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　　摘　要：以采自新疆维吾尔自治区葡萄瓜果开发研究中心的１８０份葡萄材料为试材，采用改
良ＣＴＡＢ法提取葡萄ＤＮＡ，进行了ＲＡＰＤ分析；同时从已发表文章中选出９６个适合于葡萄
ＲＡＰＤ分析所用随机引物进行引物筛选，旨在对供试葡萄品种进行亲缘关系的分析。结果表明：

ＤＮＡ产率和纯度都较好，产率绝大多数都在１００ｎｇ／μＬ以上，可以用于ＲＡＰＤ分析；筛选出的２１
个条带较多且清晰的引物，通过聚类分析，１８０份材料共分为７类。
关键词：葡萄；ＲＡＰＤ；聚类分析
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　　葡萄属于葡萄科（Ｖｉｔａｃｃａｃ　Ｌｉｎｄｌ）葡萄属（Ｖｉｔｉｓ），
是世界上栽培历史最长，产量最大的果树种类之一，种
质资源丰富。在长期的进化和栽培历史中形成了许多
种群和品种群。现在世界上存在的葡萄品种大约有
１４　０００个。由于葡萄种内变异很大，加上种间的自然
杂交以及世界范围内对葡萄的广泛繁殖，使得葡萄的
分类鉴定十分困难。近年来，分子生物学技术中ＤＮＡ
指纹图谱的不断发展和完善，把种质资源的研究提高
到一个新水平。其中ＲＡＰＤ技术具有许多优点，得到
广泛应用。但由于其自身的局限性，如稳定性和重复
性较低等，不同的材料在不同的实验室都会有不同结
果。已经有许多学者利用ＲＡＰＤ标记对葡萄进行了抗
病性、遗传多样性等方面的研究［１－３］，该研究旨在对供
试的１８０个葡萄品种进行亲缘关系的分析。

１　材料与方法
试验于２００９年１１月２日至２０１０年１月３０日在

西北农林科技大学园艺学院，农业部西北园艺种质资
源利用重点开放实验室、陕西省农业分子生物学重点
实验室进行。
１．１　试验材料
该试验所用葡萄材料均采自新疆维吾尔自治区葡

萄瓜果开发研究中心共计１８０份（表１），选取健壮、无
病害的嫩叶，放于－４０℃冰箱保存。

１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取　采用改良ＣＴＡＢ法提取葡萄
ＤＮＡ。取冷冻叶片置于研钵中，用液氮研磨至粉末。
转入２ｍＬ离心管，加入７６０μＬ　６５℃预热的ＣＴＡＢ提
取缓冲液和２０μＬβ－巯基乙醇，温和混匀，加入等体积
的氯仿∶异戊醇（２４∶１）抽提，温和而彻底地混合均匀，
６５℃保温３０ｍｉｎ（每隔１０ｍｉｎ混匀１次），取出后，降
至室温，在室温下离心（１２　０００ｒ／ｍｉｎ　１０ｍｉｎ）。上清液
转移至洁净离心管，加入等体积的氯仿∶异戊醇
（２４∶１）抽提１次，吸取上清液后加入２倍体积的预冷
无水乙醇或等体积的异丙醇，温和混匀，可见絮状沉
淀，室温静置３０ｍｉｎ后挑出置于另一离心管中，用
７５％乙醇，无水乙醇洗涤２次。倒出无水乙醇，将沉淀
物在超净工作台上短暂吹干。将沉淀物溶于５００μＬ
ＴＥ，加入ＲＮａｓｅ　Ａ至终浓度２０ｍｇ／μＬ，并于３７℃保温
３０ｍｉｎ。加入等体积的氯仿∶异戊醇（２４∶１）抽提，温
和而彻底的混合均匀，在室温下离心（１２　０００ｒ／ｍｉｎ
１０ｍｉｎ）。取上清液加入１／１０体积的３ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＡｃ
和２倍体积预冷无水乙醇（－２０℃）轻轻混匀，－２０℃
静置１～２ｈ，挑出ＤＮＡ用７０％乙醇，无水乙醇洗涤２
次。吹干样品并溶解于２０μＬ的ＴＥ溶液中备用。
１．２．２　ＲＡＰＤ反应体系　反应体系为２５μＬ，成分包
括５００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣ１（ｐＨ　９．０，
２５℃），ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰ 各２５０μｍｏｌ／Ｌ，
１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣ１２，０．１５μｍｏｌ／Ｌ的引物，２８ｎｇ的模板
ＤＮＡ，１ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶。ＲＡＰＤ反应扩增程序为：
９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，３６℃退火１ｍｉｎ，
７２℃延伸２ｍｉｎ，３９个循环。７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃
保温。
１．２．３　引物的筛选　选用“火焰无核”、“醉诗仙”、“克
瑞森无核”、“无核紫”为模板。从已发表文章中选出９６
个适合于葡萄 ＲＡＰＤ分析的随机引物进行引物筛
选［４－１０］，选用扩增重复性好，带清晰且较多的引物。
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　　表１ 用于ＲＡＰＤ分析的葡萄品种
　　Ｔａｂｌｅ　１ Ｇｒａｐｅ　ｃｕｌｔｉｖａｒｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ＲＡＰＤ　ａｎａｌｙｓｅｓ
序号

Ｎｕｍｂｅｒ

材料名称

Ｎａｍｅ　ｏｆ　ｍａｔｅｒｉａｌ

序号

Ｎｕｍｂｅｒ

材料名称

Ｎａｍｅ　ｏｆ　ｍａｔｅｒｉａｌ

序号

Ｎｕｍｂｅｒ

材料名称

Ｎａｍｅ　ｏｆ　ｍａｔｅｒｉａｌ
１ “火焰无核” ６１ “白哈什哈尔” １２１ “醉诗仙”

２ “无核白鸡心” ６２ “俄罗斯康可” １２２ “黑佳酿”

３ “昆香无核” ６３ “哈什哈尔” １２３ “白达拉依”

４ “哈特米” ６４ “特别黑大粒” １２４ “白羽霓”

５ “无核白” ６５ “红马拉加” １２５ “巴娜蒂”

６ “温宿红葡萄” ６６ “尼加拉” １２６ “伊犁大白葡萄”

７ “红宝石无核” ６７ “阿克塔尔” １２７ “谢克兰格”

８ “紫珍香” ６８ “黑比诺” １２８ “白佳美”

９ “皇家秋天” ６９ “盖吾沙” １２９ “伏尔加顿”

１０ “红阿尔纳” ７０ “芳香拉查基” １３０ “米勒吐尔高”

１１ “列比尔” ７１ “苏６７” １３１ “索索葡萄”

１２ “新郁” ７２ “绿葡萄” １３２ “白比诺”

１３ “巴勒斯坦” ７３ “沙比” １３３ “其里干”

１４ “贵妃玫瑰” ７４ “瑰宝” １３４ “红脸无核”

１５ “高息” ７５ “大考尔门” １３５ “早黑园”

１６ “基米亚特” ７６ “微红白” １３６ “瓦沙玫瑰”

１７ “红旗特早” ７７ “泽香” １３７ “黑沙留”

１８ “黑曼道克” ７８ “无核紫” １３８ “卡氏玫瑰”

１９ “平顶黑” ７９ “加浓玫瑰” １３９ “贵妃玫瑰”

２０ “粉红亚都蜜” ８０ “郁金香” １４０ “白葡萄”

２１ “凤凰５１” ８１ “白雅” １４１ “沙捷宝”

２２ “京秀” ８２ “红希拉” １４２ “黄卡拉斯”

２３ “乍娜” ８３ “和田红” １４３ “６２８”

２４ “玫瑰红” ８４ “假黄葡萄” １４４ “马赫宝”

２５ “也力阿克” ８５ “瑞比尔” １４５ “淑女红”

２６ “布杰苏里” ８６ “马拉基” １４６ “８０２８”

２７ “红地球” ８７ “力扎马特” １４７ “假卡”

２８ “赤霞珠” ８８ “白沙斯拉” １４８ “龙眼”

２９ “光荣” ８９ “蛇龙珠” １４９ “优无核”

３０ “奥地亚” ９０ “阿里阿克” １５０ “大粒无核白”

３１ “黑油亮” ９１ “黑哈利” １５１ “红葡萄”

３２ “黑阿尔那” ９２ “台木Ｇ” １５２ “京早晶”

３３ “夏白” ９３ “千欢” １５３ “甜葡萄”

３４ “布吉苏里” ９４ “吐鲁番红葡萄” １５４ “紫鸡心”

３５ “埃里求凡” ９５ “西万尼” １５５ “李子香”

３６ “阿特巴戈” ９６ “维多利亚” １５６ “母契洛尼”

３７ “奇妙无核” ９７ “贝达” １５７ “圣诞玫瑰”

３８ “奥地亚无核” ９８ “可维丁卡” １５８ “公酿一号”

３９ “黑布瑞克” ９９ “紫沙斯拉” １５９ “花叶哈什哈尔”

４０ “维多利亚” １００ “艾麦纳” １６０ “布罗基罗然西”

４１ “黑玫瑰” １０１ “里比” １６１ “烟７４”

４２ “曼瓦吉” １０２ “雷司令” １６２ “墨玉葡萄”

４３ “北塞魂” １０３ “奥古斯特” １６３ “白莲子”

４４ “梅醇” １０４ “波宋尼” １６４ “秋马奶”

４５ “奥林匹亚” １０５ “巴柯” １６５ “白赛比尔”

４６ “黑贝蒂” １０６ “黑多内” １６６ “酒神”

４７ “河岸葡萄” １０７ “赫什无核” １６７ “绿木纳格”

４８ “新浦雅” １０８ “恰乌斯” １６８ “哈尼”

４９ “法国兰” １０９ “苏珊玫瑰” １６９ “马奶子”

５０ “棕葡萄” １１０ “阿里戈特” １７０ “木纳格”

５１ “白诗南” １１１ “红马奶” １７１ “马里瓦西亚”

５２ “粉红特拉明” １１２ “粉红无核” １７２ “红德桑”

５３ “伊莎贝拉” １１３ “伊犁香葡萄” １７３ “紫丁香”

５４ “紫长粒” １１４ “瓶儿” １７４ “乌兹别克玫瑰”

５５ “维金纳斯” １１５ “狮雷司令” １７５ “杨格尔”

５６ “苏２１” １１６ “红木纳格” １７６ “白拉查基”

５７ “玫瑰魁” １１７ “高妻” １７７ “普列文玫瑰”

５８ “那多尔” １１８ “长穗无核白” １７８ “底来特”

５９ “牛心” １１９ “白根地” １７９ “西拉”

６０ “克里木考尼松” １２０ “北红” １８０ “莫利沙”

１．２．４　ＲＡＰＤ产物的观察　反应结束后，ＰＣＲ产物置
４℃冰箱中保存备用，或直接用１．０％琼脂糖凝胶电泳
分离，电极缓冲液为１×ＴＡＥ 电泳缓冲液（５０×ＴＡＥ
缓冲液：２ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－Ａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ，５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ
ｐＨ　８．０），在电压１１０Ｖ，电泳４０～６０ｍｉｎ，在凝胶成像
系统下观察照相。
１．３　数据记录及统计
根据电泳图谱中带的有无（有 Ｐｒｅｓｅｎｔ＝１，无

Ａｂｓｅｎｔ＝０）记载得到数据。应用ＮＴＳＹＳｐｃ（２．１０版）
进行聚类分析。

２　结果与分析
２．１　葡萄基因组ＤＮＡ的提取
采用改良的ＣＴＡＢ法提取的ＤＮＡ产率和纯度都

较好，ＤＮＡ在干燥后基本都为白色，产率绝大多数都
在１００ｎｇ／μＬ以上，Ａ２６０／Ａ２８０的比值在１．７～２．０之
间，可以用于ＲＡＰＤ分析，电泳检测结果见图１。消化
ＲＮＡ以后的电泳检测结果见图２。

图１　ＣＴＡＢ法提取的葡萄ＤＮＡ
Ｆｉｇ．１　ＤＮＡ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ＣＴＡＢ　ｍｅｔｈｏｄ

图２　ＲＮＡ消化后葡萄总ＤＮＡ
Ｆｉｇ．２　ＤＮＡ　ｄｉｇｅｓｔｉｅｄ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ＲＮＡ

２．２　不同引物的扩增结果
以４个品种的ＤＮＡ为模板，从９６个引物中筛选

出了２１个条带较多且清晰的引物，见表２。

　　表２　供试材料ＤＮＡ随机扩增所用引物
　　Ｔａｂｌｅ　２ ＲＡＰＤ　ｐｒｉｍｅｒ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
引物

Ｐｒｉｍｅｒ

碱基序列５’－３’

Ｂａｓｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　５’－３

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

碱基序列５’－３’

Ｂａｓｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　５’－３
Ｙ０２ ＣＡＴＣＧＣＣＧＣＡ　 Ｓ７ ＧＧＴＧＡＣＧＣＡＧ
Ｐ６７２ ＴＡＣＣＧＴＧＧＣＧ　 Ｐ６０１ ＣＣＧＣＣＣＡＣＴＧ
Ｐ６９７ ＣＧＣＡＧＧＴＣＡＣ　 Ｓ３１ ＣＡＡＴＣＧＣＣＧＴ
Ｖ１０ ＧＧＡＣＣＴＧＣＴＧ　 ＯＰＵ１３ ＧＧＣＴＧＧＴＴＣＣ
ＯＰＷ０２ ＡＣＣＣＣＧＣＣＡＡ　 Ｓ４ ＣＡＣＣＣＣＣＴＴＧ
Ｓ３５ ＴＴＣＣＧＡＡＣＣＣ　 ＯＰＪ０７ ＣＣＴＣＴＣＧＡＣＡ
Ｓ１４６９ ＴＧＣＣＡＣＧＡＧＧ　 Ｊ１３ ＣＣＡＣＡＣＴＡＣＣ
Ｓ３９１ ＡＣＧＡＴＧＡＧＣＣ　 Ｓ２１２３ ＧＴＧＣＣＡＣＴＴＣ
Ｓ１９９ ＧＡＧＴＣＡＧＣＡＧ　 Ｓ０３ ＣＡＧＡＧＧＴＣＣＣ
Ｗ０１ ＣＴＣＡＧＴＧＴＣＣ　 Ｗ９７２９５ ＴＴＣＣＧＣＴＣＴＧ
Ｓ２７４ ＣＴＧＣＴＧＡＧＣＡ
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　　然后用这２１个引物对２９个葡萄品种的ＤＮＡ样
品进行扩增。对于扩增较为理想的１３个引物进行条
带统计（图３）。１３个引物扩增出了１２２条ＤＮＡ带，平
均每个引物９．３８条。
２．３　聚类分析
利用计算机软件ＦｌｕｏｒＣｈｅｍＦＣ２统计 ＲＡＰＤ数

据，用ＮＴｓｙｓ　２．１０ｅ软件计算各品种间的遗传距离，进
而得到树型图。由图４可知，供试的１８０份材料在系
数０．７１８左右可以被分为７类。第１类有“火焰无
核”、“昆香无核”、“无核白鸡心”、“哈特米”、“红阿尔
那”、“温宿红葡萄”、“列比尔”、“基米亚特”、“平顶黑”、
“粉红亚都蜜”、“皇家秋天”、“黑曼道克”、“新郁”、“红
旗特早”、“乍娜”、“凤凰５１”、“贵妃玫瑰”、“红宝石无
核”、“巴勒斯坦”、“紫珍香”、“玫瑰红”、“布吉苏里”、
“埃里求凡”、“光荣”、“赤霞珠”、“奥地亚”、“奥地亚无
核”、“夏白”、“阿特巴戈”、“黑阿尔那”、“布杰苏里”、
“曼瓦吉”、北塞魂、梅醇、奥林匹亚、“奇妙无核”、“黑玫
瑰”、“黑贝蒂”、“新浦雅”、“棕葡萄”、“白诗南”、“维金
纳斯”、“粉红特拉明”、“伊莎贝拉”、“紫长粒”、“尼加
拉”、“牛心”、“那多尔”、“白哈什哈尔”、“哈什哈尔”、
“红马拉加”、“苏２１”、“玫瑰魁”、“俄罗斯康可”、“特别
黑大粒”、“阿克塔尔”、“黑比诺”、“盖吾沙”、“苏６７”、
“大考尔门”、“微红白”、“绿葡萄”、“瑰宝”、“泽香”、“无
核紫”、“白雅”、“和田红”、“假黄葡萄”、“红希拉”、“瑞
比尔”、“力扎马特”、“蛇龙珠”、“马拉基”、“加浓玫瑰”、
“雷司令”、“京秀”、“法国兰”；第２类有“也力阿克”、
“瓶儿”、“早黑园”、“北红”、“狮雷司令”、“河岸葡萄”、
“墨玉葡萄”、“酒神”、“白沙斯拉”、“阿里阿克”、“红地
球”、“黑哈利”、“西万尼”、“白赛比尔”、“千欢”、“苏珊
玫瑰”、“伊犁香葡萄”、“吐鲁番红葡萄”、“恰乌斯”、“波
宋尼”、“阿里戈特”、“巴柯”、“维多利亚”、“奥古斯特”、
“可维丁卡”、“紫沙斯拉”、“艾麦纳”、“红马奶”、“赫什
无核”、“粉红无核”、“里比”、“红木纳格”、“高妻”、“醉
诗仙”、“黑佳酿”、“长穗无核白”、“白根地”、“白达拉
依”、“米勒吐尔高”、“白羽霓”、“谢克兰格”、“巴娜蒂”、
“伊犁大白葡萄”、“伏尔加顿”、“索索葡萄”、“其里干”、
“红脸无核”、“白比诺”、“瓦沙玫瑰”、“黑沙留”、“卡氏
玫瑰”、“贵妃玫瑰”、“沙捷宝”、“淑女红”、“假卡”、“大
粒无核白”、“京早晶”、“６２８”、“马赫宝”、“８０２８”、“红葡
萄”、“甜葡萄”、“母契洛尼”、“圣诞玫瑰”、“公酿一号”、
“白葡萄”、“黄卡拉斯”、“李子香”、“龙眼”、“优无核”、
“紫鸡心”、“花叶哈什哈尔”、“紫丁香”、“秋马奶”、“白
莲子”、“白拉查基”、“普列文玫瑰”、“乌兹别克玫瑰”、
“杨格尔”、“红德桑”、“西拉”、“莫利沙”、“哈尼”、“马奶
子”、“马里瓦西亚”、“底来特”、“布罗基罗然西”、“绿木
纳格”、“木纳格”；第３类有“黑多内”；第４类的有“高
息”；第５类有“台木Ｇ”、“贝达”；第６类有“克里木考
尼松”；第７类有“芳香拉查基”、“沙比”。 图３　１１号引物扩增电泳图谱

Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ＲＡＰＤ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒ　１１
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图４　１８１份葡萄材料聚类分析图
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３　讨论
ＲＡＰＤ技术对提取的ＤＮＡ质量要求较低，采用

ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ纯度和含量都较高，可用于
ＲＡＰＤ分析，ＲＮＡ去除后ＤＮＡ的纯度更高，一定程度
上保证了ＲＡＰＤ试验结果的准确性。国内外研究者利
用ＲＡＰＤ技术对部分果树树种进行了研究，普遍认为
ＲＡＰＤ分析可以达到对果树不同种质资源进行鉴定的
要求。且ＲＡＰＤ技术经济实用易于操作，适合于大规
模的分析工作，因此，ＲＡＰＤ技术完全适用于葡萄品种
的鉴定。
从树型图上可看出，部分的分类结果与传统的分

类方法一致主要分为欧亚种和欧美杂交种，即得到的
第１和第２类，但是也出现了与传统分类不相符合的
情况，例如高妻属于欧美杂交种和红地球、吐鲁番红葡
萄、木纳格等欧亚种葡萄相混合。发生以上情况的原
因，可能是其一这些品种在栽培过程发生了变异；二是
在引种栽植时混淆了品种；三可能是葡萄苗的命名比
较混杂，供苗商没能提供真正与品种名字相符的品种。
另外在ＲＡＰＤ分析过程中有的在ＤＮＡ的提取中存在
糖类等物质没有去除干净的情况，对试验有一定影响，
同时由于这次所取样品较多，取材没能做到一致性，由

于取材多，扩增产物在多块胶上电泳，对后期的分析增
加了难度，增加了一定的人为因素，影响试验结果。
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蔬菜深加工三大走向

一是蔬菜蜜饯崭露头角。胡萝卜脯、南瓜脯、西红柿脯、甘薯脯等相继面世，甚至连西瓜皮、辣椒也加入蜜饯
原料行列，蔬菜蜜饯微甜、微酸、微辣、微咸，营养全面，风味独特，深受消费者喜爱。
二是蔬菜面点异军突起。其中最具代表性的当推将面粉与蔬菜汁、蔬菜泥拌和烘制而成的蔬菜面包，如胡萝

卜、菠菜、香菜、豌豆、洋葱面包已初见端倪，是很理想的方便食品。有些地区新研制的芋头、南瓜、木耳、香菇等蔬
菜面包，对某些病症还有食疗效果；此外，添加不同菜泥、菜汁的饼干、烘糕、糖果也已陆续上市，因配料科学、口味
各异，销售前景看好。
三是蔬菜饮料方兴未艾。西红柿、胡萝卜、芹菜、卷心菜等与乳酸酪混合制得的菜汁饮料，是当今西方一些发

达国家的畅销商品。蔬菜与茶、咖啡、牛奶配制的菜味咖啡、菜味奶酪、番茄茶及菜汁型啤酒等，在国际市场上贸
易量逐年上升。在国内、物美价廉的胡萝卜汁等已成为市场新宠，具有清凉、滋补功能的西瓜汁、冬瓜汁等日渐受
消费青睐，给日趋繁荣的饮料市场增添了新的风味品种。
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