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猕猴桃性别分子标记在软枣猕猴桃中的通用性验证
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摘 要：【目的】猕猴桃是功能性的雌雄异株植物，在育种过程中进行实生苗早期性别鉴定研究具有重要意义。目前已

有关于猕猴桃属植物早期性别鉴定分子标记开发的报道，用于特定种群实生苗童期的性别鉴定。验证这些标记在其

他来源种质资源中的通用性可扩大这些标记在猕猴桃属植物中的应用范围。【方法】利用已知性别的 64份软枣猕猴桃

材料，采用普通PCR扩增的方法以及聚丙烯酰胺凝胶电泳技术，对已报道的两组猕猴桃性别分子标记A001、A002和

A003，SmX和 SmY1的通用性进行检验。【结果】(1) A001和A002在软枣猕猴桃中均能扩增出多态性片段，且条带清

晰明亮，但未出现性别特异片段；(2) A003的PCR扩增结果凝胶图像中，没有清晰的片段出现；(3) 在对已知性别的软

枣猕猴桃资源的验证试验中，SmX的扩增结果图片显示，所扩增的条带未表现出雌雄特异性，准确率很低，且条带微

弱；(4) SmY1在软枣猕猴桃中能够扩增出多态性片段，但未出现性别特异的片段。【结论】在本研究所用的软枣猕猴桃

种质资源中，两组标记均未表现出良好的通用性，其性别扩增结果的雌雄鉴别率很低，甚至不能扩增出清晰的片段，故

不能用于本研究所用软枣猕猴桃种质资源的性别鉴定。
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Abstract:【Objective】The kiwifruit varieties currently cultivated and grown mainly come from Actin-

idia chinensis Planch. In the production, Actinidia arguta (kiwiberry) is a new type of kiwifruit and it

develops rapidly and becomes more and more popular among consumers in recent years. Actinidia argu-

ta has begun to receive extensive attention in the kiwifruit community. Kiwifruit is a functional dioe-

cious plant, and its sex differentiation is controlled by sex- determining genes, which are located in a

pair of chromosomes like the XY/XX system with the Y chromosome specific in male individuals. Gen-

der differentiation is independent of plant ploidy level. Generally, the juvenality of kiwifruit plant is

about 5- 7 years. Due to the complicated genetic background, male individuals of the seed offspring

seem to be more than the female ones. However, the male and female individuals of kiwifruit seedlings

are difficult to distinguish by the morphological features in the juvenile phase. At present, there have

been some reports about the development of molecular markers for sex identification in kiwifruit, but

these markers are effective only in A. chinensis Planch. or the restricted hybrid progeny. The versatility

of the reported markers in the sex identification of A. arguta is still unclear. Some researches on the sex

identification of A. arguta have been reported although its accuracy is still not satisfactory for the com-

mercial use.【Methods】We chose two sets of reported molecular markers: SSR markers A001, A002
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世界猕猴桃产业的发展起源于 20世纪初，而我

国猕猴桃产业发展始于上世纪 70年代末期。早期

生产上栽培种植的品种主要来自于中华猕猴桃复合

体（Actinidia chinensis Planch.）中的中华猕猴桃原变

种（Actinidia chinensis Planch. var. chinensis）和美味

猕猴桃变种（A. chinensis Planch. var. deliciosa A.

Cheval.）。目前产业发展由传统采后需要后熟方能

食用，向无需后熟即可食用的软枣猕猴桃（A. argu-

ta）种类延伸。软枣猕猴桃果实可带皮食用，适合休

闲采摘，成熟果实呈现绿色或全红，具有丰富的化学

药用成分和低卡路里特征 [1]，特别是全红类型还富

含花色苷，产业发展潜力大且发展迅速，目前是城郊

地区都市型农业新兴经济作物之一。从形态上来

看，猕猴桃属植物花类型为完全花，但绝大多数种类

属于功能性雌雄异株。在实生育种过程中童期一般

为 5~7 a（年）[2]，由于其特殊的遗传背景，后代常出

现雄性多于雌性的现象[3-4]。作为果树植物，目前生

产上对雌株的经济价值和需求明显大于雄株，育种

工作仍主要集中在雌性品种选育方面。因此，开发

用于幼苗早期性别鉴定的技术或标记，将节约大量

的人力、物力、时间等育种成本，加速育种进程。前

人尝试利用生理生化鉴定、同工酶分析等方法进行

雌雄性别的鉴定[5-6]，但其结果易受环境因素影响，准

确性不高。

DNA 分子标记以个体间核苷酸序列变异为基

础，是生物个体遗传变异的直接反映，可以检测出生

物个体之间在核苷酸序列水平上的差异 [6]，为雌雄

异株植物早期性别鉴定提供了新的途径。目前，已

经有一些关于猕猴桃属植物性别鉴定分子标记研究

的报道。其中，SmX和 SmY1是由 Gill等通过集团

分离分析法（Bulk Segregant Analysis，BSA），利用二

倍体中华猕猴桃原变种实生群体开发的 SCAR（se-

quence characterized amplified region）标记 [7- 8]，SmX

是雌性特异的标记，而SmY1为雄性特异标记；其中

SmX 仅能鉴定 3 个家系中的 1 个家系中植株的性

别，而不能用于另外 2 个家系，而 SMY1 准确率达

88%，能够有效区分中华猕猴桃性别。A001、A002

和 A003是 Zhang等 [9]在山梨猕猴桃（Actinidia rufa）

和中华猕猴桃原变种的种间杂交 F1代群体中，利用

RAD-seq 技术开发的 SSR（simple sequence repeats）

标记，其可靠性在该研究中所用群体的 174个 F1代

个体中得到验证；A001是雌性特异标记，在该 F1代

的性别鉴定中表现出良好的准确性；A002和 A003

在雌性个体和雄性个体中分别扩增出大小不同的差

and A003, and SCAR markers SmX and SmY1, and we randomly selected 64 accessions of A. arguta,

whose genders were already known as research materials. Young leaves were taken from the healthy an-

nual branches of mature A. arguta plants of similar age for genome DNA extraction. The accuracy of

each marker was validated by ordinary PCR technique. we set 8 annealing temperature gradients to

screen the appreciate system of each pair of primer before all the A. arguta materials were tested. To

make sure that the results of PCR experiments are reliable, the validation experiments of each molecu-

lar marker were repeated at least three times.【Results】The results showed that: (1) The three SSR mark-

ers, A001, A002 and A003, performed differently in A. arguta samples. There were polymorphic frag-

ments amplified by A001 and A002 in the products of the A. arguta samples, but result pictures did not

showed gender specificity. Marker A003 did not amplify polymorphic fragments in A. arguta. (2) When

SmY1 was tested in the samples of A. arguta, there were some polymorphic fragments amplified, but

the fragments showed in the pictures were irregular and they had no any difference between the males

and the females; (3) when SmX was identified in A. arguta samples, there was no polymorphic frag-

ment while the DNA ladder presented a clear image.【Conclusion】The above results indicated that, in

A. arguta, the two sets of molecular markers could not be used for sex identification of this species. Be-

cause of the complicated genetic background of kiwifruit, the reason of the result is still vague and wor-

thy of further investigation. The author speculated that the position or sequence of the sex-specific re-

gion of A. arguta might be different from that of A. chinensis Planch.
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异性片段，从而鉴定植株性别；仅使用A003能够区

分原文材料中山梨猕猴桃和中华猕猴桃原变种；将

A001和A002配合使用可以鉴定研究中所用到的所

有中华猕猴桃和山梨猕猴桃的性别。目前这些标记

仅在原文研究所涉及的材料中进行了应用验证，对

开发标记材料以外的试材，如软枣猕猴桃等目前常

规栽培种类性别鉴定中的通用性尚未明确。关于软

枣猕猴桃性别标记的研究虽然也有报道，但其研究

中并没有发现性别特异的条带，且结果需要对多个

并不稳定的多态性条带进行复杂的聚类分析，聚类

分析结果与样品的性别匹配率为 70%；整个过程操

作复杂，所需人力和时间成本较高，且其结果稳定性

易受试验操作影响[10]。笔者利用已知性别的软枣猕

猴桃种质资源作为材料，旨在探讨 SmX、SmY1 和

A001、A002、A003两组分子标记在软枣猕猴桃性别

鉴定中的通用性，以期为软枣猕猴桃育种群体的早

期性别分子鉴定提供可靠的方法，加速育种进程。

1 材料和方法

1.1 试材及取样

试验于 2017—2018年进行，试材来源于国家农

作物种质资源平台郑州猕猴桃子平台——中国农业

科学院郑州果树研究所郑州猕猴桃资源圃和中国农

业科学院新乡综合试验基地，采用已知性别的软枣

猕猴桃样品 64份（其中雌性 35株，雄性 29株）。选

择树龄相近、生长结果正常的成龄植株，取其一年生

枝蔓上的幼嫩叶片，采下后立即带回实验室经液氮

处理后放入-80 ℃超低温冰箱中保存待用。

1.2 基因组DNA的获取

使用北京普乐海生物科技有限公司生产的植物

基因组DNA快速提取试剂盒，CTAB法提取样品基

因组DNA。取冷冻叶片组织 100~200 mg，装入事先

放好 1粒钢珠的 2 mL EP管中，再次于液氮中冷冻，

用磨样机研磨至细粉状。具体提取步骤按照试剂盒

说明进行。所得DNA用紫外分光光度法和琼脂糖

凝胶电泳法检测其质量及完整性。将模板DNA质

量浓度稀释至 20 ng·mL-1，保存于-20 ℃备用。其中

离心机为 eppendorf Centrifuge 5810 R型，微量紫外

分光光度计为NANODROP 1000型，所用凝胶成像

系统生产商为北京君意东方电泳设备有限公司，型

号为 JY04S-3E。

1.3 标记来源

A001，A002 及 A003 来自 Zhang 等 [9]；SmX 及

SmY1 标记扩增参考 Gill等 [7]的方法。所用引物均

由上海生工生物工程有限公司合成，引物信息具体

见表1。

表 1 本研究所用的 5 个猕猴桃性别标记引物信息

Table 1 Five kiwifruit gender marker primers used in this study

引物名称
Primer name

A001

A002

A003

SmX

SmY1

序列（ 5’–3’）
Sequences（5’–3’）

F:TCAATGCATTTAGACATTCCTTTGTCCA
R: TGGGTAAACATAACCACATGCCAAC

F: TACTGACGGTCACTCCCTAATCCC
R: CATGGATGGAACTGGTGGAGGAAG

F: GCAAGCGGGGGTAAATTTGTACAG
R: GGATAGGAGGAGCTTTACGGACCT

F: AGGAGTCGGAGAGAGTAGAGAAG
R: AGGAGTCGGATGACCGTTGGTGA

F: TCGCAATTCGTTAGGGATGATGCG
R: CATAATCAACCATCCATAAAAACCAT

退火温度
Annealing temperature /℃

54

56

56

68

58-54
Touchdown

产物预期大小
Fragment size /bp

202 Female
0 Male

219 Female
230 Male

304 Female
287 Male

950

770

1.4 A001、A002、A003、SmX、及 SmY1性别标记在

软枣猕猴桃材料中的体系优化试验

在预实验阶段，笔者利用参考文献中的 PCR条

件，以上述5个分子标记为引物，以16株软枣猕猴桃

（雌性 8株，雄性 8株）的DNA样品为模板，对试验体

系进行优化，所得产物中均未发现性别特异条带。

因此，为了更好地验证其通用性，进行了体系优化试

验。选择 6个雄性样品和 6个雌性样品DNA作为模

板进行体系优化试验，筛选合适的退火温度，优化试

验的体系和程序如下：使用 20 µL 反应体系，含 10

µL 1 × Taq MasterMix（Dye），正向和反向引物各

400 nmol · L- 1，20 ng 模板 DNA；PCR 扩增程序为，

94 ℃ 预变性 5 min，94 ℃ 30 s，52~68 ℃（分别是

52 ℃，53.1 ℃，55.2 ℃，58.2 ℃，61.9 ℃，64.9 ℃，

67 ℃和 68 ℃）30 s，72 ℃ 40 s，35 个循环，最后

72 ℃ 2 min。PCR 扩增产物采用 1%琼脂糖凝胶电
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泳及 8% 聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，以每个标记所

对应的产物中多态性条带清晰、长度一致为合适退

火温度的检测依据。

1.5 A001、A002、A003、SmX 及 SmY1 性别标记在

软枣猕猴桃中的通用性验证

使用合适的退火温度验证各个标记在其他软枣

猕猴桃样品中的通用性，PCR体系仍使用 20 µL反

应体系，扩增程序的其他步骤与1.4中优化试验的程

序相同。PCR 扩增产物采用 8% 聚丙烯酰胺凝胶电

泳检测。

2 结果与分析

2.1 A001、A002和A003标记在已知性别软枣猕猴

桃样品中的体系优化及验证结果

利用软枣猕猴桃 6个雄性样品和 6个雌性样品

设计试验，进行 A001、A002 和 A003 三个标记的扩

增体系优化。A001标记在软枣猕猴桃中的最适退

火温度在 68 ℃，在图 1-a所示 68 ℃退火温度时，扩

增产物中出现两条多态性片段，但并没有表现出性

别差异；A002标记在软枣猕猴桃中的最适退火温度

在 65 ℃，在图 1-b所示 65 ℃退火温度时的，得到一

条清晰的多态性条带，且在 6个雌性样品中，有两个

样品没有条带出现；A003标记扩增产物中，未检测

出任何清晰的多态性条带。故在进一步的验证试验

中，仅利用标记 A001 和 A002 进行验证，放弃使用

A003。

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

雄性 Male 雌性 Female

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

雄性 Male 雌性 Female

a 为 A001 标记在退火温度 68℃; b 为 A002 标记在退火温度 65℃。

a is the performance of A001 in A. arguta at annealing temperature of 68 ℃；b is the performance of A002 in A. arguta at annealing temperature of

65 ℃.

图 1 A001 及 A002 标记在体系优化后的最适退火温度分别为 68 ℃℃和 65 ℃℃时验证结果

Fig. 1 The optimum annealing temperatures of A001 and A002 after system optimization are 68 ℃℃ and 65 ℃℃，respectively

a

b

500 bp

400 bp
350 bp
300 bp

250 bp

200 bp

150 bp

100 bp

500 bp

400 bp
350 bp
300 bp

250 bp

200 bp

150 bp

100 bp

验证试验中，分别利用 29个雄性样品和 35个雌

性样品对A001和A002两个标记在软枣猕猴桃中的

通用性进行验证，图 2显示了两个标记在部分样品

基因组 DNA 中的扩增结果。A001 和 A002 的扩增

产物中，均有多态性片段出现，但两个标记对软枣猕

猴桃种质资源都没有表现出性别特异性。

2.2 SmX、SmY1标记在已知性别软枣猕猴桃样品

中的体系优化及验证结果

利用 12 份软枣猕猴桃样品基因组 DNA 进行

SmY1 和 SmX 标记的体系优化试验，结果显示：

SmY1 在软枣猕猴桃基因组 DNA 中扩增最适退火

温度为 67 ℃，见图 3，且扩增出的片段长度分别为

400 bp 左右和 200 bp 左右，明显小于参考文献中

SmY1的产物片段长度（参考文献中，该引物的产物
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1 5 10 15 18 1 5 10 15 20 25 M

雄性 Male 雌性 Female

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

M 1 5 10 15 18 1 5 10 15 20 25

雄性 Male 雌性 Female

a

b

300 bp

200 bp

a 为 A001 标记在软枣猕猴桃基因组 DNA 中的扩增结果；b 为 A002 标记在软枣猕猴桃基因组 DNA 中的扩增结果。

a is the result of A001 in A. arguta；b is the result of A002 in A. arguta.

图 2 A001 和 A002 标记在软枣猕猴桃基因组 DNA 中均未表现出性别特异性

Fig. 2 A001 and A002 are both not gender-specific in A. arguta samples

图 3 退火温度为 67 ℃℃时 SmY1 标记在软枣猕猴桃基因组 DNA 中的表现

Fig. 3 Performance of SmY1 in A. arguta at annealing temperature of 67 ℃℃

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

雄性 Male 雌性 Female

长度）770 bp，且条带微弱大小不一；退火温度低于

64.9 ℃时不能有效扩增出多态性片段。SmX 标记

在利用 6个雄性样品和 6个雌性样品为材料的初步

验证试验中，SmX标记的扩增结果没有在任何一个

样品中扩增出清晰并且一致的条带，没有性别特异

性。

因为两个标记在所用材料中均未表现出良好的

多态性及性别特异性，故两个标记均未继续扩大样

本验证。

3 讨 论

对猕猴桃等雌雄异株植物育种阶段的实生苗童

期进行性别鉴定研究具有重要意义。在 SmX 和

SmY1标记开发过程中，所采用的群体是以二倍体

中华猕猴桃原变种为亲本的 3个家系，包括亲本和

F1子代[7]；使用BSA方法，首先从 3个家系的F1代中，

根据性别选择 24个雄株和 20个雌株构成两个集团；

将这两个集团样品的DNA等量混合，分别建立不同

性别的“基因混池”；将这些样本用大量的随机引物

进行测试，生成随机扩增多态 DNA (RAPD) 条带；

与性别决定无关的变异对两个混池是共同的，而混

合样本之间的任何多态性都与性别决定相关联；将

得到的 RAPD 标记转化为 SCAR标记，增加其稳定

性和可靠性。这种利用 BSA 混池测序进行性别鉴

定的研究方法在马尾藻[11]、巨体舌鱼[12]和黄连木[13]的

性别鉴定研究中均有应用；将 SCAR 标记 SmX 及

500 bp

400 bp
350 bp

300 bp

250 bp

200 bp

150 bp

100 bp
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SmY1在已知性别的总数为 120个中华猕猴桃原变

种群体中验证表明，SmY1具有良好的准确性 [7]，准

确率可达 88%以上；而SmX仅在其中BSA分析所用

到的其中一个家系中表现出稳定的性别特异性。此

前，有研究将 SmX 和 SmY 在中华猕猴桃原变种的

一个品种‘Rainbow Red’中做出验证，其结果显示

SmY1的准确率可达 95%，而 SmX的准确率不及前

者[14]。经本试验验证，在软枣猕猴桃中，SmY1虽然

在退火温度为 67 ℃时能够扩增出清晰的条带，但不

具有性别特异性，而SmX在软枣猕猴桃中未能扩增

出任何清晰的多态性片段，说明软枣猕猴桃基因组

DNA中很可能并没有与SmX引物对应的片段。

限制性相关 DNA (RAD)序列分析可以在限制

位点内产生显性标记，并在限制位点附近产生共显

性标记[15]。利用新一代RAD测序(RAD-seq)技术能

够有效检测DNA多态性，而不需要事先获取被检测

物种的基因组序列。如在开心果的 F1分离群体中，

利用RAD-seq技术对性别连锁 SNP标记进行鉴定，

得到的性别连锁分子标记将会帮助在育种过程中进

行标记辅助选择，从而降低育种成本 [16]。RAD-seq

技术在大多数模式生物和一些非模式生物中有广泛

的应用，已构建了小菜蛾[17]、链孢霉[18]和西瓜[19]等的

连锁图谱。猕猴桃性别鉴定标记 A001、A002 和

A003就是通过高密度 RAD-seq基因图谱技术得到

的SSR标记[9]，但是本研究在验证上述 3个标记的通

用性时发现，3个 SSR标记在软枣猕猴桃材料中均

不表现性别特异，可能受软枣猕猴桃与中华猕猴桃

复合体之间的亲缘关系相对较远[20] 因素的影响。

猕猴桃染色体倍性复杂，中华猕猴桃原变种大

多为二倍体和四倍体[21]，而软枣猕猴桃倍性复杂，有

二倍体、四倍体、六倍体和八倍体等[22]。前述报道开

发标记利用的试验材料中，中华猕猴桃原变种和山

梨猕猴桃均为二倍体，我们验证的材料软枣猕猴桃

均为四倍体。尽管猕猴桃的 25号染色体已被确定

为性染色体[9，23]，其功能与XX/XY相似[24]，但尚未进

化出形态上的明显差异，其性别表型形成的机理也

尚不清晰。据报道，在被子植物性染色体进化的六

个时期中[25]的第二个时期，雌性和雄性不育位点的

重组受到抑制，同时有一个小的雄性特异区在原始

Y染色体上形成，并且出现了全雄及全雌植株，此时

期的代表植物是芦笋 [26]。经过对比，芦笋性别分化

的表现与猕猴桃非常相似 [27]。Fraser 等 [28]在其对

SCAR标记 SmX和 SmY1的定位研究中，将雄性性

别标记 SmY1定位在了染色体亚端粒区，该区域的

重组受到抑制，而缺乏重组恰是性别决定区域的典

型特征 [29]。此结果与对上述第二时期的描述一致，

故我们推测猕猴桃的性染色体处于进化的第二个时

期。由于猕猴桃的 Y 染色体仍处于进化的早期阶

段，没有进化完全的Y染色体，故笔者推测，软枣猕

猴桃的性别特异区域的位置或序列可能会与中华猕

猴桃原变种有一定的差异。

另有研究表明，植物激素、遗传因子、表观遗传

修饰等可能通过相互之间的共同作用来决定植物性

别，它们的这种既相互独立又协同作用的动态过程，

使性别表型具有多样性[26]。Zhao等[30]在其对软枣猕

猴桃不同性别花的转录组研究中发现，处于发育后

期的雄花中，PME（果胶甲酯酶基因）的表达水平是

雌花的 72 倍；而 ACO，MAN1，和 MYC2 的表达水平

又远低于雌花。PME与果实的成熟、器官脱落、小

孢子发育、花粉管伸长、种子萌发和抗病性等都有关

系，但可能并不直接参与雌雄异株植物的性别决

定[31]。Akaji等[23]在猕猴桃中的研究结果也表明，在

猕猴桃 25号染色体的Y-特定区域，有一个雄性特异

基因 SyGl，编码一种C型细胞分裂素反应调节因子

的合成，且具有保守性，能够控制猕猴桃雄花的雌蕊

在发育过程中退化，由此推断，猕猴桃的雄性性状形

成与一个细胞分裂素响应调节因子的作用有关。细

胞分裂素对猕猴桃性别决定的调控作用虽未见报

道，但有研究表明其对乌毛蕨（Blechnum spicant L.）

雄配子体的形成具有较强的诱导作用[32]。

除本研究所选取的两组猕猴桃性别分子标记

外，据报道 RAPD 标记 S1032-850 是在美味猕猴桃

原变种中开发，可鉴定中华猕猴桃原变种和美味猕

猴桃原变种植株的性别 [33]，但该标记尚未转化为相

对更稳定的 SCAR标记，且由于结果更稳定等诸多

优点，SSR和 ISSR已经成为目前分子标记研究中的

主要形式，故在本研究中并未验证该标记的通用

性。另外，除中华猕猴桃原变种外，已经有多种雌雄

异株植物的性别标记报道，如柿（Diospyros kaki

Thunb）[34-35]、椰枣（Phoenix dactylifera）[36]、银杏（Gink-

go biloba L.）[37]及番木瓜（Carica papaya L.）[38-39]等。

近年来，软枣猕猴桃发展迅速，尤其是在休闲采摘、

观光农业等方面越来越受到重视和消费者的喜爱。

对于育种工作者而言，快速、高效、准确地进行早期
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实生苗性别鉴定分子标记开发是一个亟待解决的问

题。随着现代分子生物学技术的不断发展，通过基

因组学手段挖掘和筛选雌、雄特异的分子标记，可加

快田间育种进度，降低育种成本，更好的促进产业的

健康和可持续发展。
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