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黄瓜性别控制基因 CsACS1G 的分子标记及其快速检测 
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摘  要：根据黄瓜性别控制基因CsACS1G、CsACS1 及BCAT 基因DNA差异序列，设计CsACS1G基因特异标记引
物G1/G2，采用碱处理法，快速提取黄瓜品种WI1983G、95、98-17、S-2-98 及 95×WI1983G的F1、F2
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群体植株DNA，
并以此为模板进行PCR 扩增．为了验证特异引物对检测CsACS1G基因的准确性，在黄瓜开花期间进行田间调查，
结果表明，以快速提取的黄瓜DNA为PCR模板，特异引物G1/G2 能稳定、准确扩增出CsACS1G基因特异片段，电
泳检测结果与田间调查结果一致． 

中图分类号：Q786     文献标志码：A     文章编号：1007-1032(2010)05-0512-04 

 

Identification of CsACS1G gene DNA markers and  
DNA rapid detection in cucumber 
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Abstract：Based on the sequences of CsACS1G, CsACS1 and BCAT, the specific PCR primers were designed to identify 
CsACS1G gene using DNA markers in Cucumber (Cucumis sativus L.), and genome DNA was rapidly extracted from 
cucumber WI1983G, 95, 98-17, S2-98 and offspring 95×WI1983G with the method of NaOH. Field surveys were 
conducted in the flowering period so as to confirm stability of the primers. The results showed that DNA molecular 
marker can amplify a specific fragment of CsACS1G gene when the resultant DNA was used as PCR template. So, 
i

 

dentification of CsACS1G gene DNA molecular markers and the method of DNA rapid extraction in cucumber would 
provide the conditions to accelerating breeding of gynoecium’s cucumber. 
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选育黄瓜纯雌性系或强雌性系是提高产量的
前提和基础，应用传统方法，从表型上进行雌性基
因的选择，效率较低，而运用分子标记进行辅助育
种可直接从基因型上对后代单株进行准确选择，提
高育种效率．黄瓜植株的性别表现主要分为雌雄异
花同株、全雌株、两性株、雄花和两性花同株、雄
花和雌花及两性花同株(又称三性株)等几种表达类
型[1]，主要受到3类基因F、m、a的控制[2-7]，其中mm 

纯合基因型表现为两性花，a基因控制雄性表达，F
基因控制雌性表达，A 基因上位于F 基因[8]．Trebitsh
等[9]发现，黄瓜性别控制基因CsACS1G和雌性系存
在相关关系，可能是黄瓜雌性系的分子标记；而
Mibus H[10]提出，CsACS1G 基因为雌性系和亚雌性
系特有，并证实CsACS1G 基因是显性的F 等位基
因．Ronit Rimon Knopf等[11]证实，CsACS1G 基因
决定黄瓜雌性性别．但CsACS1G 基因和雌性系之
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间的关系还存在一些争议，陈惠明等 [8]证实，
CsACS1G 基因和F位点确实存在相关关系．叶波平
等[12]报道，CsACS1G 基因和雌性系之间存在“有”
和“无”的关系．程立宝等[13]证实，CsACS1G 基因中1 
013 bp 基因片段为雌性系特有，但邹晓艳等[14]

1  材料与方法 

对已
经获得的ACC合酶基因CsACS1G，通过特异引物
PCR检测，发现这个性别决定相关基因均存在于所
有供试的不同性型黄瓜材料中，不具有性型特异
性．到目前为止，能用于黄瓜全雌性辅助育种实践
的分子标记很少，笔者利用生物信息学方法设计其
特异标记，尝试使用碱处理法批量快速提取样本
DNA，以实现黄瓜全雌性状的标记辅助育种，提高
黄瓜全雌性品种的选育效率． 

1.1  材  料 

试验于2008年在湖南省蔬菜研究所进行．供试
材料包括：① 黄瓜WI1983G纯雌株系(FFMM)，所
有的节位均为雌花；② 95雌雄同株系( ffMM)，雌花
率21%~35%，末端不表现连续的雌花节；③ 98-17
强雌性系(ffMM)，其低节位有一段较长的雄花节，
随后是一段雌雄混合的节位，末端出现连续的雌花
节；④ S-2-98强雌性系(ffMM)，其第1~7节多数为雄
花， 8~11节以上为连续雌花节，雌花率平均
61%~63%，末端出现连续的雌花节；⑤ 95× WI1983G 
F1纯雌系 (EfMM)；⑥ 95×W I1983G  F2

1.2  方  法 

代 (F-MM, 
ffMM)，自交群体，表型纯雌花株或雌雄同株． 

1.2.1  基因组 DNA 的提取 
黄瓜幼叶DNA快速提取采用碱处理改良法[15]

取黄瓜幼嫩心叶 5 mg，置于 96 孔 PCR 板中，
样孔中加 30 μL 0.25 mol/L NaOH，在沸水中煮 30 s
后，用带有一次性 tip 头的 8 通道移液器将样孔中
的幼叶捣碎，随后加入 30 μL 0.25 mol /L HCl 和 30 
μL 0.25 mol/L Tris-HCl (pH=8)，沸水煮 2 min，取上
清液做 PCR 模板． 

. 

1.2.2  引物设计及 PCR 扩增 
通过 CLUSTALW 2 程序，对 NCBI 中已公布

的黄瓜 BACT 基因序列、CsACSl 基因和 CsACS1G
基因序列进行序列多重比对．用 Primer 引物软件设
计最佳引物，并使上下游引物位于 CsACSl 与 BACT 
重组位点的两端．G1：5′-TCGGACGGGCATAGTT 
ATGAGCA-3′；G2：5′-AAAGAGGTGGTTTGTATT 
GGTTG-3′． 

PCR 反应体系：上下游引物G1、G2(10 μmol/L)
各1 μL，dNTP(2 mmol/L)1 μL，黄瓜基因组DNA 1 
μL (上清液)，Taq DNA 聚合酶(1 U/μL)1 μL，
10×Buffer 2.5 μL，MgCl2 25 mmol/L 2 μL，ddH2

1.2.3  CSACS1G 基因特异片段测序 

O 
14.5 μL，总体系为25 μL．PCR 反应程序：94 ℃预
变性3 min，94 ℃变性1 min，53 ℃退火1 min,72 ℃
延伸1 min，72 ℃ 延伸10 min，共35个循环，10 ℃
终止反应，在1.0%琼脂糖凝胶电压为150 V电泳分
离40 min． 

PCR产物的连接、转化、酶切鉴定及测序：PCR
产物经过1.0%琼脂糖凝胶电泳检测，片段长度与目
标片段大小相符，利用生物公司琼脂糖凝胶回收试
剂盒回收产物，连接PMD18-T载体、转化、蓝白斑
鉴定，提取质粒后经过EcoR I和HindⅢ 酶切，检测
重组质粒插入目的片段的情况．选取PCR检测及酶
切检测均为阳性的菌落送英骏生物技术公司测序． 

2  结果与分析 
2.1  特异引物在不同性型植株间的扩增 

用引物 G1/G2 对不同性型的亲本进行检测，结
果表明，只具有 F 基因的品种能稳定扩增出 1 条约
500 bp 特异片段(图 1-A)，而 ff 基因型均没有这条
带(图 1-B,C,D)，与预期结果一致．为了验证 PCR  

 
 
 
 
 
 
 

A  WI1983G；B  95；C  98-17；D  S2-98． 

图 1  引物在不同性型黄瓜品种中的扩增结果 
Fig.1  PCR product of primer in different sex type of cucumber 
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扩增产物确实为 CsACS1G 基因特异序列，回收了
雌性品种中的扩增片段并测序，测序结果经 BLAST
分析，发现该片段与 CsACS1G 序列的同源性为
99%，说明目的片段来自 CsACS1G 基因． 

2.2  引物在 95×WI1983G 杂交后代群体中的扩增 

如图2-A所示，引物在95×WI1983G F1群体中能
稳定扩增出约500 bp的CsACS1G基因特异序列．为
了进一步验证引物的可靠性，对95×WI1983G F2大
群进行CsACS1G基因特异序列检测．结果(图2- B～
H)显示，特异扩增片段在F2

2χ群体中发生了分离，
测验 (P=0.05)表明，扩增片段阳性率符合 3∶1 
(P=0.05)，与CsACS1G 基因在F2群体中的理论分离
比一致．为了验证电泳结果的真实性，在F2

 

 群体植
株开花后进行调查，结果所有植株性型表现与其对应
的电泳结果一致．由此说明引物G1/G2是CsACS1G 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A  F1 (95×WI1983G)；B~H  F2

图 2  引物在95×WI1983G后代群体中的扩增结果 

 (95×WI1983G)． 

Fig.2  PCR product of primer in offspring of 95×WI1983G 

基因稳定的分子标记． 

3  讨  论 

1997年，Kamachi等 [16]首次从黄瓜中扩增的
CsACS3基因，被认为可能是CsACS1G 基因．随后
Trebitsh等[9]从雌性系黄瓜中克隆到1个受IAA诱导
表达的特异片段，证实此片段与黄瓜遗传分析中的
F基因紧密连锁．2004年，Mibus和Tatlioglu[10]克隆
了CsACS1G基因部分序列，第一次证实CsACS1G 
基因是显性的F 等位基因．直到2006年Ronit Rimon 
Knopf 等[11]详细阐明了CsACS1G与CsACS1之间的
关系，证实在F-、ff基因型黄瓜品种基因组DNA中
均存在CsACS1、BCAT基因序列，并认为CsACS1G 
就是F基因，且起源于CsACS1基因与BCAT基因之间
的重复、重组事件．笔者对CsACS1G基因序列进行
分析，发现CsACS1G DNA序列是由BCAT 基因反义
序列插入CsACS1基因启动子上游形成，就公布的序
列来看，CsACS1G与CsACS1之间的序列差异就在
BCAT 基因反义序列(如图1)．但由于CsACS1、BCAT
基因序列均存在于F-、ff 基因型黄瓜品种中，因此，
仅在CsACS1 或BCAT 基因反义序列上设计引物不
能将CsACS1G 基因检测出，邹晓艳等[14]

本试验采用碱处理法，快速提取黄瓜基因组
DNA，这种方法具有经济、快速、简单等特点，同
时避免了使用氯仿、异戊醇和异丙醇等毒性及挥发
性较强的试剂．虽然提取的DNA中蛋白质和杂质含
量较高，但并不影响特异引物对样本DNA的特异扩
增

的试验结
果证明了这一点．根据上述原则，在CsACS1和BCAT
重组位点设计了CsACS1G基因特异标记引物
G1/G2，并对不同性型品种和杂交后代群体进行了
验证．结果表明，G1/G2在具有CsACS1G 基因的黄
瓜材料中均能扩增出1条500 bp的条带，对检测F基
因具有高度特异性． 

[17]
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