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基于 ＩＴＳ条形码序列早期筛选枸杞种内杂交种
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　　摘要：利用核糖体内转录间隔区（ＩＴＳ）条形码序列，对枸杞杂交育种种内杂交种进行早期筛选研究。采用改进的
十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法提取枸杞叶片ＤＮＡ，利用合成的特异引物对其ＤＮＡ中的ｎｒＤＮＡＩＴＳ区进行扩增、克
隆，对目的片段进行测序分析。结果表明：以宁夏枸杞种内的品种宁杞１号、宁杞２号、白花枸杞作为父母本，选配杂
交组合，基于ＩＴＳ条形码序列对其种内杂交育种产生的杂交后代进行聚类分析，分析杂交后代与父母本的亲缘关系与
差异，对其杂交后代进行早期筛选。由结果可知，基于ＩＴＳ条形码序列可以作为早期筛选杂交育种后代的方法之一，
对建立分子标记辅助育种技术、缩短育种周期具有重要意义。
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　　枸杞是我国重要的“药食同源”功能型特色植物资源，经
济、生态、社会效益显著［１］。宁夏是枸杞的原产地和主产区，

截至２０１５年年底，宁夏枸杞种植规模达到５．７１万ｈｍ２，占全
国种植总面积的４２．５％；枸杞干果产量１３万 ｔ，占全国总产
量的４８％；年出口量６５００ｔ，出口额７０００万美元，占全国出
口量的６５％，出口额的５８％；枸杞生产总值突破５０亿元。宁
夏地区自２０世纪６０年代就已经开展枸杞新品种育种工作，
目前宁夏农林科学院自主选育出宁杞１号、宁杞２号、宁杞３
号、宁杞５号、宁杞６号、宁杞７号、宁农杞９号等１０余个新
品种，国内科技工作者也选育出柴杞１号、蒙杞１号、精杞１
号等新品种。但是枸杞育种在整体上与其他作物育种相比，

还存在许多不足和缺陷，主要体现在以下几点：（１）实用生产
型品种相对偏少，在生产中大面积推广应用的品种仅有宁杞

１号、宁杞４号、宁杞５号和宁杞７号等４个新品种，并且其用
途相对单一，不能很好地适应枸杞产业多元化发展的方向；

（２）育种手段相对单一，育种周期长、速度慢。近年来，分子
标记技术发展很快，对于深入了解植物基因的多态性、有针对

性地选择亲本、对杂种后代进行早期鉴定等方面，都能提供更

为有效的判断依据，从而提高育种效率［２］。通过群体选优、杂

交育种、细胞融合等技术，建立多样化育种理论体系和技术体

系，培育多用途的枸杞新品种，对于提升枸杞产业的研究水平

和枸杞产业可持续发展意义重大。本研究以枸杞杂交育种亲

本和杂交品系为试验材料，通过对其种内杂交育种产生的杂交

后代进行基于核糖体内转录间隔区（ＩＴＳ）条形码序列的聚类分
析，分析杂交后代与父母本的亲缘关系与差异，以期对其杂交

后代进行早期筛选。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以宁夏枸杞种内的品种宁杞１号、宁杞２号、白花枸杞作

为父母本，以通过种内杂交育种产生的杂交后代 ０５－０４－
１７－ｂ、０５－０４－３１－ｂ、０５－０６－２７－ｂ、０５－３８－３６、０５－
３１－０１、０５－３２－３１作为试验材料，材料名称、来源等见表１。

表１　材料代号、名称和来源

代号 名称与来源

Ｎｉｎｇｑｉ２ 宁杞２号
Ｂａｉｈｕａ 白花

０５－０４－３１－ｂ 宁杞１号×宁杞２号
０５－３８－３６ 宁杞２号×宁杞１号
０５－３２－３１ 宁杞１号×白花
Ｎｉｎｇｑｉ１ 宁杞１号
０５－０４－１７－ｂ 宁杞１号×宁杞２号
０５－０６－２７－ｂ 宁杞１号×宁杞２号
０５－３１－０１ 宁杞１号×白花

１．２　试验方法
枸杞叶片ＤＮＡ提取参照文献［３］的方法进行，采用改进

的十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）方法。ＰＣＲ扩增引物设
计、扩增程序、反应体系及目的片段的克隆参照笔者所在研究

组前期的报道［４］。

１．３　枸杞杂交育种父母本和杂交后代的亲缘关系分析
采用ＭＥＧＡ４．０分析软件对ＩＴＳ序列进行聚类分析。

２　结果与分析

２．１　ＩＴＳ区序列长度和变异信息
宁夏枸杞不同品种间杂交种中，整个 ＩＴＳ序列长度变异

范围为５５９～６３１ｂｐ，平均为５９５ｂｐ；整个ＩＴＳ１序列长度变异
范围为１９８～２５２ｂｐ，平均为２２４ｂｐ；整个５．８ＳｎｒＤＮＡ序列长
度变异范围都为 １５４ｂｐ；整个 ＩＴＳ２序列长度变异范围为
２０７～２２５ｂｐ，平均为２１７ｂｐ。ＩＴＳ区、分区长度及 Ｇ＋Ｃ含量
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变异见表２。
　　宁夏枸杞种内不同杂交种植物 ＩＴＳ序列特征如表３所
示。整个ＩＴＳ区排序后的总长度为６３１ｂｐ，其中 ＩＴＳ１、５．８Ｓ、
ＩＴＳ２排序后的长度分别为２５２、１５４、２２５ｂｐ。将ｇａｐ（空位）作
ｍｉｓｓｉｎｇ（缺失）处理时，由于５．８ＳＤＮＡ序列过于保守，不适合
用作系统发育分析，因而在本研究中利用 ＩＴＳ１、ＩＴＳ２区序列

进行统计发育分析。整个转录间隔区（ＩＴＳ１＋ＩＴＳ２）对位排列
后总长度为４７７ｂｐ，共有１７３个变异位点，变异位点数分别为
１１４、５９个，占３６．３％；保守位点数３０４个，占６３．７％；有１０个
信息位点，占 ２．１％，６９个转换位点，１５个颠换位点，其中
ＩＴＳ１区的信息位点所占比例高于 ＩＴＳ２区，而 ＩＴＳ１区的转
换／颠换值高于ＩＴＳ２区（表３）。

表２　宁夏枸杞种不同品种间杂交种的ＩＴＳ区序列长度和Ｇ＋Ｃ含量

代号 名称

ＩＴＳ１ ５．８Ｓ ＩＴＳ２ ＩＴＳ区

长度

（ｂｐ）
Ｇ＋Ｃ含量
（％）

长度

（ｂｐ）
Ｇ＋Ｃ含量
（％）

长度

（ｂｐ）
Ｇ＋Ｃ含量
（％）

总长度

（ｂｐ）
Ｇ＋Ｃ含量
（％）

Ｎｉｎｇｑｉ２ 宁杞２号 １９８ ５５．６ １５４ ５１．３ ２０７ ５８．０ ５５９ ５５．３
Ｎｉｎｇｑｉ１ 宁杞１号 ２５２ ６８．３ １５４ ５５．８ ２２５ ６９．３ ６３１ ６５．６
Ｂａｉｈｕａ 白花 １９８ ５５．６ １５４ ５２．０ ２０７ ５８．０ ５５９ ５５．５
０５－０４－１７－ｂ 宁杞１号×宁杞２号 １９８ ５５．６ １５４ ５１．３ ２０７ ５８．０ ５５９ ５５．３
０５－０４－３１－ｂ 宁杞１号×宁杞２号 ２３３ ６４．４ １５４ ５３．９ ２２４ ６０．７ ６１１ ６０．４
０５－０６－２７－ｂ 宁杞１号×宁杞２号 ２４１ ６６．８ １５４ ５５．８ ２２５ ６７．５ ６２０ ６４．４
０５－３８－３６ 宁杞２号×宁杞１号 １９８ ５５．６ １５４ ５１．３ ２０７ ５７．９ ５５９ ５５．３
０５－３１－０１ 宁杞１号×白花 ２５１ ６８．６ １５４ ５５．８ ２２５ ６９．３ ６３０ ６５．７
０５－３２－３１ 宁杞１号×白花 ２５１ ６９．３ １５４ ５５．８ ２２５ ６９．３ ６３０ ６６．０
平均 ２２４ ６２．２ １５４ ５３．７ ２１７ ６３．１ ５９５ ６０．４

表３　宁夏枸杞种不同品种间杂交种的ＩＴＳ区序列特征

序列

保守位点 变异位点 信息位点 单个位点（％）

保守位点数／总碱
基数

比重

（％）
变异位点数／总碱

基数

比重

（％）
信息位点数／总碱

基数

比重

（％）
单个位点数／总碱

基数

比重

（％）

转换位

点／颠
换位点

ＩＴＳ１ １３８／２５２ ５４．８ １１４／２５２ ４５．２ ７／２５２ ２．８ １０７／２５２ ４２．４ ３７／５
ＩＴＳ２ １６６／２２５ ７３．８ ５９／２２５ ２６．２ ３／２２５ １．３ ５６／２２５ ２４．９ ３２／１０
合计 ３０４／４７７ ６３．７ １７３／４７７ ３６．３ １０／４７７ ２．１ １６３／４７７ ３４．２ ６９／１５

２．２　亲缘关系分析
对ＩＴＳ区碱基序列进行聚类分析，从图１中可以看出亲

缘关系与差异。

３　讨论

０５－０６－２７－ｂ、０５－４－３１－ｂ、０５－４－１７－ｂ具有相同
的父母本，是宁杞１号×宁杞２号，基于 ＩＴＳ序列分析可知，
０５－４－１７－ｂ父本聚在一起，而其他２个具有父母本的序列
特征，从ＩＴＳ序列可以初步判断３个杂交种为真杂种。
０５－３１－０１、０５－３２－３１具有相同的父母本，是宁杞１

号×白花，基于ＩＴＳ序列分析可知，０５－３１－０１与母本ＩＴＳ序
列基本一致，初步可以判定它不含父本的基因，是否为杂交后

代有待进一步确定；而０５－３２－３１同时具有父母本的序列特
征，初步判定其是真杂交后代。

０５－３８－３６是宁杞２号×宁杞１号，基于ＩＴＳ序列分析，
杂种与母本具有完全一致的序列特征，初步可以判定它不含

父本的基因，是否为杂交后代有待进一步确定。

枸杞是多年生灌木，成龄期在４年以上，杂交群体的保存
目前多采用活体方法，占用大量的土地资源和人力，随着杂交

育种工作的开展，杂交群体的保存和早期鉴定对于提高育种、

缩短育种周期尤为重要，亟需通过杂交后代的早期鉴定来克

服和缓解庞大的杂交群体规模所带来的困难和压力。基于

ＩＴＳ序列差异，从聚类图可以初步判断父母本与杂交后代之
间亲缘关系的远近，而且结合它们在植物学性状、细胞学性

状、同工酶性状等方面的差异，可以作为枸杞早期筛选杂交后

代的依据之一。
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