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记*,方法-以
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份花椰菜材料为研究对象)通过
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软件对其转录组
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位点信息进行分析)设计
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引物)对
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扩增)开发高多态性花椰菜的
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对引物中有
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进行有效扩增)其中有
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份花椰菜品种中表现出多态性*
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对多态性引物可将
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原产于地中海沿岸)是十字花科芸薹属的甘蓝类蔬

菜)以花球为食用器官%

&

&

*花椰菜在我国福建.浙

江.湖北等地区均有种植)是我国非常重要的蔬菜之

一*花椰菜因营养丰富)有抗癌防癌功效)为药食兼

用的保健型蔬菜)市场需求量不断增加)种植面积不

断扩大%

$

&

*李文萍等%

#

&指出)我国的花椰菜无论在

栽培面积还是在产量上都位列世界第一*

品种资源是育种研究的基础)鉴定和分析花椰

菜品种间的遗传关系是品种选育必不可少的步骤*

G06

标记技术是一种重要的生物学研究方法)在蔬

菜遗传多样性研究中具不可替代的作用*为了从分

子层面研究花椰菜的遗传多样性)近年来许多科研

工作者应用
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&等开展研究工作*关于
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标记在花椰

菜上研究报道较少)仅刘运霞%
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&和王冬梅%
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&根据近

缘物种引物的通用原理)利用在甘蓝上开发的
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引物开展花椰菜遗传多样性研究*

微卫星序列即简单重复序列!
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"分子标记技术是一种具有操作简单.重

复性好.共显性高.稳定性强.位点特异等优点的
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分子标记)在真核和原核生物中应用广泛%
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从它的来源看)可分为表达序列标签
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!
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"和基因组
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!
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"*传统
>>Q

标记的开

发是通过基因组或下载
@>R

序列)根据基因序列两

侧的保守区域来设计
>>Q

引物)但这种方法工作量

大.时间长.花费高昂%

&$

&

)且
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数据库中的花椰

菜
@>R

序列数量有限)可供开发的
>>Q

引物数量

不多*随着分子生物学技术的飞速发展)高通量转

录组测序技术可以在无参考基因组的情况下)获得

某个物种的大量转录本信息)再利用生物信息学软

件开发大量的
>>Q

引物)具有迅速高效.花费合理.

数据可靠等优点*目前)通过转录组测序平台开发
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&等蔬菜中

得到应用*本研究在花椰菜转录组测序获得生物学

数据信息的基础上)开发大量
>>Q

标记)并以本课

题组收集的花椰菜代表性品种资源为材料)对设计

的
>>Q

引物进行有效性鉴定)以期为后续的花椰菜

遗传多样性.基因组比较.遗传图谱构建.重要性状

的
WR\

定位.核心资源的利用和保存及分子辅助

育种等研究奠定基础*
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材料与方法
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供试植物材料为本课题组收集及保存的
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转录组数据的获得

花椰菜转录组数据来源于本课题花椰菜高通量

转录组深度测序*测序时)取花椰菜花梗置于液氮

中速冻保存)后用干冰低温快递至北京百迈克公司

进行
Q06E>4

a

转录组测序)共获得
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的数

据量)以其中的
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条
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基因作为基础背

景数据*
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转录组
>>Q

位点鉴别

使用
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软件对花椰菜转录组数据进行
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和
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引物的有效性验证
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软件设计引物)引物设计的标
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"引物长度
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"最好不要出现二聚体.错配.发夹结果
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*每个
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位点产生
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对引物*从
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对

有潜力的高多态性引物序列中)随机选出
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对)由

上海博尚生物技术有限公司负责合成*在
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反应体系中)含
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扩增在
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低温保存*电泳后拍照观

察
TSQ

产物的扩增情况*
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数据统计

将
TSQ

扩增的谱带信息输入
@ZS@\

中)转化

为'

%O&

(数据阵*扩增图谱中清晰的.可重复的谱

带标记为'

&

()相同位置没有谱带或微弱肉眼分辨不

清的谱带标记为'
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(*利用软件
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L

?$=&%4

)

将数据转化为可读取的生物学信息)计算花椰菜的

遗传距离)绘制遗传聚类图谱*

$

!

结果与分析

$=&

!

花椰菜转录组中
>>Q

位点的数量与分布

应用
CI>6

软件对花椰菜转录组的
FF!N%

条

9,:

P

4,4

基因序列!序列总长度为
!"F"&&N%_

L

"进

行
>>Q

搜索)有
D%#F

条
9,:

P

4,4

基因符合条件)共

获得
&%"&N

个
>>Q

位点)发生频率!含
>>Q

的基因

数与总基因数之比"为
&$=%'f

)出现频率!检出

>>Q

数目与总基因数之比"为
&F=&$f

*其中出现
&

个
>>Q

位点的
9,:

P

4,4

基因有
N'N%

个)含复合型

>>Q

位点的
9,:

P

4,4

基因有
NN%

个)平均
N='K_

出

现
&

个
>>Q

位点*从表
$

可以看出)花椰菜转录组

>>Q

重复类型较多)以重复
N

次的序列出现频率最

高)有
&&!'

个)占总
>>Q

数量的
#&=#$f

*其次为

F

次和
"

次重复序列)依次有
&&&"

个和
F%$

个)分

别占总
>>Q

数量的
#%=!!f

和
&F=!&f

*从出现频

率来看)二核苷酸和三核苷酸重复基序出现频率最

高)其中二核苷酸重复基序是优势重复类型)占总

>>Q

的
N&=&Ff

)而三核苷酸重复基序占总
>>Q

的

!"=#"f

*

表
$

!

花椰菜
@>RE>>Q

的重复类型.数量与分布频率

R-_.4$

!

Q4

L

4-11

<L

4

)

,*M_4+-,A/+4

a

*4,?

<

)/@>RE>>Q5:,?-*.:/.)34+

重复类型

Q4

L

4-11

<L

4

重复次数
Q4

L

4-1,*M_4+

N F " D ' &% &&

"

&!

)

&N

总计

R)1-.

比例$
f

Q-1:)

二核苷酸
G:,*?.4)1:A4 % FN" !#N #%D $!# &"" N" % &D"" N&=&F

三核苷酸
R+:,*?.4)1:A4 &&%# !N# &FF &! % % & & &"#D !"=#"

四核苷酸
R41+-,*?.4)1:A4 #! F % % % % % !% &=%'

五核苷酸
T4,1-,*?.4)1:A4 D % % % % % % % D %=$$

六核苷酸
X4̀-,*?.4)1:A4 ! & & % % % % % F %=&F

总计
R)1-. &&!' &&&" F%$ #$$ $!# &"" ND & #FF'

比率$
f Q-1:) #&=#$ #%=!! &F=!& D="D F=F$ !=D$ &=ND %=%#

$=$

!

花椰菜转录组
>>Q

基序的重复类型和频率特

征

从花椰菜转录组
>>Q

核苷酸基序的重复类型

来看)

&%"&N

个
>>Q

位点包含
!'

种重复基序)其中

二核苷酸
#

种)三核苷酸
$%

种)四核苷酸
&$

种)五

核苷酸
D

种)六核苷酸
F

种*分布频率!表
#

"表明)

出现频率最多的二核苷酸重复类型是
6V

$

SR

)占

二核苷酸重复基序总数的
""=&!f

)占总
>>Q

的

#'=DFf

*从三核苷酸重复基序来看)出现次数最多

的是
66V

$

SRR

)占三核苷酸重复基序总数的

$$=NFf

)占总
>>Q

的
&%=N"f

*此外)四核苷酸中

以
6S66

$

RRVR

和
666S

$

VRRR

重复基序为

:6

第
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主)占其总数的
$%f

+五核苷酸中包含
N

种重复基

序为
S666V

.

RSSVR

.

S6SVS

.

SV66R

.

RVE

V6S

.

RV6RR

.

RRRRV

.

SRSRR

)占
>>Q

总数的

%=$$f

*六核苷酸中重复基序分别为
S6S6SS

.

6V6V6S

.

VRVSSV

.

S6VVRV

.

RS6RVS

.

RV6V6V

)占总
>>Q

总数的
%=&"f

*

表
#

!

花椰菜转录组
>>Q

基序中不同重复基序出现的频率

R-_.4#

!

H??*++4,?4/+4

a

*4,?

<

)/A://4+4,1M:?+)5-14..:145M)1:/5)/?-*.:/.)34+

重复类型

Q4

L

4-11

<L

4

重复基序

Q4

L

4-1M)1:/

数量

0*M_4+

比例$
f

Q-1:)

二核苷酸
G:,*?.4)1:A4 6S

$

VR &FF !=N"

6V

$

SR &!!D #'=DF

6R

$

R6 $F# "=$!

三核苷酸
R+:,*?.4)1:A4 66S

$

VRR DD $=!$

66V

$

SRR #D! &%=N"

66R

$

6RR NF &=N!

6S6

$

RVR !' &=#N

6SS

$

VVR NF &=N!

6SR

$

6VR FN &="'

6V6

$

RSR $%& N=N#

6VS

$

VSR F! &="F

6VV

$

SSR &"! !="'

6R6

$

R6R $$ %=F&

6RS

$

V6R &%F $='$

6RV

$

S6R FN &="'

S6S

$

VRV $! %=FF

S6V

$

SRV NF &=N!

SSV

$

SVV !N &=$!

SVS

$

VSV #$ %=DD

SRS

$

V6V '% $=!D

VS6

$

RVS N% &=#D

VSS

$

VVS &' %=N$

SVR

$

RV6 NF &=N!

四核苷酸
R41+-,*?.4)1:A4 666S

$

VRRR ! %=&&

666V

$

SRRR # %=%D

6S66

$

RRVR ! %=&&

6V66

$

RRSR $ %=%F

6RS6

$

RV6R

)

SRRS

$

V66V

)

VV66

$

RRSS

)

6V6S

$

V6R6

)

6VVV

$

RRRS

)

S666

$

RRR6

)

6RRS

$

RVRR

)

SRS6

$" %="!

五核苷酸
T4,1-,*?.4)1:A4

S666V

.

RSSVR

.

S6SVS

.

SV66R

.

RVV6S

.

RV6RR

.

RRRRV

.

SRSRR

D %=$$

六核苷酸
X4̀-,*?.4)1:A4 S6S6SS

.

6V6V6S

.

VRVSSV

.

S6VVRV

.

RS6RVS

.

RV6V6V F %=&"

$=#

!

花椰菜转录组
>>Q

的可用性评价

多态性高低是检验
>>Q

标记是否有用的标准

之一%

$$

&

*前人研究发现)大于
$%_

L

的重复序列有

较高的多态性)重复序列长度在
&$

"

$%_

L

时表现

出中等多态性)重复序列小于
&$_

L

时表现为极低

的多态性)可见
>>Q

位点重复序列长度是影响其多

态性高低的重要因素%

$#

&

*所以)本研究中首先去掉

了序列长度小于
&$_

L

的
>>Q

位点*从表
!

可以看

出)长度在
&$

"

&N_

L

的
>>Q

位点最多)有
##&%

个)占总
>>Q

位点数的
!&=&'f

+长度小于
&$_

L

的

>>Q

位点有
$#$'

个)占总
>>Q

位点数的
$D='Df

+

长度在
&F

"

&'_

L

的
>>Q

位点有
&$##

个)占总
>>Q

位点数的
&N=#!f

+长度大于
$%_

L

的
>>Q

位点有

&&F!

个)其中长度大于
$#_

L

的
>>Q

位点有
N'$

个)占总
>>Q

位点数的比率为
"=#"f

)长度在
$%

"

$#_

L

的
>>Q

位点有
N"$

个)占总
>>Q

位点数的

"=&$f

)这两部分
>>Q

位点具有丰富的多态性*

表
!

!

花椰菜转录组
>>Q

位点重复序列的长度分布

R-_.4!

!

G:51+:_*1:),)/.4,

P

12)/+4

L

4-154

a

*4,?45)/

>>Q.)?::,1+-,5?+:

L

1)M4)/?-*.:/.)34+

长度$
_

L

\4,

P

12

>>Q

位点数$个

0*M_4+)/>>Q.)?:

分布比例$
f

G:51+:_*1:),

L

4+?4,1-

P

4

"

&$ $#$' $D='D

)

&$

"+

&N ##&% !&=&'

)

&F

"+

&' &$## &N=#!

)

$%

"+

$# N"$ "=&$

#

$# N'$ "=#"

$=!

!

花椰菜转录组
>>Q

引物的设计与筛选

根据引物设计原则和条件)针对
D%#F

条含
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>>Q

位点的花椰菜
9,:

P

4,4

基因)最终成功设计了

F&&'

对高质量的标记引物*随机挑选
!%

对大于

$%_

L

且包含
$

"

F

个重复序列的核苷酸引物进行合

成*选择包括二核苷酸.三核苷酸.四核苷酸.五核

苷酸及六核苷酸重复基序的
>>Q

位点)花椰菜品系

1庆农
FN

天2的
G06

进行扩增)验证引物的有效

性*结果表明)有
#&

对
>>Q

引物可扩增出条带!图

&

")有效扩增比例为
""=Nf

*在
#&

对有效扩增引

物中)有
$D

对!

'%=#$f

"的
TSQ

扩增产物与预期大

小相符)有
$

对!

F=!Nf

"的扩增产物长度超过预期)

&

对引物!

#=$#f

"的扩增产物小于预期*

C=G06 C-+K4+

+

&

"

!%

为
>>Q

引物编号

C=G06 C-+K4+

+

&O!%34+4?)A4,*M_4+)/>>Q

L

+:M4+

图
&

!

花椰菜转录组
!%

对
>>Q

引物有效性扩增验证

8:

P

=&

!

6M

L

.:/:?-1:),)/!%

L

-:+5)/>>Q

L

+:M4+5/+)M?-*.:/.)34+1+-,5?+:

L

1)M4

$=N

!

花椰菜转录组
>>Q

引物的多态性分析

选取
$!

份花椰菜材料)利用筛选出的
$D

对与

预期相符的
@>RE>>Q

引物进行多态性评价)结果显

示)有
&"

对引物!表
N

"能扩增出差异谱带)占比为

F%="&f

*每对引物产生的多态性片段数为
&

"

!

个*

&"

对引物共获得
#N

个位点)其中多态性位点

$'

个)每对引物平均获得
&=N

个多态性位点*引物

D

!

XS>>QD

"的扩增谱带图见图
$

)其他引物的扩增

图谱略*

表
N

!

&"

对花椰菜多态性
>>Q

引物信息

R-_.4N

!

I,/)+M-1:),)/&"

L

-:+5)/

L

).

<

M)+

L

2:?>>Q

L

+:M4+5A4;4.)

L

4A/+)M?-*.:/.)34+

引物编号

T+:M4+0)=

引物序列!

Ne

$

#e

"

T+:M4+54

a

*4,?4

!

Ne

$

#e

"

>>Q

基元

>>QM)1:/

产物长度$
_

L

\4,

P

12)/

L

+)A*?1

XS>>Q&

8

#

RRSRV6S6SVVRV6S6SSRS

Q

#

6V6SV6R66SSV6VRVVRVV

!

RSSVR

"

N

&$$

XS>>QN

8

#

VRRV6VV6VVVVV6V66V6V

Q

#

RRVSVVR6RSV6VV6R6S66

!

RVV6S

"

N

$&F

XS>>QD

8

#

6VRSSSRRVS6S6V6VVRRV

Q

#

S66VS666VV6V6VSS6V6V

!

RRRRV

"

N

$&D

XS>>Q&&

8

#

66SRSVRS66SS6SRSSSS

Q

#

6VS6VSSRS6SV6RVRRSRR

!

SRS

"

"

$"#

XS>>Q&#

8

#

VSSSRRRR6V6VSS6RS6S6

Q

#

6SSRR6V6VSVS66VRSS66

!

S6V

"

"

$!N

XS>>Q&!

8

#

66RRSSRS6SS6V6VS6RVV

Q

#

6RRSRRRSSRRRSVSVV6RR

!

VVR

"

"

$FD

XS>>Q&"

8

#

SR6SV6SV66VSRV6VVRSS

Q

#

V6SVV6V6SRV66VVSRRRV

!

SRS

"

"

$F&

XS>>Q&'

8

#

RS66V66VSR6SSVSV666R

Q

#

VVRR6VV6SVRVS6SS6V6R

!

6S6

"

"

&'"

XS>>Q$%

8

#

SRVR6666SSVV6SVSVR6R

Q

#

SRRSRSSRRSRRSRSSVSSR

!

RSV

"

"

$N'

XS>>Q$#

8

#

6VVV6SVVSS66V66R6V6R

Q

#

VSVSV6V6RSSRR6V6RRRV

!

RSR

"

"

$$&

XS>>Q$!

8

#

SVRR6666RSSSSS666SSR

Q

#

RVRVVVVR66VS666RVV6R

!

6V6

"

"

$NN

XS>>Q$F

8

#

6VSV66RRRV6SSRR6VSV6

Q

#

6V6RV6VSVRRVSV666RSR

!

6SR

"

"

$"&

XS>>Q$'

8

#

SR6S6SVVS6S66SS66S6S

Q

#

SRS6V66SRVVS6SS6S6V6

!

RRV

"

"

$"!
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表
N

!续"

!

S),1:*,4AR-_.4N

引物编号

T+:M4+0)=

引物序列!

Ne

$

#e

"

T+:M4+54

a

*4,?4

!

Ne

$

#e

"

>>Q

基元

>>QM)1:/

产物长度$
_

L

\4,

P

12)/

L

+)A*?1

XS>>Q#&

8

#

SVSR6VVRRS6V6SV6VVRS

Q

#

RVRVVRRRRSSVRR6VVV6V

!

66S

"

"

$F&

XS>>Q#$

8

#

R6VSRSSRSSRSS66SRSS6

Q

#

SS66V6S666V6VVSRV6VV

!

VRV

"

"

&'N

XS>>Q#!

8

#

66VRSRVS6R6VV66VVSS6

Q

#

66SSSRVS6V6RSS666S6S

!

SRV

"

"

&''

XS>>Q#F

8

#

VV6SS66R6V6VSSRSRSSS

Q

#

VRVVR6VVSRS6VV6VS66V

!

SRV

"

"

$ND

C=G06 C-+K4+

+

&

"

$!

为花椰菜材料编号)编号对应品种与表
&

同)下图同

G06 C-+K4+

+

&O$!1+-,5.-1:),)/?-*.:/.)34+M-14+:-.,*M_4+

)

?)A4,-M45-+45-M4-5R-_.4&

)

1245-M4_4.)3=

图
$

!

引物
D

!

XS>>QD

"在
$!

个花椰菜材料中的多态性

8:

P

=$

!

T).

<

M)+

L

2:5M5)/

L

+:M4+D

!

XS>>QD

"

:,$!?-*.:/.)34+

P

4+M

L

.-5M5

!!

依据
&"

对多态性
>>Q

引物的差异谱带)对
$!

份花椰菜品种进行聚类分析)结果!图
#

"发现)在遗

传距离为
%=F$N

处)

$!

份材料可被分为
#

大类群)

第
&

类群包含
&D

份材料)这
&D

份材料在遗传距离

为
%=N%

处又被分为
#

个亚类)第
&

亚类包含
&

.

"

.

$

.

&%

.

&&

.

#

.

F

.

'

.

!

.

N

和
D

号等
&&

个品种)其中品种
&

.

#

.

F

.

!

和
N

来源于台湾)品种
$

和
&%

来源于厦门)

品种
"

和
'

来源于日本)品种
D

和
&&

来源于法国*

第
$

亚类包含
&$

.

&N

.

&#

.

&'

和
$%

等
N

个品种)其中

品种
&$

和
&#

来源于法国)品种
&'

和
$%

来源于厦

门)品种
&N

引种于台湾*第
#

亚类包含
$

个品种)

品种
$$

和
$!

)且这
$

个品种均来自厦门*第
$

类群

有
$

份材料)品种
&!

和
&"

)均来自台湾*第
#

类群

共
!

份材料)分别为
&F

.

&D

.

$&

和
$#

)其中品种
$&

.

$#

和
&D

来自厦门)品种
&F

来自法国*从聚类结果

来看)大部分来自同一地区的品种聚在一起)这符合

品种在地理位置上的分布+也有一小部分来自中国

台湾的品种与日本.法国等国家的品种聚在一起)这

与地区间的相互引种有关*

图
#

!

$!

份花椰菜材料的
9TVC6

聚类图

8:

P

=#

!

S.*514+A:-

P

+-M/)+$!?-*.:/.)34+14514A_

<

9TVC6
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#

!

讨
!

论

本研究应用花椰菜转录组生物学数据信息)开

发了
FF!N%

条
9,:

P

4,4

基因)其中
D%#F

个
9,:E

P

4,4

基因含有
>>Q

位点)

>>Q

位点发生频率为

&$=%'f

)该 结 果 高 于 马 尾 松
!=F'f

%

$!

&

.洋 葱

N=N"f

%

&'

&

.辣椒
"=D#f

%

&N

&

.南瓜
'=N$f

%

$N
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)但略低

于大 白 菜
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&F=!'f
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*本研究的
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P

4,4

序列中)平均
N='K_

就能发现
&

个
>>Q

位点)高于

洋葱%

&'

&

.辣椒%

&N

&和马尾松%

$!

&

)这说明花椰菜的
>>Q

标记数量非常丰富*不同研究中
>>Q

产生密度和

频率不同)这可能与物种基因组.转录组测序方法.

数据量大小.

9,:

P

4,4

序列数量和长度以及
>>Q

搜

索标准等因素相关%

$'E#%

&

*前人研究发现)在已开发

的
>>Q

标记中)以二核苷酸和三核苷酸
>>Q

标记最

为丰富%

#&E#$

&

*本研究也发现)在花椰菜所有的
>>Q

重复基序中)占主导地位的重复基序主要为二核苷

酸和 三 核 苷 酸)分 别 占 总
>>Q

的
N&=&Ff

和

!"=#"f

)这与前人在萝卜%

&!

&

.大白菜%

&#

&

.菜薹%

&D

&等

芸薹属蔬菜上的研究结果一致*在二核苷酸重复基

序中)以
V6

$

RS

和
6V

$

SR

重复类型出现的次数

最多)这与蓝靛果忍冬%

##

&

.刺梨%

#!

&

.胡杨%

#N

&得出的

结论相符*在三核苷酸重复基序中)以
66V

$

SRR

重复类型为主)这与双子叶植物中以
66V

$

SRR

为

三核苷酸主要重复类型的研究结果%

#F

&相同*

多态性高是
>>Q

标记技术的一个重要考察指

标*前人研究发现)

>>Q

标记中的引物多态性与重

复序列的长短相关)多态性越高的标记)往往重复序

列就越长*本研究发现)花椰菜
>>Q

位点中有

&&F!

个重复基序长度
)

$%_

L

*使用这些
>>Q

位

点产生
>>Q

引物可能得到大量高多态性的
>>Q

标

记*利用软件对
D%#F

条含有
>>Q

位点的
9,:

P

4,4

序列设计引物)获得
F&&'

对
>>Q

引物)利用随机合

成的
!%

对
>>Q

引物)使用花椰菜品系1庆农
FN

天2

的
G06

验证其有效性)发现有
#&

对引物扩增出符

合要求的条带)未扩增出条带的引物有
'

对)这可能

与引物退火温度或本身的质量有关*在
$D

对与预

期大小一致的引物中筛选出
&"

对具有多态性的引

物)多态性比例为
F%="&f

)低于丝瓜
"#=##f

%

#$
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)但

高于藜麦
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%
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.红豆杉
#D="&f

%
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.绿豆

##f

%
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)这与引物合成的随机性和供试材料的数量

有一定的关系%

##

&

*

&"

对多态性引物重复序列的长

度在
$&

"

$N_

L

)均
)

$%_

L

)这验证了前人的研究结

果%

$#

&

*

利用
&"

对差异性引物对
$!

份花椰菜品种进行

聚类分析发现)在遗传距离为
%=F$N

处)将
$!

份花椰

菜品种分为
#

大类)台湾品种基本聚为一类)厦门品

种距离较近)基本可根据地理位置分类)少量的日本

和法国品种或聚在大类中)在小分类里会与台湾或

厦门品种聚为一簇)这可能与地域间的相互引种)造

成基因漂流相关*但这也说明)花椰菜种质资源遗

传变异性相对狭窄)亟需丰富和拓展花椰菜种质资

源*本研究能比较准确地判断出
$!

个花椰菜材料

之间的遗传多样性和亲缘关系)但若要深入解析花

椰菜更深层次的遗传密码和遗传关系)则需要更多

的分子标记和更庞大的待测样本群体*

本研究发现)花椰菜转录组
>>Q

引物出现频率

高且种类丰富)可为花椰菜的功能基因挖据.分子标

记辅助育种.遗传多样性分析.比较基因组研究及遗

传图谱绘制等研究工作提供候选标记*
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