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摘要!采用正交设计法优化适合于红豆草"
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#的
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体系!对影响
())*+,-*

的多个

因素!包括
./0,

$引物浓度$

01

2

酶浓度$

3

4

"5浓度进行了
6

因素
#

水平的比较$优化!建立了红豆草的
()+

)*

最佳反应体系%运用该体系进行引物及最佳退火温度的筛选!并应用
())*

分子标记技术初步分析红豆

草航天搭载诱变效应%结果表明!红豆草
())*+,-*

最佳反应体系为&
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试验从
7#

个
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引物中筛选出扩增条带清晰$多态性丰富的
!"

个引物!并依次筛选出各引物的退火温

度%

!"

个引物标记结果显示共获得多态性位点
!6"

个!多态性比率为
%#$FG

%地面对照的多态位点比率
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基因多样度"
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#和
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多样性指数"

(

#均低于航天诱变种!太空环境能够诱导红豆草发生基因

变异%航天诱变可作为红豆草种质资源创新和品种选育的方法之一%
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随着航天技术的发展"空间生命科学的研究

逐渐引起科学家的重视%我国从
"&

世纪
L&

年代

才开始用返回式卫星和高空气球搭载种子进行航

天诱变育种研究%

!'L%

年我国在发射的第
'

颗

返回式卫星上首次进行了将蔬菜等农作物种子搭

载上天的试验&
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"&

世纪
'&

年代以后报道&
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'

日趋增多%许多科技工作者通过航天搭载和地面

选育相结合选育出了一批优良新品种&

%+'

'

"证实航

天育种在新品种选育方面具有十分广阔的前景"

是创造新突变型的一条新途径%

红豆草!
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$是豆科红

豆属多年生草本植物"原产于欧洲"在我国许多地

方引种栽培"效果良好%其适生于酸性土壤的森

林草原"抗旱性(抗寒性和抗病虫害能力均较强%

由于其富含蛋白质(氨基酸"且粗脂肪(钙和磷含

量较高"茎叶繁茂"草质柔软"为各类家畜和家禽

所喜食"因此具有)牧草皇后*的美誉%除此之外"

红豆草根系极为发达"根瘤菌较多"对改良土壤有

重要作用&

!&
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%然而"目前对红豆草的遗传多样性

和遗传结构所知甚少%

作为众多新型分子标记技术中的一种"简单

重复序列间区!
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年提出的微卫

星分子标记基础上发展起来的一种分子标记"用

于检测
))*

间
@/A

序列差异%虽然
())*

技术

提出时间不久"但已广泛应用于包括草业在内的

很多领域%

"&&7

年
3P>C:=>MN

等&

!"

'用
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对
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个印度哈里亚纳邦一年生的某杂草种子进行多态

性分析%
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年肖海峻和徐柱&
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'用
())*

技术

研究了
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份鹅观草!
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$材料"

发现其遗传多样性指数的大小与其所处生境的纬

度(海拔高度和年均降雨量的相关性达到显著或

极显著%
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种分子标记方法对

中国东北的松嫩平原上的野大麦!
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关
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的分子标记技术在冰草属!
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和雀麦属!
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$中也有所应用&
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%可见"
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标记是揭示植物遗传多样性"进行
K08

定位

和分子作图的有效手段%但到目前为止"除有关

于航天搭载红豆草生理生化变异方面研究&

!F

'的

报道外"运用分子标记技术研究航天搭载红豆草

遗传物质变异情况鲜见报道%本研究以航天搭载

的红豆草种子播种的植株为试验材料"利用正交

试验设计"对红豆草
())*

反应体系进行优化分

析"并对
7#

个
())*

引物进行筛选"以期获得适

合于红豆草的
())*

反应体系#同时利用已优化

好的
())*

体系及筛选出的引物对航天搭载及对

照材料进行分子标记"检测在空间环境影响下航

天搭载材料的基因组
@/A

的变异情况"以期为

今后构建红豆草
())*

图谱奠定基础"对今后深

入研究红豆草航天诱变机理提供重要参考%
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材料和方法
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试验材料
!

本试验所用红豆草材料来自北

京海淀区中国农业大学上庄试验地%

"&&F

年精

选红豆草种子"一部分搭载)实践八号*育种卫星"

于
'

月
'

日在酒泉卫星发射中心升空"卫星在近

地点
!L%RB

(远地点
6F#RB

的近地轨道运行"于

'

月
"6

日返回地面%另一部分贮存于地面常温

条件下"作为对照%于
"&&L

年温室育苗"移栽于

试验地%
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年
'

月选取红豆草变异单株
%7

株

及地面对照
!6

株"采集幼嫩叶片作为供试材料%

用冰盒迅速带回"放置于
W"&Z

冰箱保存%
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基因组
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的提取和检测
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采用十六

烷基三甲基溴化铵!
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$法提取基因组
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"并用
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琼脂糖凝胶电泳检测
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的纯度和浓度"最后

将样品质量浓度稀释至
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+
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"置于
W"&Z

冰箱保存%其中
%7

株变异植株采用单株提取
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的方式"对照植株按单株提取
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的方式

提取了田间
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株普通植株叶片%
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反应体系正交试验设计
!

采用加拿大哥伦比亚大学!

E?H[=>NHM
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$所设计的
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通用引物"其中

L&L

号引物适合于多种植物"以其为固定引物进

行反应体系的构建&

!%+"!

'

%采用
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$正交设计

表"根据相关文献&
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反应体系"首

先对
./0,

(引物浓度(

01

2

酶浓度(

3

4

"5浓度进

行
6

因素
#

水平的探索正交试验!表
!

(表
"

$"再

根据探索正交试验的结果缩小各个因素的浓度梯

度"进行细调正交试验%除表中变化因素外"每管

!
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!

8

体系$中还含有
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和
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模板
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"试验设
"

次重复"取对照植株叶片
@/A

作

供试样本%

())*

引物购自上海生物工程技术服

务有限公司"

./0,

及
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2

@/A

聚合酶均购自大

连宝生物!

01\1*1

$工程技术服务有限公司%
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探索正交试验水平"因素

水平
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注,
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(
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反应程序
!

利用正交试验设计构建

适合红豆草的
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最优反应体系%
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扩增反应在
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!
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"
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仪上进行"扩增程序为,
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Z

预变性
#BH?

"

'6Z

变性
#&N

"

7"Z

退火
#&N

"

%"Z

延伸
"BH?

"进行
#7

个循环"最后
%"Z

再延

伸
6BH?

"然后置于
6Z

保存%扩增反应结束后"

取
7$&

!

8

扩增产物"加入
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!

8

上样缓冲液

!
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溴酚蓝$"然后在
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的琼脂糖凝胶上点样"
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电泳
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$

!$7I

"最后在紫外凝胶成像系统
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引物筛选与最佳退火温度的确定
!

在

已优化好的体系的基础上筛选引物及最佳退火温

度%所用引物参照加拿大哥伦比亚大学公司公布

的
())*

引物序列&

""

'

"从相关文献中找出较为适

合红豆草的
7#

个引物"经过
,-*

扩增筛选"选出

扩增条带较多(信号强(背景清晰的引物"由上海

生物工程公司!

)1?

4

C?

$合成%然后针对筛选出

的引物"使用
0+_>1.H=?M

!

XHCB=M>1

$梯度
,-*

仪"对各个引物进行最佳退火温度的筛选%试验

设
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个退火温度梯度,
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(
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(
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(
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(
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(
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(
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和
F&$&Z

%
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数据统计与分析
!

电泳图谱中的每一条

带均为
!

个分子标记"代表在模板上有
!

个引物

结合位点"对凝胶上的带进行统计"按照电泳图谱

中同一位置上带的有无进行统计"有带的记为
!

"

无带的记为
&

"获得二元数据矩阵%利用
,̂ ,+

_V/V#"

软件&
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'计算多态位点百分率!

,
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基

因多样性指数!

I
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多态性信息指数!
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结果与分析
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反应体系的构建与优化
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正交试验设计的探索性正交试

验结果与分析
!

各处理组合结果具有明显差异%

!

(

#

号处理均有
!

个重复未扩增出条带"

"

号处理

扩增条带不清晰"

7

(

L

(

'

号处理重复性不太好"说

明这些组合反应体系稳定性不高或不适宜组合

!图
!

$%可能由于试验设计的各个因素梯度较

大"有些处理偏离最优组合较远%但
6

(

F

(

%

号处

理组合"尤其是
6

号处理组合重复性好"条带多且

清晰!图
!

$"说明距最优组合偏差不大%再以其

为基点"缩小各个因素的浓度梯度进行细调正交

试验%
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正交试验设计的细调性正交试

验结果与分析
!

细调正交试验的各因素浓度范围

调整为
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$
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"引物
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$
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8

%结果显示"每一处理组合基本都可扩出

数条条带%其中
!

(

"

(

#

和
'

号条带较弱"且多态

性不高#

6

(

F

(

'

号处理重复性不好"说明其反应体

系不太稳定%试验效果最好的是
7

和
L

号处理组

合"扩增条带较清晰(重复性也好"为最佳的处理

组合!图
"

$%

图
$

!
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探索正交试验结果

!

注,

3

为
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#
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为处理组合
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%图
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图
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'的方法"对各组分浓度组合的

正交试验结果进行了正交直观统计分析!表
#

$"结

果显示"在选定的
#

个水平范围内"

3

4

"5

(

./0,

(

引物和
01

2

@/A

聚合酶
6

个因素对结果的影响

依次为引物
$

./0,

$

01

2

@/A

聚合酶
$

3

4

"5

%

从最佳浓度确定值结果来看"

./0,

以水平
"

好"

01

2

@/A

聚合酶以水平
"

好"引物以水平
#

好"

3

4

"5以水平
#

好"由此可得最佳理论处理组合为,

./0,&$"BBCD

+

8

(

01

2

@/A

聚合酶
!$7E

(引物

&$6

!

BCD

+

8

(

3

4

"5

#BBCD

+

8

%

该组合与细调正交试验结果选出的最佳组合

7

最接近"仅
3

4

"5的浓度有差异"其他各组分浓度

均一致#其次与组合
L

也较接近"二者的
3

4

"5浓

度和
01

2

@/A

聚合酶浓度均一致"仅
./0,

和引

物存在差异%为了进一步验证"将该理论组合与
7

号及
L

号处理组合进行比较"所用的
@/A

模板为

随机选取的
F

份诱变材料
@/A

%结果显示!图

#

$"这
#

个扩增体系条带基本一样"但
7

号组合扩

增出的有些条带明显较亮"且扩增条带数较多%

因此"进一步确定组合
7

为最优组合"选用其为正

式试验的
())*+,-*

反应体系%

表
&

!
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细调正交试验结果直观分析

处理

组合
./0, 01

2

酶 引物
3

4

"5

扩增条

带数和

! ! ! ! ! #

" ! " " " "

# ! # # # #

6 " ! " # 6

7 " " # ! F

F " # ! " 6

% # ! # " 7

L # " ! # 7

' # # " ! !

=

!

L !" !" !&

=

"

!6 !# % !!

=

#

!! L !6 !"

>

!

"?FF 6?&& 6?&& #?##

>

"

6?FF 6?## "?## #?FF

>

#

#?FF "?FF 6?FF 6?&&

0 "$&& !$F% "$## &$F%

!

注,

=

值代表某水平下某因子参与反应所产生的扩增条

带的总和#

>

代表某因子在某水平参与反应所产生的扩增

条带的平均值"可以确定每一个因素各水平中的最佳浓

度"每个因素中最大的
>

值所对应的水平即为该因素的最

佳浓度#

0

为某因子的极差"即某因子在不同水平下最大平

均值与最小平均值之差%

0

值的大小反应了该因子对试验

结果影响的大小"

0

值越大"影响越显著%

图
&

!

&

种反应体系结果的比较

!

注,

3

为
@8"&&&31>R=>

#

!WF

为
F

种不同的
@/A

模板%

%$%

引物及其最佳退火温度的筛选
!

对
7#

个引物进行筛选"最终筛选出
!"

个条带清晰"多

态性较好的引物"同时确定了各引物的最佳退火

温度!表
6

$"部分结果见图
6

(

7

%在这
!"

条引物

中!

A_

$

?

有
7

条"!

_A

$

?

有
!

条"!

A-

$

?

有
"

条"

说明红豆草基因组中存在大量的!

A_

$(!

_A

$(

!

A-

$二核苷酸重复序列%

%$&())*

初步分析遗传多样性
!

利用已优

化好的红豆草
())*+,-*

反应体系对试验材料进

行遗传多样性分析%通过琼脂糖凝胶电泳检测分

析"经过
!"

个引物扩增"记录的条带大小范围为

#&&

$

!&&&:

O

"共获得
!'#

个扩增位点!表
7

$"其

LF

,*A0A-E80E*A8)-(V/-V

!

UCD$"%$/C$!"

$

!"

+

"&!&



表
(

!

引物及最佳退火温度筛选结果

引物编号
!!!!

引物序列

!!!!

!

7

-

W#

-$

引物长度

!

:

O

$

理论退火温度

!

Z

$

最佳退火温度

!

Z

$

L&% A_A_A_A_A_A_A_A_0 !% 7"$!L 77$7

L&L A_A_A_A_A_A_A_A_- !% 76$7' 7%$"

L!! _A_A_A_A_A_A_A_A- !% 76$7' 6%$#

L!6 -0-0-0-0-0-0-0-0A !% 7"$!L 7#$L

L#6 A_A_A_A_A_A_A_A_̀ 0 !L 7#$LL 77$7

L#7 A_A_A_A_A_A_A_A_̀ - !L 7F$!F 7L$%

L#F A_A_A_A_A_A_A_A_̀ A !L 7#$LL F&$&

L77 A-A-A-A-A-A-A-A-̀ 0 !L 7#$LL 7L$%

L7F A-A-A-A-A-A-A-A-̀ A !L 7#$LL 7%$"

L%# _A-A_A-A_A-A_A-A !F 7!$77 7%$"

L%F _A0A_A0A_A-A_A-A !F 6F$6# 6L$L

LL! ____0____0____0 !7 F!$%% 7L$%

!

注,

`

代表
-

或
_

%

图
(

!

引物
.&(

最佳退火温度的确定

!

注,

3

为
@8"&&&31>R=>

#

!W!"

为
!"

个退火温度%图

7

同%

图
)

!

引物
.&*

最佳退火温度的确定

中多态性位点
!6"

个"多态性比率为
%#$FG

"每

个引物的扩增位点为
!&

$

"#

个"平均
!F$!

个"其

中多态性位点
%

$

!L

个"平均
!!$L

个"部分结果

见图
F

%

图
*

!

引物
/0-.1.

对红豆草部分样品基因组

234

的
!""#+,-#

扩增结果

!

注,

3

为
@8"&&&31>R=>

#

!W!"

搭载样品#

-

为地面对

照样品%

!!

为了进一步分析搭载和对照之间遗传变异的

差别"在
%7

株变异单株中随机抽取
!6

株"与
!6

株对照植株一起获得搭载植株与对照植株的二元

数据矩阵"利用
,̂ ,_V/V#"

软件分析%航天诱

变植株多态位点百分率为!

,

$

FL$F&G

"

/=H

基因

多样 度 为
&$#%6#

"

)I1??C?

多 样 性 指 数 为

&$777F

#而地面对照多态位点百分率为
6!$7&G

"

/=H

基因多样度为
&$"7FL

"

)I1??C?

多样性指数

为
&$6!6%

"均低于航天诱变种"表明航天诱变增

加了红豆草遗传变异%

'F

!"

+

"&!&

草
!

业
!

科
!

学!第
"%

卷
!"

期$



表
)

!

!""#

分子标记扩增结果

引物 扩增总位点数 多态性位点数 多态性比率!

G

$

L&% !7 !& FF$F

L&L !! % F#$F

L!! !' !# FL$6

L!6 !6 !! %L$F

L#6 !L !# %"$"

L#7 "# !L %L$#

L#F "" !% %%$#

L77 !& % %&$&

L7F !F !# L!$#

L%# !7 !! %#$#

L%F !% !" %&$F

LL! !# !& %F$'

);B !'# !6" %#$F

3=1? !F$! !!$L

&

!

讨论

空间环境中的强辐射(微重力和超真空等特

殊环境可引起植物及其后代发生变异"包括形态

学变异(细胞学变异(生理生化变异及遗传物质的

变化等&

"7

'

%

())*

是由
))*

!

NHB

O

D=N=

2

;=?P=>=+

O

=1MN

$发展而来的一种新的分子标记"操作简单"

检测结果方便"并具有
))*

的稳定性"比
*A,@

具有更高的多态性"是检验分子水平上遗传变异

的好手段&

"F+"%

'

%

())*

标记虽然结合了
*A,@

和
))*

等分子

标记技术的优点"具有较高的可重复性和稳定性"

但在
,-*

反应中受反应条件(扩增程序(供试材

料不同的影响"其扩增结果差异也很大%如体系

中各个因素间都会发生相互作用"从而影响试验

结果%因此"在试验过程中必须采用稳定的
,-*

反应体系%本研究证明采用不同的体系组合对红

豆草
())*+,-*

扩增结果影响很大%通过对前

人&

"L+#&

'所做的一些植物资源的
())*+,-*

反应体

系优化研究的总结"在
01

2

@/A

聚合酶的用量

上"本研究最后结果确定的用量为
!$7E

%但大多

数研究者&

"L+#!

'在考虑到
01

2

@/A

聚合酶价格的

基础上"在节省成本的情况下均选择
!E

的用量%

本研究在细调正交试验设计中本欲缩小
01

2

@/A

聚合酶用量到
!E

"但由于扩增条带不理

想"大多数泳道条带较弱"有的甚至无条带"故仍

选择
!$7E

的用量%在
./0,

的用量上"大多数

研究结果的范围均在
&$!7

$

&$#&BBCD

+

8

"并以

&$"BBCD

+

8

的用量居多&

"L

"

#"+##

'

"这与本研究的结

果一致%在引物的用量上"各研究结果不一"但大

多 数 体 系 的 用 量 范 围 在
&$"

$

&$7

!

BCD

+

8

&

"'+#&

"

#"+#6

'

%本研究最终确定的引物浓度

!

&$6

!

BCD

+

8

$在此范围之内%在
3

4

"5 的用量

上"大多数研究报道的用量范围在
!$7

$

"$7

BBCD

+

8

&

#7

'

"其中大多数体系对于
3

4

"5的用量

最终确定为
"$&BBCD

+

8

"这与本研究结果一致%

本研究最终利用正交试验设计对红豆草
())*+

,-*

反应体系进行优化"在扩增结果相差不大的

情况下"尽可能选择药品使用量少(条带清晰的泳

道"从而确定了最佳反应体系%

对
7#

个引物进行筛选"最终筛选出
!"

个条

带清晰(多态性较好的引物%由于影响
())*

分析

中的
,-*

扩增的因素比较复杂"尤其是扩增程序

中的退火温度%较低的退火温度允许适当错配"

扩大了引物在基因组中配对的随机性"而较高的

退火温度虽可提高配对的专一性"却会影响引物

与模板的结合程度%因此"随机设置
!"

个退火温

度梯度对各个引物进行最佳退火温度的筛选"最

终确定各引物的最佳退火温度%

周桂元等&

#F

'通过返回式卫星搭载后的花生

!

:%,'()*(

&;

#

1

,-,

$种子"返回地面经过多年的

种植和选择"在试验中获得
"!

个变异株系%用

))*

技术检测
"!

个变异株系的基因位点"发现多

个基因位点发生了变异"并通过与形态变异的联

系"表明太空处理能够诱导花生产生变异%类似

的结果在水稻!

!%

&

@,*,9)+,

$(菜豆!

A(,*-#/7*

+7/

1

,%)*

$和番茄!

B

&

'#

;

-%*)'#"-*'7/-"973

$航天

育种研究上也有报道&

#%+6&

'

%本研究经过
!"

个引

物扩增后"证明了空间环境对植物基因位点的影

响"同时说明航天诱变的方法确实可引起植株分

子水平上的遗传变异"而非仅仅表面上的暂时性

变异%说明航天诱变可作为今后红豆草种质资源

创新和品种选育的方法之一%

(

!

结论

!

$红豆草
())*+,-*

最佳反应体系为,

"$7

!

8!&9,-*:;<<=>

(

7&?

4

模板
@/A

(

./0,&$"

BBCD

+

8

(

01

2

@/A

聚合酶
!$7 E

(引物
&$6

!

BCD

+

8

(

3

4

"5

"$&BBCD

+

8

"总体积为
"7

!

8

%

&%

,*A0A-E80E*A8)-(V/-V

!

UCD$"%$/C$!"

$

!"

+

"&!&



"

$通过琼脂糖凝胶电泳检测分析"共获得
!'#

个扩增位点"其中多态性位点
!6"

个"多态性比率为

%#$FG

"每个引物的扩增位点为
!&

$

"#

个"平均
!F$!

个"其中多态性位点
%

$

!L

个"平均
!!$L

个%

#

$搭载植株的多态位点比率(

/=H

基因多样

度和
)I1??C?

多样性指数均高于地面对照%
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