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　 　 摘要:　 随着 ＳＮＰ 标记在育种工作中的应用ꎬＫＡＳＰ 技术因其低成本、高通量、高准确性等优势ꎬ在作物指纹图

谱构建及种子纯度检测等方面具有很高的应用价值ꎮ 已报道的西瓜品种分子鉴定和指纹图谱多采用 ＳＳＲ 标记ꎬ试
验过程较为繁琐ꎬ效率较低ꎮ 本研究利用 ３２ 对核心 ＳＮＰ 标记ꎬ采用 ＫＡＳＰ 技术对 ５４ 份包括野生型、东亚型和美洲

型等不同农艺性状的西瓜自交系材料和 ２５ 份西瓜杂交种进行了基因分型ꎬ明确了自交系材料之间遗传距离和遗

传背景ꎬ为西瓜育种提供了方向ꎬ并构建了苏梦和苏创系列西瓜品种的指纹图谱ꎮ 从 ３２ 对引物中筛选出的 ２ 对引

物可用于苏梦 ５ 号、苏梦 ６ 号、苏梦 ７ 号、苏梦 ９ 号、苏创 ３ 号、苏创 ４ 号和苏创 ５ 号的种子纯度检测ꎬ这为西瓜品种

及种子纯度鉴定提供了简便、快捷、高效的方法ꎮ
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　 　 随着测序技术的进步ꎬ分子标记技术在遗传与

育种研究中的应用越来越普及ꎮ 已有分子标记主要

分为四大类:(１)基于 ＤＮＡ￣ＤＮＡ 杂交的分子标记ꎬ
比如 ＲＦＬＰ 标记ꎻ(２)基于 ＰＣＲ 的分子标记ꎬ比如

ＲＡＰＤ 标记、 ＳＣＡＲ 标记和 ＳＳＲ 标记等ꎻ (３) 基于

ＰＣＲ 与限制性酶切技术结合的分子标记ꎬ比如

ＡＦＬＰ 标记和 ＣＡＰＳ 标记ꎻ(４)基于单核苷酸多态性

的分子标记ꎬ比如 ＳＮＰ 标记ꎮ 其中 ＳＮＰ 标记分布

广、多态性高、可靠性高ꎬ在遗传多样性研究、遗传图

谱构建和分子标记辅助选择等方面被广泛应用[１￣６]ꎮ
竞争性等位基因特异性 ＰＣＲ (Ｋｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅ ｓｐｅ￣
ｃｉｆｉｃ ＰＣＲꎬＫＡＳＰ) 是一种新型高通量 ＳＮＰ 分型技

术ꎬ该技术准确度高ꎬ可以实现自动化操作ꎬ简单便

捷ꎬ并且将使用 ＳＮＰ 标记的成本降至最低[７]ꎬ是目

前最理想的基因分型技术ꎮ
指纹图谱是指利用 ＤＮＡ 分子标记对作物品种进

行检测ꎬ并根据不同品种的每个标记的基因型而建立

的图谱ꎬ据此可以有效避免品种的同名异物及同物异

名的问题ꎬ有利于种业的健康发展ꎮ 目前ꎬ已有许多

品种利用基于 ＫＡＳＰ 技术的 ＳＮＰ 标记完成了指纹图

谱的构建ꎮ 王富强等[８]利用 ＫＡＳＰ 技术将 ２２ 个高质

量 ＳＮＰ 标记用于 ７６ 份葡萄品种的指纹图谱构建ꎮ 李

志远等[４]利用筛选获得的 ５０ 个核心 ＳＮＰ 标记ꎬ构建

了 ５９ 份市场上主要推广的甘蓝品种指纹图谱ꎮ 魏庆

镇等[９]筛选了 ３４ 个高质量 ＳＮＰ 标记ꎬ并构建了 ６ 个

浙茄品种的指纹图谱ꎮ 目前ꎬ在西瓜中ꎬ大部分种质

资源及品种的指纹图谱由 ＳＳＲ 标记构建[１０￣１２]ꎬ其缺

点是多态性低ꎬ操作步骤繁琐ꎬ不能实现自动化ꎬ对于

大批量样品检测ꎬ耗费时间长ꎬ人工成本高ꎮ 因此ꎬ建
立基于 ＫＡＳＰ 技术的 ＳＮＰ 标记用于西瓜品种鉴定和

种子纯度检测是非常必要的ꎮ
本研究利用 Ｙａｎｇ 等[６] 开发的 ３２ 个核心 ＳＮＰ

标记ꎬ采用 ＫＡＳＰ 技术对 ７９ 份西瓜杂交种及自交系

材料进行基因分型ꎬ根据分型数据以及多态性信息ꎬ
筛选获得 ３０ 个核心 ＳＮＰ 标记ꎬ用于构建苏梦和苏

创系列西瓜品种的指纹图谱ꎬ同时ꎬ筛选出具有多态

性和分型较好的标记ꎬ用于种子纯度检测ꎬ为鉴定西

瓜品种的真实性提供重要依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本研究的试验材料如表 １ 所示ꎮ 每份材料播种

５ 粒于 ７２ 孔穴盘中ꎬ放置于 ２５ ℃、１６ ｈ(光) / ８ ｈ
(暗)环境中ꎬ正常水肥管理ꎬ保证出芽和成苗ꎮ 待

幼苗长出２~３ 片真叶时ꎬ取嫩叶 ０􀆰 １ ｇ 于 １􀆰 ５ ｍｌ 离
心管中ꎬ用于提取 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 反应ꎮ 种子纯度

检测所用的苏梦 ５ 号、苏梦 ６ 号、苏梦 ７ 号、苏梦 ９、
苏创 ３ 号、苏创 ４ 号和苏创 ５ 号西瓜种子均取自制

种棚ꎬ制种参考西瓜杂交制种技术[１３]ꎬ随机选取收

获的杂交种子 ９０ 粒播种于穴盘ꎬ编号Ｚ１~ Ｚ９０ꎬ待 ２
片真叶展平后取 １ 片真叶于 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中ꎬ用于

提取 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 反应ꎬ待幼苗伸蔓后ꎬ按照每个

杂交种的编号(Ｚ１~ Ｚ９０)定植在塑料大棚中ꎬ行距

２􀆰 ６ ｍꎬ株距 ３０􀆰 ０ ｃｍꎬ爬地栽培ꎬ正常水肥管理ꎬ待
结果后进行田间纯度鉴定ꎮ
１.２　 ＤＮＡ 提取

将取好的样品放入液氮罐中速冻ꎬ用组织研磨

器[天根生化科技(北京)有限公司产品]研磨至粉

末状ꎬ采用北京华越洋生物科技有限公司提供的试

剂盒(０４１８￣５０ＢＢ 型)提取 ＤＮＡꎬ最后用蒸馏水洗脱

和溶解 ＤＮＡꎮ 取 ２ μｌ ＤＮＡ 用 １.５ ％琼脂糖凝胶电

泳检测ꎬ无拖带且条带单一即可进行下一步试验ꎮ
利用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 测定吸光 值 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０ 及

ＯＤ２６０ / ＯＤ２３０ꎬ测定值为１.８~２􀆰 ０ 时表示 ＤＮＡ 质量较

好ꎮ 测定每份 ＤＮＡ 样品的浓度ꎬ并稀释质量浓度至

６０ ｎｇ / μｌ进行 ＰＣＲ 反应ꎮ
１.３　 ＰＣＲ 反应

根据 Ｙａｎｇ 等[６]开发的 ４０ 个核心 ＳＮＰ 标记信息

合成引物ꎬ在每组引物中的正向引物(Ｆｏｒｗａｒｄ １)的序

列 ５′端加上接头序列 ＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴꎬ
在正向引物(Ｆｏｒｗａｒｄ ２)序列的 ５′端加上接头序列

ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴꎬ反向引物序列不用改

变ꎬ用蒸馏水溶解稀释引物浓度至 １００ μｍｏｌ / Ｌꎬ按照如

下体系配置引物混合物(Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ):正向引物 Ｆｏｒ￣
ｗａｒｄ１ 和 Ｆｏｒｗａｒｄ２ 各 １２ μｌꎬ反向引物 ３０ μｌꎬ加蒸馏水

至 １００ μｌꎬ配置完成后保存于－２０ ℃备用ꎮ 每个 ＰＣＲ
反应孔的体系配置如下:ＤＮＡ 模板 １􀆰 ２０ μｌꎬＰｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ
０􀆰 １４ μｌꎬ２×ＫＡＳＰ Ｍｉｘ(北京嘉程生物科技有限公司产

品)５􀆰 ００ μｌꎬ蒸馏水 ３􀆰 ５０ μｌꎬ配置完成后封膜ꎬ每个 ９６
孔反应板中加入 ２ 个阴性对照(ＮＴＣ)ꎮ ＰＣＲ 反应板和

封板膜由爱思进生物技术(杭州)有限公司提供ꎮ 将加

样完成的 ＰＣＲ 板放入荧光定量检测仪器(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏ￣
ｓｙｓｔｅｍｓ / ７５００ 型定量 ＰＣＲ 仪)中进行荧光定量 ＰＣＲ 反

应ꎬ反应程序如下:９４ ℃预变性 １５ ｍｉｎꎻ ９４ ℃变性 ２０
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ｓꎬ６１~５５ ℃复性和延伸 １ ｍｉｎꎬ １０ 个循环ꎬ每循环一次

降低 ０􀆰 ６ ℃ꎻ ９４ ℃变性２０ ｓꎬ５５ ℃继续扩增６０ ｓ ꎬ２６ 个

循环ꎮ ＰＣＲ 反应结束后读取数据ꎬ若分型不充分ꎬ则继

续扩增ꎬ每 ３ 个循环查看分型情况ꎬ不超过 ４０ 个循环ꎮ

表 １　 供试西瓜种质资源

Ｔａｂｌｅ １　 Ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

编号 材料名称 属性 果型 编号 材料名称 属性 果型

Ｗｍ１ ２０１２ＷＭＨ０２６２ 纯合自交系 大 Ｗｍ４１ １２０６ＷＭＥ０５２ 纯合自交系 小

Ｗｍ２ ２０１１ＷＨ００２２ 纯合自交系 大 Ｗｍ４２ ２０１１ＷＨ０１２２ 纯合自交系 小

Ｗｍ３ ２０１２ＷＭＨ０２３８ 纯合自交系 大 Ｗｍ４３ Ｗ０１(Ｆ１０１) 纯合自交系 小

Ｗｍ４ ２０１２ＷＭＨ０２４９ 纯合自交系 大 Ｗｍ４４ ２０１１ＷＭＨ００１０ 纯合自交系 小

Ｗｍ５ ２０１２ＷＭＨ０２６４ 纯合自交系 大 Ｗｍ４５ Ｇ４６ 纯合自交系 小

Ｗｍ６ ２０１２ＷＭＨ０２６５ 纯合自交系 大 Ｗｍ４６ 苏梦 ８ 号 杂交种 小

Ｗｍ７ ２０１２ＷＭＨ０２７５ 纯合自交系 大 Ｗｍ４７ ２０１２ＷＭＨ００８８ 纯合自交系 小

Ｗｍ８ ２０１２ＷＭＨ０９６０ 纯合自交系 大 Ｗｍ４８ ２０１１ＷＨ０１０７ 纯合自交系 小

Ｗｍ９ ２０１１ＷＭＨ０００６ 纯合自交系 大 Ｗｍ４９ ２１０３ＷＭＨ００５１ 纯合自交系 小

Ｗｍ１０ １８０７ＷＭＥ００４ 纯合自交系 大 Ｗｍ５０ ２１０２ＷＭＥ０００６ 杂交种 小

Ｗｍ１１ １８０７ＷＭＥ００５ 纯合自交系 大 Ｗｍ５１ ２０１２ＷＭＨ０１０３ 纯合自交系 小

Ｗｍ１２ １８０７ＷＭＥ００６ 纯合自交系 大 Ｗｍ５２ 小兰 杂交种 小

Ｗｍ１３ ２０１２ＷＭＨ０９８０ 纯合自交系 小 Ｗｍ５３ 京彩 １ 号 杂交种 小

Ｗｍ１４ １８０７ＷＭＥ００７ 纯合自交系 小 Ｗｍ５４ ２００７ＷＭＨ００７０ 纯合自交系 小

Ｗｍ１５ ２００７ＷＭＨ０２３８ 纯合自交系 小 Ｗｍ５５ ２０１１ＷＨ０１１５ 纯合自交系 小

Ｗｍ１６ 苏梦 ４ 号 杂交种 小 Ｗｍ５６ ２１０３ＷＭＨ００６４ 纯合自交系 小

Ｗｍ１７ Ｇ２７ 纯合自交系 小 Ｗｍ５７ ２０１２ＷＭＨ００７７ 纯合自交系 小

Ｗｍ１８ ２０１２ＷＭＨ０１１１ 纯合自交系 小 Ｗｍ５８ １５０６ＷＭＥ０５２ 纯合自交系 小

Ｗｍ１９ ２１０２ＷＭＥ０００５ 纯合自交系 小 Ｗｍ５９ Ｇ８ 纯合自交系 中

Ｗｍ２０ ２０１２ＷＭＨ０２３１ 纯合自交系 小 Ｗｍ６０ 苏创 ４ 号 杂交种 中

Ｗｍ２１ 苏梦 ５ 号 杂交种 小 Ｗｍ６１ 苏创 ２ 号 杂交种 中

Ｗｍ２２ 苏梦 ９ 号 杂交种 小 Ｗｍ６２ Ｇ１０ 纯合自交系 中

Ｗｍ２３ 早春红玉 杂交种 小 Ｗｍ６３ Ｇ１２ 纯合自交系 中

Ｗｍ２４ 京美 ２ｋ 杂交种 小 Ｗｍ６４ Ｇ１５ 纯合自交系 中

Ｗｍ２５ ２０１１ＷＨ００８３ 纯合自交系 小 Ｗｍ６５ Ｇ２１ 纯合自交系 中

Ｗｍ２６ Ｇ３１ 纯合自交系 小 Ｗｍ６６ Ｇ２２ 纯合自交系 中

Ｗｍ２７ Ｇ３３ 纯合自交系 小 Ｗｍ６７ ２０１２ＷＭＨ０３０１ 纯合自交系 中

Ｗｍ２８ ２０１２ＷＭＨ０１１３ 纯合自交系 小 Ｗｍ６８ ２０１２ＷＭＨ０３６４ 纯合自交系 中

Ｗｍ２９ Ｇ３７ 纯合自交系 小 Ｗｍ６９ ２０１２ＷＭＨ０３６５ 纯合自交系 中

Ｗｍ３０ Ｇ３５ 纯合自交系 小 Ｗｍ７０ １７１２ＷＭＥ１３５ 纯合自交系 中

Ｗｍ３１ 苏梦 ７ 号 杂交种 小 Ｗｍ７１ 苏创 １ 号 杂交种 中

Ｗｍ３２ ２００７ＷＭＨ００３８ 杂交种 小 Ｗｍ７２ 苏创 ３ 号 杂交种 中

Ｗｍ３３ Ｇ３８ 纯合自交系 小 Ｗｍ７３ 苏创 ５ 号 杂交种 中

Ｗｍ３４ Ｇ４２ 纯合自交系 小 Ｗｍ７４ 早佳 杂交种 中

Ｗｍ３５ ２０１２ＷＭＨ０９３５ 纯合自交系 小 Ｗｍ７５ 美都 杂交种 中

Ｗｍ３６ ２０１１ＷＨ０１１０ 纯合自交系 小 Ｗｍ７６ 京嘉 １０２ 杂交种 中

Ｗｍ３７ 苏梦 １ 号 杂交种 小 Ｗｍ７７ 苏蜜 １６６７ 杂交种 中

Ｗｍ３８ 苏梦 ２ 号 杂交种 小 Ｗｍ７８ ２０１１ＷＨ０１３４ 纯合自交系 中

Ｗｍ３９ 苏梦 ３ 号 杂交种 小 Ｗｍ７９ 嘉年华 ５ 号 杂交种 中

Ｗｍ４０ 苏梦 ６ 号 杂交种 小
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１.４　 ＫＡＳＰ 基因分型

荧光定量 ＰＣＲ 结束后ꎬ使用 Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ
Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｖ２.４ 软件进行分型及分析ꎮ
１.５　 数据统计及分析

根据引物信息、荧光信号和分型结果ꎬ统计每个

ＳＮＰ 位点基因型ꎮ 聚类分析采用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件版

本ꎬ将位点信息转化为序列信息ꎬ 运用近邻法

(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ)和 ＪＴＴ 矩阵模型来进行计

算[１４￣１５]ꎬ重复计算次数为１ ０００次ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＫＡＳＰ 分型

根据 ＫＡＳＰ 的分型结果进行数据统计ꎬ结果(图
１ )显示ꎬ用 ３２ 个核心标记对所有材料进行 ＫＡＳＰ
分型ꎬ有 ２ 个标记分型失败ꎬ分别是 ＷｍＳＮＰ１７８ 和

ＷｍＳＮＰ１９２ꎮ 其余 ３０ 个标记虽然在所有材料中存

在分型数据缺失的情况ꎬ但每个材料缺失标记数量

都不超过 ３ 个ꎬ因此ꎬ这 ３０ 个标记能够成功分型(图
１ )ꎬ用于遗传背景分析和指纹图谱构建ꎮ 标记 Ｗｍ￣
ＳＮＰ４７ 在大部分材料中是杂合位点ꎬ杂合基因型占

比 ８７􀆰 ５％ꎮ 标记 ＷｍＳＮＰ１５１ 在所有材料中均是纯

合位点ꎬ基因型为 Ｃ 或者 Ｔꎮ
２.２　 遗传背景分析

根据 ＫＡＳＰ 分型结果ꎬ我们将荧光信号转换成

不同位点的基因型ꎬ运用 ＭＥＧＡ 软件对 ７９ 份材料

进行进化树分析ꎬ结果见图 ２ꎮ 苏梦系列小果型品

种苏梦 ２ 号(Ｗｍ３８)、苏梦 ５ 号(Ｗｍ２１)、苏梦 ６ 号

(Ｗｍ４０)、苏梦 ７ 号(Ｗｍ３１)被聚类在一个分支上ꎬ
属于一个类型ꎬ说明这些品种遗传关系相近ꎬ而在人

工选育时ꎬ这些品种选择的育种方向都是红瓤ꎬ中心

糖度高ꎬ果皮韧性较强ꎬ耐裂[１６]ꎬ并且苏梦 ５ 号、苏
梦 ６ 号和苏梦 ７ 号的父本相同ꎬ因此这 ３ 个品种在

遗传背景上具有相似性ꎮ Ｗｍ１３ 和 Ｗｍ１４ 是 ２ 个野

生种ꎬ与杂交种在性状上存在较大差异:野生种瓤色

为白色ꎬ且具有苦味ꎬ种子颜色为灰绿色无覆纹或红

褐色有斑点状覆纹ꎬ与杂交种种子的棕色和黑色不

同ꎮ 从图 ２ 中可以看出ꎬ其与苏梦系列品种亲缘关

系较远ꎬ分属不同分支ꎬ属于不同类型ꎮ 苏梦 ３ 号

(Ｗｍ３９)与苏梦 ４ 号(Ｗｍ１６)分别属于不同分支ꎬ二
者瓤色不同ꎬ前者为红瓤ꎬ后者为黄瓤ꎬ且苏梦 ４ 号

果肉风味独特ꎬ推测二者在某些位点具有遗传多样

性ꎮ 苏梦 ９ 号(Ｗｍ２２)与苏梦 ６ 号(Ｗｍ４０)也属于

不同分支ꎬ苏梦 ６ 号果皮覆纹形状为窄齿条状ꎬ而苏

梦 ９ 号齿条较宽ꎬ并且其果形比苏梦 ６ 号稍大ꎮ 苏

梦 ７ 号亲本 Ｗｍ２９ 和 Ｗｍ３３ 的遗传距离为 ０.４３ꎬ二
者遗传距离较远ꎬ农艺性状测定结果显示其杂交一

代苏梦 ７ 号的品质高于双亲ꎬ尤其是在果皮韧性方

面ꎬ其双亲果皮分别为易裂和中等硬度ꎬ但苏梦 ７ 号

表现出韧性强的特点[１６]ꎮ

Ａ:标记 ＷｍＳＮＰ１４０ 在 ７９ 份材料中的基因分型ꎻＢ:标记 ＷｍＳＮＰ９２ 在苏创 ４ 号种子纯度检测中的基因分型ꎮ ＦＡＭ、ＶＩＣ 表示探针的荧光值ꎮ
图 １　 典型 ＫＡＳＰ 基因分型图

Ｆｉｇ.１　 Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｇｒａｐｈ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＫＡＳＰ

２.３　 指纹图谱构建

我们利用 ＫＡＳＰ 分型成功的 ＳＮＰ 标记构建了苏

梦和苏创系列西瓜品种的指纹图谱ꎬ位点和基因型数

据如表 ２ 所示ꎮ 在 ３０ 个 ＳＮＰ 标记中ꎬＷｍＳＮＰ１６２ 在

１５ 份西瓜品种中基因型(ＧＧ)全部一致ꎬ为纯合位

点ꎮ ＷｍＳＮＰ２２６ 在苏梦 ８ 号中的基因型(ＡＧ)为杂

合ꎬ其他品种该位点基因型均为纯合(ＡＡ)ꎮ Ｗｍ￣
ＳＮＰ９２ 在苏梦 ８ 号中是纯合基因型(ＣＣ)ꎬ在苏梦 １
号中未检出ꎬ其余品种该位点基因型(ＴＣ)均为杂合ꎮ
通过 ＷｍＳＮＰ１、ＷｍＳＮＰ２９、ＷｍＳＮＰ６０、ＷｍＳＮＰ６６、Ｗｍ￣
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图中的材料见表 １ꎮ 方框中的材料表示 ２ 个野生种材料ꎻ带星号的材料表示苏梦 ７ 号的亲本ꎮ
图 ２　 ７９ 份材料的 ＳＮＰ 聚类分析图

Ｆｉｇ.２　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＮＰ ｍａｋｅｒｓ ｆｏｒ ７９ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

ＳＮＰ１４０ 和 ＷｍＳＮＰ１５６ 共 ６ 个 ＳＮＰ 标记即可将所有

苏梦和苏创系列西瓜品种区分开ꎮ 根据位点基因型

信息ꎬ将每个品种指纹图谱转化为二维码ꎬ方便品种

的真实性鉴定和推广(图 ３)ꎮ
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表
２　

苏
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苏
创
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品
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图
谱

Ｔａ
ｂｌ
ｅ
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Ｆｉ
ｎｇ
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ｐｒ
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ｄ
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ｂｒ
ａｎ

ｄ
ｗ
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号

ＧＧ
ＡＡ

ＴＣ
ＴＴ

ＡＡ
ＧＧ

ＧＧ
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ＧＧ
ＴＣ

ＡＧ
ＴＣ

ＴＴ
ＡＧ

ＴＣ
ＴＴ

ＴＴ
ＴＣ

ＣＣ
ＡＡ

ＡＡ
ＣＧ

ＣＴ
ＣＣ

ＡＧ
ＧＧ

ＣＣ
ＡＡ

ＡＡ
ＡＡ

ＧＴ
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Ｗ
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Ｐ１
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:Ｗ
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ｍ
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ｍ
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８ꎻ
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Ｗ
ｍ
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７ꎻ
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Ｗ
ｍ
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Ｐ５
１ꎻ

ｉ:
Ｗ
ｍ
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Ｐ５
６ꎻ

ｊ:
Ｗ
ｍ
ＳＮ

Ｐ６
０ꎻ
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Ｗ
ｍ
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６ꎻ
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Ｗ
ｍ
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ｍ
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ｍ
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Ｐ７
３ꎻ
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Ｗ
ｍ
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Ｗ
ｍ
￣
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９ꎻ
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Ｗ
ｍ
ＳＮ

Ｐ９
２ꎻ
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Ｗ
ｍ
ＳＮ

Ｐ１
０５

ꎻｒ
:Ｗ

ｍ
ＳＮ

Ｐ１
２３

ꎻｓ
:Ｗ

ｍ
ＳＮ

Ｐ１
３１

ꎻｔ
:Ｗ

ｍ
ＳＮ

Ｐ１
４０

ꎻｕ
:Ｗ

ｍ
ＳＮ

Ｐ１
４２

ꎻｖ
:Ｗ

ｍ
ＳＮ

Ｐ１
５１

ꎻｗ
:Ｗ

ｍ
ＳＮ

Ｐ１
５６

ꎻｘ
:Ｗ

ｍ
ＳＮ

Ｐ１
６２

ꎻｙ
:Ｗ

ｍ
ＳＮ

Ｐ１
６６

ꎻｚ
:Ｗ

ｍ
ＳＮ

Ｐ１
９４

ꎻａ
１:

Ｗ
ｍ
ＳＮ

Ｐ２
０７

ꎻｂ
１:

Ｗ
ｍ
￣

ＳＮ
Ｐ２

２６
ꎻｃ

１:
Ｗ
ｍ
ＳＮ

Ｐ２
２７

ꎻｄ
１:

Ｗ
ｍ
ＳＮ

Ｐ２
３９

ꎮ
ＮＮ
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２.４　 种子纯度检测

根据 ＫＡＳＰ 分型结果ꎬ筛选可以对苏梦 ５ 号、苏
梦 ６ 号、苏梦 ７ 号、苏梦 ９ 号、苏创 ３ 号、苏创 ４ 号和

苏创 ５ 号西瓜品种种子进行纯度检测的标记ꎮ 结果

显示ꎬ标记 ＷｍＳＮＰ５ 在苏创 ３ 号的双亲中是纯合位

点ꎬ且呈现多态性ꎬ在苏创 ３ 号中是杂合位点ꎬ可以

用来对苏创 ３ 号种子的纯度和真实性进行检测ꎮ 利

用同样的分析方法ꎬ我们筛选到标记 ＷｍＳＮＰ９２ 可

以用来检测苏梦 ５ 号、苏梦 ６ 号、苏梦 ７ 号、苏梦 ９
号、苏创 ４ 号、苏创 ５ 号 ６ 个西瓜品种种子的纯度

(图 １ Ｂ)ꎮ 通过标记 ＷｍＳＮＰ５ 和 ＷｍＳＮＰ９２ꎬ利用

ＫＡＳＰ 技术对上述 ７ 个西瓜品种进行种子纯度鉴

定ꎬ同时进行田间种植鉴定ꎬ鉴定指标包括叶片形

态、果皮花色、果型、种子大小及颜色等ꎬ结果如表 ３
所示ꎬ田间鉴定结果与分子标记鉴定结果一致ꎬ因

此ꎬ标记 ＷｍＳＮＰ９２ 和 ＷｍＳＮＰ５ 可用于苏梦 ５ 号、苏
梦 ６ 号、苏梦 ７ 号、苏梦 ９ 号、苏创 ４ 号、苏创 ５ 号和

苏创 ３ 号种子纯度和真实性的检测ꎮ

表 ３　 苏梦和苏创系列西瓜品种种子纯度鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｅｄ ｐｕｒｉｔｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｕｍｅｎｇ ａｎｄ Ｓｕｃｈｕａｎｇ ｂｒａｎｄ
ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

品种
种子纯度(％)

田间鉴定 ＫＡＳＰ 鉴定
所用标记

苏创 ３ 号 ９７.８ ９７.８ ＷｍＳＮＰ５

苏创 ４ 号 ９７.８ ９７.８

苏创 ５ 号 ９７.８ ９７.８

苏梦 ５ 号 ９８.９ ９８.９ ＷｍＳＮＰ９２

苏梦 ６ 号 １００.０ １００.０

苏梦 ７ 号 ９８.９ ９８.９

苏梦 ９ 号 ９８.９ ９８.９

图 ３　 苏梦和苏创系列西瓜品种指纹图谱二维码

Ｆｉｇ.３　 Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ＱＲ ｃｏｄｅ ｏｆ Ｓｕｍｅｎｇ ａｎｄ Ｓｕｃｈｕａｎｇ ｂｒａｎｄ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

３　 讨论与结论

对于育种工作者来说ꎬ明确种质资源和育种材

料的遗传背景ꎬ鉴定商品品种种子纯度及种子的真

实性非常重要ꎬ传统的鉴定方法主要是从植株表型

观察鉴定ꎮ 随着分子生物学和基因组学的发展ꎬ人
们开发的分子标记可以在基因水平上直接反映植物

的遗传多态性ꎬ因此分子标记已经成为植物遗传多
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样性研究的主要方法[１７￣１９]ꎮ ＫＡＳＰ 技术是目前最为

经济有效的 ＳＮＰ 标记分型技术[２０]ꎮ 利用以 ＫＡＳＰ
技术为基础的 ＳＮＰ 标记研究种质资源的遗传背景ꎬ
构建品种指纹图谱以及鉴定品种的真实性是未来发

展的趋势ꎮ 冯子珊等[２１] 通过 ＫＡＳＰ 技术ꎬ对浙蒲 ９
号父本、母本以及 ９２ 份 Ｆ１材料进行基因分型ꎬ进而

鉴定 Ｆ１材料的种子纯度ꎬ结果与田间种子纯度鉴定

结果一致ꎬ且该方法准确性高ꎬ成本低ꎮ Ｓｈｅｎ 等[２２]

利用 ＳＮＰ 标记对 ３７２ 份青花菜种质的遗传多样性

和亲缘关系进行了分析与评价ꎬ最终筛选出 ２８ 个

ＫＡＳＰ 标记对青花菜种质进行基因分型ꎬ用于种子

鉴定和品种鉴定ꎮ Ｍｕｌｕｇｅｔａ 等[２３] 利用 ３７ 个基于

ＫＡＳＰ 技术的 ＳＮＰ 标记对 ４８ 个埃塞俄比亚蚕豆进

行了遗传多样性和亲缘关系的分析ꎬ发现其遗传多

态性较高ꎬ有利于培育优良品种ꎮ
　 　 本研究利用 ３２ 个核心 ＳＮＰ 标记对 ７９ 份西瓜

材料(包括 ５４ 份自交系和 ２５ 份 Ｆ１ 杂交种) 进行

ＫＡＳＰ 分型和遗传背景分析ꎬ通过聚类分析及遗传

距离分析发现ꎬ不同自交系间的遗传距离不同ꎬ因
此ꎬ我们可以通过选择遗传距离较远的自交系进行

杂交配组ꎬ筛选高优势组合ꎬ进而为选育优质和高优

势品种奠定基础ꎮ 通过分析我们还发现苏梦系列不

同品种其遗传背景有差异ꎬ这也从 ＤＮＡ 水平上解释

了不同品种间性状差异的原因ꎮ 但是在进行 ＫＡＳＰ
分型时ꎬ有 ２ 个标记分型不成功ꎬ推测这是因为 ７９
份材料不能涵盖西瓜的所有品种ꎬ这 ２ 个位点基因

型不呈现多态性ꎬ因此导致分型失败ꎮ 本研究针对

苏梦和苏创系列西瓜ꎬ利用筛选出来的 ３０ 个 ＳＮＰ
标记构建指纹图谱ꎬ为西瓜品种鉴定和保护提供了

技术支撑ꎮ 通过筛选出来的 ＷｍＳＮＰ５ 和 ＷｍＳＮＰ９２
标记ꎬ对江苏徐淮地区淮阴农业科学研究所培育的

苏梦 ５ 号、苏梦 ６ 号、苏梦 ７ 号、苏梦 ９ 号、苏创 ３
号、苏创 ４ 号、苏创 ５ 号 ７ 个西瓜品种[２４￣２６]进行种子

纯度鉴定ꎬ构建了以 ＫＡＳＰ 技术为基础的种子纯度

检测体系ꎬ具有高效、简单、便捷等特点ꎬ方便了种子

生产销售中种子纯度的鉴定ꎮ

致谢:感谢中国计量大学徐沛研究员对本论文提供

指纹图谱构建方面的帮助!

参考文献:

[１] 　 ＣＨＥＮ Ｈ Ｄꎬ ＸＩＥ Ｗ Ｂꎬ ＨＥ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｈｉｇｈ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ＳＮＰ ｇｅｎｏｔｙ￣

ｐｉｎｇ ａｒｒａｙ ｆｏｒ ｒｉｃｅ ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｐｌａｎｔꎬ ２０１４ꎬ ７(３):５４１￣５５３.

[２] 　 ＴＩＮＡ Ｈ Ｌꎬ ＷＡＮＧ Ｆ Ｇꎬ ＺＨＡＯ Ｊ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍａｉ￣
ｚｅＳＮＰ３０７２ꎬ ａ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ ＳＮＰ ａｒｒａｙꎬ ｆｏｒ ＤＮＡ
ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍａｉｚｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃ￣
ｕｌａｒ Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ ２０１５ꎬ ３５(６):１３６.

[３] 　 ＣＡＶＡＮＡＧＨ Ｃ Ｒꎬ ＣＨＡＯ Ｓ Ｍꎬ ＷＡＮＧ Ｓ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ
ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｕｎｃｏｖｅｒｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｉｍ￣
ｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｈｅｘａｐｌｏｉｄ ｗｈｅａｔ ｌａｎｄｒａｃｅｓ ａｎｄ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ [ Ｊ] . Ｐｒｏ￣
ｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ
ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１３ꎬ １１０(２０):８０５７￣８０６２.

[４] 　 李志远ꎬ于海龙ꎬ方智远ꎬ等. 甘蓝 ＳＮＰ 标记开发及主要品种的

ＤＮＡ 指纹图谱构建[Ｊ] . 中国农业科学ꎬ ２０１８ꎬ ５１(１４):２７７１￣
２７８８.

[５] 　 ＤＵ Ｈ Ｓꎬ ＹＡＮＧ Ｊ Ｊꎬ ＣＨＥＮ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｓ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ｃｏｒｅ￣ＳＮＰ ｍａｒｋｅｒｓꎬ ａｎｄ
ｆｒｕｉｔ ｓｈａｐｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｏｃｉ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ [Ｊ] . Ｂｍｃ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌ￣
ｏｇｙꎬ ２０１９ꎬ １９(１):５７８.

[６] 　 ＹＡＮＧ Ｊ Ｊꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊꎬ ＤＵ Ｈ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｎｄ
ｐｅｄｉｇｒｅｅ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｐｅｒ￣
ｆｅｃｔ ＳＮＰｓ [ Ｊ] . Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０２１. ｈｔｔｐｓ: / / ｄｏｉ.
ｏｒｇ / １０.１０１６ / ｊ.ｈｐｊ.２０２１.０９.００４.

[７] 　 ＳＥＭＡＧＮ Ｋꎬ ＢＡＢＵ Ｒꎬ ＨＥＡＲＮＥ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌ￣
ｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｕｓｉｎｇ ｋｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ
(ＫＡＳＰ): ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｒｏｐ
ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ ２０１４ꎬ ３３(１):１￣１４.

[８] 　 王富强ꎬ张　 建ꎬ温常龙ꎬ等. 基于 ＫＡＳＰ 标记的葡萄品种鉴定

[Ｊ] . 中国农业科学ꎬ ２０２１ꎬ ５４(１３):２８３０￣２８４６.
[９] 　 魏庆镇ꎬ王五宏ꎬ胡天华ꎬ等. 浙茄类型茄子品种 ＤＮＡ 指纹图

谱构建[Ｊ] . 浙江农业学报ꎬ ２０１９ꎬ３１(１１):１８６３￣１８７０.
[１０] 范建光ꎬ张海英ꎬ宫国义ꎬ 等. 西瓜 ＤＵＳ 测试标准品种 ＳＳＲ 指

纹图谱构建及应用[Ｊ] .植物遗传资源学报ꎬ ２０１３ꎬ１４(５):８９２￣
８９９.

[１１] 赵胜杰ꎬ朱红菊ꎬ路绪强ꎬ等. 无籽西瓜品种 ＳＳＲ 指纹图谱构建

及遗传多样性分析[ Ｊ] .植物遗传资源学报ꎬ ２０１３ꎬ１４( ６):
１１４２￣１１４６.

[１２] 徐彦刚ꎬ姚协丰ꎬ李良俊ꎬ等. 西瓜核心种质遗传多样性分析及

指纹图谱构建[Ｊ] .分子植物育种ꎬ ２０２１ꎬ１９(１):３０５￣３１７.
[１３] 鲁福成ꎬ张雪来ꎬ樊文义ꎬ等. 设施条件下西瓜杂交制种技术

[Ｊ] .长江蔬菜ꎬ ２０１６(１):４５￣４７.
[１４] ＫＵＭＡＲ Ｓꎬ ＳＴＥＣＨＥＲ Ｇꎬ ＬＩ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. ＭＥＧＡ Ｘ: Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｏ￣

ｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｃｒｏｓｓ ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ ｐｌａｔｆｏｒｍｓ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃ￣
ｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１８ꎬ ３５ (６):１５４７￣１５４９.

[１５] ＪＯＮＥＳ Ｄ Ｔꎬ ＴＡＹＬＯＲ Ｗ Ｒꎬ ＴＨＯＲＮＴＯＮＪ Ｍ. Ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｇｅｎｅｒａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｄａｔａ ｍａｔｒｉｃｅｓ ｆｒｏｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ [ Ｊ] . Ｂｉｏｉｎ￣
ｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ １９９２ꎬ ８ (３):２７５￣２８２.

[１６] 程　 瑞ꎬ徐兵划ꎬ许文钊ꎬ等. 苏梦系列西瓜果皮硬度相关性状

分析[Ｊ] . 中国瓜菜ꎬ２０２１ꎬ ３４(６):２０￣２７.
[１７] 蒋正宁ꎬ赵仁慧ꎬ陈甜甜ꎬ等. 分子标记辅助选育兼抗赤霉病、

白粉病和黄花叶病毒病的小麦新品系[ Ｊ] .江苏农业学报ꎬ

５５３１刘　 欣等:基于 ＫＡＳＰ 技术的 ＳＮＰ 标记用于西瓜品种指纹图谱构建和种子纯度检测



２０２１ꎬ３７(５):１１００￣１１０７.
[１８] 邓　 磊ꎬ潘金卫ꎬ杨文鹏ꎬ等. 利用分子标记辅助选择技术创制

耐铝玉米种质[Ｊ] .南方农业学报ꎬ２０２１ꎬ５２(４):９０８￣９１５.
[１９] 陈　 越ꎬ陈　 玲ꎬ丁明亮ꎬ等. 基于 ＩｎＤｅｌ 分子标记的云南地方

稻籼粳属性与表型性状相关分析[ Ｊ] .南方农业学报ꎬ２０２０ꎬ５１
(４):７５８￣７６６.

[２０] 王君婵ꎬ吴旭江ꎬ胡文静ꎬ等. 扬麦系列品种(系)重要性状功能

基因的 ＫＡＳＰ 检测 [ Ｊ] .江苏农业学报ꎬ２０１９ꎬ３５ ( ６):１２７１￣
１２８３.

[２１] 冯子珊ꎬ吴晓花ꎬ李艳伟ꎬ等. 基于 ＫＡＳＰ 标记快速鉴定瓠瓜杂

种 Ｆ１ 纯度的方法[Ｊ] .分子植物育种ꎬ ２０２２(１３):１￣８.
[２２] ＳＨＥＮ Ｙ Ｓꎬ ＷＡＮＧ Ｊ Ｈꎬ ＲＡＮＪＡＮ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ

ＧＢＴＳ ａｎｄ ＫＡＳＰ ｐａｎｅｌｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ

ａｎｄ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｏｆ ａ ｌａｒｇｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｏｃｃｏｌｉ (Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａ￣
ｃｅａ Ｌ. ｖａｒ. ｉｔａｌｉｃａ) ｉｎ Ｃｈｉｎａ [ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ
２０２１ꎬ １２:６５５２５４.

[２３] ＭＵＬＵＧＥＴＡ Ｂꎬ ＴＥＳＦＡＹＥ Ｋꎬ ＫＥＮＥＮＩ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉ￣
ｔｙ ｉｎ ｓｐｒｉｎｇ ｆａｂａ ｂｅａｎ (Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ.) ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ＫＡＳＰ ＳＮＰ ｍａｒｋｅｒｓ [ Ｊ] . Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ
Ｃｒｏｐ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０２１ꎬ ６８(５):１９７１￣１９８６

[２４] 顾　 妍ꎬ张兴平ꎬ张朝阳ꎬ等. 西瓜设施栽培新品种‘苏梦 ５ 号’
的选育[Ｊ] . 中国果树ꎬ ２０１９(６):８８￣９０.

[２５] 江　 蛟ꎬ孙玉东ꎬ张朝阳ꎬ等. 西瓜新品种苏梦 ６ 号的选育[ Ｊ] .
中国蔬菜ꎬ ２０１８(１１):７５￣７７.

[２６] 孙玉东ꎬ张朝阳ꎬ徐兵划ꎬ等. 西瓜新品种‘苏梦 ７ 号’ [ Ｊ] . 园

艺学报ꎬ ２０２０ꎬ ４７(１):１９７￣１９８.

(责任编辑:陈海霞)

６５３１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２２ 年 第 ３８ 卷 第 ５ 期


