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　　摘要：为探索树莓种内个体之间和不同树莓品种间的遗传特性，应用 ＳＳＲ标记开展树莓的遗传多样性分析。对
引进、收集的树莓种质资源进行基因组ＤＮＡ提取，然后应用ＰＣＲ扩增和ＰＡＧＥ电泳检测筛选材料间的多态性ＳＳＲ标
记，利用ＮＴｓｙｓ２．１０ｅ软件进行遗传多样性分析。结果表明，从７５对 ＳＳＲ标记中筛选出２２对多态性良好的标记引
物，共扩增得到２８５个条带，引物扩增出的清晰条带数为７～２５个，平均每对引物的多态性比率为９６．８％。对引物的
扩增结果进行聚类分析发现，树莓样品在遗传系数为０．７１的水平上共聚类为两大类群，第一类包括２１份树莓样品，
其中除ｓｍ４６、ｓｍ８５、ｓｍ１０２从辽宁省农业科学院引种外，其余树莓样品均来自贵州省，从辽宁省农业科学院引种的２２份
树莓样品，除上述归为第一类的３份外，其余的与贵州省遵义市习水土城、贵州省雷山县永乐、从广东省引种的树莓样品
归为第二大类。４５份树莓具有较丰富的遗传多样性，筛选出的ＳＳＲ可有效应用于贵州省树莓品种的遗传多样性研究。
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　　树莓（ＲｕｂｕｓｃｏｒｃｈｏｒｉｆｏｌｉｕｓＬ．），别称悬钩子、托
盘、马林等，为蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａｅ）树莓属（Ｒｕｂｕｓ，别
称悬钩子属）的多年生灌木浆果类植物，其果实具

有外观鲜艳、口感细腻、风味芳香等特点，除用作生

食果品外，还可加工制成果酱、果酒、果汁、果冻、果

羹及蜜饯等食品。此外，树莓还是药用植物，果实、

茎、根皆可入药，主要功效为醒酒、止渴、止血、解

毒、镇痛等。树莓属植物在我国２７个省（自治区）
均有分布，并以西南地区分布最为集中，其中分布

最广泛的省份是贵州省、云南省、四川省、广西壮族

自治区、广东省、福建省，其次为湖南省、湖北省及

西藏自治区、陕西省、甘肃省等［１－３］，且是贵州省山

地农业开发的重要经济作物。

我国约在２０世纪８０年代开始大面积栽培树
莓，但品种选育工作尚处于起步阶段，再加上树莓

育种过程中，会受到多倍体、无融合生殖、花粉不亲

和、种子发芽率低等遗传问题的影响［４－５］，树莓育种
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工作变得漫长而复杂。因此，结合地区经济发展实

际，选择根系发达、抗旱能力强的优良树种对改善

树莓种植业结构、增加农民受益、带动地方经济发

展等具有重大意义。基于树莓的经济和药用价值

以及育种过程中所遭遇的亟需解决的问题，从分子

水平探讨树莓属内亲缘关系，对种质资源进行遗传

分析和种质评价，可进一步了解树莓亲缘关系和遗

传差异，为树莓遗传多样性研究、保育策略制定和

杂交育种提供理论依据。

简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称
ＳＳＲ）是一类一般由１～６个碱基组成的基元串联重
复而成的ＤＮＡ序列［６］。不同等位基因间的重复数

存在丰富的差异，且重复序列两侧多是相对保守的

单拷贝序列，可以通过设计特异引物，对基因组总

ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增［７－８］，扩增片段的长度多态性可

用作分子标记。ＳＳＲ标记是以 ＳＳＲ多态性为基础
的遗传标记，与其他分子标记相比，具有多态性高、

共显性、重复性高、数量丰富和对基因组有很好的

覆盖性等特点［９－１０］，被广泛地用于构建植物遗传图

谱［１１］、遗传多样性分析［１２－１３］、基因定位［１４］、辅助育

种等基础应用研究中［１５－１６］。利用 ＳＳＲ分子标记技
术可为树莓分类提供分子基础，并了解其遗传多

样性。

本试验使用ＳＳＲ分子标记技术对４５份树莓样
品的遗传多样性进行研究，旨在为树莓的种群鉴

别、资源评价与保护的策略制定、功能基因克隆以

及杂交育种选育新品种提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验于２０１９年７月进行，采集新鲜、饱满、无病

虫的树莓嫩叶１０～２０ｇ，就地迅速保存于自封袋中，
置于冰盒中，带回实验室于４℃冰箱内保存，用于
ＤＮＡ的提取。树莓种质材料样品信息见表１。

表１　树莓种质材料编号及来源

编号 代号 来源 编号 代号 来源

１ ｓｍ１ 遵义市播州区枫香镇 ２４ ｓｍ９１ 雷山县永乐高粱村

２ ｓｍ２ 遵义市播州区枫香镇 ２５ ｓｍ９３ 广东省

３ ｓｍ３ 遵义市播州区枫香镇 ２６ ｓｍ９４ 辽宁省农业科学院

４ ｓｍ５ 遵义市播州区洪关镇 ２７ ｓｍ９５ 辽宁省农业科学院

５ ｓｍ７ 仁怀市鲁班镇 ２８ ｓｍ９６ 辽宁省农业科学院

６ ｓｍ９ 仁怀市鲁班镇朱家沟 ２９ ｓｍ９７ 辽宁省农业科学院

７ ｓｍ１７ 赤水市胡市镇 ３０ ｓｍ９８ 辽宁省农业科学院

８ ｓｍ２０ 遵义市播州区西坪镇
!

年塘 ３１ ｓｍ９９ 辽宁省农业科学院

９ ｓｍ２４ 遵义市习水民化镇 ３２ ｓｍ１００ 辽宁省农业科学院

１０ ｓｍ２６ 遵义市习水民化镇 ３３ ｓｍ１０１ 辽宁省农业科学院

１１ ｓｍ２８ 赤水市金沙沟镇 ３４ ｓｍ１０２ 辽宁省农业科学院

１２ ｓｍ２９ 赤水市金沙沟镇 ３５ ｓｍ１０３ 辽宁省农业科学院

１３ ｓｍ３１ 遵义市习水民化镇 ３６ ｓｍ１０４ 辽宁省农业科学院

１４ ｓｍ３３ 遵义市习水民化镇 ３７ ｓｍ１０５ 辽宁省农业科学院

１５ ｓｍ３４ 遵义市播州区山岔镇 ３８ ｓｍ１０６ 辽宁省农业科学院

１６ ｓｍ３６ 遵义市汇川区松林镇新庄村 ３９ ｓｍ１０８ 辽宁省农业科学院

１７ ｓｍ３７ 遵义市汇川区松林镇新庄村 ４０ ｓｍ１０９ 辽宁省农业科学院

１８ ｓｍ４３ 遵义市习水土城 ４１ ｓｍ１１０ 辽宁省农业科学院

１９ ｓｍ４６ 辽宁省农业科学院 ４２ ｓｍ１１１ 辽宁省农业科学院

２０ ｓｍ８１ 雷山县永乐民群 ４３ ｓｍ１１２ 辽宁省农业科学院

２１ ｓｍ８５ 辽宁省农业科学院 ４４ ｓｍ１１３ 辽宁省农业科学院

２２ ｓｍ８９ 雷山县永乐民群 ４５ ｓｍ１１４ 辽宁省农业科学院

２３ ｓｍ９０ 雷山县永乐民群

１．２　研究方法
１．２．１　ＤＮＡ提取　使用植物基因组 ＤＮＡ提取试
剂盒（型号为ＤＰ３５０－０２，本试剂盒采用的是可以特

异性结合ＤＮＡ的吸附柱和独特的裂解液缓冲体系，
能高效提取多种不同植物组织中的基因组 ＤＮＡ）对
４５份树莓材料的 ＤＮＡ进行提取，并加入缓冲液保
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存于－２０℃冰箱中。
１．２．２　ＳＳＲ引物筛选　以ｓｍ４３、ｓｍ９５、ｓｍ９６、ｓｍ９９、
ｓｍ１０３号样品ＤＮＡ为模板，进行引物筛选。先从笔
者所在课题组合成的７５对树莓特异 ＳＳＲ引物中挑

选出３８对扩增稳定、条带清晰、多态性明显的 ＳＳＲ
引物，然后进行体系优化，从３８对引物中筛选出２２
对重复性高的引物，用于 ４５个树莓样品 ＤＮＡ的
ＰＣＲ扩增及多态性检测。引物信息见表２。

表２　筛选出的ＳＳＲ标记信息

编号 名称
前向引物序列

（５′→３′）
后向引物序列

（５′→３′）
Ｔｍ
（℃）

多态性条带数

（条）

１ Ｒｕｂｕｓ１６６ｂ ＣＣＧＣＡＡＧＧＧＴＴＧＴＡＴＣＣＴＡＡ ＧＣＡＴＧＡＧＧＧＣＧＡＴＡＴＡＡＡＧＧ ５５．０ ２５

２ Ｒｕｂｕｓ１ｂ ＣＣＴＣＴＴＣＡＣＣＧＡＴＴＴＡＧＡＣＣＡ ＴＴＴＡＧＣＣＣＣＡＧＴＣＣＡＡＡＡＧＴＴ ５５．０ １４

３ Ｒｕｂｕｓ１０５ｂ ＧＡＡＡＡＴＧＣＡＡＧＧＣＧＡＡＴＴＧＴ ＴＣＣＡＴＣＡＣＣＡＡＣＡＣＣＡＣＣＴＡ ５５．０ ７
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９ Ｒｕｂｕｓ２５３ａ ＡＣＣＴＣＣＡＡＡＴＧＣＣＡＴＡＧＴＧＣ ＣＡＡＧＡＡＴＣＴＧＡＴＣＴＣＧＴＣＴＴＡＧＣＡ ５４．０ １１

１０ Ｒｕｂｕｓ２４ａ ＡＣＡＣＡＣＧＣＡＣＧＴＡＣＡＧＣＡＣＴ ＧＣＧＣＡＧＴＣＡＡＧＴＧＧＡＣＴＴＴＴ ５８．０ ２０

１１ Ｒｕｂｕｓ１１０ａ ＡＡＡＣＡＡＡＧＧＡＴＡＡＡＧＴＧＧＧＡＡＧＧ ＴＧＴＣＡＧＴＴＧＧＡＧＧＧＡＧＡＡＣＡ ５４．０ １０

１２ Ｒｕｂｕｓ２６０ａ ＴＴＣＧＧＡＡＴＴＴＣＧＧＡＴＣＡＡＡＣ ＧＡＧＡＧＡＴＣＴＧＡＣＴＴＧＣＣＡＡＣＧ ５２．８ １２

１３ ＺＡ００５ ＡＣＴＣＴＧＣＴＡＣＣＧＣＣＡＧＡＡ ＣＡＡＴＴＣＣＣＡＡＧＣＴＣＡＧＴＧＡＡＧ ５５．０ １４
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１５ Ｒｕｂｕｓ２６３ｆ ＡＴＴＣＣＧＣＣＣＴＧＣＡＴＡＡＡＴＣ ＧＧＡＡＡＴＴＧＧＡＡＡＣＣＡＴＴＧＧＡ ５１．４ １０

１６ Ｒｕｂｕｓ２７９ａ ＴＣＧＡＣＡＴＧＧＣＴＡＧＴＴＣＴＡＣＡＣＡＧ ＣＣＣＣＡＡＣＴＴＡＡＡＣＣＡＴＴＣＴＣＡ ５４．０ ２０

１７ Ｒｕｂｕｓ２８５ａ ＴＣＧＡＧＡＡＧＣＴＴＧＣＴＡＴＧＣＴＧ ＧＧＡＴＡＣＣＴＣＡＡＴＧＧＣＴＴＴＣＴＴＧ ５４．０ ９

１８ Ｒｕｂｕｓｒ５６ａ ＴＧＧＡＧＡＴＴＣＣＡＡＡＴＡＡＡＣＡＡＡＴＡＣＣＣ ＴＧＴＧＴＡＡＡＣＣＧＴＴＧＧＡＴＧＡＡ ５１．９ ７

１９ Ｒｕｂｕｓ４５ｃ ＧＡＧＧＧＧＣＡＡＴＴＡＡＡＧＧＧＴＴＴ ＴＧＴＴＧＴＡＡＴＴＴＧＧＴＴＴＡＴＣＣＴＴＧＧ ５１．３ ７

２０ Ｒｕｂｕｓｒ３５ａ ＴＴＧＧＡＡＧＣＡＣＡＡＡＡＧＣＧＡＴＡ ＧＣＧＡＣＡＧＣＣＡＡＡＡＣＡＡＡＡＧ ５１．７ １１

２１ Ｒｕｂｕｓｒ１９ａ ＧＣＡＧＡＴＣＡＡＴＧＡＡＡＧＣＣＣＡＴＴ ＣＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＡＣＣＴＴＣＡＴ ５３．６ １２

２２ Ｒｕｂｕｓ２４３ａ ＴＧＡＧＣＧＡＧＡＴＧＡＴＴＧＧＡＧＴＧ ＴＡＴＧＴＧＧＴＧＡＴＣＡＴＧＣＡＡＧＣ ５３．５ １２

１．２．３　ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增　用筛选出的２２对引物扩
增４５份 ＤＮＡ样品。树莓 ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系为
１０μＬ，其中包括 ｄｄＨ２Ｏ１μＬ、ＤＮＡ模板 １．５μＬ、
Ｐｒｉｍｅｒ－Ｆ和Ｐｒｉｍｅｒ－Ｒ各０．７５μＬ、Ｍｉｘ６μＬ。ＰＣＲ
扩增程序为９５℃预变性４～５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，
５５℃退火温度３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，共３５个循环；
７２℃延伸５ｍｉｎ，最后４℃ ５９ｍｉｎ。
１．２．４　电泳、染色　利用８％非变性聚丙烯酰胺凝
胶对扩增产物在垂直电泳槽中进行电泳分离，条件

为１５０Ｖ９０ｍｉｎ。电泳后银染显色（染色剂：１ｇ
ＡｇＮＯ３＋５００ｍＬＨ２Ｏ，显色剂：２ｍＬ甲醛、７．５ｇ
ＮａＯＨ，加ｄｄＨ２Ｏ至２５０ｍＬ，拍照记录显影图片。
１．３　数据分析

根据显影图片，ＳＳＲ位点按照位点顺序以及等
位基因片段大小排列，采用“０，１”统计方法进行试
验数据记录［１７］。

根据统计结果，利用 ＮＴｓｙｓ２．１０ｅ软件得出样
品的遗传相似系数和 ＵＰＧＭＡ聚类图，进而得出样
品之间的遗传关系［１８］。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取结果
使用植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（型号为

ＤＰ３５０－０２）提取 ４５份树莓鲜嫩叶片样品的基因
组 ＤＮＡ，结果（图 １）显示，４５份树莓样品基因组
ＤＮＡ的电泳条带清晰、无降解、纯度较高，说明提取
的ＤＮＡ质量可满足后续ＰＣＲ扩增反应的要求。
２．２　ＳＳＲ标记的多态性

以ｓｍ４３、ｓｍ９５、ｓｍ９６、ｓｍ９９、ｓｍ１０３号材料的基
因组ＤＮＡ为模板，对７５对引物进行 ＰＣＲ扩增、筛
选，其中有３８对引物产生理想的 ＰＣＲ产物。部分
引物筛选结果见图２。
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　　通过优化体系，从３８对引物中筛选出２２对扩
增条带清晰、重复性高的 ＳＳＲ引物，用于４５份树莓
样品ＤＮＡ的 ＰＣＲ扩增及多态性研究。结果表明，
筛选出的２２对ＳＳＲ引物对４５份树莓样品 ＤＮＡ进
行ＰＣＲ扩增后，共得到２８５个条带，不同引物扩增
出的清晰条带在７～２５个范围内，平均每对引物产
生１２．９个条带，其中多态性条带有２７６个，多态性
比率为９６．８％，各引物的多态性比率为８５．７１％ ～
１００．００％。引物Ｒｕｂｕｓ２５ａ对４５份材料的检测结果
（图３）表明，树莓样品的遗传多样性较为丰富。
２．３　居群遗传结构

根据４５份树莓样品 ＤＮＡ的 ＳＳＲＰＣＲ扩增结
果得到的相似系数进行聚类分析结果（图４）表明，
当阈值为０．７１时，４５份样品被分为两大类群。

第一大类由编号为 １、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１９、２１、２２、３４等２１份树莓
样品组成，其中除１９、２１、３４从辽宁省农业科学院引
种外，其余树莓样品均来自贵州省，它们可在阈值

为 ０．７４５５时，进一步分为６个亚类。第１亚类由
编号为１、２、３、４、８、９、１０、１３、１５、１６、１７、１９的样品组
成；第２亚类仅有由编号为１４的样品组成；第３亚
类由编号为６、７、１１、１２的样品组成；第４亚类仅由
编号为５的样品组成；第５亚类由编号为２１、２２的
样品组成；第６亚类仅由编号为３４的样品组成。
　　第二大类由编号为 １８、２０、２３、２４、２５、２６、２７、
２８、２９、３０、３１、３２、３３、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４１、４２、
４３、４４、４５等 ２４份树莓样品组成。其中除 １８、２０、
２３、２４为贵州省品种、２５引种自广东省外，其余树莓
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样品均来自辽宁省农业科学院。它们可在阈值为

０．７３４８时进一步分为５个亚类。第１亚类由编号
为１８、３２、３５、３６、３９的样品组成；第２亚类由编号为
２０、２４、２６、２７、４１、４２、４３、４４、４５的样品组成；第３亚
类由编号为２３、３０、３３、３７、４０的样品组成；第４亚类
由编号为２５、２８、２９、３１的样品组成；第５亚类仅由
编号为３８的样品组成。通过聚类分析结果可知，不
同类型的树莓品种之间遗传相似性较小，不同来源

的树莓品种间亲缘关系也比较远。

３　讨论与结论

本研究结果表明，从辽宁省农业科学院引种的

样品 ４４和 ４５亲缘关系最近，其遗传相似系数为
０９１７６。来自赤水市金沙沟镇的样品１２和从辽宁
省农业科学院引种的样品３２遗传相似系数最小，为
０．６２７２。研究表明，遗传距离与杂种优势存在相关
关系，遗传相似系数越小，其杂种优势越大［１９］，因此

育种时可选取样品 １２和样品 ３２作为亲本进行杂
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交，选育优良品种应用于生产。

同时来自不同省份的树莓样品亲缘关系可以

很近，如播州区枫香镇的样品１和从辽宁省农业科
学院引种的样品１９，二者虽生长在不同地区，但二
者遗传相似系数为０．７９９３，亲缘关系很近，推测样
品１和样品１９虽然来自不同地区，但存在树莓品种
相互引进种植等问题，同一种属的树莓因生长在不

同的土壤、养料、温度和水分环境下，其遗传性状发

生了变化，具体原因需进一步研究。与此同时，采

集自同一省份同一地区的树莓样品亲缘关系也会

相距甚远，如遵义市习水民化镇的样品１４和遵义市
习水土城的样品１８亲缘关系较远，遗传相似系数为
０６７３８，推测可能是因其种子以及花粉的散布，出
现种内或种间的杂交，导致种内甚至种间基因交流。

遗传多样性是植物种质资源研究的重要内容

之一，全面地掌握现有种质资源的遗传多样性，可

以减少育种工作中亲本选配的盲目性，从而提高育

种效率［１８－１９］。遗传多样性的研究最可靠的是基因水

平的研究，其中进行基因测序是最直接、最具说服力

的方法，但是对于一个物种或一个种属中的每个样品

都进行基因组测序的可行性较低。ＳＳＲ、扩增片段长
度多态性（ＡＦＬＰ）、简单重复序列间扩增（ＩＳＳＲ）等技
术的出现使得分子标记技术得到高速发展。

本研究通过 ＳＳＲ技术对树莓进行遗传多样性
分析，该方法可直接通过样本ＤＮＡ鉴别不同地区材
料间的差异性，相对于传统形态学鉴定归类方法，

用时较短且不受季节、环境限制。此外，还有利于

树莓现有优良种质资源的研究，同时可为构建树莓

遗传连锁图谱奠定基础。选用 ＳＳＲ分子标记技术
对４５份树莓品系进行遗传多样性研究，从７５对引
物中筛选出２２对进行 ＰＣＲ扩增，共得到２８５个条
带，不同引物扩增出的清晰条带在７～２５个范围内，
平均每对引物产生 １２．９个条带，其中多态性条带
２７６条，多态性比率为９６．８％，各引物的多态性比率
为８５．７１％～１００．００％。同时本研究初步明晰了贵
州省部分树莓品种的亲缘关系，并应用 ２２对 ＳＳＲ
引物将贵州省推广种植的 ４５个树莓品种区分开。
表明ＳＳＲ标记技术是一种对于树莓遗传多样性研
究较为合适的方法。开发树莓的 ＳＳＲ标记不仅可
进一步提高遗传多样性分析的可靠性，而且更容易

实现数据的共享，可有力促进树莓优良品种选育进

程和产业延伸。今后可根据聚类分析结果鉴定与

分析特定优良品种的抗性或农艺性状，培育出适合

生产应用推广的高质量树莓品种。
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