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ｃｌａｓｓ ＩＩꎬ ｃｌａｓｓ ＩＩＩꎬ ｃｌａｓｓ ＩＶ ａｎｄ ｃｌａｓｓ ＶＩＩ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ. ｈｙｂｒｉｄｕｍ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔａｇ￣ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ (ＥＳＴ￣ＳＳＲ) ｍａｒｋｅｒꎻ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ

ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

　 　 兰属植物主要分于中国、日本、韩国、马来群岛、
印度西北部、澳大利亚北部和东部等国家和地区ꎬ具
有很高的观赏价值和经济开发价值ꎮ 兰属约有 ４８ 个

原生种ꎬ中国有 ２９ 个ꎬ主要分为地生类、附生类和腐

生类ꎮ 春兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ)和大花蕙兰(Ｃｙｍ￣
ｂｉｄｉｕｍ ｈｙｂｒｉｄｕｍ)都是兰属中重要的种ꎬ相关园艺品

种十分丰富ꎬ市场化开发程度高ꎮ １９８９ 年有学者利用

中国兰属植物独占春(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｅｂｕｒｎｅｕｍ)的变种象

牙白作母本ꎬ碧玉兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｌｏｗｉａｎｕｍ)作父本ꎬ
育成了大花蕙兰的第一个品种象牙碧玉兰[１]ꎬ后来又

利用原产于印度、缅甸、泰国和中国西南部等国家及

地区的许多大花附生原种为亲本ꎬ杂交获得了大量兰

属新品种ꎮ 随着产业的发展ꎬ国内兰花人工育种的重

要方向之一是通过春兰与大花蕙兰的种间杂交ꎬ改善

大花蕙兰品种无香味、叶型散乱并且在中国南方地区

不易开花以及春兰花色单一等缺陷ꎬ选育出兼具二者

优点的新种质ꎮ 目前ꎬ春兰和大花蕙兰杂交育种产业

在中国才刚起步ꎬ种质资源的创新利用及分子标记辅

助育种具有十分重要的研究价值ꎮ
目前ꎬ兰属植物的基因组信息还比较匮乏ꎬ简单重

复序列(ＳＳＲ)标记的开发是丰富兰属植物遗传信息的

重要手段ꎬ兰科植物的 ＳＳＲ 标记引物在属内、种内都有

很好的适应性和通用性[２￣３]ꎮ 早期的兰属植物研究主

要通过基因组富集文库开发 ＳＳＲ 标记引物ꎬＸｉａ 等[４]开

发了 ９ 对墨兰 ＳＳＲ 标记引物ꎬ并证明其在兰科植物中

有广泛的适应性ꎻＭｏｅ 等[５]开发了 １４ 对春兰 ＳＳＲ 标记

引物ꎬ研究了包含春兰、墨兰、大花蕙兰 ３ 个种 ９６ 份种

质的遗传多样性ꎻＨｙｕｎ 等[６] 利用 ＳＳＲ 标记研究了朝

鲜、韩国、中国和日本的春兰种群遗传多样性及亲缘关

系ꎮ 上述 ＳＳＲ 标记的开发和应用促进了兰属植物分类

鉴定、遗传进化等分子生物学研究ꎮ 随着测序技术的

发展和测序成本的下降ꎬ利用转录组测序数据开发的

ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记在作物研究上被广泛应用[７￣１０]ꎬ兰属植物

ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记的开发利用方面也取得了一定进展ꎮ 李

小白等[１１￣１２] 利用建兰转录组测序数据开发了 ６２ 对

ｇｅｎｉｃ￣ＳＳＲ 标记引物ꎬ金凤等[１３]采用其中的 ５２ 对 ｇｅｎｉｃ￣
ＳＳＲ 标记引物分析了兰属植物 ５ 个种的 ４３ 个品种ꎬ发
现品种遗传背景与地理环境存在一定联系ꎮ Ｈｕａｎｇ

等[１４]利用蝴蝶兰属在 ＮＣＢＩ 公开的表达序列标签

(ＥＳＴ)数据ꎬ开发了 １３ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记引物ꎬ对 ６ 个种

的 １０３ 个兰属植物品种进行遗传分析ꎬ其中聚类分析

结果很好地反映出参试品种种间、种内遗传背景的差

异ꎮ Ｌｉｕ 等[１５]利用１３ 对ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记引物对１２９ 个春

兰品种进行遗传分析ꎬ发现 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记在品种分类

和种质鉴定方面实用性较强ꎬ４３ 个梅瓣品种中存在

ＣＹ２￣Ｊ 等位基因ꎬ为春兰梅瓣品种相关功能基因的研究

提供了参考ꎮ 张亚楠等[１６]发现ꎬ寒兰转录组测序数据

开发的 １５ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记引物在 １５ 个不同地区的寒

兰中表现出多态性ꎬ可用于寒兰的遗传研究ꎮ 说明ꎬ
ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记在兰属植物品种分类、种质鉴定及标记

的功能分析等方面有很高的应用价值和发展潜力ꎮ
春兰和大花蕙兰杂交育种周期长ꎬ优良种质的早

期筛选能减少工作量ꎬ有效提高育种效率ꎮ 本研究拟

利用春兰和大花蕙兰杂交种黄金梅的转录组测序数

据开发 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记ꎬ以期为春兰和大花蕙兰种质资

源遗传多样性和亲缘关系分析评估ꎬ杂种优势群体的

划分ꎬ杂交种的真实性检测ꎬ园艺性状遗传规律分析

以及杂种性状预测等研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 转录组数据来源

转录组测序样本是保存于江苏里下河地区农业

科学研究所兰花种质资源圃中的兰属杂交种黄金

梅ꎬ黄金梅是从母本春兰大宋梅与父本大花蕙兰黄

金虎杂交 Ｆ１ 代中选出的新品系ꎬ取其花蕾期淡黄绿

色花萼和始花期紫红色花萼ꎬ提取 ＲＮＡ 后委托上海

为青生物科技有限公司进行转录组测序ꎬ获得

１１３ ７８０条 Ｕｎｉｇｅｎｅꎮ
１.２　 植物材料

参试的 ４８ 份种质材料(表 １)取自江苏里下河

地区农业科学研究所花卉课题组兰花种质资源圃ꎬ
包括 １４ 份(序号１~１４)春兰大宋梅与大花蕙兰黄金

虎杂交 Ｆ１ 代种群(ＣＨ)、１１ 份(序号１５~ ２５)大花蕙

兰种群(ＤＨ)、１０ 份(序号２７~ ３６)春兰新春梅与大

花蕙兰红霞杂交 Ｆ１ 代种群(ＸＨ)、１３ 份(序号 ２６、序
号３７~４８)春兰种群(ＣＬ)ꎮ
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表 １　 供试兰属植物材料

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ

序号 编号 名称 序号 编号 名称 序号 编号 名称 序号 编号 名称

１ ＣＨ￣１ 春蕙￣２ １３ ＣＨ￣１３ 春蕙￣２８ ２５ ＤＨ￣１１ 红霞 ３７ ＣＬ￣２ 银杆素

２ ＣＨ￣２ 春蕙￣３ １４ ＣＨ￣１４ 春蕙￣２９ ２６ ＣＬ￣１ 新春梅 ３８ ＣＬ￣３ 孟山素

３ ＣＨ￣３ 春蕙￣５ １５ ＤＨ￣１ 翠玉 ２７ ＸＨ￣１ 新蕙￣１ ３９ ＣＬ￣４ 花仙素

４ ＣＨ￣４ 春蕙￣６ １６ ＤＨ￣２ 黄金岁月 ２８ ＸＨ￣２ 新蕙￣２ ４０ ＣＬ￣５ 福荷素

５ ＣＨ￣５ 春蕙￣９ １７ ＤＨ￣３ 福娘 ２９ ＸＨ￣３ 新蕙￣３ ４１ ＣＬ￣６ 秀水素

６ ＣＨ￣６ 春蕙￣１０ １８ ＤＨ￣４ 马列 ３０ ＸＨ￣４ 新蕙￣４ ４２ ＣＬ￣７ 天童素

７ ＣＨ￣７ 春蕙￣１５ １９ ＤＨ￣５ 小沙拉 ３１ ＸＨ￣５ 新蕙￣５ ４３ ＣＬ￣８ 大雪岭

８ ＣＨ￣８ 春蕙￣１６ ２０ ＤＨ￣６ 台北小姐 ３２ ＸＨ￣６ 新蕙￣６ ４４ ＣＬ￣９ 朱鹭

９ ＣＨ￣９ 春蕙￣１７ ２１ ＤＨ￣７ 粉团圆 ３３ ＸＨ￣７ 新蕙￣７ ４５ ＣＬ￣１０ 富饶牡丹

１０ ＣＨ￣１０ 春蕙￣１９ ２２ ＤＨ￣８ 韩国小姐 ３４ ＸＨ￣８ 新蕙￣８ ４６ ＣＬ￣１１ 余蝴蝶

１１ ＣＨ￣１１ 春蕙￣２０ ２３ ＤＨ￣９ 韩国夫人 ３５ ＸＨ￣９ 新蕙￣９ ４７ ＣＬ￣１２ 乌蒙牡丹

１２ ＣＨ￣１２ 春蕙￣２３ ２４ ＤＨ￣１０ 福星 ３６ ＸＨ￣１０ 新蕙￣１０ ４８ ＣＬ￣１３ 绿云蝶

ＣＨ:春兰大宋梅与大花蕙兰黄金虎杂交 Ｆ１ 代种群ꎻＸＨ:春兰新春梅与大花蕙兰红霞杂交 Ｆ１ 代种群ꎻＤＨ:大花蕙兰种群ꎻＣＬ:春兰种群ꎮ

１.３　 ＤＮＡ 提取

选取叶长 １０ ｃｍ 以上当年新生叶片ꎬ采用改良的

十六烷基三甲基溴化铵(ＣＴＡＢ)法提取基因组 ＤＮＡꎬ
提取液使用前加入 ２％的 β￣巯基乙醇ꎮ 利用 １％琼脂

糖凝胶电泳和紫外分光光度计检测 ＤＮＡ 纯度及质量

浓度ꎬ稀释至 ２５ ｎｇ / μｌꎬ－２０ ℃下保存备用ꎮ
１.４　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 位点筛选和引物设计

利用 ＭＩＳＡ 工具对 Ｕｎｉｇｅｎｅ 进行 ＳＳＲ 位点搜索

分析ꎬＳＳＲ 筛选标准为:单核苷酸重复次数至少为

１０ 次ꎬ二核苷酸重复次数至少为 ６ 次ꎬ三核苷酸、四
核苷酸、五核苷酸、六核苷酸重复次数至少为 ５ 次ꎮ
利用 Ｐｒｉｍｅｒ ３.０ 引物设计软件为含有 ＳＳＲ 位点的

Ｕｎｉｇｅｎｅ 设计引物ꎬ设计原则为:引物序列长度１８~
２４ ｂｐꎬ预计扩增产物大小１００~ ６００ ｂｐꎬＧ＋Ｃ 含量

４０％~７０％ꎬ退火温度５５~ ５７ ℃ꎬ上、下游引物的退

火温度值相差不大于 ２ ℃ꎬ获得引物后比对 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅꎬ引物两端不允许错配ꎮ 随机选取 ２００ 对 ＥＳＴ￣
ＳＳＲ 标记引物ꎬ由上海捷瑞生物工程有限公司合成ꎮ
１.５　 引物筛选

将编号为 ＣＨ￣２、ＣＨ￣１０、ＤＨ￣８、ＤＨ￣９、ＸＨ￣１、ＸＨ￣
１０、ＣＬ￣３、ＣＬ￣１０ 的 ８ 份种质中提取的 ＤＮＡ 等量混合ꎬ
进行引物筛选ꎮ ＰＣＲ 反应体系为 １２􀆰 ００ μｌꎬ其中 ２５􀆰 ０
ｎｇ / μｌ ＤＮＡ ２􀆰 ００ μｌꎬ １０× ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ １􀆰 ２０ μｌꎬ ２５􀆰 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｍｇ２＋ １􀆰 ５０ μｌꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 引物 Ｐｒｉｍｅｒ￣Ｆ 和

Ｐｒｉｍｅｒ￣Ｒ 各 １􀆰 ００ μｌꎬ０􀆰 ５ Ｕ / μｌ ａｑ ＤＮＡ 聚合酶 １􀆰 ００
μｌꎬ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰｓ ０􀆰 ７５ μｌꎬ剩余用双蒸水补足ꎮ
试验所用药品、试剂均购自生工生物工程(上海)股份

有限公司ꎮ ＰＣＲ 扩增程序为:９５ ℃预变性 ２􀆰 ０ ｍｉｎꎬ
３５ 个循环(９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５１ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸

４５ ｓ)ꎬ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ退火温度由 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记引

物决定ꎮ 扩增产物采用 ８％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

分离ꎬ１２０ Ｖ 电压下电泳 ９０ ｍｉｎꎬ银染显色ꎬ在可见光

灯箱中进行观察、拍照和读带ꎮ
１.６　 ＰＣＲ 扩增和数据分析

依据筛选出的引物ꎬ对 ４８ 份材料进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ统计目的扩增条带ꎬ根据分子量大小依次记载ꎬ
缺失数据记载为 ９９ꎬ计算多态位点数及多态率ꎮ 用

ＰＯＰ￣ＧＥＮＥ３２ 软件分析扩增位点和种群的等位基因

数、有效等位基因数、观测杂合度、期望杂合度、
Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ 信息指数、基因分化系数、基因流、Ｎｅｉ’ ｓ
基因多样度、Ｎｅｉ’ ｓ 遗传距离、Ｎｅｉ’ ｓ 遗传一致度ꎮ
利用 ＰＩＣ Ｃａｌｃ ０.６ 软件计算各引物的多态性信息含

量(ＰＩＣ)ꎮ 将基因型数据转为(０ꎬ１)数据模式ꎬ使用

ＮＴＳＹＳｐｃ ２.１０ 软件以非加权组平均法(ＵＰＧＭＡ)对
４８ 份种质进行聚类分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 兰属杂交种黄金梅转录组中 ＳＳＲ 位点的数量

与分布

　 　 黄金梅转录组１１３ ７８０条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 中共识别到

２３ ７０９个 ＳＳＲ 位点ꎬ分布在 １８ ５４８条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 中ꎬ
ＳＳＲ 的发生频率 (含有 ＳＳＲ 的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数目与总

Ｕｎｉｇｅｎｅ 数目的比值)为 １６􀆰 ３０％ꎬＳＳＲ 位点出现频

率(检出的 ＳＳＲ 数目与总 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数目的比值)达
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２０􀆰 ８４％ꎮ 包含 １ 个以上 ＳＳＲ 位点的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 有

３ ９６８条ꎬ含有复合型 ＳＳＲ 位点的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 有２ ３１０
条ꎮ

转录组鉴定出 ６ 种重复类型的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ (表

２)ꎬ从单核苷酸到六核苷酸均存在ꎬ其中单核苷酸、
双核苷酸、三核苷酸重复数量较多ꎬ分别占总 ＳＳＲ
的 ５９􀆰 ６９％、２７􀆰 ５６％和 １１􀆰 ７９％ꎻ四核苷酸、五核苷

酸、六核苷酸重复数量较少ꎬ 分别占总 ＳＳＲ 的

０􀆰 ７１％、０􀆰 １３％和 ０􀆰 １２％ꎬ单核苷酸重复到六核苷酸

重复的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 数量呈递减趋势ꎮ
２.２　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记引物的筛选

以编号为 ＣＨ￣２、ＣＨ￣１０、ＤＨ￣８、ＤＨ￣９、ＸＨ￣１、ＸＨ￣
１０、ＣＬ￣３、ＣＬ￣１０ ８ 份材料基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ对随

机筛选出的 ２００ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记引物进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ扩增标记清晰度较好的引物有 １１５ 对ꎬ扩增效率

为 ５７􀆰 ５％ꎮ 利用粗筛引物对 ４８ 份兰属种质材料进

行 ＰＣＲ 扩增ꎬ其中 １０４ 对引物扩增出了 ＰＣＲ 产物ꎬ

可分为 ３ 类ꎬ第一类为扩增产物与预期长度相符合

的特异性标记(图 １Ａ)ꎻ第二类为非特异性标记(图
１Ｂ)ꎬ其中某些非特异性标记能清楚地对参试种质

进行划分ꎻ第三类为无多态性的特异性标记ꎮ 根据

扩增结果选出 ２０ 对具有多态性ꎬ条带清晰ꎬ重复性

较好ꎬ并且所得扩增条带大小与预期相符的引物ꎮ

表 ２　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 的类型、数量和分布频率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｙｐｅꎬ ｑｕａｎｔｉｔｙ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔａｇ￣
ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ(ＥＳＴ￣ＳＳＲ)

重复类型 数量 比例(％)

单核苷酸 １４ １５１ ５９.６９

二核苷酸 ６ ５３５ ２７.５６

三核苷酸 ２ ７９６ １１.７９

四核苷酸 １６８ ０.７１

五核苷酸 ３１ ０.１３

六核苷酸 ２８ ０.１２

Ａ:３５ 号引物ꎻＢ:１４４ 号引物ꎮ Ｍ:２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~４８:见表 １ꎮ
图 １　 部分 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记引物扩增图谱

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ＥＳＴ￣ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

２.３　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记的多态性和遗传多样性分析

　 　 统计筛选出的 ２０ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记引物在 ４８ 份

兰属种质中的特异性扩增条带ꎬ结果(表 ３)显示ꎬ扩
增条带大小为１４９~３４１ ｂｐꎮ ２０ 对引物在 ４８ 份材料

中共检测到 ６３ 个位点ꎬ其中多态性位点 ６０ 个ꎬ位点

多态率(ＰＰＬ)平均值为 ９４􀆰 ５８％ꎮ ２０ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标

记引物共检测到 ８１􀆰 ００ 个等位基因ꎬ平均每对引物

检测到 ４􀆰 ０５ 个等位基因ꎬ平均有效等位基因数为

２􀆰 １７８ ９ꎮ 多态性信息含量为０􀆰 １１０ ３~ ０􀆰 ６６２ ２ꎬ平
均值为０􀆰 ４５３ ６ꎬ其中 ９ 个位点表现为高度多态性

(ＰＩＣ≥０􀆰 ５００ ０)ꎬ １０ 个位点表现为中度多态性

(０􀆰 ２５０ ０<ＰＩＣ<０􀆰 ５００ ０)ꎬ１ 个位点表现为低度多态
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性(ＰＩＣ≤０􀆰 ２５０ ０)ꎮ Ｇ２６７４４＿ｃ２＿ｇ３ 位点的多态性

最丰富ꎬＧ２６７４４＿ｃ２＿ｇ３ 基因注释与糖转运蛋白有

关ꎬＧ３４１１８＿ｃ１＿ｇ１ 位点的多态性最低ꎬＧ３４１１８＿ｃ１＿
ｇ１ 基因注释与核内不均一核糖核蛋白有关ꎮ Ｓｈａｎ￣
ｎｏｎ’ｓ 信息指数的变化范围为０􀆰 ２３３ ８~ １􀆰 ４７２ ４ꎬ平

均值为０􀆰 ９３２ １ꎬ说明 ４８ 份种质间遗传多样性较高ꎮ
观测杂合度的变化范围为０􀆰 １０４ ２~０􀆰 ６４５ ８ꎬ平均值

为０􀆰 ３２０ ８ꎬ期望杂合度平均值为０􀆰 ５０７ ０ꎬ群体的基

因分化系数平均值为 ０􀆰 １６０ ５ꎬ基因流平均值为

２􀆰 １９０ ６ꎬ说明群体存在一定程度的近交ꎮ

表 ３　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记引物序列及其扩增结果分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＥＳＴ￣ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

引物
代号

位点 引物序列(５′→３′)　 　 重复
单位

产物
大小
(ｂｐ)

多态
位点
数

位点
多态率
(％)

等位
基因数

有效
等位

基因数

Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ
信息
指数

观测
杂合度
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多态性
信息
含量

基因
分化
系数

基因流

４ Ｇ３５２０８＿ｃ２＿ｇ１ Ｆ:ＣＡＣＣＡＧＡＣＧＡＡＧＡＣＣＣＴ
Ｒ:ＧＡＧＡＡＴＧＡＣＡＧＴＴＴＴＧＣＴＧＡＣ

(ＡＴＣ)６ ２４３ ３ １００.００ ３.００ １.５５４ １ ０.６３１ ８ ０.３５４ ２ ０.３６０ ３ ０.３１６ １ ０.１６４ １ １.２７３ ０

９ Ｇ２９８７８＿ｃ４＿ｇ１ Ｆ:ＡＣＧＣＴＧＧＴＣＣＧＴＴＴＡＴＧ
Ｒ:ＣＡＣＣＣＡＴＣＣＴＴＧＣＴＣＴＣ

(ＣＧＧ)８ ２３６ ３ １００.００ ４.００ ３.０７２ ０ １.２２２ ５ ０.１２５ ０ ０.６８１ ６ ０.６１３ ４ ０.２２３ ４ ０.８６９ ２

１０ Ｇ３３１３９＿ｃ１＿ｇ１ Ｆ:ＧＣＣＣＡＴＣＴＣＣＡＴＧＴＴＧＴ
Ｒ:ＣＣＴＣＣＴＣＣＣＡＣＴＣＴＴＣＴＴ

(ＣＣＴ)５ ２５５ ５ １００.００ ６.００ ２.８６９ ２ １.２５５ ５ ０.３１２ ５ ０.６５８ ３ ０.５８７ ４ ０.０９５ ９ ２.３５７ ８

１７ Ｇ３５１１３＿ｃ０＿ｇ１ Ｆ:ＧＣＡＧＣＡＧＣＡＡＣＡＡＣＡＡＧ
Ｒ:ＣＧＣＡＣＣＡＴＣＴＣＴＣＣＴＴＴ

(ＡＡＣ)５ １６８ ３ １００.００ ４.００ ２.３５５ ８ １.０７５ ０ ０.２０８ ３ ０.５８１ ６ ０.５３０ １ ０.２２９ ７ ０.８３８ ３

１８ Ｇ３２９０５＿ｃ１＿ｇ２ Ｆ:ＧＣＡＧＣＡＧＡＴＴＴＣＡＴＧＴＴＣＴＡＴ
Ｒ:ＣＧＡＧＣＴＴＧＴＴＴＣＡＴＧＧＴＴ

(ＡＡＴ)９ ２９８ ３ １００.００ ４.００ ２.８３２ ２ １.１６０ ８ ０.４１６ ７ ０.６５３ ７ ０.５８０ ４ ０.２０５ ６ ０.９６５ ９

２１ Ｇ３５６０３＿ｃ１＿ｇ２ Ｆ:ＧＧＣＡＣＣＴＡＴＣＡＣＣＧＡＡＧ
Ｒ:ＣＡＧＡＴＣＡＡＧＣＡＧＧＣＡＡＧＴ

(ＡＣＣ)５ ２１６ ３ ７５.００ ５.００ １.６３８ １ ０.８２６ ５ ０.４１６ ７ ０.３９３ ６ ０.３７０ １ ０.０８０ ２ ２.８６７ ４

２８ Ｇ３３９６３＿ｃ１＿ｇ３ Ｆ:ＴＧＧＣＴＣＴＴＡＴＴＴＣＣＴＣＡＣＣ
Ｒ:ＣＴＴＣＡＡＣＡＣＴＣＴＴＣＧＣＴＣＡ

(ＣＴＧ)６ ２３２ ２ ６６.６６ ４.００ １.６９９ ７ ０.７５６ ８ ０.４７９ ２ ０.４１６ ０ ０.３６６ ３ ０.１５６ ８ １.３４４ ２

３０ Ｇ３４１１８＿ｃ１＿ｇ１ Ｆ:ＧＡＧＣＡＧＡＧＣＣＴＴＴＴＧＧＡ
Ｒ:ＡＴＣＣＣＴＴＴＡＧＡＧＣＣＣＴＴＧ

(ＡＡＴ)５ １６１ １ ５０.００ ２.００ １.１３２ ７ ０.２３３ ８ ０.１２５ ０ ０.１１８ ４ ０.１１０ ３ ０.１０９ ０ ２.０４４ ３

３１ Ｇ３５４３６＿ｃ０＿ｇ１ Ｆ:ＡＣＡＧＧＡＴＧＧＴＧＣＣＴＴＴＧ
Ｒ:ＴＴＣＧＴＴＧＧＣＴＡＣＴＴＧＴＧＡＡ

(ＡＡＧ)５ １７１ ２ １００.００ ３.００ １.５７３ ２ ０.６７０ ７ ０.２７０ ８ ０.３６８ ２ ０.３３３ ３ ０.０３３ ９ ７.１２０ １

３５ Ｇ２６７４４＿ｃ２＿ｇ３ Ｆ:ＡＧＡＡＣＣＣＡＡＧＡＧＡＧＣＣＡ
Ｒ:ＴＧＡＧＣＡＡＣＴＧＡＧＡＧＧＡＡＧＡ

(ＣＴＴ)５ １４９ ５ １００.００ ６.００ ３.２２４ ６ １.４７２ ４ ０.３５４ ２ ０.６９７ １ ０.６６２ ２ ０.２４９ １ ０.７５３ ７

３７ Ｇ１９０１１＿ｃ０＿ｇ１ Ｆ:ＡＧＧＴＡＡＧＣＡＡＡＧＧＣＡＡＧＡＡ
Ｒ:ＣＧＡＴＧＡＡＧＣＣＧＴＧＴＣＴＡＡ

(ＡＡＴ)６ ２４３ ３ １００.００ ４.００ １.８３７ ３ ０.８４５ ９ ０.４３７ ５ ０.４６０ ５ ０.４１２ ６ ０.０７５ ２ ３.０７４ ９

６３ Ｇ３０７０４＿ｃ０＿ｇ１ Ｆ:ＧＡＣＧＣＣＡＴＡＧＴＴＧＴＴＴＧＧ
Ｒ:ＣＧＧＡＡＣＡＧＣＣＴＴＴＴＣＴＣＴ

(ＣＧＧ)６ ２５２ ３ １００.００ ４.００ ２.３５９ ４ １.００９ ６ ０.６４５ ８ ０.５８２ ２ ０.５０１ ８ ０.１０５ １ ２.１２８ ７

１００ Ｇ３３６７１＿ｃ２＿ｇ１ Ｆ:ＧＡＴＧＣＴＡＣＧＧＧＧＡＴＧＡＧ
Ｒ:ＧＡＧＧＡＧＡＣＣＡＧＣＡＡＴＧＧ

(ＣＴ)８ ２８４ ５ １００.００ ５.００ ２.１２０ ６ ０.９５４ ５ ０.１０４ ２ ０.５３４ ０ ０.４５７ ０ ０.５６８ ６ ０.１８９ ７

１０３ Ｇ５１７１５＿ｇ１＿ｉ２ Ｆ:ＡＴＴＴＣＣＧＧＣＡＡＣＴＡＴＧＧＣＴ
Ｒ:ＧＡＡＣＡＴＧＡＣＧＡＧＣＧＡＧＡＣＣ

(ＣＴ)５ ２９７ ３ １００.００ ４.００ ２.５５０ １ １.０７３ ０ ０.１８７ ５ ０.６１４ ３ ０.５３９ ３ ０.１３８ ０ １.５６２ ０

１２３ Ｇ３４３２４＿ｃ１＿ｇ２ Ｆ:ＧＧＡＡＡＧＡＧＣＡＧＡＡＣＴＴＧＡＧＡＡ
Ｒ:ＣＴＡＣＣＣＴＡＣＧＣＣＴＣＣＡＡＴＣ

(ＣＴ)５ １９３ ２ １００.００ ２.００ １.６２６ ５ ０.５７３ ５ ０.４３７ ５ ０.３８９ ３ ０.３１１ ０ ０.０３８ ５ ６.２３６ ０

１３６ Ｇ３４３９１＿ｃ０＿ｇ１ Ｆ:ＧＣＣＣＡＧＣＡＡＧＡＧＡＡＧＡＡＡＣ
Ｒ:ＣＡＡＣＡＡＡＣＣＡＧＡＣＡＡＣＧＡＧＡ

(ＣＴＴ)７ １９７ ２ １００.００ ３.００ １.５９６ １ ０.６２１ ４ ０.３９５ ８ ０.３７７ ４ ０.３１７ ６ ０.０８２ ０ ２.７９９ ２
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Ｒ:ＣＡＣＣＡＴＣＴＣＴＴＣＣＴＧＴＴＴＧＴＴ

(ＣＴ)１０ ２９３ ４ １００.００ ５.００ ２.０４９ ８ ０.９９３ ２ ０.２９１ ７ ０.５１７ ５ ０.４７２ ４ ０.１１９ ５ １.８４１ ６
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Ｒ:ＴＧＴＴＧＴＧＧＧＧＡＴＧＴＣＴＡＣＴＧ

(ＡＴ)１２ １９２ ３ １００.００ ４.００ ３.３７８ ３ １.２８８ ６ ０.２７０ ８ ０.７１１ ４ ０.６５０ ２ ０.３０１ ６ ０.５７９ ０

１５５ Ｇ３３１１１＿ｃ０＿ｇ１ Ｆ:ＣＴＴＴＴＣＴＴＡＧＡＴＧＴＣＣＴＧＣＴＴＴＣ
Ｒ:ＧＴＴＣＣＡＣＣＡＴＴＴＧＡＴＴＡＡＣＣＡ

(ＣＴ)５ ３４１ ２ １００.００ ４.００ １.８１４ ９ ０.８４８ ７ ０.３１２ ５ ０.４５３ ７ ０.４１２ ８ ０.０６２ ４ ３.７５８ ８

１７６ Ｇ３０４８４＿ｃ０＿ｇ１ Ｆ:ＡＡＧＧＴＴＣＴＴＴＴＣＧＣＣＴＣＡＣ
Ｒ:ＴＣＡＣＣＣＡＴＴＣＣＣＡＴＡＡＡＣＡ

(ＡＡＣ)６ １９０ ３ １００.００ ５.００ ２.２９３ ７ １.１２６ ９ ０.２７０ ８ ０.５７０ ０ ０.５２７ ５ ０.１７１ ５ １.２０７ ６

５８６孙　 叶等:兰属植物 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记开发及应用



２.４　 不同种群遗传多样性分析

对 ４ 个参试种群进行遗传多样性指数分析ꎬ结
果(表 ４) 显示ꎬ ４ 个种群观测杂合度平均值为

０.３２７ ３ꎬ期望杂合度平均值为０.４３３ ７ꎬ期望杂合度

均大于观测杂合度ꎬ说明各种群内均存在一定程度

的近交ꎮ ＤＨ 种群的等位基因数为 ３􀆰 ３５ꎬＮｅｉ’ｓ 基因

多样度为０.５０９ ５ꎬＳｈａｎｎｏｎ’ｓ 信息指数为０.９１３ ５ꎬ期
望杂合度为０.５３３ ８ꎬＰＩＣ 为０.４８３ ７ꎬ均高于其他 ３ 个

种群ꎬ而 ＣＨ 种群的各项指标值均最低ꎮ 表明ꎬＤＨ
种群遗传多样性最高ꎬ而 ＣＨ 种群遗传多样性最低ꎮ

表 ４　 ４ 个兰属种群的遗传多样性统计分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ

种群 等位基因数 Ｎｅｉ’ｓ 基因多样度 Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ 信息指数 观测杂合度 期望杂合度 多态性信息含量

ＣＨ ２.４５ ０.３５１ １ ０.５９２ ５ ０.２５０ ０ ０.３６４ ２ ０.３３８ １

ＤＨ ３.３５ ０.５０９ ５ ０.９１３ ５ ０.３２７ ３ ０.５３３ ８ ０.４８３ ７

ＸＨ ２.５０ ０.４０６ ５ ０.６６９ ０ ０.４０５ ０ ０.４２１ ９ ０.３６６ ０

ＣＬ ２.６５ ０.３９９ ０ ０.６７１ ５ ０.３２６ ９ ０.４１４ ９ ０.３４４ ７

均值 ２.７４ ０.４１６ ５ ０.７１１ ６ ０.３２７ ３ ０.４３３ ７ ０.３８３ １
ＣＨ、ＸＨ、ＤＨ、ＣＬ 见表 １ 注ꎮ

２.５　 种群间的 Ｎｅｉ’ ｓ 遗传距离和 Ｎｅｉ’ ｓ 遗传一致

度

　 　 利用 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记分析 ４ 个种群两两之间的

Ｎｅｉ’ｓ 遗传距离(ＧＤ)和 Ｎｅｉ’ ｓ 遗传一致度(ＧＩ)ꎬ结
果( 表 ５ ) 表 明ꎬ 种 群 间 的 Ｎｅｉ ’ ｓ 遗 传 距 离 为

０.１１４ ９~ ０.３０１ ２ꎬ Ｎｅｉ’ ｓ 遗传一致度为 ０.７３９ ９~
０.８９１ ５ꎬ４ 个种群的遗传相似度较高ꎬ遗传分化较

小ꎮ ＣＨ 种群与 ＸＨ 种群的 Ｎｅｉ’ｓ 遗传距离最小ꎬ亲
缘关系最近ꎮ ＣＨ 种群、ＸＨ 种群与 ＣＬ 种群的 Ｎｅｉ’ｓ
遗传距离较大ꎬ亲缘关较远ꎬＣＨ 种群、ＸＨ 种群与

ＤＨ 种群的 Ｎｅｉ’ｓ 遗传距离较小ꎬ亲缘关较近ꎮ 基于

Ｎｅｉ’ｓ 遗传一致度的 ４ 个种群聚类图(图 ２)ꎬ春兰与

大花蕙兰的杂交 Ｆ１ 种群与大花蕙兰种群亲缘关系

较近ꎬ与春兰种群的亲缘关系较远ꎮ

表 ５　 Ｎｅｉ’ｓ遗传一致度(右上角)和 Ｎｅｉ’ｓ遗传距离(左下角)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ Ｎｅｉ’ ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ( ａｂｏｖｅ ｄｉａｇｏｎａｌ) ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ

ｄｉｓｔａｎｃｅ (ｂｅｌｏｗ ｄｉａｇｏｎａｌ)

种群 ＣＨ ＤＨ ＸＨ ＣＬ

ＣＨ － ０.８３３ ７ ０.８９１ ５ ０.７３９ ９

ＤＨ ０.１８１ ８ － ０.８６２ ８ ０.７８９ ９

ＸＨ ０.１１４ ９ ０.１４７ ６ － ０.７７５ ４

ＣＬ ０.３０１ ２ ０.２３５ ９ ０.２５４ ３ －

ＣＨ、ＸＨ、ＤＨ、ＣＬ 见表 １ 注ꎮ

２.６　 ４８ 份种质的聚类分析

利用 ＮＴＳＹＳｐｃ ２.１０ 分析软件计算 ４８ 份参试种

质间的杰卡德相似系数ꎬ并制作 ＵＰＧＭＡ 聚类图ꎮ
图 ３ 显示ꎬ本研究开发的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记能区分参试

ＣＨ、ＤＨ、ＸＨ、ＣＬ 见表 １ 注ꎮ
图 ２　 基于 Ｎｅｉ’ｓ遗传一致度的 ４ 个种群的聚类图

Ｆｉｇ.２　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｆｏｕｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｎｅｉ’ｓ ｇｅ￣
ｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｙ

的 ４８ 个兰属种质ꎬ在遗传相似系数为 ０􀆰 ７２ 时ꎬ４８
个种质聚成 ７ 类ꎬ除 ＣＨ￣３、ＸＨ￣９ 外ꎬＣＨ 和 ＸＨ 种群

的其他 ２２ 份材料聚为第Ⅰ类ꎬ第Ⅱ类、第Ⅲ类、第Ⅳ
类、第Ⅶ类均为大花蕙兰种群ꎬ第Ⅴ类除 ＸＨ￣９ 外均

为春兰种群ꎮ 在遗传相似系数为 ０􀆰 ７８ 时ꎬ第Ⅰ类又

分为 ３ 大亚类ꎬ一个亚类主要为 ＣＨ 种群ꎬ另外两个

亚类为 ＸＨ 种群ꎮ

３　 讨 论

３.１　 兰属植物 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记开发

本研究中ꎬ春兰和大花蕙兰杂交种的转录组测

序数据共识别出２３ ７０９个 ＳＳＲ 位点ꎬ位点出现频率

为 ２０􀆰 ８４％ꎬ其中单核苷酸重复占 ５９􀆰 ６９％ꎬ双核苷

酸重复占 ２７􀆰 ５６％ꎬ三核苷酸重复占 １１􀆰 ７９％ꎬ四核

苷酸重复占 ０􀆰 ７１％ꎬ五核苷酸重复占 ０􀆰 １３％ꎬ六核

苷酸重复占 ０􀆰 １２％ꎬ单核苷酸、双核苷酸、三核苷酸
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ＣＨ￣１ 至 ＤＨ￣１ 见表 １ꎮ
图 ３　 ４８ 份供试兰属种质样品的聚类图

Ｆｉｇ.３ 　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｈｅ ４８ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ ｉｎ
ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

重复数量较多ꎮ 李小白等[１１] 利用建兰铁骨素花器

官测 序 的 转 录 组 数 据ꎬ ＳＳＲ 位 点 出 现 频 率 为

１７􀆰 ５４％ꎬ各 ＳＳＲ 类型中单核苷酸重复占比最高

(５５􀆰 ４０％)ꎬ单核苷酸、双核苷酸、三核苷酸重复占比

９７􀆰 ８４％ꎻ张亚楠等[１６]利用寒兰根、茎、叶、花 ４ 部分

组织总 ＲＮＡ 测序的转录组数据ꎬ共识别出 ９ ８３７ 个

ＳＳＲ 位点ꎬ位点出现频率为 １４􀆰 ３２％ꎬ各 ＳＳＲ 类型中

双核苷酸重复占比最高(５５􀆰 ２２％)ꎬ单核苷酸、双核

苷酸、三核苷酸重复占比 ９５􀆰 ０８％ꎮ
３.２　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记多态性分析

本研究通过转录组数据设计 ２００ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ
标记引物ꎬ１１５ 对具有可扩增性ꎬ其中 ２０ 对引物的

扩增产物有多态性且与预期大小相符ꎮ 引物扩增出

非特异性标记的原因ꎬ朱根发等[１７]、谢佩吾等[１８] 认

为ꎬ一方面可能是 ＥＳＴ 序列有内含子ꎬ另一方面可

能是基因组 ＤＮＡ 含有内含子ꎬ扩增出具有内含子长

度的多态片段ꎬ同时还可能与部分大花蕙兰为非整

倍体或多倍体有关ꎮ 筛选功能标记是 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标

记引物开发的重要目的之一ꎬ有些非特异性标记引

物扩增出的特征谱带能高效区分亲本群体和杂交群

体ꎬ本研究开发的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记对杂种后代的鉴定

及分子评价作用仍需进一步探索ꎮ
本研究中 ２０ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记引物的 ＰＩＣ 平均

值为０􀆰 ４５３ ６ꎮ 李小白等[１２] 利用建兰的 ３９ 对多态

性引物ꎬ在 １２ 个建兰品种中进行扩增验证ꎬＰＩＣ 平

均值为０􀆰 ３４８ ０ꎮ Ｌｉ 等[１９] 利用开发的 ５５ 对 ｇｅｎｉｃ￣
ＳＳＲ 引物ꎬ在兰属植物 ９ 个种的 ６３ 个品种中扩增的

标记有多态性ꎬＰＩＣ 平均值为０􀆰 ４０７ ０ꎮ 金凤等[１３]利

用 ５２ 对 ｇｅｎｉｃ￣ＳＳＲ 引物分析兰属植物 ５ 个种的 ４３
个品种ꎬＰＩＣ 平均值为０􀆰 ４１５ ０ꎮ 陈程[３] 利用开发的

４ 对蝴蝶兰属 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记引物扩增 ６４ 个兰属植

物品种ꎬＰＩＣ 平均值为０􀆰 ３９８ ０ꎮ 这些开发的兰属植

物 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记均表现为中度多态性ꎮ
３.３　 兰属各种群遗传多态性分析及亲缘关系分析

对 ４ 个参试种群进行遗传多样性分析ꎬ相对春

兰品种ꎬ大花蕙兰品种的遗传多样性较高ꎬ这与前人

研究结果[５ꎬ２０￣２１]一致ꎮ 遗传距离和遗传一致度研究

结果表明ꎬ４ 个种群的遗传相似度较高ꎬ遗传分化较

小ꎬ这可能与种群间的近交及基因传递有一定关系ꎮ
ＣＨ 和 ＸＨ 种群均为大花蕙兰和春兰的杂交后代ꎬ遗
传背景较为一致ꎬ因此遗传距离最近ꎬ且遗传距离与

父本大花蕙兰较近ꎬ与母本春兰较远ꎬ这与朱根

发[２０]和鲁迪[２１]研究结果一致ꎮ
聚类分析[２２￣２３]结果表明ꎬ遗传相似系数为 ０􀆰 ７２

时ꎬ总体上春兰种群聚为一类ꎬ春兰和大花蕙兰的杂

交种群聚为一类ꎬ大花蕙兰种群分别聚为几类ꎬ这与

大花蕙兰遗传多样性较高的遗传背景一致ꎮ ＸＨ￣９
种质聚入春兰种群ꎬ该种质园艺性状是否与其母本

春兰新春梅更接近ꎬ能否实现育种者选育出兰属小

型色花新品种的育种目标ꎬ仍需进一步研究ꎮ 本研

究开发的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记能区分参试的 ４８ 份兰属种

质ꎬ聚类分析结果反映了参试种质的遗传背景ꎬ开发

的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记引物具有实用性ꎬ可以扩大应用范

围ꎮ
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