
第 34 卷 增刊 1
2012 年 2 月

北 京 林 业 大 学 学 报

JOURNAL OF BEIJING FORESTRY UNIVERSITY
Vol． 34，Suppl． 1

Feb． ，2012

梅根系丛枝菌根真菌 AFLP 分析

蔡邦平1 陈俊愉2 张启翔2 郭良栋3 黄耀坚4 王增福4

( 1 厦门市园林植物园 2 北京林业大学园林学院 3 中国科学院微生物研究所 4 厦门大学生命科学学院)

摘要: 为了解决梅根系共生的丛枝菌根( AM) 真菌难以应用形态学鉴定的问题，以巢式 PCR 的 AFLP 方法研究梅根

系 AM 真菌 DNA 多态性。试验采集梅花期的根系样品，应用改良 CTAB 法提取总 DNA，经纯化处理后，应用巢式

PCR 扩增根系 AM 真菌基因片段，进行 AFLP 分析。结果表明，18 个梅品种的 30 个根系样品中，仅有 8 个样品经巢

式 PCR 后获得纯化的 DNA 片段，占试验样品数的 26. 7% ; 8 个样品共得到指纹图谱带 24 条，各样品平均多态性位

点数为 3. 0 个，Nei’s 基因多样性为 0. 409 7 ± 0. 084 8，Shannon 信息指数为 0. 596 8 ± 0. 095 5; 利用 Nei’s 遗传相似

性系数聚类，梅品种根系内 AMF 基因组 DNA 的聚类类别与梅“品种群”这一分类级别无相关性。该试验为植物根

系共生 AM 真菌 DNA 多态性研究提供了一种简便的技术。
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DNA polymorphism of arbuscular mycorrhizal fungi ( AMF ) was analyzed through the method of

DNA amplification by nested PCR based on AFLP marker，in order to solve the difficulty of identifying
the species of AMF associated with mei flowers ( Prunus mume Sieb． et Zucc． ) ． A total of 30 root
samples from 18 mei cultivars were collected in the flowering phase from Wuhan Mei Garden as
experimental materials． The results show that the purified DNA can be extracted only from eight root
samples that account for 26. 7% of total root samples． Totally 24 polymorphic loci were obtained from
eight sample roots，averaging 3. 0 loci for each sample． The average genetic identity was 0. 409 7 ±0. 084 8，

and the Shannon information index was 0. 596 8 ± 0. 095 5． The clustered groups of AMF DNA by AFLP
marker from different cultivars were not identical with cultivar groups of P． mume． The results indicate
that the AFLP marker technology is a brief and effective method to study the DNA polymorphism for the
AMF in the roots of a plant．
Key words arbuscular mycorrhizal fungi; nested PCR; amplified restriction fragment polymorphism
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丛枝菌根( arbuscular mycorrhiza，简称 AM) 是植

物与球囊霉门( Glomeromycota) 真菌形成的共生体，

在自然 界 中 普 遍 存 在。梅 ( Prunus mume Sieb． et

Zucc． ) 能与 AM 真菌形成丛枝菌根［1--3］。由于 AM
真菌是以活植物为专门宿主的菌类，目前为止尚无

法离开活植物进行纯培养［4，5］，因此在植物根系内
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共生的 AM 真菌难以判断具体是哪些种类。
分子标记技术利用生物 DNA 多态性进行遗传

标记，在种质多态性研究、分子遗传图谱构建、品种

鉴定、系统发育与进化等方面有着广泛的应用［6］。
Simon 等［7］于 1993 年首次利用 PCR 扩增技术测定

了 AM 真菌的 DNA 序列，开始了分子标记技术在

AM 真菌的遗传多样性、种质鉴定、菌群多样性等方

面的研究。国内郑世学等［8］利用巢式 PCR 技术对

田间玉米根样中 AM 真菌的特异性进行检测; 龙良

鲲等［9］利用 PCR-DGGE 技术分析 AM 真菌 DNA 多

态性; 接伟光等［10］研究了黄檗 AM 真菌 PCR-DGGE
的条件; 蔡柏岩等［11］利用巢式 PCR 技术对黄檗根

围 AM 真菌进行分子鉴定; 李涛等［12］通过克隆 AM
真菌 RNA LSU 基因片段研究了中国西南地区干热

河谷 2 种优势旱生植物的 AM 真菌分子多样性。
扩增片段长度多态性( AFLP) 是 1992 年由荷兰

科学家 Zabeau 和 Vos 发明的检测 DNA 多态性分子

标记技术［13］。该技术既继承了 RFLP 的稳定性，又

具有 PCR 反应快速、灵敏的特点，同时克服了 RFLP
和 RAPD 的缺点，且扩增的带纹多( 50 ～ 100 条) ，可

以提供较为丰富的多态性位点，具有重复性高、可操

作性强、快速、简便、有效的特点［6］。
本研究通过巢式 PCR 技术扩增梅根系的 AM

真菌基因片段，利用 AFLP 标记检测 AM 真菌 DNA
多态性，研究梅根系 AM 真菌的群落和遗传多样性，

为进一步研究梅共生 AM 真菌的种类组成、功能菌

种、作用机理提供可能，同时也为其他植物共生 AM
真菌 DNA 多态性研究提供参考。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

梅品种的根系样品( 表 1) 采自武汉东湖梅园，

于 2008 年 2 月梅开花期采集，样品清洗干净后置于

－ 70 ℃冰箱保存备用。

表 1 梅品种的根系样品

Tab． 1 Root samples of different cultivars of P． mume

序号 梅品种 品种群* 样品数 序号 梅品种 品种群* 样品数

1 小绿萼 绿萼品种群 2 10 昆明小跳枝 跳枝品种群 1

2 宫春 宫粉品种群 1 11 晚碗宫粉 宫粉品种群 1

3 洪岭二红 宫粉品种群 1 12 粉妆台阁 宫粉品种群 1

4 徽州骨红 朱砂品种群 2 13 江南朱砂 朱砂品种群 1

5 三轮玉蝶 玉蝶品种群 2 14 多萼朱砂 朱砂品种群 1

6 江梅 单瓣品种群 1 15 龙游 龙游品种群 3

7 米单绿 绿萼品种群 2 16 垂直梅 垂直品种群 1

8 米单跳枝 跳枝品种群 3 17 杏梅 杏梅品种群 1

9 复瓣跳枝 跳枝品种群 2 18 美人梅 美人品种群 3

注: * 品种群划分依据文献［14］。

基因组提取试剂盒购自上海赛百盛基因技术有

限公司，PCR 产物纯化试剂盒 Cycle Pure Kit 和 Gel
Pure Kit 购自 OMEGA 公司( 美国) ，MseⅠ、T4 DNA
Ligase、Taq 酶均购自大连宝生物工程有限公司。
1. 2 基因组总 DNA 提取、纯化与检测

采用改良 CTAB 法提取根系内基因组总 DNA。
每一样本选取适量( 约 1 ～ 2 g) 新鲜细嫩根样放于

无菌试管中，加入适量无菌水在离心机上以 2 000 r
min 的速度振荡 2 min，重复洗涤 3 次，去除杂质，置

于 70%的乙醇溶液中表面消毒 4 ～ 5 min，再用去离

子水清洗 3 次。将洗涤后的根样转移到无菌研钵

中，加入液氮充分研磨呈粉末状，迅速转入 5 mL 的

离心管中。向离心管中加入事先于 65 ℃ 水浴预热

的 2 mL 2% CTAB 抽提液( 100 mmolL Tris-HCl，pH
8. 0; 20 mmolL EDTA，pH 5. 0; 1. 4 molL NaCl) ，充

分混匀，于 65 ℃水浴 1 h，同时每隔 15 min 缓慢摇动

1 次离心管。温浴结束后，采用基因组提取试剂盒

继续处理样品，收集到基因组 DNA 粗提物。
将 DNA 粗提物采用 Cycle Pure Kit 进一步纯

化，去除样品中残留蛋白质，获得的 DNA 纯化样品

直接进行 PCR 扩增或置于 － 20 ℃下保存备用。
采用 1%琼脂糖凝胶电泳，以 Marker DNA-Hind

Ⅲ做为分子标记，120 V 电压下电泳 20 min，溴化乙

锭染色，在 Tannon GIS--2009 紫外凝胶成像仪分析

系统下观察、拍照，进行 DNA 检测。
1. 3 基因片段的巢式 PCR 扩增

1. 3. 1 巢式 PCR 引物

巢式 PCR 即进行 2 次 PCR 扩增。首先采用真

核生物大亚基( LSU) 通用引物 LR1 和 FLR2 作为外

侧引物进行第 1 次 PCR 扩增，再用第 1 次 PCR 的产
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物作为模板，用 AMF 特异性引物 28G1 和 28G2 作

为内侧引物进行第 2 次 PCR 扩增，以 Gel Pure Kit
对 PCR 产物进行割胶纯化，去除样品中残留蛋白质

和非目标条带。

表 2 巢式 PCR 引物的碱基序列及来源

Tab． 2 Primers of nested PCR

引物 碱基序列 温度℃ 专一性情况 来源

LR1 5'-GCATATCAATAAGCGGAGGA-3' 53 Fungi 文献［15］

FLR2 5'-GTCGTTTAAAGCCATTACGTA-3' 54 Fungi 文献［16］

28G1 5'-CATGGAGGGTGAGAATCCCG-3' 61 ( AM) fungi 文献［17］

28G2 5'-CCATTACGTCAACATCCTTAACG-3' 59 ( AM) fungi 文献［17］

1. 3. 2 PCR 反应体系及条件

PCR 扩增条件为: 起始温度 94 ℃ 3 min; 变性温

度 94 ℃ 1 min，退火温度第 1 次 54 ℃、第 2 次 59 ℃
各 1 min，延伸温度 72 ℃ 1 min，共 35 次循环; 最后

延伸温度 72 ℃ 10 min。
第 1 次 PCR 反应产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检

测，若无条带，则直接作为第 2 次 PCR 反应的模板;

若有条带，将其稀释 40 倍作为第 2 次 PCR 反应的

模板。
采用 Cycle Pure Kit 试剂盒对 PCR 产物进行纯

化，利用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物。
1. 4 AFLP 分析

1. 4. 1 酶 切

利用内切酶 MseⅠ对扩增的 DNA 进行酶切。
反应体系中 DNA 模板 100 ng，加入内切酶 MseⅠ
0. 625 μL、10 × NEB 缓冲液 2. 5 μL、100 × BSA( 100
gmL) 0. 25 μL，再加入灭菌双蒸水至 25 μL，混匀后

置于 PCR 仪内 37 ℃反应 3. 5 h。酶切序列为: MseⅠ:

3'-TTAAAATT-5'。
1. 4. 2 人工接头的连接

将酶切产物置于 70 ℃水浴 15 min，使 MseⅠ内

切酶变性、失活。接头连接反应体系中，酶切产物模

板 12. 5 μL，加入 10 × T4 DNA 连接缓冲液 2. 5 μL、
T4 接头( 10 μmolL) 5 μL、T4 连接酶( 350 UμL) 1
μL，再加灭菌双蒸水至 25 μL，混匀后置于 PCR 仪

内 18 ℃反应 7 h。接头序列为: T4 接头: ( M 接头)

5'-GACGATGAGTCCTGAGTACTCAGGACTCAT-3'。
1. 4. 3 预扩增

取连接产物 10 μL 为模板 DNA，加入 1 μL 扩增

引物、2. 5 μL 10 × PCR 缓冲液、0. 5 μL dNTPs ( 2. 5
mmolL) 、0. 25 μL Taq 酶( 5 UμL) ，再加入灭菌双

蒸水至 25 μL。扩增程序为: 94 ℃ 预变性 3 min;

94 ℃变性 30 s，58 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 45 s，扩

增 31 个循环; 72 ℃终延伸 5 min，最后 4 ℃ 10 min。
扩增后样品中加入 5 μL 上样缓冲液( 6 × ) 混合，

95 ℃ 变 性 5 min 后 立 刻 转 移 到 冰 上 冷 却，取 10

μL 迅速在已制备好并经过预电泳的聚丙烯酰胺

变性 凝 胶 的 点 样 孔 中 点 样。扩 增 引 物 序 列: 5'-
GATGAGTCCTGAGTAAC-3'。
1. 4. 4 聚丙烯酰胺凝胶电泳

选择性扩增产物用 6% 变性聚丙烯酰胺胶和

1 × TBE 缓冲液，80 W 恒功率预电泳 30 min。上样

品 10 μL，80 W 恒功率电泳约 2 h，至第 1 条上样缓

冲液条带泳到胶板的另一前沿停止电泳。
1. 4. 5 银 染

将胶板放入 2 L 新配制的 10% 冰醋酸中，轻轻

摇动 20 min 至胶全部脱色; 用蒸馏水冲洗胶板 3
次，每次 2 min; 再放入染色液( 1. 5 g AgNO3 + 2. 25
mL 37%甲醛 + 1. 5 L 水) 中，摇动 30 min，染色; 在蒸

馏水中冲洗约 5 s，立即放在冷却的显影液( 30 g 无

水碳酸钠，400 μL 10 mgmL 的硫代硫酸钠，融入 1 L
水中，置于 4 ℃预冷) 中，摇动至 DNA 条带出现; 将

胶板放入 10% 冰醋酸固定液中，轻摇 5 min，定影;

蒸馏水冲洗胶板约 5 min 后，室温下自然干燥。
1. 5 数据分析

根据电泳图谱，将图谱上某一位置出现条带的

记为“l”，缺乏的记为“0”。强带和弱带都记为“1”，

仅那些重复性好的带才被记录。最后对“l”和“0”
组成的原始矩阵，用 NTSYSpc-2. 0 软件进行数据分

析。用 POPGENE 32 软件，计算得出多态性位点数、
多态性条带百分率、Nei’s 基因多样性指数、Shannon
信息指数、Nei’s 基因遗传距离( GD) 等指数。其中

遗传相似系数 GS =2Nij ( Ni + Nj ) ，Nij为两品种共有

的条带数，Ni和 Nj分别表示两品种各自扩增出的条

带数; Nei’s 基因遗传距离 GD = 1 － GS。利用得到

的 GD 矩阵进行类间平均链锁法聚类分析，建立样

品间的亲缘关系树图。

2 结果与分析

2. 1 根系总 DNA 的提取、PCR 扩增产物纯化的结果

18 个 梅 品 种 的 30 个 根 系 样 品，利 用 改 良 的

CTAB 法提取 DNA，得到 16 个样品 DNA 粗提物，获
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得 DNA 粗提物的样品数占试验总样品的 53. 3%。
经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，DNA 片段弥散、条带模

糊( 图 1) 。DNA 粗提物经 Cycle Pure Kit 试剂盒纯

化处理后，再经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，DNA 片段

较纯化前，条带清晰，蛋白质污染减轻，条带拖尾现

象明显减弱 ( 图 2) ，但仅有 8 个纯化 DNA 片段，获

得纯化 DNA 片段的样品数占试验总样品的 26. 7%。

图 1 未纯化的根系 DNA 电泳图谱

Fig． 1 Unpurified root DNA spectrum

图 2 纯化的根系 DNA 电泳图谱

Fig． 2 Purified root DNA spectrum

将 DNA 粗提物稀释 100 倍作为模板进行巢式

PCR 处理。第 1 次 PCR 反应产物用 1%琼脂糖凝胶

电泳检测，若在 750 bp 处无条带，则直接作为第 2
次 PCR 反应的模板; 若 750 bp 处有条带，将其稀释

40 倍作为第 2 次 PCR 反应的模板。巢式 PCR 后，

共获得 8 个纯化的 DNA 片段，小于 720 bp ( 图 3 ) ，

表明梅根系存在 AMF 基因组。

图 3 根系 DNA 巢式 PCR 扩增产物

Fig． 3 Amplification by nested PCR of root DNA

注: 1． 三轮玉蝶 a; 2． 小绿萼 a; 3． 小绿萼 b; 4． 洪岭二红; 5． 三轮玉蝶 b; 6． 宫春; 7． 徽州骨红; 8． 江梅。

2. 2 根系 AMF 基因组 DNA 的 AFLP 指纹图谱分析

根系 AMF 基因组 DNA 经过巢式 PCR 扩增后，

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染，紫外灯下扫描。
结果发现 8 个样品共得到指纹图谱带 24 条( 图 4) ，

其中多态性带 24 条，多态性比率为 100%，多态性

位点数 9 个，平均多态性位点数 3. 0 个，Nei’s 基因

多样性为 0. 409 7 ± 0. 084 8，Shannon 信息指数为

0. 596 8 ± 0. 095 5。其中，梅品种‘宫春’根系 AMF
基因组 DNA 的多态位条带最多，为 6 条、‘洪岭二

红’的多态位条带最少，为 1 条。具有多态性位点 1
号( DNA 片段约 1 372 bp) 的梅品种数量最多，8 个

样品中 有 5 个 样 品 具 有; 具 有 多 态 性 位 点 14 号

( DNA 片段约 194 bp) 的梅品种数量最少，仅‘三轮

玉蝶’a 1 个样品具有。
2. 3 根系 AMF 基因组 DNA 遗传相似性与聚类图谱

根系 AMF 基因组 DNA 在梅各品种间的 Nei’s
遗传相似性和遗传距离也有差异，反映了其丰富的

图 4 AMF 基因组 DNA 的 AFLP 电泳图谱

Fig． 4 Gel electrophoresis AFLP of AMF DNA

遗传多样性。Nei’s 遗传相似系数变异范围是 0. 22 ～
1. 00，‘三轮玉蝶’b 和‘小绿萼’a 的相似性最高，相

似性系数为 1. 00; 而‘宫春’和‘洪岭二红’、‘徽州
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骨红’和‘江梅’的相似性最低，相似性系数均为 0. 22( 表 3) 。

表 3 梅品种根系内 AMF 基因组 DNA 基于 AFLP 标记的遗传相似系数和遗传距离

Tab． 3 Genetic similarity coefficients and genetic distances of the root of P． mume cultivars based on AFLP marker

三轮玉蝶 a 小绿萼 a 小绿萼 b 洪岭二红 三轮玉蝶 b 宫春 徽州骨红 江梅

三轮玉蝶 a * 0. 33 0. 67 0. 44 0. 33 0. 33 0. 56 0. 22

小绿萼 a 0. 67 * 0. 56 0. 33 0. 00 0. 67 0. 67 0. 11

小绿萼 b 0. 33 0. 44 * 0. 44 0. 56 0. 56 0. 33 0. 67

洪岭二红 0. 56 0. 67 0. 56 * 0. 33 0. 78 0. 33 0. 44

三轮玉蝶 b 0. 67 1. 00 0. 44 0. 67 * 0. 67 0. 67 0. 11

宫春 0. 67 0. 33 0. 44 0. 22 0. 33 * 0. 67 0. 56

徽州骨红 0. 44 0. 33 0. 67 0. 67 0. 33 0. 33 * 0. 78

江梅 0. 78 0. 89 0. 33 0. 56 0. 89 0. 44 0. 22 *

注: 下三角为相似性系数，上三角为遗传距离。

聚类结果表明( 图 5) ，梅品种根系内 AMF 基因

组 DNA 的聚类类别与梅品种本身的“品种群”这一

分类级别无相关关系，也就是梅的不同品种群与其

定居根内的 AMF 种群无必然的联系。例如在梅品

种分类中，‘小绿萼’和‘三轮玉蝶’分别属于绿萼型

和玉蝶型，但其根系内 AMF 基因组 DNA 的遗传距

离最近，可聚为一类型; 相反，即使是同一个梅花品

种( 如小绿萼 a 和 b) ，其不同植株的根系内 AMF 基

因组 DNA 的遗传距离也有较大差距，可聚为不同的

类型( 图 5) 。

图 5 梅品种根系 AMF 基因组 DNA 基于 AFLP 标记的聚类结果

Fig． 5 Clustered result of AMF DNA from the roots of different cultivars of

P． mume based on AFLP marker

3 结论与讨论

3. 1 根系 AMF DNA 的提取方法

采用分子生物学技术对 AM 真菌进行研究，具

有快速、准确、涉及范围广等优点，是传统技术不可

比拟的。但在操作中，仍有试验条件、材料、技术水

平等多方面影响结果。本试验中，取样为 18 个梅品

种的 30 个 根 系 样 品，利 用 改 良 的 CTAB 法 提 取

DNA，只得到 16 个样品的 DNA 粗提物。经纯化处

理，仅有 8 个样品的 DNA 片段条带清晰、无污染、无
拖尾，符合 AFLP 分析的要求。因此，对于植物根系

内提取 AMF DNA 的试验条件还需要进一步优化。

本研究应用巢式 PCR 对 AMF DNA 进行特异性

扩增，具有很好的灵敏性，可有效地从微量 DNA 中

扩增出目标带，对其根系内的 AMF 基因组 DNA 研

究十分有利。但是，植物根系被 AM 真菌侵染的能

力、侵染率不同，绝大多数的根系不可能达到 AM 侵

染率 为 100%。梅 根 系 AM 侵 染 率 在 8. 39% ～
32. 22%［1］，这就可能导致提取基因组总 DNA 所利

用的根系样品，本身就不存在 AM 真菌。因此，对于

梅根系 AM 真菌的 DNA 多态性研究仍需进行材料

与方法的改进。
3. 2 梅根系共生的 AM 真菌鉴定

对于自然生态系统中的 AM 真菌多样性研究多
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数还是依据土壤孢子形态以及根内侵染结构。根据

植物根内的侵染结构，可以初步判断是哪些类群的

AM 真菌侵染，而无法判断是哪些具体的 AMF 种类

以及数量［5］。分子标记技术为植物根内定居的 AM
真菌种类和遗传多样性研究提供一种可行性方法。
本研究表明梅根系共生的 AM 真菌遗传多样性丰

富，平均多态性位点数为 3. 0 个，说明其根内的 AM
真菌种类多样。但对根系内的 AM 真菌种类鉴定，

还有赖于大量的 AM 真菌分子测序工作。
3. 3 梅品种与其共生 AMF 菌群关系

研究表明，梅根系内的 AMF 基因组 DNA 的平

均多态性位点数 3. 0 个，明显少于梅根际土壤的

AMF 基因组 DNA 的 6. 5 个 ( 将 另 文 发 表 相 关 结

果) 。说明在梅根围土壤的 AMF 孢子种类明显多

于根系内的种类，宿主植物对 AMF 的定居着生是有

选择性的，或者说明梅根围土壤的 AMF 种类并不是

能够全部定居于宿主植物中的。
根据聚类结果表明，梅各品种根系内 AMF 基因

组 DNA 的聚类类别与梅的“品种群”这一分类级别

无相关关系。但是由于本试验中从根系中能够抽取

AMF DNA 的梅品种群的品种样本相对较少，尚缺乏

各品种群的大量样品进一步核实。
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