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基于SSR标记的余甘子遗传多样性分析

与核心种质构建

王建超，张小艳，张立杰，李 韬，谢丽雪*

（福建省农业科学院果树研究所，福州 350013）

摘 要：【目的】利用SSR分子标记开展余甘子遗传多样性分析和核心种质构建研究，为余甘子种质资源保存、遗传育

种和高效利用提供科学依据。【方法】利用余甘子SSR分子标记分析192份余甘子（Phyllanthus emblica Linn.）与1份近

缘种小果叶下珠（P. reticulatus Poir.）的遗传多样性和亲缘关系；从聚类方法、取样策略和取样比例筛选构建余甘子核

心种质最佳方案，并检验其有效性。【结果】10对SSR引物在 193个样本中共检测到 85条多态性条带，多态信息含量

0.77，余甘子遗传距离范围0~0.958 3，余甘子种质资源间的遗传分化水平高，多样性丰富。经聚类分析，192份余甘子

可分为3个组别，相同生态分布区的种质亲缘关系相对较近。筛选出构建余甘子核心种质最佳方案为 Jaccard遗传距

离+类平均法+优先取样策略+10%取样比例，经检验，构建出的初级核心种质既有效排除了原种质遗传冗余，又确保了

代表性和异质性。【结论】余甘子种质资源的遗传分化水平高，遗传多样性丰富；利用余甘子SSR多样性数据构建核心

种质最佳方案为 Jaccard遗传距离+类平均法+优先取样策略+10%取样比例，构建包含20份余甘子的核心种质，为种质

资源收集保存及创新利用提供了科学依据。
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Genetic diversity analysis and core collection construction of Phyllanthus
emblica based on SSR markers
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Abstract:【Objective】The genetic diversity and core collection construction of Phyllanthus emblica

were investigated using SSR molecular markers, in order to provide a scientific basis for preservation,

genetic breeding and efficient utilization of the germplasm resources.【Methods】The experimental ma-

terials were collected from P. emblica Germplasm Resource Sub-Center, National Tropical Plants Germ-

plasm Resource Center. The genetic diversity and genetic relationship among 192 accessions of P. em-

blica and a related species P. reticulatus were analyzed using the previously developed SSR molecular

markers. The primers used were 10 pairs of highly polymorphic primers screened in the previous study.

Subsequently, based on the SSR molecular marker data, the best scheme for constructing the core collec-

tion of P. emblica was selected. The SM genetic distance, Jaccard genetic distance, and Nei & Li genet-

ic distance were used to select the appropriate clustering method. The priority sampling strategy and ran-

dom sampling strategy were evaluated. The core collection was constructed based on the sampling ra-

tios of 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35% and 40%, and the optimal sampling ratio was screened. After

the core collection was constructed, the differences of the genetic diversity parameters between the core

collection and original collection were analyzed. Additionally, the principal component analysis was car-
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ried out to evaluate the representativeness and heterogeneity of the core collection.【Results】A total of

85 polymorphic bands were detected in 193 samples by 10 pairs of SSR primers. The effective number

of alleles (Ne) was 1.321 6, the heterozygosity (h) was 0.194 6, the Shannon's information index (I) was

0.325 7, the polymorphic information content (PIC) was 0.77, and the genetic distance of P. emblica

ranged from 0 to 0.958 3, indicating a high level of genetic differentiation among P. emblica germplasm

resources, significant genetic differences, and substantial genetic diversity. The genetic distance be-

tween No. 107 and No. 108 was 0, while the distances between No. 116 and No. 115 was 0.001, and the

distance between No. 20 and No. 19 was 0.006, indicating that the genetic relationships among these

groups were very similar, and the genetic variation were small. They might represent the same or simi-

lar germplasm, which could be further judged by the phenotypic analysis. The cluster analysis revealed

that the 192 accessions of P. emblica were categorized into three groups. The first group, comprising

170 resources, was primarily sourced from Fujian, Guangdong and Guangxi. The second group includ-

ed 21 resources from Yunnan and abroad, indicating that the germplasms in different ecological distribu-

tion areas were separated from each other, and the germplasms in the same ecological distribution area

had relatively close genetic relationships. The third group was No. 158, a wild resource from Fujian,

which was far from other resources. It could be used as a potential experimental material for the study

of the origin and genetic evolution of P. emblica. The results of the PCA principal component analysis

and UPGMA cluster analysis were consistent. The resources from different ecological distribution areas

were separated from each other, and the genetic relationship of the resources in the same ecological dis-

tribution area was relatively close. The core collection of P. emblica was constructed using the optimal

scheme of Jaccard genetic distance, class average method, and priority sampling strategy. The effective

alleles (1.339 6), Nei's gene diversity index (0.2238) and Shannon's information index (0.363 7) of the

core collection were the highest at a sampling ratio of 10 %, indicating that the genetic diversity of the

core collection was well preserved at this ratio. The primary core collection containing 20 resources

was constructed. The retention rates of polymorphic loci, percentage of polymorphic loci, alleles, effec-

tive alleles, Nei's gene diversity index and Shannon's information index were 95.25%, 95.29%, 97.65%,

102.70%, 112.41% and 110.48%, respectively, shown by inspecting the primary core collection. The ef-

fective alleles, Nei's gene diversity index and Shannon’s information index were higher than those of

the original germplasms and the reserved germplasms. The PCA score scatter plot, performed on the

SSR molecular data of 20 core germplasms and 192 original germplasms of P. emblica, showed that the

scatter distribution area and shape of the core germplasm had a high degree of coincidence with the scat-

ter distribution area and shape of the original germplasms. The peripheral individuals were also selected

into the core germplasms. This finding indicated that the core germplasm effectively eliminated genetic

redundancy, thereby ensuring the representativeness and heterogeneity of the original germplasms.

【Conclusion】The level of genetic differentiation among P. emblica germplasm resources was high, ex-

hibiting a wide range of genetic variation and rich genetic diversity. The developed SSR molecular

marker technology effectively captured the genetic differences and relationships within P. emblica,

which would offer reliable tools and foundational data for the identification of P. emblica germplasm re-

sources, core germplasm construction, and genetic breeding. The optimal scheme for constructing the

core collection of P. emblica was determined to be the combination of Jaccard genetic distance, UPG-

MA clustering, a priority sampling strategy, and a 10% sampling ratio. Consequently, a core collection

of 20 P. emblica was constructed to provide scientific basis for the collection, preservation and innova-

tive utilization of germplasm resources.
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余甘子（Phyllanthus emblica L.）属大戟科（Eu-

phorbiaceae）叶下珠属（Phyllanthus）多年生灌木或

乔木[1]，是中国卫生部颁布的药食同源植物，也是世

界卫生组织在全世界推广种植的 3种保健植物之

一[2]，并载入《中国药典》。现代药理学研究表明余

甘子具有抗氧化、抗血脂异常、抗胆固醇、抗糖尿病、

抗病毒、肝保护、心脏保护和抗腹泻等作用[3-5]。中国

余甘子分布于东经 98.5~122.0°，北纬 18.0~29.0°，包

括福建、广东、云南、广西、四川、贵州、海南和台湾等

省份的热带或亚热带区域[1，6]，种质资源储量十分丰

富。遗传多样性研究是生物保护学的核心，也是植

物遗传变异、品种选育和性状改良研究的基础[7]，中

国余甘子分布区域广阔，野生资源丰富，表型性状复

杂，遗传变异丰富，开展遗传多样性和核心种质研究

对其资源保护、新品种创制和遗传改良具有重要意

义。随着现代分子生物技术的发展，分子标记技术

已广泛应用于植物遗传多样性的鉴定[8]。目前，国

内外学者先后利用少量余甘子种质资源开展了

RAPD[9-13]、SRAP[14]和 ISSR[15-16]等DNA分子标记，但

简单重复序列（SSR，simple sequence repeat）在余甘

子种质资源的遗传多样性鉴定中鲜有报道，有较广

阔的研究空间。SSR广泛存在于基因组序列中，具

有重复性好、数量丰富、共显性和操作简单等特点，

是开展遗传多样性研究的可靠工具。此外，利用分

子标记数据开展余甘子核心种质构建研究亦未见报

道。福建省农业科学院果树研究所建立了中国第一

个国家级余甘子种质资源保护平台国家热带植物种

质资源库-余甘子种质资源分库，收集保存了中国大

部分地方品种和国内外重要的遗传材料，可为余甘

子的遗传多样性和核心种质研究提供丰富研究材

料，为余甘子种质资源保护和优良种质筛选利用提

供保障；前期项目组已开发余甘子SSR分子标记技

术，筛选高多态性SSR引物 10对，为余甘子遗传多

样性研究奠定了基础 [17]。笔者在本研究中利用 10

对高多态性SSR引物，对 193份国家热带植物种质

资源库-余甘子种质资源分库保存的资源材料开展

遗传多样性分析，明确余甘子的遗传差异程度和亲

缘关系远近，并进一步利用SSR分子标记数据探讨

余甘子核心种质的构建方法，为余甘子种质资源的

保存、遗传育种和高效利用提供科学依据。

1 材料和方法

1.1 植物材料

试验材料来源于国家热带植物种质资源库-余

甘子种质资源分库（并被选认为福建省特色果树种

质资源圃-余甘子圃）（图 1）的 192份余甘子和 1份

余甘子的近缘种材料小果叶下珠（P. reticulatus

Poir.）（样品信息见表 1，样品编号No. 1~No. 193）。

国家热带植物种质资源库-余甘子种质资源分库地

址位于福建省漳州市龙文区朝阳镇福建省农科院闽

南分院（E：119˚19ʹ59ʺ，N：26˚07ʹ48ʺ，海拔 20 m），该

地区属南亚热带海洋性季风气候，平均气温

21.4 ℃，平均降水量 1453 mm，平均相对湿度 82%，

年平均日照 2 185.2 h。于 2022年 4月采集 193份种

质资源的新鲜幼嫩叶片冷冻保存备用。

1.2 试验方法

1.2.1 DNA 的提取与检测 提取余甘子基因组

DNA参考CTAB法[18]。选择DNA质量浓度为 100~

200 ng×μL-1、A260/A280比值为1.8~2.2、1%琼脂糖凝

胶电泳条带完整性较好的DNA样品，将DNA浓度

图 1 国家热带植物种质资源库--余甘子种质资源分库俯视图与植株生长情况

Fig. 1 Phyllanthus emblica Germplasm Resource Sub-Center, National Tropical Plants Germplasm Resource Center top view

and plant growth situation
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表 1 样品信息

Table 1 The sample information

序号No.

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

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

种质名称Germplasm name

青皮实生01 Qingpi seeding 01

青皮01 Qingpi 01

广东野生01 Guangdong wild 01

青皮实生02 Qingpi seeding 02

揭西种01 Jiexizhong 01

广东野生02 Guangdong wild 02

广东野生03 Guangdong wild 03

广东野生04 Guangdong wild 04

广东野生05 Guangdong wild 05

广东野生06 Guangdong wild 06

广玻甘01 Guangbogan 01

广东野生07 Guangdong wild 07

广东野生08 Guangdong wild 08

福建野生01 Fujian wild 01

甜甘 Tiangan

甜种01 Tianzhong 01

饼甘05 Binggan 05

广东野生09 Guangdong wild 09

福建野生02 Fujian wild 02

福建野生03 Fujian wild 03

广东野生10 Guangdong wild 10

甜甘实生01 Tiangan seeding 01

广东野生11 Guangdong wild 11

广东野生12 Guangdong wild 12

饼甘实生01 Binggan seeding 01

广玻甘02 Guangbogan 02

广玻甘03 Guangbogan 03

福建野生04 Fujian wild 04

饼甘01 Binggan 01

赤皮 Chipi

青皮02 Qingpi 02

特甜 Tetian

福建野生05 Fujian wild 05

福建野生06 Fujian wild 06

福建野生07 Fujian wild 07

青皮03 Qingpi 03

广东野生13 Guangdong wild 13

福建野生08 Fujian wild 08

印引01 India introduce 01

青皮实生03 Qingpi seeding 03

广东野生14 Guangdong wild 14

甜种02 Tianzhong 02

福建野生09 Fujian wild 09

广东野生15 Guangdong wild 15

福建野生10 Fujian wild 10

广玻甘04 Guangbogan 04

福建野生11 Fujian wild 11

福建野生12 Fujian wild 12

青皮04 Qingpi 04

来源Origin

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

福建Fujian

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

福建Fujian

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

广东Guangdong

广东Guangdong

福建Fujian

广东Guangdong

广东Guangdong

福建Fujian

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

广东Guangdong

福建Fujian

印度 India

福建Fujian

广东Guangdong

广东Guangdong

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

序号No.

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

种质名称Germplasm name

广东野生16 Guangdong wild 16

广东野生17 Guangdong wild 17

福建野生13 Fujian wild 13

福建野生14 Fujian wild 14

福建野生15 Fujian wild 15

福建野生16 Fujian wild 16

广东野生18 Guangdong wild 18

广玻甘05 Guangbogan 05

福诏野生 Fuzhao wild

福建野生17 Fujian wild 17

福建野生18 Fujian wild 18

甜甘实生02 Tiangan seeding 02

甜甘实生03 Tiangan seeding 03

福建野生19 Fujian wild 19

广玻甘实生01 Guangbogan seeding 01

甜种03 Tianzhong 03

福建野生20 Fujian wild 20

福建野生21 Fujian wild 21

福建野生22 Fujian wild 22

广玻甘06 Guangbogan 06

广玻甘实生02 Guangbogan seeding 02

福建野生23 Fujian wild 23

福建野生24 Fujian wild 24

广东野生19 Guangdong wild 19

福饼5号 Fubing 5 hao

广玻甘07 Guangbogan 07

广玻甘实生03 Guangbogan seeding 03

饼甘02 Binggan 02

福建野生25 Fujian wild 25

福建野生26 Fujian wild 26

福建野生27 Fujian wild 27

狮头01 Shitou 01

福建野生28 Fujian wild 28

福建野生29 Fujian wild 29

福建野生30 Fujian wild 30

福建野生31 Fujian wild 31

福建野生32 Fujian wild 32

福建野生33 Fujian wild 33

泰引01 Thailand introduce 01

福建野生34 Fujian wild 34

甜种04 Tianzhong 04

缅引01 Myanmar introduce 01

福建野生35 Fujian wild 35

大玉子 Dayuzi

福莆1号 Fupu 1 hao

福建野生36 Fujian wild 36

福建野生37 Fujian wild 37

广玻甘08 Guangbogan 08

福建野生38 Fujian wild 38

来源Origin

广东Guangdong

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

泰国Thailand

福建Fujian

广东Guangdong

缅甸Myanmar

福建Fujian

广西Guangxi

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian
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表 1 （续） Table 1 (Continued)

序号No.

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

种质名称Germplasm name

福建野生39 Fujian wild 39

福建野生40 Fujian wild 40

福建野生41 Fujian wild 41

缅引02 Myanmar introduce 02

福建野生42 Fujian wild 42

缅引03 Myanmar introduce 03

广东野生20 Guangdong wild 20

福建野生43 Fujian wild 43

甜种05 Tianzhong 05

甜种06 Tianzhong 06

福建野生44 Fujian wild 44

福建野生45 Fujian wild 45

缅引04 Myanmar introduce 04

缅引05 Myanmar introduce 05

福建野生46 Fujian wild 46

福建野生47 Fujian wild 47

缅引06 Myanmar introduce 06

缅引07 Myanmar introduce 07

广东野生21 Guangdong wild 21

甜种07 Tianzhong 07

福建野生48 Fujian wild 48

福建野生49 Fujian wild 49

甜种08 Tianzhong 08

福建野生50 Fujian wild 50

福建野生51 Fujian wild 51

福建野生52 Fujian wild 52

福建野生53 Fujian wild 53

青皮05 Qingpi 05

福建野生54 Fujian wild 54

福建野生55 Fujian wild 55

福建野生56 Fujian wild 56

甜种09 Tianzhong 09

福建野生57 Fujian wild 57

福建野生58 Fujian wild 58

青皮06 Qingpi 06

福仙野生 Fuxian wild

秋白01 Qiubai 01

扁甘01 Biangan 01

福建野生59 Fujian wild 59

饼甘03 Binggan 03

饼甘实生02 Binggan seeding 02

福建野生60 Fujian wild 60

福建野生61 Fujian wild 61

福建野生62 Fujian wild 62

粉甘 Fengan

蓝丰 Lanfeng

枣甘 Zaogan

福建野生63 Fujian wild 63

来源Origin

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

缅甸Myanmar

福建Fujian

缅甸Myanmar

广东Guangdong

福建Fujian

广东Guangdong

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

缅甸Myanmar

缅甸Myanmar

福建Fujian

福建Fujian

缅甸Myanmar

缅甸Myanmar

广东Guangdong

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

序号No.

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

种质名称Germplasm name

福建野生64 Fujian wild 64

青皮07 Qingpi 07

福建野生65 Fujian wild 65

福建野生66 Fujian wild 66

红果实生01 Red fruit seeding 01

秋白02 Qiubai 02

六月白 Liuyuebai

福建野生67 Fujian wild 67

饼甘04 Binggan 04

福建野生68 Fujian wild 68

福建野生69 Fujian wild 69

福建野生70 Fujian wild 70

缅引08 Myanmar introduce 08

扁甘02 Biangan 02

福建野生71 Fujian wild 71

福建野生72 Fujian wild 72

甜种10 Tianzhong 10

福建野生73 Fujian wild 73

福建野生74 Fujian wild 74

云南野生01 Yunnan wild 01

云南野生02 Yunnan wild 02

盈玉 Yingyu

福建野生75 Fujian wild 75

福建野生76 Fujian wild 76

福建野生77 Fujian wild 77

小果叶下珠 P. reticulatus

印引02 India introduce 02

泰引02 Thailand introduce 02

福建野生78 Fujian wild 78

饼甘实生03 Binggan seeding 03

红河野生02 Honghe wild 02

红果实生02 Red fruit seeding 02

云南野生03 Yunnan wild 03

云南野生04 Yunnan wild 04

云南大果 Yunnan Daguo

福建野生79 Fujian wild 79

狮头02 Shitou 02

玻璃种 Bolizhong

土尖 Tujian

土饼 Tubing

尖屁股 Jianpigu

缅引09 Myanmar introduce 09

广大甘 Guangdagan

糯橄榄 Nuoganlan

福建野生80 Fujian wild 80

广玻甘实生04 Guangbogan seeding 04

广西野生 Guangxi wild

来源Origin

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

云南Yunnan

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

缅甸Myanmar

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

广东Guangdong

福建Fujian

福建Fujian

云南Yunnan

云南Yunnan

云南Yunnan

福建Fujian

福建Fujian

福建Fujian

泰国Thailand

印度 India

泰国Thailand

福建Fujian

福建Fujian

云南Yunnan

云南Yunnan

云南Yunnan

云南Yunnan

云南Yunnan

福建Fujian

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

广东Guangdong

缅甸Myanmar

广东Guangdong

云南Yunnan

福建Fujian

福建Fujian

广西Guangxi
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稀释为20 ng×μL-1，-20 ℃保存。

1.2.2 PCR 扩增体系及程序 PCR 反应体系为

20 µL：上、下游引物各0.4 µL，DNA模板（20 ng·μL-1）

1 µL，10×Buffer 2 µL，dNTPs 1.6 µL，Easy Taq DNA

Polymerase 0.2 µL，用 ddH2O补足至 20 µL。PCR扩

增程序：95 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 45 s，55 ℃退

火 1 min，72 ℃延伸 1 min，30个循环；最后 72 ℃延

伸1 min。

1.2.3 8%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳与银染 8%

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳参考周雨晴等 [19]的方

法。电泳结束后，将做好标记的凝胶放入装有超纯

水的保鲜盒中清洗，微沥干水分；加入 500 mL银染

液，置于脱色摇床摇动15 min后，超纯水漂洗并微沥

干水分；加入500 mL显色液置于脱色摇床直至显示

出清晰的条带，用超纯水漂洗后，凝胶平铺于灯箱观

测拍照。

1.2.4 余甘子遗传多样性分析 使用项目组前期筛

选出的10对高多态性SSR引物（表2）分别对193份

样品进行 PCR扩增，扩增产物于 8%非变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳，银染显色后拍照，对不同引物电泳条

带赋值后进行遗传多样性分析。

1.2.5 核心种质构建 根据SSR分子标记数据，在

表 2 10 对多态性 SSR 引物信息

Table 2 10 Pairs of polymorphic SSR primer information

引物编号

Primer number

PE1

PE2

PE3

PE4

PE5

PE6

PE7

PE8

PE9

PE10

重复基元

Repeat motif

(TCCCT)5

(GAAAA)6

(TTC)11

(CT)21

(AG)25

(AG)17

(AG)22

(TC)20

(CT)21

(CT)20

正向引物序列

Positive primer sequence (5'-3')

AGAAGAAGACAGCGACCAAA

TTGATTGTTCGTTGGTCGGC

AGTCTGCCATCCGATGAAGC

CGAAGCAATTGCCCAAACCT

ACGGAGAGGGAACACAAACC

ATATGATGGCCACCGTCACC

GCAGCAAAGAGAGCTTCTTCA

AGCACTACACACCAACCTTCT

TGGTTTGTAGCGAACATGCTG

GCCACTTGAAAAGGTGAAGCA

反向引物序列

Reverse primer sequence (5'-3')

GGAGATTAGGTGGCGGGATG

AGAAGGGAAAAGTTGGGACGA

GCCTCTGGCCTTAAACCTGA

GGGGCAAAGAAGTTCCCTGA

TGAGGGTCAAAAAGGGTTCTCA

AGGTGTCTCTCTCTTGGACTCA

GAGGTTGTAAGAGGGGCTTGT

GTGGCGGTCTATGGTTTTGC

CAGCACAACAAGAGGCCAAC

GAGGACGATGTGGAGTTCCC

产物长度

Product length/bp

236

238

127

254

255

237

270

265

137

186

25%的取样比例下构建初级核心种质，对聚类方法、

取样策略和取样比例方法进行筛选。

（1）合理聚类方法的选择。分别采用 SM遗传

距离、Jaccard遗传距离和Nei&Li遗传距离进行类平

均法（UPGMA）聚类。

（2）合理取样策略的选择。优先取样策略：在不

同构建方法的逐步聚类图中，最先聚在一起的各组

株系，优先选择具有多态位点数较多的株系进入下

一轮聚类，若各组的2个株系多态位点数目相等，则

随机选择株系进入下一轮聚类，若某个组内只有一

个株系，则直接抽取，直至最终抽取的材料数量达到

核心种质取样比例标准。

随机取样策略：在不同构建方法的逐步聚类图

中，最先聚在一起的各组株系，随机选择某个株系进

入下一轮聚类，若某个组内只有一个株系，则直接被

选择进入下一轮聚类，直至最终抽取的材料数量达

到核心种质取样比例标准。

（3）合理取样比例的选择。应用筛选的最佳构

建方案，分别按照 10%、15%、20%、25%、30%、35%

和40%的取样比例构建出7个核心种质组合。

（4）评价。筛选出核心种质后，分析核心种质与

原始种质遗传多样性各参数的差异[20]，并进行主成

分分析，评价核心种质的代表性和异质性。

1.3 数据统计

根据PCR扩增结果，记录目标范围内扩增的条

带，同一水平上可清晰分辨条带记“1”，无条带或不

易分辨记“0”，Microsoft Excel 2016软件记录。利用

POPGENE 32计算等位基因数（Na）、有效等位基因

数（Ne）、杂合度（h）和香农信息指数（I）等遗传多样

性参数；利用PIC-CAL软件计算每对引物的多态性

信息量（PIC，polymorphism information content）。利

用DPS 7.05多元分析系统的“0~1系统聚类”模块计

算获得各样品之间的遗传距离；利用MEGA 6.4采

用UPGMA法进行聚类分析并绘制聚类环形图。核

心种质构建中 t检验、数据标准化和主成分分析利用

SPSS 27.0，主成分得分图根据主成分分析结果应用

王建超，等：基于SSR标记的余甘子遗传多样性分析与核心种质构建 1677
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250 bp

100 bp

250 bp

100 bp

250 bp

100 bp

250 bp

100 bp

OriginPro 2022绘制。

2 结果与分析

2.1 余甘子种质资源遗传多样性分析

10对引物在 193个样本中共检测到 85条多态

性条带（目标区域内），平均每条引物扩增8.5条，多

态性为 100%，部分引物（PE8）对 193份材料的扩增

结果见图2。遗传多样性相关参数可知（表3），有效

等位基因数（Ne）变化范围为 1.091 0（PE4）~1.696 5

（PE1），平均值为1.321 6，有效率为65.63%。杂合度

（h）变化范围为 0.083 0（PE4）~0.373 8（PE1），平均

值为 0.194 6。香农信息指数（I）变化范围为 0.177 5

（PE4）~0.535 1（PE1），平均值为 0.325 7。多态信息

含量（PIC）变化范围为 0.69（PE2 和 PE3）~0.87

（PE7），平均值为 0.77；10对引物的PIC均大于 0.5，

表明10条引物的多态位点均为高度多态性，标记提

供的信息合理，表现丰富的遗传多样性。

利用 10对 SSR引物扩增样品，根据电泳结果，

图中仅展示目标区域条带，1~193 对应样品编号 No. 1~No. 193，M 为 DNA Marker。

Only the bands in the target area were shown in the figure, and the corresponding samples from 1 to 193 were numbered No. 1-No. 193, and M

was DNA Marker.

图 2 引物 PE8 对 193 份样品的扩增结果

Fig. 2 The amplification results of primers PE8 in 193 samples

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 M 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 193 M

M 49 50 5152 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 M 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 M 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 M

M 97 98 99 100 101 102 103104105 106 107 108 109 110 111 M 112 113 114 115 116 117118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 M 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 M

M145 146 147 148 149150151152 153154155 156157158159 160161162 163 164 165166 167 168 M 169 170 171172173174 175 176 177 178 179180 181 182 183 184185186 187 188189 190 191 192 M
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表 3 10 对 SSR 引物在 193 个样本中的多样性参数

Table 3 Genetic diversity parameters of 10 pairs of SSR markers in 193 samples

引物编号

Primer
number

PE1

PE2

PE3

PE4

PE5

PE6

PE7

PE8

PE9

PE10

平均值Mean

条带数

Band
numbers

5

5

6

5

13

10

12

9

8

12

8.5

多态性条带

Polymorphic
bands

5

5

6

5

13

10

12

9

8

12

8.5

等位基因数Na
Number of
alleles

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

有效等位基因数Ne
Number of
effective alleles

1.696 5

1.539 7

1.161 4

1.091 0

1.280 7

1.334 0

1.263 3

1.292 2

1.304 7

1.252 2

1.321 6

杂合度h
Heterozygosity

0.373 8

0.212 7

0.104 9

0.083 0

0.187 5

0.221 1

0.187 6

0.197 9

0.208 1

0.168 9

0.194 6

香农信息指数 I
Shannon's
information index

0.535 1

0.331 2

0.217 6

0.177 5

0.309 3

0.392 4

0.324 1

0.331 5

0.350 3

0.288 4

0.325 7

多态性信息量（PIC）
Polymorphism
information content

0.82

0.69

0.69

0.70

0.76

0.84

0.87

0.81

0.75

0.82

0.77

计算193份样品间的Nei & Li遗传距离，结果表明，

192份余甘子种质资源的变异范围为 0~0.958 3，表

明余甘子种质资源间的遗传分化水平高，遗传变异

范围大，遗传差异显著，多样性丰富。No. 107 与

No. 108的遗传距离为0，种质间差异为0，结合表型

可进一步判定是否为同种；No. 116和No. 115遗传

距离为 0.001，No. 20和No. 19遗传距离为 0.006，表

明这几组种质的亲缘关系非常相近，样品间的遗传

变异小，可能为相同或相近种质；遗传距离较大的有

No. 158与No. 23（0.958 3）、No. 158与No. 39（0.957 4）、

No. 188 与 No. 149（0.944 4）、No. 159 与 No. 121

（0.904 8）说明这几份种质的亲缘关系较远；近缘种

No. 172与 192份余甘子种质资源的遗传距离范围

为 0.818 2~1，与No. 190（广大甘，广东）亲缘关系最

近；193份种质中近缘种No. 172与66份余甘子种质

的遗传距离为 1，其中来源福建和广东的种质占

96.97%。

2.2 聚类分析

193份样品的UPGWA聚类结果见图 3，除近缘

种 No. 172 单独聚类外，其余 192 份在遗传距离为

0.6可分为3个组别，第1组主要为福建、广东和广西

等来源地的地方品种和野生种质（170份），该区域

同属相似的湿润区生态条件，最先聚在一起；第2组

为云南种质和境外种质（21份），同属相似的干热区

生态条件，与前期表型遗传多样性研究的聚类结果

一致，该区域种质表现结果枝上叶片数量多，叶面积

和周长小等特点[17]；第3组为来自福建的No. 158野

生种质，该种质与其他种质亲缘关系均较远，可作为

对开展余甘子起源和遗传基因历史演变等研究潜在

试验材料。

根据聚类图，第1组别170份资源又可分为8个

亚类。第 1亚类聚集了 99份样品，主要为来源广东

（54份）和福建（40份）的种质，种质类型以地方品种

（系）和野生种质为主，广东的甜种、青皮、狮头和饼

甘等，福建的粉甘和六月白等品系在此聚类，此外还

有两地的野生种质，表明生态环境相似、地理来源相

近地区的余甘子种质资源遗传关系较近，存在频繁

基因交流。第 2亚类聚集了 49份样品，主要是来源

福建的野生资源和地方品种（系），占 93.88%，包括

蓝丰、秋白和扁甘等地方品种（系），表明在此聚类的

福建野生资源和主要的地方品种遗传差异较小、亲

缘关系较近，福建地区种质表现出一定的地理区域

特性。第3亚类聚集了3份样品，其中No. 70和No.

132均为福建种，No. 70是广玻甘的实生后代与No.

132遗传差异较小，遗传距离为0.379 3。第4亚类聚

集了3份样品，分别为福建野生资源2份和广东地方

品系青皮 05，3 份种质遗传差异较小，遗传距离为

0.404 3~0.647 1。第 5亚类聚集了 3份样品，遗传距

离为 0.476 2~0.523 8，其中包括 2份福建野生种和 1

份云南野生种，表明在漫长的自然环境发展过程中，

生态条件差异大的地区种质之间也可能存在基因的

交流。第6亚类聚集了4份样品，均为福建的野生资

源，相互之间的遗传距离为0.404 3~0.523 8。第 7亚

类聚集了6份样品，其中来源广东的No. 184玻璃种

与No. 148青皮 07的遗传距离为 0.463 4，两个品系

遗传信息相似度较高。第8亚类福建种质3份，分别

王建超，等：基于SSR标记的余甘子遗传多样性分析与核心种质构建 1679
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为福建地方品系枣甘与 2 份野生种，遗传距离为

0.523 8~0.617 0。

2.3 主成分分析

根据 SSR 分子标记结果进行主成分分析，以

PC1 和 PC2 构建 193 份样品的二维主成分散点图

（图 4）。图中样品位置近则亲缘关系近、位置远则

亲缘关系远[21]，从PCA图中可以明显地看出，193份

材料中第 2 组类别（云南及境外种质，图中圈内种

质）与其他类别分开，其他类别含有不同地理来源的

余甘子种质资源，PCA主成分分析与UPGMA聚类

分析结果较一致，不同生态分布区的种质相互分开，

相同生态分布区的种质亲缘关系相对较近。

2.4 核心种质构建方法的确定

2.4.1 聚类方法与取样策略的确定 计算不同遗传

序号对应种质名称同表 1。下同。

The germplasm name corresponding to the number are same Table 1. The same below.

图 3 193 份样品的遗传聚类分析

Fig. 3 Genetic clustering map of 193 samples

2

1

3
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距离结合不同取样策略下核心种质与原种质遗传多

样性参数差异（表 4），结果表明，优先取样策略下，

以 3种遗传距离聚类时，SM遗传距离的多态位点、

多态位点百分率和等位基因数均小于 Jaccard 和

Nei & Li；以Nei & Li聚类时，其有效等位基因、Nei’s

基因多样性指数和香农信息指数均小于 Jaccard和

SM；以 Jaccard聚类的香农信息指数高于Nei&Li和

SM。随机取样策略下，Jaccard和 SM的多态位点、

多态位点百分率、等位基因、有效等位基因、Nei’s基

因多样性指数和香农信息指数均相同，且有效等位

基因、Nei’s基因多样性指数和香农信息指数均高于

Nei & Li遗传距离。综上所述，选择 Jaccard遗传距

离进行多次UPGMA聚类，取样策略则采用优先取

样策略。

2.4.2 取样比例确定 根据筛选出的最佳聚类和取

样方案（Jaccard遗传距离UPWAG聚类，结合优先取

样策略），以取样比例为10%、15%、20%、25%、30%、

35%和40%共7个比例抽取核心种质，核心种质与原

种质的评价参数见表 5。结果可知，随着取样比例

的增大，多态位点、多态位点百分率和等位基因数均

呈增长趋势，多态位点 81~85，多态位点百分率

95.29%~100%，等位基因1.952 9~2.000 0。10%取样

比例时，有效等位基因（1.339 6）、Nei’s基因多样性

指数（0.223 8）和香农信息指数（0.363 7）均为最高，

表明该比例下很好地保留原种质群体基因位点的情

况下，较好地保留了遗传多样性，所以选择10%为最

图 4 193 份样品主成分分析二维散点图

Fig. 4 Two-dimensional scatter plot of PCA of 193 samples

表 4 不同构建方法核心种质与原种质的遗传参数差异比较

Table 4 Comparison of genetic parameter between core and original germplasm based on different construction methods

遗传距离

Genetic
distance

Jaccard

SM

Nei & Li

取样策略

Sampling
strategy

优先Priority

随机Random

优先Priority

随机Random

优先Priority

随机Random

多态位点

Polymorphic
sites

84

83

83

83

84

84

多态位点百分率

Percentage of
polymorphic sites/%

98.82

97.65

97.65

97.65

98.82

98.82

等位基因数

Number of
alleles

1.988 2

1.976 5

1.976 5

1.976 5

1.988 2

1.988 2

有效等位基因数

Number of effective
alleles

1.331 0

1.335 6

1.335 6

1.335 6

1.325 8

1.302 2

Nei’s基因多样性指数

Nei 's gene diversity
index

0.214 9

0.215 2

0.215 2

0.215 2

0.212 0

0.200 8

香农信息指数

Shannon 's
information index

0.350 8

0.348 8

0.348 8

0.348 8

0.346 2

0.332 4
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适取样比例（真实比例为10.42%），最终构建包含20

份余甘子种质资源的初级核心种质。

2.4.3 核心种质评价 核心种质与初始种质遗传参

数比较（表 6）可知，核心种质保留了原种质 10.42%

的种质，多态性位点保留率 95.29%，多态百分率保

留率 95.29%，等位基因保留率 97.65%，有效等位基

因保留率 102.70%，Nei’s 基因多样性指数保留率

112.41%，香农信息指数保留率 110.48%，遗传多样

性参数有效等位基因、Nei’s基因多样性指数和香农

信息指数均高于原种质和保留种质，表明核心种质

能很好地代表原种质。以SSR分子标记的遗传多样

性数据构建余甘子初级核心种质20份，种质编号为

4、28、56、77、83、87、94、98、102、112、121、135、150、

163、169、170、176、177、178和182。

表 5 不同取样比例下核心种质与原种质遗传参数差异比较

Table 5 Comparison of genetic parameter between core and original germplasm of different sampling ratios

取样比例

Sampling
ratio/%

10

15

20

25

30

35

40

取样数量（真实比例）

Sample amount
(True proportion)

20（10.42%）

29（15.10%）

39（20.31%）

48（25.00%）

58（30.21%）

68（35.42%）

77（40.10%）

多态位点

Polymorphic
sites

81

82

82

84

85

85

85

多态位点百分率

Percentage of
polymorphic sites/%

95.29

96.47

96.47

98.82

100.00

100.00

100.00

等位基因数

Number of
alleles

1.952 9

1.964 7

1.964 7

1.988 2

2.000 0

2.000 0

2.000 0

有效等位基因数

Number of
effective alleles

1.339 6

1.329 1

1.333 5

1.331 0

1.320 9

1.322 1

1.320 3

Nei’s基因多样性指数

Nei 's gene diversity
index

0.223 8

0.217 1

0.217 5

0.214 9

0.213 4

0.212 0

0.209 5

香农信息指数

Shannon 's
information index

0.363 7

0.354 6

0.354 4

0.350 8

0.351 8

0.348 5

0.344 5

表 6 核心种质与原种质遗传参数比较

Table 6 Comparison of genetic parameters between core and original germplasm

类别

Category

原种质Original germplasm

核心种质Core germplasm

核心种质保留率

Core germplasm retention rate/%

保留种质Reserve germplasm

保留种质保留率

Reserve germplasm retention rate/%

种质数量

Germplasm
amount

192.00

20.00

10.42

172.00

89.58

多态位点

Polymorphic
sites

85.00

81.00

95.29

85.00

100.00

多态位点百分率

Percentage of
polymorphic
sites/%

100.00

95.29

95.29

100.00

100.00

等位基因数

Number of
alleles

2.000 0

1.952 9

97.650 0

2.000 0

100.000 0

有效等位基因数

Number of
effective alleles

1.304 4

1.339 6

102.700 0

1.300 2

99.680 0

Nei’s基因多

样性指数

Nei 's gene
diversity index

0.199 1

0.223 8

112.410 0

0.195 7

98.290 0

香农信息

指数

Shannon 's
information
index

0.329 2

0.363 7

110.480 0

0.323 3

98.210 0

进一步分别对20份核心种质和192份余甘子

原种质的 SSR分子数据进行主成分分析，图 5为

两份种质集合的主成分得分散点图。可知，核心

种质散点分布区域和形状与原种质散点分布区域

和形状重合度较高，外围的个体也被选入核心种

质库中，遗传相似性高的株系中仅有部分入选，排

除遗传冗余，同时又确保了核心种质的代表性和

异质性。综上所述，最终构建的核心种质能够很

好地代表原始群体，具有很好的异质性，在一定程

度上剔除了遗传重复。余甘子核心种质的建立为

资源的保存评价、特异资源挖掘和高效利用提供

基础和保障，在今后的种质资源保护、评价和创新

利用工作中给予充分的重视。

3 讨 论

3.1 余甘子遗传多样性分析

利用SSR分子标记开展余甘子遗传多样性分析的

结果表明，192 份余甘子种质资源的变异范围为 0~

0.958 3，余甘子种质资源间的遗传分化水平高，遗传

变异范围大，表现出丰富的遗传多样性。两份云南野

生种质（No. 107和No. 108）的遗传距离为 0，种质间

差异为0，结合前期研究结果，两份种质表型数据基本

相当，可进一步判定为同种资源。聚类分析已普遍应

用于植物的遗传分类、亲缘关系和遗传多样性评价
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中[22-23]，中国野生余甘子长期对多样性气候的适应，

造就了资源分布的多样性[24]。笔者在本研究中通过

UPGMA聚类，将192份余甘子种质资源分为3个组

别，第1组别可分为8个亚类，类群的划分与生态分

布有较大关联，余甘子的湿润分布区和干热分布区

得到较好区分，生态区内不同省份的种质在聚类中

并没有很明显的分开，多个省份的资源分散在不同

的类群中，说明相同生态分布区域内的种质分类与

地域来源相关性不明显，与普天磊等[25]研究结果一

致。福建地区一部分种质单独聚为一类（第 2 亚

类），该部分余甘子种质的亲缘关系远近与福建省的

地理分布有一定的相关性，较能反映福建省的种质

特点，福建省地域立体气候复杂，余甘子种子传播范

围有限，而且群体间地理隔离较大，群体间进行基因

交流的机会少，导致余甘子群体间存在较大遗传差

异。

试验材料来源于中国云南、缅甸、泰国和印度的

种质聚类在一起，前人研究将云南划分为中国余甘

子的干热分布区[13]，与其生态气候类似的缅甸、泰国

和印度等地区种质的亲缘关系较近，表明余甘子的

遗传变异与气候的相关性高于地域分布，研究结果

与余甘子分布的海拔和降水量与遗传多样性有显著

相关性的结果[26]较一致。在本研究中，两个大果余

甘子种质资源（No. 168 和 No. 173）的遗传距离为

0.733 3，两份种质的遗传距离较大，亲缘关系较远，

是不同的两份种质，与应用 ISSR分析结果一致[27]。

No. 158是来源福建的野生种质，单独聚为一类，与

其他191份种质的遗传距离范围为0.550 0~0.958 3，

是与来源福建的种质也有较远亲缘关系的特殊资

源，可能由福建省独特地理环境因素、局部地理隔离

导致，可作为余甘子起源和遗传基因历史演变等方

面研究的潜在试验材料。笔者在本研究中开发的

SSR分子标记技术可较好地反映余甘子的遗传差异

和亲缘关系，但传统SSR分析只针对微卫星区域的

多态性，无法捕捉单核苷酸多态性（SNP）等其他类

型变异，在今后的研究中可开发多态信息量大、自动

化程度高的 SNP标记，为余甘子的资源鉴定、分类

和选育种提供参考。

3.2 余甘子核心种质构建

核心种质的概念是 1984 年澳大利亚科学家

Frankle提出的，后经Brown扩展[28]，核心种质是以最

小资源量和重复性反映整体的遗传多样性，未被选

择的资源则作为保留资源。开展余甘子核心种质构

建不仅有利于种质资源的保存与鉴定评价，而且可

大大提高资源利用效率 [29]。在构建核心种质过程

中，逐步聚类是常用方法[30]，聚类结果直接受遗传距

图 5 核心种质与原种质主成分得分图

Fig. 5 The PCA scores of between core and original germplasm
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离和聚类方法的影响。构建核心种质方法中，常用

的遗传距离是欧氏和马氏距离[31]。笔者在本研究中

利用 SSR分子标记数据构建核心种质的遗传距离

采用 Jaccard 遗传距离+类平均法，与显性分子标记

多使用SM遗传距离，而共显性分子标记利用 Jacca-

rd 和 Nei & Li较为理想的前人研究结果较一致[30]。

徐海明等[32]筛选出马氏距离结合最短距离法最适合

构建陆地棉核心种质；高志红等[33]利用欧氏距离和类

平均法构建中国果梅核心种质；董玉慧[34]构建枣核心

种质认为欧氏距离结合类平均法和离差平方与聚类

效果较好；刘遵春等[31]采用欧氏距离结合最短距离法

聚类构建新疆野苹果的核心种质，张春雨等[35]则认为

离差平方法是最适宜方法；马玉敏[36]研究表明构建中

国板栗最适宜的聚类方法为离差平方和法；刘娟[37]构

建栽培杏和野杏核心种质时，认为最短距离法和离

差平方和法的构建效果较好。综上所述，因不同类

型数据或物种的独特性，对遗传距离与聚类方法不

能一概而论，应由具体的对象经分析研究而定。

从取样比例看，笔者在本研究中构建核心种质

的真实取样比例为10.42%，符合前人总结的大多数

园艺作物构建核心种质取样比例为 10%~30%的研

究结果[38]，前人总结原种质总量的 5%~10%取样比

例构建核心种质可保留70%以上的遗传变异[39]。李

秀诗等[40]基于248份薏仁构建核心种质发现最适取

样比例为 25%，胡建斌等[41]构建甜瓜核心种质发现

15%的取样比例时遗传保留和原种质的代表性达到

最佳。在核心种质的进一步研究中，需尽量增加表

型性状的数量包括植株、叶片、花和果实品质等的数

据，此外还包括诸如抗性、产量等农艺性状数据，避

免重要遗传性状的种质丢失，将更多的变异类型提

取至核心种质库内，对全面构建余甘子核心种质有

重要意义。核心种质建成后需动态管理，在实践中

进行适当调整，并及时补充稀有、有用的材料，扩大

保存变异类型，确保保存的全面性、长期性和安全

性，为余甘子的育种和创新利用提供保障。

4 结 论

利用 10对 SSR引物对 193份样品扩增后进行

遗传多样性分析，结果表明余甘子种质资源的遗传

分化水平高，遗传变异范围大，遗传多样性丰富，开

发的SSR分子标记技术，可较好地反映余甘子的遗

传差异和亲缘关系。筛选出构建余甘子核心种质的

最佳方案为 Jaccard遗传距离+类平均法+优先取样

策略+10%取样比例，构建了包含 20份余甘子的核

心种质，核心种质有效地排除了遗传冗余，同时又确

保了原种质的代表性和异质性。
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