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摘  要：利用来自小麦、大麦、玉米、高粱、水稻的 1 058 对 EST-SSR 在翦股颖上进行扩增，得到

有效扩增引物 620 对（58.60%）。其中源于小麦、大麦、玉米、高粱、水稻的引物对数分别为 313（61.49%）、

30（63.83%）、101（51.53%）、11（35.48%）、165（60.00%）。进一步利用其中 53 个引物对，对 8 个翦股

颖品种进行了遗传多样性分析。有 51 对引物显示了多态性，占引物数的 94.34%；共检测到 368 个等位变

异，平均每对引物有 6.9 个等位变异；多态性信息指数（PIC）为 0.49 ~ 0.93，平均为 0.78；品种间遗传

相似系数为 0.48 ~ 0.86，平均为 0.72。聚类分析结果表明，在相似系数 0.75 处，8 个品种可明确的分为两

大类，第Ⅰ类为高地；第Ⅱ类又可分为两个亚类，Ⅱ-1 亚类由阿尔法、潘克劳斯、回旋组成，Ⅱ-2 亚类

由普特、L-93、开拓、A4 组成。 
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Abstract: Bentgrass is a major cool season turfgrass. Few molecular markers have been developed 

for bentgrass compared to field crops. In this study, 1 058 EST-SSR primer pairs developed by our lab 

from wheat, barley, maize, sorghum and rice were screened on bentgrass. Of which, 620(58.60%) primer 

pairs showed amplification. Effective primer pairs from wheat, barley, maize, sorghum and rice were 313 

(61.49%), 30 (63.83%)，101 (51.53%)，11 (35.48%)，and 165 (60.00%), respectively. Furthermore, 53 

EST-SSR primers were selected to investigate the genetic relationship of eight bentgrass cultivars, and 51 

(94.34%) primer pairs showed polymorphism. In total, 368 alleles were found with an average of 2.69 

alleles per primer. The PIC (polymorphism information content) for each polymorphic primer varied from 

0.49 to 0.93, with an average of 0.78. The average genetic similarity coefficient (GS) among the eight 

cultivars was 0.72(ranged from 0.48 to 0.86). Clustering analysis indicated that the eight bentgrass 

cultivars were clustered into two groups based on 0.75 of GS. GroupⅠconsists only Highland, group Ⅱ 

includes the others, which could be divided into two subgroups based on 0.80 of GS. The sub-group Ⅱ-1  
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includes Alpha, Penncross and Blackspin, The sub-group Ⅱ-2 includes Putter, L-93, Cato and Penn A4. 

Key words：bentgrass；EST-SSR；transferability；genetic diversity 

 

翦股颖（Agrostis L.）属禾本科（Poaceae）早熟禾亚科（Pooideae），是重要冷季型草坪草之一，

世界上有 220 余种，中国有 29 种、10 个变种。其中匍匐翦股颖（Agrostis stolonifera L.）、细弱翦股

颖（Agrostis tennis L.）和绒毛翦股颖（Agrostis cannina L.）因其在强刈割下能产生致密的草皮而作

为草坪草被广泛应用于高尔夫球场和园林绿地草坪等（Warnker et al.，1997）。 

EST-SSR 是近年发展起来的基于 EST（expressed sequence tags）的新型分子标记。与基因组 SSR

相比，EST-SSR 能为功能基因提供“绝对”标记，开发成本低，物种间通用性高（Chen et al.，2005；

Zhang et al.，2006）。目前小麦（Li et al.，2008）、大麦（Thiel et al.，2003）、白菜（忻雅 等，2006）、

百合（杨素丽 等，2008）、高羊茅（Saha et al.，2004）、三叶草（Barrett et al.，2004）等的 EST-SSR

标记已被开发，但在翦股颖资源研究中还未见报道。 

截止 2010 年 2 月 6 日，NCBI 中注册的翦股颖EST 仅为 21 656 条（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites），

难以直接从其中开发大量的 EST-SSR 标记。本研究中利用来自小麦、大麦、玉米、高粱、水稻的

EST-SSR，检测其在翦股颖上的通用性，为翦股颖提供新的分子标记，进一步利用这些新标记分析

翦股颖常见品种间的亲缘关系。 

6B1  材料与方法 

9B1.1  植物材料 

EST-SSR 标记通用性研究所用的翦股颖品种为普特；亲缘关系分析所用翦股颖属植物共 8 个品

种，包括细弱翦股颖（A. tennis L.）高地，匍匐翦股颖（A. stolonifera L.）阿尔法、潘克劳斯、回旋、

普特、L-93、A4 和开拓。 

1.2  EST-SSR引物 

1 058 对 EST-SSR 引物为本实验室开发（Chen et al.，2005；Li et al.，2008），由上海生工生物

技术工程有限公司合成，其中来自小麦、大麦、水稻、高粱、玉米的引物分别为 509、47、275、31

和 196 对。 

1.3  PCR扩增与电泳检测 

基因组总 DNA 的提取按照 Sharp 等（1998）提出的方法。PCR 反应体系为（20 μL）：1×缓冲

液，1.5 mmol · L-1 MgCl2，0.1 mmol · L-1 dNTPs，500 nmol · L-1 引物，1 U Taq 酶，60 ng DNA 模板。

反应在 Biometra 公司的 T-Gradient 型 PCR 扩增仪上进行。反应程序为：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变

性 1 min，50 ~ 65 ℃复性 45 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循环；72 ℃延伸 5 min。产物用 4.5%的脲变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳。DNA marker 为 pBR322。 

1.4  数据统计及分析 

以扩增条带在相对迁移位置的有无，赋以“1”或“0”，生成分子数据矩阵。根据 Botstein 等（1980）

的方法计算多态性信息含量（polymorphism information content，PIC）： 

 用 NTSYS pc V2.10 软件计算品种间遗传相似系数（GS）和遗传距离（GDij，欧氏距离），根

据 GS 值以不加权成对算术平均法（UPGMA）进行聚类分析。 
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2 结果与分析 

2.1  EST-SSR在翦股颖上的通用性 

共用 1 058 对 EST-SSR 引物对翦股颖进行了检测，有 620 个引物对（58.60%）能扩增出稳定清

晰带型。其中，源于小麦、大麦、玉米、高粱和水稻的引物对数及有效扩增比例分别为 313（61.49%）、

30（63.83%）、101（51.53%）、11（35.48%）和 165（60.00%）。通用性高低依次为：大麦、小麦、

水稻、玉米、高粱（表 1）。 

620 对 EST-SSR 引物在翦股颖中共扩增出 1 447 条清晰带，单个引物对最高扩增带 6 条，平均

2.33 条，扩增片段大小 80 ~ 800 bp。其中，源于高粱、大麦、玉米、小麦和水稻的 EST-SSR 引物平

均扩增条带数分别为 2.64、2.63、2.50、2.32 和 2.19。从 EST-SSR 引物的核苷酸重复数来看（表 2），

以二核苷酸重复的 EST-SSR 引物扩增率最高，为 60.99%，五核苷酸重复的 EST-SSR 引物扩增率最

低，为 53.88%，两者相差 7.11 个百分点。 

 
 表 1  不同作物 EST-SSR 标记在翦股颖中的 PCR 扩增结果  

Table 1  PCR amplification results of EST-SSR markers derived from different crops in bentgrass 

来源作物 

Origin crops 

 

引物数 

Number of  

primer pairs 

有效引物数 

Number of effective 

primer pairs 

百分比/% 

Percentage 

 

扩增片段长/bp 

Sizes of amplificated 

fragments 

最高扩增带数 

Number max amplificated  

bands 

平均扩增带数 

Average of 

amplificated bands

小麦 Wheat 509 313 61.49 80~800 6 2.32 

大麦 Barley 47 30 63.83 80~620 6 2.63 

玉米 Maize 196 101 51.53 120~700 6 2.50 

高粱 Sorghum 31 11 35.48 90~650 6 2.64 

水稻 Rice 275 165 60.00 105~650 6 2.19 

总计 Total 1058 620 58.60 80~800 6 2.30 

 
表 2  不同核苷酸重复 EST-SSR 的 PCR 扩增结果 

Table 2  PCR amplification results of EST-SSR markers with different motif in bentgrass 

核苷酸重复类型 

Motifs of EST-SSR markers 

引物数 

Number of primer pairs 

有效引物数 

Number of effective primer pairs 

百分数/% 

Percentage 

平均带数 

Average 

二核苷酸 Dinucleotide 182 111 60.99 2.32 

三核苷酸 Trinucleotide 530 313 59.05 2.30 

四核苷酸 Tetranucleotide 140 85 60.71 2.32 

五核苷酸 Pentanucleotide 206 111 53.88 2.27 

总计 Total 1058 620 58.60 2.30 

 

2.2  基于EST-SSR的翦股颖亲缘关系分析 

 从 620 个有效扩增的 EST-SSR 引物对中随机挑选 53 对扩增带清晰、条带数较多的引物用于 8

个翦股颖品种的亲缘关系分析（图 1）。 

53 对引物中，51 对引物表现多态性，多态性比率为 94.34%。共检测到 368 个等位变异，每对

引物检测出的等位变异数为 2~20，平均为 6.9 个等位变异。51 对有多态性引物的 PIC 值最高为 0.93，

最低为 0.49，平均为 0.78。根据这 51 对引物扩增产物的数据矩阵，计算出的 8 份供试材料间平均

遗传距离为 0.72，变化范围为 0.48～0.86。 
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图 1  EST-SSR 引物在翦股颖中的扩增 

M. 分子量标准；1. 阿尔法；2. 潘克劳斯；3. 回旋；4. 普特；5. 高地； 

6. L-93；7. A4；8. 开拓。 

Fig. 1  Amplification of EST-SSR primer on bentgrasses 

M. Marker；1. Alpha；2. Penncross；3. Blackspin；4. Putter；5. Highland； 

6. L-93；7. A4；8. Cato. 

 

 利用 NTSYS-PC 软件，使用 UPGMA 法构建了聚类树（图 2）。在相似系数为 0.75 水平可分为

两大类：Ⅰ类是细弱翦股颖 ‘高地’，Ⅱ类为匍匐翦股颖，由阿尔法、潘克劳斯、回旋、普特、L-93、

开拓和 A4 等 7 个品种组成。该类在相似系数 0.80 左右的水平上可进一步分为两个亚类，Ⅱ-1 亚类

由阿尔法、潘克劳斯、回旋组成；Ⅱ-2 亚类由普特、L-93、开拓、A4 组成。 

 

图 2  基于 EST-SSR 标记的翦股颖品种聚类图 

Fig. 2  Dendrogram of bentgrass cultivars based on EST-SSR markers 

3 讨论 

已有几种分子标记应用于翦股颖资源研究，如 RAPD 标记（Rajasekar et al.，2007）、RFLP 标

记（Caceres et al.，2000；Chakraborty et al.，2005）、AFLP 标记（Vergara et al.，2004；Zhao et al.，

2006）和 SRAP 标记（Dinler et al.，2008）等。但相对于大田作物，翦股颖标记数量还很少。本研

究中对小麦等 5 种作物的 EST-SSR 标记在翦股颖中的通用性进行了分析，在 1 058 对 EST-SSR 引物

中筛选出 620 对引物能在翦股颖中有效扩增，为翦股颖增加了新的分子标记。这些标记可以应用于

翦股颖的遗传多样性分析、遗传图谱构建、基因定位、指纹图谱分析和标记辅助选择等。 

前人研究表明 EST-SSR 标记在物种间通用性较高（Saha et al.，2004；Yu et al.，2004；Li et al.，

2008）。本研究中来自小麦、大麦、玉米、高粱、水稻的 1 058 对 EST-SSR 引物在翦股颖中有效扩
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增率都较高，平均为 58.60%，说明这 5 种作物的 EST-SSR 在翦股颖上有较好的通用性，这与其它

作物通用性研究结果一致。通用性研究结果证实了基于 EST 的 SSR 引物在物种之间的高保守性，

这启示我们利用水稻、小麦等大田作物已开发的大量的 EST-SSR 标记，在 EST 数据库中数量较少

的物种具有良好的前景。 

翦股颖品种间遗传关系的信息有限，这一方面缘于翦股颖是异花授粉植物，另一方面因为许多

品种的亲本来源不清楚（Warnker et al.，1997；Caceres et al.，2000）。Rotter 等（2007）对翦股颖属

植物系统进化的研究也表明，翦股颖的驯化时间较短，存在广泛基因渐渗。从本试验结果来看，53

对引物中，51 对引物表现多态性，多态性比率为 94.34%，远远高于 Gupta 等（2003）检测面包小

麦多样性的结果（55%）和忻雅等（2006）检测白菜的结果（46.7%），这说明我们开发的 EST-SSR

标记能很好的用于翦股颖品种间亲缘关系分析。从基于 EST-SSR 分子标记的翦股颖品种聚类结果可

以看出，高地品种（细弱翦股颖）在形态上明显与其它材料（匍匐翦股颖）不同，其遗传距离也最

远，在聚类图上单独聚为一类，这和 Caceres 等（2000）利用 RFLP 分析翦股颖品种的亲缘关系研

究结果一致。另外 7 个品种分为两个亚类，每一亚类内的品种间可能存在较近的亲缘关系，我们所

得翦股颖亲缘关系可为其新品种选育和遗传学研究提供参考。 
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《中国蔬菜栽培学》(第 2 版) 出版发行 

《中国蔬菜栽培学》（第二版）于 2009 年 10 月由中国农业出版社出版发行。全书约 250 万字，分总论、各论、

保护地蔬菜栽培、采后处理及贮藏保鲜共 4 篇。总论篇概要地论述了中国蔬菜栽培的历史、产业现状，中国蔬菜的

起源、来源和种类，蔬菜作物生长发育和器官形成与产品质量的关系，蔬菜生产分区、栽培制度和技术原理，蔬菜

栽培的生理生态基础以及环境污染与蔬菜的关系等；各论篇较详细地介绍了根菜类、薯芋类、葱蒜类、白菜类、芥

菜类、甘蓝类、叶菜类、瓜类、茄果类、豆类、水生类、多年生类、芽苗菜以及食用菌类蔬菜的优良品种、栽培技

术、病虫害综合防治、采收等方面的技术经验和研究成果；保护地蔬菜栽培篇论述了中国蔬菜保护地的类型、构造

和应用，主要栽培设施的设计、施工，保护地环境及调节，保护地蔬菜栽培技术；采后处理及贮藏保鲜篇重点介绍

了蔬菜采后处理技术及贮藏原理和方法等。与原著(1987 年版)相比较，具有如下特点： 

1. 重点增加了自 20 世纪 80 年代后期以来，中国在蔬菜栽培理论、无公害蔬菜栽培技术、推广应用的新品种、

病虫害综合防治以及在蔬菜产品质量、产品采后处理及贮藏保鲜原理和技术等方面取得的新成果、新进展；概述了

改革开放以来中国蔬菜产、销通过商品基地建设、流通体系建设等在解决蔬菜周年生产和供应方面所取得的成绩。 

2. 对蔬菜栽培历史，蔬菜的起源、来源，分类，蔬菜学名，病虫害学名等进行了复核，校勘。 

3. 尽可能地反映不同学术思想和观点；尽量反映不同生态区，包括台湾地区在内的栽培技术特点。 

4. 删去了“蔬菜的加工”和“野生蔬菜”两章，以使本书的内容更加切题。另在附录中增加了“主要野生蔬菜

简表”、“主要野生食用菌简表”和“主要香辛料蔬菜简表”3 个附表。 

本书由中国农业科学院蔬菜花卉研究所主编，组织全国有较高学术水平和实际工作经验的专家、学者和技术人

员 130 余人分别撰写，反映了 21 世纪初中国蔬菜栽培科学研究和蔬菜生产技术的水平，内容较全面、系统，科学性、

学术性强，亦有较强的实用性，并插有近 500 张彩图，可供相关科研人员、农业院校师生、专业技术人员或管理人

员等参考。定价 330 元（含邮费）。 

购书者请通过邮局汇款至北京中关村南大街 12 号中国农科院蔬菜花卉所《园艺学报》编辑部，邮编 100081。 


