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基于毛花猕猴桃基因组的
性别相关ＳＳＲ分子标记的开发

刘嘉艺，　岳俊阳，　刘永胜
（合肥工业大学 食品与生物工程学院，安徽 合肥　２３０６０１）

摘　要：猕猴桃作为雌雄异株植物，其早期性别鉴定对于育种和增加其经济价值有着重要意义。文章通过开

发毛花猕猴桃性别相关的简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）分子标记，以期能在早期鉴定出毛花猕

猴桃雌雄植株，提高毛花猕猴桃资源利用率。利用 ＭＩＳＡ工具从毛花猕猴桃雌雄基因组的２９条染色体筛选

获得３８１　２５０个ＳＳＲ位点，并对ＳＳＲ位点的数量与分布特征进行统计分析。设计合成１５０对引物，利用毛花

猕猴桃基因组ＤＮＡ作为模板，采用普通聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增的方法以及聚

丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）分离检测方法筛选出具有性别差异扩增片段的ＳＳＲ引物。其中序号为Ｐｒｉｍ－
ｅｒ０００１８１的引物表现为雄性特异。在毛花猕猴桃５个雄株、２个雌株样本中进行验证，其表现均与前文一致。

结果表明利用毛花猕猴桃基因组开发性别鉴定相关ＳＳＲ分子标记具有可行性，并筛选出１对可以鉴定毛花

猕猴桃雌雄植株的引物，能够在毛花猕猴桃生长早期可靠、快速地鉴定其性别。
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　　根据猕猴桃属植物分类学最新修订，该属植
物全世界有５４个种、２１个变种，共约７５个分类
单元，中国分布有５２个种，其中有４４个种为中国
特有［１］，猕猴桃遗传资源非常丰富，对于其开发利
用有着天然的优势。猕猴桃原是一种古老藤本果
树上的野果，１９世纪初被引种至新西兰，逐渐发
展成为一种风靡全球的水果。猕猴桃含有丰富的
营养成分，富含维生素Ｃ、多种矿质、氨基酸，有
“水果之王”的美誉［２］。

猕猴桃作为显花雌雄异株果树，对其早期性
别鉴定的研究在实践中有着非常重要的意义。首
先，猕猴桃是以果实为主的经济作物，雌株的经济
价值明显高于雄株；其次，由于猕猴桃从播种到多
产的成熟期经历时间较长，需要３～５ａ，童期漫长
和幼苗期雌雄无法辨别，是猕猴桃改良和选育道
路上的一个巨大阻碍［３］。因此，开发用于猕猴桃
早期性别鉴定的技术或分子标记可以有效地控制
栽培过程中的雌雄比例，减少不必要的生产浪费，
提高育种效率，创造更大的经济价值。

近年来，分子标记技术作为分析遗传变异的
有效工具被应用广泛。分子标记包括随机扩增多
态 性 ＤＮＡ （ｒａｎｄｏｍ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ＤＮＡ，ＲＡＰＤ）、相关序列扩增多态性（ｓｅｑｕｅｎｃｅ－
ｒｅｌａｔｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＲＡＰ）等，这些
技术先后用于猕猴桃早期性别分析，在果树童期
进行雌雄选株提供了可靠的技术方法［４－５］。随着
测序技术的飞速发展以及测序成本的不断降低，
在许多物种的研究上产生了丰富的转录组数据。
基于转录组测序获得的ＥＳＴ数据进一步分析得
到的微卫星序列已成为分子标记技术使用的重
点，且在花椒、洋葱、蘑菇等物种上得到成功验
证［６－８］。微卫星序列又称简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ），是重复序列的主要组成成
分之一。ＳＳＲ是一类由１～６个核苷酸为重复单
位序列组成的串联重复序列［９］。ＳＳＲ为共显性
标记，能区分纯合子和杂合子，能检测出等位基
因，较简单、快捷、低成本，效率更高更经济。

近年来，国内外学者对ＳＳＲ技术应用于猕猴
桃进行了一些研究。文献［１０］报道了在杂交后代
中符合孟德尔遗传定律分离的４０对ＳＳＲ引物，
并以二倍体和四倍体的中华猕猴桃作为研究对
象，讨论其杂合程度；文献［１１］将文献［１０］报道的

引物应用于我国栽培的中华猕猴桃和美味猕猴桃

２个商业物种的９个天然居群（共２２１个样），对
其遗传多样性进行初步分析；文献［１２－１３］均通过
美国国家生物技术信息中心（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）ＥＳＴ数据库的
软枣猕猴桃ＥＳＴ序列开发了若干对在猕猴桃属
种有着较高通用性的ＥＳＴ－ＳＳＲ引物；本课题组
对中华猕猴桃“红阳”的转录组序列进行分析，根
据分析结果开发了ＥＳＴ－ＳＳＲ引物，并对２８个品
种的猕猴桃进行遗传多样性分析［１４］。大多数报
道的猕猴桃ＳＳＲ分子标记的开发应用均使用来
自于ＥＳＴ数据库的序列、转录组测序分析或者直
接采用已公布的ＳＳＲ引物来进行生物信息学分
析和遗传多态性的实验，但用于性别鉴定的ＳＳＲ
引物并不多。

本研究进行ＳＳＲ性别鉴定位点筛选所用的
基因组序列为毛花猕猴桃（Ａ.ｅｒｉａｎｔｈａ）雄雌基因
组数据［１５］。通过对猕猴桃雄雌基因组的２９条染
色体进行筛选获得ＳＳＲ标记，对ＳＳＲ位点的组
成、分布及特征进行分析，开发可以有效鉴定毛花
猕猴桃雄雌植株的ＳＳＲ引物，以期为毛花猕猴桃
幼苗期性别鉴定、毛花猕猴桃性别相关基因的克
隆提供依据，并为其转化和利用奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　植物材料
用于本研究的毛花猕猴桃样品于２０２０年

７月采集，雄株５株，雌株２株，人工栽培于安徽
省合肥市蜀山区安徽农业大学农萃园。选取植株
上的幼嫩叶片，作为提取基因组ＤＮＡ的供试材
料，采下后放置于冰盒中，立即带回实验室经液氮
处理后放入－８０℃超低温冰箱中保存待用。

１．２　实验方法

１．２．１　基因组数据及ＳＳＲ位点识别定位
利用 ＭＩＳＡ（ｈｔｔｐ：／／ｐｇｒｃ．ｉｐｋｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ．

ｄｅ／ｍｉｓａ／）工具对毛花猕猴桃基因组数据进行

ＳＳＲ位点的识别定位。筛选标准如下：单核苷酸
重复的次数在１０次或１０次以上；二核苷酸重复
的次数在６次或６次以上；三至六核苷酸重复的
次数在５次或５次以上。

１．２．２　引物设计
利用Ｐｒｉｍｅｒ　３．０对筛选得到的ＳＳＲ位点设
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计引物，引物设计原则为：引物序列长度１８～
２２ｂｐ，聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃ－
ｔｉｏｎ，ＰＣＲ）产物长度１００～３００ｂｐ，退火温度５０～
６３℃，ＧＣ占比为４０％～６０％，尽量避免出现错
配、二聚体、发夹结构和引物二聚体。最终随机合
成１５０对引物，将引物序列送生工生物工程上海
有限公司合成，部分引物信息见表ｌ所列。

表１　ＳＳＲ引物序列

引物名称 序列（５’－３’）
退火温
度／℃

产物预期
长度／ｂｐ

００００４１－Ｆ
００００４１－Ｒ

ＣＧＡＧＴＧＡＴＡＧＧＡＣＡＧＣＴＧＧＣ
ＡＣＣＣＧＣＧＧＣＧＡＴＴＴＴＡＴＡＧＴ

５８．４
５６．８

２６９

００００６６－Ｆ
００００６６－Ｒ

ＡＡＣＴＧＧＣＡＴＧＴＧＧＡＧＡＴＧＧＧ
ＣＣＡＡＡＡＴＣＧＴＧＴＧＧＧＧＣＡＴＣ

５７．９
５７．３

１８８

０００１６１－Ｆ
０００１６１－Ｒ

ＴＧＴＣＧＴＴＡＣＧＡＡＧＣＧＴＧＧＡＴ
ＧＡＡＧＧＧＧＡＡＧＧＧＧＡＡＡＧＴＣＧ

５６．５
５８．５

２４７

０００１８１－Ｆ
０００１８１－Ｒ

ＣＴＴＧＧＧＴＧＣＣＡＴＴＧＴＴＣＡＧＣ
ＡＧＧＣＣＣＴＧＧＣＡＧＡＴＡＴＣＣＴＴ

５７．５
５８．６

２５６

０００１９１－Ｆ
０００１９１－Ｒ

ＡＡＧＡＣＧＡＣＡＣＧＴＧＴＣＣＣＡＡＡ
ＧＴＧＧＣＡＡＴＣＧＡＡＣＴＧＧＧＡＧＡ

５６．７
５７．７

２３７

０００１９６－Ｆ
０００１９６－Ｒ

ＡＧＧＴＡＧＧＣＴＣＧＧＧＡＡＧＴＧＡＴ
ＧＣＡＣＧＧＡＴＡＴＴＣＣＡＡＧＣＴＧＣ

５８．０
５７．１

２２４

０００２０１－Ｆ
０００２０１－Ｒ

ＣＣＡＣＴＧＡＧＧＴＴＧＡＣＴＴＣＴＴＧＡ
ＡＧＣＴＧＴＴＧＴＧＣＡＣＴＣＡＴＡＧＧＴ

５４．３
５６．３

１４１

０００２０６－Ｆ
０００２０６－Ｒ

ＡＣＣＧＴＣＣＡＣＧＴＡＡＧＣＡＴＧＴＡ
ＴＣＧＴＴＣＣＴＴＡＣＣＣＧＴＴＴＴＧＡ

５６．１
５３．６

３３７

１．２．３　猕猴桃基因组ＤＮＡ的提取
采用改良后的ＣＴＡＢ方法提取毛花猕猴桃

新鲜幼嫩叶片总ＤＮＡ，提取后的ＤＮＡ经Ｎａｎｏ－
Ｄｒｏｐ　２０００测定质量浓度，于－２０℃保存备用。

１．２．４　ＰＣＲ扩增反应体系
本研究所用的普通ＰＣＲ扩增反应体系，总体

积为１０μＬ，其中 Ｔａｑ　Ｍｉｘ　８．４μＬ，ＤＮＡ 模板

１．０μＬ，正反向引物各为０．３μＬ。ＰＣＲ反应程序
为９４℃预变性５ｍｉｎ、９４℃变性３０ｓ、根据实际温
度退火３０ｓ、７２℃延伸３０ｓ，３０个循环，７２℃完全
反应１０ｍｉｎ，最后在４℃下保存。

１．２．５　聚丙烯酰胺凝胶电泳

ＰＣＲ扩增产物采用８％聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ＰＡＧＥ）检测，电泳凝胶配方为：蒸馏水８ｍＬ，

３０％丙烯酰胺４ｍＬ，５×ＴＢＥ溶液３ｍＬ，１０％
ＡＰＳ溶液１００μＬ，四甲基乙二胺１０μＬ。电泳后
使用紫外核酸检测仪成像。

２　实验结果分析

２．１　ＳＳＲ位点数量与分布
利用 ＭＩＳＡ工具对毛花猕猴桃的雄雌基因

组序列进行识别，在２９条染色体和１条未匹配序
列共计３０条序列中，总长６９０　３７８　７５８ｂｐ，共识
别出３８１　２５０个符合条件的ＳＳＲ位点，每条序列
都含有１个以上的ＳＳＲ位点。

毛花猕猴桃基因组的ＳＳＲ种类非常丰富，各
种重复类型均有出现，但是其数量有很大差异，见
表２所列。由表２可知，单核苷酸重复类型的数
量最多，占比５０．７４％；其次是二核苷酸重复类
型，占比３９．８２％；然后是三核苷酸重复；五核苷
酸重复类型的数量最少，占比不到０．６％。

表２　毛花猕猴桃基因组ＳＳＲ类型和比例

重复类型 数量／个 比例／％

单核苷酸 １９３　４５９　 ５０．７４
二核苷酸 １５１　８０１　 ３９．８２
三核苷酸 ２４　９２０　 ６．５４
四核苷酸 ６　５０２　 １．７０
五核苷酸 ２　０９０　 ０．５５
六核苷酸 ２　４７８　 ０．６１

ＳＳＲ位点重复次数分布见表３所列。从表３
可以看出，ＳＳＲ位点的重复次数以１０次最多，共有

１０３　７９２个，占总ＳＳＲ的２７．２２％；其次为重复６次，
有５０　１４４个，占总ＳＳＲ的１３．１５％；重复次数相对
较少的为９次和１４次，ＳＳＲ位点数为１５　３４９个和

１３　５７８个，分别占总ＳＳＲ的０．４０％和０．３６％。

表３　毛花猕猴桃基因组ＳＳＲ位点重复次数分布

重复次数／次 ５　 ６　 ７　 ８　 ９　 １０　 １１　 １２　 １３　 １４ ≥１５

单核苷酸 ９２　８７０　 ４０　５４１　 ２１　６１２　 １１　６８０　 ９　４７７　 １７　２７９

二核苷酸 ４２　４１３　 ２６　８７０　 ２０　００８　 １４　４４３　 １０　３６２　 ７　７１２　 ６　１５６　 ４　８７９　 ３　９６７　 １４　９９１

三核苷酸 １３　３０１　 ５　３９０　 ２　４６７　 １　３００　 ７８６　 ４９７　 ３１６　 ２０６　 １７３　 １２８　 ３５６

四核苷酸 ４　１１７　 １　３８８　 ５４１　 ２３４　 ９９　 ５２　 ３２　 １９　 １１　 ３　 ６

五核苷酸 １　５６０　 ３８７　 ９８　 ３１　 ８　 ４　 １　 ０　 ０　 １　 ０

六核苷酸 １　６５２　 ５６６　 １７５　 ５３　 １３　 ７　 ６　 ０　 ０　 ２　 ４

总计 ２０　６３０　 ５０　１４４　 ３０　１５１　 ２１　６２６　 １５　３４９　１０３　７９２　 ４８　６０８　 ２７　９９３　 １６　７４３　 １３　５７８　 ３２　６３６
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２．２　ＳＳＲ位点的分布特征
毛花猕猴桃ＳＳＲ核苷酸基序类型见表４所

列。从表４可以看出，ＳＳＲ以单核苷酸重复基序
为主要类型，有１９３　４５９次；其次是二核苷酸和三
核苷酸重复类型。在单核苷酸重复基序中以 Ａ／

Ｔ为主，有１８７　０７７次，占总单核苷酸重复的

９６．７％，以重复１０次为主；在二核苷酸重复基序
中以 ＡＧ／ＣＴ为主，有８５　３２６次，占总二核苷酸
重复的５６．２％，以重复６次为主；在三核苷酸重
复基序中以 ＡＡＴ／ＡＴＴ为主，有６　１３４次，占总
三核苷酸重复的２４．６％，以重复５次为主。

表４　毛花猕猴桃雄雌基因组中的ＳＳＲ类型分布

重复类型 基序 重复次数／次 合计／次

单核苷酸
Ａ／Ｔ　 １８７　０７７

１９３　４５９Ｃ／Ｇ　 ６　３８２

ＡＣ／ＧＴ　 １７　５１０

二核苷酸
ＡＧ／ＣＴ　 ８５　３２６

１５１　８０１ＡＴ／ＡＴ　 ４８　６０２
ＣＧ／ＣＧ　 ６３

ＡＡＣ／ＧＴＴ　 １　０８０
ＡＡＧ／ＣＴＴ　 ４　９４９
ＡＡＴ／ＡＴＴ　 ６　１３４
ＡＣＣ／ＧＧＴ　 ６　０９３

三核苷酸
ＡＣＧ／ＣＧＴ　 ２１７

２４　９２０ＡＣＴ／ＡＧＴ　 ２４１
ＡＧＣ／ＣＴＧ　 ６０９
ＡＧＧ／ＣＣＴ　 ３　８１７
ＡＴＣ／ＡＴＧ　 １　２３５
ＣＣＧ／ＣＧＧ　 ５４５

四核苷酸 ６　５０２
五核苷酸 ２　０９０
六核苷酸 ２　４７８

２．３　ＳＳＲ性别特异片段的筛选
利用１５０对特异引物对毛花猕猴桃雌雄植株

的基因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ扩增。结果显示：在

１５０对特异引物中，有１１７对引物扩增出性别特
异产物，但是多数引物特异性较差，多态性强，扩
增出的条带数目多。其中一对引物（序号为

Ｐｒｉｍｅｒ０００１８１）在雌雄个体上出现差异，在雄性植
株中扩增出一条长度为２５０ｂｐ的特异性片段，在
雌株中没有扩增出特异性片段，如图１所示。
图１中：１～１０个泳道分别为引物Ｐｒｉｍｅｒ００００４１、

Ｐｒｉｍｅｒ００００６６、Ｐｒｉｍｅｒ０００１６１、 Ｐｒｉｍｅｒ０００１８１、

Ｐｒｉｍｅｒ０００１９６用毛花猕猴桃雄株和雌株基因组

ＤＮＡ作为模板的扩增产物；Ｍ 表示ＤＮＡ　ｍａｒｋ－
ｅｒ，ｍ表示雄性；ｆ表示雌性，下同。

引物Ｐｒｉｍｅｒ０００１６１和Ｐｒｉｍｅｒ０００１８１在７株

已知性别毛花猕猴桃植株中的通用性鉴定如图２
所示。从图２可以看出，Ｐｒｉｍｅｒ０００１６１在７个模
板中没有表现出和初筛结果相似的性别特异，因
此不能作为性别鉴定引物；而Ｐｒｉｍｅｒ０００１８１在

５株雄株中有一条特异性片段，２株雌株中没有扩
增出特异性片段，与初筛结果一致。该结果用同
样的方法重复３次，得到同样的结果，说明该标记
稳定、可靠。

图１　引物筛选的聚丙烯酰胺凝胶电泳图

图２　引物Ｐｒｉｍｅｒ０００１６１和Ｐｒｉｍｅｒ０００１８１的通用性鉴定

３　讨　　论

猕猴桃作为雌雄异株植物，在育苗期对其进
行性别鉴定具有重要的生物学意义和经济价值。
由于雌株和雄株会在生理生化、蛋白质与核酸等
方面体现出差异，随着分子生物学的发展，性别鉴
定的方法也非常广泛。目前形态学鉴定方法、性
别特异蛋白的研究以及ＤＮＡ分子标记法应用较
多。ＤＮＡ分子标记是 ＤＮＡ水平遗传变异的直
接反应，由于结果更为稳定等诸多优点，ＳＳＲ已
成为目前分子标记研究中的主要形式，在山杨、海
枣等 植 物 中 都 有 过 ＳＳＲ 性 别 分 子 标 记 的
报道［１６－１７］。

本研究通过对比毛花猕猴桃雌雄基因组序
列，分析ＳＳＲ位点的数量与分布特征，通过ＰＣＲ
扩增和聚丙烯酰胺凝胶电泳的方法筛选特异性引
物，从而获得理想的ＳＳＲ性别分子标记，即Ｐｒｉｍ－
ｅｒ０００１８１。Ｐｒｉｍｅｒ０００１８１在Ｃｈｒ１９染色体，位置
为１８６９４８　１８７２０３，附近有 Ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｆａｍｉｌｙ　９０ｐｒｏｔｅｉｎ、Ｏｕｔｅｒ　ｄｅｎｓｅ　ｆｉｂｅｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ等功

（下转第１１４６页）
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能基因，为后续毛花猕猴桃性别决定机制研究奠
定基础，该ＳＳＲ引物带结果清晰、特异性高，为毛
花猕猴桃雌雄植株的早期性别鉴定提供了技术
保障。
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