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新疆野生啤酒花遗传多样性的形态和 SSR比较分析
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(石河子大学生命科学学院 ,新疆石河子 832003)

　　摘　要:采用 SSR分子标记 、结合形态指标对新疆野生啤酒花资源的遗传多样性进行了研

究。结果表明:新疆野生啤酒花产量分别与百花重 、单蔓果穗数和最长节间长3个性状呈极显著

正相关;与单果穗重 、主蔓长 、果穗长3个性状呈显著正相关;以上 6个性状具有相同的变化趋势 ,

是影响新疆野生啤酒花产量的主要因素。根据形态学指标聚类分析 ,将材料分为三大类。在分

子标记中 ,从7对引物中选出3对反应稳定 、具有多态性的引物用于群体遗传多样性检测分析 ,得

出7个居群的平均遗传多样性是 A为1.5000 ,Ne为 1.2910 , h为0.1741 , I为 0.2597。7个居群

的遗传距离在 0.0197～ 0.3152。利用 UPGMA 法对 7个居群间的遗传关系进行了聚类分析 ,分

为两大类 ,可见新疆野生啤酒花遗传多态性较为丰富。形态学指标和遗传多样性指标的相关分

析表明:全生育期、果穗结实率 、叶分裂类型 、叶主裂数 、叶长 、主蔓果穗数与遗传多样性指标具有

一定的相关性。
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　　啤酒花(Humulus Lupulus L.)为大麻科葎草属多

年生草本植物 ,雌雄异株 ,具有重要的经济价值和药用

价值[ 1] 。据调查 ,新疆野生啤酒花主要分布于新疆天山

山脉和阿尔泰山。其种群分布广 、规模大 、生境类型多 ,

而且成熟期差异明显。野生啤酒花在长期的生态适应

和演化中 ,形成了丰富的有利基因 ,是啤酒花抗性育种 、

品质改良的有益材料[ 2-3] 。近年来 ,国外对野生啤酒花

的研究很重视 ,对欧洲 、北美 、亚洲的中国 、日本的野生

啤酒花及世界上主要啤酒花栽培种从不同的角度进行

了遗传多样性研究
[ 4-8]

。但是 ,未对中国尤其是新疆野

生啤酒花进行具体研究。在国内 ,前面已使用 RAPD标

记对新疆野生啤酒花遗传多样性做了一些工作
[ 3]
。该

研究采用 SSR标记与传统形态评价相结合的研究方法 ,

对新疆野生啤酒花资源遗传多样性进行更加详细的评

价研究 ,旨在为新疆的野生啤酒花资源的保护和利用提

供可靠的依据。

1　材料与方法
1.1　试验材料

试材于 2006年 4 、11月采集于海拔 400 ～ 1 000 m

光照较好的山地林缘 、灌丛或河流两岸的水湿地。共9

个居群:AA居群位于阿尔泰桦林公园;AB居群位于阿

勒泰哈巴河县;AC居群位于布尔津县的冲乎尔乡;AD

居群位于布尔津县的杜来提乡;AE居群位于阿勒泰 185

团;TE居群位于塔城的额敏县 165团;TY塔城的裕民

县;YH居群位于伊犁河流域的霍城县;YX居群位于新

源县。然后引种到石河子大学农试场。各居群的植株

个体至少在10株以上 , 有的达到40 ～ 60株。

1.2　试验方法

1.2.1　田间性状测定及数据分析　对茎、叶 、花和果等

器官进行较全面调查 ,在各居群整个生育期间分别记录

了产量 、百花重 、单蔓果穗数 、最长节间长、单果穗重 、主

蔓长 、果穗长、全生育期 、果穗结实率 、主蔓长 、叶主分裂
裂数 、植株颜色 、叶分裂类型 、成熟雄花花蕾形状等35个

形态学性状 ,对其中的质量性状观察记录并量化。测量

的性状以 cm为单位 ,随机取样。原始数据标准化后利

用 SPSS FOR WINDOWS(Version 13.0)软件进行相关、

聚类分析。

1.2.2　各居群试验材料的分子多态性和数据分析

　分别剪取0.2 g 幼嫩叶片提取基因组DNA作模板 ,提

纯参照 CLARK(1998)的 CTAB 法 ,DNA 纯化后 ,含有

0.5%EB的0.8%琼脂糖凝胶电泳检测。将 DNA 浓度

平衡至30 ng/μL。PCR反应体系如下:30 ng/μL Ge-

nome DNA 1 μL;1.5 U DNA Taq polymerase 5 U/μL、

0.3μL;0.8μM Reserve primer 20 μM 、1 μL;0.8 μM
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Forward primer 20 μM 、1 μL;200 μM dNTP 2.5 mM 、

2μL;1.5 mM MgCl2 25 mM 、1.5μL;1×Buffer 2.5μL;

dd H2O 15.7 μL。扩增反应在 PCR仪(PTC-200 ,美国)

中进行。扩增程序:95℃300 s;94℃45 s;55℃ 30 s;

72℃90 s;94℃45 s循环26次;72℃延伸 8 min;扩增产

物加上2 mL加样缓冲液 ,在含有0.5%EB的3.5%琼脂

糖凝胶中以 1×TBE为电泳缓冲液电泳 1 ～ 2 h(4 ～

5 V/cm)。对于在 3.5%琼脂糖凝胶中多态性不明显的

引物经 6%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后银染显示带

型(萨姆布鲁克等 ,2000)。用 PUC19 DNA Marker作为

分子量标记。某位点等位基因存在记为 1 ,不存在记为

0。用 POPGENE32软件进行分析 ,用 UPGMA 法进行

聚类分析。

2　结果与分析
2.1　新疆野生啤酒花的11个农艺性状相关分析

　表 1　　新疆野生啤酒花11个数量性状的相关分析

　　Table 1　Correlat ion analysis among morphological characteri st ics

of wild hop of xinjiang

X1 X2 X 3 X4 X5 X 6 X7 X8 X 9 X10 X11

X 1 1.000

X 2 0.469＊＊ 1.000

X 3 0.860＊＊ 0.044 1.000

X 4 0.351＊ 0.792＊＊ -0.057 1.000

X 5 0.185 -0.212 0.303 -0.063 1.000

X 6 0.380＊ -0.092 0.524＊＊ -0.089 0.573＊＊ 1.000

X 7 0.327＊ 0.599＊＊ -0.001 0.620＊＊ -0.060 -0.170 1.000

X 8 0.203 0.601＊＊ -0.050 0.385＊ -0.154 0.016 0.519＊＊ 1.000

X 9 0.253 0.372＊ 0.092 0.255 0.055 0.094 0.163 0.542＊＊ 1.000

X 10 0.499＊＊ 0.171 0.414＊＊ 0.094 0.234 0.083 0.024 0.152 0.382＊ 1.000

X 11 0.187 -0.113 0.316＊ -0.051 0.596＊＊ 0.344＊ -0.130 -0.084 0.055 0.348＊ 1.000

　　注:X1单蔓产量;X2百花重;X3 单蔓果穗数;X4 单果穗重;X5侧蔓数;X6主蔓长;X7果穗长;X8 果穗粗;

X9叶面积;X10最长节间长;X11茎粗;＊和＊＊分别代表在0.05和0.01水平上的差异显著性。

　　Note:x1 ,the yie ld of per vine;x2 , 100-cone w eight;x3 ,number of cone s per vine;x4 , average cone weight ;x5 ,

branch numbe r;x6 , the leng th o f main vine;x7 ,the length of cone;x8 , pe rimeter o f cone;x9 , leaf a rea;x10 , the longest

internode leng th;x11 ,perime ter o f vine.＊ and ＊＊stand for signi ficant at 0.05 and 0.01 level , respectively.

　　由表 1可知 ,发现新疆野生啤酒花产量与百花重 、

单蔓果穗数和最长节间长3个性状均是极显著正相关 ,

相关系数依次为 0.469 、0.860 、0.449;与单果穗重 、主蔓

长、果穗长 3 个性状呈显著正相关 ,相关系数分别为

0.351 、0.380 、0.327。可见 ,以上 6个性状是影响新疆野

生啤酒花产量的主要因素 ,尤其是前 3个性状。单果穗

重、果穗长与百花重呈极显著正相关 ,相关系数分别为

0.792 、0.599。主蔓长、最长节间长与单蔓果穗数呈极显

著正相关 ,相关系数分别为 0.524 、0.414。果穗长与单

果穗重呈极显著正相关 ,相关系数为 0.620。这说明主

蔓长 、最长节间长 、单蔓果穗数 、百花重 、单果穗重 、果穗

长、产量具有相同的变化趋势。果穗粗与百花重呈极显

著正相关(0.601),与单果穗重呈显著正相关(0.385),与

果穗长达极显著正相关(0.519)。这说明果穗粗是影响

产量的间接因素。茎粗分别与单蔓果穗数 、主蔓长 、最

长节间长呈显著正相关 ,相关系数分别为 0.316 、0.344、

0.348。叶面积分别与百花重、最长节间长呈显著正相

关 ,相关系数分别为 0.732 、0.382。侧蔓数与主蔓长达

极显著正相关(0.573)。这说明茎越粗 、叶面积越大 、侧

蔓数越多的植株 ,产量越高。

图 1　新疆野生啤酒花各居群材料的形态数据聚类图
Fig.1　Morphological dendrogram of wild hop population of

Xinjiang f rom cluster analysi s

2.2　聚类分析

　　以 35个形态指标作为原始数据 ,标准化计算新疆

野生啤酒花各居群间的欧氏距离 ,对得到的距离矩阵采
用组间连接(Betw een-groups linkage)进行聚类分析 ,建

立亲缘关系聚类树状图(图1),在欧氏距离系数为 15处

将居群分为三大类 ,第一大类包括 TE 、AE 、AA 、AB 、AD

5个居群 ,共同特征主要为:叶大而厚 、呈墨绿色 ,主要有

3种分裂类型 、分裂数以 3裂或 5裂为主 ,以 4裂为次;
茎表皮、钩刺 、叶柄处多分布浅红色;成熟雄花花蕾大而

圆 ,白绿色;果穗粗 、长 、黄绿色 ,苞片紧凑。第二大类包

括 YX 、YH居群:植株形态多样性指数高 ,叶分裂裂数
主要为 3裂 ,其次为不裂。植株颜色相对第一大类较

浅 ,成熟雄花花蕾小而圆 、呈绿色;花粉活性很低;果穗

呈多样性。第三大类为 AC居群:该居群植株纤细 ,呈绿

色;叶薄而小 、呈黄绿色 、以 1种分裂类型为主 、其次为2

种或 3种 ,叶分裂裂数主要为 3裂;成熟雄花花蕾大 、长

圆形 、呈黄白色;果穗长而粗 、呈黄白色 、苞片长而宽 、软

而薄 ,且排列松散。

2.3　SSR分析

2.3.1　遗传多样性和遗传结构的 SSR分析　从 7对引

物中选出 3对反应稳定 、具有多态性的引物用于群体遗

传多样性分析 ,SSR所检测到的物种多态位点百分率为

100%。其中 AB居群多态位点百分率最小(28.75%),

YY居群的多态位点百分率最大为(87.50%)。不同居

群的遗传多样性参数差别较大 ,AB居群的 Shannon多

样性指数最低为0.1465 , 这可能与该居群的人类活动频

繁有关 , YH 居群的多样性指数最高为0.4023 ,平均为
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0.2597。在7个居群中 ,A从1.2500到1.8750之间变化;

Ne从1.1644到1.4373之间变化;h从0.0938到0.3241

之间变化;I从0.1465到 0.4023之间变化。7个居群的

平均遗传多样性是 A 为 1.5000 , Ne 为 1.2910 , h为

0.1741 ,I为 0.2597。7个居群中有 4个居群在平均值以

下(AD居群、AB居群 、TE居群和TY居群),3个居群在

平均值以上(AA居群 、AC居群和 YH 居群)。由图 2可

知 ,多态性条带比率 、等位基因数 、有效等位基因数和

Shannon多样性指数对各个居群遗传多样性水平的检验

结果基本一致。YH 居群的遗传多样性最高 ,而 AB居

群的多样性最低。从表 3中可以看出 ,由 Shannon指数

估算的啤酒花的遗传变异有 64.05%存在于居群内 ,

35.95%变异存在于居群间。Gst 平均值为 0.3212 ,即

有32.12%的遗传变异存在群体之间 ,而有 67.88%的遗

传变异存在于群体之内。在 Gst值的基础上估算啤酒

花居群间的 Nm为 1.8472 ,也就是啤酒花群体间每代迁

移个体数大于 1。

　　表 2　　　居群内SSR多样性指标种群

　　Table 2　　　Genetic diversity with populations by SSR

种群

Pop

取样

大小

N

多态位

点比率

p

平均每个

位点的等位

基因数A

平均每个

位点的有效

等位基因数 Ne

Nei多样性

指数

h

Shannon

信息指数

I

AA 10 75.00 1.6250 1.3706 0.2230 0.3287

AC 10 75.00 1.6250 1.4225 0.2326 0.3651

AD 10 50.00 1.3750 1.1835 0.1165 0.1731

AB 10 28.75 1.2500 1.1644 0.0938 0.1465

TE 10 50.00 1.3750 1.2581 0.1079 0.2186

TY 10 50.00 1.3750 1.2006 0.1205 0.1835

YH 10 87.50 1.8750 1.4373 0.3241 0.4023

Mean 10 50 1.5000 1.2910 0.1741 0.2597

To tal 70 100 2.0000 1.4451 0.2700 0.4188

图 2　居群内SSR多态性指数的变化

Fig.2　The variety of SSR diversity index w ithin population

　表 3　由Shannon多样性指数估算的居群间遗传分化

　　Table 3　Genetic differentiations among H.lupulus stimated by

Shannon' s diversity index

引物 Hpop Hsp
Hpop

/Hsp

(Hsp-Hpop)

/ Hsp
Gst Nm

11a59 0.1997 0.5455 0.3662 0.6338 0.6248 1.3430

5-2 0.2848 0.3329 0.8556 0.1444 0.0676 3.8983

HIGA 0.2789 0.3985 0.6998 0.3002 0.2713 0.3002

Mean 0.2545 0.4256 0.6405 0.3595 0.3212 1.8472

2.3.2　遗传距离和聚类分析　由表 4可知 ,7个居群的

遗传相似度最小为 0.7441 ,最大为 0.9805 ,平均为

0.8690。7个居群的遗传距离在 0.0197 ～ 0.3152。其中

AA居群和 AC居群之间的遗传距离最小(0.0197),遗传

距离最大的是 AD居群和 AB居群(0.3152),居群间的

平均遗传距离为0.1346 ,居群间发生了一定的分化。利

用 UPGMA法对7个居群间的遗传关系进行了聚类分

析 ,结果如图3所示 ,7个居群可以分为两大支:第一分

支为 AD 、TE和 YH 居群 ,AD 、TE首先聚成小类 ,相似

系数大(0.9803),说明两居群亲缘关系较近。这 2个居

群聚成小类后与 YH 居群聚成亚群 ,说明 YH 居群与

AD、TE亲缘关系相对较远;第二分支为 AA 、AC 、TY和

AB居群 ,AA 、AC居群聚成小类 ,相似系数大(0.9805),

说明两居群亲缘关系近 ,在第二支中 ,AB 居群与 AA 、

AC 、TT 居群距离较远 ,独自成类 ,说明它与后三者亲缘

关系较远。TE 、TY居群空间距离很近 ,而遗传距离较

大(0.1648),AD 、YH 居群空间距离较远 ,而遗传距离较

小(0.0762),这说明居群间的遗传距离与空间距离不太

一致。

　表 4 7个啤酒花居群的 Nei遗传距离和遗传一致度

　Table 4　Nei' s genet ic ident ity and distance among 7 populat ions

of H.lup ulus

pop ID AA AC AD AB TE TY YH

AA ＊＊＊＊ 0.9805 0.8363 0.9147 0.8280 0.9773 0.8912

AC 0.0197 ＊＊＊＊ 0.7707 0.9169 0.7871 0.9198 0.8645

AD 0.1787 0.2604 ＊＊＊＊ 0.7299 0.9803 0.8724 0.9266

AB 0.0892 0.0868 0.3152 ＊＊＊＊ 0.7441 0.8697 0.7598

TE 0.1887 0.2394 0.0199 0.2956 ＊＊＊＊ 0.8481 0.9355

TY 0.0230 0.0836 0.1365 0.1396 0.1648 ＊＊＊＊ 0.8950

YH 0.1151 0.1456 0.0762 0.0762 0.0624 0.1109 ＊＊＊＊

　　注:在“ ＊”上方的数据为遗传相似系数 ,下方为遗传距离。

　　No te:Nei' s genetic identity above the “ ＊”and distance below the“ ＊”.

图 3　基于 SSR标记的啤酒花居群 UPGMA聚类分析图

Fig.3　UPGMA clustering for 7 populat ions of H.lupulus based on SSR

2.4　形态指标与遗传多样性指标的相关性

将新疆野生啤酒花的 6个形态指标与 3个遗传多

样性指标即多态位点比率 、Nei指数 、Shannon指数进行

了相关分析。结果表明:多态位点比率分别与全生育

期 、果穗结实率、呈显著正相关 ,相关系数分别为0.865、

0.827 、,与叶分裂类型 、叶主裂数 、叶长 、主蔓果穗数呈显

著负相关 ,相关系数分别为-0.823、-0.837 、-0.814、

-0.863;Nei指数与全生育期 、呈显著正相关 ,相关系数

分别为 0.852 、0.869 ,与叶分裂类型 、叶主裂数 、主蔓果穗

数呈显著负相关 ,相关系数分别为-0.881、-0.850、
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-0.906;Shannon指数与全生育期呈极显著正相关 ,相

关系数为 0.920 ,与叶分裂类型 、叶主裂数呈显著负相关 ,

相关系数分别为-0.844、-0.832 ,与主蔓果穗数呈极显著

负相关 ,相关系数-0.917。以上数据说明全生育期 、果穗

结实率与遗传多样性指标变化一致 ,叶分裂类型 、叶主裂

数 、主蔓果穗数、叶长与遗传多样性变化趋势相反。

　　表 5 9个形态学性状指标与遗传多样性指标的相关性

　　Table 5 Correlation coefficients between genetic diversity and morphology

Y 1 Y 2 Y 3 Y 4 Y 5 Y 6 Y 7 Y 8 Y 9

Y 1 1.000

Y 2 -0.672 1.000

Y 3 -0.628 0.685 1.000

Y 4 -0.610 0.449 0.820＊ 1.000

Y 5 -0.863＊ 0.678 0.907＊ 0.732 1.000

Y 6 0.865＊ -0.823＊ -0.837＊ -0.814＊ -0.863＊ 1.000

Y 7 0.852＊ -0.881＊ -0.850＊ -0.637 -0.906＊ 0.944＊＊ 1.000

Y 8 0.920＊＊ -0.844＊ -0.832＊ -0.762 -0.917＊＊ 0.963＊＊ 0.939＊＊ 1.000

Y 9 0.613 -0.406 -0.793 -0.938＊＊ -0.720 0.827＊ 0.682 0.711 1.000

　　注:Y 1 全生育期;Y 2 叶分裂类型;Y3 叶主裂数;Y 4 叶长;Y5 主蔓果穗数;Y 6 多态位点比率;Y7 Nei;Y 8 Shannon;Y 9 果穗结杆率。＊和＊＊分别代表在 0.05和0.01水平上的差

异显著性。

　　Note:y1 , growing period;y2 , type numbe r of leaf cleavage;y3 ,main number of leaf cleavage;y4 , cone number o f main vine;y6 , the percentage of loci;y7 , effective number of alleles;y8 ,

Shannon' s info rmation index;y9 , the seed rate.＊ and ＊＊stand fo r significant at 0.05 and 0.01 level, respectively.

3　讨论
产量是衡量新疆野生啤酒花质量的重要指标 ,田间

试验相关分析表明:产量分别与百花重 、单蔓果穗数 、最

长节间长 、单果穗重 、主蔓长 、果穗长具显著的正相关。

百花重 、单蔓果穗数 、单果穗重三者的乘积作为生育指

数 ,可估测翌年的产量 ,一般当年生育指数愈高 ,翌年的

产量也愈高 ,反之 ,就低。在进行性状选择时 ,不能只考

虑这 6个性状。还应考虑其它性状与这 6个主要因素

的相关性 ,为选育性状提供方便。如:侧蔓数 、茎粗 、叶

面积可以作为早期性状选择的指标。

该研究中 ,SSR检测到的多态位点比率为 100%,检

测到每个位点的等位基因数平均为 1.5 ,比 Murakami

(2006)的1.57稍低 ,比 Jakse(2001)的 1.47 、Natasa Sta-

jner(2008)的 1.08要高。这反映出新疆野生啤酒花具有

较丰富的遗传多样性。2005年 ,原俊凤使用 RAPD标记

研究了新疆野生啤酒花的遗传多样性 ,两种标记所得结

果基本一致。啤酒花较高的遗传多样性是由其生物学

特性决定的 ,啤酒花为多年生草本植物 ,风媒传粉 ,异交

为主 ,这些特性都有利于物种遗传变异的维持与增

加[ 9] 。由Shannon平均多样性指数(0.2700)及居群内的

遗传多样性占总的居群遗传多样性 64.05%,表明啤酒

花居群的大部分分子变异存在于啤酒花居群内。居群

内较大的遗传变异反映出个体的广泛适应性和对环境

变化具有缓冲作用的发育灵活性 ,使其在很不相同的环

境中得以生存和繁殖 ,这为啤酒花种质资源利用提供了

广泛的选择基础。SSR遗传距离高于同一物种的地区

居群间的 D值 ,与种间遗传距离的 D值范围相一致 ,表

明7个啤酒花居群存在着遗传分化。地理隔离往往在

居群分化中起着很重要的作用。但从基因聚类分析来

看 ,啤酒花各居群的遗传距离 、地理距离之间不太一致 ,

说明野生啤酒花各居群间所处微环境差异较大 ,因此空

间距离在啤酒花居群的遗传分化中没有起到重要作用。

在新疆野生啤酒花种质资源的收集 、整理 、评价研

究中 ,形态学指标是一类重要的数据资料 ,积累相关的

形态学资料是应用分子生物学技术加速啤酒花种质改

良的基础。同时 ,由于分子标记遗传位点多 ,多态性高 ,

已成为理想的标记方式
[ 10-12]

。该研究采用形态学指标

与分子标记所进行的聚类分析表明 ,形态学聚类结果与

分子聚类结果既有重叠 ,又有不同。产生这种结果的原

因可能是因为形态学聚类的原始数据随环境不同易出

现变化 ,而且在数据采集过程中人为因素也会产生一些

干扰。因此有些情况下形态学标记并不能完全真实反

映物种的遗传多样性。分子标记是以整个基因组为研

究对象 ,不受环境影响 ,相对比较稳定 ,因此形态与分子

聚类结果不可能完全吻合。但分子标记与形态特征具

有的相关性 ,可以辅助选择用于啤酒花种质资源评价的

形态学指标分析。在该研究中 ,已发现相当一部分形态

性状与遗传多样性指标具有相关性 ,进一步验证了它在

啤酒花种质遗传评估研究中的重要作用。
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The Comparison of Morphological and SSR Markers on Genetic Diversity of

Wild Hops(Humulus Lupulus L.)in Xinjiang

LIU Hai-ying , ZHANG Xia, YUAN Jun-feng ,WANG Fang ,WANG Ji ,WANG Shao-ming

(College of Life Science, Shihezi University , Shihezi , Xinjiang 832003 , China)

Abstract:SSR and morphological analysis were carried out on wild hop in Xinjiang.The result showed that there were

significant or very significant correlation betw een yield and 100 cone weight , number of cones per vine , the longest inter-

node length , average cone weight , the height of main vine , the length of cone.They varied at the same trend.Above the

six t raits were essential ing redient in affecting yield.Wild hops of Xinjiang w ere clustered to three groups by morphologi-

cal analysis.In addition , they w ere analyzed by using SSR method .Three pairs primers ,with producing polymorphic and

informative bands ,were screened from seven primers.In the whole populations , average number of alleles A and effective

number of alleles(Ne)were 1.500 and 1.2910 respectively.Nei diversity index(h)was 0.1741.The mean of Shannon's

index ation was 0.2597.The genetic distance varied from 0.0197 to 0.3152.By cluster analysis based on SSR markers u-

sing UPGMA , seven populations were divided into 2 major g roups.It showed that there was higher genetic divesity in

wild hop of Xinjiang.By the correlation analysis of morphological characters and geneticdiversity index.It was found that

the whole growing period , the seed rate , the type number of leave cleavage , the main number of leave cleavage , length of

leave ,number of cones per vine were related to the genetic divesity index.

Keywords:Xinjiang;Wild hops;SSR;Morphological markers;Genetic diversity
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