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　　摘要：为研究生菜自然群体中蛋白质、硝酸盐、可溶性糖、纤维素含量的变化，采用８０个ＳＳＲ标记对５１份生菜品
系的基因型进行检测。其中１２个多态性ＳＳＲ标记共检测到６２个等位基因，平均每个位点５．１６７个，扩增等位基因最
多的是标记ＬｓｗＳＳ１０。观察杂合度ＨＯ、期望杂合度ＨＥ、多态性信息含量（ＰＩＣ）变化范围分别为０．００～０．２７３、０．５４５～

０．８４２、０．４２８～０．８０３，平均值分别为０．１０６、０．６８７、０．６１４。关联分析并未发现与蛋白质和硝酸盐含量关联的标记，最
终筛选得到２个与可溶性糖含量关联的ＳＳＲ标记（ｒ为－０．２１４和－０．２６０），３个与纤维素含量相关的 ＳＳＲ标记（ｒ为
－０．３６６～－０．２６１），这为后续关联基因的克隆和生菜营养品质改良奠定了基础。
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　　生菜（ＬａｃｔｕｃａｓａｔｉｖａＬ．）（２ｎ＝１８）是菊科莴苣属１～２年
生草本植物，原产地中海沿岸，现为全世界范围广泛种植食用

的低糖、低脂类叶用类蔬菜，因能够分解亚硝胺等致癌物质被

称为“抗癌蔬菜”，其根据叶片的长势分为结球生菜、半结球

生菜、散叶生菜等多种类型［１－２］。生菜富含蛋白质、维生素、

矿物质、有机酸、核黄素、膳食纤维等活性成分，具有较高的营

养和经济价值［３］。近年来，随着生活水平的提高，人们对蔬

菜、水果以及农作物等的品质要求不断提高，对生菜的品质要

求也是逐渐提高［４］。

品质性状是数量性状或数量 －质量性状，其受多基因控
制，且其表型极易受到周围环境的影响［４］。控制品质性状的

基因常为隐性基因，传统的品质检测繁琐且费用较高，因此农

作物的品质改良工作进展缓慢。然而，寻找与品质性状紧密

连锁的分子标记并用于分子标记辅助育种中，将大大提高品

质性状的遗传改良效率。微卫星（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，
ＳＳＲ）分子标记，是基因组中１～６个核苷酸多次串联重复组
成的序列，数量丰富、共显性遗传、多态性高，已经广泛应用于

遗传多样性、关联分析、基因定位、遗传连锁图谱构建、物种进

化等研究中［５－６］。

本研究选用５１份生菜资源构建自然群体，采用 ＳＳＲ标
记分析其遗传多样性，并结合关联分析，挖掘蛋白质、硝酸盐、

可溶性糖、硝酸盐含量等营养品质性状的优异等位变异，为生

菜品质性状遗传改良育种奠定分子基础，也为分子标记辅助

育种提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
从国家生菜种质资源库中挑选５１份表型差异较大的资

源，分别于２０１５、２０１６年秋季种植在武汉市蔬菜科学研究所
的试验基地（１１４°２０′Ｅ、３０°３７′Ｎ），种植２季，常规日常管理和
病虫害防治，

定植株行距为２５ｃｍ，各品种种植３０～５０株。
１．２　营养品质性状测定
　　每个品种选取长势一致且健康的植株５株，在同一位置
采摘叶片，低温保存后迅速进行营养品质的测定，各试验重复

３次。蛋白质含量的测定采用微量凯氏定氮法［７］；采用硝酸

盐试粉法测定新鲜叶片组织中的硝酸盐含量［８］。采用蒽酮

法测定生菜嫩叶的可溶性糖含量［９］。利用近红外光谱技术

测定生菜叶片纤维素的含量［１０］。

１．３　基因组ＤＮＡ提取及ＰＣＲ扩增
每个品种随机选５株，每株采集３张健康嫩叶，硅胶干燥

并自封袋封存。采用改良的 ＣＴＡＢ法提取基因组 ＤＮＡ，稀释
到１００ｎｇ／μＬ［１１］。依据ＮＣＢＩ数据库的生菜 ＥＳＴ序列信息，
设计合成８０对ＳＳＲ引物。ＰＣＲ反应体系（１５μＬ）：１μＬ的基
因组ＤＮＡ（１００ｎｇ／μＬ），２０ｍｍｏｌ／Ｌ正反向引物各０．１５μＬ，
７．５μＬ的２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ，灭菌的去离子水补足体积。
ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４０ｓ，最适退火
温度下退火４０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，３５个扩增循环；７２℃延伸
５ｍｉｎ。采用６％的变性聚丙烯酰胺凝胶检测ＰＣＲ扩增产物，
依据２０ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ的电泳谱带，统计不同个体相应位点
上等位基因的大小。

１．４　数据统计与分析
　　根据电泳图谱构建“０／１”二元矩阵：同一电泳位置上有
带记为“１”，无带记为“０”。对蛋白质、硝酸盐、可溶性糖、纤
维素含量的测定数据进行方差分析和聚类分析，统计各性状

的平均值、变异系数、重复力（Ｒ）大小［１２］。使用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ３．１
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软件统计等位基因数（Ｎａ）、期望杂合度（ＨＥ）、观察杂合度
（ＨＯ）等多样性参数

［１１，１３］。利用ＰＩＣＣａｌｃ０．６软件计算各标记
的多态性信息（ＰＩＣ）含量。采用ＮＴＳＹＳ－ＰＣ（ｖｅｒｓｉｏｎ２．２）软
件计算遗传相似系数，根据遗传距离构建聚类图［１４］。根据遗

传距离矩阵分析ＳＳＲ标记位点与形态性状的相关性［１２］。

２　结果与分析

２．１　生菜营养品质性状分析
本研究所选的５１份生菜资源变异较大，方差分析表明，４

个营养品质性状在不同的生菜资源间均达到极显著水平。生

菜叶片蛋白质平均含量高达１０．９１４ｍｇ／ｇ，硝酸盐平均含量
为１．０１６ｍｇ／ｇ，可溶性糖平均含量为２．２８６％，而纤维素平均

含量为 ０．０１９％（表 １）。蛋白质含量的变化幅度最大，为
２．２１１～３５．４２３ｍｇ／ｇ，极差高达３３．２１３ｍｇ／ｇ。４个营养品质
性状的变异系数（ＣＶ）在０．１２４％～０．６２４％间变化，其中蛋白
质含量的变异系数最大，最小的是纤维素含量。４个品质性
状的重复力（Ｒ）变化范围为０．８６５～０．９７３，重复力最低的是
纤维素含量，最高的是蛋白质含量（表１）。

依据４个营养品质性状构建的聚类分析图，５１份生菜资
源被分为两大类，ＬＳ１、ＬＳ２、ＬＳ２３等３份生菜构成第１类，其余
的４８份被聚为第２类（图１）。在遗传距离３．７３处，第二大类
又被分为２个小类，分别包括ＬＳ３、ＬＳ１１等在内的２１份资源和
包括ＬＳ４、ＬＳ１７等在内的２７份资源。营养品质性状类似的生
菜品种被聚到一起，研究发现聚类结果与地理起源并不一致。

表１　各品种间品质性状变异情况

营养品质性状 平均值 最大值 最小值 标准差 极差 变异系数（％） 重复力

蛋白质含量（ｍｇ／ｇ） １０．９１４ ３５．４２３ ２．２１１ ６．８１１ ３３．２１３ ０．６２４ ０．９７３
硝酸盐含量（ｍｇ／ｇ） １．０１６ ３．７１８ ０．２２８ ０．６２８ ３．４９０ ０．６１８ ０．９２４
可溶性糖含量（％） ２．２８６ ５．０２０ ０．９２０ ０．９９０ ４．１００ ０．４３５ ０．９１３
纤维素含量（％） ０．０１９ ０．０２４ ０．０１３ ０．００２ ０．０１０ ０．１２４ ０．８６５

２．２　ＳＳＲ标记的多态性分析
在所设计合成的８０个ＥＳＴ－ＳＳＲ标记中有３４个能够特

异性扩增出目的大小的 ＤＮＡ片段，且重复性强；１２个以
（ＡＧ）ｎ或者（ＣＴ）ｎ为重复基序的标记在５１份生菜资源中是
多态的。多态性ＳＳＲ标记的退火温度为５３～５８℃，微卫星
基序重复次数介于２４～２７次之间。１２个标记共扩增出等位
基因类型６２种，片段大小为１２４～２３７ｂｐ。每个标记检测到
的等位基因数为３～９个，平均为５．１６７个。标记ＬｓｗＳＳ１０检
测到的等位基因数最多，为９个，其次是ＬｓｗＳＳ６，检测到８个
等位基因位点。ＬｓｗＳＳ１、ＬｓｗＳＳ９、ＬｓｗＳＳ１１等３个 ＳＳＲ标记扩
增效率最低，仅扩增出３个等位基因（表２）。

观察杂合度（ＨＯ）和期望杂合度（ＨＥ）的变化范围分别为

０．００～０．２７３和０．５４５～０．８４２，平均值分别为０．１０６和０．６８７
（表２）。１２个标记间的连锁不平衡度并未达到极显著水平，
并且１２个位点处均出现 ＨＯ小于 ＨＥ的情况，即杂合子严重
缺失。ＬｓｗＳＳ４、ＬｓｗＳＳ５、ＬｓｗＳＳ７、ＬｓｗＳＳ８等 ４个位点的 ＨＯ均
为０，即此４个位点在检测的生菜资源中均是纯合位点。多
态性信息含量（ＰＩＣ）值变化范围为 ０．４２８～０．８０３，平均为
０．６１４。除了ＬｓｗＳＳ１１标记，其余１１个位点的 ＰＩＣ值均大于
或等于０．５００，即生菜资源内存在丰富的遗传多样性。
２．３　营养品质性状与ＳＳＲ标记关联分析

将４个营养品质性状的距离矩阵与 ＳＳＲ标记的距离矩
阵进行相关性分析，拟合方程为ｙ＝０．４６４８ｘ＋１．３２２，二者的
相关系数为 －０．０２８４１，相关性并不显著。为了分析每个标
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表２　１２个ＳＳＲ多态性标记信息

位点
正向引物

（５′→３′）
反向引物

（５′→３′）
退火温度

（℃） 重复基序
Ｎａ
（个）

ＨＯ ＨＥ ＰＩＣ

ＬｓｗＳＳ１ ＣＣＴＣＣＡＴＡＡＣＣＡＡＡＡＣＣＴＣＡ ＡＣＴＴＣＴＴＴＣＧＡＣＡＴＧＣＴＴＣＴ ５４ （ＡＧ）２５ ３ ０．２７３ ０．６０４ ０．５１８
ＬｓｗＳＳ２ ＣＡＧＴＴＴＡＧＣＴＴＣＴＣＴＣＴＣＣＣ ＴＴＴＧＡＣＡＣＡＡＣＡＡＴＣＣＴＣＣＡ ５６ （ＣＴ）２６ ４ ０．０９１ ０．５９３ ０．５１５
ＬｓｗＳＳ３ ＣＡＧＴＴＴＡＧＣＴＴＣＴＣＴＣＴＣＣＣ ＴＴＴＧＡＣＡＣＡＡＣＡＡＴＣＣＴＣＣＡ ５５ （ＧＡ）２４ ５ ０．１２０ ０．７４９ ０．６９１
ＬｓｗＳＳ４ ＣＡＴＴＣＴＣＡＴＴＧＣＧＴＧＴＴＴＣＡ ＴＣＴＣＣＴＡＴＣＡＣＣＧＡＴＴＴＴＧＣ ５３ （ＴＣ）２５ ５ ０．０００ ０．６６３ ０．５８１
ＬｓｗＳＳ５ ＧＧＧＡＧＡＴＡＣＴＡＣＣＣＴＣＡＴＣＡ ＴＣＴＴＡＡＣＣＴＣＴＴＣＡＧＴＴＧＣＣ ５７ （ＡＧ）２５ ４ ０．０００ ０．６３５ ０．５４７
ＬｓｗＳＳ６ ＣＣＴＣＣＡＴＡＡＣＣＡＡＡＡＣＣＴＣＡ ＡＣＴＴＣＴＴＴＣＧＡＣＡＴＧＣＴＴＣＴ ５５ （ＣＴ）２４ ８ ０．２５０ ０．８０８ ０．７７５
ＬｓｗＳＳ７ ＡＧＡＣＡＧＡＴＣＴＣＡＡＡＣＡＡＣＣＣ ＣＣＣＡＴＡＣＣＴＴＴＴＣＡＣＴＣＣＡＡ ５４ （ＡＧ）２６ ４ ０．０００ ０．６３６ ０．５５０
ＬｓｗＳＳ８ ＡＡＣＣＡＡＡＡＣＣＴＣＡＡＣＴＣＡＣＴ ＧＧＣＴＴＣＡＴＴＣＡＣＴＴＣＴＴＴＣＧ ５６ （ＣＴ）２７ ７ ０．０００ ０．８０８ ０．７６７
ＬｓｗＳＳ９ ＣＣＴＣＣＡＴＡＡＣＣＡＡＡＡＣＣＴＣＡ ＡＣＴＴＣＴＴＴＣＧＡＣＡＴＧＣＴＴＣＴ ５５ （ＡＧ）２５ ３ ０．１１１ ０．６２１ ０．５００
ＬｓｗＳＳ１０ ＴＡＣＡＴＣＴＧＧＡＣＴＴＴＧＴＧＴＧＧ ＴＧＣＡＧＧＡＴＴＴＣＴＴＴＧＣＣＴＡＴ ５８ （ＣＴ）２５ ９ ０．１２５ ０．８４２ ０．８０３
ＬｓｗＳＳ１１ ＣＡＧＡＴＣＡＡＧＣＧＧＧＴＡＡＣＴＡＡ ＴＡＴＣＡＡＧＡＣＣＣＴＡＡＧＣＧＡＡＣ ５６ （ＡＧ）２４ ３ ０．０８０ ０．５４５ ０．４２８
ＬｓｗＳＳ１２ ＧＣＣＡＣＴＣＴＴＡＴＡＡＧＣＣＣＴＡＣ ＡＴＧＧＡＴＴＧＧＣＡＴＧＡＴＧＡＣＴＴ ５７ （ＣＴ）２６ ７ ０．２２７ ０．７３６ ０．６９０
平均值 — — ５．１６７ ０．１０６ ０．６８７ ０．６１４
标准差 — １．９９３ ０．０９６ ０．０９４ ０．１２０

记位点对４个营养品质性状的贡献率，将４个营养品质性状
数据进行聚类，１２个ＳＳＲ扩增带谱也分别聚类，再将蛋白质、
硝酸盐、可溶性糖和纤维素含量等４个性状的距离矩阵与单
个ＳＳＲ标记聚类的距离矩阵进行相关性分析。在进行的两
两相关分析中，并未找到与蛋白质含量和硝酸盐含量性状关

联的ＳＳＲ分子标记。ＬｓｗＳＳ１和 ＬｓｗＳＳ１１两个标记与生菜叶
片可溶性糖含量显著相关，相关系数分别为 －０．２１４和
－０．２６０（表３）。与纤维素含量相关的ＳＳＲ标记有３个，分别
为ＬｓｗＳＳ１（ｒ＝－０．３６６）、ＬｓｗＳＳ３（ｒ＝－０．２０８）以及 ＬｓｗＳＳ１２
（ｒ＝－０．２６１）。然而，包括 ＬｓｗＳＳ２、ＬｓｗＳＳ４、ＬｓｗＳＳ５、ＬｓｗＳＳ６、
ＬｓｗＳＳ７、ＬｓｗＳＳ８、ＬｓｗＳＳ９、ＬｓｗＳＳ１０等在内的８个 ＳＳＲ标记与
四个营养品质性状的相关性都不显著。

表３　与品质性状相关联的ＳＳＲ标记信息

性状
相关的ＥＳＴ－ＳＳＲ

引物

相关引物

数（个）

单个引物最

大相关系数

蛋白质含量 — — —

硝酸盐含量 — — —

可溶性糖含量 ＬｓｗＳＳ１、ＬｓｗＳＳ１１ ２ －０．２６０
纤维素含量 ＬｓｗＳＳ１、ＬｓｗＳＳ３、ＬｓｗＳＳ１２ ３ －０．３６６

３　讨论与结论

关联分析（ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ）是利用基因或者标记间的
连锁不平衡（ｌｉｎｋａｇｅｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ，ＬＤ）关系，对表型性状与
基因或标记位点间的相关性进行分析，从而鉴定与表型变异

相关的基因位点［１５］。关联分析采用的是自然群体，研究周期

短，且可以同时分析同一位点上的多个等位基因，自然群体在

长期进化过程中积累了大量的重组信息，做出来的关联图谱

精确度也比较高［１６］。于志远等利用关联分析方法检测到１１
个与大豆蛋白质含量极显著关联的 ＳＳＲ标记，解释率为２．
６５％～９．０８％［１７］。冯英娜等筛选到与茄子农艺相关性状显

著相关（Ｐ＜０．０５）的ＳＳＲ标记１７个［１８］。严玫等采用关联分

析法检测出与花生品质性状关联的 ＳＳＲ位点４个，总等位变
异位点４０个［１９］。

　　生菜叶片的营养品质性状属于连续变异的数量性状，是
基因和环境共同作用的结果，其遗传基础复杂，目前由于很难

找到表现型和基因型之间的对应关系，因此品质性状机理和

遗传改良等研究十分困难。本研究将５１份生菜资源种植在
条件一致的苗圃地，采用完全随机区组设计，最大程度上消除

了环境因素引起的个体表型差异。本研究共检测到的１２个
多态性位点均出现观察杂合度显著低于期望杂合度的现象，

可能的原因是在生菜长期选育过程中，部分位点出现了极大

的纯合化。最后利用关联分析法筛选出２个与生菜叶片可溶
性糖含量相关的ＳＳＲ标记，３个与纤维素含量相关的 ＳＳＲ标
记，并且ＬｓｗＳＳ１标记与２个营养品质性状均相关。

本研究筛选到的营养品质性状关联的 ＳＳＲ标记对于后
期克隆生菜营养品质性状相关目的基因意义重大，本研究结

果也为生菜品质性状的遗传改良和新品种选育奠定了基础。

然而，关联位点与性状间关系及作用机理和方式尚不清楚，而

进行全基因组的关联分析则能找出更多与品质性状关联的分

子标记，后续仍需更加深入的研究。
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鲟鱼肠道微生物多样性的研究

李小义，张效平，赵　凤，孔　杰，赵　飞，周　洲，王艳艳
（贵州省农业科学院水产研究所，贵州贵阳５５００２５）

　　摘要：从贵州省水产研究所惠水试验基地采集杂交鲟鱼、养殖水体及饲料等样品，对鲟鱼前肠、中肠及后肠肠道微
生物、养殖水体及饲料等样品微生物ＤＮＡ进行提取扩增，结合宏基因组学测序技术和生物信息学分析等手段，对鲟鱼
肠道微生物多样性进行分析。结果表明，在门水平上，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）在前肠、中肠、后肠及水样等样品为主
要优势菌群，丰度分别为７５．０％、５７．４％、６６．０％、５０．８％。饲料样品中蓝细菌（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）丰度最高，为 ５９．５％。
属水平分析，前肠样品组 Ｇ６中，假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）丰度最高，为 ２３．１８％，其次为气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ，
７２３％）、不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ，３．７３％）、黄杆菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，２．４７％）、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＭａｒｉｎｉｌａｂｉａｃｅａｅ（２．４３％）、
Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｃｏｌａ（２．２０％）。中肠样品组 Ｇ７中，以 ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＭａｒｉｎｉｌａｂｉａｃｅａｅ（４．２２％）、Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｃｏｌａ（３．１３％）、地杆菌属
（Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ，２．６０％）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ，２．３７％）、不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ，１．７４％）、气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ，
１．４０％）为主。后肠样品组Ｇ８中，主要包括气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ，０．５２％）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ，０．４７％）、不
动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ，０．１３％）、Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｃｏｌａ（０．０７％）、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＭａｒｉｎｉｌａｂｉａｃｅａｅ（０．０６％）、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＣｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
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　　肠道微生物是人体及动物肠道的正常组成部分，对宿主
的营养和健康有重要影响。研究表明，肠道微生物可参与宿

主的营养物质消化吸收、能量代谢、过敏、自身免疫疾病等多

方面调节过程［１－３］，对宿主的年龄亦有指示作用［４］。近年来，

肠道微生物与水产动物的联系受到了越来越多的关注。Ｋａｎ
等将金鱼暴露在０～１００μｇ／Ｌ的五氯苯酚中，对金鱼肠道微
生物变化进行了分析，结果表明，拟杆菌属丰度与五氯苯酚浓

度呈正相关，拟杆菌门、拟杆菌属及厚壁菌门／拟杆菌门之比
对金鱼在五氯苯酚环境中的体质量和肝质量均有重要影

响［５］。Ｒｏｌｉｇ等对斑马鱼肠神经系统进行缺失突变处理，结果
发现肠道发炎个体中促炎性细菌菌群较多，而在同样做缺失

突变的肠道正常个体中具有抗炎作用的细菌菌群较多，研究

表明肠道微生物对斑马鱼肠道健康具有重要作用［６］。此外，

动物体肠道始终处于动态变化，摄食方式和肠道微生物种类、

数量及占例均有影响，动物体内肠道菌群结构合理有助于加

快宿主的生长和改善肉质［７］。唐杨等在凡纳滨对虾饲料中

添加蜡样芽孢杆菌，试验组凡纳滨对虾生长速度比空白组平
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