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摘要: 在前期月季花香突变体差减文库 EST 序列信息的工作基础上, 文章开发出新的与花香相关的 SSR 标记。

从正反向差减文库 391 条 EST 中检索到 10 条含有 10 个 SSR 的序列, SSR 的检出率为 2.6%, EST-SSR 的重复基

元共搜索到 10 种。利用部分 EST-SSRs 序列设计了 6 对 SSR 引物, 以花香突变体‘往日情怀’及其野生型‘金银

岛’DNA 为模板, 对引物进行筛选, 5 对引物有扩增条带, 其中 3 对引物有特异性扩增条带。同时利用这些可扩

增的引物对典型芳香和无香两组月季栽培品种进行多态性检测, 发现这 5 对引物均显示多态性。表明所建立的

SSR 标记是一种可行而有效的方法。 
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Abstract: The new SSR markers of rose related fragrance were developed based on the SSH cDNA libraries of rose floral 
scent mutant. In this study, 10 EST-SSRs (2.6%) from 391 ESTs in the libraries were identified. Six EST-SSRs primers 
were designed to sequence flanking SSRs. The primer pairs designed were screened on the wild-type Jinyindao, which has 
flowers full of pleasant scent, and the mutant-type Wangriqinghuai without perceivable floral scent. Five primer pairs were 
amplified effectively in Jinyindao and Wangriqinghuai, and 3 were polymorphic between Jinyindao and Wangriqinghuai. 
Eighteen rose cultivars including fragrant roses and nonfragrant roses were identified by the five prime pairs. These results 
proved that EST-SSR markers are effective markers to identify the polymorphism of the rose. 
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月季(Rosa hybrida)是蔷薇科(Rosaceae) 蔷薇属
(Rosa L.)中具有能够连续开花特性的一类植物的统
称。经长期的杂交和选育获得了许多理想的品种 , 
现在月季品种达 25 000个, 但目前传统的杂交育种
存在一定的局限性[1], 育种家们注重花色、花形、花
径、瓣数和茎长等外观性状的改良, 而内在性状, 如
香味、瓶插寿命以及对病虫害的抵抗能力等未得到

相应的提高。月季花香不仅具有重要的生物学意义, 

而且具有重要的观赏性状和商业价值, 但因其难以

定量定性分析和缺少合适的突变体, 目前对花香的
研究水平远滞后于花形、花色等花朵的其他重要性

状, 25 000 个现代月季品种中的大部分都没有或只
有很少的香味 [2]。此外, 因遗传背景相对狭窄, 蔷薇
属约 200 个物种中对现代月季做出过突出贡献的主
要有 15 个种[3]。近年来, 随着分子生物学的发展, 花
香领域的研究也呈现出加速发展的趋势, 目前对这类
分子在植物体内的生物合成途径已有不少了解, 相关
途径中的关键酶基因己被相继克隆[3]。这些工作使得

人们通过引入新的香味物质合成基因或增强原有香味

合成基因的表达来改变花朵的香味成为可能[4, 5]。月季

的基因组较小, 只有拟南芥 4倍大, 大约有 600 Mb[6], 
月季的四季开花、丰富的花色花香使月季成为研究开

花机理、花色花香代谢分子调控机制的模式植物[7]。 
SSRs (Simple sequence repeats) 即简单重复序

列 , 又称微卫星DNA (Microsatellites), 是一种由
2~6 个核苷酸为重复单位组成的长达几十个核苷酸
的串联重复序列, 广泛存在于真核生物基因组的编
码区和非编码区[8]。EST(Expressed sequence tags)是
指通过对cDNA文库随机挑选的克隆进行大规模测
序所获得的cDNA5'端或 3'端序列, 长约 150~500 bp。
EST是基因的“窗口”, 可代表生物体某种组织某一
时间的一个表达基因, 故称之为“表达序列标记”[9]。

鉴于EST是来自于基因组中编码DNA的信息, 所以
其序列的保守性一般是比较强的, 如果能将植物的
一些重要生产性状与EST标记连锁起来, 那么这些
EST可以直接用于植物分子育种和重要基因的鉴定。
目前植物中EST-SSR标记的建立与应用已有很多报道, 
例如水稻[10]、小麦[11]、百合[12]等。研究表明EST-SSR
在不同物种之间具有较高的通用性[13], 通用分子标记
可以有效地弥补物种分子标记不足, 丰富标记数量, 
从而有利于构建高密度遗传图谱。目前关于利用月季

的EST序列建立多态性的标记还未见报道。 

本实验室在前期研究中[14,15]利用SSH方法对非
常特别的月季花香突变体‘往日情怀’与其野生型对
照品系‘金银岛’表达差异进行了研究, 分别构建了
正反向月季花香相关cDNA文库, 并对 391个差异克
隆进行测序。本研究在此工作基础上, 开发新的与
月季花香相关的SSR标记, 为进一步发掘定位花香
调控新基因奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

‘金银岛’和‘往日情怀’这两个月季品种用于引
物的筛选; 另 18 个栽培品种用于引物的多样性检
测, 其中有 4个无香型品种‘云玫’、‘黑巴克’、‘粉和
平’、‘假日公主’和 14个芳香型品种‘红双喜’、‘阿班
斯’、‘水蜜桃’、‘淑女’、‘澳洲黄金’、‘月亮女神’、‘希
腊之香’、‘香淡粉’、‘金牌’、‘友谊’、‘鸡尾酒’、‘好
莱坞’、‘黄金时代’、‘墨红’。 

1.2  方法 

1.2.1  月季花香相关 SSH cDNA 文库 EST-SSR 检索

及 SSR 引物的设计 

月季花香相关的 EST 共计 391 条, 是本实验室
对月季花香差减 cDNA 文库(即浓香型品系‘金银岛’
与其无香型突变体‘往日情怀’的正反向差减文库)测
序获得。登陆  http://www.Gramene.org/db/searches/ 
ssrtoo1, 运用 SSRIT (Simple sequence repeat identifi 
cation too1) 在线软件并结合人工进行 SSR 的查找
和统计, 搜索 SSR 的长度标准为: 二核苷酸、三核
苷酸、四核苷酸、五核苷酸和六核苷酸的最少重复

次数分别为 8、5、4、3 和 3 次以上。利用 Editseq
和 Primerselect 软件设计月季花香 EST-SSR 引物, 
引物设计的主要参数为: GC含量为 40%~70%, 复性
温度(Tm)在 52~60℃, 引物长度为 20~22 bp, 预期扩
增产物长度为 100~500 bp。 

1.2.2  PCR 扩增与产物检测 

采 用 改 良 的 CTAB法 提 取 实 验 材 料 的 总

DNA[16]。PCR反应体系为 20 μL, 其中包括模板DNA 
(50 ng/μL) 1.6 μL, 10×PCR buffer (Mg2+ free)  2 μL, 
MgCl2 (25 mmol/L) 2 μL, Taq DNA聚合酶    (5 
U/μL) 0.25 μL, 引物 (10 μmol/L ) 0.8 μL, dNTPs 
(2.5 mmol/L) 1.6 μL, 加ddH2O至终体积为 20 μL, 石
蜡油覆盖。热循环反应程序为: 94℃预变性 5 min; 94
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℃变性 30 s; 合适的复性温度 30 s, 72℃延伸 90 s; 36
个循环, 最后再 72℃后延伸 10 min, 4℃冷却。各对
引物的最适温度根据梯度PCR温度筛选的结果而
定。‘金银岛’和‘往日情怀’PCR扩增产物通过 3%的
琼脂糖凝胶电泳分离, 另 18个栽培种的扩增产物采用
8%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(220 V), 硝酸银染色。 

2  结果与分析 

2.1  月季花香相关 EST-SSR的信息分析及引物设计 

在前期月季花香差减文库 391条 EST测序序列
中共搜索到 10条 EST含有 10个 SSR(表 1), SSR的
检出率为 2.6%, EST-SSR的重复基元共搜索到 10种, 
出现频率较多的是三碱基重复 , 如 GAT、GGA、
TCC、AGC。根据引物设计标准, 利用 SSR Primer
软件设计了 6对 EST-SSR引物, 即 P1~P6(表 1), 重
复基元分别为 TAGC、GCTA、GAT、ACAAAC、TCC、

GGA(去除 SSR任一端少于 20个碱基的序列及 SSR
两端不符合引物设计标准的 EST)。  

2.2  月季花香相关 SSR引物的筛选和鉴定 

采用所设计的 6 对 SSR 引物, 首先对月季品种 
‘金银岛’、‘往日情怀’进行 PCR扩增。琼脂糖电泳图
谱表明, 设计的 6对 EST-SSR引物中 5对均有扩增
条带, 分别是引物 P1、P2、P3、P4和 P5, 扩增片段
长度在 100~500 bp之间。引物 P1、P4和 P5的扩增
产物与设计的引物预期片段大小长度基本相符; 引
物 P2在‘金银岛’中的扩增约在 480 bp 和 190 bp 处

比‘往日情怀’多了两条带(图 1第 3、4泳道); P3的扩
增产物其中有一条带大于预期片段(图 1 第 5、6 泳
道), 在‘金银岛’中约在 375 bp 处比‘往日情怀’多了
一条带, 而在约 350 bp处比‘往日情怀’少了一条带; 
引物 P5 在‘往日情怀’的 DNA 扩增产物中约在 310 
bp、290 bp处多了两条带(图 1第 9、10泳道)。推测
这些差异条带可能与花香性状相关。 

利用所筛选到的 EST-SSR 5对引物(即 P1~P5)进
一步在典型的 4个无香月季栽培品种‘云玫’、‘黑巴克’、
‘粉和平’、‘假日公主’及 14 个芳香品种‘红双喜’、‘阿
班斯’、‘水蜜桃’等材料中进行多样性检测。通过对
SSR-PCR反应体系的优化, 5对引物在 18个不同的材
料中均扩增出了稳定的条带。其中引物 P3在无香品种
和芳香品种中扩增出了丰富的多态性条带(图 2)。 

3  讨 论 

EST-SSRs 标记来源于基因本身, 是一种有功
能的分子标记。EST-SSRs 的开发使无功能分子标
记向可揭示基因转录功能的分子标记转化 [17]。EST
处于基因的编码区 , 因此可与目标基因共分离的 , 
以此为基础综合分析已有的遗传图谱、物理图谱和

转录图谱, 可将基因在染色体上进行准确定位。对
大麦、玉米、燕麦、小麦、高粱、水稻等谷类作物

ESTs中SSR的含量、出现频率、重复类型等的研究
表明, 7%~10%的EST序列含有SSR, 其中 3%可用于
EST-SSR 引物设计 [18]。明军等 [12]报道百合EST的
S S R检出率为 5 . 9 8 % ,  而本研究月季花香相关 

表 1 EST- SSRs序列中不同重复基元及其数量、相应引物的序列及预期扩增片段长度 

序列编号 重复基元及次数 引物编号及序列(5′→3′) 复性温度 (℃) 产物大小(bp) 多态性

1 (TAGC)4 P1: CCTAACGTCGTGTCCATATC 
TCAAGCTCTTGGACTTTTCA 54 282 − 

2 (GCTA)5 P2: TAGCGGCCGCCCGGGCAGGTCAGAT  
TAGCGGGTCGCGGCCGAGGTGGGA 55 365 P 

3 (GAT)5 P3: TAGCGTGGTCGCAGCTGAGGTACGT  
  ATTCGAGCTCGGTACCCGAAGGATCC 56 394 P 

4 (ACAAAC)4 P4: TTCGAGCGGCCGCACGGGCAGGTACAGA
 TAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTTTCTG 57 296 − 

5 (TCC)7 P5: ACGTGCTGTGGTCACACTTA  
CAAGAGGATCGTGGTATCCAA 55 421 P 

6 (GGA)6 P6: TTCCACTTGCCCAAATGACAC  
CGAAAGCAAAAATCCCATAGAA 53 206 − 

7 (AGC)7     
8 (TC)10     
9 (CTTT)6     

10 (GA)8     

注: P: 有多态性; －: 无多态性。 
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图 1  来源于花香相关 cDNA 文库的 5 对 EST-SSR 引物

在‘金银岛’和‘往日情怀’中筛选和鉴定 
M: 500 bp Marker; 1, 3, 5, 7, 9: 分别是 EST-SSR引物 P1~P5在‘金银
岛’DNA中的扩增; 2, 4, 6, 8, 10: 分别是 EST-SSR引物 P1~P5在‘往
日情怀’DNA中的扩增产物。 
 

 
图 2  EST-SSR 引物 P3 对 18 个月季栽培品种的扩增结果 
M: 500 bp Marker; 1: ‘云玫’; 2: ‘黑巴克’; 3: ‘粉和平’; 4: ‘假日公主’; 
5: ‘红双喜”; 6: ‘阿班斯’; 7: ‘水蜜桃’; 8: ‘淑女’; 9: ‘澳洲黄金’; 10: 
‘月亮女神’; 11: ‘希腊之香’; 12: ‘香淡粉’; 13: ‘金牌’; 14: ‘友谊’; 15: 
‘鸡尾酒’; 16: ‘好莱坞’; 17: ‘黄金时代’; 18: ‘墨红’。 
 

SSH文库EST-SSR的检出率为 2.6%, 明显低于上述作
物, 可能是由于EST的数量较少, 覆盖度不足的原因。
在可扩增的 5对引物中, 2对扩增的产物片段大于预期
长度, 这可能与扩增产物含有内含子, 或者发生较大
的DNA片刻插入有关。此外, 在引物扩增时, 存在一
些扩增产物显示多条带的现象, 由于本研究采用的复
性温度较高, 这种现象可能是月季栽培品种基因组中
存在多个与引物同源的序列或复等位基因造成的[2]。 

在前期SSH文库的序列分析中 [19], 发现引物P2
所在序列是月季甲基间苯二酚 O-甲基转移酶
(OOMT)的同源基因, 此EST长度为 323 bp, 来自月
季花香的正向文库, 在NCBI上经Blast比对分析发现, 
与前人已克隆的月季间苯二酚 O-甲基转移酶
OOMT1(AF502433)同源性达 99%(E-value=6-153)[19], 
芳香月季的主要成分二甲氧基甲苯是由OOMT调控
编码[20]; 引物P3 所在的序列是MYB92 转录因子的
同源序列, 来自所构建的花香反向差减文库, 目前
本实验室采用RACE技术已克隆到此基因的全长

cDNA, GenBank登录号为 Eu082130, 与小金海棠
MxMYB1 和大豆的GmMYB176 蛋白的保守区同源性
分别为 70%和 58%, 都是只有一个MYB结构的转录因
子[21], 这类转录因子是新近发现的参与花香调控的一
类家族[22, 23]。因为花香物质属于次生代谢, 亲本突变
后导致芳香物质减少, 这可能与MYB类转录因子在两
个材料中的表达差异有关, 而引起转录因子表达差异
的原因还有待进一步研究。花香相关SSR标记的开发
为今后花香基因的定位奠定了很好的基础。 

切花月季是现代月季中的一个最具商品价值的

类群, 而现代月季基因型高度杂合, 目的基因的定
位难度较大[24], 因此自然变异品种是进行分子遗传
标记以寻找特异性位点的极好材料。本研究所采用

的材料‘往日情怀’是‘金银岛’的花香自发突变体, 在
前期的研究过程中, 构建了突变体‘往日情怀’与其
野生型对照品系‘金银岛’差异表达cDNA文库, 获得
了一些在突变体和野生型对照品系中花香相关差异

表达的EST片段。本研究从这些EST序列中寻找SSR
微卫星的分布 , 并设计相应引物进行筛选和鉴定 , 
一方面检测EST-SSR是否能真正区分月季的芳香型
和无芳香型品种, 同时也为进一步进行月季花香相
关基因的定位及克隆奠定基础。由于本SSH文库针
对花香而构建的, 其库容量有限, 笔者只对 391 个
EST进行了SSR检索, 但所设计的 6 对EST-SSR的引
物中 3对可以将‘往日情怀’和‘金银岛’这对花香自发
突变体区分开来; 同时在月季典型的有无香味的品
种中具有较高的多样性, 说明所建立的EST-SSR是
有效的。 
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