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花生表型及 SSR 遗传多样性的研究

康红梅1，2，李保云2，孙 毅3

( 1山西省农业科学院经济作物研究所，汾阳 032200; 2中国农业大学，北京 100091; 3山西省农业科学院生物中心，太原 030031)

摘要: 对山西省农业科学院经济作物研究所保存的 75 份花生材料( 包括 28 个已审定的花生品种和 47 个地方品种) 进行

了包括株型、茸毛的有无、叶色、粒形、叶形、生长习性、开花习性、粒大小、粒色等表型性状的 Shannon-Weaver 遗传多样性指数

( 简称 SWI) 和 Simpson 遗传多样性指数( 简称 SI) 分析。结果表明: 参试的 75 份花生品种遗传多样性指数分别为 SWI =
0. 924，SI = 0. 500，其中以开花习性最低( SWI = 0. 139，SI = 0. 014) ，而 Shannon-Weaver 指数以粒色最高为 1. 841，Simpson 指数

为 0. 712。利用 48 对 SSR 引物对这些材料进行了遗传多样性分析，结果如下: ( 1) 在 48 对花生的 SSR 引物中，有 35 对( 占所

用引物总数的 72. 9% ) 具有多态性，共检测到 215 条多态性条带，平均每对引物可扩增 6 条多态性带。( 2) 根据 SSR 扩增结果

对 75 份材料的聚类分析结果表明，这些材料的相似系数( GS) 为 0. 25 ～ 0. 85，平均 GS 值为 0. 55。28 个审定品种的相似系数

为 0. 39 ～ 0. 85，平均为 0. 60。
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Abstract: The study had analyzed the Shannon-Weaver and Simpson indexes of phenotypic traits including
plant type，presence or absence of hair，grain color，grain shape，leaf shape，habit of growth，flowering habit，particle
size，particle color on 75 peanut cultivars( 28 identified cultivars and 47 local cultivars) from Institute of Industrial
Crops，Shanxi Academy of Agricultral Science． The results showed that genetic diversity index of 75 peanut cultivars
were SWI = 0. 924，SI = 0． 500 respectively，flowering habit was the lowest( SWI = 0. 139，SI = 0. 014) ，while Shan-
non-Weaver index of grain color was the highest with value of 1． 841，and Simpson index was 0. 712． 48 pairs SSR
markers of peanut were used to analyse genetic diversity of the tested materials，the results were as follows: ( 1) 35
pairs SSR markers( 72. 9% ) were polymorphic，and 215 polymorphic bands had been detected，6 polymorphic bands
could be detected by each marker averagely． ( 2) On the basis of the results，the genetic similarity( GS) among 75
peanut cultivars were in a range from 0. 25 to 0. 85，with the mean of 0. 55，and the average genetic similarity among
the 28 identified cultivars were 0. 6 at a range of 0. 39 － 0. 85．
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花生是植物食用油和蛋白质的重要来源之一，

具有较高的经济价值。中国是花生种植大国，拥有

丰富的种质资源。与其他农作物一样，由于在育种

中大量使用遗传背景相同或相似的亲本，导致栽培

花生品种基因大量流失，使其遗传基础日益狭窄、遗
传变异率低，对其产量的提高和品质的改良起到一
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定的限制作用。另外，在杂交育种中，亲本选配的原

则之一就是选用遗传差异比较大的亲本。所以，拓

宽花生杂交亲本的遗传基础，建立新的杂交模式是

十分必要的。只有对现有的种质基础有明确认识，

才能有目的地利用种质资源，有计划地创造新材料，

选育出配合力高、农艺性状优良的资源，组配强优势

组合。在育种工作中，突破性的品种往往来源于关键

遗传资源的发现与利用，而这又取决于种质的遗传多

样性和有利基因的频率。所以，花生种质资源遗传多

样性的研究已引起花生主要生产国的高度重视。
本研究的目的在于利用花生 SSR 技术流程，依

托优质花生资源，开发花生 SSR 标记，初步确定材料

间的亲缘关系，选择多态性高的亲本进行杂交，为建

成 F2分离群体，构建花生分子连锁图谱和优良基因

定位、基因克隆和标记辅助选择创造条件。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

本研究所用材料 75 份，包括审定品种 28 份和

地方资源 47 份，均由山西省农业科学院经济作物研

究所种质资源库提供。
1. 2 性状的调查

调查、鉴定供试材料的株型、茸毛、叶色、粒形、
叶形、生长习性、开花习性、粒大小、粒色等表型。
1. 3 PCR 反应及电泳、检测

采用 CTAB 法提取花生叶片基因组 DNA，所用

48 对引物从 He 等［1］的花生 SSR 标记序列中选取，

由上海生物工程公司合成。
PCR 扩增体系总反应体积 20μl，包括: 100ng

基 因 组 DNA，2. 0μl 10 × Buffer，1. 5μl 2mmol /L
dNTPs，1. 2μl 25mmol /L Mg2 + ，1. 5μl 2μmol /L 引

物，ddH2O 补齐 20μl。反应试剂购自上海生物工

程公司。
PCR 反应程序为: 95℃预变性 5min 后，进行 35

个循环，94℃ 变性 30s，55℃ ～ 62℃ ( 视不同引物而

定) 退火 30s，72℃延伸 1min，循环结束后，72℃延伸

10min。全部 PCR 反应在 PE9600 型 PCR 仪 上 进

行。SSR 扩增产物在 6% 变性聚丙烯酰胺凝胶上分

离，银染检测。
1. 4 数据分析

Shannon-Weave 多 样 性 指 数［2-3］ 计 算 公 式 为

H = －∑Pi lnPi，其中 Pi为某一表型( 比如粒型) 的

第 i 个性状 值 出 现 的 频 率。反 映 的 生 物 学 意 义:

( 1 ) 保证了对数量一定的总体，各种间数量分布均

匀时，多样性最高; ( 2 ) 2 个物种个体数量分布均

匀的总体，物种数目越多，多样性越高; ( 3 ) 多样性

可以分成几个不同的组成部分，即多样性具有可

加性: 如果从群体中随机地抽取 1 个个体，它将属

于哪个种是不定的，而且物种数目越多，不定性越

大，因此，有理由将多样性等同于不定性，并且两

者用同一度量。
Simpson 多样性指数: SI，也称优势度指数，计算

公式为 SI = 1 －∑P 2
i ，其中 Pi 为某一表型( 比如粒

型) 的第 i 个性状值出现的频率。
根据 PCR 扩增结果，在相同迁移位置上有带

记为 1，无带记为 0，建立数据库。遗传相似系数

( genetic similarity，GS ) 按 公 式 GSij = 2Nij / ( Ni +
Nj ) 计算，其中 Nij表示材料 i 和 j 之间共有的条带

数目，Ni、Nj 分别表示材料 i 和 j 扩增的条带数目。
遗传距离( genetic diversity，GD) 按公式 GDij = I －
GSij计算。聚类分析根据 NTSYS 2. 10 版本软件中

的质量数据，用类平均法( UPGMA) 对相似系数矩

阵进行聚类分析，并以此作树状聚类图。

2 结果与分析

2. 1 质量性状的分布频率分析

对供试品种的 9 个农艺性状的计算分析结果

表明: 大多数表型性状中，有 1 ～ 2 个单个性状在

性状中出现的频率占主导地位。由表 1 可知，开

花习 性，大 多 数 连 续 开 花 为 主，占 供 试 品 种 的

94. 67% ; 叶形以椭圆形和倒卵型为主，在供试品

种中分别占 52. 82% 和 32. 61% ; 粒大小以大粒和

中粒为主，分别占 30. 90% 和 44. 10% ; 生 长 习 性

以直立为主，占 75. 18% ; 多、少、无茸毛种质，分别

占 30%、25%、45% ; 粒 色 以 粉 红 为 主，占

55. 70% ，紫 色，占 15. 30% ，粉 白 色 占 20% ，有 1
份为黑色; 粒形以长椭圆为主，占 66. 7% ，少数材

料为茧形、三角形等。
2. 2 质量性状的遗传多样性分析

计算 9 个农艺性状的 Shannon-Weaver 遗传多

样性指数( 简称 SWI) 和 Simpson 遗传多样性指数

( 简称 SI) ( 表 2 ) ，结果表明: 参试的 75 份花生品种

遗传多样性指数分别为 SWI =0. 924，SI = 0. 500，其中

以开花习性最低( SWI = 0. 139，SI = 0. 014) ，而 Shan-
non-Weaver 指数以粒色最高为 1. 841，Simpson 指数

为 0. 712。对这 9 个质量性状而言，根据 2 个多样性

指数( SWI、SI) 的意义，发现开花习性多样性指数较

低的原因是: 性状较少( 只有连续开花和交替开花) ，
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表 1 主要性状分布频率表

Table 1 The main morphological characters distributing frequence

性状 Characters 开花习性 Flowering habit 叶形 Leaf shape 粒大小 Particle size

连续 交替 椭圆型 倒卵型 宽倒卵型 长椭圆型 大粒 中粒 小粒

分布频率( % ) 94. 67 5. 33 52. 82 32. 61 8. 32 6. 25 30. 90 44. 10 25

性状 Characters 生长习性 Growth Habit 粒色 Seed color 茸毛的有无 Hair growth

直立 半蔓 蔓生 粉红 紫色 粉白 黑色 紫红 多 少 无

分布频率( % ) 75. 18 17. 50 7. 32 55. 70 15. 30 20 0. 75 8. 25 30 25 45

性状 Characters 叶大小 Leaf size 叶色 Leaf color 粒型 Graintype

大 中 小 淡绿色 深绿 黄绿 绿 长椭圆 茧型 三角形

分布频率( % ) 15. 3 50. 2 34. 5 8. 8 18. 5 27. 3 45. 4 66. 7 15 18. 3

而且分布不均匀( 连续开花习性占 94. 67% ，交替

开花习性仅占 5. 33% ) 。茸毛的有无虽然仅有 3
个性状，但其性状分布与开花习性相比较为均匀，

因此多样性指数较高。同理，粒大小仅有 3 个性

状，不如叶形、粒形性状多，但分布较均匀，这也是

其 Simpson 多样性指数较高的原因。
2. 3 花生 SSR 多态性分析

本研究从 48 对花生 SSR 引物中筛选出多态

性好的引物 35 对，共检测出 215 个等位变异。平

均每个位点上有 6 个等位变异，等位位点数目范

围为 2 ～ 9 个。在 35 对 SSR 引物中，出现等位位点

数目最多的引物是 pm377、pm204、pm179，分别检测到

9 个等位变异，pm188、pm53 等位位点数目最少，只有

2 个等位变异( 部分引物扩增结果见图 1、图 2) 。

表 2 供试材料表型性状遗传多样性比较表

Table 2 Comparison of Shannon-Weaver information in-
dex on morphological characters on the material
used in the study

农艺性状
Trait

Shannon-Weaver
遗传多样性指数 SWI

Simpson 遗传多

样性指数 SI

株型

叶色

叶型

叶大小

开花习性

茸毛的有无

粒形

粒大小

粒色

平均

0. 692
0. 820
0. 873
0. 686
0. 139
1. 071
1. 031
1. 148
1. 841
0. 924

0. 499
0. 446
0. 538
0. 493
0. 014
0. 648
0. 511
0. 588
0. 712
0. 500

在 本 研 究 中，部 分 引 物 ( pm375、Ah4 － 125、
Ah041) 在一个品种( 系) 中同时扩增出 2 个大小不

同的等位基因，lec1 有 3 个等位基因。在上述 4 对

引物中，出现 2 个或 3 个等位基因的品种占参试品

种总数的 1. 41% ～100%。
利用 Excel 软件对供试种质的遗传多样性进
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行分析，结果表明: 不同 SSR 位点的多态性信息含

量差异很大，其中以 pm179 多态性信息含量最高，

为 0. 91，而 pm53 多态性信息含量最低，为 0. 35。
多态性 信 息 含 量 变 异 范 围 为 0. 35 ～ 0. 91，平 均

为 0. 603。
2. 4 SSR 标记揭示的品种间的相似系数

根据 SSR 标记计算品种间的相似系数，变异

范围为 0. 25 ～ 0. 85，平均为 0. 55。其中唐 3311 和

唐 6313 之间的相似系数最大为 0. 85，这 2 个品种

都是河北唐山市农科所选育的花生品种，而且表

型性状差异也很少，只是叶色上稍有不同; 其次是

唐 3323 与 RH77-1，相似系数为 0. 84 ; 豫花 6 号和

辐选 1 号之间的相似系数最小为 0. 25，辐选 1 号

与其他品种的相似系数也很小，最大为 0. 53，小于

平均水平。结果表明，供试的 75 份花生种质的遗

传基础相对比较狭窄。28 份审定品种的相似系数

最小为 0. 39，最大为 0. 85，平均为 0. 60，大于 75
份材料的平均水平( 表 3 ) 。揭示出这 28 个审定品

种的遗传基础相对比较狭窄，也说明加强不同来

源种质的利用和特异亲本类型的培育对于花生遗

传改良非常重要。
2. 5 75 个供试材料间的遗传关系

根据 35 对 SSR 引物的扩增结果，用 UPGMA 法

对 75 份供试材料进行聚类分析( 图 3) ，结果表明，

利用 35 对 SSR 标记能将供试的 75 份材料相互分

开。在相似系数 0. 45 处可以将 75 份供试材料分为

4 个类群。
Ⅰ类，2 份材料为伏花生和辐选 1 号，其农艺性

状情况是: 粒色为粉红、株型直立疏散型、连续开花、
叶型椭圆、叶色黄绿，只在茎的茸毛上有所区别，伏

花生茎上无茸毛，而辐选 1 号却有，属地方型资源，

来源不详。
Ⅱ类，1 份材料，景农 2 号为早熟性品种。
Ⅲ类，3 份材料，为花 35、瓜哇 13、白沙 1010，全

部为小粒品种、粒色粉白、株型直立疏散型、连续开

花、叶型倒卵、叶色深绿，1 份为育成品种，2 份为地

方品种。
Ⅳ类，69 份材料，在相似系数 0. 55 处可以将Ⅳ

类分为 9 类。
Ⅳ8，48 份材料在相似系数 0. 58 处又分为 8 个

亚类，其中Ⅳ8-8 在相似系数 0. 68 处又分为 7 类，有

12 个育成品种都聚在这一类，说明我国现有育成品

种遗传基础狭窄，亲缘关系相近。如山西省农业科

学院经济作物研究所选育的新品系 98-404，与该所

审定的品种晋花 1 号、晋花 3 号聚在一起，说明本研

究所育成品种遗传基础狭窄，亲缘关系相近，而该研

究所选育的另一新品系 98-415，虽然没有与以上品

种聚在一起，但却与山东省育成品种鲁花 12 号和辽

宁省育成品种锦选 5 号聚在一起，追其系谱却发现

98-415 其父本为鲁花 12 号，而锦选 5 号和鲁花 12
号也具有相同的血缘。

聚类结果中也出现了系谱相同或相似的材料并

没有聚为一组的现象。79266 和 79266 选具有相同

的亲本组合，但在聚类中并未紧密聚合在一起。共

有同一亲本的品种也出现了距离相对较远的现象，

如代 1 和晋花 1 号，具有相同的父本 72-52，但并未

聚在一组，这说明，人工选择也能造成一定的遗传

差异。
从以上分析可以看出，SSR 不仅能有效地进行

品种鉴定，而且能较好地揭示品种间的亲缘关系。
根据 SSR 分子数据对能够聚在一起的材料进

行农艺性状分析，发现其表型性状也具有较大程度

的相似性，且一般具有相同的地理来源，即某一类中

的材料往往是来自一个大的地理区划，甚至来自同

一省份。

3 讨论

3. 1 SSR 标记应用于花生品种鉴定的可行性

对 75 份供试花生种质的 9 个主要农艺性状的

形态多样性研究结果表明: 山西省农业科学院经济

作物研究所保存的花生种质具有较丰富的形态多样

性，其遗传多样性指数平均为 0. 924。
本研究利用 35 对具有多态性 SSR 引物对 75 份

花生品种的总 DNA 进行了扩增，共检测到等位位点

215 个，每对引物扩增出的等位位点的个数最少为 2
个，最多为 9 个，平均每对引物为 6. 0 个。唐荣华

等［4］从 36 对 SSR 引物中筛选出 10 对引物，能在 24
个珍珠豆型花生品种中扩增出多态性片段，从 40 对

SSR 引物中筛选出 16 对引物，能在 24 个多粒型花

生品种 DNA 中扩增出多态片段，在同一类型种质间

检测出丰富的 DNA 多态性，表明 SSR 在花生中的

信息量很高。韩柱强等［5］利用 11 对 SSR 引物对 24
个栽培种花生品种( 包括 4 大类型) 进行 PCR 扩增分

析，其中 4 对检测到明显的多态性，共检测到 33 个等

位基因变异，每一个位点上检测到的等位变异数为

5 ～13 个，平均为 8. 25 个。根据扩增结果可以将 24
个品种中的 21 个相互区分。供试品种间的遗传相似

系数在 0. 2 ～1. 0 之间，平均为 0. 4788。Raina 等［6］用
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图 3 75 个供试品种 SSR 标记的 Jaccard 相似系数聚类图

Fig． 3 Clustering analysis of 75 cultivars by SSR marker

21 个 RAPD 引物和 29 个 SSR 引物在 13 份花生种

质资 源 中 扩 增 出 的 DNA 片 段 多 态 性 分 别 达 到

42. 7%和 54. 4% ; 发现每一个 SSR 标记可检测到的

位点为3 ～ 16 个，平均 6. 2 个。表明可以用 SSR 标记

来检测花生种质资源间的遗传多样性或品种鉴定。
3. 2 多位点 SSR

花生( 2n) 是高度自花授粉作物，是由 2 个二倍

体野生种经自然杂交并通过长期进化而来，本研究

中大部分 SSR 引物都能在同一个花生基因组内扩

增出 2 ～ 9 个 DNA 片段; Hopkins 等［7］用 6 对 SSR 引

物对 22 份花生 DNA 进行 PCR 扩增，每个引物可扩

增出 2 ～ 14 条 DNA 片段。He 等［1］利用设计的 56
对引物，单个位点的平均等位基因数为 4. 25 个，高

的可以达到 14 个。所有这些研究结果都表明: 从分

子水平上看，花生可能是部分异源四倍体作物。同

一个基因组每个位点最多可有 4 个等位基因。至于

某些引物能扩增出 4 条以上 DNA 片段，分析认为可

能这些 SSR 引物在染色体上具有非等位结合位点，这

些位点被称为多位点 SSR，由于没有对扩增片段进行

克隆测序，尚不知道这些片段是否含有 SSR 序列。如

果这些片段都含有相同的 SSR 则可证明有包括微卫

星的重复序列，或者存在反转座子之类的功能单位。
3. 3 SSR 分子标记与表型性状的关系

本研究用 35 对花生的 SSR 引物的 PCR 扩增结

果对 75 份供试材料进行聚类分析，发现相似系数非

常高的 2 个品种，如唐 6313 和唐 3311 相似系数为

0. 85，都属于河北唐山市农科所选育的品种，而且表

型性状差异也很少，只是叶色上稍有不同，其次是唐

3323 与 RH77-1，相似系数为 0. 84，农艺性状也非常

相似，都为小粒品种，而且都来自同一地区( 河北)

的地方品种。这说明 SSR 数据能够比较真实地反

映花生品种间的亲缘关系。同表型性状有不尽一致

的方面，可能是表型性状受环境影响较大的原因。
SSR 标记是非编码区的分子标记，与农艺性状的关

系有待进一步研究。
( 下转 76 页)
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3 讨论

核心种质是以最少的资源数量代表群体最大的

遗传多样性，是当前品种资源研究工作的重要课题。
葡萄作为一种多年生果树，常采用活体进行种植保

存，占用空间大，保存成本高，因而其核心种质的构

建具有重要意义。本研究抽取了 867 份葡萄栽培种

质的 15 个主成分，提取了具有代表性的幼叶颜色、
成龄叶裂片数、果实形状等性状，这些性状在实际工

作中便于观察和获取，且均属于稳定性状，是传统研

究方法中利用的主要数据。
本研究中初级核心群的构建采用了分组和逐步

聚类法，且认为分组法相对较优。Diwan 等［12］、李

娟等［13］及 Chandra 等［14］在构建苜蓿( Medicago sati-
va L． ) 、茶树( Camellia sinensis) 、安第斯四倍体马铃

薯( Andean tetraploid potato) 核心种质中也分别采用

了先将全部种质进行分组，组内抽取核心种质的方

法，均获得了良好的核心种质资源。核心种质分组

后常采用的取样方法有完全随机取样法、系统取样

法等［15］。本研究采用分组后组内平方根策略的系

统取样方法抽取葡萄种质，经检验发现初选种质很

好地代表了原始种质的性状，这也与中原牡丹品种

( Tree Peony Cultivars from Chinese Central Plains) ［16］、
秘鲁甘薯［17］核心种质构建中对取样策略研究的结果

相 对 一 致。果 树 资 源 中，桃、果 梅 ( Prunus mume
Sieb． et Zucc． ) 的总体取样比例均为 10%［6，18］，柚

类 ( Citrus grandis Osbeck ) 的 总 体 取 样 比 例 为

22. 7%［19］，本研究中 15%的取样比例即对原始种质

具有很好的代表性，这与不同种质的资源份数相关。
最终，将郑州葡萄圃保存的葡萄种质资源初级核心

群数量确定为 124 份。
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