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样品消解试剂用量少，降低了由酸所造成的空白值，是理想的

消解方法。采用火焰原子分光光度法测定微量元素含量，该

方法准确性高、精密度好，样品的回收率为 ９５．５％ ～
１０４８％，相对标准偏差在３％以内。本研究结果表明，午子
仙毫、定军茗眉、宁强雀舌３种茶叶中，对人体有益的Ｍｇ、Ｃａ、
Ｍｎ含量很高，这些微量元素对维护人体免疫功能起着重要
作用。其中，午子仙毫中 Ｍｇ、Ｍｎ、Ｆｅ、Ｃｕ、Ｚｎ含量较高，茶叶
品质优异。
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聚丙烯酰胺凝胶电泳检测南苜蓿 ＳＳＲ标记
陈　祥，魏臻武，任海龙，乔志宏

（扬州大学动物科学与技术学院／扬州大学草业科学研究所，江苏扬州２２５００９）

　　摘要：以南苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ）为试验材料，用ＣＴＡＢ法提取南苜蓿基因组，选择已开发的蒺藜苜蓿（Ｍｅｄｉ
ｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ）引物１００对，分别在一年生苜蓿ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系和苜蓿属变种ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的基础上进行
ＰＣＲ扩增，并将扩增产物进行８％的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，都得到了位点明显、背景清晰的条带。结果表
明，南苜蓿均适合于现有的一年生苜蓿ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系和苜蓿属变种 ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，建立了一套有效、成
熟的应用于南苜蓿ＳＳＲ标记的聚丙烯酰胺凝胶电泳银染检测的方法，该方法可以用于南苜蓿杂交Ｆ１代的鉴定以及后

期资源的遗传分析。
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　　南苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ）属于豆科苜蓿属，是一年
生或越年生苜蓿，别称秧草、草头、金花菜［１－２］、多形苜蓿［３］

等。南苜蓿多产于长江中下游地区，如江苏、浙江等地，在安

徽、江西、云南等地也有分布。南苜蓿常作为田间绿肥，也可

作蔬菜和牧草。目前，随着秧草保健功能的不断彰显，多地已

经形成了以秧草为主的产业。南苜蓿实现了牧草功能的延

伸，是长三角生态农业新的增长点，成为我国南方草业发展的

新亮点［４］。

简单序列重复（Ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ），是重复序
列的重要组成部分。ＳＳＲ是由１～６个核苷酸为重复单位序
列组成的串联重复序列。ＳＳＲ以ＰＣＲ技术为基础，并均匀分
布于整个基因组中。由于ＳＳＲ分子标记具有共显性、涵盖范
围广、标记数量丰富、所揭示的多态性高等优点［５］，已经在分

子育种、指纹图谱构建、种子纯度鉴定、基因定位等方面得到

广泛应用［６－７］。同样，对于遗传背景缺乏、没有测序信息的植

物，ＳＳＲ仍然具有极高的利用价值。
聚丙烯酰胺凝胶电泳（Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，

ＰＡＧＥ），是一种以聚丙烯酰胺凝胶作为介质的常用电泳技
术。由于其检测灵敏度和分辨率都比较高，是分子生物学和

基因工程上不可缺少的试验技术，特别适合 ＳＳＲ标记扩增产
物的检测［８－９］。本研究在张丽芳等模式植物蒺藜苜蓿（Ｍｅｄｉ
ｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ）ＳＳＲ标记的 ＰＣＲ反应体系［１０］和 Ｅｕｊａｙｌ等苜
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蓿属变种ＰＣＲ反应体系［１１］的基础上，建立一种适用于南苜

蓿ＳＳＲ标记的聚丙烯酰胺凝胶电泳银染检测的方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验所用的南苜蓿材料由扬州大学草业科学研究所野

外搜集所得（表１），于２０１４年４月种植于扬州大学扬子津校
区实验地，在植株成型后取嫩叶研磨，提取的叶片 ＤＮＡ作为
ＰＣＲ反应的模板。试验所用的ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰ、Ｔａｑ聚合酶试剂
均购自生工生物工程（上海）股份有限公司，其他常规试剂均

为国产分析纯。

表１　供试材料

编号 品种类别 来源 形态特征

ＷＬ０１（♂） 地方品种 浙江温岭 叶片较大、株型较高、分

枝数较多

ＣＸ０１（♀） 地方品种 云南楚雄 叶片较小、株型较矮、分

枝数少

Ｆ１（ＷＬ０１×ＣＸ０１） 待选品系 叶片较大、分枝数较多

１．２　ＤＮＡ提取
南苜蓿叶片基因组 ＤＮＡ提取采用魏臻武的 ＣＴＡＢ

法［１２］。取１０～１５张叶片在液氮中迅速研磨成粉末，用于后
续ＤＮＡ的提取，提取的 ＤＮＡ经０．８％琼脂糖凝胶电泳和紫
外分光光度计检测质量和浓度。样品稀释１０倍放入４℃冰
箱备用，原液放入－７０℃冰箱长期保存。
１．３　引物

引物来源于扬州大学草业科学研究所提供的１００对蒺藜
苜蓿ＳＳＲ引物，由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。
引物粉末用超纯水稀释，保证引物的浓度高于 １０μｍｏｌ／Ｌ。

待完全溶解后在漩涡混合器中混匀，离心，放入 －２０℃冰箱
中保存待用。

１．４　ＰＣＲ反应体系和扩增程序
ＳＳＲ反应体系［１０］为１０μＬ（每孔添加量）。１０μＬＰＣＲ体

系含０．２４μＬｄＮＴＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ），３μＬＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／ｕＬ），
０．１６μＬＴａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（１Ｕ），１．５μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ（１μｍｏｌ／Ｌ），
３μＬＤＮＡ模板（２０～９０ｎｇ／μＬ），０．９μＬＭｇ２＋（２０ｍｍｏｌ／Ｌ），
１．２μＬｄｄＨ２Ｏ。

一年生苜蓿ＰＣＲ扩增程序［１３］：９４℃预变性３ｍｉｎ；９５℃
变性１ｍｉｎ，，５５℃退火１．５ｍｉｎ（不同引物退火温度不同），
７２℃延伸１ｍｉｎ，共循环 ３５次；最后 ７２℃保温 ８ｍｉｎ，４℃
保存。

苜蓿属变种ＰＣＲ扩增程序［１１］：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃
变性５０ｓ，５５℃退火５０ｓ（不同引物退火温度不同），７２℃延
伸９０ｓ，共循环４０次；最后７２℃保温１０ｍｉｎ，４℃保存。
１．５　ＰＣＲ扩增产物的电泳检测

ＰＣＲ扩增产物中加入 ｌＬｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（溴酚蓝缓冲
液），在８％非变性聚丙稀酰胺凝胶（ＰＡＧＥ）上，于１００Ｖ电压
电泳０．５ｈ，２００Ｖ电压电泳１ｈ，然后银染检测。
１．６　图片处理

电泳照片用ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐＣＳ２９．０进行裁剪；引物信
息采用Ｅｘｃｅｌ２００３整理。

２　结果与分析

用１００对蒺藜苜蓿 ＳＳＲ引物进行亲本母本温岭材料和
父本楚雄材料及其杂交Ｆ１代多态性分析，筛选出８对多态性
较好的作为南苜蓿特异性 ＳＳＲ引物，引物信息如表２所示。
聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 ＰＣＲ扩增产物，最后银染上色，其
结果见图１、图２。

表２　ＳＳＲ引物相关信息

编号 引物名称 正向引物序列（５′→３′） 反向引物序列（５′→３′）
１ ＭｔＢ１５２ ＡＡＴＴＴＣＡＧＧＡＡＡＡＣＣＡＴＣＡＡ ＧＡＴＧＧＧＡＣＴＴＧＡＴＴＴＣＣＴＴＡ
２ ＭｔＢ３４ ＧＡＣＧＴＣＧＧＡＧＡＣＡＴＧＧＡＧＴＴ ＴＣＴＡＡＧＣＣＴＣＡＣＣＣＣＡＡＡＧＡ
３ ＭｔＢ１４７ ＴＣＡＡＡＡＴＣＡＡＡＡＴＣＧＧＣＧＡＣ ＴＴＡＣＧＧＧＧＡＣＡＡＡＡＡＴＴＧＧＡ
４ ＭｔＢ１８ ＡＣＣＴＧＧＧＡＴＴＧＧＧＴＴＡＧＧＡＣ ＣＣＡＣＴＧＴＴＧＴＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴ
５ ＭｔＢ２１ ＴＡＣＴＧＧＧＴＴＣＡＣＧＣＡＣＡＡＡＡ ＴＴＣＡＡＣＣＧＴＡＣＣＧＣＴＣＴＴＣＴ
６ ＭｔＢ５０ ＣＡＴＧＴＡＡＣＧＣＴＴＧＡＧＧＣＴＧＡ ＣＡＡＣＣＣＴＡＡＣＣＣＴＣＡＣＣＡＡＡ
７ ＭｔＢ１６ ＴＴＴＧＴＴＧＧＡＧＴＡＴＣＴＧＣＴＴＧＣＴ ＣＡＡＴＴＴＧＣＣＧＴＴＧＴＴＴＧＣＴＡ
８ ＭｔＢ８ ＣＣＡＴＣＣＴＴＴＴＡＣＧＡＴＧＡＣＣＧ ＧＧＣＴＴＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＡＴＴＣ
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　　试验结果表明，蒺藜苜蓿 ＳＳＲ引物 ＭｔＢ１５２、ＭｔＢ３４、
ＭｔＢ１４７、ＭｔＢ１８、ＭｔＢ２１、ＭｔＢ５０、ＭｔＢ１６、ＭｔＢ８在一年生苜蓿
ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中和苜蓿属变种 ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中
均能扩增出条带，但条带质量有差异。具体表现为一年生苜

蓿ＳＳＲ反应体系扩增出的产物经电泳检测后得到的谱带要
比苜蓿属变种的ＳＳＲ反应体系扩增出的谱带背景更加清晰，
多态性位点更易于辨认，但扩增出的位点明显少于苜蓿属变

种 ＳＳＲ的反应体系。在 ２种反应体系中，引物 ＭｔＢ１８、
ＭｔＢ１４７、ＭｔＢ５０、ＭｔＢ８扩增出的条带数明显多于其他引物，多
态性好于其他引物。

基于一年生苜蓿 ＳＳＲ反应体系和苜蓿属变种的 ＳＳＲ反
应体系，分别采用聚丙烯酰胺凝胶电泳后对南苜蓿进行 ＳＳＲ
标记检测，均能够得到稳定、易辨、背景清晰的谱带，是一套快

速有效的检测方法。

３　结论与讨论

由于ＳＳＲ的诸多优点以及技术的日趋成熟，已经成为一
种比较理想的分子标记技术，被广泛运用到多个领域。在农

作物中，水稻 （Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）［１４－１５］、小 麦 （Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉ
ｖｕｍ）［１６－１７］、玉米（Ｚｅａｍａｙｓ）［１８］、大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）［１９］、大麦
（Ｈｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅ）［２０］等都已进行了ＳＳＲ标记的研究。

南苜蓿早期作为蔬菜和田间绿肥推广［４］，在分子生物学

研究方面，还没有相关的文献报导，导致其遗传背景缺乏，试

验工作无法借鉴，给遗传育种工作带来了困难。试验证明，根

据南苜蓿的分类学地位，将其作为一年生苜蓿属植物的属性

来研究，能够开展ＳＳＲ分子标记的研究。根据引物之间的通
用性，已开发的蒺藜苜蓿 ＳＳＲ引物，通过聚丙烯酰胺凝胶电
泳技术，在一年生苜蓿 ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系和苜蓿属变种的
ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的基础之上，能够扩增出条带清晰、多态
性高的谱带，可以用于南苜蓿试验分析与交流。

要想获得清晰可靠的条带可以改变引物的退火温度、

Ｍｇ２＋浓度以及反应的循环数［２１－２２］。基于一年生苜蓿 ＳＳＲ反
应体系的谱带要比苜蓿属变种的ＳＳＲ反应体系的清晰，但是
扩增出的位点数要少于苜蓿属变种的反应体系，这可能与各

自的反应体系的退火温度及循环次数有关，需要进一步设计

试验来摸索证明，才能最终得到位点数多而且条带清晰可靠

的ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系。
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