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摇 摇 摘要:摇 应用基于 DNA 分子标记的人工绘制植物品种树形鉴别图法(Manual cultivar identification diagram,
MCID)对来源于中国各地的 20 个萝卜品种进行了鉴定。 结果表明,通过设计筛选出的 4 个 RAPD 随机引物和 4 次

PCR 扩增、统计凝胶电泳谱带,并人工绘制品种树形鉴别图,即可将 20 个萝卜品种在分子水平上进行快速区分。
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Rapid identification of radish varieties based on MCID method

XU Yuan鄄yuan,摇 LIU Zhe,摇 LOU Li鄄na,摇 SU Xiao鄄jun
( Institute of Vegetable Crops, Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Jiangsu Key Laboratory for Horticultural Crop Genetic Improvement, Nanjing
210014, China)

摇 摇 Abstract:摇 A method for variety identification using a manual cultivar identification diagram (MCID) based on DNA
molecular markers was applied to the identification of 20 radish varieties around China. The result showed that the 20 radish
varieties were rapidly and easily distinguished at the molecular level through four rounds of PCR amplification using four
random amplified polymorphic DNA (RAPD) primers, analysis of the bands of gel electrophoresis and development of the
tree鄄based identification charts.
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摇 摇 萝卜(Raphanus sativus L. )又名莱菔、芦菔,是
起源于中国的一种世界性蔬菜作物,为十字花科萝

卜属一、二年生草本植物,染色体 2n = 2x = 18,基因

组大小约为 526 Mbp。 萝卜在中国栽培历史悠久,
品种资源极其丰富,其栽培面积在所有蔬菜作物中

位居前列,是出口创汇的主要蔬菜品种,在蔬菜生产

与供应中占有重要地位。 萝卜不仅营养价值与药用

价值较高,还具有很好的食疗保健作用[1]。 近年来

国内外研究发现,萝卜具抗癌防癌、防病毒、杀菌等

功效[2]。 目前在日本、美国、荷兰等地都有大面积

栽培,深受人们喜爱。
近些年来,随着中国萝卜产量迅速提高及栽培

面积的大幅度扩展,越来越多的优良品种应用于萝

卜生产中[3鄄5]。 但是由于萝卜变异丰富,品种繁多,
在长期引种和栽培过程中,造成大量同物异名和同

名异物现象,增加了萝卜品种鉴定的难度。 因此,建
立萝卜品种快速可靠的鉴定技术体系对于萝卜遗传

资源的研究保护、苗期鉴定、品种区分乃至萝卜产业

的持续发展等具有重要意义。 由于萝卜育种中使用
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的亲本越来越集中在少数优良品种或品系上,使得

所选育的新品种在植物学性状上难以区分,传统单

一的形态学品种鉴定方法已无法满足有效鉴别或区

分当今日益增多的相似性高、亲缘关系较近的萝卜

品种的要求。 因此,如何有效地鉴别萝卜品种,已成

为一个亟待解决的重要问题。
DNA 分子标记直接建立在分子水平上,不受外

界环境、作物发育阶段、取样部位等因素影响,检出

的多态性位点是无限的,鉴定结果具有高度的可靠

性和重复性,鉴别力强。 分子标记不仅广泛应用于

作物遗传育种中,同时也应用于品种鉴定研究

中[6鄄8]。 在众多分子标记技术中,随机扩增多态性

DNA (Random amplified polymorphic DNA, RAPD)
基于 PCR 技术,是应用较早的分子标记技术之一,
它以分析程序简便快捷,周期性短,所需费用低,已
被普遍应用于指纹图谱构建、基因快速定位、遗传多

样性分析和品种分类等研究[9鄄14]。
现有的用于蔬菜作物品种区分与种质鉴定研究

的 RAPD 技术,多采用计算机软件绘制数字化指纹

图谱并用统计学软件进行聚类分析,但是聚类分析

结果不能直观显示区分品种的引物,也不能显示鉴

别过程,而且工作量大,缺乏实用性[15]。 人工绘制

品种树形鉴别图法很好地解决了这一问题。 本研究

通过优化的 RAPD 技术体系,利用筛选出的 4 条具

备稳定性和多态性的 RAPD 引物,对 20 个萝卜品种

进行 PCR 扩增,以期将 20 个萝卜品种在分子水平

上进行快速准确的区分。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 供试材料

待萝卜长至两叶一心时采集叶片样品,样品采

集于江苏省农业科学院蔬菜研究所六合试验基地,
样品采集后液氮速冻,放置于-80 益超低温冰箱保

存。 萝卜品种编号和品种名称见表 1。 RAPD 随机

引物由深圳华大基因公司合成。
1郾 2摇 试验方法

1郾 2郾 1摇 DNA 提取摇 萝卜幼嫩叶片约 0郾 2 g,液氮中

磨碎后,加入 500 滋l CTAB 裂解液[2% CTAB、 2
mol / L NaCl、 20 mmol / L EDTA、100 mmol / L Tris鄄HCl
(pH 8郾 0)、0郾 2% 茁鄄巯基乙醇],转入 1郾 5 ml 离心管

中,65 益水浴 0郾 5 ~ 1郾 0 h 后取出冷却;加入等体积

氯仿 颐 异戊醇(24 颐 1)混合液后轻轻摇晃,12 000

r / min 离心 8 ~ 10 min,上清液用氯仿 颐 异戊醇

(24 颐 1)抽提 1 ~ 2 次,加入预冷异丙醇,4 益冰箱中

静置 3 h 以上,收集絮状 DNA,用 70%乙醇洗涤,干
燥后溶于 TE 缓冲液中保存备用。 采用核酸蛋白测

定仪(Eppendorf 公司产品)测定 DNA 浓度,1郾 2%琼

脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量。

表 1摇 试验中使用的萝卜品种

Table 1摇 Radish cultivars used in this research

编号 品种名称 编号 品种名称

1 满身红 11 扬州圆白

2 霸王青 12 青皮甜帅

3 短叶十三 13 七叶圆红

4 秋田扬花 14 浙大长

5 秋田大红袍 15 翘头青

6 秋田满堂红 16 南韩大根

7 穿心红 17 韩玉春

8 绵阳红 18 西南红帅

9 银魅 19 中秋红

10 丰秋青王 20 白玉春

1郾 2郾 2摇 引物筛选和梯度 PCR 扩增摇 为保证 RAPD
结果的重复性和稳定性,先针对现有的萝卜品种基

因组设计 52 个随机引物,从中选取多态性好、扩增

性强、稳定性高的 11 个碱基的 RAPD 随机引物,之
后通过连续 2 次梯度 PCR 选择谱带清晰、PCR 产物

重复性好的 PCR 温度作为退火温度。 梯度 PCR 反

应体系(20 滋l)含 50 ng 基因组 DNA、2郾 00 mmol / L
MgCl2、0郾 15 mmol / L dNTPs、0郾 44 滋mol / L 引物、0郾 75
U Taq DNA 聚合酶。 反应程序:94 益预变性 2 min;
94 益变性 30 s,退火 45 s,72 益延伸 90 s,42 个循

环,72 益延伸 10 min,4 益保存。 引物及退火温度见

表 2。 扩增产物采用 1郾 2%琼脂糖凝胶分离,紫外灯

下观察拍照。
1郾 2郾 3摇 RAPD鄄PCR 扩增与检测 摇 RAPD鄄PCR 反应

体系 (20 滋l) 含 50 ng 基因组 DNA、2郾 00 mmol / L
MgCl2、0郾 15 mmol / L dNTPs、0郾 44 滋mol / L 引物、0郾 75
U Taq DNA 聚合酶。 RAPD鄄PCR 扩增程序:94 益预

变性 2 min;94 益变性 30 s,退火 45 s,72 益延伸 90
s,42 个循环,72 益延伸 10 min,4 益保存。 引物及

退火温度见表 2。 扩增产物加入 4 滋l 6伊上样缓冲液

(含 0郾 25%溴酚蓝、30%蔗糖),采用琼脂糖凝胶(含
有 1郾 2%溴化乙锭)电泳,电泳缓冲液 1 伊TAE(1 L
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中含有 0郾 242 g Tris、0郾 057 ml 冰醋酸、0郾 200 ml
0郾 25 mol / L EDTA,pH 8郾 0)。 在 120 V 恒压下进行

电泳 0郾 5 ~ 0郾 8 h,紫外投射仪观察拍照。

表 2摇 RAPD 引物及退火温度

Table 2摇 RAPD primers and their annealing temperature

引物 核苷酸序列(5忆寅3忆) 退火温度 (益)

RP13 TATGTCTACTC 43郾 5

RP102 CTAGGATTATT 42郾 3

RP55 TATTATTGGCT 39郾 4

RP271 ACGGTGCGGCG 41郾 6

1郾 2郾 4摇 品种树形鉴别图的人工绘制摇 采用 PCR 扩

增产物清晰的引物对 20 个萝卜品种进行鉴定。 首

先统计每一引物 PCR 扩增的 20 个萝卜品种 DNA
指纹图谱中在相同分子量片段处的多态性,凡是该

处有扩增谱带的品种归类为一组,无谱带的归类为

另一组。 继续采用更多的引物逐步进行鉴别,直到

所有待鉴别的品种被单独分开为止。 最后,根据鉴

别结果人工绘制树型鉴别图,将每一步用到的引物

及多态性谱带大小标注到树形鉴别图的相应位置。
人工绘制的树型鉴别图是基于 PCR 扩增后的谱带

形态统计出的结果,它以引物作为节点,节点后是该

引物对不同品种的区分结果,包括区分出的类别或

者直接区分出来的品种。 在节点后的分支还标记了

不同结果相互区分的依据,即谱带之间的区别,能更

方便地进行品种鉴定、统计工作。

2摇 结 果

2郾 1摇 提取的萝卜叶片 DNA 质量

20 个品种萝卜叶片 DNA 采用改良的 CTAB 法

提取,用 1郾 2% 琼脂糖凝胶电泳检测,萝卜基因组

DNA 条带十分清晰,没有杂带,且无蛋白质等杂质

污染,符合后续试验要求(图 1)。

图 1摇 20 个萝卜品种的 DNA 电泳检测图

Fig. 1摇 DNA electrophoresis patterns of 20 radish varieties

2郾 2摇 萝卜品种鉴定 RAPD 优化体系的建立

为了提高 RAPD 体系的稳定性和重复性,更加

适合萝卜品种鉴定,本研究进一步优化了 RAPD 体

系,设计利用长度为 11 个碱基的 RAPD 随机引物,
并严格筛选适合各个引物的退火温度,确保扩增得

到的 DNA 谱带指纹图谱清晰且多态性高。 为提高

品种鉴定结果的准确性与可靠性,本研究通过连续

2 次梯度 PCR 选择谱带清晰、多态性高、PCR 产物

重复性好的引物。 图 2 为引物 RP13 扩增结果,谱
带清晰,大小分布在 500 bp 至2 000 bp之间。

1 ~ 20:萝卜品种编号,见表 1。
图 2摇 引物 RP13 扩增 20 个萝卜品种的电泳检测图

Fig. 2摇 The banding patterns of 20 radish cultivars amplified by primer RP13
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2郾 3摇 萝卜品种的树形鉴别图法(MCID 法)鉴定

为将 20 个萝卜品种逐一单独区分鉴别出来,首
先根据引物 RP13 扩增的 20 个萝卜 DNA 指纹图谱

(图 2)上1 800 bp、1 200 bp、750 bp 3 条特征谱带的

有无将 20 个品种分为 5 组,有特征性谱带的用(+)
表示,无特征性谱带的用( -)表示。 第 1 组满身红

在 1 800 bp、1 200 bp 处都出现特征性谱带,而在

750 bp 处无特征性谱带,因而被单独鉴定出来;第 2
组秋田扬花在1 800 bp、1 200 bp、750 bp 处都出现

特征性谱带而被单独鉴定出来;第 3 组带型为1 800
bp(-)、1 200 bp(+)、750 bp(-),共包括 10 个萝卜

品种;第 4 组带型为1 800 bp(+)、1 200 bp(-)、750
bp(-),包括 3 个萝卜品种;第 5 组带型为1 800 bp
(-)、1 200 bp(+)、750 bp(+),包括 5 个品种。
摇 摇 再进一步利用更多的引物鉴定上述第 3 ~5 组的

品种。 其中第 3 组的 10 个品种利用引物 RP102 扩增

的1 000 bp、400 bp 和 150 bp 3 条多态性谱带进行鉴

定区分,在1 000 bp处未出现特征谱带的为秋田大红

袍,在1 000 bp、150 bp 处都出现特征谱带、而在 400

bp 处未出现特征谱带的为秋田满堂红,在1 000 bp、
400 bp、150 bp 处都出现特征谱带的是南韩大根(图
3鄄A)。 上述 10 个品种中未鉴定出的品种则被分为 2
个亚组:编号为 3、9、19 的品种被分为第 1 亚组,编号

为 7、13、14、20 的品种为第 2 亚组。 再用引物 RP55
对这 2 个亚组品种进行区分。 第 1 亚组中,在

1 000 bp处出现特征谱带的为短叶十三,在 250 bp 处

出现特征谱带的为银魅,在 3 000 bp、500 bp 处均出

现特征谱带的为中秋红(图 3鄄D);第 2 亚组中,在
1 000 bp与 200 bp 处均出现特征性谱带的是穿心红,
在 200 bp 处未出现特征性谱带的是白玉春,在
1 000 bp处未出现特征谱带,而在 200 bp 处出现特征

谱带为编号为 13、14 的品种(图 3鄄E)。 再进一步用

引物RP271 区分13 和14 号品种,在400 bp 处出现特

征谱带为七叶圆红,在 400 bp 处未出现特征谱带则

是浙大长(图 3鄄F)。 另外 2 组按照此方法依次鉴定,
直到将所有品种区分开来(图 3鄄B、C、G、H)。 最后,
根据所有引物及相应谱带信息人工绘制供试 20 个萝

卜品种的鉴定图,即萝卜树形鉴别图(图 4)。

萝卜品种编号见表 1。 A、B、C 为引物 RP102 的扩增指纹图谱;D、E、G、H 为引物 RP55 的扩增指纹图谱;F 为引物 RP271 的扩增指纹图谱。
图 3摇 引物 RP102、RP55、RP271 对萝卜品种的鉴定

Fig. 3摇 Identification of radish cultivars with primer RP102, RP55 and RP271
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有特异性谱带的用(+)表示,无特异性谱带的用(-)表示。
图 4摇 4 个随机引物鉴别区分 20 个萝卜品种的图谱关系示意图

Fig. 4摇 Relationship of schematic map for identifying 20 radish varieties by using four random primers

摇 摇 利用人工绘制的萝卜品种树形鉴别图法不仅可完

成对未知品种的鉴定,还可查询出鉴定不同品种所需

要的引物和鉴别依据。 当需要查询任意萝卜品种的鉴

别方法和所需引物时,只需要在树型鉴别图分支末端

找到对应品种编号,向前回溯即可。 例如,需要查询区

分品种青皮甜帅与七叶圆红时,根据绘制的人工树形

鉴别图,通过引物 RP102 即可将在 100 bp 处有特征谱

带的青皮甜帅区分出来,而利用引物 RP271 进行扩增,
在 400 bp 处出现特征谱带的为品种七叶圆红。

3摇 讨 论

当前,利用种子或种苗进行早期品种鉴定是避免

农民蒙受经济损失,促进生产发展的有效措施。 因此,
寻找一种兼具准确性和实用性的植物品种鉴定方法成

为农业生产中亟待解决的重要问题[16鄄18]。 传统的品种

鉴定方法在鉴定品种真实性和遗传纯度时存在各种缺

陷,而 DNA 分子标记技术不但可以克服传统鉴定技术

中的许多缺陷和难题,而且更加准确、可靠和快捷[19]。
目前,已经有多种 DNA 标记技术例如 RAPD、

SSR、ISSR、SRAP 等被应用于作物品种鉴定中,这些分

子标记各有优势[20鄄22]。 王瑞等[23] 利用 SSR 荧光标记

构建了 20 个高粱品种的指纹图谱,准确获得了不同材

料在不同位点的等位基因片段,利用 2 对引物区分了

所有供试品种。 宋海斌等[24]利用筛选到的 18 对 SSR

核心引物构建的指纹图谱库可以有效地将 105 份不同

甜瓜材料进行区分,并且为每份材料建立了独特的指

纹图谱。 刘娟等[25]利用 NTSYS 软件,并根据 UPGMA
法构建聚类树状图,最终利用 4 个 ISSR 特征引物谱带

相互组合与 Gel2郾 0 指纹图谱自动识别方法相结合的鉴

定方法准确鉴别了 48 个新疆杏品种,并构建了品种指

纹图谱数据库。 这些利用 PCR 扩增获得的 DNA 指纹

图谱进行品种鉴定的方法或只适用于少数品种的区分

鉴定,或无法将聚类树状图转化为品种或植物材料的

实用图,缺乏高效性与直观性[26]。 本研究利用 MCID
法[27鄄28]可以将 DNA 标记信息转化为鉴定大量品种资

源的有效信息,且比指纹图谱更具实用性和直观性,这
为品种鉴定提供了全新快速的方法。

萝卜品种鉴定经历了形态学、细胞学、生物化学和

分子标记鉴定的发展过程,DNA 分子标记以其快速、高
效、准确的特点,逐步取代了其他鉴定方法,MCID 法的

利用更是 DNA 分子标记技术优势的进一步体现[29,21]。
本研究未采用常用的 0 ~1 矩阵法构建指纹图谱并进

行聚类分析,而是首次通过优化 RAPD 技术体系,利用

MCID 法在分子水平上高效、直观地鉴别萝卜品种。 本

研究方法能够提高引物的利用效率,仅仅利用几个引

物就能将大量萝卜品种成功鉴定区分,且构建的 MCID
图谱关系一目了然,当需要查询任意萝卜品种的鉴别

方法和所需引物时,只需要在MCID 鉴别图分支末端找
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到对应品种编号,向前回溯即可[30]。 MCID 图中的品

种范围可以随着需要鉴别的新品种数量的增加而扩

大,最终完全可以使萝卜MCID 图包含所有搜集到的品

种资源。 当有新的萝卜品种需要添加到之前构建的

MCID 图谱上时,可利用研究中所筛选到的 4 个引物对

需要添加的品种进行单独的 PCR 扩增,根据特征性谱

带的有无很容易将其加入到已有的MCID 图中。 当然,
如果本研究筛选的引物无法区分全部新增的品种时,
则需要引入新的引物进行区分。 MCID 图不仅能为植

物品种或材料鉴定提供重要的信息资料,且该方法的

开发与应用可以使 DNA 分子标记真正服务于种子、种
苗企业、种质资源管理等生产实践中,实用性强。
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