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　　摘要：以软枣猕猴桃成龄雌株、雄株叶片为试验材料，利用ＳＲＡＰ分子标记手段及ＳＰＳＳ软件对统计数据进行聚类
分析，结果表明，从初筛的８０对引物中筛选出１５对可稳定扩增出多态性条带的引物组合，１９个雌、雄植株共得到７７
个条带，多态性条带为７２个，多态率达到９３．５０％；雌株多态性比率为６８．８％，雄株多态性比率为８７．０％；ｍｅ２－ｅｍ１、
ｍｅ６－ｅｍ６、ｍｅ７－ｅｍ５、ｍｅ７－ｅｍ７这４对引物的扩增结果表现出雌雄株间的多态性比率具有明显差异；供试的１９个植
株经聚类分析分成２组，２组中均有７０％以上表现出相同的性别。基于性别相关的 ＳＲＡＰ可以有效分辨出软枣猕猴
桃雌株、雄株。
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　　软枣猕猴桃［Ａｃｔｉｎｉｄｉａａｒｇｕｔａ（Ｓｅｉｂ．ｅｔＺｕｃｃ．）Ｐｌａｎｇｃｈ．ｅｘ
Ｍｉｑ．］是猕猴桃科猕猴桃属中水平和垂直分布最广泛的多年
生落叶藤本果树之一［１］，我国南北各地、朝鲜、日本、俄罗斯

均有分布，以我国东三省资源最为丰富，其中，小兴安岭和长

白山山区较为多见，是珍贵的抗寒果树资源。软枣猕猴桃果

实富含维生素Ｃ、酚类物质、类胡萝卜素及多种矿质元素，具
有一定的药用价值。目前，软枣猕猴桃作为第３代猕猴桃，受
到世界各国的广泛关注，其产业开发正蓬勃发展。但是，软枣

猕猴桃为雌雄异株植物，以雌株产果实，雌株的经济价值明显

高于雄株，而软枣猕猕猴桃实生苗需要５～７年才能结果，童
期漫长，且实生繁殖后代出现雌雄比约为 １∶４的性别分
离［２］，不利于生产需要。雌雄异株和幼苗期雌雄无法辨别给

软枣猕猴桃种质资源的改良和育种带来巨大困难，因此，软枣

猕猴桃的性别鉴定在生产和遗传育种方面有着重要的意义。

分子标记技术具有简单快捷等优点，逐渐成为植物辅助

育种的重要手段。ＤＮＡ分子标记技术被应用于植物的性别
鉴定，提高了植物性别鉴定的准确性和实用性。Ｍｉｃｈｅｌｍｏｒｅ
等提出的群体分离分析法（ＢＳＡ）是一种有效的定位基因方
法［３］，并据此得到了一些雌雄异株的植物性别连锁 ＤＮＡ标

记；Ｍｕｌｃａｈｙ等在Ｓｉｌｅｎｅｌａｔｉｆｏｌｉａ中用６０条随机引物筛选到４
条与性别连锁的 ＲＡＰＤ标记［４］；Ｈｏｒｍａｚａ等通过７００条引物
的筛选，在Ｐｉｓｔａｃｉａｖｅｒａ中找到１条单独性别连锁的ＲＡＰＤ标
记［５］。相关序列扩增多态性（ＳＲＡＰ）是Ｌｉ等发展的新型分子
标记［６］，该标记通过独特的引物设计对可读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅｓ，ＯＲＦｓ）进行特异性扩增，具有简便、稳定、产率高、标记
分布均匀、多态性强、目的片段便于克隆等特点，已被广泛应

用于图谱构建、比较基因组学、基因克隆和亲缘关系等研

究［７－１０］，而在性别决定方面仅应用于少数几种植物中［１１－１４］。

利用ＳＲＡＰ分子标记技术对软枣猕猴桃性别的相关特异片段
研究未见报道。

本研究利用 ＳＲＡＰ分子标记技术对软枣猕猴桃的雌、雄
基因组ＤＮＡ差异进行研究，以期为软枣猕猴桃幼苗期性别鉴
定、软枣猕猴桃性别相关基因的克隆提供科学依据。同时，

ＳＲＡＰ体系的建立为利用 ＳＲＡＰ分子标记技术对软枣猕猴桃
进行相关研究提供了一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料于２０１４年８月取自延边大学野生浆果资源圃

（枫林），选取生长势一致、无病虫害的６年生野生软枣猕猴
桃雌株、雄株，分别取其成熟叶片，用冰盒保存，迅速带回实验

室，液氮速冻。雄株取１０个样品，记为Ｘ１～Ｘ１０；雌株取９个
样品，记为Ｃ１～Ｃ９。所用 ＳＲＡＰ引物（表１），均由上海生工
生物工程技术服务有限公司合成。
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表１　软枣猕猴桃雌、雄株ＳＲＡＰ引物序列

ＳＲＡＰ引物 引物序列 ＳＲＡＰ引物 引物序列

ｍｅ１－ｅｍ１ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡＧ－３′ ｍｅ７－ｅｍ５ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ－３′
５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ－３′ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ－３′

ｍｅ１－ｅｍ４ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡＧ－３′ ｍｅ７－ｅｍ６ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ－３′
５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ－３′ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ－３′

ｍｅ２－ｅｍ１ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ－３′ ｍｅ７－ｅｍ７ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ－３′
５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ－３′ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＴＧ－３′

ｍｅ３－ｅｍ１ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＧ－３′ ｍｅ９－ｅｍ７ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＧ－３′
５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ－３′ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＴＧ－３′

ｍｅ３－ｅｍ８ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＧ－３′ ｍｅ１０－ｅｍ３ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＧ－３′
５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＧＣ－３′ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ－３′

ｍｅ４－ｅｍ８ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ－３′ ｍｅ１０－ｅｍ４ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＧ－３′
５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＧＣ－３′ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ－３′

ｍｅ６－ｅｍ３ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＧＣＴ－３′ ｍｅ１０－ｅｍ９ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＧ－３′
５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ－３′ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ－３′

ｍｅ６－ｅｍ６ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＧＣＴ－３′
５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ－３′

１．２　ＤＮＡ的提取
采用改良的ＣＴＡＢ法提取软枣猕猴桃各株基因组 ＤＮＡ，

用紫外分光光度计分别测定ＤＮＡ在波长为２６０、２８０ｎｍ处的
Ｄ值，检测其纯度及浓度；用１．４％琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ
的大小和完整性；稀释成浓度为５０ｎｇ／μＬ的工作液，分装，超
低温冰箱保存，备用。

１．２　软枣猕猴桃的ＳＲＡＰ扩增
ＳＲＡＰ扩增条件在参照邓传良等反应体系［１４］的基础上进

行优化，确定软枣猕猴桃的 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）
为：４００ｎｇ基因组ＤＮＡ，２μｍｏｌ／Ｌ的正向、反向引物１．０μＬ，
１０×ｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ０．４μＬ，
１．２５Ｕ／μＬＴａｑ酶０．３μＬ。ＰＣＲ扩增反应程序：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，３７℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸９０ｓ，１５个
循环；９４℃变性１ｍｉｎ，５２℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸９０ｓ，３５个
循环；７２℃延伸７ｍｉｎ，４℃保存。将上下游引物进行自由组
合，从８０对引物组合的扩增图谱中筛选出带型清晰、雌雄基
因组具有明显差异、重复性好且多态性高的引物组合。０８％
琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ扩增结果，用５００万像素数码相机
拍照。

１．３　数据处理及分析
将清晰可辨的ＤＮＡ条带进行统计，弱带中稳定的条带予

以保留，不稳定的条带忽略不计，计算雌、雄性别特异的条带

数，样品间同一迁移位置上的电泳条带记为１，无则记为０。
利用ＳＰＳＳ１９．０软件进行欧氏距离平方法聚类分析，按照
Ｗａｒｄｍｅｔｈｏｄ离差平方建立聚类分析树状图。

２　结果与分析

２．１　软枣猕猴桃基因组的ＳＲＡＰ扩增
以构建的软枣猕猴桃雌、雄基因池ＤＮＡ为模板，从初筛

的８０对引物中筛选出１５对可以稳定扩增出多态性条带的
引物组合。由图１、表２可见，多态性位点的分子量主要分
布在３００～１０００ｂｐ之间，１９个雌、雄植株共得到７７个条
带，多态性条带为７２个，多态率达到９３．５０％；每对引物平
均扩增出５．１３个条带，多态性条带数为４．８０个；雌株多态
性比率为 ６８．８％，雄株多态性比率为 ８７．０％；ｍｅ２－ｅｍ１、
ｍｅ６－ｅｍ６、ｍｅ７－ｅｍ５、ｍｅ７－ｅｍ７这４对引物的扩增结果表

现出雌雄株间的多态性比率差异明显；没有出现与性别相

关的特异条带，但软枣猕猴桃雌、雄株基因组具有较为明显

的差异性。

表２　软枣猕猴桃雌株、雄株ＳＲＡＰ扩增条带数统计

引物名称
雌株多

态带数

雄株多

态带数

总的

条带数

雌株多态性

比率（％）
雄株多态性

比率 （％）
ｍｅ１－ｅｍ１ ３ ４ ５ ６０．０ ８０．０
ｍｅ１－ｅｍ４ ２ ４ ５ ４０．０ ８０．０
ｍｅ２－ｅｍ１ ３ ５ ５ ６０．０ １００．０
ｍｅ３－ｅｍ１ ３ ５ ６ ５０．０ ８３．３
ｍｅ３－ｅｍ８ ５ ６ ７ ７１．４ ８５．７
ｍｅ４－ｅｍ８ ５ ６ ７ ７１．４ ８５．７
ｍｅ６－ｅｍ３ ５ ４ ５ １００．０ ８０．０
ｍｅ６－ｅｍ６ ３ ５ ５ ６０．０ １００．０
ｍｅ７－ｅｍ５ １ ３ ３ ３３．３ １００．０
ｍｅ７－ｅｍ６ ３ ２ ４ ７５．０ ５０．０
ｍｅ７－ｅｍ７ ２ ５ ５ ４０．０ １００．０
ｍｅ９－ｅｍ７ ４ ５ ５ ８０．０ １００．０
ｍｅ１０－ｅｍ３ ４ ４ ５ ８０．０ ８０．０
ｍｅ１０－ｅｍ４ ７ ６ ７ １００．０ ８５．７
ｍｅ１０－ｅｍ９ ３ ３ ３ １００．０ １００．０
总计 ５３ ６７ ７７ ６８．８ ８７．０

２．２　软枣猕猴桃雌株、雄株聚类分析
　　由图２可见，供试的１９个植株共分成２大组，组Ⅰ包括８
个植株，其中含有 ２个雄株，编号为 ３、８，雌株占比为
７１４３％，组Ⅱ包括 １１个植株，其中含有 ３个雌株，编号为
１７～１９，雄株占比为７２．７３％，２组中均有７０％以上表现出相
同的性别。猕猴桃为功能性雌雄异株植物，自２０世纪７０年
代发现能结果的雄株以来，经研究发现，猕猴桃在性别表达上
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几乎呈现连续变异，至少有６种不同的性别表现型［１］，软枣猕

猴桃性别变异可能是造成约３０％分辨不清的原因。基于性
别相关的ＳＲＡＰ可以有效分辨软枣猕猴桃的雌株、雄株。

３　结论与讨论

ＳＲＡＰ分子标记技术是对开放阅读框进行的特异扩增，
利用该技术对基因组扩增所获取的特异片段直接代表了基因

的表达状况，有利于对基因的表达及功能研究［１５－１８］。吴文珊

等将ＳＲＡＰ分子标记应用于薜荔（ＦｉｃｕｓｐｕｍｉｌａＬｉｎｎ．）早期性
别鉴定，得到１条雌性多态性片段［１９］。郑翠芳等利用 ＳＲＡＰ
分子标记技术建立了爱玉子（ＦｉｃｕｓａｗｋｅｏｔｓａｎｇＭａｋｉｎｏ．）性别
相关的ＤＮＡ指纹数据库，并获得爱玉子的２个雄性特异片
段［１１］。Ｚｈｏｕ等利用ＳＲＡＰ分子标记技术获得野牛草（Ｂｕｃｈｌｏｅ
ｄａｃｔｙｌｏｉｄｅｓ）的１个雌性特异片段［１３］。邓传良等利用ＳＲＡＰ分
子标记技术获得菠菜（ＳｐｉｎａｃｉａｏｌｅｒａｃｅａＬ．）和草［Ｈｕｍｕｌｕｓ
ｓｃａｎｄｅｎｓ（Ｌｏｕｒ．）Ｍｅｒｒ．］性别相关的特异条带［１２，１４］。

本研究从８０对ＳＲＡＰ引物中筛选出１５对多态性较强的
引物，利用琼脂糖凝胶电泳分离条带，从１９个供试材料中共
得到７７个条带，多态性条带为７２个，多态率达到９３．５０％；每
对引物平均扩增出的条带数为 ５．１３个，多态性条带数为
４８０个；雌株多态性比率为 ６８．８０％，雄株多态性比率为
８７００％；ｍｅ２－ｅｍ１、ｍｅ６－ｅｍ６、ｍｅ７－ｅｍ５、ｍｅ７－ｅｍ７这４对
引物的扩增结果表现出雌株、雄株间的多态性比率差异明显。

软枣猕猴桃性染色体的发育机制与菠菜类似［２０］，但并没有出

现如菠菜那样的特异条带［１４］，这说明软枣猕猴桃雌株、雄株

的基因组具有较为明显的差异性。软枣猕猴桃雌株、雄株聚

类分析将供试的 １９个植株分成 ２大组，组Ⅰ雌株占比为
７１４３％，组Ⅱ雄株占比为７２．７３％，２组中均有７０％以上表
现出相同的性别。目前，在葡萄上已经证实，性别决定基因可

能与易受环境影响的一些基因发生互作［２１］。因此，本研究软

枣猕猴桃存在３０％性别分辨不清的原因很可能是由软枣猕
猴桃性别变异造成的，基于性别相关的 ＳＲＡＰ可以有效分辨
软枣猕猴桃雌株、雄株，虽不能达到１００％的分辨，但这完全
可以符合现阶段软枣猕猴桃性别鉴定工作的需要。
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