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不同树龄枸杞古树的遗传多样性研究
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摘要：通过对 43 份枸杞材料进行表型性状指标的测定，结合 SSR 分子标记技术，综合分析枸杞古树与现有宁夏枸杞品

种（系）之间的群体结构和遗传多样性。表型性状主成分分析结果确定了主成分为 4，累计贡献率达到 78.09%，第一主成分叶

片大小和第二主成分果实大小起主要贡献作用。样品变异系数范围为 15%~54%，平均值为 26.78%，样品遗传变异指数范围为

5.26~5.41。表型性状指标通过聚类分析后分为 4 个类群，第Ⅰ类群 3 份材料，第Ⅱ类群 3 份材料，第Ⅲ类群 8 份材料，第Ⅳ类群

29 份材料。采用隶属函数法分析确定综合性状优良的 5 个材料，分别为 L14、 L16、L28、L40、L43。SSR 分子标记遗传信息有效

等位基因平均值为 2.018，期望杂合度平均值为 0.398，Shannon′s 指数平均值为 0.839。SSR 分子标记确定最优 K 值为 4，综合评价

较好的 5 份材料中，L16 表现为杂合基因型，L14、L28、L40、L43 表现为单一基因型。本研究运用多种方法综合分析了不同来源、

不同树龄枸杞古树的表型性状差异和遗传多样性，为后续枸杞古树种质资源的利用及枸杞品种选育提供了理论依据和实践指导。
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Abstract：Through the determination of phenotypic traits of 43 wolfberry materials，combined with SSR 
molecular marker technology，the population structure and genetic diversity between ancient wolfberry trees 
and existing wolfberry varieties in Ningxia were comprehensively analyzed. The principal component analysis 
results of phenotypic traits determined that the principal component was 4，and the cumulative contribution rate 
reached 78.09%. The leaf size of the first principal component and the fruit size of the second principal component 
played a major role. The coefficient of variation ranged from 15% to 54%，with an average of 26.78%，and the 
genetic variation index ranged from 5.26 to 5.41. The phenotypic traits were divided into 4 groups by cluster 
analysis，3 individuals in group I，3 individuals in group II，8 individuals in group III and 29 individuals in group 
IV. Five materials with excellent comprehensive properties were determined by membership function method，
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namely L14，L16，L28，L40 and L43. The average effective alleles of SSR molecular markers were 2.018，the 
average expected heterozygosity was 0.398，and the average Shannon ′ s index was 0.839. The optimal K value 
of SSR molecular markers was 4. Among the five materials with better comprehensive evaluation，L16 showed 
heterozygous genotype，and L14，L28，L40 and L43 showed single genotype. In this study，a variety of methods 
were used to comprehensively analyze the phenotypic traits and genetic diversity of ancient wolfberry trees from 
different sources and ages，which provided a theoretical basis and practical guidance for the subsequent utilization 
of ancient wolfberry germplasm resources and the breeding of wolfberry varieties.

Key words： ancient trees with different ages of Lycium barbarum L；phenotypic character；SSR molecular 
marker；genetic diversity

宁夏枸杞（Lycium barbarum L.）为茄科枸杞属

多年生灌木，具有耐干旱、耐盐碱等诸多优势，其干

燥果实为中药“枸杞子”，富含枸杞多糖、类胡萝卜

素、甜菜碱及多种维生素等，具有很高的营养价值和

药用保健价值［1］。同时，枸杞具有较高的耐盐性和

生物排水的能力［2］。枸杞属植物是一个世界性分

布的物种，资源较为丰富，全世界该属物种有 80 余

种，在全球分布广泛，其中，欧亚大陆约有 10 余种，

中亚、非洲南部分布约 20 种、北美洲南部约 20 种、

南美洲南部分布达 30 余种［3］。

枸杞古树，尤其是树龄在 30 年，甚至上百年以

上的枸杞古树，栽培或是野生，经历了漫长的环境变

迁，依然枝繁叶茂，表现出极强的抗逆性［4］。这些

枸杞古树不仅品系多样，种类繁多，生长特性与果实

性状也存在差异，是天然的枸杞种质资源宝库，也是

宁夏枸杞人工栽培历史的缩影。同时这些枸杞古树

具有丰富的品种研究价值和历史文化传承价值，对

枸杞药用的研发也必将起到重要的支撑作用［5］。

随着对于分子生物学不断深入的研究，越来越

多的分子技术方法被用于植物种质资源的研究［6-7］，

其中最为广泛的便是分子标记技术［8］和 DNA 条

形码技术［9］。简单序列重复标记（SSR）具有呈共

显性遗传、标记明确等优点，同时克服了传统表型

性状鉴定时的缺点和不足，已被广泛的应用到遗传

多样性分析、群体遗传分析等诸多领域［10］。任重 
等［11］利用 SSR 标记鉴定出栽培红果枸杞种间遗传

距离较小，不同地区的黑果枸杞存在较大差异性，同

时指出 SSR 标记可以用于红果枸杞和黑果枸杞的

遗传多样性鉴定。余意等［12］利用 7 对 SSR 引物分

析人为栽培对宁夏枸杞遗传多样性和遗传结构的影

响，认为栽培的宁夏枸杞遗传多样性较低，没有发生

明显的遗传分化，各品种间种质混杂，同时认为枸杞

遗传距离与地理距离呈现不相关性。

目前对于大多数枸杞种质资源收集工作基本

完成。但是对于枸杞古树，尤其是野生枸杞古树的

关注度仍旧缺乏。宁夏地区枸杞产业所选育的品

种来源也较为单一。有关单位已对树龄在 30 年以

上的枸杞古树进行抢救性移栽，通过对这些枸杞的

移栽和保护，对下一步丰富枸杞种质资源的利用具

有重要意义。本研究通过对有关单位所收集的枸

杞古树进行表型性状测定，进行聚类分析和主成分

分析，并结合 SSR 分子标记、隶属函数等方法，综

合分析不同树龄枸杞古树的表型差异和遗传多样

性，选取优良古树个体作为后续育种亲本来源，以

期为枸杞古树资源的保护和利用提供科学的理论 
依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验所用材料为不同树龄枸杞树 43 株，由宁夏

中宁县杞鑫枸杞种业有限公司从 2016 年陆续从宁

夏和其他外省（区）移植到中宁县枸杞古树保护示

范园，进行统一管理养护。其中，样品 L1~L10 是已

经审定的宁夏枸杞栽培品种。L11、L12 为公司培

育的黄果枸杞品系，L13、L14 为不同树龄宁夏枸杞

地方品种大麻叶，其他为不同树龄枸杞野生古树，来

源于野生型（表 1）。

1.2　表型性状数据测定及数据处理

1.2.1 表型性状数据测定　2020 年 9 月 2 日和 2020 年 
10 月 17 日分别前往宁夏中宁县采样，参照《枸杞种

质资源描述规范和数据标准》［13-14］方法，选择与枸

杞生长和产量关系密切的农艺性状指标：叶片长度、

叶片宽度、叶柄长度、叶面积、节间长度、果实横径、

果实纵径、果柄长度、果实百粒重进行测量。

每株样品随机选取树体东、西、南、北、中 5 个方

位健康枝条和成熟果实，其中枝条带叶片用剪刀剪取

5 条，果实带果柄每株采集 200 g 左右，均放置采样箱

中带回实验室备用。
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表 1　不同树龄枸杞古树的具体信息
Table 1　Specific information of ancient trees with different ages of Lycium barbarum L.

序号

Number
品种名称

Variety name
类型

Type
树龄

Age
来源

Source
备注

 Note

L1 宁杞 1 号 栽培品种 4 宁夏回族自治区中宁县 大麻叶优系实生苗

L2 宁杞 2 号 栽培品种 4 宁夏回族自治区中宁县 大麻叶优系实生苗

L3 宁杞 3 号 栽培品种 4 宁夏回族自治区中宁县 优良单株选育，亲本不详

L4 宁杞 4 号 栽培品种 4 宁夏回族自治区中宁县 大麻叶优系实生苗

L5 宁杞 5 号 栽培品种 4 宁夏回族自治区中宁县 优良单株选育，亲本不详

L6 宁杞 6 号 栽培品种 4 宁夏回族自治区中宁县 优良单株选育，亲本不详

L7 宁杞 7 号 栽培品种 4 宁夏回族自治区中宁县 优良单株选育，亲本不详

L8 宁杞 8 号 栽培品种 4 宁夏回族自治区中宁县 优良单株选育，亲本不详

L9 宁杞 9 号 栽培品种 4 宁夏回族自治区中宁县 宁杞 1 号与北方枸杞杂交选育

L10 宁杞 10 号 栽培品种 4 宁夏回族自治区中宁县 宁杞 4 号和宁杞 5 号杂交选育

L11 / 栽培品系 4 宁夏回族自治区中宁县 宁夏枸杞变种选育，黄果枸杞品系

L12 / 栽培品系 4 宁夏回族自治区中宁县舟塔乡 宁夏枸杞变种选育，黄果枸杞品系

L13 大麻叶 地方品种 4 宁夏回族自治区中宁县

L14 大麻叶 地方品种 32 宁夏回族自治区中宁县

L15 / 野生品系 28 内蒙古自治区巴彦卓尔市杭锦后旗沙海镇

L16 / 野生品系 72 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇

L17 / 野生品系 157 宁夏回族自治区中卫市海原县兴隆乡黄谷村

L18 / 野生品系 74 宁夏回族自治区中卫市海原县

L19 / 野生品系 92 内蒙古自治区杭锦后旗沙海镇前进村

L20 / 野生品系 76 宁夏回族自治区中宁县舟塔乡田滩村

L21 / 野生品系 52 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇

L22 / 野生品系 48 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇

L23 / 野生品系 49 宁夏回族自治区中宁县舟塔乡铁渠村

L24 / 野生品系 56 宁夏回族自治区中宁县轿子山林场

L25 / 野生品系 48 宁夏回族自治区中宁县舟塔乡

L26 / 野生品系 47 陕西省榆林市定边县

L27 / 野生品系 48 宁夏回族自治区中宁县长山头农场

L28 / 野生品系 47 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇

L29 / 野生品系 103 内蒙古自治区呼和浩特市托克托县五申镇

L30 / 野生品系 86 内蒙古巴彦卓尔市杭锦后旗二道桥镇

L31 / 野生品系 56 新疆维吾尔族自治区塔城托里县

L32 / 野生品系 50 内蒙古自治区巴彦卓尔市杭锦后旗沙海镇五星村

L33 / 野生品系 44 内蒙古自治区杭锦后旗沙海镇前进村

L34 / 野生品系 47 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇

L35 / 野生品系 44 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇

L36 / 野生品系 72 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇

L37 / 野生品系 72 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇

L38 / 野生品系 72 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇

L39 / 野生品系 72 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇

L40 / 野生品系 72 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇

L41 / 野生品系 72 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇

L42 / 野生品系 72 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇

L43 / 野生品系 72 内蒙古自治区乌拉特前旗先锋镇



758 植　物　遗　传　资　源　学　报 23 卷

选取每个枝条中部健康叶片 3 枚测量叶片长

度、宽度、叶柄长度，共测量 15 枚叶片；节间长度测

量 5 个枝条；随机选取 30 粒果实用游标卡尺测量

果实横径、纵径、果柄长度，精确至 0.1 mm；随机选

取 100 粒果实，用电子天平测量果实百粒重，精确至

0.01 g；叶片面积采用坐标纸法测量，即将叶片轮廓

描在最小格子为 1 mm×1 mm 的坐标纸上，统计所

占小方格数，半格及以上算一格，不足半格舍去，所

占格子总数乘以单位格子面积即为叶片面积，每个

材料测量 10 片。

1.2.2 表型性状数据处理　利用 Microsoft Excel 
2019 将 所 得 9 个 表 型 性 状 指 标 数 据 汇 总，使 用

Microsoft Excel 2019 进行隶属函数进行综合得分

计算［15-16］和最大值、最小值、均值、极值、标准差、变

异系数和遗传多样性 Shannon-Weiner 指数［17］的计

算，计算公式为：H′=-ΣPi×lnPi，Pi 为第 i 个数据

类型出现的频率，所有相应数据的均值 H′ 为该组数

据的 H′［17-18］。

利用 IBM SPSS 26.0 进行主成分分析和聚类 
分析。

1.3　SSR 分子标记试验方法及数据处理

1.3.1 枸杞基因组 DNA 提取　提取新鲜幼嫩的

枸杞古树叶片基因组 DNA 进行 PCR 扩增。根据

甘晓燕等［19］提供 SSR 引物信息，委托上海生工生

物科技有限公司进行引物设计并进行预实验，结果

显示，所提供的 17 对引物中有 13 对引物条带扩

增明显，背景清晰，具有较高的多态性（图 1）。最

终根据引物扩增情况选择了 13 对引物用于后续实 
验，包 括 SM0027、SM0039、SM0042、SM0072、 
SM0097、SM0112、SM0138、SF11、SF21、SF26、

SF30、SF68、SF80，引 物 具 体 信 息 见 表 2。 采 用

FAM（蓝色）和 HEX（绿色）2 种引物集团修饰上

游引物。

图 1　17 对 SSR 引物电泳条带图
Fig.1　Electrophoresis stripe of 17 pairs of SSR primers

1.3.2 PCR 扩增及产物检测　PCR 扩增在 Bio-Rad 
PCR 仪上进行，反应程序如下：95 ℃，预变性 5 min；

94 ℃，变性 30 s；60 ℃，退火 30 s；72 ℃，延伸 30 s；

10 次循环；94 ℃，变性 30 s；55 ℃，退火 30 s；72 ℃，

延伸 30 s；循环 35 次；72 ℃，修复延伸 5~8 min。并

利用 ABI 3730XL DNA 分析仪中进行毛细管电泳。
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表 2　引物信息表
Table 2　Primer information 

编号

Number
引物序列（5′-3′）

Primer sequence（5′-3′）

5′ 端修饰

5′end 
modification

SM0027 F：AGCTTCACTACAGGAGGGGA
R：GAAGCAATGAAGCAGACCAA

5′HEX

SM0039 F：CAGCTCTGGCATTCACAAGT
R：GTTCAATAGCCTCAACGCCT

5′HEX

SM0042 F：CACGTAATTCCCACAATCCA
R：CTCTCCATCTCCGCTCTTTC

5′6-FAM

SM0072 F：CGTGAACCATCGAGTCTTTG
R：ACGTGGACTCGCATTTAGG

5′HEX

SM0097 F：AGGAGAAGTTCACACGGGAC
R：TGCCTGTGTATCCACCTATG

5′HEX

SM0112 F：TCTTCCTCTTCTTCCTCTCCA
R：CGTCCACATACACAGCAACA

5′HEX

SM0138 F：TGGAGGAAAGCAAAGTGAGA
R：CCCAAAATTAAAGGGGCA

5′6-FAM

SF11 F：CGGTCGAGGATTAGCTAGAAG
R：GGAGAAAAGAACATAAACGACAA

5′6-FAM

SF21 F：GGGATGAGTACAAAGAATTTGA
R：GCAGAGTGGGTAAATAACACG

5′6-FAM

SF26 F：TGCCACCAATATAGAGTGTTC
R：GCCCAATCTTACACCTCACAG

5′6-FAM

SF30 F：TATTTCACGTTGCTCCAGAAAG
R：ATCGCCCCCTGAATTAAAG

5′6-FAM

SF68 F：TTCCACCATTTTGCTACTCAA
R：AAGAGATTTTTAGCCGATTGA

5′6-FAM

SF80 F：GGTTGTAAATCATTTCATTAAGG
R：AACAGTCGCCCTATCTTTCA

5′6-FAM

1.3.3 数据分析　SSR 结果使用 Genemapper 软件

进行初步分析。得到初步处理 SSR 数据后，利用

GenAIEx v6.5 进行遗传系数分析。利用 Microsoft 
Excel 2019 软件进行数据汇总。利用 STRUCTURE 
V2.3.4 软件对处理后的 SSR 标记所获得的基因型

数据进行分析，推断其群体结构。在计算过程中，

K 的取值范围设为 1~10，进行模拟算法，并进行 5
次重复运行。其中，Burin 重复数量设为 1000000， 
MCMC 重复数量设为 500000。将 STRUCTURE 软 
件对枸杞古树基因数据分析所得结果上传到 Structure  
Harvester 后，通过计算 DeltaK 值［20］，从而确定最佳

K 值以及最佳分类结果。

2　结果与分析

2.1　表型多样性分析

由表 3 可知，43 份枸杞的 9 个表型性状差异明

显，变异系数范围为 15%~54%，平均值为 26.78%，

叶面积变异系数最大，为 54%，其次为百粒重，为

32%，说明两者离散程度较大。而果实横径离散程

度最小，变异系数仅为 15%。遗传多样性指数范围

为 5.26~5.41，其中果实横径的最大，叶面积的最小。

综合来看 43 份枸杞存在一定程度的表型遗传差异

性。

表 3　43 份材料相关表型性状数据表
Table 3　Tables of phenotypic traits related to 43 materials

编号

Number

叶片长度

（cm）

Blade
length

叶片宽度

（cm）

Blade
width

叶柄长度

（cm）

Petiole
length

叶面积

（cm²）
Blade
area

节间长度

（cm）

Panel
length

果实纵径

（cm）

Fruit
length

果实横径

（cm）

Fruit
width

果柄长度

（cm）

Carpophore
length

百粒重

（g）

100-seed 
weight

L1 3.20 1.00 0.30 6.25 1.53 1.68 0.63 2.04 48.27

L2 4.41 1.23 0.23 3.79 1.23 1.45 0.73 1.52 63.18

L3 4.08 1.00 0.27 3.70 1.46 1.54 0.82 1.85 103.17

L4 2.82 0.70 0.22 2.28 1.06 1.69 0.59 1.61 54.19

L5 3.75 0.82 0.30 3.34 1.59 1.66 0.62 1.28 80.73

L6 4.27 1.26 0.25 4.43 1.00 1.82 0.65 1.81 90.33

L7 4.53 1.41 0.27 4.71 1.05 1.72 0.63 1.60 76.44

L8 5.28 1.28 0.30 3.60 1.20 1.97 0.64 1.61 76.44

L9 3.16 0.83 0.27 1.90 1.38 2.21 0.72 1.95 116.61

L10 4.01 1.25 0.26 4.05 1.27 2.04 0.72 2.12 78.62

L11 5.45 1.73 0.43 10.19 1.50 1.72 0.71 1.93 76.41

L12 4.77 1.33 0.29 3.82 1.53 1.94 0.54 1.68 64.57

L13 3.25 1.05 0.33 2.27 1.70 1.81 0.81 1.53 64.23

L14 5.49 1.57 0.57 5.32 1.62 2.25 0.81 1.92 60.36

L15 4.69 1.34 0.44 3.22 1.88 1.25 0.81 2.03 81.96

L16 5.85 1.73 0.41 5.24 1.24 1.90 0.96 2.32 65.47
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编号

Number

叶片长度

（cm）

Blade
length

叶片宽度

（cm）

Blade
width

叶柄长度

（cm）

Petiole
length

叶面积

（cm²）
Blade
area

节间长度

（cm）

Panel
length

果实纵径

（cm）

Fruit
length

果实横径

（cm）

Fruit
width

果柄长度

（cm）

Carpophore
length

百粒重

（g）

100-seed 
weight

L17 4.83 1.53 0.66 1.54 1.15 1.07 0.70 1.23 58.12

L18 5.01 1.79 0.27 5.93 1.22 1.22 0.89 2.05 52.98

L19 4.33 0.82 0.53 2.69 1.71 1.62 0.80 2.01 46.38

L20 4.73 1.06 0.35 2.21 2.65 1.65 0.96 1.67 117.00

L21 5.01 1.15 0.69 4.02 1.50 1.50 0.84 2.57 46.78

L22 4.36 1.04 0.34 2.73 1.56 1.72 0.94 2.56 58.42

L23 5.43 2.06 0.25 7.19 1.19 1.59 0.75 2.46 50.07

L24 4.95 1.53 0.29 4.57 1.35 1.85 0.95 2.43 63.26

L25 4.89 1.45 0.32 3.88 1.63 1.41 0.82 2.20 44.81

L26 4.12 1.39 0.37 5.24 2.21 1.36 0.97 2.25 43.10

L27 6.58 1.81 0.43 5.71 1.49 1.24 0.78 2.09 27.19

L28 6.89 1.99 0.61 11.73 1.67 1.25 0.97 1.79 60.25

L29 4.27 1.10 0.30 4.09 0.72 1.40 0.87 1.61 49.21

L30 4.28 1.42 0.40 3.27 1.42 1.64 0.96 2.58 62.78

L31 5.31 1.34 0.29 4.30 2.05 2.12 0.88 1.98 58.98

L32 3.69 0.91 0.31 3.29 1.32 1.03 0.82 1.25 29.88

L33 4.02 1.09 0.23 3.08 1.84 1.58 0.74 2.10 25.41

L34 4.08 1.01 0.32 4.97 1.84 1.61 0.86 2.08 42.28

L35 4.89 1.45 0.32 3.88 1.63 1.41 0.82 2.20 44.81

L36 5.55 1.87 0.39 4.97 1.57 1.55 0.92 2.09 46.22

L37 4.70 1.43 0.29 5.28 2.63 1.75 0.97 1.73 60.37

L38 4.32 1.74 0.34 5.34 1.68 1.73 0.94 2.43 61.13

L39 4.53 1.73 0.42 5.20 1.64 1.34 0.85 2.11 59.55

L40 6.85 2.61 0.44 15.55 2.00 1.68 0.83 2.15 70.57

L41 4.35 1.55 0.41 6.35 1.70 1.46 0.76 1.97 55.50

L42 5.48 1.91 0.34 8.36 1.18 1.75 0.94 2.19 54.79

L43 6.55 2.25 0.44 7.15 1.59 1.73 0.95 2.23 66.27

最大值 Max. 6.89 2.61 0.69 15.55 2.65 2.25 0.97 2.58 117.00 

最小值 Min. 2.82 0.70 0.22 1.54 0.72 1.03 0.54 1.23 25.41 

极差 Range 4.07 1.91 0.47 14.01 1.93 1.22 0.43 1.35 91.59

平均值 Average 4.72 1.41 0.36 4.90 1.54 1.63 0.81 1.97 61.79

标准差 SD 0.94 0.41 0.11 2.64 0.39 0.28 0.12 0.35 19.94 

变异系数（%）CV 20 29 31 54 25 17 15 18 32 

遗传多样性指数 H′ 5.40 5.37 5.36 5.26 5.38 5.40 5.41 5.40 5.36

表 3（续）

2.2　主成分分析

主成分分析是将多个变量转化为少数更为主

要的变量，从而更加直观的明确主要影响因素，

已经被广泛用于指标筛查和综合评价等多领域 
中［20-21］。数据经旋转后可以更为直观的反映主成

分中的各因子比率［22］。将所测的表型性状数据经

过 IBM SPSS 26.0 分析，通过表 4 可以看出，第一

主成分的贡献率为 35.922%，其中贡献率较大的包

括叶片长度、叶片宽度、叶面积和叶柄长度，主要

反映枸杞叶片大小。第二主成分的累计贡献率达

到 52.188%，主要包括果实纵径、百粒重、节间长

度、果柄长度，主要反映枸杞果实大小。4 个主成

分的累计贡献率达到了 78.090%，实现了降维的 
目标。
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表 4　枸杞材料表型性状成分矩阵分析结果
Table 4　The results of phenotypic traits component matrix analysis of Lycium barbarum L. materials

表型性状

Phenotypic character

主成分 Principal component

1 2 3 4

叶片长度 Blade length 0.871 0.076 -0.277 0.122

叶片宽度 Blade width 0.882 0.101 -0.322 -0.068

叶柄长度 Petiole length 0.538 -0.273 0.049 0.452

叶面积 Blade area 0.760 0.150 -0.394 0.021

节间长度 Panel length 0.254 0.269 0.648 0.460

果实纵径 Fruit length -0.203 0.842 -0.090 -0.183

果实横径 Fruit width 0.612 0.078 0.618 -0.040

果柄长度 Carpophore length 0.523 0.243 0.371 -0.609

百粒重 100-seed weight -0.274 0.711 -0.157 0.421

特征值 Numerical value 3.233 1.464 1.312 1.019

贡献率（%）Contribution rate 35.922 16.266 14.574 11.327

累计贡献率（%）Accumulative contribution rate 35.922 52.188 66.763 78.090

2.3　聚类分析

聚类分析是根据所提供的性状数据按照相似

性进行分类，差异性小的归为一类，差异较大的分

为不同类别［21］，将表型性状数据处理后进行聚类分

析。根据聚类结果（图 2）可以看出，在欧氏距离为

5 时将 43 份材料分为 4 个类群，第Ⅰ类群共 3 份材

料，包括 L3、L20、L9，表明材料 L20 与栽培品种宁

杞 3 号、宁杞 9 号亲缘关系较近；第Ⅱ类群共 3 份

材料，包括 L27、L33、L32；第Ⅲ类群共 8 份材料，包

括 L40、L6、L11、L10、L8、L7、L15、L5，表明该组

材料中 L11、L15、L40 与栽培品种宁杞 5 号、宁杞 6
号、宁杞 7 号、宁杞 8 号、宁杞 10 号亲缘关系较近；

第Ⅳ类群共 29 份材料，包括 L28、L13、L12、L24、

L30、L2、L43、L16、L22、L17、L31、L38、L39、L37、

L14、L4、L18、L42、L41、L23、L29、L1、L34、L26、

L19、L36、L21、L35、L25，表明该组材料中与栽培

品种宁杞 1 号、宁杞 2 号、宁杞 4 号亲缘关系较近。

从聚类分析的结果可以看出，此次材料绝大多数与

宁杞 1 号、宁杞 2 号、宁杞 4 号聚为一类，暗示本试

验所选择材料与目前栽培品种宁杞 1 号、宁杞 2 号、

宁杞 4 号亲缘关系较近，来自同一地区的枸杞树种

并未聚在一起，需进一步对其遗传多样性进行分析。

2.4　隶属函数法分析

隶属函数法是指用于表达模糊集合的特征函

数，运用模糊理论将普通的清晰量转化为模糊量，以

便进行模糊逻辑推理和运算［15-16，22］。本研究通过对

5 10
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图 2　43 份材料聚类分析
Fig.2　43 materials clustering analysis
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所 测 9 个 表 型 性 状 指 标 计 算 平 均 值，利 用 IBS 
SPSS 26 计算材料标准误差平均值等数据后，利

用隶属函数法进行材料表型数据综合评价。利

用 Microsoft Excel 2019 计 算 所 测 的 9 个 表 型 性

状指标隶属函数值，并统计综合得分［15-16］。综合

得分越大，表明枸杞古树生长和产量特性越优良。

通 过 表 5 可 以 看 出：L40、L43、L28、L16、L14 综

合排名较高。结合表型性状数据，排名较高的样

品，叶片和果实形状指标相对较大，与主成分分析

确定的结果基本一致，即表型性状的聚类分析结

果、主成分分析结果和隶属函数分析结果呈现一 
致性。

表 5　基于隶属函数法的 43 份材料的综合分析排名
Table 5　Comprehensive analysis ranking of 43 materials based on membership function method

编号

Number

叶片长度

Blade
length

叶片宽度

Blade
width

叶柄长度

Petiole
length

叶面积

Blade
area

节间长度

Panel
length

果实纵径

Fruit
length

果实横径

Fruit
width

果柄长度

Carpophore
length

百粒重

100-seed 
weight

排名

Rank

L40 0.99 1.00 0.47 1.00 0.66 0.53 0.67 0.68 0.49 1

L43 0.92 0.81 0.47 0.40 0.45 0.57 0.95 0.74 0.45 2

L28 1.00 0.68 0.83 0.73 0.49 0.18 1.00 0.41 0.38 3

L16 0.74 0.54 0.40 0.26 0.27 0.71 0.98 0.81 0.44 4

L14 0.66 0.46 0.74 0.27 0.47 1.00 0.63 0.51 0.38 5

L42 0.65 0.63 0.26 0.49 0.24 0.59 0.93 0.71 0.32 6

L20 0.47 0.19 0.28 0.05 1.00 0.51 0.98 0.33 1.00 7

L38 0.37 0.54 0.26 0.27 0.50 0.57 0.93 0.89 0.39 8

L11 0.65 0.54 0.45 0.62 0.40 0.57 0.40 0.52 0.56 9

L21 0.54 0.24 1.00 0.18 0.40 0.39 0.70 0.99 0.23 10

L37 0.46 0.38 0.15 0.27 0.99 0.59 1.00 0.37 0.38 11

L31 0.61 0.34 0.15 0.20 0.69 0.89 0.79 0.56 0.37 12

L24 0.52 0.43 0.15 0.22 0.33 0.67 0.95 0.89 0.41 13

L36 0.67 0.61 0.36 0.24 0.44 0.43 0.88 0.64 0.23 14

L30 0.36 0.38 0.38 0.12 0.36 0.50 0.98 1.00 0.41 15

L26 0.32 0.36 0.32 0.26 0.77 0.27 1.00 0.76 0.19 16

L23 0.64 0.71 0.06 0.40 0.24 0.46 0.49 0.91 0.27 17

L22 0.38 0.18 0.26 0.08 0.44 0.57 0.93 0.99 0.36 18

L39 0.42 0.54 0.43 0.26 0.48 0.25 0.72 0.65 0.37 19

L27 0.92 0.58 0.45 0.30 0.40 0.17 0.56 0.64 0.02 20

L15 0.46 0.34 0.47 0.12 0.60 0.18 0.63 0.59 0.62 21

L41 0.38 0.45 0.40 0.34 0.51 0.35 0.51 0.55 0.33 22

L18 0.54 0.57 0.11 0.31 0.26 0.16 0.81 0.61 0.30 23

L25 0.51 0.39 0.21 0.17 0.47 0.31 0.65 0.72 0.21 24

L35 0.51 0.39 0.21 0.17 0.47 0.31 0.65 0.72 0.21 25

L10 0.29 0.29 0.09 0.18 0.28 0.83 0.42 0.66 0.58 26

L19 0.37 0.06 0.66 0.08 0.51 0.48 0.60 0.58 0.23 27

L34 0.31 0.16 0.21 0.24 0.58 0.48 0.74 0.63 0.18 28

L9 0.08 0.07 0.11 0.03 0.34 0.97 0.42 0.53 1.00 29

L3 0.31 0.16 0.11 0.15 0.38 0.42 0.65 0.46 0.85 30
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编号

Number

叶片长度

Blade
length

叶片宽度

Blade
width

叶柄长度

Petiole
length

叶面积

Blade
area

节间长度

Panel
length

果实纵径

Fruit
length

果实横径

Fruit
width

果柄长度

Carpophore
length

百粒重

100-seed 
weight

排名

Rank

L8 0.60 0.30 0.17 0.15 0.25 0.77 0.23 0.28 0.56 31

L6 0.36 0.29 0.06 0.21 0.15 0.65 0.26 0.43 0.71 32

L12 0.48 0.33 0.15 0.16 0.42 0.75 0.00 0.33 0.43 33

L13 0.11 0.18 0.23 0.05 0.51 0.64 0.63 0.22 0.42 34

L7 0.42 0.37 0.11 0.23 0.17 0.57 0.21 0.27 0.56 35

L17 0.49 0.43 0.94 0.00 0.22 0.03 0.37 0.00 0.36 36

L33 0.29 0.20 0.02 0.11 0.58 0.45 0.47 0.64 0.00 37

L1 0.09 0.16 0.17 0.34 0.42 0.53 0.21 0.60 0.25 38

L29 0.36 0.21 0.17 0.18 0.00 0.30 0.77 0.28 0.26 39

L2 0.39 0.28 0.02 0.16 0.26 0.34 0.44 0.21 0.41 40

L5 0.23 0.06 0.17 0.13 0.45 0.52 0.19 0.04 0.60 41

L32 0.21 0.11 0.19 0.12 0.31 0.00 0.65 0.01 0.05 42

L4 0.00 0.00 0.00 0.05 0.18 0.54 0.12 0.28 0.31 43

表 5（续）

2.5　群体 SSR 分子标记遗传多样性分析

2.5.1 遗传信息分析　由表 6 可以看出，利用 SSR
分子标记共检测出等位基因数为 572 个，平均值为

44；有效等位基因数共 78 个，Shannon′s 指数范围

表 6　枸杞材料遗传多样性信息
Table 6　Lycium barbarum L. materials genetic diversity 

information

位点

Locus

等位

基因数

N

有效等位

基因数

Ne

Shannon′s 
指数

H′

期望

杂合度

He

SM0042 45 1.000 0 0

SF26 45 1.421 0.671 0.296

SF68 44 1.713 0.607 0.416

SF30 45 2.525 1.239 0.604

SF21 45 1.172 0.348 0.147

SF11 45 1.334 0.452 0.250

SF80 45 1.893 1.030 0.472

SM0138 45 3.740 1.879 0.733

SM0097 37 1.638 0.866 0.389

SM0072 45 2.145 0.881 0.534

SM0027 44 1.414 0.564 0.293

SM0112 44 1.321 0.497 0.243

SM0039 43 4.918 1.878 0.797

平均值 Average 44 2.018 0.839 0.398

为 0~1.879，期望杂合度范围为 0~0.797，结果表明

此次变异位点较多，所选择引物多态性较好。有效

等位基因平均值仅为 2.018，期望杂合度平均值仅

为 0.398，Shannon′s 指数平均值仅为 0.839，说明本

研究枸杞材料基因较为单一，遗传多样性较低。

2.5.2 群体结构分析　通过图 3 可以看出在 K 值

为 4 时，ΔK 值达到顶点，结果表明 43 份枸杞古树

的最佳类群数是 4。将群体类群数设置为 4，横坐

标 为 个 体 编 号，纵 坐 标 Q 值 等 于 0.8 为 界 限［23］，

得 到 群 体 结 构 图（图 4），由 图 可 知：第Ⅰ类 群 共 
16 份材料，包括 L11、L12、L15、L19、L27、L30、L31、

L32、L33、L34 与 L1（宁 杞 1 号）、L2（宁 杞 2 号）、 
L3（宁杞 3 号）、L4（宁杞 4 号）、L5（宁杞 5 号）、

L10（宁杞 10 号）；第Ⅱ类群共 9 份材料，包括 L14、

L17、L18、L20、L22、L28、L29 与 L8（宁杞 8 号）、 
L9（宁杞 9 号）；第Ⅲ类群共 8 份材料，包括 L21、

L23、L24、L25、L26、L35 与 L6（宁杞 6 号）、L7
（宁杞 7 号）；第Ⅳ类群共 10 份材料，包括 L36、 
L37、L38、L39、L40、L41、L42、L43、L16、L13。群

体结构分析结果表明，各类群中基因混乱，各类群

间出现了一定的基因交流现象，43 份材料尚未因

所处不同环境而形成独立种。基于隶属函数所选

择出来的综合排名前 5 的材料除 L16 基因型混乱

外，L40、L28、L43、L14 基因型单一，基因混乱程度 
较低。
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图 3　基于 STRUCTURE 分析的类群数（K）与 Delta K（ΔK）关系图
Fig.3　Relationships between the number of group number（K）and  

ΔK based on STRUCTURE analysis

图 4　基于 SSR 标记的 43 份枸杞古树群体的 STRUCTURE 结构图
Fig.4　Structure diagram of 43 ancient tree populations based on SSR markers

3　讨论

3.1　不同树龄枸杞古树资源存在表观多样性

不同环境中，受地区地理因子和气候因子的影

响，植物会表现出适应所处环境的表型变化［24］。叶

片作为植物光合作用的主要场所，表型的改变和叶

片长宽比一直是研究特定环境下植物遗传变异情况

的重要指标［25］，也是植物种质资源研究和引种驯化

的主要参考依据。生物大数据时代的到来，对于种

质资源研究的广度和深度不断深入，现代种质创新

得到了诸多成果［26］。宁夏枸杞作为宁夏地区道地

中药材［1］，栽培历史悠久。中宁县作为宁夏枸杞的

主产区之一，所生产的枸杞具有色泽鲜艳、口感甘

甜、皮厚籽少等诸多优点，已经成为了当地的支柱产

业之一。本研究选取 43 份不同树龄宁夏枸杞种质

资源，结合表型性状主成分分析、聚类分析、隶属函

数计算进行枸杞表型性状资源的综合评价。

经主成分分析结果共提取了 4 个主成分：第一

主成分的贡献率为 35.922%，其中贡献率较大的包

括叶片长度、叶片宽度、叶面积和叶柄长度，主要反

映枸杞叶片大小。第二主成分的累计贡献率达到

52.188%，主要包括果实纵径、百粒重、节间长度、果

柄长度，主要反映枸杞果实大小。4 个主成分的累

计贡献率达到 78.09%。主成分分析结果表明叶片、

果实大小可以作为基于表型性状研究中的分类依

据，此结论与袁海静等［5］研究结果一致。变异系数

范围为 15%~54%，平均值为 26.78%，其中叶面积变

异系数最大，果实横径变异系数最小。遗传多样性

指数范围为 5.26~5.41，其中果实横径的最大，叶面

积的最小，综合来看枸杞材料存在一定程度的表型

遗传差异性。聚类分析将 43 份材料共分为 4 个类

群，来自不同地区的枸杞古树在表型性状上具有丰

富的多样性，未因区域分布而聚为一支，可能与其自

身遗传特性有关，表明植物的遗传变异受自身基因

型和环境因素的双重影响［27］。此次聚类结果可以

为后期定向新品种的培育提供参考依据。

隶属函数分析材料综合排名也反映了受 4 个

主成分影响较大，叶面积大、果实百粒较重的个体

综合排名靠前，并筛选出了表型性状综合排名较好

的 5 份材料（L40、L43、L28、L16、L14）。环境因

子是引起植物表型变化的重要因素［28-29］，不同环境

中，植物通过改变叶片形状和果实大小等表型性状
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来适应环境变化，通过对植物表型性状变异的研究，

可以为优质种质的筛选、开发利用提供科学的参考 
依据［5，30］。

3.2　不同树龄枸杞古树遗传多样性分析

遗传多样性是物种多样性的基础，通常所说的

遗传多样性则是指种内遗传多样性，是个体或群体

遗传信息的总和，DNA 作为遗传信息载体，无疑成

为了最直接也最理想的研究材料［31-32］。基于 SSR
数据分析的遗传信息指数可以看出此次变异位点较

多，所选引物多态性较好。有效等位基因平均值仅

为 2.018，期望杂合度平均值仅为 0.398，Shannon′s
指数平均值仅为 0.839，说明此次枸杞材料基因较为

单一，遗传多样性较低。群体结构分析将 43 份材料

分为 4 类，当 Q 值等于 0.8 为界限可以看出 43 份材

料中多为杂合基因型，纯合基因型较少，个体间基因

型混杂，未发生明显的遗传分化。SSR 结果也说明

材料基因型数据与地理分布呈现出一定的相关性，

第Ⅳ类群中枸杞材料除 L13 外均来自内蒙古自治

区先锋镇，推测 L13 的祖先可能与内蒙古地区枸杞

树种发生过基因交流现象而使 L13 表现为混合基

因型。

聚类分析和 SSR 标记都将此次材料分为 4 类，

但是分类结果存在区别，聚类结果没有表现出与地

理因子的相关性，不同地域的枸杞材料因表型性状

的相似性而聚为一支，而没有出现如 SSR 中因来源

相同单独聚为一支的分类现象。将不同地区的枸

杞材料进行移植后进行统一管理，可排除多个地理

因素的干扰，更好的反映出枸杞树种因环境变化而

表现出的适应性变化。诸多研究都曾讨论过植物

响应环境变化而发生的遗传变异现象，认为表型变

化可以更快速的响应环境变化［17-18，33］，而利用分子

标记研究的结果则更多的呈现出与地理区域的相 
关性［27，34］。

为防止目前枸杞栽培过程中所出现的均质化、

品种单一等遗传瓶颈问题，在下一步育种时可以选

择不同类别内的个体作为亲本来源，增加宁夏枸杞

基因的丰富度，以提高育种效率［35-37］。基于表型性

状的聚类分析和 SSR 分子标记所显示的结果既有

相似之处，又存在差异，在后续种质资源的遗传多样

性研究中可综合分析，增加可信度。由于在进行数

据分析时所选择的原理不同，导致结果呈现出了一

定的差异，可能的原因包括 SSR 所标记的遗传位点

出现差别，并没有在表型性状上表现出来或者所表

现出来的表型变异较小，被人为忽略。韩洪强［38］利

用表型性状和 SSR 标记研究茄子遗传多样性也出

现此类问题。

枸杞作为一种传统中医药，有着重要的研究价

值和意义。对于枸杞遗传多样性的研究往往依靠于

传统的表型性状分析。物种表型性状往往和所处环

境、人为活动有着极大关系，仅依靠传统研究方法存

在明显局限性。随着新兴生物技术的不断发展，将

传统表型性状研究与分子标记、DNA 条形码等技术

相结合，可以更全面的对枸杞的遗传多样性进行研

究，克服了单一研究手段所存在的缺点和不足。同

时，也可以从分子层面更加准确的进行群体结构分

析和遗传演化的推断。为下一步的枸杞遗传育种、

基因挖掘、种质资源的保存和开发提供了理论参考

依据。
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