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主持人语：植物种质资源是国家战略性资源，也是新品种选育的基础，对农业和生态安全具有不可替代的作

用，世界各国对植物种质资源研究极为重视。近年来，我国山地植物资源领域的广大科学工作者根据植物生物

科学的现状和发展趋势，围绕国家种质资源的保护利用、生态环境建设、精准扶贫和乡村振兴的发展战略，针对

喀斯特山地特色植物优新种质鉴定、多样性保护、优异基因发掘、种质创新、生产服务一体化领域存在的重大科

学问题开展了卓有成效的研究工作，为地方经济及产业发展、脱贫攻坚和乡村振兴提供了理论和技术支持。为

了科学展示山地特色植物种质评价与保存、优异基因资源发掘与新种质创制、资源产业化利用等领域取得的重

要成果，本期专栏以“山地植物资源保护与种质创新”为主题，聚焦喀斯特山地特色植物种质资源评价与保存、优

异基因资源发掘与利用、植物抗逆生物学等领域存在的科学问题组织稿件，共录用文章 9篇，涉及园艺、药用及

牧草等植物种质评价、优异基因挖掘、抗逆生理特性等方面，希望能引起同行的关注。

基于 IRAP标记的沙子空心李遗传多样性评价
及指纹图谱构建
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摘要 通过走访调查，选取 92 株具有优良性状的沙子空心李种质，根据李反转录转座子的 RT 序列开发

IRAP标记引物，设计L16（ 43 ） 的正交试验优化 10 μL IRAP-PCR主要影响因素的含量；利用 18条 IRAP引物对

92份沙子空心李进行遗传多样性分析，构建供试种质的指纹图谱。结果显示：最优的 10 μL IRAP-PCR反应体

系为 10-5 mol/L IRAP引物 l.3 μL，PCR Mix 5.0 μL、模板 DNA（30 ng/μL） l.0 μL，PCR循环 40次。18条 IRAP
引物共扩增出 189个位点，多态性位点 180个，等位基因数、有效等位基因数、Nei’s基因多样性指数和Shannon
指数均值分别为 1.930、1.426、0.261及 0.405。采用邻接法将 92份沙子空心李聚类为 4个类群。确定 IRAP引物

Ty3-2及Ty3-6为核心引物，可高效构建92份供试种质的指纹图谱。
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沙子空心李（Prunus salicina Lindl. ‘Shazikongx⁃
inli’），为蔷薇科李属植物、青皮黄肉李品种，是贵州

省沿河土家族自治县栽培的地方特色水果，于 2006
年被批准为国家地理标志保护产品［1］。据沿河县县

志记载，沙子空心李系 1858年由外地引进栽培，属中

国李的一类地方品种，由于沿河县独特的地理、气候

和富含硒等多种微量元素的土壤条件适宜其生长，

逐渐育成了这一优异地方李品种。目前沙子空心李

主栽于沿河县南庄村沙子、中界等乡镇，投产种植面

积已达 30 km2，还未发现过野生资源。经过 160多年

的自然演变及人为选育栽培，沙子空心李逐渐形成

品种群。近年来沿河县大面积发展沙子空心李，种

苗生产混乱、接穗来源异质化，进一步促成沙子空心

李品种的多样化［2］。通过笔者所在课题组走访调查
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发现，目前生产的沙子空心李在成熟时间及果实品

质上存在差异。差异株系的存在为优异种质的挖掘

提供了种质资源基础，但这些差异是仅由环境因素

或栽培技术不同引起的，还是遗传信息发生不同程

度的变异尚未明确。只有了解种质资源的遗传变异

水平及亲缘关系，才能高效地选配亲本，培育出优异

品系［3］。因此，有必要通过 DNA分子标记技术从基

因水平上对沿河县沙子空心李种质资源进行遗传多

样性评价。

DNA分子标记技术，如RAPD、SSR及 ISSR，已

经广泛用于李研究的不同领域［4］，但 IRAP（inter-ret⁃
rotransposon amplified polymorphism，逆转座子位点

扩增多态性）标记的应用研究还鲜有报道。IRAP是 
Kalendar等［5］于 1999年基于植物反转录转座子转座

特性而建立的一种分子标记技术，具有高通量、基因

组覆盖范围广、多态性丰富及异质性高等优点［6-7］。

现已应用于樱桃［8］、梨［9］、葡萄［10］、火龙果［11-12］、梅［13］

等亲缘关系鉴定及遗传多样性分析等研究。

本研究依据品种成熟期、果实品质、高产稳产这

几个育种目标选择了 92株具有优良性状的沙子空心

李作为试验材料，采用 IRAP标记技术，系统评价供试

材料遗传多样性水平及亲缘关系，同时构建沙子空心

李指纹图谱，旨在为沙子空心李优异种质的辅助育

种、科学利用及保护等提供理论依据与应用参考。

1　材料与方法

1.1　试验材料

于 2020年 7月对贵州省沿河县南庄村等地进行

实地走访调查，选取 92株具有优良性状（高品质、高

产稳产等）、健康的沙子空心李作为试验材料（表 1）。

于 2022 年 4月取 92份供试种质的幼嫩叶片，用于后

续基因组DNA提取。

表1　92份沙子空心李种质材料

Table 1　Ninety-two  germplasm resources of Shazikongxinli for IRAP analysis

贵州省沿河县

南庄村

Nanzhuang 
Village,Yanhe 

County，Gui⁃
zhou Province

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

N1
N2
N3
N4
N5
N6
N7
N8
N9

N10
N11
N12
N13
N14
N15
N16
N17
N18
N19
N20
N21
N22
N23
N24
N25

产量高 High yield
产量高，口感好 High yield and good taste of fruit
产量高，口感好 High yield and good taste of fruit
花期迟 Late flowering
花期迟 Late flowering
花轮簇生，树皮较黑 Flowers in clusters, bark darker
实生苗，产量高、稳 Seedling ,high and stable yield
实生苗，产量稳，果实大 Seedling, stable yield and large fruit
实生苗，产量稳，果实大 Seedling, stable yield and large fruit
花轮簇生，成团状Flowers in clusters
早熟 Early ripening fruit
早熟，果实口感好 Early ripening fruit and good taste
晚熟 Late ripening fruit
树龄>80 a ，果实口感好 Tree age >80 years, good taste of fruit
果实中等大小，口感好 Medium sized fruits and good taste
果实多，果小 Many but small fruit
果较大，品质好 Large fruit and good taste
果实口感好 Good taste of fruit
树龄>100 a ，产量高，果实大 Trees age>100 years, high yield
产量稳，果圆 Steady yield, round fruit
果大果圆 Large and round fruit
果实最大，约100 g The largest fruit, about 100 g
树龄>80 a ，果大皮薄 Tree age >80 years, large fruit and thin skin
果实大，口感好 Large fruit and good taste
早熟，树干有刺 Early ripening fruit, thorny trunk

采样地点 
Locality

编号

Code
种质

Germplasms
突出性状

Highlighting botanical traits
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贵州省沿河县

黎家寨

Lijia Village,
Yanhe County,
Guizhou Prov⁃

ince

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

N26
N27
N28
N29
N30
N31
N32
N33
N34
N35
N36
N37
N38
N39
N40

L1
L2
L3
L4
L5
L6
L7
L8
L9

L10
L11
L12
L13
L14
L15
L16
L17
L18
L19
L20
L21
L22
L23
L24
L25
L26
L27
L28
L29

树龄>40 a Tree age >40 years
果实口感最好 Best fruit taste
产量高，果实大 High yield, large fruit
早熟，果实中等大小 Early ripening fruit, medium sized fruit
结果少，果实大，口感好 Few fruits, large fruits, good taste
果大，叶片较大 Large fruit, large leaves
早熟，果皮厚 Early ripening fruit, thick skin
树龄>70 a  Tree age >70 years
树龄>70 a  Tree age >70 years
早熟 Early ripening fruit
树龄>80 a ,果大、甜 Tree age >80 years, large and sweet fruit
口感好 Good taste of fruit
果实大 Large fruit
高品质 Good quality
早熟 Early ripening fruit

实生苗，树龄>80 a ，果大，品质好  Seedling, tree age >80 years, large fruit, good quality
实生苗，树龄>80 a ，果大，品质好  Seedling, tree age >80 years, large fruit, good quality
实生苗，树龄>50 a ，果大，品质好  Seedling, tree age >50 years, large fruit, good quality
实生苗，树龄>50 a ，果大，品质好  Seedling, tree age >50 years, large fruit, good quality
实生苗，树龄>50 a ，产量高，早熟  Seedling, tree age >50 years, high yield,early ripening fruit
树龄>50 a Tree age >50 years
果大，品质好  Large fruit and good quality
花簇生,果实品质好  Flowers in clusters,good fruit quality
树龄>80 a ，果大品质好  Tree age >80 years, large fruit and good quality
果大，品质好  Large fruit and good quality
树龄>60 a ，果大皮薄  Tree age >60 years, large fruit and thin skin
果大皮薄，口感好  Large fruit and thin skin,good taste
果大皮薄，口感好  Large fruit and thin skin,good taste
树龄>60 a ，果大皮薄  Tree age >60 years,large fruit and thin skin
树龄>60 a ，果实品质好 Tree age >60 years,good quality
树龄>60 a ，果大皮薄  Tree age >60 years,large fruit and thin skin
树龄>70 a ，果大皮薄  Tree age >70 years,large fruit and thin skin
树龄>20 a ，产量高  Trees age >20 years, high yield
树皮紫红色，果大皮薄  Purple-red bark,large fruit and thin skin
树龄>60 a ，树皮黄红色  Trees age >60 years,bark iron red
果大，品质好  Large fruit and good quality
果大，品质好  Large fruit and good quality
树龄>30 a ，果大皮薄  Tree age >30 years,large fruit and thin skin
树龄>60 a ，果大果圆  Tree age >60 years,large and round fruit
树龄>70 a ，果大果圆  Tree age >70 years,large and round fruit
花轮簇生  Flowers in clusters
果大  Large fruit
花轮簇生，果大  Flowers in clusters,large fruit
果大皮薄  Large fruit and thin skin

续表 1 Continued Table 1

采样地点 
Locality

编号

Code
种质

Germplasms
突出性状

Highlighting botanical traits
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贵州省沿河县

十二盘村

Shierpan 
Village,
Yanhe 

County，Gui⁃
zhou Province

贵州省沿河县

孙家寨

Sunjiazhai Vil⁃
lage, Yanhe 
County，Gui⁃
zhou Province

70
71
72

73

74

75

76

77

78
79
80

81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

L30
L31
L32

P1

P2

P3

P4

P6

P7
P8
P9

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9

S10
S11
S12

果大皮薄  Large fruit and thin skin
晚熟  Late ripening fruit
早熟，果实不离核  Early ripening, flesh does not separate from the core

早熟，果实心形，果抗性差，易裂果  Early maturity, heart-shaped fruit, poor fruit resistance, easy 
to split fruit

早熟，果实心形，果抗性差，易裂果  Early maturity, heart-shaped fruit, poor fruit resistance, easy 
to split fruit

早熟，果实心形，果抗性差，易裂果  Early maturity, heart-shaped fruit, poor fruit resistance, easy 
to split fruit

早熟，果实心形，果抗性差，易裂果  Early maturity, heart-shaped fruit, poor fruit resistance, easy 
to split fruit

早熟，果实心形，果抗性差，易裂果  Early maturity, heart-shaped fruit, poor fruit resistance, easy 
to split fruit
无  None
花期晚，产量高  Late flowering and high yield
果实品质好  Good quality of fruit

树龄>50 a  Tree age >50 years
树龄>100 a  Tree age >100 years
树龄>100 a  Tree age >100 years
果实品质好  Good quality of fruit
果大，品质好  Large fruit and good quality
果大，果皮光滑  Large fruit with smooth skin
早熟  Early ripening fruit
果实品质好  Good quality of fruit
果实品质好  Good quality of fruit
树龄>50 a  Tree age >50 years
果大，品质好  Large fruit and good quality
产量高、稳定 High and stable yield

续表 1 Continued Table 1

采样地点 
Locality

编号

Code
种质

Germplasms
突出性状

Highlighting botanical traits

1.2　基因组DNA提取

通过植物基因组 DNA 提取试剂盒 DP320（北

京，天根）提取 92 份供试材料幼嫩叶片 DNA 后，经

1% 琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检测质量及

浓度后，将 DNA 稀释至约 30 ng/μL，置于-20 ℃
保存。

1.3　IRAP引物开发

通过 Clustal W 对李反转录转座子 Ty1-copia 和

Ty3-gypsy 的 RT 序 列（NCBI：K78998~K79023；
K79024~K79041）进行多序列比对，获得保守区域，

采用 Primer 5.0 程序以保守区域上游序列设计单向

引物［14］，共获得65条 IRAP引物，由上海生工合成。

1.4　IRAP-PCR体系优化

设计L16（ 43 ） 正交试验（表 2）优化 10 μL沙子空

心李 IRAP-PCR 反应体系的主要影响因素 Mix（赛

默飞；0.4 mmol/L Taq DNA 聚合酶、0.4 mmol/L 

dNTP、4 mmol/L MgCl2）、IRAP引物和模板DNA的

用量；PCR扩增程序为：94 ℃预变性 4 min；94 ℃变性

30 s，51~58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min；72 ℃再延

伸 10 min；4 ℃保存；在此基础上对 PCR 循环次数设

置3个梯度：30、35及40次。

1.5　IRAP引物筛选与PCR扩增

根据已优化的 10 μL IRAP-PCR体系，随机选取

8个供试种质DNA作为模板，利用筛选出来的 IRAP
引物对 92份沙子空心李种质进行PCR扩增，每个引

物重复 2~3 次，PCR 产物在 1×TAE 缓冲液中用

1.5% 琼脂糖凝胶以 6 V/cm 电泳 40 min 后，于凝胶

成像系统中观察并保存图像。

1.6　数据处理与分析

仅统计每个引物清晰明亮且可重复的条带，有

和无条带分别以“1”和“0”记录，获得每个引物的数

据矩阵，通过 POPGEN 1.32［15］分析每个 IRAP 引物

4
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的等位基因数、有效等位基因数、Nei’s 基因多样性

指数及 Shannon 指数；利用 NTSYS 2.10e 软件［16］计

算遗传相似性系数后，通过 MEGA11 采用邻接法

（neighbor-joining）进行聚类，利用 Evolview（http：//
evolgenius.info）美化聚类图。根据使用最少引物鉴

定尽量多供试种质的原则，确定核心引物，直接以统

计获得的 0/1数据作为指纹代码，通过条形码和二维

码生成器（http：//qr-batch.com/）构建供试种质分子

身份证。

2　结果与分析

2.1　PCR反应体系优化

PCR 体系优化试验见图 1，泳道 1~16分别对应

正交试验表（表 2）中体系 1~16，PCR 循环次数依次

为 30、35、40。PCR结果显示，循环 40次为最优。根

据 40次循环中电泳条带的数量、明暗及清晰度，16个

PCR 体系从优到差的排序为：7-12-11-16-3-4-8-2-
6-14-15-10-5-9-1-13。通过对上述处理的各个因子

比较可知，IRAP引物和Mix含量是影响条带多少及

明暗程度的主要因素。体系 1、5、9、13 中 Mix 含量

（3.0 μL）最少，条带均较少且不明亮；而体系2、6、10、
14 中 Mix 含量（4.0 μL）相同，体系 10 及 14 引物含量

（0.7 μL 及 1.0 μL）相对较少，导致 PCR 结果相对

较差；同理，体系 8 及 15 也是如此。综上，考虑经

济成本等因素，确定 PCR 体系（10 μL）最优为体

系 7：10-5 mol/L IRAP 引物 1.3 μL，PCR Mix 5.0 
μL、模板 DNA（30 ng/μL）1.0 μL。PCR 扩增程序

为：94 ℃预变性 4 min；94 ℃变性 30 s，51~58 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 1 min，共 40 次循环；72 ℃再延伸 10 
min；4 ℃保存。

2.2　IRAP引物筛选

对设计的 65 条 IRAP 引物进行筛选，最终筛选

出 18条多态性良好、条带清晰且可重复性强的 IRAP
引物，且确定最佳退火温度为 51~58 ℃（表 3），部分

引物筛选结果见图2。
2.3　IRAP引物多态性分析

通过筛选出的 18条 IRAP引物对 92份沙子空心

李进行 PCR 分析，结果（表 4）显示，18 条 IRAP 引物

共扩增出 189 个位点，其中多态性位点 180 个，平均

多态性位点比率为 95.24%。18 条引物的有效扩增

位点数 4~17，平均每个引物扩增 10.5 个位点，其中

引物Ty3-2扩增出的位点数目最多，共 17个，而Ty3-
14扩增位点数则最少，仅4个；另外，种质N39扩增出

的位点数最多，为 118个，种质 N10扩增出的位点数

则最少，共 47 个。18 条 IRAP 引物中多态性位点比

例达到 100%的共有 12条，表明这些引物具有较高的

多态性，能够鉴别沙子空心李。引物 Ty3-2 及 Ty3-6
对 92 份沙子空心李种质 PCR 扩增结果见图 3。

M：DL2000 DNA marker；数字 1~16 代表 1~16 个 PCR 体系（表

2） 1-16 represent 1-16 PCR systems（ see Table 2）.
图1 10 μL IRAP-PCR体系优化结果

Fig.1 Optimization results of 10 μL IRAP-PCR system

表2　L16（ 43 ） 正交试验表

Table 2　Table of L16（43） orthogonal 
experiments μL    

编号

No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16

模板DNA
Template DNA
（30 ng/μL）

0.6
0.6
0.6
0.6
1.0
1.0
1.0
1.0
1.4
1.4
1.4
1.4
1.8
1.8
1.8
1.8

PCR Mix

3.0
4.0
5.0
6.0
3.0
4.0
5.0
6.0
3.0
4.0
5.0
6.0
3.0
4.0
5.0
6.0

IRAP引物

IRAP primer
（10-5 mol/L）

0.7
1.3
1.6
1.0
1.0
1.6
1.3
0.7
1.3
0.7
1.0
1.6
1.6
1.0
0.7
1.3
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2.4　IRAP遗传多样性指数

通过 Popgene 1.32 对统计的 0、1 数据进行统计

分析，结果（表 4）显示，单个引物的等位基因数为

1.667（Ty1-17）~2.000，平均等位基因数 1.930；有效

等位基因数为 1.046（Ty1-2）~1.647（Ty1-18），均值

1.426；Nei’s基因多样性指数变幅为 0.041（Ty1-2）~
0.379（Ty3-3），平均值 0.261；Shannon信息指数变幅

为 0.089（Ty1-2）~0.563（Ty3-3），平均值 0.405；4 个

遗传参数中，引物 Ty1-7、Ty1-18及 Ty3-3等各项值

均相对较高，而引物Ty1-2及Ty1-3则相对偏低。

2.5　沙子空心李种质聚类分析

利用NTSYS 2.10e软件计算供试种质的遗传相

似性系数（DICE 系数）。92 份沙子空心李种质两两

之间的 DICE 系数变幅为 0.417~0.830，平均 0.681。
在遗传相似系数为 0.645时，92份沙子空心李被聚类

为 4组（图 4），聚类到第 1组的沙子空心李数量最多，

包含 30 份沙子空心李种质，第 2 组最少，共 14 个种

质，第 3 组和第 4 组分别有 22 个及 26 个种质。92 份

沙子空心李种质采自 4个种植区，然而聚类结果并不

呈现出相应的规律性，这可能是因为采样区域地理

间隔较小，栽培环境与技术差异较小，株系间基因交

流频繁，因而聚类结果不规律。但根据聚类结果，92
份沙子空心李种质在遗传相似系数为 0.645 时可被

聚类为 4组，这表明供试的沙子空心李种质可能来自

4个不同品系。

2.6　分子指纹图谱构建

利用 18 条 IRAP 引物对 92 份沙子空心李进行

PCR扩增，获得每个引物 92个种质的 0/1数据矩阵，

这些 0/1数据可作为供试空心李种质指纹图谱或分

子身份证构建的直接依据。为达到利用最少的引物

鉴定尽量多种质的目的，通过对有效等位基因数达

到 2.000 的 12 条 IRAP 引物的种质鉴别情况进行统

计（表 5），最终确定核心引物为 Ty3-2，其鉴别率最

高（90.22%），共能鉴定出 83个供试种质，另有 9个沙

子空心李种质（N10、N16、N35、N36、L26、L27、S2、
S6、S7）无法鉴别出来，需与其他引物组合进行鉴别。

引物Ty3-6与Ty3-2组成 1组核心引物，可鉴别出所

有种质，构建高效的指纹图谱。将表 1中的 4个采样

地（沿河县南庄村、黎家寨、十二盘村及孙家寨）分别

以数字 1、2、3、4表示，同时 12条 IRAP引物依次以字

母“A-L”表示（表 5），直接以引物扩增出的 0/1 数值

M：DL2000 DNA Marker；数字 1~8代表 8个不同种质 1-8 repre⁃
sent 8 different germplasm.

图2 6条 IRAP引物筛选结果

Fig.2 Screening results of 6 IRAP primers

表3　18条 IRAP引物信息

Table 3　Information of 18 IRAP primers

引物名称

Primer name

Ty1-2

Ty1-3

Ty1-6

Ty1-7

Ty1-9

Ty1-15

Ty1-17

Ty1-18

Ty1-20

Ty1-25

Ty3-1

Ty3-2

Ty3-3

Ty3-5

Ty3-6

Ty3-9

Ty3-14

Ty3-16

引物序列

Prinmer sequence

TGGCCTGAAACAGTCTC
CGGAGACTTAGAAGAG⁃

GAG
CAACCACAAGGGTAT⁃

GAAG
AAGGAAGTCCCTGTAT⁃

GGC
GGTTTGCTGGTT⁃

GAAGAAGT
AGAAGGCACTTTACG⁃

GATTG
ATATGGAACAGC⁃

CAGAAGG
AAGGCAGTGGAA⁃

CAAGAAG
TCAGACAATTCGCAG⁃

GAGG
ACCAGAAGGGTTTGTT⁃

GAA
TCTGGCTATCAC⁃

CAAGTCC
GAATCGGTATCCATT⁃

GTCG
TGGCTATCAC⁃

CAAGTCTGC
CAACGCTC⁃

CAACTTCTTTC
CCGCCCTTTCATTGAC⁃

GACT
ACCAGCACATCCCTA⁃

ACCT
CGAGGATTGATGACTT⁃

GCT
CCCATACATCCTTCAT⁃

CACAG

退火温度/℃ 
Annealing  temperature

52.0

52.4

52.7

54.3

54.0

52.3

52.1

53.0

55.0

51.0

54.1

52.2

55.1

52.3

58.0

55.9

51.9

54.0
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M.DL2000 DNA Marker；数字 1~92代表 1~92个种质（编号代表的种质名称见表 1）。M.DL2000 DNA Marker；1-92 represent 92 germ⁃
plasms（The number is the same as Table 1）.

图3 引物Ty3-2及Ty3-6 PCR扩增结果

Fig.3 PCR amplification results of Ty3-2 and Ty3-6

表4　IRAP引物扩增结果统计

Table 4　Statistics of IRAP primer amplification results

IRAP引物

IRAP 
primer

Ty1-2
Ty1-3
Ty1-6
Ty1-7
Ty1-9
Ty1-15
Ty1-17
Ty1-18
Ty1-20
Ty1-25
Ty3-1
Ty3-2
Ty3-3
Ty3-5
Ty3-6
Ty3-9
Ty3-14
Ty3-16
合计 Total
平均 Mean

扩增位点数

Number of 
amplified loci

8
5

12
13
13
12
6
9
8

10
7

17
16
12
12
9
4

16
189
10.5

多态性位点数

Number of 
polymorphic loci

6
4

12
13
13
12
4
8
8

10
7

17
16
12
12
8
3

16
180
10

多态性位点比率/%
Percentage of

 polymorphic loci

75.0
80.0

100.0
100.0
100.0
100.0
66.7
88.9

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
88.9
75.0

100.0

95.24

观测等位基因数 
Number of 

alleles observed

1.750
1.800
2.000
2.000
2.000
2.000
1.667
1.889
2.000
2.000
2.000
2.000
2.000
2.000
2.000
1.889
1.750
2.000

1.930

有效等位基因数 
Number of 

effective alleles

1.046
1.064
1.471
1.629
1.560
1.623
1.090
1.647
1.466
1.541
1.276
1.594
1.635
1.477
1.317
1.452
1.203
1.568

1.426

基因多样性指数 
Gene diversity

 index

0.041
0.058
0.278
0.367
0.335
0.368
0.077
0.364
0.267
0.317
0.204
0.350
0.379
0.295
0.217
0.276
0.153
0.351

0.261

Shannon 信息指数 
Shannon’s infor⁃

mation index

0.089
0.123
0.422
0.547
0.506
0.551
0.148
0.530
0.407
0.482
0.348
0.526
0.563
0.460
0.361
0.425
0.264
0.532

0.405
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串构建指纹代码。以种质 N1和 L1为例，N1指纹代

码为：1A01000000000110001I000000000101，第 1 位

数字 1 代表采样地 1（沿河县南庄村），A 代表 IRAP
引物 Ty3-2，I 表示引物 Ty3-6；L1 指纹代码为：

2A01010001010011001I011010000101，第 1 位数字 2
代表采样地 2（沿河县黎家寨），最终利用每个种质的

指纹代码，分别生成包含基本信息的条形码和二维

码（图5）。

3　讨 论

3.1　IRAP体系优化

本研究通过 L16（ 43 ） 正交试验确定 10 μL 沙子

空心李 IRAP-PCR反应的最优体系，经反复试验，认

为 Mix及 IRAP 引物含量是影响 PCR 结果优劣的主

要影响因素。MIX 和 IRAP 引物含量过低时，PCR
扩增结果中条带均较少且较为暗淡，易造成试验误

差，影响试验结果。但Mix和 IRAP引物含量也不可

太高，IRAP 引物含量过高时，容易导致引物二聚体

的产生，同时也会增加导致非特异扩增及错配的可

能性［17］，而Mix含量太高则会造成不必要的浪费，达

不到经济高效的目的；另外，循环次数也是影响PCR
扩增结果的重要因素，循环次数与 PCR 产物浓度成

正比，次数太少易导致产物含量太少，而循环次数太

多也会导致非特异性产物的产生，循环次数一般选

择 30~40次［18］。本试验对 10 μL IRAP-PCR反应体

系进行了优化，经济高效地保证了试验结果的准

确性。

3.2　指纹图谱构建

目前构建指纹图谱的方法相对较多，有直接根

据条带统计获得的“0/1”数据作为构建指纹的代码；

还有从多个引物的扩增结果中选取稳定的特异条带

组成“0/1”数据构建指纹代码；另外，还可将二进制

的“0/1”数据转变为十进制的数字形成代码［18］。指

纹图谱和分子身份证的构建对于种质鉴别具有重要

意义。本研究确定引物 Ty3-2 及 Ty3-6 作为种质鉴

定及指纹图谱构建的高效标记引物，并据此构建了

图4 92份沙子空心李聚类结果

Fig.4 Dendrogram of 92 Shazikongxinli 
germplasms based on IRAP bands

表5　IRAP引物鉴别供试种质情况

Table 5　The number of germplasms that can be identi⁃
fied by IRAP primers

编号

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

编码

Code

A

B

C

D

E

F

G

H

I

J

K

L

IRAP引物

IRAP primers

Ty3-2

Ty3-3

Ty3-16

Ty1-7

Ty1-15

Ty1-9

Ty3-5

Ty1-6

Ty3-6

Ty1-25

Ty3-1

Ty1-20

鉴定种质数

Number of 
germplasm that 
can be identified

83

81

78

69

65

59

48

36

32

28

12

8

鉴定比率/%
Identification 

ratio

90.22

88.04

84.78

75.00

70.65

64.13

52.17

39.13

34.78

30.43

13.04

8.70

图5 沙子空心李种质N1及L1分子身份证

Fig.5 Prunus salicina Lindl. Shazikongxinli 
N1 and L1 molecular IDs
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供试种质的分子身份证。在构建的分子身份证中加

入了种质的相关信息，包括栽培地、突出性状等信

息，可为后续沙子空心李育成品种的分子身份证构

建及种质知识产权的保护提供参考。

3.3　沙子空心李遗传多样性及聚类分析

遗传多样性能够反映出物种的遗传背景及育种

潜力，是作物种内和种群之间育种过程的基础条

件［19］。对沙子空心李种质进行遗传多样性分析，是

种质资源鉴定、筛选的重要工作，也是培育优异种质

的前提。李作为一种常见果树，对于其遗传多样性

的研究相对较多。王红林等［20］通过 SSR 标记对 16
份贵州中晚熟李种质进行分析，平均Shannon多样性

指数（I）为 1.59，认为这些李种质具有丰富的遗传信

息，这和魏潇等［21］利用22对SSR引物分析17份南方

李品种的多样性结果类似（I=1.709）。左力辉等［22］

也通过SSR标记检测了24份中国李品种的遗传多样

性（H=0.227 3，I=0.358 6）。陈红等［23］则通过 ISSR
标记分析了 48份李种质的多样性水平，平均Nei’s遗
传多样性指数（H）为 0.345，平均 Shannon 多样性指

数（I）0.508。目前对单一李品种内的遗传多样性研

究相对较少。Basilio等［24］以29份日本李核心种质为

研究对象，通过 11条 ISSR 引物评价其多样性，结果

显示平均 Nei’s 遗传多样性指数（H）为 0.15，平均

Shannon多样性指数（I）0.27。这低于本研究通过 18
条 IRAP 引物对 92 份沙子空心李的分析结果（H=
0.261，I=0.405）。其可能与本试验采用的分子标记

检测能力不同，所收集的种质样本数量多等因素有

关。另外，Guan等［25］通过 9个 IRAP标记检测了 268
份 柿 种 间 和 种 内 的 多 样 性 水 平（H=0.240，I=
0.389），认为这些柿种质具有较为丰富的遗传信息。

本研究验证了反转录转座子标记在李植物遗传多样

性分析的适用性，显示 IRAP标记即使在单一品种中

也具有较高水平地检测变异的能力，这可能与反转

录转座子在李中分布广泛、在种内也具有丰富的序

列和插入多态性等特性有关。在逆境条件下，反转

录转座子容易被激活产生新的插入突变，进行横向、

纵向传递［26］，因而相较于 SSR、ISSR 等标记用于种

间系谱的研究，IRAP 标记由于其标记性质，可能更

适合用于栽培种内的变异检测［5］，分析种内个体水平

上的遗传变异情况及亲缘关系。

遗传相似性系数是判断物种间亲缘关系及遗传

基础的标准之一［27］。本研究通过 neighbor-joining法

对 92份供试沙子空心李进行聚类分析，在遗传相似

系数为 0.645时，供试种质被聚类为 4类。在聚类结

果中这些供试种质并不呈现出相应的地理分布规律

性，这可能是因为采样的 4个区域地理间隔较小，种

苗来源途径基本相同，栽培环境及技术等相近，同时

种质间交流频繁，渗入程度较大。本研究结果确定

了供试种质基因水平上的亲缘关系，可为后续选育

优异种质中高效选配亲本提供参考依据。

沙子空心李在生产上出现果实品质及成熟期不

一致的现象，可能是在长期的栽培过程中，由地方品

种的种性退化以及苗木繁育过程中产生的不同品系

混杂引起的。本研究验证了沙子空心李种质在DNA
水平上产生了较为明显的变异，排除了供试沙子空

心李不同株系间在栽培表现上产生差异仅由环境因

素或栽培技术不同而导致的情况，表明这些种质可

作为优异品系培育的核心种质。后续可通过结合各

个株系的优良性状包括抗逆能力、果实品质、产量等

进行杂交选配，培育出更为优异的后代。如利用沙

子空心李种质 N22 具有果实最大的突出品质，结合

N27果实口感最好和 N7等种质高产、稳定的优点进

行杂交后连续回交繁育后代，实现沙子空心李的增

产提质。
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Evaluation of genetic diversity and construction of DNA fingerprint of 
Prunus salicina Lindl. ‘Shazikongxinli’ based on IRAP markers

WANG Gui1,LI Ruirui1,WU Maohong2,REN Feihong3,WANG Lili4,QIAO Guang1

1.The Key Laboratory of Plant Resources Conservation and Germplasm Innovation in
 Mountain Region（Ministry of Education）/College of Life Sciences，

Guizhou University，Guiyang 550025，China；
2.Tongren Academy of Forestry，Tongren 554300，China；

3.Tongren Academy of Agricultural Sciences，Tongren 554300，China；
4.Guizhou Academy of Agricultural Sciences，Guiyang 550006，China

Abstract Ninty-two accessions of ‘Shazikongxinli’ germplasm with elite traits were selected by visit⁃
ing and surveying to evaluate the genetic diversity of Prunus salicina Lindl. ‘Shazikongxinli’ IRAP primers 
were developed based on the conserved regions of RT sequences of plum reverse transcription transposons 
Ty1-copia and Ty3-gypsy. L16（43） orthogonal experiments were designed to optimize the main factors af⁃
fecting content of IRAP-PCR with 10 μL volume. 18 IRAP primers were used to analyze the genetic diver⁃
sity and construct the fingerprint of the germplasm tested. The results showed that the optimized 10 μL 
IRAP-PCR reaction system was 1.3 μL of 5-10 mol/L IRAP primers， 5.0 μL of PCR mixture， 1.0 μL of 
template DNA（30 ng/μL）， and the number of PCR cycles was 40 times. A total of 189 loci were ampli⁃
fied from 18 IRAP primers with good repeatability and high polymorphism， including 180 polymorphic loci.
The average value of observed number of alleles（Na）， effective number of alleles（Ne）， Nei’s gene diversi⁃
ty（He） and Shannon’s information index（I） for all primers was 1.930，1.426，0.261 and 0.405， respective⁃
ly. The 92 accessions tested were clustered into 4 groups using the neighbor-joining method. The IRAP 
primers Ty3-2 and Ty3-6 were identified as core primers， which can be used to efficiently construct the fin⁃
gerprints of 92 accessions tested.

Keywords Prunus salicina Lindl.  ‘Shazikongxinli’；germplasm； molecular marke； IRAP；  finger⁃
printing； genetic diversity； germplasm innovation
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