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　　摘要：运用ＩＳＳＲ标记对８种辣椒进行了遗传多样性的研究。用３０条ＩＳＳＲ引物进行筛选，有２１条可扩增出清晰
可辨条带，而这２１条引物在８种材料中共扩增出３８２个条带，其中２７０个条带（７０．６％）表现出多态性；根据Ｎｅｉ和Ｌｉ
等的遗传相似系数（ＧＳ）和遗传距离（ＧＤ）对８种材料进行分析，结合ＳＰＳＳ１６．０分析软件进行聚类，构建其遗传相关
聚类图谱。

　　关键词：辣椒；ＩＳＳＲ；分子标记；遗传多样性
　　中图分类号：Ｓ６４１．３０３．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０７－００８０－０３

收稿日期：２０１５－０６－１３
基金项目：四川省教育厅项目（编号：１５ＺＢ０２１０）；四川理工学院大学
生创新创业项目（编号：ＣＸ２０１３０４１０）；四川理工学院校级项目（编
号：２０１４ＲＣ０９）。

作者简介：刘　君（１９７８—），男，四川乐山人，博士研究生，副教授，主
要从事基因组学、微生物的研究。Ｔｅｌ：（０８１３）５５０５２６６；Ｅ－ｍａｉｌ：
ｌｊ８８３９８３７６＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：李　东，博士研究生，副教授，主要从事食品科学、食品工
艺、食品安全与检测、食品分子生物学方面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：
４４６９３４４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　辣椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｕｍ）别名番椒，于明末清初传入我
国，至今已有３００多年的栽培历史［１］。我国辣椒种植面积有

３３万～４０万ｈｍ２，主要分布为福建的小米椒、四川的朝天椒、
江南的羊角椒、河南的樱椒、山东的大红椒等。作为在食品烹

饪加工中不可缺少的佐料佳品，其味辛香，性温热，有刺激性，

同时兼具很高的营养价值，是人们喜爱的蔬菜和调味品，每年

产量和经济效益稳居蔬菜作物之首［２－３］。

在真核生物基因组中散步着大量的简单串联重复序列

（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）［４］。ＳＳＲ通常为１～４个碱基组
成的４～１０个或者更多个串联重复单元。简单序列重复区间
扩增多态性（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）［５］是在 ＳＳＲ
基础上发展起来的一种新的标记技术。其基本原理是在ＳＳＲ
序列的５′或３′端加１～４个锚定碱基，并以此为引物对两侧具
有反向排列ＳＳＲ的一段基因组ＤＮＡ序列进行扩增。ＩＳＳＲ是
一种快速、可靠的标记技术，具有更好的稳定性和重复性，在

植物领域中已经广泛用于重要的农作物如水稻［６］、小麦［７］和

棉花［８］等的品系鉴定、遗传作图、基因定位及遗传多样性分

析等研究中。当前，ＩＳＳＲ标记亦存在一些缺点，限制了其在
某些方面的应用，目前 ＩＳＳＲ标记技术主要应用在植物方面，
而在动物方面的应用鲜有报道。辣椒以其独特的蔬菜和调味

品地位越来越受到人们的关注，本研究采用ＩＳＳＲ分子标记对
不同来源的８个辣椒种子的遗传多样性进行了系统分析。

１　材料和方法

１．１　材料处理

１．１．１　材料　本试验８种辣椒材料及编号见表１。脱氧核
苷三磷酸（ｄＮＴＰ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）；
ＰＣＲ引物序列见表２。

表１　８个辣椒材料

编号 名称

Ａ ２０１１－４
Ｂ 新９Ａ
Ｃ 郭２２８
Ｄ 丰三Ａ
Ｅ 细线

Ｆ 万一

Ｇ ２６１Ａ
Ｈ 色２０１１－２

１．１．２　仪器与设备　ＰＣＲ扩增仪：ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ２２３３１
Ｈａｍｂｕｒｇ；电泳仪：ｎＹＹ－１２型电脑三恒多用电泳仪；凝胶成
像系统：ＴＡＮＯＮ－２００。
１．１．３　材料处理　８种辣椒种子在实验室培养成幼苗，取其
幼苗在－８０℃的冰箱中冷冻２４ｈ后，取出研磨成粉末后立即
装入１．５ｍＬ离心管中。
１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ提取与检测　使用改良的 ＣＴＡＢ法提取辣椒基
因组ＤＮＡ；采用琼脂糖凝胶电泳法检测辣椒ＤＮＡ的完整性。
１．２．２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增体系　ＰＣＲ反应在基因扩增仪中进
行。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，反应体系如表３。ＰＣＲ扩增条件
为：９５℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，退火（温度由引物决定）３０ｓ，
７２℃ ６０ｓ，４０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。
１．２．３　ＩＳＳＲ产物的检测　扩增产物在３％的琼脂糖凝胶中
电泳，然后采用凝胶成像系统拍照保存。

１．２．４　数据分析　统计条带的有无，强带和可重复出现的弱
带记为有，否则为无。采用 Ｎｅｉ和 Ｌｉ等的计算法 ＧＳ＝
２Ｎｉｊ／（Ｎｉ＋Ｎｊ）和ＧＤ＝－ｌｎＧＳ，来计算两两材料间的相似性系
数（ＧＳ）和相似距离（ＧＤ），其中 Ｎｉｊ为材料 ｉ和 ｊ共有的条带
数，Ｎｉ和Ｎｊ分别为材料ｉ和ｊ各自的条带数。利用ＳＰＳＳ１６．０
分析软件进行聚类，构建遗传相关聚类图谱。
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表２　ＩＳＳＲ引物序列

引物名称
引物序列

（５′→３′）
引物名称

引物序列

（５′→３′）
引物名称

引物序列

（５′→３′）

ＩＳＳＲ－０１ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＴ ＩＳＳＲ－１１ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＴ ＩＳＳＲ－２１ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣ
ＩＳＳＲ－０２ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＧ ＩＳＳＲ－１２ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＡ ＩＳＳＲ－２２ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＧ
ＩＳＳＲ－０３ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＣ ＩＳＳＲ－１３ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＧ ＩＳＳＲ－２３ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＣ
ＩＳＳＲ－０４ ＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＣ ＩＳＳＲ－１４ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＴ ＩＳＳＲ－２４ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＧ
ＩＳＳＲ－０５ ＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＧ ＩＳＳＲ－１５ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＧ ＩＳＳＲ－２５ ＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣ
ＩＳＳＲ－０６ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＡＧＡＧＴ ＩＳＳＲ－１６ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＣ ＩＳＳＲ－２６ ＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣ
ＩＳＳＲ－０７ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣ ＩＳＳＲ－１７ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＴ ＩＳＳＲ－２７ ＡＧＴＡＧＴＡＧＴＡＧＴＡＧＴＡＧＴ
ＩＳＳＲ－０８ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧ ＩＳＳＲ－１８ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＣ ＩＳＳＲ－２８ ＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧ
ＩＳＳＲ－０９ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴ ＩＳＳＲ－１９ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＧ ＩＳＳＲ－２９ ＣＣＧＣＣＧＣＣＧＣＣＧＣＣＧＣＣＧ
ＩＳＳＲ－１０ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣ ＩＳＳＲ－２０ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＴ ＩＳＳＲ－３０ ＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣ

表３　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增体系

组成成分 体积（μＬ）
ＤＮＡ模板 ２．０

１０×ＴａｑＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋） ２．５
ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．０
ＩＳＳＲ引物（５０ｎｇ／μＬ） ２．０
Ｔａｑ酶（５Ｕ／μＬ） ０．５

ｄｄＨ２Ｏ １６．０
总计 ２５．０

２　结果与分析

２．１　辣椒ＤＮＡ质量和完整性
通过改良的ＣＴＡＢ法提取８种辣椒幼苗的基因组 ＤＮＡ，

琼脂糖凝胶电泳检测结果如图１所示，提取的ＤＮＡ条带明亮
完整，无拖尾现象。说明提取出的ＤＮＡ中蛋白质和多糖的污
染少，提取的基因组ＤＮＡ质量可以满足ＩＳＳＲ分析的要求。

２．２　引物的扩增效果
如表４所示，３０个 ＩＳＳＲ引物对８个辣椒的多态性分析

结果表明：除 ＩＳＳＲ－０１、ＩＳＳＲ－０２、ＩＳＳＲ－０３、ＩＳＳＲ－２３、
ＩＳＳＲ－２５、ＩＳＳＲ－２６、ＩＳＳＲ－２７、ＩＳＳＲ－２９外，有２１个ＩＳＳＲ引
物可获得稳定的多态性条带。２１个引物共扩增出３８２个条
带（图２），片段大小为２５０～２０００ｂｐ，各个引物扩增的条带
数为１～８个，多态性条带为２７０个，平均多态率为７０．７％。
２．３　不同试验材料间的遗传相似系数

以引物ＩＳＳＲ－１５为代表，说明不同材料之间的遗传相似
系数。表５是引物ＩＳＳＲ－１５的扩增条带数，表６是辣椒分子
标记遗传多样性条带数。通过表５和表６可得出两两辣椒品
种之间的遗传相似系数以及遗传距离。表７为两两辣椒品种之
间的遗传相似系数比较。表８为两两辣椒间的遗传距离比较。

表４　ＩＳＳＲ引物扩增条带数汇总

引物
ＩＳＳＲ条带数（个）

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ 总数

ＩＳＳＲ－０１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ＩＳＳＲ－０２ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ＩＳＳＲ－０３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ＩＳＳＲ－０４ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ３
ＩＳＳＲ－０５ １ １ １ ２ ２ １ ２ ２ １２
ＩＳＳＲ－０６ ０ １ ２ １ ２ ２ ２ ０ １０
ＩＳＳＲ－０７ ２ ２ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ６
ＩＳＳＲ－０８ ２ ２ ２ ２ ２ １ ２ ２ １５
ＩＳＳＲ－０９ ３ ３ ３ ２ ２ ２ ４ ４ ２３
ＩＳＳＲ－１０ ３ ３ ３ ３ ２ ３ ２ ３ ２２
ＩＳＳＲ－１１ １ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ４
ＩＳＳＲ－１２ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ＩＳＳＲ－１３ ２ ２ ２ ２ ２ ０ ２ ０ １２
ＩＳＳＲ－１４ ４ ４ ４ ４ ４ ４ ４ ４ ３２
ＩＳＳＲ－１５ ５ ６ ５ ６ ５ ５ ４ ４ ４０
ＩＳＳＲ－１６ ２ ２ ２ ２ ０ １ ０ ０ ９
ＩＳＳＲ－１７ ３ ２ ２ ２ ２ ２ ０ ２ １５
ＩＳＳＲ－１８ １ １ １ １ ０ １ ０ ０ ５
ＩＳＳＲ－１９ ５ ５ ５ ５ ０ ３ ０ ５ ２８
ＩＳＳＲ－２０ ３ ４ ４ ３ ２ ４ ２ ３ ２５
ＩＳＳＲ－２１ ５ ６ ５ ５ ６ ５ ０ ６ ３８
ＩＳＳＲ－２２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ０ １４
ＩＳＳＲ－２３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ＩＳＳＲ－２４ ０ ２ ２ ０ ２ ０ ０ ０ ６
ＩＳＳＲ－２５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ＩＳＳＲ－２６ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ＩＳＳＲ－２７ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ＩＳＳＲ－２８ ３ ３ ３ ３ ４ ３ ３ ４ ２６
ＩＳＳＲ－２９ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ＩＳＳＲ－３０ ８ ７ ６ ６ ２ ８ ０ ０ ３７
总数 ５６ ６０ ５８ ５２ ４１ ４７ ２９ ３９ ３８２
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表５　引物ＩＳＳＲ－１５扩增条带数汇总

引物
扩增条带数（个）

２０１１－４ 新９Ａ 郭２２８ 丰三Ａ 细线 万一 ２６１Ａ 色２０１１－２ 总数

ＩＳＳＲ－１５ ５ ６ ５ ６ ５ ５ ４ ４ ４０

表６　辣椒分子标记遗传多样性汇总

材料 ２０１１－４ 新９Ａ 郭２２８ 丰三Ａ 细线 万一 ２６１Ａ 色２０１１－２
２０１１－４ —

新９Ａ ５ —

郭２２８ ４ ５ —

丰三Ａ ４ ５ ５ —

细线 ５ ５ ４ ５ —

万一 ３ ３ ３ ３ ３ —

２６１Ａ ４ ４ ４ ４ ４ ３ —

色２０１１－２ ４ ４ ４ ４ ４ ４ ３ —

表７　辣椒品种两两间遗传相似系数的比较

材料 ２０１１－４ 新９Ａ 郭２２８ 丰三Ａ 细线 万一 ２６１Ａ 色２０１１－２
２０１１－４ １．００
新９Ａ ０．９１ １．００
郭２２８ ０．８０ ０．９１ １．００
丰三Ａ ０．７３ ０．８３ ０．９１ １．００
细线 ０．９１ ０．９１ ０．８０ ０．９１ １．００
万一 ０．６０ ０．７３ ０．６０ ０．５５ ０．６０ １．００
２６１Ａ ０．８９ ０．８０ ０．８９ ０．８０ ０．８９ ０．６７ １．００

色２０１１－２ ０．８９ ０．８０ ０．８９ ０．８０ ０．８９ ０．８９ ０．７５ １．００

表８　辣椒品种两两间遗传距离的比较

材料 ２０１１－４ 新９Ａ 郭２２８ 丰三Ａ 细线 万一 ２６１Ａ 色２０１１－２
２０１１－４ ０．０００
新９Ａ ０．０９４ ０．０００
郭２２８ ０．２２３ ０．０９４ ０．０００
丰三Ａ ０．３１５ ０．１８６ ０．０９４ ０．０００
细线 ０．０９４ ０．０９４ ０．２２３ ０．０９４ ０．０００
万一 ０．５１１ ０．３１５ ０．５１１ ０．５９８ ０．５１１ ０．０００
２６１Ａ ０．１１７ ０．２２３ ０．１１７ ０．２２３ ０．１１７ ０．４００ ０．０００

色２０１１－２ ０．１１７ ０．２２３ ０．１１７ ０．２２３ ０．１１７ ０．１１７ ０．２８８ ０．０００

　　用引物 ＩＳＳＲ－１５进行扩增，得出 ８种材料在引物
ＩＳＳＲ－１５中的扩增条带数为４０条。而８种材料两两之间进
行成对比较共得到２９个ＧＳ值，并且两者之间的遗传相似系
数变化范围为０．５５～０．９１，平均遗传相似系数为０．８０６，平均
遗传距离为０．２２７。ＩＳＳＲ－１５引物对２个辣椒品种间遗传相
似系数之间的差异不大，利用两两品种遗传相似系数越大、品

种亲缘关系越近的原理，８个辣椒品种间的遗传相似系数变
化范围为０．５５～０．９１。
２．４　聚类分析

根据８个辣椒ＤＮＡ在引物ＩＳＳＲ－１５的遗传相似系数进
行聚类，结果如图３所示。再根据表５可将８个辣椒品种分
为３类：第１类为２０１１－４、新９Ａ、细线，３个辣椒两两遗传相
似系数为０．９１，因此三者之间的亲缘关系最近；第２类为郭
２２８、２６１Ａ、色２０１１－２，亲缘关系较近；第３类为丰三 Ａ、万
一，遗传相似系数为０．５５，亲缘关系较远。

３　结论

利用ＩＳＳＲ分子标记分析辣椒种质资源遗传多样性研究，

用３０条ＩＳＳＲ引物进行筛选，有 ２１条可扩增出清晰可辨条
带，而这２１条引物在８种材料中共扩增出３８２个条带，其中
２７０个条带（７０．６％）表现出多态性；另外，以引物 ＩＳＳＲ－１５
为例，分析８个辣椒品种间的亲缘关系，可将８个辣椒品种分
为３类：第１类为２０１１－４、新９Ａ、细线，３个辣椒两两遗传相
似系数为０．９１，三者之间的亲缘关系最近；第２类为郭２２８、
２６１Ａ、色２０１１－２，亲缘关系较近；第３类为丰三 Ａ、万一，遗
传相似系数为０．５５，亲缘关系较远。因此，根据 Ｎｅｉ和 Ｌｉ等
的遗传相似系数（ＧＳ）和遗传距离（ＧＤ）公式，再利用ＳＰＳＳ
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１６．０分析软件进行聚类，构建了遗传相关聚类图谱，为辣椒
抗病育种以及综合防治提供了重要的理论参考。ＩＳＳＲ标记
技术以其多态性高、稳定性强、简便快捷等优势在未来必将在

更多物种、更多领域中获得广泛的应用。
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怀牛膝组织培养和快速繁殖体系的优化
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　　摘要：为优化怀牛膝（ＡｃｈｙｒａｎｔｈｅｓｂｉｄｅｎｔａｔａＢＬ．）组织培养和快速繁殖体系，以怀牛膝茎段作为外植体，选择ＭＳ为
基本培养基，研究不同激素配比对组培快繁的影响。结果表明，３种激素对于外植体芽诱导中影响顺序依次为
６－ＢＡ＞ＩＢＡ＞ＫＴ，最佳芽诱导优化培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＫＴ。诱导丛生芽增殖
的培养基以ＭＳ＋１．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＫＴ为最优，增殖系数达６．０３。优化生根培养以１／２ＭＳ
＋０．５ｍｇ／ＬＩＢＡ效果最佳，生根率最高，达９５．１％。组培苗移栽至炭灰 ∶营养土 ∶蛭石（体积比１∶２∶１）的基质中，
成活率达到１００％，且植株生长健壮。
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　　怀牛膝（ＡｃｈｙｒａｎｔｈｅｓｂｉｄｅｎｔａｔａＢＬ．）属苋科牛膝属多年生
草本植物，高７０～１２０ｃｍ，生长于河南沁阳、武陟、修武、温县
一带，为中国著名的“四大怀药”之一［１］。其根呈圆柱形，直

径５～１０ｍｍ，土黄色；茎有棱角或四方形，绿色，有的还带有
紫色；叶片一般是椭圆形或是椭圆披针形，基部呈楔形或是宽

楔形。怀牛膝因其根含皂苷元、齐墩果酸、蜕皮激素、牛膝多

糖等有效成分，具有补肝肾、强筋骨、通血脉、降血压、镇痛、引

药下行和泻浊通淋等功效［２］，所以越来越受到人们的青睐，

具有广阔的开发利用前景。为了满足市场需求，须要对其进

行大规模的培养栽培。近年来，对于牛膝的组织培养研究也

有相关报道［３－５］，但对于外植体选择、激素配比及丛生芽分化

上还存在一些问题［６－７］。本研究选取怀牛膝茎段为外植体，

建立并优化怀牛膝的组织培养及快繁体系，以期获得最佳的

组培条件，整体提高怀牛膝组培的效率，为其药用成分的长期

工厂化生产奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料由河北科技大学植物组织培养实验室提供，以

含有１～２个芽眼的怀牛膝２ｃｍ幼嫩茎段为外植体。
１．２　试验方法
１．２．１　外植体处理　选取怀牛膝２ｃｍ带腋芽茎段，先用去离
子水冲洗，再加入稀释的洗洁精清洗，之后置于超净工作台上。

用７５％乙醇浸泡３０ｓ，无菌水冲洗３次，然后用０．１％氯化汞消
毒３ｍｉｎ，最后用无菌水冲洗３次，用消毒滤纸吸干水分，在无
菌条件下，把消毒后的茎段切成０．５ｃｍ的小段待接种。
１．２．２　芽诱导培养基的优化　以 ＭＳ为基本培养基（蔗糖
３％、琼脂０．８％，ｐＨ值为５．７～５．８），添加不同浓度的 ６－
ＢＡ、ＩＢＡ、ＫＴ，采用Ｌ９（３

４）正交设计表（表１），以筛选出最佳
的激素组合，确定最佳的诱导培养基。将消毒处理后的外植

体置于诱导培养基上，每种培养基中接种３个，重复３次，置
于培养室中，进行培养并定期观察不同外植体的诱导及分化

情况，１４ｄ后统计每个外植体诱导出的丛生芽数。
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