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高油酸花生品种（系）ahFAD 基因变异 
鉴定及遗传多样性分析

王　瑾，李玉荣，程增书，陈四龙，宋亚辉，刘义杰，张朋娟
（河北省农林科学院粮油作物研究所 / 河北省作物遗传育种实验室，石家庄 050035）

摘要：为研究不同亲本来源高油酸品种（系）的遗传差异，选用来源于 5 个高油酸供体亲本的 25 个品种（系）进行分析。

所选材料油酸含量均大于 75%，油酸亚油酸比值大于 10。对控制油酸基因 ahFAD 进行分析，结果表明，所选高油酸品种（系）

的 ahFAD2A 与 ahFAD2B 均未发生突变，ahFAD2A 为 G448A 的替换，ahFAD2B 为 442 A 的插入。698 对 SSR 引物对 25 个品种

（系）进行检测，140 对引物在品种间检测到差异；共检测到 379 个等位变异，遗传多态性指数的变化范围为 0.074~0.728，平均

0.371；筛选到 17 个多态性丰富，扩增产物稳定的引物，可用于 25 个品种（系）进行鉴定区分。遗传距离分析表明，25 个品种遗

传距离在 0.057~0.624 之间，平均为 0.451。对高油酸品种（系）进行聚类分析，在遗传相似性系数 0.745 处，被分为 11 个类群，类

群分布与亲本来源具有一致性，可实现对一些资源或育成品种进行亲本类型的推测，并为花生分子标记辅助育种提供参考。
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ahFAD Genotype Identification and Genetic Diversity Analysis of  
High Oleic Acid Peanut Cultivars
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Abstract：To study the genetic difference of the high oleic acid peanut cultivars，twenty-five offspring 
varieties from five high oleic acid parents were investigated by using gene-based and genetic marker-based 
diversity analysis approaches. The oleic acid content and O/L of 25 peanut varieties were higher than 75% and 10，
respectively. By analyzing the full-length sequence of ahFAD genes of these varieties，a nucleotide substitution of 
G448A was found in FAD2A，while a nucleotide insertion of A at 442 from the translation starting code in FAD2B 
was identified. Searching for polymorphism in 25 varieties using 698 SSR markers，140 SSR markers were 
found to be polymorphic，which produced a total of 379 alleles. The genetic diversity index value ranged from 
0.074 to 0.728 with average of 0.371. Notably，these 25 varieties were distinguishable by using 17 polymorphic 
SSR markers. The genetic distance ranged from 0.057 to 0.624 with a mean value of 0.451. Eleven groups were 
revealed when the genetic similar coefficients of 0.745 which was able to distinguish the parents and the offspring 
varieties. Taken together，the results may become useful in the pedigree analysis of the high oleic acid peanut 
varieties and the molecular marker assisted selection in peanut breeding.
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花生是中国主要油料作物之一，自 20 世纪 50
年代以来，我国花生经历了 5 次品种更替，均带来了

单位面积产量的显著提高［1］。近年来，高油酸品种

替代普通油酸品种为标志的新一次花生品种更新已

经开始，此次更新在提高产量的基础上也带来了品

质的显著改善。高油酸花生顾名思义就是指所含油

脂脂肪酸成分中油酸含量高的花生。按我国认可

的标准，高油酸花生指的是油酸含量占脂肪酸总量

75% 以上，油酸和亚油酸比值大于 10 的花生［2］。

Norden 等［3］于 1987 年在 494 份花生材料中

鉴定出 2 份高油酸突变体：435-1 和 435-2，后命名

为 F435。经研究，此突变体编码花生油酸去饱和酶

（FAD2）的基因发生了变异，表现为 FAD2A 基因在

编码区 448 位有一个 G → A 的替换［4］，FAD2B 基

因在编码区 442 位发生了一个 A 的插入［5］。Petal
等［6］通过化学诱变获得高油酸品种 M2-225，是由

于 FAD2B 基因起始密码子后 665bp 和 997bp 处存

在 MITE（Miniature Inverted-repeat Transposable 
Element）插入导致基因功能丧失。Wang 等［7］发现

了 FAD2B 基因的新突变，为 C301G 突变导致第一

个组氨酸盒中的氨基酸改变。

高油酸花生中的油酸是一种单不饱和脂肪酸，

具有很好的抗酸败能力。研究表明高油酸花生与非

高油酸花生相比，花生油氧化诱导期和货架期分别

延长 27.27 h 和 4.09 年［8］。高油酸花生非常有益于

人体健康，可以降低低密度脂蛋白胆固醇，减少心血

管疾病风险；增强胰岛素敏感性，从而控制血糖和

体重；有益于脑血管健康，增强脑认知能力；抑制肺

癌发生［9］。高油酸花生的推广应用可大大延长花

生制品的货架期、提高我国食用油的质量。

微卫星标记 SSR（Simple Sequence Repeats）是

一种从分子水平探讨材料间遗传差异及遗传多样性

的工具。具有多态性好、信息量高、共显性等特点，

早已广泛应用在花生的遗传多样性分析、遗传图谱

的构建、QTL 定位和杂交种鉴定等方面［10-13］。近年

来 SNP（Single Nucleotide Polymorphism）标记在花

生中也已经开发利用［14-15］，但 SSR 标记因为其简单

易操作、重复性好，仍具有不可替代性。

据统计，中国高油酸花生亲本主要有 AT201、
SunOleio 95R、开选 01-6、开选 176、CTWE、P76 等，

其中 AT201 和 SunOleio 95R 是从美国直接引进的

品种。开选 01-6 和开选 176 是利用引进高油酸资

源选育而成的高油酸材料。CTWE、P76 等是经诱

变获得的高油酸材料［16］。依托于这些高油酸资源，

中国近年来育成了一系列的高油酸品种（系）。但

目前针对不同亲本来源的高油酸品种（系）间遗传

差异还没有相关报道。针对这个问题，本研究选用

了来源于 5 个高油酸亲本的 25 份品种（系）进行高

油酸相关基因 ahFAD 测序和 SSR 标记检测，分析

其遗传多样性，并根据其结果进行亲缘关系聚类分

析，分析标记结果与亲本来源的一致性，从而为将来

进行高油酸材料的选育提供理论依据和技术支持。

1　材料与方法

1.1　试验材料

2018 年 3 月本研究室选用来源于 5 家育种单

位的 25 份高油酸品种（系）进行分析，25 份高油酸

品种（系）均为近年来育成的高油酸品种（系），有

极大的推广应用潜力。其中包含河北省农林科学院

粮油作物研究所（与开封市农林科学研究院合作选

育）品种 6 个，山东省花生研究所培育品种（系）9
个，开封市农林科学研究院品种（系）6 个，河南省

农业科学院经济作物研究所品种（系）3 个，中国农

业科学院油料作物研究所品种 1 个。品种选育单位

提供选用品种（系）的亲本。

1.2　试验方法

1.2.1　DNA 提取　剪取 0.1 g 新鲜花生叶片用液氮

研成粉末，置于 2 mL 离心管中，选用生工生物工程

（上海）有限公司的基因组 DNA 快速抽提试剂盒

（植物）进行 DNA 样品提取。DNA 提取完成后用

分光光度计测量其浓度和纯度。

1.2.2　SSR 标记检测　将部分 DNA 稀释成 20 ng/μL， 
置于 4 ℃备用。采用 698 对 SSR 标记［10，17-19］对

其进行多态性筛选。PCR 反应体系（12 μL）为：

2×power Taq PCR 混合液 6 μL，2 μmol/L SSR 引物

1.5 μL，DNA 2 μL，ddH2O 2.5 μL。反应程序为 94 ℃
预变性 5 min；94 ℃变性 45 s；50 ℃退火 45 s；72 ℃
延伸 45 s；共 34 个循环；72 ℃延伸 10 min。扩增

产物采用 6% 的聚丙烯酰胺变性凝胶电泳，银染 
显色。

1.2.3　ahFAD2A 和 ahFAD2B 的扩增及测序　本

研 究 中 高 油 酸 基 因 ahFAD2A 和 ahFAD2B 采

用 直 接 测 序 法 进 行 鉴 定。 扩 增 FAD2 基 因 A
基 因 组 全 长，所 用 引 物 为 AhFAD2A_F_wml

（5'-GATTATTGACTTGCTTTGTAGTAGTGC-3'） 
和AhFAD2A_R_wml（5'-ACACAAACGTTTTCAACTCTG 
AC-3'）［7］。扩增 FAD2 基因 B 基因组全长，所用引物为 
bF19（5'-CAGAACC AT TA G C T T T G -3'）和 R1 
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（5'-CTCTGACTATGCATCAG-3'）［20］。花生 DNA 
稀释成 100~300 ng/μL，置于 4 ℃备用。扩增体系为 

（20 μL）：2×PCR 混合液 10 μL，上下游引物各 1 μL，模
板 0.5 μL，其余用 ddH2O 补足。扩增程序为 94 ℃预变

性 5 min；94 ℃变性 30 s，60 ℃ /50 ℃退火 30 s，72 ℃
延伸 80 s，共 30 个循环；72 ℃延伸 10 min。

以冀花 6 号为非高油酸对照。每个样品扩增

3 个重复，PCR 完成后混合，抽取 2 μL PCR 产物在

1% 的琼脂糖胶上 200 V，15~20 min 分离。有条带

且条带单一的可以送测序。

1.2.4　脂肪酸含量测定　所选品种（系）高油

酸值主要来源于育种单位提供，部分为气相色

谱仪（Agilent 6890）和近红外光谱分析仪（波通

DA7200）检测结果。

1.2.5　数据处理　采用 Geneious4.8.2［21］软件对

测序结果进行分析。采用 PowerMarker V3.25 软

件［22］进行等位变异数、多态性信息含量（PIC，

polymorphism information content）和材料间遗传

距离的计算。利用 NTSYS-PC 2.1 遗传分析软件以

UPGMA 进行聚类分析。

2　结果与分析

2.1　25 份高油酸花生的高油酸供体亲本分析

对 25 份高油酸品种（系）高油酸供体亲本进

行分析（表 1），所选 25 份材料高油酸亲本有开选

01-6、P76、CTWE、06B16 和 F20。其中高油酸材料

开选 01-6 为亲本培育品种（系）最多，包含 6 个冀

花系列品种、6 个开农系列品种、3 个豫花系列品种

（系）和 1 个中花系列品种。花育系列品种在选育

过程中注重高油酸亲本的多样性，9 个品种来源于

4 个高油酸亲本，其中 P76 为花育 51、花育 52、花
育 951 和花育 957 共 4 个品种提供了高油酸基因。

CTWE 和 06B16 分别是 2 个品种（系）高油酸性状

来源。F20 仅为花育 910 提供了高油酸基因。

表 1　25 份高油酸花生品种（系）依据亲本来源的分类情况
Table 1　The classification of 25 high oleic acid peanut varieties（lines）based on the pedigree information

亲本名称

Name of parent
品种（系）

Varieties（lines）

开选 01-6 冀花 11 号、冀花 13 号、冀花 16 号、冀花 18 号、冀花 19 号、冀花 21 号、开农 61、开农 71、开农

176、开农 301、开农 1715、开农 1760、豫花 65、豫花 80、中花 24、豫花 37

P76 花育 51、花育 52、花育 951、花育 957

CTWE 花育 662、花育 961

06B16 花育 655、花育 956

F20 花育 910

2.2　高油酸花生品种（系）ahFAD2A 和 ahFAD2B
序列分析

25 份高油酸花生品种（系）的油酸含量在

75.1%~81.6% 之间，油亚比为 10.0~40.9（表 2），均
为高油酸材料。

利 用 引 物 AhFAD2A_F_wml/AhFAD2A_R_
wml 和 引 物 bF19/R1 扩 增 花 生 的 ahFAD2A 和

ahFAD2B 的基因全长（图 1），在起始密码子后的第

448 位点处，25 份高油酸品种的 ahFAD2A 为 A，非

高油酸对照冀花 6 号为 G。所有高油酸品种（系）

ahFAD2B 在起始密码子后第 442 处插入 A，非高油

酸对照冀花 6 号的 ahFAD2B 位点未见插入。即所

有高油酸品种（系）的 ahFAD2A 与 ahFAD2B 均为

突变型（表 2）。
2.3　高油酸品种（系）SSR 标记遗传多样性分析

选用 698 对 SSR 标记对 25 份高油酸花生新品

种（系）进行检测，其中 140 对引物在品种间检测

到差异，多态性引物比例为 20.06%。遗传多态性指

数的变化范围为 0.074~0.728，平均 0.371。140 个

SSR 标记共检测到 379 个等位变异，位点的平均等

位变异数为 2.70 个，等位变异最小为 2 个，最多为 
6 个。

依据引物等位变异数目的多少和多态性信息含

量（表 3），筛选到 17 个多态性丰富，扩增产物清晰

的 SSR 引物，其等位变异数为 3~6 个，遗传多态性

指数的变化范围为 0.536~0.728。利用这些引物可

对 25 份高油酸花生新品种（系）进行鉴别区分，其

中开农 61 和花育 961 遗传差异最大，17 个引物均

可在两者之间检测到多态性；豫花 80 和豫花 37 差

异最小，只有引物 Ah1TC6E01 可在两者之间检测

到差异。
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表 2　25 份高油酸品种（系）基因型及油酸含量
Table 2　The genome and the oleic acid content of 25 high oleic acid peanut varieties（lines）

序号

No.
品种（系）

Varieties（lines）
A 基因组

A genome
B 基因组

B genome
油酸含量（%）

Oleic acid content
油亚比

Oleic acid/Linoleic acid

1 冀花 11 号 突变 突变 80.7 26.0

2 冀花 13 号 突变 突变 79.6 19.4

3 冀花 16 号 突变 突变 79.3 20.6

4 冀花 18 号 突变 突变 76.7 13.1

5 冀花 19 号 突变 突变 75.4 10.6

6 冀花 21 号 突变 突变 80.4 24.4

7 花育 51 突变 突变 80.3 23.9

8 花育 52 突变 突变 81.5 27.0

9 花育 655 突变 突变 80.3 24.8

10 花育 662 突变 突变 80.8 29.9

11 花育 910 突变 突变 79.3 40.9

12 花育 951 突变 突变 80.5 27.8

13 花育 956 突变 突变 81.6 26.7

14 花育 957 突变 突变 80.0 24.5

15 花育 961 突变 突变 81.2 24.6

16 开农 61 突变 突变 77.7 13.6

17 开农 71 突变 突变 76.5 11.9

18 开农 176 突变 突变 76.8 11.1

19 开农 301 突变 突变 75.1 10.9

20 开农 1715 突变 突变 75.6 10.9

21 开农 1760 突变 突变 76.4 11.6

22 豫花 65 突变 突变 75.9 10.0

23 豫花 80 突变 突变 75.6 10.3

24 中花 24 突变 突变 78.9 35.3

25 豫花 37 突变 突变 77.5 12.7

A 基因组突变为 ahFAD2A 发生了 G448A 的替换，B 基因组突变为 ahFAD2B 在 442 A 的插入

A nucleotide substitution of G448A was found in FAD2A，while a nucleotide insertion of A was identified at 442 in FAD2B

图 1　ahFADA2A（A）和 ahFAD2B（B）序列的扩增结果
Fig. 1　The amplification results for ahFADA2A （A） and ahFAD2B （B）
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表 3　17 对引物在 25 份高油酸品种（系）中等位变异数和
遗传多态性指数

Table 3　Number of alleles and PIC for 25 high oleic acid 
peanut varieties by 17 SSR primers

SSR 引物

SSR primer
等位变异数

No. of alleles
遗传多态性指数

PIC

Ah1TC1E01 6 0.728

2A5 5 0.725

pPGPseq2E6 5 0.707

PM50 5 0.684

Ah1TC6H03 5 0.663

pPGPseq5D5 5 0.663

IPAHM569 5 0.555

IPAHM123 5 0.545

2E6 4 0.687

pPGSseq15C12 4 0.649

IPAHM356 4 0.635

17F6 4 0.626

IPAHM407a 4 0.588

Ah1TC4F12 4 0.553

Ah1TC4H02-c 4 0.549

pPGSseq13A10 4 0.536

Ah1TC6E01 3 0.577 

分析 25 份高油酸花生品种（系）两两之间的遗

传距离，共获得 300 个数据，其中豫花 37 和豫花 80
遗传距离最短为 0.057，开农 61 和花育 961 遗传距

离最大为 0.624，平均为 0.451。两两品种间遗传距离

分布在 0.4~0.5 之间最多，为 132 个，占总数 44.00%。

品种间遗传距离 98.00% 分布在 0~0.6 之间（图 2），
表明所选高油酸品种（系）遗传基础较为狭窄。

图 2　25 份高油酸花生品种（系）遗传距离分布
Fig.2　Distribution of genetic distance for 25 high  

oleic acid peanut varieties（lines）

25 份高油酸花生品种（系）进行聚类分析（图

3），随着遗传相似性系数的增加品种（系）分类愈

多，在遗传相似性系数 0.62 处，所有材料被聚为一

类。在遗传相似性系数 0.67 处被分为 6 类，第Ⅰ类

和第Ⅳ类亲本均为开选 01-6；Ⅱ、Ⅴ和Ⅵ类高油酸

亲本分别为 CTWE、06B16 和 F20；第Ⅲ类中亲本

为 P76 的花育 52、花育 951 和花育 957 与亲本为开

选 01-6 的豫花 65、豫花 80、豫花 37 没有被区分开，

聚在了一组。表明在此位点进行分类，部分区段不

能依据分类结果明确其亲本来源。在遗传相似性

系数 0.745 处被分为 11 类，其中Ⅰ、Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ、Ⅷ和

Ⅸ共 6 类亲本均为开选 01-6；Ⅲ和Ⅳ两类的亲本为

图 3　25 份高油酸花生品种（系）的 SSR 标记聚类图
Fig.3　Dendrogram of 25 high oleic acid peanut varieties cluster analysis based on SSR dataset
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P76；剩余Ⅱ、Ⅹ和Ⅺ类的亲本分别为 CTWE、06B16
和 F20，亲本来源不同的品种（系）均被分在不同的

类别，可以按照分类结果将高油酸亲本来源鉴别出

来。因此，可选择遗传相似系数大于 0.745 作为本

研究进行亲本来源推测的标准。

3　讨论

3.1　品种（系）间多态性 SSR 引物的筛选

近年来随着测序技术的飞速发展，SNP 标记在

花生中得到了开发利用［14-15］，但与 SNP 标记相比，

SSR 标记由于其扩增产物稳定、操作过程简单、多

态性高等优点仍受到很多基层单位的喜爱。对于一

些高油酸品种来说，由于其亲本来源较为单一，仅依

靠表型性状进行分辨结果不够准确，利用分子标记

技术进行区别鉴定，建立品种（系）的指纹图谱也是

今后工作的重点。本研究中根据扩增产物的稳定

性、标记的多态性等因素筛选到 17 个 SSR 标记，利

用这些标记可对所选的 25 个品种（系）进行检测，

品种（系）间至少有 1 个标记可检测到差异。此结

果可为 25 个品种（系）的鉴定提供依据。

3.2　高油酸基因的分析比较

花生高油酸遗传机制研究表明，花生高油酸特

性主要由油酸去饱和酶（FAD2）基因控制，目前主要

发现 3 种高油酸突变类型。第 1 种为 FAD2A 基因

均在编码区 448 位有一个 G → A 的替换［4］，FAD2B
基因一种变异为在编码区 442 位发生了一个 A
的插入［5］。第 2 种为 FAD2B 基因起始密码子后

665bp 和 997bp 处存在 MITE 插入导致基因功能丧 
失［6］。第 3 种为 FAD2B 基因 C301G 突变导致第

一个组氨酸盒中的氨基酸改变［7］。本研究通过对

FAD2 基因全长的分析表明所选材料均为第一种变

异，选育品种依赖高油酸突变类型狭窄。因此，以后

研究中可通过诱变等形式，创制出更多的高油酸突

变类型，拓宽遗传基础。

3.3　依据高油酸供体分类与 SSR 标记检测结果分

析的符合性

品种（系）的基因型为父母本共同作用的体现，

为了使检测结果准确可靠，本研究共选用了 698 对

分布于各染色体的引物对 25 个品种（系）进行检

测，研究结果表明大部分来源于同一个高油酸亲本

的材料聚为一类，SSR 标记聚类结果与系谱来源具

有高度一致性，并随着相似系数的增加，分类愈加准

确。此结果对于鉴定高油酸品种（系）亲本来源具

有重要的指导作用。
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