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利用 ISSR分子标记对 39份莲藕种质资源的
遗传多样性分析
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　　摘　要:采用 ISSR分子标记技术对 39份莲藕品种进行遗传多样性分析。结果表明:8个

ISSR引物共扩增出 89条带 ,其中有55条多态带 ,平均每个引物扩增的多态性带数为 6.88条 ,多

态性比率平均为61.8%;通过遗传相似系数和聚类分析 ,能将 39份莲藕品种完全区分开;说明

ISSR标记技术能较好地从分子水平揭示出莲藕品种的遗传多样性。
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　　莲藕(Nelumbo nuci fera Gaertn)属睡莲科莲属 ,是
一种重要的水生经济作物 ,在食用 、药用 、美容健美 、园
林绿化以及外贸出口等方面有很大的应用价值和开发

潜力[ 1-2] 。经古植物学研究证明 ,莲属植物在被子植物
大家族兴旺之前 ,距今约 1.35亿年 ,在北半球许多水
域地区已有生长分布 ,在长期的进化过程中出现了各
种变异类型 。莲藕在我国分布广泛 ,几乎遍布全国 ,栽
培历史悠久 ,种质资源丰富 ,品种繁多 ,特别是近 30 a

经不同单位的选育与应用 ,莲藕品种已由 20 世纪 80

年代初的 100多份衍生到目前的近 500 份 ,品种间存
在系谱不清 、同物异名等混乱现象 ,不利于莲藕的可持
续利用[ 1 , 3] 。传统分类主要是依据莲藕的形态特征来
划分 ,受环境影响较大 ,鉴定困难。

ISSR即简单重复序列区间(Inter-Simple Sequence

Repeat)是由Zietkiewiez等 1994年创建的一种分子标记

技术
[ 4]
,它结合了SSR和RAPD的优点 ,以其多态性高 ,

操作简单 ,可重复性强 、而在水稻 、小麦 、青麻等不同作
物遗传多样性分析 、指纹图谱构建 、品种鉴定等领域中
被广泛应用[ 5-7] 。现采用 ISSR分子标记分析39份莲藕

种质资源之间的遗传多样性 ,为合理选择莲藕育种的亲
本和更好地利用现有的种质资源提供参考。

1　材料与方法
1.1　试验材料

试验所用的 39份莲藕材料(表 1),除“白泡” 、“三

五”和“武植二号”采自孝感外 ,其他材料均由武汉植物
园提供 ,取幼嫩叶片置超低温冰箱中保存备用。Taq

DNA 聚合酶 、dNTP 、DNA marker 购自上海生工生物

工程技术服务有限公司 ,其它常规试剂采用进口分装
或国产分析纯。

　　表 1 供试材料
样品编号 品种名称 样品编号 品种名称

1 白泡 21 小节白

2 三五 22 千瓣莲

3 武植二号 23 红千叶

4 青毛节 24 鸾凤玉

5 西施 25 飞虹

6 西洋杯 26 牡丹种

7 长节六月报 27 泡子

8 娇阳 28 金辉

9 长瓣小桃红 29 州藕(食用)

10 台阁寿星 30 西安红莲

11 六月雪 31 赛菊

12 红楼 32 点绛红

13 绍兴红莲 33 太真出洛

14 毛节 34 大满江红

15 凤舞 35 嘉旦红

16 新加坡莲 36 爪红碗莲

17 新红 37 赛佛座

18 青鹤 38 彩虹

19 美中红 39 三色莲

20 醉杯

1.2　试验方法
1.2.1　基因组 DNA 的提取和检测　采用改良的
CTAB 法提取莲藕幼嫩叶片中的 DNA[ 8] ,用琼脂糖凝
胶电泳和紫外分光光度计检测DNA 质量和浓度。
1.2.2　ISSR引物合成　用于试验的 100条 ISSR引

物参照加拿大哥伦比亚大学提供的序列 ,由上海英俊
生物技术有限公司合成 ,用提取的莲藕 DNA进行初步

筛选。
1.2.3　PCR扩增　PCR单管反应体系:20 μL 反应体
系中 ,10×buffer 2.0 μL;MgCl21.2 μL;dNTP 0.4μL;

primer 0.6μL;Tap 酶 0.4μL;Templete(模板)0.6μL;
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去离子水 14.8 μL。PCR的扩增程序为:94℃预变性
5 min ,43个热循环 ,每个热循环包括:94℃变性 45 s ,
50℃退火 45 s , 72℃延伸 90 s ,结束循环后 72℃延伸
8 min ,4℃保存。PCR扩增完成后 ,用 1%的琼脂糖(含
有0.1%的 EB)凝胶电泳 ,电泳缓冲液为 0.5×TBE ,在
120V稳定电压的条件下 ,电泳2.0 h ,用凝胶成像系统照
相保存。
1.2.4　数据统计与分析　ISSR产生的系列谱带 ,属
于多位点 、非特异性标记。电泳中的条带根据迁移率
考带 ,有条带的用“1”记录 ,没有条带的用“0”记录 ,用
NTSYS-pc 2.1分析软件统计 39份莲藕资源之间的遗

传相似系数 ,采用UPGMA法对其进行聚类分析 ,并构
建聚类图。

2　结果与分析

2.1　莲藕 DNA的 ISSR多态性分析
随机挑取 3个品种莲藕的基因组 DNA对合成的

ISSR引物进行了筛选 ,从中筛选出 8 个扩增带型清

晰 、多态性较好的引物对 39份莲藕材料进行多态性分

析。从表 2可知 , ISSR扩增统计中 ,每个引物可扩增
出7 ～ 14 条 DNA 谱带 ,平均每个引物扩增 11.1条
DNA 谱带 ,8个引物共产生89条谱带 ,其中55条具有

多态性 ,多态性比率为 61.8%,获得多态性谱带数最多
的引物是 U807和 U482 ,均为9条 ,多态性带最少的是
U834 ,为 5条 ,谱带大小在 0.1 ～ 2.0 kb ,其中 U836 、
U811引物扩增后的电泳结果见图 1 、2。

图 1　引物 U836的扩增结果

图 2　引物 U811的扩增结果

2.2　遗传相似系数和聚类分析
以39 个莲藕品种和89个位点的谱带数据为原始

矩阵 ,用 NTSYS2pc Version 2.10计算 ,获得了 741个

两两不同的品种间遗传相似性系数 。结果表明 ,39份
莲藕品种的遗传相似系数 GS 介于 0.63 ～ 0.98之间 ,
平均相似性系数为0.83。其中遗传相似系数最大的是
“白泡”和“鸾凤玉” ,以及“武植二号”和“红楼” ,均达到
0.98 ,说明它们之间的亲缘关系很近 ,遗传差异很小。

而“飞虹”和“长节六月报”间的遗传相似系数最小 ,为
0.63。利用 ISSR标记数据计算的材料间的遗传相似

性系数矩阵 ,采用UPGMA法构建了39份莲藕样品间

的遗传关系聚类图(图 3),以 0.788为阈值可以把 39

个品种分为 4组 ,第一组聚有“白泡”等 34个品种 ,GS

为 0.63 ～ 0.98 ,遗传资源比较丰富 ,既有食用品质优良
的“泡子” 、“武植二号” 、“青毛节”等藕莲品种 ,还包括
“红千叶” 、“千瓣莲” 、“绍兴红莲”等观赏价值大的花
莲;第二组和第三组各聚有 2个品种 ,分别是“长节六
月报” 、“太真出洛”和“青毛节” 、“西施” ;“飞虹”则单独
自成一组。而以经济用途为培育目的 ,经过长期的人
工选择而分为的花莲 、籽莲和藕莲并没有明显趋向各
自聚为一类 ,这可能与莲属植物种间亲缘关系十分密
切相关 ,绝大多数遗传特性仍存在较大的相似性。
　　表 2　ISSR分析所用的引物序列与扩增结果

编号 引物序列 条带总数 多态带条数 多态百分比/ %

U807 (AG)8 T 13 9 69.2

U811 (GA)8C 12 8 66.7

U834 (AG)8YT 11 5 45.5

U836 (AG)8YT 14 6 42.9

U840 (GA)8YT 11 6 54.5

U841 (GA)8YC 10 6 60.0

U842 (GA)8YG 11 9 81.8

U844 (CT)8RC 7 6 85.7

To tal 89 55 61.8

3　结论与讨论
品种间遗传关系研究和遗传多样性分析对于作物

育种具有十分重要的意义[ 9] 。传统分类常常采用形态
标记进行 ,形态特征受环境影响较大 ,鉴定比较困难 ,
存在的误差大 ,而 DNA分子标记反映的是遗传本质上

的差异
[ 10]

。ISSR分子标记由于具有扩增产物稳定 、多
态性高等优点 ,常被作为种间及种下物种鉴定与亲缘
关系分析的工具[ 11] 。Huang 等[ 12] 用 ISSR分析了番薯

属的亲缘关系 ,获得了丰富的多态性条带;马朝芝
等[ 13]在用 ISSR标记技术分析中国和瑞典甘蓝型油菜

的遗传多样性时 ,用20条引物扩增出了 125 条多态性

带 ,可把中国半冬性 、瑞典冬性和瑞典春性油菜 24份

材料明显区分为 3类 。试验用筛选的 8条 ISSR引物

在 39个莲藕样品中扩增出了 37条多态性条带 ,平均
为 6.9条 ,其中引物 U807和 U482都得到了 9条多态

性条带。表明 ISSR技术可以检测到丰富的遗传多态

性 ,能够对样品进行有效的区分 ,可为莲藕的种质资源
的研究利用提供理论参考。

用 NTSYS2pc Version 2.10计算的供试莲藕的遗
传相似系数都大于0.60 , 69.6%的相似系数值在 0.80
以上 ,其中“白泡”和“鸾凤玉” , “红楼”和“武植二号”相
似系数最近 ,均为 0.98 ,表明莲藕品种间的遗传相似程
度很高 ,这与其它研究报道的结果相似[ 3 , 14] ,主要与莲
藕靠地下茎繁殖 ,以及在长期育种过程中种质资源交
流和种质混杂相关。来自孝感市的 3个品种之间的遗

传相似系数也非常高 , 白泡” 和 “三五”的遗传相似系
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图 3　39 份莲藕样品的 UPGMA聚类结果

数为 0.97 , “武植二号”与“三五”和“白泡”的遗传相似
系数为0.92 ,遗传多样性很低 ,这与它们可能从相近的
祖先分离出来以及与孝感的莲藕多为从武汉引种栽培

有关。同时 ,部分莲藕的遗传相似系数相对较大 ,如
“飞虹”和“长节六月报”间的遗传相似系数为 0.63 ,在
自然条件下能以昆虫为媒介进行异花授粉或在育种过

程中进行人工授粉 ,且相对其它同属植物而言莲藕杂
种的发芽成苗率要高的多 ,因此造成莲藕品种间遗传
资源的混合和品种内存在一定的变异 ,这为莲藕的杂
交育种提供了较好的遗传背景[ 14-15] 。
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Analysis of Genetic Diversity of 39 Lotus Root Cultivars by Using ISSR Markers

L I Chang-chun , DAI Yu-jun , S U Chao , LI Jian-hua, T IAN Chun-yuan YAO Guo-xin
(College of Life Science and Technolo gy , Xiaogan University , Xiaogan ,Hubei 432000)

Abstract:ISSR w ere used to detect the genetic diversity among 39 lotus root cultivars and 89 bands were amplified

with 8 primers ,including 55 polymorphic bands.The polymorphic percentage w as 61.8%.And all the 39 lotus root

cultivars could be distinguished by genetic similarity coefficient and cluster analy sis.The result showed that ISSR

approach w as efficient to reveal the genetic relationship of lotus roo t on molecular level ,which could provid reference

for research in lotus root ermplasm.
Key words:lotus root;polymo rphism;ISSR
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