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繁殖群体量及隔离对蚕豆种质遗传完整性的影响
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摘要:为研究繁殖群体量和隔离方式对常异花授粉作物蚕豆种质繁殖更新的影响，以 9 份蚕豆地方种质为对象，以国家库

保存的原种为对照群体，采用 AFLP 分子标记方法，对比了 50 株和 20 株群体量及开放无隔离群体和网棚隔离群体更新后代

的遗传完整性差异。结果表明: 与对照群体相比，50 株和 20 株群体的多态性位点数、多态位点百分率、每位点有效等位基因

数、香农指数、遗传多样性指数均出现不同程度下降，但下降幅度 20 株大于 50 株群体; 遗传相似性和 UPGMA 聚类分析表明

50 株群体与对照群体的遗传相似性高于 20 株群体; 网棚隔离可降低群体间串粉与花粉污染，但其遗传完整性却较开放无隔

离群体低。
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Abstract: The genetic integrity of nine faba bean landraces and their regeneration groups were studied to inves-
tigate the effects of sample sizes and isolation methods on the regeneration of faba bean ( Vicia faba L． ) using AFLP
markers． Seeds stored in the national genebank were used as control． The results showed that: compared with those
of the control group，the number of polymorphic loci，percentage of polymorphic loci，effective number of alleles per
locus，Shannon index，and genetic diversity index decreased in 50 and 20 plants groups，but the decline was greater
in 20 plants group． Genetic similarity analysis and UPGMA cluster results showed that the genetic similarity be-
tween control and 50 plants group was higher than that between control and 20 plants group． Cages isolation can re-
duce pollen contamination，but their genetic integrity was lower than that of the open pollination groups．
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确保种质 及 时 更 新 并 维 持 其 遗 传 完 整 性 是

种质库管理者面临的最核心课题
［1-3］。但有报道

指出，个别种质库在繁殖更新过程中，多达 50%
的原始种质 样 品 已 丧 失 生 活 力 或 更 新 后 发 生 了

遗传漂变
［4］。而 导 致 种 质 遗 传 完 整 性 发 生 变 化

的主要影响因素包括种子老化、繁殖群体量、繁

殖世代和授粉方式等
［5-11］。Gale 等

［12］
认为，对于

异花授粉作物，种质繁殖群体量的大小就如一个

“瓶颈”，若在一次繁殖世代中群体量太小，那么

在其它繁殖世代中增大群体量也是徒劳的。虽然

从理论上讲，一个无限大的异花授粉作物群体，在

没有突变、选择和外源花粉的前提下，通过完全随

机交配，其 原 有 的 群 体 遗 传 结 构 可 以 代 代 相 传。
但在种质繁殖更新实践中，无限大的繁殖群体量
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是无法采用的，因此适宜繁殖群体量的确定是非

常重要的。
AFLP 分子标记技术具有多态性丰富、结果可

靠稳定、重复性好、所需 DNA 量少，且可以在基因

组序列未知的情况下进行研究等优点
［13］，近年来

已有学者 利 用 该 技 术 进 行 种 质 遗 传 完 整 性 的 研

究。如 Treuren 等
［14］

利用该技术检测到了多年生

黑麦草资源在繁殖更新中存在外来花粉的污染。
王栋等

［15］
在 大 豆 种 质 遗 传 完 整 性 研 究 中，发 现

AFLP 标记 检 测 多 态 性 位 点 多 于 SSR 标 记，表 明

AFLP 标记更适用于种质遗传完整性变化的分析

研究。蚕豆是典型的常异花授粉作物，自然条件

下其异交率一般为 20%～ 40%［16］，目前利用 AFLP
分子标记技术研究蚕豆种质遗传完整性的变化，

国内外鲜有报道。且在国家种质库长期保存 4400
余份蚕豆资源中，大部分资源的贮存年限已超过

20 年，需要考虑繁殖更新问题。本研究以蚕豆地

方品种为材料，利用 AFLP 标记分析繁殖群体量及

隔离方式对蚕豆种质遗传完整性的影响，以期为

蚕豆种质资源繁殖更新标准的制定提供科学的理

论与实践指导。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

9 份蚕豆 ( Vicia faba L． ) 地方品种 ( 表 1 ) ，于

2008 年在福州的福建农科院试验地繁殖。大田开

放授粉群体，每份种质繁殖群体量设 50 株和 20 株

两个处理。繁殖群体量是指实验设计的成苗植株

数，实际收获株数见表 1。在所有群体外围种植 2
行油菜，引诱昆虫传粉。网棚隔离，选取其中的鸭子

嘴、祥云豆、小粒蚕豆 3 份种质，种植于一全封闭网

棚内，棚内无昆虫传粉，亦无人工授粉，繁殖群体量

为 20 株。种子采取单株单荚法收获，烘干后置于

4℃下贮藏备用。以保存在国家种质长期库的同一

份种质( 不经繁殖) 为对照( CK) 。
1. 2 DNA 提取与检测

每个群体选取 70 粒种子盆栽，尽量选择来自不

同株的种子，若因收获株数限制，则保证所取种子来

自不同荚。将种子播种于蛭石中并在培养箱内进行

变温培养。每天光照 16h，温度为 25℃ ; 黑暗 8h，温

度为 20℃，相对湿度为 80%。幼苗长至三叶期，分

别从不同处理群体中随机取 60 株，使用植物基因组

DNA 提取系统( 天根生化科技有限公司) 单株提取

DNA，使用 UV-4802 型紫外可见分光光度计测定

表 1 供试蚕豆种质群体

Table 1 Faba bean germplasm populations used in the study

序号

No．
统一编号

Accession No．
品种名称

Variety
来源

Origin

处理群体

Population

size

收获株数

Plants

harvested

1 H0001182 沁后本 福建 50 47

20 19

2 H0003911 绿小粒种 浙江 50 40

20 15

3 H0001463 胡豆 四川 50 39

20 16

4 H0002550 青皮蚕豆 江苏 50 41

20 13

5 H0001605 鸭子嘴 湖北 50 50

20

20-DP

15

12

6 H0000174 祥云豆 云南 50 36

20

20-DP

20

8

7 H0002544 小粒蚕豆 广西 50 44

20

20-DP

10

6

8 H0000148 西亭白皮 江苏 50 25

20 10

9 H0000147 土豆仔 福建 50 44

20 9

50: 繁殖群体量为 50 株的开放无隔离群体; 20: 繁殖群体量为 20 株

的开放无隔离群体; 20-DP: 繁殖群体量为 20 株的网棚隔离群体

50: 50 plants group in open-pollination; 20: 20 plants group in open-pol-

lination; 20-DP: 20 plants group in cages

DNA 浓度，并用 1% Agarose 胶检测 DNA 的质量。
用 0. 1 × TE 将 DNA 稀释成相同浓度 ( 100ng /μl) ，

4℃下保存备用。
1. 3 AFLP 分析

AFLP 实验程序参照 Zong 等
［17］

的方法。经过

引物筛选，最终从 64 对 EcoRI /MseI 引物组合中选

取了 8 对引物组合用于 AFLP 分析。选用的 8 对引

物组合见表 2。
1. 4 统计分析

统计扩增条带，在同一迁移率上有带记为 1，无

带记为 0，缺失记为 9，并参照 10bp ladder marker 估

计片段大小。使用 GenAlEx 6. 41［18］
计算出 30 个蚕

豆种质群体每个位点的等位基因频率; 用 POPGENE
ver． 1. 32 完成供试群体的多态位点数、多态位点百
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分数( P) 、每位点有效等位基因数( Ae) 、遗传多样性

指数( H) 和香农指数( I) 等遗传多样性参数的计算;

利用 SPSS ( 18. 0 ) 对各处理群体与对照群体的所

有位点等位基因频率及所有位点相应遗传多样性

参数进行单因素方差分析 ( one-way ANOVA) 。用

MEGA 根据群体间 Nei' s 遗传相似系数进行非加

权类平均法( UPGMA) 聚类分析，使用“WinBoot”通

过重抽样对支序图节点的可靠性进行评估 ( boot-
strap analysis) 。

2 结果与分析

2. 1 引物扩增多态性

利用 8 对 AFLP 引物组合对 30 个供试蚕豆种

质群体进行检测，共得到 192 条清晰可辨的条带，每

个引物组合的条带数为 19 ～ 29，平均为 24 ( 表 2 ) 。
引物组合 AGC /CTA 扩增小粒蚕豆 50 株群体的电

泳图谱见图 1。

表 2 8 对 EcoR I /Mse I 引物组合的多态百分率

Table 2 Level of polymorphism revealed by the eight EcoR
I /Mse I primer pairs

引物组合

Primer pairs
总条带数

No． of bands

多态条带数

No． of polymorphic

bands

多态条带百分率( % )

Percentage of

polymorphic bands

AGG /CAA 23 13 56. 52

AGG /CTA 22 18 81. 82

AGG /CTC 19 16 84. 21

ACG /CTA 25 22 88. 00

AGC /CTA 29 22 75. 82

AGC /CTT 28 21 75. 00

ACT /CTC 24 20 83. 33

AAG /CAG 22 11 50. 00

图 1 引物组合 AGC/CTA 扩增小粒蚕豆 50 株群体的电泳图谱

Fig． 1 Electrophoretic patterns of AFLP with primer combinations AGC/CTA in population Xiaolicandou

2. 2 繁殖群体量的比较

2. 2. 1 供试种质材料的等位基因频率方差分析

单因素方差分析结果显示供试蚕豆种质的 50 株、
20 株群体的等位基因频率与对照群体相比差异不

显著，它们本身之间差异也不显著。表明一次繁

殖更新过程对蚕豆种质群体的等位基因频率影响

不大。
2. 2. 2 供试种质材料的群体遗传结构分析 从表

3 可以看出，与对照群体相比，50 株、20 株群体的多

态位点数、多态位点百分率均出现了下降。20 株群

体下降幅度高于 50 株群体。更新群体的每位点有

效等位基因数、香农指数和遗传多样性指数也基本

上出现了降低，20 株群体的下降幅度大于 50 株群

体。结果表明繁殖更新后代群体在多态位点数目较

对照低; 相比于 50 株群体，20 株群体下降程度更

大。单因素方差分析显示，对照群体、50 株群体、20
株群体之间的每位点有效等位基因数、香农指数以

及遗传多样性指数均无显著差异。将 9 个品种看成

9 次重复，计算 50 株、20 株群体与对照群体间的平

均差异，结果显示 20 株群体与对照群体的香农指数

和遗传多样性指数有显著差异( P: 0. 042，0. 049 ) ，

其余均无显著差异( P: 0. 059 ～ 0. 877) 。
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表 3 供试蚕豆种质群体的遗传结构

Table 3 Genetic structure of the tested faba bean germplasm population

品种

Variety
群体

Population
多态位点数

K
多态位点百分数

P
每位点有效等位基因数

Ae
香农指数

I
遗传多样性指数

H

沁后本 CK 49 25. 52 1. 1774 ± 0. 0243 0. 1455 ± 0. 0187 0. 0995 ± 0. 0131

50 45 23. 44 1. 1643 ± 0. 0235 0. 1350 ± 0. 0183 0. 0924 ± 0. 0127

20 44 22. 92 1. 1500 ± 0. 0224 0. 1254 ± 0. 0176 0. 0853 ± 0. 0122

绿小粒种 CK 58 30. 21 1. 2062 ± 0. 0257 0. 1678 ± 0. 0197 0. 1150 ± 0. 0138

50 55 28. 65 1. 2082 ± 0. 0263 0. 1660 ± 0. 0199 0. 1145 ± 0. 0140

20 53 27. 60 1. 1967 ± 0. 0253 0. 1599 ± 0. 0195 0. 1098 ± 0. 0136

胡豆 CK 58 30. 21 1. 1887 ± 0. 0242 0. 1597 ± 0. 0189 0. 1078 ± 0. 0132

50 58 30. 21 1. 1739 ± 0. 0223 0. 1553 ± 0. 0182 0. 1032 ± 0. 0125

20 57 29. 69 1. 1915 ± 0. 0239 0. 1624 ± 0. 0192 0. 1102 ± 0. 0133

青皮蚕豆 CK 48 25. 00 1. 1722 ± 0. 0236 0. 1435 ± 0. 0185 0. 0978 ± 0. 0129

50 41 21. 35 1. 1329 ± 0. 0209 0. 1139 ± 0. 0168 0. 0769 ± 0. 0116

20 41 21. 35 1. 1293 ± 0. 0200 0. 1145 ± 0. 0165 0. 0765 ± 0. 0113

鸭子嘴 CK 64 33. 33 1. 1900 ± 0. 0235 0. 1672 ± 0. 0187 0. 1113 ± 0. 0129

50 58 30. 21 1. 1835 ± 0. 0240 0. 1555 ± 0. 0187 0. 1046 ± 0. 0130

20 56 29. 17 1. 1638 ± 0. 0219 0. 1462 ± 0. 0179 0. 0971 ± 0. 0123

20-DP 54 28. 13 1. 1509 ± 0. 0210 0. 1368 ± 0. 0173 0. 0903 ± 0. 0118

祥云豆 CK 60 31. 25 1. 2118 ± 0. 0259 0. 1732 ± 0. 0199 0. 1185 ± 0. 0139

50 55 28. 65 1. 1859 ± 0. 0239 0. 1577 ± 0. 0189 0. 1068 ± 0. 0131

20 49 25. 52 1. 1764 ± 0. 0237 0. 1474 ± 0. 0187 0. 1005 ± 0. 0130

20-DP 49 25. 52 1. 1660 ± 0. 0232 0. 1399 ± 0. 0182 0. 0948 ± 0. 0126

小粒蚕豆 CK 59 30. 73 1. 2061 ± 0. 0253 0. 1705 ± 0. 0197 0. 1164 ± 0. 0137

50 50 26. 04 1. 1641 ± 0. 0227 0. 1391 ± 0. 0182 0. 0943 ± 0. 0126

20 48 25. 00 1. 1745 ± 0. 0235 0. 1448 ± 0. 0188 0. 0993 ± 0. 0130

20-DP 48 25. 00 1. 1677 ± 0. 0230 0. 1410 ± 0. 0184 0. 0961 ± 0. 0127

西亭白皮 CK 58 30. 21 1. 2131 ± 0. 0256 0. 1750 ± 0. 0200 0. 1200 ± 0. 0139

50 54 29. 17 1. 1951 ± 0. 0244 0. 1648 ± 0. 0192 0. 1118 ± 0. 0133

20 50 28. 13 1. 2064 ± 0. 0260 0. 1661 ± 0. 0198 0. 1144 ± 0. 0139

土豆仔 CK 51 26. 56 1. 1878 ± 0. 0248 0. 1527 ± 0. 0192 0. 1049 ± 0. 0134

50 50 26. 04 1. 1845 ± 0. 0248 0. 1489 ± 0. 0191 0. 1025 ± 0. 0134

20 49 25. 52 1. 1900 ± 0. 0257 0. 1488 ± 0. 0194 0. 1035 ± 0. 0137

K: 多态位点数; P: 多态位点百分率; Ae: 每位点有效等位基因数; I: 香农指数; H: 遗传多样性指数

K: No． of polymorphic loci; P: percentage of polymorphic loci; Ae: effective No． of alleles per locus; I: Shannon’s information index; H: index of ge-

netic diversity

2. 2. 3 遗传相似性分析 从表 4 可以看出，50 株

群体与对照群体的遗传相似性高于 20 株群体。与

对照群体遗传相似性最高的是鸭子嘴 50 株群体，为

0. 9914，最低的是胡豆 20 株开放无隔离群体，为

0. 9714。这表明，相比于 20 株群体，50 株群体维持

原有群体的遗传完整性相对较好。
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表 4 供试蚕豆种质更新群体与原始群体之间的遗传相似系数

Table 4 Genetic similarity coefficient between the regenerated and the original population

更新群体

Regenerated

populations

原始群体 Original Populations

沁后本 绿小粒种 胡豆 青皮蚕豆 鸭子嘴 祥云豆 小粒蚕豆 西亭白皮 土豆仔

50 0. 9834 0. 9894 0. 9730 0. 9809 0. 9914 0. 9850 0. 9752 0. 9781 0. 9830

20 0. 9819 0. 9858 0. 9714 0. 9800 0. 9818 0. 9810 0. 9759 0. 9762 0. 9757

20-DP － － － － 0. 9817 0. 9801 0. 9774 － －

2. 2. 4 遗传距离树状图 从 UPGMA 聚类分析图

( 图 2) 中可以看出，30 个群体以品种为单位聚成 9
簇。所有种质的更新后代群体又形成一簇，说明繁

殖更新对群体的遗传结构产生了影响。50 株群体

与对照群体的遗传距离小于 20 株群体，这说明相比

于 20 株群体，50 株群体更利于保持群体的遗传完

整性。这与遗传结构分析的结论相一致。

图 2 供试蚕豆群体 UPGMA 聚类分析

Fig. 2 UPGMA dendrogram of the tested Vicia Faba

germplasm population．
线上数值为自展值

Integers above the line are bootstrap values ＞ 50% from

a maximum parsimony analysis

2. 3 分子方差分析

利用 AMOVA( Analysis of molecular variance) 对

分子方差的来源进行分析。将分子方差的变异来源

分为 3 个层次: 种质间、种质内群体间和群体内个体

间。根 据 表 5 可 以 看 出 多 数 变 异 来 自 于 种 质 间

( 53% ) ，只有少数差异来自于群体间( 5% ) 。

表 5 供试蚕豆群体品种间、群体间和个体间的分子方差变

异分析

Table 5 AMOVA for Vicia Faba among variety，popula-
tion and individual

变异来源

Source
自由度

df
平方和

SS

变异组成

Variance

components

变异百分比( % )

Proportion

of variation

品种间 AV 9 13797. 856 8. 597 53

群体间 AP 23 1041. 183 0. 739 5

群体内个

体间 AI /WP
1605 10456. 681 6. 831 42

AV: Among Varieties; AP: Among Populations; AI /WP: Among Indi-
viduals / Within Populations

2. 4 开放无隔离群体与网棚隔离群体的比较

单因素方差分析显示，开放无隔离群体与网棚

隔离群体的等位基因频率差异不显著。
与开放无隔离群体相比，鸭子嘴的网棚隔离群

体多态位点数出现了降低，祥云豆和小粒蚕豆两份

网棚隔离群体的每位点有效等位基因数、香农指数

以及遗传多样性指数均出现了下降( 表 3) 。表明相

比于开放无隔离群体，网棚隔离群体的遗传完整性

出现下降。网棚隔离群体和开放无隔离群体与对照

群体的遗传相似性差异不大 ( 鸭子嘴、祥云豆和小

粒蚕 豆 分 别 为 0. 9818: 0. 9817、0. 9810 ∶ 0. 9801、
0. 9759∶ 0. 9774) ( 表 4) 。使用 McDermott［19］

的公式

Nm = 0. 5 ( 1 － Gst) /Gst 计算群体间基因流，开放无

隔离 群 体 间 Nm 值 为 0. 6067，网 棚 隔 离 群 体 为

0. 5927，开放无隔离群体基因流动性大于网棚隔离

群体，表明网棚隔离阻碍了群体间的基因混杂，减少

了种质间的花粉流动与污染。

3 讨论

3. 1 繁殖群体量对蚕豆种质遗传完整性变化的

影响

繁殖更新群体量的大小是影响种质遗传完整性

的重 要 因 素
［20］。目 前，已 经 在 多 花 菜 豆

［21］、菜
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薹
［22］、大 豆

［23］、大 白 菜
［24］、芝 麻

［25］、玉 米
［26］、甘

蓝
［27］

和萝卜
［28］

等作物中开展了适宜繁殖群体量的

研究，适宜繁殖群体量从 24 到 200 不等。Crossa
等

［29］
指出更新时需要保存原始群体每位点等位基

因的至少一个拷贝，并且根据等位基因数量及等位

基因频率建立了确定最适更新群体量的模型。指出

拥有2 ～ 4 个等位基因的 10 个位点，如果要保存每

位点至少一个拷贝等位基因，更新时需要 89 ～ 100
个个体。Marshall 等

［30］
的研究证明 50 ～ 100 株植物

可以 覆 盖 95% 的 位 点 ( 频 率 不 低 于 0. 05 ) 。
Breese［5］

则认为在尽量减少更新次数的前提下，可

以用 25 ～ 50 株植物保持群体中的主要等位基因。
国际干旱地区农业研究中心 ( ICARDA) 指出，蚕豆

地方种等遗传变异较高的品种需要在更新时种植

150 株，而纯系只需要种植 20 ～ 30 株即可
［31］。本研

究采用 50 株和 20 株两个开放无隔离群体，与种质

库原始种质相比较，统计了群体的遗传结构及遗传

相似性，证明随着繁殖群体量的减少，多态性位点

数、多态位点百分率都出现了下降，每位点有效等位

基因数、香农指数、遗传多样性指数也基本上出现了

降低，并且都低于对照种质群体。50 株群体与对照

群体的遗传相似性高于 20 株群体，50 株群体与原

始群体的遗传距离小于 20 株群体，这些结果表明

50 株群体较 20 株群体更利于保持群体的遗传完

整性。
3. 2 隔离方式对蚕豆种质遗传完整性变化的影响

繁殖更新时的花粉污染是导致种质遗传完整性

下降的另一重要因素。防止外来花粉掺入最终取决

于作物本身的繁殖生物学和授粉技术。隔离是防止

串粉，维持种质遗传完整性的重要措施。Ellstrand
等

［32］
指出，对于虫媒异花授粉植物来说，可以通过

小区间种植相同种或不同种植物来阻断或减少花粉

流动。赵群
［33］

指出由于蚕豆异交率较高，蚕豆种质

资源保存必须采取严格的隔离措施，最好采用网室

或套袋方式进行繁殖，或将长条型的小区改为方块

型小区，四周种上异种作物( 如油菜等) 。本研究对

比了开放无隔离群体与网棚隔离对群体遗传完整性

的影响。结果表明，与开放无隔离群体相比，网棚隔

离群体多态位点数出现了降低( 鸭子嘴) ，每位点有

效等位基因数、香农指数以及遗传多样性指数均出

现了下降; 这说明网棚隔离群体的遗传完整性低于

开放无隔离群体。由于受试验条件限制，网棚内温

湿度较高且易发生病害，植株的收获株数和结实率

均受到了影响，最少的收获株数仅为 6 株，远没有达

到预计 20 株的繁殖群体量，导致网棚隔离群体收获

株数少，未能获得足够的群体量; 这与没有对单份种

质设网棚隔离，并未在棚内放昆虫以促进授粉也有

关。有研究表明，蜜蜂为授粉媒介的蚕豆群体较单

纯的风媒群体结荚速度快、每荚种子数较多，且可使

蚕豆增产 19% ～52%［34］。本试验中，网棚隔离群体

仅依靠风媒传粉，造成授粉不充分，进而导致植株的

结实率受到影响。这两点可能是导致网棚隔离群体

的遗传完整性较开放无隔离群体低的原因。通过基

因流的分析表明，开放无隔离群体的基因流动性大

于网棚隔离群体，这表明网棚隔离在一定程度上降

低了不同种质群体间串粉，降低了群体间的花粉流

动与污染。
3. 3 蚕豆繁殖更新策略

种质资源繁殖更新的目标是获得高质量的种子

且保持种质的遗传完整性，在此前提下实现费用的

最小化。从理论上讲，对于异花或常异花授粉作物，

无限大的繁殖群体更有利于维持种质群体的完整

性，但受土地、人力和物力等条件限制，采用大繁殖

群体是不现实的，因此适宜的繁殖群体和隔离措施

的科学更新策略是非常重要的。适宜的繁殖群体可

以有效地保持种质遗传完整性，若过大则加大繁殖

更新的成本，过小则易丧失稀有等位基因。据 Ham-
ilton 等

［35］
推断，在 100 个单株的更新群体中，频率

为 0. 05 的基因的丢失概率仅为 0. 00035，因此推荐

繁殖群体量为 100 个单株。Schoen 等
［36］

研究指出，

只有当更新群体等于或大于 75 个单株时，有害突变

的累积作用才可以忽略; 反之，经过 25 ～ 50 个连续

更新 周 期 后，有 害 突 变 数 目 显 著 增 加。De Pace
等

［37］
建议蚕豆繁殖更新时群体量介于 20 ～ 80 株之

间。本研究结果表明，50 株群体比 20 株群体更利

于保持蚕豆种质的遗传完整性，因此推荐繁殖群体

量应大于 50 株。此外，本研究结果虽表明网棚隔离

可以降低群体间花粉流动，但因没有昆虫促进授粉，

网棚隔离群体的遗传完整性没有得到很好的维持。
因此，今后有必要进一步开展有昆虫促进授粉的网

棚隔离群体与开放无隔离群体之间的维持种质遗传

完整性对比分析，以便获得蚕豆种质资源最佳的繁

殖更新策略。
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