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摘  要 分子标记技术的迅速发展，为研究林木基因组遗传结构提供了重要手段。本研究首次利用 cDNA-AFLP 技术对毛白

杨及毛新杨基因组转录区多态性水平和遗传杂合水平进行分析。结果显示：47 对引物一共获得清晰可读条带 1 564 条，标记

平均多态性水平为 19.6%，为整个基因组多态性水平的 71.5%，且不同引物之间差异明显。利用这些引物，对毛新杨×毛白

杨回交群体进行分析，估算出毛白杨及其杂种毛新杨基因组转录区内的平均遗传杂合水平分别为 12.47%和 7.16%。与整个

基因组的遗传杂合水平相比，毛白杨降低了 33.4%，毛新杨降低了 15.5%，转录区杂合程度显著降低，表现出在更强的选择

压力下序列突变率的显著下降。本研究为进一步了解毛白杨基因组内转录区遗传结构提供了重要信息，并为针对杨树基因组

结构分析奠定了基础。基因组内转录区的遗传杂合水平反映了等位基因杂合程度，而等位基因的杂合程度与杂种优势密切相

关，研究最后对利用转录区内遗传杂合程度研究杨树杂种优势可行性进行了探讨。 

关键词 杨树; cDNA-AFLP; 多态性水平; 杂种优势 
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Abstract The rapid development of molecular markers technology provided a powerful tool to decipher the genomic structure of 

woody plants. In this study, the heterozygosity levels within the transcribed regions of the whole Populus genome had been analyzed 

with a backcross population of P. tomentosa by untilizing cDNA-AFLP technology for the first time. 1 564 unambiguous bands had 

been amplified with 47 primer combinations and the average polymorphism in transcribed regions reached 19.6%, which was 71.5% 

of the polymorphism of the whole genome. The results showed that the heterozigosity levels of P. tomentosa and P. tomentosa × P. 

balleana are 12.47% and 7.16% respectively. Compared with that in the whole genome scale, the heterosigosity within transcribed 

regions declined 33.4% and 15.5% for P. tomentosa and P. tomentosa × P. balleana, which indicated mutation rate slowed down in 

these certain region because of higher selection pressure had been focused on functional regions. This study provided basic 

knowledge for genetic structure of P. tomentosa and built a platform for further exploration in genome structure of Populus. The 

heterozygosity of transcribed regions reflected the heterozygous feature of allele which had a closed relation with heterosis, so this 

approach had been discussed for its role in unveiling the mechanism of heterosis of Populus. 
Keywords Poplar; cDNA-AFLP; Polymorphism; Heterosis 

研究背景 

杨属树种发生在距今约0.5~1亿年前(Schoell et 

al., 1994; Shevenell et al., 2004)，在如此漫长的进化

过程中，由于种间种内杂交频繁，长期以来造成了

遗传背景复杂，基因组杂合程度较高，遗传负荷较

大等特点，使得杨属树种的遗传结构研究十分困

难。遗传杂合度可以反映同源染色体相同位置上核

苷酸序列的结构，通常作为研究某一群体遗传多样

性时的重要指标。与之类似，遗传杂合水平同样可

以用来研究某一种(或个体)的遗传杂合程度，从而

研究其遗传结构，揭示其进化规律。分子标记的飞

速发展，为研究林木遗传结构提供了高效的研究手
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段，包括RAPD、AFLP、SSR等分子标记系统，已

广泛应用于杨树群体遗传学研究中。cDNA-AFLP

是一种基于AFLP 发展起来的分子标记系统

(Bachem et al., 1998)，它继承了AFLP众多优点，如

多态性高，通用性好，无需序列信息等，并且该标

记反映的是表达水平上的多态性，属于功能性分子

标记。起初，cDNA-AFLP被当作研究基因表达差异

的方法，广泛应用于不同组织、不同发育阶段、不

同处理之间的差异表达基因搜索及克隆(Geuna et 

al., 2005; de Diego et al., 2006; Xiao et al., 2009)。

Brugmans等(2002)首次将该方法应用于遗传连锁图

谱构建，称之为“转录组图谱”(transcriptome map)，

结果表明cDNA-AFLP是一种研究遗传基因组学

(genetical genomics)稳定高效的方法。 

毛白杨(P. tomentosa)是我国重要的乡土树种，

主要分布于我国北方地区。由于其生长迅速，材质

优良，且干形优美，成为我国重要的用材林种和城

市绿化树种之一。何承忠(2005)对毛白杨种内的遗

传多样性水平进行了分析，发现毛白杨种内蕴藏着

丰富的遗传变异。张德强等(2003)利用AFLP标记技

术对毛白杨及其杂种毛新杨的遗传杂合度进行估

算。本研究采用cDNA-AFLP分子标记技术，对相同

的毛白杨回交群体进行毛白杨与毛新杨基因组转

录区遗传杂合程度分析。据我们所知，这是首次针

对转录区域进行遗传结构分析的研究。该研究的结

果有助于进一步了解毛白杨基因组功能区遗传杂

合程度、等位基因结构，也可以为毛白杨进化、杂

种优势机理研究提供重要理论基础。 

1结果与分析 

1.1标记多态性 

利用筛选出的47对AFLP引物组合，共扩增出

1 564条清晰的条带，其中，在后代中分离的多态性

条带共307条(表1)。cDNA-AFLP检测到的多态性总

水平为19.6%。多态性水平最高的为EAAT/MAT引物

组合，为40%，其次是EATC/MCA引物组合，为38.5%，

多态性水平最低的是EATC/MTC和EGAA/MAA，两对引

物均为 10.5%。表 1 详细列出了 47 对引物的

cDNA-AFLP标记多态性水平。AFLP标记体系中，

引物的选择十分重要，因为物种基因组结构的差

异，酶切位点的数量和多态性上均有很大区别。对

于杨树来说，EcoRⅠ和MseⅠ是最常用的两种内切

酶，利用这两种酶进行筛选时，获得的可扩增片段

数量可观。由表1可以看出，不同引物之间的扩增

情况差异很大，可检测的清晰谱带数22~51不等，

多态性标记数量3~15不等，平均扩增多态性标记数

为6.5。对于cDNA-AFLP来说，由于检测的材料由

cDNA取代基因组DNA，理论上来说，多态性水平

应该呈下降趋势。张德强等(2003)利用30对AFLP引

物对该群体进行了检测，所获得的多态性平均水平

表 1 毛白杨与毛新杨基因组转录区遗传杂合水平分析 

Table 1 Analysis of heterozygosity levels within transcribed regions for P. tomentosa and P. tomentosa × P. bolleana 

引物组合 

Primer 

combination 

AFLP 片段总

数 

Total number 

of amplified 

loci 

多态性片段总

数 

Total number of 

polymorphic 

loci 

多态性水平(%) 

Polymorphism 

(%) 

毛新杨杂合水平 

Heterozygosity level of P. 

tomentosa × P. bolleana 

 毛白杨杂合水平 

Heterozygosity level of P. 

tomentosa 

 

杂合位点 杂合度(%)  杂合位点 杂合度(%) 

Loci Heterozygosity (%)  Loci Heterozygosity (%) 

EAAMAAA 39 8 20.5 2 0.051  6 0.154 

MAAG 33 6 18.2 3 0.091  3 0.091 

EAGMAGC 37 4 10.8 1 0.027  3 0.081 

MCGC 38 7 18.4 2 0.052  5 0.132 

ECAMCGC 42 7 16.7 4 0.095  3 0.071 

MGCC 40 6 15.0 3 0.075  3 0.075 

ECGMGCC 39 5 12.8 1 0.026  4 0.103 

EGAMTGC 38 6 15.8 3 0.079  3 0.079 

EGCMTGC 33 7 21.2 4 0.121  3 0.091 

EAAAMAA 32 7 21.9 2 0.063  5 0.156 

MAC 51 8 15.7 3 0.059  5 0.098 
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续表 1 

Continuing table 1 

引物组合 

Primer 

combination 

AFLP 片段总

数 

Total number 

of amplified 

loci 

多态性片段总

数 

Total number of 

polymorphic 

loci 

多态性水平(%) 

Polymorphism 

(%) 

毛新杨杂合水平 

Heterozygosity level of P. 

tomentosa × P. bolleana 

 毛白杨杂合水平 

Heterozygosity level of P. 

tomentosa 

 

杂合位点 杂合度(%)  杂合位点 杂合度(%) 

Loci Heterozygosity (%)  Loci Heterozygosity (%) 

MAT 39 7 17.9 5 0.128  2 0.051 

MGC 30 6 20.0 2 0.067  4 0.133 

MTC 28 4 14.3 2 0.071  2 0.071 

EAAGMAA 29 4 13.8 2 0.069  2 0.069 

MAG 27 7 22.2 1 0.037  6 0.222 

MAT 29 7 27.6 3 0.103  4 0.138 

MGA 32 7 21.9 1 0.031  6 0.188 

MTC 36 5 13.9 2 0.056  3 0.083 

MTT 36 4 11.1 0 0.000  4 0.111 

EAATMAA 37 6 16.2 1 0.027  5 0.135 

MAC 31 5 16.1 2 0.065  3 0.097 

MAG 30 9 30.0 6 0.200  3 0.100 

MAT 25 10 40.0 2 0.080  8 0.320 

MCT 26 9 34.6 3 0.115  6 0.231 

MGG 25 7 28.0 3 0.120  4 0.160 

MGT 22 8 36.4 2 0.091  6 0.273 

EATCMAA 40 9 22.5 5 0.125  4 0.100 

MAG 41 12 29.3 4 0.098  8 0.195 

MCA 39 15 38.5 6 0.154  9 0.230 

MGC 37 4 10.8 1 0.027  3 0.081 

MGG 35 7 20.0 2 0.057  5 0.143 

MGT 31 5 16.1 0 0.000  5 0.161 

MTA 38 5 13.2 2 0.053  3 0.079 

MTC 38 4 10.5 3 0.079  1 0.026 

ECCAMCA 26 7 26.9 3 0.115  4 0.154 

MCC 26 9 34.6 3 0.115  6 0.231 

ECCTMCG 38 6 15.8 0 0.000  6 0.158 

EGAAMAA 38 4 10.5 1 0.026  3 0.079 

MAC 38 5 13.2 2 0.053  3 0.079 

MAT 38 6 15.8 3 0.079  3 0.079 

MCA 36 5 13.9 2 0.056  3 0.083 

MCC 30 6 20.0 3 0.100  3 0.100 

MCT 25 4 16.0 1 0.040  3 0.120 

MGA 24 5 20.8 2 0.083  3 0.125 

MGC 27 6 22.2 3 0.111  3 0.111 

MTA 27 3 11.1 1 0.037  2 0.074 

EGGCMGA 26 5 19.2 0 0.000  5 0.192 

总和 1564 307 - 112 0.072  195 0.125 

Total         

平均 33.28 6.53 19.6 2.4 -  4.1 - 

Average         
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为27.4%，平均多态性标记数为17.9。对两者进行比

较结果发现：对于平均多态性标记数，DNA水平上

所获得的多态性标记数量是cDNA水平的2.74倍，而

对于平均多态性水平，DNA水平上的仅为cDNA水

平的1.4倍。造成这种差异的来源有两个：一是cDNA

的多态性标记数量统计上，去除了偏分离较严重的

标记(P<0.01以上)，因此对于多态性标记数量相对

估计偏低；二是在检测扩增条带时，cDNA标记的

带型相比DNA的带型较为复杂，存在着表达量上的

差异，因此在数据统计时显影较弱的条带被去除，

这一部分标记的排除使得cDNA标记的多态性水平

估计偏高。另外，引物选择上的差异也会影响两者

之间的比较。尽管存在着统计上的差异，但是整体

水平上，基因组DNA中的多态性水平远高于发育过

程中木质部RNA的多态性水平，这一结论是符合前

面理论上的预测的。 

1.2遗传杂合水平 

根据cDNA-AFLP标记技术的特点，该实验所得

到的杂合度估算是针对基因组内转录区域遗传杂

合水平的估算。本研究的遗传杂合水平由亲本各自

的分离标记数与可检测标记总数进行比较估算，结

果如表1所示。不同引物组合获得不同数量的杂合

位点，亲本毛新杨为母本，结果显示，47对引物共

获得112个杂合位点数，平均杂合位点2.4个，杂合

位点数从0到6个不等，其中EAAG/MTT、EATC/MGT、

ECCT/MCG以及EGGC/MGA 4对引物未检测到杂合位

点；而在父本毛白杨中，47对引物共检测到195个

杂合位点，每对引物杂合位点数从1到9不等，平均

位点数为4.1个。计算得出毛新杨平均遗传杂合水平

为7.16%，毛白杨平均遗传杂合水平为12.47%，毛

白杨平均遗传杂合水平为毛新杨的1.74倍。此外，

对毛新杨杂合位点数量检测最多的引物组合是

EAAT/MAG、EATC/MCA、EAAA/MAT和EATC/MAA，分别

为6、6、5和5个，而引物组合EATC/MCA、EATC/MAG

和EAAT/MAT对毛白杨杂合位点检测数量最多，分别

为9、8和8个。前人研究发现，当AT，AG，TC存

在于选择性碱基内时，便出现数量较多的扩增条带

与多态性条带，由此推断毛白杨和毛新杨基因组内

可能富含以上重复序列(张德强等, 2003)。在本实验

中，当AT出现在选择性碱基序列中时，便扩增出相

对较多的可检测标记和多态性标记，表明AT或TA

重复序列大量存在于毛白杨和毛新杨基因组转录

区内；此外，在碱基位点AT上，毛新杨与毛白杨之

间表现出较大的变异，表明该位点相对于其他碱基

具有较高的突变概率。对比毛新杨和毛白杨基因组

与基因组内转录区遗传杂合水平发现，毛新杨和毛

白杨基因组内转录区遗传杂合水平分别为各自全

基因组遗传杂合水平的84.5%和66.6%。毛新杨和毛

白杨全基因组与转录区域遗传杂合水平的详细比

较结果如表2所示，虽然在进行cDNA-AFLP扩增时

减少了一个选择性碱基，然而全基因组可检测标记

以及多态性标记数仍然显著高于位于转录区内检

测水平，分别为转录区的2或3倍左右。另外，其他

方面的比较结果均存在明显差异，反映出转录区内

存在的特有遗传结构。 

2结论与讨论 

本文利用cDNA-AFLP技术对毛白杨及其杂种

毛新杨基因组转录区的遗传杂合水平进行了分析，

获得了与DNA水平上接近的结果。毛白杨的遗传杂

合水平高于毛新杨(1.74倍)，但相比整个基因组水平

(2.14倍)有所下降。毛新杨与毛白杨基因组转录区的

遗传杂合程度，与整个基因组相比，均有不同程度

的下降，表现出在进化过程中，该区域受到的选择

压力更大，基因变异受到更大程度的制约。对于检

测的全部1 564个基因位点(loci)来说，毛白杨一共有

195个等位基因位点表现为杂合型，毛新杨为112个

杂合等位基因位点。根据张德强等(2003)的分析，

利用cDNA-AFLP同样只能检测Aa×aa、aa×AA以

及Aa×Aa三种类型的分离标记。本研究没有统计

Aa×Aa类型的分离标记。因此，该遗传杂合水平(杂

合型等位基因座位)为最低估计值。为了更为准确的

评估物种基因组结构，开发更加高效的、揭示遗传

信息更为丰富的共显性标记十分必要。SSR是目前

应用最为广泛的共显性标记，随着杨树基因组测序

完成，对杨树基因组内的SSR数量和分布也进行了

深入研究。结果表明，大约有150 985个SSR标记均

匀分布在杨树基因组中，平均每1 883 bp出现1个

SSR标记，其中位于基因间隔区(intergenic regions)

的SSR数量占 85.4%，其余分布在内含子区域

(10.7%)，外显子区域(2.7%)以及基因调控区域(1.2%) 

(Li and Yin, 2007)。此外，SNP作为另一种共显性标

记，被认为是数量最为丰富的分子标记。随着测序 
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表 2 全基因组和转录区域内毛白杨及毛新杨遗传杂合水平分析比较 

Table 2 Comparison of the results of heterozygosity analysis between whole genome and transcribed regions 

 全基因组 

Whole genome 

转录区域 

Transcribed region 

可检测标记均数 

Average number of detectable markers 

65.73 33.28 

多态性标记均数 

Average number of polymorphic markers 

17.87 6.53 

扩增条带数最多引物 

PCs with max detectable bands 

EAAT/MATC (110) EAAA/MAC (51) 

扩增条带数最少引物 

PCs with min detectable bands 

EAAG/MAAC (50) 

EAAG/MTCT (50) 

EAAT/MGT (22) 

检测多态性片段最多引物 

PCs with max polymorphic bands 

EAAT/MATC (26) 

EATC/MATT (26) 

EGAA/MCTG (26) 

EATC/MCA (15) 

检测多态性片段最少引物 

PCs with min polymorphic bands 

EAAG/MTCT (8) EGAA/MTA (3) 

平均多态性水平(%) 

Average level of polymorphism 

27.41  19.60 

 毛新杨 

P. tomentosa × P. bolleana 

毛白杨 

P. tomentosa 

 

 

毛新杨 

P. tomentosa × P. bolleana 

毛白杨 

P. tomentosa 

平均多态性标记 

Average Number of loci 

5.57 12.30  2.40 4.10 

平均杂合水平(%) 

Average heterozygosity (%) 

8.47 18.71  7.16 

 

12.47 

 

注: 表中全基因组部分数据引自张德强等(2003) 

Note: Data of whole genome in the table were cited from Zhang D.Q., et al. (2003) 

 

成本的降低，SNP已经越来越广泛的应用于群体遗

传学研究中(Baird et al., 2008)。 

杂种优势是指杂种子代在生长、适应性以及抗

性方面优于其亲本的一种遗传学现象。目前，对于

杂种优势的解释最主要的是显性假说和超显性假

说。对于杨树杂种优势研究的结果普遍支持显性假

说，表现为显性基因对不利隐性基因的掩盖作用是

导致杂种优于亲本的原因。美国华盛顿大学在1980

年利用毛果杨和美洲黑杨作亲本，杂交获得了具有

明显杂种优势的F1代，1993年再通过从F1代中选出

的优良无性系自交，获得346个F2代个体。之后，对

该杨树三代谱系进行了较为系统的杂种优势研究。

Bradshaw等(1994, 1995)利用RFLP、STS和RAPD标

记构建了毛果杨和美洲黑杨的遗传图谱，并对重要

的经济性状和物候性状进行了QTL定位分析。分子

标记的杂合度与杂种表现之间的关系可以用来推

测杂种优势是否由超显性效应起主要作用。分析结

果显示F2代个体中基因组杂合度与F2代个体表现不

存在相关，由此推测杨树杂种优势的遗传学基础是

显性效应，而不是超显性效应。然而，以前的研究

多数是建立在DNA标记上的杂种优势预测和分析。

而这些标记作为中性标记(neutral markers)，无法判

断其来源于转录区还是非编码区，也不知道是否与

所研究的性状相关，因此对杂种优势的预测容易产

生偏差。如果仅利用编码区的“功能性标记”

(functional markers)进行与杂种优势的连锁分析，势

必会提高杂种优势预测的效率。本研究利用

cDNA-AFLP技术估算了转录区的杂合度，接下来的

工作是利用回交群体的杂合度与各性状进行相关

分析，从而为杨树杂种优势研究提供参考。 

3材料与方法 

3.1实验材料 

本研究实验材料为7年生毛新杨与毛白杨回交

群体，群体的父母本分别为毛白杨无性系雄株鲁毛
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50 (种植于山东冠县全国毛白杨基因库)和毛新杨无

性系雌株TB01 (种植于中国农业大学校园内)。张德

强等(2003)于2000年通过人工水培杂交获得694株

种间回交子代，并将子代与亲本共同定植于北京林

业大学苗圃内。2007年6月，对该群体进行调查，

随机选择其中的132株进行遗传杂合度估算。 

提 取 未 成 熟 木 质 部 组 织 的 RNA 作 为

cDNA-AFLP分析的起始材料。参照Sterky (2002)的

方法并进行相关改进，对未成熟木质部进行取样。

具体方法如下：用解剖刀在树干胸径处向南一侧树

皮上(同一方向取样)切割出5 cm×5 cm大小的方

块，拨开树皮后木质部外的几层水状细胞即为未成

熟木质部组织，刮取、收集未成熟木质部组织并迅

速冻存至液氮中，带回北京林业大学实验室进行

RNA提取工作。 

3.2 RNA提取 

RNA提取采用RNessy Plant Mini Kit (Qiagen)，

操作步骤参见试剂盒说明书，在提取过程中，加入

DNA酶(Qiagen)完全清除残留的DNA，50 μL去离子

水洗脱后，取2 μL用1%琼脂糖凝胶电泳检测，其余

放入-80℃冰箱中待用。 

3.3 cDNA合成 

对提取的总RNA进行电泳检测，选取质量较高

的总RNA进行cDNA合成，采用Reverse Transcription 

System (Promega)合成cDNA第一链，具体操作方法

见试剂盒说明书； cDNA第二链的合成参照

Sambrook等(2002)方法。 

3.4 cDNA-AFLP分析 

cDNA-AFLP操作参考Bachem等(1998)的方法，

内切酶为EcoRⅠ和MseⅠ。电泳条件为恒功率95 w，

6%聚丙烯酰胺凝胶电泳2 h，硝酸银染色，碳酸钠

溶液显影后进行结果统计分析。 

3.5杂和水平分析 

根据Cervera等(2001)研究方法，在子代中分离

的总标记数与所观察到的总标记数之比被定义为

平均遗传杂合水平。 
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