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摘要! 夏蜡梅
7-%"8&'68&%5*#4 8*-%+%4-4

是中国二级濒危植物% 为了开发基于夏蜡梅转录组序列的表达序列标签
778

"

97:!7784

&引物! 从夏蜡梅转录组数据库组装的
;!& ";%

条
<5-=>5>

序列中检测到
!* &*%

个简单重复序列'

7784

&!

平均密度为
&0;' ?@

! 最丰富的类型是
!

碱基重复( 单碱基重复和
1

碱基重复! 分别占总
7784

的
%!0%1A

!

!(0&"A

和
!10!&A

! 其中主导类型是 "

BC2D:

&

%

) 利用
9
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'

%
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#正交试验获得夏蜡梅的最优简单重复序列
!

聚合酶链式反

应'
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#体系$

!606 !F

含
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酶
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'

; HI;*0*$ 5?JK

#! 镁离子'
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!M

#
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! 三磷酸碱基脱氧核苷酸

'

+P:E

#

60 !& NN,O

*
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! 引物
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*

F
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!

QPB $& 5=

) 针对所有
97:!7784

共设计出
#& &'&

对符合要求的引物!

随机选择了
!!6

对进行聚合酶链式反应'

ED8

#扩增! 其中
#!6

对'

&%0&&R

#成功扩增出产物!

;%

对在不同种群个体

中扩增出多态! 平均扩增等位基因数为
!0*%

!

$

对在同一种群个体中扩增出多态) 这些多态引物的开发可为夏蜡梅

的遗传分析提供更丰富的标记) 图
1
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简单重复序列!
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667

#是一种由
89:

个核苷酸为单位多次串联重复组成的核苷

酸序列" 广泛分布于生物基因组中$

8!!

%

&

667

分子标记技术具有共显性' 多态性高' 遗传信息量大' 稳

定性高' 重复性好等优点$

;!<

%

" 已被广泛应用于遗传多样性分析' 种质鉴定' 基因定位' 功能基因挖掘

等领域$

8= :!$

%

& 传统的基因组
667

标记技术!

+(,>-*2"667

(需要构建
?@A

文库" 耗时耗力$

:= %

%

& 表达序列标

签
667

)

(B.3())(' )(01(,2( 54+ 667

"

C6D"667

(" 来源于基因的转录组区" 相对
+(,>-*2"667

更简便" 经

济且信息量大' 通用性好$

:= E

%

& 宋跃朋等$

8"

%利用杨树
!"#$%$&

对
+(,>-*2"667

和
C6D"667

这
!

种标记的遗

传差异做了比较研究" 发现在鉴定基因型方面
C6D"667

相对更精确& 目前" 基于转录组序列的
667

标

记在很多植物上得到应用$

88!8:

%

& 夏蜡梅
'()"*+%,*+)-.$& *.()/)&(&

隶属于蜡梅科
F4/G24,5H42(4(

夏蜡梅属

0()"*+%,*+)-.$&

" 为第三纪孑遗植物$

8$

%

" 其系统地位特殊" 且具有较高的观赏价值& 由于自然种群规模

小" 生境片段化使夏蜡梅不同种群间存在不同距离的隔离$

8%

%

" 种群间基因交流少" 内部近交率增加" 导

致种群内遗传多样性低" 种群间遗传分化增加$

8E!!I

%

& 尽管已有多种标记$同工酶$

8E

%

" 随机扩增多态
?@A

!

7AJ?

(

$

!&= !!= !I

%

"

K667

$

!8= !I

%和扩增片段长度多态性分子标记!

ALMJ

(

$

!<

%

%用于夏蜡梅的遗传多样性和交配系

统分析" 但之前标记均是显性标记" 且所揭示的多态性信息普遍偏低& 因此" 开发共显性的
667

标记

用于夏蜡梅的遗传多样性相关研究势在必行& 本研究以之前获得的夏蜡梅转录组数据" 分析
667

位点

特征" 设计相应引物" 建立最优的
667"JF7

体系" 从不同水平!种群间和种群内(筛选高效' 多态的引物&

8

材料和方法

!"!

试验材料

夏蜡梅不同野生种群材料* 选择浙江天台的经过坪)

NOJ

(和捣臼孔)

?NP

(" 浙江临安的龙塘山

)

MD6

(" 西坑)

QP

(" 前坑)

RP

(和安徽绩溪的龙须山)

MQ6

(等
:

个野生种群" 采集新鲜叶片" 硅胶干燥低

温保存" 随机选取个体
;

个+种群!#

&

同一野生种群材料* 选择经过坪!

NOJ

(种群" 按比例估算采样植株的间距和大小" 采集
!I

个个体叶

片样本!间隔距离视种群大小适当调整(" 各年龄级采集数量大致相等" 硅胶干燥低温保存&

!"#

基因组
$%&

的提取

实验采用十六烷基三甲基溴化铵!

FDAS

(法提取基因组
?@A

$

!:

%

&

!"' (()

位点开发与引物设计

基于夏蜡梅转录组数据库组装的
#!< &#I

条
1,*+(,(

序列" 运用
TK6A

进行
667

位点搜索$

!$

%

* 重复

单元长度为
#9:

个核苷酸" 最少重复次数为
#!

"

:

"

<

"

<

"

I

"

I

次,

667

位点侧翼序列的长度
!#<&

U.

& 据检测到的位点" 用
J3*-(3 ;V&

引物批量设计程序设计引物$

I

%

* 引物序列中没有
667

, 序列在
?@A

保守序列区内, 长度为
8<9;& U.

, 上下游引物不存在互补序列, 引物自身不存在互补序列, 引物退火

温度)

1

-

(为
<;9:; #

, 上下游引物的
1

-

值相差
"< #

, 鸟嘌呤和胞嘧啶所占的比率)

OF

含量(为
I&W9

:&W

& 随机挑选
!9:

核苷酸重复基序的引物
!!&

对)编号*

QMT&&89QMT!!&

(" 由上海生工生物工程股

份有限公司合成" 用于后续
667

引物筛选&

!"*

聚合酶链式反应!

+,)

"扩增体系的优化

以夏蜡梅叶片
?@A

为模板"

667"JF7

扩增程序参考
XY

等$

!%

%

*

EI #

预变性
; -*,

,

;&

个循环)

EI

#

变性
;& )

" 最佳
1

-

退火
;& )

"

$! # 8 -*,

("

$! #

延伸
8& -*,

&

667"JF7

扩增采用
!&V& !M

体系" 利用五因素四水平正交试验设计
2

8:

)

I

<

()表
8

(筛选
1+3

酶" 镁离

子)

T+

!Z

("

?@A

"

'@DJ

和引物
<

种因素的浓度" 建立夏蜡梅
667"JF7

扩增体系& 选择编号
QMT$%

和

QMTE8

的
!

对引物用于优化
JF7

扩增体系&

JF7

扩增产物用体积分数为
%W

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测"

8:" [

电压"

E" -*,

" 银染显色&

!"- (()

引物筛选和验证

利用优化的
JF7

扩增体系和
:

个种群)个体
;

个+种群!8

(对合成的
!!"

对引物进行多态性筛选$

!E

%

*

根据条带扩增情况统计能够稳定扩增出清晰目的条带的引物, 根据条带迁移情况统计目标范围内出现相

<E"



第
!"

卷第
"

期

异条带的引物! 根据条带大小的不同分类标记带型 "

#

#

$

$

%

$

&

$ %&$ 纯合子条带可记为'

##

$

$$

$

%%

$

&&

$ %&$ 杂合子条带根据带型表示为 "

#$

$

$&

$

%&

$

$&

$ %&$ 带型数据可用于后续遗传多样

性等遗传分析(

利用同一种群)

'()

*的
*"

个个体对筛选的种群间多态性引物进行
)%+

扩增$ 统计目标范围内出现

相异条带的引物( 读带方法同上(

表
!

夏蜡梅
""#!$%&

扩增体系!

'()( !*

"正交设计表
!

+,

!

-

.

"

,-./0 1 23456768-/ 09:03;<084-/ =0>;78 6? @@+!)%+ 40A58;BC0 >D>40< ?63 "#$%&'()&'$*+,- &+#$.$-#-

编号
/'0

酶
E

)

"

1FGFH 8I-4

*

镁离子
E

)

<<6/

+

J

#1

*

&K#E

87

=K,)E

)

<<6/

+

J

$1

*

引物
E

)

!<6/

+

J

$1

*

编号
/'0

酶
E

)

%

1FGFH 8I-4

*

镁离子
E

)

<<6/

+

J

$1

*

&K#E

87

=K,)E

)

<<6/

+

J

$1

*

引物
E

)

!<6/

+

J

$1

*

1 LG1 1GM *M LG1L LG1L N LG! 1GM HM LG*M LG*L

* LG1 *GL ML LG1M LG*L 1L LG! *GL 1LL LG*L LG1L

! LG1 *GM HM LG*L LG!L 11 LG! *GM *M LG1M LG"L

" LG1 !GL 1LL LG*M LG"L 1* LG! !GL ML LG1L LG!L

M LG* 1GM ML LG*L LG"L 1! LG" 1GM 1LL LG1M LG!L

F LG* *GL *M LG*M LG!L 1" LG" *GL HM LG1L LG"L

H LG* *GM 1LL LG1L LG*L 1M LG" *GM ML LG*M LG1L

O LG* !GL HM LG1M LG1L 1F LG" !GL *M LG*L LG*L

*

结果与分析

')+

夏蜡梅转录组
""&

位点的分布频率与基序特征

从夏蜡梅
1*M L1"

条
C8;7080

序列 )总覆盖长度为
1!HGM* P.

* 中检测到
** 11!

条序列上包含了共

*F MF"

个
@@+

位点)

*1G*MQ

*$ 平均密度为
MG1O I.

( 其中含有
*

个或
*

个以上
@@+

位点的序列有
! FF"

条)

1FGMHQ

*$ 复合
@@+>

有
1 LFF

条)

"GL1Q

*(

夏蜡梅不同重复类型的
R@,!@@+>

分布频率不同)表
*

*( 最丰富的类型是二碱基重复型$ 占
"*G"!Q

!

其次是单碱基重复型和三碱基重复型$ 分别占了
*NGMLQ

和
*!G*MQ

! 四碱基重复型, 五碱基重复型, 六

碱基重复型较少$ 占
"GO*Q

( 从重复次数看)表
*

*$ 二碱基及二碱基以上重复型中$ 以
MSH

次重复为主$

其次是
OS1L

次重复- 二碱基重复型集中在
FS1L

次! 三碱基重复型, 四碱基重复型集中在
MSF

次! 五碱

基重复型, 六碱基重复型集中在
"

次( 从
@@+

重复基元出现的频率看)表
!

*- 单碱基重复型以)

#E,

*

$

形

式为主$ 占
NNGLHQ

! )

%E(

*

$

极少$ 仅占
LGN!Q

( 二碱基重复型以)

#(E%,

*

$

形式为主$ 占
OMG!!Q

$ 占

@@+

总数的
!FG*1Q

! )

%(E%(

*

$

最少仅占本类基序比例的
LG*1Q

$ 占
@@+

总数的
LGLNQ

( 碱基重复型以

)

##(E%,,

*

$

形式最多 $ 占
"LGOQ

$ 其次是 )

#,%E#,(

*

$

和 )

#(%E%,(

*

$

$ 分别占
1OG*FQ

和
11GFNQ

$

)

#%,E#(,

*

$

最少$ 占
1G1*Q

( 四碱基重复型, 五碱基重复型, 六碱基重复型的重复基元种类较多$ 占

@@+

总数比例较少)

"GO*Q

*(

表
'

夏蜡梅
/"0!""&

的分布特征

,-./0 * &;>43;.C4;68 6? 450 @@+ <64;?> ;8 "#$%&'()&'$*+,- &+#$.$-#-

重复基元
不同重复次数的

R@,!@@+>

总计 分布频率
EQ

" M F H O N 1L 11 !1*

单碱基重复
H O!H H O!H *NGML

二碱基重复
! !FL * L1H 1 FFM 1 NN* 1 FH* MM* 1" 11 *H* "*G"!

三碱基重复
! F"M 1 FL! O1O 11L F 1HF *!G*M

四碱基重复
**F MM *O1 1GLF

五碱基重复
"1F "O "F" 1GHM

六碱基重复
M!" M!" *GL1

总计
NML ! N1N M L1O * O!M 1 HHM 1 NN* 1 FH* MM* H OM1

分布频率
EQ !GMO 1"GHM 1OGON 1LGFH FGFO HGML FG*N *GLO *NGMF

黄耀辉等- 基于转录组序列的夏蜡梅
@@+

位点特征与引物开发
MN1
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表
!

夏蜡梅
"#$!##%

主要基序类型分布

'()*+ , -./01.)20.34 35 067+/ 531 89'!99: .4 !"#$%&'(%&#)*+, %*"#-#,",

主要
99:

基序 数量
占本类

99:

重

复基序比例
;<

占总
99:

重复

基序比例
;<

主要
99:

基序 数量
占本类

99:

重

复基序比例
;<

占总
99:

重复

基序比例
;<

=;' $ $>? @@A&$ !@B!, ==';='' ?$? $B>$ #B$%

C;D $, &B@, &B!$ =CC;DD' ,>, EB%% #B,$

=C;D' # &?? @B!> ,B@, =CD;CD' @> #BEE &B,>

=D;C' @ >#% %EB,, ,>B!# =C';=D' >@ #B#! &B!>

=';=' E%> EB!& !B!# =DC;C'D $!! ##B>@ !B$!

CD;CD !? &B!# &B&@ =DD;CC' ?,@ $B## #B>E

==C;D'' !?& ,B%@ &B@& ='C;='D # #!% #%B!> ?B!E

==D;C'' ! E!& ?&B%& @B?@ CCD;CDD #!E !B&! &B?$

&'&

夏蜡梅
##%!()%

体系优化结果

正交实验结果!图
#

"显示#

E

$

@

$

#&

$

#,

号组合均可扩增出比较清晰% 稳定的带且杂带较少

!

FGH&$%

扩增结果"$ 重复试验!

FGH&@I

扩增结果"$ 结果一致&

选用
>

个种群的
I%

个样本!随机选择样本
,

个'种群"I

"验证以上
?

种体系& 结果发现# 仅
@

号组合

可重复稳定地扩增出清晰的条带!图
!

"& 为此选择
@

号体系作为夏蜡梅
99:!JC:

最优体系#

!&B& !G

体

系含
.&/

酶
&B> K

!

I KLI>B>$ 4M(0

"$ 镁离子
IBE& NN3*

'

G

"#

$

OP'J &B!E NN3*

'

G

"#

$ 引物
&B!& !N3*

'

G

"#

$

-P= $EB& 4Q

&

图
#

正交实验
99:!JC:

产物电泳图谱

R.Q21+ # 8*+S0137T31+/./ 7(00+14 35 310T3Q34(* 0+/0 531 99:!JC: 713O2S0/

!&& )7

&'! ##%

引物筛选和验证

试验选取
>

个种群的
#%

个样本!随机选择样本
,

个'种群"#

"对随机选择合成的
!!&

对引物!编号#

FGH&&#UFGH!!&

"进行
JC:

扩增$ 结果表明!表
?

"# 总体而言$ 共
#!&

对引物扩增出特异性产物$ 有效

扩增率为
E?BE?V

$ 其中
#?

对引物扩增出多态性条带$ 占引物总数的
>B,><

&

!!&

随机引物对应的
99:/

中$ 最多的为二碱基重复型% 三碱基重复型$ 最少的为四碱基重复型& 各自类型的引物中$ 可成功扩增

出产物的引物比例与总体!

E?BE?<

"相差不大$ 其中最高的是四碱基重复型!

>?B!@<

"$ 最低的为三碱基

重复型!

?%BE$<

"( 就多态性引物所占各自类型引物总量的比例而言$ 二碱基重复型
99:/

对应的引物最

高!

$B$@<

"$ 其次是四碱基重复型!

$B#?<

"$ 最低的为五碱基重复型!

?B,E<

"&

#?

对多态性引物共扩增出

,$

个等位基因$ 平均扩增为
!B>?

$ 其中五碱基重复型
99:/

对应的引物扩增的等位基因数最高!平均为

?

"$ 其次是四碱基重复型!平均为
,

"$ 最低的为六碱基重复型!平均为
!

"&

选取经过坪!

WDJ

"种群
!?

个样本$ 对上述具有种群间多态性的
#?

对引物进行
99:!JC:

扩增& 结果

E@!
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表
! ""#

对引物的对应的
$$%

类型与扩增情况

#$%&' " (() *+,'- $./ $0,&1213$*14. 5'-6&*- 42 778 ,510'5-

碱基重

复类型

不同重复次数的引物
9

对 总数
9

对

成功扩

增
9

对

比例
9

:

多态引

物
9

对

比例
9

:

平均位

点数
" ; < = > ? @8 @@

二
7" @< @" @" ; " == "; ;>A"" < =B=? 7B;8

三
7! 7; @; = =8 !" ">B;= " ;B=@ 7B>;

四
@8 " @" ? <"B7? @ =B@" !B88

五
7! 7! @! ;<B;7 @ "B!; "B88

六
!< !< @? ;7B=> 7 ;B;< 7B88

总体
;? !! ;! !@ 7@ @" ; " 778 @78 ;"B;; @" <B!< 7B<"

发现 !

=

对引物 "

!B@>:

#扩增出多态性条带 ! 即
CDE88!

$

CDE88=

$

CDE87@

$

CDE8!;

$

CDE8=>

$

CDE@!?

和
CDE@"<

$ 其中
CDE88=

和
CDE@!?

扩增产物条带比较丰富$ 等位变异较多$

CDE88=

在经

过坪%

FGH

&种群的个体中扩增出
"

个%图
!I

&$

CDE@!?

扩增出
;

个%图
!J

&'

黄耀辉等! 基于转录组序列的夏蜡梅
(()

位点特征与引物开发

图
7

不同种群夏蜡梅
KLI

的
HM)

产物电泳图谱

N1O65' 7 P&'3*54,Q45'-1- ,$**'5. 42 KLI HM) ,54/63*- 1. /122'5'.* ,4,6&$*14. 42 !"#$%&'(%&#)*+, %*"#-#,",

788 %,

IB CDE8=>

扩增结果(

JB CDE8?@

扩增结果'

FGHB

经过坪种群(

CRB

西坑种群(

KFRB

捣臼孔种群(

SRB

前坑种群(

D#(B

龙塘山种群(

DC(B

龙须山种群

图
!

引物
CDE88=

和
CDE@!?

扩增产物的电泳图谱

N1O65' ! P&'3*54,Q45'-1- ,$**'5. 42 $0,&1213$*14. %+ ,510'5 CDE88= $./ CDE @!?

788 %,

;?!
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'

讨论

!"# $%&!%%'(

分布频率与特征

夏蜡梅转录组序列中的
(()*

较为丰富! 从
+!, "+-

条
./012/2

序列中共检测到
!3 ,3-

个
(()

位点!

发生频率为
!#4!,5

! 平均
,4+% 67

就有
+

个
(()

位点! 其中含有
!

个或
!

个以上
(()

位点的序列

有
' 33-

条"

+34,$5

#! 复合
(()*

有
+ &33

条"

-4&+5

$% 就
(()

位点发生频率而言! 夏蜡梅比蜡梅
!"#$%!

&'&(")* +,'-.%/

"

+!4',5

$

&

'

'高! 相较其他观赏植物! 如百合
0#1#)$

(

,48%5

$

&

'+

'

! 蝴蝶兰
2"313-&%+*#*

)

'4+85

$

&

'!

'

!

辣椒
!3+*#.)$ 3&&))$

"

$4%'5

$

&

-

'

! 南方红豆杉
43/)* ."#&-&*#* 9:;4 $3#,-#

"

!4!-5

$

&

,

'和红掌
5&("),#)$ 3&!

6,3-3&)$

"

+!4$&5

$

&

+3

'等也是如此* 就
(()

位点平均密度而言! 夏蜡梅)

+<,4+% 67

$与蜡梅)

+<,4&& 67

$

&

'&

'相

差无几! 显著高于上述几种观赏植物+

(()*

发生频率和平均密度除了因物种的不同而差异较大外! 还

可能与搜索标准! 数据库的大小有关&

-

'

%

研究表明, 多数物种的
=(>!(()*

中以三碱基重复型出现的频率较高 &

''

'

% 夏蜡梅不同重复类型的

=(>!(()*

最丰富的类型是二碱基重复型! 占
-!4-'5

! 其中以)

?@<A>

$

&

形式的二碱基重复型最多! 占总

(()*

的
'34!+5

! 这与蜡梅&

--4%+5

! )

?@<A>

$

&

占总
(()*

的
'84%,5

'

&

'&

'一致* 三碱基重复型中都以)

??@<

A>>

$

&

为主要的重复基元&

'&

'

! 两者四- 五- 六碱基重复型所占比例都相对较少* 就重复次数而言! 除单

核苷重复外! 两者都以
-B+&

次重复为主&

'&

'

+ 有所不同的是! 夏蜡梅转录组中单碱基重复型&基本为"

?<

>

$

&

'所占数量仅次于二碱基重复型! 蜡梅转录组中三碱基重复型&比例最大的为"

??@<A>>

$

&

'要多于单碱

基重复型&

'&

'

+ 形成这种差异的原因除了基于植物本身的
=(>!(()

特点不同外! 与转录组数据来源和数

量也有关系&

-

'

+

!")

引物有效性评价

根据
!! ++'

条
=(>

序列中检测到的
!3 ,3-

个
(()!=(>*

! 共设计出
+, ,%,

对引物+ 在随机选择

!!&

对引物中! 有
+!&

对引物"

,-4,,5

$成功扩增出产物!

+-

对"

34'35

$在不同种群个体中扩增出多态性

条带! 平均位点数为
!43-

*

$

对"

'4+%5

$在经过坪种群内不同个体间扩增出多态性条带! 说明夏蜡梅

=(>!(()

位点多! 但多态性较低! 原因是基因转录区的具有较高的保守性! 使得
=(>!(()

引物具有较强

的种属间通用性! 可以用于亲缘关系较远的物种&

'&C '-

'

+ 胥猛等&

',

'基于鹅掌楸
0#,#%6-&6,%&

的
3 ,!&

条
=(>

设计了
#$3

对
(()

引物!

33

对扩增出多态性条带! 这
33

对中
%,5

在鹅掌楸中有扩增!

,-5

在白玉兰

7#."-1#3 3183

中有扩增+ 宋跃朋等&

#&

'在比较杨树
2%+)1)*

基因组
(()

和
=(>!(()

这
!

种标记的遗传差异

性中发现其
=(>!(()

多态性明显低于基因组
(()

! 保守性很强! 通用性高+ 夏蜡梅
=(>!(()

引物的种

属间通用性还有待验证+

夏蜡梅
=(>!(()

引物中有
#-

对"

34'35

$在
3

个种群间扩增出多态性条带! 而仅
$

对"

'4#%5

$在同一

种群"

D@E

$中有多态性条带! 可能源于其种群自然分布的特点, 种群规模小! 片段化分布! 不同种群间

相互隔离! 基因流阻断! 种群内部近交率增加! 种群间遗传分化增加! 导致种群内遗传多样性低! 大部

分遗传多样性来自种群间&

#8"!-

'

+

本研究开发了基于夏蜡梅转录组的
(()

标记! 为夏蜡梅种群的遗传多样性分析- 交配系统估算-

遗传图谱构建等提供了新的途径! 同时夏蜡梅
=(>

序列的开发为挖掘新的
(()

提供了丰富的资源+

-
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