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AFLP分子标记技术在浙蒲 2号种子纯度快速鉴定中的应用

王玲平 ,戴丹丽 ,吴晓花 ,汪宝根 ,李国景＊

(浙江省农业科学院 蔬菜研究所 ,浙江 杭州 310021)

摘　要:以瓠瓜杂种一代浙蒲 2 号及其父 、母本和品系 J099 为材料 ,建立了利用 AFLP 分子标记技术进行瓠瓜

杂种纯度鉴定技术体系。从 64 对引物组合中筛选出了两对稳定扩增 、多态性好 、分辨率高的引物组合 E-

ACC/M-CTA 和 E-ACC/M-CTT , 可有效区分父 、母本和杂种一代 , 适宜用于浙蒲 2 号种子纯度快速鉴定。
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Application of AFLP markers in fast determination of seed purity in gourd , Lagenar-

ia siceraria cv.Zhepu No.2
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Abstract:A set of AFLP molecular marker techniques for determining hybrid seed purity of gourd , Lagenaria siceraria cv.

Zhepu No.2 was established by analysis of their hybrid generation , parents and a breeding line J099.Two pairs of primer

combinations of E-ACC/M-CTA and E-ACC/M-CTT from 64 pairs were selected , which produced steadily polymorphic

bands.These two pairs of primer combinations can clearly distinguish their genetic relationship between hybrid generation

and their parents , and can be used to determine the purity of the hybrid seed.
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　　瓠瓜 Lagenaria siceraria (Molina)Standl.

(Syn.L.leucantha Rusby)属葫芦科葫芦属一年

生蔓性草本植物 ,又名长瓜 、蒲瓜 、夜开花 、葫芦

等 ,为我国的特色瓜类蔬菜之一 ,以幼嫩果实供

食用。近年来 ,瓠瓜在我国长江流域及南方各省

普遍栽培 ,为效益农业的重要蔬菜作物之一 。传

统的依据形态学进行品种纯度鉴定大多依靠田

间种植 ,鉴定所需时间长 、效率低 ,常不能满足种

子种苗产业化开发的需要 。
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　　随着国际植物新品种保护联盟(UPOV)以及

《植物新品种保护条例》等有关育种者权利保护

法规的颁布实施 ,为保护品种选育者的知识产

权 ,减少假劣种子对农户造成损失 ,应用分子标

记技术进行品种真实性快速鉴定技术正备受关

注[ 1～ 3] 。在众多的 DNA 分子标记中由于 RAPD

技术提供的信息不够全面 ,重复性差 ,一般为显

性标记 ,不能鉴定杂合子[ 4 ,5] 。而 AFLP 技术是

通过选择性扩增基因组 DNA的酶切片断而产生

的多态性来分析鉴定不同品种 ,与 RAPD技术相

比 ,它具有多态性高 、重复性好的特点 ,已应用于

哈密瓜 、白菜等作物种子纯度鉴定
[ 6 ,7]
。

本研究旨在建立利用瓠瓜 AFLP 分子标记

进行种子纯度快速鉴定的技术体系。



1　材料与方法

1.1　材料

供试材料瓠瓜杂种一代浙蒲 2 号及其父本

(G17-11-2)、母本(G7-4-3)和品系 J099 由浙江省

农业科学院蔬菜研究所提供 。AFLP 反应用试

剂 ,Tris 、硝酸银 、尿素等生化试剂购自北京鼎国

生物技术有限公司 。EcoRⅠ 、Mse Ⅰ 内切酶购自

上海生物工程技术有限公司。Tag 酶 、dNTP 等购

自Promega公司。

1.2　方法

1.2.1　瓠瓜总 DNA的制备

参照 Murry 和 Thosmpon 等[ 8]的 CTAB 法进

行改良提取总 DNA 。

1.2.2　酶切连接

AFLP 实验分析主要参考 Vos等
[ 9]
(1995)的

方法进行 。EcoRⅠ/ Mse Ⅰ 酶切 25μl体系包括

250 ng DNA 样品 , 1.25 U 的 EcoR Ⅰ , 2.5 U的

Mse Ⅰ ,10×Tango buffer
TM

5.0μl ,37℃水浴6 h以

上;在酶切体系中加入 10×ligation buffer 3.0 μl ,

5 μmol/L 的 EcoR Ⅰ接头 0.5 μl , 50 μmol/L 的

Mse Ⅰ 接头 0.5 μl ,2 U的 T4 连接酶 ,加水至 30

μl ,20℃下连接过夜 。

1.2.3　预扩增

预扩体系 25 μL。其中 17.4 μL 的 dd H2O 、

2.5 μL 连接后的 DNA模板 ,0.7 μL 的 EcoRⅠ引

物(50 ng/μL),0.7 μL 的Mse I引物(50 ng/μL),

0.5 μL 10 mmol/L 的 dNTPs , 10 ×PCR reaction

buffer(终浓度为 1×Buffer)2.5 μL ,0.5 μL 的 Taq

Polymerase (2 U/μL),0.2μL 125 mmol/L的MgCl2

(终浓度为 2 mmol/L)。PCR程序为 94℃30 s ,

56℃30 s ,72℃60 s ,22个循环;产物 4℃保存用

于选择性扩增。取 5 μL 预扩产物在 1.2%琼脂

糖凝胶中电泳检测酶切连接以及预扩增效果 。

1.2.4　选择性扩增

将预扩产物稀释 50倍用于选择性扩增 。选

扩反应体系为 20 μL ,其中预扩稀释产物(模板)

0.5 μL , EcoRⅠ引物 5 ng , Mse Ⅰ 引物 30 ng ,10

mmol/L 的 dNTP 0.4 μL , 10× PCR reaction buffer

2.0 μL ,Taq DNA Polymerase 1 U。选扩 PCR程序

为94℃变性 120 s;然后是94℃变性 30 s ,64℃退

火 30 s ,72℃延伸 60 s ,共 13个循环 ,每个循环后

退火温度降低 0.7℃;接下来是 94℃30 s , 56℃

30 s , 72℃ 60 s ,共 28 个循环;72℃延伸 420 s ,

PCR产物 4℃保存 。

1.2.5　变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

选择性扩增产物在 6%的聚丙烯酰胺凝胶

中电泳分离 。电泳缓冲液为 1 ×TBE , 70 W 恒

功率预电泳 30 min。取 5 μL 变性 PCR 产物点

样 。70 W恒功率电泳1.5 h左右 ,电泳过程中胶

面温度不超过 55℃。

1.2.6　银染

采用许绍斌等(2002)简易银染法[ 10] 。

2　结果与分析

2.1　DNA模板质量

获取高质量基因组 DNA是 AFLP 分析成功

的关键步骤之一 。本试验基本按照 CTAB法 ,但

在加入 2%CTAB抽提缓冲液水浴 45 min后 ,加

入等体积的氯仿+异戊醇+无水乙醇的混合液

(体积比为 24∶1∶6),可有效去除色素等各类杂

质 。样品检测结果表明 ,DNA OD260/280比值为

1.75 ～ 1.83 ,带型整齐 ,无明显降解 ,符合 AFLP

分析对 DNA模板质量的要求 。

2.2　酶切和连接

基因组 DNA酶切是否充分和 DNA 片断连

接上接头都关系到 PCR扩增效果 ,直接影响最

终指纹图谱的质量。预扩增结果可说明基因组

DNA酶切连接的效果 ,从而预测指纹图谱质量。

从图1可见 , DNA 酶切片段电泳后分散呈 smear

状 ,扩增片段大多集中在 100 ～ 1000 bp ,说明酶

切较完全 ,接头连接效果好 ,片断大小较合适 。

2.3　多态性引物组合筛选

采用 64对AFLP引物组合对双亲和 8个 F1

代单株及品系 J099进行选择性扩增。EcoRⅠ引

物所选用的选择性碱基为 AAC ,AAG ,ACA ,ACT ,

ACC ,ACG ,AGC ,AGG;Mse I 引物所选用的选择

性碱基为 CAA ,CAC , CAG , CAT , CTA , CTC , CTG ,

CTT。用这 64对引物组合共扩增出 1363 条带 ,

各引物组合间扩增条带数差异较大 ,多的可扩增

出 36条 ,少的仅有 11条 ,平均每对引物组合为

21.29条;表现多态性的引物组合共有9个 ,多态
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M:100 bp DNA Ladder marker;1:母本;2:父本;3 ～ 12:浙蒲 2

号;13 , 14:品系 J099

图 1　瓠瓜 AFLP预扩增产物琼脂糖凝胶电泳图

Fig.1　Agarose gel electrophoresis of AFLP pre-amplifica-
tion products of gourd , Lagenaria siceraria

性条带共 17条 ,其中 55对引物组合未出现多态

性条带 。筛选出在杂交种 、双亲中稳定表现多态

的引物组合两对:E-ACC/M-CTA ,E-ACC/M-CTT。

2.4　差异条带与鉴定分析

图2-A 显示引物对 E-ACC/M-CTA 对浙蒲 2

号一代杂种 、父本和母本所产生的 4个多态性标

记 , ①, ③处浙蒲 2号和父本各有一条强扩增带 ,

片段大小分别约为 300 bp和150 bp ,母本在这两

个位置上无扩增带;②, ④片段大小与①, ③相差

不大 ,在浙蒲 2号和母本上各有一条弱扩增带 ,

父本无扩增带。在这 4个多态性标记位点上 ,浙

A:引物对 E-ACC/M-CTA 的扩增结果;B:引物对 E-ACC/M-
CTT的扩增结果。 1 ,12:母本;2 , 13:父本;3～ 10和 14～ 21:浙

蒲 2号;11和 22:品系 J099

图 2　引物组合 E-ACC/M-CTA 和 E-ACC/M-CTT 的鉴

定结果

Fig.2　Identification of primer combinations of E-ACC/M-
CTA and E-ACC/M-CTT.1:female parent;2:male parent;3
-12:Zhepu 2;13 , 14:line J1099

蒲 2号兼具有父本和母本的带型 ,而其父本和母

本的带型则各有缺失 , J099有不同的扩增带。图

2-B显示引物对 E-ACC/M-CTT 对浙蒲 2号一代

杂种及其父本和母本的多态性扩增 ,浙蒲 2号和

父本在⑤和⑥处各有一条强扩增带 ,片段大小分

别约为 300 bp和 150 bp ,母本无扩增带 ,在这个

扩增多态性位点上 ,一代杂种也兼具有父本和母

本的扩增带型。经重复检验表明 ,应用这两对引

物组合 ,完全可区分浙蒲 2号一代杂种 、父本和

母本 ,特别是浙蒲 2号一代杂种和母本的多态性

条带明显 , 可用作浙蒲2号种子纯度的快速

鉴定。

3　讨论

依据形态学特征特性差异进行良种质量(真

假杂种 、纯度)检测是当前的主要手段。与传统

的依据表型性状鉴定相比 ,基于 DNA 水平差异

的分子标记技术 ,不受植株的生长时期限制 ,鉴

定快速 ,并不受基因表达和环境条件的影响。自

从 1974年 Grodzicker创立 RFLP 分子标记技术以

来 ,DNA分子标记技术得到了迅猛的发展 ,十余

种新型标记相继问世 ,并在动物 、植物和微生物

等学科中得到了广泛的应用。近年来 , AFLP ,

RAPD和 SSR等分子标记技术在国内外已被用

于鉴别不同品种之间在分子水平上的差异 。

本研究选用的 AFLP 标记技术有着明显的

优势:(1)信息量大 ,理论上 AFLP 标记技术能够

产生无限多的标记数并且可以覆盖整个基因组 ,

能够在亲缘关系十分相近的材料中产生多态性 ,

是指纹图谱技术中多态性最丰富的一项技术。

本研究中的父 、母本材料亲缘关系均十分相近 ,

所以无多态性较差 ,但其中两个引物组合显示了

很好的多态性。(2)DNA用量少 ,对模板浓度变

化不敏感 ,易操作 ,可靠性好 ,重复性高。本研究

所采用的单株均表现一致 ,重复实验结果完全一

致 ,说明了这些多态性条带真实可靠。(3)方便

快捷 ,具有通用性 ,不需要预先知道基因组的信

息[ 9] 。

瓠瓜杂交制种时父 、母本材料分开种植 ,父

本植株往往在授粉结束后即被拨除 ,因此 ,只要

能正确区分杂种一代与母本 ,即可达到鉴定真假
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杂种的目的 。本试验结果说明 ,应用引物组合对

E-ACC/M-CTA和 E-ACC/M-CTT 进行扩增 ,浙蒲

2号均具有明显区别于母本的特异条带 ,并兼具

有父本和母本的带型 ,因此 ,这两个标记可以用

作浙蒲2号杂交种的纯度快速鉴定中。但 AFLP

标记存在试验程序较复杂 、试验对 DNA的纯度

和内切酶的质量要求严格 、成本高等缺点。所以

进一步的研究可以选出其中的一个或几个多态

性标记 ,将其转化为简单快速 、成本低 、容易操

作 、特异性高的特异 PCR标记 ,经过简单的 PCR

快速扩增来区分瓠瓜的杂种 ,而无需再经过播种

栽培等一系列过程鉴定 ,达到生产上杂交种快速

鉴定的目的 ,服务于产业化开发的需要 。
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