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　　摘要：采用表型性状和简单重复序列间扩增（ＩＳＳＲ）标记，对３６个碗莲品种（系）进行遗传多样性分析。基于２３
个表型性状，品系间欧氏遗传距离系数平均值为７．７８，范围在３．５４～１５．７８间，聚类分析显示，以欧氏距离系数 Ｅ＝
１１．０，可将所有材料分为４组，其中３２个聚在一个类群。基于１０个ＩＳＳＲ引物，３６个品系共获得６２条扩增带，其中４４
条具有多态性，多态带百分率为 ７１．０％，品系间的遗传相似性系数平均值为０．４０，范围在０．１０～０．７１间，以遗传相似
系数ＧＳ＝０．６０，可将所有材料分为３组。ＩＳＳＲ标记分析与表型性状分析都说明，碗莲资源遗传背景狭窄，互相间亲缘
关系比较接近。
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　　荷花（Ｎｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａ）是我国十大传统名花之一，深受
人们喜爱。小株型荷花品种一般指碗莲，指在口径为２６ｃｍ
以内盆器中可正常生长、开花的一类微型荷花，是人们为了满

足在庭院、厅堂、卧室赏荷的需要而逐步培育出来的［１］。碗

莲以亚洲莲为主，其变异主要局限于有限的几个表型性状，虽

然品系较多，但遗传背景并不丰富，且许多观赏性状差异并不

一定是遗传物质本身存在差异，可能是基因表达差异形成的。

因此，系统地研究碗莲品系间的遗传多样性，能够有效减少下

一步育种工作中亲本选配的盲目性，提高目标性和预见性。

此外，碗莲是荷花的高级进化种，其变异性、遗传多样性研究

在荷花进化、品种分类等方面也有重要的意义［２］。

随着分子标记技术的日益发展，其已经成为研究物种遗

传多样性的重要手段。随机扩增多态性 ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）、简单
重复序列间扩增（ＩＳＳＲ）、扩增片段长度多态性（ＡＦＬＰ）等技
术都已被应用于莲遗传多样性研究［３－５］。Ｌｉ等利用ＲＡＰＤ和
ＩＳＳＲ标记对７０份中国莲、７份泰国莲和２份美洲黄莲种质进
行了遗传变异检测，发现多态位点分别达到了 ９１．２０％
（ＩＳＳＲ）和９６．４０％（ＲＡＰＤ）［６］。而Ｆｕ等利用ＡＦＬＰ标记对莲
的１３８份主要栽培品种进行了遗传多样性分析，发现多态位
点百分率仅为２８．７％［７］。试验材料的差异、分子标记技术的

不同，导致莲品种资源遗传多样性分析结果会产生比较大的

差异。针对碗莲的遗传基础研究中，孔德政等采用 ＲＡＰＤ标
记对８个碗莲品种进行了遗传分析，并为８个品种分别建立
了指纹图谱［２］；管志涛等对２３个碗莲品种的形态学性状进行
分析，发现最长距离法是一种非常有效的碗莲品种分类的聚

类方法［８］。目前碗莲品种多样性研究与应用仍处于探索阶

段。本研究以表型性状为基础，在前期构建荷花ＩＳＳＲ分子标
记反应体系的基础上［９］，系统地进行表型性状、ＩＳＳＲ标记的
遗传多样性研究，旨在深入揭示碗莲各品系间遗传多样性差

异，为进一步充分发掘现有资源提供依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
供试的碗莲资源材料３６份，取自苏州市荷塘月色湿地公

园苏州市农业科学院荷花资源保存圃。编号、品种名称、种源

等信息见表１。
１．２　表型性状调查

表型性状调查所用３６个供试品种（系）于２０１６年３月统
一种植于苏州市荷塘月色湿地公园苏州市农业科学院荷花资

源保存圃。采用标准资源保存池，每个品种种植１池，每池４
支种藕，田间管理按常规方法统一进行。性状调查于７月下
旬至１０月上旬进行，每个性状调查（测量）４个样品（数据），
调查方法参照《荷花新品种记载项目》记载标准［１０］，共记录

数量性状９个（最长叶径、最短叶径、立叶高、花柄高、花瓣
数、最长花径、花瓣纵径、花瓣横径、心皮），质量性状 １４个
（株型、初花期、群体花期、着花密度、花香、花蕾型、花型、花

态、花瓣尖色、花中色、花基色、雄蕊瓣化、雌蕊成熟形态、青熟

花托），质量性状变异及编码见表２。
１．３　基因组ＤＮＡ的提取与ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应

荷花基因组ＤＮＡ的提取采用改良的十六烷基三甲基溴
化铵（ＣＴＡＢ）法。ＰＣＲ反应体系及程序参照荷花 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ
优化体系［８］，ＩＳＳＲ引物的筛选以哥伦比亚大学于２００６年公
布的１００个引物序列为基础，选择条带多态性、稳定性较好的
１０个引物。

ＰＣＲ扩增产物用１％琼脂糖凝胶电泳分离，在紫外光下
用ＵＶ凝胶成像系统观察结果。
１．４　数据处理与分析

所有表型性状数据采用ＤＰＳ７．０５软件处理，质量性状通
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表１　参试碗莲品种及来源

编号 品种名 种源 编号 品种名 种源

１ 红裙绣金 中国荷花研究中心 １９ 红碗莲 上海

２ 一捧雪 中国荷花研究中心 ２０ 桌上莲 杭州

３ 解语花 中国荷花研究中心 ２１ 小碧玉 湖南

４ １１ｒ－７１２－６ 杂交新材料 ２２ 红丝巾 广东三水

５ 花灯初上 武汉东湖花卉盆景研究所 ２３ 白佛手 南京艺莲苑

６ 千堆锦 中国荷花研究中心 ２４ 唐婉 中国荷花研究中心

７ 冰心玉洁 荆州技工学校 ２５ 玉绣球 中国荷花研究中心

８ 金玉满堂 南京艺莲苑 ２６ 童欢 南京艺莲苑

９ 春燕 中国荷花研究中心 ２７ 绣生万象 广东三水

１０ 恋夏 武汉东湖花卉盆景研究所 ２８ 红雀 中国荷花研究中心

１１ 小佛手 武汉东湖花卉盆景研究所 ２９ 相见欢 中国荷花研究中心

１２ 洛神 中国荷花研究中心 ３０ 金陵女神 南京艺莲苑

１３ 香雪海 南京艺莲苑 ３１ 雪翠莲 河北白洋淀荷花大观园

１４ 红日 中国荷花研究中心 ３２ 蝶恋花 武汉东湖花卉盆景研究所

１５ 小凤舞 武汉植物园 ３３ 白万万 武汉植物研究所

１６ 火花（小） 中国荷花研究中心 ３４ 新水蜜桃 南京艺莲苑

１７ 火花 中国荷花研究中心 ３５ 玫瑰重台 荆州技工学校

１８ 湘妃女 湖南 ３６ 鼓浪小红 武汉市园林科研所

表２　参试碗莲质量性状变异及编码

性状 变异范围及表型级别

株型 大型株＝１；中型株＝２；小型株＝３
初花期 早＝１；较早＝２；晚＝３
群体花（周）期 长＝１；短＝２
着花密度 密＝１；较密＝２；疏＝３
花香 浓香＝１；香＝２；淡香＝３
花蕾型 桃形＝１；长桃形＝２；圆桃形＝３；橄榄形＝４
花型 重瓣＝１；半重瓣＝２；少瓣＝３；重台＝４
花态 杯状＝１；碟状＝２；碗状＝３；球状＝４；飞舞状＝５
花瓣尖色、花中色、花基色 红色＝１；白绿色＝２；绿白色＝３；黄绿色＝４；绿黄色＝５
雄蕊瓣化 无＝１；少数瓣化＝２；多数瓣化＝３；完全瓣化＝４
雌蕊成熟形态 结实＝１；泡化＝２；瓣化＝３
青熟花托 斗形＝１；杯形＝２；碗形＝３；不明显＝４

过群落多样性指数命令计算分布频率及多样性指数（Ｈ′），数
量性状通过基本参数估计命令统计最小值、最大值、变异幅

度、平均值、标准差、变异系数。ＩＳＳＲ－ＰＣＲ数据统计时选择
凝胶电泳结果中的清晰的谱带，扩增产物在相同迁移位置有

带赋值１，无带赋值０，建立原始数据矩阵，统计各引物总扩增
带（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｂａｎｄｓ，简称 ＡＢ）、多态带（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ，简
称ＰＢ）、多态带百分率（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ，简称
ＰＰＢ）。聚类分析利用统计分析软件 ＤＰＳ７．０５进行数据处
理。表型数据分析采用数据标准化、欧式距离系数（Ｅ）法计
算，聚类方法则采用最长距离法。ＩＳＳＲ标记数据，采用
Ｊａｃｃａｒｄ遗传相似系数，聚类方法同样按最长距离法。记录３６
个碗莲品种（系）相互之间的欧氏遗传距离及 Ｊａｃｃａｒｄ遗传相
似系数（ＧＳ）（各６３０个值），统计其在不同数值范围内出现的
频次。

２　结果与分析

２．１　碗莲基于表型性状的遗传多样性分析
２．１．１　质量性状的变异及遗传多样性　１４个质量性状的统

计分析（表３）表明，参试３６个碗莲品种（系）中，未有花态为
碟状及球状的资源，未有花瓣尖部及中部为黄绿色、花基部色

为红色的资源，其余各性状在其描述级别上基本都有分布，但

极不均匀。碗莲为小型荷花，株型绝大多数为中、小型，以中

型为多；群体花（周）期有长、短２种表型，参试品种中仅玉绣
球为短花期，其余表型均为长花期；着花密度有３种表型，以
密度为密所占比例较高；花香有３种表型，以香度适中所占比
例较高；花态有３种表型，以碗状所占比例较高；花瓣尖色、花
中色各有４种表型，以红色所占比例较高；雌蕊成熟形态有３
种表型，以结实所占比例较高；青熟花托有３种表型，以斗形
所占比例较高。以上９个质量性状中占比高的表型分布频率
均高于６０％，表现出较高的集中性，其多样性指数相对较低。
初花期、花蕾型、花型、花基色、雄蕊瓣化程度５个性状频率分
布较平均，其多样性指数较高。

２．１．２　数量性状的变异及遗传多样性　数量性状的统计分
析（表４）表明，３６个碗莲品种（系）数值型性状差异较大，９
个数值性状的变异系数在 １５．６％ ～７７．７％间，平均为
３３６％。少瓣型和重台型荷花花瓣数差异较大，因此性状花
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表３　碗莲１４个质量性状的频率分布及多样性指数

性状
分布频率（％）

１ ２ ３ ４ ５
多样性指数

Ｈ′

株型 ２．８ ６６．７ ３０．５ １．０５６６
初花期 ４７．２ ２２．２ ３０．６ １．５１６１
群体花（周）期 ９７．２ ２．８ ０．１８４３
着花密度 ８６．１ １１．１ ２．８ ０．６８２４
花香 ５．６ ６９．４ ２５．０ １．０９８６
花蕾型 ５０．０ ３３．３ １６．７ ０ １．４５９５
花型 ３３．３ １３．９ ４７．２ ５．６ １．６６８１
花态 １３．９ ０ ８０．５ ０ ５．６ ０．８８０５
花瓣尖色 ８０．５ ５．６ １１．１ ２．８ ０ ０．９８１３
花中色 ６９．４ １３．９ １３．９ ２．８ ０ １．３０１６
花基色 ０ ５．６ ８．３ ５５．５ ３０．６ １．５２５１
雄蕊瓣化程度 ３８．９ ４７．２ １１．１ ２．８ １．５３７６
雌蕊成熟形态 ８３．３ １１．１ ５．６ ０．８０４５
青熟花托 ７２．２ １９．４ ５．６ ２．８ １．１７５６

表４　碗莲９个数值型性状的统计分析

性状 最小值 最大值 变异幅度 平均值 标准差 变异系（％）
最大叶茎（ｃｍ） ３４．０ １６．０ １８．０ ２４．０ ３．７６ １５．６
最小叶茎（ｃｍ） ２９．０ １３．０ １６．０ １９．４ ３．５３ １８．２
立叶高（ｃｍ） ４５．０ ４．０ ４１．０ ２２．６ ９．３０ ４１．１
花柄高（ｃｍ） ６６．０ １１．０ ５５．０ ３３．２ １４．５５ ４３．８
花瓣数（个） １３１．０ １１．０ １２０．０ ４７．１ ３６．６５ ７７．７
花茎（ｃｍ） ２１．０ ８．１ １２．９ １２．９ ２．５８ ２０．０
花瓣纵茎（ｃｍ） １４．１ ４．８ ９．３ ７．９ １．６１ ２０．３
花瓣横茎（ｃｍ） ７．６ １．７ ５．９ ４．７ １．１１ ２３．９
心皮数（个） １８．０ ０ １８．０ ８．２ ３．４１ ４１．８

瓣数变异系数达到７７．７％。立叶高、花柄高的变异系数超过
了４０％，最大叶茎、最小叶茎、花茎、花瓣纵茎、花瓣横茎等性
状的变异系数也都在２０％左右。本研究所记录的数量性状
多数是与株型大小有关的数据，结果显示，碗莲种质资源数值

型性状的变化幅度和变异系数均较大，不同品系株型之间有

明显差异。

２．１．３　表型性状的遗传距离及聚类分析　由图１、图２可
知，基于２３个表型性状，３６个碗莲品种（系）间欧氏距离系数
平均值为７．７８，变幅为３．５４～１５．７８。所有材料中，以唐婉和
红日间的欧氏距离系数最小，为３．５４，２个材料均由中国荷花
研究中心育成，株型、花型、花态等性状均一致，区别仅在于红

日为红莲型，唐婉则为花瓣尖红的粉莲型；小碧玉和白万万间

的欧氏距离系数最大，为１５．７８，小碧玉为所有材料中株型最
小的，白万万则为所有材料中株型最大的。以距离１．６为标
准，统计３６个碗莲品种（系）６３０个两两间距离系数在１０个
范围内的出现频度，ＤＰＳ７．０５基本参数正态性检验发现，系
数频度呈正态分布，频度峰值出现在系数６．４～８．０之间，共
有２２０个。３６个品种（系）间按最长距离法聚类，以系数 Ｅ＝
１１．００，可将所有材料分为４组，第１类群包含３６个材料中的
３２个，小碧玉、新水蜜桃、白万万、玉绣球分类较远。第１类
群以系数Ｅ＝９．４５，可再分为３类，各组间花瓣平均数差距较
大，为重要的分类性状。
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２．２　碗莲基于ＩＳＳＲ分子标记的遗传多样性分析
２．２．１　ＩＳＳＲ标记多态性　由表 ５可知，用所筛选的 １０个
ＩＳＳＲ引物，对３６个荷花品种（系）进行扩增，共产生６２条大
小在１５０～１６００ｂｐ间的条带，其中４４条具有多态性，多态百
分率为７１．０％。引物ＵＢＣ８９５扩增出的清晰条带最多，为１１

条；引物ＵＢＣ８４６的扩增条带数最少，仅有２条。所有引物扩
增产物的多态性比率均高于４０％，引物 ＵＢＣ８４０、ＵＢＣ８４８扩
增条带的多态性比率最高，为１００％。总体上，１０个 ＩＳＳＲ标
记在碗莲基因组中能揭示较多的信息量。

表５　ＩＳＳＲ引物序列及扩增多态性

引物 引物序列
总扩增带数

（条）

多态带数

（条）

多态带比率

（％）

ＵＢＣ８０８ （ＡＧ）８Ｃ ５ ２ ４０．０
ＵＢＣ８１１ （ＧＡ）８Ｃ ６ ３ ５０．０
ＵＢＣ８１７ （ＣＡ）８Ａ ４ ２ ５０．０
ＵＢＣ８３６ （ＡＧ）８ＹＡ ６ ５ ８３．３
ＵＢＣ８４０ （ＡＧ）８ＹＴ ７ ７ １００．０
ＵＢＣ８４２ （ＧＡ）８ＹＧ ８ ６ ７５．０
ＵＢＣ８４６ （ＣＡ）８ＲＴ ２ １ ５０．０
ＵＢＣ８４８ （ＣＡ）８ＲＧ ３ ３ １００．０
ＵＢＣ８９５ ＡＧＡＧＴＴＧＧＴＡＧＣＴＣＴＴＧＡＴＣ １１ ８ ７２．７
ＵＢＣ８９９ ＣＡＴＧＧＴＧＴＴＧＧＴＣＡＴＴＧＴＴＣＣＡ １０ ７ ７０．０
合计 — ６２ ４４ ７１．０

　　注：Ｙ＝（Ｃ或Ｔ），Ｒ＝（Ａ或Ｇ）。

２．２．２　ＩＳＳＲ标记的遗传相似系数及聚类分析　由图１、图２
可知，以３６个碗莲品种和６２个位点的谱带数据为原始矩阵，
共获得６３０个两两不同品种间的遗传相似系数，系数平均值
为０．４０，变幅为０．１０～０．７１，所有材料中，以千堆锦和一捧雪
之间的遗传距离系数最小，为０．１０，白佛手与玉绣球间的遗

传距离系数最大，为０．７１。以系数０．１为标准，统计３６个碗
莲品种（系）６３０个两两间距离系数在１０个范围内出现的频
度，ＤＰＳ７．０５基本参数正态性检验发现，系数频度呈偏态分
布，说明大部分资源遗传距离比较接近，峰值出现在系数为

０．３～０．４之间，共有２１９个。以０．６０为阈值可以把３６个碗
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莲品种分为３组。

３　讨论与结论

表型标记和分子标记是最常用的遗传多样性分析方法，

分子标记体现的是材料间 ＤＮＡ水平的变异，具有取样较少、
试验简单、不受环境影响等优点，但试验表明，不同的标记、不

同的反应引物甚至不同的反应条件都会引起结果的误差［１２］。

表型分析记录的数据较为直观，是种质资源研究中的基础，但

由于表型是基因与环境互作表达的结果，性状的表达易受环

境影响。徐福荣等通过对表型性状和 ＳＳＲ标记的比较，认为
ＳＳＲ标记在鉴定云南省水稻主要品系的工作中更为可靠［１３］，

而石胜友等通过表型性状与 ＡＦＬＰ标记的比较，认为积累相
关表型性指标是分子生物学技术在芒果遗传育种工作中进一

步应用的基础［１４］。２种分析方法各有优缺点，在资源遗传多
样性研究工作中，可结合使用，以达到更好的效果。

本研究利用表型性状和ＩＳＳＲ标记研究了３６份碗莲资源
的遗传多样性。所采集的２３个表型性状，主要是基于《荷花
新品种记载项目》记录的碗莲花、叶、株型等性状，其中有１９
个性状与花有关，涵盖了花色、花型、高度、大小、生理期等各

方面，较为全面地反映了碗莲花的特征，这些性状在实际工作

中便于观察和获取，且均属于稳定性状，是新品种登记项目中

利用的主要数据，因此这些数据能够较好地展现观赏碗莲花

性状的遗传多样性。分析结果显示，虽然碗莲资源各性状在

描述级别上大部分都有分布，但分布极不均匀，尤其是作为观

赏花卉比较重要的花色、花态等几个指标，如参试的碗莲资源

中６９．４％为红花莲品种，黄莲品种仅有金玉满堂１个，而花
态为碗状的资源占总体的８０．５％，没有花态为碟状和球状的
资源。除玉绣球、小碧玉、新水蜜桃、白万万等个别品系，各资

源间欧式遗传距离较为接近。碗莲资源ＩＳＳＲ标记显示，虽然
多态带的比例达到７１．０％，但除新水蜜桃、白万万、金陵女神
等个别品系，各资源间遗传相似系数较为接近，品系间遗传相

似系数主要分布在０．３～０．４间。表型数据分析显示，各资源
间欧氏遗传距离频数呈正态分布，而根据ＩＳＳＲ标记数据分析
可知，各资源间遗传相似系数呈偏态分布，说明 ＩＳＳＲ标记分
析碗莲资源相互间遗传距离结果比表型标记分析所得结果要

更接近。表型鉴定和ＩＳＳＲ标记结果都说明，碗莲品种遗传背
景较为狭窄，互相间亲缘关系比较接近，分析原因，可能是由

于大部分品系是从几个主要材料杂交选育而来的。

碗莲是荷花的高级进化种，近年来，随着育种工作者的辛

勤工作，包括碗莲在内的荷花新品种不断涌现［１５］。但从遗传

多样性角度而言，碗莲的遗传背景仍相对狭窄，可根据多样性

鉴定结果，有针对地引进黄莲资源、花态为碟状及球状、相对

株型较大的资源，通过进一步的杂交选育，丰富碗莲资源的遗

传多样性。
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