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摘　 要： 油棕属棕榈科多年生木本油料作物，果实含油量高达 ５０％，且单位面积产油量高，享有“世界油王”

美誉。 油棕果实由外果皮、中果皮、内果皮（种壳）、种子四个部分组成，产油部分主要是中果皮和种子，其

中种壳厚度是影响果实含油量的重要因素。 ＳＨＥＬＬ 基因控制种壳厚度，是一类 ＭＡＤＳ⁃ｂｏｘ 同源基因，ＳＨＥＬＬ

基因在厚壳种和无壳种中的变异主要是第一个外显子上的两个 ＳＮＰ 位点。 该研究根据两个 ＳＮＰ 位点进行

特异标记开发，根据已知的油棕 ＳＨＥＬＬ 基因的序列，设计了 ４ 对 ＳＮＰ 引物。 ４ 对 ＳＮＰ 引物以 ２ 个 ＳＮＰ 位点

设计，每个 ＳＮＰ 位点设计 ２ 对 ＳＮＰ 标记，并均在引物 ３′端第二位引入强错配碱基。 以 ２ 份薄壳种油棕材料

和 ２ 份厚壳种油棕材料 ＤＮＡ 为模板，扩增筛选油棕 ＳＨＥＬＬ 基因 ＳＮＰ 引物。 通过 ＰＣＲ 扩增发现，设计的

ＳＨＥＬＬ 基因特异 ＳＮＰ 标记 ＥｇＳｈ（Ｎ）⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ＳＮＰ）⁃２ｒ 能够鉴别油棕厚壳种和薄壳种。 再用 ２４ 株油棕树进

行特异性验证，发现该标记能较准确地判断油棕的厚薄壳。 该研究结果表明 ＳＮＰ 标记 ＥｇＳｈ（Ｎ）⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ

（ＳＮＰ）⁃２ｒ 可用来进行油棕种质资源早期分子鉴定，为高产油棕品种选育提供了技术支撑。
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　 　 油棕（Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ）是棕榈科油料作物，其
生产的棕榈油和棕榈仁油应用广泛 （ Ｃｏｒｎｅｌｉｕｓ，
１９７７；李瑞等，２００９）。 近年来，受益于全球食用油

需求的迅猛增长和油棕种植面积的快速扩张，棕
榈油和棕榈仁油产量达到４ ５００万 ｔ，占世界食用植

物油产量的 ３２％（Ｍｕｒｐｈｙ，２００９）。 在 ２００６ 年，就
超越大豆，成为全球最重要的油料作物。 然而，随
着油棕种植面积的快速扩大，造成热带雨林生物

多样性降低等生态危机也越来越严重（Ｗｉｌｃｏｖｅ ＆
Ｋｏｈ，２０１０；Ｆｏｓｔｅｒ ｅｔ ａｌ，２０１１；Ｋｏｈ ＆ Ｗｉｌｃｏｖｅ，２００８；
Ｋｏｈ ｅｔ ａｌ，２０１１）。 在全球食用植物油需求继续增

加，油棕种植面积不能继续扩大的前提下，提高油

棕单位面积产油量是实现这些目标的唯一途径。
油棕产油部分主要是果实，所以果实的含油量是

影响单位面积含油量的重要因素。
在非洲油棕进化和育种过程中一个关键的事

件就是包裹种仁的厚种壳消失。 现在的非洲油棕

有三种果实类型，厚壳型（ ｄｕｒａ），无壳型（ ｐｉｓｉｆｅｒａ）
和薄壳型（ ｔｅｎｅｒａ），其中薄壳种是厚壳种和无壳种

的杂交种（Ｃｏｒｌｅｙ ＆ Ｔｉｎｋｅｒ，２００７）。 薄壳种油棕产

油量高于厚壳种，是东南亚地区商业棕榈油生产

的主要来源。 Ｓｉｎｇｈ ｅｔ ａｌ（２０１３ａ）通过测序进行同

源定位，确定了控制油棕种壳厚度的基因是拟南

芥中控制子房形成和种子发育的 ＭＡＤＳ⁃ｂｏｘ 基因

ＳＴＫ 的同源基因 ＳＨＥＬＬ。 这个基因控制着油棕最

重要的经济性状，用其选育的薄壳种油棕也对全

球食用油生产，生物能源和热带雨林保护产生有

利影响。
油棕果实由四部分组成：外果皮、中果皮、内

果皮（种壳）和种仁。 内果皮发育成熟后形成类似

椰子壳的纤维环，薄壳种油棕正是因为其种壳薄

而获得更高的产油量。 控制这种性状的 ＳＨＥＬＬ 基

因是共显性单基因遗传。 利用厚壳种与无壳种培

育优良的薄壳杂交种显然是进行油棕常规育种的

重要途径，然而仅仅依靠人工去鉴别育种亲本的

类型显得费时费力，延长了育种周期，而且还不准

确（Ｍａｔｈｅｗｓ ｅｔ ａｌ，２００８）。 因此利用分子标记辅助

育种成为了培育高产薄壳油棕的新途径。
单核苷酸多态性 （ Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒ⁃

ｐｈｉｓｍｓ， ＳＮＰ）是指在基因组水平上由单个核苷酸

的变异所引起的 ＤＮＡ 序列多态性。 ＳＮＰ 大多是

双等位基因，共显性遗传（Ｋｒａｗｃｚａｋ， １９９９；Ｘｉｎｇ ｅｔ
ａｌ， ２００５）。 目前它已经作为新一代分子标记，在
分子遗传学研究中发挥着重要作用 （ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ，
２０１２）。 在植物分子生物学研究中，ＳＮＰ 标记已经

受到各国学者的高度重视，目前在水稻、番茄、土
豆、玉米、油菜和棉花等粮食和经济作物中开展了

ＳＮＰ 研究（杨广阔等，２０１４；Ｈａｙａｓｈｉ ｅｔ ａｌ，２００４；姚
祝平等，２０１５； Ｓａｔｔａｒｚａｄｅｈ ｅｔ ａｌ， ２００６；乐素菊等，
２０１２；孙妍妍等，２０１５；匡猛等，２０１６）。 基于普通

ＰＣＲ 技术的 ＳＮＰ 标记开发具有低成本和便捷的优

势，利用 ＳＮＰ 标记对油棕进行辅助育种培育薄壳
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杂交种油棕开辟了一条新途径。 本研究以 ２ 份薄

壳种油棕和 ２ 份厚壳种油棕为实验材料，以 ＳＨＥＬＬ
基因为模板开发了 ４ 对 ＳＮＰ 标记，为油棕种壳厚

度基因 ＳＨＥＬＬ 的分子标记辅助育种奠定了良好的

基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料

实验材料取自中国热带农业科学院椰子研究

所椰子大观园，薄壳种油棕材料编号：Ｂ１、Ｂ２；厚壳

种油棕材料编号：Ｈ４、Ｈ５。 来自海口三江油棕基

地的 ２４ 株油棕单株为随机选取，编号为 １－２４。
１．２ 方法

１．２．１ 油棕种壳类型鉴定 　 取油棕单株上所结成

熟油棕果实，用园艺专用剪刀剪开果实，用游标卡

尺测量种壳厚薄，小于 １ ｍｍ 并且大于 ０ ｍｍ 的认

定为薄壳种，大于 ３ ｍｍ 认定为厚壳种。
１．２．２ ＤＮＡ 的提取 　 取实验材料各单株油棕叶片

１ ～ ２ 片，将其装入取样袋中，写明编号，用液氮速

冻后备用。 采用 ＣＴＡＢ 小样提取法 （周丽霞等，
２０１３）对油棕材料进行 ＤＮＡ 提取。 用 １． ２％的琼

脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 是否降解，用 Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ
２０００ 测定 ＤＮＡ 的浓度，其后将所有材料的 ＤＮＡ
用灭菌 ｄｄＨ２Ｏ 稀释到 ５０ ｎｇ·μＬ⁃１备用。
１．２．３ 引物设计　 利用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｉｍｅｒ ５ 和在线引物

设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ ３（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏ．ｕｔ．ｅｅ ／ ｐｒｉｍｅｒ３ ／ ），
以 ＳＨＥＬＬ 基因序列设计了 ４ 对 ＳＮＰ 引物，本实验

针对 ８６ ｂｐ 处的 Ｔ⁃Ｃ 转换和 ９３ ｂｐ 处的 Ａ⁃Ｔ 颠换设

计引物（表 １）。 其中，ＥｇＳｈ（ Ｌ） ⁃ｆ 和 ＥｇＳｈ（ Ｐ） ⁃ｆ 为
Ｔ⁃Ｃ 转换处的正向引物；ＥｇＳｈ（Ｋ） ⁃ｆ 和 ＥｇＳｈ（Ｎ） ⁃ｆ
为 Ａ⁃Ｔ 颠换处的正向引物，ＥｇＳｈ（ ＳＮＰ） ⁃２ｒ 为这 ４
个引物的通用反向引物。
１．２．４ ＰＣＲ 扩增和电泳检测 　 ＰＣＲ 反应体系（ ２０
μＬ）：５ μＬ 模板 ＤＮＡ，２ μＬ １０×Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ，１．６ μＬ
Ｍｇ２＋，０．４ μＬ ｄＮＴＰ，０． ３ μＬ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶，８． ７
μＬ ｄｄＨ２Ｏ，１ μＬ 正向引物，１ μＬ 反向引物。 ＰＣＲ
程序：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ３０ ｓ，５７ ℃退

火 ４５ ｓ，７２ ℃ 延伸 ３０ ｓ，３５ 个循环；７２ ℃ 延伸 ７
ｍｉｎ，４ ℃保存。 ＰＣＲ 产物在 １．２％琼脂糖凝胶上电

表 １　 设计的 ＳＮＰ 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 ＳＮＰ ｐｒｉｍｅｒｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂｙ ｓｏｆｔｗａｒｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物起始
位点
Ｐｒｉｍｅｒ
ｓｉｔｅ

（ｂｐ）

目的片段
大小

Ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｓｉｚｅ
（ｂｐ）

ＥｇＳｈ（Ｌ） ⁃ｆ ５′ ＡＡＣＧＣＣＧＡＡＡＴＧ⁃
ＧＡＣＴＧＴＴ３′

６７ ３５１

ＥｇＳｈ（Ｐ） ⁃ｆ ５′ ＡＡＣＧＣＣＧＡＡＡＴＧ⁃
ＧＡＣＴＧＴＣ３′

６７ ３５１

ＥｇＳｈ（Ｋ） ⁃ｆ ５′ ＣＣＧＡＡＡＴＧＧＡＣＴ⁃
ＧＣＴＧＡＡＧＡＧＡ３′

７１ ３４７

ＥｇＳｈ（Ｎ） ⁃ｆ ５′ ＣＣＧＡＡＡＴＧＧＡＣＴ⁃
ＧＣＴＧＡＡＧＡＧＴ３′

７１ ３４７

ＥｇＳｈ（ＳＮＰ） ⁃２ｒ ５′ ＧＧＡＴＣＡＧＧＧＡＴＡ⁃
ＡＡＡＧＧＧＡＡＧＣ３′

４１８

泳，凝胶成像系统下检测拍照。

２　 结果与分析

２．１ 油棕种壳类型及 ＳＨＥＬＬ 基因变异

油棕种壳共有 ３ 种类型，厚壳、薄壳和无壳，
本研究中利用收集到的厚壳种与薄壳种油棕种质

资源来设计和鉴定引物。 ＳＨＥＬＬ 基因已经测序

（Ｓｉｎｇｈ ｅｔ ａｌ， ２０１３ａ），分析表明在 ＳＨＥＬＬ 基因第一

个外显子 ８６ ｂｐ 和 ９３ ｂｐ 处各有一个 ＳＮＰ 位点。
其中 ８６ ｂｐ 处为 Ｃ ／ Ｔ 碱基转换，９３ ｂｐ 处为 Ａ ／ Ｔ 碱

基颠换（图 １）。
２．２ 等位基因 ＰＣＲ 引物设计与筛选

为了提高引物特异性，该实验中分别在 ４ 条正

向引物 ３′端的第二个碱基位置引入强错配碱基，
并检测它们的扩增情况。 实验中以 Ｂ１、Ｂ２、Ｈ４ 和

Ｈ５ 为材料进行引物筛选，通过筛选来确定这 ４ 对

引物是否为等位基因的特异引物。 引物 ＥｇＳｈ（Ｌ） ⁃
ｆ 和 ＥｇＳｈ（Ｐ） ⁃ｆ 为针对 ８６ ｂｐ 处 ＳＮＰ 位点设计的正

向引物，ＥｇＳｈ（Ｌ） ⁃ｆ 为与厚壳基因型相匹配的正向

引物，ＥｇＳｈ（Ｐ） ⁃ｆ 为与薄壳基因型相匹配的正向引

物，同时在 ＥｇＳｈ（Ｌ） ⁃ｆ 和 ＥｇＳｈ（Ｐ） ⁃ｆ 的 ３′端第二位

均引入 Ｃ ／ Ｔ 碱基错配；引物 ＥｇＳｈ （ Ｋ） ⁃ｆ 和 ＥｇＳｈ
（Ｎ） ⁃ｆ 为针对 ９３ ｂｐ 处 ＳＮＰ 位点设计的正向引物，
ＥｇＳｈ（ Ｋ） ⁃ｆ为与厚壳基因型相匹配的正向引物，
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注： 标注有厚壳种、无壳种和薄壳种的是三种类型油棕包含 ＳＨＥＬＬ 基因两个突变位点的 ＤＮＡ 序列，
其中数字表示碱基在序列中的位置。 Ｙ． Ｃ 或 Ｔ 碱基； Ｗ． Ａ 或 Ｔ 碱基。

Ｎｏｔｅ： ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｗｏ ＳＮＰ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＳＨＥＬＬ ａｒｅ ｍａｒｋｅｒｄ ｗｉｔｈ ｄｕｒａ， ｐｉｓｉｆｅｒａ， ａｎｄ ｔｅｎｅｒａ， ｎｕｍｂｅｒ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｂａｓｅ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ． Ｙ． Ｃ ｏｒ Ｔ ｂａｓｅ； Ｗ． Ａ ｏｒ Ｔ ｂａｓｅ．

图 １　 油棕 ＳＨＥＬＬ 基因第一外显子 ＳＮＰ 位点
Ｆｉｇ． １　 ＳＮＰ ｓｉｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｅｘｏｎ ｏｆ ＳＨＥＬＬ

注： Ｍ． 分子量标准； Ｌ． 标记 ＥｇＳｈ（Ｌ）⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ＳＮＰ）⁃２ｒ； Ｐ． 标记 ＥｇＳｈ（Ｐ）⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ＳＮＰ）⁃２ｒ；
Ｋ． 标记 ＥｇＳｈ（Ｋ）⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ＳＮＰ）⁃２ｒ； Ｎ． 标记 ＥｇＳｈ（Ｎ）⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ＳＮＰ）⁃２ｒ。

Ｎｏｔｅ： Ｍ． ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ； Ｌ． ＥｇＳｈ（Ｌ）⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ＳＮＰ）⁃２ｒ； Ｐ． ＥｇＳｈ（Ｐ）⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ＳＮＰ）⁃２ｒ；
Ｋ． ＥｇＳｈ（Ｋ）⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ＳＮＰ）⁃２ｒ； Ｎ． ＥｇＳｈ（Ｎ）⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ＳＮＰ）⁃２ｒ．

图 ２　 ＳＮＰ 标记筛选结果
Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ＳＮＰ ｍａｒｋｅｒｓ ｂｙ ＰＣＲ

ＥｇＳｈ（Ｎ） ⁃ｆ 为与薄壳基因型相匹配的正向引物，同
时在 ＥｇＳｈ（Ｋ） ⁃ｆ 和 ＥｇＳｈ（Ｎ） ⁃ｆ 的 ３′端第二位也均

引入 Ａ ／ Ｇ 强错配碱基。
四对引物分别在两个薄壳种油棕 Ｂ１ 和 Ｂ２，两

个厚壳种油棕 Ｈ４ 和 Ｈ５ 中进行 ＰＣＲ 扩增，在琼脂

糖凝胶上进行电泳检测。 结果显示，标记 ＥｇＳｈ
（Ｎ） ⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ ＳＮＰ） ⁃２ｒ 在薄壳种中条带亮，而在厚

壳种中没有检测到 ＰＣＲ 产物，说明该标记能够区

分开厚壳种和薄壳种（图 ２）。 而其它三对标记均

不能区分薄壳种和厚壳种，所以只有标记 ＥｇＳｈ
（Ｎ） ⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ＳＮＰ） ⁃２ｒ 可以用于进一步验证。
２．３ ＳＮＰ 标记验证

取海口三江油棕基地 ２４ 株油棕单株的叶片，
同时对这些单株上的成熟果实进行种壳厚度测量

并记录。 之后提取叶片 ＤＮＡ，用特异引物 ＥｇＳｈ
（Ｎ） ⁃ｆ 和 ＥｇＳｈ（ ＳＮＰ） ⁃２ｒ 做 ＰＣＲ 扩增。 在琼脂糖
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注： Ｍ． 分子量标准； 数字表示单株代号； Ｄ． 厚壳种； Ｔ． 薄壳种。
Ｎｏｔｅ： Ｍ． ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ； Ｎｕｍｂｅｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｃｏｄｅ； Ｄ． Ｄｕｒａ； Ｔ． Ｔｅｎｅｒａ．

图 ３　 ＳＮＰ 标记 ＥｇＳｈ（Ｎ）⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ＳＮＰ）⁃２ｒ 在油棕中验证结果
Ｆｉｇ． ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＥｇＳｈ（Ｎ）⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ＳＮＰ）⁃２ｒ ｉｎ ｏｉｌ ｐａｌｍ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

凝胶上电泳，结果显示所有已知为薄壳种油棕的

单株，能够扩增出亮或较亮的目标条带，而已知为

厚壳种油棕的单株则无亮条带或较弱（图 ３）。 结

果表明，ＥｇＳｈ（Ｎ） ⁃ｆ 和 ＥｇＳｈ（ ＳＮＰ） ⁃２ｒ 标记基本可

以用于油棕种壳类型前期分子鉴定。

３　 讨论与结论

根据公布的 ＳＨＥＬＬ 基因序列和 ＳＮＰ 变异位

点，增加引物 ３′端第二位错配碱基，设计了 ４ 对

ＳＮＰ 标记。 在已知种壳厚薄的 ４ 份油棕叶片 ＤＮＡ
中进 行 筛 选， 初 步 发 现 标 记 ＥｇＳｈ （ Ｎ） ⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ
（ＳＮＰ） ⁃２ｒ 可以区分厚壳种和薄壳种。 随后用该标

记在 ２４ 份油棕种质资源中扩增，发现该标记鉴定

结果与实际种壳厚薄情况基本一致，标记 ＥｇＳｈ
（Ｎ） ⁃ｆ ／ ＥｇＳｈ（ ＳＮＰ） ⁃２ｒ 可以用于油棕种壳厚薄早

期分子鉴定。
油棕种壳厚度与果实含油量关系密切，受母

本基因型控制。 在油棕杂交育种过程中，如果能

对杂交后代进行早期鉴定，将会极大减少优良子

代筛选的工作量和时间。 早期有人寻找与油棕种

壳厚度连锁的 ＳＳＲ 等分子标记，但是准确度有限。
随着 油 棕 基 因 组 测 序 完 成， 控 制 种 壳 厚 度 的

ＳＨＥＬＬ 基因序列被公布，使得开发更精确的 ＳＮＰ

标记成为可能。 本研究结合前人研究成果，在引

物 ３′端引入强错配碱基的方法，获得较好的特异

性扩增结果。 理论上，引物 ３′末端碱基与模板互

补才会在适合的条件下发生延伸，但是在实际

ＰＣＲ 扩增过程中，３′末端单个碱基的错配不能阻

止扩增延伸，因此在特异引物 ３′端第二位引入错

配碱基就可以提高引物的特异性（Ｙｅ ｅｔ ａｌ，２００１；
张育垚等，２０１２；黄代新等，２００５）。 强碱基错配类

型为 Ｃ ／ Ｔ 和 Ｇ ／ Ａ；中等碱基错配类型为 Ａ ／ Ａ、Ｃ ／
Ｃ、Ｇ ／ Ｇ、Ｔ ／ Ｔ；弱碱基错配类型为 Ｃ ／ Ａ 和 Ｇ ／ Ｔ。 因

此，该实验中为了获得较好的特异扩增效果，在引

物 ３′端第二位上引入了 Ｃ ／ Ｔ 和 Ａ ／ Ｇ 强错配碱基。
验证实验结果也显示，该标记能够初步用于

油棕厚壳种和薄壳种的分子鉴定。 目前，分子标

记辅助选择已经在包括橡胶和木薯等热带作物得

到应用，相比之下，油棕分子标记辅助选择技术的

应用还比较滞后（郑燕梅等，２０１３；周龙华和蒋立

希，２０１６）。 多态性丰富，遗传稳定性高的 ＳＮＰ 标

记作为第三代分子标记，便于应用普通 ＰＣＲ 技术

进行检测，在油棕等木本作物中应用前景广阔。
国外很早就有油棕种壳厚度控制基因 ＳＨＥＬＬ 的相

关研究报道，但直到 ２０１３ 年，随着油棕全基因组

序列测序完成，ＳＨＥＬＬ 基因的全部序列才得以公

布，为本研究中 ＳＮＰ 标记开发奠定了基础（ Ｓｉｎｇｈ
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ｅｔ ａｌ，２０１３ｂ）。 本研究利用最新公布的 ＳＨＥＬＬ 基

因序列设计分子标记，所开发的 ＳＮＰ 标记具有一

定的稳定性和可靠性，这将为油棕种壳厚度控制

基因 ＳＨＥＬＬ 的分子标记辅助育种提供有效的工

具。 下一步将收集无壳种油棕资源，设计能同时

鉴定无壳种、厚壳种和薄壳种油棕的 ＳＮＰ 分子

标记。
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