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摘要! 北美冬青
7'+8 3+$5-9-''&5&

作为切枝观赏和景观美化植物在中国花卉市场受到越来越多的关注% 为给北美冬青

新品种选育提供保障! 采用简单重复序列间扩增多态性"

7889

&分子标记分析了北美冬青品种间的亲缘关系! 从
'!

个
7889

引物中筛选出
%

个多态性引物' 对
'!

个北美冬青品种进行了扩增! 共获得
&/

个条带! 其中多态性条带占

4".%$:

! 所选引物的多态性较高! 可用于鉴定北美冬青品种间的相对亲缘关系'

'!

个北美冬青品种间的遗传相似

系数为
".5%"".$)

! 亲缘关系相对较近' 品种间的遗传相似系数聚类结果表明! 各品种间存在不同程度的亲缘关系!

其中
7: 3+$5-9-''&5&

(

;,< =>3*?

) 和
7: 3+$5-9-''&5&

*

@>A>B+3

) 间亲缘关系最近+ 研究结果为北美冬青品种的选育奠定

了理论和实践基础% 图
!

表
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北美冬青
!)$+ #$%&'('))*&*

又名轮生冬青# 美洲冬青$ 是冬青科
DE+*84/*16$1$

冬青属
!)$+

多年生灌木$

原产美国东北部$ 雌雄异株$ 多生长在低洼地区$ 也可生长在较为干燥的过渡区和山地% 与冬青科其他

常绿树种相比& 北美冬青具有秋冬落叶' 果期长等特点( 秋冬季节& 北美冬青红果挂枝' 颜色鲜亮& 观

赏价值极高!

F

"

& 可用于切枝观赏' 居室盆栽和景观美化等( 北美冬青品种选育工作在欧美国家已开展了

多年& 优良品种也较多!

<!!

"

) 在中国& 北美冬青也得到了越来越多的关注& 但品种引种工作尚处于起步

阶段& 仅见于浙江' 山东' 河南和吉林等地& 育种工作更是几近空白( 亲缘分析是育种中的重要工作&

是保障育种质量的重要前提( 分子标记是进行亲缘分析的有效工具!

=

"

( 简单重复序列间扩增多态性*

*2"

&$5"%*30/$ %$E+$26$ 5$0$1&; @AAB

+是一种以简单重复序列*

%*30/$ %$E+$26$ 5$0$1&; AAB

+作为引物& 基于聚

合酶链式反应*

04/-3$51%$ 6)1*2 5$16&*42; G:B

+技术& 在多个位点上扩增
AAB

之间
HID

片段的分子标记

技术!

=

"

& 由加拿大蒙特利尔大学于
FJJ=

年创建& 具有多态性高' 操作简便' 成本低等特点!

"

"

& 在遗传多

样性评价' 亲缘分析' 系统发育' 图谱构建' 分子辅助育种等方面具有重要应用& 已成为植物种质资源

遗传基础研究的重要技术 !

K!FF

"

& 成功应用于核桃
,-.)*/0 %$.'*

!

F<

"

& 柽柳
1*2*%'+ (3'/$/0'0

!

FL

"

& 蔺草
,-/(-0

$44-0-0

!

F=

"

& 红花檵木 56%67$&*)-2 (3'/$/0$ M15' %-8%-2

!

F"

"

& 马铃薯
96)*/-2 &-8$%60-2

!

FK

"

& 樱花
:$%*0-0 ;$!

<6$/0'0

!

FN

"等物种的品种鉴定' 种质资源收集' 遗传多样性和系统进化分析中% 本研究拟在前期对国内外

北美冬青品种搜集' 调查的基础上& 以
F<

个北美冬青品种为材料& 利用多态性
@AAB

引物在品种间进行

G:B

扩增& 构建北美冬青品种间的分子指纹图谱& 鉴定品种间亲缘关系& 为北美冬青新品种选育提供

保障%

F

材料与方法

*+*

实验材料

以杭州润土园艺科技有限公司北美冬青基地中的
F<

个北美冬青品种为鉴定材料& 以落叶冬青
!)$+

<$('<-*

为远缘对照*

6C

+&

F<

个北美冬青品种及对照的基本信息见表
F

% 采集各北美冬青品种及落叶冬

青的幼嫩叶片& 迅速放入液氮中带回&

!O> #

超低温冰箱中保存备用%

表
*

北美冬青品种信息

(17/$ F !)$+ #$%&'('))*&* 6+/&*M15 *284531&*42

编号 品种名称 来源 表型特征

B

F

!)$+ #$%&'('))*&*

,

P4%&$5.*QC

- 荷兰 灌木&叶片
O'> 63 $ ='> 63

&花期
K

月初&果红色&果径
J%F< 33

B

<

!)$+ #$%&'('))*&*

,

D04//4

- 美国 灌木&雄株&叶片
O'> 63 $ ='> 63

&花期
"

月底

B

L

!)$+ #$%&'('))*&*

,

B$, A05*&$

- 美国 灌木&株型紧凑&叶片
"'" 63 $ <'" 63

&花期
"

月下旬&果径
F>%F< 33

B

=

!)$+ #$%&'('))*&*

,

R*2&$5 B$,

- 美国 灌木&叶片
K'> 63 $ L'> 63

&花期
K

月初&果小而密&果径
N%J 33

B

"

!)$+ #$%&'('))*&*

,

D' S51-

- 美国 灌木&叶片
K'" 63 $ L'" 63

&花期
"

月中旬&果红色&果径
F>%F< 33

B

K

!)$+ #$%&'('))*&*

,

R*2&$5 S4/,

- 美国 灌木&叶片
K'> 63 $ L'> 63

&花期
K

月初&果黄色&果径
N%J 33

B

N

!)$+ #$%&'('))*&*

,

T*3 H12,-

- 美国 灌木&雄株&花期
"

月中旬

B

O

!)$+ #$%&'('))*&*

,

D8&$59/4.

- 美国 灌木&株型紧凑&叶片
"'" 63 $ <'" 63

&花期
"

月下旬&果径
N%J 33

B

J

!)$+ #$%&'('))*&* $ 0$%%*&*

,

A015C/$7$55-

- *

8$31/$

+ 美国 灌木&雄株

B

F>

!)$+ #$%&'('))*&* $ 0$%%*&*

,

A015C/$7$55-

- *

31/$

+ 美国 灌木&叶片
"'> 63 $< '" 63

&花期
"

月下旬&果径
"%N 33

B

FF

!)$+ #$%&'('))*&*

,

:161042

- 美国 灌木&叶片
L'" 63 $ "'" 63

&色浓绿&紧凑&花期
"

月下旬&果径
N%J 33

B

F<

!)$+ #$%&'('))*&*

,

A4+&)$52 S$2&/$312

- 美国 灌木&雄株&叶片
K'> 63 $ ='> 63

&花期
"

月下旬

6C !)$+ <$('<-*

美国 乔木&叶片
"'> 63 $ <'> 63

&花期
"

月初&果径
"%N 33

*+, -./

的提取及质量检测

采用植物基因组
HID

提取试剂盒*天根生化科技有限公司& 北京+提取北美冬青基因组
HID

!

"

"

% 用

王伟丽等.

F<

个北美冬青品种的
@AAB

亲缘关系分析 KFL
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图
& &!

个北美冬青品种的
'()*!""!

引物指纹图谱

+,-./0 & +,1-0/2/,134 56 *))7 2/,80/ '()*!""! 903:001 3;0 &! <.=3,>?/4 56

!"#$ %#&'()(""*'*

@?15A/52!&%%%

型分光光度计检测
A@B

的浓度和纯度! 用质量分数为
&CDE

的琼脂糖凝胶电泳检测
A@B

提取质量"

!"# $%%&

引物筛选及扩增

以
#!

条已报道的冬青属
*))7

引物为候选引物#表
!

$ 由生工生物工程%上海&有限公司合成'( 以提

取的各北美冬青品种基因组
A@B

为模板进行
FG7

扩增)

*))7!FG7

扩增反应体系共
!"C" !H

( 包含三磷

酸碱基脱氧核苷酸%

I@JF4

&

KC! !H

(

&""

缓冲液
!C" !H

( 模板
A@B &C" !H

( 引物
&C" !H

( 超纯水
&!CL

!H

(

&+*,

酶
"C! !H

%

J?M?/?

( 日本&)

*))7!FG7

扩增程序*

NOC% #

预变性
O 8,1

!

NOC% $

变性
P% 4

(

D&CKQL&C% $

退火
D% 4

(

P!C% $

延伸
P% 4

( 共
KD

个循环!

P!C% $

延伸
P 8,1

(

O $

保存)

FG7

产物用质量

分数为
&CDE

的琼脂糖凝胶电泳分离( 电泳时间为
O% 8,1

( 电泳条带在紫外凝胶成像系统中观察并拍照)

表
'

冬青属
$%%&

引物

J?9=0 ! *))7 2/,80/4 65/ !"-$

引物编号 引物序列%

D%!K&

+

. 退火R$ 引物编号 引物序列%

D&!K&

&

. 退火R$

'()*!""&

%

GJ

&

$

J D&CK '()*!""P

%

SB

&

$

TJ D&CK

'()*!""!

%

GJ

&

$

S D&CK '()*!""$

%

GB

&

$

7J DLCO

'()*!""K

%

JG

&

$

S D!CD '()*!""N

%

BG

&

$

TS D!CD

'()*!""O

%

BG

&

$

J D!CD '()*!"&"

%

JS

&

$

7B DOC!

'()*!""D

%

BG

&

$

G D!CD '()*!"&&

%

BJS

&

D

D$CN

'()*!""L

%

BG

&

$

S L&C" '()*!"&! SBJ GBB SG J@@ @@@ @BJ SJS DOC!

!"(

统计分析

以
"

和
&

分别代表条带的有和无( 统计各
*))7

引物对
&!

个北美冬青品种的扩增情况) 用
@J)T)2<

!C&"0

软件计算各品种间的遗传相似系数( 得到相似系数矩阵! 基于相似系数矩阵用非加权组平均法

%

UFSVB

&进行品种间聚类分析)

!

结果与分析

'"! !'

个北美冬青品种的
$%%&

分子指纹图谱

以
&!

条待测
*))7

引物为候选引物(

7

&

'7

O

品种基因组
A@B

为模板进行
FG7

扩增) 经琼脂糖凝胶

电泳检测( 在
&!

条待测引物中筛选出
O

条在

各品种间具有多态性, 扩增条带清晰的
*))7

引物%

'()*!%%!

(

'()*!%%O

(

'()*!%%P

(

'()*!

%%N

&( 并以筛选出的多态性引物对各品种的

基因组
A@B

进行
FG7

扩增( 构建
A@B

指纹

图谱) 以
'()*!%%!

引物为例%图
&

&(

&!

个北

美冬青品种间在该引物的扩增位点上多态性

较高( 初步显示了品种间存在一定的遗传差

异) 检测引物扩增位点上的基因型分型情况

可知(

&!

个北美冬青品种在
O

条
*))7

引物扩

增位点上共扩增出
LK

个条带( 其中多态性条

带的比例占
N%CO$E

( 说明所选引物的多态性

较高( 可以用于鉴定
&!

个北美冬青品种间的

亲缘关系%表
K

&)

'"' !'

个北美冬青品种的亲缘关系

&!

个北美冬青品种的遗传相似系数为
%CDO'%C$P

( 仅个别低于
%CL%

%表
O

&( 说明各品种的亲缘关系

较近) 作为对照的落叶冬青%

<M

&与各北美冬青品种的遗传相似性系数为
%COO'%CL$

( 明显低于北美冬青

品种之间的遗传相似系数%表
O

&( 说明北美冬青和落叶冬青种间的亲缘关系低于北美冬青种内亲缘关

系( 与客观实际相符)

L&O
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北美冬青品种在
"

条
#$$%

引物位点上的扩增条带

$%&'( ! )*%*+,*+-, ./ &%01, %23'+/+(1 &4 5 6))7 38+2(8, +0 *9( :; -<'*+=%8,

./ !"#$ %#&'()(""*'*

引物编号 总条带数 多态性条带数 多态性条带比例
>?

@A)6!BB; :C :" DEFG"

@A)6!BB5 :" :E HCICG

@A)6!BBG :H :C HHIHD

@A)6!BBD :5 :! D;IHC

合计
C! "G DBI5H

:;

个北美冬青品种间的遗传相似系数聚

类结果表明! 北美冬青品种间存在不同程度

的亲缘关系" 由图
;

可知!

7

C

与其他品种的

亲缘关系较远#

7

D

与
7

:B

间亲缘关系较近 $

对比品种的信息%表
:

&可知$

7

D

与
7

:B

为同一

品种的雌雄株$ 其亲缘关系近是合理的' 此

外$

7

G

和
7

::

的亲缘关系最近$ 甚至比
7

D

和

7

:B

之间的亲缘关系还近$ 说明根据特定表型

性状筛选出来的不同北美冬青品种$ 其在遗

传水平上的差异可能并不明显"

表
"

北美冬青品种间在
"

条
#$$%

引物位点上的遗传相似系数

$%&'( 5 J(0(*+- ,+2+'%8+*4 -.(//+-+(0*, ./ 5 6))7 38+2(8, +0 +",$ %,&'()(""*'* -<'*+=%8,

编号
7

:

7

;

7

E

7

5

7

"

7

C

7

G

7

H

7

D

7

:B

7

::

7

:;

-K

7

:

:

7

;

BICE :

7

E

BI"G BIG" :

7

5

BIG: BIGB BICG :

7

"

BICB BIC; BIGH BIGB :

7

C

BICE BICG BI"G BIG: BIGB :

7

G

BICG BICH BIC; BIGC BI"D BI"G :

7

H

BIGB BIC" BIGH BIGD BIH: BIGB BICH :

7

D

BICE BIC; BI"D BIGC BIC" BIGB BIGH BICH :

7

:B

BIGB BI"D BI"D BIGD BIC; BICE BIGH BIG" BIH5 :

7

::

BICE BIG: BICH BIGE BIC; BICB BIHG BIG" BIH: BIGH :

7

:;

BIG: BICG BI"G BIGH BI"5 BIC; BIHC BICE BIGC BIGC BIHE :

-K BI"5 BI"C BI5C BICB BI5C BI55 BICH BI"C BIC" BICH BIC" BICE :

E

讨论与结论

6))7

作为一种重要的分子标记技术$ 已广泛应

用于种质鉴定( 分子标记辅助选择( 遗传多样性评

价( 亲缘关系分析( 遗传图谱构建及基因定位等多个

领域$ 并取得了许多重要的成果" 目前$ 分子标记技

术虽尚未应用于北美冬青$ 但在冬青属其他植物已有

应用" 付铨盛)

:H

*采用
6))7

分子标记技术对华南地区

"

个省份
;H

个毛冬青
!",$ -./,0),10

样品进行了分析$

平均相似系数为
BIGCD E

+

LMJNO

聚类分析结果表

明! 在
BIE#

水平上秃毛冬青
+",$ -./,0),10 =%8I 2"3/&*

与毛冬青存在明显分支' 钱永生等)

:D

*利用随机扩增多

态性
PQO

%

7OMP

&和扩增片段长度多态性%

ORSM,

&标

记技术对
:B

种冬青进行了亲缘关系鉴定$ 发现不同

种间多态率分别为
D:IEBT

和
DHICB?

' 冷欣等)

;B

*运用
6))7

分子标记技术对浙江省舟山群岛全缘冬青
+",$

(1',2&*

的
C

个种群共
"G

个个体进行了遗传多样性分析$ 利用
D

条随机引物共扩增出
5"

条多态性条带$

多态率为
"GIGB?

+

LMJNO

聚类分析结果表明! 亲缘关系较近的为普陀岛和朱家尖岛的种群$ 舟山岛栽

培种群由桃花岛自然种群移植而来'

本研究利用
5

条
6))7

引物对
:;

个北美冬青品种间的亲缘关系进行了分析$ 共获得
"G

条多态性片

图
; :;

个北美冬青品种遗传相似系数聚类

R+U<8( ; V'<,*(8+0U ./ U(0(*+- ,+2+'%8+*4 -.(//+-+(0*, %2.0U :;

-<'*+=%8, ./ +",$ %,&'()(""*'*

王伟丽等!

:;

个北美冬青品种的
6))7

亲缘关系分析 C:"
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段! 多态率达
&%'($)

" 品种间遗传相似系数为
"'*(!%'$+

! 表明各品种间的亲缘关系相对较近" 品种间

遗传相似系数聚类结果表明# 北美冬青品种间存在不同程度的亲缘关系$ 尽管在形态学上非常相近! 但

利用
,--.

分子标记也能明显的鉴别出各个品种间细微的
/01

差异! 说明
,--.

分子标记在北美冬青亲

缘关系的鉴定上具有可行性"

本研究对
#!

个北美冬青品种间的亲缘分析结果发现#

!"#$ %#&'()(""*'*

%

234 /5678

&'

.

+

(和
+, %#&'(-("".'.

%

95:5;<6

& '

.

==

(间亲缘关系最近! 相较
+, %/&'()("".'. " 0/&&.'.

%

-;5>?@ABA>>8

& 这一品种雌雄株'

.

&

和
.

#%

(

的亲缘关系更近! 这说明基于表型筛选出来的不同品种! 其遗传水平上的差异可能并不大" 此外! 从品

种表型特征与遗传学间亲缘关系上来看!

+, %/&'(-("".'.

%

1CDA>E@<F

&'

.

$

(与
+, %/&'(-("".'.

%

.A7 -;>3DA

&'

.

G

(

的株型) 叶片及花期等较为相近! 在遗传水平上的亲缘关系也较近$ 从各品种来源与遗传学亲缘关系上

来看! 来自荷兰的
+, %/&'(-("".'.

%

H<IDA>F3J?

& '

.

=

(与来自美国的其他
==

个北美冬青品种并非分成独立的

!

个类别! 而是与来自美国的
*

个品种'

+, %/&'(-("".'.

%

K36DA> .A7

&!

+, %/&'(-("".'. " 0/&&.'.

%

-;5>?@ABA>#

>8

&!

+, %/&'(-("".'.

%

234 /5678

& 等(聚在同
=

个大类中! 因此! 不能仅根据植株的表型特征和来源确定

各个品种间的亲缘关系" 基于本研究的结果! 我们建议在今后北美冬青育种过程中可参照亲缘分析结

果! 通过亲缘关系较远的品种间的杂交等创建新的优良种质! 以保证育种群体的遗传多样性水平$ 同

时! 也可以将新的品种融入到现有育种群体中来! 以扩展现有育种群体的遗传多样性基础! 保证北美冬

青改良的长期) 可持续发展"

(
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