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① 油桃品种的 RAPD 分析
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摘　要　为了用分子生物学方法对油桃品种进行分析,本研究利用 RA PD 技术,采用从 200个 10碱基随机

引物筛选的 22个引物对 19个油桃品种的基因组DNA 进行扩增,通过扩增 180个位点谱带的聚类,分析供试

油桃的系统发育,将供试油桃品种分为 3类; 并运用特殊谱带,建立了油桃的品种分子识别表,提出了重点保

存的油桃种质有曙光、瑞光 2号、五月火、艾米拉、红李光、阿姆肯。
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Abstract　To analyze nectarine cu lt ivars from angle of mo lecu lar b io logy, genom ic DNA s of
19 accession s of nectarine peach (A m g d a lus p ersica var. nectu rina) w ere amp lif ied by RA PD
(R andom ly Amp lif ied Po lymo rph ic DNA ) w ith 22 p rim ers selected from 200 arb it rary 10

decam er p rim ers. A nalyzing phylogenet ic rela t ion sh ip th rough clu ster of the bands of 180

amp lif ied loci. T he experim en ted accession s cou ld be divided among th ree group s. M o lecu lar

check ing index and con servat ion of key germp lasm w h ich included 6 cu lt ivars nam ed

Shuguang, R u iguang N o. 2, M ayfire, A im ila, Hongliguang, A rm k ing w ere pu t fo rw ard

acco rd ing to specia l bands.

Key words　nectarine peach; RA PD; phylogenet ic rela t ion sh ip; mo lecu lar check ing index;

con servat ion of key germp lasm

油桃是桃中一个重要类群,通常划作毛桃种下的一个变种。油桃最典型的外部特征是果皮光

滑无毛,果实一般较小,低温需求量较低,适合于设施栽培。在其种质资源的收集和植物学性状、

农业生物学特性以及其育种利用等方面有广泛的研究[1～ 3 ]。近年来分子生物学的发展,特别是

RA PD 技术的发明[4, 5 ] ,以DNA 用量小、耗时少、提供信息量多等优点,为更深入研究其内在规

律提供了实用方法。本研究采用RA PD 技术对收集 19个油桃品种进行DNA 扩增,通过对扩增

的DNA 谱带进行分析,为油桃品种识别、系统发育及资源保存提供分子生物学依据。
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1　材料与方法

111　材料

19个油桃品种来源见表 1。

表 1　油桃 (Amygda lus p ers ica var. nectu r ina ) 19个品种的来源、多态带数及特殊位点

来源及
编号
　　　品　种

多态
带数

特　殊　位　点

S172
800bp

S21342
900bp

S682
1400bp

S3192
950bp

S172
650bp

S512
700bp

S602
900bp

S1672
850bp

S682
1350bp

S4592
1000bp

该样独
占位点

2样共
占一位点

武汉市林果所
Q 01 NJN 72 NJN 72 106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
郑州果树所

Q 02 艾米拉 A im ila 110 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0
Q 03 瑞光 3号 Ruiguang No. 3 114 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Q 04 红日 Redsun 110 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Q 05 瑞光 2号 Ruiguang No. 2 115 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 2
Q 06 卡拉 Kala 110 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Q 07 华光 Huagang 113 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Q 08 曙光 Shuguang 116 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 3
Q 09 红李光 Hongliguang 110 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Q 10 丽格兰特 L egrand 111 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Q 11 五月火 M ayfire 117 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Q 12 早红 2号 Earlyred No. 2 114 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Q 13 兴津 O kitsu 115 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Q 14 保油 2号 Baoyou No. 2 113 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
北京市林果所

Q 15 A rm king Rayal Po in t 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Q 16 Royal po in t A rm king 113 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1
Q 17 幻想 Fantasy 101 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Q 18 昌黎油桃 Changliyou tao 111 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Q 19 秀峰 Shuho 105 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1

112　方法

11211　DNA 提取　取采集的各桃种质幼嫩叶 1～ 2片,剪掉叶脉,放入灭菌的研钵中,加入少

量石英砂和 700 ΛL 提取液 [含 100 mmo lõL - 1, T ris2HC l (pH 8. 0) , 50 mmo lõL - 1 ED TA

(pH 8. 0) , 500 mmo lõL - 1 N aC l, 10 mmo lõL - 1, Β2巯基乙醇, 3% SD S ]。研磨后,将研磨液倒入

灭菌的 1. 5 mL 离心管中,然后在 65℃水浴中保温 30 m in,取出平衡后离心 2 m in (12 000 rõ

m in - 1下同)。将上清液转入另一灭菌的离心管中,加入等体积苯酚2氯仿 (1∶1)混合液,上下颠

倒数次,离心 5 m in。上清液再转入另一干净离心管,加入等体积氯仿,上下颠倒数次,离心同

前。上清液转入另一干净离心管,然后加入 5 mo lõL - 1醋酸钠 1滴和等体积的异丙醇,缓慢摇

匀,静置片刻,离心 2 m in,弃去液体,沉淀的DNA 用 75%酒精加满试管,洗盐 1 h,然后再换

用半管无水酒精去水,经干燥后,加入 100 ΛL T E 液溶解,加入 5 ΛL RNA se (5 m gõΛL - 1)在

37℃水浴 30 m in,重复上述离心过程。最后溶于 100 ΛL T E 溶液中,在紫外分光光度计测定

DNA 浓度。将原液稀释为 10 ngõΛL - 1的工作液,保存在 4℃的冰箱中备用。

11212　PCR 扩增及电泳检测　应用筛选的 22个引物 (表 2) ,进行 PCR 扩增。扩增条件采用

经优化的反应体系, PCR 反应的总体积 25 ΛL , 其中含 10×PCR 缓冲液 2. 5 ΛL , M gC l2

(25 mmo lõL - 1 ) 2. 0 ΛL , dN T P ( 2 mmo lõL - 1 ) 2. 5 ΛL , T ag 酶 ( 5 U õ ΛL - 1 ) 0. 24 ΛL , 引物
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(1615 ngõΛL - 1) 2. 0 ΛL ,模板DNA (10 ngõΛL - 1) 5. 0 ΛL。引物购自上海生工生物工程公司,

PCR 缓冲液、T ag酶、M gC l2、dN T P 均购自 Shanghai p rom ega 公司。反应液混均后,在其上加

一薄层矿物油。PCR 扩增仪为DNA T herm al Cycler 480 ( the Perk in2E lm er Co rpo ra t ion,

U SA )。反应程序为: 93℃ 2 m in, 36℃ 1 m in, 72℃ 2 m in 1次循环; 93℃ 1 m in, 36℃ 1 m in,

72℃ 2 m in, 42次循环; 93℃ 1 m in, 36℃ 1 m in, 72℃ 10 m in 1次循环。扩增完毕,在 1. 4%琼

脂糖凝胶上 (Λ,加含 EB 0. 5 ΛgõmL - 1)电泳分离,以华美产L am bda DNA öE coR É + H ind Ë
和M B I产 Gene R u lerTM 100 bp DNA L adder P lu s作M arker。在紫外透射仪上观察,照相。

表 2　RAPD 分析中所用的 22个引物

引物编号 引物碱基顺序 引物编号 引物碱基顺序 引物编号 引物碱基顺序

S17 A GGGAA CGA G S125 CCGAA T TCCC S360 AA GCGGCCTC
S18 CCA CA GCA GT S167 CA GCGA CAA G S441 GGCA CGTAA G
S21 CA GGCCCT TC S319 T GGCAA GGCA S444 AA GTCCGCTC
S24 AA TCGGGCT G S341 CCCGGCA TAA S452 CA GT GCT GT G
S29 GGGTAA CGCC S65 GA T GA CCGCC S459 GGT GCA CGT T
S43 GTCGCCGTCA S68 T GGA CCGGT G S464 GT GTCTCA GG
S51 A GCGCCA T T G S118 GAA TCGGCCA S2134 AA CA CA CGA G
S60 A CCCGGTCA C

11213　数据记录与统计　用 Gene R u lerTM 100 bp DNA L adder P lu s和L am bda DNA öE coR

É + H ind Ë作分子量标记 (寿星桃、红叶桃、垂枝桃、碧桃、硬肉桃、蜜桃、水蜜桃、蟠桃、油桃、

黄肉桃等类群各取 1～ 2个品种参与 Gene R u lerTM 100 bp DNA L adder P lu s电泳,对每一引

物扩出桃中各类群这些代表品种比较准确确定主要带的分子量, 对其他用L am bda DNA ö

E coR É + H ind Ë作标记电泳的样品可参照 100 bp L adder 分子量标记的主要带及L am bda

DNA öE coR É + H ind Ë分子量标记带来综合确定分子量范围)。将 PCR 扩增中出现的清晰

的带记为 1,不出现的记为 0,录入计算机 Excel表格中,以N T SYS2pc 1. 8 数据软件进行分

析,相似系数采用D ice系数,最后用U PGM A 方法聚类。

2　结果与分析

211　油桃的带型识别

本试验中 19个油桃品种,经不同引物对其DNA 扩增,得到各品种RA PD 带型。引物 S60扩

增出的带中 (图 121) , 曙光在 S602550 bp 处较其他油桃少 1 条带, 华光、曙光和兴津在 S602
900 bp、S6021 200 bp 较其他油桃品种多此带,这些品种还和艾米拉在 S6021 800 bp 处,较其他

油桃品种多 1条带; 经引物 S65扩增出的带 (图 122) ,卡拉、早红 2号、保油 2号在 S652950处少 1

条带,瑞光 2号、曙光、早红 2号、兴津在 S6521 100 bp 处多 1 条带; 经 S459扩增出的带中 (图 12
3) ,瑞光 3号、华光、曙光、五月火、早红 2号在 S4592930 bp 处多 1条带; 经 S167引物扩增出的带

中 (图 124) ,红日、曙光在 S1672850 bp 处多 1条带。综合各引物扩增带,得油桃 19个品种的分子

识别表见后。

212　油桃的聚类分析

将聚类图 (图 2)以 0. 9处作一接合线,可分为 3类,第 1类为秀峰,第 2类为Royal Po in t

和幻想,其余品种均在第 3类。秀峰虽为兴津油桃实生得来,但未聚在兴津一组,说明其更多接
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　　11有 S172800 bp 带 曙光⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
11无 S172800 bp 带
　21有 S21342900 bp 带 红李光⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　21无 S21342900 bp 带
　　31有 S6821400 bp 带 阿姆肯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　31无 S6821400 bp 带
　　　41有 S3192950 bp 艾米拉⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　41无 S3192950 bp
　　　　51有 S172650 bp 带 秀峰⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　51无 S172650 bp 带
　　　　　61有 S602900 bp 带 兴津⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　　61无 S602900 bp 带
　　　　　　71有 S45921000 bp 带 五月火⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　　　71无 S45921000 bp 带
　　　　　　　81有 S1672850 bp 带 红日⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　　　　81无 S1672850 bp 带
　　　　　　　　91有 S4592930 bp 带 瑞光 3号⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　　　　　91无 S4592930 bp 带 瑞光 2号⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　　　　　　101有 S602850 bp 带 华光⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　　　　　　101无 S602850 bp 带
　　　　　　　　　　111有 S1182680 bp 带 N JN 72⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　　　　　　　111无 S1182680 bp 带
　　　　　　　　　　　121有 S2421150 bp 带
　　　　　　　　　　　　131有 S11821100 bp 带 昌黎油桃⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　　　　　　　　　131无 S11821100 bp 带 幻想⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　　　　　　　　121无 S2421150 bp 带
　　　　　　　　　　　　　141有 S6821350 bp 带 R ayo lpo in t⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　　　　　　　　　　141无 S6821350 bp 带
　　　　　　　　　　　　　　151有 S6521100 bp 带 早红 2号⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　　　　　　　　　　　151无 S6521100 bp 带
　　　　　　　　　　　　　　　161有 S1672500 bp 带 保油 2号⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　　　　　　　　　　　　161无 S1672500 bp 带
　　　　　　　　　　　　　　　　171有 S3602550 bp 带 丽格兰特⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
　　　　　　　　　　　　　　　　171无 S3602550 bp 带 卡拉⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

纳了另一未知亲本的基因。曙光为丽格兰特和瑞光 2号的杂交后代,华光为瑞光 3号和阿姆肯

的杂交后代, 从前面的几个扩增图分析来看, 曙光和华光除表现具瑞光 2 号、瑞光 3 号的

RA PD 亲本带,另外他们还表现具兴津油桃、早红 2号的扩增带,而未表现丽格兰特和阿姆肯

2亲本的特征带,可见,亲本遗传给子代的基因的机率不等,也说明秀峰可与兴津的带型不同。

第 2类中的R ayal Po in t 和幻想同为美国的油桃品种聚在一组,是否有相同的遗传背景,由于

资料有限,无法作进一步分析。第 3类中已知的曙光与丽格兰特和瑞光 2号有亲缘关系;华光

与瑞光 3号和阿姆肯有亲缘关系,瑞光 2号和瑞光 3号是京玉和N JN 76的杂交后代,相似系

数在所有供试油桃中最大。

213　多态带数和特殊位点及重点保存种质

曙光的多态带虽名列第二,但具有独占位点 1个,在 2品种共占一位点数为 3个,且包含

了五月火的 S45921 000 bp 位点、红日的 S1672850 bp 位点、兴津的 S602900 bp 位点,因此它应是

重点保存的种质 (表 1)。瑞光 2号多态带数名列第 3,在 2品种共占一位点数为 2个, 包含了幻

想的 S6821 350 bp 位点,瑞光 3 号的 S512700 bp 位点; 五月火的多态带数最多。因此,瑞光 2
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号、五月火和具独占位点的艾米拉、红李光、阿姆肯,也应纳入种质保存之列。

图 1　油桃 19个品种的 RAPD 扩增带型
M 1为DNA 分子量标记L am bda DNA öE coR É + H ind Ë ; M 为硬肉桃;

N 为蜜桃; O 为水蜜桃; P 为蟠桃; Q 为油桃品种,编号见表 1; R 为黄肉桃

图 2　油桃 19个品种的聚类分析
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3　讨　论

关于RA PD 扩增产物的稳定性,汪小全等[6 ]进行了不同浓度的模板DNA 和干鲜叶的模

板DNA 比较,证明RA PD 产物具有很好的重复性;W eeden 等[7 ]对扩增反应系统中成分的浓

度范围进行了比较试验, 其结果认为模板、引物及镁离子在一定范畴内的变化都不会引起

RA PD 扩增产物的变化。笔者也进行了同一品种不同时间同一程序提取的DNA 的扩增试验,

其结果是同一品种即使不同时间或不在同一批次扩增,采用同一反应体系,得到的DNA 扩增

带是一样的,本试验结果已在发表的论文中报道[8 ]。笔者还采用同一引物对集团分离法 (BSA )

得到的桃粘离核的连锁标记进行了验证,虽然和他的反应体系不一样,但同样得到了粘离核在

1 058 bp 分离带。可见在进行扩增时,如果控制在同一反应体系条件下,得到的结果是稳定

的。笔者在对已知遗传背景的桃属与近缘属间的杂种及桃属中的种进行聚类分析,得到的聚类

位置与其遗传背景资料极为相符[9 ]。由此说明RA PD 技术对系统发育的位置确定也是可信

的。本试验通过聚类分析得到的结果与遗传背景也是相吻合的。

通过从 200 个随机引物中筛选的 22 个 10 碱基随机引物对供试的油桃品种的基因组

DNA 的扩增,得到了多态带,依据这些带可以构建油桃的分子检索表,为将来进行对此品种的

识别,直接采用鉴别的引物和区别带的位置提供了捷径。为同物异名、同名异物识别,杜绝生产

中假冒伪劣品种造成为害,加强知识产权的保护,提供了理论依据。重点保存的油桃种质的提

出,为油桃种质的保存和利用,具有其指导意义。

本研究承蒙中国农业科学院郑州果树所朱更瑞先生、江苏省园艺所郭洪先生、北京市林果

所姜全先生及其他同仁提供试材和资料,在此一并致谢。
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