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　 　 摘要:梨品种 Ｓ 基因型鉴定对梨栽培中授粉品种选择和遗传育种都具有重要意义ꎮ 本研究利用梨 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因荧光标记

的特异引物 ＰＣＲ 扩增获得梨品种荧光标记的 ｃＤＮＡ 特异产物ꎻ进一步完善梨 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因 ｃＤＮＡ 芯片ꎬ以被检测梨品种 ｃＤＮＡ
特异序列与梨 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因 ｃＤＮＡ 芯片杂交检测不同梨品种 Ｓ 基因型ꎬ并发现新的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因ꎮ 结果表明:利用梨 Ｓ￣ＲＮａｓｅ
基因 ｃＤＮＡ 芯片鉴定了泸定王皮梨、兴山 ２４ 号、弥渡百合等 ３５ 个未知 Ｓ 基因型梨品种ꎬ确定了各品种的 Ｓ 基因型ꎮ 结合 ＰＣＲ￣
ＲＦＬＰ 及 ＤＮＡ 克隆和测序等技术ꎬ发现了 ７ 个新的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因资源ꎬ获得了新 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因序列ꎮ 序列分析表明各新

Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因均具有 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因特异区域序列的典型特征ꎻ进化分析显示 ７ 个新 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因主要属于蔷薇科苹果亚科

Ｓ￣ＲＮａｓｅ 类群ꎬ且存在种间和属间比种内和属内进化关系更近的现象ꎮ ７ 个新的 Ｓ 基因分别命名为:ＰｐＳ５３(Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ Ｓ５３)、
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ＫＸ５８１７５１ 和 ＫＸ５８１７５２ꎮ
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自交不亲和性是普遍存在于绿色开花植物中预

防近亲繁殖和保持物种遗传特性的一种重要机

制[１]ꎮ 梨属于蔷薇科苹果亚科梨属植物ꎬ是典型的

配子体自交不亲和性植物(ＧＳＩꎬｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｉｃ ｓｅｌｆ￣ｉｎ￣
ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ) [２]ꎬ在梨栽培中必须配以不同的 Ｓ 基

因型授粉品种才能保证授粉座果的顺利进行[３]ꎮ
我国梨品种资源丰富ꎬ在近 ２０００ 多个品种中有三分

之一以上为砂梨品种ꎬ地方品种或野生型个体中蕴

含有丰富的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因资源[４]ꎬ因此鉴定梨品种

Ｓ 基因型ꎬ挖掘梨 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因资源对梨的栽培育

种具有重要的意义ꎮ
从 ２０ 世纪 ５０ 年代开始ꎬ国内外学者对梨自交

不亲和性基因(Ｓ￣ＲＮａｓｅ)进行了大量的研究工作ꎮ
最早由日本学者 Ｔｅｒａｍｉ 采用传统的田间杂交授粉

方法鉴定了 １０ 个日本梨的 Ｓ 基因型[５￣６]ꎬ该方法费

时费力ꎬ易受外界环境影响ꎮ 随着生物学技术的发

展ꎬ蛋白质电泳分析[７]、花粉管生长检测[８]、ＰＣＲ￣
ＲＦＬＰ 技术[９]、ＤＮＡ 测序及序列分析[１０]ꎬｃＤＮＡ 克隆

及序列分析方法和基因芯片杂交[４ꎬ１１￣１３] 等技术均用

于梨品种自交不亲和基因资源的研究ꎬ采用这些技

术从东方梨中已获得 ５２ 个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 等位基因登录

ＧｅｎＢａｎｋꎬ其中 ４７ 个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 等位基因 序 列 完

善[１１]ꎬ并确定了部分梨品种 Ｓ 基因型ꎬ从西洋梨中

已鉴定 ５３ 个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 等位基因均已登陆 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ[１１]ꎮ

在诸多鉴定梨品种 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 等位基因的方法

中ꎬ芯片杂交技术是具有快速准确及并行检测特点

的一种较为成熟的检测技术ꎮ 作者前期研究中已根

据东方梨中鉴定序列完善的 ４７ 个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 等位基

因制备了梨 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因 ｃＤＮＡ 芯片和寡核苷酸芯

片ꎬ并成功应用于梨品种所含 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因的鉴

定[４ꎬ１１ꎬ１３]ꎬ结合 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 技术和 ＤＮＡ 克隆及序列

分析等方法鉴定了部分梨品种的 Ｓ 基因型ꎮ 本研究

拟在前期研究的基础上进一步完善梨 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因

ｃＤＮＡ 芯片并用于梨品种 Ｓ 基因型鉴定ꎬ挖掘梨品

种新的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因资源ꎬ对本研究中新发现的

Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因及前期研究中新发现的部分 Ｓ￣ＲＮａｓｅ
基因[１１]进行序列和进化分析ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料和主要试剂

植物材料均于 ２０１６ 年 ３ 月上旬和中旬从湖北

省农业科学院果树茶叶研究所国家果树种质武汉

砂梨圃采集ꎬ包括 ３５ 个 Ｓ 基因型待测梨品种铃铛

期的花枝和新鲜嫩枝(带 ５ ~ １０ 个嫩芽) ꎬ均插水

保养ꎬ将梨品种雌蕊 － ８０ ℃ 冷冻保存ꎬ嫩枝水插

室温培养待长出嫩叶时取嫩叶于 － ８０ ℃ 冷冻

保存ꎮ
ＲＮＡ 提取和特异片段扩增分别采用 ＴａＫａＲａ 公

司的 ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 和 ＥｘＴａｑ
ＤＮＡ 聚合酶ꎬ Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司的 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｆｉｒｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 反转录形成 ｃＤＮＡꎬ杂交液

ＩＶ 购自上海生工ꎬ二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)购自 Ａｍｒｅｓ￣
ｃｏ 公司ꎬＴＡ 克隆试剂为 ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司的氨

苄青霉素、Ｔｒａｎｓ１￣Ｔ１ 和 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ꎬＰＣＲ 产物回收采

用 ＯＭＥＧＡ 公司纯化试剂盒ꎬ各种内切酶分别购自

ＴａＫａＲａ 公司和 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司ꎬ３ × ＣＴＡＢ 试剂为实

验室配制ꎬ其他试剂为超纯或分析纯ꎮ 由上海铂尚

生物技术有限公司完成 ＤＮＡ 测序ꎮ
１. ２　 方法

１. ２. １　 梨品种雌蕊总 ＲＮＡ 的提取、ｃＤＮＡ 合成及

Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因 ｃＤＮＡ 特异片段扩增 　 按 ＴａＫａＲａ 公

司的 ＲＮＡ 提取试剂盒操作步骤分别提取各梨品种

雌蕊总 ＲＮＡꎬ琼脂糖电泳和浓度测定等进行质量检

测后选取各品种理想的雌蕊 ＲＮＡ 反转录形成 ｃＤ￣
ＮＡꎬ分别在 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 保守区 Ｃ１ 区和高频可变区

(ＨＶ 区ꎬｈｙｐｅｒ ｖａｒｉａｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎ) 下游设计特异引物

ＰＦ:５′￣ＴＴＴＡＣＧＣＡＧＣＡＡＴＡＴＣＡＧ￣３′和反向引物 ＰＲ:
５′￣ＡＣＲＴＴＹＧＧＣＣＡＡＡＴＡＲＴＴ￣３′[１４]ꎬ由北京六合华

大基因科技股份有限公司合成ꎬ合成时 ＰＦ / Ｒ 的 ５′
端均用荧光物质 Ｃｙ３ 修饰ꎮ 用 ＰＦ / Ｒ 对各品种

Ｓ￣ＲＮａｓｅ ＨＶ 区 ｃＤＮＡ 特异片段进行扩增ꎬ反应程

序:９４ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５０ ℃退火 ３０ ｓꎬ７０ ℃延

伸 ２ ｍｉｎꎬ１５ 个循环ꎻ７０ ℃延伸 ２ ｍｉｎ ３０ ｓꎬ２５ 个循

环ꎻ７０ ℃总延伸 ７ ｍｉｎ[１３]ꎮ 得到荧光标记的 ＨＶ 区

ｃＤＮＡ 特异片段ꎬ为获得足够产量 ｃＤＮＡꎬ对 ｃＤＮＡ
扩增产物避光纯化回收后进行二次扩增ꎬ再次纯化

１２５
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回收ꎬ１. ５％琼脂糖凝胶电泳检测特异扩增条带和长

度ꎬＢｅｃｋｍａｎ ＤＵ￣６４０ 浓度测定后 － ２０ ℃储存备用ꎮ
１. ２. ２　 梨 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因 ｃＤＮＡ 芯片与梨品种杂交

前期研究中已获得东方梨中已鉴定的 Ｓ１ ~ Ｓ５２中序

列完善的 ４７ 个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 高变区(ＨＶ 区)５５ 条特异

的 ｃＤＮＡ 探针、阳性探针(１７３ ｂｐ 的梨内参基因

Ａｃｔｉｎ 序列)和阴性探针(人类高血压 ＨＲＧ 基因序

列) [１１] ꎬ对新发现的 ＰｐＳ１８ ( Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ Ｓ１８
[１３] ꎬ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＫＸ５８１７５０)制备 ｃＤＮＡ 探针ꎬ按
Ｓ￣ＲＮａｓｅ 编号顺序补充到梨 ｃＤＮＡ 芯片中ꎬＰｂＳ２０和

ＰｓＳ２８探针分别根据 ＰｂＳ２０部分序列(ＡＹ２５０９８８)和

ＰｓＳ２８全长序列(ＥＦ５６６８７２)设计ꎬＷ. Ｈｅｎｇ 等[１５] 研

究发现 ＰｐＳ８ 和 ＰｓＳ２８ 编码区序列完全相同ꎬ但按

ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＰｐＳ８、 ＰｓＳ２８ ( ＥＦ５６６８７２ ) 和 ＰｂＳ２８

(ＡＹ５６２３９４)设计的探针序列相互之间有 ２ 个碱基

的差别ꎬ均保留于芯片中ꎮ 调整 ｃＤＮＡ 阵列结构如

图 １ꎬ按文献[１１ꎬ１３]的方法制备梨 ｃＤＮＡ 芯片ꎮ 各

品种荧光标记的 ｃＤＮＡ 特异 ＰＣＲ 产物分别与制备

好的梨 ｃＤＮＡ 芯片阵列避光杂交ꎬ一个品种对应一

个阵列ꎬ过程如下:ｃＤＮＡ 芯片 ９５ ℃预变性ꎬ无水乙

醇(预冷)处理后干燥玻片ꎻ各品种 Ｃｙ３ 荧光标记的

ｃＤＮＡ 特异扩增产物(灭菌超纯水调整终浓度为

２００ ｎｇ / μＬ)、阳性对照基因(Ａｃｔｉｎ 基因)ＰＣＲ 产物(浓
度 ２００ ｎｇ / μＬ)、杂交液和灭菌超纯水按１∶ １∶ ２∶ ２ 比例

混合均匀ꎬ９５ ℃水浴变性ꎬ冰上冷却ꎬ恢复室温后取

适量混合液加至芯片阵列中ꎬ于杂交盒内 ４２ ℃ (恒
温水浴保温)避光杂交 ８ ~ １０ ｈꎬ然后避光洗涤ꎬ离
心机干燥玻片[１１]ꎮ ＡＸＯＮ￣４１００Ａ 芯片扫描仪检测

杂交信号ꎬ扫描仪自带分析软件(ＧｅｎｅＰｉｘ)分析阵列

各探针位点荧光强度ꎬ各品种视杂交情况重复杂交

１ ~ ２ 次ꎮ
１. ２. ３　 未知 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因的鉴定　 根据芯片阵列

出现的杂交信号ꎬ对照图 １ 芯片阵列中各位点对应

的探针ꎬ可判断梨品种所含已知的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 等位基

因ꎮ 对杂交阵列只出现 １ 个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 探针杂交信号

的品种ꎬ采用实验室改良的 ＣＴＡＢ 法[１６] 提取梨品种

嫩叶基因组 ＤＮＡꎬＰＦ / Ｒ(不带荧光标记)特异扩增

ＤＮＡ 片段ꎬＯＭＥＧＡ 纯化试剂盒对 ＰＣＲ 产物纯化回

收后以纯化产物为模板 ＰＦ / Ｒ 进行二次扩增ꎬ用相

应品种芯片鉴定的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 内切酶进行酶切ꎬ若酶切

未能鉴定ꎬ则进一步对二次扩增的 ＤＮＡ 片段进行连接

转化ꎬＴＡ 克隆、测序后ꎬ测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库

(ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｅｎｂａｎｋ / )中进行比

对、分析ꎬ最终确定梨品种所含 Ｓ￣ＲＮａｓｅꎮ

ＰｐＳｎꎬＰｂＳｎꎬＰｓＳｎꎬＰｕＳｎ和 ＰｃＳｎ分别代表登录到 ＧｅｎＢａｎｋ 中的砂梨、白梨、新疆梨、秋子梨和部分西洋梨的各 Ｓ 基因

ＰｐＳｎꎬＰｂＳｎꎬＰｓＳｎꎬＰｕＳｎꎬａｎｄ ＰｃＳｎ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｉｒｅｃｔ ｔｈｅ Ｓ￣ＲＮａｓｅｓ ｉｎ Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉꎬ
Ｐ. ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ ＲｅｈｄꎬＰ. ｓｉｎｋｉａｎｇｅｎｓｉｓ Ｔ. Ｔ. ＹｕꎬＰ. ｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓ Ｍａｘｉｍ ａｎｄ ｐａｒｔ ｏｆ Ｐ. ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌ.

图 １　 Ｓ 基因 ｃＤＮＡ 芯片阵列位点探针分布

Ｆｉｇ. １　 Ｓ￣ＲＮａｓｅ ｃＤＮＡ ｐｒｏｂｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｃＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ

１. ２. ４　 新 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因序列结构特点及进化分析

经克隆、测序获得的新 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因序列用 Ｖｅｃｔｏｒ
ＮＴＩ 软件对照测序图进行序列校正后获得准确的序

列ꎬ在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中对各序列进行同源性搜

索ꎬ将有最大相似性的基因序列信息下载后运用

Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ、ＧＥＮＤＯＣ 等软件对新 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 序列进行

２２５
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比对分析ꎬ进一步对新 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 序列结构特点进行

分析鉴定ꎮ 选取 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中与新 Ｓ 基因序

列相似性高的蔷薇科 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 序列进行多序列比

对ꎬＭＥＧＡ５. ０３ 构建系统进化树ꎬ分析梨品种新 Ｓ￣
ＲＮａｓｅ 与蔷薇科植物其他 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 间的进化关系ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 ｃＤＮＡ 芯片对梨品种 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因型的鉴定

用 Ｃｙ３ 修饰的引物 ＰＦ / Ｒ 分别从 ３５ 个梨品

种(表 １)雌蕊 ｃＤＮＡ 中扩增获得荧光标记 ｃＤＮＡ
特异片段ꎬ对二次扩增的 ｃＤＮＡ 特异片段避光纯

化回收后琼脂糖凝胶电泳检测如图 ２ꎮ 各品种特

异扩增片段长度一致ꎬ均在 ２００ ｂｐ 左右ꎬ浓度检

测显示各品种 ｃＤＮＡ 特异扩增产物浓度在 ３８０ ~
４００ ｎｇ / μＬꎮ 分别取 ３５ 个品种荧光标记的 ｃＤＮＡ
特异片段与梨 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因 ｃＤＮＡ 芯片阵列避光

杂交ꎬ一个品种杂交一个阵列ꎬ杂交信号检测结

果如图 ３ꎮ

表 １　 Ｓ 基因型待测梨品种

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｅａｒ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｗｉｔｈ Ｓ￣ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｔｏ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

序号

Ｃｏｄｅ
种质名称

Ｃｕｌｔｉｖａｒ ｎａｍｅ
种质类型

Ｃｕｌｔｉｖａｒ ｔｙｐｅ
亲本或来源

Ｐｅｄｇｒｅｅ ｏｒ ｓｏｕｒｃｅ
学名

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｎａｍｅ
Ｓ 基因型鉴定

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｓ￣ｇｅｎｏｔｙｐｅ

１ 泸定王皮梨 地方品种 四川泸定 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ５９ＰｐＳ５９
２ 兴山 ２４ 号(兴山青皮梨) 地方品种 湖北兴山 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｂＳ１７ＰｂＳ２７
３ 兴山 ３３ 号(兴山秤砣梨 ３) 地方品种 湖北兴山 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｂＳ２９ＰｂＳ２９
４ 麻壳 地方品种 湖北武汉 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ５ＰｂＳ２１
５ 中翠 选育品种 跃进 × 二宫白 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ３ＰｐＳ３
６ 金吊子 地方品种 四川铜梁 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ１６ＰｂＳ２７
７ 大宝梨 地方品种 云南呈贡 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｂＳ２２ＰｕＳ４２
８ 早魁 选育品种 雪花梨 × 黄花 Ｐ. ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ Ｒｅｈｄ. ＰｐＳ２ ＰｐＳ１６
９ 大理水扁梨 地方品种 云南大理 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｂＳ２２ＰｂＳ２２
１０ 大堰六月早 地方品种 四川汉源 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ８ＰｂＳ２７
１１ 初夏绿 选育品种 西子绿 × 翠冠 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ３ＰｐＳ４
１２ 弥渡百合 地方品种 云南弥渡 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ１ＰｕＳ４２
１３ 大理冬梨 地方品种 云南大理 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｂＳ２２ＰｕＳ４２

１４ 大堰罐罐梨 地方品种 四川汉源 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｕＳ４２ＰｐＳ４７
１５ 雄古火把(１) 地方品种 云南丽江 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ１２ＰｐＳ３７
１６ 丽江小黄梨 地方品种 云南丽江 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｕＳ４２ＰｕＳ４２

１７ 华丰 选育品种 新高 × 丰水 ＰｐＳ３ＰｐＳ３
１８ 猴嘴梨 地方品种 湖北武汉 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ１ＰｂＳ１９
１９ 梨园假白梨 １ 地方品种 四川汉源 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ１５ＰｂＳ２２
２０ 华金 选育品种 早酥 × 早白 ＰｐＳ１ＰｐＳ４
２１ 黄糖梨 地方品种 广西龙胜 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ１ＰｐＳ８
２２ 奥冠 选育品种 ‘满天红’芽变品系 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ１ＰｐＳ１２
２３ 青皮大香梨 地方品种 四川汉源 ＰｐＳ１５ＰｕＳ４２
２４ 梨园红皮梨 地方品种 四川汉源 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ１ＰｂＳ１７
２５ 大理奶头梨 地方品种 云南大理 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｂＳ２２ＰｕＳ４２

２６ 王冠 国外引进 日本 ＰｐＳ５ＰｐＳ８
２７ 黄皮长把糖梨 地方品种 广西恭城 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ２ＰｂＳ１７
２８ 威宁乌梨 地方品种 贵州威宁 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ１ＰｐＳ３７
２９ 新黄 国外引进 日本 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ３ＰｐＳ４
３０ 威宁葫芦梨 地方品种 贵州威宁 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｂＳ２１ＰｐＳ３７
３１ 高要淡水梨 地方品种 广东高要 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ５３ＰｐＳ５３
３２ 丽江大中古 地方品种 云南丽江 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｂＳ２１ＰｂＳ２２
３３ 梧洋梨 地方品种 福建屏南 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ１５ＰｕＳ４２
３４ 白花梨 地方品种 四川铜梁 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ１５ＰｂＳ２２
３５ 小花红梨 地方品种 四川汉源 Ｐ. ｐｙｒｉｆｏｌｉａ(Ｎ. Ｌ. Ｂｕｒｍａｎ)Ｎａｋａｉ ＰｐＳ１３ＰｐＳ５７
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编号 １ ~ ３５ 对应表 １ 中的品种ꎬ下同

Ｔｈｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｃｏｄｅｓ １ ｔｏ ３５ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｏｓｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ Ｔａｂｌｅ １ꎬｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

图 ２　 ３５ 个梨品种 ｃＤＮＡ 特异扩增产物凝胶电泳检测

Ｆｉｇ. ２　 ｃＤＮＡ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ３５ ｐｅａｒ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｉｎ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

图 ３　 ３５ 个梨品种与 ｃＤＮＡ 芯片阵列杂交信号扫描

Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ３５ ｐｅａｒ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ

梨是典型的配子体自交不亲和植物ꎬ一般为自

交不亲和二配体ꎬ理论上应含有两个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 等位

基因[１７]ꎮ 因此各品种阵列杂交结果一般应出现两

个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 探针的杂交信号ꎮ 根据图 ３ 芯片杂交信
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号扫描结果ꎬ结合阵列中各探针的位置(图 １)ꎬ可判

断梧洋梨等 ２７ 个品种含有 ２ 个及 ２ 个以上不同的

已鉴定的Ｓ￣ＲＮａｓｅ 等位基因ꎻ兴山 ３３ 号(表 １ 中 ３
号)、中翠(５ 号)、大理水扁梨(９ 号)、丽江小黄梨

(１６ 号)、华丰(１７ 号)、小花红梨(３５ 号)６ 个品种含

有 １ 个已鉴定的 Ｓ￣ＲＮａｓｅꎬ这些品种可能是纯合子或

含有另外 １ 个新的 Ｓ￣ＲＮａｓｅꎻ泸定王皮梨(１ 号)和高

要淡水梨(３１ 号)品种无杂交信号ꎬ可认为这两个品

种不含有现已鉴定的 Ｓ￣ＲＮａｓｅꎮ 大堰六月早 (１０
号)、黄糖梨(２１ 号)和王冠(２６ 号)分别含有已鉴定

的 ＰｂＳ２７、ＰｐＳ１和 ＰｐＳ５ꎬ此外 ３ 个品种杂交阵列均出

现了 ＰｐＳ８、ＰｂＳ２８和 ＰｓＳ２８探针信号ꎮ 这 ３ 条探针序

列相互之间只有 ２ 个碱基的差别ꎬ杂交时 ３ 条探针

相互之间识别率不高ꎬ而芯片其他位点的探针均有

较好的特异性ꎬ芯片杂交探针识别率可达 ９４. ６％ ꎮ
芯片同时出现这 ３ 条探针杂交信号可提示 ３ 个品种

所含另一 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因为 ＰｐＳ８、 ＰｂＳ２８ 和 ＰｓＳ２８ 其

中之一ꎮ
２. ２　 新 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因的鉴定及序列分析

前期研究中利用 ｃＤＮＡ 芯片鉴定的砂梨品种中

兴山 １７ 号(ＰｂＳ１７Ｓｘ)、兴山 ３２ 号(ＰｐＳ５２Ｓｘ)和罗田短

柄梨(ＰｂＳ２９Ｓｘ)对应的阵列分别出现 １ 个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 探
针信号ꎬ兴山 ４０ 号(ＳｘＳｘ)、兴山 ２８ 号(ＳｘＳｘ)无杂交

信号[１１]ꎬ本研究利用芯片鉴定了 ３５ 个梨品种 Ｓ 基

因型ꎬ其中泸定王皮梨和高要淡水梨对应阵列无杂

交信号ꎬ兴山 ３３ 号等 ６ 个品种只出现 １ 个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ
探针信号ꎬ大堰六月早、黄糖梨和王冠对应的杂交阵

列出现了 ４ 个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 杂交信号ꎮ 对这些品种用

ＰＦ / Ｒ 二次扩增获得 ＤＮＡ 特异片段ꎬ１. ５％琼脂糖凝

胶电泳检测如图 ４ꎬ各品种 ＤＮＡ 特异片段长度为

３５０ ~ １５００ ｂｐ 不等ꎬ表现梨品种 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 的片段长

度多态性的特点ꎮ 其中对 ｃＤＮＡ 芯片阵列杂交出现

１ 个Ｓ￣ＲＮａｓｅ 探针信号且 ＤＮＡ 特异扩增条带为单带

的品种:兴山 ３３ 号(含 ＰｂＳ２９)、中翠(含 ＰｂＳ３)、大理

水扁梨(含 ＰｂＳ２２)、罗田短柄梨(含 ＰｂＳ２９)、丽江小

黄梨(含 ＰｕＳ４２ )、华丰 (含 ＰｐＳ３ )、小花红梨 (含

ＰｐＳ１３)ꎬ分别用内切酶 ＡｃｃⅡ、ＰｐｕＭ Ｉ、ＢｓｓＨⅡ、Ａｃｃ
Ⅱ、Ｓｃａ Ｉ、ＢｓｓＨⅡ和 ＡｃｃⅡ对其 ＰＦ / Ｒ 二次扩增产物

进行酶切ꎬ电泳检测酶切结果如图 ５ꎮ 分析图 ５ 电

泳条带可以认为兴山 ３３ 号、中翠、大理水扁梨、丽江

小黄梨和华丰 ５ 个品种分别为 ＰｂＳ２９ ＰｂＳ２９、ＰｐＳ３

ＰｐＳ３、ＰｂＳ２２ ＰｂＳ２２、ＰｕＳ４２ ＰｕＳ４２ 和 ＰｐＳ３ ＰｐＳ３ 的纯合

子ꎬ罗 田 短 柄 梨 和 小 花 红 梨 还 含 有 另 一 未 知

Ｓ￣ＲＮａｓｅꎮ 兴山 １７ 号所含 ＰｂＳ１７未找到内切酶ꎬ兴山

３２ 号为双带必含有另一未知 Ｓ￣ＲＮａｓｅꎮ 大堰六月

早、黄糖梨和王冠 ＤＮＡ 特异扩增条带均为双带ꎬ片
段长度 ３００ ~ ４００ ｂｐ / ４００ ~ ５００ ｂｐꎬＰｐＳ８、ＰｂＳ２８ 和

ＰｐＳ２８ ＰＦ / Ｒ 长度均在 ４００ ~ ５００ ｂｐ 之间ꎮ

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 分别为兴山 １７ 号、兴山 ４０ 号、兴山 ２８ 号、兴山 ３２ 号和罗田短柄梨

ＡꎬＢꎬＣꎬＤꎬＥ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｉｒｅｃｔ ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｘｉｎｇｓｈａｎ １７ꎬＸｉｎｇｓｈａｎ ４０ꎬＸｉｎｇｓｈａｎ ２８ꎬＸｉｎｇｓｈａｎ ３２ ａｎｄ Ｌｕｏｔｉａｎ ｄｕａｎｂｉｎｇｌｉ

图 ４　 梨品种 ＤＮＡ 特异扩增产物凝胶电泳检测

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｅａｒ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｉｎ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

Ｅ 为罗田短柄梨

Ｅ ｄｉｒｅｃｔｓ ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｒ ｏｆ Ｌｕｏｔｉａｎ ｄｕａｎｂｉｎｇｌｉ
图 ５　 梨品种 ＤＮＡ 特异扩增序列酶切结果电泳检测

Ｆｉｇ. ５　 Ｔｈｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｓ￣ＲＮａｓｅ ｇｅｎｅ ＤＮＡ ＰＦ / Ｒ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｅａｒ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｉｎ

ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

进一步将兴山 １７ 号(含 ＰｂＳ１７ )、无杂交信号

及杂交出现了 ４ 个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 探针信号的品种二次

扩增产物回收ꎬ大堰六月早、黄糖梨和王冠只回收

长度为 ４００ ~ ５００ ｂｐ 条带ꎬＰＦ / Ｒ 引物测序ꎬ发现泸

定王皮梨、高要淡水梨 ＰＦ / Ｒ 特异扩增产物中分别

只含３６９ ｂｐ和 ９９７ ｂｐ 的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 序列ꎬ为纯合子ꎻ
大堰六月早、黄糖梨和王冠均含 ４３４ ｂｐ 的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ
序列ꎻ兴山 １７ 号、兴山 ４０ 号、兴山 ２８ 号测序双峰ꎬ
可确定此 ３ 个品种 ＰＦ / Ｒ 特异扩增产物中含不同

的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 序列ꎮ 将兴山 １７ 号、兴山 ４０ 号、兴山

２８ 号、兴山 ３２ 号(含 ＰｂＳ５２)及罗田短柄梨和小花

红梨的 ＰＦ / Ｒ 二次 ＤＮＡ 特异扩增产物纯化回收后

进行 ＴＡ 克隆、测序获得各品种 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因 ＰＦ / Ｒ
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碱基序列ꎮ 各品种测序所得序列分别在 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中进行同源性搜索与其他序列最大相似性

如表 ２ꎮ 依据Ｓ￣ＲＮａｓｅ 相同时其 ＤＮＡ 序列同源性

应为 １００％的原理[１８] ꎬ可确定大堰六月早、黄糖梨

和王冠均含 ＰｐＳ８ꎻ兴山 １７ 号、兴山 ３２ 号、罗田短

柄梨 和 小 花 红 梨 分 别 含 ＰｂＳ１７、 ＰｐＳ５２、 ＰｂＳ２９ 和

ＰｐＳ１３ꎬ而另一 Ｓ 基因序列为未知 Ｓ 基因ꎬ这与梨

ｃＤＮＡ 芯片鉴定结果是一致的ꎮ 各品种所含另一

未知 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因与最大相似基因核苷酸序列比

对如图 ６ꎮ 序列分析可发现各未知Ｓ￣ＲＮａｓｅ 序列均

具有 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因 ＰＦ / Ｒ 特异区域序列典型特征ꎬ
即均含有 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因的保守区 １ ( ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ １ꎬ
Ｃ１)、保守区 ２(ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ２ꎬＣ２)和 ＨＶ 区ꎬＨＶ 区包

含 １ 个内含子[１９] ꎮ 各基因间内含子长度相差较

大ꎬ７ 个未知 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因内含子长度为 １４６ ~
１０７０ ｂｐꎬ编码区(外显子)长度基本一致ꎬ各基因

内含子和外显子边界序列均遵循双子叶植物

５′ＧＴ—ＡＧ ３′特征[１７]ꎮ 因此可判断各未知序列均为

梨品种中新发现的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因序列ꎬ按 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 编号顺序可将兴山 ４０ 号所含

９９７ ｂｐ 序列、兴山 ２８ 号所含 ３４７ ｂｐ / １２７０ ｂｐ 序列、
兴山 ３２ 号所含 ４３７ ｂｐ 序列分别命名为 ＰｐＳ５３(Ｐｙｒｕｓ
ｐｙｒｉｆｏｌｉａ Ｓ５３)、ＰｐＳ５４ / ＰｐＳ５５和 ＰｐＳ５６ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号

分 别 为: ＫＸ５８１７５３、 ＫＸ５８１７５４、 ＫＸ５８１７５５、
ＫＸ５８１７５６ꎻ高要淡水梨所含 ９９７ ｂｐ 和兴山 ４０ 号相

同ꎬ为 ＰｐＳ５３ꎬ罗田短柄梨和小花红梨所含 ３４６ ｂｐ 序

列为同一 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 序列ꎬ命名为 ＰｐＳ５７ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登

录号为 ＫＸ５８１７５７ꎮ 兴山 １７ 号与兴山 ４０ 号所含 ３５２
ｂｐ 序列为同一 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 序列ꎬ与 ＰｂＳ２７有最大相似性

(９８％ )ꎬ泸定王皮梨 ３６９ ｂｐ 序列与西洋梨 ＰｃＳ８有最

大相似性(９９％ )ꎬ序列比对与 ＰｕＳ３５和 ＰｂＳ３５有 ４ 个

碱基的差别ꎬ兴山 １７ 号与兴山 ４０ 号均属于砂梨品

种[１１]ꎬ因此可将以上含 ＰＦ / Ｒ ３５２ ｂｐ 特异序列和

３６９ ｂｐ 特异序列的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 分别命名为 ＰｐＳ５８(Ｐｙｒｕｓ
ｐｙｒｉｆｏｌｉａ Ｓ５８ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＸ５８１７５１)和 ＰｐＳ５９

(Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ Ｓ５９ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＸ５８１７５２)ꎮ

表 ２　 新 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因序列 ＧｅｎＢａｎｋ 同源性搜索

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｅｗ Ｓ￣ＲＮａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｓｅａｒｃｈ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ

品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒｓ
ＰＦ / Ｒ 片段大小(ｂｐ)

Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＰＦ / Ｒ
Ｂｌａｓｔｎ 同源性搜索最大相似基因

Ｍａｘｉｕｍ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｓｅａｒｃｈ ｂｙ Ｂｌａｓｔｎ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ
ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ

序列相似性(％ )
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

大堰六月早 ４３４ ＰｐＳ８ ＡＢ１０４９０８ １００

兴山 １７ 号(秤砣梨) ３４１ ＰｂＳ１７ ＥＵ１０１４６６ １００

３５２ ＰｂＳ２７ ＥＦ６４３６４０ ９８

泸定王皮梨 ３６９ ＰｃＳ８ ＫＣ５２９６６６ ９９

兴山 ４０ 号(兴山秤砣梨 １) ３５２ ＰｂＳ２７ ＥＦ６４３６４０ ９８

９９７ ＰｐＳ４９ ＫＰ８９０６９２ ９８. ９

兴山 ２８ 号(小青皮梨) ３４７ ＰｓＳ７ ＦＪ４９３１７５ １００

１２７０ ＰｃＳｋ ＤＱ８７１２４１ ９７

兴山 ３２ 号(蜂糖梨) ３６１ ＰｐＳ５２ ＫＰ９９８８１９ １００

４３７ ＰｐＳ４７ ＫＰ８６７０５１ ９８. ９

高要淡水梨 ９９７ ＰｐＳ４９ ＫＰ８９０６９２ ９８. ９

黄糖梨 ４３４ ＰｐＳ８ ＡＢ１０４９０８ １００

王冠 ４３４ ＰｐＳ８ ＡＢ１０４９０８ １００

罗田短柄梨 ３４６ ＰｂＳ２６ ＥＵ１０１４６３ ８９

３４７ ＰｂＳ２９ ＡＹ６０１０９８ １００

小花红梨 ３５０ ＰｐＳ１３ ＡＹ２４９４２８ １００

３４６ ＥｊＳ２ ＧＵ３８４６６５ ８９

结合梨 ｃＤＮＡ 芯片鉴定结果分析ꎬ可确定本研

究中 ３５ 个梨品种 Ｓ 基因型如表 １ꎬ前期研究中[１１]

未最终鉴定的 ５ 个品种 Ｓ 基因型为:兴山 １７ 号

ＰｂＳ１７ ＰｐＳ５８ꎬ 兴 山 ３２ 号 ＰｐＳ５２ ＰｐＳ５６ꎬ 兴 山 ４０ 号

ＰｐＳ５３ ＰｐＳ５８ꎬ兴山 ２８ 号 ＰｐＳ５４ ＰｐＳ５５ꎬ罗田短柄梨

ＰｂＳ２９ＰｐＳ５７ꎮ

６２５
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Ｐｐ:Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａꎬＰｃ:Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓꎬＰｂ:Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉꎬＰｕ: Ｐｙｒｕｓ ｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓꎬＰｓ:Ｐｙｒｕｓ ｓｙｒｉａｃａꎬ
ＰｂＨ:Ｐｙｒｕｓ ｂｅｔｕｌｉｆｏｌｉａ(ｈａｖａｔ ｍａｔａｈｉｍ１)ꎬＥｊ:Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ ｊａｐｏｎｉｃａꎬＰｓＭ:Ｐｙｒｕｓ ｓｙｒｉａｃａ(ｍａｎａｒａ１２)

图 ６　 梨品种 ７ 个未知 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因的 ＰＦ / Ｒ 区域 ＤＮＡ 序列比对

Ｆｉｇ. ６　 ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(ＰＦ / Ｒ)ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｎｅｗ Ｓ￣ＲＮａｓｅ ｉｎ ｐｅａｒ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

２. ３　 新 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因进化分析

将 ＰｐＳ５３ ~ＰｐＳ５９等 ７ 个新 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因 ＤＮＡ 序列

与蔷薇科其他 ２４ 个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因序列利用 ＭＥＧＡ５. ０３
软件进行多序列比对后构建系统进化树如图 ７ꎮ 蔷薇

科其他 ２４ 个 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因序列主要包括李亚科的杏

(Ａｒｍｅｎｉａｃａ Ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌａｍ. )ＰａｒＳｃ￣ＲＮａｓｅ 和 ＰａｒＳ２￣ＲＮａｓｅ
基因ꎬ甜樱桃(Ｃｅｒａｓｕｓ ａｖｉｕｍ (Ｌ. )Ｍｏｅｎｃｈ) 的 ＰａｖＳ１￣
ＲＮａｓｅ、ＰａｖＳ３￣ＲＮａｓｅ 和 ＰａｖＳ４￣ＲＮａｓｅ 基因ꎬ梅(Ａｒｍｅｎｉａｃａ
ｍｕｍｅ Ｓｉｅｂ. )的 ＰｍＳ１￣ＲＮａｓｅ 和 ＰｍＳ７￣ＲＮａｓｅ 基因ꎬ扁桃

(Ａｍｙｇｄａｌｕｓ Ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌ. )的 ＰｄＳｂ￣ＲＮａｓｅ 基因ꎬ苹果

亚科的苹果 (Ｍａｌｕｓ Ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌｅｒ) ＭｄＳ４ ￣ＲＮａｓｅ 和

ＭｄＳ９ ￣ＲＮａｓｅ 基因及分别与梨 ７ 个新 Ｓ 基因有最大

相似性的 １４ 个 Ｓ 基因序列ꎮ 系统进化图显示 ７ 个

新的 Ｓ 基因同属于苹果亚科 Ｓ￣ＲＮａｓｅꎬ ＰｐＳ５３、ＰｐＳ５４、
ＰｐＳ５５、ＰｐＳ５６、 ＰｐＳ５７、 ＰｐＳ５８ 和 ＰｐＳ５９ 分别与已知 Ｓ￣
ＲＮａｓｅ 基因 ＰｐＳ４９、 ＰｓＳ７、 ＰｃＳｋ、 ＰｐＳ４７、 ＥｊＳ２、 ＰｂＳ２７ 和

ＰｃＳ８等在同一个进化分枝上ꎬ进一步说明新发现的

７ 个基因序列为梨品种新的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因序列ꎬ同时

发现蔷薇科各亚科的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 在系统中是分开独立
图 ７　 新 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因的系统进化分析

Ｆｉｇ. ７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｅｗ Ｓ￣ＲＮａｓｅｓ

７２５



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １８ 卷

进化的ꎬＳ￣ＲＮａｓｅ 基因在种间比种内有更近的进化

关系ꎬ如图 ７ 所示的梨属的砂梨 ＰｐＳ５９ ￣ＲＮａｓｅ 基因与

西洋梨 ＰｃＳ８和 ＰｃＳｄ￣ＲＮａｓｅ 基因在同一进化分枝上ꎬ
而并没有和其他砂梨 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因在同一进化分

枝上ꎮ

３　 讨论

东方梨种群和西方梨种群的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因序列

具有相同的结构ꎬ都包含 Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３ 等 ３ 个保守区

域和 １ 个高度变化区域(ＨＶ)等典型的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 一

级结构特征[１９]ꎮ ＨＶ 区是表现 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因片段长

度多态性和决定 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 特异性的区域ꎬＴ. Ｉｓｈｉｍｉｚｕ
等[２０]认为 ＨＶ 区 １ ~ ２ 个氨基酸的差别就可导致 １
个新的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 的产生ꎮ ＨＶ 区含有 １ 个内含子ꎬ不
同 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 内含子长度不同ꎬ约在 １５５ ｂｐ ~ １２２１ ｂｐ
之间ꎬ但编码区长度基本一致ꎬ约 ２００ ｂｐ 左右[１７]ꎬ
因此针对已鉴定的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 保守区 １ 和 ＨＶ 区下游

序列设计 ｃＤＮＡ 探针制成梨 ｃＤＮＡ 芯片能准确鉴定

梨品种所含已知 Ｓ￣ＲＮａｓｅꎮ 本研究中利用梨 ｃＤＮＡ
芯片快速鉴定了 ３５ 个梨品种所含已知 Ｓ￣ＲＮａｓｅꎬ包
括泸定王皮梨等 ２７ 个地方品种、早魁等 ６ 个选育品

质和新黄、王冠国外引入品种ꎮ 其中选育品种早魁

是白梨品种雪花梨(母本ꎬＰｐＳ４ＰｐＳ１６)和砂梨品种黄

花(父本ꎬＳ１Ｓ２)杂交培育而成[２１￣２２]ꎮ 芯片鉴定早魁

Ｓ 基因型为 ＰｐＳ２ ＰｐＳ１６ꎬ显然其 ＰｐＳ１６ 来自母本雪花

梨ꎬ而 ＰｐＳ２是来自父本黄花的ꎬ早魁与父母本间各

有 １ 个相同的 Ｓ 基因ꎬ符合 Ｓ 基因遗传规律ꎻ初夏绿

是西子绿(ＰｐＳ３ＰｐＳ５) × 翠冠(ＰｐＳ１ ＰｐＳ４ )的杂交后

代ꎬ芯片鉴定初夏绿所含 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因为 ＰｐＳ３ＰｐＳ４ꎬ
与戴美松等[２３] 用 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 技术和测序及技术鉴

定结果一致ꎮ 华金的亲本是早酥(ＰｐＳ１ＰｂＳ３５) × 早

白(ＳｘＳｘ) [２４] ꎬ芯片鉴定华金 Ｓ 基因型为 ＰｐＳ１ＰｐＳ４ꎬ
符合 Ｓ 基因遗传规律ꎬ同时可推测早白含有 ＰｐＳ４ ￣
ＲＮａｓｅꎮ 以上分析说明芯片鉴定结果的可靠性ꎮ 梨

ｃＤＮＡ 芯片应用于梨 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 的鉴定ꎬ进一步完善了

梨品种 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 鉴定和检测平台ꎮ
根据杂交信号推测梨品种可能 含 有 未 知

Ｓ￣ＲＮａｓｅ(如图 ３ 中 １ 号泸定王皮梨、３５ 号小花红梨

等)ꎬ结合克隆、测序等分子生物学方法发现了 ７ 个

梨品种新的 Ｓ￣ＲＮａｓｅꎬ获得 ７ 个新的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 的 ＰＦ /
Ｒ 特 异 序 列 并 提 交 ＧｅｎＢａｎｋ 数 据 库ꎮ 蔷 薇 科

Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因进化过程中形成了两个亚科(苹果亚

科和李亚科)特异的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 类群[２５]ꎮ 进化研究发

现 ７ 个新 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因主要属于苹果亚科 Ｓ￣ＲＮａｓｅ

类群ꎬ未形成梨属或梨种特异的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 类群ꎬ其进

化模式与蔷薇科植物其他 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因基本一致ꎮ
７ 个新的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 之间在进化系统上表现出近或远

的进化关系ꎬ主要是因为不同 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 间序列(ＰＦ /
Ｒ 区域)相似性大小不同ꎬ包含内含子序列和长度

的不同及编码区序列的差异ꎬ如 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因 ＰｐＳ５９

分别与 ＰｐＳ５８、 ＰｐＳ５４、 ＰｐＳ５７ 相似性高 ( ８２. ２％ ~
８２􀆰 ７％ )ꎬ而 ＰｐＳ５３与 ＰｐＳ５４之间及分别与其他 ５ 个新

Ｓ￣ＲＮａｓｅ 之间同源性很低ꎮ 进化分析(图 ７)还发现

ＰｐＳ５７ (Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ Ｓ５７ ￣ＲＮａｓｅ) 与 ＥｊＳ２ (Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ
ｊａｐｏｎｉｃａ Ｓ２ ￣ＲＮａｓｅ)、 ＰｓＭＳ８ ( Ｐｙｒｕｓ ｓｙｒｉａｃａ ｍａｎａｒａ１２
Ｓ８ ￣ＲＮａｓｅ)等 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 在同一个进化分枝上ꎬ表现出

苹果亚科 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 在不同属间或不同种间有比属内

或物种内更近的遗传距离的现象ꎮ 东方梨 Ｓ￣ＲＮａｓｅ
基因(如 ＰｐＳ５７)与西洋梨 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因(如 ＰｓＭＳ８ ￣
ＲＮａｓｅ)的遗传距离与同一种群内的 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因相

比(如各 Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ Ｓ￣ＲＮａｓｅ 之间)遗传距离更

近ꎬ梨属与枇杷属植物一般杂交授粉难以成功ꎬ但
Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因存在很近的亲缘关系ꎮ 以上分析说明

蔷薇科 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因的出现在蔷薇科植物亚科的形

成之后、种群分化形成之前ꎮ
梨 ｃＤＮＡ 芯片能快速鉴定梨品种所含已鉴定的

Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因ꎬ结合 ＤＮＡ 克隆和测序等方法ꎬ可在一

定程度上加快中国梨品种 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因的鉴定及 Ｓ￣
ＲＮａｓｅ 基因资源的挖掘研究ꎬ为梨合理配置授粉树

种及梨新品种的选育提供科学依据ꎮ 但梨 ｃＤＮＡ 芯

片探针不含内含子ꎬ无法鉴定编码区相同而内含子

序列不同的 Ｓ￣ＲＮａｓｅꎬ如砂梨品种中的 ＰｐＳ５ ￣ＲＮａｓｅ
和 ＰｐＳ５ ａ ￣ＲＮａｓｅ 基因ꎬ虽不会影响梨杂交授粉过程ꎬ
但无法正确判断编码区相同而内含子不同的已知 Ｓ
等位基因ꎮ 前期研究中已成功制备梨寡核苷酸芯片

并用于梨品种 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因鉴定ꎬ寡核苷酸芯片特

异探针针对 Ｓ￣ＲＮａｓｅ 基因 ＨＶ 区的编码区和内含

子序列设计ꎬ因此对 ｃＤＮＡ 芯片鉴定的已知 Ｓ￣
ＲＮａｓｅꎬ若存在编码区相同而内含子不同的等位基

因ꎬ可辅以梨寡核苷酸芯片的杂交检测ꎬ不但使梨

品种Ｓ￣ＲＮａｓｅ 检测平台更加完善ꎬ更利于促进梨品

种Ｓ￣ＲＮａｓｅ 资 源 的 挖 掘 和 梨 种 质 资 源 的 发 现

和利用ꎮ
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