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摘　 要: 通过对甘草属乌拉尔甘草(Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｕｒａｌｅｎｓｉｓ)、光果甘草(Ｇ. ｇｌａｂｒａ)、胀果甘草(Ｇ. ｉｎｆｌａｔａ)及其人工

杂交种组合 Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ♀ × Ｇ. ｇｌａｂｒａ♂、Ｇ. ｇｌａｂｒａ♀ × Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ♂、Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ♀ × Ｇ. ｉｎｆｌａｔａ♂、Ｇ. ｉｎｆｌａｔａ♀ ×
Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ♂共 ６８ 份材料的核基因 ＩＴＳ 序列、叶绿体 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 基因的序列分析ꎬ探讨了甘草属叶

绿体 ＤＮＡ 遗传方式ꎮ 结果表明:(１)亲本种和人工杂交种 ＩＴＳ 序列长度均为 ６１４ ｂｐꎬ其中 ３４ 份人工杂交种

ＩＴＳ 序列存在 ４ 处变异位点ꎬ且人工杂交种均检测出来自父本、母本 ＩＴＳ 序列相同位点碱基的叠加ꎬ检测率为

１００％ꎮ (２)亲本种与人工杂交种的叶绿体基因 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 序列长度相同ꎬ共有 ４ 处变异位点ꎬ人工

杂交种在变异位点处的碱基与其相对应的父本碱基一致率高达 ９７.１％ꎮ 以上结果说明ꎬ该研究获得 ３４ 份人

工杂交种为 １００％杂交成功的 Ｆ１子代ꎬ核基因 ＩＴＳ 序列可用于甘草属杂交种的遗传鉴定ꎻ甘草属叶绿体 ｒｂｃＬ、
ｍａｔＫ、ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 基因具有父系遗传特性ꎬ推测甘草属质体的遗传方式主要表现为父系遗传ꎬ这种质体遗传方

式的发现为甘草属杂交种和遗传多样性研究提供了新的认识ꎬ也为杂交种的亲本鉴定提供分子依据ꎮ
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　 　 豆科(Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ)甘草属(Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ Ｌ.)植物

全世界约 ２０ 种ꎬ主要分布在中亚、北美及东欧ꎬ我国

甘草属植物以新疆、内蒙古、宁夏和甘肃为主要分布

区(李学禹和陆嘉惠ꎬ２０１５)ꎮ 相关研究均提出在甘

草属中可能存在自然杂交种ꎬ张鹏云和彭泽祥

(１９６０)根据甘草的形态推测ꎬ认为存在胀果甘草

(Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｉｎｆｌａｔｅ)和乌拉尔甘草(Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ)的

天然杂交种ꎻ而苏联学者认为自然界存在光果甘草

(Ｇ. ｇｌａｂｒａ)与乌拉尔甘草(Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ)的杂交种

(李学禹ꎬ１９９３)ꎻ谢良碧等(２０１４)通过甘草属种间

杂交亲和性分析和杂交种的幼苗形态观察ꎬ提出同

域分布区内的乌拉尔甘草(Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ)、光果甘草

(Ｇ. ｇｌａｂｒａ)、胀果甘草(Ｇ. ｉｎｆｌａｔａ)ꎬ由于花期重叠ꎬ
共有传粉昆虫ꎬ种间有自然杂交的可能ꎻ李晓岚等

(２０１５)利用 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 分子标记技术ꎬ构建甘草属植

物遗传分化聚类图ꎬ结果表明存在 Ｇ. ｉｎｆｌａｔａ ×
Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ 或者 Ｇ. ｉｎｆｌａｔａ × Ｇ. ｇｌａｂｒａ 的天然杂交

种ꎮ 但有关疑似杂交种的杂交起源及其亲本的推

断ꎬ目前仍需要进一步寻找证据ꎮ 自然杂交种父本、
母本的确定是揭示其杂交起源和分类地位的关键ꎮ
由于核 ＤＮＡ 是双亲遗传ꎬ比较核 ＤＮＡ 序列组成ꎬ通
常能够找出其双亲起源ꎬ例如位于核糖体 １８Ｓ ｒＤＮＡ
和 ２６Ｓ ｒＤＮＡ 基因间隔的 ＩＴＳ 序列(李小娟等ꎬ２００７ꎻ
Ｓｔｅｉｎｅｒ ＆ Ｃｒｕｚꎬ ２００９)ꎮ 大多被子植物的叶绿体

ＤＮＡ 通过雌配子以母系遗传的方式传递(胡适宜ꎬ
１９９７ꎻ 方晓华等ꎬ２００３ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ２００３)ꎬ比较杂交

个体及其可能亲本的叶绿体 ＤＮＡ 序列ꎬ可以揭示其

母本起源(余姣君等ꎬ２０１４ꎻ 王莹等ꎬ２０１５)ꎮ 但也有

一些类群叶绿体基因被证明为父系遗传ꎬ例如大部

分的裸子植物(Ｎｅａｌｅ ＆ Ｓｅｄｅｒｏｆｆꎬ１９８９ꎻ 刘兴梁和胡

适宜ꎬ１９９５ꎻ Ｇｏｕ ｅｔ ａｌꎬ２００５)ꎬ被子植物中的胡萝卜

属(Ｂｏｂｌｅｎｚ ｅｔ ａｌꎬ１９９０)、牵牛属(胡赞民等ꎬ１９９６)、

猕猴桃属(Ｔｅｓｔｏｌｉｎ ＆ Ｃｉｐｒｉａｎｉꎬ１９９７)、蒺藜属(Ｙａｎｇ
ｅｔ ａｌꎬ２０００)等ꎮ 甘草属植物的叶绿体基因为母系遗

传还是父系遗传? 尚未见有相关报道ꎮ 阐明甘草属

叶绿体基因遗传特性ꎬ才能准确、客观地对杂交种的

父本、母本做出科学判断ꎬ为揭示疑似杂交种的杂交

起源和分类地位提供依据ꎮ
本研究在前期研究已获得的甘草属种间杂交种

幼苗的基础上(谢良碧等ꎬ２０１４)ꎬ以不同杂交组合

的子代及其已知亲本为材料ꎬ通过核 ＤＮＡ 的 ＩＴＳ 和

叶绿体 ＤＮＡ 的 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 片段扩增和测

序ꎬ分析了亲本种及杂交种的序列ꎮ 其主要目的在

于:(１)通过双亲遗传的 ＩＴＳ 序列分析ꎬ筛选出杂交

成功ꎬ含有已知父本、母本基因的 Ｆ１代ꎬ以用于叶绿

体遗传规律的分析ꎮ (２)通过叶绿体 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、
ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 基因的分析ꎬ揭示亲本和 Ｆ１ 代叶绿体

ＤＮＡ 遗传方式ꎮ (３)在以上研究基础上ꎬ分析甘草

属 ＩＴＳ 及叶绿体 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、 ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 序列在甘草

属杂交种的鉴定研究中的应用价值ꎬ为甘草属疑似

杂交种的鉴定及其分类地位探讨提供分子依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

用于测序分析的材料包括 ３４ 个亲本种和 ３４ 个

人工杂交种:乌拉尔甘草(Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ)、光果甘草

(Ｇ. ｇｌａｂｒａ)、胀果甘草(Ｇ. ｉｎｆｌａｔａ)和正反交人工杂

交种 Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ♀ × Ｇ. ｇｌａｂｒａ♂、Ｇ. ｇｌａｂｒａ♀ ×
Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ♂、Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ♀ × Ｇ. ｉｎｆｌａｔａ♂、Ｇ. ｉｎｆｌａｔａ
♀ × Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ♂ꎬ共 ６８ 份ꎮ 取亲本种植株的成熟

健康叶片和人工杂交后获得的杂交种幼苗的新鲜叶

片ꎬ采集后迅速用硅胶干燥ꎬ待叶片彻底干燥后存放

于－２０ ℃冰箱备用ꎮ
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１.２ 方法

每份材料ꎬ称取叶片 ２０ ｍｇ 研磨成粉状ꎬ用新型

植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(天根公司)ꎬ按说明

书操作提取总 ＤＮＡꎮ
核 ＤＮＡ 的 ＩＴＳ 序列和叶绿体 ＤＮＡ 中 ｒｂｃＬ、

ｍａｔＫ、ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 序列引物参照 Ｋｏｎｄｏ ｅｔ ａｌ(２００７)的
设计ꎬ引物经生工生物工程(上海)股份有限公司合

成ꎮ 扩增反应在 Ｂｉｏｍｅｔｅｒａ ０７０￣８５１ ＰＣＲ 仪上进行ꎮ
采用 ５０ μＬ 的 ＰＣＲ 反应体系:ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ
Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ (北京六合通经贸有限公司)
２５ μＬꎬ引物各 ２ μＬꎬ模板 ＤＮＡ ４ μＬꎬ最后超纯水

(ｄｄＨ２Ｏ)补足至 ５０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件为 ９８ ℃预

变性 ２ ｍｉｎꎬ９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５５ ℃退火 １５ ｓꎬ７２ ℃延

伸 ３０ ｓꎬ共 ３６ 个循环ꎬ最后 ７２ ℃ 延伸 ２ ｍｉｎꎬ４ ℃
保存ꎮ

ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测片段后ꎬ
在凝胶成像仪上观察ꎬ切下目的条带ꎬ经凝胶回收试

剂盒[生工生物工程(上海)股份有限公司]回收处

理后ꎬ送往北京六合华大基因科技股份有限公司ꎬ采
用 ＡＢＩ ３７００ 型自动测序仪进行重复测序ꎮ
１.３ 数据分析

测序结果使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 观察峰图后ꎬ借助

ＭＥＧＡ ４.０ 进行人工校对ꎬ手动删除不可信的位点ꎬ
并用 ＤＮＡｍａｎ 软件进行多序列比对及分析ꎮ 通过

豆科中的锦鸡儿属(侯鑫等ꎬ２００８)、甘草属 ＩＴＳ 序列

的研究(刘春生等ꎬ２００５)ꎬ确定本实验的 ＩＴＳ 序列边

界ꎬ对照峰图ꎬ手工筛选碱基叠加位点ꎬ分析杂交位

点ꎮ 叶绿体基因型的确定ꎬ参照 Ｋｏｎｄｏ ｅｔ ａｌ(２００７)
的设计ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＩＴＳ 序列分析

亲本种和人工杂交种共 ６８ 份的核基因 ＩＴＳ 序

列测序结果表明ꎬ其长度均为 ６１４ ｂｐꎮ 如图 １ 所示ꎬ
ＩＴＳ 有 ４ 种多态性位点ꎬ其中 ＩＴＳ１ 含有 １ 处变异位

点ꎻＩＴＳ２ 含有 ３ 处变异位点ꎮ 根据变异位点分析ꎬ
可以将核基因 ＩＴＳ 基因型分为 ３ 种ꎬ分别是 Ｉ￣１、Ｉ￣２、
Ｉ￣３ 型ꎬ其中 Ｉ￣２ 型为杂合型(表 １)ꎮ 乌拉尔甘草的

１７ 个样本均有 ４ 处变异位点ꎬ分别为 １８７(Ｃ)、４１１
(Ｔ)、４１２(Ｇ)、４１３(Ｃ)ꎬ显示了种内较高的保守性ꎻ
光果甘草和胀果甘草具有相同的变异位点ꎬ均

为１８７(Ｔ)、４１１(Ｃ)、４１２(Ａ)、４１３(Ａ)ꎬ说明其亲缘关

图 １　 核基因 ＩＴＳ 序列在变异位点峰图叠加示意

Ｆｉｇ. １ Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ｐｅａｋｓ ｏｆ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｇｅｎｅ ＩＴＳ

表 １　 甘草属 ＩＴＳ、ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 序列的基因型
Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＩＴＳꎬ ｔｈｅ ｒｂｃＬ ｇｅｎｅꎬ ｔｈｅ ｍａｔＫ
ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因型
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

碱基位点 Ｂａｓｅ ｓｉｔｅ

１８７ ４１１￣４１３

ＩＴＳ Ｉ￣１ Ｃ ＴＧＣ

Ｉ￣２ Ｙ ＹＲＭ

Ｉ￣３ Ｔ ＣＡＡ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因型
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

碱基位点 Ｂａｓｅ ｓｉｔｅ

２６ ５６

ｒｂｃＬ Ｒ￣１ Ｇ Ａ

Ｒ￣４ Ａ Ｔ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因型
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

碱基位点 Ｂａｓｅ ｓｉｔｅ

３８￣４５

ｍａｔＫ Ｍ￣１ ＣＴＴＡＴＴ

Ｍ￣２ Ｄｅｌｅｔｉｏｎ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因型
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

碱基位点 Ｂａｓｅ ｓｉｔｅ

５５

ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ Ｔ￣１ Ｃ

Ｔ￣２ Ｔ

　 注: 表中简并碱基组成为 Ｙ＝Ｃ＋ＴꎬＲ＝Ａ＋ＧꎬＭ＝Ａ＋Ｃꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｂａｓｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｓ Ｙ＝Ｃ＋Ｔꎬ Ｒ＝Ａ＋Ｇꎬ Ｍ＝Ａ＋Ｃ.

４６１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



表 ２　 甘草属亲本种及其杂交种的叶绿体 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 的基因型比较
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｒｂｃＬꎬ ｍａｔＫꎬ ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ ｏｆ ｐａｒｅｎｔａｌ ａｎｄ ｈｙｂｒｉｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ

组合
Ｆｏｒｍ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

个数
Ｎｕｍｂｅｒ

叶绿体 ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

ｒｂｃＬ
基因型
ｒｂｃＬ

ｇｅｎｏｔｙｐｅ

ｍａｔＫ
基因型
ｍａｔＫ

ｇｅｎｏｔｙｐｅ

ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ
基因型

ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ
ｇｅｎｏｔｙｐｅ

Ｏ / Ｎ 遗传方式
Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｐａｔｔｅｒｎ

组合 １
Ｆｏｒｍ １

乌拉尔甘草
Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ

７ Ｒ￣１ Ｍ￣１ Ｔ￣１ — —

光果甘草
Ｇ. ｇｌａｂｒａ

７ Ｒ￣４ Ｍ￣２ Ｔ￣２ — —

乌拉尔甘草 × 光果甘草
Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ♀ × Ｇ. ｇｌａｂｒａ♂

７ Ｒ￣４ Ｍ￣２ Ｔ￣２ ６ / ７ 父系遗传
Ｐａｔｅｒｎａｌ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ

Ｒ￣１ Ｍ￣１ Ｔ￣１ １ / ７ 母系遗传
Ｍａｔｅｒｎａｌ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ

光果甘草 × 乌拉尔甘草
Ｇ. ｇｌａｂｒａ♀ × Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ♂

７ Ｒ￣１ Ｍ￣１ Ｔ￣１ ７ / ７ 父系遗传
Ｐａｔｅｒｎａｌ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ

组合 ２
Ｆｏｒｍ ２

乌拉尔甘草
Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ

１０ Ｒ￣１ Ｍ￣１ Ｔ￣１ — —

胀果甘草
Ｇ. ｉｎｆｌａｔａ

１０ Ｒ￣４ Ｍ￣２ Ｔ￣２ — —

乌拉尔甘草 × 胀果甘草
Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ♀ × Ｇ. ｉｎｆｌａｔａ♂

１０ Ｒ￣４ Ｍ￣２ Ｔ￣２ １０ / １０ 父系遗传
Ｐａｔｅｒｎａｌ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ

胀果甘草 × 乌拉尔甘草
Ｇ. ｉｎｆｌａｔａ♀ × Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ♂

１０ Ｒ￣１ Ｍ￣１ Ｔ￣１ １０ / １０ 父系遗传
Ｐａｔｅｒｎａｌ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ

　 注: “Ｏ / Ｎ”表示 Ｆ１ 代母系或父系遗传个体数与相应 Ｆ１ 代总个体数的比例ꎻ“—”表示没有数据ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: “Ｏ / Ｎ” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｆ１ ｍａｔｅｒｎａｌ ｏｒ ｐａｔｅｒｎａｌ ｇｅｎｅｔｉｃ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｆ１ꎻ “—” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ
ｎｏ ｄａｔｅ.

图 ２　 甘草属亲本、杂交种叶绿体基因

ｒｂｃＬ 基因变异位点比较

Ｆｉｇ. ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｇｅｎｅ ｒｂｃＬ ｇｅｎｅ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ
ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｉｎ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｐａｒｅｎｔｓ ａｎｄ ｈｙｂｒｉｄｓ

系较近ꎻ３４ 份人工杂交种在 ４ 个变异位点处均出现

其亲本种的叠加峰现象ꎬ分别为 １８７(Ｙ)、４１１(Ｙ)、
４１２(Ｌ)、４１３(Ｍ)ꎬ应为杂合位点ꎬ说明已经获得成

功的人工杂交种ꎮ
２.２ 叶绿体 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 基因序列分析

亲本种和人工杂交种的叶绿体基因测序结果经

比对、剪切后ꎬ得到 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 序列长度

分别为 １２４、９６、１７７ ｂｐꎬ共有 ４ 处变异位点ꎬ有 ６ 种

图 ３　 甘草属亲本、杂交种叶绿体基因

ｍａｔＫ 基因变异位点比较

Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｇｅｎｅ ｍａｔＫ ｇｅｎｅ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ
Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｉｎ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｐａｒｅｎｔｓ ａｎｄ ｈｙｂｒｉｄｓ

基因型(表 ２)ꎬ其中 ｒｂｃＬ 有 ２ 种基因型ꎬ为 Ｒ￣１、Ｒ￣
４ꎻｍａｔＫ 有 ２ 种基因型为 Ｍ￣１、Ｍ￣２ꎻ ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 有 ２
种基因型为 Ｔ￣１、Ｔ￣２ꎮ 如图 ２￣４ 所示ꎬ乌拉尔甘草 １７
个样本ꎬ基因型均为 Ｒ￣１、Ｍ￣１、Ｔ￣１ꎬ记为 Ｈ１ 型ꎬ所测

叶绿体基因片段一致ꎬ说明该物种种内保守性较高ꎻ
光果甘草和胀果甘草叶绿体基因型为 Ｒ￣４、Ｍ￣２、Ｔ￣
２ꎬ记为 Ｈ２ 型ꎬ说明光果甘草和胀果甘草亲缘关系

较近ꎻ人工杂交种 ｒｂｃＬ 序列为 ２ 处碱基替换突变ꎻ
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图 ４　 甘草属亲本、杂交种叶绿体基因

ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 基因变异位点比较

Ｆｉｇ. ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｇｅｎｅ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
ｇｅｎｅ ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ ｉｎ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｐａｒｅｎｔｓ ａｎｄ ｈｙｂｒｉｄｓ

ｍａｔＫ 序列为 １ 处碱基缺失突变ꎻｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 序列有 １
处碱基替换突变ꎮ 人工杂交种的叶绿体 ＤＮＡ 与其

母本的基因型相同的个数为 １ 株ꎬ占总体人工杂交

种的比例为 ２.９％ꎬ而与其相对应的父本基因型相同

的个数为 ３３ 株ꎬ占总体人工杂交种的比例为 ９７.１％
(表 ２ꎬ图 ２－４)ꎮ 故人工杂交种叶绿体 ＤＮＡ 遗传方

式主要表现为父系遗传ꎮ

３　 讨论

３.１ 核基因 ＩＴＳ 序列在甘草属植物杂交种鉴定的应用

随着分子技术的发展ꎬ核基因 ＩＴＳ 序列测序技

术也应用到杂交种的鉴定中ꎮ ＩＴＳ 序列为双亲遗

传ꎬ子代在双亲相同位点会出现碱基的叠加(范文

月等ꎬ２０１１)ꎮ 该序列被认为是鉴定杂交种有用的

分子标记基因(严容ꎬ２００９)ꎮ 通常ꎬ如果一些植物

类群的疑难种是杂交造成的ꎬ则在这些疑难种 ＩＴＳ
序列的突变位点中会检测到其双亲碱基的叠加ꎬ进
而可以对疑似亲本做出判断ꎮ 如杨威等(２０１１)借

助 ＩＴＳ 序列分析ꎬ揭示了自然杂交种的亲本为兴安

白头翁和朝鲜白头翁ꎻ吴杰等(２０１５)对分布于云南

的旱柳和云南柳之间的自然杂交种进行研究ꎬ结果

表明疑似杂交种 ＩＴＳ 序列的基因型为疑似亲本的嵌

合体ꎮ 以上研究表明ꎬ核基因 ＩＴＳ 序列能揭示一些

疑似杂交种的真实身份ꎮ 本研究中ꎬ亲本种和人工

杂交种的 ＩＴＳ 序列长度均为 ６１４ ｂｐꎬ３４ 个人工杂交

种的 ＩＴＳ 序列均有 ４ 处杂合位点ꎬ均表现为相应亲

本种的碱基叠加ꎬ这与 Ｋｏｎｄｏ ｅｔ ａｌ(２００７)对甘草属

野生疑似杂交种及其自然种群的乌拉尔甘草、光果

甘草及胀果甘草 ＩＴＳ 序列分析的 ４ 个变异位点的研

究结果是一致的ꎮ 因此ꎬ本研究所获得的人工杂交

种是可信并可进一步用于双亲与子代遗传关系的分

析ꎮ 同时ꎬ本研究对可控双亲及人工杂交后代的

ＩＴＳ 序列分析的结果ꎬ也将为揭示自然界甘草属杂

交现象和杂交种鉴定提供更有利的分子证据ꎮ
３.２ 甘草属叶绿体 ＤＮＡ 父系遗传的推定

到目前为止ꎬ关于豆科植物叶绿体 ＤＮＡ 遗传方

式的研究报道表明ꎬ该科不同属、种的质体遗传方式

并不一致:Ｐａｒｋｅｒ(１９３４)通过对菜豆花叶突变体杂

交的实验ꎬ首次证明了菜豆质体遗传方式为双亲遗

传ꎻ之后一些学者借助细胞学的方法ꎬ证明豌豆(刘
兴梁和胡适宜ꎬ１９９５)、大豆、野生大豆 (胡适宜ꎬ
１９９７)、菜豆(刘兴梁ꎬ１９９７)的质体遗传方式为母系

遗传ꎻ父系遗传的报道仅见苜蓿属的紫花苜蓿

(Ｓｃｈｕｍａｎｎ ＆ Ｈａｎｃｏｃｋꎬ１９８９ꎻ Ｍａｓｏｕｄ ｅｔ ａｌꎬ １９９０ꎻ
Ｄｕｄａｓ ｅｔ ａｌꎬ２０１２)ꎮ 本研究通过对甘草属已知亲本

种及其杂交种的叶绿体基因中 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、 ｔｒｎＨ￣
ｐｓｂＡ 片段的序列分析ꎬ共得到 ４ 处变异位点ꎬ基因

型可分成两种ꎬ一种类型为 Ｈ１ 型ꎬ另一种为 Ｈ２ 型ꎮ
正反交的人工杂交种的叶绿体 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、 ｔｒｎＨ￣
ｐｓｂＡ 的变异位点、基因型与其相应父本的基因型一

致率高达 ９７.１％ꎮ 以上结果表明ꎬ甘草属叶绿体中

的 ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｔｒｎＨ￣ｐｓｂＡ 片段主要为父系遗传ꎮ 初

步推测甘草属的质体遗传方式主要表现为父系遗

传ꎬ而是否为低、高频父系遗传ꎬ还有待进一步研究

和验证ꎮ
３.３ 甘草属叶绿体基因遗传的复杂性

在同属植物中质体的遗传方式基本一致ꎬ所以

叶绿体基因遗传方式在属内是可以推测的(Ｚｈｏｎｇ
ｅｔ ａｌꎬ２０１１)ꎮ 本研究中叶绿体遗传方式为父系遗传

的比率高达 ９７.１％ꎬ说明在甘草属中主要表现为父

系遗传ꎻ其次ꎬ叶绿体遗传方式表现为母系遗传的比

率为 ２.９％ꎬ说明甘草属叶绿体基因遗传方式并不是

单向的父系或母系遗传ꎬ而是混合的ꎬ但以父系遗传

为主ꎬ这种混合的叶绿体遗传模式在猕猴桃等其它

双子叶植物均有发现 ( Ｌｉ ｅｔ ａｌꎬ２０１３ꎻ Ａｎｊａ ｅｔ ａｌꎬ
２０１５)ꎮ 叶绿体基因遗传方式的多样性可能会降低

杂交频率和转移基因渐渗的方向(Ｌｉ ｅｔ ａｌꎬ２０１３)ꎬ影
响种群结构和物种的遗传分化ꎮ 甘草属植物叶绿体

基因遗传的复杂性的发现ꎬ将为进一步对该属种群

结构、遗传分化及物种进化的研究提供了有力证据ꎮ
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３.４ 甘草属叶绿体基因父系遗传方式对物种遗传多

样性的影响

叶绿体是绿色植物质体的主要类型ꎬ叶绿体

ＤＮＡ 为母系遗传的植物ꎬ在同一母株上形成的后

代ꎬ其叶绿体单倍型是完全一致的ꎮ 但叶绿体 ＤＮＡ
为父系遗传方式的植物ꎬ如果自然环境中有稳定的

花粉传播途径ꎬ如风媒或虫媒ꎬ可以使叶绿体单倍型

通过花粉散布ꎬ这样ꎬ同一母株上有多个父系的叶绿

体单倍型ꎬ因而可能比母系遗传植物具有更高的叶

绿体单倍型多态性(张田等ꎬ２００７)ꎮ 现已证明在裸

子植物中父系遗传较为普遍 ( Ｎｅａｌｅ ＆ Ｓｅｄｅｒｏｆｆꎬ
１９８９ꎻ 刘兴梁和胡适宜ꎬ１９９５ꎻ Ｇｏｕ ｅｔ ａｌꎬ２００５)ꎬ此
遗传方式ꎬ也为裸子植物遗传多样性提供了证据ꎮ
在被子植物中ꎬ猕猴桃属叶绿体遗传方式前期被认

为是严格的父系遗传 ( Ｔｅｓｔｏｌｉｎ ＆ Ｃｉｐｒｉａｎｉꎬ １９９７ꎻ
Ｃｉｐｒｉａｎｉ ｅｔ ａｌꎬ１９９５ꎻ Ｃｈａｔ ｅｔ ａｌꎬ１９９９)ꎬ后 Ｌｉ ｅｔ ａｌ
(２０１３)通过 ＡＦＬＰ 和测序技术对猕猴桃属种间杂交

植物进行研究ꎬ得出猕猴桃属叶绿体不仅具有父系

遗传的特性ꎬ还具有母系及双亲遗传的特性ꎮ 猕猴

桃属虫媒或风媒的混合传粉ꎬ使该属植物维持了较

高水平的遗传多样性ꎬ同时也是一个具有自然杂交

和基因渐渗的类群(张田等ꎬ２００７ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌꎬ２００２ꎻ
Ｃｈａｔ ｅｔ ａｌꎬ２００４)ꎮ 由此可见ꎬ叶绿体 ＤＮＡ 为父系遗

传的植物类群ꎬ其遗传多样性的组成应该比母系遗

传的类群更为复杂和丰富ꎮ
在前期研究工作中ꎬ对甘草属自然种群的繁殖

系统和杂交现象、遗传多样性研究与猕猴桃属植物

研究结果相似ꎬ其种间过渡类型复杂(李学禹和陆

嘉惠ꎬ２０１５)ꎬ同域分布种存在花期重叠、杂交亲和

现象(廖云海ꎬ２０１１ꎻ 田润炜等ꎬ２０１３)ꎬ种间杂交亲

和性最高可达 ９６.６７％(谢良碧等ꎬ２０１４)ꎮ 较高的种

间亲和性使种间花粉交流变得更为频繁ꎬ本研究发

现的叶绿体父系遗传方式则使这种由花粉流动而带

来的遗传基因的变化更为丰富ꎮ 可以推测ꎬ在属内

的同域种分布区ꎬ种间和种内由于频繁的花粉交流ꎬ
其叶绿体单倍型在同一母株的不同花序或果序上将

会呈现多样性ꎮ 这不仅丰富了种内的遗传多样性ꎬ
也使种间的杂交和遗传变异更为复杂ꎮ 因此ꎬ甘草

属叶绿体父系遗传的特性和种间较高的杂交亲和

度ꎬ使花粉流在不同个体间、种内和种间进出ꎬ基因

的频繁交流是导致甘草属野生种群种内较高的遗传

多样性(李晓岚等ꎬ２０１５ꎻ 张富民ꎬ１９９５ꎻ 陆嘉惠等ꎬ
２００６)和种间过渡类型大量出现的原因之一ꎬ也是

导致该属成为疑难种和争议种较多的“困难属”的

原因ꎮ 本研究发现的甘草属叶绿体主要为父系遗传

特性ꎬ将为科学、客观地对自然杂交种的杂交起源和

亲本鉴定提供有力依据ꎬ同时也为被子植物尤其是

双子叶豆科植物的物种进化和演化提供了新的
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