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蒙古黄芪 2种表型种子的酯酶同工酶差异性研究 

谢小龙h。，李 毅 

(1．河南中医学院 药学院。河南 郑州 450046；2．中国科学院 西北高原生物研究所，青海 西宁 810008) 

摘要：为探究蒙古黄芪2种表型种子在遗传上的分化情况，采用垂直板聚丙烯酰胺凝肢电泳技术，对 

蒙古黄芪有纹和无纹2种表型种子共 9O粒个体的酯酶同工酶进行了研究。结果表明：电泳共产生的 

27条酯酶同工酶谱带中，分别有 l1．1l 、29．639，6和 7O．37 的谱带在种子个体、母株个体及种子表 

型水平上是恒定的，与其相应的其余谱带分别在上述3个水平上存在不同程度的差异。聚类分析将 

90粒供试种子划分为2个酶谱表征群和6个亚表征群，其中B表征群均由有纹种子组成，A表征群则 

由有纹和无纹2种表型种子组成；除 C亚表征群由2种表型种子组成外，其余 5个亚表征群均由同一 

表型的种子组成。蒙古黄芪2种表型种子在遗传上未明显分化，表型和遗传上并不完全一致，需进一 

步加强人工选择。 
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Studies on Esterase Isozymic Differences between Two 

Phenotypes of Astragalus membranaceus var． 

． !gholicus Seedsmongflolzcus beects ● 
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(1．School of Pharmacy，Henan University of Traditional Chinese Medicine，Zhengzhou 450046，China 

2．Northwest Institute of Plateau Biology，Chinese Academy of Scineces，Xining 810008·China) 

Abstract：Vertieal polyacrylamide gel electrophoresis was used tO study the esterase isozyme system in 

the 90 seed individuals tO uncover the genetic relationship between two seed phenotypes of Astragalus 

membranaceus"car．mongholicus，with one type possessing spots on the surface of seed coat but the other 

not．The results showed that a total of 27 esterase isozymie bands were generated，of which 11．11 oA， 

29．63 OA，and 70．37 separately existed stably at seeds，mother plants，and seed phenotypes levels，While 
88．89 ，70．37 and 29．63 were ploymorphic among above-mentioned three levels，respectively．In 

the dendrogram．all the seeds tested were divided into tWO groups or six subgroups．Group B only includ— 

ed seeds with spots，while group A had tWO phenotyp ic seeds．Among the six subgroups,subgroup C po s— 

sessed tWO phenotyp ie seeds and the others consisted of the same phenotyp ic seeds．In conclusion，there 

was no obvious genetic differentiation between the tWO seed phenotypes of A．membranac~ var．mong— 

holicus．but futher artifical selection could be helpful tO accelerate genetic differention between the札 

Key words：Astragalus membranaceu$war．mongholicus；seed phenotype；esterase isozyme!genetic dif— 

ferentiation 

蒙古黄芪[Astragalus membranaceus(Fisch．) 

Bge．var．mongholicus(Bge．)Hsiao]为豆科 (Legu— 

minosae)黄芪属(Astragalus)多年生草本植物，其干 

燥根为传统中药黄芪，具有补气升阳、固表止汗、利水 

消肿、生津养血、行滞通痹、托毒排脓、敛疮生肌等功 

效Ⅲ。由于长期过度采挖，蒙古黄芪野生资源锐减， 
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目前商品黄芪多为栽培品L2]。 

甘肃省陇西县是黄芪的道地产区，有“中国黄芪 

之乡”的美称。在长期栽培过程中，该地蒙古黄芪出 

现了丰富的变异，存在不同的形态类型，其中性状差 

异显著的有红色类型(R型)和绿色类型(G型)2个 自 

然类型；R型植株茎蔓及果荚均或多或少具有红色斑 

纹，G型植株茎蔓及果荚均为纯绿色，不具红色斑纹。 

调查也表明，2种自然类型的成熟种子在表型上亦存 

在明显差异，R型蒙古黄芪 95．36 植株所产的种子 

表面均具斑纹，而所有 G型植株的种子均无斑纹[3 ]。 

丰富的遗传变异是植物选择育种的基础，然而有纹和 

无纹 2种表型种子在遗传上是否固定下来尚未进行 

研究。 

同工酶是基因表达的直接产物，可以反映基因型 

的微小差异，是探测种内遗传多样性和亲缘关系的常 

用遗传标记[5 ]。对 2种表型种子的酯酶同工酶进行 

研究，以探测二者在遗传上的关系及其与母株自然类 

型间的关系，从而为选择育种提供理论依据。 

1 材料和方法 

1．1 供试材料 

从陇西蒙古黄芪栽培大田分别选取 5个典型 R 

型和 G型植株 ，R型植株所产种子均为有纹种子 ，G 

型植株所产种子均为无纹种子。每个植株随机选取 

纯净种子(G1、G5植株分别选取 1O粒和 8粒种子， 

其余植株均选 9粒种子)作为供试材料。 

1．2 试验方法 

1．2．1 酯酶同工酶样品制备及电泳 按照谢小龙 

等[7 的方法制备蒙古黄芪种子酯酶同工酶提取液并 

进行电泳。蒙古黄芪种子经 75 的乙醇消毒后，加 

入 4倍稀释的浓缩胶缓冲液作为酶提取液，冰浴研 

磨匀浆，4℃下浸提 10 h后，取其 2次离心上清液， 

加入等体积样品缓冲液摇匀即为样品。采用不连续 

聚丙烯酰胺小型垂直板凝胶电泳，浓缩胶质量分数 

为 4 ，分离胶质量分数为 1O％；采用 a一醋酸萘酯、 

p一醋酸萘酯、坚牢蓝 RR染色。 

1．2．2 统计分析 计算各酶谱带的相对迁移率 

(Rf)，以Rf值依次确定各酶谱带名，并依据 0／1二 

态编码原则(即有谱带的用 1表示，无谱带的用 0表 

示)给 90粒种子的酯酶同工酶谱带的每条带赋值， 

制成 9O×27(90为种子样品数，27为所有样品的酯 

酶同工酶谱带种类数)原始二态数据矩阵表[7]。 

用 SPSS 11．0统计软件计算两两样品之间的 

Jaccard系数 (JAC)，用组 内连接法 (Within—groups 

linkage)进行 Q型聚类分析，得 出树状图 ]。 

2 结果与分析 

2．1 酯酶同工酶分布情况 

90粒蒙古黄芪种子电泳共产生 27条酯酶同工 

酶谱带，根据各谱带在有纹和无纹 2种表型种子中 

的分布情况 ，将其分为 A、B、C 3种类 型(表 1—2)。 

A类型的3条谱带为所有供试种子的共有谱带；B 

类型的 16条谱带虽为 2种表型种子所共有，但在种 

子个体间存在差异，部分种子中不存在该谱带；c类 

型的8条谱带仅存在于其中一个表型的部分种子 

中，而另一个表型的种子中不存在，其中 Rf0．303、 

Rf0．392、Rf0．464、Rf0．673等 4条谱带仅存在于部 

分有纹表型种子中，而 Rf0．437、Rf0．457、Rf0．573、 

Rf0．585等 4条谱带仅存在于部分无纹表型种子 

中。由上可知，有 l1．11 的酯酶同工酶谱带(A类 

型谱带)在种子个体水平上是恒定的；70．37 (A类 

型+B类型谱带)的同工酶谱带在种子表型水平上 

是恒定的；而其余 29．63 的谱带(C类型谱带)在 

种子表型间的分布则存在不同程度的差异 。 

表 1 蒙古黄芪种子酯酶谱带分类 
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注：+表示种子表型或植株个体内所有种子均具有该谱带}+ 表示种子表型或植株个体内部分种子具有该谱带；一表示种子表型或植株 

个体内所有种子均不具有该谱带。 

表 2 蒙古黄芪种子酯酶谱带类型 比例 

注：+表示植株类型内所有种子均具有该谱带；+ 表示植株类型内部分种子具有该谱带}一表示植株类型内所有种子均不具该谱带。 

根据酯酶同工酶谱带在不同植株种子中的分布 

情况，将上述27条酶谱带分为9种类型(工一IX)(表 1 
- 2)。类型I共 3条谱带，为所有供试种子共有；类 

型 Ⅱ的5条谱带为 10个供试植株的共有带，但它们 

在同一植株的种子个体之间存在一定差异；类型Ⅲ的 

3条谱带仅在 1个植株的种子中缺失，而在其他 9个 

植株的全部或部分种子中存在；类型Ⅳ的5条谱带在 

2个植株中缺失，而在其余 8个植株的全部或部分种 
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子中存在，缺失谱带的2个植株归属于同一或不同的 

自然类型；类型V仅有 1条谱带，G2、G4、R2、R3及 R4 

等 5个植株的种子中未检测出该谱带，G3植株的全 

部种子具有该谱带，而其余 4个植株中仅部分种子具 

有该谱带；类型Ⅵ的1条谱带在 G5和R3植株的全部 

种子中存在 ，在 G1和 G3每个植株的部分种子中存 

在，而在其余植株的种子中则不存在；类型Ⅶ的1条谱 

带，仅在G5、R2及 R3等3个植株的部分种子中检测 

到，而在其余植株的种子中未检测到；类型Ⅷ包括 2 

条谱带，仅在 2个植株的全部或部分种子中具有，其 

余植株的种子中则不存在；类型Ⅸ的6条谱带为其中 

1个植株所特有 ，但仅出现在该植株 的部分种子 中。 

由上可知 ，11．11 (工类)的酯酶同工酶谱带在种子 

个体水平上是恒定的，29．63 (工一Ⅱ类)的酶谱带在 

种子母株个体水平上是恒定的，其余 7O．37 (Ⅲ一IX 

类)的谱带在母株个体水平上或多或少存在差异。 

以上结果表明，酯酶同工酶酶谱的分布在蒙 

古黄芪种子个体、种子母株及种子表型间存在不 

同程度的差异，但同时存在一定相似性，尤其是在 

2个不同的种子表型间，其共有的酯酶同工酶谱带 

高达 70．37 。 

2．2 聚类分析 

由种子酯酶同工酶谱带聚类的树状图(图 1)可 

知，在 JAC0．63处将 90粒供试蒙古黄芪种子划分 

为 2个 酶谱表征群 (A、B)，在 JAC0．71处则将 90 

粒种子进一步划分为 6个亚表征群 (a—f)。B表征 

群即亚表征群 f，其组成为 R型植株 R3和 R4的所 

有供试种 子 ，即均 由有 纹种 子组成 。A 表 征群 由 

R1、R2和 R5等 3个 R型植株的全部种子及所有 G 

型植株的种子组成 ，包括 a—e 5个亚表征群。其 中 

a亚表征群 由除 R5—01种子以外的所有 R5植株的 

种子组成 ，均为有纹种子。b亚表征群 由除 R2—03 

种子以外的所有 R2植株 的种子组成 ，亦均 为有 纹 

种子。C亚表征群 中既有有纹种子 ，又有无纹种子 ， 

包括了 R2、R5、G1和 G2各植株的部分种子及 R1、 

G3和 G4等植株 的全部供试种子 ；该亚表征群 中不 

同植株的种子出现混聚，甚至不 同植株类型(即不同 

种子表型)的种子也混聚在一起。d和e 2个亚表征 

群均 由无纹种子组成 ，d包括 4粒 G1种子和全部 8 

粒 G5种子 ，e包括 4粒 G1种子和 6粒 G2种子 ，这 

2个亚表征群同一植株内的种子也并未完全聚合到 

一 起 ，不 同植株 间 的部 分种 子反 而具有 更密 切 的 

关系。 
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图 1 蒙古黄芪 2种表型种子酯酶同工酶聚类分析结果 

聚类分析表明，供试蒙古黄芪种子在种子表型水 

平和植株个体水平上存在差异性，使得同一表征群或 

亚表征群由同一表型的种子或同一植株的种子组成； 

同时，供试种子在上述 2个水平上亦存在相似性 ，使 

得不同表型的种子或不同植株的种子亦出现在 同一 

表征群或亚表征群中。 

^  、 、 、 I 

讨 论  

对蒙古黄芪种子的酯酶同工酶研究表明，表型上 

一 致的有纹或无纹蒙古黄芪种子，其遗传上并不完全 
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3 结论与讨论 

本研究从我 国四川甘薯样 品上克 隆了 SPCSV 

WA株系基因组RNA2 3 端 1．9 kb大小的核苷酸序 

列，包括部分 D基因序列、完整的 基因和 CP基 

因(major CP)序列及部分 mCP基因(minor CP)序列。 

该序列与 已发表的 SPCSV WA 株系Canl81—9分离 

物(GenBank登录号为 FJ807785)相比，核苷酸序列一 

致性为 99．21 ，其与已发表的 SPCSV EA株系 m2— 

47(GenBank登录号为 HQ29126o)和 Uganda分离物 

(GenBank登录号为 AJ428555)的核苷酸一致性分别 

为 67．07 和 67．43 。说明四川分离物属于 WA 株 

系，而且核苷酸序列高度保守，推测该病毒可能是由 

于种薯调运或引种传人我国，由于该病毒在我国发生 

时间较短 ，可能还未发生较大变异。甘薯是无性繁殖 

作物，病毒可通过种薯和种苗进行远距离传播，因此， 

建立高效、快速的血清学检测方法对病毒的预警和防 

控尤为重要。本研究首次在大肠杆菌中高效表达了 

SPCSV的外壳蛋白，为制备 SPCSV特异性抗血清 

学、建立 SPCSV准确、快速的检测技术奠定了良好 

基础。 
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