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植物分子 系统发育与进化研究的基因 

选择 、引物设计与应用策略 
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摘 要：引物选择、设计与应用策略是植物分子系统发育与进化研究的关键环节。本文综述了基因选择的原 

则、引物设计的技巧以及如何有效地利用所涉及 的片段获取相应的 PCR片段的方法。 
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Gene selection． 。 design and their utilit~onselecti0n primer d their utility 0n m ’e ， 

studies of plant molecular phylogeny and evolution 
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(Ministry of Education Key Laboratory for Biodiversity Science and Ecological Engineering，Institute of 

· Biodiversity Science，Fudan University (IBSFU)，Shanghai 200433，China) 

Abstract：Primer selection，design and utility are key and absolutely necessary steps on the studies of plant molecular 

phylogeny and evolution．Here the principles of gene selection，the skills of primer design and the efficient utility of 

the primers selected to obtain the needed PCR products are summarized． 
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随着分子生物学和生物信息学的快速发展，核 

酸序列分析已成为分子系统发育与进化研究 中广泛 

应用的基本方法。而作为 PCR实验 的关键环节 ，引 

物选择 与设 计 策略 的 好坏 却 往往 可 决定 研 究 的 

成败 。 

1 植物分 子系统发育 与进化研 究 

的基 因选择原则 

以往植物分子系统发育与进化研究 ，已经利用 

了来 自三个基 因组的基 因或 DNA片段构建 了不 同 

类群的系统发育。每个基 因组的不同基因可能被应 

用在不同分类 等级的类群 。由于不 同分类学家对 

科、属、种等阶元 的概念和范围理解不 同，而相 同阶 

元 内不同类群的进化速率可能不一致 ，因此也会出 

现即使 同一基因在同一阶元的不同类群中应用效果 

有所不同的现象 ，如 cpDNA ￡r 工厂F 区可以很好地 

解释一些属的系统发育 ，但 在另一些属 内则可能很 

少有分化。尽管如此，在分 子系统发育与进化研究 

中基因选择还是有基本原则可以遵循的。(1)通用 

引物优先原则 ：在亲缘关系较远的不 同类群 中都适 

用的引物 ，往往是 通用 引物 ，其适用范 围也广，如 

white等(1990)设计 的扩增核糖体基 因(nrDNA) 

ITS区域 的 ITS5、ITS4、ITS3和 ITS2四个引物、 

Taberlet等 (1991)设 计 的扩增 叶绿体 基 因(cpD- 

NA)trnT-trnL—trnF 区段的 a—f 6个引物、Demesure 

等(1995)设计的扩增线粒体基因(mtDNA)nadl和 

nad4内含子的 6个引物，这些引物通用性在很多类 

群都得到很好的验证 ；(2)近缘类群优先原则 ：通常 

情况下，在一个类群中已经成功应用的基因，往往在 
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其近缘类群也可以使用 。因此 ，如果在一个类群的 

近缘类群上已经做过某些基 因的系统学分析 ，这些 

基因就可以作为优先的选择 。以木兰科为例 ，cpD- 

NA matK 基 因序 列 可 用来 分 析 木 兰 科 含 笑属 

(Michelia)的系统发育(金虹等，1999)，那么，该基 

因通常也会适合其近缘类 群木兰属 (Magnolia)的 

系统发育 (Azuma等 ，1999)。(3)富含信息位点原 

则：具有关键信息位点或信息位点丰富的基 因才有 

助于疑难系统发育与进化关系问题的解决。对于较 

低分类等级的类群 ，选择长的内含子或基因间隔区， 

相对短的基因片段 而言信 息位 点可能会多些。因 

此，在基 因选择和引物设计时应作重点考虑。 

了解不 同基 因组的特点 、不 同基因或 DNA 片 

段的一般应用分类等级的上下限(图 1)，以及具体 

类群的具体情况 ，将有助于合理而有效地应用它们 

去获得系统发育信息(Soltis＆ Soltis，1998)。 
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Fig．1 Taxonomic level of utility of primers 

根据 Soltis DE＆ Soltis PS(1998)修改而成 。‘⋯ ’代表该基因可能 的上限或下 限，‘?’代表该基 因很少被用到 

Figure is motified from Soltis DE ＆ Soltis PS(1998)．‘一一 一 designates the approximate upper or lower 

limits of applicability．‘?’Refers to genes that have been rarely used 

1．1叶绿体基因组 

主要 由单拷贝序列组成，在被子植物 中常常单 

亲遗传 ，一般母 系遗传 (猕猴桃属 Actinidia是个例 

外，为父系遗传)，与核基因相比，不受网状进化(re— 

ticulate evolution)影响，其进化历史相对容易分析， 

构建系统树 比较容易。叶绿体基因组还具有以下几 

个方面的优点受到研究者青睐：(1)cpDNA在植物 

总 DNA 中含量较丰富，易于提取和分析；(2)对叶 

绿体基因遗传背景 了解较多 ，目前 已经有超过 7O余 

种的叶绿体全基因组序列公布，更多物种的叶绿体 

全基因组序列正在测序之中；(3)不同的叶绿体基因 

进化速率不同，具有系统学价值 的基因很多(Hoot 
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等，1999)，可以选择进化速率快的基 因探讨低分类 

等级的系统发育 ；也可 以选择核酸替换相对保守的 

基因，去解决较高等级分类群 的系统发育问题 。例 

如 rbcL是分子系统学研究常用的基因，通常适合于 

科以上分类等级的系统发育，有时也用于科 内属间 ； 

而 matl~基因、t 7_7l F 区和 rp￡l6内含子 等则非常 

适合用于属内、种间的系统发育关系研究。 

marK基因长约 l 500 bp，位于 叶绿体赖氨酸 

tRNA基 因(trnK)的 内含子 中，编码 一种 成熟 酶 

(maturase)，可能参与 RNA转录体 中 Ⅱ型 内含子 

的剪切 。mark是叶绿体基 因组蛋白质编码基 因中 

进化速率最快的基因之一 (Johnson& Soltis，l994； 

Liang& Hilu，1996)。marK 的序列变异 中转换和 

颠换的频率、密码子 3个位置没 有严 重偏离 ，这 与 

rbcL有较大差别 。由于 marK 序列 的变异 均为均 

一

，在构建系统树时不必对不 同类 型的变异进行加 

权，极大地增强 了分子系统树 的可靠性 ；同时 matK 

比rbcL长，核酸替换率是 rbcL的 2～3倍以上，用 

于构建分 子系统 树分 辨 率大 大提 高 (Johnson & 

Sohis，l994)。rnatK 一般用 于科 内、属 间、一些类 

群种间关系的研究 (如 Erdogan& Mehlenbacher， 

2000；Levin等 ，2000；Meimber等 ，2001)。 由于 

”川，K进化速率相对保守 ，同样也适用 于较高等级 

的分类群研究 (Manos＆ Steele，1997)。 

trnL—F区 包 括 trnL[UAA]内含 子 和 trnL 

EUAA]一trnF[GAA]之间的间隔区(约0．8 kb)。针 

对该基 因片段所设计 的引物 比较通用 ，相对容易扩 

增而被广泛地应用于低分类等级的系统发育研究之 

中(如 I evin等 ，2000；Sweeney Price，2000； 

Wilkstr0m & Kenrick，2000；Yen ＆ Olmstead， 

2000；Fritsch等，2001；Manen等 ，2002)。 

在有详细化石记录可校对 系统发育分支 的类 

群 ，rbcL、matt(、trnL-F 等基 因可 以很好 地进行分 

子钟推导 ，进一步推测进化历史事件 ，在物种起源与 

进化研究中被广泛采用 。 

rpll 6基因是编码 核糖 体 L16的基 因，其 内含 

子约 1．0 kb，在绝大多数被子植物 中都存在，并成 

功地应用一些属的系统发育研究 ，可以很好地解释 

属内种 问 的 系统 发育 关 系 (如 Posno等 ，1986； 

Downie等 ，l996，2000；Jordon等 ，1996；Kelchner 

Clark，l997；Baum 等，l998；Kelchner，2002； 

Wang等，2004)。比较烟草和水稻 17个共有的叶 

绿体基因内含子碱基序列后 发现 ，rpll6内含子是 

分化最快的(Donwnie等，1996)。此外，可作为分子 

系统学研究其他叶绿体 DNA的分子标记还有：at— 

pB、ndhF、 rps2、 rps4、 rpsl6、 cplTS2—4． 59 

CpITS3、trnC-trnD、非 编 码 序 列 PY-IGS 片段 等 

等。CBOL Plant Working Group(2009)曾 比较 

matK、rbcL rpoB rpoC1，atpF-atpH psbK-psbI 

和 trnH—psbA 等 7个基因或基因间隔区，来探索区 

分陆生植物物种的“条形码 (Barcoding)”。事实上 ， 

可用做 Barcoding的基 因还很多，Heinze(2007)就 

对已经发表的引物、新设计 的引物进行汇总建立一 

个叶绿体基 因引物数据库 。文章见 http：／／www． 

plantmethods．corn／content／3／1／4。全部 引物可从文 

中附表获得。研究者可以根据不同目的进行选择。 

1．2线粒体基因组 

以往认为线粒体基因重排事件频繁，作为信息 

分子，同源性受到影响，很难用于分子系统学研究， 

特别是应用于高等级分类群的研究。但是，一些线 

粒体基因如COX 、matR和mtSSU已经在被子植物 

基部类群的研 究 中应用 ，并取得很好 的进展 (Par 

kinson等，l999；Qiu等 ，1999)。nadl exon BC in— 

tron II也在较低 分类 等级类 群的系统发育和进化 

研究 (Sanjur等 ，2002；Schaefer& Rennet，2O10)， 

甚至在大花草及其宿主的基因水平转移研究中都有 

报道(Davis& Wurdack，2004)。 

1．3核基 因组 

尽管核基 因组很大，所包含的基 因的数量和变 

异相当大 ，但是大多数用于系统发育研究的核基因 

序列却主要 限于核糖体 DNA。rDNA用于植物系 

统分类和进化研究有其突出的优点：(1)结构功能十 

分保守 ，但又具有一定的变异 ；(2)在细胞中含量大， 

易获得 ；(3)与叶绿体基 因相 比，避免 了由于单亲遗 

传带来的对分支关 系的错误解释。因此，rRNA是 

进行分子系统分类和进化研究较为理想的指标 。最 

常用基因或片段 ：18S rRNA基 因、nrDNA ITS区 

等 。高度保守的拷贝区(18S、26S rDNA)最早被用 

于科和科以上水平的系统发育研究。而进化速度快 

的区域，如 ITS，则常用于种间和近缘属间的关系。 

其他几个核基因，如 Pgi、gapA、adh、gapC显示出 

一 定的应用潜力 ，甚 至可用于居群水平的研究(Sol— 

tis& Soltis，l998)。 

nrDNA ITS 区 (internal transcribed spacer of 

nuclear ribosome，核糖体 DNA转录间隔区) 这是 

高等植物中应用最为普遍的 DNA 片段。它位于小 
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亚基和大亚基 rRNA基 因之间 ，被 5．8S rRNA基 

因分为两段，即 ITS1和 ITS2。在被子植物中，虽然 

不同被子植物的 rDNA ITS区序列 差异较大 ，但 

ITS区的长度差别较小 ，总长度约为 600～700 bp， 

l rS l的长 度 为 187～ 298 bp，ITS2为 187～ 252 

bp，非常容 易进行 PCR扩增 (Baldwin等，1995)。 

作为 18S一26S rDNA 的一个组成部分，ITS在核基 

因组中是高度重复的，而且通过不等交换和基因转 

换 ，这些重复单位间已发生了位点内或位点 间的同 

步进 化 (concerted evolution)(Elder& Turner， 

l995)，即不同 ITS拷贝间的序列趋于相近或完全 

一 致。对于不涉及网状进化(即杂交起源)的类群， 

通常情况下其 PCR扩增产物都可以直接测序；对于 

不易 扩增 的 DNA 样 品，组 合 使用 ITS5、ITS4、 

ITS3、ITS2等通用引物，采用分段 PCR或巢式 

PCR的方 法可 以很好 地实现 ITS区 PCR扩增 、 

测序 。 

利用 ITS作分子标记来研究系统发育关系已 

得到了广泛应用，它在科 、亚科、族内的系统发育与 

分类 问题研 究方 面具 有重 要 作用 (Campbell等， 

1995；Downie& Katz—Downie，l996；Francisco—Or— 

tega等，1 997)。关 系密切 的物种之 问 ITS长度接 

近，而序列有一定程度的变异 ，因此，该 片段特别适 

合于属、组级等较低等级分类群的系统发育和分类 

研究 (Baldwin，1993；Baldwin等，1995；Yuan等， 

l 996；Ainouche Bayer，1997；Kollipara等，1997)。 

单拷贝与低拷贝核基因 对于杂交或多倍化起 

源的类群，单拷贝基因和低拷贝核基因是探讨其系 

统发育与进化的最合适 的选择 。已有的文献显示， 

rpb2一d或一I copy、Adhl、Adh2、GBSSI(waxy)、以 

及花基因 PISTILLATA(PI)、Leafy等基 因在一 

些类群 中都可 以作 为单拷 贝基 因使用 (Sang等， 

l997；Mason—Garner等 ，1998；Lee等，2002；Oxel— 

1]l~l rl等，2OO4；Kim 等，2008)。由于古多倍化 的存 

在 ，对于染色体基数较大的类群 ，寻找完全的单拷贝 

基因往往是非常困难的。可以将同一基因家族的不 

同拷贝作为备选基 因考虑，但如果研究涉及 的取样 

量较大时，其克隆测序的工作量将明显加大。 

适合谱系地理学(PhylogeOgraphy)的核基 因 

谱系地理学的范围一般涉及同一个种的复合体或同 

种的不同居群。要求的合适基因是在这两个水平上 

有较高的信息位点变异。通常nrDNA ITS、cpDNA 

⋯ r厂_F、atpB-rbcL 等是植物谱系地理学主要 的候 

选基因。核基因在这方面应有很大潜力 ，如查尔酮 

合成酶基 因(chalcone synthase)的内含子、Leafy 

内含子 2、果 实液泡转 化酶 (fruit vacuolar invert— 

ase)基因内含子 2在不同类群中都有很好应用(Ca— 

icedo& Schaal，2004；Bartish等，2006；Liao等， 

2010)。优先考虑具有长的内含子或基因间隔区是 

这类基因筛选的关键。 

多基因综合分析是 目前被子植物系统发育与进 

化研究主要的常规手段 。不同基因对于揭示植物系 

统发育过程均具有重要意义。一般情况下，核基因 

树与叶绿体基因树是一致的，但有时也会发生系统 

树冲突。不同于单亲遗传的叶绿体基因和线粒体基 

因。核基因是双亲遗传 的，利用其序列变异探讨植 

物的系统发育过程，特别是解决网状进化问题具有 

明显的优势。对于进化速率不同的基 因或 DNA片 

段，综合分析可望对所研究类群的系统发育提供更 

为全面的理解。 

2 引物设计软件的使用 

并不是 在任何肘候都有可以借鉴的通用基因， 

用于植物的系统发育与进化研究。由于研究者所要 

解决的科学问题不同，近缘类群没有相关研究，往往 

就需要根据不同研究 目的进行引物设计。比如研究 

植物的杂交与多倍化，就需要设计单拷贝核基因的 

引物 ；研究多基因家族进化 ，就需要设计可以扩增这 

一 基因家族不同基因的引物；做谱系地理学研究，就 

需要针对进化速率相对较快的基因设计引物；做背 

景不清的类群的居群遗传结构和遗传多样性研究， 

有时就需要设计微卫星引物。 

无论哪种情况 ，都要涉及 引物设计软件。设计 

软件种类很多，但其引物设计主要遵循 3条基本原 

则：首先，引物与模板的序列要紧密互补；其次，引物 

和引物之间避免形成二聚体(primer dimer)；再次， 

引物不能在模板的非 目的位点引发 DNA聚合反应 

(即错位)。在进行引物设计 时，还要注意以下的要 

点(张新宇等 ，2004)：1)引物长度 ：一般为 15～30 

bp。其有效长度可以用公式 Ln一2(G+c)+(A+ 

T)来计算 ，一般不应 大于 38 bp，否则产物的特异性 

将因 PCR最适延伸温度超过 Taq酶的最佳作用温 

度(74℃)而降低 ；2)G+C含量应在 4O ～6O 之 

间。PCR复性温度一般是引物的 Tm值减去 5～1O 

℃。当引物长度小于 20 bp时，Tm=4(G+c)+2 
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(A十T)；3)碱基应随机分布 ，应避免连续出现几个 

同样的碱基。尤其不应在 3 端出现超过 3个连续的 

( 或 C，否则会导致引物在 G+C富集 区错误引发 ； 

4)引物 3 端不应发生错 配，否则会在很大程度上影 

响 Taq酶的延伸效应。引物 3 端最好选用 A、G或 

c，而尽可能避免使用 T(也有文献说明应避免使用 

A)，尤其是连续 2个 以上 的 T；5)引物 自身不能含 

有互补序列，否则会形成发夹结构而导致引物无效 ； 

6)两个引物之 间不应有 多于 4个互补或 同源 的碱 

基 ，否则会形成引物二聚体 ，尤其应避免 3 端 的互 

补重叠；7)引物应与扩增 目的序列之间存在特异性。 

与非扩增序列的同源性 小于 7o 或少于连续 8个 

互补碱基。 

对于已知序列 ，可通过特定的引物设计软件如 

Primer Premier 5．0和 Oligo 6．44来完成引物设计 

和评估 。关于这两个软件的用法 ，张新宇等 (2004) 

已有较为详尽 的说明，在此不再赘述 。需要说明的 

是，即便是软件对给出所设计的引物各项指标得分 

都很高，也不一定能确保引物一定能扩增 出所需的 

条带。比如，用于克隆 目的的 PCR，由于产物序列 

相对 固定 ，引物设计的选择 自由度较低。要想获得 

效果很好的引物，在 自动搜索的基础上还要辅以人 

工分析 ，将这两套引物设计软件 合并使用可能效果 

更好。根据以往设计引物的经验，(1)对于特殊 的酶 

退火温度要求较高，如 LA Taq酶或其他高保真酶 ， 

设计时可通过控制引物长度来决定 ；(2)正向引物和 

反向引物的 Tm值、GC含量值不要相差悬殊；(3) 

扩增引物不宜在所扩增 区段 内部有连续的配对区。 

(4)引物 长 度 可通 过 File> Rreference> Default 

Primer Length选定 ，通过手工来调节 3 端碱基 组 

成和两个引物 GC含量差值。 

2．1利用 mRNA序列设计 引物扩增总 DNA特殊片 

段的方 法 

在实验设计 中，常常需要根据已知的 mRNA序 

列设计扩增总 DNA特殊片段的引物。一般原则是 

从外显 子保守 区域 人手设 计。通 常 的办法 ：将该 

mRNA序列通过 GenBank与有基 因组全长的物种 

如拟南芥 、水稻等进行 Blast比对 ，确定内含子与外 

显子边界 ，推测可能的内含子长度；然后在 内含子区 

域用多个 (如 2O或 以上 )n来代替 ，将该序 列导人 

Primer Premier 5．0之中，再避开 n区进行引物设计 ， 

按引物设计的一般原则 ，尽可能设计多对扩增引物， 

以便后续的分段 PCR或巢式 PCR扩增 目的片段。 

2．2微卫星引物的开发与设计方法 

微卫星 DNA(Microsatelllite DNA)即简单重复序 

列(simple repeats sequence，SSR)，是一类 由 l～6个 

碱基组成的基序串联重复而成的DNA序列。不同等 

位基因问的重复数存在丰富差异，且重复序列两侧多 

是相对保守的单拷贝序列，可通过设计特异引物对基 

因组总 DNA进行 PCR扩增。由于微卫星标记扩增 

片段的多态性丰富，重复性好 ，标记一般为共显性，在 

基因组中分散分布，已成为系统与进化植物学研究的 

重要分子标记 ，被广泛应用于植物居群遗传结构、遗 

传多样性与谱系进化等方面的研究中。 

微卫星引物 的开发方法多样 (Zane等，2002，张 

增翠，侯喜林，2004；陈怀琼等，2009)。经典的方法是 

基于基因组文库构建结合 SSR探针杂交的筛选法， 

后来 陆续 发展 了基 于 RAPD(Randomly Amplified 

Polymorphic DNA)的 开 发 策 略 (Cifarelli等，1995； 

Lunt等，1999)、基 于 ISSR-PCR 的 SSR分 离 策略 

(Fisher等，1996；Lench等，1996)、基于引物延伸的分 

离策略(Ostrander等 ，1992)、利用选择杂交进行 SSR 

分离(Karagyozov等 ，1993；Kandpal等，1994；Zane等， 

2002)、建立序列标签文库获得 SSR引物序列等方法。 

其中，利用微卫 星富集基 因组文库构建法与 ISSR- 

PCR方法筛选微卫星在实验室 已非常广泛(Armour 

等 ，1994；Fleischer& Loew，1995；Fisher等，1996； 

Lench等，1996；Matthew等，1999)。微卫星富集基因 

组文库构建法 (SNX linker方法)主要是通过基因组 

酶切、接头(Adaptor)制备与连接、连接产物的扩增、 

产物与含重复序列的生物素探针杂交、磁珠富集及产 

物吸收预扩、克隆测序、引物设计来完成；而利用 IS— 

SR片段筛 选 SSR标 记主要依 据 为 ISSR是 介 于 

SSR之间的片段 ，其 中长的 ISSR片段本身就可能 

包含有 SSR片段 。通过对这样的片段筛选、克隆测 

序并进一步设计 SSR侧翼区引物。 

3 多引物组合使 用——巢 式 PCR 

与分段 PCR 

对于一些难于扩增 的材料 ，比如长模板或模板 

DNA浓度过低的样 品，常规 PCR往往不能达到扩 

增 目的 片段 的 目的 ，可 以采用 巢 式 PCR 和分 段 

PCR来解决。前者是对 PCR产物的再扩增 ，引物 

至少应有一个为内部引物 ，否则 PCR扩增成功率会 

受影响。需要注意的是 以 PCR产物为模板 ，模板浓 
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度是关键 ，通常情况下 ，出现上拖带和下拖带分别暗 

示模板浓度过高或过低 ，需要调试，否则会达不到扩 

增的目的；后者使用外部引物和内部引物，内部引物 

和内部引物的分段扩增 ，然后再将各段序列拼接起 

来，如 trnT-F用 a和 d，c和 _厂分别扩增 ，然后再用 

“、d、c、f测序，其效果与用 “和 厂扩增 ，然后再用这 

4个引物测序是相同的。这里的关键是需要有先设 

计足够的内部引物，各段序列之间应有重叠区域 。 

对于 PCR扩增产物条带较弱的，除调试模板之外 ， 

可以采用多管浓缩与克隆测序相结合的方法先获得 

序列 ，然后再设计合适的引物优化实验体系。 

基因选择、引物设计与应用策略的好坏 ，是能否 

获得高质量 PCR扩增的前提，只有解决这些 问题 ， 

才能为后续的序列或遗传多态性分析提供详实可靠 

的科学数据和关键证据。 
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