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[摘 要]：本研究利用扩增片段长度多态性（amplified fragment length polymorphism，AFLP）分子标记，用8个EcoRⅠ-NNN和8个MseⅠ-NNN组成64对引物组合对大麻10个品种混合组成的雌性、雄性植株基因池进行筛选，并将筛选到的引物在此10个品种中进行验证，引物E-ACT/M-CTA在10个品种的雄株中均扩增出一条特异条带，雌株中均没有此带，对此引物扩增得到的特异性条带回收，克隆，测序获得一条大小为348bp的雄性特异性条带，得到的序列进行Genbank序列比对，数据库中没有与此特异条带同源的序列。该条特异条带作为分子遗传标记可用于大麻早期性别鉴定的参考。
[关键词]：大麻；AFLP；性别鉴定 
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Abstract: AFLP（amplified fragment length polymorphism）was applied to identify markers associated with Cannabis sativa L.sex type. Sixty four pairs of primers of the 8 EcoRⅠ-NNN and 8 MseⅠ-NNN combination were used to amplify the mixed male and female DNA pools of ten varieties. The primer E-ACT/M-CTA amplified an apparent fragment that was only existed in male pool and in all male individuals of the ten varieties. The male-specific fragment  was 348bp and no homologous sequence was found in Genbank. This male-specific fragment can be used as linkage marker in sex identification of Cannabis sativa L. 
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大麻，学名Cannabis sativa L. ，属于大麻科（Cannabinaceae）大麻属（Cannabis）一年生草本植物。其栽培历史悠久，是一种古老的韧皮纤维作物[1]。大麻具有多方面的经济利用价值，我国自古以来多利用它的纤维纺织，造纸，利用它的种子食用和榨油，利用麻叶，花穗，麻皮，麻根和麻仁等入药为医药用。大麻为雌雄异株植物，雄株的纤维质量高于雌株。而且，雌雄株成熟期也不一致，雄株成熟较早，造成其收获期不一致。如果分期收获无法使用机械化操作，人工分期收获也很不方便，且增加成本，如果不分期收获，纤维成熟不一致，降低了纤维品质[2]。所以生产上期望能将雌雄株分开种植，而大麻雌雄株在幼苗时期外形上并无明显的第二性征可用来鉴定其性别，植株发育后期才表现出性别的二型性，即当生殖器官（花器官）原基开始发育后才逐渐表现出性别差异，且这种差异也仅表现在生殖器官上，而在其它营养体部分仍难区分。因此，如何利用分子标记开展大麻性别的早期鉴定，对实现                    
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机械化收割，降低成本，充分利用其价值具有重要的意义。对大麻性别的研究很早就已开始。早在1979年，M.Kh.Chailakhyan证明叶片通过赤霉素的合成可以促进大麻雄株发育[3]。近年来，随着分子标记技术的迅速发展，分子标记在大麻性别的研究中也发挥了越来越重要的作用。其中RAPD标记技术的应用最广泛。前人已利用RAPD引物获得多个与大麻性别相关的特异带（Otto Torjek，2002），（陈其军，2001），（宋书娟，2001），（HongSha，2003），（Giuseppe Mandolino，2002）。AFLP标记技术在大麻性别研究中的应用目前报道的比较少，2003年，A.Peil H.Flachowsky等利用AFLP标记研究发现了性染色体上有一假常染色体区域，在减数分裂时，这一区域内的X和Y染色体可以发生交换重组，而性染色体其他区域很少发生这类重组。2004年，V.M.Cristiana Moliternil等利用cDNA-AFLP技术对4叶期植株检测出5个雌雄株存在差别的多态性片段，克隆和测序显示，这些片段属于此阶段诱导雄性植株的9个不同mRNA[2-5]，但它们在性别形成过程中的作用机理还有待于进一步研究。虽然对大麻性别决定机制和性别控制的相关研究正在逐年增多，但是性别决定的不稳定性特点给揭示这些机制增加了难度，性别控制和性别鉴定中存在的问题尚未完全解决。本文运用扩增片段长度多态性（AFLP）技术，对云南省农科院引进的10个大麻品种进行了检测，找到了与性别连锁的特异条带，并将此特异条带回收，克隆，测序，为大麻早期性别鉴定研究提供了进一步的研究基础。
1 材料与方法

1.1 植物材料

用于构建大麻（Cannabis sativa L.）基因组DNA池的品种10个：B1,B2,B4,B6,B24,B27, B25,YM2,YM3,YM4。由云南省农科院提供。试验材料种植于中国农业科学院麻类研究所沅江实验站。出现雌雄花蕾后，分别取10个品种的雌株，雄株的幼嫩叶片，液氮速冻后，置低温冰箱保存备用。

1.2 主要试剂与仪器

主要试剂：无菌ddH2O；EcoRⅠ，MseⅠ，T4ligase购自NEB公司；预扩增反应和选扩增反应使用的Taq酶购自TaKaRa公司；所有接头和引物均由上海生物工程公司合成（表一）；新型植物基因组DNA提取试剂盒，大量PCR产物纯化试剂盒均购自北京天根生化科技有限公司，聚丙烯酰胺凝胶回收试剂盒购自Omega生物公司。

主要仪器:PCR仪（Biometra）；序列分析电泳系统（Bio-Rad, Sequi-Gen-GT/1000PAC）；离心机（上海安亭Anka）；电泳仪与水平电泳槽（Bio-Rad；六一仪器厂）。
表一AFLP分析的限制性酶切位点，接头及引物序列
  Table 1 Restriction sites,adapters and primers sequences used in the AFLP analysis

	限制性内切酶                 EcoRⅠ                           MseⅠ
Restriction enzymes

酶切位点                 5’-G▼AATTC-3’                   5’-T▼TAA-3’

Restriction sites            3’-CTTAA▲G-5’                   3’-AAT▲T-5’

接头序列                5’-AATTGGTACGCAGTCTAC-3’      5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’

Adapters                3’-CCATGCGTCAGATGCTC-5’        3’-TACTCAGGACTCAT-5’

预扩增引物              5’-GACTGCGTACCAATTCA-3’       5’-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’

Preselective PCR primers

选择性扩增引物          EcoRⅠ+AAC                       MseⅠ+CAA

Selective primers          EcoRⅠ+AAG                       MseⅠ+CAC

                        EcoRⅠ+ACA                       MseⅠ+CAG

                        EcoRⅠ+ACT                        MseⅠ+CAT

                        EcoRⅠ+ACC                        MseⅠ+CTA

                        EcoRⅠ+ACG                        MseⅠ+CTC

                        EcoRⅠ+AGC                        MseⅠ+CTG

                        EcoRⅠ+AGG                        MseⅠ+CTT


1.3基因组DNA的提取和基因池的构建

采用天根新型植物基因组DNA提取试剂盒提取大麻基因组DNA。样品DNA-20℃下保存备用。
将提取的DNA稀释5倍在紫外分光光度计下测定OD260,OD280进行质量检测。再将原液用1ⅹTBE，1%的琼脂糖凝胶，5V/cm电泳0.5h电泳检测。
将每份DNA定量至50ng/ul，分别取10个品种的雌株，雄株等量DNA组成雌雄两个基因池，用于筛选具有多态性的引物。
1.4  AFLP反应体系的优化
     大麻DNA雌雄DNA池AFLP反应体系的建立：双酶切体系和连接体系按NEB公司的产品说明进行，预扩增体系按TaKaRa公司产品说明进行，选扩增参照参考文献[6-8]的方法，反应体系如表二所示。本试验用构建好的雌雄株DNA池作为模板，对模板DNA的浓度，酶切时间，预扩增模板浓度和选扩增模板浓度做了探索，得到适合于大麻的AFLP实验体系。 

表二 大麻AFLP反应体系
Table2 AFLP reaction systems of Hemp

	酶切体系               连接体系            预扩增体系           选择性扩增体系
Restriction digestion        ligation system    Pre-amplification      selective amplification

System                                          system               system

DNA 5ul                 酶切产物         连接产物稀释10倍      预扩产物稀释50倍
                Digestion products   Ligation products of    Amplification products of

                      50ul           diluted ten 5ul       diluted fifty 5ul

NEB 10*Buffer 5ul      MseⅠadaptor 6ul    10*PCR Buffer 5ul     10*PCR Buffer 5ul

BSA   0.5ul           EcolⅠadaptor 6ul    dNTP  5ul           dNTP  5ul

EcolⅠ 8U             T4 ligase 1ul        MseⅠprimer 0.5ul     Taq 0.25ul

MseⅠ  8U            10*T4buffer 7ul     EcolⅠprimer 0.5ul     MseⅠprimer 0.5ul

                                        Taq 0.25ul            EcolⅠprimer 0.5ul

加ddH2O至50ul        总体积70ul        加ddH2O至50ul     加ddH2O至50ul 

Add ddH2O to 50ul       Total 70ul         Add ddH2O to 50ul     Add ddH2O to 50ul


1.5 AFLP扩增产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳及银染
聚丙烯酰胺凝胶电泳及银染参照Bassam的方法[9]。取质量分数为30%的丙烯酰胺母液21ml，10ⅹTBE缓冲液8ml,355ul过硫酸铵，88ulTEMED，加水定容至80ml，制备质量分数为8%的变性聚丙烯酰胺凝胶，聚合30min。恒功率12W电泳3h。点样前，将样品与含二甲苯腈的DNA上样缓冲液以1：6混合。电泳结束后进行银染。

1.6 特异片段的回收，克隆和测序

    从聚丙烯酰胺凝胶上切取特异条带至0.5ml离心管中，用Omega公司的凝胶回收试剂盒回收。以回收的产物为模板，E-ACT/M-CTA为引物进行PCR再扩增，循环参数参照原来的选扩增程序。PCR产物经琼脂糖凝胶电泳检测。将扩增的片段与回收的特异条带大小一致者，连接pTZ57R/T载体，挑取单菌落经PCR鉴定后，送上海生工公司测序。
2 结果与分析

2.1 基因组DNA提取结果

    DNA提取质量是影响AFLP扩增的关键因素之一。本研究用基因组DNA提取试剂盒提取DNA。电泳结果表明，大麻基因组DNA完整，条带整齐无弥散，表明基因组DNA完整性好，降解少（图1）。

    紫外分光光度法检测表明，所提取的基因组DNA的OD260/OD280为1.7——1.9，表明蛋白质，酚类，多糖类等杂质去除完全，符合AFLP试验下游操作的要求。
                          M  1  2  3  4  5  6   7  8  9  10 11 12
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图1 部分大麻样品基因组DNA提取结果
M：分子量标准（D2000）1~12：部分样品基因组DNA

Fig. 1  Electrophoresis of Genomic DNA of some Cannabis samples
M:DNA Marker（D2000）; 1~12:Genomic DNA of aome samples
2.2 AFLP反应体系的优化结果
本试验最终确立的反应条件见表三。
    表三 AFLP反应体系中优化的关键影响因素

Table 3  The optimal essential factors in the AFLP reaction system

	因素                             梯度                       最佳反应条件
Factors                      Concentration gradients             Optimal system 

	模板DNA浓度（ng）            100  150  200  250  300            250

Template DNA Concentration

酶切反应时间（h）              3  5  12                           5

Restrication reaction time    

预扩增模板浓度（稀释倍数）     2  10  20                          20

Template concentration
 of pre-amplification

选择性扩增模板浓度（稀释倍数） 20  50  100  200                   100

Template concentration 
of selective amplification 


2.3 优化后的选扩增产物的琼脂糖凝胶电泳
 对优化的选扩增产物琼脂糖凝胶电泳检测，发现优化后的体系条带整齐，无非特异性扩增导致的弥散现象出现，条带在100～600bp，可用于后续的聚丙烯酰胺凝胶电泳与银染检测（图2）。
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图2 优化前后的选择性扩增图谱比较
M:DNA MarkerⅠ；1~6 优化前的选扩图谱；7～12 优化后的选扩图谱
Fig.2 Selective amplification patterns before and after optimization

M：DNA MarkerⅠ；1~6 Selective amplification patterns before optimization
                 7~12 Selective amplification patterns after optimization
2.4 引物的筛选

将表一中的8个EcoRⅠ-NNN和8个MseⅠ-NNN引物任意组合成64对引物，对大麻的雌雄株DNA池进行扩增。其中有5对引物在两个基因池中表现出差异，分别为E-ACG/M-CTT，E-AGC/M-CAC，E-ACA/M-CTG，E-ACC/M-CAA，E-ACT/M-CTA（图3）
1        2        3         4         5
               ♂  ♀   ♂  ♀   ♂   ♀  ♂   ♀   ♂   ♀
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图3   5对引物组合在雌株和雄株基因池中的扩增结果
1 E-ACG/M-CTT  2 E-AGC/M-CAC  3 E-ACA/M-CTG  4 E-ACC/M-CAA  5 E-ACT/M-CTA

Fig. 3  PAGE electrophoresis of 5 pairs of AFLP markers products in female and male DNA pools

将这5对引物对10个个体进行PCR产物验证，聚丙烯酰胺凝胶电泳检测结果发现只有E-ACT/M-CTA与雄性表型相关（图4），初步认为该标记与大麻雄性性别相关。
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图4 引物组合E-ACT/M-CTA在组池10个品种中的扩增结果
Fig. 4  PAGE electrophoresis of E-ACT/M-CTA amplification in ten individuals used for AFLP marker screening

2.5 特异带的回收，克隆及测序

    聚丙烯酰胺凝胶电泳灵敏度很高，得到的差异条带有时经过与选择性扩增相同程序的PCR扩增也很难通过琼脂糖凝胶电泳检测到。本实验以聚丙烯酰胺凝胶中回收的特异带为模板，利用引物E-ACT/M-CTA用相同程序进行二次PCR扩增，成功得到一条348bp的大麻性别连锁的雄性特异条带，在1.2%琼脂糖凝胶电泳中检测到（图5）。 
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图5 雄性连锁标记再扩增产物的琼脂糖凝胶电泳检测
M：100bp分子量Marker  1~4 为雄性连锁标记
Fig. 5  Agarose gel electrophoresis of reamplification product of male-linked marker

M：100bp DNA ladder  Lane 1~4 ：male-linked marker
将目的片段克隆到pTZ57R/T载体上，挑取阳性克隆裂解菌液进行PCR检测，发现阳性克隆中含有目的片段（图6），表明目的片段已克隆到载体上。  
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图6 阳性克隆PCR产物的琼脂糖凝胶电泳检测
M：100bp分子量Marker  1~6为阳性单克隆
Fig. 6  Agarose gel electrophoresis of positive clone PCR product

M：100bp DNA ladder  Lane 1~6 ：positive single clone

2.6 DNA测序和序列分析
序列分析表明，所克隆的雄性连锁的AFLP片段大小为348bp，AT含量为54%。在片段的两端分别包含一个EcoRⅠ部分酶切位点和一个MseⅠ部分酶切位点，表明该AFLP片段是起源于EcoRⅠ/ MseⅠ引物扩增的片段。用核酸序列和推导的氨基酸序列进行同源检索，未发现相似序列（图7）。
5-GAGGGAGGCCTCTGCAGTCGACGGGCCCGGGATCCGATTGACTGCGTACCAATTCACTAAAAAATGAAGAGTTTTGAGTCTCTCATTTCTGTAGAACAGCAACATCTCCGAGAACTGATGATCTGCTTTGCCAGAGCACGAAAACTGGCTAAAGTGATGTCAAAATATTACTTAGGCATCTCAAAGTACATCCCTTGGAAGTTTTCACACTTACTCAACATCTAGGCTGACGTCATATGTGAACTTGGGCCCTAGGATGTCAACCTAGGCGCTGGATGTCAACCTGCGCGCTGGGTCATGAACTGCTTTTAGTTACTCAGGACTCATCAATCTAGATGCATTCGCGAG-3
图7 E-ACT/M-CTA的特异性扩增片段序列
（下划线表示EcoRⅠ部分酶切位点和MseⅠ部分酶切位点）
Fig. 7 The sequence of E-ACT/M-CTA
(The underlined sequence represent of EcoRⅠrestriction site and MseⅠrestriction site,respectively)
3 讨论

大麻雌雄性别的分化受内部因素和外界环境的影响，性别分化的内因决定于染色体组和细胞质基因的遗传，但外因也能引起细胞质基因的变化。同时大麻性别也受环境影响，如光照，温度，湿度，激素等因子可使大麻雌雄性别比例发生剧烈的变化[1]。这种性别表达的不稳定性使得大麻性别控制和育种领域中迫切需要一种能够早期快速鉴定性别的有效方法。多年来，人们一直寻求包括形态学特征，生理生化指标差异等方法，但这些特征均与性别分化没有直接联系，且受品种限制，不能有效地作为早期准确鉴别性别的依据。20世纪70年代以来，随着分子标记技术的诞生和发展[10-13]，此技术越来越广泛应用于大麻性别的研究中，并使大麻性别早期鉴定的的工作不断完善和发展。
1995年，K.Sakamoto[14]等利用15条RAPD引物对雌雄异株大麻栽培品种进行了分子标记，有2个引物在所有雄性株中分别产生了500bp和730bp的特异片段，但Southern杂交发现仅有730bp的克隆片段显示出雌雄基因组的明显差异，将此命名为MADC1；1999年，G.Mandolino[15]对14个大麻品种组成的167个植株（其中包括59个雄性植株，88个雌性植株，20雌雄同株）进行RAPD标记分析，结果引物OPA8在所有雄性植株中扩增出391bp的片段，将其命名为MADC2，但是在3个雌性植株中也扩增出了该片段，此结果表明该标记作为雄性性别标记还不稳定；2001年，H.Flachowsky[16]利用AFLP分子标记方法检测两个大麻品种Can17和Can18的110个植株的性别特异性标记，最终从39对引物中筛选出的8对引物扩增出11个雄性特异带，而雌性中均没有出现这些条带，这些雄性特异带最长的片段为323bp，最短的仅有70bp，但未对这些特异带进行序列分析；2002年，Ottó Torjék[17] 等利用20条RAPD引物对雌雄异株和雌雄同株大麻栽培品种进行了分子标记，有2个引物产生了与雄性植株的特异带，将这两条带进行分离、克隆和测序，数据库中没有发现同源序列，将其命名为MADC3和MADC4，并将转化为的SCAR标记命名为MADC5和MADC6；2003年，A.Peil[4]等利用AFLP进行大麻F2的遗传重组分析揭示了性染色体上存在假常染色体区域（PAR），在减数分裂时，这一区域X和Y染色体可以发生交换重组，而性染色体上的其他区域却很少发生这类重组现象。
目前用于大麻性别鉴定的分子标记多以RAPD标记为主，而这种标记方法不稳定、结果可靠性比较低。基于AFLP标记高效快速稳定可靠的优点，本研究利用AFLP标记方法分析得到348bp的雄性特异性条带，而且在10个品种的雌性植株中均没有出现，表明此特异性标记比较稳定，作为分子遗传标记可以用于大麻性别鉴定的参考。目前报道的这些片段之间均没有相似性，但大量的雄性标记证实了雄性性别中Y染色体的存在。
在本研究基础上可尝试进一步研究，包括设计引物将其转化为SCAR标记以提高鉴定效率，Southern 杂交及荧光原位杂交分析其在基因组中分布信息，确定其与染色体的关系及效应，另外还可结合杂交，回交，测交等遗传分析方法确定与其他性别决定相关基因间的连锁关系等，但这些都要建立在大量实验的基础上。
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