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摘要  [ 目的] 应用RAPD 技术对甜高粱丝黑穗病基因进行分子标记研究。[ 方法] 以抗病亲本7050B 与感病亲本TX622B 杂交后的F2

代以及抗病甜高粱品种8113 和感病甜高粱品种8101 为试材 ,用CTAB 法提取DNA,用RAPD 分子标记技术对其DNA 进行多态性扩增与
初步分析 ,同时对琼脂糖凝胶电泳检测体系进行优化。[ 结果] CTAB 法适宜提取DNA。在对抗病亲本7050B与感病亲本TX622B 杂交后
的F2 代进行RAPD 标记时 ,用60 个引物进行筛选 ,其中27 个引物扩增出了多态性谱带 ;应用20 个具有多态性扩增谱带的引物对抗病甜
高粱品种8113 和感病甜高粱品种8101 进行RAPD 分析时 ,共有7 个引物扩增出了差异谱带,分别为S56、S66、S67、S70、S72、S75、S78。[ 结
论] 该研究为甜高粱优良品种的培育提供科学基础。
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Abstract  [ Objective] The study ai med to researchthe molecular marker of head smut gene of sweet sorghumby RAPDtechnology . [ Method] Withthe
F2 fromcross between the resistant parent 7050B and the susceptible parent TX622Band the sweet sorghumresistant variety 8113 and susceptible variety
8101 as the tested materials , their DNAs were extracted by CTAB method . RAPD molecular marker technology was used to make the polymorphismampli-
fication and preli minary analysis ontheir DNA and the detection systemof agarose gel electrophoresis were also opti mized . [ Result] CTAB method was
suitable to extract DNA. When F2 fromcross betweenthe resistant parent 7050Band the susceptible parent TX622B was made for RAPD molecular mark-
er , 60 randompri mers were used to screen and 27 pri mers amplified out the polymorphismbands . When20 pri mers with polymorphismamplification bands
were used to make the RAPDanalysis onthe sweet sorghumresistant variety 8113 and susceptible variety 8101 , there were 7 pri mers that amplified out the
difference bands , being S56 , S66 , S67 , S70 , S72 , S75 and S78 resp . [ Conclusion] This study provided the scientific foundationfor breeding of good va-
rieties of sweet sorghum.
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  甜高粱亦称糖高粱 ,是普通粒用高粱的一个变种, 由于

其茎秆富含糖分( 17 % ～24 %) , 故而得名。甜高粱的用途广

泛, 可作为糖料、饲料和能源作物 ,甜高粱适应性强、抗旱、耐

涝、耐盐碱, 对土壤肥力要求不高 ,生长迅速,糖分积累快, 生

物学产量高 ,因而引起许多国家的广泛重视, 并积极研究和

大力推广。随着石油、煤炭等化石能源日渐耗竭和生态环境

恶化, 能源安全和环境安全已成为全世界面临的严峻挑战。

开发利用新型可再生能源对于社会、经济的可持续发展具有

重要战略意义[ 1 - 2] 。我国是能源消费大国, 大力发展能量密

度高、抗逆性强、“不与粮争地, 不与人争粮”的生物质能源作

物可拓展农业结构、促进区域经济发展, 缓解能源供应紧张

局面, 减少温室气体排放、改善生态环境,是保障国家能源安

全和环境安全的双赢举措[ 1 ,3 - 4] 。与其他能源作物( 如木薯、

甜菜等) 相比, 甜高粱具有生物产量高( 属 C4 植物) 、含糖量

高、多重抗逆性和乙醇转化率高、成本低等优点 ,被誉为“高

效太阳能转化器”、作物中的“骆驼”[ 5] 。一般产量可达4 500

～6 000 kg/ hm2 和60 t/ hm2 以上茎秆[ 1] , 单位土地面积的乙

醇产量是玉米的2～3 倍[ 5 - 6] 。2007 年6 月, 以玉米为主的粮

食燃料乙醇项目被国家叫停后 ,甜高粱作为“生物能源系统

中的最有竞争力者”[ 3 ,7 - 8] , 成为我国最具发展前景的绿色能

源作物之一。

随着分子生物学技术的迅猛发展 ,为植物抗病虫害的研

究开辟了新天地, 目前许多科研单位和大专院校正集中力

量,利用 RFLP、RAPD 及 AFLP 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, 并取得了较大的进展[ 9 - 12] 。笔

者应用RAPD 技术对甜高粱丝黑穗病基因进行分子标记研

究, 为甜高粱优良品种的培育提供一定的基础。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 试验材料。甜高粱8113( 抗丝黑穗病品种) 、甜高粱

8101( 感丝黑穗病品种) , 由辽宁省农业科学院提供。

1 .1 .2  主要器材。Milli- Q 超纯水仪;FA1604N 电子天平 ;

MDF-382E 电冰箱; BCD-218 电冰箱 ;SORVALL 冰冻离心机 ;

P7021tp-6 微波炉 ;AF100 制冰机; 水浴锅;EC250-90 电泳仪 ;

EN61010-1 PCR 扩增仪; 微量移液器;85- 1 恒温磁力搅拌器 ;

多功能凝胶成像系统440- CF; 计算机。

1 .1.3 试验药品。TBE 电极缓冲液 ,溴酚蓝溶液 , 溴化乙锭

( EB) ,CTAB 缓冲液,TE 缓冲液, 氯仿/ 异戊醇, 异丙醇,75 %

乙醇, 琼脂糖, 蒸馏水, 超纯水, 引物( 见附录1) , Taq 酶 ,dNTP

由上海生工生物技术公司提供。

1 .2 方法

1 .2.1 试材培养。用3 %的次氯酸钠消毒6 min ,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中,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。DNA 提取纯化应用CTAB 法[ 13] 。

1 .2 .3 DNA 纯度检测。取5 μl DNA 于0 .7 % 琼脂糖凝胶中

电泳, 电压80 V ,电泳50～60 min , 于凝胶成像系统440- CF 下

检测 DNA 的谱带情况。

1 .2.4 引物筛选。

1 .2 .4.1  PCR- RAPD 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25 μl ,其中包括超

纯水17 μl ,100 μmol/ L dNTP 0 .5 μl ,Buffer 2 .5 μl ,5 μ/ μl Taq
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酶0 .5 μl ,0 .2 μmol/ L 引物1 .0 μl ,25 ng/ μl 模版1 .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 ℃3 min→( 94 ℃30 s→72 ℃80 s→38 ℃20 s) →35

个循环→72 ℃10 min→4 ℃保存。

1 .2 .4.2 琼脂糖电泳。①反应产物的电泳分离。将 Eppen-

dorf 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80 V 的电压进行电泳。②1 .4 %琼脂糖凝胶的制

备。称取1 .4 g 的琼脂糖, 加入100 ml TE 缓冲液 , 在电子万

用炉上加热煮化, 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。③电泳结果观

察在凝胶成像系统440- CF 上进行。

1 .2 .5 甜高粱DNA 的PCR- RAPD 基因组分析。选用具有多

态性扩增的 RAPD 引物分别对甜高粱8113( 抗亲) 、甜高粱

8101( 感亲) 的 DNA 进行RAPD 分析。

2  结果与分析

2 .1  用 CTAB 法提取出 DNA 纯度检测 用CTAB 法提取的

DNA 琼脂糖凝胶电泳图谱如图1 所示,CTAB 方法的提取物

均是一条清晰的条带,基本无降解现象。

 注 :甜高粱黑穗病8113 ( 抗亲) 的 DNA( 1 ,2) ; 甜高粱黑穗病8101

( 感亲) 的DNA( 3 ,4) 。

 Note :1 and 2 ,DNAfromsweet sorghumresistant variety 8113 ;3 and 4 ,

DNA fromsweet sorghumsusceptible variety 8101 .

图1 DNA 琼脂糖凝胶检测

Fig.1 The agarose gel detection of DNA

2 .2  检测体系的优化

2 .2 .1 电压优化。分别在电压为60、80、100 V 下进行电泳 ,

结果表明( 图2～4) , 在相同电泳时间内,60 V 的检测效果最

佳, 因此试验过程中选用60 V 为检测电压。

图2 电压为60 V 的RAPD扩增结果

Fig .2 RAPD amplificationresults at the voltageof 60 V

图3 电压为80 V 的RAPD扩增结果

Fig .3 RAPD amplificationresults at the voltageof 80 V

图4 电压为100 V 的RAPD 扩增结果

Fig.4 RAPDamplificationresults at thevoltage of 100 V

2886              安徽农业科学                        2009 年



2 .2.2 点样量的优化。点样分别为3、4、5 μl , 结果显示( 图

5) 3 μl 的谱带有点暗;5 μl 的谱带过亮( 图6) , 浪费样品;4 μl

的谱带最适( 图7) 。

图5 点样量为3μl 的RAPD扩增结果

Fig .5 RAPDamplificationresults withthesampling amount of 3μl

图6 点样量为4μl 的RAPD扩增结果

Fig .6 RAPDamplificationresults withthesampling amount of 4μl

图7 点样量为5μl 的RAPD 扩增结果

Fig .7 RAPDamplificationresults withthesampling amount of 5μl

 注 : 甜高粱8113 ( 抗亲) ( 1～6) 、甜高粱8101( 感亲) ( 7～12) 、S - 56( 1) 、S67( 2) 、S70( 3) 、S72( 4) 、S75( 5) 、S78( 6) 。

 Note :1 - 6 stand for DNA fromsweet sorghumresistant variety 8113 and 7 - 12 stand for DNAfromsweet sorghumsusceptible variety 8101 .1 ,S - 56 ;2 ,S67 ;

3 ,S70 ;4 ,S72 ;5 ,S75 ;6 ,S78 .

图8 感性和抗性高粱DNA的RAPD 扩增反应

Fig.8 RAPDamplificationreactionof DNA fromsusceptible and resistant sorghum
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于 HS07B 的电泳结果有杂带, 估计是由于研磨产生的机械力

对DNA 链结构的破坏造成的。而化学改良法提取2 株菌的

基因组 DNA, 作为模板均能很好地扩增出目的片段, 由于总

DNA 得率较高、样品 DNA 含量较高( 图3 , HS07B) , 故进行

PCR 扩增时需要稀释。

 注 :1 以图3 中的2 为模板 ;2、3 以图3 中 HS07B 的 1 分别稀释

1/ 10 和1/ 50 为模板 ;4 和 5 分别以图 1 中 HS07B 的 1 为模

板 ;6 为阴性对照。

 Note :1 , Taking 2 in Fig .3 as the template ;2 and 3 ,Taking 1 from

HS07Bin Fig .3 after dilution 1/ 10 and 1/ 50 as the template ;4

and 5 ,Taking 1 from HS07Bin Fig .1 as the template ;3 ,Negative

control .

图5 HS07A 和HS07B 的ITS 序列扩增结果

Fig .5  The amplification results of ITSsequence from HS07A and

HS07B

3  结论

由于酵母菌HS07A 的细胞壁较厚 ,用常规的煮沸裂解法

等不能有效地破坏其细胞壁,PCR 扩增也未能扩增出目的片

段。石英砂研磨法和反复研磨冻融法均能有效地破坏其细

胞壁, 但是由于研磨过程中机械力的作用而造成部分基因组

DNA 的破坏, 对基因组 DNA 提取的完整性和高质量造成影

响, 也造成PCR 扩增有杂带。

改良的提取基因组DNA 的方法 ,除去了机械破壁过程,

减少了机械力对 DNA 造成的破坏, 运用阴离子去污剂 SDS

提取DNA 安全、价廉。总的来说, 该方法温和、廉价、安全、

高效、简单易操作, 能有效、完整地提取高质量的基因组

DNA, 凝胶电泳条带清晰, 用于PCR 模板能有效地扩增出目

的片段 ,适合多种真菌和细菌基因组DNA 的提取。
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2 .3 甜高粱抗丝黑穗病基因的 RAPD 分析 该试验选用60

个随机引物,对甜高粱抗丝黑穗病品种8113( 抗亲) 和甜高粱

感丝黑穗病品种8101( 感亲) 的 DNA 进行 PAPD 扩增, 共27

个引物扩增出多态性谱带,其中只有6 个引物在抗感品种基

因组间扩增出差异谱带, 这6 个引物分别为 S56、S67、S70、

S72、S75、S78( 图8) 。

3  结论与讨论

3 .1 DNA 提取方法的分析 由试验结果得出 CTAB 法适宜

提取 DNA。

3 .2  RAPD 检测条件的优化 试验过程中, 分别对电泳检测

电压和点样量进行了优化, 在该试验条件下60 V 时检测效

果最佳 ,4 μl 的点样量为最适。

3 .3  甜高粱抗丝黑穗病基因的 RAPD 扩增结果 该试验以

甜高粱抗丝黑穗病品种8113( 抗病) 和甜高粱感丝黑穗病品

种8101( 感病) 为试材, 对60 个随机引物进行筛选, 筛选的结

果表明有27 个扩增出多态性谱带 ,其中有6 个引物S56、S67、

S70、S72、S75、S78 在抗感品种间扩增出差异谱带 ,可以寻找抗

亲和感亲在基因序列的差异, 可以用于抗感基因组的进一步

分析, 为找到与抗丝黑穗病基因紧密连锁的分子标记奠定基

础,进而对选育抗丝黑穗病的甜高粱优良品种起到指导

意义。
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