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基于 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 指纹图谱的中国原产
苹果属植物分子身份证的建立

高　 源ꎬ刘凤之ꎬ王　 昆ꎬ王大江ꎬ龚　 欣ꎬ刘立军
(中国农业科学院果树研究所 / 农业部园艺作物种质资源利用重点实验室ꎬ辽宁兴城 １２５１００)

　 　 摘要:利用 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 分子标记方法ꎬ构建 ２７ 份中国原产苹果属植物在 １２ 个 ＳＳＲ 位点的指纹图谱ꎬ并运用条码技术生

成其分子身份证ꎮ １２ 对引物共获得 ２５１ 个等位基因ꎬ平均 ２１ 个ꎮ 引物多态性好ꎬ仅用引物 ＣＨ０５ｂ０６ 即可区分全部供试材料ꎮ
２７ 份苹果材料在 １２ 个 ＳＳＲ 位点遗传多样性、多态性信息含量和位点杂合度的变化范围分别为０􀆰 ６６２０ ~０􀆰 ９４５５、０􀆰 ６３２７ ~０􀆰 ９２１１
和 ０􀆰 ６５３８ ~ ０􀆰 ９３１９ꎮ 基于 ＣＨ０５ｂ０６ 位点处获得的指纹谱图即可得到每份供试材料独有的分子身份证ꎮ ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 分子标

记技术适用于苹果属植物种质资源的指纹图谱构建ꎬ利于分子基础数据库的积累ꎮ 基于苹果种质资源 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 指纹图谱

可获得每份苹果种质资源独有的分子身份证ꎮ
　 　 关键词:中国原产ꎻ苹果属ꎻＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲꎻ分子身份证
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种质资源是新品种选育和农业生物技术发展的

重要物质基础ꎮ 我国是世界苹果属植物最大的起源

中心之一ꎬ全世界共有苹果属植物 ３５ 种ꎬ其中包含我

国原产的 １７ 个野生种和 ６ 个栽培种[１￣２]ꎬ在研究苹果

属植物的起源和亲缘演化等方面占有重要地位ꎮ 苹

果种质资源类型多样ꎬ有些种间个体差异不甚明显ꎬ

加之各地交流频繁ꎬ造成苹果属植物种类混杂现象层

出不穷ꎮ 苹果种质资源的准确鉴定是种质资源保存

和利用的前提ꎬ对于苹果种质资源的鉴定方法有形态

学观察、同工酶[３￣４]以及分子标记[５￣８]等方法ꎮ
ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ( ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ ｗｉｔｈ ｔａｉｌｅｄ

ｐｒｉｍｅｒ Ｍ１３)技术是在 ＳＳＲ 技术和荧光测序技术基
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础之上发展起来的ꎬ经过 Ｍ. Ｓｃｈｕｅｌｋｅ[９] 完善ꎬ而形

成基于荧光测序技术的 ＳＳＲ 扩增产物检测体系ꎮ
后来ꎬ经过不断改进和尝试ꎬ而被应用到苹果等果树

种质资源的研究中[８ꎬ１０￣１２]ꎮ 其具有重复性高、结果

准确性好等优点ꎬ并且在较大程度上解决了分析通

量较低、扩增产物检测流程繁琐、数据记录的工作量

过大等一系列问题[１３]ꎮ
分子身份证是在得到 ＤＮＡ 指纹图谱的基础上ꎬ

通过运用不同的编码方式对指纹图谱进行数字化处

理后得到字符串形式的结果[１４]ꎮ 其将 ＤＮＡ 指纹数

字化ꎬ能够更加简单明了地区分种质资源之间的差

异ꎬ达到在种质资源检索时更加直观的目的ꎻ并可通

过计算机对种质资源差异自动比对ꎬ克服人工比对

的繁琐和低效等问题[１４￣１５]ꎮ 国内祁伟[１６] 较早地应

用 ＩＳＳＲ 和 ＳＲＡＰ 分子标记分别绘制了红麻与蓖麻

ＤＮＡ 指纹图谱ꎬ并建立其分子身份证ꎻ而在果树种

质资源的分子身份证研究上ꎬ则是艾呈祥等[１７] 较早

地利用 １０ 对 ＳＳＲ 引物构建了 ３８ 份甜樱桃种质的指

纹图谱ꎬ将分子指纹赋值后建立这些品种的分子身

份证ꎮ 国外 Ｋ. Ｏｈｔｓｕｂｏ 等[１８] 利用 ＳＳＲ 分子标记的

方法构建了水稻的分子身份证ꎻＹ. Ｂ. Ｐａｎ[１９]利用 ２１
对 ＳＳＲ 引物构建了 １０２５ 份甘蔗种质资源的分子身

份证数据库ꎮ 分子身份证研究已在大豆[２０]、茶

树[２１]、甘蔗[２２]、苎麻[２３]、桃[１５]、甜高粱[２４]、水稻[２５]

和萝卜[２６]等作物上得以开展ꎬ而苹果属植物的指纹

图谱构建研究虽取得许多进展[２７￣２９]ꎬ但是基于指纹

图谱的分子身份证研究国内外尚未见报道ꎮ
本研究利用 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 技术建立中国原产苹

果属代表植物的指纹图谱ꎬ并以此为基础ꎬ获得其独

特的条形码鉴定标识即分子身份证ꎬ以期实现苹果

种质资源的快速鉴定ꎬ并为苹果种质资源收集和保

存以及鉴定评价提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

２７ 份中国原产的苹果属代表植物材料均取自中

国农业科学院果树研究所国家果树种质兴城苹果资

源圃(ＮＲＡＧＲꎬＮａｔｉｏｎａｌ Ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｙ ｏｆ Ａｐｐｌｅ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ
Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ)ꎬ每份种质在圃内均为无性繁殖ꎬ具有各自

独立的国圃号ꎮ 但由于编目工作相对滞后ꎬ有些苹果

种质资源还未获得其国圃号(表 １)ꎮ ２７ 份材料分别

归属于 ２１ 个种、１ 个亚种和 ３ 个变种ꎬ其中昭觉山定

子为山定子的变种、平邑甜茶为湖北海棠的变种、槟子

为绵苹果的变种、吉尔吉斯苹果为新疆野苹果的亚种ꎮ

表 １　 ２７ 份中国原产的苹果属植物材料

Ｔａｂｌｅ １　 ２７ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｍａｌｕｓ Ｍｉｌｌ. ｏｒｉｇｉｎａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎａ

编号

Ｃｏｄｅ
国圃号

Ｃｏｄｅ ｉｎ ＮＲＡＧＲ
材料名称

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎａｍｅ
学名

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｎａｍｅ
１ 未编目 山定子 Ｍ. ｂａｃｃａｔａ(Ｌ. )Ｂｏｒｋｈ.
２ 未编目 昭觉山定子 Ｍ. ｂａｃｃａｔａ ｖａｒ. ｚｈａｏｊａｏｅｎｓｉｓ (Ｊｉａｎｇ)Ｐｏｎｏｍ
３ ＧＰＰＧ０８６６ 毛山定子 Ｍ. ｍａｎｓｈｕｒｉｃａ (Ｍａｘｉｍ. )Ｋｏｍａｒｏｖ
４ ＧＰＰＧ０８６７ 丽江山定子 Ｍ. ｒｏｃｋｉｉ Ｒｅｈｄ.
５ ＧＰＰＧ０８５１ 湖北海棠 Ｍ. ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ (Ｐａｍｐ. )Ｒｅｈｄ.
６ 未编目 平邑甜茶 Ｍ. ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ (Ｐａｍｐ. )Ｒｅｈｄ. ｖａｒ. ｐｉｎｙｉｅｎｓｉｓ Ｊｉａｎｇ
７ ＧＰＰＧ０８６５ 垂丝海棠 Ｍ. ｈａｌｌｉａｎａ(Ａｎｏｎ. )Ｋｏｅｈｎｅ
８ ＧＰＰＧ０８６３ 锡金海棠 Ｍ. ｓｉｋｋｉｍｅｎｓｉｓ (Ｗｅｎｚｉｇ)Ｋｏｅｈｎｅ
９ ＧＰＰＧ０８４０ 三叶海棠 Ｍ. ｓｉｅｂｏｌｄｉｉ (Ｒｅｇ. )Ｒｅｈｄ.
１０ ＧＰＰＧ０８５２ 维西三叶 Ｍ. ｓｉｅｂｏｌｄｉｉ (Ｒｅｇ. )Ｒｅｈｄ.
１１ ＧＰＰＧ０８４１ 复县三叶 Ｍ. ｓｉｅｂｏｌｄｉｉ (Ｒｅｇ. )Ｒｅｈｄ.
１２ ＧＰＰＧ０８５３ 变叶海棠 Ｍ. ｔｏｒｉｎｇｏｉｄｅｓ (Ｒｅｈｄ. )Ｈｕｇｈｅｓ
１３ ＧＰＰＧ０８５４ 小金海棠 Ｍ. ｘｉａｏｊｉｎｅｎｓｉｓ Ｃｈｅｎｇ ｅｔ Ｊｉａｎｇ
１４ ＧＰＰＧ１０７２ 西蜀海棠 Ｍ. ｐｒａｔｔｉｉ (Ｈｅｍｓｌ. )Ｓｃｈｎｅｉｄ.
１５ 未编目 沧江海棠 Ｍ. ｏｍｂｒｏｐｈｉｌａ Ｈａｎｄ.
１６ 未编目 河南海棠 Ｍ. ｈｏｎａｎｅｎｓｉｓ Ｒｅｈｄ.
１７ 未编目 台湾林檎 Ｍ. ｄｏｕｍｅｒｉ (Ｂｏｉｓ. )Ｃｈｅｖ. Ｃ. Ｒ. Ａｃ.
１８ ＧＰＰＧ０２５７ 绵苹果 Ｍ. ｄｏｍｅｓｔｉｃａ ｓｕｂｓｐ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｌｉ Ｙ. Ｎ.
１９ ＧＰＰＧ１００６ 槟子 Ｍ. ｄｏｍｅｓｔｉｃａ ｓｕｂｓｐ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｂｉｎｚｉ Ｌｉ Ｙ. Ｎ.
２０ ＧＰＰＧ０８０９ 花红 Ｍ. ａｓｉａｔｉｃａ Ｎａｋａｉ.
２１ ＧＰＰＧ０９７６ 楸子 Ｍ. ｐｒｕｎｉｆｏｌｉａ (Ｗｉｌｌｄ. )Ｂｏｒｋｈ.
２２ 未编目 八棱海棠 Ｍ. ｒｏｂｕｓｔａ (Ｃａｒｒ. )Ｒｅｈｄ.
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表 １(续)

编号

Ｃｏｄｅ
国圃号

Ｃｏｄｅ ｉｎ ＮＲＡＧＲ
材料名称

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎａｍｅ
学名

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｎａｍｅ

２３ ＧＰＰＧ０８６４ 西府海棠 Ｍ. ｍｉｃｒｏｍａｌｕｓ Ｍａｋｉｎｏ

２４ 未编目 海棠花 Ｍ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ (Ａｉｔ. )Ｂｏｒｋｈ.

２５ ＧＰＰＧ０８５８ 陇东海棠 Ｍ. ｋａｎｓｕｅｎｓｉｓ (Ｂａｔａｌ. )Ｓｃｈｎｅｉｄ.

２６ ＧＰＰＧ０８０２ 新疆野苹果 Ｍ. ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ(Ｌｅｄｅｂ. )Ｒｏｅｍ.

２７ ＧＰＰＧ０９５５ 吉尔吉斯苹果 Ｍ. ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ(Ｌｅｄｅｂ. )Ｒｏｅｍ. ｓｕｂｓｐ. ｋｉｒｇｈｉｓｒｏｕｍ(ＡＬ. )Ｐｏｎｏｍ.

１. ２　 试验方法及数据处理

１. ２. １ 　 试验方法 　 采用德国 ＱＩＡＧＥＮ 的 ＤＮｅａｓｙ
Ｐｌａｎｔ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 提取供试材料春季嫩叶的基因组ＤＮＡꎮ
从 Ｒ. Ｌｉｅｂｈａｒｄ 等[３０]报道的序列中选取扩增产物片段

长度在 １００ ~ ３００ ｂｐ 之间的普通 ＳＳＲ 引物 ３２ 对ꎬ加
Ｍ１３ 接头后形成的 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 引物由上海 Ｓａｎｇｏｎ
公司合成ꎻ５′端带有荧光标记的 Ｍ１３ 正向引物(５′￣
ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣ￣３′)则由美国 ＡＢＩ 公司合

成ꎬ分别标记 ６ＦＡＭＴＭ、ＶＩＣＴＭ和 ＮＥＤＴＭ３ 种荧光ꎮ
ＰＣＲ 体系和扩增产物的纯化体系参照高源

等[８] 的方法ꎮ ＰＣＲ 反应在 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＰＴＣ￣２００ 上进

行ꎮ ＰＣＲ 扩增并经过纯化后的 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 荧光标

记产物在美国 ＡＢＩ ３７３０ 基因测序仪上进行荧光检

测ꎬ收集原始数据ꎮ
１. ２. ２ 　 数据处理 　 利用 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ３􀆰 ０ 软件对

ＡＢＩ ３７３０ 收集数据进行分析ꎬ获得不同样品扩增片

段的长度ꎮ 利用 ＰｏｐＧｅｎ３２ 对获得的供试材料指纹

图谱数据进行分析ꎮ 根据扩增片段的有无统计所有

二元数据ꎬ有扩增条带的记为 １ꎬ无带记为 ０ꎬ未扩增

记为 ９ꎮ 将每份材料在所有供试 ＳＳＲ 位点获得的 ０、

１ 数据按序排列ꎬ利用条码技术将每份材料的按相

同位点顺序排列的 ０、１ 序列转化成每份材料独特的

条码标识即分子身份证ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 引物的筛选及条件优化

由于 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 正向引物比反向引物多了长

为 １９ ｂｐ 的 Ｍ１３ 接头ꎬ使得引物退火温度相较于普

通 ＳＳＲ 引物发生改变ꎬ且更易出现扩增不稳定的情

况ꎮ 因此必须对引物第 １ 次 ＰＣＲ 条件进行优化ꎬ并
对引物进行筛选ꎮ 从 ２７ 份材料中随机选取 ２ 份材

料ꎬ在 ５０ ~ ６０℃之间以 ０. ５℃为梯度设定退火温度

进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ用 ３％ 的琼脂糖凝胶电泳对扩增产

物进行检测ꎮ 最终筛选出稳定性高、重复性好的 １２
对 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 引物用于 ２７ 份中国原产苹果属植

物指纹图谱构建(表 ２)ꎮ
２. ２　 中国原产苹果属植物 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 指纹图谱

和遗传多样性分析

２７ 份材料在 １２ 个 ＳＳＲ 位点的扩增片段长度构

成每份材料的 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 指纹信息(表 ３) ꎮ 如

表 ２　 １２ 对 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 引物及优化条件

Ｔａｂｌｅ ２　 １２ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
正向引物序列(５′ － ３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

反向引物序列(５′ － ３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度(℃)
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＣＨ０１ｆ０３ｂ Ｆ:ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＡＧＡＡＧＣＡＡＡＴＧＣＡＡＡＡＣＣＣ Ｒ:ＣＴＣＣＣＣＧＧＣＴＣＣＴＡＴＴＣＴＡＣ ５８
ＣＨ０２ｂ１２ Ｆ:ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＡＧＧＣＴＴＴＡＣＧＡＴＴＡＴＧＣ Ｒ:ＣＣＣＡＣＴＡＡＡＡＧＴＴＣＡＣＡＧＧＣ ５９
ＣＨ０３ｄ０７ Ｆ:ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＡＡＴＧＣＡＡＡＡＣＴＧＴＣＡ Ｒ:ＧＧＣＴＴＣＴＧＧＣＣＡＴＧＡＴＴＴＴＡ ５１
ＣＨ０４ｅ０３ Ｆ:ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＴＴＧＡＡＧＡＴＧＴＴＴＧＧＣＴＧＴＧＣ Ｒ:ＴＧＣＡＴＧＴＣＴＧＴＣＴＣＣＴＣＣＡＴ ６０
ＣＨ０４ｈ０２ Ｆ:ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＡＡＧＣＴＧＣＡＴＧＡＴＧＡＧＡＣＣ Ｒ:ＣＴＣＡＡＧＧＡＴＴＴＣＡＴＧＣＣＣＡＣ ５５. ５
ＣＨ０５ｃ０６ Ｆ:ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＡＴＴＧＧＡＡＣＴＣＴＣＣＧＴＡＴＴＧＴＧＣ Ｒ:ＡＴＣＡＡＣＡＧＴＡＧＴＧＧＴＡＧＣＣＧＧＴ ５８
ＣＨ０５ｄ０８ Ｆ:ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＴＣＡＴＧＧＡＴＧＧＧＡＡＡＡＡＧＡＧＧ Ｒ:ＴＧＡＴＴＧＣＣＡＣＡＴＧＴＣＡＧＴＧＴＴ ５５. ５
ＣＨ０２ａ０４ Ｆ:ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＡＡＡＣＡＧＧＣＧＣＣＡＴＴＡＴＴＴＧ Ｒ:ＡＡＡＧＧＡＧＡＣＧＴＴＧＣＡＡＧＴＧＧ ５８
ＣＨ０５ｂ０６ Ｆ:ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＡＣＡＡＧＣＡＡＡＣＣＴＡＡＴＡＣＣＡＣＣＧ Ｒ:ＧＡＧＡＣＴＧＧＡＡＧＡＧＴＴＧＣＡＧＡＧＧ ５５
ＣＨ０５ｄ０４ Ｆ:ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＡＣＴＴＧＴＧＡＧＣＣＧＴＧＡＧＡＧＧＴ Ｒ:ＴＣＣＧＡＡＧＧＴＡＴＧＣＴＴＣＧＡＴＴ ６０
ＣＨ０１ｆ０７ａ Ｆ:ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＡＣＡＣＡＧＴＴＴＣＴＣＡＡＣＣＣ Ｒ:ＣＧＴＴＴＴＴＧＧＡＧＣＧＴＡＧＧＡＡＣ ５９
ＣＨ０４ｇ０７ Ｆ:ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＡＡＣＣＴＣＡＡＴＣＣＣＣＡＡＴ Ｒ:ＡＴＧＡＧＧＣＡＧＧＴＧＡＡＧＡＡＧＧＡ ５７

下划线部分序列为 ５′端 Ｍ１３ 接头

Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ５′Ｍ１３ ｔａｉｌ
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图 １ 为山定子在 １２ 个 ＳＳＲ 位点的 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 指

纹图谱ꎬ图谱中供试材料在每个 ＳＳＲ 位点获得的

等位基因数据即为表 ４ 中山定子对应的扩增片段

长度ꎮ １２ 对引物共获得 ２５１ 个等位基因ꎬ平均 ２１
个ꎮ 引物对 ＣＨ０５ｂ０６ 在 ２７ 份中国原产苹果属植

物材料中扩增等位基因数达 ３０ 个ꎬ仅用引物

ＣＨ０５ｂ０６ 即可区分全部供试材料ꎮ １２ 个 ＳＳＲ 位

点所揭示出的 ２７ 份苹果材料的遗传多样性的变

化范围为 ０􀆰 ６６２０ ~ ０􀆰 ９４５５ꎬ多态性信息含量的变

化范围为 ０􀆰 ６３２７ ~ ０􀆰 ９２１１ꎻ引物多态性信息含量

越高ꎬ其多态性越好ꎻ其揭示材料的遗传多样性

越高ꎬ引物对供试材料的区分率越高ꎮ 两者中ꎬ
最高的均是 ＣＨ０５ｂ０６ꎬ最低的均是 ＣＨ０２ｂ１２ꎬ
平均值分别为 ０􀆰 ７９３７ 和 ０􀆰 ７７９９ꎬ两者均高于

平均 值 的 有 ＣＨ０４ｈ０２、 ＣＨ０５ｃ０６、 ＣＨ０５ｄ０８ 和

ＣＨ０１ ｆ０７ ａꎻ位点杂合度的变化范围为 ０􀆰 ６５３８ ~
０􀆰 ９３１９ꎬ最高的仍为 ＣＨ０５ｂ０６ꎬ最低的为 ＣＨ０１ｆ０３ｂ
(表 ４)ꎮ

图 １　 山定子在 １２ 个 ＳＳＲ 位点的 ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ 指纹图谱

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ＴＰ￣Ｍ１３￣ＳＳＲ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｏｆ Ｓｈａｎｄｉｎｇｚｉ ａｔ １２ ＳＳＲ ｌｏｃｉ
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表 ４　 １２ 个 ＳＳＲ 位点在 ２７ 份中国原产苹果属植物材料上检测到的遗传多样性
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ２７ ａｐｐｌｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｏｒｉｇｉｎａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎａ ａｔ １２ ＳＳＲ ｌｏｃｉ

标记

Ｍａｒｋｅｒ
主等位基因频率

Ｍａｊｏｒ ａｌｌｅｌｅ ｆｒｑｕｅｎｃｙ
等位基因数

Ａｌｌｅｌｅ ｎｕｍｂｅｒ
基因多样性

Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
杂合度

Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ
多态性信息含量

ＰＩＣ
ＣＨ０１ｆ０３ｂ ０. ２１９２ １７ ０. ６７６０ ０. ６５３８ ０. ６４５２
ＣＨ０２ｂ１２ ０. ２３８５ ２０ ０. ６６２０ ０. ６９２３ ０. ６３２７
ＣＨ０３ｄ０７ ０. ２４６２ １７ ０. ７６１８ ０. ７３０８ ０. ７２６１
ＣＨ０４ｅ０３ ０. １６１５ ２５ ０. ７３３７ ０. ６９２３ ０. ７０８９
ＣＨ０４ｈ０２ ０. １１５４ ２４ ０. ９１４９ ０. ９０３７ ０. ９０８６
ＣＨ０５ｃ０６ ０. ２１４２ １９ ０. ８７６２ ０. ８５６６ ０. ８４５２
ＣＨ０５ｄ０８ ０. ２０５８ １９ ０. ８４２３ ０. ８４９６ ０. ８３１５
ＣＨ０２ａ０４ ０. ２４３８ １４ ０. ６９２７ ０. ６８３４ ０. ６９３５
ＣＨ０５ｂ０６ ０. ０８６７ ３０ ０. ９４５５ ０. ９３１９ ０. ９２１１
ＣＨ０５ｄ０４ ０. ２２３９ ２０ ０. ７０６８ ０. ７２５５ ０. ７３２２
ＣＨ０１ｆ０７ａ ０. １０３２ ２６ ０. ９２７４ ０. ９１８３ ０. ９１４９
ＣＨ０４ｇ０７ ０. １８５９ ２０ ０. ７８５１ ０. ７９３４ ０. ７９８７
平均 Ｍｅａｎ ０. １８７０ ２１ ０. ７９３７ ０. ７８６０ ０. ７７９９

２. ３　 中国原产苹果属植物分子身份证的建立

根据 ２７ 份中国原产苹果属植物材料的指纹图

谱ꎬ仅用 ＣＨ０５ｂ０６ 即可区分全部材料ꎮ 将在位点

ＣＨ０５ｂ０６ 获得的指纹图谱数据转化为二元数据(表

５)ꎬ将每份材料在所有供试 ＳＳＲ 位点获得的 ０、１ 数据

按序排列ꎬ利用条码技术将每份材料的按相同位点顺

序排列的 ０、１ 序列转化成每份材料独特的条码标识

即分子身份证ꎮ 所有供试材料的分子身份证见表 ６ꎮ

表 ５　 ２７ 份供试材料在位点 ＣＨ０５ｂ０６ 的二元数据

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｂｉｎａｒｙ ｄａｔａ ｏｆ ２７ ａｐｐｌｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ａｔ ＣＨ０５ｂ０６
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０ ２１ ２２ ２３ ２４ ２５ ２６ ２７

１５１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
１５７ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０
１５９ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
１６３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０
１６７ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
１７１ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
１７３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
１７５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０
１７７ ０ １ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
１７９ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
１８１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
１８３ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
１８５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０
１８７ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０
１８９ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
１９１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
１９３ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
１９５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０
１９９ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
２０５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
２１１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０
２１３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０
２１５ １ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０
２１９ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
２２１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０
２２３ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０
２２５ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
２３５ ０ ０ １ １ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ ０ ０
２４７ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
２４９ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

第 １ 行为供试材料编号ꎻ第 １ 列为在 ＳＳＲ 位点 ＣＨ０５ｂ０６ 获得的等位基因

Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｌｉｎｅ ａｒｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓꎬａｎｄ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｒｏｗ ａｒｅ ｔｈｅ ａｌｌｅｌｅｓ’ｓ ｓｉｚｅ ａｔ ＣＨ０５ｂ０６
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表 ６　 ２７ 份中国原产苹果属植物的分子身份证

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｃａｒｄｓ ｏｆ ２７ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｏｒｉｇｉｎａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎａ

材料名称

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎａｍｅ
分子身份证

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｃａｒｄ
材料名称

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎａｍｅ
分子身份证

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｃａｒｄ

山定子 沧江海棠

昭觉山定子 河南海棠

毛山定子 台湾林檎

丽江山定子 绵苹果

湖北海棠 槟子

平邑甜茶 花红

垂丝海棠 楸子

锡金海棠 八棱海棠

三叶海棠 西府海棠

维西三叶 海棠花

复县三叶 陇东海棠

变叶海棠 新疆野苹果

小金海棠 吉尔吉斯苹果

西蜀海棠

３　 讨论

荧光测序技术与 ＳＳＲ 分子标记技术的结合ꎬ实
现了对 ＳＳＲ 分子标记数据的高效和准确的收集[３１]ꎬ
能够区别仅为 ２ｂｐ 之差的差异片段[３２]ꎬ适用于苹果

种质资源的指纹图谱构建ꎮ 基于 ＤＮＡ 测序仪建立

的荧光标记 ＳＳＲ 毛细管电泳检测法可以得到目标

ＤＮＡ 片段的准确大小ꎬ检测结果更为稳定、准确和

高效ꎬ更适用于大批量苹果种质资源材料的检测与

分析ꎮ 而选择合适的引物是建立苹果分子指纹图谱

进而构建其分子身份证的另一重要前提ꎮ 本文中选

取的 ＳＳＲ 引物多态性均较好ꎬ仅用引物 ＣＨ０５ｂ０６ 即

可区分全部的供试材料ꎮ 但是随着供试材料的增

加ꎬ可能会出现具有相同 ＳＳＲ 位点的材料ꎬ因此就

需要增加 ＳＳＲ 检测位点ꎬ筛选核心引物ꎬ以最少的

引物量、最特异的引物区分最多的苹果种质ꎬ获得不

同苹果种质资源材料互异的指纹图谱ꎮ ＴＰ￣Ｍ１３￣
ＳＳＲ 分子标记可以用相对廉价的方式将 ＳＳＲ 分子

标记结果数据化ꎬ在需要新增加 ＳＳＲ 检测位点时ꎬ
不需要对已检测过的材料进行重复检测ꎬ有利于苹

果种质资源研究中分子基础数据库的积累ꎮ
ＤＮＡ 指纹图谱是构建分子身份证的基础ꎬ分子
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身份证与指纹图谱功能相同ꎬ但却是不同的两个概

念ꎮ 指纹图谱是指能够区分生物个体之间差异的电

泳图谱ꎬ但分子身份证将 ＤＮＡ 指纹数字化ꎬ达到种

质资源检索时更加直观的目的ꎮ 相对于指纹图谱ꎬ
分子身份证能够更加简单明了地区分生物个体之间

的差异ꎮ 分子身份证一经提出ꎬ便被赋予种质资源

本身作为识别种质资源的一个标准ꎮ 不同研究者在

进行分子身份证的构建时ꎬ采用了不同的编码方法ꎮ
目前构建分子身份证的编码方法主要有 ３ 类[１４]ꎬ研
究者在选取分子身份证的编码方法时ꎬ应根据研究

对象的特点ꎬ秉着统计方便、书写简洁的原则进行ꎮ
本研究是根据荧光标记 ＳＳＲ 指纹图谱ꎬ以 １ 和 ０ 分

别代表某个等位基因位点扩增 ＤＮＡ 条带的有无ꎬ将
ＳＳＲ 图谱转换为由 １ 和 ０ 组成的字符串ꎬ再利用条

码技术转化成条形码标识ꎬ即分子身份证ꎮ 这种条

形码标识的分子身份证可以利用条码扫描器进行扫

描而更加快地速识别苹果种质ꎬ彻底摆脱人工读取

字符串式分子身份证的麻烦ꎮ 此种苹果种质资源的

分子身份证构建体系在国内外尚属首例ꎬ这将在建

立我国苹果种质资源的分子数据库ꎬ以及苹果种质

资源保存和利用研究中有实际应用价值和广阔的应

用前景ꎮ
利用条码技术将获得的 ＤＮＡ 指纹图谱信息转

化为每份材料独有的分子身份证ꎬ使得不同苹果种

质资源之间分子差异转变成了可见的、并可被机器

快速识别差异ꎬ排除环境和人为等因素的影响ꎮ 目

前现存的条码码制多种多样ꎬ选用条码时ꎬ要根据信

息含量的多少和条码标签的尺寸大小选择合适的条

码码制ꎮ 国家果树种质兴城苹果圃保存苹果资源千

余份ꎬ种类繁多ꎬ类型多样ꎮ 近些年ꎬ随着苹果种质

资源收集力度加大ꎬ资源保存数量迅速增加ꎮ 通过

分子标记技术手段建立苹果种质资源的指纹图谱ꎬ
生成每份资源分子身份证ꎮ 既避免重复性的收集和

保存ꎬ剔除同名异物和同物异名的苹果种质资源ꎬ又
有利于苹果种质资源的鉴定评价和提供利用ꎮ
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