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湖南本土牡丹遗传多样性与亲缘关系的 ＩＳＳＲ分析
钟丽凡，吕长平，许文婷，陈海霞
（湖南农业大学园艺园林学院，湖南长沙４１０１２８）

　　摘要：用简单重复序列区间（Ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称ＩＳＳＲ）分子标记技术分析湖南本土牡丹资源遗传
多样性和亲缘关系。结果表明，用筛选出的１１条引物对１８个牡丹品种进行扩增，共获得１６４条谱带，其中多态性条
带１３３条，多态性比例达８１．１％。通过ＰｏｐＧｅｎ３２软件分析出１８个牡丹品种的有效等位基因（Ｎｅ）介于１．０５～１９０之

间，平均值为１．３４；Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数（Ｉ）介于０．１２～０．６０之间，平均值为０．３４；Ｎｅｉｓ（１９７３）基因多样性指数（Ｈ）介
于０．０５～０．４０之间，平均值为０．２２。利用 ＮＴＳＹＳｐｃ２．１软件构建全部材料非加权组平均法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒ－ｇｒｏｕｐ
ｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎｓ，简称ＵＰＧＭＡ）树状图可得：在相似系数为０．７４处可将供试材料划分为４个类群，显示出
湖南本土牡丹品种具有丰富的遗传多样性，从分子水平上揭示了湖南本土牡丹的亲缘关系，为选育优良性状的新品种

提供理论依据。
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　　牡丹（ＰａｅｏｎｉａｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａＡｎｄｒ．）为芍药科（Ｐａｅｎｉａｃｅａｅ）
芍药属（ＰａｅｏｎｉａＬ．）牡丹组（Ｓｅｃｔ．ＭｏｕｔａｎＤＣ．）植物，是我国
特有的植物种质资源［１－３］。我国牡丹品种多样，观赏牡丹分

布地区以西北地区为主。湖南也是牡丹自然分布地区之一，

其品种耐高温高湿、抗病虫害，但花色单一、花型简单缺乏观

赏价值。因此，如何将观赏牡丹与湖南牡丹的优良特性结合

成为当前推广湖南牡丹的首要任务。

目前牡丹育种工作主要以人工定向杂交选择为主［４－５］。

但现有湖南牡丹品种大多数亲缘不清，对湖南具体牡丹品种

数的统计比较笼统，存在育种工作效率低下、品种出新率低的

问题。因此，研究清楚湖南本土牡丹种质资源亲缘关系与遗

传多样性对后续的选育工作至关重要。

简单重复序列区间（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称
ＩＳＳＲ）分子标记，由简单重复序列（ＳＳＲ）标记技术发展而来，
ＩＳＳＲ分子标记结合了随机扩增多态性 ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍｌｙ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，简称 ＲＡＰＤ）的优点，同时克服了

ＲＡＰＤ、ＳＳＲ、限制性片段长度多态性（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称 ＲＦＬＰ）等技术的缺点［６－７］，具有高

效、快速、稳定、易操作、成本低等优点，目前广泛应用于亲缘

关系鉴定、种质资源遗传多样性分析等领域。本试验采用

ＩＳＳＲ分子标记技术对湖南本土牡丹亲缘关系和遗传多样性
进行研究，为选育优良牡丹品种提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
通过走访湖南当地林业和农业部门、公司、企业、个体从

业爱好者，对栽培时间长、来源不清的湖南牡丹种质资源进行

调查。２０１４—２０１６年于开花期（３月下旬至４月上旬）、种子
成熟期（７月下旬）、引种期（１０月中下旬）在湖南牡丹的主要
产地（邵阳、湘西、长沙）对资源识别、挂牌标记、形态特征、观

赏特性及生长情况进行调查，共收集了１８份性状稳定、植株
平均年龄１０年以上的湖南本土牡丹品种（表１）。采集牡丹
新鲜嫩叶保存于－８０℃冰箱。
１．２　ＤＮＡ提取与检测

采用笔者所在实验室改良的十六烷基三甲基溴化铵

（ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称ＣＴＡＢ）法进行提
取，提取的样品用紫外分光光度计检测质量浓度，用１％琼脂
糖凝胶电泳粗略检测样品ＤＮＡ的浓度与纯度，最后稀释标定
为５０ｎｇ／μＬ，保存到－２０℃冰箱备用。
１．３　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ优化反应体系和引物筛选
１．３．１　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ基本反应体系　通过多次重复验证试验，
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表１　１８份牡丹品种及来源

编号 品种 产地 花色 花型

１ 凤丹白 湖南邵阳 白色 单瓣型

２ 凤丹星 湖南邵阳 白色 单瓣型

３ 凤丹 湖南邵阳 白色 单瓣型

４ 凤丹紫 湖南邵阳 紫色 单瓣型

５ 凤丹粉 湖南邵阳 粉色 荷花型

６ 凤丹绫 湖南邵阳 白色 单瓣型

７ 凤丹舞 湖南邵阳 白色 单瓣型

８ 凤丹绿 湖南邵阳 绿色 单瓣型

９ 凤丹玉 湖南邵阳 白色 单瓣型

１０ 宁乡红 湖南宁乡 红色 菊花型

１１ 郦家香 湖南邵阳 紫色 单瓣型

１２ 宝庆红 湖南邵阳 红色 单瓣型

１３ 宝庆粉 湖南邵阳 粉色 单瓣型

１４ 紫绣球 湖南长沙 紫色 球花台阁型

１５ 湘绣球 湖南永顺 粉色 球花台阁型

１６ 永顺粉 湖南永顺 粉色 荷花型

１７ 湘紫斑 湖南邵阳 粉色 单斑型

１８ 杨山牡丹 湖南永顺 粉色 单瓣型

筛选出２×ＴｒａｎｓＴａｑＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘⅠ（内含适量
的Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶）作为总的反应环境。２５μＬ
ＰＣＲ反应体系：２×ＴｒａｎｓＴａｑＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘⅠ
１２．５μＬ、引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μｍｏｌ／Ｌ、模板（５０ｎｇ／μＬ）５０ｎｇ，
最后加入ｄｄＨ２Ｏ补足２５μＬ。
１．３．２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ优化反应体系　按照Ｌ９（３

３）正交试验设

计的方法［８－１０］，进行体系总体积、模板浓度、琼脂糖浓度的正

交组合，每个处理重复３次（表２），最终建立的最佳反应体
系：２０μＬ反应总体积，模板浓度 ３０ｎｇ／μＬ，琼脂糖浓度
１５％。然后在 ＢＩＯ－ＲＡＤＰｏｗｅｒＰａｃＨＶ下以１１０Ｖ的恒定
电压电泳３０ｍｉｎ，最后用凝胶成像系统（ＢＩＯ－ＲＡＤＧｅｌＤｏｃＴＭ

ＸＲ＋）拍照分析。
　　扩增反应在ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ９９０２ＰＣＲ仪上进行，ＰＣＲ

表２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的正交试验

处理组合
因素

体系总体积（μＬ）模板浓度（ｎｇ／μＬ）琼脂糖浓度（％）
１ １０ ２０ １．０
２ ２０ ３０ １．５
３ ２５ ５０ ２．０
４ １０ ３０ １．５
５ ２０ ２０ １．０
６ ２５ ５０ ２．０
７ １０ ５０ ２．０
８ ２０ ２０ １．０
９ ２５ ３０ １．５

反应程序：９５℃ ４ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，５０～６０℃ ４５ｓ，７２℃
１．５０ｍｉｎ，共计３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ，４℃保存［１１］。

１．３．３　引物筛选　选用哥伦比亚大学（ＵＢＣ）开发的 ＩＳＳＲ
１００个通用引物［１２－１３］，利用优化的反应体系进行引物筛选，

引物由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成；引物退火温度参

照相关研究［４，１１－１２］。最后从１００条引物中筛选出１１条条带
清晰、重复性好的引物。

１．４　图谱分析
图谱以０、１数据统计，在同一引物、同一位点根据条带的

有（１）、无（０）形成原始数据矩阵（０、１）矩阵［１４－１７］。利用

ＰｏｐＧｅｎ３２软件计算多态位点比例（ＰＰＢ）、Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指
数、Ｎｅｉｓ基因多样性指数等。用ＮＴＳＹＳ２．１０软件计算遗传相
似系数和构建品种亲缘关系。

２　结果与分析

２．１　牡丹ＤＮＡ提取结果
牡丹基因组ＤＮＡ经１％琼脂糖凝胶电泳，每个点样孔包

括５μＬ样品ＤＮＡ和１μＬ上样缓冲液，各个条带大小基本一
致，基本无拖尾现象（图１）。

２．２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ体系筛选结果
反应体系（２０μＬ）如下：２×ＴｒａｎｓＴａｑＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＰＣＲ

ＳｕｐｅｒＭｉｘⅠ １０μＬ、ＤＮＡ模板（３０ｎｇ／μＬ）１μＬ、引物 １μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ８μＬ。用１．５％琼脂糖凝胶对扩增结果进行电泳。由
图２可以看出，条带数量多且清晰可见，易于区分。
２．３　引物扩增结果

１１条引物共扩增出１６２条条带，多态性条带１３３条，平
均多态性比例８２．６％。其中，引物 ＵＢＣ８１１扩增的条带数最
多，为２２条，多态性比例８６．４％（图３、表３）。

２．４　１８份牡丹品种遗传多样性分析
本试验通过软件ＰｏｐＧｅｎ３２分析出供试牡丹品种的有效

等位基因数（Ｎｅ）介于１．０５～１．９０之间，平均值为１．３４
［１２－１７］；

Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数（Ｉ）介于 ０．１２～０．６０之间，平均值为
０．３４；Ｎｅｉｓ（１９７３）基因多样性指数（Ｈ）介于０．０５～０．４０之
间，平均值为０．２２。
２．５　１８份牡丹品种非加权组平均法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒ－ｇｒｏｕｐ
ｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎｓ，简称ＵＰＧＭＡ）聚类分析

用ＮＴＳＹＳｐｃ２．１软件构建全部材料ＵＰＧＭＡ树状图（图
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表３　ＩＳＳＲ引物及其扩增产物的多态性水平

引物名称
序列

（５′→３′）
退火温度

（℃）
扩增条带总数

（条）

多态性条带数

（条）

多态性比例

（％）

ＵＢＣ８１１ ５８ ２２ １９ ８６．４
ＵＢＣ８６４ ５５ １７ １５ ８８．２
ＵＢＣ８１５ （ＧＡ）８Ｃ ５４ １６ １５ ９３．８
ＵＢＣ８４１ （ＡＴＧ）６ ５６ １５ １５ １００．０
ＵＢＣ８２４ （ＣＴ）８Ｇ ５４ １４ １２ ８５．７
ＵＢＣ８５３ （ＧＡ）８ＹＣ ５１ １４ １２ ８５．７
ＵＢＣ８３５ （ＴＣ）８ＣＧ ５９ １７ ８ ４７．１
ＵＢＣ８２７ （ＣＴ）８ＲＴ ６０ １６ １１ ６８．８
ＵＢＣ８２５ （ＡＧ）８ＹＣ ５５ １１ ９ ８１．８
ＵＢＣ８５９ （ＡＣ）８Ｇ ５３ １１ ９ ８１．８
ＵＢＣ８６６ （ＡＣ）８Ｔ ５９ ９ ８ ８８．９
合计 （ＴＧ）８ＲＣ １６２ １３３
平均 （ＣＴＣ）６ １４．７ １２ ８２．６

４），以相似系数０．７３３为阈值可将１８份牡丹品种分为三大
类。凤丹白、凤丹星、凤丹紫、凤丹、凤丹粉被划为第一大类，

共５个品种，其中凤丹白与凤丹星的相似系数最近，说明它们
的亲缘关系最近。第二大类包括凤丹绿、凤丹玉、凤丹绫、凤

丹舞、宝庆红、宝庆粉共６个品种。第三大类包括杨山牡丹、
永顺粉、宁乡红、郦家香、紫绣球、湘绣球、湘紫斑。当相似系

数值为０．７４时，把１８份牡丹品种分为４个类群，其中 Ｃ８和
Ｃ９单独分为一类，由此说明凤丹绿与凤丹玉２个品种的遗传
背景与其他品种差异比较大。

３　讨论

本研究通过反复试验挑选出混合了Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ
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ＤＮＡ聚合酶在内的反应体系，然后从总反应体积、ＤＮＡ模板
浓度、琼脂糖浓度３个方面进行结果筛选对比，最后挑选出了
适合大部分引物扩增的最适反应体系，而且结果稳定，有效地

节省了试验时间，提高了试验的精确度。

本试验用筛选出的１１条引物对１８份湖南本土牡丹资源
进行扩增，共扩增出１６４条条带，多态性比例为８１．１％，由此
说明湖南本土牡丹资源丰富，品种间存在较丰富的遗传变异，

具有比较复杂的遗传背景。

本研究中以 ＮＴＳＹＳ２．１作为分析软件，利用 ＵＰＧＭＡ法
在阈值为０．７４时将供试牡丹品种分为４个类群［１８－２０］，分析

结果可以看出，基本品种都显示出花色和花瓣复杂程度的优

势优先聚合在一起。第一类牡丹品种花色基本都是白色，只

有凤丹粉为粉色，凤丹紫为紫色，初步分析这２个品种可能是
凤丹白与非白色系牡丹品种的杂交后代表现出的亲本性状。

第二类２个品种花型偏小，植株比较低矮，所以从聚状图上可
看出这２个品种单独聚为一类，说明形态学鉴定与分子标记
技术具有一定的关联性，表明这２个品种的遗传性状相比其
他品种差异比较大。第三类中凤丹绫与凤丹舞都为白色花，

凤丹绫的花瓣顶部羽状浅裂，凤丹舞的花瓣顶部锯齿状浅裂，

花型都为单瓣型，相似系数比较大，说明亲缘关系比较近。宝

庆红与宝庆粉２个品种在形态学性状上基本相似，且在分子
标记学上表明它们的亲缘关系很近。第四类几乎所有的品种

花色都比较艳丽，宁乡红与郦家香的相似系数最接近，说明它

们的遗传背景相似；紫绣球与湘绣球花型都为球花台阁型，花

色比较接近，根据聚状图的分析，它们的亲缘关系比较接近，

而湘紫斑的相似系数最小，说明它们的亲缘关系最远。从来

源地分析，表明同一地域品种相似度比较高，而且基本是２个
形状非常相似的品种聚合在一起，推测是由于近距离的异花

授粉而出现的性状分离的杂交后代。

目前，牡丹新品种选育基本依赖于传统的人工杂交方法，

耗时长，基本每３年才能进行选育；选择亲本的过程比较盲
目，而湖南有丰富的牡丹种质资源，牡丹品种具有耐高温、高

湿、抗病虫害的优良性状，充分了解湖南本土牡丹品种的遗传

多样性与亲缘关系将有助于提高选育的效率与质量，从而为

观赏牡丹与湖南本土油用牡丹的杂交提供便利，为牡丹在南

方市场的推广打下基础。
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