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摘要  [ 目的] 在甜高粱丝黑穗病基因的分子标记研究上有所进展。[ 方法] 以甜高粱抗丝黑穗病品种LTR102、甜高粱感丝黑穗病品种
LTR106 为试材 ,应用SSR 技术对甜高粱丝黑穗病基因进行分子标记的初步分析。试验中采用CTAB 方法提取甜高粱基因组。[ 结果] 通
过比较 Taq 酶用量的不同,进一步优化了 Taq 酶的用量。用SSR 分子标记技术对其进行多态性扩增 ,所用的20 个SSR 引物中有16 个引
物能扩增出清晰的多态性谱带 , 完全可应用于甜高粱丝黑穗病抗病基因的初步定位。其中有4 个引物扩增出了差异带, 引物号为 :
Xtxp 279 、Xtxp284、Xtxp36 、Xtxp228。[ 结论] 通过比较体系中各不同因素的影响 ,进一步优化了SSR 反应体系 ,达到了较理想的检测效果。
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Abstr act  [ Objective] The research progress of the molecular marker of s weet sorghu ms mut wire gene was reviewed .[ Method] The sweet sorghum variety
with anti- s mut silk ———TR102 and the s weet sorghum variety with the sensitive to head s mut ———LTR106 bei ng used as experi mental material ,the SSR
technology was preli minarily applied in the analysis of s weet sorghum s mut silk gene .The sweet sorghu m genome can be extracted with the method of
CTAB .[ Results] The concentration of Taq polymerase was further opti mized through the comparison test of the different concentrations of Taq polymerase .
The amplified polymorphis m of SSR molecular marker was done by 20 SSR pri mers and 16 pri mers were able to clearly amplify t he polymorphic bands ,
which can be used in the initial loci of the resistant gene . Among them ,t he different band was amplified in 4 pri mers ,which were Xtxp 279 , Xtxp284 ,
Xtxp36 and Xtxp228 ,respectively .[ Concl usion] The opti mization of t he SSR reaction system was realized based on the comparison of different factors .
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  甜高粱又称糖高粱 ,是普通粒用高粱的一个变种 , 同样

具有抗旱耐涝、耐盐碱、耐瘠薄的特点 , 它不仅籽粒产量高 ,

而且植株高大、茎叶繁茂 ,茎秆富含糖分。甜高粱茎秆的含

糖量一般可达 13 % ～23 % , 在 10 ℃以上的积温达 2 600 ～

4 100 ℃的地区均可栽培[ 1] 。甜高粱作为糖料、饲用、酒精和

造纸的原料作物 , 其开发效益极为显著。2001 年 , 联合国粮

农组织分别在陕西省和山东省设立甜高粱试验基地 , 扶持甜

高粱的开发利用。丝黑穗病[ Sporisori um reilianu m( Khn) Cli n-

ton] 是遍布世界的重要高粱病害。病株矮于健株 , 发病初期

病穗穗苞很紧 ,下部膨大 ,旗叶直挺 , 剥开可见内生白色棒状

物 , 即乌米。乌米在发育进程中 , 内部组织由白变黑 , 后开

裂 , 乌米从苞叶内外伸 , 表面被覆的白膜也破裂开 , 露出黑色

丝状物及黑粉 , 即残存的花序维管束组织和病原菌冬孢子。

叶片染病在叶片上形成红紫色条状斑 , 扩展后呈长梭形条

斑 ,后期条斑中部破裂 , 病斑上产生黑色孢子堆 , 孢子量不

大。该病在辽宁、吉林、山西发生普遍且严重[ 4] 。

随着分子生物学技术的迅猛发展 , 利用SSR、RAPD 及

RFLP 等分子标记技术 , 对水稻、小麦、玉米等作物的主要农

艺性状基因进行识别、定位和分离研究 , 构建它们的基因图

谱 , 并取得了较大进展。然而 , 在甜高粱丝黑穗病基因的分

子标记研究上 , 国内仍属空白 , 国际报道也较少。SSR 技术

具有很好的稳定性和重复性 , 便于不同实验室间试验结果的

交流和比较。同时 ,SSR 简便快速的分析技术 , 能在短时间

内对大量样品进行分析 ,具有更强的实用性和更广的应用前

景 ,成为目前分子标记技术的热点。近年来 ,SSR 标记已被

广泛应用于基因型鉴定与品种保护、亲缘关系、种质鉴定、

QTL 分析、分子标记辅助育种等领域 , 是应用较为广泛的遗

传标记。由于大多数真核生物中均含有丰富而高度多态性

的SSR 标记 ,SSR 标记技术在许多物种中得到广泛应用。

1  材料与方法

1 .1  试验材料

1 .1 .1  植物材料。甜高粱抗丝黑穗病品种LTR102 , 甜高粱

感丝黑穗病品种LTR106 ,均由辽宁省农业科学院提供。

1 .1 .2  试验器材。SORVALL 冰冻离心机 , FA1604 M 电子天

平 ,EC250- 90 电泳仪 , 电冰箱 EC330 , P7021TP-6 微波炉 , EN

61010-1 PCR 扩增仪 , 微量移液器 , DYY-10C 型电泳仪 , B700

紫光扫描仪 ,磁力搅拌器 , Milli- Q 超纯水仪 ,恒温振荡器。

1 .1 .3  试验药品。电极缓冲液 , 溴酚蓝溶液 , 溴化乙锭 ,

CTAB 缓冲液 ,TE 缓冲液 ,24∶1 氯仿/ 异戊醇 , 异丙醇 ,75 % 乙

醇 ,琼脂糖 , Tap 酶 ,dNTP , RAPD 随机引物 ,过硫酸铵 ,29∶1 丙

烯酰胺/ 甲叉丙烯酰胺 ,TEMED , 亲合硅烷 , 剥离硅烷 , 氨水 ,

硝酸银 ,氢氧化钠 ,丙三醇 ,甲醛 , 碳酸钠( 进口) 。

1 .2  试验方法

1 .2 .1  试材培养。用3 %的次氯酸钠消毒甜高粱种子6 mi n ,

经反复冲洗后放培养皿中吸胀 5～6 h 。于20 ℃培养箱中催

芽48 h 。选取催芽较好的种子播种于塑料烧杯上 , 实验室培

养。待其长至3～4 片可见叶 , 选取每株颖叶进行以下试验。

1 .2 .2  甜高粱DNA 的提取。采用 CTAB 法提取甜高粱叶片

的总 DNA。

1 .2 .3  DNA 纯度检测。电泳检测:取3 μl DNA 于0 .7 % 琼脂

糖凝胶中电泳 ,电压60 V, 电泳40 ～60 mi n , 于凝胶成像系统

440- CF 下检测所提取的总DNA 的纯度。

1 .2 .4  Taq 酶的优化。在 Taq 酶的用量分别为0 .1、0 .5、1 .0

μl 时 ,进行SSR 扩增。分别在凝胶成像系统440- CF 下进行结

果对比分析 ,从而找出最优 Taq 酶用量用于以下试验。

1 .2 .5  聚丙烯酰胺凝胶电泳时间优化。聚丙烯酰胺凝胶电

泳时 , 分别选用90、105 mi n 进行电泳 ,分别经染色、显色后在

扫描仪下进行结果检测。
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1 .2.6 引物筛选。

1 .2.6.1  SSR 反应步骤。取0 .2 ml Eppendorf 管,每管按样品

编号后加入如下成分: 反应体系为20 .0 μl , 其中包括 Buffer

2 .0 μl ,25 mg/ ml MgCl2 2 .0 μl ,100 μmol/ L dNTP 1 .5 μl ,5 U/ μl

Taq 酶0 .5 μl ,0 .2 μmol/ L 引物1 .5 μl ,25 ng/ μl 模板 DNA 2 .0

μl 。加样完毕后, 放入 EN61010- 1PCR 扩增仪中进行PCR 反

应, 反应程序为 :94 ℃5 min→( 94 ℃20 s→54 ℃30 s→72 ℃

40 s) →35 个循环→72 ℃10 min→4 ℃保存。

1 .2.6.2 凝胶电泳。①琼脂糖凝胶电泳。1 .4 % 琼脂糖凝胶

的制备:称取1 .4 g 的琼脂糖 ,加入100 ml 0 .5 倍TBE 缓冲液 ,

在P7021TP-6 微波炉中加热煮化 ,冷却至50 ℃左右时加入5

μl 溴化乙锭, 混匀后倒入胶槽中, 倾倒时小心不要出现气泡。

反应产物的电泳分离: 将 Eppendorf 管取出, 每管加入适量的

溴酚蓝指示剂,混匀后取3 μl 点样于1 .4 % 琼脂糖凝胶孔中 ,

接通电源后将DYY- 10C 型电泳仪分别调至70 V 的电压进行

电泳。电泳结果观察在凝胶成像系统440- CF 上进行。②聚

丙烯酰胺凝胶电泳。制板过程: 每块板先用蒸馏水擦拭2

遍,再用酒精擦拭2 遍。用擦镜纸在长板上均匀涂抹亲合硅

烷、短板上均匀涂抹剥离硅烷。在长板两侧放上胶条后, 将

短板盖在长板上。将配制好的6 % 的胶溶液均匀倒入已经擦

拭干净的2 块板的空隙中, 注意不要产生气泡, 倒好后将梳

子的平面插入, 使梳子平面在一条水平线上, 静置一段时间

使胶凝固。电泳过程: 向电泳槽的下槽倒入0 .5 倍TBE 缓冲

液,使缓冲液没过电极线, 将上槽胶板依次放入下槽内, 固

定。拔下梳子,将长板内侧多余的胶除去( 此时最好用胶头

滴管沿板口向下吹气 ,以便梳子插入) 。使梳子具齿的一端

向下, 插入胶面内, 插入的深浅要适度。插好后进行电泳。

预电泳: U= 500 V, P = 50 W, I = 10 A, 电泳时间10 min。点

样:每种样品5 μl , Marker 5 μl 。电泳: U = 500 V , P = 50 W, I

= 10 A, 电泳时间90 min。银染: 将板分开, 长板置于溶液中

进行染色( 摇床水浴温度为35 ℃) 。溶液依次为 :①蒸馏水3

～5 min ; ②0 .1 % CTAB 20 min ; ③0 .3 % 氨水15～25 min ; ④

AgNO3 染色15 min ;⑤蒸馏水2 min ;⑥Na2CO3 + 甲醛, 出带即

可; ⑦蒸馏水1 min ; ⑧甘油5～7 min。扫描: 将染色后所出的

带进行扫描保存。

2  结果与分析

2 .1  甜高粱 DNA 的提取( CTAB) 及检测  将用 CTAB 法提

取的DNA 进行0 .7 %琼脂糖凝胶电泳 ,凝胶成像结果如图1。

提取出了20 个DNA 条带 ,CTAB 方法的提取物中有18 条是

一条清晰的条带, 基本无降解现象,说明用CTAB 法提取甜高

粱DNA,可获得质量较高的 DNA , 用于分子标记。其余2 条

有轻微降解现象, 不适用于分子标记。

图1 DNA纯度检测

Fig .1 The detectionof DNA purity

2.2  Taq 酶的优化 选用3 种不同用量 Taq 酶进行SSR 扩

增,发现不同用量的 Taq 酶对 SSR 结果影响比较明显。在

Taq 酶用量为0 .1 μl 的扩增体系中发现, 第1 条谱带不是很

清晰, 分析认为是酶用量过小。在 Taq 酶用量为1 .0 μl 时的

扩增体系中发现, 第2 条谱带不是很清晰, 分析认为, 是酶用

量不适宜。在Taq 酶用量为0 .5 μl 时的扩增体系中发现, 有

2 条明显的谱带, 说明该用量为最适用量( 图2) 。

注 :0 .1 μl( 1 和5) ,1 .0 μl( 3) ,0 .5 μl( 2 和4) 。

Note :1 and 5 ,0 .1 μl ;3 ,1 .0 μl ;2 and 4 ,0 .5 μl .

图2 Taq 酶的优化结果

Fig .2 Theoptimizationresults of Taq polymerase

2 .3  聚丙烯酰胺凝胶电泳时间优化 将用琼脂糖检测后的

SSR 扩增产物进行聚丙烯酰胺凝胶电泳, 时间分别设定为90

( 图3) 和105 min( 图4) 。试验结果显示, 电泳时间过长 ,谱带

跑得过于分散,显像的效果不好并且条带不明显,不易分析。

因此, 在聚丙烯酰胺凝胶电泳过程中应选用90 min。

图3 电泳时间为90 min

Fig .3 Electrophoresis withtheti me of 90 min

图4 电泳时间为105 min

Fig.4 Electrophoresis withthetime of 105 min

2 .4  聚丙烯酰胺凝胶电泳检测结果 对SSR 扩增产物进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳分析, 结果显示,16 个引物扩增出了条

带( 图5) , 在这16 个引物之中有4 个引物扩增出了差异性谱

带( 表1) 。

表1 差异带的比较分析

Table 1 Thecomparative analysis of difference bands

引物
Pri mer

条带数
Band number

与Marker
比较∥bp

Compared with
Marker

模板
Template

Xtxp279 1 300 甜高粱抗丝黑穗病品种的DNA
Xtxp279 3 350 甜高粱感丝黑穗病品种的DNA
Xtxp284 1 280～210 甜高粱抗丝黑穗病品种的DNA
Xtxp284 1 400～280 甜高粱感丝黑穗病品种的DNA
Xtxp36 1 90 甜高粱抗丝黑穗病品种的DNA
Xtxp36 1 200 甜高粱感丝黑穗病品种的DNA
Xtxp228 1 210 甜高粱抗丝黑穗病品种的DNA
Xtxp228 1 280 甜高粱感丝黑穗病品种的DNA

3  结论

3 .1  Taq 酶的优化 目前, 用于PCR 的耐热 DNA 聚合酶有

很多种 ,其中最常用的是 Taq DNA 聚合酶, 它在PCR 反应中

起着关键的作用。若酶量过少会影响靶序列扩增产量 ,过多

则会导致非特异性的扩增。在该试验中所选用的0 .1、0 .5、
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1 .0 μl 的 Taq 酶用量中,0 .5 μl 最为合适。

3 .2 SSR 电泳的检测条件优化  在SSR 电泳检测的方法

中,最常见的是琼脂糖凝胶电泳和聚丙烯酰胺凝胶电泳。聚

丙烯酰胺凝胶电泳检测出的图像更为清晰, 检测出的谱带更

多。在该试验中,对凝胶电泳进行了时间的优化,30 min 为

琼脂糖凝胶电泳的最佳时间,90 min 为聚丙烯酰胺凝胶电泳

的最佳时间。

 注 :Xtxp317( A1B1) ,Xtxp262( A2B2) , Xtxp43 ( A3B3) , Xtxp141( A4B4) , Xtxp45( A5B5) ,Xtxp47( A6B6) , Xtxp279 ( A7B7) , Xtxp250( A8B8) , Xtxp40( A9B9) ,

Xtxp284( A10B10) ,Xtxp36( A11B11) , Xtxp31( A12B12) ,Xtxp56( A13B13) , Xtxp312( A14B14) ,Xtxp96( A15B15) ,Xtxp230( A16B16) ,Xtxp145( A17B17) ,Xtxp228

( A18B18) ,Xtxp1( A19B19) ,Xtxp284( A20B20) 。

图5 SSR 扩增结果

Fig .5 Theresults of SSRamplification

3 .3  甜高粱丝黑穗病SSR 扩增的结果 该试验甜高粱丝黑

穗病基因的分析中选用了20 个随机引物, 在琼脂糖凝胶电

泳检测下,以甜高粱丝黑穗病父本的 DNA 为模板,有13 个引

物扩增出了谱带。以甜高粱丝黑穗病母本的 DNA 为模板 ,

有18 个引物扩增出了谱带。在聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

下, 以甜高粱丝黑穗病亲本的 DNA 为模板, 有16 个扩增出谱

带, 其中有4 个引物扩增出了差异性谱带, 分别为 Xtxp279、

Xtxp284、Xtxp36、Xtxp228。根据差异谱带的不同, 可以分析出

其碱基序列的不同, 从而筛选出抗性个体的遗传学特征, 对

其进行农业生产培育出优良的甜高粱品种, 提高甜高粱品种

对丝黑穗病的抗性。
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