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　　摘　要：利用ＩＳＳＲ标记对２２份观赏贝母材料进行了基因组多态性分析，从１００条引物中筛
选出１３条用于观赏贝母的ＩＳＳＲ扩增。共扩增出１７８条带，其中多态性条带１６０条，多态性百分
率为９０％。根据ＩＳＳＲ扩增结果，利用ＮＴＳＹＳｐｃ　２．１０ｅ软件进行Ｊａｃｃａｒｄ相似性系数分析，２２份
观赏贝母的遗传相似系数为０．２３３８～０．８７８８。通过ＵＰＧＭＡ进行聚类分析，探索亲缘关系。在
遗传相似系数０．５０处，２２份观赏贝母材料可分为二大类群。第一大类包括比较原始的贝母组和
特化的聚花组和单鳞组的贝母；第二大类包括演化水平较高的多鳞组的３种贝母。由此可见，同
一组观赏贝母种质之间表现较近缘的亲缘关系。
关键词：观赏贝母；ＩＳＳＲ；亲缘关系；聚类分析
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　　贝母属（Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ　Ｌ．）是狭义百合科（Ｌｉｌｉａｃｅａｅ）中
最大的一个属，是一类重要的药用和观赏植物［１］。贝母
是百合科贝母属的球根花卉，我国多作为药用。近年
来，欧美国家以观赏为目的，用于庭院环境布置，或盆栽
观赏［２］。观赏贝母类自然种质资源丰富，植株茎杆挺
拔，高度因种类、品种而异，可视目的不同而适地、适时
选用；叶片青翠，花姿奇特，色彩丰富。花期３～６月，是
早春初夏园林花卉的佼佼者。其中尤以花贝母观赏价
值最高，育成的品种也最多。高杆品种适用于庭院种植
或切花栽培，矮杆品种则适合盆栽，观赏性极强。因此
贝母属植物具有潜在的资源优势和广泛的利用前景，利
用分子标记分析观赏贝母种间亲缘关系，对观赏贝母优
良品种的选育和产业化开发具有重要作用。

ＩＳＳＲ（Ｉｎｔｅｒ　Ｓｉｍｐｌｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｒｅｐｅａｔ，简单重复序列
区间）分子标记是一种以微卫星序列为引物，进行多位
点ＰＣＲ扩增的技术。该技术克服了 ＲＦＬＰ、ＲＡＰＤ、

ＡＦＬＰ等标记技术的一些局限性，具有无需预知基因组
背景信息、ＤＮＡ样品用量少、操作简单、试验重复性好、
信息量大、多态性高和试验成本低等优点，很快被运用
于种质收集［３］、品种鉴定［４］、遗传多样性［５］、系统进化关
系［６］、遗传作图［７］等研究中，并且在园艺植物研究中也显

示出独特的优势［８］。该试验利用已优化好的观赏贝母
ＩＳＳＲ反应体系，从分子水平上探讨２２份观赏贝母资源
的亲缘关系，为新品种的选育提供理论依据，为从分子
水平进行品种鉴定奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
供试的２２份观赏贝母种质资源（表１）均取自苏州

农业职业技术学院园艺中心。采摘的观赏贝母嫩叶置
于盛有硅胶的塑胶袋中干燥，４℃保存。

１．２　试验试剂
试验所用的Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ、琼脂糖购自上海鼎国有

限公司；ＩＳＳＲ引物、ＭｇＣｌ２、ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ、ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ
（ＤＬ２０００）购自上海生工生物工程公司。ＩＳＳＲ引物采用
加拿大哥伦比亚大学（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｃｏｌｕｍｂｉａ，

ＵＢＣ）所设计的引物。

１．３　总ＤＮＡ的提取
采用改良ＣＴＡＢ法提取基因组ＤＮＡ，用０．８％琼脂

糖凝胶电泳定性检测ＤＮＡ质量，分光光度法定量测定
浓度及纯度，并将其稀释至１０ｎｇ／μＬ备用。

１．４　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增
在Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　ＰＣＲ仪上扩增，反应体系为２０μＬ，包

括水７．４μＬ，１０×ＰＣＲ缓冲液２μＬ，Ｍｇ
２＋ ２μＬ（２．５

ｍｍｏｌ／Ｌ），ｄＮＴＰ　１．６μＬ（０．２ｍｍｏｌ／Ｌ），Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合
酶１μＬ（２Ｕ），引物５μＬ（０．５μｍｏｌ／Ｌ），模板１μＬ
（１０ｎｇ）。ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性
４０ｓ，５７．９℃退火４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，循环３８次；７２℃延
伸８ｍｉｎ；４℃保存。反应产物在１．５％琼脂糖凝胶（含
０．５μｇ／ｍＬ　ＥＢ）中电泳，用上海天能公司生产的凝胶成
像系统观察照相。
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１．５　数据分析
根据各分子标记在相同电泳迁移率（相同分子量片

段）的有无统计得到所有位点的二元数据，有ＤＮＡ扩增
带记为１，无带记为０。利用ＮＴＳＹＳｐｃ　２．１０ｅ软件进行
Ｊａｃｃａｒｄ相似性系数分析，并通过非加权配对算术平均法
（ＵＰＧＭＡ）进行聚类分析，建立亲缘关系图。

２　结果与分析
２．１　多态性分析
由５号材料（波斯贝母）对ＩＳＳＲ引物进行筛选，从

中选出１３条引物用于观赏贝母材料的ＩＳＳＲ扩增（表
２），它们扩增的谱带清晰，且多态性丰富（图１～２）。１３
条引物共扩增出１７８条带，其中多态性条带１６０条，多态
性百分率为９０％。单条引物扩增的条带为７～１９，平均
１２条。扩增产物长度介于２００～２　０００ｂｐ。扩增条带数

最多的引物为ＵＢＣ８０８，达１９条，扩增条带数最少的引
物为ＵＢＣ８８１，扩增出的条带为７条。其中，多态性百分
率最高的为ＵＢＣ８６８、ＵＢＣ８１１、ＵＢＣ８０８达１００％，最低的
为ＵＢＣ９００，为７１．４％。可见，ＩＳＳＲ检测观赏贝母遗传
多样性的效率很高，也表明观赏贝母的遗传多样性极为
丰富。

２．２　聚类分析
２２份观赏贝母材料的遗传相似系数为０．２３３８～

０．８７８８。在所有试验材料中相似系数最大的是来自荷兰
的波斯贝母的２个品种阿尔巴和象牙钟，为０．８７８８，说
明二者的亲缘关系较近；相似系数最小的是来自荷兰的
米贝母和来自新疆的托里贝母，为０．２３３８，说明二者的
遗传差异较大。
由图３可知，２２份种质材料在相似系数０．５０水平

　　表１　　　 用于ＩＳＳＲ分析的观赏贝母材料
编号 种名 拉丁名 引种来源

１

２

３

４

５

６

７

８

９

１０

１１

１２

１３

１４

１５

１６

１７

１８

１９

２０

２１

２２

波斯贝母阿尔巴

米贝母

波斯贝母象牙钟

皇冠贝母

波斯贝母

展瓣贝母

皇冠贝母帝国鲁布拉

皇冠贝母帝国淑女

托里贝母

安徽贝母

浙贝母

裕民贝母

黄花贝母

伊犁贝母

绿黄贝母

紫花贝母

弯尖贝母

堪察加贝母

小白花贝母

弯尖贝母

Ｆ．ｐｅｒｓｉｃａ‘Ａｌｂａ’

Ｆ．ｄａｖｉｄｉｉ

Ｆ．ｐｅｒｓｉｃａ‘Ｌｏｖｒｙ　Ｂｅｌｌｓ’

Ｆ．ｉｍｐｅｒｉａｌｉｓ‘Ｓｌａｇｚｗａａｒｄ’

Ｆ．ｐｅｒｓｉｃａ

Ｆ．ｒａｄｄｅａｎａ

Ｆ．ｉｍｐｅｒｉａｌｉｓ‘Ｒｕｂｒａ　Ｍａｘｉｍａ’

Ｆ．ｉｍｐｅｒｉａｌｉｓ‘Ｍａｘｉｍａ　ｌｕｔｅａ’

Ｆ．ｔｏｒｔｉｆｏｌｉａ

Ｆ．ａｎｈｕｉｅｎｓｉｓ

Ｆ．ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ

Ｆ．ｓｔｅｎａｎｔｈｅｒａ

Ｆ．ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａｖａｒ．ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ

Ｆ．ｐａｌｌｉｄｉｆｌｏｒａ

Ｆ．ｃｉｒｒｈｏｓａｖａｒ．ｖｉｒｉｄｉｆｌａｖａ

Ｆ．ｃｉｒｒｈｏｓａｖａｒ．ｐｕｒｐｕｒｅａ

Ｆ．ａｃｍｏｐｅｔａｌａｓｓｐ．ｗｅｎｄｅｌｂｏｉ

Ｆ．ｃａｍｓｃｈａｔｃｅｎｓｉｓ

Ｆ．ｕｖａ－ｖｕｌｐｉｓ

Ｆ．ｅｌｗｅｓｉｉ

Ｆ．ａｌｂｉｄｏｆｌｏｒａ

Ｆ．ａｃｍｏｐｅｔａｌａ‘Ｂｒｕｎｅｔｔｅ’

荷兰

荷兰

荷兰

荷兰

荷兰

荷兰

荷兰

荷兰

新疆

安徽

浙江

新疆

新疆

新疆

新疆

新疆

荷兰

荷兰

荷兰

荷兰

新疆

荷兰

　　表２　　 １３个引物碱基序列和扩增的ＤＮＡ片段数
引物 序列 扩增条带数 多态条带数 多态条带百分率／％

ＵＢＣ８７３

ＵＢＣ８６８

ＵＢＣ８０８

ＵＢＣ８８６

ＵＢＣ８１１

ＵＢＣ８０８

ＵＢＣ８６１

ＵＢＣ８８１

ＵＢＣ９００

ＵＢＣ８１０

ＵＢＣ８３４

ＵＢＣ８４２

ＵＢＣ８９５

（ＧＡＣＡ）４
（ＧＡＡ）６
（ＡＧ）８Ｃ

ＶＤＶ（ＣＴ）７
（ＧＡ）８Ｃ

（ＡＧ）８ＹＣ

（ＡＣＣ）６
（ＧＧＧＴ）３Ｇ

ＡＣＴ　ＴＣＣ　ＣＣＡ　ＣＡＧ　ＧＴＴ　ＡＡＣ　ＡＣＡ
（ＧＡ）８Ｔ

（ＡＧ）８ＹＴ

（ＧＡ）８ＹＧ

ＡＧＡ　ＧＴＴ　ＧＧＴ　ＡＧＣ　ＴＣＴ　ＴＧＡ　ＴＣ

１５

１２

１５

１４

１５

１９

１６

８

１４

１４

１１

１４

１１

１３

１２

１３

１３

１５

１９

１５

７

１０

１１

９

１３

１０

８６．６７

１００

８６．６７

９２．８６

１００

１００

９３．７５

８７．５

７１．４３

７８．５７

８１．８２

９２．８６

９０．９１

８５１
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图１　引物８７３对２２份ＤＮＡ样品扩增结果　图２　引物８１０对２２份ＤＮＡ样品扩增结果　
图３　根据ＩＳＳＲ结果构建的２２份
观赏贝母材料的亲缘关系树状图

图４　供试２２份材料间Ｊａｃｃａｒｄ相似系数

处分为二大类。第一大类集中了来
自荷兰的波斯贝母的３个品种、皇
冠贝母的３个品种、展瓣贝母、Ｆｒｉｔ－
ｉｌｌａｒｉａ　ｕｖａ－ｖｕｌｐｉｓ、Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ　ｅｌｗｅ－
ｓｉｉ；来自新疆的裕民贝母、托里贝母、
伊犁贝母、小白花贝母、黄花贝母、
绿黄贝母、紫花贝母以及来自浙江
的浙贝母，共分为２个亚类。第二
大类聚集了２号米贝母、１０号安徽
贝母和１８号勘察加贝母。在第一
大类中，来自荷兰的波斯贝母的２
个品种阿尔巴和象牙钟遗传相似系

数最大，为０．８７８８。１号阿尔巴与５

号波斯贝母遗传相似系数较大，为０．８７０１。１２号裕民贝
母与１７号弯尖贝母遗传相似系数较小，为０．２７２７。在第
二大类中，２号Ｆ．ｄａｖｉｄｉｉ与１０号Ｆ．ａｎｈｕｉｅｎｓｉｓ遗传相
似系数最大，为０．８５２８，１０号Ｆ．ａｎｈｕｉｅｎｓｉｓ与１８号Ｆ．
Ｃａｍｓｃｈａｔｃｅｎｓｉｓ遗传相似系数较小，为０．８００９（图４）。

３　讨论
国内外利用分子生物学方法对贝母的遗传多样性

研究不多［９－１３］。国内对贝母属植物的研究多集中在贝母
资源调查、化学成分分析、药理作用研究以及成分含量
测定等方面。
贝母属（Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ　Ｌ．）是狭义百合科（Ｌｉｌｉａｃｅａｅ）中

最大的一个属，与百合属（Ｌｉｌｉｕｍ）最为近缘。全属约１３０
种，分为５组［１４］：贝母组Ｓｅｃｔ．Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ、多花组Ｓｅｃｔ．Ｒｈｉ－
ｎｏｐｅｔａｌｕｍ、聚花组Ｓｅｃｔ．Ｐｅｔｉｌｌｉｕｍ、单鳞组Ｓｅｃｔ．Ｔｈｅｒｅｓｉａ、
多鳞组Ｓｅｃｔ．Ｌｉｌｉｏｒｈｉｚａ。从聚类结果可知，浙贝母和来
自新疆的贝母亲缘关系较近，属于贝母组。贝母组是贝
母属中最大的一个组，分布欧洲和亚洲的温带地区，分
布范围约为北纬２６°～６０°，是贝母属中原始的类群。其
中裕民贝母和小白花贝母、浙贝母、黄花贝母、托里贝母
亲缘关系较近，段咸珍［１５］描述小白花贝母与裕民贝母外
形形态相似，仅以花白色，蜜腺窝圆形，绿色，柱头裂片
长２ｍｍ而不同于后者，小白花贝母因外形态相似在我
国长期被误认为黄花贝母，并且混生于黄花贝母丛间，

数量稀少，地理上没有隔离，花期也一致。托里贝母与
黄花贝母分布范围一致，部分特征相同。李萍［１６］等研究
贝母属花粉形态中也发现小白花贝母与裕民贝母花粉

形态类似，二者花粉表面均有网状纹饰，其网眼大小，单
位面积网眼数，网脊组成及宽度几乎相同。罗毅波［１７］提
出Ｆ．ｔｏｒｔｉｆｏｌｉａ、Ｆ．ａｌｂｉｄｏｆｌｏｒａ等一系列变种名称，主要
是根据花的变异而成立的，认为这些变异多发生在栽培
条件下，没必要给予其分类名称。该试验发现它们的电
泳图谱有所差别，但亲缘关系较近。浙贝母从外部形态
上看与黄花贝母非常相似，聚类图上也显示了其较近的
亲缘关系。原产于云南的绿黄贝母和紫花贝母亲缘关
系较近，李萍［１８］通过对云南贝母属药用植物叶表面扫描
电镜观察，发现绿黄贝母和紫花贝母群近缘，叶表面细
胞多为长方形，但角质纹理不同是其分类的依据，这与
花粉形态观察相吻合。对于弯尖贝母以往研究的较少，
该试验发现其种内相似度高，与Ｆ．ｕｖａ－ｖｕｌｐｉｓ、Ｆ．ｅｌｗｅｓｉｉ
有较近关系，外部形态上有相似的特征。波斯贝母３个
种聚在一起，亲缘关系近，它们同属于单鳞组，是西亚的
一个特有组，鳞茎仅具１枚鳞片，花６～２４朵，有时可达
３０～３４朵，排成总状花序，花较小，具苞片或无苞片；茎
生叶多数、互生。主要分布于土耳其南部，叙利亚、伊拉
克、黎巴嫩、约旦、以色列、塞浦路斯以及伊朗南部。皇
冠贝母的３个品种和展瓣贝母亲缘关系较近，它们同属
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于聚花组。皇冠贝母分布范围较大，从土耳其东南部一
直向东延伸到伊朗境内的扎格罗斯山脉约北纬３０°左
右。再从伊朗经阿富汗、巴基斯坦延伸到印度的克什米
尔地区，以及原苏联中亚的布哈拉山脉。展瓣贝母则主
要分布在里海东南部山地。该组鳞茎大，具４～５枚鳞
片，花多朵，集生茎顶形成伞形花序；叶多枚，多轮生。
聚花组和单鳞组贝母都是较进化的种，从原始贝母组特
化而来。最后是米贝母、安徽贝母表现出较近的亲缘关
系，李萍等研究花粉形态时提出安徽贝母与米贝母花粉
形态也有共同之处，网脊均由１～２行颗粒组成，大网眼
与成群、成行小网眼相间排列，或被其包围。勘察加贝
母与安徽贝母、米贝母聚在一起，它们同属于多鳞组，该
组鳞茎由多枚鳞片呈覆瓦状排列，是贝母属与百合属
Ｌｉｌｉｕｍ鳞茎最为接近的类型。此外，该组中的Ｆ．ｃａｍｓ－
ｃｈａｔｃｅｎｓｉｓ，其花被片基部的蜜腺呈浅沟状，没有明显的蜜
腺窝。因此，该种被不少学者放在百合属中，但该种的
柱头式样却与典型的贝母属相同，而与百合属不同。表
明该种是处于贝母属和百合属之间的一个类型。该试
验发现同一组的观赏贝母种质之间表现较近缘的亲缘

关系，较原始的贝母种群聚在一起，而相对较进化的种
聚在一起，并且验证了形态学、细胞学及孢粉学上的分
类结果。此外，为更好的解决生产、科研中存在的问题，
在今后贝母的亲缘关系分析中，可以将ＩＳＳＲ方法与染
色体核型、同工酶谱带及其它的分子标记（如ＡＦＬＰ）等
多种方法的研究互为补充。
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