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TP—M13．SSR技术及其在苹果种质资源遗传
多样性研究中的应用

高 源，王 昆，田路明，曹玉芬，刘凤之
(中国农业科学院果树研究所／农业部果树种质资源利用重点开放实验室，辽宁兴城125100)

摘要：利用在SSR扩增产物检测过程中的一种基于荧光测序技术的高通量低成本分析技术体系TP·M13一SSR，对苹果种质

资源的25份地方品种进行了遗传多样性研究，得到其遗传多样性、多态性信息含量和位点杂舍度的变化范围分别为

0．5032—0．8448、0．3952—0．8268和0．4400一0．9600。UPGMA法聚类分析将25个苹果品种分为2大类，与地理起源和亲缘

关系相关。这种方法具有经济、灵敏、高效等优点，在苹果遗传多样性研究中得到成功应用。本文讨论了TP-M13-SSR技术的

优缺点．以及在果树种质资源遗传多样性研究中的应用潜力。
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TP·-M13·-SSR Technique and Its

Diversity for Apple

Applications in Analysis of Genetic

Germplasm Resources
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Chinese Academy Agricultural Sciences，Xingcheng 125100)

Abstract：An economical detection method of simple sequence repeat with tailed primer M1 3(TP·M1 3-SSR)

was used in genetic diversity analysis of 25 regional apple cuhivars．The ranges of gene diversity，PIC and locus

heterozygosity on 5 SSR loci were 0．5032—0．8448，0．3952—0．8268 and 0．4400—0．9600，respectively．UPGMA

cluster analysis showed that the apple species were classified into two groups，correlatively with geographic origin

and relationship．The method has advantages of high—throughput，sensitiveness，cost—effectiveness and high accuracy．

It had been used in genetic diversity analysis of apple successfully．In addition，the merits and demerits of the TP—

M13-SSR technique as well as the potential of application in genetic diversity about fruit tree were assessed．

Key words：Apple；TP—M13一SSR；Genetic diversity

通常所说的遗传多样性是指种内不同种群之间

或一个种群内不同个体的遗传变异⋯。遗传多样

性分析是种质资源研究的重要内容之一，它作为生

物多样性的重要组成部分，是生态系统多样性和物

种多样性的基础，任何物种都具有其独特的基因库

和遗传组织形式，物种的多样性也就显示了基因的

多样性|2’。因此，遗传多样性分析是了解种质资源

遗传基础的重要途径，同时还可以为种质资源在育

种研究和实践的应用提供参考和指导。

TP-M 1 3-SSR(simple sequence repeat with tailed

primer M13)是在SSR技术和常规荧光SSR技术的

基础上发展起来的分子标记检测技术。自Litt等"1

首次将SSR技术(simple sequence repeat，又称mic—

rosatellite)用于进行人类遗传学研究以来，SSR技术
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因多态性高、分布广、重复性好、共显性以及成本较

低等优点而被广泛应用。但在大规模、多批次的数

据收集和分析时仍存在相当大的难度，如不同等位

变异的准确识别及不同批次反应数据的统一。荧光

测序技术一3在SSR-PCR扩增产物检测上的应用，实

现了数据收集和处理的自动化，克服了银染法的不

足。但其一个重要限制因素即是成本过高，一旦试

验需要增加另外的SSR位点时，必须重新合成新增

位点的荧光引物。Oetting等”1首次将一段19bp的

核苷酸序列(称为tailed primer，即尾巴引物)引入到

短串联重复(short tandem repeat，STR)标记体系中，

并与荧光分析技术和多重PCR技术相结合。

Schuelke汕1又用M13序列作为尾巴引物和通用引物

对该技术体系进行了完善，最终实现了SSR技术与

荧光自动测序技术的完美整合，形成了一套低成本

的基于荧光测序技术的SSR扩增产物检测体系，即

TP—M13·SSR技术。它需要一个具有普适性的用荧

光标记的M13引物，并把M13的正向引物和一个

SSR反向引物相连(称为TP—M13引物)，利用3条引

物序列进行PCR扩增，其PCR产物在DNA测序仪上

进行自动荧光检测，在较大程度上解决了分析通奄较

低、扩增产物检测流程繁琐、数据记录的丁作量过大

等一系列问题"。。此方法已被应用到玉米、高粱等作

物的遗传多样性、基因型鉴定等研究中6 7-s]。

1材料与方法

1．1材料

25份地方苹果品种(Malus domestica Borkh．)均

取白中国农业科学院果树研究所国家果树种质兴城

苹果资源圃(表1)。

裹1 25份供试苹果材料

Table 1 25 Apple cultivars for TP·M13·SSR analysis

编号 材料名称 编号 材料名称

Code MateriaI name Code Material name

1 东北黄海棠 14 晚白海棠

2 牛妈妈海棠 15 热磙子

3 绵苹果 16 平顶海棠

4 热磙子实生 17 早白海棠

5 大古城八棱海棠实生 18 三块石海棠1

6 滦序沙果实生 19 三块石海棠2

7 三块石海棠1实生 20 大古城八棱海棠

8 河北平顶海棠实生 2l 小矾山八棱

9 小矾山八棱海棠实生 22 小矾山八棱l

10 晚白海棠实生 23 红海棠

ll 烟台草原海棠 24 俄罗斯苹果

12 玲铛果 25 短枝磙子

13 河北八棱

1．2试验方法及数据处理

1．2．1基因组DNA的提取 利用德国QIAGEN

的DNeasy Plant mini Kit提取供试材料的基因

组DNA。

1．2．2引物合成 在TP—M13自动荧光检测系统

中，用3条引物进行PCR扩增。第1条引物是把普

通的SSR反向引物和M13的正向引物相连合成带

有M13尾巴的引物，即TP．M13引物；第2条为正常

的SSR正向引物；第3条是5’端带有荧光标记的

M13正向引物。本试验选用的30对普通的SSR引

物均来源于Yamamoto等‘91、Gianfranceschi 6等‘川

以及Liebhard等⋯o报道的序列，TP—M13一SSR引物

由上海Sangon公司合成，5’端带有荧光标记的M13

正向引物(其名称及序列见表2)则由美国ABI公司

合成。

表2 5’端带有荧光标记的M13正向引物及序列

Table 2 The M13 forward primer fluorescent-labelled at 5’

end

引物名称

Primer

name

标记荧光

Fluorescent

labelled

引物序列(5’一3’)

Primer sequence

1．2．3试验程序TP．M13-SSR引物的2条引物序

列之间具有19bp的差别，因此这种不对等性使得在

应用TP—M13一SSR检测技术时，必须严格控制PCR

反应的退火温度，最好是为每一对带M13尾巴的引

物确定出最适的退火温度。在实际运行过程中，各

引物的确切退火温度可以通过梯度PCR方法来确

定。为得到最佳的TP．M13-SSR扩增效果，PCR反

应分2步进行：第l步为TP。M13．SSR引物的扩增

获得PCR产物，第2步为5’端带有荧光标记的M13

正向引物的扩增，实现SSR扩增产物的荧光标记。

所采用的PCR反应体系也必须经过优化，带尾巴序

列的引物即F链的用量应该小于或等于不带尾巴

序列的引物即R链的1／4，带荧光基团的通用引物

(M13)在量上必须与不带尾巴序列的引物保持相

等。在筛选引物时，一般都是先用PAGE检测尾巴

引物的扩增效果，然后选取扩增效果理想的扩增产

物进行荧光检测。

其方法参照Schuelke旧1提供的巢式PCR，经优

万方数据



植物遗传资源学报 12卷

化后，具体如下。

(1)第1次扩增。PCR反应体系：模板DNA

(20ng／肛1)2p,l，F·primer(2p,mol／L)0．12p,l，R—primer

(2p,mol／L)1．2阻l，10×PCR buffer(不含M92+)1v．1，

Mg“(25mmol／L)0．8斗l，dNTP(25mmol／L)0．I p．1，

Taq酶(5U／Ixl)0．12tzl，ddH20 4．661zl，反应总体积

10p,1。PCR反应程序：94℃5rain、94℃45s、48—

60℃退火、重复步骤2到步骤3(35个循环)、72℃

10min，40C保存待用。

(2)第2次扩增。PCR反应体系：以第1次

PCR产物为模板，在其中加入5’端带有荧光标记的

M13正向引物(21山mol／L)1．8斗l，10×PCR buffer(不

含Mg“)0．1¨l，Taq酶(5 U／p3)0．08p．1，ddH20

0．121zl。PCR反应程序：94℃5min、94℃30s、53℃

30s、72℃30s、重复步骤2到步骤4(16个循环)、

72℃10rain，4。C保存待用。

1．2．4扩增产物的纯化毛细管电泳对DNA的纯

度要求非常严格，必须对扩增产物进行纯化，尽量去

净残留的盐分、蛋白质，残留的去污剂(SDS等)及

残留的RNA。

具体步骤如下：(1)选择不同颜色的荧光标记

引物，根据扩增产物分子量大小的不同，混合纯化。

取2叫PCR产物，加入3倍的无水乙醇，轻轻震荡混

匀2—3min，3000r／rain离心30min；(2)轻轻倒出液

体，倒置离心管片刻后，700r／min离心30～60s，以

甩干液体；(3)加入601上1 70％乙醇，轻轻震荡混匀

2—3min，3000r／min离心lOmin；(4)轻轻倒出液体，

倒置离心管片刻后，700r／min离心30～60s，静置

5min；(5)加入60lzl ddH：0，震荡混匀，室温避光溶

解1h，4。C保存备用。

1．2．5扩增产物的自动荧光检测在96孔板的每

个孔中分别加l一纯化的PCR产物，8．51zl甲酰胺

(含0．17％的分子内标)，离心，然后95℃变性

5rain，置冰上10min，用ABl3730进行自动荧光

检测。

1．2．6数据分析待电泳结束后，对样品的原始数

据用GeneMapper3．0软件进行分析，获得不同样品

扩增片段的长度，再利用Power Marker V3．25对供

试材料进行遗传多样性分析。

2结果与分析

2．1 TP-M13-SSR引物的筛选及条件优化

对合成的30对TP．M13一SSR引物进行筛选，初

步筛选出稳定性高、重复性好的5对引物(表3)。

其中引物KA4b和BGT23b的序列来自于梨。摸索

出各引物最佳退火温度，用于25个地方品种的遗传

多样性研究。

表3 S对TP-M13·SSR引物及优化条件

Table 3 Five pairs of TP·-M13·-SSR primers and optimum conditions

引物名称

Primer name

引物序列(5’一3’)

Primer sequence

引物序列(5’一3’)

Primer sequence

退火温度(℃)

Annealing

temperature

2．2 TP-M13-SSR的遗传多样性检测

利用筛选出的5对引物对苹果的25个地方品

种进行扩增，准确获得不同材料在不同位点的SSR

扩增产物的片段大小(图1)，共获得41个等位基

因。5个SSR位点所揭示出的25份苹果材料的遗

传多样性(基因多样性)的变化范围为0．5032。

0．8448，多态性信息含量的变化范围为0．3952—

0．8268；两者中，最高的均是CH02b121，最低的均是

梨引物BGT23b，平均值分别为0．7278和0．6837；位

点杂合度的变化范围为0．4400．0．9600(表4)。25

份种质材料在位点KA4b的遗传多样性水平偏离平

衡的程度最高，而在位点CH02b121的偏离程度最低。
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图l TP．M13．SSR所检测的苹果不同地方品种在不同SSR位点的多态性

Fig．1 The polymorphism revealed by TP-M13-SSR in different regional apple cultivars at different loci

表4 5个SSR位点在25个苹果地方品种上检测到的遗传多样性

Table 4 Genetic diversity of 25 apple regional cultivars revealed by five SSR primers

标记 主等位基因频率 基因型数 等位基因数 基因多样性 杂合度 多态性信息含量

Marker Major allele frquency Genotype No． Allele No． Gene diversity Heterozygosity P／C

KA4b 0．46 9 6．O 0．6992 0．4400 0．6567

BGT23b

CHOIf 03b

CH02b12

CH03d07

0．58

O．26

O．24

O．36

4

14

18

14

3．0

10．0

11．0

11．0

0．5032

O．8104

0．8448

0．7816

O．6800

O．9600

O．8000

O．9600

0．3952

0．7843

0．8268

0．7554

平均Mean 0．38 11 8．2 0．7278 0．7680 0．6837

2．3聚类分析

根据5对SSR引物的扩增数据计算相似系数

并进行聚类(图2)。25份材料的相似系数在

0．1lll—1．G000之间。25份材料均能分开，在相似

系数为0．43处可以明显分为2个类群，与地理起源

和亲缘关系相关。类群I包括河北的热磙子、红海

棠、短枝磙子、早白海棠以及绵苹果，说明河北地方

品种中热磙子与栽培品种的起源种绵苹果亲缘关系

更近，更接近于栽培品种；类群Ⅱ包括全部供试的来

自于河北的地方品种及其各自相应的实生材料；在

两大类群之外，还有5个品种，分别是小矾山八棱、

烟台草原海棠、牛妈妈海棠、俄罗斯苹果以及三块石

海棠1实生，其地理分布相对较远，相似性较小，未

与前两个类群聚到一起。
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0．25 O．44 0．62 0．81 1．00

Coefficient相似系数

图2 25个苹果地方品种SSR聚类分析图

Fig．2 Dendrogram of 25 apple regional cultivars based oR SSR data

红海棠和短枝磙子完全聚到了一起，这主要是

因为检测位点较少，所利用检测位点正好是其完全

相同的位点，需要增加SSR位点进一步检测其间相

似性。

3 讨论

3．1 TP．M13．SSR自动荧光检测技术的优缺点

TP—M13自动荧光检测系统快速、高效、精确、灵

敏度高，能区分大小相差2个碱基的片段，适宜于苹

果种质资源的遗传多样性研究。李莉等¨副在水稻

上比较了高密度琼脂糖凝胶电泳、放射性”P标记的

聚丙烯凝胶电泳以及与专门的分析软件相结合的自

动荧光测序系统的分离效果，发现后者非常适合

SSR分析，能够区别仅为2bp之差的差异片段。郝

晨阳等[133在小麦上详细地分析、比较了常规的SSR

荧光标记分析技术和银染技术，发现SSR荧光标记

分析技术具有更高的灵敏性、更经济、数据收集和处

理效率高、数据更准确等优点，更适于进行遗传多样

性的分析和研究。TP—M13自动荧光检测技术较常

规荧光SSR技术进一步地降低成本，因为TP．M13

自动荧光检测系统只需要标记1条引物，而这条引

物在对不同SS_R标记进行检测的时候均可使用，这

要比荧光标记SSR引物要廉价的多。因此，2000年

Schuelke¨o把这种方法形象的比喻为“穷人的方

法”。

通常，在利用普通的荧光检测系统时，可以在同

一PCR反应中同时进行多个SSR标记的扩增组合，

利用不同标记之间扩增片段大小的差异以及荧光标

记的颜色来进行检测和读取数据；但是，在TP．M13

自动荧光检测系统中却比较困难，最多同时进行

2—3个差异较大的SSR标记。而且，由于体系中所

采用的TP．M13引物与正常的SSR正向引物序列长

度之间的差别，必须再依据峰图的高低，不断优化

PCR扩增体系，主要是通过调整模板DNA和荧光引

物的用量，以及第1次PCR反应的退火温度，摸索

出低成本、高通量、杂带少的反应体系。

本研究中，TP．M13自动荧光检测技术在基因组

约为1．5Gbp【141的苹果种质资源遗传多样性研究上

的成功应用，再一次验证了前人的结论，使机器自动

收集、分析数据代替了银染方法中人工读取胶板的

繁琐丁作，在很大程度上降低了系统误差，提高苹果

种质资源遗传多样性研究的效率。当利用数量较多

的SSR标记对苹果的若干材料进行遗传多样性研

究时，使用TP·M13自动荧光检测系统将会是非常

●屹3"4：2"筋5加6挖9
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经济、准确、高效的检测方法。同时，其他基因组较

大的种质在进行遗传多样性研究时也可以尝试使用

TP—M13自动荧光检测系统。

3．2 梨引物在苹果遗传多样性研究中的应用

本研究中的5对SSR引物中有2对是梨引物，

并且经过条件优化，在此研究中得到了很好的应用。

王彩虹等¨纠曾用来自于苹果基因组的6个SSR标

记引物，对蔷薇科植物的6个属19个种的基因组

DNA进行了PCR扩增，得到了与在苹果上大小相似

的SSRs产物，证明了其通用性。本研究则证明了来

自于梨的SSR引物在苹果种质资源研究中的通用

性。不足之处在于2对引物的多态性相对较差，基

因多态性、位点杂合度和多态性信息含量均不高，但

在苹果种质资源的遗传多样性研究中可以起到一定

的作用，增加了检测位点的数量，丰富了遗传多样性

水平研究的内容。以后可以在进一步的研究中，发

掘这种通用性的引物，相互弥补种质资源研究中引

物量的不足。
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