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摘　 要:为分析江西野生毛花猕猴桃群体遗传多样性,以江西省境内的 5 个野生毛花猕猴桃雄性群体

(72 个个体)为试验材料,采用 SSR 分子标记技术,选取 15 对多态性引物,利用聚丙烯酰胺电泳对 PCR
产物进行检测。 结果表明,15 对 SSR 引物共检测到 86 个位点,多态性位点百分率为 100. 0%;观察到的

平均等位基因数为 5. 733,有效等位基因数为 3. 002,Shannon 信息指数为 1. 046。 表观杂合度介于

0. 111~0. 819 之间,预期杂合度介于 0. 041~0. 876 之间,遗传分化系数为 2. 01,野生毛花猕猴桃雄性群

体间存在较大的遗传分化。 5 个毛花猕猴桃雄性群体遗传距离范围为 0. 102 ~ 0. 409,遗传相似度范围

为 0. 665~0. 903,群体间遗传距离与地理距离无相关性。 群体的遗传多样性丰富度依次为庐山>井冈山

>南源山>武功山>麻姑山,江西地区供试的野生毛花猕猴桃雄性群体在分子水平上具有丰富的多态性。
本研究结果为毛花猕猴桃雄性品种选育、种质创新与利用提供了一定的理论基础。
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　 　 毛花猕猴桃(Actinidia eriantha Benth.)为猕猴桃

科(Actinidiaceae)猕猴桃属(Actinidia)雌雄异株的多

年生藤本果树,是我国特有的猕猴桃种质资源,主要分

布于长江以南海拔 200 ~ 1 000 m 的山区[1]。 目前世

界猕猴桃的主栽品种比较单一,培育新的栽培品种具

有重要意义[2]。 毛花猕猴桃具有抗逆性强、果实维生

素 C 含量高且含有丰富的矿物质等优势,已成为猕猴

桃新品种选育的重要潜在物种[3]。 目前已报道的毛

花猕猴桃雌性品种有大果型沙农 18 号[4]、华特[5] 和

易剥皮型品种赣猕 6 号[6]。
目前,猕猴桃雌株的研究主要集中在果实发育特

性[7]、果实品质[8]、果实采后特性[9] 等方面,其中针对

雄花花粉活力[12-13]、花粉形态[14] 等的研究报道较多,
但有关雄性种质资源的报道较少。 猕猴桃具有花粉直

感效应[10-11],雄株所产花粉对果实的外观和内在品质

影响较大。 当前,我国猕猴桃授粉雄株的选育工作严

重滞后,综合性状优良并与雌株相配套的雄性品种较

缺乏[15]。 研究表明,从野生资源中选择优异品种较杂

交育种耗时短且见效快,因此对野生资源的调查、评价

和保存具有重要意义[16]。
SSR(simple sequence repeat)分子标记因其共显性

遗传、分布广、稳定性和重复性好[17] 等优点,已成为理

想的遗传标记技术,在藜麦[18]、绿豆[19]、苹果[20]、杜
梨[21]、牛心柿[22]、毛樱桃[23]上均有报道。 在分子水平

上分析遗传多样性,可为种质资源鉴定和品种鉴定提

供依据,有利于猕猴桃种质资源的开发利用。 SSR 技

术在猕猴桃上的应用集中于遗传多样性[2]、亲缘关系

鉴定[24]、关联分析[25]及指纹图谱鉴定[26]等方面,对野

生猕猴桃雄性种质资源群体的遗传多样性研究尚未见

报道。 江西是毛花猕猴桃的主产地之一,江西农业大

学猕猴桃研究团队从 2009 年开始对江西省境内的毛

花猕猴桃进行种质资源调查、收集,发现多个野生毛花

猕猴桃雄性群体,并从中挖掘出观赏和授粉兼用型优

株 MG-15[27]。 本研究通过对江西麻姑山、庐山、武功
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山、井冈山和南源山等地区的野生毛花猕猴桃雄株进

行实地考察和样品采集,利用 15 对 SSR 引物对其遗

传多样性进行分析,以期为毛花猕猴桃雄性品种选育,
挖掘优异等位基因提供一定的理论基础。

1　 材料与方法

1. 1　 试验材料

在江西农业大学猕猴桃研究团队 2009-2015 年

调查江西省境内野生毛花猕猴桃资源的基础上,于
2016 年 4-6 月对集中分布区于麻姑山、庐山、武功山、
井冈山和南源山 5 个野生毛花猕猴桃雄性群体共 72
个样品进行取样(表 1)。 按照均匀分布、随机采样的

原则,选择成龄毛花猕猴桃雄性单株,样本间距离大于

50 m,对规模较少的群体(如庐山)采集所发现的全部

样本。 采集野生毛花猕猴桃个体的新鲜嫩叶,用有色

硅胶迅速脱水干燥,常温保存,用于 DNA 提取。

表 1　 野生毛花猕猴桃群体采样信息

Table 1　 Sample information for each population of wild Actinidia eriantha

居群
Population

样品植株数
Number of
plants / plant

产地
Locality

地理位置
Geographical location

海拔
Altitude / m

生境
Habitat

麻姑山 Magushan 24 江西省南城县西麻姑山 27. 53°N′,116. 54°E 600~1 000 山坡路旁

庐山 Lushan 11 江西省庐山 31. 47°N′,115. 95°E 500~700 山坡林中

井冈山 Jinggangshan 10 江西省井冈山 26. 33°N′,114. 11°E 800~900 山坡林中

武功山 Wugongshan 12 江西省芦溪县武功山 27. 54°N′,114. 30°E 300~400 山坡路旁

南源山 Nanyuanshan 15 江西省宜黄南源山 27. 45°N′,116. 44°E 300~500 山坡路旁

1. 2　 方法

1. 2. 1　 DNA 提取　 选用改良的 CTAB 法[28]提取野生

毛花猕猴桃叶片基因组 DNA;采用 1%琼脂糖凝胶对

DNA 质量进行检测,将提取的 DNA 样品于 -20℃ 保

存备用。
1. 2. 2　 SSR-PCR 扩增　 从 80 对 SSR 引物筛选出 15
对多态性较好的 SSR 引物(表 2)进行扩增。 扩增体系

为 10 μL,包含 2×Taq PCR Mix[天根生化科技(北京)
有限公司] 5 μL,上下游引物各 0. 8 μL,模板 DNA 1
μL,ddH2O 2. 4 μL。 PCR 扩增程序: 94℃ 预变性 3
min,94℃变性 30 s,52~62℃退火 30 s,72℃延伸 30 s,
28~ 34 个循环;72℃ 终延伸 10 min,12℃ 保存。 PCR
扩增产物采用 8%的非变性 PAGE 电泳,快速银染法

检测并拍照记录[17]。
1. 3　 数据分析

以 DNA marker 作对照,拍照记录并统计清晰的

SSR 条 带, 从 小 到 大 依 次 记 为 A、 B、 C …, 应 用

POPGENE Ⅴ. 1. 32 软件计算各居群等位基因数

(number of alleles,Na)、Shannon 信息指数(Shannon′s
information index, Ⅰ)、 有 效 等 位 基 因 数 ( effective
number of alleles,Ne)、Nei′s 基因多样性指数(Nei′ s
gene diversity)、观察杂合度 ( observed heterozygosity,
Ho)、预期杂合度(expected heterozygosity,He)、多态位

点比率(proportion of polymorphic loci,PPL)等遗传多

样性指标。 基于 Nei′s 遗传距离,利用 NTSYS-pc2. 10
软件对各毛花猕猴桃群体进行聚类分析,使用 SPSS
软件对群体间的地理距离与遗传距离进行相关性分

析。

2　 结果与分析

2. 1　 毛花猕猴桃 SSR位点多态性和群体遗传多样性分析

从 80 对 SSR 引物中筛选出 15 对引物(表 2),能
扩增出条带清晰、稳定性和多态性较好的条带(图 1)。
由表 2、3 可知,15 对 SSR 引物在 72 份样品的扩增位

点上,共检出 86 个等位基因,平均每对引物扩增出等

位基因数为 5. 733,扩增产物片段介于 100 ~ 300 bp 之

间。 每对引物扩增有效等位基因数介于 1. 043~8. 062
之间,均值为 3. 002,多态性位点百分率为 100%。 Nei′
s 遗传多样性指数为 0. 507, Shannon 信息指数为

1. 046,表观杂合度介于 0. 042 ~ 0. 819 之间,预期杂合

度介于 0. 041~0. 882 之间,表明江西地区的毛花猕猴

桃群体在分子水平具有丰富的多态性。 除 5 号与 61
号引物外,其他引物表观杂合度均小于预期杂合度,表
明在野生毛花猕猴桃雄性群体中存在杂合子不足的现

象。
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表 2　 15 对引物基本信息

Table 2　 Information of 15 pairs of primers

引物名称
Primer name

序列(5′-3′)
Sequence(5′-3′)

退火温度
Annealing temperature / ℃

等位基因长度
Allele size range / bp

来源
Reference

1 AACTAAGAAACGGGACCATTG 62 150~200 [29]

4 CCCTTCATCATAATACGAGTC 53 100~150 [29]

5 GTTGTTGAGGTGATTGTTGATG 61 150~200 [29]

11 CCCCTCATTGTAAAGCATCC 62 150~200 [29]

13 ACTAACAGACAAAAACTGGGGG 58 200~250 [29]

14 TTGAGGGCTTGATGAAAAC 61 150~200 [29]

15 CCGTCTCAGCAGATGTCACTAT 52 150~200 [29]

22 TACACCTGATGAGATGGACGAC 54 200~250 [29]

27 TGGCGACATGGTCTTCTTAG 54 100~150

53 TTCCTTAATCCAGGGTCTCG 63 150~200

50 GAGTCGGGAGCATAATTGGT 54 250~300

61 TGATGCTCCCAGTCCAAGTA 53 200~250

UDK97-408 GTGCTCCTCCGTCCATGTAT 64 100~150 [30]

UDK99-143 TGGTGTAAAGTCAAAAACAGCC 59 100~200 [30]

UDK96-035 AAGAGCCATAGCTTATTCACCG 60 100~150 [30]

表 3　 15 个 SSR 位点的遗传多样性参数

Table 3　 15 primers used for SSR amplification and genetic parameters for each loci

引物名称
Primer name

等位基因数
Na

有效等位
基因数 Ne

Shannon
信息指数

Ⅰ

表观杂
合度
Ho

预期杂
合度
He

遗传分化系数
Inbreeding
coefficient

Nei′s 遗传多样性指数
Nei′s genetic
diversity index

多态位点百分率
Proportion of

polymorphic loci / %

1 9 6. 131 1. 937 0. 542 0. 843 0. 157 0. 837 100

4 3 1. 995 0. 772 0. 097 0. 502 0. 303 0. 499 100

5 4 1. 120 0. 269 0. 111 0. 108 0. 074 0. 107 100

11 3 2. 467 0. 976 0. 183 0. 599 0. 326 0. 595 100

13 4 1. 607 0. 707 0. 208 0. 380 0. 253 0. 378 100

14 5 1. 492 0. 69 0. 183 0. 332 0. 269 0. 330 100

15 5 1. 579 0. 731 0. 254 0. 369 0. 398 0. 367 100

22 3 2. 065 0. 84 0. 282 0. 519 0. 048 0. 516 100

27 4 1. 654 0. 691 0. 343 0. 398 0. 079 0. 395 100

50 5 2. 657 1. 159 0. 319 0. 628 0. 094 0. 624 100

53 3 1. 923 0. 703 0. 211 0. 483 0. 504 0. 480 100

61 3 1. 043 0. 115 0. 042 0. 041 0. 198 0. 041 100

UDK97-408 10 3. 178 1. 620 0. 528 0. 690 0. 087 0. 876 100

UDK99-143 13 8. 062 2. 246 0. 819 0. 882 0. 066 0. 685 100

UDK96-035 12 8. 056 2. 226 0. 486 0. 882 0. 124 0. 876 100

平均值 Mean 5. 733 3. 002 1. 046 0. 307 0. 511 0. 201 0. 507 100

　 　 5 个毛花猕猴桃群体中多态性位点百分率最高的

为庐山群体(100%),Nei′s 遗传多样性指数(0. 500)
也最高,15 对引物共检测到 55 个位点,所有位点均具

多态性(100%);南源山群体中检测到的位点数最多,
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为 62 个位点,多态性位点百分率达到 93. 3%;麻姑山

群体的多态性位点百分率最低,为 80. 0%,Nei′s 遗传

多样性指数也最低(0. 324)。 群体平均多态性百分率

达 89. 3%,群体的 Nei′s 遗传多样性指数的范围介于

0. 324~ 0. 500,平均为 0. 421,Shannon 信息指数介于

0. 649~0. 954,平均为 0. 811(表 4)。

注:M:Marker; 1~15:南源山群体。
Note: M:Marker. 1-15: Nanyuanshan population.

图 1　 SSR 引物对的扩增谱带

Fig.1　 SSR amplification of primer pairs

表 4　 野生毛花猕猴桃群体的遗传多样性

Table 4　 Genetic diversity of wild Actinidiaeriantha Benth populations

群体
Population

等位基因数
Na

有效等位
基因数 Ne

Shannon
信息指数Ⅰ

Nei′s 遗传多样性指数
Nei′s genetic diversity index

多态位点百分率
Proportion of polymorphic loci / %

麻姑山 Magushan 3. 333 2. 077 0. 649 0. 324 80. 0

庐山 Lushan 3. 667 2. 722 0. 924 0. 500 100

井冈山 Jinggangshan 3. 800 2. 646 0. 954 0. 496 86. 7

武功山 Wugongshan 3. 133 1. 899 0. 692 0. 368 86. 7

南源山 Nanyuanshan 4. 133 2. 400 0. 834 0. 414 93. 3

群体水平 Population level 3. 613 2. 349 0. 811 0. 421 89. 3

总水平 Total level 5. 733 3. 002 1. 046 0. 507 100

2. 2　 群体遗传分化和遗传距离分析

由表 5 可知,5 个毛花猕猴桃群体 Nei′s 遗传距离

范围介于 0. 102~0. 409 之间,均值为 0. 253;遗传一致

度范围为 0. 665~ 0. 903,其均值为 0. 731。 其中,武功

山群体和井冈山群体之间的遗传距离最小,麻姑山群

体和武功山群体的遗传距离最大。 为分析距离对不同

群体遗传的影响,对各群体间的地理距离(表 6)和遗

传距离进行相关性分析,结果表明,群体间的遗传距离

与地理距离之间无显著相关性( r = 0. 334,P = 0. 345>
0. 05)

表 5　 毛花猕猴桃群体间的 Nei′s 遗传距离和遗传一致度

Table 5　 Genetic distance and genetic identity different populations

群体
Population

麻姑山
Magushan

庐山
Lushan

井冈山
Jinggangshan

武功山
Wugongshan

南源山
Nanyuanshan

麻姑山 Magushan - 0. 731 0. 669 0. 665 0. 887

庐山 Lushan 0. 313 - 0. 801 0. 761 0. 796

井冈山 Jinggangshan 0. 402 0. 222 - 0. 903 0. 793

武功山 Wugongshan 0. 409 0. 274 0. 102 - 0. 791

南源山 Nanyuanshan 0. 120 0. 228 0. 232 0. 235 -

　 　 注:上三角:Nei′s 遗传一致度;下三角:遗传距离。
Note:Above diagonal: Genetic identity. Below diagonal: Genetic distance.
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表 6　 毛花猕猴桃雄株群体间地理距离

Table 6　 Geographic distance between male Actinidia eriantha populations

种群
Population

麻姑山
Magushan

庐山
Lushan

井冈山
Jinggangshan

武功山
Wugongshan

南源山
Nanyuanshan

麻姑山 Magushan - - - - -

庐山 Lushan 441. 4 - - - -

井冈山 Jinggangshan 261. 6 574. 6 - - -

武功山 Wugongshan 239. 3 471. 1 110. 8 - -

南源山 Nanyuanshan 13. 9 449. 1 248. 3 229. 1 -

2. 3　 聚类分析

利用 Nei′s 遗传距离对 5 个群体进行 UPMGA 聚

类分析。 由图 2 可知,井冈山群体与武功山群体的遗

传距离最近,聚为一类,麻姑山与南源山群体聚在一

起,庐山群体与其他群体的遗传距离较大,单独聚为一

类。

图 2　 5 个毛花猕猴桃雄株不同群体的 UPGMA 聚类图

Fig.2　 UPGMA dendrogram of different groups of five
male Actinidia eriantha populations

3　 讨论

本研究中毛花猕猴桃雄株的遗传参数 ( Ne =
3. 002、Ⅰ=1. 046)表明,野生毛花猕猴桃具有丰富的

遗传多样性,这与汤佳乐等[30] 的研究结果一致。 此

外,毛花猕猴桃雄株群体大部分位点表现出一定程度

的多态性,各群体多态性位点百分率介于 80% ~100%
之间。 毛花猕猴桃群体的遗传参数(Ne = 2. 3485、Ⅰ=
0. 8107、Nei′s = 0. 4205)表明群体水平上的遗传多样性

较高,与杨妙贤等[16] 的结果一致。 5 个毛花猕猴桃群

体中遗传多样性最高的为庐山群体(Nei′s = 0. 500),
最低的为麻姑山群体(Nei′s = 0. 324),进一步分析表

明,庐山群体采自自然保护区,人为干扰少,从而保留

了较高的遗传多样性,其他样本均来自于路旁,人为干

扰较大。 麻姑山地区样本量虽然较大,但毛花猕猴桃

雄株在山北面潮湿地区分布较为集中,亲缘关系较近,

这可能是麻姑山群体 Nei′s 遗传多样性水平低于其他

群体的原因。 江西猕猴桃野生资源丰富,在野生条件

下毛花猕猴桃与中华猕猴桃、京梨猕猴桃等不同种猕

猴桃群居一起[31],异花授粉增加了基因重组和变异的

概率[32],因此遗传多样性较高。 此外,种子繁殖是一

种重要的繁殖方式,毛花猕猴桃果实成熟后被动物取

食,分散,从而提高了居群的遗传多样性[33]。
研究认为,孤立的居群中有亲缘关系的个体发生

杂交,可能会出现明显的杂合子缺失现象[33]。 本研究

中,大多数位点的表观杂合度小于预期杂合度,出现轻

微的杂合子缺失现象,在很多种群中也有相似的情

况[33-34]。 一般认为,遗传分化系数 Fst 值大于 0. 15,
群体间的遗传分化较大[35]。 本研究中毛花猕猴桃遗

传分化系数的平均值为 0. 201,同时群体遗传多样性

水平均低于总体水平,表明群体间基因交流有限,在毛

花猕猴桃群体间存在较大的遗传分化,这与刘亚令

等[36]的研究结果一致。 自然条件下毛花猕猴桃花粉

主要通过风媒传播,花期在每年 5-6 月,此时江西地

区雨水偏多,极大地影响了毛花猕猴桃花粉形式的基

因交流。 同时,群体间有山脉的阻挡,动物活动受限,
导致群体间的基因交流较少,这可能是野生毛花猕猴

桃群体间的地理距离和遗传距离间无相关性的主要原

因[33]。

4　 结论

本研究对江西地区野生毛花猕猴桃遗传多样性进

行分析,表明毛花猕猴桃雄株在物种水平和群体水平

遗传多样性较高,5 个毛花猕猴桃雄性群体的遗传多

样性丰富度依次为庐山>井冈山>南源山>武功山>麻
姑山。 本试验结果为阐明毛花猕猴桃的种质遗传多样

性,毛花猕猴桃种质的保存及利用提供了一定的理论

依据。 在本研究种质收集和保存的基础上,开发出大

量的 SSR 分子标记,再利用生物信息学方法,能迅速
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寻找到大量的遗传差异,结合猕猴桃雄株的重要性状,
如花粉量、花期、花色等,可以挖掘出影响猕猴桃性状

的基因,更好地开发和利用猕猴桃雄性资源。
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Abstract:In order to analyse genetic divertsities of 72 individuals from five wild male populations of Actinidia eriantha in
Jiangxi province of China, we selected 15 pairs of primers with high polymorphism and used polyacrylamide gel
electrophoresis to detect PCR products based on SSR technique. A total of 86 polymorphic loci were identified using 15
pairs of primers, and 100% of the loci identified were polymorphic. The mean number of observed number of alleles,
effect alleles per locus and Shannon′ s information index was 5. 733, 3. 002 and 1. 046, respectively. Observed
heterozygosity, expected heterozygosity and the genetic differentiation coefficient was ranged about 0.042~0.819, 0.041
~0.876 and 2.01, respectively, which meant that there were large genetic differences among the wild male A.eriantha
populations. The genetic distance and the genetic identity of the five populations were 0.102 ~ 0.409 and 0.665 ~ 0.903
respectively, and no relationship was observed between genetic distance and geographical distance. The relative richness
of genetic diversity among the five wild male A. eriantha populations was as following: Lushanshan > Jingangshan >
Nanyuanshan>Wugongshan>Magushan. The results of this study showed that a high level of genetic diversity was existed
in male A. eriantha of Jiangxi province, and the results can also be useful for breeding new varieties of A. eriantha and
germplasm innovation and utilization.
Keywords:Actinidia eriantha Benth., SSR, genetic diversity
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