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摘 要 利用 18D[（16B4(. 6.9)3C3-4 9()@.(09732 [+8）分子标记技术，寻找谭清苏铁（!20+& /+$B#$1##）中与性别相关的分子标
记，筛选了 &#$个 &$/9的随机引物，产生了 !M$$多个 18D[条带。只有引物 E$N#M（OOOOXX;88O）产生了一条大约 M$$/9的雌
性特异 18D[标记，该分子标记出现在所有的供试雌性植株中，而所有的供试雄性植株都不具有该标记。对该特异片段进行
了克隆和序列测定，并根据序列分析结果将 18D[标记转化为重复性和特异性更好的特异特征序列扩增区域（EO81）分子标
记，并命名为 E;^OLEN#MLNQ"。分子标记的建立可用于谭清苏铁幼苗性别的早期鉴定，为谭清苏铁就地保护和迁地保护提供技
术支持。
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苏铁类植物是地球上现存的最原始种子植物之

一，有“植物界大熊猫”及“活化石”的美称。谭清苏

铁（!20+& /+$B#$1## [* I* b6BA）是 &__#年发表的一
个新种，分布于我国云南南部、越南［&］等地区。谭清



苏铁的生存环境呈现斑块状分布，种群很脆弱，抗外

来干扰能力差，如果得不到有效保护，谭清苏铁就有

灭绝的危险［!］。谭清苏铁开花较晚，在性成熟之前

雌雄植株在形态上无法区分，对于就地保护的野生

种群，很难确定种群的性别结构，迁地保护和引种回

归也需要知道植株的性别，按照一定的性别比例交

叉种植。因此，在性成熟之前或性别未知时对谭清

苏铁进行性别鉴定对于就地保护和迁地保护中雌雄

植株的定向繁育，增加种群数量都具有重要意义。

对于雌雄异株植物性别的早期鉴定问题，已有

很多研究人员从不同侧面进行了探索研究，归纳起

来可分为 "种［#］：形态鉴别法、生理生化鉴别法、化
学物质分析鉴别法、同工酶图谱鉴别法、染色体核型

鉴别法、化学药剂处理鉴别法、核酸技术鉴别法、蛋

白质技术鉴别法等。然而，这些性别鉴定的方法在

性别的早期鉴定方面都存在着一些问题，如可靠性

问题，稳定性问题，准确性问题等。随着分子生物学

的发展，近年来 $%&分子标记技术被应用于雌雄异
株植物的性别鉴定中，提高了植物性别鉴定的可靠

性和准确性［’］。

目前，分子标记技术在许多雌雄异株植物的性

别研究上已有应用，如大麻（!"##"$%& &"’%("）［(］、银杏
（)%#*+, $%-,$"）［)］、罗汉松（ .,/,0""123& 4"01,256--3&
（*+,-./）$/$0-/）［1］、阿月浑子（.%&’"05%&）［"］等，涉及
到 随 机 扩 增 多 态 性 $%& （ 23-405 3567898:4
607;50<6+8= $%&，2&>$）、扩增片段长度多态性
（&567898:4 ?<3@5:-A B:-@A+ >07;50<6+8C5，&?B>）、特
征序列扩增区域（D:E,:-=: F+3<3=A:<8G:4 &567898:4
2:@80-C，DF&2）、简单序列长度多态性（ D856H:
D:E,:-=: B:-@A+ >0H;5<6+8C5，DDB>）、微卫星分子标
记（D8567: D:E,:-=: 2:6:3AC，DD2）和简单序列重复间
区（I-A:< D8567: D:E,:-=: 2:6:3A，IDD2）等分子标记技
术［J］。

本实验利用 2&>$和 DF&2分子标记技术筛选
与谭清苏铁性别高度相关的标记，为谭清苏铁的早

期性别鉴定提供技术支持，实验中的 $%&序列分析
可用于苏铁类植物的种系发生研究。

! 材料与方法

!"! 材料
已知性别的谭清苏铁（! / ’"#7%#+%%）雌、雄植株

各 HK株的半年生羽叶，采自深圳仙湖植物园苏铁种
质资源保护中心的栽培植株，硅胶干燥室温存放。

凭证标本（王定跃 ((#"、((#J、((’K）存放于深圳市仙

湖植物园植物标本室（DLM）。
!"# 菌株与质粒
大肠杆菌 8 / 0,-% *MH，由河南省生物工程技术

研究中心基因工程实验室提供；质粒载体 6NF52O*
P3C; Q:=A0< D;CA:5C购自上海生工生物工程技术服务
有限公司。

!"$ 主要生化试剂
9"7 $%&聚合酶购自北京天为时代科技有限公

司。*’连接酶、2%3C: &、4%*>、I>*M、ROM37、溶菌酶、
琼脂糖等购自上海生工生物工程技术服务有限公

司。各种限制性内切酶、$%& 53<S:<、*<;6A0-:、T:3CA
PUA<3=A、氨苄青霉素（&56）等购自 ><05:@3 公司。
$%& M:7 PUA<3=A80- V8A试剂盒购自 &RTMP%公司。
!"% 随机引物
此研究共用到 H)K 个随机引物，所用引物为上

海生工生物工程技术服务有限公司产品。

!"& 谭清苏铁 ’()提取（*+),法）
分别取 HK株已知性别的谭清苏铁雌、雄植株的

半年生羽叶，采用优化后的 F*&W法［HK］提取雌、雄植
株全基因组 $%&，并检测其质量、纯度和浓度。
!"- .)/’0/*.扩增
在无菌的 KX(5B >F2 薄壁管中分别加入下列

组分：H Y 9"7 $%&聚合酶缓冲液，!X(5507ZB [@! \，
KX!(5507ZB 4%*>，KX!(!507ZB 2&>$ 引物，HX(, *3E
$%&聚合酶，"K-@ 模板 $%& 和无菌双蒸水补足到
!K!B。另加入 H滴无菌石蜡油，稍加离心后，在 >F2
基因扩增仪（*+:<50公司）上扩增。2&>$O>F2扩增
程序为：J’]预变性 (58-，再进行 J’]变性 ’(C、
’K]退火 ’(C和 1!]延伸 ’(C的 #K个循环扩增，最
后 1!]延伸 (58-。HX(^琼脂糖凝胶，H!KQ电压在
H Y *&P缓冲液中电泳 !X(+，H Y M:72:4（W80A8,5）染
色紫外灯下检测，凝胶成像系统（NB*2&/ BN[/
[PM&HK*[ M:7O>2_ &%&BTLP2）照相记录结果。
!"1 特异 .)/’片段的回收、亚克隆与测序分析

2&>$ 分 子 标 记 特 异 片 段 的 回 收 参 照
&RTMP%WI_O$%& M:7 PUA<3=A80- V8A 说明书；连接反
应参照 6NF5O*说明书；感受态细胞制备、连接产物
的转化、阳性克隆的筛选鉴定、质粒提取纯化参照分

子克隆（第三版）［HH］；阳性样品质粒送交上海生工生

物工程技术服务有限公司测序。

!"2 3*).0/*.扩增
用 MP%P2N%2分析测序结果，得出目的片段的

$%&序列，根据序列分析结果，用 ><85:< ><:58:< (软
件设计 HJ个核苷酸的 DF&2引物。
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以不同性别谭清苏铁全基因组 !"#为模板进
行 $%& 扩增，鉴定性别的 ’%#& 标记。在无菌的
()*+, $%& 薄壁管中分别加入下列组分：- . !"#
!"# 聚合酶缓冲液，-)*++/01, 234 5，()4*++/01,
6"7$，()-*!+/01, ’%#& 引物 - 和引物 4，-)(8 79:
!"#聚合酶，;(<3 模板 !"# 和无菌双蒸水补足到
4(!,。另加入 -滴无菌石蜡油，稍加离心后，在 $%&
基因扩增仪上扩增。’%#&=$%&扩增程序为：>?@预
变性 *+A<，再进行 >?@变性 ?*B、**@退火 ?*B 和
C4@延伸 ?*B 的 D( 个循环扩增，最后 C4@延伸
*+A<。-)*E琼脂糖凝胶，-4(F电压在 - . 7#G缓冲
液中电泳 D(+A<，- . HI0&I6染色紫外灯下检测，凝
胶成像系统（J,7&#K ,J2K 2GH#-(72 HI0=$&L
#"#,MNG&）照相记录结果。

! 结果

!"# $%&’分子标记分析
本实验用到的 -O( 个随机引物，除极个别引物

没有扩增外，多数都能扩增出 -( P 4* 条带，其大小
在 -((QR P 4(((QR 之间，共产生了 4*(( 多个 &#$!
条带。筛选出引物 ’(?O*（%%%%HH7##%）能够在所有
供试的 -( 个谭清苏铁雌株上扩增出特异片段
&7S%=’?O*=*((，而在所有供试的 -( 个雄株上不能
够扩增出来。

在模板浓度梯度 $%&扩增实验中，验证了该标
记的特异性和稳定性并不随着模板 !"#量的变化
而发生变化，见图 -。

图 - 谭清苏铁雌性相关 &#$!标记 &7S%=’?O*=*((
TA3K - &7S%=’?O*=*(( UVI BIW=0A<XI6 +9YXIYB Z/Y UVI ZI+90I /Z $ K %"&#’&(’’ [AUV RYA+IY ’(?O*

#：UVI BA\I /Z UVI BIW=BRI]A90 ZY93+I<U &7S%=’?O*=*(( K -：+9YXIY；4：ZI+90I A<6A^A6890（!）；D：+90I A<6A^A6890（" ）K _：UVI ]/<]I<UY9UA/< 3Y96AI<U
IWRIYA+I<U9UA/< /Z UI+R09UI !"#K -：4((<3；4：-((<3；D：?(<3；?：4(<3；*：?<3K

!"! 特异片段的测序结果
特异片段 &7S%=’?O*=*((回收分别与 7载体连

接进行亚克隆，将筛选出的阳性质粒测序。引物

’(?O*扩增的特异片段为 ?;DQR。其序列如图 4
（HI<_9<X YI]/Y6 GTD>?D4*）。

图 4 谭清苏铁雌性特异片段的全序列
TA3K 4 7VI ]/+R0IUI BI:8I<]I /Z UVI ZI+90I=BRI]AZA] !"# ZY93+I<U /Z $ K %"&#’&(

7VI R9YU A<]086I6 A< QY9]XIUB AB UVI R9YUA90，]/+R0I+I<U9Y‘ BI:8I<]I /Z UVI DaI<6；UVI 8<6IY0A<I6 <8]0I/UA6IB BV/[ UVI BI:8I<]IB /Z UVI RYA+IY ’(?O*；UVI R9YUB
A< [VA]V UVI 0IUUIYB 9YI Q/06 BV/[ UVI U[/ RYA+IYB /Z ’%#& +9YXIY K

!"( )*%$分子标记分析
设计 ’%#&分子标记的 $%&特异引物对序列如

下：

’%#&=$%& 上游引物：*a %%%%HH7##%#%77#H

>>(-景建洲等：谭清苏铁性别连锁的 &#$!和 ’%#&分子标记



!!"#$；
%&’()*&( 下游引物：+$ &&&&""!’’&&’’&’’

’"!#$。
为了获得稳定性特异性更好的分子标记，根据

特异片段的序列分析结果，设计了 %&’(分子标记
引物。对所有供试的潭清苏铁雌雄植株进行 %&’()
*&(扩增，电泳结果见图 #。结果表明：,）特异
(’*-标记 (!.&)%/0+)+11 成功转化为特异 %&’(
标记 %!.&)%/0+)/2#；3）%!.&)%/0+)/2# 标记在所有
供试的雌株基因组 -4’上有 %&’()*&(扩增，而在
所有供试的雄株上没有扩增；#）在模板浓度梯度
*&(扩增实验中，验证了该标记的特异性和稳定性
没有随着模板 -4’量的变化而发生变化；/）在退火
温度的梯度 *&(扩增实验中，验证了该标记的特异
性和稳定性没有退火温度的变化而发生变化。

图 # 谭清苏铁雌株性别 %&’(分子标记
5678 # !9: %&’( ;<=:>?=@A ;@AB:AC <D D:;@=: ! 8 "#$%&$’&&
’：E9: ><F>:FEA@E6<F 7A@G6:FE :HI:A6;:FE@E6<F <D E:;I=@E: -4’8 ,：
311F7；3：,11F7；#：/1F7；/：31F78 J： E9: @FF:@= E:;I:A@E?A:
:HI:A6;:FE@E6<F8 ,：/+K；3：+1K；#：++K；/：0+K；+：L1K 8

! 分析与讨论
由于 (’*-)*&(分子标记引物一般为 ,1 个碱

基的随机排列，使得 (’*-分子标记的信息量大，被
广泛使用，然而其扩增系统的稳定性不仅受到扩增

体系各组分的相对含量的影响，其扩增程序的影响

也非常大［/］。因此，(’*-)*&( 扩增时除了优化反
应体系的各组分外，还要尽量缩短退火时间、提高退

火温度、减少循环数。有条件的还可以进行梯度

*&(扩增，即：先采用较高的退火温度，然后逐渐降
低退后温度，其退后温度可达到 01K之高。本实验
经过摸索，采用较低的反应体系浓度，/1K退火 /+C，
#1个循环的扩增，并使用检测灵敏度较高的染料
":=(:G染色，结果筛选出了一个引物 %1/0+能够特异

性地扩增与谭清苏铁雌株高度相关的标记 (!.&)
%/0+)+11。在模板的梯度扩增实验中也验证了特异
片段的稳定性。

从现有文献来看，利用 (’*-分子标记技术得
到的 -4’标记序列都是非编码序列，且多含有分散
存在的重复序列［/］。片段序列分析结果表明，本实

验得到谭清苏铁雌株性别 -4’特异标记其序列中
也是非编码序列，且多含 ’或 !的重复序列，%!.&)
%/0+)/2#中 ’和 !占总碱基数目的 0MN+0O。%!.&)
%/0+)/2#片段正义与反义链序列中共含 ,0 个 ’!"
起始阅读框，平均 01N/ 个碱基含一个 ’!" 起始阅
读框。

目前，利用 (’*-技术从雌雄异株植物扩增出
的性别特异性片段大小一般在 ,+1 P 3+11QI 之间，
而且这些标记大多是雄性特异性的。对于那些有明

确性染色体的物种来说，此标记可能是与雄性相连

锁的，因为雄性一般是异型染色体。但在那些性染

色体还未鉴定的物种中，存在雄性连锁的标记表明

该物种存在性染色体或者是该标记是与性别决定基

因紧密连锁的［,,］。雌性连锁的分子标记已在蒿柳

（(#)&* +&,&$#)&-）、猕猴桃（ ./"&$&0&# /1&$2$-&-）等中有
过描述，推测这种标记可能与雌性决定基因紧密连

锁［,3］。

由于 (’*-分子标记在显示特异标记的同时还
显示了其他信息，其专一性不强，因而有必要将其转

化为专一性、稳定性和重复性更好的 %&’(分子标
记。本研究根据特异片段的序列分析结果，成功地

将 (!.&)%/0+)+11 标记转化为 %&’( 标记 %!.&)
%/0+)/2#，在模板浓度的梯度实验中其稳定性得以
验证。该标记可用于谭清苏铁幼苗的性别早期鉴

定，为苏铁就地保护和迁地保护提供技术支持。
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