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古茶园、台地茶园遗传多样性的 AFLP 分析 
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摘要: 采用 AFLP-毛细管电泳法对云南省西双版纳地区 4 个有代表性的古茶园和 2 个台地茶园(阿萨姆茶

Camellia sinensis var. assamica)进行遗传多样性分析。研究表明: 阿萨姆茶变种水平的遗传多样性为: P = 

92.31%, 期望杂合度 He = 0.1366, Shannon 多样性指数 Ho = 0.2323; 古茶园居群水平是 45.55％, 勐腊居群最高

P = 59.11％, 勐宋居群变异度最低 P = 36.44％; 而台地茶中, 有性系勐海大叶群体种 P = 35.02%, 无性系云抗

10 号则非常低 P = 13.77%, 台地茶居群水平是 24.2%; 古茶园和台地茶遗传多样性相差很大, 依次是古茶园>

有性系台地茶>无性系台地茶。研究还发现古茶园与台地茶园之间, 南糯山居群、勐腊易武居群与其他居群间存

在多条特异谱带, 可作为南糯山居群和勐腊易武居群的分子指纹图谱, 应用于这两个居群所产晒青毛茶的鉴别。 
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Abstract: This study was conducted to evaluate the genetic diversity within and among the plants of four ancient tea gar-
dens and two tableland tea gardens form Yunnan Province, China by AFLP technique. The percentage of polymorphic loci 
(P) of the plants from six tea gardens was 92.31%. The genetic diversity within the six gardens demonstrated by Nei′s ge-
netic diversity (He) was estimated to be 0.1366, while Shannon indices (Ho) were 0.2323. The percentage of polymorphic 
loci of the four ancient tea populations was 45.55% on average, with a range of 36.44% (Mengsong) to 59.11% (Mengla). 
But the percentages of polymorphic loci of the plants from two tableland gardens were 13.77% (Yunkang 10) and 24.2% 
(Menghai Daye), respectively. There was a great genetic difference between ancient tea gardens and tableland tea gardens. 
The genetic diversity among the plants of the ancient tea garden was higher than those of the sexual tableland tea garden 
and the clone tableland tea garden based on P valve. The four ancient tea gardens and two tableland gardens could be dif-
ferentiated with AFLP markers. The results show that AFLP marker is an effective tool in the discrimination of tea germ-
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plasm, as well as sundried green tea. 

Keywords: Camellia sinensis var. assamica; AFLP; genetic diversity; ancient tea garden; tableland tea garden 

云南是茶树的起源中心、物种多样性分布中心

之一[1, 2], 明清时期就广泛种植阿萨姆茶[3](Tea plant 
(Camellia sinensis var. assamica (Masters) Kitamura))。
云南省现有古茶园 4 万 hm2, 老树茶是指由百年以
上的古茶园所产鲜叶加工而成的普洱茶; 台地茶是
指采制于新中国成立后发展建立的密植条栽茶园 , 
云南省现有该类茶园近 20万 hm2。古茶园所产鲜叶

是制作优质普洱茶的原料, 具有巨大的经济、文化
和研究价值, 近年来, 普洱茶以其独特品质风格和
保健功效而举世注目, 产业发展十分迅速。用古茶
园茶叶所制作的老树茶, 品质优良, 价格居高不下, 
而老树茶产量有限, 这就导致了假冒老树茶的大量
出现, 损害了广大消费者的利益。怎样科学地鉴别
普洱茶原料来源, 是保证普洱茶产业健康持续发展
亟待解决的重要关键技术。 

本研究选取地理位置相近的云南西双版纳 4个著
名古茶山(园)阿萨姆生态居群和 2 个台地茶居群, 采
用 AFLP(Amplified fragment length polymorphism)-毛
细管电泳技术分析, 旨在客观地评价古茶园内云南阿
萨姆茶的遗传多样性, 了解云南不同阿萨姆茶古茶园
的遗传分化, 发掘不同古茶园之间的遗传差异。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

实验材料都为阿萨姆茶 (C. sinensis var. as-
samica), 分别采自云南西双版纳 4个古茶园; 2个栽
培台地茶—— 云抗 10号和勐海大叶群体种作为对照, 

采自云南省农业科学院茶叶研究所实验茶园。具体

位置和采样数见表 1。每个单株取 3~5 个一芽二叶, 
用硅胶干燥, 4℃保存。凭证标本保存在云南省农业
科学院茶叶研究所标本室。 

1.2  方法 

1.2.1  样本 DNA 的提取和 AFLP-PCR 的扩增 

采自 6个C. sinensis var. assamica居群的样本各
1.0 g, 分别按照改进的 CTAB法[4]提取总 DNA。提
取的总 DNA样本经 RNA酶 A纯化后, 用紫外分光
光度计测定 260 nm和 280 nm下的光密度值, 以确
定其纯度和浓度。模板 DNA经限制性内切酶 EcoRⅠ、
MseⅠ分别酶切; 双酶切产物加入 EcoRⅠ和 MseⅠ
接头序列和 T4 连接酶进行连接 ; 连接产物加入
EcoRⅠ和 MseⅠ引物进行预扩增 , 预扩增程序为 : 
94℃预变性 2 min; 94℃复性 20 s, 56℃复性 30 s,  
72℃延伸 2 min, 20个循环; 60℃延伸 30 min。预扩
增产物稀释 20倍后, 加入选定的引物进行选择性扩
增。选择性扩增程序为: 94℃预变性 2 min; 94℃变性
20 s, 66~56℃复性 30 s, 72℃延伸 2 min, 10个循环, 
复性温度从 66℃开始, 每个循环降 1℃; 94℃变性 
20 s, 56℃复性 30 s, 72℃延伸 2 min, 20个循环; 60℃
延伸 30 min。冷却后取出检测。扩增反应在 MJ 
Research (Waltham, MA, USA) PTC200-well thermal 
cycler上进行。 

1.2.2  AFLP-毛细管电泳检测 

选择性扩增样本的检测在贝克曼库尔特 
 
表 1  用于 AFLP 分析的阿萨姆茶 C. sinensis var. assamica 的 6 个居群 

代号 居群 类型 采样数 北纬(N) 东经(E) 

MS 云南, 勐海, 勐宋 古茶园 15 21.93 100.06 
ML 云南, 勐腊, 易武  古茶园 11 21.48 101.56 
J 云南, 景洪, 大勐龙 古茶园 15 22.00 100.79 
NNS 云南, 勐海, 南糯山 古茶园 9 21.98 100.07 
YK 云南, 勐海, 云抗 10号  无性系台地茶 13 21.95 100.05 
MD 云南, 勐海, 勐海大叶群体种 有性系台地茶 14 21.95 100.05 
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(Beckman Coulter)公司 CEQ8000遗传分析系统上完
成。该系统采用荧光标记和毛细管电泳分离技术,扩
增产物在高分辨率毛细管中电泳分离, 激光激发荧
光采集数据, 电泳结果通过软件自动统计分析并转
化为“0、1”原始数据矩阵备用。同时, 导出电泳
分离图谱。 

1.2.3  数据处理和分析 

得到的原始数据矩阵 , 用 POPGENE version 
1.32[6]软件进行遗传多样性分析 ; 居群遗传多样性
以常规的多态位点百分率(P), Nei′s[7] 基因多样性指
数(期望杂合度)(He), Shannon 多样性指数(Ho)和居
群间基因分化系数(Coefficient of gene differentiation, 
Gst)。用 AMOVA 软件进行 AMOVA(Analysis of 
molecular variance)分析, 计算遗传变异在居群间和
居群内的分布。用 NTSYSpc2.0 软件对居群个体进
行 UPGMA 聚类分析和主成分分析; 同时, 进行电
泳分离图谱的特征峰比对分析。 

2  结果与分析 

2.1  AFLP选择性扩增引物筛选结果 

从 8 对引物组合中筛选出 2 对 AFLP 选择性扩
增引物, 共扩增出稳定条带 494 条, 平均每对引物 

247条带。可检测 456个多态性位点, 引物多态性位
点检出率为 92.31 %。结果见表 2。 

2.2  遗传多样性 

阿萨姆茶变种水平的遗传多样性为: P=92.31%, 
期望杂合度 He=0.1366, Shannon 多样性指数 Ho 
=0.2323, 基因多样度 Ht = 0.1409; 古茶园居群水平
多态位点百分率(P)为 45.55%, 期望杂合度(He)为
0.1016, Shannon's多样性指数(Ho)为 0.166。其中, 勐
腊居群表现出较高水平的变异度 (P =59.11%, He 
=0.1192; Ho=0.2009); 勐宋居群变异度最低 (P 
=36.44%, He=0.081; Ho= 0.1312); 台地茶中, 勐海
大叶种 P=35.02%, He=0.0986, Ho=0.1531; 云抗 10
号则非常低, P=13.77%, He=0.0437, Ho=0.0666; 台
地茶居群水平为 P=24.4%, He=0.0712, Ho=0.1099。
相关结果见表 3。 

2.3  遗传分化 

POPGENE 分析结果揭示: 居群间基因分化系
数 Gst 为 0.3503, 居群间的遗传变异占总遗传变异
的 35.03%, 说明 35.03%的遗传变异来自居群间。
AMOVA分析结果表明: 6个居群间存在一定的遗传
分化, 37.86%的遗传变异来自居群间, 62.14%的遗传
变异来自居群内(P<0.001)(表 4)。 

 
表 2  所用引物组合及其检测效率 

引物组合 引物系列(5′→3′) 扩增位点 多态性位点 多态性比率(%) 
E-ACC/M-CTC GACTGCGTACCAATTCAAC 

GATGAGTCCTGAGTAACTC 228 205 90.14 

E-ACC/M-CTA GACTGCGTACCAATTCAAC 
GATGAGTCCTGAGTAACTA 266 251 94.48 

总计  494 456 92.31 
平均  247 226  

 

表 3  阿萨姆茶 6 个居群的遗传多样性分析 

居群 N P He (s.d.) Ho (s.d.) 

MS 15 36.44 0.0810(0.1437) 0.1312(0.2118) 

ML 11 59.11 0.1192(0.1398) 0.2009(0.2090) 

J 15  2 0.0936(0.1521) 0.1504(0.2231) 

NNS 9 45.95 0.1132(0.1599) 0.1813(0.2339) 

PLA  45.55 0.1016(0.1489) 0.1660(0.2195) 

YK 13 13.77 0.0437(0.1216) 0.0666(0.1791) 

MD 14 35.02 0.0986(0.1625) 0.1531(0.2383) 

PLT  24.40 0.0712(0.1421) 0.1099(0.2087) 
多样性水平  92.31 0.1366(0.1484) 0.2323(0.2081) 

注: 居群代号同表 1; N: 样本数量; P: 多态位点百分率; He: 期望杂合度; Ho: Shannon多样性指数; 括号内数据为标准误差; PLA: 古茶园居群
水平; PLT: 台地茶居群水平; Variety level: 阿萨姆茶变种水平。 
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西双版纳 6个阿萨姆茶居群间的Nei's遗传距离
见表 5。遗传距离最大的是勐海南糯山和云抗 10号, 
为 0.1674, 最小的是景洪大勐龙和勐腊易武 , 为
0.0122; 遗传一致度最大的是景洪大勐龙和勐腊易

武, 为 0.9879, 最小的为勐海南糯山和云抗 10 号, 
为 0.8459。 

从 6个居群 77个个体的 Jaccard 相似性系数的
进行的 UPGMA聚类图(图 1)可以看出, 根据 6个居 

 
表 4  阿萨姆茶居群间和居群内的遗传变异 

变异来源 自由度 平方差 方差分量 P值 百分率(%) 

居群间 5 259.218 18.001 <0.001 37.86 

居群内 71 29.551 29.551 <0.001 62.14 

 

 
 
图 1  6 个居群的相似性系数 UPGMA 聚类图 
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群的 Jaccard 相似性系数: 当 Jaccard 相似性系数在
0.18左右, 6个居群被聚为三类, 云抗 10号和勐海大
叶群体种聚为一类, 勐海勐宋、勐腊易武和景洪居
群一部聚为一类, 景洪、勐腊易武的一部分和南糯
山聚为一类。6个居群的的 Nei′s遗传距离 UPGMA
聚类图(图 2)和 AFLP表型特征的主成分分析( PCA) 
也支持 AMOVA分析结果(表 4), 说明 6个茶园之间
存在中度的遗传分化。 
 

 
 
图 2  6 个居群的 Nei′s 遗传距离 UPGMA 聚类图 
 

2.4  古茶园的遗传差异分析 

AFLP选择性扩增检测代表性结果见图 4。根据

AFLP-毛细管电泳分离图谱的特征峰对比分析发现: 

4 个古茶园与 2 个台地茶园 AFLP 选择性扩增毛细

管电泳分离图谱在峰带数量、主特征峰带构成和比

例上存在明显差异。古茶园中, 南糯山居群与其他

居群间差异最大, 各居群主特征峰带的初步分析见

表 6。由表 6 可知: 当引物为 E-ACC/M-CTC 时, 2

个台地茶的主特征峰为 67 bp、150 bp、383 bp。当

引物为 E-ACC/M-CTC时, 2个台地茶的主特征峰分

别为 337 bp、132 bp和 337 bp, 与 4个古茶园有明

显差异。据此, 可将古茶园和台地茶分开。当引物

为 E-ACC/M-CTC时, 南糯山居群(NNS)主特征峰带

为: 160 bp、276 bp和 337 bp; 勐腊居群(ML)主特征

峰带为: 67 bp、123 bp和 383 bp; 勐宋居群(MS)和

景洪居群(JH)主特征峰带相似均为: 150 bp、205 bp

和 383 bp。当引物为 E-ACC/M-CTA 时, 南糯山居

群(NNS)主特征峰带为: 137 bp、150 bp、167 bp、205 

bp和 383 bp; 勐腊居群(ML)主特征峰带为: 132 bp

和 332 bp; 勐宋居群(MS)和景洪居群(JH)主特征峰

带相似均为: 132 bp和 337 bp。据此, 可将南糯山居

群、勐腊居群与其他居群分开。 

3  讨 论 

3.1  遗传多样性分析 

邵宛芳等[8]和段红星等[9]研究表明云南茶树种

质资源具有较高的遗传多样性(94.17%~100%); 本 
 

 
图 3  基于 AFLP 表型特征的主成分分析(PCA)3D 图 
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表 5  6 个古茶园间的 Nei′s 遗传距离和遗传一致度 

代号 MS ML JH NNS YK MD 

MS **** 0.9678 0.9781 0.9116 0.8887 0.9574 

ML 0.0327 **** 0.9879 0.9494 0.8935 0.9747 

J 0.0221 0.0122 **** 0.9444 0.8968 0.9758 

NNS 0.0925 0.0520 0.0572 **** 0.8459 0.9337 

YK 0.1180 0.1126 0.1089 0.1674 **** 0.9258 

MD 0.0435 0.0256 0.0245 0.0686 0.0771 **** 

注: 居群代号同表 1, 对角线之上为遗传一致度, 对角线之下为遗传距离。 

 

 
 

图 4  勐海勐宋和勐海大叶种 E-ACC/M-CTC AFLP 选择性扩增电泳图谱 
上图为勐宋, 下图为勐海大叶种。 
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表 6  E-ACC/M-CTC 和 E-ACC/M-CTA 居群主特征峰带 

E-ACC/M-CTC峰带片段大小(bp) E-ACC/M-CTA峰带片段大小(bp) 
居群 

67 123 150 160 205 276 337 383 132 137 150 167 205 332 337 383
MS − − + − + − − + + − − − − − + − 
JH − − + − + − − + + − − − − − + − 
ML + + − − + − − + + − − − − + − − 
NNS − − − + − + + − − + + + + − − + 
YK  + − + − − − − + − − − − − − + − 
MD + − + − − − − + + − − − − − + − 

注: 居群代号同表 1; +:有带; −:无带。 
 

文得到的阿萨姆茶变种水平的遗传多样性较高 , 
P=92.31%, 古茶园居群水平是 45.55%; 台地茶中 , 
有性系勐海大叶群体种 P=35.02%; 云抗 10 号
P=13.77%; 古茶园和台地茶遗传多样性相差很大 , 
依次是古茶园>有性系台地茶>无性系台地茶。姚明
哲等[10]指出, 我国主要茶树无性系品种的相似系数
介于 0.58~0.84, 显示出比较狭窄的遗传基础, 特别
是区域水平上品种的遗传多样性有降低的趋势。本

研究结果也说明云南阿萨姆茶、无性系台地茶云抗

10号、有性系台地茶勐海大叶群体种的遗传多样性
水平较低, 体现了区域水平上品种的遗传多样性有
降低的趋势; 而古茶树则由于茶树高度异交的特性, 
保持了较高的遗传多样性[11]。 

本研究与季鹏章等[11]用 ISSR对云南 10个阿萨
姆茶古茶园遗传多样性分析的结果相比, 其 He、H0、

P 等值都较小, 是与所采用的标记不同所致, ISSR
所用的 PCR引物长度一般在 20个核普酸左右, 其产
物的多态性远比 RFLP、SSR和 RAPD等标记丰富。
其他作物的遗传多样性分析中都有相似的结论[12,13]

这可能与 ISSR 标记的等位基因变异来源于基因组
DNA 复制时的滑动引起的重复序列数目的变化, 而
不是单碱基突变或插入缺失造成的, 因而表现出高
度的多态性的结果。居群的 AMOVA 分析表明 : 
37.86%的遗传变异来自居群间 , 与季鹏章等 [11] 用
ISSR 对云南 10 个阿萨姆茶古茶园的 AMOVA 分析
结果近似(39.7%的遗传变异来自居群间), 二者研究
结果都说明阿萨姆茶存在一定的遗传分化。 

3.2  普洱茶古树茶和台地茶原料的遗传鉴别  

梁名志等 [14]以云南省西双版纳州勐海县南糯

山、勐腊县易武和思茅市澜沧县景迈 3 地的古老茶
园和台地茶园的蒸青茶、晒青茶为样品 ,从感官审

评、内含品质化学成分和矿物质元素检测分析展开

对比研究, 得出: (1)老树茶口感要优于台地茶, 与
品质化学成分有关联; (2)从理化成分与矿物质含量
来看, 老树茶与台地茶各有千秋, 不能简单、武断地
讲谁优谁劣, 谁好谁差。说明老树茶与台地茶确有
差异, 但很难用感官审评、内含品质化学成分和矿
物质元素检测等方法来区分。 

陈亮等[15]曾报道 RAPD 标记在鉴别茶树品种

和资源非常有效, 有 3 种独立的方法可以用于鉴

别茶树资源: (1)特殊的标记; (2)特异的谱带类型; 
(3)不同引物提供的谱带类型组合。我们采用

AFLP-毛细管电泳技术对 4 个古茶园进行分析 , 
发现在引物 E-ACC/M-CTC 的 110 bp 和 137 bp 处, 
引物 E-ACC/M-CTA 的 276 bp、282 bp 和 337 bp
处, 南糯山居群与其他居群间存在特异带, 综合 2
对引物 5 个特异带能清楚地区分南糯山居群和其他
居群; 南糯山古茶园是目前占地面积最大, 栽培历
史上千年的著名古茶园。2007 年, 南糯山古茶园所
产晒青毛茶平均在 200 元每公斤以上, 市价高于普
通茶园和其他古茶园 50%以上, 由此带来的假冒南
糯山古茶园晒青时有发生。研究结果可作为南糯山

居群的分子指纹图谱, 应用于南糯山古茶园所产晒
青毛茶的鉴别, 将为制定普洱茶晒青质量检测标准
奠定坚实的基础。 
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