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　　摘要：利用反向序列标签重复技术（ｉｎｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｔａｇｇｅｄｒｅｐｅａｔ，ＩＳＴＲ）对４３份安徽省榧树种质资源及３份浙
江省榧树资源进行了遗传多样性分析。ＩＳＴＲ能很好地用于榧树种质资源遗传多样性分析，多态性比例为８７．０９％，４６
份榧树种质遗传相似系数为０．５４８４～１．００００，表明安徽省榧树种质资源遗传多样性较为丰富。采用 ＵＰＧＭＡ（非加
权组平均算法）对４６份种质的ＩＳＴＲ数据进行聚类分析，结果显示可分为３个类群，来自同一地方的种质基本上都独
立聚成类群，表明种质间亲缘关系与地理来源关系较为密切；相似的种质类型聚为一类，可能与实生繁殖方式有关。

ＩＳＴＲ标记可在榧树种质资源遗传多样性分析中被广泛地应用。
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　　榧树（Ｔｏｒｒｅｙａｇｒａｎｄｉｓ）属裸子植物红豆杉科（Ｔａｘａｃｅａｅ）
榧属（Ｔｏｒｒｅｙａ）常绿乔木，为第３纪孑遗植物，是我国特有的
珍稀树种。安徽省榧树种质资源丰富，多呈野生或半野生状

态，主要分布于黄山市的黟县、休宁县、歙县、徽州区和黄山

区，宣城市的宁国市、宣州区和绩溪县，池州市的石台县有少

量分布，此外，大别山区的霍邱、舒城等地也有零星分布［１－６］。

反向序列标签重复技术（ｉｎｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｔａｇｇｅｄｒｅｐｅａｔ，
ＩＳＴＲ）是逆转座子的分子标记，较常规分子标记灵敏［７］，使用

的是通用引物，免去了前期逆转座子特异引物开发步骤，降低

了试验成本和提高了效率。目前已在椰子［８］、葡萄［９］、柑

橘［１０］和柿［１１］等果树树种的指纹分析、遗传连锁图谱构建、系

统进化分析和种质鉴定等研究中得到应用。

随着香榧经济价值的不断提高，榧树的种质资源开发和

利用受到重视，特别注重优良品质的榧树资源利用，同时受到

来自诸暨香榧等细榧品种的影响，安徽省很多野生和半野生

的榧树被改接，从而造成榧树种质资源的流失，并且前人对安

徽省榧树资源遗传多样性的研究很少。本试验拟探讨 ＩＳＴＲ
标记在榧树种质鉴定和亲缘关系分析中应用的可行性，以期

为今后开展遗传多样性评价、雌雄性别鉴定、种质鉴定和亲缘

关系分析等研究提供新的研究手段，对榧树资源的保存利用

具有重要的研究意义。

１　材料与方法

本研究中所采用的榧树种质资源共４６份（表１），于２０１７
年６月采自安徽省榧树主产区的宁国市、黟县、宣城等地；其
中诸暨香榧引自浙江省诸暨市。试验于２０１７年８月在园艺

作物种质创制及生理生态安徽省重点实验室进行。

　　采用十六烷基三甲基溴化铵法（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ
ａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ）提取榧树叶片 ＤＮＡ，ＤＮＡ终浓度
稀释至１０ｎｇ／μＬ备用。ＩＳＴＲ扩增及其产物检测参考 Ｒｏｈｄｅ
的方法并作优化［８］。引物序列参考Ａｇａ等的报道［１２］（表２），
由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。聚合酶链反应

（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增体系（２０μＬ）：模板ＤＮＡ
（２μＬ），Ｂｕｆｆｅｒ１×（５μＬ），Ｍｇ２＋ ２．５×１０－３ｍｏｌ／Ｌ（５μＬ），
ｄＮＴＰ２．５×１０－３ｍｏｌ／Ｌ（５μＬ），Ｔａｑ酶１Ｕ（１μＬ），引物１．０×
１０－６ｍｏｌ／Ｌ（２μＬ）。扩增程序：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，
５０℃１ｍｉｎ，７２℃ １．５ｍｉｎ，循环３５次；７２℃延伸５ｍｉｎ。扩
增产物经２．０％琼脂糖凝胶电泳检测，用ＳＹＮＧＥＮＥ凝胶成像
系统观察和记录谱带。

　　ＰＣＲ扩增试验重复２次，不能重复的条带统计时忽略不
计。强带、弱带均记为１，同一位置无带记为０，从而生成由
“１”和“０”组成的原始矩阵。用ＮＴＳＹＳ－ｐｃ２．１０软件进行相
似系数计算和基于非加权组平均算法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒ－
ｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎｓ，ＵＰＧＭＡ）的聚类分析，构
建树状图，分析榧树种质资源亲缘关系。

２　结果与分析

２．１　ＩＳＴＲ多态性分析
共筛选１２对引物，其中４对引物的扩增谱带清晰且重复

性好。由表３可见，４对引物的扩增总带数为３１条，２７条（占
８７．１０％）具多态性；扩增片段长度为１００～５０００ｂｐ；单引物
对多态位点比例为７７．７８％～１００％；不同引物组合的种质鉴
定能力差异较大，４对引物组合可以将４６份种质资源按来源
地区分，证明ＩＳＴＲ可用于榧树种质资源遗传多样性研究。
２．２　品种及雌雄性鉴别

由４条引物扩增出的２７个多态性位点，大多数谱带在供
试材料间不具有独特性，来自宁国市方塘乡的种质资源和诸

暨香榧多态性丰富，能与其他种质资源明显区分。图１结果
显示，１７号样本为雄性榧树，在５００ｂｐ左右出现独特性扩增
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表１　安徽省及周边省份榧树种质资源样品

编号 试材类型 来源地 编号 试材类型 来源地 编号 试材类型 来源地

１ 榧树 安徽省宁国市方塘乡 １７ 榧树（雄） 安徽省宁国市青龙乡 ３２ 榧树（雌） 安徽省宣城市溪口镇

２ 榧树 安徽省宁国市方塘乡 １８ 榧树（雄） 安徽省宁国市青龙乡 ３３ 圆榧 安徽黟县宏村镇泗溪村

３ 榧树 安徽省宁国市方塘乡 １９ 榧树 安徽省宣城市水东镇 ３４ 圆榧 安徽黟县宏村镇泗溪村

４ 榧树 安徽省宁国市方塘乡 ２０ 榧树 安徽省宣城市水东镇 ３５ 和尚榧 安徽黟县宏村镇泗溪村

５ 榧树 安徽省宁国市方塘乡 ２１ 榧树 安徽省宣城市水东镇 ３６ 诸暨香榧 浙江省绍兴市诸暨市

６ 榧树 安徽省宁国市方塘乡 ２２ 榧树 安徽省宣城市水东镇 ３７ 圆榧 安徽黟县宏村镇泗溪村

７ 榧树 安徽省宁国市方塘乡 ２３ 榧子 安徽省宣城市溪口镇 ３８ 小米榧 安徽黟县宏村镇泗溪村

８ 诸暨香榧 浙江省绍兴市诸暨市 ２４ 榧子（雄） 安徽省宣城市溪口镇 ３９ 圆榧 安徽黟县宏村镇泗溪村

９ 诸暨香榧 浙江省绍兴市诸暨市 ２５ 木榧 安徽省宣城市溪口镇 ４０ 小圆榧 安徽黟县宏村镇泗溪村

１０ 榧树 安徽省宁国市青龙乡 ２６ 木榧 安徽省宣城市溪口镇 ４１ 中圆榧 安徽黟县宏村镇泗溪村

１１ 榧树 安徽省宁国市青龙乡 ２７ 榧树 安徽省宣城市溪口镇 ４２ 榧树（雄） 安徽黟县宏村镇泗溪村

１２ 榧树 安徽省宁国市青龙乡 ２８ 转筋榧 安徽省宣城市溪口镇 ４３ 中圆榧（雄） 安徽黟县宏村镇泗溪村

１３ 榧树 安徽省宁国市青龙乡 ２９ 榧树 安徽省宣城市溪口镇 ４４ 中圆榧（雌） 安徽黟县宏村镇泗溪村

１４ 榧树 安徽省宁国市青龙乡 ３０ 榧树 安徽省宣城市溪口镇 ４５ 小圆榧 安徽黟县宏村镇泗溪村

１５ 榧树 安徽省宁国市青龙乡 ３１ 榧树（雄） 安徽省宣城市溪口镇 ４６ 中圆榧 安徽黟县宏村镇泗溪村

１６ 榧树 安徽省宁国市青龙乡

　　注：１７和１８号、４３和４４号分别为雌雄同株树上采集的结果枝条和开雄花枝条的叶片。其他未标注的均为雌树。

表２　ＩＳＴＲ引物序列

正向引物（５′→３′） 反向引物（５′→３′）
Ｆ２：ＡＡＡＡＴＧＴＡＧＴＣＴＣＴＣ Ｂ３：ＡＴＴＣＣＣＡＴＣＴＧＣＡＣＣＡＡＴ
Ｆ３：ＧＴＣＧＡＣＡＴＧＣＣＡＴＣＴＴＴＣ Ｂ５：ＣＴＴＣＴＧＴＧＡＡＡＧＴＣＣＴＡＧ
Ｆ５：ＡＴＡＴＡＴＧＧＡＣＴＴＡＡＧＣＡＡＧＣ Ｂ６：ＡＴＡＴＡＴＧＧＡＣＴＴＡＡＧＣＡＡＧＣＡ
Ｆ８：ＴＴＧＧＡＣＡＡＣＣＡＴＡＴＴＴＴＧＡＣＴ Ｂ７：ＧＧＡＡＴＡＴＣＡＴＴＣＣＣＡＡＴＡＡＧ
Ｆ９：ＡＴＡＴＧＧＡＣＴＴＡＡＧＣＡＡＧＣＣＡ Ｂ８：ＣＣＴＣＣＴＴＡＴＴＧＧＧＡＡＴＧＡＴＡＴ
Ｆ１０：ＧＡＴＣＡＡＡＡＡＧＴＴＴＧＧＴＴＴＣＡＴ Ｂ１０：ＧＡＣＣＣＴＴＴＴＧＡＡＡＡＣＡＣＡＴＧ

位点，与雌性榧树有明显区分，作为雌雄性鉴定的依据有待于

进一步研究。

表３　选用４对引物产生的谱带信息

引物组合 总带数（条）多态性带数（条） 多态性比例（％）
Ｆ２／Ｂ３ ７ ６ ８５．７１
Ｆ３／Ｂ５ ６ ６ １００．００
Ｆ８／Ｂ５ ９ ８ ８８．８９
Ｆ８／Ｂ６ ９ ７ ７７．７８

２．３　基于ＩＳＴＲ的相似指数及亲缘关系分析
４６份榧树种质遗传相似系数为０．５４８４～１．００００，表明

安徽榧树种质资源遗传多样性较为丰富，其中来自黟县的圆

榧类种质的相似系数最大，为１．００００，表明圆榧类的亲缘关
系最近。

采用ＵＰＧＭＡ法，根据相似系数对４６份榧树种质进行聚
类分析（图２），在相似系数为０．８２时，４６份种质可分为３个
类群。第１类群包含２份种质，来自宁国市方塘乡。

第２类群包含７份种质，以相似系数０．８７为界，可分为２
个亚类，第１亚类包含４份种质，其中宁国市方塘乡３份，宁
国市青龙乡１份；第２亚类含有３份种质，其中２份来自浙江
省（诸暨香榧），１份来自安徽省宁国市方塘乡。

第３类群含有３７份种质，以相似系数０．９１为界，分为４
个亚类。第１亚类包含３０份种质，第２亚类仅含有１份种质
（来自宣城市水东镇），第３亚类包含５份种质，全部来自宁
国市青龙乡，第４亚类包含１份种质（来自宁国市青龙乡）。

在相似系数０．９４处，第１亚类可分为５小类，第１小类包含８
份种质，其中２份种质来自宁国市，１份种质来自宣城市，５份
种质来自黟县（５份种质聚为一类，且圆榧类种质亲缘关系
近，聚为一类）；第２小类包含４份种质，３份来自宣城市，１份
来自宁国市；第３小类包含１７份种质，８份来自宣城市，１份
来自浙江省（诸暨香榧），８份来自黟县，其中来自黟县的多为
圆榧类种质，且聚为一类；第４小类仅包含１份种质（来自宣
城市溪口镇）。

３　讨论

本研究中所使用的 ＩＳＴＲ分子标记是基于椰子 Ｔｙ１－
ｃｏｐｉａ逆转座子序列开发而来的［８，１２］，试验的目的在于探讨

ＩＳＴＲ分子标记在榧树种质资源中的适用性及其用于研究榧
树资源亲缘关系的可行性。本试验中 ＩＳＴＲ多态性比例为
８７０９％，多态性比例较高，且关于榧树逆转座子标记未见报
道，使用通用引物较以特异性引物开发为前提的逆转座子标
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记成本低，因此ＩＳＴＲ是较便捷的逆转座子标记。
本试验结果显示，４６份榧树种质遗传相似系数为

０．５４８４～１．００００，榧树种质资源遗传多样性较为丰富。聚类
分析结果显示第１类群全部来自宁国市方塘乡；第２类群包
含７份种质，其中５份来自宁国市，２份来自浙江省（诸暨香
榧）；４６份种质中的３７份属于第３类群，基本包含了所有的
采样地区，其中第１亚类包含３０份种质，第２亚类仅含有１
份种质（来自宣城市水东镇），第３亚类包含５份种质，全部
来自宁国市青龙乡，第４亚类包含１份种质（来自宁国市青龙
乡）。第１亚类又分为５小类，第１小类包含８份种质，其中
２份种质来自宁国市，１份种质来自宣城市，５份种质来自的
黟县；第２小类包含４份种质，３份来自宣城市，１份来自宁国
市；第３小类包含１７份种质，８份来自宣城市，１份来自浙江
省（诸暨香榧），８份来自黟县，其中来自黟县的多为圆榧类种
质，且聚为一类；第４小类仅包含１份种质（来自宣城市溪口
镇）。由于安徽省榧树资源分布呈现地域性，在相对独立的

环境中进化；同一地理来源的种质间基因交流频繁，从而使亲

缘关系较近，遗传变异系数相对较低；遗传距离与地理距离具

有一定的相关性，安徽省榧树资源中来自同一区域的多聚为

小类，但聚为一类的榧树种质并非都来自同一地区，这可能与

地区之间的引种有关，也可能与本试验所选用的ＩＳＴＲ引物数
量有限相关。此外，遗传多样性水平受繁育方式影响［１３］，来

自黟县的种质资源多为圆榧类，亲缘关系非常近，聚在一起，

这可能与长期的实生播种繁殖方式有关。

本研究中所选的引物扩增出的多态性位点在供试材料间

具有独特性，来自宁国市方塘乡的榧树种质资源遗传多样性

较为丰富。利用Ｆ８／Ｂ６引物组合进行扩增时，１７号样本（雄
株）在５００ｂｐ左右出现独特性扩增位点，与雌性榧树有明显
区分，其特异性位点扩增作为雌雄性鉴定的依据有待于进一

步研究。

本研究中ＩＳＴＲ产物使用高浓度的琼脂糖凝胶电泳检测
手段获得较好的结果，表明高浓度琼脂糖凝胶电泳可用于检

测ＩＳＴＲ产物，提高了试验效率［１１］。试验中发现用高浓度的

琼脂糖凝胶电泳检测部分引物扩增结果时，条带有密集现象；

目前报道多采用的聚丙烯酰氨凝胶电泳（ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＡＧＥ）检测方式具有分辨率高等优点。因此，
今后应依据试验目的、遗传背景等方面选择 ＩＳＴＲ产物检测
方式。

安徽省榧树种质资源丰富，其中不乏新发现的优良株

系［１］，但野生榧树的低收益，使得农户疏于管理或改接为诸

暨香榧，从而造成榧树种质资源的逐年减少，分析安徽省榧树

种质的遗传多样性有助于了解其亲缘关系和从中筛选优良株

系。本试验探讨 ＩＳＴＲ标记在榧树种质鉴定和亲缘关系分析
中应用的可行性，以期为今后开展遗传多样性评价、雌雄性别

鉴定、种质鉴定和亲缘关系分析等研究提供新的研究手段，对

榧树资源的保存利用具有重要的研究意义。
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基于 ＲＮＡ－ｓｅｑ数据发掘响应干旱的谷子
Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白基因

齐　帆，范　兴，陈　义，王晶慧，许慧晶，马芳芳
（山西农业大学农学院，山西太谷０３０８０１）

　　摘要：Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白在植物响应逆境胁迫以及激素信号转导过程中起着重要作用，为了发掘响应干旱胁迫的
谷子Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白基因（ＳｉＣ２Ｈ２），利用转录组测序技术构建谷子聚乙二醇（ＰＥＧ）处理前后转录组文库，根据表达
谱数据鉴定出１１个ＳｉＣ２Ｈ２差异表达基因，对其进行理化性质、启动子元件等部分生物信息学分析和进化树及基因结
构分析。实时荧光定量逆转录ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）验证结果表明，随机选取的４个基因在ＰＥＧ胁迫前后的表达特点与表
达谱数据基本一致。研究结果为后续进一步研究Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白在谷子抗旱性中的作用以及谷子抗旱分子育种提
供了理论依据。

　　关键词：谷子；Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白；干旱胁迫；差异表达基因
　　中图分类号：Ｓ５１５．０１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）０２－００４１－０５

收稿日期：２０１８－０２－１１
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１４０１３９６）；地方高校国家级大
学生创新创业训练计划（编号：２０１６１０１１３０２３）；山西省青年科技研
究基金（编号：２０１６０１Ｄ０２１１２５、２０１５０２１１４２）；山西农大校基金（编
号：２０１３ＹＪ０４、２０１４０２２、２０１４ＹＺ２－５）。

作者简介：齐　帆（１９９６—），女，陕西宝鸡人，研究方向为制药工程。
Ｅ－ｍａｉｌ：１９１０５１１４５７＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：马芳芳，博士，副教授，主要从事植物逆境生理与分子生物

学研究。Ｔｅｌ：（０３５４）６２８８３４４；Ｅ－ｍａｉｌ：ｍｆｆ１９８４ａｂｃ＠１６３．ｃｏｍ。

　　干旱是我国粮食生产的重要制约因素之一，且干旱的频
率和程度日趋严重，因此选育抗旱品种已成为育种的重要目

标。谷子［Ｓｅｔａｒｉａｉｔａｌｉｃａ（Ｌ．）Ｐ．Ｂｅａｕｖ．］属禾本科狗尾草
属，具有耐旱、耐瘠薄、适应性强、水分利用率高等特点，在作

物抗旱种质资源利用方面具有其独特的研究价值［１］。谷子

全基因组测序的完成为研究谷子功能基因组提供了平

台［２－３］，发掘与鉴定谷子抗旱基因资源、探索谷子抗旱机制对

于促进其基因资源的利用和抗旱育种有着极为重要的理论和

实践意义。

锌指蛋白是植物转录调节子中最大的家族之一，具有指

状结构且能结合锌离子［４］，其中的 Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白具有一
段高度保守的氨基酸特征序列ＱＡＬＧＧＨ，含有由大约３０个氨
基酸组成的锌指结构，该结构的保守序列为 Ｘ２ＣＸ２～４ＣＸ１２
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