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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
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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胶电泳技术，对
蒙古黄芪有纹和无纹２种表型种子共９０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１１．１１％、２９．６３％和７０．３７％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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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［１］。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［２］。
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［３－４］。
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［５－６］。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１０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１０ｈ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１０％；采用α 醋酸萘酯、

β 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９０×２７（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［８］。

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１１．１１％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

Ｒｆ值
种子表型

无纹 有纹

种子表型
谱带归类

植株个体

Ｇ１ Ｇ２ Ｇ３ Ｇ４ Ｇ５ Ｒ１ Ｒ２ Ｒ３ Ｒ４ Ｒ５
植株个体
谱带归类

０．０１７ ＋ ＋ Ａ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ Ⅰ

０．０２９ ＋ ＋ Ａ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ Ⅰ

０．２８３ ＋′ ＋′ Ｂ ＋′ － ＋ － ＋′ ＋′ － － － ＋′ Ⅴ

０．３０３ － ＋′ Ｃ － － － － － ＋′ － － － － Ⅸ

０．３１４ ＋′ ＋′ Ｂ ＋ ＋′ ＋ ＋′ ＋ ＋′ ＋ ＋′ ＋′ ＋′ Ⅱ

０．３２４ ＋′ ＋′ Ｂ ＋′ － ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ － ＋′ ＋′ Ⅳ

０．３３９ ＋′ ＋′ Ｂ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ Ⅱ

０．３５０ ＋′ ＋′ Ｂ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ － ＋′ ＋′ ＋′ Ⅲ

０．３６２ ＋′ ＋′ Ｂ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ － － ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ Ⅳ
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续表１　蒙古黄芪种子酯酶谱带分类

Ｒｆ值
种子表型

无纹 有纹

种子表型
谱带归类

植株个体

Ｇ１ Ｇ２ Ｇ３ Ｇ４ Ｇ５ Ｒ１ Ｒ２ Ｒ３ Ｒ４ Ｒ５
植株个体
谱带归类

０．３９２ － ＋′ Ｃ － － － － － － － － － ＋′ Ⅸ

０．４１６ ＋′ ＋′ Ｂ ＋′ ＋′ － ＋ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ Ⅲ

０．４３７ ＋′ － Ｃ － － ＋′ － － － － － － － Ⅸ

０．４４５ ＋′ ＋ Ｂ ＋ ＋ ＋′ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ Ⅱ

０．４５７ ＋′ － Ｃ ＋′ － － － － － － － － － Ⅸ

０．４６４ － ＋′ Ｃ － － － － － － ＋′ － － － Ⅸ

０．４７２ ＋′ ＋′ Ｂ ＋′ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋′ ＋ ＋ ＋ Ⅱ

０．４８４ ＋′ ＋′ Ｂ － － － － ＋′ － ＋′ ＋′ － － Ⅶ

０．５０４ ＋′ ＋′ Ｂ ＋′ ＋ ＋ ＋ ＋′ ＋′ ＋′ ＋′ ＋ ＋ Ⅱ

０．５３７ ＋ ＋ Ａ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ Ⅰ

０．５６４ ＋′ ＋′ Ｂ ＋′ － ＋′ － ＋ － － ＋ － － Ⅵ

０．５７３ ＋′ － Ｃ ＋′ ＋′ － － － － － － － － Ⅷ

０．５８５ ＋′ － Ｃ － ＋′ － － － － － － － － Ⅸ

０．５９３ ＋′ ＋′ Ｂ ＋′ ＋′ ＋ ＋ － ＋ ＋ － ＋′ ＋′ Ⅳ

０．６１９ ＋′ ＋′ Ｂ ＋′ ＋′ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － Ⅲ

０．６５７ ＋′ ＋′ Ｂ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ Ⅳ

０．６７３ － ＋′ Ｃ － － － － － － － ＋ ＋ － Ⅷ

０．６９３ ＋ ＋′ Ｂ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － Ⅳ

　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；－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

酶谱类型
植株类型

Ｒ　 Ｇ
酶谱带

占总谱带
百分率／％

Ａ ＋ ＋ Ｒｆ０．０１７ Ｒｆ０．０２９ Ｒｆ０．５３７　 １１．１１

Ｂ ＋′ ＋′ Ｒｆ０．２８３ Ｒｆ０．３１４ Ｒｆ０．３２４ Ｒｆ０．３３９ Ｒｆ０．３５０　 ５９．２６

Ｒｆ０．３６２ Ｒｆ０．４１６ Ｒｆ０．４７２ Ｒｆ０．４８４ Ｒｆ０．５０４

Ｒｆ０．５６４ Ｒｆ０．５９３ Ｒｆ０．６１９ Ｒｆ０．６５７

＋ ＋′ Ｒｆ０．４４５

＋′ ＋ Ｒｆ０．６９３

Ｃ ＋′ － Ｒｆ０．３０３ Ｒｆ０．３９２ Ｒｆ０．４６４ Ｒｆ０．６９３　 ２９．６３

－ ＋′ Ｒｆ０．４３７ Ｒｆ０．４５７ Ｒｆ０．５７３ Ｒｆ０．５８５

植株个体酶谱类型 酶谱带 占总谱带百分率／％

Ⅰ Ｒｆ０．０１７ Ｒｆ０．０２９ Ｒｆ０．５３７　 １１．１１

Ⅱ Ｒｆ０．３１４ Ｒｆ０．３３９ Ｒｆ０．４４５ Ｒｆ０．４７２ Ｒｆ０．５０４　 １８．５２

Ⅲ Ｒｆ０．３５０ Ｒｆ０．４１６ Ｒｆ０．６１９　 １１．１１

Ⅳ Ｒｆ０．３２４ Ｒｆ０．３６２ Ｒｆ０．５９３ Ｒｆ０．６５７ Ｒｆ０．６９３　 １８．５２

Ⅴ Ｒｆ０．２８３　 ３．７０

Ⅵ Ｒｆ０．５６４　 ３．７０

Ⅶ Ｒｆ０．４８４　 ３．７０

Ⅷ Ｒｆ０．５７３ Ｒｆ０．６７３　 ７．４１

Ⅸ Ｒｆ０．３０３ Ｒｆ０．３９２ Ｒｆ０．４３７ Ｒｆ０．４５７ Ｒｆ０．４６４ Ｒｆ０．５８５　 ２２．２２

　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；－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（Ⅰ－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％（Ⅰ类）的酯酶同工酶谱带在种子

个体水平上是恒定的，２９．６３％（Ⅰ－Ⅱ类）的酶谱带在

种子母株个体水平上是恒定的，其余７０．３７％（Ⅲ－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。

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。

３　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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一致。这一方面与蒙古黄芪异花授粉的繁殖方式［３］

有关，即同一植株的种子，其母本相同而父本不同，从
而造成子代个体间在遗传上的差异性；另一方面，Ｒ
型和Ｇ型蒙古黄芪虽在形态上存在明显差异，但遗
传上的分化不甚明显［４］，因而作为其子代的有纹和无
纹种子在遗传上的分化亦不明显，一种表型种子的个
体会和另一表型种子具有更近的遗传关系。
研究结果同时表明，有纹和无纹２种表型种子在

遗传上亦存在一定的分化，聚类图中表现为部分表征
群或亚表征群的种子都由同一表型的种子构成。这
与其２种表型种子的母本，即Ｇ型和Ｒ型植株在遗
传上具有一定的分化有关［４］。可见，２种表型种子与
其母本之间仍具有一定的遗传一致性。
针对以上情况，农业生产实践中可以采取隔离和

多代人工选择措施，使表型一致的蒙古黄芪在遗传上
稳定下来，从而为优良品种培育提供更多的遗传素材。
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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１．９ｋｂ大小的核苷酸序
列，包括部分ｐ６０基因序列、完整的ｐ８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Ｃａｎ１８１　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ＨＱ２９１２６０）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入我国，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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［１０］　张振臣，乔奇，秦艳红，等．我国发现由甘薯褪绿矮化
病毒和甘薯羽状斑驳病毒协生共侵染引起的甘薯病
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