
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

第 30卷　第 3期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 30 N o. 3
2002年 6月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) June 2002

检测葡萄无核基因D NA 探针的合成与应用
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　　[摘　要 ]　利用细菌质粒M 13克隆葡萄无核基因的RA PD 标记UBC2269450后,采用自动荧光DNA 序列分析

仪对其测序。结果表明, UBC2269450由 484对核苷酸及其特定序列构成。按照该序列,人工合成两个寡聚核苷酸

5′CCA GT TCA CT CTCAA TA GGT CC3′和 5′CCA GT TCGCC CGTAA A T G3′分别作引物,当用获得该标记及

其序列的亲本和无核杂种后代作模板进行 PCR 分析,凡是可以扩增出约 590 bp 片段即为无核基因携带者和表达

者。进一步用其原始无核祖先无核白和商业化无核品种及 C78247×B 522122杂交组合后代做模板进行 PCR 扩增,凡出

现约 590 bp 的特殊标记即为无核基因携带者和无核性状表达者。研究结果证明, 18 bp 寡聚核苷酸 5′CCA GT

TCGCC CGTAA A T G 3′具有检测葡萄无核基因的探针作用,定名为检测葡萄无核基因的探针 1号 (GSL P1)。
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　　葡萄无核性状是商业生产中一种特殊性状的标

志,无核葡萄也是备受消费者喜爱的鲜食和制干的

重要品种之一。在美国,无核葡萄作为商业栽培品种

及育种亲本有其特殊应用价值。传统的无核葡萄杂

交育种是有核×无核的杂交方式。现在,利用胚挽救

技术使传统的有核×无核的杂交组合可以改变为无

核×无核的组合,在幼果发育及种子败育前的特定

时期, 取幼小的胚珠进行胚挽救 (Em b ryo R escue)

成苗,使后代无核杂种出现率极大提高[1 ]。本研究在

作者获得无核基因RA PD 标记的基础上,对其进行

序列分析,并依据所获DNA 序列人工合成寡聚核

苷酸,以期获得检测葡萄无核基因的DNA 探针。

1　材料和方法

1. 1　材　料

　　所用材料有无核白 (Tomp son Seedlesss)、百乐

无核 (Perlet te)、闪光无核 (F lam e Seedless)、奥兰多

无核 (O rlando Seedless )、无核 F resno、P 792101 和

Dovine;杂交组合B 722216×B 452187及其杂种后代, C 91杂

交组合 (C 78247×B 522122)的父本B 522122及其杂种后代

23株。

1. 2　方　法

从葡萄植株中提取模板DNA ,按照王跃进等[2 ]

的方法,采用Q IA qu ick gel ex tract ion k it (Q iagen)

从琼脂胶中分离提取与纯化RA PD 标记的DNA 片

段,用M 13克隆该片段后进行序列分析。采用自动

荧光DNA 测序分析仪 (型号 373A )及文献[ 3 ]的方

法对RA PD 标记测序,依据RA PD 标记的DNA 序

列,利用DNA 合成仪人工合成两个寡聚核苷酸,其

序列分别为 5′CCA GT TCA CT CTCAA TA GGT

CC3′和 5′CCA GT TCGCC CGTAA A T G3′, 分别

用作引物进行 PCR 分析。PCR 分析以及RA PD 技

术操作参照王跃进等[2, 4 ]的方法进行。

2　结果与分析

经过对 UBC2269450测序并分析, 结果表明,

UBC2269450由 484 对核苷酸及其特定序列构成 (图

1) , 所以葡萄无核基因的 RA PD 标记应为UBC2
269484。将随机引物UBC2269 的核苷酸序列5′CC

A GT TCGCC 3′与 RA PD 标记UBC2269484的序列

进行对比,发现在第 40～ 49核苷酸序列区域存在着

5′CCA GT TCGCC3′完全相同的序列。按照所获

DNA 序列,在其与UBC2269 相同序列基础上向 3′

延伸了 8个核苷酸,形成 18 bp 的寡聚核苷酸,其序

列为 5′CCA GT TCGCC CGTAA A T G 3′; 合成的

另 一 寡 聚 核 苷 酸 序 列 为 5′CCA GT TCA CT
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CTCAA TA GGT CC 3′,分别以这两个合成的寡聚

核苷酸作为引物,用国际商品栽培的无核品种无核

白、百乐无核、闪光无核、F resno 无核、奥兰多无核、

Dovine 和有籽品种皇帝、亚历山大、玫瑰香和黑汗

等做模板,以 18 个寡聚核苷酸作引物时,在无核品

种上扩增出约 590 bp 的多态性DNA 片段,而以 22

个寡聚核苷酸作引物, 没有区分性多态性DNA 片

段出现 (图 2)。用原来获得UBC2269484的双亲及部

分杂种做模板,以合成的 18个寡聚核苷酸作为引物

进行扩增,无核性表现者获得了约 590 bp DNA 片

段 (图 3)。另外,选用无核葡萄育种C 91杂交组合父

本B 522122及其杂种后代作模板扩增, 凡出现约 590

bp 的多态性DNA 片段即为无核杂种单株或无核品

种 (图 4) ,所以寡聚核苷酸 5′CCA GT TCGCC CG2
TAA A T G 3′作引物,具有检测葡萄无核基因存在

与表达的功能。

GAA T TCGGCT TCCA GT TCGCCCA GT TCGCCCCA GT TCGCCCA GT T　　　45

CGCCCGTAAA T GGGGA CAA TCT GCA T GCGT TAAA CGT GT T GT GTA 90

T T T T GAA GT GGGGGGAA GGTCAA GAA CAAAA GCA CCA T TA CCT T T 135

GTA T TCCAA TA CT T T GAA T GGGCCTAA GCGCT T T GGA CCAAA CT T 180

A CGCAA T GGGA CT T TCA TA CAAA TA T T GGTCGCGTCAA GCA TCA C 225

CA GT GA TCCAA CA GGAAAA GCA GGGGGGGGGGA GGGGGTCT T GTC 270

T GCT GCT T TN TAAAAAA CCT GTA T T GA CT TCGT GA GT GT GGCCT G 315

CA CT T GT T T GT GGA TA GCT T T TA T GT GTA CT GCCA T T TCA GT GN C 360

T GCA GGCA CGT GCT T T T GAA GA GTA GGA CCTA T T GA GA GT GA CA G 405

GGA GTAA CCAA T GGT GGCCT GAAAA GGGGGA GT GCCGGTA GA CGC 450

A T GA GT GGCGT TA T T GTA GGCGAA CT GGGAA T TC 484

图 1　RA PD 标记UBC2269484的核苷酸序列及组成

F ig. 1　N ucleic acid sequence and componen ts of analyzed data ob tia ined from RA PD m arker

UBC2269484 linked to seedless gene in grapevines

图 2　人工合成两个寡聚核苷酸作引物对国际商业品种的扩增结果
从左至右, 泳道 1. 100 bpDNA 分子标准; 2～ 7 和 12～ 17 依顺序分别为无核白、百乐无核、闪光无核、奥兰多无核、F resno 无核、

Dovine;泳道 8～ 11和 18～ 21依顺序分别为皇帝、亚历山大、玫瑰香和黑汗,泳道 2～ 11为 18个核苷酸构成的寡聚核苷酸作引物,除

有核品种外,无核品种均拥有约 590 bp 的多态性DNA 标记。22个核苷酸构成的寡聚核苷酸作引物扩增无区分性多态性DNA 约 590

bp 的标记。

F ig. 2　Amp lificat ion resu lts of in ternational comm ercia l variet ies by

tw o o ligom eric nucleic acid p rim ers art ificia lly syn thesized

Fo rm left to righ t, L ane 1. 100 bp DNA m arker; L ane 2- 7 and L ane 12- 17 w ere seedless varieties in o rder: T homp son Seedless, Per2
let te, F lam e Seedless, O rlando Seedless, F resno and Dovine; L ane 8- 11 and L ane 18- 21 w ere Seeded varieties in o rder: Empero r,

M uscat of A lexandria,M uscat H am burg, and B lack H am bert; L ane 2- 11 18 bp o ligom er as p rim er, excep t seeded varieties, all seed2
less varieties show ed the po lymo rph ism s abou t 590 bp DNA m arker, L ane 12- 17 and L ane 18- 21, bo th seedless and seeded varieties

didnθt show the po lymo rph ism s abou t 590 bp DNA m arker using 22 bp O ligom er as p rim er
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图 3　人工合成 18 bp 寡聚核苷酸引物对B 722216×B 452187及其后代的扩增结果
从左至右:泳道 1. 100 bp DNA 分子标准; 2. 无核白; 3. 百乐无核; 4. 奥兰多无核; 5. F resno 无核; 6. Dovine; 7. B 722216; 8. B 452187;

9. A 56272; 10. A 56266; 11. A 56225; 12. A 56296; 13. A 56238; 14. A 56257; 15. A 56272; 16. A 56279; 17. A 56266; 18. A 5629; 19. A 56210; 20. A 56270;泳道
2～ 16均拥有约 590 bp 的多态性DNA 标记,泳道 17～ 21为有核杂种,无 590 bp 多态性DNA 片段

F ig. 3　R esu lts amp lified by 18 bp o ligom er as p rim er
F rom left to righ t: L ane 1. 100 bp DNA m arker; L ane 2- 16 w ere seedless varieties and hybrids in o rder: T homp son Seedless, Perlette,

O rlando Seedless, F resno, Dovine, B 722216, B 452187, A 56272, A 56266, A 56225, A 56296, A 56238, A 56257, A 56272, A 56279. T hey w ere show ed the po ly2
mo rph ism s abou t 590 bp DNA m arker. L ane 17- 21 w ere seeded hybrids in o rder: A 56266, A 5629, A 56210, A 56270 and they w ere no t show ed

the po lymo rph ism s

图 4　人工合成 18寡聚核苷酸引物对C91组合的后代及原始祖先等品种的扩增结果
从左至右:泳道 1. 100 bp DNA 分子标准; 2. 无核白; 3. F resno 无核; 4. P792101; 5. Dovine; 6. 闪光无核; 7. B 552122; 8. C9126; 9. C91212;

10. C91213; 11. C91222; 12. C91227; 13. C91229; 14. C91232; 15. C91258; 16. C91255; 17. C91256; 18. C91263; 19. C91267; 20. C91269; 21. C91271; 22. C91272;

23. C91233; 24. C91281; 25. C91289; 26. C91296; 27. C91299; 28. C91240; 29. C91241; 30. C91244。泳道 2～ 6, 22和 27显示了约 590 bp 的DNA 标记,

这些也是无核品种和无核杂种

F ig. 4　R esu lts amp lified by 18 o ligom er as p rim er in the C91 com bination and the in it ia l p rogen itso r variet ies
F rom left to righ t: L ane 1. 100 bp DNA m arker, L ane 2 - 6. w ere seedless varieties in o rder: T homp son Seedless, F resno, P792101,

Dovine, F lam e Seedless. L ane 7- 30 w ere seeded paren t and hybrids from C91 com bination. L ane 2- 6,L ane 22, and L ane 27 disp layed

the po lymo rph ism s abou t 590 bp DNA m arker, and also these varieties and hybrids exp ressed seedless trait
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3　讨　论

本研究获得的RA PD 标记UBC2269484从来源

讲,来自无核葡萄原始祖先无核白基因组DNA 的

一部分,而且这个片段出现在杂种A 56213上,而无核

白和A 56213本身是无核性状表现非常明显的,在无核

性的表现与划分上又是完全一致的 (按种子痕迹均

为 9级[2 ])。所以,选取了这一特殊的DNA 片段,对

无核白和A 56213拥有的约 450 bp 的DNA 片段进行

分离、纯化、克隆及测序分析。

在获得UBC2269484时, 所用随机引物为UBC2
269,其序列构成为 5′CCA GT TCGCC 3′,按照 PCR

原理, 无核白和 A 56213的基因组 DNA 中就有与

5′CCA GT TCGCC 3′互为配对的序列,而另一条链

中有这个随机引物的序列构成。根据序列分析结果,

从第 40～ 49的碱基构成区域正是如此 (图 1)。为了

克服RA PD 标记的随机性,依据UBC2269484的序列

分析结果人工合成两个寡聚核苷酸作引物,用葡萄

无核品种或杂种作为模板DNA 扩增, 结果是5′

CCA GT TCGCC CGTAA A T G 3′具有专一性的扩

增效果,凡出现约 590 bp 的DNA 片段者即为葡萄

无核基因携带者和无核性状表现者, 而 5′CCA GT

TCA CT CTCAA TA GGT CC 3′无专一性扩增效果

(图 2)。所以,初步确定来自UBC2269484的 5′端第

40～ 57的核苷酸序列 5′CCA GT TCGCC CGTAA

A T G 3′具有检测葡萄无核基因存在与否的功能,初

步定名为检测葡萄无核基因的探针 1号 (GSL P1)。

在获得UBC2269484的序列中, 在第 280 和 359

处出现了差错 (2个错误ö484 bp ) ,测序结果的准确

率是 99. 95% ,高于 T racy 等[3 ]的测序结果 99. 40%

(3个错误ö500 bp )。

以本研究获得的UBC2269484的全部序列作为

一个支点, 在此基础上合成 GSL P1 引物对模板

DNA 扩增,又获得了约 590 bp 的DNA 分子标记。

无论是欧洲无核葡萄品种的无核白、百乐无核、闪光

无核等,还是欧美杂交的遗传构成极为复杂的奥兰

多无核,它们的共同特征性状表现为无核,而其他性

状差异甚大,但当用 GSL P1 检测时,它们拥有共同

的约 590 bpDNA 片段 (图 3, 图 4)。也就是说, 在

RA PD 基础上,对无核葡萄进行 SCA R S 分析,依据

特殊序列合成的寡聚核苷酸作引物, 获得的约 590

bp 的多态性DNA 片段比UBC2269484更接近葡萄

无核基因的位点,或者是位点的邻近区域。扩增出约

590 bp 的片段完全准确地出现在无核品种或无核

杂种及无核品系上的结果比葡萄无核基因的RA PD

标记应用更广泛,检测效果准确,这一结果既方便了

葡萄无核基因的连锁标记及遗传作图,又丰富与扩

大了该领域的研究范围。由一个支点发展成现在的

两个DNA 片段,特别是约 590 bp 的片段,对其进一

步研究从这个片段向无核位点区域接近,将具有染

色体步移、逐渐邻近无核基因位点区域或处于位点

的邻近区域作用。

UBC2269484的全部序列可以作为合成DNA 探

针的依据,进一步用于研究葡萄无核基因及其邻近

区域; GSL P1可以做为葡萄无核育种中检测葡萄无

核基因和性状表达的探针,在杂交后代的幼苗期即

可进行结果前早期筛选鉴定与检测, 凡出现约 590

bp 者为无核基因的携带者。本研究获得的DNA 探

针在葡萄无核育种研究上的应用可以节省人力、物

力与提高育种效率,可以作为分子标记辅助杂交育

种与胚挽救获得无核杂种的有效手段,加速无核葡

萄育种进程和提高育种效果,至少节省 6～ 8年。下

一步的研究是将该探针用于大量葡萄无核杂种分离

群体中,采用分子生物学手段和M apm aker 对葡萄

无核基因进行定位与作图。
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A pp lica t ion and syn thesis on the DNA p robe fo r

detect ing seed less genes in grapevine
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Abstract: Bacteriophage M 13 w as u sed fo r clon ing the RA PD m arker linked to the Seedless genes in

grapevine, f luo rescence2based specif ic DNA sequences 484 bp w ere ob ta ined by an au tom ated fluo rescen t

DNA sequencer system s (M odel 373A V ersion 2. 0). Based on the sequences ob ta ined, tw o o ligom ers w ere

art if icia lly syn thesized and addit ionally u sed as specif ic p rim ers fo r amp lifying the paren ts and seedless hy2
b rids w ith the sequence. T hu s, the DNA band abou t 590 bp w as ob ta ined, th is w as the carrier and exp res2
sion of seedless genes of grapevine. T he in it ia l T homp son seedless, and comm ercia l seedless variet ies, and

the hyb rids from ano ther seedless com b inat ion w ere fu rther u sed as temp la te DNA fo r amp lif ica t ion w ith

specif ic o ligom ers. T he abou t 590 bp specif ic fragm en t suggested that tho se w ere carrier and exp ression of

seedless genes of grapevine. T herefo re, ou r research show ed that the o ligom er 5′CCA GT TCGCC CGTAA

A T G3′as the DNA p robe w ou ld be u sed to iden t ify seedless genes of the m ateria ls and hyb rids from seed2
less grape b reeding p rogram w ith PCR assay, so that it is nam ed p robe N o. 1 fo r detect ing the seedless

genes of grapevine.

Key words: g rapevine seedless genes; DNA sequence; DNA p robe
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Fert ilizer app lica t ion m odel on w in ter w hea t w ith p last ic

f ilm m u lch ing in W eibei D ryland

REN Guang-x in ,YANG Ga i-he, ZHANG Zheng-mao, N IE Jun -feng
(A g ricu ltu re R esearch Cen tre f or A rid and S em i2A rid A reas, N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he m athem atica l model has been set up to describe the rela t ion sh ip s of gra in yield to n it ro2
gen, pho spho ru s and po tassium in differen t p recip ita t ion years by m ean s of the design of the regression2o r2
thogonal com b inat ion in th is study. F rom the model, the op t im um amoun t of fert ilizers is sim u la ted. Eco2
nom ical ob ject yield is ob ta ined acco rd ing to the ra t io of fert ilizers ou tpu t to inpu t. T he amoun t and the ra2
t io of app lying fert ilizer d irect ly affect W U E. T he W U E of film m u lched w heat is increased w ith the amou t

of fert ilzers, especia lly pho spho ru s and n it rogen, bu t the effect of po tassium is sm aller.

Key words: f ilm m u lched w heat; fert ilizer app lica t ion model;W eibei dryland
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