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摘  要 本研究以 5 个不同分布区域的云南松群体 DNA 为模板，从 59 对引物中筛选出重复性好、条带清晰的多态性引物 7
对。用筛选出的 7 对引物对云南松 5 个天然群体进行 PCR 扩增，共扩增出 55 条谱条，平均每个引物扩增出 7.9 谱条。所筛

选出的 7 对引物用于云南松种质资源的 Hardy-Weinberg 检测。 
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Abstract In present study, we used genomic DNAs extracted from five populations distributed in different regions as templates, 
and seven ploymorphic microsatellite primers with excellent reproducible banding sharp were screened out of 59 microsatellite 
primers used in this research. By using this screened primers, total 55 bands were amplified in five tested populations of Pinus 
yunnanensis with average 7.9 bands per primer; While these seven primers could be applied to the Hardy-Weinberg detection in 
tested populations of Yunnan pine (Pinus yunnanensis). 
Keywords Yunnan pine (Pinus yunnanensis); SSR; Polymorphism; Primer screening; Hardy-Weinberg detection 

研究背景 
云南松(Pinus yunnanensis Franch)是松科(Pina- 

ceae)松属(Pinus)植物，在云南的亚热带高原，海拔

700~3 200 m 都有大面积分布(吴征镒等, 1987, 科
学出版社, pp.417-419)，是分布区域内瘠薄荒山造林

的先锋树种和治理水土流失的重要树种，占云南省

林地面积的 52%、占有林地蓄积的 32%，在分布区

域林业经济生产和生态建设中占有举足轻重的作

用(中国科学院中国植物志编辑委员会, 1978, 科学

出版社, pp.211-282; 金振洲和彭鉴, 2004, 云南科

技出版社, pp.6, 21, 332)。然而，目前云南松的退化现

象比较明显，急需对现有的种质资源进行评价，以制

定切实可行的遗传保护策略。 
随着分子生物学的发展，人们更重视基因本身

即 DNA 分子水平的评价。目前，在林木种质资源研

究中使用比较多的有 RFLP、RAPD、AFLP、SSR、
ISSR 等，其中，微卫星(simple sequence repeat, SSR)
是以少数几个核苷酸为单位多次串联重复的 DNA
序列，具有数量丰富、共显性、高度重复性、对 DNA
数量及质量要求不高等优点(Powell et al., 1996; Kalia, 
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2011; Krapal et al., 2012)而得到广泛应用，比如 Soto
等(2010)基于 SSR 标记分析气候变化对伊比利亚半

岛当地几种松的遗传结构的影响；Eckert 等(2010)
利用 SSR 标记研究表明不同的林分类型空间遗传

结构也不同。然而，为实现 SSR 高效扩增，除稳定

的扩增反应条件外，适宜的引物是实现有效或多态

扩增的关键，而引物的来源主要是利用已知序列根

据其两端较为保守的序列设计(Krutovsky et al., 
2004; 陈怀琼等, 2009)或利用种间可转移性从近缘

种中筛选(尤卫艳等, 2010)，相比而言，后者是较快

捷的途径。 
本研究以云南松实生苗基因组 DNA 为模板，对

来源于松属近缘种的 SSR 引物进行有效扩增和多

态性扩增筛选，对获得的多态性扩增引物，再用 5
个群体 120个个体进行Hardy-Weinberg检测和多样

性扩增分析。 

1 结果分析 
1.1 引物退火温度对扩增产物的影响 

SSR-PCR 扩增时的退火温度对扩增谱带式样

影响明显(张冬梅等, 2007)，常用一般程序和梯度降

温程序进行扩增以确定退火温度，在本研究中所采

用梯度降温程序(94℃ 4 min, 94℃ 30 s, T<Tm 值±

5℃> 40 s, 72℃ 45 s, 35 循环, 72℃ 10 min, 4℃保存)
确定各引物的退火温度。 

由图 1 所示，2 对引物各设置 6 个退火温度，随

着温度的逐渐提高(图中从左至右)，呈现出不同的

扩增效果，温度低，非特异性扩增较明显，随着温

度的增加，特异性增强，但超过一定温度范围则无

扩增产物。 
 
 
 
 

图 1 同一引物不同退火温度的 PCR 扩增 
Figure 1 The amplification result of the same primer in different 
annealing temperature 

1.2 多态性引物的筛选 
1.2.1 多态性引物的选择 

引物能否有效扩增主要根据条带的有无及清

晰度来判断。用单一样本对 59 对 SSR 引物进行初

筛，其中有 23 对引物能够在样品中扩增出片段，

再用 5 个云南松群体各 4 个个体样品 DNA 进行多

态性检测(荧光检测)，筛选出 7 对多态性引物。部

分引物的扩增结果如下图所示。 
由图 2 可以看出，所筛选出来的引物在云南松

群体中扩增效果较好。 

1.2.2 多态性引物的 Hardy-Weinberg 检测 
对所筛选的 7 个多态性引物，采用 5 个云南松群

体 120 个个体进行Hardy-Weinberg 检测，结果见表 1。 
Hardy-Weinberg 杂交过剩假设检验结果表明

(表 1)，PR118、RPTest11、PtTX4001 在所有测试群

体中均处于 Hardy-Weinberg 平衡，PtTX3091 和 PtT- 
X3011 在所所有测试群体中未处于 Hardy-Weinberg
平衡；PTest1 在 FN 和 HQ 群体、PtTX3122 在 HQ 和

LX 群体中存在 Hardy-Weinberg 平衡，而在其它几

个群体存在 Hardy-Weinberg 不平衡。同时对连锁不

平衡的检测可知，各位点间无明显的连锁不平衡，

完全可用于云南松 SSR 分析。 

1.2.3 多态性引物的多态性扩增参数分析 
用 5 个云南松群体 120 个个体，对所筛选的 7 个

多态性引物进行多态性扩增参数分析，结果见表 2。 
从表 2 可以看出，7 个位点在 5 个供试群体中共

检测出的等位基因数和有效等位基因数分别为 4~17
和 1~5 个，平均每个位点分别为 7.9 和 2.8 个。观察

杂合度和期望杂合度变化于 0.084 0~0.908 2 和

0.097 9~0.782 6，平均为 0.558 7 和 0.588 8；从位点水

平来看，PTest1 和 PtTX3011 存在明显的杂合子缺失，

而 RPTest11 有微小的杂合子缺失，其余 4 个均未表

现出杂合子缺失；从整体水平来看，存在一定杂合子

缺失的现象。 

2 讨论 
微卫得位点可实现种间的可转移性，本研究中

采用的同属近缘种引物进行筛选，从 59 对引物中

共筛选出引物 23 对(38.98%)，从中筛选出多态性较

好的引物 7 对(11.86%)，相比同属马尾松 50%的有

效扩增而言偏低(蔡娟娟等, 2009)，而与油松相比略

高(张冬梅等, 2007)，这种差异与引物的来源和扩增

树种间的亲缘关系远近有关，不同树种之间的亲缘

关系远近会对引物的通用性造成影响，因此要尽量

合成亲缘关系相对较近的引物(张冬梅等, 2007)。 
各引物扩增结果 Hardy-Weinberg 检测表明，大

多数引物显著偏离 Hardy-Weinberg 检测，这可能是

由于零等位基因、有限的样本量和杂合子的缺失造

成(Li et al., 2012)。零等位基因即对微卫星位点进行

检测时，等位基因带型很弱甚至不能识别，位点与
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图 2 部分引物扩增图 
Figure 2 The amplifying profiles of some primers used in this research 

 
表 1 不同群体中各位点 Hardy-Weinberg 检测 
Table 1 The Hardy-Weinberg detection of various locus in different populations 

位点 群体 

Locus  Populations 

 FN HQ XWL LX KM 

PR118 0.099 295 0.950 945 0.788 842 0.039 575 0.506 079 
PtTX3091 0.003 210 0.000 827 0.000 290 0.109 085 0.001 527 
PtTX3122 0.000 465 0.097 922 0.000 191 0.022 554 0.001 474 
RPTest11 ** 1.000 000 0.116 884 1.000 000 0.999 946 
PTest1 0.441 651 0.446 651 0.000 148 0.005 719 0.921 262 
PtTX4001 0.988 199 0.719 436 0.999 095 0.179 769 0.849 608 
PtTX3011 0.000 000 0.000 234 0.000 005 0.000 056 0.001 162 
多态位点% 87.50 100.00 100.00 100.00 100.00 
Polymorphic locus %      

注: **为单一位点, 未检测  
Note: ** incating monomorphic locus, without detection 

 
引物结合部位间大片段插入或缺失、DNA 质量差、

位点突变大幅度改变了产物大小等也能导致零等

位基因出现(郭昱嵩等, 2010)；其次，本研究是用不

同地理起源的群体来分析引物扩增效果，这种不同斑

块的样本来源可能也会导致 Hardy-Weinberg 的偏离，

这在西南桦(Betula alnoides)研究中也有报道(Guo
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表 2 云南松 SSR 位点扩增参数 
Table 2 The amplification parameters of SSR locus in Pinus yunnanensis 

位点 引物序列(5'to3') 退火温度 *Na Ne I Ho He Fst 
Locus Primer sequence (5'to3') Annealing temp-       
  erature        

PR118 F: ACGTCCAACGGTCAGCTTAG 52.1 10 3.54 1.664 1 0.908 2 0.720 9 0.022 2 
 R: TCAAATGGCTCCAATTAGCC        
PtTX3091 F: GTGGCCACCTGCTTATT 48.0 5 2.40 1.040 8 0.898 1 0.586 6 0.011 3 
 R: AACCCTTCCTATGACTATGG        
PtTX3122 F: AAATCAAAGCAGCTAGAAAGTGT 58.1 4 2.81 1.178 5 0.791 2 0.647 6 0.169 6 
 R: AATATGCCTGAGGTTGGTTAC        
RPTest11 F: AGGATGCCTATGATATGCGC 54.0 5 1.11 0.262 1 0.084 0 0.097 9 0.039 3 
 R: AACCATAACAAAAGCGGTCG        
PTest1 F: CGATGTCGATTAGGGATTGG 52.0 10 2.81 1.254 3 0.327 7 0.647 2 0.424 6 
 R: CCTGTTCTTCGTCGGATGTT        
PtTX4001 F: CTATTTGAGTTAAGAAGGGAGTC 53.8 17 4.51 1.942 9 0.709 7 0.782 6 0.029 4 
 R: CTGTGGGTAGCATCATC        
PtTX3011 F: AATTTGGGTGTATTTTTCTTAGA 50.1 4 2.73 1.170 3 0.191 8 0.638 7 0.043 7 
 R: AAAAGTTGAAGGAGTTGGTGATC        
平均值   7.9 2.8 1.216 1 0.558 7 0.588 8 0.105 7 
Mean         
注: *Na: 观察等位基因数; Ne: 有效等位基因数; He: 期望杂合度; Ho: 观察杂合度; I: Shannon's 信息指数; Fst: 遗传分化系数 
Notes: *Na: Number of observed alleles; Ne: Number of effective alleles; He: Expected heterozygosity; Ho: Observed heterozygosity; 
Expected heterozygosity; I: Shannon's information; Fst: Fixation index 

 
et al., 2008)；而杂合子的缺失在本研究中只有 2 个位

点表现明显，说明由杂合子的缺失引起的偏离 Har- 
dy-Weinberg 不显著。虽然存在一定 Hardy-Weinberg
偏离，但本研究中，各位点间无明显的连锁不平衡，

且各位点检测出的等位基因数和有效等位基因数

平均达 7.9 和 2.8 个，完全可用于进一步的遗传分析

研究。此外，本研究所用引物数量较少，筛选出的多

态性引物较少，按 Koskinen (2004)的研究表明，开展

群体研究时，需要增加引物的数量。因此，可进一步

通过基因组或 EST 序列开发 SSR 标记。 

3 材料与方法 
3.1 试验材料 

初筛引物模板材料采集于白马河林场云南松

母树林种子播种获得的 2 年生实生苗，复筛引物模

板材料来源于云南松不同分布区的 5 个天然群体，

分别为：KM (102.60ºE, 25.07ºN)、XW (104.05ºE, 
26.32ºN)、FN (105.33ºE, 23.42ºN)、HQ (100.17ºE, 
26.29ºN)、LX (100.15ºE, 23.90ºN)等，先用每个群

体各 4 个个体进行多态性扩增检测，最后 5 个群体

各 24 个样进行 Hardy-Weinberg 和多态性分析。 

3.2 DNA 的提取 
云南松(Pinus yunnanensis)基因组总 DNA 采用

植物基因组 DNA 提取试剂盒(北京 Tiangen 公司)提
取，于-20℃下保存备用。 

3.3 引物筛选 
所用引物来源于同属种共 59 对，其中 47 对来

源于火炬松(pinus taeda, PT)，11 对来源于辐射松

(pinus radiate, PR)，1 对来源于北美乔松(pinus 
strobes, PS) (Elsik et al., 2004; Elsik et al., 2001; 
Zhou et al., 2002; Kutil and Williams, 2001; Devey et 
al., 2002; 王鹏良, 2006)，引物由上海生物工程有限

公司合成，所用试剂包括Taq聚合酶(83.35 mkat/L)、
Mg2+(25.0 mol/L)、dNTP (各 2.5 mol/L)、Marker 
(DL2000)、10×PCR Buffer 等均购自 TaKaRa 公司，

其它试剂为国产分析纯。 
PCR 产物加入 6×loading Buffer 2 µL，混匀后

取 6 µL，以 DL100 marker (TaKaRa 公司)为对照，

用 1.5 %琼脂糖凝胶(含 EB 0.05 µg/mL)，于 120 V
恒压下电泳 40 min (北京六一仪器厂电泳仪)。电泳
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结束后在 Bio Imaging System (GeneGenins 公司)上
观测并拍照和分析，再 3730XL 测序列分析仪(美
国ABI 公司)自动检测 SSR 样本，分析Hardy-Weinberg
和多态性。 

3.4 扩增体系及程序 
反应体系10 μL，其中模板DNA 30.0 ng，TaqDNA

聚合酶 1.0 U，Mg2+ 2.0 mmol/L，dNTPs 0.4 mmol/L，
正反引物各 0.2 μmol/L。在下列程序下扩增程：94℃
预变性 4 min；94℃变性 30 s，最适退火温度(依不同

引物而异) 40 s，72℃延伸 45s，30 个循环；72℃延长

10 min，4℃保存(张瑞丽等, 2012)。 

3.5 数据分析 
对自动荧光检测获得的结果，采用 GeneMar- 

ker1.85 软件包提取 DNA 片段信息，根据 ABI GS500 
Standard，计算出扩增片段大小，获得各位点的扩增

片段。将各位点的扩增进行汇总，利用 Convert 1.31 
(Glaubitz et al., 2004)将结果软件转化成 Popgene
格式，用 Popgene 32 (Yeh et al., 1999, http://www. 
ualberta.ca/~ fyeh/popgene.pdf)进行统计分析。 
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