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摘要! 以西洋杜鹃
6*"7"7+%7$"% *58$-7#9

功能叶片为试验材料! 采用改良的十六烷基三甲基溴化铵%

+,-.

&法提取

西洋杜鹃基因组
/0-

! 并且运用
:
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&正交试验设计! 在
%

个水平上对影响西洋杜鹃相关序列扩增多态性%

12-3

&反

应的镁离子%
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&浓度'
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酶用量' 三磷酸碱基脱氧核苷酸"

70,38

&浓度' 引物浓度等
%

个因素进行了优化! 确

立了一套适用于西洋杜鹃的稳定可靠' 重复性强的
12-3$3+2

反应体系( 实验发现! 其最佳反应体系"
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* 利用该优化体

系对
(%

个西洋杜鹃花品种进行遗传多样性分析* 从
$$

对
12-3

引物中筛选出
!*

对扩增清晰且多态性高的引物!

共扩增出
(!;

条带! 其中多态性条带
(!(

条! 多态性比率达
C;9"'D
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个杜鹃品种的遗传相似系数变化范围为

*9'C!E*9;*$

! 算术平均数的非加权配对算术平均法 %

F3G4-

#聚类分析结果显示$ 在相似系数为
*9'C*

处将
(%

个

供试品种分为
(

个类群! 在相似系数为
*9#("

处又可分为
(

个亚群! 说明该优化体系可应用于西洋杜鹃花品种鉴定

及遗传多样性的研究* 图
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西洋杜鹃
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简称西鹃# 别称比利时杜鹃 # 是由皋月杜鹃
."#'#'%&'(#& +&!

'+/,-

# 映山红
."#'#'%&'(#& 0+-0++

及毛白杜鹃
."#'#'%&'(#& -,/(#&12,-

等反复杂交选育而成的杂交种"

?

$

#

具有株型矮小# 树冠紧密# 花色丰富等特点# 在中国大都为盆栽"

A

$

& 由于西洋杜鹃来自种间杂交# 类型

多# 形态特征丰富多样# 不同生境'居群(间变异相差较大# 品种之间的鉴别有一定困难# 如果仅仅依据

形态特征分类会引起很大争议# 会引起分类类群变更频繁"

!

$

& 目前# 国内外主要对西洋杜鹃的化学活性

成分) 形态) 观赏) 种植) 栽培管理等方面进行了研究# 国外在分子水平方面的研究多见于分子连锁图

的构建) 不同环境的群居分析以及耐寒基因研究和转基因研究 "

B"C

$

# 而国内则较少* 相关序列扩增多态

性分子标记'

-)D:),7)!/)90.)( 0*392<2)( 3+96*+/312-*

#

$%&'

(是由美国加州大学蔬菜作物系
E2

等 "

#

$在

A""?

年首次正式提出的一种基于聚合酶链反应'

'5%

(的新型分子标记技术* 该标记具有多态性高# 信息

量丰富# 操作简便# 重复性好和成本低等特点*

$%&'

分子标记系统最早在芸薹属
3(400+/4

作物开发出

来"

#

$

# 目前已在水稻
5()64 042+74

# 番茄
8#94&,- 9)/#:%(0+/,-

# 棉花
;#00):+,- -33>

# 黄瓜
<,=,-+0 012+7,0

和柿属
>+#0:)(#0

等多种植物中成功扩增"

F"@
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# 并应用于遗传图谱构建+ 比较基因组学) 遗传多样性分析"
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标记扩增结果易受镁离子'

G=

AH

(浓度) 三磷酸碱基脱氧核苷酸'

(IJ'-

(浓度)

?4@

酶用量) 引物浓

度和模板
KI&

浓度等因子的影响# 且不同物种的反应体系也不相同, 本研究利用正交试验设计# 对西

洋杜鹃
$%&'

反应体系中的
G=

AH浓度) 引物浓度)

A4@

酶用量以及
(IJ'-

浓度等主要影响因素进行了优

化分析# 建立了适合于西洋杜鹃的
$%&'!'5%

最佳反应体系# 并利用筛选的引物对
AB

个西洋杜鹃品种

进行了遗传多样性分析# 从分子水平上探讨这些品种的遗传多样性# 对西洋杜鹃种质资源的鉴定) 利用

及其育种实践等具有一定的参考价值# 以期为西洋杜鹃品种的分子鉴定及连锁遗传图谱构建奠定基础#

为育种开发提供参考,

?

材料和方法

)*)

试验材料及试剂

以-霸王红.-紫金冠.-白佳人.等
AB

个西洋杜鹃品种为试验材料/表
?

(# 材料来源于浙江省宁波市

北仑区柴桥镇杜鹃花基地 # 生长年龄均为
A 0

, 用于
$%&'!'5%

反应的
G=

AH

#

A4@

酶 #

(IJ'-

和

KEC"""

#

KI& G0/L)/

均购于上海生工生物工程有限公司# 引物委托上海生工合成,

编号 品种名称 编号

?

-霸王红.

F

A

-紫金冠.

M

!

-绿牡丹.

@

B

-鲜红宝石.

?"

C

-荷兰粉皇后.

??

品种名称

-荒狮子.

-五宝绿珠.

-粉天惠.

-双花红.

-西德一号.

编号 品种名称 编号 品种名称

?!

-玉女.

?@

-银边牡丹.

?B

-十二乙皇.

A"

-汶堡
?

号.

?C

-昔兰.

A?

-星光.

?#

-白佳人.

AA

-四海菠.

?F

-美人笑.

A!

-肯特.

#

-红双喜.

?A

-玉翠锦.

?M

-丹麦红.

AB

-杨梅红.
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供试西洋杜鹃材料

J089) ? J)-.)( *0.)/209- +< ."#'#'%&'(#& ")*(+',-
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试验方法

?>A>?

基因组
KI&

的提取及检验 取各西洋杜鹃品种枝条上端的较幼嫩叶片# 采用改良的十六烷基三

甲基溴化铵/

5J&N

(法 "

?!

$提取其基因组
KI&

,

?">" =

0

E

"?琼脂糖凝胶电泳/

?#JNO

(检测
KI&

提取质量#

紫外分光光度计检测其浓度和纯度# 并稀释到
C" *=

0

E

"?

#

"A" $

保存备用,

?>A>A $%&'!'5%

反应体系的优化 为了确定
'5%

反应中
B

个主要因素/

G=

AH

#

(IJ'-

#

A4@

酶和引物(

MBC
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月
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日

的最佳水平! 以
!

年生的盆景西洋杜鹃花 "美人笑# 为材料!

&'(

和
'&)

为引物组合! 采用正交设计

!

#*

$

+

+

%进行试验&

,+

'

! 选择
+

个因素! 浓度水平为
+

个(因素!,

$表
!

%! 共
,*

个处理组合$表
$

%) 试验设
$

次重复! 总反应体系为
!"-% !.

! 其中模板
/01

量为
,-( !.

!

,""234

缓冲液$不含
56

!7
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!-% !.

! 不足

部分用双蒸水补齐) 反应程序 &

*

'为*

8+ #

预变性
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+

8+ $

变性
, &9:

!

$) $

复性
, &9:

!

)! $

延伸

, &9:

!

(

个循环+

8+ $

变性
, &9:

!

() $

复性
, &9:

!

)! $

延伸
, &9:

!

$(

个循环+ 最后
)! $

延

伸
,% &9:

)

234

产物使用
,%-% 6

(

.

!,琼脂糖凝胶电泳检测)

水平
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!7

;

$

&&<=

(

.

!,

%
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&&<=

(
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酶
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$
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% 引物
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! ,-)( %-,)( ,-(% %-$%

$ !-%% %-!%% !-%% %-+%

+ !-!( %-!!( !-(% %-(%

表
! "#$

反应的各因素水平

?BD=' ! .'E'=@ <F GBHB&'C'H@ F<H 234 H'BIC9<:

处理
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!#
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!#

%

"#$

酶
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$

"#*-*) :ABC

% 引物
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$
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.
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% 清晰条带数$

$

次平均%

# #-(% %-#(% #-%% %-!% (

! #-(% %-#)( #-(% %-$% *

$ #-(% %-!%% !-%% %-+% (

+ #-(% %-!!( !-(% %-(% +

( #-)( %-#(% #-(% %-+% *

* #-)( %-#)( #-%% %-(% (

) #-)( %-!%% !-(% %-!% J

J #-)( %-!!( !-%% %-$% (

8 !-%% %-#(% !-%% %-(% (

#% !-%% %-#)( !-(% %-+% *

## !-%% %-!%% #-%% %-$% !

#! !-%% %-!!( #-(% %-!% *

#$ !-!( %-#(% !-(% %-$% $

#+ !-!( %-#)( !-%% %-!% $

#( !-!( %-!%% #-(% %-(% +

#* !-!( %-!!( #-%% %-+% !

表
% &$'"!"($

正交实验设计及结果统计

?BD=' $ KHCL<6<:B= >'@96: B:> H'@M=C@ @CBC9@C9I <F N412&234

,-!-$ N412

多态性引物筛选 选择形态差异明显! 具有代表性且
N412

结果好的
$

个西洋杜鹃品种

$,霸王红-,紫金冠-,白佳人-%提取的
/01

为模板! 对
N412

引物组合进行筛选! 从中选出带型清晰.

重复性高. 多态性较好的引物)

,-!-+ N412

数据处理与统计 对供试的
!+

份材料扩增的电泳谱带总数和多态性带的数目进行统计!

将
N412

扩增产物每个条带视为
,

个位点! 具有相同迁移率的条带视为同一条带) 胶上相同迁移率的条

带均来自同一位点上的同一等位基因! 用数字
,

和
"

分别表示供试材料某一等位基因的有无! 即根据

各多态性引物扩增条带的有无分别赋值! 有记为
,

! 无记为
"

! 建立 /

,&"

0数据库) 利用
0?@O@ !-,

软件

进行
PBIIBH>

$

P

%遗传相似性系数分析) 在此基础上! 利用非加权配对算术平均法$

M:Q'96LC GB9H6H<MG

&'CL<> M@9:6 BH9CL&'C9I BE'HB6'@

!

R2S51

%建立所有供试品种的聚类树状图&

,(

'

)

!

结果与分析

)*+ &$'"!"#$

反应体系优化结果

根据正交设计表进行
N412&234

反应! 所得
234

产物进行琼脂糖凝胶电泳! 电泳结果如图
,

! 记录

J+*
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清晰条带数!表
!
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图
$

西洋杜鹃
%&'(!()&

正交试验结果

*+,-./ 0 &/1-23 45 !"#$#$%&'(#& ")*(+',- %&'(!()& 67 4.384,49:2 ;/1+,9

0<0#

为
0#

个处理组合$ 重复
!

次%处理=0

$

>

为标记物$ 引物组合
?/@!/?A

6B

CD0E$

正交试验结果直观分析 对正交试验结果进行直观分析$ 由图
$

显示$

$#

个处理均可以扩增出

条带来$ 但是不同的组合$ 由于各因素的浓度不同$ 各处理间存在着较明显的差异# 处理
$$

$ 处理
$!

$

处理
$F

$ 处理
0#

扩增效果较差$ 扩增出的条带数较少$ 通过比较发现$ 这
F

个处理中
>,

CG浓度均较

高$ 说明
>,

CG浓度不宜过高# 处理
C

$ 处理
!

$ 处理
A

$ 处理
H

$ 处理
$I

$ 处理
0C

扩增效果较好$ 以处

理
A

为最好$ 扩增条带最多$ 亮度最高$ 且条带清晰$ 因此初步确定处理
A

为西洋杜鹃
%&'(!()&

较佳

的反应体系#

CD0DC

正交试验结果统计分析 对各组浓度搭配的正交试验结果进行了直观统计分析!表
F

"#

.

值代表

为某因素在某水平下的得分之和&

/

值代表某因素在某水平下的得分平均值$ 而
!

值为该因素的极差$

即该因素在不同水平下得分的最大' 最小平均值之差#

!

值越大$ 说明该因素对实验结果影响越大$ 即

该因素的作用就越大# 由表
F

知(

F

个因素对试验的影响程度大小依次为
012

酶用量＞>,

CG浓度＞引物

浓度＞;JK(1

浓度#

/

值反映了因素各水平对反应体系的影响情况$

/

值越大$ 反应水平就越好# 从表

看出$

>,

CG 浓度'

;JK(

浓度及
012

酶均以水平
C

最好$ 引物浓度以水平
0

最好$ 即
>,

CG

0DA@ ??42

%

L

"0

$

;JK(1 ID0A@ ??42

%

L

"0

$

012

酶为
0D@I # 0#D#A 9M:3

$ 引物
IDCI !?42

%

L

"0的组合为最好$ 且
0I#

缓冲液的

定值量为
CDI !L

$ 基因组
NJ'

定值为
$E@ !L

$ 双蒸水补足至
CIEI !L

$ 将此组合作为西洋杜鹃
%&'(!

()&

反应的最佳体系#

项目
>,

CG

;JK(1 012

酶 引物

0

$

CC $H $F C$

0

C

CC CI C@ $H

0

!

$A $A $A $A

0

F

$C $H $A $A

/

$

@E@I FE@I !E@I @EC@

/

C

@E@I @EII #EC@ FE@I

/

!

FEC@ FEC@ FEC@ FEC@

/

F

!EII FE@I FEC@ FEC@

3

!极差"

CE@I IEA@ CEA@ $EII

表
!

正交试验结果分析

K:62/ F '9:271+1 45 4.384,49:2 /OB/.+?/93 ./1-231

"#" $%&'

多态性分析

从
HH

对
%&'(

引物!表
@

"中共筛选出
$I

对多态性好' 条带清晰的引物!

?/!!/?H

$

?/F!/?C

$

?/F!

/?F

$

?/@!/?A

$

?/@!/?$I

$

?/#!/?$

$

?/#!/?A

$

?/A!/?$

$

?/H!/?@

和
?/H!/?A

"# 将筛选到的
$I

条

引物用于
%&'(!()&

反应$ 图
C

为
?/A!/?$

引物组合对
CF

个西洋杜鹃品种的扩增结果# 经统计分析可

知$

$I

条引物共扩增出
C$A

条带$ 其中多态性条带
C$C

条$ 平均多态性位点百分率为
PAE!@Q

!表
#

"#

单条引物之间的扩增结果存在一定的差异$ 最少
0F

条$ 最多有
C@

条$ 平均带数为
C0DC

条# 引物扩增

吴月燕等( 西洋杜鹃
%&'(

体系优化及遗传多样性分析 HFA
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!"#$

年
#!

月
!%

日

长度为
&%%'& %%% ()

! 其中以
*&"'$ """ ()

居多" 可见!

+,-.

在杜鹃种植资源里的多态性位点较多!

也表明杜鹃的遗传多样性较为丰富"

引物名称 引物序列
&

!!$!

引物名称 引物序列
&!!$!

/0# 12-2133---3322-1- 0/# 2-312321-32--11--1

/0! 12-2133---3322-23 0/! 2-312321-32--11123

/0$ 12-2133---3322--1 0/$ 2-312321-32--112-3

/04 12-2133---3322-33 0/4 2-312321-32--1112-

/0& 12-2133---3322--2 0/& 2-312321-32--11--3

/05 12-2133---33221-- 0/5 2-312321-32--1123-

/0* 12-2133---3322133 0/* 2-312321-32--113--

/06 12-2133---3322123 0/6 2-312321-32--11312

0/7 2-312321-32--1132-

0/8" 2-312321-32--113-2

0/88 2-312321-32--1133-

表
! "#$%

引物序列

19(:0 & .;</0; =0>?0@A0= ?=0B CD; +,-. 9@9:E=<=

引物组合 扩增总带数 多态性条带数 多态性位点百分率
FG

/0$"0/6 !" 87 7&H%%

/04"0/! !& !4 75I%%

/04"0/4 84 8$ 7!I65

/0&"0/* !! !! 8%%I%%

/0&"0/8% !$ !$ 8%%I%%

/05"0/8 !4 !4 8%%I%%

/05"0/* !& !& 8%%I%%

/0*"0/8 !& !& 8%%I%%

/06"0/& 86 8* 74I44

/06"0/* !8 !% 7&I!4

总计
!8* !8! 7*I57

平均
!8I* !8I! 7*I$&

表
& '(

对
")$%

引物组合及其扩增结果

19(:0 5 8% +,-. );</0; AD/(<@9J<D@= 9@B JK0 ;0=?:J= DC 9/):<C<A9J<D@

说明# 统计方法见试验方法
8I!I4 +,-.

数据处理与统计"

图
!

引物组合
/0*"0/8

对
!4

个西洋杜鹃品种的
+,-.

扩增结果

L<M?;0 ! ,0=?:J DC +,-.".3, CD; !4 !"#$#$%&'(#& ")*(+',- N9;<0J<0= ?=<@M );</0; AD/(<@9J<D@ /0*"0/#

#'!4

为
!4

个西洋杜鹃花品种!

O

为标记物

646
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西洋杜鹃遗传相似性及聚类分析

根据
$%&

产物电泳结果! 记录扩增位点建立数据矩阵! 利用
'()*) +,-".

软件计算
+/

个品种间的

遗传相似性指数"

+/

个杜鹃品种的遗传相似系数变化范围为
",01-2",3"4

" 在这些杜鹃品种中!#绿牡丹$

和#美人笑$的遗传相似系数最小! 为
",-4+

!#紫金冠$和#粉天惠$以及#荷兰粉皇后$和#杨梅红$的遗传相

似系数最大! 达到
",34!

和
",34+

! 大多数品种的相似系数为
",01"2",4""

% 遗传相似系数越大! 表示亲

缘关系越近! 相似系数小说明种质间遗传变异较大! 多态性较高"

基于遗传相似系数! 利用
5$678

方法对
+/

份供试材料进行聚类分析&图
!

'% 聚类结果显示! 在相

似系数为
",01"

处将
+/

个供试品种分为
+

个类群! 第
-

类包含
+

个品种! 在相似系数为
",#+!

处又可分

为
+

个亚群! 第
-

亚群包括 #霸王红$#汶堡一号$#星光$#四海菠$#肯特$#丹麦红$#紫金冠$#粉天惠$#玉

女$#荒狮子$#五宝绿珠$#玉翠锦$#西德
-

号$! 第
+

亚群包括鲜#红宝石$#红双喜$#十二乙皇$#荷兰粉皇

后$#杨梅红$#昔兰$#白佳人$#双花红$和#银边牡丹$% 该聚类分析表明! 不同西洋杜鹃品种间遗传差异

明显! 这可能与西洋杜鹃是由皋月杜鹃( 映山红及毛白杜鹃等反复杂交选育而成的杂交种从而导致其遗

传背景复杂有关% 不同类群内的品种表明它们具有相同的最原始的杂交亲本! 且由于后面亲本及杂交次

数不同又逐次形成了不同的品种! 这可由聚类图中明显看出% 同时! 由于西洋杜鹃遗传复杂导致命名混

乱! 常会出现重名现象% 结果中#汶堡一号$和#星光$

+

个品种不能区分开! 其有可能是同种异名! 但需

要进一步验证%

图
!

基于
9&8$!$%&

的
+/

个西洋杜鹃品种的聚类树

:;<=>. ! %?=)@.> ABA?*);) CD +/ !"#$#$%&'(#& ")*(+',- E=?@;FA>) GA).H CB 9&8$!$%&

相似系数

!

结论与讨论

作为新发展起来的一种遗传标记形式!

9&8$

分子标记技术! 将扩增片段长度多态性&

AIJ?;D;.H

D>A<I.B@ ?.B<@K JC?*IC>JK;)I

!

8:L$

'和随机扩增多态性
M'8

标记 &

>ABHCI AIJ?; D;.H JC?*IC>JK;E M'8

!

&8$M

'两者的优点有机结合在一起! 高频率共显性明显优于
8:L$

! 且比
8:L$

!

&8$M

和简单重复序列

&

);IJ?. ).N=.BE. >.J.A@

!

99&

'等方法更能反映出表型的多样性及进化历史 )

-#"-3

*

% 同时
9&8$

技术弥补了

常用分子标记技术的一些不足! 如
&8$M

技术稳定性和重复性差+

8:L$

成本较高( 操作复杂+

99&

检

测位点少! 成本高! 因此!

9&8$

标记技术是目前一种较理想的分子标记技术! 具有广泛的前景%

本实验所采用
9&8$

标记进行正交设计试验不但可以弥补其他标记技术的不足之处! 也避免了进行

单因素试验获得的信息量少和完全组合设计工作量大的缺点! 此方法完全可用于
9&8$!$%&

反应体系的

优选和建立! 但此方法具有局限性! 即科研工作者目前一般是根据电泳条带的数量和清晰度来判断试验

结果的优劣! 因此这种判断带有一定的主观性%

有关
9&8$

反应体系和程序的优化在很多植物中均有报道! 但是不同的植物! 所用的试验方法以及

所需的扩增条件也不一样! 会影响
9&8$

的图谱% 该试验采用了
.

-#

&

/

/

'正交设计! 共对
-#

个反应组合

吴月燕等, 西洋杜鹃
9&8$

体系优化及遗传多样性分析 4/1
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!"#$

年
#!

月
!%

日

进行了扩增! 考察了
&

种组分
&

种浓度的综合影响! 通过统计分析和检测验证! 迅速筛选出稳定" 重复

性好的
'()*

反应体系! 且该体系可以很好地用于种间聚类分析! 适用于西洋杜鹃的遗传多样性分析#

且得知在本试验中
!"#

酶对
*+(

反应的影响最大!

,-.*/

影响最小$ 这与袁菊红等%

#0

&对石蒜
$%&'()* ("!

+)"," '()*

反应的影响为
12

!3最明显!

,-.*/

最不明显的研究结果有所不同! 表明不同植物间的
'()*!

*+(

反应体系存在明显差异 $ 同苏家乐等 %

#4

&报道的
!%5" !6

杜鹃花属
'()*

反应体系相比较! 本体系

,-.*/

和引物浓度等都有所减少! 大大降低了试验成本! 因此! 本研究优化的
!%5% !6

反应体系更为经

济高效! 可广泛应用于西洋杜鹃的
'()*!*+(

反应$

本研究应用
'()*

分子标记技术对
!&

个西洋杜鹃品种的遗传多样性进行研究!

#%

对引物扩增出

!#7

条清晰的用于多样性分析的谱带! 其中多态性条带就有
!#!

条! 多态性比率为
475$89

$ 这一方面说

明了西洋杜鹃不同品种间存在着丰富的遗传变异! 为西洋杜鹃优良品系选育" 开发和利用提供了空间'

同时也说明了
'()*

分子标记技术在西洋杜鹃遗传多样性研究中有较高的检出效率! 这对西洋杜鹃品种

的鉴定" 利用及其育种实践等具有一定的参考价值$ 总之! 本试验为今后利用
'()*

标记对西洋杜鹃花

品种的分子鉴别" 多样性研究等奠定了良好的基础$
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