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取样策略对 ＳＳＲ 标记鉴别紫云英品种能力的影响

陈　 坚１ꎬ２ꎬ林新坚１ꎬ钟少杰１

( １ 福建省农科院土壤肥料研究所ꎬ福州 ３５００１３ꎻ２ 福建省农科院生物技术研究所ꎬ福州 ３５０００３)

　 　 摘要:紫云英属于异花授粉植物ꎬ品种内个体基因型杂合ꎬ品种鉴定难度大ꎮ 本研究以紫云英闽紫系列 ３ 个审定品种为材

料ꎬ采用 ＳＳＲ 标记进行取样策略对 ３ 个品种鉴别能力影响的研究ꎮ 结果表明:(１)固定 ４ 对引物组合ꎬ从 ５ ~ ５０ 进行梯度取样

时ꎬ品种内的扩增位点总数、观测等位基因数趋于增多ꎬ但有效等位基因数、Ｓｈａｎｏｎ 信息指数、遗传多样性指数增大到最大值

后趋于下降ꎬ其中取样量为 ３０ 时总体样品出现最大值ꎻ随着样品量的增加ꎬ品种间 Ｎｅｉ 氏遗传距离以及分子方差分析的品种

间期望变异系数比例值(ＰｈｉＰＴ)均呈减少趋势ꎬ但 ＰｈｉＰＴ 值的置信度在增大ꎻ(２)固定品种的样品容量为 ３０ 和 ５０ꎬ再加入 ２ 对

能扩增出在品种间形成频率差异的标记位点的 ＳＳＲ 引物对ꎬ基于这 ６ 对 ＳＳＲ 引物可以将参试的 ３ 个紫云英品种有效的区分ꎬ
品种间期望变异系数比例值(ＰｈｉＰＴ)提高且差异的置信度为极显著ꎮ 主成分分析进一步表明:３ 个参试品种 ３０ 个样品与 ５０
个样品的散布状况基本一致ꎮ 对紫云英取样策略的研究表明:为提高对参试品种的鉴别能力ꎬ样品取样量以 ３０ 株为宜ꎬ即达

到较佳鉴别效果又降低分析成本ꎮ
　 　 关键词:紫云英ꎻ品种ꎻ取样策略ꎻＳＳＲ 分析ꎻ异花授粉
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植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １６ 卷

Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｒ ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｓｉｎｉｃｕｓ Ｌ. ꎬｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｓａｍｐｌｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ
ｗａｓ ａｓ ｍｕｃｈ ａｓ ３０ ｔｈａｔ ｃｏｕｌｄ ａｃｈｉｅｖｅ ｔｈｅ ｂｅｔｔｅｒ ｅｆｆｅｃｔ ｆｏｒ ｃｕｌｔｉｖａｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｃｏｓｔ ｉｎ ａｎａｌｙ￣
ｓｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｓｉｎｉｃｕｓ Ｌ. ꎻｃｕｌｔｉｖａｒꎻｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙꎻＳＳＲ ａｎａｌｙｓｉｓꎻｃｒｏｓｓ ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ

紫云英(Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｓｉｎｉｃｕｓ Ｌ. )在中国有一千多

年的栽培历史ꎬ是长江中下游和华南地区主要的稻

田绿肥ꎬ也是很好的蜜源植物和饲料ꎮ 紫云英品种

全国范围的调查与鉴定始于 １９７９ 年至 １９８４ 年结

束ꎬ共征集地方品种、选育的新品种(系)以及野生

品种等 １００ 份[１]ꎮ 然而 ２０ 世纪 ８０ ~ ９０ 年代ꎬ随着

化肥的大量使用以及绿肥种植经济效益下降等因素

的影响ꎬ紫云英种植面积迅速萎缩ꎬ并导致品种陈

旧、混杂、蜕化ꎬ管理技术失传等诸多问题ꎬ研究工作

也一直处于停滞或者半停滞的状态[２]ꎮ 紫云英在

绿肥植物分类学上属于豆科黄芪属越年生草本植

物ꎬ其形态学性状特征在品种鉴别上所能提供的信

息十分有限ꎮ 加之紫云英异花授粉ꎬ异交率较

高[３]ꎬ不同品种特点的准确描述一直是一项棘手的

问题ꎮ 自 ２００８ 年以来ꎬ国家加强了对紫云英等绿肥

作物研究和推广的投入ꎬ使其在科研与应用上都取

得了一系列重大的进展ꎮ
２０１１ 年ꎬ陈坚等[４]利用生物素标记的寡聚核苷

酸探针从紫云英的基因组中富集微卫星( ＳＳＲ)序

列ꎬ初步证明了某些 ＳＳＲ 位点可对全国不同地域遗

传距离较远的紫云英品种进行指纹鉴别ꎮ ２０１２ 年ꎬ
孙清信等[５]也利用分子标记技术进行紫云英 ＩＳＳＲ
引物筛选及 ＰＣＲ 反应体系的优化ꎮ 闽紫系列紫云

英品种是福建省农业科学院土壤肥料研究所自 ２０
世纪 ８０ 年代开始陆续通过单株选择、人工杂交等手

段育成的地方性品种ꎬ已在福建等省推广使用ꎮ 利

用开发的 ＳＳＲ 标记对这些紫云英品种的特异性和

均一性进行鉴定ꎬ对辅助紫云英品种的整理和登记ꎬ
及其种质资源的评价利用都具有一定的指导作用ꎮ

鉴于异花和常异花授粉植物群体内遗传多样性

丰富ꎬ个体间差异较大ꎬ用分子标记对其进行居群或

品种水平的研究ꎬ取样策略就显得十分的重要ꎮ 一

个居群(品种)内究竟应该随机选取多少个单株或

个体样本量才具有代表性? 对此ꎬ前人已有不少的

研究ꎬ在不同的异交植物中均发现当样品量达到一

定数量时ꎬ群体内的遗传多样性不再发生变化[６￣８]ꎮ
然而ꎬ以紫云英为材料开展此研究尚未见报道ꎮ 本

研究拟以经福建省审定品种闽紫 ５ 号、闽紫 ６ 号和

闽紫 ７ 号为研究对象ꎬ通过评估取样量对基于 ＳＳＲ

标记的品种内个体间遗传多样性状况的影响ꎬ分析

其与品种差异鉴别能力之间的关系ꎬ以期为紫云英

品种的准确识别提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

供试样品为闽紫 ５ 号、６ 号和 ７ 号均为紫云英

中熟高产品种ꎬ种子从福建省农科院土壤肥料研究

所白沙育种试验基地隔离扩繁采集ꎮ (１) 闽紫 ５
号ꎬ母本:湖南省农业科学院土壤肥料研究所选育的

中熟高产品种 ７０￣１０３ꎻ父本:浙紫 ６７￣２３２ 与光泽种

杂交的杂种第 ６ 代植株ꎮ (２)闽紫 ６ 号(原 ８０(６)５￣
９)ꎬ母本:江西省南城县的优良种ꎻ父本:浙紫 ５ 号

的优良株系浙紫 ５ 号￣１３ꎮ (３)闽紫 ７ 号(原 ８３(２４)
４￣１￣１)ꎬ母本:浙江 ７８￣１５４３ 的迟熟优良选系 ７８￣
１５４３(８０)４￣２￣２ꎻ父本:由广西萍宁 ７２ 系统选育而

成ꎮ 每个品种分别取一定数量的种子播种于网室盆

钵ꎬ发芽 １４ ｄ 后取样ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 基因组 ＤＮＡ 的提取 　 在每个品种幼苗群

体中随机取单株的幼嫩叶片 ０ １ ｇꎬ采用 ＣＴＡＢ 法提

取 ＤＮＡ ꎮ 通过 ０ ７％ 的琼脂糖凝胶电泳和紫外分

光光度计检测 ＤＮＡ 的浓度和纯度ꎬ保存于￣２０ ℃冰

箱ꎬ使用前用双蒸水将 ＤＮＡ 稀释至 １０ ｎｇ / Ｌꎮ
１ ２ ２　 ＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应　 ＳＳＲ 引物的开发设计见文

献[４]ꎬ编号为引物 １ ~ ９ 的 ９ 对引物由上海生工生

物技术服务有限公司合成ꎮ ２５ μＬ 的 ＰＣＲ 反应体

系中包括提取的 ＤＮＡ 溶液 １ μＬꎬ１０ ｎｍｏｌ / Ｌ 的引物

２ μＬꎬ ２ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ ２ μＬꎬ １０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ
２ ５ μＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶 １ Ｕꎮ ＰＣＲ 反应程序为:
９４ ℃预变性 ７ ｍｉｎꎻ随后 ３０ 个循环ꎬ每个循环 ９４ ℃
变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃ 退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 ３０ ｓꎻ最后

７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ 扩增产物在 ６ ０％ 非变性聚丙烯

酰胺凝胶中电泳(电泳缓冲液 １ × ＴＢＥꎬ电压 １５０ Ｖꎬ
时间 ２ ｈ)ꎬ电泳结束后对凝胶进行固定、０ １％ Ａｇ￣
ＮＯ３染色、显色ꎬ然后观察、照相、读带ꎮ
１ ３　 数据统计及分析

筛选 ＳＳＲ 扩增位点ꎬ对获得的清晰 ＤＮＡ 条带

进行统计ꎬ在相同迁移位置均出现的带视为同一位
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点上的显性等位基因ꎬ记为 １ꎬ无带记为 ０ꎬ构成 ０ꎬ１
矩阵ꎮ 所获数据以品种为单位统计扩增出的位点数

(含多态位点数)ꎬ并用 Ｐｏｐｇｅｎｅ３２ 软件计算:观察

等位基因数 Ｎａ(ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ)ꎬ有效等

位基因 Ｎｅ(ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ)ꎬＮｅｉ 氏基因多

样性指数 Ｈ(Ｎｅｉ′ｓ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ)ꎬＳｈａｎｎｏｎ 氏多态

信息指数 Ｉ(Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ)以及品种

间成对 Ｎｅｉ 氏遗传距离(Ｎｅｉ′ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ)ꎮ 对

不同样品量或引物数处理得到 Ｎｅｉ 氏遗传距离用

Ｅｘｃｅｌ 进行单因素方差分析和成对 ｔ 检验ꎮ 利用

ＷＩＮＡＭＯＶＡ １ ５５ 对品种间及品种内进行遗传变异

的分子方差分析(ＡＭＯＶＡ)ꎬ得到品种间的期望变

异系数占总期望变异系数的比值 ＰｈｉＰＴ(ΦＰＴ)ꎬ对其

显著性采用 １０００ 次随机置换进行检测[９]ꎮ 在 ＳＡＳ
９ ２ 统计软件中用 ＰＲＩＮＣＯＭＰ 进行 ＳＳＲ 数据的二

元主成分分析[１０]ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＳＳＲ 引物对紫云英参试品种的扩增多态性

已知不同的 ＳＳＲ 引物在征集自全国不同地域

的 ９ 个紫云英样品间扩增的多态位点数在 ２ ~ ５ 之

间、观测等位基因数(Ｎａ)１ １９ ~ １ ６５ 之间、有效等

位基因数(Ｎｅ)１ １９ ~ １ ６５ 之间、Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数

( Ｉ)在 ０ ２２ ~ ０ ５６ 之间ꎬ遗传多样性指数(Ｈ) 在

０ １３ ~ ０ ３８ 之间[４]ꎮ 研究发现当样品容量达到一

定值时ꎬ参试的闽紫品种样品得到与此前基本相同

的扩增位点ꎮ 图 １ 是 ２ 对引物在样品容量为 １９ 的

闽紫 ７ 号样品群体中的扩增情况ꎮ 可以看出:在样

品量为 ８ 时ꎬ引物 ２ 在品种中扩增出已知的全部 ５
个位点ꎬ在样品量达 １７ 时ꎬ可组成 Ａ ~ Ｈ 的 ８ 种带

型表现型(上图)ꎻ下图的引物 ３ 在样品量为 ３ 时就

能扩增出 ２ 个位点ꎬ在样品量达 ６ 时ꎬ出现 Ａ ~ Ｃ 的

３ 种带型的全部表现类型ꎬ但此前它在别的品种中

还扩有 １ 个位点ꎬ对本参试品种样品的扩增未出现ꎮ
可见ꎬ随着紫云英样品容量的增大ꎬ引物的扩增位点

数及其组合的带型表现类型均会饱和ꎮ 在这种情况

下ꎬ对品种鉴别而言ꎬ只有在不同品种中存在频率差

异的位点才有意义ꎬ差异大才能增大品种间的 Ｎｅｉ
氏遗传距离[１１￣１２]ꎮ
２ ２　 样品量与紫云英参试品种扩增多态性及品种

间差异鉴别的关系

以已知扩增位点最多的 ４ 对引物(引物 １ ~ ４)
组成固定组合(已知各自可扩增位点数分别为 ３、４、
４ 和 ５ꎬ总位点数达到 １６)ꎬ分别对参试的 ３ 个品种

Ｍ:分子量标准ꎻ０:空白对照ꎻ黑体 １ ~ １９:
样品ꎻ白体 １ ~ ５:位点ꎬＡ ~ Ｈ:带型类型

Ｍ:ＭＷ ｍａｒｋｅｒꎻ０:ＣｏｎｔｒｏｌꎻＢｌａｃｋ ｆｏｎｔ １￣１９:
ＳａｍｐｌｅｓꎻＷｈｉｔｅ ｆｏｎｔ １￣５:ｌｏｃｉꎬＡ￣Ｈ:Ｂａｎｄｉｎｇ ｐａｔｔｅｒｎｓ

图 １　 ＳＳＲ 引物 ２(上图)和引物 ３(下图)
在紫云英品种的 １９ 个样品中扩增结果

Ｆｉｇ １　 Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ ２(ｐｈｏｔｏ ａｂｏｖｅ)
ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ ３(ｐｈｏｔｏ ｂｅｌｏｗ) ｆｏｒ １９ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ

ｃｕｌｔｉｖａｒ ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｓｉｎｉｃｕｓ

进行取样量从 ５ 到 ５０ 的梯度分析ꎬ统计每个品种样

品群体的扩增位点总数ꎬ观测等位基因数 Ｎａꎬ有效

等位基因数 ＮｅꎬＳｈａｎｎｏｎ 信息指数 Ｉꎬ遗传多样性指

数 Ｈ 见表 １ꎮ 可以看出:随着品种样品容量的增大ꎬ
紫云英 ３ 个参试品种的 ＳＳＲ 扩增位点数与等位基

因数 Ｎａ 趋于增多ꎬ但真正反映样品群体多样性程

度的其余 ３ 个指标在品种间的变化略有不同ꎮ 其中

闽紫 ５ 号中取样为 ５ 株时ꎬＮｅ、Ｉ、Ｈ 就达到最大值ꎬ
随着取样梯度的增大趋于减小ꎬ到取样 ３０ 株时最

小ꎬ而后又略有升高ꎻ闽紫 ６ 号的 Ｎｅ、Ｉ、Ｈ 值变化趋

势与前者不同ꎬ在取样量 ５ ~ ２０ 时ꎬ较为稳定ꎬ取样

增加到 ３０ 株时达到最大ꎬ而后又略有减小ꎻ闽紫 ７
号除 Ｎｅ 值随取样梯度的变化趋势不明显外ꎬＩ、Ｈ 值

基本随取样梯度的增加而呈上升趋势至取样 ４０ 株

时达到峰值ꎬ５０ 株时又略减ꎮ 说明闽紫 ５ 号样品基

因型的分布较为平衡ꎬ少量样品即可为品种群体提

供丰富的遗传多样性信息ꎬ增大样品量所提供的信

息反而受限ꎮ 而闽紫 ６ 号、闽紫 ７ 号个体基因型较

不均匀ꎬ只有当样品量达到 ３０ ~ ４０ 个时才能充分反

映出品种内的遗传多样性程度ꎮ
为探讨不同取样量与品种鉴别能力的关系ꎬ将

取样量与品种间成对的 Ｎｅｉ 氏遗传距离、ＡＭＯＶＡ 品

种间的 ＰｈｉＰＴ 值总结于表 ２ꎮ 由表可见ꎬ随着取样

量的增大ꎬ品种间 Ｎｅｉ 氏遗传距离减小ꎮ 对 ５ 个取

样量处理单因素方差分析表明:Ｆ ＝ ６ ８９１ꎬＰ ＝
０ ００３ꎬ处理间品种 Ｎｅｉ 氏遗传距离的差异显著ꎮ 进

一步进行的处理间成对 ｔ 检验表明:５ 个样品取样处

理的品种间 Ｎｅｉ 氏遗传距离显著高于 ２０ 个样品以
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表 １　 取样量与紫云英品种 ＳＳＲ 扩增多态性参数之间关系

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ ａｎｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＳＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ
ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｓｉｎｉｃｕｓ

扩增参数

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＳＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

取样量 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ

５ １０ ２０ ３０ ４０ ５０

位点数

Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｌｏｃｉ

闽紫 ５ 号 １３ １３ １３ １４ １４ １４

闽紫 ６ 号 ９ １０ １１ １１ １１ １１

闽紫 ７ 号 １０ １０ １４ １５ １５ １６

总体 Ｔｏｔａｌ １３ １３ １４ １５ １５ １６

观测等位基因数 Ｎａ 闽紫 ５ 号 １ ５６３ ± ０ ２０３ １ ５６３ ± ０ ２０３ １ ５３６ ± ０ ２０３ １ ６８８ ± ０ １７６ １ ６８８ ± ０ １７６ １ ６８８ ± ０ １７６

闽紫 ６ 号 ０ ９３８ ± ０ ２３２ １ １２５ ± ０ ２３９ １ １８８ ± ０ ２２８ １ ２５０ ± ０ ２３３ １ ２５０ ± ０ ２３３ １ ２５０ ± ０ ２３３

闽紫 ７ 号 １ ０６３ ± ０ ２３２ １ １２５ ± ０ ２３９ １ ６２５ ± ０ １８０ １ ７５０ ± ０ １４４ １ ７５０ ± ０ １４４ １ ８７５ ± ０ ０８５

总体 Ｔｏｔａｌ １ １８８ ± ０ １３２ １ ２７１ ± ０ １３２ １ ４５８ ± ０ １１９ １ ５６３ ± ０ １１１ １ ５６３ ± ０ １１１ １ ６０４ ± ０ １０６

有效等位基因数 Ｎｅ 闽紫 ５ 号 １ ４１０ ± ０ ０７２ １ ３８０ ± ０ ０８７ １ ３６９ ± ０ ０８６ １ ３５５ ± ０ ０８６ １ ３７１ ± ０ ０８７ １ ３６３ ± ０ ０８６

闽紫 ６ 号 １ ２３３ ± ０ ０８５ １ ２８０ ± ０ ０８８ １ ２５９ ± ０ ０８４ １ ３２１ ± ０ ０９８ １ ２９５ ± ０ ０９４ １ ３０１ ± ０ ０９４

闽紫 ７ 号 １ ３１９ ± ０ １０１ １ ２９４ ± ０ ０９３ １ ３０３ ± ０ ０８２ １ ３１４ ± ０ ０８４ １ ３１９ ± ０ ０８４ １ ３１１ ± ０ ０８４

总体 Ｔｏｔａｌ １ ３２１ ± ０ ０５０ １ ３１８ ± ０ ０５１ １ ３１１ ± ０ ０４８ １ ３３０ ± ０ ０５１ １ ３２９ ± ０ ０５０ １ ３２５ ± ０ ０５０

Ｓｈａｎｎｏｎ 氏信息指数 Ｉ 闽紫 ５ 号 ０ ３９７ ± ０ ０６１ ０ ３６１ ± ０ ０６３ ０ ３５１ ± ０ ０６４ ０ ３４８ ± ０ ０６０ ０ ３６０ ± ０ ０６０ ０ ３５４ ± ０ ０６０

闽紫 ６ 号 ０ ２０９ ± ０ ０７１ ０ ２５６ ± ０ ０７１ ０ ２４１ ± ０ ０７０ ０ ２８０ ± ０ ０７３ ０ ２６３ ± ０ ０７２ ０ ２６８ ± ０ ０７２

闽紫 ７ 号 ０ ２６１ ± ０ ０７８ ０ ２６２ ± ０ ０７２ ０ ３１１ ± ０ ０５９ ０ ３２０ ± ０ ０５８ ０ ３２１ ± ０ ０６０ ０ ３１７ ± ０ ０５８

总体 Ｔｏｔａｌ ０ ２８９ ± ０ ０４１ ０ ２９３ ± ０ ０４０ ０ ３０１ ± ０ ０３７ ０ ３１６ ± ０ ０３７ ０ ３１５ ± ０ ０３７ ０ ３１３ ± ０ ０３６

遗传多样性指数 Ｈ 闽紫 ５ 号 ０ ２６０ ± ０ ０４１ ０ ２３４ ± ０ ０４５ ０ ２２７ ± ０ ０４６ ０ ２２１ ± ０ ０４４ ０ ２３０ ± ０ ０４４ ０ ２２６ ± ０ ０４４

闽紫 ６ 号 ０ １４０ ± ０ ０４８ ０ １６９ ± ０ ０４９ ０ １５８ ± ０ ０４８ ０ １８６ ± ０ ０５２ ０ １７３ ± ０ ０５１ ０ １７７ ± ０ ０５１

闽紫 ７ 号 ０ １８０ ± ０ ０５４ ０ １７４ ± ０ ０５０ ０ １９４ ± ０ ０４２ ０ １９９ ± ０ ０４２ ０ ２０１ ± ０ ０４３ ０ １９７ ± ０ ０４３

总体 Ｔｏｔａｌ ０ １９３ ± ０ ０２８ ０ １９２ ± ０ ０２７ ０ １９３ ± ０ ０２６ ０ ２０２ ± ０ ０２６ ０ ２０２ ± ０ ０２６ ０ ２００ ± ０ ０２６

表 ２　 取样量与 ＳＳＲ 标记的紫云英品种间差异参数之间关系

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ ａｎｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｓｉｎｉｃｕｓ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ

品种差异参数

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

取样量 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ

５ １０ ２０ ３０ ４０ ５０

Ｎｅｉ 氏遗传距离

Ｎｅｉ′ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ

闽紫 ５ ~ ６ 间 ０ ０４２ ０ ０３４ ０ ０１５ ０ ０１７ ０ ０１５ ０ ０１４

闽紫 ５ ~ ７ 间 ０ ０３８ ０ ０２３ ０ ０２１ ０ ００９ ０ ０１１ ０ ０１０

闽紫 ６ ~ ７ 间 ０ ０３６ ０ ０６２ ０ ０１３ ０ ０１９ ０ ０１ ０ ０１

平均 Ｍｅａｎ ０ ０３９ａ ０ ０４０ａｂ ０ ０１６ｂ ０ ０１５ｂ ０ ０１２ｂ ０ ０１１ｂ
分子方差分析结果

Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＭＯＶＡ
ＰｈｉＰＴ － ０ ０７４　 ０ ０４８ ０ ０１５ ０ ０２３ ０ ０２０ ０ ０２５

Ｐ 值 Ｐ ｖａｌｕｅ ０ ８７４ ０ １００ ０ １８０ ０ ０４８ ０ ０２０ ０ ００５

不同字母表明数据间的差异用成对 ｔ 检验形成的均值至少在 Ｐ < ０ ０５ 水平显著

Ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｏｒ ａｔ ｌｅａｓｔ Ｐ < ０ ０５ ｂｙ ａ ｐａｉｒｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｔ ｔｅｓｔ

上的处理ꎻ虽然 １０ 个样品的平均值为最高ꎬ但与其

他处理差异却不显著ꎮ ＡＭＯＶＡ 分析得出相同结

果:１０ 个样品取样时观测到品种间 ＰｈｉＰＴ 达到最大

值ꎮ 但 ＡＭＯＶＡ 的 １０００ 次随机置换的 ＰｈｉＰＴ 大于

该观测值的几率却达到 ０ １ꎬ说明该差异不显著ꎮ
由于 ＡＭＯＶＡ 在计算期望变异系数时考虑到样品量

系数ꎬ随着样品量增大ꎬＰｈｉＰＴ 值趋于稳定ꎻ同时由

于样本量提高ꎬ置信度也迅速提高ꎬ１０００ 次随机置

换的 ＰｈｉＰＴ 大于观测值的几率迅速减小ꎬ到 ５０ 个样

品时已减小到 ０ ００５(１０００ 次置换中 Ｐ < ０ ００５ 时为

显著水平)ꎮ 虽然取样量越大ꎬ品种鉴别的结果就

越可靠ꎬ但这将导致检测成本提高ꎮ
结合表 １ 的数据ꎬ表 ２ 现象可以得到很好的解

释:以闽紫 ５ 号为例ꎬ由于品种内个体等位基因丰富

且分布平衡ꎬ５ ~ １０ 样品就已经检测到 ８０％ 以上的

标记位点ꎬＩ 与 Ｈ 值分别达到 ０ ３６ 和 ０ ２３ 以上ꎻ而

８４２１
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闽紫 ６ 号、闽紫 ７ 号个体间基因型分布差异较大ꎬ
５ ~ １０ 样品时ꎬ有的标记位点未出现(最高检测率为

６２ ５％ )ꎬＩ 与 Ｈ 值分别小于 ０ ２７ 和 ０ １８ꎬ这样闽紫

５ 号与闽紫 ６ 号、闽紫 ７ 号之间的遗传距离必然大ꎻ
但随着样品量增大ꎬ闽紫 ６ 号ꎬ闽紫 ７ 号的 Ｉ、Ｈ 值的

升高ꎬ品种间差距在减少ꎮ
本研究表明:基于 ＳＳＲ 标记的紫云英品种群体

的遗传多样性会随着样品量的增大趋于饱和ꎮ 但由

于紫云英不同品种内个体基因型差异程度不同ꎬ标
记位点分布状况不同ꎬ样品量的大小与品种差异鉴

别能力之间有较大的关联ꎬ当品种内个体基因型差

异较大ꎬ标记位点分布不平衡时ꎬ小样品量的比较会

放大品种间的差异程度ꎬ而大样品量比较虽然会减

小差异ꎬ但差异的统计学置信度水平随之增高ꎮ 因

此ꎬ取样策略在紫云英品种鉴别中起到重要的作用ꎬ
其中取样量为 ３０ 个样品时ꎬ总体反映的品种群体遗

传多样性程度最高ꎬ３０ 个样品为最适选择ꎮ
２ ３　 基于 ６对 ＳＳＲ引物的紫云英参试品种鉴别效果

ＳＳＲ 引物选择也对紫云英品种鉴别有一定的影

响ꎬ要尽可能筛选在不同品种间形成位点频率差异

的引物以增大品种间 Ｎｅｉ 氏距离ꎮ 在样品容量达到

５０ 的条件下ꎬ计算发现这样的引物位点并不多ꎬ在
前面所使用的 ４ 对引物中ꎬ仅有引物 １ 可使得闽紫

５ 号与闽紫 ６ 号之间 Ｎｅｉ 氏距离最大达 ０ ０３９ꎬ这是

由于该引物的位点 ３ 在闽紫 ５ 号、闽紫 ６ 号和闽紫 ７
号中出现频率分别为:０ ４１２、０ １７６ 和 ０ ２５５ꎬ其在

闽紫 ５ 号与闽紫 ６ 号、闽紫 ７ 号间频率的明显差异

导致遗传距离增大ꎻ在余下的 ５ 对引物中ꎬ引物 ８ 位

点 １ 在 ３ 个品种中的频率分别为: ０ ０３９、 ０ 和

０ ０３９ꎻ引物 ９ 位点 １ 的频率分别为:０ ０２、０ 和

０ １９６ꎬ这也是导致闽紫 ５ 号与闽紫 ６ 号之间和闽紫

６ 号与闽紫 ７ 号之间距离增大的关键位点ꎮ 因此ꎬ
本研究通过选择引物 １ ~ ４ 及引物 ８、９ 共 ６ 对 ＳＳＲ
引物就可以达到对 ３ 个紫云英品种的鉴别效果ꎮ 表

３ 的 ＡＭＯＶＡ 计算结果显示:３０ 个样品与 ５０ 个样品

２ 种取样策略中ꎬ虽然紫云英品种群体内的变异均

占了总变异的 ９０％ 以上ꎬ品种间的变异在 １０％ 以

下ꎮ 但 ＰｈｉＰＴ 值与表 ２ 中对应取样量的 ＰｈｉＰＴ 值相

比均明显增大ꎬ其中 ３０ 个取样量的 ＰｈｉＰＴ 值还大于

５０ 个取样量ꎬ说明以 ３０ 个样品取样量对紫云英品

种鉴别结果更佳ꎮ 且两者品种间差异期望值的置信

度均大幅提高ꎬ达极显著水平(Ｐ < ０ ００１)ꎮ

表 ３　 基于 ＳＳＲ 的 ３ 个紫云英品种分子变异方差分析总结

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ＡＭＯＶＡ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ３ ｂｒｅｄ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｓｉｎｉｃｕｓ

样品量

Ｓａｍｐｌｉｎｇ
ａｍｏｕｎｔ

变异来源

Ｓｏｕｒｃｅ
自由度

ｄｆ
方差总和

ＳＳ
均方差

ＭＳ
变异系数

ＣＶ

分子变异系数百分比(％ )
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｖａｒｉａｎｃｅ
ＰｈｉＰＴ

Ｐ 值

Ｐｖａｌｕｅ

３０ 品种群体间 ２ ２０ ８６７ １０ ４３３ ０ ２６８ １０ ０ １００ < ０ ００１
品种群体内 ８７ ２０９ １６７ ２ ４０４ ２ ４０４ ９０

５０ 品种群体间 ２ ２６ １０７ １３ ０５３ ０ ２１１ ８ ０ ０７８ < ０ ００１
品种群体内 １４７ ３６５ ４４０ ２ ４８６ ２ ４８６ ９２

２ ４　 基于 ＳＳＲ 的紫云英参试品种样品的主成

分分析

ＳＳＲ 标记的作物种质资源样品的性状数据可以

用二元或三元的主成分加以分析ꎬ进一步鉴别其遗

传多样性结构ꎮ 对芝麻的二元主成分分析形成的二

维样品散布图和对豌豆的三元主成分分析形成的三

维样品散布图均表明:参试样品聚类群与其原有来

源的群体遗传结构或基因库类型高度的一致[１３￣１４]ꎮ
为进一步明晰 ＳＳＲ 标记的紫云英 ３ 个品种中不同

样品的结构ꎬ采用主成分分析分别作出 ３０ 个样品与

５０ 个样品在二元主成分坐标轴 ４ 个象限上的散布

状况图(图 ２)ꎮ 由图 ２ 可以看出:３ 个品种间存在

着样品基因型相互渗透、交叉的情况ꎬ但并非均匀叠

加散布ꎮ 在 ３０ 个样品散布图(上图)中:闽紫 ５ 号

样品主要分布于Ⅰ、Ⅱ象限(达 ６３％ )ꎬ其中 Ｉ 象限

样品最多(１０ 个)ꎬ约占 ３３％ ꎻ闽紫 ６ 号样品主要分

布于Ⅲ、Ⅳ象限(达 ５７％ )ꎬ其中Ⅵ象限样品最多(９
个)ꎬ约占 ３０％ ꎻ而闽紫 ７ 号集中度最高ꎬ１３ 样品分

布于Ⅲ象限ꎬ占 ４３％ ꎮ 在 ５０ 样品散布图(下图)中:
闽紫 ５ 号样品主要分布于Ⅲ、Ⅳ象限ꎬ为 ６２％ ꎬ其中

分布于Ⅲ象限样品最多(１６ 个)ꎬ约占 ３２％ ꎻ闽紫 ６
号样品主要分布于Ⅰ、Ⅳ象限ꎬ为 ６０％ ꎬ其中在Ⅰ象

限样品最多(１８ 个)ꎬ约占 ３６％ ꎻ而闽紫 ７ 号的样品

主要分布于Ⅱ、Ⅲ象限ꎬ为 ４８％ ꎬ其中Ⅱ象限最多

(１６ 个)ꎬ占 ３２％ ꎮ 两种取样策略中样品的主成分

散布状况基本相似ꎬ每个品种均有约 ３０％ 或更多的

样品集中散布于其中一个不同的象限ꎮ 但就闽紫 ７
号而言ꎬ３０ 个样品的散布集中度更优于 ５０ 个样品ꎮ

９４２１
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在基于所选择的 ６ 对 ＳＳＲ 引物的标记状态下ꎬ
当紫云英品种的取样策略为 ３０ 与 ５０ 个样品时ꎬ主
成分分析的不同品种的样品的散布虽存在相互重叠

的情形ꎬ但以品种为标志多数样品还是能在二元主

成分坐标系的一定区域集聚ꎬ两种取样策略的样品

散布比例状况也基本一致ꎬ这是对 ３ 个参试品种达

到良好鉴别效果的基础ꎮ 总体比较ꎬ３０ 个样品的取

样策略的鉴别效果更佳ꎬ且分析成本明显降低ꎮ

图 ２　 ３ 个紫云英参试品种的 ３０ 个样品(上图)和 ５０ 个样品(下图)的主成分分析

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ３０ ｓａｍｐｌｅｓ(ｐｉｃｔｕｒｅ ａｂｏｖｅ)ａｎｄ
５０ ｓａｍｐｌｅｓ(ｐｉｃｔｕｒｅ ｂｅｌｏｗ) ｆｒｏｍ ３ ｂｒｅｄ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｓｉｎｉｃｕｓ

３　 讨论

豆科植物有性繁殖的授粉方式有 ２ 种ꎬ一种是自

花授粉(如豌豆、大豆等)ꎬ另一种是异花授粉(如苜

蓿等)ꎮ 源于前者的栽培品种子代在世代延续的过程

中会导致遗传均一ꎬ因此ꎬ品种内个体变异小ꎬ在品种

间发生变异的几率大ꎻ源于后者的栽培种则相反ꎬ大

多数的遗传变异在品种内发生ꎬ使个体标记的基因型

趋于复杂化ꎮ 本研究的对象紫云英不仅是异花授粉ꎬ
而且是典型的依靠蜜蜂等虫媒传粉的豆科植物ꎬ更易

导致远距离品种间基因的交流ꎮ 为利用 ＳＳＲ 标记对

不同紫云英品种作出较为可靠的鉴别ꎬ通过研究取样

量对品种内个体的遗传多样性及品种整体间差异性

的影响ꎬ认为以下 ３ 点需要认真考虑ꎮ

０５２１
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３ １　 适当的取样量　 对异花授粉植物取样策略的

研究有 ２ 种方式:一种是取样后单株分开进行 ＳＳＲ
标记ꎬ再计算群体的遗传多样性指数ꎮ 刘文献等[６]

发现华山新麦草分析单位的个体数目达到 ２６ 株以

上时ꎬ指数基本不再发生变化ꎻ另一种是通过对单株

取样后混合的 ＤＮＡ 进行 ＳＳＲ 标记ꎬ研究发现当黑

麦草混合单株样本在 ２０ 株及以上时ꎬＰＩＣ 达到最高

值ꎬ等位基因数和等位基因种类趋于稳定ꎬ电泳图谱

表现基本一致[７]ꎻ对苜蓿不同品种的取样策略的研

究也发现 ４０ 和 ６０ 个单株 ＤＮＡ 混合样的聚类结果

一致[８]ꎮ 本研究利用第一种方法发现:反映紫云英

遗传多样性的指数达到最高值时的样品取样量在参

试 ３ 个紫云英品种中有所不同ꎬ其中闽紫 ５ 号达到

最高值时的样品量为 ５ 株、而闽紫 ６ 号为 ３０ 株ꎬ闽
紫 ７ 号为 ４０ 株ꎮ 但对于所有参试样品总体而言ꎬ
取样量为 ３０ 株时ꎬ紫云英遗传多样性的指数达到最

高值(见表 １)ꎮ 这样ꎬ如果都以小样品量取样比较

则会放大品种间差异ꎮ 因此ꎬ如以品种内遗传多样

性指数为基础ꎬ最适样品量以 ３０ ~ ４０ 株为宜ꎮ
３ ２　 筛选合适的引物或标记位点　 如何选取标记位

点才能反映居群或品种内个体以及居群或品种间的遗

传多样性状况的研究不多见ꎬ有报道发现 ＳＳＲ 引物及

位点数对陆地棉(非异交作物)种系聚类结果有所影

响[１５]ꎮ 在用 ＳＳＲ 鉴别异花授粉的苜蓿品种时ꎬ前人发

现苜蓿品种之间多数的 ＳＳＲ 位点有基本相同的基因型

和等位基因ꎬ品种间的区别主要在于等位基因频率的

差异ꎬ而大部分品种之间频率的差异很小ꎬ不能作为鉴

定的依据[１６]ꎮ 结合对紫云英的研究说明:选用高质量

引物及位点ꎬ使之能在品种间形成基因频率的差异ꎬ可
以提高异花授粉作物品种间的鉴别能力ꎮ
３ ３　 通过统计学策略检验品种间差异的置信度　
对样品 ＳＳＲ 分子数据的主成分分析可以清晰看出

紫云英不同品种样品个体间存在着大量基因型重叠

的情况ꎮ 分子方差分析(ＡＭＯＶＡ)不仅可以分析重

叠品种(种群)间的差异的来源ꎬ而且可以对标记数

据的方差组分进行随机置换的统计学分析ꎬ测定其

大于观测值的几率以明确品种间差异结果的显著性

或置信度[１７]ꎮ 本研究用 ＡＭＯＶＡ 对样品量分析结

果表明:在引物数与扩增位点有限时ꎬ需要大量的样

品才能提高统计学的置信度ꎮ 否则ꎬ如表 ２ 中 １０ 个

样品量所示ꎬ即使品种间 ＰｈｉＰＴ 值较大ꎬ其检测结果

也是不可靠的ꎮ
假设很多的样品和大量的信息被充分标记ꎬ可

能仍然有大量的基因型重叠阻止品种间的分离ꎬ品
种间差异没有统计学意义ꎮ 在这种情况下ꎬ则不能

否定这种无效假设即个体基因型来自同一品种群体

或品种之间已高度混杂ꎮ

４　 结论

在利用 ＳＳＲ 分子标记对异花授粉的绿肥作物

紫云英的品种进行鉴别时ꎬ首先必须确定品种样品

的取样量ꎻ而后要进行 ＳＳＲ 标记引物的筛选ꎬ尽量

利用能在品种群体间形成频率差异的标记位点的引

物进行品种的鉴别ꎻ最后要对分子标记数据进行统

计学分析ꎮ 只有这样ꎬ才能最大程度地显示出待鉴

别的品种间的差异程度并提高差异识别的置信度ꎮ
本研究表明:以紫云英品种内遗传多样性指数为基

础ꎬ每个参试品种最适样品量以 ３０ 株为宜ꎮ
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