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摘 要 将 G.9F与 RGG. !种分子标记技术应用于 N种甘蓝类植物（.*+&&#0+ (,%*+0%+ Q)）的种子鉴别中。先以甘蓝（.*+&&#0+
(,%*+0%+ 2<7 ) 0+B#/+/+）基因组 4*9为模板，通过对 G.9F、RGG.反应体系中各影响因素的逐一筛选，优化了甘蓝类植物 G.9F、
RGG.反应体系。进而采用 I#个 G.9F引物组合和 J8个 RGG.引物对白甘蓝、皱叶甘蓝、红甘蓝、羽衣甘蓝、花椰菜、青花菜、抱
子甘蓝、球茎甘蓝的基因组 4*9进行了 FH.扩增，结果表明：KIMO8与 K"MO8两个 G.9F引物组合可以在 N种甘蓝类植物之间
显示较高的多态性；N""和 NNN两个 RGG.引物也可在 N种甘蓝类植物之间产生很好的多态，特别是 N""引物单独应用即可区分
所有材料。
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甘蓝类植物种类繁多，常见的有白甘蓝、皱叶甘

蓝、红甘蓝、羽衣甘蓝、花椰菜、青花菜、抱子甘蓝、球

茎甘蓝等，它们属于芸薹属甘蓝种植物，染色体数均

为 JN条，亲缘关系近，种子形状相似程度高，用常规



方法很难将它们快速区分开，而分子标记技术如

!"#$、%!"#、&%%!等，通过比较材料之间的扩增谱
带，就可以较好地将其区分，既省时又可靠。%!"#
（’()*(+,(-.(/01(2 034/565(2 47/837.495’3）是基于 #:!
的一种新型分子标记技术，由美国加州大学蔬菜作

物系 ;5与 <*5.7’博士于 =>>?年最先开发的［?］，该技
术集 !"#$与 "@;#两技术优点于一体，具有简单、
稳定、在基因组中分布均匀等特点，现已用于马铃

薯、苹果、油菜、棉花等植物和水稻稻瘟病的研

究［? A B］。&%%!（ 5+1(.-’534/( ’()*(+,( .(4(01）又称简单
序列重复区间扩增，是利用真核生物基因组广泛存

在的简单重复序列（%%!）设计引物，无需预知基因
组序列，对所有作物均适用，并且实验成本低、操作

简单、稳定性好、多态性丰富，现已广泛应用于基因

定位、种子资源分类、生物遗传多样性分析和遗传图

谱构建等研究领域［C A D］，但尚未见到在甘蓝上应用

的报道。本实验先对甘蓝类植物的 %!"#、&%%! 反
应体系进行了优化，进而对八种甘蓝类植物 $E"进
行了比较扩增，获得了区分度较好的引物组合。

! 材料与方法

!"! 植物材料
供试材料为甘蓝类植物白甘蓝、皱叶甘蓝、红甘

蓝、羽衣甘蓝、花椰菜、青花菜、抱子甘蓝、球茎甘蓝

材料各一份，由上海市农业科学院园艺研究所提供。

!"# 试剂与仪器
实验所用的 #:!试剂（FG:/=、#:! H*66(.、2EI#、

I0) J、#.53(.）以及 %$%、I.5’-K:/、J$I"、琼脂糖均购
自上海生工生物工程有限公司，其中 %!"#采用 ;5
与 <*5.7’等人发表的 B个正向、C个反向共计 ??个
引物［?］，&%%!采用易克等人报道的 ?B 个引物［D］，所
有引物序列详见表 ?。

表 ! $%&’、($$%引物序列
)*+,- ! ).- /-01-23- 45 $%&’ 6 ($$% 789:-8/

%!"# 4.53(.’ &%%! 4.53(.’
E7L %()*(+,(’ E7L %()*(+,(’
F? BM-IN"NI::"""::NN"I"-OM P>P "N"N"N"N"N"N"N"N:
F= BM-IN"NI::"""::NN"N:-OM P?O :I:I:I:I:I:I:I:II
FO BM-IN"NI::"""::NN""I-OM P?C :":":":":":":":"I
FQ BM-IN"NI::"""::NN"::-OM P?P :":":":":":":":"N
FB BM-IN"NI::"""::NN""N-OM P=B ":":":":":":":":I

POB "N"N"N"N"N"N"N"NR:
J? BM-N":IN:NI":N""II""I-OM POC "N"N"N"N"N"N"N"NR"
J= BM-N":IN:NI":N""IIIN:-OM PQ? N"N"N"N"N"N"N"N"R:
JO BM-N":IN:NI":N""IIN":-OM PQQ :I:I:I:I:I:I:I:I!:
JQ BM-N":IN:NI":N""IIIN"-OM PBO I:I:I:I:I:I:I:I:!I
JB BM-N":IN:NI":N""II"":-OM PBP ININININININININ!I
JC BM-N":IN:NI":N""IIN:"-OM PP? NNNINNNNINNNNIN

PPS $T$I:I:I:I:I:I:I:
PPP H$H:":":":":":":"
PD> TKTNININININININI

E71(：! U（"，N）；R U（:，I）；H U（:，N，I）（5 L ( L +71 "）；$ U（"，N，I）（5 L ( L +71 :）；KU（"，:，I）（5 L ( L +71 N）；T U（"，:，N）（5 L ( L +71 I）L

实 验 所 用 仪 器 为： F0’1(.,8,/(. BOOO 和
F0’1(.,8,/(. G.025(+1 两种型号 #:! 仪，#7V(.#0,
H0’5,IF JEC?>?>-?电泳仪，N(/ $7,IF J< ?S>-P>C>凝
胶成像仪及 WT-?>>紫外可见光分光光度计等。
!"; 基因组 <=&的提取
参照经典的 %$%方法［?>］，略加改进后直接从甘

蓝类植物种子中提取基因组 $E"。
!"> ’?%扩增及其电泳分析

%!"#扩增反应初始体系参照林忠旭等人应用
%!"#技术在棉花上的研究［=］，初始扩增程序参照文
献［?］；&%%! 扩增反应初始体系和扩增程序参照易

克等人应用于西瓜的研究［D］。

%!"#、&%%! 扩增产物电泳分析均采用浓度为
?BGX;的琼脂糖凝胶（含 >Y?B!GX3; JH），电泳缓冲液
为 ? Z I"J，保持 D>T恒压（Q [ BTX,3）电泳，待指示
色带移至胶板前端约 =XO处时，进行凝胶成像分析。
!"@ ’?%扩增程序调整及反应体系优化
进行 #:!扩增程序调整时，分别选择具有代表

性的 %!"#与 &%%!扩增程序进行比较，根据结果，适
当调整，获得适用于甘蓝且扩增效果较好的扩增

程序。

进行 #:!反应体系优化时，以调整后的程序和
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!"#中所述的 $%&反应体系为基础，参照结球甘蓝
&’$(反应条件优化实验［!!］，对模板 ()’、$*+,-*、
./0 1、2)3$、345 6 等因素的用量逐个进行筛选比
较，获得甘蓝类植物 7&’$、877&的优化反应体系。

! 结果与分析

!"# $%&’与 ($$%扩增程序的比较选择
7&’$技术在国内应用的报道为数不多，在水

稻、棉花应用研究中采用的 7&’$扩增程序均与 9+
报道的程序一致［! : ;］，黄瓜 7&’$遗传图谱构建研究
中所用的扩增程序不同于 9+，但同样获得很好的扩
增效果［!0］。本实验以甘蓝基因组 ()’ 为模板，选
择 7&’$引物组合 .<=6#，对两程序进行比较，结果

两程序都能成功扩增产生丰富的带型，但利用潘等

人的程序扩增产物多呈弱带，背景较为模糊，而利用

9+等人的程序扩增产物条带清晰且主带呈亮带。
经过比较调整，确定的甘蓝 7&’$ 扩增的程序为：
>#? ;,+@；>#? !,+@，<;? !,+@，A0? !";,+@（ ;
BCBD-E）；>#? !,+@， #F? !,+@， A0? !";,+@（ <;
BCBD-E）；A0?!G,+@。

877&技术在国内已广泛应用。本实验以甘蓝
基因组 ()’为模板，选择 877&引物 F;<，比较邱英
雄［A］、李海生［F］、易克［>］等人报道的 877&程序：结果
三个程序均可以成功扩增并产生较为丰富的带型，

但利用李报道程序的扩增产物多呈弱带，可能是由

于退火和延伸时间较短；另外两程序扩增效果相当，

但利用易报道程序的扩增产物检验略显模糊，可能

是退火时间较长，导致非特异扩增较多。所以，从节

约时间角度考虑，将甘蓝 877&扩增的程序调整为：
>#? ;,+@；>#? !,+@，;G? !,+@，A0? !";,+@（#G
BCBD-E）；A0?!G,+@。
由于 877&引物之间的退火温度差异较大，且实

验表明引物的最佳退火温度与理论计算得到的适宜

退火温度有差异。因此，本实验以甘蓝基因组 ()’
为模板，利用调整后的 877&扩增程序对所有引物进
行扩增，确定其最佳退火温度。 877& 引物共计 !;
个，其中引物 FGF、F>G不能成功扩增，可能对甘蓝不
适用，其余引物均确定了最佳退火温度：引物 F!<和
FFA为 #A";?；引物 F!H 为 #A"G?；引物 F!F 和 F<;
为 #H";?；引物 F0; 和 F#! 为 ;H"G?；引物 F<H 为
;A"G?；引物 F##、F;<和 FFF为 ;G"G?；引物 F;F 为
##"G?；引物 FF!为 ;#";?。
!"! $%&’、($$%反应体系的优化
利用调整得到的扩增程序和 877&引物的最佳

退火温度，对 7&’$、877&反应体系中各因素用量进
行筛选，以扩增产物量大、带型丰富、条带清晰并尽

量避免或减少非特异扩增为原则，根据扩增结果，结

合经济角度综合考虑优化了 7&’$和 877&的反应体
系。总体积为 0G!9的 7&’$反应体系是：0;,,IDJ9
./%D0 0!9 1 !G K $%& LMNN-* 0!9 1 !G,,IDJ9 2)3$
G"#!9 1 ;MJ!9 345 6 G"0!9 1 <G@/正向 $*+,-* 1 <G@/
反向 $*+,-* 1 0;@/模板 ()’，其余体积以灭菌双蒸
水补齐；总体积为 0G!9 的 877& 反应体系是：
0;,,IDJ9 ./%D0 !"F!9 1 !G K $%& LMNN-* 0!9 1
!G,,IDJ9 2)3$ G"#!9 1 ;OJ!9 345 6 G"<!9 1 <G@/
$*+,-* 1 <G@/ 模板 ()’，其余体积以灭菌双蒸水
补齐。

!") $%&’与 ($$%技术在甘蓝类植物快速鉴定中
应用

将调整后的程序和优化的体系试用于甘蓝类植

物，以白甘蓝、皱叶甘蓝、红甘蓝、羽衣甘蓝、花椰菜、

青花菜、抱子甘蓝、球茎甘蓝的基因组 ()’为模板，
进行 $%&扩增，扩增产物带型丰富、条带清晰，且能
产生较好的多态，说明程序和反应体系对甘蓝类植

物均适用。在此基础上，对上述八份材料进行

7&’$、877&扩增分析，以获得区分度较好的特异引
物或特征条带。实验中材料的排列顺序为白甘蓝、

皱叶甘蓝、红甘蓝、羽衣甘蓝、花椰菜、青花菜、抱子

甘蓝、球茎甘蓝，分别用数字 ! P F 代表，见图 !、
图 0。实验中采用 <G 个 7&’$引物组合对上述八份
材料进行比较扩增，其中正向引物 .; 与反向引物
6! P 6H组成的 H个组合扩增产物呈现弱带或单条
带的现象，可见引物 .;对甘蓝类植物不适用；其余
引物组合都能扩增产生丰富的带型，并且材料之间

呈现一定的差异，尤其是引物组合 .<=6;（图 !=左）、
.#=6;（图 !=右）对八份材料的扩增带型差异明显，
其中青花菜与球茎甘蓝的扩增带较弱，其余材料的

扩增带型清晰，结合 .<=6;、.#=6;两组合的扩增结
果可将八份材料一一区分开。

实验中采用 !;个 877&引物对上述八份材料进
行比较扩增，扩增时采用的退火温度为 0 Q !中确定
的最佳温度，结果表明：引物 F;F 扩增产物较模糊，
可能是较低的退火温度导致非特异扩增较多；引物

F0;、FFA扩增产物呈弱带；其余引物扩增产物带型
丰富、条带清晰。图 0=左为引物 FFF扩增结果，各材
料均扩增产生 H P !G条带，且多呈强带，但材料间带
型相似、差异不大；图 0=右为引物 F## 扩增结果，除
羽衣甘蓝扩增带较弱，其余材料均呈强带，且条带清
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图 ! 甘蓝类植物 "#$%扩增结果
&’()! *+, -,./01. 23 "#$% 4560’3’,7 28 !"#$$%&# ’()"#&)# 9)

图 : 甘蓝类植物 ;""#扩增结果
&’(): *+, -,./01. 23 ;""# 4560’3’,7 28 !"#$$%&# ’()"#&)# 9)

晰差异明显，仅靠引物 <==即可把八种甘蓝类植物
逐一鉴别出来。

为方便应用 ;""#引物 <==鉴别甘蓝类植物，根
据扩增产物电泳检测图（图 :>右），以 !和 ?分别代
表某个等位基因位点扩增出的 @A$条带的有无，按
照从小片段向大片段的读带方向，将引物 <== 对各
材料的扩增图谱转换为由 !和 ?组成的字符串，即
构成数字指纹（表 :）。从表 : 可知，材料之间的差
异可以通过字符串的排列顺序而得到清楚的表达。

表 ! "##$引物 %&&扩增结果的数字指纹
’()*+ ! ’,+ -./.0(* 1234 21 (45*.1.+- 3+67*06

)8 "##$ 53.4+3 %&&
B41,-’40. @’(’140 3’8(,-6-’81’8(

C’(+1 D4EE4(, ??!?!!!!!???
"4F2G ?!?!?!!!!?!!

%/-60, D4EE4(, !!?!?!?!!???
H2-,D20, ???!??!!??!?
I4/0’302J,- ?!?!?!?!!?!?
H-2DD20’ ?!?!!??!!?!?

H-/..,0. .6-2/1. ?!?!?!!!!?!!
K2+0-4E’ ?!?!?!!!!!!!

9 讨论

"#$%是一种新型的标记系统，该技术采用复性

变温法：前 L 个循环复性温度为 MLN，确保引物与
靶 @A$部分配对，随后的 M?个循环中将复性温度
提升至 L?N，可保证前 L个循环的扩增产物在余下
的循环中呈指数式增加［!］。由于该技术具有简单、

高效、易测序等优点，国外已广泛使用，而国内现仅

用于棉花等少数物种［!M］。 ;""# 标记技术快速、可
靠，能揭示出比 #$%@、#&9%、""#更好的多态，现已
广泛应用于多种物种，但尚未见到在甘蓝上应用的

报道［!=］。本实验优化了甘蓝类植物的 "#$%、;""#
两种分子标记技术的反应体系，并成功应用于八种

甘蓝类植物 @A$水平上的快速鉴别，BM>OL、B=>OL
两个 "#$%引物组合以及 <==、<<<两个 ;""#引物均
可在八种甘蓝类植物之间显示较高的多态性，特别

是 <==引物单独应用即可把八种甘蓝类植物逐一鉴
别出来，这一结果为解决生产中甘蓝类植物种子难

以区分的问题提供了快速有效的方法，具有重要的

实用价值。
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首届中国国际生物制药研讨会

J7& HD’)# W)&-0)#&’()#$ Z’(+D#0/#,-%&’,#$ 26/+(7’%/（WHZ52）
主题：疫苗、抗体与基因治疗 ND-/-：^#,,’)-，4)&’I(;6 #); Q-)- ND-0#+-%&’,7

第一轮征文通知

为了促进我国生物医药技术的发展，认真分析与国际同

行间存在的优势与差距，加强国际间的交流与合作，提高对

生物医药市场的开发、引导和监督管理能力，由中国药学会、

美国巴特尔科学技术研究院和中国生化制药工业协会共同

发起的首届中国国际生物制药研讨会将在北京召开。此次

会议我们将组织来自美国、欧盟、中东和亚太地区的中小型

生物医药企业和相关的政府和科研机构的专家学者与会，会

议将围绕疫苗、抗体和基因治疗药物所涉及的科研、生产、监

管、法规与知识产权保护等话题，通过大会报告、壁报交流、

企业展示等方式，为与会代表搭建一个广泛、深入、富有成效

的交流平台，使国内参会者全面了解全球生物医药技术与市

场的发展动态，并为国内生物医药企业创造全球合作机会。

会议规模：

会议将邀请报告人 >=人，其中国外报告 9T人，国内报告
JT人。会议规模将控制在 9==人以内，国内、外参会代表比
例控制在J_J左右。
会议语言：会议语言为英文、中文，设中、英文同声翻译。

会议时间：9==?年 J9月 L日 ‘ JJ日

会议地点：北京五洲皇冠假日大酒店（五星）

征文范围：

J<疫苗、抗体药物、基因治疗药物的研究进展；
9<疫苗佐剂及给药途径；
A<MW^、M5^、抗癌疫苗、溶瘤病毒的研究；

><抗体药物研究、人源化抗体研究；
T<生物医药研究所涉及的基因克隆、基因重组、基因表

达、纯化技术；

?<生物医药技术知识产权保护；

L<生物药物的临床前研究、临床研究、注册、生产、流通
与监管。

摘要和论文提交方法与要求请访问会议网站
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J??刘 冲等：2345、W223技术的优化及在甘蓝类植物种子鉴别中的应用


