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　　摘要：以２３个德国鸢尾品种（系）为材料，利用 ＩＳＳＲ标记研究２３份材料间的遗传多样性。结果表明，１０条引物
共获得６８条清晰可辨的条带，多态性条带为６１条，平均每条引物扩增出６．８条带，多态性位点百分率为８９．７％；２３
个德国鸢尾品种（系）的平均有效等位基因数为１．８９７１，平均Ｎｅｉｓ基因多样性指数为０．３３１３，平均 Ｓｈａｎｎｏｎ信息指
数为０．４９１１，品种间的遗传相似系数（ＧＳ）范围在０．３７５～０．８５０，变幅为０．４７５，说明供试材料具有丰富的遗传多样
性。ＵＰＧＭＡ聚类分析结果表明，ＧＳ值０．７０６时，２３个德国鸢尾品种（系）可聚为５类。利用２个ＩＳＳＲ引物ＵＢＣ８１４、
ＵＢＣ９００扩增谱带构建的指纹图谱可以把２３个德国鸢尾品种（系）完全区分开。
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　　德国鸢尾（ＩｒｉｓｇｅｒｍａｎｉｃａＬ．）为鸢尾科鸢尾属多年生草
本植物，是世界著名的宿根花卉之一，耐寒性强，叶丛美观，花

朵硕大，色彩艳丽，具有较高的观赏价值，世界各地广为栽

培［１］。德国鸢尾是栽培起源种，并非１个野生种，１９世纪末
２０世纪初美国成为德国鸢尾的杂交育种中心，培育出许多有
髯大花德国鸢尾品种［２］。ＩＳＳＲ是１９９４年 Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等提出
的一种新型分子标记技术［３］，具有操作简单、稳定性高、多态

性丰富等特点。目前，ＩＳＳＲ分子标记已广泛应用于植物遗传
多样性分析和品种鉴定［４－８］，鸢尾属植物中也有相关报道。

张敏等利用ＲＡＰＤ及ＩＳＳＲ标记分析来自不同产地的鸢尾属
４个野生种的遗传关系，结果表明，鸢尾属种间遗传多样性较
高，且种间变异大于种内变异［９］。童俊等采用ＩＳＳＲ标记研究
３４份鸢尾属园艺品种的遗传特性及亲缘关系发现，多态性条
带比例达１００％，供试材料具有丰富的遗传多态性［１０］。

目前，国内栽培的德国鸢尾大多引自国外，自主培育的新

品种还处于起步阶段。由于对引进品种的遗传背景不了解，

无法确定大部分栽培品种的亲缘关系，且经过长期的人工栽

培选育，德国鸢尾存在较大的遗传分化，采用传统的分类方法

很难区分其种下类群及品种。因此，运用现代分子生物学手

段，从分子水平上对德国鸢尾种质资源的亲缘关系和遗传多

样性开展研究，可为德国鸢尾种质资源的挖掘、创新及德国鸢

尾育种中的有效利用提供依据。本研究利用 ＩＳＳＲ分子标记
技术，对２３个德国鸢尾品种（系）进行遗传多样性和亲缘关
系研究，旨在为德国鸢尾品种鉴定和杂交亲本选配提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试的２３个德国鸢尾品种（系）均采集于江苏省中国科

学院植物研究所鸢尾种质圃。１２个品种于１９９７年引自西安
植物园，引种编号分别为 １２２、１２８、１２９、２３９、２６６、２６９、２４６、
２４７、２５２、２６１、１２７、２６７，５个品种 ９３Ｅ４１０７６－８、９３Ｅ４１０７６－
１０、９３Ｅ４１０７８－１７、９３Ｅ４１０７６－１７、２０１４２５于 １９９３年引自美
国，另有６个为江苏省中国科学院植物研究所培育的新品种
（系），分别为２０１３００１、黄金甲、幻舞、风烛、２０１０１４１、金舞娃
（表１）。每个品种（系）采集１棵单株的嫩叶，置于液氮中，
带回实验室－８０℃冰箱中保存，备用。

参考加拿大哥伦比亚大学（ＵＢＣ）的引物设计ＩＳＳＲ引物，
并由上海捷瑞生物工程有限公司合成；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、
ｄＮＴＰｓ、Ｍａｒｋｅｒ、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ等购于宝生物工程（大连）有
限公司；ＥＤＣ－８１０型－ＰＣＲ扩增仪为东盛公司产品。
１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取与检测　采用 ＣＴＡＢ法［１１］提取基因组

ＤＮＡ；核酸仪检测ＤＮＡ质量和浓度，并稀释至５０ｎｇ／μＬ。
１．２．２　引物筛选　扩增反应在 ＥＤＣ－８１０型 －ＰＣＲ仪上进
行，用２个ＤＮＡ样品分别对３１条 ＩＳＳＲ引物进行筛选，选择
扩增稳定、清晰条带的引物进行正式扩增。

１．２．３　反应体系和扩增程序　通过对模板 ＤＮＡ浓度、
Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ酶及退火温度等试验，得到２种标记的最适
反应体系和扩增程序。ＩＳＳＲ反应体系２５μＬ：ＴａｑＤＮＡ聚合
酶１．０Ｕ、模板 ＤＮＡ５０ｎｇ、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ、Ｍｇ２＋

１．５ｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ０．１５ｍｍｏｌ／Ｌ、引物０．４μｍｏｌ／Ｌ，用ｄｄＨ２Ｏ
补足到所需体积。扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃ 变
性３０ｓ，５３℃退火４５ｓ，７２℃延伸１２０ｓ，３８个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。ＩＳＳＲ的ＰＣＲ产物用质量分数２．０％琼脂糖凝胶进行
电泳检测，电泳缓冲液为０．５×ＴＢＥ，电泳时电压为５Ｖ／ｃｍ；
电泳结束，在上海天能科技有限公司生产的凝胶成像系统仪

上观测分析并拍照。
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表１　供试的２３个德国鸢尾品种（系）情况

编号 品种 花色 株高（ｃｍ） 来源　　
１ １２２ 垂瓣紫色，旗瓣浅紫色 ３０～５０ 西安植物园

２ １２８ 垂瓣蓝紫色，旗瓣浅紫色 ３０～５０ 西安植物园

３ １２９ 垂瓣紫红色，旗瓣黄色 ３０～５０ 西安植物园

４ ９３Ｅ４１０７６－８ 白色 ３０～４０ 美国

５ ９３Ｅ４１０７６－１０ 深紫 ３０～４０ 美国

６ ９３Ｅ４１０７８－１７ 白色带紫边 ４０～６０ 美国

７ ２３９ 黄色 ４０～６０ 西安植物园

８ ２６６ 红色 ３０～５０ 西安植物园

９ ２６９ 白色 ４０～６０ 西安植物园

１０ ２０１４２５ 粉色 ４０～６０ 美国

１１ 金舞娃 黄色 ５０～７０ 本所培育

１２ ２０１３００１ 紫色 ５０～７０ 本所培育

１３ ９３Ｅ４１０７６－１７ 白色带紫边 ５０～７０ 美国

１４ 黄金甲 黄色 ８０～９０ 本所培育

１５ 幻舞 蓝紫 ５０～７０ 本所培育

１６ 风烛 深红 ４０～６０ 本所培育

１７ ２４６ 浅紫 ４０～６０ 西安植物园

１８ ２４７ 垂瓣紫红色，旗瓣黄色 ５０～６０ 西安植物园

１９ ２５２ 垂瓣紫色，旗瓣浅紫色 ８０～９０ 西安植物园

２０ ２６１ 垂瓣红色，旗瓣浅红色 ５０～７０ 西安植物园

２１ １２７ 浅紫 ８０～９０ 西安植物园

２２ ２６７ 垂瓣黄色，旗瓣浅紫色 １０～１５ 西安植物园

２３ ２０１０１４１ 垂瓣紫红色，旗瓣黄色 ５０～７０ 本所培育

１．３　数据记录与分析
记录清晰可重复的ＤＮＡ电泳条带，对同一引物的扩增产

物，迁移率相同的条带记为１个位点，同一位点上有条带记为
“１”，无条带记为“０”；运用 ＮＴＳＹＳ－ＰＣ２．１０ｅ版软件计算供
试材料的遗传相似系数，进行 ＵＰＧＭＡ聚类分析；采用 ＰＯＰ
ＧＥＮ１．３２软件计算Ｓｈａｎｎｏｎ信息多样性指数（Ｉ）、Ｎｅｉｓ基因
多样性指数（Ｈｅ）及观察有效等位基因数（Ｎｅ）。

２　结果与分析

２．１　扩增产物的多态性
从３１条ＩＳＳＲ引物中筛选出１０条扩增条带清晰、重复性

高的引物，图１为 ＩＳＳＲ引物 ＵＢＣ８８０对２３个德国鸢尾品种
的ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增电泳。由表２可见，１０条 ＩＳＳＲ引物共扩
增出６８条清晰可辨条带，其中多态性条带为６１条，平均多态
性比率为８９．７％，扩增的ＤＮＡ片段集中在１５０～２０００ｂｐ之

间，平均每对引物扩增出６．８条带，其中６．１条具有多态性；
多态性最高的为１００％，低的只有７５．０％。２３个德国鸢尾品
种（系）的ＧＳ值为０．３７５～０．８５０，变幅为０．４７５，不同引物的
扩增产物呈现的多态性水平有较大差异。

２．２　德国鸢尾品种（系）的遗传多样性分析
通过对２３个德国鸢尾品种（系）群体遗传参数进行计

算，结果表明，２３个德国鸢尾品种（系）平均有效等位基因数
为１．８９７１，平均 Ｎｅｉｓ基因多样性指数为 ０．３３１３，平均
Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数为 ０．４９１１，这表明 ２３个德国鸢尾品种
（系）间存在丰富的遗传多样性。

２．３　２３个德国鸢尾品种（系）的聚类分析
以２３个德国鸢尾品种（系）的６８条谱带数据建立遗传

相似系数矩阵，其中，品种２６９与２３９间的遗传相似系数相对
最大，为０．８５０；品种９３Ｅ４１０７６－１７、９３Ｅ４１０７８－１７与１２７间
的遗传相似系数相对最小，仅为０．３７５。根据遗传相似系数
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表２　１０条ＩＳＳＲ引物扩增结果

引物 序列５′→３′
片段大小

（ｂｐ）
扩增总带数

（条）

多态性条带数

（条）

多态性百分比

（％）

ＵＢＣ８０２ （ＡＴ）８Ｇ ２５０～１８００ ８ ６ ７５．０
ＵＢＣ８１４ （ＣＴ）８Ａ ５００～２０００ ６ ６ １００．０
ＵＢＣ８１９ （ＣＴ）８Ａ ５００～１５００ ３ ３ １００．０
ＵＢＣ８２２ （ＴＣ）８Ａ ２５０～２０００ ９ ８ ８８．９
ＵＢＣ８２６ （ＡＣ）８Ｃ ３００～１２００ ７ ６ ８５．７
ＵＢＣ８２８ （ＴＧ）７Ａ ２５０～１５００ ５ ４ ８０．０
ＵＢＣ８８０ （ＧＧＡＧＡ）３ １５０～１８００ ７ ６ ８５．７
ＵＢＣ８８１ （ＧＧＧＴＧ）３ ２５０～２０００ １１ １０ ９０．９
ＵＢＣ８９９ ＣＡＴＧＧＴＧＴＴＧＧＴＣＡＴＴＧＴＴＣＣＡ ５００～１５００ ５ ５ １００．０
ＵＢＣ９００ ＡＣＴＴＣＣＣＣＡＣＡＧＧＴＴＡＡＣＡＣＡ ３００～１８００ ７ ７ １００．０

矩阵，采用ＵＰＧＭＡ法构建供试２３个德国鸢尾品种（系）的聚
类图。由图２可见，于遗传相似系数０．７０６处可将２３个供试
品种分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ类；Ⅰ类共包含１６个品种（系），包
括４个矮型小花品种１２２、１２８、２６６、１２９，２个矮型大花品种
９３Ｅ４１０７６－８、９３Ｅ４１０７６－１０，１０个中型大花品种（系）２３９、
２６９、２０１４２５、金舞娃、幻舞、２０１３００１、２４６、２６１、９３Ｅ４１０７６－１７、
９３Ｅ４１０７８－１７，其中白色品种２３９和黄色品种２６９之间的遗
传相似系数达到０．８５０，表明这２个品种具有较高的同源性；
自主选育的花大色艳的黄色品种金舞娃、深紫色品种幻舞、紫

色品系２０１３００１这３个品种（系）的植株形态极其相似，被聚

在一起，三者间的两两遗传相似系数平均为０．８０５，处于较高
水平，表明这３个品种（系）也具有较高的同源性；Ⅱ、Ⅲ类均
只包含１个品种，Ⅱ类为自主选育品种黄金甲，该品种外花瓣
基部有红褐色条纹，观赏性较高，Ⅲ类为品种２６７，极矮品种，
株高只有１０～１５ｃｍ，外花瓣黄色，内花瓣淡紫色，花色艳丽，
观赏性极高，且是培育矮生德国鸢尾的重要亲本；Ⅳ类包含
２４７、风烛、２０１０１４１这３个品种（系），其中风烛为自主选育品
种，花型奇特，为极其少见的黑红色重瓣；Ⅴ类包含２５２、１２７
这２个品种，均为高型淡紫色系品种，但两者的遗传相似系数
不大。

２．４　２３个德国鸢尾品种（系）的ＩＳＳＲ指纹图谱构建
根据每个品种ＤＮＡ扩增图谱中ＩＳＳＲ标记位点条带的有

无或缺失，分别用０、１进行数字化统计，形成由０、１排列的字
符串，构成１个数字指纹图谱。由表３可见，由引物ＵＢＣ８１４、
ＵＢＣ９００构建的数字指纹图谱，可以快速鉴定出２３个德国鸢
尾品种（系）。

３　结论与讨论

德国鸢尾的栽培品种遗传背景复杂，现在栽培的德国鸢

尾至少是有１０个以上亲本的园艺杂种［１２］。因此，了解德国

鸢尾种质资源遗传变异信息及亲缘关系远近，是培育优良品

种的基础。本研究通过１０条 ＩＳＳＲ引物共在２３个德国鸢尾

品种（系）中扩增出６８个清晰可辨位点，其中多态性位点有
６１个，多态位点百分率达８９．７％；２３个德国鸢尾品种的Ｎｅｉｓ
遗传多样性指数为０．３３１３，遗传相似系数为０．４９１１，这说明
德国鸢尾品种具有较为丰富的遗传多样性。

ＩＳＳＲ聚类分析表明，２３种德国鸢尾品种（系）被划分为５
类，但并没有按照花色或花型聚类，而是形态相似的品种被聚

到１类，这表明基于 ＩＳＳＲ标记对德国鸢尾品种（系）进行遗
传多样性分析是可行的。自主选育的品种黄金甲和极矮生品

种２６７分别被独自聚为１类，说明这２个品种与其他品种遗
传距离相对较远；唯一的畸形重瓣品种风烛与２４７、２０１０１４１
聚到１类，２５２和１２７形态特征相似，也被聚到１类。

花卉品种鉴定的方法主要依靠表型特征，虽然便捷，但是
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表３　引物ＵＢＣ８１４、ＵＢＣ９００构建２３个德国鸢尾品种（系）的特征数字指纹

品种

标记位点

ＵＢＣ８１４－
２０００

ＵＢＣ８１４－
１９００

ＵＢＣ８１４－
１２００

ＵＢＣ８１４－
７５０

ＵＢＣ８１４－
７００

ＵＢＣ８１４－
６００

ＵＢＣ９００－
１５００

ＵＢＣ９００－
１２００

ＵＢＣ９００－
９００

ＵＢＣ９００－
７５０

ＵＢＣ９００－
６００

ＵＢＣ９００－
５００

ＵＢＣ９００－
３０００

１２２ １ ０ ０ １ １ １ ０ １ １ １ ０ １ ０
１２８ ０ ０ １ ０ １ ０ １ ０ １ ０ １ ０ １
１２９ ０ ０ １ ０ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０ ０
９３Ｅ４１０７６－８ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ ０ ０
９３Ｅ４１０７６－１０ １ ０ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １
９３Ｅ４１０７８－１７ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ １ １ ０ １ １
２３９ ０ １ １ １ １ １ １ ０ １ ０ ０ ０ １
２６６ ０ ０ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １
２６９ ０ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ １ ０ １
２０１４２５ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０ １
金舞娃 ０ １ ０ １ ０ １ １ １ １ １ ０ １ １
２０１３００１ ０ １ ０ １ １ ０ ０ １ １ １ １ ０ １
９３Ｅ４１０７６－１７ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ ０ ０ １ １
黄金甲 ０ ０ ０ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ １
幻舞 ０ １ １ １ ０ １ １ １ ０ １ ０ ０ １
风烛 ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ ０ １ ０ １
２４６ ０ １ １ １ １ ０ ０ １ １ １ １ ０ １
２４７ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ １
２５２ ０ ０ ０ １ １ １ ０ ０ １ １ １ ０ １
２６１ ０ １ １ １ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ １
１２７ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ ０ １
２６７ １ １ １ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
２０１０１４１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ １ ０ １

表型性状受环境影响较大，鉴别错误率较高，加之花卉品种资

源逐年扩大，品种的相似度也越来越高，导致通过传统的表型

鉴定方法来区分品种越来越难［１３］。由于遗传物质 ＤＮＡ受环
境影响较小，且多态性高，基于 ＤＮＡ扩增的分子标记成为花
卉品种鉴定的有效方法，目前，已在丽穗凤梨、朱顶红、菊花、

景东报春等花卉中构建了分子指纹图谱［５，１３－１５］。本研究利用

引物ＵＢＣ８１４、ＵＢＣ９００谱带构建的指纹图谱可将２３种德国
鸢尾品种（系）全部区分开来，说明 ＩＳＳＲ是一种构建德国鸢
尾种质资源指纹图谱的理想标记。
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