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摘要 }利用 �ƒ�°对羽扇豆k Λυπινυσ�ql v个种 k Λ . ανγυστιφολιυσ�qo Λ . αλβυσ�qo Λ . πιλοσυσ � ∏µµql 的 t{个

品种指纹图谱进行了分析 ow个引物组合共产生 wyu 条带 !多态性带为 wwu o平均每个引物组合产生 tts qx 多态性

带 o多态性百分率为 |x qz h ∀总体平均遗传多样性指数 为 s qz{t ∀种间遗传差异大于品种间的遗传差异 ow个引物

组合种间和品种间的平均鉴定效率分别为 tss h 和 {w qz h ∀按 �°� � � 方法进行聚类分析 o所有的供试材料明显

地分为 v个组 o每一个组由同一个种的品种构成 ∀
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  羽扇豆 k Λυπινυσ �ql 是一个种类繁多 o分布

极广的植物属 ∀其野生种分布在南北美洲 o地中海

地区和北非 o后来被引入南非和澳大利亚 ∀在 us世

纪有几个种已完全被驯化变成了重要的栽培作物 o

还有一些种正在被驯化 ∀新驯化的羽扇豆可作为新

的豆科作物 o生长于不同的土壤和环境 ∀从澳大利

亚引进羽扇豆 v 个种的品种 o正在我国试种 ∀随着

国际间资源交流和相互引种日益增多 o品种的鉴定 !

种子质量标准化 !品种知识产权以及育种家权益的

保护 o逐渐受到人们的重视 ∀因此 o开展对种质资源

遗传差异的分析研究 o具有十分重要的现实意义 ∀

扩增片段长度多态性 k¤°³̄¬©¬̈§ ©µ¤ª° ±̈·¯̈ ±ª·«

³²̄¼°²µ³«¬¶° o�ƒ�°l具有多态性丰富 !不受环境影

响 !灵敏度高 !快速高效 !物种间通用等特点 o已广泛

用于 作 物 遗 传 多 样 性 ! 指 纹 图 谱 和 品 种 鉴

定≈w oy oz o| otv  !基因定位≈{ ott otu  ! 遗传作图≈x ots 等方

面的研究 ∀本文利用 �ƒ�°对羽扇豆种间的遗传差

异分析 o目的是为羽扇豆种质资源的鉴定和分类提

供理论依据 ∀

1  材料与方法

1 q1  材料

由澳大利亚西澳大学 �q�∏¬µ¦«̈ ¯̄ 博士提供 o供

试材料除多毛羽扇豆k Λ . πιλοσυσ � ∏µµql为野生型

外 o窄叶羽扇豆k Λ . ανγυστιφολιυσ �ql 和白羽扇豆

k Λ . αλβυσ �ql 均为栽培型k表 tl ∀
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表 1  供试的羽扇豆

×¤¥̄¨t  �∏³¬±¶k Λυπινυσ �ql ∏¶̈§¬±·«̈ ¶·∏§¼

序号
�²

种名
≥³̈ ¦¬̈¶

品种
∂¤µ¬̈·¬̈¶

叶形
�̈¤©©²µ°

种子形状
≥¨̈ §©²µ°

种皮颜色
≥¨̈ §¦²̄²µ

t Λ . ανγυστιφολιυσ �q ×¤±­¬̄ 窄 o长 �¤µµ²º o ²̄±ª 小 o圆 ≥°¤̄¯oµ²∏±§ 白 o褐斑 • «¬·̈ o¥µ²º± ¶³²·

u �¤̄¼¤ 窄 o长 �¤µµ²º o ²̄±ª 小 o圆 ≥°¤̄¯oµ²∏±§ 白 o褐斑 • «¬·̈ o¥µ²º± ¶³²·

v � µ̈µ¬· 窄 o长 �¤µµ²º o ²̄±ª 小 o圆 ≥°¤̄¯oµ²∏±§ 白 o褐斑 • «¬·̈ o¥µ²º± ¶³²·

w ±∏¬̄¬±²¦® 窄 o长 �¤µµ²º o ²̄±ª 小 o圆 ≥°¤̄¯oµ²∏±§ 白 o褐斑 • «¬·̈ o¥µ²º± ¶³²·

x �̈ ¤̄µ¤ 窄 o长 �¤µµ²º o ²̄±ª 小 o圆 ≥°¤̄¯oµ²∏±§ 白 o褐斑 • «¬·̈ o¥µ²º± ¶³²·

y ⁄¤±­¤ 窄 o长 �¤µµ²º o ²̄±ª 小 o圆 ≥°¤̄¯oµ²∏±§ 白 o褐斑 • «¬·̈ o¥µ²º± ¶³²·

z ≠²µµ̈¯ 窄 o长 �¤µµ²º o ²̄±ª 小 o圆 ≥°¤̄¯oµ²∏±§ 白 o褐斑 • «¬·̈ o¥µ²º± ¶³²·

{ ×¤̄¯̈ µ¤¦® 窄 o长 �¤µµ²º o ²̄±ª 小 o圆 ≥°¤̄¯oµ²∏±§ 白 o褐斑 • «¬·̈ o¥µ²º± ¶³²·

| Λ . αλβυσ �q ƒ°ut 圆 � ²∏±§ 大 o扁圆 �¬ªo²¥̄¤·̈ 白 • «¬·̈

ts �²̄¬·¤ 圆 � ²∏±§ 大 o扁圆 �¬ªo²¥̄¤·̈ 白 • «¬·̈

tt • × ⁄t{s 圆 � ²∏±§ 大 o扁圆 �¬ªo²¥̄¤·̈ 白 • «¬·̈

tu �¬±²µ¬ 圆 � ²∏±§ 大 o扁圆 �¬ªo²¥̄¤·̈ 白 • «¬·̈

tv �§¤ 圆 � ²∏±§ 大 o扁圆 �¬ªo²¥̄¤·̈ 白 • «¬·̈

tw ∂ ¤̄§¬°¬µ 圆 � ²∏±§ 大 o扁圆 �¬ªo²¥̄¤·̈ 白 • «¬·̈

tx ≥·¤µ· 圆 � ²∏±§ 大 o扁圆 �¬ªo²¥̄¤·̈ 白 • «¬·̈

ty � °¬ª¤ 圆 � ²∏±§ 大 o扁圆 �¬ªo²¥̄¤·̈ 白 • «¬·̈

tz �¬̈√ � ∏·¤±· 圆 � ²∏±§ 大 o扁圆 �¬ªo²¥̄¤·̈ 白 • «¬·̈

t{ Λ . πιλοσυσ � ∏µµq 圆 � ²∏±§ 大 o扁圆 �¬ªo²¥̄¤·̈ 紫 °∏µ³̄¨

1 q2  方法

1 q2 q1  叶片 ⁄�� 的提取  采用 ≥«¤µ³kt|{{l 提

出的 o后经 ⁄̈ √²¶kt||ul 改进的酚 ) 氯仿方法 ∀

1 q2 q2  �ƒ�°分析  采用 ∂ ²¶kt||xl的方法 o略有

改动≈u  ∀

1 q2 q3  遗传多样性指数kª̈ ±̈ ·¬¦§¬√ µ̈¶¬·¼¬±§̈ ¬l

用公式 t p Ε
±

¬� t
Πιu计算 o其中 Πι为第 ι个等位基

因的频率 o±为等位基因数目≈tw  ∀

1 q2 q4  鉴别效率k¬§̈ ±·¬©¬¦¤·¬²± ³̈µ¦̈±·¤ª̈ l  用引

物组合可以区别的材料占供试材料的百分数表示 ∀

1 q2 q5  聚类分析  根据 °≤ � 扩增的结果 o有带则

计为 t o无带则计为 s o利用简单匹配系数k¶¬°³̄¨

°¤·¦«¬±ª¦²̈ ©©¬¦¬̈±·l估计基因频率 o依据 �≥ � ° r

k ° n ± l计算遗传相似系数 o其中 ° 为基因型间共

有带的数目 o±为差异带的数目 ∀采用 �×≥≠≥2°≤

t q{进行数据分析 o按 �°� � � 法进行聚类 ∀

2  结果与分析

2 q1  �ƒ�°多态性检测和遗传差异比较分析

本试验采用经筛选的 �¶̈ �和 ∞¦²� �的 w 组

引物 o对 t{ 份供试材料k表 tl进行了 �ƒ�° 分析 o

其结果见表 u 和图 t ∀w 对引物组合共扩增出 wyu

条带 o多态性带为 wwu条 o多态性百分率为 |x qz h o

平均每个引物扩增出 tts qx多态性条带 ∀其中在窄

叶羽扇豆的 {个品种和白羽扇豆的 |个品种中分别

扩增出 uuz 和 us{ 条带 o多态性条带分别为 zz 和

z| o多态性百分率分别为 vv q| h 和 v{ qs h ∀在多

毛羽扇豆的 t个品种中 o共扩增出 t{y条带 ∀为了

更为充分地揭示所有供试材料的遗传差异 o分别估

算了总的平均遗传多样性指数 o对窄叶羽扇豆和白

羽扇豆的平均遗传多样性指数分别进行了估算k表

ul o其值为 s qz{t !s qyxw和 s qzux ∀结果表明 o不同

基因型间存在着较为丰富的遗传多样性 o其中种间

的遗传多样性明显大于种内品种间的遗传多样性 ∀

窄叶羽扇豆和白羽扇豆之间也存在着一定的遗传差

异 ∀说明羽扇豆的种间进化比较明显 o而种内品种

间遗传基础较为相似 ∀

表 2  �ƒ�°多态性检测和遗传差异分析

×¤¥̄¨u  �ƒ�° ³²̄¼°²µ³«¬¶° ¤±§¤±¤̄¼¶¬¶²© ª̈ ±̈ ·¬¦§¬©©̈ µ̈±¦̈

序号
�²

引物组合
°µ¬°̈ µ

¦²°¥¬±¤·¬²±

总带数 ×²·¤̄ ¥¤±§¶

Λ. ανγυστι
φολιυσ�q

Λ. αλβυσ�q Λ. πιλοσυσ
�∏µµq

合计
×²·¤̄

多态性带数 °²̄¼°²µ³«¬¦¥¤±§¶

Λ. ανγυστι
φολιυσ�q

Λ. αλβυσ�q 合计
×²·¤̄

遗传多样性指数 �̈ ±̈·¬¦§¬√̈µ¶¬·¼¬±§̈¬

Λ. ανγυστι
φολιυσ�q

Λ. αλβυσ�q
合计
×²·¤̄

t �2��×r∞2��� ws wz wx |z w t| |u sqz{x sqz{t sqz{y

u �2�×≤r∞2��× yt yv wz tvs ut uu tux sqysy sqytw sqzyw

v �2�×≤r∞2��× y| x| xt tuw vu t{ tt| sqxzs sqzus sqzw|

w �2���r∞2��� xz v| wv ttt us us tsy sqyxx sqz{v sq{uw

合计 ×²·¤̄ uuz us{ t{y wyu zz z| wwu uqyty uq{|{ vqtuv

平均 �√̈ µ¤ª̈ xyq{ xu wyqx ttxqx t|qv t|q{ ttsqx sqyxw sqzux sqz{t
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t ∗ t{的品种名同表 t

�² t ∗ t{ √¤¤µ¬̈·¬̈¶¤µ̈ ·«̈ ¶¤°¨¤¶×¤¥̄¨t

图 1  引物组合 �2���r∞2���的 �ƒ�°指纹图谱

ƒ¬ªqt  �ƒ�° ©¬±ª̈µ³µ¬±·²© ∏̄³¬±¶¤°³̄¬©¬̈§ º¬·« �2���r∞2

���

2 q2  �ƒ�° 指纹图谱的特征和不同引物组合的检

测效率

根据 °≤ � 结果分析发现 o种间带型差异十分明

显 ow组引物在窄叶羽扇豆 !白羽扇豆和多毛羽扇豆

分别扩增出数目不等的特异带型 o平均为 tz qx !

tz qv和 us q{ 个k表 vl ∀这些特异带型具有种的特

异性 o对于特定的引物组合位点是稳定的 o因此 o可

以根据这些带型将某个种和其它另外两个种区分

开 ∀w个引物组合对种的鉴别效率均为 tss h o说明

w个引物组合的任何一个组合都完全可以将 v个供

试羽扇豆种区分开 ∀

w组引物在 t{ 个供试品种中检测到数目不等

的品种特异带型k表 wl o引物组合 �2��× r ∞2

��� !�2�× ≤ r ∞2��× !�2�× ≤ r ∞2��× !�2���

r ∞2��� 分别在 v !y !v !z 个品种中检测到 uw !wy !

vv !vy 个带型k包括缺少某一带型l o可以根据这些

品种的特异带型来鉴别品种 ow 组引物品种间的鉴

别效率平均为 {w qz h ∀除了 �2��× r ∞2��� 引

物组合的鉴别效率为 yy qz h o可以将 t{ 个品种的

tu个区分开 o其余引物组合的鉴别效率均在 {{ h

以上 o其中 �2�× ≤ r ∞2��× 引物组合的鉴别效率

最高为 |w qw h o可以将 t{ 个品种中的 tz 个区分

开 ∀利用这 w组引物可以将 t{个品种完全区分开 ∀

这 w组引物在窄叶羽扇豆和 白羽扇豆品种间的平

均鉴别效率分别为 {z qx h和 {s qy h ∀其中 �2�× ≤

r ∞2��× !�2��� r ∞2��� 组引物在窄叶羽扇豆

内的鉴别效率均为 tss h o同样的引物组合在白羽

扇豆内的鉴别效率为 {{ q| h 和 zz q{ h ∀结果说

明 o不同的引物组合的鉴别效率在不同的种间和品

种间存在着差异 ∀本试验还通过用 w组引物的任一

两两引物组合鉴别 t{ 个品种来分析鉴别羽扇豆品

种所需最少引物组合 o除 �2��× r ∞2��� 和 �2

�× ≤ r ∞2��× 引物组合只能区分 t{ 个品种的 tz

个外 o其它任一两两引物组合都可将 t{个品种完全

区分开 ∀因此可以将这些引物组合作为参考来选择

鉴别羽扇豆品种的引物组合 ∀

2 q3  聚类分析

根据 �ƒ�°数据 o按 �° � �� 方法对所有的供

试材料进行了聚类分析 ot{份材料按种的划分很明

确地聚为 v组k图 ul ∀第一组由窄叶羽扇豆的 { 个

品种组成 o第二组由白羽扇豆的 | 个品种组成 o第

三组是 多毛羽扇豆的 t 个品种 ∀第二组和第三组

的亲缘关系较近 o而和第一组亲缘关系较远 ∀第一

表 3  种的特异带型数目和引物组合的种间鉴别效率

×¤¥̄¨v  ≥³̈ ¦¬©¬¦¥¤±§¶¤±§¬§̈ ±·¬©¬¦¤·¬²± ³̈µ¦̈±·¤ª̈ ²©³µ¬° µ̈¦²°¥¬±¤·¬²± ©²µ¶³̈¦¬̈¶

序号
�²

引物组合
°µ¬° µ̈¦²°¥¬±¤·¬²±

种特异带数  ≥³̈ ¦¬¤̄ ¥¤±§¶

Λ . ανγυστιφολιυσ �q Λ . αλβυσ �q Λ . πιλοσυσ � ∏µµq

鉴别效率
�§̈ ±·¬©¬¦¤·¬²± ³̈µ¦̈±·¤ª̈ k h l

t �2��×r∞2��� tz t| t{ tss

u �2�× ≤r∞2��× t{ t{ uu tss

v �2���r∞2��� tu ut ut tss

w �2���r∞2��� uv tt uu tss

平均 �√ µ̈¤ª̈ tz qx tz qv us q{ tss
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表 4  品种的特异带型和引物组合的品种间鉴别效率

×¤¥̄¨w  ≥³̈ ¦¬©¬¦¥¤±§¶¤±§¬§̈ ±·¬©¬¦¤·¬²± ³̈µ¦̈±·¤ª̈ ²©³µ¬° µ̈¦²°¥¬±¤·¬²± ©²µ√¤µ¬̈·¬̈¶

序号
�²

引物组合
°µ¬° µ̈

¦²°¥¬±¤·¬²±

品种数目
∂¤µ¬̈·¬̈¶

具有某特异带数
≥³̈ ¦¬©¬¦¥¤±§¶
k³µ̈¶̈±·l

缺少某特异带数
≥³̈ ¦¬©¬¦¥¤±§¶

k¤¥¶̈±·l

鉴别效率
�§̈ ±·¬©¬¦¤·¬²± ³̈µ¦̈±·¤ª̈ k h l

Λ . ανγυστιφολιυσ �q Λ . αλβυσ �q 总体 ×²·¤̄

t �2��× r ∞2��� v us w yu qx yy qz yy qz

u �2�×≤r ∞2��× y vu tw {z qx {{ q| {{ q|

v �2���r∞2��� v uy z tss {{ q| |w qw

w �2��� r ∞2��� z vu w tss zz q{ {{ q|

平均 �√ µ̈¤ª̈ w q{ uz qx z qv {z qx {s qx {w qz

图 2  羽扇豆的 �ƒ�°聚类图

ƒ¬ªqu  ⁄̈ ±§µ²ªµ¤° ²© ∏̄³¬±¶¥¤¶̈§²± �ƒ�°

组窄叶羽扇豆的 { 个品种形态上表现为叶片窄长 o

种子粒小 !圆形 o第二组白羽扇豆的 |个品种和第三

组多毛羽扇豆的 t 个品种除种子颜色外 o叶形和种

子形状十分相似 o表现为叶片大而圆 o种子粒大 !扁

圆形 ∀结果表明 o利用 �ƒ�°对羽扇豆品种分类的

结果和形态学上的分类结果是一致的 ∀

3  讨论

长期以来品种的鉴定是通过形态学标记诸如叶

形 !种皮颜色等形态性状以及生化标记进行的 ∀当

前 o随着现代育成品种的日益增多 o种质间的遗传基

础越来越狭窄 o因此 o进行种质的遗传差异分析十分

有益于品种的鉴定和分类 ∀单纯靠形态性状和有限

的生化位点来鉴定已远远不能满足这种现状 ∀由于

⁄�� 分子标记直接反映 ⁄�� 水平的差异 o因此成

为一种鉴定品种的较为理想的方法而得到广泛的应

用≈t ou otw otx  ∀

由于 �ƒ�°所检测的多态性是酶切位点的变化

或酶切片段间 ⁄�� 序列的插入与缺失 o因此具有

比其它 ⁄�� 标记更为丰富的多态性 o甚至可以检

测到品种间 t个碱基对之间的差异 o很容易将基因

型相近的品种区分开 ∀ �̈¬°用 tz个 � ƒ�°探针鉴

定 x{个野生和栽培大豆种质 o有 z个材料具有相同

的 � ƒ�°模式而无法分开≈tx  ∀田清震在相似的研

究中 o用 tz对引物组合对 |u 份野生和栽培大豆种

质的 �ƒ�°指纹图谱进行分析 o有 w 组引物的鉴别

效率在 |s h以上 o其中 �2���r∞2≤ �� 的鉴别效率

为 tss h ≈u  ∀从以上两个研究结果比较分析证明 o

应用 �ƒ�°进行种质检测的效率是非常高的 o因此

非常适合品种的指纹分析≈v oty  ∀
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本研究用 w 组引物对羽扇豆的 t{ 个品种进行

了 �ƒ�°指纹图谱进行分析 ow 个引物组合的种间

平均鉴定效率为 tss h o品种间的平均鉴定效率为

{w qz h o其中除 �2��× r ∞2��� 和 �2�× ≤r∞2

��× 的引物组合外 o其它任何两组引物组合在一起

都可以将 t{个品种分开 ∀在白羽扇豆 !窄叶羽扇豆

和多毛羽扇豆检测到数目不等的种间和品种间特异

带型 o深入研究这些特异带型尤其是种间特异带型

对羽扇豆的起源进化研究会提供有益的信息 ∀
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