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基于 AFLP技术对桢楠实生白化苗与正常苗
的比较研究
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( 1．四川省林业科学研究院，四川 成都 610081，2．内江市东兴区双才林业工作站，四川 内江 641100)

摘 要:对桢楠白化苗与正常苗的 AFLP谱带进行了比较分析，结果发现有两对引物( P6 和 P11) 能在正常苗和白
化苗中产生差异条带。其中引物 P6 在白化苗样品中扩增的条带比在正常绿苗少一条，即白化苗缺失一条带，缺失
的这条带大小为 230 bp左右。而引物 P11 在白化苗样品中扩出的条带比正常绿苗多一条，多出的这条带的大小为
200 bp左右。差异条带的出现说明白化苗与正常苗在 DNA序列上是有差异的，发生这种差异的原因是碱基突变，
缺失还是插入，还需进一步的测序比较分析。
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Comparison between Albescent and Normal Seedings of
Phoebe zhennan by AFLP
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Abstract: Using the amplified fragment length polymorphism ( AFLP) technique to study polymorphism
between the genomic DNA of albescent seedlings and normal seedlings of Phoebe zhennan，it was found
that bands amplified by P6 and P11 were between albescent seedlings and normal seedlings． The number
of bands of albescent seedlings amplified by P6 was one less than that of normal seedlings and the size of
the lacking stripe was about 230 bp． The number of bands of albescent seedlings amplified by P11 was one
more than that of normal seedlings and the size of the extra stripe was around 200 bp． The differences of
bands indicated that the DNA sequence of albescent seedlings was different from that of normal seedlings．
It was needed to conduct sequence and comparative analysis to confirm whether the differences were
caused by base mutation，deletion or insertion．
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白化苗是是叶片中含叶绿素较少或不含叶绿素

的植物幼苗。叶绿素的缺失导致植物不能进行正常
的光合作用和生长发育。光合作用对植物来说是必
不可少的，光合作用正常与否，对植物生长有重要影

响。研究白化苗的成因进而控制其形成是当前作物
育种中亟待解决的一个问题。很多研究发现在多种
农作物的实生苗或组培苗中存在白化苗，如水稻

( Oryza sativa L． ) ［1］、小麦 ( Triticumaestivum L． ) ［2］、
大麦 ( Hordeumvulgare L． ) ［3］、高粱 ( Sorghum bicolor
( L． ) Moench ) ［4］、玉米 ( Zea mays L． ) ［5］、烟草
( Nicotianatabacum L． ) ［6］、棉花 ( Gossypiumhirsutum
L． ) ［7］、甘蔗 ( Saccharumsinensis Ｒoxb． ) ［8］、薏苡
( Coixlacrymajobi L． ) ［9］、雷竹( Phyllostachys praecox
C． D． Chu et C． S． Chao) ［10］。白化苗不但在农作物
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中较为普遍，在树木中也有发现，如苏铁 ( Cycasrevo-
luta Thunb． ) ［11］、蓝 桉 ( Eucalyptus globulus La-
bill． ) ［12］、版纳省藤 ( Calamus nambariensis Becc．
var． xishuangbannaensis S． J． Pei et S． Y．
Chen) ［13］、椰子树( Cocos nucifera) ［14］。白化苗产生
的原因有两种，一种是由于生理上的变化引起的; 另

一种是 DNA序列产生了突变。生理上的变化是白
化苗形成的外因，包括抗生素［15］、磷和锌［5］、预处
理［16］、低温［17］、脉动磁场［18］、不同杂交材料［19］和不
同倍性［20］等因素对植物产生白化苗的影响。DNA
序列的变异可导致白化苗与正常绿苗叶片的超微结

构［11，21］、过氧化物同工酶［22，23，9］、脂酶同工酶［9，22］、
可溶性蛋白质［22，24］和质体亚显微结构［25］等方面具

有明显的差异，这些差异可能与白化苗的形成有关。
遗传学上的研究表明，白化苗遵从单基因分离规律，

认为白化苗可以作为评估树木远亲繁殖率的指

标［12］，但也有相反的研究结果［26］。桢楠( Phoebe
zhennan S． Lee ＆ F． N． Wei) 是我国重要的经济树
种，但目前有关桢楠的研究较少，有关桢楠白化苗的

研究迄今还未见有报道。基于此，本文对桢楠白化
苗与正常苗的 AFLP谱带进行了比较分析。

1 材料

本研究的试验材料为桢楠实生苗。2011 年 10
月份由四川省林业科学研究院在四川、云南、重庆、
贵州、湖北和湖南 6 个省采集苗木种子。按棵采集，
每一棵上采到的种子作为一个家系，共采集 92 个家
系，每个家系 50 棵，2012 年 3 月份将种子播于装有
土壤的塑料花盆中，采用相同的营养土质栽培、相同
的营养液浇灌，以及相同的光照、温度与湿度管护。

图 1 桢楠正常苗( 左) 和白化苗( 右)

实验所用的试剂有购自 Biolabs 的限制性内切
酶 EcoＲI 和 MseI; 购自天根生物科技有限公司
( Tiangen，北京) 的 T4 连接酶、TaqDNA 聚合酶、
dNTPs和甲酰胺、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、尿素，
琼脂糖、Tris饱和酚等有机试剂; 购自 Solarbio 公司
的亲和硅烷、剥离硅烷; 由英潍捷基( 上海) 贸易有
限公司合成引物。
实验所用到得仪器有电子天平( Sartorious) 、高

速冷冻台式离心机( Thermo) 、蒸汽灭菌器、Bio-Ｒad
( MC013208) PCＲ 扩增仪、水平电泳仪( BIO-ＲAD)
和 Gene Genius Bio-imaging System 凝胶成像凝胶成
像系统、北京六一仪器厂生产的 DYCZ-20C 型垂直
电泳系统，UV-VIS Spectrophotometer( Tu-1901 型) 紫
外分光光度仪、摇床以及其它一些常用的实验设备。

2 研究方法

2． 1 测定白化苗发生率
2012 年 7 月统计每个家系白化苗的株数和该
家系的总株数。
白化苗发生率 =每个家系白化苗的株数 /该家

系的总株数·100%。
2． 2 基因组 DNA的提取
供试材料种子发芽后，分别取白化苗和正常苗

的新鲜嫩叶，基因组 DNA提取参照 Zhang 等的实验
方法［21］，所得的白化苗基因组 DNA 和正常苗基因
组 DNA分别用 1%琼脂糖凝胶上电泳检测，用 Gene
Genius Biolmaging Sysetm 凝胶成像系统在紫外光下
拍照，可以粗略估算出各样品的 DNA 浓度，同时还
可检测总 DNA 分子的大小以及是否降解。最后统
一将 DNA 浓度调整为 40 ng·μl － 1，均保存于 －
20℃冰箱备用。
2． 3 AFLP扩增
利用实生苗、白化苗的 DNA 样品对 56 个引物

组合进行了筛选，根据最终聚丙烯酰胺凝胶上反映

出的条带数目、清晰度、多态性以及重复性情况来筛
选适用的 AFLP引物。

PCＲ反应体系: 体积为 25 μl，3 μl 模板 DNA，
扩增引物( 50 pm·μl － 1 ) 各 1. 0 μl，2 μl dNTPs ( 10
mM·μl － 1 ) ，0. 2 μl Taq DNA聚合酶 ( 5 U·μl － 1 ) ，
1. 5 μl MgCl2 ( 25 mM) ，补充超纯水至 25 μl。PCＲ
反应程序: 94 ℃预变性 2 min; 94 ℃变性 30 s，65 ℃
退火( 每个循环降低 0. 7 ℃ ) 30 s，72 ℃延伸 1 min，
12 个循环; 94 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延
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伸 1 min，23 个循环; 最后 72 ℃延伸 5 min; 置于4 ℃
保存备用。
2． 4 聚丙烯酰胺凝胶电泳
反应结束后，选择性扩增产物与上样缓冲液

( 98%甲酰胺; 10 retool /L EFrA，pH8. 0; 0. 250k溴酚
蓝; 0. 25%二甲苯青 FF) 等体积混合，95℃变性 6
min．立刻将 PCＲ 管放到冰上待用。本实验中采用
聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染的方法进行检测执。银
染后的板晾干后在胶片观察灯下观察，选择那些具

有清晰、电泳带易计数的引物作为 AF＇LP 反应的最
佳引物。

3 结果与分析

3． 1 白化苗发生率
在收集的 92 个家系中有 5 个家系出现 1 株 ～ 2

株白化苗，其白化苗发生率在 2% ～ 4%之间，这与
高梁和玉米实生苗的 5%以下的白化苗发生率相

近［4，5］。
3． 2 引物筛选结果
利用实生苗、白化苗的 DNA 样品对 56 个引物

组合进行了筛选，根据最终聚丙烯酰胺凝胶上反映

出的条带数目、清晰度、多态性以及重复性情况，选
择出了 16 个引物组合，利用这 16 对引物检测白化
苗与正常绿色苗的 DNA 差异条带的筛选引物，具体
情况见表 1。
3． 3 AFLP谱带分析

16 对 AFLP引物中，发现有两对引物组合( P6
和 P11) 能在正常苗和白化苗中产生差异条带。其
中引物 P6 在白化苗样品中扩增的条带比在正常绿
苗少一条，即白化苗缺失一条带，缺失的这条带大小

为 950 bp左右( 图 2 左) 。而引物 P11 在白化苗样
品中扩出的条带比正常绿苗多一条，即白化苗多一

条带，多出的这条带的大小为 1 150 bp 左右( 图 2
右) 。差异条带的出现说明白化苗与正常苗在 DNA
序列上是有差异的。

表 1 AFLP引物筛选结果表

引物名 序列 引物名 序列
EcoＲI-S 5'-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3' Mse I-S 5'-GACGATGAGTCCTGAG-3'
EcoＲI-A 5'-AAT TGG TAC GCA GTC TAC-3' Mse I-A 5'-TACTCAGGACTCAT-3'

E0 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C A-3' M0 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A C-3'
E1 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C AAT-3' M1 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CAA-3'
E2 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C AAG-3' M2 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CAC-3'
E3 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C ACA-3' M3 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CAG-3'
E4 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C ACT-3' M4 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CAT-3'
E5 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C ACC-3' M5 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CTA-3'
E6 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C ACG-3' M6 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CCA-3'
E7 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C AAC-3' M7 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CTG-3'
E8 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C AGG-3' M8 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CTC-3'
E9 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C AAA-3' M9 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CTT-3'
E10 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C ATG-3' M10 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CCT-3'
E11 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C ATT-3' M11 : 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CCC-3'
E12 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C ATC-3' M12 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CCG-3'
E13 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C ATA-3' M13 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CGA-3'
E14 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C AGA-3' M14 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CGT-3'
E15 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C AGC-3' M15 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CGC-3'
E16 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C AGT-3' M16 5'-GAT GAG TCC TGA GTA A CGG-3'

4 讨论

本研究中两对差异性筛选引物 P6 ( EACG /MC-
CG) 和 P11 ( EATC /MCGT ) ，获得了两条差异性
DNA 片段，重复验证实验证明这两条多态性条带能
够稳定区分桢楠的白化苗与绿色苗。植物中白化苗
性状成因主要有两个，第一是跟 DNA 序列的突变相
关，另外还可能与植物所处的环境以及生理上的变

化相关，目前还缺乏两者相关的直接证据。根据本

单位关于桢楠种子萌发与幼苗栽培的实验，我们使

用采集的桢楠种子，在四川省林业科学研究院繁殖

花圃中萌发并管护，实施相同的营养土质栽培、相同
的营养液浇灌，以及相同的光照、温度与湿度管护，
依然发现了部分白化苗性状的出现，因此推测桢楠

白化苗的产生可能与环境生理的差异性原因无太大

关联，而主要源于其体内 DNA 的突变。这也是我们
采用 AFLP 方法，从分子生物学的基因组学角度入
手研究桢楠白化苗成因的理由。

DNA序列发生差异可能是由碱基突变，碱基或
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图 2 引物 P6 在正常苗中扩出的特异性条带( 左) 、引物
P11 在白化苗中扩出的特异性条带( 右)

片段的插入，碱基或片段的缺失等引起的。Ellis
( 1985) 研究发现小麦白化苗的质体 DNA有大段缺
失，不同的白化苗缺失片段及缺失量不同［27］。杨莉
等( 1998) 利用 ＲFLP 技术研究了小麦返白系叶绿
体 DNA的多态性，发现亲缘关系较近的两个小麦品
种的白化苗的 Hind Ш 酶切片段有差异，他们认为
这种差异可能是由于 cDNA 发生点突变，小片段插
入或缺失所造成的［28］。张汉尧等( 2005) 研究表明
矮牵牛的白化可能是由于叶绿体 DNA 水平上的碱
基变化所引起的［29］。本研究中，究竟是碱基的突
变，还是缺失或插入导致白化苗与正常绿苗的 AFLP
谱带发生差异，还需进一步的测序比较分析，从核苷

酸序列水平真正揭开桢楠白化苗的基因组突变成

因。
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