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摘 要：运用 SRAP标记对分布在湖南省内的 21份刺葡萄资源进行遗传多样性与亲缘关系分析。结果表明：从

84对 SRAP引物组合中筛选出的 7个引物组合中共扩增出 61条带，其中有 34条稳定的多态性条带，多态性比率

为 55.7%；运用 NTSYS软件计算出 21份材料的成对遗传相似系数为 0.80～0.99，在遗传相似系数 0.92处可将全

部材料划分为 3个类群；UPGMA聚类分析表明，在湖南省境内分布的刺葡萄有 6个基本类型，并推测出了农大

1号至农大 9号育种材料(2003年由湖南农业大学运用秋水仙素处理不同地区刺葡萄种籽得到的诱变材料，由于经

过 3次搬迁，现已遗失亲本档案)的亲本。  
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Relationship analysis for Vitis davidii Foëx with SRAP molecular markers 
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Abstract: Sequence-related amplified polymorphism (SRAP) molecular markers were used to detect the genetic diversity 
and relationship of 21 accessions of Vitis davidii Foëx. From 84 pairs of primers, 7 pairs were selected out. Sixty-one 
clear bands were amplified using these 7 pairs of primers, of which 34 were stable morphological bands, accounting for 
55.7% of total bands. Revealed by NTSYS software, the genetic similarities of 21 accessions ranged from 0.80 to 0.99. 
Cluster analysis showed that 21 accessions were classified into 3 cluster groups with genetic similarity of 0.92. UPGMA 
cluster analysis showed that there are 6 types of Vitis davidii Foёx in Hunan, and we successfully deduced the suspected 
parents (which were lost during 3-time relocations) of Nongda No.1 to No.9 which come from different regions of Vitis 
davidii Foёx seeds by colchicine treatment.  
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刺葡萄(Vitis davidii Foëx)为葡萄科葡萄属真正
葡萄亚属东亚种群的一个种，广泛分布于陕西、甘

肃、华中、华南及西南等地，在湖南省西部和南部

山区分布较多，长期以来一直处于野生状态，是中

国南方丘陵山区一种宝贵的野生葡萄种质资源[1–2]。

刺葡萄对黑痘病、白腐病、炭疽病等具有很强的抗

性[3–4]，已成为葡萄耐湿热和抗病育种的宝贵资源。

在湖南省境内，刺葡萄除在怀化地区及湖南西部雪

峰山脉与武陵山脉分布较多外[5]，在长沙、浏阳、张

家界等地区也有分布[6–8]。关于刺葡萄类型鉴定的报

道尚少，文献[6]只报道了湖南省有1个变种的刺葡
萄野生资源。刺葡萄都是采用扦插繁殖[9]，扦插成

活率因品系不同而存在很大的差别[10]。笔者前期开

展的刺葡萄植物学性状研究[7]并不能很好地区分各

类型的亲缘关系，不能找到育种材料农大1号至农
大9号(2003年由湖南农业大学运用秋水仙素处理不
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同地区刺葡萄种籽得到的诱变材料，由于经过3次
搬迁，现已遗失亲本档案)的亲本。相关序列扩增多
态性 (sequence–related amplified polymorphism，
SRAP)[11]已广泛运用在种质资源遗传多样性分析、

构建遗传图谱等方面 [12–15]。本试验中利用SRAP分
子标记分析湖南省刺葡萄资源的遗传多样性与亲

缘关系，以期找到农大1号至农大9号的亲本，为刺
葡萄资源的利用和刺葡萄育种等提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

供试材料见表1，其中，农大1号至农大9号取
自常德澧县；长青1号为林木山刺葡萄种籽在2003
年经秋水仙素处理后得到的材料，保存在湖南农业

大学葡萄教学资源圃；长青2号、4号为高山2号经
秋水仙素处理后得到的材料，保存在长沙县青山铺

曙光葡萄园；其余材料均为当地资源。 

表 1 试验材料 

Table 1 Samples used in the experiment 
样本编号 材料名称 来源地 

S1 农大 1号 常德澧县 

S2 农大 2号 常德澧县 

S3 农大 3号 常德澧县 

S4 农大 4号 常德澧县 

S5 农大 5号 常德澧县 

S6 农大 6号 常德澧县 

S7 农大 7号 常德澧县 

S8 农大 8号 常德澧县 

S9 农大 9号 常德澧县 

S10 长青 1号 湖南农业大学 

S11 长青 2号 长沙县 

S12 长青 4号 长沙县 

S13 白马铺刺葡萄 怀化芷江 

S14 马颈坳刺葡萄 湘西马颈坳 

S15 乡葡萄 怀化桐木 

S16 林木山刺葡萄 湘西林木山 

S17 涩刺葡萄 怀化桐木 

S18 大树坳刺葡萄 怀化芷江 

S19 木叶溪刺葡萄 怀化芷江 

S20 高山 2号 湘西马颈坳 

S21 白刺葡萄 怀化桐木 

1.2 方 法 

试验在国家柑橘改良中心长沙分中心完成。

2009年5—9月在刺葡萄种植分布区采集无病虫危
害的幼嫩叶片，用带标记的样品袋封存后置于冰壶

内，带回实验室，清洗并擦拭干净，用液氮冷冻处

理，置于－70 ℃冰箱保存。 

1.2.1  总 DNA 的提取 

剔除每份材料幼嫩叶片中的叶脉，各称取10 g，
用CTAB法[12]进行DNA提取。 

1.2.2 SRAP–PCR 反应体系构建及其产物检测 

参照文献[12–14]，共设计引物19条，其中正

向引物7条，反向引物12条(表2)。正反引物两两组

合成84对引物。引物均由上海生工生物工程技术有

限公司合成。PCR反应体积为25 μL，其中，MgCl2 

(20 mmol/L)2.0 μL，dNTP(10 mmol/L)0.5 μL，双向

引物(2.5 μmol/L)2.0 μL，100 ng/μL模板DNA 1 μL，Taq 

DNA聚合酶0.5 μL以及10×Buffer 2.5 μL。SRAP–PCR

扩增反应程序：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性1 min，

35 ℃退火1 min，72 ℃延伸1 min，5个循环；94 ℃

变性1 min，50 ℃退火1 min，72 ℃延伸1 min，35个

循环；72 ℃延伸10 min。SRAP–PCR扩增产物用

1.5%的琼脂糖(含溴化乙锭，EB)恒压电泳，在凝胶

成像系统下观察、照相。 

表 2 试验引物序列 

Table 2 SRAP primers used in the experiment 

引物 序列 

Me01 5'–TGAGTCCAAACCGGACC–3' 

Me02 5'–TGAGTCCAAACCGGTAA–3' 

Me03 5'–TGAGTCCAAACCGGAGT–3' 

Me04 5'–TGAGTCCAAACCGGACG–3' 

Me05 5'–TGAGTCCAAACCGGAGC–3' 

Me06 5'–TGAGTCCAAACCGGAAG–3' 

Me07 5'–TGAGTCCAAACCGGTGC–3' 

Em01 5'–GACTGCGATCGAATTTGC–3' 

Em02 5'–GACTGCGATCGAATTCAA–3' 

Em03 5'–GACTGCGATCGAATTGAC–3' 

Em04 5'–GACTGCGATCGAATTTGA–3' 

Em05 5'–GACTGCGATCGAATTCAG–3' 

Em06 5'–GACTGCGATCGAATTGCA–3' 

Em07 5'–GACTGCGATCGAATTCTA–3' 

Em08 5'–GACTGCGATCGAATTCTG–3' 

Em09 5'–GACTGCGATCGAATTTAC–3' 

Em10 5'–GACTGCGATCGAATTGAG–3' 

Em11 5'–GACTGCGATCGAATTGCC–3' 

Em12 5'–GACTGCGTACGAATTGTC–3' 
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1.2.3 数据统计与分析 

将SRAP电泳图谱中的每一条带均视为一个分
子标记，并代表一个引物结合位点。按凝胶同一

位置上的DNA带的“有”、“无”进行统计，采用
“0–1”系统记录谱带，有带记“1”，无带记“0”，
并生成原始矩阵 (*.xls格式 )输入计算机。采用
NTSYSpc–2.11a软件求得原始矩阵的SM相似系数
(简单匹配系数)，获得相似系数矩阵。通过非加权
配对数算平均法(UPGMA)进行聚类分析，绘制聚
类图[15]。 

2 结果与分析 

2.1 SRAP 标记的多态性 

从84对SRAP引物组合中筛选出7组(Me2+Em8、
Me5+Em8、Me5–Em9、Me5+Em10、Me5+Em11、
Me5–Em12、Me7+Em9)带型(图1、图2)清晰、多态
性较好的引物组合。经统计，共扩增出清晰分辨条

带61条，特异性条带34条，多态性比率为55.7%，平
均每个引物组合产生4.8条多态性带，表明利用SRAP
标记评价刺葡萄种质资源的遗传多样性是可行的。 

 
图 1 引物组 Me5+Em9 的 SRAP–PCR 扩增结果 

Fig.1 Electrophoretogram for SRAP–PCR amplification using primers Me5 and Em9 

 
图 2 引物组 Me5+Em12 的 SRAP–PCR 扩增结果 

Fig.2 Electrophoretogram for SRAP–PCR amplification using primers Me5 and Em12 

2.2 样本的相似系数 

采用NTSYSpc–2.11a软件求得原始矩阵的简单
匹配系数(SM相似系数)，样本的相似系数在0.8以

上(表3)，表明刺葡萄各变异类型的亲缘关系都非常
近。表3结果表明，高山2号与木叶溪刺葡萄的相似
系数在0.97以上，表明其亲缘关系十分接近。 

表 3  试验样本的 SRAP 标记相似系数 

Table 3  Similar coefficient of samples based on SRAP makers 
样本编号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18 S19 S20 S21

S1 1.00                     
S2 0.89 1.00                    
S3 0.97 0.89 1.00                   
S4 0.97 0.87 0.98 1.00                  
S5 0.80 0.87 0.82 0.80 1.00                 
S6 0.97 0.88 0.99 0.99 0.81 1.00                

M     1   2    3    4    5   6    7   8    9   10   11  12   13   14   15  16   17   18   19   20   21  M 

M   1    2    3   4    5    6   7    8    9  10   11   12   13   14  15   16   17  18   19   20   21  M 
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续 表 

样本编号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18 S19 S20 S21

S7 0.81 0.81 0.83 0.83 0.92 0.85 1.00               
S8 0.97 0.88 0.99 0.99 0.81 1.00 0.85 1.00              
S9 0.98 0.89 0.98 0.98 0.82 0.99 0.83 0.99 1.00             
S10 0.92 0.83 0.94 0.94 0.81 0.95 0.82 0.95 0.94 1.00            
S11 0.82 0.91 0.87 0.85 0.85 0.86 0.81 0.86 0.85 0.88 1.00           
S12 0.81 0.92 0.86 0.83 0.86 0.85 0.80 0.85 0.83 0.87 0.99 1.00          
S13 0.97 0.89 0.97 0.96 0.82 0.97 0.80 0.97 0.97 0.91 0.82 0.83 1.00         
S14 0.95 0.89 0.98 0.97 0.82 0.97 0.81 0.97 0.97 0.94 0.89 0.88 0.95 1.00        
S15 0.82 0.87 0.85 0.82 0.95 0.83 0.92 0.83 0.85 0.86 0.87 0.86 0.82 0.82 1.00       
S16 0.97 0.89 0.98 0.97 0.85 0.97 0.81 0.97 0.98 0.94 0.87 0.86 0.97 0.97 0.87 1.00      
S17 0.83 0.92 0.88 0.86 0.88 0.87 0.85 0.87 0.86 0.89 0.92 0.93 0.86 0.88 0.92 0.88 1.00     
S18 0.83 0.92 0.88 0.86 0.83 0.87 0.80 0.87 0.86 0.89 0.92 0.93 0.86 0.88 0.88 0.88 0.97 1.00    
S19 0.86 0.96 0.88 0.86 0.88 0.87 0.82 0.87 0.88 0.87 0.94 0.95 0.88 0.88 0.88 0.90 0.91 0.91 1.00   
S20 0.85 0.93 0.89 0.87 0.87 0.88 0.83 0.88 0.87 0.90 0.97 0.97 0.87 0.91 0.87 0.89 0.94 0.94 0.97 1.00  
S21 0.96 0.83 0.96 0.96 0.79 0.97 0.82 0.97 0.96 0.93 0.81 0.80 0.95 0.94 0.81 0.94 0.82 0.85 0.82 0.83 1.00 

S1，S2，S3，…，S21为表 1中样本编号。 
 

2.3 样本相似系数的 UPGMA 聚类分析 

由图3可见，在相似系数为0.92时，非秋水仙素
处理的刺葡萄可分为3大类：第1类为乡葡萄；第2
类为木叶溪刺葡萄、高山2号、大树坳刺葡萄、涩
刺葡萄；第3类为白马铺刺葡萄、林木山刺葡萄、
马颈坳刺葡萄、白刺葡萄。3个大类又可以继续划
分为6个亚群：第1亚群为白马铺刺葡萄；第2亚群
为林木山刺葡萄、马颈坳刺葡萄；第3亚群为白刺
葡萄；第4亚群为木叶溪刺葡萄、高山2号；第5亚

群为涩刺葡萄、大树坳刺葡萄；第6亚群为乡葡萄。
同时高山2号与长青2号、长青4号的相似系数均为
0.97，划分为第2大类；长青1号与林木山刺葡萄的
相似系数为0.94，划分为第3大类。农大1号与白马
铺刺葡萄为同一个亚群；农大3号、农大4号、农大
6号、农大8号、农大9号与林木山刺葡萄为同一个
亚群；农大2号与高山2号为同一个亚群；农大5号、
农大7号与乡葡萄为同一个亚群。 

 
图 3 试验样本 SRAP 标记的相似系数聚类结果 

Fig.3 Dendrogram for tested samples based on similarly coefficient of SRAP markers 

农大 1号 

白马铺刺葡萄 

农大 3号 

农大 6号 

农大 8号 

农大 4号 

农大 9号 

林木山刺葡萄 

马颈坳刺葡萄 

白刺葡萄 

长青 1号 

农大 2号 

长青 2号 

长青 4号 

木叶溪刺葡萄 

高山 2号 

涩刺葡萄 

大树坳刺葡萄 

农大 5号 

乡葡萄 

农大 7号 

0.84 0.88 0.92 0.96 1.00 

相似系数
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3 结论与讨论 

本研究中运用SRAP–PCR方法对刺葡萄进行遗

传多样性分析，从84对SRAP引物组合中筛选出7组

引物组合，共扩增出清晰条带61条，特异性条带34

条，多态性比率为55.7%。 

张萌等[16]运用SSR分子标记分析安徽黄山地区

野生刺葡萄的遗传多样性，发现刺葡萄群体遗传距

离和地理分布呈正相关，高海拔山区的刺葡萄与外

界刺葡萄的基因交流少。湖南省刺葡萄的主要分布

区域集中在雪峰山脉沿线，在地理位置上受到很好

的隔离，保证了群内的相对稳定性。本试验样本控

制在刺葡萄类群中，种群间的成对相似系数为

0.80~0.99，其遗传多样性并不丰富，刺葡萄类群间

的遗传距离均较近，说明所取刺葡萄样本的纯度较

高。聚类分析结果表明，在遗传相似系数0.92处划

分的3类群体中，群体内的个体基本上分布在某一

地区。所筛选出的引物能够区分出各刺葡萄样本的

地理分布类群，表明本方法的精确度较高，可用于

鉴定遗传背景较近的葡萄品种或种类。 

本研究是在育种材料亲本信息不详，且通过植

物学性状研究无法分辨的情况下运用SRAP标记进

行鉴定与分析的。长青1号、长青2号、长青4号的

分类结果表明，运用SRAP–PCR分析经秋水仙素处

理刺葡萄种籽得到的加倍体材料能够有效辨识出

其亲本。结合笔者前期开展的植物学性状研究[7]，

可以推测：农大1号的亲本为白马铺刺葡萄；农大3

号、农大4号、农大6号、农大8号、农大9号的亲本

为林木山刺葡萄或马颈坳刺葡萄；农大2号的亲本

为高山2号或木叶溪刺葡萄；农大5号、农大7号的

亲本为乡葡萄。 

基于刺葡萄叶形特征及果实性状的聚类分析结

果[7]表明：白刺葡萄果实为黄绿色，与其他所有刺葡

萄的果实不相同，因此，被单独列为一类。本研究

结果与其有较大差异，这可能是由SRAP标记的多态

性基因与刺葡萄果实色素形成相关的基因未重叠所

导致的。 
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