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　　摘要：对采自秦岭地区的９个山丹野生居群材料，采用表型结合内部简单序列重复（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，
简称ＩＳＳＲ）分子标记进行遗传多样性分析。结果表明，９个山丹居群５个表型性状中，除茎粗指标在９个居群之间差
异不显著外，花柱长度、花丝长度、株高及鳞茎最宽直径４个表型性状中部分居群之间差异显著（Ｐ＜０．０５）；用 ＩＳＳＲ
标记筛选获得的重复性好、条带清晰的 ３条引物进行 ＰＣＲ扩增，共扩增获得 ２３５个多态性位点，多态性比率为
４５０％，居群内多态性位点率在３６．５％～５５．２％之间，居群的遗传多样性与居群地理位置相关性不显著。
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　　秦岭山区及周边地区百合资源丰富。近年来，有许多关
于秦岭地区川百合、卷丹、野百合等百合群体形态学水平上遗

传多样性的研究报道，这些种在群体内或群体间具有丰富的

多态性，主要表现在生长、形态存在显著差异［１－５］。遗传多样

性是指种内不同种群之间或同一种群不同个体间的遗传变异

总和，除去个体水平上的形态发育差异，还包括细胞水平上的

染色体差异及分子水平上的核酸、蛋白差异等。育种需要足

够性状遗传多样性的种质资源，而分子生物学的发展为学者

研究种质资源遗传多样性提供了更便捷、更精确的方法，目

前，分析百合群体遗传多样性与亲缘关系的主要技术有即随

机扩增多态性 ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，简称
ＲＡＰＤ）、内部简单序列重复（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简
称 ＩＳＳＲ）、扩增片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称 ＡＦＬＰ）等［６－８］，其中 ＩＳＳＲ标记重复性比
ＲＡＰＤ好，操作简单、快速高效，且无需测序，是较适合百合研
究的一项分子标记技术。

　　山丹（Ｌｉｌｉｕｍｐｕｍｉｌｕｍ）作为药食两用百合，具有抗寒、抗
旱、抗盐碱等多种优良性状，在秦岭地区广有分布，是百合杂

交育种的优良亲本。目前，对秦岭地区山丹遗传多样性的研

究非常有限，而利用表型性状和ＩＳＳＲ技术研究山丹不同居群
的遗传多样性，不仅可以为分析山丹进化演变提供重要参考，

而且可筛选出山丹不同居群的优良变异性状，为秦岭地区山

丹资源的保护和利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料来自秦岭山周边的营盘镇、佛坪县、小峪、大峪

口、太白县等地，共计９个居群，分别于２０１３、２０１４年５—９月
在秦岭山区及周边地区采集共计３０余次，每个居群采样个体
数３０个，个体间避免为同一无性系。各采样点详细信息见
表１。

表１　不同居群山丹采样点信息

居群 居群码 地理坐标
海拔

（ｍ） 生长环境

营盘镇 ＳＤ１ ３３°７９．４６３′Ｎ、１０９°０５．４９４′Ｅ １２００～１３２０ 林缘

佛坪县 ＳＤ２ ３３°５２．０２５′Ｎ、１０７°９９．２８７′Ｅ ８２０～９８０ 邻近水源

长安区小峪 ＳＤ３ ３３°９６．４４７′Ｎ、１０９°０６．８７４′Ｅ １３００～１５００ 林缘

长安区大峪 ＳＤ４ ３４°０２．１８１′Ｎ、１０９°１２．５２５′Ｅ １４５０～１６００ 林缘

太白县 ＳＤ５ ３３°９９．３２４′Ｎ、１０７°３２．２６９′Ｅ １５００～２２００ 灌木、草甸

户县东涝峪 ＳＤ６ ３３°９５．９８１′Ｎ、１０８°５４．５１９′Ｅ ８００～９６０ 林缘

秦岭祥峪 ＳＤ７ ３３°９６．５６５′Ｎ、１０８°８０．１３８′Ｅ １１８０～１２８０ 林缘

宁陕县火地塘 ＳＤ８ ３３°４３．２３５′Ｎ、１０８°４５．２８８′Ｅ １６００～１７００ 邻近水源

商洛县西柿沟 ＳＤ９ ３３°７６．９１０′Ｎ、１０９°９４．８０３′Ｅ １１７０～１３３０ 林缘

１．２　试验方法
１．２．１　表型性状调查　采用游标卡尺测量山丹的花柱长度、
花丝长度、茎粗、鳞茎最宽处直径，使用米尺测量株高。

１．２．２　基因组 ＤＮＡ的提取　采用天根生化科技（北京）有
限公司生产的植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒，提取植株鳞茎最
外部鳞片的ＤＮＡ；提取的ＤＮＡ通过１％琼脂糖凝胶电泳进行
检测，ＤＮＡ样品于－２０℃冰箱内保存，备用。
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１．２．３　ＰＣＲ扩增和电泳　初筛选出 ２５条引物，由上海
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（英骏）生物技术有限公司进行合成；每个居群随机
选择２个模板进行扩增，最终选择Ｐ１：５′－ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴ
ＴＧＡ－３′、Ｐ２：５′－ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＴＡＧ－３′、Ｐ３：５′－ＣＴＣＴＣ
ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＴＧＴ－３′这 ３条特征带清晰的引物进行 ＰＣＲ扩
增。反应体系为 ２０μＬ：２０～２５ｎｇ模板 ＤＮＡ１μＬ，Ｔａｑ酶
０．５μＬ，１０μｍｏｌ／ＬＩＳＳＲ引物 １μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μＬ，
１０×ｂｕｆｆｅｒ４μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。ＰＣＲ反应条件为９４℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃变性６０ｓ，５５℃退火６０ｓ，７２℃延伸 ２
ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物用聚丙烯酰胺凝
胶进行电泳，染色后进行条带分析。

１．３　数据处理与统计
表型性状数据采用ＳＰＳＳ１９软件进行分析比对。ＩＳＳＲ结

果在１００～２０００ｂｐ范围内选取重复性良好且清晰的条带进
行记录统计，相同分子量片段对应１个多态性位点，有特异性
条带的记为１，没有的记为０。

２　结果与分析

２．１　居群间表型性状变异分析
由表２可见，５个表型性状中，山丹居群ＳＤ３的植株相对

最高、花柱相对最短、鳞茎最宽直径相对最大，居群 ＳＤ１的植
株相对最矮、鳞茎最宽直径相对最小，居群 ＳＤ８的花丝相对
最短，与其他居群差异显著（Ｐ＜０．０５）；在茎粗指标上，９个
居群差异不显著，表明其遗传稳定性相对较高；居群ＳＤ３、ＳＤ８
的花柱长度、株高、鳞茎最宽直径与其他居群相比差异显著

（Ｐ＜０．０５）。相关性分析结果表明，５个表型性状仅在某些
居群中存在相关性，如居群 ＳＤ１、ＳＤ２、ＳＤ３、ＳＤ５、ＳＤ７的株高
与茎粗呈正相关，居群 ＳＤ１、ＳＤ３、ＳＤ８的花柱、花丝长度与鳞
茎最宽直径呈负相关，居群 ＳＤ４、ＳＤ５的花柱、花丝长度与鳞
茎最宽直径呈正相关，表明５个表型性状在９个居群间的相
关性不高，居群特异性明显。方差分析结果表明，居群内各指

标的差异不显著。

表２　山丹９个居群的表型性状 ｃｍ　

居群 花柱长度 花丝长度 株高 茎粗 鳞茎最宽直径

ＳＤ１ １．８３±０．０６ｃ ２．０１±０．０７ｂ １８．５０±１．４０ｃ ０．３２±０．０３ａ ４．２３±０．０９ｃ
ＳＤ２ １．８３±０．０６ｃ ２．１４±０．０６ｂ ２０．７４±１．６０ｃ ０．３５±０．０６ａ ４．６６±０．１８ｃ
ＳＤ３ １．５８±０．０７ａ ２．１１±０．１１ｂ ２７．１７±０．９８ａ ０．３８±０．０８ａ ５．７２±０．２６ａ
ＳＤ４ １．７６±０．１１ｃ ２．２９±０．１２ｂ ２０．００±１．５４ｃ ０．３２±０．０３ａ ４．４７±０．１２ｃ
ＳＤ５ １．８１±０．０５ｃ ２．２８±０．１０ｂ １９．８２±１．６６ｃ ０．３２±０．０３ａ ４．５６±０．１６ｃ
ＳＤ６ １．８４±０．０６ｃ ２．３０±０．１２ｂ ２１．０２±１．７２ｃ ０．３２±０．０６ａ ４．４３±０．１３ｃ
ＳＤ７ １．８２±０．０７ｃ ２．２０±０．０９ｂ １９．５３±１．１１ｃ ０．３１±０．０５ａ ４．４０±０．４６ｃ
ＳＤ８ １．６３±０．０７ｂ １．８１±０．１０ａ ２５．４０±１．０５ｂ ０．３７±０．０５ａ ５．５８±０．１６ｂ
ＳＤ９ １．７８±０．１１ｃ ２．２２±０．０８ｂ ２０．０２±１．２０ｃ ０．３１±０．０２ａ ４．４２±０．１５ｃ
平均值 １．７６±０．０７ ２．１５±０．０９ ２１．３６±１．３６ ０．３３±０．０５ ４．４５±０．１９

居群间Ｆ值 １７．４０４ ２７．２３２ ４４．０６９ ３．０５８ １０９．０８２

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　表型性状与地理环境因子的相关性
由表３可见，仅花丝长度与生长环境呈负相关，其他４个

表型性状与生长环境呈正相关；花柱、花丝长度与纬度及海拔

呈负相关，而株高、茎粗、鳞茎最宽直径与海拔呈正相关，茎粗、

鳞茎最宽直径与纬度呈负相关，株高与纬度呈微弱的正相关，

大部分相关性未达显著性，仅花丝长度与经度呈显著正相关

（Ｐ＜０．０５），表明地理因素对大部分表型性状无决定性影响。

表３　表型性状与地理环境相关性分析

性状
相关系数

经度 纬度 海拔 生长环境

花柱长度 ０．１７４ －０．１９１ －０．４３８ ０．０４０
花丝长度 ０．７５２ －０．０２５ －０．１９７ －０．１０２
株高 －０．２４７ ０．０１６ ０．２０６ ０．０２１
茎粗 －０．４５８ －０．１５９ ０．１３９ ０．１７３
鳞茎最宽直径 －０．３４５ －０．０８８ ０．２０５ ０．１０９

　　注：“”表示显著相关。

２．３　表型聚类分析
由图１可见，当遗传进化距离 Ｌ＝２时，野生山丹９个居

群中除ＳＤ１、ＳＤ３、ＳＤ８为３个独立居群外，可以将其他居群分
为１个大类，其中居群 ＳＤ３、ＳＤ８生长环境不同，但海拔差异
相对较小；在分为１大类的６个居群中，居群ＳＤ５与其他５个

居群生长环境有明显差别，这可能是由于山丹在秦岭地区的

迁徙经历海拔的变化，而迁徙线路环境的变化又造成山丹分

布的生态多样性，同时，在迁徙过程中，也造成相对独立生态

居群的产生。

２．４　ＩＳＳＲ多态性分析
由图２可见，从２５条引物中筛选出的３条引物用于ＰＣＲ

扩增，条带数多且清晰。由表４可见，３条引物扩增片段的多
态性比例平均值分别为４４．１％、４０．３％、４９．０％，引物扩增多
态性相对较低；不同引物扩增的多态性存在差异，说明山丹材
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料遗传背景具有一定的复杂性；所有样品共检测到５２２个位
点，其中多态性位点２３５个，多态性比例为４５．０％；３条引物
居群内多态性位点比例在３６．５％ ～５５．２％之间，９个居群中
ＳＤ１遗传多样性水平相对最高，ＳＤ４遗传多样性水平相对
最低。

２．５　ＩＳＳＲ分子标记聚类分析
由图３可见，９个山丹居群根据ＩＳＳＲ标记结果可聚分为

２个大类，居群 ＳＤ１、ＳＤ３、ＳＤ６、ＳＤ８表现为相对独立的居群，
居群 ＳＤ６与 ＳＤ４、ＳＤ５的亲缘关系相对更近，ＳＤ８与 ＳＤ２、
ＳＤ７、ＳＤ９的亲缘关系相对更近。结合地理因子分析发现，山
丹多样性变化的主要原因是海拔的改变，其次是随经纬度的

改变而不同，但表型性状与地理因子的相关性不显著。

表４　３条引物的ＩＳＳＲ扩增结果

居群

引物Ｐ１ 引物Ｐ２ 引物Ｐ３ ３条引物

总位点

（个）

多态性位

点（个）

多态性比

例（％）
总位点

（个）

多态性位

点（个）

多态性比

例（％）
总位点

（个）

多态性位

点（个）

多态性比

例（％）
总位点

（个）

多态性位

点（个）

多态性比

例（％）
ＳＤ１ ２０ １３ ６５．０ １７ ８ ４７．１ ２１ １１ ５２．４ ５８ ３２ ５５．２
ＳＤ２ ２１ １０ ４７．６ ２２ ９ ４０．９ ２４ １１ ４５．８ ６７ ３０ ４４．８
ＳＤ３ １７ ５ ２９．４ １３ ７ ５３．８ １７ ９ ５２．９ ４７ ２１ ４４．７
ＳＤ４ １６ ５ ３１．３ １６ ５ ３１．３ ２０ ９ ４５．０ ５２ １９ ３６．５
ＳＤ５ １７ ７ ４１．２ １６ ５ ３１．３ １９ ８ ４２．１ ５２ ２０ ３８．５
ＳＤ６ １９ ７ ３６．８ １５ ６ ４０．０ ２１ ９ ４２．９ ５５ ２２ ４０．０
ＳＤ７ ２１ １１ ５２．４ １９ ７ ３６．８ ２２ １０ ４５．５ ６２ ２８ ４５．２
ＳＤ８ ２２ １０ ４５．５ １９ ７ ３６．８ ２４ １６ ６６．７ ６５ ３３ ５０．８
ＳＤ９ ２１ １０ ４７．６ ２０ ９ ４５．０ ２３ １１ ４７．８ ６４ ３０ ４６．９
合计 １７４ ７８ １５７ ６３ １９１ ９４ ５２２ ２３５
平均值 １９．３ ８．７ ４４．１ １７．４ ７．０ ４０．３ ２１．２ １０．４ ４９．０ ５８．０ ２６．１ ４５．０

３　讨论

秦岭地区山丹居群大多数材料能够依据地理来源相对集

中地聚在一类，如分别来自佛坪县（ＳＤ２）、户县东涝峪（ＳＤ６）
的山丹居群海拔相近，分别来自长安区大峪（ＳＤ４）、太白县
（ＳＤ５）、秦岭祥峪（ＳＤ７）、商洛县西柿沟（ＳＤ９）的４个居群纬
度相近，且均分布在高海拔地区。同一类中居群有地理因子

相差较大的，如ＳＤ４、ＳＤ９这２个居群的经度与ＳＤ５居群相差
相对较远，这可能是起源相同的群体生长环境不同造成的。

ＩＳＳＲ聚类分析结果表明，山丹居群聚类与地理分布的关系不
很明显，这与葛新新等的研究结果［９］较为一致，这种相关性

的不显著可能是由于采集地基本在秦岭附近，采样区域经纬

度变化幅度有限，生态环境差异对遗传变异影响相对较小，有

限的范围可能造成较多的基因交流，另外，对小生境的记录欠

缺及利用鳞茎最宽直径进行ＩＳＳＲ标记可能技术不完善，都会

造成这种结果。不过，山丹表型性状与地理因子有一定的相

关性，特别是花丝长度与经度呈显著正相关（Ｐ＜０．０５），说明
按经度分布可能是山丹的一条迁徙路线。ＩＳＳＲ聚类结果表
明，居群 ＳＤ７与 ＳＤ９亲缘关系相对较近，这两者在地理环境
因素上比较相似，结合地理因子可以推断，秦岭地区山丹变异

的首要因素可能是海拔的变化。

秦岭地区山丹资源丰富，能为我国山丹的育种栽培、种质

改良创新提供大量原始材料，对这些野生山丹资源进行调查、

收集和保存，能为将来秦巴山区山丹百合资源的分类提供依

据，对山丹的引种保护及驯化栽培起到指导作用。当前，有不

少百合研究工作者对秦岭地区山丹资源进行了相关调查与收

集，但对遗传等问题未做深入研究，有的仅单独运用传统形态

学归类法或ＩＳＳＲ分子标记技术，缺少对２种方法的综合运
用。本研究综合利用形态学归类法和 ＩＳＳＲ分子标记这２种
方法，能更完善地解释秦岭地区山丹资源的遗传特性，可为将

来秦巴山区的百合资源调查研究及开发利用提供重要依据。

参考文献：

［１］赵祥云，陈新露，王树栋，等．秦巴山区野生百合资源研究初报
［Ｊ］．西北农林科技大学学报（自然科学版），１９９０（４）：８０－８４．

［２］向地英，张延龙，牛立新．秦巴山区及毗邻地区野生百合的形态
多样性研究［Ｊ］．武汉植物学研究，２００５，２３（４）：３８５－３８８．

［３］车　飞，牛立新，张延龙，等．秦巴山区野生百合资源及其生境土
壤特性的调查［Ｊ］．安徽农业科学，２００８，３６（２３）：９９５５－９９５７．

［４］郭宇龙，张延龙，司国臣，等．秦巴山区５种野生百合鳞片繁殖特
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蓝莓 ＦＬＣ基因电子克隆及生物信息学分析
龙凌云，毛立彦，黄寿辉，檀小辉，於艳萍，郝小玲，庞新华

（广西壮族自治区亚热带作物研究所，广西南宁５３０００１）

　　摘要：ＦＬＣ基因是ＭＡＤＳ－ｂｏｘ家族的重要成员，参与调控植物花芽分化和开花过程，在春化作用中起关键作用。
以拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）ＦＬＣ基因编码蛋白序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＡＮ０４０５６．１）为探针，运用电子克隆方法获
得蓝莓（Ｖａｃｃｉｎｉｕｍｓｐｐ．）ＦＬＣ基因（ＶａＦＬＣ）ｃＤＮＡ序列，对其编码蛋白的理化性质、亲／疏水性、保守序列、二级结构和
三级结构特点进行预测分析，并对该编码蛋白与其他植物中ＦＬＣ基因编码蛋白的相似性和进化关系进行研究。结果
表明，蓝莓ＦＬＣ基因ｃＤＮＡ全长１３０３ｂｐ，包含１个长度为７５３ｂｐ的完整开放阅读框，编码２５０个氨基酸，编码蛋白含
有ＭＥＦ２－ｌｉｋｅＭＡＤＳ域、Ｉ域、Ｋ域和Ｃ域４个明显的结构域，属于ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族中植物Ⅱ型（ＭＩＫＣ型）基因。
在蓝莓ＦＬＣ基因编码ＶａＦＬＣ蛋白与其他植物ＦＬＣ蛋白的相似性方面，除与大豆的相似性为３８％之外，与其他植物的
相似性均高于４０％，其中与葡萄、柑橘具有４７％的相似性，与拟南芥、可可树、白桦具有４６％的相似性，与梨树具有
４５％的相似性。蓝莓ＶａＦＬＣ蛋白在系统进化树上归为木本植物分支，并形成独立的小分支，推测该基因及其编码蛋
白在植物ＦＬＣ进化过程中保留了部分原始特征。
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　　花是果树极为重要的生殖器官之一，而花芽分化是果树
由营养生长向生殖生长转变的重要阶段，对果树的成花过程、

花数量和坐果率起着关键作用。花芽分化的早晚和质量对农

林业果树生产的产量、质量有重要影响［１］。温度是诱导植物

花芽分化的关键环境因子之一，落叶果树通常要经历一个较

低温度的积累量（即需冷量）才能够正常诱导花芽分化和开

花，需冷量不足通常会导致果树花芽分化不完整，花器官畸形

或严重败育［２－３］。落叶果树花芽分化机制研究起步较晚，相

关研究成果主要借鉴拟南芥等模式植物的研究。植物开花有

４条不同途径，分别是依赖光周期的开花途径、自主开花途
径、依 赖 春 化 的 开 花 途 径 和 赤 霉 素 途 径［４］。ＦＬＣ
（ＦＬＯＷＥＲＩＮＧＬＯＣＵＳＣ）基因属于 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族成

员，在植物开花过程中具有重要作用［５］。在拟南芥中，低温

通过对 ＡｔＦＬＣ基因的转录及蛋白表达水平进行负调控，从而
调控拟南芥花芽分化和成花过程［６］。

蓝莓（Ｖａｃｃｉｎｉｕｍｓｐｐ．）是一种具有独特保健作用和高营
养价值的落叶果树，具有广阔的国际市场和发展潜力，我国自

２０世纪８０年代开始开展蓝莓引种和商业化栽培，现已推广
至东北三省、山东、浙江、云南、贵州、广东等多个省、区，栽培

范围呈现由温带向亚热带、热带地区发展的趋势［７－８］。蓝莓

作为一种温带落叶果树，通过低温春化作用达到足量需冷量

是保证其花芽正常分化并提高其农林业产量、质量的关

键［９－１１］。近年来，国内相关科研院所和高校已经从引种栽培

特性、形态结构、逆境胁迫响应等方面对温度如何影响蓝莓花

芽分化的形态和生理生化机制开展了一系列研究［１２－１６］，但是

关于低温调控蓝莓花芽分化的春化途径的分子机制研究较

少，尤其是ＦＬＣ基因响应温度变化调控花芽分化的春化途径
分子机制方面的研究尚未见报道。

目前，随着多种模式植物全基因组测序的完成，众多分子

相关数据库［如表达序列标签（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇ，简称
ＥＳＴ）数据库］的建立以及各类生物信息学软件的开发和应
用，使借助生物信息学手段对植物 ＦＬＣ基因进行电子克隆、
结构和功能预测分析与分子进化分析等研究，以及在较短时

间内和较低成本下获取大量可靠的基因、蛋白结构与功能信
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