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摘要： 从 !(&个随机引物中筛选出 #’个引物，对来自国内外的 #!个烤烟品种进行了遗传多样性和亲缘关系的
+,-.分析。在检测的 "$&个位点中，!")个位点为多态位点（("/）。聚类分析表明，不同烤烟品种之间存在明显
差异，#!个品种基本上可分为 $大类，品种最多的第一大类（!*个）主要由来自美国的 0123454烤烟选育而成，反映
了我国现在推广的烤烟品种遗传基础比较狭窄。研究结果表明，+,-.技术可用于烤烟品种的鉴别和纯度测定。
研究为烤烟杂种育种中亲本的选配提供了一定的理论依据。
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我国的烟草育种始于 #’年代中期，育种目标经历
了从优质到抗病、高产，再到优质、抗病、适产的发展过

程［!］，&’年代通过 K>SS4U< D4TL、.O!’!、̂ 21A232> O12A<U
E@>V、?R@52>T$’’及小黄金采用系统选育方式选育出“抵
选 (号”、“北流一号”、“金星 &’’)”等品种。)’年代开始
注重抗病品种选育，育成“广黄五十五号”、“辽烟十三

号”、“红花大金元”、“春雷三号”、“庆胜二号”等 $’余个
品种。自 _’年代初利用美国引进的优质多抗品种作
亲本，先后育成“中烟 !$”、“辽烟十二号”、“中烟 _&”、
“中烟 *’”、“云烟 _(”等兼抗两种以上病害的品种。世
界主产烟国家的烟草育种基本是在美国早期育成品种

的基础上发展起来的，各国的主栽品种或多或少地有

美国品种的亲缘成分［!］。近年来，由于烤烟育种使用

的主体亲本日益集中，导致烤烟育种所用种质的遗传

基础日益狭窄，阻碍了烟草产量和质量的进一步提高。

+,-.标记是建立在 .N,水平上的分子标记，由于其
操作相对简单、获得结果快速且不受试验材料所处的

发育时期、取样部位和环境条件的影响，已被广泛用于

遗传多样性检测、品种鉴定和亲缘关系的研究［"］。目

前，已在苜蓿、豆类、番茄、水稻、玉米等多种植物中得

到广泛应用［#‘ _］。为了解我国烤烟品种的演化及变异

程度，从而为培育适合我国广大地区种植的优质、抗病

烤烟新品种提供理论指导，我们从多年来收集的 $’’余
份烤烟品种资源中，应用计算机系统对其 !$个性状进
行了聚类分析［*］。在此基础上，本研究从各品种群和

亚群中筛选出 " a #个代表品种，共得到烤烟品种 #!
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个，利用 !"#$手段从分子水平上研究了我国烤烟品
种的遗传变异和亲缘关系，为今后的烤烟品种的遗传

育种、品种类型及纯度的鉴定提供理论依据。

! 材料和方法
! "! 实验材料
供试的 %&个烤烟品种分别由中国烟草育种研

究南方中心及原育种单位（中国农业科学院烟草研

究所）提供，其品种名称、系谱、来源见表 &。供提取
总 $’"的试材均采自幼叶，每克鲜叶用 &( )硅胶迅
速干燥并置于低温处保存。

#*!扩增所用引物为加拿大 +,-).- 公司生产
的十聚体核苷酸；/’0#、!"# $’" 聚合酶购自美国
123公司；琼脂糖西班牙进口。
! "# 方法
!"#"! 烤烟总 $%&提取 供试总 $’"提取采用
*0"2 法［4］并作改进［&(］。对供试的 %&个烤烟品种每
个品种取 5个单株，每个单株取样 &份，分别提取总
$’"。去 !’"后用 678&的氯仿9异戊醇抽提一次，最
后溶于 (:& ; 0<中。经调整浓度后用于 #*!扩增。

! "# "# ’()扩增 扩增反应在 =>->"?@ #*! +AB9
C>? 4D((（#>EFG- <H?>E）上进行。6(!I的 #*!反应
体系中包含 &( ??.H J I 0EGB9K*H（ @K L: (），5(
??.H J I M*H，( :&N 0EGC.- O9&((，7( ??.H J I 1)*H6，%
??.H J I /’0#，& :(!?.H J I引物，& P !"# 酶，7 -)模
板 $’"；反应程序为先在 47 Q下变性 D ?G-，然后
进行 7(个循环（每个循环包括 47 Q下变性 & ?G-、
%D Q下退火 & ?G-、R6 Q下延伸 6 ?G-）。循环结束
后 R6 Q下延伸 D ?G-。扩增产物加 6!I的上样缓冲
液（7(N蔗糖，( : 65N溴酚蓝），在 & : 5N的琼脂糖凝
胶（5 S J T?）中电泳，( : 5!) J ?I溴化乙锭中染色，在
紫外灯下观测结果，并用 #.H,E.G/ DDR型数码相机照
相，并记录电泳结果。

! "# "* 数据分析 对 %&个烤烟品种的 &55个 $’"
样品中扩增的电泳带总数与多态性带的数目进行统

计。每个样品的扩增条带按有（&）或无（(）记录。每
条扩增带以所用引物及片段大小命名，如 +&95((表
示引物 +&扩增出的长度为 5(( U@的扩增带，其近似
分子量用 #*! 1,EF>E粗略推算出。每次实验均重
复 6次，对于多态位点，仅在重复试验中能稳定出现

表 ! 用于 !"#$分析的烤烟品种
+,-./ ! VHW>9TWE>/ C.U,TT. TWHCGX,EB WB>/ G- !"#$ ,-,HABGB

’.: *WHCGX,E #>/G)E>> YEG)G-
& KGTFB VE.? Z[GC> +C>? YEG-.T. P+"
6 金星 D((R\G-)]G-) D((R VE.? \G-)]G-) K>-,-，*[G-,
% ’*45 （*.F>E &%4 ; 2>HH79%(）;（*.F>E &%4 ; KGTFB） P+"
7 LL&% P-F-.^- +GT[W,-，*[G-,
5 *.F>E %R& =.H/ （（=96L ; %57）;（*2&%4 ; V9&(5）;（=96L ; %57）） P+"
D 保山团叶烟 2,.B[,-CW,-A>A,- P-F-.^- _W--,-，*[G-,
R LD(69&6% \G-)A>[W,-) ; S,&&5 K>GH.-)‘G,-)，*[G-,
L $,^.B[W-A> P-F-.^- _W--,-，*[G-,
4 ’T6%6D 4&6( ; KGTFB P+"
&( !=&& ’*5( ; M%44 P+"
&& ’*L6 D&64 ; *.F>E %&4 P+"
&6 +@>TG,H 7(( VE.? YEG-.T. P+"
&% 寸茎烟 *W-‘G-A,- VE.? =.H/ $.HH,E _W--,-，*[G-,
&7 辽烟 &5 IG,.A,- &5 1+ =96L ; L(669& IG,.-G-)，*[G-,
&5 *.F>E&%4 （=.H/>- ; =.H/>- ZGHC）;（$&(& Y]a.E/&9&L&） P+"
&D 净叶黄 \G-A>[W,-) VE.? *[,-)U.[W,-) K>-,-，*[G-,
&R S6 P-F-.^- P+"
&L *&5& P-F-.^- =W,-)/.-)，*[G-,
&4 "MD P-F-.^- =W,-)/.-)，*[G-,
6( 临朐一号 IG-bW_G[,. VE.? OG,.[W,-)‘G- +[,-/.-)，*[G-,
6& 云烟 L5 _W-A,- L5 _W-A,- 6 ; M%6D _W--,-，*[G-,
66 永定 & _.-)/G-) & VE.? 0>c[G 7(& VW‘G,-，*[G-,
6% 云烟 6 _W-A,- 6 K.-)[W,/,‘G-)AW,- ; +@>G)[C=96L _W--,-，*[G-,
67 M%6D 1T’,GE 665（1T’,GE %( ; ’T45） P+"
65 中烟 4( d[.-)A,- 4( （$,-AW 6 ; =96L）;（=96L ; \G-A>[W,-)） +[,-/.-)，*[G-,
6D *.F>E %&4 *.F>E &%4 ; KGTFB P+"
6R 红花大金元 K.-)[W,/,‘G-)AW,- P-F-.^- _W--,-，*[G-,
6L ’*0=55 M%6D ; *.F>E %R&9=.H/ P+"
64 云烟 %&R _W-A,- %&R _W-A,- 7 ; M%6D _W--,-，*[G-,
%( M%5L 1T’46D ; L(67& P+"
%& =96L （Y]a.E/&9&L& ; *.F>E &%4）; ’T45 P+"
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的差异带用于数据分析。应用计算机软件

（!"#$%!&’()软件包中的 *!+,-）［..］，对原始数据
极差标准化，通过类平均法，进行欧氏距离聚类。根

据 /01［.2］的方法计算样品间的简单遗传相似系数 !
3 2 4 "#$ %（"# 5 "$）。其中："#、"$ 为两个品种各

自的总扩增条带数；"#$为两个品种共有的扩增条带

数。

! 结果和讨论
! "# $#个烤烟品种的多态性分析
首先用 .(6个寡核苷酸引物分别扩增 2个烤烟

品种样品，得到 &7个具有多态性并且扩增效果较好
的引物。再从中筛选出 &8个引物对供试的 &.个烤
烟品种 .(( 份材料进行扩增。&8 个引物扩增出了
296条带（表 2）。每个引物扩增条带为 9 : .2条，平
均为 ; 条，其中品种间具有多态性的扩增带有 .2<
条，占总扩增带数的 (2=，每一引物检测的 >-!?多

态性的平均数是 9 ’ 2。由此可见，烤烟由于是自花
授粉作物，与异花授粉作物相比异质性程度不

高［& @ <，.&］。利用不同引物均可从分子水平上检测出

烤烟品种的遗传差异。因此，利用 >-!?技术能从
基因组水平上检测到不同烤烟栽培品种之间的差

异，表明 >-!?标记是进行烤烟品种分类研究的一
种较为理想的方法。

! "! %&’(技术在烤烟品种鉴定和纯度分析上应
用的可行性

>-!?是利用一系列引物对整个基因组 ?/-进
行多态性检测，检测区域几乎可以覆盖整个基因组，

可以检测出不同品种间的微小差异。本研究结果表

明，烤烟品种间的遗传多态性有明显差异，即使父母

本亲缘关系很近的品种，也能分开。如“云烟 ;(”是
用“云烟 2号”和“A&26”杂交选育而成，它们的亲缘
关系很近，利用 >-!?技术很容易分开（图 .）。由于

表 ! 不同引物扩增 &.个烤烟品种 ?/-片段数
)*+,- ! ?/- BCDEF0GHI DFJK1B10L M1HN L1BB0C0GH JC1F0

!
!!!

CI 1G &. BKO0P)OC0L HQRD))Q )OKH1SDCI

!C1F0C T0UO0G)0 (V"&V /Q’ QB DFJK1B10L RDGLI
（/Q’ JQKWFQCJN1)） !C1F0C T0UO0G)0 (V"&V /Q’ QB DFJK1B10L RDGLI

（/Q’ JQKWFQCJN1)!! ）

T. +XXXY+YXYY (（9） T&8 +X+-XY+Y-+ 9（&!! ）

T9 ++-YX++-+X <（&） T&. Y--XY+YY+X <（(!! ）

T( X+Y+YYYXXY 6（&） T&9 XYX+X+YX++ <（9!! ）

T< ++X+-Y+Y-+ 7（(） T&; -++X+-YY+X 7（<!! ）

T.2 YYXX+-Y+Y- 6（.） T99 XYX++X+-++ .2（;!! ）

T.; YY-Y-+Y-+X .8（(） T(. -+Y+YY-XX+ 7（(!! ）

T2. Y-++YYYXXY .8（(） T(& ++++X+-Y+- 6（2!! ）

T22 X+YY+-+YX+ (（&） T(6 -+++Y+X--+ .8（7!! ）

T2& -+XY-+YY-Y <（&） T<7 +XX+YY-+YY 6（&!! ）

T29 --XY+++YX+ 7（(） T.92 ++X+Y+++-- 6（&!! ）

T2( -++++XYXX+ .8（9） T.68 --Y++X+-YY .8（&!! ）

T26 ++XYYYX+-+ .8（(） T26( ++Y++-X--+ ;（9!! ）

T2< +---Y+++X+ 7（(） T278 Y---Y+X+++ .2（(!! ）

T2; +X+-Y+X-++ ;（9） T&8. YX+++Y-Y+- ;（&!! ）

T27 +++X--Y+YY ..（(） T&2& Y-+Y-YY+Y- .8（&）

图 # ’ 引物 T2.对烤烟不同品种的扩增结果（不同品种显示不同带型）。
./0"# " >-!? JQKWFQCJN1IF QB BKO0P)OC0L HQRD))Q )OKH1SDCI OI1GE JC1F0C T2.（?1BB0C0GH )OKH1SDCI INQM1GE L1BB0C0GH JQKWFQCJN1IF）’
XN0 GOFR0C QG HN0 HQJ QB HN1I B1EOC0 C0JC0I0GHI )OKH1SDC )QL0 MN1)N 1I INQMG 1G XDRK0 .；,，.88 RJ KDLL0C’
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!"#$扩增的随机性，每一个引物只能检测基因组
的有限区域，因而不同的引物在扩增同一品种时，会

出现不同的带型，有些引物扩增可表现出很强的多

态性，有些引物则不能分开亲缘关系很近的品种。

目前烤烟育种和生产上所用的优良亲本主要是十几

个骨干品种，且长时间种质资源的互导已使品种间

的亲缘关系变得很近，有的品种用一个引物进行

!"#$扩增难以区别，必须采用几个引物。从我们
试验结果来看，利用多个引物是可以将 %&个烤烟品
种完全分开的。根据 &’( 条多态性带在 %& 个品种
间的表现情况可以将这些品种十分容易地区分开

来，扩增的多态性带及所鉴别的品种见表 %，其中
（ )）、（ *）分别表示该带在某品种中出现、缺乏。’’
个品种具有自己的独特扩增带，如“红花大金元”的

特征带为 +’,-&,..、+’(-/..，“云烟 01”的特征带为
+&0-%’.，“净叶黄”的特征带为 +%.-/1. 等。剩下的
品种通过少数品种间共有的特征性扩增带很容易分

开，如“云烟 %&(”与“2%10”有共同带 +&’-,’.，可与其
他品种区分开来，但“云烟 %&(”没有“2%10”的特征
带 +%0-&’..，又可将两者分开（表 %）。
因此，对烤烟品种进行引物筛选和建立 !"#$

标准模式很有必要，通过建立标准模式就可以利用

少数几个引物分开不同的品种。当然，这些工作可

以在品种审定时就建立杂交种及其亲本的 !"#$标
准模式，以标准 !"#$电泳图谱作对照，就可以快速
鉴别品种和进行纯度分析。也可以进一步在这些烤

烟品 种 的 !"#$ 标 记 的 基 础 上，寻 找 目 前

推广的主要烤烟品种的特异分子标记，进行分子标

记辅助育种以提高选育新品种的工作效率。同时也

可用来检测种子纯度和防止销售流通领域的种子混

杂。!"#$标记是在 $3"水平上检测基因组，它只
反映不同基因组 $3"顺序的差异，而不受试验材料
所处的发育时期、取样部位和环境条件的影响。所

以，!"#$分析能比依赖基因表达的形态学方法、种
子贮藏蛋白电泳和同工酶电泳等传统技术更准确地

鉴定烤烟品种。

! "# #$个烤烟品种 %&’指纹的聚类分析
由聚类图可以看出，%&个烤烟品种基本上聚为

,大类：第一大类将 &/个具有美国古老品种 4567898
及其衍生种质亲缘关系的烤烟品种聚在一起（图

’:）。没有 4567898亲源的品种则相隔较远。美国的
许多优质烤烟品种直接或间接来源于 4567898，这是
一个香味和口感较好的原始种［&］，由此衍生出 ,..、
;65<676: =56<>? @A:B、C69DE、FAGG8H I:JJ8?> ,大分支，
前三者是育成品种的主体。用它们作亲本，美国育

成了“K8DA5&%/”（&1）、“L-’0”（%&）、“3K/1”（%）、
“3K’%’M”（/）、“2%’M”（’,）等一大批优质品种；我国
也从引进的这些品种中选出了“红花大金元”（’(）、
“永定一号”（’’）、“中烟 /.”（’1）、“云烟 01”（’&）、
“云烟 %&(”（’/）等优质品种。其余 &’个品种分别聚
为 %类：第一支包括 !L&&（&.）和 00&%（,）（图 ’N），表
明二者亲缘关系较近；第二支包括“寸茎烟”（&%）、
“辽烟 &1”（&,）、“;’”（&(）、“中烟 &1&”（&0）和临朐一
号（’.）聚为一支（图’9），它们正好全为从我国本土

表 # !"#$扩增出的部分多态性带及所鉴别的品种
()*+, # +8JA 8B ?>A :JOG6B6AP N:7PE :7P ?>A65 :OOG69:?

!!! !!!

687E 67 ?>A 6PA7?6B69:?687 8B ?>A 9QG?6R:5E

#8GSJ85O>69 N:7PE 38T 8B 9QG?6R:5 #8GSJ85O>69 N:7PE 38T 8B 9QG?6R:5 #8GSJ85O>69 N:7PE 38T 8!! !! B 9QG?6R:5

+&-/(. &%，&,，’&（ )） +’(-/.. ’(（ )） +1&-%(. &&（ )!! !! ）

+&-0/. ’/，%.，%&（ )） +’(-&’1. &&（ )） +1&-/1. ’%（ )!! !! ）

+&-/.. &’，&,，&1（ )） +’(-&,1. &1（ )） +1&-&%.. &,（ *!! !! ）

+(-(’. ’M（ )） +’(-&0.. ’/（ )） +1%-M0. %&，’(，%.（ )!! !! ）

+(-M1. %&（ )） +%.-M’. &.（ )） +1M-,%. &,，&(（ *!! !! ）

+&’-,’. %.，’/（ )） +%.-/1. &M（ )） +1M-,0. &(（ )!! !! ）

+&0-00. &0，’’（ )） +%&-0(. 1（ )） +1M-1,. &1（ )!! !! ）

+&0-M0. &.（ )） +%&-&11. M（ )） +1M-(.. %，&/（ *!! !! ）

+&0-%’. ’&（ )） +%0-,’. /（ )） +1M-//. &,，&1（ *!! !! ）

+’&-,(. &(（ )） +%0-01. ’(，’，&1（ *） +1M-&.1. &.（ )!! !! ）

+’&-1.. &M（ )） +%0-&&.. %.（ )） +1M-&&0. ’M（ )!! !! ）

+’&-M.. 1（ )） +%0-&’.. %.（ )） +1M-&%’. &&（ )!! !! ）

+’&-/.. 0（ )） +%0-&%1. ’,，%&，&(（ )） +(/-(,. ’M（ )!! !! ）

+’,-M1. /，’’（ )） +,,-%(. 1（ )） +(/-&,.. (（ )!! !! ）

+’,-(1. &1（ *） +,,-0.. &.（ *） +&,’-&M.. &(（ )!! !! ）

+’,-0.. &1（ )） +,,-&... /（ )） +&,’-&1.. 1（ )!! !! ）

+’,-&,.. ’(（ )） +,,-&&.. ’,，&(，’1（ )） +&M.-(%. &%，&/（ *!! !! ）

+’,-&1.. ’&（ )） +1&-’.. ,（ )） +’/.-&%1. ’(，’0（ *）
KQG?6R:5 7QJNA5E :5A ?>A E:JA :E ?>8EA 67 U:NGA & T
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图 ! ! "#个烤烟品种聚类分析图（"#个品种 $ %&’带）。
"#$%! % ()*+,-.,/0 12 34567), /*/42686 9-, "# 945):35,)+ 7-1/33-
35478;/,6（"# 7-1/33- 35478;/,6 $ %&’ 1/*+6）!

品种中选育而来的，仅“<%”来自美国。从聚类图中
可见，它们为一群具较近亲缘关系的品种群。最后

一支为“=’>%:#%"”（?）、“保山团叶烟”（’）、“大莴笋
叶”（=）、“@A’”（#B）和“金星 ’>>?”（%）（图 %+），全为
我国选育的品种，且在形态上也具有相似性。C@D(
分析结果表明，它们是具有较紧密的亲缘关系的类

群。这与王元英等［#］通过系谱对这些品种亲缘关系

分析的结果一致。

本研究 C@D(分析的结果与根据形态及化学成
分等的 #&个性状的聚类分析结果是完全吻合的［B］。
基本可以确定我国烤烟的种质资源主要来源于“红

花大金元”、“小黄金”、“EF)8.G7H:%=”、“I-J), "#B”、
“K83J6”、“金星 ’>>?”、“I-J), #"B”、“LIBM”、“A"%’”、
“EF)38/4 &>>”、“(N#>#”等品种。无论是形态及化学
成分的聚类分析结果，还是 (L@指纹的聚类结果，

都反映出大部分烤烟品种与原始种 O,8*-3-及其衍
生种质关系密切。这也反映了烤烟遗传资源的局限

性，从而提示我们应广泛收集未利用的种质资源，以

拓宽育种基础。
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