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Abstract 
Diospyros of the family Ebenaceae includes more than 400 species in the world. Fruits of persim-
mon plants are well-known traditional food. In the past decades, persimmon germplasm re-
sources are threatened due to urbanization and environmental destruction. There is an urgent 
need to make an evaluation on the genetic diversity of Diospyros for conservation and utilization. 
However, due to the shortage and limited sensitivity of morphological and DNA markers, devel-
opment of molecular identification tools for the Diospyros plants is still a global challenge. In this 
study, a new DNA marker from the E3 ubiquitin-protein ligase UPL3 gene region was found to be 
sensitive for discriminating Diospyros plants. Diospyros deyangensis and D. oleifera were revealed 
as the closest relatives to D. kaki by the E3 ubiquitin-protein ligase UPL3 DNA sequences. Our re-
sults would be of significant value for understanding the origin of cultivated persimmon cultivars 
and for future researches on global genetic diversity assessment and phylogeny of Diospyros 
plants. 
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摘  要 

柿树的果实是著名传统食物。在过去几十年，由于城市化和环境破坏，柿树的种质资源受到威胁。柿科

的柿属植物，在全世界约有400多种。为了保护和利用，急需评价柿属植物的遗传多样性。然而，由于

形态和DNA标记数量少，灵敏度有限，柿属植物的鉴定仍然存在困难，开发分子鉴定方法仍然是全球的

挑战。本文中，利用E3泛素–蛋白连接酶UPL3 DNA区域研发出新的DNA序列标记，可用于柿属植物分

类。该DNA序列标记揭示，德阳柿和油柿是栽培柿的最近缘物种。对于深入理解栽培柿的起源、研究全

球柿属植物的遗传多样性以及系统发育关系具有重要意义。 
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1. 引言 

柿属植物广泛分布于热带和温带，全世界约有 400 种。该属的栽培柿品种的果实，在中国、韩国和

日本自古以来是食物来源。其树皮、叶、木材和种子也作为药材。目前，中国约有 1000 多个栽培柿品种

[1] [2] [3]。 
柿(Diospyros kaki)是果树产业发展的最佳选择之一。在中国，不同地区有当地的品种。甜柿品种和抗

病品种是新品种培育的目标。通常，近缘物种具有优良的遗传背景，是重要的育种亲本来源，也是研究

栽培柿起源的重要材料[3]。柿 D. kaki 的起源、柿属植物的精确鉴定及遗传关系一直是研究的重点和热点

[1] [3]-[15]。 
过去几十年来，由于人类活动，如城市化、畜牧业、农业、矿业以及火灾等影响，柿的种质资源受

到威胁[3] [4] [5]。柿属植物种质多样性的评价和保护急需深入研究。 
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柿属植物的形态特征，例如，果实形态、颜色、品质以及花部特征，已有较详细的调查记载[1] [3] [6] 
[7] [8] [9]。根据染色体数目，柿属植物分为 4 个倍性类型，二倍体(2n = 2x = 30)、四倍体(2n = 4x = 60)、
六倍体(2n = 6x = 90)及九倍体(2n = 9x = 135) [7]。 

在柿属植物的分子鉴定研究方面，开发了一些叶绿体 DNA 标记(如，rbcL、matK、trnH-psbA)和细胞

核 DNA 标记(例如，核糖体 DNA 内转录间隔区，internal transcribed spacer of ribosomal DNA，ITS) [16] [17] 
[18] [19] [20]。近年来，叶绿体基因组信息也开始应用于柿属植物的遗传分析[21] [22]。然而，上述 DNA
分析对于近缘种和品种的鉴定，分辩能力有限[16]-[23]。有待开发更高效的 DNA 序列标记，来揭示柿属

植物的遗传多样性和遗传关系。 
本课题组研究发现，利用泛素连接酶基因序列开发的分子标记，在胡桃科(Juglandaceae)植物的种、

变种及品种水平上具有分辨力[16]。泛素连接酶基因是泛素–蛋白酶系统的相关基因的一类，在植物界广

泛存在，属于进化速率较高的基因组区域之一[16] [21] [22] [24] [25]。 
“泛素–蛋白酶体系统”的作用是降解蛋白质，对于维持细胞的自动调节与稳恒性必不可少，存在

于已知的所有真核生物中[24]。待降解的蛋白质需要泛素化和靶定，通过如下 3 种酶的参与来实现：即泛

素活化酶 E1 (ubiquitin activating enzyme E1)、泛素交联酶 E2 (ubiquitin conjugating enzyme E2)以及泛素连

接酶 E3 (the ubiquitin ligase E3)。加了泛素标记的需要降解的蛋白质(底物蛋白质)只有移动到桶状的蛋白

酶的腔体内，才能最终被分解为较小的多肽或其它具有生物活性的小分子，以便重复利用。Aaron Cie-
chanover、Avram Hershko 和 Irwin Rose 因发现特定的蛋白质在被降解之前会被泛素标记，获得了 2004
年诺贝尔化学奖[24]。在植物中，不仅是蛋白质降解过程，而且包括 DNA 修复过程、细胞周期调控、细

胞生长、免疫系统功能、激素介导的信号传递等许多细胞功能方面，泛素都具有重要作用。近年来，据

报道泛素连接酶 E3，能够提供用于系统发育分析的有价值的信息[24]。 
本研究的目的在于：1) 为柿属植物鉴定开发新的 DNA 序列标记；2) 评价泛素连接酶基因序列在柿

属植物遗传分析方面的应用价值。 

2. 材料与方法 

2.1. 取样和 DNA 提取 

柿属植物的供试样品(野生种和品种)见表 1，包含了中国国内可采集到的全部野生种。2016 年在北京

植物园以及陕西省杨凌的西北农林科技大学管理的国家柿种质资源圃 (北纬 34˚16'56.24''，东经

108˚04'27.95''，海拔 420 m)采集嫩叶，利用变色硅胶快速干燥备用。利用天根生物技术有限公司的基因

组 DNA 提取试剂盒(DP305)提取基因组 DNA。 

2.2. PCR 扩增与测序 

新 设 计 开 发 出 的 引 物 DUB_5498F (5’-ACTTAGGGTAGGGAGGTTGC-3’) 和 DUB_6322R 
(5’-GGATAGCCAGGAAGGGTGA-3’)用于扩增柿样品的 E3 泛素-蛋白连接酶 UPL3 基因区域。Taq DNA
聚合酶和 PCR (Polymerase Chain Reaction，聚合酶链式反应)缓冲液(TaKaRa Code: DR100B)来自宝生物技

术有限公司(TaKaRa Biotechnology Co. Ltd.) (中国大连)。根据宝生物技术有限公司的实验指南(protocol of 
TaKaRa Code: DR100B)进行 PCR 扩增。PCR 程序为：94℃预变性 4.5 min；94℃变性 55 s，引物的退火

温度 57.2℃ 15 s，72℃延伸 1.2 min，34 个循环；最后，72℃延伸 10 min。 
利用热循环仪(Applied Biosystems VeritiTM 96-Well Thermal Cycler, Model#: 9902, made in Singapore)

扩增目标区域的 DNA 序列。PCR 产物送到上海美吉生物医药公司(Shanghai Majorbio Bio-Pharm Tech-
nology Co., Ltd. (Beijing))，利用同样的引物，在 3730xl DNA analyzer (Applied Biosystems, 115 Foster City, 
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CA, USA)测序仪上进行测序。根据 BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA)实验指南做测序反应。测序反应条件为：96℃预变性 1 min；96℃变性 10 s，引物的

退火温度 50℃ 5 s，60℃延伸 4 min，25 个循环；最后，在 4℃保存。获得了高质量的序列。Gen Bank
的序列号为 MF156269-MF156286，见表 1。 

2.3. 数据分析 

利用 Sequencher (v.4.6)软件，手工校对 DNA 序列和排序。利用 Mega6.0 软件比对[26]。比对序列数

据的长度为 696 bp，包含 18 条泛素连接酶基因序列。利用 Mega6.0 软件，采用 Tamura 3-parameter 参数，

重复抽样 1000 次，构建邻接树状图(Neighbor-joining, NJ)。 

3. 结果与分析 

3.1. 柿属植物样品的鉴定 

在 696 bp 长的比对序列数据中，包含了被扩增的核基因组的泛素连接酶基因区域的全部可变碱基位

点。可变碱基位点的位置编号如表 2、图 1、图 3 所示。根据 Suo et al. (2012, 2015, 2016)报道的方法[16] [17] 
[18]，选择关键的单核苷酸多态位点构建简化的核苷酸分子式(表 2)，用于进一步编制分子分类检索表(图
1)。利用泛素连接酶基因序列，成功检测到柿属植物的种间、品种间以及种内个体间的遗传差异(表 2、
图 1、图 2 以及图 3)。 
 
Table 1. Diospyros accessions used in this study 
表 1. 供试的柿属植物样品 

No. Taxon Resource No./Sex Chromosome No. 

序号 分类单位 资源号/性别特征 染色体数目 

1# 台湾乌木 D. discolor ----/----/雌雄异株 ----- 

2 乌柿 D. cathayensis X3/雄株/雌雄异株 2n = 6x = 90 

3 乌柿 D. cathayensis 5/雌株/雌雄异株 2n = 6x = 90 

4 老鸭柿 D. rhombifolia 863/雌株/雌雄异株 2n = 4x = 60 

5 金枣柿 D. jinzaoshi 635/雌株/仅雌株 2n = 2x = 30 

6 浙江柿 D. glaucifolia 164/雄株/雌雄异株 2n = 2x = 30 

7 浙江柿 D. glaucifolia 873/雌株/雌雄异株 2n = 2x = 30 

8 君迁子 D. lotus 4/雌株/雌雄异株 2n = 2x = 30 

9 君迁子 D. lotus 8/雌株/雌雄异株 2n = 2x = 30 

10 美洲柿 D. virginiana 20-80/雄株/雌雄异株 2n = 6x = 90 

11 美洲柿 D. virginiana 20-82/雌株/雌雄异株 2n = 6x = 90 

12 油柿 D. oleifera 20-75/雌雄同株 2n = 2x = 30 

13 油柿 D. oleifera 20-76/雌雄同株 2n = 2x = 30 

14 德阳柿 D. deyangensis 1101/雄株/雌雄异株 2n = 4x = 60 

15 德阳柿 D. deyangensis 1115/雌株/雌雄异株 2n = 4x = 60 

16 安溪油柿 D. kaki ‘AnxiYoushi’ 199/雌株/仅雌株 2n = 6x = 90 

17 甜宝盖 D. kaki ‘TianBaogai’ 788/雌株/仅雌株 2n =6x = 90 

18 怀胎柿 D. kaki ‘Huaitai Shi’ 179/雌株/仅雌株 2n = 6x = 90 

#引自中国西南地区，栽培于中国科学院北京植物园展览温室。其它样品来自陕西省杨凌的国家柿种质资源圃。 
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3.2 遗传关系 

E3 泛素–蛋白连接酶 UPL3DNA 序列揭示，18 个样品属于 7 个谱系(图 2)。谱系 I 包括台湾乌木

Diospyros discolor，在遗传关系上，是距离柿 D. kaki 最远的谱系。谱系 II 包括老鸦柿和乌柿，均为雌雄

异株，与柿属的其它谱系的特征相比，具有显著狭小的叶片，与形态分类结果一致(图 2) [1]。谱系 III (金
枣柿)、谱系 V (油柿)以及谱系 VI (德阳柿)各含有 1 个种。谱系 IV 包含浙江柿、君迁子和美洲柿三个种，

浙江柿和君迁子共同构成的一支，与美洲柿互为姐妹群。 
在本研究中，油柿(Lineage V)和德阳柿(Lineage VI)被识别为柿 D. kaki (LineageVII)的最近缘的物种。

柿 D. kaki 所属的谱系用 3 个品种代表，分别为‘怀胎柿’和‘安溪油柿’ (完全涩柿，pollination-constant 
and astringent，PCA)以及‘甜宝盖’ (完全甜柿，pollination-constant and non-astringent，PCNA)。 

4. 讨论 

DNA 条形码策略成本较低，是植物分类的发展方向。然而，推荐使用的 4 个 DNA 标记(rbcL、matK、

trnH-psbA和 ITS)仅能够满足种级或以上水平的植物鉴定，对于近缘种和/或品种，没有分辨能力[4] [5] [10] 
[13]-[22]。寻找种内水平的植物鉴定的理想解决方案一直是巨大的挑战。 

近年来，据报道泛素连接酶 E3 存在几种类型：环指型 E3 (RING finger-containing E3s) (RBR 和 TRIM
家族)、cullin E3 复合体、Ubox 型 E3 以及 HECT 型 E3 [24]。HECT 蛋白的结构域足够长(约 350 个氨基

酸)，能够提供用于系统发育分析的有价值的信息[24]。在胡桃科，来自泛素–蛋白酶系统的 E3 泛素连接 
 
Table 2. Molecular formula constructed using 16 single nucleotide polymorphic base sites from the ubiquitin ligase gene re-
gion for characterizing molecularly the eighteen Diospyros accessions 
表 2. 利用来自泛素连接酶基因区域的 16 个单核苷酸多态位点构建的分子式可以区分柿属 18 个样品 

No. Taxon Molecular formula 

序号 种名 分子式 

1 台湾乌木 D. discolor C4T9A39C42A162C186G196T201G225C227C274G299T321A340C344T628 

2 乌柿 D.cathayensis x3 (♂) C4C9G39C42A162C186A196T201G225C227C274G299C321A340C344T628 

3 乌柿 D. cathayensis 5 (♀) C4C9G39C42A162C186A196T201G225C227C274G299Y321A340C344T628 

4 老鸭柿 D. rhombifolia 863(♀) C4C9G39C42R162Y186G196T201G225C227C274G299C321A340C344T628 

5 金枣柿 D. jinzaoshi (♀) T4T9G39C42A162C186G196T201G225C227C274A299C321A340C344T628 

6 浙江柿 D. glaucifolia 164(♂) C4T9G39C42A162C186G196T201C225T227C274G299C321A340C344T628 

7 浙江柿 D. glaucifolia873(♀) C4T9G39C42A162C186G196C201C225C227C274G299C321A340T344T628 

8 君迁子 D. lotus 4 (♀) C4T9G39C42A162C186G196C201C225C227C274G299C321A340Y344T628 

9 君迁子 D. lotus 8 (♀) C4T9G39C42A162C186G196C201C225C227C274G299C321A340C344T628 

10 美洲柿 D. virginiana 20-80 (♂) C4T9G39C42A162C186G196T201G225T227G274G299C321A340C344T628 

11 美洲柿 D. virginiana 20-82 (♀) C4T9G39Y42A162C186G196T201G225T227G274G299C321A340C344T628 

12 油柿 D. oleifera 20-75 (monoecism) C4Y9G39C42A162C186G196T201G225C227C274G299T321A340C344T628 

13 油柿 D. oleifera 20-76 (monoecism) C4C9G39C42A162C186G196T201G225C227C274G299T321A340C344T628 

14 德阳柿 D.deyangensis 1101(♂) C4T9G39C42A162Y186G196T201G225C227C274G299T321A340C344T628 

15 德阳柿 D.deyangensis1115(♀) C4T9G39C42A162C186G196T201G225C227C274G299T321A340C344T628 

16 安溪油柿 D.kaki‘AnxiYoushi’ 
199(♀) C4T9G39C42A162C186G196T201G225C227C274G299T321M340C344C628 

17 甜宝盖 D.kaki‘TianBaogai’ 788(♀) C4T9G39C42A162C186G196T201G225C227C274R299T321M340C344C628 

18 怀胎柿 D.kaki‘Huaitai Shi’ 179(♀) C4T9G39C42A162C186G196T201G225C227C274G299T321A340C344C628 
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Figure 1. Molecular taxonomic key to the eighteen Diospyros accessions used in this study 
图 1. 供试的柿属 18 个样品的分子分类检索表 
 

 
Figure 2. Genetic relationship of the eighteen Diospyros accessions based on the DNA sequences from the E3 ubiqui-
tin-protein ligase UPL3 gene region showing 7 lineages 
图 2. 基于 E3 泛素-蛋白连接酶 UPL3 DNA 序列揭示的柿属 18 个样品 7 谱系间的遗传关系 

1a.A39型: 台湾乌木D. discolor
1b.G39型: 该检索表中其余的柿属植物样品
2a.A196型
3a. C321C687型: 乌柿D. cathayensis x3(♂)
3b. Y321Y687型: 乌柿D. cathayensis 5 (♀)
2b.G196型: 该检索表中其余的柿属植物样品
4a.Y9型: 油柿D. oleifera 20-75 (monoecism)
4b.C9型
5a.A162型: 油柿D. oleifera 20-76 (monoecism)
5b.R162型: 老鸭柿D. rhombifolia (♀)
4c.T9型: 具有G196型的其余的柿属植物样品
6a. T4型: 金枣柿D. jinzaoshi(♀)
6b. C4型: 该检索表中其余的柿属植物样品
7a.G274T618型
8a. C42R195型: 美洲柿D. virginiana 20-80 (♂)
8b.Y42A195型: 美洲柿D. virginiana 20-82 (♀)
7b. C274C618型: 该检索表中其余的柿属植物样品
9a.C225T568A655T691型
10a.T201T227T324A523T525T526型: 浙江柿D. glaucifolia (♂)
10b.C201C227C324T523C525C526型:
11a.T344型: 浙江柿D. glaucifolia (♀)
11b.Y344型: 君迁子D. lotus 4 (♀)
11c.C344型: 君迁子D. lotus 8 (♀)
9b.G225G568G655A691型: 该检索表中其余的柿属植物样品
12a.T277C608型
13a. Y186Y505Y544型: 德阳柿D.deyangensis (♂)
13b. C186C505C544型: 德阳柿D.deyangensis (♀) 
12b.C277T608型: 该检索表中其余的柿属植物样品
14a. Y297Y343W514C628K670型
15a.M340W685型
16a.G299T432Y544型: ‘安溪油柿’D. kaki‘AnxiYoushi’ (♀)
16b. R299Y432C544型: ‘甜宝盖’D. kaki‘TianBaogai’ (♀)
15b. A340A685型: ‘怀胎柿’D. kaki‘Huaitai Shi’ (♀)
14b.T297T343A514T628T670型: 该检索表中其余的柿属植物样品
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酶基因区域的 DNA 标记，表现出可以用于种/变种/品种水平的植物鉴定[16]。在紫薇属(Lagerstroemia 
L.)，来自泛素–蛋白酶系统的染色体重塑基因区域的 DNA 标记，在紫薇品种水平上具有分辨力[17]。在

本研究中，来自泛素–蛋白酶系统的 E3 泛素–蛋白连接酶 UPL3 基因序列，表现为可用于种级/种内水

平上进行柿属植物的分类。与泛素–蛋白酶系统相关的 DNA 序列，在开发高灵敏度的 DNA 序列标记方

面有价值。泛素–蛋白酶系统在真核生物中广泛存在，与泛素–蛋白酶系统相关的 DNA 序列在开发 DNA
分子标记方面潜力巨大。我们的实验显示，E3 泛素–蛋白连接酶基因区域，含有阶段性分布的保守区，

在保守区之间，存在进化速率较快的 DNA 序列，通过开发引物，可以获得灵敏度较高的用于植物分类的

DNA 序列。有待针对不同的植物科属开展研究，积累数据，总结深层次的规律。柿 D. kaki 的起源及柿

属内物种间的系统发育关系一直是学术界关注的重要问题之一。根据形态和细胞学证据，Ng (1978) [27] 
提出油柿 Diospyros oleifera 是柿 D. kaki 的亲本之一。根据叶绿体 DNA 的限制性片段长度多态性，

Yenomeri et al. (1998) [28]认为美洲柿和柿 D. kaki 具有较为近缘的关系。然而，Choi et al. (2003) [12]则认

为，与柿属的其它物种相比，美洲柿与柿 D. kaki 的关系可能较远。 
我们获得的 DNA 证据支持先前的分类提案，根据形态和分子特征以及染色体数目，德阳柿和金枣柿

应该被提升为种的等级[7] [8]。 
基于 E3 泛素–蛋白连接酶 UPL3 基因序列的遗传关系树状图，德阳柿和油柿位于最靠近栽培柿的位 
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Figure 3. The 696 bp length sequence alignment generated from ubiquitin ligase gene region of the eighteen Diospyros ac-
cessions with thirty-five parsimony informative sites (*) highlighted. M = A/C, W = A/T, K = G/T, Y = T/C, R = A/G, S = 
G/C, D = G/A/T (i.e., heterozygous base site) 
图3. 来自18个柿属植物样品的泛素连接酶基因区域的696 bp长的比对序列，强调了35个简约信息位点(*)。 M = A/C，
W = A/T，K = G/T，Y = T/C，R = A/G, S = G/C，D = G/A/T (为杂合碱基位点) 
 
置。值得关注的是，柿 D. kaki 的染色体数目(2n = 6x = 90)，相当于德阳柿(2n = 4x = 60)和油柿(2n = 2x = 30)
的染色体数目之和[7]。油柿自然分布于中国长江以南，适应性好，耐湿热环境。德阳柿自然分布于中国

的四川省。二者的自然分布有一定的重叠[1] [3] [7]。它们对于理解柿 D. kaki 的起源，具有重要价值。 
本研究中，代表柿 D. kaki 谱系的 3 个品种，分别为‘怀胎柿’、‘甜宝盖’和‘安溪油柿’。在中
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国，不同地区通常有适应当地环境条件的不同栽培品种。‘怀胎柿’为陕西省的传统品种，脱涩后味道

甜美。‘甜宝盖’是湖北省罗田县的传统品种，果实味甜，可以直接食用。‘安溪油柿’为福建省的著

名地方品种，通常用来制柿饼。 
我们的结果显示，老鸦柿和乌柿在遗传上与栽培柿的关系较远，与形态分类结果一致[1] [3] [7]。构

建的系统发育关系仅部分地与 ITS 或 matK 序列的分析结果一致[8]。将来，有必要扩大取样量，深入研

究君迁子和浙江柿之间的物种界限。浙江柿和君迁子原产于中国，美洲柿原产于美洲。对这 3 个种以及

这些野生种与柿 D. kaki 之间的关系的深入研究，有可能增进理解柿属植物的生物地理和进化。 
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