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摘要! 建立适合无患子
7&8-%9#4 :#;#$"44-

的相关序列扩增多态性
!

聚合酶链式反应%

789:!:;8

&最佳反应体系! 为

研究无患子种质资源的遗传多样性' 亲缘关系及遗传改良等奠定基础( 以南平产的无患子叶片为材料! 采用单因

素法对体系中的
<=9

模板' 镁离子' 三磷酸碱基脱氧核苷酸"

(=>:0

&! 引物和
<&=<=9

聚合酶等
4

因素进行优化)

确立了适合无患子
789:

的最佳反应体系%
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聚合酶!

2-$ !A)B

*

?

$#引物) 利用该体系对
#!

份无患子种源材料进行
:;8

扩增! 获得了清晰+ 稳定的
<=9

谱带! 说明优化后的体系适宜无患子地理种源的遗传多样性分析) 图
5

表
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无患子
7&8-%9#4 :#;#$"44-

属于无患子科
7DH*1(DZXDX

无患子属
7&8-%9#4

" 是一种非常有潜力的经济

树种" 其果可以用来制作洗涤剂" 种仁能提取生物柴油" 树形美观" 可用于园林观赏等* 日本+ 法国+

中国台湾等对其蕴含的经济价值有一定的开发利用" 而中国大陆虽早在几百年前就已对其有初步利用"

但深度开发这方面却尚在起步阶段(

,&%

)

* 目前" 对无患子的研究主要集中在生物学特性+ 繁殖技术(

,^$

)

+ 化

学成分和分离提取技术及其利用价值的开发研究 (

4$5

)等方面" 而在分子生物学方面的研究报道不多 (

'&3

)

*

分子标记技术是研究种质资源遗传背景的重要手段"

!"",

年美国加州大学蔬菜作物系
?*

与
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博士

提出了一种新型的基于聚合酶链式反应!

:;8

&的标记方法的相关序列扩增多态性!
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"标记方法 #

4

!

"5

$

% 该标记通过独特的双引物设计对基因的
617/

&

)(&8 -&9'%8:

$-9,&/

"的特定区域进行扩增% 与其他分子标记相比! 该方法具有简单高效' 多态性高' 重复性较好等特

点! 并已成功应用于多种蔬菜' 经济树种的种质资源分析中#

;<=>??<?!

$

% 但在无患子的遗传多样性以及种质

鉴定等方面还鲜见报道% 为此! 本研究以无患子叶片为材料! 采用单因素优化的方法建立无患子
0123!

3@1

的最佳反应体系! 旨在为不同地理种源无患子的遗传多样性分析' 亲缘关系鉴定' 遗传图谱构建'

遗传改良等奠定基础%

"

材料与方法

!"!

材料来源

试验材料采于福建顺昌无患子种源收集区! 共
?A

个种源地
!B

份种质材料% 本优化试验以福建南平

种源地的基因组
CD2

为试验材料%

!"#

主要试剂

试验中所用的三磷酸碱基脱氧核苷酸&

'DE3

"

/

!

!"#CD2

酶! 琼脂糖和
CD2

标记物均购自上海生工

生物工程有限公司! 其中
?55 F(

标记物是加
CD2

梯度% 所用的
0123

引物序列由上海生物工程&上海"

股份有限公司合成! 其序列参照
G%

等#

?5

$和
1&8

等#

?H

$的方法%

优化试验引物选用
,&#!&,=

组合! 体系验证引物选用
,&#!&,=

和
,&B!&,?

! 序列具体如表
?

%

!"#

无患子总
$%&

的提取

无患子总
CD2

提取采用改良的十六烷基三甲基

溴化铵&

@E2I

"法 #

?;<?B

$

%

CD2

的浓度和纯度! 分别用

质量浓度为
?J

的琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计

分析检测% 样品稀释至
?5 !:

(

G

#? 后! 置
#A5 $

冰箱

保存备用%

!"$

反应体系的优化

0123!3@1

基本反应体系 ) 在
A5K5 !G

总体积

中! 含
AK5 !G "5%3@1

缓冲液&

$-&& L:

AM

"!

#K5 ,,)*

(

G

#? 镁离子&

L:

#N

"!

5K# ,,)*

(

G

#?

'DE3/

!

#K5%?BKB= 8O9P

&

#K5 Q

"

!"#CD2

聚合酶! 正反引物各
5K; !,)*

(

G

#?

!

用双蒸水补足至
#5 !G

%

0123!3@1

扩增程序为)

RH $

预变性
! ,%8

*

RH $

变性
* ,%8

!

!; $

复性
* ,%8

!

=# $

延伸
* ,%8

*

共
;

个循环% 随后
RH $

变性
* ,%8

!

;5 $

复性
?,%8

!

=# $

延伸
* ,%8

! 共
!;

个循环* 最后
=# $

延伸
?5

,%8

%

3@1

仪为
2IS

梯度
3@1

仪%

本试验采用单因素法对反应体系进行优化! 分别调整模板
CD2

! 镁离子!

'DE3/

! 引物!

!"#CD2

聚合

酶各因子的用量&表
#

"%

表
'

反应体系各因子水平

E9F*& # 1&9TP%)8 /+/P&, %8 &9T. $9TP)- *&U&*

水平
CD2

用量
V8:

镁离子浓度
V

&

,,)*

(

G

#?

"

'DE3/

浓度
V

&

,,)*

(

G

#?

"

!"#CD2V

&

%?BKB= 8O9P

"

引物浓度
V

&

!,)*

(

G

#?

"

? ?5 ?K55 5K5; 5K; 5K#

# #5 ?K#; 5K?5 5KB 5K!

! !5 ?K;5 5K?; 5K= 5KH

H H5 ?K=; 5K#5 5K4 5K;

; ;5 #K55 5K#; 5KR 5KB

B B5 #K#; 5K!5 ?K5 5K=

= =5 #K;5 5K!; ?K# 5K4

4 45 #K=; 5KH5 ?K; 5KR

R R5 !K55 5KH; #K5 ?K5

?5 ?55

表
!

引物序列

E9F*& ? 3-%,&- /&WX&8T&

引物名称 引物序列

,&# ;&!EY2YE@@222@@YY2Y@!!&

,&B ;&!EY2YE@@222@@YYE22!!&

&,? ;&!Y2@EY@YE2@Y22EE22E!!&

&,= ;&!Y2@EY@YE2@Y22EE@22!!&

说明)

,&#

和
,&B

为正向引物*

&,?

和
&,=

为反向引物%

彭珠清等) 无患子
0123!3@1

反应体系的优化 !#!
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产物的检测

将
&'(

产物与上样缓冲液
!

) #

"

# 混合后于质量分数为
#*)+

琼脂糖凝胶上电泳$ 用溴化乙锭!

,-

"染

色后$ 在凝胶成像系统!

./012342567 8&

"上观察%

!

结果与分析

!"#

无患子基因组
'()

检测

无患子叶片内富含多酚& 多糖& 蛋白质及其他次生代谢物质 '

#$

(

$ 操作时易发生褐变$ 干扰
9:.

的

提取$ 这些物质若残留在
9:.

样品中将会严重影响
&'(

的效果$ 导致
9:.

的酶切& 扩增失败$ 对后

续试验研究的开展有很大的影响% 本研究采用改良的
';.-

法$ 成功提取出质量较高的基因组
9:.

$

条带较为清晰& 完整& 无拖尾$ 符合
<(.&

分子标记对
9:.

质量的要求!图
=

"%

图
=

不同无患子总
9:.

电泳检测图

>?5@76 # ,/6AB7C01C76D?D CE BCB2/ 56FC4?A 9:. E7C4 =! G?EE676FB !"#$%&'( )'*'+,(($ 07CH6F2FA6D

经紫外分光光度计测定$ 其
-

!I"

J-

!K%

为
#*!L!*!

!表
M

"$ 经纯化均能达到
#*K

左右的比值% 所有样品

质量浓度均大于
$M% !5

)

N

"=

$ 在
<(.&

分析中可获得较为清晰& 稳定的扩增结果产物%

表
*

无患子总
'()

浓度检测

;2O/6 M 'CFA6FB72B?CF G6B6AB?CF CE BCB2/ 56FC4?A 9:. E7C4 =! G?EE676FB !"#$%&'( )'*'+,(($ 07CH6F2FA6D

序号 产地
-

!I"

J-

!K"

9:.

质量浓度

!

!5

)

N

"=

"

=

广西钦州
"*=!= "*"KP "*")I =*MI= I")*"

!

福建南平
"*=$P "*==I "*"K= =*!K) Q$)*"

M

福建清流
"*=)K "*="$ "*") =*)=) QP"*"

$

福建三明
"*M=P "*=)Q "*""K !*"M" = )P)*"

)

福建漳州龙海
"*M$! "*=I" ""*""I !*=M$ = Q="*"

I

福建顺昌高阳
"*!=P "*==P "*"!I =*KM$ = "P)*"

Q

浙江杭州
"*=$P "*"PQ "*"$M =*)M$ Q$)*"

K

江西樟树
"*=I$ "*"KP "*"=M =*KM) K!"*"

P

福建顺昌
"*"KI "*"$M "*""! =*PKM $M"*"

="

印度
"*=)I "*==M "*"I) =*MQQ QK"*"

==

福建永安
"*=M" "*"KK "*"$) =*$KI I)"*"

=!

印度!林科院"

"*==K "*"K) "*"$I =*MQP )P"*"

-

!I"

-

!K"

-

M="

+"+

模板
'()

对
$%&

扩增的影响

本试验设定了
="

个用量梯度!

="L="" F5

"$ 研究不同模板
9:.

用量对
&'(

扩增的影响% 模板
9:.

使用量在设定范围内$ 都能扩增出几乎相同的清晰条带!图
!

"%

=" F5

时条带比较模糊*

Q"L="" F5

时$

条带较淡& 呈波浪状$

!"LI" F5

时主带比较清晰%

9:.

较长时间保存会部分降解$ 致使有效含量降低%

考虑到试验时间较长$ 为避免
9:.

降解对试验结果的影响$ 最终选择
)" F5

作为模板优化用量%

M!$
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!"#

镁离子浓度对
!"#

扩增的影响

镁离子浓度对
$%&

扩增影响较大! 镁离子浓度过高时"

!"#'()

聚合酶催化非特异性扩增" 降低反

应的忠实性# 反之" 镁离子浓度过低时" 则又会使
!"#'()

聚合酶的活性下降" 反应产物减少! 当镁离

子浓度为
"*++ ,,-.

$

/

!"时" 未扩增出条带# 当
01

23浓度为
"*245"*64 ,,-.

$

/

!7时" 条带模糊" 出现缺失

现象# 当镁离子浓度为
2*++52*4+ ,,-.

$

/

!" 时" 扩增带型基本一致# 当镁离子浓度增至
2*64

"

!*++

,,-.

$

/

!"时" 条带呈弥散趋势%图
!

&! 高浓度镁离子易产生非特异性产物" 为避免高浓度镁离子对后续

试验的影响! 本研究最终选择
2*++ ,,-.

'

/

!"作为镁离子的优化浓度!

图
2

模板
'()

用量对
$%&

扩增的影

891:;< 2 =>><?@ -> '() @<,A.B@< ?-C?<C@;B@9-C -C $%& B,A.9>9?B@9-C

图
!

镁离子浓度对
$%&

扩增的影响

891:;< ! =>><?@ -> 01

23

?-C?<C@;B@9-C -C $%& B,A.9>9?B@9-C

$%& '()!*

浓度对
!"#

扩增的影响

D(E$F

对
G&)$"$%&

反应有极其重要的作用"

D(E$F

浓度过高会增加
'()

聚合酶的错配率" 而浓

度过低又会降低产量!

D(E$F

浓度为
+*+45+*74 ,,-.

'

/

!7时" 条带较少且模糊"

+*#+5+*#4 ,,-.

'

/

!7时条

带较为清晰" 在
+*!+5+*H4 ,,-.

'

/

!7时条带又开始模糊" 最终确定
+*#+ ,,-.

'

/

!7 为
D(E$F

的优化浓度

%图
H

&!

$%+ !"#,(-

聚合酶用量对
!"#

扩增的影响

!"#'()

聚合酶的用量与反应体积( 酶活性等因素有关) 一般酶用量过多会使非特异性增加( 弥散

背景增强" 用量过少则会降低产量" 使条带不够明亮* 当
!"#'()

聚合酶用量为
+*4#7I*I6 CJB@

%

+*4

K

&和
7*+#7I*I6 CJB@

%

7*+ K

&时" 条带均较多" 但
+*4#7I*I6 CJB@

%

+*4 K

&时" 条带亮度更佳# 当
!"#'()

聚合酶用量%

+*I5+*L

&

#7I*I6 CJB@

%

+*I5+*L K

&时" 条带较少# 当
!"#'()

聚合酶用量为%

7*#5#*+

&

#7I*I6

CJB@

%

7*#5#*+ K

&时" 条带少%图
4

&* 综上" 当
!"#'()

聚合酶用量为
+*4#7I*I6 CJB@

%

+*4 K

&时" 扩增效果

最理想" 以此作为
!"#'()

聚合酶的优化用量*

图
H D(E$F

浓度对
$% &

扩增的影响

891:;< H =>><?@ -> D(E$F ?-C?<C@;B@9-C -C $%& B,A.9>9?B@9-C

图
4 !"#'()

用量对
$%&

扩增的影响

891:;< 4 =>><?@ -> !"#'() ?-C?<C@;B@9-C -C $%& B,A.9>9?B@9-C

彭珠清等+ 无患子
G&)$"$%&

反应体系的优化 !#4
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引物浓度对
$%&

扩增的影响

引物过多会产生引物二聚体! 引物过低则降低产量" 在设定的引物浓度范围内!

&'(

产物量基本相

同#图
)

$% 当引物浓度为
%*!+%*$ !,-.

&

/

!0有较清晰' 一致的条带! 且
"*$ !,-.

&

/

!0时! 条带较亮( 当引

物浓度为
"*1+0*" !,-.

&

/

!0开始条带渐变弱! 扩增效果不佳! 均较模糊% 综上! 选择
"*$ !,-.

&

/

!0作为

引物的优化浓度%

!"' (&)$!$%&

反应体系的确立

本研究用引物组合
,!23

和
,)20

在无患子材料

中进行
4(5&"&'(

优化反应体系验证! 扩增结果比

较稳定' 条带清晰)图
3

$! 且引物组合
,)20

扩增出

的多态性条带较引物组合
,!23

多! 表现出更高的多

态性% 由此说明! 该体系适宜无患子
4(5&"&'(

反

应%

通过对反应体系的验证! 从结果的稳定性和经

济性出发! 确立了适合无患子的
4(5&"&'(

反应体

系为* 在
!% !/

反应体系中! 含模板
675

为
1% 89

!

镁离子
!*% ,,-.

+

/

!#

!

:7;&< %*! ,,-.

&

/

!#

!

!"#675

聚合酶
%*1##)*)3 8=>?

)

"*1 @

$

A

引物
%*$ !,-.

&

/

!#

%

图
3

优化体系验证图!左
,!23

" 右
,)2#

#

BC9DE2 3 FG?C,CH2: <I<?2, J2ECKCL>?C-8

)

.2K? ,!23

!

EC9M? ,)20

$

N

讨论

4(5&

标记是一种基于
&'(

的新型分子标记技术! 具有以下优点*

"

有一套通用引物! 可任意搭

配! 通过筛选获取适合引物对! 极大降低了引物合成费用%

#

反应条件相对固定! 试验重复性较好! 操

作简易% 因此! 在林木种质资源遗传多样性' 品种鉴定等方面应用前景广阔,

03O0P

-

%

4(5&"&'(

反应体系主要包含
1

个影响因素! 即
675

模板' 镁离子'

:7;&<

' 引物和
!"#675

聚合

酶% 各个因素用量不同! 将明显影响扩增效果! 进而影响
4(5&

分子标记的可靠性% 高质量
675

的获

取是
&'(

成功的根本性因素!

675

中残留的蛋白' 酚类等物质! 会抑制
675

聚合酶% 本研究中! 采用

改良的
';5Q

法提取了较高质量的
675

! 符合
4(5&"&'(

反应要求%

&'(

混合物中!

675

模板' 引物和
:7;&<

的磷酸碱基均可与镁离子结合! 降低镁离子的实际浓度(

而对
!"#675

聚合酶起作用的是游离的镁离子! 因此! 镁离子加入量应高于
:7;&<

,

0N

-

% 本试验中! 镁

离子浓度比
:7;&<

高出
0*R ,,-.

+

/

!0

%

&'(

扩增产物的大小是由引物限定的! 引物浓度过高! 不仅会促

进非特异性产物的合成! 而且还会增加引物二聚体的形成! 本研究最终选择
"*$ !,-.

+

/

!0作为引物的优

化浓度%

本试验采用传统的单因素法! 确立了适合无患子的
4(5&"&'(

反应体系% 利用该体系对
0!

个种源

地的无患子进行扩增! 得到了稳定清晰的条带! 效果良好! 说明优化后的体系适宜无患子种质资源的分

图
)

引物浓度对
&'(

扩增的影响
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子标记分析! 但需对
$%&'

引物进行筛选"

$%&'!'(%

优化体系的建立! 为
$%&'

分子标记在无患子地

理种源多态性分析# 遗传图谱构建# 品种鉴定等方面打下良好的基础"
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中国农民发展研讨会在浙江农林大学举行

!%-,

年
-!

月
-$

日至
-&

日$ 由国务院参事室' 浙江农林大学' 浙江省人民政府参事室' 浙江省社

会科学界联合会等共同主办的中国农民发展研讨会在浙江农林大学举行$ 来自全国 (三农) 研究领域的

领导' 专家学者共
-&%

余人汇聚一堂$ 共商中国农民发展问题* 浙江农林大学党委书记宣勇致欢迎辞*

研讨会以总结中国改革开放以来的农村改革发展$ 贯彻党的十八届三中全会精神为主题$ 以全面深

化农村改革+ 健全城乡发展一体化的体制机制' 促进农民发展为主线$ 重点围绕农业现代化' 农村社会

发展' 新型城镇化与农民全面发展等方面$ 聚焦农业经营体系' 农村产权制度' 城乡要素市场和社会治

理体制等各项改革*

会议围绕推进城镇化与城乡发展' 明晰集体产权' 建立农民以土地等入股的公司制' 推进村镇城镇

化' 赋予农民更多财产权利' 改革乡村治理机制等议题展开研讨* 与会专家认为$ 农民问题是 ,三农)

问题的核心$ 农民发展是中国发展面临的最大课题* 中国改革发展的实践经验表明$ 只有充分调动农民

的积极性$ 充分尊重农民的首创精神$ 坚持市场化改革取向$ 循序渐进地推进农村改革和建设事业$ 让

作为最大群体的农民成为改革发展的主力军$ 才能为实现全面建设小康社会的宏伟目标奠定坚实的基

础* 党的十八届三中全会为农民全面发展开辟了更广阔的前景$ 中国的农村改革又一次站在了新的历史

起点上$ 需要进一步全面深化城乡综合配套改革' 健全城乡发展一体化的体制机制*

浙江农林大学中国农民发展研究中心主任' 浙江省人民政府参事顾益康介绍了中国农民 ,十大贡

献) 暨中国农民发展研究中心系列研究成果$ 主要成果包括-改革开放
,&

年农民对中国发展的十大贡

献.-改革开放
,&

年中国农民发展报告.-改革开放
,&

年中国农民发展指数与区域评价报告.-改革开放

,&

年浙江农民发展报告.和-我国西部地区百村发展报告.等* 这些研究报告系统地分析了中国改革开

放以来$ 中国农业+ 农村和农民发展的历程+ 成就+ 经验和面临的新挑战$ 提出了新时期进一步促进中

国农民全面发展的路径与对策*

新闻中心

,!Q


