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　　摘要：为了探讨不同因素对金莲花初代培养的影响，最终筛选金莲花初代培养的最适外植体、灭菌处理及诱导或
分化培养基，为金莲花离体快繁和规模化、工厂化育苗提供理论依据。以金莲花叶片、叶柄、根颈和根为外植体，以乙

醇和ＨｇＣｌ２为灭菌剂，以ＭＳ为基本培养基，通过不同浓度的６－ＢＡ和ＮＡＡ配比，进行金莲花初代组织培养研究。结

果显示，叶柄是金莲花再生初代培养的最佳外植体，其通过愈伤组织诱导途径建立再生体系，最佳的灭菌组合是７５％
乙醇灭菌１０ｓ＋０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌４ｍｉｎ，最适培养基为ＭＳ＋６－ＢＡ８．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ２．０ｍｇ／Ｌ；其次是根颈，以不定芽

分化途径为主，最佳灭菌组合为７５％乙醇灭菌２０ｓ＋０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌６ｍｉｎ，最适培养基为ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋

ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ。
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　　金莲花（ＴｒｏｌｌｉｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＢｕｎｇｅ）属毛茛科（Ｒａｎｕｎｃｕｌａｃｅ
ａｅ）金莲花属（Ｔｒｏｌｌｉｕｓ），别称“金芙蓉”“金梅草”“旱莲花”
等，是稀有野生药用植物，喜湿喜凉，多生长在海拔１８００～
２７００ｍ的疏林或山地，集中分布在河北、山西、内蒙和东北
等地，其中以河北承德地区所产金莲花药材质量最佳［１－５］。

近年来，人们逐渐认识到金莲花的药用价值和观赏价值，对其

大量采摘，再加上旅游、开荒、放牧等行为，金莲花野生资源及

其生境遭到了极大的破坏，价格逐年上涨。因此，对金莲花进

行引种驯化和人工栽培具有非常重要的意义。目前，金莲花

的人工栽培方法常见种子直播法和幼苗移栽法［６］。杨玉芳

等采取实生播种进行金莲花幼苗培育，结果发现金莲花幼苗

死亡率很高，且幼苗苗期栽培管理困难，难以达到迅速培育优

质种苗的目的［７］，而组织培养技术可以在短时间内培育大量

优质种苗［８－９］。本试验对金莲花的初代培养进行详细的探

索，以期为金莲花的工厂化育苗、次生代谢物生产等提供理论

及技术依据。

１　材料与方法

１．１　材料
随机选取在温室播种的金莲花幼苗（苗期３个月），种子

购自河北承德。

１．２　试验时间及地点
试验于２０１５年１—５月在河北北方学院组织培养实验室

进行。

１．３　试验方法

１．３．１　金莲花初代培养外植体的筛选　将金莲花幼苗从温
室取回，用清水冲洗干净根部基质后置于流水中冲洗２ｈ，再
用洗衣粉水浸泡３０ｍｉｎ，接着用流水冲洗４ｈ，将金莲花幼苗
分成叶片、叶柄、根颈和根４个部分，先用７５％乙醇表面消毒
１０ｓ，再用０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌６ｍｉｎ，无菌水冲洗干净，接种于
ＭＳ＋４．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ的培养基上。
１．３．２　灭菌剂及处理时间对金莲花叶柄和根颈初代培养的
影响　外植体筛选出来的叶柄和根颈经过清洗处理后，分别
置于无菌瓶中，用７５％乙醇和０．１％ ＨｇＣｌ２的不同组合进行
外植体表面灭菌，筛选最佳的灭菌处理时间组合。

１．３．３　培养基组成对金莲花叶柄和根颈初代培养的影响　
以ＭＳ为基本培养基，在此基础上添加不同浓度的６－ＢＡ和
ＮＡＡ，筛选叶柄愈伤组织诱导和根颈分化的最适培养基。
１．３．４　培养基的制备和培养条件　基本培养基中添加蔗糖
３０ｇ／Ｌ、琼脂３．５ｇ／Ｌ，于１２１℃高温灭菌２０ｍｉｎ，灭菌前 ｐＨ
值调至５．８，培养室温度控制在（２５±２）℃，光照１４ｈ／ｄ。
１．４　试验数据统计分析

接种１周后统计污染率，２周后统计死亡率、成活率、愈
伤组织诱导率和不定芽分化率等，记录数据的同时观察外植

体生长状况并拍照。污染率 ＝污染外植体数／接种外植体
数×１００％；成活率＝成活外植体数／接种外植体数 ×１００％；
死亡率＝死亡外植体数／接种外植体数 ×１００％；愈伤组织诱
导率＝诱导愈伤组织外植体数／成活外植体数 ×１００％；分化
率＝分化根颈数／成活根颈数×１００％。

所得数据采用 Ｅｘｃｅｌ２０１０和 ＳＰＳＳ１７．０进行统计、方差
分析和多重比较（Ｄｕｎｃａｎｓ法）。

２　结果与分析

２．１　不同外植体的初代培养情况
将处理过的金莲花幼苗分成叶片、叶柄、根颈和根４个部

分，分别接种在ＭＳ＋４．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ上，观
察其各自的变化情况。１周后，叶片有 １３．３３％被污染，
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５０００％死亡，只有１６．６７％有愈伤组织形成，且愈伤组织相
对较多（图１），其余的２０％无生长表现，死亡叶片最初表现
为颜色逐渐变黑，而后死亡；叶柄的污染率和死亡率与叶片相

比相对较低，分别只有７．００％、２４．００％，叶柄的愈伤组织诱
导率较高，达到了５２．００％，愈伤组织颜色发白，紧实度相对
较差，稍显疏松，但是愈伤组织相对很多（图２）；叶片和叶柄
均没有不定芽分化。将根颈接入相同培养基，２周后只有

４３５％出现污染，其余全部有新的不定芽萌发，但是没有愈伤
组织形成（图３），可能因为根颈是作为完整植物存在的缘故。
根系因为生长在基质当中，所含的杂菌较多，所以在相同的灭

菌条件下，污染率较高，达到５７．７８％，但是死亡率也高，达到
３８．８９％，其余的 ３．４％没有任何生长表现（表 １）。由此可
知，叶柄是金莲花初代培养的最佳外植体选择，其次是根颈，

叶片也可以考虑，而根系则不能使用。

表１　不同外植体初代培养情况

外植

体

污染率

（％）
死亡率

（％）
愈伤组织诱

导率（％）
不定芽分

化率（％）
愈伤组织

生长表现

叶片 １３．３３ ５０．００ １６．６７ ０ 白色，肥大

叶柄 ７．００ ２４．００ ５２．００ ０ 色白，疏松，量大

根颈 ４．３５ ０ ０ ９５．６５ —

根系 ５７．７８ ３８．８９ ０ ０ —

　　注：“—”代表即无愈伤组织形成，也无生长表现。

２．２　灭菌时间对金莲花初代培养的影响
２．２．１　灭菌剂及处理时间对金莲花叶柄初代培养的影响　
通常情况下，７５％乙醇和０．１％ ＨｇＣｌ２结合是常用的外植体
灭菌组合，不同的外植体因为其幼嫩程度和所携带杂菌的量

不同而对具体的灭菌时间会有差别。由表２可知，在７５％乙
醇灭菌时间相同时，随着０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌时间延长，污染率
下降，死亡率增加。用 ７５％乙醇灭菌 １０ｓ时，ＨｇＣｌ２灭菌
４ｍｉｎ和 ６ｍｉｎ之间的差别不大，ＨｇＣｌ２灭菌４ｍｉｎ时成活率
达到７８００％，只比６ｍｉｎ多６．００百分点；而当ＨｇＣｌ２灭菌时
间达到８ｍｉｎ时，污染率为０，而死亡率达到了９２．００％，说明
ＨｇＣｌ２对幼嫩的叶柄有较强的毒害作用。同样，当 ＨｇＣｌ２灭
菌时间一致时，随着７５％乙醇表面灭菌时间的增加，叶柄污
染率逐渐下降，灭菌死亡率逐渐增大，叶柄组织成活率逐渐下

降，ＨｇＣｌ２灭菌时间为８ｍｉｎ，只有７５％乙醇灭菌１０ｓ的叶柄
组织有成活，可知在７５％乙醇和０．１％ ＨｇＣｌ２的共同作用下，
ＨｇＣｌ２的作用占主导地位。针对叶柄的组织培养，最佳的外
植体处理组合为 ７５％乙醇灭菌 １０ｓ＋０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌
４ｍｉｎ，此时叶柄的污染率虽达到１８．００％，但是死亡率最低，
只有４．００％，成活率也最高，达到７８．００％。
２．２．２　灭菌剂及处理时间对金莲花根颈初代培养的影响　
以根颈为外植体进行组织培养时，在７５％乙醇处于相同处理
时，随着ＨｇＣｌ２灭菌时间的增加，根颈的污染率下降，死亡率
增加，这与叶柄的表面灭菌效果是一致的；当ＨｇＣｌ２灭菌时间
一致时，随着７５％乙醇表明处理时间的延长，根颈同样表现
出与叶柄相同的变化趋势（表３），可能是因为根颈底部有少

量根系的存在使得其所携带的杂菌相对于叶柄偏多，所以根

颈的最佳表面灭菌处理组合为７５％乙醇２０ｓ＋０．１％ ＨｇＣｌ２
６ｍｉｎ，此时的成活率达到了９０．００％。

表２　灭菌剂及处理时间对金莲花叶柄初代培养的影响

各灭菌剂的灭菌时间

７５％乙醇
（ｓ）

０．１％ＨｇＣｌ２
（ｍｉｎ）

接种数

（个）

污染率

（％）

灭菌死

亡率

（％）

成活率

（％）

１０ ４ ５０ １８．００ ４．００ ７８．００
１０ ６ ５０ １２．００ １６．００ ７２．００
１０ ８ ５０ ０ ９２．００ ８．００
２０ ４ ５０ １４．００ １２．００ ７４．００
２０ ６ ５０ ８．００ ７４．００ １８．００
２０ ８ ５０ ０ １００．００ ０
３０ ４ ５０ ８．００ ２２．００ ７０．００
３０ ６ ５０ ０ ８４．００ １６．００
３０ ８ ５０ ０ １００．００ ０

表３　灭菌剂及处理时间对金莲花根颈初代培养的影响

各灭菌剂的灭菌时间

７５％乙醇
（ｓ）

０．１％ＨｇＣｌ２
（ｍｉｎ）

接种数

（个）

污染率

（％）

灭菌死

亡率

（％）

成活率

（％）

１０ ４ ５０ ７４．００ ０ ２６．００
１０ ６ ５０ ４８．００ ０ ５２．００
１０ ８ ５０ ０．００ ２８．００ ７２．００
２０ ４ ５０ ４４．００ ４．００ ５２．００
２０ ６ ５０ ４．００ ６．００ ９０．００
２０ ８ ５０ ２．００ ３４．００ ６４．００
３０ ４ ５０ ３８．００ ６．００ ５６．００
３０ ６ ５０ ４．００ ２８．００ ６８．００
３０ ８ ５０ ０ ４８．００ ５２．００

２．３　培养基组成对金莲花初代培养的影响
２．３．１　培养基组成对金莲花叶柄愈伤组织诱导的影响　表
４表明，将叶柄接种在以 ＭＳ为基本培养基附加不同浓度
６－ＢＡ（４．０、８．０ｍｇ／Ｌ）和 ＮＡＡ（０．５、１．０、１．５、２．０ｍｇ／Ｌ）培
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养基上，约１周后有白色愈伤组织形成，呈絮状疏松态，１０ｄ
左右愈伤组织逐渐增多，２周以后愈伤组织开始变黑。具体
的愈伤组织诱导情况和叶柄伤口的规格有着非常重要的关

系，叶柄粗壮，愈伤组织出现得早且多，叶柄细弱，愈伤组织不

出现或是出现得相对晚，这可能和叶柄内部所含营养物质的

量有关，而叶柄的长短对于愈伤组织诱导的影响不大。从表

４可知，不同浓度的 ＮＡＡ对叶柄的初代培养有一定的影响，
但与６－ＢＡ的结合效果则呈现出不一致的变化规律。当
６－ＢＡ使用浓度为４．０ｍｇ／Ｌ时，叶柄的愈伤组织诱导率在
ＮＡＡ为１．０ｍｇ／Ｌ时达到最大，随着 ＮＡＡ浓度的增大，愈伤
组织诱导率开始下降，在ＮＡＡ为２．０ｍｇ／Ｌ时，愈伤组织诱导
率只有２５．００％，只有 ＮＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ的一半不到；当６－ＢＡ
的使用浓度为８ｍｇ／Ｌ时，随着ＮＡＡ使用浓度的增大，愈伤组
织诱导率也一直增加，在ＮＡＡ为２．０ｍｇ／Ｌ时，愈伤组织诱导
率为８５．００％，此时６－ＢＡ／ＮＡＡ的值是一样的，说明细胞分
裂素和生长素的比例及使用浓度对于愈伤组织的诱导都具有

重要的影响，因此ＭＳ＋８．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ是
叶柄愈伤组织诱导的最佳培养基。

表４　培养基组成对金莲花叶柄愈伤组织诱导的影响

ＭＳ培养基中各激素
添加浓度（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ ＮＡＡ

接种叶

柄数

（个）

产生愈伤组

织的叶柄数

（个）

愈伤组织

诱导率

（％）

４．０ ０．５ １２０ ５２ ４３．３３
４．０ １．０ １２０ ６４ ５３．３３
４．０ １．５ １２０ ４８ ４０．００
４．０ ２．０ １２０ ３０ ２５．００
８．０ ０．５ １２０ ５５ ４５．８３
８．０ １．０ １２０ ６８ ５６．６７
８．０ １．５ １２０ ７５ ６２．５０
８．０ ２．０ １２０ １０２ ８５．００

２．３．２　培养基组成对金莲花根颈初代培养的影响　生长素
和细胞分裂素的配合使用，对芽的诱导效果好于细胞分裂素

的单独作用，也好于生长素的单独作用，即在一定浓度的细胞

分裂素（或生长素）的基础上，添加一定浓度的生长素（或细

胞分裂素），对于不定芽的诱导，即根颈的分化有一定的促进

作用，因为生长素可促进腋芽的生长，细胞分裂素可以促进细

胞分裂和器官分化［１０］。当 ＮＡＡ浓度为 ０．１ｍｇ／Ｌ时，随着
６－ＢＡ浓度的增加，根颈分化率逐渐下降，可见低浓度的６－
ＢＡ对于根颈的分化具有促进作用；而当 ＮＡＡ浓度为
０．５ｍｇ／Ｌ，随着６－ＢＡ浓度的增加，根颈分化率增加，这与
ＮＡＡ浓度为０．１ｍｇ／Ｌ时的结果正好相反（表５），可见６－
ＢＡ／ＮＡＡ的值对于根颈的分化比各自的使用浓度作用更关
键，因此根颈分化的最佳培养基为 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０１ｍｇ／ＬＮＡＡ。　

３　结论与讨论

３．１　结论
在植物的离体快繁过程中，初代培养的建立是快繁的第

１步。在金莲花的初代培养过程中，叶柄是最佳的外植体，其
次是根颈；因叶柄和根颈的组织幼嫩程度及所携带杂菌的差

异，各自的灭菌处理组合表现不同，其中叶柄以７５％乙醇灭

表５　培养基组成对金莲花根颈初代培养的影响

ＭＳ培养基中各激素
添加浓度（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ ＮＡＡ

接种根

颈数

（个）

根颈分

化数

（个）

根颈分

化率

（％）

１．０ ０．１ ３０ ２４ ８０．００
２．０ ０．１ ３０ ２０ ６６．６７
４．０ ０．１ ３０ １７ ５６．６７
１．０ ０．５ ３０ １２ ４０．００
２．０ ０．５ ３０ １５ ５０．００
４．０ ０．５ ３０ １９ ６３．３３

菌１０ｓ＋０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌４ｍｉｎ效果最佳，根颈以７５％乙醇
灭菌２０ｓ＋０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌６ｍｉｎ效果最佳；同时二者的分
化途径也有明显的差异，叶柄以愈伤组织诱导途径为主，最适

培养基为ＭＳ＋６－ＢＡ８．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ２．０ｍｇ／Ｌ，而根颈以
不定芽分化途径为主，最适培养基为ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ。
３．２　讨论
３．２．１　外植体的选择及灭菌对试验效果的影响　选择叶片、
叶柄、根颈和根系分别作为外植体进行初代培养，在对其进行

灭菌时，发现影响污染率的主要原因在于：如果灭菌时间短，

只能钝化部分细菌；如果灭菌时间长，虽大部分细菌可被灭

死，同时植物组织也会被杀死，因此在灭菌这一环节，污染是

最大的障碍［１１］，克服这一矛盾也是控制污染率的有效途径。

在选定的４种外植体中，叶柄表面光滑，克服这一矛盾相对容
易，具有较好的愈伤组织诱导效果，是最佳的外植体选择，其

次是根颈，虽灭菌较叶柄难度增加，但是作为１株完整的植株
存在，有不定芽的分化且具有很高的成活率，可以作为外植体

的补充存在。

３．２．２　激素对愈伤组织诱导和不定芽分化的影响　一般认
为，诱导愈伤组织或进行不定芽分化的关键条件在于培养条

件，而培养条件中的激素是最为重要的，外源激素是植物愈伤

组织诱导或不定芽分化中不可缺少的组成部分。通常情况

下，生长素和细胞分裂素对保持愈伤组织的形成或不定芽的

分化是非常必要的，尤其是二者有效结合时，对愈伤组织形成

或不定芽诱导具有强烈的刺激作用［１２］。本试验以叶柄为外

植体时，在６－ＢＡ浓度为４．０ｍｇ／Ｌ时，ＮＡＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ
表现最好；在 ６－ＢＡ浓度为 ８．０ｍｇ／Ｌ时，ＮＡＡ浓度为
２．０ｍｇ／Ｌ表现最好，虽６－ＢＡ和ＮＡＡ的浓度差异很大，在其
愈伤组织诱导率上表现出不同的变化趋势，但因其６－ＢＡ／
ＮＡＡ的浓度比值均为２０，因此表现出最佳的愈伤组织诱导
率。以根颈为外植体时，因其具有不同的器官分化途径，对于

６－ＢＡ和 ＮＡＡ的浓度也表现出不同的适应性，以 ＭＳ＋
６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ为最佳的不定芽分化培养
基，高浓度的细胞分裂素对其起抑制作用。
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软枣猕猴桃性别相关的 ＳＲＡＰ分子标记
李　旭，吴松权，姜明亮，朴一龙
（延边大学农学院，吉林延吉１３３０００）

　　摘要：以软枣猕猴桃成龄雌株、雄株叶片为试验材料，利用ＳＲＡＰ分子标记手段及ＳＰＳＳ软件对统计数据进行聚类
分析，结果表明，从初筛的８０对引物中筛选出１５对可稳定扩增出多态性条带的引物组合，１９个雌、雄植株共得到７７
个条带，多态性条带为７２个，多态率达到９３．５０％；雌株多态性比率为６８．８％，雄株多态性比率为８７．０％；ｍｅ２－ｅｍ１、
ｍｅ６－ｅｍ６、ｍｅ７－ｅｍ５、ｍｅ７－ｅｍ７这４对引物的扩增结果表现出雌雄株间的多态性比率具有明显差异；供试的１９个植
株经聚类分析分成２组，２组中均有７０％以上表现出相同的性别。基于性别相关的 ＳＲＡＰ可以有效分辨出软枣猕猴
桃雌株、雄株。
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　　中图分类号：Ｑ９４３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０８－００６９－０３

收稿日期：２０１５－０６－１８
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１１６００６８）。
作者简介：李　旭（１９８９—），男，黑龙江兰西人，硕士研究生，从事果
树栽培生理研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｂｕ０９ｙｌｌｉｘｕ＠１６３．ｃｏｍ。
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　　软枣猕猴桃［Ａｃｔｉｎｉｄｉａａｒｇｕｔａ（Ｓｅｉｂ．ｅｔＺｕｃｃ．）Ｐｌａｎｇｃｈ．ｅｘ
Ｍｉｑ．］是猕猴桃科猕猴桃属中水平和垂直分布最广泛的多年
生落叶藤本果树之一［１］，我国南北各地、朝鲜、日本、俄罗斯

均有分布，以我国东三省资源最为丰富，其中，小兴安岭和长

白山山区较为多见，是珍贵的抗寒果树资源。软枣猕猴桃果

实富含维生素Ｃ、酚类物质、类胡萝卜素及多种矿质元素，具
有一定的药用价值。目前，软枣猕猴桃作为第３代猕猴桃，受
到世界各国的广泛关注，其产业开发正蓬勃发展。但是，软枣

猕猴桃为雌雄异株植物，以雌株产果实，雌株的经济价值明显

高于雄株，而软枣猕猕猴桃实生苗需要５～７年才能结果，童
期漫长，且实生繁殖后代出现雌雄比约为 １∶４的性别分
离［２］，不利于生产需要。雌雄异株和幼苗期雌雄无法辨别给

软枣猕猴桃种质资源的改良和育种带来巨大困难，因此，软枣

猕猴桃的性别鉴定在生产和遗传育种方面有着重要的意义。

分子标记技术具有简单快捷等优点，逐渐成为植物辅助

育种的重要手段。ＤＮＡ分子标记技术被应用于植物的性别
鉴定，提高了植物性别鉴定的准确性和实用性。Ｍｉｃｈｅｌｍｏｒｅ
等提出的群体分离分析法（ＢＳＡ）是一种有效的定位基因方
法［３］，并据此得到了一些雌雄异株的植物性别连锁 ＤＮＡ标

记；Ｍｕｌｃａｈｙ等在Ｓｉｌｅｎｅｌａｔｉｆｏｌｉａ中用６０条随机引物筛选到４
条与性别连锁的 ＲＡＰＤ标记［４］；Ｈｏｒｍａｚａ等通过７００条引物
的筛选，在Ｐｉｓｔａｃｉａｖｅｒａ中找到１条单独性别连锁的ＲＡＰＤ标
记［５］。相关序列扩增多态性（ＳＲＡＰ）是Ｌｉ等发展的新型分子
标记［６］，该标记通过独特的引物设计对可读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅｓ，ＯＲＦｓ）进行特异性扩增，具有简便、稳定、产率高、标记
分布均匀、多态性强、目的片段便于克隆等特点，已被广泛应

用于图谱构建、比较基因组学、基因克隆和亲缘关系等研

究［７－１０］，而在性别决定方面仅应用于少数几种植物中［１１－１４］。

利用ＳＲＡＰ分子标记技术对软枣猕猴桃性别的相关特异片段
研究未见报道。

本研究利用 ＳＲＡＰ分子标记技术对软枣猕猴桃的雌、雄
基因组ＤＮＡ差异进行研究，以期为软枣猕猴桃幼苗期性别鉴
定、软枣猕猴桃性别相关基因的克隆提供科学依据。同时，

ＳＲＡＰ体系的建立为利用 ＳＲＡＰ分子标记技术对软枣猕猴桃
进行相关研究提供了一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料于２０１４年８月取自延边大学野生浆果资源圃

（枫林），选取生长势一致、无病虫害的６年生野生软枣猕猴
桃雌株、雄株，分别取其成熟叶片，用冰盒保存，迅速带回实验

室，液氮速冻。雄株取１０个样品，记为Ｘ１～Ｘ１０；雌株取９个
样品，记为Ｃ１～Ｃ９。所用 ＳＲＡＰ引物（表１），均由上海生工
生物工程技术服务有限公司合成。
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