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摘要  利用已报道的葡萄SSR 引物筛选适用于沙棘的SSR 引物。结果表明 ,在供筛选的107 对引物中 ,只有1 对引物在沙棘中无扩增位
点 ,有效扩增比率为99 .07 % ;共有46 对引物的在2 个沙棘品种间扩增出多态性位点 ,有效扩增比率为42 .99 % ,扩增产物共表现出100 个
等位基因,其中差异等位基因数为70 个 ,每对引物的等位基因数为1～4 个 ,平均为2 .174 个。根据这46 对引物的扩增结果 ,中国沙棘和
辽阜1 号间的遗传相似系数为0 .413 ,遗传距离为0 .587。
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Exploitation of SSR Marker of Hippophae rha mnoides
SUN Yan-lin et al  ( Institute of Bio-resources and Environment , Dalian Nationalities University , Dalian, Liaoning 116600)
Abstract  SSR markers adapti ngto Hippophae rhamnoides were screened using reported Grape’s SSR pri mers . The results showedthat among 107 pri mers
selected only 1 pri mer failed amplification, with success rate 99 .07 % . 46 pri mers showed polymorphism, with success rate 42 .99 % . Total 100 alleles
were gotten according to their amplification, including 70 aberrant alleles . Allele number of each pri mer ranged from1 to 4 with a meanof 2 .174 . The ge-
netic si milarity coefficient betweentwo varieties was 0 .413 , and the genetic distance was 0 .587 .
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  沙棘( Hippophae rha mnoi des) 为胡颓子科沙棘属落叶乔

木、小乔木或灌木, 是一种防风固沙的先锋树种。沙棘果不

仅营养丰富, 而且对治疗溃疡、高血脂、冠心病及软化血管等

有显著疗效。我国从1985 年开始大规模开发利用沙棘资源 ,

但干旱、虫害等灾害导致沙棘林大面积死亡[ 1] 。近年来, 随

着分子生物学的发展,分子标记技术已应用于植物一些重要

性状的分析,如抗病虫基因定位与遗传图谱构建。目前对沙

棘已有基于RAPD[ 2] 、AFLP[ 3] 遗传多样性方面的研究,但未见

沙棘SSRs 被开发的报道。SSR 分子标记具有多位点性、共显

性、高度变异性、基因覆盖率高等特点 ,较其他分子标记具有

明显优越性。目前开发SSR 分子标记的方法有3 种:DNA 直

接测序设计引物; 引用已登录 DNA 序列设计引物; 利用SSR

分子标记的可转移性和可通用性筛选引物[ 4] 。利用SSR 分

子标记可转移性和可通用性, 该研究选用已报道的与沙棘同

目不同科的葡萄微卫星引物, 首次应用于开发沙棘SSR 分子

标记, 旨在为沙棘品种鉴定、基因定位、分子标记辅助育种及

群体遗传多样性等研究提供科学依据。

1  材料与方法

1 .1  试验材料 供试辽阜1 号扦插苗由阜新忠义沙棘研究

院提供 ,中国沙棘种子取自青海大通。辽阜1 号扦插苗于花

盆中培育,2 周后叶片长约5 c m时单株标号 , 取幼嫩叶片提

取DNA。中国沙棘种子育苗后于花盆中培育, 株高约3 c m时

单株标号,取整株提取DNA。

1 .2 DNA 提取方法 DNA 提取采用改良的 CTAB 法[ 5] 。取

5 g 沙棘幼苗叶片,用液氮研磨 ,移至50 ml 离心管中, 加10 ml

预热至65 ℃的2×CTAB 抽提缓冲液( 2 % 2 - 巯基乙醇,2 %

CTAB、100 mmol/ L Tris- HCl 、20 mmol/ L EDTA、1 .4 mmol/ L NaCl ,

pH 8 .0) ,混匀, 加10 ml 1 %PVP 溶液( W/ V) , 于65 ℃水浴恒

温放置60 min ; 再加入1 体积氯仿/ 异戊醇( 24∶1) 抽提液,4 ℃

下12 000 r/ min 离 心 5 min ; 取 上 清 液, 加 入 1 体 积 预
�
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热至65 ℃的10 %CTAB 溶液( 10 %CTAB、0 .7 mmol/ L NaCl) , 混

匀;加入1 体积氯仿/ 异戊醇抽提液,4 ℃下12 000 r/ min 离心

5 min ;最后 ,取上清液 ,加入沉淀缓冲液( 1 %CTAB、500 mmol/ L

Tris- HCl 、10 mmol/ L EDTA ,pH8 .0) 于4 ℃下12 000 r/ min 离心

10 min ;弃上清液 , 用预冷乙醇清洗沉淀物2 次, 风干。将沉

淀物溶于200 μl TE 缓冲液( 10 mmol/ L Tris- HCl 、0 .1 mmol/ L

EDTA ,pH8 .0) , - 20 ℃保存 ,备用。

1 .3 PCR 反应 反应体系(20μl ) :10×buffer 2μl ,模板DNA 50

～100 ng ,Taq 酶( 上海生工公司) 0 .5 μl ,dNTPs( TaKaRa ,2 .5

mmol/ L) 1μl ,正向引物和反向引物( 上海生工公司,100 mg/ L) 各

1μl 。PCR 反应程序:95 ℃预变性5 min ;95 ℃变性1 min ,退火1

min ,72 ℃延伸1 min ,共30 个循环;最后72 ℃延伸5 min。

1 .4  电泳分析 在0 .5×TBE 缓冲条件下电泳,1 .8 % 琼脂

糖凝胶分离, 用 UVP 凝胶成像系统观察照相。

1 .5  数据处理  多态性条带以 UVP 凝胶成像系统检测的

扩增结果为准。每对引物的电泳条带按有条带的记为1 , 无

条带的记为0。不同大小条带总数记为总等位基因数 ,有差

异的条带数记为差异等位基因数。通过每对引物的总等位

基因数以及差异等位基因数 , 计算2 个品种间的遗传相似

系数( GS) 和遗传距离( GD) [ 6] 。

GS = m/ ( m + n) ( 1)

GD= 1 - GS ( 2)

式中 , m表示基因型间总等位基因数 ; n 表示基因型间差异

等位基因数。

2  结果与分析

选择的107 对葡萄SSRs 引物[ 7] 对1 个沙棘基因组DNA

的扩增结果中 ,只有1 对引物无扩增位点, 其余106 对引物

都能至少扩增出1 条清晰的谱带。利用106 对引物对2 个

沙棘品种( 中国沙棘和辽阜 1 号) 进行了扩增和多态性筛

选, 有46 对SSRs 在沙棘中的2 个品种间表现明显多态性,

分别 为 UDV- 005、UDV- 006、UDV-010、UDV-011、UDV-013、

UDV- 014、UDV- 015、UDV- 016、UDV-019、UDV-023、UDV-026、

UDV- 028、UDV- 029、UDV- 032、UDV-036、UDV-041、UDV-056、
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UDV- 058、UDV- 059、UDV- 060、UDV-062、UDV-064、UDV-072、

UDV- 073、UDV- 074、UDV- 077、UDV-089、UDV-092、UDV-096、

UDV- 097、UDV- 098、UDV- 099、UDV-101、UDV-104、UDV-108、

UDV- 114、UDV- 115、UDV- 116、UDV-119、UDV-120、UDV-124、

UDV- 125、UDV-128、UDV-130、UDV- 134 和 UDV-135。

  表1 表现多态性引物等位基因统计

引物 退火温度∥℃ 总等位基因数 差异等位基因数

UDV-005 54 2 2

UDV-006 55 2 1

UDV-010 55 2 1

UDV-011 56 2 1

UDV-013 56 2 2

UDV-014 55 2 1

UDV-015 57 2 1

UDV-016 55 2 1

UDV-019 56 2 2

UDV-023 54 2 1

UDV-026 56 2 2

UDV-028 54 3 2

UDV-029 54 3 2

UDV-032 55 2 1

UDV-036 54 2 1

UDV-041 56 3 2

UDV-056 58 2 2

UDV-058 58 2 1

UDV-059 56 1 1

UDV-060 56 2 2

UDV-062 57 2 2

UDV-064 55 3 2

UDV-072 54 2 2

UDV-073 55 2 2

UDV-074 57 4 4

UDV-077 56 2 2

UDV-089 58 2 1

UDV-092 57 1 1

UDV-096 57 2 1

UDV-097 56 2 1

UDV-098 54 2 1

UDV-099 56 2 1

UDV-101 58 2 1

UDV-104 54 3 1

UDV-108 57 2 2

UDV-114 55 2 2

UDV-115 55 2 2

UDV-116 57 2 1

UDV-119 57 2 1

UDV-120 58 2 1

UDV-124 57 4 2

UDV-125 58 2 1

UDV-128 56 2 2

UDV-130 55 3 2

UDV-134 55 2 1

UDV-135 55 2 2

  表1 表明 ,46 对表现明显多态性的SSRs 共有100 个等

位基因, 其中每对引物等位基因数为1～4 个 , 平均为2 .174

个, 差异等位基因共70 个 ,占总等位基因的70 % ; 未表现明

显多态性的61 对引物共有119 个等位基因 , 每对引物等位

基因数为1～4 个, 平均为1 .951 个。46 对引物中 , 等位基

因数为1 的占表现明显多态性引物的4 .348 % ,等位基因数

为2 的占78 .261 % , 等位基因数为3 的占13 .043 % , 等位基

因数为4 的占4 .348 % ; 另外61 对引物中 , 等位基因数为1

的占未表现明显多态性引物的 29 .508 % , 等位基因数为2

的占59 .016 % , 等位基因数为3 的占9 .836 % , 等位基因数

为4 的占1 .639 % 。中国沙棘与辽阜1 号间的遗传相似系

数为0 .413 , 遗传距离为0 .587。

3  讨论

Erpelding 等研究了大麦、小麦、大豆、苹果不同种属间

标记 连 接 区 域 和 引 物 连 接 部 分 , 证 明 具 有 高 度 保 守

性[ 8 - 11] 。王彩虹等用苹果的6 对SSR 标记引物对蔷薇科植

物的6 个属19 个种进行扩增, 发现这些SSR 引物几乎在所

有的供试物种上都能扩增出与在苹果上大小相似的SSR 产

物[ 12] 。Cordeiro 等用甘蔗的35 对SSR 引物对同科的蔗茅和

高粱进行扩增 ,发现其中21 对引物可成功扩增 ,17 对引物

表现多态性[ 13] 。Gaspero 等从118 对葡萄引物中找到108 对

可在杏树成功扩增的微卫星 , 其中100 对表现多态性 , 另外

8 对虽然不能在此表现多态性, 但已报道可在其他品种间表

现多态性。

运用 SSR 分子标记的可转移性和可通用性特点, 该试

验首次从已报道的同目不同科葡萄引物中筛选出适用于沙

棘的SSR 分子标记引物。这为沙棘的遗传多样性分析、遗

传连锁图谱构建、基因定位、抗干缩病的分子标记辅助选择

育种等提供科学依据。在所选用的107 对引物中 , 筛选出

46 对在中国沙棘和辽阜1 号2 个沙棘品种上表现明显多态

性的SSR 引物, 未表现明显多态性的61 对引物虽不能在2

个沙棘品种上表现多态性 , 但不能完全否定在其他沙棘品

种上的可用性, 所以需继续在分辨率更高的聚丙烯酰胺胶

上电泳或在其他沙棘品种上试验。根据46 对引物在中国

沙棘和辽阜1 号2 个沙棘品种上的扩增结果, 计算出2 个沙

棘品种间遗传相似系数为0 .413 , 遗传距离为0 .587。这个

结果与前人用 RAPD、AFLP 分子标记得出的研究结果相似。

其中, Ruan 等用 RAPD 分子标记对14 个沙棘品种进行分

析, 得出中国沙棘和辽阜1 号的遗传距离为0 .66 ;Ruan 等用

AFLP 分子标记分析15 个沙棘品种 ,中国沙棘和辽阜1 号的

遗传相似系数为0 .45 ,换算成遗传距离为0 .55。研究表明 ,

葡萄SSRs 标记在沙棘和葡萄物种间具有较高的通用性。

通用分子标记可以有效弥补物种分子标记的不足。
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枝植物美化了建筑环境 ,赋予建筑灵气与活力 ,协调庭院空

间,营造安谧的气氛, 调整人们的视野, 遮蔽视线外的杂物。

有的垂枝植物甚至成为了某建筑体的一个组成部分。昆明

世博园山东齐鲁园回廊, 金枝垂柳点缀其间, 别具一格,地域

特色浓郁;上海明珠苑建筑物旁的油麻藤攀爬在楼梯梯级的

扶手上 ,上引下垂,与建筑物融为一体。

3 .2 垂枝植物与山石  掇山置石是园林工程的重要内容。

假山常用作园中主景,各类山石均能给园林景观增添无穷的

魅力和情趣。垂枝植物往往用来给山石作为背景,或半抱山

石,或是在山石脚下点缀, 生动活泼, 增强山石的趣味性。昆

明世博园吉林白山天池园入口处 ,标题景石旁丛植雅型垂枝

榆,构成优美、自然的景观画面, 柔化与美化兼具; 江西瓷园

高岭石景点 ,垂柳、竹丛、小溪点缀其间, 构成优美的自然景

观;而在红塔塑石通道处, 金银花、长春藤点缀其上, 柔枝飘

逸, 简洁明快。

3 .3 垂枝植物与水景  水是园林中最活跃的题材, 无论是

静还是动 ,均能给园林带来清新生动的情趣。水边种植垂枝

植物自古即有。柳水景观、梅( 垂枝梅) 水景观[ 7] 都是江南古

典园林常见的手法。在岸边水旁种植垂柳、垂枝榆、垂枝梅、

龙爪槐、垂枝红千层等, 垂下的枝条伸向水面, 形成柔条拂

水、低枝写镜的画面,植物与水体相映成趣 ,颇富诗意。西湖

著名的十景之一苏堤春晓最有代表性。

3 .4  垂枝植物与其他园林植物  垂枝植物与其他植物精心

配置在一起, 在视觉上更丰富多彩,层次更多样化, 属性上更

贴近自然 ,内涵上相得益彰。我国自古就喜欢将柳树与桃花

栽植在一起,形成“桃红柳绿”植物景观 ; 昆明世博园宁夏宁

春园入口的柱廊门处,门两侧对植柽柳 ,并以龙爪槐、垂柳渲

染, 营造出具有浓郁地方特色的门景。

4  垂枝植物景观意境的创造

意境是人在审美过程中通过客体的形象、内涵、神韵等

所激发的情感联想与共鸣,是实境与虚境的统一。从美学信

息论的角度,意境有其表达、传播和接近的一般规律。无论

是在中国古典园林还是现代园林的意境创造过程中, 垂枝植

物都占有重要的地位。

4 .1 白描比喻, 创造情景意象 垂枝植物往往能表现出一

种幽静、闲适的意境, 或带有少许冷清。在我国不少诗词中

都通过白描、比喻等手法用植物表达诗人当时、当地的心情,寄

情于植物。例如,在柳永《秋别》中“杨柳岸,晓风残月”;在另一

首宋词中“庭院深深深几许? 杨柳堆烟, 帘幕无重数。”垂枝植

物婀娜的形态带给人们无限联想,成为抒情的一个载体。

4 .2  软化硬质景观, 创造自然生动意境  对于园林建筑,

植物不是简单的遮挡 , 而是造景 , 形成与建筑相和谐的意

境。垂枝植物创造的意境和景色很富有特色。在吉林白山

天池园主入口处 , 是一组较为突出的桦树桩为显著标记的

建筑 ,标题景石旁丛植雅型垂枝榆, 构成了具有浓郁地方特

色的自然景观画面 , 而垂枝榆也获得了世博会多年生庭院

植物铜奖。广东粤晖景墙群用鹿角蕨、文心兰、佛手瓜等垂

叶植物, 也很具有地方特色。垂枝植物软化了硬质景观, 协

调了庭院空间 ,赋予建筑以灵气和活力, 让人们更能亲近自

然, 感受自然生机。

4 .3  美的线条创造意境  景观设计与绘画之间的联系在

景观思想和其他艺术形式中都得到体现。对于设计师来

说, 线条之美是富有吸引力的一个共同的景观设计元素。

细长的线条是表现抽象或具体自然美的最重要媒介。在艺

术形式上, 蛇形或曲线条的美学概念可以说是通过线条的

含蓄变化促进景观的多样化 , 直接或间接地调整整体与局

部的关系[ 1] 。

垂枝植物的一个特征是枝条或叶具有线条美。它突破

了传统的规则形态 , 丰富了寂静的风景。垂枝植物多样性

的线条能唤起人们的好奇心。我国自古欣赏“蜿蜒曲折”,

不喜好生硬的线条 ,垂枝植物的线条美给人们抽象的联想,

如柳丝仿佛是愁绪。又如种植在苏军纪念碑的垂枝白桦,

白桦是苏联的乡土树种 ,垂枝代表哀思。

5  结语

垂枝植物是一类观赏价值非常高的植物造景材料, 在

园林植物造景中应用越来越广泛。垂枝植物景观美学特征

研究是垂枝植物造景艺术的重要理论基础。所以, 一方面

应加强对垂枝植物景观美学的研究 , 另一方面要重视提高

垂枝植物景观质量和造景水平。
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