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摘要：用ＩＳＳＲ和ＳＲＡＰ　２种分子标记技术对湖北省５个地区的４８个油茶资源进行了遗传多样性和
亲缘关系分析。结果表明，无论是ＩＳＳＲ分析、ＳＲＡＰ分析，还是ＩＳＳＲ＋ＳＲＡＰ的组合分析均显示油茶
群体具有较高的遗传多样性。ＩＳＳＲ的６条引物共产生７４条扩增带，多态性条带７０条，多态性比例为

９４．５９％；ＳＲＡＰ的１１对引物组合共产生６４条扩增带，其中有６０条多态性带，多态性比例平均为

９３．７５％；ＩＳＳＲ＋ＳＲＡＰ的组合分析多态性比例为９４．２０％。２种分子标记及其组合所作的分类趋势基
本相同，亲缘关系分析结果显示将５个地方居群分为２个类群，武汉新洲、黄冈红安、咸宁横沟桥和黄
石阳新居群为一类，而恩施鹤峰居群单独为一类。
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　　油茶（Ｃａｍｅｌｌｉａ　ｏｌｅｉｆｅｒａ）属山茶科山茶属，是我
国特有的木本油料作物，在我国湖北、湖南、广西、江
西、安徽等南方丘陵地区均有分布。油茶的主要产品
茶油是世界上优质的食用油之一，被誉为“东方橄榄
油”，其中不饱和脂肪酸的含量在９０％以上，以油酸
和亚油酸为主，还含有多种不饱和脂肪酸［１］。由于人

们环保意识和健康意识的增强，茶油在食品行业中备
受关注，有关油茶的研究也陆续展开，但主要集中在
病虫害的防治、深加工等领域［２－３］，对于油茶群体遗传
现状的报道目前还较少。掌握物种的遗传基础状况
有助于杂交育种中亲本的选配，有助于缩短育种周
期，是物种改良的前提条件。在物种遗传基础研究中
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运用较多的是分子标记技术，如ＡＦＬＰ、ＲＡＰＤ、ＳＳＲ、

ＩＳＳＲ和ＳＲＡＰ等，各种分子标记各有其优缺点。虽然
选用一种分子标记省时省力，但所得结果不够准确、
全面。为此，本研究首次使用ＩＳＳＲ和ＳＲＡＰ２种分子
标记对湖北省油茶种质的遗传多样性进行初步评估，
目的在于了解这２种分子标记应用于油茶研究的有
效性，以及湖北省油茶不同地区群体内或群体间的遗
传多样性，探讨不同群体间的亲缘关系。

１　材料和方法

１．１　材料

从湖北省采集油茶样品共４８个，其中，来自武汉
新洲（ＷＨＸＺ，Ｗｕｈａｎ　Ｘｉｎｚｈｏｕ）地区１１个，编号为
ＸＺ０１－ＸＺ１１；黄冈红安（ＨＧＨＡ，Ｈｕａｎｇｇａｎｇ　Ｈｏｎｇ’ａｎ）
地区１１个，编号为 ＨＡ０１－ＨＡ１１；咸宁横沟桥
（ＸＮＨＧＱ，Ｘｉａｎｎｉｎｇ　Ｈｅｎｇｇｏｕｑｉａｏ）地区１１个，编
号为 ＨＧＱ０１－ＨＧＱ１１；恩施鹤峰（ＥＳＨＦ，Ｅｎｓｈｉ
Ｈｅｆｅｎｇ）地区１１个，编号为 ＨＦ０１－ＨＦ１１；黄石阳
新（ＨＳＹＸ，Ｈｕａｎｇｓｈｉ　Ｙａｎｇｘｉｎ）地区４个，编号为
ＹＸ０１－ＹＸ０４。

１．２　ＤＮＡ提取

采用改良的ＣＴＡＢ法提取基因组ＤＮＡ［４］。基
因组 ＤＮＡ 经 检 测 后 稀 释 至 终 质 量 浓 度 为
１０ｎｇ／μＬ，保存至－２０℃备用。

１．３　ＩＳＳＲ扩增

参考何玮等［５］发表的ＩＳＳＲ反应体系和扩增程
序，用筛选出的６条ＩＳＳＲ引物对油茶基因组ＤＮＡ
进行ＰＣＲ扩增。扩增产物用２％琼脂糖凝胶电泳
检测。

１．４　ＳＲＡＰ扩增

采用优化的ＳＲＡＰ反应体系和筛选的１１对引
物组合对４８份样品进行ＰＣＲ扩增［６］。扩增产物用
６％的变性聚丙烯酰胺凝胶银染检测。

１．５　数据分析

按照在相同迁移位置上有带的记为１，无带的
记为０的原则，分别记录ＩＳＳＲ和ＳＲＡＰ扩增结果，
形成“０、１”组成的数据阵，输入ＰＯＰＧＥＮＥ　ｖｅｒｓｉｏｎ

１．３２软件。分别计算多态位点百分率（ＰＰＢ，ｐｅｒ－
ｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ　ｂａｎｄｓ），观测等位基因数
（Ｎａ，ｏｂｓｅｒｖｅｄ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ａｌｌｅｌｅｓ）、有效等位基因数
（Ｎｅ，Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ａｌｌｅｌｅｓ）、Ｎｅｉ’ｓ基因多样
性（Ｈ，Ｎｅｉ’ｓ　ｇｅｎｅ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）、Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ信息指数
（Ｉ，Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｉｎｄｅｘ）。用 ＮＴＳＹＳ－ｐｃ
软件根据各居群遗传相似性系数进行 ＵＰＧＭＡ（不
加权成对算术平均法）聚类分析。

２　结果与分析

２．１　油茶多态性分析

利用６条ＩＳＳＲ引物对４８个油茶样品进行ＰＣＲ
扩增，在获得的７４条清晰扩增条带中，多态性条带７０
条，占９４．５９％。每条引物扩增得到的多态性条带数
量为１０～１３条，平均为１１．７条；每条引物得到的多
态性比例在８３．３３％～１００％，平均为９４．５９％。
在１１对ＳＲＡＰ引物扩增得到的６４条扩增条带

中，多态性条带有６０条，占９３．７５％。每条引物扩增
得到的多态性条带数量为４～８条，平均为５．８２条；
每条引物得到的多态性比例在８０％～１００％，平均为
９３．７５％。

ＩＳＳＲ＋ＳＲＡＰ的组合分析中，１３８条扩增条带内
有１３０条为多态性条带，多态性比例为９４．２０％。

２．２　油茶遗传多样性分析

油茶５个群体的遗传数据见表１。ＩＳＳＲ分子标
记的分析结果显示，油茶 ＰＰＢ为９４．５９％，Ｎａ为
１．９５，Ｎｅ为１．５２，Ｈ为０．３１，Ｉ为０．４６。在这５个群
体中，ＥＳＨＦ群体的ＰＰＢ最高，为７２．９７％，对应的Ｎａ
为１．７３，Ｎｅ为１．３７，Ｈ为０．２２，Ｉ为０．３４。ＰＰＢ最低
的是 ＨＳＹＸ，为４０．５４％，对应的 Ｎａ为１．４０，Ｎｅ为
１．２９，Ｈ 为０．１６，Ｉ为０．２４。其他居群的数据介于
ＥＳＨＦ居群和 ＨＳＹＸ居群之间。ＳＲＡＰ分子标记的
分析结果与ＩＳＳＲ的结果相似，不同的是遗传多样性
最高的居群为ＨＧＨＡ群体，ＰＰＢ为７０．３１％。
在ＩＳＳＲ＋ＳＲＡＰ数据组合分析中，结果表明，

ＨＧＨＡ居群具有最大的遗传变异，而 ＨＳＹＸ居群具
有的遗传变异最小，其结果与ＳＲＡＰ分析结果一致。

表１　油茶遗传多样性分析结果

居群
ＩＳＳＲ

ＰＰＢ／％ Ｎａ　 Ｎｅ　 Ｈ Ⅰ

ＳＲＡＰ

ＰＰＢ／％ Ｎａ　 Ｎｅ　 Ｈ Ⅰ

ＩＳＳＲ＋ＳＲＡＰ

ＰＰＢ／％ Ｎａ　 Ｎｅ　 Ｈ Ⅰ

ＷＨＸＺ　 ４８．６５　 １．４９　 １．２８　 ０．１５　 ０．２３　 ６８．７５　 １．６９　 １．５７　 ０．３０　 ０．４４　 ５７．９７　 １．５８　 １．４１　 ０．２３　 ０．３３
ＨＧＨＡ　 ７０．２７　 １．７０　 １．４０　 ０．２４　 ０．３６　 ７０．３１　 １．７０　 １．６０　 ０．３２　 ０．４５　 ７０．２９　 １．７０　 １．５０　 ０．２８　 ０．４０
ＸＮＨＧＱ　 ６３．５１　 １．６４　 １．３４　 ０．２０　 ０．３０　 ５９．３８　 １．５９　 １．５１　 ０．２７　 ０．３９　 ６１．５９　 １．６２　 １．４２　 ０．２３　 ０．３４
ＥＳＨＦ　 ７２．９７　 １．７３　 １．３７　 ０．２２　 ０．３４　 ６０．９４　 １．６０　 １．５２　 ０．２７　 ０．３９　 ６７．３９　 １．６７　 １．４４　 ０．２５　 ０．３６
ＨＳＹＸ　 ４０．５４　 １．４０　 １．２９　 ０．１６　 ０．２４　 ４３．７５　 １．４４　 １．３８　 ０．２０　 ０．２８　 ４２．０３　 １．４２　 １．３３　 ０．１８　 ０．２６
平均 ５９．１９　 １．５９　 １．３４　 ０．１９　 ０．２９　 ６０．５９　 １．６０　 １．５１　 ０．２７　 ０．３９　 ６０．２９　 １．６０　 １．４２　 ０．２３　 ０．３４
物种水平 ９４．５９　 １．９５　 １．５２　 ０．３１　 ０．４６　 ９３．７５　 １．９４　 １．７２　 ０．４０　 ０．５７　 ９４．２０　 １．９４　 １．６１　 ０．３５　 ０．５１
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２．３　油茶居群聚类分析

在聚类分析中，按照各居群间的遗传相似性系数，
根据ＵＰＧＭＡ法构树分析各地理居群间的亲缘关系。

ＩＳＳＲ分子标记计算各居群间的遗传相似性系数在
０．６８５８（ＷＨＸＺ 与 ＥＳＨＦ）至 ０．９３３３（ＷＨＸＺ 与
ＨＧＨＡ）之间，聚类分析将５个居群分为２大类，如图１
（ａ）所示。第１类又可分为２个亚类，第一亚类由
ＷＨＸＺ、ＨＧＨＡ、ＨＳＹＸ　３个居群构成，第二亚类为
ＸＮＨＧＱ居群；第２类为ＥＳＨＦ居群。ＳＲＡＰ标记中各
居群间遗传相似性系数在０．６７５９（ＨＧＨＡ与ＥＳＨＦ）至
０．９１５４（ＷＨＸＺ与ＨＧＨＡ）之间，聚类分析将５个居群
分为２大类，如图１（ｂ）所示。第１类又可分为２个亚
类，第一亚类包含 ＷＨＸＺ、ＨＧＨＡ　２个居群，第二亚类
包括 ＸＮＨＧＱ、ＨＳＹＸ居群；第２类为ＥＳＨＦ居群。

ＩＳＳＲ＋ＳＲＡＰ组合数据分析各居群间遗传相似性系数
在０．６８３６（ＷＨＸＺ与 ＥＳＨＦ）至０．９１９２（ＷＨＸＺ与
ＨＧＨＡ）之间，聚类分析也将５个居群分为２大类，如
图１（ｃ）所示。ＥＳＨＦ居群单独成为一类，另一类则由

图１　油茶种群基于ＩＳＳＲ（ａ）、ＳＲＡＰ（ｂ）、ＩＳＳＲ＋ＳＲＡＰ（ｃ）
数据的ＵＰＧＭＡ聚类分析

ＷＨＸＺ、ＨＧＨＡ　２个居群构成一个亚类，与ＸＮＨＧＱ、

ＨＳＹＸ居群构成的亚类合并而成。

３　结论与讨论

３．１　ＳＲＡＰ和ＩＳＳＲ分子标记

在遗传多样性评估中，ＩＳＳＲ分子标记是一种以
微卫星序列为引物，进行多位点ＰＣＲ扩增的技术，
主要针对于非编码区扩增［７］。ＳＲＡＰ是一种新型的
分子标记，引物的设计遵循外显子富含ＧＣ而内含
子富含ＡＴ的特点，主要针对于基因组ＤＮＡ中的
开放阅读框进行多态性检测［８］。两种分子标记扩增
的区域不同，两种分子标记的组合研究可弥补单一
分子标记的缺陷，得到比单一分子标记更加全面的
分析结果。
在本研究中，无论是ＩＳＳＲ标记还是ＳＲＡＰ标

记，任何一组引物都获得了大量的扩增条带。

ＩＳＳＲ、ＳＲＡＰ及ＩＳＳＲ＋ＳＲＡＰ组合分析都获得较高
的多态性比例。ＩＳＳＲ和ＳＲＡＰ获得的多态性比例
也较高，ＩＳＳＲ标记的多态性比例为９４．５９％，ＳＲＡＰ
标记的多态性比例为９３．７５％，ＩＳＳＲ＋ＳＲＡＰ组合
分析的多态性比例为９４．２０％，高于温强等［９］对油
茶高产无性系的ＩＳＳＲ 研究结果 （多态性比例

８７．９６％），也高于王保明等［１０］对油茶无性系的ＩＳＳＲ
研究结果（多态性比例为６８．６％），推测原因可能在
于样品的区别，本研究对象是湖北省内随机采集的
油茶样品，而温强等主要是对江西省的高产无性系
进行研究，王保明则主要研究湖南省的油茶无性系。

３．２　遗传多样性

本研究结果显示，遗传多样性最低的居群为

ＨＳＹＸ居群，可能与其样本数量较少有关；而遗传多
样性最高的居群略有差异。ＩＳＳＲ标记结果表明，

ＥＳＨＦ居群为遗传多样性最高的居群，而ＳＲＡＰ分析
结果及两种分子标记的组合数据结果都表明 ＨＧＨＡ
居群为遗传多样性最丰富的居群。遗传多样性丰富
说明种群内ＤＮＡ水平的变异较多，在ＥＳＨＦ居群中
这些变异可能大多存在于一些基因的调控区或基因

间的互作，而在 ＨＧＨＡ居群中这些变异可能大多存
在于某些功能基因或是结构基因部位。

３．３　亲缘关系分析

本研究聚类分析的结果较为一致，将５个居群
分为两大类，其中ＥＳＨＦ居群总是单独成为一类，
与其他群体的亲缘关系普遍较远，加之ＥＳＨＦ居群
的遗传多样性水平较高，满足作为远缘杂交的亲本
要求。在另一类中表现为 ＷＨＸＺ居群和 ＨＧＨＡ
居群遗传相似性水平较高，可能与采样地点较为接
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近有关，在这２个群体中可能存在频繁的基因交流。
湖北省曾是油茶主产区之一，但由于各种原因，

油茶产业发展缓慢，良种的选育与推广明显滞后于
周边湘、赣等省［１１］。从本研究结果看，湖北省油茶
种质资源的遗传多样性较为丰富，资源的遗传背景
并不存在过于单一的现象。因此在以后的研究中，
还要把将油茶的形态学性状数据纳入分析范围，在
获得综合性状优良的亲本前提下，将亲缘关系较远
的材料进行杂交，有望获得遗传基础丰富、变异类型
多的杂交后代，加速良种的筛选与培育。
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（上接第５２页）　都有典型的“午休”现象。不同之
处是峰值出现时间不同，结荚期的蒸腾速率峰值出
现较开花期提前２ｈ，分析原因，可能是同时段的气
孔导度较高，也可能与结荚期较高的温度有关。元
豆是５个品种里蒸腾速率最大的品种，这与其较高
的气孔导度相一致。结合２个时期的光合指标发
现，元豆在５个品种里净光合速率、气孔导度、细胞
间ＣＯ２ 浓度、蒸腾速率等光合指标在各个时间段均
最高，郑９７２１０－６和泌阳牛毛豆在各个时间段的表
现都相差不大，而中豆８号各项光合指标数据最小。
这表明在某一环境下不同大豆品种之间的光合特性

虽有差异，但也体现了一定的规律性。
作物的光合作用是一个非常复杂的过程，大气

因子、生理因子及生化因子相互影响制约着光合速
率的日变化。因此，在对作物光合速率做比较时，还
要注意环境因素及测定时间的影响，在品种选育时
可考虑选择在逆境条件下日变化不敏感的类型，以
达到增加植株整个生育期光合能力的目的。
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