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　　摘要：利用Ｋ－均值法和ＡＦＬＰ指纹图谱方法，对４０个甜菜品种进行筛选和研究。结果表明，４０个甜菜品种可分
为高抗低磷胁迫、低抗低磷胁迫和中抗低磷胁迫３大类。其中高抗低磷品种有６个、低抗低磷品种１２个、中抗低磷品
种２２个。利用６４对引物组合对引物及扩增条带数进行 Ｋ－值聚类分析，筛选出 Ｅ－ＡＣＣ／Ｍ－ＣＴＴ、Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－
ＣＡＡ、Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＴＡ、Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＴＴ、Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＡＧ、Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＴＡ、Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＴＴ、Ｅ－ＡＣＴ／Ｍ－
ＣＴＴ、Ｅ－ＡＡＧ／Ｍ－ＣＴＴ９对适合高抗低磷胁迫基因型甜菜特异引物，并扩增出７２个差异条带。以上研究结果为更好
地鉴定甜菜品种提供了参考依据。

　　关键词：甜菜；聚类分析；ＡＦＬＰ；指纹图谱
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作者简介：高金秋（１９７６—），女，山东单县人，硕士，讲师，主要从事植
物生物技术方面研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗａｗａ７６０８２４＠１２６．ｃｏｍ。

通信作者：周建朝，博士，研究员，主要从事植物营养与施肥技术的研

究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｏｕ８８７６７＠１２６．ｃｏｍ。

　　甜菜（Ｂｅｔａｖｕｌｇａｒｉｓ），别称蘈菜，二年生草本，是除甘蔗外
的主要糖源。近年来，很多研究都致力于发掘植物对磷的吸

收、利用潜能，如小麦［１］、玉米［２］、大豆［３］等。研究认为多项

作物在受低磷胁迫时，会促进根、根表面积以及侧根形态指数

的扩大［４］。由于目前对甜菜品种的培育较多，利用指纹图谱

对多个品种的鉴定及筛选有着显著意义。常用的 ＳＳＲ［５］、
ＲＡＰＤ［６］方法的检测位点有限，难以对品种大量鉴别，因此选
用ＡＦＬＰ这种更可靠、更高效的方法构建指纹图谱。目前，对
甜菜的研究大多集中于形态学中，但对于高抗低磷这类可广

泛应用市场品种鉴定的指纹图谱少有报道。本研究将对４０
个甜菜品种进行聚类分析，选出高抗低磷的甜菜品种，并对其

进行 ＡＦＬＰ指纹图谱构建，为我国甜菜品种种质的鉴别提供
依据，为更广泛地应用提供有力的理论支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验于２０１０年９月至２０１１年６月在黑龙江大学进

行。通过对４０个品种的甜菜种子进行常规育苗，培养至子叶
完全展开，获得４０个子叶完全展开的甜菜品种作为试验对
象。试验采用的甜菜品种及来源见表１。
１．２　试验方法
１．２．１　试验设计　对 ４０个品种的甜菜苗用半倍 Ｈｏａｇｌａｎｄ
营养液培养，并用浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ的高磷对３０株苗进行
处理，对另外３０株用浓度为１μｍｏｌ／Ｌ进行低磷处理，并在出
现真叶时进行数据采集。

　　ＤＮＡ提取：称取０．１ｇ粉末样品，加入ＣＴＡＢ提取液［７］混

匀，６５℃水浴３０ｍｉｎ；加入１０μＬ１０ｍｇ／Ｌ的ＲＮａｓｅＡ，３７℃水
浴２０ｍｉｎ；加入５００μＬ“酚∶三氯甲烷∶异戊醇＝２５∶２４∶１”
混合液混匀；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清液７００μＬ加入
等体积的“三氯甲烷 ∶异戊醇＝２４∶１”混匀；１２０００ｒ／ｍｉｎ离

—６３— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第６期



表１　甜菜品种名称及来源

编号 品种 来源 编号 品种 来源

１ ＫＷＳ０１４９呼兰甜菜种质库 ２１ ＫＷＳ９４４０呼兰甜菜种质库
２ ＫＷＳ０４６７呼兰甜菜种质库 ２２ ＫＷＳ９４４１呼兰甜菜种质库
３ ＫＷＳ０４６８呼兰甜菜种质库 ２３ ＫＷＳ９４４２呼兰甜菜种质库
４ ＫＷＳ０４６９呼兰甜菜种质库 ２４ ＫＷＳ９１４６呼兰甜菜种质库
５ ＫＷＳ４１２５呼兰甜菜种质库 ２５ ＫＷＳ９１４７呼兰甜菜种质库
６ ＫＷＳ４１６７呼兰甜菜种质库 ２６ ＢＥＴＡ０６４呼兰甜菜种质库
７ ＫＷＳ５１４５呼兰甜菜种质库 ２７ ＢＥＴＡ０６５呼兰甜菜种质库
８ ＫＷＳ５４４０呼兰甜菜种质库 ２８ ＢＥＴＡ７９６呼兰甜菜种质库
９ ＫＷＳ６１６５呼兰甜菜种质库 ２９ ＢＥＴＡ８５５呼兰甜菜种质库
１０ＫＷＳ６１６６呼兰甜菜种质库 ３０ ＢＥＴＡ８６６呼兰甜菜种质库
１１ＫＷＳ６１６７呼兰甜菜种质库 ３１ ＢＥＴＡ９５７呼兰甜菜种质库
１２ＫＷＳ６５７３呼兰甜菜种质库 ３２ ＢＥＴＡ６８７２呼兰甜菜种质库
１３ＫＷＳ７１０６呼兰甜菜种质库 ３３ 兰１９ 呼兰甜菜种质库

１４ＫＷＳ７１９４呼兰甜菜种质库 ３４ 兰４５ 呼兰甜菜种质库

１５ＫＷＳ８１１９呼兰甜菜种质库 ３５ 兰７１ 呼兰甜菜种质库

１６ＫＷＳ８１２０呼兰甜菜种质库 ３６ 兰８５ 呼兰甜菜种质库

１７ＫＷＳ８１２６呼兰甜菜种质库 ３７ ＳＭ－４１２呼兰甜菜种质库
１８ＫＷＳ８１３８呼兰甜菜种质库 ３８ ＺＤ２０６ 呼兰甜菜种质库

１９ＫＷＳ８４１２呼兰甜菜种质库 ３９ ＫＷＳ６５７４呼兰甜菜种质库
２０ＫＷＳ９１４３呼兰甜菜种质库 ４０ Ｆ０４－８ＦＳ呼兰甜菜种质库

心１０ｍｉｎ；取上清液５００μＬ加入１０００μＬ与 －２０℃预冷的
无水乙醇混匀；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；弃去上清液，加入
５０μＬＴＥ，１％琼脂糖电泳检测，于－２０℃保存。
　　酶切连接２５μＬ体系：７μＬＡＦＬＰ－Ｗａｔｅｒ，２．５μＬ１０×
Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，１μＬＡｄａｐｔｅｒ，２μＬＥｃｏＲⅠ／ＭｓｅⅠ（４Ｕ／μＬ），
１μＬＴ４Ｌｉｇａｓｅ（３Ｕ／μＬ），２．５μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ，４μＬＤＮＡ
模板（浓度５０ｎｇ／μＬ），混匀离心，３７℃保温５ｈ，４℃过夜。

预扩增２５μＬ体系：１８．５μＬＡＦＬＰ－Ｗａｔｅｒ，２．５μＬ１０×
ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，１μＬＰｒｅ－ａｍｐｍｉｘ，０．５μＬｄＮＴＰｓ，０．５μＬＴａｑ酶
（２Ｕ／μＬ）。混匀后进行扩增，反应条件为９４℃ ２ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃８０ｓ，循环３０轮；７２℃５ｍｉｎ。

选择性 ＰＣＲ：ＤＮＡ（预扩增产物稀释 ２０倍）。１７．５μＬ
ＡＦＬＰ－Ｗａｔｅｒ，２．５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，０．５μＬＴａｑ酶
（２Ｕ／μＬ），０．５μＬｄＮＴＰｓ，１μＬＥｃｏＲⅠ引物，１μＬＭｓｅⅠ引
物，２μＬ模板ＤＮＡ，总计２５μＬ体系。混匀离心，反应条件为
９４℃２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６５℃３０ｓ，７２℃８０ｓ，循环退火温度
递减０．７℃扩增１５轮，按９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃８０ｓ扩
增２３轮；７２℃５ｍｉｎ。

选择性扩增产物与甲酰胺上样液（９８％甲酰胺，
１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、０．２５％溴酚蓝）按８∶３比例混合，９５℃变
性８ｍｉｎ，然后立即冰浴。７μＬ上样，以电压７０Ｖ电泳１ｈ。
按照Ｃｅａｔａｎｏ－Ａｎｏｌｌｅｓ等的方法［８］染色。

１．２．２　测定指标及方法　采收前进行叶绿素含量测定，并测
定烘干前后叶片、叶柄和根的质量。当长至２对真叶时，计算
磷胁迫指数，计算公式为磷胁迫指数＝低磷产量／高磷产量。
１．２．３　统计分析　对所获得的数据运用 ＳＰＳＳ１７．０进行分
析，采用Ｋ－均值法将品种分类。

２　结果与分析

２．１　高抗低磷胁迫品种的筛选结果
通过对甜菜苗的培养和磷处理，获得甜菜生物量碱胁迫

指数。由于选取参考因子不同，会造成品种分类结果不同。

因此，结合前人的研究结果，本研究选用全株干质量胁迫指数

作为选取因子，采用Ｋ－均值法将上述品种分类。对基础数
据进行分类处理，将４０个品种分为３大类：高抗低磷胁迫类、
低抗低磷胁迫类、中抗低磷胁迫类。Ｋ均值分类结果：高抗低
磷胁迫品种６个（编号为３、４、１３、１６、３７、４０），低抗低磷胁迫
品种１２个（编号为２、６、１１、１８、１９、２１、２２、２３、２５、２６、２９、３８），
剩余２２个品种均为中抗低磷胁迫品种（表２）。

表２　甜菜生物量碱胁迫指数聚类分析结果

编号 全株干质量胁迫指数 距离 聚类 类别

１ ０．１４ ０．０１０
５ ０．１１ ０．０００
７ ０．１３ ０．０１５
８ ０．１５ ０．００５
９ ０．１３ ０．０１６
１０ ０．１４ ０．０１７
１２ ０．１５ ０．００６
１４ ０．１３ ０．００２
１５ ０．１７ ０．０３０
１７ ０．１５ ０．０３５
２０ ０．１３ ０．００３
２４ ０．１５ ０．００８
２７ ０．１２ ０．０１５
２８ ０．１４ ０．０２９
３０ ０．１５ ０．０１８
３１ ０．１４ ０．０１６
３２ ０．１１ ０．０１９
３３ ０．１４ ０．０３０
３４ ０．１２ ０．０１６
３５ ０．１３ ０．０３０
３６ ０．１５ ０．００３
３９ ０．１３ ０．０１７































１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１

　中抗低磷胁迫类

２ ０．１４ ０．０３５
６ ０．０９ ０．０１６
１１ ０．１２ ０．０３０
１８ ０．１３ ０．０１４
１９ ０．０９ ０．０３４
２１ ０．１３ ０．００９
２２ ０．１３ ０．０２６
２３ ０．１２ ０．００４
２５ ０．１２ ０．０２４
２６ ０．１１ ０．０１９
２９ ０．１０ ０．０１３

















２
２
２
２
２
２
２
２
２
２
２

　低抗低磷胁迫类

３ ０．１５ ０．００２
４ ０．１７ ０．０３３
１３ ０．１８ ０．００６
１６ ０．１８ ０．０３３
３７ ０．１６ ０．００５
４０ ０．２３ ０．００９













３
３
３
３
３
３

　高抗低磷胁迫类

２．２　ＡＦＬＰ指纹图谱的构建结果
根据各８种ＥｃｏＲⅠ引物和ＭｓｅⅠ引物，形成６４对引物组

合，对高抗低磷胁迫和低抗低磷胁迫品种基因池进行选扩。

根据统计结果，得出高抗低磷比低抗低磷基因池多出的差异

条带数（表３）。对引物及扩增条带数进行Ｋ－值聚类分析，
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表３　引物及扩增条带数

引物 差异条带数 引物 差异条带数 引物 差异条带数

Ｅ－ＡＣＣ／Ｍ－ＣＡＣ ３ Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＡＡ ４ Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－ＣＴＴ ３
Ｅ－ＡＣＣ／Ｍ－ＣＡＧ ２ Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＡＣ ２ Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－ＣＴＧ ２
Ｅ－ＡＣＣ／Ｍ－ＣＡＴ ４ Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＡＧ ６ Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－ＣＴＣ ２
Ｅ－ＡＣＣ／Ｍ－ＣＴＣ ２ Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＡＴ ３ Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－ＣＡＴ ２
Ｅ－ＡＣＣ／Ｍ－ＣＴＴ ８ Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＴＡ １１ Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－ＣＡＡ ５
Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＡＡ ７ Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＴＣ ４ Ｅ－ＡＡＧ／Ｍ－ＣＴＴ ７
Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＡＣ ２ Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＴＧ ３ Ｅ－ＡＡＧ／Ｍ－ＣＴＧ １
Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＡＧ ５ Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＴＴ ７ Ｅ－ＡＡＧ／Ｍ－ＣＴＣ ２
Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＡＴ ４ Ｅ－ＡＣＴ／Ｍ－ＣＴＴ ７ Ｅ－ＡＡＧ／Ｍ－ＣＡＴ ２
Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＴＡ １１ Ｅ－ＡＣＴ／Ｍ－ＣＴＧ ３ Ｅ－ＡＡＣ／Ｍ－ＣＴＧ ４
Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＴＣ １ Ｅ－ＡＣＴ／Ｍ－ＣＴＣ １ Ｅ－ＡＡＣ／Ｍ－ＣＴＣ １
Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＴＴ ８ Ｅ－ＡＣＴ／Ｍ－ＣＡＡ ４

筛选出９对适合高抗低磷胁迫基因型甜菜的特异引物（表３
中以斜体表示），共扩增出７２个差异条带。

３　讨论和结论

３．１　影响ＡＦＬＰ体系的因素
高纯度的ＤＮＡ是 ＡＦＬＰ体系构建成功的基础。如果模

板ＤＮＡ存在其他杂质，如多糖、蛋白质等，均会降低限制性内
切酶的活性，导致酶切不完全。在电泳显色后，这种杂质会使

胶板上部条带过密，中下部条带过稀，无法反应真实的 ＤＮＡ
信息，甚至会无法进行下一步试验。基于 ＤＮＡ纯度的重要
性，可通过改良ＣＴＡＢ提取法，减少试验步骤，更高效快速地
提取样品；本试验操作过程中也发现，在提取过程中，可提前

加入ＲＮａｓｅＡ，较在ＴＥ后加入干扰更少。由于酶切ＤＮＡ的用
量和浓度会影响酶切的效果及基因的检测，因此对ＤＮＡ的浓
度要有效控制。在高抗低磷甜菜品种 ＡＦＬＰ体系的试验过程
中，发现模板ＤＮＡ浓度在１００倍范围内，对扩增条带数没有
影响，而当浓度继续升高时，由于干扰物的增多，也会导致扩

增条带的缺失现象。在试验进行到酶切、连接步骤时，应确保

在３７℃下进行，反应时间应多于３ｈ。一旦酶切 －连接时间
过短，就会造成酶切不完全，连接不充分，影响预扩增效果。

同时，在预扩产物稀释过程中，适宜稀释浓度在２０～５０倍之
间，稀释倍数过高对谱带颜色较深，反之则谱带颜色较浅，均

不清晰。

３．２　高抗低磷甜菜品种ＡＦＬＰ图谱的研究意义
ＡＦＬＰ指纹图谱具有稳定性高、适用性强等优点。本研

究应用Ｅ－ＡＣＣ／Ｍ－ＣＴＴ、Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＡＡ、Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－
ＣＴＡ、Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＴＴ、Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＡＧ、Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－
ＣＴＡ、Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＴＴ、Ｅ－ＡＣＴ／Ｍ－ＣＴＴ及 Ｅ－ＡＡＧ／Ｍ－
ＣＴＴ引物构建６个高抗低磷甜菜品种的ＡＦＬＰ指纹图谱对引
物扩增出７２个差异条带。利用ＡＦＬＰ构建的指纹图谱，可以
有效地保护优质甜菜品种的育种，为品种鉴定和应用提供更

有力的技术保障。

在实际应用中，应注意试验条件的严格性，最大程度上减

小误差，规划完善试验操作［９］。在对谱带条纹鉴别处理中，

对其量化及标准化的处理需借助计算机进行。目前，已经有

此类分析软件，虽然缺少鉴定功能，但可用于研究电泳图谱及

谱带条纹的灰度级等特征［１０］。在这些方面的研究还有很多

提升的空间。同时，在指纹图谱以外还可以结合一些显性的

形态特征进行，如对皮色、直径、长度等方面的标记，用以鉴别

甜菜种质资源，有效提高检验的效率。甜菜是除甘蔗外的主

要糖分来源，现在甜菜糖约占世界糖产量的４０％，对高抗低
磷甜菜品种的选育及ＡＦＬＰ图谱的构建为甜菜的大量培育及
应用提供了有意义的理论根据。
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