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摘要:选取１２株已知性别成年银杏和２７株未知性别银杏幼苗为材料,将成年植株与幼苗的叶形特征及SCAR标

记特异带进行协同分析,探索成、幼年银杏间性别特征在形态和分子水平上的偶联关系．结果表明:银杏雌雄株长

枝叶片叶形间的稳定差异规律表现为雌株的叶形指数(叶宽/叶长)和叶裂指数(叶裂/叶长)均大于雄株;在成、幼

年植株叶形分析基础上,假设了幼苗中的扇形、多裂扇形和蒲扇形叶植株为F类,可能为雌株,假设幼苗叶不规则

形、楔形和翅为 M 类,推测其为雄株;用SCARＧGBA组引物对２７株银杏一年生实生苗 DNA组进行扩增,经３次

重复,其中 M 组１２株幼苗中有１１株获得了与成年雄株一致的特异带,F组１５株中１４株没有雄性特征带．分子技

术研究结果与幼苗叶形判断假设之间的吻合率达９２􀆰６％,二者之间的偶联关系密切．研究结果证明:采用叶形特征

对银杏幼苗进行早期性别鉴定在生产上是可行的．
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银杏GinkgobilobaL􀆰是原产我国的单属单种植物,被称为“活化石”．作为现存裸子植物中的孑遗植

物,具有丰富而重要的经济、生态、社会、文化及科研价值,在国内外得到广泛栽培应用,倍受学术界重

视[１－２]．银杏树姿、叶形优美,加之抗性极强,常被作为行道树．但银杏外种皮腐烂时散发恶臭,且落果污

染环境,故雄株在园林绿化中颇受青睐．因雌雄株价值分化大,银杏园林绿化苗圃和银杏果用林等经济林

都要求将其雌雄株区分开来,根据各自需要进行种植．银杏作为一种典型的雌雄异株裸子植物,与其他雌

雄异株植物一样,性别的早期鉴定往往受制于童期长、性别形态分化晚和性别表现较迟的影响．目前,国内

外很多学者已从雌雄株外部形态、生理生化差异[３]、化学药剂处理[４]、同工酶图谱[５]、染色体组型[６－７]、遗

传标记[８]等方面进行了不同角度和水平的探索．但上述方法大都针对已成熟个体性别差异的研究,对于苗

期性别的鉴定体系不成熟,更缺乏将性成熟成年植株与幼苗进行性别决定因子及性别特征表现的偶联性比

较分析研究．DNA分子标记是以生物大分子的多态性和个体间遗传物质内核苷酸序列变异为基础的遗传

标记,是 DNA 水平遗传多态性的直接反映,具有较高的准确性和科学性,被广泛应用于动植物种群多态

性分析[９]、性别鉴定、亲缘关系[１０]研究等方面,因此基于 DNA 分子标记的银杏表观农艺性状的研究具有

十分重要的生产实际意义．
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SCAR标记是由Paran提出的一种分子标记技术,该技术将其它分子标记技术扩增的特异片段进行克

隆和测序,然后根据所得测序序列两端的序列,合成特异引物对,进行特异PCR扩增[１１]．由于SCAR标记

是用特异引物进行扩增,排除了随机引物结合的可能,因此特异性和重复性较高[１２]．SCAR标记自开发以

来,被广泛应用．在性别鉴定方面,Deputy等通过RAPD标记转化了３个SCAR引物对,对番木瓜幼苗进

行性别鉴定,成功率高达９９􀆰２％[１３],十分可靠．
本研究对银杏SCAR标记体系进行了优化改善,并结合形态学特征,对已知性别的银杏成年植株和未

知性别的幼苗进行性别特征差异比较及协同分析,以期对银杏的早期性别鉴定提供理论基础和生产实践中

的技术支撑．

１　材料与方法

试验在西南大学园艺园林学院教育部南方山地园艺学重点实验室进行．试验材料为银杏(GinkgobiＧ
lobaL􀆰)核用主栽品种佛指‘Fozhi’．共选择长势良好、栽培管理和立地条件一致的１２株已知性别成年银杏

(通过花芽解剖和花粉电镜扫描确定其性别)和８６４株一年生银杏幼苗为材料,均来自西南大学银杏种植基

地．成年植株按生长地分为２组,其中F１和 M１组生长环境一致,F２和 M２组生长环境一致;实生苗按种

子千粒重分为３组:G１(２􀆰６kg)、G２(２􀆰４kg)、G３(１􀆰８kg),实生苗统一催芽播种、栽培管理,发育阶段和

发育环境完全一致．
１􀆰１　叶片取样及处理

２０１３年１０月,选成年银杏东南西北４个方位的长枝取样,同一方位的叶片装袋保存,成年植株每株采

８０片叶;银杏种植基地的幼苗实验株全株叶片装袋保存,叶片数为１５~２０片．
叶片清洁后用Canon扫描仪依次扫描叶片,用Photoshop对扫描好的叶片按照大小顺序进行排列,用

CAD对已扫描并排序叶片进行叶长、叶宽、叶裂、叶基角、叶柄长的测量,运用 Excel对所得到的叶片形

态特征数据进行比对分析,算出叶形指数(叶宽/叶片长)、叶裂指数(叶裂/叶片长)和叶基夹角．由于成年

植株的长枝为营养枝,短枝为生殖枝,而幼苗均为营养生长,因此在与一年生银杏实生幼苗进行比较和规

律探寻的时候选择成年植株长枝叶片作供试叶片．
１􀆰２　SCAR分子标记验证

１􀆰２􀆰１　银杏 DNA 提取

２０１４年５月,采取上述成年植株和幼苗的１g新鲜叶片用改良的 CTAB法[１４]进行 DNA 提取．用

１􀆰０％(w/v)琼脂糖电泳和超微量分光光度计(美国 ThermoScientific的 Nanodrop仪器)检测 DNA 质量和

浓度,并稀释至４０ng/μL．
１􀆰２􀆰２　SCARＧPCR扩增

SCARＧPCR扩增体系(２５μL):银杏DNA(４０ng/μL)为１􀆰０μL,primer(１００ng/μL)各１􀆰０μL,rＧTaq
酶０􀆰２μL,dNTP(１０Mm)为０􀆰５μL,１０×Buffer(含 Mg２＋ )２􀆰５μL,其余用ddH２O补足．引物序列见表１．

PCR扩增条件:９４℃预变性５min;９４℃变性３０s,退火３０s,３５个循环,７２℃延伸１min;循环结束

后７２℃延伸７min;扩增产物置于４℃冰箱保存．
１􀆰２􀆰３　PCR扩增产物的检测

电泳:扩增产物均在１􀆰０％(w/v)琼脂糖凝胶(含 EB)中进行电泳,以标准分子量(Marker)DL２０００作

为对照,电泳时间４０min．
１􀆰２􀆰４　SCAR引物和退火温度筛选

根据LiqinLiao等[１５]筛选出的２对SCAR引物作为本次试验的引物,其序列及退火温度见表１．
引物和模板结合时候的温度参数即为退火温度,对PCR特异性影响较大．按照Liao的退火温度,实验

结果并不理想,因此本研究对SCAR引物组进行了退火温度的筛选,在筛选时设计了５个梯度温度,分别

是４２℃,４６℃,５０℃,５４℃,５８℃．
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表１　SCAR引物序列及退火温度

SCAR标记 引物序列 退火温度/℃

GBA
CTGCTGGGACACAGTACAGAGTTTG

GGGTTGTCGCCAAGGTTAT
６４

GBB
CTGCTGGGACTTATAGGTCTTACTG

AGATCCTATCACTGATCCGAAACAA
６２

２　结果与分析

２􀆰１　叶形特征分析

２􀆰１􀆰１　成年植株叶形分析

成年银杏雌株(F)组和雄株(M 组)的长枝部分叶片形态扫描如图１所示．从图中可得知:F组叶片叶面

积均大于 M 组;F组叶片具多数浅裂,M 组叶片多为全缘．F１叶片多为蒲扇形和多裂扇形,M１叶片多为

楔形和不规则形;F２叶片多为扇形和蒲扇形,M２叶片多为翅形和蒲扇形．

图１　成年银杏雌雄株长枝叶片形态比对

将成年银杏长枝上叶片的长、宽以及叶裂深度进行测量,数值特征见图２a．可见雌性(F)株叶的长与宽

均大于雄性(M)株,同时F株的叶裂深度也普遍大于 M 株,计算其叶形指数和叶裂指数,也是雌性(F)株

大于雄性(M)株(图２b)．表明叶形指数和叶裂指数是区别成年银杏雌雄株的重要参考指标．

图２　成年银杏雌(F)雄株(M)株长枝叶片形态数值特征

２􀆰１􀆰２　一年生幼苗叶形分析

银杏一年生幼苗叶片形态富有多样性特征,本研究参考盛宝龙等[１６]对银杏标准叶的判定标准,根据每

株幼苗形态变异系数最小的叶片形态和全株叶片主要叶形,在杨天秀、李士美等[１７－１８]的叶形分类基础上将

所有幼苗叶片主要分成楔形、翅型、蒲扇形、扇形和多裂扇形以及不规则形６大类(图３)．
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表２　银杏幼苗叶形/叶裂指数分析

分类 长 宽 叶裂 叶形指数 叶裂指数

扇形 ４３􀆰９４±１􀆰０９a ４０􀆰２２±１􀆰０３a ２３􀆰９７±０􀆰７７a ０􀆰９６±０􀆰０６d ０􀆰５５±０􀆰０４c
多裂扇形 ４５􀆰６３±０􀆰５９b ４３􀆰５７±０􀆰６８b ２５􀆰５９±０􀆰５８b ０􀆰９４±０􀆰０７d ０􀆰５６±０􀆰０３c
蒲扇形 ４８􀆰０２±０􀆰９１b ４３􀆰５０±０􀆰９３b ２６􀆰１０±０􀆰９１c ０􀆰９１±０􀆰０７c ０􀆰５６±０􀆰０７c

不规则形 ４７􀆰６０±１􀆰０４b ４２􀆰５６±０􀆰９２b ２５􀆰０５±０􀆰８０b ０􀆰８８±０􀆰０１b ０􀆰４８±０􀆰０４a
楔形 ４７􀆰０２±０􀆰８５b ４０􀆰５８±０􀆰９１a ２３􀆰９５±０􀆰８８a ０􀆰８３±０􀆰０３a ０􀆰４９±０􀆰０４a
翅形 ５０􀆰４３±０􀆰７５c ４３􀆰９１±０􀆰７５b ２７􀆰９１±０􀆰７４c ０􀆰８５±０􀆰０３b ０􀆰５３±０􀆰０１b

图３　银杏一年生实生幼苗叶片多样性分析

　　测得幼苗叶片的数值特征见表２．银杏幼苗中扇形、多裂扇形和蒲扇形叶的长与宽(或者面积)均普遍

大于不规则形、楔形和翅形;叶形指数以０􀆰９为分界线可明显将银杏幼苗叶片的分为两组,其中扇形、多

裂扇形和蒲扇形植株的叶形指数均大于０􀆰９,不规则形、楔形和翅形的叶形指数均小于０􀆰９;以叶裂指数

０􀆰５４为分界线也可将银杏幼苗叶片明显分为两组,其中扇形、多裂扇形和蒲扇形植株的叶裂指数均大于

０􀆰５４,不规则形、楔形和翅形均小于０􀆰５４,这些叶形态学方面趋于一致性的分组分类变化规律如图４．

图４　银杏幼苗叶片的叶形/叶裂指数分组分类
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２􀆰１􀆰３　叶形/叶裂指数在银杏成株与幼苗间性别特征的偶联性假设

根据叶形指数和叶裂指数的不同,可以将幼苗银杏分成大小不同的两组:扇形、多裂扇形和蒲扇形

植株为数值特征大组,命名F３组,不规则形、楔形和翅形叶的幼苗归为数值特征小组,命名为 M３组,
将这两组银杏叶面积、叶形指数、叶裂指数与成年银杏雌雄株的叶面积、叶形指数和叶裂指数对比分

析,F３组幼株与F１、F２组叶形特征相近,叶面积、叶形指数和叶裂指数相对较大,推测为雌株;M３组

幼苗与 M１、M２组叶形特征规律一致,叶面积、叶形指数和叶裂指数相对较小,推测为雄株．
这两组幼苗叶形的分类是否与银杏性别相关联,后面将采取SCAR分子标记技术对它们分别进行性别

鉴别验证．
２􀆰２　SCAR分子标记检验

２􀆰２􀆰１　SCAR引物组筛选结果

用２对SCAR引物分别对成年已知性别银杏DNA 进行扩增,GBA 引物获得１条４００bp左右的雄株

特异带,稳定性好,重复性高(图５)．GBB引物扩增后并未得到特异性条带．因此将 GBA 组引物作为后续

试验的SCAR引物．

图５　GBA组引物对成年银杏DNA扩增结果

２􀆰２􀆰２　退火温度筛选结果

对SCAR引物组从４２℃开始直到５８℃,每间隔４℃设为１个退火温度,结果表明,随着温度的升高,
扩增条带呈现弱－强－弱的变化,在温度升至５０℃时,PCR扩增特征条带最清晰,温度再升高,条带又逐

渐暗淡(图６)．因此,GBA组引物的最适退火温度为５０℃．

１:４２℃;２:４６℃;３:５０℃;４:５４℃;５:５８℃．每个梯度重复２次．

图６　引物GBA退火温度筛选

２􀆰２􀆰３　幼苗扩增结果

用GBA组引物对３组种子来源幼苗中长势基本一致的２７株(G１组７株,G２组７组,G３组１３株)银
杏幼苗DNA进行扩增,每组种子萌发幼苗叶的SCAR条带基本上都分成了两大类,一类条带多一条明亮

带,一类少一条明亮带．前面设为 M 组的幼苗几乎都有明亮清晰的特征条带,F组几乎都缺少 M 组的特征

带．将 M 组特征带与成年银杏雄株的特征带比较,为同一个位置,都在４００bp左右,证明幼苗 M 组的植株
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的确为雄株,F组的植株为雌株(图７)．银杏幼苗叶形/叶裂指数性别判别与分子标记判别的吻合度分析见

表３．经SCAR标记检验得出利用叶形分析初步判别银杏幼苗的性别方法准确率达９２􀆰６％．

图７　GBA组引物对银杏幼苗DNA扩增结果

表３　银杏幼苗叶形/叶裂指数性别判别与分子标记判别的吻合度分析

组别
F组

(假设)
雌株(检验) M(假设) 雄株(检验)

准确率/

％
G１ ４ ３ ３ ３ ８５􀆰７
G２ ３ ３ ４ ３ ８５􀆰７
G３ ８ ８ ５ ５ １００

吻合度计算 １５ １４ １２ １１ ９２􀆰６

３　讨　论

３􀆰１　SCAR分子标记的可靠性和稳定性

形态特征鉴别法最为直观简易,但目前并没有可靠的定论,且无对幼苗进行早期性别鉴定的相关的研

究报道;化学药剂处理鉴别法[１９－２０]和生理生化指标法[２１]简单易行,但仍处在定性阶段,缺乏准确的量性

标准;同工酶法[５]及染色体核型分析法[７,２２]均可靠,但难以应用于大规模生产实践;种类多样的分子标记

法[８]及特异蛋白方面[２３]的研究更为准确,但尚需较高的科技支撑,实验步骤繁杂、条件要求高,难以普及．
雌雄植物间的差异归根到底是 DNA 分子间的差异,且分子标记不受发育时间、组织特异性等的影响,比

其他常用方法如生理生化指标测定法、化学药剂处理法、同工酶谱分析法等准确可靠,因此从分子水平研

究雌雄株的差异,能够对植物进行准确的性别鉴定．目前有RAPD[２４]、AFLP[２５－２６]、ISSR[２７－２８]、SSR[２９－３０]

和SCAR等种类的分子标记应用于银杏的遗传指纹图谱构建、品种鉴定和遗传育种研究,有 RAPD[３１－３２]、

AFLP[８]和SCAR[１５]标记应用于银杏的早期性别鉴定中．其中 RAPD标记对实验中的影响因素如模板浓

度、Mg２＋ 浓度等条件十分敏感,因此缺乏较高的稳定性和重复性;AFLP具有较高的稳定性和准确性,但

流程复杂,步骤繁多,耗时较长．SCAR标记即为特征性片段扩增区域,从其他分子标记技术基础上衍生而

来,通过对目的特异片段的克隆与测序,根据所测得的两端的序列,合成特意引物对,进行 PCR 扩增．
SCAR标记只扩增了特定DNA区域,因此具有较高的特异性和重复性．
３􀆰２　SCAR分子标记结合叶形分析对银杏进行性别鉴定的可行性

考虑到实验室方法对实验条件、操作人员科研素质要求较高,在实际农林生产中难以得到满足,本研

究摒弃复杂的生理生化法、同工酶谱分析法、染色体分析法,将最可靠的分子标记法与最简单便捷的形态

特征分析法结合．同时由于目前缺乏将成年植株与幼苗结合起来进行协同分析的研究,难以揭示银杏成年

植株与幼苗植株之间性别表观特征的异同．本研究通过分析成年银杏的叶形,选取叶片时选取变异系数最

小的可作为标准叶的叶片,找到了幼苗雌雄株叶形特征与成年银杏叶形特征基本一致的规律,依此假设幼

苗性别,再通过SCAR标记验证幼苗性别,２７株幼苗性别鉴定准确率达９２􀆰６％,基本满足田间生产实践的

要求．本研究选择了同品种不同生境的成年银杏植株为材料,其遗传背景几乎完全相同,消除了假阳性．选
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取同品种同生境的幼苗植株为材料,消除了环境因子对银杏雌雄性别特征早期表现的影响,可以保证

SCAR分子标记和叶形分析对银杏性别鉴定的可靠性．
３􀆰３　本研究的不足之处

本研究仅针对于当地一年生银杏实生苗,对于其他地区、其他品种和非一年生幼苗的银杏植株能否运

用此方法进行性别鉴定尚需深入后续研究．此外,本研究最终使用了１对SCAR引物对幼苗进行性别鉴定,
也需要对于更多性别相关标记引物的开发进行研究探索．

本研究将银杏性别鉴定方法化繁为简,为农业生产实践中大规模推广应用此法提供了研究基础,为

银杏成株与幼苗性别鉴定进一步研究提供了分子水平与形态特征结合的理论基础和生产实践应用上的

技术支撑．
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SexIdentificationofGinkgobilobaL􀆰by
SCARMarkersandLeafMorphology

HANG　Qian１,２,　CHEN　Ke１,　LIUJiＧyao１,
YANGXiaoＧhong１,　LEI　Bo２

１􀆰KeyLaboratoryofHorticultureScienceforSouthernMountainousRegions,MinistryofEducation/

　 SchoolofHorticultureandLandscapeArchitecture,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China;

２􀆰ChongqingAcademyofEnvironmentalScience,Chongqing４０１１４７,China

Abstract:Inthepresentstudy,１２adultgingko(Ginkgobiloba)treeswhosegenderwasknownand２７
youngseedlingswithunknowngenderwereusedasexperimentalmaterials．TheirleafmorphologicalcharＧ
acteristicswerecomparedandtheDNAwasamplifiedwithSCARＧPCRsoastodeterminetheircoupling
relationship．TheresultsofleafmorphologyindexanalysisofadultginkgoplantsandclassificationofginkＧ
goseedlingsshowedthatthemaindifferencesbetweenmaleandfemaleadultplantsweretheleafshapeinＧ
dexandleaflobeindex．Theleafshapeindexandleaflobeindexoffemaleplantswerehigherthanthoseof
maleplants．Seedlingplantswithleavesofcattailleaffanshape,fanshapeandmulＧlobefanshapewere
namedasF３sectionwhichwasspeculatedtobefemaleplants;Plantswiththeothershapeswerenamedas
M３sectionwhichwasspeculatedtobemaleplants．WithSCARＧPCR,maleＧspecificbandssimilartothe
maleＧspecificbandsofmaleadultplantswereobtainedin１１ofthe１２seedlingsinM３group,whilenosuch
maleＧspecificbandswerefoundinmostplantsofF３groupexceptone．Theaboveresultsindicatedthat
somesexＧrelatedgene(s)andleafindexesarecoupledand,therefore,morphologicalcharacteristicsof
leavescanbeusedinearlygenderidentificationforG􀆰biloba．
Keywords:Ginkgobiloba;genderidentification;leafmorphology;SCARmarker;collaborativeanalysis
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