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　　摘　要：以中国石蒜离体培养再生的幼苗为试材，首次采用ＩＳＳＲ和ＳＲＡＰ分子标记对再生
苗的遗传稳定性进行了检测，以探讨体细胞无性系变异情况及成因。结果表明：所选用的１４条
ＩＳＳＲ引物共产生１９１条带，其中只有１条为多态性条带，并且该条带表现为新增条带；ＳＲＡＰ标
记所选用的１５对引物共扩增出２１９条带，其中３条为多态性条带，表现为共有条带缺失。综合２
种分子标记检测结果来看，再生植株表现出的体细胞变异率极低（０．９７％）。现有数据同时也表
明，已建立的离体培养体系在保存中国石蒜种质资源和遗传改良上是稳定、可行的。
关键词：中国石蒜；离体培养；ＩＳＳＲ；ＳＲＡＰ；体细胞无性系变异
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　　石蒜属（Ｌｙｃｏｒｉｓ）植物是一类具鳞茎的多年生草本
植物，全世界有２０多种，中国有１６种，是其主要分布
地区［１］。该属植物观赏和药用价值俱佳。与普通地被
花卉相比，它的特点鲜明：花和叶不会同时出现在同一
个生长季节；叶有春出型和秋出型２种，花只在夏季开
放，且形、色变异多样，可弥补夏季花卉品种相对单一
的缺点；因此，在西方又称为“魔术花”。其球茎中富含
的加兰他敏等药用有效成分，对早期和中期阿尔茨海
默症（ＡＤ）有较好的疗效，已作为对抗ＡＤ的批准药物
在欧盟和美国等多国上市［２］。营养体中除了加兰他敏
等药用有效成分，淀粉占据了很大比重（４０％左右），可
以作为工业酒精和糊料的前体。
组织培养在保存种质资源、大规模扩繁有经济价

值的植物上应用广泛；但长期培养同一无性系或亚克
隆潜藏着体细胞无性系变异的可能［３］，这对保存具有
优良性状的植株有一定影响。已有学者应用形态学特
征、生理生化指标和ＤＮＡ分子标记等手段在此方面进
行了研究［４－６］。３种方法中，ＤＮＡ分子标记（由于其前
瞻性和简便性、有效性）是目前应用最为广泛、有效的
评价体系。ＲＡＰＤ［６］、ＩＳＳＲ［７］、ＳＳＲ［８］、ＡＦＬＰ［９］等分子

标记均有用于检测组培苗体细胞无性系变异的报道，
ＩＳＳＲ标记以其共显性、ＤＮＡ的起始量低、引物通用、
得到的位点信息丰富而广为使用［７，１０－１１］。ＳＲＡＰ
（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｒｅｌａｔｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）标记是一种
基于ＰＣＲ技术的新的分子标记［１２］，其上、下游引物分
别针对阅读框（ＯＲＦｓ）中的外显子和内含子扩增，具有
共显性、多态性高、在基因组中分布均匀和重复性好等
优点；在种质资源鉴定，遗传图谱构建、标记和克隆重
要性状基因等方面广泛应用；Ｂｕｄａｋ等［１３］的研究结果
表明，ＳＲＡＰ标记是唯一能将１５种不同基因型的野牛
草（Ｂｕｃｈｌｏｅ　ｄａｃｔｙｌｏｉｄｅｓ（Ｎｕｔｔ．）Ｅｎｇｌｅｍ．）区分开来的标
记。因此，ＳＲＡＰ更适合于检测亲缘关系比较近或无
性系内的差异；目前，还未见有用ＳＲＡＰ标记检测体细
胞无性系变异的报道。
离体培养过程中，无论是减少体细胞无性系变异，

以获得具有优良性状、遗传上稳定的再生植株，还是利
用体细胞无性系变异以获取新的遗传性状，快速有效
鉴定扩繁后代中是否发生体细胞无性系变异对于大规

模扩繁至关重要；而且良好的遗传转化体系也需要稳
定的组织培养体系。石蒜属植物中，多个种的组培体
系已建立［１４－１６］，而体细胞无性系变异这个组培过程中
的潜藏问题却一直未有探索。该研究对已建立的中国
石蒜离体腋芽再生体系，应用２种分子标记（ＩＳＳＲ和
ＳＲＡＰ），对连续培养２７个月的子代再生植株的遗传稳
定性做了深入分析，以期为检测已确立的培养体系的
稳定性提供理论依据，同时希望可以为石蒜属植物种
质资源保存和遗传改良等操作提供参考。
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１　材料与方法
１．１　试验材料
中国石蒜种球采自江苏宝华山，取回后移栽至试

验田备用。
１．２　试验方法
１．２．１　离体培养　参照林纯瑛等［１６］的培养方法并修
改。将带基盘的鳞叶接种在 ＭＳ培养基中，附加ＢＡ
３ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ、３０ｇ／Ｌ蔗糖和７ｇ／Ｌ琼脂，
以诱导芽产生。增殖培养基：ＭＳ培养基附加 ＢＡ
３ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ、４５ｇ／Ｌ蔗糖和７ｇ／Ｌ琼脂。
生根培养基：ＭＳ培养基附加ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ、３０ｇ／Ｌ
蔗糖和７ｇ／Ｌ琼脂。以上培养基调ｐＨ　５．７。１２１℃高
压灭菌２０ｍｉｎ。培养环境：（２５±２）℃；４０Ｗ白色荧光
灯１６ｈ光照；光密度为５０μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１。
１．２．２　取材　上述组培苗每３周继代１次，至取材前
已培养２７个月。从来源于同一供体中国石蒜母球诱
导产生的４２棵再生植株中随机抽取１６棵，作为体细
胞无性系变异分析的材料。样本编号：Ｃ１～Ｃ１６。
１．２．３　基因组ＤＮＡ提取　参照Ｄｏｙｌｅ等［１７］方法，从
组培苗的幼嫩叶片中提取基因组ＤＮＡ，并用ＲＮａｓｅ－Ａ
（Ｔａｋａｒａ公司）去除基因组中的ＲＮＡ。基因组ＤＮＡ的
完整性用０．８％琼脂糖胶检测，浓度经紫外分光光度计
测定，最终稀释至１０ｎｇ／μＬ，－３０℃储存备用。将各材
料的ＤＮＡ抽取少量混合在一起，分别建立２种分子标
记的ＰＣＲ体系。从４０条ＩＳＳＲ引物和７２对ＳＲＡＰ引
物中筛选到稳定性和重复性较好的１４条ＩＳＳＲ引物和
１５对ＳＲＡＰ引物进行后续试验分析。
１．２．４　ＩＳＳＲ和ＳＲＡＰ体系的建立　优化后的ＩＳＳＲ－
ＰＣＲ条件，２０μＬ反应体系中包含：１０ｎｇ模板ＤＮＡ，
０．５ＵＴａｑ酶（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），１．５ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｍｇ２＋，０．２
ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ，０．５μｍｏｌ／Ｌ　Ｐｒｉｍｅｒ，１×ｂｕｆｆｅｒ，用无菌
水补 齐 至 ２０μＬ。扩 增 在 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ
ｇｒａｄｉｅｎｔ　ＰＣＲ仪上进行，程序如下：９５℃预变性５ｍｉｎ；
变性、复性、延伸反应；其中９５℃变性４５ｓ，５４．５℃复性
４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，共３５循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。４℃
保存。优化后的ＳＲＡＰ－ＰＣＲ条件，２０μＬ反应体系中
包含：１０ｎｇ模板ＤＮＡ，０．５ＵＴａｑ酶（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），
２ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｍｇ２＋，０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ，上、下游引物
各０．５μｍｏｌ／Ｌ，１×ｂｕｆｆｅｒ，用无菌水补齐至２０μＬ。扩
增在Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ　ｇｒａｄｉｅｎｔ　ＰＣＲ仪上按如下
程序进行：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，３５℃复
性４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共５个循环；之后３５个循环，
９４℃变性１ｍｉｎ，５０℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，最后
７２℃延伸５ｍｉｎ；４℃保存。
１．２．５　扩增产物的检测　ＩＳＳＲ反应扩增产物用６％
变性聚丙烯酰胺胶检测，ＳＲＡＰ反应产物用８％变性聚
丙烯酰胺胶检测。电泳过程在ＢＩＯ－ＲＡＤ　Ｍｉｎｉ　Ｐｒｏｔｅａｎ
３Ｃｅｌｌ垂直电泳槽中进行，１×ＴＡＥ 电极液中恒压

１５０Ｖ电泳约１．５ｈ；以１００ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ　Ｍａｒｋｅｒ
（Ｔａｋａｒａ公司）作为分子量标记。经固定、染色、显色、
终止反应后，在 ＵＭＡＸ　Ｐｏｗｅｒｌｏｏｋ　２１００ＸＬ型彩色扫
描仪上扫描成像记录。
１．２．６　数据统计及分析　分别统计２种标记的电泳
条带，对分子量大小在１００～１　５００ｂｐ内的清晰、稳定
的条带进行统计。同一迁移率的扩增条带按有带记为
１，无带记为０，建立原始二元数据矩阵。然后，基于
Ｊａｃｃａｒｄ’ｓ相似系数［１８］及遗传距离绘制遗传多样性的
ＵＰＧＭＡ聚类图。制图在ＮＴＳＹＳ－ＰＣ（２．１０ｅ）软件中
进行。综合ＩＳＳＲ和ＳＲＡＰ　２种分子标记的结果，对组
培再生苗中体细胞无性系变异情况做全面分析。

２　结果与分析
２．１　离体培养的形态学过程
结合目测和体式解剖镜的观测结果，中国石蒜的

离体再生过程可以分为５个典型发育阶段（图１），依次
是：双鳞叶外植体、腋芽原基突起、再生鳞叶形成、多层
鳞叶小球茎和有根小球茎。

图１　中国石蒜离体培养的形态学发生过程
　　注：Ａ：野生球茎；Ｂ：双鳞叶外植体；Ｃ腋芽原基突起；Ｄ形成
再生鳞叶；Ｅ：多层鳞叶小球茎；Ｆ．有根小球茎。

Ｆｉｇ．１　Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｌ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
　　Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｗｉｌｄ　ｂｕｌｂ　ｏｆ　Ｌ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ；Ｂ：Ｔｗｉｎ－ｓｃａｌｅ　ｅｘｐｌａｎｔ；Ｃ：

Ａｘｉｌｌａｒｙ　ｂｕｄ　ｐｒｉｍｏｒｄｉｕｍ　ｂｕｌｇｅｄ　ｏｕｔ　ｔｈｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｃａｌｅ；Ｄ：

Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ　ｓｃａｌｅ　ｆｏｒｍｅｄ；Ｅ：Ｍｕｌｔｉ－ｓｃａｌｅｓ　ｃｏａｔｅｄ　ｂｕｌｂ；Ｆ：Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ
ｂｕｌｂ　ｗｉｔｈ　ｒｏｏｔ．

２．２　再生植株的ＩＳＳＲ标记分析
从４０条ＩＳＳＲ引物中选取了１４条引物对供试样

本进行了扩增，引物及扩增片段信息见表１。由表１可
知，中国石蒜产生１９１个可计分条带，平均每个引物产
生１３．６条带。扩增片段的分子量集中在０．２～１．５ｋｂ
之间。综合来看，９＃（ＩＳＳＲ－３３）引物产生的条带数最
多。８＃（ＩＳＳＲ－６２）引物扩增的条带最少，只产生６条
带。１４条引物中，只有１＃（ＩＳＳＲ－４）引物产生１条多
态性条带，表现在凝胶上为新增条带；多态条带比例是
０．５２％。
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　　表１ 再生植株体细胞无性系变异的ＩＳＳＲ标记检测
　　Ｔａｂｌｅ　１ ＩＳＳＲ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏｐｒｏｐｇａｔｅｄ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ
序号

Ｎｏ．

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５’－３’）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ５’ｔｏ　３’
扩增总条带数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｂａｎｄｓ

单态性条带

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｍｏｎｏｍｏｒｐｈｉｃ　ｂａｎｄｓ

多态性条带数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ　ｂａｎｄｓ

条带所在分子量区间

Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ　ｓｉｚｅ　ｒａｎｇｅ／ｋｂ
１ ＩＳＳＲ－４ （ＡＣ）８ＡＧ　 １７　 １６　 １
２ ＩＳＳＲ－２２ （ＡＣ）８ＡＡ　 ２１　 ２１ －
３ ＩＳＳＲ－２４ （ＡＣ）８ＴＣ　 １７　 １７ －
４ ＩＳＳＲ－４４ （ＡＣ）８ＧＡ　 １３　 １３ －
５ ＩＳＳＲ－４６ （ＡＣ）８ＧＧ　 １４　 １４ －
６ ＩＳＳＲ－４７ （ＡＣ）８ＧＴ　 １２　 １２ －
７ ＩＳＳＲ－６１ （ＡＧ）８ＧＴ　 ９　 ９ －
８ ＩＳＳＲ－６２ （ＡＧ）８ＣＡ　 ７　 ７ － ０．２～１．５
９ ＩＳＳＲ－３３ （ＡＧ）８ＡＴ　 ２１　 ２１ －
１０ ＩＳＳＲ－３５ （ＡＧ）８ＴＡ　 １７　 １７ －
１１ ＩＳＳＲ－３６ （ＡＧ）８ＴＣ　 １２　 １２ －
１２ ＩＳＳＲ－３１ （ＴＧ）８ＴＴ　 ７　 ７ －
１３ ＩＳＳＲ－８ （ＡＴＧ）６　 １１　 １１ －
１４ ＩＳＳＲ－３９ （ＡＣＧ）６　 １３　 １３ －

总计 Ｔｏｔａｌ　 １９１　 １９０　 １

多态条带比例Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ　ｂａｎｄｓ　 ０．５２％

２．３　再生植株的ＳＲＡＰ标记分析
１５对ＳＲＡＰ引物共计扩增出２１９条条带，平均每
对引物产生１４．６条带。５＃（ｍｅ４＋ｅｍ４）和１３＃
（ｍｅ６＋ｅｍ４）引物组对材料扩增产生的条带最多，平均
在２０条；２＃（ｍｅ２＋ｅｍ８）和１０＃（ｍｅ５＋ｅｍ５）引物产

生的条带最少。扩增片段的分子量主要集中在０．２～
１．５ｋｂ。从带型上看，只有１５＃（ｍｅ８＋ｅｍ５）引物检测
出３条多态性带；多态比例为１．３６％（表２），属于共有
条带缺失（图４，Ｂ），且多态性条带发生在同一个再生
植株上。

　　表２ 再生植株体细胞无性系变异的ＳＲＡＰ标记检测
　　Ｔａｂｌｅ　２ ＳＲＡＰ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏｐｒｏｐｇａｔｅｄ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

序号

Ｎｏ．

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５’－３’）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　５’ｔｏ　３’

扩增总条带数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｂａｎｄｓ

单态性条带数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ
ｍｏｎｏｍｅｒｐｈｉｃ　ｂａｎｄｓ

多态性条带数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ　ｂａｎｄｓ

条带所在分子量区间

Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ　ｓｉｚｅ　ｒａｎｇｅ／ｋｂ

１ ｍｅ２＋ｅｍ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ　 １５　 １５ －

２ ｍｅ２＋ｅｍ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ　 ６　 ６ －

３ ｍｅ３＋ｅｍ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ　 １３　 １３ －

４ ｍｅ４＋ｅｍ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ　 １７　 １７ －

５ ｍｅ４＋ｅｍ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ　 ２０　 ２０ －

６ ｍｅ４＋ｅｍ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ　 １６　 １６ －

７ ｍｅ５＋ｅｍ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ　 １７　 １７ －

８ ｍｅ５＋ｅｍ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ　 １１　 １１ －

９ ｍｅ５＋ｅｍ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ　 １４　 １４ － ０．２～１．５

１０ ｍｅ５＋ｅｍ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ　 ６　 ６ －

１１ ｍｅ５＋ｅｍ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ　 １４　 １４ －

１２ ｍｅ６＋ｅｍ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ　 １７　 １７ －

１３ ｍｅ６＋ｅｍ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ　 １８　 １８ －

１４ ｍｅ７＋ｅｍ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＣＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ　 １５　 １５ －

１５ ｍｅ８＋ｅｍ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ　 ２０　 １７　 ３

总计Ｔｏｔａｌ　 ２１９　 ２１６　 ３

多态条带比例Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ　ｂａｎｄｓ　 １．３７％

２．４　基于２种分子标记的遗传相似性和聚类分析
整体来看，２种标记的结果都将供试材料聚为２

支，只在１个单株上的少数位点上发生了微小的变异。
基于ＩＳＳＲ标记的ＵＰＧＭＡ聚类图（图２），１６棵组培苗
内的遗传相似性高达９９％；而基于ＳＲＡＰ标记的
ＵＰＧＭＡ图（图３），材料的遗传稳定性都在９８％以上。

基于该二点，一方面说明所选的１６棵再生苗经过２７
个月的连续培养后依然保持了较高的遗传稳定性，基
本未发生体细胞无性系变异；另一方面可以间接说明
已建立的离体培养体系对于长期、大规模培养中国石
蒜是可行的。
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图２　１６棵再生植株基于ＩＳＳＲ分子标记
结果的相似系数的聚类分析

Ｆｉｇ．２　Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｏｆ　１６ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ　ｐｌａｎ
ｔ　 ｌｅｔｓ　ｏｆ　Ｌ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ　ｕｓｉｎｇ　ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ＩＳＳＲ　ａｎａｌｙｓｉｓ

图３　１６棵再生植株基于ＳＲＡＰ分子标记
结果的相似系数的聚类分析

Ｆｉｇ．３　Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｏｆ　１６ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ　ｐｌａｎ
ｔｌｅｔｓ　ｏｆ　Ｌ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ　ｕｓｉｎｇ　ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ＳＲＡＰ　ａｎａｌｙｓｉｓ

图４　２种标记的代表性引物（ＩＳＳＲ－３３，ＳＲＡＰ－Ｍｅ８＋Ｅｍ５）
对１６棵再生植株的体细胞无性系变异的电泳检测

　　注：Ｃ１～Ｃ１６代表１６棵中国石蒜再生植株。Ｍ代表５０ｂｐ分
子量ｍａｒｋｅｒ。箭头所示为缺失共有条带。

Ｆｉｇ．４　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ　ｇｅｌ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｂｙ　ＩＳＳＲ　ｐｒｉｍｅｒｓ（ＩＳＳＲ－３３）ａｎｄ　ＳＲＡＰ　ｐｒｉｍｅｒ（ＳＲＡＰ－Ｍｅ８＋Ｅｍ５）

　　Ｎｏｔｅ：Ｃ１ｔｏ　Ｃ１６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｈｅ　１６ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｏｆ　Ｌ．
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ　Ｍ　ｓｈｏｗｓ　ｔｈｅ　５０ｂｐ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｓｉｚｅ　ｍａｒｋｅｒ．Ａｒｒｏｗ　ｓｈｏｗｓ　ｍｉｓｓｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ
ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｂａｎｄ．

３　讨论与结论
石蒜属植物的染色体数目和核型多变，是研究发

育生物学、细胞遗传学的优秀试验材料，具有良好的理
论研究价值［１９］；而其药用价值和多变的花型、花色又
表现出巨大的经济开发潜力。该试验选取的中国石蒜
是石蒜属植物中适应性最广、营养体最大、淀粉含量较
高的一个种，糊料、生物农药的开发是其潜在的应用方
向。合理开发利用这个中国特有的植物种质资源，积
极改良该种属植物使其尽快品种化、商业化是目前育
种工作的重要任务，而稳定的组培体系是育种工作的
基础。
该试验选取了１４条ＩＳＳＲ引物和１５对ＳＲＡＰ引

物，在基因组的不同位点上对供试材料进行了遗传稳
定性检测。结果表明，２种分子标记检测出的多态位
点数（变异率）都低于１％；极低的变异率说明已建立的
培养体系在保存该种种质资源和后续遗传改良上是

稳定、可行的。这与Ｓｈｕ　Ｑ　Ｙ等［２０］对黑槐（Ｒｏｂｉｎｉａ
ｐｓｅｕｄｏａｃａｃｉａ　Ｌ．）离体培养中遗传稳定性的研究结果
相似。现有文献表明，诱导顶芽或腋芽形成离体再生
植株中发生体细胞变异的几率较低［９－１０，２０－２１］；而先经过
愈伤组织培养，再从中发生器官建成的体细胞变异率
较高［１１］。相对于细胞培养［２２－２３］、愈伤组织培养［１１］或体
胚发生［２４］，诱导顶芽或腋芽形成再生植株的扩繁技术
是目前最稳定的、保持优良性状的离体培养方式。
从凝胶上看，共有条带缺失或产生新增条带是主

要的变异类型。共有条带缺失可能是因为在供体植株
中已发生亲本杂合性状分离（Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐａｒｅｎｔａｌ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ）［２５］；另外，基因组不同位点中，有些位点
容易发生变异而有些位点相对保守也可能会导致条带

缺失。这在对水稻［２６］等其它栽培作物的体细胞无性
系变异研究中也得到了证实。新增条带可能是因为在
培养过程中发生了基因扩增或基因迁移（Ｄｅ　ｎｏｖｏ
ｇｅｎｏｍｉｃ　ｃｈａｎｇｅｓ）［２５］。此外，２种分子标记所检测出的
总位点数也有差异，ＳＲＡＰ标记的检测位点数（２１９）多
于ＩＳＳＲ标记（１９１），这表明ＳＲＡＰ标记对变异检测的
区分度和有效性好于ＩＳＳＲ标记。相对于ＩＳＳＲ，ＳＲＡＰ
只对ＯＲＦｓ内的序列扩增，在表型没有明显变异的情
况下，理论上也应获得较低的变异率。
综上所述，该研究在建立中国石蒜的离体培养体

系的基础上，首次用ＩＳＳＲ和ＳＲＡＰ　２种分子标记对培
养了２７个月的组培再生苗的体细胞无性系变异情况
进行了检测。结果表明，以腋芽分枝再生方式形成的
子代组培苗表现出极低的变异率。该试验的组培体系
可以稳定地保存该种的种质资源，同时也为遗传改良
等其它操作积累经验。
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