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使用Ｇ／Ｃ碱基。Ｇ、Ｃ碱基含量和位置是引起ＣａＭ１基因密码子偏性的主要原因。遗传距离分析表明，山柑目与白花
菜目之间的亲缘关系最近，豆目和无患子目间的亲缘关系次之，与聚类分析结果相符。
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　　植物体内存在众多的信号通路，其中钙离子介导的细胞
生命活动是其重要的调节机制之一［１］。钙调素（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ，
简称ＣａＭ）不仅参与信号转导［２］，其活化后还能结合多种酶

来调节酶活性，形成相应的生理生化反应，从而对植物细胞分

裂、伸长、生长、发育和抗逆等活动进行调节［３］，并对花粉萌

发和花粉管伸长具有促进作用［４］。在一种植物体内，可存在

多种ＣＡＭ亚型基因，且不同亚型基因间的序列具有高度的同
源性，但存在的这些差异也使其不同的亚型具有相应的生理

功能［５－６］。脱氧核糖核酸或核糖核酸与其编码蛋白之间的关

系可以通过密码子来表示［７］。一共有６４种遗传密码来编码
２０种氨基酸［８］，这种编码同一个氨基酸的密码子称为同义密

码子，在翻译成氨基酸的整个环节中，基因对同义密码子的使

用具有不平衡性，还存在物种的差异性等特征［９］。基因密码

子偏好性的研究有利于基因水平转移及其家族分化的研

究［１０］。因此，ＣａＭ１基因密码子偏好性的分析能更好地揭示
其在系统分类研究中的有效性。

　　在同一种植物体的不同组织和不同发育阶段，ＣａＭ基因
的表达存在差异［１１］。程玉豆等克隆出鸭梨 ＣａＭ基因２种亚
型（命名为ＰｂＣａＭ１和ＰｂＣａＭ２），发现这２种亚型在成叶、盛
花期花瓣及幼果期的表达量较高［１２］。郭丽君发现美国山核

桃ＣａＭ基因在不同组织和发育阶段也不一致，在叶中的表达
量最高，其次分别是嫩叶和内茎［１３］。赵芊等在研究拟南芥７
个ＣａＭ亚型基因时发现，不同亚型的表达量均受到细菌信号

３－羰基辛酰基高丝氨酸内酯不同程度的诱导，且野生型
ＣａＭ１基因处理６ｈ达到表达高峰［５］。薛敏等在非生物胁迫

条件下，克隆出沙冬青 ＣａＭ１基因，通过 ＲＴ－ＰＣＲ方法证实
其在低温、干旱和盐胁迫下表达水平上调［１４］。赵晶等发现灰

皮支黑豆和感病品种辽豆１５根部在线虫侵染后的第５天，抗
感品种的ＣａＭ１基因的表达量最高［１５］。

　　对植物ＣａＭ１基因在不同条件下的表达量进行深入研
究，对揭示钙离子参与的信号通路有重要意义，但目前为止还

未见ＣａＭ１基因密码子使用模式的报道，这对后期开展异源
表达和遗传转化相关试验都是不利的。本研究以４３种植物
ＣａＭ１基因密码子使用特征为切入点进行其进化和分类的研
究，通过ＣｏｄｏｎＷ分析了４３种（１２类）植物ＣａＭ１基因密码子
偏好性，运用Ｂｉｏｅｄｉｔ和ＭＥＧＡ软件对遗传距离和亲缘关系进
行分析，以期为ＣａＭ１基因在植物中的进化和分类提供理论
依据。

１　材料与方法

１．１　试验的时间和地点
本试验于２０１７年进行，目的基因的搜集在河北科技大学

生物科学与工程学院完成，生物信息学分析在河北菲尼斯生

物技术有限公司和河北省农林科学院遗传生理研究所完成。

１．２　目的基因的导入
本研究所用基因资料都来源于 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃｃｏｒｅ／）数据库，４３种植物 ＣａＭ１基因含
有禾本目、蔷薇目、管状花目、白花菜目、山柑目、伞形目、茄

目、豆目、菊目、鼠李目、无患子目和芸香目。４３种植物ＣａＭ１
基因序列都是完整的编码区序列，序列全长为４５０ｂｐ。如表
１所示，利用ＭＥＧＡ６．０对上述序列进行碱基分析。
１．３　不同密码子使用偏性指标分析

利用ＣｏｄｏｎＷ软件计算 ＥＮｃ、ＧＣ、ＧＣ３ｓ、ＣＢＩ和相对同义
密码子使用度（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｃｏｏｎｕｓａｇｅ，ＲＳＣＵ）的值，分
析ＣａＭ１基因密码子使用偏性；并计算ＧＣ、ＧＣ３ｓ、蛋白质亲水
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表１　不同植物ＣａＭ１基因序列的相关信息

物种 登录号
碱基组成（％）

Ｔ Ｃ Ａ Ｇ
ＥＮｃ值 ＧＣ值 ＧＣ３ｓ值 ＣＢＩ值

小麦 Ｕ４８２４２．１ ２０．９ ２２．０ ２６．４ ３０．７ ４３．３２ ０．５２８ ０．６６４ ０．０６６
玉米 ＮＭ＿００１２９４１５２．１ １５．３ ２８．４ ２５．１ ３１．１ ２９．１５ ０．５９７ ０．８９３ ０．２２０
水稻 ＡＦ０４２８４０．１ １４．０ ２９．１ ２５．３ ３１．６ ３２．３３ ０．６０９ ０．９２９ ０．２４５
二穗短柄草 ＸＭ＿０１０２３０３８９．１ １６．０ ２６．２ ２６．９ ３０．９ ３７．４１ ０．５７３ ０．８２１ ０．１０４
大麦 Ｍ２７３０３．１ １７．１ ２６．４ ２６．２ ３０．２ ３３．２４ ０．５６８ ０．８００ ０．１６８
甘蔗 ＧＱ２４６４５５．１ ２０．４ ２３．８ ２５．８ ３０．０ ４２．６７ ０．５３９ ０．７０２ ０．０２３
节节麦 ＸＭ＿０２０３２１３７２．１ １４．７ ２８．０ ２６．４ ３０．９ ３１．１６ ０．５９１ ０．８６４ ０．１４３
小米 ＸＭ＿００４９６１６１０．２ １８．２ ２５．１ ２５．３ ３１．３ ３７．８６ ０．５６６ ０．７９３ ０．２５８
蒺藜状苜蓿 ＡＦ４９４２１９．１ ２４．２ １９．１ ２８．９ ２７．８ ５２．２９ ０．４７０ ０．５０７ ０．０９２
苹果 Ｘ６０７３８．１ ２３．６ １９．３ ２６．７ ３０．４ ５８．４１ ０．４９９ ０．６１４ ０．００２
白梨 ＫＪ００８９７９．１ ２２．９ １７．６ ２８．０ ３１．６ ５７．２３ ０．４９２ ０．５９３ －０．１２６
巴旦木 ＸＭ＿００７２０９６７６．２ ２５．１ １５．６ ３０．０ ２９．３ ４０．５８ ０．４５０ ０．４６４ ０．０００
花生 ＫＦ４３１８２８．１ ２２．２ ２２．０ ２６．４ ２９．３ ４３．２６ ０．５１５ ０．６２１ ０．１３３
豌豆 Ｕ１３８８２．１ ２３．６ １８．７ ３０．２ ２７．６ ５２．１０ ０．４６３ ０．４８６ ０．００２
木豆 ＸＭ＿０２０３４９６５６．１ ２２．２ ２０．７ ２８．２ ２８．９ ５３．１７ ０．４９７ ０．５８６ ０．０２８
芸豆 ＪＸ８６９９６６．１ ２２．７ ２０．２ ２６．９ ３０．２ ４１．５３ ０．５０６ ０．５９３ ０．０６６
绿豆 Ｌ２０６９１．１ ２２．２ ２１．１ ２６．９ ２９．８ ５１．０７ ０．５１０ ０．６１４ ０．０６６
番茄 ＮＭ＿００１３２４４８５．１ ２４．２ １８．０ ２９．３ ２８．４ ４９．１３ ０．４６５ ０．４８６ ０．０２８
马铃薯 Ｕ２０２９７．１ ２４．７ １８．２ ２９．３ ２７．８ ４３．５０ ０．４６１ ０．４８６ －０．０１１
芝麻 ＸＭ＿０１１０８２１７０．２ ２１．８ ２０．４ ２７．８ ３０．０ ５０．４０ ０．５０６ ０．６１９ ０．０５７
矮牵牛 Ｍ８０８３６．１ ２５．８ １６．７ ３０．０ ２７．６ ４４．１４ ０．４４３ ０．４１４ －０．１２６
小盐芥 ＡＫ３５３３４２．１ ２１．３ １９．８ ３１．１ ２７．８ ５１．６９ ０．４７７ ０．５３６ ０．０８９
萝卜 ＸＭ＿０１８６２７６９７．１ ２２．０ １９．３ ２９．６ ２９．１ ５６．５２ ０．４８５ ０．５７１ ０．１８０
芜菁 ＸＭ＿００９１０６９５６．２ １９．８ ２１．６ ２９．１ ２９．６ ５２．８４ ０．５１２ ０．６４３ ０．１９２
醉蝶花 ＸＭ＿０１０５２３２９３．１ １６．９ ２２．９ ２９．３ ３０．９ ４９．２７ ０．５３８ ０．７０９ ０．２５２
拟南芥 ＮＭ＿１２３１３７．４ ２１．８ ２０．０ ３１．８ ２６．４ ４８．１７ ０．４６５ ０．５００ ０．２０４
亚麻荠 ＸＭ＿０１０４３７３８５．１ ２２．０ １９．８ ３１．８ ２６．４ ５０．３７ ０．４６３ ０．４９３ ０．２１７
人参 ＦＪ８２５７５４．１ ２３．８ １８．９ ２７．８ ２９．６ ５８．５３ ０．４８５ ０．５５０ ０．０６６
细香芹菜 ＡＦ０６４５５２．１ ２５．２ １８．５ ２９．１ ２７．２ ５４．５７ ０．４５８ ０．４７５ ０．０５２
胡萝卜 ＡＹ６５６６９２．１ ２２．９ １８．４ ２９．１ ２９．６ ５６．７７ ０．４８３ ０．５５７ ０．００２
簇生椒 Ｘ９７５５８．１ ２３．６ １９．０ ２８．７ ２８．７ ５６．０６ ０．４７８ ０．５１１ ０．０４７
烟草 ＸＭ＿０１６６１１６４１．１ ２５．３ １６．４ ２８．２ ３０．０ ４６．２４ ０．４６５ ０．５１４ －０．０４９
大豆 ＮＭ＿００１２５１３０８．１ ２３．６ １８．７ ２８．０ ２９．８ ５６．１０ ０．４８５ ０．５６４ －０．０７５
狭叶羽扇豆 ＸＭ＿０１９５９１５５０．１ ２４．２ １７．８ ２９．１ ２８．９ ５５．５９ ０．４６８ ０．５００ ０．０１５
鹰嘴豆 ＸＭ＿０１２７１３７７１．１ ２４．７ １６．７ ３３．８ ２４．９ ６１．００ ０．４１６ ０．３５０ －０．０２３
向日葵 Ｕ７９７３６．１ ２４．９ １７．６ ２８．０ ２９．６ ４１．１７ ０．４７４ ０．５２１ ０．０１５
甜菊 ＡＦ４７４０７４．１ ２６．４ １５．６ ３１．１ ２６．９ ５４．７３ ０．４２１ ０．３６７ ０．０５０
葡萄 ＸＭ＿０１９２２１６１５．１ ２３．８ １６．４ ２９．８ ３０．０ ６１．００ ０．４６５ ０．４９３ －０．０４９
枣 ＸＭ＿０１６０３２９５１．１ ２３．３ １９．１ ２９．１ ２８．４ ５７．０３ ０．４７７ ０．５１４ ０．０４１
荔枝 ＫＹ４７５５８０．１ ２３．６ １８．７ ２９．８ ２８．０ ５４．９０ ０．４６８ ０．４８６ ０．０５３
冬青 ＫＸ３７９６８６．１ ２４．４ １７．６ ２８．０ ３０．０ ５９．２８ ０．４７７ ０．５２５ －０．０７７
红果

!

木 ＫＦ６４３２４０．１ ２５．１ １７．１ ２８．９ ２８．９ ４６．５２ ０．４６１ ０．４５７ －０．０７５
克莱门柚 ＸＭ＿００６４３０３７１．１ ２４．０ １８．９ ２８．２ ２８．９ ５２．９３ ０．４８１ ０．５５０ ０．０７９

　　注：ＥＮｃ表示有效密码子数；ＧＣ表示ＧＣ含量；ＧＣ３ｓ表示密码子第３位的ＧＣ含量；ＣＢＩ表示密码子偏爱指数。

性（Ｇｒａｖｙ）、芳香族氨基酸比例（Ａｒｏｍｏ）与ＣＢＩ、ＥＮｃ的相关系
数，分析影响ＣａＭ１基因密码子使用偏性的因素。
１．４　遗传距离和系统发育树的构建

利用ＢｉｏＥｄｉｔ软件对４３种植物 ＣａＭ１基因 ｃＤＮＡ序列进
行比对，将比对结果保存为 ｆａｓｔａ格式，通过 ＭＥＧＡ软件中
Ｋｉｍｕｒａ双参数模型计算遗传距离。利用 ＭＥＧＡ软件的邻近
法建立系统发育树，并通过自举检验法（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｍｅｔｈｏｄ＝
１０００）校正。

２　结果与分析

２．１　不同植物ＣａＭ１基因序列碱基特征
如表１所示，编码ＣａＭ１基因的４３种植物的核苷酸全长

均是４５０ｂｐ。在ＡＴＣＧ碱基分布中，禾本目的小麦、玉米、水
稻、二穗短柄草、大麦和甘蔗，蔷薇目的节节麦、小米、花生、芸

豆和绿豆，管状花目的芝麻，白花菜目的芜菁和醉蝶花，上述

物种的Ａ＋Ｔ碱基含量均低于Ｇ＋Ｃ碱基含量，其余物种Ｇ＋
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Ｃ碱基含量高于Ａ＋Ｔ碱基含量，表明ＣａＭ１基因更倾向于使
用Ｇ或Ｃ碱基。
２．２　密码子使用偏性指标及其影响因素分析

如表１所示，玉米的 ＥＮｃ值最小，为２９．１５，且禾本目其
余植物的ＥＮｃ值也明显小于其他植物，表明禾本目的植物对
密码子使用具有较强的偏好性，４３种植物中，只有１２种植物
的ＥＮｃ值高于５５，ＥＮｃ值最高的植物为鹰嘴豆和葡萄（ＥＮｃ＝
６１．００），表明大多数植物 ＣａＭ１基因对同义密码子的使用具
有较强的偏好性。禾本目植物的ＧＣ含量值和密码子第３位
的ＧＣ含量值是所有植物中最高的，表明禾本目植物偏爱使
用Ｇ、Ｃ碱基。在４３种植物中，禾本目的玉米、水稻，蔷薇目
的小米，白花菜目的醉蝶花，山柑目的拟南芥、亚麻荠的 ＣＢＩ
值均大于０．２，禾本目的二穗短柄草、大麦，蔷薇目的节节麦、
花生，白花菜目的萝卜、芜菁的 ＣＢＩ值均大于０．１，其余植物
的ＣＢＩ值接近０，表明禾本目、蔷薇目、白花菜目和山柑目的
ＣａＭ１基因密码子使用偏好性大于其他植物。同义密码子相
对使用度的结果表明，４３种植物对 ＣＵＣ、ＡＵＣ、ＵＣＵ、ＣＣＡ、
ＡＣＵ、ＵＧＡ（终止密码子）、ＣＡＵ和 ＵＧＣ具有极强的偏好性
（ＲＳＣＵ＞１．５），除上述密码子外，禾本目植物更偏向使用

ＧＵＣ、ＵＣＣ、ＵＣＧ、ＡＧＣ、ＡＣＣ、ＵＡＣ、ＣＡＧ、ＧＡＧ、ＣＧＣ、ＧＧＣ
（ＲＳＣＵ＞１．５），这与其他１１种分类植物密码子的使用特征不
一致。如表２所示，ＧＣ含量和密码子第３位的 ＧＣ含量均与
密码子偏爱指数呈极显著正相关，但与有效密码子数呈极显

著负相关，表明Ｇ、Ｃ碱基的含量和位置对 ＣａＭ１基因密码子
偏性具有重要影响。

表２　偏性指标与影响因素的相关系数

指标
相关系数

ＧＣ３ｓ ＧＣ Ｇｒａｖｙ Ａｒｏｍｏ
ＣＢＩ ０．６００ ０．５９６ ０．１６４ ０．０１３
ＥＮｃ －０．６９０ －０．７０１ －０．１１５ －０．１５７

　　注：表示在０．０１水平上极显著相关。

２．３　不同植物ＣＭＡ１基因的遗传距离分析
不同植物种群间Ｋｉｍｕｒａ双参数距离如表３所示，各分类

群体间遗传距离变异区间在０．１１～０．２２之间波动，其中山柑
目和白花菜目之间的遗传距离最近，双参数距离值为０１１，
其次是豆目和无患子目。白花菜目与菊目、山柑目与芸香目

之间的遗传距离最远，双参数距离值均为０．２２，其次是豆目
与菊目、白花菜目与管状花目、白花菜目与芸香目。

表３　基于Ｋｉｍｕｒａ双参数模型建立的种群间遗传距离

分类
遗传距离

禾本目 蔷薇目 管状花目 白花菜目 山柑目 伞形目 茄目 豆目 菊目 鼠李目 无患子目 芸香目

禾本目　
蔷薇目　 ０．１７
管状花目 ０．１８ ０．１８
白花菜目 ０．１７ ０．１９ ０．２１
山柑目　 ０．１９ ０．１９ ０．１９ ０．１１
伞形目　 ０．２０ ０．１８ ０．１８ ０．２０ ０．２０
茄目　　 ０．１９ ０．１８ ０．１５ ０．２０ ０．１９ ０．１８
豆目　　 ０．２１ ０．１８ ０．１７ ０．２０ ０．１７ ０．１６ ０．１６
菊目　　 ０．２１ ０．２０ ０．１７ ０．２２ ０．２０ ０．１９ ０．２０ ０．２１
鼠李目　 ０．２０ ０．１７ ０．１８ ０．２０ ０．１９ ０．１５ ０．１８ ０．１６ ０．２１
无患子目 ０．１８ ０．１７ ０．１７ ０．２０ ０．１８ ０．１５ ０．１７ ０．１４ ０．１８ ０．１５
芸香目　 ０．２０ ０．１８ ０．１９ ０．２１ ０．２２ ０．１７ ０．１８ ０．１８ ０．１９ ０．１６ ０．１６

２．４　不同植物ＣＭＡ１基因的聚类分析
如图１所示，４３种植物明显分为５类：禾本目（小麦、玉

米、二穗短柄草、大麦、甘蔗）和蔷薇目（节节麦、小米、花生、

芸豆、绿豆）间的亲缘关系较近；蔷薇目（蒺藜状苜蓿、豌豆、

木豆）与豆目（大豆、狭叶羽扇豆、鹰嘴豆）和无患子目（冬青）

间的亲缘关系较近；蔷薇目（苹果、白梨），伞形目（人参、西香

芹菜），鼠李目（葡萄、枣）和芸香目（克莱门柚）间的亲缘关系

较近；管状花目（番茄、马铃薯、矮牵牛）和茄目（簇生椒、烟

草）间的亲缘关系较近；白花菜目（小盐芥、萝卜、芜菁、醉蝶

花）和山柑目（拟南芥、亚麻荠）间的亲缘关系较近，且同一目

下的各个植物间的亲缘关系更近。

３　讨论与结论

密码子偏好性的研究为了解物种起源于进化、目的基因

的改造、推测未知基因表达水平及预测目的基因最佳宿主奠

定了理论基础［１６－１７］，同时为转基因研究中的甲基化能否引起

基因表达量下降或基因沉默提供参考［１８］。

本研究通过分析４３种不同植物的密码子使用特征，发现
其有效密码子数（２９．１５≤ＥＮｃ≤６１．００）和密码子偏爱指数这

２种指标表明不同植物ＣａＭ１基因对密码子的使用具有极强
的偏好性，通过ＧＣ含量、密码子第３位的 ＧＣ含量和同义密
码子相对使用度这３种指标证实不同植物ＣａＭ１基因对Ｇ、Ｃ
碱基的使用有极强的偏好性，尤其是对终止密码子 ＵＧＡ，以
及ＣＵＣ、ＡＵＣ、ＵＣＵ、ＣＣＡ、ＡＣＵ密码子的使用。禾本目与其他
分类植物相比，更倾向于使用 Ｇ／Ｃ结尾的碱基，引起其 ＧＣ３ｓ
值远远高于其他植物，且 ＧＵＣ、ＵＣＣ、ＵＣＧ、ＡＧＣ、ＡＣＣ、ＵＡＣ、
ＣＡＧ、ＧＡＧ、ＣＧＣ、ＧＧＣ为其最主要的偏爱密码子。分析影响
ＣａＭ１基因密码子使用偏性的原因发现，Ｇ、Ｃ碱基的含量和
位置对ＣａＭ１基因密码子偏性具有重要影响。关于影响密码
子偏好性的原因，有研究报道，反转录形成的 ｃＤＮＡ序列长
度、转运ＲＮＡ丰度、突变和自然选择等都可造成基因对某些
密码子的使用具有极强的偏好性［１９］。ＧＣ碱基含量会造成同
义密码子在使用上具有偏好性的特点，且其偏好性越强，发现

该基因以Ｇ／Ｃ碱基结尾的可能性越大，而且ＧＣ３ｓ对该基因密
码子偏好性有主导作用［２０］。每种生物都有可能面临非自然

选择压力，这种非自然选择压力会促使物种的密码子第３位
碱基种类发生变化［２１］。苏丽艳等发现苹果 ＣａＭ基因有响应
损伤、高温、低氧等非生物胁迫的能力，在适应胁迫环境初期
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过程中不可或缺［２２］。在体温胁迫下，茶树 ＣａＭ蛋白也可介
导钙信号从而提高适应低温环境的能力［２３］。赵存鹏等发现

棉花在胁迫处理后，转入 ＣａＭ基因能提高棉花抵御低温的
能力［２４］。

基因ＤＮＡ水平上的分析更有利于基因功能信息的获取，
本研究分析１２种不同分类植物ＣａＭ１基因的遗传距离发现，
山柑目与白花菜目之间的遗传距离值最小，其次是豆目和无

患子目，这与基于邻近法构建的聚类图一致，表明遗传距离和

聚类分析都能描述物种间的亲缘关系。ＣａＭ１基因密码子使
用特征的确定为研究影响植物抗逆因素及开展抗逆品质改良

奠定基础，并为深入建立转基因表达系统提供最优密码子的

理论依据。

本研究分析了４３种植物ＣａＭ１基因密码子使用特征，发
现不同类植物ＣａＭ１基因对密码子的使用具有较强的偏好性，
尤其偏好使用 Ｇ／Ｃ碱基，ＣＵＣ、ＡＵＣ、ＵＣＵ、ＣＣＡ、ＡＣＵ和 ＵＧＡ
为最优密码子，禾本目植物更偏向使用Ｇ／Ｃ结尾的碱基。Ｇ、Ｃ

碱基的含量和位置是影响ＣａＭ１基因密码子偏性的主要原因。
遗传距离分析得出的亲缘关系与系统发育结果一致。
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表达分析［Ｊ］．中国油料作物学报，２０１７，３９（１）：９１－９８．

［１６］吴宪明，吴松锋，任大明，等．密码子偏性的分析方法及相关研
究进展［Ｊ］．遗传，２００７，２９（４）：４２０－４２６．

［１７］宗秋芳，戴开宇，刘　颖，等．猪氨肽酶 Ｎ（ＡＰＮ）基因密码子偏
好性分析［Ｊ］．扬州大学学报（农业与生命科学版），２０１６，３７
（２）：４５－５０，７３．

［１８］张　乐，金龙国，罗　玲，等．大豆基因组和转录组的核基因密
码子使用偏好性分析［Ｊ］．作物学报，２０１１，３７（６）：９６５－９７４．

［１９］ＬｉｕＧ，Ｗｕ Ｊ，Ｙａｎｇ Ｈ，ｅｔａｌ． Ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ：ｍｕｔａｔｉｏｎａｌｂｉａｓ，ｎａｔｕｒａｌｓｅｌｅｃｔｉｏｎａｎｄ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎｄ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，２０１０：３４３５６９．

［２０］ＣａｒｌｉｎｉＤＢ，ＣｈｅｎＹ，ＳｔｅｐｈａｎＷ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｉｒｄ－
ｃｏｄｏｎｐｏｓｉｔｉｏｎｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔ，ｃｏｄｏｎｂｉａｓ，ｍＲＮＡ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
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　　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｒｏｓｏｐｈｉｌｉｄ ａｌｃｏｈｏｌ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｇｅｎｅｓＡｄｈａｎｄＡｄｈｒ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２００１，１５９（２）：
６２３－６３３．

［２１］时　慧，王　玉，杨路成，等．茶树抗寒调控转录因子ＩＣＥ１密码
子偏性分析［Ｊ］．园艺学报，２０１２，３９（７）：１３４１－１３５２．

［２２］苏丽艳，田爱梅，陶贵荣，等．苹果ＭｄＣａＭ的克隆及其对果实?

后非生物胁迫的响应［Ｊ］．华北农学报，２０１７，３２（１）：４７－５２．
［２３］ＷａｎｇＸＣ，ＺｈａｏＱＹ，ＭａＣＬ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆ

Ｃａｍｅｌｌｉａｓｉｎｅｎｓｉｓｄｕｒｉｎｇｃｏｌｄａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢＭＣＧｅｎｏｍｉｃｓ，
２０１３，１４：４１５．

［２４］赵存鹏，郭宝生，王凯辉，等．通过转ＣａＭ基因提高了棉花抗寒
性［Ｊ］．棉花学报，２０１６，２８（３）：２３４－２４１．

陆秀娟，潘　虹，李祥栋，等．薏苡种质资源ＩＳＳＲ分子标记筛选及亲缘关系分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１９，４７（５）：３２－３６．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１９．０５．００９

薏苡种质资源 ＩＳＳＲ分子标记筛选及亲缘关系分析
陆秀娟１，２，潘　虹１，２，李祥栋１，２，魏心元１，２，陆　平３，石　明１

（１．贵州省薏苡工程技术研究中心，贵州兴义５６２４００；２．贵州黔西南喀斯特区域发展研究院，贵州兴义 ５６２４００；
３．中国农业科学院作物研究所，北京１０００８１）。

　　摘要：利用ＩＳＳＲ标记对９２份薏苡种质进行遗传多样性分析，结果表明，从１００条ＩＳＳＲ通用引物中筛选出１１条多
态性较好的引物，共扩增出４９条多态性条带，多态性条带占各自总条带的比例为６６．６％ ～１００．０％；非加权组平均法
（ＵＰＧＭＡ）和主成分分析法（ＰＣＡ）对９２份薏苡种质的聚类结果一致，均分为３个类群，云南、贵州、福建３个省份的种
质表现出比较丰富的遗传多样性，其他省份的多样性水平相对较低。

　　关键词：ＩＳＳＲ标记；遗传多样性；种质资源；薏苡；类群；主成分分析
　　中图分类号：Ｓ５１９．０２４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）０５－００３２－０５

收稿日期：２０１８－０４－２３
基金项目：贵州省科技计划（编号：黔科合重大专项字［２０１４］６０２３、
黔科合支撑［２０１６］２６０８）；贵州省高层次创新型人才培养项目（编
号：黔科合人才［２０１５］４０１６）。

作者简介：陆秀娟（１９８９—），女，布依族，贵州册亨人，从事作物栽培
与生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｏｗａｔｅｒｖｅ＿６４３＠１２６．ｃｍ。

通信作者：李祥栋，农艺师，从事植物生理与分子调控研究，Ｅ－ｍａｉｌ：
ｌｉｘｉａｎｇｄｏｎｇｓｉｊｉ＠１６３．ｃｏｍ；石　明，研究员，从事作物遗传育种研究，
Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｈｉｍｉｎｇ１６１６＠１２６．ｃｏｍ。

　　种质资源的遗传多样性是育种的基础，科学、准确地评价
种质资源的遗传多样性，从整体上把握物种资源的遗传变异

信息及亲缘关系远近，可有针对性地选择合适亲本，为遗传育

种工作提供有益参考。

薏苡（Ｃｏｉｘｌａｃｒｙｍａ－ｊｏｂｉＬ．）是禾本科薏苡属１年生或多
年生草本植物，是重要的药食同源作物之一。目前，薏苡属作

物在世界范围内约有１０个种或变种，《我国植物志》将薏苡
属分为５个种４个变种［１］。ＤＮＡ分子标记是研究遗传多样
性和亲缘关系的重要工具，近年来，Ｑｉｎ等采用扩增片段长度
多态性（ＡＦＬＰ）、相关序列扩增多态性（ＳＲＡＰ）、简单重复序
列标记（ＳＳＲ）等分子标记方法对薏苡种质进行筛选应
用［２－５］。Ｍａ等利用１７对ＳＳＲ引物聚类分析来自我国和韩国
的７９份薏苡种质资源时发现，我国薏苡和韩国薏苡有着比较
远的亲缘关系，大部分我国薏苡聚为１类，而所有的韩国薏苡
被聚为 １类［６］。江忠东等以薏苡（原变种）、念珠薏苡（变

种）、薏米、水生薏苡、小珠薏苡等４２份薏苡属植物为材料，
筛选出５对与落粒性基因相关的 ＳＴＳ引物，并对薏苡属植物
的ＤＮＡ多样性进行了分析，根据 ＤＮＡ多态性特征讨论了薏

苡属植物的遗传进化关系［７］。当前，薏苡的基因组信息尚未

公布，相关遗传性研究所用的标记数量极为有限。简单重复

序列区间标记（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，ＩＳＳＲ）由于不需
要知道研究材料的遗传背景，多态性高、操作简单，现已被广

泛应用于多种植物的遗传多样性研究［８－１２］。本研究通过筛

选ＩＳＳＲ分子标记，对薏苡种质遗传多样性和亲缘关系进行分
析，以期为薏苡优异资源的挖掘、品种改良和分子鉴定提供理

论与技术支撑。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试薏苡种质材料共９２份，其中，８６份来自我国贵州、

云南、福建等省份，５份来自老挝，１份来自韩国，详见表１。
１．２　ＤＮＡ提取

取薏苡饱满籽粒，采用苗盘育苗；待生长至３～４叶，采用
天根植物新型基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取总 ＤＮＡ，１．０％琼
脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ的完整性，紫外分光光度法检测
ＤＮＡ浓度。
１．３　ＩＳＳＲ扩增

将ＤＮＡ稀释至３０～５０ｎｇ／μＬ再进行扩增。ＰＣＲ反应总
体系为２０μＬ：２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物
１．０μＬ，ＤＮＡ模板１．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８．０μＬ。反应程序：９４℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，４５～６０℃退火４５ｓ，７２℃延伸
１．５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。１２℃保存，１．５％琼脂
糖凝胶电泳进行 ＩＳＳＲ分型检测，ＩＳＳＲ引物来自网络公布的
１００条通用引物，均由生工生物工程（上海）股份有限公司
合成。
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