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微卫星 !"#! 又称 $$% "$&’()* $*!
+,*-.* %*(*/0#!是一类由 123 个碱基组成
的基序串联重复序列$ 其核心序列重复次
数不同! 且重复序列两侧多是相对保守的
单拷贝序列! 因而可利用其两端保守序列
为引物! 对基因组总 !"# 进行 45% 扩增!
扩增片段的长度多态性可用作分子标记 $
微卫星标记多态性丰富!重复性好!标记多
呈共显性!在基因组中散在分布!已广泛应
用于遗传图谱构建%品种指纹图谱绘制%品
种纯度检测及目标性状分子标记$

芸苔属作物是全球范围内重要的经济

作物!包括 #%6%5 7 种基因组类型$长期的
自然进化和人工选择使不同基因组间相互

渗透!变异丰富!遗传背景异常广泛$ 相对
于水稻%小麦%大豆等作物!芸薹属 $$% 标
记较少819 :;!已有标记很多来自拟南芥$ 传统
的微卫星分离需构建基因组文库! 用放射
性同位素或地高辛等标记的 $$% 探针与文
库杂交!需要花费大量人力%财力!而且效
率较低 87"<;$ :==> 和 :==: 年 ?&/- 等 8@9 A;报道

了基于 B$$%C45% 扩增的微卫星分离方法!

在日本红松等植物中分离成功$ 本文运用
此方法首次在不结球白菜上成功分离微卫

星引物! 并对其在近缘种间进行了通用性
研究$

) 材料与方法
)$) 植物材料
不结球白菜品种&暑绿和寒笑!其它植

物材料见表 >$
)$% 实验方法
)$%$) 3’4 提取

!*D*)E(’*-0 EF $$% 4G&’*GH EF "E-IJ*/K&-L 5J&-*H* 5/MM/L* /-K
NG/-HF*G/M&)&0O /’E-L 5)EH*)O %*)/0*K $(*.&*H
崔秀敏6 )!侯喜林6 )!董玉秀6 %

>P 南京农业大学作物遗传与种质创新国家重点实验室!南京 :>==QR
:P 山东农业大学生命科学院!山东泰安 :A>=>S

>P "/0&E-/) T*O ?/MEG/0EGO EF 5GE( U*-*0&.H /-K U*G’()/H’ V-J/-.*’*-0W "/-X&-L #LG&.,)0,G/)
Y-&D*GH&0O9 "/-X&-L :>==QR9 5J&-/

:P 5E))*L* EF ?&F* $.&*-.*9 $J/-KE-L #LG&.,)0,G/) Y-&D*GH&0O9N/&’/- :A>=>S9 $J/-KE-L 4GED&-.*9 5J&-/
!!!利用改进的 9--5<E75 分离不结球白菜基因组微卫星!进行两步 E75!分别设计出 --5 两端引物 9E% 和 9E&"即 --5 引物

对#!--5 引物产率为 )%F!明显高于传统方法$不结球白菜 --5 序列以G@42=为主!占 H*F$将 I1 对 --5 引物用于芸苔属其它 J 种
作物的扩增!1HF引物有显著扩增!扩增率最高的为四倍体白菜和甘蓝"J+$+F%!最低的为青花菜"K1$&F%$)* 对为通用引物!在所检测
的 J 种作物中片段大小一致!其余的扩增片段和数目差异较大!表现出较为丰富的多态性$尤其是在 7 基因组的甘蓝和花椰菜上!最多
可检测到 + 个位点!表明运用 9--5<E75 开发出的引物多态性较高$

!!不结球白菜!--5 引物!微卫星!通用性 -I&K$&
!!!4 !!)***<HJ+HL%**+2))<**%*<*K

ZEK&F&*K B$$%I45% ’*0JEK [/H (G*H*-0*K FEG &HE)/0&-L ’&.GEH/0*))&0*H FGE’ -E-IJ*/K&-L 5J&-*H* ./MM/L* \!"#$$%&’ &’()*$+"%$
$$), &-%.*.$%$ /’0%.1] L*-E’&. !"#P NJ* ’*0JEK [/H ./GG&*K E,0 0JGE,LJ / 0[EIH0*( 45%W/-K 0J*- (G&’*GH \B4: /-K B47] [*G* K*H&L-*K
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NJ* $$% H*+,*-.* [/H ’/&-)O \U#‘5N]-W [J&.J [/H &- 0J* ’/XEG&0O EF A=_P @Q (/&GH EF $$% (G&’*GH [*G* /’()&F&*K /’E-L *&LJ0 !"’$$%&’
0O(*HW EF [J&.J QA_ (G&’*GH J/K *D&K*-0 /’()&F&*K M/-KHP NJ* J&LJ*H0 /’()&F&./0&E- G/0* [/H S<P<_ W E..,GG&-L &- -E-IJ*/K&-L 5J&-*H*
./MM/L* [&0J 0*0G/()E&K /-K !"’$$%&’ 12*"’&*’ 3P #-K 0J* )E[*H0 [/H aQPb_ &- !"’$$%&’ 4’", 51+"6+%$ 3P EF /MED* @Q (/&GHW >= (/&GH [*G*
0G/-HF*G/M)* /’E-L *&LJ0 7"’$$%&’ 0O(*HW [JEH* /’()&F&*K FG/L’*-0H [*G* 0J* H/’*W[J*G*/H E0J*GH [*G* K&D*GH* &- H&c* /-K -,’M*GW HJE[&-L
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采用改良的 !"#$ 大量提取法 %&’! 新鲜叶片 ( )"液氮中研磨
成粉"移入 (* +, 离心管"加 -* +, .(!预热的 !"/0 提取液"快
速混匀".(!保温 1 2"期间每隔 3( +45 轻摇一次离心管! 加入等
体积氯仿#异戊醇$!6"-7"3%抽提 8 次& 加入等体积预冷异丙醇"
冰箱放置 -98 2"离心"弃上清& 3: +, ;*<乙醇洗涤 - 次"无水乙
醇洗涤 1 次"8;!干燥& 加 1:: !, ==>-? 溶解后" 加 3* +)@+,
ABCDE ( !,"8;!保温 1 2"取 ( !, :F&<琼脂糖电泳检测 AB/ 是
否除净"其余 7!保存& 若 GB/ 不纯"可按以下步骤纯化#等体积
的 !6 抽提后"取上清加 1H3: 体积的 BC#!$I>(F-%和 - 倍体积无
水乙醇沉淀 GB#"于J-*!静置 8* +45’将絮状沉淀轻轻移出"用
;*<乙醇洗 - 次"8;!干燥"溶于 (* !, ==>-?"将 GB# 浓度调整
为 (** +)H!,&
%’!’! 基因组酶切

-* !, 反应体系包括#33 !, ==>-? K - !, 1:#$LMMEN K . !,
GB/K3 !, !"#$ O"8;!酶切 897 2& 取 ( !, 酶切产物 3P琼脂糖
电泳检测& 若带型弥散"则于 ;:!水浴 1( +45"灭酶活& 然后加
- !, 8Q BC#!$I>(F-%和 7: !, 无水乙醇沉淀"1- ::: NI+"离心
( +45"弃上清"干燥& 沉淀用 - !, ==>-? 回溶&
%’!’" 接头连接
平端接头由一段 7& RI 长链 $S1T ($JU"//"/!U/!"!/!!

%&%&’(()/!U!U"UU!U/!UU!!!UUU!"UU"J8$% V下划线序
列为 /S1"黑斜体为 /S-W和一段 & RI 且 8$端带有氨基的短链$S-T
($J#!!#U!!!JB>-J8$% 组成& 3: !, 连接体系包括#- !, 回溶
GB#K( !, XY,LZ4Y5 K 1 !, S1$(: I+Y,H!,%K1 !, S-$(: I+Y,H!,%K
1!, "7 [4)CDE VSNY+E)CW" 连接液 7!过夜& 然后加 1 !, 8 +Y,H[
BC/!$I>(F-%和 - 倍体积无水乙醇沉淀"1- ::: NI+ 离心 ( +45"
弃上清"干燥"加 1:: !, ==>-? 回溶&
%’!’( )**+,-.+ 片段克隆
用已加接头序列的 GB/ 酶切片段作为模板" 以 X1TV/UW1:

及接头引物 /S1 $($J"//"/!U/!"!/!"/"/UUU!J8$% 进行
S!A 扩增& (: !, 体系包括#-!, GB/ K ( !, 1:#0LMMENV含 Q)-KW K
7 !, =B"S V-F( + +Y,H[ EC\2W K-!, /S1$1:I+Y,H!,%K- !, X1$1:
I+Y,H!,%K:F( !, "C] I,^+ENCDEK87F( !, ==>-?"S!A 反应程序为
_7!预变性 ( +45"_7!变性 7( D"(.!复性 7( D";-!延伸 7( D
8( 个循环";-!延伸 & +45& 3F(P琼脂糖凝胶电泳检测"如带型弥
散"则将 S!A 产物直接与 IQGJ3&" 载体连接 8 2 或过夜&
%’!’$ 菌落 -.+ 鉴定及一侧引物设计
取 ( !, 接产物转化大肠杆菌感受态细胞&挑取阳性克隆"[$

液体培养基振荡培养过夜& 直接取液体培养液 3 !," 进行菌落
S!A 鉴定& -* !, 反应体系包括#3 !, 菌液K- !, 3*#RLMMENK 3F-
!, Q)-K!,-$-( + +Y,H[%K3F. !, =B"S V,F-( +QW K*F& !, X3K*F& !,
/S3K*F- !, %*+ ,#-./01*20K33F7 !, ==>-?"反应程序同上& 取 3*
!, S!A 产物"3F(P琼脂糖凝胶电泳检测&选取介于 3(*93 *** RI
之间的克隆进行测序& 根据测序结果"在接头序列与微卫星序列
之间设计 -; RI 6S3引物"再在 6S3与微卫星序列间设计 -3 RI 6S-

引物"以备巢式 S!A 用&

%’!’/ 巢式 -.+ 扩增及另一侧引物设计
依次用 6S3 和 /S3"6S- 和 /S- 进行 - 次 S!A 扩增 & 第一次

S!A 反应混合液 -* !,"- !, 接头 GB/ K - !, 3*#$LMMEN K 3F- !,
Q)- K!,- K3F. !, =B"S K*F& !, /S3 K*F& !, X3 K*F- !, "C]
IY,^+ENCDEK38F7 !, ==>-?"反应程序同上& 将第一次 S!A 产物稀
释 (* 倍取 3 !, 作为第二次 S!A 反应模板"引物为 6S- 和 /S-"其
它同第一次 S!A& 两次 S!A 反应的复性温度均根据 6S3(6S-不同

作适当调整& 取 ( !, S!A 产物进行 3P琼脂糖凝胶电泳检测& 选
择长度适中的巢式 S!A 产物进行克隆(测序"根据测序结果设计
微卫星 GB/ 另一侧的引物 6S8& 6S-和 6S8即为开发的 XXA 引物&
%’!’0 通用性检测
扩增产物用 -P琼脂糖凝胶电泳(‘$ 染色( 凝胶成像系统拍

照统计&

! 结果与分析
!’% 基因组提取质量及酶切效果
基于 /a[SJGB/ 原理的 6XXAJS!A 对 GB/ 质量要求较高&

从图 3 可以看出"!"/$ 改良法提取的基因组 GB/ 条带清晰 "
AB/ 已经清除干净"GB/ 质量较高& 酶切产物电泳检测呈弥散
状"大多数 GB/ 片段位于 3**9- *** RI 之间&

!’! 连接产物的 -.+ 扩增
酶切 GB/ 片段连接接头序列后" 以 /S3KV/UW3*为引物进行

S!A 扩增"电泳结果如图 - 所示"扩增产物电泳呈均匀弥散状"
表明各种不同大小的 /a[SJGB/ 片段被扩增&
!’" 两步法 -.+ 连接产物的克隆#转化
扩增产物转化大肠杆菌"共得到 (** 多个阳性克隆& 随机选

取 -(* 个"以 /S3KX3为引物进行菌落 S!A$单(双引物%鉴定"结
果表明"其中 &(P阳性克隆包含微卫星序列& 挑取 -** 个克隆进
行测序"结果表明"除少数序列中 /S-与V/UW5 间距离太近"难以
进行引物设计外"37. 个克隆可在 /S-与V/UW5 间设计 6S3(6S- 引

表 % **+ 引物通用性扩增植物材料

物种 拉丁学名 染色体类型

乌塌菜
大白菜
四倍体小白菜
结球甘蓝
花椰菜
青花菜
芥菜
萝卜

31*224"*56*146#2* 75853*4 90.
31*224"*5 )*/,02:142 75 ;0<4606242 =9#>15? @*,1

A1*224"* "*/,02:142 22,5 "B4606242 C*<46#
A1*224"* #-01*"0* 95D*15 "*,4:*:*5
A1*224"* #-01*"0* 95D*15 E#:1.:42 95
A1*224"* #-01*"0* 95 D*15 4:*-4"* ;5
A1*224"*5 F>6"0*=95G )H0/50: )#22

@*,B*6>25 I*:4D>2 95

//b -6c-Jc-:
//b -6c-Jc-:
//b -6c7Jc7:
!!b -6c-Jc1&
!!b -6c-Jc1&
!!b -6c-Jc1&

//00b -6c-Jc8.
BBb -6c-Jc1&

12345%’ -4267 82759:24; <=9 7926;<5923:4:7> =< **+ ?9:859;

图 ! 连接产物的 -.+ 扩增
@:AB95 ! -.+ 28?4:<:C27:=6 =< 2D?7=9,4:A275D EFG

图 % 白菜基因组 EFG 和酶切图
@:AB95 % H56=8:C EFG 26D *8529 EFG E:A5;75D

3> +5;79:C7:=6 I6D=6BCJ52;5

.K) L:B,8:6! 57 24 ’ M E5N54=?8567 =< **+ -9:859; =< F=6,O52D:6A .O:65;5 .2332A5 26D 1926;<5923:4:7> 28=6A .4=;54> +54275D *?5C:5;

!%
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物!
利用 !"#$%"# 和 %"&$!"& 两对引物进行巢式 "’(")* 对

#+,-$ 引物有扩增产物且为双引物带% 将其 "’( 产物克隆&测
序! 结果表明"). 个序列’/&-$含有 00( 序列"其中 &/ 个’)1-$
可以设计另一侧引物 !"+! 微卫星 23% 一侧引物为 !"&"在微卫星
23% 与接头序列间设计另一侧引物 !"+ ’注意方向性$"!"&与 !"+

即为开发的 00( 引物!
以 !"& 和 !"+ 为引物"以基因组 23% 为模板"&) 对’14-$引

物有明显扩增! 加上已知序列中间 00(" 共得到 +. 对有效 00(
引物"产率为 #&-! 另有 0&56%’7#.600( 引物得率为 /8++97开发的
+/ 对引物"用于通用性扩增的总共 4/ 对!
%$3 分离到的微卫星序列及 --4 引物在近缘种间的通用性
由表 & 可以看出"不结球白菜基因组微卫星以二核苷酸基元

为主":;%<’=7>占分离总克隆的 ,.9":’%<;=7>占 #+9!三核苷酸
仅发现了:;;%7>&:;%%7>两个序列"且重复次数较低!而多核苷酸
序列出现的概率更低"只有 &8/9! 在近缘种芜菁’!"#$%$$&甘蓝型
油菜:!"&$%’(7上也以’;%$>最多"分别达到 ,#9和 1/9?#@/A!这说明
芸苔属微卫星基本以’;%$> 为主"但很多’;%$> 并不完整"因此
成就了不同物种间丰富的遗传多样性! 实验结果表明"’;%$> 与
:’%7>微卫星的多态性并无显著差异" 微卫星基元的重复数目与
等位基因间也无明显相关"这种说法在油菜上曾报道?#.@##A! 而在苹
果 ?#&A&大麦 ?#+A上微卫星与等位基因间则呈弱相关甚至紧密相关"说
明不同物种间二者关系存在显著差异!

由表 + 可以看出"4/ 对不结球白菜 00( 引物在 1 种作物中
的通用性扩增率在 */8+9B1)8)9!除了在花椰菜上的扩增率较低
外"在其它 , 种作物上的扩增率均在 4.9以上! 虽然 * 倍体白菜
是由 & 倍体直接加倍而来"但也只有 1)8)9的引物扩增率"推测
染色体加倍或后代自交过程中发生了某些染色体突变&缺失及不
等位交换! 00( 引物在结球甘蓝’’ 基因组$上较高的扩增率"单
从染色体组成上似乎无法给出合理的解释!但有研究表明?/@#*@#)A"%
基因组’!"#$%$$和 ’ 基因组’!" )*+#$,+$- !" &$%’($引物的通用性
高于 % 和 C’!"&./#$$基因组!

00( 引物在结球甘蓝上扩增率较高" 00( 引物的多态性也
较高! 00( 引物多态性最高表现在亲缘关系较远的萝卜上"每条
引物平均有 #8+* 条扩增带"最多的检测到 ) 个位点!其次为 ’ 基
因组的甘蓝和青花菜"每条引物平均扩增带为 #8&/"最低的在青
花菜和芥菜上"分别为 #8.4 和 #8.,!在 4/ 对 00( 引物中"绝大部
分扩增产物有 #B& 条主带" 表明引物在物种间以共显性方式仅
检测到 #B& 个位点"芥菜和萝卜上扩增片段大小变异较大"这非
常有利于连锁图谱的整合 ?&@#*A! 只有 & 对引物仅在不结球白菜二
倍体中有扩增"为品种特异标记! 有 &* 对’约 #<+$00( 引物在所
有物种内均有扩增"但片段大小和数目差异较大"说明开发出的
00( 引物在芸薹属近缘种间具有丰富的多态性! 其中 #. 对引物
在所有物种内片段大小一致"为通用性引物! 通用分子标记可以
有效弥补物种分子标记不足"丰富标记数量"从而有利于构建高
密度遗传图谱!

& 讨论与结论
!00(D"’( 依据 %EF"D23% 原理"用限制性内切酶酶切基因

组 23%"加接头构建 %EF"D23% 文库"然后用相应的接头及 00(
探针为引物筛选目标序列"避免了使用放射性探针标记和繁琐的
杂交"安全方便@微卫星得率达 #&9"远高于传统方法的百分之几
甚至千分之几 ?*@)A! 实验通过菌落 "’( 双重鉴定显著降低了重复
克隆和无效克隆! !00(D"’( 的缺陷在于(一是需要 &B+ 次克隆&
测序"在没有测序仪的实验室开发成本较高)二是若微卫星 23%
重复次数太多"容易出现部分碱基难以识别的现象"导致测序中
断%
不结球白菜微卫星序列以’;%<’=$> 为主"与芜菁?#A&油菜 ?/A上

的报道一致"充分说明 %&’ 染色体同源性较高% 00( 引物在近缘
1 物种间扩增时""’( 反应条件因作物而异"由于基因组的差异"
与同一种引物结合的适宜退火温度可能不同% 因此"应尽量使同
一引物在各作物最适宜的退火温度下反应% 本研究获得的 00(
引物多态性不是很高"如要深入细致地揭示物种间的遗传多态性
或者构建遗传连锁图谱" 还需进一步用聚丙烯酰胺凝胶电泳检
测"这项工作正在进行中%
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迄今为止! 水稻育种学仅利用了约 !"的水稻种质资源!即
取得了以矮化育种为标志的"绿色革命#和杂种优势利用为标志
的两次重大突破!水稻种质资源学的重要性是毋庸置疑的!如何

应用现代科学! 进一步利用水稻种质资源实现水稻育种的新突
破!是当代水稻科技工作者的重任$ 优质稻核心种质育种理论提
出和完善的目的在于% 通过水稻育种学和水稻种质资源学的对
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!!!从核心种质的概念与核心种质育种$核心种质株型和品质理想模型构建$新型核心种质的创建$核心种质分子育种$特征次生
物质标记辅助核心种质育种 $ 个部分#概述了水稻核心种质育种从提出到完善的全过程#并进一步提出了水稻核心种质育种探索的重
点%

!!!核心种质#育种#水稻 !!,@#"A@B ,$%%B ,$C#""
7 !!!%###0DE$D!!##$"%%0##!"0#F

K=& ,.,&) (@?-$2&/ ?=& =$/?()C D)(+ ,)(,(/.- ?( %(2/@++.?$(2 (D )$%& %()& 3&)+,-./+ L)&&1$23 $2 D$J& ,.)?/F $2%-@1$23 %(2%&,?$(2
(D %()& 3&)+,-./+ M’*N .21 %()& 3&)+,-./+ L)&&1$23F %(2/?)@%?$(2 (D $1&.- +(1&- (D ,-.2? ?C,& .21 O@.-$?C (D ’*F %)&.?$(2 (D 2&P ’*F
+(-&%@-.) L)&&1$23 (D ’*F ’* L)&&1$23 ?=)(@3= .$1&1 /&-&%?$(2 LC /,&%$D$% /&%(21.)C +&?.L(-$?&< K=& .,,)(.%= ?( )$%& %()& 3&)+,-./+
L)&&1$23 $/ .1J.2%&1<

!%()& 3&)+,-./+F L)&&1$23F )$%& !E76Q<7F E!55F E!R6QQ
B 5666RS;!S&966!’55R669QR68

收稿日期$ 966!R6SR59
基金项目$ 农业部 T8; 项目!9665R565%9665R56QR6Q%966QR99T"#国家农业科技跨越计划项目!5TTTR6!%966QRT"
作者简介$ 周少川#男#广州市五山路广东省农业科学院水稻研究所#研究员#主要从事水稻遗传育种研究&UR+.$-V WW/59QX57Q<%(+

周少川#等$ 水稻核心种质育种

!"


