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应用SSR荧光标记法构建22个
柚类品种的分子身份证
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摘 要：【目的】应用荧光SSR分子标记构建柚类种质分子身份证，用于品种资源鉴定。【方法】收集22份柚类材料，筛

选SSR荧光标记引物，采用荧光毛细管电泳检测技术分析扩增条带分子质量和等位基因，获得相应的扩增带型，从而

对每份柚材料进行标记。采用个位阿拉伯数字和小写英文字母对不同等位基因分子质量大小进行编码，再按照引物

扩增带型数由大到小顺序将各位点赋值编码的数字串联排序，构建供试样品的分子身份证。【结果】筛选出4对多态性

较好的引物，使用这4对引物共检测到49个扩增带型和41个SSR等位位点，平均每对引物的有关带型数12.25个、位

点数10.25个。【结论】通过扩增带型分析，构建了22份柚类种质的分子身份证，包括12条信息独特的身份证。遗传聚

类与分子身份证分析结果一致，为柚类品种鉴定和保护提供了重要依据。
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ing Technology/Guangxi Academy of Specialty Crops, Guilin 541004, Guangxi, China)

Abstract:【Objective】Pomelo is a collection of perennial fruit trees that belong to one of the three ba-

sic species of citrus genus in Rutaceae. It is inferred that they are originated in Southeast Asia, or in

South China where they have been cultivated for 3000 years. In China, there are a myriad of pomelo

germplasm resources likely ascribed to the monembryony whereby pomelo plants are prone to genetical-

ly vary during long-term breeding, selection, and cultivation. Relatively low genetic diversity but high

morphological variation makes traditional morphology identification among hundreds of pomelo germ-

plasms and varieties difficult. The molecular technique at multiple levels can be applied to improve the

accuracy of the identification. SSR is informative, codominantly inherited, highly polymorphic, easily

utilized, but not affected by environments and phytomorphological characteristics. The identification of

the size of target gene DNA fragment by capillary electrophoresis with primers of 5’-end fluorescence

labeling (FAM, HEX, TAMRA) is accurate to even 1 bp, with reliable and stable detection performance.

The molecular ID codes of 22 pomelo germplasm resources were established using SSR markers.

【Methods】The 22 germplasm resources were collected from the germplasm repository of Guangxi
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柚是芸香科柑橘属多年生果树，属于柑橘属 3

个基本种之一。柚类起源于东南亚或中国南方一

带，在中国的栽培历史长达3000多年，古书《吕氏春

秋》记载“果之美者，云梦之柚”[1]。中国是柚类资源

的起源中心和遗传变异中心之一[2]，柚为单胚性，在

长期的栽培过程中容易产生遗传变异，长期以来，人

类对柚的选择和培育产生了数以百计的柚品种，这

些品种具有不同的果实大小和品种风味，形成丰富

的种质资源，但至今未发现有真正野生类型[3]。

柚类种质资源开发利用与品种鉴定具有巨大的

潜力，柚类品种鉴定、分类同其他果树一样经历了形

态分类 [3]、孢粉学 [4- 5]、同工酶 [6]等传统的鉴定方法。

尽管柑橘可根据枝叶形态等鉴别其属种，但柚类的

形态学标记较少，种内品种间差异不明显，随着分子

Academy of Specialty Crops, and orchards of Quanzhou county, Guilin city, and Gaoming farm, Nan-

ning city, Guangxi. According to literature reports, 21 pairs of primers with high polymorphism and

good repeatability were synthesized, labeled with three kinds of fluorescence, and used for PCR amplifi-

cation. The genomic DNA was extracted by magnetic bead method genomic DNA kit, and the purity,

concentration and integrity of the extracts were assessed by NanoDrop and agarose gel electrophoresis.

A 10 μL PCR system was adopted, including 5.0 μL of 2 × Taq PCR Master Mix, 0.5 μL of each of for-

ward and reverse primers (10 mol · L-1), 0.5 μL genomic DNA (about 20 ng ·μL-1), and 3.0 μL of ultra-

pure water. The PCR procedure was performed as follows: an initial predenaturation at 95 ℃ for 5 min,

35 cycles of denaturation at 95 ℃ for 30 s, annealing at appropriate temperature for 30 s, and extension

at 72 ℃ for 30 s, a final extension at 72 ℃ for 20 min, and storage at 4 ℃. The PCR products of each

primer pair with each of the 22 samples were subjected to fluorescence capillary electrophoresis. The

GeneMarker analysis software was used to analyze the original data, and sizes of the amplified frag-

ments were determined by comparing them with the internal standard of molecular mass, and the geno-

types were further recognized. At the same time, the individual digits and lowercase English letters

were used to mark each band to encode a fingerprint. In another word, each molecular ID card (the

code) of the test samples was designed as concatenate markers in order from the largest band to the

smallest.【Results】Four pairs of SSR primers that could amplify products with good polymorphism

were screened and applied, which revealed a total of 49 polymorphic patterns and 41 polymorphic al-

leles, with an average of 12.25 patterns and 10.25 alleles, and the length of amplified fragments was

119-282 bp. Among the 22 pomelo germplasm samples, 12 had different molecular codes and could be

distinguished. The same molecular identity code was found in Citrus grandis‘Shatianyou’, C. grandis

‘Guiyouyihao’, C. grandis‘Youxuan No. 1’and C. grandis‘Youxuan No. 2’Guangxi pomelo, Red

pomelo and Guanxi Pomelo shared the same molecular identity code. The molecular ID code of pomelo

Wuzheng and pomelo Cystis were also the same. These indicated that the pomelos with the same ID

had similar SSR patterns, high genomic homologies, and close evolutionary relationships. This study

showed that SSR fluorescence marker-based detection technology had the advantages of accurate, reli-

able, efficient, and high throughput. Only fewer markers needed the identity code of pomelo germplasm

by double character coding method to facilitate differentiation between the homozygous and heterozy-

gous genotypes.【Conclusion】Twenty-two molecular IDs of the pomelo germplasms including 12 spe-

cific samples were successfully constructed by the SSR pattern analysis, and the results from analyses

in genetic distance clustering and the molecular ID were consistent. This study would not only provide

a reference method for rapid, accurate and efficient identification of pomelo germplasm resources at mo-

lecular level, but also establish an important theoretical basis for identification and conservation of relat-

ed pomelo varieties.

Key words: Pomelo; Germplasm resource; Fluorescent labeled SSR marker; Molecular identity
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生物学技术的发展，以 PCR技术为代表的DNA分

子标记技术被广泛应用，为柚类种质资源的鉴定、亲

缘关系分析和遗传图谱的构建提供了良好的技术手

段。其中，SSR（simple sequence repeat）为简单序列

重复，由1~6个核苷酸重复多次的基序组成，具有信

息含量高、共显性遗传、操作简单、多态性高等特

点[7]，且不受形态和环境的影响而在柑橘[8]、板栗[9]、

蔓越莓[10]上得到应用。柚类种质丰富，遗传多样性

低，具有较高的形态变异，所以需要更准确、快速、高

效的鉴定方法。

在众多的分子标记中，荧光标记SSR能精准识

别目标基因DNA片段大小，精准识别到只有1 bp差

异的碱基，检测结果可靠、稳定且准确[11]。所以，荧

光标记SSR被广泛应用于果树遗传结构分析、品种

鉴定、分子身份证构建及品种权保护等方面的研

究。随着SSR标记的研究，“分子身份证”逐渐被提

出和应用，使得在品种鉴别和检索时变得更快捷。

目前，通常采用荧光测序技术结合新的带型编码方

式构建分子身份证，该技术已成功应用于构建桃[12]、

杏[13]、梨[14]、苹果[15]等多种果树的分子身份证。目前，

尚未发现利用 SSR荧光毛细管电泳结合新的带型

编码方式构建柚类资源分子身份证的相关研究报

道，笔者在本研究中以 22份柚类种质为研究材料，

采用SSR荧光标记引物，结合荧光毛细管电泳检测

技术分析扩增条带分子质量和图谱带型方式构建分

子身份证，以期为柚类品种的鉴定和亲缘关系分析

提供一定的理论依据。

1 材料和方法

1.1 试验材料

22份柚类材料分别取自桂林市广西特色作物

研究院柑橘种质资源保存圃、桂林市全州县以及南

宁市高明农场，每个品种采集叶片后，保存于-80 ℃

超低温冰箱中备用。

1.2 试验方法

1.2.1 DNA提取及PCR体系 采用磁珠法基因组

DNA提取试剂盒提取基因组DNA，并用1%琼脂糖凝

胶电泳检测DNA提取质量。再取 2 μL DNA样本，

用 NanoDROP8000 超微量分光光度计进行检测核

酸浓度和纯度检测，将DNA统一稀释成20 ng·μL-1，

用于后续的PCR扩增。

引物选自李益等[16]报道的 21对引物（表 1），由

武汉天一华煜基因科技有限公司合成。PCR反应体

系10 μL，包括：2 × Taq PCR Master Mix 5.0 μL，正、反

向引物（10 mol · L- 1）各 0.5 μL，基因组 DNA（约 20

ng·μL-1），超纯水3.0 μL。PCR反应程序：95 ℃预变

性5 min，95 ℃变性30 s，62~52 ℃退火30 s，72 ℃延

伸30 s，循环35次；72 ℃延伸20 min，4 ℃保存。

1.2.2 毛细管电泳检测 将甲酰胺与分子质量内标

混合，取 9 μL混合物于上机板中，再加入 1 μL稀释

的 荧 光 PCR 产 物 ，上 样 于 96 通 道 全 自 动

ABI3730XL 遗传分析仪进行毛细管电泳。利用

GeneMarker分析软件对原始数据进行分析，将各泳

道内分子质量内标的位置与各样品峰值的位置进行

比较，确定片段大小和基因型类别。

1.2.3 品种分子身份证构建 对 25个样品进行扩

增，得到各样品扩增的指纹数据，将指纹数据转换为

数字编码，即分子身份证。编码方式为：将每对引物

在 25份样品中扩增时所产生的等位基因按从小到

大的顺序排序，然后用个位阿拉伯数字 1，2，

3，……，9 作为不同等位基因的代码，等位基因数大

于9时，用 a，b，c代表第10、11、12个等位基因，依次

类推，无扩增产物时用0表示；然后，以2位代码对某

个标记的图谱带型进行编码，杂合带型以 2位不同

代码编码，纯合带型以 2位相同代码编码。根据各

个标记带型数的多少，确定用于构建分子身份证的

标记；再按照带型数由大到小的顺序，将某一供试种

质各标记的编码串联，即形成 8位数字或字母表示

的分子身份证[13]。

1.2.4 聚类分析 使用 Cervus 软件计算引物的多

态性信息含量（polymorphism information content，

PIC）和基因多样性（gene diversity，D），将各样品各

位点的等位基因编码成 0，1矩阵形式的指纹图谱。

利用 GenAIex 软件计算各个样品间的遗传距离

（Nei’s genetic distance，GD），根据遗传距离构建进

化树。

2 结果与分析

2.1 引物筛选

经荧光毛细管电泳后，每对引物均获得精确的

DNA 片段大小，如引物 CS5 的 SSR 检测结果（图

1）。21 对引物中，有 4 对引物多态性（PIC）大于

0.7，属于高多态性位点；PIC介于 0.3~0.7之间的引

物有 16 对，属于中高多态性位点；仅有 1 对引物

吴仕蔓，等：应用SSR荧光标记法构建22个柚类品种的分子身份证 607



果 树 学 报 第40卷

CS3 PIC 为 0.147，低于 0.2，属于低多态性位点，表

明该基因较保守（表 2）。经筛选确定 4 对引物

CS5、CS7、CS12、CS18用于后续柚类种质分子身份

证的构建。

2.2 毛细管电泳结果

利用 4对引物对 25份品种资源进行扩增，共检

测到等位基因数为41个，每个引物检测到的等位基

因数为8~11个，平均每个引物扩增10.25个，其中扩

增等位基因数CS5、CS12、CS18相同，为 11个，最少

的是 CS7，为 8 个；扩增片段长度在 119~282 bp 之

间，其中引物CS18扩增的基因片段较长。每个引物

扩增有效等位基因（Ne）介于4.005~5.365之间，平均

为 4.484；引物多态性信息（PIC）值变化范围为

0.726~0.79，平均为 0.748，其中 CS5 最大，CS18 最

表 1 21 对引物信息

Table 1 Information of 21 pairs of SSR primers

引物名称

Primer name

CS1

CS2

CS3

CS4

CS5

CS6

CS7

CS8

CS9

CS10

CS11

CS12

CS13

CS14

CS15

CS16

CS17

CS18

CS19

CS20

CS21

引物序列（5’-3’）
Primer sequences (5’-3’)

F：TTCGTCATCCTCATCCATC

R：TCATCAAATCACCCAAACGA

F：TCCACAAGGAGAAGAAACGG

R：GCGTCTTTACTGTTACCGGG

F：GTTGCGCAGTTATTCTCAAA

R：CCGACCACTTTTACCCACTG

F：CATCAGAAACGAGATGCCAA

R：AAGGGCTAGAAGATTCCCCC

F：TTGCCAAGAGATTAAACGAACA

R：GACGAGAGGTCCAGAAATCG

F：AGGTCTACATTGGCATTGTC

R：ACATGCAGTGCTATAATGAATG

F：CTTCCTCTTGCGGAGTGTTC

R：GAGGGAAAGCCCTAATCTCA

F：CTTGTGTGTTGCAGCTCGAT

R：ATTCATTAAACCGACTGCC

F：TAAAAACCAACGTCCCCTCA

R：CGGGCGAGGTAGAAGTAATG

F：AACACCCCTTGGAGGGAG

R：GCTGTTCACACACACAACCC

F：CGCAAATGACTTCCCAGAAT

R：GCTCCCTCCGATTCTCTCTC

F：GTGAGGCAAAACGGAAAGAG

R：GGGCCCATACAACGTAGAAG

F：CACGCAGCTTGAGTTTGAAG

R：GTGCCGTTTAGGGTTTTCCT

F：CAGGCAGTAACCTCCCAGAC

R：AGCGAAAGCTAATGATGGTG

F：CGGGCTAGGCTGAGAGATA

R：TTCTTTGGAGCCGAACAACT

F：GTGTGGTCCAGACTCCGTTT

R：AAGATTCTTTAACAAATCCAAGGC

F：GATACAAATTAGCATTTGATTGAATGGA

R：ATCGGGACTCGCATTAGGGT

F：TCTCACGTCAAAAGACGACG

R：TCGGCCATAAACCGATACAT

F：GCCTTCTTGATTTACCGGAC

R：TGCTCCGAACTTCATCATTG

F：AGTGAACTGTCCATTGGATTTTCG

R：GTGTTGAATCCCGACCTTCTACC

F：GCAGCGCAACAACATAACTA

R：GGCCAATAGCTTCCATTCA

染色体

Chromosome

1

1

2

2

2

2

2

2

3

3

3

4

5

5

6

6

6

7

8

8

9

5’荧光标记

Fluorescent labelled

TAMRA

FAM

FAM

FAM

FAM

FAM

FAM

HEX

TAMRA

FAM

FAM

FAM

HEX

HEX

HEX

TAMRA

FAM

FAM

HEX

HEX

FAM

多态性信息

PIC

0.676

0.590

0.147

0.607

0.790

0.649

0.732

0.652

0.419

0.568

0.366

0.743

0.677

0.452

0.631

0.427

0.560

0.726

0.671

0.554

0.570

608
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图 1 引物 CS5 在 6 个柚类品种中检测到的等位变异

Fig. 1 Polymorphism detected among six pomelo cultivars with SSR primer CS5
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星路比
C. paradisi Star Ruby

沙田柚
Citrus grandis Shatianyou

琯溪蜜柚
C. grandis Guanximiyou

红宝石
C. grandis
Hongbaoshi

马家柚
C. grandis Majiayou

越南翡翠青柚

C. grandis
Vietnamese jade

150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220

150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220

150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220

155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215

155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215

150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220
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表 2 4 对荧光标记引物扩增结果

Table 2 Amplified results of 4 pairs of fluorescent-labelled SSR primers

引物名称

Primer name

CS5

CS7

CS12

CS18

扩增带型

Amplified bands/No.

14

12

12

11

观测等位基因数

Observed allele, Na

11

8

11

11

有效等位基因

Active allele, Ne

5.365

4.237

4.330

4.005

多态性信息

PIC

0.79

0.732

0.743

0.726

扩增片段大小

Size of bands amplified/bp

164~199

119~168

208~239

240~282

表 3 25 份柑橘资源在 4 对 SSR 引物上的等位基因片段大小

Table 3 Allelic fragment size of 4 pairs of SSR primers from 25 accession of citrus germplasm

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

种质名称

Germplasm name

沙田柚 Citrus grandis‘Shatianyou’

琯溪蜜柚 C. grandis‘Guanximiyou’

尤力克柠檬 C. limon‘Eureka Lemon’

金弹 Fortunella crassifolia

枳 Poncirus trifoliata

柚选3号 C. grandis‘Youxuan No.3’

柚选4号 C. grandis‘Youxuan No.4’

桂柚1号 C. grandis‘Guiyouyihao’

柚选1号 C. grandis‘Youxuan No.1’

柚选2号 C. grandis‘Youxuan No.2’

泰国柚 C. grandis‘Thailand pomelo’

星路比 C. paradisi‘Star Ruby’

红宝石 C. grandis‘Hongbaoshi’

泰国考雅 C. grandis‘Thailand Kauya’

越南翡翠青柚 C. grandis‘Vietnamese jade’

广西蜜柚 C. grandis‘Guangximiyou’

红肉蜜柚 C. grandis‘Hongroumiyou’

青皮柚 C. grandis‘Qingpiyou’

奥兰柚 C. grandis‘Oroblanco’

马家柚 C. grandis‘Majiayou’

囊内柚 C. grandis‘Nangneiyou’

五鞭柚 C. grandis‘Wubianyou’

日柚 C. grandis‘Riyou’

演柚 C. grandis‘Yanyou’

福泽柚 C. grandis‘Fuzeyou’

引物名称Primer name

CS5

173/192

192

177/199

177/180

177

173

173

173/192

173/192

173/192

173/179

170/173

164/170

170/173

170

192

192

164/170

170/192

173/183

179/196

179/196

170/173

176/192

173/192

CS7

157

149/167

119/135

119

135/137

149/157

149/157

157

157

157

167

149/157

157/167

157/165

157/168

149/167

149/167

157/167

135/157

135

135

135

167

135/157

157

CS12

214

208/224

225/246

230

236/239

213/224

214

214

214

214

214/224

217

214

214/217

214/217

208/224

208/224

214

0

217

208/214

208/214

217

217/227

217/224

CS18

242/260

240

250/258

262

278/282

242/246

246/260

242/260

242/260

242/260

240/242

242

242/246

242

242

240

240

242/246

0

242/257

242

242

242/246

242/260

244/260

小。4对引物在 22份柚类种质中共检测基因型（带

型数）49个，每个引物扩增的基因型数为 11~14个，

平均为 12.25个，其中CS5最大，CS18最小，CS7和

CS12相同（表2，表3）。

2.3 种质分子身份证编码

根据荧光毛细管电泳及引物多态性信息，选择

4对多态性（PIC＞0.7）的引物，去除多态性较低的引

物，得到各样品扩增的指纹数据，将指纹数据转换为

数字编码，构建22份柚类种质分子身份证。按照表

2的引物顺序，将每个荧光标记引物扩增带型数按

从多到少的顺序排序编码，将每份种质用 CS5、

CS7、CS12、CS18这 4个标记得到的等位基因编码

串联，得到各种质的8位分子身份证（表4）。每个字

符串的数字从左到右每2个数字分布在同一对染色

体上，对应位置编码相同表明该引物在不同样品上

得到了相同的扩增带型和等位基因。结果表明，在

供试的22份柚类资源中，得到了15份不同类型的分

子身份证代码，其中，桂柚 1号、柚选 1号、柚选 2号

与沙田柚共享一套分子身份证代码；青皮柚与红宝

石共享一套分子身份证代码；广西蜜柚与红肉蜜柚
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分子身份证代码相同；囊内柚与五鞭柚分子身份证

代码相同。共享一套分子身份证代码的样品需进一

步从已知柑橘基因组水平上分析差异碱基，进而验

证是否存在亲缘关系或者是芽变品种。

2.4 聚类分析

根据遗传距离（genetic distance，GD）和遗传相

似系数（genetic similarity，GS），使用 UPGMA 的方

法对 22份柚类开展聚类分析，得到聚类关系树（图

2）。可以发现，在遗传距离为 0.84时分为 3组，第 1

组为枳；第 2 组为金弹和尤力克柠檬；第 3 组包括

22份柚类种质；在遗传距离为 0.36处，22份柚类可

分为 2个亚组，第 1个亚组为红肉蜜柚、广西蜜柚和

表 4 25 份柑橘种质的分子身份证代码

Table 4 Molecular identification code of 25 citrus germplasm

编号

Code

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

种质名称

Germplasm name

沙田柚 Citrus grandis‘Shatianyou’

琯溪蜜柚 C. grandis‘Guanximiyou’

尤力克柠檬 C. limon‘Eureka Lemon’

金弹 Fortunella crassifolia

枳 Poncirus trifoliata

柚选3号 C. grandis‘Youxuan No.3’

柚选4号 C. grandis‘Youxuan No.4’

桂柚1号 C. grandis‘Guiyouyihao’

柚选1号 C. grandis‘Youxuan No.1’

柚选2号 C. grandis‘Youxuan No.2’

泰国柚 C. grandis‘Thailand pomelo’

星路比 C. paradisi‘Star Ruby’

红宝石 C. grandis‘Hongbaoshi’

分子身份证编号

Molecular identity code

39553328

99471511

5b126b57

57118899

55239aab

33452524

33453348

39553328

39553328

39553328

36773512

23454422

12573324

编号

Code

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

种质名称

Germplasm name

泰国考雅 C. grandis‘Thailand Kauya’

越南翡翠青柚 C. grandis‘Vietnamese jade’

广西蜜柚 C. grandis‘Guangximiyou’

红肉蜜柚 C. grandis‘Hongroumiyou’

青皮柚 C. grandis‘Qingpiyou’

奥兰柚 C. grandis‘Oroblanco’

马家柚 C. grandis‘Majiayou’

囊内柚 C. grandis‘Nangneiyou’

五鞭柚 C. grandis‘Wubianyou’

日柚 C. grandis‘Riyou’

演柚 C. grandis‘Yanyou’

福泽柚 C. grandis‘Fuzeyou’

分子身份证编码

Molecular identity code

23563422

22583422

99471511

99471511

12573324

29250000

38224426

6a221322

6a221322

23774424

49254728

39554538

图 2 基于 SSR 标记的 22 份柚类品种 UPGMA 树状图

Fig. 2 UPGMA tree map of 22 pomelo varieties based on SSR markers
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琯溪蜜柚；第 2个亚组包含 19份资源，包括沙田柚

及变异单株桂柚 1号、青柚等栽培品种和地方柚类

品种。从中可以看出，在遗传距离为 0.18 时，6 个

柚品种被区分开，日柚和考雅聚为一支，与越南翡

翠青柚分离；而青皮柚和红宝石聚在一起，本研究

构建的两者的分子身份证相同，说明其亲缘关系很

近。在遗传距离为 0.12处，桂柚 1号、沙田柚、柚选

1号、柚选 2号聚为一支，而与柚选 3号和柚选 4号

分离，前四者共享编码构建的分子身份特征代码，

说明四者亲缘关系很近。从聚类关系树中可以看

出，五鞭柚和囊内柚、红肉蜜柚和广西蜜柚聚在一

起，又与琯溪蜜柚分离，说明五鞭柚和囊内柚、红肉

蜜柚和广西蜜柚的基因组相似性序列相似，亲缘关

系很近，红肉蜜柚、广西蜜柚与琯溪蜜柚可能是属

于同一个柚类群。关系树上显示枳、柠檬、金弹单

独分支，说明SSR荧光标记引物具有可重复性和准

确性。

3 讨 论

SSR荧光标记法能精准识别目标DNA片段大

小，检测结果稳定、准确和高效，适用大批量品种的

检测分析[11，17]，已被广泛应用于品种鉴定和分子身

份证的构建。李益等[16]利用SSR荧光标记筛选出21

对核心引物，成功构建了包含 500 份柑橘品种的

DNA指纹图谱库，形成了基于荧光毛细管电泳平台

的柑橘SSR分子标记品种鉴定体系。徐雷锋等[18]利

用筛选的SSR引物，采用荧光测序技术结合新的带

型编码方式构建 96份百合样本的分子身份证。朱

田田等[19]利用荧光 SSR分子标记对甘肃省 11个当

归（Angelica sinensis）品种（系）的194份当归样品进

行遗传多样性和遗传结构分析，表明SSR荧光标记

检测方法可以对目标DNA片段进行准确检测，结果

可靠。关于柚类SSR标记的研究已有报道，刘冬峰

等[20]利用 4对SSR引物组合，区分 18份浙江柚类资

源并构建了浙江地方柚类资源的种质鉴定图；刘勇

等[21]利用具有多态性的 33对 SSR引物对来自中国

的122份柚类资源进行了分析，分为7个组群，进而

可细分为 18个亚组，主要以三大品种群组成：沙田

柚品种群、文旦柚品种群及庞大的杂种柚品种群；王

旭等[22]利用21对核心引物，筛选出17对具有高多态

性的SSR引物对 68份柚类种质资源亲缘关系进行

分析，聚类分析结果与结构分析结果一致，表明垫江

柚系列与长寿沙田柚具有很近的亲缘关系并有相同

的基因型，从分子水平上说明了垫江柚系列可能属

于沙田柚类型。国外对柚类也进行了遗传多样性研

究，Kongsri等[23]对泰国优良商品品种，泰国中部、南

部和北部的地方品种和国外的共 53个无性系进行

评价，结果表明利用10个具有多态性SSR标记的引

物，共产生33个等位基因，大多数柚品种，包括商业

品种和杂交品种，都属于同一类群，而本地和国外品

种比商业品种更多样化；Ahmed等[24]利用 60个SSR

标记对柚品种进行分子鉴定，发现了 26 个多态性

SSR位点，具有 77个扩增等位基因，结果显示粉柚

和白柚的遗传相似系数最大，其亲缘关系较近。

建立“分子身份证”，对品种鉴定、种苗和农业生

物产品的真伪鉴别具有重要意义。目前分子身份证

的构建已在绿豆[25]、小麦[26]、水稻[27-28]、黍子[29]、核桃[30]

等上应用。DNA指纹图谱是构建分子身份证的基

础，但指纹图谱区别于分子身份证。目前，构建分子

身份证不同的品种采用不同的编码方法[18，31]，笔者

在本研究中采用扩增等位基因分子质量和结合图谱

带型方式构建22份柚类资源分子身份证，在分子身

份证上容易区分种质扩增的基因带型是纯合子还是

杂合子，且这种编码方式需要的标记较少，形成的字

符串不长。

目前，应用分子标记进行柑橘品种鉴定还处于

研究阶段，对于亲缘关系很近的柑橘品种，比如本研

究的桂柚 1号是沙田柚的变异单株，两者很难区分

开；引物开发和设计的SSR标记引物是在已知基因

组上随机片段设计的，无法实现设计的引物在各条

染色体上均匀分布，也不能代表整个基因组的信

息。本研究形成的分子身份证能提供参考，但还不

能全面的代表柚类品种的信息。因此需要结合全基

因组测序等方法对品种进行更全面的鉴定。

4 结 论

本研究通过SSR荧光毛细管电泳检测，获得22

份柚类的图谱带型和等位基因数据，得到了15份不

同类型的分子身份证代码，其中12条为信息独特的

身份证，为柚类及柑橘种质资源鉴定和品种保护提

供依据。
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