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葡萄无核基因的 SCAR 标记及 Southern blot 分析
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　　 [摘　要 ] 　根据无核基因特异RA PD 标记的序列进行分析, 合成 1 对特异引物 P 1+ P3 (序列分别是 P 1: 5′

CTC A TC T TC T T G A T G GT G A T 3′; P3: 5′AA G T GA A GA A CA TCA T TA A GA A C 3′) , 对 30 个葡萄材

料进行 PCR 扩增, 成功地将RA PD 标记转换成 SCA R 标记。并对含有该标记序列的重组质粒进行H ind Ë 和S p e

É 双酶切, 获得的 310 bp 片段回收后制成探测葡萄无核基因存在与否的杂交探针, 成功地对 7 个葡萄品种进行

Southern b lo t 分析, 实现了分子标记检测葡萄无核基因的目的。
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　　王跃进等[1 ]利用 RA PD 技术获得了葡萄无核

基因的约 590 bp 特异标记, 该标记具有探测葡萄无

核基因存在与否的特异功能, 已在国外的一部分无

核品种、杂交育种的材料和一部分来源未明的无核

材料中得到证实。近期, 又在所收集到的中国栽培

无核品种和几个杂交组合中得以验证, 从而证明该

特异标记不仅在国外品种和育种材料特异扩增产

生, 而且在中国的无核品种和育种材料中也特异扩

增产生, 以它的出现与否准确地区分了葡萄果实的

有核与无核性状, 实践上证明了该特异标记具有广

泛的普适性和通用性。本研究通过对该片段的序列

分析, 设计合成两对 PCR 特异引物, 将该标记转换

为单一位点出现与否的 SCA R 标记, 同时进行了酶

切位点分析, 制备了无核杂交探针, 对 7 个葡萄品

种进行了 Sou thern b lo t 分析, 用以探测葡萄基因组

中是否含有无核基因, 从而实现用分子标记快速准

确地检测葡萄无核品种的目的。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　葡萄材料　21 个葡萄无核品种: 香无核、大粒

无核白、无核紫、长穗无核白、普西那、乌霞勒那

赛里、无核白、美丽无核、大粒无核红、京紫晶、红

光无核、黎明无核、艾买那、康耐尔、底来特、波

尔来特、汤姆逊无核、波法尔、粉红无核、京早晶

和赫姆诺德, 以 9 个有核品种为对照: 瑞比尔、喀

什哈尔、红地球、圣诞玫瑰、藤稔、红木那格、新

葡一号、黑大粒和红富士。

生化试验　DNA 探针标记试验盒 D IG2
L ab ling k it 购自 P rom ega 公司, dN T P s、T aq DNA

聚合酶、限制性内切酶和其他生化试剂购自北京经

科化学试剂经营公司。

1. 2　方　法

DNA 提取和杂交操作　葡萄基因组DNA 提

取参考文献 [ 2 ] 进行, 杂交探针制备按试剂盒说明

书进行, 杂交膜制备和杂交操作参见文献 [ 3 ] 进行。

特异 PCR 引物　依据测序结果[1 ]和引物设计

原则[4 ]设计引物。P 1: 5′CTC A TC T TC T T G A T G

GT G A T 3′(20 bp ) ; P 3: 5′AA G T GA A GA A CA

TCA T TA A GA A C 3′(23 bp )。其中 P 1 为正向引

物, P 3 为反向引物。

PCR 扩增反应　PCR 反应总体积为 25 ΛL , 包

括 10×buffer (500 mmo löL KC l, 100 mmo löL T ris2
HC l, pH 9. 0, 质量分数 1% T riton×100) 25 ΛL ,

25 mmo löL M gC l2 0. 5 ΛL , 2. 5 mmo löL dN T P s 2.

5 ΛL , 5 Λmo lö(m in·ΛL ) T aq 酶 0. 2 ΛL , 双引物

(4 Λmo löL )各 1 ΛL , 模板DNA 30 ng, 以 ddH 2O 补

足 25 ΛL。混匀后在 PE2400 型 PCR 仪上进行反应,

反应条件为 94 ℃预变性 5 m in, 设置不同的退火温

度 (51, 53, 55, 57 ℃) , 时间 30 s, 72 ℃ 90 s, 共
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35 个循环, 72 ℃再延伸 10 m in, 停止于 4 ℃, 在质

量分数 1. 4% 琼脂糖 (加有 0. 5 ΛgömL EB ) 凝胶

上分离 PCR 产物, 并观察照相。

2　结果与分析

2. 1　SCA R 标记的获得

　　用 P 1 + P 3 引物对所有供试材料进行 PCR 扩

增, 其扩增结果见图 1, 表 1, P 1+ P 3 引物扩增产生

的单一条带准确地区别了葡萄有核与无核品种, 无

核品种在约 500 bp 位置处有 1 条带, 而有核品种在

该处都没有, 表明由RA PD 标记转换为 SCA R 标记

是成功的。

图 1　P1+ P3 引物扩增葡萄品种的结果

1. PCR M arker (1 543, 994, 695, 515, 377, 237 bp) ; 2. 瑞比尔 (有核) ; 3. 红地球 (有核) ; 4. 圣诞玫瑰 (有核) ; 5. 无核白 (无核) ;

6. 大粒无核白 (无核) ; 7. 长穗无核白 (无核) ; 8. 汤姆逊无核 (无核) ; 9. 波尔来特 (无核) ; 10. 波法尔 (无核) ; 11. 红光无核 (无核)

F ig. 1　T he DNA p rofiles of grape cu lt ivars using the P1+ P 3 p rim er

1. PCR M arker; 2. R ib ier ( seeded) ; 3. Red Globe (seeded) ; 4. Ch ristm as Ro se (seeded) ; 5. Su ltan ina (seedless) ;

6. B ig2berry Su ltan ina (seedless) ; 7. L ong2bunch Su ltan ina (seedless) ; 8. T homp son seedless ( seedless) ;

9. Perlette ( seedless) ; 10. Bofer ( seedless) ; 11. F lam e seedless ( seedless)

表 1　SCA R M arker 标记在葡萄品种中的表现

T able 1　T he resu lts of the SCA R m arker in the grape cu lt ivars

品种
Cultivars

有核ö无核
Seededöseedless

SCA R 标记
SCA R m arker

品种
Cultivars

有核ö无核
Seededöseedless

SCA R 标记
SCA R m arker

香无核
X iangw uhe

无核
Seedless

+ 黎明无核
D aw n seedless

无核
Seedless

+

大粒无核白
B ig2berry su ltan ina

无核
Seedless

+ 艾买那
A im aina

无核
Seedless

+

瑞比尔
R ib ier

有核
Seeded - 康耐尔

Canner
无核

Seedless +

无核紫
B lack monukka

无核
Seedless + 底来特

D eligh t
无核

Seedless +

长穗无核白
L ong2bunch
su ltan ina

无核
Seedless + 圣诞玫瑰

Ch ristm as ro se
有核

Seeded -

普西那
Puxina

无核
Seedless + 波尔来特 (百乐)

Perlette
无核

seedless +

乌霞勒那赛里
W uxialenasaili

无核
Seedless

+ 汤姆逊无核
T homp son seedless

无核
Seedless

+

喀什哈尔
Kash ihar

有核
Seeded

- 波法尔
Bofer

无核
Seedless

+

无核白
Sultan ina

无核
Seedless

+ 藤稔
Fujim ino ri

有核
seeded

-

红地球
Red globe

有核
Seeded

- 粉红无核
B lush seedless

无核
Seedless

+

美丽无核
Beau ty seedless

无核
Seedless

+ 京早晶
J ingzao jing

无核
Seedless

+

大粒无核红
D aliw uhehong

无核
Seedless

+ 红木那格
Hongm unage

有核
Seeded

-

京紫晶
J ingzijing

无核
Seedless

+ 赫姆诺德
H im rod

无核
Seedless

+

红光无核
F lam e seedless

无核
Seedless

+ 新葡一号
X inpu 1

有核
Seeded

-

黑大粒
Exo tie

有核
Seeded

- 红富士
Beni Fu ji

有核
Seeded

-
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2. 2　Sou thern b lo t 分析

2. 2. 1　杂交探针的制备　对葡萄无核基因RA PD

标记片段序列酶切位点分析发现, 有 S p e É 和

H ind Ë 的单一切点, 用这两种酶处理含有RA PD

标记片段的质粒, 切下 310 bp 片段 (图 2) , 经回收、

纯化后, 溶于 20 ΛL T E (pH 8. 0) 中, 取 2 ΛL 电

泳测浓度后将其余的制成探针。

2. 2. 2　Sou thern 杂交　取无核白、红地球等 7 个

供试材料基因组 DNA 10～ 20 Λg, 经 S p e É 和

H ind Ë 双酶切、电泳、印迹、杂交和显色后, 得到

杂交结果 (图 3)。由图 3 可见, 无核品种 (L ane 5,

6, 7) 经杂交后均显示有 1 条 310 bp 的杂交带, 与

重组质粒经双酶切处理后 (L ane 1) 切下的片段大小

一致, 而对照有核品种 (L ane 2, 3, 4) 在相同位置

没有杂交带显示。杂交结果表明, 与葡萄无核基因

相连锁的分子标记是以单拷贝存在的, 这为今后利

用该标记克隆葡萄无核基因奠定了良好的基础。

图 2　重组质粒的双酶切结果

1, 2. 重组质粒; M. PCR m arker

F ig. 2　 Iden tificat ion of

recom binan t p lasm id digested

w ith H ind Ë and S p eÉ
1, 2. R ecom binan t p lasm id; M. PCR m arker

　

　

图 3　葡萄品种的 Southern b lo t 分析

CK. 重组质粒öH ind Ë + S p eÉ ; 1. 无核白; 2. 红地球;

3. 新葡一号; 4. 黑大粒; 5. 波尔来特; 6. 红光无核; 7. 波法尔

F ig. 3　Southern b lo t analysis of som e grape cu lt ivars

CK. Recom binan t p lasm idöH ind Ë + S p eÉ ;

1. Su ltan ina; 2. Red Globe; 3. X inpu 1; 4. Exo tie;

5. Perlette; 6. F lam e seedless; 7. Bofer

　

3　讨　论

葡萄无核育种一直是葡萄育种的重要方面[5 ]。

传统的无核育种和品种鉴定只有等植株结果后根据

果实的有核与无核表现情况才能做出选择和判断,

因而育种效率较低, 育种年限长。DNA 分子标记技

术的发展使无核葡萄育种效率的提高成为现实。目

前, 已有许多学者利用分子标记技术在葡萄无核育

种上进行了有益的探索[6～ 10 ]。王跃进等[1 ] 利用

RA PD 标记技术成功地获得了检测葡萄无核基因

存在与否的寡核苷酸序列, 该序列具有准确检测葡

萄果实有核与无核性状的特异功能, 是葡萄无核育

种中分子标记技术成功应用的范例, 也是葡萄无核

育种方法的重大突破。

本研究在对 18 bp 特异引物扩增产生的约 590

bp 特异无核标记片段进行测序的基础上, 设计合成

了两对引物, 将无核标记转换为约 500 bp SCA R 标

记。由于 SCA R 标记的引物比RA PD 的引物长 10

多个碱基, 且为双引物, 其退火温度可以提高到

50～ 60 ℃ (本研究采用 50 ℃) , 其不稳定的因素就

可克服。通过对与葡萄无核基因相连锁的RA PD 标

记转换为仅扩增 1 条带的 SCA R 标记, 也证实了

SCA R 标记所具有的优越性。而且, 通过利用已报道

的葡萄基因组DNA 快速提取技术[2 ] , 以及本研究

将葡萄无核基因相连锁的 RA PD 标记转换为

SCA R 标记和扩增产物检测技术的实用化, 完成了

一套葡萄无核基因育种的分子标记辅助选择选编。

利用该技术系统仅 1～ 2 个操作熟练的人员, 在 1～

2 h 内即可检测大量的育种材料。因而, 本研究所建

立的葡萄无核育种分子标记辅助选择技术具有简

单、迅速、实用与费用低等优点, 完全可以在葡萄

无核育种中应用。Sou thern b lo t 分析结果表明, 该
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葡萄无核基因分子标记在基因组中是以单拷贝存在

的, 为今后利用定位克隆技术分离无核基因打下了

良好的基础。
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SCA R m arker linked to seed less genes in grapes

and sou thern b lo t ana lysis

YANG Y ing- jun 1, W ANG Y ue- j in 13 , ZHOU Peng2, W ANG X i-p ing1, ZHANG J ian -x ia1

(1 Colleg e of H orticu ltu re, N orthw est S ci2tech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 T he N ationa l key B iotechnology L ab f or T rop ica l C rop s, H aikou, H ainan 571101, Ch ina)

Abstract: T h is paper repo rted a rap id detect ion of genet ic m arker linked to seedless genes in 30 grape

varit ies u sing SCA R m arker and Sou thern b lo t analysis. O ne pair of specif ic p rim ers w ere designed based

on the sequence analysis of the RA PD m arker linked to seedless genes in grapes, and syn thesized to

perfo rm PCR. T he RA PD m arker w as tran sfo rm ed in to SCA R m arker successfu lly. Tw o rest rict ion

enzym es w ere selected to digest recom b inan t p lasm ids and the genom e DNA of seven seeded and seedless

grape cu lt ivars. T he 310 bp specif ic fragm en t ob ta ined from recom b inan t p lasm ids w as m ade in to a p robe

after D IG lab ling to detect the seedless genes in grapes. T he digested genom e DNA show ed the ex istence of

the seedless genes in seedless cu lt ivars u sing sou thern b lo t, w hereas the seeded ones w ere no t.

Key words: seedless gene in grape; SCA R m arker; sou thern b lo t
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