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　　摘要：利用ＳＲＡＰ技术对来源于中国不同地区的１１份红花品种材料亲缘关系进行了分析。选用了２５对具有
多态性条带的引物组合，获得了３０８条清晰的条带，其中１０９条具有多态性，多态性位点百分率为３５％。遗传相似
系数变幅在０．８２～０．９３４２之间，平均相似系数为０．８７，表明红花种内不同品种间存在一定的遗传多样性。聚类结
果分析表明，在相似系数ＧＳ＝０．８９１４处，可以将１１份红花材料分为四类。
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　　红花（ＣａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓＬ．）为菊科红花属１
～２年生植物，又名红蓝花、草红花、杜红花、刺红花
等，具食用、药用、染料和饲料等广泛用途，喜温暖干

燥气候，有较强的抗旱、抗寒、耐盐能力，不耐涝。原

产埃及，现多栽培于中亚、西南亚及地中海地区［１］。

我国红花栽培历史悠久，早在汉代就有关于红花栽

培和药用的记载［１］。红花是具有巨大开发潜力的

经济作物，红花籽油是高端食用油，号称“亚油酸之

王”，长期服用有明显的降血压、降血脂等功效。目

前我国红花种植主要集中在新疆、云南、河南、安徽

等省份［２］，种植面积也不断扩大。

ＳＲＡＰ（ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍ）是 Ｌｉ等［３］在芸薹作物中建立并开发的一种

新型分子标记技术。该标记相比 ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ、ＳＳＲ
等常规分子标记而言，克服了成本高、技术繁杂以及

ＲＡＰＤ的重复性差、ＳＳＲ引物设计需要预先知道序
列信息的缺点，具有简便、中产率、高共显性、易于分

离条带及测序、在基因组中分布均匀的优点［４］。目

前已经在棉花［５，６］、甘蓝［７］、辣椒［８］、黄瓜［９］、油

菜［１０］、烟草［１１］、小麦［１２］、水稻［１３］等植物研究中得到

越来越多的应用，并广泛应用于图谱构建、基因定

位、遗传多样性以及比较基因组学等方面的研究。

目前，对红花的研究主要集中于红花品种资源

搜集以及某些品种的选育工作［１４～１７］，也有利用分子

标记对红花进行初步分析研究的报道［１８，１９］。Ｐｅｎｇ
等曾运用 ＳＲＡＰ标记分析了２５个红花品种的遗传



多样性［２０］，证明ＳＲＡＰ技术用于分析红花品种的遗
传多样性是有效的。本文拟利用 ＳＲＡＰ技术分析中
国不同地区来源的１１份红花品种材料的亲缘关系，
为进一步开展红花种质资源鉴定提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料

红花材料种子由中国农业科学院油料作物研究

所提供（表１），种植于中南民族大学温室。苗期采
取嫩叶，洗净并用吸水纸吸干，直接用于 ＤＮＡ提取
或－８０℃冰箱保存。

Ｔａｑ酶与ｂｕｆｆｅｒ均购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ｄＮＴＰ购
自罗氏公司，引物为北京六合华大基因武汉分公司

合成。

表１　红花种名与产地
Ｔａｂｌｅ１　Ｖａｒｉｅｔｉｅｓａｎｄｏｒｉｇｉｎｓｏｆｓａｆｆｌｏｗｅｒ

编号 Ｎｏ． 品种名称 Ｖａｒｉｅｔｙｎａｍｅ　 产地 Ｏｒｉｇｉｎ 编号 Ｎｏ． 品种名称 Ｖａｒｉｅｔｙｎａｍｅ　 产地 Ｏｒｉｇｉｎ　
１ 库车无刺 Ｋｕｃｈｅｗｕｃｉ 新疆 Ｘｉｎｊｉａｎｇ ２ 西昌红花 Ｘｉｃｈａｎｇｈｏｎｇｈｕａ 四川 Ｓｉｃｈｕａｎ
３ 南涧红花 Ｎａｎｊｉａｎｈｏｎｇｈｕａ 云南 Ｙｕｎｎａｎ ４ 芮城红花 Ｒｕｉｃｈｅｎｇｈｏｎｇｈｕａ 山西 Ｓｈａｎｘｉ
５ 西安红花 Ｘｉａｎｈｏｎｇｈｕａ 陕西 Ｓｈａａｎｘｉ ６ 巨野无刺 Ｊｕｙｅｗｕｃｉ 山东 Ｓｈａｎｄｏｎｇ
７ 南溪红花 Ｎａｎｘｉｈｏｎｇｈｕａ 四川 Ｓｉｃｈｕａｎ ８ 巨野红花 Ｊｕｙｅｈｏｎｇｈｕａ 山东 Ｓｈａｎｄｏｎｇ
９ 启东红花 Ｑｉｄｏｎｇｈｏｎｇｈｕａ 江苏 Ｊｉａｎｇｓｕ １０ 鄢陵红花 Ｙａｎｌｉｎｇｈｏｎｇｈｕａ 河南 Ｈｅｎａｎ
１１ 云红三号 Ｙｕｎｈｏｎｇ３ 云南 Ｙｕｎｎａｎ

１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取　采用 ＣＴＡＢ微量法提取红花
全基因组ＤＮＡ。具体步骤如下：取红花嫩叶１．０ｇ，
液氮研磨成粉末转入１．５ｍＬ离心管中；加入 １２％
ＣＴＡＢ，６５℃水浴１ｈ；加入等体积氯仿／异戊醇（２４／
１），振荡混匀２０ｍｉｎ；在室温下用８０００ｒ／ｍｉｎ的速度
离心２０ｍｉｎ，取上清；再次加入等体积氯仿／异戊醇
（２４／１）抽提，振荡２０ｍｉｎ，室温下８０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，取上清液；加入２／３体积异丙醇，混匀，室温
下８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去上清；用５００μＬ７５％乙
醇冲洗沉淀，８０００ｒ／ｍｉｎ室温１０ｍｉｎ，去上清，充分干
燥；加入２００μＬＴＥ溶解，－２０℃保存备用。
１．２．２　ＤＮＡ－ＳＲＡＰＰＣＲ扩增体系　根据 Ｌｉ和
Ｑｕｉｒｏｓ［３］的标准 ＰＣＲ并略做修改：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，３５℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１．５
ｍｉｎ，循环５次；９４℃变性１ｍｉｎ，４９℃复性１ｍｉｎ，７２℃
延伸１．５ｍｉｎ，循环３５次；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。

扩增反应总体系根据彭飒报道［２１］并略作修改。

总体系为 １０μＬ，其中 Ｔａｑ酶 ０．０４Ｕ／μＬ，ｄＮＴＰ０．２
ｍｍｏｌ／Ｌ，引物浓度 ０．３ｍｍｏｌ／Ｌ和 Ｍｇ２＋浓度 ２．０
ｍｍｏｌ／Ｌ。
１．２．３　引物筛选及产物检测　选用引物组合 ３５
条，对１１个品种进行ＳＲＡＰ扩增。从３５对引物中，
挑选出扩增条带清晰、反应稳定、信号强、背景清晰

的组合，用于条带分析和系统进化树重建。ＰＣＲ反
应产物用６％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，电泳缓冲
液为０．５×ＴＢＥ。
１．２．４　数据统计分析　实验重复３次，对清晰可辨
并能重复的电泳条带全部用于统计分析，按有带赋

值为“１”，无带赋值为“０”，从而把图形资料转换成
数据资料。根据 Ｎｅｉ－ｌｉ相似系数法（也称为 Ｄｉｃｅ
法）求得品种 ｉ与 ｊ之间的相似系数 Ｓｉｊ然后用类平
均方法（ＵＰＧＭＡ）对其进行聚类分析。

２　结果与分析
２．１　扩增条带多态性

从３５对引物组合中筛选出多态性引物组合２５
对（表２）。共３０８条清晰的条带，其中多态性条带
１０９条，多态性比率为３５％，每对引物的多态性条带
数为１～７，平均每对引物产生４．３６条多态性带，表
明红花种内不同品种间存在一定的遗传多样性。部

分引物扩增结果见图１。
２．２　遗传相似系数分析

利用２５对 ＳＲＡＰ引物组合，在１１份红花供试
材料中共扩增出３０８条清晰谱带（对于连锁条带只
记为１条），用扩增带计算材料间的遗传相似系数，
结果表明这些材料间的遗传相似系数（ＧＳ）的变化
范围在０．８２和 ０．９３４２之间（表 ３）。最大值为
０．９３４２（发生在鄢陵红花和云红三号之间），最小值
为０．８２（发生在巨野红花和西昌红花之间）。
２．３　聚类分析

根据２５对引物组合的 ＰＣＲ扩增结果，绘制出
供试材料ＳＲＡＰ标记遗传多样性聚类图。

由图２可以看出，在遗传相似系数为 ０．８９１４
时，１１份材料可以分为四类。第一类包括南涧红
花，启东红花，鄢陵红花和云红三号，其中南涧红花

和云红三号均来自于云南，启东红花来自于江苏，鄢

陵红花来自于河

７４５江　磊等：１１个红花品种遗传多样性与亲缘关系的ＳＲＡＰ分析



表２　红花遗传多样性分析的引物组合
Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｉｍｅｒｓｓｃｒｅｅｎｅｄｆｏｒｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓＬ．

引物组合
Ｐｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物组合
Ｐｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｍ１７Ｅ１１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ Ｍ３Ｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＣ

ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＧ

Ｍ２５Ｅ１１ ＴＧＡＧＴＣＣＴＴＴＣＣＧＧＴＧＣ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ Ｍ７Ｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＴ

ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＧ

Ｍ５Ｅ１２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＴ Ｍ１０Ｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＡ

ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＧ

Ｍ７Ｅ１２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＴ Ｍ１３Ｅ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＧ

ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＴＧ

Ｍ１８Ｅ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＣＡＧ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＡＧ Ｍ１７Ｅ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ

ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＴＧ

Ｍ２２Ｅ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＧＧＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＡＧ Ｍ２１Ｅ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＧＴＡ

ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＴＧ

Ｍ１１Ｅ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＧＣ Ｍ１２Ｅ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＧ

ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ

Ｍ１２Ｅ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＧ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＧＣ Ｍ３Ｅ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＣ

ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＴＧ

Ｍ１９Ｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＣＴＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＧ Ｍ９Ｅ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＧ

ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＴＧ

Ｍ２０Ｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＧＡＣ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＧ Ｍ１７Ｅ１８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ

ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ

Ｍ１１Ｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＧ Ｍ１７Ｅ１９ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ

ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡ

Ｍ１３Ｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＧ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＧ Ｍ１１Ｅ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ

ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ

Ｍ１４Ｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＴＧ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＧ

注／Ｎｏｔｅ：ａ，Ｍ１７Ｅ１８；ｂ，Ｍ１７Ｅ１９；ｃ，Ｍ２２Ｅ６；ｄ，Ｍ７Ｅ１１
图１　４对引物组合的扩增结果

Ｆｉｇ．１　Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆ４ｐｒｉｍｅｒｓ

表３　１１个红花品种之间的遗传相似系数
Ｔａｂｌｅ３　Ｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｍａｔｒｉｘｂｅｔｗｅｅｎ１１ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＣａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓＬ．

名称 Ｎａｍｅ／编号 Ｎｏ． １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１
库车无刺 Ｋｕｃｈｅｗｕｃｉ（１） １．００
西昌红花 Ｘｉｃｈａｎｇｈｏｎｇｈｕａ（２） ０．８４ １．００
南涧红花 Ｎａｎｊｉａｎｈｏｎｇｈｕａ（３） ０．８９ ０．８６ １．００
芮城红花 Ｒｕｉｃｈｅｎｇｈｏｎｇｈｕａ（４） ０．８３ ０．８９ ０．８８ １．００
西安红花 Ｘｉａｎｈｏｎｇｈｕａ（５） ０．８８ ０．８２ ０．８９ ０．８６ １．００
巨野无刺 Ｊｕｙｅｗｕｃｉ（６） ０．８５ ０．８９ ０．８６ ０．８８ ０．９０ １．００
南溪红花 Ｎａｎｘｉｈｏｎｇｈｕａ（７） ０．８６ ０．８５ ０．８９ ０．８７ ０．９３ ０．９２ １．００
巨野红花 Ｊｕｙｅｈｏｎｇｈｕａ（８） ０．８８ ０．８２ ０．８６ ０．８４ ０．９１ ０．８７ ０．９０ １．００
启东红花 Ｑｉｄｏｎｇｈｏｎｇｈｕａ（９） ０．８６ ０．８４ ０．９２ ０．８８ ０．８９ ０．８７ ０．９０ ０．８８ １．００
鄢陵红花 Ｙａｎｌｉｎｇｈｏｎｇｈｕａ（１０） ０．８８ ０．８７ ０．８９ ０．８８ ０．８９ ０．８８ ０．９２ ０．８９ ０．９０ １．００
云红三号 Ｙｕｎｈｏｎｇ３（１１） ０．８９ ０．８５ ０．８８ ０．８６ ０．８８ ０．８６ ０．８９ ０．８９ ０．８９ ０．９３ １．００

８４５ 中国油料作物学报　２０１３，３５（５）



图２　基于ＳＲＡＰ数据绘制的１１份红花材料之间的聚类图
Ｆｉｇ．２　Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆｃｌｕｓｔｅｒｏｆ１１ＣａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓＬ．ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓｂａｓｅｄｏｎＳＲＡＰｍａｒｋｅｒｓ

南。第二类包括西安红花，南溪红花，巨野无刺，巨

野红花，其中南溪红花来自于四川，西安红花来自于

陕西，巨野红花和巨野无刺来自于山东。第三类包

括两个品种，西昌红花和芮城红花，西昌红花来自于

四川，而芮城红花来自于山西。来自新疆的品种库

车无刺被单独归为一类。

３　讨论
ＳＲＡＰ分子标记所揭示的遗传多样性已经在棉

花［５，６］、甘蓝［７］、辣椒［８］、黄瓜［９］、油菜［１０］、烟草［１１］、

小麦［１２］、水稻［１３］等植物得到证实。已报道的红花

属内种间（红花和毛红花）的 ＳＲＡＰ多态性比率
５７％。而本研究中多态性比率仅为３５％，多态性比
率相对较低，笔者认为与本研究的供试材料有关，因

为１１个红花品种均为红花栽培种，遗传基础相近，
导致变异位点较少，ＳＲＡＰ在不同物种内的多态性
比率差异明显，与植物基因组进化方式的多样性有

关。以本实验结果来看，ＳＲＡＰ仍然能够准确地在
品种或亚种间进行遗传多样性分析，体现出它是评

价种质资源遗传多样性与亲缘关系的一种快速、可

靠、有效的新技术。

本研究采用２５对 ＳＲＡＰ引物组合的 ＰＣＲ扩增
结果，在遗传相似系数为０．８９１４时，１１份材料可以
分为四类。库车无刺被划分为单独一类，但是可以

看到库车无刺与第一类和第二类的亲缘关系比第三

类关系要近一些。从地理位置上分析，库车无刺在

新疆地区独特的气候条件长期栽培，使植株对周围

环境产生适应性，并且与其它品种相隔较远，不容易

与其它的品种产生杂交，因而在亲缘关系上较中南

部地区的品种较远。而类群３的两个品种芮城红花
和西昌红花虽然与类群１和类群２的品种地理位置
相隔很近却被单独分开来，我们推断两个品种是由

同一个亲缘关系较远的品种分化而来，并且没有与

其它品种进行杂交。从品种来源地看，类群１的品
种分布在东南部地区，而类群２的品种分布在中部
地区。东南部地区气候相较于中部地区而言，日照

强度更高、降雨量更丰富。而红花喜温暖干燥气候，

有较强的抗旱、抗寒、耐盐能力，不耐涝。因此推测

类群２较其它类群有着更为抗涝的特点。山东巨野
红花和巨野无刺存在形态上的差异，在本研究中仍

然被分到同一个群体，说明二者的亲缘关系很近。

本研究中选用的仅仅是２５对引物，多态性比率就达
到３５％，其差异性足够区分不同品种。
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