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摘　要：为进一步了解福建福安刺葡萄的遗传背景，寻找刺葡萄与欧亚种葡萄之间的遗传差异，本研究基于高

通量测序技术展开对福安刺葡萄基因组的分析，共得到测序数据８．４Ｇｂ，鉴定出３１９２４８４处非冗余遗传差异。

差异位点分布位置结果显示，３０．３４％的差异位于基因间区，３．６７％的差异位于基因外显子区。通过对比葡萄参

考基因组序列，共鉴定出刺葡萄基因组上存在１８６３２３７个同源ＳＮＰ、１２４４５９０个异源ＳＮＰ位点，表明本次测

序所用的福安刺葡萄有可能是异源二倍体。
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群中珍贵的野生种质资源，广泛分布于我国南方海

拔４００～１８００ｍ的山坡、沟谷疏林或灌丛中，在

野生葡萄中其浆果最大［１］，品质优良，产量高，鲜

食与加工兼用。福安刺葡萄为野生刺葡萄经人工驯

化而来，栽培历史较久［２］，对黑痘病、炭疽病、白

腐病等有较强的抗性，且耐高温高湿，适应性强，

是抗病、抗逆育种方面极其珍贵的种质材料，但目

前对福安刺葡萄基因组的研究尚为空白，抗病抗逆

特性尚未得到充分利用。

为了解刺葡萄遗传特点，本研究开展基于高通

量测序的福安刺葡萄基因组初步研究，比对分析刺

葡萄与欧亚种葡萄黑比诺［３－４］的遗传差异，有利于

了解刺葡萄的遗传背景及遗传演化过程，以期挖掘

刺葡萄优良抗性基因，推动对刺葡萄种质资源的开

发和利用。
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１　材料与方法

１１　试验材料

福安刺葡萄叶片，采自福安刺葡萄种植园。

１２　试验方法

１２１　测序文库构建、检测与高通量测序　超声

片段化刺葡萄基因组ＤＮＡ，以便获得４００～５００ｂｐ

的ＤＮＡ片段；将所述 ＤＮＡ 片段进行末端修复，

补平断口；再将所述ＤＮＡ片段加Ａ后与特定接头

相连，获得连接产物，筛选特定大小片段；最终利

用特异序列将所述目的片段进行ＰＣＲ扩增，获得

的扩增产物构成高通量测序文库。

Ｑｕｂｉｔ＠２．０测定 ＤＮＡ 浓度，Ａｇｉｌｅｎｔ２０００

ＤＮＡｃｈｉｐ检测文库插入片段大小，ＱＰＣＲ定量文

库浓度。最终稀释文库至合适浓度，ｃＢＯＴ自动成

簇，ｉｌｌｕｍｉｎａｒ２０００ＰＥ２５０模式双端测序。

１２２　高通量测序数据的处理　ｔｒｉｍ＿ｇａｌｏｒｅ检

测并去除测序数据中的ｉｎｄｅｘ和ａｄａｐｔｅｒ污染，保留

Ｑ２０测序数据，获得ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ。将ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ利

用ｂｏｗｔｉｅ２程序（ｈｔｔｐ：／／ｂｏｗｔｉｅｂｉｏ．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．

ｎｅｔ／ｂｏｗｔｉｅ２／ｉｎｄｅｘ．ｓｈｔｍｌ）比对至黑比诺葡萄参考

基因组 （ｖｉｎｉｆｅｒａ＿１４５＿ｇｅｎｏｓｃｏｐｅ．１２ｘ，ｈｔｔｐｓ：／／

ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｊｇｉ．ｄｏｅ．ｇｏｖ／ｐｚ／ｐｏｒｔａｌ．ｈｔｍｌ）。以生成

的比 对 ｂａｍ 文 件 为 输 入 文 件，ｆｒｅｅｂａｙｅｓ 程 序

（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ／ｅｋｇ／ｆｒｅｅｂａｙｅｓ）计算分析可

能存在的遗传多态性位点（ｓｍａｌｌｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ），

生成标准ｖｃｆ文件用于ＳＮＰＥＦＦ（ｈｔｔｐ：／／ｓｎｐｅｆｆ．

ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ／ＳｎｐＥｆｆ．ｈｔｍｌ）进一步解析。

２　结果与分析

２１　检测文库与高通量测序数据的质量检测

超声片段化基因组ＤＮＡ，吸附获得ＤＮＡ片

段，经检测使用片段化后ＤＮＡ构建的测序文库大

小符合预期，峰值位于５５０ｂｐ左右，呈现正态分

布，片段集中 （图１），达到ｉｌｌｕｍｉｎａｒ２０００测序要

求。

所构建刺葡萄基因组测序文库上机后，共获得

３３５０１２００条ｒａｗｒｅａｄｓ，８．４Ｇ数据量，Ｑ３０质量

指标０．９３８１，表明此次测序效果良好，数据可信

度高。若以葡萄基因组４７１Ｍ 大小为参考，则本

次刺葡萄基因组测序深度约为 １７．８Ｘ。使用

ｔｒｉｍ＿ｇａｌｏｒｅ后获得ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ约占ｒａｗｒｅａｄｓ的

９６．２％。

２２　刺葡萄高通量测序ｒｅａｄｓ比对情况分析

使用ｂｏｗｔｉｅ２比对刺葡萄ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ至黑比诺

图１　测序文库质量检测
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葡萄基因组，共有３４．７５％的ｒｅａｄｓ有且只有１个

位点精确配对，２３．７１％的ｒｅａｄｓ有多个位点的匹

配，４１．５４％的ｒｅａｄｓ没有匹配。

２３　刺葡萄基因组与葡萄基因组的遗传差异

以葡萄基因组序列为参考，刺葡萄基因组片段

化读长 （ｒｅａｄｓ）与之相比，存在 ＳＮＰ （ｓｉｎｇｌｅ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，单 核 苷 酸 多 态 性）、

ｉｎｄｅｌ （ｉｎｓｅｒｔ／， 插 入／缺 失 ）、 ＭＮＰ （ｍｕｌｔｉ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，多核苷酸多态性）差

异共计３１９２４８４处，平均每１５２ｂｐ存在１个差异

位点 （１ｖａｒｉａｎｔｅｖｅｒｙ１５２ｂａｓｅｓ），见表１。

表１　刺葡萄与葡萄基因组遗传差异

犜犪犫犾犲１　犌犲狀犲狋犻犮狏犪狉犻犪狀狋狊狅犳犞．犱犪狏犻犱犻犻犱犲狋犲狉犿犻狀犲犱犫狔犮狅犿狆犪狉犻狀犵

犵犲狀狅犿犲狊狅犳犵狉犪狆犲狏犪狉犻犲狋犻犲狊

染色体
染色体长度

／ｂｐ

遗传差异数

／个

遗传差异率／

（ｂｐ·差异－１）

１ ２３０３７６３９ １７２４３５ １３３

２ １８７７９８４４ １１０１７２ １７０

３ １９３４１８６２ １１２４６１ １７１

４ ２３８６７７０６ １７９２４７ １３３

５ ２５０２１６４３ １８３６８１ １３６

６ ２１５０８４０７ １７０９３６ １２５

７ ２１０２６６１３ １６１８５５ １２９

８ ２２３８５７８９ ２０２６８６ １１０

９ ２３００６７１２ １３７９１１ １６６

１０ １８１４０９５２ １１７７６６ １５４

１１ １９８１８９２６ １５３５８０ １２９

１２ ２２７０２３０７ １５９０１１ １４２
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（续上表）

染色体
染色体长度

／ｂｐ

遗传差异数

／个

遗传差异率／

（ｂｐ·差异－１）

１３ ２４３９６２５５ １６４８２１ １４８

１４ ３０２７４２７７ ２１０５１５ １４３

１５ ２０３０４９１４ １２０８７４ １６７

１６ ２２０５３２９７ １２６６１７ １７４

１７ １７１２６９２６ １３４４５４ １２７

１８ ２９３６００８７ ２１６９３２ １３５

１９ ２４０２１８５３ １４５９３３ １６４

１＿ｒａｎｄｏｍ ５６８９３３ ２９９５ １８９

３＿ｒａｎｄｏｍ １２２０７４６ ７８８３ １５４

４＿ｒａｎｄｏｍ ７６２３７ ５４３ １４０

５＿ｒａｎｄｏｍ ４２１２３７ ３２２４ １３０

７＿ｒａｎｄｏｍ １４４７０３２ ６７５８ ２１４

９＿ｒａｎｄｏｍ ４８７８３１ ７３７ ６６１

１０＿ｒａｎｄｏｍ ７８９６０５ ３４９７ ２２５

１１＿ｒａｎｄｏｍ ２８２４９８ １７５６ １６０

１２＿ｒａｎｄｏｍ １５６６２２５ ９３１５ １６８

１３＿ｒａｎｄｏｍ ３２６８２６４ １５６１６ ２０９

１６＿ｒａｎｄｏｍ ７４００７９ ３６５ ２０２７

１７＿ｒａｎｄｏｍ ８２９７３５ ４５９６ １８０

１８＿ｒａｎｄｏｍ ５１７０００３ ２７１３７ １９０

Ｕｎ ４３１５４１９６ １２６１７５ ３４２

Ｔｏｔａｌ ４８６１９８６３０ ３１９２４８４ １５２

其中位于基因间区的多态性位点约占总数的

３０．３４％，数目最大；其次是基因上游、下游区域，

分别为１８．７６３％和２０．８５４％；基因外显子、内含

子区比例为３．６７％、２４．０７１％ （表２）。

表２　不同基因区遗传差异所占比例

犜犪犫犾犲２　犘犲狉犮犲狀狋犪犵犲狅犳狏犪狉犻犪狀狋狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵犲狀犲狋犻犮狉犲犵犻狅狀狊

基因间区 ＳＮＰ位点
所占比例

／％

基因下游区 １１０４３１１ ２０．８５４

外显子区 １９４３３５ ３．６７０

内含子区 １２７４６９９ ２４．０７１

基因上游区 ９９３５７５ １８．７６３

基因间区 １６０６６４１ ３０．３４

以ＳＮＰ数据为参考，检测到刺葡萄基因组中

转换 （ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ，嘌呤之间替换或嘧啶之间替

换）数２６１６８９５，颠换 （ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎｓ，嘌呤和嘧

啶之 间 的 替 换）数 １４１０７３３，Ｔｓ／Ｔｖ 比 率

（ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ／ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎｓ）为１．８５５。同源ＳＮＰ

位点 （ｈｏｍｏｔｙｐｅＳＮＰ）１８６３２３７个，异源ＳＮＰ

位点 （ｈｅｔｅｒｏｔｙｐｅＳＮＰ）１２４４５９０个，ＳＮＰ分析

基因型结果表明试验用福安刺葡萄在多数等位位点

上存在不同的核苷酸类型，相同位置等位基因数最

大为２，故初步认为福安刺葡萄有可能为异源二倍

体的杂合体，但仍有待通过进一步试验进行验证。

３　讨论与结论

葡萄属包含圆叶葡萄亚属 ＭｕｓｃａｄｉｎｉａＰｌａｎｃｈ

和真葡萄亚属ＥｕｖｉｔｉｓＰｌａｎｃｈ。其中真葡萄亚属内

物种通常按原产地划分为欧亚、东亚和北美３个种

群，共７０余种，且属内种间可以自由杂交，不存

在遗传障碍［５］。目前，生产栽培的优良品种多属于

欧亚种、北美种及其杂交后代或栽培变种，优良经

济性状的有利基因在现有栽培种中已充分利用。作

为葡萄属中最大种群的东亚种群，在抗病、抗逆育

种资源方面蕴藏着不少珍贵的种质，刺葡萄就是其

中重要的种质资源之一。

刺葡萄植株强健，枝梢上密布直立或稍弯皮

刺，果皮厚，多籽，品质较好，产量高，与生产栽

培种相比，刺葡萄具有抗湿热、抗病性强［６］的优良

特性，因而越来越受到人们的重视与利用。自张浦

亭等［７］首次在江西玉山县发现由野生刺葡萄经驯化

栽培而成的 ‘塘尾’刺葡萄，研究者陆续利用本地

特色刺葡萄野生资源进行人工驯化栽培与优系选

育，得到了 ‘雪峰’［８］、 ‘紫秋’［９］、 ‘水晶’［１０］、

‘惠良’［１１］、 ‘福安’等刺葡萄品种，其在器官形

态、果实理化性状等方面存在差异［１２－１５］。其中，

福安刺葡萄为两性花类型，可自花结实［２］，本研究

采用高通量测序方法获得福安刺葡萄基因组，并与

欧亚种葡萄进行序列比对，结果显示福安刺葡萄异

源ＳＮＰ位点１２４４５９０个，且在多数等位位点上存

在不同的核苷酸类型，相同位置等位基因数最大为

２，表明福安刺葡萄有可能是异源二倍体，但仍需

进一步研究验证。由于闭花自交植物，随着繁殖代

数的增加，其纯合度高，这与本试验福安刺葡萄为

异源杂合体的结果不符，因此推测刺葡萄花器在原

始状态时为单性花，经异花授粉产生后代，遗传上

表现异源杂合特点，此后在人类选择栽培过程中，

野生葡萄由清一色的雌雄异株出现了雌雄同株［５］，

产生了两性花类型。焦健等［１６］在对刺葡萄两性花

类型的研究中，发现刺葡萄种内的两性花类型含有

仅存在于欧亚种葡萄的 ＶｖｍｙＢＡ１ａ基因，因此，
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刺葡萄两性花类型的出现是驯化过程的自然变异还

是混入欧亚种的遗传基因，也有待进一步研究。

刺葡萄属于葡萄属东亚种群，资源分布区域较

广，生态环境复杂多样，其种内变异多样性值得重

视。有学者对东亚种群主要野生种的初步研究表

明，其抗病性差异存在于类型间、株系间，表现为

复杂的种内多样性［５］。目前，有关刺葡萄的遗传研

究多集中于分子标记与聚类分析考量亲缘关

系［１７－１９］，种内与表型相关的特异基因差异尚不完

全明确。而本研究尝试利用高通量测序手段对刺葡

萄进行分析，有利于全面揭示刺葡萄遗传背景，深

入发掘和利用刺葡萄种质资源中的特异基因。
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