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摘  要 使用与南瓜类型砧木(“壮士”)嫁接亲和性差异明显的两个甜瓜自交系(85-1 和 B717)为亲本，配制 F2:3 家系群体；

利用 BSA 法构建亲和性优差池，结合 PCR 技术筛选与嫁接亲和性有关的分子标记。结果表明：使用葫芦科遗传连锁图谱上

发表的 750 对 SSR、SRAP 和 AFLP 等分子标记引物扩增，最终筛选出在两个甜瓜材料之间具有多态性的 382 对引物，其中

9 对引物分别在嫁接亲和性优差 DNA 池中扩增出差异性片段。将这些标记用于 F2 群体的扩增，计算标记与嫁接亲和性遗传

连锁距离，两对 SSR 引物 CMN-0616 和 M103 与嫁接亲和性的遗传距离分别为 17.6 cm 和 9.3 cm。这 2 对引物有望成为鉴定

甜瓜嫁接亲和性的辅助引物，从而将嫁接亲和性差异材料从分子角度区别开来，为甜瓜嫁接接穗育种等研究提供参考。 
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Abstract Two melon varieties (85-1 and B717), being significant differences in grafting affinity with the pumpkin rootstock “a 

strong man”, were used as parents to construct F2:3 populations; molecular markers linked to graft compatibility were identified by 

PCR technology based on differential DNA pools in grafting affinity prepared by BSA approach. The results showed that 382 pairs of 

primers with polymorphism in two melon parents were screened from 750 pairs of SSR, SRAP, AFLP primers, which had published 

in the cucurbitaceae genetic linkage map. There are 9 pairs of primers that can respectively amplified different fragments in 

differential DNA pools in grafting affinity, and these different markers were further used to amplify F2 population to calculate the 

genetic linkage distance between the marker and the trait of grafting affinity. The distance of markers of CMN-0616 and M103 both 

linked to grafting affinity with the genetic were 17.6 cm and 9.3 cm respectively. These two pairs of primers would be expected to be 

as assist markers to identify grafting affinity of the melon in order to distinguish varieties with different grafting affinity at the level 

of molecular background which might provide the reference for developing grafted melon scion in breeding program.  

Keywords Melon; Grafting; Grafting affinity; Molecular marker 

研究背景 

甜瓜(Cucumis melo L. var reticulatus Nand.)为

葫芦科(Cucurbitacleae)甜瓜属(Cucumis)一年生草本

植物，是一种重要的园艺作物。随着设施栽培面积

的东移南扩，甜瓜设施栽培面积逐渐扩大，但连年

种植造成的大幅度减产、土传病害、土壤盐分积累

等问题严重制约着其大面积种植和生产，而嫁接成

为克服这些障碍的首选之举。近年来蔬菜嫁接在世

界范围内的应用已越来越广泛(Cantliffe, 2009)，尤

其在葫芦科作物黄瓜、甜瓜、西瓜、西葫芦等作物

上使用效果明显，且嫁接能显著提高作物的耐逆性

(Estañet al., 2009; 张古文等, 2006; 2007)、抗病性
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(Lee and Oda, 2003; Stegemann and Bock, 2009)解决

连作障碍，获得高产和稳产。 

目前，SSR (simple sequence repeat, 微卫星标

记)、AFLP (amplified fragment length polymorphism, 

扩增片段长度多态性 )、SRAP (sequence-related 

amplified polymorphism, 相关序列扩增多态性)等

分子标记技术已飞速发展，利用各种DNA分子标记

技术研究各种植物的遗传机理也成为近年来分子

生物学领域的研究热点。目前开展的分子标记基本

上都是以PCR为基础的DNA多态性检测技术，鉴于

多态性高、重复性好、遗传信息量大、稳定性好、

测序方便等优点，在分子标记辅助育种中有着很大

的应用前景。近年来对于嫁接亲和性分子标记方面

的研究鲜有报道，以甜瓜接穗开展的研究则更少。 

本实验以两种嫁接亲和性差异明显的甜瓜接

穗自交系为研究材料，配制F2:3群体并构建亲和性

优、差DNA池，采用BSA法(bulked segregate analysis, 

分离群体分组分析)筛选两池中具有多态性的引物，

以期获得与甜瓜嫁接亲和性有关的分子连锁标记，

进而辅助选择嫁接亲和性优良的甜瓜品种，同时为

其嫁接亲和性基因定位、克隆及揭示嫁接这一古老

而特殊的栽培操作内在分子机理奠定基础。 

1结果与分析 

1.1亲和性调查 

亲和性调查发现不同嫁接组合之间嫁接株成

活率、坐果率、果实品质有差异(表1)。其中，甜瓜

接穗85-1与南瓜砧木“壮士”的亲和性表现优(0级)，

与自根苗相比嫁接株成活率高达99%，坐瓜率为

100%，果实甜度无变化、整体品质与对照相当；而

B717嫁接成活率仅为40% (3级)，坐瓜率56%，甜度

比对照降低2.8%、整体品质表现较差。这表明甜瓜

自交系85-1与南瓜砧木“壮士”的嫁接亲和力较高，

而B717嫁接亲和力较差。F3家系中各接穗得到嫁接

苗(F2对应单株做对照)，在嫁接亲和力(成活率、坐

瓜率、果实甜度)表现出一定的分离变化见表1。 

1.2 DNA质量检测 

将所提取的DNA用0.8%琼脂糖凝胶电泳进行

质量检测(图1)。由图可以看出，无论是嫁接亲和性

优良的85-1，还是嫁接亲和性较差的B717，提取的

DNA均主带清晰，质量较好。 

1.3引物筛选 

通过750对引物对亲和性优差池的筛选发现， 

 

图1 琼脂糖凝胶电泳检测DNA质量 

注: M: DL2000 DNA marker; 1: 亲和性优良的甜瓜材料85-1; 

2: 亲和性较差的甜瓜材料B717 

Figure 1 DNA Quality test by agarose gel electrophoresis 

Note: M: DL2000 DNA marker; 1: Melon material 85-1 with 

good affinity, 2: Melon materials B717 with poor affinity 

 

共有382对引物在两份甜瓜亲本材料间呈现多态

性，占检测引物总数的的50.93%，其中9对引物

(Y1(CMN-0616), Y2(M103), Y3, Y4, Y5, Y6, Y7, Y8, 

Y9)在亲和性优良池和亲和性较差池中检测出差异

片段，呈现显著差异，占检测引物的1.20%。9对差

异标记的引物扩增图谱(图2)。其中4对引物在嫁接

亲和性良好的85-1中都扩增出条带，而在嫁接亲和

性较差的B717中均未扩增出条带；另5对引物情况

与之相反(图2)，在嫁接亲和性较差的B717中都扩增

出条带，而在嫁接亲和性良好的85-1中均未扩增出

条带，且这9对引物在亲和性差异明显的两个品种

间扩增出的差异片段均在500~750 bp之间。 

另外，对扩增引物的筛选过程中还发现有373

对引物在嫁接亲和性良好的85-1和嫁接亲和性较差

的B717中扩增出相同条带，其中有351对引物在亲

和性差异明显的两个品种间扩增出的相同条带在

200~1 000 bp之间，占总相同条带的94.1%；而另外

22对引物在两品种间扩增出大约1 100 bp的条带，

占总相同条带的5.9%。368对引物在亲和性差异显

著的两品种间未扩增出片段(图2)。 

1.4 标记计算与验证 

用所得到的9对引物对F2群体单株进行了验证。

结果显示，Y1 (CMN-0616)和Y2 (M103)与嫁接亲

和性性状遗传距离分别为17.6 cm和9.3 cm；通过

标记扩增和实际实验比较，分子标记辅助鉴定准

确率在90%以上。由图3可以看出，这两对引物用

于扩增所选F2代亲和性优差个体DNA，进行标记

的稳定性验证。 
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图2 9对引物对两个池的扩增图谱 

注: 两个为一组, 每组顺序分别为亲和性优良的85-1和亲和

性较差的B717; M: DNA marker; Y1~Y9为差异条带; 其余为

扩增出的相同条带; 右下部分为无条带 

Figure 2 DNA pools amplified with nine pairs of primers  

Note: Two lanes as a group, each group places an melon 85-1 

and B717 in turn; M: DNA marker; Y1~Y9 indicates the pri- 

mers with amplified differential bands, and the rest shows no 

difference in band; The blank of the right lower parts shows no 

amplified bands 

 

 

图3 引物Y1 (CMN-0616)和Y2 (M103)在部分F2单株中的验证 

注: M: DNA ladder marker; 1: 亲和性优良的85-1; 2: 亲和性

较差的B717; 3~7: 为F2群体中随机选择的单株; 其中Y1为

CMN-0616、Y2为M103 

Figure 3 Verification of primer Y1 (CMN-0616) and Y2(M103) 

in part of F2 individual plants 

Note: M: DNA ladder marker; 1: Excellent affinity varieties 

85-1; 2: Poor affinity varieties B717; 3~7: Individual plants 

selected from F2 population in random; Y1 is CMN-0616, Y2 

is M103 

2讨论 

目前嫁接栽培已经在我国西甜瓜大田生产中

得到了广泛应用，尤其在我国南部海南省、中部厚

薄皮混杂种植区(江苏南通及长三角地区, 安徽和

县, 河南洛阳等)、黄河以北的薄皮甜瓜区等应用较

多。近年来，甜瓜嫁接研究已经从以往的单纯生理

方面深入到分子水平，研究内容也相应的从简单的

提高植株抗逆性、提高产量等方面扩展到具体的嫁

接基因亲和性方面，从对薄皮甜瓜的大量研究(齐红

岩, 2010; 陈友根等, 2008)延伸到厚皮甜瓜上，在以

往筛选优良砧木接穗组合、考察嫁接植株生长发育

状况的基础上，进一步探讨嫁接植株间的分子机

理；与此同时，导致不同砧木接穗嫁接组合表现不

同嫁接优势的原因以及嫁接能够提高作物抗逆性、

提高产量的具体过程是什么，具体机理是如何运作

的等一系列问题也一直令广大学者百思不得其解。 

目前，各种分子技术在葫芦科作物上已经开展

了诸如种质亲缘关系鉴定、遗传图谱构建、基因标

记与转基因等方面的研究，且随着SSR、AFLP、ISSR

和SRAP等技术的不断成熟，其应用在各个研究、

各个领域仍在逐步扩大。张桂华等(2004)借助分子

标记对育种材料从DNA分子水平上进行选择，标记

了与黄瓜白粉病抗性相关基因连锁的AFLP标记，

连锁距离为5.56 cm，从而更有效地筛选高产高抗优

质品种，提高育种效率。陈飞雪等(2008)用黄瓜耐

高温自交系863-7和不耐高温自交系863~6构建F2群

体寻找与黄瓜耐高温连锁的分子标记，用62对SSR

引物和132对SRAP引物进行多态性筛选，结果8对

SSR引物和71对SRAP引物呈现出多态性。本研究选

取与南瓜砧木嫁接亲和性差异明显甜瓜自交系85-1

和B717杂交产生F2:3群体，并通过调查遗传群体中

嫁接植株成活率、坐果率、果实甜度等指标进行亲和

性考察，使用成熟BSA法筛选嫁接亲和性相关基因连

锁标记时，方法简单、直观，研究结果具有可靠性。 

嫁接亲和性分子机理的进一步分析为植株间

高效嫁接、利用嫁接优势更好的服务于农业生产提

供重要的意义和价值，该领域目前国内研究较少，

若能找到嫁接亲和性连锁距离更近的相关标记，将

会为甜瓜或者葫芦科植物嫁接研究带来重大突破。

本实验筛选的2对引物初步将两个甜瓜嫁接亲和性

差异明显的材料区分开来，至于这些标记能否用于

甜瓜大批量的嫁接鉴定，还需进一步验证。有关葫

芦科作物嫁接分子标记辅助选择，还需借鉴其他分

子技术进一步筛选，总之更多的嫁接相关分子机理

研究正蓄势待发。 

3材料和方法 

3.1实验材料 

南瓜砧木“壮士”品种以及甜瓜接穗自交系85-1 
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表 1 不同嫁接组合亲和性调查 

Table 1 The investigation of grafting compatibility between different combination 

品种编号 嫁接成活率(%) 坐果率(%) 果实甜度(%) 定级 

Series no. of variety Grafting survival rate (%) Rate of fruit setting (%) Fruit sweetness (%) Grading 

85-1﹢“壮士”南瓜  99a 100 14.5 0 

85-1﹢Pumpkin “a strong man”     

B717﹢“壮士”南瓜  40b  56 11.7 3 

B717﹢Pumpkin “a strong man”     

1 100  66.7 12.8 1 

2 100  66.7 13.0 1 

3 100  50 10.5 2 

4 100  83.3 13.5 0 

5 100  66.7 12.8 1 

6   0   0  0 3 

7 100  50 13.8 2 

8 100  66.7 13.7 1 

9   0   0   0 3 

10 100  66.7 13.0 1 

11 100  50 13.4 2 

12 100  66.7 13.0 1 

13 100  66.7 12.8 1 

14   0   0  0 3 

15 100  66.7 13.0 1 

16 100  50 12.8 2 

17 100  66.7 13.5 1 

18 100  66.7 13.9 1 

19 100  66.7 14.0 1 

20 100 100 13.8 0 

21 100  83.3 13.3 0 

22 100  66.7 13.1 1 

23 100  66.7 13.4 1 

24 100  66.7 13.2 1 

25 100  66.7 13.3 1 

26   0   0  0 3 

27 100  66.7 12.7 1 

28   0   0  0 3 

29 100  83.3 13.4 0 

30 100  66.7 12.7 1 

31 100 100 13.3 0 

32 100  50.0 13.1 2 

33 100  66.7 13.9 1 

34 100  66.7 13.6 1 

35 100  66.7 13.0 1 

36 100  66.7 13.7 1 

37 100  66.7 13.0 1 

38 100 100 13.1 0 

39   0   0  0 3 

40 100  66.7 13.9 1 

41 100  50 12.0 2 

42   0   0  0 3 

43 100  66.7 13.5 1 

44 100  66.7 12.7 1 
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   续表 1 

Continuing table 1    

品种编号 嫁接成活率(%) 坐果率(%) 果实甜度(%) 定级 

Series no. of variety Grafting survival rate (%) Rate of fruit setting (%) Fruit sweetness (%) Grading 

45 100  66.7 12.7 1 

46   0   0  0 3 

47   0   0  0 3 

48 100  66.7 12.9 1 

49 100  66.7 12.8 1 

50 100  66.7 13.0 1 

51 100 100 13.3 0 

52 100  66.7 13.7 1 

53 100  50 13.5 2 

54 100  66.7 13.9 1 

55 100  50 12.7 2 

56 100 100 14.1 0 

57 100  50 13.5 2 

58 100 100 13.4 0 

59 100  66.7 14.0 1 

60 100  97 13.2 0 

61 100  66.7 14.0 1 

62 100  66.7 13.9 1 

63 100  66.7 13.9 1 

64 100  66.7 13.8 1 

65 100 100 13.5 0 

66 100  66.7 14.0 1 

67 100  66.7 13.9 1 

68 100  66.7 13.8 1 

69 100  66.7 13.7 1 

70   0   0  0 3 

71 100  66.7 13.9 1 

72   0   0  0 3 

73 100  66.7 13.6 1 

74 100  66.7 13.8 1 

75 100  66.7 13.0 1 

76 100  66.7 13.2 1 

77 100 100 13.3 0 

78 100  83.3 13.5 0 

79 100  83.3 13.2 0 

80 100 100 13.4 0 

81   0   0  0 3 

82 100  66.7 12.9 1 

83 100  66.7 13.0 1 

84 100  66.7 13.0 1 

85 100  50 11.5 2 

86 100  66.7 13.5 1 

87 100  66.7 13.0 1 

88 100  83.3 14.0 0 

89 100  66.7 13.8 1 

90 100  50 12.0 2 

91 100  66.7 13.0 1 

92 100  66.7 12.7 1 
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   续表 1 

Continuing table 1    

品种编号 嫁接成活率(%) 坐果率(%) 果实甜度(%) 定级 

Series no. of variety Grafting survival rate (%) Rate of fruit setting (%) Fruit sweetness (%) Grading 

93 100  66.7 13.0 1 

94 100  66.7 12.7 1 

95 100 100 13.5 0 

96 100  90 13.0 2 

97 100  66.7 13.2 1 

98 100  66.7 13.0 1 

99 100  50 12.9 2 

100   0   0  0 3 

101 100  83.3 13.2 0 

102   0   0  0 3 

103 100  66.7 13.0 1 

104 100  66.7 14.0 1 

105 100  66.7 13.7 1 

106 100  66.7 13.7 1 

107   0   0  0 3 

108 100 100 13.4 0 

109   0   0   0 3 

110 100  50 13.6 2 

111   0   0  0 3 

112 100  83.3 13.4 0 

113   0   0  0 3 

114   0   0  0 3 

115 100  66.7 12.8 1 

116 100  66.7 13.9 1 

117 100  66.7 13.0 1 

118 100  66.7 12.8 1 

119 100 100 13.4 0 

120   0   0  0 3 

121 100  83.3 13.5 0 

122 100  66.7 13.0 1 

123 100 100 13.2 0 

124 100  50 12.6 2 

注: a嫁接成活率数值中: 为100个植株做接穗嫁接统计结果; b嫁接成活率数值中: 为100个植株做接穗嫁接统计结果; c所有嫁

接甜瓜均三杆留瓜(每杆留2瓜); 果实甜度为正常成熟各瓜甜度平均值 

Note: a grafting survival rate of value: Statistical results based on the 100 plants grafted scion; b Grafting survival rate of value: 

Statistical results based on the 100 plants grafted scion; c All grafted melon remain three melon plants (stay two melon of each plant); 

Fruit sweetness is the average sweetness of normal mature melon 

 

和B717，均由上海市农业科学院园艺所提供。课题

组预实验表明，85-1为与“壮士”嫁接亲和性较好

的自交系，B717为与“壮士”嫁接亲和性较差的自

交系。以85-1和B717为亲本组配F2:3家系群体(F2包

括126个单株)。 

3.2亲和性分级和调查 

亲和性分级主要采用3个指标分别是嫁接成活

率、坐瓜率和果实甜度。亲和性分级为： 0级别：

亲和性优，群体嫁接成活率95%以上或单株成活、

坐瓜率100%以上、果实甜度与对照相差0.5%以内；

1级别：亲和性良，群体嫁接成活率85%~95%以内

或单株成活、坐瓜率83.3%~95%以内、果实甜度与

对照相差0.5%~0.8%以内；2级别：亲和性中，群体

嫁接成活率70%~85%以内或单株成活、坐瓜率
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66.7%~83.3%以内、果实甜度与对照相差0.8%~1.2%

以内；3级别：亲和性差，群体嫁接成活率70%以下

或单株死亡，坐瓜率66.7%以下、果实甜度与对照

相差1.2%以下。 

调查过程为：以85-1和B717为亲本产生F3群体

中每个家系取一个植株苗作接穗分别与砧木“壮

士”采用插接法嫁接[以自根苗(85-1, B717及其由它

们为亲本产生F2各单株)作为对照]；分别于4月20日

和4月27日播种接穗和砧木，5月11日进行嫁接。5

月23日调查嫁接植株成活率，定植于日光温室中，

高畦栽培，每畦定植双行，株距40 cm，黑色地膜

覆盖，采用滴灌方式浇水；6月23日调查坐瓜率，7

月25日考察果实的甜度。 

3.3亲和性优差池的建立、DNA的提取和检测 

插接操作中将甜瓜接穗上被切下的根和茎材

料搜集于-80度储存备用。调查各嫁接苗成活率、坐

瓜率、果实甜度亲和性指标并做对应亲和性级别划

分。搜集甜瓜接穗中表现亲和性优(0级)和亲和性差

(3级)的对应F2植株DNA各10份，分别随机各取6份

单独混合建成亲和性优、差DNA池各3个。 

DNA提取方法使用改良的CTAB方法，用0.8%

琼脂糖凝胶电泳进行质量检测。 

3.4 PCR扩增和电泳检测 

反应体系：25 μL，2×Taq PCR Master Mix 12.5 

μL (生物公司提供) (10×Buffer (含20 mmol/L的

Mg
2+

); 0.5 μL dNTPs (2.5 mmol/L)；0.2 μL EasyTaq 

DNA聚合酶(2.5 U/μL))；40.5 ng/μL的模板DNA 1 

μL；前后引物(30 ng/μL)各1 μL；最后加入9.5 μL 

ddH2O补齐。PCR反应在基因扩增仪(生物科技公司

生产)上进行。PCR反应程序：94℃预变性3 min；

然后94℃变性30 s，55℃退火30 s，72℃延伸1 min，

35个循环；最后72℃再延伸5 min，4℃保存待测。

扩增产物用1.5%~2%的琼脂糖凝胶电泳检测，EB染

色，100 V恒压下1×TAE缓冲液中电泳90 min左右，

紫外灯下观察记录带型并拍照。 

3.5引物筛选 

由上海生工合成文献发表的750对SSR、AFLP、

SRAP引物(Fernandez-Silva et al., 2008; Fukino et al., 

2008; Ren et al., 2009)对亲和性优差池进行筛选。 
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