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基于SRAP和SCoT标记的猕猴桃种质

遗传多样性分析及变异材料鉴定

张 坤，周源洁，李 尧，刘芯伶，郭玉琪，夏 惠，梁 东*

（四川农业大学园艺学院，成都 611130）

摘 要：【目的】探明 59份猕猴桃品种/种质的遗传背景及鉴定果肉全红型材料（‘H-16’）的亲缘关系。【方法】利用

SRAP及SCoT两种分子标记进行遗传多样性分析及变异鉴定。【结果】筛选出的12对SRAP引物和16条SCoT引物在

59份材料中分别扩增出多态性条带125条和143条，平均多态性比率为99.07%和100%，平均遗传相似系数为0.668和

0.640，其中‘H-16’与红阳的遗传相似系数最高，分别为0.952和0.930，表明两者遗传背景高度一致。SRAP及SCoT两

种分子标记分别将59份猕猴桃材料分为4组和8组，部分中华猕猴桃与多数美味猕猴桃种质聚为一类，显示中华猕猴

桃与美味猕猴桃种间关系较近，存在频繁的基因交流现象。筛选出的3对SRAP引物和2条SCoT引物，在‘H-16’和红

阳中扩增出差异条带，表明‘H-16’为红阳的变异材料，且12对SRAP引物将全部中华系红肉猕猴桃聚为一类，可作为

筛选控制红色性状位点的候选SRAP引物。【结论】SRAP和SCoT分子标记有效地将59份猕猴桃划分成4组和8组，表

明其遗传背景存在差异，且遗传多样性较为丰富，两种标记都可用，SCoT更高效。两种标记都可用于猕猴桃变异材料

的早期鉴定，且成功鉴定‘H-16’为红阳的色泽变异品种（系），为后期开展种质资源评价和新种质选育提供技术参考和

理论依据。
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Genetic diversity analysis of kiwifruit germplasm and identification of
variant based on SRAP and SCoT markers
ZHANG Kun, ZHOU Yuanjie, LI Yao, LIU Xinling, GUO Yuqi, XIA Hui, LIANG Dong*

(College of Horticulture, Sichuan Agricultural University, Chengdu 611130, Sichuan, China)

Abstract:【Objective】Kiwifruit species are diverse due to obivous interspecific and intraspecific hy-

bridization. Therefore, investigation of the genetic background of 59 kiwifruit varieties/germplasm and

identification of the relatives of kiwifruit material with fully red flesh (‘H-16’) can provide an effective

molecular marker-assisted breeding method for genetic background analysis and classification of kiwi-

fruit germplasm and selection of new varieties.【Methods】The genomic DNA of kiwifruit leaves was

extracted by DNA kit. Then, two kinds of molecular markers, SRAP and SCoT, were selected for genet-

ic diversity analysis and variant identification. The SRAP marker was designed by designing a pair of

special primers at both ends of the open reading frame, and the primer sequences included filler bases,

specific bases and selective bases. While the SCoT marker was designed by designing a single primer

based on the conserved sequences flanking the ATG translation start site, and the amplification pro-

duced a dominant polymorphic marker biased toward the candidate functional gene region. The differ-

ences in electrophoretic bands obtained from the two markers would reflect the differences between the

genetic materials, so the germplasm identification could be constructed based on the differences in elec-
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trophoretic bands. A 0, 1 matrix was established based on the polymorphic amplified bands, and the

number of effective alleles (Ne), genetic diversity (H), and Shannon information index (I) were calculat-

ed using Popgene 1.31 software. The genetic distance and genetic similarity among the 59 kiwifruit

germplasm resources were calculated using Ntsyspc 2.10 software, and the NJ adjacent cluster trees of

59 kiwifruit germplasm resources based on Nei’s genetic distance was constructed using MEGA 7.0

software. Finally, 169 pairs of SRAP primers and 57 SCoT primers were used for the molecular identifi-

cation of the‘H-16’variant material.【Results】The screened 12 pairs of SRAP primers and 16 SCoT

primers amplified 125 and 143 polymorphic bands in 59 germplasm resources, respectively. The aver-

age numbers of amplified bands were 10.50 and 8.94, the average polymorphism ratios were 97.07%

and 100%, and the average genetic similarity coefficients were 0.668 and 0.640. The genetic distance

between the 59 kiwifruit germplasm resources obtained with the two kinds of markers were about

0.437-0.952 and 0.441-0.930, respectively. The high genetic similarity coefficients of 0.952 and 0.930

between H- 16 and Hongyang indicated that the genetic backgrounds of them were highly consistent.

From the clustering results, two kinds of molecular markers, SRAP and SCoT, divided the 59 kiwifruit

germplasm resources into 4 and 8 groups, respectively. The SCoT marker provided more genetic varia-

tion information than the SRAP marker and could distinguish kiwifruit species more effectively. Some

of the A. chinensis clustered with most of the A. deliciosa germplasm, showing that the A. chinensis and

A. deliciosa were more closely related interspecies and there were frequent gene exchanges between

them, further confirming that A. deliciosa is a variety of A. chinensis. From the analysis of species ori-

gin, among the A. arguta tested, Hongbaoshixing and Zhongxiahong both originated from the Kiwifruit

Resource Collection of Zhengzhou Fruit Tree Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sci-

ences, which belonged to the fully red A. arguta, both clustered together by the two kinds of markers, to

a certain extent, indicating that the relatives and geographical distribution were related. The above ge-

netic analysis based on SRAP and SCoT markers indicated that the genetic similarity coefficients be-

tween Hongyang and‘H-16’were high, so it was assumed that‘H-16’was a variant of Hongyang. In

order to investigate the genetic differences between them, the specific primers were screened from 57

SCoT primers and 169 SRAP primer pairs, and the results showed that the SP49 and SC68 primers of

SCoT markers amplified differential bands between the two specimens with a difference ratio of 3.45%.

The Me7-em11, Me9-em2 and Me13-em7 primer combinations of SRAP markers amplified specific dif-

ferential bands with a difference ratio of 2.36%. This indicated that there was a difference in genetic ma-

terial between‘H-16’and Hongyang. Combined with the clustering results, it was proved that‘H-16’

was the mutant of Hongyang at the DNA level, and also indicated that both markers could be applied to

the identification of mutant materials. In addition, 12 pairs of SRAP primers clustered all A. chinensis

lines of red-fleshed kiwifruit, which could be used as candidate SRAP primers for the screening of loci

controlling red traits.【Conclusion】The SRAP and SCoT molecular markers classified 59 kiwifruit ac-

cessions into 4 and 8 groups effectively, indicating differences in their genetic backgrounds and a high

level of genetic diversity, and the two kinds of markers were both available, with SCoT being more effi-

cient. Both markers could be used for early identification of kiwifruit variant materials, and the success-

ful identification of‘H-16’as a color variant (strain) of Hongyang would provide technical reference

and theoretical basis for later germplasm resource evaluation and new germplasm selection.
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猕猴桃属（Actinidia）为多年生落叶藤本植物。

我国猕猴桃种质资源丰富，有 52 种，73 个分类单

元[1]。生产上栽培品种多以中华猕猴桃和美味猕猴

桃为主，已经育成的优良种质多达148个[2]。且猕猴

桃为雌雄异株植物，种间和种内的杂交现象普通，而

我国选育的猕猴桃品种大部分是由实生选种而来，

存在遗传背景不清、系谱关系不明等情况。此外，芽

变、实生变异材料也丰富了新品种选育的育种材

料。因此，建立有效的分子手段探明种质资源的遗

传背景、鉴定变异材料对新品种的选育具有重要的

理论和实践意义。

分子标记能从DNA水平上揭示物种遗传变异

及其变异规律[3]，已广泛应用于植物种质资源遗传

多样性研究。 SRAP（Sequence- Related Amplified

Polymorphism，序列相关扩增多态性）和SCoT（Start

Codon Targeted Polymorphism，目标起始密码子多态

性标记）是目前新起的分子标记技术。SRAP标记

是Li等[4]提出的一种基于PCR的新型显性标记，该

标记通过对基因的ORFs（Open reading frames开放

阅读框）的特定区域进行扩增，以此比较不同植物遗

传资源的基因型及群体的多样性。SCoT标记是一

种基于翻译起始位点的目的基因标记新技术[5]，该

标记具有操作简便、多态性比率高、遗传信息位点丰

富等特点，并能对特异性状进行追踪分析[6]。目前

两种标记已被广泛应用于多种生物遗传多样性、比

较基因组及品种鉴定等研究中，如井赵斌等[7]和Cho

等[8]通过SRAP标记分析了猕猴桃种质资源，揭示了

部分猕猴桃种质的遗传多样性，并建立较成熟的

SRAP标记体系，为本研究猕猴桃种质遗传多样性

的分析提供了参考。相比于其他标记，SCoT标记则

具有更高的通用性，已被用于揭示苎麻属[Boehme-

ria nivea (L.) Gaudich.]野生种与栽培种遗传多样性

差异[9]，大麦基因组多样性和种群结构分析[10]，杧果

品种的鉴定和遗传多样性分析等[11]。而目前有关猕

猴桃的 SCoT遗传多样性分析研究甚少，且涉及品

种较少，因此建立广泛高效的猕猴桃 SCoT标记体

系十分重要。此外，SRAP和SCoT标记也被应用于

桃、葡萄、橙等变异材料的鉴定，鉴定结果显示其变

异是由于基因组的DNA序列发生了改变，并以此筛

选出具有潜在育种价值的优良变异单株[12-13]，表明其

标记可应用于品种的变异鉴定和遗传评价。而目前

有关 SCoT 标记在猕猴桃变异株系的鉴定研究甚

少，且SRAP标记尚未见报道。故SRAP和SCoT标

记在猕猴桃桃种质资源分类及变异材料鉴定方面具

有较大的应用前景。

本课题组在猕猴桃种质资源调查过程中，在雅

安市名山区红阳种植园中发现1株果实全红型变异

植株（编号‘H-16’）。红阳及‘H-16’变异材料的树

体、花、叶、果等外形特征都无明显差异，与红阳果实

的横切面结构相比，‘H-16’由外至内分别为黄绿色

或绿色的外果皮、微红色的中果皮、含种子并呈现放

射状红色的内果皮以及乳白色的果心（图 1）。此

外，‘H-16’的中果皮部位着色程度仅次于内果皮，

可看出‘H-16’中果皮呈红色变异（图 1），从形态和

A. 红阳；B.‘H-16’；1-4 分别为：中果皮、内果皮、果心、外果皮。

A. Hongyang; B.‘H-16’; 1-4 represent mesocarp, endocarp, core and exocarpe spectively.

图 1 红阳和‘H-16’的栽培环境、果实及花

Fig. 1 Cultivation environment, fruit and flowers of Hongyang and ‘H-16’
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表 1 本研究中使用的猕猴桃材料

Table 1 Kiwifruit material used in this study

编号

Code

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

26

27

28

29

30

样品名

Sample

红阳 Hongyang

疑似红阳变异材料‘H-16’

楚红 Chuhong

东红 Donghong

红华 Honghua

脐红 Qihong

JXFX-CK-04137

金红1号 Jinhong 1

红实2号 Hongshi 2

金丰 Jinfeng

夏亚15 Xiaya 15

早鲜 Zaoxian

翠玉 Cuiyu

金实1号 Jinshi 1

金实2号 Jinshi 2

金艳 Jinyan

黄金果 Hort16A

武植3号 Wuzhi 3

金霞 Jinxia

琼露 Qionglu

金桃 Jintao

金龙2号 Jinlong 2

通山5号 Tongshan 5

庐山香 Lushanxiang

魁蜜 Kuimi

三峡1号 Sanxia 1

湘麻6号 Xiangma 6

红美 Hongmei

猕香 Mixiang

翠香 Cuixiang

种名

Species

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

中华猕猴桃 A. chinensis

美味猕猴桃 A. deliciosa

美味猕猴桃 A. deliciosa

美味猕猴桃 A. deliciosa

编号

Code

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

样品名

Sample

徐香 Xuxiang

海沃德 Hayward

秦美 Qinmei

新观2号 Xinguan 2

米良1号 Miliang 1

金魁 Jinkui

中猕2号 Zhongmi 2

布鲁诺 Bruno

香绿 Xianglü

华美1号 Huamei 1

红宝石星 Hongbaoshixing

仲夏红 Zhongxiahong

魁绿 Kuilü

宝贝星 Baobeixing

龙城2号 Longcheng 2

永丰4号 Yongfeng 4

长江1号 Changjiang 1

KR1

KR3

KR4

KR5

毛花 A. eriantha

AE1

AE2

长叶 A. hemsleyana

长果 A. longicarpa

阔叶 A. latifolia

KR2

京梨 Jingli

种名

Species

美味猕猴桃 A. deliciosa

美味猕猴桃 A. deliciosa

美味猕猴桃 A. deliciosa

美味猕猴桃 A. deliciosa

美味猕猴桃 A. deliciosa

美味猕猴桃 A. deliciosa

美味猕猴桃 A. deliciosa

美味猕猴桃 A. deliciosa

美味猕猴桃 A. deliciosa

美味猕猴桃 A. deliciosa

软枣猕猴桃 A. arguta

软枣猕猴桃 A. arguta

软枣猕猴桃 A. arguta

软枣猕猴桃 A. arguta

软枣猕猴桃 A. arguta

软枣猕猴桃 A. arguta

软枣猕猴桃 A. arguta

对萼猕猴桃 A. valvata

对萼猕猴桃 A. valvata

对萼猕猴桃 A. valvata

对萼猕猴桃 A. valvata

毛花猕猴桃 A. eriantha

毛花猕猴桃 A. eriantha

毛花猕猴桃 A. eriantha

长叶猕猴桃 A. hemsleyana

长果猕猴桃 A. longicarpa

阔叶猕猴桃 A. latifolia

大籽猕猴桃 A. macrosperma

硬齿猕猴桃 A. callosa

生物学特性初步认定为红阳变异株。笔者在本研究

中采用SRAP和SCoT分子标记技术分析了 59份猕

猴桃的遗传多样性及种间关系，鉴定变异材料（‘H-

16’）和红阳的遗传背景差异，从而为变异材料的早

期鉴定及后期新品种选育提供技术参考，并为猕猴

桃的亲缘关系分析及种质资源挖掘利用等奠定基础。

1 材料和方法

1.1 试验材料

本试验共收集 59份猕猴桃品种材料（表 1），部

分来源于本课题组建立的猕猴桃种子资源圃，部分

由中国农业科学院郑州果树研究所提供。于 2020

年5—6月取其幼嫩叶片，-80 ℃超低温冰箱保存，用

于DNA提取。其中，红阳及全红型变异材料‘H-16’

取果实作为后续研究材料。

1.2 猕猴桃DNA的提取

采用 DNA 提取试剂盒（成都百菲特，型号

DN32-50）提取猕猴桃幼叶基因组DNA，用 1%的琼

脂糖凝胶电泳，用紫外分光光度计测定其OD值，以

检测其纯度和浓度，并稀释成质量浓度20~30 ng·μL-1，

存于-80 ℃超低温冰箱以备用。

1.3 PCR扩增体系

SRAP标记由 13个上游引物及 13个下游引物

自由组合，共得到 169对引物组合[14]；57条SCoT引

物碱基序列参考陈伯伦等[15]、张安世等[16]和周巧遇

等[17]报道的，详见表2。均由成都擎科梓熙生物技术

有限公司合成。

参考张妤艳等[18]的SRAP标记扩增方法并稍加
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表 2 169 对 SRAP 引物组合序列和 57 条 SCoT 引物序列

Table 2 169 pairs of SRAP primer combination sequences and 57 SCoT primer sequences

引物

Primer

Me1

Me2

Me3

Me4

Me5

Me6

Me7

Me8

Me9

Me10

Me11

Me12

Me13

em1

em2

em3

em4

em5

em6

em7

em8

em9

em10

em11

em12

em13

SP2

SP3

引物序列5’→3’
Primer sequences 5’→3’

TGAGTCCAAACCGGATA

TGAGTCCAAACCGGAGC

TGAGTCCAAACCGGAAT

TGAGTCCAAACCGGACC

TGAGTCCAAACCGGAAG

TGAGTCCAAACCGGACA

TGAGTCCAAACCGGACG

TGAGTCCAAACCGGACT

TGAGTCCAAACCGGAGG

TGAGTCCAAACCGGAAA

TGAGTCCAAACCGGAAC

TGAGTCCAAACCGGAGA

TGAGTCCAAACCGGAAG

GACTGCGTACGAATTAAT

GACTGCGTACGAATTTGC

GACTGCGTACGAATTGAC

GACTGCGTACGAATTTGA

GACTGCGTACGAATTAAC

GACTGCGTACGAATTGCA

GACTGCGTACGAATTCAA

GACTGCGTACGAATTCAC

GACTGCGTACGAATTCAG

GACTGCGTACGAATTCAT

GACTGCGTACGAATTCTA

GACTGCGTACGAATTCTC

GACTGCGTACGAATTCTG

CAACAATGGCTACCACCC

CAACAATGGCTACCACCG

引物

Primer

SP4

SP5

SP8

SP9

SP10

SP11

SP12

SP13

SP14

SP16

SP17

SP19

SP20

SP21

SP23

SP25

SP27

SP28

SP29

SP30

SP31

SP33

SP34

SP35

SP37

SP38

SP39

SP40

引物序列5’→3’
Primer sequences 5’→3’

CAACAATGGCTACCACCT

CAACAATGGCTACCACGA

CAACAATGGCTACCACGT

CAACAATGGCTACCACGA

CAACAATGGCTACCAGCC

AAGCAATGGCTACCACCA

ACGACATGGCGACCAACG

ACGACATGGCGACCATCG

ACGACATGGCGACCACGC

ACCATGGCTACCACCGAC

ACCATGGCTACCACCGAG

ACCATGGCTACCACCGGC

ACCATGGCTACCACCGCG

ACGACATGGCGACCCACA

CACCATGGCTACCACCAG

ACCATGGCTACCACCGGG

ACCATGGCTACCACCGTG

CCATGGCTACCACCGCCA

CCATGGCTACCACCGGCC

CCATGGCTACCACCGGCG

CCATGGCTACCACCGCCT

CCATGGCTACCACCGCAG

ACCATGGCTACCACCGCA

CATGGCTACCACCGGCCC

CAACAATGGCTACCAGCG

AAGCAATGGCTACCACCG

ACGACATGGCGACCAGCG

ACGACATGGCGACCACGT

引物

Primer

SP42

SP44

SP47

SP48

SP49

SC1

SC13

SC15

SC18

SC21

SC22

SC23

SC26

SC29

SC31

SC34

SC35

SC37

SC48

SC55

SC65

SC68

SC74

SC77

SC79

SC29+SC31

SC29+SC37

引物序列5’→3’
Primer sequences 5’→3’

ACCATGGCTACCACCGAT

GCAACAATGGCTACCACG

AACCATGGCTACCACCGC

ACGACATGGCGACCACCG

CCATGGCTACCACCGGCG

CAACAATGGCTACCACCA

ACGACATGGCGACCATCG

ACGACATGGCGACCGCGA

ACCATGGCTACCACCGCC

ACGACATGGCGACCCACA

AACCATGGCTACCACCAC

CACCATGGCTACCACCAG

ACCATGGCTACCACCGCT

CCATGGCTACCACCGGCC

CCATGGCTACCACCGCCT

ACCATGGCTACCACCGCA

CATGGCTACCACCGGCCC

ACGACATGGCGACCAGCG

ACAATGGCTACCACTGGC

ACAATGGCTACCACTACC

ACCATGGCTACCACGGCA

ACCATGGCTACCAGCGTC

CCATGGCTACCACCGGCA

CCATGGCTACCACTACCC

CCATGGCTACCACTAGCT

引物组合Primer combinations

引物组合Primer combinations

修改，PCR 反应体系为 20 μL 包含 10 μL 2×Es Taq

MasterMix（Dye），上下游引物各500 nmol·L-1、1.5 μL

模板DNA，其余由 ddH2O补齐。前 5个循环的扩增

程序为：94 ℃预变性 4 min；94 ℃变性 1 min，35 ℃

退火 1 min，72 ℃延伸 1 min；再进行后 35 个循环，

94 ℃变性 1 min，50 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min；

最后72 ℃延伸10 min。

参考陈虎等[19]的SCoT标记扩增方法并加以修

改，PCR 反应体系为 20 μL，包含 10 μL 2×Es Taq

MasterMix（Dye），500 nmol · L-1 SCoT引物、1 μL模

板DNA，8 μL ddH2O。扩增程序为：94 ℃预变性5 min；

94 ℃变性50 s，51 ℃退火45 s，72 ℃延伸90 s，共35

个循环；最后在72 ℃延伸10 min。于4 ℃保存。

1.4 多态性引物筛选及变异鉴定

随机选取 8个猕猴桃品种作为模板，筛选出多

态性位点多、条带清晰、扩增稳定的引物用于遗传多

样性关系分析。采用实验室建立的已优化 SRAP/

SCoT-PCR反应体系分别对 169对引物和 57条引物

进行PCR扩增，对‘H-16’材料进行变异鉴定。PCR

扩增产物采用 1.5%琼脂糖凝胶电泳，检测条件：1×

TAE缓冲液、100 V 45 min，并于 SYNGENE自动凝

胶成像仪中拍照记录。

1.5 数据转换与分析

根据扩增结果进行条带统计，同一位置扩增出

条带及弱带记为 1，无带记或不能识别的条带记为

0，在软件Microsoft Excel 2010中构建原始 0/1数据

矩阵，并将其分别转换为软件 Mega7.0、Popgene

1.31和Ntsyspc 2.10所需要的数据格式进行遗传多
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样性和聚类分析。

2 结果与分析

2.1 基于SRAP分子标记的遗传多样性分析

用部分DNA模板进行 PCR扩增。最终从 169

对SRAP引物对筛选出特异条带丰富、扩增稳定的

12对SRAP引物（图2）。这12对引物组合共扩增出

126个条带，多态性条带 125个，多态性比率平均为

99.07%，平均每对引物扩增出 10.50 条多态性片

段。引物组合Me1-em4扩增的多态性条带数最多，

为15条，扩增的位点数最少是引物组合Me7-em11，

为5个，平均每对引物的有效等位数为1.572（表3），

图 2 部分 SRAP 引物在 59 份材料中的扩增图谱

Fig. 2 Amplification map of some SRAP primers in 59 materials

表 3 12 对 SRAP 引物多态性分析

Table 3 The Polymorphism analysis of 12 pairs of SRAP primers used for this study

引物
Primers

Me1-em1

Me1-em4

Me1-em5

Me1-em7

Me2-em4

Me2-em7

Me3-em2

Me7-em7

Me7-em11

Me9-em2

Me12-em2

Me13-em7

总计Total

平均Mean

条带数
Total band
number

12

15

9

13

9

14

7

11

5

8

8

15

126

10.50

多态性条带数
No. of polymorphic
band

12

15

9

13

8

14

7

11

5

8

8

15

125

10.42

多态性比率
Polymorphic
rate/%

100.00

100.00

100.00

100.00

88.89

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

99.07

有效等位基因数
Effective allele
number，Ne

1.594

1.478

1.651

1.429

1.637

1.432

1.688

1.538

1.633

1.668

1.601

1.510

1.572

Nei’s基因多样性
Nei’s gene
diversity，H

0.358

0.295

0.381

0.272

0.346

0.273

0.374

0.322

0.357

0.364

0.366

0.302

0.334

表型Shannon’s信息指数
Shannon information
index，I

0.539

0.456

0.565

0.427

0.499

0.430

0.545

0.487

0.527

0.530

0.549

0.462

0.501

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

M 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

M 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59

Mel-em1

Me3-em2

Me3-em2 Me2-em7

2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp
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因此具有较高的遗传多样性。Nei’s基因多样性指

数（H）在 0.272~0.381 之间变化，平均值为 0.334，H

值最高的为引物组合Me1-em5（0.381），H值最低的

为引物组合Me1-em7（0.271 7）。各引物Shannon’s

信息指数（I）值在0.427~0.565之间，平均值为0.501，

呈中等水平的遗传多样性，I值最高的为引物组合

Me1-em5（0.568），I值最低的为引物组合Me1-em7

（0.429）。结果表明，SRAP引物所扩增产物大小主

要分布在 250~2000 bp，部分品种扩增产物大于

2000 bp，表明59份猕猴桃材料遗传信息丰富。同一

引物在不同品种中产生的位点信息存在差异，显示

所供试的59份猕猴桃种质材料在基因组DNA水平

上具有明显的差异。

2.2 SRAP分子标记的聚类分析

59 份猕猴桃材料的遗传相似系数（SM）在

0.437~0.952，平均值为0.668，变幅为0.516。其中红

阳与‘H-16’的遗传相似系数最大为0.952，‘H-16’与

东红为0.730；遗传相似系数最小的是‘H-16’与米良

1号（0.437）。结果表明供试的猕猴桃种质间遗传差

异较大，存在较丰富的遗传多样性，猕猴桃种内遗传

相似性较高，种群进化中发生了基因交流频繁或渐

渗现象，且中华猕猴桃与美味猕猴桃种间遗传相似

性高于其他种。

当遗传相似系数为 0.636时，59份材料主要被

分为 4大聚类（图 3），其中Ⅰ类群由 14份猕猴桃种

质组成，均为中华猕猴桃，1 号（红阳）和 2 号（‘H-

16’）聚在一起，表明其亲缘关系很近，并且与长江一

号的亲缘关系较远，与遗传相似度分析结果一致。

Ⅱ类群和Ⅲ类群聚在一起，Ⅱ类群中主要是软枣猕

猴桃和对萼猕猴桃，两个种间基因交流频繁；Ⅲ类群

中则是2份中华猕猴桃和4份美味猕猴桃构成，显示

其亲缘关系较近。Ⅳ类群共由28份猕猴桃构成，其

中包括 11份中华猕猴桃、7份美味猕猴桃、3份毛花

猕猴桃、2份软枣猕猴桃，1份长叶猕猴桃、1份长果

猕猴桃、1份阔叶猕猴桃、1份大籽猕猴桃、1份硬齿

猕猴桃。结果显示不同猕猴种间的差异明显，但中

华猕猴桃和美味猕猴桃两个种间地理隔离小，可能

存在频繁的基因交流，遗传分化程度小。综上由图

3可知，‘H-16’与红阳的亲缘关系最近，显示两份试

材遗传背景高度相似，也说明‘H-16’的色泽变异可

能是由遗传物质的改变引起。此外，所筛选出的

12 对引物组合能将全部中华红肉猕猴桃聚类，表

图中编号对应材料名称同表 1。图 5 同。

The material name corresponding to the code is the same Table 1. The same Fig.5.

图 3 基于遗传距离的 59 个猕猴桃品种（品系）的 SRAP 标记聚类分析

Fig. 3 Clustering of SRAP markers for 59 kiwifruit varieties(lines) based on genetic distance

中华猕猴桃 A. chinensis

美味猕猴桃 A. deliciosa

软枣猕猴桃 A. arguta

对萼猕猴桃 A. valvata

毛花猕猴桃 A. eriantha

长叶猕猴桃 A. hemsleyana

长果猕猴桃 A. longicarpa

阔叶猕猴桃 A. latifolia

大籽猕猴桃 A. macrosperma

硬齿猕猴桃 A. callosa

55 58 56 54 53 57 52
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明这些引物组合与中华猕猴桃红色性状的连

锁。

2.3 基于SCoT分子标记的遗传多样性分析

对部分模板进行PCR扩增，从 57条SCoT引物

最终筛选出16条特异性丰富、多态性比率高的引物

（图4）。16条引物共计扩增出143个条带，其中多态

性条带 143个，多态性比率为 100%，平均每条引物

扩增出 8.94条多态性片段（表 4）。引物SP19、SP29

扩增的位点数最多为 12个，最少是引物 SC23为 5

个。各 SCoT 引物平均有效等位数（Ne）为 1.545，

图 4 部分 SCoT 引物在 59 份材料中的扩增图谱

Fig. 4 Amplification of some of the SCoT primers in 59 materials

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

SP35

2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

M 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

SP35

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

M 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

SP29

SP48

M 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59

SP26SP31
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Nei’s 基因多样性指数（H）的变化范围为 0.276~

0.379，平均值为 0.324，H值最高和最低分别为引物

SP31（0.379）和引物SC23（0.276）；各引物表型Shan-

non’s 指数（I）值在 0.426~0.569 之间，平均值为

0.491，呈中等水平的遗传多样性，I值最高的为引物

SP30（0.569），I值最低的引物为SP20（0.426）。从扩

增结果来看，SCoT引物的扩增产物片断大小主要集

中在 250~2500 bp，表明 59份猕猴桃材料遗传信息

丰富。不同引物在同一品种中产生的位点信息存在

差异，也显示供试的猕猴桃种质资源在基因组DNA

水平上具有明显的差异。

2.4 基于SCoT分子标记的聚类分析

59 份猕猴桃材料的遗传相似系数（SM）在

0.441~0.930，平均值为 0.640，变幅为 0.489，遗传相

似系数较大的是红阳与‘H-16’（0.930），‘H-16’与东

红（0.720），最小的是变异材料（‘H-16’）与长江 1号

（SM=0.441）。表明供试的猕猴桃种质间遗传差异

较大，存在较丰富的遗传多样性，猕猴桃种内遗传相

似性要高于种间遗传相似性。

当遗传相似系数为 0.636时，59份材料被分为

八大类（图 5），其中G1类群中来自 5份中华红肉猕

猴桃，且1号（红阳）和2号（‘H-16’）聚在一起，进而

从 SCoT 标记表明‘H-16’遗传背景和红阳高度相

似，亲缘关系近，金红 1号则单独聚为一类。G3类

群由 4份猕猴桃种质组成，其中长叶显示与金桃有

更近的亲缘关系，G4类群由13份材料组成，主要是

8 份中华猕猴桃、3 份美味猕猴桃和 2 份毛花猕猴

桃。G5、G6和G7类群共 17份猕猴桃种质，其中 7

份软枣猕猴桃全部被分在G5类群，G7类群包括 48

号、49号、50号、51号品种，都来自于对萼猕猴桃。

在G8类中，除一份52号品种归在该类群（毛花猕猴

桃），其余为 11 份中华猕猴桃和 7 份美味猕猴桃。

SCoT标记结果表明猕猴桃品种间遗传多样性较高，

也显示中华猕猴桃与美味猕猴桃种间关系近，亲缘

关系近。结合图 3可知，从两个标记说明‘H-16’与

红阳的遗传背景几乎完全一致，也表明‘H-16’可能

是由遗传物质的改变引起。

2.5 变异材料鉴定

以上基于 SRAP和 SCoT分子标记的遗传关系

分析均表明红阳及‘H-16’的遗传相似系数较大，因

此推测‘H-16’为红阳变异材料。为了探明二者的

遗传差异，分别从57条SCoT引物和169对SRAP引

物中筛选特异性引物。结果表明 SCoT 标记中的

SP49 和 SC68 引物在两份试材间扩增出差异条带

表 4 16 个 SCoT 引物及多态性分析

Table 4 The Polymorphism analysis of 16 pairs of SCoT primers used for this study

引物

Primers

SC23

SC26

SC55

SP2

SP11

SP19

SP20

SP29

SP30

SP31

SP34

SP35

SP38

SP42

SP48

SP49

总计Total

平均Mean

条带数

No.of total
band

5

7

9

7

11

12

11

12

7

10

8

7

10

7

9

11

143

8.94

多态性条带数

No.of polymorphic
band

5

7

9

7

11

12

11

12

7

10

8

7

10

7

9

11

143

8.94

多态性比率

Polymorphic
rate/%

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

有效等位基因数

Effective allele
number，Ne

1.442

1.577

1.549

1.590

1.492

1.641

1.474

1.589

1.703

1.677

1.442

1.523

1.519

1.578

1.418

1.503

1.545

Nei’s基因多样性

Nei's gene
diversity，H

0.276

0.352

0.334

0.356

0.311

0.354

0.279

0.331

0.392

0.379

0.284

0.306

0.313

0.346

0.270

0.298

0.324

表型Shannon’s信息指数

Shannon information
index，I

0.436

0.532

0.507

0.536

0.482

0.520

0.426

0.492

0.569

0.555

0.448

0.461

0.479

0.524

0.426

0.455

0.491
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中华猕猴桃 A. chinensis

美味猕猴桃 A. deliciosa

软枣猕猴桃 A. arguta

对萼猕猴桃 A. valvata

毛花猕猴桃 A. eriantha

长叶猕猴桃 A. hemsleyana

长果猕猴桃 A. longicarpa

阔叶猕猴桃 A. latifolia

大籽猕猴桃 A. macrosperma

硬齿猕猴桃 A. callosa
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（图6），差异比率为3.45%；SRAP标记中Me7-em11、

Me9-em2和Me13-em7引物组合扩增出特异性差异

条带（图 6），差异比率为 2.36%，表明‘H-16’材料与

红阳之间存在遗传物质的差异，结合聚类结果，从

DNA水平上证明‘H-16’为红阳的变异植株。

2000 bp

1500 bp
1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

SP49 SC68 Me7-em11 Me9-em2 Me13-em7

M 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

M. Marker；1. 红阳；2.‘H-16’。

M. Marker; 1. Hongyang; 2.‘H-16’.

图 6 SCoT 和 SRAP 引物差异条带扩增图谱

Fig. 6 Differential band amplification profiles of SCoT

and SRAP primers

3 讨 论

3.1 猕猴桃遗传多样性及聚类分析

进行猕猴桃种质资源的遗传多样性评价并聚类

分析，可对培育具有优良性状的杂交后代提供亲本

材料，也为育种过程中保护特异优良猕猴桃种质提

供参考价值[20]。多态性比率、有效等位基因数（Ne）、

和表型 Shannon’s信息指数 I是衡量一个物种遗传

多样性水平的重要指标。在本研究中，通过 12 对

SRAP引物及16条SCoT引物对59个猕猴桃品种进

行遗传多样性评价，分别扩增出 126个和 143个条

带，平均多态性比率分别为 99.07%和 100%，其中

SRAP标记平均多态性略低于井赵斌等[7]所获得的

100%的多态性比率，但高于前人利用 ISSR、RAPD

等标记在猕猴桃多态性分析的结果 [21- 22]。显示

SRAP标记能有效区分59份猕猴桃品种（系）之间的

差异。而本研究中SCoT标记多态性百分比均高于

前人报道用此标记及其它标记在猕猴桃相关研

究 [15,23]，猕猴桃种群平均等位基因数（SRAP，Ne=

1.572；SCoT，Ne=1.545）和表型指数（SRAP/SCoT，I=

0.501/0.491）高于前人在猕猴桃上（SRAP，Ne=1.400

6，I=0.387 9；SCoT，I=0.377 8）的结果[24,16]，这可能与

本研究所收集种质样本数量多、分布广有关，也侧面

说明 59份猕猴桃种质遗传多样性丰富。基于两种

标记的遗传相似系数分别为 0.437~0.952和 0.441~

图 5 基于遗传距离的 59 个猕猴桃品种（品系）的 SCoT 标记聚类分析

Fig. 5 Clustering of SCoT markers for 59 kiwifruit varieties (lines) based on genetic distance
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0.930，也更直观反映 59份猕猴桃遗传信息位点丰

富，品种之间差异较大。

由聚类分析结果可以看出，全部供试的美味猕

猴桃都未被两个标记归为一类，而是与部分中华猕

猴桃品种相互交叉聚类，这也进一步证实美味猕猴

桃是中华猕猴桃的一个变种，两者存在着极高的遗

传相似性[25]。在SCoT标记中，中华猕猴桃、软枣猕

猴桃与美味猕猴桃也表现出更高的亲缘关系，美味

猕猴桃作为中华猕猴桃的一个变种，这三者可能有

共同的祖先，也与基于 cpDNA序列的系统发育分析

结论基本一致[26]。同时，59份猕猴桃材料被两种标

记分别划分为4组和8组，相比于SRAP标记，SCoT

标记相比于其他标记可以提供更多的遗传变异信

息，能更有效区别猕猴桃种间关系，可以作为一种猕

猴桃遗传多样性分析中更加有效的标记，表明SCoT

标记更具优越性。陈延惠等[27]利用RAPD标记将金

魁、米良1号、徐香划为2组，本研究中的SRAP标记

将米良 1号与金魁聚为一类，而徐香未被分为同一

组，但在SCoT标记中徐香又与米良1号划为G8组，

两标记技术与其他标记技术结果具有一定的一致

性。井赵斌等[7]通过SRAP标记将美味猕猴桃品种

翠香、徐香和海沃德归为一组，而本研究中SRAP标

记未将翠香聚为同一类，但与 SCoT标记结果相一

致，也进一步验证了 SCoT 标记所反映的聚类结

果。两种标记都将中华猕猴桃红肉品种聚在一起，

其中‘H-16’变异材料与红阳单独聚为一类，进而验

证变异鉴定结果。此外，从品种来源分析，供试的软

枣猕猴桃中，红宝石星和仲夏红均为来源于中国农

业科学院郑州果树研究所猕猴桃资源圃中，属于全

红型软枣猕猴桃，都被两个标记聚在一起，能在一定

程度上表明亲缘关系和地理位置分布有关系[19]。笔

者还发现在SRAP标记中，12对引物组合能更有效

地聚类红色性状的中华猕猴桃品种，这些引物组合

可作为红色性状的特有序列标记；SCoT标记相比于

SRAP标记简单便捷，节省时间，为批量分析猕猴桃

种质多样性提供了更加高效的方法。据此，两种分

子标记技术都对猕猴桃种质资源遗传多样性分析、

亲缘关系研究以及新品种的选育提供了很大的帮

助。

3.2 SRAP和SCoT标记变异鉴定

果树变异是育种的基础，是创造新品种和良种

繁育的重要手段，目前已有众多关于果树变异鉴定

报道。对于变异鉴定方法先后有形态学标记、孢粉

学标记、细胞学标记、同工酶标记和分子标记，其中

分子标记是目前使用最广泛的鉴定手段，最大的优

点是能够准确且直接展现基因组DNA的差异，因而

具有更高的准确性和稳定性[28]。分子标记已应用于

多种果树的变异鉴定，如桃[29]、苹果[30]、梨[31]等芽变鉴

定，橘[32]、梨[33]红色变异鉴定等。在猕猴桃上，宁允

叶等[34]利用RAPD分析红阳猕猴桃全红芽变系，稳

定获得了‘86-3’与原品种间基因组差异，贾兵[35]通

过 SCAR标记从 18条引物中成功鉴定皖翠为海沃

德自然芽变种。这为分子标记应用于猕猴桃变异鉴

定提供了可信的依据，且与其他标记方法相比，

SRAP和SCoT标记是近年来新开发的分子标记，对

于猕猴桃变异材料的鉴定研究甚少。而本研究中，

与红阳相比，疑似变异植株（编号‘H-16’）的主要差

异是中果皮呈红色，整个果肉全呈红色（图1），因此

必须从分子水平鉴定其是真正的突变体后方可开发

猕猴桃新品种。本研究利用SRAP和SCoT标记鉴

定‘H-16’自然变异材料的遗传背景，以此揭示全红

性状差异的来源，在 169对 SRAP引物组合及 57条

SCoT引物中分别有 3对SRAP、2条SCoT引物扩增

出差异条带，且与聚类结果一致，表明两种标记均能

在一定程度上对猕猴桃变异材料进行早期变异鉴

定，这也与陈伯伦等 [15]基于 SCoT标记验证结果一

致，而目前尚未报道SRAP标记对于猕猴桃变异材

料的鉴定，因此本研究可为后续SRAP标记鉴定变

异材料的遗传背景提供参考。此外由扩增图谱显示

‘H-16’与红阳在基因组上的差异，说明‘H-16’的全

红性状突变与遗传物质的改变有关，该材料与红阳

遗传背景高度相似，为红阳自然变异株，鉴定结果为

后续分子辅助育种及色泽变异机制研究等提供新的

参考。后期也将结合田间试验调查及其表型数据进

一步开展验证工作，为变异株的开发利用、新品种选

育提供理论依据。同时，结果表明两种标记都可用

于猕猴桃变异材料的鉴定，且 SCoT的标记效率要

高于SRAP标记，因此SCoT标记可作为猕猴桃变异

材料鉴定的首选。

4 结 论

SRAP标记和SCoT标记分别将 59份猕猴桃种

质资源划分成 4大聚类和 8大聚类，聚类结果显示

59份猕猴桃遗传多样性高；中华系猕猴桃和美味系

张 坤，等：基于SRAP和SCoT标记的猕猴桃种质遗传多样性分析及变异材料鉴定 2069
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猕猴桃种间关系较近，进一步证实美味猕猴桃是中

华猕猴桃的一个变种；筛选出 12对SRAP引物组合

可用于后续筛选中华系红色性状有关的候选基因；

两种标记都成功鉴定‘H-16’为红阳的色泽变异品

种（系），但无论是种质资源评价和遗传变异鉴定，

SCoT标记相比于SRAP标记都更加高效简便。
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