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　　摘要：为了给无籽罗汉果优良品种的选育提供分子生物学依据，利用ＲＡＰＤ标记对２８份罗汉果三倍体雌株与二
倍体雄株进行遗传背景分析。结果表明，罗汉果三倍体雌株和二倍体雄株的遗传背景存在一定的丰富性，但大多遗传

相似性系数较大，遗传距离较近。总的来说，罗汉果三倍体雌株和二倍体雄株遗传背景的复杂性较低，应该尽快采取

相应措施，进行种质创新，丰富无籽罗汉果亲本的遗传背景。
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　　罗汉果［Ｓｉｒａｉｔｉａｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ（Ｓｗｉｎｇｌｅ）Ｃ．Ｊｅｆｆｒｅｙ］是雌雄
异株的葫芦科（Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｅ）罗汉果属多年生藤本植物［１］，

为我国南方特有的珍贵药用植物和甜料植物，主产于广西壮

自治区永福、临桂、龙胜、兴安和融安等地［２］。罗汉果果实含

多种甜苷，其中甜苷 Ｖ为世界上最强的非糖甜味物质之一，
为蔗糖甜度的３００～４００倍，是一种综合性状极佳的天然甜味
剂，广泛应用于食品、药品和保健品中，适合所有人群长期食

用，是肥胖者、糖尿病人和高血压患者的理想糖替代品［３－４］。

多倍体罗汉果可大幅提高根、茎、叶、果实等部位的生物量和

产量，其中三倍体罗汉果还具有无籽的特性，大大提高了整果

利用率和甜苷提取收得率，对整个罗汉果产业具有里程碑的

意义［５］。罗汉果三倍体雌株经二倍体雄株授粉后所结的果

实即为无籽罗汉果。本研究利用ＲＡＰＤ分子标记技术［６－９］探

讨罗汉果三倍体雌株和二倍体雄株的遗传背景，为无籽罗汉

果优良品种的选育提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料采自广西桂林兴安县漠川乡的罗汉果种植基地，

总共采集到２８份材料：二倍体雄株７份，三倍体雌株２１份，利
用二倍体（或四倍体）父本花粉对四倍体（或二倍体）母本柱头

进行人工授粉杂交获得（表１）。每份材料选取生长状况良好
的罗汉果单株３～５株，采集约１０张健康成熟的叶片并混合成
该份材料的样品，用硅胶干燥保存，带回实验室中待用。

１．２　ＲＡＰＤ分析
采用改良ＣＴＡＢ（２×）法［１０］提取罗汉果叶片的总ＤＮＡ。

　　ＰＣＲ－ＲＡＰＤ反应体系［１１］：２５μＬＰＣＲ扩增反应体系中
含１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ＭｇＣｌ２１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，脱氧核糖核苷酸

表１　试验材料来源、倍性和性状

编号 材料 倍性 性状

Ｍ２０１ Ｄｏｎｇｇｕａｇｕｏ ２ｘ ♂

Ｍ２０２ Ｑｉｎｇｐｉｇｕｏ（♀Ｂｏｌｉｎ３×♂Ｋｅｙａｎ１Ｃ） ２ｘ ♂

Ｍ２０３ Ｍａｌｅ１ ２ｘ ♂

Ｍ２０４ Ｈｏｎｇｍａｏｇｕｏ ２ｘ ♂

Ｍ２０５ Ｄｏｎｇｇｕａｇｕｏ２ ２ｘ ♂

Ｍ２０６ Ｃｈａｎｇｔａｎｇｕｏ ２ｘ ♂

Ｍ２０７ Ｈｏｎｇｍａｏｇｕｏ２（♀Ｈｏｎｇｍａｏｇｕｏ×
♂Ｄｏｎｇｇｕａｇｕｏ） ２ｘ ♂

Ｆ３０１ ♀Ｂｏｌｉｎ３（４ｎ）×♂Ｍ２０５（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３０２ ♀Ｂｏｌｉｎ３（４ｎ）×♂Ｍ２０６（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３０３ ♀Ｂｏｌｉｎ３（４ｎ）×♂Ｍ２０４（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３０４ ♀Ｂｏｌｉｎ３（４ｎ）×♂Ｍ２０２（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３０５ ♀Ｋｅｙａｎ１Ｃ（４ｎ）×♂Ｍ２０５（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３０６ ♀Ｋｅｙａｎ１Ｃ（４ｎ）×♂Ｍ２０６（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３０７ ♀Ｋｅｙａｎ１Ｃ（４ｎ）×♂Ｄｏｎｇｇｕａｇｕｏ（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３０８ ♀Ｋｅｙａｎ１Ｃ（４ｎ）×♂Ｍ２０２（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３０９ ♀Ｋｅｙａｎ１Ｃ（４ｎ）×♂Ｍ２０４（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３１０ ♀Ｎｏｎｇｊｉａ（４ｎ）×♂Ｍ２０５（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３１１ ♀Ｎｏｎｇｊｉａ（４ｎ）×♂Ｍ２０６（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３１２ ♀Ｎｏｎｇｊｉａ（４ｎ）×♂Ｍ２０１（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３１３ ♀Ｎｏｎｇｊｉａ（４ｎ）×♂Ｍ２０２（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３１４ ♀ＮｏｎｇｙｕａｎＢ６（４ｎ）×♂Ｍ２０５（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３１５ ♀ＮｏｎｇｙｕａｎＢ６（４ｎ）×♂Ｍ２０４（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３１６ ♀Ｙｏｎｇｑｉｎｇ１（４ｎ）×♂Ｍ２０５（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３１７ ♀Ｙｏｎｇｑｉｎｇ１（４ｎ）×♂Ｍ２０６（２ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３１８ ♀Ｙｏｎｇｑｉｎｇ１（２ｎ）×♂Ｄｏｎｇｇｕａｇｕｏ（４ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３１９ ♀Ｙｏｎｇｑｉｎｇ１（２ｎ）×♂Ｃｈａｎｇｔａｎｇｕｏ（４ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３２０ ♀Ｋｅｙａｎ１Ｃ（２ｎ）×♂Ｄｏｎｇｇｕａｇｕｏ（４ｎ） ３ｘ ♀
Ｆ３２１ ♀Ｋｅｙａｎ１Ｃ（２ｎ）×♂Ｃｈａｎｇｔａｎｇｕｏ（４ｎ） ３ｘ ♀

（ｄＮＴＰ）０．２ｍｍｏｌ／Ｌ（上海生工生物工程技术服务有限公
司），ＲＡＰＤ引物０．５μｍｏｌ／Ｌ（上海生工生物工程技术服务有
限公司），ＴａｑＤＮＡ聚合酶（ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ公司）１．０Ｕ，模板
ＤＮＡ约３０～５０ｎｇ，超纯水补至 ２５μＬ。在 ＰＣＲ仪（美国
ＢＩＯ－ＲＡＤ伯乐公司，Ｍｏｄｅｌ：ＰＴＣ－２００）上进行以下扩增反
应程序：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 １ｍｉｎ，３６℃退火
１ｍｉｎ，７２℃ 延伸２ｍｉｎ，４０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
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引物筛选：从材料中随机选出６份样品（包含２ｘ、４ｘ）进
行引物筛选，从２００条ＲＡＰＤ引物中筛选出２０条扩增反应稳
定、条带清晰、具有多态性的引物，并用于所有材料的扩增。

２０个ＲＡＰＤ引物名称、序列见表２。
　　琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物：将扩增产物置于１．５％
琼脂糖凝胶中电泳，凝胶上所加电压不超过 ５Ｖ／ｃｍ，用
ＬａｍｂｄａＤＮＡ／ＥｃｏＲⅠ＋ＨｉｎｄⅢ Ｍａｒｋｅｒ（ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ公司）
作为标准分子量对照，经溴化乙锭（ＥＢ）染色２０～３０ｍｉｎ，在
凝胶成像系统上观察拍照、记录。

ＲＡＰＤ为显性标记，同一引物的扩增产物中电泳迁移率
一致的条带被认为具有同源性，相同迁移位置上有扩增条带

记录为１，无扩增条带记录为０，构建０－１原始矩阵。仅清
晰、稳定、可分辨的并且长度在４００～２０００ｂｐ范围内的ＩＳＳＲ
扩增条带才被记录。用 ＡＦＬＰ－ＳＵＲＶｖｅｒｓｉｏｎ１．０［１２］计算材
料间遗传距离Ｄ，按 Ｄ＝－ｌｎⅠ计算 Ｎｅｉ＆Ｌｉ遗传相似性系
数；用ＮＴＳＹＳ－ｐｃｖｅｒｓｉｏｎ２．０２［１３］软件的 ＵＰＧＭＡ（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ
ｐａｉｒｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｕｓｉｎｇａｒｉｔｈｍａｔｉｃａｖｅｒａｇｅ）方法进行聚类分析；
用ＧｅｎＡＩＥｘｖｅｒｓｉｏｎ６．３［１４］进行主坐标分析。

２　结果与分析

２．１　多态性分析
用２０个ＲＡＰＤ引物对２８份材料的总 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩

增，重复２次，２次扩增产物重复性好且稳定，扩增得到的总
条带数及多态性条带数见表２。２０个引物扩增条带数的范围
为６～１７条，共同带在１～８条内，多态性条带数范围为３～１３
条，多态性百分比为２５．００％ ～８８．８９％，且由总计的结果可
知，扩增总条带数为２３９条（平均每个引物１１．９５条），其中

表２　２０个ＲＡＰＤ引物名称、序列及其对２８份材料的扩增条带统计

引物 引物序列５′→３′
扩增总

条带数

多态性

条带数

多态性百分比

（％）

Ｓ２４ ＡＡＴＣＧＧＧＣＴＧ １０ ６ ６０．００
Ｓ２９ ＧＧＧＴＡＡＣＧＣＣ １１ ６ ５４．５５
Ｓ３８ ＡＧＧＴＧＡＣＣＧＴ １１ ７ ６３．６４
Ｓ５０ ＧＧＴＣＴＡＣＡＣＣ １３ ６ ４６．１５
Ｓ５３ ＧＧＧＧＴＧＡＣＧＡ １４ ６ ４２．８６
Ｓ６４ ＣＣＧＣＡＴＣＴＡＣ １３ ５ ３８．４６
Ｓ６６ ＧＡＡＣＧＧＡＣＴＣ １１ ７ ６３．６４
Ｓ６８ ＴＧＧＡＣＣＧＧＴＧ ８ ５ ６２．５０
Ｓ６９ ＣＴＣＡＣＣＧＴＣＣ １４ ８ ５７．１４
Ｓ７４ ＴＧＣＧＴＧＣＴＴＧ １０ ５ ５０．００
Ｓ１５４ ＴＧＣＧＧＣＴＧＡＧ ９ ６ ６６．６７
Ｓ１５６ ＧＧＴＧＡＣＴＧＴＧ １３ １０ ７６．９２
Ｓ１６４ ＣＣＧＣＣＴＡＧＴＣ １５ ８ ５３．３３
Ｓ１７０ ＡＣＡＡＣＧＣＧＡＧ ６ ３ ５０．００
Ｓ３４４ ＣＣＧＡＡＣＡＣＧＧ １３ １０ ７６．９２
Ｓ３５０ ＡＡＧＣＣＣＧＡＧＧ １７ １３ ７６．４７
Ｓ３５６ ＣＴＧＣＴＴＡＧＧＧ ９ ８ ８８．８９
Ｓ３６１ ＣＡＴＴＣＧＡＧＣＣ １５ １３ ８６．６７
Ｓ３６２ ＧＴＣＴＣＣＧＣＡＡ １５ １３ ８６．６７
Ｓ４１１ ＧＴＣＣＡＣＴＧＴＧ １２ ３ ２５．００
总计 ２３９ １４８ ６１．３２

多态性总条带数为 １４８条，多态性条带百分比（ＰＰＢ）为
６１３２％。引物Ｓ３５０得到的条带数最多，为１７条；引物 Ｓ１７０
得到的条带最少，为６条。其中，引物 Ｓ４１１的扩增图谱见图
１。此外，在不同罗汉果品种间存在的多态性条带可作为鉴定
品种的特征带。

２．２　遗传相似性系数及遗传距离
２８份材料间的相似性系数变化范围为 ０．６９１０～

０．９２０６，其中Ｆ３０２与Ｍ２０２间的相似性系数最低（０．６９１０），
遗传距离最高（０．３６９６）；而Ｆ３０５与Ｆ３０６间的相似性系数最
高（０．９２０６），遗传距离最小（０．０８２７）。
２．３　聚类分析

从图２可看出，Ｆ３０５和Ｆ３０６直接聚为一类，具有很高的
相似性系数，两者距离最近；Ｆ３２１独成一支，与其余材料相距
较远；基本上相似性系数较高的材料排列并聚为一类。

在截距水平为０．８７时，２８份材料被分为七大类：第一大
类，包括Ｆ３０１、Ｆ３０２；第二大类，包括 Ｆ３０３、Ｆ３１４、Ｆ３０４、Ｆ３０５、
Ｆ３０６、Ｆ３０７、Ｆ３０８、Ｆ３０９、Ｆ３１０、Ｆ３１１；第三大类，包括 Ｆ３１５、
Ｆ３１６、Ｆ３１７、Ｆ３１８、Ｆ３１９、Ｍ２０５、Ｍ２０７、Ｍ２０６；第四大类，包括

Ｆ３１２、Ｆ３１３；第五大类，包括 Ｆ３２０、Ｍ２０３、Ｍ２０４、Ｍ２０１；第六大
类，包括Ｍ２０２；第七大类，包括Ｆ３２１。
２．４　双变量主坐标分析

主坐标分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｏｒｄｉｎａｔｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ）是基于
Ｎｅｉ＆Ｌｉ遗传距离及相应的相似性系数进行的。因此，主坐
标分析图中各个个体（品种）间的位置关系反映了它们在遗

传上的相似性。由于每份试验材料都是通过选取生长状况良

好的罗汉果单株３～５株，共采集约１０张健康成熟叶片混合
而成的，因此这２８份材料的主坐标分析可看作“双变量主坐
标分析”（ｄｏｕｂｌｅｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｏｒｄｉｎａｔｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＤＰＣｏＡ：一种将
物种与物种之间差异考虑到群体间相互关系的测度之中的排

序方法）［１５－１６］。通过ＲＡＰＤ标记对２８份材料进行ＤＰＣｏＡ排
序发现，前３个主坐标的方差贡献率分别为２６．８１％、２１．８６％
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和１７．６０％，相对应的累积贡献率分别为２６．８１％、４８．６７％和
６６．２７％。一般认为，如果前３个主要特征向量的方差占总方
差的４０％以上，则排序效果是满意的［１７］，本试验结果 ２８份
材料的前 ３个主要特征向量的方差累积贡献率高达
６６２７％，说明降维效果较好。因此，保留ＤＰＣｏＡ的前二轴对
２８份材料进行排序分析，应用ＧｅｎＡＩＥｘｖｅｒｓｉｏｎ６．３获取坐标
轴特征值及样品特征向量，并据此划分出２８份不同材料在
ＤＰＣｏＡ前二轴空间中的排序图见图３。

　　由 Ｐｒｏｊ划分而得的２８份材料在 ＰＣｏＡ排序图中空间分
布十分明显，除Ｆ３１６和Ｆ３１８有部分交叉重叠外，其余样品间
均无交叉重叠现象。ＰＣｏＡ排序图把２８份材料分为三大类。
第一大类位于 Ａ区间，其中三倍体雌株 ４份（Ｆ３１２、Ｆ３１３、
Ｆ３２０、Ｆ３２１），二倍体雄株２份（Ｍ２０１、Ｍ２０４）。第二大类位于Ｂ
和第Ｄ区间，其中只包括三倍体雌株１２份（Ｆ３０１、Ｆ３０２、Ｆ３０３、
Ｆ３０４、Ｆ３０５、Ｆ３０６、Ｆ３０７、Ｆ３０８、Ｆ３０９、Ｆ３１０、Ｆ３１１、Ｆ３１４）。第三大类

位于 Ｃ区间，其中只包括三倍体雄株 ３份（Ｆ３１６、Ｆ３１８、
Ｆ３１９）、二倍体雄株５份（Ｍ２０２、Ｍ２０３、Ｍ２０５、Ｍ２０６Ｍ２０７）。

比较图２和图３可知，对２８份材料所进行的亲缘关系聚
类分析和双变量主坐标分析的结果基本上是一致的，雌株和

雄株间的距离相对较近聚在一起，而双变量主坐标分析能从

多个方向、多个层面更直观和准确地反映材料间的遗传关系。

３　结论与讨论

３．１　罗汉果三倍体雌株与二倍体雄株的ＲＡＰＤ相关遗传
根据ＲＡＰＤ分析结果可知，有的材料之间虽然是不同的

种质，但遗传相似性系数较高，说明它们的亲缘关系近；如

Ｆ３１５因为由 ＮｏｎｇｙｕａｎＢ６与 Ｍ２０４株系杂交而成，所以与
Ｍ２０４关系较近，其相似性系数高达０．８１６３。此外，在三倍体
雌株中，如果其亲本相同或相似性系数较高，由于子代继承了

亲本一定的遗传物质，因而子代间的相似性系数也会较高，如

Ｆ３１８和Ｆ３１９，由于其母本都是 Ｙｏｎｇｑｉｎｇ１，因此其相似性系
数高达０．９１２３；而因为Ｆ３０５和Ｆ３１０也都为同一父本Ｍ２０５，
所以其相似性系数也高达０．８５８０。
３．２　罗汉果三倍体雌株与二倍体雄株的合理组配

Ｆ３０２与Ｍ２０２间的相似性系数仅为０．６９１０，还有 Ｍ２０１
与Ｆ３０２、Ｆ３０９及 Ｆ３１２与 Ｍ２０７间的相似性系数都仅为
０．７１６１，遗传距离较大；而且Ｍ２０２与母本间的相似性系数均
在０．６～０．７之间。因此，初步推测罗汉果三倍体雌株与二倍
体雄株中最适合作雌雄组配的是 Ｆ３０２与 Ｍ２０２，其次是 Ｆ３０２
与Ｍ２０４、Ｆ３０９与Ｍ２０４、Ｆ３１２与Ｍ２０７。

值得指出的是，虽然罗汉果三倍体雌株和二倍体雄株的

遗传背景存在一定的复杂性，但大多遗传相似性系数较大，遗

传距离较近，应该尽快采取相应措施，进行种质创新，丰富三

倍体雌株和二倍体雄株的遗传背景，为无籽罗汉果优良品种

的选育奠定坚实基础。

（下转第２９３页）
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表７　交城和墨玉骏枣甜味氨基酸含量

骏枣来源
甜味氨基酸含量（％）

甘氨酸 丙氨酸 丝氨酸 脯氨酸 合计

交城 ０．１３ ０．１３ ０．１０ １．５３ １．８９
墨玉 ０．１４ ０．１４ ０．１２ １．８４ ２．２３

高，为２．２３％，高于交城骏枣。

３　结论与讨论

本研究结果显示，交城骏枣的氨基酸比值系数较高，说明

与墨玉骏枣相比，交城骏枣中人体必需氨基酸组成与人体必

需氨基酸搭配含量模式更接近，更加适合作为以蛋白摄取为

目的枣果加以开发利用；但是，墨玉骏枣药用氨基酸、鲜味氨

基酸、甜味氨基酸含量高于交城骏枣。药用氨基酸具有缓解

疲劳、治糖尿病、健脑益智、抑制哮喘、促进纤维增殖与胶原合

成等作用［８－１１］；鲜味和甜味氨基酸则具有增味、增进口感等

作用［２］。由此可知，与交城骏枣相比，墨玉骏枣更具保健性，

且具有较好的风味和口感，更加适合作为以保健为目的枣果

深化开发利用。２种骏枣支链氨基酸和芳香族氨基酸含量相
接近。孟祥勋等的研究结果则显示，随着纬度的升高，大豆氨

基酸含量呈降低的变化趋势［１２］。本研究中交城骏枣采集地

点的纬度为北纬３７．５５°，高于墨玉骏枣采集地点纬度（北纬
３７．２７°）。这就有可能造成墨玉骏枣药用氨基酸、鲜味氨基
酸、甜味氨基酸含量高于交城骏枣，但关于此推测的科学性还

需进一步研究，关于交城骏枣和墨玉骏枣人体必需氨基酸组

成模式存在的差异还须综合气温、日照时长、土壤条件等多方

面因素进行深入研究分析。

本研究结果还显示，与墨玉骏枣相比，交城骏枣中人体必

需氨基酸组成模式相对较好；与交城骏枣相比，墨玉骏枣药用

氨基酸、鲜味氨基酸、甜味氨基酸含量相对较高；交城和墨玉

骏枣中支链和芳香族氨基酸含量相接近。说明种植于山西交

城县和新疆和田墨玉县的骏枣氨基酸组成不同，各具特点，宜

差异化加工利用。
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