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　　摘要：基于序列相关扩增多态性（ＳＲＡＰ）分子标记对秋石斛四面佛与水芙蓉的杂交后代进行鉴定，并进行遗传多
样性和聚类分析。结果显示，共筛选出５对ＳＲＡＰ引物组合用于杂交后代真实性的鉴定，供试１７个杂交后代新株系
均鉴定为真杂种；５对ＳＲＡＰ引物组合共扩增到２３个多态性条带，多态性比例为８８．４６％。从聚类结果可以看出，绝
大多数杂交后代在亲缘关系上先倾向于母本后倾向于父本；遗传相似系数分析结果表明，杂交后代与母本间的遗传相

似系数大于父本，说明供试杂交后代在遗传上更偏向于母本，与聚类结果吻合。由研究结果可以看出，所筛选的５对
ＳＲＡＰ引物组合用于秋石斛杂交后代鉴定是可行的。
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　　秋石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｓｐｐ．），别称蝴蝶石斛，为
兰科石斛属植物，其花朵鲜艳、花期长，是一种重要

的切花和盆花种类［１］。秋石斛喜温暖、湿润的生长

环境，对温度的要求高，低温被普遍认为是秋石斛

在我国推广应用的瓶颈［２］。因此，培育出性状优

异、抗寒性强、具有自主知识产权的秋石斛新品种

已成为秋石斛育种的重要方向。目前，杂交育种仍

然是获得秋石斛新品种最为常用的方法，笔者所在

课题组前期采用表型性状、序列相关扩增多态性

（ＳＲＡＰ）分子标记、种质适应性及抗寒性生理分析
等评价方法，建立了石斛兰综合评价体系，筛选出

多个综合性状优异的亲本，并对其开展杂交结实性

研究，其中以四面佛为母本、水芙蓉为父本的这一

杂交组合的结实率达１００％，杂交种子经无菌播种
繁殖后获得了一批后代群体。但是由于石斛兰新

品种的选育周期较长，为加快育种进程，对其杂交

后代真实性的早期鉴定显得尤为必要。

随着分子生物学技术的发展，分子标记技术因

其众多优点而成为目前国内外植物杂交鉴定的高

效技术手段之一。ＳＲＡＰ标记是一种基于ＰＣＲ的新
型分子标记［３］，具有重复性好、共显性高、操作简便

等优点，目前已被广泛应用于菊花［４］、百合［５］、大

豆［６］、枇杷［７］等多种植物杂交后代的鉴定研究中，

但目前尚未有基于ＳＲＡＰ分子标记的秋石斛杂交后
代鉴定的相关报道。因此，本研究基于 ＳＲＡＰ分子
标记手段，对秋石斛四面佛与水芙蓉杂交后代新株

系进行鉴定，以期为秋石斛杂种后代的早期选择及

新品种（系）的快速鉴定提供方法。

１　材料与方法

１．１　材料
以秋石斛四面佛、水芙蓉及其１７个杂交后代新

株系（编号：１～１７）为试验材料，供试材料均取自福
建省农业科学院作物研究所特色兰花工程化实验

室育种圃。试验于２０２０年１１月在福建省特色花卉
工程技术研究中心花卉分子实验室进行。

１．２　试验方法
１．２．１　叶片总ＤＮＡ的提取　采用改良的十六烷基
三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法进行秋石斛亲本及其杂交
后代新株系叶片总ＤＮＡ的提取，经１％琼脂糖凝胶
电泳和分光光度计检测其完整性和纯度后，将 ＤＮＡ
产物于－２０℃条件下保存备用。
１．２．２　秋石斛 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ扩增的体系和程序　
基于笔者所在课题组前期的研究结果［８］，利用筛选

—５５—江苏农业科学　２０２１年第４９卷第２２期



出的能在４８份石斛兰中扩增出清晰条带的１４对引
物组合对供试材料进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系
的总体积为５０μＬ，包括５．０μＬ含 Ｍｇ２＋的 Ｂｕｆｆｅｒ，
４．０μＬ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．５μＬ５Ｕ／μＬＴａｑ聚
合酶，２．０μＬ５０ｎｇ／μＬ模板ＤＮＡ，各２．０μＬ上游、
下游引物，３４．５μＬｄｄＨ２Ｏ。采用变温复性反应程
序进行ＰＣＲ扩增，通过２．５％琼脂糖凝胶电泳分离
产物，获得电泳图谱后拍照保存。

１．２．３　秋石斛杂交后代真实性的鉴定　从１４对
ＳＲＡＰ引物组合中筛选出具有父本特征条带的引物
组合，利用筛选出的引物组合对杂交后代群体进行

鉴别，将具有父本特征条带的杂种鉴定为真杂种。

１．２．４　数据分析　观察分析电泳图谱，对其中的
ＤＮＡ条带数进行统计，在同一迁移位置上有扩增条
带的记作１，无条带的则记作０，在Ｅｘｃｅｌ中构建１、０
原始数据矩阵。基于数据矩阵，利用 Ｅｘｃｅｌ计算引

物的多态性比率，利用 ＮＴＳＹＳ－ｐｃ２．１０ｅ软件绘制
亲本与杂交后代间的遗传距离矩阵与遗传相似系

数矩阵。而后根据遗传距离矩阵进行聚类分析，获

得聚类图；根据相似系数矩阵，在 Ｅｘｃｅｌ中绘制亲本
与杂种间的遗传相似系数箱式图。

２　结果与分析

２．１　秋石斛ＳＲＡＰ引物的初筛选
将１９份供试材料的ＤＮＡ浓度稀释至同一水平

后，随机选择２个杂交后代的新株系样本进行１４对
ＳＲＡＰ引物组合的初步筛选，筛选出８对能够扩增
出明显条带的引物。随后，利用这８对引物组合对
供试的１９个样品进行扩增，发现有５对ＳＲＡＰ引物
组合（Ｍｅ１＋Ｅｍ２、Ｍｅ１＋Ｅｍ３、Ｍｅ１＋Ｅｍ８、Ｍｅ４＋
Ｅｍ２及Ｍｅ６＋Ｅｍ６）能扩增出清晰条带，且父本能扩
增出母本没有的特异性条带（表１）。

表１　秋石斛杂交后代鉴定的ＳＲＡＰ标记引物信息

引物组合 正向引物序列 反向引物序列

Ｍｅ１＋Ｅｍ２ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ－３′ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ－３′

Ｍｅ１＋Ｅｍ３ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ－３′ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ－３′

Ｍｅ１＋Ｅｍ８ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ－３′ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ－３′

Ｍｅ４＋Ｅｍ２ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ－３′ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ－３′

Ｍｅ６＋Ｅｍ６ ５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ－３′ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ－３′

２．２　杂交后代的真实性鉴定
利用筛选出的５对 ＳＲＡＰ引物组合对１７个杂

交后代新株系进行真实性鉴定（表２），其中能扩增
出具有父本特异性条带的新株系便是真杂种，否则

为假杂种。结果表明，在 Ｍｅ１＋Ｅｍ８和 Ｍｅ６＋Ｅｍ６
引物组合的扩增结果中，鉴定出有１６个杂交后代新
株系为真杂种，鉴定效率达 ９４．１２；而 Ｍｅ１＋Ｅｍ２、
Ｍｅ１＋Ｅｍ３、Ｍｅ４＋Ｅｍ２引物组合检测到 １０、１２、１１
个杂交后代新株系具有父本特异条带，鉴定效率分

别为５８．８２％、７０．５９％和６４．７１％。此外，在 Ｍｅ１＋
Ｅｍ８引物组合中未检测到５号杂交后代新株系具

有父本特异条带；而在 Ｍｅ１＋Ｅｍ２引物组合的扩增
结果中（图１），发现５号杂交后代新株系具有父本
特征条带，鉴定其为真杂种；Ｍｅ１＋Ｅｍ３、Ｍｅ４＋Ｅｍ２
及Ｍｅ６＋Ｅｍ６引物组合中同样鉴定出５号杂交后代
新株系，为真杂种。综合５对引物组合的扩增结果，
供试的１７个秋石斛杂交后代新株系均具有父本特
异性条带，鉴定为真杂种，鉴定效率达到１００％。
２．３　ＳＲＡＰ引物的多态性分析

从图１可以看出，秋石斛不同杂交后代株系间
的ＳＲＡＰ存在多态性，因此对筛选出的 ５对 ＳＲＡＰ
引物组合进行多态性分析。由表３可以看出，５对

表２　基于ＳＲＡＰ标记的秋石斛杂交后代鉴定结果

引物组合
父本特征带数

（条）

真杂种数

（种）
鉴定出的杂交后代新株系

Ｍｅ１＋Ｅｍ２ １ １０ ２、４、５、６、７、９、１０、１１、１２、１４

Ｍｅ１＋Ｅｍ３ １ １２ １、２、４、５、６、８、９、１０、１１、１２、１３、１４

Ｍｅ１＋Ｅｍ８ １ １６ １、２、３、４、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７

Ｍｅ４＋Ｅｍ２ １ １１ １、２、４、５、６、９、１１、１２、１３、１５、１６

Ｍｅ６＋Ｅｍ６ ２ １６ １、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６
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引物组合共扩增出２６个条带，其中多态性条带数有
２３个，平均每对引物组合扩增到 ４．６个多态性条
带，多态性位点比例为８８．４６％。Ｍｅ１＋Ｅｍ２、Ｍｅ１＋
Ｅｍ８及 Ｍｅ４＋Ｅｍ２引物组合的多态性比例均为
１００．００％，Ｍｅ６＋Ｅｍ６引物组合的多态性比例仅为
７１．４３％。

表３　秋石斛ＳＲＡＰ引物的多态性分析

引物名
总条带

（条）

多态性条带

（条）

多态性比率

（％）

Ｍｅ１＋Ｅｍ２ ５ ５ １００．００

Ｍｅ１＋Ｅｍ３ ６ ５ ８３．３３

Ｍｅ１＋Ｅｍ８ ２ ２ １００．００

Ｍｅ４＋Ｅｍ２ ６ ６ １００．００

Ｍｅ６＋Ｅｍ６ ７ ５ ７１．４３

２．４　亲本与杂交后代的聚类分析
根据统计结果建立０，１型数据，利用 ＮＴＳＹＳ－

ｐｃ２．１０ｅ软件构建秋石斛亲本与杂交后代的聚类
图。从图２可以看出，１９个供试材料间的遗传距离
为０．０５～０．２７，其中２号杂交后代新株系与４号杂
交后代新株系间的遗传距离最近。在遗传距离

０２３处，１９个供试秋石斛材料被分为３大聚类群：
第Ⅰ类，包含母本四面佛、１７号杂交后代新株系；第
Ⅱ类，包含１５个杂交后代新株系，有１～５号杂交后
代新株系及７～１６号杂交后代新株系，占供试杂交
后代新株系的８８．２４％；第Ⅲ类，包含父本水芙蓉和
６号杂交后代新株系。
２．５　杂交亲本与后代的遗传相似系分析

根据ＮＴＳＹＳ－ｐｃ２．１０ｅ软件构建的秋石斛亲本
与杂交后代的遗传相似系数矩阵，其中母本四面佛

与父本水芙蓉间的遗传相似系数仅为０．４６，为遗传
相似系数矩阵中的最低值。基于遗传相似系数矩

阵，绘制亲本与杂交后代的遗传相似系数箱式图。

由图３可以看出，母本四面佛与杂交后代新株系间
的遗传相似系数为０．６２～０．８５，其中母本四面佛与
３号杂交后代新株系间的遗传相似系数最高，与６

号杂交后代新株系间的遗传相似系数最低，母本四

面佛与杂交后代新株系间的平均遗传相似系数为

０．７２。父本水芙蓉与杂交后代新株系间的遗传相似
系数为０．５４～０．８５，其中父本水芙蓉与６号杂交后
代新株系间的遗传相似系数最高，与３号杂交后代
新株系间的遗传相似系数最低，父本水芙蓉与杂交

后代新株系间的平均遗传相似系数为０．６６。杂交
后代与母本的遗传相似系数较父本的大，说明杂交

后代与母本的亲缘关系更近，表现为偏母性遗传，

这与聚类分析中绝大多数杂交后代新株系在遗传

上先倾向于母本后倾向于父本的结果相吻合。

对１７个杂交后代新株系间的遗传相似系数进
行分析发现，５号杂交后代新株系与１５号杂交后代
新株系间、５号杂交后代新株系与１７号杂交后代新
株系间、１４号杂交后代新株系与１５号杂交后代新
株系间的遗传相似系数最低，为０．６２；２号杂交后代
新株系与４号杂交后代新株系间、４号杂交后代新
株系与１１号杂交后代新株系间、７号杂交后代新株
系与１０号杂交后代新株系间、９号杂交后代新株系
与１２号杂交后代新株系间、１２号杂交后代新株系
与１４号杂交后代新株系间的遗传相似系数最高，为
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０．９２。１７个杂交后代新株系间的平均遗传相似系
数为 ０．７９，高于杂交后代与父母本间的遗传相似
系数。

３　结论与讨论

ＳＲＡＰ分子标记技术因具有较高的重复性和共
显性，且引物开发成本较低，目前已被成功应用于

多种植物杂交后代真实性鉴定和遗传多样性分析

中［９－１２］。本研究共筛选出５对ＳＲＡＰ引物组合用于
秋石斛杂交后代的真实性鉴定研究。结果表明，供

试的１７个杂交后代新株系均鉴定为真杂种，鉴定效
率为１００％，说明ＳＲＡＰ分子标记技术应用于秋石斛
杂交后代真实性鉴定研究中是可行的。李玉萍等

利用ＳＲＡＰ分子标记技术对春兰与大花蕙兰杂种株
系进行早期鉴定，证实了 ＳＲＡＰ分子标记作为兰花
育种中早期杂交种筛选鉴定的有效性［１３］。在杂交

后代真实性鉴定的过程中，发现引物组合 Ｍｅ１＋
Ｅｍ２鉴定出的真杂种数量为１０个，未鉴定出１号、３
号、８号、１３号、１５号、１６号及 １７号杂交后代新株
系，引物组合 Ｍｅ１＋Ｅｍ８鉴定出１６个真杂种，鉴定
出７个未在Ｍｅ１＋Ｅｍ２引物组合鉴定出的杂交后代
新株系，但未鉴定出５号杂交后代新株系，说明用不
同引物组合鉴定的结果存在差异，因此，利用多对

引物组合的互补作用进行鉴定，结果更为可靠［１４］。

本研究利用筛选出的５对 ＳＲＡＰ引物组合对秋
石斛亲本及其杂交后代进行ＰＣＲ扩增，并对其多态
性进行分析，发现多态性条带占比为８８．４６％，与洋
葱的８７％［１５］和苹果的 ８９．７７％［１６］相当，说明供试

１９个秋石斛样本具有较高的遗传多样性。聚类分
析结果显示，１７号杂交后代新株系与母本四面佛间
的亲缘关系较近，对其表型性状进行观测发现，二

者均为紫色系花；６号杂交后代新株系与父本水芙
蓉间的亲缘关系较近，表型性状观测结果显示，二

者在花型上具有较大相似性，萼片均为椭圆形；其

余１５个杂交后代新株系在亲缘关系上先倾向于母
本后倾向于父本。对秋石斛亲本与杂交后代的遗

传相似系数分析发现，杂交后代新株系间的遗传相

似系数高于杂交后代与亲本间的遗传相似系数，且

杂交后代与母本的遗传相似系数较父本的大，说明

该组合杂交后代的遗传基础趋向于变窄［１７］，且表现

为偏母性遗传，与聚类结果相印证。上述结果表

明，ＳＲＡＰ分子标记可较准确地反映秋石斛１７个杂
交后代新株系与秋石斛亲本间的差异，且聚类结果

与花色、花型等有较大相关性。

杂种鉴定是育种的基础工作之一，对杂种后代

群体进行及时有效的鉴定可提高育种效率，对秋石

斛新品种选育具有重要作用。本研究利用 ＳＲＡＰ分
子标记技术对秋石斛杂交后代新株系的真实性进

行鉴定，并从分子水平探讨了不同杂交后代新株系

间及杂交后代新株系与亲本间的亲缘关系远近，取

得了较好的效果，为秋石斛杂交后代真实性的鉴

定、种质资源评价提供了技术支撑。鉴定出的真杂

种后代加快了秋石斛新品种的选育进程，可为秋石

斛品种的进一步开发利用提供优良种质。
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天目琼花组培快繁技术体系的优化

王红宝１，丁　丁１，郑伶杰１，王金禹１，郑丽锦２，郭艳超１

（１．河北省农林科学院滨海农业研究所，河北唐山０６３２００；２．河北省林业技术推广总站，河北石家庄 ０５００９０）

　　摘要：为获得一套完整高效的天目琼花组培快繁技术体系，以河北滨海地区天目琼花带腋芽茎段为试验材料，系
统分析了外植体的消毒方法，不同激素配比及浓度对天目琼花腋芽诱导、不定芽增殖、不定芽生根和水培炼苗移栽的

影响。结果表明，外植体最佳灭菌方法是依次用７５％乙醇处理４０ｓ、２％ ＮａＣｌＯ处理３ｍｉｎ、０．１％ ＨｇＣｌ２处理３ｍｉｎ，成

活率为５８．３３％；ＭＳ＋０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ为初代芽诱导的理想培养基，诱导率为９１．６７％；不定芽增殖
以ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ培养基效果佳，株高为６．０４ｃｍ，增殖系数可达７；不定芽生根最适配方为
１／２ＭＳ＋１．５ｍｇ／ＬＮＡＡ，可诱导出健壮发达的根系，生根率为９２．２％；生根苗移栽基质为草炭 ∶蛭石＝１∶１，成活率达
１００％。研究成果更符合工厂化育苗的要求，为天目琼花产业化生产提供技术支持。
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　　中图分类号：Ｓ６８４．０４＋３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２１）２２－００５９－０５

收稿日期：２０２１－０３－２４

基金项目：河北省重点研发项目（编号：１６２２６３２２Ｄ）；河北省农林科

学院创新工程（编号：２０１９－１－６－３）。

作者简介：王红宝（１９９２—），女，河北石家庄人，硕士，助理研究员，主

要从事植物抗逆生理生态及分子遗传育种研究。Ｅ－ｍａｉｌ：

１２５２１４６２２０＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：郭艳超，博士，研究员，主要从事植物抗逆生理生态及分子

遗传育种研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｕｏｙａｎｃｈａｏ２００８＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　 　 天目琼花 （Ｖｉｂｕｒｎｕｍ ｓａｒｇｅｎｔｉｉ）属忍冬科
（Ｃａｐｒｉｆｏｌｉａｃｅａｅ）红果类荚

!

属（ＶｉｂｕｒｎｕｍＬ．）落叶
灌木，别称佛头花［１］。天目琼花夏天开白花，花瓣

宛如蝴蝶，叶片具掌状三出脉；秋天叶片变红，浆果

近似球形；秋冬呈鲜红色［２］。天目琼花作为一种优

良的观花观果灌木，被广泛种植于林缘或道路两旁

等［３］；此外还具有丰富的药用、保健价值，其中果实

中黄酮类、酚类物质含量丰富［４］，具有抗氧化活性，

广泛应用于调控氧化应激和炎症反应研究［５］，茎中

含有人体必需的脂肪酸，可用于治疗类风湿性关节

炎［６］。该树种在观赏和药用方面都具有较好的市

场发展前景。

天目琼花一般采用扦插繁殖［７－８］，易受季节和

取材数量等因素限制，且出苗不整齐，而组织培养

技术生产具有繁殖快、成本低、保持母本优良性状

等优点［９－１１］。目前，有关荚
!

属类植物的组织培养

的研究已有报道［１２－１４］，但研究材料来自不同品种和

地区，不同培养阶段选择的外植体、激素种类及配

比浓度也不尽相同［１２－１３］，有的至今未形成完整的快

繁体系，导致组培苗质量、诱导率和增殖系数等关

键技术方面存在差异［１５］。因此，本研究以河北滨海

地区天目琼花带芽茎段为试材，通过适时取材、合

理消毒、优化激素种类配比和浓度，旨在建立一套

成活率高、苗木质量好、育苗时间短的高效快繁技
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