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　　摘要：为探索了解西北地区大蒜及其野生蒜资源之间的亲缘关系及变异特性，以２５份西北地区及野生大蒜鳞茎

和叶片为材料提取模板ＤＮＡ，筛选适于简单重复序列（ＳＳＲ）－ＰＣＲ的反应体系。采用Ｌ１６（４
３）正交表设计正交试验并

进行单因素试验，对影响大蒜ＳＳＲ－ＰＣＲ的相关体系参数进行优化。结果表明，适用于大蒜的ＳＳＲ反应体系总体积为
１０μＬ：模板ＤＮＡ３０．０ｎｇ，正反引物均为０．５μｍｏｌ／Ｌ，２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ５．０μＬ，其余用ｄｄＨ２Ｏ补齐。扩增程序：９４℃

预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，不同引物最佳退火温度退火４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ；３０次循环的最后１次循环７２℃延伸设
为１０ｍｉｎ，４℃保存扩增产物。最终在上述ＰＣＲ条件下从５０对ＳＳＲ通用引物中筛选出１３对多态性好、稳定性高的适
用于大蒜ＳＳＲ－ＰＣＲ多样性分析的候选引物。
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　　大蒜（ＡｌｌｉｕｍｓａｔｉｖｕｍＬ．）别称胡蒜，属于百合科
（Ｌｉｌｉａｃｅａｅ）葱属（Ａｌｌｉｕｍ）中重要的蔬菜植物，素有
“植物黄金”之称，大蒜精、深加工品已经产业化，走

俏欧洲、美国［１－２］。大蒜栽培历史悠久，最早在地中

海沿岸国家栽培，后由张骞从西域引入我国陕西关

中地区，随后大面积种植，为适应特殊的地理环境，

在长期栽培中形成了不同的生态型地方品种，其中

我国四大名蒜之一就是位于天山北坡吉木萨尔的

绿嘴白皮蒜。有效利用大蒜种质资源并对其变异

性进行精准评价，单靠极易受环境影响的形态特征

来评价物种多样性难度极大［３］，不能全面反映大蒜

资源的真实状况，加上长期无性繁殖导致品种退化

严重、相互引种导致背景资料缺乏等势必造成选育

和推广工作滞后等生产问题发生。

近年来，分子标记技术被广泛应用于物种亲缘

关系、品种纯度鉴定及遗传多样性分析等辅助育种

领域［４－５］。基于转录组数据开发的简单重复序列

（ＳＳＲ）标记研究鲜有报道，因此笔者试图建立适宜
西北地区大蒜及其野生蒜的ＳＳＲ－ＰＣＲ分子标记体
系，对影响试验结果的主要因素进行优化，以期为

后期的种质鉴定、遗传多样性分析及构建图谱等分

子标记辅助育种工作提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
供试２５份大蒜种质资源分别由巴音郭楞蒙古

自治州农业科学研究院特色作物室、新疆维吾尔自

治区农业科学研究院园艺所收集、提供（表１），分别
于２０２１年４月初种植于巴音郭楞蒙古自治州农业
科学研究院试验田内，常规田间管理。每份资源取

叶片２００ｍｇ左右，利用天根生化科技（北京）有限
公司生产的新型植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒抽提
大蒜的ＤＮＡ。个别未出苗资源以鳞茎作为材料，利
用传统的十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）手提法提
取ＤＮＡ。提取的２５份大蒜 ＤＮＡ在１４０Ｖ恒压下，
用１％琼脂糖凝胶电泳检测１５ｍｉｎ，用凝胶成像系
统检测并拍照。另用核酸测定仪（ＮａｎｏＤｒｏｐ－
１０００）测定质量及浓度，记录数据后，于－８０℃保存
备用。
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表１　２５份大蒜种质资源信息

序号 名称 来源 鳞茎结构

１ 酒泉白皮大蒜 甘肃酒泉 多瓣

２ 民乐白皮大蒜 甘肃民乐 多瓣

３ 民乐红皮大蒜 甘肃民乐 多瓣

４ 平凉紫皮大蒜 甘肃平凉 多瓣

５ 张掖白皮大蒜 甘肃张掖 多瓣

６ 阿克苏紫皮大蒜 新疆阿克苏 多瓣

７ 阿克苏白皮大蒜 新疆阿克苏 多瓣

８ 皮山县大蒜 新疆皮山 多瓣

９ 阿合奇县大蒜 新疆阿合奇 多瓣

１０ 霍城大蒜 新疆霍城 多瓣

１１ 塔城大蒜 新疆塔城 多瓣

１２ 新源大蒜 新疆伊犁 多瓣

１３ 天水红皮蒜 甘肃天水 多瓣

１４ 吉木萨尔白皮蒜 新疆吉木萨尔 多瓣

１５ 且末白皮蒜 新疆且末 多瓣

１６ 石河子白皮大蒜 新疆石河子 多瓣

１７ 石河子红皮大蒜 新疆石河子 多瓣

１８ 昌吉红皮蒜 新疆昌吉 多瓣

１９ 焉耆蒜 新疆焉耆 多瓣

２０ 野生蒜１ 新疆乌鲁木齐 独头

２１ 野生蒜２ 新疆乌鲁木齐 独头

２２ 野生蒜３ 新疆乌鲁木齐 多瓣

２３ 野生蒜４ 新疆乌鲁木齐 独头

２４ 野生蒜５ 新疆乌鲁木齐 多瓣

２５ 野生蒜６ 新疆乌鲁木齐 多瓣

１．２　引物设计与合成
综合参照Ｂａｒｂｏｚａ等的研究［６－８］，共设计５０对引

物，送生工生物工程（上海）股份有限公司进行合成。

１．３　ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增体系正交试验
本着节约成本并获得最佳扩增效果的目的，试

验采用总体积为 １０μＬ的体系，引物浓度、模板
ＤＮＡ用量和２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ添加量按Ｌ１６（４

３）正交

表设计试验（表２），总计１６次试验。扩增程序设定
为９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，不同引物最
佳退火温度退火４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ；３０次循环的
最后１次循环 ７２℃ 延伸设为１０ｍｉｎ，４℃保存扩
增产物。

１．４　退火温度和循环数优化
不同引物最适退火温度（Ｔｍ）值不同，为提高扩

增效果并尽可能考虑到每对引物的最适 Ｔｍ，采取引
物报告单的上、下游引物退火温度的平均值设定。

以ＳＳＲ７为引物，结合上述扩增效果最优参数配比，
对循环数进行单因素试验优化，以６份生物学性状

表２　ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增体系正交试验设计

水平

因素

模版ＤＮＡ用量
（ｎｇ）

引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ
添加量（μＬ）

１ １０ ０．２０ １

２ ２０ ０．５０ ３

３ ３０ ０．７５ ５

４ ４０ １．００ ７

差异较大、亲缘关系较远的大蒜模板 ＤＮＡ为小群
体，设置梯度为２０、２５、３０、４０次循环。观察电泳图，
选择扩增效果好且条带清晰的循环数。

１．５　电泳检测
采用６．０％的非变性聚丙烯酰胺凝胶检测扩增

结果，电泳仪参数设置：２００Ｖ恒定电压，８０ｍｉｎ。结
束后小心拆胶，用银染法显色至条带清晰可辨，在

医用胶片观察灯下拍照。参考尚小红等对扩增结

果的直观分析法［９］进行打分，打分依据：１～４分表
现为清晰条带少、杂带多、重复性差、背景模糊，５～８
分表现为清晰条带多、有杂带、重复性好、背景比较

干净，９～１２分表现为清晰条带多、无杂带、重复性
好、背景清晰，１３～１６分表现为清晰条带多、亮度
强、无杂带、重复性好、背景清晰。通过 Ｅｘｃｅｌ表分
析１６个组合的均值（ｋｍ）和极差（Ｒ），从而选择最佳
因素配比。

１．６　体系稳定性检测及引物筛选
以６份生物学性状差异较大、亲缘关系较远的

大蒜材料为模板，利用优化后的最佳 ＳＳＲ－ＰＣＲ反
应体系和循环数，对５０对 ＳＳＲ引物进行筛选，最终
筛选出条带清晰可辨、稳定性良好的引物作为大蒜

材料ＳＳＲ标记多态性分析的候选引物。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ模板的检测
用１％琼脂糖凝胶电泳检测其中１４份大蒜材

料ＤＮＡ的质量，具体如图１所示，可以看出，条带整
齐一致、带型清晰，材料间 ＤＮＡ浓度较为均匀。核
酸检测仪测定结果显示，所提 ＤＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
位于１．８５～２．０之间，浓度为６１～１９３ｎｇ／μＬ。
２．２　ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增体系的优化

扩增结果是 ＰＣＲ体系内各因素相互之间综合
作用产生的，正交试验１６个处理的扩增结果如图２
所示，可以看出，各个因素的浓度组合不同，扩增效

果表现出明显的差异。Ｒ越大，说明该因素对扩增
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效果优劣影响越大，ｋｍ越大，说明该水平下的扩增
效果越好。通过对结果进行评价和数据分析（表３）
得出：各因素对 ＳＳＲ－ＰＣＲ体系扩增结果的影响程
度依次为模板 ＤＮＡ用量、引物浓度、２×ＴａｑＰＣＲ
Ｍｉｘ添加量。模板 ＤＮＡ用量为３０ｎｇ时效果最好，
引物浓度为０．７５μｍｏｌ／Ｌ时效果最好；２×ＴａｑＰＣＲ
Ｍｉｘ添加量为３μＬ时最好。但引物浓度的ｋ２与ｋ３
相差不大，且考虑到条带的清晰程度，１０μＬ反应体
系以３０ｎｇ模版ＤＮＡ、０．５μｍｏｌ／Ｌ引物、５μＬ的２×

表３　建立ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的正交试验设计表及结果

处理号
模版ＤＮＡ用量

（ｎｇ）
引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ
添加量（μＬ）

得分

（分）

１ １０ ０．２０ １ ４

２ １０ ０．５０ ３ ７

３ １０ ０．７５ ５ ４

４ １０ １．００ ７ ３

５ ２０ ０．２０ ３ ９

６ ２０ ０．５０ １ １０

７ ２０ ０．７５ ７ １３

８ ２０ １．００ ５ ５

９ ３０ ０．２０ ５ ８

１０ ３０ ０．５０ ７ ７

１１ ３０ ０．７５ １ １２

１２ ３０ １．００ ３ １３

１３ ４０ ０．２０ ７ ９

１４ ４０ ０．５０ ５ １３

１５ ４０ ０．７５ ３ １１

１６ ４０ １．００ １ １

ｋ１ ４．５０ ７．５０ ６．７５

ｋ２ ９．２５ ９．２５ １０．００

ｋ３ １０．００ １０．００ ７．５０

ｋ４ ８．５０ ５．５０ ８．００

Ｒ ５．５０ ４．５０ ３．２５

ＴａｑＰＣＲＭｉｘ添加量为最佳组合。
２．３　循环数的优化

当循环数为２０、２５次时，扩增结果谱带模糊；当
循环数达到３０、４０次时扩增谱带清晰易辨。综合考
虑扩增结果质量及总ＰＣＲ反应时长，最终设定最佳
循环数为３０次（图３）。
２．４　引物筛选

以６份生物学性状差异较大、亲缘关系较远的
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大蒜 ＤＮＡ基因为模板组成小群体筛选，从 ５０对
ＳＳＲ通用引物中最终筛选出１３对有效引物（图４、

表４）。图 ５为引物 ＳＳＲ７在 ２５份大蒜材料中的
ＳＳＲ扩增结果。

表４　筛选出的１３对多态性ＳＳＲ引物的序列及其最佳退火温度

引物编号 引物位点名称
上游引物序列

（５′→３′）
下游引物序列

（５′→３′）
退火温度

（℃）

１ ＳＳＲ７ ＡＴＧＣＣＧＣＣＡＴＴＡＡＧＣＡＣＴＴＧ ＧＣＡＡＡＣＡＧＧＡＴＴＧＧＣＡＣＣＡＧ ５７

２ ＳＳＲ１１ ＡＡＣＣＡＴＴＴＧＡＴＧＣＡＧＴＧＣＧＧ ＣＴＧＧＣＧＧＴＡＧＡＡＴＧＣＧＴＴＴＧ ５６．９

３ ＡＳＴＣ－ＭＧＣ ＧＧＴＧＣＣＧＧＡＧＴＡＣＴＡＣＧＡＧＧ ＧＧＡＣＡＴＣＴＴＴＣＣＡＴＴＣＡＴＣＣＴＧＣ ５８．３

４ ＡＳＭ０７２ ＣＡＣＧＣＧＡＡＴＣＴＴＴＣＴＴＧＧ ＴＧＣＡＡＡＧＣＡＡＴＡＴＧＧＣＡＧ ５０．９

５ ＡＳＥＳＳＲ１４ ＣＣＣＣＴＴＣＧＧＴＴＧＴＴＴＴＴＣＴＴ ＣＴＧＧＧＴＡＣＧＧＴＣＧＴＴＡＴＴＧＧ ５４．３

６ ＡＳＥＳＳＲ３０ ＧＣＡＧＣＡＧＴＡＧＡＡＧＡＡＣＣＴＧＣＴ ＡＡＣＣＴＣＴＴＴＴＧＧＴＧＣＣＴＣＣＴ ５７

７ Ａｓａ０７ ＣＴＣＧＧＡＡＣＣＡＡＣＣＡＧＣＡＴＡ ＣＣＣＡＡＡＣＡＡＧＧＴＡＧＧＴＣＡＧＣ ５５．５

８ Ａｓａ５９ ＣＧＣＴＴＡＣＴＡＴＧＧＧＴＧＴＧＴＧＴＣ ＣＡＡＧＴＧＧＧＡＧＡＣＴＧＴＴＧＧＡＧ ５５．７
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３　讨论

３．１　提取ＤＮＡ的琼脂糖凝胶电泳检测结果
提取高质量的模板 ＤＮＡ是进行 ＳＳＲ－ＰＣＲ的

前提，近年来最简单的ＤＮＡ提取方法是植物基因组
ＤＮＡ提取试剂盒，虽然成本较高，但操作方便快捷、
ＤＮＡ纯度高、操作过程毒害少，其应用越来越广
泛［１０－１１］。然而取材不同，细胞内的组成成分如多酚

类化合物、多糖等会影响ＤＮＡ的提取质量。大蒜鳞
茎中含有比叶片更多的黏液类物质，试剂盒提取效

果不如叶片，因此采取传统的ＣＴＡＢ法提取，但其操
作步骤繁琐费时，所用异丙醇、聚乙烯吡咯烷酮

（ＰＶＰ）等有很大毒害。相较之下，试剂盒提取的
ＤＮＡ纯度高但浓度过低，传统ＣＴＡＢ法提取的ＤＮＡ
纯度一般但浓度很高。因此，在模板ＤＮＡ试验实际
的需求量小时建议使用植物基因组试剂盒提取ＤＮＡ，
需求量较大或者取材干扰物质多时采用传统的

ＣＴＡＢ法。
３．２　建立大蒜ＳＳＲ－ＰＣＲ体系的影响因素

建立稳定的ＰＣＲ反应体系是 ＳＳＲ分析应用的
基础，体系涉及到的诸多因子对整个反应的敏感

性、特异性和产量都有较大影响。因此，筛选适合

的ＳＳＲ引物、建立反应体系并进一步优化体系，是
前期需要开展的必备工作。有研究表明，模板 ＤＮＡ
浓度过低会造成反应后条带不完全或者电泳结果

中没有扩增产物；浓度过高会增加体系中抑制反应

的成分含量，出现非特异性扩增现象［１２］。引物浓度

过低时目标扩增产物的浓度过低或者出现扩增不

完全现象，浓度过高则电泳后结果会出现大量引物

二聚体。循环次数是ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增反应的关键因
素；次数设置过少，目标扩增产物量少，电泳结果不

理想；次数设置过多，消耗完反应物后目标扩增产

物不再增加，并会出现非特异性扩增现象［１３－１４］。

本试验借助正交表的均衡分散性和整齐可比

性，通过多因素联合优化的正交试验设计对影响大

蒜ＤＮＡＳＳＲ反应的２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ添加量、引物
浓度及模板ＤＮＡ用量等因子进行优化试验分析，最
终得出适合大蒜 ＳＳＲ－ＰＣＲ的反应体系：总体积
１０μＬ、模板ＤＮＡ３０．０ｎｇ、正反引物各０．５μｍｏｌ／Ｌ、
２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ５．０μＬ，用 ｄｄＨ２Ｏ补齐。ＳＳＲ－
ＰＣＲ扩增程序设定为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ，不同引物最佳退火温度退火４５ｓ，７２℃延伸
９０ｓ；３０次循环的最后 １次循环 ７２℃延伸设为
１０ｍｉｎ，４℃保存扩增产物。以上述最佳反应体系
和扩增程序为基础，进一步在５０对通用引物中筛选
出高多态性、重复性良好的１３对 ＳＳＲ有效引物，可
以为大蒜的品种鉴定、遗传多样性等分子辅助研究

提供理论和技术支持。
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西瓜枯萎病抗性分子标记筛选与应用
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　　摘要：西瓜是一种重要的园艺作物，经济效益显著，但枯萎病的发生严重限制了西瓜的生产。为了解决这一难题，
利用简单、方便、实用性强的分子标记技术辅助选育抗性强的西瓜品种对于西瓜产业的优质发展具有重要意义。以父

本ｓｕｇａｒｌｅｅ、母本伊选、Ｆ１代、Ｆ２代及Ｆ３代遗传群体为材料，通过苗期接种鉴定，对父本的抗性遗传规律进行研究，发

现父本ｓｕｇａｒｌｅｅ对枯萎病生理小种 １的抗性遗传为单基因显性性状遗传；然后利用 ＣＡＰＳ、ＩｎＤｅｌ、ＳＣＡＲ、ｄＣＡＰＳ和
ＲＡＰＤ等多种分子标记技术，筛选了２２个与西瓜枯萎病抗性基因相关的分子标记，获得了与西瓜枯萎病紧密连锁的
抗性标记３个，分别为ｉｎｄｅｌ０４、ｉｎｄｅｌ０５、ｉｎｄｅｌ０６，位于抗病基因的一侧，连锁距离分别为７．５、１０．７、１３．７ｃＭ，将这３个分
子标记对２０份西瓜材料进行分子检测，结果与实验室接种鉴定的结果基本一致。结果表明，分子标记 ｉｎｄｅｌ０４、
ｉｎｄｅｌ０５、ｉｎｄｅｌ０６可应用于西瓜材料枯萎病抗性的分子辅助选择，这对于西瓜的抗性育种具有重要意义。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉｎｇｐｉｎｇ＠ｊａａｓ．ａｃ．ｃｎ。

　　西瓜枯萎病，别称萎蔫病、死藤病、枯苗病，是
由于西瓜的特异专化型病菌尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｎｉｖｅｕｍ）入侵根部感染而引起的可
发生在西瓜植株整个生长期的病害，尤其是在西瓜

膨大期更易发生，表现为早期植株出现类似失水的

症状，叶子有点萎蔫，慢慢地整株枯死［１］。枯萎病

对西瓜产量的影响很大，会导致减产甚至绝收，给

农民带来极大的经济损失。因此西瓜不能在同一

地块连作。但是由于土地资源的贫乏及温室、大棚

等保护地设施的大面积应用，枯萎病发生日益严

重，而针对枯萎病选育抗性强的西瓜新品种是解决

这一难题最环保有效的措施之一。

一般采用枯萎病接种及田间检测的方法来鉴

定西瓜品种的抗性，耗时长且需要大量的人力、物

力。分子标记是一种可以连续遗传且在后代中能

检测到的ＤＮＡ序列，可以反映植株个体之间或群体
之间基因组差异的特异性ＤＮＡ片段，已成功应用于
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