
臺南區農業改良場研究彙報第 74 號

27

利用 SNP 分子標誌建立胡瓜雜交種子 

純度檢測技術 1

王聖善、朱詠筑、蔡佩樺、楊藹華 2

摘　　要

王聖善、朱詠筑、蔡佩樺、楊藹華。2019。利用 SNP 分子標誌建立胡瓜雜交種子純度

檢測技術。臺南區農業改良場研究彙報 74：27-35。
種子純度鑑定是雜交種子生產過程中品質管控的重要工作，為了協助國內種苗業者

檢測胡瓜一代雜交品種的雜交成功率，我們藉由雙限制酶位點標定定序方法 (double digest 
restriction-site Associated DNA sequencing, ddRAD-seq) 定序了 62 個胡瓜品種，經分析獲得

了 2,121 個於參試品種間可靠的單一核苷酸多型性位點 (single nucleotide polymorphisms, 
SNPs)。為了建立可運用於高通量的基因型分析方法，我們選取了均勻分布於胡瓜 7 條染色

體的 31 個 PIC (polymorphism information content) 值大於 0.35 的 SNPs，將其設計成 KASP 
(kompetitive allele specific PCR) 分子標誌。實驗結果顯示，總共有 20 個 KASP 分子標誌可

準確的區分參試樣品基因型。此套分子標誌經 65 個國內一代雜交的胡瓜品種測試發現，每

個品種平均具有 7.6 可用來執行胡瓜雜交成功率檢測的分子標誌。綜合以上結果，我們認為

此套分子標誌可快速且精確執行胡瓜雜交種子的純度鑑定，用以提升國內雜交種子的生產品

質。

現有技術： 目前種苗產業多數以生育特性的檢測方法執行雜交種子的純度鑑定。

創新內容： 本研究透過 KASP 分子標誌建立胡瓜雜交品種的純度鑑別技術。

對產業影響： 此技術可提供種苗業者快速且精準的檢測胡瓜雜交種子純度，提升胡瓜

種子品質。 
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前　　言

胡瓜 (Cucumis sativus L.) 為葫蘆科胡瓜屬的一年生蔓性作物。依據農委會農業統計年報

結果顯示，106 年胡瓜栽培面積為 2,029 公頃，主要栽培地區為屏東縣、高雄市與雲林縣等

區域，是臺灣秋冬季重要的經濟蔬菜。目前臺灣胡瓜多是引進日本品種，而除日本品種外，

部分種苗業者與臺灣農業試驗單位亦有著手進行胡瓜之相關育種工作。

胡瓜因具有良好的雜種優勢且生產雜交種子的成本相對低廉，因此國內外胡瓜品種

大多以一代 (F1) 雜交的形式育成。胡瓜的一代雜交採種過程當中，可藉由具有全雌花株

(gynoecious) 特性的自交系作為母本，抑或是藉由乙烯釋放劑的使用來產生具有全雌花株特

性的母本，用以生產胡瓜一代雜交品種。然而胡瓜的花性表現容易受到生長環境所影響，就

算藉由全雌花株自交系或是乙烯釋放劑的使用仍無法百分百保證一代雜交採種所獲得的種子

純度。因此，業者於採種後仍需透過種子純度鑑定的方法來管控一代雜交的種子品質。

以往國內種苗業界常使用生育特性的檢測方法 (grow out test, GOT) 來執行雜交種子的純

度管控，此方法透過觀察植物從播種至成熟時的外觀差異來執行雜交種子的純度鑑定，生育

特性的檢測方法雖然操作簡單，但檢測相對耗時且易受環境影響而降低評估的準確性。近年

來生物技術進步迅速，DNA 分子標誌成為遺傳分析的重要工具，透過 DNA 分子標誌進行

雜交種子的純度鑑定有助於提高檢測的效率與準確度。

如今，次世代定序 (next generation sequencing, NGS) 技術的普及使得 DNA 分子標誌的

發展更加快速。透過 NGS 分析技術，研究人員可以於短時間內獲得大量作物品種間的 DNA
序列資訊，藉此開發 DNA 分子標誌。為了降低 NGS 用於開發 DNA 分子標誌的研發成本，

Baird 等人 (2008)(1) 開發出了以限制酶位點標定方法 (restriction-site associated DNA, RAD) 來
簡化定序的基因體，之後陸續也衍伸出許多相似簡化基因體的方法用來開發 DNA 分子標 
誌，如：genotyping-by-sequencing (GBS)(4)，與 double digest restriction-site associated DNA (ddRAD) 
(10)。

本研究藉由 ddRAD 的簡化基因體方法進行國內外胡瓜品種的 NGS 分析，透過大量的

短片段 DNA 定序資料進行品種間的相互比對，開發出可用於檢測胡瓜一代雜交成功率的核

心單一核苷酸多型性 (single nucleotide polymorphism, SNP) 分子標誌。接著，我們將所獲得

的核心分子標誌設計成 KASP (kompetitive allele specific PCR) 分子標誌，本研究最後開發出

了 20 組可使用於 QuickExtract Plant DNA Extraction 試劑 (Epicentre, Wisconsin, USA) 所粗萃

取的 DNA 樣品的 KASP 分子標誌，以供業者可迅速且精準的自行分析胡瓜的雜交種子純 
度。

材料與方法

一、參試胡瓜品種與 DNA 萃取

本研究選取 84 個國內胡瓜品種 / 系 ( 包含 64 個小胡瓜品種系、19 個大胡瓜品種 )
進行胡瓜 KASP 分子標誌的開發。參與本試驗的品種來源詳如表 1。為了獲得參試胡瓜

個體的 DNA，所有參試胡瓜品種各種植 4 ～ 8 株，於胡瓜發芽一周後選取一株個體，

透過 CTAB 方法 (9) 抽取胡瓜 DNA。所有 DNA 樣品萃取完畢後再以分光光度計進行定 
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量，稀釋每管濃度至 20 ng μL-1 後，用來進行次世代定序分析與 KASP 分子標誌的基

因型判別測試。此外，我們隨機選取 30 個胡瓜一代雜交的商業品種，於胡瓜發芽一

周後選取一片約 25 mm2 的嫩葉以 QuickExtract Plant DNA Extraction kit 方法抽取胡瓜

DNA，用來分析參試 KASP 分子標誌於低品質 DNA 條件下的基因型判別結果，DNA
粗萃取方法一切依照原廠提供的實驗流程進行。

表 1. 參試的 84 個國內胡瓜品種系基本資料

Table 1.	 The detailed information of 84 cucumber cultivars used in this study

種　類 樣品編號 種子來源 品種類別

小胡瓜

C01 ~ C19 臺南農改場 自交系

C20 ~ C28 稼穡種子 F1 品種

C29 ~ C36 生生種子 F1 品種

C37 ~ C38 大陸種苗 F1 品種

C39 ~ C43 和生種子 F1 品種

C44 ~ C55 農友種苗 F1 品種

C56 ~ C59 穗耕種苗 F1 品種

C60 ~ C61 崧寶種苗 F1 品種

C62 ~ C64 欣樺種苗 F1 品種

大胡瓜

C65 ~ C68 稼穡種子 F1 品種

C69 ~ C76 生生種子 F1 品種

C77 和生種子 F1 品種

C78 ~ C81 農友種苗 F1 品種

C82 ~ C84 崧寶種苗 F1 品種

二、ddRAD 建庫與定序分析

我們由上述的 84 個胡瓜品種 / 系中選取 50 個小胡瓜品種與 12 個大胡瓜品種進行

ddRAD 定序圖書庫的建構。我們將 50 個小胡瓜樣品建於一組定序圖書庫 (Lane_1)，另

外的 12 個大胡瓜品種則與 41 個甜瓜品種建置於另一組定序圖書庫 (Lane_2)，建庫方法

則以 Peterson 等人 (2012)(10) 的實驗流程進行修改，圖書庫的建構選擇以 PstI 與 MseI 進
行酶切反應，之後再接上帶有各別核酸條碼 (barcode) 序列的 P1 轉接引子 (adapter)，P1
轉接引子則依照 Hsieh 等人 (2014)(5) 所設計的核酸條碼的進行構築。建構完成的 ddRAD
定序圖書庫則委由基龍米克斯公司以 Illumina X-Ten 次世代定序平台進行 150 bp paired-
end 核酸定序，每個定序圖書庫的定序量為 1 個 lane ( 約 200 ～ 250 百萬條序列 )。核

酸定序所獲得之原始資料我們僅選取 R1 的序列以 CLC Genomics Workbench v.11.0 軟體

執行定序序列的條碼分類 (demultiplex reads) 與品質篩選 (trim reads) 工作，序列品質篩

選的參數條件為下：trim using quality scores limit = 0.001, trim ambiguous nucleotides = 2, 
discard reads below length = 100。我們將上述過程所處理完成的序列資訊儲存成 FASTQ
的格式檔，接下來再以 Bowtie2 software(8) 軟體將上述定序資料與胡瓜的參考序列進行
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比對，我們選擇以胡瓜品種 Gy14 (Cucumis sativus cv. Gy14 v2) 的基因體序列作為參考

序列。接著，再將完成比對的資料以 sam (sequence alignment format) 檔案格式輸出後，

再以 stacks 軟體套件 (3) 進行所有樣品的基因座目錄 (catalog) 建立與基因型的定型。於

基因型定型的分析中，我們以參數 -r 指定剔除於參試樣品中基因座存在少於 50 個樣品

的基因座，並以參數 -m 指定每一基因座的定序深度 (read depth) 需達到 10 以上 ( 包含

10 ) 才會納入分析。 
三、KASP 分子標誌設計

為了獲得單一核苷酸等位基因座專一性引子對 (Allele specific primers of SNP)，
我們以 WSAP 軟體 (http://bioinfo.biotec.or.th/WASP) 進行引子設計，設定參數如下：

28 > Primer Length > 17, 70 > GC% > 30, 67 > Tm > 57, Max Self Complementarity = 8, 
Max 3' Self Complementarity = 5, Max PolyX in Primer = 4, 120 > Product Size Range > 
40，接著將所獲得的兩條單一核苷酸等位基因座專一性引子位於 3’ 端倒數第三至第

五個核苷酸選取一個位點，隨機製造一個不互補 (mismatch) 的核苷酸，用以增加引子

的專一性。最後，我們將上述所修改完成的引子序列的 5’ 端各自加上兩條與 KASP 
Genotyping Master Mix (LGC Genomics, Hoddesdon, UK) probe 序列對應的引子序列

(GAAGGTGACCAAGTTCATGCT 與 GAAGGTCGGAGTCAACGGATT)(7)， 即 可 完 成

KASP 分子標誌的設計。我們將上述設計完成的兩條單一核苷酸等位基因座專一性引

子 (allele specific primer1 與 allele specific primer2) 與一條通用的引子 (common reverse 
primer) 委由廠商基龍米克斯生物科技有限公司進行引子合成。合成完畢的引子以二

次蒸餾水將其稀釋至每試劑 15 μM， 之後再以 allele specific primer1：allele specific 
primer2：common reverse primer = 1：1：5.2 的比例配置成一管 KASP 分子標誌。

三、KASP 分子標誌篩選

為了獲得可成功分析的 KASP 分子標誌，我們分別以 CTAB 方法與 QuickExtract 
Plant DNA Extraction kit (Epicentre, Wisconsin, USA) 所萃取的 DNA 進行 KASP 分子

標誌篩選。基因型分析的每個樣品反應總體積為 5 μL，其中包含 2.5 μL 2X KASP 
Genotyping Master Mix (LGC Genomics, Hoddesdon, UK)、0.07 μL KASP 分子標誌、1 μL 
基因組 DNA、1.43 μL 二次蒸餾水。連鎖聚合反應 (polymerase chain reaction, PCR) 採
用熱循環反應器 Biometra-Tprofessional Thermal cycler (Biometra, Gottingen, Germany)，
先以 94℃反應 15 分鐘，接著以 94℃ 20 秒；61℃ 60 秒，循環 10 次，並將引子黏合 /
延長的溫度依每個循環降 0.6℃的規律由第一個循環時的 61℃逐漸下降到第十個循環

時的 55℃，接著再以 94℃ 20 秒；55℃ 60 秒，循環 30 ～ 40 次。最後，我們將於熱

循環反應器反應完成之 PCR 產物移往即時聚合酶連鎖反應器 CFX96 Connect (BioRad, 
Singapore)，接著在溫度條件為 37℃時讀取螢光數值。

結　　果

一、胡瓜品種間 SNP 開發

62 個胡瓜品種的定序原始資料經 CLC Genomics Workbench v.11.0 軟體分析總共獲

得 471,383,043 條定序長度為 150 bp 的 DNA 序列，每一樣品的平均定序量 (number of 
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reads) 為 7,602,952 條序列，其中樣品編號 C1、C3 與 C4 的定序量低於 1,000,000 條序

列，因此我們將這三個品種排除在後續的資料分析。透過 stacks 軟體，我們於 59 個參

試樣品中總共建立了 31,831 個符合樣品缺值小於 9 與定序深度大於 10 的基因座目錄，

其中有 5,750 個基因座於品種間具有 SNP。為了提高品種間 SNPs 的正確性，我們排除

了於單一基因座中具有 1 個以上 SNP 的基因座，最後，我們僅留下 2,121 於品種間具

有多型性 (polymorphism) 基因座。接著，我們依據 Ishii 與 McCouch (2000)(6) 對自交作

物使用之 PIC (polymorphism information content) 公式計算每一個 SNP 的 PIC 值，2,121
個 SNPs 平均的 PIC 值為 0.189。我們最後選取了 387 個 PIC 值大於 0.35 的 SNPs 進行

後續 KASP 分子標誌開發。

二、KASP 分子標誌開發

為了將所開發的 SNPs 轉換成可快速、精準且低成本運用於胡瓜雜交成功率檢測的

分子標誌，我們由上述的 387 個 SNPs 中挑選出 31 個平均分佈於 7 條胡瓜染色體上的

SNPs，且於大胡瓜與小胡瓜的定序樣品中皆具多型性的 SNPs，將其轉換為 KASP 分子

標誌。之後我們隨機挑選 30 個由 CTAB 方法所萃取的胡瓜品種 DNA，進行 KASP 分子

標誌的基因型判別測試。測試結果發現，有 28 組分子標誌可準確區分出參試樣品的基

因型。

為了獲得可於粗萃取 DNA 樣品中進行基因型分析的 KASP 分子標誌，用以簡化

胡瓜雜交種子純度基因型分析的作業流程，我們隨機選取 30 個一代雜交商業品種，以

QuickExtract Plant DNA Extraction kit 所粗萃取的 DNA 進行 28 組 KASP 分子標誌的基

因型判別測試。實驗結果發現參試的分子標誌中有 20 組分子標誌可準確的區分參試樣

品的基因型 ( 圖 1 )，20 組分子標誌的染色體物理圖譜我們置於圖 2。最後，再以上述

所開發的 20 組 KASP 分子標誌分析我們所蒐集的 65 個國內胡瓜一代雜交品種的基因

型，分析結果顯示只有一個大胡瓜品種 ( 編號：C73 ) 於我們所開發的 20 組分子標誌中

均呈現同質結合 (homozygous) 基因型 ( 即表示無分子標誌可用來執行一代雜交種子的

雜交成功率檢測 )，其餘品種皆有 1 至 14 個可用於種子雜交成功率檢測的分子標誌，

而平均每個品種可用來進行種子雜交成功率檢測的分子標誌有 7.6 個，小胡瓜商業品種

平均有 6.9 個，大胡瓜商業品種平均有 9.1 個。

討　　論

如何確保雜交種子純度一直都是雜交種子生產過程的重要管控環節。目前為止，臺灣

多數的種苗公司仍以生育特性的檢測方式來執行雜交種子的純度管控。除了生育特性的檢

測方式外，部分的種苗公司也開始投入以 DNA 分子標誌方法來執行雜交種子的純度檢測。

經訪查，多數公司仍以 SSR (simple sequence repeat)、SCAR (sequence characterized amplified 
region) 與 Indel (insertion/deletion) 為主要的 DNA 分子標誌，上述幾款 DNA 分子標誌具有容

易開發與分析成本低廉等特性，然而上述分子標誌均須使用電泳分析來進行最後的基因型結

果判讀，分析所需的時間與技術門檻較高，因此分析效率不佳。近年來 NGS 技術的普及使

得 SNP 分子標誌的開發更加便利。目前市面上已有多款 SNP 分子標誌的分析技術可供使用

者快速且精準的在即時聚合酶連鎖反應器中分析樣品基因型，這些技術可省去使用電泳分析
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的實驗流程，提升分析效率。目前常見的分析技術包含 KASP、Taqman 與 rhAmp，三種分

析方法在基因型分析的準確性與穩定性差異不大 (2)，使用者可依據自身使用條件來評估適合

的分析方法。本研究當中，我們選擇以 KASP 分子標誌來做為為胡瓜雜交成功率檢測的分子

標誌，因為 KASP 分子標誌與上述幾款分析方法比起來，具有低分析成本與可自行設計試劑

序列等優點 (7)，有助於降低分子標誌的開發成本。

圖 1. 20 個胡瓜 KASP (kompetitive allele specific PCR) 分子標誌於 30 個參試品種的分群狀

況 ( 藍色正方形代表此個體帶有同質結合的 HEX 螢光訊號基因型；橘色圓形代表此

個體帶有同質結合的 FAM 螢光訊號基因型；綠色三角型則為異質結合基因型個體 )
Fig. 1.	 Allelic discrimination plots obtained for 20 kompetitive allele specific PCR (KASP) assays 

on 30 samples (Orange circles and blue squares represent the homozygous genotypes, the 
green triangle represent heterozygous genotypes and the black squares on the bottom left of 
the plot are no template controls)

運用本研究所開發的 20 組分子標誌分析 65 個胡瓜一代雜交品種的基因型結果發現，雖

然平均每個品種可用來進行種子雜交成功率檢測的分子標誌可達 7.6 個，但我們觀察到有一

個大胡瓜的一代雜交商業品種 (C73) 在 20 組分子標誌當中皆顯示為同質結合基因型，由於

C73 為一開始進行次世代定序分析的參試品種，因此我們也透過 NGS 的 2,121 個 SNPs 來檢
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視 C73 的基因型組成。分析結果發現，C73 樣品在 2,121 個 SNPs 位點中只具有 12 個異質

結合 (heterozygous) 的基因型，與其他一代雜交品種平均具有 280.6 個異質結合基因型比較

起來，C73 樣品的異質結合比例遠低於其他一代雜交品種，C73 的異質結合比例反而接近本

場自交系異質結合基因型的 7.2 個，推測原因可能是因為本研究於樣品取樣時，每品種只取

一個單株進行後續實驗，因此推測樣品 C73 可能在取樣時誤取了雜交母本或異品種，導致

C73 於 20 組分子標誌當中皆顯示為同質結合基因型。除了 C73 外，另有 3 個小胡瓜商業品

種於 20 組分子標誌中只具有 1 ～ 2 個異質結合基因型，結果顯示，此套分子標誌運用於小

胡瓜雜交成功率檢測分析上的鑑別能力尚有提升的空間，未來我們將再開發 2 ～ 3 個 KASP
分子標誌來增加此套分子標誌運用於小胡瓜雜交成功率檢測分析上的鑑別能力。

圖 2. 本試驗選出的 20 個 KASP 分子標誌於物理圖譜所在位置 ( 染色體左邊的數字為 SNP
所在染色體的物理圖譜位置 (Mb))

Fig. 2.	 Physical map of 20 KASP markers. The 7 bars represent cucumber chromosomes, numbered 
at the top (The numbers on the left and right of the bars represent physical map positions (Mb) 
and the KASP markers, respectively)

結　　論

本研究藉由雙限制酶位點標定定序方法與 KASP 分子標誌的設計，選獲了 20 組可使用

在胡瓜雜交種子純度鑑定的 KASP 分子標誌，此套分子標誌可透過即時聚合酶連鎖反應器分

析樣品的基因型，省去使用電泳分析基因型的實驗流程。此外，此套分子標誌經分析可於低

DNA 品質的樣品中精準的分析樣品基因型，因此可有效降低分析的技術門檻並且提升分析

效率。綜合以上結果，我們認為此套技術可協助國內胡瓜種苗業者簡易且快速的執行胡瓜雜

交種子純度檢測，並提升胡瓜種子品質。
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Establishment of SNP detection technology to 

examine the purity of cucumber hybrids1

Wang, S. S., Y. C. Chu, P. H. Tsai and A. H. Yang2

Abstract

Purity testing is one of the key tasks in quality control of hybrid seed production. This study 
is attempted to establish the single nucleotide polymorphisms (SNPs) systems for assessment of 
cucumber hybrid seed purity, 62 cucumber varieties were sequenced by double digest restriction-
site associated DNA sequencing (ddRAD-seq) methods. After analyzing, 2,121 reliable SNPs 
were detected. A total of 31 SNPs with high polymorphism information content (PIC) value (> 
0.35), and evenly located on 7 cucumber chromosome were designed as kompetitive allele specific 
PCR (KASP) markers. Eventually, 20 out of the 31 KASP markers showed high call rate. These 
KASP markers could accurately and rapidly assess the purity of hybrid seeds, and could be used to 
improve the hybrid seed quality.

What is already known on this subject?
No purity assessment system of cucumber hybrids using allele-specific PCR platform has been 
developed in Taiwan.
What are the new findings?
In this study, we established a purity assessment system of cucumber hybrids based on 20 
KASP markers.
What is the expected impact on this field?
With these markers, breeding companies could accurately and rapidly control the quality of 
cucumber hybrids

Key words:	 Next Generation Sequencing, Double digest Restriction-site Associated DNA 
sequencing
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