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摘要：利用ＲＳＡＰ标记技术对贵州省的２０份加工型辣椒种质资源进行评价，以期为辣椒品种选育

提供依据。结果表明，３对引物共扩增出７２条带，其中４７条为多态性条带，多态性比例为６５．３％，

平均每对引物产生２４条多态性条带，片段大小为１００～２　０００ｂｐ。聚类分析结果表明，２０份材料

的遗传相似系数变化范围为０．６２５～０．９３１，果形性状在聚类图中呈随机分布，表明贵州省加工型

辣椒种质间存在着丰富的遗传多样性。
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　　加工型辣椒是指采收红椒、酱红椒或者老熟青
椒，口感辛辣或半辛辣并用于加工的辣椒品种类型。
除可直接鲜食外，还可干制、酱制、泡制加工成各种
辣椒制品，也可以作为农产品加工的调料，或经过深
加工从中提取辣椒红色素、辣味素，作为化妆品生产
和食品生产的天然原料［１－２］。贵州现有辣椒加工企业

１３０余家，具有一定规模的有２０多家，其辣椒的种植
规模、加工业规模、产品集散规模等均居全国第一，辣
椒产业已成为贵州省最重要的特色农业产业之一。
目前，围绕着加工型辣椒及其制品，贵州已形成了以

贵阳南明老干妈风味食品有限责任公司为龙头，百余
家辣椒食品加工企业为主体的贵州辣椒食品加工企

业群，其中，油辣椒产品已占全国市场份额的７０％以
上，２００５年贵州干辣椒及辣椒制品总产值超过３０亿
元，预计到２０１５年，总产值将达到５０亿元。
由于加工型辣椒对辣味、色泽、油分、香气等品

质指标和商品指标有特殊的要求，因此需要专用品
种。贵州省生产企业使用的辣椒原料多由不同品种
按照一定比例混合而成，因此，炒制出的辣椒制品风
味就会出现差异。同时，生产企业对使用的辣椒品
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种多以感官进行判断，也会影响加工成品品质的稳
定性。种质资源是育种的基础，只有充分了解种质
间的遗传差异，才能选配出较强的优势组合，而利用
分子标记技术已成为研究作物种质资源的有效方

法［２］。ＲＳＡＰ（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｐｏｌｙ－
ｍｏｒｐｈｉｓｍ）即限制性位点扩增多态性，是通过简单
的梯度ＰＣＲ反应，针对基因组内普遍存在的酶切位
点来产生多态性标记。ＲＳＡＰ的引物是依据序列相
关扩增多态性（ＳＲＡＰ，ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｌａｔｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）的引物设计原理建立的，使用１对
由１７～１８个碱基组成的引物序列，５′端前１２～１４
个碱基为没有特殊组成的填充序列，３′端的选择性
碱基为４～６个碱基组成的限制性内切酶的酶切位
点序列。依据引物内３′端选择性碱基，即因基因组

内限制性内切酶位点的不同而产生多态性［３］。本研
究采用ＲＳＡＰ分子标记技术对贵州省的２０份辣椒
种质资源进行分析，旨在为辣椒优良资源的发掘、利
用及加工型辣椒的选育提供科学依据，进而促进生
产企业对加工型辣椒品种的鉴定，保证成品品质的
稳定性。

１　材料和方法

１．１　材料
贵州省加工型辣椒种质资源较为丰富，根据其

产地、长度、辣度等特征差异，搜集了来自贵州省不
同辣椒市场及辣椒加工公司的２０份加工型干辣椒
（表１）作为试验材料。主要试剂购自大连宝生物工
程（大连）有限公司。

表１　供试加工型辣椒性状

编号 品种 果实长度／ｃｍ 果实宽度／ｃｍ 果实厚度／ｃｍ 籽粒个数／个 产地

１

２

３

４

５

６

７

８

９

１０

１１

１２

１３

１４

１５

１６

１７

１８

１９

２０

遵义条子－１
遵义条子－２
遵义条子－３
遵义韩国条

遵义条子－４
遵义条子－５
遵义满天星

遵义七星椒

七星椒

满天星

花溪党武辣椒

河南三樱椒

遵义灯笼椒－１
小圆椒

遵义灯笼椒－２
河南子弹头

遵义子弹头

灯笼椒

兴仁辣椒

贞丰辣椒

６．０６

６．０３

６．１１

５．５９

４．８３

２．８１

３．９６

４．３６

４．３６

４．３１

９．９６

４．７９

４．８９

３．６２

３．６８

３．８５

２．９４

３．６４

１０．４

７．０８

１．２０

１．２３

１．１７

０．８９

１．１６

１．８９

０．９３

０．９３

１．０４

０．９３

１．５０

１．２１

１．０７

１．６８

２．７０

１．３６

１．３４

２．６８

１．７０

１．３２

０．７２

０．８３

０．５０

０．５２

０．５６

１．８２

０．５５

０．４９

０．７６

０．６１

０．８６

０．６７

０．７５

１．５８

１．９３

０．８２

１．１５

２．１１

０．９０

０．７３

８３

９０

１０

６９

５０

１３

３７

６６

８２

６１

１１０

５０

７８

１５１

２０９

３４

５７

１２５

１１４

８７

遵义虾子市场

遵义虾子市场

遵义虾子市场

遵义虾子市场

遵义虾子市场

遵义虾子市场

遵义虾子市场

遵义虾子市场

遵义虾子市场

贵阳

花溪

贵阳

遵义虾子市场

遵义虾子市场

遵义虾子市场

遵义虾子市场

遵义虾子市场

贵阳

杏仁

贞丰

１．２　方法

１．２．１　加工型辣椒种子基因组ＤＮＡ的提取　称
取加工型辣椒种子０．１ｇ，于液氮中充分研磨成粉末
后迅速转移到１．５ｍＬ的离心管中，按照植物基因组

ＤＮＡ提取试剂盒（目录号：ＤＰ　３０５－０３，北京ＴＩＡＧＥＮ
生化科技有限公司）的操作手册提取辣椒种子基因组

ＤＮＡ，用０．７％琼脂糖在１×ＴＡＥ　ｂｕｆｆｅｒ中，以５Ｖ／

ｃｍ电泳０．５ｈ后，在凝胶成像系统中拍照检测

ＤＮＡ的纯度及完整度。用紫外分光光度计检测其
质量和浓度后，用 ＴＥ缓冲液稀释ＤＮＡ至同一浓
度，放入－２０℃冰箱储存备用。

１．２．２　引物设计及ＰＣＲ扩增　设计的ＲＳＡＰ引物
序列见表２。ＲＳＡＰ－ＰＣＲ扩增反应体系（１５μＬ）为：
模板 ＤＮＡ　５０ｎｇ，１０×ｂｕｆｆｅｒ　１．５μＬ，ｄＮＴＰｓ　１．２

μＬ，引物Ａ　０．５μＬ，引物Ｂ　０．５μＬ，Ｔａｑ酶１Ｕ，加
三蒸水补足１５μＬ；ＲＳＡＰ反应程序为９５℃５ｍｉｎ，１
个循环；９５℃１ｍｉｎ，３５℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，５个
循环；９５℃１ｍｉｎ，４７℃１ｍｉｎ（退火温度随引物而
定），７２℃１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ，４℃下
保存。扩增产物通过６％的非变性聚丙烯酰胺凝
胶电泳检测，并按许绍斌等［４］报道的银染法进行
染色。
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表２　ＲＳＡＰ引物编号与引物序列

引物编号 引物序列（５′－３′） 限制酶切位点

ＣＳ１ ＡＴＴＡＣＡＡＣＧＡＧＴＧＧＡＴＣＣ　 ＧＧＡＴＣＣ

ＣＳ２ ＣＡＣＡＧＣＡＣＣＣＡＣＴＴＴＡＡＡ　 ＴＴＴＡＡＡ

ＣＳ３ ＴＡＴＣＴＧＧＴＧＡＧＧＧＡＴＡＴＣ　 ＧＡＴＡＴＣ

ＣＳ４ ＡＴＴＧＧＡＡＣＴＧＧＴＣＴＣＴＡＧＡ　 ＴＣＴＡＧＡ

１．３　数据处理

ＲＳＡＰ扩增产物按在相同迁移位置上（相同分
子量片段）有带记为“１”，无带记为“０”，全部以１、０
统计建立数据库，并转换为数值矩阵，用ＮＴＳＹＳｐｃ
２．１０ｅ分析软件中的 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ　ｄａｔａ进行矩阵分
析，以 ＳＡＨＮ　Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ进行相似性系数计算，

ＵＰＧＭＡ法构建亲缘关系树状图。聚类结果等级界
线的划分参照陈守良等［５］的方法。

２　结果与分析

２．１　ＲＳＡＰ引物扩增多态性分析
采用筛选出的多态性好、稳定性高的 ３ 对

ＲＳＡＰ引物（表３）对２０份加工型辣椒种质资源进
行ＰＣＲ扩增分析。结果表明，这３对引物共扩增出

７２条带，其中４７条具有多态性，多态性比率为

６５．３％。不同引物扩增的条带数在２２～２５条，平均

２４条（表３），其片段大小介于１００～２　０００ｂｐ（图１）。
其中 ＣＳ１、ＣＳ３引物扩增的条带数为２５条，ＣＳ２、

ＣＳ３引物扩增的条带数为２２条。不同引物扩增出

表３　３对引物对２０种辣椒的扩增结果

引物组
合名称

产生条
带数／条

多态性条
带数／条

多态率／％

ＣＳ１、ＣＳ３　 ２５　 １７　 ６８

ＣＳ２、ＣＳ３　 ２２　 １３　 ５９．１

ＣＳ３、ＣＳ４　 ２５　 １７　 ６８

总计 ７２　 ４７ －

１－２０为品种编号

图１　ＣＳ３、ＣＳ４引物的扩增结果

的条带数多态性有明显的差异，其中ＣＳ２、ＣＳ３引物
扩增产生的条带多态率为５９．１％。通过对２０份供
试加工型辣椒资源的ＲＳＡＰ分析发现，不同引物产
生的谱带数及多态性存在很大差异，其中ＣＳ３、ＣＳ４
引物和ＣＳ１、ＣＳ３引物表现的多态性高于ＣＳ２、ＣＳ３
组合，可以有效地鉴别供试辣椒材料。因此，ＲＳＡＰ
标记在检测辣椒种子基因组遗传多态性上有较显著

的检出效率。

２．２　基于ＲＳＡＰ标记的辣椒遗传多样性评价
对扩增结果的遗传多样性分析表明，２０份加工

型辣椒种质资源的遗传相似系数介于０．６２５～
０．９３１，其中遵义条子－２与满天星之间的遗传相似
性系数最低，为０．６２５，而遵义灯笼椒－１与小圆椒之
间的相似性系数最高，为０．９３１。

按照Ｎｅｉ－Ｌｉ法计算参试材料之间的遗传距离，

并构建了聚类图（图２）。以相似系数０．７５４为阈
值，２０份供试材料可聚为３个类群。自上而下，第１
个类群包括１６个样品，占总数的８０％；而第２个类
群２个，占总数的１０％；第３个类群包括２个样品，

占总数的１０％，说明第２、３类群的４个材料与其他
的材料遗传差异较大。进一步对第１类群的１６个
样品进行聚类分析，以相似系数０．７９９为阈值，可将
其分为３个亚类群：第１亚类群包括１３个样品，占
该类群的８１．２５％；第２亚类群包括２个样品，占该
类群的１２．５％；第３个亚类群包括１个样品，占该
类群的６．２５％。从局部结果来看：从遵义市场采集
的遵义灯笼椒－１与小圆椒被优先聚为一类，其相似
系数为０．９３１；遵义满天星与遵义七星椒在相似系
数为０．８０４时被聚为一类，与遵义韩国条、遵义条
子－４和遵义条子－３却分属不同类群且遗传差异较
大。其中，遵义条子－１与遵义条子－２在阈值 Ｌ＝
０．７９９处分属两大类，遵义七星椒、七星椒与

图２　基于ＲＳＡＰ数据的２０份加工型
辣椒的聚类分析结果
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满天星辣椒相似系数较低。由此可见，贵州遵义的
加工型辣椒具有丰富的遗传资源可供利用。

３　讨论

物种的遗传多样性状况可反映出该物种的遗传

背景、育种潜力和利用价值，是生物多样性研究的核
心，对种质保护和发掘利用具有重要意义［６］。加工
型辣椒种质资源的多样性是培育新品种的重要物质

基础，同时也是加工企业生产优质产品的保障。目
前，贵州省主要加工型辣椒品种是灯笼椒、花溪辣
椒、子弹头辣椒、条子辣椒等。辣椒资源的大面积推
广，造成了地方性辣椒基因资源的大量流失。因此，
加强对加工型辣椒种质资源的评价和利用，对当前
加工型辣椒的遗传稳定性具有重要意义。
从聚类分析结果来看，果形相似的品种没有聚

在一起，而是呈随机分布，似乎品种间的遗传距离与
其果形性状没有相关性，与张璐等［７］用ＲＡＰＤ聚类
分析栽培辣椒品种得出了相似的结论，即辣椒品种
的遗传相似性与果味或果形之间总体上无相关性。
因此，在加工型辣椒遗传育种及种质资源鉴定与评
价研究中，应该尽可能把分子生物学技术与其风味
物质鉴定相结合，对各品种资源进行遗传分析，以提
高加工型辣椒种质资源的利用效率。研究结果表
明，在同类果形加工型辣椒资源中可以筛选到遗传
距离相对较大的材料，这一点对加工型辣椒杂种优
势利用有一定的指导作用，相关的验证工作正在进
行中。

ＲＳＡＰ分子标记技术前５个循环采用较低的退
火温度（３５℃），以保证引物通过部分匹配与模板结
合，提高扩增效率；后３５个循环采用较严谨的退火
温度（４３～４６℃），对已扩增的片段进行特异性扩
增，以保证扩增产物的稳定［３］。在ＲＳＡＰ条带统计
过程中，本研究只对条带的出现与否进行了统计，而
未对条带的强弱进行分析。实际上扩增条带的强弱
在一定程度上也能反映ＤＮＡ水平的变化，如拷贝
数的多少等［８］。本试验采用了３对 ＲＳＡＰ引物对

２０份加工型辣椒种子进行分析，共扩增出了７２条
带，多态性比率为６５．３％，遗传多样性表明，２０份辣
椒种质资源的遗传相似系数介于０．６２５～０．９３１。
遵义条子－１与遵义条子－２，遵义七星椒、七星椒与满
天星辣椒从形态上不易区分，基于ＲＳＡＰ分析及其
聚类图可以明显区分开来，其中，遵义条子－１与遵
义条子－２在阈值Ｌ＝０．７９９处分属两大类，遵义七
星椒、七星椒与满天星辣椒相似系数较低。本研究
结果表明，ＲＳＡＰ适用于加工型辣椒种质资源的遗
传分析，可以此创新出多种类型的优异资源，以拓
展、丰富辣椒基因库，更好地保护辣椒品种及鉴别加
工品质。
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