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　 　 摘要:为了给南瓜属种质资源鉴定和分类提供分子生物学依据ꎬ本研究采用 ＳＲＡＰ 分子标记技术与 ＤＮＡＭＡＮ 指纹图谱绘

制软件对 ８８ 份南瓜属种质资源(包含美洲南瓜、中国南瓜、印度南瓜)进行分子指纹图谱绘制ꎮ 结果表明:３５ 对 ＳＲＡＰ 多态性

引物共扩增出 ４９９ 条清晰条带ꎬ其中多态性条带 ４３８ 条ꎬ多态性条带比率高达 ８７ ８％ ꎮ 根据扩增出的条带成功绘制出 ８８ 份南

瓜属种质资源的 ＤＮＡ 指纹图谱ꎬ每一份种质都具有其独特的分子身份证ꎬ使得每份种质均可被区别开来ꎮ 其中ꎬ多态性最好

的引物是 Ｅ５ＥＭ８ꎬ可以同时绘制 ７２ 份南瓜属种质资源的指纹图谱ꎮ 所有供试材料用 ５ 对多态性 ＳＲＡＰ 引物即可全部区别开

来ꎮ 研究表明ꎬＳＲＡＰ 分子标记技术可成功地绘制南瓜属种质资源 ＤＮＡ 指纹图谱ꎮ 本研究对南瓜属种质资源鉴别、分子数据

库构建及品种权保护具有较重要的意义ꎮ
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南瓜为葫芦科(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｅ)南瓜属(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ)
一年生草本植物ꎬ在世界各地广泛栽培ꎬ也是中国重要

的蔬菜作物之一ꎮ 南瓜属共有 ２７ 个种ꎬ其中美洲南瓜

(Ｃ. ｐｅｐｏ Ｌ. )、中国南瓜(Ｃ. ｍｏｓｃｈａｔａ Ｄｕｃｈｅｓｎｅ)和印度

南瓜(Ｃ. ｍａｘｉｍａ Ｄｕｃｈｅｓｎｅ)是主要的栽培种[１￣２]ꎮ
南瓜属作物虽然在我国被广泛栽培ꎬ但目前育

种方法相对落后ꎬ我国仅少数科研单位进行系统选

育与鉴定研究ꎮ 长期以来ꎬ大多数种子保存、引种与

利用系通过民间自发进行[３]ꎬ因而导致南瓜属种质

出现同种异名的现象ꎬ另外也使得南瓜属的遗传基

础变得狭窄ꎮ 研究表明ꎬＤＮＡ 指纹图谱是进行种质

资源鉴别的有效方法ꎬ由于其具有高度的变异性和

稳定的遗传性ꎬ且仍按简单的孟德尔方式遗传ꎬ因此

成为目前最具吸引力的生物鉴定技术[４]ꎮ 近年来

ＤＮＡ 指纹图谱技术广泛运用于小麦[５]、水稻[６]、玉
米[７]、棉花[８]等大宗作物和蔬菜、水果及纤维作物

等多种经济作物种质鉴别研究上[９￣１１]ꎮ ＳＲＡＰ(Ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｌａｔｅｄ Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ)是较新型的

分子标记技术ꎬ具有稳定性高、重复性好、多态性丰

富等优点[１２]ꎮ 目前 ＳＲＡＰ 技术已被广泛运用于

ＤＮＡ 指纹图谱构建[１３￣１４]、遗传多样性分析[１５￣１６]与遗

传连锁图谱构建等研究上[１７￣１８]ꎮ
尽管前人对南瓜属资源进行了 ＤＮＡ 指纹图谱

绘制ꎬ但所用的种质资源数量有限ꎬ且来源地比较单

一[１９￣２０]ꎮ 因此ꎬ本研究拟采用 ＳＲＡＰ 方法ꎬ绘制南瓜

属 ８８ 份种质资源的 ＤＮＡ 指纹图谱ꎬ制作其分子身

份证ꎬ为南瓜属品种鉴别、分子数据库构建及遗传多

样性分析等研究提供可靠方法和有效依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 试验材料

供试南瓜属种质资源共 ８８ 份ꎬ主要来自上海崇

明县蔬菜技术推广站与福建农林大学作物遗传改良

研究所多年收集及选育的品种资源ꎬ包括 ７３ 份美洲

南瓜种质(其中 ５６ 份为金丝瓜种质)、６ 份中国南瓜

种质和 ９ 份印度南瓜种质(表 １)ꎮ

表 １　 南瓜属 ３ 个种的种质资源名称及来源

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｏｄｅꎬｎａｍｅ ａｎｄ ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ Ｌ. ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

学名 编号 品种名 产地 学名 编号 品种名 产地

Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｃｏｄｅ Ｎａｍｅ Ｏｒｉｇｉｎ Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｃｏｄｅ Ｎａｍｅ Ｏｒｉｇｉｎ

美洲南瓜 １ ＴＷＪ２２１１ 中国台湾

Ｃ. ｐｅｐｏ Ｌ. ２ ＸＡ 中国西安

３ ＸＪ 中国新疆

４ 崇金 １ 号 中国上海

５ ＨＮ０１ 中国湖南

６ ＸＩＥ 中国北京

７ ＳＤ０２ 中国山东

８ ＣＭ３１￣１ 中国上海

９ ＣＭ３０ 中国上海

１０ ＣＭ３０￣２ 中国上海

１１ ＣＭ２９ 中国上海

１２ ＣＭ２８ 中国上海

１３ ＣＭ２７ 中国上海

１４ ＣＭ２７￣２ 中国上海

１５ ＣＭ２５ 中国上海

１６ ＣＭ０６ 中国上海

１７ ５０５ 中国江西

１８ 无蔓金丝瓜 中国江苏

１９ 金丝搅瓜 中国江苏

２０ 福农 １ 号 中国福建

２１ 福农 ２ 号 中国福建

美洲南瓜 ２２ ＴＭ 中国湖北

Ｃ. ｐｅｐｏ Ｌ. ２３ ＴＭ￣２ 中国湖北

２４ ＨＬＤ 中国辽宁

２５ ＢＸ 中国新疆

２６ ＢＨ 中国安徽

２７ ＣＭ０４ 中国上海

２８ ＣＭ０５ 中国上海

２９ ＣＭ１６ 中国上海

３０ ＣＭ２６ 中国上海

３１ ＣＭ２６￣２ 中国上海

３２ ＣＭ３１ 中国上海

３３ ＣＭ３２ 中国上海

３４ ３０ 变黄 中国上海

３５ ３０￣１ 中国上海

３６ ３０￣２ 中国上海

３７ ＪＡ０２ 日本

３８ ３∗ ￣１ 中国上海

３９ ３∗ ￣２ 中国上海

４０ ＨＮＯ２ 中国湖南

４１ 乐山 中国四川

４２ Ｂ 小 中国上海

６２２
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表 １(续)

学名 编号 品种名 产地 学名 编号 品种名 产地

Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｃｏｄｅ Ｎａｍｅ Ｏｒｉｇｉｎ Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｃｏｄｅ Ｎａｍｅ Ｏｒｉｇｉｎ

美洲南瓜 ４３ ２１２４ 中国台湾

Ｃ. ｐｅｐｏ Ｌ. ４４ ＬＨ 中国上海

４５ Ｔ２ 中国湖北

４６ 美丝 中国江苏

４７ 美丝￣２ 中国江苏

４８ ５０１ 中国江西

４９ Ｂ１ 中国新疆

５０ ＣＱ 中国重庆

５１ ＡＨ０６ 中国安徽

５２ ＡＨ０７ 中国安徽

５３ ＡＨ０８ 中国安徽

５４ ＰＡＬ 中国江苏

５５ ＢＷ￣１ 中国上海

５６ ＢＷ￣２ 中国上海

５７ Ｍａｒｒｏｗ 英国

５８ Ｔｉｇｅｒ Ｇｒｏｓｓ 英国

５９ Ｂｕｆｆｅｒｎｕｔ 英国

６０ 新早青一号 中国陕西

６１ 碧珠宝玉 中国江苏

６２ 雪玉 中国福建

６３ 油亮西葫芦 中国福建

６４ 欧宝 Ｆ１ 法国

６５ 黑美丽 中国福建

美洲南瓜 ６６ 京胡一号 中国北京

Ｃ. ｐｅｐｏ Ｌ. ６７ 墨帝 中国山东

６８ 金黄后 美国

６９ 绿宝 ２ 号 中国山东

７０ 金珠 Ｆ１ 中国安徽

７１ 艺农 中国江苏

７２ 宝玉西葫芦 中国江苏

７３ 美国绿丹 美国

中国南瓜 ７４ ｐｕｍｐｋｉｎ Ｆ１ 英国

Ｃ. ｍｏｓｃｈａｔａ ７５ 一串铃 中国湖南

Ｄｕｃｈｅｓｎｅ ７６ 武夷山本地 中国福建

７７ 蜜枣 ９９８ 中国福建

７８ 庭院南瓜 中国福建

７９ 密本南瓜 中国浙江

印度南瓜 ８０ Ｇｎｏｓｓ 英国

Ｃ. ｍａｘｉｍａ ８１ 君川金粟 中国福建

Ｄｕｃｈｅｓｎｅ ８２ 美国大南瓜 美国

８３ 绿皮南瓜 中国江西

８４ 短蔓红南瓜 美国

８５ 胜粟 中国山西

８６ 谢花面 中国山西

８７ 甜粟 中国安徽

８８ 黑冠军 印度

试验所用 ＳＲＡＰ 引物序列参考 Ｇ. Ｌｉ 等[１２] 的文

献ꎬ引物由上海生工生物技术有限公司合成ꎮ
１ ２　 试验方法

１ ２ １　 基因组 ＤＮＡ 的提取　 基因组 ＤＮＡ 提取参

照徐建堂等[２１]改良的 ＣＴＡＢ 法ꎬ并通过琼脂糖凝胶

电泳进行质量检测ꎮ 利用 ＤＮＡ 微量测定仪检测其

浓度和纯度ꎬ将 ＤＮＡ 稀释至 ２５ ｎｇ / μＬ 并置于 －２０ ℃
冰箱保存ꎮ
１ ２ ２　 ＳＲＡＰ 分子标记分析　 利用从 ２００ 对 ＳＲＡＰ
引物组合中筛选获得的 ３５ 对多态性引物ꎬ对 ８８ 份

南瓜属种质的基因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增反

应体系为 １５ ０ μＬꎬ其中 ＤＮＡ 模板 ３ ０ μＬꎬ上下游

引物各 ０ ７５ μＬꎬＭｉｘ ６ ０ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ４ ５ μＬꎮ ＰＣＲ
反应程序为:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ３５ ℃
１ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ５ 个循环ꎻ９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ５２ ℃
１ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ
ＰＣＲ 产物在 ６％的聚丙烯酰胺凝胶上检测ꎮ

１ ２ ３　 数据统计与分析　 ＰＣＲ 产物在聚丙烯酰胺

凝胶上进行电泳检测ꎬ不同分子量大小的片段呈现

不同的位置ꎮ 根据同一水平上不同材料扩增片段标

记来显示多态性的变化ꎬ读带时选取清晰的条带进

行统计ꎬ“１”代表有条带ꎬ“０”代表没有条带ꎬ建立

“０ꎬ１”数据矩阵ꎬ采用 ＤＮＡＭＡＮ 软件绘制供试材料

的 ＤＮＡ 指纹图谱ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 多态性 ＳＲＡＰ 引物筛选及扩增结果

以供试南瓜属 ３ 个种中来源于不同地区且形态

差异较大的 ６ 份材料的基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ对 ２００
对 ＳＲＡＰ 引物组合进行 ＰＣＲ 多态性扩增ꎬ经聚丙烯

酰胺凝胶电泳检测ꎬ筛选获得 ３５ 对多态性理想的

ＳＲＡＰ 引物(表 ２)ꎮ 采用此 ３５ 对 ＳＲＡＰ 引物对 ８８
份南瓜属种质的基因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增 (图

１)ꎬ共扩增出 ４９９ 条清晰条带ꎬ其中多态性条带 ４３８

７２２
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条ꎬ多态性条带比率高达 ８７ ８％ ꎬ平均每对引物扩

增出的多态性条带数目为 １２ ５ 条ꎮ 研究结果表明ꎬ
ＳＲＡＰ 技术是对南瓜属资源进行分子标记相关研究

的较理想的方法ꎮ

表 ２　 ３５ 对 ＳＲＡＰ 引物的编号及序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｃｏｄｅ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ３５ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＳＲＡＰ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ

引物编号

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｄｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
引物编号

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｄｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｅ１ＥＭ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ

Ｅ９ＥＭ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＧ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ

Ｅ１ＥＭ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ

Ｅ１０ＥＭ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ

Ｅ１ＥＭ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ

Ｅ１２ＥＭ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ

Ｅ３ＥＭ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ

Ｅ１２ＥＭ１５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＴ

Ｅ３ＥＭ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ

Ｅ１４ＥＭ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＧ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ

Ｅ３ＥＭ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＣ

Ｅ１４ＥＭ９ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＧ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＧ

Ｅ３ＥＭ９ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＧ

Ｅ１４ＥＭ１３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＧ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ

Ｅ３ＥＭ１３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ

Ｅ１５ＥＭ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＣＡＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ

Ｅ４ＥＭ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ

Ｅ１６ＥＭ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＣ

Ｅ４ＥＭ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ

Ｅ１６ＥＭ９ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＧ

Ｅ４ＥＭ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ

Ｅ１６ＥＭ１０ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＴ

Ｅ５ＥＭ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＣ

Ｅ１７ＥＭ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ

Ｅ７ＥＭ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＧ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ

Ｅ１７ＥＭ６
ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ

Ｅ７ＥＭ１３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＧ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ

Ｅ１７ＥＭ１１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＡ

Ｅ８ＥＭ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ

Ｅ１８ＥＭ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＣ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ

Ｅ８ＥＭ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ

Ｅ１８ＥＭ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＣ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ

Ｅ８ＥＭ１３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ

Ｅ１８ＥＭ１０ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＣ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＴ

Ｅ９ＥＭ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＧ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ

８２２
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４９ ~ ８８:试验所用的南瓜属种质资源编号

Ｎｏ. ４９￣８８ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｄｅ ｏｆ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ Ｌ. ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬＭ:Ｍａｒｋｅｒ

图 １　 引物 Ｅ４ＥＭ３ 的部分扩增结果

Ｆｉｇ. １　 Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ｅ４ＥＭ３

２ ２　 ＳＲＡＰ引物对供试种质资源的鉴别效果分析

采用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对 ３５ 对 ＳＲＡＰ 引物的扩增

条带进行分析ꎬ绘制了 ８８ 份南瓜属种质资源的

ＤＮＡ 指纹图谱ꎮ 研究结果表明ꎬ３５ 对引物可鉴别不

同数目的南瓜属种质ꎬ均为有效引物ꎮ 所用引物中ꎬ
大部分引物能鉴别的种质数目在 ２０ ~ ５０ 之间ꎬ但不

同引物对种质资源的鉴别能力差别较大(表 ３)ꎬ其
中引物 Ｅ５ＥＭ８ 可同时鉴别 ７２ 份种质资源ꎬ为鉴别

表 ３　 ３５ 对 ＳＲＡＰ 引物所能鉴别的南瓜属种质资源的数目

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ Ｌ. ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ３５ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＳＲＡＰ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称

Ｎａｍｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

种质数量

Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒｓ
ｏｆ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ

可以鉴别

的种质数目

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｎｕｍｂｅｒｓ
ｏｆ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ

引物名称

Ｎａｍｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

种质数量

Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒｓ
ｏｆ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ

可以鉴别

的种质数目

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｎｕｍｂｅｒｓ
ｏｆ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ

Ｅ１ＥＭ１ ８８ ４８

Ｅ１ＥＭ５ ８８ ５１

Ｅ１ＥＭ６ ８８ １２

Ｅ３ＥＭ２ ８８ ２８

Ｅ３ＥＭ６ ８８ ３８

Ｅ３ＥＭ８ ８８ ４４

Ｅ３ＥＭ９ ８８ ２０

Ｅ３ＥＭ１３ ８８ ３０

Ｅ４ＥＭ２ ８８ ３４

Ｅ４ＥＭ３ ８８ ２６

Ｅ４ＥＭ７ ８８ １１

Ｅ５ＥＭ８ ８８ ７２

Ｅ７ＥＭ６ ８８ ２０

Ｅ７ＥＭ１３ ８８ ３７

Ｅ８ＥＭ３ ８８ ２４

Ｅ８ＥＭ６ ８８ ２８

Ｅ９ＥＭ１３ ８８ ２６

Ｅ１０ＥＭ５ ８８ ４２

Ｅ１２ＥＭ６ ８８ １１

Ｅ１２ＥＭ１５ ８８ ３２

Ｅ１４ＥＭ１ ８８ ３２

Ｅ１４ＥＭ９ ８８ ３８

Ｅ１４ＥＭ１３ ８８ １８

Ｅ１５ＥＭ３ ８８ ２４

Ｅ１６ＥＭ８ ８８ １７

Ｅ１６ＥＭ９ ８８ １２

Ｅ１６ＥＭ１０ ８８ ４２

Ｅ１７ＥＭ５ ８８ ２３

Ｅ１７ＥＭ６ ８８ １３

Ｅ１７ＥＭ１１ ８８ ５４

Ｅ１８ＥＭ５ ８８ ２６

Ｅ１８ＥＭ６ ８８ ３６

９２２
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表 ３(续)

引物名称

Ｎａｍｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

种质数量

Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒｓ
ｏｆ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ

可以鉴别

的种质数目

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｎｕｍｂｅｒｓ
ｏｆ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ

引物名称

Ｎａｍｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

种质数量

Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒｓ
ｏｆ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ

可以鉴别

的种质数目

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｎｕｍｂｅｒｓ
ｏｆ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ

Ｅ８ＥＭ１３ ８８ ３６
Ｅ９ＥＭ４ ８８ １５

Ｅ１８ＥＭ１０ ８８ １１

效果最理想的 ＳＲＡＰ 引物ꎮ 其次ꎬ引物 Ｅ１７ＥＭ１１ 可

同时鉴别 ５４ 份资源ꎬＥ１ＥＭ５ 能鉴别 ５１ 份资源ꎬ亦
为鉴别效果理想的 ＳＲＡＰ 引物ꎮ 个别引物能鉴别的

资源数目较少ꎬ如引物 Ｅ４ＥＭ７、Ｅ１２ＥＭ６ 和 Ｅ１８ＥＭ１０
能鉴别的资源数目均为 １１ 份ꎬＥ１ＥＭ６ 和 Ｅ１６ＥＭ９
则分别能鉴别 １２ 份资源ꎮ 值得一提的是ꎬ引物

Ｅ１４ＥＭ９ 能够同时鉴别供试材料中所有的中国南瓜

及印度南瓜资源ꎬ亦可同时鉴别除 ５６ 份金丝瓜资源

(１ ~ ５６ 号)之外的绝大部分美洲南瓜资源(金皇后、
宝玉西葫芦除外)ꎮ 分析结果还表明ꎬ所有供试的

８８ 份资源最少仅用 ５ 对 ＳＲＡＰ 引物即可区别开来ꎬ
这 ５ 对 引 物 分 别 是 Ｅ５ＥＭ８、 Ｅ１７ＥＭ１１、 Ｅ１ＥＭ５、
Ｅ１ＥＭ１ 和 Ｅ１６ＥＭ１０ꎮ
２ ３　 供试南瓜属种质资源 ＤＮＡ 指纹图谱分析

指纹图谱绘制结果表明ꎬ大多数供试材料的指

纹图谱存在明显差异ꎬ但其中有的种质资源相互之

间仅存在一个谱带位点上的差异(图 ２)ꎬ如 Ｔｉｇｅｒ
Ｇｒｏｓｓ 与 Ｂｕｆｆｅｒｎｕｔ、黑美丽与京胡 １ 号、ｐｕｍｐｋｉｎ Ｆ１与

一串铃及武夷山本地、庭院南瓜与蜜本南瓜及蜜枣

９９８、胜粟与谢花面、ＡＨ０６ 与 ＡＨ０７ 及 ＡＨ０８、ＴＭ 与

ＴＭ￣２、ＣＭ３１ 与 ＣＭ３２、３０ 变黄与 ３０￣１、３∗￣１ 与 ３∗￣２
等品种资源每 ２ 份或 ３ 份之间的 ＤＮＡ 指纹图谱仅

存在一个谱带位点上的差异ꎬ说明其亲缘关系较近ꎬ
遗传差异性不大ꎮ 并且我们发现这些分子水平上遗

传差异较小的种质资源大部分有相同的来源地ꎬ但
也有少数种质来源于不同国家或地区ꎮ 如 ｐｕｍｐ￣
ｋｉｎ Ｆ１、一串铃与武夷山本地等 ３ 份种质ꎬ分别来

自英国、中国湖南和福建等 ３ 个不同地区ꎬ但是它

们的 ＤＮＡ 指纹图谱相互之间仅存在一个谱带位点

的差异ꎬ说明它们虽然来自不同地区ꎬ但在分子水

平上的遗传差异较小ꎬ这一现象可能与引种利用

及人工驯化有关ꎮ ｐｕｍｐｋｉｎ Ｆ１虽然系从英国引进ꎬ
但其与一串铃和武夷山本地一样ꎬ在分类上均属

于中国南瓜ꎬ并且从名称上判断ꎬ其应为南瓜的后

代品系而非成熟的品种ꎬ因此推测 ｐｕｍｐｋｉｎ Ｆ１的亲

本可能来自中国或者和中国的南瓜有亲缘关系ꎬ
这应该是导致这 ３ 份种质在分子水平上遗传差异

较小的原因ꎮ

图 ２　 ８８ 份南瓜属种质资源的 ＤＮＡ 指纹图谱

Ｆｉｇ. ２　 ＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ８８ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ Ｌ.

０３２
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另外ꎬ在供试材料中ꎬＴＷＪ２２１１、ＸＡ、ＸＩＥ、福农 １
号、福农 ２ 号、ＨＬＤ、ＢＸ 等资源的 ＤＮＡ 指纹多态位

点与其他种质差别较明显ꎬ表明其在分子水平上与

其他种质资源的遗传差异较大ꎬ亲缘关系较远ꎬ同时

表明供试材料具有较丰富的遗传多样性ꎮ

３　 讨论

南瓜属作物被引进中国栽培已有 ５００ 多年的历

史ꎬ通过长期的引种、自然杂交和创新利用ꎬ已经形

成了各具特色的品种ꎬ具有丰富的品种资源ꎮ 但目

前品种保存、引种与利用大多通过农户自发进

行[３]ꎬ因而导致其存在同种异名或无法准确定名的

现象ꎮ 研究表明ꎬＤＮＡ 指纹图谱可简洁明了地表达

多态性位点的遗传信息[１３]ꎬ是进行种质资源鉴别的

有效方法ꎮ 近年来ꎬ南瓜属 ＤＮＡ 指纹图谱绘制的研

究取得了一些进展ꎬ如云天海等[１９] 采用 ＳＲＡＰ 结合

ＩＳＳＲ 分析的方法ꎬ绘制了 ２８ 份海南农家品种南瓜

的指纹图谱ꎬ刘泽发[２０] 采用 ＳＲＡＰ 与 ＲＳＡＰ 结合的

方法ꎬ绘制了 ４ 份印度南瓜的指纹图谱ꎮ 但前人的

研究中用来绘制 ＤＮＡ 指纹图谱的种质资源数目较

少且地域性较强ꎬ难以构建南瓜属核心种质的分子

数据库ꎮ 而本研究成功绘制了 ８８ 份南瓜属资源的

ＤＮＡ 指纹图谱ꎬ研究结果可为南瓜属遗传资源鉴定

与评价、品种保护和利用及分子辅助育种等提供科

学依据及有益参考ꎮ
利用分子标记技术获得品种的指纹图谱是目前

品种鉴定技术的主要手段ꎮ 由于不同的分子标记具

有各自的特点ꎬ因此选择合适的分子标记或将不同

标记结合使用是进行品种指纹图谱构建时应考虑的

首要问题[１４]ꎮ 与 ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ 等标记相比ꎬＳＲＡＰ 标

记具有稳定性高、特异性好、多态性丰富和费用相对

低廉等优点[１３]ꎬ已广泛应用到多种作物的指纹图谱

绘制研究上[２２￣２４]ꎮ 本研究采用 ３５ 对多态性 ＳＲＡＰ
引物对 ８８ 份南瓜属种质资源进行分析ꎬ结果表明ꎬ
所有引物均为有效引物ꎬ平均每对多态性引物可获

得 ２９ 个品种的 ＤＮＡ 指纹ꎮ 多态性最好的引物可同

时鉴别 ７２ 份资源ꎬ多态性最低的引物亦可同时鉴别

１１ 份资源ꎬ而且 ８８ 份资源最少用 ５ 对 ＳＲＡＰ 多态性

引物即可全部区别开来ꎮ 而利用分子标记构建

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[１９]ꎮ 由上可见ꎬＳＲＡＰ
技术是绘制南瓜属种质资源 ＤＮＡ 指纹图谱的有效

方法ꎮ 值得注意的是ꎬ近年来ꎬ由于测序技术的发

展ꎬ促进了基于序列变异基础上的单核苷酸多态性

(ＳＮＰ)分子标记的开发[２５]ꎮ 由于 ＳＮＰ 标记具有更

加丰富、准确和稳定的特点ꎬ因此已成为目前更有效

的遗传标记方法[２６￣２７]ꎮ 但截止到 ２０１６ 年 ３ 月份ꎬ在
ＮＣＢＩ 上发表的南瓜属 ＥＳＴ 序列仅 １５４２ 条ꎬ远少于

同为葫芦科的黄瓜属的 １４０５９０ 条及西瓜属的

１２６１７ 条ꎬ因此根据南瓜基因组序列所开发的引物

较少ꎬ限制了 ＳＮＰ 分子标记在南瓜属上的应用[２８]ꎮ
鉴于 ＳＮＰ 等新型分子标记独特的优点ꎬ今后应加强

其引物开发的研究ꎬ在构建南瓜属种质资源 ＤＮＡ 指

纹图谱时ꎬ结合包括 ＳＮＰ 等第三代新型标记在内的

多种分子标记进行ꎬ以便为南瓜属遗传资源的鉴定

和保护利用等提供全面的分子水平上的信息ꎮ
ＤＮＡ 指纹图谱的绘制不仅可为品种鉴别提供

有效方法ꎬ而且能为研究作物的遗传多样性与亲缘

关系提供科学依据ꎮ 一般来说ꎬＤＮＡ 指纹图谱差异

较大的种质资源分子水平上的遗传差异较大ꎬ亲缘

关系较远ꎬ反之亦然ꎮ 本研究中 ８８ 份南瓜属资源

ＤＮＡ 指纹图谱的差异性和多样性ꎬ揭示出供试南瓜

属资源具有较丰富的遗传多样性ꎮ 同时ꎬ本研究还

表明ꎬ基因源的遗传关系与其地理分布有一定的相

关性ꎮ 本研究中 ＤＮＡ 指纹图谱与其他种质差异较

大的供试材料ꎬ其来源地和生态环境亦相差较大ꎮ
一般来说ꎬ生态环境不同、经纬度相差较大、地理分

布不同的地区或国家ꎬ其资源群体间遗传差异较大ꎬ
这与前人在其他作物上的研究结果一致[２９]ꎮ 另外ꎬ
我们发现 ＤＮＡ 指纹图谱差异较小的种质资源大部

分来源于相同的地区ꎬ推断这一现象与地域性自然

选择或自然杂交有关ꎮ 但是ꎬ也有少数指纹图谱差

异较小的供试种质来源地不同ꎬ推测这一现象可能

由引种利用及人工驯化等人为因素引起ꎮ
综上所述ꎬ本研究采用 ＳＲＡＰ 标记方法成功绘

制了 ８８ 份南瓜属品种资源的 ＤＮＡ 指纹图谱ꎬ得到

了其独特的分子身份证ꎬ完善了南瓜属种质资源

ＤＮＡ 指纹图谱数据库ꎬ为南瓜属品种资源的鉴定、
品种权保护和遗传多样性分析等提供了有效方法和

可靠依据ꎮ
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