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性别分子标记在毛花猕猴桃中的
通用性验证
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摘要：【目的】猕猴桃是雌雄异株多年生木质藤本植物，其经济价值的主要载体为雌性植株的果实，将性别鉴定

技术应用于早期实生苗对育种工作意义重大。目前已开发出可稳定鉴别中华猕猴桃和山梨猕猴桃种群性别的

分子标记，可以检测出生物个体之间在核苷酸序列水平上的差异，极大降低了环境因素的干扰，验证这些标记

在毛花猕猴桃种质资源中的通用性可扩大这些标记在猕猴桃属植物中的应用范围，从而在植株早期鉴定出其

性别，以提高猕猴桃资源利用率。【方法】利用已知性别的 10份江西野生毛花猕猴桃DNA样品作为材料，用聚丙

烯酰胺凝胶电泳技术对PCR扩增产物进行检测，对退火温度进行多次筛选，确定最佳退火温度，对已报道的适

用于某些猕猴桃品种的性别分子标记A001、A002、UDK96-009及UDK96-013等 8个标记在毛花猕猴桃中的通

用性进行验证。【结果】（1）8个分子标记中，A001、A002、UDK96-013和UDK96-019这 4个标记均在毛花猕猴桃

中能扩增出清晰明亮的多态性片段，但未能鉴别出有效的性别特异片段，因此不具备鉴定毛花猕猴桃性别的作

用；（2）分子标记UDK96-009只在少量几个样品中扩增出较清晰的条带，但多态性较差，无法有效鉴定毛花猕

猴桃的性别；（3）分子标记A003、UDK97-404和UDK97-408均无清晰的片段出现，同样无法鉴定出毛花猕猴桃

的性别。【结论】本试验所使用的 8个性别标记在毛花猕猴桃样品中扩增结果较差，未能在毛花猕猴桃中体现出

良好的通用性，雌雄鉴定率较低，部分甚至无法扩增出清晰的条带，故这8个分子标记在鉴定毛花猕猴桃的性别

上不具备通用性，无法用于毛花猕猴桃种质资源的性别鉴定。
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Abstract：［Objective］Kiwifruit is a kind of dioecious perennial woody vine，the vitamin C content in fruit
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of Actinidia eriantha Benth. is 3-4 times higher than that in A. chinensis Planch.The plants of Actinidia eriantha
have high resistance to environmental stresses.Their fruits are rich in minerals with good flavor and taste.A. eri⁃
antha is a kind of potential germplasm resource for high-quality new variety breeding.Dioecism is common for
fruit trees，and the economic values of fruit trees are often greatly different due to the differences in sex.In pro⁃
duction，kiwifruit fruits are produced by female plants，which are the main resources of economic value.However，
male plants are mostly used as pairing trees for pollination and do not directly generate economic value.The juve⁃
nile period of kiwifruit is relatively long，generally 5-7a，while sexual identification is difficult in the juvenile pe⁃
riod. It is significant to conduct early sex identification research by sex molecular markers for seedlings in the
breeding process，which plays an important role in plantation configuration and breeding of new varieties.At pres⁃
ent，molecular markers have been developed and that can be used to stably identify the sexes of specific popula⁃
tions of A. chinensis and Actinidia rufa，which also can be used to detect differences in nucleotide level among bi⁃
ological individuals，greatly reducing the interferences caused by environmental factors.Verifying the versatility
of these molecular markers in the germplasm resources of A. eriantha can expand the application range of them
in Actinidia species，thereby may be useful for identifying their sex in the early plant period and improving the
utilization of kiwifruit resources.［Method］Eight kinds of reported molecular markers were used in this study.
PCR products from DNA templates extracted from 10 different wild A. eriantha plants grown in Jiangxi with
known sex were detected by polyacrylamide gel electrophoresis.In order to get clear and bright bands，the ampli⁃
fication temperature was screened for many times to find the possible most appropriate annealing temperature for
these eight molecular markers in A. eriantha.［Result］The results showed that：（1）among the eight molecular
markers，four markers，A001，A002，UDK96-013 and UDK96-019，could amplify clear and bright polymorphic
fragments，the DNA ladder presented clear images，but effective sex-specific fragments were not identified，
therefore，there did not function in identifying sex of kiwifruit；（2）the molecular marker，UDK96-009，only am⁃
plified clear bands in a few samples，but the polymorphism was poor，so it could not effectively identify the sex of
A. eriantha；（3）the primers of molecular markers of A003，UDK97-404 and UDK97-408 did not amplify clear
fragments，and it is also impossible to identify the sex of A. eriantha.［Conclusion］The eight sex-related molecu⁃
lar markers used in this experiment had poor amplification results in A. eriantha samples，and failed to show
good versatility，the accuracy of male and female identification was low，some of them even did not amplify clear
bands，so these 8 molecular markers are not universal in identifying the sex of A. eriantha，and they can not be
used for sex identification in A. eriantha germplasm resources.Because of the complicated genetic background of
kiwifruit，the reasons for the poor commonality of sex markers are unclear，and further research is needed to ex⁃
plain these results.It is speculated that the reason for this is that the sex determination of kiwifruit complies with
Mendelian inheritance laws and is characterized by single gene control.However，the existing research is insuffi⁃
cient.Further study is needed to find means for sex determination of kiwifruit.
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【【研究意义】】毛花猕猴桃（Actinidia eriantha Benth．）为猕猴桃科（Actinidiaceae）猕猴桃属（Actinidia）雌

雄异株的多年生藤本果树，作为我国特有的猕猴桃种质资源，在长江以南 200~1 000 m海拔处的山区广

泛分布[1]。目前世界猕猴桃的主栽品种比较单一，随着猕猴桃产业的发展，消费水平的升级，培育新的栽

培品种具有重要意义[2]。毛花猕猴桃果实维生素C含量为中华猕猴桃的 3~4倍[3]，且具有抗逆性强、富含

矿物质及风味好、口感佳等优点，有巨大的发展潜力，是潜在的优质猕猴桃种质资源选育的新品种[4]。雌

雄异株现象在果树作物中普遍存在，植株自身的经济价值往往因性别的差异而有很大不同。从形态学

上看，猕猴桃科（Actinidiaceae）为功能性雌雄异株植物，目前生产上以雌株果实产生经济价值，其经济价

值明显高于雄株，雄株在生产上多作为授粉配对用树，虽然雄花的花青苷含量较高、花色明艳、具有一定
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观赏价值，但现阶段毛花猕猴桃的育种工作仍集中在优质雌株的选育方面。猕猴桃实生育种过程中童

期较漫长，一般为 5~7 a[5]，雌雄异株和幼苗期的性别很难分辨，对品种改良和育种工作造成阻碍。因此，

对幼苗早期性别鉴定技术的研究将在极大程度上节约育种成本并缩短育种周期，在生产和遗传育种上

都有重要意义。【【前人研究进展】】前人尝试利用形态学[6]、生理生化[7]和同工酶[8]等方法鉴别猕猴桃的性别，

但常因环境因素的影响导致结果准确度不高，随着分子生物学的发展，利用分子标记技术在基因层面鉴

定亲缘关系的方法越来越受到学者们的青睐。SSR（simple sequence repeat）分子标记以个体间核苷酸序

列变异为基础，可直接反映出生物个体遗传变异，可以检测出生物个体之间在核苷酸序列水平上的差

异[9]，极大降低了环境因素的干扰，目前已在遗传多样性分析、指纹图谱构建及分子标记辅助育种等各个

方面有广泛的应用[10]，在猕猴桃等雌雄异株植物中可有效鉴定早期性别。目前，在开发猕猴桃属植物性

别鉴定分子标记的研究上取得了一些进展，但暂未有毛花猕猴桃上的相关报道。使用山梨猕猴桃（Ac⁃
tinidia rufa）和中华猕猴桃（Actinidia chinensis Planch.）原变种的种间杂交后代F1群体进行试验，在 174个
F1代个体中进行验证，利用RAD-seq技术开发的 SSR（simple sequence repeats）标记，最终筛选出A001、
A002和A003这 3个有较好特异性的分子标记；A001为雌性特异标记，具有较高的鉴定准确性；A002和
A003在雌、雄个体中均具有良好的差异性及多态性，可用于植株性别的鉴定；A003能够区分山梨猕猴桃

和中华猕猴桃原变种；组合使用A001和A002这 2个标记可有效鉴定中华猕猴桃和山梨猕猴桃性别[11]。

UDK96-009、UDK96-013、UDK96-019、UDK97-404及 UDK97-408为‘和平红阳’猕猴桃上筛选出的在

雌、雄株上表现出良好的差异性及多态性的 SSR标记，其多态性百分比均在 88.9%以上，可鉴定植株

性别[12]。

【【本研究切入点】】目前标记A001、A002和A003不仅在前人研究所涉及的材料中进行了应用验证，在

其它品种如软枣猕猴桃上也已进行了通用性验证[13]，其余标记目前尚未有在其它栽培种类上的通用性

验证。【【拟解决的关键问题】】目前关于毛花猕猴桃性别标记的报道较少，本试验利用已知性别的野生毛花

猕猴桃种质资源作为材料，旨在探讨 A001、A002、A003和 UDK96-009、UDK96-013、UDK96-019、
UDK97-404、UDK97-408两组分子标记在毛花猕猴桃性别鉴定中的通用性，以期为毛花猕猴桃育种群体

的早期性别分子鉴定提供快捷、高效的方法，优化生产上早期的雌雄配比，加快育种进程。

1 材料和方法

1.1 试验材料

试验于 2018—2019年进行，材料来自江西省麻姑山，采用已知性别的毛花猕猴桃样品 10份（雌、雄

各 5株）。选择标准为树势较强、生长结果正常的成龄植株，采下其一年生枝蔓上的幼嫩叶片置于冰盒，

随后立即带回实验室，转移至装满吸水硅胶的自封袋中，充分脱水干燥后保存待用。

1.2 标记来源

A001、A002及 A003来自 Zhang等，UDK96-009、UDK96-013、UDK96-019、UDK97-404及 UDK97-
408来自杨妙贤等，所用引物由上海生工生物工程有限公司合成提供，引物信息具体见表1。
1.3 DNA提取

使用北京华越洋生物科技有限公司生产的植物基因组DNA快速提取试剂盒，改良后的CTAB法提

取DNA，选取猕猴桃雌雄株幼嫩叶片，放入自封袋中用硅胶充分脱水干燥，称取叶片100~200 mg，用磨样

机研磨至细粉状。具体提取步骤均参照试剂盒说明书进行。所得DNA使用紫外分光计进行检测，并配

合 1%（ω）琼脂糖凝胶电泳法检测其质量及完整性是否合格。将模板DNA质量浓度稀释至 20 ng/mL，保
存于-20 ℃备用。

1.4 PCR扩增

PCR 扩增程序：94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 30 s，47~64 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 28~34个循

环，最后 72 ℃延伸 10 min于 12 ℃保存。对不同引物的退火温度进行多次检验，筛选出最佳退火温度，以

期每个标记所对应的产物中能产生清晰且长度一致的多态性条带。PCR扩增产物采用 8%（ω）非变性

PAGE电泳，快速银染法对条带进行检测，拍照记录后进行分析。
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2 结果与分析

2.1 A001、A002和A003标记在毛花猕猴桃样品中的验证结果

A001和A002 2个标记在 10个已知性别的毛花猕猴桃雌雄样品基因组DNA中的扩增结果显示，在

A001和A002的扩增产物中均出现了多态性条带，但并未在雌雄株之间发现明显的规律，即 2个标记对

毛花猕猴桃种质资源均未能表现出性别特异性（图 1a）；对A003标记的扩增结果进行观测分析，未能检

测出清晰的多态性条带（图1b）。

2.2 UDK96-009、UDK96-013等5个标记在毛花猕猴桃样品中的验证结果

在对毛花猕猴桃基因组DNA扩增最适退火温度的多次检验后，UDK96-009标记均无法检测出清晰

表1 8个猕猴桃性别标记引物信息

Tab.1 Information of eight kiwifruit gender marker primers

引物名称

Primer name
A001

A002

A003

UDK96-009

UDK96-013

UDK96-019

UDK97-404

UDK97-408

序列（5′-3′）
Sequences（5′–3′）

F：TCAATGCATTTAGACATTCCTTTGTCCA
R：TGGGTAAACATAACCACATGCCAAC
F：TACTGACGGTCACTCCCTAATCCC
R：CATGGATGGAACTGGTGGAGGAAG
F：GCAAGCGGGGGTAAATTTGTACAG
R：GGATAGGAGGAGCTTTACGGACCT
F：CACTCACATGCCTTTACACACA
R：AAGAGGCCACCAAAAACCTT
F：ACGTGACTTGGTTTTTGAAGG
R：CACTCCGATCAGCTCTCCTC
F：ATACACTTGAAGCGCCGC
R：AAGCAGCCATGTCGATACG
F：CGGCATTTTCTTTTTAATGACC
R：TTGCCTTGCTCTTGTTCATG
F：GTGCTCCTCCGTCCATGTAT
R：CGTCCTCTCTTCGCCATTTA

退火温度/℃
Annealing temperature

54

56

56

51

55

47

52

64

鉴定标准

Judgement standard
202 bp Female
0 bp Male

219 bp Female
230 bp Male
304 bp Female
287 bp Male
Polymorphism

Polymorphism

Polymorphism

Polymorphism

Polymorphism

a中 1~10分别为A001标记在退火温度为 54 ℃、A002标记在退火温度为 56 ℃的扩增结果；b为A003标记在退火温度

为56 ℃的扩增结果

a is the amplification results of A001 at annealing temperature of 54 ℃ and A002 at annealing temperature of 56 ℃ at 1 to 10
lane respectively; b is the amplification results of A003 at annealing temperature of 56 ℃

图1 A001、A002和A003标记的验证结果

Fig.1 The outcome of A001，A002 and A003
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的多态性条带，结果与A003标记结果类似，无良好多态性；UDK96-013和UDK96-019标记的扩增产物

中均出现了多态性片段，但并未在雌雄株之间发现明显的规律，即 2个标记对毛花猕猴桃种质资源均未

能表现出性别特异性（图 2a）；UDK97-404和UDK97-408标记分别在退火温度为 52 ℃和 64 ℃时部分样

品扩增出少量多态性条带（图2b），无良好多态性。

3 讨 论

对猕猴桃早期性别鉴定方法的研究在实践中有重要意义，作为雌雄异株的经济作物，猕猴桃雌株产

生的经济价值往往远高于雄株，但因其童期较长且到达丰产的成熟期过长[5]，导致早期雌、雄株很难分

辨，所以在生产上合理配置雌雄个体对提高产量及经济效益显得尤为关键。毛花猕猴桃的雄株相较于

其它品种猕猴桃雄株不仅具有授粉的传统作用，更具有花色艳丽、花青素含量高的特点[14]，在实际生产

中可作为观赏花推广，其花瓣中富含的花青素在抗氧化、抗癌及预防慢性代谢性疾病等方面有着良好的

功效[15]。王金硕等[16]在对雄性软枣猕猴桃的研究发现，合理配置雄株具有确保产量、增加果实大小、减少

畸形果和提高果实品质等优点，所以合理配置雄株，可进一步提高其经济价值。

目前对猕猴桃性别鉴定的方法主要有形态学标记、生理生化、同工酶鉴定和 DNA分子标记等。

形态学鉴定主要通过对生殖器官的研究进而区分雌雄株，观察雌雄株独有的器官或观察其在发育过

程中的独特变化进而判断性别，对软枣猕猴桃和狗枣猕猴桃的生殖器官进行形态学解剖，发现其雌

花中的雄蕊退化，雄花中的雌蕊退化，但总体上雌花与雄花在表型上非常相似 [17]；软枣猕猴桃雌株叶

痕间距和皮孔密度显著大于雄株，而枝条颜色、横切解剖结构、叶柄粗细长短和叶纵横径之比均未出

现显著差异 [6]。生理生化是以雌雄植株在新陈代谢、特异蛋白质和生理指标等方面所体现出的差异

为依据，对差异的分析鉴定雌雄株性别的一种方法，李旭等 [6]通过 BTB法、TTC法和总酚含量测定等

方法，测定软枣猕猴桃雌雄株在生理生化上的差异，在芦笋 [18]、栝楼 [19]、杨梅 [20]和复叶槭树 [21]等植物上

a中 1~10分别为UDK96-013标记在退火温度为 56 ℃、UDK96-019标记在退火温度为 47 ℃的扩增结果；b中 1~10分
别为UDK97-404标记在退火温度为52 ℃、UDK97-408标记在退火温度为64 ℃的扩增结果

a is the amplification results of UDK96-013 at annealing temperature of 56 ℃ and UDK96-019 at annealing temperature of
47 ℃ at 1 to 10 lane respectively; b is the amplification results of UDK97-404 at annealing temperature of 56 ℃ and UDK97-408
at annealing temperature of 64 ℃ at 1 to 10 lane respectively

图2 UDK96-013、UDK96-019和UDK97-404、UDK97-408标记的验证结果

Fig.2 The outcome of UDK96-013，UDK96-019 and UDK97-404，UDK97-408
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有相似结果，但这些方法目前只应用在成熟植株上，对童期植株是否使用还有待进一步研究。同工

酶属于分子水平的指标，雌雄株间的某些本质差异可以通过其得以表现，这种方法通过对组织、发育

及物种之间的特异性的检测分析，找出编码相应酶的等位基因间的差异 [22]，因此同工酶是基因差

异在表达水平的体现。如陈晓玲等 [23]采用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术，对 6个猕猴桃品种雌雄株的

酯酶同工酶和过氧化物酶进行检测分析后发现，两者在不同猕猴桃品种中均存在一定差异，但对

雌雄株进行酶谱分析时无特征条带出现，同工酶在鉴别猕猴桃性别的研究上目前依旧主要集中在

成熟植株上，童期植株的适用性鲜有研究。DNA分子标记（DNA molecular markers）是 DNA水平遗

传变异的直接反映，与其它方法相比，具有采样要求低、测定结果易标准化和鉴定结果准确性高等

优点 [24]，目前 RAPD、SCAR和 AFLP等 DNA分子标记常被用于猕猴桃性别鉴定研究，通过 PCR技术

与群体分离分析方法（Bulked Segregant Analysis，BSA）的结合，可在早期对雌雄异株植物的性别进

行鉴定，其方法是根据目标性状将分离群体分为 2组，构建在目标基因区段存在差异的 2个基因混

合池，提取基因池中 DNA作为模板进行 RAPD分析，2个基因混合池间多态性有差异的标记与目的

基因必定产生关联，Gill等 [25]使用该方法开发出可用于鉴定中华猕猴桃原变种为亲本的 3个家系（包

括亲本及其产生的 F1代）的 SmY1和 SmX，在马尾藻、巨体舌鱼和黄连木的性别鉴定研究中均有应用

这种 BSA混池测序技术，有较好的通用性。通过 RAD-seq基因图谱技术得到了本试验所使用的

A001、A002和 A003这 3个 SSR分子标记，该技术能有效检测 DNA多态性，且可对基因组序列尚不清

楚的物种进行检测，大多数模式生物及部分非模式生物都有应用，如开心果和西瓜等。除本试验中

所选用的 8个标记，已开发出可用于鉴定中华猕猴桃原变种和美味猕猴桃原变种植株性别的 RAPD
标记 S1032-850，但其尚未转化为相对更稳定、准确率更高的 SCAR标记 [26]，所以本文并未对其在毛花

猕猴桃中的通用性进行验证。

目前对猕猴桃性别鉴定方法的研究主要集中于上述几种方法，随着分子研究技术的不断进步，对性

别分化相关基因的研究不断深入，性别鉴定的研究深度便捷度、和准确度都有了很大的提升。植物体中

的微RNA（microRNA miRNA）长约21 nt，通过转录后基因调控的方式参与调节多种植物发育和内外应答

反应，如花器官发育和花的性别分化等[27]。近年来，基于miRNA深度测序研究基因功能已在木瓜[28]、玉

米[29]和杨树[30]等多种植物之中都有应用。闫明科等[31]运用高通量测序技术及生物信息学进行分析，对猕

猴桃雌、雄花中表达的小RNA（sRNA）进行鉴定，得出其中进化上保守的miRNA，推测出新的雌、雄花特

异miRNA，筛选出一批差异表达的miRNA并预测了其靶基因，从遗传学角度为猕猴桃雌、雄株的性别分

化研究奠定基础[31]。但有研究表明，植物的性别并不绝对取决于其遗传因子，植物激素和表观遗传修饰

等因素也在一定程度上产生影响，因素之间相互独立又共同作用，在以花为主的被子植物生殖器官表型

上这些因素的作用结果得到表现，使得性别表型产生多样性。猕猴桃染色体倍性复杂，如中华猕猴桃主

要为二倍体和四倍体[32]，美味猕猴桃倍性较多，有四倍体、五倍体和六倍体[33]，毛花猕猴桃几乎均为二倍

体[34]。从遗传学角度来看，猕猴桃杂交后代群体的性别分化符合XY型性染色体性别决定系统[35]；对核型

的进一步观察[36]和多基因连锁图谱的构建[37]，发现中华猕猴桃的XY染色体的长度及外观形态非常类似，

在被子植物性染色体进化的六个时期中[38]的第二个时期，Y染色体上的亚端粒部位存在某些性别决定位

点不能与X染色体自由重组，而这些缺乏重组的位点正是性别决定部位的特点[39]，同时在原始Y染色体

上有一个小的雄性特异区形成，并且出现了全雄及全雌植株。据此发现，猕猴桃的性别分化表现与芦笋

类似，认为猕猴桃的性染色体应处于进化阶段的第二个时期，此时Y染色体未能进化完全，仍处于处于

早期进化阶段。文中所使用的8个标记均在中华猕猴桃原变种中得到验证，但在毛花猕猴桃上不具通用

性，推测与以上原因有关，认为毛花猕猴桃可能在性别特异区域位置或序列上与原文研究的猕猴桃品种

有差异所导致。

此外，在其它雌雄异株植物上也有诸多性别标记的报道，如杜仲[40]、甜瓜[41]和柿[42]等都已开发出一系

列用于鉴定性别的标记。本文所使用的 8对标记均未有效鉴别出毛花猕猴桃的性别，分析认为是猕猴

桃性别决定符合孟德尔遗传定律，表现为单基因控制的特点，但是现有研究仍然没有找到猕猴桃性别决
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定相关的QTL。目前已有报道的的性别决定相关marker在猕猴桃属不同种间存在局限性，因而，除了已

报道的若干种外，其它猕猴桃种的性别鉴定需要开发新的分析标记。随着分子生物技术的不断进步，今

后猕猴桃性别鉴定的研究也会更倾向于基因层面，但在探明其性别表型形成的机理之前，利用多种鉴别

方法相结合进行性别鉴定，可在育种早期高效、精准的鉴定性别，可降低育种成本，加快田间育种进度，

在发育早期更合理的配置雌雄植株，降低不必要的损耗，更好更快地促进育种产业的发展，为实现可持

续发展做出保障。
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