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摘要：利用 ２５ 个柳树 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记对欧洲红皮柳 １８ 个个体进行基因分型，并通过标记多态性来检验个体间的遗

传变异情况。 结果表明：２５ 个标记共检测到 １００ 条等位片段，每个位点等位基因数从 １—１２ 个不等，平均 ４ 个。 其

中 ２３ 个标记表现为多态性，其观测杂合度（Ｈｏ）变化范围为０􀆰 ０５５ ５到 １􀆰 ０，平均为０􀆰 ６２７ ２；期望杂合度（Ｈｅ）变化范

围为０􀆰 ０５５ ５到０􀆰 ８５２ ３，平均为０􀆰 ５６７ ８；多态信息量（ＰＩＣ）变化范围为０􀆰 ８１２ ５到０􀆰 ０５２ ５，平均值为０􀆰 ４９４ １。 聚类分

析显示，在遗传相似度为 ０􀆰 ５２ 处，欧洲红皮柳 １８ 个个体分为 ２ 组。 该研究为欧洲红皮柳核心种质的收集与利用提

供了理论依据。
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　 　 柳树是我国重要的园林绿化与速生用材树

种［１］，在欧美等发达国家还被广泛用于能源林建

设［２］。 柳树种质资源的保存与利用，对柳树遗传改

良、品种选育、营林生产及保持生物多样性具有重

要意义。 江苏省林业科学研究院建有国家级柳树

良种基地及种质资源保存圃，收集并保存了全国范

围内 ４０ 多个自然种、２ ０００多份资源，以及来源于美

国、英国等多个国家的 ２００ 余份资源。 随着样本数

量的不断增多，种质资源的保存与评价也越发困

难，急需构建柳树种质资源核心库，以实现对种质

资源的高效管理及遗传多样性的有效利用。
资源核心库的概念最早于 １９８４ 年由 Ｆｒａｎｋｅｌ 提

出，它是种质资源库的一个代表性子集，具有最小

的遗传冗余，样本有限但最大程度地保存了整个群

体的遗传多样性及结构［３］。 核心种质构建的关键

是准确地评价材料间的遗传差异以及合理的抽样



策略，而 ＳＳＲ 标记由于其具有多态性高、稳定性好、
多等位基因、共显性、数量丰富等优点［４］，已成为遗

传多样性分析、亲缘关系鉴定、指纹图谱构建和分

子标记辅助选择育种等方面研究的首选标记［５－７］。
目前， 在 玉 米［８］、 水 稻［９］、 甘 蔗［１０］、 辣 椒［１１］、 西

瓜［１２］、白菜［１３］ 等作物上已广泛开展利用 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ
标记构建核心资源库的研究，而在林木上仅在核

桃［１４］、山葡萄［１５］及美洲黑杨［１６］中有相关报道。
欧洲红皮柳 （ Ｓａｌｉｘ ｐｕｒｐｕｒｅａ Ｃ．Ｗａｎｇ ｅｔ Ｃｈ． Ｙ．

Ｙａｎｇ） 原产于欧洲，北美有栽植。 作为林木遗传学

研究的模式树种，欧洲红皮柳已完成全基因组测序

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ． ｊｇｉ． ｄｏｅ． ｇｏｖ ／ ｐｚ ／ ｐｏｒｔａｌ． ｈｔｍｌ ＃！
ｉｎｆｏ？ ａｌｉａｓ ＝ Ｏｒｇ＿Ｓｐｕｒｐｕｒｅａ．）。 本研究选取前期开发

的 ２５ 个 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记对欧洲红皮柳 １８ 个个体进行

基因分型，通过重测序确认标记序列，并利用多态

性的标记分析其遗传变异情况，旨在揭示欧洲红皮

柳不同个体间的亲缘关系，为其后柳树种质资源核

心库的构建提供理论依据与技术支持。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

试验材料为江苏省林业科学研究院于 ２０１２ 年

从美国康奈尔大学的引进的欧洲红皮柳 １８ 个个体，
编号依次 为 ９４００１， ９４００３， ９４００４， ９４００５， ９４００６，
９４００９， ９４０１１， ９４０１２， ９４０１３， ９４０１４， ９４０１５， ９５００１，
９５００５，９５０２６，９５０３８，９５０４９，９５０５８ 和 ９５０７１。 采集

地点为其种质资源圃内，采集当年生幼嫩的叶片，
于－７０ ℃超低温冰箱中保存备用。
１．２　 试验方法

１．２．１　 ＤＮＡ 提取　 采用改良 ＣＴＡＢ 法，具体步骤参

照文献［１７］。
１．２．２　 基因分型与重测序 　 基因分型与重测序中

用到的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物来自郑纪伟［１８］硕士论文，引物

信息见表 １。 基因分型采用荧光 ｄＵＴＰ 法，基因分型

采用 １０ μＬ 反应体系（见表 ２），ＰＣＲ 扩增程序采用

Ｔｏｕｃｈ⁃Ｄｏｗｎ 程序：９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０
ｓ；Ｔｍ＋１０ ℃—Ｔｍ 退火（每个循环降低 ０􀆰 ５ ℃）３０ ｓ；
７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ（２０ 个循环）；９４ ℃变性 ３０ ｓ；Ｔｍ 退

火 ３０ ｓ；７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ（共 ２６ 个循环）；７２ ℃延伸

１０ ｍｉｎ。 重测序采用 ２０ μＬ 反应体系（见表 ３），ＰＣＲ
扩增程序为：９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎ ；３５ 循环（９４ ℃变性

３０ ｓ，Ｔｍ 复性 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １􀆰 ５ ｍｉｎ）；７２ ℃延伸 １０
ｍｉｎ；１２ ℃保存。 具体实验步骤参考文献［１９］。

表 １　 ２５ 对 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物信息

引物名称 正向引物 （５＇－３＇） 反向引物 （５＇－３＇） ＳＳＲ 位置

ＳＳＲ００６ ＧＣＴＡＡＧＣＡＡＧＣＣＡＡＡＣＣＡＡ ＣＴＴＣＡＣＣＧＴＣＡＣＴＣＴＴＣＡＧＧ ５＇ＵＴＲ
ＳＳＲ０１３ ＡＡＧＧＣＴＣＣＡＣＡＴＣＣＧＡＧＡＡ ＴＧＣＣＡＣＣＧＣＴＡＧＡＴＴＴＧＣ ５＇ＵＴＲ
ＳＳＲ０７１ ＣＣＡＴＡＧＴＴＧＣＡＧＧＡＧＡＣＡＧＧ ＧＧＣＡＣＣＧＣＣＡＴＣＴＴＣＡＴＡ ＣＤＳ
ＳＳＲ１３５ ＡＡＣＡＡＡＧＡＡＡＧＣＡＧＣＣＣＡＣＡ ＡＧＣＡＧＧＣＡＧＡＧＣＡＡＣＣＡＴＣ 未知
ＳＳＲ２１７ ＣＡＣＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＧＧＡＧＧＣＡ ＧＣＴＧＧＧＴＴＴＡＡＴＧＧＡＴＡＧＧＣ 未知
ＳＳＲ２６８ ＣＧＧＴＣＣＴＧＧＴＴＡＧＡＡＴＣＣＣ ＧＣＡＴＴＧＧＣＡＴＴＡＣＡＧＡＣＣＣ 未知
ＳＳＲ２７１ ＡＡＣＴＴＣＡＴＡＧＣＣＣＡＴＡＣＡＣＣＴＴ ＣＣＡＴＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＣＣＡＡＡＣ ＣＤＳ
ＳＳＲ２７９ ＧＣＡＴＴＧＴＡＧＧＣＴＴＴＣＣＴＧＴＴＣ ＧＧＴＧＣＣＴＣＴＧＡＣＣＴＴＣＴＡＣＧ 未知
ＳＳＲ２９０ ＡＣＡＡＣＣＴＴＴＧＧＣＡＡＧＴＣＡＴＣＣ ＣＣＡＣＧＧＡＣＴＣＣＴＣＣＡＴＣＴＡＡＣ ＣＤＳ
ＳＳＲ３３０ ＧＧＧＣＡＧＡＡＴＣＡＧＡＡＡＣＡＧＧ ＴＣＣＧＣＡＡＣＡＴＴＡＧＣＡＴＴＡＣＣ ３＇ＵＴＲ
ＳＳＲ３８６ ＣＡＡＧＣＣＣＡＣＣＴＣＡＧＣＣＡＣＴＡ ＡＣＧＣＴＴＣＡＧＴＧＡＣＣＴＧＣＴＣＣ 未知
ＳＳＲ３９４ ＴＡＣＴＧＣＴＡＣＴＡＣＴＴＣＣＡＣＣＴＴＣＣ ＧＡＣＣＧＴＣＴＴＴＧＣＣＴＣＣＴＡＣＴ ＣＤＳ
ＳＳＲ３９８ ＧＣＣＡＴＣＣＡＴＴＣＣＴＣＴＡＣＡＣＣ ＴＴＧＡＧＴＧＡＣＧＧＴＧＡＴＴＣＣＡＧ ＣＤＳ
ＳＳＲ４８９ ＣＣＴＣＡＧＡＡＣＣＡＧＣＣＴＣＣＡＣＴ ＣＡＧＣＡＧＣＡＧＧＣＴＣＴＴＡＴＧＧ ＣＤＳ
ＳＳＲ４９７ ＡＧＡＧＴＣＴＧＣＣＴＴＧＧＣＴＴＧＡ ＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＴＡＴＴＡＧＡＧＧＧＡＴ 未知
ＳＳＲ５０７ ＴＣＡＣＴＴＣＣＡＣＣＣＧＣＡＴＣＡ ＡＧＡＣＣＣＧＡＧＧＴＴＴＣＡＧＡＣＡＧ ５＇ＵＴＲ
ＳＳＲ５２９ ＧＧＡＡＣＡＧＡＧＣＡＧＣＣＣＴＡＡＡ ＣＧＣＡＡＡＧＡＣＣＣＡＧＡＡＡＧＧ 未知
ＳＳＲ５３４ ＴＡＧＧＡＡＡＣＧＡＡＣＡＧＧＣＡＧＡＡ ＣＣＣＴＧＴＧＧＧＡＡＧＴＴＴＧＧＡＧ ５＇ＵＴＲ
ＳＳＲ５３５ ＡＴＴＴＣＣＣＡＴＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＡＴＣ ＴＴＧＴＣＣＴＣＴＧＣＣＡＧＧＴＧＴＴ ５＇ＵＴＲ
ＳＳＲ５５０ ＡＴＧＣＣＡＴＴＡＴＧＣＡＡＴＣＣＡＡＣ ＴＡＣＴＴＡＣＡＣＣＴＣＣＡＧＧＣＴＣＡＡ ５＇ＵＴＲ
ＳＳＲ５６２ ＣＴＣＴＴＴＣＧＴＴＣＣＣＡＣＴＣＣＡ ＧＴＧＣＣＧＴＡＡＴＣＴＴＴＣＡＣＴＴＣＴＴ ５＇ＵＴＲ
ＳＳＲ６０３ ＡＧＡＡＣＣＡＧＣＣＴＣＣＡＣＴＡＣＣＡ ＣＴＴＣＡＧＣＡＧＣＡＧＧＣＴＣＴＴＡＴ ３＇ＵＴＲ
ＳＳＲ６１６ ＣＴＧＡＡＴＡＣＡＧＣＧＡＡＡＣＡＡＧＣＣ ＣＡＣＣＡＣＣＴＧＡＡＧＴＣＣＣＡＡＧ ＣＤＳ
ＳＳＲ６３０ ＡＴＴＴＣＣＣＡＴＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＡＴＣ ＴＴＧＴＣＣＴＣＴＧＣＣＡＧＧＴＧＴＴ ３＇ＵＴＲ
ＳＳＲ６５４ ＴＴＣＡＧＡＣＧＣＣＣＴＴＡＣＴＣＣＣ ＣＴＧＡＡＧＣＡＧＴＴＧＣＧＧＴＴＧ ＣＤＳ
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表 ２　 基因分型 １０μＬ ＰＣＲ 反应体系

Ｍｇ２＋ ／ ｍＭ １．５ ２．０ ２．５

Ｂｕｆｆｅｒ （１０×含 Ｍｇ２＋） ／ １μＬ １μＬ

Ｂｕｆｆｅｒ （１０×无 Ｍｇ２＋） ／ μＬ １ ／ ／

ｄＮＴＰｓ（１０ ｍＭ ｅａｃｈ） ／ μＬ ０．０２５ ０．０２５ ０．０２５

Ｔａｑ （５ Ｕ ／ μＬ） ／ μＬ ０．１ ０．１ ０．１

Ｍｇ２＋（２５ ｍＭ） ／ μＬ ０．６ ／ ０．２

Ｐｒｉｍｅｒ（Ｆ＋Ｒ） ／ μＬ １ １ １

ＤＮＡ（５ ｎｇ） ／ μＬ １ １ １

超纯水 ／ μＬ ６．２７５ ６．８７５ ６．６７５

总体积 ／ μＬ １０ １０ １０

表 ３　 重测序 ２０μＬ 反应体系

Ｍｇ２＋ ／ ｍＭ １．５ ２．０ ２．５

Ｂｕｆｆｅｒ （１０×含 Ｍｇ２＋） ／ μＬ ／ ２ ２

Ｂｕｆｆｅｒ （１０×无 Ｍｇ２＋） ／ μＬ ２ ／ ／

ｄＮＴＰｓ（１０ ｍＭ ｅａｃｈ） ／ μＬ ０．５ ０．５ ０． ５

Ｔａｑ （５ Ｕ ／ μＬ） ／ μＬ ０．２ ０．２ ０．２

Ｍｇ２＋（２５ ｍＭ） ／ μＬ １．２ ／ ０．４

Ｐｒｉｍｅｒ（Ｆ＋Ｒ） ／ μＬ ２ ２ ２

ＤＮＡ（５ｎｇ） ／ μＬ ２ ２ ２

超纯水 ／ μＬ １２．５５ １３．７５ １３．３５

总体积 ／ μＬ ２０ ２０ ２０

１．２．３ 数据分析　 利用 ＤＮＡＭＡＮ ｖｅｒｓｉｏｎ ５．２．２ （Ｌｙｎ⁃
ｎｏｎ Ｂｉｏｓｏｆｔ， Ｑｕｅｂｅｃ， Ｃａｎａｄａ）将重测序后生成的序

列与其相对应的源 ＥＳＴ 序列进行比对。 利用 ＭＳＡ
软件［２０］统计对 １８ 个个体分型时每一个 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 位

点的多态性，包括等位基因数、期望杂合度（Ｈｅ）、观
测杂合度（Ｈｏ）以及多态信息量（ＰＩＣ）。 多态信息含

量是一个衡量位点多态性的重要指标，其计算公式为

ＰＩＣ ＝ １ － ∑
ｎ

ｉ ＝ １
Ｐｉ

２，Ｐｉ为 ｉ 位点的基因频率。 将 ＥＳＴ⁃

ＳＳＲ 标记的等位基因转化成 ０ ／ １ 矩阵并计算 ＳＭ 相似

性系数，并利用ＮＴＳＹＳ⁃ｐｃ ｖｅｒｓｉｏｎ ２．１ 按ＵＰＧＭＡ［２１］方

法对不同基因型的 １８ 个个体进行聚类。

２　 结果与分析

２．１　 标记多态性及杂合度

利用 ２５ 个 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记检验欧洲红皮柳 １８ 个

个体的遗传变异情况。 所有的标记均能扩增出清

晰可辨的片段信号，共检测到 １００ 条等位片段，每个

位点等位基因数从 １—１２ 个不等，平均 ４ 个 （见

表 ４）。 其中，标记 ＳＳＲ５３４ 和 ＳＳＲ６１６ 没有多态性，
其余 ２３ 个（９２％）标记具有多态性。 图 １ 显示了标

记 ＳＳＲ４９７ 对欧洲红皮柳 １８ 个个体的分型结果，可
见该位点在不同个体间有明显的等位变异。

观测杂合度（Ｈｏ）用来衡量标记的多样性。 ２３
个多态性的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记其 Ｈｏ 变化范围从０􀆰 ０５５ ５
到 １􀆰 ０，平均为０􀆰 ６２７ ２；期望杂合度（Ｈｅ）变化范围

为０􀆰 ０５５ ５到０􀆰 ８５２ ３，平均为０􀆰 ５６７ ８。 其中有 ９ 个

标记的 Ｈｏ 比 Ｈｅ 低，说明检测到的一些纯合位点实

际应该是杂合的，这些位点包含一个明显的等位基

因和另一个无效等位基因（Ｎｕｌｌ ａｌｌｅｌｅ）。 多态信息

量（ＰＩＣ） 反映了每个标记的识别能力。 这 ２３ 个

ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记的 ＰＩＣ 总体平均为 ０􀆰 ４９４ １， 标记

ＳＳＲ３９８ 的 ＰＩＣ 最高，为０􀆰 ８１２ ５；标记 ＳＳＲ２７１ 的 ＰＩＣ
最低，为０􀆰 ０５２ ５。
２．２　 位点变异分析

本研究选取部分引物的前项或后项，并以欧洲

红皮柳不同个体为模板进行重测序，经与源 ＥＳＴ 序

列比对，确认原先的 ＳＳＲ 位点是否存在并检验位点

在不同个体中的变异情况。 图 ２ 显示了 ＳＳＲ３９４ 位

点在欧洲红皮柳不同个体间的变异情况。 由表 ２ 可

知，源序列中标记 ＳＳＲ３９４ 的重复单位为（ＣＧＴ） ５。
如图 ２ 所示，位点 ＳＳＲ３９４ 在不同个体间发生了不

同程度的变异：（１）重复次数较源序列增多，变成 ６
次、８ 次；（２）相同重复次数的位点重复基元上存在

单碱基变异，如个体 １ 与个体 ３ 出现 ＳＮＰ （ Ｓｉｎｇｌｅ
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，单核苷酸多态性）（Ｇ→Ａ）
变异位点；（３）不同重复次数的位点重复基元上也

存在单碱基变异，如个体 １ 与个体 ２。
２．３　 亲缘关系分析

欧洲红皮柳 １８ 个个体之间的遗传相似系数

（Ｇｓ）范围在０􀆰 ４３８ ５到 １ 之间，平均为０􀆰 ６９９ ０。 其

中个体９５０４９和９５０５８的遗传差异最小，可能来自同

一个家系；而个体９４００１和９４００４之间遗传差异最大

（Ｇｓ＝ ０􀆰 ４３８ ５），说明两者亲缘关系最远。 图 ３ 显示

了 １８ 个欧洲红皮柳个体的聚类图。 在遗传相似度

为 ０􀆰 ５２ 处，１８ 个欧洲红皮柳个体分为 ２ 组：第一组

只有 １ 个个体９４００１，剩余的 １７ 个个体为第二组。
表明无性系９４００１与其他个体亲缘关系较远。

３　 结论与讨论

非特异性的扩增能带来多余的 ＰＣＲ 产物［２２］，
而引物是决定性因素［２３］，对 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记扩增产物
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进行重测序，可以对原先期望位点以及序列的同源

性进行确认，此外，个体内由 ＳＳＲ 重复次数、ＩＮＤＥＬ
（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ⁃ｄｅｌｅｔｉｏｎ，插入缺失标记） 或 ＳＮＰ 引起的

等位基因变异都可以被检测到［２４］。 本研究中序列

确认的方法也是采用了对 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 基因组 ＰＣＲ 扩

增产物进行直接测序，并与源 ＥＳＴ 序列进行比对。
此种方法可以剔除非特异性扩增的错误标记，避免

等位基因的错误计算。

表 ４　 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记的信息、等位基因、杂合度及 ＰＩＣ 值

位点名称 重复基数及次数 等位基因数 等位片段长度 Ｈｏ Ｈｅ ＰＩＣ

ＳＳＲ００６ （ＣＡＴＧ） ４ ２ ３３２－３３６ ０．１６６ ６ ０．１５７ １ ０．１４１ １

ＳＳＲ０１３ （ＡＡＡＣＡ） ４ ２ ２１６－２２２ １．０００ ０ ０．５１５ １ ０．３７５ ０

ＳＳＲ０７１ （ＡＧＡ） ５ ２ ２３０－２３３ ０．４４４ ４ ０．４８８ ８ ０．３６２ ３

ＳＳＲ１３５ （ＧＣＡ） ６ ５ ３６７－３７９ ０．７７７ ７ ０．７６３ ４ ０．６９８ ５

ＳＳＲ２１７ （ＧＣＴ） ７ ７ １５２－１７９ １．０００ ０ ０．７５０ ７ ０．６９７ ７

ＳＳＲ２６８ （ＴＣ） ６ ３ ４２４－４４６ ０．４３７ ５ ０．４９１ ９ ０．４２７ ４

ＳＳＲ２７１ （ＣＴＣ） ５ ２ ３３６－３３９ ０􀆰 ０５５ ５ ０􀆰 ０５５ ５ ０􀆰 ０５２ ５

ＳＳＲ２７９ （ＡＧ） ７ ５ ３１５－３４１ ０．４７０ ５ ０．６５０ ６ ０．５７９ ３

ＳＳＲ２９０ （ＴＧＡＣＣＡ） ４ ５ ３１５－３６９ ０．７７７ ７ ０．６９２ ０ ０．６１７ ３

ＳＳＲ３３０ （ＧＴ） ６ ４ ３１５－３２５ ０．３３３ ３ ０．４９０ ４ ０．４３６ ６

ＳＳＲ３８６ （ＧＡ） ６ ４ ４０１－４１１ ０．１７６ ４ ０．５１１ ５ ０．４５３ ６

ＳＳＲ３９４ （ＣＧＴ） ５ ４ ４２０－４２９ ０．５００ ０ ０．４２６ ９ ０．３８９ ６

ＳＳＲ３９８ （ＡＴＴ） ５ １２ ２３４－３８６ ０．８３３ ３ ０．８５２ ３ ０．８１２ ５

ＳＳＲ４８９ （ＴＣＡ） ５ ３ ２２４－２４２ ０．８３３ ３ ０．６０３ １ ０．５１７ ３

ＳＳＲ４９７ （ＴＣ） ８ ６ ２７０－２８２ ０．５５５ ５ ０．７１９ ０ ０．６６１ ０

ＳＳＲ５０７ （ＴＣＴ） ７ ３ ３７２－３７８ ０．４６６ ６ ０．５２１ ８ ０．４２７ ８

ＳＳＲ５２９ （ＡＧ） １０ ４ ２３６－２４４ １．０００ ０ ０．６１５ ８ ０．５１５ ８

ＳＳＲ５３４ （ＧＡＡ） ７ １ ３４６ ０．０００ ０ ０．０００ ０ ０．０００ ０

ＳＳＲ５３５ （ＣＡＣ） ７ ４ ２６０－２６９ １．０００ ０ ０．５８１ ６ ０．４６５ ４

ＳＳＲ５５０ （ＴＡ） ８ ４ ２０９－２１５ ０．１１７ ６ ０．６３４ ５ ０．５５４ ６

ＳＳＲ５６２ （ＣＡＣ） ９ ５ ３４９－３７６ ０．６４７ ０ ０．５９３ ５ ０．５２１ １

ＳＳＲ６０３ （ＣＴＴ） ７ ３ ２３６－２４２ １．０００ ０ ０．６４３ ４ ０．５５４ ０

ＳＳＲ６１６ （ＴＧＧ） ６ １ １９１ ０．０００ ０ ０．０００ ０ ０．０００ ０

ＳＳＲ６３０ （ＣＡＣ） ７ ２ ２６３－２６９ １．０００ ０ ０．５１６ １ ０．３７５ ０

ＳＳＲ６５４ （ＴＣＧ） １１ ７ ２７７－２９８ ０．８３３ ３ ０．７８４ １ ０．７２９ ０

合计 － １００ － － － －

平均值 － ４ － ０．６２７ ２ ０．５６７ ８ ０．４９４ １

　 　 本研究中所用的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记均为课题组前

期利用垂柳和簸箕柳开发，在欧洲红皮柳上也表现

出了非常高的通用性，这与前期研究结果一致［１８］。
处于转录区的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记 ＤＮＡ 序列更加的保

守，因此多态性相比基因组 ＳＳＲ 要低一些［２５］。 本研

究中各位点的等位基因数、Ｈｏ、Ｈｅ 和 ＰＩＣ 数值略低

于 Ｈｅ 等［２６］的前期研究结果。 他们利用 ＮＣＢＩ 中柳

树基因组序列开发了 ８ 个 ｇＳＳＲ 标记，并用 １４ 个不

同钻石柳个体检测其多态性。 同样，Ｂｅｒｌｉｎ 等［２７］ 利

用 ３８ 对基因组 ＳＳＲ 标记对蒿柳进行基因分型，结
果显示，每个位点平均等位基因数为 １３􀆰 ４６ 个，平均

观测杂合度为 ０􀆰 ５５，平均期望杂合度为 ０􀆰 ６２，基因

组 ＳＳＲ 标记的多态性较 ＥＳＴ 略高。
在育种过程中，通过亲本间遗传差异与子代表

现或杂种优势的相关关系来预测杂种优 势是较为

有效的方法。 Ｐｏｔｔｓ 等［２８］ 推测了一个亲本间能产生

９第 ６ 期 郑纪伟等：基于 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记的欧洲红皮柳遗传变异分析



横坐标为等位片段大小，纵坐标为荧光强度；１—１８ 分别为９４００１，９４００３，９４００４，９４００５，９４００６，９４００９，
９４０１１，９４０１２，９４０１３，９４０１４，９４０１５，９５００１，９５００５，９５０２６，９５０３８，９５０４９，９５０５８，９５０７１

图 １　 标记 ＳＳＲ４９７ 对欧洲红皮柳 １８ 个个体分型结果

杂种优势的最佳遗传差异范围。 本研究利用 ＥＳＴ⁃
ＳＳＲ 标记按 ＵＰＧＭＡ 方法构建了 １８ 个不同基因型

欧洲红皮柳的系统树，不同个体间表现出了不同水

平的遗传变异，这也为下一步种质资源核心库的构

建提供了理论依据。
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１，２，３，１５ 分别代表 ９４００１，９４００３，９４００４，９５０５８

图 ２　 标记 ＳＳＲ３９４ 在不同个体内位点变异情况

图 ３　 欧洲红皮柳 １８ 个个体聚类图

参考文献：

［ １］ 　 涂忠虞． 柳树育种与栽培［Ｍ］． 南京：江苏科学技术出版

社， １９８２．
［２］ 　 王源秀， 徐立安， 黄敏仁． 柳树遗传学研究现状与前景［Ｊ］ ． 植

物学通报， ２００８， ２５（２）： ２４０⁃２４７．
［３］ 　 ＦＲＡＮＫＥＬ Ｏ Ｈ， ＢＲＯＷＮ Ａ Ｈ Ｄ． Ｃｕｒｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅ⁃

ｓｏｕｒｃｅｓ—Ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ａｐｐｒａｉｓａｌ ［ Ｃ］ ／ ／ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， Ｎｅｗ Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ：
Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ⅩⅤ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｎｇｒｅｓｓ ｏｆ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ Ｇｅｎｅｔ⁃
ｉｃｓ， Ｎｅｗ Ｄｅｌｈｉ： Ｏｘｆｏｒｄ ａｎｄ ＩＢＨ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ｃｏ．， １９８４．

［４］ 　 ＰＯＷＥＬＬ Ｗ， ＭＡＣＨＲＡＹ Ｇ Ｃ， ＰＲＯＶＡＮ Ｊ． Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｒｅ⁃
ｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ，
１９９６， １（７）： ２１５⁃２２２．

［５］ 　 ＬＵＯ Ｈ， ＷＡＮＧ Ｘ， ＺＨＡＮ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｉｍ⁃
ｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｒｅ⁃ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉ⁃
ｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｅａｔ ｓｔｒｉｐｅ ｒｕｓｔ ｆｕｎｇｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｌｏｓ Ｏｎｅ， ２０１５， １０
（６）： １⁃１８．

［６］ 　 陈仕勇， 马 啸， 张新全， 等． 不同来源 ＳＳＲ 和 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 在披碱

草属和鹅观草属物种中的通用性分析［ Ｊ］ ． 草业学报， ２０１６，
２５（２）： １３２⁃１４０．

［７］ 　 ＹＡＮＩＶ Ｅ， ＲＡＡＴＳ Ｄ， ＲＯＮＩＮ Ｙ， ｅｔ ａｌ．Ｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｒｋｅｒ⁃ａｓｓｉｓ⁃
ｔｅｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｒｉｐｅ ｒｕｓｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ Ｙｒ１５，ｉｎｔｒｏｇｒｅｓｓｅｄ
ｆｒｏｍ ｗｉｌｄ ｅｍｍｅｒ ｗｈｅａｔ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ， ２０１５， ３５（１）：
１⁃１２．

［８］ 　 王春梅， 任　 洪， 沈建华， 等． 贵州玉米种植资源遗传多样性

及核心种质库构建 ［ Ｊ］ ． 西南农业学报， ２０１６， ２９ （ ５）：
１０１８⁃１０２２．

［９］ 　 黎毛毛， 黄永兰， 余丽琴， 等． 利用 ＳＳＲ 标记构建江西稻种资

源核心种质库的研究［Ｊ］ ． 植物遗传资源学报， ２０１２， １３（６）：
９５２⁃９５７．

［１０］ 刘新龙， 刘洪博， 马 丽， 等． 利用分子标记数据逐步聚类取样

构建甘蔗杂交品种核心种质库 ［ Ｊ］ ． 作物学报， ２０１４， ４０
（１１）：１８８５⁃１８９４．

（下转第 ３７ 页）

１１第 ６ 期 郑纪伟等：基于 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记的欧洲红皮柳遗传变异分析



参考文献：

［１］ 　 周建夷，祝钦史．三要素施肥与笋用毛竹林产量构成因子的相

关分析［Ｊ］ ．竹类研究， １９８８，７（３）： ２１⁃２８．
［２］ 　 ＵＥＤＡ Ｋ． Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｂａｍｂｏｏ ｗｉｔｈ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｔｏ

ｐｒａｃｔｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｂｕｌｌｅｔｉｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｋｙｏｔｏ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，１９６０
（３０）： １６７．

［３］ 　 熊文愈，张献义．毛竹林丰产培育（施肥）试验［ Ｊ］ ．南林学报，
１９５９，２（２）： １７⁃２３．

［４］ 　 郭志坚，邹秀红，刘建斌，等． 毛竹林施肥效果研究［Ｊ］ ． 林业科

技开发，２００５，１９（６）：３２⁃３４．
［５］ 　 洪顺山，胡炳堂，江业根． 毛竹林施肥效应研究［ Ｊ］ ． 林业科学

研究，１９９２，５（４）：３７２⁃３７８．
［６］ 　 陈建华，何正安，李定盈． 毛竹施肥效果研究［ Ｊ］ ． 竹子研究汇

刊，２０００，１９（２）：３０⁃３５．
［７］ 　 郭晓敏，陈广生，牛德奎，等．平衡施肥对毛竹笋产量的效应研

究［Ｊ］ ．江西农业大学学报，２００３，２５（１）： ４８⁃５３．
［８］ 　 郭晓敏，牛德奎，范方礼， 等．平衡施肥毛竹林叶片营养与土壤

肥力及产量的回归分析 ［ Ｊ］ ．林业科学，２００７，４３ （增刊 １）：
５３⁃５７．

［９］ 　 梁玖华，黄　 河，潘　 斌，等． 叶面施肥对实生毛竹苗鞭笋生长

与萌发的影响［Ｊ］ ．经济林研究，２００４，２２（４）：４７⁃４９．
［１０］ 周早弘．毛竹鞭笋开发技术探究［Ｊ］ ．湖南农业科学，２００８（２）：

５３⁃５４．
［１１］ 迟莹莹，鲁小珍，陈永江． 北亚热带毛竹鞭笋高产培育研究

［Ｊ］ ．江苏林业科技，２０１１，３８（２）：４⁃６．
［１２］ 马金德，陆媛媛，朱文强，等．黄腐酸钾型豆粕有机肥对毛竹林

增产效应研究［Ｊ］ ．世界竹藤通讯，２０１２，１０（１）：２３⁃２５．
［１３］ 汪奎宏，何奇江，翁甫金，等．毛竹笋用丰产林地下鞭根系统调

查分析［Ｊ］ ．竹子研究汇刊， ２０００，１９（１）：３８⁃４３．
［１４］ 汪奎宏，黄伯惠．中国毛竹［Ｍ］．杭州：浙江科学技术出版社，

１９９６．４．
［１５］ 毛达民，陆媛媛，郑林水，等．鞭笋挖掘后毛竹竹鞭的生长规律

［Ｊ］ ．浙江农林大学学报，２０１１，２８（５）：８３３⁃８３６．
［１６］ 周建夷，胡超宗， 杨廉颇． 笋用毛竹丰产林地下竹鞭的调查

［Ｊ］ ．竹子研究汇刊，１９８５，４（１）：５７⁃６４．
［１７］ 杨　 明，艾文胜，孟　 勇，等．毛竹林覆盖技术研究［ Ｊ］ ．湖南林

业科技，２０１２，３９（５）：３９⁃４２．
［１８］ 王　 波，汪奎宏，李　 琴，等． 地面覆盖对毛竹生长影响的初步

研究［Ｊ］ ．世界竹藤通讯 ，２０１２，１０（１）：２０⁃２２．

（上接第 １１ 页）

［１１］ 何建文， 韩世玉． 基于 ＳＳＲ 不同距离聚类与抽样方法构建辣

椒核心种质库［Ｊ］ ． 西南农业学报， ２０１５， ２８（５）： ２１９９⁃２２０４．
［１２］ 石 磊， 王 萍， 杨 静， 等． 籽用西瓜种质资源 ＳＳＲ 分析及初级

核心种 质 库 构 建 ［ Ｊ ］ ． 西 北 植 物 学 报， ２０１６， ３６ （ ６ ）：
１１２５⁃１１３４．

［１３］ 李 丽， 何伟明， 马连平， 等． 用 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 分子标记技术构建大

白菜核心种质及指纹图谱库［ Ｊ］ ． 基因组学与应用生物学，
２００９， ２８（１）： ７６⁃８８．

［１４］ 袁海涛， 董玉芝， 王肇延． 用最小距离逐步取样法构建野核桃

核心种质［Ｊ］ ． 浙江农业科学， ２０１２（７）： ９７２⁃９７４．
［１５］ 吴子龙． 山葡萄种质遗传多样性的 ＳＳＲ 分析及核心种质初步

构建［Ｄ］． 哈尔滨：东北林业大学， ２００７．
［１６］ 倪茂磊， 美洲黑杨遗传多样性分析及核心种质库构建［Ｄ］． 南

京：南京林业大学， ２０１１．
［１７］ 郑纪伟， 孙 冲， 周 洁， 等． 柳树 ＤＮＡ 提取改良方法研究［ Ｊ］ ．

江苏林业科技， ２０１４， ４１（６）： ４⁃６， ５８．
［１８］ 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．
［１９］ 孙 冲． 柳树 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记多态性确认及其应用研究［Ｄ］． 南

京：南京林业大学， ２０１５．
［２０］ ＳＩＢＬＹ Ｒ Ｍ， ＭＥＡＤＥ Ａ， ＢＯＸＡＬＬ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｉｎ⁃

ｔｅｒｒｕｐｔｅｄ ｈｕｍａｎ ＡＣ ｍｉｃｒｏ⁃ ｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｅｖｏ⁃
ｌｕｔｉｏｎ， ２００３， ２０（３）： ４５３⁃４５９．

［２１］ ＳＯＫＡＬ Ｒ Ｒ， ＭＩＣＨＥＮＥＲ Ｃ Ｄ． Ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ

ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ［ Ｊ］ ． Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｋａｎｓａｓ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｂｕｌｌｅｔｉｎ，
１９５８， ２８ ： １４０９⁃１４３８．

［２２］ ＣＨＡ Ｒ Ｓ， ＴＨＩＬＬＹ Ｗ ， Ｇ． Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ， ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｆｉｄｅｌｉｔｙ ｏｆ
ＰＣＲ ［ Ｍ］ ／ ／ ＤＩＥＦＦＥＮＢＡＣＨ Ｃ Ｗ， ＤＶＥＫＡＬＥＲ Ｇ Ｓ． ＰＣＲ
ｐｒｉｍｅｒ： ａ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍａｎｕａｌ． Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ ： Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ
Ｐｒｅｓｓ，１９９５： ３７⁃５２．

［２３］ ＨＥ Ｑ， ＭＡＲＪＡＭＡＫＩ Ｍ， ＳＯＩＮＩ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｒｅ ｄｅｃｉｓｉｖｅ ｆｏｒ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＰＣＲ ［Ｊ］ ． ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ， １９９４，１７（１）： ８２⁃８７．

［２４］ ＳＴＵＤＥＲ Ｂ， ＪＥＮＡＥＮ Ｌ Ｂ， ＦＩＩＬ Ａ， ｅｔ ａｌ． “ Ｂｌｉｎｄ” ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ
ｇｅｎｉｃ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｉｎ Ｌｏｌｉｕｍ ｐｅｒｅｎｎｅ Ｌ． ｂｙ ｈｉｇｈ
ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ， ２００９，
２４（２）： １９１⁃１９９．

［２５］ ＥＬＬＩＳ Ｊ Ｒ， ＢＵＲＫＥ Ｊ Ｍ． ＥＳＴ⁃ＳＳＲｓ ａｓ ａ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｅｓ ［Ｊ］ ． Ｈｅｒｅｄｉｔｙ， ２００７， ９９（２）： １２５⁃１３２．

［２６］ ＨＥ Ｘ Ｄ ， ＺＨＥＮＧ Ｊ Ｗ， ＳＥＲＡＰＩＧＬＩＡ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｒｏｓｓ⁃ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ＥＳＴ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｉｃ⁃
ｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ ｉｎ Ｓａｌｉｘ ［Ｊ］ ． Ｓｉｌｖａｅ Ｇｅｎｅｔｉｃａ． ２０１４， ６３（３）： １１３⁃１１５．

［２７］ ＢＥＲＬＩＮ Ｓ， ＴＲＹＢＵＳＨ Ｓ Ｏ， ＦＯＧＥＬＱＶＩＳＴ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉ⁃
ｖｅｒｓｉｔｙ， ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ Ｅｕｒｏｐｅａｎ
Ｓａｌｉｘ ｖｉｍｉｎａｌｉｓ Ｌ． （Ｓａｌｉｃａｃｅａｅ） ［ Ｊ］ ． Ｔｒｅｅ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ＆ Ｇｅｎｏｍｅｓ，
２０１４， １０（６）： １５９５⁃１６１０．

［２８］ ＰＯＴＴＳ Ｂ Ｍ， ＰＯＴＴＳ Ｗ Ｃ， ＣＡＵＶＩＮ Ｂ． Ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｓｐｅ⁃
ｃｉｆｉｃ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｇｕｎｎｉｉ ［ Ｊ］ ． Ｓｉｌｖａｅ Ｇｅｎｅｔｉｃａ，
１９８７， ３６（５⁃６）： １９４⁃１９９．

７３第 ６ 期 余水生等：施肥对毛竹鞭笋产量和地下竹鞭生长的影响


