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三叶木通微卫星分子标记开发及评价
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( 九江学院 药学与生命科学学院ꎬ 江西 九江 ３３２０００ )

摘　 要: 为了获得适于三叶木通遗传多样性和遗传结构研究的微卫星分子标记ꎬ该研究采用磁珠富集法构

建了三叶木通微卫星富集文库ꎮ 结果表明:在 １５０ 个阳性克隆中发现了 ７０ 个微卫星位点ꎬ富集效率为

４６.６７％ꎬ其中含双碱基重复单元的序列占比为 ７９.３７％ꎬ三碱基和四碱基重复含有量较少ꎮ 共设计引物 ６３
对ꎬ其中筛选出 １６ 对高多态引物ꎬ对 １ 个三叶木通自然居群 ４８ 个个体进行了遗传分析ꎬ结果显示位点的等

位基因数为 １０~ ２２ 个ꎬ观察杂合度和期望杂合度分别为 ０.３７０ ~ ０.７９２ 和 ０.７２４ ~ ０.９３６ꎬ多态性信息指数为

０.７２５~ ０.９１９ꎬ表明以上引物均为高多态性引物ꎮ 其中ꎬ１２ 个位点偏离哈迪－温伯格平衡ꎬ呈现出纯合子过

剩状态ꎬ这可能与哑等位基因和其它因素有关ꎮ 综上结果表明ꎬ该研究所开发的 １６ 对引物能够用于三叶木

通遗传多样性和遗传结构评价工作ꎮ
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　 　 三叶木通( Ａｋｅｂｉａ ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ)是木通科( Ｌａｒｄｉｚ￣
ａｂａｌａｃｅａｅ)木通属(Ａｋｅｂｉａ Ｄｅｃｎｅ.)的一种半落叶木

质藤本缠绕植物ꎬ分布于秦岭以南至南岭ꎬ西至云

南ꎬ东至浙闽 １６ 个省广大亚热带地区(万明长等ꎬ
２００８)ꎮ 其 种 下 划 分 为 三 叶 木 通 ( Ａ. ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ
ｓｕｂｓｐ. ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ)、白木通(Ａ. ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ ｓｕｂｓｐ. ａｕｓｔｒａ￣
ｌｉｓ)、长萼三叶木通(Ａ. ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ ｓｕｂｓｐ. ｌｏｎｇｉｓｅｐａｌａ)
３ 亚种(中国植物志编辑委员会ꎬ ２００１)ꎮ 木通属

植物具有利尿、镇痛、祛风湿的功效ꎬ作为中药有

两千多年的历史(冯航ꎬ ２０１０ꎻ 李丽等ꎬ ２０１０ꎻ 李

丽ꎬ ２０１０)ꎮ 近期研究表明ꎬ其还具有抗衰老、提
高免疫功能、抑制肿瘤等功效( Ａｎ ｅｔ ａｌꎬ ２０１６)ꎮ
木通属植物果实较大ꎬ果肉甜糯ꎬ具有极高开发价

值ꎬ在湖南、江西、贵州等地已有农户开始种植(罗
克明等ꎬ ２００８)ꎮ 其种子含油量达 ４０％ꎬ具有较高

的食用价值(仲伟敏和马玉华ꎬ ２０１６)ꎮ 与其高开

发价值不匹配的是三叶木通种质资源研究较晚ꎬ
大规模无序的种植、开发对野生种质资源造成巨

大威胁ꎮ 因此ꎬ有必要深入研究三叶木通种质资

源ꎬ利用现代育种技术培育栽培品种ꎬ为三叶木通

资源的可持续利用和种植产业起步打下基础ꎮ 九

江学院在中国、日本和韩国已搜集 ７０ 余个不同产

地的野生三叶木通资源ꎬ建设了三叶木通种质资

源圃ꎮ 但是ꎬ由于三叶木通分子生物学研究起步

较晚ꎬＧｅｎＢａｎｋ 中仅能检索到 ４４０ 余条 ＤＮＡ 序列ꎬ
可用的分子标记较少ꎬ严重阻碍了资源的评价工

作ꎬ因此急需开发合适的分子标记对现有资源进

行遗传结构和遗传多样性评价 ( Ｌｉ ｅｔ ａｌꎬ ２００９ꎻ
Ｓｕｎ ｅｔ ａｌꎬ ２０１６ꎻ 黄佩蓓等ꎬ ２０１６)ꎮ

微卫星分子标记具有多态性高、共显性、重复

性好、条带少易识别等诸多优点ꎬ是目前遗传多样

性和遗传结构研究中的首选标记之一( Ｇｒｏｖｅｒ ＆
Ｓｈａｒｍａꎬ ２０１６)ꎬ随着荧光毛细管电泳技术在微卫

星检测中的应用ꎬ微卫星标记变得更加高效和廉

价(Ｗｅｎｚ ｅｔ ａｌꎬ １９９８)ꎮ 本研究拟采用 三叶木通

微卫星分子标记ꎬ并利用 ７ 个不同产地的三叶木

通个体和 １ 个三叶木通自然居群检测引物的稳定

性和多态性ꎬ以期获得适于三叶木通遗传多样性

和遗传结构研究的微卫星分子标记ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 材料采集 　 在人工种植基地采集栽培三叶

木通个体 ７ 个ꎬ用于检测微卫星引物扩增稳定性

和多态性ꎮ 在九江庐山采集三叶木通自然居群 １
个(ｎ＝ ４８)ꎬ用于微卫星文库建立和后期引物评价

(表 １)ꎮ 采集每个个体新鲜、健康的幼嫩叶片放

入装 有 变 色 硅 胶 的 自 封 袋 中 迅 速 干 燥ꎬ 置 于

－２０ ℃低温冰箱中保存备用ꎮ 凭证标本保存于九

江学院药学与生命科学学院分子生物学研究室ꎮ
１.１.２ 试剂 　 １０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ、２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＭｇＣｌ２、

ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡ Ｔａｑ 聚合酶(５ Ｕ􀅰μＬ￣１)均购自上海

生工生物( Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｌｏｇｙ)工程有限公司ꎻ限制性

内切酶 Ｒｓａ Ｉ(１０ Ｕ􀅰μＬ￣１)、ＢｓｔＵ Ｉ(１０ Ｕ􀅰μＬ￣１)、
Ｘｍｎ Ｉ( ２０ Ｕ􀅰μＬ￣１) 购自 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公

司ꎻＴ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ(４００ Ｕ􀅰μＬ￣１)购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司ꎻ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自大连 Ｔａｋａｒａ 公司ꎻ 接头引物
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表 １　 本研究所用样本信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｋｅｂｉａ ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ ｓａｍｐｌｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

样本编号
Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｄｅ

采集地
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

经度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

海拔
Ｅｌｅｖａｔｉｏｎ
(ｍ)

标本号
Ｖｏｕｃｈｅｒ Ｎｏ.

１ 怀化中方县
Ｚｈｏｎｇｆａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｕａｉｈｕａ

２７°３３.２９８′ Ｎ １１０°２４.８５４′ Ｅ ７７２ ＪＪＵ２０１４０１

２ 怀化桃江县
Ｔａｏｊｉａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｕａｉｈｕａ

２８°３１.４９６′ Ｎ １１２°１３.１１６′ Ｅ ５３ ＪＪＵ２０１４０２

３ 湘西凤凰县
Ｆｅｎｇｈｕａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｘｉａｎｇｘｉ

２７°５８.８８６′ Ｎ １０９°２４.４７５′ Ｅ ６７０ ＪＪＵ２０１４０３

４ 张家界慈利县
Ｃｉｌｉ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｚｈａｎｇｊｉａｊｉｅ

２９°２５.０７６′ Ｎ １１１°１２.５２２′ Ｅ ２３８ ＪＪＵ２０１４０４

５ 宣城泾县
Ｊｉｎｇ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｘｕａｎｃｈｅｎｇ

３０°３７.３０９′ Ｎ １１８°２６.９５７′ Ｅ １４３ ＪＪＵ２０１４０５

６ 安徽黄山
Ｈｕａｎｇｓｈａｎꎬ Ａｎｈｕｉ

３０°０８.１９９′ Ｎ １１８°１４.６３４′ Ｅ ２９２ ＪＪＵ２０１４０６

７ 景德镇婺源
Ｗｕｙｕａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｊｉｎｇｄｅｚｈｅｎ

２９°１９.０７７′ Ｎ １１７°５０.２９４′ Ｅ ８９ ＪＪＵ２０１４０７

８－５５ 九江庐山
Ｌｕｓｈａｎꎬ Ｊｉｕｊｉａｎｇ

２９°１８.００９′ Ｎ １１４°３２.２７３′ Ｅ １８６ ＪＪＵ２０１４０８－
ＪＪＵ２０１４５５

ＳｕｐｅｒＳＮＸ２４￣Ｆ ( ５′￣ＧＴＴＴＡＡＧＧＣＣＴＡＧＣＴＡＧＣＡＧ￣
ＣＡＧＡＡＴＣ ) 和 Ｓｕｐｅｒ￣ＳＮＸ２４￣Ｒ ( ５′￣ＧＡＴＴＣＴ￣
ＧＣＴＡＧＣＴＡＧＧＣＣＴＴＡＡＡＣＡＡＡＡ)由上海英俊生物

技术有限公司合成ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 基因组 ＤＮＡ 的提取 　 已干燥的三叶木通样

本采 用 改 良 的 ＣＴＡＢ 法 提 取 总 ＤＮＡ ( Ｄｏｙｌｅ ＆
Ｄｏｙｌｅꎬ １９８７)ꎬ并利用 ＰＥＧ８０００ 纯化ꎬ详细步骤为

将 ４０％ ＰＥＧ８０００ 与 ５ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＣｌ 按 １ ∶ １ 比例

配置成工作液ꎬ与等比例的 ＤＮＡ 溶液混合ꎬ摇匀

并置于 ３７ ℃ 下静置 １５ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离心

１６ ｍｉｎꎬ沉淀再由 ８０％乙醇清洗 ２ 次ꎬ烘干ꎮ ＴＥ 溶

解后用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 检测合格后ꎬ置于 － ２０ ℃ 冰箱

备用ꎮ
１.２.２ 酶切与接头连接 　 使用限制性内切酶 Ｒｓａ Ｉ
或 ＢｓｔＵ Ｉ 和 Ｘｍｎ Ｉ 组合对三叶木通基因组 ＤＮＡ 进

行酶切ꎬ于 ３７ ℃ 温浴过夜ꎮ 酶切体系为 ２５ μＬ:
２.５ μＬ １０×Ｔ４ ｌｉｇａｓｅ ｂｕｆｆｅｒ(ＮＥＢ４)ꎬ０.２５ μＬ １００×

ＢＳＡꎬ０.２５ μＬ ５ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＣｌꎬ１.０ μＬ １０ Ｕ􀅰μＬ￣１

Ｒｓａ Ｉ / ＢｓｔＵ Ｉꎬ１.０ μＬ ２０ Ｕ􀅰μＬ￣１ Ｘｍｎ Ｉꎬ２０ μＬ ２００

ｎｇ􀅰μＬ￣１ ＤＮＡꎮ 取 １ μＬ 酶切产物先用 １％琼脂糖

胶电泳检测酶切片段是否位于 ２００ ~ ８００ ｂｐ 范围

内ꎻ然后将 ＳｕｐｅｒＳＮＸ２４￣Ｆ 和 ＳｕｐｅｒＳＮＸ２４￣Ｒ 合成接

头置于水浴锅中 ９５ ℃ 反应 ５ ｍｉｎꎬ缓慢冷却至室

温ꎻ最后将制备好的接头与酶切产物连接ꎮ 反应

体系如下:７ μＬ 接头ꎬ２. ５ μＬ ＮＥＢ １０ × Ｔ４ ｌｉｇａｓｅ
ｂｕｆｆｅｒꎬ２.０ μＬ ３５０ Ｕ􀅰μＬ￣１ Ｔ４ ｌｉｇａｓｅꎬ１３ μＬ 酶切产

物ꎬ加双蒸水至 ２５ μＬꎬ１６ ℃连接过夜ꎮ 将连接产

物作为模板ꎬ利用 ＳｕｐｅｒＳＮＸ２４￣Ｆ 接头作为引物通

过 ＰＣＲ 扩增检测连接结果ꎮ 反应体系如下:２. ５
μＬ １０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒꎬ０. １３ μＬ １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｓｕｐｅｒ￣

ＳＮＸ２４￣Ｆꎬ１. ５ μＬ ２ ｍｍｏｌ􀅰 Ｌ￣１ ｄＮＴＰꎬ ２. ０ μＬ ２５

ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＭｇＣｌ２ꎬ２. ５ μＬ ＢＳＡꎬ０. ２ μＬ 连接产物

ＤＮＡꎬ加双蒸水至 ２５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:９５ ℃预

变性 ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ２０ ｓꎬ６０ ℃退火 ２０ ｓꎬ７２ ℃
延伸 １.５ ｍｉｎꎬ循环 ２４ 次ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ
１.２.３ 杂交与磁珠富集 　 微卫星富集采用 Ｇｌｅｎｎ ＆
Ｓｃｈａｂｌｅ(２００５)的方法ꎬ将连接产物与带生物素的

探针混 合 物 ( ＡＧ) １２、 ( ＣＧ) １２、 ( ＡＴ) １２、 ( ＧＴ) １２、
(ＡＣＴ) １２、( ＡＡＧＴ) ８、( ＡＡＣＴ) ８、 ( ＡＧＡＴ) ８ 进行杂

交ꎮ 杂交反应体系:２５ μＬ ２×Ｈｙｂ Ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ１０ μＬ
１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１生物素标记的探针ꎬ１０ μＬ 连接产物ꎬ

９１１１９ 期 李同建等: 三叶木通微卫星分子标记开发及评价



加双蒸水至 ５０ μＬꎮ 杂交反应程序:９５ ℃预变性 ５
ｍｉｎꎻ７０ ℃开始ꎬ每个循环降低 ０.２ ℃ ꎬ维持 ５ ｓꎬ循
环 ９９ 次ꎻ５０ ℃ 保持 ５ ｍｉｎꎻ每个循环降低 ０.５ ℃ ꎬ
保持 ５ ｓꎬ循环 ２０ 次ꎻ１５ ℃保持ꎮ 用链霉素亲和磁

珠(Ｐｒｏｍｅｇａ Ｍａｇｎｅ Ｓｐｈｅｒｅ)捕获结合了生物素探针

的 ＤＮＡ 片段ꎬ用洗脱液洗脱未结合的探针ꎮ 具体

操作如下:２５０ μＬ ＴＥ 洗涤 ５０ μＬ 混匀的磁珠 ２
次ꎬ５０ μＬ １×Ｈｙｂ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ 平衡磁珠 ２ 次ꎻ将 ＤＮＡ
和生物素探针混合物的杂交体系加入到磁珠中ꎬ
于 １６ ℃下 １５０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１振荡约 １ ｈ 杂交ꎻ加入 ４００
μＬ Ｗａｓｈ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉ 洗脱 ２ 次ꎬ且第一次加入 ４００
μＬ Ｗａｓｈ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ⅱ于 ４５ ~ ４８ ℃下水浴振荡 ２ ｍｉｎ
洗脱 ２ 次ꎬ再次加入 ４００ μＬ Ｗａｓｈ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ⅱ混匀ꎬ
于 ５０ ~ ５３ ℃ 下水浴振荡 ２ ｍｉｎ 洗脱 ２ 次ꎮ 加入

２００ μＬ ＴＥ 于 ９５ ℃ 下水浴 ５ ｍｉｎ 彻底洗脱富集

ＤＮＡꎬ向上清液中加入 ２２ μＬ ３ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１醋酸钠和

４４５ μＬ 预冷的无水乙醇ꎬ沉淀 ＤＮＡꎮ 用 ８０％乙醇

洗涤ꎬ离心烘干后加入 ２０ μＬ ＴＥ 溶解ꎮ 用接头 Ｓｕ￣
ｐｅｒＳＮＸ２４￣Ｆ 作为引物对富集产物进行 ＰＣＲ 扩增

回收ꎬＰＣＲ 反应体系和程序与检测时相同ꎮ 为增

加富集的阳性率ꎬ重复以上步骤 １ 次ꎬ进行 ２ 次富

集ꎬ用 ＰＥＧ８０００ 法纯化 ＤＮＡꎮ
１.２.４ 克隆与阳性筛选 　 将纯化后的富集产物克

隆到 ｐＥＧＭ￣Ｔ 载体中ꎬ连接反应在 ＰＣＲ 仪上 １６ ℃
过夜ꎬ将重组子转入大肠杆菌感受态细胞中培养

２４ ｈꎮ 每板挑取 ５０ ~ １００ 个白色单菌落ꎬ在另一含

Ａｍｐ 的 ＬＢ 固体培养基平板上划线ꎬ并接种于菌落

ＰＣＲ 反应液中ꎬ通过菌落 ＰＣＲ(Ｍ１３Ｆ 和 Ｍ１３Ｒ 为

引物)筛选出阳性克隆ꎬ把划线的平板置于 ３７ ℃
培养箱中培养过夜ꎮ 取 ３ μＬ 扩增产物用 １％琼脂

糖凝胶电泳检测其是否为含有目的片段的阳性菌

落ꎮ 选择 ＰＣＲ 检测为阳性的菌落接种至 ５００ μＬ
含 Ａｍｐ 的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ于 ３７ ℃ 下 ２００ ｒ􀅰
ｍｉｎ￣１振荡培养过夜ꎬ将培养菌液送往上海生工生

物工程技术有限公司测序ꎮ
１.２.５ 序列分析与引物设计 　 首先ꎬ将测序结果导

入 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ ４. ８ 软件中进行检测ꎬ使用 Ｔｒｉｍ￣ｅｎｄｓ
和 Ｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｔｉｆｓ 工具去除载体和接头序列ꎬ
对有叠峰的序列进行反向测序ꎮ 然后ꎬ将经过处

理的序列通过 Ｔａｎｄｅｍ Ｒｅｐｅａｔｓ Ｆｉｎｄｅｒ ｖｅｒｓｉｏｎ ４ 确

图 １　 Ｒｓａ Ｉ / Ｘｍｎ Ｉ 及 ＢｓｔＵ Ｉ / Ｘｍｎ Ｉ 酶切结果
Ｆｉｇ. １　 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ

Ｒｓａ Ｉ / Ｘｍｎ Ｉ ａｎｄ ＢｓｔＵ Ｉ / Ｘｍｎ Ｉ

定 ＳＳＲ 位点ꎬ并分析位点的碱基重复序列和重复

次数、查看序列长度及微卫星位点两端侧翼序列

是否符合引物设计的要求(Ｂｅｎｓｏｎꎬ １９９９)ꎮ 使用

Ｇｅｎｅｉｏｕｓ ４.８ 内嵌的引物设计功能进行引物设计ꎮ
所设计引物送于上海生工生物工程有限责任公司

合成ꎮ
１.２.６ 引物稳定性、多态性筛选及评价 　 为了筛选

扩增稳定性好、多态性高的引物和其最佳 ＰＣＲ 条

件ꎬ我们用设计的引物对 ７ 个不同地区采集的三

叶木通进行 ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 产物经 ８％聚丙烯酰

胺凝胶电泳检测ꎮ
将筛选出的高多态性 ＳＳＲ 引物合成 ５′端荧光

标记引物ꎬ其荧光基团为 ＦＡＭ(蓝色)ꎬＨＥＸ(绿

色)ꎮ 选取采集于九江庐山的 ４８ 个样本进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ送往北京阅微基因有限公司使用 ＡＢＩ３７３０
遗传分析仪进行 ＳＴＲ 分型ꎬ内标均为 ＲＯＸ５００ꎮ
１.２.７ 数据分析 　 首先ꎬ使用 Ｇｅｎｅｍａｐｐｅｒ ４.１ 软件

进行数据统计ꎬ通过 Ｍｉｃｒｏ￣Ｃｈｅｃｋｅｒ ２.２.３ 检测哑等

位基因(Ｖａｎ Ｏｏｓｔｅｒｈｏｕｔ ｅｔ ａｌꎬ ２００４)ꎮ 然后ꎬ用 Ｇｅ￣
ｎａｌｅｘ ６.５(Ｐｅａｋａｌｌ ＆ Ｓｍｏｕｓｅꎬ ２０１０) 计算出每个位

点的等位基因数(Ｎａ)、 有效等位基因数 (ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ

０２１１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



图 ２　 ７ 个样本部分引物筛选电泳图
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｓａｍｐｌｅｓ

ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓꎬＮｅ)、观察杂合度 ( ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｔ￣
ｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙꎬ Ｈｏ )、 期 望 杂 合 度 ( ｅｘｐｅｃｔｅｄ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙꎬＨｅ ) 及 哈 迪 － 温 伯 格 平 衡 ( Ｈａｒｄｙ￣
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍꎬ ＨＷＥ)ꎮ 最后ꎬ使用 Ｐｏｗｅｒ￣
Ｍａｋｅｒ (Ｌｉｕ ＆ Ｍｕｓｅꎬ ２００５)计算多态性信息指数

(ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔꎬＰＩＣ)和连锁遗传

不平衡( ｌｉｎｋａｇｅ ｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍꎬ ＬＤ)ꎮ 所有 Ｐ 值均

经 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法校正ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 微卫星富集

选择 ２ 个限制性内切酶组合(Ｒｓａ Ｉ 和 Ｘｍｎ Ｉ、
ＢｓｔＵ Ｉ 和 Ｘｍｎ Ｉ)对三叶木通基因组进行酶切ꎬＲｓａ
Ｉ 和 Ｘｍｎ Ｉ 的组合酶切后基因组小片段电泳条带

弥散ꎬ大小分布在 １００ ~ １ ５００ ｂｐ 之间ꎬ为后续实验

的连接和杂交富集打好基础ꎮ ＢｓｔＵ Ｉ 和 Ｘｍｎ Ｉ 的

组合酶切片段较长ꎬ片段长度集中在 １００ ~ ２００ ｂｐ、
３００ ~ ５００ ｂｐ 及大于１ ５００ ｂｐꎬ这些酶切产物不利

于后续磁珠富集操作ꎮ 本研究用金属浴加热进行

漂洗ꎬ先在 １６ ℃下用 Ｗａｓｈｉｎｇ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉ 漂洗 １ 次ꎻ
再用 Ｗａｓｈｉｎｇ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ⅱ分别在 ４５ ℃和 ５０ ℃下漂

洗 ２ 次ꎬ结果富集率太低ꎮ 然后调整漂洗温度ꎬ用
Ｗａｓｈｉｎｇ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ⅱ分别在 ４６ ℃和 ５１ ℃下漂洗 ２
次ꎬ获得所需目的片段ꎬ且大大提高了阳性克

隆率ꎮ
共挑取 ２３０ 个阳性克隆进行 ＰＣＲ 检测ꎬ大小

在 ３００ ~ １ ０００ ｂｐ 之间ꎬ其中约有 ４０ 个未扩增出目

的片段ꎬ部分菌落空载ꎮ 在 １９０ 个阳性克隆中挑

选出片段长度不同的 １５０ 个单菌落送往公司测

序ꎬ１４８ 个测序成功ꎮ 其中ꎬ７０ 个含有微卫星序

列ꎬ富集率为 ４６.６７％ꎻ可设计引物的序列有 ５７ 条ꎬ
占 ＳＳＲ 序列的 ８１.４３％ꎮ ５７ 条可设计引物的序列

共设计引物 ６３ 对ꎬ其中含双碱基重复单元的序列

占 ＳＳＲ 序列的 ７９.３７％ꎬ高于三碱基重复单元的序

列占 ＳＳＲ 序列的 ２０.６３％ꎮ
２.２ 引物筛选与分析

５４ 对引物扩增产物大小在 １００ ~ ３００ ｂｐ 之间ꎮ

１２１１９ 期 李同建等: 三叶木通微卫星分子标记开发及评价



表 ２　 １６ 对微卫星引物的基因序列和三叶木通居群的遗传多样性评估情况
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｅｓｔｉｍａｔｅｓ ｏｆ ｓｉｘｔｅｅｎ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ Ａｋｅｂｉａ ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ

位点
名称
Ｌｏｃｕｓ
ｎａｍｅ

引物序列 (５′– ３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′– ３′)

等位基因范围
Ａｌｌｅｌｅ ｓｉｚｅ

ｒａｎｇｅ
(ｂｐ)

重复单元
Ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ

退火温度
Ｔａ

(℃ )

哑等位
基因频率
Ｎｕｌｌ ａｌｌｅｌｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ｎａ Ｈｅ Ｈｏ ＰＩＣ

ＭＴ１５ Ｆ: ＴＣＡＡＣＡＣＣＧＴＣＡＡＴＧＧＧＡＧＧＡ
Ｒ: ＡＡＧＣＡＡＣＡＡＡＡＡＧＡＧＴＴＧＣＴＣＡＴＧＡＡＴ

２０９~ ２４２ (ＣＡ)１２ ５３ ０.２１２ １３ ０.８３０ ０.４７９ ０.８４２

ＭＴ１９∗ Ｆ: ＡＡＡＧＣＡＧＣＴＧＡＧＧＣＣＧＡＴＣＡ
Ｒ: ＴＣＡＧＧＧＡＡＡＣＣＣＣＴＴＧＴＴＴＴＣＡ

１７４~ ２０４ (ＴＣ)３４(ＣＡ)２８ ５３ ０.２５３ １６ ０.９０６ ０.４４４ ０.９０４

ＭＴ２７∗ Ｆ: ＴＣＣＡＡＣＣＧＴＡＧＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＡ
Ｒ: ＡＣＣＡＣＡＡＧＧＣＡＧＡＧＡＴＴＴＴＧ

１７６~ １９４ (ＣＣＡ)５ ５０ ０.２６９ １０ ０.８３４ ０.３７０ ０.８５８

ＭＴ２８∗ Ｆ: ＡＣＡＡＣＡＣＴＣＴＣＴＧＡＡＣＣＴＴＴＡＧＣ
Ｒ: ＴＣＣＡＡＣＣＡＡＣＡＡＡＣＡＣＡＡＡＡＣＧＡ

１７６~ ２１０ (ＧＡ)７－(ＴＣ)１９ ５５ ０.１３７ １７ ０.９２０ ０.６６７ ０.９０５

ＭＴ２９ Ｆ: ＴＣＴＴＣＣＣＣＴＣＡＡＣＴＧＴＡＴＧＧＡ
Ｒ: ＡＣＴＴＧＴＴＧＣＣＣＡＧＡＣＴＣＣＣＡ

２１３~ ２４０ (ＴＣ)１０(ＣＡ)８ ５３ — １０ ０.７２４ ０.７０８ ０.７２５

ＭＴ３１∗ Ｆ: ＴＣＴＧＧＧＡＴＴＡＣＴＴＧＡＧＣＡＧＧＣＡ
Ｒ: ＣＧＣＴＧＡＣＧＴＧＧＴＡＧＣＧＣＡＣＡ

２３０~ ２６０ (ＴＧ)９(ＧＡ)８ ５１ ０.１６２ １４ ０.８５５ ０.５８３ ０.８３６

ＭＴ３３ Ｆ: ＡＣＡＧＡＡＧＡＣＴＴＧＧＴＴＴＴＧＧＧＴＧＴ
Ｒ: ＡＴＧＡＧＴＣＧＡＡＧＣＣＣＣＧＣＣＣＴ

１６４~ ２０２ (ＴＴＧ)４ ５３ — １３ ０.７５７ ０.６８８ ０.７３２

ＭＴ３４ Ｆ: ＴＧＡＡＧＡＧＴＧＴＣＡＡＴＧＣＴＴＣＣＣＣＴ
Ｒ: ＡＣＣＣＡＣＡＡＣＴＧＡＧＧＴＴＣＴＣＣＡ

１９４~ ２３８ (ＴＣ)２０ ５６ ０.１００ ２０ ０.９３６ ０.７５０ ０.９１９

ＭＴ３５∗ Ｆ: ＴＣＡＧＴＧＡＧＴＴＡＣＴＴＴＴＧＣＣＴＧＴ
Ｒ: ＡＧＴＧＣＴＧＡＧＧＡＡＣＴＴＧＣＡＣＡＴＧＡ

１２９~ １６３ (ＡＧ)１６ ５１ ０.０６２ １８ ０.９０９ ０.７９２ ０.８９５

ＭＴ３８∗ Ｆ: ＴＣＣＴＴＣＡＡＡＡＡＧＴＧＡＣＡＧＧＡＧＧＡ
Ｒ: ＡＣＴＧＴＣＡＡＴＣＡＡＣＣＴＴＧＴＣＧＣＣ

１５９~ ２３４ (ＧＴ)１６ ５３ ０.２３２ １６ ０.８５１ ０.４５８ ０.８６８

ＭＴ３９∗ Ｆ: ＴＧＡＣＡＴＧＴＴＧＡＴＧＴＧＣＡＣＧＧＡＴ
Ｒ: ＴＧＣＣＡＧＴＡＧＴＡＣＡＡＣＡＴＧＴＡＡＧ

１９５~ ２２３ (ＴＧ)１４ ５５ ０.１６３ １３ ０.８８７ ０.５９６ ０.８７９

ＭＴ４０∗ Ｆ: ＧＴＧＣＧＡＴＣＣＡＧＡＣＧＣＡＣＣＴＣ
Ｒ: ＡＣＣＴＧＡＡＴＧＧＧＣＡＴＣＣＡＴＴＴＧＴ

１３８~ １７４ (ＴＣ)１５ ５２ ０.１３９ １９ ０.８９４ ０.６４６ ０.８８３

ＭＴ４５∗ Ｆ: ＡＣＧＡＡＡＧＴＴＧＣＡＣＴＣＣＴＴＣＣＣＴ
Ｒ: ＴＧＣＧＣＴＧＡＴＧＴＧＧＴＧＴＧＧＴＣＧ

１２４~ ２０９ (ＡＧ)１６(ＴＧ)１８ ５２ ０.２６４ ２２ ０.９１６ ０.４２６ ０.８８４

ＭＴ４８∗ Ｆ: ＴＴＴＧＣＡＧＣＧＣＣＡＣＡＣＧＡＣＣＴ
Ｒ: ＡＣＣＣＡＴＴＧＣＡＧＣＣＴＴＣＴＧＴＣ

１７２~ ２１０ (ＡＧ)２１ ５３ ０.１５６ １６ ０.９２１ ０.６３０ ０.８９５

ＭＴ５６∗ Ｆ: ＡＧＡＡＡＧＧＧＡＧＴＧＴＡＧＧＡＡＡＴＧＣ
Ｒ: ＧＣＡＡＣＣＧＡＣＣＴＴＧＡＡＣＴＣＣＧＡＣＧ

１８０~ ２２４ (ＡＧ)１３ ５３ ０.１１９ ２２ ０.９２２ ０.７０２ ０.８９８

ＭＴ６２∗ Ｆ: ＴＣＣＡＧＣＣＡＡＣＴＣＣＡＡＣＣＡＴＧＴＣＡ
Ｒ: ＡＣＡＴＣＴＣＴＴＴＣＣＣＡＣＡＣＴＣＣＣＡ

１０７~ ２０２ (ＴＣ)１７(ＣＡ)５ ５５ ０.０８５ １６ ０.９００ ０.７５０ ０.８５９

平均值
Ｍｅａｎ

１５.９３８ ０.８７３ ０.６０６ ０.８６１

　 注: Ｔａ . 退火温度ꎻ Ｎａ . 等位基因数ꎻ Ｈｏ . 观察杂合度ꎻ Ｈｅ . 期望杂合度ꎻ ＰＩＣ. 多态性信息指数ꎻ ∗ 显著偏离哈迪－温伯格平衡
(Ｐ< ０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｔａ . Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎻ Ｎａ . Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓꎻ Ｈｏ . Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙꎻ Ｈｅ . Ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙꎻ ＰＩＣ. Ｐｏｌｙ￣
ｍｏｒｐｈｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔꎻ ∗ Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ (Ｐ<０.０５) .

先用 ７ 个 ＤＮＡ 样本为模板初次筛选出条带清晰、
有多态性的引物 ３３ 对ꎻ再用 ４８ 个 ＤＮＡ 样本为模

板进一步对 ３３ 对引物进行筛选ꎬ选出条带清晰、
非特异性条带少、多态性较高及扩增效率稳定的

引物 １６ 对ꎬ可以用于 ＳＳＲ 位点分析ꎮ
４８ 个样品的三叶木通居群中共检测到 ２２０ 个

等位基因ꎬ每个位点的等位基因数为 １０ ~ ２２ 个ꎬ平

均等位基因数为 １５.９３８ 个ꎬ观察杂合度为 ０.３７０ ~
０.７９２ꎬ期望杂合度为 ０.７２４ ~ ０.９３６ꎬ多态性信息指

数为 ０.７２５ ~ ０.９１９(均值为 ０.８６１)ꎬ其中 １２ 个位点

经 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 校正后仍然偏离哈迪－温伯格平衡ꎬ
呈现纯合子过剩状态ꎬ检测到 １４ 个位点存在大小

不等的哑等位基因频率ꎮ 发现了 ３ 个引物对

(ＭＴ３３－ＭＴ４５ꎬＭＴ１５－ＭＴ５６ 和 ＭＴ３５－ＭＴ６２)存在

２２１１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



连锁不平衡(表 ２)ꎮ

３　 讨论与结论

随着高通量测序技术的发展ꎬ使得 ＳＳＲ 位点

获得更加低廉、高效ꎬ越来越多的研究利用简化基

因组测序和转录组测序技术进行高效的微卫星开

发(万冬梅等ꎬ２０１６)ꎮ 在群体遗传和进化研究中

需要的微卫星位点数量较少ꎬ磁珠富集法可在 １
周内完成微卫星富集文库构建工作ꎬ其高效、快捷

的特点更适合少量微卫星引物的开发(王静等ꎬ
２０１５)ꎮ 在本研究中ꎬ因实验室熟练掌握了磁珠富

集法ꎬ故选用该方法构建三叶木通的微卫星富集

文库ꎬ在 １４８ 个成功测序的阳性克隆中获得 ７０ 个

富含微卫星的序列ꎬ富集效率较高ꎬ达到 ４６.６７％ꎮ
虽然本研究使用了 ８ 种不同的探针ꎬ包括双碱基

重复、三碱基重复和四碱基重复ꎬ但富集的微卫星

序列主要以双碱基重复为主(７９.３７％)ꎬ三碱基和

四碱基重复含有量较少ꎮ 开发的 １６ 对引物中仅

有 ２ 对引物为三碱基重复(ＭＴ２７ꎬＭＴ３３)ꎮ 这与前

人报道的植物中微卫星序列主要以双碱基重复为

主一致(Ｍｏｒｇａｎｔｅ ＆ Ｏｌｉｖｉｅｒｉꎬ １９９３)ꎮ
利用筛选到的 １６ 对引物对采自庐山的三叶木

通居群进行遗传分析ꎬ共扩增出 ２２０ 个多态性条

带ꎬ发现以上引物的平均等位基因数为 １５.９３８ 个ꎬ
观察杂合度为 ０.３７０ ~ ０.７９２ꎬ期望杂合度为０.７２４ ~
０.９３６ꎬ这与李丽(２０１０)的研究结果相近ꎮ 多态性

信息指数(ＰＩＣ)是评估微卫星引物多态性水平的

重要参数ꎬ普遍认为 ＰＩＣ>０.５ 为高多态引物ꎬ０.２５
<ＰＩＣ<０.５ 为中多态引物ꎬＰＩＣ<０.２５ 为低多态引物

(Ｂｏｔｓｔｅｉｎ ｅｔ ａｌꎬ １９８０)ꎮ 本研究开发的 １６ 对引物

多态性信息指数范围为 ０. ７２５ ~ ０. ９１９ꎬ平均值为

０.８６１ꎬ表明以上引物具有较高的多态性ꎬ可以有效

地用于三叶木通遗传多样性分析ꎮ 哈迪－温伯格

平衡检验表明有 １２ 个位点显著偏离了 ＨＷＥꎮ 经

Ｍｉｃｒｏ￣Ｃｈｅｃｋｅｒ 检验发现ꎬ以上位点均有哑等位基

因存在(０.０６２ ~ ０.２６９)ꎬ表明哑等位基因可能是导

致位点偏离 ＨＷＥ 的原因之一ꎮ 其他因素ꎬ如采

样、近交、营养繁殖等均有可能是导致偏离 ＨＷＥ
的原因(Ｌｉ ｅｔ ａｌꎬ ２００９)ꎮ

综上所述ꎬ本研究开发的 １６ 对 ＳＳＲ 多态性引

物可用于三叶木通遗传分析ꎬ进一步补充和完善

了木通微卫星分子标记工具ꎬ为三叶木通种质资

源评价和开发等后续研究打下了坚实基础ꎮ
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«广西植物»再次入选北大中文核心期刊

　 　 近日ꎬ期刊编辑部收到北京大学图书馆«中文核

心期刊要目总览»２０１７ 年版编委会的“入编通知”ꎬ我
所主办的«广西植物»入编«中文核心期刊要目总览»
２０１７ 年版(第 ８ 版)(即中文核心期刊)之植物学类核

心期刊ꎮ 这是«广西植物»自 １９９６ 年以来连续七次入

选北大中文核心期刊ꎬ并入编«中文核心期刊要目总

览»ꎮ
此次入选中文核心期刊是«广西植物»主管主办

单位和编辑部多年努力的成果ꎬ离不开主管主办单位

领导的大力支持ꎬ凝聚了期刊编辑、编委、审稿专家、
作者的辛勤汗水ꎬ也离不开读者一如既往的信赖与支

持ꎮ 在此ꎬ对广大专家、作者、读者致以诚挚的谢意!
«广西植物»将以此为新的办刊起点ꎬ始终坚持正确

的办刊宗旨ꎬ坚持“争创名牌ꎬ构筑精品”的办刊理念ꎬ
竭力报道植物科学领域的新发现、新进展和读者关注

的热点问题ꎬ积极开辟办刊新思路、新方法ꎬ不断提高

刊物质量和学术影响力ꎬ再接再厉ꎬ为广大植物学科

技工作者提供更好的学术交流平台ꎬ为推动植物学科

技进步做出积极的贡献!
据悉ꎬ«中文核心期刊要目总览»(２０１７ 年版ꎬ即

第 ８ 版)仍采用定量评价和定性评审相结合的方法ꎮ
定量评价指标体系包括被摘量(全文、摘要)、被摘率

(全文、摘要)、被引量、他引量(期刊、博士论文、会
议)、影响因子、他引影响因子、５ 年影响因子、５ 年他

引影响因子、特征因子、论文影响分值、论文被引指

数、互引指数、获奖或被重要检索工具收录、基金论文

比(国家级、省部级)、Ｗｅｂ 下载量、Ｗｅｂ 下载率等 １６
个评价指标ꎬ选作评价指标统计源的数据库及文摘刊

物达 ４９ 种ꎬ统计到的文献共计 ９３ 亿余篇次ꎬ涉及期

刊１３ ９５３种ꎮ 参加核心期刊评审的学科专家近８ ０００
位ꎮ 经过定量筛选和专家定性评审ꎬ从我国正在出版

的中文期刊中评选出１ ９８１种核心期刊ꎮ

４２１１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷


