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要"薏苡被誉为)世界禾本科之王*(它作为药食两用植物#特别以薏苡中性油脂为主要有效成分#用于辅

助抗癌的药物#已在美
UBQ

获准
$

期临床(利用
!I

个多态性丰富的
ZQXB

分子标记#分析了
#!

份不同地理来源

的薏苡种质的遗传多样性#结果获得
I$"

个多态性片段#通过
9XTAQ

聚类分析法#

#!

份供试薏苡资源被分为
"

种

类型#分类结果与地理来源和种质系谱一致(薏苡胚油脂分子标记鉴定中#胚油脂含量检测发现
#!

份种质平均值仅

为
!@IFP

#但
\T$%!

中却高达
G@EEP

#同时#发现长度约为
%$"$O

L

的片段为
\T$%!

的特有条带(经克隆和特异引

物的鉴定#结果显示在
&$$O

L

处
\T$%!

拥有特异性代表条带#可作为该品种鉴定和知识产权保护的重要依据(

关键词"薏苡&胚油脂&分子标记&

ZQXB

&遗传多样性

中图分类号"

W!#%

!!

文献标志码"

Q

!

文章编号"

%&F!7!G"%

"

#$%&

#

$!7$I"G7$"

!

引用页码"

$"$F$"

!

!

引
!

言

薏苡"

9'+FX-"G

Q

C-[

*

'4+:@

#别名水玉米"东

北#$草珠子"山东#$晚念珠"福建#等'

%

(

$为一年生或

多年生
cI

草本植物'

#

(

%作为世界上最受青睐的

药&食同源植物之一$薏苡被誉为 0世界禾本科之

王1$欧洲人甚至将薏苡视为0生命健康之禾1%它的

营养价值很高$薏苡中含有丰富的蛋白质$含量约为

%I@#&P

*脂肪含量约为
"@"&P

$所含的脂肪中$多

为油酸&亚油酸这些对人体有益的不饱和脂肪酸*纤

维含量约为
$@IIP

*同时含有锌&钠&铁&钙&镁&铜&

锰&锶等
G

种微量元素$锌含量为
I!@#I

#

4

)

4

$钠含

量为
%%G@&I

#

4

)

4

$铁含量为
#%#@E$

#

4

)

4

$钙含量

为
FIE@$$

#

4

)

4

$镁含量为
%%E!@&$

#

4

)

4

$铜含量为

%%@F$

#

4

)

4

$锰含量为
!&@$&

#

4

)

4

$锶含量为
$@&I

#

4

)

4

*薏苡仁中含有约为
$@#P

的中性油脂$中性油

脂证实具有抗癌功效'

!7I

(

%

薏苡具有很高的药用价值$它作为药材$在很早

以前就已被我们的祖先广泛使用$我国就将薏苡作

为治疗肥胖'

"

(

&肠炎'

&

(

&小儿厌食症'

F

(

&风湿性关节

炎'

G

(

&湿疹&扁平疣&坐骨神经痛&传染性软疣&尖锐

湿疣&慢性阑尾炎等疾病的药物'

"7%%

(

%在薏苡众多

的药用价值中$最引人注目的是薏苡仁中性油脂防&

治癌症'

E7%$

(这一药用价值%早在
%E&%

年之际$当时

的研究工作者就从薏苡中提出来了薏苡仁酯$即薏

苡仁中性油脂$后发现薏苡仁中性油脂有抑制癌细

胞增殖和扩散'

%%

(

$促进癌细胞凋亡'

%#

(的功效%这个

已经在人喉癌细胞
1̀

L

7#

细胞凋亡实验'

%!

(和人鼻

咽癌细胞凋亡'

%I

(实研究中得到了证实%

#$%"

年$以薏苡中性油脂为主要成分的0康莱

特注射液1特效抗癌药$首次通过美国
UBQ

认证$

进入
$

期临床阶段$是目前唯一一个在美国得到

UBQ

认可的中草药%目前薏苡胚油脂含量检测异

常困难$

>cVD

数据库也缺乏薏苡这一小物种基因

序列信息$国内没有人做薏苡胚油脂相关方面工作%

本研究主要目的$是通过
ZQXB

分子标记分析所收

集的
#!

种"

\T$$%

"

\T$#!

#薏苡种质的遗传多样

性$并尝试对薏苡胚油脂性状进行分子标记鉴定$为

薏苡油脂含量种质资源改良及分子育种研究奠定

基础%



"

!

实验部分

%@%

!

材料

供试材料为
#!

份不同地理来源的薏苡种质材

料$由浙江理工大学生命科学学院生物工程研究所

收集"表
%

#%

表
"

!

供试薏苡的编号及粒色

编号 粒色 编号 粒色

\T$$%

深棕色
\T$%!

黄白色

\T$$#

黄白色
\T$%I

黄白色

\T$$!

黄白色
\T$%"

黑褐色

\T$$I

棕色
\T$%&

深棕色

\T$$"

黑褐色
\T$%F

黄白色

\T$$&

深棕色
\T$%G

黑褐色

\T$$F

黑褐色
\T$%E

黄白色

\T$$G

灰色
\T$#$

棕色

\T$$E

黄白色
\T$#%

棕色

\T$%$

黄白色
\T$##

黄白色

\T$%%

深棕色
\T$#!

黄白色

\T$%#

黄白色

%@#

!

方法

%@#@%

!

薏苡胚油脂含量的计算

根据胚压前质量&胚压后质量&种粒重可计算得

到
#!

份薏苡胚油脂含量
@

!

!!

胚油脂含量
@a

!!

胚压前质量
H

胚压后质量
种粒重 b%$$P

"

%

#

其中!胚压前质量"

4

#测量是以小刀轻柔刮取薏苡胚

"尽量刮干净#后称重*胚压后质量"

4

#测量是用力挤

压两块透明板"中间垫有
!

层滤纸$薏苡胚置上#后$

种粒重"

4

#测量直接称重得出%

%@#@#

!

B>Q

的提取

各供试材料取
!$

粒$经
I"]

萌发&成小苗至
%$

6K

左右$各称取
#@$

4

鲜嫩的薏苡叶片用液氮研

磨$采用改良的
c8QV

法'

%"

(提取
B>Q

%用
&"R

提

前预热的
c8QV

液裂解细胞"

>,c-

使用浓度
F$$

KA

#$氯仿异戊醇抽提"取上清#$经
Z>Q

酶消化$

H#$R

预冷异丙醇沉淀
B>Q

"放冰上沉淀
#$K3+

#$

F$P

乙醇洗涤后$用
]]̀

#

C

溶解%所有
B>Q

样本

经
>,+(B*(

L

#$$$

测定浓度$

%@"P

琼脂糖凝胶电

泳检测基因组质量合格后$用
]]̀

#

C

稀释到
%$

+

4

)

#

\

$

H#$R

保存&备用%

%@#@!

!

ZQXB

扩增&电泳及
JV

染色

ZQXB

引物!薏苡作为小作物$在
>cVD

数据库

中没有薏苡基因组的任何信息'

%&

(

$从玉米&小麦&水

稻等"薏苡与它们亲缘关系近$同为禾本科#近源种

的
#"&

个
ZQXB

引物中共筛选出
!I

个扩增条带清

晰&稳定的
ZQXB

引物$由上海生工合成"表
#

#%

表
#

!

D)H&

引物序列信息

ZQXB

引物 序列信息 退火温度)
R ZQXB

引物 序列信息 退火温度)
R

ZQXB$# QT8cQTccQc !% 5#G T8TQcT8QTT !%

ZQXB$! TTTccQc8cQ !! 5!# 8cTTcTQ8QT !#

ZQXB$I QQ8cTTTc8T !# 5!E cQQQcT8cTT !#

ZQXB$" QQcTT8TQcc !! 5I! T8cTccT8cQ !I

ZQXB$& QQTcTQcc8T !# 5II 8c8TT8TQTT !!

ZQXB$F TT8TQcTcQT !# 5"" cQ8ccT8Tc8 !#

ZQXB$G TTQTTT8T88 !# 5F% QQQTc8TcTT !I

5% T888cTc8cc !! 5FG 8TQT8TTT8T !%

5# 8TQ8ccc8TT !% 5G& T8Tcc8QQcc !#

5! cQ8ccccc8T !# 5E% 8TcccT8cT8 !I

5G T8ccQcQcTT !# 5E! c8c8ccTccQ !!

5%$ c8Tc8TTTQc !# 5EI TTQ8TQTQcc !%

5#&F c8TTQcT8cQ !# 5EE T8cQTTTcQQ !#

5%G ccQcQTcQT8 !# 5%%% c88ccTcQT8 !#

5#$ TTQccc88Qc !# 5%%# QcTcTcQ8T8 !I

5## 8TccTQTc8T !! 5%!" ccQT8Qc8cc !%

5#F TQQQcTTT8T !# 5#&! T8ccTTQT8T !#

! !

XcZ

反应体系!使用
VDC7ZQB 5%$$$

8A

801*K,-

扩增仪$

%$

#

\

反应体系!

!$+

4

B>Q

模

板$

%@$

#

\%$b 8,

g

V)..1*

"

8,̂,*,

$

B,-3,+

$

c03+,

#$

$@G

#

\]>8X#@"KA

"

8,̂,*,

$

B,-3,+

$

c03+,

#$

$@I

#

\ A

4

#j

#" KA

"

8,̂,*,

$

B,-3,+

$

c03+,

#$

$@%

#

\ ZQXB

L

*3K1*#$)A

"

5,+

4

(+

$

E"I
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50,+

4

0,3

$

c03+,

#$

$@%

#

\*8,

g

1+N

=

K1"9

)

#

\

"

8,̂,*,

$

B,-3,+

$

c03+,

#$补
]]̀

#

C

至
%$

#

\

%

XcZ

反应程序!"

EIR

$

!K3+

#预变性$'"

EIR

$

!$;

#变

性*"

NR

$

I";

#退火$具体
NR

参考表
#

$

ZQXB

引物

;<

值*"

F#R

$

#K3+

#延伸(

!I

个循环$继续延伸

"

F#R

$

%$K3+

#$

IR

$保存%电泳及
JV

染色!经

%@"P

琼脂糖凝胶电泳$

%"K3+JV

染色&漂洗后$紫

外灯下观察实验结果并保存图片$记录相关信息%

%@#@I

!

ZQXB

聚类分析

ZQXB

聚类分析是以
#!

份供试薏苡
ZQXB

标

记结果图为依据$统计结果图中所有扩增条带$并以

此建立
A36*(;(.<JS61-

数据库$若有条带记为
%

$没

有条带则记为
$

%按
9XTAQ

聚类分析法$

><1]3<

录入数据$

>85[57

L

6#@%$1

聚类分析软件分析数

据$获得系统聚类图%

%@#@"

!

克隆&引物设计及鉴定

克隆!将重组载体"

%$"$O

L

目的片段
B>Q

)载

体
XAB7%G8

#导入大肠杆菌
B̀ ",

感受态细胞中

表达*在
\V

固体板"含
%$$

#

4

)

K-QK

L

#上挑选阳

性单克隆菌落*经菌液
XcZ

"

A%!j

)

A%!7

引物#检

测合格后$送上海生工测序%根据测序结果$使用

X*3K1*"@$

软件$设 计 引 物
U

!

8c8TT8TQTT

TTQT8cQcQ

$

Z

!

8c8TT8TQTTcQ8TT8T8

%

采用
8BXcZ

程序对薏苡胚油脂含量标记进行

鉴定%

#

!

结果与分析

#@%

!

薏苡胚油脂含量分析

薏苡胚油脂含量的检测常使用
X̀\c

法&紫

外光谱法&层析法$这些方法虽有效但操作起来非

常复杂$目前仍缺乏便捷&有效的检测薏苡胚油脂

含量的手段%利用物理压榨法"

%@#@%

#$通过公式

"

%

#计算可得到
#!

份供试薏苡胚油脂含量百分比

"

P

#具简单&有效的特点%表
!

可知$

#!

份供试薏

苡资源的胚油脂含量在
%@F#GP

"

G@EEIP

之间$

\T$%!

是这
#!

份供试薏苡中胚油脂含量最高的

品种$高达
G@EEIP

$

#!

个种质资源的平均值仅为

!@IFP

%其中$

\T$%!

&

\T$%$

&

\T$$%

&

\T$#!

&

\T$$"

&

\T$%"

&

\T$$F

&

\T$%F

&

\T$$&

这
E

个供

试薏苡资源胚油脂含量明显高于平均值
!@IFP

$

可能与薏苡种质&地理来源有关%

#!

份供试薏苡

的胚油脂含量的检测结果为薏苡胚油脂含量种质

资源的相关研究$寻找优良的薏苡种质品种奠定

基础%

表
(

!

供试薏苡胚油脂含量百分比

编号 胚油脂含量)
P

编号 胚油脂含量)
P

\T$%! G@EEI \T$$E !@#FE

\T$%$ I@&E! \T$$G !@%$&

\T$$% I@III \T$%% #@EI&

\T$#! I@%"I \T$$# #@E%$

\T$$" !@GG" \T$## #@F!$

\T$%" !@G&" \T$#% #@&%$

\T$$F !@FFF \T$%G #@"$I

\T$%F !@F&& \T$$I #@I#"

\T$$& !@"&E \T$%E #@#I!

\T$#$ !@!%& \T$%& #@#I%

\T$$! !@#E" \T$%# %@F#G

\T$%I !@#FE

#@#

!

ZQXB

标记分析

薏苡作为小作物$在
>cVD

数据库中没有薏苡基

因组的任何信息$从玉米&小麦&水稻等"薏苡与它们亲

缘关系近$同为禾本科#近源种的
#"&

个
ZQXB

引物中

共筛选出
!I

个扩增条带清晰&稳定的
ZQXB

引物进行

ZQXB

分析%利用
!I

个多态性丰富的
ZQXB

分子标

记$结果共获得
I$"

个多态性片段$平均每个
ZQXB

分

子标记扩增得到
%%

个多态性片段%其中$在
5II

引物的

体外扩增结果中$如图
%

所示$发现第
I$$

个多态性片

段$分子量约为
%$"$O

L

$

\T$%!

"

#!

个供试薏苡胚油脂含

量最高$达
G@EEP

#在此处有特异条带$其它
##

份薏苡此

处均没有任何条带%使用割胶回收试剂盒
8,̂,*,

A3+3VJ58Q

4

,*(;1T1-B>QJS<*,6<3(+Y3<?1*@I@$

"

c,<

1

EF&#

#将此带割胶回收$并克隆&测序$根据测序结果设

计 引 物
U

!

8c8TT8TQTTTTQT8cQcQ

$

Z

!

8c8TT8TQTTcQ8TT8T8

用来作为鉴定薏苡胚油脂

性状分子标记%

图
%

!

5II

引物对
#!

份供试薏苡标记结果

#@!

种质间聚类分析

ZQXB

标记聚类结果图中$

ZQXB

遗传相似系

数$其变幅为
$@""

"

$@E&

%其中
\T$%E

)

\T$#$

薏

苡品种的相似系数最高$达到
$@E&

%采用
9XTAQ

"

9+M13

4

0<1]X,3*T*()

L

A1<0(]e3<0Q*3<0K1<36

A1,+;

#聚类分析法$以
$@F"

遗传相似系数为标准

将
#!

种供试薏苡资源划分为
"

大类"表
I

#!第
D

类

包括
\T$%#

"黄白色#&

\T$$I

"棕色#*第
DD

类包括

\T$%!

"黄白色#&

\T$%"

"黑褐色#&

\T$#!

"黄白

色#&

\T$$F

"黑褐色#&

\T$$E

"黄白色#&

\T$%I

"黄

白色#&

\T$$#

"黄白色#&

\T$##

"黄白色#&

\T$$"

"黑褐色#&

\T$$!

"黄白色#&

\T$%&

"深棕色#&

$&I

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!
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\T$%%

"深棕色#*第
DDD

类包括
\T$#%

"棕色#&

\T$$G

"灰色#*第
3

类包括
\T$%F

"黄白色#&

\T$%G

"黑褐色#&

\T$$%

"深棕色#*第
4

类包括
\T$%E

"黄

白色#&

\T$#$

"棕色#&

\T$$&

"深棕色#&

\T$%$

"黄

白色#%

\T$%!

是
#!

种薏苡胚油脂含量最高的品

种$高达
G@EEP

$属于第
DD

类%从图
#

和表
I

可看

出$第
.

类和第
3

类遗传距离较近$第
/

类和
4

类遗

传距离较近$第
$

类遗传距离呈现多样化$这一分类

结果与种质系谱和地理来源一致%"图
#

&表
I

#

图
#

!

ZQXB

标记聚类结果

表
$

!

D)H&

聚类结果分析

类群编号 种质

D \T$%#

&

\T$$I

/

\T$%!

&

\T$%"

&

\T$#!

&

\T$$F

&

\T$$E

&

\T$%I

&

\T$$#

&

\T$##

&

\T$$"

&

\T$$!

&

\T$%&

&

\T$%%

$

\T$#%

&

\T$$G

3

\T$%F

&

\T$%G

&

\T$$%

4

\T$%E

&

\T$#$

&

\T$$&

&

\T$%$

#@I

!

分子标记鉴定结果分析

利用上下游引物
U

)

Z

"

U

!

8c8TT8TQTT

TTQT8cQcQ

$

Z

!

8c8TT8TQTTcQ8TT8T

#$

使用
8()60](M+XcZ

对薏苡胚油脂含量性状的分

子标记进行鉴定$结果表明
\T$%!

有
&$$O

L

特异

性条带$其它
##

份薏苡此处均没有条带"图
!

#%这

可能与胚油脂含量密切相关$并可作为该品种特异

性条带$

U

)

Z

可用于该品种鉴定&专利申请和高含

量胚油脂性状的分子鉴定%

图
!

!

U

)

Z

引物鉴定
#!

份供试薏苡结果

(

!

结
!

论

本研究利用
!I

个
ZQXB

引物$对
#!

份供试薏

苡种质进行遗传多样性分析$采用
9XTAQ

聚类分

析法$以
$@F"

遗传相似系数为标准将
#!

种供试薏

苡资源划分为
"

大类$这个结果与
#!

份薏苡地理来

源&种质系谱相一致$为薏苡种质资源相关研究奠定

基础%

\T$%!

胚油脂含量高达
G@EEP

$为
#!

份供

试薏苡胚油脂含量最高的品种"平均值仅为
!@IFP

#

且分子鉴定结果表明
\T$%!

有
&$$O

L

特异性条

带$可用于该品种鉴定&专利申请和高含量胚油脂性

状的分子鉴定%相关薏苡胚油脂性状的分子鉴定仍

需要
U#

代薏苡群体的进一步鉴定$才能真正确定

U

)

Z

引物作为相关薏苡胚油脂性状的分子鉴定%
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