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　 　 摘要:苦荞在中国具有广泛的栽培种植地区ꎬ长时间演化形成了丰富的遗传多样性ꎮ 为了研究和利用苦荞资源ꎬ以国内

北方苦荞产区(内蒙古、青海、陕西、山西、甘肃)、西南苦荞产区(西藏、四川、贵州、云南)、国内其他地方品种(江西、安徽、湖
北、湖南、广西)及国外品种(尼泊尔)共计 ６７ 份苦荞材料为研究对象ꎬＰＣＲ 扩增其 ＰＡＬ 基因并测序ꎮ 在此基础上分析苦荞的

遗传多样性ꎬ并采用 ＮＪ 法(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)对 ６７ 份苦荞材料构建系统进化树ꎮ 结果表明ꎬ供试的 ６７ 份苦荞材料的 ＰＡＬ 基因

序列长度为 ２０１１ ｂｐꎬ其中ꎬ变异位点为 １６０ 个ꎬ占序列总长度的 ７. ９％ ꎬ简约信息位点为 ３３ 个ꎬ占序列总长度的 １. ６４％ ꎬ突变

的类型主要是碱基的转换与颠换ꎬ高变异位点均集中在外显子 ２ 的 Ｎ 端ꎮ 不同来源的苦荞材料间的遗传距离分布于 ０. ００２ ~
０. ０１６ 之间ꎬ来源于中国四川组的苦荞材料种内平均遗传距离最大(０. ０１６)ꎬ中国内蒙古组的最小(０. ００２)ꎮ 中国四川地区的

材料与其他地区来源的材料间的遗传距离位于 ０. ０１０ ~ ０. ０１６ 之间ꎬ而其他地区间的遗传距离为 ０. ００４ ~ ０. ０１３ꎮ ６７ 份苦荞材

料的平均 π 值和 θ 值分别为 ０. ００３４ 和 ０. ０１４３ꎮ 其中ꎬ中国四川材料的 π 值为 ０. ０１４８ꎮ 基于 ＰＡＬ 基因序列构建的 ＮＪ 进化树

中ꎬ６７ 份苦荞材料分为 ７ 个类群ꎬ分类与地理来源无关ꎮ 仅中国西藏来源的 ５ 份材料聚集为一类ꎬ说明 ＰＡＬ 基因序列较为稳

定ꎬ多数材料间变化差异较小ꎮ 中国四川地区的苦荞材料具有丰富的遗传多样性ꎬ中国西藏地区的某一材料中有较多的 ＳＮＰ
位点ꎬ推测中国西藏的部分材料可能存在突变的热点区ꎬ预示着 ＰＡＬ 基因新的突变位点区域ꎮ
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ｔｒａ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｅａｎ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｗａｓ ０. ００２. Ａｎｄ ｉｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔａｒｔａｒｙ ｂｕｃｋ￣
ｗｈｅａｔ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｉｎ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ ｏｒｉｇｉｎｓ. Ｗｅ ｃｈｅｃｋｅｄ ｔｈｅ ６７ ＰＡＬ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｉｎｇ ｓｏｆｔ￣
ｗａｒｅ. Ａｎｄ ｉｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ(π)ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ(θ)
ｗｅｒｅ ０. ００３４ ａｎｄ ０. ０１４３ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ(π) ｖａｌｕｅ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｓｉｃｈｕａｎ ｗａｓ ｔｈｅ
ｈｉｇｈｅｓｔ(０. ０１４８). Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅꎬｉｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ６７ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｃｏｕｌｄ ｂｅ
ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｓｅｖｅｎ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ. Ａｎｄ ｔｈｅ ５ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ Ｔｉｂｅｔ ｗｅｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ａｎｏｔｈｅｒ ｃａｔｅｇｏｒｙ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ＰＡＬ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｊｏｒｉｔｙ ｔａｒｔａｒｙ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｗａｓ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍｏｓｔ
ｓａｍｐｌｅｓ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ. Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ Ｓｉｃｈｕａｎ ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｈａｄ ａｂｕｎｄａｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ. Ｂｕｔ ｏｎｌｙ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ
ｆｒｏｍ Ｔｉｂｅｔ ｉｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｍａｎｙ ＳＮＰｓ ｓｉｔｅꎬａｎｄ ｔｈｉｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｔｈｅ ｎｅｗ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｐｏｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＰＡＬ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ.
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苦荞(Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ(Ｌ. )Ｇａｅｒｔｎ. )ꎬ属于蓼

科荞麦属ꎬ也称鞑靼荞麦ꎬ是药食兼用的一年生作

物[１]ꎮ 苦荞有较高的营养价值和药用价值ꎬ不仅含有人

体所需的多种营养成分ꎬ如:蛋白质、淀粉、脂肪、粗纤维、
维生素和矿物元素ꎬ而且含有较多的芦丁、苦味素等功能

性成分ꎬ具有防治糖尿病[２]、抗氧化[３￣４]、降血脂[５￣６]、降血

糖、安神、消炎等多种功能作用ꎮ 因此ꎬ苦荞被称为 ２１ 世

纪具有前途的绿色食品ꎮ 苦荞起源于中国ꎬ苦荞遗传资

源丰富ꎬ其生产地主要集中在我国西南地区的云南、四
川、贵州等省市的高海拔地区、高原和高寒地区ꎬ黄土高

原的山西、陕西、内蒙古、甘肃等省区也有种植和分布ꎮ
苯丙氨酸解氨酶(ＰＡＬ)是苦荞的黄酮类化合物合

成途径中的第 １ 个酶ꎬ也是第 １ 个关键酶[７]ꎮ 该酶催

化苯丙氨酸脱氨基转化为肉桂酸ꎬ位于整个次生代谢

途径的中心地位ꎬ并控制整个代谢途径的起始ꎮ 苯丙

氨酸解氨酶基因(ＰＡＬ)是编码苯丙氨酸解氨酶的结构

基因ꎮ 目前ꎬ已经成功获得苦荞 ＰＡＬ 基因的 ｃＤＮＡ 序

列ꎬ并通过 ＤＮＡ 与 ｃＤＮＡ 的序列比对明确其基因结构

组成[８]ꎬ但有关 ＰＡＬ 基因遗传多样性的研究未见报道ꎮ
生物中的 ＤＮＡ 序列模式能够为物种的进化与

发展提供非常有用的信息ꎬ通过了解自然选择影响

下的单个基因的分子变异情况可以为物种的遗传进

化和由分子变异导致的性状改变提供有效的解

释[９]ꎮ 因此ꎬ本试验以 ６７ 份苦荞为材料ꎬ通过 ＰＣＲ
产物直接测序的方法获得 ＰＡＬ 基因编码区序列ꎬ分
析苦荞 ＰＡＬ 基因序列的差异和变异程度ꎬ进而探讨

苦荞种质的遗传多样性ꎬ以及基于 ＰＡＬ 基因的苦荞

种质的进化关系ꎬ为挖掘相关分子标记ꎬ开展分子辅

助选择研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

试验材料为苦荞地方品种ꎬ共 ６７ 份ꎬ包括来自

国内四川、云南、贵州、西藏、青海等省自治区的 ６６
份材料以及国外尼泊尔的 １ 份材料ꎬ材料的代号、统
一编号、名称、来源如表 １ 所示ꎮ

表 １　 供试的苦荞材料名称、来源

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｏｄｅ ａｎｄ ｏｒｉｇｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ(Ｌ. )Ｇａｅｒｔｎ.

代号

Ｃｏｄｅ
统一编号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｎｕｍｂｅｒ
品种名称

Ｎａｍｅ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ
代号

Ｃｏｄｅ
统一编号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｎｕｍｂｅｒ
品种名称

Ｎａｍｅ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ

１ ＱＭ０００９６７ 苦荞 中国内蒙古 ＩＭ

２ ＱＭ０００９６９ 苦荞 中国内蒙古 ＩＭ

３ ＱＭ０００９７２ 苦荞麦 中国青海 ＱＨ

４ ＱＭ００１２１５ 苦荞 中国青海 ＱＨ

５ ＱＭ００１２１８ 苦荞 中国青海 ＱＨ

６ ＱＭ００１２１９ 苦荞 中国青海 ＱＨ

７ ＱＭ０００９７６ 黑粒苦荞 中国西藏 ＸＺ

８ ＱＭ０００９７９ 苦荞 中国西藏 ＸＺ

９ ＱＭ０００９８１ 苦荞 中国西藏 ＸＺ

１０ ＱＭ０００９８５ 苦荞 中国西藏 ＸＺ

１１ ＱＭ０００９８８ 苦荞 中国西藏 ＸＺ

１２ ＱＭ００２３６７ 苦荞 中国西藏 ＸＺ

１３ ＱＭ００２３９３ 苦荞 中国西藏 ＸＺ

１４ ＱＭ００２３９４ 苦荞 中国西藏 ＸＺ

１５ ＱＭ０００９９７ 荞麦 中国山西 ＳＸ

１６ ＱＭ００１００７ 苦荞 中国山西 ＳＸ

１７ ＱＭ００１０２４ 苦荞 中国山西 ＳＸ

１８ ＱＭ００１０３８ 苦荞 中国山西 ＳＸ

１９ ＱＭ００２４４７ 岭东苦荞 中国山西 ＳＸ

２０ ＱＭ００２４６４ 灵丘苦荞 中国山西 ＳＸ

１３５
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表 １(续)

代号

Ｃｏｄｅ
统一编号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｎｕｍｂｅｒ
品种名称

Ｎａｍｅ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ
代号

Ｃｏｄｅ
统一编号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｎｕｍｂｅｒ
品种名称

Ｎａｍｅ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ

２１ ＱＭ００２４７０ 灵丘苦荞 中国山西 ＳＸ

２２ ＱＭ００１０７８ 米米苦荞 中国陕西 ＳＨＸ

２３ ＱＭ００１０９４ 苦荞 中国陕西 ＳＨＸ

２４ ＱＭ００１１４２ 苦荞麦 中国甘肃 ＧＳ

２５ ＱＭ００１１５４ 黑绿荞 中国甘肃 ＧＳ

２６ ＱＭ００１１６１ 苦荞 中国甘肃 ＧＳ

２７ ＱＭ００１１７０ 小荞麦 中国甘肃 ＧＳ

２８ ＱＭ００１１８７ 小荞 中国甘肃 ＧＳ

２９ ＱＭ００１１９４ 麻苦荞 中国甘肃 ＧＳ

３０ ＱＭ００２５１５ 金荞 中国甘肃 ＧＳ

３１ ＱＭ００２５２７ 麻苦荞 中国甘肃 ＧＳ

３２ ＱＭ００２５３８ 甘荞 １ 号 中国甘肃 ＧＳ

３３ ＱＭ００１２３４ 额洛乌起 中国四川 ＳＣ

３４ ＱＭ００１３２０ 额乌 中国四川 ＳＣ

３５ ＱＭ００２６２４ 黑苦荞 中国四川 ＳＣ

３６ ＱＭ００２６２９ 初额 中国四川 ＳＣ

３７ ＱＭ００２６３１ 额洛木尔惹 中国四川 ＳＣ

３８ ＱＭ００２８４９ 苦荞 中国四川 ＳＣ

３９ ＱＭ００１３４８ 彭泽苦荞 中国江西 ＪＸ

４０ ＱＭ００１３４９ 九江苦荞 中国江西 ＪＸ

４１ ＱＭ００１３６１ 长尖咀苦荞 中国贵州 ＧＺ

４２ ＱＭ００１３６３ 黑苦荞 中国贵州 ＧＺ

４３ ＱＭ００１３７７ 苦荞 中国贵州 ＧＺ

４４ ＱＭ００２６６１ 苦荞 中国贵州 ＧＺ

４５ ＱＭ００２６６６ 水城苦荞 中国贵州 ＧＺ

４６ ＱＭ００２６８０ 威黑Ⅱ￣３ 中国贵州 ＧＺ

４７ ＱＭ００２６８６ 麻子荞 中国贵州 ＧＺ

４８ ＱＭ００１３９０ 刺荞 中国云南 ＹＮ

４９ ＱＭ００１３９４ 贡山苦荞 中国云南 ＹＮ

５０ ＱＭ００１４００ 中甸苦荞 中国云南 ＹＮ

５１ ＱＭ００１４０４ 营盘苦荞 中国云南 ＹＮ

５２ ＱＭ００１４２６ 长咀苦荞 中国云南 ＹＮ

５３ ＱＭ００１４６３ 大苦荞 中国云南 ＹＮ

５４ ＱＭ００１４７９ 细苦荞 中国云南 ＹＮ

５５ ＱＭ００１４８７ 白云苦荞 中国云南 ＹＮ

５６ ＱＭ００２６９０ 格那务起 中国云南 ＹＮ

５７ ＱＭ００２４００ ８７￣２３(Ｆ６０８０) 尼泊尔 Ｎｅｐａｌ

５８ ＱＭ００２５７１ 苦荞麦 中国安徽 ＡＨ

５９ ＱＭ００２５７４ 苦荞 中国湖北 ＨＢ

６０ ＱＭ００２５９４ 苦荞 中国湖北 ＨＢ

６１ ＱＭ００２６００ 苦荞 中国湖北 ＨＢ

６２ ＱＭ００２６０１ 苦荞 中国湖北 ＨＢ

６３ ＱＭ００２６０６ 苦荞 中国湖北 ＨＢ

６４ ＱＭ００２６０９ 新邵苦荞 中国湖南 ＨＮ

６５ ＱＭ００２６１０ 塘弯苦荞 中国湖南 ＨＮ

６６ ＱＭ００２６１１ 洗马苦荞 中国湖南 ＨＮ

６７ ＱＭ００２７０７ 苦荞 中国广西 ＧＸ

ＩＭ:Ｉｎｎｅｒ ＭｏｎｇｏｌｉａꎬＱＨ:ＱｉｎｇｈａｉꎬＸＺ:ＸｉｚａｎｇꎬＳＸ:ＳｈａｎｘｉꎬＳＨＸ:ＳｈａｎｎｘｉꎬＧＳ:ＧａｎｓｕꎬＳＣ:ＳｉｃｈｕａｎꎬＧＺ:ＧｕｉｚｈｏｕꎬＪＸ:ＪｉａｎｇｘｉꎬＹＮ:ＹｕｎｎａｎꎬＡＨ:Ａｎｈｕｉꎬ
ＨＢ:ＨｕｂｅｉꎬＨＮ:ＨｕｎａｎꎬＱＸ:Ｇｕａｎｇｘｉꎬｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

１. ２　 方法

１. ２. １　 ＤＮＡ 的提取与检测　 取供试材料种子萌发

至 ３ ~ ４ 片叶龄时的幼嫩叶片ꎬ采用 ＱＩＡＧＥＮ 公司提

供的 ＤＮｅａｓｙ Ｐｌａｎｔ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(５０)提取基因组 ＤＮＡꎬ用
１％琼脂糖凝胶电泳技术及超微量分光光度计检测

ＤＮＡ 的纯度和浓度ꎬ稀释至其工作浓度 ３０ ｎｇ / ｍＬꎮ

１. ２. ２ 　 ＰＣＲ 扩增、测序 　 ＰＡＬ 序列扩增所用引物

基于 ＮＣＢＩ 上公布的苦荞 ＰＡＬ 的基因序列(登录号

为 ＧＱ２８５１２５)ꎬ由 ｏｌｉｇｏ ７. ０ 设计ꎬ能够获得 ＰＡＬ 基

因扩增产物的 ３ 对引物序列如表 ２ꎮ 所用引物均由

上海生工生物工程股份有限公司合成后ꎬ纯水溶解、
稀释ꎬ浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌꎮ

表 ２　 所用引物名称及其序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｎａｍｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｕｓｅｄ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
引物序列(５′￣３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)
引物长度(ｂｐ)
Ｐｒｉｍｅｒ ｌｅｎｇｔｈ

ＰＣＲ 片段大小(ｂｐ)
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｌｅｎｇｔｈ

Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ１ ＴＡＡＧＧＣＣＡＧＣＡＧＴＧＡＴＴＧＧＧＴＴＡＴ ２４ ２３９３

Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ１ ＧＴＡＣＡＧＴＧＧＧＴＡＴＧＡＴＣＴＧＣＡＴＴＣ ２４

Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ２ ＡＴＧＧＧＧＧＴＣＴＣＡＡＡＣＧＧＡ １８ ２５４９

Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ２ ＣＴＣＣＡＧＴＧＡＧＧＧＣＡＧＴＧＡＡ １９

Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ３ ＴＡＡＧＧＡＡＧＧＣＧＧＴＧＣＴＣＴＴ １９ ２１６６
Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ３ ＣＴＣＣＡＧＴＧＡＧＧＧＣＡＧＴＧＡＡ １９

２３５
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ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬꎬ包括 １０ × ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬꎬ
２. ５ ｍＭ ｄＮＴＰ ０. ４ μＬꎬ１０ μＭ 引物各 ０. ６ μＬꎬ
２. ５ Ｕ / μＬ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０. ４ μＬꎬＤＮＡ 模板１ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ １５ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序如下:９５ ℃ 预变性

５ ｍｉｎꎬ以下程序循环 ３５ 次:９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５４ ℃退

火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎮ 循环结束后ꎬ７２ ℃ 延伸

５ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ ＰＣＲ 扩增在 Ｂｉｏｒａｄ 公司的 ｍｙｃｙ￣
ｃｌｅｒ 型 ＰＣＲ 仪上进行ꎮ 扩增产物用 １％琼脂糖凝胶

电泳检测合格后ꎬ由北京天一辉远生物科技有限公

司进行测序ꎮ
１. ２. ３　 序列编辑及系统发育分析　 用 ＤＮＡＭＡＮ 进

行序列编辑拼接ꎬ空位作缺失处理ꎮ 采用 ＭＥＧＡ
６ ０ 软件包进行序列校对并对序列长度、多态性位

点数、简约信息位点等序列特征进行分析ꎮ 利用

ＣｌｕｓｔａｌＸ １. ８３ 软件中的 Ｄｏ Ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ 功能

对 ６７ 份苦荞材料的 ＰＡＬ 基因序列进行多序列比

对ꎬ进行单核苷酸变异分析ꎮ 用 ＤｎａＳＰ ５. ０ 软件计

算核苷酸多样性 π 值、平均杂合度 θ 值[１０]ꎬ研究苦

荞 ＰＡＬ 基因序列的多样性ꎮ 采用 １０００ 次自展重复

检测支持率ꎬ构建遗传距离矩阵ꎮ 基于 Ｊｕｋｅｓ￣Ｃａｎｔｏｒ
距离法构建邻接(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)系统进化树[１１]ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 ＰＡＬ 序列特征及遗传多样性参数分析

采用设计的 ３ 对引物ꎬ对 ６７ 份苦荞 ＰＡＬ 基因进

行扩增、回收和测序ꎬ经序列比对校正ꎬ两端切平后ꎬ

获得总长为 ２０１１ ｂｐ 的 ＰＡＬ 基因序列矩阵ꎮ 苦荞

ＰＡＬ 基因序列包含 ２ 个外显子及 １ 个内含子ꎮ 其中

外显子 １ 的长度为 ４１９ ｂｐꎬ外显子 ２ 的长度为 １７４７
ｂｐꎬ内含子的长度为 ４５１ ｂｐꎬ总长为 ２６１７ ｂｐꎮ 将扩

增 的 ＰＡＬ 基 因 序 列 与 ＧｅｎＢａｎｋ ( 登 录 号 为

ＧＱ２８５１２５)上已知的 Ｆｔｐａｌ 序列进行比对ꎬ本研究获

得的 ＰＡＬ 序列覆盖了 ＰＡＬ 基因全长的 ７６％ ꎬ包含了

内含子的全部序列和外显子 ２ 的大部分序列ꎮ
采用 ＭＥＧＡ ６. ０ 及 ＤｎａＳＰ ５. ０ 软件对 ６７ 份苦

荞材料的 ＰＡＬ 基因序列进行分析ꎬ得到相关的遗传

多样性参数(表 ３)ꎮ 在总长 ２０１１ ｂｐ 的 ＰＡＬ 序列矩

阵中ꎬ变异位点为 １６０ 个ꎬ占序列总长度的 ７. ９％ ꎬ
简约信息位点为 ３３ 个ꎬ占序列总长度的 １. ６４％ ꎮ π
值是衡量不同的序列在同一位点存在的核苷酸的平

均差异ꎬθ 值则是衡量群体内同源 ＤＮＡ 序列上每个

位点的变异ꎮ 从表 ３ 可以看出ꎬ６７ 份苦荞材料 ＰＡＬ
基因的平均核苷酸多样性 π 值、平均杂合度 θ 值分

别为 ０ ００３４ 和 ０. ０１４３ꎮ 此外ꎬ将材料按地区划分

为不同组ꎬ其中材料来源较少的与其毗邻的省份分

为同组ꎬ尼泊尔与中国西藏一组ꎬ中国安徽与江西一

组ꎬ中国广西与云南一组ꎮ 不同地区的苦荞材料

ＰＡＬ 基因的核苷酸多样性 π 值的变化范围介于 ０.
００１９ ~ ０. ０１４８ꎬ平均杂合度 θ 值的变化范围介于 ０.
００１９ ~ ０. ０１５３ꎮ 从 π 值和 θ 值看ꎬ中国四川地区苦

荞材料的遗传多样性最为丰富ꎬ而中国江西 /安徽材

料的遗传多样性最低ꎮ

表 ３　 苦荞 ＰＡＬ 基因的遗传多样性参数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ＰＡＬ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｔａｒｙ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ

来源

Ｏｒｉｇｉｎ
品种数

Ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ
多态性位点

Ｖａｒｉｂｌｅ ｓｉｔｅｓ
简约信息位点

Ｐａｒｓｉｍｏｎｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ
核苷酸多样性

π
平均杂合度

θ

中国四川 ＳＣ ６ ４０ ６ ０. ０１４８ ０. ０１５３

中国西藏 / 尼泊尔 ＸＺ / Ｎｅｐａｌ ９ ３８ ４ ０. ０１４０ ０. ０１４１

中国贵州 ＧＺ ７ ２３ ３ ０. ０１０６ ０. ０１２４

中国云南 / 中国广西 ＹＮ / ＧＸ １０ ２３ ６ ０. ０１２９ ０. ０１３１

中国山西 ＳＸ ７ ２０ ４ ０. ０１２３ ０. ０１４８

中国湖北 ＨＢ ５ １４ １ ０. ００６４ ０. ００７６

中国湖南 ＨＮ ３ １３ １ ０. ００７５ ０. ００７５

中国甘肃 ＧＳ ９ １２ ４ ０. ００５０ ０. ００２７

中国陕西 ＳＨＸ ２ ７ １ ０. ００７６ ０. ００７６

中国青海 ＱＨ ４ ６ １ ０. ００３５ ０. ００３７

中国内蒙古 ＩＭ ２ ４ １ ０. ００３８ ０. ００３８

中国江西 / 中国安徽 ＪＸ / ＡＨ ３ ４ １ ０. ００１９ ０. ００１９

总体 Ｔｏｔａｌ ６７ １６０ ３３ ０. ００３４ ０. ０１４３

３３５
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ＰＡＬ 序列的核苷酸多态性位点分布情况见

图 １、图 ２ꎮ 由图 １、图 ２ 可以看出ꎬπ 值和 θ 值的变

化趋势相一致ꎬ但在不同区域的变化程度存在一定

的差异ꎬ即 ＰＡＬ 基因的序列多样性在基因各区域中

的分布是不均匀的ꎮ 但无论是 π 值还是 θ 值ꎬ高变

异位点均集中在约 ６００ ~ １２００ ｂｐ 之间ꎬ这一区域正

好是外显子 ２ 的 Ｎ 端ꎮ

图 １　 ＰＡＬ 基因序列内核苷酸多样性(π)
Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ(π) ｉｎ ＰＡＬ

图 ２　 ＰＡＬ 基因序列内平均杂合度(θ)的变化

Ｆｉｇ. ２　 Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ(θ) ｉｎ ＰＡＬ

２. ２　 基于 ＰＡＬ 序列的不同来源苦荞组内和组间遗

传距离分析

采用 ＭＥＧＡ ６. ０ 软件ꎬ选择 Ｊｕｋｅ￣Ｃａｎｔｏｒ 距离模

型ꎬ对苦荞 ＰＡＬ 序列数据进行分析ꎬ将来源省份相

同的苦荞材料进行分组ꎬ得到不同来源苦荞组内的

平均 遗 传 距 离 ( 表 ４ ) 和 组 间 的 平 均 遗 传 距

离(表 ５)ꎮ

表 ４　 基于 ＰＡＬ 序列计算的苦荞组内的平均遗传距离

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ(Ｌ. )Ｇａｅｒｔｎ. ｇｒｏｕｐ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＰＡＬ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

项目

Ｉｔｅｍ

中国

内蒙古

ＩＭ

中国

青海

ＱＨ

中国西藏 /
尼泊尔

ＸＺ / Ｎｅｐａｌ

中国

山西

ＳＸ

中国

陕西

ＳＨＸ

中国

甘肃

ＧＳ

中国

四川

ＳＣ

中国江西 /
中国安徽

ＪＸ / ＡＨ

中国

贵州

ＧＺ

中国云南 /
中国广西

ＹＮ / ＧＸ

中国

湖北

ＨＢ

中国

湖南

ＨＮ

平均遗传距离

Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ
０. ００２ ０. ００４ ０. ００９ ０. ００８ ０. ０１３ ０. ００８ ０. ０１６ ０. ００５ ０. ００９ ０. ０１１ ０. ０１２ ０. ０１４

表 ５　 由 ＰＡＬ 序列计算的苦荞组间的平均遗传距离

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ(Ｌ. )Ｇａｅｒｔｎ. ｇｒｏｕｐｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＰＡＬ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

来源

Ｏｒｉｇｉｎ

中国

内蒙古

ＩＭ

中国

青海

ＱＨ

中国西藏 /
尼泊尔

ＸＺ / Ｎｅｐａｌ

中国

山西

ＳＸ

中国

四川

ＳＣ

中国

甘肃

ＧＳ

中国

陕西

ＳＨＸ

中国江西 /
中国安徽

ＪＸ / ＡＮ

中国

贵州

ＧＺ

中国云南 /
中国广西

ＹＮ / ＧＸ

中国

湖北

ＨＢ

中国青海 ＱＨ ０. ００４

中国西藏 / 尼泊尔 ＸＺ / Ｎｅｐａｌ ０. ００７ ０. ００８

中国山西 ＳＸ ０. ００７ ０. ００６ ０. ００９

中国四川 ＳＣ ０. ０１０ ０. ０１１ ０. ０１２ ０. ０１１

中国甘肃 ＧＳ ０. ００６ ０. ００７ ０. ００９ ０. ００８ ０. ０１２

中国陕西 ＳＨＸ ０. ００８ ０. ００９ ０. ０１２ ０. ０１１ ０. ０１４ ０. ０１１

中国江西 / 中国安徽 ＪＸ / ＡＨ ０. ００５ ０. ００４ ０. ００７ ０. ００６ ０. ０１０ ０. ００７ ０. ０１０

中国贵州 ＧＺ ０. ００７ ０. ００８ ０. ０１１ ０. ０１０ ０. ０１４ ０. ０１０ ０. ０１１ ０. ００９

中国云南 / 中国广西 ＹＮ / ＧＸ ０. ００８ ０. ００８ ０. ０１１ ０. ０１０ ０. ０１２ ０. ０１０ ０. ０１２ ０. ００８ ０. ０１１

中国湖北 ＨＢ ０. ００９ ０. ００９ ０. ０１１ ０. ０１１ ０. ０１２ ０. ０１１ ０. ０１３ ０. ００９ ０. ０１３ ０. ００９

中国湖南 ＨＮ ０. ００９ ０. ０１０ ０. ０１１ ０. ０１１ ０. ０１４ ０. ０１１ ０. ０１３ ０. ０１０ ０. ０１１ ０. ００９ ０. ０１３

就遗传距离而言ꎬ无论是来源相同的苦荞品种

间还是来源不同的苦荞品种间ꎬ基本处于同一水平ꎮ
由表 ４ 中可以看出ꎬ在 ＰＡＬ 基因序列中ꎬ苦荞同一

组内的遗传差异随其来源的不同而异ꎬ来源于中国

四川地区的苦荞材料种内平均遗传距离最大(０.
０１６)ꎬ中国内蒙古地区的苦荞材料种内平均遗传距

离最小(０ ００２)ꎮ 说明中国四川省内的苦荞材料的

遗传多样性最为丰富ꎮ 而表 ５ 中显示不同来源的苦

４３５
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荞材料的组间平均遗传距离变化范围是 ０. ００４ ~ ０.
０１４ꎮ 其中中国四川地区的苦荞材料与其他地区来

源的组间遗传距离在 ０. ０１０ ~ ０. ０１４ 之间ꎬ这说明中

国四川地区的苦荞材料与其他材料的 ＰＡＬ 序列差

异较大ꎬ材料具有更加丰富的变异ꎬ具有特殊性ꎮ
２. ３　 ＰＡＬ 基因序列的单核苷酸多态性分析

经过 ＤｎａＳＰ、ＣｌｕｓｔａｌＸ １. ８３ 等软件的分析可知ꎬ
在 ６７ 份苦荞材料总长为 ２０１１ ｂｐ 的序列中ꎬ发现 ４６
个 ＳＮＰꎬ无 Ｉｎｄｅｌꎮ 突变频率为 １ＳＮＰ / ４３. ７ ｂｐꎮ 在

ＰＡＬ 基因单核苷酸变异中ꎬ发生碱基转换为 ２３ 个ꎬ
Ａ ←→Ｇ 为 １１ 个ꎬＣ ←→Ｔ 为 １２ 个ꎬꎻ碱基颠换是 ２３ 个ꎬ
分别为 Ａ ←→Ｔ 为 ６ 个ꎬＡ ←→Ｃ 为 ８ 个ꎬＧ ←→Ｔ 为 ５ 个ꎬ
Ｃ ←→Ｇ 为 ４ 个ꎮ ４６ 个 ＳＮＰｓ 中ꎬ转化与颠换的比率

为 １ ∶ １ꎮ 其中在 １４ 号苦荞材料出现的 ＳＮＰ 有 １０
个ꎮ 在苦荞的 ４６ 个 ＳＮＰ 中ꎬ有 ９ 个发生在内含子

区域内ꎬ占总数的 １９. ６％ ꎬ而 ３７ 个发生在外显子的

区域内ꎬ占总数的 ８０. ４％ ꎬ编码序列的单核苷酸多

态性远大于非编码序列ꎮ
２. ４　 ＰＡＬ 基因的系统发育树分析

利用 ＰＡＬ 序列数据构建的系统进化树如图 ３
所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ参试的 ６７ 份材料被分为 ７
组ꎮ 第Ⅰ类群中包含多个省份的 ２８ 份苦荞材料ꎬ这
说明多数地区的苦荞材料 ＰＡＬ 基因的差异较小ꎬ这
个类群的亚类中可明显看出同一地区的材料有明显

的地域聚类的特点ꎮ 如编号为 ２５、２８、２９、３２ 的中国

甘肃材料等ꎬ以及编号为 ４９、５１、５６ 的中国云南材料

等ꎬ说明甘肃、云南省份内的多数苦荞材料间的差异

较小ꎮ 第Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ类群均由较少的来源于不

同省份的材料聚集在一起形成ꎬ且组成较为分散ꎬ没
有明显的地域聚类特点ꎮ 在Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ、Ⅵ类群中均

有中国云南地区的品种资源ꎬ这说明云南地区的材

料既有遗传分化的现象ꎬ也存在遗传相似性ꎮ 第Ⅶ
类群由编号为 ８、９、１０、１３ 和 １４ 的 ５ 份中国西藏材

料组成ꎬ表明这 ５ 份西藏材料与其他材料遗传序列

差异较大ꎬ因此单独聚为一类群ꎮ

３　 讨论

遗传多样性是生物在长期进化和发展过程中形

成的自然属性ꎬ其不仅体现在种群间和种群内ꎬ也体

现在不同个体间ꎬ是种群和个体遗传变异的总和ꎬ是
生物进化和物种分化的基础[１２￣１３]ꎮ 前人研究可知ꎬ
核苷酸多样性(π)是个体间给定位点序列的平均多

样性ꎬ表明一个基因的遗传变异程度[１４]ꎮ 苦荞 ＰＡＬ
基因序列的核苷酸多样性(π)为 ０. ００３４ꎬ高于苦荞

图 ３　 利用 ＭＥＧＡ ６. ０ 构建的基于 ＰＡＬ 序列的 ６７ 份
苦荞系统进化树

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ６７ ｔａｒｔａｒｙ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ＰＡＬ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｂｙ ＭＥＧＡ ６. ０

５３５
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ＣＨＩ 基因的核苷酸多样性(π ＝ ０. ００１７) [１５]ꎮ 平均

杂合度(θ)值为 ０. ０１４３ꎬ但低于虎杖转录组基因中

的平均杂合度(θ ＝ ０. ０２５１９) [１６]ꎮ 这表明核苷酸多

样性的变异范围ꎬ随作物种类和基因类型的不同

而异ꎮ
３. １　 ＰＡＬ 基因的苦荞遗传多样性

苦荞具有悠久的栽培历史ꎬ作为小宗作物之一ꎬ
在中国分布极其广泛ꎬ与中国西南边境毗邻的尼泊

尔也有零星种植ꎮ 因此研究探讨中国苦荞与国外苦

荞的遗传多样性水平ꎬ对于研究苦荞的起源、演化及

传播也具有重要的意义ꎮ
从供试的 ６７ 份材料的遗传多样性看ꎬ本研究结

果显示ꎬ依据遗传距离及分析核苷酸多样性ꎬ均发现

四川地区的苦荞存在丰富的遗传多样性ꎬ这与赵佐

成等[１７]利用等位酶电泳技术得到的结果相一致ꎬ这
可能与四川地区作为苦荞起源地[１８￣１９] 具有一定的

关联性ꎮ 湖北、西藏等地的苦荞材料也具有较丰富

的遗传多样性ꎬ这与韩瑞霞等[２０] 和赵丽娟等[２１] 所

得到的结果相一致ꎮ 苦荞 ＰＡＬ 基因形成丰富的遗

传多样性ꎬ这些与苦荞所在的栽培环境和自然选择

有关ꎮ
迄今为止ꎬ生物的单核苷酸多态性是植物基因

组中发现的最丰富、遗传变异最高的遗传多态

性[２２]ꎮ 研究表明ꎬ在植物的 ＰＡＬ 基因中均存在较为

丰富的单核苷酸多态性ꎮ 在玉米基因组中每 ５７ ｂｐ
就有一个 ＳＮＰ[２３]ꎻ而刘佳[２４] 在研究美洲南瓜种皮

ＰＡＬ 基因时ꎬ其获得到的 ８１５ ｂｐ 的核苷酸序列上有

２５ 个核苷酸位点发生变化ꎬ变化频率为 １ＳＮＰ /
３２ ６ ｂｐꎻ供试的 ６７ 份苦荞材料中ꎬ发现长 ２０１１ ｂｐ
的 ＰＡＬ 基因存在 ４６ 个 ＳＮＰｓꎬ单核苷酸多态性频率

是 １ / ４３ ７ ｂｐꎬ其中编码序列的单核苷酸多态性远大

于非编码序列ꎮ 出现这种现象的原因可能是由于没

有克隆分析该基因的 ５′和 ３′非编码区所造成的ꎬ也
可能是某一材料中的基因编码区本身就存在较高的

突变率ꎮ ＳＮＰｓ 的转换 /颠换比例(Ｔｉ / Ｔｖ)与物种的

遗传多样性成反比[２５]ꎮ 欧阳蒲月[１６] 得到虎杖的

Ｔｉ / Ｔｖ 为 １. ６４ꎬ其具有中等遗传多样性水平的结论ꎬ
苦荞 ＰＡＬ 基因的 Ｔｉ / Ｔｖ 为 １. ０ꎬ表明苦荞 ＰＡＬ 基因

的遗传多样性更加丰富ꎮ
３. ２　 苦荞 ＰＡＬ 基因的系统进化

通过了解自然环境下单个基因的分子变异情

况ꎬ可为研究有关植物进化与变异提供方法ꎮ 如涂

礼莉等[２６]通过克隆和测序ꎬ分析了海岛棉 ＮＢＳ 类

型抗病基因类似物的起源、多样性及进化ꎮ 近几年

的研究主要集中于研究苦荞种质资源农艺性状的遗

传多样性及通过 ＳＳＲ 标记的方法进行遗传多样性

的鉴定ꎮ 例如莫日更朝格图[２７] 对来自藏陕云贵川

五省区的苦荞种植资源进行了生育期、株高、主茎分

枝数等 ２０ 个农艺性状的因子及聚类分析ꎻ赵丽娟

等[２１]采用 ＩＳＳＲ 对 ６６ 份苦养种质资源进行了遗传

多样性分析ꎬ揭示了我国不同地区苦养资源的多样

性和丰富度ꎮ 本试验的研究主要是通过分析苦荞的

ＰＡＬ 基因的遗传信息ꎬ并对苦荞资源的遗传多样性

进行分析ꎬ为研究苦荞资源的遗传多样性提供全面

多样的认识ꎮ 遗传距离等结果表明种内的遗传差异

随苦荞来源的不同而不同ꎬ表明苦荞地区资源具有

丰富的遗传多样性ꎮ 这与屈洋[２８] 利用表型性状与

分子标记的方法研究得到的结果一致ꎮ
从苦荞 ＰＡＬ 基因的系统进化树中看出ꎬ６７ 份苦

荞材料被分为 ７ 个类群ꎬ这些聚类结果显示多数的

苦荞材料 ＰＡＬ 序列之间差异较小ꎬ分类与地理来源

没有关系ꎬ可能原因是苦荞 ＰＡＬ 相关性状不属于选

择和改良性状ꎬ地理位置上的隔离对 ＰＡＬ 基因的影

响较小ꎮ 但在第Ⅰ类群相同地区的苦荞资源的 ＰＡＬ
基因具有一定的相似性ꎬ亲缘关系较近ꎮ 而对于其

他类群中少数不同省份来源的材料聚为一类ꎬ如Ⅱ
类群中的中国四川、云南及甘肃、广西、青海的材料

聚为一类ꎬ虽然地理来源有所差异ꎬ但相似的适生环

境、遗传漂变或基因流[２９]ꎬ也可能改变了原有遗传

物质组成ꎬ进而聚集为同一类群ꎮ 对于独立分类群

的 ５ 份中国西藏苦荞材料ꎬ比对结果发现其材料中

具有较多的碱基转换与碱基颠换的情况ꎮ 将这 ５ 份

材料与其余来源材料相比ꎬ在内含子区域内ꎬ仅上述

材料第 ＋ ２８１ 位处发生碱基的颠换(Ｇ→Ｃ)ꎬ其中编

号 １４ 的材料发生 ７ 次碱基颠换、３ 次碱基转换ꎻ编
号 １３ 的材料发生 ４ 次碱基转换和 ３ 次碱基颠换ꎻ编
号为 １０ 的材料发生 ２ 次碱基颠换和 ２ 次碱基转换ꎬ
材料 ８ 和 ９ 分别发生 ２ 次碱基颠换ꎮ 可能是碱基插

入与颠换对整个序列产生影响ꎬ导致这 ５ 份材料

ＰＡＬ 序列发生变化ꎬ与其他材料遗传序列差异较大ꎬ
单独聚为一类ꎮ 这 ５ 份材料中序列的变化原因可能

与自然环境ꎬ所在的气候区有关ꎬ其真实原因还需借

助细胞生物学及分子生物学等技术手段对其进行深

入研究ꎮ
在编号 １４ 的材料中出现的 ＳＮＰ 为 １０ 个ꎬ这些

可能是苦荞 ＰＡＬ 基因序列中存在的稀有 ＳＮＰꎬ预示

着该基因新的突变方向[１４]ꎮ 陈吉宝等[１４] 报道在小

麦的 ＴａＤＲＥＢ１ 编码区中存在 ２ 个突变热点区ꎬＰＡＬ
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编码区出现较高的 ＳＮＰ 突变频率ꎬ可能是 ＰＡＬ 基因

的活跃ꎬ正在分化形成具有新功能的基因ꎬ使得基因

编码区内形成突变热点区ꎬ从而导致较高的 ＳＮＰ 突

变频率的出现ꎮ
综上ꎬ６７ 份苦荞材料的 ＰＡＬ 基因分子水平上存

在较高的核苷酸多样性ꎬ其中四川材料存在更丰富

的遗传多样性ꎮ 本试验为进一步开展苦荞 ＰＡＬ 基

因分子标记开发和苦荞高芦丁含量育种研究奠定了
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