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三尖杉科植物 RAPD分析及其系统学意义
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提　要　利用随机扩增多态性 DNA( RAPD)技术分析了三尖杉科( Cephalotax aceae)植物三

尖杉 Cep halotaxus f or tunei Hook. f. 、粗榧 Cep halotaxus sinensis( Rehd. et W ils. ) L i、海南粗榧

Cephalotaxus hainanensis L i和篦子三尖杉 Cep halotaxus oliveri M ast. ,经筛选 Operon 公司

的 4 组 80个引物, 其中 14 个引物的谱带清晰呈多态性。采用 UPGM A 法对各样本之间的遗

传距离进行聚类分析, 结果显示: 在三尖杉科内建立篦子三尖杉组 ( Sect. Pectinatae)和三尖

杉组( Sect. Cep halotaxus)是合理的。
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一般认为三尖杉科( Cephalotax aceae)仅包括三尖杉属(Cep halotaxus)一属,分布于东亚及中南半岛

北部, 主产中国。郑万钧和傅立国在《中国植物志》第七卷中主张全属宜分为 8～9 种和 4 变种〔1〕。

三尖杉属是 Siebo ld 和 Zuccar ini命名的,最早由 Endlicher 记入《植物属志补编》( Genera Plant arum

Supplement um ) , Eichler 把此属置于红豆杉科。早期把三尖杉属作为红豆杉类处理,可能是由于和所有

红豆杉类一样它们的木质部也具次生螺纹增厚, 以及对雌、雄球果的了解不足。Neger 认为三尖杉属的

雌球花极为特殊, 与红豆杉科区别显著,首次建立三尖杉科,只包括三尖杉属。

目前对三尖杉科的比较形态学、木材显微结构、花粉形态及其外壁超微结构、配子体发育、胚胎发

生、细胞学及植物化学研究发现,篦子三尖杉( Cep halotaxus oliv er i)和三尖杉属的其余种类相比 ,特征独

特〔2～8〕, 建议三尖杉属分为三尖杉组( Sect. Cep halotaxus)和篦子三尖杉组( Sect. Pectinatae)。但有关三

尖杉科植物的分子系统学和进化遗传学研究的报道却非常有限。

笔者采用 RAPD 技术研究了三尖杉科植物三尖杉 Cephalotaxus f or tunei Hook. f. 、粗榧

Cephalotaxus sinensis( Rehd. et Wils. ) L i、海南粗榧Cep halotaxus hainanensis L i和篦子三尖杉,在分子水

平上对三尖杉科植物的系统发育进行了探讨。

1　材料与方法

1. 1　材料来源

4 种植物材料来源见表 1,凭证标本藏于广州中国科学院华南植物园。

1. 2　植物 DNA提取

分别选择每种植物 3个个体的叶片, 混合。取植物新鲜叶片 0. 5 g , 在液氮中迅速研磨成粉末,分装

于 4 个 1. 5 mL 的 Eppendo rf 管中,每管加- 20℃丙酮 1 mL 轻轻振荡 1 min, 5 000 r/ min 离心 10 min,
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表 1　材料来源

T able 1　The source o f mater ials

编号
N o.

名称
Name

样品株数
Nu mber of

plants collected

采集地
Locat ion

1 三尖杉C . f ortunei Hook. f . 3 华南植物园

2 粗榧 C. sinensis( Rehd. et Wils. )Li 3 华南植物园

3 海南粗榧 C. hainanensis Li 3 华南植物园

4 篦子三尖杉 C. ol iv er i Mast . 3 华南植物园

弃上清, 重复 1 次。每管加入

60℃预热 CTAB 提取液 1 mL ,

充分混匀, 60℃保温 4 h。500 �L

氯仿∶异戊醇 ( 24∶1) 抽提 10

min, 13 000 r / min 离心 10 min,

重复 1 次。取水相,加入 2/ 3 体积

冷异丙醇, 轻轻混合, 可见絮状

沉淀, 2 000～3 000 r/ min 离心 3

min, 弃上清液取沉淀。每管加入

800 �L 清洗液, 室温下作用 20 min, 1 000 r / min 离心 10 min,弃上清 ,自然晾干。用 70 �L TE 溶解。1.

4%琼脂糖凝胶(加溴乙锭至 0. 5 �g / mL )、100V 电泳 0. 5 h,紫外灯下观察照相。752 型分光光度计上波

长 260 nm 及 280 nm 处测定吸光度值, 根据 OD 260/ OD280比值判断 DNA 样品的纯度, 由 OD 260的值估算

浓度。采用原平皓生物技术公司的 g lass-milk 纯化试剂盒纯化 DNA。

1. 3　DNA扩增

扩增反应在 ERICOM P 公司 PCR 仪上进行。反应体积 25 �L , 包括 H2O 16. 5 �L , PCR 缓冲液

2. 5 �L , dNTP 1 �L, 引物 1 �L ,模板 2 �L ( 50～160 �g) , T aq 酶 2 �L ( 1. 5U ) ,反应混合物用 20 �L 石蜡

油覆盖。扩增条件: 95℃预变性 200 s; 94℃变性 1 min, 36℃复性 1 min, 72℃延伸 2 min, 40 个循环; 72℃

延伸 10 min。每次扩增反应均设置不含DNA 模板的空白对照。RAPD产物经 1. 4%琼脂糖凝胶电泳(加

溴乙锭至 0. 5 �g/ mL )分离, 于紫外灯下观察照相。10 碱基寡核苷酸随机引物购自 Operon 公司( A 组、C

组、D 组、E 组)。RAPD试剂盒购自北京通康生物技术有限责任公司。分子量标记购自中山大学生物工

程研究中心真核分子生物学实验室。其余试剂为国产分析纯试剂。

1. 4　数据处理

任意 2 个样本间的遗传距离( D )根据以下公式计算:

D= 1- F ,

F = 2N XY / (N X+ N Y) ,

其中 N X、N Y分别是样本 X、样本 Y 扩增出的 DNA 片段总数, N XY是样本X 和样本 Y 共有的 DNA 片段

数, F 为任意两样本之间的相似性系数。

根据遗传距离采用 UPGM A( unw eighted pa ir gr oup met hod w ith ar ithmet ic mean)法进行聚类分

析, 构建树系图。

2　结果

对 Operon 公司的 4 组 80 个引物( A1-20, C1-20, D1-20, E1-20)进行筛选, 其中 15个引物(表 2)的

表 2　引物及其序列

T able 2　The primers and t heir sequences

引物
Prim er

序列( 5'-3' )
S equence( 5'-3' )

引物
Primer

序列( 5'-3' )
Sequence( 5'-3')

引物
Primer

序列( 5'-3')
Sequence( 5'-3' )

OPA-07 GAAACGGGT G OPC -11 AAAGCT GCGG OPE-11 GAGT CT CAGG

OPA-14 TCT GTGCT GG OPD-11 AGCGCCATT G OPE-12 T TAT CGCCCC

OPA-17 GACCGCTT GT OPE -04 GTGACAT GCC OPE-14 T GC GGCT GAG

OPC-06 GAACGGACT C OPE -07 AGAT GCAGCC OPE-16 GGT GACTGT G

OPC-08 T GGA CCGGT G OPE -08 T CACCACGGT OPE-18 GGACT GCAGA
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扩增产物经琼脂糖凝胶电泳能得到分离良好的带型,其中 14 个引物扩增谱带呈多态性(图 1) 。三尖杉

科产生 94 条不同分子量的谱带,其中 60 条带表现多态性(占 77. 5% ) ; 4 种植物材料中,除引物 C-11扩

增带型完全相同外, 其余各引物几乎均有 1～2条较明显的主扩增带。计算 4 种植物材料间的遗传距离

(表 3) ,采用 UPGM A 法进行聚类分析, 构建树系图(图 2)。结果表明,三尖杉科中篦子三尖杉与该科其

他植物的亲缘关系较远。在树系图上, 篦子三尖杉独自聚为一类。

M : 2kb Marker

图 1　由引物 OPC-06( a) , OPE-08( b) , OPE-12(c) , OPA-17( d)扩增产生的 RAPD带型

(图上面的数字代表的种见表 1)

Fig. 1　RAPD profil es gener ated by primers OPC-06( a) , OPE-08( b) , OPE-12( c) , OPA-17( d)

( T he num ber on top refers to the species l isted in T able 1)

　

图 2　根据 RAPD数据,应用 UPGMA

法构建的树系图

Fig . 2　Den drogram generated us ing

UPGMA algor ith m to cluster RAPD data

　

表 3　任意两种植物间的遗传距离, RAPD 图谱中共有的片段数和扩增片段总数

Table 3　Genet ic dist ances betw een any tw o species( above diag anol) , the num ber s of the

shar ed fragments and the to tal number s o f fragments amplified in RAPD

patt erns( below diaganol)

植物编号

No.

遗传距离

Genet ic dis tances

1 2 3 4

片段数/片段总数

Numbers of shar ed fr agments/ T otal num bers of fr agments

1 2 3 4

1 0. 225 0. 245 0. 457 55/ 142 55/ 143 36/ 133

2 0. 102 0. 350 57/ 127 38/ 117

3 0. 340 39/ 118

4

　　1.三尖杉 C. f ortunei Hook . f . ; 2.粗榧 C . sinensi s( Rehd. et W ils. ) L i; 3.海南粗榧 C. hainensis Li; 4.篦子三尖杉

C. ol iv eri Mas t .
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3　讨论

一般认为三尖杉科仅包括三尖杉属一属。

胡玉熹〔2〕在光镜与扫描电镜下比较观察了三尖杉属植物叶片构造与叶表面角质层的特征, 发现篦

子三尖杉和三尖杉属的其余种类相比特征独特,建议三尖杉属分为三尖杉组。傅立国〔3〕对三尖杉属的分

类作了订正, 认为三尖杉属宜分为篦子三尖杉组和三尖杉组及 9 个种。对篦子三尖杉的胚胎学研究发现

它与三尖杉属的其它种相比有不少共性, 但是也存在明显差异, 赞同将篦子三尖杉在本属中另立一

组〔5〕。

席以珍〔8〕对三尖杉科的花粉形态及其外壁超微结构进行了研究。三尖杉属各种间花粉的基本特征

大体一致。但是篦子三尖杉花粉某些特征和三尖杉属的其余种相比非常特殊,支持在该属中分别成立篦

子三尖杉组和三尖杉组的意见。RAPD分析表明, 篦子三尖杉与三尖科其他植物的亲缘关系较远,支持

篦子三尖杉独立成组的观点。
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Abstract　Four species of Cephalo tax aceae were analy zed using r andom amplified polymorphic DNA

( RAPD) marker s. Eighty primers from 4 Operon kits w er e scr eened by RAPD, while 14 selected primers

w ere able to pr oduce clear po lymorphic pat terns. T he results gener ated by using UPGM A a lgor ithm t o

cluster g enetic dist ance calculated fr om RAPD dat a imply t hat it is r easonable to est ablish the Sect .

Cephalotaxus and Sect . Pectinatae in Cephalot axaceae .

Key words　Cephalo tax aceae, RAPD, Phylog enet ic relationship
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