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摘 要 采用 SSR 技术，从 105 对柑桔 SSR 引物中，筛选出 10 对在柑桔大类品种间多态性位点丰富、带型

清晰、重复性好的 SSR 引物。利用其中 5 对 SSR 引物对 5 个柚和 7 个杂柑品种 DNA 进行 PCR 分析，共扩

增出 35 条谱带，其中 27 条谱带呈现多态性，引物多态性带纹比例均在 60% 以上。扩增片断的大小集中在

100 bp~500 bp 之间。分别针对柚和杂柑品种筛选出两个高效的引物组合 (SSR17、SSR15、SSR16、SSR12 与

SSR17、SSR18、SSR16)，利用这两组引物成功构建出了我国主推的 5 个柚和 7 个杂柑品种的特征指纹图谱。

并应用指纹图谱自动识别软件 Gel 2.0 对各品种指纹图谱进行识别，建立了相应品种的指纹模式图谱库。
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Abstract Simple sequence repeat (SSR) was used to construct the fingerprinting of mainly cultivars of pummelo

(Citrus grandis (L.) Osbeck) and hybrid citrus in China. A total of ten primer pairs with stable and repeatable poly-

morphism that can identify closely related citrus cultivars were screened out from 105 SSR primer pairs. In this pa-

per, five pummelo and seven hybrid citrus cultivars were analyzed by using five of these SSR markers. As a result,

a total of 35 bands were detected, 27 of which were polymorphic. The polymorphic rate of each primer pair was

beyond 60%. The bands range in size was from 100 bp to 500 bp. The fingerprinting of five pummelo and seven

hybrid citrus cultivars was constructed by using two particularly high efficiency primer groups(SSR17、SSR15、

SSR16、SSR12 and SSR17、SSR18、SSR16) respectively. Furthermore, the mode fingerprinting datebase of citrus

cultivars was established by fingerprint analysis system-Gel 2.0.
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种苗遗传真实性是柑桔苗木质量的核心指标，

其质量的好坏直接影响到柑桔生产的质量、产量和

农民的种植效益。传统的柑桔品种鉴定方法主要有：

形态学标记和同工酶标记两种。柑桔种苗形态上可

作为品种鉴定的特征标记数量有限，很多亲缘关系

相近品种间的差异仅从果实上体现出来，而且柑桔

的形态特征受环境影响较大(Fang et al., 1998)。同工

酶作为一种生化标记曾被应用于柑桔种质的鉴定研

究 (Rahman and Nito, 1994; Protopapadakis and Pa-

panikolaus, 1999)。研究发现同工酶标记在杂交柑桔

品种间的差异很明显，却很难鉴别由突变选系育成

的品种(Rahman et al., 2001; Herrero et al., 1996)。且

同工酶具有组织和器官特异性，使取材受到严格限

制，从而限制了其应用。目前，广泛使用的 DNA 分子

标记反映了生物个体间 DNA 水平上的遗传差异，具

有位点丰富、多态性高、不受环境和发育阶段的影响



及检测快速等优点。近年来，一些常用的分子标记技

术已被广泛应用于柑桔品种的分类鉴定研究，如利

用 RFLP 标 记 对 柑 桔 品 种 进 行 分 类 鉴 定 (Roose,

1988)，利用 RAPD 鉴定柑桔嵌合体 (Sugawara and

Oowada, 1995)和柠檬栽培品种(Deng et al., 1995)，利

用 ISSR 鉴定近缘柑桔品种 (Fang and Roose, 1997)，

利用 AFLP 构建枳属特异种质的指纹图谱等(庞晓明

等，2003)。其中，SSR 技术因具有操作简单、多态性

信息含量高、重复性好等诸多优点，已被广泛应用于

水稻 (于永红等，2001；张彦等，2006；薛灿辉等，

2005)、玉米(李晓辉等，2003)、苹果(王爱德等，2005)、

甜瓜(艾程祥等，2006)等作物的品种鉴定研究。本文

应用 SSR 技术，构建了我国主推柚和杂柑品种的指

纹图谱，旨在建立一种快速、准确的柑桔品种鉴定方

法，以期为今后柑桔产业化中种苗纯度和真实性鉴

定提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

沙田柚(C.grandis (L.) Osbeck‘Shatinyu’)、琯溪

蜜 柚 (C.grandis (L.) Osbeck‘Guanximiyu’)、晚 白 (C.

grandis (L.) Osbeck‘Wanbaiyu’)、强 德 勒 (C.grandis

(L.) Osbeck‘Chandler’)、梁 平 柚 (C.grandis (L.) Os-

beck‘Langpinyu’) 5 个柚品种和不知火((C.sinensis ×

C.unshiu Marcov) ×C. reticulata Ponkan‘Buzhihuo’)、

少核默科特(C.sinensis ×C. reticulata‘Murcott’)、清

见(C.sinensis ×C.unshiu Marcov‘Qingjian’)、诺瓦(C.

reticulata ×C.grandis (L.) Osbeck‘Nova’)、天草 ((C.

sinensis × C.unshiu Marcov) ×C. reticulata)‘Tian-

cao’、阳香(C.sinensis ×C.unshiu Marcov ×C. reticu-

lata Ponkan ‘Yangxiang’)、津之香 ((C.sinensis ×C.

unshiu Marcov) ×C.unshiu Marcov) ‘Jinzhixiang’) 7

个杂柑品种，均由中国农科院柑桔研究所“国家果树

种质(重庆)柑桔圃”提供。

1.2 柑桔基因组 DNA 的提取

取幼嫩的叶片 0.2 g 于 1.5 mL 离心管中，于液氮

中研磨成粉末，然后加入 600μL CTAB buffer(2%

CTAB，1.4 mol/L NaCl，0.02 mmol/L EDTA，0.1 mol/L

Tris-HCl，3% PVP，2% β- 巯基乙醇)充分混匀，65℃水

浴 30 min，其间轻轻振荡 2~3 次。水浴后取出样品加

入等体积酚 / 氯仿 / 异戊醇(25：24：1)抽提 15 min；室

温下 12000 r/min 离心 10min。取上清加入等体积氯

仿 / 异戊醇(24：1)抽提 15 min；再次以 12000 r/min 离

心 10min。取上清加入 1/10 体积的 3 mol/L NaAc(pH

5.2) 和 2/3 体积的异丙醇，混匀后于 -20℃下静置

10min。6000 r/min 离心 5min，倒弃水溶液，75% 的酒

精洗涤沉淀 2~3 次。利用真空干燥机风干 DNA，加

入 100μL ddH2O 溶解 DNA。经琼脂糖电泳及分光光

度计检测后放入 -20℃储存备用。

1.3 SSR 分析

SSR 分析在国家柑桔品种改良中心完成。SSR

引物根据江东 (江东等，2006)、Kijas 等(1997)、Chen

等 (2006)报道的序列以及利用 SSR 搜索软件 Misa

从柑桔 EST 数据库中搜寻到的 SSR 而设计，由上海

生工合成，PAGE 纯化。PCR 扩增仪为德国 Biometra

公司生产的 Tgradient 型扩增仪。PCR 反应试剂均购

于宝生物工程(大连)有限公司。SSR 反应条件经过优

化确定为：25 μL 体系含基因组 DNA 200 ng，Tris-HCl

10 mmol/L，KCl 50 mmol/L，MgCl2 1.67 mmol/L，dNTP

0.20 mmol/L，引物各 0.20 μmol/L，Taq DNA 聚合酶

0.8 U。PCR 程序是：94℃预变性 5 min，然后 94℃变性

30 s，55~60℃ 退火 45 s，72℃延伸 1 min，30 个循环，

最后 72℃延伸 10 min。扩增产物于 10% 的非变性聚

丙烯酰胺凝胶中电泳。采用银染显色：用 10% 酒精+

0.5% HAC 固定 2 次，每次 6 min；0.2% AgNO3 溶液

渗透 12 min；单蒸馏水漂洗 2 次，每次 65s；加显色液

(1.0% NaOH+ 0.4% 甲醛) 于摇床上摇晃 2~4min，至

谱带清晰时停止显色。记录及照相。

应用曹永生等编制的指纹图谱自动识别系统

Gel 2.0 识别各品种的谱带，以 DL2000 DNA Marker

作参照，根据迁移率大小确定各扩增片断的分子量，

建立各品种的指纹图谱数据库。重新取样验证各品

种特征指纹图谱的准确性。

2 结果与分析

2.1SSR 引物的筛选

以甜橙、柚、宽皮柑桔(杂柑、椪柑、温州蜜柑)和

柠檬的代表品种对 SSR 引物进行初步筛选，从 105

对引物中筛选出 10 对多态性丰富、谱带清晰、重复性

好的 SSR 引物。将这 10 对引物作为柑桔品种鉴定的

核心引物。利用其中 5 对 SSR 引物(见表 1)对 5 个柚

品种和 7 个杂柑共 12 个品种进行 PCR 扩增，共扩增

出 35 条谱带，其中多态性谱带 27 条，引物多态性带

纹 比 例 均 在 60% 以 上 ，扩 增 片 断 的 大 小 集 中 在

100 bp~500 bp之间。之后分别针对柚和杂柑品种特征
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指纹进行分析，筛选出两个高效的引物组合(SSR17、

SSR15、SSR16、SSR12 和 SSR17、SSR18、SSR16)，利

用这两组引物能够快速地将柚和杂柑品种鉴别出来。

2.2 柚 SSR 指纹图谱

利 用 筛 选 的 4 对 SSR 引 物 (SSR17、SSR15、

SSR16、SSR12 )初步构建了沙田柚、琯溪蜜柚、晚白

柚、强德勒、梁平柚的指纹图谱(如图 1)。仅就这 5 个

柚品种而言，选择 SSR12、SSR16 或 SSR12、SSR17

的引物组合均能把上述各柚品种鉴别出。为了尽量

避免与其它柑桔品种具有相同的指纹而对将来鉴定

工作的干扰，利用了 4 对 SSR 引物共同构建出上述

5 个柚品种的指纹图谱。4 对 SSR 引物在 5 个柚品种

中共扩增出 20 条多态性谱带。利用这些谱带能够准

确快速地将上述柚品种鉴别出来。

表 1 5 对 SSR 引物在 12 个品种中的扩增结果

Table 1 Amplified results of 12 citrus cultivars by five SSR primer pairs

引物名称

Primer Name

SSR12

SSR15

SSR16

SSR17

SSR18

序列（5`→3`）

Sequence（5`→3`）

AAAGGGAAAGCCCTAATCTCA

CTTCCTCTTGCGGAGTGTTC

GCTTTCGATCCCTCCACATA

GATCCCTACAATCCTTGGTCC

AGTGAACTGTCCATTGGATTTTCG

GTGTTGAATCCCGACCTTCTACC

TTCATTTGGAACAAAACCCAATTC

GCTGCTAATCACAGCATCAAGAGA

CCTCAGCTCTAGCAAAAGCACATT

AGAGGCTATAGATCGTGGATGCAG

总带数目

Total bands

9

9

5

7

5

多态性带

Polymorphic bands

9

6

4

5

3

多态性带比例

Polymorphic Rate(%)

100

66.7

80

71.4

60

2.3 杂柑 SSR 指纹图谱

利用 SSR17、SSR18、SSR16 这 3 对 SSR 引物初步

构建了杂柑主推品种不知火、少核默科特、清见、诺

瓦、天草、阳香、津之香的特征指纹图谱(如图 2 和图

3)。3 对 SSR 引物在 7 个杂柑品种中共产生了 10 条

多态性谱带。其中 SSR17 号引物在清见和天草中都

扩增特异谱带，能够一次性将其鉴别出来，其余品种

需通过组合引物的方式鉴别。

2.4 柑桔品种指纹模式图谱库的建立

根据上述各柑桔品种的特征指纹图谱，应用曹

永生等编写的指纹图谱自动识别系统 Gel 2.0 对各

品种的指纹进行识别处理，建立相应品种的指纹模

式图谱数据库。以 DNA Marker DL 2000 作参照，根

图 1 5 个柚品种的 SSR 指纹图谱

注：M. DL2000 DNA marker. 1、沙田柚，2、琯溪蜜柚，3、晚白

柚，4、强德勒，5、梁平柚。所对应的 4 对引物依次为 SSR17,

SSR15, SSR116, SSR12

Figure 1 The fingerprinting of five Pomelo (Citrus grandis (L.)

Osbeck) cultivars

Note: 1. Shatianyou Pomelo, 2. Guanximiyou Pomelo, 3. Wan-

baiyou Pomelo, 4. Chandler Pomelo, 5. Liangpinyou Pomelo.

Four SSR primer pairs are SSR17, SSR15, SSR16 and SSR12

图 2 4 个杂柑品种 SSR 指纹图谱

注：M. DL2000 DNA marker. 每个品种的指纹图谱均由 3 对引

物构成，品种依次为不知火、少核默科特、清见、诺瓦。图中编

号：1. SSR17, 2 和 4. SSR18, 3. SSR16

Figure 2 The fingerprinting of four hybrid citrus cultivars

Note: M. DL2000 DNA marker , The fingerprinting of each hy-

brid citrus cultrvars (Buzhihuo, Murcott, Qingjian and Nova) was

made up of 3 primer pairs (1.SSR17, 2 and 4. SSR18, 3. SSR16)

722



利用 SSR 标记鉴定柚和杂柑品种

Identification of Pummelo(Citrus grandis (L.) Osbeck) and Hybrid Citrus Cultivars using SSR Molecular Markers

据谱带数目、相对迁移率大小绘制出每条谱带的相

对位置，构建出柑桔品种标准指纹模式图。图 4 即为

5 个柚和 7 个杂柑品种的标准指纹模式图谱。所建立

的指纹图谱库可以将指纹模式转换成图形模式图和

数字模式图。该库可以继续添加其它品种的指纹图

谱，品种之间可相互比对。待检测的样品只要将电泳

图谱识别后通过比对就能得知是否为某个品种。

为了验证该指纹模式图谱的准确性，我们利用特

征引物对不同栽培地点的相应品种进行扩增，得到

的指纹图谱经自动识别系统 Gel 2.0 识别后进行比

对，检索出的品种名与实际吻合。

3 讨论

苗木市场上销售“假树苗”的现象层出不穷，给

广大农户和地方政府带来巨大的经济损失。为了减

少农民不必要的经济损失和维护社会的发展，建立

一套准确、快速鉴定苗木的方法就非常有必要。目

前，已经建立 DNA 指纹图谱数据库的果树有苹果、

梨、桃、葡萄、樱桃等。本研究利用 SSR 标记对柑桔品

种进行鉴定，结果表明 SSR 标记对柚及杂柑品种都

有很好的区分效果。5 对引物就能够检测出 27 多态

性谱带，多态性谱带比例较高。而且重复性很好，所

选引物做了 2 次以上重复，均能得到相同的指纹图

谱。另外，选取不同栽培地点的相应品种对指纹图谱

进行了验证，结果显示，所得到的指纹图谱与构建的

特征指纹图谱能够相吻合。这说明采用无性繁殖种

苗的柑桔，利用 SSR 标记鉴定其种苗纯度和真实性

是可行的。

虽然 SSR 技术具有操作简单、重复性好等诸多

优点，但在实际操作中 SSR 技术也存在一些影响因

素。首先，对基于 PCR 的 SSR 技术而言，DNA 质量

图 3 3 个杂柑品种 SSR 指纹图谱

注：M. DL2000 DNA marker. 各编号对应的引物名称同图 2；3

个杂柑品种依次为天草、阳香、津之香。

Figure 3 The fingerprinting of three hybrid citrus cultivars

Note: M. DL2000 DNA markers; Pimername sameas fig.2; Three

cultivars are Tiancao,Yangxiang,Jinzixiang respectively

图 4 5 个柚品种和 7 个杂柑品种标准指纹模式图谱

注：图中 M：DNA Marker DL2000. 01、06、11、16：沙田柚，02、

07、12、17：琯溪蜜柚，03、08、13、18：晚白柚，04、09、14、19：强

德勒，05、10、15、20：梁平柚，21、28、35：不知火，22、29、36：核

默科特，23、30、37：清见，24、31、38：诺瓦，25、32、39：天草，26、

33、40：阳香，27、34、41：津之香

Figure 4 The standard mode fingerprinting of five Pomelo(Citrus

grandis Osbeck) and seven Hybrid citrus cultivars

Note: M. DNA markerDL2000. 01, 06, 11, 16: Shatianyou Pome-

lo; 02, 07, 12, 17: Guanximiyou Pomelo; 03, 08, 13, 18: Wan-

baiyou Pomelo; 04, 09, 14, 19: Chandler Pomelo; 05, 10, 15, 20:

Liangpinyou Pomelo; 21, 28, 35: Buzhihuo; 22, 29, 36: Murcot;

23, 30, 37: Qingjian; 24, 31, 38: Nova; 25, 32, 39: Tiancao; 26,

33, 40: Yangxiang; 27, 34, 41: Jinzhixiang
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的好坏对 PCR 扩增有一定的影响。质量差的 DNA

可导致扩增效果较差、带型不稳定、染色形成较深的

背景等现象。柑桔叶片是多酚、多糖含量较高的材

料，要快速地提取出高质量的 DNA 采用合适的方法

就很关键。其次，SSR 标记也存在扩增出非特异性带

或扩增效果差的情况。要克服这个问题，应尽量减少

引物的反复冻溶；同时对 PCR 反应条件进行优化，

提高反应的特异性。另外，控制好染色过程的各操作

环节，也是减少非特异性带的出现的有力保证。经过

对 SSR 标记技术的优化，已成功建立了一套准确、快

速鉴定柚和杂柑品种的方法。
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