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葡萄属植物种质资源遗传多样性的犚犃犘犇分析
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摘　要：以起源于中国的野葡萄１２个种２３个株系、欧美杂种６个品种、河岸葡萄３份、１５个欧洲葡萄品种共

４７份材料为试材，采用ＲＡＰＤ技术对葡萄属植物种质资源遗传多样性进行研究。从５２０个随机引物中获得

１６个多态性好的引物用于ＲＡＰＤ分析，共获得ＤＮＡ条带２５８个，其中多态性条带１８６个，ＤＮＡ条带大小介

于１００～３５００ｂｐ之间。应用ＳＴＡＴＩＳＴＩＣＡ获得了４７份葡萄材料树谱图，供试材料可分为６类。欧洲葡萄、

欧美葡萄杂种、河岸葡萄与中国野葡萄亲缘关系较远。在中国野葡萄中，山葡萄与其他种亲缘关系较远，刺葡

萄次之。
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　　葡萄属于葡萄科葡萄属，共有７０余种。关于

葡萄属植物种质资源的遗传多样性，前人曾用形

态学、细胞学和同功酶技术作过一些研究和探讨，

但由于该属内种间易杂交，中间型、过渡型性状普

遍，加之易受环境和生长发育时期的影响，给葡萄

属植物分类和种质资源多样性研究带来许多困
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难［１３］。近年来，随着现代生物技术的快速发展，

ＤＮＡ分子标记技术将种质资源的研究提高到了

一个崭新水平［４］，为果树品种鉴定和亲缘关系研

究提供了有效的手段。随机扩增多态性 ＤＮＡ

（ＲａｎｄｏｍｌｙａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，ＲＡＰＤ）

技术作为近年来发展最快的一种分子标记技术，

由于它具有样品用量少（通常１５～２５ｎｇ）、灵敏

度高、特异性强和检测容易的特点，且此技术简单

易行、分析自动化，实验成本低，因而已被广泛应

用于果树的亲缘关系、品种鉴定和遗传多样性研

究中。近年对葡萄属植物的研究也有一些报道。

Ｇｏｇｏｒｃｅｎａ等
［５］先后对３１个栽培葡萄品种进行

ＲＡＰＤ分析，从中选出可重复带型，可正确区分所

有品种的无性系等。王跃进等［６］用ＲＡＰＤ技术

在幼苗期鉴定了圆叶葡萄和真葡萄亚属的杂交

种，获得了多态性片段。张立平等［７］用ＲＡＰＤ技

术对葡萄属的２０个种、４个变种、５个品种及４个

不同类型进行分析，供试材料可分为９类和１个

特殊型，起源于中国的东亚类群分属于８个类型，

圆叶葡萄单独为１个类型。本研究采用 ＲＡＰＤ

技术和类平均法［８］对起源于中国的野生葡萄、欧

美杂种、河岸葡萄、欧洲葡萄等４７份葡萄材料进

行分类和遗传多样性研究，探讨种间及种内的遗

传关系，为葡萄育种研究提供分子系统学资料。

１　材料与方法

１．１　葡萄材料

供试葡萄材料取自西北农林科技大学葡萄种

质资源圃，包括起源中国的野葡萄１２个种２３个

株系，欧美种间杂种６个品种，河岸葡萄３份，１５

个欧洲葡萄品种共４７份材料（表１）。

１．２　葡萄基因组犇犖犃的提取

葡萄基因组 ＤＮＡ 的提取采用改良 ＣＴＡＢ

法［９］。

１．３　犇犖犃扩增和琼脂糖凝胶电泳

从 Ｏｐｅｒｏｎ公司购置的 ＯＰＡ０１～ＯＰＺ２０共

２６个系列的５２０个随机引物用于ＲＡＰＤ扩增，筛

选出条带清晰，多态性好的引物用于进一步分析。

ＲＡＰＤ反应体系和反应程序参照文献［１２］的方法

进行。扩增产物跑１．２％琼脂糖凝胶电泳约４０

ｍｉｎ，在紫外透射仪下照相，分析统计结果。

１．４　葡萄材料分类和遗传多样性分析

用筛选出多态性好的随机引物分别扩增４７

份葡萄材料 ＤＮＡ，记录每份 ＤＮＡ 的 ＲＡＰＤ带

型，有带时赋１，无带时赋０，建立（０，１）矩阵，用

ＳＴＡＴＩＳＴＩＣＡ软件进行聚类分析。

表１　试验用葡萄材料

犜犪犫犾犲１　犌狉犪狆犲犿犪狋犲狉犻犪犾狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊犲狓狆狉犻犿犲狀狋

种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

编号

Ｎｏ．

株系

Ｃｌｏｎｅ

种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

编号

Ｎｏ．

品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

毛葡萄犞．狇狌犻狀狇狌犪狀犵狌犾犪狉犻狊Ｒｅａｄ １ 商２４Ｓｈａｎｇ２４ ２５ 雪峰Ｘｕｅｆｅｎｇ

２ ８３４９６♂
??葡萄犞．犪犱狊狋狉犻犮狋犪
Ｈａｎｃｅ

２６ 泰山１Ｔａｉｓｈａｎ１

３ ８３４９４♂
欧美杂种

Ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄ
２７ 京超Ｊｉｎｇｃｈａｏ

４ 泰山１２Ｔａｉｓｈａｎ１２
（犞．狏犻狀犻犳犲狉犪×犞．犾犪
犫狉狌狊犮犪）

３１ 巨峰Ｋｙｏｈｏ

Ｂｅｒｌａｎｄｉｅｒｒｉｐａｒｉａ ５
ＳＯ４Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ
Ｏｐｐｅｎｈｅｉｍ

４１ 先峰Ｐｉｏｎｅｅｒ

桑叶葡萄犞．犳犻犮犻犳狅犾犻犪Ｂｕｎｇｅ ６ 桑叶葡萄 ４２ 高墨Ｔａｋａｓｕｍｉ
复叶葡萄犞．狆犻犪狊犲狕犽犻犻Ｍａｘｉｍ ７ 留坝８Ｌｉｕｂａ８ ４３ 早生高墨ＥａｒｌｙＴａｋａｓｕｍｉ

１８ 宁固１Ｎｉｎｇｇｕ１ ４４ 富士Ｆｕｊｉｍｉｎｏｒｉ
秋葡萄犞．狉狅犿犪狀犲狋犻犻Ｒｏｍａｎ ８ 江西２Ｊｉａｎｇｘｉ２ 欧洲葡萄 ２８ 雷司令Ｒｉｅｓｌｉｎｇ

１９ 江西１Ｊｉａｎｇｘｉ１ 犞．狏犻狀犻犳犲狉犪Ｌ ２９ 先索Ｃｉｎｓａｕｔ

２０ 平利７Ｐｉｎｇｌｉ７ ３０ 蜜红 ＨｏｎｎｙＲｅｄ

２１ 留坝１１Ｌｉｕｂａ１１ ３２ 龙眼Ｌｏｎｇｙａｎ
华北葡萄犞．犫狉狔狅狀犻犻犳狅犾犻犪Ｂｕｎｇｅ １１ 安林２Ａｎｌｉｎ２♂ ３３ 玫瑰香 ＭｕｓｃａｔＲｏｓｅ
河岸葡萄犞．狉犻狆犪狉犻犪Ｍｉｃｈａｕｘ ９ Ｐｕｌｌｉａｔ ３４ 乍那Ｚａｎａ

１０ Ｂｅａｕｍｏｎｔ ３５ 佳利酿Ｃａｒｉｇｎａｎｅ
秦岭葡萄犞．狇犻狀犾犻狀犵犲狀狊犻狊Ｐ．Ｃ．Ｈｅ １２ 秦岭葡萄ＱｉｎｌｉｎｇＰｕｔａｏ ３６ 白玉霓ＵｇｌｉＢｌａｎｃ
山葡萄犞．犪犿狌狉犲狀狊犻狊Ｒｕｐｒ． １３ 通化３Ｔｏｎｇｈｕａ３ ３７ 品丽珠ＣａｂｅｒｎｅｔＦｒａｎｃ
华东葡萄犞．狆狊犲狌犱狅狉犲狋犻犮狌犾犪狋犪Ｗ．Ｔ．Ｗａｎｇ１４ 商南１Ｓｈａｎｇｎａｎ１ ３８ 红地球ＲｅｄＧｌｏｂｅ

１５ 广西１Ｇｕａｎｇｘｉ１ ３９ 赤霞珠Ｃａｂｅｒｎｅｔｓａｕｖｉｇｎａｎ
秋复叶葡萄犞．ｓｐｐ．（Ｑｉｕｆｕｙｉｅ） １６ 留坝７Ｌｉｕｂａ７ ４０ 瑞必尔Ｒｉｂｉｅｒ
麦黄复叶葡萄犞．犫犪犻犺犲狀狊犻狊Ｌ．Ｘ．Ｎｉｕ １７ 白河４０Ｂａｉｈｅ４０ ４５ 爱格丽Ｅｃｏｌｌｙ
刺葡萄犞．犱犪狏犻犱犻犻Ｆｏｅｘ ２２ 略阳４Ｌｕｅｙａｎｇ４ ４６ 梅鹿特 Ｍｅｒｌｏｔ

２３ 宁强６Ｎｉｎｇｑｉａｎｇ６ ４７ 凤凰５１Ｆｅｎｇｈｕａｎｇ５１

２４ 塘尾Ｔａｎｇｗｅｉ
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２　结果与分析

２．１　葡萄属植物基因组犇犖犃多态性

首先以毛葡萄商２４ 的 ＤＮＡ 为模板，从

ＯＰＡ０１～ＯＰＺ２０等２６个系列的５２０个随机引物

中选出１６个条带清晰，多态性好的引物用于葡萄

种质资源遗传多样性分析（表２）。结果表明，所

有４７份葡萄材料中，１６个引物共获得ＤＮＡ条带

２５８个，其中多态性条带１８６个，约占总条带数的

７２．１％。不同引物产生的条带数不同（图１），引

物ＯＰＢ０６扩增的条带最多为２４个，引物ＯＰＵ２０

最少为７条，平均每个引物获得ＤＮＡ条带１６．１

个。扩增ＤＮＡ条带大小介于１００～３５００ｂｐ之

间，大多数介于２００～２２００ｂｐ之间。４７份葡萄

材料中，每个引物扩增总的条带数也不同，毛葡萄

最多１３８条，龙眼、红地球、刺葡萄宁强６较少，

介于８９～１０２条之间。

表２　 随机引物及犇犖犃扩增条带

犜犪犫犾犲２　犇犖犃犫犪狀犱狊犪犿狆犾犻犳犻犲犱犫狔狉犪狀犱狅犿狆狉犻犿犲狉狊犻狀犵狉犪狆犲犿犪狋犲狉犻犪犾狊

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

总条带

Ｔｏｔａｌｂａｎｄｓｏｆ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

多态性条带数

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ｂａｎｄｓ

每模板平均条带

Ａｖｅｒａｇｅａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｂａｎｄｓｐｅｒｔｅｍｐｌａｔｅ

多态性百分率／％
Ｐｅｒｃｅｎｔｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

ＯＰＡ１５ ５′ＴＴＣＣＧＡＡＣＣＣ １５ １０ ６．５ ６６．７

ＯＰＢ０６ ５′ＴＧＣＴＣＴＧＣＣＣ ２４ ２０ １０．０ ８３．３

ＯＰＢ１２ ５′ＣＣＴＴＧＡＣＧＣＡ １８ １４ ６．５ ７７．８

ＯＰＱ０３ ５′ＧＧＴＣＡＣＣＴＣＡ １７ １２ ７．５ ７０．６

ＯＰＷ０２ ５′ＡＣＣＣＣＧＣＣＡＡ １４ ９ ５．５ ６４．３

ＯＰＷ０１ ５′ＣＴＣＡＧＴＧＴＣＣ ２１ １５ ７．５ ７１．４

ＯＰＪ０３ ５′ＴＣＴＣＣＧＣＴＴＧ １５ １１ ７．０ ７３．３

ＯＰＯ０７ ５′ＣＡＧＣＡＣＴＧＡＣ １０ ６ ５．０ ６０．０

ＯＰＶ０２ ５′ＡＧＴＣＡＣＴＣＣＣ ２１ １３ ９．０ ６１．９

ＯＰＶ０５ ５′ＴＣＣＧＡＧＡＧＧＧ １１ ７ ４．５ ６３．６

ＯＰＪ１３ ５′ＣＣＡＣＡＣＴＡＣＣ １９ １３ ７．５ ６８．４

ＯＰＪ１９ ５′ＧＧＡＣＡＣＣＡＣＴ １６ １３ ８．０ ８１．２

ＯＰＵ２０ ５′ＡＣＡＧＣＣＣＣＣＡ ７ ４ ３．５ ５７．１

ＯＰＱ０４ ５′ＡＧＴＧＣＧＣＴＧＡ ２３ １６ ８．５ ６９．６

ＯＰＪ０７ ５′ＣＣＴＣＴＣＧＡＣＡ １２ ６ ６．０ ５０．０

ＯＰＶ０７ ５′ＧＡＡＧＣＣＡＧＣＣ １５ ８ ５．０ ５３．３

Ｔｏｔａｌｂａｎｄｓ ２５８ １８６

品种名编号同表１　Ｎｏ．ｏｆｔｈｅ４６ｓａｍｐｌｅｓａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓＴａｂｌｅ１

图１　 引物犗犘犅１２对４６个葡萄基因型扩增产物的琼脂糖电泳

犉犻犵．１　犚犃犘犇犳犻狀犵犲狉狆狉犻狀狋狊犪犿狆犾犻犳犻犲犱犫狔狆狉犻犿犲狉犗犘犅１２犻狀４６犵狉犪狆犲犵犲狀狅狋狔狆犲狊
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２．２　聚类分析

将ＲＡＰＤ 扩增条带按１．４ 方法处理，用

ＳＴＡＴＩＳＴＩＣＡ绘制４７份葡萄材料树状图（图

２）。聚类分析结果表明，欧洲葡萄、欧美葡萄杂

种、河岸葡萄与中国野葡萄亲缘关系较远。在中

国野葡萄中，山葡萄与其他种亲缘关系较远，刺葡

萄次之。按图２可把４７份材料聚为６类。Ｐｕｌｌｉ

ａｔ和Ｂｅａｕｍｏｎｔ同属河岸葡萄，聚在第一类。匈

牙利选育的Ｂｅｒｌａｎｄｉｅｒｒｉｐａｒｉａ株系ＳＯ４与山葡

萄株系通化３分别聚在第二类和第三类。第四

类是６类中最大的一类，包括京超、蜜红、巨峰、先

索、龙眼、佳利酿、赤霞珠、梅鹿特、凤凰５１、品丽

珠、爱格丽、先峰、高墨、富士、早生高墨、玫瑰香、

乍那、红地球、瑞必尔、白玉霓和雷司令。第五类

包括刺葡萄的株系略阳４、宁强６、塘尾、雪峰和

??葡萄株系泰山１。第六类包括毛葡萄商２４、

８３４９４、８３４９６、泰山１２以及复叶葡萄宁固１、

桑叶葡萄、留坝７、白河４０、江西１、平利７、留坝

１１、留坝８、江西２、安林２、秦岭葡萄、广西１和

商南１。

品种名编号同表１　Ｎｏ．ｏｆｓａｍｐｌｅｓａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓＴａｂｌｅ１

图２　４７个葡萄品种的犚犃犘犇聚类分析树状图

犉犻犵．２　犜狉犲犲犱犻犪犵狉犪犿狅犳４７犮狌犾狋犻狏犪狉狊犫犪狊犲犱狅狀犚犃犘犇犿犪狉犽犲狉

３　讨 论

ＲＡＰＤ作为一种简便、快速、安全和高灵敏度

的分子标记，已广泛应用于葡萄种间以及种内品

种间的遗传多样性和亲缘关系分析，并得到较好

结果。Ｌｏｕｒｅｉｒｏ等
［１０］对来自１８个不同地区的欧

洲葡萄Ａｌｂａｒｉｎｏ，４个与 Ａｌｂａｒｉｎｏ有亲缘关系的

品种，２个错误命名的品种，用２０个ＲＡＰＤ引物

和６个微卫星位点进行分析，结果证明了这些异

名的品种都是Ａｌｂａｒｉｎｏ。Ｑｕ等
［１１］用ＲＡＰＤ分析
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了圆叶葡萄和美洲河岸葡萄的遗传多样性，结果

表明圆叶葡萄与河岸葡萄、欧洲葡萄的亲缘关系

较远。吴红等［１２］对部分葡萄品种进行ＲＡＰＤ分

析，认为葡萄品种间遗传一致度与品种的遗传背

景有关。在本研究中，利用ＲＡＰＤ技术对葡萄的

４７个品种进行遗传多样性分析，检测到的葡萄种

质多态性百分率都在５０％以上，最高达到了

８３．３％，说明葡萄种质具有较丰富的遗传多样性。

在聚类分析中，把两个样品聚为一类的依据

有两种，样品间的相似性系数和样品间的距离。

本研究利用ＲＡＰＤ标记对４７份葡萄品种进行了

分析，并绘制了亲缘关系树形图，从图上可以清晰

看到各品种间的遗传差距和亲缘关系。聚类分析

结果表明，欧洲葡萄、欧美葡萄杂种、河岸葡萄与

中国野葡萄亲缘关系较远，这与牛立新、贺普超［３］

用性状分类的研究结果相一致。在中国野葡萄

中，晁无疾［１］根据同工酶研究认为毛葡萄是中国

葡萄属植物中比较古老的类型，其他种分化形成

时间相对较晚，牛立新［３］的研究结果认为，菱叶葡

萄与其他种类关系最远，而本研究结果表明，山葡

萄与其他种亲缘关系较远。但是从牛立新［３］、张

立平［７］及本研究结果分析认为，毛葡萄为古老类

型的观点值得商榷。关于中国野生葡萄进化、起

源及其古老的类型拟需综合性状特征、分子标记

等手段进一步研究，为葡萄育种工作提供更系统

更科学的分类资料。
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