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　　摘要：蔗糖合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＳｕＳ）是蔗糖代谢的关键酶，在植物的代谢反应中起重要作用。以谷子基因组
数据库为平台，借用生物信息学手段对谷子ＳｉＳｕＳ基因家族进行挖掘和分析。结果表明，谷子的ＳｉＳｕＳ基因家族包括９
个基因，它们不均匀地分布在５条染色体上。该家族氨基酸序列长度为８０９～１０８８ａａ，外显子数目为１０～１６个，大多
数蛋白质为弱酸性。谷子ＳｉＳｕＳ的氨基酸序列具有９个保守基序；进化树分析结果表明，谷子、水稻、高粱 ＳｉＳｕＳ蛋白
聚在一起。
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　　蔗糖合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＳｕＳ）作为植物蔗糖代谢的
重要酶之一，对植物的生长具有重要作用。蔗糖合成酶能够

参与蔗糖的代谢和调控蔗糖的输入，影响细胞分化与纤维壁

的形成，调节淀粉的合成，对作物产量和品质调控都有重要的

意义［１］。蔗糖合成酶基因广泛存在于高等植物中，目前已经

从马铃薯、胡萝卜、玉米、柑橘等大量植物中获得ＳｕＳ基因［２］。

大量研究显示，ＳｕＳ是一个小的基因家族，在大多数植物中至
少含有３个ＳｕＳ基因，拟南芥、莴苣、橡树均含有６个 ＳｕＳ基
因［３－５］，玉米中至少有 ５个 ＳｕＳ基因，水稻中已经发现 ９个
ＳｕＳ基因［６］，烟草中发现１４个ＳｕＳ基因［７］，但是对谷子ＳｕＳ基因
的研究尚未见报道，因此，本研究以谷子为对象进行分析。

谷子（Ｓｅｔａｒｉａｉｔａｌｉｃａ）作为我国传统粮食作物，种植面积
广，同时营养价值高，有“百谷之长”的美誉［８］。谷子基因组

小且为二倍体，与水稻、高粱、玉米共线性高，是禾本科基因组

研究的模式植物之一，也是研究Ｃ４植物的模式植物。目前谷
子的全基因组测序已经完成，这为谷子分子生物学研究奠定

了良好的基础。本研究利用生物信息学相关技术鉴定谷子

ＳｕＳ基因家族，并对该家族序列及蛋白系统进行比较分析，对
了解ＳｉＳｕＳ基因家族在谷子蔗糖代谢中的作用具有非常重要
的意义。

１　材料与方法

１．１　谷子ＳｕＳ基因的鉴定及序列分析
首先在 Ｐｆａｍ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｐｆａｍ．ｘｆａｍ．ｏｒｇ／）［９］中下载

ＳｕＳ家族的隐马氏模型文件（Ｐｆａｍ号码：ＰＦ００８６２），从

Ｇｒａｍｅｎｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｒａｍｅｎｅ．ｏｒｇ／）中输入Ｐｆａｍ号码进行相
似性搜索，找到与谷子相关基因的 ＩＤ及其蛋白序列，进行重
复性比对，除去重复项和冗余，得到无重复的基因、转录本、蛋

白ＩＤ以及蛋白序列和外显子数量，共得到９条蛋白并命名为
ＳｉＳｕＳ１～ＳｉＳｕＳ９。

利用 ＳＭＡＲＴ网站（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）
和ＣＤＤ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．
ｃｇｉ）网站［１０－１１］对蛋白的结构域进行检测。在 ＰｒｏｔＰａｒａｍ网站
（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）对谷子 ＳｉＳｕＳ蛋白的相
关信息（分子量、氨基酸数目、等电点）进行分析［１２］。

１．２　染色体定位
结合谷子基因组数据库中的信息，从 ＥｎｓｅｍｂｌＰｌａｎｔｓ

（ｈｔｔｐ：／／ｐｌａｎｔｓ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ／Ｓｅｔａｒｉａ＿ｉｔａｌｉｃａ／Ｉｎｆｏ／Ｉｎｄｅｘ）中查
询谷子染色体的长度，使用 ＡｄｏｂｅｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒＣＳ５软件绘制基
因在染色体上的相对位置。

１．３　ＳｉＳｕＳ基因家族蛋白的绘制
分析蛋白质结构域的位置，使用 ＰＲＯＳＩＴＥ在线网站

（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）［１３］分析９个 ＳｉＳｕＳ蛋白序列，得
出每个蛋白相应的蔗糖合成酶结构域、糖基转移酶

（ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）结构域、蔗糖磷酸合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅ－
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ）结构域的位置。
１．４　ＳｉＳｕＳ基因家族进化树的绘制及内含子、外显子的结构
分析

利用ＣｌｕｓｔａｌＸ［１４］对比所得到的ＳｉＳｕＳ蛋白序列并下载分
析结果。使用ＭＥＧＡ６．０软件采用邻接法（ＮＪ法）绘制进化
树，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ设置为１０００。将 Ｆａｓｔａ格式的谷子 ＳｉＳｕＳ基因
编码的核苷酸序列和相应的全核苷酸序列，通过 ＧＳＤ软
件［１５］绘制谷子ＳｉＳｕＳ基因的内含子和外显子的结构模式图。
１．５　谷子ＳｉＳｕＳ基因编码的序列分析及模体分布

利用ＭＥＭＥ（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｍｅ．ｎｂｃｒ．ｎｅｔ／ｍｅｍｅ／ｃｇｉｂｉｎ／ｍｅｍｅ．
ｃｇｉ）［１６］将Ｆａｓｔａ格式的谷子 ＳｉＳｕＳ基因编码的氨基酸序列进
行序列分析及保守性基序分布，设定序列长度范围为 ２０～
３００ａａ。
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１．６　谷子、高粱和水稻ＳｕＳ基因家族的比较分析
将获得的谷子、高粱和水稻 ＳｕＳ基因的氨基酸序列以

Ｆａｓｔａ格式保存，采用“１．３”节的方法绘制这３种植物 ＳｕＳ基
因的系统进化树，对不同物种ＳｕＳ基因家族进行比较分析。

２　结果与分析

２．１　谷子ＳｉＳｕＳ基因家族的鉴定及序列分析
由表１可知，通过对谷子基因组数据库的检索共鉴定出

９个ＳｕＳ基因，命名为 ＳｉＳｕＳ１～ＳｉＳｕＳ９。分析９个 ＳｉＳｕＳ蛋白
序列发现不同蛋白差异很大，ＳｉＳｕＳ蛋白的氨基酸个数范围为
８０９～１０８８ａａ，分子量范围为９２．３４～１２０．００ｋｕ，等电点范围
为５．８８～７．４９，基因含有１０～１６个外显子。从蛋白的基本
特点可知，ＳｉＳｕＳ蛋白无论从序列的长度还是蛋白的特性变化
都很大，表示该基因家族蛋白执行不同的功能。值得注意的

是，多数ＳｉＳｕＳ蛋白的等电点小于７．００，表示多数 ＳｉＳｕＳ基因
可能编码弱酸性蛋白，在酸性的亚细胞环境中发挥作用。

表１　谷子ＳｉＳｕＳ基因的鉴定及特性

基因名称 转录名称
染色体

（条）
基因位置

外显子数

（个）

开放阅读框

长度（ｂｐ）
蛋白质预测

氨基酸个数（ａａ） 分子量（ｋｕ） 等电点

ＳｉＳｕＳ１ Ｓｉ０００１３０ｍ ５ ４４８２８４９７～４４８３３９５６ １２ ５４６０ １０８８ １２０．００ ６．２６
ＳｉＳｕＳ２ Ｓｉ００５７８３ｍ ４ ３２００７４２５～３２０１６１２５ １３ ８７０１ ９７８ １０９．２２ ７．４０
ＳｉＳｕＳ３ Ｓｉ００５８４５ｍ ４ ４００６１８７５～４００６５９８８ １６ ４１１４ ８５６ ９７．６０ ７．４９
ＳｉＳｕＳ４ Ｓｉ００５８５９ｍ ４ ２９４０７４６～２９４９２２４ １５ ８４７９ ８３０ ９５．０１ ５．８８
ＳｉＳｕＳ５ Ｓｉ０１３１７０ｍ ６ １６６７０３８６～１６６８０９５６ １４ １０５７１ １０６１ １１７．９３ ５．９６
ＳｉＳｕＳ６ Ｓｉ０１６２２９ｍ １ ５６９７４４６－５７０５１４３ １３ ７６９８ ９６４ １０８．３６ ６．５２
ＳｉＳｕＳ７ Ｓｉ０２０１４８ｍ １ ４１９８８０１５～４１９９１４０４ １０ ３３９０ ８４９ ９６．８９ ６．９５
ＳｉＳｕＳ８ Ｓｉ０３４２８２ｍ ９ ４３２０１５６２～４３２０８０８７ １５ ６５２６ ８１６ ９２．９５ ５．９９
ＳｉＳｕＳ９ Ｓｉ０３４２９３ｍ ９ ４６８８６６１５～４６８９２４５６ １４ ５８４２ ８０９ ９２．３４ ６．１０

２．２　谷子ＳｉＳｕＳ基因家族内含子、外显子的分析
为进一步研究ＳｉＳｕＳ基因的特性，使用ＧＳＤＳ２．０软件绘

制ＳｉＳｕＳ基因的结构模式图，得到谷子ＳｉＳｕＳ基因的内含子－
外显子结构。由图１可见，所有的ＳｉＳｕＳ基因都含有内含子，

除ＳｉＳｕＳ７基因含有９个内含子外，其他８个基因的内含子数
均大于１０，ＳｉＳｕＳ３基因的内含子最多，含有１５个内含子。由
此可知，ＳｉＳｕＳ基因结构较为复杂。

２．３　谷子ＳｉＳｕＳ基因染色体定位
由图２可知，ＳｉＳｕＳ基因在染色体上分布不均匀，在谷子

的９条染色体中除２、３、７、８号染色体外，其余染色体上均含
有ＳｉＳｕＳ基因。５号、６号染色体上各只有１个 ＳｉＳｕＳ基因；１
号、９号染色体上各含有２个ＳｉＳｕＳ基因；４号染色体上含有３
个 ＳｉＳｕＳ基因，数量最多。其中，除基因 ＳｉＳｕＳ６、ＳｉＳｕＳ４、
ＳｉＳｕＳ５位于染色体的中上端外，其余基因均位于染色体的
下端。

２．４　谷子ＳｉＳｕＳ蛋白的进化树与结构域分析
运用ＭＡＧＡ５．１软件分析谷子９个 ＳｉＳｕＳ蛋白的进化，

绘制出ＳｉＳｕＳ蛋白进化树（图３－ａ），９个ＳｉＳｕＳ蛋白被明显地
分成了 ２组（组一、组二），其中，ＳｉＳｕＳ３、ＳｉＳｕＳ４、ＳｉＳｕＳ７、
ＳｉＡＳｕＳ８、ＳｉＳｕＳ９蛋白聚为组一，组一可以进一步被分为３组。
ＳｉＳｕＳ１、ＳｉＳｕＳ２、ＳｉＳｕＳ５、ＳｉＳｕＳ６蛋白聚在组二，组二也可以进
一步被分成３组。组一含ＳｉＳｕＳ蛋白较多，约有５５．５％的ＳｕＳ
蛋白位于组一。

利用ＰＲＯＳＯＴＥ在线网站分析每个 ＳｉＳｕＳ蛋白的结构域
（图３－ｂ），所有谷子ＳｉＳｕＳ蛋白都含有植物特异的糖苷基转
移酶结构域和蔗糖合成酶结构域，部分蛋白含有蔗糖磷酸合

成酶结构域。其中，ＳｉＳｕＳ３、ＳｉＳｕＳ４、ＳｉＳｕＳ７、ＳｉＡＳｕＳ８、ＳｉＳｕＳ９
蛋白均含有２个结构域，即糖苷基转移酶结构域、蔗糖合成酶
结构域，ＳｉＳｕＳ１、ＳｉＳｕＳ２、ＳｉＳｕＳ５、ＳｉＳｕＳ６蛋白不仅含有糖苷基
转移酶结构域、蔗糖合成酶结构域，也含有蔗糖磷酸合成酶结

构域。蛋白的进化树和结构域分组一致，即含有３个结构域
的蛋白都聚集于组一，含有２个结构域的蛋白都聚集于组二，
表明蛋白的结构、功能和进化的统一性。

２．５　谷子ＳｉＳｕＳ蛋白的序列分析及模体分布
模体（ｍｏｔｉｆ）是序列中局部的保守区域。进一步分析谷
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子的９个ＳｉＳｕＳ蛋白结构域，利用 ＭＥＭＥ对 ＳｉＳｕＳ蛋白进行
基序分析，设定序列长度为２０～３００ａａ，设定大范围的长度序
列可多样性搜索蛋白的模体序列。由表２可知，ＳｉＳｕＳ蛋白３
个结构域又可以细分为９个基序，９条序列氨基酸个数范围
在５５～２００ａａ之间。其中，ｍｏｔｉｆ１、ｍｏｔｉｆ３、ｍｏｔｉｆ４、ｍｏｔｉｆ７、ｍｏｔｉｆ９

５个保守基序包含的氨基酸数量均大于１００ａａ，基序 ｍｏｔｉｆ２、
ｍｏｔｉｆ５包含的氨基酸数量较少，均为５５ａａ。通过软件分析得
出ｍｏｔｉｆ３、ｍｏｔｉｆ４、ｍｏｔｉｆ７、ｍｏｔｉｆ８共同组成了谷子蔗糖合成酶
结构域，ｍｏｔｉｆ１、ｍｏｔｉｆ２、ｍｏｔｉｆ５、ｍｏｔｉｆ６共同组成了糖基转移酶
结构域，ｍｏｔｉｆ９构成了蔗糖磷酸合成酶结构域。

表２　谷子ＳｉＳｕＳ蛋白的基序组成

基序
氨基酸个数

（ａａ） 序列

ｍｏｔｉｆ１ １５２ ＱＧＫＰＤＬＩＩＧＮＹＳＤＧＮＬＶＡＳＬＬＳＨＫＬＧＶＴＱＣＴＩＡＨＡＬＥＫＴＫＹＰＤＳＤＩＹＷＫＫＦＤＤＫＹＨＦＳＣＱＦＴＡＤＬＩＡＭＮＨＡＤＦＩＩＴＳＴＹＱＥＩＡＧ
ＳＫＤＴＶＧＱＹＥＳＨＹＡＦＴＭＰＧＬＹＲＶＶＨＧＩＤＶＦＤＰＫＦＮＩＶＳＰＧＡＤＭＳＩＹＦＰＦＴＥＫＱＫＲＬＴＤＬＨＰＥＩＥＥＬＩＹＳ

ｍｏｔｉｆ２ ５５ ＱＨＮＲＶＲＮＧＥＬＹＲＬＩＡＤＴＫＧＡＦＶＱＰＡＦＹＥＡＦＧＬＴＶＩＥＡＭＴＣＧＬＰＴＥＡＴＫＮＧＧＰＡＥＩ

ｍｏｔｉｆ３ ２００ ＳＭＫＰＬＬＤＦＬＬＡＨＮＹＫＧＨＴＭＭＬＮＤＲＩＤＳＬＳＫＬＱＳＡＬＬＫＡＥＥＦＬＳＧＬＰＡＤＴＰＹＳＫＦＥＨＲＦＱＥＷＧＬＥＫＧＷＧＤＴＡＥＲＣＬＥＴＩＨＬＬＬ
ＤＬＬＱＡＰＤＰＳＮＬＥＫＦＬＧＲＩＰＭＩＦＮＶＶＩＦＳＰＨＧＹＦＧＱＡＮＶＬＧＬＰＤＴＧＧＱＶＶＹＩＬＤＱＶＲＡＬＥＤＥＭＬＬＲＩＫＱＱＧＬＤＩＴＰＫＩＬＩＶＴＲＬＩＰ
ＤＡＫＧＴＫＣＮＱＲＬＥＫＶＥＧＴＥＨＣＤＩＬＲＶＰＦＲＴＥＮＧＩ

ｍｏｔｉｆ４ １３４ ＰＶＷＰＡＶＩＨＧＨＹＡＤＡＧＤＡＡＡＬＬＳＧＡＬＮＶＰＭＶＦＴＧＨＦＬＧＫＤＫＬＥＧＬＬＫＱＧＲＱＴＲＥＥＩＮＭＴＹＫＩＭＲＲＩＥＡＥＥＬＳＬＤＡＳＥＩＶＩＡＳＴ
ＲＱＥＩＥＥＱＷＧＬＹＤＧＦＤＶＩＬＡＲＫＬＲＡＲＶＫＲＧＡＮＣＹＧＲＦＭＰＲＭＶＩＩＰＰＧＭＥＦＧＨＩ

ｍｏｔｉｆ５ ５５ ＮＤＥＨＭＲＦＬＴＤＰＮＫＰＩＩＦＳＭＡＲＬＤＰＶＫＮＩＴＧＬＶＥＡＦＧＥＣＲＲＬＲＥＬＡＮＬＶＬＶＭＧＮＲＤ
ｍｏｔｉｆ６ ７６ ＦＥＫＣＫＥＤＰＳＹＷＮＫＩＳＱＡＧＬＱＲＩＹＥＫＹＴＷＫＩＹＳＥＲＬＭＴＬＧＧＶＹＧＦＷＫＹＶＳＫＬＥＲＲＥＴＲＲＹＬＥＭＦＹＡＬＫＦＲＥＬＡＫＴＶＰ

ｍｏｔｉｆ７ １０５ ＲＥＲＧＨＦＳＰＡＲＹＦＶＥＥＶＩＴＧＹＤＥＴＤＬＹＫＴＷＬＲＡＮＡＭＲＳＰＱＥＲＮＴＲＬＥＮＭＴＷＲＩＷＮＬＡＲＫＫＫＥＦＥＫＥＥＡＣＲＬＳＫＲＲＬＥＴＥＫＡ
ＲＡＤＡＴＡＤＬＳＥＤＬＦＥＧＥＫＧＥＤＡＧＤＰＳ

ｍｏｔｉｆ８ ７７ ＤＫＬＹＩＶＬＩＳＬＨＧＬＩＲＧＥＮＭＥＬＧＲＤＳＤＴＧＧＱＶＫＹＶＶＥＬＡＫＡＬＳＳＳＰＧＶＹＲＶＤＬＬＴＲＱＩＬＡＰＤＦＤＲＳＹＧＥＰＴＥＭＬＡＳＴＳ

ｍｏｔｉｆ９ １１０ ＱＶＩＦＥＤＥＥＨＳＳＴＹＣＬＡＦＲＶＶＮＰＮＨＬＰＰＬＫＥＬＲＫＬＭＲＩＱＳＬＲＣＨＡＬＹＮＨＤＡＴＲＬＳＶＩＰＩＨＡＳＲＳＱＡＬＲＹＬＣＶＲＷＧＩＥＬＰＮＭＡＶＶ
ＶＧＥＳＧＤＳＤＹＥＥＬＬＧＧＬＨＫＴＩＩＬＫＧＥＦＮ

　　进一步分析谷子ＳｉＳｕＳ蛋白９个基序的保守程度（图４－
ａ），在相同部位蔗糖合成酶结构域中 ＳｉＳｕＳ３、ＳｉＳｕＳ４、ＳｉＳｕＳ７、
ＳｉＳｕＳ８、ＳｉＳｕＳ９蛋白含有 ｍｏｔｉｆ３，ＳｉＳｕＳ１、ＳｉＳｕＳ２、ＳｉＳｕＳ５、
ＳｉＳｕＳ６则含有ｍｏｔｉｆ７、ｍｏｔｉｆ４、ｍｏｔｉｆ８，这表明该蛋白序列可能
存在缺失。进一步分析发现，９个ｍｏｔｉｆ中ｍｏｔｉｆ８的保守性较
高，保守比例为７１．４％；而含２００个氨基酸的 ｍｏｔｉｆ３保守性
最低，其中许多位置的氨基酸多样性程度较高，其保守比例仅

为４２％（图４－ｂ）。
２．６　谷子、高粱、水稻ＳｕＳ基因家族进化树比较

为了更深入研究谷子 ＳｕＳ基因家族的进化关系，选取高
粱、水稻ＳｕＳ与谷子ＳｕＳ进行比较和分析。其中，高粱和水稻
的基因均为９个，共２７个ＳｕＳ基因。如图５所示，２７个基因

分成了４个分支，命名为 ＣｌａｓｓＡ～ＣｌａｓｓＤ。除 ＣｌａｓｓＣ亚支
含有２种植物的 ＳｕＳ基因外，其他３个亚支都含有３种植物
（高梁、水稻、谷子）的 ＳｕＳ基因；ＣｌａｓｓＡ亚支中 ＳｕＳ基因最
多，有１０个基因，ＣｌａｓｓＣ亚支中 ＳｕＳ基因最少，仅有２个基
因。通过对谷子、水稻、高粱 ＳｕＳ基因的进化关系分析，发现
９对物种间的直系同源基因，１对水稻的旁系同源基因，约占
所有基因的７４．１％，表明这些基因在谷子、水稻和高粱基因
组中，按照各自物种的特异方式进行了扩展，这种现象在其他

植物基因家族中也普遍存在。

３　讨论与结论

ＳｕＳ基因家族是参与蔗糖代谢的重要因子，在植物的生
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长发育过程中发挥着至关重要的作用。１９５５年 Ｃａｒｄｉｎｉ等首
次在小麦胚芽中发现了蔗糖合成酶［１７］，自此以后蔗糖合成酶

基因从多种植物中分离得到，其中多数为玉米、水稻等淀粉储

存植物，在拟南芥、烟草等蔗糖储存植物中也相继获得。谷子

是我国传统的淀粉植物，也是 Ｃ４植物的模式植物，但是目前
还没有对其 ＳｕＳ基因家族进行系统研究和分析的报道，基于
此，本研究开展了谷子全基因扫描，深入分析ＳｕＳ基因家族的
特征、特性。

在许多植物中蔗糖合成酶以不同亚型形式存在，这些亚

型至少由２个基因编码，甚至更多，玉米中至少有５个ＳｕＳ基
因，水稻中已经发现９个 ＳｕＳ基因［１８］。这些基因的结构、功

能和染色体定位各不相同，白杨中蔗糖合成酶基因家族的１５
个成员分别在２、４、６、１５、１７、１８号染色体上［１９］，谷子中蔗糖

合酶基因分别在１、４、５、６、９号染色体上。蔗糖合成酶在植物
中催化蔗糖 ＋二磷酸尿（嘧啶）苷果糖 ＋尿嘧啶核苷 －
５′－二磷酸葡萄糖可逆反应，已经公认蔗糖合成酶基因含有２
个结构域：蔗糖合成酶结构域、糖基转移酶结构域，在拟南芥中所

有的ＡｔＳＵＳ家族都有这２个结构域，本研究的结果与之相符。
随着生物信息学的发展和完善，植物蔗糖合成酶基因家

族的进化与分类研究备受关注。进化分析表明，ＳｕＳ基因家
族可分为４族：单子叶族、双子叶 ＳｕＳ１族、双子叶 ＳｕＳ２族、
ＮＧ族。本研究初步分析了谷子、水稻、高粱 ＳｕＳ基因家族的
进化关系，结果表明，这些基因的同源性高，可为深入研究ＳｕＳ
家族对谷子生长调控的机制提供参考，对深入揭示蔗糖合成酶在

谷子的生物学功能以及了解整个糖代谢过程具有重要意义。
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绿竹 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的建立与优化
徐　雯１，瞿印权１，陈剑成１，何天友２，荣俊冬１，陈礼光１，郑郁善１

（１．福建农林大学林学院，福建福州３５０００２；２．福建农林大学艺术学院园林学院，福建福州３５０００２）

　　摘要：以绿竹基因组ＤＮＡ为ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增模板，采用单因素试验方法，对ｄＮＴＰｓ、Ｍｇ２＋、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、引物、
模板ＤＮＡ设置７个不同浓度梯度进行研究，并对退火温度和循环次数进行筛选，建立绿竹ＩＳＳＲ－ＰＣＲ最佳反应体系
和扩增程序，并利用优化后的体系对１００条ＩＳＳＲ引物进行筛选。最终确定的最佳反应体系为：２０μＬ的扩增体系中，
ｄＮＴＰｓ浓度为０．２ｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ２＋浓度为２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量为１．０Ｕ，引物浓度为０．４μｍｏｌ／Ｌ，ＤＮＡ用量
为５０ｎｇ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ体积为２μＬ、剩余体积用灭菌ｄｄＨ２Ｏ补全。扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，

（根据引物的退火温度）复性３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，循环３８次；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。以此体系为基础进行引物
筛选，在１００条ＩＳＳＲ引物中筛选出１４条扩增条带清晰、多态性较高、重复性好的引物。本研究建立了绿竹ＩＳＳＲ－ＰＣＲ
最佳反应体系并筛选出高多态性引物，为绿竹的指纹图谱、遗传多样性分析、分子育种和品种鉴定等研究提供了基础。
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栽培研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｙｓ１９６０＠１６３．ｃｏｍ。

　　绿竹［Ｄｅｎｄｒｏｃａｌａｍｏｐｓｉｓｏｌｄｈａｍｉ（Ｍｕｎｒｏ）Ｋｅｎｇｆ．］是禾本
科竹亚科（Ｂａｍｂｕｓｏｉｄｅａｅ）绿竹属（Ｄｅｎｄｒｏｃａｌａｍｏｐｓｉｓ）的模式
种，是绿竹属中分布最广、栽培最多的竹种［１］。绿竹分布在

中亚热带南部、南亚热带的北部和中部，主要分布于东南亚等

国家［２］。绿竹原产我国台湾省淡水，我国主要分布在浙江南

部、福建、台湾、广东、广西和海南等省区，是我国南方优良速

生的笋材两用丛生竹种之一，具有较高的观赏价值、经济价值

和社会价值［３］。

分子标记技术经过三代的发展，已经出现了十几种分子

标记技术，目前使用比较广泛且成熟的技术有 ＳＳＲ、ＲＡＰＤ、
ＩＳＳＲ、ＳＲＡＰ、ＲＦＬＰ、ＡＦＬＰ、ＳＮＰ等［４－５］。ＩＳＳＲ技术是１９９４年
Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等在ＳＳＲ分子标记技术的基础上发展起来的一种
新的分子标记方法，它在 ＳＳＲ序列的３′或５′末端加上１～４
个核苷酸作为反应的引物，从而扩大ＤＮＡ序列［６］。此种分子

标记技术具有简单快捷易操作、ＤＮＡ用量较少、稳定性较好、
试验成本低等优点，且扩增出的条带多态性较好，重复性较

高［７－８］。目前ＩＳＳＲ技术已经广泛应用于种质资源的鉴定、基
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