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　　摘要：为进一步明确铁线莲属１６个园艺品种之间的亲缘关系和遗传多样性，利用１２条ＩＳＳＲ引物对１６份材料进
行ＰＣＲ扩增，共获得１１７条清晰的条带，多态性条带占比为９７．４４％。利用引物ＵＢＣ８１５和ＵＢＣ８１７构建１６个铁线莲
品种的指纹图谱，可以有效地对铁线莲进行区分和鉴定。利用 ＮＴＳＹＳ软件计算出铁线莲品种间的遗传相似系数为
０．２０～０．７３，平均相似系数为０．５１。通过ＵＰＧＭＡ法进行聚类分析，在相似系数为０．５３时，可将１６份材料划分为４大
类。结果表明，铁线莲品种之间的遗传关系较为复杂，利用ＩＳＳＲ分子标记技术可以从分子水平揭示１６份材料的遗传
多样性水平和亲缘关系。
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　　铁线莲为毛茛科（Ｒａｎｕｎｃｕｌａｃｅａｅ）铁线莲属（ＣｌｅｍａｔｉｓＬ．）
植物，现已知的铁线莲约有３００种，广泛分布于世界各地。我
国约有１３３种，主要分布在华中和西南地区［１］。铁线莲具有

非常高的药用价值和观赏价值。该属植物不仅花型多样，有

平盘形、十字形、钟形、长瓣形等，还兼具花期长、色彩丰富的

特点，拥有“藤本皇后”的美誉。在园艺家和植物学家几百年

的栽培和育种过程中，培育出了上千个各具特色的铁线莲园

艺品种［２］。这些品种中，绝大部分都是由多个不同的种杂交

而来，还有部分品种是由野生种驯化而来［３］。长时间的人工

选择过程中，铁线莲品种的遗传背景和各品种之间的亲缘关

系变得模糊不清，有些杂交品种已经找不到最初的杂交亲本，

这给杂交育种亲本选择带来一定的困难。同时，铁线莲很多

品种外观形态相似度高，导致铁线莲品种鉴定越来越难。由

于受环境影响因素较大，传统形态学分类方法难以对铁线莲

品种进行有效区分。因此，运用分子生物学手段对铁线莲品

种遗传多样性和亲缘关系进行研究，可为铁线莲品种在分子

水平的分类与鉴定提供依据。目前，在有关铁线莲品种遗传

多样性研究上，前人多从形态学和细胞学［４－７］等方面开展了

一些研究，利用分子生物学手段进行相关研究的报道较少。

简单重复间序列（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）标
记技术具有操作简单、稳定性好和多态性丰富等特点，广泛应

用于植物品种鉴定、基因作图与定位、遗传多样性和系统发育

等的研究。孙正海等建立了铁线莲 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ的反应体系，
并且进行反应体系优化和引物筛选，但未进一步研究该分子

标记技术在铁线莲品种遗传多样性研究中的可行性与稳定

性［８－９］。本研究利用 ＩＳＳＲ分子标记技术从分子水平对铁线
莲１６个园艺品种遗传多样性进行探究，为 ＩＳＳＲ分子标记技
术在铁线莲品种分类鉴定、亲缘关系分析以及种质资源利用

和新品种培育过程中亲本选择提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　试验材料为２０１５年１２月从国外引进的１６个铁线莲园
艺品种。试验地为西南林业大学一号教学楼前苗圃，位于云

南省昆明市盘龙区，属于北亚热带低纬高原山地季风气候，年

平均气温１６．５℃，年均降水量１４５０ｍｍ，无霜期２７８ｄ。采集
生长良好的植物幼嫩叶片，置于放入硅胶的自封袋当中，带回

实验室置于－８０℃冰箱保存备用。品种信息（来自世界园艺
铁线莲协会）详见表１。
１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ提取与检测　采用 ＤＮＡ提取试剂盒（ＯＭＥＧＡ
Ｄ２４８５－０１）提取植物基因组ＤＮＡ。利用ＮａｎｏｄｒｏｐＮＤ－２０００
微量核酸蛋白检测仪检测 ＤＮＡ质量及浓度。利用０．８％琼
脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ链的完整性，电泳缓冲液为
０．５×ＴＢＥ。
１．２．２　ＩＳＳＲ引物筛选与 ＰＣＲ扩增　试验所选１００条引物
（ＵＢＣ８０１～ＵＢＣ９００）由哥伦比亚大学公布，昆明硕擎生物科
技有限公司合成。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，包括模板ＤＮＡ，引
物２μＬ，１２．５μＬＰＣＲ反应混合物（ＭａｓｔｅｒＭｉｘ），加入双蒸水
使体系达到２５μＬ。反应程序：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性
９０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，４３个循环；７２℃延伸
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表１　１６个铁线莲品种的基本信息

编号 品种名 园艺类型 花色 花形 单瓣或重瓣 花期

１ 美佐世Ｍｉｓａｙｏ 早花大花型 浅蓝紫色 平盘状 单瓣 ５—１０月

２ 普鲁吐斯Ｐｒｏｔｅｕｓ 早花大花型 粉色 平盘状 ５—７月开重瓣或半重
瓣，８—９月开单瓣

５—７月，８—９月

３ 天真一瞥ＩｎｎｏｃｅｎｔＧｌａｎｃｅ 早花大花型 粉色 平盘重瓣状 重瓣 ５—７月
４ 塞西尔Ｃｅｃｉｌｅ 长瓣型 紫蓝色 长瓣重瓣状 半重瓣 ４—６月
５ 艾米莉亚花盘ＥｍｉｌｉａＰｌａｔｅｒ 意大利型 浅红紫色 平盘状 单瓣 ７—９月
６ 月光Ｍｏｏｎｌｉｇｈｔ 早花大花型 亮黄至乳白 平盘状 单瓣 ５—６月，９月
７ 小鸭Ｐｉｉｌｕ 早花大花型 粉紫色 平盘状 重瓣或半重瓣 ５—６月，８—９月
８ 蓝天使ＢｌｕｅＡｎｇｅｌ 晚花大花型 浅蓝色 平盘状 单瓣 ７—９月
９ 格拉芙泰美女ＧｒａｖｅｔｙｅＢｅａｕｔｙ 德克萨斯型 深红色 平盘状 单瓣 ５—１０月
１０ 钻石球ＤｉａｍｏｎｄＢａｌｌ 早花大花型 浅蓝色 平盘状 重瓣 ６—８月
１１ 迈克莱特Ｍｉｋｅｌｉｔｅ 意大利型 深紫红色 平盘状 单瓣 ５—９月
１２ 紫铃铛Ｒｏｏｇｕｃｈｉ 单叶型 紫蓝色 铃铛状 单瓣 ５—９月
１３ 包查德女伯爵ＣｏｍｔｅｓｓｅｄｅＢｏｕｃｈａｕｄ 晚花大花型 粉色 平盘状 单瓣 ５—９月
１４ 面白Ｏｍｏｓｈｉｒｏ 早花大花型 浅粉色，边缘深红 平盘状 单瓣 ５—６月，８—９月
１５ 吉恩斯Ｇｉｒｅｎａｓ 早花大花型 浅粉色 平盘状 单瓣 ６—９月
１６ 红衣主教ＲｏｕｇｅＣａｒｄｉｎａｌ 晚花大花型 深红色 平盘状 单瓣 ５—９月

１０ｍｉｎ；最后４℃保存。采用２％琼脂糖凝胶加入８μＬＰＣＲ
扩增产物，在４Ｖ／ｃｍ电压下电泳２．５ｈ，筛选出能扩增出清晰
条带的引物。

从上述１００条引物中初步筛选出２８条进行退火温度梯
度的试验，筛选出条带数量丰富、清晰稳定的引物１２条，并确
定最适退火温度。最后，利用这１２条引物对１６个铁线莲品
种进行ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增，使用凝胶成像系统进行拍照分析。
１．２．３　数据记录与分析　根据凝胶成像结果，同一引物扩增
出来的条带，在同一迁移率上出现条带记为“１”，丢失条带记
为“０”，建立０、１二元数据矩阵。选择多态性位点比较丰富
的引物，构建１６个铁线莲品种的指纹图谱；利用ＮＴＳｙｓ２．１数
据分析软件计算品种间的遗传距离和遗传相似系数，并采用

ＵＰＧＭＡ法构建其遗传聚类图。

２　结果与分析

２．１　铁线莲ＤＮＡ提取效果
　　利用ＤＮＡ提取试剂盒提取铁线莲１６个品种的 ＤＮＡ都
是一条完整清晰的谱带（图１），没有 ＲＮＡ污染、拖尾和弥散
现象，利用超微量核酸蛋白测定仪测得 ＤＮＡ的浓度为５５～
１２０ｎｇ／μＬ。提取的 ＤＮＡ可以满足 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应对模板
ＤＮＡ的质量要求。

２．２　ＩＳＳＲ引物筛选及扩增结果
从１００条ＩＳＳＲ引物中筛选出１２条扩增条带清晰稳定、

数量 丰 富 的 引 物，分 别 为 ＵＢＣ８０９、ＵＢＣ８１０、ＵＢＣ８１５、
ＵＢＣ８２１、ＵＢＣ８１７、ＵＢＣ８２６、ＵＢＣ８２８、ＵＢＣ８３０、ＵＢＣ８３６、
ＵＢＣ８５６、ＵＢＣ８５９、ＵＢＣ８８８。通过退火温度梯度（４４．７～
６２．５℃）试验，确定了每条引物的最佳退火温度。利用筛选
出的引物对１６个供试材料进行ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增。１２条引物
共扩增出１１７条带，其中特异性条带共有１１４条，每个引物平
均扩增出来９．７５个位点，平均特异性位点达到９．５个，多态
性比率达到９７．４４％（表２）；扩增出的条带片段大小为２５０～
１５００ｂｐ。引物 ＵＢＣ８１７、ＵＢＣ８１５和 ＵＢＣ８５６扩增结果见图
２、图３、图４。

表２　１２条引物扩增结果

引物名称 序列信息
退火温度

（℃）
总条带

（条）

特异性带

（条）

多态性比例

（％）

ＵＢＣ８０９ （ＡＧ）８Ｇ ４９ １１ １１ １００．００
ＵＢＣ８１０ （ＧＡ）８Ｔ ４９ ９ ９ １００．００
ＵＢＣ８１５ （ＣＴ）８Ｇ ４９ ９ ８ ８８．８９
ＵＢＣ８２１ （ＧＴ）８Ｔ ５１．５ ８ ８ １００．００
ＵＢＣ８１７ （ＣＡ）８Ａ ５１．５ １５ １５ １００．００
ＵＢＣ８２６ （ＡＣ）８Ｃ ５５ １３ １２ ９２．３１
ＵＢＣ８２８ （ＴＧ）８Ａ ５４ １０ １０ １００．００
ＵＢＣ８３０ （ＴＧ）８Ｇ ５４ ９ ８ ８８．８９
ＵＢＣ８３６ （ＡＧ）８ＹＡ ５１．６ １０ １０ １００．００
ＵＢＣ８５６ （ＡＣ）８ＹＡ ５４ ８ ８ １００．００
ＵＢＣ８５９ （ＴＧ）８ＲＣ ４４．７ ９ ９ １００．００
ＵＢＣ８８８ ＢＤＢＤ（ＡＣ）６Ａ ５２．７ ６ ６ １００．００
总计 １１７ １１４
平均 ９．７５ ９．５ ９７．４４

　　注：Ｙ＝（Ｃ，Ｔ）；Ｒ＝（Ａ，Ｇ）；Ｂ＝（Ｃ，Ｇ，Ｔ）；Ｄ＝（Ａ，Ｇ，Ｔ）

２．３　１６个铁线莲园艺品种的ＩＳＳＲ聚类结果
利用１２条引物扩增出来的１１７谱带建立１６个铁线莲品
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种的遗传相似系数矩阵（表 ３），各品种之间的相似系数在
０．２０～０．７３之间，平均相似系数为０．５１。说明铁线莲品种具
有较高的遗传多样性，各品种间的遗传变异较大，环境适应能

力较强。其中，包查德女伯爵和红衣主教相似系数最大，为

０．７３，这表明２个品种之间的亲缘关系相对较近；塞西尔和迈
克莱特相似系数最小，为０．２０，表明这２个品种的亲缘关系
相对较远。从遗传相似系数来看，塞西尔同其他品种之间的

遗传相似系数较小，为０．２０～０．３５，表明该品种与其他品种
相比遗传变异大、亲缘关系远。

表３　不同铁线莲品种间的遗传相似系数

编号
相似系数

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６
１ １．００００
２ ０．５３６６１．００００
３ ０．６１３６０．６１５４１．００００
４ ０．３１４３０．２６６７０．３０３０１．００００
５ ０．５８４３０．４８１００．５８８２０．２６８７１．００００
６ ０．４６１５０．５２９４０．５１３５０．３２１４０．４５３３１．００００
７ ０．６１７００．６１９００．７１１１０．２５０００．５９３４０．４７５０１．００００
８ ０．５８０６０．５３０１０．６０６７０．２８１７０．７１１１０．４５５７０．５８９５１．００００
９ ０．５２２７０．７１７９０．６１９００．３３３３０．４４７１０．５６７６０．５７７８０．５１６９１．００００
１０ ０．５７４７０．６２３４０．６５０６０．２７６９０．５４７６０．４９３２０．６９６６０．５６８２０．５７８３１．００００
１１ ０．４６３４０．６１１１０．５１２８０．２００００．４５５７０．５２９４０．５４７６０．５５４２０．６１５４０．５９７４１．００００
１２ ０．４１２４０．４８２８０．４５１６０．２４０００．４８９４０．４３３７０．５６５７０．５１０２０．６２３７０．５２１７０．５０５７１．００００
１３ ０．５１４９０．５０５５０．５１５５０．２０２５０．５５１００．４１３８０．５６３１０．５８８２０．４５３６０．５８３３０．４６１５０．４９０６１．００００
１４ ０．４９０２０．４７８３０．５９１８０．２２５００．４８４８０．５４５５０．５００００．５０４９０．４８９８０．５１５５０．５２１７０．４４８６０．６６６７１．００００
１５ ０．５３３３０．５５０００．６０４７０．３５２９０．４３６８０．６０５３０．５４３５０．５２７５０．６０４７０．５８８２０．５２５００．４２１１０．５８５９０．７２００１．００００
１６ ０．５２６３０．５８８２０．５９３４０．３０１４０．５４３５０．５１８５０．６１８６０．５８３３０．５７１４０．５７７８０．４９４１０．５００００．７３０８０．５７１４０．６６６７１．００００

　　采用ＵＰＧＭＡ法对供试的１６个铁线莲园艺品种进行聚
类分析，结果表明，在相似系数为０．５０处，可将１６份材料聚
为３类（图５）。其中，塞西尔划为 Ａ类，紫铃铛划为 Ｂ类，Ｃ
类包括其余１４个品种。在相似系数为０．５３处，可将１６份材
料划分为４个类群。塞西尔划为第１类；紫铃铛划为第２类；
第３类包括月光、迈克莱特、格拉芙泰美女和普鲁吐斯；其余
１０个品种划为第４类。
２．４　１６个铁线莲园艺品种的ＩＳＳＲ指纹图谱构建
　　利用扩增出条带清晰、条带数量多、多态性丰富的引物构
建１６个铁线莲品种的遗传指纹图谱。利用引物 ＵＢＣ８１５和
ＵＢＣ８１７构建１６个铁线莲品种的指纹图谱（表４），该指纹图
谱可以有效地对这些铁线莲品种进行区分、鉴定。
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表４　引物ＵＢＣ８１５、ＵＢＣ８１７构建１６个铁线莲品种的数字指纹图谱

编号 品种名称
指纹图谱

ＵＢＣ８１５ ＵＢＣ８１７
１ 美佐世 ０００１１０１１１ １１０１１００００１００００１
２ 普鲁吐斯 ００００００００１ ０００１０１０００１００００１
３ 天真一瞥 ０００１００００１ １０１１０００１０１１０００１
４ 塞西尔 ００００１０００１ ００００００１０００１０１００
５ 艾米莉亚花盘 ０００１０１０１１ １００１１００００１０００００
６ 月光 ０００００００１１ １００１０１０１００１００００
７ 小鸭 ０００１０１１０１ １１１００１０００１００００１
８ 蓝天使 ００００１０１１１ １００１０１０００１０１００１
９ 格拉芙泰美女 ０１１０００００１ １００１１１０１０１０００１１
１０ 钻石球 ０００１００００１ １１１００１００１０００００１
１１ 迈克莱特 ００００００１０１ １００１０１００１０００００１
１２ 紫铃铛 ０１０００１００１ １００１０１０１０１０００１０
１３ 包查德女伯爵 １００１０１１１１ １１０１０１０００１００００１
１４ 面白 １００１０００１１ １０１１０１１１０１００００１
１５ 吉恩斯 ０００１１００１１ １０１１０１１１００００００１
１６ 红衣主教 ０００１０１１１１ ０００１０１０００１００００１

３　结论与讨论

本研究利用ＩＳＳＲ分子标记技术筛选出的１２条引物扩增
出１１７个位点，多态性条带的比例为９７．４４％，每条引物扩增
出的条带数为６～１５条，多态性条带所占比例为８８．８９％ ～
１００％。其中１２条引物中有９条引物扩增出的条带多态性达
到了１００％，说明铁线莲栽培品种具有较高的遗传多样性和
复杂的遗传背景。利用引物ＵＢＣ８１５和ＵＢＣ８１７建立起的１６
个铁线莲品种的ＤＮＡ指纹图谱可以对不同品种进行有效地
区分和快速鉴定。对材料进行 ＩＳＳＲ聚类分析，在相似系数
０．５０处可将１６份材料聚为３类。Ａ类只有品种塞西尔；Ｂ类
只有紫铃铛；Ｃ类有普鲁吐斯、格拉芙泰美女、迈克莱特、月
光、美佐世、天真一瞥、小鸭、钻石球、艾米莉亚花盘、蓝天使、

包查德女伯爵、红衣主教、面白和吉恩斯。其中，包查德女伯

爵与红衣主教之间的相似系数最大，为０．７３，亲缘关系最近，
遗传背景相似。从花朵形态特征来看，包查德女伯爵和红衣

主教除花朵颜色不同外，都具有相同数量苞片，花期都为６—
９月，花型都是平盘型，萼片中部具有竖状条纹，说明 ＩＳＳＲ分
子聚类与形态聚类在一定程度上的一致性。Ｃ类中铁线莲的
花型都为平盘型，Ａ类花型为长瓣型，Ｂ类为铃铛型。以此来
看，按照花型分类也可以将材料划分为３类，这与 ＩＳＳＲ聚类
结果保持一致，拥有相同花型的品种之间可能具有相对较近

的亲缘关系。但是在同一花型中，不同品种的花朵颜色、单重

瓣及萼片数量等性状表现不一，这可能是铁线莲品种之间相

互杂交导致种质资源混杂的结果，说明分子聚类结果与形态

学分类结果存在一定的差异。塞西尔和迈克莱特之间的相似

系数最小，为０．２０，说明这２个品种之间的亲缘关系较远。
在铁线莲新品种培育中，可以利用这２个品种进行杂交，可能

会产生较好的杂种优势。

按照栽培品种的生境特点、开花特性及开花时间等，园艺

家将铁线莲品种划为不同的品种类群。按照 ＩＳＳＲ分子标记
聚类结果将１６份材料划分的３大类群中，Ａ类只有１个长瓣
型品种；Ｂ类只有１个单叶型品种；Ｃ类中包括８个早花大花
型品种、１个德克萨斯型品种、２个意大利型品种和３个晚花
大花型品种。ＩＳＳＲ聚类结果显示，不同园艺类型的铁线莲品
种划分到同一类中，表明按照园艺性状分类结果与分子标记

聚类结果存在一定的差异。这主要是因为园艺家对铁线莲品

种的分类是为了园艺种植的考量，分类依据主要是植物生长

环境、适应能力、花朵大小、颜色和开放时间等园艺特性。分

子聚类与园艺分类的差异体现了铁线莲品种之间的遗传变异

程度之大，这是长期人工选择和自然进化的共同作用的结果。

ＩＳＳＲ聚类结果可以为铁线莲品种亲缘关系鉴定和杂交育种
中亲本选择提供参考。与形态学标记相比，以遗传物质 ＤＮＡ
为基础的ＩＳＳＲ分子标记重复性好，稳定性高，受环境因素影
响小，在植物花卉种源信息鉴定、品种分类和遗传多样性评价

等［１０－１２］方面具有广泛的应用。
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