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与苦丁茶炭疽病抗性基因连锁的 ＲAPD 标记

翟丽艳，李娟玲，刘国民，谢 俊，罗轶奇，成善汉，潘学峰
( 海南大学 苦丁茶研究所，海南 海口 570228)

摘 要: 为了研发出与苦丁茶炭疽病抗性基因紧密连锁的 ＲAPD-SCAＲ 特异标记，本研究中首先利用 92 条

ＲAPD 随机引物对苦丁茶冬青中已知对炭疽病高抗或高感的不同种质材料进行 ＲAPD 分析，并从中寻找到 4

个与苦丁茶炭疽病抗性基因紧密连锁的 ＲAPD 特异标记特异性片段 S69 － 300，S227 － 300，S227 － 2000 和

S247 － 400。后续的研究可对这些 ＲAPD 特异片段进行回收，扩增和测序，并将测序结果作为开发与苦丁茶

炭疽病抗性基因紧密连锁的 SCAＲ 标记的基础。

关键词: 苦丁茶冬青; 苦丁茶炭疽病; ＲAPD

中图分类号: Q 943. 2 文献标志码: A

苦丁茶冬青( Ilex kudingcha C． J． Tseng) 是“茶药两用”植物，其嫩芽和老叶均可用于制备代茶饮品

“苦丁茶”，或作为降脂降压和消炎解暑的中药材使用［1 － 4］。在所有的苦丁茶种类中，以苦丁茶冬青在全

国的种植面积最大，产量和价格均居各类苦丁茶之首。用苦丁茶冬青的嫩芽制备的苦丁茶产品，在国内

外影响较大，已远销十几个国家和地区［3 － 18］。该树种为多年生常绿阔叶树，其整个树体、花序和果实均具

有良好的观赏价值。此外，它还是一种珍贵的园林绿化树种，既可作为人道树植于公园或庭院的两旁，亦

可定植于回车道或花坛作为中心树。目前，生产上对苦丁茶冬青的产量和品质影响最严重的病害是苦丁

茶炭疽病，该病害的病原由刘国民等人首次分离、鉴定和报道［12］。选育高抗苦丁茶炭疽病且优质高产的

品种是苦丁茶育种工作者的当务之急。但是传统的杂交育种方法存在费时费力和选择效率低下等问题，

尤其是像苦丁茶冬青这类雌雄异株的多年生大型乔木，要通过传统的杂交育种方法培育出一个高抗某种

主要病害且优质高产的定型品种更是难上加难。如果针对某种主要病害建立一种技术体系，应用该技术

体系可以快速、准确地检测出易感病的育种材料并加以淘汰，且保留有价值的抗病品系，则可以大大地加

速育种进程［19］。近年来兴起的分子标记辅助选择技术( Marker assisted Selection，MAS) ，因其可以实现对

基因型进行直接选择，故为建立一种快速、准确的检测植物病害的技术体系提供了可能。其中 ＲAPD-
SCAＲ 分子标记技术就是分子标记辅助选择技术中的一种有效和常用的手段之一。所谓 ＲAPD-SCAＲ，即

首先采用 ＲAPD 技术( Ｒandom Amplified Polymorphic DNA) 获得与苦丁茶炭疽病抗性基因紧密连锁的特异

性 ＲAPD 标记( 特异性 ＲAPD 片段) ，然后将这些特异性片段分别进行回收、克隆和测序，并根据特异结果

设计出特异的 ＲAPD-SCAＲ 引物，再分别用这些特异的 ＲAPD-SCAＲ 引物进行 PCＲ 扩增，获得相应的

ＲAPD-SCAＲ 标记。这种特异的 ＲAPD-SCAＲ 标记检测的是单一型带，操作简便，稳定性和可重复性高，检

验成本低廉，适合育种实践中对大批量的苦丁茶冬青育种材料的炭疽病抗性进行早期鉴定，从而尽早确

定其炭疽病抗性强弱，以便尽早地淘汰与育种目标不相符的育种材料，从而大大加快苦丁茶冬青的育种

进程。本文报道若干与苦丁茶冬青炭疽病抗性基因连锁的 ＲAPD 特异性标记的研发结果; 而有关这些特

异性 ＲAPD 片段的回收、克隆、测序、ＲAPD-SCAＲ 引物的设计及转化成 SCAＲ 标记等研究结果将另文报道。
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1 材料与方法

1． 1 供试材料 实验材料为对苦丁茶冬青炭疽病高抗、高感的苦丁茶冬青种质材料的单株嫩叶，均取自

海南大学苦丁茶种质资源圃。所有供试材料均系通过人工接种鉴定( 并结合历年观察记载) 确定其对炭

疽病的抗性强弱的供试种质材料。
1． 2 方法

1． 2． 1 试剂 无水乙醇、氢氧化钠、硼酸等均为国产分析纯以及 CTAB，Tris，EDTA，均购自上海生工生物

工程技术服务有限公司; 所用 ＲAPD 引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。6 × loading
buffer，10 g·L －1 ＲNase A，Taq DNA polymerase，4 × dNTPs 等购自上海申能博彩生物科技有限公司。所用

Lambda DNA / HindⅢ + EcoＲⅠMarkers 购自中科瑞泰( 北京) 生物科技有限公司。
1． 2． 2 仪器 离心机，紫外分光光度计，电热恒温水浴锅，移液枪，PIC-200 型 PCＲ 扩增仪，DYCP-31F 型

号的电泳仪，紫外成像仪，格兰特制冰机 FM-70，超净工作台等。
1． 2． 3 苦丁茶冬青 DNA的提取及 DNA 样品池的构建 采用改良 CTAB 法［28］提取苦丁茶冬青基因组

DNA，紫外分光光度计检测 DNA 浓度和纯度，w = 0． 8 % 的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量，最后将样品

释稀成 20 ng·L －1，分别等量混合 12 份高抗苦丁茶冬青种质材料和 12 份高感型苦丁茶冬青种质材料的

DNA，构成高抗型 DNA 样品池和高感型 DNA 样品池。
1． 2． 4 ＲAPD分析实验体系 ＲAPD 基本反应体系及扩增程序在张凤琴［29］基础上进一步优化建立。反

应体系组成为: 10 × buffer 2． 5 μL，MgCl2 1． 5 mmol·L －1，DNA 模板 40 ng，引物 0． 2 μmol·L －1，Taq 酶 1． 5
U，dNTPs 200 μmol·L －1，最后用无菌超纯水补足至 25 μL。PCＲ 基本扩增程序为: 94 ℃预变性 4 min，然

后 94 ℃变性 30 s，36 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 120 s，进行 40 个循环后 72 ℃延伸 10 min，16 ℃条件下取出。
扩增产物用 w = 1． 5 % 的琼脂糖凝胶( 含 0． 5 mg·L －1 EB) 在 0． 5 × TBE 缓冲液中电泳，以 100 bp plus
DNA ladder 作为相对分子质量标准参照物，在 UVP 型凝胶成像分析系统下照相并记录。
1． 2． 5 ＲAPD标记的筛选和分析 首先用 DNA 筛选多态性 ＲAPD 引物，再根据抗病性的鉴定结果，从供

试的苦丁茶冬青种质材料中选择高抗型种质材料和高感型种质材料各 12 份，用于分别制备抗病型 DNA
样品池和感病型 DNA 样品池。进行选择性基因型的标记筛选，即选择那些在 10 株以上的抗病和感病单

株中表现多态性并能出现特异性条带的标记用于连锁分析。
1． 2． 6 特异片段的回收、克隆和测序 ＲAPD-PCＲ 扩增产物在 w = 1． 5 % 的琼脂糖凝胶上电泳，回收目

标条带，与载体 pMD 18-T Vector 连接，转化大肠杆菌感受态 DH5α; 转化产物在含有 X-Gal，IPTG，Amp
抗性的 LB 固体培养基上培养，蓝白斑筛选挑取白色菌落，提取阳性克隆质粒 DNA，用 EcoＲⅠ和 HindⅢ双

酶切鉴定重组质粒 DNA。当酶切经 PCＲ 法以及电泳确认鉴定出目的 DNA 片段后，用新鲜菌液送往上海

生工生物工程技术服务有限公司或者北京诺赛基因组研究中心有限公司测序。

2 结果与分析

2． 1 ＲAPD 分子标记筛选和分析 从 92 条引物中筛选出能对苦丁茶冬青的基因组 DNA 进行有效扩增

的 79 条引物，其中有 26 条可以在抗性 DNA 样品池和感病 DNA 样品池之间显示多态性。图 1 为 S82，

S98，S109，S136，S227，S247，S430，S485，S1126，S58，S11 和 S20 等 12 个供试引物的试验结果。图 2 为

S17，S23，S24，S25，S33，S51，S56，S58，S63，S69，S70，S71 等 12 个供试引物的试验结果。为便于对照分析，

点样时分别将每个供试引物检测的抗病型 /感病型 DNA 混样成对并排在相邻的 2 条泳道上。从图 1 可以

看出，在 12 个供试引物中，对苦丁茶炭疽病有特异反应的有 S227，S247，S430，S1126，S58，S11 和 S20 等 7
个供试引物。从图 2 可以看出，在 12 个供试引物中，对苦丁茶炭疽病有特异反应的有 S63 和 S69。图中

箭头所指处为特异性 ＲAPD 条带( 特异 ＲAPD 片段) ，也就是说，这种特异性条带仅在抗病型 DNA 混样或

者感病型 DNA 混样中的 1 个泳道中出现此条带。
以构成 DNA 样品池 24 份种质材料的 DNA 单样( 其中高抗类型和高感类型的种质材料各 12 份) 为

模板，分别对 26 条引物进行进一步分析，发现仅有 3 个引物( S69，S227 和 S247) 可以在以 DNA 单样为模
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图 1 12 条 ＲAPD 引物筛选图

Fig． 1 Screening of 12 effective ＲAPD primers

图 2 12 条 ＲAPD 引物筛选图

Fig． 2 Screening of 12 effective ＲAPD primers

板时针对苦丁茶冬青种质材料的炭疽病抗性性状扩增出特异性条带，其中引物 S69 可以在 10 份构成抗病

型 DNA 样品池的 DNA 单样中扩增出 1 条相对分子质量约为 300 bp 的清晰特异性条带( 见图 3 ) ; 引物

S227 则可以在 12 份构建抗病型 DNA 样品池的 DNA 单样中分别扩增出 2 条清晰的特异性条带，其相对

分子质量分别约为 300 bp 和 2 000 bp( 见图 3) ; S247 则只能在 10 份构成抗病型 DNA 样品池的 DNA 单样

中扩增出 1 条相对分子质量约为 300 bp 的特异性条带( 见图 5) 。
分别用 20 份构建抗病型 /感病型 DNA 样品池的 DNA 单样( 抗病型 /感病型 DNA 单样各 10 份) 为模

板，用引物 S69 重复进行了 1 次 ＲAPD-PCＲ 实验，结果如图 3 所示。从图 3 可以看出，实验结果与第 1 次

重复中的情况类似，Marker 左边的 10 份 DNA 均扩增出了 1 条相对分子质量约为 300 bp 的特异带 S69-300;

而 Marker 右边的 10 份感病型 DNA 单样，则仅在 1 份 DNA 单样中出现相对分子质量大小相同的条带。
引物 S227 的扩增结果如图 4 所示。从图 4 可以看出，引物 S227 在位于 Marker 的左边 12 份抗病型

DNA 单样中均扩增出 1 条相对分子质量约为 300 bp 的清晰的特异性; 而在 Marker 右边的 12 份感病型

DNA 单样中，则仅有 1 份 DNA 单样出现相对分子质量大小相同的条带。引物 S227 还可以在位于 Marker
的左边 12 份抗病型 DNA 单样中均扩增出另一条清晰的、相对分子量约为 2 000 bp 的特异性条带; 而位于

Marker 右边的 12 份感病型 DNA 单样中，则仅有 1 份 DNA 单样出现相对分子质量约为 2 000 bp 的条带。
这 2 条特异性条带分别暂命名为 S227-300 和 S227-2000。

以 20 份构建抗病型 /感病型 DNA 样品池的 DNA 单样( 抗病型 /感病型 DNA 单样各 10 份) 为模板，用

引物 S247 进行了 ＲAPD 扩增和凝胶电泳( 见图 5) 。从图 5 可以看出，在 Marker 左边的 10 份 DNA 中有 7
份单样扩增出 1 条清晰的、相对分子质量约为 400 bp 的特异性条带; 而 Marker 右边的 10 份感病型 DNA
单样中，则没有 DNA 单样扩增出这一条带。因此，该条带可以考虑为特异性条带，暂记作 S247-400。
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图 3 引物 S69 在 20 份构建 DNA 样品池的 DNA 样品中的扩增结果

1 ～ 10 泳道为构建抗病型 DNA 样品池的 10 份抗病型 DNA 单样; M 为标准分子质量 Marker; 11 ～ 20 泳道

为构建感病型 DNA 样品池的 10 份感病型种质材料的 DNA 单样

Fig． 3 The ＲAPD-PCＲ amplified results of S69 primer in 20 highly-resistant or highly-susceptible germplasm
materials against anthracnose

label Lanes 1 to 10: Construct the DNA pool of the 10 highly-resistant germplasm materials; Lane M was mark-
er; label Lanes 11 to 20: Construct the DNA pool of the 10 highly-susceptible germplasm materials

图 4 引物 S227 中在 24 份构建 DNA 样品池的 DNA 样品中的扩增结果

1 ～ 12 泳道为构建抗病型 DNA 样品池的 12 份抗病型种质材料的 DNA 单样; M 为标准分子质量 Marker;
13 ～ 24 泳道为构建感病型 DNA 样品池的 12 份感病型种质材料的 DNA 单样

Fig． 4 The ＲAPD-PCＲ amplified results of S227 primer in 24 highly-resistant or highly-susceptible germplasm
materials against anthracnose

label Lanes 1 to 12: construct the DNA pool of the 12 highly-resistant germplasm materials; Lane M was mark-
er; label Lanes 13 to 24: construct the DNA pool of the 12 highly-susceptible germplasm materials

3 讨 论

ＲAPD 技术具有快速、简便、灵敏度高、实验成本低以及引物的通用性强等优点; 同时，由于 ＲAPD 对

反应条件较敏感，重复性较差，实验手续复杂，专一性不强，检测到的并不仅是 1 条带，而且还显示其他一

些与目的性状无关的条带，故在应用上受到一定限制［30 － 35］。但操作者只要严格控制各种实验条件，通常

还是能够得到理想的、可重复的实验结果。在 ＲAPD-SCAＲ 标记技术体系中，为了提高 ＲAPD 标记稳定

性，就要把目的 ＲAPD 片段( 如与某目的基因连锁的 ＲAPD 片段) 进行回收、扩增和测序，并根据原 ＲAPD
片段末端的序列设计出特定引物( 通常比 ＲAPD 引物长，一般为 18 ～ 24 个碱基对) ，再进行 PCＲ 特异扩

增，进而把与原 ＲAPD 片段相对应的单一位点鉴定出来。
笔者在本实验中获得了 3 个与苦丁茶抗性性状连锁的特异性 ＲAPD 标记 S69-300，S227-300 和 S227-
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图 5 S247 引物中在 20 份构建 DNA 样品池的 DNA 样品中的扩增结果

1 ～ 10 泳道为构建抗病型 DNA 样品池的 10 份抗病型种质材料的 DNA 单样; M 为标准分子质量 Marker;
11 ～ 20 泳道为构建感病型 DNA 样品池的 10 份感病型种质材料的 DNA 单样。
Fig． 5 The ＲAPD-PCＲ amplified results of S247 primer in 20 highly-resistant or high-susceptible germplasm

materials against anthracnose
label Lanes 1 to 10: construct the DNA pool of the 10 highly-resistant germplasm materials; Lane M was mark-
er; label Lanes 11 to 20: construct the DNA pool of the 10 highly-susceptible germplasm material

2000。为了能够判断这 3 个特异 ＲAPD 标记的实验结果是否与田间观察和人工接种的实验结果基本一致

( 符合率 ＞ 90% ) ，并适合大批量样品的实际检测，就必须将其转化为 SCAＲ 标记。后续的研究须对这些

ＲAPD 特异片段进行回收，扩增和测序，并最终将其成功地转化为与苦丁茶炭疽病抗性性状紧密连锁的

SCAＲ 标记。
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ＲAPD Markers Linked to the Ｒesistance Gene of Ilex kudingcha
Against Colletotrichum illics-kudingchae

ZHAI Liyan，LI Juanling，LIU Guomin，XIE Jun，LUO Yiqi，CHENG Shanhan，PAN Xuefeng
( Kudingcha Ｒesearch Institute，Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: In order to develop specific SCAＲ markers closely linked to the gene resistant to Colletotrichum illics-
kudingchae G． M． Liu et Z． Y． Zhang，germplasm materials of Ilex kudingcha with high resistance and high
susceptibility to C． illics-kudingchae were collected for ＲAPD analysis with 92 random primers，from which a few
specific ＲAPD markers closely linked to the resistance gene were amplified． These markers included the specific
fragments: S69-300，S227-320，S227-2000 and S247-400． These specific fragments will be retrieved，amplified
and sequenced． The specific ＲAPD fragment sequencing results can be used for development of SCAＲ markers
linked to the resistance gene against C． illics-kudingchae．
Key words: Ilex kudingcha C． J． Tseng; Colletotrichum illics-kudingchae G． M． Liu et Z． Y． Zhang; ＲAPD
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