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　 　 摘要:　 本研究旨在开发与中国南瓜(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍｏｓｃｈａｔａ Ｄｕｃｈ.)叶黄素含量的数量性状基因座(Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｔｒａｉｔ ｌｏｃｕｓꎬＱＴＬ)紧密连锁且实用性强的分子标记ꎬ以加速南瓜的育种进程ꎮ 前期在 Ｆ２代群体中定位到与叶黄素含

量紧密连锁的主效 ＱＴＬ 位点 ｑｌｕｔ１１￣ａꎬ在其两侧翼分子标记 Ｒ１＿３８６９５ 和 Ｒ２＿５５８１９ 之间开发了 ８ 对 ＩｎＤｅｌ 分子标

记ꎮ 通过对 Ｆ２代群体及部分高代(Ｆ８代)重组自交系株系进行基因型和叶黄素表型分析ꎬ明确了 ＩｎＤｅｌ 分子标记

Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 可有效筛选高叶黄素含量和低叶黄素含量材料ꎬ并在近等基因系构建中证实了其能用于创制

高叶黄素含量的南瓜种质ꎬＢＣ５Ｆ１果实中的最高叶黄素含量约是低叶黄素含量亲本果实含量的 ２􀆰 ８ 倍ꎬ且占高叶黄

素含量亲本果实的 ９６％ꎮ 本研究结果为加速南瓜高叶黄素含量种质育种进程提供了更实用的分子标记ꎮ
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　 　 南瓜是葫芦科南瓜属的重要菜粮兼用作物ꎮ 中

国南瓜 (Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍｏｓｃｈａｔａ)、印度南瓜 (Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ
ｍａｘｉｍａ)、美洲南瓜(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｐｅｐｏ) [１] 是中国主要

的南瓜栽培品种ꎮ 其中ꎬ中国南瓜是中国种植面积

最大的南瓜栽培种ꎬ具有极高的营养和经济价值ꎮ
类胡萝卜素是一类天然色素ꎬ不仅影响果实的外观

颜色ꎬ还影响果实的营养价值ꎮ 自然界中存在着

６００ 多种类胡萝卜素[２]ꎬ主要包括叶黄素、新黄素、
岩藻黄素、紫黄素[３]ꎮ 紫黄素、叶黄素、α￣胡萝卜素、
β￣胡萝卜素是中国南瓜果实中主要的类胡萝卜素ꎮ
β￣胡萝卜素和 α￣胡萝卜素赋予果实橙色ꎬ叶黄素赋

予果实黄色ꎮ 类胡萝卜素在植物生长过程中ꎬ能削

弱光氧化损伤、促进叶绿体膜形成、调控代谢及促进

传粉[４￣６]ꎮ 类胡萝卜素是植物激素(脱落酸和独脚

金内酯)的合成前体ꎬ参与植物生长发育的调控[７]ꎮ
动物自身不能合成类胡萝卜素ꎬ需要从外界摄取ꎬ但
它在动物体内具有多种功能ꎬ它是维生素 Ａ 的合成

前体ꎬ在抗氧化、抗癌和免疫方面发挥重要作用ꎮ 叶

黄素在一定程度上具有预防心血管硬化、冠心病和

肿瘤等疾病的功效[８]ꎬ对老年视力下降等也有一定

程度的改善作用[９]ꎮ 叶黄素是瓜果和蔬菜的重要

品质成分ꎬ也是人体所需的重要营养物质ꎮ 因此ꎬ选
育高叶黄素含量的果蔬具有重要意义ꎮ

目前ꎬ简单重复序列( Ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔꎬ
ＳＳＲ)、插入缺失 ( Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｄｅｌｅｔｉｏｎꎬＩｎＤｅｌ)、竞争性

等位基因特异性聚合酶链式反应(Ｋｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲꎬＫＡＳＰ)、酶切扩增多态性序列(Ｃｌｅａｖｅｄ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬＣＡＰＳ) 和单核苷酸

多态性(Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬＳＮＰ)是常见

的分子标记ꎮ 其中ꎬＩｎＤｅｌ 分子标记具有密集、稳定、
可重复且成本低廉的特点[１０]ꎬ无论在动物还是植物

基因组中都密集分布且范围较广[１１]ꎬ被广泛用于基

因定位[１２]、高密度遗传图谱构建[１３]、杂交种子纯度

鉴定[１４￣１５]、植物遗传多样性分析[１６] 等ꎮ ＩｎＤｅｌ 分子

标记在辣椒[１７]、菜心[１８]、 菜豆[１９]、 黄瓜[２０￣２１]、 西

瓜[２２￣２３]、南瓜[２４]等果蔬中被广泛应用ꎮ 在美洲南瓜

中ꎬＺｈｕ 等[２５]开发了 ７ 个 ＩｎＤｅｌ 和 ２ 个 ＳＮＰ 分子标

记对其茎秆深绿基因进行精细定位ꎮ 邱悦菡[２６] 在

对中国南瓜芋香味相关代谢物解析过程中ꎬ找到 １
个与芋香味相关的 ＩｎＤｅｌ 分子标记ꎮ Ａｂｂａｓ 等[２７] 开

发了 ２ 个与开花节位相关的 ＩｎＤｅｌ 分子标记( Ｉｎ￣
Ｄｅｌ２５０７ 和 ＩｎＤｅｌ６１４６)ꎬ可有效预测中国南瓜雌花节

位数ꎮ 王曼曼等[２８] 开发了 ６ 个 ＫＡＳＰ 分子标记、９
个 ＩｎＤｅｌ 分子标记和 １１２ 个 ＳＮＰ 分子标记ꎬ对中国

南瓜中蔗糖葡萄糖比值性状的定位区间进行加密ꎬ
筛选与蔗糖葡萄糖比值相关的候选基因ꎮ Ｈａｒｅｌ￣Ｂｅ￣
ｊａ 等[２９]利用甜瓜重组近等基因系群体ꎬ构建甜瓜果

实性状的高密度遗传图谱ꎬ开发了与糖及类胡萝卜

素含量相关的 ＩｎＤｅｌ 分子标记ꎮ Ｌｉｕ 等[３０] 通过对白

色西瓜与黄色西瓜的杂交后代进行混池测序分析

(Ｂｕｌｋ ｓｅｇｒｅｇａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＢＳＡ)ꎬ定位到与叶黄素相

关的位点ꎬ并围绕该位点开发了 ＩｎＤｅｌ 分子标记ꎬ可
有效区分高叶黄素含量和低叶黄素含量的西瓜种

质ꎮ 综上ꎬ在其他葫芦科作物中已有关于类胡萝卜

素含量的 ＩｎＤｅｌ 分子标记的开发及应用研究ꎬ但目

前在中国南瓜中开发的 ＩｎＤｅｌ 分子标记ꎬ主要与芋

香味、开花节位和蔗糖葡萄糖比值相关ꎬ还未见与叶

黄素含量相关的分子标记的开发研究和报道ꎮ
本研究基于前期在中国南瓜 Ｆ２代群体中对叶

黄素数量性状座位(ＱＴＬ)的定位结果[３１]ꎬ结合中国

南瓜基因组信息及亲本 ＣＭＯ￣１(高叶黄素含量)和
ＣＭＯ￣９７(低叶黄素含量)的深度重测序数据ꎬ拟开

发与叶黄素 ＱＴＬ 紧密连锁的 ＩｎＤｅｌ 位点 ＩｎＤｅｌ￣５３１０
和 ＩｎＤｅｌ￣５６７０ꎬ其对应的分子标记分别为 Ｇ００５３１０
和 Ｇ００５６７０ꎬ并在 Ｆ２代群体、３６ 个高代(Ｆ８代)重组

自交系群体及近等基因系群体创制中验证该分子标

记的有效性和应用性ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本研究所使用的南瓜品种均为中国南瓜:ＣＭＯ￣
１(Ｐ １)为高叶黄素含量的多代自交系ꎬＣＭＯ￣９７(Ｐ ２)
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为低叶黄素含量的多代自交系ꎬ以这 ２ 个叶黄素含

量极端株系为父母本通过杂交构建 Ｆ１代株系ꎬ用 Ｆ１

代株系自交获得 ２００ 个 Ｆ２代单株与 ３６ 个中国南瓜

高代自交系材料(Ｆ８代)ꎬ分别以 ＣＭＯ￣１ 和 ＣＭＯ￣９７
作为供体亲本和轮回亲本的近等基因系ꎬ以上试验

材料均在广东省农业科学院蔬菜研究所实验基地种

植ꎮ
１.２　 叶黄素含量测定

参照文献[３２]的方法测定南瓜果肉的叶黄素

含量ꎮ 具体操作如下:
(１) 高效液相色谱 ( Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ ＨＰＬＣ)系统:仪器型号为 Ｗａｔｅｒｓ ｅ￣
２６９６ＨＰＬＣ(Ｗａｔｅｒｓꎬ ＵＳＡ)ꎻ分析色谱柱型号为 Ｗａ￣
ｔｅｒｓ Ｓｐｈｅｒｉｓｏｒｂ ５ μｍ ＯＤＳ２ ４􀆰 ６ ｍｍ×２５０􀆰 ０ ｍｍꎻ流动

相为 １００％的 Ａ 液[乙腈 ∶ ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ (ｐＨ
８􀆰 ０) ∶ 甲醇＝ ８４ ∶ １４ ∶ ２ꎬ 体积比]ꎬ保持 １５ ｍｉｎꎬ然
后在线性梯度下以 １􀆰 ２ ｍｌ / ｍｉｎ的流速逐渐转换至

１００％的 Ｂ 液(甲醇 ∶ 醋酸乙酯＝ ６８ ∶ ３２ꎬ 体积比)ꎬ
保持 １０ ｍｉｎꎮ

(２)将授粉 ５０ ｄ 的南瓜果实去皮去瓤ꎬ将果肉

切片后放入冷冻干燥机中干燥后研磨成粉ꎮ 取 ２０
ｍｇ 样品粉末ꎬ加入适量丙酮ꎬ涡旋混匀 １５ ｍｉｎꎬ４ ℃
条件下１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎻ使用 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜

过滤离心后的上清液ꎬ用 ＨＰＬＣ 检测其中类胡萝卜

素的含量ꎮ
(３)以进样叶黄素标准品质量浓度作为 Ｘ 轴ꎬ

ＨＰＬＣ 峰面积作为 Ｙ 轴ꎬ绘制叶黄素标准品的线性

回归方程ꎮ
(４)通过叶黄素标准品的标准曲线对果肉中叶

黄素的含量进行定量计算ꎮ
１.３　 试验材料 ＤＮＡ 提取

南瓜 Ｐ １、Ｐ ２、Ｆ１ 代、２００ 个 Ｆ２ 代、３６ 个高代( Ｆ８

代)自交系材料及高代回交重组自交系群体(Ａｄ￣
ｖａｎｃｅｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂａｃｋｃｒｏｓｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ) ＢＣ５ Ｆ１ 材料

的单株幼嫩叶片的 ＤＮＡ 用改良十六烷基三甲基溴

化 铵 法 ( Ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅꎬ
ＣＴＡＢ)提取ꎬＤＮＡ 的浓度和纯度通过超微量分光光

度计和 １％琼脂糖凝胶检测ꎬ将 ＤＮＡ 浓度调至相同ꎬ
并保存至－２０ ℃备用ꎮ
１.４　 ＩｎＤｅｌ 位点筛选和引物设计

以叶黄素在 Ｆ２代群体 ＱＴＬ 位点 ｑｌｕｔ１１￣ａ 的两

侧翼分子标记为 ＩｎＤｅｌ 分子标记开发区间ꎬ结合两

亲本全基因组重测序数据(ｈｔｔｐ: / / ｃｕｃｕｒｂｉｔｇｅｎｏｍｉｃｓ.
ｏｒｇ / ｖ２ / )及中国南瓜基因组序列信息ꎬ对区间内基

因的 ＩｎＤｅｌ 突变位点进行分析ꎬ在区间内基因起始

密码子上游２ ０００ ｂｐ 查找在亲本中含有５~ ２５ ｂｐ 差

异的变异位点ꎬ提取突变位点上下游各 １５０ ｂｐ 的序

列ꎬ并使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件设计引物ꎮ 引物长度设

定为１７~ ２４ ｂｐꎬＧ＋Ｃ 含量为４０％~ ６０％ꎬ解链温度

(Ｔｍ)为５２~ ６０ ℃ꎮ 引物序列由生工生物工程(上
海)股份有限公司合成ꎮ
１.５　 基因型检测及分析

１.５.１　 试剂配制

１.５.１.１　 ８％聚丙烯酰胺凝胶　 ５０ ｍｌ 注胶液[７７􀆰 １４
ｇ 丙烯酰胺ꎬ２􀆰 ６６ ｇ ＮꎬＮ￣二叉双丙烯酰胺ꎬ用 １００ ｍｌ
１０×缓冲液(Ｔｒｉｓ ｂｏｒａｔｅ ＥＤＴＡ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＴＢＥ)
溶解ꎬ用双蒸水(ｄｄＨ２Ｏ)定容至 １ Ｌ]、５００ μｌ １０％过

硫酸铵及 ２０ μｌ 四甲基乙二胺(ＮꎬＮꎬＮ′ꎬＮ′￣Ｔｅｔｒａｍ￣
ｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎꎬＴＥＭＥＤ)ꎮ
１.５.１.２　 ０􀆰 １％染色液与显色液 　 ０􀆰 ５ ｇ ＡｇＮＯ３ꎬ用
５００ ｍｌ ｄｄＨ２Ｏ 溶解成 ０􀆰 １％染色液ꎻ１０ ｇ ＮａＯＨꎬ０􀆰 ２
ｇ Ｎａ２ＣＯ３ꎬ用 ５００ ｍｌ ｄｄＨ２Ｏ 溶解成显色液ꎮ
１.５.２　 ＰＣＲ 扩增及电泳

１.５.２.１　 ＰＣＲ 扩增体系(１０􀆰 ０ μｌ) 　 正反向引物各

０􀆰 ５ μｌꎬＤＮＡ 模板 ０􀆰 ３ μｌꎬ２×Ｔａｑ ＰＣＲ ＳｔａｒＭｉｘ ５􀆰 ０
μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ３􀆰 ７ μｌꎮ
１.５.２.２　 ＰＣＲ 扩增步骤　 ９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５２
℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ
１.５.２.３　 电泳　 配制 ８％聚丙烯酰胺凝胶ꎬ１６０ Ｖ 电

压ꎬ运行 ２ ｈꎮ 电泳后先用 ０.１％染色液染色ꎬ再用显

色液显色ꎬ最后于灯箱上拍照保存ꎮ
１.５.３　 带型数据分析 　 根据母本(ＣＭＯ￣１ꎬＰ １)、父
本(ＣＭＯ￣９７ꎬＰ ２)和 Ｆ１代的 ＰＣＲ 扩增后电泳的条带

分布来确定引物特异性ꎬ以父本、母本、Ｆ１代的条带

为参考标准ꎬ与 Ｐ １相同的带型记为“ＡＡ”ꎬ与 Ｐ ２相同

的带型记为“ＢＢ”ꎬ同时具有 Ｐ １ 和 Ｐ ２ 的带型记为

“ＡＢ”ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 南瓜亲本、Ｆ１代及 Ｆ２代果实叶黄素含量的测定

　 　 对母本 ＣＭＯ￣１(Ｐ １)、父本 ＣＭＯ￣９７(Ｐ ２)及 Ｆ１代

果实的果肉进行颜色观察ꎬ发现 Ｐ １果肉颜色偏向黄

色、Ｐ ２果肉颜色偏向橙色、Ｆ１代果实果肉的颜色介于

Ｐ １和 Ｐ ２之间(图 １ａ)ꎮ 对南瓜果肉总类胡萝卜素含
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量进行测定ꎬ比较两亲本 Ｐ １、Ｐ ２及 Ｆ１代果肉的叶黄

素含量差异ꎬＰ １果肉叶黄素含量峰值在三者中最高ꎬ
Ｐ ２果肉实际叶黄素含量在三者中最低ꎬ而 Ｆ１代果肉

叶黄素含量峰值高于 Ｐ ２且接近 Ｐ １(图 １ｂ)ꎮ

Ｐ１:ＣＭＯ￣１ꎻＰ２:ＣＭＯ￣９７ꎻＦ１:Ｆ１代单株ꎮ

图 １　 南瓜亲本材料 Ｐ１、Ｐ２与 Ｆ１代果实横切面(ａ)及高效液相色谱(ＨＰＬＣ)结果对比(ｂ)

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｒｏｓｓ￣ｓｅｃｔｉｏｎｓ (ａ) ａｎｄ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ (ＨＰＬＣ) ｒｅｓｕｌｔｓ (ｂ) ｏｆ ｐｕｍｐｋｉｎ ｐａｒｅｎｔａｌ ｍａｔｅｒｉａｌｓ
Ｐ１ꎬ Ｐ２ ａｎｄ Ｆ１ ｆｒｕｉｔｓ

　 　 为了明确南瓜果肉叶黄素含量的性状属于数量

性状还是质量性状ꎬ以两亲本及 Ｆ１代的叶黄素含量

数据为参考ꎬ对 ＨＰＬＣ 测定的南瓜 Ｆ２代群体叶黄素含

量数据进行分类统计ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ在较低叶黄素含

量范围内有 １７ 个单株表型与父本相同ꎬ在高叶黄素

含量范围内具有母本和 Ｆ１代 ２ 种表型ꎬ其中大部分群

体叶黄素含量处于父本和母本之间ꎬ极少数单株的叶

黄素含量表现出高于母本或者低于父本的超亲现象ꎮ
条形图的统计结果表明ꎬ叶黄素含量呈现连续的数量

变异ꎬ频率分布为单峰ꎬ符合正态分布ꎮ
２.２　 ＩｎＤｅｌ 位点检测与引物设计

在前期的 Ｆ２代群体中发现ꎬ中国南瓜叶黄素含

量相关的数量性状基因座位点 ｑｌｕｔ１１￣ａ 位于 １７ 号

染色体ꎬ该位点最高表型贡献率为２０.２０％~２２􀆰 ００％
(Ｒ１＿１８３２４ 的贡献率为 ２２􀆰 ００％)ꎬ最大似然对数比

(Ｌｏｇａｒｉｔｈｍ ｏｆ ｏｄｄｓꎬ ＬＯＤ ) 为 ６􀆰 ８４ꎬ 区 间 距 离 为

６８.５３~７４􀆰 １４ Ｍｂ[３１]ꎬ以分子标记 Ｒ２＿５５８１９ 和 Ｒ１＿
３８６９５ 之间作为开发区间ꎮ 在父母本中检测该区间

内所有基因启动子区域有５~２５ ｂｐ 片段的插入或缺

失的差异位点ꎬ作为 ＩｎＤｅｌ 位点ꎮ 最终通过比对分

析共筛选到 ８ 个基因的启动子区在父母本中有５~
２５ ｂｐ 片段的插入或缺失ꎬ即 ８ 个 ＩｎＤｅｌ 位点(表 １)ꎮ

Ｐ１:ＣＭＯ￣１ꎻＰ２:ＣＭＯ￣９７ꎻＦ１:Ｆ１代单株ꎮ

图 ２　 南瓜叶黄素含量在 Ｆ２代群体中的频率分布

Ｆｉｇ.２　 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｍｐｋｉｎ ｌｕｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｆ２

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

在这 ８ 个 ＩｎＤｅｌ 突变位点两端各取约 １５０ ｂｐ 碱基序

列ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 设计引物ꎬ开发 ＩｎＤｅｌ 分子标记对

应的引物(表 ２)ꎮ
２.３　 ＩｎＤｅｌ 标记对应引物的特异性和多态性分析

使用在突变位点两端开发的 ８ 对引物ꎬ分别以

Ｐ １(ＣＭＯ￣１)、Ｐ ２(ＣＭＯ￣９７)和 Ｆ１代为扩增模板ꎬ进行

ＲＣＲ 扩增及电泳检验ꎬ分析引物的有效性和多态

性ꎮ 检 测 结 果 如 图 ３ 所 示ꎬ Ｇ００５３１０、 Ｇ００５３５０、
Ｇ００５３８０、 Ｇ００５４９０、 Ｇ００５６７０、 Ｇ００５７７０ 和 Ｇ００５７９０
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分子标记对应的引物在母本、父本和 Ｆ１代中均能有

效地扩增出多态性条带ꎬ多态性比例为 ８７􀆰 ５％ꎮ 其

中分子标记 Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 对应引物的多态

性和 清 晰 度 最 好ꎮ 为 了 分 析 ＩｎＤｅｌ 分 子 标 记

Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 是否可用于筛选高叶黄素含量

和低叶黄素含量的材料ꎬ在 ２００ 个 Ｆ２代群体株系和

３６ 个高代(Ｆ８代)自交系材料中进行基因型检验ꎬ结
合叶黄素含量表型分析这 ２ 个分子标记的有效性ꎮ

表 １　 ＩｎＤｅｌ 突变位点信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＩｎＤｅｌ ｍｕｔａｔｉｏｎａｌ ｓｉｔｅｓ

ＩｎＤｅｌ 位点
差异片段
大小 (ｂｐ) ＣＭＯ￣１(Ｐ１)核苷酸序列　 　 　 　 　 　 　 ＣＭＯ￣９７(Ｐ２)核苷酸序列　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

ＩｎＤｅｌ￣５３１０ ８ ＡＴＡＴＡＡＧＧ Ａ

ＩｎＤｅｌ￣５３３０ ９ Ａ ＡＡＡＡＡＧＡＧＧ

ＩｎＤｅｌ￣５３５０ １１ ＡＡＡＡＣＴＣＡＡＣＣ Ａ

ＩｎＤｅｌ￣５３８０ １０ Ａ ＡＡＣＡＡＣＴＴＴＧ

ＩｎＤｅｌ￣５４９０ １０ ＣＧＴＴＡＧＡＣＴＡ Ｃ

ＩｎＤｅｌ￣５６７０ １９ ＣＴＡＧＴＣＴＣＡＣＧＴＴＡＧＧＧＴＴ Ｃ

ＩｎＤｅｌ￣５７７０ １１ ＡＴＡＴＡＴＡＴＴＴＴ Ａ

ＩｎＤｅｌ￣５７９０ １８ Ｔ ＴＡＡＡＣＡＣＡＣＡＧＴＡＴＴＧＧＧ

表 ２　 ＩｎＤｅｌ 标记信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＩｎＤｅｌ ｍａｒｋｅｒｓ

ＩｎＤｅｌ 标记 上下游引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 扩增长度
(ｂｐ)

Ｇ００５３１０ Ｆ:ＴＣＡＣＴＡＡＡＡＴＡＴＧＡＧＴＡＣＣＧＡＡＧＡ
Ｒ:ＧＧＣＴＧＣＣＣＡＴＧＡＡＴＧＴＣ

２２７

Ｇ００５３３０ Ｆ:ＡＴＴＡＡＣＣＧＴＴＧＡＧＡＣＴＡＴＴＴＣＣ
Ｒ:ＣＣＣＧＧＧＴＴＧＧＡＴＴＣＴＡＴ

２３５

Ｇ００５３５０ Ｆ:ＴＣＧＡＡＡＡＴＧＴＧＡＧＴＴＡＧＴＴＣＡＴ
Ｒ:ＴＴＴＣＡＧＧＴＣＴＡＣＴＴＧＧＡＴＡＧＴＧＴ

２１６

Ｇ００５３８０ Ｆ:ＡＡＴＴＣＡＧＡＣＴＴＴＧＣＡＧＡＣＡＡＴＡ
Ｒ:ＣＣＡＴＡＴＣＴＡＴＣＡＣＴＣＧＣＣＡＴ

２２７

Ｇ００５４９０ Ｆ:ＧＴＴＧＡＴＣＧＡＧＴＣＧＧＴＴＧＧ
Ｒ:ＴＴＴＡＴＴＴＣＣＴＴＣＴＣＡＴＴＴＧＣ

２６３

Ｇ００５６７０ Ｆ:ＧＡＡＴＴＡＧＡＴＡＡＴＡＴＧＡＡＴＧＧＧＴＣ
Ｒ:ＣＡＡＴＧＧＣＡＴＴＧＧＧＴＡＧＧ

１８０

Ｇ００５７７０ Ｆ:ＴＣＴＴＴＣＡＧＴＡＧＧＡＡＡＡＴＡＧＡＧＴＣ
Ｒ:ＡＴＴＴＡＴＧＣＡＣＡＴＴＴＣＡＡＧＣＴ

１８０

Ｇ００５７９０ Ｆ:ＴＧＧＡＡＣＴＴＴＡＴＡＧＡＧＧＴＡＡＧＣＡ
Ｒ:ＴＣＡＴＣＣＡＡＣＡＡＡＡＧＡＴＡＣＧＡ

２００

２.４　 Ｆ２代群体中的 ＩｎＤｅｌ 分子标记的基因型和表

型鉴定
　 　 在 ２００ 个 Ｆ２ 代群体中分别用 ＩｎＤｅｌ 分子标记

Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 对应的引物进行 ＰＣＲ 扩增和电

泳检测ꎮ 部分 Ｆ２代群体、Ｐ１、Ｐ２和 Ｆ１代中 ２ 个分子标

记的电泳检测结果如图 ４ａ 和图 ４ｂ 所示ꎮ Ｆ２代群体

中有 ＣＭＯ￣１(Ｐ１)、ＣＭＯ￣９７(Ｐ２)、Ｆ１代对应的 ３ 种带

型ꎬ其中 Ｐ１的带型(ＡＡ)对应果肉中叶黄素含量较

高ꎻＰ２的带型(ＢＢ)对应果肉中叶黄素含量较低ꎻＦ１代

的带型表示果肉中叶黄素含量偏向 Ｐ１的高叶黄素含

量(ＡＢ)ꎬ在 Ｆ２代群体中 ＩｎＤｅｌ 分子标记 Ｇ００５３１０ 和

Ｇ００５６７０ 对应的引物检测的基因带型结果一致(图
４ａ、４ｂ)ꎮ 对 Ｆ２ 代群体的基因型统计发现ꎬＰ１ 带型

(ＡＡ)多分布在高叶黄素含量的区域ꎬ在低叶黄素含

量区域分布较少ꎻＰ２带型(ＢＢ)多分布在低叶黄素含

量的区域ꎬ在高叶黄素含量区域分布较少ꎻ而 Ｆ１代带

型(ＡＢ)更多偏向于亲本 Ｐ１带型所分布区域(图 ４ｃ)ꎮ
Ｐ１带型(ＡＡ)的占比随叶黄素含量的升高先增加后减

少ꎬＰ２带型(ＢＢ)的占比整体上随叶黄素含量的降低

而增加ꎮ 综上ꎬＩｎＤｅｌ 分子标记 Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０
在较大概率上可有效筛选 Ｆ２代群体中高叶黄素含量

和低叶黄素含量的株系ꎬ且这 ２ 对引物在对 Ｆ２代群体

叶黄素含量鉴定方面表现出连锁性ꎮ
　 　 为 明 确 ２ 个 ＩｎＤｅｌ 分 子 标 记 Ｇ００５３１０ 和

Ｇ００５６７０ 在解释 Ｆ２代群体中叶黄素含量表型方面的

准确度ꎬ在 Ｆ２代群体中随机挑选 ２９ 个株系ꎬ进行基

因型和叶黄素含量表型的统计ꎮ 对比 Ｆ２代群体 ２９
个株系中 ２ 对引物鉴定的基因型结果 (表 ３) 与

ＨＰＬＣ 测定的叶黄素含量(表 ４)后发现ꎬ用这 ２ 对

引物鉴定的 ２９ 个单株基因型与 ＨＰＬＣ 测定数据的

表型基本一致ꎮ 在检测的 ２９ 株 Ｆ２代群体株系中ꎬ
除了编号为 １５４ 的株系ꎬ其余株系的基因型为 ＢＢ
时ꎬ叶黄素的含量与 Ｐ ２相近ꎬ基因型为 ＡＡ 或者 ＡＢ
时ꎬ叶黄素的含量明显高于 Ｐ ２ꎬ说明 ＩｎＤｅｌ 分子标记
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Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 在部分 Ｆ２代群体中ꎬ鉴定高叶

黄素含量和低叶黄素含量材料的准确度约为

９６􀆰 ６％ꎮ 综上所述ꎬ根据 ＩｎＤｅｌ 位点 ＩｎＤｅｌ￣５３１０ 和

ＩｎＤｅｌ￣５６７０ 设计的引物具有高度多态性ꎬ并与叶黄

素表型具有良好的基因型匹配性ꎬ可用于筛选高叶

黄素含量和低叶黄素含量的材料ꎮ

Ｐ１:ＣＭＯ￣１ꎻＰ２:ＣＭＯ￣９７ꎻＦ１:Ｆ１代单株ꎮ

图 ３　 ＩｎＤｅｌ 标记对应引物在亲本及 Ｆ１代中的特异性检验

Ｆｉｇ.３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ＩｎＤｅｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔａｌ ａｎｄ Ｆ１ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

Ｐ１:ＣＭＯ￣１ꎻＰ２:ＣＭＯ￣９７ꎻＦ１:Ｆ１代单株ꎻＦ２:Ｆ２代群体ꎮ ＡＡ:Ｐ１的带型ꎬ对应果肉中叶黄素含量较高ꎻＢＢ:Ｐ２的带型ꎬ对应果肉中叶黄素含量较

低ꎻＡＢ:Ｆ１代的带型表示果肉中叶黄素含量偏向 Ｐ１的高叶黄素含量ꎮ

图 ４　 在 Ｐ１、Ｐ２、Ｆ１代及部分 Ｆ２代群体中 ＩｎＤｅｌ 分子标记 Ｇ００５３１０(ａ)和 Ｇ００５６７０(ｂ)的鉴定电泳结果及其在 Ｆ２代群体中的鉴定统计结果(ｃ)

Ｆｉｇ.４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＩｎＤｅｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ Ｇ００５３１０(ａ) ａｎｄ Ｇ００５６７０(ｂ) ｉｎ Ｐ１ꎬ Ｐ２ꎬ Ｆ１ ａｎｄ ｓｏｍｅ Ｆ２ ｐｏｐｕｌａ￣

ｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｉｎ ａｌｌ Ｆ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ (ｃ)

表 ３　 ＩｎＤｅｌ 分子标记 Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 在 Ｐ１、Ｐ２、Ｆ１代及 Ｆ２代随机群体中带型分布

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｂａｎｄｉｎｇ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＩｎＤｅｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ Ｇ００５３１０ ａｎｄ Ｇ００５６７０ ｉｎ ｒａｎｄｏｍ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｐ１ꎬ Ｐ２ꎬ Ｆ１ ａｎｄ Ｆ２

株系
编号

基因型(分子
标记 Ｇ００５３１０)

基因型(分子
标记 Ｇ００５６７０)

株系
编号

基因型(分子
标记 Ｇ００５３１０)

基因型(分子
标记 Ｇ００５６７０)

株系
编号

基因型(分子
标记 Ｇ００５３１０)

基因型(分子
标记 Ｇ００５６７０)

Ｐ１ ＡＡ ＡＡ ５９ ＢＢ ＢＢ ２５０ ＡＢ ＡＢ
Ｐ２ ＢＢ ＢＢ ８２ ＢＢ ＢＢ ２６９ ＢＢ ＢＢ
Ｆ１ ＡＢ ＡＢ ９０ ＡＡ ＡＡ ２９２ ＡＡ ＡＡ

１ ＡＢ ＡＢ ９２ ＡＢ ＡＢ ３０７ ＡＢ ＡＢ

８ ＡＢ ＡＢ １２７ ＡＢ ＡＢ ３１５ ＡＢ ＡＢ

２５ ＡＡ ＡＡ １４５ ＢＢ ＢＢ ３３１ ＡＢ ＡＢ

２６ ＢＢ ＢＢ １５４ ＢＢ ＢＢ ３３２ ＡＢ ＡＢ

３０ ＡＡ ＡＡ １７５ ＡＢ ＡＢ ３３４ ＡＢ ＡＢ

３６ ＢＢ ＢＢ ２２０ ＡＢ ＡＢ ３４７ ＡＢ ＡＢ

５１ ＡＡ ＡＡ ２３１ ＢＢ ＢＢ ３６２ ＡＢ ＡＢ

５８ ＡＢ ＡＢ ２４４ ＡＡ ＡＡ
ＡＡ:扩增后电泳条带与 Ｐ１相同的带型ꎻＢＢ:扩增后电泳条带与 Ｐ２相同的带型ꎻＡＢ:扩增后电泳条带同时具有 Ｐ１和 Ｐ２的带型ꎮ

３５３徐颖超等:南瓜叶黄素基因紧密连锁的 ＩｎＤｅｌ 分子标记开发及应用



表 ４　 Ｐ１、Ｐ２、Ｆ１代及 Ｆ２代随机群体的叶黄素含量

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｌｕｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｐ１ꎬ Ｐ２ꎬ Ｆ１ ａｎｄ Ｆ２ ｒａｎｄｏｍ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

株系
编号

叶黄素含量
(μｇ / ｇꎬＤＷ)

株系
编号

叶黄素含量
(μｇ / ｇꎬＤＷ)

株系
编号

叶黄素含量
(μｇ / ｇꎬＤＷ)

Ｐ１ ４３３.６８ ５９ ７７.１５ ２５０ １６７.８５

Ｐ２ １５６.４２ ８２ ９２.５６ ２６９ １３４.８２

Ｆ１ ３７２.０２ ９０ ２５９.１０ ２９２ ２１９.５４

１ ２３０.５９ ９２ ３５２.４９ ３０７ ２７１.４５

８ １９７.１３ １２７ ２５０.２０ ３１５ ３９１.６９

２５ ２６２.７７ １４５ １３７.９３ ３３１ ３８７.９０

２６ １０３.４４ １５４ ２４８.５９ ３３２ ５０６.５３

３０ ２２３.６３ １７５ ３１０.３４ ３３４ ２１２.５８

３６ １４６.０５ ２２０ ７１２.７３ ３４７ ３６１.１６

５１ ４１５.８７ ２３１ １８０.７３ ３６２ ２２４.７０

５８ ２８７.３６ ２４４ ３６１.３７

２.５　 ＩｎＤｅｌ 标记在南瓜高代(Ｆ８代)自交系材料中

的表型和基因型的鉴定
　 　 为进一步验证 ＩｎＤｅｌ 分子标记可筛选高叶黄素

含量和低叶黄素含量的材料ꎬ用 ＩｎＤｅｌ 标记 Ｇ００５３１０
和 Ｇ００５６７０ 对应的引物对 ３６ 个南瓜高代(Ｆ８代)自交

系材料进行叶黄素基因型的鉴定ꎮ 图 ５ａ 和图 ５ｂ 分

别为 ＩｎＤｅｌ 分子标记 Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 对应引物在

Ｐ１、Ｐ２、Ｆ１代和 ３６ 个南瓜高代(Ｆ８代)自交系材料的鉴

定带型ꎮ 在鉴定的 ３６ 个南瓜高代(Ｆ８代)自交系材料

中 ＩｎＤｅｌ 分子标记 Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 表现出相同的

基因带型(图 ５)ꎮ 对这 ２ 对分子标记鉴定的基因型

结果与 ＨＰＬＣ 测定的叶黄素含量表型数据进行分析

发现ꎬ除编号为Ｎ２４的株系ꎬ其余南瓜高代(Ｆ８代)自交

系材料的基因型为 ＡＡ 时ꎬ叶黄素含量与高叶黄素含

量亲本(Ｐ１)接近ꎬ当基因型为 ＢＢ 时ꎬ叶黄素含量与

低叶黄素含量亲本(Ｐ２)接近(表 ５)ꎬ说明 ＩｎＤｅｌ 分子

标记 Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 在 ３６ 个南瓜高代自交系

中ꎬ鉴定高叶黄素含量和低叶黄素含量材料的准确度

约为 ９７􀆰 ２％ꎮ 以上试验结果说明ꎬ本研究利用 ＩｎＤｅｌ
分子标记 Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 开发的引物多态性强、
连锁度高、叶黄素含量表型解释度高ꎬ可有效区分高

叶黄素含量和低叶黄素含量的材料ꎮ

Ｐ１:ＣＭＯ￣１ꎻＰ２:ＣＭＯ￣９７ꎻＦ１:Ｆ１代单株ꎻＦ２:Ｆ２代群体ꎮ Ｎｎ表示株系编号ꎮ

图 ５　 ＩｎＤｅｌ 分子标记 Ｇ００５３１０(ａ)和 Ｇ００５６７０(ｂ)在部分南瓜高代(Ｆ８代)重组自交系材料中的凝胶图像

Ｆｉｇ.５　 Ｇｅｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＩｎＤｅｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ Ｇ００５３１０ (ａ) ａｎｄ Ｇ００５６７０ (ｂ) ｉｎ ｓｏｍｅ ｐｕｍｐｋｉｎ ｈｉｇｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｅｌｆ￣ｒｅｐｒｏｄｕ￣
ｃｉｎｇ (Ｆ８) ｌｉｎｅｓ

２.６　 ＩｎＤｅｌ 标记在南瓜叶黄素含量相关的近等基因

系群体中创制高叶黄素含量材料的应用

　 　 针对 ＩｎＤｅｌ 位点 ＩｎＤｅｌ￣５３１０ 和 ＩｎＤｅｌ￣５６７０ 开发

的分子标记可用于以高叶黄素含量材料 ＣＭＯ￣１
(Ｐ １)和低叶黄素含量材料 ＣＭＯ￣９７(Ｐ ２)作为供体亲

本和轮回亲本近等基因系的构建ꎮ ＩｎＤｅｌ 分子标记

Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 均可将 ＢＣ５Ｆ１群体分成 ２ 种基

因型ꎬ一种是与低叶黄素含量亲本材料 ＣＭＯ￣９７
(Ｐ ２)相同的基因型 ＢＢꎬ一种是同时有高叶黄素含

量亲本材料 ＣＭＯ￣１(Ｐ １)和低叶黄素含量亲本材料

ＣＭＯ￣９７(Ｐ ２)的基因型 ＡＢꎮ 后续将以这 ２ 个分子标

记均鉴定到基因型为 ＡＢ 的材料进行轮回亲本

(ＣＭＯ￣９７ 背景)鉴定ꎮ 选择同时满足轮回亲本背景

及高叶黄素含量前景的 ４ 株材料ꎬ继续进行 ＢＣ５Ｆ２

的群体构建ꎮ 分别收取供体亲本 ＣＭＯ￣１(Ｐ １)、轮回

亲本 ＣＭＯ￣９７(Ｐ ２)及近等基因系 ＢＣ５Ｆ１的果实进行

叶黄素含量测定ꎬ如表 ６ 所示ꎬＢＣ５Ｆ１的 ４ 个果实的

叶黄素含量均高于低叶黄素含量亲本 ＣＭＯ￣９７(Ｐ２)ꎬ

４５３ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２４ 年 第 ４０ 卷 第 ２ 期



表 ５　 ＩｎＤｅｌ 分子标记 Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 在 ３６ 份南瓜高代自交系

材料中的鉴定与高效液相色谱(ＨＰＬＣ)测定结果对比

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ Ｇ００５３１０ ａｎｄ Ｇ００５６７０
ｉｎ ３６ ｐｕｍｐｋｉｎ ｈｉｇｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ (ＨＰＬＣ)

材料编号
叶黄素含量
(μｇ / ｇꎬＤＷ)

基因型

分子标记
Ｇ００５３１０

分子标记
Ｇ００５６７０

Ｎ３ ５５２.１７±１４.４９ ＡＡ ＡＡ
Ｎ１２ ７９８.３９±６.６４ ＡＡ ＡＡ
Ｎ１７ ９６.５５±７.０７ ＢＢ ＢＢ
Ｎ１９ ７１１.４６±２８.４２ ＡＡ ＡＡ
Ｎ２０ １８１.６９±２１.１４ ＢＢ ＢＢ
Ｎ２１ ８７６.９９±１５.３４ ＡＡ ＡＡ
Ｎ２２ ８５６.０６±３０.４１ ＡＡ ＡＡ
Ｎ２４ ５４５.５５±２８.２８ ＢＢ ＢＢ
Ｎ３２ １４３.５４±１３.２３ ＢＢ ＢＢ
Ｎ３３ １４６.０６±６.４３ ＢＢ ＢＢ
Ｎ３４ ２１３.２９±１４.３４ ＢＢ ＢＢ
Ｎ３５ １５０.５９±２１.２２ ＢＢ ＢＢ
Ｎ３６ ５６３.６２±１６.５５ ＡＡ ＡＡ
Ｎ４０ ６５４.０７±２８.９２ ＡＡ ＡＡ
Ｎ４１ １１８.３３±７.３１ ＢＢ ＢＢ
Ｎ４３ ６６１.８２±２１.１３ ＡＡ ＡＡ
Ｎ４４ ６２６.１３±４２.３７ ＡＡ ＡＡ
Ｎ５３ １９４.３４±２１.４５ ＢＢ ＢＢ
Ｎ５６ １６４.８６±１２.３２ ＢＢ ＢＢ
Ｎ６０ ２０１.９５±７.６４ ＢＢ ＢＢ
Ｎ６８ ６２８.２７±２１.４６ ＡＡ ＡＡ
Ｎ６９ １８０.２８±１６.６６ ＢＢ ＢＢ
Ｎ７３ ６６７.５９±８.４８ ＡＡ ＡＡ
Ｎ８１ ２０４.１８±４.９５ ＢＢ ＢＢ
Ｎ８４ ５７３.６８±１４.５９ ＡＡ ＡＡ
Ｎ８５ １４４.２７±１３.７８ ＢＢ ＢＢ
Ｎ８７ １３０.８７±１１.９７ ＢＢ ＢＢ
Ｎ９４ ７９０.７９±１４.０２ ＡＡ ＡＡ
Ｎ９５ １７０.２９±３.５３ ＢＢ ＢＢ
Ｎ１０２ １２８.２１±１５.４１ ＢＢ ＢＢ
Ｎ１０６ ６３５.５５±３７.６９ ＡＡ ＡＡ
Ｎ１０７ １５１.８９±１１.３２ ＢＢ ＢＢ
Ｎ１０９ １８７.３９±６.１５ ＢＢ ＢＢ
Ｎ１１０ １７２.７３±１３.９３ ＢＢ ＢＢ
Ｎ１１３ １９５.４７±１０.３３ ＢＢ ＢＢ
Ｎ１１８ ５５３.４７±１９.０９ ＡＡ ＡＡ
Ｐ１ ４３３.６８±２３.５８ ＡＡ ＡＡ
Ｐ２ １５６.４２±１０.２７ ＢＢ ＢＢ
Ｆ１ ３７２.０２±１５.１９ ＡＢ ＡＢ

Ｐ１:ＣＭＯ￣１ꎻＰ２:ＣＭＯ￣９７ꎻＦ１:Ｆ１代群体ꎻＦ２:Ｆ２代群体ꎮ ＡＡ:扩增后电
泳条带与 Ｐ１相同的带型ꎻＢＢ:扩增后电泳条带与 Ｐ２ 相同的带型ꎬ
ＡＢ:扩增后电泳条带同时具有 Ｐ１和 Ｐ２的带型ꎮ

值得注意的是ꎬＢＣ５Ｆ１中最高叶黄素含量的果实叶

黄素含量约是低叶黄素含量亲本(ＣＭＯ￣９７)果实叶

黄素含量的 ２.８ 倍ꎬ且 ＢＣ５Ｆ１叶黄素含量最高的果实

叶黄素含量约占高叶黄素含量亲本果实叶黄素含量

的 ９６％ꎬ接近高叶黄素含量亲本果实的叶黄素含

量ꎮ 说明本研究开发的与叶黄素含量相关的 ＩｎＤｅｌ
分子标记 Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 能够成功筛选及创

制高叶黄素含量的南瓜种质ꎮ

表 ６ 　 ＩｎＤｅｌ 分子标记 Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 筛选 ＣＭＯ￣１ ( Ｐ１ )、
ＣＭＯ￣９７(Ｐ２)及 ４ 个 ＢＣ５Ｆ１材料的基因型及叶黄素含量

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｌｕｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＣＭＯ￣
１ (Ｐ１)ꎬ ＣＭＯ￣９７ (Ｐ２) ａｎｄ ｆｏｕｒ ＢＣ５Ｆ１ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｍａｔｅ￣
ｒｉａｌｓ ｂｙ ＩｎＤｅｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ Ｇ００５３１０ ａｎｄ Ｇ００５６７０

材料编号
叶黄素含量
(μｇ / ｇꎬＤＷ)

分子标记鉴定

Ｇ００５３１０ Ｇ００５６７０

ＢＣ５Ｆ１ ￣１ ４３７.９２ ＡＢ ＡＢ

ＢＣ５Ｆ１ ￣２ ３９６.３７ ＡＢ ＡＢ

ＢＣ５Ｆ１ ￣３ ４４５.５８ ＡＢ ＡＢ

ＢＣ５Ｆ１ ￣４ ４２５.６７ ＡＢ ＡＢ

ＣＭＯ￣１(Ｐ１) ４６４.２３ ＡＡ ＡＡ

ＣＭＯ￣９７(Ｐ２) １５７.５３ ＢＢ ＢＢ
ＡＡ:扩增后电泳条带与 Ｐ１相同的带型ꎻＢＢ:扩增后电泳条带与 Ｐ２相
同的带型ꎬ ＡＢ:扩增后电泳条带同时具有 Ｐ１和 Ｐ２的带型ꎮ

３　 讨 论

本研究对以中国南瓜叶黄素极端含量株系

ＣＭＯ￣１ 和 ＣＭＯ￣９７ 为亲本构建的 Ｆ２代群体进行了

叶黄素含量的 ＱＴＬ 定位[３１]ꎬ利用中国南瓜基因组

序列信息与两亲本的深度重测序数据ꎬ在最高表型

解释概率位点的两侧翼分子标记 Ｒ２＿５５８１９ 和 Ｒ１＿
３８６９５ 之间ꎬ在两亲本中共找到 ８ 个碱基数目相差

５~２５ ｂｐ 的 ＩｎＤｅｌ 突变位点ꎬ选取该位点两端各 １５０
ｂｐ 设计引物ꎬ在设计的 ８ 对引物中ꎬ有 ７ 对引物能

扩增出清晰的多态性条带ꎬ多态性比例为 ８７􀆰 ５％ꎬ
高于孟霖等[３３] 报道的 ２３. ５％ꎬ这主要由于开发的

ＩｎＤｅｌ 标记总数少ꎬ选择的突变位点位于最高解释概

率位点的两侧翼ꎬ与叶黄素含量紧密连锁ꎬ因此得到

较高的多态性结果ꎮ 李斯更等[３４] 在黄瓜中开发了

ＩｎＤｅｌ 分子标记对其进行种质资源鉴定和遗传育种

分析ꎮ 张圣平等[３５] 基于黄瓜果实的苦味与不苦 ２
个亲本品种的重测序数据ꎬ开发了 １ 对 ＩｎＤｅｌ 分子

标记ꎬ该标记与苦味基因 Ｂｔ 连锁ꎬ可应用于黄瓜材
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料的苦味检测ꎬ检测正确率为 ９４􀆰 ８％ꎮ 本研究开发

与南瓜果肉叶黄素含量紧密相关的 ＩｎＤｅｌ 位点 Ｉｎ￣
Ｄｅｌ￣５３１０ 和 ＩｎＤｅｌ￣５６７０ꎬ鉴定 Ｆ２代群体高叶黄素含

量和低叶黄素含量材料的准确度约为 ９６􀆰 ６％ꎬ鉴定

多代(Ｆ８代)重组自交系高叶黄素含量和低叶黄素

含量的正确率均为 ９７􀆰 ２％ꎮ
ＩｎＤｅｌ 分子标记除了用于鉴定不同种质资源外ꎬ

还可以进行种质资源创制ꎮ 周艳朝等[３６] 以醋栗番

茄 ＬＡ２０９３ 为供体亲本ꎬ栽培番茄 Ｊｉｎａ 为受体亲本ꎬ
结合 ＩｎＤｅｌ 分子标记ꎬ构建了与开花相关的 ＢＣ３Ｆ１群

体材料ꎮ 邓磊等[３７] 在玉米中利用 ＩｎＤｅｌ 分子标记

(ＺｍＭＡＴＥ１、ＺｍＭＡＴＥ２、ＭａｔｅＦ２ 和 ＡＬＭＴ９３４９６)进行

耐铝主效基因选择及鉴定ꎬ筛选出稳定耐铝的玉米

种质ꎮ 程朝平等[３８]将在 ｄｅｐ１ 外显子上设计的 ＩｎＤｅｌ
分子标记用于在回交群体(ＢＣ１Ｆ１和 ＢＣ２Ｆ１)中筛选

ｄｅｐ１ 基因的纯合株系ꎬ创制了直立型密穗水稻ꎮ 郭

广君等[３９]开发了 ３ 个与辣椒抗黄瓜花叶病毒抗性

基因 ｑＣｍｒ２.１ 紧密连锁的分子标记ꎬ创制了抗黄瓜

花叶病毒的种质资源ꎮ 本研究利用 ＩｎＤｅｌ 位点 Ｉｎ￣
Ｄｅｌ￣５３１０ 和 ＩｎＤｅｌ￣５６７０ 开发的分子标记 Ｇ００５３１０ 和

Ｇ００５６７０ 筛选经过多代回交的叶黄素含量最高的材

料ꎬＢＣ５Ｆ１果实中最高的叶黄素含量约是低叶黄素

含量亲本(ＣＭＯ￣９７)果实的 ２􀆰 ８ 倍ꎬ且 ＢＣ５Ｆ１叶黄素

含量最高的果实中的叶黄素含量约占高叶黄素含量

亲本果实的 ９６％ꎬ十分接近ꎮ 以上结果表明ꎬ本研

究开发的 ＩｎＤｅｌ 分子标记 Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 可应

用于创制高叶黄素含量的南瓜种质资源ꎮ
近年来ꎬ国内外在瓜类中通过正向遗传分析获

得了少数类胡萝卜素合成途径的酶基因和与贮藏相

关的基因ꎮ 在黄瓜果肉中ꎬβ￣胡萝卜素受类胡萝卜

素羟化酶基因 ＣｓａＢＣＨ１ 控制[４０]ꎮ 在甜瓜中ꎬ利用

重组自交系(Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅｓꎬＲＩＬ)获得白

果肉的主效 ＱＴＬ 位点及其候选基因 ＣｍＰＰＲ１[４１￣４２]ꎮ
在玉米中ꎬ通过类胡萝卜素合成相关基因的 ＩｎＤｅｌ
功能标记ꎬ验证了番茄红素合成相关基因在类胡萝

卜素合成途径中的重要作用[４３]ꎮ 周莉[４４] 在橘色甜

瓜果肉和白绿色甜瓜果肉 β￣胡萝卜素含量测定和

类胡萝卜素裂解相关基因表达检测中发现ꎬ类胡萝

卜素裂解双加氧酶基因(ＣｍＣＣＤ１)在橘色果肉甜瓜

中的表达高于白绿色果肉甜瓜ꎬ此外ꎬ赵军林等[４５]

发现 ＰＤＳ 和 ＬＣＹ￣ｂ 也参与甜瓜的类胡萝卜素代谢

调控ꎮ 葫芦和野生西瓜中 ＰＳＹ 和 β￣胡萝卜素脱氢

酶(ＺＤＳ)参与类胡萝卜素裂解通路ꎬ最终促进嫁接

果实中番茄红素的积累[４６]ꎮ Ｌｕｏ 等[４７] 通过测定与

类胡萝卜素裂解通路相关的基因在印度南瓜不同发

育时期的表达情况ꎬ发现叶黄素和 β￣胡萝卜素含量

与 ＬＣＹ￣ｅ 和 β￣胡萝卜素水解酶基因(ＣＨＹｂ)表达密

切相关ꎮ 本研究前期通过高叶黄素含量亲本 ＣＭＯ￣
１ 与低叶黄素含量亲本 ＣＭＯ￣９７ 杂交构建 Ｆ２ 代群

体ꎬ在 Ｆ２代群体中对叶黄素含量进行 ＱＴＬ 分析ꎬ在
１７ 号染色体上定位到与叶黄素含量紧密相关的

ＱＴＬ 位点 ｑｌｕｔ１１￣ａꎬ对该位点开发的 ＩｎＤｅｌ 分子标记

Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 可有效区分高叶黄素含量和低

叶黄素含量的南瓜材料ꎬ在本研究的基础上ꎬ通过构

建近等基因系群体ꎬ对叶黄素含量相关的 ＱＴＬ 位点

进行精细定位ꎬ并挖掘相关基因ꎬ将成为未来研究的

一个重点方向ꎮ
综上ꎬ本研究基于前期 Ｆ２代群体中叶黄素含量

ＱＴＬ 定位结果ꎬ对定位区间开展进一步的研究ꎮ 具

体来说ꎬ我们开发了分子标记来进一步明确 ＱＴＬ 定

位区间ꎬ并验证了这个区间的有效性ꎮ 首先ꎬ根据南

瓜基因组序列及亲本深度重测序信息ꎬ在最高解释

概率位点的两侧翼分子标记 Ｒ１＿３８６９５ 和 Ｒ２＿５５８１９
之间开发了 ８ 对 ＩｎＤｅｌ 引物ꎬ在 Ｐ １、Ｐ ２和 Ｆ１代中对 ８
对 ＩｎＤｅｌ 引物进行了特异性及多态性分析ꎬ明确了

ＩｎＤｅｌ 分子标记 Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 对应引物的多

态性和清晰度最好ꎮ 然后ꎬ用这 ２ 个分子标记对 Ｆ２

代群体株系及部分高代(Ｆ８代)重组自交系材料进

行基因型分析ꎬ结合叶黄素含量表型数据ꎬ证明这 ２
个分子标记可以有效区分高叶黄素含量和低叶黄素

含量材料ꎮ 最后ꎬ在与叶黄素含量相关的近等基因

系的构建中ꎬ证实了这 ２ 个分子标记可用于创制高

叶黄素含量的南瓜材料ꎮ 因此ꎬ本研究开发的

Ｇ００５３１０ 和 Ｇ００５６７０ 是与叶黄素含量紧密连锁的

ＩｎＤｅｌ 分子标记ꎬ可有效地应用于高叶黄素含量和低

叶黄素含量材料的筛选和高叶黄素含量材料的创

制ꎬ可为南瓜中叶黄素含量的分子标记辅助育种提

供理论基础和技术支撑ꎮ
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