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苦楝 ＳＲＡＰ分子标记及遗传多样性分析
陈丽君１，刘明骞２，廖柏勇３，李俊成３，陈晓阳３
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摘要：【目的】为快速分析苦楝Ｍｅｌｉａａｚｅｄａｒａｃｈ不同种源提供方法，揭示苦楝遗传多样性，为苦楝的开发、利用及选
择育种提供一定的理论依据。【方法】从７８３对ＳＲＡＰ引物组合中筛选出２０对多态性较高的引物组合，对苦楝国内
全分布区的３７个种源和肯尼亚１个种源样品进行ＳＲＡＰ遗传多样性分析。【结果】２０对引物组合共扩增出２４２条
谱带，其中多态性条带１０１条，多态性百分率平均值为４０８９％，每对引物组合扩增条带５～１７条，平均每对引物扩
增条带１２１条；其多态性信息量（Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ，ＰＩＣ）值介于０１８８～０４８８，平均值为０２９９。基
于ＵＰＧＭＡ法聚类以０３５０为阈值可将３８个苦楝种源划分为７类，在此基础上，去掉２个种源，将其余３６个种源划
分５个地理类群。【结论】ＳＲＡＰ分子标记可以很好地反映苦楝的遗传多样性，聚类类群划分结果有明显的地理趋
势和气候生态特征。
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　　苦楝Ｍｅｌｉａａｚｅｄａｒａｃｈ又名翠树、楝树、紫花树、森
树等，为楝科楝属落叶乔木，分布于中国、韩国、日

本、印度、斯里兰卡、印度尼西亚和澳大利亚等地，欧

洲、美洲也有栽培［１］。苦楝生长速度快、木材材质优

良、纹理美丽，易加工，可用于家具、建筑、农具、船

舶、乐器等方面，木材抗白蚁、抗虫蛀、耐腐。苦楝耐

烟尘、能大量吸收有毒有害气体，是优良的城市及工

矿区绿化树种，也是我国南方四旁绿化常用树

种［２３］。苦楝的根、皮、花、果均可入药，也可作为植

物源农药［４］。分子标记是继形态学标记、细胞学标

记、生化标记之后最为可靠的遗传标记技术［５～６］。

目前已有少量文献对部分苦楝种源的遗传多样性进

行分析，程诗明［７］采用７对ＡＦＬＰ引物对分层随机抽
样的８个群体２４０个个体基因组进行研究分析，共
扩增得到６５８条清晰谱带，其中６５０条为多态性谱
带，各群体多态位点百分率为５１４％ ～７６２９％；陈
羡德［８］利用筛选出的２０个 ＲＡＰＤ引物对１５个不同
来源的苦楝进行分析，２０个随机引物共扩增出１９３
条重复性好、清晰的谱带，其中多态性谱带共计１８９
条，占９７９％。夏海涛［９］采用筛选出的２４个简单重
复序列间多态性（Ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）
引物对１３个种源苦楝优树 ＤＮＡ进行分析，共扩增
出３８２个位点，多态位点百分率为９８４３％，其中南
宁和仓山种源的多态位点百分率最高，为５４９７％，
延平的多态位点百分率最低，为４３９８％，说明１３个
种源苦楝的遗传多样性丰富。但是，苦楝分布广泛，

以前的研究采样点偏少，不足以准确地反映全分布

区苦楝的遗传多样性。本项研究从国内 １８个省
（区、市）３７个县（市）采集苦楝种子，并收集肯尼亚

内罗毕苦楝种子，采取相关序列扩增多态性（Ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＲＡＰ）分子标
记方法进行遗传多样性分析。此外，ＳＲＡＰ分子标记
结合了扩增片段长度多态性（Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）及随机扩增的多态性
ＤＮＡ（ＲａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，ＲＡＰＤ）各
自的优点，方便快速，只需要极少量 ＤＮＡ材料，且不
需要预先知道ＤＮＡ序列信息，即可快速获得大量的
信息，试验结果稳定可靠，且再现性较高，重复性较

好［１０～１１］。

１　材料与方法
１．１　试验材料

以国内全分布区的３７个种源和肯尼亚内罗毕１
个种源为对象进行苦楝ＳＲＡＰ遗传多样性分析，采种
点地理位置及编号见表１。试验材料采于广州市华
南农业大学苗圃１年生苦楝，采集幼嫩枝条上嫩叶
６～８片，低温保存用于提取ＤＮＡ。
１．２　试验仪器与设备

试验仪器主要有超微量紫外分光光度计（Ｔｈｅｒ
ｍｏｎａｎｏｄｒｏｐ２０００），ＰＣＲ扩增仪（ＰＴＣ２００），ＤＹＹⅢ
型恒压恒流电泳仪（北京六一仪器公司），凝胶成像

系统（Ｂｉｏｒａｄ），高速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）等。试验用
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、Ｍｇ２＋及 １００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ
等购自 ＴａＫａＲａ公司，琼脂糖和 ＧｏｌｄＶｉｅｗ核酸染料
购自广州鼎国生物科技有限公司，酚、三氯甲烷、乙

醇、异丙醇、硫代硫酸钠、硼酸、甲醛、冰醋酸、硝酸银等

其他试剂为国产分析纯。ＳＲＡＰ引物由上海生工生物
工程有限公司合成，本研究所用引物序列见表２。

表１　苦楝材料及来源
Ｔａｂ．１　ＭａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｓｏｕｒｃｅｓｏｆＭｅｌｉａａｚｅｄａｒａｃｈ

种源编号 来源 种源编号 来源 种源编号 来源 种源编号 来源

Ａ０４ 海南三亚 Ｄ０１ 云南西双版纳 Ｈ０６ 贵州平塘 Ｍ０２ 重庆市

Ａ０９ 海南琼中 Ｄ０５ 云南开远 Ｉ０１ 浙江临安 Ｏ０１ 河南内乡

Ｂ０１ 广东从化 Ｅ０１ 福建建瓯 Ｉ０２ 浙江绍兴 Ｐ０３ 陕西蒲城

Ｂ０３ 广东兴宁 Ｅ０２ 福建尤溪 Ｊ０１ 江苏泰兴 Ｐ０４ 陕西南郑

Ｂ０４ 广东茂名 Ｅ０３ 福建连城 Ｊ０２ 江苏南京 Ｑ０１ 甘肃陇南

Ｂ０６ 广东乐昌 Ｆ０１ 江西南昌 Ｊ０３ 江苏姜堰 Ｑ０２ 甘肃舟曲

Ｃ０２ 广西钦州 Ｆ０４ 江西于都 Ｋ０１ 安徽利辛 Ｕ０１ 河北邯郸

Ｃ０３ 广西梧州 Ｇ０１ 湖南龙山 Ｋ０２ 安徽歙县 Ｚ０１ 肯尼亚内罗毕

Ｃ０４ 广西永福 Ｇ０３ 湖南浏阳 Ｌ０１ 湖北郧县

Ｃ１０ 广西上思 Ｈ０３ 贵州石阡 Ｍ０１ 四川广元 　
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表２　用于苦楝ＳＲＡＰ分析的引物序列
Ｔａｂ．２　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｆｏｒＳＲＡＰａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭｅｌｉａａｚｅｄａｒａｃｈ

引物名称 正向序列 碱基数 引物名称 反向序列 碱基数

Ｍｅ１ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ３′ １７ Ｅｍ４ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ３′ １７
Ｍｅ２ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ３′ １７ Ｅｍ５ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ３′ １７
Ｍｅ４ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ３′ １７ Ｅｍ７ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＧ３′ １７
Ｍｅ５ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ３′ １７ Ｅｍ９ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＣＡ３′ １７
Ｍｅ６ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ３′ １７ Ｅｍ１０ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ３′ １７
Ｍｅ１１ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＴ３′ １７ Ｅｍ１２ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＴ３′ １７
Ｍｅ１７ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＧ３′ １７ Ｅｍ１３ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＡ３′ １７
Ｍｅ１９ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＴＧ３′ １７ Ｅｍ１４ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＣ３′ １７
Ｍｅ２０ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＴ３′ １７ Ｅｍ１５ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＴ３′ １７
Ｍｅ２４ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＧＡＴ３′ １７ Ｅｍ１７ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＴＧ３′ １７
Ｍｅ２７ ５′ＴＧＧＧＧＡＣＡＡＣＣＣＧＧＣＴＴ３′ １７ Ｅｍ１８ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＧＣ３′ １７
Ｍｅ２８ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＣ３′ １７ Ｅｍ１９ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＧ３′ １７

Ｅｍ２９ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＡＧ３′ １７

１．３　苦楝ＤＮＡ提取和ＳＲＡＰＰＣＲ扩增
苦楝基因组 ＤＮＡ提取参照上海生工生物工程

有限公司柱式基因组 ＤＮＡ提取试剂盒说明书。所
提取的基因组 ＤＮＡ用８ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳检
测质量，超微量紫外分光光度计检测浓度后稀释至

５０ｎｇ·μＬ－１，置于－２０℃条件下保存备用。通过单
因子及正交试验建立并优化苦楝 ＳＲＡＰＰＣＲ最佳反
应体系为模板 ＤＮＡ ３０ｎｇ、ｄＮＴＰｓ浓度 ０１２５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１、Ｍｇ２＋浓度 ２２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、引物浓度
０４８μｍｏｌ·Ｌ－１、ＴａｑＤＮＡ聚合酶０７５Ｕ（２５μＬ）。
ＳＲＡＰＰＣＲ反应程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变
性１ｍｉｎ，３５℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，５个循
环；９４℃变性１ｍｉｎ，５０℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１
ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．４　数据统计与分析方法

电泳结果统计时将具有相同迁移率的扩增片

段，按０／１系统纪录，有带记为１，无带记为０，并参照
标准Ｍａｒｋｅｒ带估计扩增片段的大小，形成０／１矩阵。
将图形资料转换成数据资料，并输入 Ｅｘｃｅｌ２００７中
建立０／１数据矩阵，使用 ＮＴＳＹＳｐｃ２１０ｅ软件计算
遗传距离和相似系数，使用非加权平均法（ＵＰＧＭＡ）
进行聚类分析。

２　结果与分析
２．１　ＳＲＡＰ扩增多态性条带统计

本研究采用２０对 ＳＲＡＰ引物对苦楝３８个不同
种源进行扩增，分析结果见表３。由表３可知，引物
扩增条带多数集中在１００～１５００ｂｐ之间，２０对引物
组合对全部样品进行分析，共扩增出２４７条带，其中

多态性条带１０１条，平均多态性百分率为４０８９％。
２０对引物扩增的条带数从５条（Ｍｅ１１／Ｅｍ２９）到１７
条（Ｍｅ２０／Ｅｍ７）不等，平均为１２１条。多态性条带
的数量从 １条（Ｍｅ１１／Ｅｍ２９、Ｍｅ６／Ｅｍ２９）到 １２条
（Ｍｅ２０／Ｅｍ７）不等，多态性比率最高的引物组合为
Ｍｅ２４／Ｅｍ１４ （８８８９％）， 其 次 为 Ｍｅ２０／Ｅｍ７
（７０５９％）、Ｍｅ１／Ｅｍ９（６０００％）；多态性比率最低的
引物组合为 Ｍｅ６／Ｅｍ２９（１２５０％），总体而言，引物
多态性比率较高。

多态性信息量（Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎ
ｔｅｎｔ，ＰＩＣ）是用来衡量不同引物对反应多态性高低的
程度，２０对引物组合的 ＰＩＣ为 ０１８８～０４８８，其中
Ｍｅ１／Ｅｍ９扩增引物总条带数（１５条）、多态性条带数
（９条）以及ＰＩＣ（０３８７）均较高，该引物组合可以成
为苦楝ＳＲＡＰ分子标记的骨干引物［１２］，２０对引物的
平均ＰＩＣ为０２９９，介于０２５～０５０之间，说明所选
的ＳＲＡＰ引物可以很好地反映苦楝的遗传多样
性［１３］。引物Ｍｅ１／Ｅｍ９的扩增图谱见图１。
２．２　３８个不同苦楝种源的聚类分析

根据ＳＲＡＰ标记分析结果，对苦楝３８个种源间
基于Ｎｅｉ’ｓ的遗传距离进行ＵＰＧＭＡ聚类分析，从聚
类分析结果（图２）可知，以０３５０为阈值，３８个种源
可以分为 ７类，Ａ０４、Ａ０９、Ｂ０１、Ｂ０４、Ｂ０６、Ｃ０２、Ｃ０３、
Ｃ１０、Ｈ０３、Ｈ０６、Ｚ０１为第１类，这一类主要分布在海
南、广东、广西等地理位置偏南的地区，其中肯尼亚

内罗毕的种源Ｚ０１也在这一类；Ｂ０３、Ｅ０２、Ｅ０３、Ｆ０１、
Ｆ０４、Ｉ０１、Ｊ０１、Ｊ０２、Ｋ０２为第２类，这一类主要分布在
广东、福建、浙江、江苏东部沿海省份；Ｅ０１、Ｇ０１、
Ｇ０３、Ｉ０２、Ｊ０３、Ｋ０１、Ｌ０１、Ｍ０２、Ｐ０３、Ｐ０４、Ｕ０１为第 ３
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类，主要分布在湖南、湖北、陕西、河北等地；Ｄ０１、
Ｄ０５、Ｍ０１为第４类，主要为云南种源；Ｑ０１、Ｑ０２为第

５类，来自甘肃。Ｏ０１和 Ｃ０４各为一类，分别来自河
南内乡和广西永福。

表３　ＳＲＡＰ引物组合扩增信息分析
Ｔａｂ．３　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｗｉｔｈＳＲＡＰｐｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

引物组合 统计带长范围／ｂｐ 扩增带数／条 多态性带数／条 多态性比率／
!

多态性信息量（ＰＩＣ）
Ｍｅ１／Ｅｍ９ １００～１５００ １５ ９ ６０．００ ０．３８７
Ｍｅ１／Ｅｍ１７ １００～１５００ １３ ３ ２３．０８ ０．２０１
Ｍｅ２／Ｅｍ１２ １００～１５００ １２ ４ ３３．３３ ０．２４４
Ｍｅ２／Ｅｍ１３ １００～１５００ １０ ４ ４０．００ ０．２９４
Ｍｅ４／Ｅｍ５ １００～１５００ １６ ４ ２５．００ ０．３８４
Ｍｅ５／Ｅｍ１０ １００～１５００ １３ ４ ３０．７７ ０．２５３
Ｍｅ６／Ｅｍ４ １００～１５００ １６ ８ ５０．００ ０．２９１
Ｍｅ６／Ｅｍ５ １００～１５００ １１ ６ ５４．５５ ０．２８５
Ｍｅ６／Ｅｍ１０ １００～１５００ １１ ４ ３６．３６ ０．２２６
Ｍｅ６／Ｅｍ２９ １００～１５００ ８ １ １２．５０ ０．４８８
Ｍｅ１１／Ｅｍ２９ １００～１５００ ５ １ ２０．００ ０．１８８
Ｍｅ１７／Ｅｍ２９ １００～１５００ １３ ５ ３８．４６ ０．３１２
Ｍｅ１９／Ｅｍ５ １００～１５００ ９ ３ ３３．３３ ０．３７７
Ｍｅ１９／Ｅｍ７ １００～１５００ ８ ３ ３７．５０ ０．３９１
Ｍｅ２０／Ｅｍ７ １００～１５００ １７ １２ ７０．５９ ０．３１７
Ｍｅ２４／Ｅｍ１４ １００～１５００ ９ ８ ８８．８９ ０．２３７
Ｍｅ２７／Ｅｍ４ １００～１５００ １４ ８ ５７．１４ ０．２３７
Ｍｅ２７／Ｅｍ１８ １００～１５００ １６ ４ ２５．００ ０．１９２
Ｍｅ２８／Ｅｍ１５ １００～１５００ １１ ６ ５４．５５ ０．３３６
Ｍｅ２８／Ｅｍ１９ １００～１５００ １５ ４ ２６．６７ ０．３４０
总计 ２４２ １０１
平均值 １２．１ ５．０５ ４０．８９ ０．２９９

Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１～３８分别为种源编号 Ａ０４、Ａ０９、Ｂ０１、Ｂ０３、Ｂ０４、Ｂ０６、Ｃ０２、Ｃ０３、Ｃ０４、Ｃ１０、Ｄ０１、Ｄ０５、Ｅ０１、Ｅ０２、Ｅ０３、Ｆ０１、Ｆ０４、Ｇ０１、Ｇ０３、

Ｈ０３、Ｈ０６、Ｉ０１、Ｉ０２、Ｊ０１、Ｊ０２、Ｊ０３、Ｋ０１、Ｋ０２、Ｌ０１、Ｍ０１、Ｍ０２、Ｏ０１、Ｐ０３、Ｐ０４、Ｑ０１、Ｑ０２、Ｕ０１、Ｚ０１的ＤＮＡ。

图１　Ｍｅ１／Ｅｍ９引物对苦楝群体材料的扩增聚丙烯电泳图
Ｆｉｇ．１　ＡｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｖｅｎａｎｃｅｓｏｆＭｅｌｉａａｚｅｄａｒａｃｈｏｎｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｓｗｉｔｈｔｈｅｐｒｉｍｅｒ

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆＭｅ１／Ｅｍ９
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图２　ＳＲＡＰ标记的３８个苦楝种源ＵＰＧＭＡ聚类图
Ｆｉｇ．２　ＵＰＧＭＡｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆ３８ＭｅｌｉａａｚｅｄａｒａｃｈｐｒｏｖｅｎａｎｃｅｓｗｉｔｈＳＲＡＰｍａｒｋｅｒｓ

３　讨论
本试验从７８３对引物组合中筛选获得多态性较

好的引物组合２０对，这些引物组合多态性百分率平
均为４０８９％，ＰＩＣ平均为０２９９，说明 ＳＲＡＰ分子标
记可以较好地应用于苦楝的遗传多样性分析［１３］，并

为充分开发、利用苦楝资源及完善苦楝遗传背景分

析奠定基础。通过本试验开发出了多态性比率和

ＰＩＣ均较高的可用于苦楝 ＳＲＡＰ分析的骨干引物
（Ｍｅ４／Ｅｍ５、Ｍｅ１／Ｅｍ９），可将大部分种源划分为准确
的类型，为快速分析苦楝不同种源提供了方法。

根据ＳＲＡＰ标记分析结果，以０３５０为阈值，可
将３８个苦楝种源划分为７类。其中，Ｏ０１和 Ｃ０４各
为一类，分别来自河南内乡和广西永福。由于这 ２
类仅各含１个种源，代表性不强，为稳妥起见，河南
内乡和广西永福暂不独立成类，将其余的 ３６个种
源，划分５个类群。苦楝种源类群划分有明显的地
理趋势和气候生态特征。例如第１类群的种源来自
海南、广东、广西等偏南省份，属于纬度较低，沿海地

区的苦楝，这些地方水热条件充足。肯尼亚内罗毕

种源聚在此类，这可能因为当地气候条件与我国两

广、海南岛的气候更相似；第２类群种源主要分布在
广东、福建、浙江、江苏东部沿海省份，其气温和降水

量普遍低于第１类种源地；第３类群种源主要分布
在湖南、湖北、陕西、河北等地，其气温和降水量低于

第２类种源地；第４、５类群分别为云南、甘肃种源，
两地区的气候差异很大，与前３类也有较大差异。

将该聚类结果与苦楝果核及种子性状做比

对［１４］，果实主要表型特征为第１类的果实种子形态
较小且质量较轻、棱粒较小；第２类的果实果核棱纹
明显、果核单果棱数及粒数较少；第３类的果实种子
较宽，果核形态近球形且棱纹不明显；第４类的果实
种子形状较大且质量较重，果核皮较厚，果核单果棱

数较多，但种粒数较少；第５类的果实果核和种子的

质量及形态较大，核果皮较厚且棱纹较明显，果核单

果棱数及粒数较多。
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