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(57)摘要

本发明涉及分子生物学和黄瓜育种技术领

域，特别是指检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病

抗病基因zym的KASP引物及其应用。本发明提供

了可用于检测zym基因第86bp和第99bp不同基因

型的KASP引物和包含KASP引物的试剂盒。本发明

中的KASP引物或试剂盒可用于鉴定黄瓜中是否

含有ZYMV抗病基因zym，区分含有zym基因的抗

ZYMV的黄瓜和含有突变的Zym基因的感ZYMV的黄

瓜。本发明相比现有技术可在黄瓜苗期快速、准

确、高通量的进行ZYMV抗性鉴定，大大降低了苗

期人工接种和田间抗性鉴定的工作量，其应用可

提高黄瓜育种效率、加快育种进程，节约成本。所

述的KASP引物及试剂盒可应用于黄瓜种质资源、

各类亲本、杂交种等材料的鉴定。
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1.检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP引物，其特征在于所述的

KASP引物序列包含：

正向引物zym‑86‑FT：5’‑GCAATTACGCAAAAGCCTT‑3’，其序列如SEQNo.1；

正向引物zym‑86‑FC：5’‑GCAATTACGCAAAAGCCTC‑3’，其序列如SEQNo.2；

反向引物zym‑99‑RC：5’‑TTGAAGTACTCCAAGGCGTTC‑3’，其序列如SEQ  No.3；

反向引物zym‑99‑RT：5’‑TTGAAGTACTCCAAGGCGTTT‑3’，其序列如SEQ  No.4；

所述正向引物zym‑86‑FT和正向引物zym‑86‑FC分别与不同的标签序列相连接；

所述反向引物zym‑99‑RC和反向引物zym‑99‑RT分别与不同的标签序列相连接。

2.根据权利要求1所述的检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP引物，

其特征在于合成所述的正向引物zym‑86‑FT和反向引物zym‑99‑RC时，在两者5’端加上序列

为：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCT‑3’的标签序列A，其序列如SEQ  No.5；合成所述正向引物

zym‑86‑FC和反向引物zym‑99‑RT时，在两者5’端加上序列为：5’‑GAAGGTCGGAGTCAACGGATT‑

3’的标签序列B，其序列如SEQ  No.6。

3.根据权利要求1所述的检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP引物，

其特征在于所述的KASP引物序列为：

正向引物86‑FT：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCAATTACGCAAAAGCCTT‑3’，其序列如SEQ 

No.7；

正向引物86‑FC：5’‑GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCAATTACGCAAAAGCCTC‑3’，其序列如SEQ 

No.8；

反向引物99‑RC：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTGAAGTACTCCAAGGCGTTC‑3’，其序列如

SEQ  No.9；

反向引物99‑RT：5’‑GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTTGAAGTACTCCAAGGCGTTT‑3’，其序列如

SEQ  No.10。

4.根据权利要求1‑3中任一项所述的检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym

的KASP引物，其特征在于所述的KASP引物中还包括：

反向引物86‑R：5’‑CTTGGGATTTTTCTCATACTTCA‑3’，其序列如SEQNo.11；

正向引物99‑F：5’‑CTATTGAATACGTGAAGCAGGC‑3’，其序列如SEQ  No.12。

5.用于检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的试剂盒，其特征在于包含权

利要求1‑4中任一项所述的KASP引物，其中正向引物86‑FT、正向引物86‑FC和反向引物86‑R

为一对KASP引物；反向引物99‑RC、反向引物99‑RT和正向引物99‑F为一对KASP引物。

6.根据权利要求5所述的试剂盒，其特征在于其中还包含：

标签序列A：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCT‑3’，其序列如SEQ  No.5；

标签序列B：5’‑GAAGGTCGGAGTCAACGGATT‑3’，其序列如SEQ  No.6；

所述两种标签序列：标签序列A和标签序列B，分别与不同的荧光基团相连接，其特征在

于标签序列A与FAM荧光基因相连接，标签序列B与HEX荧光基因相连接；

所述两种标签序列的互补序列均与BHQ淬灭基因相连接。

7.根据权利要求1‑4中任一所述的KASP引物或权利要求要求5‑6任一项所述的试剂盒

在鉴定黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym中的应用。

8.根据权利要求1‑4中任一所述的KASP引物或权利要求要求5‑6任一项所述的试剂盒
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鉴定黄瓜中是否含有黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym中的应用。

9.根据权利要求1‑4中任一所述的KASP引物或权利要求要求5‑6任一项所述的试剂盒

在鉴定或区分含有抗病基因zym的抗小西葫芦黄化花叶病毒病的黄瓜和含有突变基因Zym

的感小西葫芦黄化花叶病毒病的黄瓜中的应用。

10.根据权利要求1‑4中任一所述的KASP引物或权利要求要求5‑6任一项所述的试剂盒

在区分含有zym基因的纯合抗小西葫芦黄化花叶病毒的黄瓜(zym/zym)、含有突变基因Zym

的纯合感小西葫芦黄化花叶病毒的黄瓜(Zym/Zym)和同时含有Zym基因和zym基因的杂合感

小西葫芦黄化花叶病毒的黄瓜(Zym/zym)中的应用。

11.根据权利要求1‑4中任一所述的KASP引物或权利要求要求5‑6任一项所述的试剂盒

在zym基因在黄瓜抗小西葫芦黄化花叶病毒病育种中的应用。

12.根据权利要求1‑4中任一所述的KASP引物或权利要求要求5‑6任一项所述的试剂盒

扩增待检测的黄瓜样品，检测和分析扩增产物中的应用。
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检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP引物

及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及分子生物学和作物育种技术领域，特别是指检测黄瓜小西葫芦黄化花

叶病毒病抗病基因zym的KASP引物及其应用。

背景技术

[0002] 黄瓜(Cucumis  sativus  L.)属葫芦科一年生攀援状草本植物，原产印度，是国际

上第三大蔬菜作物，也是我国主要栽培蔬菜之一。黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒(Zucchini 

Yellow  Mosaic  Virus，ZYMV)是危害黄瓜的主要病毒之一，近年来在日光温室中广泛传播，

严重影响了黄瓜产量和品质，培育抗病毒品种可以有效抵御ZYMV，减少损失。

[0003] ZYMV为马铃薯Y病毒属，主要通过蚜虫传播，可侵染葫芦科、苋科、藜科、豆科等多

种植物。黄瓜感染ZYMV后，植株出现叶片黄化、花叶，并伴随泡状或瘤状突起，发病严重时植

株矮化，叶片皱缩和果实发育畸形，甚至死亡。然而在实际生产中并无有效的化学药剂或其

他方法能明显防治ZYMV的发生与传播。培育抗病毒的黄瓜新品种是防治ZYMV的根本途径。

[0004] 常规育种费时费力，环境要求较高，难度较大，具有一定的局限性。近年来随着现

代分子生物技术的发展，为植物育种提供了新的思维，加快育种进程。分子标记辅助选择是

对目标性状在DNA水平上的选择，具有不受环境影响，不受等位基因显隐性关系干扰，选择

结果准确可靠等优点，越来越被育种家青睐。常用的分子标记类型有RFLP、RAPD、AFLP、SSR、

CAPS等，并广泛应用于黄瓜育种中，但是这些标记操作繁琐、实验要求高、检测效率低，不适

用大样品、高通量的检测。为满足育种需要，建立一种高效、便捷、准确地检测方法尤为重

要。

[0005] SNP标记作为第3代分子标记，目前被公认是极具应用前景的分子标记技术，基于

SNP标记开发的竞争性等位基因特异PCR(Kompetitive  Allele  Specific  PCR，KASP)技术

具有高通量、省时、便捷等优点，其特点是基于引物末端碱基的特异匹配对SNP分型，可在广

泛的基因组DNA样品中对SNP位点进行精准的双等位基因判断，具有高度稳定性与准确性，

成为SNP基因分型的主流。其主要特征是引物采用3条特异性引物，其中上游引物2条，3’端

为等位基因变异碱基，5’端添加通用荧光接头序列，通用的下游引物为普通引物，常规PCR

扩增，终点法荧光信号检测。

[0006] 国内外学者对于ZYMV已经进行了很多研究，1973年Lisa等首次从西葫芦中分离并

描述了ZYMV。Provvidenti等对ZYMV的遗传规律的研究，认为ZYMV抗性基因是受一对隐性基

因zym/zym控制。Amano等将ZYMV的抗性基因zymA192‑18定位在黄瓜六号染色体50kb的区间

内，通过对抗病与感病亲本间的基因序列分析，表明Vacuolar  protein  sorting‑

associated  protein  4‑like(VPS4‑like)基因(Csa6G152960.1)最有可能是候选的ZYMV抗

病基因，该基因可能与病毒的复制及在细胞间的移动有关。抗病与感病亲本在该基因的第

一个外显子处存在两个SNP位点，分别位于第86bp(T/C)和第99bp(G/A)处。抗病亲本在第

86bp为C，第99bp为A；感病亲本在第86bp为T，第99bp为G。这两处SNP位点使得利用KASP技术
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检测该基因成为可能，可以大幅提高抗病品种选育效率，缩短育种年限。

发明内容

[0007] 本发明的目的是提供一种检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP

引物及其应用，可用于鉴定黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym及黄瓜中是否含有

zym基因，区分含有zym基因的抗ZYMV的黄瓜和含有突变基因Zym的感ZYMV的黄瓜，区分含有

zym基因的纯合抗ZYMV的黄瓜(zym/zym)、含有突变基因Zym的纯合感ZYMV的黄瓜(Zym/Zym)

和同时含有Zym和zym基因的杂合感ZYMV的黄瓜(Zym/zym)，进而选育出含有zym基因的抗

ZYMV的黄瓜品种。

[0008] 本发明的整体技术构思是：

[0009] 检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP引物，所述KASP引物序列

包含：

[0010] 正向引物zym‑86‑FT：5’‑GCAATTACGCAAAAGCCTT‑3’，其序列如SEQNo.1；

[0011] 正向引物zym‑86‑FC：5’‑GCAATTACGCAAAAGCCTC‑3’，其序列如SEQNo.2；

[0012] 反向引物zym‑99‑RC：5’‑TTGAAGTACTCCAAGGCGTTC‑3’，其序列如SEQ  No.3；

[0013] 反向引物zym‑99‑RT：5’‑TTGAAGTACTCCAAGGCGTTT‑3’，其序列如SEQ  No.4；

[0014] 所述正向引物zym‑86‑FT和正向引物zym‑86‑FC分别与不同的标签序列相连接；

[0015] 所述反向引物zym‑99‑RC和反向引物zym‑99‑RT分别与不同的标签序列相连接。

[0016] 合成所述的正向引物zym‑86‑FT和反向引物zym‑99‑RC时，在两者5’端加上序列

为：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCT‑3’的标签序列A，其序列如SEQ  No.5；合成所述正向引物

zym‑86‑FC和反向引物zym‑99‑RT时，在两者5’端加上序列为：5’‑GAAGGTCGGAGTCAACGGATT‑

3’的标签序列B，其序列如SEQ  No.6。

[0017] 所述的KASP引物序列为：

[0018] 正向引物86‑FT：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCAATTACGCAAAAGCCTT‑3’，其序列如

SEQ  No.7；

[0019] 正向引物86‑FC：5’‑GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCAATTACGCAAAAGCCTC‑3’，其序列如

SEQ  No.8；

[0020] 反向引物99‑RC：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTGAAGTACTCCAAGGCGTTC‑3’，其序列

如SEQ  No.9；

[0021] 反向引物99‑RT：5’‑GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTTGAAGTACTCCAAGGCGTTT‑3’，其序列

如SEQ  No.10。

[0022] 所述的KASP引物中还包括：

[0023] 反向引物86‑R：5’‑CTTGGGATTTTTCTCATACTTCA‑3’，其序列如SEQNo.11；

[0024] 正向引物99‑F：5’‑CTATTGAATACGTGAAGCAGGC‑3’，其序列如SEQ  No.12。

[0025] 用于检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的试剂盒，包括所述KASP引

物，其中正向引物86‑FT、正向引物86‑FC和反向引物86‑R为一对KASP引物；反向引物99‑RC、

反向引物99‑RT和正向引物99‑F为一对KASP引物。

[0026] 用于检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的试剂盒，其中还包括：

[0027] 标签序列A：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCT‑3’，其序列如SEQ  No.5；
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[0028] 标签序列B：5’‑GAAGGTCGGAGTCAACGGATT‑3’，其序列如SEQ  No.6；

[0029] 所述两种标签序列：标签序列A和标签序列B，分别与不同的荧光基团相连接，其特

征在于标签序列A与FAM荧光基因相连接，标签序列B与HEX荧光基因相连接；

[0030] 所述两种标签序列的互补序列均与BHQ淬灭基因相连接。

[0031] 检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP引物或用于检测黄瓜小西

葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的试剂盒在如下a‑e至少一种中的应用：

[0032] a、鉴定黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym；

[0033] b、鉴定黄瓜中是否含有黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym；

[0034] c、鉴定或区分含有zym基因的抗ZYMV的黄瓜和含有突变的Zym基因的感ZYMV的黄

瓜；

[0035] d、区分含有zym基因的纯合抗ZYMV的黄瓜(zym/zym)、含有突变基因Zym的纯合感

ZYMV的黄瓜(Zym/Zym)和同时含有Zym基因和zym基因的杂合感ZYMV的黄瓜(Zym/zym)；

[0036] e、黄瓜抗ZYMV育种。

[0037] 鉴定黄瓜中是否含有黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的应用，是利用

检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP引物或用于检测黄瓜小西葫芦黄化

花叶病毒病抗病基因zym的试剂盒扩增待检测的黄瓜样品，检测和分析扩增产物。

[0038] 区分含有zym基因的抗ZYMV的黄瓜和含有突变的Zym基因的感ZYMV的黄瓜的应用，

是利用检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP引物或用于检测黄瓜小西葫

芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的试剂盒扩增待检测的黄瓜样品，检测和分析扩增产物。

[0039] 区分含有zym基因的纯合抗ZYMV的黄瓜(zym/zym)、含有突变基因Zym的纯合感

ZYMV的黄瓜(Zym/Zym)和同时含有Zym基因和zym基因的杂合感ZYMV的黄瓜(Zym/zym)的应

用，是利用检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP引物或用于检测黄瓜小

西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的试剂盒扩增待检测的黄瓜样品，检测和分析扩增产

物。

[0040] 本发明所取得的实质性特点和显著的技术进步在于：

[0041] 利用本发明所提供的KASP引物及试剂盒，当黄瓜植株在苗期时，仅使用少量叶片

组织即可快速、准确、高通量的完成对黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的检测，

大大降低苗期人工接种和田间抗病性鉴定的工作量。本所述的KASP引物及试剂盒可应用于

黄瓜种植资源、各类亲本和杂交种等材料的鉴定，其应用可以提高黄瓜抗ZYMV的育种效率、

加快育种进程、节约成本。

附图说明

[0042] 图1为检测zym基因第86bp  SNP位点KASP标记的分型结果。

[0043] 图中横坐标和纵坐标数值均表示荧光信号值，其中纵坐标表示FAM荧光信号值，横

坐标表示HEX荧光信号值；图中靠近横轴的黑色三角所表示的为纯合抗ZYMV材料TMG1的扩

增信号；图中处于中间位置的黑色菱形所表示的为杂合的感ZYMV材料TMG1‑9930‑F1的扩增

信号；图中靠近纵轴的倒三角所表示的为纯合的感ZYMV材料9930的扩增信号；靠近原点的

黑色圆点表示阴性对照(未添加DNA样品)的扩增信号。

[0044] 图2为检测zym基因第99bp  SNP位点KASP标记的分型结果。
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[0045] 图中横坐标和纵坐标数值均表示荧光信号值，其中纵坐标表示FAM荧光信号值，横

坐标表示HEX荧光信号值；图中靠近横轴的黑色三角所表示的为纯合抗ZYMV材料TMG1的扩

增信号；图中处于中间位置的黑色菱形所表示的为杂合的感ZYMV材料TMG1‑9930‑F1的扩增

信号；图中靠近纵轴的倒三角所表示的为纯合的感ZYMV材料9930的扩增信号；靠近原点的

黑色圆点表示阴性对照(未添加DNA样品)的扩增信号。

[0046] 图3为利用检测zym基因第8bp  SNP位点的KASP引物鉴定抗ZYMV的黄瓜和感ZYMV的

黄瓜的分型结果。

[0047] 图中横坐标和纵坐标数值均表示荧光信号值，其中纵坐标表示FAM荧光信号值，横

坐标表示HEX荧光信号值；图中靠近横轴的黑色三角所表示的即为纯合抗ZYMV的黄瓜材料

的扩增信号；图中处于中间位置的黑色菱形所表示的为杂合的感ZYMV的黄瓜材料的扩增信

号；图中靠近纵轴的倒三角所表示的为纯合感ZYMV的黄瓜材料的扩增信号；靠近原点的黑

色圆点表示阴性对照(未添加DNA样品)的扩增信号。

[0048] 图4为利用检测zym基因第99bp  SNP位点的KASP引物鉴定抗ZYMV的黄瓜和感ZYMV

的黄瓜的分型结果。

[0049] 图中横坐标和纵坐标数值均表示荧光信号值，其中纵坐标表示FAM荧光信号值，横

坐标表示HEX荧光信号值；图中靠近横轴的黑色三角所表示的即为纯合抗ZYMV的黄瓜材料

的扩增信号；图中处于中间位置的黑色菱形所表示的为杂合的感ZYMV的黄瓜材料的扩增信

号；图中靠近纵轴的倒三角所表示的为纯合感ZYMV的黄瓜材料的扩增信号；靠近原点的黑

色圆点表示阴性对照(未添加DNA样品)的扩增信号。

具体实施方式

[0050] 以下结合实施例对本发明做进一步描述，但不作为对本发明的限定，本发明的保

护范围以权利要求记载的内容为准，任何依据本发明的说明书所做出的等效手段替换，均

不脱离本发明的保护范围。

[0051] 下述实施例中的实验方法，如无特殊说明，均为常规方法。

[0052] 下述实施例中所用的试剂(武汉市景肽生物科技有限公司)等，如无特殊说明，均

可从商业途径得到。

[0053] 下列实施例中所用的黄瓜材料：TMG1(含有zym基因的纯合抗ZYMV材料)、9930(含

有Zym基因的纯合感ZYMV材料)和TMG1‑9930‑F1(同时含有Zym基因和zym基因的杂合感ZYMV

材料)，社会公众可向河北省农林科学院经济作物研究所生物技术室索取，以重复本实验。

[0054] KASP基因分型方法操作简单，只需要将特异的KASP  Primer  mix和通用的KASP 

Master  mix加入到含有DNA样本的PCR反应孔中，进行PCR扩增，最终结果采用荧光检测仪进

行PCR产物分析即可。

[0055] 本发明基于KASP技术，提供了可检测zym基因的两个SNP位点的KASP引物，结合条

件严格的Touchdown  PCR方法，可在高通量分子标记检测平台上鉴定zym基因。

[0056] 具体的，申请人基于前人研究，黄瓜对ZYMV的抗性是由单一隐性基因控制，抗ZYMV

亲本与感ZYMV亲本在zym候选基因VPS4‑like上的第一个外显子处存在两个SNP位点，分别

位于第86位碱基(T/C)和第99位碱基(G/A)处。抗ZYMV亲本和感ZYMV亲本在第86位的碱基分

别为C和T，在第99位的碱基分别为A和G。针对这两处SNP位点进行大量实验，筛选确定了检
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测该基因第86位(T/C)SNP位点的两条特异性正向引物和一条通用的反向引物，和检测第99

位(G/A)SNP位点的一条通用的正向引物和两条特异的反向引物。

[0057] 具体实施方案中，针对SNP位点设计的KASP引物需要包括两条特异性正向引物(或

反向引物)和一条通用的反向引物(或正向引物)。

[0058] 例如，本申请提供的检测zym基因第86位(T/C)SNP位点的KASP引物包括正向引物

zy m ‑ 8 6 ‑ F T ：5’‑ G C A A T T A C G C A A A A G C C T T ‑ 3’和正向引物zy m ‑ 8 6 ‑ F C ：5’‑

GCAATTACGCAAAAGCCTC‑3’，两者仅3’端最后一个碱基不同，即对应的SNP位点，在两个正向

引物的5’端分别连接上不同的标签序列，如标签序列A：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCT‑3’，和

标签序列B：5’‑GAAGGTCGGAGTCAACGGATT‑3’。

[0059] 例如，本申请提供的检测zym基因第99位(G/A)SNP位点的KASP引物包括反向引物

zym ‑ 9 9 ‑ R C：5’‑ T T G A A G T A C T C C A A G G C G T T C ‑ 3’和反向引物zym ‑ 9 9 ‑ R T：5’‑

TTGAAGTACTCCAAGGCGTTT‑3’，两者仅3’端最后一个碱基不同，即对应的SNP位点，在两个反

向引物的5’端分别与不同的标签序列，如标签序列A：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCT‑3’，和标

签序列B：5’‑GAAGGTCGGAGTCAACGGATT‑3’。

[0060] 例如，本申请提供的正向引物86‑FT：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCAATTACGCAAA

A G C C T T ‑ 3 ’，和 正 向 引 物 8 6 ‑ F C ：

；反向引物99‑RC：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTGAAGTACTCCAAGG

CGTTC‑3’，和反向引物99‑RT：5’‑例如，本申请提供的检测zym基因第86位(T/C)SNP位点的

KASP引物包括正向引物zym‑86‑FT：5’‑GCAATTACGCAAAAGCCTT‑3’和正向引物zym‑86‑FC：

5’‑GCAATTACGCAAAAGCCTC‑3’，两者仅3’端最后一个碱基不同，即对应的SNP位点，在两个正

向引物的5’端分别连接上不同的标签序列，如标签序列A：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCT‑3’，

和标签序列B：5’‑ G A A G G T C G G A G T C A A C G G A T T ‑ 3’。

。其中下划线所示序列为添加的标签序列A，波浪线所示为

标签序列B。

[0061] 具体实施方案中，KASP引物所扩增出来的PCR产物长度在80bp‑150bp之间为宜，满

足条件的情况下序列可变。例如，本申请提供的检测zym基因第86位(T/C)SNP位点的反向引

物86‑R：5’‑CTTGGGATTTTTCTCATACTTCA‑3’，扩增长度为83bp；检测zym基因第99位(G/A)SNP

位点的正向引物99‑F：5’‑CTATTGAATACGTGAAGCAGGC‑3’，扩增长度为94bp。

[0062] 进一步地，在具体实施方案中，本申请所提供的试剂盒还包含荧光探针A、荧光探

针B、淬灭探针A和淬灭探针B，其中，荧光探针A的序列与标签序列A的序列相同，为5’‑

GAAGGTGACCAAGTTCATGCT‑3’，在其5’末端连接1个荧光基团FAM；荧光探针B的序列与标签序

列B相同，为5’‑GAAGGTCGGAGTCAACGGATT‑3’，在其5’末端连接1个荧光基团HEX。淬灭探针A

的序列与标签序列A的序列互补，为5’‑CTTCCACTGGTTCAAGTACGA‑3’，其序列如SEQ  No.13；

淬灭探针B的序列与标签序列B互补，为5’‑CTTCCAGCCTCAGTTGCCTAA‑3’，其序列如SEQ 

No.14；同时，在淬灭探针A和淬灭探针B的3’末端均连接上淬灭基因BHA。

[0063] 例如，上述的荧光探针A、荧光探针B、淬灭探针A和淬灭探针B可来自武汉市景肽生

物科技有限公司的PARMS(PRO2.0)试剂盒。

[0064] 本申请所提供的检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP引物或用
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于检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的试剂盒，可用于鉴定黄瓜中是否含有

zym基因，同时又可以区分含有zym基因的纯合抗ZYMV的黄瓜(zym/zym)、含有突变基因Zym

的纯合感ZYMV的黄瓜(Zym/Zym)和同时含有Zym基因和zym基因的杂合感ZYMV的黄瓜(Zym/

zym)。

[0065] 在具体实施方案中，本申请提供了鉴定黄瓜中是否含有zym基因的方法，包括利用

本申请提供的KASP引物扩增待鉴定的黄瓜样品的DNA，检测、分析扩增产物。

[0066] 在具体实施方案中，本申请提供的KASP：例如，正向引物86‑FT：5’‑GAAGGTGACCAA

G T T C A T G C T G C A A T T A C G C A A A A G C C T T ‑ 3’，和 正 向 引 物 8 6 ‑ F C ：

，及反向 引物 8 6 ‑ R ：5’‑

CTTGGGATTTTTCTCATACTTCA‑3’；或反向引物99‑RC：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTGAAGTAC

TCCAAGGCGTTC‑3’，和反向引物99‑RT：

，及正向引物99‑F：5’‑

CTATTGAATACGTGAAGCAGGC‑3’。PCR扩增后，若反应中只检测到HEX荧光信号，则认定待检测

的黄瓜样品中含有zym基因；若只检测到FAM荧光信号，则认定黄瓜样品中含有突变的Zym基

因；若同时检测到HEX荧光信号和FAM荧光信号，则认定黄瓜样品中同时含有Zym基因和zym

基因。

[0067] 在具体实施方案中，所述的待检测的黄瓜样品可以是黄瓜植株的叶片、根、茎、花、

果实和种子中的任意一种的DNA。

[0068] 在另一个具体实施方案中，本申请提供了区分抗ZYMV的黄瓜和感ZYMV的黄瓜，及

区分含有zym基因的纯合抗ZYMV的黄瓜(zym/zym)、含有突变基因Zym的纯合感ZYMV的黄瓜

(Zym/Zym)和同时含有Zym基因和zym基因的杂合感ZYMV的黄瓜(Zym/zym)的应用，包括利用

本申请提供的KASP引物扩增待鉴定的黄瓜样品的DNA，检测、分析扩增产物。

[0069] 在具体实施方案中，本申请提供的KASP：例如，正向引物86‑FT：5’‑GAAGGTGACCAA

G T T C A T G C T G C A A T T A C G C A A A A G C C T T ‑ 3’，和 正 向 引 物 8 6 ‑ F C ：

，及反向 引物 8 6 ‑ R ：5’‑

CTTGGGATTTTTCTCATACTTCA‑3’；或反向引物99‑RC：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTGAAGTAC

TCCAAGGCGTTC‑3’，和反向引物99‑RT：

，及正向引物99‑F：5’‑

CTATTGAATACGTGAAGCAGGC‑3’。PCR扩增后，若反应中只检测到HEX荧光信号，则认定待检测

的黄瓜样品为抗ZYMV的黄瓜；若只检测到FAM信号，或同时检测到HEX荧光信号和FAM荧光信

号，则认定待检测的黄瓜样品为感ZYMV的黄瓜。

[0070] 在具体实施方案中，本申请提供的KASP：例如，正向引物86‑FT：5’‑GAAGGTGACCAA

G T T C A T G C T G C A A T T A C G C A A A A G C C T T ‑ 3’，和 正 向 引 物 8 6 ‑ F C ：

，及反向 引物 8 6 ‑ R ：5’‑

CTTGGGATTTTTCTCATACTTCA‑3’；或反向引物99‑RC：5’–GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTGAAGTAC

TCCAAGGCGTTC‑3’，和反向引物99‑RT：
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，及正向引物99‑F：5’–

CTATTGAATACGTGAAGCAGGC‑3’。扩增若只检测到HEX荧光信号，则认定待检测的黄瓜样品为

含有zym基因的纯合抗ZYMV的样品；扩增若同时检测到HEX和FAM信号，则认定黄瓜样品为同

时含有Zym基因和zym基因的杂合感ZYMV的黄瓜；若只检测FAM荧光信号，则认定待检测的黄

瓜样品为含有突变基因Zym纯合感ZYMV的黄瓜。

[0071] 在具体实施方案中，所述的待检测的黄瓜样品可以是黄瓜植株的叶片、根、茎、花、

果实和种子中的任意一种的DNA。

[0072] 以下实施例仅用于说明而非限制本发明范围的目的。若未特别指明，实施例均按

照常规实验条件，如Sambrook等《分子克隆实验手册》(Sambrook  J&Russell  DW，

Molecularcloning：a  laboratory  manual，2001)，或按照制造厂商说明书建议的条件进

行。

[0073] 实施例1

[0074] KASP标记的开发

[0075] 比较分析了抗ZYMV亲本与感ZYMV亲本的zym基因DNA序列，发现在该基因第一个外

显子处存在两个SNP位点，位于第86bp(T/C)和第99bp(G/A)处。抗ZYMV亲本和感ZYMV亲本在

第86位的碱基分别为C和T，在第99位的碱基分别为A和G。

[0076] 根据上述SNP位点设计KASP引物，引物序列为：

[0077] 第86位T/C：

[0078] 正向引物86‑FT：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCAATTACGCAAAAGCCTT‑3’；

[0079] 正向引物86‑FC：

；

[0080] 其中下划线所示序列为添加的标签序列A，波浪线所示为标签序列B；

[0081] 反向引物86‑R：5’‑CTTGGGATTTTTCTCATACTTCA‑3’。

[0082] 引物测试结果如图1。

[0083] 第99位G/A：

[0084] 反向引物99‑RC：5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTGAAGTACTCCAAGGCGTTC‑3’；

[0085] 反向引物99‑RT：

；

[0086] 其中下划线所示序列为添加的标签序列A，波浪线所示为标签序列B；

[0087] 正向引物99‑F：5’‑CTATTGAATACGTGAAGCAGGC‑3’。

[0088] 引物测试结果如图2。

[0089] 实施例2

[0090] 分子标记的扩增

[0091] 本实施例中使用的材料为黄瓜育种界公认的抗ZYMV材料TMG1，感ZYMV材料9930，

和将两者作为亲本杂交制备的TMG1‑9930‑F1杂合感病材料。采集植株叶片组织用于基因组

DNA提取。

[0092] 按照Plant  DNA  Isolation  Kit(成都福际生物技术有限公司)试剂盒说明要求提
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取上述材料叶片中的基因组DNA，并将所提取的DNA溶液的浓度稀释至50‑100ng/μl，于‑20

℃保存。

[0093] 按照KASP‑PARMS试剂盒(武汉市景肽生物科技有限公司)要求配置PCR反应体系，

反应总体积为10μl，包括：2X  PARMS  PCR  Mix：5μl；DNA提取液(50‑100ng/μl)：1μl；特异引

物1：0.15μl(10pmol/μl)；特异引物2：0.15μl(10pmol/μl)；通用引物：0.4μl(10pmol/μl)；

以及ddH2O：3.3μl。设置三个技术重复。

[0094] PCR反应程序为：94℃：15分钟；94℃：20秒，65℃(每循环下降0.8℃)：1分钟，10个

循环；94℃：20秒，57℃：1分钟，28个循环。PCR反应使用Applied  Biosystems  7500Real‑

Time  PCR  System进行。

[0095] 实施例3

[0096] 扩增产物的检测和分析

[0097] 使用Applied  Biosystems  7500Real‑Time  PCR  System自带的软件对PCR产物进

行基因分型和数据分析，其中设定纵坐标数值表示FAM荧光信号值，横坐标数值表示HEX荧

光信号值。

[0098] 根据第86bp的SNP位点设计的KASP引物的分型结果见图1。图中靠近横轴的黑色三

角所表示的为纯合抗ZYMV材料TMG1的扩增信号，仅检测到HEX荧光信号；图中处于中间位置

的黑色菱形所表示的为杂合感ZYMV材料TMG1‑9930‑F1的扩增信号，同时能检测到HEX和FAM

荧光信号；图中靠近纵轴的倒三角所表示的为纯合感ZYMV材料9930的扩增信号，仅能检测

到FAM荧光信号；靠近原点的黑色圆点表示阴性对照(未添加DNA样品)的扩增信号，HEX和

FAM荧光均不明显。纯合抗ZYMV的基因型和纯合感ZYMV的基因型的荧光扩增信号分别与原

点连线，所形成的夹角越接近直角表明分型效果越好。

[0099] 结果表明，所述KASP引物对黄瓜材料TMG1的扩增信号按预期靠近横轴，对9930的

扩增信号按预期靠近纵轴，对TMG1‑9930‑F1的扩增信号按预期处于中间位置。

[0100] 三种基因型可以明显被区分和聚类，该KASP引物可以使用，设计成功。

[0101] 根据第99bp的SNP位点设计的KASP引物的分型结果见图2。图中靠近横轴的黑色三

角所表示的为纯合抗ZYMV材料TMG1的扩增信号，仅检测到HEX荧光信号；图中处于中间位置

的黑色菱形所表示的为杂合感ZYMV材料TMG1‑9930‑F1的扩增信号，同时能检测到HEX和FAM

荧光信号；图中靠近纵轴的倒三角所表示的为纯合感ZYMV材料9930的扩增信号，仅能检测

到FAM荧光信号；靠近原点的黑色圆点表示阴性对照(未添加DNA样品)的扩增信号，HEX和

FAM荧光均不明显。纯合抗ZYMV的基因型和纯合感ZYMV的基因型的荧光扩增信号分别与原

点连线，所形成的夹角越接近直角表明分型效果越好。

[0102] 结果表明，所述KASP引物对黄瓜材料TMG1的扩增信号按预期靠近横轴，对9930的

扩增信号按预期靠近纵轴，对TMG1‑9930‑F1的扩增信号按预期处于中间位置。

[0103] 三种基因型可以明显被区分和聚类，该KASP引物可以使用，设计成功。

[0104] 实施例4

[0105] 利用所述检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP引物或试剂盒鉴

定和区分抗ZYMV和感ZYMV的黄瓜

[0106] 本实施例中使用的材料为黄瓜育种界公认的抗ZYMV材料TMG1，感ZYMV材料9930，

和将两者作为亲本杂交制备的TMG1‑9930‑F1杂合感病材料。同时广泛搜集黄瓜种质资源
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338份(具体分型结果见表1)。采集上述黄瓜植株叶片组织用于基因组DNA提取。

[0107] 采用实施例2中所述方法，分别提取338份黄瓜材料的基因组DNA作为PCR扩增模

板；使用所述检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP引物或试剂盒进行PCR

扩增；使用Applied  Biosystems  7500Real‑Time  PCR  System进行PCR反应；使用Applied 

Biosystems  7500Real‑Time  PCR  System自带的软件对PCR产物进行基因分型和数据分析，

其中设定纵坐标数值表示FAM荧光信号值，横坐标数值表示HEX荧光信号值。

[0108] 检测zym基因第86bp  SNP位点的KASP引物分型结果显示，检测带型同图3中靠近横

轴的黑色三角的单株数为60(仅检测到HEX荧光信号，为含有zym基因的纯合抗ZYMV的黄瓜

材料，基因型为C:C)、检测带型同图3中间位置的菱形的单株数为91(同时能检测到HEX和

FAM信号，为同时含有Zym基因和zym基因杂合感ZYMV的黄瓜材料，基因型为C:T)、检测带型

同图3中靠近纵轴的倒三角的单株数为187个(仅检测到FAM荧光信号，为含有突变基因Zym

的纯合感ZYMV的黄瓜材料，基因型为T:T)检测带型同图3中靠近原点的黑色圆点表示阴性

对照(未添加DNA样品)的扩增信号。

[0109] 检测zym基因第99bp  SNP位点的KASP引物分型结果显示，检测带型同图4中靠近横

轴的黑色三角的单株数为60(仅检测到HEX荧光信号，为含有zym基因的纯合抗ZYMV的黄瓜

材料，基因型为A:A)、检测带型同图3中间位置的菱形的单株数为91(同时能检测到HEX和

FAM信号，为同时含有Zym基因和zym基因杂合感ZYMV的黄瓜材料，基因型为A:G)、检测带型

同图3中靠近纵轴的倒三角的单株数为187个(仅检测到FAM荧光信号，为含有突变基因Zym

的纯合感ZYMV的黄瓜材料，基因型为G:G)检测带型同图3中靠近原点的黑色圆点表示阴性

对照(未添加DNA样品)的扩增信号。

[0110] 上述结果表明，本申请提供的检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的

KASP引物或试剂盒可以对抗ZYMV和感ZYMV的黄瓜实现准确、快速、高通量的鉴定。

[0111] 表1鉴定抗ZYMV和感ZYMV黄瓜的分型结果
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                          序列表

<110>   河北省农林科学院经济作物研究所

<120>   检测黄瓜小西葫芦黄化花叶病毒病抗病基因zym的KASP引物及其应用

<160>   14

<170>   SIPOSequenceListing  1.0

<210>   10

<211>   19

<212>   DNA

<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   10

gcaattacgc  aaaagcctt                                                    19

<210>   2

<211>   19

<212>   DNA

<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   2

gcaattacgc  aaaagcctc                                                    19

<210>   3

<211>   21

<212>   DNA

<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   3

ttgaagtact  ccaaggcgtt  c                                                 21

<210>   4

<211>   21

<212>   DNA

<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   4

ttgaagtact  ccaaggcgtt  t                                                 21

<210>   5

<211>   21

<212>   DNA

<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   5

gaaggtgacc  aagttcatgc  t                                                 21

<210>   6

<211>   21

<212>   DNA
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<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   6

gaaggtcgga  gtcaacggat  t                                                 21

<210>   7

<211>   40

<212>   DNA

<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   7

gaaggtgacc  aagttcatgc  tgcaattacg  caaaagcctt                             40

<210>   8

<211>   40

<212>   DNA

<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   8

gaaggtcgga  gtcaacggat  tgcaattacg  caaaagcctc                             40

<210>   9

<211>   42

<212>   DNA

<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   9

gaaggtgacc  aagttcatgc  tttgaagtac  tccaaggcgt  tc                          42

<210>   10

<211>   42

<212>   DNA

<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   10

gaaggtcgga  gtcaacggat  tttgaagtac  tccaaggcgt  tt                          42

<210>   11

<211>   23

<212>   DNA

<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   11

cttgggattt  ttctcatact  tca                                               23

<210>   12

<211>   22

<212>   DNA

<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   12

ctattgaata  cgtgaagcag  gc                                                22
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<210>   13

<211>   21

<212>   DNA

<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   13

cttccactgg  ttcaagtacg  a                                                 21

<210>   14

<211>   21

<212>   DNA

<213>   An  Artificial  Sequence

<400>   14

cttccagcct  cagttgccta  a                                                 21
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图1

图2
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图3

图4
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