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　 　 摘要:以 ８５ 份花生栽培种为材料ꎬ分别应用银染法和荧光检测法检测 ９ 对 ＳＳＲ 引物的扩增产物ꎮ 比较结果显示ꎬ荧光检

测法具有灵敏度高、检测结果准确、效率高等优点ꎮ 聚类分析表明ꎬ银染法与荧光检测法分别能够区分 ７４ 个、８２ 个花生品种ꎬ
并分别聚成 ８ 个、９ 个类群ꎻ荧光检测法的聚类结果虽然反映的品种间遗传多样性较低ꎬ但与品种类型、产地及其亲缘关系相

关程度更高ꎬ表明荧光检测数据更精确、可靠ꎮ 遗传多样性分析发现ꎬ地方品种的遗传多样性指数最高ꎬ其次为多粒型育成品

种ꎬ表明我国地方品种和多粒型育成品种蕴藏了丰富的优异性状ꎬ有利于对其挖掘和利用ꎮ
　 　 关键词:花生ꎻＳＳＲꎻ银染法ꎻ荧光检测法ꎻ遗传多样性

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＳＳＲ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ Ｇｅｎｅｔｉｃ
Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｐｅａｎｕｔ (Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ Ｌ. ) Ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

ＷＡＮＧ Ｙａｎ￣ｌｏｎｇ１ꎬ２ꎬＳＨＡＮ Ｌｅｉ１ꎬＦＵ Ｃｈｕｎ３ꎬＸＵ Ｐｉｎｇ￣ｌｉ１ꎬ
ＪＩＡＮＧ Ｙａｎ￣ｓｈｅｎｇ３ꎬＬＩＵ Ｚｈａｎ￣ｊｉ１ꎬＱＵ Ｚｈｉ￣ｃａｉ２ꎬＴＡＮＧ Ｇｕｉ￣ｙｉｎｇ１

( １Ｈｉ￣Ｔｅｃｈ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ＣｅｎｔｅｒꎬＳｈａｎｄｏｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ / Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｒｏｐ
Ｇｅｎｅｔｉｃ ＩｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔꎬＥｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬＪｉｎａｎ ２５０１００ꎻ２Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ ＳｃｉｅｎｃｅꎬＱｕｆｕ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ

Ｑｕｆｕ ２７３１６５ꎻ３Ｗｅｉｆａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＷｅｉｆａｎｇ ２６１０３１)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙꎬｗｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ９ ＳＳＲｓ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ８５ ｐｅａｎｕｔ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｕｓｉｎｇ ｓｉｌｖｅｒ￣ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈ￣
ｏｄ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅꎬａｃｃｕｒａｔｅꎬａｎｄ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｔｈａｎ ｓｉｌｖｅｒ￣ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ. Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｗａｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｓｅｐａｒａｔｅ ８２
ｐｅａｎｕｔ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｉｎｔｏ ９ ｃｌｕｓｔｅｒｓꎬｗｈｉｌｅ ｓｉｌｖｅｒ￣ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ７４ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｉｎｔｏ ８ ｃｌｕｓｔｅｒｓ. Ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｆｒｏｍ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｙｐｅｓꎬｏｒｉｇｉｎｓꎬａｎｄ ｐｅｄｉｇｒｅｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅａｎｕｔ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ. Ｇｅ￣
ｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｐｅａｎｕｔ ｌａｎｄｒａｃｅｓ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘꎬｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｖａｌｅｎｃｉａ
ｔｙｐｅ ｐｅａｎｕｔ ｃｕｌｔｉｖａｒｓꎬｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈｅ ｌａｎｄｒａｃｅｓ ａｎｄ Ｖａｌｅｎｃｉａ ｔｙｐｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｈａｒｂｏｒｉｎｇ ａ ｂｒｏａｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｐｅａｎｕｔꎻＳＳＲꎻｓｉｌｖｅｒ￣ｓｔａｉｎｉｎｇꎻｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎻｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

投稿日期:２０１３￣０３￣２６　 　 修回日期:２０１３￣０６￣１３　 　 网络出版日期:２０１３￣１２￣１９
ＵＲＬ:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｎｋｉ. ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ / １１. ４９９６. Ｓ. ２０１３１２１９. １１１２. ００４. ｈｔｍｌ
基金项目:国家自然科学基金青年基金(３１２０１２７２)ꎻ山东省科技发展计划(２０１２ＧＮＣ１１０１)
第一作者研究方向为植物基因工程与农业生物技术ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｗａｎｇｙａｎｌｏｎｇ００００＠ １２６. ｃｏｍ
通信作者:单雷ꎬ研究方向为植物分子生物学ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｓｈｌｅｉ１０２５＠ ｓｉｎａ. ｃｏｍ

花生栽培种( Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ Ｌ. )属于花生

区组(Ａｒａｃｈｉｓ ｓｅｃｔｉｏｎ) ꎬ是高度自花授粉的异源四

倍体豆科植物(２ｎ ＝ ４ｘ ＝ ４０) [１] ꎮ 我国花生分类

系统依据植物学和农艺学性状将花生栽培种分

为 ５ 大类型:普通型、龙生型、中间型、珍珠豆型

和多粒型 [２] ꎮ 虽然花生栽培种在生长习性、生育

期及形态上存在很大差异ꎬ但是应用 ＲＦＬＰ[３￣４] 、
ＲＡＰＤ[５] 、ＡＦＬＰ[６] 等分子标记检测到的遗传多态
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性极 低ꎬ 而 ＳＳＲ 可 以 检 测 到 相 对 较 高 的 多

态性 [６] ꎮ
栽培花生由于长期的人工选育ꎬ品种的遗传背

景变得较为复杂ꎮ 利用亲缘关系较远、遗传差异大

的材料作亲本进行杂交ꎬ可以有效地保存栽培花生

遗传多样性ꎬ有利于优良品种的选育ꎮ 目前国内外

多个实验室已通过花生基因组和 ＥＳＴ 序列开发了

大量 ＳＳＲ 引物ꎬ常规 ＳＳＲ 标记技术也已广泛应用于

花生栽培种和野生资源的遗传多样性研究ꎮ Ｍ. Ｃ.
Ｍｏｒｅｔｚｓｏｈｎ 等[７]利用 １２ 对 ＳＳＲ 标记分析了 ６０ 份花

生栽培品种和 ３６ 份野生种材料ꎬ聚类分析显示所有

Ｖｉｒｇｉｎｉａ 型(ＨＨ)栽培种聚在 ＧｒｏｕｐⅡꎬ其余 ４５ 个栽

培种聚在 ＧｒｏｕｐⅠ中ꎻＧｒｏｕｐⅢ中所有 ３６ 个野生种聚

为一大类ꎬ而包含相同基因组的材料又分别聚在一

个分支ꎻ遗传多样性分析显示ꎬ巴西花生种质具有较

大的遗传多样性ꎮ 任小平等[８] 采用 ２７ 对花生 ＳＳＲ
引物ꎬ对国际半干旱所( ＩＣＲＩＳＡＴ)的 １６８ 份花生微

核心种质材料(来自世界 ５ 大洲 ４２ 个国家)进行了

分析ꎬ结果显示 ＩＣＲＩＳＡＴ 花生微核心种质资源具有

丰富的遗传多样性ꎬ不同来源的变种群间存在明显

的遗传差异ꎮ Ｒ. Ｋｏｐｐｏｌｕ 等[９] 应用 ３２ 个 ＳＳＲ 标记

分析 ８５ 个野生花生及 １１ 个栽培种质(涵盖花生区

组的 ７ 个区组)ꎬ结果显示野生种 Ａ. ｄｕｒａｎｅｎｓｉｓ 和 Ａ.
Ｉｐａëｎｓｉｓ 与栽培种 Ａ. ｈｙｐｏｇａｅａ 亲缘关系最近ꎬ说明可

以通过桥梁亲本把花生区组以外的野生种优良基因

转移到花生栽培种中ꎮ 耿健等[１０]应用 ２１ 对 ＳＳＲ 引

物分析 ４１ 个冀、鲁、豫 ３ 省的花生育成品种的遗传

多样性ꎬ结果显示 ３ 省的育成品种遗传多样性均比

较丰富ꎮ
目前检测 ＳＳＲ ＰＣＲ 产物的方法主要有 ４ 种ꎬ

(１)琼脂糖凝胶电泳￣ＥＢ 染色法[１１]ꎬ分辨率低ꎬ常用

于产物的初步检测ꎻ(２)放射性同位素标记￣放射性

自显影检测法[１２]ꎬ灵敏度高ꎬ但操作步骤多、成本高

并且存在辐射危害ꎻ(３)ＰＡＧＥ￣银染法[１３]ꎬ使用设备

简单、分辨率较高ꎬ已经广泛使用ꎻ(４)荧光标记引

物￣毛细管电泳检测法[１４]ꎬ分辨率高、检测效率高ꎬ
但对设备要求高、成本也较高ꎬ近年来逐步被应用ꎮ
基于全自动 ＤＮＡ 分析仪的 ＳＳＲ 荧光标记检测技术

已经在小麦、棉花、玉米等多种具有复杂基因组作物

的种质资源评价和遗传多样性分析等方面得到了广

泛应用[１４￣１６]ꎮ 而在花生中仅报道了几例应用 ＳＳＲ
荧光标记技术进行遗传资源分析、杂种鉴定研究ꎮ
Ｒ. Ｋ. Ｖａｒｓｈｎｅｙ 等[１７]应用 ＳＳＲ 标记和荧光 ＳＳＲ 标记

构建了第 １ 个栽培花生遗传连锁图谱ꎮ 而国内目前

仅见李双铃等[１８]将荧光 ＳＳＲ 技术应用于花生 Ｆ１杂

种鉴定的报道ꎮ 为了促进 ＳＳＲ 荧光标记技术在花

生中的应用ꎬ进一步提高 ＳＳＲ 检测的准确性ꎬ本研

究首先比较了 ＳＳＲ 标记银染法和荧光检测法 ２ 种

检测方法ꎬ然后分别应用银染法和荧光检测法对我

国栽培花生种质进行遗传多样性分析ꎬ为 ＳＳＲ 检测

技术的选择、遗传育种提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

１􀆰 １􀆰 １　 植物材料 　 ８５ 份花生栽培种种质ꎬ由中国

农科院油料作物研究所、山东省花生研究所、山东省

农科院高新技术研究中心和潍坊农科院提供ꎬ产地

涵盖全国 １３ 个省(表 １)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂 　 所用植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒

(离心柱型)为天根生化科技(北京)有限公司产品ꎬ
２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 购于北京百泰克生物技术有

限公司(Ｂｉｏｔｅｋｅ)ꎻ丙烯酰胺、ＮꎬＮ′￣亚甲基双丙烯酰

胺、ＴＥＭＥＤ 为上海生工生物工程技术服务有限公司

产品ꎻ其他生化试剂均为国产分析纯ꎮ 所用 １１ 对

ＳＳＲ 普通引物和荧光标记引物(表 ２)均由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成ꎮ
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 基因组 ＤＮＡ 提取 　 取每个花生品种幼嫩

叶片 ０􀆰 ２ ｇꎬ用植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取并

纯化 ＤＮＡꎮ １％的琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 质量ꎬ
分光光度计检测 ＤＮＡ 样本的浓度及质量ꎻ然后将

ＤＮＡ 浓度稀释至 １２􀆰 ５ ｎｇ / μＬꎬ备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＣＲ 扩增 　 ＰＣＲ 体系共 １５ μＬ:含 ６ μＬ
ｄｄＨ２ Ｏꎬ７􀆰 ５ μＬ ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘꎬ正、反向

引物 (５０ ｎｇ / μＬ) 各 ０􀆰 ５ μＬꎬ ０􀆰 ５ μＬ ＤＮＡ 模 板

(１２􀆰 ５ ｎｇ / μＬ)ꎮ 反应程序为 ９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ
４８ ~ ６５ ℃(参考表 ２ 中 Ｔｍ 值)３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓ 共 ３０
个循环ꎻ继续延伸 ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ ＳＳＲ ＰＣＲ
扩增产物经 １２％ 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

(电泳缓冲液 ０􀆰 ５ × ＴＢＥꎬ电压 １５０ Ｖꎬ时间 ２ ｈ)、
０􀆰 １％ ＡｇＮＯ３染色ꎬ然后对电泳结果进行拍照、读带

分析ꎮ 荧光引物多重 ＰＣＲ 依据退火温度接近、片
段大小不重合添加相同荧光标记ꎬ片段大小重合

添加不同荧光标记的原则组合引物ꎬ反应体系加

入的引物量根据扩增条带增减ꎬ扩增条件与上述

ＰＣＲ 相同ꎮ 荧光 ＳＳＲ ＰＣＲ 产物由济南鲁生生物

科技有限公司应用 ＡＢＩ３７３０ＸＬ 测序仪以片段检

测法检测ꎮ

７９



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １５ 卷

表 １　 供试花生品种

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｅａｎｕｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

编号 品种 类型 / 缩写 系谱 产地 / 缩写 编号 品种 类型 / 缩写 系谱 产地 / 缩写

Ｃｏｄｅ Ｖａｒｉｅｔｙ
Ｔｙｐｅ /

Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ
Ｐｅｄｉｇｒｅｅ

Ｏｒｉｇｉｎ /
Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ

Ｃｏｄｅ Ｖａｒｉｅｔｙ
Ｔｙｐｅ /

Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ
Ｐｅｄｉｇｒｅｅ

Ｏｒｉｇｉｎ /
Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ

１ 天府 １５ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 四川 / ＳＣ ４４ 合油 ４ 号 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 广西 / ＧＸ

２ 天府 ３ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 四川 / ＳＣ ４５ 桂花 １７ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 广西 / ＧＸ

３ 阜花 １１ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 辽宁 / ＬＮ ４６ 桂花 ２２ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 广西 / ＧＸ

４ 鲁花 ８ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ４７ 桂花 ２５ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 广西 / ＧＸ

５ 花育 １６ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ４８ 桂花 ３０ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 广西 / ＧＸ

６ 丰花 ３ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ４９ 白沙 １０１６ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 广东 / ＧＤ

７ 潍花 ６ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ５０ 粤油 ７９ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 广东 / ＧＤ

８ 鲁花 １１ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ５１ 粤油 ５５１ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 广东 / ＧＤ

９ 鲁花 １４ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ５２ 汕油 ５２３ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 广东 / ＧＤ

１０ 花育 １７ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ５３ 汕油 ７１ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 广东 / ＧＤ

１１ 花育 ２３ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ５４ 湛油 ７５ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 广东 / ＧＤ

１２ 花育 ２７ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ５５ 台山珍珠 珍珠豆型 / Ｓ 地方品种 广东 / ＧＤ

１３ 花 ３７ 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ５６ 泉花 １０ 号 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 福建 / ＦＪ

１４ 花育 ３１ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ５７ 泉花 ３２７ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 福建 / ＦＪ

１５ 潍花 ７ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ５８ 泉花 ６４６ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 福建 / ＦＪ

１６ 花育 １９ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ５９ 天府 ５ 号 普通型 / Ｖｉ 育成品种 四川 / ＳＣ

１７ 花育 ２１ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ６０ 天府 ７ 号 普通型 Ｖｉ 育成品种 四川 / ＳＣ

１８ 花育 ２２ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ６１ 丰花 １ 号 普通型 / Ｖｉ 育成品种 山东 / ＳＤ

１９ 花育 ２５ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ６２ 临花 ６ 号 普通型 / Ｖｉ 育成品种 山东 / ＳＤ

２０ 鲁花 ９ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 山东 / ＳＤ ６３ 花育 ３２ 普通型 / Ｖｉ 育成品种 山东 / ＳＤ

２１ 徐花 ８ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 江苏 / ＪＳ ６４ 鲁花 １５ 普通型 / Ｖｉ 育成品种 山东 / ＳＤ

２２ 徐花 ９ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 江苏 / ＪＳ ６５ 湘花 ８ 号 普通型 / Ｖｉ 育成品种 湖南 / ＨＮ

２３ 豫花 ７ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 河南 / ＨＮ ６６ 豫花 ９ 号 普通型 / Ｖｉ 育成品种 河南 / ＨＮ

２４ 濮花 １ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 河南 / ＨＮ ６７ 冀花 ２ 号 普通型 / Ｖｉ 育成品种 河北 / ＨＢ

２５ 豫花 １５ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 河南 / ＨＮ ６８ 冀花 ４ 号 普通型 / Ｖｉ 育成品种 河北 / ＨＢ

２６ 天府 ９ 号 中间型 / Ｉ 育成品种 四川 / ＳＣ ６９ 冀油 ４ 号 普通型 / Ｖｉ 育成品种 河北 / ＨＢ

２７ 宁海大京生 珍珠豆型 / Ｓ 地方品种 浙江 / ＺＪ ７０ 唐油 ４ 号 普通型 / Ｖｉ 育成品种 河北 / ＨＢ

２８ 台南 １３ 号 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 中国台湾 / ＴＷ ７１ 江田种 普通型 / Ｖｉ 地方品种 福建 / ＦＪ

２９ 天府 １１ 号 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 四川 / ＳＣ ７２ 勾了种 普通型 / Ｖｉ 地方品种 福建 / ＦＪ

３０ 天府 １３ 号 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 四川 / ＳＣ ７３ 洋豆 普通型 / Ｖｉ 地方品种 福建 / ＦＪ

３１ 花育 ２０ 号 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 山东 / ＳＤ ７４ 固花 ２ 号 普通型 / Ｖｉ 育成品种 ∗

３２ 潍花 ９ 号 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 山东 / ＳＤ ７５ 沙岭大只豆 普通型 / Ｖｉ 地方品种 ∗

３３ 芙蓉花生 珍珠豆型 / Ｓ 地方品种 湖南 / ＨＮ ７６ 临桂麻壳 龙生型 / Ｄ 地方品种 广西 / ＧＸ

３４ 湘花 １２ 号 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 湖南 / ＨＮ ７７ 飞龙乡 龙生型 / Ｄ 地方品种 广西 / ＧＸ

３５ 湘农小花生 珍珠豆型 / Ｓ 地方品种 湖南 / ＨＮ ７８ 向阳籽 龙生型 / Ｄ 地方品种 ∗

３６ 湘花 ５５５ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 湖南 / ＨＮ ７９ 铁打坚 龙生型 / Ｄ 地方品种 ∗

３７ 中花 ４ 号 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 湖北 / ＨＢ ８０ 四粒红 多粒型 / Ｖ 地方品种 辽宁 / ＬＮ

３８ 中花 ５ 号 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 湖北 / ＨＢ ８１ 法库四粒红 多粒型 / Ｖ 地方品种 辽宁 / ＬＮ

３９ 中花 ７ 号 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 湖北 / ＨＢ ８２ 台山三粒肉 多粒型 / Ｖ 地方品种 广东 / ＧＤ

４０ 中花 ８ 号 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 湖北 / ＨＢ ８３ 余山凤凰窝 多粒型 / Ｖ 地方品种 ∗

４１ 豫花 １４ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 河南 / ＨＮ ８４ 印度多粒品种 多粒型 / Ｖ 地方品种 ∗

４２ 远杂 ９１０２ 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 河南 / ＨＮ ８５ 栖霞糠皮三粒红 多粒型 / Ｖ 地方品种 ∗

４３ 郑花 ５ 号 珍珠豆型 / Ｓ 育成品种 河南 / ＨＮ

∗表示未知　 ∗ｍｅａｎｓ ｎｏｔ ａｖａｉｌａｂｌｅ
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表 ２　 本研究所用 ＳＳＲ 引物

Ｔａｂｌｅ ２　 ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
序列(５′￣３′)

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)
退火温度(℃)

Ｔｍ
荧光标记

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｌａｂｅｌ
引物序列来源

Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＧＭ９ Ｆ:ＣＡＧＣＡＡＡＧＡＧＴＣＧＴＣＡＧＴＣＧ ４８ ＦＡＭ 文献[１９]

Ｒ:ＧＡＡＡＧＴＴＣＡＣＴＴＧＡＧＣＡＡＡＴＴＣＡ Ｎｏｎ 文献[１９]

ＧＭ７４ Ｆ:ＧＡＡＧＧＡＣＣＣＣＡＴＣＴＡＴＴＣＡＡＡ ５８ ＦＡＭ 文献[１９]

Ｒ:ＴＣＣＧＡＴＴＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣ Ｎｏｎ 文献[１９]

ＧＭ１５０ Ｆ:ＴＡＧＡＡＧＡＡＧＧＡＧＡＧＧＧＴＧＡＧＡＡ ５８ ＦＡＭ 文献[２０]

Ｒ:ＣＴＡＡＧＡＴＧＧＴＧＧＴＧＧＧＡＡＴＴＡ Ｎｏｎ 文献[２０]

ＧＭ２６９ Ｆ:ＴＴＧＣＴＡＣＴＡＡＧＣＣＧＡＡＡＡＴＧＡＡ ５４ ＦＡＭ 文献[２０]

Ｒ:ＣＴＴＧＡＡＡＴＴＡＡＣＡＣＡＴＡＴＧＣＡＣＡＣＡ Ｎｏｎ 文献[２０]

ＧＭ４２４ Ｆ:ＡＡＴＧＣＡＴＧＡＧＣＴＴＣＣＡＴＣＡＡ ５８ ＨＥＸ 文献[２０]

Ｒ:ＡＡＣＣＣＣＡＴＣＴＴＡＡＡＡＴＣＴＴＡＣＣＡＡ Ｎｏｎ 文献[２０]

ＧＭ４８８ Ｆ:ＡＣＴＣＣＣＧＡＴＧＣＡＣＴＴＧＡＡＡＴ ６５ ＦＡＭ 文献[２１]

Ｒ:ＡＡＣＣＴＣＴＧＴＧＣＡＣＴＧＴＣＣＣＴ Ｎｏｎ 文献[２１]

ＧＭ５１８ Ｆ:ＡＡＣＴＣＧＣＴＴＧＴＡＣＣＧＧＣＴＡＡ ５７ ＦＡＭ 文献[２１]

Ｒ:ＡＧＧＡＡＴＡＡＴＡＡＣＡＡＴＡＣＣＡＡＣＡＧＣＡ Ｎｏｎ 文献[２１]

ＧＭ５５６ Ｆ:ＴＧＣＴＴＣＣＡＴＣＡＧＣＴＴＴＴＣＣＴ ６０ ＦＡＭ 文献[２１]

Ｒ:ＡＡＡＴＧＡＧＧＧＣＣＴＣＣＡＡＡＧＴＴ Ｎｏｎ 文献[２１]

ＧＭ６０６ Ｆ:ＴＡＡＴＡＡＡＧＧＴＧＡＣＧＴＧＧＣＧＡ ６２ ＦＡＭ 文献[２２]

Ｒ:ＴＴＡＴＣＡＴＧＡＴＴＡＣＣＡＣＧＡＣＣＧ Ｎｏｎ 文献[２２]

ＧＭ６１３ Ｆ:ＧＣＧＴＧＡＡＡＴＧＡＧＴＧＴＴＧＴＧＡＧ ６０ ＨＥＸ 文献[２２]

Ｒ:ＣＡＴＡＧＣＣＡＣＣＡＴＡＧＡＣＡＣＣＡＡＡ Ｎｏｎ 文献[２２]

ＧＭ６２３ Ｆ:ＣＡＧＧＡＴＧＡＡＣＡＧＧＣＡＣＡＧＡＡＴ ６０ ＲＯＸ 文献[２２]

Ｒ:ＡＴＧＡＡＣＡＡＴＴＧＣＧＡＴＴＴＧＧＡＣ Ｎｏｎ 文献[２２]

１􀆰 ３　 统计分析　 常规银染法得到的凝胶图片应用

Ｈｏｒｎｉｌ ＳｔｙｌｅＰｉｘ 图片编辑器标尺工具记录片段大小ꎬ
在相同迁移位置ꎬ有带记作 １ꎬ无带记作 ０ꎻ应用 Ｇｅｎｅ￣
Ｍａｐｐｅｒ ＩＤ ｖ３􀆰 ２ 软件将荧光检测法得到的数据转化

为峰图ꎬ有效峰的有无也以“１、０”形式进行统计ꎮ 利

用 ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ ２􀆰 １０ｅ(Ｒｏｈｌｆꎬ２００６)软件计算供试材料

的遗传距离ꎬ采用类平均法(ＵＰＧＭＡꎬｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ
ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ａｖｅｒａｇｅ)对欧氏距离进行

聚类分析ꎮ 利用 ＰＯＰＧＥＮＥ ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ３２[２０] 软件计算

Ｎｅｉ 基因多样性指数 Ｈ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数 Ｉ[２３]ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＳＳＲ 荧光检测法与银染法的比较

２􀆰 １􀆰 １　 荧光检测法的高灵敏性　 应用 ＧＭ９、ＧＭ７４、
ＧＭ１５０、ＧＭ２６９、ＧＭ４２４、ＧＭ４８８、ＧＭ５１８、ＧＭ５５６ 及

ＧＭ６０６ 共 ９ 对具多态性且特异性好的引物对 ８５ 个

花生栽培品种进行扩增ꎬ扩增产物通过常规非变性

ＰＡＧＥ￣银染法进行电泳检测(图 １)ꎬ共检测到 ３３ 个等

位变异ꎬ平均每对引物 ３􀆰 ５６ 个ꎮ 引物添加荧光标记对

相同材料进行扩增ꎬ通过毛细管电泳检测到 ６９ 个等位

变异ꎬ平均 ７􀆰 ７８ 个(表 ３)ꎮ 荧光技术在每个位点平

均检测到的等位变异比银染法多 ４ 个ꎬ表明荧光检测

法具有更高的灵敏性ꎬ更适于做遗传背景分析ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎬ １ ~ １３ 为品种编号

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎬ １￣１３:Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ

图 １　 银染法检测引物 ＧＭ５５６ 对 １３ 份
栽培花生种质资源的扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＭ５５６ ｉｎ １３
ｐｅａｎｕｔ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｂｙ ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ

９９
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表 ３　 ２ 种方法检测出的等位变异的对比

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｌｌｅｌｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｗｏ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

引物￣标记

Ｐｒｉｍｅｒ￣Ｍａｒｋｅｒ
检测体系￣泳道显色

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ￣ｃｏｌｏｒ
等位基因片段大小(ｂｐ)

Ａｌｌｅｌｉｃ ｓｉｚｅ
等位变异数量

Ａｌｌｅｌｉｃ ｎｕｍｂｅｒ

ＧＭ９ 银染检测 ２１２ ２２１ ２２７ ２３１ ２４１ ５

ＧＭ９￣ＦＡＭ 荧光检测￣蓝 ２１２ ２１９ ２２１ ２２３ ２２５ ２２７ ２２９ ２３１ ２３５ ２３７ ２３９ ２４１ １２

ＧＭ７４ 银染检测 ２７０ ２７７ ２８４ ２９４ ４

ＧＭ７４￣ＦＡＭ 荧光检测￣蓝 ２７０ ２７２ ２７５ ２７７ ２８０ ２８２ ２８４ ２８６ ２８８ ２９０ ２９４ １１

ＧＭ１５０ 银染检测 ２２８ ２３６ ２４２ ３

ＧＭ１５０￣ＦＡＭ 荧光检测￣蓝 ２２８ ２３０ ２３６ ２３８ ２４１ ５

ＧＭ２６９ 银染检测 ２２３ ２２７ ２３１ ２４３ ４

ＧＭ２６９￣ＦＡＭ 荧光检测￣蓝 ２２３ ２２５ ２２７ ２２９ ２３１ ２３３ ２４３ ７

ＧＭ４２４ 银染检测 ２５５ ２６１ ２６４ ３

ＧＭ４２４￣ＨＥＸ 荧光检测￣绿 ２５５ ２５７ ２６１ ２６４ ４

ＧＭ４８８ 银染检测 １９５ ２２０ ２２９ ２３６ ２４７ ５

ＧＭ４８８￣ＦＡＭ 荧光检测￣蓝 １９５ ２２０ ２２４ ２２６ ２２９ ２３２ ２３６ ２４０ ２４５ ２４７ １０

ＧＭ５１８ 银染检测 ２６０ ２６７ ２７６ ３

ＧＭ５１８￣ＦＡＭ 荧光检测￣蓝 ２６０ ２６５ ２６７ ２７０ ２７４ ２７６ ６

ＧＭ５５６ 银染检测 ２５０ ２６３ ２７０ ２７７ ２８６ ５

ＧＭ５５６￣ＦＡＭ 荧光检测￣蓝 ２５０ ２５５ ２６３ ２６５ ２６８ ２７０ ２７３ ２７７ ２８０ ２８６ １０

ＧＭ６０６ 银染检测 ２８２ ２９５ ２

ＧＭ６０６￣ＦＡＭ 荧光检测￣蓝 ２８２ ２８５ ２８８ ２９２ ２９５ ５

２􀆰 １􀆰 ２　 荧光检测法的高准确性　 由表 ３ 可以看出

２ 种方法检测到的片段大小基本一致ꎮ 荧光检测法

各电泳样品中均具有分子量内标ꎬ通过 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ
ＩＤ ｖ３􀆰 ２ 软件可以准确读出片段大小ꎬ即使 １ ｂｐ 的

大小差异也能准确区分ꎮ 本研究中荧光检测法得到

的等位基因差异最小为 ２ ｂｐꎬ并且 ２ ｂｐ 差异在

ＧＭ９￣ＦＡＭ 中有 ８ 个、ＧＭ７４￣ＦＡＭ ８ 个、ＧＭ１５０￣ＦＡＭ
１ 个、ＧＭ２６９￣ＦＡＭ ５ 个、ＧＭ４２４￣ＨＥＸ １ 个、ＧＭ４８８￣
ＦＡＭ ２ 个、ＧＭ５１８￣ＦＡＭ ２ 个、ＧＭ５５６￣ＦＡＭ ２ 个ꎻ银染

法检测的最小差异为 ３ ｂｐꎬ且仅检出 ＧＭ４２４ 中等位

变异 ２６４ ~ ２６１ ｂｐ 之间 １ 个(表 ３)ꎮ 银染法所得片

段只能通过肉眼与分子量标准进行比较ꎬ不同胶块

整合容易出现视觉误差ꎬ造成读带错误ꎮ 因此ꎬ荧光

检测法检测的准确性更高ꎮ 　
２􀆰 １􀆰 ３　 荧光检测法的高效性　 对 ８５ 个花生栽培品

种分别用 ２ 种方法进行检测ꎮ 银染法需要电泳 １８
块板ꎬ每天完成 ４ 块板ꎬ需要 ５ ｄ 的时间才能完成ꎮ
而荧光检测法在检测之前ꎬ根据银染法得到的目的

片段大小ꎬＧＭ９ 与 ＧＭ５１８、ＧＭ４８８ 与 ＧＭ５５６、ＧＭ１５０
与 ＧＭ７４、ＧＭ２６９ 与 ＧＭ４２４ 与 ＧＭ６０６ 分别混合点样

(图 ２ Ａ１ ~ Ａ４)ꎬ只需 ４ 块 ９６ 孔板ꎬ１ ｄ 就能完成全

部 ８５ 个样品 ６９ 个多态性位点的检测ꎮ 荧光检测法

的检测效率明显高于银染法ꎮ
２􀆰 ２　 进一步提高荧光检测法效率的探索

由于荧光检测法引物合成及检测仪器的成本比

常规银染法高ꎬ因此需进一步提高其检测效率ꎬ降低

试验成本ꎬ促进该方法的广泛应用ꎮ
２􀆰 ２􀆰 １　 高通量 ＰＣＲ 　 尽管不同荧光标记的单一

ＰＣＲ 反应产物混合上样测序可有效提高检测效率ꎬ
但大量 ＰＣＲ 反应的成本还是相对较高ꎮ 为此ꎬ本研

究按照扩增反应具有相同退火温度、所有 ＰＣＲ 产物

片段均能有效区分的原则ꎬ设计了几个多重 ＰＣＲ 反

应:(１)单一荧光标记的二重 ＰＣＲ:ＧＭ７４￣ＦＡＭ 与

ＧＭ１５０￣ＦＡＭ 作为二重 ＰＣＲ 的引物组合ꎬ退火温度

为 ５８ ℃ꎬ扩增产物片段大小差异大于 ５０ ｂｐ(图 ２
Ｂ２)ꎻ(２)不同荧光标记的二重 ＰＣＲ:ＧＭ６１３￣ＨＥＸ 与

ＧＭ６２３￣ＲＯＸ 作为引物组合ꎬ二者退火温度均为

６０ ℃ꎬ扩增产物片段大小差距小于 ２０ ｂｐꎬ但检测的

产物分别显绿色与红色(图 ２ Ｂ１)ꎻ(３)不同荧光标

记的三重 ＰＣＲ:ＧＭ５５６￣ＦＡＭ、ＧＭ６１３￣ＨＥＸ、ＧＭ６２３￣
ＲＯＸ 作为引物组合ꎬ ＰＣＲ 反应的退火温度为 ６０ ℃ꎬ
产物分别显蓝色、绿色、红色(图 ２ Ｂ３) ꎻ(４)多种
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Ａ１ ~ Ａ４:不同荧光引物扩增产物混合点样检测 (Ａ１:ＧＭ９ 与 ＧＭ５１８ 组合ꎻＡ２:ＧＭ４８８ 与 ＧＭ５５６ 组合ꎻ
Ａ３:ＧＭ１５０ 与 ＧＭ７４ 组合ꎻＡ４:ＧＭ２６９、ＧＭ４２４ 与 ＧＭ６０６ 组合)ꎻＢ１ ~ Ｂ４:高通量 ＰＣＲ 扩增产物的毛细管荧光检测

(Ｂ１:不同荧光标记的二重 ＰＣＲꎻＢ２:相同荧光标记的二重 ＰＣＲꎻＢ３:不同荧光标记的三重 ＰＣＲꎻ
Ｂ４:不同荧光标记的四重 ＰＣＲ)ꎻＣ１ ~ Ｃ３:毛细管荧光检测不同反应条件下 ＳＳＲ 扩增产物( Ｃ１:处理 １ꎻＣ２:处理 ２ꎻＣ３:处理 ３)
Ａ１￣Ａ４:Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＳＳＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒｓ(Ａ１:Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＭ９ ａｎｄ ＧＭ５１８ꎬ

Ａ２:Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＭ４８８ ａｎｄ ＧＭ５５６ꎬＡ３:Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＭ１５０ ａｎｄ ＧＭ７４ꎬＡ４:Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＭ２６９ꎬ
ＧＭ４２４ꎬａｎｄ ６０６)ꎬＢ１￣Ｂ４:Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｔｐｕｔ ＳＳＲ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

(Ｂ１:Ｄｏｕｂｌｅ ＰＣＲ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒꎬＢ２:Ｄｏｕｂｌｅ ＰＣＲ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｉｔｈ ｓａｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒꎬ
Ｂ３:Ｔｒｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒꎬＢ４:Ｑｕａｄｒｕｐｌｅｘ ＰＣＲ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒ)ꎬ
Ｃ１￣Ｃ３:Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ(Ｃ１:Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ １ꎬＣ２:Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ２ꎬＣ３:Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ３)

图 ２　 应用 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ ＩＤ ｖ３􀆰 ２ 软件分析部分 ＳＳＲ 荧光检测数据

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＳＳＲ ｄａｔａ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ＡＢＩ３７３０ＸＬ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｂｙ ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ ＩＤ ｖ３􀆰 ２ ｓｏｆｔｗａｒｅ

荧光标记的四重 ＰＣＲ:引物组合为 ＧＭ４２４￣ＨＥＸ、
ＧＭ５５６￣ＦＡＭ、ＧＭ６１３￣ＨＥＸ、ＧＭ６２３￣ＲＯＸꎬ扩增产物

分别显绿色、蓝色、绿色和红色ꎬ绿色产物片段之间

大小差异远大于 ５０ ｂｐ(图 ２ Ｂ４)ꎮ 以上反应检测结

果表明ꎬ所有多重 ＰＣＲ 产物片段均能有效区分ꎮ 因

此ꎬ通过荧光 ＳＳＲ 技术结合高通量 ＰＣＲ 能够有效区

分各等位基因片段ꎬ进一步提高检测效率ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 大片段检测优化　 本研究发现对于大片段

ＤＮＡꎬ２ 种检测方法用相同 ＰＣＲ 反应体系ꎬ银染法谱

带强度比小片段 ＤＮＡ 高ꎬ而荧光检测产物峰值明显

降低ꎬ扩增产物片段越大峰值越低(图 ２ Ａ４)ꎬ这与

易红梅等[２４] 发现玉米扩增产物大于 ３５０ ｂｐ 峰值明

显降低的结果一致ꎮ 本研究以花育 ３１ 号 ＤＮＡ 为模

板、引 物 ＧＭ６２３ 的 ＰＣＲ 反 应 终 程 序 为 ７２ ℃
５ ｍｉｎ 时ꎬ峰值为 ７３２３(图 ２ Ｃ１)ꎻ将 ＰＣＲ 程序终延

伸改为 ６０ ℃ ４５ ｍｉｎꎬ峰值变为 １１９８８ (图 ２ Ｃ２)ꎻ
ＰＣＲ 终延伸维持 ７２ ℃ ５ ｍｉｎ 不变ꎬ但 ＰＣＲ 产物检

测浓度增加 １ 倍时ꎬ峰值变为 １０２４４(图 ２ Ｃ３)ꎮ 峰

值低往往会造成读带错误忽略ꎬ因此ꎬ大于 ３００ ｂｐ

的片段可通过彻底延伸或加大检测浓度提高峰值ꎬ
确保检测的准确性和可靠性ꎮ
２􀆰 ３　 花生栽培种遗传多样性分析

２􀆰 ３􀆰 １　 银染法检测分析栽培花生的遗传多样性　
银染法数据显示ꎬ９ 对引物能够将 ８５ 个栽培品种中

的 ７４ 个完全区分开(图 ３ Ａ)ꎬ品种间遗传相似系数

为 ０􀆰 ５９ ~ １􀆰 ００ꎬ在遗传相似系数 ０􀆰 ７４ 处分为 Ａ、Ｂ、
Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ ８ 个类群ꎮ 类群 Ａ 共 ２５ 个品种ꎬ分
为 ２ 大分支:其中一支由 ２２ 个育成品种和 １ 个地方

品种(台山三粒肉)组成ꎬ２２ 个育成品种聚在一起ꎬ
除了潍花 ６ 号、花 ３７ 为中间型ꎬ其余均为珍珠豆型ꎻ
多粒型品种台山三粒肉与 ２２ 个育成品种间遗传距

离最远ꎬ并单独分在一个分支中ꎮ 另一支 ２ 个龙生

型地方品种铁打坚、临桂麻壳聚在一起ꎮ 从产地分

析ꎬ该类群包含所有的 ８ 个广东产地的品种ꎮ 类群

Ｂ 共 ４９ 个品种ꎬ其中 ４７％的品种具伏花生血统ꎬ龙
生型地方品种向阳籽与飞龙乡、普通型地方品种洋

豆与沙岭大只豆分别聚在一起ꎮ 类群 Ｃ 仅 １ 个多

粒型地方品种余山凤凰窝ꎮ 类群 Ｄ 仅 １ 个普通型

１０１



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １５ 卷

地方品种江田种ꎮ 类群 Ｅ 包含 ２ 个山东产地品种

花育 １６ 号和花育 ２０ 号ꎮ 类群 Ｆ 包含 ２ 个珍珠豆型

育成品种天府 １３ 号和湘花 １２ 号ꎮ 类群 Ｇ 仅 １ 个山

东产地的珍珠豆型品种潍花 ９ 号ꎮ 类群 Ｈ 包含 ４
个多粒型地方品种四粒红、法库四粒红、印度多粒品

种、栖霞糠皮三粒红ꎮ 利用 ＰＯＰＧＥＮＥ ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ３２
软件进行多样性分析ꎬ结果表明ꎬ不同类型花生栽培

种的 Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数 Ｉ 为 ０􀆰 １１４５ ~ ０􀆰 ３７３６ꎬＮｅｉ 基

因多样性指数 Ｈ 为 ０􀆰 ０７６５ ~ ０􀆰 ２３６５(表 ４)ꎮ ５ 大类

型中多粒型的指数 Ｉ 和 Ｈ(０􀆰 ３２１３、０􀆰 ２１６０)均最高、
龙生型(０􀆰 １１４５、０􀆰 ０７６５)最低ꎬ可能是龙生型样本

数目过少(仅 ４ 个)所致ꎬ地方品种的指数 Ｉ 和 Ｈ
( ０􀆰 ３７３６、 ０􀆰 ２３６５ ) 高 于 育 成 品 种 ( ０􀆰 ３１８５、
０􀆰 ２０２６) ꎮ 综上所述ꎬ我国栽培花生遗传背景总

体上比较狭窄ꎬ相对而言多粒型与地方品种的遗

传多样性较高ꎮ

Ａ:银染法ꎻＢ:荧光检测法ꎬ 各品种以品种编号￣类型￣产地形式表示

Ａ:Ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬＢ:ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬＡｌｌ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｏｆ ｖａｒｉｅｔｙ ｃｏｄｅ￣ｂｏｔａｎｉｃａｌ ｔｙｐｅ￣ｏｒｉｇｉｎ

图 ３　 应用 ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ ２􀆰 １０ｅ 软件得到的 ８５ 个栽培花生品种的聚类图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ８５ ｐｅａｎｕｔ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｕｓｉｎｇ ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ ２􀆰 １０ｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ

２􀆰 ３􀆰 ２　 荧光检测法检测分析栽培花生的遗传多样

性　 荧光检测法数据显示ꎬ９ 对引物能够将 ８２ 个品

种完全区分开(图 ３ Ｂ)ꎬ品种间遗传相似系数为

０􀆰 ７３ ~ １􀆰 ００ꎮ 在遗传相似系数 ０􀆰 ８５ 处分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ ９ 个类群ꎮ 类群 Ａ 共 ２０ 个品种ꎬ其
中 １７ 个为育成品种ꎬ３ 个为地方品种ꎻ育成品种中

除阜花 １１ 号为中间型ꎬ其余均为珍珠豆型ꎻ并且 ８

个广东产地的品种均在这一类群中ꎮ 类群 Ｂ 共

４６ 个品种ꎬ全部为育成品种ꎬ其中 ５３％ 的品种具

伏花生血统ꎮ 类群 Ｃ 包含 ３ 个地方品种宁海大

京生、洋豆、沙岭大只豆ꎮ 类群 Ｄ 中包含 ３ 个中

间型品种及 ２ 个单独聚在一起的龙生型地方品

种向阳籽和飞龙乡ꎮ 类群 Ｅ 仅 １ 个地方品种江

田种ꎮ 类群 Ｆ 包含 ３ 个普通型育成品种冀花 ２

２０１
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号、花育 ３２、天府 ５ 号ꎮ 类群 Ｇ 包含 ４ 个多粒型

地方品种四粒红、法库四粒红、印度多粒品种、栖
霞糠皮三粒红ꎮ 类群 Ｈ 仅 １ 个多粒型地方品种

余山凤凰窝ꎮ 类群 Ｉ 仅 １ 个龙生型的地方品种铁

打坚ꎮ 反映不同类型花生栽培种多样性水平的

指数 Ｉ 和 Ｈ 分别为 ０􀆰 １５０８ ~ ０􀆰 ２３０３ 和 ０􀆰 ０９０２ ~
０􀆰 １３７２(表 ４) ꎮ ５ 大类型中中间型的指数 Ｉ 和 Ｈ
(０􀆰 １５０８、０􀆰 ０９０２ ) 为最低ꎬ地方品种 ( ０􀆰 ２３０２、
０􀆰 １３７２)比育成品种 (０􀆰 １９１４、０􀆰 １１２９ ) 高ꎬ多粒

型品种的 Ｈ 指数在 ５ 大类型中最高ꎮ 从聚类图

可以看出ꎬ多粒型、龙生型品种(铁打坚)与其他

品种间的遗传距离较大ꎬ而遗传多样性指数显

示ꎬ多粒型仅 Ｈ 指数最高ꎬ龙生型的 Ｉ 和 Ｈ 指数

(０􀆰 １５６３、０􀆰 １０３１)均较低ꎬ这一结果可能是由于

参试的龙生型品种仅 ４ 个、多粒型仅 ６ 个ꎬ即其材

料数量过少所致ꎮ 荧光检测法检测分析的结果同样

表明ꎬ栽培花生总体而言遗传多样性较低ꎬ而其中多

粒型与地方品种的遗传多样性相对较高ꎮ

表 ４　 不同类型栽培花生品种的遗传多样性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｐｅａｎｕｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｏｔａｎｉｃａｌ ｔｙｐｅｓ

类型 Ｔｙｐｅ 数目 Ｎｏ.
银染法 Ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ 荧光检测法 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ２ 种方法 Ｂｏｔｈ ｍｅｔｈｏｄｓ

Ｉ Ｈ Ｉ Ｈ Ｉ Ｈ

中间型 Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ２５ ０􀆰 ２７７０ ０􀆰 １７５１ ０􀆰 １５０８ ０􀆰 ０９０２ ０􀆰 １９１７ ０􀆰 １１７６

珍珠豆型 Ｓｐａｎｉｓｈ ３２ ０􀆰 ２９５１ ０􀆰 １８７６ ０􀆰 １７９７ ０􀆰 １０８５ ０􀆰 ２１７１ ０􀆰 １３４１

普通型 Ｖｉｒｇｉｎｉａ １８ ０􀆰 ２９３８ ０􀆰 １８８２ ０􀆰 １９７２ ０􀆰 １１９４ ０􀆰 ２２８５ ０􀆰 １４１６

龙生型 Ｄｒａｇｏｎ ４ ０􀆰 １１４５ ０􀆰 ０７６５ ０􀆰 １５６３ ０􀆰 １０３１ ０􀆰 １４２８ ０􀆰 ０９４５

多粒型 Ｖａｌｅｎｃｉａ ６ ０􀆰 ３２１３ ０􀆰 ２１６０ ０􀆰 １９００ ０􀆰 １２１７ ０􀆰 ２３２５ ０􀆰 １５２２

育成品系 Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｌｉｎｅ ６７ ０􀆰 ３１８５ ０􀆰 ２０２６ ０􀆰 １９１４ ０􀆰 １１２９ ０􀆰 ２３２５ ０􀆰 １４１９

地方品种 Ｌａｎｄｒａｃｅ １７ ０􀆰 ３７３６ ０􀆰 ２３６５ ０􀆰 ２３０３ ０􀆰 １３７２ ０􀆰 ２７６６ ０􀆰 １６９３

合计 Ｔｏｔａｌ ８５ ０􀆰 ３４９１ ０􀆰 ２１８３ ０􀆰 ２０８１ ０􀆰 １２０７ ０􀆰 ２５３７ ０􀆰 １５２３

Ｉ ＝ Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数ꎻＨ ＝ Ｎｅｉ 遗传多样性指数　 Ｉ ＝ Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬ Ｈ ＝ Ｎｅｉ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

２􀆰 ３􀆰 ３　 银染法与荧光检测法检测分析栽培花生遗

传多样性的差异 　 ２ 种方法聚类结果基本趋势一

致ꎬ均与花生的类型、产地、亲缘关系呈正相关ꎬ并体

现了栽培花生遗传背景狭窄ꎬ而地方品种具有相对

较高的遗传多样性ꎮ 相比之下ꎬ荧光检测法更精确、
可靠ꎮ 荧光检测法检测出的一些等位变异ꎬ如

２３３ＧＭ２６９、 ２２９ＧＭ２６９、 ２２５ＧＭ２６９、 ２９２ＧＭ６０６、
２８８ＧＭ６０６、ＧＭ２８５ＧＭ６０６ 和 ２５７ＧＭ４２４ 等ꎬ在银染

法中没有检测出来ꎮ 因此ꎬ荧光检测法可有效地将

８２ 个品种区分开ꎬ而银染法仅能分辨 ７４ 个品种ꎻ荧
光检测法聚在一起的伏花生血统品种占 ５３％ ꎬ明显

大于银染法(４７％ )ꎻ并且地方品种聚类比较集中ꎮ
但是ꎬ本研究中龙生型品种的聚类结果在 ２ 种检测

方法中存在较大差异ꎮ 进一步分析发现ꎬ采用银染

法和荧光检测法ꎬ在 ４ 个龙生型品种(铁打坚、飞龙

乡、向阳籽、临桂麻壳)中能够检测出的多态性标记

数分别为 ３、０、０、２ 和 ８、２、２、７ꎬ银染法检出的等位

变异数过少、荧光检测法在不同品种中得到的等位

变异数目差异较大ꎮ 造成这一结果的原因ꎬ一是选

用的引物少、且特异性强ꎬ造成一些等位变异被遗

漏ꎻ二是分析龙生型品种数目过少ꎬ导致一些品种间

的差异在荧光检测法中被放大ꎮ
对 ８５ 个供试品种聚类分析发现ꎬ荧光检测法得

到品种间的遗传相似系数为 ０􀆰 ７３ ~ １􀆰 ００ꎬ高于银染

法(０􀆰 ５９ ~ １􀆰 ００)ꎻ对 Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数和 Ｎｅｉ 基因

多样性指数分析发现ꎬ荧光检测法得到的数值均比

银染法低ꎮ 可见ꎬ荧光检测法反映的品种间的遗传

多样性较低ꎬ这可能是由于荧光检测法检出的一些

等位变异体现了品种间遗传背景的相似性ꎬ而银染

法却无法检测出这些等位基因ꎬ即一些信息在银染

法中被掩盖了ꎮ 另外ꎬ荧光检测法得到的多粒型

Ｎｅｉ 基因多样性指数在 ５ 大类型中最高ꎬ而 Ｓｈａｎｎｏｎ
信息指数却比普通型低ꎬ这可能是指数 Ｉ 测度公式

具有不确定性ꎬ计算需大样本要求所致[２５]ꎮ 　 　

３　 结论与讨论

本研究对常规银染法和荧光检测法 ２ 种检测

ＳＳＲ ＰＣＲ 产物的方法进行了比较ꎬ与银染法相比ꎬ荧
光检测法具有灵敏度高、准确性强、效率高等优点ꎮ
荧光检测法由于借助自动测序仪ꎬ避免了制胶、电
泳、染色、读带等一系列步骤人工操作的影响ꎬ技术

的可操作性、重复性更强ꎮ 此外ꎬ通过高通量 ＰＣＲ、

３０１
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高通量上样检测及大片段检测优化等方法可以提高

检测效率ꎬ有效降低试验成本ꎮ 但是ꎬ荧光检测法也

有一定的局限性ꎬ如多位点扩增产物不同类型峰图

的识别与取值较复杂[２６]ꎮ
栽培花生起源于南美洲ꎬ是由 ２ 个含有 Ａ、Ｂ 不

同染色体组的二倍体野生种杂交并加倍进化而

来[７]ꎮ 随后ꎬ经过长期的自然进化和人工驯化产生

了在形态、生长习性、生育期等方面具有明显差异的

大量种质资源ꎮ 然而ꎬ在我国ꎬ过去的三、四十年育

种目标存在较大局限ꎬ主要集中在产量性状、含油

量、蛋白质含量等有限几个方面ꎬ使得许多具有优异

性状的种质材料特别是农家品种得不到应用ꎻ同时

育成品种间相互杂交的几率明显增加ꎬ造成现有育

成品种间遗传背景越来越狭窄ꎮ 以往许多实验室的

分子标记多态性研究也已证实了上述结果[２７￣２８]ꎮ
鉴于 ＳＳＲ 标记荧光检测法的高灵敏度和准确性ꎬ本
研究中选取 ９ 对多态性及特异性较好的引物ꎬ分别

用银染法和荧光检测法扫描了 ８５ 个栽培品种的

ＳＳＲ 标记多态性ꎬ并利用所得数据分别进行遗传多

样性分析ꎮ 荧光检测法可有效鉴别其中的 ８２ 个品

种ꎬ而银染法只能区分 ７４ 个ꎻ荧光检测法聚类结果

与类型、产地、亲缘关系等的一致度更高ꎬ充分体现

了荧光检测法在遗传多样性分析方面更精确、可靠ꎮ
由于荧光检测法可检测到的等位变异数量更多、更
精确ꎬ一些具有相似遗传背景的品种可以有效区分ꎬ
因此ꎬ总体上反映的品种间的遗传多样性较银染法

明显更低ꎮ 本研究测试的 ８５ 个材料中大部分为育

成品种(６７ 个ꎬ占 ７９％ )ꎬ其中 ３０ 个育成品种含伏

花生血缘ꎬ９ 个具狮头企背景ꎬ因此ꎬ荧光检测法获

得的数据可能更真实地揭示了这些品种的遗传差

异ꎬ以此为依据选择遗传关系较远的材料配制杂交

组合ꎬ有利于优良性状的选育ꎮ 此外ꎬ采用荧光检测

法构建指纹身份证也会更可靠ꎬ可以有效保护品种

所有人的合法知识产权ꎬ为花生育种提供科学准确

的鉴定技术ꎮ
Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数近年来被许多研究者用于种

质资源遗传多样性分析ꎬ但该指数测度的准确与否

与分析样本的大小密切相关ꎮ 本研究中无论银染法

还是荧光检测法检测的 Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数均较低

(０􀆰 １１４５ 和 ０􀆰 １５６３)ꎬ而任小平等[２９] 认为龙生型花

生资源在植物学性状和品质性状以及分子水平上均

具有丰富的遗传多样性ꎬ这可能是由于本研究中的

龙生型参试样本量太少所致ꎬ因此这一结果可能

不能全面反映这一类型材料的遗传多样性的真

实状况ꎮ 洪伟等 [３０] 以及关媛等 [２５] 的研究也发现

了类似问题ꎬ为此ꎬ洪伟等[３０] 将 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数改为

ｌｉｍ
Ｌ－¥

－ ∑
Ｎ(Ｌ)

ｉ ＝ １
Ｐ ｉ ｌｎＰ ｉ

ｌｎＬ ꎬ关媛等[２５] 将公式改为￣ｌｎＮＥＰ ｉ ｌｎＰ ｉ

(Ｎ 为样本数)ꎬ但目前还没有相关软件的建成ꎮ 为

了提高多样性分析的准确性与高效性ꎬ应依据改进

的公式开发计算软件ꎮ
本研究发现栽培花生 ５ 大类型中多粒型花生品

种的遗传多样性较高ꎬ这与 Ｒ. Ｈ. Ｔａｎｇ 等[３１] 检测出

多粒型花生资源的遗传多样性最丰富一致ꎮ 另外ꎬ
本研究中地方品种的遗传多样性指数最高ꎬ并且与

其他品种间遗传距离较大ꎮ 崔顺立等[３２]、林茂

等[３３]应用常规银染 ＳＳＲ 标记技术分别对河北及贵

州花生地方品种进行了遗传多样性分析ꎬ也得出了

相同结论ꎮ 因此ꎬ为拓宽栽培花生遗传背景ꎬ多粒型

品种及地方品种作为育种亲本更为有利ꎮ 本研究供

试材料中多粒型品种和地方品种较少ꎬ反映的状况

不全面ꎬ因此ꎬ为了改善国内花生育种ꎬ应收集更多

的地方品种及多粒型品种进行遗传多样性分析ꎬ从
而全面地反映出国内花生的遗传多样性ꎬ为花生遗

传育种和杂交亲本选择提供依据ꎮ
与银染法相比ꎬ荧光检测法具有灵敏度高、准确

性强、效率高等优点ꎬ通过此方法揭示的品种遗传多

样性更加准确、可靠ꎮ 为降低荧光检测法实验成本ꎬ
可以通过高通量 ＰＣＲ、高通量检测及大片段检测优

化等方法提高检测效率ꎮ 花生栽培种总体上遗传背

景狭窄ꎬ而多粒型育成品种与地方品种遗传多样性

指数相对较高ꎬ与其他品种间遗传距离较大ꎬ可以作

为育种亲本拓宽栽培花生遗传背景ꎮ
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