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&正交实验设计! 针对模板
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8&9678

酶和引物
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个因素进行正交优化!

建立适用于桂花
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表达序列标签
!

简单重复序列%

>?<!??@

&的最优扩增反应体系! 将其用于桂花转

录组
>?<!??@

多态性引物的筛选! 最后利用筛选得到的多态性引物和聚类分析对
.A

份四川省常见的栽培丹桂

%

?B&#C?B#A

&样本进行品种鉴定' 结果表明$ 桂花
>?<!??@

最优反应体系包含
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* 从
#4&

对
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引物中筛选得到了
#3

对稳定性好+ 多态性高的
??@

引物! 多态性从高到低依次为五

核苷酸%

!4-&&O

#! 六核苷酸 %
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#和三核苷酸 %
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#重复类型 ' 利用筛选得到的
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引
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#对四川省成都市周边常见栽培的
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份丹桂%

8KNH2I+HRK1 :N*KS

#样

本进行了有效鉴定' 结果表明$
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份样本中! 有
.!

份可判定为 ,朱砂丹桂- ,

TUK1UH 6H2:K+

-!

?B&'

为 ,堰红桂-

,

VH2U*2: WK+

-!

?B&$

与 ,满条红- ,

9H2I+H* X*2:
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- 亲缘关系较近' 本研究也

为今后利用
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桂花
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在中国栽培历史悠久# 栽培区域广阔# 是中国最重要的集绿化$ 美化和香

化为一体的传统名花和园林树种之一!

EF#

"

% 桂花野生资源丰富# 现已明确的有
E"G

多个品种!

!HI

"

# 这为桂

花种质创新和新品种的选育提供了丰富的遗传变异和优异的基因库!

"

"

% 分子标记是进行品种鉴定和亲缘

关系分析$ 分子辅助育种$ 遗传多样性和繁育系统研究等最常用的技术手段# 通常需要有共显性$ 多态

性高$ 重复性好的引物# 因此引物开发显得极其重要!

@
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% 简单重复序列&

,(<;&- ,-J%-/$- +-;-*',3 44=

'是

由几个核苷酸为重复单位组成的长达几十个核苷酸的串联重复序列!

K

"

# 目前# 已经报道的桂花
44=

引物

十分有限# 仅
LM?NO

等 !

P

"开发了
#Q

对桂花
44=

引物# 马寅峰!

Q

"经过筛选获得
#G

对具有多态性的
44=

引物# 急需开发更多的特异性和多态性高的
44=

引物用于桂花遗传分析和品种鉴定等相关研究% 表达

序列标签
!

简单重复序列&

-R;+-,,-. ,-J%-/$- '*2 44=

#

B4C!44=

'技术可避免基因组
44=

开发过程中需要

构建基因组
SN?

文库等繁琐步骤# 可为功能基因提供可靠的标记# 能够充分反映基因组功能区域的相

似程度% 目前#

B4C!44=

标记也成为了遗传多样性和品种亲缘关系研究的重要手段!

EG

"

% 最优的
44=!50=

反应体系和条件# 对样本
SN?

所扩增条带的数量$ 清晰度以及稳定性甚为重要# 进而影响条带多态性

的统计与分析!

EE

"

% 转录组数据是
B4C!44=

开发利用的有效资源# 本研究首先对桂花
44=

反应体系进行

了优化# 同时以不同野生桂花种群为材料# 利用桂花转录组数据库大量筛选
B4C!44=

引物# 开发多态

性高的
B4C!44=

引物# 并利用筛选得到的引物进行品种鉴定# 促进
B4C!44=

标记技术在桂花种质资源

评价和保护$ 品种鉴定和遗传多样性分析等方面的研究%

E

材料与方法

*+*

材料

样本包括浙江龙泉$ 浙江千岛湖$ 福建长汀$ 福建清流$ 湖南郴州$ 湖南株洲$ 贵州瑞安$ 江西九

江等
P

个桂花野生种群# 浙江农林大学桂花资源圃地的
K

个丹桂品种# 以及采自四川农科院园艺所的待

鉴定品种% 所有样本材料均采集桂花新生枝上第
I

片完全展开叶# 硅胶干燥后# 放置
"#G #

冰箱备用%

44=!50=

反应用的
-%.

酶#

.NC5

# 镁离子&

T2

#U

'#

50=

缓冲液&

9%88-+

'# 电泳用的
EG$CVB

缓冲液#

"G$C?B

溶液的相关药品# 无水乙醇# 冰乙酸# 琼脂糖# 丙烯酰胺# 甲叉丙烯酰胺# 溴酚蓝#

@ $

上样

缓冲液&

&6*.(/2 9%88-+

'# 标准分子量
SN?

标准物&

<*+W-+

'等均购自上海生工生物工程公司%

*+,

方法

E>#>E SN?

的提取与检测 本研究采用改良的十六烷基三甲基溴化铵&

0C?V

'法提取桂花
SN?

!

E#

"

# 用

N*/6!S+6;EGGG

全自动核酸蛋白快速测仪和质量浓度为
E>#%

琼脂糖凝胶电泳以及紫外凝胶成像系统检测

SN?

纯度$ 浓度和质量% 从
P

个桂花野生种群中随机各选取
!

份样本
SN?

作为
44=!50=

反应的模板

SN?

# 选择福建官坊居群中的
BI

模板
SN?

用于体系优化以减少模板变化影响体系优化的效果% 将所有

模板
SN?

稀释到试验所需的
EGG <2

(

X

"E

#

"#G #

保存备用%

E>#>#

正交试验体系优化 以桂花
BI

为
SN?

模板# 在
#G !X

的
50=

体系中# 除
# !X EG $ 50=

缓冲

液外# 其他因素采用
/

E@

&

I

"

'正交试验设计# 对模板
SN?

含量$

T2

&'浓度$

.NC5

浓度$ 引物浓度$

-%.

SN?

聚合酶单位数进行
"

因素
I

水平梯度试验# 共
E@

个正交设计组合&表
E

'# 以确定最佳的桂花
B4C!

44=

反应体系!

E!

"

%

E>#>! 50=

扩增及凝胶电泳 利用
V(6<-'+* 50=

仪&德国'进行
50=

扩增反应# 反应程序如下)

QI #

预

变性
I <(/

*

QI #

变性
!G ,

# 不同退火时间&

CT

'为
!G ,

#

K# #

延伸
!G ,

# 循环数
!"

*

K# #

延伸
K <(/

%

扩增产物利用体积分数为
P%

非变性聚丙烯酰胺凝胶!

#P <X

双蒸水#

P <X

体积分数为
IG%

丙烯酰胺#

I

<X EG $ CVB

#

!#G !X

体积分数为
EG%

过硫酸铵#

IG !X

四甲基乙二胺&

CBTBS

'"电泳检测# 以
SN?

<*+W-+ V

作为参照* 电泳仪&北京市六一仪器厂#

SY0L!@0

型'电压
E@G Z

# 电流
#GG <?

# 电泳
EGG

李 军等) 桂花
B4C!44=

引物开发及在品种鉴定中的应用
!GK
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!
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"

组合编号
>?@A54 B4

!C

A

!

990*

#

D

"#

"

:?'E;A

!

990*

#

D

"#

"

"#$

酶
A

!

##<F<G 5H(2

" 引物
A

!

!90*

#

D

"#

"

# %& #I,!= &I,= &I=& &I,=

! %& ,I=&& &I!& &IG= &I!&

J %& ,I$G= &I!= ,I&& &I!=

% %& !I!=& &IJ& ,I!= &IJ&

= <& ,I$G= &I!& ,I!= &I!&

< <& !I!=& &I,= ,I&& &I,=

G <& ,I,!= &IJ& &IG= &IJ&

$ <& ,I=&& &I!= &I=& &I!=

K $& !I!=& &I!= &IG= &I!=

,& $& ,I$G= &IJ& &I=& &IJ&

,, $& ,I=&& &I,= ,I!= &I,=

,! $& ,I,!= &I!& ,I&& &I!&

,J ,&& ,I=&& &IJ& ,I&& &IJ&

,% ,&& ,I,!= &I!= ,I!= &I!=

,= ,&& !I!=& &I!& &I=& &I!&

,< ,&& ,I$G= &I,= &IG= &I,=

985

$ 然后用银染法显示扩增条带% 小心拆取凝胶后$ 依次浸入到固定液及染色液中!

!& 9D

体积分数为

,&L

乙醇$ 体积分数为
"F=L

冰乙酸
, 9D

$ 硝酸银
"F! 4

$ 蒸馏水
,$" 9D

"$ 置于摇床上震荡染色
,!M,=

985

& 去离子水漂洗
J" ;

& 显色液!

! 4

氢氧化钠$

"F"% 4

四硼酸钠'

"F< 9D

甲醛'

!"" 9D

蒸馏水"充分

震荡
,!M,= 985

$ 直至条带完全显色% 利用凝胶成像系统拍照记录结果$ 统计并分析扩增条带的多态性%

,F!F%

引物筛选 从桂花转录组
-.'!../

引物序列数据库中随机挑选
,="

对引物$ 由生工生物工程!上

海"股份有限公司合成$ 其详细信息参见表
!

% 利用优化后的最佳反应体系和条件$ 以
$

份桂花野生种

群的基因组
>?@

作为模板$ 对
,="

对
../

引物进行初次筛选$

,! 4

#

D

",的琼脂糖凝胶电泳进行扩增产

物的有效性检测& 再以
!%

份基因组
>?@

!

J

份#种群",

"对初筛获得的引物进行复筛$

$" 4

#

D

",非变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳进行多态性检测$ 最终获得多态性高' 重复性好' 稳定性高的
../

引物%

,F!F=

多态性引物在品种鉴定中的应用 随机挑选
J

对具有显著多态性的
../

引物$ 以浙江农林大学桂

花苗圃的
G

个丹桂品种为参照$ 对四川省常见栽培的
,%

份丹桂样本!

.N&,M.N,%

"进行品种鉴定!表
J

"%

,I!I<

数据分析 根据条带迁移情况统计目标范围内出现的条带$ 不同大小的条带分别用 (

@

$

O

$

N

$

>

)* 进行分类标记$ 纯合子带型记为 (

@@

$

OO

$

NN

$

>>

$ )*$ 杂合子标记为 (

@O

$

@N

$

O>

$

@>

$

)*$ 将带型数据输入
EPEQ-?- ,IJ!

软件计算遗传距离$ 然后利用
.E.. ,KI&

的欧氏平均联接法绘制聚

类树状图%

表
) !(*

对随机引物信息表

'()*+ ! /(5:09 7189+1; 85R019(2805 0R ,=& 7(81;

重复类型
重复次数

总数
= < G $ K ,& ,, ,! ＞,!

单核苷酸
, , ! G ,!

二核苷酸
, , , , J J , ,& !,

三核苷酸
,& = ! = % ! J&

四核苷酸
% J , , ,&

五核苷酸
K , ,!

六核苷酸
,$ G G ! , J<

复合重复
!K

总计
%, ,G ,, K < < % J ,G ,=&

J&$
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表
! "#$

对随机
%&'!&&(

引物扩增情况

$%&'( ) *+$!++, %-.'/0/1%2/34 30 5"6 .7/-(78

重复类型 总数 成功扩增
9

对 比例
9:

多态引物
9

对 多态性比例
9:

单核苷酸
5# " )5;<= 6 6

二核苷酸
#5 = !!;!! 6 6

三核苷酸
!6 #6 <<;<= " 5<;<=

四核苷酸
56 " "6;66 5 56;66

五核苷酸
5# < "6;66 ! #";66

六核苷酸
!< 5= )=;## = 5>;))

复合重复
#> 5> <";"# ! 56;!)

总体
5"6 => "#;<= 5> 5#;<=

表
)

品种鉴定材料信息表

$%&'( ! ?%2(7/%' /4037-%2/34 037 1@'2/A%78

名称 样本采集地 名称 样本采集地 名称 样本采集地

+B65

成都市街区
+B6C

成都市新都区 !朱砂丹桂" !

DE@8E% F%4G@/

" 浙江农林大学桂花苗圃

+B6#

成都市邛崃市
+B6>

成都市新都区 !橙红丹桂" !

BE(4GE34G F%4G@/

" 浙江农林大学桂花苗圃

+B6!

成都市崇州市区
+B56

成都市新都区 !状元红" !

DE@%4GH@%4 I34G

" 浙江农林大学桂花苗圃

+B6)

成都市大邑县
+B55

成都市郫县 !武夷丹桂" !

J@H/ F%4G@/

" 浙江农林大学桂花苗圃

+B6"

成都市都江堰市
+B5#

成都市郫县 !堰虹桂" !

K%4E34G L@/

" 浙江农林大学桂花苗圃

+B6<

成都市彭州市
+B5!

成都市温江区 !满条红" !

?%42/%3 I34G

" 浙江农林大学桂花苗圃

+B6=

成都市都江堰市
+B5)

成都市温江区 !上海丹桂" !

+E%4GE%/ F%4G@/

" 浙江农林大学桂花苗圃

图
5

正交试验扩增结果

M/G@7( 5 N-.'/0/1%2/34 7(8@'28 30 372E3G34%' O(8/G4

李 军等# 桂花
*+$!++,

引物开发及在品种鉴定中的应用

#

结果与分析

*+"

桂花
&&(!,-(

反应体系优化

以
!"<##6!#=>>

扩增结果为例 $ 在

++,!PB,

产物琼脂糖凝胶电泳检测结果

中$ 组合
C

$

5)

$

5<

的扩增条带较弱$ 其

余组合都能扩增出较为清晰的条带$ 其中

组合
)

的条带最为明亮%图
5

&' 参照正交

试验各试剂的浓度和用量$ 最终确定桂花

*+$!++,

最优
PB,

反应体系为#

FQN )6

4G

$

?G

#R

#;#" --3'

(

S

"5

$ 引物
6;! !-3'

)

S

"5

$

OQ$P8 6;! --3'

)

S

"5

$

#$%FQN

聚合酶
5;#" #

5<;<= 4T%2

$ 并加入
# !S 56 # PB,

缓冲

液$ 双蒸水%

OOI

#

U

&补充至
#6 !S

'

*+*

基于桂花转录组的
%&'!&&(

引物筛选

利用优化后的
PB,

反应体系和条件$ 对

随机选取的
5"6

对
*+$!++,

引物进行初步筛

选$ 共有
=>

对引物扩增出特异性产物$ 有

效扩增率为
"#;<=:

$ 在对应的
++,

中$ 最

多的为三* 六核苷酸和复合重复类型$ 最少

的为单核苷酸和四核苷酸重复类型%表
)

&'

以
C

个不同野生种群的
#)

份桂花基因

组
FQN

为模板$ 对初筛所获得的
=>

对引物

进行复筛' 最终筛选出
5>

对稳定性好* 多

态性高的引物$ 占引物总数的
5#;<=:

$ 其

中$ 五核苷酸重复对应的引物多态性最高

%

#";66:

&$ 其次分别为六核苷酸%

5>;)):

&和三核苷酸%

5<;<=:

&$ 在单核苷酸和二核苷酸重复类型中没

有发现多态性引物%表
)

&' 筛选得到的
5>

对引物中除了
!"C6>5!#666

$

!"C#!!!<C5

$

!"56#="!55<)

$

!"#5)6"!)#)

在种群内扩增的多态性条带不明显外$ 其余的
5"

对引物在种群内均能够扩增出丰富的多

态性条带%图
#

&'

*+)

多态性引物在桂花品种鉴定中的应用

利用筛选到的多态性较高的
!"C<#!!5<==

$

!"#)#>>!C))

$

!"#C==)!#6CC !

对引物对供试品种进行

鉴定%表
"

&' 扩增结果显示# 每对引物都可以产生
5

或
#

个等位基因$ 并且都可以将所有桂花样本有效

区分$ 所有已知桂花品种均有各自独特的带型或带型组合%表
<

&'

从品种聚类树状图%图
!

&可以看出# 在相对距离为
5#

的时候$

#5

份供鉴定样本可聚为
)

类' 首先$

!6>
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表
! "

对桂花
#$%!$$&

引物序列

'()*+ , '-.++ /0'!001 2.34+. 5+67+89+5 :; !"#$%&'(" )*$+*$%,-

编号 名称 引物序列 退火温度
<"

重复单元 预期片段大小
<)2

= ./$>!?!@>AA B!'CCDCDCEC'EDDDC'CC'D ,$

!

DEDDD

"

, @,>

1!'CE'D'ED'EEDECDECDDE

@? !/!%!==!$%% B!'DCDDDEDDECCCCDCCDDC ,A

!

CCCDDD

"

, !%"

1!D''EDEDECDDCCD'''ECC

@= !/!$AA%!!"$$ B!'EDCDCCD'EDC''CCCDED ,A

!

''DECC

"

, @A%

1!CDD''E'CEE'E''EE'''E

#上海丹桂$ 和 %橙红丹桂& 分别单独聚为一类!

!

和
"

"' 因为这
!

个品种在
?

对引物中的带型均比较

特别' 表现出明显的差异性( 第
#

类中' 包含了 %朱砂丹桂$ 和大部分的成都来源的样本' 其中除了

0C"A

和
0C@!

在引物
!/!%!==!$%%

中未扩增出条带外' 这
@!

份样本在
?

对引物中均表现出与 %朱砂丹

桂$ 一致的带型' 可以判断这些样本为 %朱砂丹桂$( 第
$

类中' 包含了剩余的
%

个已知品种和
!

种待

鉴定样本) 在相对距离为
>

时' 可将第
$

类分为
!

组*

(

组'

0C">

先与 %堰虹桂$ 聚为一小支' 再与

%武夷丹桂$ 聚为一支'

0C">

与 %堰虹桂$ 在带型上完全一致的' 可判断彭州市来源的丹桂为 %堰虹

桂$(

)

组' %满条红$ 和 %状元红$ 先聚为一小支' 再与
0C"$

聚为一支' 说明
0C"$

与 %满条红$ 和

%状元红$ 亲缘关系较近)

?

结论与讨论

建立稳定可靠的
001!FC1

反应体系是
/0'!001

分子标记开发和利用的基础'

001

体系优化的方法

有单因素试验+ 完全试验或正交试验,

@%

-

) 单因素试验不能保证各最佳组分的组合即为最佳的反应体系(

完全试验却存在试验组合繁多' 工作量大' 试验周期长等弊端,

@,G@A

-

( 正交试验设计则是仅选用几个具有

代表性的处理组合进行试验' 结果分析简便直观' 可操作性强,

@$

-

) 袁存权等,

@=

-利用
0

@>

!

%

,

"正交试验设计

对刺槐
1234%45 6"-(725,5,45

的相关序列扩增多态性聚合酶链式反应!

01DF!FC1

"体系中的主要成分进行

的优化' 杨传平等,

!"

-也成功利用
0

@>

!

%

,

"正交试验设计' 优化并建立了一套适用于白桦
8-&(95 695&:6':995

的
001!FC1

反应体系) 本研究也利用了正交试验设计' 优化并建立了适合桂花的
001!FC1

反应体系)

图
!

部分
/0'!001

引物复筛电泳结果图

B3H7.+ ! D 2(.I :; /0'!001 2.34+.5 59.++838H +*+9I.:2-:.+535 ;3H7.+ ;:. I-+ 5+9:8J I34+

D

K

C

L

/

DM

引物
./>!!&!!A==

(

KN

引物
./=,!&!!A>$

(

CN

引物
./,%$?!#?&%

(

LN

引物
./>>#!

%??!

(

/N

引物
./!%!==!$%%

(

ON LPD 4(Q+. K

)

#R!%

*

$

个不同种群的
!%

份样本

?#&
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表
!

品种鉴定带型信息统计表

$%&'( ) *+',-.%/0 1-,2 ,34( -567/8%,-75 0,%,-0,-90

样本
!":)#!!;)<< !"#=#>>!:== !"#:<<=!#?::

样本
!":)#!!;)<< !"#=#>>!:== !"#:<<=!#?::

@*?; AA BB C* @*;# AA >> C*

@*?# AA BB C* @*;! AA BB C*

@*?! AA BB C* @*;= AA BB **

@*?= AA BB C*

!朱砂丹桂"

AA BB C*

@*?" AA BB C*

!橙红丹桂"

>> BD AA

@*?) ** B* *A

!状元红"

CC BE **

@*?< AA >> C*

!武夷丹桂"

** BA **

@*F: >> BA C*

!堰虹桂"

** B* *A

@*?> AA BE C*

!满条红"

CC BE C*

@*;? AA BB C*

!上海丹桂"

BB BC BC

@*;; AA BB C*

说明# 相同字母组合代表纯合子$ 不同字母组合杂合子$

>>

表示无扩增条带

图
!

欧氏平均联接法生成的
#;

份桂花样本的聚类树状图

E-G+/( ! A(5H/7G/%8 76 9'+0,(/ %5%'30-0 76 #; !#$%&'()# *+%,+%&# 9+',-.%/0 4/7H+9(H &3 (+9'-H(%5 %.(/%G( 9755(9,-75 8(,27H

李 军等# 桂花
D@$!@@I

引物开发及在品种鉴定中的应用

不同植物的多态性
@@I

核苷酸重复类型具有很大的差异%

#;

&

$ 在蜡梅
-(.$/&%&'()# 0+%12/3

中$ 李响

等%

##

&共从
;#?

对引物中筛选获得
;<

对优良的
D@$!@@I

引物$ 筛出率为
;=J;<K

$ 主要包括二' 三和六核

苷酸重复类型( 徐阳等%

#!

&以杉木
-)&&.&,(%$.% 4%&21/4%'%

为材料$ 从
;?

个
D@$!@@I

和
:

个基因组
@@I

)

G@@I

*中各筛出
=

对多态性引物$ 多态率分别为
=?J??K

和
"?J??K

$ 所有核苷酸重复类型均有出现+ 本

研究以桂花转录组数据库为基础$ 从完全随机选取的
;"?

对
D@$!@@I

引物中筛选出
;>

对具有稳定多态

性的引物$ 多态性比例为
;#J)<K

+ 其中$ 五核苷酸)

#"J??K

*' 六核苷酸)

;>J==K

*和三核苷酸)

;)J)<K

*

重复类型的多态性较高$ 充分说明可以利用桂花的转录组数据库大规模进行桂花
D@$!@@I

引物的开发+

@@I

分子标记已经很好地应用于品种鉴定和亲缘关系分析' 遗传多样性' 交配系统等研究+ 胡菀等%

"

&

利用
@@I

分子标记对
<

个野生桂花群体
;!>

个个体的遗传多样性和遗传结构进行了研究$ 并通过

!;;
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'()*+(*),

聚类分析得到不同野生居群间具有较丰富的遗传多样性!

-./01

等"

$

#开发并获得了
!2

对

具有高度多态性的
'')

引物$ 对野生桂花种群和桂花品种分类鉴定进行了相关遗传研究% 野生桂花遗

传变异丰富$ 本研究以分布距离相对分散的野生桂花为模板筛选得到的引物$ 具有很强的研究价值$ 再

利用筛选到的
3

对高度多态性的
,'(!'')

引物将遗传差异较小的
4

个已知丹桂品种进行有效地区分$

鉴定了来自于四川成都的
#%

份丹桂样本% 结果表明& 四川常见的栽培丹桂品种大部分为 '朱砂丹桂($

来源于彭州市丹桂
'+&5

为 )堰虹桂($ 而来源于新都区的
'+&$

与 )满条红( 和 )状元红( 亲缘关系较

近%

,'(!'')

来源于基因的编码区$ 与功能基因紧密连锁$ 并且
,'(

的高度保守性使得
,'(!'')

在同

物种的不同品种间乃至不同物种间具有较高的通用性$ 所以可以对决定重要表型性状的等位基因进行直

接鉴定"

!%6!7

#

% 本研究利用桂花转录组开发获得的
,'(!'')

引物在桂花品种鉴定中具有可靠性和适用性$

可为后期桂花遗传多样性和亲缘关系以及遗传连锁图谱的构建等研究奠定基础%

%
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