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香果树组织培养过程中遗传变异的RAPD分析 
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植物天然产物重点实验室，湖北宜昌443002 

提要：用RAPD分子标记方法，从DNA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 l1个引物进行PCR扩增的结果显示：香果树体细胞胚胎无性系中有RAPD多态性 

位点，在胚性愈伤组织中也检测到少数 RAPD变异位点。表明RAPD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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Abstract：Randomly amplified polymorphic DNA(RAPD)analysis was used as a tool to assess the genetic 

variation of organ ogenesis an d somatic embryogenesis—derived plan ts an d embryonic callus of subcultures of 

Emmenopterys henryi．Eleven random decam er primers were successfully used to an alyze genomic DNA from 

the parental field—grown plants，organogenesis an d somatic embryogenesis—derived plan ts material an d embry— 

onic callus of subcultures．Atotal of 89 scoreable fragments were am plified with an average of 8．09 ban ds per 

primer pe r lan e．The results indicated that RAPD markers could be applied successfully as a rapid，simple and 

cheaptoolfortheestablishmentofgeneticvariationbetweendonorparentalfIeldgrownplantsan dmicropropagated 

materia1． 
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香果树为茜草科(Rubiaceae)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 1992)。 

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2006)。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 30％～ 

40％，有时甚至高达 100％ (李莉等 2004)。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DNA(RAPD)技术可在DNA水平上检测和 

分析物种的遗传多样性及遗传变异。RAPD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(FOUrre等 

1 997；Isabel等 1 993)、茴香愈伤组织及其组织 

培养再生植株(Bennici等20O4)、苹果叶片直接体 

胚发生再生植株(达克东等2001)以及水稻成熟胚诱 

导获得的再生植株(Godwin等 1997)的RAPD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 RAPD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(Emmenop~rys henryi Ofiv．)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2005年采自神农架自然保护区关门山。取 

14株野生植株幼叶用硅胶干燥后带回实验室，置 

于 一70℃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2，4一 

D (0，0．5，1．0，2．0 mg·L )和 6一BA (0．5，1．0， 

2．0 mg．L )的MS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 mg．L。6-BA和0．5 

mg．L。NAA的MS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 mg．L 6-BA和0．5 nag．L。 

NAA的MS培养基中继续培养40 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BA (0，0．005，0．01，0．05， 

0．1，0．5，1．0，2．0 mg·L )和 NAA (0，0．01， 

0．05，0．5，1．0，2．0 mg．L 1的MS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MS培养基上，获得完整植株。 

香果树胚性愈伤组织每隔20,-,30 d转接到新鲜 

的含0．1 mg．L 6一BA和0．5 mg．L NAA的MS培养 

基中进行增殖培养，每次继代时，称取 1．0 g胚 

性愈伤组织放在 1．5 mL Eppendorf管中，于液氮 

中冷冻 2 h，然后保存于 一70℃中备用，共保存 

6次继代的胚性愈伤组织。采用RAPD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2OO7)。将灭菌后的香果树成熟种子接种到 MS 

固体培养基中诱导发芽，然后将发芽40 d后的无 

菌苗的叶片切成 0．5 cm2作外植体，分别接种在添 

加 1．0 mg．L。6-BA的MS固体培养基(0．8％琼脂)和 

添加 1．0 mg．L 6-BA的MS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 mg．L 6-BA和 

0．O1 mg·L。NAA的MS培养基上培养，得到再生 

植株。 

DNA提取与RAPD分析时，取 14株野生型 

香果树的嫩叶混合后提取总 DNA；取不同继代次 

数的胚性愈伤组织各 1．0 g；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 20株的叶片， 

各 自混合后参考邹喻苹等(2001)书中的CTAB法 

(稍作修改)提取基因组 DNA。具体步骤为：取 
一 70℃中保存的样品约 1 g放在研钵中加液氮研磨 

后，加入 10 mL 65℃预热的CTAB提取液，分 

装到 1．5 mL Eppendorf管中，置于 65℃水浴中 

50 min，每 10 min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 228xg离心 10 

min，取上清液，如此再重复一次后，加入等体 

积的于 一20℃中冷却过 的异丙醇 ，小心摇动 

Eppendorf管数次，出现絮状沉淀后用吸管小心取 

出沉淀，再用70％乙醇冲洗沉淀，以8 228xg离 

心 10 min，弃去上清液，放到通风橱中风干 1—2 

h，沉淀用 100 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(HITACHI U一 

28OO)，测定波长260 nm处光吸收值，计算 DNA 

浓度；1％ 琼脂糖凝胶电泳，EB染色后，用 自 

动凝胶成像系统(BIO．RAD)观察拍照。 

用于RAPD分析的25 反应体系含有2．6 

25 mmol·L～ MgC12， 2．2 L 2．5 mmol·L～ dNTP， 

2．5 L 5 gmo1．L 引物，1 L模板DNA，约20 

ng，2．5 L 10xTaq缓冲液(2OO mmo1．L Tfis．HCl； 

200 mmol·L KCl；100 mmol·L～(NH4)2SO4；pH 

8．0)，2．0 U Taq DNA聚合酶，13．8 L双蒸水。 

反应程序为94℃预变性 5 min，然后进行40个 

扩增循环，每个循环中，94 ℃变性 1 min，43 

℃退火 1 min，72℃延伸2 min，最后 72℃延伸 

8 min，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 MJ PTC一220基因扩 

增仪上进行，所用 Taq DNA聚合酶、dNTP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．cm 恒定电压下电泳约 1．5 h，溴化 

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BA0001~BA0100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 1 1个 

随机引物(表 1)，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DNA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 1，无带的记为0，形成0／1矩阵图输入 

计算机，用 POPGENE(Yeh等 1996)软件计算各 

样品问的Nei’s遗传距离(Nei 1972)。 

实验结果 

1引物的扩增 

用筛选出的 11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RAPD扩增的结果(图 1)表明，每条引物扩 

增的带数从6条到 14条(表 1)。11条RAPD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 1 1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 

以及每条引物扩增的条带数 

Table 1 Sequences of the selected primers used in the RAPD 

analysis and the number of scoreable bands for each primer 

的香果树再生植株叶片的DNA和不同继代次数的 

胚性愈伤组织的DNA进行体细胞无性系变异的检 

测，以野生型香果树叶片的DNA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 0．0300 0．1 048之间，相似系数在 

0．9005．43．9704之间(表 2)，这表明再生植株和胚 

NC 1O一2 1O一1 9—2 9—1 8—2 8一l 7—2 7—1 6—2 6一l 5—2 5一l 4—2 4—1 3—2 3—1 2—2 2—1 l一2 1—1 M 

图 1引物 BA0055对全部样品的RAPD扩增 

Fig．1 RAPD bands of Emmenopterys henryi 0liv．samples amplified with primer BA0055 

标准分子量(M)．DL1 500：NC：空白对照。1—1～1 0—2：BA005 5引物的扩增，模板分别来 自：1⋯1 1 2，野生型香果 

树植株；2—1～2—2，胚状体再生植株；3—1～3—2，固体培养获得的再生植株；4⋯1 4 2，悬浮培养获得的再生植株；5—1～5—2， 

继代 1次的胚性愈伤组织；6—1～6—2，继代 2次的胚性愈伤组织：7—1～7—2，继代 3次的胚性愈伤组织；8—1～8—2，继代4次的 

胚性愈伤组织；9—1～9—2，继代 5次的胚性愈伤组织；1 0—1～1 0—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 

Table 2 Nei’S genetic identity and genetic distance between donor parental field grown plants and micropropagated material of 

Emmenopterys henryi Oliv 

左下角数字为遗传距离，右上角数字为相似系数。pop l~pop l0数据代表 ：pop l，野生型的香果树植株；pop 2，胚状 

体再生植株；pop 3，固体培养获得的再生植株 ；pop 4，悬浮培养获得的再生植株．；pop 5，继代 1次的胚性愈伤组织；pop 

6，继代 2次的胚性愈伤组织；pop 7，继代 3次的胚性愈伤组织；pop 8，继代 4次的胚性愈伤组织；pop 9，继代 5次的胚 

性愈伤组织；Pop l0，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0．0300-4)．0416之间，相似系 

数在 0．9592-4)．9704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 0．0364-4)．1048 

之间，相似系数在0．9005-4)．9643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(0．1048)，继代 3次的胚性愈伤组 

织与对照的多态率为 10．0％，而经过 6次继代的 

胚性愈伤组织的多态率仅为 3．57％。 

讨 论 

用RAPD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(Isabel等 1996；Hashmi等 1997；黄璐和 

卫志明1999；冯霞等 2006)。本文用RAPD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 

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(Bogani等 1996；Bouman和 De 

Klerk 1996)，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 1995；郑泗军等 

1993)，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， 

Kunitake等(1998)和薛美风等(2002)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Kunitake等 

(1998)和薛美风等(2002)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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