
表 1 AFLP引物编号、序列及扩增蔷薇的遗传多样性参数
Table 1 Genetic diversity parameters of AFLP primer numbering, sequence and amplification rose

引物Primer 序列Sequence GC含量GC content椅% 扩增条带数Number of amplified band椅条 Np 多态位点数
Np polymorphism site number 多态位点比率 PPercentage of polymorphism site椅%1 GACGGCCGTCATGCAGagg 68 4耀9 3 37.5

2 GACGGCCGTCATGCAGacc 68 5耀13 4 36.4
3 GACGGCCGTCATGCAGcag 68 7耀12 3 30.0
4 GACGGCCGTCATGCAGaca 63 4耀10 3 37.5
5 GACGGCCGTCATGCAGcga 68 6耀14 4 33.3
6 GACGGCCGTCATGCAGgat 63 7耀16 6 42.9
7 GACGGCCGTCATGCAGgct 68 5耀11 3 37.5
8 GACGGCCGTCATGCAGgac 68 4耀13 2 22.2
9 GACGGCCGTCATGCAGgtc 68 7耀14 3 25.0
10 GACGGCCGTCATGCAGtct 63 5耀8 2 28.6
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AFLP（amplified fragment length polymorphism）技术是 20
世纪 90年代发展起来的一项 DNA指纹新技术 [1-3]。它从原
理上结合了 RFLP和 RAPD的优点，通过对基因组 DNA的
限制性酶切片段进行选择性扩增而显示多态性。在 AFLP反
应中，酶切后的 DNA片段被连上通用接头（Adapter）顺序作
为 PCR扩增的模板，这样接头顺序及其邻近的酶切位点就
成为扩增反应中引物的结合位点。选择性扩增的引物是在接

头顺序和内切酶识别位点的基础上加一定数目（1耀3个）的
选择性碱基，只有那些与引物的选择性碱基严格配对的DNA
片段才能被扩增出来，扩增产物通过电泳而显示多态性。

AFLP技术自 1995年被报道以来，以较好的稳定性和
较高的多态检出率而受到分子生物学家的关注，得到了广

泛应用[4-7]。而目前国内科研工作者在分子水平上对蔷薇的
研究报道不多。陈向明等用 RAPD方法对蔷薇属植物基因
组 DNA进行过遗传检测 [8]。苟本富等对 AFLP 技术检测蔷
薇属植物基因组 DNA遗传多样性进行了探索[9]。但用 AFLP
技术对蔷薇属植物遗传背景进行深入研究的报道尚未见。

为此，笔者利用 AFLP技术对 5种蔷薇基因组 DNA的遗传
多态性进行检测，旨在探讨利用 AFLP技术研究蔷薇属植

物遗传背景的可行性，为蔷薇属植物的遗传分化研究以及

合理利用和保护提供新的科学方法和研究手段。

1 材料与方法

1.1 材料 粉团蔷薇（R.multiflora Thurb.var.cathayensis）、荷
花蔷薇（R.muctiflora cv.carnea Thory）、七姊妹蔷薇（R.rugose
Thunb.var.platyphyll Thory）和华西蔷薇（R.moyesii）4种蔷薇
品种的嫩枝，采摘于渝西学院校园内；硕苞蔷薇（R.bracteata）
的嫩枝由熊运海教授提供（从中国农业大学带回的枝条在

重庆文理学院生物园经过 3年的培育）。
仪器和试剂：10伊buffer，Taq酶，Mg2垣，均为 Sangon公司

产品；dNTP为德国 BM公司产品；T4 DNA连接酶为Premaga
公司产品；AFLP 接头与引物均由上海基康公司合成，接
头 序 列 如 下 ：5’蛳GACGTGACGGCCGTCATGCA 蛳3’，3’蛳
GCACTGCCGGCAGT蛳5’。根据接头序列设计出相应的
AFLP引物，引物表现为 3’蛳端具有 3个选择碱基，引物编号
和序列见表 1。
1.2 方法

1.2.1 DNA的提取。每个蔷薇品种随机剪取 7耀8条幼嫩枝
条，采用《分子生物学实验指导》[10]上的关于“植物基因组
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苟本富 （重庆文理学院生命科学系，重庆 402160）
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DNA提取”的方法制备基因组 DNA。
1.2.2 AFLP模板制备。基因组 DNA的酶切和接头的连接
在同一反应中进行。反应体系为 20滋l，含基因组 DNA 0.2滋g，
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接头 0.2 滋g，Pst玉酶 20 U，T4 DNA 连接酶 2 U，1 mmol/L
ATP。37益反应 1 h；20益反应 1 h为 1循环，共 5个循环；70益
灭活 10 min。之后，用灭菌双蒸水将反应液稀释到 100 滋l，
置 4 益备用。
1.2.3 PCR反应。25 滋l的反应体系中含有 10伊buffer 2.5 滋l，
Mg2+1.5 mmol/L，dNTP 200 滋mol/L，引物 100 ng，模板 10 ng，
Taq酶 1 U。反应条件为：94益变性 0.5 min；60益退火 1 min，
72 益延伸 1.5 min，35个循环；72益延伸 10 min。扩增产物用
含溴化乙锭（EB，0.5 滋g/ml）的 1.5%的琼脂糖凝胶电泳，紫
外检测仪上观察，拍照。

1.3 遗传多样性的评价

1.3.1 相似系数和遗传距离。统计各样品的 AFLP标记数，
以“1，0”分别表示扩增带的有无，仅计算清晰和稳定的条
带。任意 2个个体遗传相似系数（F）亦即遗传相似度（genetic
similarity）根据 Nei等[11]的公式进行计算，即：

F=2Nxy/（Nx+Ny）
式中，Nxy为个体 x和个体 y共有片段数；Nx为 x个个体所
扩增片段总数；Ny为 y个个体所扩增片段总数。F值越大，
遗传变异程度越小，因此任意 2个个体间的遗传距离（D）可
以根据 2个个体间的相似系数（F）来计算，即 D=1原F。根据
遗传相似系数和遗传距离可以反映个体间亲缘关系的远近

和遗传变异的大小。

1.3.2 多态位点的比率 P遥计算公式为院
P=（k/n）伊100%

式中，k为多态位点数；n为检测位点总数。
2 结果与分析

2.1 基因组 DNA的扩增结果 研究中所用的 10条 AFLP
引物都扩增出了清晰的条带，每条引物扩增条带的数目在

4耀16条，共扩增出 108条条带，即检测了 5种蔷薇的 108个
位点。每条引物的扩增结果在 5种蔷薇品种间表现出不同
程度的多态性（图 1）。

2.2 多态位点数及多态位点的比率分析 从表 1可以看
出，不同引物扩增的多态性位点数与多态性位点数的比率不

同。在所检测的 108个位点中，33个位点具有多态性，多态
性位点比率为 30.56%，其中，引物 6检测的多态位点比率
最高达 42.90%，引物 8所检测多态位点比率最低为 22.2%。
2.3 品种间的相似系数和遗传距离分析 5种蔷薇间的相
似系数位于 0.732耀0.947，平均为 0.824（表 2）。就单个引物
来讲，个体间的相似系数位于 0.716耀0.953，其中引物 6的扩
增结果在 5种蔷薇间的相似系数最小为 0.732，引物 8的扩
增结果在 5种蔷薇间的相似系数最大为 0.947。根据相似系
数，可得到 5种蔷薇间的遗传距离，5种蔷薇间的遗传距离

注：C为华西蔷薇；F为粉团蔷薇；H为荷花蔷薇；Q为七姊妹蔷
薇；S为硕苞蔷薇；M为分子量标准（PCR Marker）。Note: C. R.moyesii; F. R.multiflora Turb var.cathayensis; H. R.
muctiflora cv. Carnea Thory; Q. R.rugose Thunb. Var. cv.
platyphyll Thory; S. R.bracteata; M. Standard molecular weight
（PCR Marker）.

1 543 bp寅

994 bp寅

697 bp寅

515 bp寅

377 bp寅

237 bp寅

M F H S C Q

图 1 9号引物扩增 5种蔷薇的结果
Fig. 1 Result of five rose amplification by No. 9 primer

表 2 个体间的片段相似性和遗传距离
Table 2 Fragment similarity and genetic distance between the individuals

品种 Cultivar 华西蔷薇
R.moyesii

粉团蔷薇
R.multiflora Thurb var.

cathayensis

荷花蔷薇
R. muctiflora cv.

carnea Thory
七姊妹蔷薇

R.rugose Thunb. var
platyphyll Thory

硕苞蔷薇
R.bracteata

华西蔷薇 R.moyesii 0.85 0.95 0.83 0.73
粉团蔷薇 R.multiflora Thurb var.cathayensis 0.15 0.91 0.82 0.81
荷花蔷薇 R. muctiflora cv. carnea Thory 0.05 0.09 0.87 0.79
七姊妹蔷薇 R.rugose Thunb. var. platyphyll Thory 0.17 0.18 0.13 0.76
硕苞蔷薇 R.bracteata 0.27 0.19 0.21 0.24
注：对角线片段相似性，对角线以下为遗传距离。
Note: Data above diagonal are fragment similarity, and those under diagonal are genetic distance.
最大为 0.268，最小为 0.053（表 2）。
3 结论与讨论

该研究用 AFLP标记，从 DNA水平对 5种蔷薇的遗传
多样性进行分析，得出相关的遗传多样性参数，为准确评价

遗传稳定性提供了参考。遗传相似系数（F）是评价遗传变异
程度的可靠参数，F值越大，个体间的血缘关系越近，遗传
变异越小。该试验结果表明，多态频率为 30.56%，DNA指纹
相似系数为 0.824。这说明 AFLP技术用于蔷薇遗传多样性
的研究是可行的，且具有较高的灵敏度。

该研究标记适宜于对蔷薇基因组 DNA的遗传检测，这
种高效的遗传检测技术必将对动物的遗传检测起到积极的

推动作用。AFLP技术自创建以来，在广泛应用的基础上不
断改进。该研究所采用的 AFLP技术在 Zabeau和 Vos的基
础上进行了简化。经典的 AFLP法需经过双酶切和 2次选
择性扩增，而该试验采用单酶切，且酶切和连接在同一反应

体系中进行，只进行 1轮 PCR扩增，扩增产物经含 EB的琼
脂糖凝胶电泳检测而不是经放射性标记后进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳分析，因而该试验更加快捷、方便。陈洪等、万春玲

等、吴丰春等和苟本富等都分别证明单酶切法同样可以得

到可靠的检测结果[12-15]。
硕苞蔷薇同其他 4种蔷薇的遗传距离偏远，且其他 4种
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、

醛的能力下降。

用 spss14.0统计分析软件对赤霉素施加与否吊兰吸收
甲醛的量进行差异显著性分析。因数据不符合正态性，采用

非参数检验，得到差异显著性水平为 0.018<0.05，因而统计
差异性显著，说明赤霉素对吊兰吸收甲醛的能力有促进作用。

3 结论与讨论

由试验结果可以看出，通过合适浓度的赤霉素处理可

以提高吊兰叶片吸收甲醛的能力，为利用赤霉素提高吊兰

吸收甲醛能力来简便快捷地治理室内空气污染做出了初步

的探索，但还存在一系列有待解决的问题：淤前人的研究发
现，植物不仅通过叶片吸收甲醛，植物根系协同共生微生物

也是重要的吸收途径[12]，因而，赤霉素对吊兰根系吸收甲醛
能力的影响也值得进一步的研究。于该试验直接用赤霉素
溶液浸泡处理离体吊兰叶片，测定的是吊兰叶片吸收溶液

中甲醛的能力。用这种方法得到的赤霉素最佳处理浓度可

能与通过叶面喷雾提高吊兰植株吸收空气中甲醛的能力所

需的浓度有一定的差异。盂赤霉素对吊兰吸收甲醛能力的
促进作用的持续时间还有待于进一步的测定。榆该试验仅
针对一种植物激素对吊兰吸收甲醛能力的作用进行了研

究，使用多种植物生长调节剂协同作用有可能达到更明显

的促进吊兰吸收甲醛能力的效果。因此，下一步可以通过实

体试验来研究赤霉素对整株吊兰吸收空气中甲醛能力的影

响，进一步验证试验结果并找到最佳喷雾浓度。另外，通过

探究赤霉素与其他植物生长调节剂的协同作用，制备复合

制剂来进一步提高吊兰吸收甲醛能力，该方面将有广阔的

研究前景。
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蔷薇的遗传距离均较近。这可能与它们分布在不同区域有

关，因为硕苞蔷薇原产于日本，在中国农业大学经过培育

后，又在渝西学院经过 3年的培育，而其他 4种蔷薇品种均
产于本地。关于物种间亲缘关系的远近，常青等和任军等都

发现与地理分布有关[16-17]。即地缘较近的物种间有着较多的
基因交流，亲缘关系较近，而地理分布中心区间隔较大的物

种间基因交流较少，亲缘关系也较远。

遗传相似系数越高，群体的表型性状就越一致，其遗传

就越稳定，高的遗传相似系数对于一个物种的优良性状至

关重要。5种蔷薇的遗传相似系数为 0.732耀0.947，平均为
0.824，说明蔷薇品种间具有较丰富的遗传多态性。因此，应
注意保种与开发利用相结合，通过品系繁育等途径，采用现

代遗传育种原理与传统选育技术相结合的方法，培育出更

多、更丰富的花型和花色的蔷薇品种或品系，以便更好地保

存物种基因和满足人类的需要。

参考文献

[1] 翁跃进.AFLP———一种 DNA分子标记新技术[J].遗传，1996，18（6）：
29-31.

[2] 翁曼丽，谢纬武，伏健民.新一代分子标记技术[J].应用与环境生物
学报，1996（4）：424-429.

[3] VOS P，HOGERS R，BLEEKOR M，et al.AFLP a new technique for
DNA fingerprinting[J].Nucleic Acids Research，1995，23：4407-4414.

[4] 王峥峰，张军丽，王伯荪，等.厚壳桂种群在不同群落中的 AFLP分

析[J].中山大学学报：自然科学版，2000，39（4）：125-127.
[5] 陈万泉，漆小泉，NIKS R E，等.利用 AFLP遗传连锁图定位大麦苗
期对叶病的部分抗性基因[J].遗传学报，1999，26（6）：690-694.

[6] 何光华，裴炎，杨光伟，等.野败型杂交水稻恢复基因的 AFLP标记
研究[J].遗传学报，2000，27（4）：48-52.

[7] KNORR C，CHENG H H，DODGSON J B. Application of AFLP
markers to genome mapping in poultry [J].J Anim Genet，1999，30
（1）：28-35.

[8] 陈向明，郑国生，孟丽.玫瑰、月季、蔷薇等蔷薇属植物 RAPD分析
[J].园艺学报，2002，29（1）：8-80.

[9] 苟本富，谢颖，熊运海，等.应用 AFLP技术对蔷薇进行遗传多样性
研究的方法初探[J].西南农业学报，2004，17（3）：365-367.

[10] 魏群，崔丽华，杨淑杰，等.分子生物学实验指导[M].北京：高等教
育出版社，1999：69-70.

[11] NEI M，LI W H.Mathematical model for studying genetic varlation
in terms of restriction endom scleases [J].Pro Nat Acad Sci
USA，1979，75：213-219.

[12] 陈洪，朱立煌，李冬梅，等.致病性念珠菌 DNA 的 AFLP指纹图谱
[J].科学通报，1996（10）：935-938.

[13] 万春玲，朱玉芳，谭远德，等.AFLP标记在研究家蚕遗传多态性方
面的应用[J].生物技术，1999，9（5）：4-9.

[14] 吴丰春，魏鸿，甘世权，等.贵州小香猪基因组 DNA的 AFLP检测
研究[J].遗传，2001，23（5）：423-426.

[15] 苟本富，邹国林.应用 AFLP技术对不同山羊种群进行遗传多样性
检测的方法初探[J].氨基酸和生物资源，2003，25（2）：1-3.

[16] 常青，周开亚，王义权，等.太湖猪遗传多样性和系统发生关系的
RAPD分析[J].遗传学报，1999，26（5）：480-488.

[17] 任军，黄路生，高军，等.赣中南花猪随机扩增多态 DNA与群体遗
传关系的研究[J].遗传，2000，22（2）：69-72.

7209


