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摘 要 为了评价甘薯种质的抗茎线虫病遗传多样性，选用 SRAP 和 RGA 分子标记方法，SRAP 和 RGA 引物设计如下：

利用 Blast 软件，对 Genebank 数据库中由王钰等克隆的 342 个甘薯 RGA(编号为 DQ903322-DQ903664)与抗线虫病基因

(RGC1、RX)进行比对，筛选出与抗病基因同源性高于 50%的 RGA 序列 11 个，以高抗甘薯茎线虫病品种徐 78-1 和感茎

线虫病品种徐薯 18 的基因组 DNA 为亲本，基因组 DNA 采用改良的 CTAB 法提取得到，然后将没有多态性的 RGA 结合

SRAP 组合成 SRAP-RGA 引物，筛选出五对有多态性的 SRAP-RGA 引物。将 SRAP 和 RGA 技术结合起来研究 50 个甘薯

品种的抗茎线虫病遗传多样性。结果显示，5 对引物组合经过 PCR 扩增，聚丙烯酰胺凝胶电泳检测共产生 57 条带，平均

每对引物组合产生 9~13 条带，其中多态性条带 49 条，占总条带数的 85.96%。其中多态率最高的引物对是 EM4-S2-A07-F，

为 100%。最低的引物对是 EM8-S1-F03-F，为 63.6%。根据 SRAP-RGA 标记结果，应用 UPGMA 法，采用 NTSYS-pc 软

件对 50 个甘薯种质进行聚类分析，它们之间的相似系数范围在 0.2~0.8 之间。UPGMA 聚类分析显示，在相似系数为 0.58

处 50 份甘薯品种被划分为 3 大类群。这说明 SRAP 和 RGA 标记技术可有效用于甘薯的抗病遗传多样性研究，并为杂交

亲本的选择提供理论依据。 
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Abstract To evaluate the genetic diversity of stem nematode disease resistance of sweetpotato, SRAP and RGA markers are used, 

SRAP and RGA primers are designed as follows, RGA primer sequences were designed from the 342 sweetpotato RGAs 

(No.DQ903322-DQ903664) in Genebank database which were cloned by Wang Yu and Dr. He. We used the Blast software to 

compare with stem nematodes disease resistant gene (RGC1、RX) and 11 RGA primer sequences were selected whose homologue 

were more than 50% with the resistant genes. Then Xu18 which is sensitive to stem nematode disease and X781 which is highly 

resistance to the disease were used as parents. All genomic DNA are extracted according to the modified CTAB method. Then 

SRAP-RGA primer combinations were formed through RGA without polymorphism and SRAP primers which were designed 

according to Li and Quiros. Genetic diversity of stem nematode disease resistance of 50 sweetpotato cultivars were studied with 5 

highly polymorphic and stable primer pairs selected by SRAP and RGA markers. The results show 57 bands were generated through 

5 polymorphic primer combinations. Each primer combination generated 9~13 bands, and 49 polymorphic bands were detected by 

PCR amplification and polyacrylamide gel electrophoresis, accounting for 85.96% of the total bands detected. The highest 

polymorphic rate of EM4-S2-A07-F primer combination is 100%. The lowest rate of EM8-S1-F03-F primer is 63.6%. According to 

the result of SRAP-RGA markers，50 sweetpotato cultivars were cluster analyzed by UPGMA and NTSYS-pc software. The 

similarity coefficient of the 50 cultivars was 0.2~0.8.These germplasms were divided into three groups based on the similarity level 

of 0.58. It appears that SRAP and RGA markers can be used for study of genetic diversity of sweetpotato stem nematode disease 

resistance. The results of this study may offer a better reference for the selection of hybridization parents. 

Keywords Sweetpotato; SRAP; RGA; Cluster analysis; Genetic diversity 
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研究背景 

甘薯(Ipomoea batatas (L.) Lam.)属于旋花科

(Convolvulaceae)双子叶植物(Austin, 1988)，广泛种

植于世界上100多个国家。中国是世界上最大的甘

薯生产国家，每年种植面积和生产量分别占世界的

69.4%和84.6%(刘庆昌, 2004)。近年来甘薯病害频

发，其中以甘薯茎线虫病最为严重，成为制约甘薯

生产的瓶颈问题。抗病品种的选育和推广是控制该

甘薯茎线虫病的主要手段。抗病育种主要有常规育

种和分子育种。分子育种主要包括抗病基因(候选基

因)克隆、分子标记筛选等。 

目前，应用于甘薯的以PCR为核心的分子标

记技术主要包括 RAPD (Randomly Amplified 

Polymorphic DNA)、AFLP(Amplified Fragment Length 

Polymorphism)(Kriegner et al., 2003; 张大普等, 2004)、

SSR(Simple Sequence Repeat) 、 SRAP (Sequence 

Related Amplified Polymorphism) (郝玉民等, 2007)、

RGA(Resistance Gene analogue)(林巧玲, 2005)等。由

于RAPD技术重复性差、AFLP技术复杂、成本昂贵等

的缺点，限制了其在甘薯育种上的广泛应用。 

SRAP即序列相关扩增多态性技术 (Sequence 

Related Amplified Polymorphism)，是由美国加州大

学Li和Quiros博士(Li and Quiros, 2001)于2001年提

出来的一种新型的基于PCR的DNA分子标记系统。

它利用一个17 bp的正向引物和18bp的反向引物对

生物全基因组进行扩增，通过分析不同材料的

SRAP扩增图谱便可观察分析材料间的遗传差异。

SRAP以其高度多态性(张四普等, 2008)、操作简便

迅速、成本低、可靠性好、重复性高、易于测序等

特点广泛应用于植物遗传多样性分析(Ferriol et al., 

2003)、遗传图谱构建(Pan et al., 2010)、基因定位克

隆、比较基因组学(Li et al., 2003)等方面。 

RGA即抗病基因同源序列 (Resistance Gene 

analogue)，是克隆植物抗病基因的一条新途径。其原

理是根据己克隆植物抗病基因的保守结构域设计简

并引物, 扩增获得RGAs, 然后分析RGAs与抗病基因

的关系, 确定候选抗病基因从而获得新的抗病基因

(徐兵强等, 2004)。自1996年Kanazin和Yu首次报道用

抗病基因产物的保守序列为引物扩增RGA以来，RGA

不仅应用于克隆和定位R基因，还用于分子标记辅助

育种及种质资源多样性研究等(肖天霞, 2006)。 

目前，郝玉民等(郝玉民等, 2007)已利用SRAP

技术对36个甘薯品种进行了遗传多样性分析，吴洁

等(吴洁等, 2007)也利用SRAP标记技术分析了来自

四川省的甘薯种质资源的亲缘关系，但将SRAP和

RGA技术结合起来研究甘薯的抗病遗传多样性却

鲜有报道。本研究选用SRAP标记技术结合RGA技

术对甘薯抗茎线虫病进行分子聚类，为抗茎线虫病

育种和优良种质资源的筛选提供一定的理论依据。 

1 结果与分析 

1.1 SRAP-RGA扩增产物的多态性分析 

    本实验选用筛选出的5对带型清晰、多态性较

好的引物组合，利用高感品种徐18和高抗品种徐

781为亲本对照，对50份供试甘薯材料进行扩增，

所扩增条带的大小一般在250 bp~2 000 bp之间，每

对引物组合产生9~13条谱带，共产生谱带57条，其

中多态性条带为49条，占总带数的85.96% (表1)。

不同的引物对产生的多态率明显不同(Kriegner et 

al., 2003)。最高是EM4-S2-A07-F引物对的多态率为

100%，最低是EM8-S1-F03-F引物对的多态率为

63.6%。部分扩增结果如图1所示。

表1 各引物对的总带数和多态性条带数 

Table 1 The total and polymorphic fragments in all cultivars 

引物组合 

Primer combination 

多态性条带数 

No. of polymorphic bands 

总条带数 

No. of total bands 

多态率(%)   

Percentage of polymorphism(%) 

EM3-S2-A05-F 10 12 83.3 

EM4-S2-A07-F 9 9 100 

EM3-S2-A08-F 12 13 92.3 

EM8-S1-F03-F 7 11 63.6 

EM3-S2-D12-F 11 12 91.7 
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图 1 部分 SRAP-RGA扩增结果图谱 

注: M: 2 000 bp marker; 1: 红冬; 2: 徐 55-1; 3: 44104; 4: 徐

22; 5: 徐 23; 6: 青农 2 号; 7: 宁紫 1 号; 8: 潮薯; 9: 渝紫 1

号; 10: 徐紫糯; 11: 水果甘薯; 12: 徐 55-2; 13: 台农 69; 14: 

559; 15: 胜利百号; 16: 徐 55-1; 17: 44104; 18: 徐 55-2 

Figure 1 The profile of SRAP-RGA amplification  

Note: M: 2 000 bp marker; 1: Hongdong; 2: Xu55-1; 3: 44104; 

4: Xu22; 5: Xu23; 6: Qingnong2; 7: Ningzi1; 8: Chaoshu; 9: 

Yuzi1; 10: Xuzinuo; 11: Shuiguoganshu; 12: Xu55-2; 13: 

Tainong69; 14: 559; 15: Shenglibaihao; 16: Xu55-1; 17: 4 04; 

18: Xu55-2 

1.2聚类分析结果 

    根据SRAP-RGA标记对50个甘薯品种扩增结

果进行数据统计，应用UPGMA法对50个品种进行

聚类分析，结果见图2。 

结果显示：在相似系数为0.58时，将50个品种

划分为3大类群(图2)。第一类包括32个品种：皖702、

二黄、199029-1、559、南薯88、美Ⅰ、徐55-2、川

山紫、广菜2号、青农2号等；第二类包括12个品种：

美国红薯、44104、水果甘薯、潮薯、宁紫1号、徐

紫13-4、徐23、济薯18、徐紫薯、徐18等；第三类

包括6个品种：徐22、C-14、59、潮薯1号、福薯11

号、徐78-1。 

1.3 SRAP-RGA扩增产物的抗茎线虫病遗传多样性

分析 

根据多态性条带统计结果，采用NTSYS软件计

算出甘薯种质间的相似系数，结果表明，50份材料

间的相似系数范围较广，在0.2~0.8之间。在所有材

料中，徐紫薯(48)和二黄(2)、199029-1(3)遗传相似

性系数最小，为0.2，说明他们之间的遗传距离较远，

而鲁78066(12)和徐781(50)、徐55-2(7)和徐55-1(15)

的相似性系数较大，为0.8，说明他们之间的遗传距

离较近，而且徐55-2(7)和徐55-1(15)均感甘薯茎线

虫病(周忠等, 2005)。 

 

图2 SRAP-RGA技术扩增甘薯基因组的聚类分析图 

Figure 2 The dendrogram of the sweetpotato based on SRAP 

and RGA marker analysis 
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2 讨论 

2.1甘薯种质资源间的抗茎线虫病遗传多样性 

通过SRAP和RGA分子标记技术对甘薯的遗传

多样性进行研究,结果显示5对引物扩增出57条多态

性条带,多态性比率为85.76% ,不同种质资源间的遗

传相似性变异范围较大(0.2~0.8), 这些结果从分子

标记的角度进一步说明了我国甘薯主要亲本遗传

多样性较丰富(李强等, 2008; 贺学勤等, 2005)。 

2.2 SRAP和RGA分子标记技术可有效地应用于甘

薯抗茎线虫病遗传多样性研究 

    目前，SRAP标记技术和RGA技术已广泛应用

于多种植物的遗传多样性研究，如SRAP技术应用

于荔枝、青蒿、郁金等，RGA技术应用于水稻等的

聚类分析。本研究将SRAP和RGA分子标记技术结

合起来，选用与抗病基因同源性较高的RGAs和

SRAP的引物组合，对50份甘薯的抗茎线虫病遗传

多样性进行研究，5对引物扩增出57条清晰的用于

多态性分析的谱带，其中多态性条带就有49条，多

态性比率为85.76%。这说明SRAP和RGA标记在甘

薯抗病遗传多样性研究中具有较高的应用价值。 

通过SRAP和RGA技术对甘薯品种进行聚类分

析(图2)，结果显示在遗传系数0.58处50份甘薯种质

资源被划分为三大类。徐18(49)感茎线虫病，徐

78-1(50)高抗茎线虫病，和它们的遗传相似系数越

高，与它们的遗传距离就越远。如品种徐55-2(7)和

徐 55-1(15)他们来自于共同的父母本 (“苏薯 6

号”×“萨摩光”)，两者均不抗茎线虫病(xushu18.net)，

聚在第一大类中，且遗传相似系数(GS)为0.8；育种

材料美国红薯(18)和川山紫(25)均为国外引进种，它

们虽然没有聚在一起，但它们的遗传距离表现为非

常接近。品种济薯18(40)、宁紫1号(28)和徐紫薯(48)

均为高产紫肉品种，且都中抗茎线虫病，聚在第二

大类中。品种鲁78066(12)和徐781(50)都高抗甘薯茎

线虫病，虽然没有聚在一起，但相似系数很高，达

到了0.8。与前人的研究结果一致(周忠等, 2005; 马

代夫等, 1997)。从聚类的结果来看，美国红薯(18)

和川山紫(25)等国外引进品种与我国的一些甘薯品

种具有较近的亲缘关系。表明国内甘薯育种已经引

进了来自国外甘薯品种资源。 

本研究采用分子标记技术来研究甘薯品种的

遗传多样性，揭示了50个甘薯品种之间的亲缘关

系，为甘薯育种者选择杂交亲本提供理论依据。因

此，在今后的甘薯育种中，考虑到亲本综合性状优

良的前提下，参考聚类分析的结果，将亲缘关系较

远的亲本材料杂交组合，可望获得性状优良的杂交

后代。 

3材料与方法 

3.1植物材料 

以安徽大学植物组培实验室保存的徐薯18、徐

78-1等50个甘薯品种为实验材料(表2)，用于基因组

DNA的提取。 

3.2甘薯基因组DNA的提取 

    基因组DNA均采用改良的CTAB法从新鲜

的幼嫩叶片中提取得到(李强等, 2007) 

 

表2 供试甘薯材料 

Table 2 The list of the trial materials 

编号 

No. 

名称 

Cultivar or species 

来源 

Origin 

编号 

No. 

名称 

Cultivar or species 

来源 

Origin 

1 皖702  
Wan 702 

中国  
China 

26 44057 中国  
China 

2 二黄 
Erhuang 

中国  
China 

27 潮薯  
Chaoshu 

中国  
China 

3 199029-1 中国  
China 

28 宁紫1号  
Ningzi No.1 

中国  
China 

4 559  中国  
China 

29 台农69  
Tainong 69 

中国  
China 

5 南薯88 
Nanshu 88 

中国  
China 

30 秦紫1号  
Qinzi No.1 

中国  
China 

6 美Ⅰ 
MeiⅠ 

中国  
China 

31 豫薯12  
Yushu 12 

中国  
China 
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    续表2 

Continuing table 2 

编号 

No. 

名称 

Cultivar or species 

来源 

Origin 

编号 

No. 

名称 

Cultivar or species 

来源 

Origin 

7 徐55-2  

Xu 55-2 

中国  

China 

32 徐22-5  

Xu 22-5 

中国  

China 

8 2004-14 中国  

China 

33 姑娘薯  

Guniangshu 

中国  

China 

9 胜利百号  

Shenglibaihao 

中国  

China 

34 烟紫665  

Yanzi 665 

中国  

China 

10 徐22  

Xu 22 

中国  

China 

35 广菜2号  

Guangcai No.2 

中国  

China 

11 2004-28 中国  

China 

36 青农2号  

Qingnong No.2 

中国  

China 

12 鲁78066  

Lu 78066 

中国  

China 

37 潮薯1号  

Chaoshu No.1 

中国  

China 

13 浙6025  

Zhe 6025 

中国  

China 

38 徐紫13-4  

Xuzi 13-4 

中国  

China 

14 C-26 中国  

China 

39 徐23  

Xu 23 

中国  

China 

15 徐55-1  

Xu 55-1 

中国  

China 

40 济薯18  

Jishu 18 

中国  

China 

16 C-14 中国  

China 

41 杭州土种  

Hangzhoutuzhong 

中国  

China 

17 59 中国  

China 

42 渝紫1号  

Yuzi No.1 

中国  

China 

18 美国红薯  

Meiguohongshu 

美国  

China 

43 红冬  

Hongdong 

中国  

China 

19 安芋1-1  

Anyu 1-1 

中国  

China 

44 金山1225  

Jinshan 1225 

中国  

China 

20 浙78  

Zhe 78 

中国  

China 

45 徐紫糯  

Xuzinuo 

中国  

China 

21 利丰3号  

Lifeng No.3 

中国  

China 

46 福薯11号  

Fushu No.11 

中国  

China 

22 C-30 中国  

China 

47 遗字138   

Yizi No.138 

中国  

China 

23 44104 中国  

China 

48 徐紫薯  

Xuzishu 

中国  

China 

24 水果甘薯  

Shuiguoganshu 

中国  

China 

49 徐薯18  

Xushu No.18 

中国  

China 

25 川山紫  

Chuanshanzi 

中国  

China 

50 徐78-1  

Xu 78-1 

中国  

China 
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提取的DNA经琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计

检测，电泳条带清楚且所提取的基因组OD260/OD280

在1.8~2.0之间的DNA，置-20℃冰箱保存并用于

PCR分析。 

3.3引物设计 

    利用Blast软件，对Genebank数据库中由王钰

等克隆的342个甘薯RGA (编号为DQ903322-DQ90- 

3664)(王钰等，2008)与抗线虫病基因(RGC1、RX)

进行比对，筛选出与抗病基因同源性高于50%的

RGA序列，以高抗甘薯茎线虫病品种徐78-1和感茎

线虫病品种徐薯18的基因组DNA为模板进行PCR

扩增，进行第一轮筛选。没有多态性的RGA与SRAP

组合成SRAP-RGA引物。再以抗茎线虫病品种为模

板进行第二轮筛选。从40对SRAP-RGA引物组合中

筛选出五对有多态性的引物(表3)为抗茎线虫病聚

类引物。SRAP引物序列参考Li and Quiros(2001)(Li 

and Quiros，2001)。

表3 扩增甘薯基因组的引物对 

Table 3 Lists of primer pairs used to amplify genomic DNA of sweet potato 

上游引物 

Forward primers 

 

 

下游引物 

Reverse primers 

名称  

Name 

序列(5’-3’) 

Sequence(5’-3’) 

 

 

名称 

Name 

序列(5’-3’) 

Sequence(5’-3’) 

EM3 GACTGCGTACGAATTGAC  S2-A05-F CCTTTCCGCAATCCAATG 

EM4 GACTGCGTACGAATTTGA  S2-A07-F TCGGCCACATGTTTTAGG 

EM3 GACTGCGTACGAATTGAC  S2-A08-F GATTACCACCTGAACCAGCA 

EM8 GACTGCGTACGAATTAGC  S1-F03-F GGAGGCCGTTACATTTCTCA 

EM3 GACTGCGTACGAATTGAC  S2-D12-F CGCTGCAACCAAGAACAA 

 

3.4 PCR扩增和检测 

    根据优化实验的结果，PCR反应体系为20 μL，

包括：模板DNA 100 ng，2.5×PCR Buffer 2 μL，0.5 

mmol/L dNTPs，0.375 μmol/L引物，Taq DNA聚合

酶1 U (上海生工生物)，用ddH2O调整体系，使反应

终体积为20 μL。PCR反应程序如下：94℃预变性5 

min；反应前5个循环为94℃变性45s，45℃复性45s，

72℃延伸l min；随后的35个循环退火温度提高到

50℃，72℃延伸7 min (Wang et al., 2009)。 

PCR扩增产物94℃变性3 min后，6%变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳，95V电泳1.5 h，银染检测。 

3.5数据分析 

     对不同引物在各甘薯材料中的SRAP-RGA扩

增情况做记录，统计清晰的条带，有带的记为1，

无带的记为0，得到二元数据资料，形成0，1矩阵。

50个品种间的遗传相似性根据Nei和Li描述的方

法(Nei and Li, 1979)由Dice相似性系数计算获得。

遗 传距离由公式 GD=1-GS 计算得到。根据

NTSYS-Pcversion2.1软件应用UPGMA(Xiao et al., 2008)

法进行聚类分析，并采用软件处理，建立聚类图。 
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