＣＡＡＣＧＡ
２ 反向：ＴＣＴＧＴＣＡＣＧＡＴＣＡＣＣＴＣＣ

５５ １００～２５０ １７ ７ ７ １００

ＡＭ⁃ｅｓ０６ ＴＴＣ
３ 正向：ＡＧＣＧＴＴＣＡＣＴＴＣＡＧＴＴＴＣ
４ 反向：ＴＣＡＧＧＴＧＡＧＴＣＣＧＡＧＡＴＴＣ

５４ ２００～３００ ９ ７ ７ １００

ＡＭ⁃ｅｓ０９ ＴＧＧ
５ 正向：ＣＴＧＧＧＴＧＣＣＴＧＴＴＴＣＴＧＧ
６ 反向：ＡＣＣＴＧＧＧＴＴＧＧＴＣＡＧＴＧＧ

５８ １００～３００ １１ ９ ９ １００

ＡＭ⁃ｅｓ０４ ＧＡＧ
７ 正向：ＴＣＴＣＧＣＴＣＴＣＡＧＴＣＣＴＣＣＡＴ
８ 反向：ＡＡＡＴＣＡＧＡＣＣＴＧＡＡＣＣＡＣＣＧ

６０ ２７０～２９０ ９ ５ ４ ８０

ＡＭ⁃ｅｓ０５ ＴＣ
９ 正向：ＡＧＧＡＡＧＡＴＧＧＡＧＧＡＧＣＣＡＴＴ
１０ 反向：ＣＣＡＣＧＡＣＴＣＧＡＣＧＴＣＡＴＡＣＡ

６０ ２６０～２８０ ６ ３ ２ ６６􀆰 ７

ＡＭ⁃ｅｓ０７ ＣＴ
１１ 正向：ＡＧＧＴＧＴＡＴＴＣＧＴＧＣＣＣＴＴＴＧ
１２ 反向：ＡＡＡＧＡＣＧＡＧＡＣＴＴＣＣＴＣＧＣＡ

６０ １７０～１９０ ８ ５ ４ ８０
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　 　 净果组中， 大籽猕猴桃先聚为一类， 来自富阳环山与

浙江临安的大籽猕猴桃被聚成一支， 与安徽歙县三阳、 黄

山九龙瀑及休宁的大籽猕猴桃较为接近； 浙江磐安大盘

山、 宁波天童与江西武陵岩的大籽猕猴桃则稍远。 上述结

果与地理分布的区块基本一致。 而后， 江西武宁的黑蕊猕

猴桃、 江西武宁的对萼猕猴桃、 最终与 ８ 份大籽猕猴桃聚

为一类。 而属于星毛组的来自浙江临安西天目山的小叶猕

猴桃被明显分开， 提示该份种质与其他种质亲缘关系

较远。
　 　 综上， 本研究所筛选的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 能够将大籽猕猴桃种

质按照区域分开， 并明显区别于大籽猕猴桃药材资源混淆

品的常见同属近缘种［１５］ ， 研究结果从分子水平上解释了这

些种质资源的遗传多样性水平， 展示了大籽猕猴桃 ＥＳＴ⁃
ＳＳＲ 在大籽猕猴桃的种质鉴定及评价上的良好通用性， 以

期为后续大籽猕猴桃的遗传结构、 遗传变异、 药材道地性

分析奠定基础。
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