
我国果树种质资源鉴定技术的研究进展

赵敏 ( 河南石油勘探局五一社区,河南南阳473132)

摘要  对应用于果树种质资源鉴定的各种方法进行了系统的论述 ,介绍了传统的形态学、孢粉学、细胞学、蛋白质凝胶电泳方法以及目
前5 种重要的DNA 指纹图谱方法 , 即RFLP、RAPD、小卫星DNA( VNTR) 、微卫星DNA( SSR) 和AFLP 的特点以及在果树种质资源鉴定方面
的应用。
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Abstract  Various methods applied in identification of fruit tree germplasm were discussed in the paper . Applications and restrictions of the traditional
morphological ,palynological cytological and proteing elelectrophoresis methods were summarized .Moreover characteristics and applications of the newly de-
veloped DNAfingerprinting methods in this field such as RFLP RAPD,VNTR,SSR and AFLP were also reviewed .
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  果树种质资源不仅包括栽培品种, 也包括半栽培品种和

野生果树的种、变种和变型 ,是遗传上高度杂合性的多年生

木本植物, 而且在生产上重要的果树品种一般都以嫁接、扦

插、压条等方式进行无性繁殖, 果树种质鉴定尤其是优良类

型和品种的鉴定已成为果树育种的基础和发展生产的前提。

随着经济的发展 , 许多果树新品种不断地被选择和创造

出来。

1  传统的果树种质鉴定方法

1 .1 形态学方法 形态学性状便于观察和获取, 性状变化

复杂多样 ,具有最长的研究历史。目前大多数果树种质鉴定

依据所研究树种最鲜明的形态特征进行区分、分类和命名。

但是形态性状尤其是营养器官易受环境修饰而发生变化, 而

且品种水平上的形态差别很少, 有时无法进行品种鉴定。由

于标记数量的限制 ,形态学标记已明显跟不上对越来越多的

自然选育和人工培育的果树品种进行鉴定的要求。

1 .2  孢粉学方法 花粉的形态特征受植物基因型控制而不

受外界条件影响, 是探讨植物起源、演化及亲缘关系的重要

特征之一。许多学者已应用孢粉学方法对梨属[ 1] 、枣[ 2] 、猕

猴桃[ 3] 等果树树种进行了较为详细的研究。国外一些学

者[ 4] 提出建立“花粉指纹档案”, 对于品种识别、原始材料管

理无疑是有用的。在应用孢粉学方法进行果树种质鉴定分

类时要注意制样方法的影响[ 5] , 并且即使同一品种内花粉粒

之间也存在个体差异。所以如果仅以个别花粉性状的差异

作为分类鉴定依据有时并不可靠 ,必须结合其他指标进行综

合考察。

1 .3 细胞学方法 细胞学方法是从20 世纪30 年代兴起的

一种利用染色体数目、核型、分带带型、减数分裂的行为分析

等进行植物分类的方法。该方法也被应用到果树资源鉴定

中[ 6] 。由于多倍体在果树育种和应用中的重要性 ,对染色体

进行观察可直观地发现和鉴定果树种质资源中的多倍体, 从

而迅速地应用到果树遗传育种和生产中。许多学者就是在

他们的染色体研究中发现了多倍体[ 7 - 8] 。染色体研究的实

验条件相对简单, 结果快, 尤其是结合分带技术可揭示出
�
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大量染色体结构的变异,但由于染色体制片技术和分辨率的

限制, 核型分析应用于品种鉴定还有一定的难度, 对于大多

数具有小染色体和结构差异较小的果树植物来说 ,染色体核

型分析还不足以达到进行品种鉴定的目的。但随着植物染

色体制片技术的日益成熟和各种分带技术、染色体原位杂交

技术等的发展和应用 ,细胞学方法在将来可能会成为果树品

种资源鉴定的一个有效手段。

2  蛋白质凝胶电泳和果树种质鉴定

2 .1  常用的凝胶电泳方法 根据分析方法的不同常用的凝

胶电泳方法可分为两种主要类型 :① 蛋白组分的直接比较。

该分析中,某两个品种间的差异标准即为某一位置上某一条

或一组蛋白质条带的“有”或“无”。② 蛋白质带型发生频率

的间接比较 ,即通常所说的同工酶或等位酶分析, 是在若干

个或一个位点上统计某一酶带的出现频率。一般说来第1

种方法对于由近交系、F1 代杂种和无性系组成的品种群更加

适合, 而第2 种方法可用于异花授粉的种质资源。

2 .1 .1 蛋白质分析。最广泛地用于种质鉴别的蛋白即种子

蛋白, 其组分的差异可反映出基因型的不同, 因而可用作品

种的“生化指纹”。种子蛋白分析在大多数作物的品种鉴定

和品质评价方面得到了广泛应用[ 6 ,9] 。在一些重要作物上 ,

国际种子检验学( ISTA) 已颁布了应用PAGE 方法鉴定品种的

标准程序 ,许多国家已建立了种子蛋白指纹图谱数据库[ 10] 。

在果树上, 朱立武[ 11] 用叶片和种子蛋白质为材料对柑橘进

行了研究,肯定了叶片蛋白质电泳带型在种间的差异和种子

蛋白质电泳带型在种以下分类单元间的差异。

2 .1 .2  酶分析。酶电泳技术直到20 世纪70 年代才开始应

用于植物研究, 但其重要性已受到广泛关注, 并成为目前果

树品种鉴定、雌雄株鉴别、研究系统与演化的重要手段。果

树同工酶研究几乎涉及到所有种类的树种, 目前经常测定的

酶系统估计也有30 种之多。应用同工酶进行果树资源研究

有如下优点:① 避免趋同进化和性状功能相关等问题; ② 谱

带简单明确,较少主观性; ③ 受环境影响较少; ④ 不存在加

权问题 ;⑤ 共显性, 可区分杂合和纯合;⑥ 实验设备简单, 材

料来源丰富,成本较低,分析时间快且结果便于比较。

自从Esen 最早在果树分类上应用同工酶技术以来 , 同
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工酶分析在越来越多的果树树种中得到了广泛的应用[ 12] ,

国内学者也利用多种酶系统在枣[ 13] 、杏[ 14] 等树种中开展了

研究, 取得了较好的结果。但国内有些学者大多是利用过氧

化物酶同工酶( POD) 进行研究, 这时应考虑到以POD 为代表

的同工酶遗传背景较为复杂, 对于最终获得的谱带应做认真

仔细的分析。因为同工酶的谱带型式会因构成该酶多态数

目、编码基因位点数目及分析个体基因组成而有很大变化 ,

因此凝胶上的酶谱这种电泳表型既有它的遗传背景, 也会受

生理和人为等因素的影响, 并不能直接反映 DNA 水平的情

况。所以, 进行特定的遗传分析是酶电泳技术不可缺少的步

骤[ 15] 。

2 .2 其他凝胶电泳方法  还有其他一些凝胶电泳方法, 如

SDS- PAGE 方法,等电聚焦电泳( IEF) , 双向电泳等, 比传统的

蛋白质和同工酶电泳方法有更高的分辨率和重复性, 在许多

作物上已有大量应用[ 9] 。但这些方法较复杂 ,还有的成本较

高, 因而在果树上应用较少。

3  DNA 指纹图谱分析方法

“DNA 指纹图谱”一词可泛指一切具有某一种质特异性

的谱带 ,借助指纹图谱, 可区分不同的种质资源。指纹图谱

是鉴别品种、品系的有力工具。20 世纪80 年代中后期,DNA

分析技术开始大量应用于植物学研究, 一些以前用蛋白质电

泳和酶电泳等无法解决的问题也迎刃而解。与形态性状、细

胞学性状、孢粉学性状以及蛋白质多态性状相比,DNA 指纹

图谱具有无与伦比的优越性: 它们对表型无影响, 而且基因

组DNA 的变异极其丰富, 在发育的不同阶段, 不同组织的

DNA 都可用于分析,也使得对果树这样生长周期长的植物进

行早期鉴定成为可能。近年来随着分子生物学的迅猛发展 ,

许多 DNA 分析技术相继涌现并迅速用于植物研究中。

3 .1  RFLP 分析  RFLP( Restriction Fragment Length Polymor-

phism) 限制性内切酶酶切片段长度多态性, 是近年来发展起

来的以生物基因组 DNA 序列变异为基础, 研究不同基因组

差异的一项新技术。RFLP 不受显隐性关系、环境条件和发

育阶段的影响;在数量上不受限制,检测方便 ;具有稳定遗传

和特异性 ;而且用于检测RFLP 的克隆探针可随意选择 ,可以

是核糖体 DNA, 叶绿体 DNA 或总DNA ,这样就可产生大量的

多态性, 为研究植物类群特别是属间、种间甚至品种间的亲

缘关系、系统发育与演化提供有力的依据。

应用RFLP 技术作为遗传工具始于1974 年, 从80 年代起

开始应用于植物, 之后其他作物中的RFLP 研究相继开展, 目

前主要用于各种植物遗传连锁图谱的绘制和目的基因的标

记[ 16] ,它在品种鉴定上的应用也已广泛开展起来。RFLP 由

于技术复杂,所需 DNA 量大,对所研究对象需要有一定的遗

传背景知识,国内在应用 RFLP 技术进行果树种质资源的研

究局限于少数类群如柑橘[ 17] 、葡萄属植物[ 18] 中。

3 .2  RAPD 分析  RAPD( Random Amplified Polymorphic DNA)

随机扩增 DNA 多态性是J . William和J . Welsh 两个研究小组

在1990 年发展起来的一种新型遗传标记,它是以人工合成的

随机引物对基因组 DNA 进行扩增而产生能显示多态性的

DNA 指纹图谱。RAPD 是一种基于序列的多态性 , 由于可在

无任何分子生物学研究基础的情况下对某一物种进行指纹

图谱的构建、遗传多样性的研究;相对于 RFLP 来说较经济简

便,DNA 用量少( ng 级) ;避免了使用放射性同位素, 因而近年

来在果树品种资源鉴定方面得到了广泛的应用。

但从文献和笔者的经验来看 ,RAPD 在目前主要存在两

个问题:① 重复性和稳定性较差[ 19] ; 有许多因素均会影响

RAPD 的扩增结果, 在对果树品种进行 RAPD 分析之前, 要反

复进行 RAPD 反应条件优化实验, 以得到令人信服和可靠的

结果。② RAPD 过于灵敏 , 且一般为显性标记, 有时会使遗

传分析变得复杂化[ 20] 。因为有的 RAPD 标记不依照预期的

遗传样式,在作图和遗传多样性研究中运用 RAPD 标记时应

非常谨慎。

3 .3 小卫星DNA( VNTR)  1980～1984 年, 人类遗传学家相

继在人体基因组中发现了一些串联重复序列,这些序列由长

度为11～60 bp 的核心序列串联重复而成, 后来称之为小卫

星DNA。由于重复单位的数目不同和重复拷贝数的等位性

不同, 使其表现出高度多态性。不同生物、同一生物的不同

品种, 甚至同一品种的不同个体 ,其所含小卫星各异 ,杂交产

生的图谱各不相同, 谱带遵循孟德尔遗传方式遗传并具有体

细胞稳定性。这些特点使之成为目前较先进的遗传标记系

统而广泛应用在许多作物的品种鉴定和遗传多样性研究

中[ 21] 。这一方法国内在果树上还未见有报道。

3 .4 SSR( 微卫星) 技术  SSR( Length Polymophism of Si mple

Sequence Repeat) 是一类由几个核苷酸( 一般为15 个) 为重复

单位组成的长达几十个核苷酸的串联重复序列。植物体内

的二核苷酸重复( AT) n 远比哺乳动物丰富, 植物基因组中平

均每隔2 kb 就有一个三核苷酸或四核苷酸重复 ,且每种类型

的SSR 在不同的物种中出现的频率不同。SSR 多态性的信

息量非常丰富,具有所有 RFLP 的遗传学优点 ,又比RAPD 重

复性能好、可信度高, 因而是目前遗传标记中的热点。但由

于SSR 必须针对每个染色体座位的微卫星, 发现其两端的单

拷贝序列以设计引物 ,因而给SSR 标记的利用带来了一定困

难,然而一旦开发出某种生物的SSR 标记, 就又显现出该标

记的利用价值。SSR 目前已广泛应用于许多农作物中[ 22] 。

3 .5  AFLP 技术  AFLP( Amplified Fragment Length Polymor-

phism) 技术是1993 年由荷兰生物技术公司 KE YGENE 的

Zabeau 和Vos 等人发明的, 已申请了专利[ 23] 。AFLP 实际上

是RFLP 和PCR 相结合的一种方法。与 RAPD 一样,AFLP 可

用于没有任何分子生物学研究基础的物种, 其引物在不同物

种间是通用的,被称为一种“半随机”的扩增。一个0 .5 mg 的

DNA 样品,可做4 000 个 AFLP 反应, 获得8 万个标记,650 万

条带纹。可见AFLP 的多态性非常高。利用放射性标记或银

染方法在变性的聚丙烯酰胺凝胶上通常可检测到50～100 个

扩增产物, 而且重复性强, 因而非常适合于品种指纹图谱的

绘制、遗传连锁图的构建及遗传多样性研究等。多数作物上

的研究结果都表明其产生的多态性远远超过了RFLP、RAPD

等,目前被认为是 DNA 指纹图谱技术中多态性最为丰富的

一项技术。实际上,AFLP 最适的应用范围, 就是利用 AFLP

技术鉴定品种的指纹 ,检测品种的质量和纯度。目前国内在

果树上的应用刚刚兴起。祝军[ 24] 、宋婉[ 25] 分别应用 AFLP 银

染法、荧光法在苹果、枣上做了有益的尝试。
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4  讨论

从以上分析中可以看出,指纹图谱分析无疑为果树种质

鉴定提供了一种强有力的技术, 它的出现为快速、准确地鉴

定果树种质资源提供了可靠的手段。除此之外, 它们在遗传

研究和果树生产中有非常广泛的实际应用 ,在果树育种中 ,

可作为重要性状遗传标记的来源 ,为开展用分子标记进行抗

性选择育种工作奠定了一定基础; 用于野生、栽培果树种以

下变种、品种、类型的分类研究。品种的分类问题一直未能

得到明确的解决, 用于基因组作图, 可进行果树种质资源亲

缘关系和谱系分析, 在收集果树野生、半野生资源中可进行

遗传多样性的分析 ,从而为科学地进行果树种质资源的基因

库保护、异地保存提供重要依据, 为确定保存种质资源的量

的大小、点的选择, 最小繁殖群体的确定及核心果树种质的

筛选奠定基础。
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嫩枝的出油率为0 .7 % 。

图1 川桂叶挥发油化学成分的总离子流色谱图

图2 川桂嫩枝挥发油化学成分的总离子流色谱图

  ( 2) 川桂叶和嫩枝挥发油的化学成分基本相同,但含量不

同。主成分中:芳樟醇含量分别为69 .018 %和48 .76 % , 石竹烯

含量分别为4 .578 %和6 .885 % ,氧化石竹烯含量分别为2 .717 %

和6 .141 % ,醋酸龙脑酯含量分别为1 .956 %和4 .867 %。

( 3) 芳樟醇具有防腐抗菌( 细菌和真菌) 、抗病毒作用和

较明显的降压作用[ 10 - 11] 。湖南新化的川桂不仅出油率高 ,

而且挥发油中芳樟醇含量很高, 具有很好的应用开发价值。
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