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摘  要 

亚麻(Linum usitatissimum)是我国麻类重要的纤维原料作物和特色经济作物

之一。分子标记技术应用于亚麻的研究，对亚麻亲缘关系与遗传多样性分子遗传

育种、种质鉴定、基因定位、及遗传图谱构建及资源保护利用等研究提供了极大

的便利。本研究开发了 RAPD 标记和微卫星标记，并对不同亚麻品种进行了遗

传多样性分析。 

1．从 600 个随机引物筛选出 28 个扩增稳定性较好的多态性 RAPD 标记,并

利用这些标记对 18 份来自不同国家和地区的亚麻资源遗传多态性进行 RAPD 分

析。结果表明：28 对 RAPD 引物共扩增出条带 529，其中多态性条带 201，总的

多态性百分率( PPB)为 38.0%。用 NTSYSpc（2.10）软件进行 UPGMA聚类分析,18

个亚麻品种遗传距离为 0.0469～0.1332 之间，可分 3 大类，其中红木 5号与匈

牙利 5号亲缘关系最近，ABYSSINIA（BROWN）和匈牙利 5号遗传距离相差最显著，

达到 0.1332。 

2. 应用 DynaI磁珠-生物素标记的（TTC）10和（ATC）10与亚麻基因组 DNA

酶切片段杂交，捕获含有微卫星序列的300～1500 bp DNA片段，连接到pMD18-T

载体中，构建富集微卫星的小片段插入文库。利用接头引物和根据微卫星核心序

列设计的引物 VRV（TTC）10和 VRV（ATC）10使用 PCR对文库筛选，从 1979

个转化子中得到 447个可能含有微卫星序列的阳性克隆。对这些阳性克隆的测序

结果证实其中的 274个含有微卫星序列。微卫星序列的富集效率为 22.6%，PCR

扩增筛选效率 96.7%。共设计 92 对 SSR引物，对白花、山西大同、NDR714、

WINONA SEL、K-1195、BETHVE、S0MME、WATSON共 8个国内外亚麻品种

材料，进行多态性 SSR引物筛选。有 90 对引物扩增出产物，获得了 35 对多态

性丰富的有效 SSR引物。 

关键词关键词关键词关键词：亚麻（Linum usitatissimum）；分子标记；遗传多样性；RAPD标记； 微

卫星标记 
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Abstract 

Flax(Linum usitatissimum) is one of the most important fiber crops and special 

economic crops in china. Molecular markers can be used in flax research on genetic 

relationships and genetic diversities，genetic linkage map construction and conservation 

and utilization of the genetic resources．In this paper, flax RAPD and SSR markers 

were devoleped and used to analyze the genetic diversity in different flax cultivars. 

1. Twenty eight effective polymorphic RAPD primers were selected from six 

hundred primers for the genetic diversity analysis of 18 different flax varieties from 

different countries and regions. A total number of 528 loci were amplified, among 

which 201 are polymorphic and the percentage of polymorphic loci(PPB) is 38.0%. 

The dendrogram constructed according to UPGMA by NTSYSpc, ver.2.10 showed 

that 18 flax varieties could be divided into three groups with genetic distance from 

0.0469 to 0.1308. This experiment demonstrated that the 18 Flax varieties were 

clustered into 3 main groups. Redwood 5 and Hungary 5 have the closest genetic 

relationship.The genetic distance beteen ABYSSINIA and Hungary 5 is 0.1332, which 

is the most diversified among the 18 varieties. 

2. The 300 –1500 bp flax DNA fractions containing microsatellite sequences 

were captured by hybridizating the digested genomic DNA fragments with the 

oligonucleotideprobes (TTC)10 and (ATC)10 attached to streptavadin coated magnetic 

beads (Dynal). The enriched DNA fragments were ligated into pMD18-Tvector and 

then transformed into E. coli Top10 competent cells to form an enriched microsatellite 

sequence library. PCR screening using adaptor primer and VRV (TTC)10 as primers 

identified 477 microsatellite clones from 1979 transformants in the libraries. Sequence 

analysis of these positive clones confirmed 274 microsatellite sequences, with a high 

enrichment efficiency of 22.6% and PCR screening efficiency of 96.7%. Ninety two 

pairs of SSR primers were designed to amplified for polymorphism in the eight 

varieties Baihua，Shanxi Datong, NDR714, WINONA SEL, K-1195, BETHVE, 

S0MME and WATSON. Ninety pairs of primers had amplified products ,and 35 pairs 
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of primers had effective polymorphisms. 

Keywords: Flax（Linum usitatissimum）；Genetic diversity；Molecular marker；

Microsatellite；RAPD 
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第一章 绪论 

分子标记是以生物大分子的多态性为基础的遗传标记，分子标记技术的出现

提高了遗传分析的准确性和有效性。对科学快速地鉴定种质资源及遗传多态性、

遗传图谱构建、目标性状连锁标记等相关研究具有重要意义

[1]
。亚麻是重要的油

料作物和纤维作物

[2]
，亚麻纤维是天然的束纤维，因此被称为“纤维皇后”，随

着人们生活水平的提高，培育出优质、高纤、高抗等亚麻品种已是当务之急。同

时，亚麻还是我国北方地区重要的油料作物，亚麻油中富含的 a-亚麻酸，作为

保健、药用功能而得到不断开发。我国亚麻生物技术的研究

[3]
发展迅速，花药的

培养、转基因技术、基因克隆、分子标记等方面开展深入研究，获得显著成果。

近年来，运用分子标记技术对亚麻种质资源遗传多样性、分子标记辅助育种、特

异基因标记、染色体连锁图谱构建等研究具有重要的意义。目前，亚麻微卫星标

记的开发，为以后国内构建亚麻遗传图谱和特异基因标记提供技术支持。 

1 主要 DNA 分子标记技术及其原理 

遗传标记(主要包括形态标记、细胞学标记、生化标记和DNA分子标记)的

应用，极大地促进了生物分类学、育种学、遗传学和物种起源与进化等研究的进

程

[4]
。但形态标记、细胞学标记、生化标记这三种标记数量非常有限，且受发育

时期、生长环境等因素的影响，严重制约了遗传标记的应用和发展。分子标记是

以生物的大分子，尤其是生物体的遗传物质核酸的多态性为基础的遗传标记，其

数量丰富、遗传稳定、不受基因表达与否的限制以及操作简便等独特的优越性，

被广泛应用于植物学研究的各个领域。目前，应用亚麻种质资源和育种研究常用

的分子标记技术有RFLP、RAPD、AFLP、SCAR、ISSR等[5]
。 

从1980年人类遗传学家J.GK.Botstein等首次提出DNA限制性片段长度多态性

作为遗传标记的思想及1985年PCR技术的诞生至今，已经发展了十多种基于DNA

多态性的分子标记技术，这些DNA标记技术综合起来可分为以DNA杂交为基础

的和以PCR为基础的以及PCR技术和限制性酶切技术相结合的几种类型。 

1.1 RAPD标记 

1990年，美国杜邦公司的williams[6]
和加利福尼亚生物研究所的welsh[7]

研究
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小组几乎同时发现了一种新的分子标记，随机扩增多态性DNA(Random 

Amplified Polymorphic DNA)，简称RAPD。 

在基因组DNA中有丰富的反向重复序列，在真核生物中，几乎每200bp有1-10 

个反向重复序列。由于随机引物较短，且在较低温度条件下退火，因而引物与基

因组中反向重复序列结合机率大为提高。一般认为，RAPD的多态性是两个反向

重复序列之间的序列差异。RAPD技术源于PCR技术，但又不同于PCR技术，差

别主要体现在随机扩增引物上。首先，随机扩增引物是单个加入，而不是成对(正、

反引物)加入；其次，随机引物短，一般RAPD技术采用的引物含10个碱基，由

于随机引物较短，与常规PCR相比，RAPD退火温度较低，一般为35-45℃。RAPD

技术以一系列随机引物对基因组进行检测，因而能检测多个基因位点，覆盖率比

较大，引物越多，覆盖面越广，遗传信息也随之增加；另外，RAPD指纹呈孟德

尔式显性遗传。RAPD所用的一系列引物DNA序列各不相同，但对于某一特定的

引物，它同基因组DNA序列有其特定的结合位点。这些特定的结合位点在基因组

某些区域内的分布如符合PCR扩增反应的条件，即引物在模板的两条链上有互补

位置，且引物3’端相距在一定的长度范围之内，就可扩增出DNA片段。因此如果

基因组在这些区域发生DNA片段插入、缺失或碱基突变就可能导致这些特定结

合位点分布发生相应的变化，而使PCR产物增加，缺少或分子量的改变。通过对

PCR产物的检测即可测出基因组DNA在这些区域的多态性。RAPD技术继承了

PCR效率高、样品用量少、灵敏度高、特异性强和检测较为容易的优点。但RAPD

标记也有自身的缺点，其主要的缺点就是稳定性、重复性较差;无法区分纯合显

性和杂合显性。 

1.2 RFLP标记 

RFLP(Restriction Fragment Length polymorphism)，即限制性片段长度多态

性。首先由美国Botstein D[8]
等人提出作为标记构建遗传连锁图谱的，基本原理是

用限制性内切酶把DNA分子切割成大量的长短不等的小片段，这些小片段的数

目及长度反映了限制性内切酶酶切位点在DNA分子上的分布。不同来源的DNA

具有不同的限制酶酶切位点的分布，每一种DNA限制酶组合所产生的片段是特

异的，从而产生多态性。RFLP的优点是所有生物的检测程序一致，标记数量大，

呈简单的孟德尔式共显性遗传。缺点是需要制备大量高质量的DNA，需要仪器
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设备多，技术也较复杂，且需要同位素标记，花费也较高。 

1.3 AFLP标记 

AFLP (Amplified Fragment Length Po1ymorphism)，即扩增片段长度多态性是

1993年由荷兰Keygene公司科学家Zabeau和Vos等[9]
人发明的一种新的DNA分子

标记技术。AFLP有共显性和显隐性遗传，兼具RAPD与RFLP优点，有较高的稳

定性，用少量的选择性引物能在较短时间内检测到大量位点，并且每对引物所检

测到的多个位点都或多或少地随机分布在多条染色体上，各染色体上AFLP标记

的数目与染色体长度呈正相关，而一对引物获得的标记涉及的染色体数与标记数

呈正相关。因此通过少量效率高的引物组合，可获得覆盖整个基因组的AFLP标

记。该技术设计了对某种限制性内切酶的通用接头以及可与接头序列的限制性酶

切位点的序列配对的专用引物，对基因组DNA酶切片段进行选择性扩增，扩增

片段在高分辨力的顺序分析胶上电泳，产生扩一增片段长度不同的多态性带型。

在AFLP中经过2种或2种以上的酶同时切割，如果DNA片段遗传特性发生改变，

酶切片段被选择性扩增，酶切片段种类、数目、顺序决定了PCR特殊性，该技术

被认为是迄今为止最有效的分子标记，具有较高可靠性和高效性，多态性水平高，

检测位点最多，分子识别率高，速度快，Tm值高，DNA用量少。但对模板反应

迟钝，弱带可能发生错配与缺失，成本较高，技术要求苛刻。 

1.4 微卫星标记 

SSR(Simple Sequence Repeat)即简单序列重复，或称为微卫星标记

(Microsatellites)[10]
。Wyman等认为在人体基因组中含有高变区，并证明这些高变

区是一些串联重复序列

[11]
，Jeffreys等发现重复序列中重复单位的核心序列是相

似的

[12]
。串联重复序列由两种类型组成，即微卫星DNA（SSR）。微卫星DNA

是以1～6bp的短核苔酸序列为核心单位，长度小于100bP的小片段，它广泛随机

地分布于真核生物基因组中，同一类微卫星DNA可分布在基因组的不同部位，

由于SSR两侧一般是相对保守的单拷贝序列，因此，可根据两侧序列设计一对特

异引物来进行PCR扩增。与其他分子标记：如RAPD、RFLP等相比，SSR标记具

有以下的优点：(1)在植物基因组中大量地、随机地分布，具有广泛的位点变异，

揭示比RAPD、RFLP更多的多态性

[13]
．(2)SSR标记揭示的是单个位点上复等位
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基因的信息，为共显性标记，能够区分纯合型和杂合型，提供完整的遗传信息．(3)

微卫星序列多态性可以用PCR方法检测，不需要过多的分子克隆手段，对DNA模

板的要求不高，重复性好

[14]
．因此成为在植物中目前运用最广泛的分子标记之一，

广泛地运用于植物种质鉴定

[15 16]
、分子标记连锁图的构建

[17]
和群体遗传学

[18]
等

诸多领域．但是,微卫星标记存在一个重要的局限性就是微卫星序列两侧区域在

种间保守性往往较低．种间扩增微卫星标记仅仅局限于同一个属或相近的属的不

同物种间的扩增

[19]
，这大大限制了SSR标记在其他物种中的运用

[20]
。 

1.5 EST-SSR标记 

EST-SSR标记

[21 22]
及原理：首先构建cDNA文库进行EST测序或从公共基因数

据库(如EMBL,GenBank和DDBJ等)下载EST数据，在经过前处理后，对序列进行

组装，去除冗余序列和延长转录片段的长度，然后利用相应软件寻找含有SSR的

序列，最后根据其两端的保守性序列设计SSR引物并进行扩增验证。与通过构建

小片段基因组文库开发SSR标记相比，EST-SSR标记的开发过程简单成本低；具

有很高的可转移性和通用性；EST-SSR标记通常都代表着某种功能，这种功能可

以通过序列同源性比对获得。但是EST序列一般位于基因的功能区域，EST-SSR

多态性水平低于基因组SSR。 

1.6 ISSR标记 

ISSR(Inter-simple sequence Repeat)[23]
即简单序列重复区间扩增多态性分子

标记。1994年Ziet kiewicz等对SSR技术进行了发展，建立了加锚微卫星寡核苷酸

(Anchored microsatellite Oligonucleoides)技术。ISSR是用加锚定的微卫星寡核苷

酸作引物，即在内部简单重复序列的5’端或3’端加上2～4个随机选择的核苷酸，

这可引起特定位点退火，从而导致与锚定引物互补的间隔不太大的重复序列间的

基因组节段进行PCR扩增。ISSR-PCR扩增的引物通常为人工合成16～18个碱基序

列，由1～4个碱基组成的串联重复和几个非重复的锚定碱基组成，从而保证了引

物与基因组DNA中SSR的5’或3’末端结合，导致位于反向排列，间隔不太大的重复

序列间的基因组节段进行PCR扩增。ISSR标记的生物学基础

[24]
仍然是基因组中存

在的SSR（Simple Sequence Repeat)。SSR在真核生物中的分布是非常普遍的，并

且进化变异速度非常快，因而锚定引物的ISSR—PCR可以检测基因组许多位点的
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差异。ISSR主要为显性标记，呈盂德尔式遗传。ISSR标记具有稳定可靠、操作

简单，成本低、快速、灵敏、检测多态性能力强、所需DNA模板的量少等特点。

ISSR标记缺陷是ISSR扩增优化之前必须确定引物的退火温度

[25]
。一般ISSR标记

退火温度较高50～60℃。 

1.7 SCAR标记 

SCAR标记（Sequence Characterized Amplified Region）即序列特异扩增区。

由Paran和Michelmore[26]
提出的一种基于PCR技术的单基因位点多态性遗传标记。

SCAR标记是通过对已有的多基因位点DNA标记进行改良后开发出来的。SCAR标记

通常是由RAPD标记转化而来的

[27]
。SCAR标记是在序列未知的DNA标记基础上

[28]
，对其特异PCR扩增产物进行回收，克隆和测序，根据测序得到扩增产物的碱

基序列重新设计特异引物，并以此为引物对基因组DNA进行PCR 扩增获得。

SCAR引物在原来的引物上添加8-10个碱基，加强了与模板的特异性结合，从而

提高了退火温度，提高扩增的专一性。 

1.8 SRAP标记 

SRAP标记(Sequence—Related Amplified Polymorphism，SRAP)即相关序列

扩增多态性。美国加州大学蔬菜作物系Li与Quims[29]
于2001年提出，主要检测基

因的开放读码框(ORFs)区域。SRAP标记利用一对独特的引物对开放读码框

(ORFs)进行扩增，正向引物(F—primer)含17个碱基，反向引物(R—primer)为18

个碱基。正向引物5’端为14个碱基的核心序列，前10个无任何特异组成，为填充

序列，后接CCGG序列与位于富含GC区域的开放读码框(ORFs)中的外显子进行特

异结合，3’端的3个选择性碱基与核心序列组成一套正向引物。外显子序列在个

体中通常是保守的，因而这种低水平多态性被反向引物的组合扩增所弥补。反向

引物5’端前11个碱基为填充序列，接着为A椰序列，随后也是3’端3个选择碱基。

其AATT序列可以对富含AT的内含子区域和启动子区域进行扩增。由于内含子、

启动子和间隔序列在不同物种甚至不同个体间变异很大，从而与正向引物搭配扩

增出基于内含子和外显子的SRAP多态性标记。SRAP标记具有简单、高效、高共

显性、重复性高、易测序等优点，适合于基因的定位与克隆等分子生物学的研究

[30]
。缺陷是对基因相对较少的着丝粒附近以及端粒的扩增会较少。 
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2 亚麻分子标记应用研究进展 

2.1 应用分子标记研究亚麻种质资源遗传多态性与亲缘关系 

遗传多样性是生物多样性的重要组成部分，广义的遗传多样性是指地球上生

物所携带的各种遗传信息的总和。这些遗传信息储存在生物个体的基因之中，因

此，遗传多样性也就是生物的遗传基因的多样性。任何一个物种或一个生物个体

都保存着大量的遗传基因，因此，可被看作是一个基因库（Gene pool）。一个物

种所包含的基因越丰富，它对环境的适应能力越强。基因的多样性是生命进化和

物种分化的基础，遗传多样性也就是生物的遗传基因的多样性。分子标记产物的

多态性反映了被测材料的多样性

[31]
。分子标记技术可以有效地检测种质资源的遗

传多样性

[32]
。在亚麻作物的系统演化、物种与品种的亲缘关系和分类方面应用分

子标记技术，可以提供分子水平上的客观依据，并且比传统的方法更能反映其物

种间的遗传多样性。在建立品种 DNA 指纹图谱建立的基础上对其进行聚类分析，

可据此进行品种分类的探讨。Yong-Bi Fu等对亚麻属植物的 7个种 12份材料进

行 RAPD亲缘关系分析，选用 29个随机 RAPD引物，共得到 527条带

[33]
。Yong-Bi 

Fu 也利用 RAPD 技术对北美 54 个亚麻栽培品种进行聚类分析

[34]
。邓欣等采用

RAPD技术利用 25个随机引物对 10不同国家和地区的亚麻品种 DNA 进行聚类

分析，且用丙烯酰胺电泳检测，共扩增出 852条带，其中 206条多态性带，多态

率为 24.18%[35]
。结果比单独的琼脂糖电泳效果好。何东锋等从 600个随机引物

筛选出 28个扩增稳定性较好的引物,对 18份来自不同国家和地区的亚麻资源遗

传多态性进行 RAPD分析

[36]
。结果表明:总的多态性百分率(PPB)为 38.0%，为亚

麻栽培品种的优势杂交提供依据。但与其他麻类作物相比较，李建军等对 21 份

不同木质含量的苎麻的 RAPD聚类分析，多态率高达 80%[37]
。郭安平等利用 RAPD

技术分析了 25份 6 个近缘中红麻品种，多态率为 77.6%[38]
。结论显示亚麻品种

间差异性与其他麻类品种相比较低。证实了 Fu等

 
研究认为亚麻中 RAPD多态性

通常表现低

[39]
。可能与亚麻品种较容易适应环境的改变，基因组变异不是很大，

或者品种之间的杂交不是很频繁有关。 

2.2 分子标记用于亚麻基因定位与辅助育种 

基因定位就是筛选与目的基因紧密连锁或共分离的遗传标记,它是分子标记
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辅助选择育种和基因克隆的前提。基因定位包括对数量性状和质量性状的标记。

品种的改良往往只是希望个别性状的导入,去寻找到与目的基因紧密连锁的标记

即可。当然,如能找到控制单一性状的基因,其意义将会更大。目前,已有一批控

制亚麻重要性状(数量性状和质量性状)的基因被标记并得到广泛应用。 

薄天岳等对含有亚麻抗锈病基因M4的近等基因系材料NM4及其轮回亲本

Bison进行RAPD分析，其中OPA18引物在NM4材料中稳定地扩增出特异的DNA

片段。并将OPA18片段回收、克隆和测序，成功地将其转化为SCAR标记

[40]
。同时，

薄天岳运用AFLP标记Fuj7(t)的抗枯萎病基因，且成功的转化为SCAR标记

[41]
。

Spielmeyer等构建了AFLP遗传连锁图谱

[42]
，根据图谱发现了两个抗亚麻枯萎病的

主效遗传图谱。张晓平等利用RAPD-BSA法[43]
，通过F2代个体验证，耐渍型个体

均能扩增出此差异条带而非耐渍型个体中不能扩增出此差异条带，证明

S1377-800是与亚麻耐渍基因紧密连锁的RAPD标记

[44]
。高凤云等应用RAPD技术

对遗传背景相似的可育株和不可育株亚麻进行标记，分别得到1个与显性核不育

的雄性基因有关的RAPD分子标记为S62-500和S135-350[45]
。亚麻的抗锈病基因、

抗枯萎病基因、耐渍基因、不育的雄性基因等关键基因的不断发现并标记，对亚

麻品种的改良和辅助育种具有重要的意义。 

2.3 应用分子标记进行亚麻品种鉴定和系谱分析 

亚麻栽培历史悠久，生长繁殖容易，个体差异不明显，同名异种现象普遍。

用传统的形态和同工酶分析，误差较大，效率低，难以鉴定性状相似的品种，分

类标准也难以统一。分子标记对亚麻品种基因型的鉴定，使品种鉴定和分类直接

从DNA分子水平上进行，准确度高，效率高且信息量大。荷兰遗传资源中心的

Treuren等利用AFLP技术去除基因库中的冗余种质，种质的分子特性成为区分重

复收集的重要依据，去除重复收集种质能够提高遗传资源管理效率。Treuren等

利用AFLP技术对征集的29个亚麻品种，以12个栽培品种做对照。分成“R25”、

“Ru”、“Rm”三大系列

[46]
。Chen等利用一个ISSR引物和2个RAPD引物，对16

株亚麻花药培养再生植株进行了鉴定，证实了其中12株来源于小孢子

[47]
。Axel 

Diederichsen等利用RAPD技术鉴别4个相同种的群体亚麻栽培品种

[48]
。 

2.4 亚麻分子标记遗传图谱的构建 
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遗传图谱(Genetic map)又称遗传连锁图谱(Genetic linkage map)，是指以染

色体重组交换率为相对长度单位，以遗传标记为主体的染色体线状连锁图谱

[49,50]
。Oh等最先应用RFLP与RAPD标记构建了亚麻的第一张分子遗传图谱。图谱

包括15个连锁群，共94个标记，大约覆盖1000cM。通过4品系配制的两个杂交组

合的F2分离群体，一个组合“Leona”Х “Koto Leona”和另一个组合 “CI1303”Х 

“Stormont Cirus”,每个组合F2代分离群体至少选50个单株做为作图群体。

“CI1303”与“Cirus”的杂交组合后代，产生了20个RFLP和96个RAPD标记。13

个RFLP标记、80个RAPD标记以及1个序列标签位点组成15个连锁群[51]
。Wiesner 

I等通过对亚麻栽培微卫星PCR的引物和退火温度等进行了筛选和优化，获得了

较高多态性引物3PCT1和3PCT2[52]
，可用于大规模亚麻栽培品种指纹图谱检测。

Wiesner，Wiesnerová等利用9对ISSR引物，对53个亚麻品种进行指纹图谱构建，

共扩增62条带，其中45条多态性带，多态率为72%。并将53个亚麻品种分为4个

大类和8个亚类

[53]
。 

2.5 分子标记在亚麻上的应用前景和尚需解决的问题 

目前分子标记在亚麻遗传多样性分析、基因定位、品种鉴定和系谱分析等研

究方面得到了应用，对亚麻品种的改良和辅助育种起到了推动作用。随着分子生

物学的快速发展，为分子标记与功能基因组学、比较基因组学、和后基因组学等

学科的结合提供条件。分子标记在亚麻品种改良、优势杂交、系谱分析、辅助选

择育种等方面的应用具有广阔的发展前景，将大大缩短育种周期和加速育种进

程。 

目前国外已经使用RFLP标记和RAPD标记构建了亚麻遗传图谱，但是其饱和

程度仍然不是很高，不能满足育种工作者的需求，需要在原来的连锁图谱的基础

上加大密度和长度，使连锁图谱趋于饱和，才较容易找到与许多重要目标基因紧

密连锁的分子标记，从而早期能对目标基因的植株进行选择，从而提高育种效率，

缩短育种周期。目前国内整个麻类作物遗传图谱的构建报导的不多，构建密度高

的连锁图谱需要花费大量的人力和物力。陈美霞等利用SRAP标记和ISSR标记构

建国内红麻首张遗传连锁图谱

[54]
。 

目前亚麻分子标记应用方面存在的主要问题是快速、稳定和多态性好的分子

标记太少，需要开发出大量的亚麻标记。在不同分子标记得开发方面，RAPD标
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记、ISSR标记和SRAP标记开发较快，但是RAPD扩增不够稳定，ISSR标记和SRAP

标记只具有显性标记。RFLP标记和AFLP标记具有共显性和稳定性高等特点，但

是开发成本过高，操作繁琐。SSR标记具有扩增稳定，特异性高，共显性，开发

成本相对低等优点，开发微卫星标记是目前较好的选择。邓欣等

[55]
利用磁珠富集

法分离亚麻基因组微卫星分子标记。蒋彦波等同样利用磁珠富集法成功的分离鉴

定苎麻微卫星

[56]
。新一代分子标记－单核苷酸多态性（SNP）标记也将在亚麻研

究方面发挥重要重要。SNP标记为第三代遗传标记，具有检测位点丰富、突变频

率低、二等位基因型、易于自动化分析等优点。同时，SNP做为遗传标记也存在

不足：它改变基因原来的结构和连锁率，表现为生物对外界反应的不适应，增加

SNP，会相应导致致命性疾病的增加。 

3 本研究目的及意义 

亚麻具有纤维用、油用及保健等多用途，纤维品质好、植株小、生育期短、

种子繁殖、自花授粉、二倍体基因组较小等特点。亚麻的生长过程中，由于受到

环境和气候条件的影响，植物的外部形态和内部结构甚至基因组成方面都会发生

变化。特别是亚麻已经有六七千年的栽培历史，经过漫长的人工选育，以及育种

时常用栽培亚麻品种和亚麻属的不同植物、亚麻变种进行杂交，从而使亚麻属内

种、亚种和品种之间的亲缘关系十分混乱。传统的从形态特征对植物进行分类的

方法，面对这样复杂的关系根本无能为力。而分子标记直接从遗传物质DNA水平

上去揭示它们之间的亲缘关系，就可以很容易的解决这个问题。同时目前存在的

主要问题是缺少快速、稳定和多态性好的亚麻分子标记，因此，需要开发大量的

亚麻分子标记。 

本研究主要开发RAPD和SSR标记，利用RAPD技术测定亚麻资源的遗传多样性

及检测SSR引物的多态性。为亚麻优异种质资源的科学利用和分子标记辅助育种、

遗传图谱的构建等提供依据。 
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第二章 亚麻遗传多样性的 RAPD分析 

1 材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法    

1.1 材料 

1.1.1 亚麻品种和实验样品 

18份亚麻种质资源分别来自中国、美国、日本、法国、瑞士和埃塞俄比亚等

国家,生长区域和环境相差较大。将18个亚麻品种的种子表面灭菌，无菌操作接

种于B5固体培养上，在人工气候箱中培养。温度25℃，湿度50度左右，无光培养

两周，取出幼苗-80℃冻存。亚麻幼苗不含色素便于提取基因组DNA。其样品编号、

名称及来源见表2-1。 

表 2-1 试验亚麻品种清单 
Table 2-1 Flax varieties with code, source and type 编号 品种名 产地 

1 日本三号 日本 

2 白花 法国 

3 瑞士红 瑞士 

4 法国胡麻 法国 

5 范尼 Fany 法国 

6 红木 5号 Redwood5 加拿大 

7 纺织工人 苏联 

8 匈牙利 5号 匈牙利 

9 83078 甘肃 

10 山西大同 山西 

11 PSKOVSKIY 俄罗斯 

12 Dakota达克他 美国 

13 K-180 俄罗斯 

14 K-1195 埃塞俄比亚 

15 NDR714 美国 

16 WINONA SEL 美国 

17 花德大 Huadeda 内蒙古 

18 ABYSSINIA（BROWN） 埃塞俄比亚 

 

1.1.2 试剂 

酶类：普通的 Taq酶购自北京天根生化科技有限公司。引物：从上海生工生

物工程有限公司订购 RAPD 引物 600 条。其他药品试剂：琼脂糖为 BIOWEST 

AGAROSE、Tris、SDS、丙烯酰胺、二氮亚甲双丙烯胺、过硫酸胺、硼酸、TMED、

硝酸银、甲醛、硼砂、氢阳化钠。TIANGEN新型植物基因组 DNA 提取试剂盒。 
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1.2 方法方法方法方法    

1.2.11.2.11.2.11.2.1基因组 DNA 的提取和浓度测定 

冻存暗培养的亚麻幼苗经 TIANGEN新型植物基因组 DNA 提取试剂盒提取

并通过分光光度计测定，得到亚麻 DNA 的浓度和纯度。 

按 TIANGEN新型 DNA 提取试剂盒说明书操作，提取 DNA。 

具体方法如下： 

1) 取冻存的亚麻幼苗 100mg，加入液氮充分研磨。加入 400µL 缓冲液 LP1

和 4µLRNase A（10mg/ml）,旋涡振荡 1min，室温放置 10min。 

2) 加入 130µL缓冲液 LP2，充分混匀，漩涡振荡 1min。 

3) 12000rpm离心 2min，将上清移至过滤柱 CS中（过滤柱放入收集管中）。 

4) 12000rpm离心 2min，收集滤液。 

5) 向滤液中加入 1.5倍体积的缓冲液 LP3（加入无水乙醇），立即充分振荡

混匀 15s，此时可能会出现絮状沉淀。 

6) 将上步所得溶液和絮状沉淀都加入一个吸附柱 CB3 中（吸附柱放入收集

管中），立即 12000rpm离心 30s倒掉废液，吸附柱 CB3放回收集管中。 

7) 向吸附柱 CB3中加入 700µL 漂洗液 PW，12000rpm离心 30s倒掉废液，

吸附柱 CB3放回收集管中。 

8) 向吸附柱 CB3中加入 500µL 漂洗液 PW，12000rpm离心 30s倒掉废液，

吸附柱 CB3放回收集管中。 

9) 将吸附柱 CB3放回废液收集管中，12000rpm离心 2min，目的是将吸附柱

中残留的漂洗液去除。将吸附柱 CB3置于室温或 50℃温箱放置 10min，以彻底

晾干吸附材料中残余的漂洗液。 

10) 向吸附柱 CB3 转入一个干净的离心管中，向吸附膜的中间部位悬空加

50-200µL洗脱缓冲液 TE，室温放置 5min，12000rpm离心 2min。 

1.2.2 RAPD反应体系 

在 25µL反应体系中，含有 10×Bµffer(含 Mg2+)(TianGen) 2.5µL，10 mmol.L-1 

dNTP (IBM) 0.5µL，10 µmol.L-1 引物各 2µL，模板 DNA 20ng，Taq DNA 

polymerase (TianGen) 1U，ddH2O补足。PCR扩增条件 94℃预变性 4 min，94℃ 45 

s，37℃ 1 min, 72℃ 1.5 min，40个循环；72℃补平 10 min，4℃保温。 
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1.2.3 PCR 产物的检测 

1.2.3.11.2.3.11.2.3.11.2.3.1 琼脂糖凝胶电泳分析琼脂糖凝胶电泳分析琼脂糖凝胶电泳分析琼脂糖凝胶电泳分析PCRPCRPCRPCR产物产物产物产物    

1) 用胶布封好制胶槽的两端，放置水平，插入梳子。 

2) 按所需浓度(2.5%)，称取适量琼脂糖与TAE一起放入三角瓶中，摇匀，

置于微波炉中加热1-3min，至胶体透亮后，移出摇匀。待胶冷却至60℃左右，加

EB至终浓度为0.5µg/mL。 

3) 将凝胶倒入制胶槽中，厚度约3mm左右。室温放置40min左右，到胶表面

泛白，完全凝固后，小心移去梳子和胶布。 

4) 将胶板放入电泳槽中，胶孔朝向负极，加电泳缓冲液(TAE)至刚淹没胶

面约2mm。加入5µL DNA扩增样品和1µL上样缓冲液(溴酚蓝和蔗糖)，混匀后点

入胶孔，标准分子量为稀释的200ngDNA。 

5) 输出电压120V，恒压电泳120min。 

6) 结果记录:电泳完毕后，将凝胶从电泳槽中取出，凝胶成像系统观察拍照。 

1.2.3.2 丙稀酰胺凝胶电泳分析丙稀酰胺凝胶电泳分析丙稀酰胺凝胶电泳分析丙稀酰胺凝胶电泳分析 PCRPCRPCRPCR 产物产物产物产物 

1）取 100µL非变性胶，加入 600µL 过硫酸胺，再加入 50µL TEMED。混匀

后用注射器注入竖版电泳槽，聚合 2h，槽内加入 TBE缓冲液。 

2）输出功率 9W，恒功率电泳 4h。 

3）采用银染色法

[57]
。首先，在托盘里加入500mL染色液（0.05% AgNO3），

把凝胶置于托盘中，轻摇托盘30min。然后将凝胶拿出用蒸馏水洗一次，10秒左

右将凝胶转入含显色剂的托盘中（0.01g硼砂；7.5g氢阳化钠；2mL无水甲醛；

500mL蒸馏水）染色10分钟左右。最后，将凝胶用蒸馏水洗一次，相机拍照、保

存。 

1. 2. 4 数据处据处据处据处理与统计分析 

将电泳图谱上清晰且可重复出现的条带记为“1” , 同一位置没有条带的记为

“0” , 由此生成“0”和“1”原始矩阵。统计每个引物扩增出的总带数和多态性带数。

将数据输入计算机采用 NTSYSpc（2.10）软件进行分析，运用 Dice系数计算出

亚麻各样品的遗传距离,UPGAM 方法绘制聚类分析树状图。 
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2 结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析 

2.12.12.12.1 RAPD扩增结果   
从上海生物公司购买600条随机引物，从中筛选出对试验亚麻材料能扩增出

清晰的谱带，且重复性稳定的28条引物，其引物编号和序列见表2-2。 表 2-2 用于 RAPD分析的 28个有效引物序列和扩增结果 

Table 2-2 The sequence of 28 RAPD primers and amplification results 引物编号 序列(5’-3’) 扩增带总数/条 多态性带数/条 多态率/% 

S16 TTTGCCCGGA 29 9 31.0 
S19 ACCCCCGAAG 7 3 42.9 
S32 TCGGCGATAG 11 9 81.8 
S33 CAGCACCCAC 19 8 42.1 

S45 TGAGCGGACA 28 9 32.1 
S67 GTCCCGACGA 51 13 25.5 
S75 GACGGATCAG 15 6 40.0 
S81 CTACGGAGGA 12 2 16.7 
S85 CTGAGACGGA 12 5 41.7 
S141 CCCAAGGTCC 9 5 55.6 
S149 CTTCACCCGA 10 3 30.0 
S165 TGTTCCACGG 12 3 25.0 
S275 ACACCGGAAC 8 6 75.0 
S300 AGCCGTGGAA 14 8 57.1 
S304 CCGCTACCGA 17 6 35.3 
S323 CAGCACCGCA 39 12 30.8 
S353 CCACACTACC 32 13 40.6 
S372 TGGCCCTCAC 19 9 47.4 
S375 CTCCTGCCAA 15 7 46.7 

S394 GTGACAGGCT 12 8 75.0 
S439 GTCCGTACTG 10 5 50.0 
S453 GTCAGAGTCC 10 3 30.0 

S1052 CAGTTCCCGT 16 11 68.8 
S1078 TCTGCTACGG 11 6 54.5 
S1083 CCCACCCTTG 14 7 50.0 
S1094 TCGCTCCGTT 35 10 28.6 
S1099 TCTGCCAGTG 28 8 28.6 

S1100 AGGAGTCGGA 44 10 22.7 合计 529 201 38.0 

28条引物对18种亚麻RAPD扩增，共产生条带529，其中差异条带201，平均每

个引物扩增出8.24条多态性条带，多态性比率为38.0%。 
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2.2 RAPD扩增产物的琼脂糖凝胶电泳筛选结果分析 

在2.0％琼脂糖凝胶电泳上扩增出大小不同的DNA片段。筛选条带清晰，稳

定可靠再用聚丙烯酰胺凝胶电泳分析（图2-1, 图2-2）。 

 图2-1 S19为引物的18个亚麻品种RAPD扩增琼脂糖凝胶电泳图 

Fig 2-1. Agarose gel electrophoresis of the RAPD amplification of 18 flax varieties using primer S19  

 

 图2-2 S75为引物的18个亚麻品种RAPD扩增琼脂糖凝胶电泳图 

Fig.2-2 Agarose gel electrophoresis of the RAPD amplification of 18 flax varieties using primer S75 
 

2.3 RAPD扩增产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 

由于聚丙烯酰胺凝胶电泳的敏感性较琼脂糖凝胶电泳高,其敏感性相差10倍
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以上.采用6%非变性聚丙烯酰胺凝胶进行了扩增产物检测验证。确认了扩增的多

态性条带清晰、稳定（图2-3, 图2-4）。 

 图2-3引物S353 的18个亚麻品种RAPD扩增非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结果 

Fig.2-3 Primer S353 RAPD amplification results of 18 flax varieties separated by 

non-denaturing polyacrylamide gel 

 图2-4引物S489的18个亚麻品种RAPD扩增非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结果 

Fig.2-4 Primer S489 RAPD amplification results of 18 flax varieties separated by 

non-denaturing polyacrylamide gel 
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2.4 18个亚麻品种的聚类分析 

在聚类分析中，以遗传距离0.082为阈值可将18个亚麻品种分为三大类，第

一类包括3个品种：日本三号，NDR714 ，WINONASEL。第二类包括14个品种：

百花，瑞士红，法国胡麻，范尼Fany，PSKOVVSKIV，达克他，红木5号，匈牙

利5号，83078，K-180，K-1195，花德大，纺织工人，山西大同。第三类只有一

个品种ABYSSINIA。第一类中NDR714与WINONASEL遗传距离最近，且均是美

国品种，地域跨度小，遗传距离相近，具有一定的同源性。第二类中加拿大红木

5号与匈牙利5号, PSKOVSKIV与达克他，K-1195与花德大三类遗传距离较近。第

二类中来自中国的山西大同和法国品种白花的遗传差异性最大。品种

ABYSSINIA为单独的一大类，与其它品种遗传距离较远，和匈牙利5号的亲缘关

系最远。 

表 2-3 18个亚麻品种的 Nei 遗传距离 

Table 2-3 Matrix of Nei genetic distance of 18 flax varieties 

 1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

 

7 

 

8 

 

9 

 

10 

 

11 

 

12 

 

13 

 

14 

 

15 

 

16 

 

17 

 

18 

 

1 0.000                  

2 0.062 0.000                 

3 0.088 0.054 0.000                

4 0.052 0.052 0.057 0.000               

5 0.086 0.064 0.072 0.042 0.000              

6 0.088 0.059 0.070 0.054 0.052 0.000             

7 0.072 0.066 0.081 0.058 0.063 0.066 0.000            

8 0.097 0.065 0.060 0.057 0.058 0.049 0.076 0.000           

9 0.084 0.061 0.079 0.055 0.060 0.058 0.077 0.050 0.000          

10 0.098 0.078 0.079 0.074 0.085 0.063 0.077 0.067 0.063 0.000         

11 0.078 0.059 0.076 0.053 0.060 0.058 0.067 0.060 0.064 0.070 0.000        

12 0.074 0.061 0.070 0.049 0.056 0.054 0.054 0.060 0.062 0.075 0.046 0.000       

13 0.071 0.067 0.080 0.054 0.076 0.076 0.066 0.070 0.073 0.076 0.061 0.050 0.000      

14 0.093 0.070 0.071 0.066 0.058 0.067 0.086 0.061 0.055 0.084 0.060 0.006 0.065 0.000     

15 0.077 0.091 0.098 0.072 0.091 0.093 0.093 0.099 0.098 0.103 0.085 0.081 0.067 0.083 0.000    

16 0.075 0.076 0.094 0.060 0.068 0.073 0.073 0.081 0.075 0.091 0.060 0.073 0.067 0.077 0.055 0.000   

17 0.072 0.061 0.075 0.063 0.075 0.070 0.085 0.065 0.072 0.078 0.072 0.056 0.057 0.053 0.086 0.078 0.000  

18 0.095 0.103 0.126 0.110 0.111 0.108 0.109 0.133 0.117 0.130 0.118 0.119 0.098 0.120 0.080 0.803 0.107 0.000 

① 1-18：品种序号，见表2-1。No．of cultivars，see Tab．2-1 
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 图 2-5基于遗传距离用 UPGMA法构建的 18个亚麻品种亲缘关系的聚类分析树状图 

Fig 2-5 UPGMA Dendrogram of genetic relationships of 18 flax varieties based on the genetic distance 

3.讨论讨论讨论讨论 

本研究用筛选出较好的28个引物，可以将18个品种区分开来。Fu等研究认为

亚麻以RAPD检测遗传多态性较低，本研究中RAPD多态性带的比率为38.0%，亚

麻遗传距离为0.0469～0.1308之间。邓欣等此前报道的10个亚麻品种聚类分析遗

传距离仅为0.0273-0.0724，可能与所选的亚麻品种分布的区域、气候差异有关。

根据UPGMA法构建18个亚麻品种亲缘关系的聚类分析树状图，将18亚麻品种分

成三大类：第一大类NDR714与WINONASEL亲缘关系相近。第二大类中加拿大

红木5号与匈牙利5号, PSKOVSKIV和达克他主要分布的环境气候偏冷，K-1195

与花德大可能跟气候干燥相关。第三大类只有一种品种来自非洲埃塞俄比亚

ABYSSINIA，且遗传距离与其他试供亚麻品种相差较大，说明亲缘关系较远。 

RAPD技术应用非常成熟，且操作简单，成本低。运用RAPD技术检测亚麻
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的遗传多样性是目前适用的分子标记技术之一。ISSR标记和SRAP标记虽然比

RAPD标记检测多态性稳定可靠，但目前国内外尚未发现大量稳定可靠的ISSR和

SRAP引物可以区分亚麻的遗传多态性。RAPD技术缺陷是PCR反应扩增的多态性

不够稳定，因此对反应的环境要求严格，保证操作和反应条件的一致性。RAPD

检测亚麻遗传多态性，关键在于筛选RAPD引物，能扩增出稳定差异带。本实验

从600条随机引物筛选得到28条重复性稳定的引物。先用琼脂糖凝胶分离RAPD

的扩增产物,得到稳定结果，再用非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测最终结果。实

验结果显示差异条带增多，便于观察亚麻的差异带。本研究以RAPD技术成功的

将18种亚麻品种区分开来，得到它们不同的遗传距离大小。本实验结论有利于亚

麻新品种选育策略的制定。在实际运用中可以根据聚类分析的结果指导亲本杂

交，选择遗传距离较远的材料，增强后代的遗传变异，选育出杂种优势强，综合

性状好，适合我国气候条件的优良亚麻品种。 
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第三章 亚麻微卫星标记开发 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 亚麻品种白花培养 

按照第二章的方法培养获得亚麻白花幼苗。 

1.1.2 药品的配制 

聚丙烯酰胺凝胶制备： 

1）45%的丙烯酰胺混合液：称取丙烯酰胺 86.6g、二氮亚甲双丙烯酰胺

3.2g,加水 120mL,37℃促溶，再用蒸馏水定容 200mL，最后用硝酸纤维膜

（0.45µm）过滤。 

2) 10%过硫酸铵：称取 0.4g过硫酸铵，用灭菌水 4mL定容，4℃保存。 

3） 10хTBE溶液：称取 Tris 碱 108g，硼砂 55g,40ml 0.5mol/EDTA PH8.0

加灭菌水定容 1L。 

4）8%非变性胶配制：量取已经配制的 45%的丙烯酰胺混合液 76ml 

和 66ml 10хTBE溶液，用灭菌水定容 500ml。 

1.2 方法 

1.2.11.2.11.2.11.2.1    DNADNADNADNA提取    

按 TIANGEN新型 DNA 提取试剂盒说明书操作提取 DNA。见第二章 

1.2.2 DNA 的纯化 

1) 上面提取的DNA中加入2.5倍体积冰冷的10%乙醇。-20℃过夜. 

2) 4℃，10000rpm离心10min后，小心倒掉上清液，室温风干5min。 

3) 加入0.1xTE和3µL RNase，在37℃中保温l h。 

4) 加入等体积氯仿-异戊醇抽提一次。12000rpm离心l0min,吸取上清液转入

另外一个 Eppendorf 管中，加入1/5体积的乙酸铵和2倍体积冰冷的95%乙醇，

-20℃放置 l h。 

5) 12000rpm离心10min，小心倒掉上清液。 

6) 加入70%的乙醇lml，10000rpm离心10min后，自然风干管底的沉淀。 

7)加入适量的蒸馏水，溶解沉淀。放于-20℃冰箱中保存。 
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1.2.3 亚麻基因组亚麻基因组亚麻基因组亚麻基因组 DNA 的酶切和回收的酶切和回收的酶切和回收的酶切和回收 

用限制性内切酶Mse I 酶切10 µg 亚麻基因组DNA,100µL的酶切反应体系

中包含30 U 的MseI (Fermentas)、10µL的10×buffer M 及10 µg 基因组DNA。 

根据Zhou Y-H[58]
的方法进行。 

将酶切好的DNA在1.5%的琼脂糖上电泳，电泳液为新鲜的TAE Buffer，然后

尽量在30S内，于紫外灯下切取300～1500bp片段。用天根生化科技的琼脂糖凝胶

回收试剂盒回收和纯化300～1500bp的DNA 片段。其具体步骤为: 

1)将凝胶薄片装在1.5ml离心管中称其重量，加入缓冲液，把混合物放在60℃

水浴中温育7min，至凝胶完全融化。水浴期间将离心管振荡或涡旋混匀2～3min。 

2)把700µL的DNA-琼脂搪溶液加到一个DNA回收纯化柱上，并把柱子装在

一个干净的2µL收集试管内，室温下12000rpm离心1min，弃去流出液。对于体积

大于700µL的样品，则分别加到不同的柱子上，每次750µL。 

3)用700µL无水乙醇稀释的洗涤缓冲液洗涤柱子，加入柱中后静置2min。 

4)弃去流出液，把空柱12000rpm离心1min以甩干柱基质残余的液体。 

5)把柱子装在一个灭菌干净的1.5ml离心管上，加入20µL无菌去离子水到柱

基质上，10000rpm 1min以洗脱出DNA。 

1.2.4 单链寡核苷酸接头制备 

将浓度均为50µmol L−1
的单链寡核苷酸primer A和primer B等比例混合,使其

终浓度为25µmol L−1
,95℃变性5 min, 60℃退火1 h,形成具有黏性末端的接头。

单链寡核苷酸primer A为5’-AGATGGAATTCGTACACTCGT-3’,primer B为

5’-TAACGAGTGTACGAATTCCATCT-3’。 

1.2.5    DNA 片段与接头连接片段与接头连接片段与接头连接片段与接头连接 

建立20µL 的连接体系(10×buffer 2µL, 酶切DNA 片段2µL,接头25 µmol 

L−1 10µL, T4 DNA 连接酶6U,无菌去离子水补足至20µL),16℃过夜连接12～14 

h。连接产物加无菌去离子水至500µL,用等体积的酚/氯仿/异戊醇(25∶24∶1)

抽提,用冰乙醇纯化沉淀DNA,加入15µL 去离子水溶解。 

1.2.6    接头连接片段的 PCR 扩增    

连接产物以primer A为引物进行PCR扩增。25µL反应体系中含连接产物1µL, 

10 mmol L−1
引物2µL,2.5 mmol L−1 d NTP 2µL,10×PCR buffer 2.5µL,Taq DNA 

聚合酶1 U(天根生化科技)。PCR 程序为94℃预变性2min;随后36个循环,每个循
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环94℃变性45s,60℃退火45s,72℃延伸1min;最后72℃延伸10min。用试剂盒纯化

PCR产物(天根),并将其浓缩至15µL。 

1.2.7 亚麻微卫星文库的构建    

1.2.7.1 连接产物与生物素探针连接产物与生物素探针连接产物与生物素探针连接产物与生物素探针杂交杂交杂交杂交 

用生物素标记的探针(TTC)10、（ATC）10与纯化的接头连接DNA片段杂交。

分别建立50µL杂交混合液。反应体系含7µL 探针(10 µmol L−1), 15 µL 20×SSC, 

10% SDS 0.5 µL 及7.5µL ddH2O,58℃预热。再将20µL连接产物DNA 片段于95℃

变性8 min, 再加预热的杂交混合液, 于58℃杂交1 h。杂交混合时混匀。杂交过

程中平衡磁珠。 

1.2.7.2 磁磁磁磁珠平珠平珠平珠平衡衡衡衡 

1)将磁珠(Promega)轻轻摇匀，吸出50µL到1.5ml的离心管中，将离心管放到

磁力架上1～2min。 

2)用移液器小心将溶液吸尽，尽量避免将磁珠吸出。 

3) 将离心管从磁力架上移开，沿着磁珠所在的一侧加入200µL B&W洗液(10 

mmol L−1 Tris-HCl, 1 mmol L−1 EDTA, 2 mol L−1 NaCl) 用移液器小心的混匀。洗

涤2次。 

4）再将离心管放在磁力架上1～2min，并将溶液小心吸干。洗涤2次。 

5）如3），4）操作，200µL洗液I (6×SSC, 0.1%SDS)反复洗涤平衡,直到磁

珠表面变得顺滑易洗脱，重复5次左右。 

6）加入200µL洗液I,室温放置备用。最好在0.5h内使用。 

1.2.7.3 磁珠吸附富集磁珠吸附富集磁珠吸附富集磁珠吸附富集 

磁珠上包被的链霉亲和素可与探针上的生物素结合,从而通过磁力将探针连

同所需的微卫星序列一同分离出来。将杂交混合物和处理好的磁珠混匀，并在室

温轻柔晃动。 

1) 于25℃温育20min, 并轻轻摇动,使生物素和链霉亲和素充分结合。 

2）温育后将离心管置磁力架上使磁珠被吸附到管壁,去除溶液。 

3) 用200µL洗液I洗涤2次，每次洗涤后静置10 min。 

4）用200µL洗液II (3×SSC, 0.1% SDS)洗涤2次，每次洗涤后静置15min。 

5）用200µL洗液III (6×SSC)快速洗涤2次，去除不含微卫星的序列。 

1.2.7.4 捕获含有微卫星序列的单链捕获含有微卫星序列的单链捕获含有微卫星序列的单链捕获含有微卫星序列的单链DNA 

1) 将离心管中的洗液III吸出，用0.1×TE 200µL在室温快速洗2次。 
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2）加0.1×TE 100µL,95℃变性10min。释放出含有微卫星序列的单链DNA。 

3) 放在磁力架上,将磁珠吸附到管壁, 吸出含微卫星序列的单链DNA溶液

备用。 

1.2.8 1.2.8 1.2.8 1.2.8 PCR扩增含有微卫星序列的DNADNADNADNA    片段 

以primer A为引物进行PCR扩增。25µL反应体系中包括含微卫星序列的单链

DNA溶液1µL, 10nmol L−1
引物2 µL, 2.5 mmol L−1

 dNTP 2 µL, 10×PCR buffer 2.5 

µL, Taq DNA 聚合酶1U(天根生化科技)。PCR程序为94℃预变性2min; 随后36

个循环,每个循环94℃变性45 s, 58℃退火45 s, 72℃延伸1 min; 

最后72℃延伸10min。4℃保温。 

1.2.9 DNA片段纯化    

按 TIANGEN普通 DNA 产物纯化试剂盒说明书操作，纯化 DNA。 

1）柱平衡步骤：向吸附柱CB2加入500µL，12000rpm离心1min，倒掉收集

管中的废液，向吸附柱CB2重新放回收集管中。 

2）估计PCR反应液或酶切反应液的体积，向其中加入5倍体积的结合液PB，

充分混匀。 

3）将上一步所得溶液加入一个吸附柱CB2中，室温放置2min，12000rpm离

心1 min，倒掉收集管中的废液，将吸附柱CB2放入收集管中。 

4）向吸附柱CB2中加入700µL漂洗液PW，12000rpm离心30s倒掉废液，吸附

柱CB3放回收集管中。 

5）向吸附柱CB2中加入500µL漂洗液PW，12000rpm离心30s倒掉废液，吸附

柱CB3放回收集管中。 

6）将吸附柱CB2放回废液收集管中，12000rpm离心2 min，目的是将吸附柱

中残留的漂洗液去除。将吸附柱CB3置于室温或50℃温箱放置10min，以彻底晾

干吸附材料中残余的漂洗液。 

7）向吸附柱CB3转入一个干净的离心管中，向吸附膜的中间部位悬空加

50-100µL洗脱缓冲液TE，室温放置5min，12000rpm离心2min。 

1.2.10 DNA片段浓缩 

1）在100µL DNA纯化好的离心管中加入10µL醋酸钠，400µL冰乙醇，混匀。 

2）置于-20℃的冰箱中，置冷30min。 

3)取出，4℃离心，13000rpm ，20min。倒掉上清液，动作轻缓。 
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4)用100µL 70%乙醇洗涤2次，动作轻缓。 

5）小心吸出乙醇，DNA沉淀在管壁上，显乳白色的斑，室温风干。 

6）根据DNA量大小加入ddH2O,连接反应时充分混匀。 

1.2.11 1.2.11 1.2.11 1.2.11 DNADNADNADNA片段的连接、转化、抗性筛选 

1.2.11.1 1.2.11.1 1.2.11.1 1.2.11.1 DNADNADNADNA片段的连接 

将纯化的 DNA 片段连接到 pMD18-T Vector（Takara）上，各组分混匀后置

于 PCR仪中恒 16℃,4h。 

表 3-1 连接反应体系 

Table3-1 The mixture of link reaction 

名称 体积 

pMD18-T Vector 1µL 

Solution I 9µL 

DNA+ddH2O       
总体积 

10µL 

20µL 

 

1.2.11.21.2.11.21.2.11.21.2.11.2    转化转化转化转化    

大肠杆菌的转化步骤如下： 

1）取一管含 100µL 感受态细胞（TianGen Top10大肠杆菌），置冰中 5min,

溶解后吸出 50µL菌液放入另一个离心管中。 

2）每管加入质粒DNA（用不超过10µL的体积，其中的DNA小于50ng），轻

轻混匀，在冰中放置30min。 

3) 将管放于预加温至42℃的循环水浴中，恰恰放置90s ，不要摇动管。快速

将管转移到冰浴中，使细胞冷却2min。 

4) 每管加入500µL SOC培养基，然后将管转移到37℃恒温摇床上振荡培养45 

min，使细菌复苏并表达质粒编码的抗生素抗性标记基因。 

1.2.11.3 1.2.11.3 1.2.11.3 1.2.11.3 抗性筛选抗性筛选抗性筛选抗性筛选 

筛选含有微卫星序列的阳性克隆 

1）将适当体积（一般为 100～200µL）已经转化的感受态细胞转移到含 Amp

（100mg/L）的 LB 固体培养基上，进行 X-gal/IPTG蓝白斑筛选，用无菌玻璃棒

将菌液均匀地涂在平板上。 
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2）将平板置于室温下至液体被吸收。 

3）倒置平皿，于 37℃恒温培养箱中培养过夜，12～16h后可出现菌落。（注

意在含有 Amp 抗生素的平板上培养的菌落不可以超过 20h，原因是时间太长容

易长卫星菌落。 

1.2.12 1.2.12 1.2.12 1.2.12 菌落检测菌落检测菌落检测菌落检测 

用PIMA法[59]
筛选含微卫星的阳性克隆，挑取白色单菌落接种到400µL LB培

养液中,于37℃培养9h, 用菌液做模板, 用primer A及微卫星特异序列primer D 

[VRV(TTC)10]或E [VRV(ATC)10]筛选阳性克隆。20µL反应体系中含有菌液1µL, 

10 nmol L−1 引物各1µL， 2.5 mmol L−1 dNTP 1 µL，10×PCR buffer 2µL，1 U Taq 

DNA 聚合酶(天根生化科技)。PCR程序为94℃预变性2 min; 94℃变性45 s, 58℃

退火45 s, 72℃延伸1 min; 36个循环, 最后72℃延伸10 min，4℃保温

[60]
。 

1.2.13    DNA测序及序列分析 

将检测出来的阳性克隆送到北京华大基因科技股份有限公司进行测序。测序

结果用vecscree软件进行质量控制，针对pMD-18载体类型除质粒碱基。所得到的

去质粒序列用软件BioEdit进行重叠群分析，去除重复的冗余序列，用SSRHunter

对微卫星种类进行统计分析，找出微卫星序列。 

1.2.141.2.141.2.141.2.14    SSRSSRSSRSSR引物设计    

获得的微卫星序列用在线Premier3.0设计引物（http://frodo.wi.mit.edu/）或采

用软件Premier5.0合成引物。引物设计完成后，由北京华大基因科技股份有限公

司合成。本实验设计引物的主要参数设置为：a) 引物长度一般在18～24碱基之

间，避免重复碱基，尤其是G；b) Tm=58～65度；c) GC=30～80%；d) 3'端最后5

个碱基内不能有多于2个的G或C.；e) 正向引物与探针离得越近越好，但不能重

叠；f) PCR扩增产物长度在100～250bp之间；g) 引物的退火温度要高，一般要

在60度左右。 

1.2.151.2.151.2.151.2.15    多态性SSRSSRSSRSSR引物筛选    

1.2.15.11.2.15.11.2.15.11.2.15.1 DNADNADNADNA提取 

亚麻白花、山西大同、NDR714、WINONA SEL、K-1195、BETHVE、S0MME、

WATSON共 8 个国内外亚麻品种材料按 TIANGEN新型 DNA 提取试剂盒说明书操

作，提取 DNA，见第二章 1.1.1。 
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1.2.15.2 1.2.15.2 1.2.15.2 1.2.15.2 SSR    反应体系    

PCR-SSR反应体系中包括含微卫星序列的DNA 溶液1µL, 10nmol L−1
 引物

各1µL, 2.5 mmol L−1 dNTP 2µL,10×PCRbuffer 2.5µL, Taq DNA 聚合酶1U(天根

生化科技)共25µL。PCR程序为94℃预变性4min; 随后36个循环,每个循环94℃变

性45s, 60℃退火45s, 72℃延伸1 min;最后72℃延伸10min。4℃保温。 

2.0%琼脂糖凝胶电泳检测：    

1) 用胶布封好制胶槽的两端，放置水平，插入梳子。 

2) 按所需浓度(2.0%)，称取适量琼脂糖与TAE一起放入三角瓶中，摇匀，

置于微波炉中加热1-3min，至胶体透亮后，移出摇匀。待胶冷却至60℃左右，加

EB至终浓度为0.5µg/mL。 

3) 将凝胶倒入制胶槽中，厚度约3mm左右。室温放置40min左右，到胶表面

泛白，完全凝固后，小心移去梳子和胶布。 

4) 将胶板放入电泳槽中，胶孔朝向负极，加电泳缓冲液(TAE)至刚淹没胶面

约2mm。加入5µLDNA扩增样品和1µL上样缓冲液(溴酚蓝和蔗糖)，混匀后点入

胶孔，标准分子量为稀释的200ngDNA。 

5) 输出电压120V，恒压电泳120min。 

6) 结果记录:电泳完毕后，将凝胶从电泳槽中取出，凝胶成像系统观察拍照。 

8.0%丙稀酰胺凝胶电泳检测：    

1）配制 100µL非变性胶，加入 600µL 过硫酸胺，50µL TEMED，用 45%的

丙烯酰胺混合溶液定容。混匀后用注射器注入竖版电泳槽，聚合 2h，槽内加入

TBE缓冲液。 

2）输出功率 12W，恒功率电泳 4h。 

3）采用银染色法

[58]
。操作步骤：首先，在托盘里加入500mL染色液（0.05% 

AgNO3），把凝胶置于托盘中，轻摇托盘25min。然后将凝胶用蒸馏水洗10s左

右后凝胶转入含显色剂的托盘中（0.01g硼砂；7.5g氢阳化钠；2mL无水甲醛；

500mL蒸馏水）染色10min左右。最后，将凝胶用蒸馏水洗一次，相机拍照、保

存。 
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2    结果分析结果分析结果分析结果分析    

2.1基因组DNA提取 

亚麻幼苗无菌暗培养，25℃恒温，湿度为55°，培养12天左右。提基因组DNA

时，无色素干扰，相对比较纯。如图3-1。 

 图3-1 DNA样品在1%琼脂胶上的结果。 
Fig3-1 DNA samples check on 1% agaronse gel 

 

2.2 酶切、连接结果分析 

选用MseI 限制性内切酶酶切亚麻基因组DNA,获得了较为理想的效果(图

1)。连接人工接头后进行PCR 扩增,产物片段多集中在300～1 500bp范围内(图2), 

满足实验要求。 

 图 3-2限制性内切酶 Mse I 酶切亚麻基因组 DNA 

Fig. 3-2 Flax genomic DNA digestion by restriction endonuclease Mse I 

M: marker (100 bp DNA ladder); 1~2: 酶切产物。 

M: marker (100 bp DNA ladder); 1–2: Mse I digested produ 
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 图 3-3 连接产物 PCR 扩增 

Fig. 3-3 PCR products of ligated DNA 

M: marker (100 bp DNA ladder); 1~2: 扩增产物。 

M: marker (100 bp DNA ladder); 1–2: PCR products. 

在构建基因组文库时，通常要对总的基因组DNA酶切后作选择回收，本实

验用天根生化科技的琼脂糖凝胶回收试剂盒回收大小为300-1500bp的片段。为了

保证酶切高效，采用酶切与连接分步进行的方式。在试验中所用的限制性内切酶

和T4连接酶分别来自不同的公司，采用分步方式收到了较好的效果。 

2.3 磁珠富集微卫星文库 

2.3.1 双链DNA目的片段的检测 

以primer A接头引物对通过带有T4（TTC）10和T5（ATC）10探针的磁珠亲

和捕捉所获得的单链DNA片段为模板进行PCR扩增，获得双链目的片段的1.5%琼脂

糖凝胶电泳检测结果显示：PCR扩增产物在泳道上呈弥散状，其分布范围，主要

在300～750bp左右（图3-4） 

 图3-4 亲和捕捉产物PCR扩增结果 
Fig3-4 Single stranded DNA amplied by primer 
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2.3.22.3.22.3.22.3.2 筛选含微卫星的阳性克隆的结果 

引物primer A和分别与引物primer D PCT-4，引物primer E PCT-5，以菌液为

模板筛选重组克隆（Skinner and Denoya[60]
）。筛选了（TTC）10、（ATC）10 富

集文库中的1979个转化子，得到447个阳性克隆。即有447个克隆产生两条或两条

以上的扩增带。表明可能含微卫星序列，富集效率达到22.5%。用PCR法筛选亚麻

卫星序列的部分克隆的电泳图见3-5（TTC），3-6（ATC）。图中两条带或三条带

的扩增菌落内可能含有微卫星序列。 

 图3-5    引物A 及特异引物D PCR扩增筛选微卫星阳性克隆 
Fig. 3-5 PCR screening of positive microsatellite clones with primer A and specific primer D 

M: marker (2000 bp DNA ladder); 1~15: 有插入片段克隆PCR 扩增。 
M: marker (2000 bp DNA ladder); 1–15: PCR results of clones with insert fragments. 

 

 图3-6    引物A 及特异引物E PCR扩增筛选微卫星阳性克隆 
Fig. 3-6 PCR screening of positive microsatellite clones with primer A and specific primer E 

2.4 亚麻微卫星序列分析 

447个阳性克隆测序共获得274有效序列。经去除载体序列和排除一些相似高

的序列，共获得92可设计引物的微卫星序列。SSRHunter对微卫星种类进行统计

分析，找出微卫星序列。根据Weber

[61]
提出的测序标准为:perfect指没有中 
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表3-2 亚麻微卫星序列特性 
Tab3-2Character of microsatellite sequences in flax 

克隆 

Clone number 
重复序列（5’-3’） 

Repeat sequence 
微卫星序列分类 

Microsatellite type 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 

(CTT)34 
(GAA)11 
(GAA)33( AAG)11 
(GAA)11 
(GAA)10 
(GAA)12 
(GAA)7 
( AAG)10(AGA)9 
(GAA)11 
(GAA)7 
(GAA)10 
(GAA)12(GCA)5 
(AGA)11(GCA)5 
(TCT)12 
(GAA)14 
(GAA)19 
(AGA)8(AAG)22(AAG)12 
(AGA)11(AAG)20(AAG)12 
(TCT)17 
(TCT)10 
(CTT)12 
(AGA)8(AAG)22(AAG)11 
(CTT)8  
(CTT)10 
(AAG)21 
(GAA)8 
(TTC)5 
(GAA)12 
(GAA)6 
(GAT)6(TGA)5 
(AGA)8(AAG)18 
(GAA)11 
(GAA)12 
(GAA)14 
(TCT)11 
(TTC)6(TCT)5 
(AGA)14 
(CTT)12 
(TCT)13 
(AGA)10(AAG)9 
(TCT)14 
(AGA)15 
(TTC)19 
(TGT)6 
(AAG)7 

Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Perfect 
Compound 
Perfect 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Perfect 
Compound 
Perfect 



 30

46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 
77 
78 
79 
80 
81 
82 
83 
84 
85 
86 
87 
88 
89 
90 
91 
92 

(TTC)8 
(TC)17(TCT)7 
(TCT)17 
(TTC)6 
(TTC)22 
(AAG)13 
(AAG)11 
(AGC)5(AGC)5 
(AGA)10 
(TCT)22(TTC)8 
(GAA)11 
(TTC)18 
(GAA)10 
(TCT)7 
(TTC)5(TTC)9 
(GAA)6 
(GAT)5 
(GAT)5 
(CAT)5(TCA)6 
(TGA)5 
(CAT)10(TCA)5 
(GAT)6 
(GAT)7 
(GAT)5 
(CCA)5 
(TCA)5 
(TGA)10 
(GAT)12 
(TGA)12 
(CAT)5(TTG)8(TGA)5 
(TCA)7 
(ACA)6(TCA)5 
(GAA)5 
(CAT)5 
(ATC)5 
(ATG)15 
(ATC)11 
(GAT)5 
(ATG)6 
(CAT)10 
(ATC)6 
(GA)7(GAT)9 
(ATC)5 
(CA)9 
(ATC)5 
(ATG)9 
(ATG)8 

Perfect 
Compound 
Compound 
Perfect 
Perfect 
Perfect 
Perfect 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Perfect 
Compound 
Compound 
Perfect 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Compound 
Perfect 
Compound 
Perfect 
Compound 
Compound 
Compound 
Perfect 
Compound 
Perfect 
Compound 
Perfect 
Compound 
Compound 

 

断的或附近无其他重复序列的重复序列；imperfect指两个或两个以上的同种序列
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被三个碱基以下的非重复序列间隔：compound指一种重复序列与其它种类的重复

序列被三个碱基以下的非重复序列所间隔。将所获得的92个微卫星序列进行归类

（表3-2），其中重复碱基数以双核营酸重复最为常见；复合的微卫星共76个占

了82.6%，完全的16个占了17.4% 。在这些微卫星克隆中，除了TTC、ATC重复

单位外，还观察到了GAA、TCT、GCA、CTT、AC、GAT、CCA等重复单位 

用Chromas软件分析序列中含不同的重复序列所表示不同的峰值。 

 图3-7 微卫星核心序列排列方式:复合型 
Fig. 3-7 Types of repeat motify: Compound 

 图3-8 微卫星核心序列排列方式:完美型 
Fig3-8 Types of repeat motify: Perfect 

造成冗余序列的原因主要有两种可能:一是PCR扩增使许多插入片段相同;二

是可能由于操作过程中人为造成的重复，如接菌时同一个菌接两次。后者可以通

过加强操作的准确性加以避免。Jemej和 Branka

[62]
在构建蛇麻草微卫星文库时发

现，减少PCR的循环次数，可以有效避免产生过多的冗余序列。因此，在建库的
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时候应该减少富集次数或PCR的循环次数，避免片段的大量扩增。本实验得到的

非同源序列的比例较高，是因为对DNA进行了多次富集，在PCR法筛选阳性克隆后，

选择不同富集的不同长度片段送出去测序。对其中的微卫星位点，运用引物设计

原则，除序列因位置原因或序列本身问题无法设计引物，其余的都可以根据微卫

星的侧翼序列用Primer3在线软件设计出引物。 

对相似性序列进行对比分析，相似度可达95%以上。相似序列可能分部于不

同的染色体，对相似多的序列设计引物作为SSR标记，在遗传图谱的构建上可能

影响它的特异性。 

 图3-9 部分高度相似微卫星序列的比对分析 
Fig. 3-9 Comparative analysis of microsatellite sequences with high similarity 

−: 位点缺失; *: 相同;  
−: missing; *: identity; _ 
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2.5 亚麻微卫星特异引物设计 

本实验设计引物要求： 

引物设计主要参数为:引物长度20bp，产物的长度为100-300bp；单个引物少

于3个核苷酸的互补；通过延长Tm低的引物，保证两个引物的Tm相差不超过4℃；

两个引物之间少于连续3个核昔酸的配对，(G十C)%含量近似(45%-55%)。表3-3 表3-3 亚麻微卫星引物 Table3-3 The primer sequence of Flax microsatellites                                                                  
NUMBER SEQUNCE(5’-3’)  

TTC1 L: TCCACTCATTTCCTTCATCTCA R: ATGGGTTCTAATGGGGGATT 
TTC2 

TTC3 

TTC4 

TTC5 

TTC6 

TTC7 

TTC8 

TTC9 

TTC10 

TTC11 

TTC12 

TTC13 

TTC14 

TTC15 

TTC16 

TTC17 

TTC18 

TTC19 

TTC20 

TTC21 

TTC22 

TTC23 

TTC24 

TTC25 

TTC26 

TTC27 

TTC28 

TTC29 

TTC30 

TTC31 

TTC32 

TTC33 

TTC34 

TTC35 

TTC36 

TTC37 

TTC38 

TTC39 

TTC40 

L: TTACGTTCTGCTCCCTGTCC 
L: AGCTGACGCAGGTTAGCTGT 
L:TCGAACAACGAAACACTGATG 
L: AAACTACCGCCGGTGATGAT 
L: GACGGAAGTGGGAGATGAAA 
L: AGCAGAAGAAGATGGCGAAA  
L: TTCACATTGCACATCATCCA 
L: TTATTGGACGCCATTCAAGAG 
L: CAACAGCGGAACTGATGAAA 
L: GCAACAATGGTGTCATTTGG 
L: GACAGTGCGTAGGGGAGAAA 
L: GCTGGACCTTACAAGCCTCA 
L: ATGGCAGTCAGGCAAAGATT 
L: ATGTCCGCCAAACGGTACT 
L: GGAACAAAGGGTAGCCATGA 
L: TGAGTTGGACCTTACAAGACTCA 
L: GTTGGACCTTACAAGACTCACTG 
L: TTGCGTGATTATCTGCTTCG 
L: GCCTAAAGCTGATGCGTTTC 
L: CGAATGACCTGCCTCTAGGA 
L: ACGCCTGAGTTGGACCTTAC 
L: TCCACTCATTTCCTTCATCTCA 
L: TTACGTTCTGCTCCCTGTCC 
L: ATGGCAGGTTCTGCTGTTTC 
L: ATGATGAGCTGGAGGAGGAG 
L: GGGATTGAGAAGAGGGCATA 
L: AAGATGACGTCGGTGGTGAT 
L: GCTTGCGAGAAGAAGGAGAA 
L: GAGGCACAGGGAAACTAACG 
L: GCCTGAGTTGGACCTTACAA 
L: GGGGAGAAATAAATGACAAGG 

L: CAATGCTTGCTGAGAAGGTG 
L: TGGACGACGATGAAGATGAA 
L: TTATTCTTGCCTGCCAATCG 
L: TTCTTCTTAGTCGCCGTCGT 
L: GCTGGACCTTACAAGCCTCA 
L: GTTCCAGCGACAAGGAGAAG 
L: TGAGTCAGCTGGAGTTGCTG 
L: AGAGGCGGAGGGCATTAC 

R: AAGAAAGCTTGGTGGTGGTG 
R: GCATGAAGAACACCAACGAC 
R: GCTCGTGATCTCCTTCATCC 
R: TTATTTCCGGACCCTTTCAA 
R: TTGTCCACCGCTACATTCCT 
R: GTCACTGGGTGTGTGTTTGC 
R: TTCATTCCACACCCAATGTC 
R: TTCTCTGCCAACTGCAACAC 
R: CCCCATTTCTACCATCTCCTT 
R: ATCCCTCCTTCTCCTTCTCC 
R: ATGGCAGTCAGGCAAAGATT 
R: ATGGCAGTCAGGCAAAGATT 
R: GACAGTGCGTAGGGGAGAAA 
R: GCCAAACTGTTCGGTTCAA 
R: CATCCAACAAAGGGTGGTG 
R: TCCCGTAATATTCTATGTTCTTCC 
R: TCCCGTAATATTCTATGTTCTTCC 
R: ATGGCAGGTTCTGCTGTTTC 
R: TGTCAGGCTCCTTCTTTTGC 
R: TAGGAAGCACCACCAGGAAC 
R: TCCCGTAATATTCTATGTTCTTCC 
R: ATGGGTTCTAATGGGGGATT 
R: AAGAAAGCTTGGTGGTGGTG 
R: TTGCGTGATTATCTGCTTCG 
R: CAACTTCCTCATATTCCTCGAC 
R: GTTGGGGTGAAGAGGAACAA 
R: CGGAACCTTCCATTTTCCTC 
R: TCACCAAAGGCATTCACAAA 
R: TCTTGACCATCAGCATCACC 
R: AACAAGCGAGAGCACTCTACA 
R: CTGGCGGCTACTGCTGCT 
R: CCAACAGCAACCCGTAGATT 
R: CCGCCGGGTACACTACTACT 
R: TCCAGCTCTTGCTCGTTCTT 
R: AGGAAGAGTTCTGCGACGAG 
R: TTGGTGGGAGAACAACAAGA 
R: TGGATCACTAACGCTGCAAT 
R: TGCAAAAACCCAAGAAAACC 

R: TTGGAGAGTTGGAATCGAGA 
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TTC41 

TTC42 

TTC43 

TTC44 

TTC45 

TTC46 

TTC47 

TTC48 

TTC49 

TTC50 

TTC51 

TTC52 

TTC53 

TTC54 

TTC55 

TTC56 

TTC57 

TTC58 

TTC59 

TTC60 

TTC61 

ATC1 

ATC2 

ATC3 

ATC4 

ATC5 

ATC6 

ATC7 

ATC8 

ATC9 

ATC10 

ATC11 

ATC12 

ATC13 

ATC14 

ATC15 

ATC16 

ATC17 

ATC18 

ATC19 

ATC20 

ATC21 

ATC22 

ATC23 

ATC24 

TTC25 

ATC26 

ATC27 

ATC28 

ATC29 

ATC30 

ATC31 

L: GCTCCCTTTTATTTACCCAGAAA 
L: TTCAACCAGGCAAATTTCAA 
L: AAGGGTGGTGGTGGGAAC 
L: GATGGGGTTGAAGCCAGTAG 
L: ATTCTTGCTGCCACGTTTCT 
L: GAGAATCGAAGCCAAAACCA 
L: TCCATCTCTGCTGGACTCAA 
L: TTGCGTGATTATCTGCTTCG 
L: TCGGTAATCGAGACTTGGAGA 
L: CATCAGCAGGTTCTCTCTTCA 
L: ATGGCAGGTTCTGCTGTTTC 
L: TTTGGTTGCGTTGGTGATAA 
L: AAAGGGACCACGATGATGAG 
L: TGTATTGGGTGCGATATGGA 

L: TCTACAGAGTTCAATTCCCGTAA 
L: CCTGCAGGAAAAAGTGAAGC 
L: GTTTGAGAAGAGGGCATCCA 
L: GCTGTTAGCACTCAGCAGCA 
L: ACTGCACCTCGTCTTCTGCT 
L: CTGCAAGCTTTCCTGCTTCT 
L: TCACCGGAGTTTTGATGATG 
L: GGGCAGTGATTGATTGGTTT 
L: GCCATGGTGATTGAAAGGAG 
L: TCTTGACCATCAGCATCACC 
L: TGCTAAGGATGATGGCTTCC 
L: CTTGCGGTTACCACTCGTTT 
L: CTAGAGTGCTCGCCATGGTT 
L: AAAGCTCAACGATGACTCGAA 

L: GCGGTACTTGTGAGCAGGAG 
L: GCGGTGGAGGAGATAGGATA 
L: CCAGATTCTCTGCAGCATCC 
L: TTTGGGCAGTGATTGATTGA 
L: TTCATGATCTCACCTAACCTGA 
L: ACGCGTAAACTTTCCGTTTC 
L: CCAAATCAGAATGTGCGTGT 
L: TTATTGGTTCAGTGCCAACG 
L: CCTCCTGCTCCACATTTCAT 
L: GGAAGAATTGGAAGAGGAAGG 
L: ACCTCTTCGGGTCTCTCGTT 
L: CTCACTGTCATCCCCTCCAG 
L: GATGAAGTTCGTGGGAGGAG 
L: CCAGCTTCTTCCCACATCTT 
L: TAAACCAATTCTGGAACTCAACT 
L: TATTTGCTGCGGAGTCAGTG 
L: AGTACCCAACGCCCAGATTT 
L: TACCCTCTCCGCTAGGGTTT 
L: AGAAAGCTATGTGCGGTGGT 
L: TCCTCAAGAGGCTAATGCAA 
L: ACAATGGGAGTGCCAACAAT 
L: CGTCAGGACGAGCACTCAG 
L: GATCTTGTTGCCTGGGAAAG 
L: CTTTGTGGCCTTCACCAGTT 

R: GCAGTCTCGAGTGCTGAGTG 
R: CAAGAAGAGGCCCAGAATTG 
R: GTTGGGGTGAAGAGGAACAA 
R: CCCACCCCATCTATCATTTG 
R: GAGGGACCCGCTCTTCTTC 
R: CGCAGAGGAGAGAAGAGGAA 
R: GGAGGAGAAAGAGGGAATGG 
R: ATGGCAGGTTCTGCTGTTTC 
R: GCGCGTAGGAGAAGAAGAGA 
R: GCTTTACTGCTTTACACGACACA 
R: TTGCGTGATTATCTGCTTCG 
R: CACCCCCTTATCGCTCTGTA 
R: TCCATATCGCACCCAATACA 
R: ACGTCCCCCATTGAATCAT 

R: GTTGGACCTTACAAGACTCACTG 
R: CTGCAAACAGCACAACTTCC 
R: GTTGGGGTGAAGAGGAACAA 
R: CACGTTGACCAACAAAACCA 
R: CGGTGATGATCTAGCTGCTG 
R: CATCGACTACATCCATCACACC 
R: AGAGCAGCGGCAGTAGTAGC 
R: GGCGGCAATTGCTACATT 
R: TTATTGGTTCAATGCCAACG 
R: GAGGCACAGGGAAACTAACG 
R: CAGCATTGCTTCAAGGACAC 
R: GACGATGAGGATGACGGTCT 
R: CGAGCCCATCATTATCATCC 
R: AGCATTCCCAACAGATCCAA 

R: TATGCTCCCCATCAACATCA 
R: GGTATCCATTGAAGGATGAAGC 
R: CTTTTCATGCGACCTGGAGT 
R: GGCGGCAATTGCTACATT 
R: TCTTTGTTTGGTGCCAAAGTT 
R: ATAATGTCGGCTGCTTCTGC 
R: TTCTCCATCATCTCACATCCA 
R: TTGAAAGGAGGATGGGGAAT 
R: TGAAGGACGAAGGAGATTCG 
R: CCTTCTCCCATGATCAAACAA 
R: AAGGACTGGGAGCAAAGTGA 
R: GGACAGAAAGGGGAAAGGAA 
R: CCACATGAACCGCTGTAGAA 
R: AACAACGCAAAAGCATAGGG 

R: CACTGACTCCGCAGCAAATA 
R: TCCACCTCCGACAATTCTTC 
R: AACAGCAGTCCTGGCAGTCT 
R: TGTGTTGATGGTGCAGATGA 
R: CCGAAATCTCACTCCCTTCA 
R: TCCTGAAATCGTGGCCTATC 
R: CAATGCTTACCTCCTCTCTCG 
R: TTGATTCCATGGGAAGAAGG 
R: TTCGTTTGCAATACGTCAGC 
R: TTCATGGACAAGCTCCCTCT 
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2.6 2.6 2.6 2.6 SSRSSRSSRSSR多态性分析 

2.2.2.2.6.1 6.1 6.1 6.1 SSRSSRSSRSSR----PCRPCRPCRPCR体系的优化 

实验主要从退火温度、退火时间、延伸时间、反应时间、反应体系进行优化。 

1)退火温度:常规PCR一般只由一个退火温度，而TD-PCR则含有几个相近的

退火温度，因此在多种退火温度下对各对引物并非总是得到最有效的特异性扩

增。为了使每对引物得到最有效扩增和节约实验成本，建立的体系中只选用那些

退火温度相近的引物送行组合，这样可以使每个位点都能进行特异性扩增，而且

可以减少非特异性扩增。 

2)退火时间和延伸时间:用15、30、45、60s做了对比实验，经过反复调整，

最后将位点循环时的退火时间确定为45s。由于TaqDNA聚合酶具有不依赖模板的

延伸酶活性。TaqDNA聚合酶倾向于将一个A残基加到DNA模板的3’端，将循环外

延时间延长，可以使扩增产物加尾整齐，以防止加尾不齐造成的多态假象。经过

实验，发现延伸时间为10min最佳。 

3)反应体积:考虑到PCR反应时挥发一些液体，和足够两次电泳的量采取

25µL体系。 

2.6.2    亚麻SSR引物扩增多态性分析 
利用磁珠富集法开发92对引物进一步对白花、山西大同、NDR714、WINONA 

SEL、K-1195、BETHVE、S0MME、WATSON共8个国内外亚麻品种材料（依次

以数字1到8表示）。对亚麻品种进行SSR扩增,其中90对引物均能扩增出条带，35

对引物扩增具有多态性。 

2.6.2.1 亚麻亚麻亚麻亚麻SSR引物扩增多态性的琼脂糖电泳结果引物扩增多态性的琼脂糖电泳结果引物扩增多态性的琼脂糖电泳结果引物扩增多态性的琼脂糖电泳结果 

SSR引物扩增产物先进行琼脂糖电泳分析结果：2.0%琼脂糖凝胶电泳分析。 

    图3-10 TTC2为引物的8个亚麻品种SSR扩增琼脂糖凝胶电泳图 

Fig.3-10 Agarose gel electrophoresis of the SSR amplification of 8 flax varieties using primer CTT2 
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 图3-11 ATC14为引物的8个亚麻品种SSR扩增琼脂糖凝胶电泳图 
Fig3-11 Agarose gel electrophoresis of the SSR amplification of 8 flax varieties using primer ATC14 

琼脂糖电泳结果表明，电泳图虽然没有丙烯酰胺电泳清晰，但一般只产生一

条主带，无其它杂带干扰，较容易判断。同时根据琼脂糖电泳可以判断是否能够

扩增出产物，琼脂糖电泳时间短，操作简单，为丙烯酰胺电泳做前期准备。图3-10

说明：引物CTT2在琼脂糖电泳中可以看出具有多态性，品种4号WINONA SEL

比其它品种的条带靠前，扩增片段略小。从图3-11中分析，扩增条带较弱，不利

于观察分析是否具有多态性。因此，需要进一步琼脂糖电泳分析。 

2.6.2.2 亚麻SSR引物扩增多态性的丙烯酰胺凝胶电泳分析 

用聚丙烯酰胺凝胶电泳对用磁珠富集发开发的亚麻微卫星引物进行检测。其

初步筛选结果为：设计的92对引物中（表3-3），90对在合适的反应体系中可以扩

增出目的条带（除CTT3和CTT13没有扩增出产物）。其中35对引物并在8个亚麻

品种模板中表现多态性。如以下图能体现出引物的多态性。 

从微卫星位点组成看，重复次数越高的位点多态性越好。但和微卫星的种类

并无多大的联系。实验中设计出来的引物与其它类型微卫星设计出来的引物效果

相似。多态性和种间通用性与所检测的核苷酸种类之间没有直接联系。 

 图3-12 引物TTC2的8个亚麻品种SSR扩增非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结果 
Fig. 3-12 Primer TTC2 SSR amplification results of 8 flax varieties separated by non-denaturing polyacrylamide 

gel 
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 图3-13 引物ATC14的8个亚麻品种SSR扩增非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结果 
Fig. 3-13 Primer ATC14 SSR amplification results of 8 flax varieties separated by non-denaturing polyacrylamide 

gel 

非变性聚丙烯酰胺电泳图说明，SSR-PCR扩增电泳结果的条带范围与引物设

计时片段大小一致，根据引物设计TTC2所扩增片段大小为145bp。同时由图3-10

分析，聚丙烯酰胺电泳证实了琼脂糖电泳品种4号WINONA SEL在利用引物TTC2

进行SSR-PCR扩增结果比其它品种序列片段小，容易观察具有差异性。图3-13分

析，在聚丙烯酰胺图中能清晰分辨出引物ATC14扩增结果，2号和3号品种与其它

6个品种扩增条带不一致，较小。而在琼脂糖电泳时，1号和5号品种不能确实得

出是否扩增出产物。 

92对引物进一步对白花、山西大同、NDR714、WINONA SEL、K-1195、

BETHVE、S0MME、WATSON共8个国内外亚麻品种材料进行筛选。对亚麻品种

进行SSR扩增,其中90对引物能扩增出条带，35对引物扩增具有多态性标记。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 38

表3-4 35对多态性丰富的有效SSR引物 
Table3-4 35 pairs of primers had effective polymorphisms 

 

NUMBER Tm Predicted Amplicon 
Length (bp) 

TTC1 
TTC2 
TTC4 
TTC5  
TTC7 
TTC10 
TTC16 
TTC17  
TTC19 
TTC20  
TTC27 
TTC28 
TTC29 
TTC37 
TTC40  
TTC41 
TTC42 
TTC43  
TTC44 
TTC46 
TTC50 
TTC55 
TTC56  
TTC57  
TTC61 
ATC1 
ATC3 
ATC12 
ATC13 
ATC14 
ATC17 
ATC19 
ATC20 
ATC24 
ATC30 

60 
59 
60 
58 
60 
60 
60 
59 
59 
61 
60 
61 
60 
60 
60 
61 
60 
61 
60 
60 
59 
58 
60 
60 
60 
60 
60 
59 
60 
60 
60 
61 
60 
61 
60 

179 
145 
162 
148 
142 
137 
146 
198 
132 
150 
127 
111 
141 
150 
142 
147 
123 
147 
138 
133 
150 
180 
135 
167 
103 
118 
168 
112 
147 
168 
128 
130 
130 
125 
104 

 

 



 39

3    讨论讨论讨论讨论    

Squirrell等在Molecular Ecology发表文章对1997年到2003年开发微卫星标记

的情况作了统计，开发多态性微卫星标记比例最高的是手参 (Gymnadenia 

conopsea)，在检测的12对引物中有58.3%是多态性引物，在所有开发微卫星标记

的研究中，平均有24.1%的引物是多态性的引物，但17.7%的引物无多态性带，

1.9-5%引物根本无法扩增

[63]
。所以必须对所设计的引物通过优化反应条件，充分

挖掘多态性微卫星标记。 

Don等提出了降落(touchdown，TD)PCR技术

[64]
，通常TD-PCR从理论或估计

的退火温度10℃以上开始每进行一轮PCR循环后，退火温度降低1℃，直到达到

复性温度，然后将退火温度固定在60℃进行30个循环反应。本实验对其进行了优

化:第一步确定单个PCR的条件。首先利用Eppendorf梯度PCR仪对每对引物设置

不同的退火温度，然后选择有特异性产物的条件，如果出现几个条件都产生特异

性条带则选择温度较高的条件，因为温度高，可以减少非特异性扩增。对于出现

非特异性产物的引物，仍选用这6个不同的退火温度，将退火时间与延伸时间均

缩短，选择有特异性产物出现的条件，如果在该条件下仍出现非特异性产物，则

说明该引物特异性可能较差。确定单个PCR反应条件后，即可选择条件相同的引

物在一起进行PCR扩增。 

PCR扩增产物的结果显示时，会出现其它杂带，可能Mg2+ 过高、酶效果差、

酶量过多、退火温度较低等对扩增产物产生影响。通过优化，本实验PCR扩增结

果较理想，电泳主带范围为设计的目的带。本实验筛选出90对引物，35对引物具

有多态性，主带明显，其中标记更适于做遗传标记

[65]
。但邓玉营等发现，重复次

数少的微卫星也能设计引物有效扩增，多态性表现较高

[66]
。本实验选择三碱基重

复的微卫星，3个碱基重复次数5以上都可以设计引物，但发现3个碱基重复次数

在10以上，扩增的多态性较高。 

Miboume等在马铃薯中研究发现，选用核心序列排列方式为完全型的微卫星

是获得多态性微卫星标记的最佳选择

[67]
。但本实验发现选取复合型和不完全性微

卫星进行了扩增，结果说明，序列中碱基重复次数高的多态性较好。 

影响微卫星筛选还有几方面，如丙烯酰胺电泳，银染过程，点样量的多少等。

非变性聚丙烯酰胺凝胶制备过程混合充分，配制胶要干净过滤除杂质，10%过流
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酸铵4℃保存，10天左右换液。在制较过程要操作柔和，避免出现气泡，气泡致

使条带变形。染色过程中，把握AgNO3加的量及染色时间不能过长，银颗粒需要

溶解完全，不能有颗粒在胶中，造成背景杂乱影响结果。加入甲醛，NaOH，硼

砂显色时，注意反应时间，不能过长造成胶面太黑影响照相结果。点样量尽量少，

2µL左右，点样过多产生的杂带太明显，影响观察主带。 
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第四章 总结 

1.亚麻品种种质遗传多样性的RAPD分析 

对600多条随机引物进行筛选出28个扩增稳定性较好的引物,对18份来自不

同国家和地区的亚麻资源遗传多态性进行RAPD分析。结果表明：共扩增出条带

529，其中多态性条带201，总的多态性百分率(PPB)为38.0%。用NTSYSpc（2.10）

软件进行UPGMA聚类分析,18个亚麻品种遗传距离为0.0469～0.1332之间，可分3

大类，其中红木5号与匈牙利5号亲缘关系最近，ABYSSINIA（BROWN）和匈牙

利5号遗传距离相差最显著，达到0.1332。本实验结论有利于亚麻新品种选育策略

的制定。在实际运用中可以根据聚类分析的结果指导亲本杂交，选择遗传距离较

远的材料，增强后代的遗传变异，选育出杂种优势强，综合性状好，适合我国气

候条件的优良亚麻品种。 

2.运用磁珠富集发开发亚麻微卫星标记 

利用磁珠富集法筛选亚麻微卫星分子标记，应用 DynaI 磁珠-生物素标记

的（TTC）10和（ATC）10与亚麻基因组DNA酶切片段杂交，捕获300～1500bp

含有微卫星序列的DNA片段，连接到PMD18-T载体中，构建富集微卫星的小片

段插入文库。利用接头引物和根据微卫星核心序列设计的引物VRV（TTC）10和
VRV（ATC）10使用PCR直接对文库筛选。目前从1979个转化子，得到447个阳

性克隆。用特异引物对这些阳性克隆进行检测筛选含有微卫星序列的克隆后对

447个阳性克隆进行了测序，测序结果证实其中的274个含有微卫星序列。微卫星

序列的富集效率为22.6%，PCR扩增筛选效率97.8%。共设计92对SSR引物，对白

花、山西大同、NDR714、WINONA SEL、K-1195、BETHVE、S0MME、WATSON

共8个国内外亚麻品种材料，进行SSR引物筛选。90对引物扩增出产物，获得了

35对多态性丰富的有效引物。 

3.今后的研究设想 

1）进一步筛选获得微卫星标记，或构建其它三碱基或四碱基磁珠文库。 

2），已获得的亚麻SSR序列的基础上，通过引物扩增，利用PCR方法鉴定

多态性分子标记，并利用F2分离群体定位获得的SSR标记,构建亚麻遗传连锁

图谱。 
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附录 A、缩写词 

缩写词(Abbreviation) 缩写词 英文名 中文名 

EB Ethidium Bromide 溴化乙锭 

EDTA Disodium ethylenediamine tetraacete 乙二胺四乙酸钠盐 

mRNA Messenger RNA 信使 RNA 

Tris hydroxymethyl aminonethane 三羟甲基氨基甲烷 

rpm revolutions per minute 转每分钟 

Amp Ampicillin Sodium salt 氨苄青霉素 

µg microgram 微克 

µ1 microlitre 微升 

OD Optical Density 光密度 

LB Luria-Bertani Medium 细菌培养基 

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

dNTP Deoxyribonucleotide triphosphates 脱氧腺苷三磷酸 

X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D- 

galactopyranoside 

5-溴-4-氯-3-异丙基-β-D-半乳糖苷 

IPTG Isopropyl β-D-Thiogalaclactopyranoside 

异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 

SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 

ml millilitre 毫升 

mmol millimole 毫摩尔 

hr hour 小时 

NCBI National Center for Biotechnology 美国国家信息中心 

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 四甲基二乙胺 

ddH20 Double Distilled Water 双重蒸馏水 
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附录 B、本研究获得的亚麻微卫星序列 

>D1 

AGAAACGCAACATAAACTTCTAATATAATTCCTCATTAGAATCATCCCTCA TTTCATAATC

ATTCATCTCCTTCCACTAAAAAACTCAACTCGC[CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC

TTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC

TTCTTCTTCTTCTTCTTCTT]CGGTTCAGAGAGGAATACAATGGTGTCTACTAGGGCTT

TCAAGATCACGAGCAGCAATACAGCAATATTGCCTCTAGTACCATTGCTGCTGCTGACC

ATTTGGATAGCTGGTAGCTTCCAAACAGCCTCAGCAGCTTGGCTCCGAGCCCATGCAA

CCTTCTACGGTGGAAGCGACGCTTTCGACACTATGGGTATGTACACATCTATAT 

>D7 

AACAGAAAGGGATAGCCGTTCAACAAGAATTGACCATTTTTCGCCTCAATAAACAACA

GCGGAACTGATGAAACTACCGCCGGTGATGATGGTGGCGTCGGTGGGGGCGGCGGCG

GAAATGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGCAGGAGGTAAGAATG

AAGGAGATGGTAGAAATGAGGTTATGGTGATATTGAAAGGGTCCGGAAATAAGTCATA

ACTAACGGCGGTATTGACGTTGCAAATCAAGAGAAGAAGAAGGAGAAGGGTAACAT 

>D26 

AACAGAAAGGGATAGCCGTTCAACAAGAATTGACCATTTTTCGCCTCAATAAACAACA

GCGGAACTGATGAAACTACCGCCGGTGATGATGGTGGCGTCGGTGGGGGCGGCGGCG

GAAAT[ GAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAA]GCGGGAGGTAAGAATGAAG

GAGATGGTAGAAATGAGGTTATGGTGATATTGAAAGGGTCCGGAAATAAGTCATAACTA

ACGGCGGTATTGACGTTGCAAATCAAGAGAAGAAGAAGGAGAAGGGTAACAT 

>D42 

ATGCAGGTATCGTGCGGCGGGACGCACTCAGTGGCACTGACAAAAGACGGCAGGGTA

TTCTCGTTCGGTAGAGGGGACCATGGTAGATTAGGAAACGGGAGGAAGGCGACTACA

GGGCAGCCAATGAAAGTACCAATCATTAGAGCAGAAGAAGATGGCGAAAATGAG[GA

AGAAGAAGAAGAAGAAGAA]GAGTGGAGGGCGAAGCTTGTTGCGTGTGGGGGAAGA

CACACATTGGCAGTCGTAGAGTGGGAAGAAGAAGAGCAGCAAACACACACCCAGTG

ACT 

>D94 
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AACAGAAAGGGATAGCCGTTCAACAAGAATTGACCATTTTTCGCCTCAATAAACAACA

GCGGAACTGATGAAACTACCGCCGGTGATGATGGTGGCGTCGGTGGGGGCGGCGGCG

GAAATGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGGAGAAGAAGAAGCAGGAGGTAAGAATGA

AGGAGATGGTAGAAATGGGGTTATGGTGATATTGAAAGGGTCCGGAAATAAGTCATAA

CTAACGGCGGTATTGACGTTGCAAATCAAGAGAAGAAGAAGGAGAAGGGTAACGT 

>D148 

AGAGTGGCAACCTACAAAAAGAAAATAACTTGTGATTTTTTTTGTAGTAGTAATAAGAA

GGAGCCAAGTTGGGGTGAAGAGGAACAAAGGGTAGCCATGAG[GAAGAAGAAGAAG

AAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAAGAAGAAGA

AGAA]AGTGTACATGTGCGAGCATGTGCGTTCCGTTCCCACCACCACCCTTTGTTGGAT

GCCCTCCTCTCAAACCCAACGGCACTACCTTTCTCCTCCGCCACCACCACCCTCCAAT 

>D191 

AGATAGATTCGTCCTCTCCATGAAGCATCTATCTCTAAGGATACAATGATAGGAACAGC

ACGTCGTGCTGCCAAACTCAAATTACGCCTGAGTTGGACCTTACAAGACTCACTGAGA

AGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAAAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAG

AAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAAAAGAAGAAGAAGAA

GAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGATAGAGACCAAGACTTGGGAAGAACATAG AATATT

ACGGGAATTGAACTCTGTAGAGTGCTCTCGCTTGTTGTCCTTCCACAAAATGAAAACT

ACCACAATATATAGAGACTATAGAGAAACAGACAACCTATT 

>D200 

AGATAGATTCGTCCTCTCCATGAAGCATCTATCTCTAAGGATACAATGATAGGAACAGC

ACGTCGTGCTGCCAAACTCAAATTACGCCTGAGTTGGACCTTACAAGACTCACTGAGA

AGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAAAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAG

AAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAGGAAGAAGAAA AAGAAGAAGAA

GAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGATAGAGACCAAGACTTGGGAAGAACATAGA

ATATTACGGGAATTGAACTCTGTAGAGTGCTCTCGCTTGTTGTCCTTCCACTAAATGAA

AACTACCACAATATATAGAGACTATAGAGAAACAGACAACCTATT 
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>D269 

AGTGCCCAAAACCGAATCGAGTCCAAAATACTCAATAACCACGTCAACATCCTTTTGT

GTCCAACTCTTAGCACCATGTTCACATAACTCTGCAACCATTAGGATCCTCTTGACTCCT

GTAGTCATCAGTCCAAATGTGACGTGGGGGAATATAGCAATATGCACCATCGCGGCTAT

CCAAACAAGGCACTGCGTGCACATTTGCGTGATTATCTGCTTCGTCATGAACGACATCG

TTGTGTTTC[TCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCT

TCT]TTGATCTCTTTGCTAACGAAACAGCAGAACCTGCCAT 

>D1-10 

ATTGGAGGGTGGTGGCGGAGAAAGGCAGTGCCGTTGGGATTGAGAAGAGGGCATACA

ACAAAGGGAGGTGGTGGGAACGGAACGCACATGCTTGCACATGTAAATTTCTTCTTCT

TCTTCCTCTTCTTCTTCTTCATAGCCTTTGTTCCTCTTCACCCCAACTTGCCTTCTTCTTA

TTACTACAAAAATAACTAGTTATTTTTCTCTGGCATGCGGTCCCGTTTTGTACGTTACCA

CTCTTTGCTTTTCTTTGGAGTATTATATAGTACTACTCCTATTCAAAGCTCTTCCATTATAT

GTATATATGGACCCTCTAGCTTACCTAGCTAGCTTTCCTCTCTATTTGGCCTT 

>D1-16 

AAAGCCTAATCAAAGACTTGAAGAGTAGCAAAAAGATGACGTCGGTGGTGATGAAATA

TGAAGGAAGCAGACGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAA GGTTC

CTGGTGTTGTGAGGAAAATGGAAGGTTCCGCCGGAGATGGTGTGAAAGGTGTGGCGG

CGTTGGTGGTGACGTCAGTGAGCTAGTGAATAATAATAATTGGGGGCGGCCAGTTGTG

ACTATTTTATTGGCCAACGGTATTCGTTCTGATTGAGAAAGTTCAAAATGGGGGTGGGA

GAGTGTTGAGATAGAAACAAAAGGTAGAAATGTGGCGCTTGTGTGTCGAGAGATAATC

ATGCATGATGCTGAATGGGACAACTATGGCGGACTAAAGTAATTATAAAGTCCTATACGT

ACAACGGAGAT 

>D1-17 

AGGGCATTGCAAATGCAGTTGGCGGCCTCAGTAGCATCGGTGACTGTAGCAAACACCA

TGCAGCATGCACCGCTTAGCGGTAGTTGACTGCAAGCACGTAGATCTGGGCGGGTCGG

TGCCGGTGTCGTCGTCGCAGTCTGAGCCGAGGCTTGCGAGAAGAAGGAGAAGATGAG

AAGATTGAGGGAGAGGAAGAGAGCAATGAGGGTCTTGGAG[GAAGAAGAAGAAGAA

GAA]GCCATTTTTATGGATGATGATGAGTTGATGAAAGATATTTGTGAATGCCTTTGGTG
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AGTGGGTTTAGGAGAAAGTGGAAGTGTCTTTTTATAGGCCAAAACAAAGTAAGTATT 
>D1-36 

AGATAGATTCGTCCTCTCCACGAAGCGTCTACCTCCCAGGATACAACGACAGGAACAA

CACGTCGTGCTGCCGAACTCGAATTACGCCTGAGCTGGACCTTACAAGCCTCACTGAT

C[AGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGA] TGGAGACTAGG

ACTTGAGAAGAACAGAGAATAGTAGGGAATTGGATTCTATAGAGTGCTCTCTCTTGTTG

TTCTCCCACCAAATGAAAACTACCACGATATATAGAGGCGATAGAGTGGCAGACAACCT

ATT 

>D1-48 

AATGTGAAATATAAATATCGCAGCCCCTCCCCTTATCCACATAATCGCAATTCTGGGTAC

AACCAGAAACAGAAACAGAGGCGGAGGGCATTACGAAGG[AGAAGAAGAAGAAGAA

GAAGAAGAAGAAGA ACAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAG] AGGAAGAGGAA

GAAGATTTCAGTTTCCAATCGTCTCTAAGTCTCGATTCCAACTCTCCAATCTCAATCTCA

ATCTCCAACTCCAATCCAGGTATTTGAATGATTTAGAATTTGTTAGAAATTTGAATTTTAT

ACCCAATAGTTTCATGATTGTGCTTCAAATGCATATTTTCGAGTTGTTTAGTGACTTAGT

AATTGTTATTGT 

>D1-49 

ATTTCTCAGCTCCCTTTTATTTACCCAGAAATA[TCTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC

TTCTTCTTCTTCTTCT]GCTTCGGTGTCCTTCCCAAGACTTTTCAGCAGTTGGCAGCATT

GCGTGAATGACACTCAGCACTCGAGACTGCTTAGTACCTGCTGGCGTGCTTGTGTTCC

CCAGCAGCAATCAGGATCATTTCCTGACTCACCAGGTAATCTCGATACGTTCTTGTGTAT

ACTTTTTCTCTAAGTTATATTCCATTCTTGTGTTGTGAGTTTTCAATTTCAATATGGTGGC

TTGAGTGGTCAAGGGTTGTGAAATTGTTGTATGATCAAGTTAGTTCATGTTGTATGATG

AACATAGTTTTTCTCTAATCAGCTCTGCTTGT 

>D1-52 

ATAATAAATCTGTTCAAAAATACTTCAACCAGGCAAATTTCAAATCAAATG GTAGC[AG

AAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGA] ATCCTTACATCC

ATATACTTCTGAACAATTCTGGGCCTCTTCTTGGGTCTCCTGGGGGGTCTCATCCTAGTA

ATCTCCATAAAATCTTCTTCAATCTCATCCCTGGTCAGCGGAACACACAGCTTCATGTT
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GTTGACTTTTCCATTCATCGATAGCGGCGGCGGAGACTCCAAACACTGCCTCTTCGCCG

CCGGAGAAGACTCAATCTCCCAATACGCTCCTCCTCCTCTCTTACCCGAA 

>D1-54 

ATTGGAGGGTGGTGGTGGCGGAGGAGAAAGGTAGTGCCGTTGGGTTTGAGAAGAGGG

CATCCAACAAAGGGTGGTGGTGGGAACGGAACGCACATGCTCGCACATGTACACT[TT

CTTCTTCTTCTTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC

TTCTTC]ATGGCTACCCTTTGTTCCTCTTCACCCCAACTTGGCTCCTTCTTATTACTACTA

CAAAAAAAATCACAAGTTATTTTCTTTTTGTAGGTTGCCGCTCT 

>D1-58 

AAGTCATTATAAAACTAAATCCTCAAAATATGGATTTGAAGTATAATAACT ACATATACGT

ACGTAGTACTGAGCAGAAGAGAGGATGGGGTTGAAGCCAGTAGGGATAATGTTGTTGT

TGTTGTTGTTTCACATTGGAAACCCAAATATTCGTCTGGTAGCGCCATTCTTGCTGCCAC

GTTTCTGGTCAGTGAGTCAGCCGCAAATGATAGATGGGGTGGGGGCCAAACCAA[AAG

AAGAAGAAGAAGAAGAAG] ACGAAGAAGAGCGGGTCCCTCCACCGACCACCCACTAA

TAAACATTATAACGCTTTCATTATTAGAATAAAT 

>D1-60 

ATGTCAGTGGGGCCTCAGAACCCAACACGATATCGAGCCCAAAAATGATGGACAAGTT

GAAAAAAACTGGAAAGAGAATCGAAGCCAAAACCAACCCAAAAACTCGATT ATTCTC

TCTCTATCCGTATTCTTCCGTCTCTTCGTCCTCT[TTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC]TGT

TTTCTTCGTCTTCCTCTTCTCTCCTCTGCGAATCAGGCGCCCGCAGACGTAACTTGCCC

TTCTCCCCACACCAATCCCCGAAACCCTAGGAACCCAAAATTCTTGCCTCGTATTTCCC

TTTCTCGAATGAAATCCCGATTCCTCCTCACTTGATTTCTCCCCAGATTTCAGTGACTAC

TAGGGTTTCCCCCACCTCCCGATTTGAATTCACCTGTCTATCTCGATCTGT 

>D1-81 

ATTATAAGGTAAGTATCTAAAGGTTGGCGATGACATCTCGAAAGCTCTCTGTTTTTGTTC

TCTGGAGCATCAGCAGGTTCTCTCTTCATGACATGTAACTTGTAATA[TTCTTCTTCTTCT

TCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC]GTCTTCTTC

TCTGTTTCTATTTGTGTCGTGTAAAGCAGTAAAGCCCTCCTGCCTGAAATCAAAATGGC

AATACCTTGGACCCGAGTTGTGTCCATCAACCAGCAGCTAAATGCCAAGCCGACAGAT
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GAATCAAAATCAGCAAACAAACTGCTTTATTTCGTCATACTCTGAT 

>D1-131 

AATAGGTTGTCTGTTTCTCTATAGTCTCTATATATTGTGGTAGTTTTCATTTTGTGGAAGG

ACAACAAGCGAGAGCACTCTACAGAGTTCAATTCCCGTAATATTCTATGTTCTTCCCAA

GTCTTGGTCTCTA[TCTTCCTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCT

TCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTTTTTTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC]TCAGTGAG

TCTTGTAAGGTCCAACTCAGGCGTAATTTGAGTTTGGCAGCACGACGTGCTGTTCCTAT

CATTGTATCCTTAGAGATAGATGCTTCATGGAGAGGACGAATCTATCT 

>D1-137 

ACAAAGAAGAAGAAGAGGTAACCCATTTGAGTACTGAAGTCGAAGGTAAAG AGCAAA

TGGAAGGCTCCTCCAGCGCTAGTTCAGATGACAAAGAAGTCAACTTTTCTTCTCAAAG

AAGATCACAGTCAGACGTTGGAATGATAGCAGCTAGTACTTGGAGGAGTCCGTCGAGT

GTAGGAGGATGACACTGGCCTGCACGCTGTTTGAGGAGAGATAATAATAATAGTGATG

AAGGTATGCTTTGGGAGACATATGATATGAGGAGACAGAGTCCTCTGCTGCTGCAGATA

AAGTGAAGGCTTATAAGACGGCATATAGCAAGTCCTGCAGGAAAAAGTGAAGCAACA

GGATCGTCTTATGTTGACGATGATGATGAT[GAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAA

GAAGAA] GATATGGGGAATGATCATCATCACGGTGGGAAGTTGTGCTGTTTGCAGGCTC

TACATAT 

>D1-138 

ATTGGAGGGTGGTGGTGGCGGAGGCCATAGGTAGTGCCGTTGGGTTTGAGAAGAGGG

CATCCAACACAGGGTGGTGGTGGGAACGGAACGCACATGCTCGCACATGTACACT[TT

CTTCTTCTTCTTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC

TTC]ATGGCTACCCTTTGTTCCTCTTCACCCCAACTTGGCTCCTTCTTATTACTACTACAA

AAAAAATCACAAGTTATTTTCTTTTTGTAGGTTGCCACTCT 

>D2-18 

ATAGAAGCGGCAACATCGTAATGTAATCAGAGATCGAAAAATTGCTGAATT GTCGAATT

GAAGTGGGAAGAAGAATAAATTGAGGTGACCCACGTGGAGCACCCATATTTTGATTTG

GGACGAGCACCGGCGGTGGCGCTCGAGGAGCGGGAAGTGGAATGGATTGATCTTCAC

CGGAGTTTTGATGATGACGG[GAAGAAGAAGAAGAAGAA] GATTTGCTTCTACGATGAT
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GGCGATGCCTTCAATGCTTTCGGCTACTACTGCCGCTGCTCTTCTTGTCTTTGGACGAG

GACAAAATCAATTCATCTCGTTCTCGGATGATTCGGTTTCACTATAATCAATTGAACGTT

TCCGCATCGCCCTACGGAAGCTCCCACCTACGGTGACGATCTCCGCCTTGCTGAAGCTC

TTCCTCAACTTTGTCACCACTGCGAACTACTGTCAGCTTGCTCTCTTTCAAGTCAACCG

CAATCGAGCCCACCCCTGCAGTATCGATTGATGGT 

>E2 

AGGAGCCATTTCAAGCACTGTGGCCACTTTAGGGGGAAGTGCAATTGTGGGACGAGCT

TCTCCAGGAAGGACAAGCTGTTTGGGCACATGGCATTGTTCGAAGGTCACATGCCGGC

TGCTGGGGAGGAAGAGGATGTAGGAGAAGAGGTGAAGATGATGGTGCAGCAGGAGG

AGGATGATGGGAATGGAGAGGGGTTGTTGTTTGATGATGGATTTGGTTCCATGGAGGAT

GTGTTGGAGTATCCTGATTGGCAAAGGGAGATGTCACTGTTTTGTGGGTTTGGGCAGT

GATTGATTGGTTTATGCTGATTCTCACCATTCCAGGTACTTACACAGTTCTAAATCATTCT

GCTTGATCTTGATAAC[GATGATGATGATGAT]AAATGTAGCAATTGCCGCCTTCATGGTT

AACGAGTGTACGAAT 

>E8 

ATTCCCTGTATTTGTTCTGTTTCATCCATCCAAAGTACTCGAACCTGATCTGGATGAAGT

GCTTCCTTTTTGCGGTTACCACTCGTTTTCTTCTTGTCACCATGTTCATTCGCATTGGTA

CATCCGTCAACATCATCTTGACCATCAGCATCACCGCCACCCCCATCGC[CATCATCATC

ATCATCAAGACCATCATCCTCATCATCTTCATCATCATCATCATCA]TCTGTAATGCTACTA

TCTGAATCAGAGTCGCCGGCGACTTCATCTACTATCCCTATCACGTTAGTTTCCCTGTGC

CTCACAACATCCTGTCTGTATACGTAGGCCACATTATGCACTGAGGTGACAACCTCATT

AGATTTGT 

>E27 

ATTGTCCTTCAAGATATATTCATGATCTCACCTAACCTGAGATAGATGAGTAACAATTAT

GAC[GATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGAT]CCATATTCATAACTTTGGCA

CCAAACAAAGAGAAGAAAAAATGTTCTAAGAGATGATCAGAACCCCATCAT CAATGGT

GCAATGGGTTCGGACCGCTTGGAACTAGCCTCTTCTCGACTCCATATCGAGGATCGATC

TCGTGACCTTGTTGATCTTCATGATCAGCTAAACCCTTGTGACGATCGCGATGATGGTG

ATGGTGATGATGGCCACCACGAGGAGGGCTTGGCTTCAAGAACCGACTGAAGTCGAAT
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TTGGTAGCCAACACTTTCCTGTAATTGTTAGGTTCGGGGCGATCTTGATGCTGCTGCTG

ATGATCATCACGATCGTATTGCCTTCGCATGGAAGATGAGACGATCAAGTGTGTGTTGT

GGTGAACGTTGGTCTTGAAGCCGTACAGCTCATGGAAGATGATGAAGAGGAAGGAGA

TCCAGAGGAGGACAATGAGGAAGACTAGAGCTTGTACTTTCAAGGCC 

ATGGAGGAATAAGAGCAAGAGGAGAAGTGATGTTAT 

>E30 

AAGACGCGTAAACTTTCCGTTTCAGTGCCGTTGGCCGCTGGTGAAGAAGAAGGGATAT

ACCGTGAATTGAATTGAATTGAAATGAAATGGCGG[TGATGATGATGATGATGATGATGA

TGATGATGATGA]TGCAGAAGCAGCCGACATTATTTTCAAAATTATTTCCCACATATATTC

TGACTTGTGAAAGAAAGCAAGTCAGTGACTCGGAAACTCAGTGAGTCGTGACACCGC

TGTGACGCTATCTTTCCCTTTTTGGTTTTCAGACTCAGTCAAGATCAACTCGCGCTGGG

TACAGATGGTTGAATCATCCGTACGTACACGTGCGGGAATCGGACGGTTGGAAAAGAC

CAAATAAGATCTGACGTTTGGAGGAAAATGCACAGAAAATTCAAGAGTGGGGAAAGA

GAGAGTAATATTTTGATTTTAGAATCACCTCATTT 

>E35 

AAACCCAACGGAGACCAAATCAGAATGTGCGTGTGTATAATTATACACGTAAATAAATA

CCTTGAGTAGTATTTTCTGGAACATAGGGAA[GTTGTTGTTGTTGTTATTGTTGTTGTTGT

TGTTGTTGTTGATGATGATGATGAGTA]GTGACGGCGCCGCCATGGATGTGAGATGATG

GAGAAGAAGAGTTAGTAGCAATGACTTGAGAGAGAGCAGAGACCATAACGTCCAGGT

CTCTCTGAGATCTAGCTGAGTAGACTGGGAACCCATCATCATCAGGCGGATCCATCCTA

TTAT 

>E44 

AGAGGGAGAGGAAGGGGAAGAAGAAGGACGATGAGGAGGATGAAGATGAAGATGAT

GAGACATTGGGAGGGTTTATTGTTGATGAGGAAGAATTGGAAGAGGAAGGAGAG[GA

AGAAGAAGAAGAA] GAGGAGTTGATGGATGATGATGAAGAAGATGATGACGTTTGAGT

AAGGGTTCAGTAGATGGTTCTTGTTGTTTGATCATGGGAGAAGGAAGTCGAAGGATGG

ACGTGTGAAATACGTGACGAGATGAAAGCAGGGT 
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>E72 

AACCTTCACCAAATTCAGTAGCCAATCAAAGCTATTTCCTCCAATGAACCTACCTTGAA

ATTGAAATCAAGCGTCACTGTCATCACTATCATCATCGATCATAGGCTCATTAGGGATGT

AGGAGCCAGGTTGCACCCCACGCCTTCGCGTCCTCGACGGCAGAATGTTGTCCAAATC

AACCTCCGCCAACGGATCATCCTCTAGCTCACTGTCATCCCCTCCAGCGTTTTCACTCC

CATCTTCATCATCACTGGAGTCGTCATCACT[ATCATCATCATCATC]TTCATCATCCTCCT

CATCCTCCTCTATCATTATTCCTTTCCCCTTTCTGTCCACCACCACCGCTTCTTCATCCTC

CTCTTCGTCTTCGTCCT 

>E77 

ACGTAGCAATTCATCTCTCTGCCTGCTCATTTATATGTATATTTAGCACCTAAAAGTACTG

CAAGCTTACTTTATATTCCAGAATCACATTCCAAACTCTTTTTTCAGTATAATATCTAAAG

ATATTATTGAGGATGATGAAGTTCGTGGGAGGAGTTGTC[ATGATGATGATGATGATGAT

GATGATGATGATGATGATGATGATG]TTCGTTATAGTGCATCATAGAATGTCAACTTCAAG

TTGGATTCTACAGCGGTTCATGTGGGTTAGCTGAGTTCGTCGTCAAAGCTGCTGGCCTT

CTCCAAATGCACTTCCACGACTGCTTCGTCCGAGTAAGTTAGTTATTGTCTCTCGATTTT

TGTGATTTCGGCATGAGTAT 

>E1-27 

AGGACGAAGACGAAGAGGAGGATGAAGAAGCGGTGGTGGTGGACAGAAAGGGGAA

AGGAATAATGATAGAGGAGGATGAGGAGGATGATGAAGATGAGGATGATGATGATAGT

GATGACGACTCCAGTGATGATGAAGATGGGAGTGAAAACGCAGGAGGGGATGACAGT

GAGCTAGAGGATGATCCGTTGGCGGAGGTTGATTTGGATGGAATTCGTACACTCGTTAA

AAAGAGTACCCAACGCCCAGATTTTCACCTCCTCTTCACTTCTTTCCCAAGTACCTTCC

CACCACCAC[CATCATCATCATCATCATCATCATCATCAT]GTCGTCTCTTGAGACTGCCA

GGACTGCTGTTGGCGTCATGGGTAAACCTATTGATCTCTTCTCTTCAAACACTGTACTC

TGAGTTCTGTTCGATGTAGTAACTTGATCGACTGTTTTTCCTTTCTCAGGCAACGTCATC

TCCCTCTGCTTGTTCCTCTCGCCGGTGTAAGTCCT 
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>E1-61 

AGGAATTCTGTATAAGTTTTGTTTATCAATTTCCATCTGCGAGAGAGACGACAATTAGC

GGAACGATGTTTTGCAAAATGATGTTGCCGAATAAGAAGAAGAAGGCGGGTACGGTGC

CGGTTTACTTGAATGTTTATGATTTGACTCCCATGAATGGCTACGCTTACTGGGTCGGCC

TTGGAATCTACCACTCTGGCGTCCAAGGTTTGAATCGCCATTCCCCATTTCTCCATTTCC

TTTATCGACTAAAGCTTTGTAGGTTAGATCTGCATTTTCATTGATCTTGTTGCCTGGGAA

AGGATGAATTTTGTTTGGCTTTTGTGATGT[ATGATGATGATGATGATGATGATGATG]AT

TTATCCAGCTGACGTATTGCAAACGAATCGTAGATTGCTAATT 
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教授、刘树玲老师、王韬老师，感谢你们三年来给予我无价的知识和真诚的关爱。 

感谢 2006级硕士三班的所有同学，感谢我的朋友们，我将永远记得你们伴

我走过的每一个有欢笑的日子，谢谢你们的支持和关心。 

感谢我的父母，感谢我的好朋友，我所迈出的每一步，都凝聚着你们的心血

和汗水。你们始终如一的支持和关爱，是我一直勇敢向前的动力。 
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