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摘 要 基于辣椒全基因组开发的SSR标记,对青海地区主栽的26份主栽辣椒品种进行遗传多样性分析并

构建分子指纹图谱。结果从117对SSR标记中筛选出6对扩增稳定,多态性较好的引物,6对标记共扩增到

36个基因位点,多态性比例为97%;26份青海地区主栽辣椒品种之间遗传相似系数为0.42~1.00,在 GS
0.5处可将26份辣椒材料聚为4类。优选pepperSSR01、pepperSSR04、pepperSSR06、pepperSSR08这4对引

物组合便可准确快速地区分供试辣椒材料。
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  辣椒(Capsicumannuum L.)是中国重要的

蔬菜作物之一,也是青海省目前栽培面积最大的

蔬菜作物,因其独特的风味和丰富的营养价值,受
到广大消费者的青睐[1-3]。近年来,随着辣椒育种

技术进步和辣椒种植面积逐年扩大,生产中常用

的辣椒品种也在快速增加,在辣椒种植过程中也

经常出现同名异种、同种异名、种子质量参差不齐

的现象。生产上因伪劣品种或品种不纯造成损失

的现象屡见不鲜,严重侵害了消费者和种植户的

权益。因此,品种识别、品种真实性和纯度鉴定,
显得尤为重要和迫切。

传统的品种鉴定包括种子形态鉴定法、幼苗

鉴定法、生理生化鉴定法等[4],根据品种表型差异

进行区分,而大多数形态性状易受环境影响,不同

地点、年份也会表现出一定程度的差异,严重影响

品种纯度鉴定的准确性及真实性[5-6]。DNA分子

标记技术以其可靠性高、信息量大、检测迅速、操
作方便等突出优点现已成为鉴定品种纯度、真实性

强有力的工具。其中SSR分子标记技术因诸多优

点,被广泛应用于品种纯度及真实性鉴定中[7-9]。
在辣椒作物方面,王苑螈等[10]选用筛选的12

对SSR引物,构建出10个甜椒自交系的指纹图

谱,其中1对引物能清晰地辨别供试的4组材料;
王莉月等[11]通过筛选出的25对扩增稳定、条带

清晰、有多态性的引物,建立3个簇生朝天椒杂种

一代和亲本的数字化指纹图谱;李丹丹[12]利用随

机扩增多态性DNA标记(RAPD)、相关序列扩增

多态性(SRAP)等分子标记技术,构建24个辣椒

品种的分子指纹图谱,可有效地鉴定辣椒杂交种

‘苏紫1号’的遗传纯度。另外,多位研究者利用

SSR标记引物来鉴定辣椒杂交种或地方品种的

纯度[13-16]。在其他作物方面,目前已在玉米[17]、
油菜[7]、黄瓜[18]、樱桃[19]、棉花[20-22]等植物中也

广泛引用SSR标记技术构建了DNA指纹图谱,
用于品种纯度及真实性鉴定。

本研究基于辣椒全基因开发的SSR标记,构
建青海地区主栽的26份辣椒品种的DNA指纹

图谱,为辣椒育种材料的选择,辣椒品种保护,快
速准确地鉴定辣椒品种纯度及真实性提供分子生

物学支持。

1 材料与方法

1.1 试验材料

研究26份辣椒试验材料来源于青海省农林



科学院园艺研究所自育品种及部分市场上销售的 商品辣椒品种(表1)。
表1 参试辣椒品种及来源

Table1 Testedpeppervarietiesandsources
品种编号
No.

品种名称
Cultivar

来源
Source

种质类型
Germplasmtype

品种编号
No.

品种名称
Cultivar

来源
Source

种质类型
Germplasmtype

1 天骄2号
Tianjiao-No.2

甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety 14 B14-01 青海

Qinghai
育成品系
Bredline

2 天骄3号
Tianjiao-No.3

甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety 15 陇椒10号

Longjiao-No.10
甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety

3 天骄5号
Tianjiao-No.5

甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety 16 天陇

Tianlong
甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety

4 天骄8号
Tianjiao-No.8

甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety 17 华美105

Huamei-105
甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety

5 天骄10号
Tianjiao-No.10

甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety 18 吉祥101

Jixiang-101
甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety

6 甘科10号
Ganke-No.10

甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety 19 乐都长辣椒

Ledu-Changlajiao
青海
Qinghai

地方品种
Localvariety

7 甘科11号
Ganke-No.11

甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety 20 京旋3号

Jingxuan-No.3
北京
Beijing

育成品种
Bredvariety

8 航椒5号
Hangjiao-No.5

甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety 21 绿快2号

Lükuai-No.2
甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety

9 航椒8号
Hangjiao-No.8

甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety 22 19004 青海

Qinghai
育成品系
Bredvariety

10 航椒s605
Hangjiao-s605

甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety 23 改良猪大肠

Gailiangzhudachang
甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety

11 青椒3号
Qingjiao-No.3

青海
Qinghai

育成品种
Bredvariety 24 GK-2-1 甘肃

Gansu
育成品种
Bredvariety

12 循化线辣椒
Xunhuaxianlajiao

青海
Qinghai

地方品种
Localvariety 25 陇椒2号

Longjiao-No.2
甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety

13 青线椒2号
Qingxianjiao-No.2

青海
Qinghai

育成品种
Bredvariety 26 陇椒3号

Longjiao-No.2
甘肃
Gansu

育成品种
Bredvariety

1.2 试验设计

1.2.1 材料种植  试验材料于2020年2月20
日育苗,4月20日定植于青海省农科院园艺所1
号试验基地温室内,定植株行距40cm×50cm,
每个小区16m2,每个品种3次重复,常规田间

管理。

1.2.2 DNA的提取 分别称取盛果期新鲜辣椒

叶片100mg,在液氮中反复研磨成细粉,采用天

根公司的植物基因组DNA提取试剂盒(DP305)
提取,用超微量分光光度计测量样品浓度及纯度。
用10g/L琼脂糖凝胶检测基因组DNA质量,合

格DNA样品置于-20℃冰箱,备用。

1.2.3 SSR-PCR扩增 参试引物信息见表2,

PCR反 应 体 系 为20μL,其 中 PCRMasterMix
10μL(天根),10μmol/L正、反向SSR引物各

1μL,模板DNA2μL,ddH2O6μL;PCR反应程

序:94℃预变性5min;94℃变性30s,55℃退火

30s,72 ℃延伸1min,35个循环;72 ℃延伸

5min。扩增产物在60g/L聚丙烯酰胺凝胶上恒

压电泳(120V,90~120min),GeneGreen核酸

染料染色15min,最后在BIO-RAD凝胶成像系

统上拍照记录。
表2 SSR引物名称及序列

Table2 SSRprimerandsequence
引物名称
Primer

上游引物(5'→3')
Forwardprimer

下游引物(5'→3')
Reverseprimer

pepperSSR01 GCACCCTCCCAATACAAATC GATCACGGAGAAAGCAAAGG

pepperSSR03 TACCTCCTCGCCAATCCTTCTG TTGAAAGTTCTTTCCATGACAACC

pepperSSR04 AAACCTAGTGACTGGCGAGC AACGTTTTGCATAACGGAGG

pepperSSR05 CGACTAAAACGCATCCCAGT TGGTGATGATGTGGAGGATG

pepperSSR06 GTCGGCCGTCATTCACTATT AGCTTGATGCACCTGGTCTT

pepperSSR08 AAATTGAAACGATTGGCAGG GGTGGGAGGAGAATTTATGGA
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1.3 数据分析

将电泳图谱上同一位置清晰出现的条带记为

1,没有条带记为0,由此生成0、1原始矩阵,统计

SSR标记PCR引物扩增出的总条带数和多态性

条带数,每个SSR位点的多态性信息量按多态信

息量(PIC=1-∑k
i=1P2

ik-∑k-1
i=1∑k

j=i+12P2
iP2

j;
其中k 为等位基因数组,Pi 和Pj 分别为第i和

第j 个等位基因在群体中的频率)公式计算,用

SYSTAT2.0软件,按类平均距离法,以欧氏距

离进行聚类分析。

1.4 指纹图谱和QR编码

指纹图谱构建根据SSR标记扩增的可重复

性及读带的难易程度,选择多态性好的引物,以1
和0分别条带有无,9表示无扩增,构建不同辣椒

品种的数字化指纹图谱,指纹图谱QR编码应用

Excel2019的二维码编辑工具进行编码,将参试

品种信息生成指纹图谱QR编码。

2 结果与分析

2.1 标记多态性分析

利用生物学性状差异较大、亲缘关系较远的

辣椒品种‘青椒3号’(甜椒)和‘循化线辣椒’(线
椒),对120对SSR引物进行筛选。结果有6对

SSR引物扩增条带多态性好、稳定性高,占总标

记数的10.27%(图1,表3)。用筛选的引物对26
份供试材料进行PCR扩增,共检测到36个等位

位点,其中35个为多态性位点,多态性比率达

97%,并且扩增片段的长度多在50~400bp,每
对引物扩增出的等位位点数为4~9个,平均每对

引物扩增出的等位位点数为6个,其中引物pep-
perSSR08多态性条带最多,为9条,引物pepper-
SSR04、pepperSSR05多态性条带较少,为4条,
表明供试材料的SSR多态性丰富。

2.2 聚类分析

利用SYSTAT软件,根据6个标记扩增的条

带数据计算各品种间相似性系数,并按 UPGMA
法进行聚类(图2)。结果显示,26份辣椒材料之

间遗传相似系数在0.42~1.00。在GS0.5处,
共聚为四类,第一类包括‘天骄2号’‘天骄3号’
‘天骄5号’‘乐都长辣椒’‘循化线辣椒’‘青线椒

2号’‘陇椒3号’;第二类包括‘天骄8号’‘航椒8
号’‘绿快2号’‘GK-2-1’;第三类包括‘B14-01’

A.pepperSSR01;B.pepperSSR04;C.pepperSSR06;D.pepperSSR08;M.Marker;1~26辣椒品种编号同表1

1-26representthepeppercultivarsnumbered1-26intable1

图1 部分标记在26份材料中的扩增

Fig.1 Amplificationoffourpairsofmarkersin26peppercultivars
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表3 6对SSR引物在26份辣椒品种中的多态性

Table3 Polymorphismof6pairsofSSRprimersin26peppercultivars

引物名称
Primer

扩增总条带数
No.ofamplified

bands

多态性带数
No.ofpolymorphic

bands

多态性百分比/%
Percentageof

polymorphicbands

PIC值
Polymorphism

informationcontent

PepperSSR01 7 7 100 0.7703

PepperqSSR03 5 4 80 0.3648

PepperSSR04 4 4 100 0.5909

PepperSSR05 4 4 100 0.6659

PepperSSR06 7 7 100 0.7743

PepperSSR08 9 9 100 0.7322

合计 Total 36 35

平均 Average 6 5.8 97 0.6497

‘华美105’‘甘科10号’‘甘科11号’‘京旋3号’
‘19004’‘青椒3号’;第四类包括‘陇椒10号’‘天
陇’‘天骄10号’‘吉祥101’‘甘科10号’‘航椒5
号’‘改良猪大肠’‘陇椒2号’。从中可以看出,大
部分亲缘关系较近的品种被聚到一类,比如第一

类,天骄系列辣椒品种,果实长羊角形,绿色,果面

有褶皱,果长30~45cm,粗3~3.5cm;第三类品

种包括甜椒以及甘科系列,表型都为大叶类型辣

椒品种,株型较为接近;第四类都为螺丝椒品种,
株型及果型较为适中,在生产上种植面积也比较

大。其余聚到一类的品种在田间也具有一定的相

似性,亲缘关系较为接近。
另外,根据聚类结果可以看出,‘循化线辣椒’

和‘青线椒2号’、‘陇椒10号’和‘天骄10号’、
‘天骄8号’和‘航椒8’这几个品种之间的遗传相

似系数为1,说明这几个品种具有很高的相似度,
其中‘青线椒2号’为‘循化线辣椒’的果色突变

体,除果色不一样外,其余植物学性状基本一致,
这也在一定程度上反映了聚类结果的可靠性;‘陇
椒10号’和‘天骄10号’以及‘天骄8号’和‘航椒

8号’之间,田间种植的相似度也很高,推测这几

个品种之间可能存在同种异名的现象。‘航椒5
号’‘甘科10号’‘陇椒2号’与‘循化线辣椒’的遗

传相似系数最小,为0.42,说明这几个品种之间

的相似性最小。

1~26辣椒品种编号同表1

1-26peppercultivarsNo.weresameasintable1

图2 26份辣椒品种的SSR聚类图

Fig.2 SSRclustermapof26peppercultivars
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2.3 指纹图谱的构建

根据6对引物扩增条带的统计分析,综合考

虑条带读取难易程度、重复性高低、多态性信息含

量等,筛选出pepperSSR01、pepperSSR04、pep-

perSSR06和pepperSSR084对引物用于构建26
份辣椒品种的分子标记指纹图谱(表4)。采用引

物组合法用以上4对引物便可准确地鉴定其中

23份辣椒品种,其中,‘天骄8号’和‘航椒8号’、
表4 26份辣椒品种的SSR指纹图谱指纹图谱

Table4 SSRfingerprintfingerprintsof26peppercultivars
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‘循化线辣椒’和‘青线椒2号’、‘陇椒10号’和
‘天骄10号’由于品种相似度太高而只能鉴定其

中一个。同时,为方便查询26份辣椒品种的指纹

信息,用Excel2019软件对每个辣椒品种的指纹

图谱进行QR编码,其中包括品种名称、来源、指
纹图谱代码等相关信息。

3 讨论与结论

基于分子标记绘制农作物品种的指纹图谱,
能快速、准确地鉴定品种或品系,为作物育种和种

子管理提供极大的便利[6]。传统的评价基因多样

性和品种鉴定都是基于形态学描述,经常受限于

环境影响,很少能在同一时期仅靠某一性状同时

区分上百份材料[8-9]。因此,发展一种可靠的方法

来解决品种鉴定问题是十分必要的。
近年来,随着测序技术的进步,开发了大量的

SNP标记,但其高额投入和相对复杂的操作过

程,使其在品种纯度鉴定等生产过程中未能得到

广泛应用[5],SSR标记多态性丰富,操作简单,被
认为是品种鉴定较为理想的标记之一,目前,在各

种作物上,都已经成功应用SSR标记开展了指纹

图谱的构建。本试验从117对SSR引物中筛选

出6对多态性较好的引物用于构建辣椒指纹图

谱,6对多态性SSR引物在26份辣椒品种扩增获

得36个位点,平均每个引物扩增出的等位位点数

为6个,使用其中4对SSR引物组合便可鉴定其

中23份辣椒品种。在辣椒作物中,王苑螈等[10]

利用SSR分子标记构建甜椒自交系的指纹图谱,
用1对引物就能辨别的供试材料有4组,2对引

物组合能辨别的有2组,需3对引物组合才能有

效区分的为余下的4组。何建文等[23]构建了贵

州12个辣椒杂交种SSR标记指纹图谱,15个多

态性较好的标记中,约30%的三标记组合能鉴别

参试杂交种。王莉月等[11]构建了簇生椒杂交种

及亲本的指纹图谱,25对突变引物共扩增出123
个位点,多 态 性 的 位 点51个,多 态 性 比 率 为

41.5%。可以看出,在构建为数不多的辣椒品种

的遗传指纹图谱中,大多都采用不同的引物组合

用于分辨不同的辣椒品种,这和本研究的结果基

本一致。管俊娇等[24]研究发现采用差异位点数

判断品种特异性更适合目前辣椒品种现状,而

SSR标记直接用于辣椒DUS(植物新品种测试)
判定还需进一步研究,但是可用于近似品种筛选。
本研究选用的试材,大部分为从甘肃引进的商品

种,在西北地区广泛种植,遗传背景相对比较狭

窄,亲缘关系也比较近,选用4对引物构建的指纹

图谱将其中23份辣椒品种准确区分,在一定程度

上也说明本研究选用的基于全基因组开发的

SSR标记具有较好的多态性,适合用于辣椒品种

指纹图谱的构建和品种纯度的鉴定。
近年来,随着辣椒产业的发展,青海地区引进

和种植的辣椒品种越来越多,为充分保障种植农

户权益,对引进辣椒品种的纯度和真实性的鉴定

提出了更高的要求,本研究通过聚类分析发现26
份辣椒材料中,‘循化线辣椒’和‘青线椒2号’、
‘陇椒10号’和‘天骄10号’以及‘天骄8号’和
‘航椒8号’这几个品种之间的遗传相似系数为

1,也具有相同的分子指纹图谱,说明这几个品种

之间的相似度极高;其中‘青椒2号’为‘循化线辣

椒’的果色突变体经多代选育而成的黄色线辣椒

品种,除果色性状有区别外,其他遗传背景基本一

致,因此聚类分析时将它们聚为一类,构建指纹图

谱时也未能找到适合的标记将其区分,这也在一

定程度上说明本研究聚类分析结果较为可靠;另
外,‘陇椒10号’和‘天骄10号’以及‘天骄8号’
和‘航椒8号’这4个品种在田间种植时,两两之

间的植物学形状相似性也很高,加入更多的标记

做基因分型时也未能将这4个品种完全区分,说
明这4个品种两两之间可能存在同种异名的现

象,有待结合田间试验和在分子水平上进行更深

入的分析。
辣椒指纹图谱库的建立和完善,可进行辣椒

种质资源遗传多样性分析[6],为辣椒育种工作提

供便利,另一方面可逐步开展品种即DUS测试工

作,大大缩短鉴定时间,同时,也可为辣椒品种的

司法鉴定提供借鉴,保障育种工作者的合法权益。
本研究构建的辣椒品种的分子指纹图谱是对现有

指纹图谱的补充和完善,下一步可对更多不同遗

传背景辣椒品种指纹图谱的进行分析,同时结合

田间植物学性状数据,建立更为完善的辣椒品种

植物图谱信息,为辣椒育种和品种鉴定工作提供

理论依据。
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ConstructionofDNAFingerprintsofPepper(Capsicumannuum L.)
VarietiesBasedonSSRMarkers

FENGPenglong1,HANRui1,WANGYayi1,SHAODengkui1,
LIQuanhui1,2andZHONGQiwen1

(1.AcademyofAgricultureandForestry,QinghaiUniversity/QinghaiKeyLaboratoryofVegetable

GeneticsandPhysiology,Xining 810016,China;2.CollegeofHorticulture,Northwest

A&FUniversity,YanglingShaanxi 712100,China)

Abstract BasedonSSRmarkersdevelopedforthewholepeppergenome,thegeneticdiversityof26
majorpeppercultivarsgrowninQinghaiwereanalyzedincurrentstudy,andtheirmolecularfinger-
printswereconstructed.Theresultsshowedthat6pairsofprimerswithstableamplificationandgood
polymorphismwereselectedfrom117pairsofSSRmarkers,andatotalof36genelociwereamplified
from6pairsofmarkers,withapolymorphismratioof97%.Thegeneticsimilaritycoefficientamong
26peppervarietieswas0.37-1.00,andthe26peppermaterialscouldbegroupedinto4typesatGS
0.5.Preferably,thefour pairs of primers (pepperSSR01,pepperSSR04,pepperSSR06 and
pepperSSR08)coulddistinguishthetestedpeppermaterialsaccuratelyandquickly.
Keywords Pepper;SSRmarker;Geneticdiversity;Fingerprint
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