
第29卷 第5期

2010年 10月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.29 No.5

Oct.2010,629~633

收稿日期:2010-03-17;修回日期:2010-06-10
*中国科学院知识创新工程重要方向项目(KSCXZ-YW-N-032)资助

** 通讯作者.E-mail:yangbo@wbgcas.cn
胡 磊,男,1984年生,硕士研究生.研究方向:植物生物技术.E-mail:hulei@wbgcas.cn

利用磁珠富集法开发花榈木微卫星引物 *

胡 磊1,2 高 丽1 杨 波1**

1.中国科学院武汉植物园,武汉430074;2.中国科学院研究生院,北京100049

摘要 将花榈木(OrmosiahenryiPrain)基因组DNA用 MseⅠ酶切后,连接相应的接头,PCR扩增后回收

500~1000bp片段,与用生物素标记的微卫星探针(GA)12,(AAG)8杂交后,运用磁珠富集含有微卫星序列的

DNA片段。获得的序列经PCR扩增,连接载体pMD19-T,构建富含微卫星序列的小片段插入文库;用PCR法

筛选文库,获得78个阳性克隆,经测序分析得到24个微卫星序列,成功设计出9对引物。
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  微卫星标记又称为简单序列重复(simplese-
quencerepeats,SSR),是广泛分布于真核生物基因

组中,由1~6个碱基串联、重复组成的DNA序列,
序列因重复单元与重复次数的不同而表现出高度的

多态性[1]。由于微卫星序列的两端多是保守的单拷

贝序列,因此,可以根据两端序列设计特异性引物,
经PCR扩增出微卫星序列,其长度多态性可以作为

DNA分子标记。微卫星分子标记具有需要DNA
样品量少、广泛分布在真核基因组中、多态性高、重
复性好、共显性遗传等优点,已被广泛应用于遗传多

样性研究、分子辅助育种、遗传图谱的构建、基因定

位、品种指纹图谱构建等领域;缺点是使用微卫星标

记之前必须要知道两端的保守序列,设计出引物。
目前,开发微卫星分子标记引物的方法主要有:从已

知的表达序列标签(EST)序列中查找,构建富含微

卫星位点的基因组文库,从近缘物种已开发出的

SSR引物中寻找合适的引物[2];其中,以构建富含

微卫星的基因组文库,用磁珠富集特异性片段的方

法效率最高。
花榈木(OrmosiahenryiPrain),为豆科红豆树

属常绿乔木,属国家二级重点保护树种,主要分布于

我国亚热带地区,生长在100~1300m的山地、溪
边,是制作高档家具的用料,也是优良的园林绿化观

赏树木,还是一种重要的中药材[3]。目前,对花榈木

还没有进行分子水平上的研究,本试验首次开发花

榈木SSR引物,旨在为后续花榈木的遗传多样性的

研究及种质资源的保护等打下基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

DNA提取材料为花榈木试管苗,来源于中国科

学院武汉植物园组织培养室。用于引物多态性分析

的材料为分别采自湖北省咸宁市和恩施地区的8个

不同表型的花榈木叶片。
1.2 试验方法

1)花榈木基因组 DNA 的提取。采用改良的

CTAB法[4]提取花榈木基因组 DNA,Brim-IOA-
0004型紫外分光光度计测定260和280nm 处

的吸光值,D260和 D280;根据 D260/D280的 比 值 计

算DNA的质量浓度,并将其调整为0.050g/L
备用。

2)基因组DNA的酶切与接头连接。用 MseⅠ
(105U/L)在37℃下酶切3h,65℃下,20min灭活

内切酶;反应体系25μL,包括2.5μL的10× NE
Buffer2,0.25uL的100×BSA,0.5μL的MseⅠ
内切酶,10μL的DNA,11.75μL的灭菌双蒸水。
酶切后的基因组DNA与相应的接头连接,MseⅠ的

接头分别由14bp的寡核苷酸链5′-TACTCAG-



  华 中 农 业 大 学 学 报 第29卷 

GACTCAT-3′和 16 bp 的 寡 核 苷 酸 序 列 5′-
GACGATGACCTGAG-3′组成;反应体系30μL,包
括T4DNALigase(4×104U/L)0.1μL,1μL的上

下接头,3μL的10×T4Buffer,酶切后的DNA15

μL,灭菌双蒸水10.9μL,16℃过夜连接;连接后的

混合物在65℃反应20min,灭活连接酶。

3)连接产物的扩增。过夜连接后的混合物以由

17bp组成的MseⅠ-N兼并引物进行PCR扩增,

PCR程序为:94℃预变性5min,94℃30s,53℃
60s,72℃60s,30个循环;最后72℃延伸10min。

MseⅠ-N 碱基序列为5′-GATGAGTCCTGAG-
TAAN-3′。

4)生物素探针杂交与磁珠富集。以(AAG)8,
(GA)12为生物素探针,95℃变性5min,(AAG)8探
针杂交温度为48℃,(GA)12探针杂交温度55℃。

250μL杂交体系中包括20μL的DNA,52.5μL的

20×SSC(3mol/LNaCl,0.3mol/LC6H5Na3O7),

1.75μL的10%SDS,4.5μL的50pmol/L的生物

素探针及171.25μL的双蒸水。磁珠富集采用

Promega的 MagneSphere磁珠,将与生物素探针杂

交好的DNA与处理好的磁珠悬浮液混合,室温放

置30min并混匀;在磁场中吸附磁珠,吸取上清;低
严谨洗脱时采用500μL的TEN1000(10mmol/L
Tris-HCL,1mmol/LEDTA,1mol/LNaCl,pH
7.5)在室温下冲洗磁珠,重复2次,每次8min。高

严谨洗脱时采 用 高 严 谨 洗 脱 液(10μL 的20×
SSC+10μL10% SDS+980μL的双蒸水),每次

500μL,在42℃(AAG探针)/50℃(GA探针)下冲

洗磁珠2次,每次8min,然后室温下冲洗磁珠4次,
每次8min。磁场中吸附,吸取上清液后,加入50

μLTE,95℃变性5min,使目的片段从杂交复合物

上解离下来,磁珠吸附收集上清液。

5)富集DNA片断的克隆与测序。取富集回收

产物5μL,以MseⅠ-N简并引物PCR扩增,1.5%
凝胶电泳检测,发现高严谨洗脱液中条带越来越淡,
表明非特异性吸附产物已基本洗脱下来。切胶回收

500~1000bp的条带,连接到载体pMD19-T上,
然后转化到大肠杆菌(DH5α)感受态细胞中,涂布

于含有100mg/L的氨苄青霉素的LB固体培养基

上,37℃过夜培养,挑取阳性克隆,在含有氨苄青霉

素的LB液体培养基中,摇床上37℃,225r/min培

养过夜。用M13引物进行PCR扩增检测,选取500
bp左右的片段送至上海英骏生物技术有限公司测

序。

6)引物设计及多态性分析。测序所得结果用

Vectorscreen(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

VecScreen/VecScreen.html)和SSRHunter1.3软

件 分 析,找 出 含 有 重 复 单 元 的 序 列,用 Primer
Premier5软件设计引物,以8个不同表型的花榈木

基因组DNA为材料检测引物多态性。PCR扩增体

系为10μL,包括4.5μL的灭菌双蒸水,1μL的

10×Taqbuffer,0.6μL的 Mg2+(25mmol/L),0.2

μL的 dNTPs(10 mmol/L),0.1μL 的 Taq 酶

(5U/μL),前后引物各0.3、3μL的DNA。PCR反

应程序为94℃预变性5min,94℃30s,各引物的

退火温度(见表2)60s,72℃90s,35个循环,最后

72℃延伸10min。PCR产物在95℃变性5min
后,放置在冰上,取3μL在变性聚丙烯酰胺凝胶上

电泳,电泳缓冲液1×TBE,在Sequi-GenGTsys-
tem(BIORAD,USA)电泳仪上,75W 电压下,电泳

约1h,银染后检测多态性。根据 Nei[5]和Bostein
等[6]公式计算有效等位基因数(Ne),群体遗传杂合

度(H)和多态信息含量(PIC)。

2 结果与分析

2.1 阳性克隆检测

以菌液为模板,PCR扩增,筛选重组克隆。选

取片段长度在500bp左右的78个阳性克隆测序,
经Vectorscreen,SSRHunter软件分析测序结果,
其中23个含有微卫星序列,成功设计出9对表现出

多态性的引物,已在 GeneBank中登记(GeneBank
AccessionNumber为GU270298-GU270321)。

M.Maker;1~12:阳性克隆Positiveclones.

图1 PCR筛选花榈木基因组阳性克隆电泳检测结果

Fig.1 ScreeningofpositiveclonesfromOrmosiahenryi
PraingenomebyPCRamplification
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2.2 花榈木微卫星特征分析

根据 Weber[7]提出的微卫星分类标准,将所获

得的微卫星序列分为完美型(重复序列中没有间隔

或是其他类型的重复序列),非完美型(重复序列中

存在其他碱基)和复合型(由不同碱基核心序列串联

重复组成);从表1中可以看出完美型的微卫星有

21个,非完美型的有2个,复合型的有1个,其中可

以发现GA、CT居多,也有TCC、TCT、GAA等重

复单位。
表1 花榈木DNA富集文库中的微卫星序列特征1)

Table1 Charactersofmicrosatellitesequencesfrom

anenrichedDNAlibraryinOrmosiahenryiPrain

位点Locus 重复序列 Repeatregion 重复类型 Repeattype

A01
A02

(GA)17
(AG)14

P
P

A05 (GT)6(GA)13 C

A06 (GA)11 P

A07 (TC)10 P

A08 (AG)13 P

B01 (TC)6T2(TC)5 I

B02-1 (CT)15 P

B02-2 (TG)9 P

D01 (GAA)5 P

E06 (AG)12 P

E07 (TCT)6 P

E08 (AG)11 P

E09 (GA)14 P

E10 (GA)15 P

E11 (GA)14 P

E12 (TCC)5 P

F05 (TCT)8 P

F07 (CT)8C2(CT)7 I

F10 (GA)11 P

F11 (AG)20 P

G06 (TC)11 P

G07 (CT)13 P

G10 (GAA)8 P

 1)P.完美型 Perfect;I.非完美型Imperfect;C.混合型 Com-

pound.

2.3 花榈木微卫星引物的初步筛选及多态性分析

以采自湖北省咸宁市和恩施地区的8个不同表

型的花榈木基因组DNA为材料,采用变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳筛选微卫星引物。在24对引物中,有

9对表现出多态性,可用于后续研究。图2为花榈

木微卫星引物E10的扩增结果,该引物在6个花榈

木基因型中扩增出2条谱带,另2个中检测出1条

谱带,但各条谱带分子量大小不一样,说明E10为

高多态性引物。各微卫星引物序列及多态性分析结

果见表2。

 M.Maker;1~4.采集自咸宁的花榈木 OrmosiahenryiPraincol-
lectedfromXianninginHubeiProvince;5~8.采集自恩施的花榈木

OrmosiahenryiPraincollectedfromEnshiinHubeiProvince.

图2 花榈木微卫星引物E10初步筛选扩增结果

Fig.2 ThescreeningresultsofE10microsatellite
markerofOrmosiahenryiPrain

3 讨 论

试验采用磁珠富集法开发花榈木微卫星分子标

记,安全、快速、高效,避免了传统的SSR开发策略

中用到的同位素标记。从78个阳性克隆中筛选得

到24个富含微卫星的序列,效率达到30.7%,远高

于传统方法的2%~3%的微卫星获得率[2]。
从表1中可以看出,所获得的微卫星序列中以

完美型 为 主,有21个,占 到 整 个 微 卫 星 序 列 的

87.5%,非完美型与混合型较少。重复碱基数以双

核苷酸居多,其中以(GA)n/(CT)n最多,与报道的

豆科模式植物蒺藜苜蓿的EST—SSRs中的重复碱

基的类型有一致性[8]。

Weber[7]认为只有核心序列的重复次数高时,
才能表现出较高的多态性信息含量—PIC(poly-
morphicinformationcontent)值,前人的研究[9-10]表

明重复次数低于5的微卫星序列,几乎检测不出多

态性,重复次数多的微卫星序列既能在种间又能在

种内产生多态性,但重复次数少的微卫星序列仅能

在种内产生多态性。本次试验所得微卫星的核心序

列重复次数在10以上的有18个,占所得微卫星序列

的75%,有利于后期筛选多态性信息含量高的分子

标记,进行花榈木的遗传多样性分析和遗传图谱的构

建。
在运用磁珠富集法分离微卫星序列时,影响微

卫星序列富集的主要因素是富集回收阶段洗脱的效

率。洗脱的目的是为了洗去非特异性结合的序列。
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Refseth等[11]发现这些非特异性结合的片段在经过

非严谨洗脱与严谨洗脱后依然难以完全洗脱。高国

庆等[12]认为磁珠富集法最大的障碍是DNA与磁珠

表面的非特异性结合。在使用磁珠富集产物回收阶

段,洗涤的温度是影响磁珠富集效率的重要因素。
试验发现在洗涤液浓度不变的情况下,洗涤的温度

与洗脱的效率成正比,但当洗脱的温度过高时,洗脱

效率反而下降,与之前的报道[13-14]略有不同。试验

中,以(GA)12,(AAG)8为探针,当杂交温度分别为

48、55℃,洗脱温度分别为42、50℃时,富集效果比

较理想。洗脱温度超过这个温度时,富集效率反而

下降。
表2 花榈木微卫星位点分析及其引物序列1)

Table2 CharacteristicsandprimersequencesofninemicrosatellitelociinOrmosiahenryiPrain

位点

Locus
重复序列

Repeatregion
引物序列

Primersequences(5′~3′)
t/℃

片段大小/bp
Sizerange

NA Ne H PIC
登录号

AccessionNo.

A01 (GA)17
TGTGGGGATGAAGAAGAAGC
CCCCATTTTGTCTTGGTTAC

56 161~210 4 2.40 0.5833 0.5295 GU270298

A05 (GT)6(GA)13
AATGGGGAGTTCATAGACGC
ATTTTGGGGACAGCATACGG

56 223~268 3 2.90 0.6562 0.5815 GU270300

B02-1 (CT)15
GAGTCCTGAGTAACCATCCA
CTTCTTTATGTGGTGTTCCC

52 133~163 4 3.77 0.7350 0.6854 GU270305

E06 (AG)12
GTCATTGCTGTTGAAGATTG
TTGGATAGAACTCACCTTAG

52 184~217 3 2.31 0.5679 0.4890 GU270308

E08 (AG)11
GTAGAGCAACCCCACCGAT
ACCCCGACAAAGTCCACA

55 215~225 2 1.69 0.4081 0.3249 GU270310

E09 (GA)14
TCCCAATCAAACCCCTAA
ATCCTTGTGAAATCATAGACGA

54 137~165 3 2.78 0.6400 0.5632 GU270311

E10 (GA)15
CCTGAGTAAACGGCAAAA
CATGAGTATCGCCTTGAA

52 200~220 5 3.50 0.7143 0.6657 GU270312

F05 (TCT)8
TCGCTCCCTTTCTTGTCT
CATTTCCCCATTCACGGT

54 205~250 3 2.12 0.5289 0.4732 GU270315

F11 (AG)20
AACATGAAGATGATGGAAAGR
CCTGAGTAATTAGTAGCACC

54 153~195 3 1.95 0.4861 0.4235 GU270318

 1)t:退火温度 Annealingtemperature;NA:等位基因数 Numberofallelesrevealed;H:位点杂合度 Heterozygosity;Ne:有效等位基
因数Effectivenumberofalleles;PIC:多态信息含量Polymorphicinformationcontent.

  花榈木为国家二级重点保护野生植物、优良的

园林绿化树种、制作高档家具的用料和重要的中药

材,但关于花榈木遗传多样性的研究还未见报道,而
微卫星分子标记是构建遗传图谱,分析遗传多样性

的理想工具,试验开发的9对SSR引物,在8个不

同表型的花榈木基因组DNA中表现出多态性,可
以应用于后续研究。
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DevelopmentofMicrosatellitePrimersinOrmosia
henryiPrainbyMagneticBeadsEnrichment

HULei1,2 GAOLi1 YANGBo1

1.WuhanBotanicalGarden,ChineseAcademyofSciences,Wuhan430074,China;

2.GraduateUniversityofChineseAcademyofSciences,Beijing100049,China

Abstract ThegenomicDNAofOrmosiahenryiPrainwasdigestedbyMseⅠandligatedwitha-
dapters.AfterPCRamplification,thefragmentsrangingfrom500to1000bpwereisolated,purifiedand
hybridizedwithbiotin-labeledprobes(GA)12and(AAG)8.Fragmentscontainingsimplesequencere-
peats(SSR)wereenrichedusingmagneticbeadscoatedwithstreptavidin,thenclonedintopMD19-T
vectorsandtransformedintoE.colitoconstructSSRgenomicDNAlibrary.78positivecloneswere
screenedwithPCRmethod.Aftersequenced,24microsatellitesequenceswereidentifiedand9pairsof
SSRprimersofOrmosiahenryiPrainweredevelopedsuccessfully.

Keywords OrmosiahenryiPrain;microsatellitemarkers;magneticbeadsenrichment;polymor-
phic
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