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摘要：ＩＳＳＲ分子标记可较好地应用于南瓜种质资源遗传多样性分析和亲缘关系鉴定．以嫩食型南瓜为材
料，采用ＩＳＳＲ分子标记技术对其遗传多样性进行分析．结果表明，１７条引物可扩增出９９条带，其中多
态性条带９７条，多态性比例为９７７９％．在遗传相似系数０７４处，将试验材料分为两大类：第１类群包
含２７份嫩食型南瓜材料，可分为４个亚组；其他５份瓜类 （外群）则聚类到第２类群．
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　　分子标记是ＤＮＡ水平遗传多态性的直接反映．
目前，应用较普遍的有 ＲＦＬＰ、ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ和
ＳＳＲ等分子标记．此外，简单序列重复区间扩增多
态性 （ＩＳＳＲ）分子标记技术也广泛应用于品种鉴
定［１］、遗传多样性分析［２］、基因定位［３］、植物基

因组作图以及指纹图谱建立［４］．例如：陈桂平
等［５］利用ＩＳＳＲ标记对无花果品种进行鉴定，发现
引物８１１Ｆ和８３６Ｆ可特异性将２号和２０号种质资
源区分出来；王庆军等［６］对观赏石榴进行遗传多

样性分析，发现其遗传变异较大，存在较丰富的遗

传多样性；Ｋｏｊｉｍａ等［７］利用分子标记构建了小麦

品种的遗传连锁图，发现多个 ＩＳＳＲ位点可被定位
到染色体上；邵雪花等［８］采用 ＩＳＳＲ标记对余甘子
品种的遗传多样性进行了分析和指纹图谱建立，发

现只需引物 ＵＢＣ８０９和引物 ＵＢＣ８８６就可成功区分
广东省的２８份余甘子种质资源．

嫩食型南瓜主要以嫩瓜作为食用对象，深受消

费者的喜爱．但是，嫩食型南瓜栽培品种由于地区
间相互引种、自繁自育等原因，导致一些地方资源

种源混杂，种性退化严重等问题，给资源搜集和新

品种育种造成较大困难［９］．因此，本研究利用
ＩＳＳＲ分子标记技术对搜集到的嫩食型南瓜种质资源



进行遗传多样性分析，鉴定其亲缘关系，以期为嫩

食型南瓜的利用和新品种选育及育种提供一定的理

论依据．

１　材料与方法

１１　试验材料
以收集的多份不同类型的嫩食型南瓜品种为试

验材料，具体名称见表１．
１２　ＤＮＡ的提取和引物筛选

种子催芽后进行穴盘育苗，待长到四叶一心

时，使用植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒 （Ｔａｋａｒａ）
提取叶片ＤＮＡ．

ＩＳＳＲ引物根据已公布序列随机挑选合成．筛
选出条带清晰、重复性好的引物，用于后续试验．

表１　用于ＩＳＳＲ标记分析的材料

编号 种质名称 来源 编号 种质名称 来源

１ 浅花 山西 １７ 阿童木 四川

２ 嫩早一串铃南瓜 湖南 １８ 一串铃青蓝 湖南

３ 珍玉四号Ｆ１ 山西 １９ 多嫩多 （三号嫩早南瓜） 四川

４ 玉玲珑 河北 ２０ 无曼珍珠Ｆ１ 山西

５ 早喜一号 四川 ２１ 小青瓜 山西

６ 圆珠五号 河北 ２２ 精选七叶瓜 山西

７ 玉玲 河北 ２３ 精选小青瓜 山西

８ 珍玉四号 山西 ２４ 圆珠一号 河北

９ 白花皮一串铃 新疆 ２５ 美特 宁夏

１０ 一串金二号 四川 ２６ 蜜本南瓜 河北

１１ 多嫩多 （四号嫩早南瓜） 四川 ２７ 蜜本南瓜 河北

１２ 一串铃花篮 湖南 ２８ 西葫芦 （晶莹粹） 河北

１３ 玉玲珑Ｆ１ 河北 ２９ 黄皮笋瓜 西安

１４ 圆珠二号 河北 ３０ 黑籽南瓜 黑龙江

１５ 无曼早二号Ｆ１ 山西 ３１ 黄瓜 天津

１６ 高丽小南瓜 山西 ３２ 西瓜 北京

１３　ＩＳＳＲＰＣＲ反应和检测
ＰＣＲ扩增程序为９５℃变性 ５ｍｉｎ；９４℃ ４０ｓ，

５５℃１ｍｉｎ，７２℃１５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ，１０℃保存；扩增体系为 ＤＮＡ模板１５μＬ，
引物１μＬ，２×Ｍｉｘ１００μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足２０μＬ．通
过１２％琼脂糖凝胶电泳对ＰＣＲ产物进行检测．
１４　凝胶电泳产物检测与统计分析

根据迁移率不同，在同一位点有条带的标记为

“１”，无条带的标记为 “０”．利用 ＮＴｓｙｓ２１０ｅ软
件进行聚类分析．

２　结果

２１　ＩＳＳＲＰＣＲ扩增结果分析
本试验共筛选出１７条扩增条带清晰、重复性较

好的引物 （表２）．这些引物共扩增出９９条带，每
个引物平均扩出条带为５８２条，多态性条带为９７
条，多态性比例为９７７９％．其中：引物ＩＳＳＲ１４和
ＩＳＳＲ１７扩增出的带数最多，为１０条；ＩＳＳＲ１８扩增出

的带数则最少，只有４条，其中３条为多态性条带．
图１显示了ＩＳＳＲ２２引物扩增产物的电泳结果．
２２　嫩食型南瓜品种聚类分析

利用分子标记检测数据构建亲缘关系聚类图

（图２）．结果显示，在遗传相似系数０７４处，把嫩
食型南瓜材料分为两大类 （图２）．第１大类包含２７
份材料，其中：２１（小青瓜）和２２（精选七叶瓜）
均来自山西，亲缘关系较近，位于同一个小的分支；

１（浅花）和５（早喜一号）的亲缘关系很近，聚在
一起，而３（珍玉四号Ｆ１）亲缘关系则与来自同一
省份的１（浅花）稍远，但三者仍然聚在同一个小
分支中；７（玉玲）、９（白花皮一串铃）、１０（一串
金二号）、１２（一串铃花篮）、２１（小青瓜）和２２
（精选七叶瓜）的遗传相似系数均在０８７４以上，位
于同一个大的分支．第２大类包含２８［西葫芦（晶
莹粹）］、２９（黄皮笋瓜），３０（黑籽南瓜）、３１（黄
瓜）和３２（西瓜），这５份外群材料与嫩食型南瓜
的亲缘关系较远．
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图１　ＩＳＳＲ２２引物扩增电泳结果

表２　ＩＳＳＲ引物扩增及其结果统计

引物名称 引物序列 总带数 多态性带数 多态性比例／％

ＩＳＳＲ２ （ＡＧ）８Ｔ ４ ４ １００００

ＩＳＳＲ３ （ＡＧ）８Ｃ ６ ６ １００００

ＩＳＳＲ４ （ＡＧ）８Ｇ ６ ６ １００００

ＩＳＳＲ５ （ＧＡ）８Ｔ ６ ５ ８３３３

ＩＳＳＲ６ （ＧＡ）８Ｃ ５ ５ １００００

ＩＳＳＲ１０ （ＣＡ）８Ｔ ４ ４ １００００

ＩＳＳＲ１１ （ＣＡ）８Ｇ ４ ４ １００００

ＩＳＳＲ１２ （ＴＣ）８Ｇ ４ ４ １００００

ＩＳＳＲ１３ （ＡＣ）８Ｔ ５ ５ １００００

ＩＳＳＲ１４ （ＡＣ）８Ｃ １０ １０ １００００

ＩＳＳＲ１５ （ＡＣ）８Ｇ ６ ６ １００００

ＩＳＳＲ１７ （ＡＧ）８ＹＴ １０ １０ １００００

ＩＳＳＲ１８ （ＡＧ）８ＹＣ ４ ３ ７５００

ＩＳＳＲ１９ （ＡＧ）８ＹＡ ６ ６ １００００

ＩＳＳＲ２０ （ＧＡ）８ＹＴ ６ ６ １００００

ＩＳＳＲ２１ （ＧＡ）８ＹＣ ５ ５ １００００

ＩＳＳＲ２２ （ＧＡ）８ＹＧ ８ ８ １００００

总数 ９９ ９７

平均值 ５８２ ５７１ ９７７９
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图２　嫩食型南瓜材料聚类分析图
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３　讨论

遗传多样性是物种进化的本质，对于遗传多样

性研究有助于种质资源的保护和利用［６］．前人已
经使用不同的分子标记手段对南瓜的遗传多样性进

行了分析，如：朱海生等［１０］使用ＩＳＳＲ分子标记技
术分析了南瓜种质资源的遗传多样性，发现６对引
物中共获得条带１２５条，多态性比例为９２％；朱
白婢等［１１］利用４对ＩＳＳＲ分子标记共扩增出条带６３
条，多态性条带有６０条，多态性比例为９３３８％．
而本试验通过ＩＳＳＲＰＣＲ扩增出多态性条带比例为
９７７９％，如此高比例的多态性，可能是由于几个
外群亲缘关系与南瓜相差太远所致．

本研究通过亲缘关系分析把嫩食型南瓜分为两

个大类，分析结果显示，嫩食型南瓜品种间差异较

明显，南瓜品种间遗传变异率较高．从聚类图可以
看出，部分不同来源的一些种质资源聚在同一类

群，其原因可能是由于栽培过程中相互引种，从而

导致不同地区的种质资源亲缘关系较近．而有些
（同一来源的）品种没有聚在一起，可能是由于本

试验采用的 ＩＳＳＲ分子标记太少，未能真实反映其
亲缘关系．本试验结果说明，嫩食型南瓜种质资源
具有较丰富的遗传多样性，有利于物种适应环境．
因此，嫩食型南瓜引种时要充分考虑各种影响因

素，才能更明确其亲缘关系，保持更为丰富的遗传

多样性．
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ｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．Ｈｅｒｅｄｉｔｙ，２００１，８６（５）：５４５－５５６．

［２］朱岩芳，祝水金，李永平，等．ＩＳＳＲ分子标记技术在植

物种质资源研究中的应用 ［Ｊ］．种子，２０１０，２９（２）：

５５－５９．

［３］易克，徐向利，卢向阳，等．利用 ＳＳＲ和 ＩＳＳＲ标记

技术构建西瓜分子遗传图谱 ［Ｊ］．湖南农业大学学报

（自然科学版），２００３，２９（４）：３３３－３３７．

［４］李冬梅．饲草型小黑麦的遗传图谱构建及草产量和抗

锈每相关基因的 ＱＩＬ定位 ［Ｄ］．兰州：甘肃农业大

学，２０１６．

［５］陈桂平，张胜珍，段英姿，等．２５种无花果种质资源

的ＩＳＳＲ分析 ［Ｊ］．西部林业科学，２０１９，４８（３）：

２３－２７，３３．

［６］王庆军，马丽，郝兆祥，等．观赏石榴种质资源遗传

多样性的 ＩＳＳＲ分析 ［Ｊ］．浙江农业学报，２０１８，

３０（２）：２３６－２４１．

［７］ＫＯＪＩＭＡＴ，ＮＡＧＡＯＫＡＴ，ＮＯＤＡＫ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃ

ｌｉｎｋａｇｅｍａｐｏｆＩＳＳＲａｎｄＲＡＰＤｍａｒｋｅｒｓｉｎＥｉｎｋｏｒｎｗｈｅａｔ

ｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｔｈａｔｏｆＲＦＬＰｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＴｈｅｏｒＡｐｐｌ

Ｇｅｎｅｔ，１９９８，９６（１）：３７－４５．

［８］邵雪花，刘牛，赖多，等．２８份余甘子品种遗传多样

性的ＩＳＳＲ分析及指纹图谱构建 ［Ｊ］．西北农林科技

大学学报，２０２０，４８（８）：１２９－１３６．

［９］张娜．葡萄种质资源遗传多样性的 ＩＳＳＲ分析 ［Ｄ］．

乌鲁木齐：新疆大学，２０１５．

［１０］朱海生，卢丽芳，陈敏氡，等．南瓜种质资源遗传

多样性的 ＩＳＳＲ分析 ［Ｊ］．分子植物育种，２０１５，

１３（６）：１３０２－１３０８．

［１１］朱白婢，蔡兴来，周曼，等．基于 ＩＳＳＲ标记的印度

南瓜种质遗传多样性分析 ［Ｊ］．分子植物育种，

２０１６，１４（１２）：３５９６－３６００．
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