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基于烟草叶绿体基因组和线粒体基因组 

SSR 标记的烟属植物遗传多样性分析

曾建敏，陈学军，吴兴富，焦芳婵，肖炳光，李永平，童治军

云南省烟草农业科学研究院，烟草行业烟草生物技术育种重点实验室，国家烟草基因工程研究中心，昆明 650021

摘　要：利用本实验室前期开发的烟草叶绿体基因组和线粒体基因组 SSR 标记，对属于 3 个烟草亚属、9 个组共 35 份野生烟草

种质资源进行了遗传多样性分析。利用 20 对 SSR 引物在 35 份野生烟草材料中共扩增获得 176 个多态性条带，每对 SSR 引物可

检测的多态性条带数为 2~19 个，平均为 8.8 个。35 份材料间遗传相似性系数（GS）在 0.20~1.00 之间，平均为 0.57，表明烟属

种间的遗传多样性丰富，遗传差异较大，亲缘关系较远。虽然 3 个亚属间的界限不明显，但在适当的遗传相似性系数条件下，除

香甜烟草组外，35 份野生烟草按其组可清晰地聚为 7 类，表明 2 种细胞器基因组 SSR 标记适合用于烟草种间进化、分类、遗传

分析等方面研究。
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烟草在植物分类学上属于茄科（Solanaceae）、

烟草属（Nicotiana），其起源于美洲、大洋洲、南太

平洋上一些岛屿及近代非洲 [1-2]。根据其原产地、植

物学形态特征、染色体数目、染色体形态结构、染

色体联会特点、种间杂交的可能性、种间杂种育性

等，美国学者 Goodspeed 将烟草属分为黄花烟亚属

（Rustica）、普通烟亚属（Tabacum）和碧冬烟亚属

（Petunioides）3 个亚属、14 个组、60 个种 [3]。随后，

人们对 Goodspeed 的工作进行了大量深入研究并做了

修正与扩充，1994 年，日本烟草产业株式会社对烟

草属 66 个种进行了系统的分类 [4]，2004 年，Knapp
认为烟草属有 76 个种 [5]。而种植的烟草只有 2 个种，

即普通烟草和黄花烟草，因育种工作者过度依赖少数

骨干亲本，造成普通烟草（尤其是烤烟）栽培品种间

的遗传背景越来越趋同、遗传基础愈来愈狭窄、可利

用的种质资源也越来越匮乏 [6-7]。

早期，因基因组信息匮乏，在分子水平上对烟

草遗传育种的研究进展缓慢，主要局限于随机引物

扩 增 长 度 多 态 性（Random Amplified Polymorphic 
DNA，RAPD）[8-10]、扩增片段长度多态性（Amplified 

Fragment Length Polymorphic，AFLP）[11-13]、 序 列

相关扩增多态性标记（Sequence Related Amplified 
Polymorphism，SRAP）[6] 和 区 间 简 单 序 列 重 复

（Inter-Simple Sequence Repeats，ISSR）[6,14] 等 非 特

异性的分子标记。这些非特异性的分子存在标记稳定

性差、多态性低、操作复杂、重复性差、标记显性，

且应用成本较高等缺点。SSR 标记克服以上缺点，

但因缺乏足够的烟草基因组信息，直到 2007 年，首

张 SSR 标记的烟草遗传连锁图谱才公布，使得基于

SSR 标记的烟草种质资源亲缘关系（遗传多样性）的

研究方兴未艾，但这些研究均集中在烟草的栽培品种

上 [15-19]。作为细胞器的叶绿体和线粒体基因组在植物

种属间具有很高的保守性，因此，细胞器基因组 SSR
不仅具有核基因组 SSR 标记的共显性、重复性好等

固有特点，而且还具有很好的种属通用性 [20]，继而

被广泛应用于物种的起源、进化、分类及种质资源多

样性分析等研究领域 [21-23]。迄今，基于烟草细胞器基

因组 SSR 标记对野生烟草种质资源的研究在国内外

尚未见报道。因此，利用烟草叶绿体基因组和线粒体

基因组SSR标记对野生烟草种质资源进行遗传分析，
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在促进烟草属内各近缘种遗传研究的发展、挖掘和利

用烟草野生种的优良基因、拓宽烟草栽培种质的遗传

基础等方面就显得十分迫切和重要。

本研究利用本实验室前期公布的烟草细胞器基因

组 SSR 标记 [24]，对属于 3 个烟草亚属、9 个组的 35
份野生烟草种质资源的亲缘关系进行研究，旨在为从

分子水平上对野生烟草种质资源的研究、利用奠定理

论基础。

1　材料与方法

1.1　材料

试验所用的 35 份野生烟草种质资源由云南省烟

草农业科学研究院、中国烟草育种研究（南方）中

心提供，其中，黄花烟亚属 1 个组包含了 4 份材料

（W01~W04）；普通烟亚属 1 个组包含了 6 份材料

（W05~W10）；其他 25 份材料（W11~W35）属于

碧冬烟亚属的 7 个组。35 份野生烟草材料的详细信

息见表 1。

表 1 35 份供试材料在烟草属的分类信息

Tab.1 Classification information of 35 materials in genus Nicotiana

编号 Code 种
Species

体细胞染色体数目 2n
Chromosome numbers

组
Section

亚属
Subgenus

W01
W02
W03
W04

N.cordifolia
N.paniculata

N.glauca
N.benavidesii

2n=24
2n=24
2n=24
2n=24

Paniculata
圆锥烟草组

Rustica
黄花烟

W05
W06
W07
W08
W09
W10

N.tomentosa
N.tomentosiformis

N.otophora
N.kawakamii
N.glutinosa
N.setchellii

2n=24
2n=24
2n=24
2n=24
2n=24
2n=24

Tomentosae
绒毛烟草组

Tabaccum
普通烟

W11 N.trigonophylla 2n=24 Trigonophyllae
沙漠烟草组

Petunioides
碧冬烟

（矮牵牛烟）

W12 N.undulata 2n=24 Undulatae
波叶烟草组

W13
W14
W15
W16
W17

N.sylvestris
N.forgetiana
N.longifoor

N.plumbaginifolia
N.alata

2n=24
2n=18
2n=20
2n=20
2n=18

Alatae
花烟草组

W18
W19
W20

N.repanda
N.stocktonii
N.nesophila

2n=48
2n=48
2n=48

Repandae
浅波烟草组

W21
W22

N.petunioides
N.noctifoor

2n=24
2n=24

Noctifoora
夜花烟草组

W23 N.benthamiana 2n=38 Nudicaules
裸茎烟草组

W24
W25
W26
W27
W28
W29
W30
W31
W32
W33
W34
W35

N.excelsior
N.africana
N.velutina
N.fragrans
N.ingulba

N.goodspeedii
N.rotundifolia

N.gossei
N.debneyi

N.suaveolens
N.occidentalis

N.exigua

2n=38
2n=46
2n=32
2n=48
2n=40
2n=40
2n=44
2n=36
2n=48
2n=32
2n=42
2n=32

Suaveolentes
香甜烟草组
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1.2　方法

1.2.1　烟草基因组 DNA 提取　

35 份供试野生烟草材料基因组 DNA 的提取、纯

化和稀释，参照梁景霞等 [25]的CTAB大量法略作修改。

其中将 65℃水浴时间延长至 60 min，将离心转速提

高至 12000 rpm，以提高烟草基因组 DNA 的得率和

纯度。

1.2.2　烟草叶绿体基因组和线粒体基因组 SSR 引物　

在本实验室前期公布的烟草细胞器基因组 SSR
引物中 [24]，选取能够扩增出条带清晰、重复性好且

在野生烟草中具有较好多态性的 SSR 引物各 10 对，

引物的详细信息见表 2。

表 2 烟草叶绿体基因组和线粒体基因组 SSR 引物序列信息

Tab. 2 Information of SSR primer pairs in chloroplast genome and mitochondria genome of Nicotiana

编号
code

上游引物序列（5’ to 3’）
Forward sequence

下游引物序列（5’ to 3’）
Reverse sequence

重复基序
motifs

退火温度 /℃
Temp/℃

产物长度 /bp
Product size/bp

Tcp034 AACCCAATCAAAAGGGAAGA ATCCTATGTCGCCAAAATGC (AT)14 58 164

Tcp067 TGGAGCATTCCAAAAACTTG CCGGATAAAGAACGAACAAGA (AT)17 60 178

Tcp071 CGTTCCGCCTTAGAGAGAAG GATCTTAGGCCCTGACTCACC (AC)13 60 226

Tcp085 CAGCCTCGGTAAAGTCCATC TTGTTTTTGGGAGGTTGGAA (ATT)10 60 203

Tcp089 TCCGCCCCCTATATATTTGA TTGGTGGGATAAGAGGATTAGC (AAT)11 60 166

Tcp097 TGGTTGTTGCGAATAGCGTA ATCAAGAGGGCGTACCACTG (CTA)9 55 148

Tcp101 TGCACGGTTTTGAATGAGAG TGCCATTCGTTTGATGAGAA (AATC)7 58 176

Tcp123 ACATCTGCCCTTTCTCAACG CAGAAGGGAAGAACTTGCATC (ACCTA)7 60 218

Tcp129 TCTGATGGGTCCAACAAACA TGAAGCGCATAATTGGTTGA (CAATCG)5 60 234

Tcp133 CCATTCATGAACATCACAGCA CCTTTTCCTTGGGATTGGTT (CTATGA)5 60 206

Tmp006 GCGACGAAATGGAAGTTTCT CGGCAACTGGTGGTTTTT (TA)11 60 162

Tmp032 TCAATTGGCACAAAGCTCAA AATGCCCAGGGTTTTCTTG (TA)13 60 180

Tmp037 GAAAGCGATCAAATGGGTGT GCCACCCTCAATGTTCTTGT (AT)9 60 200

Tmp056 CACCTCCTCCACACAAAACC GTTCGCACGATTCAGTTCAA (ATA)7 55 179

Tmp059 TAGAGGCGTTGGCTCTCACT AGGATTGGTATTGCGTGAGG (AAT)8 55 210

Tmp095 TCAATTGGCACAAAGCTCAA AATGCCCAGGGTTTTCTTG (ACT)6 57 118

Tmp103 TCGTACAAGGCTCACAGGAA TTCACTAGCAGATTCGACGTTC (AAAC)5 60 135

Tmp104 GTTAAATCCGCCCAACAAAA TCAGCATAGGTGATCATGTCG (CAGGA)6 60 186

Tmp107 GGATTTGCTCTTGCCACTTC GGCAAAGCTCTCAACACCTC (GCAAGA)5 60 146

Tmp111 AGAGGCTGATCTTTGCAGGA CACCTCCAAGGTGATGGTCT (CAACGG)5 55 176

1.2.3　PCR 扩增分析　

烟草叶绿体基因组和线粒体基因组 SSR 引物的

PCR 扩增及扩增产物的 6% 非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳检测，参照李绪英等 [24] 的方法进行。

1.2.4　数据处理　

参照李岩等 [26] 的方法，对 PCR 扩增产物的检

测结果进行统计、整理。根据 Nei 等 [27] 提供的公式

计算 35 份野生烟草材料间的遗传相似系数（Genetic 
similarity coefficient , GS）， 利 用 NTSYSpc Version 
2.11 软件 [28] 进行聚类分析，并构建分子进化系统树。
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2　结果与分析

2.1　烟草叶绿体基因组和线粒体基因组 SSR标记的

多态性分析

烟草叶绿体基因组和线粒体基因组 SSR 引物均

能稳定的扩增出清晰、大小与预期片段相符的条带

（图 1）。20 对 SSR 引物在 35 份野生烟草材料中共

扩增获得 176 个多态性条带，每对 SSR 引物可检测

的多态性条带数为 2~19 个，平均为 8.8 个。其中，

10 对基于烟草叶绿体基因组开发的 SSR 引物在 35 份

野生烟草材料中共扩增得到 59 个多态性条带，每对

SSR 引物可检测的多态性条带数为 2~13 个，平均为

5.9 个。10 对烟草线粒体基因组 SSR 在供试的 35 份

野生烟草中共扩增出 117 个多态性条带，每对引物可

检测 3~19 个多态性条带，平均为 11.7 个。可见，基

于烟草叶绿体基因组和线粒体基因组序列开发的 SSR
标记在检测野生烟草基因组遗传多态性上有很高的检

出效率。

 

图 1 引物 Tcp067 在 35 份野生烟草中的电泳结果

Fig. 1 PCR products of SSR primer Tcp067 on non-denaturing PAGE by silver staining in 35 wild Nicotiana species 

2.2　35份野生烟草种质的遗传相似性分析

遗传相似性分析结果表明，参试的 35 份烟

草野生资源的遗传多样性丰富，相似性系数在

0.20~1.00 之间，变化范围较大，平均为 0.57（表

3）。 其 中，N.suaveolens（W33） 与 其 他 34 份 烟

草材料间的遗传相似性系数最高，平均为 0.86；而

N.africana（W25）与其余 34 份烟草材料间的遗传

相似性系数最低，平均为 0.23。同属于香甜烟草组

（Suaveolentes） 的 N.gossei（W31） 和 N.suaveolens
（W33）间的遗传相似性系数最大，达到 1.00；

同 属 于 圆 锥 烟 草 组（Paniculata） 的 N.paniculata 
（W02）和 N.benavidesii（W04），及同属于香甜

烟草组（Suaveolentes）的 N.occidentalis（W34）与

N.gossei（W31）和 N.suaveolens（W33）间的遗传

相似性系数均高达 0.98；而 N.africana（W25）分别

与 N.paniculata（W02）、N.benavidesii（W04）、

N.tomentosa（W05）、N.tomentosiformis（W06）、

N.otophora（W07）和 N.kawakamii（W08）间的遗传

相似性系数最低，为 0.20。

300 bp

200 bp

100 bp

300 bp

200 bp

100 bp
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2.3　35份野生烟草种质的聚类分析

从 UPGMA 法聚类结果（图 2）看出，供试的 35
份野生烟草资源并未完全按照经典的三个亚属（黄花

烟亚属（Rustica）、普通烟亚属（Tabaccum）和 碧
冬烟亚属（Petunioides）进行分类，即在分子水平上，

无法将参试的 35 份野生烟草材料清晰的划分为各自

所属的亚属，但各个不同的组（section）却能较好的

区分开。在相似性系数为 0.50 处，可将新发现于非

洲的野生烟 N.africana（W25）与剩余的 34 份材料划

分开，而剩余的 34 份材料在适当的遗传相似性系数

处，则能很清晰的聚为 10 个组，但 3 个亚属间的界

限却不明显。在聚类所获得的 10 个烟草组中，除香

甜烟草组（Suaveolentes）外，其余 7 个组与传统的

分组相吻合。

图 2 35 份野生烟草材料的聚类分析树状图

Fig.2 Dendrogram derived from UPGMA cluster analysis of 35 wild tobacco materials

3　讨论

3.1　基于烟草叶绿体基因组和线粒体基因组 SSR标

记的野生烟草资源研究

在分子水平上对烟草种质资源遗传多样性的研

究报道较多，但绝大部分的研究集中在 RAPD、

AFLP、SRAP 和 ISSR 等非特异性标记对属于普通烟

亚属栽培种间的亲缘关系分析 [6,8-14]。利用特异性的

SSR 标记对烟草种质的研究报道始于 2007 年，之后

应用广泛，如烤烟 [17]、栽培烟草 [18] 亲缘关系分析，

赤星病抗、感烟草资源区分 [22]，但核基因组 SSR 标

记在烟草种间的可用率极低 [16]。

迄今为止，尚未有利用烟草叶绿体基因组和线粒

体基因组 SSR 标记对野生烟草种质资源进行遗传多

样性分析的研究。本研究利用 10 个烟草叶绿体基因

组 SSR 标记和 10 个烟草线粒体基因组 SSR 标记，

在 35 份野生烟草种质资源（35 个野生烟草种）中分

别扩增出 59 和 117 个多态性条带，每个 SSR 标记可

检测的多态性条带数分别为 2~13 和 3~19 个，平均

为 5.9 和 11.7 个，且 20 个 SSR 标记在 35 个野生烟

草种间均能进行有效的 PCR 扩增。两种细胞器基因

组 SSR 标记在 35 个野生烟草种间的多态率（多态性

SSR 标记数目 / 总 SSR 标记数目 ×100）及每个多态

性 SSR 标记可检测的多态性条带数差异较大，烟草

线粒体基因组 SSR 标记具有更高的效率，多态率约

为叶绿体基因组 SSR 标记的两倍。虽然叶绿体和线

粒体内各自含有一套不同于细胞核且具有相对独立的
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遗传物质，但绿色植物协同进化过程中，叶绿体能够

使维持自身基本功能的许多遗传物质以母性遗传的方

式较好保留下来，比线粒体种属间的保守性更强。由

此可见，叶绿体基因组和线粒体基因组在生物的种属

间均具有很强的保守性，其在烟属种间具有丰富的遗

传多样性，这两种细胞器基因组 SSR 标记也比细胞

核基因组 SSR 标记具有更强的种属通用性，基于烟

草细胞器基因组 SSR 标记在种间或更高分类级别上

对烟草遗传育种领域的研究是可行的。

3.2　基于烟草叶绿体基因组和线粒体基因组 SSR标

记的野生烟草种聚类分析

在分子水平上，对烟草属内 66 个种的起源、进

化及亲缘关系的研究报道已有很多。如 Aoki 等 [29] 利

用烟草叶绿体 matK 基因序列证实了烟草祖先种染色

体基数为 n=12，且起源于南美洲。Chase 等 [30] 利用

核糖体 DNA 转录间隔区（ITS）并结合基因组原位

杂交（GISH）方法，对烟草属内 66 个种进行系统发

育及属内杂交种起源研究。Clarkson 等 [31] 利用烟草

内含子 trnL、间隔子 trnL-F 和 trnS-G、基因 ndlF 和

matK 等质体 DNA 序列的聚类结果表明，N.tabacum
起源于南美洲的南部。随后，Clarkson 等 [32] 研究表

明，利用低拷贝的核基因序列寻找多倍体的祖先种非

常有用。对野生烟草种的聚类分析大多采用 AFLP 标

记 [33]、核基因组 SSR 标记 [16] 等。本研究利用烟草叶

绿体基因组和线粒体基因组 SSR 标记 [20]，对 35 份野

生烟草材料进行分类，但结果与以形态特征和生化表

型为基础的系统分类存在一定的出入，同一亚属的野

生烟草种并未聚在一类，而同一组（除香甜烟草组）

的野生烟草材料却能在适当的遗传相似性系数下清

晰的划分在一起。香甜烟草组（Suaveolentes）中的

12 份材料（W24~W35，见表 1）则被划分成 3 个部

分， 即 N.velutina（W26） 和 N.rotundifolia（W30）
为一组， N.fragrans（W27）和 N.debneyi（W32）为

一组，剩余的 8 份材料为一组。此外，本属于该组

的 N.africana（W25）则被单独归为一类，而属于裸

茎烟草组（Nudicaules）的 N.benthamiana（W23）则

被归为香甜烟草组（Suaveolentes）。该结果与 Moon
等 [16] 基于烟草核基因组 SSR 标记的研究结果一致，

而与李凤霞等 [33] 基于 AFLP 标记的研究结果截然不

同。究其原因：1）可能是烟草属 3 个亚属下的分组

在现有的研究中差别较大，以形态特征为基础的传统

分类方法将烟草属分为 14 个组 [1,3]，而以植物细胞核

和质体基因组区域特点为依据的分类方法将烟草属分

为 13 个组 [2,4]，且组内的成员也存在较大差异。2）

可能是烟草属内的各个种多数是通过复杂的组间杂交

而形成的 [1-5]，各个种之间的亲缘关系错综复杂。3）
可能是分子标记的不同而导致聚类分析结果的不同。

比如 AFLP 标记，受限制性内切酶种类等选择性因素

的制约，不能在 DNA 水平上全面、真实地揭示出个

体间的差异，导致其在聚类分析中的结果不如 SSR
标记的准确 [34-36]。

综上所述，细胞器基因组 SSR 标记不仅具有核

基因组 SSR 标记的特异、稳定、可重复、共显等固

有优点，且还具有较高的种属通用性，因而更适合在

种间或更高分类级别上对烟草属的起源、进化、分类

及种质资源多样性分析等进行研究；但因其在同一物

种内（种内）各品种间的遗传多态性检测效率极低而

不适合种内聚类分析研究。
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Genetic diversity analysis of genus Nicotiana based on SSR markers in chloroplast genome 
and mitochondria genome

ZENG Jianmin，CHEN Xuejun，WU Xingfu，JIAO Fangchan，XIAO Bingguang， LI Yongping，TONG Zhijun
Yunnan Academy of Tobacco Agricultural Sciences, Key Laboratory of Tobacco Biotechnological Breeding, National 

Tobacco Genetic Engineering Research Center, Kunming 650021, China

Abstract：Based on SSR markers in chloroplast genome and mitochondrial genome of tobacco, genetic diversity of 35 wild tobacco 
germplasm belonging to 3 subgenus and 9 sections was first analyzed in this study. 20 primer pairs were selected from 764 tobacco 
organelle genomic SSR markers which were previously developed by lab. A total of 176 polymorphic bands were amplified in 35 wild 
Nicotiana species using 20 SSR primers, and the number of polymorphic bands detected by each SSR primer ranged from 2 to 19, with an 
average of 8.8 polymorphic bands per marker. Genetic similarity coefficient (GS) among the 35 wild Nicotiana species ranged from 0.20 
to 1.00, with an average of 0.57, which indicated the genetic variation of the 35 wild Nicotiana species was quite large and the genetic 
diversity was much abundant in Nicotiana genus. Except for Suaveolentes section, the 35 wild Nicotiana species were clustered into 7 
categories by an appropriate genetic similarity coefficient, while the boundary of three subgenus was not obvious. Results indicated that 
two kinds of tobacco organelle genomic SSR markers in this study are suitable for the evolution, classification, and genetic analysis among 
different tobacco species.
Keywords： wild tobacco; genetic diversity; simple sequence repeat (SSR) markers
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