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摘要: 基于低拷贝核基因 ＡＯＸ１ 和 ＭＣＭ５ 的扩增结果ꎬ对采自南京的水芹〔Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌ.) ＤＣ.〕野生种和

太湖流域 ６ 个地方品种进行了遗传多样性分析ꎬ并基于 ＩＳＳＲ 标记开发了两步法鉴定‘玉祁红芹’(‘Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ’)
的 ＳＣＡＲ 标记ꎮ 结果显示:水芹 ６ 个地方品种的 ＡＯＸ１ 基因中检测到 ２２ 个 ＳＮＰ 位点和 ７ 个 ＩｎＤｅｌ 位点ꎻＭＣＭ５ 基因

中检测到 ３３ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ其中 ３ 个位于编码区且均为同义突变ꎬ还有 １ 个位于非编码区的 ＩｎＤｅｌ 位点ꎮ 与 ＭＣＭ５
基因相比ꎬＡＯＸ１ 基因提供的信息位点更多ꎬ基于 ＡＯＸ１ 基因构建的水芹野生种和 ６ 个地方品种的 ＭＬ 遗传关系树

的支持率相对较高ꎻ其中‘玉祁红芹’、‘苏州圆叶芹’(‘Ｓｕｚｈｏｕｙｕａｎｙｅｑｉｎ’)和‘梅南水芹’(‘Ｍｅｉｎａｎｓｈｕｉｑｉｎ’)的遗传

关系较近ꎬ而‘常熟白芹’(‘Ｃｈａｎｇｓｈｕｂａｉｑｉｎ’)、‘溧阳白芹’(‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’)和‘江阴青芹’ (‘ Ｊｉａｎｇｙｉｎｑｉｎｇｑｉｎ’)的
遗传关系较近ꎮ 基于 ＩＳＳＲ－８８０ 引物扩增得到‘溧阳白芹’的特异性片段ꎬ设计的第 １ 对 ＳＣＡＲ 引物鉴定出‘玉祁红

芹’和‘溧阳白芹’２ 个地方品种ꎬ再利用 ＩＳＳＲ－８３６ 引物扩增得到‘玉祁红芹’特异性片段ꎬ设计的第 ２ 对 ＳＣＡＲ 引

物在‘玉祁红芹’所有单株中扩增出特异性条带ꎬ而在‘溧阳白芹’所有单株中均未出现此条带ꎮ 本研究开发的两

步法鉴别‘玉祁红芹’的 ＩＳＳＲ－ＳＣＡＲ 标记可为水芹其他地方品种的鉴定、保存和利用提供参考ꎮ
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ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐꎻ ＩＳＳＲ￣ＳＣＡＲ ｍａｒｋｅｒ

　 　 水芹〔Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌ.) ＤＣ.〕为多年生草

本植物ꎬ水生ꎬ不仅是富含维生素、矿质元素和膳食纤

维的蔬菜[１]ꎬ也是具有降血压[２－３]、降血脂[３－４] 和抗

癌[５]功效的药用植物ꎮ 江苏太湖流域作为水芹主产

区之一ꎬ拥有大量的、具有早熟和耐寒等优良性状的

地方品种ꎬ如‘常熟白芹’(‘Ｃｈａｎｇｓｈｕｂａｉｑｉｎ’)、‘苏州

圆 叶 芹 ’ (‘ Ｓｕｚｈｏｕｙｕａｎｙｅｑｉｎ ’)、 ‘ 溧 阳 白 芹 ’
(‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’)、 ‘玉祁红芹’ (‘ Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ ’)、
‘江阴 青 芹 ’ (‘ Ｊｉａｎｇｙｉｎｑｉｎｇｑｉｎ ’) 和 ‘ 梅 南 水 芹 ’
(‘Ｍｅｉｎａｎｓｈｕｉｑｉｎ’)等ꎬ均为水芹遗传育种和品种改

良的重要种质资源ꎮ
植物遗传多样性研究是植物育种和遗传保护的

重要基础[６]ꎮ 在分子标记开发和应用方面ꎬ相对于

叶绿体 ＤＮＡ 和细胞核 ｒＤＮＡꎬ低拷贝核基因具有进化

速率更快、含双亲的遗传物质和积累多个非连锁位点

的潜力等[７－８] 优势ꎮ 近年来ꎬＡＯＸ１ 和 ＭＣＭ５ 等低拷

贝核基因被广泛用于植物遗传关系分析[９－１１]ꎮ
上述地方品种中ꎬ‘玉祁红芹’原产于江苏无锡

和常州一带ꎬ株高 ４０ ｃｍꎬ生长势强、基部粗壮ꎬ低温

时全株叶片变紫红色ꎬ耐寒性强ꎻ嫩茎和软化叶鞘质

地柔嫩ꎬ纤维少、蛋白质含量高ꎬ是水芹杂交育种中常

用的、重要的亲本材料[１２]ꎮ 由于水芹大部分品种的

植株、花和果实形态相似ꎬ通过形态学鉴别方法难以

将‘玉祁红芹’与其他地方品种有效区分ꎮ 随着生物

技术的发展ꎬ分子标记已成为鉴别植物种类的重要辅

助手段[１３－１４]ꎮ 研究水芹地方品种间的遗传多样性以

及开发鉴定‘玉祁红芹’的分子标记均有助于更好地

开发水芹种质资源ꎮ
基于前人研究结果[１５－１６]ꎬ本研究比较了水芹野

生种以及‘常熟白芹’、‘苏州圆叶芹’、‘溧阳白芹’、
‘玉祁红芹’、‘江阴青芹’和‘梅南水芹’６ 个地方品

种中 ＡＯＸ１ 和 ＭＣＭ５ 基因的变异特征ꎬ并构建了对应

的最大似然法(ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬＭＬ)遗传关系树ꎻ
此外ꎬ结合 ＩＳＳＲ－ＳＣＡＲ 技术ꎬ开发‘玉祁红芹’的特

异性分子标记ꎬ以期为水芹杂交育种中亲本选择和杂

交后代优势预测提供分子基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试水芹野生种采自南京中山植物园ꎻ６ 个地方

品种采自苏州市漕湖蔬菜产业园ꎬ包括‘常熟白芹’、
‘苏州圆叶芹’、‘溧阳白芹’、‘玉祁红芹’、‘江阴青

芹’和‘梅南水芹’ꎮ 每种材料采集 ８ 个单株ꎬ取幼嫩

且无病虫害的干净叶片ꎬ硅胶干燥后保存、备用ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 植物总 ＤＮＡ 的提取　 采用 ＣＴＡＢ 法提取水芹

野生种和地方品种各单株叶片的总 ＤＮＡꎬ提取的总

ＤＮＡ 样品经检测后置于－２０ ℃保存、备用ꎮ
１.２.２　 ＡＯＸ１ 和 ＭＣＭ５ 基因的 ＰＣＲ 扩增　 以伞形科

胡萝卜 (Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ ｖａｒ. ｓａｔｉｖａ Ｈｏｆｆｍ.) 的 ＡＯＸ１
(ＤＣＡＲ＿０２８３６１)和 ＭＣＭ５(ＤＣＡＲ＿０１４８２７)基因作为

查询序列ꎬ在水芹转录组数据库中搜寻同源序列并在

该基因的非保守区域两端设计引物ꎮ 扩增水芹 ＡＯＸ１
基因所用上游和下游引物的序列分别为 ５′－ＡＴＧＴＴＧ
ＡＴＧＣＧＴＣＡＴＧＧＣＡＣＴ－３′和 ５′－ＣＧＡＡＧＣＡＡＡＧＴＧＧＴＴ
ＡＡＣＡＴＣＴＣ－３′ꎬ扩增水芹 ＭＣＭ５ 基因序列所用上游

和下游引物的序列分别为 ５′－ＧＣＡＧＴＴＧＣＡＧＴＴＡＧＡＣ
ＡＧＣＣ－ ３′和 ５′ －ＣＡＴＣＧＡＴＧＣＡＧＡＣＡＡＣＴＣＣＡＣ － ３′ꎮ
以提取的水芹总 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 分析ꎮ ＰＣＲ
扩增体系总体积 ２５.０ μＬꎬ包括 ２０ ｎｇ 模板 ＤＮＡ、０.２
μｍｏｌＬ－１上游和下游引物、１.５ ｍｍｏｌＬ－１ ＭｇＣｌ２、０.５

１５
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ｍｍｏｌＬ－１ ｄＮＴＰｓ、５０ ｍｍｏｌＬ－１ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ (ｐＨ ８.３)
以及 １ Ｕ 高保真 ＰＣＲ 聚合酶 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ〔宝生物工

程(大连)有限公司〕ꎮ ＰＣＲ 扩增程序为:９４ ℃预变

性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ４５ ｓ、５３ ℃ ~５５ ℃退火 ４５ ｓ、７２ ℃
延伸 ２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ最后于 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ
ＰＣＲ 扩增产物经质量体积分数 １％琼脂糖凝胶电泳

(２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒꎬ电压 １００ Ｖꎬ电泳 ０.５ ｈ)后ꎬ溴
化乙锭(ＥＢ)染色ꎬ用 Ｔａｎｏｎ ３５００ 全自动数码凝胶成

像分析系统(上海天能科技有限公司)观察、拍照ꎮ
１.２.３　 扩增产物的克隆、测序及数据分析 　 ＰＣＲ 扩

增产物纯化后ꎬ连接到 ｐＭＤ１９－Ｔ 载体〔宝生物工程

(大连)有限公司〕ꎬ然后将连接产物转化到大肠杆菌

ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ经氨苄青霉素抗性平板筛选后ꎬ
挑取单菌落进行 ＰＣＲ 检验ꎬ将阳性克隆交由上海华

大基因生物科技有限公司测序ꎮ 使用 Ｓｅｑｕｅｎｃｈｅｒ ４.５
软件对测序结果进行拼接ꎬ通过 ＭＥＧＡ５.０ 软件对序

列进行排序和手动校正ꎮ 使用 ＭＥＧＡ５.０ 软件对核苷

酸序列及其编码氨基酸序列的相似性进行分析ꎮ 用

胡萝卜基因组( ｈｔｔｐｓ:∥ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ. ｊｇｉ. ｄｏｅ. ｇｏｖ)中的

ＡＯＸ１、 ＡＯＸ２ａ ( ＤＣＡＲ ＿ ０２１８５９ )、 ＡＯＸ２ｂ ( ＤＣＡＲ ＿
０２９２１０)、ＭＣＭ５ 和 ＭＣＭ３(ＤＣＡＲ＿０２１８７７)基因作为

外类群ꎬ构建 ＭＬ 遗传关系树分析各材料间的遗传关

系ꎮ 每种材料选择 ５ 个单株用于遗传关系分析ꎮ
１.２.４　 ‘玉祁红芹’特异性分子标记的建立

１.２.４.１　 ＩＳＳＲ－ＳＣＡＲ 特异性条带的克隆及测序　 使

用 ＩＳＳＲ－８８０ 引物(５′－ＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡ－３′)对
６ 个地方品种 ８ 个单株总 ＤＮＡ 的混合样进行扩增ꎬ
ＰＣＲ 扩增体系和扩增程序同“１.２.２”ꎮ ＰＣＲ 扩增产物

经质量体积分数 ２％琼脂糖凝胶电泳(２０００ ｂｐ ＤＮＡ
Ｌａｄｄｅｒꎬ电压 ８０ Ｖꎬ电泳 １.５ ｈ)后ꎬＥＢ 染色ꎬ用上述凝

胶成像分析系统观察、拍照ꎮ 选择在‘溧阳白芹’中

扩增出的特异性条带切胶回收ꎬ将回收产物连接到

ｐＭＤ１９－Ｔ 载体ꎬ然后将连接产物转化到大肠杆菌

ＤＨ５α 感受态细胞ꎮ 挑取单菌落进行 ＰＣＲ 检验ꎬ将阳

性克隆交由南京锐真生物技术有限公司测序ꎮ 根据

ＤＮＡ 序列分析结果ꎬ设计 １ 对 ＳＣＡＲ 引物用于后续

反应ꎮ
１.２.４.２　 ＩＳＳＲ－ＳＣＡＲ 标记的验证　 使用上述合成的

ＳＣＡＲ 引物对 ６ 个地方品种所有单株进行特异性验

证ꎮ ＰＣＲ 扩增体系总体积 ２０.０ μＬꎬ包括 ２０ ｎｇμＬ－１

模板 ＤＮＡ １.０ μＬ、２×Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ(含 ２０ ｍｍｏｌＬ－１

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１００ ｍｍｏｌＬ－１ ＫＣｌ、３ ｍｍｏｌＬ－１ ＭｇＣｌ２和

４００ μｍｏｌＬ－１ ｄＮＴＰｓ)１０.０ μＬ、１０ ｍｍｏｌＬ－１上游和

下游引物各 ０.８ μＬ 以及 ２.５ ＵμＬ－１Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合

酶 ０.４ μＬꎬ最后用双蒸水补足至 ２０.０ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增

程序为:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ４５ ｓ、５５ ℃退

火 ４５ ｓ、７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ最后于 ７２ ℃延

伸 ８ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 扩增产物的检测方法同“１.２.２”ꎮ
按照上述步骤使用 ＩＳＳＲ－８３６ 引物(５′－ＡＧＡＧＡＧ

ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＡ－３′)进一步对‘溧阳白芹’和‘玉
祁红芹’进行特异性条带的克隆、测序及验证ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＡＯＸ１ 和 ＭＣＭ５ 基因变异位点分析

２.１.１　 ＡＯＸ１ 基因变异位点分析 　 克隆和测序结果

显示:水芹野生种和 ６ 个地方品种各单株均可扩增出

ＡＯＸ１ 基因ꎬ野生种扩增出 ２ 条条带ꎬ长度分别为

１ １１２和 １ ３０５ ｂｐꎻ６ 个地方品种均扩增出 １ 条条带ꎬ
长度为 １ ３０５ ~ １ ３１６ ｂｐꎮ 其中ꎬ编码区长度为 ８８５
ｂｐꎮ 水芹野生种和地方品种中 ＡＯＸ１ 基因的变异位

点见表 １ꎬＡＯＸ１ 基因的核苷酸序列及其编码氨基酸

序列的相似性见表 ２ꎮ
结果(表 １)显示:水芹野生种和 ６ 个地方品种

ＡＯＸ１ 基因中共检测到 ２２ 个 ＳＮＰ 位点和 ７ 个插

入 /缺失( ＩｎＤｅｌ)位点ꎮ 上述 ＳＮＰ 位点和 ＩｎＤｅｌ 位点

在水芹野生种 ＡＯＸ１ａ 和 ＡＯＸ１ｂ 基因中的排列模式差

异较大ꎬ表明已发生遗传分化ꎮ 其中ꎬＡＯＸ１ｂ 基因与

６ 个地方品种 ＡＯＸ１ 基因的相似性更高ꎬ且变异位点

和变异模式也相似ꎮ 与 ＡＯＸ１ｂ 基因相比ꎬＡＯＸ１ａ 基

因内含子 １ 中有 １１ ｂｐ 的插入(３１８~３２８ 位点)ꎮ
结果(表 ２)显示:与水芹野生种 ＡＯＸ１ａ 基因相

比较ꎬＡＯＸ１ｂ 基因与 ６ 个地方品种 ＡＯＸ１ 基因的核苷

酸序列的相似性无明显差异ꎬ而编码氨基酸序列的相

似性较高ꎬ相似性为 ９９.０％ ~１００.０％ꎮ 不同地方品种

间ꎬ‘常熟白芹’、‘溧阳白芹’和‘江阴青芹’间 ＡＯＸ１
基因的核苷酸序列及其编码氨基酸序列相似性均较

高ꎬ分别为 ９９.９％~１００.０％和 １００.０％ꎻ‘玉祁红芹’与
‘苏州圆叶芹’和‘梅南水芹’ＡＯＸ１ 基因的核苷酸序

列及其编码氨基酸序列的相似性也较高ꎬ分别为

９９.８％~９９.９％和 ９９.７％ꎮ
２.１.２　 ＭＣＭ５ 基因变异位点分析　 克隆和测序结果

显示:水芹野生种和 ６ 个地方品种ＭＣＭ５ 基因的长度

为１ ４３２或 １ ４３３ ｂｐ ꎮ 水 芹 野 生 种 和 地 方 品 种 中

２５



第 ４ 期 王　 月ꎬ 等: 基于 ＡＯＸ１ 和 ＭＣＭ５ 基因水芹地方品种的遗传关系分析及‘玉祁红芹’ＩＳＳＲ－ＳＣＡＲ 标记建立

表 １　 水芹野生种和地方品种 ＡＯＸ１ 基因变异位点的比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｌｏｃｉ ｏｆ ＡＯＸ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｌｏｃａｌ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌ.) ＤＣ.

材料１)

Ｍａｔｅｒｉａｌ１)
单株号
Ｎｏ. ｏｆ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

各位点的碱基３) 　 Ｂａｓｅ ａｔ ｅａｃｈ ｓｉｔｅ３)

６４ ８１ １３７ １４１ １６１ ２１３ ３１５ ３１８－３２８ ３４８ ４１３ ５０４ ５１９ ５３８ ５３９ ５４５
ＷＳ １－５ａ２) Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｉ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ

１－５ｂ２) Ｇ Ｔ Ａ Ｔ  Ａ Ｇ － Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ 
ＣＳＢＱ １－５ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ  Ａ Ｇ － Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ 
ＳＺＹＹＱ １ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ａ    Ａ      

２－４ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ａ    Ａ      
ＬＹＢＱ １－５ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ  Ａ Ｇ － Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ 
ＹＱＨＱ １ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ  Ａ   Ａ      Ｃ

２ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ａ    Ａ      
３ꎬ４ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ａ    Ａ      
５ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ  Ａ   Ａ      Ｃ

ＪＹＱＱ １－５ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ  Ａ Ｇ － Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ 
ＭＮＳＱ １ꎬ４ꎬ５ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ａ    Ａ      

２ꎬ３ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ａ    Ａ      

材料１)

Ｍａｔｅｒｉａｌ１)
单株号
Ｎｏ. ｏｆ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

各位点的碱基３) 　 Ｂａｓｅ ａｔ ｅａｃｈ ｓｉｔｅ３)

５６０ ５７０ ５７７ ６３７ ７６０ ８０３ ８０４ ８１０ ８９９ １ １２５ １ １４０ １ ２２１ １ ２２８ １ ２３６
ＷＳ １－５ａ２) － － － － Ｇ － － Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ

１－５ｂ２) Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ － Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ  Ｇ
ＣＳＢＱ １－５ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ － Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ  Ｇ
ＳＺＹＹＱ １ Ｔ Ｔ Ａ － Ａ － Ｔ  Ｔ    Ｔ Ｇ

２－４ Ｔ Ｔ Ａ － Ａ － Ａ  Ｔ     Ｇ
ＬＹＢＱ １－５ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ － Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ  Ｇ
ＹＱＨＱ １ Ｔ Ｔ Ａ － Ａ Ａ Ｔ  Ｔ    Ｔ Ｇ

２ Ｔ Ｔ Ａ － Ａ Ａ Ｔ  Ｔ     Ｇ
３ꎬ４ Ｔ Ｔ Ａ － Ａ － Ａ  Ｔ     Ｇ
５ Ｔ Ｔ Ａ － Ａ － Ｔ  Ｔ    Ｔ Ｇ

ＪＹＱＱ １－５ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ － Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ  Ｇ
ＭＮＳＱ １ꎬ４ꎬ５ Ｔ Ｔ Ａ － Ａ － Ｔ  Ｔ    Ｔ Ｇ

２ꎬ３ Ｔ Ｔ Ａ － Ａ － －  Ｔ    Ｔ Ｇ

　 １)ＷＳ: 水 芹 野 生 种 Ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ ( Ｂｌ.) ＤＣ.ꎻ ＣＳＢＱ: ‘ 常 熟 白 芹 ’ ‘ Ｃｈａｎｇｓｈｕｂａｉｑｉｎ ’ꎻ ＳＺＹＹＱ: ‘ 苏 州 圆 叶 芹 ’
‘Ｓｕｚｈｏｕｙｕａｎｙｅｑｉｎ’ꎻ ＬＹＢＱ: ‘溧阳白芹’‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ꎻ ＹＱＨＱ: ‘玉祁红芹’ ‘Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ’ꎻ ＪＹＱＱ: ‘江阴青芹’ ‘ Ｊｉａｎｇｙｉｎｑｉｎｇｑｉｎ’ꎻ ＭＮＳＱ:
‘梅南水芹’‘Ｍｅｉｎａｎｓｈｕｉｑｉｎ’ .

　 ２)１－５ａ和 １－５ｂ分别表示扩增出 ＡＯＸ１ａ 和 ＡＯＸ１ｂ 基因的水芹野生种 １~ ５ 号单株 １－５ａ ａｎｄ １－５ｂ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ Ｎｏ. １ ｔｏ ５ ｏｆ ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ
Ｏ. ｊａｖａｎｉｃａ ｗｈｉｃｈ ＡＯＸ１ａ ａｎｄ ＡＯＸ１ｂ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ.

　 ３)以水芹野生种 ＡＯＸ１ａ 基因为基准ꎬ“”表示一致性位点ꎬ“ －”表示 ＩｎＤｅｌ 位点 Ｂａｓｅｄ ｏｎ ＡＯＸ１ａ ｇｅｎｅ ｏｆ ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ Ｏ. ｊａｖａｎｉｃａꎬ “”
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｎｃｏｒｄａｎｔ ｓｉｔｅꎬ ａｎｄ “－” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ＩｎＤｅｌ ｓｉｔｅ. Ｉ: ＴＴＡＴＴＡＴＡＧＴＧ.

表 ２　 水芹野生种和地方品种 ＡＯＸ１ 基因的核苷酸序列及其编码氨基酸序列的相似性１)

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＡＯＸ１ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｌｏｃａｌ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ
ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌ.) ＤＣ.１)

各材料 ＡＯＸ１ 基因
ＡＯＸ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｅａｃｈ
ｍａｔｅｒｉａｌ

序列相似性 / ％　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

ＷＳ－ＡＯＸ１ａ ＷＳ－ＡＯＸ１ｂ ＣＳＢＱ－ＡＯＸ１ ＳＺＹＹＱ－ＡＯＸ１ ＬＹＢＱ－ＡＯＸ１ ＹＱＨＱ－ＡＯＸ１ ＪＹＱＱ－ＡＯＸ１ ＭＮＳＱ－ＡＯＸ１

ＷＳ－ＡＯＸ１ａ — ９８.６ ９８.５ ９８.６ ９８.６ ９８.６ ９８.６ ９８.３
ＷＳ－ＡＯＸ１ｂ ９８.３ — ９９.９ ９９.３ １００.０ ９９.３ １００.０ ９９.０
ＣＳＢＱ－ＡＯＸ１ ９８.３ １００.０ — ９９.１ ９９.９ ９９.２ ９９.９ ９８.８
ＳＺＹＹＱ－ＡＯＸ１ ９９.２ ９８.９ ９８.９ — ９９.３ ９９.７ ９９.３ ９９.７
ＬＹＢＱ－ＡＯＸ１ ９８.３ １００.０ １００.０ ９８.９ — ９９.３ １００.０ ９９.０
ＹＱＨＱ－ＡＯＸ１ ９９.１ ９８.９ ９８.９ ９９.９ ９８.９ — ９９.３ ９９.７
ＪＹＱＱ－ＡＯＸ１ ９８.３ １００.０ １００.０ ９８.９ １００.０ ９８.９ — ９９.０
ＭＮＳＱ－ＡＯＸ１ ９９.１ ９８.８ ９８.８ ９９.９ ９８.８ ９９.８ ９８.８ —

　 １)ＷＳ: 水 芹 野 生 种 Ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ ( Ｂｌ.) ＤＣ.ꎻ ＣＳＢＱ: ‘ 常 熟 白 芹 ’ ‘ Ｃｈａｎｇｓｈｕｂａｉｑｉｎ ’ꎻ ＳＺＹＹＱ: ‘ 苏 州 圆 叶 芹 ’
‘Ｓｕｚｈｏｕｙｕａｎｙｅｑｉｎ’ꎻ ＬＹＢＱ: ‘溧阳白芹’‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ꎻ ＹＱＨＱ: ‘玉祁红芹’ ‘Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ’ꎻ ＪＹＱＱ: ‘江阴青芹’ ‘ Ｊｉａｎｇｙｉｎｑｉｎｇｑｉｎ’ꎻ ＭＮＳＱ:
‘梅南水芹’‘Ｍｅｉｎａｎｓｈｕｉｑｉｎ’ . “—”上方和下方的数据分别为氨基酸序列和核苷酸序列的相似性 Ｔｈｅ ｄａｔｕｍｓ ａｂｏｖｅ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ “—” ａｒｅ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

３５
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ＭＣＭ５ 基因的变异位点见表 ３ꎬＭＣＭ５ 基因的核苷酸

序列及其编码氨基酸序列的相似性见表 ４ꎮ
结果显示:水芹野生种和 ６ 个地方品种ＭＣＭ５ 基

因中共检测到 ３３ 个 ＳＮＰ 位点和 １ 个位于非编码区

的 ＩｎＤｅｌ 位点ꎮ 基于 ＭＣＭ５ 基因的 ＳＮＰ 位点总体可

将供试 ７ 种水芹材料分为 ３ 组ꎬ第 １ 组仅包括水芹野

表 ３　 水芹野生种和地方品种 ＭＣＭ５ 基因变异位点的比较
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｌｏｃｉ ｏｆ ＭＣＭ５ ｇｅｎｅ ｉｎ ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｌｏｃａｌ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌ.) ＤＣ.

材料１)

Ｍａｔｅｒｉａｌ１)
单株号
Ｎｏ. ｏｆ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

各位点的碱基２) 　 Ｂａｓｅ ａｔ ｅａｃｈ ｓｉｔｅ２)

１５５ １７０ ２６３ ２８５ ３１１ ３１２ ３２２ ３８８ ３９９ ４０７ ４４８ ４５８ ４９０ ５９４ ６１４ ８４８ ８５９ ８６０

ＷＳ １ꎬ３ꎬ５ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ
２ꎬ４       Ａ  Ｔ   Ｔ Ａ     

ＣＳＢＱ １－５       Ａ  Ｔ   Ｔ Ａ   Ａ Ｔ 
ＳＺＹＹＱ １－３      Ｃ Ａ  Ｔ   Ｔ Ａ   Ａ Ｔ 

４ꎬ５     Ｃ  Ａ  Ｔ   Ｔ Ａ   Ａ Ｔ 
ＬＹＢＱ １－５ Ｃ Ｃ － Ｃ      Ａ  Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ 
ＹＱＨＱ １ꎬ３ꎬ４ Ｃ Ｃ － Ｃ    Ｔ  Ａ  Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ

２ꎬ５ Ｃ Ｃ － Ｃ      Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ
ＪＹＱＱ １－５ Ｃ Ｃ － Ｃ      Ａ  Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ
ＭＮＳＱ １－５         Ｔ   Ｔ Ａ   Ａ Ｔ 

材料１)

Ｍａｔｅｒｉａｌ１)
单株号
Ｎｏ. ｏｆ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

各位点的碱基２) 　 Ｂａｓｅ ａｔ ｅａｃｈ ｓｉｔｅ２)

８８１ ９２９ ９４１ ９５６ １ ００４ １ ００５ １ ００８ １ ０１３ １ ０２５ １ ０４６ １ １１２ １ １５８ １ ２７３ １ ３２９ １ ３３３ １ ３４６

ＷＳ １ꎬ３ꎬ５ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ
２ꎬ４                

ＣＳＢＱ １－５  Ｔ Ａ   Ｔ     Ａ Ｔ    
ＳＺＹＹＱ １－３  Ｔ Ａ   Ｔ     Ａ Ｔ    

４ꎬ５  Ｔ Ａ   Ｔ   Ｇ  Ａ Ｔ    
ＬＹＢＱ １－５  Ｔ Ａ   Ｔ     Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ 
ＹＱＨＱ １ꎬ３ꎬ４  Ｔ Ａ Ｃ Ｔ  Ａ Ｔ  Ａ Ａ     Ｃ

２ꎬ５  Ｔ Ａ Ｃ Ｔ  Ａ Ｔ  Ａ Ａ     Ｃ
ＪＹＱＱ １－５ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ  Ｔ     Ａ Ｔ    Ｃ
ＭＮＳＱ １－５  Ｔ Ａ   Ｔ     Ａ Ｔ    

　 １)ＷＳ: 水 芹 野 生 种 Ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ ( Ｂｌ.) ＤＣ.ꎻ ＣＳＢＱ: ‘ 常 熟 白 芹 ’ ‘ Ｃｈａｎｇｓｈｕｂａｉｑｉｎ ’ꎻ ＳＺＹＹＱ: ‘ 苏 州 圆 叶 芹 ’
‘Ｓｕｚｈｏｕｙｕａｎｙｅｑｉｎ’ꎻ ＬＹＢＱ: ‘溧阳白芹’‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ꎻ ＹＱＨＱ: ‘玉祁红芹’ ‘Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ’ꎻ ＪＹＱＱ: ‘江阴青芹’ ‘ Ｊｉａｎｇｙｉｎｑｉｎｇｑｉｎ’ꎻ ＭＮＳＱ:
‘梅南水芹’‘Ｍｅｉｎａｎｓｈｕｉｑｉｎ’ .

　 ２)以水芹野生种 ＭＣＭ５ 基因为基准ꎬ“”表示一致性位点ꎬ“ －” 表示 ＩｎＤｅｌ 位点 Ｂａｓｅｄ ｏｎ ＭＣＭ５ ｇｅｎｅ ｉｎ ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｏ. ｊａｖａｎｉｃａꎬ “”
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｎｃｏｒｄａｎｔ ｓｉｔｅꎬ ａｎｄ “－” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ＩｎＤｅｌ ｓｉｔｅ.

表 ４　 水芹野生种和地方品种 ＭＣＭ５ 基因的核苷酸序列及其编码氨基酸序列的相似性１)

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＭＣＭ５ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｌｏｃａｌ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ
ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌ.) ＤＣ.１)

各材料 ＭＣＭ５ 基因
ＭＣＭ５ ｇｅｎｅ ｉｎ ｅａｃｈ
ｍａｔｅｒｉａｌ

序列相似性 / ％　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

ＷＳ－ＭＣＭ５ ＣＳＢＱ－ＭＣＭ５ ＳＺＹＹＱ－ＭＣＭ５ ＬＹＢＱ－ＭＣＭ５ ＹＱＨＱ－ＭＣＭ５ ＪＹＱＱ－ＭＣＭ５ ＭＮＳＱ－ＭＣＭ５

ＷＳ－ＭＣＭ５ — １００.０ １００.０ １００.０ １００.０ １００.０ １００.０
ＣＳＢＱ－ＭＣＭ５ ９９.７ — １００.０ １００.０ １００.０ １００.０ １００.０
ＳＺＹＹＱ－ＭＣＭ５ ９９.６ ９９.９ — １００.０ １００.０ １００.０ １００.０
ＬＹＢＱ－ＭＣＭ５ ９９.２ ９９.５ ９９.４ — １００.０ １００.０ １００.０
ＹＱＨＱ－ＭＣＭ５ ９９.１ ９９.２ ９９.２ ９９.３ — １００.０ １００.０
ＪＹＱＱ－ＭＣＭ５ ９９.４ ９９.７ ９９.６ ９９.４ ９９.３ — １００.０
ＭＮＳＱ－ＭＣＭ５ ９９.７ １００.０ ９９.９ ９９.５ ９９.３ ９９.７ —

　 １)ＷＳ: 水 芹 野 生 种 Ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ ( Ｂｌ.) ＤＣ.ꎻ ＣＳＢＱ: ‘ 常 熟 白 芹 ’ ‘ Ｃｈａｎｇｓｈｕｂａｉｑｉｎ ’ꎻ ＳＺＹＹＱ: ‘ 苏 州 圆 叶 芹 ’
‘Ｓｕｚｈｏｕｙｕａｎｙｅｑｉｎ’ꎻ ＬＹＢＱ: ‘溧阳白芹’‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ꎻ ＹＱＨＱ: ‘玉祁红芹’ ‘Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ’ꎻ ＪＹＱＱ: ‘江阴青芹’ ‘ Ｊｉａｎｇｙｉｎｑｉｎｇｑｉｎ’ꎻ ＭＮＳＱ:
‘梅南水芹’‘Ｍｅｉｎａｎｓｈｕｉｑｉｎ’ . “—”上方和下方的数据分别为氨基酸序列和核苷酸序列的相似性 Ｔｈｅ ｄａｔｕｍｓ ａｂｏｖｅ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ “—” ａｒｅ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

４５



第 ４ 期 王　 月ꎬ 等: 基于 ＡＯＸ１ 和 ＭＣＭ５ 基因水芹地方品种的遗传关系分析及‘玉祁红芹’ＩＳＳＲ－ＳＣＡＲ 标记建立

生种ꎬ第 ２ 组包括‘溧阳白芹’、‘玉祁红芹’和‘江阴

青芹’ꎬ第 ３ 组包括‘常熟白芹’、‘苏州圆叶芹’和‘梅
南水芹’ꎮ 水芹野生种和 ６ 个地方品种 ＭＣＭ５ 基因

的核苷酸序列相似性为９９.１％ ~ １００.０％ꎬ编码氨基酸

序列的相似性达１００.０％ꎮ 总体而言ꎬ与 ＡＯＸ１ 基因相

比ꎬ供试水芹材料的 ＭＣＭ５ 基因较保守ꎮ
２.２　 水芹野生种和地方品种间的遗传关系分析

基于 ＡＯＸ１ 和 ＭＣＭ５ 基因构建水芹野生种和地

方品种的 ＭＬ 遗传关系树见图 １ꎮ 结果显示:ＡＯＸ１ 基

因的 ＭＬ 遗传关系树(图 １－Ａ)先分为 ２ 个单系遗传

分支ꎬ其中ꎬ水芹野生种的 ＡＯＸ１ａ 基因组成基部分支

ⅠꎬＡＯＸ１ｂ 基因与 ６ 个地方品种的 ＡＯＸ１ 基因组成分

支Ⅱꎮ 单系遗传分支Ⅱ可进一步分为 ２ 个亚支ꎬ其
中ꎬ亚支Ⅱａ 由水芹野生种的 ＡＯＸ１ｂ 基因及‘常熟白

芹’、‘溧阳白芹’和‘江阴青芹’的 ＡＯＸ１ 基因组成ꎬ
显示 ６ 个地方品种的 ＡＯＸ１ 基因是野生种 ＡＯＸ１ｂ 基

因的直系同源基因ꎻ亚支Ⅱｂ 由‘苏州圆叶芹’、‘玉
祁红芹’和‘梅南水芹’的 ＡＯＸ１ 基因组成ꎮ

ＭＣＭ５ 基因的 ＭＬ 遗传关系树(图 １－Ｂ)的主要

结构与 ＡＯＸ１ 基因的 ＭＬ 遗传关系树相同ꎬ先分为

２ 个分支ꎬ水芹野生种的 ＭＣＭ５ 基因位于遗传关系树

的基部分支Ⅰꎬ６ 个地方品种的 ＭＣＭ５ 基因组成分支

Ⅱꎮ 分支Ⅱ进一步分为 ２ 个亚支ꎬ但是 ２ 个亚支的组

成与 ＡＯＸ１ 基因的遗传关系树不同ꎬ亚支Ⅱａ 由‘常

分支上数据表示基于 １ ０００ 次重复的支持率(％)ꎬ仅显示支持率大于 ５０％的数据 Ｔｈｅ ｄａｔｕｍｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｕｐｐｏｒｔ ｒａｔｅ (％) ｂａｓｅｄ ｏｎ
１ ０００ ｒｅｐｅａｔｓꎬ ａｎｄ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｓｕｐｐｏｒｔ ｒａｔｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ５０％ ｏｎｌｙ. ＷＳ: 水芹野生种 Ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌ.) ＤＣ.ꎻ ＣＳＢＱ: ‘常熟白芹’
‘Ｃｈａｎｇｓｈｕｂａｉｑｉｎ’ꎻ ＳＺＹＹＱ: ‘苏州圆叶芹’‘Ｓｕｚｈｏｕｙｕａｎｙｅｑｉｎ’ꎻ ＬＹＢＱ: ‘溧阳白芹’ ‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ꎻ ＹＱＨＱ: ‘玉祁红芹’ ‘Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ’ꎻ ＪＹＱＱ:
‘江阴青芹’‘Ｊｉａｎｇｙｉｎｑｉｎｇｑｉｎ’ꎻ ＭＮＳＱ: ‘梅南水芹’‘Ｍｅｉｎａｎｓｈｕｉｑｉｎ’ꎻ Ｄｃｓ: 胡萝卜 Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ ｖａｒ. ｓａｔｉｖａ Ｈｏｆｆｍ.

图 １　 基于 ＡＯＸ１(Ａ)和 ＭＣＭ５(Ｂ)基因构建的水芹野生种和地方品种的 ＭＬ 遗传关系树
Ｆｉｇ. １　 ＭＬ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｔｒｅｅ ｏｆ ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｌｏｃａｌ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌ.) ＤＣ. ｂａｓｅｄ ｏｎ

ＡＯＸ１ (Ａ) ａｎｄ ＭＣＭ５ (Ｂ) ｇｅｎｅｓ

５５
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熟白芹’、‘苏州圆叶芹’和‘梅南水芹’组成ꎬ亚支Ⅱｂ
由‘溧阳白芹’、‘玉祁红芹’和‘江阴青芹’组成ꎮ

进一步将 ＡＯＸ１ 和 ＭＣＭ５ 基因手动拼接ꎬ构建水

芹野生种和地方品种的 ＭＬ 遗传关系树(图 ２)ꎮ 结

果显示:该遗传关系树的结构与 ＡＯＸ１ 基因的遗传关

系树相似ꎬ水芹野生种的 ＡＯＸ１ａ 和 ＭＣＭ５ 基因拼接

后组成分支Ⅰꎬ分支Ⅱ中‘玉祁红芹’、‘苏州圆叶芹’

分支上数据表示基于 １ ０００ 次重复的支持率(％)ꎬ仅显示支持率大于
５０％的数据 Ｔｈｅ ｄａｔｕｍｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｕｐｐｏｒｔ ｒａｔｅ (％)
ｂａｓｅｄ ｏｎ １ ０００ ｒｅｐｅａｔｓꎬ ａｎｄ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｓｕｐｐｏｒｔ ｒａｔｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ５０％ ｏｎｌｙ.
ＷＳ: 水芹野生种 Ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌ.) ＤＣ.ꎻ ＣＳＢＱ:
‘常 熟 白 芹 ’ ‘ Ｃｈａｎｇｓｈｕｂａｉｑｉｎ ’ꎻ ＳＺＹＹＱ: ‘ 苏 州 圆 叶 芹 ’
‘Ｓｕｚｈｏｕｙｕａｎｙｅｑｉｎ’ꎻ ＬＹＢＱ: ‘溧阳白芹’ ‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ꎻ ＹＱＨＱ: ‘玉
祁红芹 ’ ‘ Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ ’ꎻ ＪＹＱＱ: ‘ 江 阴 青 芹 ’ ‘ Ｊｉａｎｇｙｉｎｑｉｎｇｑｉｎ ’ꎻ
ＭＮＳＱ: ‘梅南水芹’ ‘Ｍｅｉｎａｎｓｈｕｉｑｉｎ’ꎻ Ｄｃｓ: 胡萝卜 Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ ｖａｒ.
ｓａｔｉｖａ Ｈｏｆｆｍ.

图 ２　 基于 ＡＯＸ１ 和 ＭＣＭ５ 基因拼接后构建的水芹野生种和地方品
种的 ＭＬ 遗传关系树
Ｆｉｇ. ２　 ＭＬ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｔｒｅｅ ｏｆ ｗｉｌｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｌｏｃａｌ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ
ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ ( Ｂｌ.) ＤＣ. ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｐｌｉｃｅｄ ＡＯＸ１ ａｎｄ
ＭＣＭ５ ｇｅｎｅｓ

和‘梅南水芹’的 ＡＯＸ１ 和 ＭＣＭ５ 基因拼接后组成亚

支Ⅱａꎬ野生种的 ＡＯＸ１ｂ 和 ＭＣＭ５ 基因拼接后以及

‘常熟白芹’、‘溧阳白芹’和‘江阴青芹’的 ＡＯＸ１ 和

ＭＣＭ５ 基因拼接后组成亚支Ⅱｂꎮ
２.３　 ‘玉祁红芹’特异性分子标记的建立

基于 ＩＳＳＲ－８８０ 引物水芹地方品种的 ＰＣＲ 扩增

结果及特异性片段的序列和 ＳＣＡＲ 引物位点见图 ３ꎮ
结果显示:基于 ＩＳＳＲ－８８０ 引物ꎬ‘溧阳白芹’扩增出

长度约 ９００ ｂｐ 的特异性条带(图 ３－Ａ)ꎬ将该特异性

条带切胶回收、克隆测序ꎬ得到长度为 １ １４８ ｂｐ 的序

列(图 ３－Ｂ)ꎮ 根据该序列设计第 １ 对 ＳＣＡＲ 引物 ３－

Ｍ: ２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒꎻ １: ‘常熟白芹’‘Ｃｈａｎｇｓｈｕｂａｉｑｉｎ’ꎻ ２: ‘苏州
圆叶芹’‘Ｓｕｚｈｏｕｙｕａｎｙｅｑｉｎ’ꎻ ３: ‘溧阳白芹’‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ꎻ ４: ‘玉祁
红芹’‘Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ’ꎻ ５: ‘江阴青芹’ ‘ Ｊｉａｎｇｙｉｎｑｉｎｇｑｉｎ’ꎻ ６: ‘梅南水
芹’‘Ｍｅｉｎａｎｓｈｕｉｑｉｎ’ . 箭头示特异性条带 Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｂａｎｄ. 下划线示 ＳＣＡＲ 引物位点 Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓ ｓｈｏｗ ＳＣＡＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｉｔｅｓ.

图 ３　 基于 ＩＳＳＲ－８８０ 引物水芹地方品种的 ＰＣＲ 扩增结果(Ａ)及特
异性片段的序列和 ＳＣＡＲ 引物位点(Ｂ)
Ｆｉｇ. ３ 　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｌｏｃａｌ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ
ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌ.) ＤＣ. ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＳＳＲ￣８８０ ｐｒｉｍｅｒ (Ａ) ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｄ ＳＣＡＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｉｔｅｓ (Ｂ)

６５
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８８０ － Ｆ ( ５′ － ＧＧＡＡＧＡＧＴＴＴＡＧＧＴＡＡＧＡＣＴＴＴＣＴＣＧ －
３′)和 ３－８８０－Ｒ(５′－ＧＧＴＴＧＴＡＡＡＡＧＧＴＴＡＣＡＣＴＧＡＴ
ＧＣ－３′)ꎬ分别对应‘溧阳白芹’特异性片段全序列的

５０~７５ 及 １ ０９６~１ １１９ 位点ꎮ
采用上述 ＳＣＡＲ 引物对 ６ 个地方品种的所有单

株进行验证ꎬ结果见图 ４ꎮ 结果显示:‘溧阳白芹’和

Ｍ: ２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒꎻ １－８: ‘常熟白芹’ ‘Ｃｈａｎｇｓｈｕｂａｉｑｉｎ’ꎻ ９－１６: ‘苏州圆叶芹’ ‘ Ｓｕｚｈｏｕｙｕａｎｙｅｑｉｎ’ꎻ １７－２４: ‘溧阳白芹’ ‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ꎻ
２５－３２: ‘玉祁红芹’‘Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ’ꎻ ３３－４０: ‘江阴青芹’‘Ｊｉａｎｇｙｉｎｑｉｎｇｑｉｎ’ꎻ ４１－４８: ‘梅南水芹’‘Ｍｅｉｎａｎｓｈｕｉｑｉｎ’ .

图 ４　 基于第 １ 对 ＳＣＡＲ 引物水芹地方品种单株的扩增结果
Ｆｉｇ. ４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｏｆ ｌｏｃａｌ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌ.) ＤＣ. ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｐａｉｒ ｏｆ ＳＣＡＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

‘玉祁红芹’的 ８ 个单株中均扩增出 １ 条清晰的、长
度为 １ ０６９ ｂｐ 的条带ꎬ其他 ４ 个地方品种的所有单株

中均未扩增出该特异性条带ꎮ
为了进一步区分‘溧阳白芹’和‘玉祁红芹’ꎬ采

用 ＩＳＳＲ－８３６ 引物进行扩增ꎬ将‘玉祁红芹’长度约

５００ ｂｐ 的特异性条带(图 ５－Ａ)切胶回收、克隆测序ꎬ
得到长度为 ５１４ ｂｐ 的序列(图 ５－Ｂ)ꎮ 根据该序列设

计第 ２ 对 ＳＣＡＲ 引物 ４－８３６－Ｆ(５′－ＡＴＧＡＡＧＣＡＧＡＧＧ
ＡＡＧＡＧＡＣＡＴＴＣ－３′)和 ４－８３６－Ｒ(５′－ＡＣＴＡＣＣＣＴＣＴＴ
ＴＡＣＣＴＣＴＧＡＴＧＴＡＣ－３′)ꎬ分别对应‘玉祁红芹’特异

性片段全序列的 ４５~６７ 和 ４４８~４７２ 位点ꎮ
采用这对 ＳＣＡＲ 引物对‘玉祁红芹’和‘溧阳白

芹’的所有单株进行验证ꎬ结果见图 ６ꎮ 结果显示:
‘玉祁红芹’８ 个单株均可扩增出 １ 条清晰的、长度为

４２８ ｂｐ 的条带ꎬ而‘溧阳白芹’８ 个单株均未扩增出该

特异性条带ꎮ

Ｍ: ２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒꎻ １: ‘溧阳白芹’‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ꎻ ２: ‘玉祁红
芹’ ‘ Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ’ . 箭头示特异性条带 Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｂａｎｄ. 下划线示 ＳＣＡＲ 引物位点 Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓ ｓｈｏｗ ＳＣＡＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｉｔｅｓ.

图 ５　 基于 ＩＳＳＲ－８３６ 引物水芹地方品种‘溧阳白芹’和‘玉祁红芹’
的 ＰＣＲ 扩增结果(Ａ)及特异性片段的序列和 ＳＣＡＲ 引物位点(Ｂ)
Ｆｉｇ. ５　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｌｏｃａｌ ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ ａｎｄ
‘Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ’ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌ.) ＤＣ. ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＳＳＲ￣８３６
ｐｒｉｍｅｒ (Ａ) ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｄ ＳＣＡＲ ｐｒｉｍｅｒ
ｓｉｔｅｓ (Ｂ)

７５
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Ｍ: ２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒꎻ １－８: ‘溧阳白芹’‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ꎻ ９－１６: ‘玉祁红芹’‘Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ’ .

图 ６　 基于第 ２ 对 ＳＣＡＲ 引物水芹地方品种‘溧阳白芹’和‘玉祁红芹’单株的扩增结果
Ｆｉｇ. ６　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｏｆ ｌｏｃａｌ ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ ａｎｄ ‘Ｙｕｑｉｈｏｎｇｑｉｎ’ ｏｆ Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌ.) ＤＣ.

ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｐａｉｒ ｏｆ ＳＣＡＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

３　 讨　 　 论

３.１　 水芹地方品种间 ＡＯＸ１ 和 ＭＣＭ５ 基因的变异

本研究基于低拷贝核基因 ＡＯＸ１ 和 ＭＣＭ５ 进行

扩增ꎬ在水芹野生种的所有单株中均扩增出长度分别

为 １ １１２(ＡＯＸ１ａ)和 １ ３０５ ｂｐ(ＡＯＸ１ｂ)的 ２ 条条带ꎬ
而在 ６ 个地方品种的所有单株中仅扩增出 １ 条条带ꎬ
长度为 １ ３０５ ~ １ ３１６ ｂｐꎮ 为了明确品种间存在的差

异ꎬ本研究对碱基变异位点、插入 /缺失( ＩｎＤｅｌ)分析

以及核苷酸序列和编码氨基酸序列进一步比对ꎬ结果

表明:水芹 ６ 个地方品种的 ＡＯＸ１ 基因是 ＡＯＸ１ｂ 基因

的直系同源基因ꎬ而其旁系同源基因 ＡＯＸ１ａ 可能在

水芹驯化过程中丢失ꎮ 此外ꎬＡＯＸ１ａ 和 ＡＯＸ１ｂ 基因

的主要区别在于 ＡＯＸ１ａ 基因内含子 １ 中有 １１ ｂｐ 的

插入ꎬ这些变异位点可能通过调控转录和选择性剪接

过程影响植物基因的表达[１７－２１]ꎬ从而造成不同品种

的表型差异ꎮ
本研究扩增的 ＭＣＭ５ 基因位于 Ｅ６－Ｅ１０ 区域ꎬ该

区域 对 应 的 蛋 白 质 结 构 域 可 与 ＭＣＭ２、 ＭＣＭ３、
ＯＲＣ２Ｌ、ＯＲＣ６Ｌ 和 ＳＴＡＴ１ 等染色质蛋白因子结合组

成 ＤＮＡ 复制起始复合体[１６ꎬ２２－２３]ꎮ 该 ＭＣＭ５ 基因中

共有 ３３ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ其中有 ３ 个 ＳＮＰ 位点位于编码

区ꎬ且均为同义突变ꎮ ＡＯＸ１ 蛋白参与应激反应[１５]ꎬ
ＭＣＭ５ 蛋白参与 ＤＮＡ 复制[１６]ꎬ与 ＡＯＸ１ 基因相比ꎬ
ＭＣＭ５ 基因比较保守ꎬ这可能是 ２ 个基因编码蛋白的

功能不同ꎬ受到的选择压力也不同所致ꎮ
３.２　 水芹地方品种间的遗传关系

在基于 ＡＯＸ１ 基因构建的 ＭＬ 遗传关系树上ꎬ‘常

熟白芹’、‘溧阳白芹’和‘江阴青芹’３ 个地方品种聚

为一个亚支ꎬ‘苏州圆叶芹’、‘梅南水芹’和‘玉祁红

芹’３ 个地方品种聚为另一个亚支ꎬ这 ２ 个亚支组成

的分支与水芹野生种 ＡＯＸ１ａ 基因所在分支之间的支

持率较高ꎬ因此ꎬ该遗传关系树稳定、可靠ꎮ 尽管低拷

贝核基因遵守双亲遗传方式且能提供大量信息位点ꎬ
可用于研究低等分类阶元之间的系统发育关系ꎬ但是

不同的低拷贝核基因在物种演化过程中所受的演化

压力不同ꎬ因此ꎬ筛选合适的低拷贝核基因是构建低

等分类阶元之间稳定系统发育关系的重要前提ꎮ
３.３　 ‘玉祁红芹’的特异性标记

太湖流域的水芹地方品种中ꎬ‘玉祁红芹’具有

许多优良品质ꎮ 目前ꎬ仅通过形态观察将‘玉祁红

芹’与其他地方品种进行区分ꎬ存在一定的局限性ꎬ
不利于种质资源的保护和利用ꎮ 在开发‘玉祁红芹’
特异性分子标记的过程中发现ꎬ水芹地方品种间差异

较小ꎬ分子标记开发存在难度ꎮ 本研究基于 ＩＳＳＲ－
ＳＣＡＲ 标记开发了两步法鉴别‘玉祁红芹’的特异性

位点 ＰＣＲ 分子标记ꎬ该方法先基于 ＩＳＳＲ－８８０ 引物扩

增得到‘溧阳白芹’ 的特异性片段ꎬ设计的第 １ 对

ＳＣＡＲ 引物将‘溧阳白芹’和‘玉祁红芹’与其他 ４ 个

地方品种区分开ꎬ再基于 ＩＳＳＲ－ ８３６ 引物扩增得到

‘玉祁红芹’特异性片段ꎬ设计的第 ２ 对 ＳＣＡＲ 引物将

‘玉祁红芹’与‘溧阳白芹’区分开ꎮ 与传统的基于形

态、理化指标或非特异性分子标记相比ꎬ该标记具有

准确性高、重现性好、稳定、可靠的优点ꎮ ‘玉祁红

芹’特异性分子标记的开发为其他优质水芹地方资

源的种质鉴定、保存和创新利用提供了理论依据和指

导意义ꎮ
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