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应用SSR标记分析中国糯大麦
种质的遗传多样性

朱彩梅，张京
(中国农业科学院作物科学研究所，北京10008t)

摘要：利用SSR标记对来自中国不同省市的76份糯大麦种质的遗传多样性进行分析，并以遗传相似系数为基础进行聚类分

析。SSR标记分析表明，50对大麦SSR引物在76份糯大麦中共扩增出203个等住基因，属于高度多态性位点范畴。当遗传相似

系数为0．70时可将76个糯大麦品种戈f1分为5个类群。在一定程度上反映了与材料的地理来源和皮裸性。糯大麦资源平均Shan—

non多样性指数显示，来自云南和西藏的糯大麦品种遗传多样性略高。SSR标记分析表明，中国糯大麦具有丰富的遗传多样性，

对揭示糯大麦的起源与传播以及对资源的有效利用具有现实意义。
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Genetic Diversity Analysis of Waxy Barley in

China based on SSR Markers

ZHU Cai-mei，ZHANG Jing

(Institute ofCrop Sciences，Chinese Academy ofAgricultural Sciences，Beijing 100081)

Abstract：The genetic diversity of 76 waxy barley landraces from different region of China was assessed by SSR

markers，and cluster analysis was done based on genetic similarity coefficient．A total of 203 alleles were detected

from the 76 waxy barley landraces by using 50 SSR primer pairs，which showed that they were in the highest poly-

morphism range．When genetic similarity value was 0．70，76 waxy barley landraces were clustered into five groups，

which reflected geographical distribution property of the materials and their relationship with hulled and naked rela-

tion among all accessions to some extent．The average Shannon’S information index(，)showed that genetic diversity

of waxy barley landraces from Yunnan and Tibet were a little higher．The research work also showed that there was

rich genetic diversity among the waxy barley landraces in China，which would be of great importance for studying the

origin and distributing of the waxy barleys in China and for efficiently using of these germplasm resources．
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中国大麦栽培历史悠久，是栽培大麦的原产地

之一⋯。糯大麦是人们在长期生产利用过程中，选

育出来的一类特异性品种，是改良大麦食用品质的

优异种质资源。Ishikawa等旧1认为中国是世界上糯

大麦的起源地，大约在16世纪，糯大麦首先从中国

传入朝鲜，17世纪又从朝鲜传到日本。

大麦胚乳中所含淀粉是种子贮藏的主要营养物

质之一。与其他禾谷类作物一样，大麦胚乳淀粉是

由直链淀粉和支链淀粉组成。糯大麦是指由于胚乳

中直链淀粉含量(amylose content)显著降低，致使胚

乳表现为粘性的一类大麦。在普通大麦胚乳中，直

链淀粉和支链淀粉的含量分别是27％和73％L3]，而

糯大麦的直链淀粉含量要大大低于27％。Patron

等H-根据子粒直链淀粉含量的高低，将糯大麦分为

低直糯大麦和无直糯大麦两种。在低直糯大麦胚乳

中能够检测到直链淀粉，而在无直糯大麦中则不能
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检测到直链淀粉。

近年来SSR标记被广泛用于水稻、小麦、玉米、

大豆等作物的遗传作图”’71、基因标记哺。引、DNA指

纹图谱和品种鉴定以及遗传多样性和遗传进化⋯一纠

等方面的研究。同时，在大麦的遗传多样性研究方面

也有所应用¨““1。本研究采用SSR分子标记对我国

76个糯大麦品种的遗传多样性进行分析，旨在从分

子水平上了解中国糯大麦的遗传变异及其之间的亲

缘关系，为糯大麦资源的保护和育种利用提供参考。

1材料与方法

1．1 材料

本试验76份糯大麦资源均取自中国农业科学院

国家农作物种质资源保存中心，且直链淀粉含量均小

于27％，分布于全国17省市(表1)。是由本实验室

采用I：一KI染色法，对来自全国29个省(市)、自治区

7800多份中国栽培大麦种质资源进行糯性鉴定，再

经单粒纯化繁殖及测定直链淀粉含量而得到的。

1．2 方法

1．2．1 DN『A的提取及引物筛选

基因组DNA提取采用酚．氯仿法Ⅲ≈61。用分

光光度计和0．8％琼脂糖凝胶检测DNA质量。参

照Liu等‘16]、Ramsay等[27j、Karakousis等‘281和

Marcel等【29】发表的大麦SSR图谱，在大麦7个连

锁群的3lO对SSR引物中筛选出50对多态性引

物，平均每条染色体上有4～9对。引物由北京奥

科生物技术有限公司合成。

1．2．2扩增反应和变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

PCR反应在PTC-200扩增仪上进行。反应

体系(25斗1)为：Taq酶(0．5U／pA)2斗l，10×PCR

Buffer 2．5斗l，25mmol／L MgCl2 2斗l，2．5mmoL／L

dNTP 1．5斗l，引物(33 ng／p1)2ill，模板DNA

(20ng／“1)2pl，ddH：0 13斗l。反应条件为：94℃

预变性5min；94℃变性40s，58℃复性l min，72 oC

延伸1 rain，共31个循环；72 oC延伸10min。用

6％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离扩增产物，银

染显色，电脑扫描。

1．2．3数据统计分析

对筛选出的具有多态性的引物，统计相同迁移

率位置上的SSR扩增产物，有带记为1，无带记为0，

缺失记为9。每个SSR位点的多态性信息量(poly-

morphism information content，P／C)按公式PIC=1一

骈计算∥表示i位点的基因频率¨引。按Nei等阳叫
的方法计算品种间的遗传相似系数(genetic similarity，

表1 供试的76份糯大麦资源

Table 1 The waxy barley accession used in this stady
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续表 cs)：GS=2 Ni／(Ni+Ⅳ，)；遗传距离(genetic dis-

tance，GD)计算公式为：GD=1一GS。其中，M为i

品种出现的谱带数，Ⅳi为．，品种出现的谱带数。利

用GS值按不加权成对群算术平均法(UPGMA)进

行遗传相似性聚类分析。用统计分析软件NT—

SYSpc2．1进行聚类分析，并绘制树状图。Shannon

多样性指数计算公式为：I=一驴；lnP；，其中P。为某
一扩增带出现的频率。有效等位变异数(Ne)(the

effective number of alleles per locus)∞引计算公式为：

Ne：∑n百L
b1∑PF2
，=1

其中P。表示第i个位点上第．，个等位变异的

频率；／'t表示检测位点总数，m表示第i个位点等

位变异总数。数据处理采用EXCEL和SAS软件

完成。

2 结果与分析

2．1 SSR引物多态性分析

采用310对大麦SSR引物对76份来自中国17

省市的糯大麦资源基因组DNA进行多态性分析，选

出扩增带型稳定、多态性丰富、重复性较好的50对

引物(表2)，基本均匀分布于大麦的每条染色体上。

图1为引物scind60002对76份糯大麦的部分扩增

图谱。50个SSR位点的等位基因频率和遗传多样

性估算结果见表2。由表2可知，从1H至7H染色

体分别检测到4、5、8、8、8、8、9个位点，每条染色体

上分别检测出2l、17、29、28、33、34、36个等位基因，

在6H、7H染色体上检测到的等位基因数目最多。

所有引物总共检测到203条多态性带，平均每个位

点检测到的等位基因数为4．06个，变异范围为2—

7个，共有22对引物检测到5个以上等位基因，其

中引物HvALAAT和Bmac0113的最多，为7个。在

所有检测位点中，有效等位基因数为176．98，平均

有效等位基因数为3．54，占总等位基因数的

87．18％。表明中国糯大麦具有较高的遗传多样性，

是进行大麦遗传改良的丰富基因库。

多态信息含量指数可用来衡量某个基因位点等

位变异程度的高低。Bostsein等¨21首先提出了衡量

基因变异程度高低的多态信息含量(PIC)指标：PIC

>10．5，为高度多态位点；0．25<PIC<0．5，为中度多

态性位点；P／C≤0．25，为低度多态性位点。由表2

可见，本试验50个SSR标记位点的多态性信息含
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量(PIC)为0．019—0．850，平均为0．663，标准差为

1．45，其中以HvALAAT最高(0．850)，scind00149

最低(0．019)。有41个位点的川c值超过0．5，属

于高度多态性位点。

表2 50对SSR引物及其扩增结果

Table 2 SSR primers used and their amplification results

引物 艴体靴期数妻鬻位烨嚣 Shannon捌RPrimerChromosome Na Ne Ratio of Ne／Na

f

变异数 指数P，c

EBmae0501 1H 4 2．663 0．666 0．624 1．173

HvALAAT lH 7 6．657 0．951 0．85 1．921

Bma90770 1H 5 4．582 0．916 0．782 1．569

Bma90872 1H 5 4．304 0．861 0．768 I．538

8csst07759 2H 3 2．836 0．945 0．647 1．069

Bma90749 2H 4 3．971 0．993 0．748 1．383

Bma60132 2H 5 3．678 0．736 0．728 1．438

Bmad3576 21t 3 2．94 0．98 0．66 1．088

HvXan 2H 2 1．963 0．981 0．491 0．684

Beind05281 3H 2 1．889 0．945 0．471 0．664

HVM60 3H 5 4．603 0．921 0．783 1．571

Bma90877 3H 5 4．627 0．925 0．784 1．57

Bma90006 3H 5 3．648 0．73 0．726 1．447

HVITRI 3H 2 1．745 0．873 0．427 0．618

Bma90606 3H 5 4．998 l 0．8 1．609

GMSll6 3H 2 1．835 0．917 0．455 0．647

HVM27 3H 3 2，075 0．692 0．518 0．889

GMS089 4H 6 5．073 0．846 0．803 1．708

Bma90808 4H 5 3．945 0．789 0．747 1．477

Bmae0310 4H 4 3．38 0．845 0．704 1．294

sc88r14079 4H 3 2．541 0．847 0．607 1．012

Bmae0298 4H 2 1．994 0．997 0．499 0．692

Broad)084 4H 2 1．683 0．842 0．406 0．596

Bmae0181 4H 6 4．172 0．695 0．76 1．618

Bma90490 4H 5 4．785 0．957 0．791 1．587

8cssr05939 5H 2 1．458 0．729 0．314 0．494

seindl6991 5H 3 2．864 0．955 0．651 1．074

Bma90357 5H 5 3．308 0．662 0．698 1．357

HVM07 5H 2 1．999 0．999 0．5 0．693

scssl07106 5H 3 1．834 0．611 0．455 0．804

HVM06 5H 6 5．819 0．97 0．828 1．777

Bm∞0113 5H 7 5．837 0．834 0．829 1．856

scsgK)3907 5H 5 4．126 0．825 0．758 1．519

Bma9210 6H 4 3．707 0．927 0．73 1．347

Bma90867 6H 3 2．945 0．982 0．66 1．089

MGB371 6H 3 2．882 0．961 0．653 1．077

Bma90613 6H 4 3．935 0．984 0．746 1．378

ecind60002 6H 5 4．893 0．979 0．796 1．599

Bma90870 6H 6 5．626 0．938 0．822 1．759

Bmag0009 6H 3 2．928 0．976 0．658 1．086

Bma90496 6H 6 5．967 0．978 0．83 1．781

8c8s107970 7H 5 4．321 0．864 0．769 1．532

HVM51 7H 3 2．018 0．673 0．505 0．87

Bcind00149 7H 2 1．019 0．51 0．019 0．053
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圈1 引物sclnd60002的部分电泳图谱

Fig．1 Fingerprinting of partial waxy barley based on SSR primer scind60002

2．2 Shannon指数及品种间的遗传差异比较

50个SSR标记位点的Shannon多样性指数为

0．053～1．921，平均为1．243，标准差为0．421，以

scind00149的最低(0．053)，HvALAAT最高

(1．921)。Shannon多样性指数与多态信息含量揭

示的基因变异非常一致，揭示在中国糯大麦资源中

存在丰富的等位基因变异。另外，根据等位基因数

目、有效等位基因数和多态性信息量，分别评价各个

标记位点的多态性，结果虽有所差异，但两者呈极显

著正相关(r=0．887”，a=0．01)。

根据SSR标记数据计算成对糯大麦品种的遗

传相似系数(as)，变辐为0．158—0．901，平均遗传

相似系数为0．682。其中，嵊县六棱米麦

(ZDM3251)与3045米大麦(ZDM3511)的遗传相似

系数最高(0．901)，桦南裸1号(ZDMl31)与托县洋

草麦(ZDMl406)的遗传系数最低(0．158)。

2．3 基于SSR数据的聚类分析

根据遗传相似系数矩阵，采用UPGMA法，对

糯大麦品种进行了聚类分析。在相似系数为0．70

时聚为五大类(图2)。第1类57个品种，类群品

种问遗传相似系数平均为0．75，来自浙江的嵊县

六棱米麦与来自湖北3045米大麦遗传相似系数

高达0．901。第1类在遗传相似系数为0．73时又

明显聚为两个亚类：第一亚类27个品种，除来自

江苏阜宁的莳大麦和来自贵州关岭的谷麦2个品

种为皮大麦外，其余品种均是裸大麦。第二亚类

29个品种，其中包括老来光、四棱大麦等18个皮

大麦品种，占整个亚类的60％，来自河南的红芒猪

食大麦等11个裸大麦品种也聚在了该亚类。第1

类除两个亚类外还包括云南的温泉青稞，是裸大

麦品种。第1I类7个品种，类群品种间遗传相似

系数平均为0．74，均为裸大麦，包括山东的米大

麦，河南的大麦、紫露仁，四川的四洼白六棱、合江

大麦、华阳大麦以及来自贵州的新场大麦。第Ⅲ

类为7个品种，类群品种间遗传相似系数为0．73，

其中包括2个皮大麦品种：山西的草麦，四川的二

月黄；其余的5个品种为裸大麦，分别是山东的宁

阳三月黄、钜野米大麦，贵州的大麦、三月黄大麦

及江苏元麦9号。第1V类3个品种均为裸大麦，

即春米大麦、笨大麦、米大麦，全部来自山东省。

第V类包括2个品种，分别是黑龙江的桦南裸l号

和陕西的露仁大麦，均为裸大麦。
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Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

———————————仁二二=二=琵]V
0．68 0．90

遗传相似系数Genetic similarity coefficient

图2 SSR标记的遗传聚类图

Fig．2 Dendrogram of 76 waxy barley accessions

based on SSR markers

从聚类图中可以看出，个别材料聚类结果与其地理

来源联系不太明显，相对分散于不同的类群，具有相

同地理来源的品种大部分比较相对地集中于同一个

大类或亚类中，另外聚类结果与糯大麦的皮裸性有

一定的关联，如第l大类第一亚类中除江苏的莳大

麦(ZDMl908)和贵州的谷麦(ZDM3886)外，其他品

种均为裸大麦；87．9％的皮大麦聚在第1大类第二

亚类中，其中包括来自河南的全部皮大麦品种。这

说明中国不同地区的糯大麦品种之间以及糯大麦的

不同皮裸性之间存在着不同程度的遗传变异和演化

关系。

2．4 不同地区糯大麦群体间的遗传多样性

中国糯大麦主要分布于黄河中下游、长江中下游

及云贵青藏高原一带”¨。这3个区域又分别以河

南、江苏、云南和西藏(云藏)为中心。因此将来自河

南、江苏、云南和西藏的材料作为3个群体进行了比

较(表3)，多态性条带分别为150、158、153个，平均每

个位点检测到的等位基因数为3、3．16、3．06，变异范

围分别为1～7、1—7、1—5个。Shannon指数分别为

0，85、0．86、0．97，表明3个地区糯大麦品种遗传多样

性大小分别为：云南、西藏>江苏>河南，以云南、西

藏的糯大麦品种群体的遗传多样性略高。

表3 50对SSR引物对来自3个不同地区糯大麦材料的扩

增结果

Table 3 SSR primers used and their amplification results

based on three different regions

等位基因数Na Shannon指数，

指标项 云南和 云南和

It。。 河南 江苏 西藏 河南 江苏 西藏
Henan Jiangsu Yunnan Henan Jiangsu Yunnan

and Tibet and Tibet

3 讨论

利用分子标记技术对我国栽培大麦和野生大麦

的遗传多样性进行研究已有一些报道，而在分子水

平上对中国糯大麦资源进行遗传多样性分析尚未见

报道。Russell等¨引用11个SSR标记区分了包括相

同系谱来源在内的24个大麦基凶型。Struss等【1引

用15个SSR标记研究了163份大麦材料的遗传多

样性，聚类结果与材料地理来源较一致。
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Thruspekov等Ⅲ1研究表明，来自同一栽培地区的品

种可聚为1个类群。Feng等旧¨用30个SSR标记，

研究了西藏3类野生大麦的遗传多样性，结果表明，

3类野生大麦在遗传组成及等位变异频率分布上存

在着明显的遗传分化。侯永翠等旧引利用RAPD标

记对国内外60份大麦种质资源的遗传多样性进行

了检测，结果表明材料间遗传差异明显。张赤红

等【2列利用49对SSR标记对来自中国的240份和国

外的60份大麦种质资源的遗传多样性进行评价并

予以分类，结果将国内外的材料聚为不同种类，其中

60份国外材料中的43份单独被聚为一组，可见国

内外材料存在地理隔离和生理隔离，遗传基础组成

差距较大。Ivandic等Ⅲ1用已知图谱位置的33个

SSR标记对来自以色列、土耳其和伊朗的39份野生

大麦基因型的遗传多样性研究表明，大多数野生大

麦能按其起源的国家归类。本研究根据50个SSR

标记位点，对来自中国不同地区的76份糯大麦种质

的多态位点数、平均每个位点的等位基因数、多态信

息含量、遗传多样性指数进行了分析，同时对3个中

国糯大麦不同地理分布地区代表省份的糯大麦材料

单独进行了多样性比较。

Kimura等旧引提出有效等位基因是衡量DNA分

子标记有效多态性的重要指标，有效等位基因数与

实际检测到的等位基因数越接近越能说明所用标记

的准确性。本研究中有效等位基因位点(176．98

个)占所检测总多态性位点(203个)的87．18％，说

明所选用的50对SSR标记具有较高的多态性，能

够较准确地反映整个糯大麦群体的遗传差异。试验

中共有41对SSR引物的PIC值大于0．5，占总数的

46．67％。仅有1对引物的PIC值小于0．25。去除

PIC值相对小的这1对引物，重新计算遗传相似系

数和进行聚类分析发现对同源系统树的影响不大。

通过对不同来源的糯大麦遗传多样性的SSR

分析发现，在中国糯大麦群体中蕴含着丰富的遗传

多样性，这可能与中国复杂的地理生态环境有关：物

种为了适应不同的生态环境，形成了丰富多样的生

态类型。另外在相同的自然选择条件下，由于不同

地区不同民族的饮食习惯不同，有些地区偏重于糯

性食品，因此对糯大麦的人工选择较为注重。加上

大麦这一作物本身具有较强的环境适应性，这就使

得中国糯大麦资源遗传多样性较为丰富。

根据朱彩梅等"川研究的结果可知，在对中国近

78％的栽培大麦进行鉴定后发现，中国糯大麦主要

分布于黄河中下游、长江中下游及云贵青藏高原一

带。这3个区域分别以河南、江苏、云南和西藏为中

心。对河南、江苏、云南和西藏的糯大麦的SSR分

析发现，3个地区的遗传多样性指数差别不大，云

南、西藏稍高，可能与云南和西藏地理生态环境差异

有关。另外从聚类结果来看，相似性的高低一定程

度上反映了材料的地理来源，有些地理来源相同的

材料能相对集中地聚在一起，但也有些较分散。在

遗传相似系数为0．65时，来自13省的糯大麦材料

均聚在了一起，这一方面可能与大麦育种资源交流

日趋频繁，导致品种的地域性差异程度降低有关；另

一方面可能与育种家在选育新品种过程中的选育倾

向有关。聚类结果显示，来自黑龙江唯一的l份糯

大麦材料和陕西的1份材料在遗传相似系数为

0．78时单独聚在了一起，说明了黑龙江的糯大麦品

种和黄河中下游地区的糯大麦品种之间具有某种亲

缘关系，这对研究中国糯大麦的起源及传播有一定

的借鉴意义。但是中国糯大麦究竟是如何传播的，

是自然传播或扩散还是人为引种，还有待进一步从

基因水平上进行论证。
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