
书书书

孙嘉磊，杨志刚，罗　兵，等２１个日本牡丹品种ＤＮＡ指纹图谱构建与ＥＳＴ－ＳＳＲ标记遗传多样性分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（９）：５０－５３．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０９．０１３

２１个日本牡丹品种 ＤＮＡ指纹图谱构建
与 ＥＳＴ－ＳＳＲ标记遗传多样性分析

孙嘉磊，杨志刚，罗　兵，孙海燕
（常熟理工学院生物工程系，江苏常熟２１５５００）

　　摘要：采用ＥＳＴ－ＳＳＲ标记构建中国常熟尚湖牡丹园引栽的２１个日本牡丹品种 ＤＮＡ指纹图谱并进行遗传多样
性分析。以筛选出的１０对多态性高、稳定性好且在染色体上分布均匀的引物作为核心引物，构建日本牡丹２１个品种
ＤＮＡ指纹图谱，用ＮＴＳＹＳ－ＰＣＶ２．１０软件分析遗传多样性。结果表明，１０对ＥＳＴ－ＳＳＲ引物在２１份材料中共扩增出
４７个多态性基因型，平均每对引物扩增４．７个，变幅１～１１个；１０对引物的多态性频率（ＦＰ）平均值为０．５２２，变幅
０２２７～０．９５０；筛选出的２对核心引物可以将２１个牡丹品种完全区分，以遗传相似系数０．５５为阈值可将２１个供试牡
丹品种分成２类。由结果可知，ＥＳＴ－ＳＳＲ标记在供试牡丹品种间多态性差异较大，适合用于牡丹的ＤＮＡ指纹图谱的
构建。
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　　牡丹（ＰａｅｏｎｉａｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａＡｎｄｒｅｗｓ．）花大色艳，花香袭
人，有“国色天香”之美誉，深受人们喜爱。关于 ＤＮＡ指纹技
术在牡丹品种鉴别上的应用，前人做了很多研究。朱红霞利

用ＡＦＬＰ标记对牡丹品种的分类进行了初步探索［１］。Ｈｏｓｏｋｉ
等利用ＲＡＰＤ标记技术对牡丹品种和野生牡丹品种的ＤＮＡ序
列进行了尝试性分析［２］。由于技术比较成熟，以微卫星序列为

基础的ＳＳＲ标记成为当前植物品种ＤＮＡ指纹图谱数据库的首
选标记［３］。李保印利用ＳＳＲ标记技术研究中原牡丹品种初级
核心种质和遗传多样性，并建立了核心种质［４］。王淼等研究讨

论了牡丹品种的ＳＳＲ－ＰＣＲ反应条件［５］。ＳＳＲ分子标记技术
可以用来区分牡丹品种，这是不容争辩的事实［６］，近年来ＥＳＴ
（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇｅｓ）发展十分迅速，而ＥＳＴ－ＳＳＲ与其他
鉴别途径相比，是一种相对准确、简便、经济的途径［７］。

Ｔｅｍｎｙｋｈ等研究显示，他们所发现的牡丹ＥＳＴ－ＳＳＲ位点绝大
多数都具有多态性潜能［８］。张艳丽等以６个滇牡丹不同花色
类群ＤＮＡ为模板，对ＥＳＴ－ＳＳＲ引物进行了筛选［９］。

牡丹品种的起源地在中国，在中国牡丹园艺栽培不断发

展的同时，日本也早就开始进行牡丹园艺品种的杂交培育和

引种工作，形成了具有地方特色的牡丹品种群［１０］，而目前针

对国内引栽的日本品系牡丹开展 ＤＮＡ指纹图谱构建及遗传
多样性的研究还未见报道。本研究采用 ＥＳＴ－ＳＳＲ标记构建
中国常熟尚湖牡丹园２１份日本品系牡丹品种的ＤＮＡ指纹图
谱并进行遗传多样性分析，以期为牡丹品种ＤＮＡ指纹鉴定提
供技术支持。

１　材料与方法

１．１　供试材料
２１份牡丹品种为中国常熟尚湖牡丹园引栽的日本牡丹

品种，详见表１。

表１　供试２１份日本牡丹主栽品种概况

编号 品种名称 花色 编号 品种名称 花色

１ 岛锦 复色 １２ 岛大臣 紫

２ 岛辉 红 １３ 金晃 黄

３ 日暮 红 １４ 海黄 黄

４ 百花选 红 １５ 玉廉 白

５ 火鸟 红 １６ 连鹤 白

６ 花王 深银红 １７ 黑龙锦 墨紫

７ 芳纪 火红 １８ 新扶桑 白

８ 新日月 红 １９ 八千代椿 银红

９ 红辉狮子 大红 ２０ 吉野川 粉

１０ 花竞 粉 ２１ 紫晃 粉

１１ 皇嘉门 黑紫

１．２　ＤＮＡ提取
按照ＣＴＡＢ法提取牡丹基因组ＤＮＡ，操作流程如下：（１）

在研钵中加入１００ｍｇ牡丹叶片样品和７００μＬＣＴＡＢ提取液，
充分研磨；（２）转移混合液至 １．５ｍＬ离心管中，６５℃水浴
３０ｍｉｎ，每隔５ｍｉｎ振荡混匀；（３）取出离心管，冷却到室温
后，于８０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ；（４）取出离心管，将上清液转移
至１．５ｍＬ离心管中，加入等体积三氯甲烷混匀，振荡１０ｍｉｎ；
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（５）１２０００ｒ／ｍｉｎ常温离心１０ｍｉｎ；（６）转移上清液至１．５ｍＬ
离心管中，加等体积异丙醇，混匀后静置 １０ｍｉｎ，于
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，用７０％～７５％乙醇漂洗
沉淀２次，在超净工作台上吹干；（７）加５０μＬｄｄＨ２Ｏ，将沉淀
ＤＮＡ溶解后于４℃冰箱保存备用。

１．３　引物信息
以张艳丽等对滇牡丹不同花色类群开发的１０对 ＥＳＴ－

ＳＳＲ引物［９］作为本研究的候选引物（表２），引物均由生工生
物工程（上海）股份有限公司合成，用聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＰＡＧＥ）纯化。

表２　１０对ＥＳＴ－ＳＳＲ引物信息

引物名称 基元 引物序列 退火温度（℃） 产物片段（ｂｐ）

Ｐ１ （ＣＴＣ）４ Ｆ：５′－ＴＧＧＣＧＣＴＣＣＡＣＡＣＧＧＴＡＴＣＴＴ－３′
Ｒ：５′－ＡＴＣＧＴＧＴＴＣＧＧＴＴＣＧＣＣＧＧＴ－３′

５８．２４
５９．０８ ２２８

Ｐ２ （ＧＣＡ）４ Ｆ：５′－ＴＣＧＡＴＧＣＣＣＧＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴ－′
Ｒ：５′－ＡＣＡＧＧＴＣＴＴＧＴＣＣＧＧＣＣＴＴＧＴ－３′

５８．４２
５８．０１ ３８１

Ｐ３ （ＡＡＧ）４ Ｆ：５′－ＴＣＣＣＡＡＡＡＧＡＧＧＧＣＧＧＴＧＣＴ－３′
Ｒ：５′－ＴＣＣＣＣＴＣＣＧＡＡＡＣＧＧＣＡＴＧＴ－３′

５８．２５
５８．０５ ３０６

Ｐ４ （ＴＴＡＡ）３ Ｆ：５′－ＡＴＧＧＣＧＡＧＡＴＴＧＣＣＣＣＧＴＣＴ－３′
Ｒ：５′－ＴＧＣＡＧＴＣＡＣＣＡＣＣＡＴＣＣＧＴＣＡ－３′

５８．２０
５８．１０ ２２８

Ｐ５ （ＴＣＴＣＧＣ）３ Ｆ：５′－ＣＧＴＣＡＴＡＣＴＧＡＡＣＧＣＣＧＣＣＧＡ－３′
Ｒ：５′－ＴＣＡＣＧＴＴＧＧＡＴＧＴＴＣＡＣＴＧＣＣＣＡ－３′

５９．８５
５８．７６ ２０８

Ｐ６ （ＡＧＡ）５ Ｆ：５′－ＣＧＧＣＧＴＧＣＣＴＴＴＧＡＧＡＣＧＴＧ－３′
Ｒ：５′－ＴＧＣＣＴＣＧＡＡＡＡＡＣＴＣＧＣＣＴＴＣＴＣＣ－３′

５８．９１
５９．４８ １５７

Ｐ７ （ＣＡＴＴＴ）３ Ｆ：５′－ＡＧＣＧＴＧＡＡＧＣＡＡＣＡＡＧＣＣＧＴＧ－３′
Ｒ：５′－ＡＣＴＧＣＧＴＴＴＣＡＣＧＧＣＧＡＧＧＡ－３′

５８．８２
５９．０１ １６７

Ｐ８ （ＡＣＴＧＡ）３ Ｆ：５′－ＡＧＣＡＧＡＧＡＡＧＧＴＡＧＧＣＧＧＣＧ－３′
Ｒ：５′－ＡＧＣＧＣＴＧＡＡＧＧＣＣＡＧＴＣＡＴＧＧ－３′

５８．５９
５９．４５ １７１

Ｐ９ （ＣＡＣ）４ Ｆ：５′－ＧＧＧＧＡＣＴＣＡＡＡＴＣＣＴＴＧＣＧＡＡＡＡＣＣＡ－３′
Ｒ：５′－ＡＧＧＣＣＴＡＧＴＴＴＴＧＧＴＣＴＧＧＧＣＧ－３′

５９．６８
５８．８３ １８９

Ｐ１０ （ＧＧＴ）４ Ｆ：５′－ＣＡＧＣＴＧＧＣＴＴＣＣＣＡＣＧＣＡＧＴ－３′
Ｒ：５′－ＴＡＧＣＣＡＴＧＣＣＧＣＣＴＣＣＡＣＣＴ－３′

５９．６３
５９．９７ １７７

１．４　ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增
２０μＬ反应液中包括１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、０．１ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ、

１ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶、１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋、５０ｎｇＤＮＡ模版和
０３μｍｏｌ／ＬＥＳＴ－ＳＳＲ引物。反应程序：９４℃预变性 ４ｍｉｎ；
９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃退火６０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物选用６０ｇ／Ｌ非变性聚丙
烯酰胺凝胶电泳分离，３６Ｗ电泳３ｈ。参考王凤格等的快速
银染法［１１］并稍加修改：５０％乙醇、２．５％冰乙酸组成的固定液
固定５ｍｉｎ；双蒸水快速漂洗１次；０．２％ＡｇＮＯ３染色５ｍｉｎ；
１５％ ＮａＯＨ、０．４％甲醛组成的显影液显影；固定液定影。
１．５　数据分析

根据ＥＳＴ－ＳＳＲ扩增产物在电泳凝胶上的相对位置，观
察稳定且易于辨别的差异性条带，选出具有多态性的引物，记

录并进行统计分析，建立其ＤＮＡ指纹图谱。统计每对引物扩
增的条带数，计算多态性频率（ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＦＰ）。用Ｅｘｃｅｌ计算物种间相似系数（ＧＳ）和遗传距离指数
（Ｄ），根据所得遗传系数矩阵用 ＮＴＳＹＳ２．１软件进行统计分
析并作聚类分析图。

２　结果与分析

２．１　ＥＳＴ－ＳＳＲ标记多态性分析
１０对ＥＳＴ－ＳＳＲ引物及相应产物片段信息见表２。用１０

对ＳＳＲ标记引物在２１份供试品牡丹中共检测到４７个多态性
基因型（表３），每对引物的基因型数不等，变幅为１～１１个，
平均４．７个，这些引物对所有供试材料的扩增结果重复性好、

特异性高、条带清晰且多态性丰富（图１）。其中引物 Ｐ１０扩
增的基因型最多，为１１个；Ｐ１基因型最少，为１个，多态性最
差。１０对ＳＳＲ引物的ＦＰ值平均为０．５２１，其中ＦＰ值最大为
Ｐ１的０．９５０，其次是 Ｐ６的０．６０７，最小为 Ｐ８的０．２７７。各标
记的多态性存在明显的差异，多态性位点多且ＦＰ值越高，表
明相应标记对牡丹品种的鉴别能力越好，如Ｐ１０。

表３　ＥＳＴ－ＳＳＲ引物扩增的信息

位点 重复基元 基因型数（个） ＦＰ值
Ｐ１ （ＣＴＣ）４ １ ０．９５０
Ｐ２ （ＧＣＡ）４ ７ ０．５２３
Ｐ３ （ＡＡＧ）４ ２ ０．４４０
Ｐ４ （ＴＴＡＡ）３ ３ ０．４６７
Ｐ５ （ＴＣＴＣＧＣ）３ ７ ０．５３８
Ｐ６ （ＡＧＡ）５ ３ ０．６０７
Ｐ７ （ＣＡＴＴＴ）３ ７ ０．３４９
Ｐ８ （ＡＣＴＧＡ）３ ４ ０．２７７
Ｐ９ （ＣＡＣ）４ ２ ０．５２３
Ｐ１０ （ＧＧＴ）４ １１ ０．５４２

２．２　ＤＮＡ指纹图谱分析
采用上述１０对ＥＳＴ－ＳＳＲ引物对２１个品种进行指纹分

析，挑选出多态性相对丰富的引物进行组合鉴别，选择 Ｐ５、
Ｐ１０共２对核心引物进行组合就可将２１份供试牡丹品种完
全区分开（表４）。其中用Ｐ１０扩增出的特征谱带可鉴定出红
辉狮子、百花选、芳纪、海黄、火鸟、新日月、岛大臣、金晃、黑龙
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表４　２１个牡丹品种的ＤＮＡ指纹图谱

引物

编号

目的片段

大小（ｂｐ）
品种编号

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０ ２１
Ｐ１０ ５００ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ １ １ ０ ０ ０
Ｐ１０ ４４７ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ １ １ ０ ０
Ｐ１０ ４０５ ０ ０ ０ １ １ ０ １ ０ １ １ １ １ １ ０ ０ １ １ １ ０ ０ ０
Ｐ１０ ２６４ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ １ １ １ ０ １ ０ ０ １ １ １ １ ０ ０
Ｐ１０ ２３０ ０ ０ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０ １ １ ０ ０
Ｐ１０ １８５ ０ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ １
Ｐ１０ １５８ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ １
Ｐ１０ １３０ １ １ １ １ ０ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ １
Ｐ１０ １０３ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ １
Ｐ５ ４２５ １ ０ ０ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １
Ｐ５ ２８５ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ １ １ １ １
Ｐ５ ２００ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０
Ｐ５ ７０ ０ ０ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ １ １ １ １ １

　　注：１表示有电泳条带，０表示无电泳条带。品种编号同表１。

锦、八千代椿１０个品种；用引物Ｐ５扩增出的特征谱带可区分
鉴定出岛辉与日暮、岛锦与花王、花竞与连鹤、皇嘉门与新扶

桑、玉廉与紫晃等。

２．３　遗传多样性分析
通过计算遗传系数矩阵，利用 ＮＴｓｙｓ软件绘制聚类分析

图（图２），结果表明，２１个日本牡丹品种间遗传相似系数变

异范围在０．２１～０．８４之间。以遗传相似系数０．５５为阈值，
可以将２１种牡丹品种分为２大类：第１类包括百花选、花竞、
火鸟、红辉狮子、芳纪、连鹤、黑龙锦、新扶桑、新日月、岛大臣、

金晃、黄嘉门和八千代椿共１３个牡丹品种；第２类包括岛锦、
岛辉、日暮、玉廉、海黄、紫晃、吉野川和花王８个牡丹品种。
以遗传系数０．６５为阈值，又可以将２１个品种分为５个类群：
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第１类群包括芳纪、连鹤、黑龙锦、新扶桑、新日月、岛大臣、金
晃、皇嘉门和八千代椿９个品种；第２类群包括百花选、花竞、
火鸟和红辉狮子４个品种；第３类群只有花王１个品种；第４

类群包括海黄、紫晃和吉野川３个品种；第５类群包括岛锦、
岛辉、玉廉和日暮４个品种。

３　讨论

本试验以中国常熟尚湖牡丹园引栽的日本牡丹品种为研

究对象，拟构建尚湖牡丹园日本牡丹品种的 ＤＮＡ指纹数据
库，在分子水平上给每个引栽品种１个能准确表明其身份的
指纹信息，从而实现 ＤＮＡ指纹技术应用于牡丹品种鉴定、引
种。引物组合法通过不同的有限组合，可以大大提高引物的

鉴别能力［１２－１３］，本研究采用２对引物进行组合鉴别可将２１
份日本牡丹品种完全区分开，随着品种数量的进一步增加，这

２个引物组合的鉴别能力可能会逐渐降低，可根据实际情况
适当增加引物组合的数量。多对核心引物组合构建的指纹图

谱相比２个引物组合所代表的ＤＮＡ水平上的信息量更丰富、
更全面、更准确，具有更强的品种鉴别能力，适用于更大牡丹

品种ＤＮＡ指纹数据库的构建需要。
本研究的遗传多样性分析表明，引栽的２１个日本牡丹品

种间的遗传相似系数介于０．２１～０．８４之间，品种间存在较复
杂的遗传差异。聚类分析表明，百花选、花竞、火鸟、红辉狮

子、芳纪、连鹤、黑龙锦、新扶桑、新日月、岛大臣、金晃、黄嘉门

和八千代椿等品种聚合在一起，可能来自于同一起源；岛锦、

岛辉、日暮、玉廉、海黄、紫晃、吉野川和花王等品种相互间亲

缘关系较近。
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