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摘要：【目的】研究烤烟种质的亲缘关系，以期为烤烟种质的鉴别、创新及合理利用等提供理论依据。【方法】

利用 AFLP 荧光标记技术，采用 8 对 E+3 和 M+3 引物组合对 39 份来自不同国家的烤烟种质的亲缘关系进行分析。

【结果】8 对引物共产生 901 条谱带，其中 813 条呈多态性，多态性条带百分率达 90%；39 份材料之间的遗传相

似系数在 0.51～0.89，当相似系数为 0.75 时，可以将全部试材分为 6 类。【结论】8 对引物能将 39 份烤烟种质完

全分开；聚类结果表明烤烟种质具有较近的亲缘关系，供试材料间的聚类与地理来源没有相关性。 
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Abstract:【Objective】In order to provide theoretical evidence for identification, innovation and utilization of flue-cured tobacco 
germplasm，the genetic relationship of 39 flue-cured tobacco cultivars from different countries was studied.【Method】The genetic 
relationships among the 39 flue-cured tobacco cultivars were analyzed using AFLP fluorescence technique with 8 clear and high 
polymorphic AFLP primer combinations (E+3 and M+3). 【Result】The 8 primer combinations generated 901 bands and in which 
813 bands were polymorphic. The percentage of polymorphic bands was 90%. The genetic similarity coefficient among all materials 
was varied from 0.51 to 0.89. The 39 cultivars were divided into 6 types by a similar coefficient 0.75.【Conclusion】 The 8 primer 
combinations could be used to distinguish between all cultivars being tested. Results of cluster analysis showed that the genetic 
relationship of flue-cured germplasm was relatively approximately and the classification based on AFLP markers of the tested 
cultivars wasn’t related to their origins. 
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0  引言 

【研究意义】目前中国的烤烟种植面积和产量均

居世界首位，烤烟生产在中国烟叶生产中具有重要地

位。但多年来，由于对烤烟种质的遗传背景、亲缘关

系等方面的系统研究相对较少，致使中国烤烟育种进

展缓慢，烤烟生产一直存在推广使用品种单一和优良

品种匮乏问题。【前人研究进展】以往对烤烟种质亲

缘关系的研究主要集中在形态特征和同工酶等方面，

分子标记技术的应用是近几年才开始的。肖炳光等[1]

根据烤烟的 7 个数量性状，通过主成分分析和聚类分

析，将 30 份烤烟品种分为 7 类，建议在育种中选配亲
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本时最好选用不同类群间的品种作为双亲，可减少育

种工作的盲目性。许明辉等[2]对烟草苹果酸酶、6-磷
酸葡萄糖酸脱氢酶、乳酸脱氢酶、过氧化物酶、脂酶

等 5 个酶的 PAGE 分析发现，品种间存在多态性。根

据5种同工酶17个多态性位点计算的遗传距离对品种

进行分类，各类群基本由来源于同一国家的品种构成。

何川生等[3]利用RAPD标记对来自国内外的31个烤烟

品种进行的遗传分析表明, RAPD 技术可用于烤烟品

种的鉴别和纯度测定，不同烤烟品种之间存在明显差

异，但中国现在推广的烤烟品种遗传基础较狭窄。张

汉尧[4]利用RAPD技术构建了52份烤烟种质的指纹图

谱，结果表明烤烟品种间存在一定的遗传多样性，得

到的 RAPD 指纹图谱可以在品种分类与鉴定、假种辨

别中加以应用。杨本超等[5]利用 ISSR 标记分析了 24
份代表性烤烟种质的遗传多样性，品种间遗传相似指

数范围为 0.66～0.85，表明其遗传多样性较低，需要

拓宽烤烟种质的遗传基础。杨有才等[6,7]、杜传印等[8]

近期利用 AFLP 技术对烟草不同种类种质的分析结果

表明，AFLP 标记技术能较好地从分子水平揭示烟草

种质资源的遗传背景和亲缘关系。【本研究切入点】

中国已有烤烟种质资源 1 100 多份[9]，但由于对这些材

料之间的遗传关系研究不够深入，使烤烟新品种的选

育受到很大限制。扩增片段长度多态性（amplified 
fragment length polymorphism，AFLP）具有 DNA 用

量少、带纹丰富、可靠性高、重复性好、多态性检测

效率高等优点[10]，已被广泛应用于生物多样性分析、

图谱构建和分子标记辅助选择育种等研究[11~16]。但有

关 AFLP 在烤烟型烟草种质资源遗传多样性及其亲缘

关系分析方面的研究报道较少。【拟解决的关键问题】

本研究旨在利用 AFLP 荧光标记技术，对 39 份来自不

同国家的烤烟种质的亲缘关系进行分析，以期为烤烟

种质的合理利用和选育优良烤烟新品种等提供 DNA
分子水平上的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试烤烟种质 39 份（表 1），分别来自 5 个国家，

其中中国种质 19 份，美国种质 13 份，加拿大种质 3
份，津巴布韦种质 3 份，日本种质 1 份。种子分别由中

国农业科学院烟草研究所和山东农业大学烟草系提供。 
 

表 1  供试种质材料 

Table 1  Test material 

序号 No. 品种 Cultivar  来源 Origin 序号 No. 品种 Cultivar  来源 Origin 

c1 NC2326 美国 USA c21 湄黄 2 号 Meihuang 2 中国 China 

c2 G28 美国 USA c22 大黄金 5210 Dahuangjin 5210 中国 China 

c3 G140 美国 USA c23 晋太 35 号 Jintai 35 中国 China 

c4 革新 5 号 Gexin 5 中国 China c24 KUTSAGA110 津巴布韦 Zimbabwe 

c5 单育 3 号 Danyu 3 中国 China c25 大白筋 599 Dabaijin 599 中国 China 

c6 广黄 10 号 Guanghuang 10 中国 China c26 Hicks55  美国 USA 

c7 红花大金元 Honghuadajinyuan 中国 China c27 TL33 津巴布韦 Zimbabwe 

c8 春雷 3 号 Chunlei 3 中国 China c28 BL921 美国 USA 

c9 潘元黄 Panyuanhuang 中国 China c29 云烟 2 号 Yunyan 2 中国 China 

c10 金星 6007 Jinxing6007 中国 China c30 日本烤烟-3 Japan flue-cured tobacco 3 日本 Japan 

c11 NC82  美国 USA c31 云烟 5 号 Yunyan 5  中国 China 

c12 Coker86 美国 USA c32 G80 美国 USA 

c13 辽烟 10 号 Liaoyan 10 中国 China c33 中烟 86 Zhongyan 86 中国 China 

c14 Delcrest 66 美国 USA c34 永定 1 号 Yongdingyihao 中国 China 

c15 Degold  加拿大 Canada c35 NC89 美国 USA 

c16 Delhi 76 加拿大 Canada c36 中烟 90 Zhongyan 90 中国 China 

c17 TI245  美国 USA c37 云烟 85 Yunyan 85  中国 China 

c18 NC95  美国 USA c38 K326 美国 USA 

c19 8211 中国 China c39 Newdel   加拿大 Canada 

c20 Kutsaga51E 津巴布韦 Zimbabwe    
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供试材料分别播种在营养钵内，当烟苗长到小十

字期时取样，每份材料取 10 株的嫩叶混合代表该种

质。 
1.2  AFLP 分析 

采用北京鼎国生物技术公司生产的 AFLP 试剂

盒，按照其说明进行操作。 
1.3  数据统计分析 

利用 Genescan 3.1 软件对电泳图像进行转换处

理，得到 0，1 矩阵。利用 PopGene 32 Version 1.32 软

件计算多态性比例（percentage of polymorphic bands，
PPB）及有关遗传信息指数；利用 NTSYS2.11 版软件

的 Dice 法计算种质间的相似系数，并用非加权算术平

均法（UPGMA）进行聚类分析。 

2  结果与分析 

2.1  不同引物组合扩增产物的多态性与烤烟种质的

鉴定 

利用从 64 对引物组合中筛选出的多态性高、条带

清晰稳定的 8 对引物，对 39 份烤烟种质进行选择性扩

增，获得了较好的扩增结果（图 1）。平均每对引物

扩增出 112.6 条可统计的带，共扩增出 901 条谱带，

其中 813 条具有多态性，多态性谱带比率达到 90%（表

2）；8 对引物都能将全部供试材料区分开，每对引物

种质间的鉴别效率高达 100%，不同烤烟种质间存在

明显的遗传差异。因此可以将这些引物作为鉴别烤烟

种质的有效引物来选择使用。 
 

 
引物组合 E-AAC/M-CAG，材料从左至右为 c1～c30  
Primers E-ACA and M-CAG, Materials are c1-c30 from left to right 

 

图 1  供试种质的 AFLP  

Fig. 1  Pictures in AFLP markers' experiment of tobacco 

表 2  8 对 AFLP 选择性扩增引物产生的条带多态性 

Table 2  Polymorphism of AFLP bands obtained by selective 
amplification based on the 8 primer combinations 

引物组合 
Primer combination

总条带数 
Total bands

多态性条数 
Polymorphic bands 

多态性条带比率

PPB 

E-AAC/M-CAG 

E-AAG/M-CAG 

E-AAG/M-CTC 

E-ACA/M-CAG 

E-ACA/M-CTA 

E-ACA/M-CTC 

E-ACA/M-CTT 

E-ACT/M-CAG 

合计 Total 

平均 Mean 

135 

112 

94 

115 

131 

107 

79 

128 

901 

112.6 

123 

105 

81 

98 

123 

93 

71 

119 

813 

101.6 

91 

94 

86 

85 

94 

87 

90 

93 

- 

90 

 

2.2  39 份烤烟种质的聚类分析 

39份烤烟种质的遗传相似系数分布范围为0.51～ 
0.89，平均为 0.74，表明烤烟种质间具有较高的遗传

相似度，种质间的亲缘关系相对较近。其中，‘红花

大金元’（c7）和‘革新 5 号’（c4）遗传相似系数

最小，为 0.51，表明两种质间的亲缘关系最远；‘TL33’
（c27）和‘BL921’（c28）的相似系数最大，为 0.89，
表明两种质间的亲缘关系最近。 

根据遗传相似系数得到的聚类图如 2 所示，以遗

传相似系数 0.75 为界，可以将 39 种质分为 6 类： 
第 1 类：c1、c18、c2、c14、c24、c26、c27、c28、

c3、c9、c10、c5、c6、c8、c12、c4、c19、c30、c20、
c29、c37，共 21 份材料，其中中国材料 9 份，美国材

料 8 份，津巴布韦材料 3 份，日本材料 1 份。 
第 2 类：c21、c22、c23、c25，共 4 份材料，全

为中国材料。 
第 3 类：c11、c15、c16、c17，共 4 份材料，其

中美国材料 2 份，加拿大材料 2 份。 
第 4 类：c31、c32、c33、c34、c35、c36、c38，

共 7 份材料组成，其中 4 份为中国材料，3 份为美国

材料。目前中国生产中的主要推广品种‘NC89’（c35）、
‘K326’（c38）就包含在这一组内，而且二者聚在

同一个小组内，相似系数达到 0.85，表现出较高的遗

传一致性；这说明中国烤烟生产中主要推广品种遗传

基础相当狭窄。 
第 5 类：有 2 份种质，一个是中国‘辽烟 10 号’

（c13），一个是来自加拿大的‘Newdel’（c39）。 
第 6 类：只包括一份种质 c7，即中国系统选育的

品种‘红花大金元’。 
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聚类情况也表明，供试烤烟种质的分类与种质的

地理来源之间没有明显的相关性。 
2.3  不同国家烤烟种质的遗传多样性分析 

利用 PopGene 32 软件对来自 5 个国家的 39 份烤

烟种质进行了统计分析，得到的有关信息指数如表 3
所示。 

从表 3 可以看出，5 个国家烤烟种质的总体遗传

多样性指数（h）为 0.2185，Shannon 信息指数（I）

为 0.3368。这一结果说明不同国家间烤烟种质的遗传

多样性水平相对较低。 
从来自 5 个国家部分烤烟种质 Nei's 遗传距离、遗

传一致度（表 4）来看，不同国家烤烟种质的遗传距

离都在 0.25 以下，遗传一致度都在 0.77 以上，相互间

表现出很高的遗传一致性。中国烤烟种质和美国烤烟

种质的遗传一致度达到 0.9804，在聚类分析图上也明

显聚在一起（图 3）。 
 

 

 
图 2  39 份烤烟种质基于 AFLP 分析的 UPGMA 聚类图 

Fig. 2  Dendrogram derived from a UPGMA cluster analysis based on AFLP analysis among the 39 flue-cured tobacco cultivars 
 

表 3  不同国家烤烟种质的有关信息指数 

Table 3  Some informative indexes of flue-cured tobacco germplasm from different countries 

国家 
Country 

种质数 
Samples 

观察到的等位基因数目 
na  

有效等位基因数目 
ne 

遗传多样性指数 
h 

Shannon 信息指数 I
Shannon index I 

中国 China  19 1.6648 1.3541 0.2140 0.3253 

美国 America  13 1.5934 1.3447 0.1998 0.2994 

加拿大 Canada 3 1.3132 1.2350 0.1301 0.1886 

津巴布韦 Zimbabwe  3 1.2363 1.1559 0.0905 0.1340 

日本 Japan  1 1.0000  1.0000  0.0000  0.0000  

总体 Total  39 1.7692 1.3604 0.2185 0.3368 
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表 4  不同国家烤烟种质间 Nei’s 遗传一致度（对角线以上）和遗传距离（对角线以下） 

Table 4  Nei's genetic identity (above diagonal) and genetic distance (below diagonal) of flue-cured tobacco from different countries 

国家 Country 中国 China 美国 America 加拿大 Canada 津巴布韦 Zimbabwe 日本 Japan 

中国 China **** 0.9804 0.9367 0.9094 0.8504 

美国 America 0.0198 **** 0.9341 0.9096 0.8402 

加拿大 Canada 0.0654 0.0682 **** 0.8584 0.7791 

津巴布韦 Zimbabwe 0.0949 0.0947 0.1526 **** 0.8751 

日本 Japan 0.1621 0.1741 0.2496 0.1334 **** 

****同一种质来源遗传一致度为 1，遗传距离为 0        Genetic identity=1, genetic distance=0 

 

 

 

图 3  不同国家烤烟种质遗传一致度 UPGMA 聚类分析图 

Fig. 3  Population-wise similarity tree reavealed by UPGMA 

cluster analysis using the Nei’s (1973) genetic identity 

in flue-cured tobacco from different countries 

 

3  讨论 

3.1  AFLP 荧光标记技术在烤烟种质资源遗传多样性

研究中的优越性 

AFLP 采用的限制性内切酶及选择性碱基的种

类、数目有很多，因此理论上能产生的标记数目是无

限的，甚至可以检测出品种之间一个碱基对的差异，

能比较全面地揭示不同物种或种质资源的遗传特征，

非常适用于亲缘关系较近的材料的遗传研究[17]。AFLP
分析扩增产物的检测方法主要包括放射自显影检测、

荧光检测及银染检测等。相比较而言，荧光标记的多

态检出率远高于放射自显影检测和银染检测。 
本研究利用 AFLP 荧光标记技术平均每对引物扩

增出 112.6 条多态性带，远远高于 Coussirat[18]和许明

辉等[19]利用 RAPD 标记得到的每个引物扩增出 3.2 条

和 2.9 条多态性条带水平，也高于杜传印等[8]前期利用

AFLP 银染检测技术得到的每个引物平均扩增出 80.8
条多态性条带的水平。由此可见，AFLP 荧光标记技

术的多态性比 RAPD 和 AFLP 银染检测丰富得多。本

研究选用 AFLP 荧光标记方法剖析烤烟种质的亲缘关

系，可以清晰地探测到烤烟种质 DNA 特异性扩增片

段丰富的多态性，很好地反映出供试材料间的遗传差

异，把 39 份材料相互区分开。以上结果表明，AFLP
荧光标记技术非常适于分子水平的烤烟亲缘关系分

析，在烤烟资源材料识别和区分上具有高分辨率，可

以用于烤烟种质资源材料的正确识别。 
3.2  烤烟种质资源的亲缘关系 

在对烟草种质亲缘关系的已有研究中，利用的材

料大都是烟草不同植物学种或不同烟草类型的种质，

针对同一烟草类型种质亲缘关系开展的类似研究则比

较少，目前只有何川生等[3]利用 RAPD 技术和杨本超

等[5]利用 ISSR 技术对烤烟种质进行过研究。 
本研究首次利用 AFLP 荧光标记技术单独对烤烟

种质的亲缘关系进行研究，结果表明，烤烟种质资源

材料具有相对较近的亲缘关系，相互间的遗传相似程

度较高。尤其是对来自不同国家的烤烟品种的遗传多

样性和亲缘关系分析表明，中国的烤烟种质和美国的

烤烟种质有着很高的遗传相似程度，遗传一致度达到

0.9804。这主要是中国近几十年来大量地使用从美国

引进的少数几个优质品种，如‘K326’、‘G28’、

‘NC89’等作为主体亲本，进行大量的组配和定向选

择的原因[20]。由于当前烤烟育种目标的一致性，加上

杂交选育时选用的亲本又局限在少数优良品种，从而

促使种质性状不断融合，导致中国烤烟育成品种和美

国品种间具有较高的相似性，新育品种的遗传基础逐

渐变得狭窄。 
烤烟是中国乃至世界各产烟国的主要栽培类型。

在今后的烤烟品种改良和种质创新中，应注意从亲缘

关系较远的材料，如野生烟草种中引入特异种质，才

能获得突破性的烤烟新品种或优异种质材料。同时，

应注意全面采用形态、细胞、生化及分子水平上的研

究方法和技术，对烤烟育种材料的遗传背景进行深入

的研究和评估，为育种提供具有广泛遗传变异的资源

材料，以促进烤烟育种和生产迈上新的台阶。 
3.3  烤烟型种质资源遗传多样性与地域的相关性 
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关于烤烟种质资源遗传多样性与地域的相关性，

目前尚无一致定论，可能由于所用材料和分子标记不

同，得出的结论也不完全一致。Nan 等[21]通过对来自

世界 18个国家和地区的 46份烟草种质的AFLP分析，

将 46 份种质分为 6 类，不同类型的划分与种质的地理

来源和农艺性状有明显的相关性。杜传印等[8]对 48 份

来自中国、美国、巴西的不同种和不同类型烟草种质

的 AFLP 分析结果表明，晒烟的分组表现出了一定的

地域相关性，而对烤烟种质间的地域相关性则未作分

析。许明辉等[19]利用 RAPD 标记对来源于中国、美国

等国家的 23 份烟草种质的分析结果表明，烟草种质的

地理来源和调制类型差异与遗传差异没有必然的联

系。杨本超等[5]利用 ISSR 标记对 24 份烤烟种质的分

析也表明，尽管地理位置相近的材料其相似性高，但

并不表现出类群和地理位置的密切相关。本研究的结

果也表明，供试烤烟种质的聚类与地域之间并没有明

显的相关性，与许明辉等[19]和杨本超等[5]的研究结果

基本一致。由此可知，在烤烟育种选配亲本时，不仅

要考虑亲本地理来源的差异，更要考虑亲本的遗传差

异的大小。 

4  结论 

（1）AFLP 荧光标记技术是一种鉴定亲缘关系较

近的烤烟种质材料的强有力工具。本研究利用该技术，

选用 8 对 E+3 和 M+3 引物组合，对 39 份烤烟种质的

亲缘关系进行了分析，共得到 901 条可统计的条带，

其中 813 条呈多态性，多态性条带百分率达到 90%。

每对引物都能区分全部供试材料，各自的鉴别效率为

100%。 
（2）39 份材料之间的遗传相似系数在 0.51～ 

0.89，平均为 0.74，相互间表现出较近的亲缘关系；

其中，中国种质与美国种质的遗传一致度达到 0.98 以

上，主要是由于中国大量地使用从美国引进的少数几

个优质品种作为育种主体亲本所致。 
（3）在本试验研究的种质材料中，材料间的聚类

与地理来源没有相关性。 
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