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不同生态区罂粟种质的遗传多样性 ISSR分析
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摘要:为了揭示罂粟种质的遗传多样性，利用 ISSR分子标记进行遗传多样性研究，从 100 条随机引物中筛选出 9 条多态
性引物对所有样品扩增，共检测到 109 个等位变异位点，引物等位位点数在 9 ～ 16 之间，平均每条引物有 12 个等位变异，其
中，引物 807 的等位位点最多，为 16 个。引物等位位点多态性信息量 PIC 值为 0. 77 ～ 0. 92。其中引物 807 的 PIC 值最大
( 0. 92) ，引物 847 的 PIC值最小( 0. 77) ，遗传相似系数在 － 0. 452 ～ 0. 981 之间，且明显聚为 2 个类群;亲缘关系和地理分布呈
一定的相关性，但没有形成明显的地理变异模式;本研究将为罂粟种质资源科学有效利用提供理论依据。
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Abstract: In order to reveal the genetic diversity of opium poppy in different ecological zones，based on the
molecular markers of 100 inter-simple sequence repeat ( ISSR) ，poppy and relatives from 12 different areas were
amplified and analyzed with optimizing conditions for the primers． The results showed that a total of 109 allelic vari-
ations were detected，between 9 and 16 loci for each primer． Among them，primer 807 had the most alleles of 16．
The value of allelic polymorphism information content ( PIC) ranged from 0． 77 to 0． 92，which the Maximum is 807
( 0. 92) and the minimum is 847 ( 0. 77) ． Genetic similarity among them ranged from -0. 452 to 0. 981，and these 12
germplasms were classified into 2 groups． The poppy germplasms sources was less correlated with geographic lati-
tude． There was no evident geographic patterns of the poppy germplasm sources happened． The research will provide
basis theoretical for scientific and effective utilization poppy germplasms．
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罂粟( Papaver somniferum L． ) 为 1 年生药用草
本植物

［1］，是重要的药源植物［2］，主要用于麻醉和

镇痛药物吗啡和可待因的生产
［3］。吗啡类生物碱

因其成瘾性和依赖性而对社会有极大的危害，国家

控制种植，故国内对其相关研究较少。在有些罂粟
种质资源细胞中含有蒂巴因( Thebaine) ，它是一种
异喹啉生物碱，止痛效果同吗啡，但由其合成的止痛

药物毒作用低，种植也比较安全。对不同生态区的
罂粟种质资源进行遗传结构比较研究有助于揭示遗

传变异及其演化的内在原因，并为选育非成瘾性的

罂粟品种提供理论依据。
简单重复序列区间 ( inter-simple sequence re-

peat，ISSR) 分子标记是近年来应用较为广泛的分子
标记技术

［4］，用微卫星锚定引物退火至 SSR( simple
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sequence repeat ) 区域［5-7］，扩增出 SSR 毗连区域。
它在发掘基因多态性方面非常有用

［8］，同时又克服

了 RFLP 技术局限性［9］和 RAPD 的假阳性［10］，所以
ISSR分子标记被看作为一种较新的基因标记，比
AFLP具有更高的多态性比率，更能提示遗传材料
间多样性。其具有实验操作简单、快速和高效，遗传
多态性高，重复性好，且无需知道基因组序列信息以

及耗资少等特点，在植物分类与进化、遗传多样性分
析以及遗传图谱构建和基因定位等方面均有广泛的

应用
［11-15］。近年来，国内外许多学者利用 ISSR 分
析技术对植物亲缘关系进行研究

［16-18］，刘小莉等［19］

对报春花属 10 个种的种间变异进行了 ISSR 分析，
并将这 10 个种聚为三大类。于恒秀等［20］利用 ISSR
引物鉴定芍药栽培品种间的亲缘关系。Varela
等
［21］
利用 ISSR 分子标记研究了草莓的遗传距离，

程春明等
［22］
用 ISSR分子标记技术分析了玉米自交

系遗传关系。罂粟属异花授粉植物，虫媒花，花粉量
较大，在自然界中容易引起变异产生新的物种。目
前国内还没有关于罂粟 ISSR遗传分析研究的报道。
为此，本试验以不同生态区罂粟种质为材料，利用

ISSR分子标记技术分析罂粟的遗传相似性，将为罂
粟种质资源科学有效利用提供理论依据。

1 材料与方法
1. 1 植物材料
本试验所选用的植物材料共 12 份( 表 1) 。

表 1 试验材料
Table 1 List of the experimental materials

编号

No．
库编号

Code
来源

Source

1 NSP － 01 宁夏石嘴山 Shizuishan，Ningxia

2 XSP － 02 新疆石河子 Shihezi，Xinjiang

3 HHP － 03 黑龙江哈尔滨 Harbin，Heilongjiang

4 LCP － 04 内蒙古赤峰 Chifeng，Inner Mongolia

5 GHP － 05 甘肃会宁 Huining，Gansu

6 GNP － 06 甘肃临夏 Linxia，Gansu

7 GJP － 07 甘肃酒泉 Jiuquan，Gansu

8 GYP － 08 甘肃靖远 Jingyuan，Gansu

9 GSP － 09 甘肃山丹 Shandan，Gansu

10 GDP － 10 甘肃定西 Dingxi，Gansu

11 GTP － 11 甘肃景泰 Jingtai，Gansu

12 GWP －12 甘肃武威 Wuwei，Gansu

1. 2 方法
1. 2. 1 DNA提取方法 从提供的 12 份材料的种
子中各随机取 100 粒，播于经过灭菌消毒的苗床，
置于 22℃人工气候箱中发芽生长，于 3 周后每种
材料各随机选取 5 株，采用改良的十六烷基三甲
基溴化铵( CTAB) 法［23］进行罂粟幼嫩叶片基因组
DNA的提取，使用常规 CTAB 法［24］进行 DNA的纯
化。利用紫外分光光度计测定所提取 DNA 浓度，
将 OD260 /OD280在 1. 5 ～ 2. 0 之间的 DNA用于 ISSR
分析。
1. 2. 2 ISSR-PCR 条件优化 参照英属加拿大哥
伦比亚大学 University of British Columbia ( UBC )
2006 年公布的 ISSR 引物序列和 Kantety 等［25］研究
所利用的 ISSR引物序列，由上海生工生物工程有限
公司合成引物。ISSR 的 PCR 反应总体积为 20μl，
其中模板 DNA( 100ng /μl) 1. 5μl，引物( 10μmol /L)
2. 0μl，10 × PCR 缓冲液 2. 0μl，dNTP ( 2. 5mmol /L)
2. 0μl，Taq 酶 ( 5U /μl) 0. 3μl，ddH2 O 12. 2μl。10 ×
PCR缓冲液、Taq 酶、dNTP 均购自大连宝生物工程
有限公司。ISSR 反应程序为: 94℃预变性 5min;
94℃变性 1min; 退火 1min，退火温度据引物而定;
72℃延伸 2min; 2 ～ 4 步骤循环 45 次; 72℃ 延伸
5min; 4℃下保存。对扩增条带多且清晰的引物进行
进一步的条件优化。最后确定 9 条引物对所有样品
用 Biometra PCR仪进行扩增。表 2 列出了本试验所
使用的 9 条引物的序列及退火温度。

表 2 ISSR引物序列及其PCR退火温度和扩增产物多态性分析
Table 2 ISSR primers and their PCR annealing temperatures

and analytical polymorphisms of amplications

引物编号

Code of

Primers

引物序列

primer

sequence

退火温度

Annealing

temp( ℃ )

等位变异数

No． of

Alleles

多态性

信息量

PIC

807 ( AG) 8 T 52. 8 16 0. 92

808 ( AG) 8 C 54. 2 11 0. 86

812 ( GA) 8A 49. 9 10 0. 85

813 ( CT) 8 T 51. 5 14 0. 90

826 ( AC) 8 C 52. 8 14 0. 90

842 ( GA) 8YG 42. 8 13 0. 87

844 ( CT) 8RC 52. 8 10 0. 84

847 ( CA) 8RC 52. 8 9 0. 77

886 ( CA) 8RG 49. 9 12 0. 87

合计 Total 109

平均 Mean 12 0. 86
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1. 2. 3 电泳及检测 扩增产物在含有 Enrichment
Broth( EB) 的 1. 5%琼脂糖凝胶上电泳检测，电压
100V，20min，并以 100 ～ 2000bp 标准分子质量进
行对照。
1. 2. 4 ISSR-PCR数据分析 电泳图片通过 Bio-
Rad公司的 Quantity One软件分析。首先对图片进行
自动扫描，获取条带后再进行手工校正，然后将条带

图像转换成匹配图，将 ISSR 电泳图谱清晰且可重复
的条带赋值为 1，同一位置上的弱带且不重复或未出
现带的赋值为 0。应用 SPSS11. 5 软件分析数据，建
立遗传 Jaccard相似系数矩阵，建立相似度对比图，构
建聚类图。标记多态性采用通用的多态性信息量
PIC( Polymorphism Information Content) 衡量。PIC 值
依据 Anderson 等［26］方法计算，PIC 值计算公式为:

PICi = 1 － ∑
j = 1

p2ij ，其中: Pij表示标记 i的第 j 个带型

出现的频率，标记 i的总带型从 1 到 n。

2 结果与分析
2. 1 ISSR标记的多态性分析
从加拿大哥伦比亚大学公布的 100 条 ISSR 引

物序列中随机选取 50 条对 12 个居群材料进行筛
选，最后筛选出 9 条条带清淅、多态性丰富的引物用
于罂粟种质的 ISSR-PCR扩增。从表 2 中可知: 9 条
引物中 ( AG) n、( GA) n、( CT ) n、( CA ) n 有 2 条，
( AC) n有 1 条。共检测到 109 个等位变异位点，引
物等位位点数在 9 ～ 16 之间，平均每条引物出现 12
个等位变异。引物 807 的等位位点最多，为 16 个。
引物等位位点多态性信息量 PIC 值为 0. 77 ～ 0. 92。
其中引物 807 的 PIC 值最大 ( 0. 92 ) ，引物 847 的
PIC 值最小( 0. 77) ，平均 PIC值为 0. 86( 表 2) ，位点
多态性信息含量与等位变异数基本一致。9 条所选
适宜引物的 PCR扩增图谱见图 1，箭头所指为等位
位点变异的条带。

图 1 ISSR 9 条引物对 12 个罂粟种质扩增结果
Fig． 1 The profiles of 12 poppy germplasm using the ISSR 9 primer

M为 DNA Marker; 1 － 12 为供试样品; Lane“M”represents DNA marker，1 － 12 represents sample
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2. 2 相似度分析
应用 SPSS11. 5 统计分析软件，以夹角余弦法对

12 份样品进行相似性分析，各个体间的相似系数见
表 3。从表 3 中可以看出，12 份罂粟材料的遗传相
似系数在 － 0. 452 ～ 0. 981 之间，其中甘肃武威与其
他地区的罂粟种质个体之间存在负相似系数

( － 0. 323 ～ － 0. 452) ，说明甘肃武威与其他地区的

罂粟种质个体之间有较大差异，亲缘关系相对较远;

甘肃景泰与其他地区( 除甘肃武威外) 的罂粟种质个

体之间遗传相似系数相对较低( 0. 632 ～ 0. 762) ，宁夏
石嘴山、新疆石河子、黑龙江哈尔滨、内蒙古赤峰罂粟
种质个体遗传相似系数大于 0. 865( 0. 865 ～ 0. 942) 。
甘肃会宁、酒泉、靖远、山丹、定西之间罂粟种质个体
遗传相似系数大于 0. 962( 0. 962 ～0. 981之间) 。

表 3 基于 ISSR数据计算的 12 份材料之间的相似系数
Table 3 The genetic similarity of 12 materials based on ISSR analysis

编号

Code
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 ＊＊＊＊

2 0. 942 ＊＊＊＊

3 0. 865 0. 923 ＊＊＊＊

4 0. 945 0. 927 0. 850 ＊＊＊＊

5 0. 788 0. 806 0. 767 0. 776 ＊＊＊＊

6 0. 789 0. 846 0. 846 0. 779 0. 842 ＊＊＊＊

7 0. 769 0. 787 0. 748 0. 766 0. 981 0. 824 ＊＊＊＊

8 0. 750 0. 768 0. 729 0. 698 0. 923 0. 806 0. 942 ＊＊＊＊

9 0. 787 0. 806 0. 771 0. 737 0. 964 0. 842 0. 981 0. 962 ＊＊＊＊

10 0. 785 0. 805 0. 767 0. 741 0. 961 0. 836 0. 979 0. 957 0. 981 ＊＊＊＊

11 0. 632 0. 688 0. 688 0. 626 0. 722 0. 757 0. 745 0. 728 0. 762 0. 762 ＊＊＊＊

12 － 0. 319 － 0. 342 － 0. 380 － 0. 287 － 0. 352 － 0. 323 － 0. 366 － 0. 342 － 0. 387 － 0. 390 － 0. 452 ＊＊＊＊

2. 3 聚类分析
以 12 份样品的 9 条引物分析结果进行遗传相

似系数层次聚类，如图 2 所示，12 份样品共聚为 2
类，甘肃武威的分为Ⅰ类，其他地区的分为Ⅱ类，其
中甘肃会宁、酒泉、靖远、山丹、定西、临夏聚为 1 个
类群，在此类群中，临夏的又独立成为 1 个分支出
现，其他地区的罂粟种质遗传距离较近 ( ≥0. 92 ) ;
宁夏石嘴山、新疆石河子、黑龙江哈尔滨、内蒙古赤
峰聚成 1 个类群，表现较高的亲缘性;甘肃景泰作为
独立的分支。由以上遗传相似系数聚类分析可知，

图 2 12 份样品的遗传相似系数聚类图
Fig． 2 12 Dendrogram of genetic similarity coefficient

甘肃除武威地区的以外，其他罂粟种质具有一定的

遗传相似性;而甘肃与宁夏、新疆、黑龙江、内蒙古的
罂粟种质虽然具有一定的亲缘关系，但个体间仍存

在一定的差异性。

3 讨论

黄光文等
［27］
认为 ISSR 相对其他 DNA 分子标

记技术而言是一种较理想的水稻分子指纹方法。王
金花等

［28］
利用 ISSR 引物获得的品种间遗传相似系

数范围为 0. 595 ～ 0. 867，与田间试验获得的高相似
性结果类似。黄文霞等［29］应用 ISSR标记对国内 12
份绿玉树品系的亲缘关系进行了分析，发现我国绿

玉树种质间存在丰富的遗传变异。这说明 ISSR 用
于植物的遗传多样性分析是可行而有效的。
本试验利用 ISSR 分子标记技术对不同生态区

的 12 份罂粟种质资源进行遗传多样性研究，结果表
明，我国不同生态区的罂粟种质具有相近的遗传关

系，同一生态区内各种质间的差异较小，表现出较高

的亲缘关系;但来源于甘肃各地区的罂粟种质中，武
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威与其他生态型的差异最大，经表型鉴定该种质与

其他罂粟种质可能不属于同一种，表现为武威的罂

粟种质首先在种子大小、形状和颜色上与其他的不
同，其罂粟种质种子千粒重 0. 37 ～ 0. 39g，种子呈肾
型，表面光滑，颜色呈铁锈红; 而其他生态型的种子

大小 0. 41 ～ 0. 45g，种子呈椭圆形，表面有网纹，颜
色呈紫色、白色、奶油色不等。ISSR 标记分析显示
武威的罂粟种质与其他生态型的相似性系数为负，

表明遗传亲缘关系较远，说明该种质与其他生态区

的罂粟种质不属于同种，验证了表型鉴定结果。在
今后的研究中将进一步通过种植进行表型鉴定，确

定两者之间的遗传亲缘关系; 甘肃景泰与甘肃其他

地区( 除武威) 的罂粟种质的遗传距离相对较远，可

能此种质的原产地不在景泰，而存在略大的遗传差

异;甘肃( 除武威) 各地区的罂粟种质虽与宁夏等地

的罂粟种质具有相近的遗传亲缘关系，9 条引物扩
增的位点数和位点多态性信息含量整齐度相对较

好;而在第Ⅱ类中，甘肃临夏的罂粟种质独立成为一
个分支，这可能与本地区罂粟的栽培历史等有关，将

在后续研究中加以更深入的探讨。
通过表型性状、分子标记数据基本能将不同来

源的材料区分开。但表型性状作为材料鉴别分析的
方法，更为直观、更能突出作物的地域特征。而分子
标记技术不受外界环境的影响，可以弥补农艺性状

数据有限的缺陷，更为精确、稳定地鉴定材料之间的
同异性

［30］。本文只从分子方面进行了遗传关系鉴
定和分类，为了进一步明确不同生态型罂粟种质资

源的遗传多样性，将结合农艺性状等表型，将不同类

群间遗传相似性较小的材料作为亲本，确定育种目

标，这样可减少研究材料的数量，提高育种效率。特
别是独立成群的少部分材料，与其他材料间表现出

较大的遗传差异，具有很大的利用潜力，可重点进行

保存利用研究。
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