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摘要：用甜瓜单性花即雌雄同株异花的多代自交系Ｔ９１２作母本，两性花即雄全同株多代自交系哈甜一号作

父本，配制杂交Ｆ２ 群体，采用相关序列扩增多态性（ＳＲＡＰ）分子标记结合离体分组混合分析法（ＢＳＡ）筛选与

甜瓜单性花有关的基因标记，在６４对组合引物中，找到１个能在单性花和两性花中扩增出特异条带的标记，

并在Ｆ２ 群体中得到验证，命名为Ｓｍｅ１ｅｍ５，计算出其遗传距离为８．９ｃＭ。

关键词：甜瓜；单性花；ＳＲＡＰ标记

中图分类号：Ｓ６５２　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：１００２２７６７（２０１０）０６０００１０４

收稿日期：２０１００３１８
基金项目：哈尔滨市科学技术计划资助项目（ＧＪ２００７ＧＧ００２５

３６）

第一作者简介：曹虹（１９８２），女，黑龙江省牡丹江市人，硕

士，助理农艺师，从事蔬菜遗传育种研究。Ｅｍａｉｌ：ｃａｏ

ｈｏｎｇ２００８２００２＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ。

通讯作者：陈柏杰（１９６３），男，黑龙江省双鸭山人，硕士，研

究员，从事西甜瓜育种研究。

　　甜瓜（犆狌犮狌犿犻狊犿犲犾狅Ｌ．）属于葫芦科甜瓜属

甜瓜种。目前种子市场上的甜瓜品种均为Ｆ１ 的

杂交种，而杂种一代又大都通过父母亲本杂交授

粉得到，为了得到纯度较高的杂种一代，必须进行

严格的人工授粉。薄皮甜瓜常见的花性型是雄全

同株型，由于结实花是两性花，因而在杂交授粉前

必须进行人工去雄，需要大量的人力和物力，而且

人工授粉经常会伤到雌蕊，造成授粉率低，结实率

下降，产量减少。又或者人工去雄不彻底造成串

粉，难以保证种子的纯度［１２］。因此，进行甜瓜单

性花的选育可以有效地简化杂种一代制种途径，

再结合分子标记辅助育种就可间接地从基因型上

筛选种质资源，极大地提高育种效率。目前分子

标记辅助育种已经被大量应用到实践中，取得较

好的效果。

控制薄皮甜瓜花性型的遗传基因主要有３

种：Ａ／ａ，Ｇ／ｇ和 Ｍ／ｍ。当Ｇ／ｇ基因处于显性时，

Ａ／ａ基因就作显性基因，从而决定是雌雄异花同

株（Ａ＿ＧＧ）还是雄全同株（ａａＧＧ）。当Ｇ基因和

Ａ基因均为隐性时，表现为两性花株（ａａｇｇ）；而基

因型为 Ａ＿ｇｇｍｍ时，表现为全雌株
［３］。

１　材料与方法

１．１　材料

母本材料为单性花即雌雄同株异花多代自交

纯系Ｔ９１２，父本材料为两性花即雄全同株多代自

交纯系哈甜一号。二者均为哈尔滨市农业科学院

西甜瓜课题组多年选育的品种。

１．２　方法

１．２．１　Ｆ２ 分离群体的构建　以Ｔ９１２为母本，哈

甜一号为父本配制杂交组合得到Ｆ１种子，Ｆ１种植

后严格人工自交授粉获得 Ｆ２ 群体。Ｆ２群体的

２２４个单株定植于大棚内，统一管理。

１．２．２　花性型的调查与统计　从植株长到第５

节后正式统计结实花性型的分化情况，结实花全

部表现单性雌花的为单性花株，结实花全部表现

雌雄两性花的为两性花株。根据亲本及其植株的

性型分化数据，对群体采用χ
２ 测验和适合性检验

进行性型分类和统计分析。

１．２．３　基因组提取　采取甜瓜开花期茎尖嫩叶，

用改良ＣＴＡＢ法
［４］提取其基因组ＤＮＡ。

１．２．４　ＢＳＡ法建池　参照 Ｍｉｃｈｅｌｍｏｒｅ等
［５］人

提出的ＢＳＡ（ＢｕｌｋｅｄＳｅｇｒｅｇａｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ）方法，

从Ｆ２ 中选雌雄同株异花单株和两性花即雄全同

株单株各１０株，分别提取 ＤＮＡ 后，检测所提

ＤＮＡ浓度和质量，然后按同一浓度混合各株所提

ＤＮＡ，建成单性花和两性花基因池。

１．２．５　ＳＲＡＰ标记分析　ＳＲＡＰ引物参考Ｌｉ、

Ｆｅｒｒｉｏｌ及林忠旭等
［６８］设计的引物，正反向引物

各８个，构成６４对引物组合，由上海生物工程技

术服务有限公司合成，引物序列见表１。

１
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表１　ＳＲＡＰ标记引物序列

序号 上游引物 序号 下游引物

ｍｅ１ ３′ＡＴＡＧＧＣＣＡＡＡＣＣＴＧＡＧＴ５′ ｅｍ１ ３′ＴＡＡＴＴＡＡＧＣＡＴＧＣＧＴＣＡＧ５′

ｍｅ２ ３′ＣＧＡＧＧＣＣＡＡＡＣＣＴＧＡＧＴ５′ ｅｍ２ ３′ＣＧＴＴＴＡＡＧＣＡＴＧＣＧＴＣＡＧ５′

ｍｅ３ ３′ＴＡＡＧＧＣＣＡＡＡＣＣＴＧＡＧＴ５′ ｅｍ３ ３′ＣＡＧＴＴＡＡＧＣＡＴＧＣＧＴＣＡＧ５′

ｍｅ４ ３′ＣＣＡＧＧＣＣＡＡＡＣＣＴＧＡＧＴ５′ ｅｍ４ ３′ＡＧＴＴＴＡＡＧＣＡＴＧＣＧＴＣＡＧ５′

ｍｅ５ ３′ＧＡＡＧＧＣＣＡＡＡＣＣＴＧＡＧＴ５′ ｅｍ５ ３′ＣＡＡＴＴＡＡＧＣＡＴＧＣＧＴＣＡＧ５′

ｍｅ６ ３′ＡＡＴＧＧＣＣＡＡＡＣＣＴＧＡＧＴ５′ ｅｍ６ ３′ＡＣＧＴＴＡＡＧＣＡＴＧＣＧＴＣＡＧ５′

ｍｅ７ ３′ＣＣＴＧＧＣＣＡＡＡＣＣＴＧＡＧＴ５′ ｅｍ７ ３′ＡＡＣＴＴＡＡＧＣＡＴＧＣＧＴＣＡＧ５′

ｍｅ８ ３′ＣＧＴＧＧＣＣＡＡＡＣＣＴＧＡＧＴ５′ ｅｍ８ ３′ＧＴＣＴＴＡＡＧＣＡＴＧＣＧＴＣＡＧ５′

　　反应体系参考瓜类ＳＲＡＰＰＣＲ扩增反应体

系和反应条件［９１１］。

反应体系２５μＬ：ｄｄＨ２Ｏ１４．５μＬ；１０×Ｂｕｆｆ

ｅｒ２．５ μＬ；２５ ｍｍｏｌ·Ｌ
１ ＭｇＣｌ２ ２．０ μＬ；

２．５ｍｍｏｌ·Ｌ１ｄＮＴＰ２．５μＬ；１０ｐｍｏｌ·μＬ
１上

游引物１．０μＬ；１０ｐｍｏｌ·μＬ
１下游引物１．０μＬ；

５Ｕ·μＬ
１ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．５μＬ；５０ｎｇ·μＬ

１

模板ＤＮＡ１．０μＬ。

反应程序：参考Ｌｉ等试验程序
［６］。

第一阶段：预变性９４℃　５ｍｉｎ

第二阶段：

变性９４℃　　１ｍｉｎ

退火３５℃　　１ｍｉｎ

延伸７２℃　　

烍

烌

烎１ｍｉｎ

５个循环

第三阶段：

变性９４℃　　１ｍｉｎ

退火５０℃　　１ｍｉｎ

延伸７２℃　　

烍

烌

烎１ｍｉｎ

　３５个循环

第四阶段：７２℃１０ｍｉｎ

１．２．６　变性聚丙烯酰胺凝胶电泳　配制６％的

变性聚丙烯酰胺凝胶进行染色，具有较好的分离

效果，具 体 染 色 方 法 参 考 Ｓａｎｇｕｉｎｅｔｔｉ 银 染

方法［１２］。

１．２．７　数据统计与连锁分析　根据ＳＲＡＰ标记

筛选出的特异标记在单性花株和两性花株各单株

中的分离情况，结合田间调查的数据分析该特异

标记与单性花基因的连锁关系，并且计算出与田

间花性型分化鉴定的吻合率。其中：重组率狉＝

重组型植株数／（雌雄同株异花型植株数＋雄全同

株型植株数）×１００，应用 Ｋｏｓａｍｂｉ作图函数：

狓＝（１／４）ｌｎ１＋２狉／（１２狉）算出与单性花基因连锁

的遗传距离［１３１４］。分子标记数据采用 Ｍａｐｍａｋｅｒ

软件进行分析。

２　结果与分析

２．１　单性花遗传特性分析

调查研究不同亲本、杂交组合以及回交组合

的结实花性型分化，获得统计结果（见表２，表３）。

表２　亲本和Ｆ１ 花性型的表现型和比例

品种
表型株数／株

单性花／株 两性花／株
总株数／株 单性花率／％ 两性花率／％

亲本 Ｔ９１２ ４８ ０ ４８ １００ ０

哈甜一号 ６０ ６０ ０ １００

Ｆ１组合 Ｔ９１２×哈甜一号 １２４ ０ １２４ １００ ０

表３　Ｆ２ 和ＢＣ１ 结实花性型的表现型和比例

组合
表型株数／株

单性花／株 两性花／株
总株数／株 理论比例 实际比例 χ　

２

ｃ
犘

Ｆ２ Ｔ９１２×哈甜一号 １６７ ５７ ２２４ ３∶１ ２．９３∶１ ０．０１２ ０．９１３

ＢＣ１ （Ｔ９１２×哈甜一号）×哈甜一号 ５０ ５８ １０８ １∶１ ０．８６∶１ ０．２９６ ０．５８５

　　注：χ　
２

ｃ
＝∑［（ＯＥ）２／Ｅ］；自由度ｄ＝２１；χ　

２　　

０．０５
＝３．８４。

　　由表２和表３可以看出，单性花与两性花亲

本杂交得到 Ｆ１ 全部表现为单性花，Ｆ２ 及雄花两

性花亲本作为父本回交的ＢＣ１ 代，经卡方χ
２ 测

验，χ
２
!χ　

２　　

０．０５
＝３．８４。可确定Ｆ２ 单性花株与两性

花株比例符合３∶１分离规律，ＢＣ１ 单性花株与两

性花株比例符合１∶１分离规律。由此可看出，该

２
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甜瓜材料的单性花性状是由一对核基因控制的质

量性状，是由显性基因所控制的独立遗传，和前人

研究结果一致，符合孟德尔遗传规律。

２．２　ＳＲＡＰ多态性分析

该研究用６４对引物组合对两个亲本进行筛

选，初步筛选得到３０对引物组合能在单性花亲本

Ｔ９１２中扩增出区别于两性花亲本哈甜一号的多

态型特征条带，多态性引物比例为４７．９％。每对

引物组合可从甜瓜基因组中扩增出６～１０条清晰

条带，条带主要分布在１００～１０００ｂｐ。

选择能够在亲本中可以稳定重复扩增出特异

性条带的引物组合在Ｆ２ 代单性花与两性花基因

池中进行进一步的筛选，发现其中２对引物组合

在它 们 之 间 能 扩 增 出 多 态 性 条 带，它 们 是

ｍｅ１ｅｍ５、ｍｅ３ｅｍ２，其多态性比例为６．６％，然后利

用构建基因池里１０株单性花和１０株两性花进行

小群体的ＰＣＲ验证，发现只有 ｍｅ１ｅｍ５能稳定地

扩出特异性条带。并且在Ｆ１ 中扩增出了母本和

父本共有的条带。将这个特异条带进行测序分

析，该序列为２１８ｂｐ的核苷酸（见图１）。

图１　引物ｍｅ１ｅｍ５在亲本、Ｆ１和Ｆ２单性花、两性花中的ＳＲＡＰ扩增谱带（箭头所指即为该特异带）

１：Ｔ９１２，２：哈甜一号，３：Ｆ１，４：两性花基因池，５：单性花基因池，６～１５：Ｆ２单性花单株，１６～２５：两性花株

２．３　连锁分析

引物 ｍｅ１ｅｍ５在 Ｆ２ 的１７９个单株上进行

ＰＣＲ扩增，聚丙烯酰胺电泳后进行银染，结合田

间调查的花性型分离的表型性状，计算其吻合度。

发现结实花为单性花的有１２株未扩增出特异带，

结实花表型为两性花中有４个扩增出此条带。吻

合度为８４％。将Ｆ２ 植株田间调查表型统计结果

和ＳＲＡＰ分子标记结果分别编码后，用 Ｍａｐｍａｋ

ｅｒ３．０程序、重组率和 Ｋｏｓａｍｂｉ作图函数计算，

该标记与单性花性状的连锁距离为８．９ｃＭ。

３　讨论
目前，各国的育种家对瓜类性型分化研究取

得了很大的成果，Ｍｉｂｕｓ和 Ｔａｔｌｉｏｇｌｕ等于２００５

年在黄瓜中找到了与犳基因有关的标记，并克隆

转化了１个稳定的ＳＣＡＲ 标记可以筛选雌性单

株与雄株［１５］。ＮｏｇｕｅｒａＦＪ等在２００５年利用

ＢＳＡ基因池方法筛选得到与甜瓜基因连锁的

ＡＦＬＰ标记，遗传距离为３．３ｃＭ，并成功地转化

为ＳＣＡＲ标记，用５００株回交群体作图算出该

ＳＣＡＲ标记与犃基因的距离为５．５ｃＭ
［１６］。于蓉

利用７３８个ＲＡＰＤ随机引物对与甜瓜单性花基

因有关的基因进行筛选，与筛选得到的ＲＡＰＤ随

即引物在Ｆ２ 中进行ＰＣＲ验证，首次在国内获得

了与甜瓜单性花基因相关的标记Ｓ１２８．１１８０，与

单性花性状的遗传距离为７．０ｃＭ，与甜瓜两性花

基因连锁的标记Ｓ４９３．９３０，与两性花性状的遗传

距离为５．８ｃＭ
［１７］。张小波等利用ＳＳＲＢＳＡ发

现２个与甜瓜单性花基因连锁的标记ｃｍｍｃｃａ１４，

ｃｍｃｔ５０，遗传距离分别为７．０和２９．５ｃＭ
［１８］。李

征用ＳＲＡＰ标记在黄瓜中获得８对引物与黄瓜

犕 基 因 连 锁，并 成 功 地 将 标 记 ｍｅｌｅｍ２４、

ｍｅ１ｅｍ２６、ｍｅ１ｅｍ２３ 和 ｍｅ８ｓａ７ 转 化 成 ＳＣＡＲ

标记［１９］。

由于ＳＲＡＰ具有简便、产率高、引物不需要

特别设计，也不需要预知物种的序列信息，目前被

广泛应用在植物遗传多样性分析、种质鉴定、遗传

连锁图的构建、基因连锁标记的寻找与基因定位

和比较基因组学研究中。ＳＲＡＰ标记已在黄瓜、

辣椒、番茄、花椰菜等多种蔬菜作物中有所应用，

但是到目前为止仍未见该标记方法在甜瓜单性花

基因上的研究。

该研究中所得到的 ｍｅ１ｅｍ５标记，由于用于

３
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研究的后代株数较少，加上ＳＲＡＰ的相对不稳定

性，因此得到标记的与单性花基因的遗传距离仍

较大。要想更准确地寻找与甜瓜单性花基因紧密

连锁的标记，丰富甜瓜的基因图谱就得增加群体

中单株数量，改变研究群体，例如双单倍体、回交

一代群体，或者采用与ＡＦＬＰ、ＳＳＲ等其它标记相

结合的方法筛选出与甜瓜单性花基因距离更近的

标记。尽管该研究与甜瓜单性花基因连锁不是特

紧密，但是所筛选的ＳＲＡＰ标记与田间鉴定的结

果吻合度较高，说明该标记仍可在育种实践中发

挥作用。该标记应用于辅助选择育种仍具有较好

的实用价值，也为以后克隆稳定的ＳＣＡＲ标记打

下了基础。
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