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摘要  [ 目的] 为毛白杨种质资源的利用提供依据。[ 方法] 以130 个毛白杨无性系为材料 , 取新鲜叶片 ,提取DNA, 筛选多态性引物 ,进行
ALFP 扩增 , 分析所选材料的遗传多样性。[ 结果] 利用筛选出的9 对多态性引物对130 个毛白杨样品进行分析 , 扩增片段的长度在50 ～
400 bp 之间 ,检测到612 条标记带 , 每对引物可扩增出55～80 条标记带 , 其中多态性标记210 个, 平均多态性条带23 .33 条, 多态性条带百
分率为34 .31 %。聚类分析结果表明 ,毛白杨的同源性与地理来源无明显关系 , 来源相同的毛白杨无性系并没有完全聚在一起。聚类分
析结果与材料的系谱关系一致。[ 结论] AFLP 标记技术能很好地揭示毛白杨的遗传背景和亲缘关系, 为毛白杨种质资源的利用提供
依据。
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Abstract  [ Objective] The ai mwas to provide the basis for the utilization of the germplasmresources of Chi nese white poplar . [ Method] With 130
clones of Chinese white poplar as the materials , the DNA was extracted fromtheir freshleaves . The polymorphic pri mers were screened out for ALFP am-
plification and the genetic diversity of the selected materials was analyzed . [ Result] 9 pairs screened polymorphic pri mers were takento analyze 130 sam-
ples of Chi nese white poplar , the length of the amplified fragment was 50 - 400 bp , 612 marked strip were detected and each pairs of pri mer could amplify
55 - 80 marked strip , among whichthe polymorphic marker was 210 and the average polymorphic marker of each pairs of pri mer amplified was 23 .33 , the
percentage of the polymorphic marker was 34 .31 % . The result of cluster analysis showed that the homology of Chinese white poplar had no obvious rela-
tionship withits geographic origi n and the clones of Chinese white poplar fromthe same area was not all clustered together . The result of cluster analysis
was consistent withthe genealogical relationshipsof the material . [ Concl usion] The technique of AFLP marker could well reveal the genetic background and
genetic relationshi p of Chinese white poplar , and provide the basis for the utilization of the germplasmresources of Chinese white poplar .
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  毛白杨( Popul us t oment asa) 是我国特有的乡土树种, 具有

材质优良、树干高大通直、树形美观等优点, 有重要的经济和

生态应用价值, 毛白杨不但可用于造纸、建筑及木材工业, 而

且可用来防风固沙。20 世纪80 年代初期, 我国曾组织科技

攻关, 开展了全国毛白杨资源的调查与搜集, 共收集了包括

北京、河北、河南、陕西、山西、安徽等省市的优良无性系毛白

杨1 000 多株, 这些毛白杨无性系类型繁多, 表型差异丰富 ,

形成了宝贵的毛白杨种质资源库。为了更有效地保存和利

用这些品种资源, 为选、育种应用提供技术支持和理论依据 ,

笔者利用AFLP 方法对其中130 份优良毛白杨无性系进行了

分析, 以期了解这些毛白杨的遗传多样性, 为其深入开发利

用提供参考。

1  材料与方法

1 .1  材料 供试毛白杨种植于北京顺义双青农场, 共130

个毛白杨无性系, 其中有21 株为雌株 ,109 株为雄株,( 北京

地区56 株, 河北省43 株, 河南省5 株 , 陕西省1 株、山西省

4 株) 。

EcoRI 、Mse I 购自TaKaRa 公司,AFLP 分析所用的 EcoR

I 、Mse I 接头及引物均由北京奥科生物技术有限责任公司

合成。

1 .2 方法

1 .2.1  样品 DNA 的提取纯化。取新鲜叶片3 g , 在液氮中

研磨成粉末, 用CTAB 提取液65 ℃ 提取后, 用Tris 饱和酚∶氯

仿∶异戊醇( 24∶24∶1) 混合液抽提2 次, 用无水乙醇加醋酸钠

沉淀,70 % 酒精洗涤沉淀, 风干后溶于100 μl TE 缓冲液( 含

RNA 酶) 。用琼脂糖电泳检查DNA 的完整性, 用分光光度计

检测其浓度。将所有样品稀释至200 ng/ μl , - 20 ℃保存

备用。

1 .2 .2  酶切。采用内切酶 EcoRⅠ和 MseⅠ对 DNA 样品进行

双酶切。反应体系为: 模板 DNA 2 μl ( 200 ng/ μl ) , EcoRⅠ酶( 2

U/ μl ) 0 .2 μl , MseⅠ酶( 2 U/ μl ) 0 .4 μl ,5×RL buffer 4 μl ,37 ℃温

浴4 h , 酶切结束后65 ℃处理样品10 min。

1 .2.3  连接。在上述酶切反应体系中分别加入4 μl 的如下

反应液 : EcoRⅠ接头( 5 μmol) 和 Mse Ⅰ接头( 50 μmol) 各0 .4μl ,

10 mM ATP 0 .4 μl ,T4- DNA 连接酶( 10 U/ μl ) 0 .08 μl , 5 ×RL

buffer 0 .8 μl ,ddH2O1 .92 μl ,4 ℃过夜, 连接完成后65 ℃ 处理

样品10 min。

1 .2 .4 预扩增。采用 EOO/ MOO 引物组合, 反应体系为 20

μl , 其中, 酶切连接产物2 μl ,EOO( 10 μmol) 和 MOO( 10 μmol)

各1 μl ,dNTP ( 10 mmol) 0 .4 μl ,10 × PCR 缓冲液 2 μl , Taq

DNA 聚合酶( 5U/ μl ) 0 .1 μl , 无菌水13 .5 μl 。反应在 ABI 9700

PCR 仪上进行 , 反应程序为94 ℃变性30 s ,56 ℃复性60 s ,72

℃延伸60 s , 共29 个循环。取预扩增产物3 μl 于0 .8 % 琼脂

糖凝胶上电泳, 根据预扩增产物的浓度将其稀释20 倍。

1 .2.5 选择性扩增。采用( M+ 2) / ( E+ 2) 为引物组合, 反应

体系为20μl , 其中, 稀释后的模板5μl , Mse Ⅰ和 EcoRⅠ引物各

0 .3 μl ( 30 ng) ,10 ×PCR buffer 2 μl , Taq DNA 聚合酶( 5 U/ μl )

0 .1 μl , 灭菌水11 .9 μl ,dNTP( 10 mmol/ L) 0 .4 μl 。扩增反应第

一步程序为( 9700 PCR 仪) :94 ℃30 s ,65 ℃30 s ,72 ℃60 s , 每

个循环中复性温度逐级降低0 .7 ℃, 共12 个循环 ; 第二步程

序为94 ℃30 s ,56 ℃30 s ,72 ℃60 s ,24 个循环。扩增后的产物

每管加入5 μl 上样缓冲液,95 ℃变性7 ～10 min , 立即放入冰
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浴中冷却, 待用。

1 .2 .6 电泳及银染。用6 % 的聚丙烯酰胺凝胶进行预电泳

约20～30 min , 使凝胶温度达到最适温度45～50 ℃ , 取5 .5 μl

变性后的样品上样 , 电泳1 .5 h。银染按文献[ 1] 的方法进行。

1 .2.7 聚类分析。统计AFLP 扩增条带, 清晰易辨认的条带

记为“1”, 无条带出现时记为“0”。用 NTSYS2 .10 软件进行分

析, 遗传相似系数通过公式 Gs( i ,j ) = 2 N( i ,j ) P[ N( i ) + N

( j) ] 来计算, 式中 N( i ,j) 为所有材料共有的条带数, N( i) 、N

( j ) 分别为每个材料的总条带数, 用 UPGMA 法进行聚类

分析。

2  结果与分析

2 .1  引物筛选结果 随机选用6 个供试材料对16 对 AFLP

引物进行筛选, 结果表明, 所有引物都能得到 AFLP 扩增产

物。但是, 不同引物扩增谱带的多少、分布均匀程度及清晰

度均有差异。经过对比分析, 选取扩增条带多 , 分布均匀、清

晰可辨且多态性高的9 对引物对毛白杨130 个无性系进行

AFLP 分析( 见表1) 。

表1 9 对引物扩增的多态性条带数

Table 1 The number of polymorphic bands amplified by nine pri mer pairs

引物组合
Pri mer
combination

平均条带数
Average

band number

多态性条带数
Number of polymorphic

bands

多态比例∥%
Polymorphism

proportion

M( TC) / E( TG) 72 28 38 .88

M( CT) / E( GA) 61 20 32 .79

M( CG) / E( TA) 63 17 26 .98

M( AA) / E( GT) 75 27 36 .00

M( AT) / E( CG) 69 25 36 .23

M( GT) / E( AC) 58 18 31 .03

M( GT) / E( AG) 55 16 29 .09

M( CT) / E( TT) 80 31 38 .75

M( CT) / E( TG) 79 28 35 .44

总计Total 612 210 34 .31

2 .2  多态性分析结果  用9 对 AFLP 引物对130 个毛白杨

供试样品进行了分析( 图1) , 结果表明, 在50 ～400 bp 之间 ,

共检测到612 个标记, 每对引物可扩增出55 ～80 条标记带 ,

平均扩增出68 条样品带, 其中多态性标记210 个 , 平均每对

引物扩增的多态性条带为23 .33 条, 多态性带百分率为

34 .31 %( 表1) 。

2 .3 聚类分析结果 对612 条 AFLP 多态性条带产生的标

记, 用NTSYS2 .10 软件进行遗传相似系数计算, 用 UPGMA 法

进行聚类分析, 构建了130 份毛白杨材料的亲缘关系树状图

( 见图2) 。由图2 可知, 相似系数为0 .85 时,130 个毛白杨无

性系可以分为2 大类; 相似系数为0 .88 时, 每个大类又可分

为2 个小组, 其中bj- 27 为窄冠优选品种, 在第1 大类里独立

成为1 组, 与其他毛白杨的亲缘关系相对较远。第2 大类

中, 毛白杨雌株 W1 至 W11 差异极小, 说明所选毛白杨雌株

的亲缘关系很近, 该试验使用的引物组合揭示的多态性有

限, 还不足以将它们区分开, 或者它们是同一个母株的后代 ,

具有相同的遗传基础。从整体聚类图上可以看出, 同一小组

中相似系数高于0 .9 的样品最少为1 个, 最多有十几个。同

一组中的毛白杨株系在形态上差别很小, 仅依据形态指标很

难区分。相似系数达到0 .95 以上的株系形态差别更小 , 仅

在叶形、叶基、叶脉和侧枝上有细微差别, 难以区分, 聚类分

析的结果与供试材料的系谱关系一致( 数据略) 。

图1 AFLP 选择性扩增图谱[ 引物组合( M- CT)/( E- TT) ]

Fig .1 AFLPselective amplification mapping with primer combina-

tionof ( M- CT) /( E- TT)

3  结论与讨论

(1) 多种 DNA 分子标记被应用于杨树遗传多样性研

究[ 2 - 3] 。早期的RFLP 和 RAPD 被用于鉴别杨树的个体遗传

变异[ 4 - 8] , 但种间多态性较容易被发现, 而揭示种内多样性

的研究较少。随着 DNA 分子标记技术的发展和不断完善 ,

一些新型的标记, 如稳定性好、可重复性强的AFLP 标记被用

于研究植物的遗传多样性。特别随着杨树全基因组序列的

公布, 林木模式植物杨树的研究进入新的高峰期, 我国特有

的乡土树种毛白杨, 具有材质优良、树干高大通直、树型美观

等优点,20 世纪80 年代全国毛白杨种质资源集中种植后, 形

成了珍贵的毛白杨种质库 , 其中蕴含多种基因资源, 仅2007

年就筛选出7 个表现优良的雄株系, 通过国家林业局林木品

种委员会的审定。分子标记的应用, 为开发利用毛白杨种质

资源提供了新的途径。

( 2) 利用AFLP 技术分析这些毛白杨的遗传多态性 , 为合

理利用和开发该优良资源提供依据。试验材料取自北京及

河北、陕西、山西、河南5 个地区的毛白杨优良无性系品种 ,

利用AFLP 技术 , 通过聚类分析表明 , 供试材料中毛白杨雌株

之间的亲缘关系较近, 多态性较小; 在雄性毛白杨中, 来自5

个地区的毛白杨没有明显的按地区独立成组的现象。北京

地区和河北地区的毛白杨有相对集中的部分, 出现该现象 ,

一方面可能与取材数量的多少有关 , 另一方面 , 这些来源不

同的毛白杨生活的同种环境是否对其遗传多样性发生变化

产生影响也是不能确定的。在研究的130 株毛白杨中有1 株

来自北京东城区的60 a 树龄的古树在第一大类里独立成一

个小类, 在遗传距离上与其他毛白杨相距较远 , 该品种为窄

冠雄株, 树冠幅仅为3 .5 ×2 .3 m, 分支角度小于35°, 树型美

观, 高大通直, 非常适合城市街道两旁绿化和农田林网建设 ,

通过遗传多态性分析 , 发现该古树在遗传距离上与其他北京

地区毛白杨相距较远 , 因此该研究为挖掘窄冠毛白杨的优良

基因提供了理论依据。

在这些优良的毛白杨种质中, 还有更多的没有被发现的

优良基因资源, 通过对毛白杨遗传多样性的研究, 可为科学

合理地开发利用这些基因资源提供理论依据。
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注 :bj 为北京材料 ,hb 为河北材料 ,sx 为山西材料 ,hn 为河南材料 ,shx 为陕西材料 ,w 为雌株。

Note :bj stands for Beijing materials ,hb stands for Hebei materials ,sx stands for Shanxi materials ,hn stands for Henan materials ,shx stands for Shaanxi materi-

als ,w stands for female plants .
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Fig .2  Theclustering analysis of 130samples of Chinese white poplar
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种方法的不足。将一些有利基因转入水稻中, 可改善水稻的

生产性能。将FGHIJ20KAFL 基因导入水稻, 借助报导基因 ,

聚合酶链式反应( PCR) 检测和分子杂交鉴定出转基因植株 ,

考查后代光合性能和农艺性状, 选育出叶片衰老慢、光合性

能好、单株产量高的转基因株系, 可以有效培育出抗早衰种

质和品种。目前, 已有人通过农杆菌介导将玉米 PEPC 导入

水稻中选育出了耐光氧化、高光效的转 PEPC 基因水稻种

质[ 23] 。利用这一优良种质可将耐光氧化、高光效特性整合

到不育系和恢复系中[ 24] 。培育出更多、高光效、抗早衰品种

高东迎等[ 25] 利用转玉米 PEPC 基因水稻HFFER( 高感水稻白

叶枯病) 和抗白叶枯病水稻 HX- 3( 具有抗白叶枯病基因

Xα25) 杂交, 获得杂种F1 , 对F1 进行花药培养, 获得42 株二

倍体植株。通过对这些植株后代进行抗白叶枯病鉴定 ,

PEPC 酶活性和光合速率测定及 PCR 检测, 最后获得同时具

有玉米 PEPC 基因和抗白叶枯病基因 Xα25 的水稻聚合株系

7 个。这一常规育种和基因工程相结合的生理育种手段将为

高光效水稻育种开创一条新的研究途径。同时, 有试验证

明, 低浓度蔗糖也可延缓水稻叶片衰老。近年来, 有人尝试

用控制CTK 生物合成的IPT 基因工程延缓植物叶片衰老也

是一项具有启迪性的工作。随着分子生物学研究地深入发

展, 利用生物技术延缓植物早衰将是一个重要的研究方向。

4  展望

(1) 杂交水稻早衰是一个极其复杂的遗传生理过程, 除

受遗传因素影响外, 外部环境因素的诱导也可使其发生早

衰。因此, 对水稻早衰的机理和遗传调控需从多方面进行综

合研究, 如从代谢、激素、基因等不同方面加以探讨。此外 ,

水肥条件、温度、光照强度、矿质元素等也是影响水稻衰老的

重要因素。目前, 关于水稻早衰机理的研究仍停留在假说或

推测的基础上。分子标记辅助育种( MAS) 的出现 , 为研究水

稻早衰机理提供了更宽阔的平台。在生产上, 用根系发达、

功能强大的特异性材料进行育种改良, 将可能成为解决籼粳

亚种间杂交结实率低、品种易早衰的一条出路。

(2) 近几年对水稻早衰机理的研究取得了很大进展, 并

由以前的生理学层面向分子生物学方向延伸。利用SSR 、

RAPD、AFLP 等各种分子方法标记定位控制水稻早衰的基因,

以及数量性状基因座( QTL) 的定位研究发展迅速。通过基因

工程改装早衰基因, 使之朝有利的方向转化, 不仅能提高水

稻产量 , 也可改善稻米品质。因此 , 着眼于杂交水稻分子生

物学和基因工程研究, 有可能从根本上解决杂交水稻早衰的

问题, 成为优质抗早衰杂交水稻品种选育的新途径。
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