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化州柚 ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系的优化及分类鉴别研究
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　　摘要：用目标起始密码子多态性（ｓｔａｒｔｃｏｄｏｎｔａｒｇｅｔｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＳＣｏＴ）分子标记对化州柚及其近缘种进行
鉴别研究。为构建适合化州柚的ＳＣｏＴ－ＰＣＲ最佳反应体系，对ＰＣＲ体系的５大要素采用Ｌ２５（５

６）表设计正交试验，得

到最佳２０μＬ反应体系：３ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋、０．２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、０．７５ＵＴａｑ酶、０．４μｍｏｌ／Ｌ引物、５０ｎｇＤＮＡ。从３６条引
物中筛选出６条多态性明显的引物并优化其退火温度。最后用优化的６条引物对２５份样品进行扩增，共扩增出９４
条条带，其中多态性条带６９条，多态性比例范围５５．５６％ ～８５．００％，平均多态性７３．４％。构建的非加权配对算术平
均法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒ－ｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎｓ，简称ＵＰＧＭＡ）聚类树能够较好地区分化州柚与其他柚类，且
不同品种的化州柚间也存在一定的差异。因此在化州柚的分类鉴别研究中，ＳＣｏＴ标记不失为一种便捷、有效的手段。
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　　化橘红药用历史悠久，疗效显著，具有理气宽中、燥湿化
痰等功效，用于治疗呕恶痞闷、咳嗽痰多等病症，为广东十大

南药之一，主要产于广东化州。化橘红基原植物为芸香科柑

橘属化州柚（ＣｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａＴｏｍｅｎｔｏｓａ）或柚（ＣｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａＬ．
Ｏｓｂｅｃｋ）及其栽培变种［１］，前者别称毛橘红，后者别称光橘

红。在目前的研究中普遍认为毛橘红的质量优于光橘

红［２－３］，而光橘红产量大，成本低，品种来源广泛，容易与毛橘

红混淆，已经对毛橘红市场造成了冲击。目前市场中的毛橘

红基原也较复杂，仅文献中提及的就有凤尾、假西洋、密叶、黄

龙、金钱脐等十余个品种，并且在植物形态及质量上均有差

异［４－５］。大量柚类及化州柚品种都可能被用作化橘红药材，

而其在苗期难以区分，因此，开发一种可靠有效的方法有助于

准确鉴别化橘红基原植物及其种苗。

目标 起 始 密 码 子 多 态 性 （ｓｔａｒｔｃｏｄｏｎ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＳＣｏＴ）是 Ｃｏｌｌａｒｄ等于２００９年在水稻上提
出的一种新型分子标记［６］。该标记是针对 ＡＴＧ起始密码子
侧翼的保守序列设计的单引物，其扩增的片段多偏向候选功

能基因，目前在化州柚的种质资源研究中尚未见报道。本研

究通过正交试验设计构建ＳＣｏＴ－ＰＣＲ的最佳反应体系，筛选
引物并优化其最佳退火温度，对不同品种化州柚及柚类进行

遗传多态性分析，构建其非加权组平均法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒ－
ｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎｓ，简称 ＵＰＧＭＡ）聚类树，以
期为化橘红基原植物的鉴别分类提供一种有效可靠的方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料均采集自植株顶芽往下第３～５张幼嫩叶片，用

吸水纸吸干表面水分后用塑封袋封口，２ｄ内放入 －８０℃冰

—４３— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１１期



箱保存备用。本试验于２０１７年４—１１月在广州中医药大学
创新中药研发公共服务平台分子生物学实验室进行，样品由

广州中医药大学中药鉴定教研室主任黄海波副教授鉴定，凭

证标本保存于广州中医药大学，样品详细信息见表１。
１．２　试验仪器和试剂

ＯＳＥ－Ｙ２０电动研磨仪，购自天根生化科技（北京）有限
公司；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４Ｒ冷冻离心机，购自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微量紫外分光光度计、ＡｒｋｔｉｋＰＣＲ仪，购自
Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ电泳仪，购自 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；
Ｔａｎｏｎ－２５００凝胶成像系统，购自上海天能科技有限公司。

ｄＮＴＰｓ、Ｍｇ２＋、１０×ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ（无 Ｍｇ２＋）、ＥｘＴａｑＤＮＡ聚
合酶、琼脂糖、ＤＬ５０００ｍａｋｅｒ、ＧｏｌｄｖｉｅｗⅠ，购自 ＴａＫａＲａ公司；
β－巯基乙醇、Ｔｒｉｓ平衡酚、Ｔｒｉｓ－乙酸电泳缓冲液（５０×ＴＡＥ），

购自广州瑞舒生物科技有限公司；ＤＰ３０５植物基因组ＤＮＡ提
取试剂盒、６×上样缓冲液（ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ），购自天根生化科技
有限公司；其余均为国产分析纯试剂。３６条ＳＣｏＴ引物序列均
参照文献［６］，由北京六合华大基因科技有限公司合成。
１．３　ＤＮＡ提取

称取０．１ｇ样品置于经预冷的１．５ｍＬ离心管中，加入液
氮使叶片充分冷冻，用研磨仪迅速将其研成粉末。试验步骤

参照天根ＤＰ３０５植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒说明书进行，
为提取到浓度更好的ＤＮＡ，增加水浴时间至１ｈ。
１．４　ＤＮＡ质量检测

采用琼脂糖凝胶电泳检测总 ＤＮＡ降解情况。取 １μＬ
ＤＮＡ，在超微量分光光度计下检测吸光度以测定其浓度及纯
度，并将所有样品稀释至５０ｎｇ／μＬ。

表１　化州柚及其近缘品种样品信息

编号 样品名称 学名
采集时间

（年－月－日） 采集地点

Ａ１ 化州柚（凤尾） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘Ｔｏｍｅｎｔｏｓａ’ ２０１７－０６－０６ 广东省化州市江湖镇

Ａ２ 化州柚（凤尾） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘Ｔｏｍｅｎｔｏｓａ’ ２０１７－０６－０６ 广东省化州市香雪化橘红基地

Ａ３ 化州柚（密叶） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘Ｔｏｍｅｎｔｏｓａ’ ２０１７－０６－０６ 广东省化州市江湖镇

Ａ４ 化州柚（正毛） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘Ｔｏｍｅｎｔｏｓａ’ ２０１７－０６－１９ 广东省吴川市长岐镇

Ａ５ 化州柚（正毛） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘Ｔｏｍｅｎｔｏｓａ’ ２０１７－０７－２７ 广东省广州市果树研究所

Ａ６ 化州柚（凤尾） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘Ｔｏｍｅｎｔｏｓａ’ ２０１７－０６－０６ 广东省化州市橘红研究所

Ａ７ 化州柚（凤尾） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘Ｔｏｍｅｎｔｏｓａ’ ２０１７－０６－１８ 广东省化州市平定镇马力村

Ａ８ 化州柚（假西洋） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘Ｔｏｍｅｎｔｏｓａ’ ２０１７－０６－１８ 广西省陆川县清湖镇

Ａ９ 化州柚（假西洋） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘Ｔｏｍｅｎｔｏｓａ’ ２０１７－０６－１８ 广东省化州市平定镇大岭村

Ａ１０ 化州柚（正毛） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘Ｔｏｍｅｎｔｏｓａ’ ２０１７－０６－１８ 广东省化州市平定镇新华村

Ａ１１ 化州柚（正毛） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘Ｔｏｍｅｎｔｏｓａ’ ２０１７－１０－１５ 广东省广州市广州中医药大学

Ａ１２ 沙田柚 Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘ＳｈａｔｉａｎＹｕ’ ２０１５－０８－１１ 广东省梅州市梅县区隆文镇

Ａ１３ 沙田柚 Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘ＳｈａｔｉａｎＹｕ’ ２０１７－０７－２１ 海南省琼海市

Ａ１４ 沙田柚 Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘ＳｈａｔｉａｎＹｕ’ ２０１７－０７－２１ 海南省琼海市

Ａ１５ 溪蜜柚（五一） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘ＧｕａｎｘｉＹｏｕ’ ２０１７－０２－０６ 云南省瑞丽市姐相乡

Ａ１６ 溪蜜柚（白皮） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘ＧｕａｎｘｉＹｏｕ’ ２０１７－０７－２７ 广东省广州市果树研究所

Ａ１７ 溪蜜柚（红皮） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘ＧｕａｎｘｉＹｏｕ’ ２０１７－０７－２７ 广东省广州市果树研究所

Ａ１８ 溪蜜柚（黄皮） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘ＧｕａｎｘｉＹｏｕ’ ２０１７－０７－２７ 广东省广州市果树研究所

Ａ１９ 溪蜜柚 Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ‘ＧｕａｎｘｉＹｏｕ’ ２０１５－０８－１１ 广东省梅州市梅县区隆文镇

Ａ２０ 红玉香柚 Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ ２０１７－０２－０６ 云南省瑞丽市姐相乡

Ａ２１ 酸柚（本地种） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ ２０１７－０８－３０ 云南省德宏州芒市

Ａ２２ 大富五号 Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ ２０１７－０２－０６ 云南省瑞丽市姐相乡

Ａ２３ 水晶柚 Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ ２０１７－０２－０６ 云南省瑞丽市姐相乡

Ａ２４ 酸柚（光青） Ｃｉｔｒｕｓｍａｘｉｍａ ２０１７－０６－０６ 广东省化州市香雪化橘红基地

Ａ２５ 柠檬（优力克） ＣｉｔｒｕｓＬｉｍｏｎ（Ｌ．）Ｂｕｒｍ．ｆ． ２０１７－０２－０６ 云南省瑞丽市姐相乡

　　注：表示未查找到拉丁名。

１．５　ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系正交试验设计
引物选择 Ｓ３２，样品采用 Ａ６化州橘红研究所的化州柚

（凤尾），对ＰＣＲ体系的５个主要因素Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、引物、Ｔａｑ
酶和ＤＮＡ模板的用量进行优化，每个影响因素设置５个水平
（表２）。正交试验共２５组，每组重复３次，反应采用２０μＬ
体系，每个体系添加１×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，余量以ｄｄＨ２Ｏ补足。
１．６　ＰＣＲ扩增及电泳检测

ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性 ４ｍｉｎ；９４℃变性 １ｍｉｎ，
４９℃ 退火１ｍｉｎ，７２℃延伸 ２ｍｉｎ，３６个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。取５μＬ扩增产物与 １μＬｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀，在
ＧｏｌｄＶｉｅｗ染 色后的１．５％琼脂糖凝胶上电泳，缓冲液为

表２　Ｌ２５（５６）正交因素水平设计

水平
Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｑ酶
用量（Ｕ）

引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
ＤＮＡ用量
（ｎｇ）

１ １．０ ０．１０ ０．５０ ０．２ １０
２ １．５ ０．１５ ０．７５ ０．４ ２０
３ ２．０ ０．２０ １．００ ０．６ ３０
４ ２．５ ０．２５ １．２５ ０．８ ４０
５ ３．０ ０．３０ １．５０ １．０ ５０

１×ＴＡＥ，电压为１２０Ｖ，时间为１ｈ，最后于凝胶成像系统中拍
照保存。
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１．７　引物筛选及退火温度优化
采用优化后的最佳反应体系对６个样品（Ａ４吴川正毛、

Ａ８清湖假西洋、Ａ９大岭假西洋、Ａ１１广中医正毛、Ａ２０红玉香
柚、Ａ２５柠檬）筛选所有引物，选择条带清晰、间距明显且多态
性好的引物进行退火温度筛选。在 ＡｒｋＴｉｋＰＣＲ仪上设定温
度范围４６～５５℃，在自动生成的１２个梯度温度中选择９个
温度（４６．０、４７．４、４８．４、４９．６、５１．１、５２．５、５３．５、５４．３、
５５．０℃）对条带清晰、多态性好的引物进行优化。
１．８　数据处理及统计
１．８．１　反应体系正交分析　对正交设计的凝胶图像采用姜
小凤等的方法［７－８］综合打分。按条带的清晰度、亮度及数量

从低到高赋值１～２５分，对３次重复进行３次独立计分。依
据计分结果进行直观分析，假设各因素之间不存在交互作用，

计算各因素在各水平下的平均分值，以反映因素的各个水平

对体系的影响程度。

１．８．２　ＵＰＧＭＡ聚类分析　对得到的 ＳＣｏＴ电泳条带图谱应
用Ｔａｎｏｎ－２５００系统 ＧＩＳ软件进行分析，对图谱中同一迁移
率位置清晰出现的条带赋值“１”，无条带的赋值“０”，条带模
糊或不清晰的不予统计，构建“０／１”表。对所得的“０／１”表应
用ＮＴＳＹＳ－ｐｃ２．１０ｅ软件计算其遗传距离，对计算结果采用
ＵＰＧＭＡ算法聚类，对聚类结果构建ＳＡＨＮ树状图。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取结果
２．１．１　电泳检测结果　由图１可知，所有样品均呈现出１条
清晰的条带，无拖尾现象，且无蛋白污染，表明提取到的 ＤＮＡ
质量较好，适用于后续研究。

２．１．２　纯度与浓度检测　提取的所有样品的ＤＮＡ浓度范围
在７０～１８７ｎｇ／μＬ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值均在１．８左右，说明试剂盒
法能在柚类植物中提取到质量优、纯度高的 ＤＮＡ，符合试验
要求。

２．２　ＰＣＲ正交设计结果
对凝胶图谱（图２）按条带清晰程度及数量打分，３次独

立打分的平均分依次为４．００、５．３３、３．６７、０、０、７．６７、８．６７、
４．６７、６．３７、２．００、７．００、１０．００、１６．３３、１６．６７、１１．６７、１２．００、

９．００、１３．６７、１４．６７、１０．３３、２．６７、９．６７、１９．３３、２５．００、２２．３３
分。依据直观分析的结果（表３），按极差 Ｒ值的大小各因素
对反应体系的影响程度依次为 Ｍｇ２＋浓度 ＞ｄＮＴＰｓ浓度 ＞引
物浓度＞Ｔａｑ酶用量＞ＤＮＡ用量，其中Ｍｇ２＋浓度对反应结果
的影响最大，而ＤＮＡ浓度则对反应结果影响最小。根据均值
Ｋ，各因素各水平下均值最高的为最优用量，则得到的最优反
应体系为 ３ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋、０．２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、０．７５ＵＴａｑ
酶、０．４μｍｏｌ／Ｌ引物、５０ｎｇＤＮＡ。

２．３　引物筛选及退火温度优化
依据优化的最佳反应体系，以差距较大的６个样品（Ａ４

吴川正毛、Ａ８清湖假西洋、Ａ９大岭假西洋、Ａ１１广中医正毛、
Ａ２０红玉香柚、Ａ２５柠檬）ＤＮＡ为模板，对３６条引物进行筛选，
得到６条（Ｓ２、Ｓ１４、Ｓ１５、Ｓ２０、Ｓ３０、Ｓ３２）条带清晰、多态性高的
引物，部分引物筛选结果见图３。对筛选到的６条引物逐一
进行退火温度筛选，在设置的９个温度条件下选择条带清晰
且多态性高的作为最适退火温度。部分退火温度筛选结果见

图４，最终得到各引物的最适退火温度（表４）。
２．４　ＳＣｏＴ标记的多态性分析

利用筛选出的６条引物以最优退火温度条件对２５份化
州柚及近缘种样品（Ａ２５柠檬样品不计入多态性结果）进行扩
增，共扩增出９４条条带，其中６９条具有多态性（表４）。筛选
出的每条ＳＣｏＴ引物平均可扩增出条带１５．６７条，多态性比例
５５．５６％～８５．００％，平均多态性７３．４％，表明 ＳＣｏＴ标记在化
州柚种质中扩增效率高，化州柚及其近缘种遗传多态性较丰
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表３　正交设计直观分析结果

试验

编号

因素

Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｑ酶用量
（Ｕ）

引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
ＤＮＡ用量
（ｎｇ）

１ １．０ ０．１０ ０．５０ ０．２０ １０
２ １．０ ０．１５ ０．４２ ０．４０ ２０
３ １．０ ０．２０ １．００ ０．６０ ３０
４ １．０ ０．２５ １．２５ ０．８０ ４０
５ １．０ ０．３０ １．５０ １．００ ５０
６ １．５ ０．１０ ０．７５ ０．６０ ４０
７ １．５ ０．１５ １．００ ０．８０ ５０
８ １．５ ０．２０ １．２５ １．００ １０
９ １．５ ０．２５ １．５０ ０．２０ ２０
１０ １．５ ０．３０ ０．５０ ０．４０ ３０
１１ ２．０ ０．１０ １．００ １．００ ２０
１２ ２．０ ０．１５ １．２５ ０．２０ ３０
１３ ２．０ ０．２０ １．５０ ０．４０ ４０
１４ ２．０ ０．２５ ０．５０ ０．６０ ５０
１５ ２．０ ０．３０ ０．７５ ０．８０ １０
１６ ２．５ ０．１０ １．２５ ０．４０ ５０
１７ ２．５ ０．１５ １．５０ ０．６０ １０
１８ ２．５ ０．２０ ０．５０ ０．８０ ２０
１９ ２．５ ０．２５ ０．７５ １．００ ３０
２０ ２．５ ０．３０ １．００ ０．２０ ４０
２１ ３．０ ０．１０ １．５０ ０．８０ ３０
２２ ３．０ ０．１５ ０．５０ １．００ ４０
２３ ３．０ ０．２０ ０．７５ ０．２０ ５０
２４ ３．０ ０．２５ １．００ ０．４０ １０
２５ ３．０ ０．３０ １．２５ ０．６０ ２０
Ｋ１ ２．６００ ６．６６８ ９．２０２ １０．００６ １０．８６８
Ｋ２ ５．８７６ ８．５３４ １１．７３４ １２．１３２ １０．９４０
Ｋ３ １２．３３４ １１．５３４ １０．９３４ １１．８６８ ６．６０２
Ｋ４ １１．９３４ １２．５４２ ９．８００ ７．３３６ ８．８００
Ｋ５ １５．８００ ９．２６６ ６．８７４ ７．２０２ １１．３３４
Ｒ １３．２００ ５．８７４ ４．８６０ ４．９３０ ４．７３２

富（图５）。
２．５　ＳＣｏＴ标记的聚类分析

将所有引物在２５份样品得到的结果转化为“０／１”表，利
用ＮＴＳＹＳ计算其相似系数，２５份试材的遗传相似系数分布
在０．６００～０．９９２之间，以黑、灰、白 ３种颜色分别代表最低
值、中间值、最高值，构建遗传相似系数热图（图６）。对图６
直观分析可知，图中数据颜色大多数较浅，表明２５份试材之
间相似度较高。

　　用ＵＰＧＭＡ算法构建树状图（图７），在相似系数为０．６５
左右时可将柠檬（Ａ２５）与柚类样品区分，在相似系数为０．７９
左右时可将柚类样品分为 ２个类群。所有的化州柚（Ａ１～
Ａ１１）及１份沙田柚（Ａ１２）样品为第１个类群，在第１个类群中
不同的化州柚品种没有各自聚为一支，且与１份沙田柚（Ａ１２）
同聚为一支；第２个类群中先是将沙田柚（Ａ１３、Ａ１４）聚为一
支，另一分支中云南瑞丽的本地实生种红玉香柚（Ａ２０）独自
聚为一支，不同品种和采集地的５份溪蜜柚（Ａ１５～Ａ１９）先
聚为一支后与云南芒市的本地柚聚为一支，瑞丽的水晶柚

（Ａ２３）和优选品种大富五号（Ａ２２）聚为一支后与光青（Ａ２４）聚
为一支。

３　结论与讨论

本研究通过正交设计优化了ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系，从３６
条引物中筛选出６条并优化了其退火温度，最终扩增得到了
５５．５６％～８５．００％的多态比例，构建了适用于化州柚及其近
缘种的ＳＣｏＴ分子标记体系。通过ＵＰＧＭＡ聚类分析发现，化
州柚能够较好地与溪蜜柚、水晶柚等其他柚类品种区分开，

但可能由于嫁接因素，沙田柚显示出与化州柚较近的亲缘关

系。不同品种的化州柚没有很好地聚在一起，也表现出一定

的差异，且这种差异不是由产地因素引起的，可能存在更多的

化州柚品种。凤尾与密叶亲缘关系较近而与假西洋较远，正

毛则在凤尾和假西洋中均有分布，提示正毛和副毛的区分可

能是因商品等级而非品种差异。

目前在化橘红种质资源的研究中，已有多种分子标记显

示出较低的多态性，且不同品种的化州柚相似度高、分类困

难。ＳＣｏＴ分子标记较好地揭示了２５份化州柚及其近缘种的
遗传差异，并且扩增得到的片段多为候选功能基因，能够进行

更进一步的研究，是适用于化州柚种质资源分析的有效手段。

ＳＣｏＴ分子标记技术对 ＰＣＲ反应体系的要求较高［９］，在

本试验中发现，体系内各因素浓度微小的变动都有可能影响试

验结果，因此对ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系的优化十分必要。在化
州柚种质资源的ＳＣｏＴ标记研究中，本试验取得了５５．５６％ ～
８５００％的多态性比例。而邓锋等利用ＩＳＳＲ标记在化橘红种
质资源研究中则获得的多态性不够明显［１０］，张秋镇等利用

ＡＦＬＰ标记也仅取得了５．２１％的多态性［１１］。从对多态性的揭

示效率来看，ＳＣｏＴ标记可作为研究化州柚种质资源的一种有
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表４　ＳＣＯＴ引物筛选优化结果

引物

名称

引物序列

（５′→３′）
退火温

度（℃）
条带总

数（条）

多态性条

带数（条）

多态性

比例（％）

Ｓ２ ＣＡＡＣＡＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＣ ５１．１ １８ １５ ８３．３３
Ｓ１４ＡＣＧＡＣＡＴＧＧＣＧＡＣＣＡＣＧＣ４６．０ １９ １３ ６８．４２
Ｓ１５ＡＣＧＡＣＡＴＧＧＣＧＡＣＣＧＣＧＡ５２．５ ２０ １７ ８５．００
Ｓ２０ ＡＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＧ ４５．４ ９ ５ ５５．５６
Ｓ３０ ＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＧＣＧ ４６．０ １５ １０ ６６．６７
Ｓ３２ ＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＡＣ ４６．０ １３ ９ ６９．２３
总计 ９４ ６９
平均 １５．６７ １１．５ ７３．４０

效手段。

本试验所构建的ＵＰＧＭＡ树状图能够将化州柚样品与其
他柚类样品分开，但有１份沙田柚样品与化州柚聚类关系较
近，这可能是如今化州柚多嫁接于沙田柚上培育的结果。陈

晓颍等研究发现，化州柚与沙田柚在ＩＴＳ１序列上仅有２个碱
基的差异［１２］，谭婉菁等研究也发现，正毛和沙田柚的相似程

度高，并且认为正毛和沙田柚有一定的关系［１３］。而另外的２
份沙田柚样品均来自海南琼海且聚为一支，它们在当地有１５
年以上的树龄，由于海南地理位置的特殊性，生长环境的差异

可能造成了这２份沙田柚与广东沙田柚的差别。试验结果能
够将对照品种柠檬与柚类分开，且柚类品种如化州柚和溪

蜜柚都能够很好地聚类，体现出 ＳＣｏＴ标记在柚类植物中分
类鉴别的有效性和准确性。

　　针对不同品种化州柚的分析，本研究显示出以下几个特
点：（１）同一品种的化州柚样品没有很好地聚为一支，但其聚
类结果相对集中，凤尾与假西洋样品没有混在同一小分支的

情况，且同一采集地的不同品种有区分（如江湖镇的凤尾和

密叶），同一品种采集地不同也能聚为一支（如广西和大岭村

的假西洋）；（２）本试验中的假西洋样品能够聚为一类，而４
个凤尾样品则相对分散，这可能由于凤尾是比较古老的品种，

在长期繁衍的过程中，其后代发生变异的可能性较大［１４］，赵

俊生等利用单核苷酸多态性（ＳＮＰ）标记对不同品种化州柚的
基因分型研究中也表明化橘红种质资源可能存在更多的品

系［１５］；（３）笔者在化州实地采样中了解到密叶是相对较新的
品种，并且可能由凤尾演化而来，而本试验结果也印证了这一

观点；（４）本研究中正毛样品被分为２支，分别与凤尾和假西
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洋表现出较近的亲缘关系。正毛、副毛、光青是依据果实表面

茸毛的多寡进行区分的，在早期是一种商品的分类方法，这种

称谓一直沿用至今。而化州柚在长时间的繁衍下，已衍生出

多个品种，正毛化橘红也可能来源于不同的品种。赵俊生等

的ＳＮＰ分型研究中发现，相同来源的正毛样品基因型不同，却
分别与另一不同来源的正毛样品基因型相同［１５］，庞一波的研

究中也得到了相似的结论［１６］。化州当地也有专家认为，正毛、

副毛不应归为化州柚的不同品种而应作为不同的商品等级，同

一植株在不同环境及管理条件下都有可能呈现出果实茸毛的

多寡，并且化州柚果实存在越成熟毛越少的特性［１７］，因此同一

植株的果实也可能出现“正毛”或“副毛”的特性。
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