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野生毛花猕猴桃叶片和果实 AsA 含量的 SSR 标

记关联分析 
汤佳乐，吴  寒，郎彬彬，曲雪艳，黄春辉，徐小彪* 
（江西农业大学农学院，南昌 330045） 

摘  要：以抗坏血酸（AsA）含量变异丰富的野生毛花猕猴桃（Actinidia eriantha Benth.）种群为试

验材料，对其叶片和果实中的 AsA 含量与 SSR 标记进行关联分析。结果表明：通过 SSR 分子标记技术和

群体结构分析，可将 70 份野生毛花猕猴桃种质材料分为 4 个亚群；GLM 模型分析结果显示，在 P < 0.01

水平上检测有 7 个 SSR 标记与叶片和果实 AsA 含量紧密相关，各标记对叶片和果实 AsA 含量变异的解释

率在 0.082 5 ~ 0.175 5；MLM 模型分析结果显示，在 P < 0.01 的水平上共检测到有 6 个 SSR 标记分别与

叶片和果实 AsA 含量紧密相关，各个标记的解释率在 0.073 6 ~ 0.154 6 之间。发现了与叶片及果实中的

AsA 含量关联的优异 SSR 标记位点（UDK96-040、UDK96-053、UDK97-408、UDK97-414 和 Ke227）。  
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Association Analysis on Leaf and Fruit AsA Content and SSR Markers of 
Wild Actinidia eriantha 

TANG Jia-le，WU Han，LANG Bin-bin，QU Xue-yan，HUANG Chun-hui，and XU Xiao-biao* 

（College of Agronomy，Jiangxi Agricultural University，Nanchang 330045，China） 

Abstract：Association analysis on leaf and fruit AsA content and SSR markers were studied by using 

wild Actinidia eriantha Benth. populations which AsA content was rich variation as experimental material. 

The results indicated that by using SSR marker and genetic structure analysis showed that the population 

of these materials was composed of 4 subpopulations. At P < 0.01 level，there were 7 SSR markers 

associated with the leaf and fruit AsA content under GLM program，and the rate of explanation on the 

phenotype of related marker ranged from 0.082 5 to 0.175 5. There were 6 SSR markers associated with 

the leaf and fruit AsA content under MLM program，and the rate of explanation on the phenotype of related 

marker ranged from 0.073 6 to 0.154 6. Found excellent SSR markers（UDK96-040，UDK96-053，

UDK97-408，UDK97-414 and Ke227）associated with the leaf and fruit AsA content. 

 Key words：Actinidia eriantha；ascorbic acid（AsA）；population structure analysis；association 

analysis 
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毛花猕猴桃（Actinidia eriantha Benth.）果肉翠绿色，风味较浓，具有较强的抗病性。目前商业

栽培的猕猴桃种类主要是中华猕猴桃、美味猕猴桃（牛歆雨 等，2007），生产中应用的毛花猕猴桃

品种极少。毛花猕猴桃绝大部分处于野生状态，主要分布于长江以南的广大丘陵地区，其中以江西、

湖南、福建、广西等地的野生种质资源最为丰富。毛花猕猴桃是猕猴桃属植物中抗坏血酸（ascorbic 

acid，AsA）含量较高的种类之一，其果实中的 AsA 含量高达 5.00 ~ 13.79 mg · g-1 FW，是中华猕猴

桃的 3 ~ 4 倍（钟彩虹 等，2011）。由于具有这些特性，毛花猕猴桃具有广阔的开发利用前景。 

近年来，国内外有关植物体内 AsA 的研究主要集中在抗氧化作用、光合保护、增强酶活性、促

进细胞分裂、植物信号传导等方面的功能分析、AsA 合成途径与降解、转运与运输等生理代谢过程

等方面。同时，在对植物抗坏血酸相关酶基因的研究上已在刺梨（安华明 等，2005）、柑橘（杨晓

燕，2011）和猕猴桃（Laing et al.，2007；Bulley et al.，2009）等果树中广泛开展。而对于毛花猕猴

桃的研究只侧重于 AsA 合成途径及相关基因的克隆等相关研究（Crowhurst et al.，2008；侯长明 等，

2009）。有关野生毛花猕猴桃叶片和果实 AsA 含量与 SSR 标记的关联分析尚未见报道。 

关联分析（association analysis，AA）作为在植物数量性状研究和植物育种中的最新开始应用的

一种分析方法，它通过鉴定种质群体内性状与分子遗传标记或候选基因的关系，可以使 QTL 分析得

到补充和提高，使目标性状精确定位并可广泛应用而不受杂交群体的限制（杨小红 等，2007）。根

据扫描范围，关联分析可分为全基因组和候选基因两种途径（Flint et al.，2003）。全基因组关联分

析基于遗传标记，可以对目标性状进行染色体定位；而候选基因关联分析则是对候选目的基因序列

在种质间的差异进行研究，可以更加精确地鉴定优异等位基因。Hansen 等（2001）最早通过全基因

组关联分析寻找出与野生甜菜抽薹基因紧密连锁的标记，加快了候选基因的定位进程。曹珂等（2012）

在对桃的单果质量与 6个物候期性状的遗传进行关联分析研究时得到了 27个与桃单果质量及 6个物

候期性状关联的数量性状位点。文自翔等（2008）在对中国栽培和野生大豆农艺品质性状与 SSR 标

记的关联分析中检测出栽培群体的大豆和野生大豆种质中分别有 27 个和 34 个位点与农艺形状性状

相关。Breseghello 和 Sorrells（2006）利用 18 个 SSR 标记对 95 份小麦品种的籽粒性状进行了关联

分析，结果发现 Xwmc111、Xgwm30 和 Xgwm261 与籽粒宽度存在显著相关。此外，全基因组关联分

析还在其他一些作物上得到了广泛的应用，但在猕猴桃中尚未见报道。随着关联分析在分子遗传育

种和基因组学研究中的不断深入，通过分子标记的开发、寻找候选基因及功能基因验证的研究，为

进一步揭示数量性状的遗传机制及作物的遗传改良提供了新的途径。 

在对江西省武功山境内野生毛花猕猴桃资源调查收集的 70 份野生种质叶片和果实的 AsA 含量

变异分析的基础上（汤佳乐 等，2013），利用覆盖全基因组的 SSR 引物分析其遗传多态性，旨在为

野生毛花猕猴桃资源的合理开发与利用奠定基础。同时运用一般线性模型（general linear model，

GLM）和混合线性模型（mixed linear model，MLM）进行野生毛花猕猴桃 AsA 含量的关联分析，

寻找与 AsA 含量相关的标记位点，为揭示野生毛花猕猴桃 AsA 生成的分子特征提供理论依据，以

促进有效改良猕猴桃的果实性状与种质创新。 

1  材料与方法 

1.1  材料及其基因组 DNA 的提取 

2012 年 7 月中旬在江西省武功山境内随机采集 70 份野生状态下毛花猕猴桃种质的健康无损伤

的成熟叶片，用冰盒保存并运回实验室。用 CTAB 法提取野生毛花猕猴桃幼嫩叶片的基因组 DNA，

用紫外分光光度计检测 DNA 质量和浓度，–20 ℃保存备用。 
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1.2  SSR 分析 

参照 Testolin 等（2001）用 SSR 构建了猕猴桃遗传连锁图，选用广泛分布在猕猴桃基因组中 70

对 SSR 引物（Palombi & Damiano，2002；Zhen et al.，2004；Korkovelos et al.，2008），首先对 8 个

AsA 含量差异较大的野生毛花猕猴桃种质材料进行扩增，筛选出多态性较好的 21 对 SSR 引物，再

对 70 份野生毛花猕猴桃种质资源进行扩增。PCR 扩增程序为 94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 45 s，

50 ~ 60 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 45 s，30 个循环；72 ℃延伸 10 min。扩增产物用 10%聚丙烯酰胺

凝胶电泳检测，快速银染法染色。 

1.3  数据统计分析 

利用 Microsoft Office Excel 对野生毛花猕猴桃成叶和幼果的 AsA 含量进行统计，根据丙烯酰胺

凝胶电泳和银染检测的结果，将每条 SSR 引物扩增的每一条带视为 1 个位点，统计位点总数和多态

性位点数多态性信息含量（PIC）等参数值，相同迁移率的记为 1，无条带的记为 0，不具多态性的

条带不予统计。应用 Structure 2.3.1 软件进行群体遗传结构分析，并计算材料相应的群体结构 Q 值

以确定 70 份野生毛花猕猴桃种质群体的遗传结构。先假定各个位点均是独立的，并估算最佳群体数

（K），K 的取值范围为 2 ~ 10，将 MCMC（markov chain monte carlo）开始时的不作数迭代（length 

of burn-in period）设为 10 000 次，再将不作数迭代后的 MCMC 设为 10 000 次，然后选取一个合适

的亲缘关系 K 值。 

分别应用 Tassel 2.1 软件中 GLM 和 MLM 两种程序进行野生毛花猕猴桃 AsA 含量与 SSR 标记

位点的关联分析。GLM 分析中以 Q 值作为协变量进行回归分析；MLM 采用群体结构 Q 值和亲缘

关系 K 值相结合的方法进行分析，选择计算每个标记的遗传力（calculate heritability for each marker）

的计算方式，分析方法选择 EM。利用 AsA 含量表型变异数据对标记逐一进行回归分析和关联作图，

并计算标记对表型变异的解释率。 

2  结果与分析 

2.1  SSR 多态性分析 

利用 70 条广泛分布于猕猴桃基因组的 SSR 引物对野生毛花猕猴桃材料进行扩增，52 条引物能

够扩增出条带，且每条引物能够扩增出 2 ~ 12 条带。再对 52 条 SSR 引物进行筛选，得到稳定性好、

扩增性强和多态性好的 SSR 引物 21 条，一共扩增出 127 个多态性等位位点。通过对野生毛花猕猴

桃基因组 PCR 扩增，多数 SSR 引物能够在野生毛花猕猴桃材料中表现出多态性，不同的 SSR 引物

的扩增结果在总等位位点数、多态性位点数、等位位点亮度等方面都表现出了差异。在 70 份毛花猕

猴桃材料中，21 条 SSR 引物扩增得到的基因片度长度大概在 75 ~ 400 bp 的变化范围，等位位点数

目在 2 ~ 12 之间，平均每条 SSR 引物可以检测到 6.04 个等位位点，其中引物 722 检测到了 5 个等

位位点变异（图 1）。利用 SSR 标记对野生毛花猕猴桃扩增得到的图谱，将扩增得到的多态性位点

进行赋值进行关联分析。 

2.2  群体结构分析 

为了估测野生毛花猕猴桃种质群体的遗传结构，基于 SSR 标记的数据，利用 Structure 2.3.1 软

件的等位基因发生频率相关模型进行群体结构分析。对 70 份野生毛花猕猴桃种质进行组群划分结果

测试，重复 10 次，2 ~ 10 组群（K = 2，3，4，……，10），将测试过程中不同的等位变异频率特

征类型数 K 给出的不同的 lnP（D）平均值（似然值），绘制成散点图（图 2）。基于数学模型的群
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体结构分析发现样本中的 lnP（D）随着 K 值得增加呈持续增大。因此，最佳的群体结构数必须通

过 ΔK 来确定。由图 3 可以看出，ΔK 在 K = 4 出现拐点。根据 Evanno 等（2005）的描述，可以判

断 70 份野生毛花猕猴桃群体可被分为 4 个亚群（图 4）。这 4 个亚群分别包含 14、17、21 和 18 份

材料。 
 

 
图 1  引物 722 对 70 份野生毛花猕猴桃种质扩增的图谱 

Fig. 1  SSR profile for 70 accessions of kiwifruit by primer 722 

 

 

 
图 2  K 值与 lnP（D）值折线图                                   图 3  K 值与 ΔK 值折线图 

  Fig. 2  Lines chart of K values with lnP（D）                       Fig. 3  Lines chart of K values with ΔK 
 

 

 
图 4  基于 SSR 标记的野生毛花猕猴桃群体遗传结构图 

红色代表亚群 1；绿色代表亚群 2；蓝色代表亚群 3；黄色代表亚群 4。 

Fig. 4  Population structure of wild Actinidia eriantha Benth. based on SSR marker 

Red：POP1；Green：POP2；Blue：POP3；Yellow：POP4. 



5 期                汤佳乐等：野生毛花猕猴桃叶片和果实 AsA 含量的 SSR 标记关联分析               837 

 

2.3  SSR 标记与 AsA 含量的关联分析 

从前期研究结果（汤佳乐 等，2013）中发现，70 份野生状态下的毛花猕猴桃桃种质资源不同

植株的成熟叶片和幼嫩果实 AsA 含量存在丰富的变异，变异系数分别为 41.30%和 21.88%，反映了

野生毛花猕猴桃种质中存在较大的的遗传差异。本研究中则是基于对野生毛花猕猴桃准确测定成熟

叶片和幼嫩果实的基础上，经过 SSR 多态性分析和群体遗传结构分析，将野生毛花猕猴桃群体分为

4 个亚群，应用 Tassel 2.1 软件中的 GLM 模型和 MLM 模型两种程序进行野生毛花猕猴桃叶片和果

实 AsA 含量与 SSR 标记的关联分析。 

在 GLM 模型中，以 4 个亚群中的各个材料所对应的群体结构 Q 值作为协变量，将 SSR 标记与

AsA 含量的变异进行回归分析，寻找与 AsA 含量相关联的标记并确定其解释率；在 MLM 模型中，

采用群体结构 Q 值和亲缘关系 K 值相结合的方法进行回归分析，并确定其相关联标记的解释率。 

GLM 模型分析结果（表 1）显示，在 P < 0.01 水平上，所检测的 21 对 SSR 引物的 127 个多态

性标记位点中，有 7 个 SSR 标记位点与叶片和果实的 AsA 含量相关。有 4 个标记位点与叶片的 AsA

含量相关，4 个与果实的 AsA 含量相关，其中标记位点 UDK97-414 同时与叶片的 AsA 含量、果实

的 AsA 含量相关。各个 SSR 标记位点对叶片和果实 AsA 含量的变异的解释率在 0.082 5 ~ 0.175 5

之间，解释率最大的标记位点是 UDK96-040，为 0.175 5，与果实的 AsA 含量相关，其次是标记位

点 UDK96-053，解释率为 0.168 9；而解释率最小的标记位点是 761，解释率为 0.082 5，与叶片的

AsA 含量相关。 

MLM 模型分析的结果（表 1）显示，在 P < 0.01 的水平上，共有 6 个 SSR 标记位点分别与叶

片和果实 AsA 含量相关，比 GLM 模型分析结果中的少 1 个，其中有 5 个 SSR 标记位点与 GLM 模

型分析所得到的相同，标记位点 751 只有在 MLM 模型分析中检测到，与叶片的 AsA 含量相关的解

释率为 0.073 6。标记位点 UDK97-414 同时与叶片和果实的 AsA 含量相关。MLM 模型中各个标记

位点的解释率在 0.076 3 ~ 0.154 6 之间，低于 GLM 模型分析得到的解释率。 
 

表 1  GLM 和 MLM 模型对与 AsA 含量相关的 SSR 标记的解释率 

Table 1  SSR marker associated with AsA content and their explained phenotypic variation 

果实 Fruit  叶片 Leaf 标记  

Marker GLM MLM GLM MLM 

参考文献 

Reference 

UDK96-040 0.175 5 0.154 6   Palombi & Damiano，2002 

UDK96-053 0.168 9 0.147 8   Korkovelos et al.，2008 

UDK97-408 0.164 6 0.140 6   Testolin et al.，2001 

UDK97-414 0.153 0 0.143 0 0.151 3 0.121 3 Zhen et al.，2004 

UDK99-143   0.120 5  Korkovelos et al.，2008 

Ke227   0.103 7 0.081 2 Testolin et al.，2001 

761   0.082 5  Testolin et al.，2001 

751    0.073 6 Testolin et al.，2001 

P < 0.01. 

3  讨论 

3.1  野生毛花猕猴桃 SSR 多态性及群体结构分析 

    AsA 含量作为衡量果实品质中一个重要的指标，选育出高果实 AsA 含量的品种一直是育种工作

者的目标之一。因此分析毛花猕猴桃 AsA 含量的多样性以及基于 SSR 分子标记的多态性分析，对

于猕猴桃育种工作具有重要的指导意义。本研究中以 AsA 含量变异丰富的野生毛花猕猴桃种质为材

料，在前期进行叶片和果实 AsA 含量变异分析的基础上（汤佳乐 等，2013），利用 SSR 分子标记
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进行多态性分析，21 条多态性高的 SSR 引物一共检测出 127 个等位变异位点，扩增得到的基因片

度长度大概在 75 ~ 400 bp 的变化范围，变异范围在 2 ~ 12 之间，平均每条 SSR 引物可检测到 6.04

个等位位点。可见，野生毛花猕猴桃不仅在叶片和果实 AsA 含量上具有丰富的多样性，而且基于

SSR 分子标记在对野生毛花猕猴桃种质材料的识别和区分上也具有多态性高的特点。野生毛花猕猴

桃叶片和果实 AsA 含量变异的多样性及基于 SSR 的多态性分析结果表明，本研究所选择的资源群

体适合于开展野生毛花猕猴桃 AsA 含量的关联分析。通过对野生毛花猕猴桃种质材料的叶片和果实

AsA 含量与 SSR 标记的关联分析，将有助于深入发掘并充分利用高 AsA 含量的基因资源，加速高

AsA 含量基因的研究和育种改良。 

对供试种质资源进行遗传多样性和群体遗传结构评价，是进行关联分析的前提和基础（Harris & 

Stokesbury，2010）。本研究中使用 STRUCTURE 软件对供试野生毛花猕猴桃种质进行的基于 SSR

标记的群体结构分析，70 份供试种质可以分为 4 个亚群，分别包含 14、17、21 和 18 份材料。群体

分析的结果分析是通过计算各个供试种质相应的 Q 值，进行基于数学模型的聚类划分，通过将野生

毛花猕猴桃群体中各个种质的所得到相应的 Q 值作为协变量纳入回归分析中，校正了 70 份种质材

料的群体结构，较大程度上减少群体结构对关联分析的影响，降低供试种质群体结构引起的伪关联

的概率，进而有效提高了关联分析的准确性。 

3.2  野生毛花猕猴桃 SSR 标记的关联分析 

近年来，关联分析已成功应用于植物研究。顾竟等（2011）采用 GLM 一般线性模型，利用 59

个 SSR 标记对豌豆的 19 个形态性状进行关联分析，结果显示 SSR 位点间有较高的多态性和一定程

度的连锁不平衡，一共检测出 32 个 SSR 标记位点与 14 个表型性状相关联，其中有一些 SSR 标记

与两个或多个形态性状相关联。Ehrenreich 等（2007）对来自中欧的 96 份拟南芥种质群体进行分析，

并使用 MLM 混合线性模型的关联作图方法鉴定出 3 个与分枝变异显著关联的位点。Zhang 等（2010）

和 Price 等（2010）认为在进行全基因组关联分析中 MLM 模型比 GLM 模型更适合。赖勇等（2013）

对 113 份大麦亲本材料进行了 SSR 遗传多样性分析及群体遗传结构分析，结果发现使用 MLM 模型

鉴定的显著关联位点要明显比 GLM 模型鉴定的少 3 个，两种模型分析中分别寻找到了 9 个与株高、

穗长、芒长、穗粒数相关联，6 个与株高、芒长和小穗着生密度相关联的标记。 

本研究中应用 Tassel 2.1 软件中的 GLM 和 MLM 两种模型分析方法进行野生毛花猕猴桃 AsA 含

量的关联分析，分别找到了 7 个和 6 个与果实、叶片相关的标记，其中 MLM 分析检测到的 5 个 SSR

标记同样也在 GLM 分析中所检测到，标记 751 与叶片的 AsA 含量有关，只有在 MLM 模型分析中

检测到；GLM 模型分析检测到与叶片的 AsA 含量有关的标记 761，却在 MLM 模型分析中未检测到。

MLM 模型分析结果比 GLM 模型分析结果要少 1 个，主要原因是 GLM 分析中只考虑群体结构 Q 值

对关联分析的影响，而 MLM 分析中不仅考虑了 Q 值，还考虑到了亲缘关系 K 值对关联分析的影响，

提高了关联分析的准确性，使结果更加准确可靠。 

4  结论 

本研究中解析了野生毛花猕猴桃 AsA 含量关联位点内各等位变异的表型效应，在 AsA 含量的

表型数据和分子标记检测得到的基因型数据之间用特定的等位变异建立起联系，发掘了与果实及叶

片 AsA 含量关联的优异标记 SSR 位点 UDK96-040、UDK96-053、UDK97-408、UDK97-414 和 Ke227

等。 
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