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家蚕基因特异性,ML>标记获得及其分子系统学应用
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摘!要!选取家蚕/00/1+-和/234/5/672/8*基因序列$设计特异性引物$在家蚕品系L$&*,’&%和子一代 !P’"中扩

增(分别采用#种不同的限制性内切酶对扩增产物酶切$最后每个基因都获得了一个,ML>分 子 标 记(依 据 所 得

的两个,ML>分子标记对’!个品系的家蚕遗传多样性进行了初步研究$构建了其分子系统树(

关键词!家蚕),ML>标记)多态)酶切)分子系统树

中图分类号!Q"$!!!文献标识码!M!!! 文章编号!&!$*R(""!!!&&$"&#R&$%#R&$

!"#$%&’()(*(+,+-!.+/(01.+234$5)6721#2)7,8!"#(29)#
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STMG;+C<=0S2<’$UJMV/270/C<’$WJU201<=B’$!$XSMG;Y4=B’$

XSMV17C0;24!$STMG;Y4=B0LC=B’
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!!分子标记在生物体中具有数量丰富*遗传稳定

以及操作简便等特点(目前$分子标记在家蚕研究

中被用于 遗 传 图 谱 构 建%’!*&*分 子 遗 传 育 种%#$$&和

遗传多样性 研 究%)$"&等(到 目 前 为 止$所 采 用 的 分

子标记主要分为两类#一类是以.426A75=杂交技术

为核心的分子标记$如\PWL)另一类是以L,\技术

为核心的分 子 标 记$L,\技 术 因 其 简 便*快 捷 高 效

等特点在分 子 标 记 技 术 的 发 展 上 受 到 了 广 泛 的 关

注$如MPWL*\ML]*..\*J..\等 等(本 文 提 及 的

,ML>!,F7<K78M@3FC?C78L4F:@453ACD.7Z27=D7"
也是一种以L,\为基础的分子标记!又称为L,\0
\PWL"%%$(&(其基本步骤是#先进行L,\扩增$然后

将L,\扩增产物用限制性内切酶酶切$再用琼脂糖

凝胶电泳将]GM片段分开$用溴化乙锭染色*观察(

,ML>标记所采用的L,\引物是针对特定的基因序

列而设计$序列源自基因组数据库*D]GM序列以及



已克隆的\ML]条 带 等(它 揭 示 的 是 特 异 性L,\
扩增片段中限制性酶切位点变异的信息$因而成为

检测 单 核 苷 酸 多 态 性 的 一 种 良 好 方 法%’&&(目 前

,ML>标记因其稳定可靠*快速有效$并可实现自动

化%’’&$引起了国 内 外 的 关 注$已 被 运 用 于 生 物 有 机

体遗传多样性研究%’!$’*&和品种鉴定%’#&(
本研 究 从 ;7=_<=[数 据 库 选 取 已 知 的 家 蚕

/00/1+- 和/234/5/672/8* 基 因 序 列$通 过 L5C@75

357@C75$软件设计引物$在家蚕品系L$&*,’&%及

其子一代!P’"中 进 行L,\扩 增(分 别 选 取#种 不

同的限制性内切酶对扩增产物进行酶解$获得了家

蚕/00/1+-和/234/5/672/8* 基 因 的 ,ML>分 子 标

记(并根据获得的标记在家蚕’!个品系中进行了

分析$构建了其分子系统树(

’!材料和方法

CDC!家蚕材料

L$&),’&%)!L$&‘,’&%"P’)防#)海南绵茧)大

草)华八 三 五)日’’&)苏’))三 眠 白 卵)常 德 金 黄)
法$&_)镇江野蚕)甘肃种)GC>?<5C(所有品种均由中

国农业科学院蚕业研究所家蚕品种基因库馈赠(

CDE!方法

’H!H’!]GM的提取

用常规苯酚,氯仿法$在采集到的家蚕后部丝腺

中提取]GM$R!&a保存备用(

’H!H!!引物的设计及L,\扩增!测序

;7=_<=[上得到家蚕/00/1+-和/234/5/672/8*

基因序列$用L5C@75L57@C75$软件设计引物$并用

]GM,F29软 件 分 析 扩 增 产 物 的 酶 切 位 点(在

E7DA=7ED0#’!L,\仪上进行扩增(
对家 蚕/234/5/672/8* 基 因 的 两 个 亲 本L$&$

,’&%扩增产物进行测序(

’H!H*!扩增产物的酶切

分别以两个亲本L$&*,’&%及其子一代!P’"个

体基因组]GM为模板$经L,\扩增的产物$用限制

性内切 酶 酶 切(酶 切 反 应 体 系!&#W$含 有*#W
L,\扩增产物$!#W缓冲液$&H$#W的内切酶$’#H$

#W的88S!V$酶切!A以上$然后加入##W溴 酚 蓝

在!b琼 脂 糖 凝 胶 上 电 泳!’‘EMN电 泳 缓 冲 液"$

’"&c$!$@C=$溴化乙锭染色$凝胶成像仪成像(

’H!H#!用343B7=7c*H!进行遗传多样性分析

将获得的两个家蚕,ML>分子标记$在家蚕’!
个品系中进行扩增$分别用限制性内切酶酶切$获得

的带 型 统 计 结 果 用343B7=7c*H!!A663#,,IIIH
2<F9756<HD<,!?:7A,C=87dHA6@"软 件 按 类 平 均 数 聚

类方法!TL;UM"进行聚类分析(

!!结果分析

EDC!引物序列和单酶切位点的分布

依据 家 蚕 的 两 个 已 知 基 因 /00/1+- 和/234/5
/672/8* 序 列$分 别 设 计 了 一 对 引 物 序 列$并 用

]GM,F29软件分析了扩增产物的限制性内切酶酶切

位点$对每个基因分别选取#个酶切位点$且是单酶

切位点$这样有利于基因型分析和数据统计!表’"(

表C!基因7**7%(, 和70@"7F73=07)#的基因登录号#扩增引物以及酶切种类

!7A0#C!!"#:#,G7,1$%%#))(+,,’3A#2$@2(3#2)#&’#,%#)7,8)(,>0##,H=3#)(*#+-*"#)(01.+23

7**7%(,7,870@"7F73=07)#>#,#)
基因名称

;7=7
登录号

MDD7>>C4==2@975
引物序列!$e"*e"

L5C@75>7Z27=D7>!$e"*e"
单酶切位点

.C=BF77=̂:@7>C67

/00/1+- ]")#’%
MEEP#ME;M;MEMMEMME;EME;;M;;EEEE
MEE\#;ME;M;;MME;ME;EE;;;MM

’2:$!$?/$!DB;$!D2:$

/234/5/672/8* T&"%#"
MWLP#M;;MEMMEM,EE;,;;EMME;;
MWL\#;,;;E;;ME;MEM,;M;,

!/*%!(/1&!)12$!(0:$

EDE!4$5/标记的鉴定

引物MEEP*MEE\和MWLP*MWL\分 别 在 家 蚕

L$&$,’&%和子一 代!P’"中 进 行L,\扩 增$都 能 扩

增出 单 一 条 带!图’"$长 度 分 别 约 为)$%93和

"((93$说 明 该 基 因 片 段 本 身 没 有 多 态 性(而 对

/00/1+-基因扩增产物用’2:$ $$?/$ $DB;$ 和

D2:$#种限制性内切酶酶切$发现内切酶D2:$不

能酶切,’&%的 扩 增 产 物(同 样$我 们 对 家 蚕/25
34/5/672/8* 基因扩增产物用!/*%$(/1&$)12$
和(0:$ 等#种限制性内切酶酶切$发现)12$酶也

不能切开,’&%的扩增产物!图!"(因 此 这 是 两 个

家蚕基因在L$&和,’&%间特异性的,ML>标记$从
遗传模 式 可 以 看 出 ,ML>标 记 为 共 显 性 标 记(同

时$我们将家蚕/234/5/672/8*基因在L$&和,’&%
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图C!两个基因的扩增图谱

’#L$&)!#,’&%)*#P’)##L$&)$#,’&%))#P’(

$组#’!*为家蚕/00/1+-基因)&组##!)为家蚕

/234/5/672/8*基因(U#U<5[75$从上到下依次为

!&&&93*’&&&93*"$&93*$&&93*!$&93和’&&93(

I(>DC!!"#54?73@0(-(#8@2+8’%*)
’#L$&)!#,’&%)*#P’)##L$&)$#,’&%))#P’H$B5423#
’!*>CF[I45@/00/1+-B7=7)&B5423##!)>CF[I45@

/234/5/672/8*B7=7HU#@<5[75?54@6436484I=#!&&&93$
’&&&93$"$&93$$&&93$!$&93<=8’&&93H

品系中L,\扩增产物的测序结果和;7=_<=[中的

序列$用软件进行分析比较!图*"$发 现 在,’&%中

)12$ 限制 性 内 切 酶 的 酶 切 碱 基 位 点 发 生 了 突 变

!E;ME,M0#E;M,,M"$和酶切实验结果相吻合(

图E!家蚕7**7%(,和70@"7F73=07)#基因扩增

产物分别用60’!和G%0!限制性内切酶酶切多态图谱

U#U<5[75从上到下依次为!&&&93*’&&&93*
"$&93*$&&93*!$&93和’&&93(

I(>DE!!"#@2+8’%*)+-)(01.+237**7%(,7,870@"7F
73=07)#>#,#)8(>#)*#8A=60’!7,8G%0!2#)@#%*(<#0=

U#@<5[75?54@6436484I=#!&&&93$’&&&93$
"$&93$$&&93$!$&93<=8’&&93H

图J!家蚕5KL$4CLM的70@"7F73=07)#基因和网上同源基因9LNMON的序列比较
I(>DJ!4+3@72()+,+-)(01.+2370@"7F73=07)#>#,#)#&’#,%#A#*.##,5KL$4CLM7,8"+3+0+>’#

)#&’#,%#9LNMON+,:#,G7,1

#"! 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&$!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



EDJ!4$5)标记在品系进化中的初步分析

为进一步研究,ML>分子标记在家蚕品种鉴定

和分子系统 学 研 究 中 的 应 用$用 获 得 的!个,ML>
分子 标 记 对 家 蚕’!个 品 系 进 行 分 析$发 现 家 蚕

/00/1+-基因的,ML>分子标记在’!个品系间的扩

增产物是单一 的 条 带$没 有 多 态 性)而/234/5/6725
/8*基因的,ML>分子标记在’!个品系间的扩增产

物本身具有L,\多 态 性!图#$_"(依 据 酶 切 产 物

的电泳胶图中每一等位基因上的酶切情况$对/00/5
1+-基因有*种基因型$不具备该酶切位点记为MM$
都具备该酶切位点记为__$杂合型记为M_)对/25

34/5/672/8*基 因 检 测 到#种 基 因 型$不 具 备 该 酶

切位点的长片段记为MM$不具备该酶切位点的短片

图O!家蚕CE品系4$5)标记酶切图谱

M#/00/1+-,D2:$ )_#/234/5/672/8*L,\扩增多态)

,#/234/5/672/8*,)12$(’#防#)!#海南绵茧)

*#大草)##华八三五)$#日’’&))#苏’))"#三眠白卵)

%#常德金黄)(#法$&_)’&#镇江野蚕)’’#甘肃种)

’!#GC>?<5C)U#@<5[75$从上到下依次为!&&&93*’&&&93*

"$&93*$&&93*!$&93和’&&93(

I(>DO!!.+4$5)3721#2))"+.#8*"#

@+0=3+2@"()373+,>CE)(01.+23)*27(,)
M#/00/1+-,D2:$ )_#/234/5/672/8*L,\

34F:@453AC>@),#/234/5/672/8*,)12$ H

’#P<=B#)!#S<C=<=@C<=OC<=)*#]<D<4)##S2<9<><=I2)

$#\C’’&))#.2’))"#U*IAC677BB)%#,A<=B87OC=A2<=B)

(#P<$&_)’&#XA7=OC<=B@<=8<5C=<)’’#;<=>2>65<C=)

’!#GC>?<5CHU#@<5[75$?54@6436484I=#!&&&93$’&&&93$

"$&93$$&&93$!$&93<=8’&&93H

段记为__$都具备该酶切位点的为记,,$杂合型记

为_,$另外两种杂合型等位基因M_和M,在该’!
品系中未 被 发 现!图#$M*,"(对 统 计 所 得 数 据 用

343B7=7c*H!进 行 聚 类 分 析$初 步 建 立 了 其TL;0
UM树状图!图$"(

图K!CE个家蚕品系的亲缘关系聚类图

I(>DK!95:6$%0’)*#2(,>+-CE)(01.+23$G+3A=P

3+2(#%+*=@#)A7)#8+,E4$5)3721#2)

*!讨!论

家蚕是我国重要的经济昆虫$其分子标记辅助

育种工作是一项十分重要的内容(相对于其他一些

分子标记 的 费 时 费 力 和 重 复 性 差%’$&等 缺 点$,ML>
分子标记是比较简便的一种方法$而且在基因组中

亦广泛存在$并 可 实 现 自 动 化 操 作%’’&(另 外,ML>
分子标记是针 对 已 知 基 因 或D]GM序 列 所 得 到 的$
功能都是已知的$优点是可将它和家蚕分子标记遗

传图谱以及传统的形态遗传图谱相互整合$获知这

些基因在染色体上的具体位置$从而能够准确定位

基因$具有极高的创新价值(

,ML>标记对于检测基因的染色体变化特别是

单核苷酸的变异十分灵敏$因而在基因水平上进行

生物体遗传多样性研究有着广泛的应用前景(生物

种群随着生态和环境的变化$在基因水平上不断地

变化与发展$以满足自身的持续发展需要(本实验

运用基因/00/1+-和/234/5/672/8*的,ML>标记对

家蚕的系统进化作了初步的研究$如图$所示$两个

标记将’!个品种聚成两大类$在第一大类由中国种

和印度种组成$唯一的印度种GC>?<5C与其他的中国

种距离更 远 一 些)在 第 二 大 类 中$由 中*日*欧*大

地理系统和镇江野蚕组成$欧系品种法$&_和其他

品种距离较远$其次是镇江野蚕和其他家蚕品种距

离也比较远$这些结果与常规形态学上的遗传关系

有一定的吻合$我们更有理由相信只要增加分子标

记的数量$就能够得到较完善的有关家蚕不同地理
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品种*化性*眠性等相关的系统进化树$能够为家蚕

的起源和进化提供更多的有用信息(

参 考 文 献%?#-#2#,%#)&!

%’&!Y<>2[4DACYHM87=>7B7=76CD@<34?6A7>CF[I45@$);6B7C

@45C$D4K75C=B<FFDA54@4>4@7>9<>784=’&’%@4F7D2F<5@<5[0

75>HE*-*50+18$’((%$’$&!#"#’$’*!’$!$9
%!&!WJ_C=$WT,A7=B$XSVTX70Y<=B$/JMG;XA4=B0S2<CH,4=0

>652D6C4=4?>CF[I45@\ML]@4F7D2F<5FC=[<B7@<3H’10/E*-*5

0+1/(+-+1/$!&&&$!"!!"#’!"!’*!9
李!斌$鲁!成$周泽扬$向 仲 怀H\ML]标 记 构 建 家 蚕 分 子

连锁图H遗传学报$!&&&$!"!!"#’!"!’*!H
%*&!E<=Y]$1<=,$XA2Y$W2,$/C<=BX$]7=BS1HM=<@3FC0

?C78?5<B@7=6F7=B6A34F:@453AC>@@<34?6A7>CF[I45@HE*-*5

0+18$!&&’$’$"!*"#’!""!’!%#9
%#&!,A<6675O77.G$L5<8773M\HU4F7D2F<5@<5[75>!\ML]"<>>40

DC<678IC6AB54I6A$:C7F8<=845CBC=4?6A7>CF[I45@$);6B7C

6;?+WHC=J=8C<HE*-*0+1/$!&&*$*(!’!"#’)’!!’)!#9
%$&!,A<6675O77.G$U4A<=8<>ELHJ87=6C?CD<6C4=4?J..\@<5[75>

<>>4DC<678IC6A35482D6CKC6:65<C6>C=>CF[I45@$);6B7C6;-+WH

E*-;6*$!&&*$#)!*"##*%!##"9
%)&!G<B<5<O2+$\788:-]$G<B<5<O<;U$.76A25<@<=_GH,4@0

3<5C>4=4?@2F6CF4D2>\PWL><=8L,\09<>78@<5[75>:>67@>?45

B7=76CD<=<F:>C>4?6A7>CF[I45@$);6B7C 6;?+9!*?*>+07$

!&&’$%)!=0$"#$%%!$("9
%"&!WJT,A2=0Y2$,SNGY2<=0WC=$;TJU20Y<=$XSMG;,A2=0WC=BH

.628C7>4=6A7@7DA<=C>@4?K<5C<6C4=>4?A:95C8>4?84@7>6CD<0

678>CF[I45@<=8N5C>CF[I45@0\ML]<=<F:>C>4?B7=4@7H!*?*5

>+0/8!_7COC=B"$’((%$!&!!"#$!%H
刘春宇$陈元霖$桂慕燕$张春玲H家蚕与蓖麻蚕杂交后代变异

机理探讨#基因组\ML]检测H遗传$’((%$!&!!"#$!%H
%%&!-4=C7D̂=:M$P57875CD[UMHM354D78257?45@<33C=B’?/B+5

>;38+8@26<6C4=>2>C=BD4084@C=<=67D46:370>37DC?CDL,\09<>78

@<5[75>H&4*=2/-0F;:?-/2$’((*$#!!"##&*!#’&9
%(&!_<2@92>DAWV$.2=8<FJ-$S2BA7>]1$;<F<2;M$+<[49>0

7=-.HN??CDC7=635464D4F>?45,ML>09<>78@<33C=BC=’?/B+5

>;38+89=2/-0D;2*1:2/?)+;2;.7#*3;?0*?$!&&’$’(!*"#’*"!

’#(9
%’&&G7??UU$G7??+]$,A45:+$L73375MNH8,ML>$<>C@3F7

67DA=CZ27?456A7B7=76CD<=<F:>C>4?>C=BF7=2DF746C8734F:@450

3AC>@>#7d375C@7=6<F<33FCD<6C4=>C=’?/B+>;38+804/2+/-/B70

=76CD>H&4*=2/-0F;:?-/2$’((%$’#!*"#*%"!*(!9
%’’&.D466]U$M@<>C=4\UHM5492>6@76A48?458767D6C=B>C=BF70

=2DF746C87DA<=B7><>34F:@453ACD@<5[75>9:L,\H&4*=2/-0

F;:?-/2$’((%$’#!*"#*%’!*%$9
%’!&_<56A.$U7FDAC=B75MN$W29975>6786EH;7=76CD8CK75>C6:C=

’?/B+>;38+804/2+/-/WHS7:=AHC=K7>6CB<6789:DF7<K78<@3FC0

?C7834F:@453ACD>7Z27=D7!,ML>"<=8C=6750>C@3F7>7Z27=D7

5737<6!J..\"@<5[75>HD;2*1:2/?"1;2;.7$!&&!$’’!*"##($

!$&$9
%’*&-<2=82=..$U<6>2@464.H]7K7F43@7=64?,ML>@<5[75>

9<>784=6A577[7:B7=7>4?6A73A7=:F3543<=4C83<6AI<:C=

67<$@/6*22+/8+-*-8+8!WH"VH-2=6̂7$<=88C??757=6C<6C4=970

6I77=<>><@CD<<=8>C=7=>C>K<5C76C7>H&4*;?’332E*-*0$

!&&*$’&)!*"#*"$!*%*9
%’#&YT_40W<=$STMG;XA<40P7=B$XSVT17=0+2<=$XSMG;17=0

+2=HEA7D57<6C4=4?’SDA54@4>4@70>37DC?CD,ML><=8M.M

@<5[75>4?9<5F7:H’10/E*-*0+1/(+-+1/$!&&’$!%!)"#$$&!

$$$9
余波澜$黄朝峰$周文娟$张文俊H大麦’S特异性,ML>标记

和M.M标记的创制H遗传学报$!&&’$!%!)"#$$&!$$$H
%’$&-479=75\U]H;7=75<6C4=4?L,\09<>78@<5[75>?456A7870

67D6C4=4?5:7DA54@<6C=C=<IA7<69<D[B542=8H&4*;?’332

E*-*0$’(($$(&!$"#"#&!"#$

$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$

9

欢迎订阅!""#年’中国生物防治(
!!-中国生物防治.是中国农业科学院农业环境与可持续发展研究所和中国植物保护学会主办的学术期刊(是

全国中文核心期刊$被国内外多家重要的检索 系 统 与 数 据 库 收 录(内 容 涉 及 农*林*牧*水 产*卫 生 和 环 境 科 学 等

领域中的有害生物$如昆虫*病毒*细菌*真菌*线虫*杂草等的生物防治技术及其机理研究(
主要栏目#研究报告*专题综述*基础知识与实验技术*研究简报*国外生防等(
读者对象#农林牧*贮粮*卫生各领域的科研*教学*各级管理干部*开发人员$大学生*研究生*中学生物教师*

基层技术骨干等(
-中国生物防治.季刊$’)开$)#页(国内邮发代 号!R$&"(每 册 定 价’&元$全 年#&元$全 国 各 地 邮 局 均 有

订售(
编辑部尚存’(%$!!&&#年过期刊!!!$元,册"$!&&&*!&&!*!&&#*!&&$年 增 刊!’&元,册"$’(%$!!&&#年 精

装合订本’!!&卷!卷价分别为!&&**!&&#年#&元$其余年*&元"$!均含邮费"$欢迎来函订购(
地址#北京中关村南大街’!号$中 国 农 科 院 农 业 环 境 与 可 持 续 发 展 研 究 所-中 国 生 物 防 治.编 辑 部$邮 码#
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