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菌基因工程亚单位疫苗打下了坚实的基础［９］。
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　　摘要：遗传多样性分析可为野生植物的开发与保护提供科学依据。采集贵州地区的２９份石斛资源，通过简单重
复序列间扩增（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，简称ＩＳＳＲ）标记对其进行遗传多样性和亲缘关系分析，从１６条引物中筛
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　　石斛属（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ）是兰科（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）的大
属之一，属附生兰类多年生草本植物。全球约有

１５００多种石斛属植物，主要分布于亚洲、欧洲、大
洋洲等地［１］，中国现共有７６种石斛属植物，主要产
区分布于四川、云南、广西和贵州等省份的原始森

林以及安徽、浙江等省份［２］。大多数石斛具有药用

和观赏价值，目前发现的药用石斛有３９种，具有润
肺生津、活血化瘀、治疗心血管疾病等功效［３］。由

于石斛种类繁多，历代本草著作称之为医工难辨的

种类［４］。随着人们对药用及观赏石斛需求量的不

断扩大和森林砍伐等多方面的影响，野生石斛属植

物资源面临枯竭，已经成为濒危植物［５］。近年来，

由于人们对药用石斛需求量的加大，石斛种植面积

不断增加，选育优良石斛品种供生产使用尤为重要。

为了更好地利用药用石斛种质资源，更准确地

了解石斛种质资源的类型及亲缘关系，对石斛资源

进行遗传多样性及亲缘关系分析显得尤为重要［６］。

目前应用于石斛属植物种质资源鉴定和亲缘关系

研究的分子生物学方法主要有随机扩增多态性

ＤＮＡ标记（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，简称
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ＲＡＰＤ）、限制性内切酶片段长度多态性（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＲＦＬＰ）、扩增片段
长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
简称 ＡＦＬＰ）、简单重复序列间扩增（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，简称 ＩＳＳＲ）等［７－９］。ＩＳＳＲ技术是
由加拿大蒙特利尔大学的 Ｚｉｅｔｋｅｗｉｃｚ等发展起来的
一种基于微卫星（ＳＳＲ）序列的分子标记技术，与
ＳＳＲ相比，用于 ＩＳＳＲ的引物不需要预先的 ＤＮＡ测
序，而是用半随机引物进行扩增，可获得丰富的多

态性［１０］。ＩＳＳＲ标记的特点是数量丰富、广泛分布
于整个基因组、具有较多的等位性变异与共显性标

记、可鉴别出杂合子和纯合子、试验的重复性较好

等。本研究选用２９种石斛材料，采用 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ
分子标记研究其遗传多样性，并创建亲缘关系图谱

进行分析。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂和仪器
本研究共选用２９种石斛材料（表１），其中２７

种为石斛属，１种为石豆兰属，１种为钗子股属，目前
统一种植于贵州师范大学生命科学学院四楼实

验室。

　　试验试剂：十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）、
Ｔｒｉｓ、乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）、苯酚、三氯甲烷、异戊
醇、盐酸、无水乙醇等，均购自贵州凯信生物科技有

限公司；２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｄｙｅ），含有 ０．１Ｕ／μＬ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、３ｍｏｌ／Ｌ氯化镁和 ４０μｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ，购自北京康为世纪生物科技有限公司；ＩＳＳＲ
引物，由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

试验仪器：ＥＴＣ８１１ＰＣＲ仪（东胜创新生物科技
有限公司）；ＤＹＹ－８Ｃ型电泳仪（北京六一生物科
技有限公司）；ＤＹＣＰ－３１Ｅ型电泳槽（北京六一生
物科技有限公司）；Ｋ８３６０凝胶成像分析系统（北京
科创锐新生物科技有限公司）；离心机（湖南凯达科

学仪器有限公司）。

１．２　基因组ＤＮＡ的提取
从实验室栽培的石斛植株上取幼嫩叶片，参考

ＣＴＡＢ法［１１］并加以调整，用于提取植物基因组

ＤＮＡ。调整后的方法如下：剪取０．１ｋｇ石斛的幼嫩
叶片（新鲜叶片也可）放置于研钵中，加入 ７５０μＬ
２％（质量分数）ＣＴＡＢ水溶液进行研磨，将叶片充分
研磨后转移到１．５ｍＬ离心管中，６５℃水浴６０ｍｉｎ
（其间每２０ｍｉｎ摇匀１次），取出离心管冷却到室

表１　２９份石斛植物材料的相关信息

编号 种名 拉丁名 采集地点

１ 铁皮石斛 Ｄ．ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ 贵州荔波

２ 密花石斛 Ｄ．ｄｅｎｓｉｆｌｏｒｕｍ 贵州贞丰

３ 蜻蜓石斛 Ｄ．ｐｕｌｃｈｅｌｌｕｍ 贵州晴隆

４ 剑叶石斛 Ｄ．ａｃｉｎａｃｉｆｏｒｍｅ 贵州望谟

５ 线叶石斛 Ｄ．ａｕｒａｎｔｉａｃｕｍ 贵州惠水

６ 黄贝壳石斛 Ｄ．ｐｏｌｙａｔｈｕｍ 贵州兴义

７ 钗子股 Ｌｕｉｓｉａｍｏｒｓｅｉ 贵州罗甸

８ 串珠石斛 Ｄ．ｆａｌｃｏｎｅｒｉ 贵州玉屏

９ 反瓣石斛 Ｄ．ｅｌｌｉｐｓｏｐｈｙｌｌｕｍ 贵州普安

１０ 球花石斛 Ｄ．ｔｈｙｒｓｉｆｌｏｒｕｍ 贵州毕节

１１ 杓唇石斛 Ｄ．ｍｏｓｃｈａｔｕｍ 贵州大方

１２ 红牙刷石斛 Ｄ．ｓｅｃｕｎｄｕｍ 贵州安龙

１３ 扭瓣石斛 Ｄ．ｔｏｒｔｉｌｅ 贵州赤水

１４ 蜂腰石斛 Ｄ．ｐａｒｉｓｈｉｉ 贵州兴义

１５ 石豆兰 Ｂｕｌｂｏｐｈｙｌｌｕｍｒａｄｉａｔｕｍ 贵州荔波

１６ 喉红石斛 Ｄ．ｃｈｒｉｓｔｙａｎｕｍ 贵州贞丰

１７ 肿节石斛 Ｄ．ｐｅｎｄｕｌｕｍ 贵州赤水

１８ 翅梗石斛 Ｄ．ｔｒｉｇｏｎｏｐｕｓ 贵州赤水

１９ 虎牙石斛 Ｄ．ｍｏｎｔｉｃｏｌａ 贵州大方

２０ 赤水金钗石斛 Ｄ．ｎｏｂｉｌｅ 贵州遵义

２１ 杯鞘石斛 Ｄ．ｇｒａｔｉｏｓｉｓｓｉｍｕｍ 贵州贞丰

２２ 灯笼石斛 Ｄ．ａｍａｂｉｌｅ 贵州赤水

２３ 铜皮石斛 Ｄ．ｍｏｎｉｌｌｆｏｒｍｅ 贵州赤水

２４ 报春石斛 Ｄ．ｐｒｉｍｕｌｉｎｕｍ 贵州晴隆

２５ 天宫石斛 Ｄ．ａｐｈｙｌｌｕｍ 贵州遵义

２６ 尖刀唇石斛 Ｄ．ｈｅｔｅｒｏｃａｒｐｕｍ 贵州兴仁

２７ 黑毛石斛 Ｄ．ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎｉｉ 贵州惠水

２８ 鼓槌石斛 Ｄ．ｃｈｒｙｓｏｔｏｘｕｍ 贵州贞丰

２９ 大龟背石斛 Ｄ．ａｇｇｒｅｇａｔｕｍ 贵州赤水

温，在通风橱内通风状态下加入７５０μＬ苯酚＋三氯
甲烷＋异戊醇（体积比为２５∶２４∶１）的混合液，上
下颠倒摇匀，置于离心机中 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，轻轻取出，取上清液５００μＬ于新的试管中，
向上清液中加入１０００μＬ冰的无水乙醇沉淀 ＤＮＡ
（无水乙醇在提取 ＤＮＡ前先置于 －２０℃冰箱中冻
存一段时间），在－２０℃条件下放置２０ｍｉｎ或更长
时间（放置时间的长短可根据 ＤＮＡ的析出程度调
节，若ＤＮＡ析出较多，则不用在－２０℃条件下长时
间放置）。ＤＮＡ析出后，置于离心机中８０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ去除上清液，沉淀用５０％乙醇清洗３次，
第３次清洗时乙醇不倒出，放置过夜，第２天离心后
倒掉上清液乙醇，放置于室温下晾干或置于通风橱

中风干，至ＤＮＡ沉淀呈透明状，再加入２００μＬ无菌
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去离子水溶解ＤＮＡ，溶解后置于－２０℃保存。
１．３　引物的筛选

ＩＳＳＲ引物是根据杨立昌等公布的引物序
列［１１－１２］合成的，从生工生物工程（上海）股份有限

公司合成的１６个引物中筛选出 １３个扩增条带清
晰、稳定、多态性较好的引物用于２９份石斛材料种
质资源遗传多样性的分析。

１．４　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增
ＩＳＳＲ引物由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成（表 ２）。参考 ＩＳＳＲ反应体系［１３］并加以改

进，改进后的２２μＬ反应体系如下：４μＬＤＮＡ，１μＬ
引物，８μＬＭｉｘ（含有氯化镁、ｄＮＴＰ、Ｔａｑ酶、反应缓
冲液），９μＬ超纯水。

ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性７ｍｉｎ；９４℃变性
１ｍｉｎ，退火４５ｓ［退火温度依据不同引物而定（表
２）］，７２℃延伸 ２ｍｉｎ，共 ４５个循环；７２℃复性
７ｍｉｎ，４℃保存ＰＣＲ扩增产物。

表２　ＩＳＳＲ引物序列及其扩增条带数

引物
引物序列

（５′→３′）
退火温度

（℃）
扩增条带数

（条）

ＩＳＳＲ－１ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣＧ ５４ ２１

ＩＳＳＲ－２ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣＡ ５４ １６

ＩＳＳＲ－３ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣＴ ５３ １８

ＩＳＳＲ－５ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＧＡ ５４ １８

ＣＴＣ４Ｒｃａ ＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＡＣ ４５ １２

ＣＴＣ４Ｒｃｂ ＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＴＣ ４５ １８

ＵＢＣ８１１ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣ ４５ １３

ＵＢＣ８２７ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＧ ５３ １６

ＵＢＣ８４８ａ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＡＧ ５１ １８

ＵＢＣ８４８ｂ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＴＧ ５１ １５

ＵＢＣ８９９ ＣＡＴＧＧＴＧＴＴＧＧＴＣＡＴＴＧＴＴＣＣＡ ５３ ２０

ＵＢＣ９００ ＡＣＴＴＣＣＣＣＡＣＡＧＧＴＴＡＡＣＡＣＡ ５４ １８

Ｔ３Ｂ ＡＧＧＴＣＧＣＧＧＧＴＴＣＧＡＡＴＣＣ ５９ １１

１．５　电泳
用１×ＴＡＥ缓冲液配制１．５％琼脂糖凝胶，将凝

胶放置于含有１×ＴＡＥ缓冲液的电泳槽中，使缓冲
液没过凝胶表面约 ２ｍｍ。ＰＣＲ产物上样量为
１８μＬ，使用ＳｕｐｅｒＤＮＡｍａｒｋｅｒ标定扩散片段长度，
在９０Ｖ电压下电泳９０ｍｉｎ，再置于凝胶成像系统上
观察，检测ＩＳＳＲ－ＰＣＲ电泳谱带。
１．６　数据统计
　　按照电泳图谱中同一位置上 ＤＮＡ条带的有无
进行统计，有条带的记为“１”，无条带的记为“０”，构

成０／１矩形图，用ＮＴＳＹＳ２．１０软件ＳＨＡＮ程序中的
非加权配对算术平均法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒ－ｇｒｏｕｐ
ｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎｓ，简称 ＵＰＧＭＡ）对样品
进行聚类分析，构建 ２９种石斛材料的亲缘关系树
状图。

２　结果与分析

２．１　引物的选择
本研究用１６个引物对２９种石斛材料的基因组

ＤＮＡ进行预试验扩增，并对１６个引物进行筛选，获
得１３个多态性较好的引物，然后用筛选出的１３个
引物对２９种石斛材料进行扩增。从表３看出，扩增
条带数最多的是引物 ＩＳＳＲ－１，扩增出２１个条带，
扩增条带最少的是引物Ｔ３Ｂ，只扩增出１１个条带。

表３　１３个ＩＳＳＲ引物的扩增结果

引物
总扩增位点数

（条）

多态性位点数

（条）

多态性比例

（％）

ＩＳＳＲ－１ ２１ ２１ １００．００

ＩＳＳＲ－２ １６ １６ １００．００

ＩＳＳＲ－３ １８ １８ １００．００

ＩＳＳＲ－５ １８ １８ １００．００

ＣＴＣ４Ｒｃａ １２ １２ １００．００

ＣＴＣ４Ｒｃｂ １８ １８ １００．００

ＵＢＣ８１１ １３ １３ １００．００

ＵＢＣ８２７ １６ １６ １００．００

ＵＢＣ８４８ａ １８ １８ １００．００

ＵＢＣ８４８ｂ １５ １５ １００．００

ＵＢＣ８９９ ２０ ２０ １００．００

ＵＢＣ９００ １８ １７ ９４．４４

Ｔ３Ｂ １１ １０ ９０．９１

总计 ２１４ ２１２ ９９．０７

２．２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增结果
根据对凝胶成像系统拍照结果的分析得到０／１

矩阵图（本文未列出）。由图１和图２可以看出，电
泳共检测出２１４个扩增条带，其中多态性条带数为
２１２个，多态性比例为９９．０７％，平均每条引物扩增
的条带数为１６．４６条，说明供试样品具有较高的多
态性。

２．３　遗传相似性及亲缘关系
由图３可以看出，１３条引物能将２９种石斛材

料分开，遗传相似系数（ＧＳ）变化范围为 ０．６７８～
０８０４，表明供试样品有较近的亲缘关系。在遗传相
似系数０．７１５处，可以将石斛材料分为１０个大组，
每个大组又分为不同的小组：第１组，包含７种石
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斛，分别是铁皮石斛、报春石斛、铜皮石斛、串珠石

斛、黄贝壳石斛、钗子股、石豆兰，说明该大组内７种
石斛的亲缘关系比较近，其中铁皮石斛与报春石斛

的遗传相似系数达到０．７９０，在２９种石斛植物中，
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这２种石斛的遗传相似系数排第３；第２组，包含４
种石斛，分别是尖刀唇石斛、鼓槌石斛与大龟背石

斛、黑毛石斛，其中鼓槌石斛、大龟背石斛的遗传相

似系数为０．８００，是２９种石斛材料中亲缘关系最近
的２种；第３组，包含３种石斛，分别是扭瓣石斛、蜂
腰石斛、赤水金钗石斛，其中扭瓣石斛与蜂腰石斛

的遗传相似系数为０．７９５，在２９种石斛材料中，是
除了鼓槌石斛与大龟背石斛之外遗传相似系数最

高、亲缘关系最近的２种石斛；第４组，包含３种石
斛，分别是肿节石斛、杯鞘石斛、翅梗石斛；第５组，
包含２种石斛，分别是密花石斛、喉红石斛；第６组，
包含４种石斛，分别是反瓣石斛、球花石斛、杓唇石
斛、灯笼石斛，其中反瓣石斛与球花石斛的遗传相

似系数为０．７９０，亲缘关系也非常近；第７组，包含３
种石斛，分别是蜻蜓石斛、剑叶石斛、线叶石斛；第８
组，包含虎牙石斛；第９组，包含红牙刷石斛；第１０
组，包含天宫石斛。从聚类分析结果可以看出，虎

牙石斛、红牙刷石斛、天宫石斛这３种石斛与其他
２６种石斛的亲缘关系较远。

３　讨论

石斛属植物分布在中国秦岭淮河以南诸省，其

中云南、广西、台湾、贵州为分布中心［１４］。根据传统

的分类方法，石斛属植物可以分成不同的组别，《中

国植物志》将中国石斛的 ７４个种划分为 １２个
组［１５］，其中药用石斛有３９种，并且有的石斛种类仅
从茎、叶等形态上无法加以区分［１６］。因此，分子标

记也被应用于石斛的分子鉴定中。ＤＮＡ分子标记
不受环境因素的影响，能直接反映基因组ＤＮＡ之间
存在的差异［１７］。现代分子标记不仅可用于石斛植

物的分子鉴定，还能全面揭示不同石斛种群的遗传

多样性和亲缘关系。本研究选用２９种石斛为样本，
采用１３条引物分析不同石斛品种资源的遗传多样
性，结果显示，微卫星位点多态性比例达到 ９９．
０７％，表明石斛的遗传多样性极其丰富。在所选择
的１３条引物中，有的引物扩增条带数较多，如引物
ＩＳＳＲ－１的扩增条带数为２１条，引物 ＵＢＣ８９９的扩
增条带数为２０条。但也有部分引物的扩增条带数
较少，如引物Ｔ３Ｂ、ＣＴＣ４Ｒｃａ、ＵＢＣ８１１分别只扩增出
了１１、１２、１３条条带，可见不同石斛有着复杂的遗传
背景。

本研究中石斛的 ＩＳＳＲ分子标记聚类分析结果

与传统的分类结果基本相同，但也存在差异，可能

与分析过程中取样的多少、基因组 ＤＮＡ的提取方
法、ＰＣＲ扩增体系的异同等有关。自然环境因子的
复杂多样性也可能是造成这种差异的原因。随着

科学技术的不断发展，越来越多的分子生物学方法

被应用于石斛属植物种质资源的鉴定和亲缘关系

的研究中，如 ＲＡＰＤ、ＲＦＬＰ、ＡＦＬＰ等。在今后的研
究中，应进一步采用多种分子生物学方法对同一石

斛属植物材料的遗传多样性及亲缘关系进行分析。
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