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　　摘　要：采用ＩＳＳＲ分子标记对３８份红麻品种进行遗传多样性分析。利用自行筛选的引物
共扩增出１１７条带，其中多态性条带９８条，多态性条带比率为８３．７％。品种之间的遗传相似系
数为０．３６～０．９８，表明部分红麻品种间存在显著的遗传分化。聚类分析表明：红麻栽培品种间基
因型差异较小，亲缘关系较近，遗传基础相对狭窄；而野生种、近缘种和栽培种之间存在着较大的
遗传差异性。
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　　红麻（Ｈｉｂｉｓｃｕｓ　ｃａｎｎａｂｉｎｕｓＬ　Ｌ．）锦葵科木槿属１ａ
生草本植物，是重要的韧皮纤维作物，其种质资源的遗
传多样性非常丰富。对红麻品种亲缘关系的研究，前人
多采用传统的形态学［１］和细胞学［２］研究方法，而ＤＮＡ
分子标记技术的出现将成为红麻品种选育和鉴别的有

效手段。

ＩＳＳＲ标记是由Ｚｉｅｔｋｉｅｗｅｃｚ［３］创建的一种分子标记
技术。ＩＳＳＲ引物设计简单，且引物较长，退火温度较高，
同时试验操作过程简单，不需使用同位素，这就增强了
试验的可重复性，揭示了更高程度的ＤＮＡ多态性。此
标记已广泛应用在棉花、水稻、小麦［４－６］等植物的亲缘关

系分析中，这些研究表明ＩＳＳＲ标记适用于种内、种间乃
至属间的分类学研究。
该研究利用ＩＳＳＲ分子标记分析红麻栽培种、野生

种和近缘种之间的亲缘关系，旨在为品种鉴定，优异种
质基因的发掘、改良以及在杂种优势育种上的应用提供
参考。

１　材料与方法
１．１　试验材料
供试的３８份红麻品种（材料名称及来源见表１）均

取自中国农科院麻类研究所。其中栽培种１９份，野生
种７份，近缘种１２份。

　　表１ 试验材料名称及来源
序号 品种 品种类型 来源地 序号 品种 品种类型 来源地

１　 ５０６－６８ 栽培种 辽宁 ２０　 ８５－１１３ 近缘种 坦桑尼亚

２ 马红全叶 栽培种 广西 ２１ Ｈ０７０ 近缘种 坦桑尼亚

３ 海宁红麻 栽培种 浙江 ２２ Ｈ０６０ 野生种 尼泊尔

４　 ７２２ 栽培种 湖南 ２３ Ｈ１９３ 近缘种 尼泊尔

５ 云南元江 栽培种 云南 ２４ Ｈ０２７ 野生种 肯尼亚

６ ＮＬ４４５ 栽培种 尼泊尔 ２５ Ｈ１０６ 野生种 坦桑尼亚

７ ＡＳ２４０ 栽培种 澳大利亚 ２６ Ｈ１０２ 野生种 坦桑尼亚

８　 ８３－４ 栽培种 印度 ２７ Ｈ３３５ 近缘种 坦桑尼亚

９ ＴＣ１７９ 栽培种 台湾 ２８ Ｈ２０８ 近缘种 坦桑尼亚

１０ Ｓ－５７ 栽培种 萨尔多瓦 ２９ Ｈ１０１Ａ 近缘种 坦桑尼亚

１１ ＺＦ７８ 栽培种 南非 ３０ Ｈ２０４ 近缘种 坦桑尼亚

１２ Ｆ７１ 栽培种 法国 ３１ Ｈ３２１ 近缘种 坦桑尼亚

１３　 ２９９ 栽培种 津巴布韦 ３２ Ｈ００３ 近缘种 肯尼亚

１４ Ｃ２０３２ 栽培种 古巴 ３３ Ｈ０７４ 野生种 坦桑尼亚

１５ 伊朗裂叶 栽培种 伊朗 ３４ Ｈ０３０ 野生种 坦桑尼亚

１６ 泰红７６３ 栽培种 泰国 ３５ Ｈ１９２ 近缘种 尼泊尔

１７ 加纳１３７ 栽培种 加纳 ３６ Ｈ１７３ 野生种 肯尼亚

１８ 青皮１号 栽培种 越南 ３７　 ８５－１０６ 近缘种 赞比亚

１９ ＳＤ１２５ 栽培种 苏丹 ３８ Ｈ３７７ 近缘种 南非

１．２　试验方法
１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取　每份样品分别选取１０～
１５粒供试材料的种子，置于培养箱中２８℃培养，待下胚
轴长至４～５ｃｍ时，切取下胚轴，液氮研磨，采用改良的
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ＣＴＡＢ法［７］提取红麻基因组ＤＮＡ，用紫外分光光度计在

２６０ｎｍ和２８０ｎｍ下测定ＯＤ值，检测ＤＮＡ的质量和浓
度，并稀释到１０ｎｇ／μＬ，放入４℃冰箱中储存备用。

１．２．２　ＰＣＲ扩增反应体系　红麻ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系
优化为２５μＬ，其中ＤＮＡ浓度为１０ｎｇ／μＬ，Ｍｇ

２＋浓度为

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰｓ浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶浓度为

１．５Ｕ，引物浓度为０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，１．６％的去离子甲酰胺。
对７０条ＩＳＳＲ引物（上海生工合成）进行初筛和复筛，从
中选出能产生差异条带、重复性好的引物用于ＩＳＳＲ－
ＰＣＲ反应。ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变
性４５ｓ，５０～６０℃退火（退火温度随引物不同而定）７０ｓ，

７２℃延伸９０ｓ，４０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。　
１．３　数据处理与统计分析
扩增产物经含ＥＢ的１．５％琼脂糖凝胶电泳后，用

凝胶成像系统观察并照相记录。统计引物对３８份材料
的扩增情况，将每个清晰可辨的ＤＮＡ电泳带作为１个
位点，当某个扩增物（带）在１个样品中出现，赋值为“１”，
未出现视为“０”，从而把图形资料转换成数据资料。
采用类平均聚类的方法（ＵＰＧＭＡ）对供试材料进行

系统聚类分析。

２　结果与分析
２．１　多态性分析
从７０条引物中选取能产生差异条带、重复性好的

引物１５条进行分析（图１为引物８８０的扩增结果）。结
果表明，１５条引物扩增出１１７条谱带，平均每条引物扩
增出７．８条谱带，检测出的多态性谱带９８条，占总谱带
数的８３．７％（表２）。

　　表２　　　　ＩＳＳＲ分析所用引物
引物 序列 退火温度／℃ 总带数 多态带 多态带／％

Ｕ８０９ （ＡＧ）８Ｇ　 ６０　 ７　 ７　 １００

Ｕ８２３ （ＴＣ）８Ｃ　 ６０　 ８　 ６　 ７５

Ｕ８２５ （ＡＧ）８Ｔ　 ６０　 ６　 ５　 ８３．３

Ｕ８２６ （ＡＣ）８Ｃ　 ６０　 ６　 ５　 ８３．３

Ｕ８４４ （ＣＴ）８ＲＣ　 ５２　 ６　 ５　 ８３．３

Ｕ８５６ （ＡＣ）８ＹＡ　 ６０　 ７　 ６　 ８５．６

Ｕ８５７ （ＡＣ）８Ｙ　 ６０　 ８　 ７　 ８７．５

Ｕ８７３ （ＧＡＣＡ）４ ５２　 ９　 ７　 ７７．７

Ｕ８８０ （ＧＧＡＧＡ）３ ６０　 ８　 ７　 ８７．５

Ｕ８８１ （ＧＧＧＴＧ）３ ５２　 ８　 ８　 １００

Ｕ８８５ ＢＡＢ（ＧＡ）７ ６０　 ８　 ６　 ７５

Ｕ８８６ ＶＤＶ（ＣＴ）７ ６０　 ９　 ８　 ８８．９

Ｕ８８８ ＢＤＢ（ＣＡ）７ ６０　 ９　 ７　 ７７．７

Ｕ８８９ ＤＢＤ（ＡＣ）７ ６０　 ９　 ８　 ８８．９

Ｕ８９０ ＶＨＶ（ＴＧ）７ ６０　 １０　 ７　 ７０

Ｔｏｔａｌ － － １１７　 ９８　 ８３．７

　　注：Ｒ＝（Ａ／Ｇ），Ｙ＝（Ｃ／Ｔ）。

２．２　遗传相似性分析
利用１５条ＩＳＳＲ引物产生的９８条ＤＮＡ片段计算

图１　引物Ｕ８８０对红麻的扩增结果

供试材料间的遗传相似系数（ＧＳ）。３８份红麻种质间相
似系数在０．３６～０．９８之间，表现出丰富的遗传多样性。
其中，Ｈ００３与其它品种间相似系数在０．３６～０．６３之间，
是与其它种遗传差异最大、遗传相似系数最低的红麻近
缘种。栽培种马红全叶和ＡＳ２４０间遗传相似系数高达

０．９８，亲缘关系最近。

２．３　聚类分析
经聚类分析构建亲缘关系树状图（图２）。聚类分析

表明，当Ｌ１取值为Ｄ＝０．５６时，可将３８份材料分为三
大类群，第１类群包括１９份栽培种品种，品种间基因型
差异较小，遗传基础相对狭窄；第２类群包括６份近缘种
和６份野生种，近缘种 Ｈ３３５和 Ｈ１０１遗传相似系数高
达０．９０，表明这２个品种基因型相似，亲缘关系较近，与

图２　根据ＩＳＳＲ结果计算的不同材料间亲缘关系聚类
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其它１０个近缘种亲缘关系相对较远；第３类群包括１份
野生种和６份近缘种，野生种Ｈ０３０与第２类群中的６份
野生种间存在明显的遗传差异。

３　讨论
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增能够在未知物种基组序列信息的条
件下进行分析，检测基因组许多位点的差异，揭示遗传
多样性。林荔辉［８］用１３条ＩＳＳＲ引物在３２份红麻中扩
增，共产生５９条ＤＮＡ条带，其中４７条多态性带，平均
多态性比率为７９．６６％；该研究中，１５条引物在３８份种
质中共扩增出１１７个位点，其中多态性位点９８条，平均
多态性比率为８３．７％。以上研究表明，ＩＳＳＲ分析能有
效地检测红麻材料间的遗传变异，对红麻的遗传多样性
分析是完全可行的。
筛选出的１５条引物中，有１２条二核苷酸重复序列

引物，１条四核苷酸重复序列引物，２条五核苷酸重复序
列引物。此结果表明，红麻染色体基因组中不仅二核苷
酸重复序列较多，四、五核苷酸重复序列也相对较多。
二核苷酸重复序列组成基本是（ＡＣ）ｎ、（ＡＧ）ｎ、（ＣＴ）ｎ
等，研究中发现，基于（ＡＣ）ｎ重复序列ＩＳＳＲ引物明显比
基于（ＡＧ）ｎ与（ＣＴ）ｎ　ＩＳＳＲ引物能得到更多的片段，表
明（ＡＣ）ｎ重复序列在红麻的基因组中分布频率和多态
性较高，这表明在红麻中运用ＩＳＳＲ分子标记，根据引物
出现情况、引物的涵盖面，可推断红麻重复序列种类和
数量。
从聚类图上可知，来自同一地区的品种有的没有聚

为一类，如近缘种Ｈ１９２与Ｈ１９３均来自尼泊尔，但归在
不同的类群中；而来自不同地区的品种，有的可以聚为
一类，如来自云南的云南元江与来自印度的８３－４。由此
可以认为品种间的遗传距离与地理关系的远近没有必

然的联系。这种现象可能是因为地区间的引种交流导

致了某些基因在不同地区之间的渗入，也可能是分子标
记方法可反映基因组本质的差异所致［９］。
从研究的结果来看，３８份红麻资源间相似系数在

０．３６～０．９８之间，表现出丰富的遗传多样性。聚为第１
类群的１９个栽培品种，遗传相似性系数在０．７２～０．９８
之间，品种间基因型差异较小。这主要是由于我国红麻
品种多数由国外引进品种杂交育成，所用亲本来源差别
不大，亲缘关系相对较近，因而国外引进品种与国内品
种遗传基础相对狭窄。而红麻野生种和近缘种分布在
第２、３类群中，与栽培种之间的遗传相似性系数相对较
低，说明它们和栽培种间存在着较大的遗传差异，对育
种材料遗传背景的拓展和种质的利用均有重要的地位

和价值。
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