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金花茶与近缘种的 RAPD分析及分类学意义
 

唐绍清　施苏华　陈月琴　屈良鹄　张宏达
(中山大学生命科学学院 , 广州 510275)

摘　要　利用随机扩增多态性 DNA ( RAPD)技术分析了金花茶、 防城金花茶、 小果金花茶、

多瓣金花茶、毛瓣金花茶、 东兴金花茶、平果金花茶和顶生金花茶等 6种 2变种金花茶植物 . 用

14个引物 ( 10 bp)扩增出 173个 DN A片段 , 这些遗传标记用来计算种间遗传相似性系数 , 进

行聚类分析 , 并构建了树状分枝图 . 分析结果表明 , 防城金花茶与金花茶的关系很近 , 应将防

城金花茶归并到金花茶 ;小果金花茶、多瓣金花茶与金花茶彼此间的关系较近 ; 东兴金花茶、平

果金花茶、 顶生金花茶、 毛瓣金花茶和金花茶彼此间的关系较远 , 支持这几个种成立的观点 .
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金花茶植物是以金花茶 (Camell ia nitidissima Chi )为代表的、具黄色花的山茶属植物 ,

有重要的观赏价值 , 是珍贵而著名的种质资源 . 关于金花茶植物的形态解剖、 核型和花粉

形态等各个方面已有较多的研究 [ 1～ 3] , 但对金花茶植物各个种之间系统关系和分类处理仍

存在着较大争议
[4～ 7 ]

.

随机扩增多态性 DNA( random amplified polymorphic DN A, RAPD)分析具有成本低、

分析速度快、仅需要极微量的 DNA即能获得丰富的多态性特征等优点 ,已被广泛应用于研

究属下分类单位的分类和进化等方面的研究 [8 ] . 本文采用 RAPD分析方法研究了金花茶、

防城金花茶 (C. nit idissima var. phaeopubisperma S Y Liang et Z H Tang )、 小果金花茶

C .nitidissima var.microcarpa ( M o et Huang ) Chang et Ye、 多瓣金花茶 (C .mult ipetala S

Y Liang et C D Deng )、 毛瓣金花茶 (C . pubipetala Y Wan et S Z Huang )、 东兴金花茶

(C. tunghinensis Chang )、平果金花茶 (C. pingguoensis D Fan)和顶生金花茶 (C . terminalis

J Y Liang et Z M Su) , 其中多瓣金花茶是以裸名发表的种 . 本研究的目的在于为解决金花

茶植物的分类问题提供新的分子证据 , 同时为金花茶植物种质资源的保护和利用提供科学

的依据 .

1　材料与方法

1. 1　材　料

金花茶 6个种及 2个变种的材料来源见表 1, 凭证标本藏于中山大学植物标本室 .
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1. 2　方　法

1. 2. 1　植物 DNA提取　取所采集的同种金花茶植物各株的叶子 , 各剪取一部分混合用于

DNA提取 . 采用 CT AB法 [ 9]提取总 DNA. DN A纯化按以下步骤进行: DN A TE溶液加入

1%体积的 RNA酶 ( 10 mg /m L) , 37℃保温 45 min; 加入 3倍体积的 6 mol /L NaCl, 约

4μL玻璃粉 T E溶液 , 混匀 , 放置 5 min (中间摇动几次 ) ; 5 000 r /min离心 3 min, 去上

清液 ; 加洗液 (含 0. 2 mol /L NaCl; 10 mmo l /L Tris-HCl, pH 8. 0; 1 mmol /L EDTA; d

= 50%的乙醇 ) 150μL, 混匀 , 4 000 r /min离心 1 min, 去上清液 , 重复清洗 3次 ; 晾干 ,

加 50μL 1× T E; 50℃保温 20 min; 10 000 r /min离心 10 min, 将上清液移至新管 , 弃沉

淀 , - 20℃保存 , 用于 PCR.

表 1　用于本研究的材料、 来源和凭证号 (唐绍清 )

Tab. 1　 Taxa, sources and voucher no s ( Tang Shaoqing ) o f the Camellia

plant ma terial used in this study

编号 材料 来源 1) 采集株数 凭证号

1 C. nitidissima D 5 95027

2 C. nitidissimava r. phaeopubisperma B 10 95013

3 C. nitidissimavar.microcarpa A, C 2 95021, 95023

4 C.multipetala B 2 95018

5 C . pubipetala A, C 2 95024, 95034

6 C. tunghinensis B 10 95016

7 C. pingguoensis A 3 95008

8 C. terminalis A, C 5 95009

　　　　　 1) A南宁树木园 ; B南宁新竹苗圃 ; C广西植物研究所 ; D中山大学茶园

1. 2. 2　 DNA扩增　扩增条件如下: 每 15μL反应体积含 1× Tag酶 buf fer (华美生物工程

公司 ) ;约 10～ 15 ng总 DNA; 2. 0 mmo l /L MgCl2; 100μmol /L的各 dAT P, dCTP, dGTP,

d TT P (华美生物工程公司 ) ; Tag酶 1个单位 ( A组、 C组引物用华美生物工程公司产品 ,

B组、 G组引物用 Promega公司 ) , 1 /10反应体积的引物 ( Operon公司产品 ) . 对照样品加

除总 DNA以外的以上各成分 , 用双蒸水代替总 DNA.

在 PCR仪 ( Perkins-Elmer Cetus model 480)上按下列程序进行扩增: 94℃ 5 min, 1

个循环 ; 94℃ 1 min 35℃ 1 min 72℃ 2 min, 45个循环 ; 72℃ 7 min, 1个循环 .

PCR结果检测: 取 10μL样于d= 1. 4%琼脂糖凝胶 , 1× T AE缓冲溶液中电泳 , 稳压

( 4 V /cm )电泳约 4 h 30 min, 1 000 bp Ladder DN A (美 , 生命技术公司产品 )用作 Mr标

准 ; 凝胶在 0. 5μg /mL溴化乙锭溶液中染色约 40 min, 紫外光下检测 , 照相 .

PCR扩增反应均重复 1次 ,有扩增产物 DNA带者记作 1,缺乏记作 0,选取长度在 200

～ 2 200 bp可重复的 DNA带 (包括强带和弱带 ) 记录待分析 . 采用 Jaccard
[10 ]
相似系数计

算种间遗传相似程度 , 用 U PGM A法
[11 ]对各个种间的相似性系数进行聚类分析 . 用 Basic

语言编写的程序 [12 ]进行计算 .

2　结果与分析

( 1)随机扩增引物的筛选: 对 7组共 140个随机引物 ( 10个核苷酸长 )进行筛选 . 仅选

用能得到清晰扩增带、对照无假带、扩增假带弱、加总 DNA后这些假带消失的引物 , 共 14

29第 4期　　　　　　　　　唐绍清等: 金花茶与近缘种的 RAPD分析及分类学意义



个 (表 2) 进行正式的扩增 . 但防城金花茶缺引物 O PB-08和 OPB-172个引物 .

表 2　用于本研究的引物及其序列
Tab. 2　 The primers used in this study and their sequences

引物 序列 ( 5’ -3’ ) 引物 序列 ( 5’ -3’ ) 引物 序列 ( 5’ -3’ )

O PA-01 CAGGCCCT TC OPC-04 CCGCATCT AC OPA-11 CAATCGCCGT

OPC-08 TGGACCGGTG OPA-13 CAGCACCCAC O PC-11 AAAGCTGCGG

O PA-14 TC TGTGCTGG OPG-03 GAGCCC TCCA OPA-15 TTCCGAACCC

OPG-05 C TGAGACGGA O PB-08 GTCCACACGG OPG-06 GTGCCT AACC

OPB-17 AGGGAACGAG OPG-11 TGCCCGTCGT 　 　

( 2) PCR扩增结果与相似性系数分析: 采用 14个引物对 8个分类群的总 DNA进行扩增 ,

共得到 173条可区分的 DNA带 , 最少的在引物 OPA-13只获得了 2条带 , 最多的在引物

O PA-01得到了 21条带 ,平均每个引物产生了 12. 3条带 ,其中引物 O PC-11和 OPG-06的

扩增结果见图 1. 每一 DNA片段被看作一个可区分的分子标记 , 用于计算各分类群间的相

似程度 , 结果见表 3.

图 1　由引物 OPC-11 ( a) 和引物 OPG-06 ( b) 扩增产生的 RAPD带型

Fig. 1　 RAPD profiles g ener ated by primer OPC-11 ( a ) and O PG-06 ( b)

M 1 000 bp ladder DN A Marker

表 3　 8个分类群间的 Jaccard相似性系数

Tab. 3　 The Jacca rd coefficient o f similarity among th e 8 tax a

编号 1 2 3 4 5 6 7 8

1 1 　 　 　 　 　 　 　
2 0. 796 1 　 　 　 　 　 　
3 0. 425 0. 424 1 　 　 　 　 　
4 0. 366 0. 380 0. 44 1 　 　 　 　
5 0. 25 0. 234 0. 337 0. 22 1 　 　 　
6 0. 402 0. 368 0. 261 0. 28 0. 258 1 　 　
7 0. 284 0. 311 0. 316 0. 333 0. 26 0. 244 1 　
8 0. 359 0. 372 0. 327 0. 356 0. 286 0. 291 0. 318 1
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根据这些种间 Jaccard相似性系数 ,采用 UPGMA法进行聚类分析 ,得到一树状分枝图

(图 2) .

C. nitidissima

C. nitidissima va r. phaeopubisperma

C. nitidissima va r.microcarpa

C.multipetala

C. terminalis

C. tunghinensis

C. ping guoensis

C. pubipetala

0. 2 0. 4 0. 6 0. 8 1. 0

图 2　用 Jaccard相似性系数分析产生的树状分枝图 ( UPGM A法 )

Fig. 2　 Dendrong r am gener ated by using Jacca rd’ s coefficient of simila rity ( UPGM A)

3　讨　论

对于防城金花茶 ,除其发表者梁盛业外 , 其他学者认为应归并入金花茶
[4, 6 ]
或小果金花

茶 [5 ] , 本研究所获得的 RAPD分析结果表明 , 金花茶与防城金花茶间的相似性系数高达

0. 798 (见表 3) , 从 Jacca rd相似性系数聚类分析树图也可以看出 (图 2) 两者明显为同一

种植物 , 支持将防城金花茶归入金花茶的观点 , Hao等从花粉形态也得出了同样的结论

的 [3 ] . 以裸名发表的多瓣金花茶 , 被一致认为是不成立的 , 张宏达认为应归并到金花茶 ,闵

天 禄认为应归并到小果金花茶 , 而叶创兴等认为应归并到广西五室金花茶

(C. quinquel iculosa S. Y. Liang et Y. C. Zhong ) , 本分析结果表明小果金花茶与多瓣金花茶

间的相似性系数相对较大 , 将其归并到小果金花茶较为合理 . 但多瓣金花茶与小果金花茶

间的相似性系数较其与金花茶间的相似性系数差异不大 .

毛瓣金花茶和平果金花茶被一致认为是成立的 ; 叶创兴和梁盛业承认东兴金花茶 , 闵

天禄认为东兴金花茶是中越山茶 (C. indochinensis Mer r)的变种 ; 对于顶生金花茶 , 叶创

兴承认此种 , 而闵天禄和梁盛业认为它是平果金花茶的变种 . 本分析结果表明这 4个种彼

此间及与金花茶的相似性系数都较小 , 支持这 4个种成立的的观点 .

毛瓣金花茶在形态上与其他各个种差异最大 , 甚至被认为与其他金花茶植物不属同一

组
[5 ]
.本分析结果表明 ,毛瓣金花茶与其他各个种的遗传相似性都较低 ,这与从形态学得出

的结论是一致的 .
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Phylogenetic Relationship of Camellia nitidissima Chi and

Its Allied Species Based on Random Amplif ied Polymorphic DNA

Tang Shaoqing
 　 Shi Suhua　Chen Yueqin

Qu Lianghu　 Zhang Hongda (Chang Hungta )

Abstract　 Six species and tw o va rieties o f y ellow Camell ia were ana lyzed, using random

amplified polymorphic DN A ( RAPD) genetic markers. Fourteen decanucletide primers

w ere used fo r DN A amplification, 173 ma rkers g enera ting. The genetic ma rker data w ere

analy zed using Jaccard 's simila ri ty coef ficients. A dendrog ram was const ructed by using

U PGM A method. Th e results a re in ag reement wi th the view s of that C. nit idissima ha s a

very close relationship with C .nitidissima va r. phaeopubisperma. It also indica tes tha t

C .nitidissima , C . nitidissima var. microcarpa and C. mutipetala have a close relationship

betw een each other. C .nitidissima, C . tunghinensis , C . pingguoensis , C . term inal is and

C . pubipetala have a distant rela tionship betw een each o ther.

Keywords　 Yellow Camel lia species, RAPD, genetic similarities
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