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摘　 要： 为探究太空环境对罗汉果造成的诱变效应，筛选罗汉果新品种培育优异种质，该研究运用 ＩＳＳＲ 分子

标记技术，对 ２８ 个航天诱变罗汉果及主栽品种进行了全基因组多态性检测和聚类分析。 结果表明：从 １００ 个

ＩＳＳＲ 引物中筛选得到 １７ 个引物，共扩增出 １５７ 个条带，其中 ８３ 条具有多态性，多态条带百分率为 ５２．８７％，遗
传相似系数范围为 ０．７０７～０．９８７。 根据 ＵＰＧＭＡ 聚类图，２８ 个罗汉果样本可以分为 ３ 类：聚类Ⅰ为航天种质

Ｂ６ 和 Ｂ３♀；聚类Ⅱ为航天种质 Ａ１♀、Ａ１４、Ａ１８ 与主栽品种；聚类Ⅲ中都为航天罗汉果种质。 上述结果暗

示 Ａ１♀、Ａ１４、Ａ１８ 与其他航天种质已经产生了一定的遗传分化，具有与主栽品种相似的遗传背景，可能获得

了有益突变。 该研究结果为罗汉果新品种培育和杂交亲本选配提供了科学依据。
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　 　 罗汉果（Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ ）是我国特有的葫芦

科多年生草质藤本植物，以果实入药，为我国常用大

宗中药材之一，具有止咳祛痰、润肠通便等功效（中
华人民共和国国家药典委员会，２０１５）。 罗汉果果

实中的甜苷Ⅴ为世界上最强的非糖甜味物质之一

（李典鹏和张厚瑞，２０００），在天然药物和甜味剂开

发方面受到广泛关注。 罗汉果分布于一个相对狭小

的区域，资源匮乏已成为不争的事实。 罗汉果药用

和甜苷提取需求量的增加，推动了罗汉果种植业的

空前发展，原产地被大量开垦发展罗汉果种植，导致

野生资源储备锐减；而人工栽培组培苗的推广，使栽

培方式由多年生变为一年生，提高产量的同时，却导

致栽培品种单一，品种退化严重。 罗汉果在种植方

面最突出的是品种问题，农学和生物学工作者在罗

汉果的高产栽培技术（陈继富等，２０１２）、组织培养

（付长亮等，２００５）、多倍体育种（蒋水元等，２００９）、
新品种选育（马小军等，２００８）、遗传转化研究（朱英

芝，２０１２；邢爱佳等，２０１３；曾雯雯，２０１５）等方面已开

展大量工作，并且选育出一系列优良高产的新品种。
到目前为止，利用杂交育种、诱变育种与优良品种选

育等常规方法还没有取得突破性进展（闫海锋等，
２０１１）。 当前所采用的栽培品种依然为 ２０ 世纪 ７０
年代形成的青皮果、红毛果等农家品种。

航天育种具有诱变效率高、育种周期短、变异方向

不定、可出现常规育种不易出现的变异等特点，近年来

已经受到广泛关注，并取得了令人瞩目的研究成果（刘
录祥等，２００７；梁剑平，２０１０）。 运用航天育种，可以提高

罗汉果变异率，扩大种质资源库，创造更多供选择的优

异种质。 ２０１１ 年，一批罗汉果种子搭载“神舟八号”进
行太空育种；２０１２ 年，这批种子在广西桂林永福县进行

试种。 ＩＳＳＲ 分子标记技术，具有多态性高、操作简单、
价格低廉的优点，具有较高的稳定性和重复性（Ｚｉｅｔｋ⁃
ｉｅｗｉｃｚ ｅｔ ａｌ，１９９４）。 本研究运用 ＩＳＳＲ 分子标记技术，
首次在 ＤＮＡ 层面，对航天罗汉果种质进行遗传变异检

测，探究太空环境对罗汉果造成的诱变效应，为罗汉果

新品种的培育提供理论指导。

１　 材料与方法

１．１ 材料

２０１４ 年春，将航天罗汉果种质与主栽品种种植

于广西植物研究所本课题组试验地，当年秋天采集

叶片，共计 ２８ 个样本（表 １），硅胶干燥保存。 航天

罗汉果标号以 Ａ 和 Ｂ 开头。 主栽品种都为青皮果，
航天种质品种为冬瓜果。
１．２ 方法

１．２．１ ＤＮＡ 提取 　 采用改良 ＣＴＡＢ 法（Ｄｏｙｌｅ ＪＪ ＆
Ｄｏｙｌｅ ＪＬ，１９８７），提取干燥叶片总 ＤＮＡ。 提取步骤：
称取干燥叶片 ０．１ ｇ，放入研钵中，加适量液氮，快速

研磨成粉；在研钵中加入 ２ ｍＬ 预热 ６５ ℃ ２％ ＣＴＡＢ
（含 ２％ β－巯基乙醇），研磨混合均匀；将溶液从研

钵转入 ２ ｍＬ 离心管中，６５ ℃ 水浴 １ ｈ，期间每隔 １５
ｍｉｎ 上下颠倒混匀一次；１２ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１ 离心 １０
ｍｉｎ，上清液倒入新离心管；加入等体积氯仿 ∶ 异戊

醇（２４ ∶ １），上下颠倒混匀 ７ ｍｉｎ。 １２ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１

离心 １０ ｍｉｎ，上清吸入新离心管；重复氯仿抽提一

次； 加入 １ ／ １０ 体积 ＮａＡｃ （ｐＨ ５．２）， 等体积异丙醇

（－２０ ℃ 预冷），混匀，－２０ ℃ 冰箱中静置 ２０ ｍｉｎ；
５ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１，５ ｍｉｎ，倒上清液；加入 １ ｍＬ ７０％乙

醇洗涤一次；５ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１，５ ｍｉｎ，倒上清液，１ ｍＬ
无水乙醇洗涤 ２ 次；自然风干，加 ５０ μＬ １ × ＴＥ 溶

解；－２０ ℃冰箱保存。
１．２．２ ＤＮＡ 检测　 运用琼脂糖凝胶电泳法检测 ＤＮＡ
完整性，用 ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ ／ ＮＤ⁃２０００Ｃ 检测 ＤＮＡ 浓度

和纯度。
１．２．３ ＩＳＳＲ 引物及退火温度筛选　 随机选取 ８ 个样

本，对 １００ 个引物进行筛选。 ＰＣＲ 试剂为 ＴａＫａＲａ
Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ （Ｍｇ２＋ ｆｒｅｅ ｂｕｆｆｅｒ）。 ２５ μＬ
ＰＣＲ 反应体系中含 ＤＮＡ 模板 ５０ ｎｇ，其余成分终浓

度：１×ｂｕｆｆｅｒ（不含 Ｍｇ２＋），ＭｇＣｌ２ ２．０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１，４ 种

ｄＮＴＰｓ 各 ０．２ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１，引物 ０．５ μｍｍｏｌ·Ｌ⁃１，Ｔａｇ
酶 １ Ｕ。 反应程序为 ９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ，９４ ℃变性 １
ｍｉｎ，５２ ℃退火 ５０ ｓ，７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，４０ 个循环，７２
℃延伸 ７ ｍｉｎ（周俊亚等，２００４）。 产物用琼脂糖凝

胶电泳检测，ＥＢ 染色，凝胶成像系统显影、拍照。 选

择条带多、清晰、亮度强的引物进行引物退火温度筛

选。 设置 ５０～５５ ℃温度梯度，筛选退火温度，用于

２８ 个样本的 ＩＳＳＲ 分析。
１．２．４ ＩＳＳＲ 数据分析　 ＩＳＳＲ 扩增产物以 ０、１ 统计建

立数据库。 在相同的迁移位置上，有带存在赋值为

“１”，无此带赋值为“０”，用 ＧｅｎＡｌＥｘ ６．５ 软件（Ｐｅａｋａｌｌ
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表 １　 样品列表
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈｅｃｋｌｉｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

来源
Ｏｒｉｇｉｎ

编号
Ｎｏ．

名称
Ｎａｍｅ

性别
（雌♀雄 ）

Ｇｅｎｄｅｒ
（Ｆｅｍａｌｅ♀
Ｍａｌｅ ）

航天种质 １ Ａ１ ♀

Ｓｐａｃｅ⁃ｆｌｉｇｈｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ２ Ａ２ ♀

３ Ａ３ ♀

４ Ａ５ ♀

５ Ａ６ ♀

６ Ａ８

７ Ａ９

８ Ａ１０

９ Ａ１１ ♀

１０ Ａ１３

１１ Ａ１４

１２ Ａ１５ ♀

１３ Ａ１６

１４ Ａ１７

１５ Ａ１８

１６ Ａ１９

１７ Ｂ３ ♀

１８ Ｂ６

主栽品种 １９ ＬＧ１

Ｍａｉｎ ｃｕｌｔｉｖａｒ ２０ ＬＧ２

２１ ＬＧ３

２２ ＹＳ１

２３ ＹＳ２

２４ ＬＳ１

２５ ＬＳ２

２６ ＢＬ１

２７ ＢＬ２

２８ ＢＬ３

＆ Ｓｍｏｕｓｅ，２００６；ＰＥ，２０１２）计算 Ｎｅｉ’ ｓ （Ｎｅｉ ＆ Ｌｉ，
１９７９）遗传相似系数，采用 ＮＴＳＹＳｐｃ Ｖｅｒｓｉｏｎ ２．１０ ｅ
软件构建 ＵＰＧＭＡ 聚类图。

２　 结果与分析

２．１ ＤＮＡ 检测

从图 １ 可以看出，ＤＮＡ 条带亮度高、集中、清

晰、无降解。 ＤＮＡ 的浓度值在１ ７６５．３～５ １８６．４ ｎｇ·
μＬ⁃１之间，λ２６０ ／ ２８０在 ２．０５ ～ ２．１６ 之间，λ２６０ ／ ２３０在 １．８０ ～
２．２１ 之间。 纯 ＤＮＡ 的 λ２６０ ／ ２８０比值约为 １．８，该比值

受测量时空白样品和 ＤＮＡ 样品所用溶剂的 ｐＨ 和

例子强度影响：酸性溶剂的比值会低 ０．２ ～ ０．３，而碱

性溶液比值会高 ０．２ ～ ０．３。 如果偏差太大，则是蛋

白、酚或其他污染在 ２８０ ｎｍ 区域附近具有吸收峰；
纯 ＤＮＡ 的 λ２６０ ／ ２３０比值为 １．８ ～ ２．２。 比值太低说明

ＤＮＡ 提取技术需要优化 （ Ｄｅｓｊａｒｄｉｎｓ ＆ Ｃｏｎｋｌｉｎ，
２０１０）。 本研究中，溶解 ＤＮＡ 所用试剂 ＴＥ（ｐＨ８．０）
为碱性，λ２６０ ／ ２８０值在正常范围。 因此，本研究所获得

的罗汉果 ＤＮＡ 浓度高、质量好，可以满足 ＩＳＳＲ 分析

的需要。
２．２ ＩＳＳＲ 引物筛选及引物退火温度筛选

从 １００ 个 ＩＳＳＲ 引物中筛选出 １７ 个引物，筛选

的退火温度见表 ２ 和图 ２。
２．３ 遗传多样性分析

１７ 条引物在 ２８ 个样本中共扩增得到 １５７ 条条

带，其中 ８３ 条具有多态性，多态条带百分率为

５２．８７％；各引物扩增的条带数最多为 １３ 条（Ｕ８８１），
最少为 ６ 条（Ｕ８０８），平均为 ９．２ 条；各引物扩增的多

态条带最多为 ９ 条 （ Ｕ８５７），最少为 ３ 条 （ Ｕ８０８，
Ｕ８３４，Ｕ８３５，Ｕ８４５，Ｕ８８９），平均为 ４．９ 条（表 ２）。

Ｎｅｉ’ｓ 遗传相似系数范围 ０．９８７ ～ ０．７０７，最大的

为 Ａ１♀和 ＢＬ２（０．９８７），最小的为 Ｂ６ 和 ＬＧ２。 根

据 ＵＰＧＭＡ 聚类图，２８ 个罗汉果样本可以分为 ３ 类，
聚类Ⅰ为航天种质 Ｂ６ 和 Ｂ３♀；聚类Ⅱ为航天种质

Ａ１♀，Ａ１４，Ａ１８ 与主栽品种；聚类Ⅲ中都为航天罗

汉果种质（图 ３）。

３　 讨论与结论

我国通过航天育种已培育出一批具有高产、优
质、抗病新品种（系），但相应的基础理论研究较薄

弱，需要加强航天诱变的分子基础研究，解析诱变的

分子机制，提高诱变的预见性和诱变后代选择效率。
本研究运用 ＩＳＳＲ 分子标记技术，从 ＤＮＡ 层面，对航

天罗汉果的变异进行解析。 从 １００ 个 ＩＳＳＲ 引物中

筛选得到 １７ 个引物，对 ２８ 个罗汉果样本进行扩增，
共扩增出 １５７ 个条带，其中 ８３ 条具有多态性，多态

条带百分率为 ５２．８７％；各引物扩增的条带数最多为

１３ 条（Ｕ８８１），最少为 ６ 条（Ｕ８０８），平均为 ９．２ 条；
各引物扩增的多态条带最多为 ９ 条（Ｕ８５７），最少为
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图 １　 ＤＮＡ 琼脂糖凝胶电泳检测　 Ｍ． λＤＮＡ ／ ＥｃｏＲ Ⅰ＋ＨｉｎｄｌⅡＭａｒｋｅｒ； １－２８． 对应于表 １ 的样本编号。
Ｆｉｇ． １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｍａｐ ｏｆ ＤＮＡ　 Ｍ． λＤＮＡ ／ ＥｃｏＲⅠ＋ ＨｉｎｄｌⅡＭａｒｋｅｒ； １－２８． Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ Ｔａｂｌｅ １．

表 ２　 引物退火温度及多态性
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒｓ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

编号
Ｎｏ．

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

（℃）

位点数
Ｎｏ． ｏｆ ｔｏｔａｌ ｌｏｃｉ

多态性位点数
Ｎｏ． ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ

多态位点百分率
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ
（％）

１ Ｕ８０８ （ＡＧ） ８Ｃ ５５ ６ ３ ５０．０

２ Ｕ８１１ （ＧＡ） ８Ｃ ５２ ８ ５ ６２．５

３ Ｕ８１４ （ＣＴ） ８Ａ ５０ ９ ５ ５５．６

４ Ｕ８１５ （ＣＴ） ８Ｇ ５０ ８ ４ ５０．０

５ Ｕ８２２ （ＴＣ） ８Ａ ５１ ８ ５ ６２．５

６ Ｕ８２３ （ＴＣ） ８Ｃ ５３ １０ ８ ８０．０

７ Ｕ８２６ （ＡＣ） ８Ｃ ５３ １１ ６ ５４．５

８ Ｕ８３４ （ＡＧ） ８ＹＴ ５５ １０ ３ ３０．０

９ Ｕ８３５ （ＡＧ） ８ＹＣ ５２ ９ ３ ３３．３

１０ Ｕ８３６ （ＡＧ） ８ＹＡ ５４ １０ ７ ７０．０

１１ Ｕ８４１ （ＧＡ） ８ＹＣ ５３ ７ ４ ４２．９

１２ Ｕ８４５ （ＣＴ） ８ＲＧ ５２ ８ ３ ３７．５

１３ Ｕ８５６ （ＡＣ） ８ＹＡ ５２ １１ ４ ３６．４

１４ Ｕ８５７ （ＡＣ） ８ＹＧ ５２ １１ ９ ８１．８

１５ Ｕ８８１ ＧＧＧ ＴＧＧ ＧＧＴ ＧＧＧ ＧＴＧ ５３ １３ ７ ５３．８

１６ Ｕ８８９ ＤＢＤ（ＡＣ） ７ ５２ ８ ３ ３７．５

１７ Ｕ８９９ ＣＡＴ ＧＧＴ ＧＴＴ ＧＧＴ ＣＡＴ ＴＧＴ ＴＣＣ Ａ ５０ １０ ４ ４０．０

总计 Ｔｏｔａｌ １５７ ８３

平均 Ａｖｅｒａｇｅ ９．２ ４．９ ５２．８７

３ 条（Ｕ８０８，Ｕ８３４，Ｕ８３５，Ｕ８４５，Ｕ８８９），平均为 ４． ９
条；Ｎｅｉ’ｓ 遗传相似系数范围 ０．９８７ ～ ０．７０７，最大的

为 Ａ１♀和 ＢＬ２（０．９８７），最小的为 Ｂ６ 和 ＬＧ２；根据

ＵＰＧＭＡ 聚类图，２８ 个罗汉果样本可以分为 ３ 类，聚

类Ⅰ为航天种质 Ｂ６ 和 Ｂ３♀；聚类Ⅱ为航天种质

Ａ１♀，Ａ１４，Ａ１８ 与主栽品种；聚类Ⅲ中都为航天罗

汉果种质。
航天诱变育种产生的变异率一般为 ５％ ～１０％，
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图 ２　 ＩＳＳＲ 引物退火温度筛选电泳图　 Ｍ． ＤＬ ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； ５０．０～５５．０ 为温度 （单位：℃）； 方框处所示为筛选出的退火温度。
Ｆｉｇ． ２　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｍａｐ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　 Ｍ． ＤＬ ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；

５０．０－５５．０ ｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （ｕｎｉｔ： ℃）； Ｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．

往往从这些突变体中可以筛选到 ２％ ～３％的有益突

变体材料（潘光辉等，２００５）。 本研究中，航天种质

品种为冬瓜果，主栽品种属于青皮果，运用 ＩＳＳＲ 分

子标记技术，可以从 ＤＮＡ 层面区分这两个品种，与
周俊亚等（２００５）的研究结果一致。 青皮果是目前

栽培面积最大的罗汉果品种 （周俊亚和唐绍清，
２００６），具有甜苷含量高，大、中果占比高、产量高、
适应性强等优点 （ 孙宗喜等， ２００６； 白隆华等，
２００７）。 本研究中，根据 Ｎｅｉ’ｓ 遗传相似系数构建的

ＵＰＭＧ 聚类图表明，所有主栽品种聚为一类，与其品

种分类一致，大多数航天罗汉果聚为一类，也与其品

种来源一致；航天罗汉果 Ａ１♀，Ａ１４，Ａ１８ 与主栽

品种聚为一类，暗示这 ３ 个种质与其他航天种质已

产生了一定的遗传分化，而具有与主栽品种更为相

似的遗传背景，可能获得了有益突变。 本研究结果

可以指导航天育种后代的筛选，重点关注 Ａ１♀，
Ａ１４，Ａ１８ ，结合农艺性状和化学成分方面的研究，
从中筛选出优良品系。

在杂交育种中，亲本选择的原则之一是亲缘关

系上存在一定差异，亲本间差异越大，后代的杂交优
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图 ３　 ２８ 个样本间基于 Ｎｅｉ’ｓ 遗传相似性
系数的 ＵＰＧＭＡ 聚类图

Ｆｉｇ． ３　 ＵＰＧＭＡ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ ２８ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｂａｓｅｄ
ｏｎ Ｎｅｉ’ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

势可能越明显。 根据 Ｎｅｉ’遗传相似系数，可以获得

两两品种间的最大及最小相似度，指导后续的杂交

育种工作，充分利用航天种质，为罗汉果的遗传改良

引入新的优良种质。
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