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国内外苜蓿品种遗传多样性 ＲＡＰＤ分析
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　　摘要：采用随机扩增多态性 ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）标记对１９份国内外苜蓿种质的遗传多样性进行分析。结果显示，７对
ＲＡＰＤ引物在供试苜蓿材料中共获得有效扩增位点５１个，其中多态性位点５０个，多态性位点百分率为９８．０４％。引
物的有效等位基因数、Ｎｅｉｓ基因多样性指数、Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数和多态性信息含量平均分别为１．４８个、０．２９、０．４４和
０．３３。供试苜蓿材料间的遗传相似系数介于０．０３９～０．９２２之间，平均为０．４９４。聚类分析和主成分分析均表明，供试
苜蓿种质可被划分为两大类，其中第一类群包括的苜蓿种质数最多，达到１６个，占所有供试苜蓿种质数的８４．２１％。
研究结果将为供试苜蓿种质有效利用提供一定科学依据。
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　　紫花苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）是多年生同源四倍体
（２ｎ＝４ｘ＝３２）和异花授粉植物，也是世界上最重要的豆科牧
草之一，被誉为“牧草之王”［１］。紫花苜蓿在我国的栽培历史

较长，其栽培面积也是牧草中最大的。近年来，随着人们对苜

蓿产业发展的逐步重视，我国不断加强了国外苜蓿引种和种

质资源交流，这为我国苜蓿相关研究提供了较为丰富的种质

资源。但是，引种和品种资源交流频率的增加造成了现有苜

蓿品种在名称和来源上的混乱，品种及种质的产权问题、种子

质量问题也越来越严重，而且至今未能建立起有效的鉴别方

法和标准，这也在一定程度上限制了优良种质资源的进一步

开发利用。因此，开展苜蓿种质资源研究显得尤其重要。

分子标记技术作为重要研究手段在植物种质资源研究中

得到了极为广泛的应用，但与其他主要农作物相比，利用分子

标记开展苜蓿种质资源的研究仍较少。由于苜蓿分子标记研

究起步较晚，导致苜蓿专有分子标记开发数量较少，因此现有

苜蓿研究中利用的分子标记主要以随机标记为主。目前，包

括扩增片段长度多态性（ＡＦＬＰ）［２］、微卫星（ＳＳＲ）［３－４］、微卫
星间隔（ＩＳＳＲ）［５－６］等多种类型分子标记都较好地被应用于
苜蓿种质资源研究中。随机扩增多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）标记是
一种较早开发的分子标记技术，由于它具有易扩增、多态性

高、操作简便、无种属限制等优点而被广泛应用于苜蓿遗传多

样性研究中［７－９］。因此，本研究采用 ＲＡＰＤ分子标记技术对
国内外的１９份苜蓿栽培种质进行了遗传多样性分析，在初步
掌握不同苜蓿种质间亲缘关系的同时，发现具有优良变异的
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苜蓿种质，为我国苜蓿种质的科学鉴定、保护和高效利用提供

一定的基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料基本信息见表１。

表１　供试材料基本信息

编号 名称／系列编号 供试单位

１ ４２ＩＱ 百绿国际草业（北京）有限公司

２ ５Ｓ４３ 百绿国际草业（北京）有限公司

３ 赛迪７ 百绿国际草业（北京）有限公司

４ 游客 百绿国际草业（北京）有限公司

５ ００３８５ 中国农业科学院草原研究所

６ ００３９９ 中国农业科学院草原研究所

７ ０００３８ 中国农业科学院草原研究所

８ ０５２３４ 中国农业科学院草原研究所

９ 三得利 百绿国际草业（北京）有限公司

１０ ０８４５２ 中国农业科学院草原研究所

１１ ０８４３２ 中国农业科学院草原研究所

１２ ０８４４３ 中国农业科学院草原研究所

１３ ０８４６４ 中国农业科学院草原研究所

１４ ０８４５１ 中国农业科学院草原研究所

１５ ０８４４０ 中国农业科学院草原研究所

１６ ０８４６２ 中国农业科学院草原研究所

１７ ０８４４６ 中国农业科学院草原研究所

１８ ０８４２８ 中国农业科学院草原研究所

１９ ０８４２６ 中国农业科学院草原研究所

１．２　ＤＮＡ提取
每份材料随机选取１０～１５个单株幼嫩叶片等量混合，采

用改良的十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）法［１０］混合提取基因组总

ＤＮＡ，经紫外分光光度计测定浓度后，稀释至适合浓度用于苜
蓿基因组ＰＣＲ扩增检测。
１．３　ＲＡＰＤ标记检测

ＰＣＲ扩增反应在ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＰＣＲ扩增仪上完成。ＰＣＲ反
应总体积为２０μＬ，包括１．５μＬ基因组ＤＮＡ（４０ｎｇ），１．５μＬ
引物（２０ｍｍｏｌ／Ｌ），２．０μＬ１０×ＰＣＲ缓冲液（含 Ｍｇ２＋），
２．０μＬ底物ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），１．０μＬＴａｑ酶（２Ｕ／μＬ）和
１２μＬｄｄＨ２Ｏ。本研究用的ＲＡＰＤ引物相关信息见表２。
　　ＲＡＰＤ－ＰＣＲ扩增程序：３个循环（９４℃ １ｍｉｎ，３７℃
１ｍｉｎ，７２℃ ２ｍｉｎ）；３７个循环（９４℃ ３０ｓ，３７℃ ４０ｓ，７２℃
２ｍｉｎ）；最后７２℃５ｍｉｎ。扩增产物用浓度为１．８％ 的琼脂

表２　本研究所用ＲＡＰＤ引物序列及退火温度

引物名称
引物序列

（５′→３′）
退火温度

（℃）

ＯＰＡ２ ＴＧＣＣＧＡＧＣＴＧ ３７
ＯＰＡ３ ＡＧＴＣＡＧＣＣＡＣ ３７
ＯＰＡ４ ＡＡＴＣＧＧＧＣＴＧ ３５
ＯＰＣ５ ＧＡＴＧＡＣＣＧＣＣ ３５
ＯＰＣ８ ＴＧＧＡＣＣＧＧＴＧ ３７
ＯＰＡ１３ ＣＡＧＣＡＣＣＣＡＣ ３７
ＯＰＣ２０ ＡＣＴＴＣＧＣＣＡＣ ３７

糖凝胶进行电泳检测，并在紫外凝胶成像系统上保存分析，同

时为了保证试验的准确性，每个 ＲＡＰＤ反应都需要重复３次
以上。

１．４　数据统计及分析
以０、１、９统计ＳＣＯＴ扩增带型，在相同迁移率位置上，有

带记为“１”，无带记为“０”，缺失记为“９”，并建立分子数据矩
阵。利用ＮＴＳＹＳ－ｐｃ２．１０软件通过非加权平均法（ＵＰＭＧＡ）
计算苜蓿种质间的遗传相似系数，并在此基础上作聚类分析

及主要成分分析。采用ＰＯＰＧＥＮ３２软件估算ＳＣＯＴ标记的主
要遗传多样性参数，包括引物扩增总条带数（ＴＮＢ）、多态性条
带数（ＮＰＢ）、多态性条带百分率（ＰＰＢ）、有效等位基因数
（Ｎｅ）、Ｎｅｉｓ基因多样性指数（Ｈ）、Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数（Ｉ）和
多态性信息含量（ＰＩＣ）。

２　结果与分析

２．１　苜蓿种质ＲＡＰＤ多态性分析
利用筛选出的多态性表现较好的７个ＲＡＰＤ引物对苜蓿

种质群体进行了检测分析。由表３可见，不同 ＲＡＰＤ引物对
苜蓿基因组的扩增存在较大差异，单个 ＲＡＰＤ引物扩增条带
数分布在 ３～１２个，平均为 ７．２９个，多态性条带数分布在
２～１２个，平均为 ５．１４个。在所利用的 ＲＡＰＤ引物中，除
ＯＰＡ１３外，其余引物的多态性条带百分率均为１００．００％，所
有引物多态性条带百分率平均达到了９５．２４％。不同标记间
的遗传参数差异也较大。有效等位基因数分布在 １．３２～
１６７个，平均为１．４８个；Ｎｅｉｓ基因多样性指数的分布范围是
０．２３～０．３８，平均为０．２９；所有引物的 Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数都
较高，其分布范围在０．３８～０．５５，平均为０．４４。多态性信息
含量是衡量分子标记有效性的重要指标之一，从表３不难看
出，不同ＲＡＰＤ标记的多态性信息含量差异较大，其分布范围
在０．２３～０．４１，平均为０．３３。

表３　苜蓿ＲＡＰＤ标记遗传多样性参数

引物
扩增总条带数

（个）

多态性条带数

（个）

多态性条带百分率

（％）
有效等位基因数

（个）

Ｎｅｉｓ基因多样性
指数

Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息
指数

多态性信息含量

ＯＰＡ２ ６ ６ １００．００ １．６７ ０．３８ ０．５５ ０．４１
ＯＰＡ３ ５ ５ １００．００ １．５１ ０．３３ ０．５０ ０．２９
ＯＰＡ４ １２ １２ １００．００ １．３５ ０．２４ ０．３９ ０．３４
ＯＰＣ５ ７ ７ １００．００ １．３７ ０．２６ ０．４２ ０．３８
ＯＰＣ８ １０ １０ １００．００ １．３２ ０．２３ ０．３８ ０．３５
ＯＰＡ１３ ３ ２ ６６．６７ １．６４ ０．３３ ０．４６ ０．２３
ＯＰＣ２０ ８ ８ １００．００ １．４８ ０．２７ ０．４２ ０．２８
平均 ７．２９ ７．１４ ９５．２４ １．４８ ０．２９ ０．４４ ０．３３
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２．２　不同苜蓿种质亲缘关系分析
由表４可见，不同苜蓿种质间遗传相似系数差异较大。

苜蓿种质３与１５间的遗传相似系数最小，只有０．０３９，表明
这２个苜蓿种质间的亲缘关系最远；种质６与７间的遗传相
似系数最大，达到了０．９２２，表明与其他苜蓿种质相比，这２

个苜蓿种质间具有较近的亲缘关系。同时可以看出，所有苜

蓿种质平均遗传相似系数较低，只有０．４９４，表明供试苜蓿种
质整体遗传差异水平较高，在未来苜蓿遗传育种相关研究中

具有较好的利用前景。

表４　不同苜蓿种质间的遗传相似系数

编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８
２ ０．６０８
３ ０．６２７ ０．５４９
４ ０．４９０ ０．４５１ ０．５８８
５ ０．６０８ ０．５１０ ０．５８８ ０．６０８
６ ０．５８８ ０．５６９ ０．６４７ ０．７４５ ０．７８４
７ ０．６２７ ０．５２９ ０．６８６ ０．７４５ ０．７４５ ０．９２２
８ ０．６０８ ０．５１０ ０．６２７ ０．５８８ ０．５４９ ０．６４７ ０．６４７
９ ０．６０８ ０．６４７ ０．５８８ ０．５１０ ０．５２９ ０．５６９ ０．６０８ ０．５８８
１０ ０．６８６ ０．６８６ ０．５８８ ０．６６７ ０．５６９ ０．６４７ ０．６８６ ０．５１０ ０．７２５
１１ ０．６０８ ０．５６９ ０．５４９ ０．５６９ ０．７２５ ０．６６７ ０．６２７ ０．７０６ ０．５４９ ０．５１０
１２ ０．３７３ ０．４９０ ０．３１４ ０．４３１ ０．３５３ ０．３５３ ０．３９２ ０．３９２ ０．６４７ ０．５４９ ０．４３１
１３ ０．４７１ ０．５８８ ０．４５１ ０．５２９ ０．４７１ ０．５４９ ０．５４９ ０．４５１ ０．７４５ ０．７４５ ０．４１２ ０．６４７
１４ ０．６０８ ０．４５１ ０．４７１ ０．６４７ ０．５２９ ０．５８８ ０．５８８ ０．５４９ ０．５８８ ０．６６７ ０．５２９ ０．４１２ ０．６４７
１５ ０．０７８ ０．１７６ ０．０３９ ０．０９８ ０．０９８ ０．０７８ ０．０７８ ０．０７８ ０．２１６ ０．２１６ ０．０９８ ０．４９０ ０．２９４ ０．０５９
１６ ０．５１０ ０．６４７ ０．５２９ ０．５６９ ０．５４９ ０．６２７ ０．６６７ ０．４９０ ０．７０６ ０．７８４ ０．５２９ ０．５４９ ０．７２５ ０．６４７ ０．１９６
１７ ０．１５７ ０．１９６ ０．０７８ ０．１３７ ０．１７６ ０．１１８ ０．１１８ ０．０９８ ０．２５５ ０．２５５ ０．１１８ ０．４９０ ０．２９４ ０．０９８ ０．８８２ ０．２３５
１８ ０．６４７ ０．５２９ ０．７０６ ０．６４７ ０．６４７ ０．７４５ ０．７８４ ０．５８８ ０．６２７ ０．６２７ ０．６４７ ０．４１２ ０．５６９ ０．６４７ ０．０９８ ０．７２５ ０．１３７
１９ ０．６０８ ０．６６７ ０．５８８ ０．４７１ ０．５６９ ０．５２９ ０．６０８ ０．５２９ ０．６８６ ０．７２５ ０．５４９ ０．５１０ ０．６２７ ０．５４９ ０．１９６ ０．７８４ ０．２５５ ０．６６７

　　注：编号同表１。

２．３　不同苜蓿种质聚类分析
基于ＲＡＰＤ标记检测获得的遗传相似系数对１９份苜蓿

种质进行了聚类分析，由图１可知，１９份苜蓿种质在遗传系
数０．４２０处可被划分为２个大类，第１类群包括的苜蓿种质
数最多，达到了１６个，占供试苜蓿种质总数的８４．２１％，其中
国内苜蓿种质１１个，国外苜蓿种质５个；第２类群包含的苜

蓿种质数只有 ３个，均来自国内，系数分别是 ０．８４４０、
０．８４４３和０．８４４６。根据第１类群中苜蓿种质亲缘关系的远
近，该类群在遗传相似系数０．５７３处又可划分为２个亚群，第
１亚群共包括８个苜蓿种质，其中有３个国外种质，５个国内
种质，第２亚群也由８个苜蓿种质构成，除赛迪７和游客外，
其余均为国内苜蓿种质。

２．４　苜蓿种质主成分分析
以ＲＡＰＤ标记检测数据为基础，对１９份苜蓿种质进行了

主成分分析，具体分析结果见图２。在主成分分析中，前３个
主成分能解释的总遗传变异较高，达５０．９９％。从图２可以
看出，主成分分析获得了与聚类分析完全一致的结果，聚类分

析中被聚为同一类群的苜蓿种质在主成分分析中也被划分为

一类，由此可见，主成分分析结果也在一定程度上准确反映了

不同苜蓿种质间的亲缘关系。

３　讨论

苜蓿种质资源研究一直备受重视［１１－１２］，利用不同类型的

分子标记，许多学者对不同苜蓿种质资源开展了较多的研究，
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其中ＲＡＰＤ标记是应用最早且应用频率较高的分子标记之
一。为了获得苜蓿基因组理想的扩增效果，袁庆华等针对

ＲＡＰＤ反应条件进行了专门的优化筛选探索［１３－１５］，这些研

究结果也进一步促进了 ＲＡＰＤ在苜蓿研究中的有效应用。
本研究利用多态性表现良好的ＲＡＰＤ标记对１９份国内外苜
蓿种质进行了分析，７个 ＲＡＰＤ标记共获得５１个有效扩增
位点，其中多态性位点 ５０个，多态性位点百分率达到
９８．０４％。杨晓莉等利用１０个ＲＡＰＤ引物在１１个苜蓿栽培
品种中扩增获得了８１１％的多态性位点百分率［１６］，蒿若超

等用３５个ＲＡＰＤ引物对５３份苜蓿进行分析，获得的多态性
位点百分率为 ９４１２％［１７］，王赫等在利用 ＲＡＰＤ引物进行
苜蓿种质多样性分析中仅获得了７４．５％的多态性位点百分
率［１８］。通过比较不难看出，不同研究中 ＲＡＰＤ标记对苜蓿
基因组的扩增效果差异较大，而本研究获得的多态性位点

百分率相对最高，究其原因，除了不同研究中利用的 ＲＡＰＤ
标记序列不同外，苜蓿种质的差异也是重要影响因素

之一。　　
分子标记应用中多样性参数分析不仅有利于我们掌握分

子标记对苜蓿基因组检测的有效性，同时也能在一定程度上

反映所研究苜蓿种质遗传多样性状况。在以往的利用ＲＡＰＤ
标记进行苜蓿种质遗传多样性研究中，有关 ＲＡＰＤ标记多样
性参数分析的报道甚少。本研究对所利用的ＲＡＰＤ标记的４
种主要多样性参数作了分析，结果发现，ＲＡＰＤ标记的主要多
样性参数表现均较好，其中有效等位基因数平均为１．４８个，
Ｎｅｉｓ基因多样性指数平均为０．２９，Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数平均
为０．４４，多态性信息含量平均为０．３３。

以ＲＡＰＤ标记检测结果为基础，本研究对供试苜蓿种质
的遗传多样性及亲缘关系作了分析。结果发现，供试苜蓿种

质的遗传多样性较丰富，其平均遗传相似系数只有０．４９４，在
聚类分析中，１９份苜蓿种质可被划分为２个大类，该聚类分
析结果已经清楚地反映了不同苜蓿种质间亲缘关系的状况。

在未来苜蓿种质资源利用中，我们应当以此为基础，选择亲缘

关系远、农艺性状表现良好且互补的苜蓿种质作为育种亲本

配制杂交组合，只有这样，才能有效提高苜蓿优良新品种培育

的效率和水平。
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