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秦岭坡旱地不同桔梗栽培品种亲缘关系鉴别
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摘 要：为对秦岭坡旱地中药材桔梗品种选育及种质资源鉴定提供依据，应用聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）技
术研究了不同产地三年生桔梗不同叶位酯酶同工酶（ＥＳＴ）的表达差异，并通过 ＥＳＴ－ＰＡＧＥ图谱迁移率（Ｒｆ）、联合
系数（Ｓ）、酶谱相似度（Ｔ）综合分析方法，初步评价了目前在商洛坡旱地栽培的不同产地桔梗品种的亲缘关系。结
果表明：６种不同产地桔梗间的亲缘关系大小顺序为：甘肃平凉＞山东淄博＞四川广元＞西安蓝田＞内蒙赤峰≈陕
西商洛，内蒙赤峰与陕西商洛桔梗疑为同一品种。
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桔梗为桔梗科植物桔梗（Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ
（Ｊａｃｑ．）Ａ．ＤＣ．）的干燥根［１］，临床上用于治疗咳嗽痰
多、胸闷不畅、咽痛、肺痈吐脓等症状，是重要的药食

两用中药材。桔梗为耐干旱的植物，主要生长在秦

岭的坡塬、丘陵、中高山易旱地区。作为“五大商药”

的桔梗药材，在秦岭东部的商洛山区已有一千四百

多年的种植历史。由于长期不重视桔梗品种选育，

导致境内桔梗种植出现种源不清，品种混乱现象严

重，已成为桔梗产业发展的制约因素［２］。蛋白质电

泳技术作为植物品种鉴定的方法得到国际认可，

ＥＳＴ－ＰＡＧＥ技术被大量应用于作物品种鉴定研究

中。国内学者石俊英等［３］曾用 ＰＡＧＥ技术进行不同
产地桔梗的指纹图谱研究。李喜凤［４］等应用 ＰＡＧＥ
技术分析了河南不同产地与年限桔梗的 ＥＳＴ同工
酶变化。运用 ＥＳＴ－ＰＡＧＥ技术，结合酶带迁移率
（ｆ）、联合系数（Ｓ）、酶谱相似度（Ｔ）综合分析评价不
同产地桔梗品种亲缘关系的研究未见报道，本研究

通过对秦岭破旱地不同桔梗栽培品种进行蛋白质电

泳和相关指标综合分析其亲缘关系，旨在为秦岭坡

旱地中药材桔梗品种选育及种质资源鉴定提供依

据。



１ 材料、仪器及试剂

１．１ 材料

供试材料采自陕西商洛香菊制药集团药源基地

桔梗种质资源圃，该种质资源圃由生物医药工程系

王新军课题组于２００８年分别从山东省淄博市、四川
省广元市、内蒙古赤峰市、甘肃省平凉市、西安市蓝

田县、陕西省商洛市引种种植建立（桔梗种子由陕西

道地中药材种植有限公司黄杰提供），于 ２０１１年 ６
月１４日采集六个产地三年生桔梗不同叶位叶片（茎
尖部叶片、功能部叶片、茎基部叶片）共１８份用于实
验研究：其中茎尖部叶片（６份）、功能部叶片（６份）
和茎基部叶片（６份）。
１．２ 仪器

ＤＹＹ—Ⅲ ２８型电泳仪槽（北京六一仪器厂）；垂
直板电泳槽、ＤＹＹ－１０Ｃ型电泳仪、ＷＤ－９４０６型胶
片观察灯等。

１．３ 试剂

丙烯酰胺（Ａｃｒ）、亚甲基双丙烯酰胺（Ｂｉｓ）、三羟
甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）、过硫
酸铵（Ａｐ）等，所用试剂均为分析纯。

２ 实验方法

２．１ 供试品溶液的制备

取新鲜的绿色叶片（共１８个供试样），清洗干净
自然晾干，各取５ｇ放入预冷过的研钵中，加入２倍
体积的电极缓冲液（Ｔｒｉｓ－甘氨酸，ＰＨ８．３）及适量石
英砂，冰浴研磨成匀浆，在３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，分
别标上标签装入试剂瓶贮于４℃冰箱中备用。分离
胶、浓缩胶组成及配比见表１和表２。

表１ 分离胶组成

Ｔａｂｌｅ１ Ｔｈｅｃｏｌｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｇｅｌ

试剂名称

Ｔｈｅｒｅａｇｅｎｔｎａｍｅ
凝胶浓度

Ｔｈｅｇｅｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

３０％Ａｃｒ－Ｂｉｓ溶液／ｍＬ ５．３

Ｔｒｉｓ－ＨＣＬｐＨ８．９缓冲液／ｍＬ ４．０

双蒸水 Ｄｏｕｂｌｅｓｔｅａｍｉｎｇｗａｔｅｒ／ｍＬ ６．７

１０％Ａｐ／ｍＬ ０．３

ＴＥＭＥＤ／ｍＬ ０．００８

２．２ 上样与电泳

采用不连续聚丙烯酰胺凝胶垂直板电泳法，制

备浓缩胶浓度 ４％，分离胶浓度 １０％。电极缓冲液
为Ｔｒｉｓ－Ｇｌｙ，ｐＨ＝８．３。用 １．５％琼脂封口，点样孔
为１２泳道，每样品按５０μＬ的点样量按从左到右的

顺序依次点样，电泳操作在４℃冰箱中进行［４］。

表２ 浓缩胶组成

Ｔａｂｌｅ２ ＳａｍｐｌｅｓｏｆＰｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ

试剂名称

Ｔｈｅｒｅａｇｅｎｔｎａｍｅ
凝胶浓度

Ｔｈｅｇｅｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

３０％Ａｃｒ－Ｂｉｓ溶液／ｍＬ ０．７５

Ｔｒｉｓ－ＨＣＬｐＨ８．９缓冲液／ｍＬ １．２５

双蒸水 Ｄｏｕｂｌｅｓｔｅａｍｉｎｇｗａｔｅｒ／ｍＬ ３．０

１０％Ａｐ／ｍＬ ０．１５

ＴＥＭＥＤ／ｍＬ ０．００８

２．３ 染色与脱色

电泳结束后，打开电泳槽，取出胶板，切去浓缩

胶，保留分离胶并标记溴酚蓝前沿，凝胶常温下进行

酯酶同工酶染色：取１００ｍｇ坚牢蓝ＲＲ盐、５０ｍｇａ－
醋酸萘酯和５０ｍｇｂ－醋酸萘酯用１０ｍＬ丙酮溶解，
再加入 ９０ｍＬ的 ０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ６．５磷酸缓冲液摇
匀，待溶液为砖色便可以使用，现配现用，待出现清

晰酶带时即可停止染色，用胶片观察灯对酶谱进行

观察、比较和记录，然后照相，保存在 ７％的醋酸溶
液里。绘酶谱图并计算相对迁移率（Ｒｆ）值（Ｒｆ＝酶
带迁移距离／溴酚蓝迁移距离）。

３ 结果与分析

３．１ ６种不同产地桔梗茎尖部位叶片和功能部位
叶片酯酶同工酶酶谱分析

图１ ６种产地桔梗茎尖部叶片和功能部叶片酯酶
同工酶凝胶电泳图谱

Ｆｉｇ．１ ＥｓｔｅｒａｓｅｉａｏｚｙｍｅｅｌｅｃｔｒｏｐＨｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｏｆ
Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｓｈｏｏｔｔｉｐｓ

ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐａｒｔａｍｏｎｇ６ｌｏｃａｔｉｏｎｓ
（从１到６分别为：１山东淄博、２四川广元、３内蒙赤峰、４陕西

商洛、５西安蓝田、６甘肃平凉桔梗茎尖部位叶片；７到１２分别为相对

应产地桔梗功能部位叶片）
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ｔｉｏｎａｌｐａｒｔａｍｏｎｇｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）

图２ ６种产地桔梗茎尖部叶片和功能部叶片酯酶

同工酶酶谱图

Ｆｉｇ．２ Ｅｓｔｅｒａｓｅｉａｏｚｙｍｅｚｙｍｏｇｒａｍｏｆ６Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎ

ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｓｈｏｏｔｔｉｐｓ

ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐａｒｔａｍｏｎｇ６ｌｏｃａｔｉｏｎｓ
（从１到６分别为：１山东淄博、２四川广元、３内蒙赤峰、４陕西

商洛、５西安蓝田、６甘肃平凉桔梗茎尖部位叶片；７到１２分别为相对

应产地桔梗功能部位叶片）

（ｆｒｏｍ１ｔｏ６ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ：Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ

ｓｈｏｏｔｔｉｐｓｐａｒｔａｍｏｎｇ１Ｚｉｂｏ－Ｓｈａｎｄｏｎｇ，２Ｇｕａｎｇｙｕａｎ－Ｓｉｃｈｕａｎ，３Ｃｈｉｆｅｎｇ

－Ｎｅｉｍｅｎｇｇｏｕ，４Ｓｈａｎｇｌｕｏ－ｓｈａｎｘｉ，５Ｌａｎｔｉａｎ－Ｘｉａｎ，６Ｐｉｎｇｌｉａｎｇ－Ｇａｎｓｕ；

７ｔｏ１２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＰｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｐａｒｔａｍｏｎｇｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）

注：联合系数（Ｓ）的计算方法为：Ｓ＝两个桔梗之间共同具有的

酶带数／两个桔梗所具有的酶带数之和减去共同具有的酶带数。下

同。

Ｎｏｔｅ：ｔｈｅｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆｊｏｉｎｔｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（Ｓ）：Ｓ＝ｅｎｚｙｍｅ

ｂａｎｄｎｕｍｂｅｒＳｈａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ／ｔｈｅｓｕｍｏｆｅｎｚｙｍｅｂａｎｄ

ｏｆｔｗｏｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｍｉｎｕｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｅｎｚｙｍｅｓｗｉｔｈｔｏｇｅｔｈｅｒ．Ｔｈｅｓａｍｅ

ｂｅｌｏｗ．

为了研究方便，按酯酶同工酶酶带迁移率的大

小和染色的深浅不同将酶谱分为３个区：Ⅰ区，染色
最浅，迁移率最大的区域，酶带较少，只有极弱带；Ⅱ

区，染色较深，迁移率较大的区域，酶带较多，此区是

显示各材料特征酶带的主要带区；Ⅲ区，染色较深，

迁移率最小的区域，酶带较多。

由茎尖部位叶片和功能部位叶片的酯酶同工酶

电泳结果（图 １、２）可知内蒙赤峰和陕西商洛、西安
蓝田的茎尖部叶片带型无明显差异，四川广元、内蒙

赤峰和陕西商洛的功能部叶片的带型无明显差异。

表３ ６种产地桔梗茎尖部叶片和功能部叶片酯酶同工

酶酶带的强度及相对迁移率

Ｔａｂｌｅ３ ＴｈｅｂａｎｄｓｇｒａｄｅａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅＲｆｏｆｅｓｔｅｒａｓｅ

ｉｓｏｚｙｍｅｏｆＰｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ

ｓｈｏｏｔｔｉｐｓａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐａｒｔａｍｏｎｇ６ｌｏｃａｔｉｏｎｓ

样品序号

Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ
酶带序号 Ｔｈｅｂａｎｄｓｎｕｍｂｅｒ

１ ２ ３ ４ ５ ６

１ ＋ ＋ ＋ － － ＋

２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

３ ＋ ＋ ＋ － ＋ －

４ ＋ ＋ ＋ － ＋ －

５ ＋ ＋ ＋ － － －

６ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋

７ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋

８ ＋ ＋ ＋ － ＋ －

９ ＋ ＋ ＋ － ＋ －

１０ ＋ ＋ ＋ － ＋ －

１１ ＋ ＋ ＋ － － ＋

１２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

迁移率 Ｍｏｂｉｌｉｔｙ ０．０３ ０．１５ ０．３０ ０．４０ ０．６０ ０．７０

３．２ ６种产地桔梗茎尖部位叶片和功能部位叶片
联合系数和酶谱相似度分析

由于酯酶同工酶系基因表达的产物，遗传上具

有一定的保守性，因此，桔梗酯酶同工酶的表现型差

异反映了基因型的差异，基因型差异显示出种间亲

缘关系的远近［５－６］。Ｖａｕｇｈａｎ等［７］提出酶谱相似度
预测种间亲缘关系的方法被广泛应用，酶谱相似度

指数越高，反映亲缘关系越近。联合系数越大，说明

酶谱差异越小亲缘关系密切，反之则差异越大，亲缘

关系越远。Ｔ（或 Ｓ）＝１时，说明酶带数相同且全部
为共有酶带，Ｔ（或 Ｓ）＝０时，说明没有一条共有酶。
６种不同产地桔梗茎尖部位叶片、功能部位叶片间
的酶谱相似度（Ｔ）及联合系数（Ｓ）计算结果见表４、
５、６、７。

表４ ６种产地桔梗茎尖部叶片间酶谱的联合系数（Ｓ）

Ｔａｂｌｅ４ Ｚｙｍｏｇｒａｍｊｏｉｎｔｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ６Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎ

ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｓｈｏｏｔｔｉｐｓ

样品序号

Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ ２ ３ ４ ５ ６

１ ０．５０ ０．６０ ０．６０ ０．６０ ０．８０

２ ０．８０ ０．８０ ０．８０ ０．６７

３ １ １ ０．５０

４ １ ０．５０

５ ０．５０
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表５ ６种产地桔梗功能部位叶片间的联合系数（Ｓ）
Ｔａｂｌｅ５ Ｊｏｉｎｔｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ６Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ

ｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐａｒｔ

样品序号

Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ ８ ９ １０ １１ １２

７ ０．６０ ０．６０ ０．６０ １ ０．５０
８ １ １ ０．６０ ０．８０
９ １ ０．６０ ０．８０
１０ ０．６０ ０．８０
１１ ０．５０

表６ ６种产地桔梗茎尖部位叶片间的酶谱相似度（Ｔ）
Ｔａｂｌｅ６ Ｅｎｚｙｍｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆ６Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ

ｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｓｈｏｏｔｔｉｐｓ

样品序号

Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ ２ ３ ４ ５ ６

１ ０．６７ ０．７５ ０．７５ ０．７５ ０．８９
２ ０．８９ ０．８９ ０．８９ ０．８０
３ １ １ ０．６７
４ １ ０．６７
５ ０．６７

注：酶谱相似度 Ｔ＝Ｎｘ／（Ｘ１＋Ｘ２＋…＋Ｘｎ），其中 Ｎ为所研究

的桔梗品种数目，ｘ为ｎ个桔梗之间所共有的酶带数，ｎ为第ｎ个桔

梗的酶带数。下同。

Ｎｏｔｅ：ＥｎｚｙｍｅｓｐｅｃｔｒｕｍｓｉｍｉｌａｒｉｔｙＴ＝Ｎｘ／（Ｘ１＋Ｘ２＋… ＋Ｘｎ），

ｗｈｅｒｅＮｉｓｔｈｅｓｐｅｃｉｅｓｎｕｍｂｅｒｏｆＰｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ，ｘ

ｉｓｅｎｚｙｍｅｂａｎｄｎｕｍｂｅｒＳｈａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｎＰｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ，ｎｉｓｔｈｅ

ｅｎｚｙｍｅｂａｎｄｎｕｍｂｅｒｏｆＮＴＨＰｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

表７ ６种产地桔梗功能部位叶片间的酶谱相似度（Ｔ）
Ｔａｂｌｅ７ Ｅｎｚｙｍｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆ６Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ

ｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐａｒｔ

样品序号

Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ ８ ９ １０ １１ １２

７ ０．７５ ０．７５ ０．７５ １ ０．６７
８ １ １ ０．７５ ０．８９
９ １ ０．７５ ０．８９
１０ ０．７５ ０．６７
１１ ０．６７

３．２．１ ６种产地桔梗茎尖部位叶片联合系数和酶
谱相似度分析 从表４、６可知：同一品种间，茎尖部
位叶片酶谱相似度的值总大于联合系数值。把所有

两桔梗间的 Ｓ，Ｔ值进行排序，结果是一致的；亲缘
关系最远的是山东淄博和四川广元、内蒙赤峰和甘

肃平凉、陕西商洛和甘肃平凉、西安蓝田和甘肃平凉

（Ｓ，Ｔ值最小，Ｓ＝０．５０００，Ｔ＝０．６６６７，只有 ３条相
同的酶带），由此可见，甘肃平凉桔梗与其余各桔梗

间的差异最为明显。其次是内蒙赤峰和陕西商洛、

内蒙赤峰和西安蓝田、陕西商洛和西安蓝田（Ｓ，Ｔ
值最大，Ｓ＝１，Ｔ＝１，内蒙赤峰、陕西商洛和西安蓝

田桔梗酶带数量和位置相同，但酶活性略有区别）。

３．２．２ ６种产地桔梗功能部位叶片联合系数和酶
谱相似度评价桔梗间的亲缘关系 同上，从表 ５、７
可知：同一品种间，功能部位叶片酶谱相似度的值总

大于联合系数值。把所有两桔梗间的 Ｓ，Ｔ值进行
排序，结果是一致的；亲缘关系最远的是山东淄博和

甘肃平凉、西安蓝田和甘肃平凉（Ｓ，Ｔ值最小，Ｓ＝
０．５０００，Ｔ＝０．６６６７，只有 ３条相同的酶带），由此可
见，甘肃平凉与其余各桔梗间的差异最为明显。其

次是山东淄博和西安蓝田、四川广元和内蒙赤峰、四

川广元和陕西商洛、内蒙赤峰和陕西商洛（Ｓ，Ｔ值
最大，Ｓ＝１，Ｔ＝１，内蒙赤峰和陕西商洛桔梗酶带数
量和位置相同，但酶活性略有区别）。

３．３ ６种产地桔梗茎基部叶片酯酶同工酶酶谱分析
由图３、４和表 ８可知，茎基部叶片酶带在数量

和分布上比茎尖部叶片和功能部叶片少。为了研究

方便，按酯酶同工酶酶带迁移率的大小和染色的深

浅不同将酶谱分为 ３个区：Ⅰ，染色最浅，迁移率最
大的区域，酶带较少，只有极弱带；Ⅱ，染色较深，迁

移率较大的区域，酶带较多，此区是显示各材料特征

酶带的主要带区；Ⅲ，染色较深，迁移率最小的区域，

酶带较多。

由茎基部叶片酯酶同工酶电泳结果（图３、４）可
知不同产地桔梗：山东淄博和四川广元桔梗的茎基

部叶片带型无明显差异，西安蓝田和甘肃平凉的茎

基部叶片带型无明显差异。

图３ ６种产地桔梗茎基部位叶片和１号２号酯酶
同工酶凝胶电泳图谱

Ｆｉｇ．３ ＥｓｔｅｒａｓｅｉａｏｚｙｍｅｅｌｅｃｔｒｏｐＨｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｏｆ６Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎ
ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｓｔｅｍｂａｓｅａｎｄＮｏ．１，Ｎｏ．２
（从１到６分别为：１山东淄博、２四川广元、３内蒙赤峰、４陕西

商洛、５西安蓝田、６甘肃平凉桔梗茎基部叶片；７、８、９分别为山东淄

博的茎尖部叶片、功能部叶片、茎基部叶片；１０、１１、１２分别为四川广

元的茎尖部叶片、功能部叶片、茎基部叶片）
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（ｆｒｏｍ１ｔｏ６ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ：Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ

ｓｔｅｍｂａｓａｌｐａｒｔａｍｏｎｇ１Ｚｉｂｏ－Ｓｈａｎｄｏｎｇ，２Ｇｕａｎｇｙｕａｎ－Ｓｉｃｈｕａｎ，３Ｃｈｉｆｅｎｇ

－Ｎｅｉｍｅｎｇｇｏｕ，４Ｓｈａｎｇｌｕｏ－ｓｈａｎｘｉ，５Ｌａｎｔｉａｎ－Ｘｉａｎ，６Ｐｉｎｇｌｉａｎｇ－Ｇａｎｓｕ；

７，８，９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｓｔｅｍｔｉｐｏｆａｌｅａｆ，ｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐａｒｔｏｆｌｅａｆ，ｓｔｅｍ

ｂａｓａｌｌｅａｖｅｓｉｎＺｉｂｏ－Ｓｈａｎｄｏｎｇ；１０，１１，１２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｔｈｅｓｔｅｍｔｉｐｏｆａ

ｌｅａｆ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐａｒｔｏｆｌｅａｆ，ｓｔｅｍｂａｓａｌｌｅａｖｅｓｉｎＧｕａｎｇｙｕａｎ－Ｓｉｃｈｕａｎ．）

图４ ６种产地桔梗茎基部叶片和１号２号酯酶同工酶酶谱

Ｆｉｇ．４ Ｅｓｔｅｒａｓｅｉａｏｚｙｍｅｚｙｍｏｇｒａｍｏｆ６Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ
ｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｓｈｏｏｔｔｉｐｓａｎｄＮｏ．１，Ｎｏ．２

（从１到６分别为：１山东淄博、２四川广元、３内蒙赤峰、４陕西

商洛、５西安蓝田、６甘肃平凉桔梗茎基部叶片；７、８、９分别为山东淄

博的茎尖部叶片、功能部叶片、茎基部叶片；１０、１１、１２分别为四川广

元桔梗的茎尖部叶片、功能部叶片、茎基部叶片）

（ｆｒｏｍ１ｔｏ６ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ：Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ

ｓｔｅｍｂａｓａｌｐａｒｔａｍｏｎｇ１Ｚｉｂｏ－Ｓｈａｎｄｏｎｇ，２Ｇｕａｎｇｙｕａｎ－Ｓｉｃｈｕａｎ，３Ｃｈｉｆｅｎｇ

－Ｎｅｉｍｅｎｇｇｏｕ，４Ｓｈａｎｇｌｕｏ－Ｓｈａａｎｘｉ，５Ｌａｎｔｉａｎ－Ｘｉａｎ，６Ｐｉｎｇｌｉａｎｇ－Ｇａｎ

ｓｕ；７，８，９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｓｔｅｍｔｉｐｏｆａｌｅａｆ，ｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐａｒｔｏｆｌｅａｆ，ｓｔｅｍ

ｂａｓａｌｌｅａｖｅｓｉｎＺｉｂｏ－Ｓｈａｎｄｏｎｇ；１０，１１，１２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｔｈｅｓｔｅｍｔｉｐｏｆａ

ｌｅａｆ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐａｒｔｏｆｌｅａｆ，ｓｔｅｍｂａｓａｌｌｅａｖｅｓｉｎＧｕａｎｇｙｕａｎ－Ｓｉｃｈｕａｎ）

表８ ６种产地桔梗茎基部位叶片和山东淄博、四川广元
桔梗酯酶同工酶酶带的强度及相对迁移率

Ｔａｂｌｅ８ ＴｈｅｂａｎｄｓｇｒａｄｅａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅＲｆｏｆ
ｅｓｔｅｒａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｏｆＰｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍａｍｏｎｇ

６ｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｓｔｅｍｂａｓｅ

样品序号

Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ
酶带序号 Ｔｈｅｂａｎｄｓｎｕｍｂｅｒ

１ ２ ３ ４ ５

１ － ＋ ＋ － －

２ － ＋ ＋ － ＋

３ － ＋ ＋ ＋ －

４ － － ＋ ＋ －

５ － － ＋ － ＋

６ － － ＋ － ＋

７ ＋ ＋ ＋ － ＋

８ ＋ ＋ ＋ － ＋

９ ＋ ＋ ＋ － －

１０ ＋ ＋ ＋ － －

１１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

１２ ＋ ＋ ＋ － ＋

迁移率 Ｍｏｂｉｌｉｔｙ ０．０３ ０．１１ ０．２４ ０．０４ ０．５０

表９ ６种产地桔梗茎基部位叶片间的酶谱联合系数（Ｓ）
Ｔａｂｌｅ９ Ｚｙｍｏｇｒａｍｊｏｉｎｔｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ６Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎ
ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｓｔｅｍｂａｓｅ

样品序号

Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ ２ ３ ４ ５ ６

１ １ ０．６７ ０．３３ ０．３３ ０．３３

２ ０．６７ ０．３３ ０．３３ ０．３３

３ ０．６７ ０．２５ ０．２５

４ ０．３３ ０．３３

５ １

表１０ ６种产地桔梗茎基部位叶片间的酶谱相似度（Ｔ）
Ｔａｂｌｅ１０ Ｅｎｚｙｍｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆ６Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ

ｌｅａｖｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｓｔｅｍｂａｓｅ

样品序号

Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ ２ ３ ４ ５ ６

１ １ ０．８０ ０．５０ ０．５０ ０．５０

２ ０．８０ ０．５０ ０．５０ ０．５０

３ ０．８０ ０．４０ ０．４０

４ ０．５０ ０．５０

５ １

３．４ ６种产地桔梗茎基部叶片联合系数和酶谱相
似度分析

从表９、１０可知：相同的两桔梗间，酶谱相似度
的值总大于联合系数值。把所有两桔梗间的 Ｓ，Ｔ
值进行排序，亲缘关系最远的是内蒙赤峰和西安蓝

田、内蒙赤峰和甘肃平凉（Ｓ，Ｔ值最小，Ｓ＝０．２５００，
Ｔ＝０．４０００，只有２条相同的酶带），亲缘关系最近的
是山东淄博和四川广元、西安蓝田和甘肃平凉（Ｓ，Ｔ
值最大，Ｓ＝１，Ｔ＝１，１号和２号桔梗的酶带数量和
位置分别相同，但酶活性略有区别）。

３．５ 同一产地桔梗不同叶位叶片间酯酶同工酶的

分析

图５ ３、４、５、６号桔梗不同部位酯酶同工酶凝胶电泳图谱
Ｆｉｇ．５ ＥｓｔｅｒａｓｅｉａｏｚｙｍｅｅｌｅｃｔｒｏｐＨｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｉｎ３，４，５，６

ｓａｍｐｌｅｓｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｏｆｔｈｅｐｌａｎｔ
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（１、２、３分别为：内蒙赤峰桔梗的茎尖部叶片、功能部叶片和茎

基部叶片；４、５、６分别为陕西商洛桔梗的茎尖部叶片、功能部叶片和

茎基部叶片；７、８、９分别为西安蓝田桔梗的茎尖部叶片、功能部叶片

和茎基部叶片；１０、１１、１２分别为甘肃平凉桔梗的茎尖部叶片、功能部

叶片和茎基部叶片）

（１，２，３ａｒｅ：Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｓｔｅｍｔｉｐｏｆａｌｅａｆ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｐａｒｔｏｆｌｅａｆａｎｄｓｔｅｍｂａｓｅｏｆｂｌａｄｅｉｎＣｈｉｆｅｎｇ－Ｎｅｉｍｅｎｇｇｏｕ；４，５，ａｎｄ６ｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｆｏｒＳｈａｎｇｌｕｏ－Ｓｈａａｎｘｉ；７，８，９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｆｏｒＬａｎｔｉａｎ－Ｘｉａｎ；

１０，１１，１２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｆｏｒＰｉｎｇｌｉａｎｇ－Ｇａｎｓｕ）

图６ 第３、４、５、６号桔梗不同部位酯酶同工酶酶谱
Ｆｉｇ．６ Ｅｓｔｅｒａｓｅｉａｏｚｙｍｅｚｙｍｏｇｒａｍｉｎ３，４，５，６ｓａｍｐｌｅｓ

ｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｏｆｔｈｅｐｌａｎｔ
（１、２、３分别为内蒙赤峰桔梗的茎尖部位叶片、功能部位叶片和

茎基部叶片；４、５、６分别为陕西商洛桔梗的茎尖部位叶片、功能部位

叶片和茎基部位叶片；７、８、９分别为西安蓝田桔梗的茎尖部位叶片、

功能部位叶片和茎基部位叶片；１０、１１、１２分别为甘肃平凉桔梗的茎

尖部位叶片、功能部位叶片和茎基部位叶片）

（１，２，３ａｒｅ：Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｓｔｅｍｔｉｐｏｆａｌｅａｆ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｐａｒｔｏｆｌｅａｆａｎｄｓｔｅｍｂａｓｅｏｆｂｌａｄｅｉｎＣｈｉｆｅｎｇ－Ｎｅｉｍｅｎｇｇｏｕ；４，５，ａｎｄ６ｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｆｏｒＳｈａｎｇｌｕｏ－ｓｈａｎｘｉ；７，８，９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｆｏｒＬａｎｔｉａｎ－Ｘｉａｎ；

１０，１１，１２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｆｏｒＰｉｎｇｌｉａｎｇ－Ｇａｎｓｕ）

由图５、６可知，同一品种桔梗不同部位（茎尖部
位、功能部位和茎基部位）叶片酯酶同功酶谱也呈现

一定规律性，茎尖部位叶片的酶带数最多，共有 ２８
条酯酶同工酶带，占总酶条带数的３７．８３％：其次为
功能部叶片共 ２７条酯酶酶带，占总酶条带数的
３６．４８％；而茎基部叶片有１９条酯酶酶带，占总酶条
带数２５．６７％，茎尖和功能叶酶条带数占总酶条带
数的７４．３１％，茎尖部和功能叶片酶带数酯酶同工
酶表达量最大，且条带最清晰。可能与茎尖细胞分

裂旺盛，基因表达活跃，而功能叶主要进行光合产物

合成，代谢产物产物丰富，通过本研究，表明桔梗品

种不同部位叶片内酯酶同工酶的时空变化规律，随

着叶片的叶龄增大，酯酶同工酶表达量减弱。根据

不同部位酯酶同工酶含量和活性变化情况，为桔梗

酯酶同工酶研究时的取材提供理论依据。

３．６ ６种产地桔梗间的亲缘关系
根据６种产地桔梗不同部位叶片酯酶同工酶酶

带的强度及相对迁移率、联合系数和酶谱相似度可

以评价桔梗间的亲缘关系。运用联合系数（Ｓ）和酶
谱相似度（Ｔ）综合分析见表１１。

表１１ ２对亲缘关系最远的桔梗间的 Ｓ和Ｔ值

Ｔａｂｌｅ１１ ＳａｎｄＴｏｆ４ｓａｍｐｌｅｓｔｈａｔｈａｖｅｔｈｅｍａｘｉｍａｌ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｅａｃｈｏｔｈｅｒ

桔梗

Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎ
ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ

内蒙赤峰和甘肃平凉

Ｃｈｉｆｅｎｇ－Ｎｅｉｍｅｎｇｇｏｕ
ａｎｄＰｉｎｇｌｉａｎｇ－Ｇａｎｓｕ

西安蓝田和甘肃平凉

Ｌａｎｔｉａｎ－Ｘｉａｎａｎｄ
Ｐｉｎｇｌｉａｎｇ－Ｇａｎｓｕ

联合系数 Ｓ ０．２５ ０．５０

酶谱相似度 Ｔ ０．４０ ０．６７

表１２ １对亲缘关系最近的桔梗间的 Ｓ和Ｔ值
Ｔａｂｌｅ１２ ＳａｎｄＴｏｆ２ｓａｍｐｌｅｓｔｈａｔｈａｖｅｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍ

ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｅａｃｈｏｔｈｅｒ

桔梗

Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ

内蒙赤峰和陕西商洛

Ｃｈｉｆｅｎｇ－Ｎｅｉｍｅｎｇｇｏｕａｎｄ
Ｓｈａｎｇｌｕｏ－Ｓｈａａｎｘｉ

联合系数 Ｓ ０．２５

酶谱相似度 Ｔ ０．４０

根据实验研究，可评价出 ６个产地桔梗间的亲
缘关系最远的桔梗有２对：内蒙赤峰和甘肃平凉、西
安蓝田和甘肃平凉。亲缘关系最近的桔梗有 １对：
内蒙赤峰和商洛碾子凹。亲缘关系由远及近依次

为：甘肃平凉＞山东淄博＞四川广元＞西安蓝田＞
内蒙赤峰≈陕西商洛。

４ 结论与讨论

１）运用（ＥＳＴ－ＰＡＧＥ）技术，结合联合系数（Ｓ）、
酶谱相似度（Ｔ），综合分析与评价不同产地桔梗间
的亲缘关系为：甘肃平凉＞山东淄博＞四川广元＞
西安蓝田，内蒙赤峰≈陕西商洛。此方法可以作为
桔梗药材品种选育、种内变异类型筛选、桔梗种质资

源收集评价的有效方法之一。

２）酯酶同工酶可作为桔梗分类及品种鉴定的
有效生化标记，采样部位以茎尖部位和中部功能叶

片为主。

酯酶是催化酯类化合物水解的酶系，它催化羧

酸酯类的酯键的水解或合成，在植物不同的生长发

育时期表现出阶段的特异性［８］。酯酶同工酶在植物

上表现出阶段特异性，同工酶的阶段特异性可以反

映植物生长发育过程的基因表达的特异性。

（下转第１７６页）
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［４］ 湛润生，岳新丽，韩志平，等．晋北地区不同种植年限设施土壤

养分含量的变化［Ｊ］．干旱地区农业研究，２０１２，（５）：１３３１３７．
［５］ 张维理，武淑霞，冀宏杰，等．中国农业面源污染形势估计及控

制对策 Ｉ．２１世纪初期中国农业面源污染的形势估计［Ｊ］．中国

农业科学，２００４，（７）：１００８１０１７．
［６］ 刘宏斌，李志宏，张云贵，等．北京平原农区地下水硝态氮污染

状况及其影响因素研究［Ｊ］．土壤学报，２００６，（３）：４０５４１３．
［７］ ＴａｎｇＸ，ＭａＹＢ，ＨａｏＸＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｃｒｉｔｉｃａｌｖａｌｕｅｓｏｆｓｏｉｌ

ＯｌｓｅｎＰｆｏｒｍａｉｚｅａｎｄｗｉｎｔｅｒｗｈｅａｔｆｒｏｍｌｏｎｇｔｅｒｍｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｉｎＣｈｉ

ｎａ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａｎｄＳｏｉｌ，２００９，３２３（１－２）：１４３１５１．
［８］ ＭａｇｕｉｒｅＲＯ，ＳｉｍｓＪＴ．Ｍｅａｓｕｒｉｎｇａｇｒｏｎｏｍｉｃａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｓｏｉｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｓａｔｕｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｌｅａｃｈｉｎｇｗｉｔｈＭｅｈｌｉｃｈ

３［Ｊ］．ＳｏｉｌＳｃｉｅｎｃｅＳｏｃｉｅｔｙｏｆＡｍｅｒｉｃａＪｏｕｒｎａｌ，２００２，６６（６）：２０３３

２０３９．
［９］ ＨｅｓｋｅｔｈＮ，ＢｒｏｏｋｅｓＰＣ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎｉｎｄｉｃａｔｏｒｆｏｒｒｉｓｋｏｆｐｈｏｓ
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酯酶同工酶是基因表达的直接产物，在不同产

地桔梗及不同部位表现出不同的多态性特征，不同

产地桔梗引种到同一环境后经过三年生长，其酯酶

同工酶的酶谱仍然存在差异，说明酯酶同工酶技术

可以鉴别不同产地桔梗之间遗传差异性。也可以作

为桔梗科植物亲缘关系鉴定和发育阶段研究的手

段。

３）在本研究中，引自内蒙赤峰与陕西商洛的桔
梗品种显示有非常近的亲缘关系，疑为同一品种，经

调查曾有药商早年将内蒙赤峰桔梗引种到商洛商州

区种植。可能与药源基地引种有关系。
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