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　　摘要：为明确黄瓜（ＣｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓＬ．）自交系间的亲缘关系，筛选适宜作为杂交亲本的种质资源，利用ＩｎＤｅｌ标记
对４８份黄瓜自交系进行遗传多样性分析。结果表明，６８对 ＩｎＤｅｌ标记中３９对标记具有强多态性，在４８份材料中共
检测出７９个等位基因，平均每对标记检测到２．０２５６个等位基因，遗传距离在０～０．９５５１范围之间，相似性系数在
０４４～１．００之间，平均相似性系数为０．７２，说明４８份材料总体亲缘关系较近，遗传多样性不够丰富。ＮＴＳＹＳ２．１软件
聚类结果表明，在相似性系数为０．４４时，４８份材料被划分为两大类群，主要为密刺黄瓜和水果黄瓜，用 ＰｏｗｅｒＭａｒｋｅｒ
３．２５软件进行树状图分析，分析结果与ＮＴＹＳＹＳ聚类结果一致。研究结果可为了解黄瓜种质资源遗传背景及亲本组
合的选配奠定基础。
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　　黄瓜（ＣｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓＬ．，２ｎ＝１４）是葫芦科甜
瓜属一年生蔓生植物，是一种世界性栽培蔬菜。黄

瓜在我国已有２０００多年的栽培历史，已成为我国
主要栽培蔬菜之一［１］。经过长时间的自然和人工

选择，黄瓜材料间的遗传背景极其相似，栽培黄瓜

品种的遗传变异显著减少，品种间的遗传多样性远

低于同属的甜瓜［２－５］，使黄瓜的形态鉴定容易受到

环境因素的影响。因此，明确育种材料的遗传多样

性和亲缘关系已成为黄瓜育种的重要工作之一。

传统育种方法很难满足黄瓜遗传改良发展的

需求，目前，分子标记是进行黄瓜种质遗传多样性

及亲缘关系分析的有效工具。近年来，为了更好地

鉴别黄瓜，各种基于 ＤＮＡ的分子标记被开发出来。
限制性内切酶片断长度多态性（ＲＦＬＰ）、扩增片断长
度多态性（ＡＦＬＰ）、简单重复序列标记（ＳＳＲ）、表达
序列标签 －简单重复序列标记（ＥＳＴ－ＳＳＲ）、单核
苷酸多态性（ＳＮＰ）等现代分子标记技术已在黄瓜遗
传育种中得到应用。Ｄｉｊｋｈｕｉｚｅｎ等利用 ＲＦＬＰ分子

标记方法对１６个黄瓜品种进行遗传多样性分析并
将聚类结果与同工酶标记聚类结果进行对比，结果

表明ＲＦＬＰ分子标记聚类结果与同工酶标记聚类结
果一致［６］。李锡香等通过 ＡＦＬＰ分子标记对７０多
份黄瓜材料进行遗传多样性研究，将 ７０份材料聚
类为西双版纳黄瓜、野生黄瓜和栽培黄瓜三大类

群［７］。穆生奇等利用ＳＳＲ分子标记技术对５９份黄
瓜材料进行遗传多样性分析，结果表明５９份黄瓜材
料被划分到 ７个类群当中［８］。刘俊青等用 ＥＳＴ－
ＳＳＲ标记评价了２１份不同生态类型黄瓜种质的遗
传多样性，２１份黄瓜种质可分为两大类群［９］。姚丹

青等利用 ４２个 ＳＮＰ位点进行黄瓜遗传多样性分
析，结果表明，４２个ＳＮＰ位点中有３０个位点的多态
信息量为００２７～０．５２８，７１个黄瓜品种两两间的遗
传相似系数分布在０．４０３２～０．９８０９之间［１０］。

基于全基因组重测序开发的插入／缺失
［Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ／Ｄｅｌｅｔｉｏｎ（ＩｎＤｅｌ）］标记是指２个亲本间在
全基因组序列中的差异。ＩｎＤｅｌ标记因其具有在基
因组内分布广、密度高、变异稳定、多态性强、检测

容易等优点［１１－１２］，受到越来越多的关注，在生物遗

传多样性、品种纯度鉴定、亲缘关系鉴定以及分子

育种上都有重要的应用价值［１２－１６］。本研究利用江

苏绿港现代农业发展有限公司（江苏绿港）育种研

究所提供的４８份黄瓜自交系，采用基于绿美１号父
母本全基因组重测序开发的 ＩｎＤｅｌ标记，鉴定了黄
瓜种质资源遗传多样性及亲缘关系，旨在为黄瓜种
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质资源收集和保存提供参考，指导在育种中合理选

择选配亲本，从而减少育种的盲目性加快育种进程。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料选自江苏绿港现代农业发展有限公

司（江苏绿港）育种研究所提供的４８份黄瓜自交系
（表１），代号为Ｄ１～Ｄ２３、Ｘ１～Ｘ１８、Ｂ１～Ｂ７。

表１　４８份黄瓜种质资源的类型与来源

编号 代号 类型

１ Ｄ１ 密刺黄瓜

２ Ｄ２ 密刺黄瓜

３ Ｄ３ 密刺黄瓜

４ Ｄ４ 密刺黄瓜

５ Ｄ５ 密刺黄瓜

６ Ｄ６ 密刺黄瓜

７ Ｄ７ 密刺黄瓜

８ Ｄ８ 密刺黄瓜

９ Ｄ９ 密刺黄瓜

１０ Ｄ１０ 密刺黄瓜

１１ Ｄ１１ 密刺黄瓜

１２ Ｄ１２ 密刺黄瓜

１３ Ｄ１３ 密刺黄瓜

１４ Ｄ１４ 密刺黄瓜

１５ Ｄ１５ 密刺黄瓜

１６ Ｄ１６ 密刺黄瓜

１７ Ｄ１７ 密刺黄瓜

１８ Ｄ１８ 密刺黄瓜

１９ Ｄ１９ 密刺黄瓜

２０ Ｄ２０ 密刺黄瓜

２１ Ｄ２１ 密刺黄瓜

２２ Ｄ２２ 密刺黄瓜

２３ Ｄ２３ 密刺黄瓜

２４ Ｘ１ 水果黄瓜

２５ Ｘ２ 水果黄瓜

２６ Ｘ３ 水果黄瓜

２７ Ｘ４ 水果黄瓜

２８ Ｘ５ 水果黄瓜

２９ Ｘ６ 水果黄瓜

３０ Ｘ７ 水果黄瓜

３１ Ｘ８ 水果黄瓜

３２ Ｘ９ 水果黄瓜

３３ Ｘ１０ 水果黄瓜

３４ Ｘ１１ 水果黄瓜

３５ Ｘ１２ 水果黄瓜

３６ Ｘ１３ 水果黄瓜

表１（续）

编号 代号 类型

３７ Ｘ１４ 水果黄瓜

３８ Ｘ１５ 水果黄瓜

３９ Ｘ１６ 水果黄瓜

４０ Ｘ１７ 水果黄瓜

４１ Ｘ１８ 水果黄瓜

４２ Ｂ１ 白绿黑刺黄瓜

４３ Ｂ２ 白绿无刺黄瓜

４４ Ｂ３ 白绿无刺黄瓜

４５ Ｂ４ 白绿稀刺黄瓜

４６ Ｂ５ 白绿稀刺黄瓜

４７ Ｂ６ 黄绿稀刺黄瓜

４８ Ｂ７ 黄绿稀刺黄瓜

１．２　方法
１．２．１　黄瓜基因组ＤＮＡ的提取　２０２０年３月６日
将供试材料播种于江苏绿港育苗棚中，待长至 ２～３
张真叶时取样，用改良的十六烷基三甲基溴化铵

（ＣＴＡＢ）法提取黄瓜基因组ＤＮＡ。具体提取步骤如
下：（１）取新鲜叶片 ３０ｍｇ放入２ｍＬ的离心管中，
加入１个直径４ｍｍ的钢珠，盖紧盖子，将其放入液
氮中６０ｓ，然后利用组织研磨仪磨样８０ｓ；（２）磨好
样后，加入６００μＬＣＴＡＢ提取液，５５℃水浴１５ｍｉｎ，
每隔５ｍｉｎ上下翻转混匀１次；（３）１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，吸取 ４００μＬ上清于干净的１．５ｍＬ离心
管中，加入２５０μＬ三氯甲烷和异戊醇混合物（２４三
氯甲烷 ∶１异戊醇），充分混匀；（４）１３０００ｒ／ｍｉｎ离
心９０ｓ，取３００μＬ上清于另一个新的１．５ｍＬ离心
管中，加入在 －２０℃条件下提前预冷的无水乙醇
６００μＬ，混 匀，－２０℃ 冰 箱 放 置 １ｈ；（５）
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，倒掉上清液，室温放置；
（６）待离心管中无乙醇味时，加入 １００μＬｄｄＨ２Ｏ溶
解 ＤＮＡ。分别用超微量紫外可见分光光度计
（ＤｅＮｏｖｉｘＤＳ－１１）和１％琼脂糖凝胶电泳检测所提
ＤＮＡ的浓度和质量，放－２０℃冰箱存放备用。
１．２．２　ＰＣＲ扩增与检测　ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，
其中 １２．５μＬ２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（康为世纪），
１０μｍｏｌ／Ｌ正反引物各 １μＬ，ＤＮＡ模板 １μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ补至２５μＬ。ＰＣＲ反应程序为９４℃预变性
２ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，５５℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，３５个循环；７２℃延伸２ｍｉｎ，１６℃结束反应。
扩增产物用８％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测。
１．３　数据分析

统计电泳结果，利用 ＰｏｗｅｒＭａｒｋｅｒ３．２５软件分

—０５— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第１期



析每个标记所产生的等位基因数、有效等位基因频

率、杂合度、基因多样性和多态性信息含量（ＰＩＣ）
等；用ＮＴＳＹＳ２．１软件进行遗传相似系数计算，同
时用２种软件中的ＵＰＧＭＡ方法进行树状图分析及
聚类分析。

２　结果与分析

２．１　ＩｎＤｅｌ标记多态性分析
从笔者所在实验室前期开发出的 １０４７０个

ＩｎＤｅｌ标记中初步选择６８对ＩｎＤｅｌ标记对４８份黄瓜

自交系进行分析，结果显示，３９对ＩｎＤｅｌ标记具有强
多态性，共扩增出７９条多态性条带，平均每对标记
产生２０２５６个多态性条带。标记ＩｎＤｅｌ２５０对４８份
黄瓜种质材料扩增出２个等位基因的电泳（图１）。
４８份黄瓜自交系中平均等位基因位点为２．０２５６，观
察的４８份黄瓜自交系的杂合度为０～０．２０８３，标记
ＩｎＤｅｌ１６１的杂合度最高，为０．２０８３，标记 ＩｎＤｅｌ２６９
的基因多样性最高，扩增出３条带，为扩增带型数量
最多的标记，且该标记扩增结果的多态性含量 ＰＩＣ
值最高，为０．５２４６（表２）。

表２　用于分析黄瓜遗传多样性的３９对ＩｎＤｅｌ标记多态性信息

标记
等位基因

数（条）

有效等位

基因频率

基因

多样性
杂合度 ＰＩＣ值

Ｉｎｄｅｌ３７ ２ ０．６８７５ ０．４２９７ ０ ０．３３７４

Ｉｎｄｅｌ３９ ２ ０．６８７５ ０．４２９７ ０ ０．３３７４

Ｉｎｄｅｌ４１ ２ ０．６６６７ ０．４４４４ ０ ０．３４５７

Ｉｎｄｅｌ４８ ２ ０．８７５０ ０．２１８８ ０ ０．１９４８

Ｉｎｄｅｌ４９ ２ ０．７７０８ ０．３５３３ ０ ０．２９０９

Ｉｎｄｅｌ５４ ２ ０．８１２５ ０．３０４７ ０ ０．２５８３

Ｉｎｄｅｌ６２ ２ ０．７０８３ ０．４１３２ ０ ０．３２７８

Ｉｎｄｅｌ６３ ２ ０．８１２５ ０．３０４７ ０ ０．２５８３

Ｉｎｄｅｌ１１２ ２ ０．６８７５ ０．４２９７ ０ ０．３３７４

Ｉｎｄｅｌ１１５ ２ ０．６８７５ ０．４２９７ ０ ０．３３７４

Ｉｎｄｅｌ１１６ ２ ０．６４５８ ０．４５７５ ０ ０．３５２８

Ｉｎｄｅｌ１１８ ２ ０．７２９２ ０．３９５０ ０ ０．３１７０

Ｉｎｄｅｌ１２４ ２ ０．７０８３ ０．４１３２ ０ ０．３２７８

Ｉｎｄｅｌ１２５ ２ ０．６２５０ ０．４６８８ ０ ０．３５８９

Ｉｎｄｅｌ１２７ ２ ０．７９１７ ０．３２９９ ０ ０．２７５５

Ｉｎｄｅｌ１５８ ２ ０．６２５０ ０．４６８８ ０ ０．３５８９

Ｉｎｄｅｌ１６１ ２ ０．７７０８ ０．３５３３ ０．２０８３ ０．２９０９

Ｉｎｄｅｌ１６９ ２ ０．５０００ ０．５０００ ０ ０．３７５０

Ｉｎｄｅｌ１７１ ２ ０．６４５８ ０．４５７５ ０ ０．３５２８

Ｉｎｄｅｌ１７２ ２ ０．８１２５ ０．３０４７ ０ ０．２５８３

Ｉｎｄｅｌ１７３ ２ ０．６８７５ ０．４２９７ ０ ０．３３７４

Ｉｎｄｅｌ１７４ ２ ０．５８３３ ０．４８６１ ０ ０．３６８０

Ｉｎｄｅｌ１７７ ２ ０．６４５８ ０．４５７５ ０ ０．３５２８

Ｉｎｄｅｌ２０８ ２ ０．６０４２ ０．４７８３ ０ ０．３６３９

表２（续）

标记
等位基因

数（条）

有效等位

基因频率

基因

多样性
杂合度 ＰＩＣ值

Ｉｎｄｅｌ２１１ ２ ０．６６６７ ０．４４４４ ０ ０．３４５７

Ｉｎｄｅｌ２１５ ２ ０．７７０８ ０．３５３３ ０ ０．２９０９

Ｉｎｄｅｌ２１７ ２ ０．８７５０ ０．２１８８ ０ ０．１９４８

Ｉｎｄｅｌ２２５ ２ ０．６８７５ ０．４２９７ ０ ０．３３７４

Ｉｎｄｅｌ２２７ ２ ０．７０８３ ０．４１３２ ０ ０．３２７８

Ｉｎｄｅｌ２３２ ２ ０．７７０８ ０．３５３３ ０ ０．２９０９

Ｉｎｄｅｌ２３５ ２ ０．７５００ ０．３７５０ ０ ０．３０４７

Ｉｎｄｅｌ２４５ ２ ０．７２９２ ０．３９５０ ０ ０．３１７０

Ｉｎｄｅｌ２４８ ２ ０．７０８３ ０．４１３２ ０ ０．３２７８

Ｉｎｄｅｌ２５０ ２ ０．７５００ ０．３７５０ ０ ０．３０４７

Ｉｎｄｅｌ２６１ ２ ０．７９１７ ０．３２９９ ０ ０．２７５５

Ｉｎｄｅｌ２６５ ２ ０．８７５０ ０．２１８８ ０ ０．１９４８

Ｉｎｄｅｌ２６９ ３ ０．５０００ ０．６０３３ ０ ０．５２４６

Ｉｎｄｅｌ１１７ ２ ０．７０８３ ０．４１３２ ０．０８３３ ０．３２７８

Ｉｎｄｅｌ２７７ ２ ０．７５００ ０．３７５０ ０．０８３３ ０．３０４７

平均数 ２．０２５６ ０．７１３１ ０．３９６６ ０．００９６ ０．３１７５

２．２　基于ＩｎＤｅｌ标记的黄瓜种质遗传多样性分析
在４８份黄瓜种质资源中，遗传距离的范围在

０～０．９５５１之间，其中 Ｄ２与 Ｄ３，Ｄ５与 Ｄ１８，Ｄ９与
Ｄ１１，Ｄ４与Ｄ１５、Ｄ１６的遗传距离为０，说明这些材
料可能为同一种质资源，而 Ｘ１与 Ｘ２遗传距离最
大，达到 ０．９５５１，为比较理想的亲本组合。利用
ＮＴＳＹＳ２．１软件分析发现，４８份黄瓜材料相似性系
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数变幅为０４４～１００，平均相似性系数为０．７２，说
明其亲缘关系较近，遗传多样性不够丰富，遗传背

景相对狭窄。

采用ＮＴＳＹＳ２．１软件中的 ＵＰＧＭＡ对４８份黄
瓜种质资源进行聚类分析作图，结果见图２。在相
似性系数为０．４４时，将黄瓜种质划分为２个类群，
第１类群包括Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ１２、Ｄ５等３１份材料，且
大部分密刺黄瓜被聚为此类；第２类群包括Ｘ１、Ｘ３、

Ｘ７、Ｘ４、Ｘ１１等１７份材料，且该类群７６．５％为水果
黄瓜；白绿黑刺黄瓜、白绿稀刺黄瓜全部在第一大

类群，２份白绿无刺黄瓜在第二大类群。为了验证
ＮＴＹＳＹＳ软件的分析结果，用 ＰｏｗｅｒＭａｒｋｅｒ３．２５软
件进行聚类分析，发现４８份黄瓜自交系也是被聚为
两大类群（图３），且聚类结果与上述 ＮＴＳＹＳ软件分
析结果完全一致。

３　讨论

近年来，分子标记因其不受环境条件影响而作

为作物遗传多样性及亲缘关系分析的有效工具。

在黄瓜遗传多样性研究中，用 ＲＦＬＰ、ＡＦＬＰ、ＳＳＲ、
ＥＳＴ－ＳＳＲ、ＳＮＰ等标记对黄瓜种质的研究较多，虽
然ＩｎＤｅｌ标记具有在基因组内分布广、密度高、变异
稳定、多态性强、容易检测等优点，但其在黄瓜种质

研究中的报道较少。本研究选用６８对 ＩｎＤｅｌ标记
对４８份黄瓜自交系进行遗传多样性分析，研究黄瓜
种质的亲缘关系，为育种者提供相关有效信息。研

究发现３９对 ＩｎＤｅｌ标记具有强多态性且扩增带型
清晰，占所选标记的５７．４％；３９对标记在４８份材料

共检测出 ７９个等位基因，平均每对标记检测到
２０２５６个等位基因，遗传相似性系数在 ０．４４～
１００之间，平均相似性系数为０．７２，说明４８份材料
总体亲缘关系较近，遗传多样性不够丰富，该结果与

相关报道的黄瓜遗传背景狭窄研究结果［２，４，９］一致。

本研究利用 ＵＰＧＭＡ聚类分析，在相似性系数
为０．４４时，将４８份供试黄瓜材料分为两大类群，第
一大类群包括大部分的刺密黄瓜，而第二大类群主

要为水果黄瓜。在第一类群中刺密黄瓜 Ｄ２与 Ｄ３，
Ｄ５与Ｄ１８，Ｄ９与 Ｄ１１，Ｄ４与 Ｄ１５、Ｄ１６的相似性系
数高达１，遗传距离为０，说明这些黄瓜材料遗传背
景更为相似，可归为同一品系，表型上的差异可能

为环境条件影响所致，也可能是因为本研究所选用
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的ＩｎＤｅｌ标记与表型无直接关系。除去遗传距离为
０的材料外，其他种质资源的遗传距离在０．００６４～
０．９５５１范围内。此外，本研究中白绿黑刺黄瓜、白
绿稀刺黄瓜，白绿无刺黄瓜分布在两大类型中，表

明它们的基因组可能是由密刺黄瓜和水果黄瓜变

异而来，从该研究结果中可以很清晰地了解所选黄

瓜材料的遗传背景，指导育种人员进行杂交组配。

水果黄瓜绿美１号的父母本 Ｘ１、Ｘ２被划分到不同
类群中，且Ｘ１与 Ｘ２的遗传距离最大，二者的亲缘
关系较远，且生产上绿美１号的品质和产量均优于
亲本，说明绿美１号双亲间存在杂种优势，类似的研
究在水稻、胡萝卜、玉米等作物上也有报道［１７－１９］，本

研究首次从分子水平上揭示了亲本材料的遗传差

异与黄瓜杂种优势的关系，为黄瓜育种和改良奠定

了理论基础。

本研究对４８份黄瓜种质资源进行遗传多样性
分析，聚类分析揭示了黄瓜种质间的亲缘关系，将

指导育种中合理选择亲缘关系较远的种质进行杂

交组合的配置，提高优良组合选育，从而减少育种

的盲目性，加快育种进程。
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　　金陵丹枫是槭树科槭属植物鸡爪槭（Ａｃｅｒ
ｐａｌｍａｔｕｍ）的一个园艺品种，由江苏省农业科学院经
过多年选育而成［１］。其叶片掌状５～７裂，叶片边缘
具有重锯齿，叶基部近心脏形，新叶为亮红色，观赏

期达１００ｄ以上。金陵丹枫已获得江苏省林木良种
认定证书和植物新品种权证书；可孤植、群植或作

为高档盆栽用，具有极高的观赏和应用价值。

在金陵丹枫种苗的生产中，通常采用嫁接的方

式，但是嫁接成活率受多种外界因素影响较大，如

砧木和接穗的质量，嫁接季节和温度、湿度等，不利

于大规模生产［２］。金陵丹枫扦插不易生根，繁殖较

困难，因此亟待建立金陵丹枫的组培再生体系，解

决批量生产的问题。目前，国内虽有少量鸡爪槭品

种已建立了组培再生体系，如金陵黄枫、赤枫、日本

红枫等［３－６］，但是不同品种的鸡爪槭对不同培养基

和植物激素的适应性差异很大，还需要针对不同品

种研究其适宜的组培繁殖技术。

本研究以金陵丹枫当年生枝条作为外植体，通

过启动培养、增殖培养和生根培养等阶段，筛选最

适宜金陵丹枫生长的激素浓度，同时还研究了金陵

丹枫 不 定 芽 对 不 同 浓 度 的 羧 苄 青 霉 素

（ｃａｒｂｅｎｉｃｉｌｌｉｎ，简称 Ｃａｒｂ）和潮霉素（ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ，简
称Ｈｙｇ）的敏感性，以期为金陵丹枫转基因体系的建
立提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
鸡爪槭品种金陵丹枫健康无病害的当年新鲜

枝条，采集于江苏省农业科学院槭树良种基地。试

验于２０１９年５月开始进行，试验地点为江苏省农业
科学院休闲农业研究所实验室。
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