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摘　 要: 为分析品种遗传多样性和遗传距离并构建品种聚类图和指纹图谱ꎬ该研究从 ＤＮＡ 模板浓度、引物

浓度、退火温度和循环次数等方面优化了叶子花 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应体系和反应程序ꎬ利用 １１ 个 ＩＳＳＲ 引物对

１３１ 个叶子花品种进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ 结果表明:优化的 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应体系

中 ＤＮＡ 模板浓度为 ０. ５ ｎｇ􀅰μＬ￣１ꎬ引物浓度为 ０. ５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ引物 ＵＢＣ８１３、ＵＢＣ８１４、ＵＢＣ８１５、ＵＢＣ８２３、

ＵＢＣ８２４、ＵＢＣ８３５、ＵＢＣ８４０、ＵＢＣ８４１、ＵＢＣ８４３、ＵＢＣ８４４ 和 ＵＢＣ８７６ 的最佳退火温度分别为 ５２.３、５５.９、５４.３、

５４.３、５３.６、５６.２、５６.２、５１.９、５４.４、５４、５０ ℃ꎬ循环次数为 ３２ꎮ 用 １１ 个 ＩＳＳＲ 引物对 １３１ 个叶子花品种扩增出

１６１ 条带ꎬ其中多态性条带 １５６ 条ꎬ多态性比率为 ９６.８９％ꎮ 单个引物的等位基因数、有效等位基因数、Ｎｅｉ’ ｓ

基因多样性指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ 信息指数分别为 １.８６~ ２.００、１.３３~ １.６８、０.２１~ ０.３９ 和 ０.３４~ ０.５７ꎬ平均值分别

为 １.９６９、１.４７８、０.２９４ 和 ０.４４７ꎮ 引物 ＵＢＣ８４１ 的鉴别率最高(８０.９２％)ꎬ可有效鉴别 １０６ 个品种ꎬ与引物

ＵＢＣ８７６ 结合可将 １３１ 个叶子花品种完全鉴别开ꎬ建立了各品种的指纹图谱ꎮ 叶子花品种的遗传距离范围

为 ０.００~ ０.６０ꎬ平均值为 ０.３６５ꎬ遗传多样性较低ꎬ在遗传距离 ０.５８ 处ꎬ１３１ 个品种分为 ６ 大类群ꎬ聚类分析显

示同一个种的品种大多聚在一类ꎬ但同一个种仍有品种未聚在一类或亚类、也有多个种的品种聚在一类ꎮ

该研究较为准确地揭示了叶子花种质资源的遗传多样性ꎬ建立的指纹图谱为叶子花品种登记、知识产权保

护以及品种鉴定提供了可靠技术和有效手段ꎮ
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ｒｅｖｅａｌｅｄ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙꎬ ｔｈｅ ＩＳＳＲ￣ｂａｓｅｄ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｃｕｌｔｉｖａｒ
ｒｅｇｉｓｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｌｌｅｃｔｕａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｃｕｌｔｉｖａｒ ｃｌａｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒａｃｔｉｃｅｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａꎬ ＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒꎬ ｇｅｎｉｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐꎬ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ

　 　 叶子花(Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ)属于瑞香目

(Ｔｈｙｍｅｌａｅｃｅａｅ)紫茉莉科 ( Ｎｙｃｔａｇｉｎａｃｅａｅ) 叶子花

属(Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ)植物ꎬ在热带和亚热带地区常用

于园林绿化ꎬ在我国的栽培历史有 １００ 多年ꎮ 叶

子花品种繁多ꎬ芽变类型丰富ꎬ我国引种选育的大

约有 ２００ 个品种ꎬ但它们的遗传关系不明确ꎬ并且

存在同物异名和同名异物现象ꎮ 目前ꎬ关于叶子

花的 研 究 多 集 中 在 繁 殖 栽 培 ( 周 群ꎬ ２００８ꎻ
Ｍｏｎｅｒｕｚｚａｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ孙利娜等ꎬ２０１７ａ)和理

化研究方面(赵家昱等ꎬ２０１４ꎻＦｉｇｕｅｒｏａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ
Ｍａｒａｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻＣｈａｕｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎬ关于遗

传多样性方面的研究不多ꎬ尤其是基于内部简单

重复序列( Ｉｎｔｅｒ￣Ｓｉｍｐｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｐｅａｔｓꎬ ＩＳＳＲ)分

子标记技术分析叶子花种质资源亲缘关系的研

究ꎬ目前研究较少ꎬ并且分析的品种数量较少(李

房英等ꎬ２０１１)ꎮ 利用 ＩＳＳＲ 分子标记鉴定大批量

叶子花品种、构建叶子花品种指纹图谱的研究还

未见报道ꎮ
ＩＳＳＲ 分子标记技术是在简单重复序列( ｓｉｍｐｌｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓꎬ ＳＳＲ)标记基础上建立起来的ꎬ在
简单重复序列的一端加 １ ~ ４ 个碱基设计引物ꎬ检
测两个距离较近、方向相反的 ＳＳＲ 之间的 ＤＮＡ 序

列多态性ꎬ原理与 ＳＳＲ 相似(周兰英ꎬ２０１４ꎻ邵珠

田ꎬ２０１７)ꎮ ＩＳＳＲ 标记引物设计简单ꎬ多态性高于

随机 扩 增 多 态 性 ＤＮＡ 标 记 ( ｒａｎｄｏｍ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＤＮＡꎬ ＲＡＰＤ)和限制性内切酶片段长

２５２ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



度多态性( ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬ
ＲＦＬＰ)ꎬ易操作ꎬ所需 ＤＮＡ 少ꎬ稳定性强ꎬ重复性

好ꎬ成本低且安全性高 (谭华强ꎬ２０１４)ꎮ 目前ꎬ
ＩＳＳＲ 标记已广泛应用到亲缘关系分析(李国帅ꎬ
２０１４)、 遗 传 多 样 性 分 析 ( 王 琳ꎬ ２０１５ꎻ 梁 颖ꎬ
２０１８)、指纹图谱构建(王璐静ꎬ２０１６)、品种鉴别

(Ａｌｉꎬ ２０１５ꎻ 孙 利 娜 等ꎬ ２０１７ｂꎻ Ｊｅｄｒｚｅｊｃｚｙｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)、纯度鉴定(管洁等ꎬ２０１３)、遗传稳定性分析

(Ｒｅｚａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)等领域ꎮ 本研究以 １３１ 个叶子

花品种为研究对象ꎬ利用 ＩＳＳＲ 标记分析它们的遗

传多样性ꎬ确定它们的亲缘关系ꎬ并进行品种鉴定

和指纹图谱构建ꎬ从而为叶子花种质资源保存、知
识产权保护以及品种鉴定提供了可靠技术和有效

手段ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 植物材料 　 参试的 １３１ 个叶子花品种见表

１ꎬ其中 １８ 个品种(序号 １－１８)保存于广西壮族自

治区林业科学研究院园林花卉所ꎬ１１３ 个品种(序
号 １９－１３１)采自中国热带农业科学院热带作物品

质资源研究所ꎮ 从生长健壮、无病虫害的植株上

采集幼嫩叶片ꎬ迅速提取 ＤＮＡꎬ冷冻于－８０ ℃冰箱

备用ꎮ
１.１.２ 引物的合成与筛选 　 引物序列来自加拿大

哥伦比亚大学公布的 １００ 个 ＩＳＳＲ 引物ꎬ由苏州金

唯智生物科技有限公司合成ꎬ从中筛选出多态性

高ꎬ稳定性强ꎬ重复性好的引物用于叶子花品种的

亲缘关系分析和指纹图谱构建ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 叶子花基因组 ＤＮＡ 提取与检测 　 采用快捷

型植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(北京艾德莱生物

科技有限公司)提取幼嫩叶片的 ＤＮＡꎬ用 １.２％琼

脂糖凝胶电泳与紫外分光光度计检测 ＤＮＡ 浓度ꎮ
１.２.２ 叶子花 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应体系的优化 　 参考李

房英等(２０１０)ꎬ将该实验的原初扩增反应体系定

为 ２０ μＬꎬ 包 括: ２ × Ｄｒｅｍ Ｔａｑ ｍｉｘ １０ μＬ、 ＩＳＳＲ
Ｐｒｉｍｅｒ(１０ ｕｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)１ μＬ、ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ ８ μＬ、
２０ ~ ３０ ｎｇ Ｔｅｍｐｌａｔｅ ｇ ＤＮＡ １ μＬꎮ 然后ꎬ对影响

ＤＮＡ 扩增的重要因素如模板 ＤＮＡ 浓度(模板 ＤＮＡ
为橙红品种(Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ‘Ａｕｒａｔｕｓ’)和

所用引物浓度设置梯度ꎬ模板 ＤＮＡ 设 ４００、２００、
５０、２０、１０、５、０.２ ｎｇ􀅰μＬ￣１共 ７ 个浓度ꎬ引物设 ４０、
２０、１５、１０、４、２ ｐｍｏｌ􀅰μＬ￣１共 ６ 个浓度ꎬ利用初筛

获得的扩增效果较好的引物 ＵＢＣ８１５ 进行最优条

件的筛选ꎬ以期获得最佳反应体系ꎮ
ＰＣＲ 扩增反应在深圳珠海黑马公司生产的

ＨｅＭａ９６００ 基因扩增仪上进行ꎬＰＣＲ 最初扩增程

序:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５２ ℃退火

３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ３８ 个循环后 ４ ℃保存ꎮ 在

此基础上ꎬ对筛选出的 １１ 个引物设置退火温度试

验、对循环数进行梯度设置( ２０ 个循环、２３ 个循

环、２６ 个循环、２９ 个循环、３２ 个循环、３５ 个循环、
３８ 个循环、４２ 个循环)ꎮ

ＰＣＲ 产物使用 １. ５％琼脂糖胶检测ꎬＧｏｌｄｖｉｅｗ
染色ꎬ在电压不超过 ５ Ｖ􀅰ｃｍ ￣１的电场强度下ꎬ１×
ＴＡＥ 缓冲液中电泳 ９０ ｍｉｎꎬＪＳ￣１０７５ 凝胶成像系统

上观察成像ꎮ
１.２.３ ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应体系验证 　 以供试的其中任

意 １８ 个叶子花品种的 ＤＮＡ 为模版ꎬ用筛选出的多

态性好的 ＩＳＳＲ 引物在最佳反应体系及扩增程序

下进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ检验反应体系的稳定性ꎮ
１.２.４ 叶子花种质资源 ＩＳＳＲ 扩增数据处理与分析

　 对扩增产物进行人工读带ꎬ以片段大小为 ５ ０００
ｂｐ 的 Ｍａｒｋｅｒ 为标准ꎬ统计重复性好、清晰明亮的

条带ꎬ有条带出现的位点记为 “１”ꎬ无条带出现或

模糊不清的位点记为“０”ꎮ 将读取的条带信息转

化为 ０、１ 数据矩阵ꎬ利用 ＰｏｐＧｅｎｅ３２ 软件对供试

材 料 的 多 态 性 位 点 百 分 率 ( ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉꎬ ＰＰＬ )、 观 测 等 位 基 因 数

(ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｌｅｌｅ ｎｕｍｂｅｒꎬ Ｎａ)、有效等位基因

数(ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅｓꎬ Ｎｅ)、Ｎｅｉ’ ｓ 基因多样

性指数( ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘꎬ Ｈ)、Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ 信息

指数( Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬ Ｉ)、遗传距离

(ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅꎬ ＧＤ)及遗传相似系数( ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙꎬ ＧＳ)等遗传参数进行分析ꎬ并
基于遗传距离和遗传相似系数在软件 ＮＴＳＹＳｐｃ
２.１(Ｒｏｈｌｆ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００)中采用非加权分组算术平

均(ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ Ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ Ｍｅａｎꎬ

３５２２ 期 孙利娜等: 基于 ＩＳＳＲ 分子标记的叶子花亲缘关系分析和指纹图谱构建



表 １　 参试的 １３１ 个叶子花品种
Ｔａｂｌｅ １　 １３１ Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｔｅｓｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

序号
Ｎｏ.

品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

序号
Ｎｏ.

品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

序号
Ｎｏ.

品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

１ 青叶紫(小叶浅紫)
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｇｌａｂｒａ ‘Ｅｌｉｚａｂｅｔｈ Ａｎｇｕｓ’

２７ 金叶白
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘ ＪｉｎＹｕ’

５３ 蓝月亮
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｂｌｕｅ Ｍｏｏｎ’

２ 粉粧
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｅｖａ’

２８ 哭泣的美人
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｖａｒｉｅｇａｔａ’

５４ 绿叶橙
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ａｆｔｅｒｇｌｏｗ’

３ 黄金叶
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｇｏｌｄｅｎ Ｌａｄｙ’

２９ 柳叶白
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｓｈｗｅｔａ’

５５ 绿叶柠檬黄
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｇｏｌｄｅｎ Ｇｌｏｗ’

４ 茄色
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｍｅｒｉａｌ Ｆｉｔｚｐａｒｔｉｃｋ’

３０ 绿叶浅紫
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｍｒｓ. Ｅｖａ’

５６ 水红
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｍｉｓｓ Ｍａｎｉｌａ’

５ 塔紫
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｐｉｎｋ Ｐｉｘｉｅ’

３１ 塔红
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｐｉｎｋ Ｐｉｘｉｅ’

５７ 香港丽人
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｈｏｎｇ Ｋｏｎｇ Ｂｅａｕｔｙ’

６ 水红
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｒｏｓａ’

３２ 小叶紫
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｒｏｙａｌ Ｐｕｒｐｌｅ’

５８ 小花大红
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｍｒｓ. Ｂｕｔｔ’

７ 光叶斑叶紫花
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｖａｒｉｅｇａｔａ’

３３ 新加坡白
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ Ｗｈｉｔｅ’

５９ 猩红皇后
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ Ｒｅｄ’

８ 橙红
Ｂ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ‘Ａｕｒａｔｕｓ’

３４ 新加坡粉
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ Ｂｅａｕｔｙ’

６０ 怡锦
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｃｈｅｒｒｙ Ｂｌｏｓｓｏｍ’

９ 胭脂红
Ｂ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ‘Ｃｈｉｎａ Ｂｅａｕｔｙ’

３５ 雪紫
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｓｎｏｗ Ｐｕｒｐｌｅ’

６１ 印度画报
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｃｈｉｔｒａ’

１０ 大花深红
Ｂ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ‘Ｃｒｉｍｏｎｌａｋｅ’

３６ 牙买加白
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘ Ｊａｍａｉｃａ Ｗｈｉｔｅ’

６２ 重斑粉
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｌｏｓ Ｂａｎｏｓ Ｂｅａｕｔｙ’

１１ 大花深紫
Ｂ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ‘Ｓｅｎｊａｋａｌａ’

３７ 胭脂红
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｚｉｎｉａ Ｂａｒａｔ’

６３ 重瓣橙
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｒｏｓｅｖｉｌｌｅ'ｓ Ｄｅｌｉｇｈｔ’

１２ 樱花
Ｂ. × ｓｐｅｃｔｏｇｌａｂｒａ ‘ Ｉｍｐｅｒｉａｌ Ｄｅｌｉｇｈｔ’

３８ 银边叶白
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｍｒｓ. Ｅｖａ Ｖａｒｉｅｇａｔａ Ｗｈｉｔｅ’

６４ 重瓣红
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｍａｈａｒａ’

１３ 金心
Ｂ. × ｓｐｅｃｔｏｇｌａｂｒａ ‘Ｔｈｉｍｍａ’

３９ 银河
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｇａｌａｘｙ’

６５ 重瓣黄
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ａｕｓｓｉｅ Ｇｏｌｄ’

１４ 皱叶深红
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｂａｒｂａｒａ Ｋａｒｓｔ’

４０ 紫蝶
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｍｒｓ. Ｅｖａ Ｐｕｒｐｌｅ Ｒａｔａｎａ’

６６ 重瓣枣红
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ

１５ 暗斑叶橙红
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｌａｔｅｒｉｔｉａ’

４１ 紫丁香美女
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｌｉｌａｃ Ｂｅａｕｔｙ’

６７ 重瓣白
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ

１６ 柠檬黄
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｍｒｓ ＭｃＬｅａｎ’

４２ 暗斑叶橙
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘ Ｊｉｎｄａ Ｏｒａｎｇｅ’

６８ 帕塔
Ｂ. ｐｅｒｕｖｉａｎａ ‘Ｐａｒｔｈａ’

１７ 重瓣大红
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｐｒｅｔｏｒｉａ’

４３ 暗斑叶红
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘ Ｊｕａｎｉｔａ Ｈａｔｔｅｎ’

６９ 斑叶印度橙粉
Ｂ. ｐｅｒｕｖｉａｎａ ‘Ｐａｒｔｈａ Ｖａｒｉｅｇａｔａ’

１８ 斑叶塔紫
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｔｅｍｐｌｅ Ｆｉｒｅ’

４４ 巴特夫人
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｍｒｓ. Ｂｕｔｔ’

７０ 红心樱花
Ｂ. ｐｅｒｕｖｉａｎａ ‘Ｍａｋｒｉｓ’

１９ 福摩斯
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｆｏｒｍｏｓａ’

４５ 斑叶小叶紫
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｓａｎｄｅｒｉａｎａ Ｖａｒｉｅｇａｔａ’

７１ 金双色
Ｂ. ｐｅｒｕｖｉａｎａ ‘Ｔｈｉｍｍａ’

２０ 安格斯
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｅｌｉｚａｂｅｔｈ Ａｎｇｕｓ’

４６ 宝花橙
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｌｏｕｉｓｅ Ｗａｔｈｅｎ’

７２ 口红
Ｂ. ｐｅｒｕｖｉａｎａ ‘Ｂｅｇｕｍ Ｓｉｋａｎｄｅｒ’

２１ 暗斑叶白
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｂａｍｂｉｎｏ Ｂｅｅｓｎｅｅｓ’

４７ 彩虹黄
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｙｅｌｌｏｗ Ｗｏｎｄｅｒ’

７３ 绿叶宫粉
Ｂ. ｐｅｒｕｖｉａｎａ ‘Ｍｒｓ. Ｈ.Ｃ. Ｂｕｃｋ’

２２ 白雪公主
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ａｌｂａ’

４８ 橙冰
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｌｏｕｉｓｅ Ｗａｔｈｅｎ Ｖａｒｉｅｇａｔａ’

７４ 蒙娜丽莎
Ｂ. ｐｅｒｕｖｉａｎａ ‘Ｍｏｎａ Ｌｉｓａ’

２３ 斑叶怡锦
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｍｒｓ. Ｅｕｓｅｎｉａ Ｒａｊａ Ｓｉｎｇｈｅ’

４９ 红粉佳人
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ａｌｉｃｋ Ｌａｎｃａｓｔｅ’

７５ 洋红公主
Ｂ. ｐｅｒｕｖｉａｎａ ‘Ｍｒｓ. Ｈ.Ｃ. Ｂｕｃｋ’

２４ 光叶紫
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｓａｎｄｅｒｉａｎａ’

５０ 加州黄金
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ Ｇｏｌｄ’

７６ 印度橙粉
Ｂ. ｐｅｒｕｖｉａｎａ ‘Ｐａｒｔｈａ’

２５ 金边安格斯
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｅｌｉｚａｂｅｔｈ Ａｎｇｕｓ Ｖａｒｉｅｇａｔａ’

５１ 金边叶重粉
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｌｏｓ Ｂａｎｏｓ Ｖａｒｉｅｇａｔａ’

７７ 樱花
Ｂ. ｐｅｒｕｖｉａｎａ ‘ Ｉｍｐｅｒｉａｌ Ｄｅｌｉｇｈｔ’

２６ 金边叶浅紫
Ｂ. ｇｌａｂｒａ ‘Ｍｒｓ. Ｅｖａ Ｖａｒｉｅｇａｔａ Ｍａｕｖｅ ＩＩ’

５２ 金发女郎
Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ ‘Ｂｌｏｎｄｉｅ’

７８ 火焰
Ｂ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ‘Ｆｌａｍｅ’

４５２ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



续表 １
序号
Ｎｏ.

品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

序号
Ｎｏ.

品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

序号
Ｎｏ.

品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

７９ 毛叶
Ｂ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ‘Ｓｐｌｅｎｄｅｎｓ’

９７ 塔黄
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｐｉｘｉｅ Ｙｅｌｌｏｗ’

１１５ 浅色樱花
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

８０ 玫红
Ｂ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ‘Ｂ.Ｊ.Ｆ. Ｂａｉｌｅｙ’

９８ 蜥蜴橙
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｌｇｕａｎａ Ｖａｒｉｅｇａｔａ’

１１６ 仨斑叶紫
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

８１ 热火桑巴
Ｂ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ‘Ｆｌａｍｅ’

９９ 小粉雀
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｆｉｒｅｃｒａｃｋｅｒ Ｐｕｒｐｌｅ’

１１７ 洒金叶橙
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

８２ 小红雀
Ｂ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ‘Ｔｏｍａｔｏ Ｒｅｄ’

１００ 小金雀
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｆｉｒｅｃｒａｃｋｅｒ Ｙｅｌｌｏｗ’

１１８ 沙瓣叶艳红
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

８３ 婴儿玫瑰
Ｂ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ‘Ｂａｂｙ Ｒｏｓｅ’

１０１ 银边叶浅紫
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｐｉｘｉｅ Ｏｒａｎｇｅ’

１１９ 沙瓣叶紫
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

８４ 砖红
Ｂ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ‘Ｌａｔｅｒｉｔｉａ’

１０２ 暗斑叶加州黄金
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

１２０ 莎莎
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

８５ 暗斑叶樱花
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｂｌｕｓｈｉｎｇ Ｂｅａｕｔｙ’

１０３ 冰斑美人
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

１２１ 索菲亚
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

８６ 斑叶塔橙
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｐｉｘｉｅ Ｏｒａｎｇｅ Ｖａｒｉｅｇａｔａ’

１０４ 波依斯玫瑰
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

１２２ 顽皮
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

８７ 橙灯笼
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｌａｎｔｅｒｎ’

１０５ 大蜜叶精灵
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

１２３ 小花粉紫(绿叶)
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

８８ 橙蝶
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｒａｔａｎａ Ｏｒａｎｇｅ’

１０６ 红宝石
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

１２４ 小叶小红粉
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

８９ 粉蝶
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｆｅａｔｈｅｒｙ Ｆａｎｔａｓｙ Ｄｏｕｂｌｅ Ｃｏｌｏｕｒ’

１０７ 红粉夫人
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

１２５ 异叶红
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

９０ 红蝶
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｒａｔａｎａ Ｐｉｎｋ’

１０８ 红九月
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

１２６ 银河
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

９１ 红莲花
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｒｅｄ Ｌｏｔｕｓ’

１０９ 红叶大红
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

１２７ 银沙丽人
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

９２ 黄金大奖
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ . ｓｐ. ‘ＭｏｎＳａｍ’

１１０ 金边小叶紫
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

１２８ 杂斑叶大红
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

９３ 绿叶玉宝
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｌａｄｙｂｉｒｄ’

１１１ 金龟紫
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

１２９ 杂斑叶水红
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

９４ 蒙娜丽莎黄
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｍｏｎａ Ｌｉｓａ Ｙｅｌｌｏｗ’

１１２ 金叶浅粉
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

１３０ 紫叶布丁
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

９５ 孟加拉红
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｒｏｙａｌ Ｂｅｎｇａｌ Ｒｅｄ’

１１３ 拉菲泰
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

１３１ 总统紫
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

９６ 热带花
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ. ‘Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｂｏｕｑｕｅｔ’

１１４ 绿叶浅黄
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐ.

　 注: Ｂ. ｇｌａｂｒａ. 光叶叶子花ꎻ Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ. 巴特叶子花ꎻ Ｂ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ. 毛叶叶子花ꎻ Ｂ. × ｓｐｅｃｔｏｇｌａｂｒａ. 光叶×毛叶杂交叶子花ꎻ Ｂ.
ｐｅｒｕｖｉａｎａ. 秘鲁叶子花ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｂ. ｇｌａｂｒａ. Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｇｌａｂｒａꎻ Ｂ. × ｂｕｔｔｉａｎａ. Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ × ｂｕｔｔｉａｎａꎻ Ｂ. × ｓｐｅｃｔｏｇｌａｂｒａ. Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ × ｓｐｅｃｔｏｇｌａｂｒａꎻ Ｂ.
ｐｅｒｕｖｉａｎａ. Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｐｅｒｕｖｉａｎａ

ＵＰＧＭＡ)法对品种聚类分析ꎬ建立叶子花品种的

ＤＮＡ 数字指纹图谱ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 基因组 ＤＮＡ 提取与检测

利用快捷型植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取

的叶子花基因组 ＤＮＡ 经琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ条
带清晰、明亮、无拖尾、样孔内无杂质ꎮ 图 １ 显示

了 ２０ 个样品 ＤＮＡ 的电泳检测结果ꎮ 利用紫外分

光光度计测定所提 ＤＮＡ 样品的 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０
值ꎬ结果 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０ 值都在 １.８ ~ ２.０ 之间ꎬ浓
度在 ２００ ~ ４００ ｎｇ􀅰μＬ￣１ꎮ 以上结果说明本研究采

用的 ＤＮＡ 提取法提取的叶子花 ＤＮＡ 效果好ꎬ可用

于后续试验ꎮ
２.２ 叶子花 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应体系的优化

２.２.１ ＤＮＡ 模板对 ＰＣＲ 反应的影响　 ＤＮＡ 模板浓

度和质量是影响 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 扩增效果的重要因素ꎬ

５５２２ 期 孙利娜等: 基于 ＩＳＳＲ 分子标记的叶子花亲缘关系分析和指纹图谱构建



Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ. １００~ ５ ０００ ｂｐ 标准分子量参照物ꎬ下同ꎻ 样品编号为 ２１－４０ꎮ
Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ. １００－５ ０００ ｂｐ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗꎻ Ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｒｅ ２１－４０.

图 １　 ２０ 个叶子花品种 ＤＮＡ 电泳凝胶图
Ｆｉｇ. １　 ＤＮＡ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｍａｐ ｏｆ ２０ Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

本实验利用引物 ＵＢＣ８１５ 扩增 ＤＮＡ 模板ꎬ扩增产

物(图 ２)表明:模板浓度在 ０.０１ ~ ５０ ｎｇ􀅰 μＬ￣１范

围内均能扩增出条带ꎬ但在 ０. ０１ ｎｇ􀅰 μＬ￣１、０. ０５
ｎｇ􀅰 μＬ￣１、１０ ｎｇ􀅰 μＬ￣１、５０ ｎｇ􀅰μＬ￣１浓度下扩增的

效果较差ꎬ０. １ ~ ２ ｎｇ􀅰μＬ￣１浓度范围内差异不明

显ꎮ 经多次重复试验ꎬ在 ０.５ ｎｇ􀅰μＬ￣１浓度时条带

较清晰、稳定ꎮ
２.２.２ 引物浓度对 ＰＣＲ 反应的影响 　 引物浓度在

０.１ ~ ２.０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１范围内均能扩增出条带ꎬ但在

０.１ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１、０.２ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１和 ２.０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１浓度

下扩增的条带较少、亮度低ꎬ浓度在 ０. ５ ~ １. ０
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１时扩增效果较好ꎬ经反复试验ꎬ最终确定

后续试验所用引物浓度为 ０. ５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ如图 ３
所示ꎮ
２.２.３ 退火温度对 ＰＣＲ 反应的影响 　 本研究在最

佳反应体系基础上对筛选出的 １１ 个引物进行退

火试验ꎬ确定了每个引物的最佳退火温度ꎬ引物

ＵＢＣ８１３、 ＵＢＣ８１４、 ＵＢＣ８１５、 ＵＢＣ８２３、 ＵＢＣ８２４、
ＵＢＣ８３５、 ＵＢＣ８４０、 ＵＢＣ８４１、 ＵＢＣ８４３、 ＵＢＣ８４４ 和

ＵＢＣ８７６ 的最佳退火温度分别为 ５２.３、５５.９、５４.３、
５４.３、５３.６、５６.２、５６.２、５１.９、５４.４、５４、５０ ℃ꎮ 部分

引物筛选退火温度电泳图如图 ４、图 ５ 和图 ６
所示ꎮ
２.２.４ 循环次数对 ＰＣＲ 反应的影响 　 增加循环数

在一定程度上能够提高产物量ꎬ但反应时间过长

会使非特异扩增产物增加ꎬ而且会受到各反应成

分的用量限制ꎬ如:随着酶的扩增能力下降ꎬ合成

ＤＮＡ 浓度为 ０.０１、０.０５、０.１、０.２５、０.５、２、１０、５０ ｎｇ􀅰μＬ￣１ꎮ
ＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｒｅ ０.０１ꎬ ０.０５ꎬ ０.１ꎬ ０.２５ꎬ ０.５ꎬ ２ꎬ １０ꎬ ５０
ｎｇ􀅰μＬ￣１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ２　 模板 ＤＮＡ 浓度对 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应的影响
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎ ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ

目标片段的能力也随之下降ꎬ因此ꎬ适宜的循环次

数对于扩增效果至关重要ꎮ
不同循环次数下的 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 扩增结果如图 ７

所示ꎬ模板在 ２０ ~ ２６ 个循环时均未扩增出条带ꎬ
２９ ~ ４１ 个循环时均能扩增出条带ꎬ但在 ３２ 个循环

时可获得明亮清晰的条带ꎬ效果最好ꎬ如果再增加

循环次数ꎬ条带变化不大ꎬ但从节约时间和成本考

虑ꎬ以 ３２ 个循环为宜ꎮ
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引物浓度为 ０.１、０.２、０.５、０.７５、１.０、２.０ ｎｇ􀅰μＬ￣１ꎮ
Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｒｅ ０.１ꎬ ０.２ꎬ ０.５ꎬ ０.７５ꎬ
１.０ꎬ ２.０ ｎｇ􀅰μＬ￣１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ３　 引物浓度对 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ

退火温度 ４５.７、４７.８、５０、５２.３、５４.、５５.９ ℃ ꎮ
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ａｒｅ ４５.７ꎬ ４７.８ꎬ ５０ꎬ
５２.３ꎬ ５４.１ꎬ ５５.９ ℃ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ４　 引物 ＵＢＣ８１３ 不同的退火温度对
ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应的影响

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ
ＵＢＣ８１３ ｏｎ ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ

２.３ ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 体系稳定性检测

从毛叶叶子花(Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ)品种、
光叶 叶 子 花 ( Ｂ. ｇｌａｂｒａ ) 品 种、 巴 特 叶 子 花

退火温度为 ４７.６、４９.８、５２、５４.３、５６.１ 和 ５７.９ ℃ ꎮ
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ａｒｅ ４７.６ꎬ ４９.８ꎬ ５２ꎬ
５４.３ꎬ ５６.１ꎬ ５７.９ ℃ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ５　 引物 ＵＢＣ８４１ 不同的退火温度对
ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应的影响

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ
ＵＢＣ８４１ ｏｎ ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ

退火温度为 ４７.７、４９.８、５２、５４.３、５６.１、５７.９ ℃ ꎮ
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ａｒｅ ４７.７ꎬ ４９.８ꎬ
５２ꎬ ５４.３ꎬ ５６.１ꎬ ５７.９ ℃ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ６　 引物 ＵＢＣ８１５ 不同的退火温度
对 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应的影响

Ｆｉｇ. ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ
ＵＢＣ８１５ ｏｎ ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ

(Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ × ｂｕｔｔｉａｎａ) 品种、秘鲁叶子花 ( Ｂ.
ｐｅｒｕｖｉａｎａ)品种和拉丁名不详的品种(Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ
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循环数为 ２０、２３、２６、２９、３２、３５、３８、４１ꎮ
Ｃｙｃｌｅｓ ａｒｅ ２０ꎬ ２３ꎬ ２６ꎬ ２９ꎬ ３２ꎬ ３５ꎬ ３８ꎬ ４１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ７　 不同循环数对 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应的影响
Ｆｉｇ. ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｙｃｌｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｎ ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ

ｓｐ.)中选出 １８ 个样品用于检测优化的 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ
反应体系ꎬ用引物 ＵＢＣ８２４ 对其进行扩增(图 ８)ꎬ
扩增结果显示本研究优化的叶子花 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反

应体系稳定性好ꎬ条带清晰、重复性和多态性高ꎬ
有丰富的特异性ꎬ可用于后续研究ꎮ
２.４ ＩＳＳＲ 引物筛选

本文对 １００ 个 ＩＳＳＲ 引物进行初筛、复筛ꎬ并确

定最终筛选出的引物最佳退火温度ꎬ共筛选出 １１
个扩增条带多、条带清晰、重复性好的 ＩＳＳＲ 引物ꎬ
部分引物筛选结果如图 ９、图 １０ 所示ꎮ
２.５ 叶子花种质资源 ＩＳＳＲ 分析

２.５.１ ＩＳＳＲ 引物多态性分析 　 从 １００ 个 ＩＳＳＲ 引物

中筛选出 １１ 个扩增条带多、条带清晰、多态性高

和重复性好的引物ꎬ对 １３１ 个叶子花品种进行分

析ꎬ结果见表 ３ꎮ １１ 个引物共扩增 １６１ 条带ꎬ平均

每个引物扩增 １４.６ 条ꎬ其中有 １５６ 条带具有多态

性ꎬ多态性比率为 ９６.８９％ꎮ １１ 个引物的扩增条带

数在 １２ ~ ２０ 之间ꎬ扩增条带数最多的是 ＵＢＣ８４１
(２０ 条)ꎬＵＢＣ８１４、ＵＢＣ８１５ 和 ＵＢＣ８４３ 扩增的条带

最少ꎬ均为 １２ 条ꎮ 除引物 ＵＢＣ８２３、 ＵＢＣ８３５ 和

ＵＢＣ８４０ 之外ꎬ其余引物产生的多态性比例都达到

１００％ꎬ说明这 １１ 条引物在供试材料中的多态性较

好ꎮ 引物 ＵＢＣ８１５ 对部分样品扩增的电泳图如图

１１ 所示ꎮ
２.５.２ 叶子花种质资源的遗传多样性分析 　 将读

取的数据转化为 ０、１ 矩阵ꎬ利用 Ｐｏｐｇｅｎｅ３２ 软件分

析相关遗传参数ꎬ分析结果见表 ４ꎮ 单个引物的等

位基因数为 １.８６ ~ ２.００ꎬ平均等位基因数 １.９６９ꎻ有
效等位基因数为 １.３３(ＵＢＣ８４０) ~ １.６８(ＵＢＣ８７６)ꎬ
平均有效等位基因数为 １.４７８ꎻＮｅｉ’ ｓ 基因多样性

指数为 ０.２１(ＵＢＣ８４０) ~ ０.３９(ＵＢＣ８４１)ꎬ平均值为

０. ２９４ꎻ Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ 信 息 指 数 为 ０. ３４ ( ＵＢＣ８２３、
ＵＢＣ８４０) ~ ０.５７(ＵＢＣ８４１)ꎬ平均值为 ０.４４７ꎮ 从 ４
个遗传参数看ꎬ引物 ＵＢＣ８４１ 和 ＵＢＣ８７６ 的各项值

均较其他引物高ꎬ引物 ＵＢＣ８４０ 的有效等位基因

数、Ｎｅｉ’ ｓ 基因多样性指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ 信息指数

均为最低ꎮ 由以上结果可知ꎬ叶子花的遗传多样

性不够丰富ꎮ
２.５.３ 叶子花种质资源的 ＵＰＧＭＡ 聚类分析　 基于

１１ 个 ＩＳＳＲ 引物计算的叶子花 １３１ 个品种间的遗

传距离范围为 ０.００ ~ ０. ６０ꎬ平均值为 ０. ３６５ꎬ利用

ＵＰＧＭＡ 法对 １３１ 个叶子花品种聚类分析ꎬ建立聚

类分析树状图(图 １２)ꎬ从聚类图可以看出ꎬ在遗

传距离 ０.５８ 处ꎬ１３１ 个品种分为 ６ 大类群ꎬ即类群

１、类群 ２、类群 ３、类群 ４、类群 ５ 和类群 ６ꎮ
类群 １ 包含 ４ 个种的 ２５ 个品种ꎬ其中 １３ 个光

叶叶子花、４ 个毛叶叶子花、１ 个巴特叶子花、１ 个

秘鲁叶子花、６ 个拉丁名不详的品种ꎮ 在遗传距离

０.５４ 处ꎬ类群 １ 可再分为 ３ 个亚群ꎬ分别为亚群 １－
Ⅰ、亚群 １－Ⅱ和亚群 １－Ⅲꎮ 亚群 １－Ⅰ包括 ８ 个光

叶叶子花品种( １ 号、３ 号、７ 号、１９ 号、２０ 号、２１
号、３８ 号和 ３９ 号)、２ 个毛叶叶子花品种(９ 号和

１１ 号)、３ 个拉丁名不详的品种(１２６ 号、１０１ 号和

１２７ 号)ꎻ亚群 １－Ⅱ包括 ３ 个光叶叶子花品种(３７
号、４０ 号和 ４１ 号)、２ 个毛叶叶子花品种(４０ 号和

８４ 号)、１ 个巴特叶子花品种(５１ 号)、１ 个秘鲁叶

子花品种(７６ 号)、３ 个拉丁名不详的品种(９２ 号、
１３０ 号和 １３１ 号)ꎻ亚群 １－Ⅲ仅包括 ２ 个光叶叶子

花品种(２ 号和 ４ 号)ꎮ
类群 ２ 共包含 ９ 个品种ꎬ其中 ５ 个光叶叶子花

品种(２５ 号、２６ 号、２７ 号、２９ 号和 ２８ 号)、１ 个巴

特叶子花品种 ( ４５ 号)、３ 个拉丁名不详的品种

(１１０ 号、１１２ 号和 １１１ 号)ꎮ
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样品编号为 １０２、４６、４８、１０５、１０７、７８、５１、５３、５４、３０、９３、９４、１１７、５６、１２３、１０、３６ 和 ７７ꎮ
Ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｒｅ １０２ꎬ ４６ꎬ ４８ꎬ １０５ꎬ １０７ꎬ ７８ꎬ ５１ꎬ ５３ꎬ ５４ꎬ ３０ꎬ ９３ꎬ ９４ꎬ １１７ꎬ ５６ꎬ １２３ꎬ １０ꎬ ３６ ａｎｄ ７７ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ８　 １８ 份叶子花样品对 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应体系的稳定性检测图
Ｆｉｇ. ８ Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ １８ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ

引物编号 １－１６: ＵＢＣ８０１－ＵＢＣ８１６
Ｐｒｉｍｅｒ ｎｕｍｂｅｒ１－１６: ＵＢＣ８０１－ＵＢＣ８１６.

图 ９　 ＩＳＳＲ 引物筛选电泳图
Ｆｉｇ. ９　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ

　 　 类群 ３ 共包含 ８６ 个品种ꎬ其中 ６ 个光叶叶子

花品种、２９ 个巴特叶子花品种、６ 个毛叶叶子花品

种、９ 个秘鲁叶子花品种、２ 个光叶×毛叶杂交种

(Ｂ. × ｓｐｅｃｔｏｇｌａｂｒａ) 和 ３３ 个拉丁名不详的品种ꎮ
在遗传距离 ０.５６ 处ꎬ类群 ３ 可再分为 ４ 个亚群ꎬ分
别为亚群 ３￣Ⅰ、亚群 ３￣Ⅱ、亚群 ３￣Ⅲ和亚群 ３￣Ⅳꎮ

亚群 ３￣Ⅰ包括 ２ 个光叶叶子花品种(５ 号和 ６ 号)、
５ 个巴特叶子花品种(１８ 号、１７ 号、１４ 号、１５ 号和

１６ 号)、２ 个毛叶叶子花品种(８ 号和 １０ 号)、２ 个

光叶×毛叶杂交种(１３ 号和 １２ 号)ꎮ 亚群 ３￣Ⅱ仅

有 １ 个拉丁名不详的品种(８６ 号)ꎮ 在遗传距离

０.５３ 处ꎬ亚群 ３￣Ⅲ又可分为 ３￣ⅢＡ、３￣ⅢＢ、３￣ⅢＣ、
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引物编号 ３３－４８: ＵＢＣ８３３－ＵＢＣ８４８ꎮ
Ｐｒｉｍｅｒ ｎｕｍｂｅｒ ３３－４８: ＵＢＣ８３３－ＵＢＣ８４８.

图 １０　 ＩＳＳＲ 引物筛选电泳图
Ｆｉｇ. １０　 ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

３￣ⅢＤ、３￣ⅢＥ、３￣ⅢＦ 和 ３￣ⅢＧ 七个小类ꎬ其中:３￣
ⅢＡ 小类包括 １ 个光叶叶子花品种(３１ 号)、２ 个

毛叶叶子花品种(８１ 号和 ８０ 号)、１ 个巴特叶子花

品种(５６ 号)、８ 个拉丁名不详的品种(９７ 号、１１８
号、１１９ 号、 １２０ 号、 １１６ 号、 ９６ 号、 ９５ 号 和 １１５
号)ꎻ３￣ⅢＢ 小类包括 １ 个光叶叶子花品种 ( ３６
号)、１ 个毛叶叶子花品种(８２ 号)、４ 个巴特叶子

花品种(５８ 号、５９ 号、６０ 号和 ５３ 号)、３ 个秘鲁叶

子花品种(７１ 号、７２ 号和 ７５ 号)、５ 个拉丁名不详

的品种(９８ 号、９９ 号、１２５ 号、１１３ 号和 １２２ 号)ꎻ３￣
ⅢＣ 小类包括 １ 个光叶叶子花品种(２３ 号)、１０ 个

巴特叶子花品种 ( ４７ 号、４９ 号、５０ 号、４２ 号、４３
号、４８ 号、５５ 号、５７ 号、４４ 号和 ４６ 号)、３ 个秘鲁叶

子花品种(７４ 号、６９ 号和 ７０ 号)、１０ 个拉丁名不

详的品种 ( １０４ 号、１０２ 号、１０６ 号、８５ 号、８８ 号、
１１４ 号、１２１ 号、９１ 号、１０８ 号和 １０７ 号)ꎻ３￣ⅢＤ 小

类包括 ７ 个巴特叶子花品种(６１ 号、６２ 号、６３ 号、
６７ 号、６４ 号、６５ 号和 ６６ 号)、１ 个秘鲁叶子花品种

(７７ 号)、３ 个拉丁名不详的品种(１２８ 号、１２９ 号和

１０９ 号)ꎻ３￣ⅢＥ 小类包括 １ 个秘鲁叶子花品种(７３
号)和 １ 个毛叶叶子花品种(７８ 号)ꎻ３￣ⅢＦ 小类包

括 ２ 个拉丁名不详的品种(８９ 号和 ９０ 号)ꎻ３￣ⅢＧ
小类包括 １ 个巴特叶子花品种(５４ 号)和 ３ 个拉丁

表 ３　 ＩＳＳＲ 引物扩增条带统计结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂａｎｄｓ

ＩＳＳＲ 引物
ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ

扩增条带数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ａｌｌｅｌｅｓ

多态条带数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ａｌｌｅｌｅｓ

多态位点百分数
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ｌｏｃｉ (％)

ＵＢＣ８１３ １６ １６ １００

ＵＢＣ８１４ １２ １２ １００

ＵＢＣ８１５ １２ １２ １００

ＵＢＣ８２３ １４ １２ ８５.７

ＵＢＣ８２４ １６ １６ １００

ＵＢＣ８３５ １５ １３ ８６.７

ＵＢＣ８４０ １５ １４ ９３.３

ＵＢＣ８４１ ２０ ２０ １００

ＵＢＣ８４３ １２ １２ １００

ＵＢＣ８４４ １４ １４ １００

ＵＢＣ８７６ １５ １５ １００

平均 Ｍｅａｎ １４.６ １４.２ ９６.９

　 注: 样品编号为 １－１８ꎻ 红色箭头指向多态性条带ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｒｅ １ － １８ꎻ Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｐｏｉｎｔ ｔｏ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｂａｎｄｓ.

名不详的品种(９３ 号、１１７ 号和 ９４ 号)ꎮ 亚群 ３￣Ⅳ
包含 １ 个光叶叶子花品种(２４ 号)、１ 个巴特叶子

花品种 (５２ 号)、 １ 个秘鲁叶子花品种 (６８ 号)和

０６２ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



图 １１　 ＵＢＣ８１５ 引物扩增结果
Ｆｉｇ. １１　 Ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ＵＢＣ８１５

表 ４　 １１ 个多态性 ＩＳＳＲ 引物基于

１３１ 个品种的多态性参数
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ １１ ｐｏｌｙｍｏｒ

ｐｈｉｃ ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ １３１ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

ＩＳＳＲ 引物
ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ

观测等位
基因数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｌｌｅｌｅｓ

有效等位
基因数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ａｌｌｅｌｅｓ

Ｎｅｉ’ ｓ
基因

多样性指数
Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ
多样性指数
Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ

ＵＢＣ８１３ ２.００ １.４９ ０.２９ ０.４５

ＵＢＣ８１４ ２.００ １.５１ ０.３１ ０.４８

ＵＢＣ８１５ ２.００ １.４７ ０.２８ ０.４２

ＵＢＣ８２３ １.８６ １.４０ ０.２３ ０.３５

ＵＢＣ８２４ ２.００ １.３９ ０.２５ ０.４０

ＵＢＣ８３５ １.８７ １.５３ ０.２９ ０.４３

ＵＢＣ８４０ １.９３ １.３３ ０.２１ ０.３４

ＵＢＣ８４１ ２.００ １.５１ ０.３９ ０.５７

ＵＢＣ８４３ ２.００ １.４９ ０.３０ ０.４６

ＵＢＣ８４４ ２.００ １.４６ ０.３０ ０.４６

ＵＢＣ８７６ ２.００ １.６８ ０.３８ ０.５６
均值
Ｍｅａｎ １.９６９ １.４７８ ０.２９４ ０.４４７

２ 个拉丁名不详的品种(８７ 号和 １０５ 号)ꎮ
类群 ４ 包括 １ 个光叶叶子花品种(３０ 号)和 １

个毛叶叶子花品种(７９ 号)ꎮ
类群 ５ 包括 １ 个光叶叶子花品种(３５ 号)和 ３

个拉丁名不详的品种(１２４ 号、１００ 号和 １２３ 号)ꎮ
类群 ６ 包括 ４ 个光叶叶子花品种(２２ 号、３２

号、３３ 号和 ３４ 号)和 １ 个拉丁名不详的品种(１０３
号)ꎮ

根据聚类分析结果ꎬ１３１ 个品种均被聚类分

开ꎬ说明供试品种之间具有一定的遗传差异ꎬＩＳＳＲ
标记在叶子花种质资源分析和品种鉴定研究方面

具有较好的效果ꎮ
２.５.４ 叶子花种质资源的指纹图谱构建 　 利用筛

选出的 １１ 个 ＩＳＳＲ 引物对 １３１ 个叶子花品种扩增ꎬ
可将 １３１ 个样品完全区分开ꎬ对电泳条带进行统

计ꎬ在同一位点处ꎬ有条带出现的标记为“１”ꎬ无条

带出现的标记为“０”ꎬ用 ０ / １ 数据矩阵构建 １３１ 个

叶子花品种的指纹图谱(表 ５)ꎬ１１ 个引物中引物

ＵＢＣ８４１ 的鉴别率最高(８０.９２％)ꎬ可有效鉴别 １０６
个品种ꎬ再与引物 ＵＢＣ８７６ 结合可将 １３１ 个叶子花

品种完全鉴别开ꎮ 引物 ＵＢＣ８４１ 共扩增出 ２０ 个多

态性 位 点ꎬ 分 别 是 ２ ５００、 ２ ２００、 ２ ０００、 １ ６００、
１ ５００、 １ ４５０、 １ １００、 １ ０００、 ９５０、 ８５０、 ７５０、 ７００、
６５０、５５０、４５０、４００、３５０、１５０、２５０、２ ９００ ｂｐꎮ 引物

ＵＢＣ８７６ 共 扩 增 出 １５ 个 多 态 性 位 点ꎬ 分 别 是

２ ８００、 ２ ５００、 ２ ０００、 １ ８００、 １ ５００、 １ ３５０、 １ １５０、
１ ０５０、９００、８５０、７５０、６５０、５５０、３ １００、５００ ｂｐꎮ

引物 ＵＢＣ８７６ 构建了品种 １２ 号、１４ 号、３１ 号、

１６２２ 期 孙利娜等: 基于 ＩＳＳＲ 分子标记的叶子花亲缘关系分析和指纹图谱构建



表 ５　 １３１ 个叶子花品种 ＩＳＳＲ 特征指纹数据
Ｔａｂｌｅ ５　 ＩＳＳＲ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｄａｔａ ｏｆ １３１ Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

品种序号
Ｃｕｌｔｉｖａｒ
Ｎｏ.

分子指纹
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

品种序号
Ｃｕｌｔｉｖａｒ
Ｎｏ.

分子指纹
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

品种序号
Ｃｕｌｔｉｖａｒ
Ｎｏ.

分子指纹
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

１ １０１１１１１１０００１１１１１００００ ４５ １０１１１１０１１１１１１１１１００１０ ８９ ００１１１１１１１１１０１１１１００００

２ ０００１００１１００１１１１１１１１００ ４６ ０１１１１１１１１１１１００１１０１００ ９０ １１１１１１１０００１０１００

３ １０１１１１１１０００１１１１０００００ ４７ ００１１１１１１１１１１１１１０１０００ ９１ ０００１１００１１１１１１１１１１１００

４ ０００１１０１００００１０１００００００ ４８ ００１１１１１０００００１１１ ９２ ００１１００１００１０１１１１０００００

５ ０１０１１１１１１１０１１０１１１０００ ４９ ０１０１１１１１１１１００１０１１０００ ９３ ００１０１１０１１１１１１１１１１０００

６ １１０１１０１１１１１０１０１１００００ ５０ １００１１１１１１１１１０１１１０１００ ９４ １０１０１１０１１１１１０１１１１０００

７ １１１１１１０１１０１１１１１０００００ ５１ １０１１１０１００１０１１１１０００００ ９５ １０１０１００１１１１１０１１１１０００

８ １１０１１０１１１１１０１１１０００００ ５２ １１０１１００１０１１０１０１１１１００ ９６ ００１０１０１１１１１１１００１１１００

９ １００１１１１１１０１１１０１０００００ ５３ ０００００００１１１０００１１１００００ ９７ ０１０１０１０００１１００００

１０ ０１０１１１１１１１１０００１０００００ ５４ ０００１０１０１１１１１１１１１０１００ ９８ ０１１１１１０００１０１１００

１１ １０１１１１１１１０１１１１０１００００ ５５ １００１１１０１１１１１１１１１１０００ ９９ ００１１１１１００００１１０１

１２ ０００１１０１０１０００１００ ５６ １００１１１０１１１１１００１１０００１ １００ ００１１００１００００１１０１１１０００

１３ ０１０１１１０１１１１１１０１１００００ ５７ ０１１１１１０１１１１１０１１１１０００ １０１ ００１１１１１０１００１１００

１４ ０００１１０１０１１０１１０１ ５８ ００１１０１１１００１１１００ １０２ ０００１１１０１１１１１１１１１１１００

１５ ０１１１１１１０１１１１１０１１００００ ５９ １０１１００００１１１１１１１１００００ １０３ １１１１１１００１０１１１０１１１１００

１６ ０１１１１１１１１１００００１１００００ ６０ ０１０１１０００１１１１０１１１１０００ １０４ １１１１１１０１１１１１１１１１１０００

１７ ０１０１１１００１１１１１０１１００００ ６１ １１００１００１１１００１０１１１０００ １０５ ００００１１０１１１１１０１１１００００

１８ ０１０１１１１１１１０１１１００００００ ６２ ０００１１００１１１１０１０１０１０００ １０６ ０００１１０１１１１１１１１１１０１００

１９ １００１１０１１０１１１１１１０００００ ６３ ０１０１１００１１１１０１０００００００ １０７ １１１１１１０１０１１１１００

２０ ０００１１１１１１０１１１１１００００１ ６４ ０１０１１１１１０１０１１００ １０８ ０１１１１１１１１１１００１１１１０００

２１ １１０１１１０１１０１１１１１００００１ ６５ ０１０１１１１００１０１０００ １０９ ０１０１１００１１１１１０１０１０１００

２２ １１１１１１０１１００１１１０１１１００ ６６ ０１０１１１１００１０１１００ １１０ １０１１１１０１１００１１１１００１０１

２３ １００１１０１１１１１１１１０１１１００ ６７ ００１１１１１０００００１１０ １１１ １０１１１１０１１０１１０１０１０１００

２４ ００１１１１０１１０１００１１１００００ ６８ １００１１００１０１１１１１１１０００１ １１２ ０００１１００１１０００１１１１０１００

２５ １００１１０１１１０１１１１１１０１００ ６９ １１１１１０１１１１１１１１１１１０００ １１３ ０００１１０１１１００１０１１００１００

２６ １００１１００１１０１１１１１００１００ ７０ ０１０１１１１１１１１１０００ １１４ １１１１１１１１１１１００１１１１０００

２７ １１０１１０１１１０１０１１１００１００ ７１ １１０１１００１１１１１１１１０００００ １１５ １０１０１０１１１１１１０１１１０１００

２８ １０１１１００１１００１１１１００１００ ７２ ０１０１１００１１１０１０１１１００００ １１６ １１１０１１１１１１００１１１１１０００

２９ ０００１１１１１１１１１１１１００１００ ７３ １１１１１１０１１１１１１０１１１０００ １１７ ００１０１００１１１１１１１１１１１００

３０ ０００００００００１１１０１１１１０００ ７４ １０１０１１０１１１１１０１１１１０００ １１８ １０１１１０１１０１００１０１０１０００

３１ ０１００００１００１１１０００ ７５ １１０１１０００１１１０１１１１００００ １１９ １００１１０１１０１１０１１１１００００

３２ ０１１１１０００１１００１１１１００００ ７６ ０１０１１００１００００１０１１００００ １２０ １００１１１１１１１１１１１１０００００

３３ ０１１１１００１１０００１１１１００００ ７７ ０１０１１００１１１１０１０１０１０００ １２１ １００１１１０１１１１１１１１０００００

３４ ０１１０１０００１１０００００１１０００ ７８ １００１１１１１１１１１０１１１００００ １２２ １１０１１００１１１０１１１１１１０００

３５ ００１０００００１１０００１０１１０００ ７９ １１１００１０１１１１１０１１１１００１ １２３ ０１１１１０１００１００１１１１００００

３６ １１１１００００１１１１０００１１０００ ８０ １０１０１１０１１１１１０００１１００１ １２４ ００１１０００００１０００１１０１０００

３７ １０１１１１００１１００１１１１１０００ ８１ ００１０１００１１１００１１１１１０００ １２５ ０００１１０００１１１１００１０１０００

３８ １０１１０００１１００００００１００００ ８２ ００１０１１１０００１１１００ １２６ ０００１１１１０１００１０００

３９ ００００１１１０１００１０００ ８３ １１０１１００１１１００１０１０１０００ １２７ ００００１００１１０１０１０１１００００

４０ ０１０１１００１０００１１０１０００００ ８４ ０００１１０１１０００１１０１０１０００ １２８ ０１０１１００１１１１０１０１０１０００

４１ ０１０１１００００００１１０００００００ ８５ ０１１１０１１１００１０１００ １２９ ０１０１１００１１１１０１０１０１０００

４２ ０１１１１１０１１０１０１００ ８６ ００１１１００１００１１０００ １３０ ０１０１１０１１０００１１０１０００００

４３ ０１１１０１０１０１１０１００ ８７ ００１０１１０１１１１１１１１１００００ １３１ ０１０１１１０１０１０１００１０００００

４４ １１１０１０１１１１１１１００ ８８ ００１１０１１０１０１１１００

２６２ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



图 １２　 基于 ＩＳＳＲ 标记的 １３１ 个叶子花品种的聚类图
Ｆｉｇ. １２　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ １３１ Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ

ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ

３９ 号、４２ 号、４３ 号、４４ 号、４８ 号、５８ 号、６４ 号、６５
号、６６ 号、６７ 号、７０ 号、８２ 号、８５ 号、８６ 号、８８ 号、

９０ 号、９７ 号、９８ 号 ９９ 号、１０１ 号、１０７ 号和 １２６ 号

的含有 １５ 位数字的指纹图谱ꎬ其余品种指纹图谱

(含有 ２０ 位数字)均由引物 ＵＢＣ８４１ 构建ꎮ

３　 讨论与结论

３.１ ＩＳＳＲ 体系优化

ＤＮＡ 模板量对 ＰＣＲ 扩增起着关键作用ꎬ本研

究 ＤＮＡ 模板浓度在 ０.０１ ~ ５０ ｎｇ􀅰μＬ￣１范围内均能

扩增出条带ꎬ但浓度过高或过低扩增的条带不清

晰、弥散(王渭霞等ꎬ２０１０)ꎬ经反复试验ꎬ确定 ０.５
ｎｇ􀅰μＬ￣１为最佳浓度ꎬ此浓度下扩增的条带最清

晰、稳定ꎮ 引物浓度直接影响 ＰＣＲ 扩增结果ꎬ过高

会增加错配和非特异性扩增的几率ꎬ且易使引物

之间形成二聚体ꎬ浓度过低易导致扩增产物不足ꎬ
影响扩增效果(刘昕ꎬ２０１４)ꎮ ＰＣＲ 特异性亦受退

火温度的影响ꎬ而碱基组成及其浓度、引物长度和

靶基序列长度都影响退火温度ꎬ因此不同的引物

其退火温度不一样(张茹ꎬ２０１４)ꎬ本研究通过梯度

试验ꎬ筛选出每个引物的最适退火温度ꎮ 循环次

数对 ＰＣＲ 扩增具有决定性的影响ꎬ循环次数越多ꎬ
产生非特异性产物的量也越多ꎬ一般控制在 ３０ ~
４０ 次之间(冯富娟等ꎬ２００４)ꎬ本研究在 ３２ 个循环

时可获得明亮清晰的条带ꎬ效果最好ꎮ
３.２ ＩＳＳＲ 标记分析叶子花种质资源遗传多样性与

亲缘关系

本研究在优化的 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应体系的基础

上ꎬ基于 １１ 个多态性高、重复性好和稳定性强的

ＩＳＳＲ 引物对 １３１ 个叶子花品种进行扩增ꎬ共扩增

出 １６１ 条带ꎬ其中有 １５６ 条谱带具有多态性ꎬ多态

性比率为 ９６. ７％ꎬ较 ＲＡＰＤ(多态性比率 ６７. ４％)
(Ｒｉｃｈａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)和同工酶(多态性比率７５.５％)
具有更为丰富的多态性(尹俊梅等ꎬ２００１)ꎮ 供试

的叶子花 Ｎｅｉ’ ｓ 基因多样性指数(均值 ０. ２９)和

Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ 信息指数(均值 ０.４５)都较低ꎬ并且遗传

相似系数高(０.６４ ~ ０.９５)ꎬ这些数据均表明供试品

种的遗传多样性不高ꎬ这一结果同黄彦晶(２０１０)
(６８ 份叶子花的遗传相似系数为 ０. ５０ ~ ０. ９７)和

Ｒｉｃｈａ ｅｔ ａｌ.(２００９)(３０ 份叶子花的遗传相似系数

为 ０.５１ ~ ０.９４)的研究结果相一致ꎮ 叶子花遗传多
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样性不高的原因可能是叶子花特殊的花器官构造

以及花粉活力低使其杂交育种受到限制ꎬ导致无

性繁殖成其主要繁殖方式ꎬ而长期的无性繁殖使

得叶子花的基因池变窄ꎬ遗传相似性较高ꎬ亲缘关

系较近(黄彦晶ꎬ２０１０)ꎮ
供试叶子花品种间的遗传距离为 ０.００ ~ ０.６０ꎬ

平均 ０.３６５ꎬ聚类分析中 １３１ 个叶子花品种均可有

效鉴定ꎬ表明 ＩＳＳＲ 对叶子花品种鉴定具有较高的

可靠性ꎮ 通过聚类ꎬ在遗传距离 ０.５８ 处ꎬ将所有叶

子花品种聚为 ６ 大类ꎬ说明供试品种间存在差异ꎬ
并且聚类呈现一定规律ꎬ如:每个种的大部分品种

聚在 一 类ꎬ 如 光 叶 叶 子 花 ３０ 个 品 种 中 １８ 个

(６０.０％)聚在类群 １ 和类群 ２(类群 １ 和类群 ２ 属

于一大类ꎬ二者在遗传距离 ０.５６ 处被分成两个类

群)ꎬ巴特叶子花 ３１ 个品种中 ２９ 个(９３.５％)聚在

类群 ３ꎬ秘鲁叶子花 １１ 个品种中 ９ 个(８１.８％)聚

在类群 ３ꎬ２ 个杂交种 １２ 号和 １３ 号聚在亚群 ３￣Ⅰꎮ
但是ꎬ同一个种仍有品种未聚在一类或亚类ꎬ如光

叶叶子花品种绿叶浅紫和雪紫分别聚在类群 ４ 和

类群 ５ꎬ白雪公主、小叶紫、新加坡白和新加坡粉聚

在类群 ６ꎬ与其主要聚类的类群 １ 和类群 ２ 分开聚

类ꎻ１ 个巴特叶子花品种(金边叶重粉)聚在了类

群 １ꎬ而巴特叶子花是光叶叶子花和秘鲁叶子花的

杂交种ꎬ该品种在扩增中表现出光叶叶子花品种

的特征ꎬ所以和光叶叶子花品种聚在一起ꎮ 此外ꎬ
也有多个种的品种聚在一类ꎬ如类群 ３ 包含了所

有的种和杂种ꎬ可能原因是这些品种长期生活在

相似的环境下使其很多习性、性状乃至控制表型

的基因逐渐趋于一致ꎮ
与李房英等(２０１１)基于 ＩＳＳＲ 的 ６８ 个品种的

聚类结果比较ꎬ品种名相同的 １６ 个品种聚类关系

相似ꎬ如光叶斑叶紫花、大花深紫、黄金叶和胭脂

红聚在亚群 １￣Ⅰ(李房英等的品种依次为光叶斑

叶紫花、黄金叶、小叶紫花和青叶白ꎬ聚为 Ａ 类)ꎬ
皱叶深红、樱花、水红、塔紫、金心和斑叶塔紫聚在

亚群 ３￣Ⅰ(李房英等的品种依次为皱叶深红、塔
橙、重瓣白里透红、塔紫、金心宝巾和斑叶塔紫ꎬ聚
为 Ｂ 类)ꎮ 但是ꎬ基于 ＩＳＳＲ 分子标记的聚类结果

与传统的依据形态分类的结果并不严格一致ꎬ如
３０ 号绿叶浅紫属于光叶叶子花ꎬ７９ 号毛叶属于毛

叶叶子花ꎬ二者形态差异明显ꎬ并且分别属于不同

的种ꎬ而在此聚类中二者却被聚为一类ꎬ表明分子

标记检测结果与传统的表型分类仍存在一定

差别ꎮ
通过本研究ꎬ一方面确定了叶子花品种间的

亲缘关系ꎬ另一方面成功地建立了叶子花的分子

指纹ꎬ为今后叶子花种质资源保存和品种鉴定提

供了有用的信息ꎮ
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