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６个新疆地方梨品种 Ｓ基因型鉴定
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（新疆农业科学院园艺作物研究所／农业部新疆地区果树科学观测试验站，新疆乌鲁木齐８３００９１）

　　摘要：通过对新疆地方梨品种Ｓ基因型的鉴定，为库尔勒香梨授粉品种的筛选提供理论依据，并以期丰富我国梨
品种Ｓ基因型信息。设计特异性引物对６个新疆地方梨品种的基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，片段回收、克隆、测序。使
用生物信息学软件对各序列进行分析，确定６个新疆地方梨品种 Ｓ基因型分别为：褐色句句梨 Ｓ２８Ｓ４、霍城冬黄梨
Ｓ２８Ｓ４、八月梨Ｓ２８Ｓ４、库尔勒黄酸梨Ｓ２２Ｓ３５、奎克阿木特２号Ｓ４Ｓ１６、也历克阿木特Ｓ１８Ｓ１２。６个新疆地方梨品种Ｓ基
因型鉴定，增加了我国６个新疆梨品种的Ｓ基因型信息；可为库尔勒香梨授粉筛选新疆地方梨品种提供理论依据。
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　　新疆地方梨品种属于新疆梨系统。新疆梨系统是梨五大
栽培系统之一，代表品种是著名的库尔勒香梨（Ｐｙｒｕｓ
ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉＲｅｈｄ）。库尔勒香梨维吾尔语名乃西米提或乃
西普提，蒙古语名为开登木，原产新疆库尔勒地区，在新疆已

有１４００多年的栽培历史，其果实香味浓郁、皮薄肉脆、清甜

爽口、细嫩多汁、耐贮藏性强，是新疆名特优果品之一。截至

２０１６年，库尔勒香梨种植面积达７．３９万 ｈｍ２，产量达１２８．０４
万ｔ［１］，香梨产业已成为库尔勒地区的主导产业。库尔勒香
梨自交不亲和，Ｓ基因型为 Ｓ２２Ｓ２８［２］，自交结实率低，需要配
置授粉品种，但不同的授粉品种会对香梨果实产生显著的花

粉直感效应，突出表现为不同花粉授粉后果实萼片脱落或宿

存，萼片脱落后的幼果发育成为“母梨”，萼片宿存的幼果发

育成为“公梨”，二者不但外在品质果形上差异很大，而且内

在品质和口感上也差异明显，市场价格差异非常显著。徐胜

利等研究表明，选择新疆梨作为授粉品种能够明显改善香梨

果形和果实品质［３］。鉴定新疆地方梨品种Ｓ－等位基因对库
尔勒香梨合理授粉品种的选配具有重要的理论意义。梨自交

不亲和性基因的研究始于２０世纪５０年代，国外最早研究的
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是Ｋｉｋｕｃｈｉ、Ｍａｃｈｉｄａ等日本学者，采用广泛的田间授粉杂交试
验，从日本梨中鉴定了７个 Ｓ等位基因，命名为 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、
Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６、Ｓ７［４－６］。国内最早研究的是乌云塔娜，２００３年，从
中国白梨中分离鉴定了７个新的Ｓ基因，分别记为 Ｓ１７、Ｓ１９、
Ｓ２０、Ｓ２１、Ｓ２２、Ｓ２６、Ｓ２７等位基因［７］。谭晓风等分别从白梨、

沙梨及秋子梨等亚洲梨种群分离鉴定了３４个Ｓ等位基因［８］。

从２００３年开始至今采用ＰＣＲ－ＲＦＬＰ、ＤＮＡ测序、杂交检测等
方法开展了中国梨自交不亲和性的研究，发现了包括 Ｓ１～
Ｓ１０基因在内的４２个 Ｓ基因，从中国梨中克隆了 Ｓ１２、Ｓ１３、
Ｓ１５、Ｓ１７～Ｓ２２、Ｓ２５～Ｓ３０、Ｓ３２、Ｓ３４、Ｓ３５、Ｓ３８～Ｓ４０、Ｓ４２、Ｓ４６
等Ｓ基因全长ｃＤＮＡ序列，确定了近５００个梨品种的 Ｓ基因
型。近５００个品种中大部分都是白梨系统、秋子梨系统、沙梨
系统的品种，新建梨系统的品种非常少，目前，只有陈慧等鉴

定了黄句句（Ｓ２２Ｓ３４）、伊犁红句句（Ｓ２２Ｓ２８）、早熟句句
（Ｓ１７Ｓ１９）、乃希木特阿木提（Ｓ１９Ｓ２８）、沙０１号（Ｓ２２Ｓ２８）、斯
尔克甫梨（Ｓ２２Ｓ２８）、墨梨（Ｓ２６Ｓｂ）、贵德长把（Ｓ１９Ｓｂ）等８个
新疆梨系统品种Ｓ－基因型［９］。新疆梨地方品种是我国特有

的梨树资源，新疆地方梨品种Ｓ基因型的鉴定研究比较少，大
部分新疆地方梨品种的Ｓ基因型还未鉴定，我们研究的６个
新疆地方梨品种的基因型目前尚未有人报道。我们利用

ＤＮＡ测序技术鉴定了６个新疆地方梨品种的Ｓ基因型。６个
品种Ｓ基因型的鉴定，以期丰富我国梨品种Ｓ基因型信息；为
库尔勒香梨筛选最佳的授粉梨品种提供理论基础，并可为库

尔勒香梨的丰产栽培技术提供科学依据，也为香梨品种的遗

传改良奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
供试品种为褐色句句梨、霍城冬黄梨、八月梨、库尔勒黄

酸梨、奎克阿木特２号、也历克阿木特。品种均来自新疆农业
科学院轮台国家果树资源圃。于２０１７年４月上旬采集各品
种幼嫩叶片置于液氮中，带回实验室后于－８０℃冷冻保存。
１．２　试剂

ＥｘＴａｑ、ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ、ＤＮＡ回收试剂盒，购自北京全
式金生物技术（ＴｒａｎｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈ）有限公司；ＤＮＡ提取试剂
盒，购于天根科技生化有限公司；其他药品均购自上海生工生

物工程技术服务有限公司。

１．３　基因组ＤＮＡ提取
参照植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒说明书（柱式植物

ＤＮＡｏｕｔ２．０，天根科技生化有限公司）提取梨基因组 ＤＮＡ，在
１％琼脂糖凝胶、１×ＴＡＥ缓冲液、３～５Ｖ／ｃｍ下电泳，电泳结
果用上海复日 ＦＲ－９８０凝胶图成像系统照相，检测 ＤＮＡ
样品。

１．４　ＰＣＲ扩增及检测
　　根据已报道的梨的Ｓ基因相关信息，获知梨 Ｓ基因的一
级结构由５个保守区、１个高频可变区及１个内含子组成。
高频可变区是花粉识别的部位。Ｓ基因多态性主要源于高频
可变区的差异，通常根据高频可变区的差别判断不同的 Ｓ基
因。因此，根据 Ｓ基因一级结构特点，利用 Ｓ基因高变区
（ｈｙｐｅｒｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎ，ＨＶ）的保守序列设计合成引物。
　　正向引物ＰＦ：５′－ＴＴＴＡＣＧＣＡＧＣＡＡＴＡＴＣＡＧ－３′；

　　反向引物ＰＲ：５′－ＡＣ（Ａ／Ｇ）ＴＴＣＧＧＣＣＡＡＡＴＡＡＴＴ－３′。
　　在江南等扩增反应体系及反应过程［１０］的基础上略作调

整，使用ＥｘＴａｑ酶保证扩增结果的可靠性，扩增产物在１．４％
琼脂糖凝胶上于１００Ｖ电泳３０～４５ｍｉｎ，上海复日 ＦＲ－９８０
凝胶图像系统分析拍照并记录分析。

１．５　ＰＣＲ产物回收、克隆、测序
利用凝胶回收试剂盒回收目的 ＤＮＡ片段，与 ＰＥＡＳＹ－

Ｔ５载体１６℃条件下过夜连接，连接产物转化至感受态大肠
杆菌Ｔｒａｎｓ１－Ｔ１，涂于ＳＯＣ／Ａｍｐ５０固体培养基上３７℃过夜。
挑选阳性克隆，菌液ＰＣＲ筛选带有目的片段长度的克隆。每
个Ｓ基因片段挑选３个阳性克隆，送上海生工生物工程技术
服务有限公司测序。测序结果利用 Ｂｌａｓｔ与 ＧｅｎＢａｎｋ中已知
的Ｓ－ＲＮａｓｅ基因序列比较，确定其Ｓ基因型。

２　结果与分析

２．１　Ｓ基因特异性扩增
　　采用Ｓ等位基因特异性引物 ＰＦ和 ＰＲ对６个梨品种基
因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，琼脂糖电泳检测结果见图１。

　　从图１可以看出，每个梨品种扩增都得到２条 Ｓ基因特
异片段，大约在３００～１５００ｂｐ。褐色句句梨、霍城冬黄梨、八
月梨、奎克阿木特２号、也历克阿木特等５个品种都扩增出明
显的２条带；库尔勒黄酸梨扩增出来的２条带不是太明显，说
明这个品种的Ｓ等位基因片段大小相差很小。
２．２　梨品种ＰＣＲ扩增产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳分离
　　将ＰＣＲ扩增产物进一步进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，
ＰＣＲ产物在聚丙烯酰胺凝胶上电泳随迁移率的不同，表现为
不同位置的条带。从图２可以看出，６个品种在聚丙烯酰胺
凝胶上均呈现２条明显的条带，褐色句句梨、霍城冬黄梨、八
月梨、奎克阿木特２号４个品种的２条带都在３００～５００ｂｐ之
间；褐色句句梨、霍城冬黄梨的１条约４５０～５００ｂｐ之间的扩
增条带在聚丙烯酰胺凝胶上的位置相同，它们的 Ｓ基因的碱
基序列是否相同有待进一步分析；也历克阿木特的１条带在
１０００～１５００ｂｐ内，另１条带在６００～１０００ｂｐ内。
２．３　梨品种Ｓ基因型的鉴定
　　聚丙烯酰胺凝胶电泳后回收目的条带，将克隆后的阳性
克隆送上海生工生物工程技术服务有限公司测序，将１２条测
定的结果序列使用生物信息学软件进行Ｂｌａｓｔ搜索、同源性比
较，根据分析ＧｅｎＢａｎｋ内Ｓ基因的碱基序列及同源性，确定６
个新疆地方梨品种的Ｓ基因型。从表１可以看出，６个品种
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中Ｓ基因的核苷酸序列与ＧｅｎＢａｎｋ中已登录的梨Ｓ基因有极
高的同源相似性，褐色句句梨的Ｓ基因与Ｓ２８、Ｓ４基因的相似
性达９８％、９９％；霍城冬黄梨的Ｓ基因与 Ｓ２８、Ｓ４基因的相似
性达１００％、９９％；八月梨 Ｓ基因与 Ｓ２８、Ｓ４基因的相似性达
９９％、１００％；库尔勒黄酸梨的 Ｓ基因与 Ｓ２２、Ｓ３５基因的相似
性达１００％、１００％；奎克阿木特２号的 Ｓ基因与 Ｓ４、Ｓ１６基因
的相似性达１００％、１００％；也历克阿木特 Ｓ基因与 Ｓ１８、Ｓ１２
基因的相似性达９４％、１００％。

表１　６个新疆地方梨品种的Ｓ基因型

序号 品种
ＰＣＲ片段长度
（ｂｐ） Ｓ基因型

１ 褐色句句梨 ４２８／３７４ Ｓ２８Ｓ４
２ 霍城冬黄梨 ４２８／３７１ Ｓ２８Ｓ４
３ 八月梨 ４２８／３４７ Ｓ２８Ｓ４
４ 库尔勒黄酸梨 ３４６／３７８ Ｓ２２Ｓ３５
５ 奎克阿木特２号 ４４０／３４５ Ｓ４Ｓ１６
６ 也历克阿木特 １４５２／５３６ Ｓ１８Ｓ１２

　　注：系统为新疆梨；引物为ＰＦ／ＦＲ。

３　讨论与结论

　　本研究应用ＰＣＲ技术和对 Ｓ基因特异性扩增条带的测
序，通过ＤＮＡ序列分析确定了６个新疆地方梨品种的Ｓ基因
型。鉴定结果为：褐色句句梨Ｓ２８Ｓ４、霍城冬黄梨Ｓ２８Ｓ４、八月
梨Ｓ２８Ｓ４、库尔勒黄酸梨Ｓ２２Ｓ３５、奎克阿木特２号Ｓ４Ｓ１６、也历
克阿木特Ｓ１８Ｓ１２。同为新疆地方梨品种，它们之间既有相同
之处，也有不同之处，如褐色句句梨、霍城冬黄梨、八月梨等３
个品种具有相同的基因型 Ｓ２８Ｓ４，这３个品种间不能相互作
授粉品种，因为它们具有相同的基因型，如果相互间作授粉品

种，就会出现不结果或结果率极低；库尔勒黄酸梨、奎克阿木

特２号、也历克阿木特３个品种的基因型不相同，这３个品种
间可以相互作授粉品种。褐色句句梨、霍城冬黄梨、八月梨３
个品种具有相同的基因型，并且都具有库尔勒香梨的Ｓ２８，库
尔勒黄酸梨具有库尔勒香梨的Ｓ２２基因，表明褐色句句梨、霍
城冬黄梨、八月梨、库尔勒黄酸梨与库尔勒香梨在起源上相关

性比较大，奎克阿木特２号、也历克阿木特与库尔勒香梨在起
源上相关性比较小。鉴定出的６个新疆地方梨品种分别含有
Ｓ４、Ｓ１２、Ｓ１６、Ｓ１８、Ｓ２２、Ｓ２８、Ｓ３５等Ｓ基因，这些基因分别属于
白梨系统、沙梨系统和西洋梨系统的Ｓ基因，初步推论新疆地
方梨品种可能是白梨系统、沙梨系统和西洋梨系统的杂种，杂

种后代又经过长期的自然杂交，互相演化而来成现在的品种。

在果树育种学上，沈德绪等认为，新疆梨可能是西洋梨与白梨

的杂交种［１１］。新疆地方梨品种具体的起源与分类还需对其

更多品种的Ｓ－基因进行鉴定，并需要进一步的分析与研究。
　　６个新疆地方梨品种基因型的鉴定，增加了我国６个新
疆梨品种的Ｓ基因型信息，可为库尔勒香梨授粉品种的筛选
新疆地方梨品种提供理论依据。褐色句句梨、霍城冬黄梨、八

月梨３个品种具有库尔勒香梨的 Ｓ２８基因，库尔勒黄酸梨具
有库尔勒香梨的Ｓ２２基因，表明褐色句句梨、霍城冬黄梨、八
月梨和库尔勒黄酸梨不太适宜作库尔勒香梨的授粉品种；奎

克阿木特２号与也历克阿木特可以作为库尔勒香梨的授粉品
种，但其授粉后对库尔勒香梨品质的影响，还需开展进一步

研究。
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