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摘要! 建立并优化了石蒜属
657"$-3

植物的目标起始密码子多态性
"

聚合酶链式反应%

>?+@"A?B

&反应体系! 为研究

石蒜属种质资源的遗传多样性' 亲缘关系及遗传改良提供新的思路( 采用
6

!<

"

<

3

&正交试验和单因素试验
!

种

方法优化石蒜属植物
>?+@"A?B

体系) 得出石蒜属植物
>?+@"A?B

最佳反应体系$

CDE

模板
!5= &/

*

F
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! 引物
"5$!<
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F
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! 三磷酸碱基脱氧核苷酸%

GD@AH

#

"5! &&+)

*
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! 镁离子%

I/

!J

#

45= &&+)

*

F
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!

8&9 CDE

聚合酶
#5=-#353K

.L'M

) 对优化的反应体系进行通用性+ 稳定性及可靠性检测! 结果均能获得丰富' 稳定' 清晰的
CDE

谱带) 最后

可知
>?+@

新型标记在石蒜属植物中应用效果良好! 可为石蒜属植物以后的研究提供基础条件) 图
K

表
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石蒜属
:57"$-3

植物具有极大观赏价值和药用价值- 全世界石蒜属植物共有
!"

多种& 主要分布于亚

洲& 而中国是石蒜属植物的分布中心& 资源优势明显& 有
$3

种
$

变种& 占全属的
K<d

& 其中
#!

种为中

国特有& 主要分布于江苏. 浙江. 安徽等地+

#

,

' 对石蒜属植物的研究主要集中在分类学. 细胞遗传学.

育种学. 分子生物学. 药用及药理几个方面' 近年来& 石蒜属植物在分子生物学方面的研究较多& 邓传

良等 +

!,:

,利用随机扩增多态性
CDE

标记#

Q'.G+& '&O)(,(-G O+)7&+QO8(6 CDE] BEAC

(对长筒石蒜
:57"$-3

'"%.-4#<& 4

个居群的遗传多样性及分化程度进行了研究& 表明长筒石蒜种内具有较高的遗传多样性 +

!,:

,

'

袁菊红等 +

<

,用简单序列重复区间#

(.M-Q"H(&O)- H-b9-.6- Q-O-'M] S>>B

(和
BEAC

标记分别对不同采集地的
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份石蒜属植物的遗传多样性进行检测! 时剑等"

$

#构建并优化了中国石蒜的微卫星
%&'

$

()*+,- (-./-01-

2-+-345 667

% 体系& 但这些标记在石蒜属植物的研究中存在一些不足& 如
7'8%

标记的影响因素较多&

稳定性和重复性差' 随机扩增长度多态性(

3*+,)9)-: 923;*-04 ,-0;4< +=,>*=2+<)(*5 '?@8

%标记对
%&'

纯

度和内切酶的质量要求很高且费用昂贵'

667

标记虽为共显性标记& 但其引物的开发和设计耗时费力!

因此& 为了更好地对石蒜属植物种质资源的遗传多样性和种质鉴定进行深入研究& 我们采用
A=,,32:

等 "

#

#

和
B31C),,

"

D

# 在水稻
!"#$% &%'()%

上基于单引物扩增反应(

()0;,- +2)*-2 3*+,)9)134)=0 2-314)=05 68'7

%提出

的一种新型目的基因分子标记)))目标起始密码子多态性(

(4324 1=0:=0 432:-4-: +=,>*=2+<)(*5 6A=E

%分子

标记& 该标记具有操作简单* 多态性高! 重复性好! 引物通用性高* 可获得丰富的遗传信息且能跟踪性

状等优点& 有效补充了
F667

标记和
7'8%

标记的不足 "

G

#

! 目前&

6A=E

标记已成功应用于光稃稻
!"#$%

*+%,-""(.%

"

#

#

& 花生 /"%01(& 1#23*%-%

"

H"

#

& 甜橙 4('"5& &(6-6&(&

"

HH

#

& 柑橘 4('"5& "-'(05+%'%& 龙眼 7(.30%"25& +36!

*%6%

"

HI!H!

#

& 甘蔗
8%001%"5. 399(0-6%"5.

"

HJ

#等的种质资源的遗传多样性分析& 但在石蒜属植物上遗传多样

性以及种质鉴定等方面未见报道! 为此& 本研究以石蒜属植物为材料& 建立并优化石蒜属植物
6A=E"

8A7

反应体系& 旨在为石蒜属种质资源的遗传多样性分析及遗传改良奠定基础!

H

材料和方法

!"!

试验材料

本研究所用的石蒜属植物种植于浙江农林大学遗传学科种质资源圃& 来源于湖南* 江西* 云南* 江

苏* 浙江* 安徽及国外等& 取正常生长的嫩叶& 于
!I" #

冰箱保存备用! 共用
!J

份材料+

HK!

为栽培石

蒜
:#03"(& "%;(%'%

&

JK$

为栽培稻草石蒜
:< &'"%.(6-%

&

#KG

为栽培玫瑰石蒜
:< "3&-%

&

H"KHH

为野生江苏

石蒜
:< 135;#&1-+((

&

HIKH!

为野生乳白石蒜
:< %+,(9+3"%

&

HJKHL

为野生红蓝石蒜
:< 1%#=%";((

&

H$KHD

为

栽培换锦花
:< &2"-6*-"(

&

HGKIH

为野生长筒石蒜
:< +36*('5,%

&

IIKIJ

为栽培中国石蒜
:< 01(6-6&(&

&

ILK

I#

为栽培忽地笑
:< %5"-%

&

IDKIG

为来自日本的香石蒜
:< (60%"6%'%

&

!"K!H

为来自日本的夏水仙
:<

&>5%.(*-"%

&

!IK!J

为石蒜与忽地笑的杂交种!

!"#

主要试剂

进行聚合酶链式反应(

8A7

%的各种试剂+

?%> %&'

聚合酶&

:&E8(

&

BM %@ ! """

标记均购自生工

生物工程(上海%有限公司&

6A=E

引物根据
A=,,32:

等 "

$

#和
B31C),,

"

D

#公布的引物& 由南京金斯瑞生物科技

有限公司合成!

!"$

试验方法

HN!NH

石蒜属植物基因组
%&'

提取与检测 石蒜属植物基因组
%&'

提取采用改良的十六烷基三甲基溴

化铵法(

AE'O

%

"

H!

#

& 用
&30=%2=+

微量分光光度计(

&%"H"""

%测定
%&'

的浓度和质量& 并取适量样品& 于

H"N" ;

,

C;

!H琼脂糖凝胶电泳检测& 紫外凝胶成像系统
P-0- P-0)/( O)= F*3;)0; 64(4-*

(

O)=73:

%下观察并

照相& 其余
%&'

样品于
!I" #

冰箱中保存备用!

HN!NI

正交试验设计方案 以第
I!

份材料中国石蒜
%&'

为模板&

8J"

为扩增引物! 针对影响
8A7

反应

的
%

个要素+

%&'

& 引物&

:&E8(

&

B;

IQ和
?%> %&'

聚合酶& 采用正交设计
:

IL

(

L

$

%对
6A=E"8A7

反应体

系进行优化! 设计水平
L

个,因素!H

(表
H

%& 重复
!

次,处理!H

(表
I

%!

8A7

扩增体系为
I"&' !@

&

8A7

扩

增反应程序+

GJ #

预变性
L*)0

'

GJ #

变性
!L (

&

J#KLG #

(根据各

引物的溶解温度
?

*

值%退火
!L (

&

#I #

复性
G" (

&

!L

个循环'

#I #

延伸
H" *)0

&

D #

保存"

HL

#

& 扩增反

应产物于
H"N" ;

,

C;

!H 的琼脂糖凝

胶电泳检测并用凝胶成像系统观

察拍照!

水平

因素

%&'

模板
S
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%

引物
S

(
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@

!H

%

J

种脱氧核苷

酸
S

(
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,

@

!H

%

镁离子浓度
S

(
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,

@

!H

%

?%> %&'

聚

合酶
S0C34

H H "NHIL "NHL" HN" "NL)H$N$#

I I "NIL" "NH#L HNL HN"*H$N$#

! ! "N!#L "NI"" IN" HNL*H$N$#

J J "NL"" "NIIL INL IN"*H$N$#

L L "N$IL "NIL" !N" INL*H$N$#

表
!

正交试验的因素及水平

E3T,- H ?314=2( 30: ,-U-,( =9 =24<=;=03, :-();0

姜小凤等+ 石蒜属植物
6A=E"8A7

反应体系构建及优化
JJL
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模板
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!
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.#

#

引物
*

!

!+/0
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-
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#

1

种脱氧核苷

酸
*

!

++/0

"
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!#

#

镁离子浓度
*

!

++/0

"

-

!#

#

!"# '()

聚

合酶
* 2345

6 &76!8 "768" 67" 67""6%7%9

! "7!8" "7698 678 678"6%7%9

$ "7$98 "7!"" !7" !7""6%7%9

1 "78"" "7!!8 !78 !78"6%7%9

8 "7%!8 "7!8" $7" $7""6%7%9

表
! "#$%#&'(

扩增影响因子的梯度试验

:4;0< $ =>4?@<25 <AB<>@+<25 /C C4D5/>E @2C0F<2D@2, GH/:#IHJ

表
) $

)*

!

*

+

"正交设计表

:4;0< ! K>5L/,/240 ?<E@,2 M@5L $

!8

!

8

%

#

试验
'()

模板 引物
1

种脱氧核苷酸 镁离子浓度
!"# '()

聚合酶 空列

# # # # # # #

! # ! ! ! ! !

$ # $ $ $ $ $

1 # 1 1 1 1 1

8 # 8 8 8 8 8

% ! # ! $ 1 8

9 ! ! $ 1 8 #

N ! $ 1 8 6 !

O ! 1 8 6 ! $

6" ! 8 6 ! $ 1

66 $ 6 $ 8 ! 1

6! $ ! 1 6 $ 8

6$ $ $ 8 ! 1 6

61 $ 1 6 $ 8 !

68 $ 8 ! 1 6 $

6% 1 6 1 ! 8 $

69 1 ! 8 $ 6 1

6N 1 $ 6 1 ! 8

6O 1 1 ! 8 $ 6

!" 1 8 $ 6 1 !

!6 1 6 8 1 $ !

!! 8 ! 6 8 1 $

!$ 8 $ ! 6 8 1

!1 8 1 $ ! 6 8

!8 8 8 1 $ ! 6

67$7$

单因素试验 根据正交设计试验筛选出的最佳反应体系设计单因素试验$ 对各个因素进行逐一优化!表
$

#%

,-.

退火温度优化

在最佳反应体系的基础上$ 在温度梯度
IHJ

仪上设置
6!

个温度梯度!

19P8O $

#对所用引物的

退火温度进行优化$ 扩增产物于
6"7" ,

"

3,

!6的琼脂

糖凝胶电泳检测%

,-/

数据统计与处理

参照桂腾琴等 &

6%

'的方法$ 根据
IHJ

扩增产

物谱带的强度及清晰度( 杂带的多少和背景的

深浅对正交试验各个处理依次打分$ 将条带清

晰( 丰富( 稳定的最佳处理记 )

!8

* 分$ 最差的

记)

6

* 分% 不同的引物$ 不同的模板以及不同的重复分别独立统计$ 计算每个处理的平均分得分$ 依据

平均得分对试验结果进行分析$ 列出正交试验的极差分析表以进行直观分析$ 利用
GIGG 697"

对结果进

一步进行方差分析$ 综合
!

种分析方法确定最佳组合%

,-0

反应体系的稳定性和通用性检测

选取引物
I1"

对
$1

份石蒜属植物
'()

模板进行扩增+ 同时随机选取
9

条引物对中国石蒜的
'()

进行扩增$ 扩增产物用
6"7" ,

"

3,

!6的琼脂糖凝胶电泳检测以检测优化的
GH/:#IHJ

反应体系的通用性(

稳定性和可靠性%

11%
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反应体系正交实验结果
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结

果
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?
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#
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种脱氧核苷

酸
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!

66&2
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#

镁离子浓度
?

!

66&2

"

@

#0

#

!"# <=>

聚

合酶
? 9B:3

$

0

CDE"" FCEG0 HCEHF IHE"" A!EHF$0HEHF

$

I

HJE!C CCE"0 CFE"" HCE!! CFEHF$0HEHF

$

!

H0E"" FAE!A FIEHF H"E"" H"EHF$0HEHF

$

A

HFE"" H!E!! HCE!A D0EHD D"E""$0HEHF
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C

HJEHH CFE!! HAE!! JIE"" D!E""$0HEHF

%
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00EH" 0CE"" 0!E0! CEI" DEF!$0HEHF

%

I

0!EDF 00E"" 00EA" 0!E"F 00EC!$0HEHF

%
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0IEI" 0AEDF 0AEC! 0IE"" 0IE0!$0HEHF

%

A

0!EA" 0IEF! 0!E"F 0HE!A 0HE""$0HEHF

%

C

0!EJ! 00EAF 0IEDF 0DEA" 0HEH"$0HEHF

& IE!! AE"" !E0! 0!EI" FEDF$0HEHF

表
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正交试验直观分析

':K2/ A L93-+3+M/ :9:251+1 &4 &.38&,&9:2 ;/1+,9

姜小凤等$ 石蒜属植物
$%&'!(%)

反应体系构建及优化

I

结果与分析

"#$

正交试验结果分析

IE0E0

直观分析 由正交试验扩增结果见图
0

%

IC

个组合中
I!

个有谱带产生& 其中
0

号和
0I

号组合

没有扩增出产物或产物极少&

A

号'

C

号'

F

号'

00

号和
0H

号扩增谱带清晰' 丰富% 依据谱带的强弱 '

清晰度 ' 杂带的多少以及背景的强弱对

(%)

扩增结果依次打分 % 条带数量丰富 '

清晰的最佳产物记
IC

分 & 最差的计
0

分 %

每次处理及重复分别独立统计 &

IC

个组

合的分数依次为
%&""

&

CE!!

&

0I EHF

&

0JEHF

&

0DE!!

&

0CEHF

&

I"EHF

&

0CEHF

&

!EHF

&

0!EHF

&

I0EHF

&

0E""

&

0FE!!

&

0! E !!

&

FEHF

&

0DEHF

&

DE""

&

0HEHF

&

0HE!!

&

FE!!

&

0FE""

&

I"E""

&

0IE""

&

0"E!!

&

0"E!!

%

再根据平均分算出每个因素同一水平下的试验

值之和抑制常数
$

'

以及每一因素水平下的

数据平均值
%

'

& 并求出同一因素不同水平间

平均值的极差
&

& 对正交试验结果进行直观

分析!表
A

#% 根据极差大小可以判断因素对

反应体系的主次影响顺序%

&

越大& 表示该

因素的水平变化对试验指标的影响越大& 因

素越重要% 由以上分析可见& 因素影响主次

顺序为
N,

I O＞!"# <=>

聚合酶＞引物＞

;='(1＞<=>

浓度&

N,

IO对
(%)

反应体系影响最大& 为主要因素&

<=>

浓度影响最小% 而根据各因素

各水平的平均值可以确定优水平& 进而选出优组合% 每一因素水平下的数据平均值
%

'

反映了影响因素

各水平对反应体系的影响情况&

%

'

值越大& 反应水平越好% 由表
A

可以知道$

$%&'!(%)

反应中
C

个

影响因素的最佳反应水平组合并没有在正交组合中出现& 但与分值最高的几个组合都比较接近%

IE0EI

方差分析 虽然直观分析具有直观简单' 计算量小等优点& 但直观分析法不能估计误差的大小&

不能精确地估计各因素的试验结果影响的重要程度& 而方差分析可以弥补直观分析的这些不足& 得出更

准确的试验结果(

0F

)

% 应用
$($$ 0FE"

软件对试验结果进行方差分析!表
C

#& 结果表明$ 镁离子浓度和
!"#

<=>

聚合酶酶量对试验结果有显著影响&

<=>

模板浓度' 引物浓度和
;='(1

浓度对试验结果影响不显

著& 各因素对试验结果影响的主次顺序与直观分析结果一致% 图
0

和图
I

分别为
C

个因素对试验结果影

响的趋势图& 由图
0PI

可知$ 该
(%)

反应体系的最佳组合也与直观分析相一致% 经多重考虑分析得出

石蒜属植物
$%&'!(%)

反应体系的最优组合为$

<=>

模板
I&''' 6,

"

@

#0

& 引物
"E0IC !6&2

"

@

#0

&

;='(1

"EI"" 66&2

"

@

#0

&

N,

IO

!E"'' 66&2

"

@

#0

&

!"# <=>

聚合酶
0E" $ 0HEHF 9B:3

%

AAF
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单因素试验结果分析

'()

反应对
*+,

模板的纯度要求不高! 但

*+,

模板的用量过大会对
-.

!/的有效浓度起

到干扰作用! 会降低特异性扩增效率! 增加

非特异性产物或者使扩增失败! 而过少则可

能扩增不出条带或条带太弱不利于分析 "

01

#

$

一般情况下!

0""2" !3

体系中加入
0""4& 5.

的

量即可$ 由图
$

可以看出%

*+,

模板
1

个浓

度都能扩增出丰富的谱带! 但当质量浓度为

!4&&& 6.

&

3

!0 时! 扩增谱带的质量最好! 该

结果与正交试验的结果相吻合$

引物是
'()

反应的原料! 引物浓度过

高会扩增出非特异性谱带! 引物浓度达到

"4$71 !689

&

3

!0时即出现特异性谱带$ 由图
$

可以看出% 该
:(8;"'()

反应体系中最佳引

物浓度为
&40!1 !689

&

3

!0

$

<+;'=

浓度直接影响
'()

扩增!

<+;'=

与
!"# *+,

聚合酶竞争
-.

!>

! 当
<+;'=

浓

度较低时! 会影响合成效率! 直接影响扩增

产物的浓度! 甚至引起产物单链化而影响扩

增效果 "

0?

#

$ 由图
@

可看出 ! 当
<+;'=

浓

度为
&401& 6689

&

3

!0 和
&4071 6689

&

3

!0 时 !

扩增出的条带明显比高浓度少! 经综合分析

比较 ! 得出
&4!&& 66

&

3

!0 为该反应体系中

<+;'=

的最适合浓度$

!"# *+,

聚合酶在合成新
*+,

链时 !

要求有游离的
-.

!>

$

-.

!>浓度太低无
'()

产

物产生 ! 太高会导致非特异的产物产生
"

0A

#

$ 由 图
@

可 以 看 出 % 当
-.

! >浓 度 为

04&&& 6689

&

3

!0 时! 没有
'()

产物产生! 当
-.

!>浓度为
$4&&& 6689

&

3

!0时! 产生的谱带清晰' 稳

定! 是该反应体系中的最优浓度$ 而
!"# *+,

聚合酶在
1

个浓度下均能产生清晰稳定的谱带! 在

考虑经济费用及试验质量的前提下! 将反应体系中的酶浓度定为
04& # 0%4%7 5BCD

$

图
! *+,

! 引物!

<+;'=

!

-.

!>和
!"# *+,

聚合酶
1

个因素的效应

EF.GHI ! (GHJI IKKILD 8K *+,M NHF6IHM <+;'=M -.

!O

C5< !"# *+, N89P6IHC=I

偏差来源 第
$

类平方 自由度 均方
$

值 显著性
%

值

校正模型
?@!4@%!C !" @!40!$ 14$@? "4"1?

@ !!14!%" 0 @ !!14!%" 1$%4@!% "4"""

*+, !04A!? @ 14@?! "4%A% "4%$$

引物
%A4?00 @ 074@1$ !4!0% "4!$"

<+;'= !@47%? @ %40A! "47?% "41?A

镁离子
10"4%%% @ 0!74%%7 0%4!"? "4"0"

!"# *+,

聚合酶

!014!?A @ 1$4?!! %4?$$ "4"@1

误差
$041"7 @ 74?77

总和
1 "AA4!!A !1

校正总和
?7$4A%A !@

表
#

应用
$%$$ &'"(

进行方差分析

;CQ9I 1 ,5C9P=F= 8K JCHFC5LI= QP :':: 074"

说明% 可决系数
&R" 4A%@S

调整的可决系数
& R &47?@T

$

-2 *3 $ &&& 6CHBIH

(

*0"12 *+,

模板浓度为
0M !M $M @M 1 6.

&

3

U0

(

'0"14

引物浓度为
&40!1M &4!1M &4$71M &41&&M &4%!1 !689

&

3

U0

图
$ *+,

模板浓度和引物浓度对
:(8;"'()

反

应的影响

EF.GHI $ VKKILD 8K *+, DI6N9CDI L85LI5DHCDF85 C5< NHF6IH

L85LI5DHCDF85 85 :(8;"'()

02& !2& $2& &21 02& 021 !2& !21

@@?
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引物
#$

引物序列
%&!!& !

"

值
'!

退火温度
(!

)*! +,-+,+.--,-+,,+.,- %/ %012

)*% +,-+,+.--,-+,,-,-+ 3" %%1*

)*3 +,,+.--,.+,,+,,-+, %/ %!10

)!/ +,-+,+.--,-+,,+,,- 3" %%1*

)!2 ++,,+.--,.+,,+,,-, %/ %313

)4" ,,+.--,.+,,+,,-,,- 35 %012

)%0 +,++.--,.+,,+,,+-. %4 %!10

表
! "

条
#$%&

引物

.6789 3 :9;9< :,=. >?@A9?B

图
%

不同退火温度下
:,=."),C

的扩增结果

D@EF?9 % C9BF8G =H :,=."),C 6A>8@H@I6G@=< 6G J@HH9?9<G 6<<968@<E G9A>9?6GF?9B

姜小凤等! 石蒜属植物
:,=."),C

反应体系构建及优化

K1 $L ! """

标记"

J*MJ%1 JN.)B

浓度为
"1*%"

#

"1*0%

#

"15""

#

"155%

#

"15%" AA=8

$

L

O*

"

K*MK%1 KE

5P

浓度为
*1"Q *1%Q 51"Q 51%Q !1" AA=8

$

L

R*

"

.*M.%1 !#$ $N+

聚合酶
*1"Q *1%Q 51"Q 51%Q !1"#*3130 <S6G

图
4 JN.)B

浓度!

KE

5P浓度和
%&$ $N+

聚合酶浓度对
:,=."),C

反应的影响

D@EF?9 4 THH9IG =H JN.)B I=<I9<G?6G@=<

%

>?@A9? I=<I9<G?6G@=< 6<J %&$ $N+ >=8UA9?6B9 I=<I9<G?6G@=< =< :,=."),C

石蒜属植物
:,=."),C

反应的最优体系为!

$N+

模板
51""" AE

$

L

$*

# 引物
"1*5% !A=8

$

L

$*

#

JN.)B

"15"" AA=8

$

L

$*

#

KE

5P

!1""" AA=8

$

L

$*

#

%&$ $N+

聚合酶
*1"#*3130 <S6G

&

'() #$%&"*$+

最佳退火温度选择

),C

扩增反应过程中# 退火温度是影响
),C

产物特异性的重要因素# 退火温度的高低直接影响引

物与模板
$N+

的特异性结合# 不同的引物退火温度可能不同& 随机选择
)*!

#

)*%

#

)*3

#

)!/

#

)!2

#

)4"

#

)%0

等
0

条
:,=.

引物'表
3

( 进行
*5

个不同退火温度梯度试验# 其中引物
)4"

的扩增结果见图

%

& 在
*5

个退火温度中# 退火温度过低# 其扩增出的条带较少# 背景较强# 当退火温度接近最适温时#

扩增的条带清晰# 丰富# 背景较弱& 而退火温度过高# 则引物与
$N+

模板的特异性结合减弱# 扩增产

物减少# 条带不清晰# 即温度过高或过低扩增效果均不理想# 因此# 确定引物
)4"

的最佳退火温度为

%012 !

&

'(, #$%&"*$+

反应体系及反应参数的稳定性和通

用性检测

一方面# 引物选取
)4"

#

$N+

模板选取石蒜属

植物不同种的
!4

份材料进行
),C

扩增" 另一方面#

$N+

模板选取第
5!

号材料中国石蒜的
$N+

# 引物

选取退火温度试验中的
0

条 '分别为
)*!

#

)*%

#

)*3

#

)!/

#

)!2

#

)4"

#

)%0

(进行
),C

扩增# 对优化

后的
:,=."),C

反应体系进行稳定性检测# 结果均

能获得清晰可辨% 多态性丰富的条带 '图
3M0

(# 说

明该优化体系适用于石蒜属植物的遗传多样性的

分析&

442
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图
' '

条引物的
()*+!,)-

扩增结果

./0123 ' ()*+!,)- 4567/8/94:/*; 23<17:< /; ' 62/532<

图
% $=

份石蒜材料的
()*+!,)-

扩增结果

./0123 % ()*+!,)- 4567/8/94:/*; 23<17:< /; $= !"#$%&' <4567/;0<

$

讨论

!"# $%&'

标记的特点

()*+

标记作为一种新型的分子标记! 已成功应用于

花生! 葡萄
(&)&' *&+&,-%.

! 龙眼! 枇杷
/%&$0$)%". 1.2$+&3.

"

!"

#

!

牡丹
4.-$+&. '5,,%5)&3$'.

"

!>

#

! 芒果
6.+7&,-%. &+8&3.

"

!!"!$

#和柑

橘 "

!=

#等作物的遗传育种和系统学分类研究! 可知该标记

在物种间的通用性较好$

()*+

标记的引物为单引物! 引

物长度适中! 为
>?

个碱基的核苷酸$ 在扩增时! 可以同

时结合在双链
@AB

的正义链与反义链上! 从而扩增出引

物之间的区域! 其错配的几率小! 产生的条带丰富! 重

复性好 "

>>

#

$ 且其
,)-

产物可直接用琼脂糖凝胶电泳进行

检测! 其操作简单! 用时短! 成本低% 而聚丙烯酰胺凝

胶电泳操作复杂! 耗时! 成本较高且增加了影响因素"

!C

#

$ 如果在用琼脂糖凝胶电泳检测时! 没有呈现明

显的差异性! 可改用聚丙烯酰胺凝胶进行电泳! 为我们的研究提供更多的选择$

()*+

标记的不足主要

在于其
,)-

体系偏小且该标记为显性标记! 不能区分杂合子与纯合子! 即不能进行杂交种的鉴定$

!"( $%&'

标记在石蒜属中应用的优势

由于石蒜属植物种类丰富! 分布广泛! 且一些形态相似的种其分布区域又存在重叠现象! 因此使该

属植物的物种鉴别& 亲缘关系研究以及分类等问题复杂化$ 之前关于石蒜属植物的分子生物学研究中!

不同的分子标记其研究的结果存在一定的差异性! 对于该属植物的亲缘关系一直没有定论$ 在育种方

面! 我们一直致力于选育矮干! 花型优美! 花色较纯的品种! 而
()*+

标记作为一种可以追踪性状且通

用性良好的新型标记! 可为石蒜属植物观赏性状的分子关联技术及杂交育种提供一种新的方法! 且可对

之前石蒜属植物的遗传多样性分析进行补充$

!"!

结论

本研究采用正交设计和单因素试验
!

种方法对影响
()*+!,)-

反应的
C

个主要因素进行了优化! 首

次建立了适用于石蒜属植物遗传多样性分析的
()*+!,)-

扩增体系! 其
,)-

最佳组合为'

@AB

模板
!D"

50

(

E

">

! 引物
"D>!C !5*7

(

E

">

!

FA+,< &D!&& 55*7

(

E

">

! 镁离子 )

G0

!H

*

$D""" 55*7

(

E

">

!

9.: @AB

聚合酶

>D"#>%D%' ;I4:

$ 对石蒜属植物
()*+!,)-

反应体系影响最显著的因素是
G0

!H浓度和
9.: @AB

聚合酶浓

度! 而
FA+,<

浓度& 引物&

@AB

模板用量对该体系的扩增结果无显著影响! 与赵瑞强等 "

>C

#在铁皮石斛

;-+8%$0&5< $,,&3&+.=-

上的研究结果基本一致$ 退火温度也是
()*+!,)-

反应中的重要影响因子! 在本研

究中得出每个引物的最适退火温度在其)

>

<

$C

*

%

范围内! 与最初设计引物的标准一致$ 本研究将优化

=C"
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期 姜小凤等! 石蒜属植物
#$%&!'$(

反应体系构建及优化

的
#$%&!'$(

体系在石蒜属不同种及杂交种上进行通用性及稳定性验证" 均得到了特异性丰富的谱带"

即表明
#)%&

标记适于石蒜属种质资源的遗传多样性分析#
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