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　　摘要：利用杂种优势的方式有效提高作物产量和品质的先决条件是全面系统地掌握色素辣椒亲本的遗传背景，包
括遗传差异、遗传距离等，从而可预见性地选育高产高抗杂交种。利用２４０对ＩｎＤｅｌ引物对３０份新疆色素辣椒地方材
料的基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，利用软件Ｎｔｓｙｓ２．１０对电泳后的多态性条带进行聚类分析。本研究最终检测出２３
对特异性引物，将参试材料分为３类，有效区分出不同品种资源间基因的内部差异。ＩｎＤｅｌ分子标记技术系统地评价
了各资源间的遗传距离和亲缘关系情况，为杂交育种工作中选配亲本提供了一定的理论参考和指导。
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　　辣椒属于茄科（Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ），是全球第三大作
物，随着栽培面积的不断扩大，辣椒产业发展速度

迅猛，逐渐成为我国最大的蔬菜产业［１－２］。用于工

业萃取辣椒红色素的辣椒即色素辣椒，２０世纪 ９０
年代初，新疆开始大范围、规模化种植色素辣椒，因

其红色素含量和产量高且病虫害少而被国际市场

青睐，成为新疆“红色产业”重要组成之一［３］。色素

辣椒新品种选育的过程包括自交系选择、杂交试配

和品种比较试验等，其中，杂种优势利用是色素辣

椒新品种选育的重要途径［４］，而试配亲本的亲缘关

系是重要指标。传统育种通常依据田间作物的直

观表型性状来分析亲缘关系的远近，譬如生产中关

键的经济指标———产量，是育种中判断新品种杂种

优势的重要标准［５］，属于数量性状遗传，受环境影

响大，通过表型性状选择的效率低。分子标记技术

可以使育种者在作物幼苗期、ＤＮＡ层面上了解各个
材料的遗传距离和亲缘关系，快速准确地鉴定出遗

传差异。

分子标记技术常用于育种工作中对作物资源

的遗传多样性及遗传背景、遗传距离的研究。基于

全基因组的分子标记在辣椒中已有应用，但利用

ＩｎＤｅｌ标记对新疆色素辣椒种质资源遗传分析和聚类
研究的报道较少。插入缺失长度多态性（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ－
ｄｅｌｅｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＩｎＤｅｌ）是近缘种或同一
物种不同个体间基因组 ＤＮＡ插入或缺失部分核苷
酸的现象，即同源的序列相比，某一个位点有插入

或缺失部分碱基的情况［６］。ＩｎＤｅｌ标记作为新一代
分子标记［７］，在基因组中分布广泛、数量众多，多应

用于分子辅助育种、动植物群体遗传分析等相关研

究［８－１０］。借助ＩｎＤｅｌ分子标记技术分析种质资源的
遗传多样性，有助于优异品质性状的改良［１１］。本研

究采用２４０对ＩｎＤｅｌ引物对３０份地方色素辣椒资源
进行遗传多样性分析评价，快速准确地判断材料间

的遗传距离，为后续色素辣椒育种中杂交亲本选配

及品种遗传改良提供理论依据和指导。

１　材料与方法

１．１　试验材料
参试的３０份试验材料（表１）均由巴音郭楞蒙

古自治州农业科学研究院特色作物研究室辣椒课

题组提供，其中有本课题组培育的品种（新椒 ２９
号）、保存的部分高代自交系材料和其他地区收集

的材料（共７份），于２０２０年１０月在人工气候室播
种育苗，每份材料育苗４０株。
１．２　方法
１．２．１　辣椒 ＤＮＡ提取　每份材料随机采集约
１００ｍｇ新鲜嫩叶，置于１．５ｍＬ试管中，放入２粒钢
珠，经液氮处理后，采用高通量组织研磨器进行破

碎研磨。按照天根生化科技有限公司ＤＮＡ提取试
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表１　供试材料

编号 ＤＮＡ编号 品系名称 备注 编号 ＤＮＡ编号 品系名称 备注

１ ＤＮＡ１ Ｂ５８ 自交系 １６ ＤＮＡ１７ ６８５ 自交系

２ ＤＮＡ２ ７－ＵＣ 收集材料 １７ ＤＮＡ１８ Ｂ３１ 自交系

３ ＤＮＡ４ Ｂ５３ 自交系 １８ ＤＮＡ１９ Ａ６１ 自交系

４ ＤＮＡ５ Ｂ２８ 自交系 １９ ＤＮＡ２０ Ｃ３６ 自交系

５ ＤＮＡ６ ＭＹ 收集材料 ２０ ＤＮＡ２１ Ａ５５ 自交系

６ ＤＮＡ７ Ａ２７ 自交系 ２１ ＤＮＡ２２ Ｂ１９ 自交系

７ ＤＮＡ８ ＦＧＨ 收集材料 ２２ ＤＮＡ２８ Ｃ６５ 自交系

８ ＤＮＡ９ Ｃ１１ 自交系 ２３ ＤＮＡ３２ Ｃ１５ 自交系

９ ＤＮＡ１０ Ｂ６３ 自交系 ２４ ＤＮＡ３３ Ｂ９０ 自交系

１０ ＤＮＡ１１ Ａ５ 自交系 ２５ ＤＮＡ３４ ７－Ｕ 收集材料

１１ ＤＮＡ１２ Ｘ２９ 新椒２９号，培育品种 ２６ ＤＮＡ３５ Ｄ１４ 自交系

１２ ＤＮＡ１３ Ａ１０ 自交系 ２７ ＤＮＡ３６ ＨＪ１ 收集材料

１３ ＤＮＡ１４ Ｃ９４ 自交系 ２８ ＤＮＡ３７ Ｃ１８ 自交系

１４ ＤＮＡ１５ Ｂ４４ 自交系 ２９ ＤＮＡ３８ ＨＪＺ 收集材料

１５ ＤＮＡ１６ Ａ７０ 自交系 ３０ ＤＮＡ４１ ＨＪ８ 收集材料

剂盒（目录号：ＤＰ３２０）步骤提取各材料的基因组
ＤＮＡ。采用核酸检测仪（ＮａｎｏＤｒｏｐ－１０００）及１％琼
脂糖凝胶电泳对提取的 ＤＮＡ进行纯度、浓度检测，
采用凝胶成像系统拍照记录，并将提取的ＤＮＡ原液
于 －２０℃ 冰箱中保存。
１．２．２　ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ反应体系（总体积１０μＬ）：
模板ＤＮＡ３．５ｎｇ／μＬ、上下游引物 ０．５μｍｏｌ／Ｌ和
２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ５．０μＬ。

扩增反应程序：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，不同引物最佳退火温度下退火３０ｓ，７２℃延伸
６０ｓ，３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ；所得产物４℃冰
箱保存。

１．２．３　聚丙烯酰胺凝胶电泳　采用６．０％非变性聚
丙烯酰胺凝胶、北京六一电泳仪厂的ＤＹＹ－１２型电
泳仪（２００Ｖ，４００ｍＡ，１００Ｗ，６０ｍｉｎ），银染法显色后
在医用胶片观察灯上，观察并用数码相机拍照。

１．２．４　数据处理　对扩增后的条带进行带型统计
分析，根据带型构建（０，１）矩阵（０代表无条带，１代
表有条带）存入 Ｅｘｃｅｌ表格中［１２－１３］。利用 Ｎｔｓｙｓ
２１０软件计算３０份地方资源的遗传相似系数，按
照非加权配对算数平均法（ＵＰＧＭＡ）进行聚类分
析［１４］，绘制聚类图。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ模板的检测
由图１可知，图谱中条带整齐清晰未见拖尾，样

品间浓度较为均匀，所提 ＤＮＡ质量测定值 Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ的比值位于１．８～２．０，浓度在２３７～９２ｎｇ／μＬ。

结果表明，提取的 ＤＮＡ纯度高并且结构完整，可以
稀释一定比例后用于后续ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ分析。

２．２　ＩｎＤｅｌ引物多态性分析
随机挑选８个色素辣椒基因组 ＤＮＡ组成小群

体，对２４０对 ＩｎＤｅｌ引物进行扩增，淘汰效果欠佳、
带型不好辨认的引物，筛选出２３对引物（表２）。由
图２可知，３０份材料有特异性条带，特异性检出率
为９．５８％。由表３可知，共扩增出１６６条带，多态
性带７１条，多态性比率为４２．８％。
２．３　聚类结果

采用Ｎｔｓｙｓ２．１０软件对扩增的结果进行分析，
计算３０份色素辣椒材料之间的遗传相似系数。结
果表明，各材料之间的遗传相似系数在０．２４～１．００
间，供试３０份色素辣椒种质资源总体表现遗传差异
较小，遗传基础狭窄。对３０份色素辣椒材料进行
ＵＰＧＭＡ聚类分析，由图 ３可知，在遗传相似系数
０６４处将３０份地方色素辣椒材料分为３个类群，
其中，第一类群包含１３份材料，分别为１、１０、２、１５、
１６、１７、５、６、１１、１８、４１、１２、３７；第二类群包含８份材
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表２　２３对ＩｎＤｅｌ标记的序列信息

编号 引物编号 引物名称 上游引物（５′→３′） 下游引物（５′→３′）

１ １６ ＣＩＤＨ１１９ ＡＧＧＡＡＣＴＡＡＡＡＡＧＴＧＧＴＴＴＴＧＧＧＴ ＴＣＡＣＡＣＡＣＧＴＣＣＡＡＣＣＣＡＡＴ

２ ３３ ＣＩＤＨ１３６ ＡＣＡＡＴＣＧＡＡＧＧＧＧＡＧＣＣＴＴＧ ＴＣＣＴＣＴＧＴＴＴＣＡＴＧＡＴＴＣＣＧＡＣＴ

３ ４１ ＣＩＤＨ１４４ ＡＧＧＡＧＡＡＡＡＡＧＡＡＡＧＡＡＣＡＡＣＣＡＣＡ ＣＧＡＡＧＣＣＣＴＴＣＡＣＡＴＴＡＡＣＧＴ

４ ６３ ＣＩＤＨ１６６ ＡＣＴＣＴＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＧＧＴＴＣＡ ＣＣＧＡＡＧＴＡＡＡＡＴＡＧＧＡＡＡＡＴＴＧＣＣＡ

５ ８８ ＣＩＤＨ１９１ ＡＧＣＣＣＡＡＴＡＧＡＡＡＧＡＴＴＧＣＴＣＡ ＣＧＣＴＧＡＡＴＴＴＴＧＡＡＡＴＡＴＴＴＡＧＴＣＴＧＧ

６ １３７ ＣＩＤＨ２４０ ＡＣＡＡＧＧＡＧＡＡＡＡＧＧＧＧＣＣＴＴ ＣＴＧＴＡＴＣＴＣＧＧＣＴＴＡＡＡＧＧＧＧＴ

７ １４６ ＣＩＤＨ２４９ ＧＧＡＡＣＣＣＧＡＣＣＡＣＣＡＧＡＡＡＡ ＴＣＧＣＧＧＧＧＡＣＴＡＴＴＴＡＣＣＣＴ

８ １７２ ＣＩＤＨ２７５ ＧＧＴＧＧＧＡＣＣＡＡＡＧＡＧＡＧＴＴＴ ＴＧＡＡＣＡＡＧＣＡＡＡＡＧＣＣＡＡＧＡ

９ ２００ ＣＩＤＨ３０３ ＡＣＴＣＡＣＡＧＴＣＣＴＴＡＡＡＣＴＴＡＣＡＡＡＡＣＴ ＴＧＣＣＡＣＴＡＴＡＡＡＴＣＣＡＴＣＡＣＣＧＡ

１０ ２０１ ＣＩＤＨ３０４ ＡＧＧＣＡＣＣＡＧＴＴＡＧＣＴＣＧＡＡＡ ＡＧＣＧＣＡＴＣＴＣＡＡＴＣＴＡＴＧＴＣＧＡ

１１ ２０６ ＣＩＤＨ３０９ ＣＣＴＧＧＡＧＧＣＴＡＴＧＣＡＣＣＡＴＴ ＡＴＴＴＧＣＡＧＣＣＡＣＣＣＡＧＣＡＴＡ

１２ ２０９ ＣＩＤＨ３１２ ＣＧＣＴＡＣＧＡＧＴＧＧＴＡＣＣＴＧＡＣ ＴＧＧＧＧＡＴＴＧＣＴＴＣＡＴＴＧＧＴＧＴ

１３ ２１１ ＣＩＤＨ３１４ ＴＣＡＧＴＴＧＴＧＴＣＣＴＧＡＡＣＣＣＴ ＡＣＡＴＧＣＡＧＡＡＣＡＡＡＴＡＧＣＣＣＴ

１４ ２１５ ＣＩＤＨ３１８ ＡＣＣＧＴＴＧＡＣＡＣＴＴＣＣＡＴＧＣＴ ＡＡＴＣＣＣＣＡＣＧＴＧＣＡＧＴＴＣＡＴ

１５ ２１９ ＣＩＤＨ３２２ ＣＣＧＡＧＣＡＴＴＧＡＧＡＣＣＧＡＧＴＴ ＡＡＧＣＴＴＴＣＴＧＡＴＣＣＡＣＣＣＣＣ

１６ ２２８ ＣＩＤＨ３３１ ＴＧＡＣＡＣＧＴＧＡＣＡＴＴＣＡＧＣＧＴ ＴＧＡＣＣＴＡＣＡＡＡＣＡＣＡＣＴＧＣＴＣＡ

１７ ２３４ ＣＩＤＨ３３７ ＡＡＡＡＡＧＧＧＣＡＧＣＴＣＧＧＴＧＴＡ ＧＡＡＣＣＣＣＣＴＧＡＡＧＡＧＡＡＧＧＣ

１８ １ ＩｎＤｅｌ２－１３４ ＴＧＣＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＴＴＧＴＣＣＡ ＴＡＡＡＴＣＣＣＣＴＴＧＴＧＧＴＧＧＣＴ

１９ ２ ＩｎＤｅｌ２－１４０ ＧＧＴＴＧＧＴＴＡＧＣＡＴＧＧＧＴＧＴＧ ＣＧＡＡＡＣＣＧＡＡＣＣＧＴＴＡＡＡＧＡＣ

２０ ３ ＩｎＤｅｌ２－１５１ ＡＣＣＣＡＣＧＡＣＴＴＡＡＡＣＴＣＡＡＡＡＣＴ ＴＣＡＡＧＡＧＡＧＡＡＡＴＡＧＴＧＡＴＧＣＣＡ

２１ ４ ＩｎＤｅｌ１１－３１ ＡＧＴＣＣＣＴＴＣＴＧＡＧＡＣＡＴＣＣＣ ＣＡＣＧＧＧＴＧＣＴＧＣＡＡＣＡＴＴ

２２ ５ ＩｎＤｅｌ１１－６６ ＧＡＴＧＴＧＧＧＡＴＴＧＴＴＴＧＣＴＴＣＣ ＣＧＴＧＡＡＡＧＴＴＡＧＡＡＣＣＧＣＡＡＣ

２３ ６ ＩｎＤｅｌ１１－７３ ＡＣＧＡＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＴＧＧＡＡＴＧＣＣ ＣＴＴＣＣＧＡＧＴＣＧＡＣＡＡＡＡＣＣＣ

料，分别为８、３２、２０、２１、３５、２２、３３、９；第三类群包含
９份材料，分别为４、２８、３６、１３、１４、３４、７、３８、１９。

３　讨论与结论

中国辣椒萃取工业发展迅猛，在世界辣椒红产

量和辣椒规模化生产市场中占据很大份额［１５－１７］。

色素辣椒国际贸易定价中，色价是决定性关键指

标［１６］，高色价是色素辣椒选育的重要目标，高色价

品种会给农户和辣椒红色素萃取工业带来更加丰

厚的利润回报。近年来，辣椒种植规模不断扩大，

引进品种和地方品种混杂无据、自留种连年退化等

现状直接影响辣椒红色素产业的整体稳步、持续健

康发展，用遗传多样性对辣椒种质资源进行分析评

价并辅助杂交育种的亲本选配尤为重要。鉴于此，

本研究搜集了３０份色素辣椒材料，采用 ＩｎＤｅｌ分子
标记技术进行遗传相似性与聚类分析，聚类分析是

品种遗传背景差异度评价工作中广泛使用的技术

手段［１８－２１］，本试验的目的是对现有的地方色素辣椒
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表３　扩增效果及多态性比率

编号 引物编号 引物名称
扩增总带数

（条）

多态性带

（条）

多态性比率

（％）

１ １６ ＣＩＤＨ１１９ ５ ２ ４０．０
２ ３３ ＣＩＤＨ１３６ ９ ３ ３３．３
３ ４１ ＣＩＤＨ１４４ ４ ２ ５０．０

４ ６３ ＣＩＤＨ１６６ ５ ３ ６０．０
５ ８８ ＣＩＤＨ１９１ １１ ６ ５４．５

６ １３７ ＣＩＤＨ２４０ ５ ２ ４０．０
７ １４６ ＣＩＤＨ２４９ ５ ３ ６０．０
８ １７２ ＣＩＤＨ２７５ １２ ５ ４１．７

９ ２００ ＣＩＤＨ３０３ ６ ３ ５０．０
１０ ２０１ ＣＩＤＨ３０４ ９ ３ ３３．３
１１ ２０６ ＣＩＤＨ３０９ １０ ３ ３０．０

１２ ２０９ ＣＩＤＨ３１２ ５ ２ ４０．０
１３ ２１１ ＣＩＤＨ３１４ ５ ３ ６０．０

１４ ２１５ ＣＩＤＨ３１８ ５ ３ ６０．０
１５ ２１９ ＣＩＤＨ３２２ ６ ２ ３３．３
１６ ２２８ ＣＩＤＨ３３１ ５ ２ ４０．０

１７ ２３４ ＣＩＤＨ３３７ ７ ３ ４２．９
１８ １ ＩｎＤｅｌ－２－１３４ ７ ２ ２８．６
１９ ２ ＩｎＤｅｌ－２－１４０ １４ ７ ５０．０

２０ ３ ＩｎＤｅｌ－２－１５１ ９ ４ ４４．４
２１ ４ ＩｎＤｅｌ－１１－３１ ５ ２ ４０．０

２２ ５ ＩｎＤｅｌ－１１－６６ １１ ４ ３６．４
２３ ６ ＩｎＤｅｌ－１１－７３ ６ ２ ３３．３

∑ １６６ ７１ ４２．８

材料进行客观评估，为今后色素辣椒育种提供参考

依据和指导。

本研究从２４０对引物中筛选出有特异性条带的
引物２３对，通过对３０份色素辣椒材料进行扩增，最
终将３０份材料分为３个类群，通过表型性状比对发
现，每个类群均有相似或相近的特点。试验中筛选

得出的２３对引物能够有效区分材料之间的差异，在
ＤＮＡ分子层面评价了地方色素辣椒品种间的遗传
多样性和遗传背景差异，此结果为今后色素辣椒种

质的搜集、利用和遗传改良提供一定的理论基础并

对生产实践有一定的指导意义。
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响应面法优化高压均质破碎重组大肠杆菌的条件
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（南京农业大学作物遗传与种质创新国家重点实验室，江苏南京２１００９５）

　　摘要：通过单因素试验，分析了均质压力、均质次数和菌液浓度３个因素对大肠杆菌蛋白破碎率的影响。然后利
用响应面试验拟合出大肠杆菌蛋白破碎率的回归方程，优化了高压均质法破碎大肠杆菌的试验条件。结果表明，各因

素对大肠杆菌蛋白破碎率影响顺序为均质次数（Ｂ）＞均质压力（Ａ）＞菌液浓度（Ｃ）。在均质压力１４０ＭＰａ、均质次数
４次、菌液浓度６０ｇ／Ｌ时，大肠杆菌蛋白破碎率达到最高，为１３．９８％。
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），男，湖北武汉人，硕士，实验师，主要从

事大型仪器设备管理和功能开发。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｏｕｓｌ＠ｎｊａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　在生物学领域，经过改造过的细菌系统经常用
来表达各种外源重组产物，如蛋白质、酶和抗体，大

肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，简称Ｅ．ｃｏｌｉ）是其中最常见
的寄主材料。这主要是由其特点决定的，大肠杆菌

表达系统具有遗传背景清楚、繁殖快、培养成本低、

表达量高、表达产物容易纯化、稳定性好、抗污染能

力强以及适用范围广等优势［１］。

但是重组蛋白通常在大肠杆菌细胞内部表达，

不能被大肠杆菌分泌到细胞外部，要提取纯化蛋白

还需要将大肠杆菌细胞破碎［２］。目前，用于提取大

肠杆菌外源蛋白的常用细胞破碎方法主要有高压

均质法、珠磨法、超声波破碎法、渗透压法、反复冻

融法、酶解法和化学降解法［３－８］。高压均质法破碎

细胞的原理是在高压条件下使溶液通过均质阀，溶

液内细胞经过阀门的撞击力、通道内高速流体剪切

力和瞬时压力差３个不同的作用力后被破碎，释放
胞内物质达到细胞破碎的目的［９］。高压均质法作

为一种物理破碎方式，具有破碎效率高［３－４］、无试剂

消耗和污染［５］、可用于工业化生产等诸多优点［１０］，

正在被越来越多的研究者采用。

有学者利用高压均质法研究破碎大肠杆菌的

试验条件［７］，但主要是探讨单个因素对破碎结果的

影响，没有考虑到因素之间的交互作用，也没有探

讨最优化的试验条件。本研究在单因素试验的基

础上，利用响应面法探讨因素之间的交互作用以及

最优化的试验条件。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
材料：Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α为南京农业大学小麦研究

所保存，重组质粒 ｐＣｏｌｄ－１０４７７为小麦研究所构
建，按常规方法转化获得相应重组工程菌。
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