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蒺藜苜蓿
!"#$""%&

分布特征及

标记的开发

屠德鹏(

!魏臻武(

!武自念(

!雷艳芳&

!张 栋(

!邱伟伟(

#

(8

扬州大学动物科学与技术学院 扬州大学草业科学研究所"江苏 扬州
&&%''9

$

&8

上海鼎牛饲料有限公司"上海
&''":#

%

摘 要!利用蒺藜苜蓿"

!"#$%&

'

()*+,%&)+-&

#

20,

数据库开发新的
20,;00*<

标记!分析
20,;00*<

的分布特征$

利用
00*1,

软件对
3-=1

上公布的
&4%&4%

条蒺藜苜蓿
20,

序列进行
00*

序列的检测!共检测出
##44

个
00*

序列!分布于
#%(&

个
20,

中!占整个
20,

数据库的
&8&4>

$其中二核苷酸重复基元出现的频率最高!占总

20,;00*<

的
:"8">

"

&:'(

条#!其次是三核苷酸重复基元!占
&98#>

"

(94&

条#!

"

!

#

核苷酸重复基元所占比例

均较小$利用
)?@AB?)?BA@B?%8'

随机设计
(''

对
20,;00*<

引物!

)-*

扩增结果表明!

4%

对引物在蒺藜苜蓿

*1/

群体亲本
+(!

和
+&'

上有清晰的扩增条带!占合成引物总数的
4%>

!在
*1/;4

群体中检测到
&9

个
20,;

00*<

引物有多态性!占可扩增引物的
:"8(>

$本研究开发了
4%

个蒺藜苜蓿
20,;00*<

新标记$

关键词!蒺藜苜蓿%

20,;00*<

%引物设计%标记开发

中图分类号!

0%%(

C

D9

$

E9"#;::

!!!

文献标识码!

+

!!!

文章编号!

(''(;'#&9

#

&'((

%

'%;'!"#;'!

""

!

随着分子生物学&基因组学和功能基因组学的

快速发展"分子标记技术的应用也越来越广泛'

(;:

(

)

苜蓿#

!"#$%&

'

(.&)$/&

%分子标记辅助育种是加速

苜蓿育种进程的重要手段之一)魏臻武'

"

(利用

00*

&

100*

&

*+)F

标记技术构建了苜蓿的指纹图

谱"指纹图谱可以鉴定苜蓿品种&品系和选择杂交亲

本"为育种工作提供保障)在众多的分子标记中"

00*

#

<@A

G

7B<B

H

IBJKB?B

G

BLM

%标记以含量丰富&遍

布整个基因组&共显性&多态性高等优点被广泛应

用'

%;!

(

)传统
00*

引物开发一般是通过构建基因组

文库&

06IMNB?J

杂交&基因克隆和测序等程序进行

的"该方法工作量大&成功率低且成本较高'

%

(

)

蒺藜苜蓿#

!0)*+,%&)+-&

%作为豆科模式植物"

具有遗传转化效率高&生长期短&基因组小&自花授

粉&固氮等优点'

4;('

(

)蒺藜苜蓿与苜蓿亲缘关系很

近"与苜蓿基因组具有很高的同源性)因而从蒺藜

苜蓿获得的信息可以用于苜蓿中"这对于促进豆类

作物和苜蓿等牧草的育种有重要意义)随着对蒺藜

苜蓿基因组学的深入研究"

00*

标记已不能满足蒺

藜苜蓿高密度遗传图谱构建&基因克隆等研究的需

要)因此"需要开发大量新的标记)

表达序列标签#

BO

G

?B<<BP<B

H

IBJKBML

Q

<

"

20,

%

是指从不同组织来源的
KF3+

文库中随机挑选克

隆进行
%R

或
:R

端测序后得到的长约
:''

!

%''S

G

的

基因表达序列片段'

((;(&

(

)

20,;00*<

是基于
20,

的新型分子标记"

20,;00*<

与基因组
00*

标记相

比不但具有可以直接获得基因表达信息"为功能基

因提供可靠标记的优点"而且具有通用性高&开发简

单且成本较低等优点'

(:

(

)在小麦#

1*$)$%+2&".)$3

/+2

%

'

("

(

&大豆#

4-

5

%$,"2&6

%

'

(%

(

&苜蓿'

"

"

(#

(

&高羊茅

#

7".)+%&&*+,#$,&%"&

%

'

(:

(

&鸭茅#

8&%)

5

-$.

'

-(2"*&3

)&

%

'

(!

(

&鹰嘴豆#

9$%"*&*$")$,+2

%

'

(4

(

&高粱#

:(*3

'

;+2<$%(-(*

%

'

(9;&'

(等植物的
20,

序列中检测到

&>

!

('>

的
20,;00*<

)从而可见"

20,

中含有大

量的
00*

"为
00*

标记的开发提供了一个巨大的

F3+

序列来源)目前"

3-=1

上公布的蒺藜苜蓿

20,

已达
&4%&4%

条"大量
20,

的存在为蒺藜苜蓿

20,;00*<

标记的开发奠定了基础)

该试验利用
3-=1

上公布的蒺藜苜蓿
20,

序

列"查找
20,;00*<

"分析
00*

在蒺藜苜蓿
20,

中

的分布特征)设计
20,;00*<

引物"利用蒺藜苜蓿

重组自交系 #

*1/

%群体及其亲本进行电泳检测"开

"

收稿日期*

&'((;'(;&%

!!

接受日期*

&'((;':;(#

基金项目*国家
4#:

计划项目+高产&多抗&优质苜蓿新品种分
子聚合育种,#

&''4++('T("9

%$国家自然科学基
金项目+豆科模式植物蒺藜苜蓿种子产量相关性状
的比较基因组学研究,#

:'#!("4#

%

作者简介*屠德鹏#

(94";

%"男"河南商丘人"在读硕士生"研究
方向为牧草遗传育种)

2;AL@7

*

PB

G

BJ

Q

-

MI

#U

LN668KJ

通信作者*魏臻武
!

2;AL@7

*

VNBJWI

-

WB@

#U

LN668K6A8KJ
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!
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科
!

学 #第
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'%

期%

发新的
20,;00*<

标记)这些新的
20,;00*<

标

记"为蒺藜苜蓿高密度遗传图谱的构建&遗传多样

性&基因克隆&数量性状基因位点#

E,/

%定位及引

物通用性等方面的研究提供材料来源)

'

!

材料与方法

'8'

材料
!

试验材料为来自法国的蒺藜苜蓿
XB;

AL76J

Q

中的
+&'

和
+(!

构建的
*1/;4

群体及亲

本"该群体目前有
(":

个家系)群体和亲本
&''9

年

('

月种植在扬州大学草业科学实验基地"试验地土

壤肥力中等偏上"有机质含量为
(8&>

"全氮含量

'8(&>

"碱解氮
(''8"A

Q

!

Y

Q

"速效磷
448!A

Q

!

Y

Q

"速

效钾
:#8:A

Q

!

Y

Q

)条播"行距
'8!A

"小区面积为

(AZ&A

)全年不施肥)适时排灌水"人工除草)

'8(

方法

'8(8'F3+

的提取
!

采用魏臻武'

"

(稍加改进的

-,+=

法提取基因组
F3+

)用
'84>

琼脂糖凝胶

和紫外分光光度计对其质量和浓度进行检测)提取

的
F3+

溶解于
(''

$

/,2

后放入
"[

冰箱备用)

'8(8(

蒺藜苜蓿
20,

序列中
00*

的检索
!

从
3-;

=1

#

NMM

G

*!!

WWW8JKS@8J7A8J@N8

Q

6\

!%网上下载

&4%&4%

条蒺藜苜蓿
20,

序列)利用
00*1,

#

<@A;

G

7B<B

H

IBJKB?B

G

BLM@PBJM@]@KLM@6JM667

%软件检索重

复单元为二核苷酸&三核苷酸&四核苷酸&五核苷酸

和六核苷酸的
00*

"标准为重复序列长度
#

&'S

G

"

即二核苷酸&三核苷酸&四核苷酸&五核苷酸&六核苷

酸重复次数分别大于或等于
('

&

!

&

%

&

"

&

"

)

'8(8)20,;00*<

引物设计
!

利用
)?@AB?)?BA@B?

%8'

软件进行引物设计"引物设定的条件如下*引物

长度范围为
(4

!

&&S

G

$引物退火温度在
%'

!

#'[

"

上下引物退火温度相差不超过
&[

$

-̂

含量在

"'>

!

#'>

"最佳为
%'>

"且上下引物序列
-̂

含

量的差异不能太大"

:R

端最后
%

个碱基最好不要富

含
-̂

"特别是连续的
:

个
^

或
-

$扩增产物在

(''

!

#''S

G

$尽量避免形成稳定的引物二聚体#

P@;

AB?LJPK?6<<P@AB?

%和发夹结构#

NL@?

G

@J

%)设计

的引物由上海英骏生物技术有限公司合成)

'8(8*00*

扩增反应体系
!

F3+

模板#

&'

!

9'

J

Q

!

$

/

%

:

$

/

$引物#

('

G

A67

!

$

/

%

:

$

/

$反应体系混

合物配比*

'8&"

$

/P3,)

#

('AA67

!

/

%

C(8%

$

/

('Z=I]]B?C'89

$

/_

Q

&C

#

&'AA67

!

/

%

C'8(#

$

/,L

H

F3+

聚合酶#

(.

%

C(8&

$

/PP̀

&

a

'

((

(

)

反应体系为
('

$

/

#每孔添加量%)

扩增反应程序*

9"[

预变性
:A@J

"

9%[

变性
(

A@J

"

%&[

退火
(8%A@J

#不同引物退火温度不同%"

!&[

延伸
(A@J

"共循环
:%

次"最后
!&[

保温
4

A@J

"

"[

保存)

'8(8+

凝胶电泳及银染
!

)-*

扩增产物中加入
(

$

//6LP@J

Q

SI]]B?

#溴酚蓝缓冲液%"扩增产物用

4>

非变性聚丙烯酰胺凝胶#

)+̂ 2

%电泳"

(%'5

恒

电压"然后银染检测"拍照保存)

(

!

结果与分析

(8'

蒺藜苜蓿
20,;00*<

的检索
!

从
&4%&4%

条
20,

序列中共检测
00*

序列
##44

条"分布于

#%(&

个
20,

序列中)

20,;00*<

占所有
20,

总数

的
&8&4>

"其中二&三&四&五和六核苷酸重复基元

分别占总
00*

的
:"8">

&

&98#>

&

('8&>

&

((84>

和

("8'>

"二核苷酸和三核苷酸出现频率最高"四核苷

酸重复基元出现的频率最低"为
('8&>

#表
(

%)

表
'

!

!"#$""%&

序列中不同重复核苷酸数的

数量及百分比

重复核苷酸数
20,;00*<

条

带数#条%

占总
20,;00*<

的

比例#

>

%

二核苷酸
&:'( :"8"

三核苷酸
(94& &98#

四核苷酸
#4: ('8&

五核苷酸
!44 ((84

六核苷酸
9:" ("8'

合计
##44 (''8'

(8(

蒺藜苜蓿
20,;00*<

的分布特征
!

在检

测到的
&:'(

条含有二核苷酸重复基元的
20,;

00*<

中"含
+̂

!

,-

和
+̂

!

-,

重复基元最多"分

别占
00*<

总数的
(!8"9>

#

((!'

条%和
((8&(>

#

%%

条%#图
(

%$其中
-̂

!

-̂

重复基元没有出现)

三核苷酸重复基元中以
+̂+

!

,,-

出现的频率最高"

为
!8('>

$其次是
++̂

!

-,,

&

+̂ +

!

,-,

&

+,̂

!

-+,

和
++,

!

+,,

"占总
00*<

比例分别为
"8&4>

&

:8!%>

&

(8#!>

和
(8%'>

"其他重复基元出现的频率较低)

四核苷酸&五核苷酸和六核苷酸出现频率较高的为

++,,

!

++,,

#

(8%4>

%&

-,-+

!

,̂ +̂

#

(8"4>

%&

+++,-

!

+̂,,,

#

'8%!>

%和
,-,+++

!

,,,+̂ +

#

(8'#>

%)其余各重复基元频率都较低)

对于重复次数"二核苷酸基元的重复次数类型

多&跨度大)其中
+̂

!

,-

基元跨度最大"达
!&

种"

!"!
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%

'%

!

&'((

重复次数为
('

!

4!

次$其次为
+̂

!

-,

基元"跨度

为
"!

种"重 复 次 数 为
('

!

!9

次$

+,

!

+,

和

,+

!

,+

基元跨度也较大"重复次数分别为
('

!

:"

和
('

!

:!

)三核苷酸基元重复次数类型和跨度比

二核苷酸小"其中
+̂+

!

,,-

#

((

种%&

+̂ +

!

,-,

#

4

种%&

++̂

!

-,,

#

!

种%和
+-,

!

+̂ ,

#

#

种%"其

他重复基元的重复次数多以
!

&

4

&

9

次出现)四核苷

酸中
+,+̂

!

-,+,

#

"

种%和
-,-+

!

,̂ +̂

#

"

种%

跨度较大"其他类型重复次数多以
"

&

%

次出现)五

核苷酸和六核苷酸重复基元的重复次数多以
"

&

%

&

#

次中的一种或两种出现#表
&

%)

图
'

!

蒺藜苜蓿
!"#$""%&

主要重复基元分布图

!

注*

(

为
+̂

!

,-

$

&

为
+̂

!

-,

$

:

为
+̂+

!

,,-

$

"

为
+̂ ^

!

-,,

$

%

为
+̂ +

!

,-,

$

#

为
+,

!

+,

$

!

为
,+

!

,+

$

4

为
+,̂

!

-+,

$

9

为
++,,

!

++,,

$

('

为
++,

!

+,,

$

((

为
-,-+

!

,̂ +̂

$

(&

为
,-,+++

!

,,,+̂ +

$

(:

为
+++,-

!

+̂,,,

)

表
(

!

蒺藜苜蓿
!"#$""%&

各基元类型的重复次数分布

重复基元 跨度#次% 总数#种% 重复基元
!!

跨度#次% 总数#种%

+̂

!

,- ('

!

4! !& ++̂

!

-,, !

!

(% !

+̂

!

-, ('

!

!9 "! +-,

!

+̂ , 4

!

&! #

+,

!

+, ('

!

:" && +,+̂

!

-,+, %

!

(' "

,+

!

,+ ('

!

:! &' -,-+

!

,̂ +̂ %

!

9 "

+̂+

!

,,- !

!

(! (( +̂ ++̂

!

-,,-, "

!

! "

+̂ +

!

,-, !

!

(" 4 +-+-++

!

,,̂ ,̂ , "

!

# :

(8)

蒺藜苜蓿
20,;00*<

电泳筛选结果
!

利

用
)?@AB?)?BA@B?%8'

软件对
##44

条
20,;00*<

进行引物设计"去除重复等不合适的引物共设计出

:'9'

对"随机选取
(''

对引物合成"以
*1/;4

群体

亲本
+(!

和
+&'

的
F3+

为模板进行扩增&筛选"

筛选出多态性的引物在
*1/;4

群体中扩增&电泳#图

&

%)在
+(!

和
+&'

上有清晰条带为
4%

对"占所设

计引物比例的
4%>

)其中有多态性的引物
&9

对

#表
:

%"占
:"8(>

#图
:

%)多态性引物均能在
*1/;4

群体中扩增出稳定的产物)

图
(

!

,!"-(.

在部分蒺藜苜蓿
%/0$.

群体上的电泳图

!

注*

_20

为蒺藜苜蓿
20,;00*

引物的名称"其中
_

代表
!0)*+,%&)+-&

"

2

代表
20,

"

0

代表
00*

$

_

为
F3+_L?YB?

)下图同)

4"!
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科
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学 #第
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卷
'%

期%

表
)

!

(1

对蒺藜苜蓿
!"#$""%&

多态性引物

重复基元 引物名称 上游引物#

%R

$

:R

% 下游引物#

%R

$

:R

%

退火温度

#

[

%

扩增产物

长度#

S

G

%

#

,,-

%

('
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注*重复基元中数字代表
00*<

中的重复次数)

图
)

!

,!"--'

!

,!"-(*

在蒺藜苜蓿
2'3

和
2(-

上的电泳图

!

注*

''(

!

'&"

为
_20

引物编号)每引物对应的两条带分别为
+(!

和
+&'

)

9"!
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讨论

)8'20,;00*<

的分布特征
!

在小麦'

("

(

&大

豆'

(%

(

&莴苣#

=&%)+%&.&)$/&

%

'

&(

(等大多数植物的

20,;00*<

中发现"三核苷酸重复出现的频率比二

核苷酸重复高)而在本研究中
20,;00*<

的分布二

核苷 酸 基 元 #

:"8">

%略 大 于 三 核 苷 酸 基 元

#

&98#>

%)在鹅掌楸#

=$*$(#",#*(,%;$,",."

%

'

&&

(

&

芝麻#

:".&2+2$,#$%+2

%

'

&:

(

&砂梨#

>

5

*+.

?5

*$

@

(3

-$&

%

'

&"

(等中也得到了同样的结论)这可能是与本研

究中检索
00*

的标准为重复序列
#

&'S

G

有关)

,N@B7

等'

&%

(的研究结果中显示
(4S

G

长度时"三核

苷酸重复基元出现的频率高于二核苷酸重复基元)

大多数作物中二核苷酸重复基元以
+̂

!

,-

出现的

频率最高"而
-̂

!

-̂

重复基元出现的频率最低"如

水稻#

A*

5

B&.&)$/&

%&玉米#

C"&2&

5

.

%&大豆&高粱

等'

&#;&!

(

)本试验中
+̂

!

,-

出现的频率是最高的"

而
-̂

!

-̂

没有出现"该结论与大多数植物的研究

结果一致)不同植物三核苷酸重复基元主要的重复

类型变化较大"小麦以
++-

!

,̂,

出现的频率最

高'

("

(

"大麦#

D(*#"+2/+-

'

&*"

%&玉米&水稻和高粱

中则出现的频率最高是
^̂ -

!

-̂-

'

&4

(

$鹅掌楸中是

以
++̂

!

-,,

重复基元出现频率较高"占三核苷酸

重复基元的
"'8&>

'

&&

(

#表
"

%$本研究检测到的
(94&

条三核苷酸重复基元中
+̂+

!

,,-

出现的频率最

高"为
"!%

条"占总检测
00*

的
!8(>

"占三核苷酸

重复基元的
&">

"本研究结论与在大豆上的检测结

果是一致的'

(%

(

)

)8(20,;00*<

标记的开发
!

随着分子标记和

表
*

!

部分植物出现频率最高的核苷酸重复基元

植物种 二核苷酸 三核苷酸

大豆
!
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!

,,-

水稻
!

+̂
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!
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测序技术的快速发展"

20,;00*<

的应用也越来越

普遍"为
20,;00*<

标记的开发提供了广阔的前景)

截至到
&'('

年
#

月
((

日"从
3-=1

中的
PS20,

数

据库中蒺藜苜蓿的
20,

序列已达到
&4%&4%

条"与

&''&

年
(&

月
:(

日的
("!'''

条
20,

相比"增加了

将近一倍)目前"在多种作物中
20,;00*<

都展开

了研究"陈海梅等'

("

(在小麦的
20,

中检测到

(8:">

的序列中含
00*

"并将
":

个
20,;00*<

位点

绘制到小麦的遗传图谱上$常玮等'

(%

(在大豆的

"%4&&'

条
20,

中获得无冗余的
00*

序列
4(9'

条"设计的
&''

对引物中
("4

对有清晰且单一条带

扩增产物"开发了
("4

个新的
00*

标记)在牧草中

20,;00*<

的研究也比较普遍"

2I

b

L

U

7

等'

#

(研究蒺

藜苜蓿
20,;00*<

在苜蓿属中的通用性"结果表明

!">

的
20,;00*<

引物在苜蓿属中有扩增产物$

0@A

等'

&9

(研究了谷物的
20,;00*<

在黑麦草#

=(-$3

+2<

GG

8

%中的通用性"来自谷物的
(#%

个
20,;

00*<

中"

%!>

的
20,;00*<

在黑麦草中有扩增产

物"且多态率达
#!>

$

c@B

等'

(!

(利用
%'

对谷物#玉

米&小麦和高粱%的
20,;00*<

和
(%

对鸭茅
00*

引

物对
!"

个鸭茅材料进行护增"其多态率为
4"8#:>

$

0@AY6

'

&(

(从莴苣的
(9%&:

条
20,

中检测到
"8%>

的
20,

含有
00*

序列#重复序列
#

&'S

G

%)本研究

在
&4%&4%

条
20,

中检测到
#%(&

条
20,

含有

00*

序列"

00*

序列为
##44

条)随机设计的
(''

对引物中"在蒺藜苜蓿
*1/;4

群体亲本
+(!

和
+&'

中
4%

对引物有扩增产物"开发了
4%

个新的
00*

标

记)具有多态性的引物为
&9

对)

*

!

结论

(

%从
3-=1

数据库
&4%&4%

条
20,

序列中检测

到
##44

条
00*

序列)占
20,

总数的
&8&4>

"二核

苷酸出现频率最高"其次为三核苷酸"二&三核苷酸占

所有核苷酸的
#">

)四核苷酸分布最少"为
('8&>

)

&

%蒺藜苜蓿基因组中
+̂

!

,-

和
+̂

!

,-

重复

基元占
00*<

总数的
(!8"9>

和
((8&(>

"在各种重

复基元中最多)蒺藜苜蓿基因组中
-̂

!

-̂

重复基

元没有出现)

:

%利用
20,;00*<

序列随机设计
(''

对引物"

在蒺藜苜蓿
*1/;4

群体亲本
+(!

和
+&'

中扩增&电

泳"

4%

对引物具有清晰的扩增条带"开发了
4%

个新

的
00*

标记)具有多态性的引物为
&9

对)这些

20,;00*<

标记可以为蒺藜苜蓿高密度遗传图谱的

'%!
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月国际市场主要饲料与畜产品价格分析

国际饲料价格涨跌互现)受天气影响"美国玉米春播延迟"部分耕地可能转播大豆$阿根廷农业部

发布报告称目前该国大豆收割完成
4#>

"预计总产为
%'"'

万
M

"高于预期)玉米价格较
:

月上涨

('8'>

"豆粕&豆饼价格分别下跌
484>

和
!8!>

)

国际畜产品价格继续上涨"育肥牛价格较
:

月上涨
:8%>

$欧盟猪肉价格上涨
'8%>

$牛奶上涨

&8#>

)

表
'

!

*

月国际市场主要饲料与畜产品平均价格

饲料 价格 畜产品
!!

价格

玉米
&9!8(".0F

!

M

瘦肉猪
&8(&.0F

!

Y

Q

大豆
"998&:.0F

!

M

育肥牛
&89#.0F

!

Y

Q

大麦
&''8''+.F

!

M

猪肉"

(899.0F

!

Y

Q

春小麦
""984%+.F

!

M

鸡肉""

(8!!.0F

!

Y

Q

高粱
&"48'!.0F

!

M

牛肉""

"8:%.0F

!

Y

Q

豆粕
:4%84%.0F

!

M

羊肉"""

&8:'.0F

!

Y

Q

菜籽
%!98!9-+F

!

M

羊羔肉"""

:84!.0F

!

Y

Q

豆饼
::%8"!.0F

!

M

牛奶
'8:9.0F

!

Y

Q

棉籽饼
&!98#".0F

!

M

苜蓿粉
&'98%!.0F

!

M

!

注*

"

表示欧盟"

""

表示美国"

"""

表示新西兰)

"

月参考汇率*

(-3d

#人民币%

h'8(%".0F

#美元%

h'8("&

+.F

#澳元%

h'8("!-+F

#加元%

h'8'9: =̂)

#英镑%)

#兰州大学草地农业科技学院
!

孙 义
!

徐 磊%

&%!


