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摘要：采用表型性状分析结合 RAPD 技术对 9 个浙江省优良农家柿树品种 40 个单株进行分析，从形态学和遗传

学两方面说明其遗传变异特征和本质，表型形状聚类结果表明，以 1.5 的相似系数值作为划分标准，可以将 9 个

品种划分为 2 类；利用 RAPD 相似系数矩阵按 UPGMA 进行聚类分析，其结果与表型形状聚类结果基本一致。。 
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Abstract：40 Diospyros kaki trees of 9 cultivars were selected in Zhejiang province for analyzing their genetic relationship by phenotypic character 

and RAPD. Cluster analysis on phenotypic characters resulted that 9 cultivars could be divided into two groups when similarity coefficient was 1.5. 

UPGMA on similarity coefficient matrix of RAPD had similar result with cluster analysis. 
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柿（Diospyros kaki）为柿科（Ebenaceae）柿属（Diospyros）植物，落叶乔木，果实具有较高的营养价值，

且经济效益高、寿命长。浙江省是柿树栽培大省，柿的栽培历史久、分布范围大，柿树资源丰富，但柿树种内

变异极为丰富，芽变品种多，在长期引种和栽培过程中，同物异名和同名异物现象严重，品种间的亲缘关系不

甚明了，严重影响了柿优良品种的推广、育种亲本的选配和栽培适地的选择[1~3]。传统的鉴别方法存在一定的局
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限性，分辨率不高。 
品种（系）鉴定与分类是DNA分子标记应用最早的领域之一。DNA分子标记技术直接从DNA分子水平上对

果树品种（系）进行鉴定和分类，具有不受环境、取样部位和发育阶段的影响，检出的多态位点是无限的优点，

较之根据形态学、园艺学和生理学特征进行分类鉴定的方法，准确性更强，效率更高，信息量更大，近几年已

得到广泛应用。其中，RAPD（Random Amplified Polymorphic DNA）即随机扩增多态DNA技术，是建立在聚合

酶链式反应（Polymerase Chain Reaction，PCR）技术基础上、继限制性片断长度多态性（Restriction Fragment Length 
Polimorphism，RFLP）标记技术之后发展起来的一种DNA多态标记技术，它无需预先知道基因组序列，无需使

用同位素或其他放射性标记，在病原微生物的分型鉴定、物种的亲缘关系分析、遗传育种研究和特异表达基因

的克隆与鉴定等诸方面得到了迅速而广泛的应用[4~5]。根据近几年的研究统计，采用RAPD技术对果树品种鉴定

的树种已涉及无花果、香蕉、杏、柑橘、柿、葡萄、苹果梨、梅、板栗、油橄榄、龙眼、核桃、枣等[6~11]。 
本研究采用形态指标观察、描述、测定的方法，结合 RAPD 技术对 9 个浙江省优良农家柿树品种/类型 40

个个体的形态特征和 RAPD 扩增带进行了研究，从形态学和遗传学两方面说明其遗传变异特征和本质，为浙江

省柿树品种/类型的鉴定提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
在收集浙江省柿树种质资源分布资料和实地勘察的基础上，于 2006 年选择了 9 个浙江省农家柿树品种/类

型，40 个单株进行采样。分别为：淳安千岛湖无核柿（QD）6 个优良单株 、兰溪大红柿（LX）5 个优良单株、

永康方山柿（YK）5 个优良单株、永康柿枣（YK6）1 株、天台朱红柿砧木（TT1）1 株、天台朱红柿（TT）3
个优良单株、永嘉东皋柿（DG）6 个优良单株 、玉环长柿（YH）7 个优良单株、杭州蒋村扁花柿（JC）6 个

优良单株（表 1）。 

表 1  实验材料 
Table 1  Experimental materials 

来源 表型测定分析（33 个单株） RAPD 分析（40 个单株） 
千岛湖（QD） QD1、QD2、QD3、QD4、QD5、QD6、QD7 QD1、QD2、QD3、QD4、QD6、QD7 
兰溪（LX） LX1、LX2、LX3、LX4、LX5 LX1、LX2、LX3、LX4、LX5 
永康（YK） YK1、YK2、YK3、YK4、YK5、YK6 YK1、YK2、YK3、YK4、YK5、YK6 
天台（TT） TT1、TT2、TT3、TT4 TT1、TT2、TT3、TT4 
玉环（YH） YH1、YH2、YH3、YH4、YH5、YH6、YH7 YH1、YH2、YH3、YH4、YH5、YH6、YH7 
永嘉东皋（DG） DG1、DG2、DG3、DG4 DG1、DG2、DG3、DG4、DG5、DG6 
杭州蒋村（JC）  JC1、JC2、JC3、JC4、JC5、JC6 

在每个优良单株东、南、西、北 4 个方向的中、上部随机采取 5 ~ 8 个果实；随机采集成熟叶片不少于 30
片，压制成标本，带回实验室立即进行测量。 

采集秋稍徒长枝上的叶片和树冠外围生长健壮、无病虫害枝条上刚展开的幼枝，放入冰盒带回实验室，于

－20℃低温保存备用。 

1.2  试验方法 
1.2.1  形态鉴定 
1.2.1.1  表型性状测定  主要选择相对稳定、比较容易测量的表型性状 8 个，分别为叶片长、叶片宽、叶柄长、

果实长、果实宽、果柄长、单果重、果体积。根据叶片长、宽与果实长、宽分别计算出叶片长宽比和果实长宽

比。 
叶片宽、叶柄长、果柄长用直尺测定，测量精度为 0.1 cm；果实长、果实宽用游标卡尺测定，测量精度为

0.1 mm；单果重用电子天平测定，测量精度为 0.01 g；果体积用等体积转化法（等体积转换法是根据被测物密

度不小于水的特点用大量器盛满水，将被测物放入盛满水的大量器，用量器测量溢出水的体积即为被测物的体

积）测定，测量精度为 0.1 cm3。 
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1.2.1.2  数据分析  应用 SAS7.0 进行方差分析及聚类分析。 

1.2.2  分子标记 RAPD 鉴定 
1.2.2.1  DNA的提取和纯化  采用改良的SDS-CTAB法[12~13]提取样品DNA，纯化采用MagaZorb试剂盒。用 1.5%
琼脂糖凝胶电泳检测，自动凝胶成像系统（BIO-RAD）观察拍照，并用紫外分光光度计测定DNA样品的浓度。 
1.2.2.2  引物的筛选  实验所用的 RAPD 随机引物购自上海生工生物公司。引物的筛选首先是用两个柿树 DNA
模板对 200 条寡核甘酸引物进行第 1 次筛选，选出有扩增带且谱带清晰的引物。然后再进行第 2 次筛选，最后

选出多态性强、扩增条带清晰的引物用于样品 RAPD 分析。 
1.2.2.3  RAPD-PCR反应体系优化设计  参照Martins等的方法[14]并略加修改，最终反应体系为 20 µL，包括 51 
ngDNA模板，25 mol/L MgCl2，200 µmol/LNTP，0.5 µmol/L Primer，1.0U（5U/µL）Tap聚合酶。最佳扩增反应

条件为 94℃预变性 3 min；94℃变性 30 s，36℃退火 45 s，72℃延伸 1 min，35 个循环，最后 72℃延伸 7 min，
4℃保存。PCR产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，用自动凝胶成像系统（BIO-RAD）观察拍照。 
1.2.2.4  RAPD-PCR 电泳结果的记录  通过一系列 RAPD 基本程序的操作后，即得到 RAPD 谱带，对谱带进行

分析。为了便于对 RAPD 电泳结果进行分析，需将 RAPD 标记的结果（即谱带）转换成数字形式。对于 RAPD
标记，只记录具有多态的谱带，对于扩增条带的有或无，一般认为强反应带和重复出现的弱带应记为“1”，而

不重复出现的弱带和没有条带的记为“0”，模糊不清或无扩增产物即缺失时记录为“-”，按此方法记录即可

得到 RAPD 反应的原始数据。 
1.2.2.5  分析方法  在计算机上用Gel-pro 32 analyzer软件处理所有的RAPD产物电泳带谱，把带的有无记录转化

为二元数据矩阵，经NTSYS-pc（Applied Biostatistics Inc. 2.1）程序计算，得出UPGMA聚类分析结果[15]。 

2  结果与分析 

2.1  供试验材料形态学鉴定结果 
采集淳安千岛湖无核柿（QD）、兰溪大红柿（LX）、永康方山柿（YK）、永康柿枣（YK）、天台朱红柿

（TT）、红朱柿砧木（TT1）、永嘉东皋柿（DG）、玉环长柿（YH），共 40 个单株的种实等试材，果实颜色、

形状、果核平均数见表 2。 

表 2  果实颜色、形状、单果果核数 
Table 2  Colour, shape and seeds of persimmons collected from Zhejiang province 

性状 QD LX YK TT DG YH 
果实颜色 橙红色 橙红色 橙黄色 橙红色 橙黄色 橙红色 
果实形状 长圆形、果柄端粗 扁圆形 扁圆形 扁圆形 长圆形、尾端尖 长圆形，尾端凹
单果果核数/个 1.3 4.3 1.8 1.8 1.7 0.6 

果实颜色上，QD、LX、TT 和 YY 颜色为橙红色，YK 和 DG 颜色为橙黄色；果实形状上，QD、DG 和 YY
形状为长圆形，LX、YK 和 TT 形状类似为扁圆形；从果核来看，YH 最少平均 0.6 个，试验中发现个别单株基

本无核或仅有 1 核，QD 称为“无核柿”，相对 YH 还是较多，平均为 1.3 个，YK、TT 和 DG 平均果核数接近，

分别为 1.8 个、1.8 个和 1.7 个，LX 平均果核最多为 4.3 个。 
对采集的浙江优良柿树单株的叶长、叶宽、叶长宽比、叶柄长、果长、果宽、果长宽比、果柄长、果体积、

果质量、果密度、可溶性固形物、蛋白质、可溶性总糖等 14 个性状进行聚类分析，结果如图 1。 
在图 1 中，以 1.5 的相似系数值作为划分标准，可将供试柿树单株划分为 2 大类，即 QD6、TT1 和 YK6 为

一类，其余的归为一类。 
以 1.0 的相似系数值作为划分标准，可将供试柿树单株划分为如下 5 组： 
第 1 组：YK6；第 2 组：TT1；第 3 组：DG6；第 4 组：DG4、DG3、DG2、DG1；第 5 组：YH4、TT3、

TT2、YK5、YH7、YH6、YH5、YH2、YH1、YH3、TT4 、YK2、YK4、YK3、YK1、LX4、LX3、LX5、LX2、
LX1、QD5、QD3、QD4、QD2、QD7、QD1。 

以 0.5 的相似系数值作为划分标准，可将供试柿树单株划分为 17 组：第 1 组：YK6；第 2 组：TT1；第 3
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组：DG6；第 4 组：DG4；
第 5 组：DG3；第 6 组：DG2、
DG1；第 7 组：YH4；第 8
组：TT3；第 9 组：TT2；第

10 组：YK5；第 11 组：YH7、
YH6；第 12 组：YH5、YH2、
YH1；第 13 组：YH3、TT4；
第 14 组：YK2、YK4、YK3、
YK1；第 15 组：LX4；第 16
组：LX3、LX5、LX2、LX1；
第 17 组：QD5、QD3、QD4、
QD2、QD7、QD1。 

平
均

距
离

 

图 1  浙江省柿树各表型性状及内含物聚类图 
Figure 1  Dendrogram by morphological traits of cultivars of D. kaki in Zhejiang 

观测对象 

2.2  供试验材料 RAPD 鉴

定结果 
为了解浙江农家柿树供试品种/类型不同基因型之间的遗传关系，利用 RAPD 相似系数矩阵按 UPGMA 方法

进行了聚类分析，构建了浙江优良农家柿树各单株基因型间的亲缘关系树状图，如图 2。 
在图 2 中，以 0.70 的相似系数值作为划分标准，可将 40 个供试柿树单株划分为 2 大类，即 YK6 为一类，

其余的 39 个单株归为一类。 
以 0.28 的相似系数值作为划分标准，可将

供试 40 个柿树单株划分为如下 3 组：YK6 为

一组，QD6 和 QD7 为一组，其他为一组。 

观
测

对
象

 

平均距离 

图 2  供试浙江柿树单株 UPGMA 聚类树状图 
Figure 2  UPGMA dendrogram for single tree of collected cultivars 
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以 0.20 的相似系数值作为划分标准，可将

供试 40 个柿树单株划分为如下 6 组： 
第 1 组：QD1、QD2、QD3、QD4、YH1、

YH2、YH3、YH4、YH6、YH7、YH5；第 2
组：TT1、TT2、TT3、TT4；第 3 组：QD6、
QD7；第 4 组：YK1、YK5、YK2、YK3、YK4、
LX1、LX2、LX3、LX4、LX5、JC1、JC3、JC6、
JC5、JC2、JC4；第 5 组：DG1、DG2、DG4、
DG5、DG6、DG3；第 6 组：YK6。 

以 0.072 的相似系数值作为划分标准，可

将供试 40 个柿树单株划分为如下 11 组： 
第 1 组：QD1、QD2、QD3、QD4；第 2

组：YH1、YH2、YH3、YH4、YH6、YH7、
YH5；第 3 组：TT1、TT2、TT3、TT4；第 4
组：QD6；第 5 组：QD7；第 6 组：YK1、YK5、
YK2、YK3、YK4；第 7 组：LX1、LX2、LX3、
LX4、LX5；第 8 组：JC1、JC3、JC6、JC5、
JC2、JC4；第 9 组：DG1、DG2、DG4、DG5、
DG6；第 10 组：DG3；第 11 组：YK6。 

聚类结果表明，根据筛选出的 16 条随机引

物构建的指纹图谱带型，能将 40 个浙江柿树单

 



 
4 期                        程诗明，等：浙江省柿树种质资源亲缘关系鉴定                         17 

株按其亲缘关系进行聚类，说明用这些条带作为品种/类型鉴别的依据是可靠的。 

3  结论与讨论 

形态学鉴定具有直观、具体、简单易行的特点，且试验成本较低，当具备某些具体特异识别性状时，可靠

性高，鉴定较容易。RAPD 标记具有数量多、多态性高、遗传稳定，不受栽培条件、环境变化、组织器官、发

育阶段影响等特点，具有更高的稳定性和可靠性，且实验材料用量少，快速简便。本实验综合应用形态学和 RAPD
技术两种方法鉴定了浙江省优良农家柿树种质资源，结果基本一致，比较可靠。 

（1）由表型性状聚类结果可知，以 1.5 的相似系数值作为划分标准，QD6、TT1 和 YK6 聚为一类，其余聚

为一类，说明 QD6、TT1 和 YK6 亲缘关系较近；而从果实颜色分析，品种/类型千岛湖无核柿和天台朱红柿也

比较接近；果核平均数上品种/类型永康方山柿和天台朱红柿也较接近。以 1.0 的相似系数值作为划分标准，供

试材料划分为 5 组，QD6、TT1 和 YK6 分别单独聚为一类，其他基本按照品种/类型聚在一起。调查中发现 QD6
无论从叶形还是果形都明显区别于千岛湖无核柿的其他单株；TT1 是柿本砧；YK6 是柿枣，果形小如大枣、长

条形与其他单株差别明显，与聚类结果相吻合。 
（2）耦合分析表型与分子 RAPD-PCR 鉴定结果基本吻合，QD6、TT1 和 YK6 和其他供试材料差异较大，

亲缘关系较远，其他基本按照品种/类型聚在一起。 
但表型鉴定中 QD6、TT1 和 YK6 亲缘关系较近的结论，在分子 RAPD-PCR 鉴定中没有表现出来，关于对

浙江柿树种质进一步分类和浙江柿树资源在全国乃至全世界所占的重要地位有待进一步研究。 
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