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  摘要:对扁蓿豆种质资源进行遗传多样性和亲缘关系分析,为育种者选择亲本和种质资源的开发提供理论依据。

采用微卫星分子标记对来自内蒙古野生扁蓿豆种质资源 50份材料进行鉴定。用 8份扁蓿豆基因组DNA从 89对截形

苜蓿SSR引物中鉴定筛选出扩增带单一、稳定清晰且多态性强的 18 对引物。用这 18 对引物, 对扁蓿豆材料的 DNA

进行 SSR 扩增,以研究其遗传多态性。结果共检测到 109 个等位位点, 平均每对引物扩增出 611 个等位位点。6 对

SSR 引物 BI4BO3,MTIC272, MAL369471,MTIC237, MTIC188 和MTIC27对于检测扁蓿豆遗传变异最有效。供试材料间遗

传距离介于01023 6~ 01807 5,平均遗传距离为 01177 8。聚类分析构建了亲缘关系树状图, 大致分为 9大类。
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Abstract:Eighteen reproducible and informative SSR primer pairs were selected from the 89 pairs of primers of

Medicago truncatula. In 8 genome DNA of Medicago ruthenica .And a representative set of 50 wild Medicago ruthenica

genetic resources from Inner Mongolian were analyzed by SSRmethodology using the informat ive primer paris for their d-i

versity of genetic. The results showed a total of 109 alleles were detected with an average of 611 alleles per SSR primer
pair.According to integrated evaluation, 6 SSR primer pair, BI4BO3, MTIC272, MAL369471, MTIC237, MTIC188 and

MTIC27 were most effective for genetic diversity studies on Medicago ruthenica. The genetic distances among the

germplasms ranged between 01023 6 and 01807 5 with their average at 01177 8. By cluster analysis with sum of squares
for microsatellite showed that 50 accessions can be divided into 9 groups with different characteristics which could afford

reference in deeper research on Medicago ruthenica.
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  微卫星 DNA (Microsatellite)也称简单重复序列

( Simple sequence repeat, SSR) ,由 1~ 6个核苷酸组成

的短序列(又称核心序列)首尾衔接重复多次构成,

在基因组中串连重复排列。不同遗传材料重复次数

的可变性, 导致了 SSR 长度的高度变异性, 这一变

异性正是 SSR 标记产生的基础。微卫星的突变率

很高,从而产生了很多等位基因,导致了微卫星的高

度多态性[ 2]。微卫星标记还具有简单的孟德尔遗传

方式,能用PCR扩增, 提供高质量的信息以及在单

个微卫星位点上可做共显性的等位基因分析的优

点。近年来, 微卫星技术广泛应用于水稻[ 3]、中间偃

麦草
[ 2]
、小麦

[ 4]
、玉米

[ 4]
、大豆

[ 5, 6]
、苜蓿

[ 7, 8]
、多枝赖

草[ 7]等植物的遗传多样性分析、分类研究、遗传图谱

构建、基因定位和分子标记辅助育种中。
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扁蓿豆 ( Medicago ruthenica ) 是豆科 ( Legumi-

nosae )苜蓿属 ( Medicago )多年生草本植物, 具有抗

旱、耐寒、耐贫瘠、耐践踏等特点, 适宜高寒地区生

长,扁蓿豆叶量大, 茎、叶、花序比为 42B53B5; 适口

性好, 羊和马四季嗜食, 是理想的抓膘催乳的植物;

在利用上是牧刈兼用型, 也是一种营养价值和产量

较高的优良牧草,与苜蓿相比, 它在适应性、抗旱性

和耐寒等方面优于紫花苜蓿( Medicago sativa L. ) ,可

与黄花苜蓿 ( Medicago falcate L. )相媲美
[ 11]
。在改

良草场,建立人工草地,防治水土流失等方面起了很

大的作用。目前对扁蓿豆的研究主要集中在生态特

性[ 12]、抗性鉴定[ 13]、形态特征[ 14]、生物学特性[ 15]以

及杂交育种[ 16]的选育等领域, 但在 DNA 水平上研

究其遗传多样性还未见报道。本研究旨在利用 SSR

标记技术对扁蓿豆种质资源进行遗传多样性和亲缘

关系分析,为育种者进行选择亲本和扁蓿豆种质资

源的开发利用提供理论依据。

1  材料和方法

1. 1  材料

以中国农业科学院草原研究所国家牧草中期库

收集保存的 50份内蒙古野生扁蓿豆作为研究对象

(表 1)。

表 1  50 份供试扁蓿豆种质材料的基本情况

Tab. 1 The information of 50 tested Medicago ruthenica germplasm materials

编号
Code

原产地
Origin

经度
Long itude

纬度
Latitude

海拔/ m
Altitude

年均温/ e
Mean annual
temperature

年均降水/ mm
Annual

precipitation

1 锡盟白音锡勒牧场 ximengBaiyinxile 41b55c 111b08c 140010 413 13910
2 锡盟白音锡勒牧场 ximengBaiyinxile 41b55c 111b08c 140010 413 13910
3 锡盟白音锡勒牧场 ximengBaiyinxile 43b02c 115b13c 100010 117 29419
4 锡盟白音锡勒牧场 ximengBaiyinxile 43b02c 115b13c 100010 117 29419
5 锡盟白音锡勒牧场 ximengBaiyinxile 44b52c 117b06c 130010 117 29014
6 锡盟白音锡勒牧场 ximengBaiyinxile 44b52c 117b06c 130010 117 29014
7 锡盟锡林浩特 ximengXilinhaote 43b51c 114b16c 92710 413 14010
8 锡盟锡林浩特 ximengXilinhaote 43b51c 114b16c 92710 413 14010
9 锡盟锡林浩特 ximengXilinhaote 43b57c 116b04c 98915 211 34614
10 锡盟锡林浩特 ximengXilinhaote 43b57c 116b04c 98915 211 34614
11 锡盟锡林浩特 ximengXilinhaote 43b57c 116b04c 98915 211 34614
12 锡盟灰腾梁 ximenghuitengliang 43b05c 111b13c 110010 117 29014
13 锡盟灰腾梁 ximenghuitengliang 43b07c 111b08c 105010 117 29014
14 锡盟灰腾梁 ximenghuitengliang 43b07c 111b10c 100010 117 29014
15 锡盟西苏旗 ximengXisuqi 45b23c 119b03c 96010 017 24510
16 锡盟西苏旗 ximengXisuqi 45b23c 119b04c 154010 017 24510
17 锡盟西苏旗 ximengXisuqi 44b47c 119b04c 154010 017 24510
18 通辽大青沟 Tongliaodaqinggou 43b43c 122b37c 16510 613 44019
19 通辽大青沟 Tongliaodaqinggou 43b43c 122b37c 16510 613 44019
20 通辽大青沟 Tongliaodaqinggou 43b36c 122b37c 16510 613 44019
21 通辽大青沟 Tongliaodaqinggou 43b36c 122b16c 17815 613 39417
22 通辽大青沟 Tongliaodaqinggou 43b36c 122b16c 17815 613 39417
23 通辽大青沟 Tongliaodaqinggou 43b36c 122b16c 17815 613 39417
24 赤峰市 Chifeng 42b16c 118b58c 57111 215 36110
25 赤峰市 Chifeng 46b11c 120b58c 56811 215 35510
26 赤峰市 Chifeng 40b17c 116b20c 56017 215 35010
27 赤峰市 Chifeng 42b16c 118b58c 57111 215 36110
28 赤峰市 Chifeng 46b11c 120b58c 56811 215 35510
29 赤峰市 Chifeng 40b17c 116b20c 56017 215 35010
30 海拉尔市 Hailaer 49b13c 119b45c 61218 - 115 35015
31 海拉尔市 Hailaer 49b13c 119b45c 61218 - 115 35015
32 呼和浩特市 Huhehaote 40b49c 111b41c 106310 211 54311
33 呼和浩特市 Huhehaote 40b33c 110b31c 132810 710 35010
34 呼和浩特市 Huhehaote 40b33c 110b31c 132810 710 35010
35 呼和浩特市 Huhehaote 40b23c 111b48c 115119 710 41715
36 呼和浩特市 Huhehaote 40b33c 110b31c 132810 710 35010
37 呼和浩特市 Huhehaote 40b49c 110b31c 132810 710 35010
38 武川县Wuchuan 40b47c 110b31c 120010 215 36014
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续表

编号
Code

原产地
Origin

经度
Long itude

纬度
Latitude

海拔/ m
Altitude

年均温/ e
Mean annual
temperature

年均降水/ mm
Annual

precipitation

39   武川县Wuchuan 40b47c 110b31c 1 20010 215 36014
40   清水河县 Qingshuihe 39b50c 111b43c 1 74310 715 41010
41   清水河县 Qingshuihe 39b50c 111b43c 1 74310 715 41010
42   土左旗Tuzuoqi 40b33c 111b31c 1 32810 710 35010
43   土左旗Tuzuoqi 40b33c 111b31c 1 32810 710 35010
44   土左旗Tuzuoqi 40b33c 111b31c 1 32810 710 35010
45   土左旗Tuzuoqi 40b33c 111b31c 1 32810 710 35010
46   土左旗Tuzuoqi 40b33c 111b31c 1 32810 710 35010
47   四子王旗 Siziwangqi 40b20c 110b20c 1 40010 310 31318
48   四子王旗 Siziwangqi 42b40c 110b20c 1 40010 310 31318
49   达茂旗 Damaoqi 41b14c 109b16c 1 37510 314 25010
50   达茂旗 Damaoqi 41b14c 109b16c 1 37510 314 25010

1. 2  方法
1. 2. 1  扁蓿豆总 DNA 提取  参照 Sambrook 等[ 17]

的CTAB法略加改进提取扁蓿豆基因组 DNA, 018%
琼脂糖凝胶电泳进行检测, 用紫外可见分光光度计

测定 260和 280 nm 波长范围内的吸收光值, 计算

OD260/ OD280的比值以检测 DNA 样品纯度, 检测的

OD260/OD280比值在 118~ 119。

1. 2. 2  SSR 引物  从 ( 2003, Bernadette Julier, BMC
Plant Biology)文献中获得 89对截形苜蓿的 SSR引物

序列由上海生物工程技术服务有限公司合成, 筛选

出的多态性丰富的适合于扁蓿豆 DNA扩增的 18对

引物(表 2)用于统计分析。
表 2 18个 SSR引物序列

Tab. 2  18 SSR primer sequences

引物
Primer

正向序列( 5cto 3c)
Forward primer

反向序列( 3c to 5c)
Reverse primer

退火温度
/ e
Ta

扩增片段
数目

Amplified
band number

MTIC233 GCG TAA CGT AACAAC ATT CA AAG GAA CAA TCC CAG TTT TT 55 3

AW584539 TTG ATG GGC AAT ACA TGT CG GTT GAA GGA AGG TGG TGG TG 59 3

MTIC347 TCG GTG TAT TTC CGT GTT TG GGT TGA AAT TGA AAG AAG AAT CG 62 3

MTIC258 CAC CAC CTT CAC CTA AGA AA TGA AAT TCA CAT CAA CTG GA 60 3

MTIC77 GCC GTA TGG TGT TGT TGA TG TCT TCA TCG CTT TCT TCT ATT TCA 64 4

MSA13293 AGA CAA GCG TGA CAC CCA CT TCC ATC GCT CTC TCT TTT CC 66 4

BI4BO3 GCT TGT TCT TCT TCA AGC TCA C CTG ACT TGT GTT TTA TGC 56 5

MTIC183 TTC TCT TCA AGT GGG AGG TA AAA TGG AAG AAA GTG TCA CG 58 5

MTIC249 TAG GTC ATG GCT ATT GCT TC GTG GGT GAG GAT GTG TGT AT 64 5

MTIC27 CCC CGT TTT TCT TCT CTC CT CGA TCG GAA CGA GGA CTT TA 63 6

MTIC272 TCT TGT TGT ATC CTC CGA AC TCC TGA GTT GTA GAG TGA GTG A 63 7

MTIC189 ATG TTG GTG GAT CCT TCT GC CAA ACC CTT TTC AAT TTC AAC C 61 8

MTIC237 TGG TGA AGA TTC TGT TGT TG CCC ATA TGC AAC AGA CCT TA 60 8

MTIC93 ACC GTA GCT CCC TTT TCC A AGCAGG ATT TGG GAC AGT TGT 61 8

MAL369471 AAA CCC TTA GCA CCG ACA ATT CAC ACA AAC CCA TCT TC 58 8

MTIC451 GGA CAA AAT TGG AAG AAA AA AAT TAC GTT TGT TTG GAT GC 55 9

MTIC432 TGG AAT TTG GGA TAT AGG AAG GCC ATA AGA ACT TCC ACT T 58 10

MTIC188 AAT CGG AGA AAC ACG AGC AC GGC GGT GAA GAA GTA AAC GA 62 10

1. 2. 3  PCR 反应、电泳和染色  用固定引物

BI4BO3采用正交设计从 PCR反应组成、扩增程序、

电泳检测等环节对 SSR技术进行了优化, 筛选出各

反应因素的最佳水平,建立了扁蓿豆 SSR-PCR反应

的最佳体系: 25 LL 反应体系中, 含 10 @ Buffer (含
Mg2+ ) 515 LL, TaqDNA 聚合酶 215 U( 5 U/LL) , 模板
DNA浓度 3 LL( 408 ng) , dNTP ( 10mmol/ L) 0175 LL,
引物( 10 mmol/ L) 0175 LL, ddH2O 16125 LL。PCR反
应程序为: 95 e 预变性 3 min, 94 e 变性 25 s, 55~

66 e (根据不同引物而定)退火 30 s, 72 e 延伸 30 s,

35个循环, 72 e 延伸 10 min, 最后 4 e 保存。扩增产
物经 6%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳, 恒功率 80 W 30

min。而后进行银染,先脱色和固定,水洗, 最后进行

染色和显影。

1. 2. 4  数据分析  在数据处理中,只分析图片中清
晰的条带,将有带的记录为/ 10, 否则为/ 00, 按 Dice

系数计算相似系数( SD) , 遗传距离( GD)由 GD= 1-

SD得到, 用 NTSYS1210 软件中 UPGMA ( Unweighted
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pair group method with arithmetic mean,算术平均非加

权配组法)进行聚类分析并构建树状图
[ 18]
。

2  结果与分析

2. 1  SSR位点的多态性

从89对截形苜蓿 SSR引物中筛选出扩增带单

一、稳定清晰且多态性强的 18 对引物(部分扩增见

图1) ,初步表明供试材料遗传明显。用这 18对引

物, 对来自内蒙古的 50 份野生扁蓿豆种质资源的

DNA进行 SSR扩增,以研究其遗传多态性。其中 6

对SSR引物 BI4BO3,MTIC272,MAL369471,MTIC237,

MTIC188和MTIC27,对于检测扁蓿豆遗传变异最有

效。结果共检测到 109个等位位点, 平均每对引物

扩增出611个等位位点。
2. 2  SSR聚类结果分析

供试材料间遗传距离介于 01023 6~ 01807 5,平
均遗传距离为 01177 8。当遗传距离在标尺上显示
为0130时可分为 9大类。第一大类 1号材料; 第二

大类 6号材料; 第三大类包括 18份材料, 主要来自

锡林郭勒盟, 它又可分为 3 个亚类, 第一亚类包括

3, 49, 11, 14, 12, 16, 17, 50, 15, 19号材料, 第二亚类

包括 4, 9, 5, 13, 7号材料,第三亚类包括10, 21, 20号

材料;第四类包括 16份材料,主要来自于内蒙古东

北部的赤峰、通辽, 它又可分为两个亚类, 第一亚类

包括 26, 27, 29, 31, 22, 30, 32, 33, 35, 29, 24, 25, 28, 36

号材料, 第二亚类包括 34, 40号材料;第五类包括10

份材料, 主要来自于内蒙古西部的呼和浩特市、土左

旗、四子王旗、武川县等地,它可分为两个亚类, 第一

亚类有 37, 38号材料, 第二亚类包括 42, 47, 48, 39,

45, 46, 43, 44号材料; 第六类有 41号材料; 第七类有

2号材料;第八类有号材料 8; 第九类有 18 号材料。

可以看出,聚类结果与地理位置来源关系密切, 与亲

缘关系的远近相吻合。

图 1 引物MTIC272、WAL39617 对 50份扁蓿豆种

质的扩增产物结果

Fig. 1 Amplification results of 50 Medicago ruthenica by

MTIC272, WAL39617 primers

图 2 50 份供试材料扁蓿豆的 SSR 聚类图

Fig. 2 The cluster map of the 50 Medicago ruthenica germplasm by SSR

3  讨论

微卫星标记在研究牧草居群基因组的亲缘关

系、基因漂流、遗传多样性及其种质资源保护上具有

很大的潜力[ 19]。微卫星位点两侧的序列是独特的,

其分子标记的优点: ¹高度丰富且均匀分布; º具有

丰富的多态性; »共显性; ¼ 不受环境、季节和生育

期的影响; ½允许就单一位点给出相关的解释和遗

传分析; ¾ 利用已发表文章中给出的引物序列很容

易在其他试验室开展试验。近几年,在已经发表的

DNA序列的调查中显示牧草微卫星位点具有丰富

的多态性,微卫星标记在牧草上的应用不断增加,而
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且从中获得了丰富的遗传信息。孙建萍等[ 20]利用 6

对引物对来源于不同地区的 16份披碱草种质资源

的遗传多样性进行了分析, 共检测出 26个等位位

点,平均每对引物所产生的平均等位基因数为 413
个位点;许占友等

[ 21]
将SSR标记和农艺性状间进行

比较, 探索利用 SSR标记鉴定大豆种质的遗传多样

性。王黎明等[ 22] , 郭光艳等[ 23]的研究表明该技术

的结的果显示, 利用 SSR对大豆种质进行鉴定是可

行的。本研究中, 18对引物共检测到 109个等位位

点,平均每对引物扩增出 611个等位位点。结合前
人的研究经验表明, SSR表现出较高的多态性和稳

定性。

扁蓿豆为苜蓿属中的一个野生种, 同时具有生

态适应性广、耐贫瘠、抗寒、抗旱、营养价值较高的特

点,可以用来作为亲本与紫花苜蓿杂交,以改善紫花

苜蓿的抗寒性。是改良和育成新品种的巨大基因

库,利用分子标记开展多基因聚合育种是未来育种

的前途所在,借助截形苜蓿等模式牧草的分子标记

研究成果, 有助于尽快获得豆科牧草的大量标记和

高密度图谱。同时, 不能忽视形态学、遗传学等基础

研究工作。而且要积极获取国外研究的最新信息,

及时将国外研究的先进成果与技术应用于我国扁蓿

豆种质资源的研究中, 逐步缩小与国际先进水平的

差距。在扁蓿豆种质资源的保种及其应用方面,应

进一步健全中期库的管理,对其进行分子标记、分子

克隆、创建基因平台, 为种质创新打下坚实的基础,

同时为核心种质的建立创造条件,加强扁蓿豆遗传

资源的利用,对经过鉴定可在生产中直接利用的种

质材料及时扩繁种子,积极在生产中推广利用。

致谢:衷心感谢中国农业科学院草原研究所的李兴酉助

研在 DNA提取中给予的热情帮助, 内蒙古农业大学的硕士

研究生宁红梅在试验操作过程、试验数据处理给予的大力

帮助。
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