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应用 InDel标记进行软枣猕猴桃杂交子代真实性鉴定
孙世航，林苗苗，齐秀娟，孙雷明，钟云鹏，方金豹*

（中国农业科学院郑州果树研究所·中国农业科学院果树生长发育与品质控制重点开放实验室，郑州 450009）
摘 要：【目的】对杂交后代进行真实性鉴定是进行猕猴桃分子遗传学研究的前提。通过筛选 InDel引物对软枣猕猴

桃2个杂交后代群体进行 InDel标记研究，以鉴定杂种后代的真实性。【方法】采用高通量磁珠法提取软枣猕猴桃‘永丰

1号’（♀）、‘RB-3’（♀）、‘11-17’（♂ ）、‘魁绿雄’（♂ ）亲本基因组DNA，以及‘RB-3’×‘魁绿雄’子代175株和‘永丰1
号’×‘11-17’子代531株的基因组DNA；根据重测序数据设计 InDel引物，采用聚丙烯酰胺凝胶电泳在4个亲本中进行

多态性验证，选择扩增带型清晰、稳定以及在父本中出现特异性条带的引物用于杂种子代鉴定，根据所选引物中 InDel
片段长度选择琼脂糖凝胶电泳或聚丙烯酰胺凝胶电泳，对‘RB-3’×‘魁绿雄’和‘永丰1号’×‘11-17’2个杂交F1代群体

进行真实性鉴定。【结果】在‘RB-3’×‘魁绿雄’的杂交组合中，共筛选出4对引物，作为杂种鉴定的标记，鉴定杂交后代

的真杂种比率为92.00%。在‘永丰1号’×‘11-17’杂交组合中，同样筛选到4对，杂交后代的真杂种比率为99.24%。【结

论】InDel标记可有效地对猕猴桃杂交后代进行真实性鉴定，真杂种的鉴定为后续的分子标记辅助育种、遗传图谱构建

等奠定基础。
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Abstract:【Objective】Identification of the hybrid progenies is a prerequisite for molecular genetic re⁃
search in kiwifruit. Moreover, identification of the hybrid progenies is an important step in hybrid breed⁃
ing, because there are mechanical mixing and biological mixing during the course of hybrid production, re⁃
sulting in inaccuracy of male parent. InDel (Insertion/Deletion), as an important source of genetic marker,
has been used in hybrid progeny identification. In this study, the authenticity of hybrid progenies of Actin⁃
idia arguta were identified by InDel molecular markers.【Methods】Four Actinidia arguta cultivars (‘Yong⁃
feng No.1’‘RB-3’‘11-17’and‘Kuilü male’) were used to construct two hybrid populations‘RB-3’×

‘Kuilü male’and‘Yongfeng No.1’×‘11-17’.‘Yongfeng No.1’and‘Kuilü male’are highly resistant
to the cold, both were originated from northeast of China, while‘RB-3’and‘11-17’are poorly resistant
to the cold, both came from central part of China. The crosses were conducted in the summer of 2015.
Fresh leaves of the hybrid progenies and parents were collected and frozen in liquid nitrogen in August
2016. The DNA of four A. arguta cultivars (‘Yongfeng No.1’‘RB-3’‘11-17’and‘Kuilü male’) and
the progenies of‘RB-3’×‘Kuilü male’(a total of 175 plants) and‘Yongfeng No.1’×‘11-17’(a total of
531 plants) were extracted using high throughput magnetic bead DNA extraction approach. Then, the In⁃
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猕 猴 桃 隶 属 猕 猴 桃 科 猕 猴 桃 属（Actinidia

Lindl.），有 54个种，21个变种，共约 75个分类单位，

其中我国分布有 52个种[1-2]。生产中猕猴桃常常遭

受低温天气的危害，如冬季的低温冻害、春季的倒春

寒等，轻者造成减产，重者导致当年绝收或死树毁

园。猕猴桃主栽品种主要以中华猕猴桃（Actinidia

chinensis var. chinensis）和美味猕猴桃（Actinidia chi⁃

nensis var. deliciosa）为主，这 2 种猕猴桃抗寒性较

差。培育抗寒性猕猴桃品种，对应对低温天气对猕

猴桃栽培的影响具有重要意义 [3-4]。软枣猕猴桃在

猕猴桃属中分布最为广泛。利用抗寒性不同的软枣

猕猴桃品种进行杂交，通过杂交分离群体筛选抗寒

基因，是猕猴桃抗寒分子选择育种的策略之一。

对杂种后代早期的鉴定筛选是杂交育种的一个

重要环节，由于在杂交过程中存在机械混杂、生物学

混杂，导致杂交后代往往来源于不同的父本，影响了

特定性状标记的准确开发[5]。因此进行杂交子代真

实性的鉴定非常重要。以前，植物的杂种鉴定方法

主要为形态学鉴定，这种方法易受环境条件的影响，

多态性差且数目少[6]。利用分子标记鉴定杂种后代

取材用量少，且不受环境的影响，是目前杂种鉴定较

为有效且应用广泛的方法。分子标记技术随着技术

Del primers were designed according to the data of resequencing. Fifty different InDel loci were chosen
randomly based on the resequencing for designing primers. Fifty pairs of primers were used to amplify
bands among four parents. In order to identify the authenticity of progeny populations, the special InDel
markers were chosen among four parents through polyacrylamide gel electrophoresis methods. Primer
screening principle was that the polymorphism primers must have clear and stable bands which were spe⁃
cific in male parent. The authenticity of those two hybrid populations (‘RB- 3’×‘Kuilü male’and

‘Yongfeng No.1’×‘11-17’) were identified by agarose gel electrophoresis or polyacrylamide gel electro⁃
phoresis methods according to the InDel fragment length, Finally, we counted the number of hybrid proge⁃
nies with the male specific band and calculated the rate of true hybrid progenies.【Results】For the‘RB-
3’×‘Kuilü male’hybrids, 4 pairs of primers were selected as marker of hybrid identification. At the
first, primer 42 and primer 5 were used to identify all hybrid progenies, a total of 126 offsprings had the
male specific band. Primer 52 was used to identify the rest 49 offsprings, a total of 26 offsprings had the
male specific band. Then, primer 134 was used to identify the rest 23 offsprings. Among them, a total of 9
offsprings had the male specific band. Finally, a total of 14 offsprings did not have the male specific band,
they were considered as false hybrid individuals. 4 pairs of primers in the hybrid combination were
53.14%, 46.94%, 53.06% and 39.13%, respectively. 175 hybrid individuals were identified in the experi⁃
ment, and the number of true hybrid offsprings was 161. The results showed that the true hybrids rate was
about 92%. For the‘Yongfeng No.1’×‘11-17’hybrids, another 4 pairs of primers were selected as mark⁃
er of hybrid identification. Firstly, primer 44 was used for identifying all hybrid progenies, a total of 439
offsprings had the specific bands, they were considered as true hybrid, and the true hybrid rate was
82.67%. Then primer 3 was used toidentify the rest 92 offsprings. Among them 71 offsprings had the male
parent specific bands, the true hybrid rate was 77.17%. Primer 100 was used to identify the rest 21 off⁃
springs. Among them, 16 offspring had the male parent specific bands, the true hybrid rate was 76.19%.
Finally, primer 55 was used to identify the rest 5 offsprings and 1 offsprings had the male specific band. 4
offsprin without the male specific bands were considered as false hybrids. 527 true hybrid offsprings were
identified using 4 pairs of primers from the progenies of‘Yongfeng No.1’×‘11-17’. The true hybrid
rate was 99.24%.【Conclusion】The InDel markers developed by resequencing were highly effective for
identifying hybrid offspring in kiwifruit. 3-5 InDel markers should be used for comprehensive analysis to
ensure the authenticity of offspring in the identification process.
Key words: Actinidia arguta; Hybridization; InDel; Molecular marker
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的革新，从RFLP、RAPD等标记逐渐发展为SNP、In⁃
Del等标记。RFLP标记不依赖于PCR技术，需要放

射性同位素及核酸杂交技术检测，并且灵敏度不高；

RAPD技术稳定性差、重复性不好，且为显性标记，

PCR 产物无法确切确定，因而无法区分杂合体；

AFLP标记要求的试验程序较严格和成本较高，且对

DNA纯度和内切酶要求严格；ISSR标记两侧引物具

有物种特异性，具体试验中引物设计费时耗力；SSR
标记对DNA的质量要求严格，对高降解度的DNA扩

增带分型有一定的难度，且对引物具有高度特异性，

引物设计需要较高成本。SNP标记虽然在基因组分

布密度更高，但是其分型系统复杂，相对来说，InDel
标记仍属于长度多态性标记，分型技术简单。因此

基于重测序技术的 InDel标记在杂种鉴定中优势明

显。

InDel标记（insertion-deletion）是在全基因组重

测序基础之上开发的，是等位基因位点上DNA插入

或缺失一段短序列而产生的多态性变异。InDel具
有在基因组内分布广泛、密度高、遗传稳定、多态性

较强、位点唯一、检测简便等优点[7]。InDel标记被用

于杂种鉴定，张体付等 [8]根据玉米‘Mo17’重测序数

据与‘B73’全基因序列比对，发掘到4 000多个 InDel
位点，随机筛选了13个共显性标记，在6个杂种亲本

中表现出明显的长度多态性。王林友等[9]用 InDel标
记鉴定杂交稻籼粳属性，从34对引物中筛选到19对
InDel引物对 35个株系进行鉴定，根据扩增条带的

有无，可以判别籼粳杂种属性。朱东旭等[10]用 InDel
标记筛选大白菜-结球甘蓝易位系，能够定位易位

片段的物理位置，实现对易位片段的精确定位，并认

为其筛选精确度明显高于SSR标记。薛银鸽等[11]从

104对 InDel引物中筛选到 3对引物，鉴定出大白菜

杂交种‘豫新四号’2批材料的纯度分别为 98%和

100%。Lü等[12]用 InDel引物在抗枯萎病洋白菜和枯

萎病敏感型洋白菜双亲中筛选 InDel引物，成功筛选

到引物，并在F2代中判别其抗病属性。但是 InDel标
记在果树的杂交子代鉴定中还未见有报道。目前在

猕猴桃中已经应用的主要有 SSR、RAPD、RFLP、
AFLP标记，王丹丹等[5]用53对EST-SSR引物对8种
软枣猕猴桃种质进行纯度鉴定，纯度都超过 80%。

陈延惠等 [13]用 S21引物作为鉴定‘小果甜’‘华光 2
号’‘海沃德’等品种的RAPD特征指纹图谱，且指纹

图谱效果较好。Testolin等[14]用 80条随机引物对中

华猕猴桃、狗枣猕猴桃和美味猕猴桃进行了检测，筛

选出了品种特异性标记。

笔者基于软枣猕猴桃重测序数据筛选具有多态

性的 InDel分子标记，在‘RB-3’×‘魁绿雄’、‘永丰 1
号’×‘11-17’2个杂交后代中进行子代真实性鉴定，

将 InDel标记应用于猕猴桃杂交后代的真伪鉴定，筛

选出真子代，为今后的分子辅助育种以及遗传图谱

的构建提供基础。

1 材料和方法

1.1 材料

材料包括 4个软枣猕猴桃品种及 2个杂交组合

F1代群体：‘永丰 1号’‘RB-3’‘11-17’‘魁绿雄’、

‘RB-3’（♀）×‘魁绿雄’（
♂

）、‘永丰 1号’（♀）×
‘11-17’（♂

），其中‘永丰 1号’和‘魁绿雄’来源于

我国东北地区，具有很强的抗寒性，‘RB-3’和‘11-
17’来源于淮河流域，抗寒性较差。用‘RB-3’（♀）×

‘魁绿雄’（
♂

）杂交共获得后代 175株，‘永丰 1号’

（♀）×‘11-17’（♂
）获得杂交后代531株，于2016年

8 月取各子代及亲本幼嫩叶片液氮速冻，保

存于-80 ℃备用。

1.2 方法

1.2.1 基因组DNA的提取与检测 亲本及杂交子

代叶片DNA提取按照磁珠法植物基因组DNA提取

试剂盒（洛阳惠尔纳米科技有限公司）相关步骤操

作。提取获得的DNA使用Bio-Photometer plus核酸

定量检测仪（Eppendorf公司）检测其纯度和浓度，并

用1%（ω）的琼脂糖凝胶电泳检测质量。

1.2.2 引物设计及PCR扩增 根据4个亲本重测序

数据中 InDel位点信息，选取50个 InDel位点设计引

物，引物由上海生工生物工程有限公司合成。PCR
扩增采用 10 μL 反应体系，包括基因组 DNA 0.5
μL、PCR mix 5 μL、上下游引物各 0.5 μL、H2O 3.5
μL。PCR反应程序为 95 ℃预变性 5 min；94 ℃变性

30 s；58 ℃退火30 s；72 ℃延伸1 min；共进行33个循

环；最后于72 ℃延伸10 min。亲本多态性筛选采用

8%（ω）聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，子代真实性筛选

采用1%（ω）琼脂糖凝胶电泳检测。

1.2.3 亲本 InDel多态性筛选 在亲本中进行多态

性验证，选择扩增带型清晰、稳定、主带明显以及在

父本中出现特异性条带的引物作为杂种鉴定的引

物。
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1~5 泳道模板为‘RB-3’‘魁绿雄’‘永丰 1 号’‘11-17’‘红阳’。共 7 组引物，第 1 组和第 6 组为 3 号和 42 号。

1-5 lane template respectively were‘RB-3’‘Kuilü male’‘Yongfeng No.1’‘11-17’and‘Hongyang’. A total of 7 groups of primers，the first group
and the sixth group were No. 3 and No. 42 respectively.

图 1 InDel引物在 4个亲本中的筛选

Fig. 1 Screening of some InDel primers in four parents

M 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

1.2.4 杂交子代真实性鉴定 利用以上筛选到的具

有父本特异性条带的引物，以清晰稳定的父本特异

性条带为判断依据，对各杂交后代进行真伪性鉴

定。依据父本特异性条带对试验结果进行统计。

2 结果与分析

利用设计的 InDel 标记在‘永丰 1号’‘RB-3’
‘11-17’‘魁绿雄’这 4个杂交亲本中进行多态性筛

选，发现4个亲本间扩增出条带清晰、特异性强的标

记共有 8个，可用于其杂交后代的鉴定。这 8个 In⁃
Del标记分别分布在猕猴桃6条染色体上，其中3号、

44号、55号、100号 InDel标记在‘永丰 1号’（♀）×
‘11-17’（♂

）杂交组合中扩增出特异性条带；42
号、52号、134号、5号 InDel标记在‘RB-3’（♀）×‘魁

绿雄’（
♂

）杂交组合中扩增出特异性条带。8个共

显性 InDel标记的引物序列见表1。
2.1 亲本 InDel标记筛选

以‘RB-3’‘魁绿雄’‘永丰1号’‘11-17’‘红阳’

为模板，筛选有特异性条带的 InDel标记，当‘魁绿

雄’中出现而在‘RB-3’中没有出现的条带时，表明

这对引物具有特异性，能够用于‘RB-3’×‘魁绿雄’

杂交后代的筛选；当‘11-17’中出现而‘永丰1号’中

没有条带时，表明这对引物就可以用于‘永丰1号’×
‘11-17’杂交后代的筛选。以‘红阳’的扩增条带为

参照条带，可以初步验证扩增的特异条带是否为插

入缺失片段，这样就避免了误认为杂带为特异性条

带，增加引物筛选的正确率（图1）。

表 1 InDel标记引物序列

Table 1 The primer sequences of InDel

引物名称 Primer name
3

5

42

44

52

55

100

134

引物序列 Primer sequence
ACACTAGTTGCTCTTTGCATCTGTT
CGAAATTCCTTTCCAACTACTGTGT
CTCCAACGATGTAATTGTGTTATCC
TATCAGTGTATCTACGACCGACCTT
ACCTTGAAACAGTTCGACATCTCT
CATGCGATTAGGATAGTCTCCATTT
TGGAGCTAAGCTATCCACTGTATTC
CATTGGTGAATTAGTTATGGGACAC
ATAGTGGAGGTAATGCTGAAACCTT
GGTTGTATGCCTCCATTATTATGTC
GAGTTATTGCTGGAGAGTGAATTTG
CTCTTCCTCTCTACTTTCGTGAGTG
AGAAGGGTCAGGTTCATATTAGTCC
AGAGTGAGCTGCAGTCAAGGTT
CATCTACCGAGCAATTTCGATATAC
CTCTTATTTCCTCGTCTACTTCTCT

2.2 杂交子代的共显性 InDel标记的筛选

依据以上引物筛选结果，以清晰的父本特异性

条带为判断标准，分别应用具有父本特异性条带的

引物对杂交后代进行 InDel标记鉴定。当杂交后代

中出现父本特异性条带即可判断为真子代，根据孟

德尔遗传定律，每对引物理论上可以检测出至少一

半的真子代。

在‘RB-3’和‘魁绿雄’的杂交组合中，共筛选出

4对引物，首先利用 42号和 5号引物对所有杂交子

代进行鉴定，共有126株子代具有父本特异性条带，

初步确认为真杂种；然后用52号引物对剩余的49株
子代再次鉴定，有26株具有父本特异性条带，用134
号引物对其余的 23株子代进行鉴定，有 9株具有父

本特异性条带。最后共有14株子代在上述4对引物

中均未扩增出父本特异性条带，确认为假杂种。综

合鉴定结果，175个单株中 161株为双亲的真杂种

（图2）。
在‘永丰1号’和‘11-17’的杂交组合中，共筛选

出 4对引物，首先利用 44号引物对所有杂交子代进

行鉴定，共有439株后代具有父本特异性条带，初步

孙世航，等：应用 InDel标记进行软枣猕猴桃杂交子代真实性鉴定 35
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

第 1~2 泳道为亲本，3~25 泳道为其杂交后代。

Lane1-2 were parents，lanes 3-25 for its hybrids.
图 2 InDel标记引物 42在‘RB-3’和‘魁绿雄’的 23个杂交种样本中的琼脂糖凝胶检测

Fig. 2 Agarose gel detection of InDel primer 42 in 23 samples of‘RB-3’ and‘Kuilü male’

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

第 1~2 泳道为亲本，3~24 泳道为其杂交后代。

Lanes 1-2 were parents，lanes 3-24 for its hybrids.
图 3 InDel标记引物 44在‘永丰 1号’和‘11-17’的 22个杂种样本中的琼脂糖凝胶检测

Fig. 3 Agarose gel detection of InDel primer 44 in 22 samples of‘Yongfeng No.1’ and‘11-17’

确认为真杂种；然后用 3号引物对剩余的 92株子代

再次鉴定，有71株具有父本特异性条带，用100号引

物对其余的21株子代进行鉴定，有16株具有父本特

异性条带，最后用 55号引物对剩余的 5株子代进行

鉴定，有1株具有父本特异性条带。最后共有4株子

代在上述 4对引物中均未扩增出父本特异性条带，

确认为假杂种。综合鉴定结果，531个单株中527株
为双亲的真杂种（图3）。

3 讨 论

除了采用 InDel分子标记进行杂交子代纯度鉴

定之外，杂交子代纯度鉴定多利用SSR、SRAP、ISSR
等分子标记。张琳 [15]用 5对 SSR引物对 2个琯溪蜜

柚杂交F1代进行鉴定，杂交后代真杂种比率分别为

100%和 71.23%；薛丹丹等 [16]用 9对 SRAP引物鉴定

出37株结缕草属植物杂交后代中真杂种为32株；胡

凤荣等[17]利用 3对 ISSR引物对风信子 3个杂交组合

杂种后代进行鉴定，后代真杂种比率分别为 92%、

41%、100%。虽然 SSR和 InDel分子标记都是利用

检测父本遗传信息遗传给后代的方法，但是 InDel标
记相对于 SSR标记，具有在基因组分布密度大的特

点，并且随着猕猴桃基因组序列测序以及重测序的

完成，InDel标记的开发越来越容易；在开发 InDel标
记时，可以开发较长的 InDel，这样在利用 InDel标记

进行杂种鉴定时只需要琼脂糖凝胶电泳就可以将不

同长度的 PCR产物分开，所以 InDel的验证方法更

加简便。本试验在子代鉴定过程中，鉴定为真杂种

的杂交后代的扩增条带理论上应该是同时具有双亲

的扩增条带，而在试验中发现，同一个子代在某一个

引物中未表现出父本的特异性条带，但在另一个引

物中却表现出父本特异性条带的现象，产生这种现

象的原因有可能是 InDel标记为共显性标记，因为亲

本在遗传上高度杂合，基于孟德尔的基因自由分离

定律，在F1代 InDel标记就发生了分离。鉴于以上现

象，在子代的鉴定过程中，一定要结合 3~5个 InDel
标记进行综合分析，这样才能确保子代的真实性。

目前猕猴桃中‘红阳’的基因组序列已经公布，

虽然‘红阳’为二倍体，但是以‘红阳’基因组为参考，

对其他倍性的猕猴桃进行全基因组重测序变得可行

且容易，通过序列比对，可以找到大量的单核苷酸多

态性位点（SNP），插入缺失位点（insertion/deletion，
InDel）、结构变异位点（structure variation，SV）和拷

贝数变异位点（copy number variation，CNV），并且随

着二代测序技术的发展，基于高通量测序技术的重

测序成本变得越来越低，依托杂交亲本的重测序数

据设计 InDel标记，只需要获得待测亲本的DNA样
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，等：甜樱桃成花相关MADS-box基因的克隆及表达分析第1期
品就能鉴定其真伪，这种方法经济实惠，可推广到其

他猕猴桃杂交后代的鉴定中。

4 结 论

利用拥有父本特征带的 InDel引物进行子代真

实性的鉴定，结果表明，InDel标记在 2个软枣猕猴

桃杂交组合中均能够以较高的效率鉴定子代的真实

性。并且 InDel引物以它分布广泛、验证简便的优

势，提高了杂交子代真伪鉴定的效率。
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