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摘要: 利用松树单倍体胚乳、双倍体的针叶材料, 扩增了叶绿体基因组和核基因组的 5 个 DNA 片

段, 研究了 SSCP 这一分析方法的可靠性。结果表明 SSCP 分析方法具有坚实的分子基础、较高的

分辨率和试验重复性。通过对 SSCP 谱带在杂交子代和单倍体胚乳的分离分析, 证明了 SSCP 还具

有良好遗传稳定性。
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　　SSCP( Sing le St randed Conformat ion Polymorphism, 单链构型多型性)是 90年代发展起

来的用于遗传分析的方法, 它的基本原理是双链 DNA 高温解链后再快速冷却, 使单链 DNA

在低温下由于碱基的部分互补发生自身折叠,形成二级结构。构型的特异性主要由 DNA 的一

级结构即单链的核苷酸序列所决定, 通常一个碱基的改变就会导致构型的变异
[ 1]
。利用分辨率

非常高的介质如聚丙烯酰氨凝胶电泳可以检测出这种构型的改变,即在胶上相应的单链谱带

出现迁移位置的不同。决定检测效率的因子主要有 DNA 变异的大小、DNA 片段的大小和电

泳的条件[ 2]。

SSCP 分析首先需要获得待分析样品的 DNA 片段。医学上某些遗传疾病的基因及其序

列、功能研究得较多,加之与 PCR 技术的结合(称为 PCR-SSCP) , DNA 片段的分离、扩增非常

容易,所以该方法最初用于检测基因的突变,诊断某些遗传病或进行基础研究[ 2]。后来随着植

物基因序列的不断积累, PCR-SSCP 开始用于植物的遗传分析
[ 3]。SSCP 的优点在于一旦获得

了 DNA 序列, 就可以采用相对简单的技术( PCR及凝胶电泳)分析许多样品, 非常适合于群体

遗传学研究。

由于SSCP 的谱带数目与DNA 片段的拷贝数(单倍体、双倍体、多倍体)和变异程度(在个

体或群体中存在变异的个数)成正相关,而 SSCP 谱带越多,其遗传背景(基因型)分析就越困

难。所幸的是针叶树种的胚乳为单倍体,一粒种子就可以分析母本和子代的基因型,适合用

SSCP 作群体的遗传分析。SSCP 分析同其它分子标记一样,首先应对方法的可靠性(重复性)、

灵敏度及是否符合孟德尔遗传规律进行评价[ 3]。因此,本研究将在不同 DNA 片段大小、变异

程度、拷贝数等条件下,测定 SSCP 分析的重复性、灵敏度以及遗传规律,为在针叶树的群体遗

传和进化研究上应用 PCR-SSCP 分析方法奠定基础。
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1　材料与方法

1. 1　材料

欧洲赤松( P inus sy lvest ris L. ) 10 个优树亲本、Y3088 × AC3065 的杂交后代针叶及

AC1016、AC4210亲本种子,北美乔松( P . str obus L. )和加那利松( P. canariensis C. Sm ith)的

针叶样品分别采自瑞典于默奥林业研究所、日本林业及林产品研究所及葡萄牙, 欧洲白冷杉

( A bies alba Mill. )针叶采自意大利。针叶放在- 20 ℃冰箱保存,用于总 DNA 的提取。叶绿体

DNA 特异引物 1F、1R, 2F、2R, 3F、3R按已发表的黑松( P . thunbergii Parl. )叶绿体基因组序

列设计合成 [ 4] , 分别位于其基因组 43937、44453, 43511、44032, 31377、31946, 序列分别为

ACCCAAT T TT GGT TT GAT AG、AT GT CACCAAAAACAGAGACT, GGACATACGCAA-

TGCT TT AG、CCCT GCT TAT TCCAAAACTT , CT TCGTCGTT TGT GGAT TAC、AGT CG-

AT TT ATT AGTGAGCA ,退火温度为55 ℃,它们的大小分别为510 bp、720 bp 和580 bp。松

树核基因组的特异引物4F、4R和5F、5R按欧洲赤松的 gap cp (依赖于NAD的3-磷酸甘油醛脱

氢酶)和 chs(查耳酮合成酶)基因序列设计并合成, 序列分别为 TGACCGAAAT TT GACT A-

AACTT、ACAGGGCAAT CT ACACTAACAT , AAGTGGTCAGTAGCAAGAGGCAGAA、

TGGCAGT AGCACGAT TT ATT TCAAT G,退火温度分别为52 ℃和60 ℃。人工合成的寡聚

核苷酸引物稀释到20 pmol��L - 1备用。

1. 2　方法

1. 2. 1　总 DNA 的提取　取针叶5 g 液 N 2冷冻后研磨成粉末, 用 CTAB 法
[ 5]提取总 DNA。种

子浸湿后去胚,加 50 �L CTAB 在离心管研磨提取。DNA 的浓度及质量用琼脂糖凝胶电泳估
测和检查,最后稀释至 50～100 ng·�L- 1

备用。

1. 2. 2　DNA 片段的扩增　DNA 扩增采用 Gibco BRL 公司的 PCR扩增试剂盒, 在小离心管

中加入上述 DNA 样品 2 �L, 10×PCR缓冲液 2. 5 �L,引物 1 �L, T aq DNA 聚合酶 0. 15 �L,
25 mmol·L

- 1
dNTPs 0. 15 �L, 超纯水补足 25 �L。样品放在 Perkin Elmer 公司 PCR 仪

( GenAmp PCR System 9600)上扩增。首先94℃保温 3 min,热循环程序为94℃ 1 min,按引

物的退火温度保持1 m in, 72℃2m in, 共30个循环,最后 72℃保持 10 min。产物在1. 5%的琼

脂糖凝胶上鉴定大小和估测浓度。

1. 2. 3　SSCP 分析　PCR产物 1～6 �L(约 20 ng DNA)放入 10 �L SSCP 样品缓冲液( 95%

甲酰胺, 10 mmol·L
- 1
EDT A, 1 mg·mL

- 1二甲基苯氰, 1 mg·mL
- 1溴酚蓝)中, 95 ℃保持 6

min,迅速在冰浴中冷却2 m in,直接在 6%的MDETM ( FMC BioProducts,美国)胶上样。聚丙稀

酰胺凝胶的制备按 MDE
TM
产品说明进行,制胶设备为 PROTEAN

T M
-Ⅱ( Bio-Rad, 美国) ,胶厚

度为 1 mm。电泳条件为稳压 200 V , 1×T BE缓冲液,电脉 24 h,冷却水温度为 10 ℃。采用银

染色方法[ 5]检测 DNA 泳带,主要有如下步骤: ( 1)胶在 10%乙醇和 0. 5%乙酸中固定 2次, 每

次 7 min; ( 2)在 0. 15%AgNO 3中浸泡 40 min; ( 3)在 375 mmol·L
- 1
NaOH、2 mmol·L

- 1

Na( BH4)、0. 4%甲醛溶液中染色 5～10 m in, 至谱带清晰为止。

2　结果与分析

2. 1　PCR 扩增

叶绿体基因组的特异引物 1F、1R, 2F、2R及 3F、3R分别扩增出了欧洲赤松相应 DNA 片
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段,分别命名为 Psyl、Psy2和 Psy3,从北美乔松用 1F、1R 扩增出的 DNA 片段命名为 Pst l, 从

北美乔松与欧洲白冷杉用 2F、2R 扩增出的 DNA 片段分别命名为 Pst2、Aab2,从加那利松用

3F、3R扩增出的 DNA 片段命名为 Pca3。这些片段的 DNA 序列除 Aab2外已经被测定 [ 4] ,

Psy1 与 Pst l之间有 6个碱基的差别, Psy2与 Pst2 有 11 个。由于欧洲白冷杉不属于松属,

Psy2与 Aab2的序列差别会更大。Psy3与Pca3之间有 6个碱基的置换及 4 bp的缺失。这些

差别用于鉴定SSCP 的灵敏度。核基因组的两对引物4F、4R 及5F、5R分别用于扩增欧洲赤松

10个优树亲本相应的DNA片段, 用于寻找具有差异的杂交组合。Y3088与AC3065的 4F、4R

扩增片段( Psy4)长度为 1 300 bp,它们的 SSCP 谱带表明其为杂合子。据此进一步扩增了它们

4个 F 1杂交个体的 Psy4 片段,用于 SSCP 在双倍体材料中的遗传性分析。AC1016、AC4210

各 5个单倍体胚乳用 5F、5R 扩增了相应的 PCR片段( Psy5) ,大小为 1 350 bp,用于 SSCP 在

单倍体材料中的遗传性分析。

2. 2　SSCP 分析的重复性和分辨率

PCR产物变性、冷却后,直接在聚丙烯酰胺凝胶上分离,检测 SSCP。叶绿体 DNA 片段的

SSCP 分析见图 1。图 1表明,在没有变性的 PCR产物中,存在相当一部分单链,这是由于某些

单链在 PCR扩增过程中没有复性为双链或两个引物发生不对称扩增的缘故。而变性的扩增

DNA 片段,在 SSCP 分析过程中的急速冷却也有一部分互补单链复性成双链,这两条带都会

出现在胶上, 但不能用于SSCP 数据收集。理论上讲, 对于单拷贝的叶绿体基因组 DNA 来说,

DNA 片段只能产生两个单链,所以 SSCP 带最多只有两条。图 1中所有片段的 SSCP 谱带均

没有超过两条。试验分别按同一条件做了两次PCR 扩增、变性及冷却试验,结果显示两次独立

样井 1, 2: Psy3和 Pca3; 3, 4: 1, 2的重复; 5:没有变性的Psy3产物; 6～10: Psy2和 Aab2,

顺序同 1～5; 11～15: Psy2和 Ps t2,顺序同 1～5; 15～20: Psy1和 Pst1,顺序同 1～5

图 1　叶绿体基因组 DNA 片段的 SSCP 谱带

试验所获得的 SSC P 谱带出现的位置非常一致。上述结果表明 SSCP 的产生具有坚实的分子

基础和较好的试验重复性。Psy1片段应产生两个单链,但在胶上没有分开, Pstl的两个单链略

有分开。Psy2、Pst2、Psy3及 Pca3的两个单链在胶上出现了明显的差别。

　　Psy1与 Pst1、Psy2与 Pst2、Psy2与 Aab2、Psy3与 Pca3各对之间的 SSCP 谱带均检测到
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了差异(图 1)。Psy1与 Pst1之间有 6个不同的碱基,相应的 SSCP 谱带就产生了明显的位置

差别。Psy2与 Pst2有 11个碱基的差别, Psy2与 Aab2出现了更大的差别, Psy3与 Pca3之间

有 6个碱基的置换及 4 bp 的缺失,比相应 Psy1与 Pst1之间的区别更大, SSCP 谱带的大小差

异更加明显(见前页图 1)。说明 SSCP 对 DNA片段的差异的检测具有较高的灵敏度, 且与差

异大小有正相关的关系。

2. 3　SSCP 的遗传稳定性

本研究分别利用欧洲赤松单倍体的胚乳和双倍体的针叶材料, 对 SSCP 的遗传性做了鉴

定。图 2为测定结果。用 5F、5R从 AC1016扩增出的PCR片段 Psy5,在 SSCP 分析中出现了

样井 1～5: Y3088和 AC3065及其 4个杂交子代 Psy4片段; 7～12: AC1016及其胚乳的

Psy5片段; 13～18: AC 4210及其胚乳的 Psy5片段

图 2　欧洲赤松核基因组 DNA 片段的 SSCP 谱带

4条带(编号由上至下为 1、2、3、4) ,中间的 2条比较接近。1～4分别对应两个不同基因片段产

生的 4个单链,表明AC1016的 Psy5处于杂合状态。其 5个单倍体胚乳分为两种类型, 3个为

带 1、3, 2个为带 2、4, 说明带 1、3和带 2、4 分别来自同一个 DNA 片段。AC4210扩增出的

Psy5为 3条带,自上而下编为 1、2、3, 2与 3非常接近。5个单倍体胚乳中有 4个出现了有别于

2、3的一条带, 只有一个胚乳与 AC4210 一致,这可能是由于双倍体两个 DNA 片段之间的相

互作用所致。出现1、2、3谱带的那个胚乳,可能是由于在 DNA 提取时没有彻底排除胚组织的

干扰,而导致两个 DNA 片段之间的相互作用。由于 2、3一直同时出现,可以作为一条谱带处

理,不会影响结果分析。

Y3088与 AC3065的 4F、4R扩增片段产生的 SSCP 谱带表明它们为杂合子,因此扩增了

其 4个 F1杂交个体的 Psy4片段,用于SSCP 谱带在双倍体材料中的分离特性分析。Y3088与

AC3065的谱带一致,分别为 4条(编号由上至下为 1、2、3、4) , 1个 F 1个体谱带为 1、3, 3个为

2、4,说明谱带 1、3和 2、4分别代表 2个等位,但序列有差异的 DNA 片段, 4个子代为 1、3或

2、4的纯合体。上述结果表明, SSCP 谱带符合孟德尔遗传,子代中没有出现新的谱带类型。同

时,依据单倍体胚乳的谱带类型,可以确定亲本的基因型,这对针叶树的群体遗传学分析非常

重要。

3　结论与讨论

　　由于一个 DNA 片段在胶上可以产生两条SSCP 谱带,所以分析叶绿体基因组的单拷贝基

因的差异非常简单。本研究利用叶绿体基因组的 3个片段鉴定了 SSCP 分析的灵敏度及试验
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重复性,说明 SSCP 具有坚实的分子基础, 并在不同变异水平上检测到了 DNA 样品之间的差

别。许多学者利用叶绿体 DNA 序列变异研究物种系统进化关系
[ 4, 6] , 首先需要找到具有变异

的基因,以利于筛选出合适的 DNA 序列, 本研究的结果为大范围筛选出合适的 DNA 片段提

供了方法。

由于双倍体个体有两套染色体, 用SSCP 分析单个个体的一对同源 DNA 片段最多可以出

现 4条不同大小的谱带,如果群体中等位基因的数量不很多, 可以通过分析个体的谱带确定哪

两条带是来自同一个 DNA 片段,从而进一步确定个体基因型。否则只能采用 SSCP 谱带在子

代中的分离来确定 [ 6, 7]。本研究结果进一步表明,确定个体的基因型可以采用两种方式,一是需

要用杂交子代作遗传分析, 这只适于具有有杂交子代的林木群体;二是采用单倍体材料如胚

乳、花粉。针叶树种由于存在单倍体的胚乳,可以用于确定亲本的基因型。但每一个个体至少

需要分析 5个胚乳才能准确确定个体基因型。采用分析一粒种子的胚乳与胚的 SSCP 谱带的

方法可同时确定亲本及其配子的基因型,用于分析群体的遗传结构。目前已建立了从胚中提取

DNA 的方法
[ 8]
,并已扩增出了相应的 DNA 片段,正用于松树的群体遗传分析。Plomiond等

[ 7]

已报道了用 SSCP 标记构建分子标记遗传连锁图,用于辅助选择育种。

总之, PCR-SSCP 与其它分子标记比较,有几个明显的优点: ( 1)重复性比较高。与 RA PD

标记比较,由于采用特异引物扩增,出现杂带或不确定的带很少,为分析的重复性奠定了基础;

( 2) SSCP 为共显性标记,适合群体遗传研究。RAPD 和AFLP 都属于显性分子标记,即不能由

带型确定所分析个体为纯合体还是杂合体,因而在分析群体遗传结构时出现困难
[ 8]
。RFLP 标

记虽然为共显性标记, 但分析方法复杂、昂贵,不适宜分析大量的样品。因此, PCR-SSCP 较适

合于群体遗传分析; ( 3)数量可以很大。因为 PCR-SSCP 分析的前提条件是知道 DNA 片段的

部分序列,以设计出相应的引物。目前已知的林木如杨树、松树的DNA 序列或 EST (表达序列

标签)已经超过 1万个, 因此可以产生大量的SSCP 分子标记。PCR-SSCP 的主要缺点,一是需

要知道 DNA 片段的序列信息,因此在一些分子遗传学研究很少的树种中的应用会有些限制,

但由于基因在不同树种中有一定的同源性,只要设计出合适的引物扩增出相应的 DNA 片段,

就可以解决这一问题; 二是分析多拷贝且变异较大的 DNA 片段时, 会产生较多的SSCP 谱带,

使遗传位点分析变得复杂化,必须通过分析多个单倍体样品才能揭示 SSCP 谱带所对应的位

点和等位基因。由于针叶树种具有单倍体的胚乳,因此 PCR-SSCP 在针叶树的遗传分析上具

有更广阔的应用前景。
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Application of PCR-SSCP in Genetic Analysis of Conifers
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Abstract: Five DNA fragments located in chloroplast- and nuclear genome w ere amplified

fr om DNA ex tracted f rom haplo id endosperm and diploid needle o f P inus, and w ere further

used in the characterizat ion of the PCR-SSCP technique. The results show that the technique

has solid molecular basis, high reproducibil ity and sensit ivity. T he analysis of the SSCP bands

using controlled cross and haplo id endo sperm has conf irmed their M endelian inher itance.

Therefo re PCR-SSCP could find many uses in phy logenet ic and populat ion genet ic analysis in

conifers.
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