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基于磁珠富集法开发并筛选西川红景天的微卫星标记
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摘　 要： 利用 ＦＩＡＳＣＯ 磁珠富集法，开发和筛选青藏高原特有珍贵植物西川红景天（Ｒｈｏｄｉｏｌａ ａｌｓｉａ）多态性微

卫星标记。 结果表明：用（ＡＧ）１５ 和（ＡＣ）１５ 两种微卫星标记探针构建富集文库，共获得阳性克隆约２ ５００个；
从中随机挑取 １２００ 检测，发现具有多态性的阳性克隆达 ４００ 个；随机挑取 ２００ 多态性的阳性克隆进行测序，从
中获得 １０５ 个 ＳＳＲ 位点，用在线软件 ｐｒｉｍｅｒ３⁃２．３．４ 成功设计得 ＳＳＲ 引物 １０５ 对；其中 ４５ 对可以成功扩增，而
１３ 对所扩增的片段在相距较远的 ４ 个自然居群的 ２４ 个个体中显示较高的遗传多态性。 用 ４ 个居群的 ８０ 个

个体检测这 １３ 对引物发现，平均等位基因数（Ａ）约为 ９．１９２，观测杂合度（Ｈｏ）和期望杂合度（Ｈｅ）均值分别约

为 ０．７１２ 和 ０．７３４，如此高的多态性已经满足后期研究的需要；数个位点在某些居群中显著偏离哈迪温伯格平

衡（Ｐ＜０．０１），这可能是实际研究的居群并不能达到哈迪—温伯格定律所假设的无限大等理想状态所致。 结

合此前基于表达序列标签（Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｔａｇ，ＥＳＴ）序列开发的 ＳＳＲ 多态性位点，该研究结果为今后利用

ＳＳＲ 位点开展西川红景天的居群遗传结构分析和其他研究提供了一组有效工具。
关键词： 西川红景天， 微卫星， 引物， 磁珠富集法， 开发
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　 　 西川红景天（Ｒｈｏｄｉｏｌａ ａｌｓｉａ）是景天科（Ｃｒａｓｓｕ⁃
ｌａｃｅａｅ）的青藏高原特有种，主要分布于青海南部、
西藏东南部、 四川西北部和云南西北部， 海拔

３ ４００～４ ８００ ｍ 的河漫滩、山坡石隙及流石坡地（Ｆｕ
＆ Ｏｈｂａ， ２００１）。 西川红景天的独特生境使其附近

伴生植物非常稀少，因此其在高海拔的生态环境中

占据举足轻重的地位。 而包括西川红景天在内的多

种红景天属（Ｒｈｏｄｉｏｌａ）植物是一类重要的民族药

材。 传统医药典籍记载，红景天具有清热、治肺病、
滋补元气、抗高原反应等功效；药理学研究发现，红
景天对衰老、疲劳、缺氧、不良刺激、病毒乃至肿瘤等

具有抵抗功能，并且有双向调节机体、影响学习记

忆、保护骨骼系统等御病保健作用 （顾艳丽等，
２００３； 王强等， ２００７）。 然而，红景天在医药、保健

领域的广泛使用导致了大量市场需求，也在一定程

度上使作为红景天基原植物的西川红景天等植物处

于濒危之境（姜爱玲和张岩， ２０１５）。
微卫星（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ，ＳＳＲ）发现于 ２０ 世纪 ７０

年代，而 ＳＳＲ 分子标记由 Ｌｉｔｔ 创建于 １９８９ 年，在此

后的近三十年里，ＳＳＲ 分子标记的研究与应用得到

了长足发展。 ＳＳＲ 因其优于 ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ 和 ＡＦＬＰ
等分子标记的共显性和高重复性（Ｗａｎｇ ＆ Ｓｚｍｉｄｔ，
２００１）而广泛应用于遗传变异分析、物种起源进化、
基因定型、指纹鉴定、遗传图谱构建、法医科学、微生

物分型和动植物遗传育种等诸多研究领域（何平，
１９９８； Ｄｏｅｒｇｅ， ２００２； Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ， ２００５； Ｇａｏ ｅｔ ａｌ，
２００５； Ｙｏｓｈｉｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ， ２０１１； 陶星辰等， ２０１４），而
西川红景天的微卫星引物的开发与筛选将为如此众

多领域的研究提供重要的基础。 我们曾利用基于高

通量测序获得的唐古红景天（Ｒ． ｔａｎｇｕｔｉｃａ）ＥＳＴ 序列

开发西川红景天的 ８ 条相对理想 ＳＳＲ 位点及其引

物（Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ， ２０１５）。 可能由于西川红景天与唐

古红景天之间的物种差异，我们并没有高效地获得

理想的西川红景天 ＳＳＲ 位点及其引物，这不能满足

后续研究的多样性的需求。 因此，我们尝试使用磁

珠 富 集 法 ＦＩＡＳＣＯ （ Ｆａｓｔ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｂｙ ＡＦＬＰ ｏｆ
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｒｅｐｅａｔｓ） （Ｚａｎｅ ｅｔ ａｌ， ２００２）开
发西川红景天的微卫星引物，并进行筛选。

１　 材料与方法

１．１ 材料

本研究中，用于微卫星标记多态性筛选的西川

红景天分别采自青海省、四川省及西藏自治区等地，
各个居群的海拔、经纬度在采集地中心使用 ＧＰＳ 全

球定位系统 Ｅｔｒｅｓ ＧＩＳ 采集器记录（Ｇａｒｍｉｎ，中国台

湾）（表 １）。 凭证标本保存于中国科学院西北高原

生物研究所青藏高原生物标本馆（ＨＮＷＰ）。
１．２ 方法

１．２．１ 基因组 ＤＮＡ 酶切与接头连接　 本研究所用的

ＤＮＡ 为此前的研究中所获得的基因组 ＤＮＡ（Ｚｈａｎｇ
ｅｔ ａｌ， ２０１５）。 按照试剂 Ｍｓｅ Ｉ 说明书中所给的参考

比例配置 ２５ μＬ 的酶切反应体系液，即 ０．５ μｇ 左右

的基因组 ＤＮＡ 与加入 ０．５ μＬ 的内切酶 Ｍｓｅ Ｉ（１０
Ｕ·μＬ⁃１，Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ，ＵＳＡ）在 ３７ ℃水浴锅

中恒温反应 １ ｈ，然后于 ６５ ℃灭活 １０ ｍｉｎ。 酶切反

应产物用 １％琼脂糖凝胶电泳检测，弥散带分布于

１００～１ ０００ ｂｐ 间为佳。
在酶切产物中连接上 ＭｓｅＩ 的扩增片段长度多态

性（Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）接
头 ＡｄａｐｔｅｒＡ（５′⁃ｇＡＴｇＡｇＴＣＣＴｇＡＣＴＡＣＮ⁃３′，Ｎ 代表碱

基 Ａ、Ｇ、Ｃ、Ｔ）和 ＡｄａｐｔｅｒＢ （５′⁃ｇＡＣｇＡＴｇＡｇＴＣＣＴｇＡｇ⁃
３′），于 １６ ℃在 １０ μＬ 反应体系液中连接过夜，反应

体系如下：酶切反应产物 １０ μＬ，ＡｄａｐｔｅｒＡ １．５ μＬ，
ＡｄａｐｔｅｒＢ １．５ μＬ，１０×Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ ｂｕｆｆｅｒ ２．０ μＬ，５０％
ＰＥＧ４０００ ２．０ μＬ，Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ （１ ０００ Ｕ·μＬ⁃１） ０．２
μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ２．８ μＬ。 然后 ６５ ℃灭活 １０ ｍｉｎ。

以接头连接产物为模板，进行 ＰＣＲ 以检测接头

连接是否成，反应体系为连接产物 ２．０ μＬ，ｄｄＨ２ Ｏ
１５．７ μＬ， １０×Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋） ２．５ μＬ， ｄＮＴＰ（２．５ ｍｏｌ·

３４３３ 期 王久利等： 基于磁珠富集法开发并筛选西川红景天的微卫星标记



表 １　 磁珠富集法所用西川红景天 ４ 居群的采样点信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｏｃａｌｉｔｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｒｈｏｄｉｏｌａ ａｌｓｉａ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

居群
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

采样点
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

个体数
Ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

经度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ （ｍ）

凭证标本
Ｖｏｕｃｈｅｒ

Ｐ１ 青海清水河
Ｑｉｎｇｓｈｕｉｈｅ， Ｑｉｎｇｈａｉ

１８ ３４°０５′ Ｎ ９７°３７′ Ｅ ４ ６７０ Ｃｈｅｎ２００２０２１

Ｐ２ 青海歇武
Ｘｉｅｗｕ， Ｑｉｎｇｈａｉ

２１ ３３°１２′ Ｎ ９７°２６′ Ｅ ４ ３５０ Ｃｈｅｎ２００２０２３

Ｐ３ 四川石渠
Ｓｈｉｑｕ， Ｓｉｃｈｕａｎ

１８ ３３°０８′ Ｎ ９７°３３′ Ｅ ４ ３９０ Ｃｈｅｎ２００２１５１

Ｐ７ 西藏丁青
Ｄｉｎｇｑｉｎｇ， Ｔｉｂｅｔ

２３ ３１°４１′ Ｎ ９４°５５′ Ｅ ４ ９００ Ｃｈｅｎ２００２０５６

Ｌ⁃１） １．６ μＬ，ＭｓｅＩ⁃Ｎ（１０ ｍｏｌ·Ｌ⁃１） ３．０ μＬ，Ｔａｑ ｐｏｌｙ⁃
ｍｅｒａｓｅ（５ Ｕ·μＬ⁃１；ＴａＫａＲａ，大连） ０．２ μＬ；ＰＣＲ 程序

为 ９５ ℃，５ ｍｉｎ；（９４ ℃，３０ ｓ；５３ ℃，６０ ｓ；７２ ℃，６０
ｓ） × ２５；７２ ℃，７ ｍｉｎ；１６ ℃，∞ 。 然后 １％琼脂糖凝

胶电泳检测该 ＰＣＲ 产物，并用 ＡｘｙＰｒｅｐ（ＡＸＹＧＥＮ，
美国）ＤＮＡ 凝胶纯化试剂盒严格按照该产品的说明

书来回收、纯化 ＰＣＲ 产物。
１．２．２ 生物素标记探针杂交与富集　 用 ５′生物素标

记过的探针（ＡＧ）１５ 和（ＡＣ）１５ 与上一步纯化后的

ＰＣＲ 产物在杂交体系中 ４８ ℃反应 ２ ｈ。 杂交体系

为纯化后的 ＰＣＲ 产物 ４０ μＬ、探针（ＡＧ）１５ 和（ＡＣ）
１５ 各 １５ μＬ（１０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１），４ × ＳＳＣ（ｗｉｔｈ １％ＳＤＳ）
６５ μＬ。

取 １ ｍｇ 磁珠于 １． ５ ｍＬ 离心管中，用 ３００ μＬ
ＴＥＮ１００ 缓慢冲洗，磁力架（Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ，美
国）吸附约 １ ｍｉｎ，弃漂洗液，重复漂洗 ２ 次后，将磁

珠悬浮于 ４０ μＬ ＴＥＮ１００ 中。
将上一步获得的杂交产物加入已准备好的磁珠

悬浮液中，２８ ℃，１１０ ｒ·ｍｉｎ⁃１恒温振荡温育 ３０ ｍｉｎ，
然后用磁力架吸附磁珠，以使磁珠和混合液分离，弃
掉混合液后进行如下洗脱：向所吸附的磁珠中加

４００ μＬ ＴＥＮ１０００，室温漂洗 ５ ｍｉｎ，然后用磁力架吸

附磁珠，弃洗脱液；重复 ２ 次，保留末次洗脱液记为

①。 向磁珠中加 ４００ μＬ 含 ０．１％ＳＤＳ 的 ０．２ × ＳＳＣ，
室温漂洗 ５ ｍｉｎ，然后磁力架吸附，弃洗脱液；重复 ２
次，保留末次洗脱液记为②。 向磁珠中加 ５０ μＬ ＴＥ
并混匀，转移到 ＰＣＲ 管中，９５ ℃变性 ５ ｍｉｎ，然后用

磁力架吸附，保留上清液记为③。
分别用上述所得的 ３ 份洗脱液（①、②、③）为

模板进行 ＰＣＲ，反应体系与反应程序同 １．２．１ 所述，
１％琼脂糖凝胶电泳检测结果。 用 ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ 凝

胶回收试剂盒回收并纯化 ２００ ～ ７００ ｂｐ 大小的 ＰＣＲ

产物，用分光光度计 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ｃ 检测回收到的

产物浓度。
１．２．３ 微卫星富集文库构建与筛选　 按照产品使用

说明，使用 ｐＭＤＴＭ１９⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ，
大连）将上一步获得的纯化的 ＰＣＲ 产物进行 Ｔ⁃载体

连接。 然后按照产品使用说明将连接产物转入大肠

杆菌（Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α）超感受态细胞（ＴａＫａＲａ，大连）；
３７ ℃恒温摇床摇菌 １ ｈ；然后超净工作台中涂板接

种，３７ ℃倒置培养。
挑选阳性单克隆于 ５００ μＬ 液体 ＬＢ 培养基中，

３７ ℃恒温摇床摇菌 ３～５ ｈ，接着以此菌液为模板做

菌落 ＰＣＲ，反应体系为 ＤＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅ ０．８ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
１７．５ μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋） ２．５ μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ ｍｏｌ·
Ｌ⁃１） ０． ２ μＬ，ＭｓｅＩ⁃Ｎ（１０ ｍｏｌ·Ｌ⁃１） ３． ０ μＬ，Ｐｒｉｍｅｒ
（（ＡＧ）１５ 或（ＡＣ）１５，５ ｍｏｌ·Ｌ⁃１） ０．８ μＬ Ｔａｑ ｐｏｌｙ⁃
ｍｅｒａｓｅ（５ Ｕ·μＬ⁃１） ０．２ μＬ，ＰＣＲ 程序同 １．２．１；１％琼

脂糖凝胶电泳检测结果；根据电泳结果，挑选 ＰＣＲ
产物多于一条带的单克隆进行测序。

通过 Ｃｈｒｏｍａｓ （ Ｃｈｒｏｍａｓ Ｔｅｃｈｎｅｌｙｓｉｍ， 澳大利

亚）软件查看测序所得的 ＤＮＡ 序列，使用在线软件

ＶｅｃＳｃｒｅｅｎ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｖｅｃ⁃
ｓｃｒｅｅｎ ／ ）去掉合格序列中的载体序列；使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ
２．０．１２（Ｌａｒｋｉｎ ｅｔ ａｌ， ２００７）比对序列，去掉相同的单

克隆序列，运用 ＳＳＲＨｕｎｔｅｒ 软件 （李强和万建民，
２００５）进行 ＳＳＲ 位点搜索；在所获得的 ＳＳＲ 序列中，
随机选择 １００ 条序列， 通过软件 ｐｒｉｍｅｒ３⁃２． ３． ４
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｒｉｍｅｒ３．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ ／ ）设计其引物。
１．２．４ 微卫星的多态性筛选　 利用 ４ 个野外居群（表
１）８０ 个个体，检测 ＳＳＲ 引物多态性。 用分光光度计

ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ｃ 检测每个个体 ＤＮＡ 样品的质量和

浓度，并根据 所 测 浓 度 将 其 逐 一 稀 释 到 约 １０
ｎｇ·μＬ⁃１ ，以便批量进行ＰＣＲ。ＰＣＲ反应体系为ＤＮＡ

４４３ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



表 ２　 多态性较高的 １３ 个 ＳＳＲ 位点及其引物
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｉｒｔｅｅｎ ｈｉｇｈｌｙ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＳＳＲ ｌｏｃｉ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｉｍｅｒｓ

位点
Ｌｏｃｕｓ

引物序列 （５′⁃３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′）

重复序列
Ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ

片段大小
Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｉｚｅ （ｂｐ）

退火温度 Ｔａ
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ Ｔａ （℃）

ＣＺ１２ Ｆ： ＴＣＡＣＣＣＴＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＧ
Ｒ： ＴＣＴＧＧＧＣＣＴＴＧＣＡＣＡＧＡＴ

（ＡＣ）６ １０３ ５７

ＣＺ１６ Ｆ： ＡＧＡＧＧＡＣＧＣＴＧＡＣＴＴＧＴＧ
Ｒ： ＣＡＡＡＧＣＣＧＡＧＧＴＧＧＡＣＡＴ

（ＧＡ）１０ １６６ ５７

ＣＺ１７ Ｆ： ＴＧＡＧＴＧＴＴＴＧＧＴＧＧＧＴＴＧ
Ｒ： ＴＧＴＣＣＴＴＴＧＣＣＴＣＴＴＣＣＴ

（ＡＧ）８ １１６ ５７

ＣＺ３６ Ｆ： ＡＡＡＡＣＴＧＡＡＡＧＴＣＡＣＴＣＧＣＴＡＴ
Ｒ： ＡＧＴＡＡＧＡＣＧＣＣＧＡＧＧＴＧＣ

（ＣＡ）７ １７４ ５０

ＣＺ４２ Ｆ： ＴＧＧＧＡＧＴＡＴＴＡＴＴＧＡＴＡＧＡＧ
Ｒ： ＴＡＡＧＡＡＡＧＡＡＣＡＴＧＡＧＣＣ

（ＧＴＧＴＧＡ）３ ２７０ ５０

ＣＺ４３ Ｆ： ＴＡＧＡＡＡＡＴＴＣＴＧＴＧＧＧＴＧ
Ｒ： ＴＡＡＧＡＡＡＧＡＡＣＡＴＧＡＧＣＣ

（ＴＧＡＧＴＧ）３ １５３ ５０

ＣＺ５０ Ｆ： ＴＧＴＡＧＧＴＧＡＣＡＧＧＧＣＴＡＧ
Ｒ： ＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＴＣＡＡＧＴＧＧ

（ＧＴ）５ １３３ ５０

ＣＺ８５ Ｆ： ＡＧＴＡＡＣＣＡＧＧＡＡＣＴＣＡＧＣＣ
Ｒ： ＡＣＧＧＧＡＡＴＡＧＣＡＡＴＡＧＡＣＡＣ

（ＣＴ）１１ ２８４ ５４

ＣＺ３０ Ｆ： ＴＡＡＧＣＡＴＣＴＧＡＡＡＡＴＡＴＧ
Ｒ： ＡＧＴＡＡＧＧＡＧＡＴＴＧＧＴＴＡＴ

（ＣＡ）７ １５４ ５０

ＣＺ７７ Ｆ： ＴＡＧＣＣＡＣＴＧＣＴＴＴＣＧＧＴＴ
Ｒ： ＡＣＡＴＴＴＣＡＧＡＴＧＣＧＴＴＴＴ

（ＧＴ）６ ３１０ ５４

ＣＺ７９ Ｆ： ＡＣＡＴＣＡＡＡＡＣＡＡＡＡＣＡＡＡＡＣ
Ｒ： ＧＣＧＧＣＡＡＡＧＣＡＡＴＡＡＴＡＴ

（ＡＣ）６ １２５ ５４

ＣＺ８３ Ｆ： ＣＴＴＧＧＣＡＴＡＴＴＣＣＣＴＴＡＧ
Ｒ： ＡＴＧＣＧＴＡＡＴＡＣＡＡＧＡＡＧＧ

（ＴＣ）６ １５１ ５４

ＣＺ１０４ Ｆ： ＡＧＧＴＧＴＡＧＧＡＣＧＡＧＧＡＴＧＡ
Ｒ： ＴＧＡＧＴＡＡＧＧＧＣＴＴＴＧＴＧＡＴ

（ＧＡ）９ ２５７ ５４

ｔｅｍｐｌａｔｅ ２ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ １４．２ μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋） ２．５
μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ ｍｏｌ·Ｌ⁃１） ０．６ μＬ，Ｐｒｉｍｅｒ（Ｆｏｒｗａｒｄ 和

Ｒｅｖｅｒｓｅ） ０． ５ μＬ，Ｔａｑ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ （５ Ｕ·μＬ⁃１） ０． ２
μＬ，ＰＣＲ 程序为［９４ ℃，５ ｍｉｎ；（９４ ℃，４５ ｓ；Ｔａ，３０
ｓ；７２ ℃，３０ ｓ）×３５；７２ ℃，７ ｍｉｎ；１６ ℃，∞ ］。 为了控

制实验成本，ＰＣＲ 反应产物先用聚丙烯凝胶电泳进

行预检测，对于呈现较高遗传多态性的 ＳＳＲ 引物，
将其 ＰＣＲ 产物再用 ＱＩＡｘｃｅｌ Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｓｙｓｔｅｍ （ＱＩＡ⁃
ＧＥＮ，德国）毛细管电泳检测分析。

统计每个位点的等位基因数量 （ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｌｌｅｌｅｓ ｐｅｒ ｌｏｃｕｓ，Ａ），利用 ＧＥＮＥＰＯＰ ｖｅｒｓｉｏｎ ４．０．１０
分析观测杂合度（Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｉｅｓ，Ｈｏ）、期
望杂合度 （ Ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｉｅｓ，Ｈｅ） （ Ｒｏｕｓｓｅｔ，
２００８）。 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡也在 ＧＥＮＥＰＯＰ 中用

确切性概率方法（Ｅｘａｃｔ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ）检测。

２　 结果与分析

采用（ＡＧ）１５ 和（ＡＣ）１５ 两种微卫星标记探针

构建富集文库，共获得阳性克隆约２ ５００个；随机挑

取１ ２００个进行 ＰＣＲ 检测，具有多态性的阳性克隆

达 ４００ 个（３３．３３％），随机挑取 ２００ 进行测序，分析

测序得到的序列，去掉载体序列，将测序结果比对，
去掉相同的单克隆序列，经 ＳＳＲＨｕｎｔｅｒ 搜索后，再利

用 ｐｒｉｍｅｒ３⁃２．３．４ 成功设计引物 １０５ 对（５２．５％）可用

于 ＳＳＲ 多态性筛选。 经过温度梯度 ＰＣＲ 筛选确定

各对引物的退火温度后，从每个居群中随机挑取 ６
个个体———共 ２４ 个个体用于 ＰＣＲ，以初步筛选检测

引物的多态性；先在 １％琼脂糖凝胶电泳中检测

ＰＣＲ 产物质量，后再用 ８％聚丙烯凝胶电泳检测引

物多态性。 聚丙烯凝胶电泳检测显示成功扩增 ４５
对，其中 １３ 对多态性较高（表 ２）。

用所获得的 １３ 对 ＳＳＲ 引物，对 ４ 个居群全部的

８０ 个个体进行反应；１％琼脂糖凝胶电泳检测后，再
在毛细管电泳中对其多态性进行检测。 对毛细管电

泳数据的统计分析显示，所检测的 １３ 个 ＳＳＲ 位点

（表 ３） 的等位基因数为 ２ 到 ２３ 不等，均值约为

９．１９２； 观测杂合度（Ｈｏ）范围为 ０．０４８～０．９５２， 均值约

５４３３ 期 王久利等： 基于磁珠富集法开发并筛选西川红景天的微卫星标记



表 ３　 １３ 对引物在 ４ 个居群中的遗传多态性检测结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｈｉｇｈｌｙ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｒｔｅｅｎ ｉｎｉｔｉａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｉｎ ｆｏｕｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｒｈｏｄｉｏｌａ ａｌｓｉａ

位点
Ｌｏｃｕｓ

居群 Ｐ１ （Ｎ＝ １８）

Ａ Ｈｏ Ｈｅ

居群 Ｐ２ （Ｎ＝ ２１）

Ａ Ｈｏ Ｈｅ

居群 Ｐ３ （Ｎ＝ １８）

Ａ Ｈｏ Ｈｅ

居群 Ｐ７ （Ｎ＝ ２３）

Ａ Ｈｏ Ｈｅ

ＣＺ１２ ５ ０．１１１ ０．５４６∗ ９ ０．８１０ ０．８１５∗ ７ ０．９４４ ０．７８４∗ １１ ０．８７５ ０．８４０

ＣＺ１６ ４ ０．１６７ ０．５０３∗ ６ ０．９０５ ０．６６１ ７ ０．７７８ ０．６０３ ８ ０．７９２ ０．７２４∗

ＣＺ１７ ２ ０．０００ ０．１０８ ２ ０．０４８ ０．０４８ ３ ０．５００ ０．４０８ ７ ０．９１７ ０．６５９

ＣＺ３０ ７ ０．６１１ ０．７９８∗ ９ ０．９５２ ０．８００ ７ ０．８４２ ０．７８２ １１ ０．９５５ ０．８８５

ＣＺ３６ ８ ０．６６７ ０．８２２∗ １１ ０．９５２ ０．８２３ ９ ０．８８９ ０．８０５ １１ ０．９５８ ０．７９８

ＣＺ４２ ６ ０．８３３ ０．７６８∗ １４ ０．７１４ ０．９０８∗ １１ ０．４７１ ０．８８２∗ １０ ０．４５８ ０．７５８∗

ＣＺ４３ ５ ０．１１１ ０．６１７∗ ８ １．０００ ０．８１９ ９ ０．７７８ ０．８４９∗ １１ ０．９５８ ０．８５５∗

ＣＺ５０ １２ ０．６１１ ０．８７３∗ １２ １．０００ ０．８４３∗ １３ １．０００ ０．９０９ １４ ０．９５８ ０．７９０∗

ＣＺ７７ ３ ０．０００ ０．５２７ ９ ０．４７６ ０．８００ １１ ０．６３２ ０．８６３ １２ ０．５４５ ０．８３２

ＣＺ７９ ５ ０．５５６ ０．７３０ ６ ０．２８６ ０．５６９∗ ８ ０．５２６ ０．６８８ １３ ０．９０９ ０．９０１

ＣＺ８３ ５ １．０００ ０．７２７∗ ６ ０．９５２ ０．７２４∗ ５ ０．８９５ ０．７５０∗ １０ ０．９５５ ０．８７２

ＣＺ８５ ６ ０．１１１ ０．６７９∗ ２３ １．０００ ０．９５２ １４ ０．８８９ ０．９１６ ２１ ０．８７５ ０．９４４∗

ＣＺ１０４ １４ １．０００ ０．８８４∗ １２ ０．９５２ ０．８３７∗ １２ ０．９４７ ０．８７２ １４ ０．９５５ ０．９０５

　 注： Ａ． 等位基因数； Ｈｏ． 观测杂合度； Ｈｅ． 期望杂合度； Ｎ． 居群个体数； ∗ 显著偏离哈迪温伯格平衡（Ｐ＜０．０１）。
　 Ｎｏｔｅ： Ａ． Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓｐｅｒ ｌｏｃｕｓ； Ｈｏ． Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｉｅｓ； Ｈｅ． Ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｉｅｓ； Ｎ． Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ； ∗ Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｖｉａｔｅｄ
ｆｒｏｍ Ｗｅｉｎｂｅｒｇ⁃Ｈａｒｄｙ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ（Ｐ＜０．０１） ．

为 ０．７１２；而期望杂合度（Ｈｅ）范围是 ０．０００ ～ １．０００，
均值约为 ０．７３４。 ＧＥＮＥＰＯＰ 检测显示多个位点在

某些居群中显著偏离哈迪温伯格平衡（Ｐ＜０．０１）。

３　 讨论与结论

微卫星标记开发的方法多种多样，且各有利弊

（李明芳和郑学勤， ２００５）。 因此，应根据物种信息、
研究需要等情况选择合适的方法。 磁珠富集法可以

高效率、低成本、简单快捷地获得高质量的微卫星

（Ｂｒｏｗｎ ｅｔ ａｌ， １９９５）；本研究也在以往的研究中使用

ＦＩＡＳＣＯ 法在高山绣线菊（ Ｓｐｉｒａｅａ ａｌｐｉｎａ） （Ｋｈａｎ ｅｔ
ａｌ， ２０１４）、窄叶鲜卑花（ Ｓｉｂｉｒａｅａ ａｎｇｕｓｔａｔａ） （Ａｒｒａｎｚ
ｅｔ ａｌ， ２０１３）等物种中获得了大量微卫星多态性标

记，实验方法成熟高效。 因此，我们在高通量测序文

库搜索法不满足后期研究需要的情况下选择

ＦＩＡＳＣＯ 法对西川红景天进行微卫星标记开发。
多数真核生物中 ＳＳＲ 重复单元主要为核苷酸

（ＡＣ ／ ＴＧ）ｎ，一般情况下，重复序列单元的碱基数目

越少，其多态性越高，即两碱基重复序列类型的多态

性最高，三碱基、四碱基则依次次之（Ｋｒｕｇｌｙａｋ ｅｔ ａｌ，

２０００）。 在对西川红景天的近缘物种唐古红景天的

Ｓｏｌｅｘａ 高通量测序结果的 ＳＳＲ 分析，发现其重复类

型以三核苷酸重复类型为主，二核苷酸重复类型次

之，但 ＡＧ、ＧＡ、ＣＴ 等核苷酸重复类型占总核苷酸类

型的比例远高于三核苷酸重复类型中其他类型占总

核苷酸类型的比例（雷淑芸等， ２０１４）。 如前文所

述，我们也利用唐古红景天转录组的高通量测序数

据，通过基于 ＥＳＴ 的方法开发了一些 ＳＳＲ 位点及其

引物，因而在用磁珠富集法开发西川红景天的 ＳＳＲ
过程中，我们仅选用了包括（ＡＣ ／ ＴＧ）ｎ 类型的两碱

基重复的（ＡＧ）１５ 和（ＡＣ）１５ 两种生物素标记探针

用于富集文库的构建，如果需要增加 ＳＳＲ 种类，可
以选用更多种类的探针进行文库构建（魏大为等，
２０１４）。 在 ＳＳＲ 位点多态性检测过程中，我们为了

高效地反映微卫星引物的多态性，采用了聚丙烯凝

胶电泳进行预检测，得到多态性较高的位点之后再

用分辨率更高的毛细管电泳（精确度为 ２ｂｐ）进行多

态性位点的分析检测，从而在一定程度上降低成本

的同时提高检测结果的准确度。
我们所获得的 ＳＳＲ 位点平均等位基因数约为

９．１９２，观测杂合度（Ｈｏ）均值约为 ０．７１２，期望杂合

６４３ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



度（Ｈｅ）均值约为 ０．７３４，如此高的多态性已满足后

期研究的需要；ＧＥＮＥＰＯＰ 检测显示数个位点在某

些居群中显著偏离哈迪温伯格平衡（Ｐ＜０．０１），这可

能是实际研究的居群并不能达到哈迪—温伯格定律

所假设的无限大等理想状态所致。 因此，这 １３ 对

ＳＳＲ 位点及相应 ＳＳＲ 引物可用于后期的研究。
综上所述，我们利用磁珠富集法获得的西川红

景天 １３ 个 ＳＳＲ 多态性位点，结合此前基于 ＥＳＴ 序

列开发的 ＳＳＲ 多态性位点，为今后利用微卫星位点

开展西川红景天的居群遗传结构分析和其他研究提

供了一组有效工具。

参考文献：
ＡＲＲＡＮＺ ＳＥ， ＡＶＡＲＲＥ ＪＣ， ＢＡＬＡＳＵＮＤＡＲＡＭ， ｅｔ ａｌ， Ｄ．

２０１３． Ｐｅｒｍａｎｅｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｃｏｌｏｇｙ
ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｄａｔａｂａｓｅ １ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１２⁃３１ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１３ ［Ｊ］． Ｍｏｌ
Ｅｃｏｌ Ｒｅｓｏｕｒｃ， １３（３）： ５４６－５４９．

ＢＲＯＷＮ Ｊ， ＨＡＲＤＷＩＣＫ Ｌ， ＷＲＩＧＨＴ Ａ， １９９５． Ａ ｓｉｍｐｌｅ ｍｅｔｈｏｄ
ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ ｆｒｏｍ ｙｅａｓｔ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｃｈｒｏｍｏ⁃
ｓｏｍｅｓ ［Ｊ］． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｂｅ， ９（１）： ５３－５７．

ＤＯＥＲＧＥ Ｒ Ｗ， ２００２． Ｍａｐｐｉｎｇ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔ ｌｏｃｉ
ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ［Ｊ］． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｇｅｎｅｔ， ３（１）： ４３－５２．

ＦＵ Ｋ， ＯＨＢＡ Ｈ， ２００１． Ｒｈｏｄｉｏｌａ （Ｃｒａｓｓｕｌａｃｅａｅ） ［Ｍ］ ／ ／ Ｆｌｏｒａ ｏｆ
Ｃｈｉｎａ． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｐｒｅｓｓ； Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ： Ｍｉｓｓｏｕｒｉ Ｂｏｔａｎｉｃａｌ
Ｇａｒｄｅｎ Ｐｒｅｓｓ， ８： ２５３－２６３．

ＧＡＯ ＬＺ， ＺＨＡＮＧ ＣＨ， ＣＨＡＮＧ ＬＰ， ＪＩＡ ＪＺ， ＱＩＵ， ｅｔ ａｌ，
２００５． Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｗｉｔｈｉｎ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｗｉｔｈ ｅｍｐｈａｓｉｓ
ｏｎ ｉｎｄｉｃａ⁃ｊａｐｏｎｉｃａ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ ［Ｊ］． Ｇｅｎｅｔ Ｒｅｓ， ８５（１）： １－１４．

ＧＡＯ ＱＢ， ＺＨＡＮＧ ＤＪ， ＤＵＡＮ ＹＺ， ｅｔ ａｌ， ２０１２． Ｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｉｖｅｒ⁃
ｇｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｒｈｏｄｉｏｌａ ａｌｓｉａ （Ｃｒａｓｓｕｌａｃｅａｅ） ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｌａｓｔｉｄ ＤＮＡ
ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ［ Ｊ］． Ｂｏｔ Ｊ Ｌｉｎｎ Ｓｏｃ，
１６８（２）： ２０４－２１５．

ＧＵ ＹＬ， ＷＡＮＧ ＤＫ， ＣＨＥＮ ＸＹ， ｅｔ ａｌ， ２００３． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅ⁃
ｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｒｈｏｄｉｏｌａ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｍｅｄ Ｓｉｎ， １８（９）： ５６０－５６１． ［顾
艳丽， 王东凯， 陈修毅， 等， ２００３． 红景天研究进展 ［Ｊ］． 中
国医药学报， １８（９）： ５６０－５６１．］

ＨＥ Ｐ， １９９８． Ａｂｕｎｄａｎｃｅ， ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏ⁃
ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｉｎ ｅｕｋａｒｙｏｔｅ ［ Ｊ］．Ｈｅｒｅｄｉｔａｓ （ Ｂｅｉｊｉｎｇ）， ２０（４）： ４２－
４７． ［何平 １９９８． 真核生物中的微卫星及其应用 ［Ｊ］． 遗传，
２０（４）： ４２－４７．］

ＪＩＡＮＧ ＡＬ， ＺＨＡＮＧ Ｙ， ２０１５． Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｅｖｉｄｅｎｃｅ⁃ｂａｓｅｄ ｍｅｄｉｃａｌ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ
［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｈｅｒ， ５０（１０）： １１６１－１１６４． ［姜爱
玲， 张岩 ２０１５． 红景天苷药理作用的研究进展． 中国临床药
理学与治疗学， ５０（１０）： １１６１－１１６４．］

ＫＨＡＮ Ｇ， ＺＨＡＮＧ ＦＱ， ＧＡＯ ＱＢ， ｅｔ ａｌ， ２０１４． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ １６ ｍｉｃ⁃
ｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ Ｓｐｉｒａｅａ ａｌｐｉｎａ ａｎｄ Ｓ． ｍｏｎｇｏｌｉｃａ （Ｒｏｓａｃｅ⁃
ａｅ） ｏｆ ｔｈｅ Ｑｉｎｇｈａｉ⁃Ｔｉｂｅｔ Ｐｌａｔｅａｕ ［ Ｊ］． Ａｐｐｌ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉ， ２
（１）： １３０００５９．

ＫＲＵＧＬＹＡＫ Ｓ， ＤＵＲＲＥＴＴ Ｒ， ＳＣＨＵＧ ＭＤ ｅｔ ａｌ， ２０００．

Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｙｅａｓｔ
ｇｅｎｏｍｅ ｃａｎ ｂｅ ｅｘｐｌａｉｎｅｄ ｂｙ ａ ｂａｌａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｌｉｐｐａｇｅ ｅｖｅｎｔｓ
ａｎｄ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ［Ｊ］． Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｅｖｏｌ， １７（１）： １２１０－１２１９．

ＬＡＲＫＩＮ ＭＡ， ＢＬＡＣＫＳＨＩＥＬＤＳ Ｇ， ＢＲＯＷＮ Ｎ， ｅｔ ａｌ， ２００７．
Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ ａｎｄ Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ ｖｅｒｓｉｏｎ ２． ０ ［ Ｊ］． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２３
（２１）： ２９４７－２９４８．

ＬＥＩ ＳＹ， ＧＡＯ ＱＢ， ＦＵ ＰＣ ｅｔ ａｌ， ２０１４． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｉｎ Ｒｈｏｄｉｏｌａ ａｌｇｉｄａ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｓｏｌｅｘａ ｓｅｑｕｅｎｓｉｎｇ ［ Ｊ］． Ｂｕｌｌ Ｂｏｔ
Ｒｅｓ， ３４（６）：８２９ － ８３４． ［雷淑芸， 高庆波， 付鹏程， 等，
２０１４． 基于 Ｓｏｌｅｘａ 高通量测序的唐古特红景天 （Ｒｈｏｄｉｏｌａ ａｌ⁃
ｇｉｄａ） 微卫星信息分析 ［Ｊ］． 植物研究， ３４（６）：８２９－８３４．］

ＬＩ ＭＦ， ＺＨＥＮＧ ＸＱ， ２００５． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ＳＳＲ
ｐｒｉｍｅｒｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［ Ｊ ］． Ｈｅｒｅｄｉｔａｓ （ Ｂｅｉｊｉｎｇ ）， ２６： ７６９ －
７７６． ［李明芳， 郑学勤 ２００５． 开发 ＳＳＲ 引物方法之研究动态
［Ｊ］． 遗传， ２６： ７６９－７７６．］

ＬＩ Ｑ， ＷＡＮ ＪＭ， ２００５． ＳＳＲＨｕｎｔｅｒ： ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｌｏｃａｌ
ｓｅａｒｃｈｉｎｇ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｆｏｒ ＳＳＲ ｓｉｔｅ ［ Ｊ］． Ｈｅｒｅｄｉｔａｓ （ Ｂｅｉｊｉｎｇ）， ２７
（５）： ８０８－８１０． ［李强， 万建民， ２００５． ＳＳＲＨｕｎｔｅｒ， 一个本地
化的 ＳＳＲ 位点搜索软件的开发． 遗传， ２７（５）： ８０８－８１０．］

ＬＩＵ Ｗ， ＮＩＥ Ｈ， ＷＡＮＧ Ｓ， ｅｔ ａｌ， ２００５． Ｍａｐｐｉｎｇ ａ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ
ｉｎ ｗｈｅａｔ ｃｕｌｔｉｖａｒ Ｙａｎｇｆｕ ９３１１ ｔｏ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ， ｕｓｉｎｇ ｍｉｃ⁃
ｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ［Ｊ］． Ｔｈｅｏｒ Ａｐｐｌ Ｇｅｎｅｔ， １１１（４）： ６５１－６５７．

ＲＯＵＳＳＥＴ Ｆ， ２００８． Ｇｅｎｅｐｏｐ’００７：ａ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｒｅ⁃ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｇｅｎｅｐｏｐ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ ａｎｄ Ｌｉｎｕｘ ［Ｊ］． Ｍｏｌ Ｅｃｏ Ｒｅ⁃
ｓｏｕｒｃ， ８（１）： １０３－１０６．

ＴＡＯ ＸＣ， ＳＨＡＮＧ ＱＪ， ＬＩＵ ＸＹ，ｅｔ ａｌ， ２０１４． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉ⁃
ｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ ｆｒｏｍ ｐｉｇｅｏｎ ｄｒｏｐｐｉｎｇｓ ｉｎ ｐａｒｔｓ
ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ［Ｊ］． Ｊ Ｐａｔｈｏｇ Ｂｉｏｌ， ９（１０）： ８７３－８７６． ［陶
星辰， 尚秋菊， 刘晓英， 等， ２０１４． 云南省部分地区鸽粪中新
型隐球菌的分离与鉴定 ［Ｊ］． 中国病原生物学杂志， ９（１０）：
８７３－８７６．］

ＷＡＮＧ Ｑ， ＲＵＡＮ Ｘ， ＬＩ ＨＤ， ｅｔ ａｌ， ２００７． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｔａｔｕｓ， ｑｕｅｓ⁃
ｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｏｆ ｒａｒｅ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｐｌａｎｔ Ｒｈｏｄｉｏｌａ Ｌ ［ Ｊ］． Ｊ
Ｎａｔ Ｒｅｓｏｕｒｃ， ２２（６）： ８８０－８８９． ［王强， 阮晓， 李荷迪， 等，
２００７． 珍稀药用资源植物红景天研究现状， 问题与对策． 自
然资源学报， ２２（６）： ８８０－８８９．］

ＷＡＮＧ ＸＲ， ＳＺＭＩＤＴ ＡＥ， ２００１． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｇｅ⁃
ｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｆｏｒｅｓｔ ｔｒｅｅｓ ［Ｊ］． Ｓｃａｎｄ Ｊ Ｆｏｒ Ｒｅｓ， １６（３）： １９９－２２０．

ＷＥＩ ＤＷ， ＬＩＡＮ ＺＱ， ＷＵ ＸＤ， ｅｔ ａｌ， ２０１４． Ｍｉｃｒｏｓａ ｔｅｌｌｉｔｅ ｅｎｒｉｃｈ⁃
ｍｅｎｔ ｂｙ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ ｉｎ Ｓｉｌｕｒｕｓ ｌａｎｚｈｏｕｅｎｓｉｓ ［ Ｊ］． Ａｃｔａ
Ｈｙｄｒｏｂｉｏｌ Ｓｉｎ， ３８（４）： ７９１－７９６． ［魏大为， 连总强， 吴旭东，
等， ２０１４． 磁珠富集法筛选兰州鲇微卫星分子标记． 水生生
物学报， ３８（４）： ７９１－７９６．］

ＹＯＳＨＩＭＯＴＯ Ｋ， ＹＯＳＨＩＤＡ Ｊ， ＩＳＨＩＩ Ｇ， ｅｔ ａｌ， ２０１１． Ｔｗｏ ｌｕｎｇ ａｄ⁃
ｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｏｂｅ： ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐｒｉｍａｒｉｅｓ ｏｒ ｉｎｔｒａｐｕｌ⁃
ｍｏｎａｒｙ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ？ ［Ｊ］． Ａｎｎ Ｔｈｏｒａｃ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｓｕｒｇ， １７（６）：
５８４－５８７．

ＺＡＮＥ Ｌ， ＢＡＲＧＥＬＬＯＮＩ Ｌ， ＰＡＴＡＲＮＥＬＬＯ Ｔ， ２００２． Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］． Ｍｏｌ Ｅｃｏｌ， １１（１）： １－１６．

ＺＨＡＮＧ ＦＱ， ＬＥＩ ＳＹ， ＧＡＯ ＱＢ， ｅｔ ａｌ， ２０１５． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔ⁃
ｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｆｏｒ Ｒｈｏｄｉｏｌａ ａｌｓｉａ （ Ｃｒａｓｓｕｌａｃｅａｅ ）： ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｅｔｈｎｏ⁃ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｈｅｒｂ ｅｎｄｅｍｉｃ ｔｏ ｔｈｅ Ｑｉｎｇｈａｉ⁃Ｔｉｂｅｔａｎ ｐｌａｔｅａｕ
［Ｊ］． Ｇｅｎｅｔ Ｍｏｌ Ｒｅｓ， １４（２）： ５２６６－５２６９．

７４３３ 期 王久利等： 基于磁珠富集法开发并筛选西川红景天的微卫星标记


