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摘  要：以安祖花（Anthurium andraeanum）抗逆性较强的品种‘Pink Champion’为母本，主栽品种

‘Dakota’为父本，杂交得到 F1代，从该杂种 F1 代中随机选出 94 个单株为作图群体，利用 SRAP 分子

标记技术并运用 JoinMap4.0®
软件的 CP 作图模型构建了遗传连锁图谱。该图谱覆盖基因组长 1 689.5 cM，

共 254 个标记，定位于 19 个连锁群上，标记间平均距离为 6.65 cM。各连锁群长度在 7.6 ~ 187.2 cM 范围

内，每个连锁群包含 3 ~ 43 个标记。 
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Abstract：A genetic linkage map of Anthurium andraeanum was constructed in 94 F1 individuals 

from the cross of‘Pink Champion’×‘Dakota’by using sequence-related polymorphism（SRAP）

polymorphic markers. The map was obtained by utilizing JoinMap4.0 ® software’s CP model. It included 

19 linkage groups which contained 254 loci and covered genome 1 689.5 cM with a mean marker interval 

of 6.65 cM. The length of linkage groups varied from 7.6–187.2 cM and each of them included 3–43 

markers respectively. 

Key words：Anthurium andraeanum；SRAP molecular marker；genetic linkage map；double-pseudo- 

testcross 

 

分子遗传连锁图谱的构建是基因定位、基因克隆、基因组结构与功能研究的基础（阮成江 等，

2002），利用遗传连锁图谱寻找分子标记与控制优良性状基因之间的连锁关系，对观赏植物基础遗传 
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育种研究具有重要的应用价值。国内外关于安祖花（Anthurium andraeanum）遗传图谱构建的研究

尚未见报道，主要是因为其杂合度高，世代周期长，自交不亲和等因素，较难获得纯系，从而制约

其遗传图谱的构建。“双假测交”（double-pseudo-testcross）理论的提出（Grattapaglia & Sederoff，1994；

Weeden et al.，1994），使得安祖花遗传图谱的构建成为可能。该理论认为对于林木、花卉等遗传背

景高度杂合的物种，许多基因位点在 F1 代就发生了分离，可视为回交（BC）群体模型来进行图谱

构建。高丽霞等（2009）认为此方法对于天然杂合性高，主要采取无性繁殖的植物同样适用。安祖

花属于该类植物，因此可运用 F1 群体构建图谱。 

SRAP 标记具有物种通用性，其上、下游引物可两两搭配，用少量的引物可得到多个引物对（Li 

& Quiros，2001；孙佳琦 等，2010）。由于安祖花遗传背景复杂，基因组未被测序，SRAP 标记非常

适合其遗传多态性分析及图谱构建。 

本研究中利用 SRAP 标记以安祖花品种‘Pink Champion’×‘Dakota’的杂交 F1 代为材料，选

用 JoinMap4.0®软件的 CP 作图模型构建分子遗传连锁图谱，以期为安祖花遗传育种工作提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料及其基因组 DNA 提取 

选用中国农业科学院蔬菜花卉研究所百合课题组引自荷兰的两个安祖花（Anthurium andraeanum）

品种‘Pink Champion’与‘Dakota’为亲本材料，二者在株形、花色、叶形等性状上均存在较大差

异（图 1）。 

 

 

图 1  两亲本的株形、佛焰苞片及叶片 

Fig. 1  The plant appearance，spathes and leaves of parents 

 
2011 年 6 月进行授粉杂交，11 月收获杂交种子。2011 年 12 月对种胚消毒灭菌处理后，接种到
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培养基上进行育苗，3 个月后开始发芽。5 个月后长出高 1 ~ 2 cm 的小苗，待小苗长到 2.5 ~ 4.0 cm

时及时分株，避免污染或其他因素导致死亡，确保足够的群体数量。然后将其接种到生根培养基上

生长 1 个月，生根后移栽到苗盘无菌土中，定植于中国农业科学院蔬菜花卉研究所南口试验基地日

光温室中生长。共获得健壮生长的 F1 代植株 152 株，从中随机选取 94 个单株为作图群体。所有材

料均为二倍体。 

采集亲本及杂交后代的幼嫩叶片，采用 CTAB 微量法提取基因组 DNA，具体步骤参照孟鹤等

（2011）的方法。利用紫外分光光度计和 1%的琼脂糖凝胶电泳检测所提取的 DNA 浓度与质量。稀

释 DNA 至所需浓度（约 20 ng · μL-1），–20 ℃冰箱中保存待用。 

1.2  SRAP-PCR 反应体系及扩增程序 

SRAP 引物序列由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。反应体系为 20 μL，包括 3 μL DNA

模板（20 ng · μL-1），2 μL 10 × PCR buffer（含 Mg2+），1.6 μL dNTPs （2.5 mmol · L-1），上、下游引

物（10 μmol · L-1）各 0.6 μL，0.2 μL Taq polymerase（5 U · μL-1），12 μL ddH2O。 

PCR 扩增程序参照 Li 和 Quiros（2001）的扩增程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 1 min，35 

℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，共 5 个循环；94 ℃变性 1 min，50 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，

共 35 个循环；72 ℃延伸 10 min；最后于 4 ℃终止反应。 

扩增产物采用 8%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测。在 120 V 恒定电压下电泳 90 min，电泳后

银染，参考张志峰等（2005）的方法，银染后在胶片观察灯上观测电泳结果，并照相记录。 

1.3  连锁图谱的构建 

根据“双假测交”，亲本杂合的 F1 代群体可以视为 BC 群体或 F2 群体（章秋平 等，2011），将

电泳结果中清晰出现的多态性条带记为“1”，无带记为“0”，不清晰或缺失的带记为“–”。对 SRAP

标记从上到下分别统计，采用“引物名称 + 条带大小”命名。然后将统计的原始数据统一转换为

JoinMap4.0®软件中 CP 作图模型的数据格式。 

“CP”作图模型中的“CP”即“cross pollinators”，指由两个杂合基因型或一个杂合基因型与一

个纯合基因型二倍体亲本杂交产生的一类群体。 

本研究所采用的 F1 群体即属于这一类群体。在 CP 模型的数据文件中，可以兼容 1︰1 和 3︰1

的分离类型（高妍 等，2008）。 

根据标记在 F1 代中的分离类型，将多态性条带进行整理，首先对亲本间有差异的所有标记进行

卡方（χ2）测验，排除缺失数据过多或发生显著偏分离（P < 0.01）的位点，然后再将符合 1︰1 或

3︰1 分离的标记采用 JoinMap4.0®软件的 CP 作图模型作图。设置 LOD 值为 4.0，最大重组值为 0.4，

用 Create Groups Using the Groupings Tree 命令获得用于作图的组群，用 Calculate Map 命令建立每个

连锁群，最后使用 Combine Map 命令将连锁群图谱进行整合。 

2  结果与分析 

2.1  引物筛选 

首先用 740 对 SRAP 引物组合对双亲进行多态性筛选，初步选出带型清晰，综合效果好的引物

组合 209 对，再分别对亲本及 94 株 F1 代个体筛选，根据后代的分离情况，选出了扩增稳定、能够

用于图谱构建的 SRAP 引物 141 对。图 2 为引物 M5E7 对部分群体的标记分离情况。 
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图 2  引物 M5E7 的部分扩增结果 

M：Marker I；P1：母本；P2：父本；1 ~ 38：F1 代植株。 

Fig. 2  Parts of amplifications using primer M5E7 

M：Marker I；P1：Female parent；P2：Male parent；1–38：F1 individuals. 

2.2  标记的多态性和偏分离分析 

141 对引物扩增出 335 条多态性带。根据亲本基因型及其在子代中的分离方式，将这些多态性

条带分为 3 种类型进行统计。  

第 1 种是 lm × ll 基因型分离类型，即母本为杂合基因型 lm，父本为纯合基因型 ll，子代呈 1︰1

孟德尔分离比例。141 对引物中 109 对引物扩增出 194 个该类型带，占多态性带总数的 57.9%。平

均每对引物扩增的条带数为 1.78 条。 

第 2 种是 nn × np 基因型分离类型，即父本为杂合基因型 np，母本为纯合基因型 nn，子代呈

1︰1 孟德尔分离比例。141 对引物中有 81 对引物扩增出 115 个该类型带，占多态性带总数的 34.3%，

平均每对引物扩增的条带数为 1.42 条。 

第 3 种是 hk × hk 基因型分离类型，即双亲均为杂合基因型 hk，子代可能的基因型为 h-和 kk 或

hh 和 k-，呈 3︰1 或 1︰3 的孟德尔分离比例。141 对引物中有 22 对引物扩增出 26 个该类型带，占多

态性带总数的 7.8%。平均每对引物扩增的条带数为 1.18 条。 

利用 JoinMap4.0®软件对不同分离类型标记的偏分离情况进行了分析，结果如表 1 所示。 

 

表 1  SRAP 标记不同分离类型多态带的偏分离情况 

Table 1  Distorted segregation of different SRAP segregation patterns 

多态带类型  多态带位点  偏分离位点  百分率/% 

Segregation patterns Polymorphic bands  Distorted bands Percentage 

lm × ll 194 30 15.5 

nn × np 115 19 16.5 

hk × hk 26 0 0  

总计 Total 355 49 13.8 

 

2.3  分子遗传连锁图谱的构建 

将得到的 335 个多态性标记用 JoinMap4.0®软件的 CP 作图模型构建了一张分子遗传连锁图谱。

图谱包括 19 个连锁群，共 254 个标记位点，覆盖总图距 1 689.5 cM，位点间平均遗传距离为 6.65 cM，

连锁群平均长度为 88.9 cM（表 2，图 3）。每个连锁群平均包含 13.4 个位点，在 19 个连锁群中，位

点数最多的连锁群（LG1）含 43 个位点，位点数最少的连锁群（LG14、LG15、LG19）含 3 个位点。

各个连锁群长度在 7.6 ~ 187.2 cM 范围内，其中最长的连锁群 L2 覆盖图距为 187.2 cM，最短的连锁

群 LG19 覆盖图距为 7.6 cM。其中偏分离位点 81 个，占 24.2%。 
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图 3  基于 SRAP 分子标记的‘Pink Champion’×‘Dakota’遗传连锁图谱 

Fig. 3  Genetic linkage map of‘Pink Champion’×‘Dakota’based on SRAP markers 
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表 2  遗传连锁图谱中各连锁群的图距和标记分布 

Table 2  The genetic distance and distribution of markers in the linkage groups 

连锁群 长度/cM 总标记数 偏分离标记数 平均图距/cM 

Linkage group Distance Number of markers Number of distorted Average distance 

LG1 141.48 43 14 3.29 

LG2 187.21 38 2 4.93 

LG3 127.29 21 3 6.06 

LG4 141.92 21 1 6.76 

LG5 102.49 20 3 5.12 

LG6 143.09 14 3 10.22 

LG7 82.02 13 1 6.31 

LG8 70.17 10 1 7.02 

LG9 88.25 11 3 8.02 

LG10 75.16 9 0 8.35 

LG11 87.01 9 2 9.67 

LG12 81.81 6 0 13.63 

LG13 81.89 5 1 16.38 

LG14 35.94 3 0 11.98 

LG15 26.77 3 0 8.92 

LG16 88.75 11 3 8.07 

LG17 78.06 8 1 9.76 

LG18 42.50 6 0 7.08 

LG19 7.64 3 0 2.54 

合计 Total 1 689.50 254 38 6.65 

 

3  讨论 

作图群体大小影响所建图谱密度。方宣钧等（2001）认为，群体大小取决于所建图谱的目的，

若图谱用于精细定位或基因组序列分析，则它比建立一个分子框架连锁图谱所需群体大得多；群体

大小也取决于群体的类型，一般为 F2 > RI > BC1。本试验从 F1 大群体的 152 个植株中，随机选取了

94 个单株构成的小群体，基本满足连锁图谱的构建。 

2005 年之前的许多研究中，用于图谱构建的作图软件，如 Mapmaker 等不能整合不同分离类型

的标记，故均采用 BC 作图模型分别构建两亲本的遗传图谱。随着作图软件的不断发展，Stam 等

（2005）将 CP 作图模型引入 JoinMap®软件，可以把呈现 1︰1 和 3︰1 分离比例的位点同时导入，从

而直接得到一个整合的双亲共有的遗传连锁图谱。Porceddu 等（2002）的研究利用 BC 和 CP 模型

分别作图比较，发现“CP”图谱并未改变“BC”图谱的标记距离和顺序，能很好地整合双亲的“BC”

图谱。此后，许多应用 F1 群体进行图谱构建的研究，都采用该作图模型。高妍等（2008）利用该模

型构建了桃的遗传连锁图谱，整合了 1︰1 分离和 3︰1 分离的标记位点，提高了作图效率。国内外运

用 CP 作图模型对观赏植物进行作图的研究很少，本研究中充分利用了 F1 群体的多态数据，构建了

安祖花的分子遗传连锁图谱。 

标记的偏分离在作图过程中普遍存在（Gebhardt & Ritter，1989）。本研究中对标记的偏分离进

行分析，共发现了 49 个发生偏分离标记的位点，占多态性位点总数的 13.8%，在偏分离的条带中，

有 30 个条带偏向‘Pink Champion’亲本，19 个条带偏向‘Dakota’亲本。造成偏分离的因素以及

对偏分离位点的处理方式，国内外学者有许多不同见解，如孢子体及配子体选择、非同源重组、标

记类型、群体类型、环境因素等原因。标记在连锁图中的偏分离比例一般在 6.8% ~ 31.8%之间（王

晓武 等，2005），但大部分研究中一般不把偏分离标记位点用于遗传作图。然而近几年也有学者认

为那些偏分离不严重、表现稳定的标记也可用于作图，且并不影响作图效率和 QTL 定位（孙文英，



6 期                   于  翠等：基于 SRAP 分子标记的安祖花遗传连锁图谱的构建                  1157  

 

2008）。本研究中除去了发生偏分离标记的位点，可能也是制约高密度连锁图谱构建的原因。因此，

可在本试验基础上增大标记数量，开发新的标记类型或扩大群体数，进行图谱加密和整合。 

一个基本的连锁图谱要求连锁群上标记的平均间隔不大于 20 cM。Peltier 等（1994）利用 RAPD

和形态学标记构建了矮牵牛的连锁图谱，覆盖基因组长 262.9 cM，平均图距为 8.2 cM；Dunemann

等（1999）利用 239 个 RAPD，38 个 RFLP 和 2 个微卫星标记构建了北美杜鹃两个亲本的分子连锁

图谱，其中父母本分别覆盖基因组长 556 和 720 cM，平均图距分别为 3.1 和 4.3 cM；Debener 和

Mattiesch（1999）运用 305 个 RAPD 和 AFLP 标记构建了玫瑰的分子连锁图谱，两亲本分别覆盖基

因组长 326 和 370 cM，平均图距分别为 2.4 和 2.6 cM；Han 等（2002）利用 AFLP 标记构建了六出

花的连锁图谱，两亲本分别覆盖基因组长 306.3 和 605.6 cM，平均图距为 2.51 和 2.83 cM；黄翠娟

（1997）利用 RAPD 和 SSR 标记对梅花 F1 群体构建了分子框架连锁图谱，父、母本分别覆盖基因

组长 556.6 和 366.4 cM，平均图距为 23.2 和 22.9 cM。 

与前人的研究相比较，本研究中构建的安祖花连锁图谱，覆盖基因组长 1 689.5 cM，标记间平

均间距为 6.65 cM，已基本达到了连锁图谱的要求。但本图谱的饱和度不高，因为某些区域还有大

于 20 cM 的空隙，而且存在三联体连锁群（LG14、LG15、LG19）。另外，安祖花染色体数为 2n = 30，

其饱和遗传图谱的连锁群数应该为 15。本研究中构建的遗传图谱有 19 个连锁群，说明 SRAP 标记

在安祖花基因组上应用效率偏低，还存在空缺标记区。而且，所用标记数量和得到的标记位点过少，

会使正常分离的标记无法找到对应的连锁位点，从而降低作图效率（施季森和童春发，2006）。本试

验中所获得的总标记数量不多，可能是因为标记的偏分离或标记数量少未能使其连锁。 

此外，安祖花的株形、佛焰苞片颜色、花梗长度、叶形、抗病性、抗逆性等都是重要的观赏性

状，本研究中的群体植株目前尚处于幼年期，等重要观赏性状出现以后，有待于对控制重要性状的

基因进行定位，使安祖花从传统的表型选择到基因选择成为可能，从而加速分子育种进程。 
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