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　 　 摘要:在收集中国南瓜海南农家品种的基础上ꎬ应用 ＩＳＳＲ 和 ＳＲＡＰ 标记技术对 ２８ 份海南农家品种间的遗传特异性进行

了分析ꎬ并构建指纹图谱ꎬ为中国南瓜海南农家品种鉴定、评价、保护和利用提供科学依据ꎮ 结果表明ꎬ所供试的品种间存在

显著的遗传特异性ꎬ具有特殊的遗传基础或背景ꎬ所筛选的 ６ 个 ＩＳＳＲ 引物和 １１ 对 ＳＲＡＰ 引物共产生了 １０ 个特异标记和 １１ 条

唯一缺失带ꎻ应用 ＩＳＳＲ 引物组合 ＵＢＣ８０７ / ＵＢＣ８１４ / ＵＢＣ８４４ / ＵＢＣ８６８ 和 ＵＢＣ８０８ / ＵＢＣ８１４ / ＵＢＣ８４４ / ＵＢＣ８６８ꎬ以及 ＳＲＡＰ 引物组

合 Ｍｅ１ / Ｅｍ２ ＋ Ｍｅ１ / Ｅｍ１０ ＋ Ｍｅ２ / Ｅｍ３ 和 Ｍｅ１ / Ｅｍ１ ＋ Ｍｅ１ / Ｅｍ１０ ＋ Ｍｅ８ / Ｅｍ３ 分别绘制了 ４ 个 ２８ 份中国南瓜海南农家品种的

ＤＮＡ 指纹图谱ꎬ所构建的 ＤＮＡ 指纹图谱直观、简单ꎮ ＩＳＳＲ 标记和 ＳＲＡＰ 标记技术可有效应用于中国南瓜海南农家品种 ＤＮＡ
指纹图谱的构建和遗传特异性鉴定ꎮ
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中国南瓜(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍｏｓｃｈａｔａ)为葫芦科南瓜属

中 ３ 个主要栽培种之一ꎬ在我国分布广泛ꎬ是我国传

统的蔬菜之一ꎮ 海南岛各地均有种植中国南瓜的悠

久历史ꎬ有别于内地诸多省份的丰富的热带亚热带



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １４ 卷

农业生态环境和栽培方式ꎬ孕育了特殊而丰富的农

家品种资源ꎮ 收集和科学准确地鉴定中国南瓜海南

岛农家品种ꎬ分析种质资源材料的遗传特异性是一

项重要的育种工作ꎮ 但目前鲜见有关于某一地方农

家品种的鉴定和评价ꎬ也尚未见有关对中国南瓜海

南岛农家品种的研究报道ꎮ
目前ꎬ国内外有关中国南瓜种质资源鉴定、评价

主要从形态和 ＤＮＡ 分子水平 ２ 个方面进行研究ꎬ但
研究水平和深度远低于其他主要蔬菜ꎮ 至 １９９５ 年ꎬ
我国入库保存了 １０６４ 份中国南瓜地方品种资源[１]ꎬ
但鲜见有对这些资源进行深入的整理、鉴定和评价

的研究报道ꎮ 杜晓华等[２] 和李新峥等[３]、褚盼盼

等[４]、 周俊国等[５￣７]、Ｘ. Ｈ. Ｄｕ 等[８]对中国南瓜自交

系、中国南瓜农家品种的农艺性状和经济性状进行

了评价ꎮ 蔡宝炎[９]、褚盼盼等[１０]、Ｍ. Ｆｅｒｒｉｏｌ 等[１１]采

用形态学标记和分子标记技术对中国南瓜品种进行

了遗传多样性分析和评价ꎮ Ｃ. Ｇｗａｎａｍａ 等[１２] 则仅

用 ＲＡＰＤ 标记技术对 ３１ 份非洲南部本地的中国南

瓜资源遗传多样性评价ꎮ 以分子标记为基础的

ＤＮＡ 指纹图谱可从分子水平上对品种进行快速、准
确的鉴定ꎬ克服了传统形态标记鉴定周期长、易受客

观环境和主观因素影响、可用标记少而鉴定能力有

限的缺点ꎬ是科学、准确地鉴定种质资源的主要手段

之一ꎮ 但是有关包括中国南瓜在内的南瓜属栽培种

指纹图谱构建的研究ꎬ仅见刘泽发[１３] 应用 ＳＲＡＰ 标

记和 ＲＳＡＰ 标记构建了 ４ 个印度南瓜(Ｃ. ｍａｘｉｍａ
Ｌ. )品种的 ＤＮＡ 指纹图谱的报道ꎮ

本研究拟利用 ＩＳＳＲ 和 ＳＲＡＰ 标记对 ２８ 份中国

南瓜海南农家品种资源间的遗传特异性进行分析鉴

定ꎬ建立 ＤＮＡ 指纹图谱ꎬ为中国南瓜海南农家品种

遗传资源鉴定与评价、品种的保护和利用、分子辅助

育种等提供科学依据或有益参考ꎮ 本研究也是首次

对中国南瓜品种进行 ＤＮＡ 指纹图谱构建ꎬ其研究结

果也将为更多中国南瓜品种的 ＤＮＡ 指纹图谱构建

提供借鉴ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

供试材料为 ２００９—２０１０ 年在海南省 １６ 个市

(县)收集的 ２８ 个中国南瓜农家品种(表 １)ꎬ均保存

在海南省农业科学院蔬菜研究所种质资源保存中

心ꎬ并进行了连续 ３ 代的单株自交繁殖和形态学观

察ꎬ其后代的生物学性状表现相对稳定ꎮ 这些品种

在海南省不同地区或生态环境下被当地农民长期自

繁种植ꎮ 为了便于管理和利用ꎬ本中心对收集到的

２８ 个品种统一编号入库ꎬ详见表 １ꎮ

表 １　 ２８ 份中国南瓜海南农家品种的编号、产地和果实形态

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒꎬｌｏｃａｔｉｏｎꎬａｎｄ ｆｒｕｉｔ ｓｈａｐｅ ｏｆ ２８ Ｈａｉｎａｎ ｉｓｌａｎｄ ｌａｎｄｒａｃｅｓ ｏｆ Ｃ. ｍｏｓｃｈａｔａ
编号

Ｎｏ.
产地

Ｌｏｃａｔｉｏｎ
果实形态

Ｆｒｕｉｔ ｓｈａｐｅ
编号

Ｎｏ.
产地

Ｌｏｃａｔｉｏｎ
果实形态

Ｆｒｕｉｔ ｓｈａｐｅ
海 １ 海口市琼山龙桥 长弯筒形 海 １８ 白沙牙叉 长圆筒形
海 ２ 三亚荔枝沟 棒锤形 海 １９ 保亭保城 长弯筒形
海 ３ 海口市琼山龙桥 扁圆形 海 ２０ 保亭保城 棒锤形
海 ４ 文昌冯坡 棒锤形 海 ２１ 屯昌屯城 棒锤形
海 ５ 五指山南圣 球形或梨形 海 ２２ 定安定城 扁圆形
海 ６ 定安黄竹 椭圆形 海 ２３ 琼中上安乡 球形
海 ７ 昌江石碌 棒锤形 海 ２４ 琼中上安乡 梨形
海 ８ 定安黄竹 球形 海 ２５ 琼中上安乡 梨形
海 ９ 昌江石碌 棒锤形 海 ２６ 琼中上安乡 梨形
海 １０ 定安黄竹 球形 海 ２７ 琼中上安乡 长把梨形
海 １１ 万宁和乐 棒锤形 海 ２８ 琼中上安乡 长筒
海 １２ 临高多文 长圆筒形 海 ２９ 东方大田 扁圆形
海 １３ 儋州 长圆筒形 海 ３０ 陵水陵城 长圆筒形
海 １７ 白沙牙叉 梨形 海 ３１ 澄迈福山 棒锤形

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＤＮＡ 提取　 于苗期取上述供试材料的嫩叶

各 １ ｇ 用于总 ＤＮＡ 提取ꎮ ＤＮＡ 的提取按照梁远发

等[１４]的方法进行ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＣＲ 扩增及产物检测 　 反应在 ｉｃｙｃｌｅｒＴＭ

Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ 型 ＰＣＲ 仪上进行ꎮ ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应

条件和反应程序按照 Ｍ. Ｆｅｒｒｉｏｌ 等[１１] 的方法进行ꎬ

引物为 Ｇ. Ｌｉ 等[１５] 发表的序列ꎮ ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应条

件和反应程序按照 Ｈ. Ａ. Ｈｅｉｋａｌ 等[１６] 的方法进行ꎬ
引物为加拿大哥伦比亚大学公布的 ＵＢＣ 系列引物ꎮ
引物均由上海英骏生物技术有限公司合成ꎮ

取 １０ μＬ 扩增产物ꎬ用 １􀆰 ４％和 ２􀆰 ０％琼脂糖凝

胶电泳分别检测 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 和 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 的产物ꎬ
ＧｏｏｄＶｉｅｗ 核酸染色ꎬ在 Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ 型凝胶成像分析

０８６
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系统下照相并记录ꎮ 以 ３ Ｓ １００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 作为

对照分子量标准ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 数据统计分析　 采用人工读带的方法ꎬ根据

ＰＣＲ 扩增产物的电泳结果ꎬ在凝胶的某个相同迁移

率位置上有 ＤＮＡ 条带的记为 １ꎬ无 ＤＮＡ 条带的记

为 ０ꎬ获得每个引物的 Ｅｘｃｅｌ ０￣１ 矩阵ꎮ 扩增片段大

小参照 ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 估测ꎬ扩增片段编号由引物编号

加片段大小组成ꎮ 分别统计分析各品种的特异标

记、唯一缺失带以及单一引物(或单对引物)的特征

谱带ꎮ 使用标记位点的 Ｊａｃｃａｒｄ 遗传相似系数和品

种聚类区分率(ＲＤＣＣꎬｒａｔｅ ｏｆ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ
ｂｙ ｃｌｕｓｔｅｒ)鉴别引物[１７]ꎮ ＲＤＣＣ ＝ (Ｎ － Ｎｉ) / ＮꎬＮｉ

为无法区分品种数ꎬＮ 为品种总数ꎮ Ｊａｃｃａｒｄ 遗传相

似系数通过 ＮＴＳＹＳｐｃ ２􀆰 ０２ 软件实现ꎮ 筛选出最佳

引物组合后ꎬ根据 ０￣１ 矩阵在 Ｅｘｃｅｌ 中绘制胶板图的

标准化图以构建 ＤＮＡ 指纹图谱ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 引物筛选及扩增结果

在供试的品种中选取形态差异较大的材料ꎬ对
ＩＳＳＲ 引物、ＳＲＡＰ 引物组合进行有效性筛选ꎮ 最终

分别筛选出扩增条带清晰、重复性强的 ６ 个 ＩＳＳＲ 引

物和 １１ 对 ＳＲＡＰ 引物ꎮ 筛选出的引物应用于 ２８ 份

中国南瓜海南农家品种的遗传特异性分析和指纹图

谱构建ꎬ其扩增结果见表 ２ꎮ 其中 ６ 个 ＩＳＳＲ 引物分

别扩增出 ５ ~ ２０ 个条带ꎬ扩增片段大小在 ２５０ ~
３０００ ｂｐ 之间ꎬ多态性百分率在 ３７􀆰 ５％ ~ １００％ 之

间ꎻ１１ 对 ＳＲＡＰ 引物分别扩增出 ５ ~ １６ 个条带ꎬ扩增

片段大小在 １２０ ~ ２５００ ｂｐ 之间ꎬ多态性百分率在

３６􀆰 ７％ ~１００％之间ꎮ

表 ２　 ６ 个 ＩＳＳＲ 引物和 １１ 对 ＳＲＡＰ 引物组合及其在 ２８ 个中国南瓜海南农家品种中的扩增结果

Ｔａｂｌｅ ２　 ６ ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ １１ ＳＲＡＰ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｉｎ ２８ Ｈａｉｎａｎ ｉｓｌａｎｄ ｌａｎｄｒａｃｅｓ ｏｆ Ｃ.
ｍｏｓｃｈａｔａ

编号

Ｎｏ.
引物序列(５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增总条带

Ｔｏｔａｌ ｂａｎｄｓ
ｐｒｏｄｕｃｅｄ

多态性条带

Ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ｂａｎｄｓ

多态性百分率(％ )
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｒａｔｅ

ＩＳＳＲ 引物
ＵＢＣ８０７ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＴ １２ ８ ６６􀆰 ７
ＵＢＣ８０８ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣ １２ ６ ５０􀆰 ０
ＵＢＣ８１４ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＡ ８ ３ ３７􀆰 ５
ＵＢＣ８４４ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＲＣ ６ ５ ８３􀆰 ３
ＵＢＣ８５５ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＴ ５ ５ １００􀆰 ０
ＵＢＣ８６８ ＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡ ２０ １４ ７０􀆰 ０
ＳＲＡＰ 引物组合 正向引物 反向引物
Ｍｅ１￣Ｅｍ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ ５ ４ ８０􀆰 ０
Ｍｅ１￣Ｅｍ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ １４ ８ ５７􀆰 ２
Ｍｅ１￣Ｅｍ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ １３ ９ ６９􀆰 ０
Ｍｅ１￣Ｅｍ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＧＣ ５ ５ １００􀆰 ０
Ｍｅ１￣Ｅｍ１０ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＡＧ １３ １１ ８４􀆰 ６
Ｍｅ２￣Ｅｍ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ ６ ５ ８３􀆰 ３
Ｍｅ２￣Ｅｍ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ １６ ６ ３７􀆰 ５
Ｍｅ２￣Ｅｍ１０ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＡＧ １０ ５ ５０􀆰 ０
Ｍｅ８￣Ｅｍ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＴ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ １３ １１ ８４􀆰 ６
Ｍｅ８￣Ｅｍ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＴ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ １４ ５ ３６􀆰 ７
Ｍｅ８￣Ｅｍ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＴ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＧＣ １３ １０ ７６􀆰 ９

２􀆰 ２　 品种间的遗传特异性分析

２􀆰 ２􀆰 １　 特异标记　 ６ 个 ＩＳＳＲ 引物共产生 ３ 个特异

标记ꎬ其中引物 ＵＢＣ８０８ 在海 １８ 和海 ３１ 分别产生

特 异 标 记 ＵＢＣ８０８￣１０００ 和 ＵＢＣ８０８￣２５０ꎬ 引 物

ＵＢＣ８６８ 在海 ２０ 产生特异标记 ＵＢＣ８６８￣２５００ꎮ ３ 对

ＳＲＡＰ 引物组合在 ４ 个品种上共产生 ７ 个特异标记ꎬ
其中 Ｍｅ８ / Ｅｍ３ 组合分别在海 １８、海 ２９ 和海 ３０ 获

得特异标记 Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣１０００、Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣３５０ 和 Ｍｅ８ /
Ｅｍ３￣６５０ꎻＭｅ８ / Ｅｍ５ 组合在海 ３０ 上产生特异标记

Ｍｅ８ / Ｅｍ５￣１８００ 和 Ｍｅ８ / Ｅｍ５￣２５００ꎬ在海 １８ 上获得

特异标记 Ｍｅ８ / Ｅｍ５￣９８０ꎻＭｅ８ / Ｅｍ８ 在海 ２１ 上产生

特异标记 Ｍｅ８ / Ｅｍ８￣２０００(表 ３)ꎮ
除了上述特异标记外ꎬ还有不少引物在不同品

种间产生唯一缺失带ꎬ即某一谱带仅在某一品种上

缺失ꎬ这种谱带类似于特异标记ꎬ仅用一条唯一缺失

带便可鉴别某一特定品种ꎮ ３ 个 ＩＳＳＲ 引物在海 １、
海 ８ 和海 １８ 上各产生 １ 条唯一缺失带ꎬ分别为

ＵＢＣ８６８￣１１００、ＵＢＣ８５５￣１０００ 和 ＵＢＣ８４４￣１５００ꎮ 有 ６

１８６
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对 ＳＲＡＰ 引物组合产生唯一缺失带ꎬ其中海 ８ 的唯

一缺失带最多ꎬ有 ３ 条ꎬ分别为 Ｍｅ１ / Ｅｍ１￣１０００、
Ｍｅ１ / Ｅｍ４￣８５０、 Ｍｅ１ / Ｅｍ８￣１２００ꎮ 条 带 Ｍｅ１ / Ｅｍ４￣

４００、 Ｍｅ１ / Ｅｍ４￣１１００、 Ｍｅ１ / Ｅｍ１０￣２１００、 Ｍｅ２ / Ｅｍ２￣
２０００ 和 Ｍｅ２ / Ｅｍ３￣１３００ 分别在海 １、海 ２３、海 ２４、海
２９ 和海 ３０ 上唯一缺失ꎮ

表 ３　 ＩＳＳＲ 和 ＳＲＡＰ 引物扩增产生的特异标记、唯一缺失带和特征谱带

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒꎬｕｎｉｑｕｅ￣ｌａｃｋ ｂａｎｄ ａｎｄ ｔｙｐｉｃａｌ ｂａｎｄｍａｐ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＩＳＳＲ ａｎｄ ＳＲＡＰ ｐｒｉｍｅｒｓ

编号

Ｎｏ.

特异标记

Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ
唯一缺失带

Ｕｎｉｑｕｅ￣ｌａｃｋ ｂａｎｄｓ

带型

Ｂａｎｄ ｔｙｐｅ
相应品种

Ｌａｎｄｒａｃｅ
带型

Ｂａｎｄ ｔｙｐｅ
相应品种

Ｌａｎｄｒａｃｅ

用于指纹图谱

分析的条带数

Ｔｈｅ ｂａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ
ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ
ＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ

特征谱带

Ｔｙｐｉｃａｌ ｂａｎｄｍａｐｓ

数量

Ｎｕｍｂｅｒｓ
鉴别品种

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｌａｎｄｒａｃｅ

ＩＳＳＲ 引物
ＵＢＣ８０７ ２
ＵＢＣ８０８ ＵＢＣ８０８￣１０００ 海 １８

ＵＢＣ８０８￣２５０ 海 ３１
４ ２ 海 １８、海 ３１

ＵＢＣ８１４ ３ １ 海 １１
ＵＢＣ８４４ ＵＢＣ８４４￣１５００ 海 １８ ６ ５ 海 ８、海 １８、海 ２０、

海 ２７、海 ２８
ＵＢＣ８５５ ＵＢＣ８５５￣１０００ 海 ８ ５ ５ 海 ２、海 ６、海 ８、

海 ９、海 ３０
ＵＢＣ８６８ ＵＢＣ８６８￣２５００ 海 ２０ ＵＢＣ８６８￣１１００ 海 １ ５ １ 海 ２０
ＳＲＡＰ 引物组合

Ｍｅ１￣Ｅｍ１ Ｍｅ１ / Ｅｍ１￣１０００ 海 ８ ５ ４ 海 ８、海 ２３、
海 ２７、海 ３０

Ｍｅ１￣Ｅｍ２ ５ ７ 海 ８、海 １７、海 １８、
海 １９、海 ２０、
海 ２７、海 ３１

Ｍｅ１￣Ｅｍ４ Ｍｅ１ / Ｅｍ４￣８５０ 海 ８
Ｍｅ１ / Ｅｍ４￣４００ 海 １
Ｍｅ１ / Ｅｍ４￣１１００ 海 ２３

Ｍｅ１￣Ｅｍ８ Ｍｅ１ / Ｅｍ８￣１２００ 海 ８ ４ ２ 海 ８、海 ３０
Ｍｅ１￣Ｅｍ１０ Ｍｅ１ / Ｅｍ１０￣２１００ 海 ２４ ９ １５ 海 ２、海 ３、海 ５、海 ６、

海 １１、海 １２、海 １３、
海 ２１、海 ２３、海 ２４、
海 ２５、海 ２７、海 ２６、

海 ３０、海 ３１
Ｍｅ２￣Ｅｍ２ Ｍｅ２ / Ｅｍ２￣２０００ 海 ２９ ３ ３ 海 ８、海 １９、海 ２９
Ｍｅ２￣Ｅｍ３ Ｍｅ２ / Ｅｍ３￣１３００ 海 ３０ ３ １ 海 ３０
Ｍｅ２￣Ｅｍ１０ ２ １ 海 ３０

Ｍｅ８￣Ｅｍ３ Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣１０００ 海 １８
Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣６５０ 海 ３０
Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣３５０ 海 ２９

６ ４ 海 １８、海 ２０、
海 ２９、海 ３０

Ｍｅ８￣Ｅｍ５ Ｍｅ８ / Ｅｍ５￣２５００ 海 ３０
Ｍｅ８ / Ｅｍ５￣１８００ 海 ３０
Ｍｅ８ / Ｅｍ５￣９８０ 海 １８

Ｍｅ８￣Ｅｍ８ Ｍｅ８ / Ｅｍ８￣２０００ 海 ２１ ３ ４ 海 ６、海 １８、
海 ２３、海 ３１

２􀆰 ２􀆰 ２　 单一引物的特征谱带　 为了保证指纹图谱

的可重复性和简单易于辨析ꎬ本研究对所获得的扩

增产物进行了筛选ꎬ去除低重复性弱带和难于统计

的扩增条带ꎬ其结果见表 ３ꎮ 从 ６ 条 ＩＳＳＲ 引物和 １１
对 ＳＲＡＰ 引物组合的扩增带条中分别筛选出 ２５ 个

和 ４０ 个条带用于指纹图谱分析ꎬ其中 ２２ 个品种具

有特征谱带ꎬ仅用 １ 个特征引物即可与其他品种区

分开ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ引物 ＵＢＣ ８０７ 没有产生特征谱

带ꎬ而 Ｍｅ１ / Ｅｍ１０ 引物组合获得的特征谱带最多ꎬ能
区分 １５ 个品种ꎬ品种聚类区分率 ( ＲＤＣＣ) 达到

２８６
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５３􀆰 ６％ ꎬ表明该引物不仅多态性丰富ꎬ且特征谱带也

多ꎬ在进行品种指纹鉴定时可优先采用ꎮ 所选引物

或引物组合对所有供试的品种进行扩增ꎬ其中海 ３、
海 ５、海 ９、海 １２、海 １３、海 １７、海 ２１、海 ２４、海 ２５、海
２６、海 ２８ 具有 １ 个特征引物ꎬ海 ２、海 １１、海 １９、海
２３、海 ２９ 具有 ２ 个特征引物ꎬ海 ６、海 ２７、海 ３１ 具有

３ 个特征引物ꎬ海 ２０ 和海 １８ 分别具有 ４ 个和 ５ 个特

征引物ꎬ海 ８ 和海 ３０ 具有的特征引物最多ꎬ均为 ６
个ꎬ而海 １、海 ４、海 ７、海 １０、海 １４ 和海 ２２ 没有特征

引物ꎮ
２􀆰 ３　 指纹图谱构建

从以上分析可见ꎬ无论是特异标记或唯一缺

失带ꎬ还是所筛选的任意单一(对)引物ꎬ均无法

完全区分所有供试的品种ꎬ构建 ２８ 个品种的指

纹图谱必须由不同引物组合完成ꎬ部分扩增结果

见图 １、图 ２ꎮ 根据最小差异原则ꎬ基于 ＩＳＳＲ 标

记ꎬ 选 用 ＵＢＣ８０７ / ＵＢＣ８１４ / ＵＢＣ８４４ / ＵＢＣ８６８ 和

ＵＢＣ８０８ / ＵＢＣ８１４ / ＵＢＣ８４４ / ＵＢＣ８６８ ２ 组均是由

４ 个引物组成的引物组合ꎬ可将供试的 ２８ 个品种

全部区分开来ꎬ构建了 ２ 张 ＩＳＳＲ 标记指纹图谱ꎬ
这 ２ 张 ＩＳＳＲ 标记指纹图谱的谱带数均为 １７ 个ꎻ
选用 Ｍｅ１ / Ｅｍ２ ＋ Ｍｅ１ / Ｅｍ１０ ＋ Ｍｅ２ / Ｅｍ３ 和 Ｍｅ１ /
Ｅｍ１ ＋ Ｍｅ１ / Ｅｍ１０ ＋ Ｍｅ８ / Ｅｍ３ ２ 组均可将供试的

２８ 个品种全部区分开来ꎬ构建了 ２ 张 ＳＲＡＰ 标记

指纹图谱ꎬ它们的谱带数分别为 １６ 个和 ２０ 个

(图 ３) ꎮ

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 和 Ｅ 为 ＵＢＣ８４４ 引物用于指纹图谱分析的条带ꎬ分别代表 ＵＢＣ８４４￣２８００、ＵＢＣ８４４￣１５００、ＵＢＣ８４４￣９５０、ＵＢＣ８４４￣７５０ 和 ＵＢＣ８４４￣７００
ＡꎬＢꎬＣꎬＤꎬａｎｄ Ｅ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＵＢＣ８４４￣２８００ꎬ

ＵＢＣ８４４￣１５００ꎬＵＢＣ８４４￣９５０ꎬＵＢＣ８４４￣７５０ꎬａｎｄ ＵＢＣ８４４￣７００ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 １　 ＩＳＳＲ 引物 ＵＢＣ８４４ 的扩增结果　 　 Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＵＢＣ８４４

ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ 和 ｆ 为 Ｍｅ８ / Ｅｍ３ 用于指纹图谱分析的条带ꎬ分别代表 Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣１０００、Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣６５０、
Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣４５０、Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣３５０、Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣２５０ 和 Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣１８０

ａꎬｂꎬｃꎬｄꎬｅꎬａｎｄ ｆ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣１０００ꎬＭｅ８ / Ｅｍ３￣６５０ꎬ
Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣４５０ꎬＭｅ８ / Ｅｍ３￣３５０ꎬＭｅ８ / Ｅｍ３￣２５０ꎬａｎｄ Ｍｅ８ / Ｅｍ３￣１８０ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ２　 ＳＲＡＰ 引物组合 Ｍｅ８ / Ｅｍ３ 的扩增结果　 　 Ｆｉｇ. ２　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｍｅ８ / Ｅｍ３

３　 讨论

中国南瓜适应性强ꎬ在我国具有悠久的栽培

历史ꎬ在多种栽培形式和多样的农业生态条件下ꎬ
经长期自然选择及人工选择ꎬ不同地区的种质间

差异明显ꎬ形成了大量的农家品种ꎬ具有丰富的品

种资源ꎬ这为种质创新和新品种选育提供了良好

的遗传基础ꎮ 另一方面ꎬ在培育新品种时ꎬ由于少

数骨干亲本的集中使用ꎬ使得育成品种间的遗传

差异越来越小ꎮ 充分利用丰富的农家品种资源为

中国南瓜品种改良、新品种选育提供遗传资源显

得极为迫切和重要ꎮ 在收集农家品种资源的基础

上ꎬ分析品种间的遗传特异性ꎬ建立 ＤＮＡ 指纹图谱

以科学、快速地鉴定农家品种ꎬ对中国南瓜农家品种

的遗传资源评价和利用具有重要意义ꎬ同时也有利

于品种的保护ꎮ

３８６
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图 ３　 基于 ＩＳＳＲ 和 ＳＲＡＰ 标记构建的 ４ 个 ２８ 份中国南瓜海南农家品种的 ＤＮＡ 指纹图谱

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｆｏｕｒ ＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇｓ ｆｏｒ ２８ Ｈａｉｎａｎ Ｉｓｌａｎｄ ｌａｎｄｒａｃｅｓ ｏｆ Ｃ. ｍｏｓｃｈａｔａ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｂｙ ＩＳＳＲ ａｎｄ ＳＲＡＰ ｍａｒｋｅｒｓ

ＩＳＳＲ 标记和 ＳＲＡＰ 标记技术由于其引物的通

用性、操作简单、扩增谱带多态性丰富且易于辨别统

计、重复性好、费用相对低廉等优点ꎬ已被广泛应用

于不同作物的 ＤＮＡ 指纹图谱研究ꎬ并证明其在

ＤＮＡ 指纹图谱构建中的可行性[１８￣２４]ꎮ 本研究分别

仅用 ４ 个 ＩＳＳＲ 引物组合和 ３ 个 ＳＲＡＰ 引物组合ꎬ每
组引物组合 １６ ~ ２０ 个标记便能把所有供试品种区

分ꎬ所构建指纹图谱直观、清晰、简单ꎮ 可见ꎬＩＳＳＲ
标记和 ＳＲＡＰ 标记技术可有效应用于中国南瓜品种

ＤＮＡ 指纹图谱的构建ꎮ
利用分子标记构建 ＤＮＡ 指纹图谱ꎬ遵循的原则

之一是可重复和简单ꎬ以降低成本和提高检测效率ꎮ
因此所选谱带必须具有高度重复性、简单易于辨析

且具有多态性和特异性ꎬ对于重复性差的弱带和难

４８６
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于统计扩增带应去除ꎮ 在本研究中ꎬ为了保证所构

建的指纹图谱的重复性和易于辨析ꎬ对所获得的多

态性条带进行了严格的筛选ꎬ仅选用其中的小部分

用于指纹图谱的构建ꎮ 唯一性是 ＤＮＡ 指纹图谱的

终极目标ꎮ 由此产生了构建 ＤＮＡ 指纹图谱理想的

特异标记法和单个(对)引物的特征谱带法ꎮ 但是

由于研究对象的遗传背景、供试材料份数及其所选

引物的多态性和特异性等因素的影响与限制ꎬ在构

建 ＤＮＡ 指纹图谱过程中ꎬ往往用 １ 个或 １ 对引物达

不到唯一性这个要求ꎮ 本研究所获得的 ６ 个 ＩＳＳＲ
引物和 １１ 对 ＳＲＡＰ 引物分别共产生的 ３ 个和 ７ 个

特异标记ꎬ以及唯一缺失带 ３ 条和 ８ 条ꎬ这些标记和

条带仅分布于供试 ２８ 个品种中的 １０ 个品种ꎻ而产

生特征谱带最多的引物为 Ｍｅ１￣Ｅｍ１０ꎬ可区分 １５ 个

品种ꎮ 因此构建供试品种的指纹图谱必须选用不同

引物间的相互组合法ꎮ 最终本着最小差异原则ꎬ本
研究选出了最佳引物组合构建了 ４ 个中国南瓜海南

农家品种的 ＤＮＡ 指纹图谱ꎬ这为海南农家品种鉴定

和资源的保护与利用打下良好的基础ꎮ 但是ꎬＤＮＡ
指纹图谱的唯一性是暂时的ꎮ 有限的引物只能适用

于一定数量的样本群体ꎬ随着待鉴定品种的不断增

加ꎬ本研究中筛选的引物组合可能无法鉴别ꎬ此时应

采用更多的多态性引物组合或筛选新的分子标记将

其区分开ꎬ以补充和扩展本研究建立的 ＤＮＡ 指纹

图谱ꎮ
此外ꎬ本研究所选的引物在 １０ 个品种中产生了

特异标记和唯一缺失带ꎬ如海 ８ 和海 １８ 的标记最

多ꎬ均为 ４ 个ꎮ 获得特异标记说明品种的遗传特异

性显著ꎬ具有特殊遗传基础或背景ꎬ可能具有较好的

利用价值ꎮ 这些标记可能与品种间的形态特征、品
质或抗病性等相关ꎬ尤其是对于 ＳＲＡＰ 标记而言ꎮ
ＳＲＡＰ 标记正向引物设计的目的是为了特异结合开

放阅读框(ＯＲＦｓ)区域的外显子ꎬ外显子是转录序

列ꎬ它提供的信息比其他标记更接近于形态学性状

的差异[２４￣２６]ꎮ 有关中国南瓜海南农家品种评价方

面的研究ꎬ本课题组已从营养品质、表型多样性和

ＤＮＡ 水平的遗传多样性等方面进行了系统的研究ꎬ
其结果将另文发表ꎮ
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