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摘  要 本研究利用 SSR 标记分析了 23 份烟草品种的遗传关系。以 8 个烟草品种为材料从 1 998 对 SSR 引物中筛选出 700
对有稳定多态的引物，在 23 个烟草品种中检测出 1 600 个等位基因，平均每对引物检测的等位基因数为 2.29 个。23 个烟草

品种间遗传相似系数(GS)的变化范围为 0.65~0.98、平均为 0.79，其中烤烟品种间遗传相似系数在 0.77~0.98 之间、平均为 0.86。
我国烤烟主栽品种遗传基础非常狭窄，应充分利用净叶黄等地方品种作为亲本来拓宽育成品种的遗传基础。由于我国烤烟品

种大多以美国引进品种为直接或间接亲本选育而成，故在聚类分析时与从美国引进的烤烟品种并未聚为各自类别。津巴布韦

烤烟主栽品种或后备品种与我国烤烟主栽品种之间的遗传关系相对较远，我国可适当引进种植一定面积的津巴布韦烤烟品

种，以在一定程度上缓解生产上种植品种单一化的矛盾。 
关键词 烟草; SSR 标记; 遗传关系 
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Abstract Genetic relationships among 23 tobacco varieties were analyzed using simple sequence sepeat (SSR) markers. 700 
polymorphic primer pairs were selected from 1998 tobacco SSR primer pairs based on 8 varieties, and 1600 alleles were amplified in 
23 cultivars using the 700 SSR primer pairs, with 2.29 alleles per marker on average. Genetic similarity coefficients (GS) between 
the 23 varieties ranged from 0.65 to 0.98, with an average of 0.79, and GS between the flue-cured tobacco varieties ranged from 0.77 
to 0.98, with an average of 0.86. The genetic base of the flue-cured tobacco cultivars grown over China is extremely narrow, 
suggesting that the local varieties, such as Jingyehuang, should be used as parents to widen the genetic base. Because most of the 
flue-cured tobacco varieties in China were developed directly or indirectly using the varieties introduced from USA as parents, they 
were not clustered into a different class from the varieties introduced from USA in the clustering analysis. There are relatively distant 
genetic relationships between the flue-cured tobacco varieties from Zimbabwe and those from China, suggesting that the flue-cured 
tobacco cultivars introduced from Zimbabwe can be grown in China to reduce the possible risk caused by planting the varieties with 
similar genetic background. 
Keywords Tobacco; SSR marker; Genetic Relationship 

研究背景 
我国是世界上最大的烟草生产国和消费国，但

在烟草育种上却面临着过度依赖主体亲本、育成品

种遗传基础狭窄等问题(王元英等, 1995)。多样化的

种质资源及合理的亲本选配是育种计划成功的关

键(Renganayaki et al., 2001)，从分子水平上研究种

质资源的遗传多样性及其亲缘关系，有助于客观了

解种质资源的丰富程度及现有品种的遗传背景。 
近年来，国内外利用分子标记技术对烟草种质

资源进行了大量研究(何川生等, 2000; 杨本超等, 
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2005; 肖炳光, 2006; 杨友才等, 2006; 祁建民等, 
2006; 肖炳光等, 2007; 杜传印等, 2008; Ren and 
Timko, 2001; Arslan et al., 2006; Siva et al., 2008)，使
用的分子标记主要是 RAPD、AFLP、ISSR 等随机

性标记。SSR 标记是利用 SSR 两侧特定的 DNA 序

列来设计引物，扩增串联重复序列，根据串联重复

数的不同揭示 SSR 的长度多态性，具有共显性、多

态性高、重复性好、操作简便等特点(Moore et al., 
1991; Akkaya et al., 1992; Morgante and Olivieri, 
1993)，受到广泛重视。Bindler 等(2007)利用美国烟

草基因组计划(TGI)的序列数据成功地开发了烟草

SSR 标记，并绘制了第一张基于 SSR 标记的烟草遗

传图谱；随后，Moon 等(2009)利用 Bindler 公布的

SSR 标记对美国的 117 份烤烟及 720 份引进种质

(TIs)进行了研究。 
本研究旨在利用 Bindler 等(2007)发表的 SSR

标记和我们自己开发的 SSR 标记，对 23 份烟草品

种进行遗传多样性和遗传关系分析，为充分发掘利

用烟草种质资源、拓宽育成品种的遗传基础等提供

依据。 

1 结果与分析 
1.1 SSR 标记分析 

利用 8 份参试烟草品种(编号为 Nt1~Nt8)对
Bindler 等(2007)发表的 278 对 SSR 引物和我们自己

开发的 1720 对 SSR 引物进行初步筛选，共得到 700
对具有稳定、清晰多态性条带的 SSR 引物(表 1)，
其中 119 对为 Bindler 等(2007)发表的引物(记为 PT
系列)，581 对为我们开发的引物，包括 65 对基于

公共数据库 TIGR(http://www.tigr.org/tdb/)中所有烟

草表达序列(EST)所设计的 EST-SSR 引物(记为 Tep
系列)和 416 对根据 TGI 公布的最新烟草基因组序

列开发的 Genome-SSR 引物(记为 Tp 系列)。 
利用上述 700 对 SSR 引物在参试的 23 份烟草

品种(表 2)中进行扩增(引物Tep008和Tp186的扩增

结果见图 1)，共检测到 1600 个等位基因，每对引

物检测的等位基因数在 1~10 个之间，平均为 2.29
个。表明我们开发的烟草 SSR 标记是成功的，同时

也说明利用烟草自身的 SSR 引物对其进行基因组

多态性分析是完全可行的。 

表 1 引物筛选结果 
Table 1 Results of primer screening 

引物系列 
Serials of primers 

供试的引物对数 
Number of primer pairs 

多态性引物数 
Number of polymorphic primers 

多态率(%) 
Ratio of polymorphism (%)

Tep 600 65 10.83 
Tp 1120 416 37.14 
PT 278 119 42.81 
总计 
Total 

1998 700 35.04 

 

 
图 1 引物 Tep008(A)和 Tp186(B)的扩增结果 
Figure 1 Result of amplification using primers Tep008 (A) and Tp186 (B) 
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1.2 烟草品种间遗传关系分析 
由 SSR 数据估算出 23 份烟草品种间的遗传相

似系数(表 2)，大小在 0.65~0.98 之间，平均为 0.79，
其中烤烟品种间遗传相似系数在 0.77~0.98 之间，

平均为 0.86。地方烤烟品种净叶黄与其它烤烟品种

之间的遗传相似系数在 0.77~0.79 之间，遗传关系

相对较远。烤烟品种云烟 85(Nt9)和云烟 87(Nt10)
之间以及K326(Nt8)和K326J(Nt12)之间的遗传相似

系数最高、达到 0.98，由于云烟 85 和云烟 87 的亲

本相同，K326J 为 K326 变异株系选而成，因此其

高遗传相似性是可以理解的。晒烟或香料烟与其他

类型烟草品种间的遗传相似系数相对较低，分别为

0.65~0.71 和 0.66~0.72，其中晒烟品种 TI245(Nt21)
与烤烟品种云烟 85(Nt9)、云烟 87(Nt10)、K326(Nt8)
和 K326J(Nt12)间的遗传相似系数最低，为 0.65。
上述结果表明，23 个烟草品种间的遗传相似性总体

相对较高，遗传基础比较狭窄；但不同类型的烟草

品种之间仍存在一定的遗传差异。 
从烤烟主栽品种的遗传关系来看，我国烤烟主

栽品种如 K326、云烟 85、云烟 87、云烟 97、红花

大金元等之间的遗传相似系数在 0.81~0.98 之间，

尤其是 K326、云烟 85、云烟 87、云烟 97 等之间

的遗传相似系数在 0.92~0.98 之间，遗传相似度极

高。津巴布韦烤烟主栽品种或后备品种如 KRK26、
KRK22、KRK23、T29、T66 等之间的遗传相似系

数在 0.90~0.93 之间，遗传相似度也非常高。而我

国烤烟主栽品种与津巴布韦烤烟主栽品种或后备

品种之间的遗传相似系数在 0.80~0.89 之间，遗传

关系相对较远。 

1.3 聚类分析 
为直观了解 23 个烟草品种间的遗传关系，利

用 700 对 SSR 标记产生的遗传相似系数矩阵按

UPGMA 方法构建了聚类图(图 2)。由图 2 可看出，

在遗传相似系数 GS=0.720 处(L1)，可将供试材料划

分 为 四 类 ： 同 属 晒 烟 的 Florida301(Nt1) 和
TI245(Nt21)分别单独聚为Ⅰ类和Ⅳ类；属于香料烟

的 Turkey Basma(Nt4)和 Samsun(Nt5)聚为Ⅲ类；白

肋烟 Burley21(Nt2)和 TN86(Nt3)及所有烤烟均聚为

Ⅱ类。在遗传相似系数 GS=0.875 处(L2)，可将Ⅱ类

再分为 6 个亚类： 1Ⅱ 由白肋烟 Burley21(Nt2)和
TN86(Nt3)组成； 2Ⅱ 包括 Hicks Broad Leafs(Nt6)、
K326(Nt8)、K326J(Nt12)、MsK326J(Nt13)、云烟

85(Nt9) 、 云 烟 87(Nt10) 、 云 烟 97(Nt11) 和

Coker371-Gold(Nt20)8 份烤烟品种，均为从美国引

进品种或具有美引品种亲缘的品种； 3Ⅱ 包括

MsRW(Nt14) 、 KRK26(Nt15) 、 KRK22(Nt16) 、

KRK23(Nt17)、T29(Nt18)和 T66(Nt19)6 份烤烟品

种，是从津巴布韦引进的品种或亲本材料；长脖黄

(Nt23)、红花大金元(Nt7)和净叶黄(Nt22)则分别被

单独聚为 4Ⅱ ， 5Ⅱ 和 6Ⅱ 亚类，其中净叶黄(Nt22)
是从地方品种长脖黄(Nt23)中选育成的抗赤星病优

良品种，红花大金元(Nt7)则是从美国引进的大金元

品种变异株中选出的优良品种。 
 

 
图 2 23 个烟草品种的 UPGMA 聚类图 
Figure 2 Dendrogram of 23 tobacco cultivars constructed by 
UPGMA clustering analysis 

2 讨论 
2.1 烟草 SSR 标记的遗传多态性 

本研究首先利用 8 份烟草品种对 1998 对 SSR
引物进行筛选，获得 700 对多态性引物，多态性 SSR
引物的比例达 35.04%。这一比例与 Bindler 等(2007)
所得出的 10%以内的多态率相差甚远，这是因为：

(1)我们用来检测 SSR 标记多态性的材料为 8 个；(2)
用于多态性筛选的 1998 对 SSR 引物中，有 278 对

是 Bindler 等(2007)已在 Hicks Broad Leafs 和 Red 
Russia中证实存在多态的引物，且Hicks Broad Leafs
也包含在我们用来初步筛选的 8 个材料中；(3)我们

在利用 TGI 发布的烟草基因组序列进行 SSR 引物

开发时，策略上作了较大改进。在检测遗传多态性

的能力方面，700 个 SSR 标记共检测到 1600 个等
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位基因，平均每对引物可检测 2.29 个等位基因。而

Moon 等(2009)利用 70 个 SSR 引物在 117 份美国烤

烟材料中共检测到了 1031 个等位基因，平均每个

标记可检测到的等位基因数是 14.7 个，约是我们的

6.14 倍，这可能是因为 Moon 等(2009)采用了具有

高灵敏度的荧光毛细电泳检测技术，而我们则是采

用分辨率较低的 6%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测技术。 

2.2 烟草品种间遗传多样性与亲缘关系 
SSR 分子标记聚类结果(图 3)表明，烟草栽培

品种间亲缘关系的远近与人为划分的烟草类型有

一定的相关性。如在遗传相似系数 GS=0.720 处

(L1)，香料烟品种Turkey Basma(Nt4)和 Samsun(Nt5)
聚为一类，晒烟品种 Florida301(Nt1)和 TI245(Nt21)
各自聚为一类、且与其它烟草类型分开；在遗传相

似系数 GS=0.875 处(L1)，白肋烟品种 Burley21(Nt2)
和 TN86(Nt3)聚为同一亚类。这一结论与此前利用

ISSR 分析的结果比较吻合(肖炳光等, 2007)。 
我国选育的烤烟品种与从美国引进的烤烟品

种之间的遗传差异并未因地理来源的不同而呈明

显的区别，它们聚为同一亚类、遗传关系较近，主

要是由于我国烤烟品种大多以美引品种为直接或

间接亲本选育而成，如云烟 85(Nt9)、云烟 87(Nt10)
和云烟 97(Nt11)的亲源中都有 K326(Nt8)。Arslan
等(2006)利用RAPD标记对22个来自土耳其和美国

的烤烟品种的遗传多样性分析结果也表明，具有相

同加工品质特性而地理来源不同的烤烟品种归为

一类，与本研究的结论类似。究其原因，可能是当

前的栽培品种为了迎合消费者的需求进行了严格

的定向选择，而使许多非育种目标的多样化性状丢

失，导致了遗传多样性降低。 
我国烤烟主栽品种遗传基础极其狭窄，应充分

利用净叶黄(Nt22)等地方品种作为亲本来拓宽育成

品种的遗传基础。参试的津巴布韦烤烟主栽品种或

后 备 品 种 间 遗 传 相 似 度 也 非 常 高 ， 其 中

KRK26(Nt15)的亲本之一是津巴布韦国内自主创制

的种质 MsRW(Nt14)，推测其它几个品种的亲本之

一也可能含 MsRW(Nt14)或与 MsRW(Nt14)亲缘较

近。因我国烤烟主栽品种与津巴布韦烤烟主栽品种

或后备品种聚为不同的亚类，遗传关系相对较远，

从田间表现看差异也较明显，因此可适当引进种植

一定面积的津巴布韦烤烟品种，以在一定程度上缓

解我国烤烟生产上种植品种单一化的矛盾。 

3 材料与方法 
3.1 供试材料 

参试烟草品种共 23 份(表 3)，其中烤烟 17 份(含

津巴布韦引进品种 8 份)、晒烟 2 份、白肋烟 2 份和

香料烟 2 份，均由云南省烟草农业科学研究院、中

国烟草育种研究(南方)中心提供。 
Taq Polymerase、dNTPs、100 bp DNA ladder 

marker 购自宝生物(大连)有限公司；丙烯酰胺和甲

叉双丙烯酰胺购自 USB Corporation(美国 )；
Tis-Base、Boric Acid、EDTA-2Na 和 CTAB 购自

Amersham Biosciences(美国)；其余试剂为国产。 

3.2 SSR 引物 
所用的 700 对 SSR 引物分两部分：一部分是

Bindler 等(2007)发表的，共有 119 对；另一部分是

基于 TGI 发布的烟草基因组序列和公共数据库

TIGR(http://www.tigr.org/tdb/)提供的烟草表达序列

(EST)，由云南省烟草农业科学研究院[中国烟草育

种研究(南方)中心]与浙江大学农业与生物技术学

院联合开发的(尚未公布)，共有 581 对。所有引物

由宝生物(大连)有限公司合成。 

3.3 SSR 扩增  
基因组 DNA 的提取及检测在 De Riek 等(2001)

的方法上略作修改。 
PCR 扩增体系为 20 μL，其中 15~30 ng/μL DNA 

1.5 μL、10×PCR reaction Buffer (Mg2+plus) 2 μL、25 
mmol/L dNTPs 1.5 μL、10 μmol/L 正反向引物各 1.5 
μL、rTaq 0.75 U。PCR扩增在Bio-RAD Master Cycler 
C1000 上进行，先在 94℃下预变性 5min；再进行

30 个循环的变性(94 , 30s)℃ 、退火(退火温度随引物

的不同而改变，30s)、延伸(72 , 30s)℃ 步骤；然后在

72℃下继续延伸 5~7min；最后在 4℃下保存。 
扩增产物加 1/6 体积的 6×Loading Buffer，取

2.5 μL 利用 6%的非变性聚丙烯酰胺凝胶在 DYY-12
型电泳仪 (北京六一厂 )上电泳分离，然后参照

Bassam 等(1991)的方法进行银染检测。 

3.4 数据分析 
扩增产物按同一迁移位置上条带在各个材料

中的有(记为 1)、无(记为 0)和缺失(记为 2)进行统

计。参试的每两份材料间的遗传相似系数(genetic 
similarity coefficient, GS)用 Nei-Li(1979)的公式计

算。利用 NTSYSpc Version 2.11 软件(Rohlf 等, 
1998)按照类平均法(UPGMA)进行聚类分析，构建

聚类图。 
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表 3 供试烟草品种 
Table 3 Tobacco cultivars used for the experiment 

品种编号 
Code 

品种名称 
Variety 

烟草类型 
Type 

来源 
Origin 

Nt1 Florida301 晒烟  
Sun-cured 

美国  
USA 

Nt2 Burley21 白肋烟 
Burley 

美国  
USA 

Nt3 TN86 白肋烟  
Burley 

美国  
USA 

Nt4 Turkey Basma 香料烟  
Oriental 

土耳其  
Turkey 

Nt5 Samsun 香料烟  
Oriental 

土耳其 
Turkey 

Nt6 Hicks Broad Leafs 烤烟 
Flue-cured 

美国  
USA 

Nt7 红花大金元 
Honghuadajinyuan 

烤烟  
Flue-cured 

中国 
China 

Nt8 K326 烤烟 
Flue-cured 

美国 
USA 

Nt9 云烟 85 
Yunyan No.85 

烤烟  
Flue-cured 

中国 
China 

Nt10 云烟 87  
Yunyan No.87 

烤烟 
Flue-cured 

中国 
China 

Nt11 云烟 97 
Yunyan No.97 

烤烟 
Flue-cured 

中国  
China 

Nt12 K326J 烤烟  
Flue-cured 

津巴布韦 
Zimbabwe 

Nt13 MsK326J 烤烟  
Flue-cured 

津巴布韦  
Zimbabwe 

Nt14 MsRW 烤烟 
Flue-cured 

津巴布韦 
Zimbabwe 

Nt15 KRK26 烤烟  
Flue-cured 

津巴布韦  
Zimbabwe 

Nt16 KRK22 烤烟 
Flue-cured 

津巴布韦 
 Zimbabwe 

Nt17 KRK23 烤烟  
Flue-cured 

津巴布韦  
Zimbabwe 

Nt18 T29 烤烟 
Flue-cured 

津巴布韦 
Zimbabwe 

Nt19 T66 烤烟 
Flue-cured 

津巴布韦 
Zimbabwe 

Nt20 Coker371-Gold 烤烟 
Flue-cured 

美国  
USA 

Nt21 TI245 晒烟 
Sun-cured 

美国 
USA 

Nt22 净叶黄 
Jingyehuang 

烤烟 
Flue-cured 

中国  
China 

Nt23 长脖黄 
Changbohuang 

烤烟 
Flue-cured 

中国 
China 
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表 2 23 个烟草品种间的遗传相似系数 

Table 2 Genetic similarity coefficients between 23 tobacco cultivars 

 Nt1 Nt2 Nt3 Nt4 Nt5 Nt6 Nt7 Nt8 Nt9 Nt10 Nt11 Nt12 Nt13 Nt14 Nt15 Nt16 Nt17 Nt18 Nt19 Nt20 Nt21 Nt22 Nt23 
Nt1 1.00                       
Nt2 0.66 1.00                      
Nt3 0.68 0.93 1.00                     
Nt4 0.66 0.66 0.66 1.00                    
Nt5 0.68 0.68 0.69 0.72 1.00                   
Nt6 0.69 0.77 0.78 0.67 0.70 1.00                  
Nt7 0.68 0.74 0.76 0.69 0.70 0.84 1.00                 
Nt8 0.71 0.75 0.76 0.68 0.70 0.88 0.82 1.00                
Nt9 0.70 0.75 0.77 0.68 0.70 0.88 0.85 0.94 1.00               

Nt10 0.70 0.75 0.76 0.68 0.70 0.89 0.85 0.95 0.98 1.00              
Nt11 0.70 0.75 0.76 0.68 0.69 0.87 0.81 0.92 0.92 0.93 1.00             
Nt12 0.71 0.75 0.76 0.68 0.70 0.88 0.82 0.98 0.95 0.95 0.93 1.00            
Nt13 0.70 0.75 0.76 0.67 0.70 0.87 0.81 0.97 0.93 0.94 0.91 0.98 1.00           
Nt14 0.69 0.75 0.76 0.67 0.69 0.87 0.82 0.87 0.86 0.87 0.85 0.88 0.89 1.00          
Nt15 0.68 0.73 0.75 0.67 0.69 0.86 0.81 0.89 0.88 0.89 0.86 0.90 0.91 0.92 1.00         
Nt16 0.69 0.74 0.76 0.66 0.68 0.86 0.81 0.86 0.85 0.86 0.83 0.86 0.87 0.92 0.92 1.00        
Nt17 0.68 0.73 0.75 0.66 0.68 0.85 0.80 0.86 0.86 0.87 0.84 0.86 0.87 0.88 0.91 0.93 1.00       
Nt18 0.69 0.74 0.76 0.67 0.69 0.86 0.81 0.88 0.88 0.89 0.86 0.88 0.89 0.90 0.90 0.90 0.90 1.00      
Nt19 0.69 0.73 0.75 0.66 0.69 0.86 0.80 0.88 0.87 0.88 0.85 0.89 0.89 0.89 0.91 0.91 0.91 0.91 1.00     
Nt20 0.70 0.75 0.76 0.68 0.68 0.87 0.81 0.89 0.88 0.88 0.86 0.89 0.90 0.88 0.87 0.86 0.86 0.88 0.88 1.00    
Nt21 0.65 0.68 0.68 0.67 0.67 0.67 0.67 0.66 0.66 0.65 0.66 0.66 0.66 0.67 0.66 0.66 0.65 0.66 0.65 0.67 1.00   
Nt22 0.70 0.73 0.75 0.67 0.69 0.79 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.79 0.79 0.79 0.78 0.78 0.77 0.78 0.77 0.79 0.67 1.00  
Nt23 0.70 0.75 0.76 0.68 0.70 0.83 0.82 0.85 0.85 0.86 0.84 0.85 0.85 0.84 0.84 0.82 0.83 0.83 0.83 0.84 0.66 0.78 1.00 
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