
 

 

 

 

 

 

 

烟草 MITE 位点间多态性 (IMP) 标记开发及其遗传作图应用 
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摘要  为在烟草 (Nicotiana tabacum) 上进行IMP (inter-MITE polymorphism, MITE位点间多态性) 标记开发，利用

美国烟草基因组测序数据和MITE (miniature inverted repeat transposable element，微型反向重复转座元件) 结构特

征，通过生物信息学方法获得11 581组具有特异TIR (terminal inverted repeat，末端重复元件) 序列的MITE及其多

序列联配结果，并根据联配结果设计219条烟草IMP引物；利用9个不同类型烟草代表性品种进行测试，其中119

条引物PCR扩增成功，引物开发成功率为54.6 %；进一步对一个烤烟遗传群体亲本‘红花大金元’和‘Hicks Broadleaf’

进行标记筛选，共获得29个多态性标记，群体检测表明有21个标记可以整合定位到一个SSR标记遗传连锁图上. 说

明IMP标记在烟草中是一种可以利用的分子标记，但跟其他标记一样表现出较低的多态性，需高通量检测平台与

之配套来提高其开发效率.  
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Summary   DNA transposable elements require the transposase from an autonomous parent element for transposition. 

The characteristic of MITEs are generally less than 500 bp with terminal inverted repeat (TIR) and target site duplication 

(TSD). MITEs often insert into insides of genes or regions near to genes, and therefore the markers based on TIRs of MITEs, 

termed inter-MITE polymorphism (IMP), are possibly lined to important agricultural traits and have been successfully used 

in barley, wheat, maize, oats etc. Extremely low polymorphism has been observed in tobacco by several molecular marker 

systems, such as RAPD, AFLP, ISSR, SRAP and SSR, due to its narrow genetic background during domestication. In this 

study, IMP markers were developed in tobacco using genomic sequences from the Tobacco Genome Initiative (TGI). 

Non-redundant tobacco genomic sequences from TGI were used to scan MITEs through a bioinformatic approach and  
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11 581 MITEs of unique TIRs were eventually identified and aligned (partial result was shown in Fig. 2). Two hundred and 

nineteen IMP primers were designed according to the alignments and then were tested among nine representative tobacco 

varieties with different types (flue-cured, burley, oriental and cigar tobacco) (Table 1). In the 219 primers, 119 were 

successfully amplified by PCR, which demonstrated a success rate of 54.6 % (partial result was shown in Fig. 3). The 119 

primers were further used in a doubled haploid (DH) population of a flue-cured tobacco, 29 of which showed 

polymorphism between the two parental lines (Honghuadajinyuan/Hicks Broadleaf). Of the 29, 21 were genotyped in the 

DH population and integrated into seven linkage groups with SSR markers (Fig. 5).  

Our results demonstrate that IMP markers are useful in tobacco such as genetic germplasm investigation and genetic 

map construction. But low development efficiency is also observed for this kind of marker system in tobacco. To improve 

the efficiency of IMP marker development, high-throughput detective/scanning platforms are needed in its genotyping 

process. 

 

Key words    Nicotiana tabacum; miniature inverted repeat transposable element (MITE); inter-MITE polymorphism 

(IMP); molecular marker; genetic map 

 

转座元件 (transposable element) 是真核生物基

因组的重要组成部分，它可以从一条染色体的一个

位点转移到另一个位点，也可以从一条染色体转移

到另一条染色体. 根据转座机制的不同，可将转座元

件分为反转录转座元件 (retrotransposon) 和DNA转

座元件 (DNA transposon). 反转录转座元件的转座过

程以RNA为中间介体，这类转座元件在基因组中一

般拷贝数较多. DNA 转座元件通过DNA中间体进行

转座，其拷贝数较少. DNA转座元件又分为自主转

座元件和非自主转座元件2个亚类. 微型反向重复转

座元件 (MITE) 是一类特殊的转座元件，它最早在

禾本科植物中被发现[1-3]. MITE拥有与非自主DNA

转座元件相似的结构，其大小一般小于500 bp，缺

少编码区，有末端反向重复 (TIR) 和靶位点重复

(target site duplication, TSD) 保守结构域，富含T/A

等. 但MITEs具有高拷贝数、特征靶位点等特性，表

明MITE与已鉴定出的非自主转座元件不同. 根据

TSD保守序列，植物中的MITE可以分为Stowaway 

(TSD为TA) 和Tourist (TSD为TAA或TTA) 2大类.  

MITE自身没有转座活性，需要DNA转座酶的

作用 . DNA转座酶与MITE的TIR结合并且介导

MITEs的转座[4-7]. MITE易于插入到基因内或基因

附近区域，而造成基因突变[8]. 所以基于MITE的分

子标记可能与重要的农艺性状连锁. Chang等[9]通过

序列相似性搜索大麦基因组序列，鉴定了大麦

MITEs，并建立了基于MITE的分子标记技术即IMP 

(MITE位点间多态性)，这种标记根据MITE的TIRs

设计引物，揭示了相邻2个MITE间的DNA多态性；

试验还表明IMP标记技术可有效用于大麦、小麦、

玉米、燕麦等禾本科植物的遗传图谱和指纹图谱的

构建中.  

烟草 (Nicotiana tabacum) 目前应用的分子标记

主要有RAPD[10-11]、AFLP[12]、ISSR[13-14]、SRAP[15]、

SSR[1,16]等. 由于烟草是异源四倍体作物，且栽培烟

草的遗传基础比较狭窄，所以这些分子标记在栽培

烟草品种间的多态性都比较低. 本文通过对烟草基

因组序列数据进行分析，开发烟草IMP标记，期望

增加烟草分子标记的种类，并探索该标记在烟草遗

传图谱构建方面的应用.  

1 材料与方法 

1.1 烟草MITE候选序列搜索 

美国烟草基因组测序计划  (Tobacco Genome 

Initiative, TGI) 释放的数据经拼接去冗余后作为寻

找烟草 MITE 的原始数据. 利用 FINDMITE 软件和

MITE 结构特征 (图 1)，设定主要参数：1) TIR 长度

为 11 bp，并允许TIR区域有 1个碱基的错配；2) TSD

为 2~3 个碱基.  

 

 

 

 

 

 

1.2 引物设计及扩增 

根据烟草 MITE 多序列联配文件找到构成

MITE 的核心结构序列 (TIR 和 TSD). 以此 13~14 个

TSD  TIR 

图 1 MITE 结构示意图 

Fig. 1    Structure diagram of the MITE transposons 

TIR  TSD 
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核心序列向两侧扩展，将引物序列长度控制在

17~22 bp 范围内. 除了进行单引物扩增外，筛选扩增

稳定的 IMP 引物与其余的引物进行组合扩增.  

PCR 反应体系参照 Chang 等[9]的方法，并作适

当调整. 20 μL 反应体系包括 2.0 mmol/L MgCl2，0.2 

mmol/L dNTPs，1.0 μmol/L 引物，1.0 U Taq DNA 聚

合酶，DNA 模板 50 ng 左右. 本实验共设计 45 ℃、

50 ℃和 55  ℃ 3 个退火温度（Tm）梯度. 实验条件

为 95 ℃预变性 5 min；接着在 95 ℃下变性 45 s，在

对应退火温度下退火 45 s，72 ℃延伸 60 s，35 个循

环；最后 72 ℃延伸 7 min.  

扩增结果经变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离检

测. 检测程序为：4 μL PCR 产物 + 4 μL 上样缓冲液，

95 ℃变性 5 min，冰浴备用. 电泳条件： 60~70 W 预

电泳 30 min，60~70 W 电泳 2 h. 电泳设备：北京六

一 DYCZ-20C 型序列分析电泳槽；BIO-RAD HV 高

电压电泳仪. 银染：固定液（10 %冰乙酸）固定 30 

min；去离子水冲洗 3 次，每次 5 min；染色液 (0.2 %

硝酸银) 染色30 min；去离子水漂洗时间不超过10 s，

立即拿出滴干；显影液显影直至得到清晰条带；终

止液终止 3~5 min.  

1.3 烟草材料 

用于检验烟草 IMP标记开发效率的 9个不同类

型代表性品种见表 1. 将种子播种于漂浮盘，漂浮盘

置于温室中，待其长出 3 片真叶后，采用 CTAB 法

提取基因组 DNA.  

表 1   9 个用于本研究的烟草品种信息 

Table 1    Types and origin of nine tobacco varieties used 

品种名称 Varieties 类型 Types 起源 Origin 

小黄金 1025  Xiaohuangjin 1025 烤烟 Flue-cured tobacco 山东 Shandong, China 

红花大金元 Honghuadajinyuan 烤烟 Flue-cured tobacco  云南 Yunnan, China  

K326 烤烟 Flue-cured tobacco  美国 America  

Hicks Broadleaf 烤烟 Flue-cured tobacco  美国 America  

Florida 301 雪茄烟 Cigar tobacco  美国 America  

沙姆逊 Samsun 香料烟 Oriental tobacco  阿尔巴尼亚 Albania  

白肋 21 Burley 21 白肋烟 Burley tobacco  德国 Germany  

TN86 白肋烟 Burley tobacco  美国 America  

土耳其巴斯玛 Turkey Basma 香料烟 Oriental tobacco  土耳其 Turkey  

1.4 遗传作图 

本实验室以‘红花大金元’和‘Hicks Broadleaf’

间杂交 F1经花药培养、染色体加倍建立的双单倍体

(doubled haploid, DH) 作图群体为材料，构建了一张

由 286 个 SSR 标记构成的烟草遗传图谱，利用该作

图群体将开发的扩增结果稳定的烟草 IMP标记采用

Mapmaker/EXP version 3.0b 软件定位于该图谱上，

LOD = 3.0，最大距离 30 cM，用 Kosambi 函数将重

组率转换成图距单位，cM.  

2 结果与分析 

2.1 烟草MITE的鉴定及IMP引物设计 

美国 TGI 释放的原始基因组测序数据累计  

 

870.7 Mb，对其进行拼接去冗余后获得 491.2 Mb 非

冗余序列，处理后的序列作为搜索烟草 MITE 的基

础序列. 应用 FINDMITE 软件搜索非冗余序列数据

库总共获得 44 397 条符合 MITE 结构特征的序列. 

这些序列按照 TIR 归类，选取在同一 TIR 结构下有

4 条序列以上的进行多序列联配，最终获得 11 581

组具有特异 TIR 的多序列联配结果. 图 2 为一组包

括 7 条 MITE 的多序列联配结果.  

根据烟草 MITE 联配结果设计烟草 IMP 引物

218 条，其中以 Stowaway 型 MITE (TSD 为 TA) 设

计 100条引物，Tourist型MITE (TSD为TTA或TAA)

设计 34 条引物，新类型 MITE 设计 84 条引物. 这些

引物中包括了 Kuang 等[17]报道的 9 条 Mis 引物和

Bureau 等[18]专利文献中的 8 条 TEM 引物 (表 2).  
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图 2   烟草 MITE 的多序列联配结果 

Fig. 2    Multiple sequence alignment of tobacco MITEs 

 

表 2 本研究开发的 IMP 引物信息 

Table 2    IMP primers used in this study 

引物名 Primer name 所属类别 Classification 数量 Number 

TM002-TM091, TM169; TEM1, TEM8-11; Mis12, Mis15-17 Stowaway-like 100 

TM170-TM199; TEM2, TEM3, TEM6; Mis18 Tourist-like 34 

TM092-TM168; TEM4-5, TEM7; Mis1, Mis3-5 新类型  Novel type  84 

 

2.2 IMP标记在烟草中的测试 

以‘红花大金元’基因组 DNA 为模板，对开

发的218条 IMP引物在3个退火温度下进行测试. 结

果显示，在 Tm = 50 ℃条件下，119 条引物能获得稳

定的扩增产物，引物开发效率为 54.6 %，扩增产物

大小为 100~1 500 bp不等. 这 119条候选引物在 9个

烟草材料上的测试表明，其扩增结果较稳定；部分

结果见图 3.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TSD TIR 

TIR TSD 

M：DNA 标记；1~9：依次为小黄金 1025，红花大金元，K326，Hicks Broadleaf，Florida 301，沙姆逊，白肋 21，TN86 和土耳其巴斯玛. 

Lane M: DNA marker; Lanes 1-9 represent Xiaohuangjin 1025, Honghuadajinyuan, K326, Hicks Broadleaf, Florida 301, Sumsun, Burley 21, TN86, and 

Turkey Basma, respectively. 

图 3   IMP 引物在 9 个烟草代表性品种中的扩增结果 

Fig. 3    PCR amplification of IMP primers in nine tobacco representative varieties  

IMP42 IMP47 

IMP77 IMP79 

1       2       3        4        5       6         7       8        9 1         2       3        4        5        6        7        8        9 M 
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2.3 烟草IMP标记的遗传作图 

烟草遗传基础狭窄，导致分子标记开发效率较

低，所以其遗传图谱的构建非常困难. 为了检验 IMP

标记在烟草遗传作图中的应用前景，利用本实验室

绘制的烤烟SSR遗传连锁图谱对本研究开发的 IMP

标记进行遗传定位. 将 119 条 IMP 引物在亲本‘红

花大金元’和‘Hicks Broadleaf’间进行筛选，然后

用筛选出的多态性引物对 207 个 DH 系进行分子标     

记分型分析. 在 119 条引物中，单引物扩增结果显示

只有 TM86 和 TM197 各出现 1 个多态条带 (图 4 中

箭头所指). 选取 10 条扩增结果较好的引物 (包括

TM86 和 TM197) 进行引物组合扩增，共 90 对组合. 

14对引物组合在亲本间扩增出 29个多态性条带. 进

一步利用这些有多态性的引物对 DH 群体各 DH 系

进行标记分析，结果有 21 个标记分别定位于 7 条连

锁群上 (图 5，表 3).

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4 IMP 标记 TM197 在 DH 群体中的扩增结果 

Fig. 4 Amplification result of IMP primer TM197 in tobacco DH population 

IMP 标记 (见表 3) 用三角形标出. IMP markers (Table 3) are labeled with triangles. 

图 5   烟草 IMP 和 SSR 标记遗传作图 

Fig. 5    IMP + SSR genetic map of tobacco 
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表 3   遗传图谱 (图 5) 中 IMP 标记引物组合信息 

Table 3    IMP primer or primer pairs on the genetic map in Fig. 5 

图谱中的标记名 
Marker names on the linkage map 

引物或引物组合 
Primers or primer pairs 

IMP001 TEM1/TM018 

IMP002 TEM1/TM018 

IMP003 TEM1/TM018 

IMP004 TEM1/TM157 

IMP005 TM197 

IMP007 TM86 

IMP012 TM86/TM81 

IMP013 TM86/TM81 

IMP014 TM86/TM81 

IMP015 TM86/TM83 

IMP016 TM86/TM94 

IMP017 TM86/TM94 

IMP018 TM86/TM119 

IMP019 TM86/TM128 

IMP022 TM86/TM132 

IMP023 TM86/TM146 

IMP025 TM86/TM179 

IMP026 TM162/TM106 

IMP027 TM162/TM128 

IMP028 TM162/TM131 

IMP029 TM94/TM179 

3 讨论 

转座元件是真核生物基因组的基本组成成     

分[19-20]. 由于转座元件在基因组中分布广泛，而且具

有序列保守性，人们已经开发了许多基于转座元件

的分子标记，如 SSAP (sequence-specific amplification 

polymorphism)[21] 、 RIVP (retrotransposon internal 

variation polymorphism)[22] 和 IRAP (inter- 

retrotransposon amplified polymorphism) [23]等. MITE

属于 TIR 类转座子的一个家族. 到目前为止，鉴定

的 MITE 主要属于 Stowaway 和 Tourist 2 类. 2001 年

Chang 等[9]根据 MITEs 的结构特点在大麦中开发了

IMP 标记，并且将开发的 88 个 IMP 标记定位于由

RFLP 标记绘制的大麦遗传图谱上；IMP 还可以有

效应用于小麦、玉米、燕麦等禾本科植物上 . 

Nakayama[24]利用 IMP 标记对 6 个甘蔗种 18 个品种

进行了分类，IMP 标记能够较好地揭示甘蔗的进化

历史. RAPD、AFLP、ISSR、SSR 等分子标记已经

在烟草的种质资源分类、遗传图谱构建等方面得到

了应用. 本研究首次鉴定了烟草 MITE 并将 IMP 标

记应用于烟草上，表明该标记可以作为烟草的一种

新分子标记类型使用，拓宽了应用于烟草中的分子

标记种类.  

本研究对开发的 218 条 IMP 引物在‘红花大金

元’中进行测试，扩增成功率为 54.6 %，与同类型

标记相似，但低于 EST-SSR 等单目标条带分子标记

技术，EST-SSR 的扩展成功率为 60 %~90 %[25-27]. 跟

其他分子标记一样，IMP 标记在烟草遗传群体中也

表现出低多态性，这其中可能有几方面原因. 一是

IMP 标记的开发依赖于基因组序列测定的数量及质

量. 本研究用于开发烟草 IMP 标记的数据来自于美

国烟草基因组计划数据库，该数据库是烟草第一个

基因组测序数据库，对其进行的评估结果表明该数

据库提供的非冗余基因组序列覆盖烟草基因组的比

例低于 10 %，非冗余基因组序列覆盖烟草功能基因

的比例低于 18 %. 由于 MITE 易于插入到基因内或

基因附近区域，所以推测根据该数据库搜索的

MITE 远远不能代表烟草基因组中的所有 MITE. 本

研究中 IMP 表现出较低的多态性可能与此有关. 二

是可能与烟草多倍体基因组有关. 由于高度同源导

致的序列高相似度，多倍体基因组会导致一些在等

位基因的变异难以检测到. 三是差异检测能力限制. 

由于本试验使用的是小版胶系统，对差异条带的辨

别能力相对较弱. 如果利用相对高通量的大版胶和

荧光检测平台  (如 LI-COR4300 系统或 Applied 

Biosystems 3100 Genetic Analyzer)，预计可以大幅提

高 IMP 在烟草中的开发效率.  
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