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　 　 摘要:以黔南 ６０ 个野生茶树种质资源为材料ꎬ使用 １５ 对引物ꎬ通过 ＳＳＲ 技术进行了 ＤＮＡ 指纹数据库的构建ꎮ 结果显

示ꎬ所采用的 １５ 对引物共扩增出 １４７ 个等位基因ꎬ有较好的多态性ꎮ 位点的期望杂合度和多态性信息含量的变化范围分

别为 ０ １２８ ~ ０ ９３９ 和 ０ １２４ ~ ０ ９２７ꎬ平均值分别为 ０ ６０２ 和 ０ ５７２ꎮ 综合各项指标筛选出 ６ 对引物 ＱＮＳＳＲ０１、ＱＮＳＳＲ０２、
ＱＮＳＳＲ０４、ＱＮＳＳＲ０６、ＱＮＳＳＲ１８、ＱＮＳＳＲ２３ 上的 ２３ 个等位基因用于黔南茶树种质资源 ＤＮＡ 指纹图谱构建ꎬ６０ 个茶树种质资

源的 ＳＳＲ 指纹图谱互不相同ꎬ可以作为各材料特定的图谱ꎮ 研究结果为黔南茶树种质资源保护和品种创新利用奠定了

基础ꎮ
关键词:黔南ꎻ茶树资源ꎻＳＳＲꎻＤＮＡ 指纹图谱

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ＤＮＡ Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｆｏｒ Ｔｅａ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｆｒｏｍ
Ｑｉａｎｎａｎ Ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ ｂｙ ＳＳＲ Ｍａｒｋｅｒｓ

ＣＨＥＮ Ｓｈｉ￣ｊｕｎ１ꎬＺＨＡＮＧ Ｍｉｎｇ￣ｚｅ１ꎬＹＡＯ Ｙｕ￣ｘｉａｎ１ꎬＸＩＥ Ｗｅｉ￣ｂｉｎ２

( １ Ｑｉａｎｎａｎ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｆｏｒ ＮａｔｉｏｎａｌｉｔｉｅｓꎬＤｕｙｕｎ ５５８０００ꎻ２ Ｄｕｙｕｎ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｂｕｒｅａｕ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ ＰｒｏｖｉｎｃｅꎬＤｕｙｕｎ ５５８０００)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｓｉｘｔｙ ｔｅａ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｆｒｏｍ Ｑｉａｎｎａｎ ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｄａｔａｂａｓｅ
ｂｙ ＳＳＲ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ １４７ ａｌｌｅｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｂｌｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｂｙ １５ ｐａｉｒｓ ｏｆ
ｐｒｉｍｅｒｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ. Ｔｈｅ ｒａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ ａｔ １５ ＳＳＲ ｌｏｃｉ ｏｆ ６０ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｗｅｒｅ ０ １２８￣０ ９３９ ａｎｄ ０ １２４￣０ ９２７ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬｗｉｔｈ ａｎ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ０ ６０２
ａｎｄ ０ ５７２ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｎｄ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ２３ ａｌｌｅｌｅｓ ｆｒｏｍ ６ ｐｒｉｍｅｒｓ(ＱＮＳＳＲ０１ꎬＱＮＳＳＲ０２ꎬＱＮＳＳＲ０４ꎬＱＮＳ￣
ＳＲ０６ꎬＱＮＳＳＲ１８ꎬａｎｄ ＱＮＳＳＲ２３)ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ. Ｓｉｘｔｙ ｔｅａ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ＳＳＲ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｏｔｈｅｒ ｃａｎ ｓｅｒｖｅ ａｓ ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｔｅｒｎｓ ａｎｄ ａｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｉ￣
ｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｑｉａｎｎａｎ ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅꎻｔｅａ ｇｅｒｍｐｌａｓｍꎻＳＳＲꎻＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ

茶树[Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ(Ｌ. )Ｏ. Ｋｕｎｔｚｅ]属于山茶

科、山茶属、茶组植物ꎮ 云南是茶树的原产地ꎬ贵州

是山茶属的分布核心区之一[１]ꎮ 黔南地处云贵高

原东南部向广西丘陵过渡的斜坡地带ꎬ属典型的亚

热带温暖湿润季风气候ꎬ具有高海拔、低纬度、寡日

照、立体气候、肥沃土壤等环境条件ꎬ适宜茶树生长ꎬ
茶树资源丰富ꎮ 田永辉等[２] 指出黔南茶树有都匀

毛尖种、贵定仰王种、三都高树茶、独山高树茶等 １２
个地方群体种ꎬ谢维斌等[３]对黔南部分地区茶树资

源进行的调查表明黔南茶树种质资源品系众多ꎮ 但

这些已有的调查ꎬ往往依靠易受环境条件和发育阶

段影响的生物学特征和农艺性状等作为分类鉴定依

据ꎬ可靠性不强ꎬ限制了当地茶树种质资源保护和品

种创新利用ꎮ
ＤＮＡ 分子标记是茶树资源遗传多样性及品

种鉴定研究的有效手段ꎮ 目前已有多种分子标

记技术应用于茶树资源研究上ꎮ 简单重复序列

(ＳＳＲꎬｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ)标记ꎬ是由 Ｍ Ｌｉｔｔ 等[４]
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及 Ｄ Ｔａｕｔｚ[５]创立ꎬ因其具有等位变异高、共显性遗

传、稳定性好、操作简便快速等优点ꎬ成为目前植物

分子指纹图谱研究中最受欢迎的遗传标记ꎮ 近

年来ꎬ利用 ＳＳＲ 标记技术ꎬＴ Ｕｊｉｈａｒａ 等 [６] 对日本

绿茶栽培品种、杨阳等 [７] 对湖南省主要茶树品

种、章志芳等 [８] 对 １４ 个茶树新品种、刘本英等 [９]

对云南无性系茶树品种等构建了有效的 ＤＮＡ 指

纹图谱ꎮ 本研究通过广泛收集黔南茶树资源ꎬ应
用 ＳＳＲ 标记技术ꎬ建立黔南茶树种质资源指纹图

谱ꎬ以期为黔南茶树种质资源保护和品种创新利

用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 试验材料

供试材料采集于黔南各地ꎮ 在前期广泛调查的

基础上ꎬ由课题组及当地茶产业管理部门工作人员ꎬ
协同采集典型野生型茶树种质资源ꎬ一个群体选择

芽叶较多的 １ 株为样本ꎬ共采集 ６０ 个群体ꎬ获得野

生型茶树种质资源材料 ６０ 个(表 １)ꎮ 样本的采摘ꎬ
取 １ 芽 ２ 叶新梢ꎬ保存于 － ８０ ℃冰箱中备用ꎮ

表 １　 供试材料编号及来源

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｄｅ ａｎｄ ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ ｔｅａ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

编号

Ｃｏｄｅ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ
编号

Ｃｏｄｅ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ
编号

Ｃｏｄｅ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ

Ｙ１ 都匀墨冲 ＭｏｃｈｏｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｙ２１ 都匀谷江 ＧｕｊｉａｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｗ４１ 三都水乡 ＳｈｕｉｘｉａｎｇꎬＳｈａｄｕ

Ｙ２ 都匀江洲 ＪｉａｎｇｚｈｏｕꎬＤｕｙｕｎ Ｙ２２ 独山沟山 ＧｏｕｓｈａｎꎬＤｕｓｈａｎ Ｗ４２ 瓮安珠藏 ＺｈｕｚａｎｇꎬＷｅｎｇａｎ

Ｙ３ 贵定云雾 ＹｕｎｗｕꎬＧｕｉＤｉｎｇ Ｙ２３ 贵定云雾 ＹｕｎｗｕꎬＧｕｉＤｉｎｇ Ｗ４３ 平塘通州 ＴｏｎｇｚｈｏｕꎬＰｉｎｇｔａｎｇ

Ｙ４ 都匀墨冲 ＭｏｃｈｏｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｙ２４ 都匀谷江 ＧｕｊｉａｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｗ４４ 平塘通州 ＴｏｎｇｚｈｏｕꎬＰｉｎｇｔａｎｇ

Ｙ５ 都匀黄河 ＨｕａｎｇＨｅꎬＤｕｙｕｎ Ｙ２５ 都匀摆忙 ＢａｉｍａｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｗ４５ 独山影山 ＹｉｎｇｓｈａｎꎬＤｕｓｈａｎ

Ｙ６ 都匀团山 ＴｕａｎｓｈａｎꎬＤｕｙｕｎ Ｙ２６ 都匀江洲 ＪｉａｎｇｚｈｏｕꎬＤｕｙｕｎ Ｗ４６ 龙里麻芝 ＭａｚｈｉꎬＬｏｎｇｌｉ

Ｙ７ 独山沟山 ＧｏｕｓｈａｎꎬＤｕｓｈａｎ Ｙ２７ 都匀江洲 ＪｉａｎｇｚｈｏｕꎬＤｕｙｕｎ Ｗ４７ 平塘通州 ＴｏｎｇｚｈｏｕꎬＰｉｎｇｔａｎｇ

Ｙ８ 都匀奉和 ＦｅｎｇｈｅꎬＤｕｙｕｎ Ｙ２８ 都匀墨冲 ＭｏｃｈｏｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｗ４８ 龙里麻芝 ＭａｚｈｉꎬＬｏｎｇｌｉ

Ｙ９ 都匀江洲 ＪｉａｎｇｚｈｏｕꎬＤｕｙｕｎ Ｙ２９ 都匀墨冲 ＭｏｃｈｏｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｗ４９ 贵定云雾 ＹｕｎｗｕꎬＧｕｉＤｉｎｇ

Ｙ１０ 都匀墨冲 ＭｏｃｈｏｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｙ３０ 贵定云雾 ＹｕｎｗｕꎬＧｕｉＤｉｎｇ Ｗ５０ 贵定云雾 ＹｕｎｗｕꎬＧｕｉＤｉｎｇ

Ｙ１１ 都匀江洲 ＪｉａｎｇｚｈｏｕꎬＤｕｙｕｎ Ｙ３１ 都匀江洲 ＪｉａｎｇｚｈｏｕꎬＤｕｙｕｎ Ｗ５１ 平塘大塘 ＤａｔａｎｇꎬＰｉｎｇｔａｎｇ

Ｙ１２ 独山沟山 ＧｏｕｓｈａｎꎬＤｕｓｈａｎ Ｙ３２ 都匀谷江 ＧｕｊｉａｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｗ５２ 福泉凤山 ＦｅｎｇｓｈａｎꎬＦｕｑｕａｎ

Ｙ１３ 贵定云雾 ＹｕｎｗｕꎬＧｕｉＤｉｎｇ Ｗ３３ 惠水宁旺 ＮｉｎｇｗａｎｇꎬＨｕｉｓｈｕｉ Ｗ５３ 平塘通州 ＴｏｎｇｚｈｏｕꎬＰｉｎｇｔａｎｇ

Ｙ１４ 都匀墨冲 ＭｏｃｈｏｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｗ３４ 独山影山 ＹｉｎｇｓｈａｎꎬＤｕｓｈａｎ Ｗ５４ 贵定云雾 ＹｕｎｗｕꎬＧｕｉＤｉｎｇ

Ｙ１５ 都匀墨冲 ＭｏｃｈｏｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｗ３５ 三都水乡 ＳｈｕｉｘｉａｎｇꎬＳｈａｄｕ Ｗ５５ 独山影山 ＹｉｎｇｓｈａｎꎬＤｕｓｈａｎ

Ｙ１６ 都匀摆忙 ＢａｉｍａｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｗ３６ 惠水宁旺 ＮｉｎｇｗａｎｇꎬＨｕｉｓｈｕｉ Ｗ５６ 独山影山 ＹｉｎｇｓｈａｎꎬＤｕｓｈａｎ

Ｙ１７ 都匀谷江 ＧｕｊｉａｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｗ３７ 龙里麻芝 ＭａｚｈｉꎬＬｏｎｇｌｉ Ｗ５７ 平塘通州 ＴｏｎｇｚｈｏｕꎬＰｉｎｇｔａｎｇ

Ｙ１８ 都匀墨冲 ＭｏｃｈｏｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｗ３８ 罗甸纳降 ＮａｊｉａｎｇꎬＬｕｏｄｉａｎ Ｗ５８ 罗甸纳降 ＮａｊｉａｎｇꎬＬｕｏｄｉａｎ

Ｙ１９ 贵定云雾 ＹｕｎｗｕꎬＧｕｉＤｉｎｇ Ｗ３９ 惠水宁旺 ＮｉｎｇｗａｎｇꎬＨｕｉｓｈｕｉ Ｗ５９ 贵定云雾 ＹｕｎｗｕꎬＧｕｉＤｉｎｇ

Ｙ２０ 都匀谷江 ＧｕｊｉａｎｇꎬＤｕｙｕｎ Ｗ４０ 惠水宁旺 ＮｉｎｇｗａｎｇꎬＨｕｉｓｈｕｉ Ｗ６０ 贵定云雾 ＹｕｎｗｕꎬＧｕｉＤｉｎｇ

１ ２　 基因组 ＤＮＡ 的提取

采用改进的 ＣＴＡＢ 法提取 ＤＮＡ[１０]ꎬ用 ０ ８％ 琼

脂糖凝胶电泳检测提取质量和浓度ꎮ
１ ３　 引物筛选与合成

参照 Ｓ Ｓ Ｋａｕｎｄｕｎ 等[１１]、金基强等[１２]、刘本

英[１０]、姚明哲[１３]的 ＳＳＲ 引物序列ꎬ从中选择多态性

较高的引物 ４０ 条ꎬ以 Ｙ１、Ｙ７、Ｙ１４、Ｗ３６、Ｗ５４ 基因

组 ＤＮＡ 作模板ꎬ进行多态性筛选ꎬ最终选择了 １５ 对

引物(表 ２)ꎮ 本试验所用 ＳＳＲ 引物为荧光引物ꎬ由
北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司合成ꎮ
１ ４　 ＰＣＲ 扩增和产物检测

ＰＣＲ 扩增反应在 ＧｅｎｅＡｍｐ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ ９６００
(Ｐｅｒｋｉｎ ＥｌｍｅｒꎬＵＳＡ)上进行ꎮ ２５ μＬ 反应体系为:
４０ ｎｇ / μＬ 模板 ＤＮＡ ２ ０ μＬ、上下游引物各 ０ ５ μＬ、
１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰｓ ０ ５ μＬ、１０ × ＰＣＲ 反应缓冲液

２ ５ μＬ、２Ｕ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０ ５ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ １８ ５ μＬꎮ
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表 ２　 引物信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
重复基元

Ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ
序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′ －３′)

退火温度(℃)
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＱＮＳＳＲ０１(ＳＳＲ０９)∗ (ＴＴＴＴＴＡ)３ Ｆ:ＧＴＣＡＡＧＡＡＡＧＣＴＣＡＡＧＧＣ Ｒ:ＡＡＧＡＣＣＣＡＴＡＣＡＡＡＡＧＡＴＡＣＴ ５１

ＱＮＳＳＲ０２(ＳＳＲ１１ꎬＰ０１) (ＴＣ)１５ Ｆ:ＧＧＡＧＣＡＴＴＧＡＡＧＣＧＡＧＡＡＡＴ Ｒ:ＡＣＧＣＴＴＣＧＡＧＴＡＣＴＣＣＣＴＧＡ ５５

ＱＮＳＳＲ０４(ＳＳＲ２２) (ＧＧＡＡＡ)１１ Ｆ:ＴＡＧＣＴＣＧＣＡＣＡＣＡＡＣＡＣＣＡＣ Ｒ:ＴＣＣＡＡＣＧＡＣＡＣＡＣＴＣＴＣＴＧＣ ５８

ＱＮＳＳＲ０５(ＳＳＲ２９) (ＧＴＧＧＡ)５ Ｆ:ＡＴＣＣＡＣＣＧＴＡＴＧＡＴＧＣＴＴ Ｒ:ＴＧＴＣＴＴＧＴＧＡＣＣＡＡＡＴＴＧＡＣ ５１

ＱＮＳＳＲ０６(ＳＳＲ３６) (ＣＴ)１５ Ｆ:ＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＧＧＣＧＡＧＧＡＣＡＧ Ｒ:ＴＴＣＡＧＧＡＴＡＣＧＣＴＴＴＧＡＴＧＣＣ ５８

ＱＮＳＳＲ０７(ＳＳＲ４０) (ＡＡＧＡＡ)３ Ｆ:ＧＣＡＧＡＡＡＡＣＣＣＴＧＴＣＡＡＴ Ｒ:ＡＴＣＡＣＣＡＣＣＣＣＡＣＣＡＴＡＣ ５１

ＱＮＳＳＲ０８(ＳＳＲ４２) (ＣＣＧＣＣＡ)３ Ｆ:ＴＧＣＣＣＡＣＡＣＣＡＣＧＡＡＴＡＣＧＡＣ Ｒ:ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＴＧＣＧＡＡＴＧＧＣＴ ５７

ＱＮＳＳＲ０９(ＳＳＲ４８) (ＣＡ)１２ Ｆ:ＧＣＡＴＣＡＴＴＣＣＡＣＣＡＣＴＣＡＣＣ Ｒ:ＧＴＣＡＴＣＡＡＡＣＣＡＧＴＧＧＣＴＣＡ ５７

ＱＮＳＳＲ１１(ＳＳＲ４９) (ＴＧ)１３ Ｆ:ＣＡＣＡＴＴＧＴＧＧＣＧＴＧＴＴＡＴＴＡＡＴＴＴ Ｒ:ＡＣＡＴＴＧＧＣＴＡＴＣＴＣＴＣＡＴＣＡＴＧＧ ５６

ＱＮＳＳＲ１２(ＳＳＲ５５) (ＧＴ)１６ Ｆ:ＧＡＡＴＣＡＧＧＡＣＡＴＴＡＴＡＧＧＡＡＴＴＡＡ Ｒ:ＧＧＣＣＧＡＡＴＧＴＴＧＴＣＴＴＴＴＧＴ ５３

ＱＮＳＳＲ１５(Ｐ０３) (ＡＴＧ)１０ Ｆ:ＧＣＧＴＣＧＴＣＣＣＴＴＣＴＴＴＣＴＡＡ Ｒ:ＧＧＧＣＡＧＣＣＡＴＡＡＣＣＡＣＴＡＣＴ ５７

ＱＮＳＳＲ１６(Ｐ０６) (ＴＴＣ)１０ Ｆ:ＣＡＧＧＧＴＴＧＣＡＡＧＡＡＧＴＡＣＣＧ Ｒ:ＡＴＣＡＡＣＣＧＴＡＴＧＧＧＣＡＡＡＡＧ ５５

ＱＮＳＳＲ１８(Ｐ１４) (ＡＧ)１４ Ｆ:ＧＧＧＡＧＡＡＣＣＡＡＣＣＣＡＧＴＣＴＡＴ Ｒ:ＣＣＣＡＡＴＣＣＧＣＴＧＴＡＧＴＡＧＧＡ ５８

ＱＮＳＳＲ２１(ＳＳＲ０２) (ＣＴＣ)５ Ｆ:ＡＴＧＡＧＡＡＧＧＡＧＧＡＣＧＡＴＧ Ｒ:ＣＡＴＴＴＡＴＧＧＡＣＣＴＧＴＴＣＧ ５１

ＱＮＳＳＲ２３(ＳＳＲ２２) (ＴＧ)８(ＡＧ)１０ Ｆ:ＴＧＧＡＴＴＣＣＡＣＣＣＡＧＡＧＴＣＣ Ｒ:ＣＣＡＣＣＧＡＣＴＣＧＡＴＧＡＣＡＴＡＡ ５７

∗括号内编号为原文献引物编号ꎬ下同

∗Ｃｏｄｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ｉｓ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｄｅ ｉｎ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅꎬｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

ＰＣＲ 扩增程序为:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ
５１ ~６０ ℃不等退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ
循环结束后在 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ产物 ４ ℃保存ꎮ 扩

增产物采用毛细管电泳检测:在 ９６ 孔样板的每个孔

中分别加 １ μＬ 纯化的 ＰＣＲ 产物ꎬ８ ５ μＬ 甲酰胺和

０ ０３ μＬ ＲＯＸ５００ 分子量内标ꎬ离心ꎬ９５ ℃变性 ５ ｍｉｎꎬ
利用 ＤＮＡ 测序仪 ＡＢＩ３７３０(Ａｐｐｌｉｅｄ ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬＦｏｓｔｅｒ
ＣｉｔｙꎬＵＳＡ)进行自动荧光检测ꎮ
１ ５　 数据处理与分析

电泳结束后ꎬ利用 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ ｖ ４ ０ 软件收集数

据ꎬ进行扩增条带分子量确定ꎮ 参照夏寒冰等[１４] 的

方法按共显性标记进行数据统计ꎬ即将不同分子量

ＤＮＡ 条带视为一个等位基因ꎬ出现该等位基因时赋

值 １ꎬ不存在时赋值 ０ꎬ建立原始数据矩阵ꎮ 基因型

数、等位基因数、杂合度观测值(Ｏｂｓ Ｈꎬｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｔ￣
ｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｉｅｓ)、杂合度期望值(Ｅｘｐ Ｈꎬ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔ￣
ｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｉｅｓ)、Ｓｈａｎｎｏｎ 信息多样性指数(ＩꎬＳｈａｎｎｏｎ’ｓ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ)估计值用 ＰｏｐＧｅｎｅ３２ 软件分析ꎮ 多

态性信息含量(ＰＩＣꎬｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ)
用 Ｐｏｗｅｒｍａｒｋｅｒ ３ ２５ 软件分析ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＳＳＲ 分子标记多态性分析

利用筛选出的 １５ 对 ＳＳＲ 荧光引物对 ６０ 个野

生茶树种质资源材料进行扩增ꎬ扩增结果见表 ３ꎮ
从表中可以看出ꎬ多态性引物比例为 １００％ ꎬ共得

到等位基因 １４７ 个ꎬ平均每对引物扩增 ９ ８ 个ꎬ其
中 ＱＮＳＳＲ０２、ＱＮＳＳＲ０４、ＱＮＳＳＲ０６、ＱＮＳＳＲ０９、ＱＮＳ￣
ＳＲ１２、ＱＮＳＳＲ１５、ＱＮＳＳＲ１８、ＱＮＳＳＲ２３ 扩增出的等

位基因大于等于 １０ 个ꎮ １５ 对引物产生 ２８０ 个基

因型ꎬ平均每个引物扩增出 １８ ６７ 个基因型ꎮ ＰＩＣ
变化范围较大ꎬ最小值为 ０ １２４ꎬ最大值为 ０ ９２７ꎬ
平均 ０ ５７２ꎻＥｘｐ Ｈ 变幅为 ０ １２８ ~ ０ ９３９ꎬ平均

０ ６０２ꎻＳｈａｎｎｏｎ 信息指数 Ｉ 变幅为 ０ ３１０ ~ ２ ８６２ꎬ
平均 １ ４６４ꎮ 这些结果表明ꎬ黔南野生茶树种质资

源具有较高的遗传多样性ꎬ供试 ＳＳＲ 引物能够较

好地用于黔南茶树种质资源遗传研究和指纹图谱

构建ꎮ
２ ２　 ＤＮＡ 指纹图谱构建

指纹图谱的构建一般以较少数量的引物组合和

较高效的鉴定方法为准ꎮ 综合考虑引物扩增的等位

基因数、Ｅｘｐ Ｈ、ＰＩＣ 以及等位基因分子量大小差异

等因素ꎬ从 １５ 对引物中选择 ＱＮＳＳＲ０１、ＱＮＳＳＲ０２、
ＱＮＳＳＲ０４、ＱＮＳＳＲ０６、ＱＮＳＳＲ１８、ＱＮＳＳＲ２３ 引物扩增

出的区分能力较高的部分等位基因(２３ 个)来进行

黔南茶树种质资源 ＤＮＡ 指纹数据库编码和构建

ＤＮＡ 指纹图谱ꎮ 选择的引物及扩增等位基因见

表 ４ꎮ
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　 １ 期 陈世军等:基于 ＳＳＲ 标记的黔南茶树种质资源 ＤＮＡ 指纹图谱构建

表 ３　 ＳＳＲ 引物扩增结果及多态性信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

基因型数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

等位基因数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｌｌｅｌｅｓ

杂合度观测值

Ｏｂｓ Ｈ
杂合度期望值

Ｅｘｐ Ｈ
多态性信息

含量 ＰＩＣ
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数

Ｉ
产物大小(ｂｐ)
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

ＱＮＳＳＲ０１ ４ ４ ０ ５６７ ０ ４２７ ０ ３５８ ０ ７１７ １３７ ~ １５７

ＱＮＳＳＲ０２ ２９ １６ ０ ４３３ ０ ８９９ ０ ８８１ ２ ４２６ １６５ ~ １９９

ＱＮＳＳＲ０４ ３３ １４ ０ ８１７ ０ ８８９ ０ ８７１ ２ ３３４ １７０ ~ ２０４

ＱＮＳＳＲ０５ ７ ５ ０ ０８３ ０ ２４５ ０ ２３５ ０ ５５９ ２６４ ~ ２７６

ＱＮＳＳＲ０６ ４５ ２３ ０ ６６７ ０ ９３９ ０ ９２７ ２ ８６２ ８５ ~ １３６

ＱＮＳＳＲ０７ ６ ５ ０ １５０ ０ ２１７ ０ ２０９ ０ ５０５ １２３ ~ １７５

ＱＮＳＳＲ０８ ４ ４ ０ １３３ ０ １２８ ０ １２４ ０ ３１０ １１５ ~ １３５

ＱＮＳＳＲ０９ ２１ １３ ０ ４５０ ０ ７６４ ０ ７３５ １ ８７０ １４６ ~ １８４

ＱＮＳＳＲ１１ ２ ２ ０ ０００ ０ ４７７ ０ ３６１ ０ ６６６ ２８５ ~ ２８７

ＱＮＳＳＲ１２ １３ １０ ０ ３３３ ０ ３９４ ０ ３８０ ０ ９７２ １７１ ~ ２３７

ＱＮＳＳＲ１５ ２４ １０ ０ ７１７ ０ ８２８ ０ ７９８ １ ９１５ １３９ ~ １７７

ＱＮＳＳＲ１６ １６ ９ ０ ７５０ ０ ７６３ ０ ７１９ １ ５９２ １０８ ~ １５８

ＱＮＳＳＲ１８ ３３ １２ ０ ８３３ ０ ８８５ ０ ８６６ ２ ２５６ １３３ ~ １５９

ＱＮＳＳＲ２１ ３ ２ ０ ２６７ ０ ２８０ ０ ２３９ ０ ４５１ １２２ ~ １２４

ＱＮＳＳＲ２３ ４０ １８ ０ ８５０ ０ ９００ ０ ８８４ ２ ５３２ １３０ ~ １７４

平均 Ｍｅａｎ １８ ６７ ９ ８ ０ ４７ ０ ６０２ ０ ５７２ １ ４６４

合计 Ｔｏｔａｌ ２８０ １４７

表 ４　 等位基因选择及赋值标准

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｌｌｅｌｅｓ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

编码(ｂｐ)Ｃｏｄｅ

０ １ ２ ３ ４ ５

ＱＮＳＳＲ０１ — １４５ １５７

ＱＮＳＳＲ０２ — １６５ １８１ １８９ １９３ １９７

ＱＮＳＳＲ０４ — １７２ １８６ １９４ ２０４

ＱＮＳＳＲ０６ — ９５ １１１ １２１ １２９ １３６

ＱＮＳＳＲ１８ — １３３ １４１ １５１

ＱＮＳＳＲ２３ — １３４ １４６ １５４ １７４

ＤＮＡ 指纹数据库编码参照蒋林峰等[１５] 的方

法ꎮ 将选择的 ６ 对引物扩增的等位基因按分子量大

小排序ꎬ依次赋值为有序整数(表 ４)ꎬ其中ꎬ未扩增

出所选择的等位基因ꎬ则编码为 ０ꎮ 假定每对引物

扩增出 ２ 个等位基因ꎬ依据等位基因赋值标准ꎬ对黔

南野生茶树种质资源 ＤＮＡ 等位基因进行编码ꎬ串
联各编码即形成该材料的 ＤＮＡ 指纹数据库编码ꎬ
最终得到黔南野生茶树种质资源 ＤＮＡ 指纹数据库

(表 ５)ꎮ 如种质资源 Ｙ１４ꎬ引物 ＱＮＳＳＲ０１ 只扩增出

分子量为 １５７ 的等位基因ꎬ该引物扩增的等位基因

编码即为 ０２ꎻ引物 ＱＮＳＳＲ０２ 扩增出分子量为 １９３、
１９７ 两个等位基因ꎬ即编码为 ４５ꎻ引物 ＱＮＳＳＲ０４ 只

扩增出分子量为 １７２ 的等位基因ꎬ编码为 ０１ꎻ引物

ＱＮＳＳＲ０６ 没有扩增出选择的等位基因ꎬ编码为 ００ꎻ
引物 ＱＮＳＳＲ１８ 只扩增出分子量为 １３３ 的等位基因ꎬ
编码为 ０１ꎻ引物 ＱＮＳＳＲ２３ 只扩增出分子量为 １４６ 的

等位基因ꎬ编码为 ０２ꎻ将这些编码组合起来ꎬ即为

Ｙ１４ 的指纹数据库编码 ０２４５０１０００１０２ꎮ 结果显示ꎬ
构建的黔南茶树种质资源 ＤＮＡ 指纹数据库中ꎬ每个

材料均具特异的分子指纹数据库编码ꎬ可作为鉴别

该材料的特殊标记而与其他材料相区别ꎮ
根据 ６ 对引物对黔南茶树 ＤＮＡ 扩增得到的等

位基因情况ꎬ构建黔南茶树 ＤＮＡ 指纹图谱(图 １)ꎮ
图 １ 中黑色条带处表示扩增出等位基因ꎬ每个材料

的指纹图谱均与表 ５ 中的指纹编码相对应ꎮ 由图 １
可知ꎬ每个材料均具有不同的扩增图谱ꎬ可与其他材

料区分ꎮ
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表 ５　 黔南茶树种质资源指纹数据库编码

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｄａｔａｂａｓｅ ｃｏｄｅ ｏｆ ｔｅａ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｆｒｏｍ Ｑｉａｎｎａｎ ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ

编号

Ｃｏｄｅ
指纹编码

Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｃｏｄｅ
编号

Ｃｏｄｅ
指纹编码

Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｃｏｄｅ
编号

Ｃｏｄｅ
指纹编码

Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｃｏｄｅ

Ｙ１ ０２０３０００１０１００ Ｙ２１ ０００３０００４００００ Ｗ４１ ０２３５０００１０１００

Ｙ２ ０２０５０１０００３００ Ｙ２２ ０２０３０００３０１０２ Ｗ４２ ０００１０１０００００２

Ｙ３ ０００４０００００２０２ Ｙ２３ ０２０３０１０００２０２ Ｗ４３ ０２０００００１０００２

Ｙ４ ０００００３０３０２００ Ｙ２４ ０２０００１０３０００３ Ｗ４４ ０２０００００００００２

Ｙ５ ０００３０１０００００２ Ｙ２５ ０２０５０１０１００００ Ｗ４５ ０２０００１０１００００

Ｙ６ ０２０３０１０００００２ Ｙ２６ ０００１０２０５０２００ Ｗ４６ ０００４０００００００２

Ｙ７ ０２０２０２０００００１ Ｙ２７ ０２００００００００００ Ｗ４７ ００１３０００００２０２

Ｙ８ ０２０３０１０００３１２ Ｙ２８ ０２０４０１００００１２ Ｗ４８ ０００４０１０００２０２

Ｙ９ ０００４０００４００００ Ｙ２９ ００００１２０００３００ Ｗ４９ ００４５０００１０００２

Ｙ１０ ０１３４０１００００００ Ｙ３０ ０００１０２０００２００ Ｗ５０ ０２０００３０００００２

Ｙ１１ ００４５０１００００００ Ｙ３１ ０１０００２０００２００ Ｗ５１ ０００３０００００００２

Ｙ１２ ０２０２００００００００ Ｙ３２ ０００４０００２００００ Ｗ５２ ００３５０００００００１

Ｙ１３ ０２０５０００００３２３ Ｗ３３ ０００５０１０１００００ Ｗ５３ ０２０５００００００００

Ｙ１４ ０２４５０１０００１０２ Ｗ３４ ０２０２０２０００３０１ Ｗ５４ ０２０１０００００２００

Ｙ１５ ０００５０２０００００３ Ｗ３５ ０２０００１００００１４ Ｗ５５ ００３４０１０１００２３

Ｙ１６ ０２０４００００００００ Ｗ３６ ０００００４０１００００ Ｗ５６ ０２０３０２０００３０２

Ｙ１７ ０００４０１００００００ Ｗ３７ ０２０５０１１４０００２ Ｗ５７ ０２０３１２０００００２

Ｙ１８ ０２０００１０００１００ Ｗ３８ ０００３０００４００００ Ｗ５８ ０００１３４００００００

Ｙ１９ ０２０１０００１０００２ Ｗ３９ ０２０３０００３０１０２ Ｗ５９ ０００００００３０２０２

Ｙ２０ ０００２０４００２３００ Ｗ４０ ０２０３０１０００２０２ Ｗ６０ ０００００００００２０２

图 １　 黔南茶树种质资源指纹图谱

Ｆｉｇ. １　 Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｏｆ ｔｅａ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｆｒｏｍ Ｑｉａｎｎａｎ ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ
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　 １ 期 陈世军等:基于 ＳＳＲ 标记的黔南茶树种质资源 ＤＮＡ 指纹图谱构建

３　 讨论

本研究采用毛细管电泳和基于 ＤＮＡ 测序仪的扩

增产物自动荧光检测的方法ꎬ相比传统银染法聚丙烯

酰胺凝胶电泳检测ꎬ检测结果更为精确、数据更为可

靠[１６￣１７]ꎬ扩增出来的等位基因相差 １ ~ ２ 个碱基也能

很好地检测出来ꎮ 在 ＤＮＡ 指纹图谱的构建中ꎬ这种

ＳＳＲ 荧光标记毛细管电泳法已得到广泛运用[１８￣１９]ꎮ
本研究最终筛选的引物来源于刘本英[１０]、金基

强等[１２]、姚明哲[１３] 的研究成果ꎬ但相同的引物扩增

出的等位基因数及多态性信息在各个研究中有差

异ꎮ 例如引物 ＱＮＳＳＲ０２(Ｇｅｎｅ Ｂａｎｋ 数据库登录号

ＣＶ０６７０６３ꎬ刘本英[１０]编号为 ＳＳＲ１１ꎬ金基强等[１２] 编

号为 Ｐ０１)在本研究中扩增出等位基因 １６ 条ꎬ片段

大小在 １６５ ~ １９９ ｂｐ 之间ꎬ而刘本英[１０] 的研究为 ５
条、大小在 １７８ ~ １９７ ｂｐ 之间ꎬ金基强等[１２] 的研究

为 ７ 条、大小在 １７４ ~ ２２０ ｂｐ 之间ꎮ 这可能与采用

的产物检测方法不同有关ꎬ后两者的研究采用的是

银染法聚丙烯酰胺凝胶电泳检测ꎬ当然与研究对象

茶树资源不同也有很大关系ꎮ
目前构建植物品种 ＤＮＡ 指纹图谱的方法主要有

特征谱带法、单引物法和引物组合法等ꎮ 利用分子标

记构建 ＤＮＡ 指纹图谱ꎬ一般原则是用尽量少的标记

分开尽量多的品种ꎬ这就要求所用的标记多态性要

好ꎬ多态性越高越经济ꎮ 在本研究中ꎬ多态性引物比

例为１００％ꎬＰＩＣ 大于０ ７ 的引物就达８ 对ꎬ其中ＱＮＳ￣
ＳＲ０６ 扩增得到等位基因 ２３ 条ꎬ基因型数 ４５ 个ꎬ多态

性信息量 ０ ９２７ꎮ 理论上ꎬ用 ２ ~３ 对引物即可区分采

集的 ６０ 个材料ꎬ但是由于本研究采用荧光标记毛细

管电泳法ꎬ一些等位基因仅相差 １ ~２ 个碱基ꎬ为了研

究结果在今后更好地得到运用ꎬ减少由于采用不同检

测方法带来的等位基因判读误差ꎬ本研究采用引物组

合法ꎬ选择 ＱＮＳＳＲ０１、ＱＮＳＳＲ０２、ＱＮＳＳＲ０４、ＱＮＳＳＲ０６、
ＱＮＳＳＲ１８、ＱＮＳＳＲ２３ 等 ６ 对引物扩增出的部分稳定性

较好的等位基因来进行指纹图谱构建ꎬ其中ꎬ同一引

物选择的等位基因ꎬ相互间最小相差 ８ 个碱基ꎮ 陈亮

等[２０]、杨阳等[７]、刘本英等[２１] 研究表明ꎬ引物组合法

通过不同引物的有限组合ꎬ可以大大提高引物的鉴别

能力ꎮ 本研究采用的 ６ 对引物的 ２３ 个等位基因能将

６０ 个材料完全区分开ꎮ
黔南茶树资源丰富ꎬ本研究开展之前还未见系

统性地鉴定黔南茶树种质资源的报道ꎮ 本研究的样

本来源主要依靠当地茶产业相关部门和行业人士提

供的线索进行采集ꎬ有可能一些有价值的茶树种质

资源被遗漏ꎮ 在今后ꎬ随着一些新的种质资源被发

现ꎬ这 ６ 个引物组合的鉴别能力可能会逐渐减低ꎬ需
要进一步适当增加引物组合的数量ꎬ完善黔南茶树

种质资源 ＤＮＡ 指纹图谱ꎮ
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