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沙棘三亚种及其雌雄株的 RAPD 鉴定
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摘 要 : 对生长在同一生态条件下的中国沙棘、俄罗斯大果沙棘和蒙古大果沙棘品种雌雄株性别进行

了 RAPD 鉴定。结果表明 , 只用一个引物即可将三亚种沙棘中的任何一种雌雄株区分开 , 如用 B07、A11、D03

和 E03 引物之一即可将中国沙棘雌雄株区分开 ; 用 B06、A11 和 D07 引物之一即可将蒙古沙棘雌雄株区分

开 ; 用 A13、E04 和 E07 引物之一即可将俄罗斯沙棘区分开 ; A 13、E14、B06、B07、B10、A11、D07、E03 和 E15

引物中任何一个 , 均可将中国沙棘、俄罗斯沙棘和蒙古沙棘区分开 , 但不能同时区分开雌雄株。只用 2 个引

物 , 如 A11+A 13 或 A11+E04 或 A11+E07 即可将 3 种沙棘及其雌雄株同时分开。从亲缘关系上看 , 俄罗斯沙

棘和蒙古沙棘有许多相同谱带 , 说明二者在亲缘关系上较近。
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沙棘(Hippophae rhamnoides L.)为胡颓子科(Elaeapnacae)沙棘属 (Hippophae)植物 , 为多年生小乔木

或灌木 , 雌雄异株。沙棘是我国三北防护林的先锋树种 , 具有防风固沙、保持水土、护坡护岸、改土培

肥、增进地力等多种生态功能 , 同时沙棘也是一种药用果树 , 营养价值和药用价值极高 , 已作为栽培果

树在我国大面积推广。但在其童期 , 实生苗无法从形态上分辨出雌雄株 , 最好的办法就是借助于分子

生物学技术 , 从分子水平进行标记。从目前看 , 主要是采用 RAPD( Random Amplified Polymorphic DNA)

技术。该技术是 1990年William[1]和Welsh[2]领导的两个研究小组同时提出的。目前, RAPD标记在生物学

的许多领域都得到了广泛的应用,如遗传图谱构建、基因定位和克隆、外源导入基因的跟踪、物种亲缘关系

和进化关系研究、品种鉴定等。关于 RAPD技术在沙棘上的应用研究目前仅见一篇报道,即 Weising,K等 [3]

对生长在瑞典的鼠李沙棘亚种海滨沙棘(Hippophae rhamnoides subsp. rhamnoides)的 10 个种群和鼠李

沙棘亚种蒙古沙棘(Hippophae rhamnoides subsp. Mongolia)进行性别连锁标记。但对原产的中国沙棘、

俄罗斯沙棘和蒙古沙棘同时进行性别标记目前尚未见报道。本文对生长在同一生态条件下的 3 种沙

棘进行了雌雄株性别鉴定 , 为沙棘属植物的早期性别鉴定提供了科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

中国沙棘、俄罗斯沙棘和蒙古沙棘三亚种雌雄株成熟叶片。应用的 13 种引物序列如下 :

A 13(CA G CA CCCA C )/E04(G TG A CA TG CC )/E07(A G A TG CA G CC )

E14(TG CG G CTG A G )/B06(TG CTCTG CCC )/ B07(G G TG A CG CA G )

B08(G TCCA CA CG G )/ B10(CTG CTG G G A C )/A 11(CA A TCG CCG T)

D 03(G TCG CCG TCA )/D 07(TTG G CA CG G G )/ E03(CCA G A TG CA C )

E15(A CG CA CA A CC )

1.2 D N A 提取方法
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1.2.1 试剂

蛋白酶 K、三羟基氨基甲烷(Tris)、十二烷基硫酸钠(SD S)、乙二胺四二酸二钠(ED TA -N a)、异戊醇、

三氯甲烷(氯仿)、饱和酚、无水乙醇、CTA B。

1.2.2 提取方法

采用 CTA B 法。具体如下 :

破壁 : 取少量沙棘叶 , 液氮下研磨 , 使细胞壁破裂。

消化:用 300μL 1x CTAB提取液[1%CTAB 50 mMTris- HCl (pH 8.0)10 mM Na2EDTA 0.7 mMNaCl]将

其洗入 0.5 mL的微量离心管中 , 轻轻摇动,将管置于 65 ℃的水浴中消化约 1 h。

抽提 : 分别用等体积的 Tris饱和酚、酚 - 氯仿- 异戊醇(v∶v∶v= 24∶23∶1)、氯仿- 异戊醇(v∶v = 23∶1)抽

提蛋白质 , 每次混合 5 min, 10 000 r 离心 10 min, 移出水相至另一离心管。

沉淀 : 向水相中加入 2 倍体积的冰冷(- 20 ℃)无水乙醇 , 水平旋转数圈。15 000 r离心 10 m in ,

D N A 沉于管底。

洗涤 : 加入 1 m L 70% 冰冷乙醇 , 来回颠倒数次。8 000 r离心 5 m in。小心倒掉管中乙醇 , 将管倒置

在滤纸上 , 让乙醇流尽。在真空泵中抽干或将离心管正立 , 在 40～50 ℃烘箱中 20 m in , 使乙醇完全挥

发掉。

溶解 : 加 40～50 μL 的 TE 缓冲液 , 置 55 ℃水浴中溶解 DN A 。溶解后的 DN A 贮存于 4 ℃冰箱中

保存备用。

1.3 R A P D 扩增程序

95 ℃7 m in/(94 ℃ 1 m in、36 ℃1 m in、72 ℃2 m in )45 个循环 /72℃10 m in/4 ℃ 30m in。

1.4 R A P D 扩增体系

H 2O 14.7 μL、Buffer 2.5 μL、dNTPP 2 μL、模板 DNA 2 μL、引物 3 μL(5 pm)、Taq 酶 0.8 μL, 总体

积 : 25 μL。

1.5 琼脂糖凝胶的制备

用透明胶封住胶槽两端 , 摆放梳子 , 使其底部距底板 0.5～1 m m , 并在电泳槽中加入适量电泳缓

冲液(1×TA E ), 没过胶面 1 m m ; 然后根据所需浓度(1.5% )称取适量琼脂糖(0.45g)至 100 m L 三角瓶中 ,

加入缓冲液(1×TA E )30 m L ; 再在瓶颈上盖上硫酸纸 , 在微波炉中加热约法 30s至琼脂糖溶化 ; 室温下

冷却至 60 ℃ , 加入 1.5μL 溴化乙锭 10 m g/m L 至浓度 0.5 μg/m L , 充分混匀 ; 稍冷却后倒入胶槽中冷

却凝固。

1.6 电泳

将胶槽两侧的透明胶撕去置于电泳槽中 , 小心拨出梳子 ; 取 8 μL PCR 反应液至加样孔中 , 记住

顺序 ;按 5V /cm 进行电泳 , 需 1 h 左右 , 然后取出至凝胶成像仪观察并拍照。

1.7 数据分析和聚类分析

按公式 F=2N xy/(N x+N y)计算。其中 N xy 为 x 和 y 两品种共有的 RA PD 条带数 , N x 和 N y 分别为两品种

扩增的总条带数。任意两品种之间的遗传距离的计算 D=1-F , D 为遗传距离 , F 为共有带率。

电泳图谱中的每一条带均代表了引物与模板 DN A 之间互补的一对结合位点,可记为 1 个分子标

记 ; PCR 扩增反应重复 1 次 , 选取可重复的 DN A 带记录 , 有带的记为 1 , 无带的记为 0 , 形成 0/1 矩阵

图的原始数据输入微机。应用 SPSS10.0 统计软件对扩增结果进行聚类分析 , 给出树状图。

2 结果与分析

2.1 3 种沙棘雌雄株基因组特异 R A P D 差异性扩增结果

利用 13 种引物即可将中国沙棘、俄罗斯沙棘和蒙古沙棘及其雌雄株全部区分开。RA PD 图 1～13

可将相应的沙棘种类、雌雄株谱带清楚地扩增出来。

2.2 沙棘雌雄株基因组差异分析

2.2.1 俄罗斯沙棘雌雄株差异区分
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图 13 P rim er E 15

各图模板顺序为 : 1 号 (中国沙棘雄

性)、2 号(中国沙棘雌性)、3 号(蒙古沙棘

雄性)、4 号(蒙古沙棘雌性)、5 号(俄罗斯

沙棘雄性)、6 号(俄罗斯沙棘雌性)。

图 1 P rim er A 13 图 3 P rim er E 07图 2 P rim er E 04

图 4 P rim er E 14 图 5 P rim erB 06 图 6 P rim er B 07

图 7 P rim er B 08 图 8 P rim er B 10 图 9 P rim er A 11

图 10 P rim er D 03 图 11 P rim er D 07 图 12 P rim er E 03
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图 1 中引物 A13 雄株比雌株多扩增出 C、E、F、H 4 条

带 , 雌株没有带 ; 图 2 中 E04 引物雄株比雌株多扩增出其

A、B、C、E4 条带 , 雌株没有带 ; 图 3 中引物 E07 雄株比雌

株多扩增出一条 C 带 , 雌株没有带。

2.2.2 蒙古沙棘雌雄株差异区分

图 5 中引物 B06 雄株比雌株多扩增出 1 条 F 带 ; 图 9

中引物 A11 雌株比雄株多 1 条 C 带 , 而雄株比雌株多 1 条

D 带 ; 图 11 中引物 D07 雄株比雌株多 1 条 F 带。用这 3 个

引物之一即可将蒙古沙棘雌雄株区分开。

2.2.3 中国沙棘雌雄株差异区分

图 6 中引物 B07 雄株比雌株多扩增出 1 条 F 带 ; 图 9 中引物 A11 雌株比雄株多扩增出 1 条 B

带 ; 图 10 中引物 D03 雄株有 1 条 C 带 , 雌株没有 , 而雌株有 D、E 两条带 , 雄株没有 ; 图 12 中引物 E03

雄株比雌株多扩增出 E、H 两条带。用这 4 个引物之一即可将中国沙棘雌雄株区分开。

2.2.4 中国沙棘、俄罗斯沙棘和蒙古沙棘之间差异的同时区分

用 A13、E14、B06、B07、B10、A11、D07、E03 和 E15 任何一个引物 , 均可将中国沙棘、俄罗斯沙棘和

蒙古沙棘区分开 , 但不能同时区分开雌雄株。

2.2.5 3 种沙棘及其雌雄株之间差异的同时区分

要将 3 种沙棘及其雌雄株同时分开 , 最少 2 个引物 , 如引物 A11+A 13 或 A 11+E04 或 A 11+E07。

2.3 聚类分析

聚类分析结果得到一树状分支图(图 14)。从图 14 中可以看出 , 中国沙棘、蒙古沙棘和俄罗斯沙棘



图 14 3 种沙棘雌、雄株聚类

注 : a 和 b 分别代表中国沙棘雄、雌株 ; c 和 d 分别代表蒙古沙棘雄、雌株 ; e 和 f分别代表俄罗斯沙棘雄、雌株。
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3 个品种的雌雄株各自聚为 1 支 , 表现相互间遗传关系较近 , 而 3 个品种之间则存在明显的遗传差

异。其中蒙古沙棘和俄罗斯沙棘之间的亲缘关系较近 , 二者与中国沙棘之间的亲缘关系较远 , 与实际

相符合。因为蒙古沙棘品种有俄罗斯沙棘品种的血缘 , 俄罗斯沙棘品种是蒙古沙棘与中亚沙棘两个亚

种之间的远缘地理杂交种 , 而中国沙棘则与之亲缘关系较远。

3 讨论与小结

①目前关于沙棘雌雄株性别鉴定 , W eising, K 等[3]只对生长在瑞典的鼠李沙棘亚种(海滨沙棘)的

10 个类群和蒙古沙棘亚种进行 DN A 分子标记 , 区分了海滨沙棘亚种的不同类群和蒙古沙棘亚种。本

研究对中国沙棘、蒙古沙棘品种和俄罗斯沙棘品种 (中亚沙棘 subsp. turkestanica 和蒙古沙棘 subsp.

M ongolia 两个亚种的地理远缘杂种)及其雌雄株同时进行 RA PD 分析。结果表明 , 只用一个引物即可将

三亚种沙棘中的任何一种雌雄株区分开 , 如用引物 B07、A11、D03 和 E03 之一即可将中国沙棘雌雄株

区分开 ; 用引物 B06、A11 和 D07 之一即可将蒙古沙棘雌雄株区分开 ; 引物 A13、E04 和 E07 之一即可

将俄罗斯沙棘区分开 ;用引物 A13、E14、B06、B07、B10、A11、D07、E03 和 E15 任何一个 , 均可将中国沙

棘、俄罗斯沙棘和蒙古沙棘区分开 , 但不能同时区分开雌雄株。

②要将 3 种沙棘及其雌雄株同时分开 , 最少 2 个引物 , 如引物 A11+A 13 或 A 11+E04 或 A 11+E07。

③从亲缘关系上看 , 俄罗斯沙棘和蒙古沙棘有许多相同谱带 , 说明二者在亲缘关系上较近 , 从树

状图上看也说明了这一点 , 而中国沙棘与俄罗斯沙棘和蒙古沙棘之间亲缘关系相对较远。
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Identifica tion of Three Sea Buckthorn Subspecies and Their Female and
Male Plant Using RAPD

LIU H ong-zhang,H U A I Feng-tao,BA I X iu-juan

(Jilin Agricultural University, Changchun, 130118,China)

A bstract: Three sea buckthorn from China, R ussia and M ongolia and their fem ale and m ale plant were

distinguished by R A PD .The results showed thatfem ale and m ale plantofany subspecies could be identified by

one prim er. For exam ple, anyone of prim er B07, A 11, D 03 and E03 could identify fem ale and m ale plant of

China sea buckthorn. A nyone of prim er B06, A 11 and D 07 could identify fem ale and m ale plant of M ongolia

sea buckthorn.A nyone ofprim er A 13,E04 and E07 could identify fem ale and m ale plantofR ussia sea buck-

thorn.A nyone ofprim er A 13,E14,B06,B07,B10,A 11,D 07,E03 and E15 could identify three (下转第 61 页)
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吉林省在大豆加工利用研究领域专利技术的数量不少 , 但研究水平和竞争实力稍差。从表 2 可以

看出 :吉林省高等院校和科研机构近 5 年的专利申请数量有所增加 , 但科研事业单位和大专院校的技

术优势并不明显 ; 非本大专院校和科研单发明的专利数量之多。这种现象 , 值得重视。

3 相关建议

我省的高等院校科技开发研究中心以 5 项大豆蛋白专利技术在大豆加工利用领域 3 中位列第

10; 省内另有大豆加工利用研究机构约 5 家 , 近 5 年内均没有专利技术产生。据 2002 年统计 , 我省有

固定资产 500 万元以上的大豆加工和制造企业 47 家 , 其中 , 油脂生产企业 28 家、酿造企业 13 家、其

他产品(蛋白、磷脂及其他豆制品)的企业 6 家 , 拥有自主知识产权技术很少。针对如此状况 , 建议从大

豆加工利用技术的高端入手 , 借助于现代高新技术 , 对传统大豆食品和最新大豆加工利用产品两个方

向开展创新研究。

传统大豆加工制品工艺技术现代化。从国内大众传统饮食习惯入手 , 利用我省大豆产区大豆品质

优良的有利条件 , 针对豆腐、豆酱、酱油等食品的加工开展技术创新研究 , 创立吉林省的优势品牌。

新兴大豆加工制品工艺技术研究与开发。建议与大豆品质育种研究相配合 , 从大豆功能活性物质

利用的开发研究入手 , 研制大豆功能食品。

续表 2

分类 专利权人 数量 专利号 专利名称

CN00110567 一种提高大豆蛋白质含量的速溶豆粉的生产方法

CN01106289 无废渣、无废水的超微、纳米大豆制品的生产方法

CN01113946 一种以大豆粕、玉米胚粕为原料生产分离蛋白过程中提取核酸的方法

CN02132768 脲酶阴性、无豆腥味、可直接食用的大豆分离蛋白

CN02133156 以高、低温豆粕为原料 ,生产蛋白质含量≥60%的新型大豆蛋白的方法
2 CN 02109311 活性营养豆奶的制作方法

CN03111630 安全高营养豆奶的制备方法

吉林大学 1 CN 02133017 用废塑料制作热收缩型管道包覆材料的方法
中国人民解放军军需大学、

清华同方股份有限公司
1 CN 03111082 大豆寡肽生产工艺及用于实现该工艺的酶水解反应釜

4 CN 02109625 提取大豆异黄酮的方法

CN02109626 提取大豆异黄酮的方法

CN02109627 强化维生素 A 营养大豆油及其生产方法

CN02109628 提取大豆异黄酮的方法
敦化市敖东食品开发

有限责任公司

1 CN 00106652 玉米方便面及其生产方法

吉林省禾合农业高新

技术开发有限公司

1 CN 03111366 缓释非蛋白氮饲料及生产工艺

吉林省斯大机械有限公司 1 CN 00252689 豆粉豆腐机
吉林省育华生物技术

开发有限责任公司

1 CN 02109310 活性营养纳豆的制作方法

吉林市新科奇保健食品有限公司 1 CN 03133474 一种具有免疫调节、美容功能的口服剂型组合物及其制备方法
辽源金昌企业集团公司 1 CN 03110931 超氧化物歧化酶同工皂甙胶囊

个人 玄龙云等 27 无毒建筑材料及其制造方法、专有设备;营养米;全脂蛋白饲料、医药等

注:上述统计数据源自中国专利文摘(1985.9-2005.6)

吉林省方圆生物工程研究院 1 CN 01138945 家猪的放牧式饲养方法

吉林省威特生物应用

技术研究所

吉林省高等院校

科技开发研究中心

大专

院校

九台市东山粮库贸易部企业
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(上接第 54 页)sea buckthorn subspecies butcould not identify the sex at the sam e tim e.U sing two prim ers,for

exam ple, A 11+A 13, A 11+E04 or A 11+E07 could identify the sex and subspecies at the sam e tim e. G enetic

relationship between R ussia and M ongolia sea buckthorn was rather closely because they have m any sam e band

patterns.

K ey words:Sea buckthorn;R A PD ;Identification ofsex;Cluster analysis
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