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胡柚新品种01-7的AS-PCR
和dCAPS标记开发与应用
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摘 要：【目的】挖掘胡柚新品种01-7和普通胡柚间的差异单核苷酸多态性（SNP），据此开发可区分01-7与其他胡柚的

分子标记。【方法】对01-7a和普通胡柚ZZ（祖宗树）进行全基因组重测序，利用生物信息学分析方法挖掘两份材料间的

纯合SNP。采用PCR、克隆结合Sanger测序对SNP的正确性进行验证，进而开发等位基因特异PCR（AS-PCR）和衍生

酶切扩增多态性（dCAPS）分子标记体系，最后应用12份胡柚材料就AS-PCR和dCAPS分子标记的普适性进行评估。

【结果】对01-7a和普通胡柚ZZ重测序原始数据进行过滤，共获得高质量碱基数36.06 Gb。利用生物信息学手段挖掘

出一个纯合SNP：Chr1_7111834_G/A。01-7a和普通胡柚ZZ在该SNP位点的基因型分别是A/A和G/G，这一结果得到

了经典的基因克隆-Sanger测序确认。基于此SNP开发了AS-PCR和dCAPS分子标记，经对12份胡柚材料测试，表现

符合预期：AS-PCR-F1在所有4份01-7中扩增出特异条带，而在其他胡柚材料中无扩增；AS-PCR-F2在01-7中无扩增，

在其他胡柚材料（脆红除外）中扩增出特异条带；所有4份01-7材料在dCAPS分析中出现酶切条带，而在其他胡柚材

料（脆红除外）中不被酶切。脆红因突变产生天然的酶切识别位点而被酶切。经典的基因克隆-Sanger测序结果确认

两种标记正确区分了基因型，并发现脆红有着不同于其他胡柚的分子标记条带是由于它在该SNP位点侧翼还有额外

的序列变异。【结论】基于全基因组重测序数据挖掘出 01-7a胡柚和普通胡柚ZZ间的一个纯合SNP，据此开发了AS-

PCR和dCAPS分子标记，该两标记可区分01-7、脆红、夏红和其他胡柚。
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Abstract:【Objective】Huyou (Citrus changshanensis K. S. Chen et C. X. Fu) is a local characteristic

citrus species in China with a history of over a hundred years, and its main production area is in Chang-

shan county, Quzhou City, Zhejiang province. After a long process of propagation by seeds and selec-

tion by seedlings, new cultivars/lines such as Cuihong, Hongrou huyou, Xiahong, Huyou elite plant a,

Huyou elite plant b and 01-7 were obtained from the ordinary huyou population. Among them, 01-7 has

become the main huyou cultivar to be extended because of its strong cold resistance, as well as long

storage longevity and slight-but-special bitter flavor in the fruit. However, there is a high degree of simi-
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larity between different accessions of huyou, and it is difficult to distinguish among them with naked

eyes in terms of sapling morphology. With the progresses in techniques on genome sequencing and asso-

ciated single nucleotide polymorphism (SNP) analysis, SNP mining and marker development are be-

coming an efficient and accurate way to discriminate close cultivars. However, to date, there has been

no study on SNP based molecular markers for discriminating huyou accessions. The aim of this study

was to mine homozygous SNP(s) present between 01-7 and ordinary huyou, and to develop efficient

and accurate molecular markers for identifying 01-7.【Methods】Whole genome resequencing was per-

formed on 01-7a and ordinary huyou ZZ (ancestral tree), and after obtaining high quality sequencing da-

ta, bioinformatics analysis tools were utilized to identify homozygous SNPs between these two acces-

sions. The authenticity of SNPs predicted in silico was verified by PCR, cloning combined with Sanger

sequencing. Then allele- specific polymerase chain reaction (AS- PCR) and derived cleaved amplified

polymorphic sequences (dCAPS) molecular markers were developed based on the obtained SNP infor-

mation, and finally, the applicability of molecular markers was evaluated by the performance of AS-

PCR and dCAPS molecular markers in 12 huyou accessions covering main production bases and main

cultivars/lines/plants.【Results】After removal of adaptor sequences, contamination and low- quality

reads from raw reads, a total of 120.21 M of high-quality reads were obtained, and 36.06 Gb of high-

quality bases were obtained. The average scores of Q20 and Q30 were 96.55% and 89.97%, respective-

ly, indicating a high quality of data. After mapping reads to the pummelo reference genome, the average

mapping rate was 98.54%, and the 1´ genome coverage was above 95%, which was close to the whole

genome coverage. A homozygous SNP, i.e., Chr1_7111834_G/A, was identified through bioinformatics

analysis. The genotype of 01-7a at this SNP site was A/A, while that of the ordinary huyou ZZ was G/G,

which was consistent with the results obtained by traditional gene cloning and Sanger sequencing.

Based on this SNP, AS- PCR and dCAPS molecular markers were designed, and the performance of

these two markers in 12 huyou accessions was evaluated. As expected, for AS-PCR marker, with AS-

PCR-F1 primer, a specific band of 205 bp in size was amplified in all four 01-7 accessions, while no

band was amplified in the other huyou accessions; with AS-PCR-F2 primer, no band was amplified in

neither of four 01-7 accessions, while the amplification of the specific band of 205 bp was successfully

seen in other huyou accessions except for Cuihong. The result indicated that both pairs of allele-specific

primers could identify 01-7. However, an exception occurred where Cuihong did not show amplifica-

tion bands with both pairs of allele-specific primers, and the Sanger sequencing results of SNP flanking

sequence showed that the above phenomenon was due to the presence of three nucleotide mutations in

the forward primer region of Cuihong, which resulted in tremendous loss of complementarity for the

primers to pair with the DNA template. For dCAPS marker, PCR product of 176 bp can be amplified

from all four 01-7 accessions and can be cleaved by restriction endonuclease FspBI into 24 bp and 152 bp

bands, while that from the other huyou accessions, except for Cuihong, can be amplified but cannot be

cleaved by the enzyme. For Cuihong dCAPS, the PCR product was cleaved into 62 bp and 117 bp

bands due to a mutation that created a natural cleavage recognition site as revealed by the Sanger sequenc-

ing. The results of Sanger sequencing of 12 huyou accessions further demonstrated that the genotype pre-

diction by the two markers was correct.【Conclusion】In this study, using the whole-genome resequenc-

ing data obtained from 01- 7a huyou and ordinary huyou ZZ, we identified a homozygous SNP, i.e.,

Chr1_7111834_G/A, with the genotype A/A for 01- 7 and G/G for the ordinary huyou. Subsequently,

based on this SNP, AS-PCR and dCAPS markers were developed. These markers can not only distin-

guish 01-7 from ordinary huyou but also differentiate it from Huyou elite plant a, Huyou elite plant b,

吴伊静，等：胡柚新品种01-7的AS-PCR和dCAPS标记开发与应用 1311



果 树 学 报 第41卷

胡柚（Citrus changshanensis K. S. Chen et C. X.

Fu）又名金柚，是一种主产于浙江省衢州市的地方

特色柑橘[1-3]。胡柚花型较大、果皮较厚、囊衣稍厚、

果肉微苦、部分种子具单胚性，具有柚的特征；同时，

与柚相比，胡柚翼叶小、果型小、果肉软而多汁、部分

种子具有多胚性，又不同于柚[1-3]。早在 1987年，吴

耕民[3]通过形态特征比较，提出胡柚可能是由柚与

甜橙自然杂交而来。随着分子标记技术的发展，学

者们先后应用随机扩增多态性DNA（RAPD）和简单

序列重复区间扩增多态性（ISSR）等分子标记进行

分析，认为胡柚起源与柚和甜橙密切相关[4-5]。在柑

橘类中，起源于柚和甜橙的杂种只有葡萄柚。但胡

柚抗寒性明显强于葡萄柚，这表明胡柚可能并不起

源于柚和甜橙的杂交。先前笔者基于内转录间隔

区（ITS）序列分析，发现柚和酸橙最有可能是胡柚

的亲本[6]，这与新近基于基因组分析提出的胡柚具

有酸橙和柚的遗传背景 [7]这一结论一致。柑橘易

发生种间杂交 [8]，但目前为止，源于柚与酸橙杂交

的就只有胡柚一种，使得胡柚成为一种独特的杂

柑。胡柚耐寒、耐贮、具独特微苦风味，鲜食、加工

（如用于双柚汁）和入药（作为衢枳壳[9]）兼用，深受

消费者欢迎，给当地带来了可观的经济收益，成为

中国国家地理标志产品和浙江省重点开发与推广

应用的名特优产品。

胡柚栽培历史悠久，位于常山县青石镇澄潭村

的祖宗树是现存最古老的实生胡柚树，树龄接近

120 a（年）。胡柚在良种选育过程中经历了较长的

零星种植和实生繁殖时期[10]，从普通胡柚中实生选

育了脆红、红肉胡柚、夏红橘柚（也称红皮胡柚）、胡

柚优株a、胡柚优株b和01-7等品种/优系/优株，其中

01-7因风味浓、耐贮藏、抗性强等特点成为目前胡柚

产业的主导推广品种。然而，不同胡柚间在苗木形

态上具有高度相似性，肉眼难以区分。

相较于形态学、细胞学和同工酶等鉴别技术，分

子标记具有数量丰富、多态性高、不受环境因素的影

响等优点，因而被广泛用于果树品种鉴别，包括随机

扩增多态性 DNA（RAPD）、扩增片段长度多态性

（AFLP）、简单序列重复（SSR）、序列相关扩增多态性

（SRAP）、单核苷酸多态性（SNP）等在内的各种分子

标记得到发展和应用[10-13]。近十余年来随着测序技

术的发展，SNP因具有高通量、分布广、二等位性等

特点，成为最具应用潜力的第三代分子标记，被广泛

应用于果树分子标记辅助育种[14-18]。在品种鉴定方

面，SNP 已同 SSR 一起作为国内《植物品种鉴定

DNA指纹方法总则》（NY/T 2594—2016）推荐的分

子标记方法。迄今，出现了基于各种原理的SNP分

型方法，如等位基因特异PCR（AS-PCR）、酶切扩增

多 态 性 序 列（CAPS）、衍 生 酶 切 扩 增 多 态 性

（dCAPS）、高分辨熔解曲线分析（HRMA）、竞争性等

位基因特异PCR（KASP）等[19]。在这些SNP分型方

法中，最便利和普适的当属AS-PCR和dCAPS。

AS-PCR 是根据 SNPs 位点的野生型和突变型

等位基因序列设计引物，通过等位基因特异引物和

模板DNA的结合情况对SNP进行基因分型。相较

于其他分型方法，AS-PCR具有对设备要求不高、成

本低、操作易等优点。dCAPS标记是一种CAPS标

记变型，通过人为引入错配碱基制造酶切位点，从而

突破 SNP需出现在限制性内切酶识别位点这一限

制，且具有共显性、操作简单、适用性强等特点。因

此，开始应用 AS-PCR 和 dCAPS 标记鉴别果树品

种。如Heo等[20]以宫川温州蜜柑及其新突变体Ara-

unshiu为试材，将存在于两者间的纯合SNP开发成

AS-PCR标记，成功地将突变体、宫川温州蜜柑和其

他柑橘进行区分。又如 Peng等 [21]基于桃液泡膜糖

转运载体基因（PpTST1）第三外显子的一个 SNP开

发了 dCAPS标记，成功地对 18份桃材料进行了分

型。虽然基于 SNP的分子标记在果树品种鉴别中

的应用已经开始普及，但在胡柚上仍是空白。因此，

急需开发基于DNA水平的分子标记，建立品种/优

系/优株鉴定体系，以保障苗木的准确性和纯度，促

进产业发展。

笔者在本研究中旨在利用全基因组重测序技术

对 01-7a胡柚和普通胡柚ZZ（祖宗树）进行重测序，

挖掘出两个材料之间的差异SNP，通过将SNP转化

Cuihong and Xiahong, demonstrating stable performance. The application of these molecular markers

enables the authentication of 01-7 saplings, ensures sapling purity and thereby supports the extension of

01-7.

Key words: Huyou; Whole genome resequencing; SNP; AS-PCR; dCAPS
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成AS-PCR和dCAPS标记，以期区分01-7与其他胡

柚，填补胡柚分子鉴别研究上的空白，解决胡柚苗木

混杂问题，为产业上实施新品种种苗鉴别提供技术

保障。

1 材料和方法

1.1 试验材料

用于重测序的普通胡柚ZZ（祖宗树）幼嫩叶片

采摘于浙江省衢州市常山县青石镇澄潭村，用于重

测序的 01-7a幼嫩叶片采摘于浙江大学（常山）现代

发展研究中心试验示范基地。用于标记应用检验的

12份胡柚材料覆盖主产区主要基地和主要类型，具

体包括取自4个基地的01-7（01-7a、01-7b、01-7c、01-

7d）、3个基地的普通胡柚（HYa、HYb、HYc）、2个胡

柚优株（HYYa、HYYb）、脆红（CH）、红肉胡柚（HR）

和夏红橘柚（又名红皮胡柚，XH）（表1）。

表 1 用于标记应用检验的 12 份胡柚资源信息表

Table 1 Information of 12 huyou accessions involved in marker application evaluation

编号

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

材料名称

Name

01-7a

01-7b

01-7c

01-7d

普通胡柚a Huyou a

普通胡柚b Huyou b

普通胡柚c Huyou c

胡柚优株a
Huyou elite plant a

胡柚优株b
Huyou elite plant b

脆红

Cuihong

红肉胡柚

Hongrou huyou

夏红橘柚 Xiahong

缩写

Abbreviation

01-7a

01-7b

01-7c

01-7d

HYa

HYb

HYc

HYYa

HYYb

CH

HR

XH

来源

Source

浙江大学（常山）现代发展研究中心试验示范基地

Experimental Station of Zhejiang University (Changshan) Modern Agricultural Research &
Development Center

常山县球川镇馒头山村 Mantoushan Village, Qiuchuan Town, Changshan County

常山县同弓乡同心村 Tongxin Village, Tonggong Town, Changshan County

常山县白石镇新安村 Xinan Village, Baishi Town, Changshan County

浙江大学（常山）现代发展研究中心试验示范基地

Experimental Station of Zhejiang University (Changshan) Modern Agricultural Research &
Development Center

常山县同弓乡中和村 Zhonghe Village, Tonggong Town, Changshan County

常山县大桥镇袁青口村 Yuanqingkou Village, Daqiao Town, Changshan County

浙江大学（常山）现代发展研究中心试验示范基地

Experimental Station of Zhejiang University (Changshan) Modern Agricultural Research &
Development Center

浙江大学（常山）现代发展研究中心试验示范基地

Experimental Station of Zhejiang University (Changshan) Modern Agricultural Research &
Development Center

浙江大学（常山）现代发展研究中心试验示范基地

Experimental Station of Zhejiang University (Changshan) Modern Agricultural Research &
Development Center

浙江大学（常山）现代发展研究中心试验示范基地

Experimental Station of Zhejiang University (Changshan) Modern Agricultural Research &
Development Center

衢州市龙游县团石村 Tuanshi Village, Longyou County, Quzhou City

1.2 DNA提取

用十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）法[22]提取胡

柚基因组DNA，将DNA稀释至100 ng·μL-1备用。

1.3 全基因组重测序分析

采集 01-7a和普通胡柚ZZ幼嫩叶片，委托深圳

华大基因科技有限公司进行全基因组重测序。使用

DNBSEQ-T7测序仪，采用PCR-free文库构建方法，

测序读长为PE150。利用 fastqc对原始数据进行过

滤，用 trimmomatics v0.39去除接头和低质量数据。

以晚白柚基因组（http://citrus.hzau.edu.cn/data/Ge-

nome_info/HWB.v1.0/HWB.v1.0.genome.fa）为参考

基因组建立索引，利用BWA-MEM v0.7.17[23]将测序

片段比对到参考基因组上，利用 shell脚本去掉map-

ping 质量值小于 30 的片段。使用 PICARD（http://

broadinstitute.github.io/picard/）去除重复和冗余片

段。使用BCFtools v1.9[24]和GATK v3.6[25]进行SNP-

calling，取交集位点做后续分析。

1.4 纯合SNP挖掘

从检测到的全基因组变异中挖掘纯合SNP，方

法和参数如下：（1）使用vcftools软件初次过滤，去除

碱基质量值小于 30、测序深度大于 60或小于 10的

位点，筛选出二等位位点；（2）使用 GATK 软件的

VariantFiltration 模块进行二次过滤，过滤条件为

“QUAL＜30.0 || QD＜2.0 || MQ＜40.0 || FS＞60.0 ||

吴伊静，等：胡柚新品种01-7的AS-PCR和dCAPS标记开发与应用 1313
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SOR＞3.0”。在以上过滤条件下得到高质量的SNP

集合，筛出集合中 01-7a和普通胡柚ZZ之间的纯合

差异SNP，最后结合 IGV基因组浏览器检查这些位

点在 bam 文件中的信息，筛选等位基因频率大于

90%的SNP，选择其中一个SNP用于序列验证及后

续分子标记开发。

1.5 含SNP片段的克隆与测序验证

采用基因克隆和 Sanger 测序进行 SNP 验证。

根据 vcf文件中的定位信息从参考基因组提取SNP

上下游各600 bp序列，使用Primer3web version 4.1.0

（https://primer3.ut.ee/）在SNP两侧设计引物，上游引

物 Chr1_7111834_G/A- F 序 列 为 ：5'- TGTCT-

GGGTTCGTTTGTAATCA- 3'，下 游 引 物 Chr1_

7111834_G/A-R 序列为：5'-CTCCAAAAGTCCAG-

CACAGG-3'。以 01-7a和普通胡柚ZZ基因组DNA

为模板，使用诺唯赞高保真DNA聚合酶产品Phan-

ta Max Super-Fidelity DNA Polymerase（P505）进行

PCR扩增。PCR反应体系为：1 μL Phanta Max Su-

per-Fidelity DNA Polymerase，25 μL 2 × Phanta Max

Buffer，1 μL dNTP Mix，2 μL 10 μmol·L-1引物（上游

引物和下游引物各 2 μL），0.1 μg 模板 DNA，补足

ddH2O 至 50 μL。PCR 循环程序为：95 ℃ 10 min；

95 ℃ 10 s，57 ℃ 15 s，72 ℃ 30 s，35 个循环；72 ℃

10 min，4 ℃保存。部分 PCR产物直接进行 Sanger

测序，另外部分 PCR产物进行常规基因克隆操作，

选择阳性克隆进行 Sanger测序。采用相同的方法

对用于标记应用的 12份胡柚材料的SNP基因型进

行验证。

1.6 AS-PCR反应

应用 BatchPrimer3 v1.0（https://wheat.pw.usda.

gov/demos/BatchPrimer3/）网站上的工具设计 AS-

PCR共用引物（下游引物）和2条等位基因特异引物

（上游引物），2条等位基因特异引物的差异在于3'末

端最后一位碱基，它们分别与SNP的两个等位碱基

互补配对。上游等位基因特异引物AS-PCR-F1和

AS- PCR- F2 的序列分别为：5'- GCAGAGAAATC-

GCCTTTGTCA-3'和 5'-GCAGAGAAATCGCCTTT-

GTCG-3'，下游共用引物 AS-PCR-R 的序列为：5'-

CGTGTGGTCTCCAAAAGTCC-3'。试验确定的最

佳反应体系为：3 μL 2 × Taq Master Mix，0.8 μL

10 μmol ·L-1引物（上游引物和下游引物各 0.8 μL），

30 ng模板DNA，补足 ddH2O至 10 μL。PCR反应程

序为：95 ℃ 10 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 15 s，72 ℃ 5 s，

30个循环；72 ℃ 10 min，4 ℃保存。采用 1.5%琼脂

糖凝胶，在 110 V 稳压电泳 25 min 后对凝胶进行

GelRed染色，置于凝胶成像系统中成像。

1.7 dCAPS扩增与酶切

利用 dCAPS Finder 2.0（http://helix.wustl.edu/

dcaps/dcaps.html）进行 dCAPS内切酶选择和上游引

物设计，引物 dCAPS- F 的序列为：5'- GAGTCG-

CAGAGAAATCGCCTTTGCT- 3'。 应 用 Primer3

4.1.0 设计下游引物 dCAPS- R，序列为：5'- CTGT-

GAAGTTTCAATTGGCCCATTA-3'。PCR反应体系

为：25 μL 2× Taq Master Mix，2 μL 10 μmol · L-1引物

（上游引物和下游引物各2 μL），160 ng模板DNA，补

足 ddH2O至 50 μL。PCR反应程序为 95 ℃ 10 min；

95 ℃ 10 s，58 ℃ 15 s，72 ℃ 20 s，35 个循环；72 ℃

10 min，4 ℃保存。扩增产物经纯化回收后用于酶

切，DNA 纯化使用杭州新景生物试剂开发有限公

司的凝胶 DNA 回收试剂盒＆DNA 纯化试剂盒。

酶切反应体系为：2 μL 10´ FastDigest Green Buffer，

2.6 μL FspBⅠ，0.5 μg PCR纯化产物，补足ddH2O至

20 μL。酶切反应条件为：37 ℃，4 h。采用 3%琼脂

糖凝胶，在 110 V稳压电泳 30 min，之后凝胶经Gel-

Red染色后成像。

2 结果与分析

2.1 全基因组重测序分析

通过对01-7a胡柚和普通胡柚ZZ原始数据进行

去污染、去接头及去低质量数据后，共获得高质量片

段数120.21 M，高质量碱基数36.06 Gb。Q20和Q30

的平均得分分别为96.55%和89.97%，可知数据质量

较高。将测序片段与晚白柚参考基因组进行比对，

平均碱基比对率达 98.54%，1 ×基因组覆盖率达

95%，表明可以以晚白柚作为参考基因组进行胡柚

分析。平均测序深度达到 46.75×，可以用于亲缘关

系相近样本的重测序分析。测序数据质量评估统计

结果如表2所示。

2.2 SNP检测和验证

比较 01-7a 和普通胡柚 ZZ 的基因型，得到

530 286个候选SNP。筛选质量值大于30、测序深度

在 10到 60之间等的高置信度SNP，得到 96 114个，

在此基础上筛选 01-7a和普通胡柚ZZ之间的纯合

SNP，得到 23个。利用 IGV基因组浏览器检查 bam
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文件中23个SNP位点测序片段的碱基分布情况，筛

选出 9个等位基因频率大于 90%的纯合 SNP，选择

其中一个位于1号染色体上第7 111 834个碱基位上

的 SNP（命名为 Chr1_7111834_G/A）用于序列验

证。检查该SNP所在位点的注释信息，发现其位于

基因间区域。

在该 SNP两侧设计了一对 PCR引物用于测序

验证，PCR扩增得到预期长度为498 bp的条带，且无

论是 PCR产物直接 Sanger测序还是经连接转化后

的质粒Sanger测序，都表明01-7a在这个位点的基因

型是A/A，而普通胡柚ZZ是G/G（图1），与生信挖掘

出的基因型一致，表明该纯合SNP真实存在。

表 2 测序数据质量评估统计

Table 2 Statistics of quality evaluation of sequencing data

样品
Sample

01-7a

普通胡柚ZZ
Ordinary
huyou ZZ

高质量片段
Clean reads

60 151 675

60 055 719

高质量碱基
Clean base/bp

18 045 502 500

18 016 715 700

Q20/%

96.79

96.31

Q30/%

90.60

89.34

GC/%

37

37

平均测序深度
Average depth/(×)

47.30

46.20

1×覆盖率
1×Cover ratio/%

95.10

95.20

10×覆盖率
10×Cover ratio/%

87.70

87.80

碱基比对率
Mapping rate/%

98.48

98.60

A. 01-7a 胡柚的 PCR 产物测序图谱；B. 普通胡柚 ZZ 的 PCR 产物测序图谱；C. 01-7a 和普通胡柚 ZZ 各 6 个重组质粒测序结果比对图，竖

框所示的是 SNP（Chr1_7111834_G/A）位点。

A. Sequencing electropherogram of the PCR product of 01-7a; B. Sequencing electropherogram of the PCR product of the ordinary huyou ZZ;

C. Comparison of the sequencing results of the recombinant plasmids harboring the PCR product from either 01-7a or the ordinary huyou ZZ; The

boxed area indicates the SNP (Chr1_7111834_G/A) locus.

图 1 01-7a 和普通胡柚 ZZ 间 SNP 的 Sanger 测序验证

Fig. 1 Sanger sequencing validation of the SNP between 01-7a huyou and ordinary huyou ZZ

A

B

C
01-7a-1

01-7a-2

01-7a-3

01-7a-4

01-7a-5

01-7a-6

ZZ-1

ZZ-2

ZZ-3

ZZ-4

ZZ-5

ZZ-6

Reference

Consensus

2.3 AS-PCR和dCAPS引物设计

鉴于 01-7a和普通胡柚ZZ在Chr1_7111834_G/

A位点处具有一个纯合SNP，笔者在本研究中旨在

基于此SNP开发能够鉴别两个胡柚材料的AS-PCR

和dCAPS引物。

由于AS-PCR引物 3'末端碱基的不配对并不能

完全抑制引物和模板的结合延伸，因此在等位基因

特异引物的3'末端倒数第二位引入1个碱基的额外

错配（图2）。研究设计了两对AS-PCR引物，其中下

游引物共用，而上游引物具有等位基因特异性：AS-

PCR-F1和AS-PCR-F2引物的3'末端碱基分别与01-

7a和普通胡柚ZZ相同（图 2）。预期使用AS-PCR-

F1只能从01-7a扩增出的条带，同理AS-PCR-F2只能

从普通胡柚ZZ中扩增出条带，条带长度为205 bp。

因SNP位点不是限制性内切酶的识别位点，不

能直接开发酶切扩增多态性（CAPS）标记。基于

SNP侧翼序列，通过人为引入如图 2所示的错配碱

基 C，其中一个等位基因的 PCR 扩增产物就拥有

FspBⅠ酶切位点，因而开发了一对dCAPS标记引物

（图 2）。该标记的预期结果是：以两个胡柚材料

吴伊静，等：胡柚新品种01-7的AS-PCR和dCAPS标记开发与应用 1315
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DNA为模板时均可扩增出长为176 bp的条带，但只

有当以 01-7a胡柚DNA为模板时，所扩增的条带可

以被FspBⅠ酶切成长度分别为152 bp和24 bp的条

带（图2）。

2.4 AS-PCR和dCAPS标记开发

应用所设计的两对AS-PCR引物，以01-7a和普

通胡柚ZZ的DNA为模板，PCR扩增结果如图 3-A

所示。对01-7a使用AS-PCR-F1为上游引物时可扩

增出与预期长度 205 bp相符的条带，而以AS-PCR-

F2 为上游引物时则没有扩增，由此判断 01-7a 在

Chr1_7111834_G/A位点的基因型为A/A；以普通胡

柚 ZZ DNA为模板时，扩增结果则和 01-7a正好相

反，即以AS-PCR-F2为上游引物时可扩增得到与预

期长度 205 bp相符的条带而以AS-PCR-F1为上游

引物时则没有扩增，判断普通胡柚ZZ的基因型是

G/G。AS-PCR 扩增结果与预期结果一致，表明该

AS-PCR标记正确有效。

应用所设计的一对dCAPS引物，以01-7a胡柚和

普通胡柚ZZ DNA为模板，PCR扩增结果如图3-B所

示，均获得与预期长度 176 bp相符的条带。但只有

以 01-7a胡柚DNA为模板时，PCR产物可被酶切成

两条长度分别为152 bp和24 bp的条带，由此判断01-

7a在Chr1_7111834_G/A位点的基因型为A/A；以普

通胡柚ZZ DNA为模板时，PCR产物不会被酶切，表

明普通胡柚ZZ的基因型不是A/A。dCAPS分析结

果与预期结果一致，表明该dCAPS标记正确有效。

2.5 AS-PCR和dCAPS标记在 12份胡柚材料鉴别

中的应用

为进一步验证AS-PCR标记和dCAPS标记的有

效性，将标记应用于12份胡柚材料的鉴别。这12份

胡柚材料覆盖主产区的主要基地和主要品种，包括

01-7胡柚4份、其他胡柚8份（表1）。结果表明，AS-

PCR-F1特异引物在所有 4份 01-7胡柚材料中均扩

增出预期长度的条带，而在其他胡柚材料中均未得

到扩增（图4-A）；AS-PCR-F2则在所有4份01-7材料

和脆红中不出现扩增条带，而在其余胡柚中均出现

条带（图 4-B）。dCAPS标记分析表明，所有胡柚材

料均扩增出 176 bp的条带（图 5-A）没有差异，但在

使用限制性内切酶酶切后，4份 01-7胡柚材料均出

现152 bp的酶切产物，而3份普通胡柚、胡柚优株 a、

胡柚优株 b、红肉胡柚、夏红中条带未被酶切（图 5-

B）。除脆红外，以上结果均符合预期。脆红在两种

带框的碱基 C 是人为引入的错配碱基，加下划线的是 SNP（Chr1_7111834_G/A）位点组成碱基。

The artificial mismatch base C was boxed and the SNP (Chr1_7111834_G/A) comprising bases are underlined.

图 2 AS-PCR 和 dCAPS 分子标记引物

Fig. 2 Schematic diagram representing the primers for AS-PCR and dCAPS molecular markers

3'5'

3'5'

3'5'

3'5'

3'5'

3'5'

3'5'

0 22 322 447 472 478 486 498 506/bp

普通胡柚 ZZ Ordinary huyou ZZ

普通胡柚 ZZ

Ordinary huyou ZZ

普通胡柚 ZZ Ordinary huyou ZZ
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标记分析时均表现出非预期的情况，表现为在两个

AS-PCR反应中均未能扩增出条带，在 dCAPS分析

时经酶切产生长度既非 152 bp也非 176 bp的片段。

笔者在后文中通过分析 Sanger测序结果对此现象

作出了解释。

为确认两种标记在这些胡柚材料中对 Chr1_

7111834_G/A位点基因分型表现的可靠性，对 12份

材料的这一SNP位点侧翼序列进行了PCR扩增、克

隆和 Sanger测序验证。测序比对结果表明，所有 4

份 01-7材料在这个SNP位点的基因型都是A/A，而

其他胡柚基因型都是G/G（图 6竖框所示），与AS-

PCR和dCAPS分析结果一致。同时，测序结果解释

了为何脆红在两个AS-PCR反应中均不能扩增出条

带，是因为脆红在等位基因特异引物处有额外的 3

个碱基突变（图 6左横框所示），导致引物结合模板

DNA的能力被大大削弱。而在 dCAPS分析时脆红

出现非预期酶切片段则是因为在这段序列中脆红存

在天然的 FspBⅠ识别位点 CTAG（图 6 右横框所

示）。值得一提的是，脆红中存在的天然FspBⅠ识

别位点与人为设计 dCAPS标记时针对 01-7引入的

A. AS-PCR 反应，F1 和 F2 分别为 AS-PCR-F1 和 AS-PCR-F2 引物对；B. dCAPS 反应，ND 和 D 分别指不酶切对照和酶切反应；ZZ 指代

普通胡柚 ZZ。M. DNA 长度标记。

A. AS-PCR reaction, F1 and F2 represent for the AS-PCR-F1 and AS-PCR-F2 primer pairs, respectively; B. dCAPS reaction, ND and D refer to

the non-digested control and digestion reaction, respectively; ZZ stands for ordinary huyou ZZ. M. DNA Marker.

图 3 01-7a 和普通胡柚 ZZ 的 AS-PCR 和 dCAPS 反应

Fig. 3 AS-PCR and dCAPS reactions for 01-7a huyou and ordinary huyou ZZ

A. AS-PCR-F1 引物对；B. AS-PCR-F2 引物对。12 份材料信息见表 1。M. DNA 长度标记。

A. AS-PCR-F1 primer pairs; B. AS-PCR-F2 primer pairs. Refer to Table 1 for the information on 12 accessions. M. DNA Marker.

图 4 AS-PCR 分子标记在 12 份胡柚材料鉴别中的应用

Fig. 4 Application of AS-PCR molecular markers in discrimination of 12 huyou accessions
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FspBⅠ识别位点并不重合，而是相距 38 bp，因而，

脆红PCR产物被FspBⅠ酶切成62 bp和117 bp这两

条片段，与 01-7不同。因此，综合运用这两种标记

不仅可以鉴别出01-7胡柚，还可以鉴别出脆红。

3 讨 论

品种分子鉴别通常更倾向于使用基于 PCR的

分子标记，但这些方法中有些复杂耗时，有些则可靠

度不高，如RAPD标记鉴定的特异性不强且重复性

较差 [26]，SSR 标记很难区分遗传十分相似的品

种[27]。随着下一代测序技术的兴起，SNPs因数量丰

富、可遗传、突变频率较低、二等位性等特点已成为

应用最广泛的基因分型标记[28]。全基因组重测序作

为一种高通量测序技术，拥有成熟的测序平台、多样

的测序策略、丰富的生信分析工具和数据处理流程，

并且因其具有较高的全基因组分辨率，使其非常适

合用于基因分型[29]。随着测序成本日益降低，全基

因组重测序技术越来越成为挖掘 SNP 的重要手

段。Pei等[30]对巨峰、乍娜及其早熟芽变丰早和90-1

分别进行了全基因组重测序分析，发现早熟芽变品

A. 酶切前；B. 酶切后。12 份材料信息见表 1。M. DNA 长度标记。

A. Before digestion; B. After digestion. Refer to Table 1 for the information on 12 accessions. M. DNA Marker.

图 5 dCAPS 分子标记在 12 份胡柚材料鉴别中的应用

Fig. 5 Application of dCAPS molecular marker in discrimination of 12 huyou accessions

竖框所示的是 SNP 位点；左边横框所示的是脆红在 AS-PCR 引物处的 3 个额外突变，右边横框所示的是脆红上的一个碱基突变形成的天

然的 FspBⅠ识别位点。

The vertical box outlines the SNP site; the left horizontal box outlines the three extra mutations in Cuihong at the AS-PCR primer location, and the

right horizontal box outlines the natural FspBⅠ restriction site formed by one base mutation.

图 6 12 份胡柚材料 SNP（Chr1_7111834_G/A）位点测序结果

Fig. 6 Sequencing results of 12 huyou accessions at the SNP (Chr1_7111834_G/A) site
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种中存在丰富的遗传变异，通过Sanger测序验证了

巨峰和丰早中的5个SNP；Guan等[31]利用360份桃种

质的全基因组重测序数据筛选并构建了由 775 个

SNP组成的微阵列芯片。Serra等[32]对Rocha梨的 8

个无性系进行了基因组重测序，经过变异检测和注

释，挖掘了位于编码序列上的216个SNP。笔者在本

研究中对01-7a和代表普通胡柚的祖宗树开展了全

基因组重测序，对SNP进行了挖掘。为便于后续分

子标记开发和应用，试验出挖掘纯合SNP的生物信

息学分析参数，并成功获得一个纯合SNP，开发了相

应的AS-PCR和 dCAPS标记，填补了胡柚上的研究

空白，也可为其他果树开展类似工作提供参考。

AS-PCR 标记和 dCAPS 标记都是基于 PCR 的

SNP分型方法，有着操作简单、效率高等优点。同

时，两者也存在各自缺点。AS-PCR 标记相较于

dCAPS标记而言更加经济，但其对PCR反应体系和

程序更加敏感，并且较容易出现假阳性 [33]，因而对

PCR体系中各组分比例、Tm值、PCR循环数等都有

更加严格的要求，需要通过设置梯度试验解决 [34]。

dCAPS标记相较于AS-PCR标记更稳定，但由于有

些内切酶较昂贵，在一定程度上增加了dCAPS分析

的成本。同时，dCAPS需要试验适宜的酶切时间，

既要保障充分酶切又要避免“星活性”[35]，以免影响

基因型判断。此外，也并非每个SNP位点都能通过

改变一个碱基序列引入酶切识别位点，即有些SNP

无法用于dCAPS标记开发。因此，两种标记方法各

有所长，可结合使用。

笔者在本研究中开发的 AS-PCR 和 dCAPS 标

记单独应用即可区分 01-7胡柚、脆红与其他胡柚。

分子标记分析以及对 SNP侧翼序列测序结果均表

明脆红与其他胡柚存在较大差异，推测其在起源上

略有不同，这值得后续进一步研究。夏红橘柚一直

存在同物异名现象，它又被称为红皮胡柚。根据

SNP侧翼序列，夏红橘柚与01-7胡柚、普通胡柚、胡

柚优株 a、胡柚优株b、红肉胡柚基本一致（同源率高

达 99.6%），因此，宜称其为红皮胡柚。笔者在本研

究中开发的标记尚不能区分除 01-7胡柚和脆红之

外的其他胡柚材料，后续可验证更多的纯合SNP位

点并开发相应的标记。

4 结 论

利用01-7a和普通胡柚ZZ（祖宗树）的全基因组

重 测 序 数 据 ，找 到 了 一 个 纯 合 SNP（Chr1_

7111834_G/A），01-7a和普通胡柚ZZ的基因型分别

为A/A和G/G。进一步将该SNP开发成AS-PCR和

dCAPS标记，在 12份胡柚材料中的应用表明，两个

标记单独应用即可将 01-7和其他胡柚区分。由于

脆红在SNP侧翼序列中存在额外变异，导致这两种

分子标记还可以将脆红从其他胡柚中鉴别出来。笔

者在本研究中开发了能鉴别胡柚品种的分子标记，

所开发的分子标记可应用于01-7胡柚、脆红的苗木

真伪鉴别，利于苗木纯度保障，从而助力新优品种的

推广种植。基于SNP侧翼序列，发现脆红与其他胡

柚的亲缘关系相对较远，夏红橘柚与除脆红外的10

份胡柚材料的序列同源率高达 99.6%，表明属于胡

柚而非橘柚，应称为红皮胡柚。
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