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摘要：该研究利用荧光 ＳＳＲ 标记构建了 ９ 个柳树新品种的指纹图谱。 １１ 对 ＳＳＲ 标记共检测到 ５６ 条等位片段，每个

位点等位基因数 ３—８ 不等，平均为 ５􀆰 １ 个。 观测杂合度（Ｈｏ）变化范围为 ０􀆰 ３３３ ３—１􀆰 ０００ ０，平均为 ０􀆰 ６８７ ５；期望

杂合度（Ｈｅ）变化范围为 ０􀆰 ４７７ １—０􀆰 ８８２ ４，平均为 ０􀆰 ６２６ ３；多态信息量（ＰＩＣ）变化范围为 ０􀆰 ４２１ ２—０􀆰 ８１３ ４，平均

为 ０􀆰 ６０５ ９。 优选的 ３ 对核心引物中，ＳＡＬｅＳＳＲ００８６ 与 ＳＡＬｅＳＳＲ０７３３ 组合、ＳＡＬｅＳＳＲ００８６ 与 ＳＡＬｅＳＳＲ０９２０ 组合可完

全区分 ９ 个柳树新品种。 聚类结果显示，９ 个柳树新品种遗传相似系数在 ０􀆰 ６０５ ９ 与 ０􀆰 ９１０ ７ 之间。 该研究建立的

荧光 ＳＳＲ 基因分型体系高效、准确，不仅能为柳树品种鉴定和新品种保护提供科学理论依据，也能为柳树进一步育

种工作奠定坚实的基础。
关键词：柳树；荧光标记；ＳＳＲ；指纹图谱；构建

中图分类号：Ｑ７５５；Ｓ７９２􀆰 １２　 　 　 　 　 文献标志码：Ａ　 　 ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃７３８０．２０２０．０２．００１

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｆｏｒ ｎｅｗ Ｓａｌｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

Ｚｈｅｎｇ Ｊｉｗｅｉ１，２，Ｊｉａｏ Ｚｈｏｎｇｙｉ１，２，Ｗａｎｇ Ｂａｏｓｏｎｇ１，２，Ｈｅ Ｘｕｄｏｎｇ１，２∗

（１􀆰 Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１１１３５， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｗｉｌｌｏｗ Ｎｕｒｓｅｒｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｐｌａｔｆｏｒｍ
ｆｏｒ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１１１３５， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ ９ Ｓａｌｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ． ５６ ａｌｌｅｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｅｄ ｂｙ １１ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｒｏｍ Ｓａｌｉｘ， ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ ｐｅｒ ｌｏｃｕｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ３ ｔｏ ８， ｗｉｔｈ ａｎ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ５􀆰 １
ａｌｌｅｌｅｓ． Ｔｈｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ （Ｈｏ）， ｔｈｅ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ （Ｈｅ） ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ
（ＰＩＣ） ｖａｒｉｅｄ ｆｒｏｍ ０􀆰 ３３３ ３—１􀆰 ０００ ０ （ｍｅａｎ ０􀆰 ６８７ ５）， ０􀆰 ４７７ １—０􀆰 ８８２ ４ （ｍｅａｎ ０􀆰 ６２６ ３） ａｎｄ ０􀆰 ４２１ ２—０􀆰 ８１３ ４
（ｍｅａｎ ０􀆰 ６０５ ９）， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ３ ｏｐｔｉｍａｌ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｃｏｒｅ ｐｒｉｍｅｒｓ， ＳＡＬｅＳＳＲ００８６ ａｎｄ ＳＡＬｅＳＳＲ０７３３ ｃｏｍｂｉｎａ⁃
ｔｉｏｎｓ，ＳＡＬｅＳＳＲ００８６ ａｎｄ ＳＡＬｅＳＳＲ０９２０ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｃｏｕｌｄ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ９ Ｓａｌｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ． Ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ９ Ｓａｌｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ０􀆰 ６０５ ９—０􀆰 ９１０ ７， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐａｒｅｎｔｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｒａｎｃｈ． Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＳＳＲ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｗａｓ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ， ｒａｐｉｄ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ Ｓａｌｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ， ｂｕｔ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｓｏｌｉｄ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｒｔｈｅｒ Ｓａｌｉｘ ｂｒｅｅｄｉｎｇ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：Ｓａｌｉｘ ｓｐ．；Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｌａｂｅｌｉｎｇ；ＳＳＲ；Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ；Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

　 　 全世界柳树有 ５００ 余种，２ ／ ３ 为灌木柳，集中分

布在北半球温带地区。 我国有柳树 ２７５ 个种，１２２
个变种，３３ 个变型，各地区均有分布［１］。 在我国，柳
树是重要的园林绿化、优质的速生用材和高效的生

物修复树种；在欧洲和北美，灌木柳被广泛用于生

物能源［２］。 柳树为雌雄异株植物，种内种间均易杂

交，且柳树是多倍体种群，倍性复杂，导致柳树品种

的鉴定十分困难［３］。 近年来，随着育种工作的不断
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发展，选育的柳树新品种日益增多。 截止 ２０１９ 年，
获得国家植物新品种保护权的柳树新品种已有 ４１
个（国家林业局植物新品种保护办公室，２０２０），主
要包括江苏省林业科学研究院选育的‘苏柳’系列

和山东省林业科学研究院选育的‘鲁柳’系列等。
因此，鉴于新品种权保护的需要，建立一种柳树高

效、快速、准确和可靠的分子标记鉴定体系，不但有

助于保护品种所有权，更有助于柳树新品种的商业

发展。
ＳＳＲ（ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ）标记具有共显性、

高度变异、通用性高、重复性好等优点［４］，被作为构

建指纹图谱较为理想的分子标记［５］，且被国际植物

保护联盟（ＵＰＯＶ）认定为植物新品种保护最广泛的

标记体系［６］，国内也把 ＤＮＡ 水平的鉴定作为品种质

量监控的重要措施。 传统 ＳＳＲ 检测方法与荧光引

物和毛细管电泳技术相结合的检测技术，具有准

确、高效等优点。 近年来， 已成功应用于杨树

（Ｐｏｐｕｌｕｓ ｓｐ．） ［７］、桂花（Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ） ［８］、刺槐

（Ｒｏｂｉｎｉａ ｐｓｅｕｄｏａｃａｃｉａ Ｌ．） ［９］、含笑（Ｍｉｃｈｅｌｉａ ｓｐ．） ［１０］

和白蜡（Ｆｒａｘｉｎｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ） ［１１］ 等木本植物的品种指

纹图谱构建和核心种质鉴定研究。 柳树中，ＳＳＲ 标

记多用于遗传多样性研究［１２⁃１５］，然品种亲缘关系分

析和指纹图谱构建等方面较少［１６⁃１７］，而利用荧光

ＳＳＲ 标记构建柳树指纹图谱更是未见报道。 因此，
本研究首次以此技术构建了 ９ 个柳树新品种的指纹

图谱，希望为柳树新品种的分子鉴定和变异分析提

供高效、准确、可靠的技术体系，并为其新品种授权

和保护提供技术支持。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料与 ＤＮＡ 提取

试验材料为江苏省林业科学研究院 ２０１８ 年获

得国家植物新品种权的 ９ 个柳树新品种（见表 １）。
于江苏省林业科学研究院柳树资源圃采集无病害

幼嫩叶片，利用基因组提取试剂盒［天根生物生化

科技（北京）有限公司，ＤＰ３０５］提取总 ＤＮＡ。 使用

１％的琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 完整性，Ｎａｎｏｄｒｏｐ
ｏｎｅ 检测样品的质量和浓度，－２０ ℃保存备用。
１．２　 引物筛选

从课题组前期研究中筛选 １１ 对多态性较高的

ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记（见表 ２） ［１８］，用于构建 ９ 个柳树新品

种的指纹图谱。 引物正向 ５′端用荧光基团标记，由
上海凌恩生物科技有限公司合成。

表 １　 ９ 个柳树新品种

编号 品种名称 性别 杂交组合 品种权号

１ 苏柳 １７０１ ♀ 二色柳×棉花柳 （Ｓａｌｉｘ ａｌｂｅｒｔｉ × Ｓ． ｌｅｏｃｏｐｉｔｈｅｃｉａ） ２０１８００９６
２ 苏柳 １７０２ ♀ 二色柳×棉花柳 （Ｓ． ａｌｂｅｒｔｉ × Ｓ． ｌｅｏｃｏｐｉｔｈｅｃｉａ） ２０１８００９７
３ 苏柳 １７０３ ♀ 簸箕柳×银柳 （Ｓ． ｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓ × Ｓ． ａｒｇｙｒａｃｅａ） ２０１８００９８
４ 苏柳 １７０４ ♂ 二色柳×毛枝柳 （Ｓ． ａｌｂｅｒｔｉ × Ｓ． ｄａｓｙｃｌａｄｏｓ） ２０１８００９９
５ 苏柳 １７０５ ♂ 簸箕柳×杞柳 （Ｓ． ｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓ × Ｓ． ｉｎｔｅｇｒａ） ２０１８０１００
６ 苏柳‘迎春’ ♂ 黄花柳×黄花柳 Ｓ． ｃａｐｒｅａ × Ｓ． ｃａｐｒｅａ） ２０１８００６６
７ 苏柳‘喜洋洋’ ♂ 二色柳×蒿柳 （Ｓ． ａｌｂｅｒｔｉ ×Ｓ． ｖｉｍｉｎａｌｉｓ） ２０１８００６７
８ 苏柳‘瑞雪’ ♂ 二色柳×钻石柳 （Ｓ． ａｌｂｅｒｔｉ ×Ｓ． ｅｒｉｏｃｅｐｈａｌａ） ２０１８００６９
９ 苏柳‘紫嫣’ ♂ 簸箕柳×黄花柳 （Ｓ． ｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓ ×Ｓ． ｃａｐｒｅａ） ２０１８００７０

表 ２　 １１ 对引物信息

引物名称 正向引物（５′⁃３′） 反向引物（５′⁃３′） 基序 期望长度 ／ ｂｐ
ＳＡＬｅＳＳＲ００２０ ＣＡＡＧＡＡＣＴＧＣＣＴＡＴＣＡＴＣＣＡＡ ＡＡＴＣＴＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＣＡＡ （ＴＴＣ） ５ ２３６
ＳＡＬｅＳＳＲ００８６ ＴＧＣＴＴＣＡＣＡＧＴＡＴＧＣＧＡＴＴＡＧＡ ＣＴＧＧＧＡＣＡＡＣＡＴＴＣＡＣＡＴＧＡＣＴＡＡ （ＡＧ） ９ ２２７
ＳＡＬｅＳＳＲ０１０２ ＡＣＧＡＡＣＴＣＣＣＴＧＧＡＡＣＡＴＡＡＡ ＴＣＴＴＴＣＣＴＴＧＴＣＴＧＣＣＣＴＡＡＣ （ＡＧＣ） ８ ４２２
ＳＡＬｅＳＳＲ０２４６ ＴＣＣＡＡＡＧＡＧＧＡＴＴＧＧＧＡＧＴＴ ＴＧＧＡＡＡＣＣＣＴＣＴＧＡＴＧＣＴＴＡ （ＡＧ） ９ ２０７
ＳＡＬｅＳＳＲ０３３０ ＣＡＣＡＴＧＡＧＴＴＡＣＣＣＡＣＴＴＴＣＣＴ ＴＧＣＴＣＴＴＣＴＴＴＧＴＣＡＧＣＣＡＣＴＡ （ＣＴＣ） ６ １８１
ＳＡＬｅＳＳＲ０４６８ ＴＴＧＧＴＧＧＧＡＣＴＣＧＧＴＴＧＡ ＡＡＣＣＴＡＴＧＧＧＣＡＧＡＡＡＧＡＣＡＡ （ＡＣ） ８ ４０７
ＳＡＬｅＳＳＲ０７３３ ＡＡＴＧＧＡＡＧＡＡＡＧＣＡＧＧＴＧＧＡ ＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＴＣＣＧＡＡＴＣＣＣ （ＧＡ） ６ ２０４
ＳＡＬｅＳＳＲ０８１８ ＣＡＡＧＣＣＣＡＣＣＴＣＡＧＣＣＡＣＴＡ ＡＣＧＣＴＴＣＡＧＴＧＡＣＣＴＧＣＴＣＣ （ＧＡ） ６ ２７５
ＳＡＬｅＳＳＲ０９２０ ＣＣＴＡＡＣＣＧＣＣＡＣＡＴＡＡＡＧＡＣ ＴＧＡＡＧＣＣＴＡＡＡＴＣＧＴＧＡＣＡＴＡＣ （ＴＣ） ７ ２５４
ＳＡＬｅＳＳＲ０９６１ ＧＧＡＡＣＡＧＡＧＣＡＧＣＣＣＴＡＡＡ ＣＧＣＡＡＡＧＡＣＣＣＡＧＡＡＡＧＧ （ＡＧ） １０ ２４２
ＳＡＬｅＳＳＲ０９６６ ＴＡＧＧＡＡＡＣＧＡＡＣＡＧＧＣＡＧＡＡ ＣＣＣＴＧＴＧＧＧＡＡＧＴＴＴＧＧＡＧ （ＧＡＡ） ７ ３５９

２
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　 　 ＰＣＲ 扩增体系和反应程序参照郑纪伟硕士毕

业论文［１９］。 利用 １％的琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ
扩增产物。
１．３　 基因分型体系建立

基因分型采用 ２５ μＬ 反应体系 （见表 ３）。
ＤＮＡＣ（模板）用量为 １０—１５ ｎｇ。 ＰＣＲ 反应程序为：
９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ３０ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃延伸３０ ｓ，１０ 个循环；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退

火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，３５ 个循环。 最后 ７２ ℃延伸

５—８ ｍｉｎ。 １０ μＬ 变性反应体系，包括 ＨｉＤｉ ９ μＬ 和

ＬＩＺ５００ 混合物 １ μＬ。 ９８ ℃变性５ ｍｉｎ，迅速置于冰

上冷却后，置于 ＡＢＩ ３７３０ 测序仪上进行毛细管电泳

检测。
表 ３　 ＰＣＲ 反应体系

编号 项目 体积 ／ μＬ

１ 正向引物（１０ μＭ） １

２ 反向引物（１０ μＭ） １

３ ｄＮＴＰ（ｍｉｘ） （１０ μＭ） １

４ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ （ｗｉｔｈ １５ ｍＭ ＭｇＣｌ２） （１０×） ２􀆰 ５

５ Ｔａｑ 酶（５ Ｕ ／ μＬ） ０􀆰 ５

６ ｄｄＨ２Ｏ １９

７ 总计 ２５

１．４　 数据分析

利用 ＭＳＡ 软件计算 １１ 个 ＳＳＲ 位点的观测杂合

度（Ｈｏ）、期望杂合度（Ｈｅ）和多态信息含量（ＰＩＣ）；
利用 ＮＴＳＹＳ⁃ｐｃ ２􀆰 １ 软件采用 ＵＰＧＭＡ 法对 ９ 个柳

树新品种进行聚类［１０］。

２　 结果与分析

２．１　 ＳＳＲ 多态性检测

以 ９ 个柳树的总 ＤＮＡ 为模板检验 １１ 对 ＥＳＴ⁃
ＳＳＲ 标记的多态性情况。 １１ 对标记共扩增出等位

片段 ５６ 条，每个位点等位基因数 ３—８ 个不等，平均

为 ５􀆰 １ 个。 其中，引物 ＳＡＬｅＳＳＲ００２０ 扩增的等位基

因 数 最 多， 为 ８ 个； 引 物 ＳＡＬｅＳＳＲ００２０ 和

ＳＡＬｅＳＳＲ０９６１ 最少，为 ３ 个。 １１ 个 ＳＳＲ 标记的观测

杂合度（Ｈｏ）变化范围为 ０􀆰 ３３３ ３ 到 １􀆰 ０００ ０，平均为

０􀆰 ６８７ ５；期望杂合度（Ｈｅ）变化范围为 ０􀆰 ４７７ １ 到

０􀆰 ８８２ ４，平均为 ０􀆰 ６２６ ３。 多态信息含量（ＰＩＣ）变化

范围为 ０􀆰 ４２１ ２ 到 ０􀆰 ８１３ ４，平均为 ０􀆰 ６０５ ９。 引物

ＳＡＬｅＳＳＲ０９２０ 的 ＰＩＣ 最 高， 为 ０􀆰 ８１３ ４， 引 物

ＳＡＬｅＳＳＲ０２４６ 最 低， 为 ０􀆰 ４２１ ２ （ 见 表 ４ ）。
ＳＡＬｅＳＳＲ０７３３ 标记在部分柳树品种中的基因分型结

果（见图 １）。

表 ４　 １１ 对 ＳＳＲ 标记在 ９ 个柳树新品种中的多态性检测

引物名称 等位基因数 等位基因长度 观测杂合度 期望杂合度 多态信息含量

ＳＡＬｅＳＳＲ００２０ ３ ２３６—２４２ ０􀆰 ８８８ ９ ０􀆰 ７０５ ９ ０􀆰 ５９２ ６

ＳＡＬｅＳＳＲ００８６ ６ ２２６—２３８ ０􀆰 ３３３ ３ ０􀆰 ７９７ ４ ０􀆰 ７１２ ９

ＳＡＬｅＳＳＲ０１０２ ５ ３９４—４３４ ０􀆰 １１１ １ ０􀆰 ８４３ １ ０􀆰 ７６３ ７

ＳＡＬｅＳＳＲ０２４６ ４ １８７—２０５ ０􀆰 ５５５ ６ ０􀆰 ４７７ １ ０􀆰 ４２１ ２

ＳＡＬｅＳＳＲ０３３０ ４ １７７—１８６ ０􀆰 ６６６ ７ ０􀆰 ５４２ ５ ０􀆰 ４７３ ０

ＳＡＬｅＳＳＲ０４６８ ６ ４０７—４２９ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ７５８ ２ ０􀆰 ６７０ ８

ＳＡＬｅＳＳＲ０７３３ ６ １８６—２０４ ０􀆰 ８８８ ９ ０􀆰 ８２３ ５ ０􀆰 ７４２ ９

ＳＡＬｅＳＳＲ０８１８ ５ ４０６—４１６ ０􀆰 ４４４ ４ ０􀆰 ６６０ １ ０􀆰 ５７９ ５

ＳＡＬｅＳＳＲ０９２０ ８ ２４３—２６５ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ８８２ ４ ０􀆰 ８１３ ４

ＳＡＬｅＳＳＲ０９６１ ３ ２３６—２４２ ０􀆰 ４４４ ４ ０􀆰 ５８１ ７ ０􀆰 ４４７ ９

ＳＡＬｅＳＳＲ０９６６ ６ ３４７—３８３ ０􀆰 ５５５ ６ ０􀆰 ４９０ ２ ０􀆰 ４４６ ７

合计 ５６

平均 ５􀆰 １ ０􀆰 ６８７ ５ ０􀆰 ６２６ ３ ０􀆰 ６０５ ９

２．２　 指纹图谱构建

通过对每个位点等位片段进一步分析，从 １１ 对

ＳＳＲ 引物中挑选出 ３ 对核心引物用于构建 ９ 个柳树品

种的指纹图谱（见表 ５）。 引物 ＳＡＬｅＳＳＲ０７３３ 可区分

７ 个柳树品种，引物 ＳＡＬｅＳＳＲ００８６ 和 ＳＡＬｅＳＳＲ０９２０

均可区分 ６ 个柳树品种；引物 ＳＡＬｅＳＳＲ００８６ 与引物

ＳＡＬｅＳＳＲ０７３３ 和 ＳＡＬｅＳＳＲ０９２０ 中任意 １ 个结合均

可完全区分 ９ 个柳树品种。 因此，利用这 ３ 对核心

引物不仅可以区分柳树 ９ 个品种，且可以利用引物

间的不同组合进行相互验证。

３
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注：横坐标代表等位基因的长度（ｂｐ）；纵坐标代表荧光强度（ＲＦＵ）

图 １　 ＳＡＬｅＳＳＲ０７３３ 标记在部分柳树品种中的基因分型

表 ５　 ９ 个柳树新品种的指纹图谱

品种名称
核心引物

ＳＡＬｅＳＳＲ００８６ ＳＡＬｅＳＳＲ０７３３ ＳＡＬｅＳＳＲ０９２０

苏柳 １７０１ ２２６ ／ ２３０ １９４ ／ ２０４ ２４２ ／ ２４４

苏柳 １７０２ ２２６ １９４ ／ ２０４ ２４２ ／ ２４４

苏柳 １７０３ ２３０ ／ ２３８ １９２ ２５４ ／ ２６２

苏柳 １７０４ ２３２ ／ ２３６ １９４ ／ ２０４ ２４２ ／ ２４４

苏柳 １７０５ ２２８ １９２ ／ ２０４ ２４４ ／ ２６２

苏柳‘迎春’ ２２８ １９２ ／ １９８ ２４４ ／ ２６４

苏柳‘喜洋洋’ ２３０ １９４ ／ １９６ ２５２ ／ ２６４

苏柳‘瑞雪’ ２２６ １８６ ／ １９４ ２５４ ／ ２６２

苏柳‘紫嫣’ ２３０ １９２ ／ １９６ ２４６ ／ ２６６

２．３　 聚类分析

将 １１ 对引物扩增出的条带作为原始矩阵，利用

ＮＴＳＹＳ⁃ｐｃ 软件计算 ９ 个柳树品种的遗传相似系数，
遗传相似系数在 ０􀆰 ６０５ ９ 和 ０􀆰 ９１０ ７ 之间。 在相似

系数为 ０􀆰 ６３６ ４ 时，９ 个柳树品种可分为 ３ 个类群。
第Ⅰ类群包括苏柳 １７０１、苏柳 １７０２、苏柳 １７０４、苏柳

１７０３ 和苏柳 １７０５ 在内的 ５ 个品种，５ 个品种又分为

２ 个亚类群，第 １ 个亚类群包括苏柳 １７０１、苏柳

１７０２、苏柳 １７０４，苏柳 １７０１ 和苏柳 １７０２ 遗传相似系

数最大，为 ０􀆰 ９１０ ７，说明 ２ 个品种亲缘关系非常近；
第 ２ 个亚类群包含苏柳 １７０３ 和苏柳 １７０５。 第Ⅱ类

群包含苏柳‘迎春’和苏柳‘紫嫣’。 第Ⅲ类群包括

苏柳‘喜洋洋’和苏柳‘瑞雪’，与其他 ７ 个品种之间

亲缘关系最远（见图 ２）。

３　 讨论

与 ＲＡＰＤ，ＡＦＬＰ，ＩＳＳＲ 等分子标记相比，ＳＳＲ 为

共显性标记，在整个基因组中广泛、随机和均匀分

布，在单个位点的多态性更高，能高效准确检测大

量的等位基因，是遗传学研究中最受欢迎的分子标

记之一，是鉴定植物品种的理想分子标记［２０⁃２１］。 本

研究中的 １１ 对 ＳＳＲ 标记来源于 ＥＳＴ，与基因组 ＳＳＲ
（ｇＳＳＲ）标记相比，源于基因转录区的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记

的多态性与基因功能直接联系，通用性更高［２２］。 同

时，荧光 ＳＳＲ 标记与毛细管电泳相结合的检测技术

能有效检测差别为 １ｂｐ 的片段变异，比传统检测方

法更准确、高效和稳定。
研究物种的遗传多样性和种质间亲缘关系对

４
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图 ２　 ９ 个柳树新品种亲缘关系聚类图

解决育种和种质资源管理问题意义重大［１４］。 采用

传统的 ＳＳＲ 检测方法对柳树的遗传多样性和遗传

结构分析已有报道，但基于荧光 ＳＳＲ 标记的毛细管

电泳分型技术在柳树中应用较少，仅见欧洲红皮柳

（Ｓ． ｐｕｒｐｕｒｅａ） ［１３］和北沙柳（Ｓ． ｐｓａｍｍｏｐｈｉｌａ） ［１５］ 中进

行了遗传多样性分析，对于柳树种或品种之间的鉴

定研究未见报道。 本研究中，１１ 对标记共获得 ５６
个等位片段，不同位点扩增的等位片段数 ３ 到 ８ 个

不等，多态信息含量平均值为 ０􀆰 ６０５ ９，高于欧洲红

皮柳的 ０􀆰 ４９［１３］，与北沙柳的 ０􀆰 ６１［１５］ 结果一致，表
明 ＳＳＲ 标记检测的有效性高。 本研究中的 ９ 个柳

树新品种通过 ３ 对核心引物的两两组合可有效鉴

定，可见 ＳＳＲ 对品种鉴定的可靠性较高。
聚类结果显示，９ 个柳树品种分为 ３ 个类群，第

Ⅰ类群中，苏柳 １７０１ 和苏柳 １７０２ 为同一杂交亲本

（二色柳×棉花柳）子代，遗传相似系数最高，亲缘关

系最近，而苏柳 １７０４ 的母本同为二色柳，与苏柳

１７０１ 和苏柳 １７０２ 亲缘关系较近；苏柳 １７０３ 和苏柳

１７０５ 聚在一起，可能是由于这 ２ 个品种的杂交亲本

中母本均为簸箕柳。 在第Ⅱ类群中，苏柳‘迎春’和
苏柳‘紫嫣’聚在一起，分析原因，可能是由于苏柳

‘迎春’为黄花柳种内杂交子代，而苏柳‘紫嫣’ （簸
箕柳（♀）×黄花柳（♂））的父本同为黄花柳，且表

型性状偏向父本黄花柳，从而聚在一起。 虽然苏柳

‘喜洋洋’和苏柳‘瑞雪’杂交亲本中母本与苏柳

１７０１、苏柳 １７０２、苏柳 １７０４ 同为二色柳的相同个

体，但不与其聚在一起，且亲缘关系较远，这可能与

杂交子代的偏向性有关。 从本研究结果来看，柳树

杂交子代更多偏向于母本。

随着育种技术的不断进步，柳树新品种数量与

日俱增，从而使品种鉴定、产权保护和资源管理等

工作显得尤为重要。 本研究首次基于荧光 ＳＳＲ 标

记构建了 ９ 个柳树新品种的指纹图谱，每个品种构

建了唯一的分子身份证，极大地提高了品种鉴定效

率。 因此，此技术的应用对柳树品种鉴定和品种权

保护意义重大。
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研究． ２００８，３０（１）： １⁃７．
［４］ 　 郑纪伟，周　 洁，王保松，等．基于 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 的两种柳树转录组

微卫星特征比较分析 ［ Ｊ］ ． 分子植物育种， ２０１９， １７ （ ５）：
１５５８⁃１５６６．

［５］ 　 ＫＯＰＰ Ｒ Ｆ， ＳＭＡＲ Ｌ Ｂ， ＭＡＹＮＡＲＤ Ｃ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ⁃
ｉｎ⁃ｆａｍｉｌｙ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｅｉｇｈｔ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｓａｌｉｘ ｂａｓｅｄ ｕｐｏｎ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ａｍｏｎｇ ｐａｒｅｎｔａｌ ＡＦＬＰ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ａｎｄ
Ａｐｐｌｉｅｄ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， ２００２， １０５： １０６⁃１１２．

［６］ 　 张　 嘉，刘爱青，张淑玲，等．利用荧光标记 ＳＳＲ 绘制中国芍药

品种分子身份证 ［ Ｊ］ ． 北京林业大学学报， ２０１６， ３８ （ ６）：
１０１⁃１０９．

［７］ 　 冯锦霞，张川红，郑勇奇，等．利用荧光 ＳＳＲ 标记鉴别杨树品种

［Ｊ］ ．林业科学， ２０１１， ４７（６）： １６７⁃１７３．
［８］ 　 段一凡，王贤荣，梁丽丽，等．桂花品种 ＳＳＲ 荧光指纹图谱的构

建［Ｊ］ ． 南京林业大学学报（自然科学版）， ２０１４， ３８（ Ｓ１）：
１⁃６．
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［１９］ 洪文俊， 董文杰， 赵桃桃， 等． 农林交错带高速公路边坡生态

修复质量评价标准体系研究［Ｊ］ ． 中国质量与标准导报， ２０１７
（９）： ６８⁃７３．

［２０］ 曹　 娓， 吕若冰， 贺环宇， 等． 扶沟—项城段高速公路边坡植

物群落恢复状态评价［Ｊ］ ． 河南农业大学学报， ２０１６， ５０（６）：
７９９⁃８０４．

［２１］ 董方帅，徐礼根．岩质边坡植被重建后的生态评价指标体系构

建［Ｊ］ ．科技通报，２００９，２５（４）：５０３⁃５０９，５１４．

［２２］ 苗保河， 郑延海， 伏　 芳， 等． 北京市门头沟区石灰窑遗址及

公路边坡裸露地表植被修复模式的生态评价［Ｊ］ ． 水土保持研

究， ２０１１， １８（６）： １２５⁃１２８．
［２３］ 姜之未． 高速公路边坡生态恢复的问题及解决策略分析［ Ｊ］ ．

四川水泥， ２０１８（６）： １２４．
［２４］ 李海刚． 高速公路边坡生态恢复的问题与解决对策［ Ｊ］ ． 交通

世界， ２０１６（２）： １９６⁃１９７．
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［９］ 　 毛秀红，郑勇奇，孙百友，等．基于 ＳＳＲ 的刺槐无性系遗传多样

性分析和指纹图谱构建［Ｊ］ ．林业科学，２０１７，５３（１０）： ８０⁃８９．
［１０］ 郑纪伟，教忠意，窦全琴，等．利用荧光 ＳＳＲ 标记构建含笑种质

指纹图谱［Ｊ］ ．分子植物育种， ２０１８，１６（１４）： ４７０５⁃４７１４．
［１１］ 燕丽萍，吴德军，毛秀红，等．基于 ＳＳＲ 荧光标记的白蜡核心种

质构建［Ｊ］ ．中南林业科技大学学报，２０１９，３９（７）： １⁃８．
［１２］ 韩　 骞，王　 辉，王进茂，等．利用 ＳＳＲ 引物通用性分析杨柳科

树种遗传多样性［Ｊ］ ．分子植物育种，２００９，７（５）： ９０４⁃９１１．
［１３］ 郑纪伟，孙 冲，周 洁，等．基于 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记的欧洲红皮柳遗

传变异分析［Ｊ］ ．江苏林业科技，２０１６，４３（６）： ６⁃１１， ３７．
［１４］ 郭　 敏，马彦军，李 毅．祁连山不同海拔梯度山生柳遗传多样

性的 ＳＳＲ 分析［Ｊ］ ．草业学报，２０１２，２１（５）： １１４⁃１２１．
［１５］ 郝　 蕾，张　 磊，张国盛，等．北沙柳群体遗传多样性和遗传结

构分析［Ｊ］ ．西北植物学报，２０１７，３７（８）： １５０７⁃１５１６．
［１６］ 贾会霞，吴立栓，胡建军，等．柳树种质资源遗传多样性和亲缘

关系的 ＣＥ⁃ＡＦＬＰ 分析［Ｊ］ ．林业科学，２０１３，４９（６）： ３７⁃４４．
［１７］ 王源秀，徐立安，黄敏仁．杞柳和簸箕柳候选杂交亲本 ＳＳＲ 指

纹分析［Ｊ］ ．南京林业大学学报（自然科学版），２００８，３２（２）：
１⁃５．

［１８］ ＴＩＡＮ Ｘ Ｙ， ＺＨＥＮＧ Ｊ Ｗ， ＪＩＡＯ Ｚ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎ⁃
ｃｉｎｇ ａｎｄ ＥＳＴ⁃ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ Ｓａｌｉｘ ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ ａｎｄ Ｓ．
ｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｅ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ＆ Ｇｅｎｏｍｅｓ， ２０１９， １５： ９．

［１９］ 郑纪伟．柳树转录组高通量测序及 ＳＳＲ 标记开发研究［Ｄ］．南
京：南京林业大学，２０１３．

［２０］ ＴＲＩＥＳＴ Ｌ， ＧＲＥＥＦ Ｂ Ｄ， ＢＯＮＤＴ Ｒ Ｄ， ｅｔ ａｌ． ＲＡＰＤ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ
ｃｒｏｓｓｅｓ ａｎｄ ｃｌｏｎｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｓｕｇｇｅｓｔｓ ｔｈａｔ ｈｙｂｒｉｄｓ ａｒｅ ｒａｒｅ ｉｎ
ｔｈｅ Ｓａｌｉｘ ａｌｂａ⁃Ｓａｌｉｘ ｆｒａｇｉｌｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘ［Ｊ］ ． Ｈｅｒｅｄｉｔｙ， ２０００， ８４（５）：
５５５⁃５６３．

［２１］ ＤＯＵＨＯＶＮＩＫＯＦＦ Ｖ， ＤＯＤＤ Ｒ Ｓ．Ｉｎｔｒａ⁃ｃｌｏｎａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ａ ｓｉｍ⁃
ｉｌａｒｉｔｙ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌｏｎｅｓ： ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ Ｓａｌｉｘ ｅｘ⁃
ｉｇｕａ ｕｓｉｎｇ ＡＦＬＰ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， ２００３，１０６（７）： １３０７⁃１３１５．

［２２］ 马秋月，廖卓毅，张得芳，等．碧桃花瓣转录组微卫星特征分析

［Ｊ］ ．南京林业大学学报（自然科学版）， ２０１５，３９（３）： ３４⁃３８．
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