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沙地云杉、沙冬青和山杏 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应
体系优化及种间多态性比较

郑舒文，洪晓松，王　昊
（辽宁省盐碱地利用研究所，辽宁盘锦１２４０００）

　　摘要：利用ＩＳＳＲ分子标记技术对沙冬青、沙地云杉、克旗山杏和凉城山杏的ＰＣＲ反应体系进行了优化，分别建立
了适合沙地云杉、沙冬青、克旗山杏和凉城山杏的ＩＳＳＲ标记扩增体系；利用筛选出的１１个扩增条带清晰且多态性高
的引物对沙地云杉、沙冬青、克旗山杏和凉城山杏进行遗传多样性研究。其中得到清晰谱带１８７条，多态性谱带１８４
条，多态位点百分率（ＰＰＢ）为９８．４０％。应用ＰＯＰＧＥＮＥ３２分析表明：观察等位基因数（Ｎａ）为１．９８４０，有效等位基因

数（Ｎｅ）为１．６７８１，Ｎｅｉｓ基因多样度（Ｈｅ）为０．３９６４，Ｓｈａｎｎｏｎ多态性信息指数（Ⅰ）为０．５８２０。采用 ＵＰＧＡＭ法聚类
分析表明：沙地云杉、沙冬青、克旗山杏和凉城山杏可分为３类，克旗山杏和凉城山杏为Ⅰ类，沙地云杉为Ⅱ类，沙冬青
为Ⅲ类。聚类分析结果显示，除了山杏物种之间的亲缘性之外，沙冬青与山杏的亲缘关系较远，相似性较低；沙地云杉
与山杏２个不同物种却有一定的相似性。
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　　沙冬青、山杏和沙地云杉都是内蒙古地区的特有植物。
沙冬青［Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ（Ｍａｘｉｍ．ｅｘＫｏｍ．）Ｃｈｅｎｇ
ｆ．］属于豆科蝶形花亚科沙冬青属，是古老的残遗濒危物种，
为常绿灌木，主要分布在我国西北地区，是中国北方干旱半荒

漠地区唯一的旱生常绿阔叶灌木［１－２］，具有水土保持、固沙、

观赏和药用价值［３］。沙地云杉（Ｐｉｃｅａｍｏｎｇｏｌｉｃａ）是中国稀有
珍贵树种，集中成片分布在生态环境恶劣的内蒙古自治区以

克什克腾旗的白音敖包自然保护区，具有耐旱抗寒、防风阻

沙、调节气候等特点［４］。山杏（ＳｉｂｅｒｉａｎＡｐｒｉｃｏｔ）又名西伯利亚
杏，为蔷薇科杏属植物，主要分布在俄罗斯的西伯利亚、蒙古

的东部和东南部以及我国北纬４０°地区，抗低温能力强，根系
发达，抗旱、耐瘠薄、耐盐碱，不耐涝。

内蒙古属典型的中温带季风气候，具有降水量少而不匀、

寒暑变化剧烈的显著特点［５］。这些生存并且繁衍的植物为

了适应恶劣的环境，生理性状发生改变的同时遗传因子肯定

也会发生一系列的变化。因此本研究通过４种特有物种的遗
传多样性的分析，为种间杂交育种提供理论基础，实现内蒙古

特有植物的繁衍，进而为美化内蒙古的环境作出贡献。

１　材料与方法

１．１　试验材料
摘取沙冬青、山杏、沙地云杉的种子，分装放在布袋里，放

在４℃冰箱中保存备用。
１．２　试验方法
１．２．１　基因组 ＤＮＡ提取　取各自的种子，去掉种皮，利用
ＣＴＡＢ法提取基因组ＤＮＡ。采用琼脂糖凝胶电泳的方法检测
纯度和浓度，ＵＶＰ型凝胶成像分析系统拍照记录，最后分别
装入１．５ｍＬ离心管并保存在－２０℃的条件下。
１．２．２　ＰＣＲ扩增　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系经过优化确定为
２０μＬ，其中引物１μＬ、ＴａｑＭｉｘ１０μＬ、水８μＬ、５０ｎｇ的模板
１μＬ。引物序列由加拿大哥伦比亚大学提供，在上海生工生
物技术有限公司合成。ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性 ４ｍｉｎ；
９４℃ 变性４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，４０个循环；最后７２℃充分
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延伸７ｍｉｎ，４℃保存。配制１．２％的琼脂糖凝胶，在０．５×
ＴＢＥ的缓冲液中电泳４５ｍｉｎ左右，取出凝胶，在 ＵＶＰ凝胶成
像系统中拍照保存。

１．２．３　数据处理　记录电泳图谱中明亮清晰谱带，建立
“０－１”二元数据矩阵，在同一位置上，有谱带的记作 “１”，没
有谱带的记作“０”。利用 ＰＯＰＧＥＮ３２软件，得出观测等位基
因数（Ｎａ）、有效等位基因数（Ｎｅ）、Ｎｅｉｓ基因多样度（Ｈｅ）和
Ｓｈａｎｎｏｎ多态性信息指数（Ｉ）。通过ＮＴｓｙｓ２．１０ｅ软件，计算各
供试材料间的相似性系数，采用ＵＰＧＭＡ方法进行聚类分析，
获得聚类分析树状图。

２　结果与分析

２．１　４种植物ＤＮＡ的检测
基因组ＤＮＡ质量的好坏是后续试验的保证。本试验直

接用种子和改良的ＣＴＡＢ法提取４种植物的基因组 ＤＮＡ，如
图１可直接观察到所提取的ＤＮＡ条带清晰明亮，并基本在同
一水平位置上。说明基因组 ＤＮＡ完整性好，没有降解现象。
ＤＮＡ模板的质量已经满足试验要求，可用于下一步的ＩＳＳＲ－
ＰＣＲ反应。
２．２　引物筛选和ＩＳＳＲ扩增分析
　　利用优化的反应体系从１００个ＩＳＳＲ引物中筛选出１１个

稳定性好的引物进行分析，如表１所示，１１个引物对沙冬青、
沙地云杉、克旗山杏、凉城山杏这４种植物共扩增出１８７条谱
带，其中多态性ＤＮＡ谱带１８４，多态性条带比例的平均值是
９８．４０％。扩增条带大多在５００～２０００ｂｐ之间。每个引物扩
增出７～１２条不等的条带，扩增条带数的平均值为９．５条，多
态性条带的均值为９，多态性百分率高达９９．９％。从图１和
图２都可以看出，同一个引物下，４种植物扩增出的谱带不
同，但是可以从谱带的位置清晰地看出４种植物遗传多样性
的差异很显著。

表１　１１条ＩＳＳＲ引物序列及其ＰＣＲ扩增

引物
多态性条带数

（条）

扩增条带数

（条）

多态性百分率

（％）

ＵＢＣ８０９：ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧ １６ １６ １００
ＵＢＣ８１０：ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴ １７ １８ ９４．４
ＵＢＣ８１２：ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＡ ２０ ２１ ９５．２
ＵＢＣ８１３：ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＴ １７ １７ １００
ＵＢＣ８３４：ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＴ １５ １５ １００
ＵＢＣ８３５：ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＣ １９ １９ １００
ＵＢＣ８４０：ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＹＴ １５ １７ ８８．２
ＵＢＣ８４２：ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＹＧ ２０ ２０ １００
ＵＢＣ８５５：ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＴ １８ １８ １００
ＵＢＣ８５６：ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＡ １４ １４ １００
ＵＢＣ８５７：ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＧ １２ １２ １００
总和 １８４ １８７ ９８．４０

２．３　４种植物的遗传多样性分析
观测等位基因（Ｎａ）、有效等位基因数（Ｎｅ）、Ｎｅｉｓ基因多

样度（Ｈｅ）与Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数（Ｉ）是度量遗传多样性水平
的常用指标，运用 ＰＯＰＧＥＮＥ３２对４个种进行分析。４种植物

在ＤＮＡ水平上的ＰＰＬ达到９８．４０％（表１），由于它们是不同
物种，所以多态性条带较多是正常现象。４种植物的观测等
位基因数为１．９８４０，有效等位基因数为１．６７８１。其中有效
等位基因数的数值越接近所检测到的观测等位基因数的绝对
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数，表明等位基因在群体中分布越均匀，因为有效等位基因数

是反映群体遗传变异大小的一个指标［１４］。分析结果表明，它

们相差０．３０５９，差值相对较小，等位基因在群体中分布均匀，
表明４种植物除了２个山杏物种遗传多样性相近以外，４种
植物可能因为生长的环境相似，遗传多样性也有相对于其他

植物没有的共通点。另外，４种植物的基因多样性指标 Ｈｅ
（０．３９６４）和Ｉ（０．５８２０）的值相对较小，遗传多样性相对较
近，进一步说明它们之间的相似性。

２．４　遗传距离和相似性的聚类分析
通过ＰｏｐＧｅｎ３２计算Ｎｅｉｓ遗传距离，分析４种植物的遗

传关系，４种植物的遗传距离分布在０．４０１１～０．９１３６之间
（表２）。其中沙冬青与凉城山杏遗传距离为０．９１３６，距离最
大；克旗山杏和凉城山杏的遗传距离是０．４８６２，距离最小。
遗传距离是评价种间遗传变异水平的重要指标，遗传距离越

小，亲缘关系越近；遗传距离越大，亲缘关系越远。由于克旗

山杏和凉城山杏这２个植物是相同属种，亲缘性相关遗传距
离相对较近。但是克旗山杏和沙地云杉的遗传距离为

０．６５３８，相对其他２个植物的遗传距离而言较小，说明它们
之间存在一定的相似性。利用ＵＰＧＭＡ法构建的聚类图见图
４。由图４可知，在０．６４的区分度下，克旗山杏和凉城山杏聚
为一类，沙冬青和沙地云杉各自一类。在０．４５的区分度下，
沙地云杉和山杏聚为一类。在０．４３的区分度下，沙冬青跟山
杏和沙地云杉聚成一类。表明沙地云杉与山杏有一定的相似

性，４种植物的遗传一致度、遗传距离和聚类分析结果一致。

表２　物种种间遗传一致度和遗传距离

植物代号 １ ２ ３ ４
１  ０．４３３２ ０．４０１１ ０．４４９２
２ ０．８３６７  ０．６１５０ ０．４７０６
３ ０．９１３６ ０．４８６２  ０．４５９９
４ ０．８００３ ０．６５３８ ０．７７６８ 

　　注：上三角为遗传一致度，下三角为遗传距离；１～４分别是沙冬
青、克旗山杏、凉城山杏、沙地云杉。

３　结论与讨论

采用分子标记探讨植物的相似性已有较多的报道［６－８］。

目前，分子标记已广泛应用于植物物种鉴定、指纹图谱、遗传

多样性、基因定位及分子生态学研究。本研究从１００个 ＩＳＳＲ
引物中筛选出１１个扩增条带清晰且多态性高的引物，采用这

１１个引物对沙地云杉、沙冬青、克旗山杏和凉城山杏进行遗
传多样性研究。应用 ＰＯＰＧＥＮＥ３２分析和 ＵＰＧＡＭ法聚类分
析，结果表明：沙地云杉、沙冬青、克旗山杏和凉城山杏可分为

３类，首先克旗山杏和凉城山杏为Ⅰ类，沙地云杉为Ⅱ类，沙
冬青为Ⅲ类。通过聚类分析结果显示，除了山杏物种之间的
亲缘性之外，沙冬青与它们的遗传距离大，相似性较低；沙地

云杉与山杏２个不同物种却有一定的相似性，遗传距离小。
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