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摘　要:利用ISSR和RAPD标记,对名邛台地野生油茶种质进行遗传多样性分析.从６０条简单重复序列引

物中筛选出１６条引物,在６５份样品中共扩增出２１３条带,其中多态位点为２０３个,多态位点百分率为

９５３１％;从３０条寡居核苷酸引物中筛选出８条引物,共扩增出１０５条带,其中多态性位点９４个,多态位点百

分率为８９．５２％.结果表明:名邛台地野生油茶种质具有较丰富的遗传多样性,ISSR和 RAPD标记可以应用

于油茶种质遗传多样性分析.
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Abstract:Thegeneticdiversityamong６５wildCamelliaoleiferafrom Mingqiongplatformwerediscussed．２１３loci
wereidentifiedwith１６simplesequencerepeatprimersscreenedfrom６０primers,outofwhich２０３lociwerepolyＧ
morphicandthepercentageofpolymorphicbandswas９６．３１％;１０５lociwereidentifiedwith８oligonucleotideprimers
screenedfrom３０primers,outofwhich９４lociwerepolymorphicandthepercentageofpolymorphicbandswas
８９．５２％．TheresultsshowedthatISSRandRAPDmarkerscouldbeusedingeneticdiversityanalysis,C．oleifera
hadahighlevelofgeneticdiversity．
Keywords:Camelliaoleifera;geneticdiversity;ISSR;RAPD;clusteranalysis

　　油茶(Camelliaoleifera)属山茶科(Theaceae)
山茶属(Camellia)常绿灌木或小乔木,是我国南方

重要的木本油料树种,也是世界四大木本油料作物

之一(庄瑞林,２００８).茶油是从油茶籽中提取的一

种高级食用油,主要由棕榈酸、硬脂酸、油酸、亚油酸

组成,其中不饱和脂肪酸以油酸、亚油酸为主,含量
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高达８５％,有 “东方橄榄油”的 美 誉 (李 克 瑞 等,

１９８４).茶油除可食用外,还可作为原料应用于肥

皂、凡士林、生发油、机械润滑油以及医药上制作青、
链霉素油剂(马力等,２００９).我国油茶资源主要分

布于湖南、江西、广西、浙江、福建、四川等１７个省

(区),其中,湖南、江西、广西三省分布面积最大(胡
芳名等,２００６).

分子标记能够直接从 DNA 水平来揭示物种的

差异,更为准确、直观的描述物种的遗传多样性,而
且不 受 季 节、环 境 的 限 制,稳 定 性 高.ISSR 和

RAPD标记技术不需要预先获知序列信息,操作简

便,重复性高,稳定性好,多态性丰富,作为常用的分

子标记技术(Johnetal．,１９９０a,b),已广泛应用于

植物种质资源的遗传多样性评价(潘文等,２０１２;马
朝芝等,２００３;汪琼等,２０１３).目前我国对油茶的研

究大多在栽培与常规育种以及茶油加工等方面,对
遗传多样性评价的研究较少,而且主要集中于油茶

无性系遗传多样性的分析.王保明等(２００８)采用

ISSR分子标记技术对２３个油茶无性系进行遗传标

记分析,结果显示油茶无性系多态性比率为６８．６％,
相似系数分布较广;黄永芳等(２００６)通过 １８ 条

RAPD引物对９０份油茶优良无性系种质进行鉴别,

DNA多态位点数为９５．１１％,得出油茶无性系研究

材料遗传背景复杂;温强等(２００８)采用ISSR 标记

方法对２５个油茶无性系进行分子鉴别,多态性比率

达８７．９６％.
名邛台地(四川省境内的蒲江、邛崃、名山、雅安

一带)有较为丰富的野生油茶资源,但由于长期处于

原始状态,野生资源没有得到合理的开发利用与保

护.本文利用ISSR和RAPD分子标记技术分析名

邛台地野生油茶种质遗传多样性,为开展油茶良种

选育与栽培提供一定的理论依据.

１　材料与方法

１．１样品采集

实验材料采自四川名邛台地(表１).采摘当年

生的嫩叶,放入冰盒带回实验室洗净、晾干,保存于

Ｇ８０℃超低温冰箱待用.

１．２实验方法

１．２．１ 总 DNA 的提取　本文采用改良后的 CTAB
法提取基因组DNA,通过０．８％琼脂糖凝胶电泳和

紫外分光光度计检测 DNA 浓度和纯度,用１×TE

稀释至１００ng/μL,放入Ｇ２０℃冰箱中保存备用.

１．２．２PCR的扩增与检测　(１)ISSR的PCR扩增与

检测:C１０００PCR仪上进行PCR扩增,２５μL的反

应体系包括２×PCR Mix１２．５μL,DNA 模板溶液

１．２５μL,引物１．２５μL(１０pmol/L),ddH２O补足至

２５μL.PCR程序:９４ ℃预变性３min,９４ ℃变性

３５s,５８℃退火４５s,７２℃延伸９０s,３５个循环,７２
℃保温７min,４℃保存.PCR产物在１．５％的琼脂

糖凝胶中电泳,GoldView(GV)染色,凝胶成像系

统拍照.(２)RAPD 的 PCR 扩 增 与 检 测:C１０００
PCR仪上进行 PCR 扩增,２５μL 的反应体系包括

２×PCR Mix１２．５μL,DNA 模板溶液１μL,引物

１μL(１０pmol/L),ddH２O 补足至２５μL.PCR 程

序:９４℃预变性３min,９４℃变性５０s,３６．４℃退火

４５s,７２℃延伸９０s,４０个循环,７２℃保温７min,４
℃保存.PCR产物在１．５％的琼脂糖凝胶中电泳,

GoldView(GV)染色,凝胶成像系统拍照.

１．２．３引物筛选　筛选北京华大基因测序公司设计

生产的ISSR引物６０个,上海英潍捷基贸易有限公

司设计生产的 RAPD引物３０个,选取其中扩增条

带丰富,重复性好的１６个简单重复序列引物(表２)
和８个寡聚核苷酸引物(表３)进行扩增.

１．３数据分析

电泳图谱中,强带和弱带均记为“１”,无带记为

“０”,将ISSR和 RAPD扩增结果转化为二元数据,
计算多态性.应用 NTSYSＧpc(Version２．１０e)计算

样品间的遗传相似系数和遗传距离,按照 UPGMA
进行聚类分析.

２　结果与分析

２．１ISSRＧPCR扩增结果

１６条ISSR引物共扩增出２１３个位点,平均每

条引物扩增出１３．３个位点,其中多态性位点２０３
个,多 态 位 点 百 分 率 (Percentageofpolymorphic
sites,PPS)为９５．３１％(表２).扩增条带大小集中在

２５０~２０００bp之间,其中引物 UBC８８１扩增出的多

态性位点最多为１８个.图１显示了引物 UBC８３５
的扩增结果.

２．２RAPDＧPCR扩增结果

８条RAPD引物共扩增出１０５个位点,平均每

条引物扩增出１３．１个位点,其中多态性位点９４个,
多态位点百分率为８９．５２％(表３).扩增条带大小

０２４ 广　西　植　物　　　 　　　　　　　　　　　　　　３４卷



表１　实验材料

Table１　ListofmaterialsusedforISSRandRAPDanalysis

编号

No．
采集地 Locality 叶型 Leaftype

编号

No．
采集地 Locality 叶型 Leaftype

１ 蒲江县成佳镇

Chengjiatown,Pujiangcounty
倒卵形

Obovate
３４ 天全县紫石乡

Zishitownship,Tianquancounty
长椭圆形,广椭圆形

Longoval,Wideoval
２ 蒲江县成佳镇

Chengjiatown,Pujiangcounty
椭圆形

Elliptical
３５ 天全县紫石乡

Zishitownship,Tianquancounty
长椭圆形,倒卵形

Longoval,Obovate
３ 蒲江县成佳镇

Chengjiatown,Pujiangcounty
椭圆形

Elliptical
３６ 天全县紫石乡

Zishitownship,Tianquancounty
长椭圆形,倒卵形

Longoval,Obovate
４ 蒲江县成佳镇

Chengjiatown,Pujiangcounty
广椭圆形

Wideoval
３７ 天全县紫石乡

Zishitownship,Tianquancounty
椭圆形,长椭圆形

Elliptical,Longoval
５ 蒲江县成佳镇

Chengjiatown,Pujiangcounty
倒卵形,长椭圆形

Obovate,Longoval
３８ 天全县紫石乡

Zishitownship,Tianquancounty
椭圆形

Elliptical
６ 蒲江县成佳镇

Chengjiatown,Pujiangcounty
倒卵形,椭圆形

Obovate,Elliptical
３９ 名山县中峰乡

Zhongfengtownship,Mingshancounty
椭圆形,卵形

Elliptical,Ovate
７ 蒲江县成佳镇

Chengjiatown,Pujiangcounty
广椭圆形

Wideoval
４０ 名山县中峰乡

Zhongfengtownship,Mingshancounty
卵圆形

Ovoid
８ 蒲江县成佳镇

Chengjiatown,Pujiangcounty
狭椭圆形

Narrowoval
４１ 名山县中峰乡

Zhongfengtownship,Mingshancounty
长椭圆形,卵形,倒卵形

Longoval,Ovate,Obovate
９ 名山县联江乡

Lianjiangtown,Mingshancounty
椭圆形

Elliptical
４２ 名山县中峰乡

Zhongfengtownship,Mingshancounty
椭圆形

Elliptical
１０ 名山县联江乡

Lianjiangtown,Mingshancounty
广椭圆形

Wideoval
４３ 名山县中峰乡

Zhongfengtownship,Mingshancounty
广椭圆形

Wideoval
１１ 名山县联江乡

Lianjiangtown,Mingshancounty
椭圆形

Elliptical
４４ 名山县中峰乡

Zhongfengtownship,Mingshancounty
广椭圆形

Wideoval
１２ 名山县茅河乡

Maohetownship,Mingshancounty
椭圆形

Elliptical
４５ 名山县中峰乡

Zhongfengtownship,Mingshancounty
椭圆形

Elliptical
１３ 名山县茅河乡

Maohetownship,Mingshancounty
椭圆形

Elliptical
４６ 名山县中峰乡

Zhongfengtownship,Mingshancounty
长椭圆形,倒卵形

Longoval,Obovate
１４ 名山县茅河乡

Maohetownship,Mingshancounty
椭圆形,狭椭圆形,倒卵形

Elliptical,narrowoval,obovate
４７ 雨城区凤鸣乡

Fengmingtownship,Yuchengcounty
长椭圆形,倒卵形

Longoval,Obovate
１５ 名山县茅河乡

Maohetownship,Mingshancounty
椭圆形

Elliptical
４８ 雨城区凤鸣乡

Fengmingtownship,Yuchengcounty
椭圆形,卵形,倒卵形

Elliptical,Ovate,Obovate
１６ 名山县茅河乡

Maohetownship,Mingshancounty
倒卵形

Obovate
４９ 雨城区凤鸣乡

Fengmingtownship,Yuchengcounty
广椭圆形

Wideoval
１７ 名山县茅河乡

Maohetownship,Mingshancounty
广椭圆形

Wideoval
５０ 雨城区凤鸣乡

Fengmingtownship,Yuchengcounty
椭圆形

Elliptical
１８ 名山县茅河乡

Maohetownship,Mingshancounty
广椭圆形

Wideoval
５１ 名山县车岭镇

Chelingtown,Mingshancounty
长椭圆形,椭圆形

Longoval,Elliptical
１９ 名山县黑竹镇

Heizhutown,Mingshancounty
广椭圆形,倒卵形

Wideoval,Obovate
５２ 名山县车岭镇

Chelingtown,Mingshancounty
长椭圆形,椭圆形

Longoval,Elliptical
２０ 名山县黑竹镇

Heizhutown,Mingshancounty
椭圆形

Elliptical
５３ 名山县车岭镇

Chelingtown,Mingshancounty
长椭圆形,倒卵形

Longoval,Obovate
２１ 名山县黑竹镇

Heizhutown,Mingshancounty
广椭圆形

Wideoval
５４ 名山县车岭镇

Chelingtown,Mingshancounty
长椭圆形,倒卵形

Longoval,Obovate
２２ 名山县黑竹镇

Heizhutown,Mingshancounty
椭圆形

Elliptical
５５ 名山县车岭镇

Chelingtown,Mingshancounty
椭圆形,狭椭圆形,倒卵形

Elliptical,Narrowoval,Obovate
２３ 名山县黑竹镇

Heizhutown,Mingshancounty
椭圆形,倒卵形

Elliptical,Obovate
５６ 名山县解放乡

Jiefangtownship,Mingshancounty
长椭圆形,椭圆形

Longoval,Elliptical
２４ 蒲江县甘溪乡

Ganxitownship,Pujiangcounty
椭圆形

Elliptical
５７ 名山县解放乡

Jiefangtownship,Mingshancounty
长椭圆形,椭圆形

Longoval,Elliptical
２５ 蒲江县甘溪乡

Ganxitownship,Pujiangcounty
狭椭圆形,倒卵形

Narrowoval,Obovate
５８ 名山县解放乡

Jiefangtownship,Mingshancounty
椭圆形

Elliptical
２６ 蒲江县大塘镇

Datangtown,Pujiangcounty
狭椭圆形,卵圆形

Narrowoval,Ovoid
５９ 名山县双河乡

Shuanghetownship,Mingshancounty
椭圆形,倒卵形

Elliptical,Obovate
２７ 蒲江县大塘镇

Datangtown,Pujiangcounty
广椭圆形,卵圆形

Wideoval,Ovoid
６０ 雨城区沙坪镇

Shapingtown,Yuchengdistrict
广椭圆形,椭圆形,倒卵形

Wideoval,Elliptical,Obovate
２８ 邛崃市临邛镇

Linqiongtown,Qionglaicity
椭圆形,长椭圆形

Elliptical,Longoval
６１ 雨城区沙坪镇

Shapingtown,Yuchengdistrict
广椭圆形,广倒卵形

Wideoval,WideObovate
２９ 邛崃市临邛镇

Linqiongtown,Qionglaicity
广椭圆形,倒卵形

Wideoval,Obovate
６２ 雨城区沙坪镇

Shapingtown,Yuchengdistrict
广椭圆形,倒卵形

Wideoval,Obovate
３０ 邛崃市临邛镇

Linqiongtown,Qionglaicity
长椭圆形,倒卵形

Longoval,Obovate
６３ 雨城区大兴镇

Daxingtown,Yuchengdistrict
广椭圆形,椭圆形,倒卵形

Wideoval,Elliptical,Obovate
３１ 名山县百丈镇

Baizhangtown,Mingshancounty
长椭圆形,卵圆形

Longoval,Ovoid
６４ 雨城区大兴镇

Daxingtown,Yuchengdistrict
广椭圆形,倒卵形

Wideoval,Obovate
３２ 名山县百丈镇

Baizhangtown,Mingshancounty
长椭圆形,倒卵形

Longoval,Obovate
６５ 雨城区大兴镇

Daxingtown,Yuchengdistrict
长椭圆形

Longoval
３３ 名山县百丈镇

Baizhangtown,Mingshancounty
倒卵形,椭圆形

Obovate,Elliptical
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图１　引物 UBC８３５扩增的ISSR图谱

Fig．１　ISSRamplifiedbyprimerUBC８３５

集中在５００~２０００bp之间,其中引物S３９和S２５６
扩增出的多态性位点最多,为１７个.图１显示了引

物S２８５的扩增结果.

２．３野生油茶种质聚类分析

２．３．１ISSR标记聚类分析　对１６个引物的扩增结

果进行聚类分析,绘制聚类图(图３).６５份材料间

遗传相似系数在０．６３~０．９２,表明这些材料之间存

在一定的遗传差异.材料６和７之间的相似系数最

大为０．９２,说明两者遗传差异最小.材料１４和６０
之间的相似系数最小为０．５９,说明两者遗传差异最

大.在遗传相似系数为０．６５１时将６５份样品材料

划分为５个类群,结果显示采自邛崃市临邛镇的

２８、２９、３０样品没有完全聚在一起,表明油茶遗传变

异与地理分布未呈现明显的相关性.

２．３．２RAPD标记聚类分析　由聚类图可知(图４),

６５份野生油茶种质之间的遗传相似系数分布在

０．５９~０．９８,说明这些材料之间存在一定的遗传差

异.材料６和７之间的相似系数最大为０．９２,说明

图２　引物S２８５扩增的RAPD图谱

Fig．２　RAPDamplifiedbyprimerS２８５

两者遗传差异最小.材料１和１２之间的相似系数

最小为０．６３,说明两者遗传差异最大.在遗传相似

系数为０．７０８时,将６５份材料分为５个类群.结果

显示,材料１、２、９、１５、２１、２９、５０、１０、５１、６５聚在一

起,叶型椭圆形４个、倒卵形２个、广椭圆形３个、长
椭圆形１个,表明油茶种质的遗传变异与表型和地

理分布没有明显的相关性.

２．３．３ISSR和 RAPD标记的综合分析　基于ISSR
和RAPD两种分子标记扩增６５份名邛台地野生油

茶种质,通过样品的综合数据计算遗传距离和遗传

相似系数,遗传相似系数为０．６２~０．９３,表明这些材

料之间存在一定的遗传差异.在相似系数为０．６６８
时,将６５份供试样品划分为５个类群(图５).来自

名山县的３５份材料聚在第一类群１９份,第二和第

三类群各７份,第四和第五类群各１份;蒲江县的

１２份材料全部聚在第一类群;雨城区的１０份材料

聚在第一类群３份,第二类群６份,第三类群１份;
天全县的５份材料聚在第一类群３份,第三和第四
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表２　ISSR扩增结果

Table２　ResultsofISSRamplification

引物
Primer

序列(５′→３′)
Sequence(５′→３′)

退火温度 (℃)
Annealing

temperature(％)

总条带数
No．ofbands
recorded

多态性条带数
No．of

polymorphicbands

多态位点百分比
PPS
(％)

UBC８２３ TCTCTCTCTCTCTCTCC ５５．５ １４ １３ ９２．８６
UBC８２４ TCTCTCTCTCTCTCTCG ５０．８ １７ １７ １００
UBC８２５ ACACACACACACACACT ５６．０ １１ １０ ９０．９
UBC８２６ ACACACACACACACACC ５５．５ １３ １３ １００
UBC８２７ ACACACACACACACACG ５５．５ １１ １０ ９０．９
UBC８２９ TGTGTGTGTGTGTGTGC ５６．０ １２ １２ １００
UBC８３５ AGAGAGAGAGAGAGAGYC ５８．０ １６ １５ ９３．７５
UBC８３６ AGAGAGAGAGAGAGAGYA ５６．３ １０ ９ ９０
UBC８５５ ACACACACACACACACYT ５４．０ １４ １３ ９２．８６
UBC８５６ ACACACACACACACACYA ５２．０ １２ １２ １００
UBC８６４ ATGATGATGATGATGATG ５０．３ ７ ５ ７１．４３
UBC８７３ CACAGACAGACAGACA ５２．０ １３ １３ １００
UBC８８０ GGAGAGGAGAGGAGA ５０．０ １３ １２ ９２．３１
UBC８８１ GGGTGGGGTGGGGTG ５２．０ １８ １８ １００
UBC８８９ DBDACACACACACACAC ５０．０ ８ ８ １００
UBC８９５ AGAGTTGGTAGCTCTTGATC ５４．０ １１ １０ ９０．９

　Y＝(C,T),B＝(C,G,T),D＝(A,G,T).

图３　ISSR聚类分析图

Fig．３　ISSRclusteringanalysismaps
图４　RAPD聚类分析图

Fig．４　RAPDclusteringanalysismaps
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表３　RAPD扩增结果

Table３　ResultsofRAPDamplification

引物 Primer
序列(５′→３′)

Sequence(５′→３′)
退火温度 (℃)

Annealingtemperature
总条带数

No．ofbandsrecorded
多态性条带数

No．ofpolymorphicbands
多态位点百分比

PPS(％)

S８ CCACAGCAGT ３６．４ １４ １４ １００
S３１ CAATCGCCGT ４１．０ １４ １２ ８５．７１
S３９ CAAACGTCGG ４０．５ １２ １２ １００
S９１ TGCCCGTCGT ４０．５ １７ １７ １００
S１１１ CTTCCGCAGT ３７．４ ７ ７ １００
S２０１ GGGCCACTCA ３６．４ １１ ４ ３６．３６
S２５６ CTGCGCTGGA ４１．０ １８ １７ ９４．４４
S２８５ GGCTGCGACA ３６．４ １２ １１ ９１．６７

图５　ISSR和RAPD综合聚类分析图

Fig．５　ISSRandRAPDclusteringanalysismaps

类群各１份;邛崃县的３份材料２份聚在第一类群,

１份聚在第三类群.表明油茶种质遗传变异与地理

分布未呈现明显的相关性.

３　讨论与结论

３．１PCR扩增体系优化

在温强等(２００８)和黄永芳等(２００６)的PCR 程

序基础上,对 PCR 扩增程序进行了优化.ISSRＧ
PCR程序９４℃预变性时间从２min改为３min,变
性时间从３０s改为３５s,根据不同引物的退火温度

不同退火时间从３０s升到４５s,将３８个循环改为

３５个循环.实验结果表明减少３个循环的扩增,在
保证了扩增稳定性的基础上缩短了扩增时间,琼脂

电泳图 中 的 条 带 数 量、质 量 与 ３８ 个 循 环 一 样.

RAPDＧPCR程序变性时间从１min改为５０s,根据

不同引物的退火温度不同对退火时间从１min降到

４５s.变性退火时间减少对产物量影响不大,但缩

短了扩增时间.通过扩增体系的改进,提高了扩增

产物的特异性和可重复性.

３．２名邛台地野生油茶种质资源的遗传多样性

多态位点百分率(PPS)在评价遗传多样性的参

数中能直观反应遗传多样性程度,ISSR 和 RAPD
标记以其高度多态性在遗传多样性研究方面得到广

泛应用 (汪琼等,２０１３;潘文 等,２０１２;马 朝 芝 等,

２００３).本研究用１６条ISSR和８条RAPD引物对

６５份采集地和表型不同的野生油茶种质进行PCR
扩增,均可得到清晰、明亮和多态性高的谱带,其多

态性百分率分别为９５．３１％和７３．１７％,表明野生油

茶种质材料间有着丰富的遗传多样性,存在较大的

遗传差异.从遗传学角度看,遗传多样性丰富,适应

能力强,进化潜力大,有丰富的育种和遗传改良潜

力.从聚类结果看,名邛台地野生油茶种质遗传变

异与表型和地理分布没有明显的相关性.
本研究结果表明,ISSR 和 RAPD 分子标记技

术能够提供丰富的油茶基因组信息,可以应用于野

生油茶种质的遗传多样性分析,为进一步开展油茶

良种选育与栽培提供一定的理论依据.
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