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　　摘要：草坪业在发展过程中出现一些种的混淆，为了区分不同草坪草，采用昆明常见的１０种草坪草为样本，利用
简单重复序列（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称 ＩＳＳＲ）分子标记技术构建昆明地区常见草坪草的指纹图谱。从２８
条引物中筛选出１５条特异性较好的引物，对其进行退火温度筛选。结果表明，引物ＵＢＣ８３４、ＵＢＣ８４２、ＵＢＣ８４４退火温
度分别为５８、５８、５５℃时多态性较好。对引物ＵＢＣ８３４、ＵＢＣ８４２、ＵＢＣ８４４的电泳图谱进行０、１读带，构建了３个草坪
草的数字指纹图谱，可以将供试的１０种草坪草全部区分开来。
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　　近年来草坪业在我国发展迅猛，特别是在城市
绿化和一些运动场中应用极为广泛，对人类赖以生

存的生活环境起着保护、美化和改善作用。而昆明

地处我国西南地区，气候独特，四季如春，素有“春

城”的美称。陈蕴等对我国草坪草的引种工作和一

些主要问题进行了综述和分析［１］。彭燕等以我国

主要草坪草的研究进展为基础，提出研究和利用草

坪草种质资源的对策［２］。黄鹤平等选用１０个草坪
草品种进行栽培研究，对昆明地区的草坪草引种进

行了评价［３］。昆明市对城市的美化正在不断地加

强，对草坪草的数量和质量要求也不断提高。但

是，由于草坪草经修剪后通常叶色、叶宽、叶片硬度

等均会发生变化，且没有花序，因此难以通过植物

学性状区分草种，不利于有针对性地对草坪进行养

护管理。而通过构建某一地区常见的草坪草 ＤＮＡ
指纹图谱，为后续的草种分辨提供了途径。

微卫星 ＤＮＡ（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，简称
ＳＳＲ）、限制性长度片段多态性（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称 ＲＦＬＰ）、随机扩增多态性
ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，简 称

ＲＡＰＤ）等分子自标记技术均可以构建指纹图谱，它
们都从不同的角度反映物种的遗传信息［４－７］。简单

重复序列（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称ＩＳＳＲ）
是一种基于ＰＣＲ扩增进行检测的分子标记技术，它
对简单重复序列之间的区域进行多态性扩增，是由

Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等［８］提出的。ＩＳＳＲ结合了其他分子标记
技术的特点，如操作简单、稳定性好、多态性丰富、

成本低等［９－１０］，为指纹图谱的构建提供了快速可靠

的技术基础。指纹图谱是品质混杂的检测工具［１１］，

利用ＩＳＳＲ分子标记技术构建指纹图谱在品种鉴定
上的应用越来越广泛，前人已经在苹果［１２］、桑

树［１３］、凤梨［１４］、复烤烟［１５］等多种植物材料上建立

了指纹图谱。在草坪草上，刘君等利用ＩＳＳＲ标记技
术对９份狗牙根的遗传多样性进行了研究，构建了
９份材料的指纹图谱［１６］。胡雪华等以上海结缕草

（Ｚｏｙｓｉａｊａｐｏｎｉｃａ）ＪＤ－１和细叶结缕草（Ｚｏｙｓｉａ
ｔｅｎｕｉｆｏｌｉａ）、沟叶结缕草（Ｚｏｙｓｉａｍａｔｒｅｌｌａ）、结缕草为
材料，利用ＩＳＳＲ分子标记技术在４个材料中构建了
指纹图谱［１７］。本试验以昆明常见的１０种草坪草为
材料，利用 ＩＳＳＲ分子标记技术构建指纹图谱，为后
续从分子角度对其进行相互区分奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验所用草坪草材料分别为沟叶结缕草

［Ｚｏｙｓｉａｍａｔｒｅｌｌａ（Ｌ．）Ｍｅｒｒ．］、结缕 草 （Ｚｏｙｓｉａ
ｊａｐｏｎｉｃａＳｔｅｕｄ．）、细叶结缕草 （Ｚｏｙｓｉａｔｅｎｕｉｆｏｌｉａ
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Ｗｉｌｌｄ．ｅｘＴｒｉｎ．）、黑麦草（ＬｏｌｉｕｍｐｅｒｅｎｎｅＬ．）、高羊
茅（Ｆｅｓｔｕｃａｅｌａｔａ）、草地早熟禾（ＰｏａｐｒａｔｅｎｓｉｓＬ．）、
紫羊茅（ＦｅｓｔｕｃａｒｕｂｒａＬ．）、细弱剪股颖（Ａｇｒｏｓｔｉｓ
ｔｅｎｕｉｓＳｉｂｔｈ．）、匍匐剪股颖（Ａｇｒｏｓｔｉｓｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒａ）和狗
牙根［Ｃｙｎｏｄｏｎｄａｃｔｙｌｏｎ（Ｌ．）Ｐｅｒｓ．］。将其种子在
西南林业大学园林学院实验室温室培养箱中于

２５℃ 光照培养发芽。
１．２　ＤＮＡ提取与检测

每个草坪草品种剪下由多颗种子萌发的幼嫩

叶片进行液氮研磨，使用 ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒提取总
ＤＮＡ。对提取的 ＤＮＡ原液进行１．０％琼脂糖凝胶、
ＧｏｌｄＶｉｅｗ核酸染料电泳，检测其质量。保存在
－２０℃ 冰箱中。

１．３　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系及扩增条件
本试验所用 ＰＣＲ反应体系为 ２５μＬ：ｄｄＨ２Ｏ

１８μＬ，ｄＮＴＰ２μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ＤＮＡ模板
１００ｎｇ，引物 １０μｍｏｌ／Ｌ，ＴｒａｎｓＴａｑＤＮＡ聚合酶
０．５μＬ。扩增程序为９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性
６０ｓ，５５℃退火 ６０ｓ，７２℃延伸 ９０ｓ，４０个循环；
７２℃ 再延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。
　　ＩＳＳＲ引物筛选。ＰＣＲ反应结束后，将扩增产物
在琼脂糖凝胶电泳中检测。电泳条件为上样量

３μＬ，１×ＴＡＥ缓冲液，９０Ｖ电压下４５ｍｉｎ。电泳结
束后在凝胶成像系统上观测、拍照。用１０个草种样
本从２８条引物（表１）中筛选出条带清晰、多态性高
以及重复性好的引物。

表１　ＩＳＳＲ引物序列

引物 序列（５′→３′） 引物 序列（５′→３′）
ＵＢＣ８１４ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＡ ＵＢＣ８４２ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＹＧ
ＵＢＣ８１５ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＧ ＵＢＣ８４４ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＲＣ
ＵＢＣ８１８ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＧ ＵＢＣ８４５ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＲＧ
ＵＢＣ８２２ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＡ ＵＢＣ８４６ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＴ
ＵＢＣ８２３ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＡ ＵＢＣ８４７ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＣ
ＵＢＣ８２４ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＧ ＵＢＣ８４８ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＧ
ＵＢＣ８２５ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＴ ＵＢＣ８５０ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＹＣ
ＵＢＣ８２６ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣ ＵＢＣ８５３ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＲＴ
ＵＢＣ８２７ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＧ ＵＢＣ８５４ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＲＧ
ＵＢＣ８３４ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＴ ＵＢＣ８５５ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＴ
ＵＢＣ８３５ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＣ ＵＢＣ８５６ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＡ
ＵＢＣ８３６ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＡ ＵＢＣ８５７ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＧ
ＵＢＣ８４０ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＹＴ ＵＢＣ８５８ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＲＴ
ＵＢＣ８４１ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＹＣ ＵＢＣ８６６ ＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣ

１．４　指纹图谱的构建
用筛选出的引物分别对１０种草坪草进行 ＰＣＲ

扩增，调整退火温度。保存电泳结束后的图片，选

择清晰、稳定以及重复性好的条带进行谱带记录。

有带记为１，无带记为０，形成０、１矩阵。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳检测结果
由图１可知，经１％琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ，

ＤＮＡ样品均只有１条清晰完整的带，质量较好，能
满足ＩＳＳＲ分析的需要。
２．２　ＩＳＳＲ引物的初筛选

由图２可知，以沟叶结缕草的基因组ＤＮＡ为模
板，从２８条引物中预筛选出１５条能扩增出产物的
引物，分别是 ＵＢＣ８１８、ＵＢＣ８２５、ＵＢＣ８２６、ＵＢＣ８２７、
ＵＢＣ８３４、ＵＢＣ８３６、ＵＢＣ８４０、ＵＢＣ８４１、ＵＢＣ８４２、

ＵＢＣ８４４、ＵＢＣ８４８、ＵＢＣ８５０、ＵＢＣ８５５、ＵＢＣ８６６、
ＵＢＣ８５７。　
２．３　引物退火温度的确定

对１５条引物进行退火温度的筛选，部分引物的
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退火温度筛选结果如图３所示。由图３可知，引物
ＵＢＣ８４４在退火温度高于５５℃时，扩增产物出现缺
失现象；但退火温度低于５５℃时，非特异性条带较

多，随着温度的降低，条带弥散现象加重；在５５℃
时，条带之间界限分明，背景清晰，带型稳定。因此

引物ＵＢＣ８４４的最优退火温度选择５５℃。

　　如图 ４所示，经筛选发现引物 ＵＢＣ８３４和
ＵＢＣ８４２的退火温度在５８℃时，其ＰＣＲ跑胶图片最
为清晰，并且能够较好地区分１０种草坪草品种。
２．４　草坪草ＤＮＡ指纹图谱的构建

由上述 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增图谱发现，引物

ＵＢＣ８３４、ＵＢＣ８４２和ＵＢＣ８４４均可以将供试的１０种
草坪草品种全部区分开来。对３个引物的扩增图谱
选择较为明亮的条带分别进行０、１读带，构建３个
草坪草的数字指纹图谱（表２）。
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表２　１０种草坪草的ＩＳＳＲ数字指纹图谱

材料名称
数字指纹图谱

ＵＢＣ８３４ ＵＢＣ８４２ ＵＢＣ８４４
沟叶结缕草 ０００００００１０００００ ０１０００１０００１０ ０００１０１１１
细叶结缕草 ０００１００００００００１ ０１０００１０１０１０ ０００１０１１０
黑麦草 １０１００００００００１０ ０００００１０００１０ １０００００１０
高羊茅 ００１０００００１００００ １００００００００１０ ０００１００００
草地早熟禾 ０００００１００００１０１ ００１０１０００１００ １１００００１０
结缕草 １０１０１００１０１１００ ０００１０００００１１ ００００１００１
紫羊茅 １０１０１０００１００００ ０１００００１１０１０ １１１０００１０
细弱剪股颖 ０１００１００１０００１０ ０００１１００００１１ ０００１１００１
匍匐剪股颖 ０００００００１００１１０ ０００１１０００００１ １００１１００１
狗牙根 ０００１００１１０００１０ ０００１０１０１００１ １０１１０１１０

３　讨论与结论

草坪草在城市绿化、足球场、高尔夫球场等一

些功能性运动场上的应用越来越广泛，草坪业不断

发展壮大，关于草坪草的研究也在不断地深入。李

春杰等对混播草坪的研究发现，草坪中的黑麦草在

建植后比列逐渐下降，高羊茅所占比例变化不大，

早熟禾比例不断上升，但在建植后的１．５年时间内，
黑麦草始终占据优势［１８］。刘伟等通过不同的施氮

量和修剪高度，探讨了比较适合高羊茅与日本结缕

草混播的管理措施［１９］。贺佳圆等研究了不同混播

比例的高羊茅与草地早熟禾对草坪质量的影响，发

现草地早熟禾与高羊茅混播比例为２∶８时，草坪质
量最佳［２０］。混播草坪已成为当今草坪建设的主要

方式之一，昆明地区草坪基本以混播的形式存在，

难以区分，不利于草坪针对性的施肥、病虫害等

管理。

本试验以昆明地区常见草坪草为材料，从２８条
ＩＳＳＲ引物中筛选出３条多态性、稳定性以及重复性
均良好的引物，分别为引物 ＵＢＣ８３４、引物 ＵＢＣ８４２、
引物ＵＢＣ８４４。利用这３条引物对１０种草坪草的基

因组ＤＮＡ进行扩增，结果表明，３条引物均可以完
全区分１０种草坪草，利用这３条引物构建了昆明地
区１０种草坪草的３个数字指纹图谱。利用上述指
纹图谱作为标准谱带，为昆明的草坪草品种鉴定提

供了依据。在后续一些难以区分的混播草坪维护

中，通过提取其ＤＮＡ，使用引物ＵＢＣ８３４、ＵＢＣ８４２或
ＵＢＣ８４４，对其进行ＰＣＲ扩增，然后将跑胶图片与本
研究的标准谱带进行对比，即可鉴别出混播草坪的

品种类型，然后有针对性地进行管理。本研究也为

后续昆明地区草坪草遗传多样性分析、种质资源鉴

定等提供了一定的技术基础。
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五月龄翘嘴红
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性腺组织小 ＲＮＡ转录谱的分析比较
曹　访１，刘　莉２，采克俊１，吴成龙１，周俊波１

（１．湖州师范学院生命科学学院／浙江省水生生物资源养护与开发技术研究重点实验室／中国水产科学

研究院水生动物繁育与营养重点实验室，浙江湖州 ３１３０００；２．浙江省淡水水产研究所，浙江湖州 ３１３００１）

　　摘要：采用转录组高通量测序方法，比较分析幼龄翘嘴红
!

精巢、卵巢组织中小ＲＮＡ转录谱。结果显示，精巢、卵
巢的小ＲＮＡ分布的峰值分别为２８、２９ｎｔ，与一般物种的２２～２４ｎｔ有较大的差异；在小ＲＮＡ库中，经比对注释的比例
很低，分别为２．５％、２．１％。在比对注释的斑马鱼 ｍｉＲＢａｓｅ、斑马鱼 ｎｃＲＮＡ、ｐｉＲＮＡ、Ｒｆａｍ数据库中，精巢组织中被
ｍｉＲＢａｓｅ数据库注释的比例最高，为 １．４９％；而卵巢组织中被 ｍｉＲＢａｓｅ和 ｐｉＲＮＡ数据库注释的比例接近，分别为
０９４％和０．９６％。比较表达量相对较高的共有ｍｉＲＮＡ分子，均是与胚胎发育相关的分子，且大多是精巢组织的表达
量高于卵巢组织，这些ｍｉＲＮＡ分子在个体发育中可能具有重要意义。初步获得了翘嘴红

!

不同性腺组织的转录谱，

为今后进一步分析小ＲＮＡ在生殖发育中的调控作用奠定了基础。
　　关键词：翘嘴红

!

；精巢；卵巢；ｍｉＲＮＡ；转录谱；分析；比较
　　中图分类号：Ｓ９１７．４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２０）０２－００７７－０６

收稿日期：２０１８－１０－１７

基金项目：浙江省淡水养殖科技创新团队项目（编号：２０１２Ｒ１００２６＿

０５）；浙江省钱江人才计划（编号：２０１２Ｒ１００７６）。

作者简介：曹　访（１９８０—），男，江苏丰县人，硕士，高级实验师，研究

方向为动物遗传育种与繁殖。Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｚｙｚｕｃｆ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ。

　　生物体内的小分子非编码 ＲＮＡ通过转录和转
录后调节形成遗传信息的表达调控网络，在细胞的

分裂分化、个体生长发育和繁殖等生命活动过程中

具有重要的作用。已发现的这类小 ＲＮＡ包括
ｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ）、ｍｉＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ）、
ｈｓＲＮＡ（ｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｍａｔｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｍａｌｌＲＮＡ）和
ｐｉＲＮＡ（ｐｉｗｉｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇＲＮＡ）等。发掘新的小分子
非编码ＲＮＡ、研究其生物学功能及作用机制在生命
科学研究中具有重要意义，目前研究较多的是

ｍｉＲＮＡ。鱼类的ｍｉＲＮＡ也已在斑马鱼、红鳍东方
等几个模式种以及非模式鱼类的虹鳟鱼中被发现

报道［１－２］。

ｍｉＲＮＡｓ是一类非编码、长度约２２ｎｔ的小ＲＮＡ
分子，由６０～８０ｎｔ的茎环前体分子衍生而来，广泛
存在于动物、植物甚至病毒中。ｍｉＲＮＡｓ通过调节
靶标ｍＲＮＡｓ的稳定性和翻译效率，在基因的表达中
起着非常重要的作用，影响着各个生理过程，包括

代谢、细胞凋亡、神经系统发育、免疫防御、肿瘤病

理过程等。自从 １９９３年首次在秀丽线虫中发现
ｍｉＲＮＡ（ｌｉｎ－４）以来［３］，有大量关于 ｍｉＲＮＡｓ的生
物合成、功能和作用机制的研究［４－６］。尽管ｍｉＲＮＡｓ
的作用早已发现，但有关ｍｉＲＮＡ转录组的研究最近
几年才开始。过去主要是通过直接克隆、测序、

ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ杂交分析等鉴定逐个对 ｍｉＲＮＡｓ鉴定。
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