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　 　 摘要:采用 １０ 个 ＩＳＳＲ 分子标记对地理来源不同的 ３３ 份绿豆种质资源进行了遗传多样性分析ꎮ 结果表明ꎬ１０ 个引物在

３３ 份绿豆种质间共扩增出 １１８ 个条带ꎬ其中多态性条带 １１５ 条ꎬ多态性位点比例为 ９８. １８％ ꎻ供试绿豆种质间的遗传相似系数

在 ０. ５０ ~ ０. ９８ 之间ꎬ平均 ０. ６８ꎮ 当遗传相似性系数为 ０. ６８２ 时ꎬ供试种质分为 ４ 个 ＩＳＳＲ 类群( ＩＳＳＲ ＧｒｏｕｐｓꎬＩＧｓ)ꎬ第Ⅰ类群包

括产地为黑龙江、吉林共 ９ 份和河北的 １ 份绿豆种质资源ꎬ第Ⅱ类群包括河南、山西和陕西的所有和河北的 ４ 份绿豆种质资

源ꎬ第Ⅲ类群为来自泰国的 ５ 份绿豆抗虫资源ꎬ第Ⅳ类群包括山东和内蒙古各 ２ 份绿豆资源ꎻＩＳＳＲ 类群划分与绿豆的地理来

源存在一定相关性ꎮ
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　 　 绿豆(Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔｅ)属豇豆属(Ｖｉｇｎａ)、亚洲豇

豆亚属(Ｃｅｒａｔｏｔｒｏｐｉｓ)ꎬ是我国种植和食用历史悠久

的主要豆种ꎮ 目前ꎬ我国已收集到国内外绿豆种质

资源约 ６０００ 余份ꎮ 然而ꎬ分析我国近年育成的绿

豆品种不难发现ꎬ少数优良品种亲本被集中频繁利

用ꎬ这使我国绿豆育成品种遗传基础狭窄ꎬ生产存在

潜在的危险性ꎮ 因此ꎬ开展绿豆种质资源遗传多样

性的分析ꎬ将我国绿豆的资源优势转化为育种优势ꎬ
无疑会对我国绿豆新品种的育成提供帮助ꎮ 分子标

记技术可以从本质上追寻和探讨种质资源的多样性

和品种之间的相似性问题[１]ꎮ 近年来ꎬ国内外有关

绿豆及其近缘食用豆类种质资源遗传多样性的分析

研究已有报道ꎮ Ｓ. Ｖ. Ｋｕｍａｒ 等[２￣３] 筛选出 １３ 对绿

豆 ＳＳＲ 引物、Ｊ. Ｇ. Ｇｗａｇ 等[４] 筛选出 ７ 对绿豆 ＳＳＲ
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引物用于绿豆种质资源的遗传多样性分析ꎻ程须珍

等[５]利用 ＲＡＰＤ 标记对 １６ 个绿豆品系进行了遗传

分析ꎻ刘长友等[６]筛选出 ６ 对多态性 ＳＳＲ 引物、２ 对

多态性 ＳＴＳ 引物ꎬ刘岩等[７] 利用 ４０ 对 ＳＳＲ 引物对

１８ 个地理来源不同的绿豆群体进行了遗传多样性

分析ꎻ任红晓等[８] 利用 ３９ 对 ＳＳＲ 分子标记对中国

北方 ７８ 份绿豆品种的遗传多样性进行了分析ꎬ但由

于 ＳＳＲ 引物开发困难且成本较高ꎬ因此寻找更加便

捷的分子标记技术将更有利于绿豆种质的遗传差异

和亲缘关系分析ꎮ
ＩＳＳＲ 标记技术具有多态性丰富、稳定性强、成

本低廉及操作简单等优点ꎬ现已广泛用于植物群

体遗传多样性分析和种质鉴定等研究[９￣１０] ꎬ如乐云

辰等[１１]利用 ＩＳＳＲ 分子标记技术对上海地区适应

性良好的 １１ 个薄荷品种的遗传关系进行了分析ꎬ
从分子水平阐明了其遗传多样性和相似性ꎻ关录

凡等[１２] 利用 ＩＳＳＲ 分子标记对 ８ 个欧李品种的遗

传变异进行了研究ꎬ赵孟良等[１３]利用 ＩＳＳＲ 分子标

记分析了 ４３ 份菊芋的遗传多样性ꎮ 为进一步利

用好我国的绿豆种质资源ꎬ本研究自加拿大英属

哥伦比亚大学(Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｂｒｉｔｉｓｈ Ｃｏｌｕｍｂｉａ)公布

的 ＩＳＳＲ 引物序列中随机选出 ４６ 条引物[１４] ꎬ对 ３３
份绿豆种质资源进行遗传多样性分析ꎬ以期为绿

豆种质资源评价体系的建立提供理论依据ꎬ同时

也为我国绿豆种质资源遗传多样性的分析提供新

的方法ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 试验材料

绿豆供试材料包括我国东北地区 ９ 份、河北 ６
份、山西 ２ 份、陕西 ４ 份、河南 ３ 份、山东 ２ 份、内蒙

古 ２ 份及泰国抗虫品种 ５ 份ꎬ共 ３３ 份(表 １)ꎮ

表 １　 供试绿豆材料

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ Ｌ. ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｏｃｋｓ

编号

Ｃｏｄｅ
品种(系)

Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｒｓｔｒａｉｎｓ
来源地

Ｏｒｉｇｉｎ ｏｒ ｓｏｕｒｃｅ
编号

Ｃｏｄｅ
品种(系)

Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｒｓｔｒａｉｎｓ
来源地

Ｏｒｉｇｉｎ ｏｒ ｓｏｕｒｃｅ

１ 嫩绿 １ 号 中国黑龙江 １８ 横山绿豆 中国陕西

２ 泰来绿豆 中国黑龙江 １９ 神木绿豆 中国陕西

３ 白绿 ６ 号 中国吉林 ２０ 府谷绿豆 中国陕西

４ 白绿 ８ 号 中国吉林 ２１ Ａ５１３￣５￣３０ 中国陕西

５ 白绿 ９ 号 中国吉林 ２２ 安绿 ０７￣２ 中国河南

６ 白绿 １１ 号 中国吉林 ２３ 安绿 ９９１０ 中国河南

７ 白绿 ５２２ 中国吉林 ２４ 安绿 ０２￣１ 中国河南

８ 白绿 ９８５ 中国吉林 ２５ 潍绿 ９００２￣３４１ 中国山东

９ 大鹦哥绿 ９３５ 中国吉林 ２６ 潍绿 ８９０１￣３２ 中国山东

１０ 保绿 ９５６￣６ 中国河北 ２７ 赤峰绿豆 中国内蒙古

１１ Ｉ￣１５９ 中国河北 ２８ 兴绿 中国内蒙古

１２ 冀绿 ７ 号 中国河北 ２９ Ｂ１８ 泰国

１３ 冀绿 ８ 号 中国河北 ３０ Ｂ２０ 泰国

１４ 冀绿 ９ 号 中国河北 ３１ Ｂ２３ 泰国

１５ 阳原绿豆 中国山西 ３２ Ｂ２４ 泰国

１６ 大同绿豆 中国山西 ３３ Ｂ２７ 泰国

１７ 串福￣１ 中国山西

８７２１
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１. ２　 植物总 ＤＮＡ 的提取

从每份绿豆材料中取 １０ 粒置于水中ꎬ浸泡 １２ｈ
后恒温培养箱中进行催芽ꎬ采用改良的 ＣＴＡＢ 法提

取绿豆芽 ＤＮＡꎬ然后于 ４℃冰箱中保存、备用ꎮ
１. ３　 ＰＣＲ 扩增及电泳检测

ＰＣＲ 扩增反应体系 ( ２０ μＬ) 如下: Ｔｅｍｐｌａｔｅ
ＤＮＡ(５０ ｎｇ / μＬ)２μＬꎬ１０ × Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ (ｗｉｔｈ ＭｇＣｌ２)
２ μＬꎬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ (２. ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) １. ６ μＬꎬ ＩＳＳＲ
Ｐｒｉｍｅｒ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)１ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ １３. ２ μＬꎬＴａｑ ＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ(５ Ｕ / μＬ)０. ２ μＬꎮ 反应程序为:９４℃ 预

变性 ５ ｍｉｎꎬ９４℃变性 ４５ ｓꎬ５２ ~ ５５℃(不同引物退火

温度不同)复性 ５０ ｓꎬ７２℃延伸 １. ５ ｍｉｎꎬ共 ３５ 个循

环ꎬ最后 ７２℃再延伸 １０ ｍｉｎꎬ扩增结束后ꎬ用 １. ５％
的琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 扩增产物ꎬ１１０Ｖ / ３００Ａ
电泳 ０. ５ ~ １ ｈꎬ最后用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 凝胶成像仪 Ｇｅｌ Ｄｏｃ
ＸＲ 拍照ꎬ保存并记录数据ꎮ 引物自加拿大英属哥

伦比亚大学(Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｂｒｉｔｉｓｈ Ｃｏｌｕｍｂｉａ)公布的

ＩＳＳＲ 引物序列中随机选出 ４６ 条[１４]ꎬ由上海生物工

程技术公司合成ꎮ 以不同地理来源 ９ 份绿豆种质

ＤＮＡ 为模板ꎬ经 ＰＣＲ 扩增后ꎬ选取条带清晰、稳定、
重复性好、多态性丰富的 １０ 个引物ꎬ用于所有供试

绿豆种质资源的 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 扩增ꎮ
１. ４　 数据分析

同一条引物所扩增的产物电泳迁移位置相同的

被认为是同一位点ꎬ用数字 １ 和 ０ 分别表示供试绿

豆材料某一位点有无产物ꎬ有带的记作 １ꎬ无带的记

作 ０ꎬ形成 ０、１ 矩阵ꎮ 用 ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ２. １ 软件计算供

试绿豆种质两两间的遗传相似系数ꎬ利用 ＵＰＧＭＡ
(ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎ)
进行聚类分析ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 ＩＳＳＲ 引物对 ３３ 份绿豆的扩增结果

从 ４６ 个 ＩＳＳＲ 引物中筛出 １０ 个多态性好、条带

清晰、重复性好的引物ꎬ用于 ３３ 份绿豆种质资源的

ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 分析ꎮ 结果如表 ２、图 １、图 ２ 所示ꎬ由表 ２
可见ꎬ不同引物在供试绿豆样本间扩增条带为 ７ ~
１９ 条ꎬ平均每个引物扩增 １１. ８ 条ꎬ扩增产物大小介

于 １５０ ~ １５００ ｂｐ 之间ꎮ 其中引物 ＵＢＣ８８８ 扩增条带

数最多ꎬ为 １９ 条ꎬ引物 ＵＢＣ８４１ 扩增条带数最少ꎬ仅
７ 条ꎮ １０ 个引物共扩增出 １１８ 条带ꎬ其中多态性条

带为 １１５ꎬ多态性位点比率为 ９８. １８％ ꎮ 除引物

ＵＢＣ８４０ 和 ＵＢＣ８８８ 外ꎬ其余引物的多态性比例均为

１００％ ꎮ 图 １ 和图 ２ 为引物 ＵＢＣ８０８ 和引物 ＵＢＣ８３５
扩增图谱ꎮ

表 ２　 ＩＳＳＲ 引物扩增结果及多态性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ａｎｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｏｆ １０ ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
５′→ ３′

退火温度(℃)
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

扩增条带数

Ｎｏ. ｏｆ ｂａｎｄｓ

多态性条带数

Ｎｏ. ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｂａｎｄｓ

多态性百分率(％ )
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ. ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｂａｎｄｓ

ＵＢＣ８０８ (ＡＧ) ８Ｃ ５２ １３ １３ １００. ００

ＵＢＣ８１０ (ＧＡ) ８Ｔ ５２ １１ １１ １００. ００

ＵＢＣ８１７ (ＣＡ) ８Ａ ５２ １３ １３ １００. ００

ＵＢＣ８３４ (ＡＧ) ８ＹＴ ５５ １２ １２ １００. ００

ＵＢＣ８３５ (ＡＧ) ８ＹＣ ５５ １２ １２ １００. ００

ＵＢＣ８４０ (ＧＡ) ８ＹＴ ５５ １３ １２ ９２. ３１

ＵＢＣ８４１ (ＧＡ) ８ＹＣ ５５ ７ ７ １００. ００

ＵＢＣ８４９ (ＧＴ) ８ＹＡ ５５ ９ ９ １００. ００

ＵＢＣ８６４ (ＡＴＧ) ６ ５２ ９ ９ １００. ００

ＵＢＣ８８８ ＢＤＢ(ＣＡ) ７ ５５ １９ １７ ８９. ４７

平均 Ａｖｅｒａｇｅ １１. ８０ １１. ５０ ９８. １８

Ｂ 代表 ＣꎬＧꎬＴꎻＤ 代表 ＡꎬＧꎬＴꎻＹ 代表 ＣꎬＴ
Ｂ:ＣꎬＧꎬＴꎻＤ:ＡꎬＧꎬＴꎻＹ:ＣꎬＴ

９７２１



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １６ 卷

１ ~ ２４:样品编号ꎻＭ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬ下同

１ － ２４:Ｎｏ. ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓꎬＭ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

图 １　 引物 ＵＢＣ８０８ 扩增图

Ｆｉｇ. １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ＵＢＣ８０８

图 ２　 引物 ＵＢＣ８３５ 扩增图

Ｆｉｇ. ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ＵＢＣ８３５

２. ２　 ３３ 份绿豆的遗传多样性分析

将 ３３ 个供试绿豆种质按地理来源分为 ９ 个群

体ꎬ即黑龙江群体、吉林群体、河北群体、山西群体、

陕西群体、河南群体、山东群体、内蒙古群体以及来

自国外的泰国群体ꎬ各群体内及群体间的平均遗传

相似系数见表 ３ꎮ 由表 ３ 可以看出ꎬ不同地理来源

表 ３　 基于 ＩＳＳＲ 引物计算的 ３３ 份绿豆样品的遗传距离

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ ３３ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｂｙ ＩＳＳＲ

黑龙江

Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ
吉林

Ｊｉｌｉｎ
河北

Ｈｅｂｅｉ
山西

Ｓｈａｎｘｉ
陕西

Ｓｈａａｎｘｉ
河南

Ｈｅｎａｎ
山东

Ｓｈａｎｄｏｎｇ
内蒙古

Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ
泰国

Ｔｈａｉｌａｎｄ

黑龙江 ０. ８３５

吉林 ０. ７５１ ０. ９５４

河北 ０. ７０７ ０. ７１６ ０. ７３７

山西 ０. ６８２ ０. ６７０ ０. ６８４ ０. ７７２

陕西 ０. ６８８ ０. ６９２ ０. ７４５ ０. ７３０ ０. ７９４

河南 ０. ６５４ ０. ６５９ ０. ７２３ ０. ７１９ ０. ７８３ ０. ７４７

山东 ０. ６０２ ０. ６００ ０. ５７３ ０. ５８８ ０. ５９３ ０. ５９１ ０. ７６９

内蒙古 ０. ６７２ ０. ６５３ ０. ６１７ ０. ６４２ ０. ６０９ ０. ６０８ ０. ７８３ ０. ７９６

泰国 ０. ６１３ ０. ６４５ ０. ６５０ ０. ６５４ ０. ６６８ ０. ６５３ ０. ６１６ ０. ６０４ ０. ８３０
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群体内各绿豆种质间的平均遗传相似系数吉林

最大ꎬ为 ０ . ９５４ꎻ河北最小ꎬ为 ０ . ７３７ꎬ依次为吉

林 > 黑龙江 > 泰国 > 内蒙古 > 陕西 > 山西 > 山

东 > 河南 > 河北ꎬ表明相同地理来源各种质间

遗传分 化 程 度 明 显 不 同ꎬ其 中 河 北 材 料 分 化

最大ꎮ
从表 ３ 还可以看出ꎬ不同地理来源绿豆群

体间的平均遗传相似系数介于 ０ . ５７３ ~ ０ . ７８３
之间ꎬ其中山东与内蒙古群体间的平均遗传相

似系数最大(０ . ７８３) ꎬ同源性最高ꎻ河北与山东

群体间的平均遗传相似系数最小 ( ０ . ５７３ ) ꎬ亲
缘关系最远ꎬ表明不同地理来源的群体间具有

较明显的遗传分化ꎮ
２. ３　 ３３ 份绿豆样品的聚类分析

根据 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 扩增结果计算的遗传相似系

数ꎬ构建 ＵＰＧＭＡ 聚类图(图 ３)ꎬ对 ３３ 份不同地理

来源的绿豆样品进行聚类分析ꎮ 结果表明ꎬ供试 ３３
个绿豆样品间的遗传相似系数分布在 ０. ５０ ~ ０. ９８
之间ꎬ平均为 ０. ６８ꎮ 当遗传相似性系数为 ０. ６８２
时ꎬ供试 ３３ 个绿豆种质分为 ４ 个 ＩＳＳＲ 类群(ＩＧｓꎬＩＳ￣
ＳＲ Ｇｒｏｕｐｓ)ꎮ 第Ⅰ类群包括 １０ 份种质ꎬ分别为来自

黑龙江和吉林的全部 ９ 份资源和河北的 １ 份资源保

绿 ９５６￣６ꎻ第Ⅱ类群包括 １４ 份种质ꎬ分别为来自河

南、山西和陕西的全部资源和河北的 ４ 份资源ꎻ第Ⅲ
类群包括 ５ 份种质ꎬ均为来自泰国的抗虫资源ꎻ第Ⅳ
类群包括 ４ 份资源ꎬ分别来自山东的 ２ 份和内蒙古

的 ２ 份ꎮ 其中陕西府谷和 Ａ５１３￣５￣３０ 两个品种之间

的遗传相似系数最大为 ０. ９８ꎬ显示它们具有较近的

遗传距离ꎻ河北的保绿 ９５６￣６ 和山东潍坊 ８９０１￣３２
之间的遗传相似系数最小为 ０. ５０ꎬ它们彼此存在较

大的遗传差异ꎮ

图 ３　 ３３ 份绿豆的 ＩＳＳＲ￣ＵＰＧＭＡ 聚类图

Ｆｉｇ. ３ Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ３３ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｂｙ ｔｈｅ ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ
ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ Ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ Ｍｅａｎ(ＵＰＧＭＡ)ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＩＳＳＲ ｃｌｕｓｔｅｒ

２. ４　 ３３ 份绿豆种质资源的主成分分析

利用 ＮＴＳＹＳｐｃ２. １ 对 ３３ 个绿豆种质资源进行

主成分分析ꎬ绘制三维主成分分析图(图 ４)ꎮ 第 １

主成分的贡献率为 １４. ０２％ ꎬ第 ２ 主成分的贡献率

为 １３. ２０％ ꎮ 该图将 ３３ 个绿豆资源分为 ２ 个部分ꎬ
第 １ 个部分是 ２８ 个供试的非抗虫品种ꎬ第 ２ 个部分

１８２１
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是供试的 ５ 个抗虫品种ꎮ 该结果与 ＵＰＧＭＡ 聚类分

析的结果基本一致ꎮ

图 ４　 ３３ 个绿豆种质资源的三维 ＰＣＡ 分析图

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ３３ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔｅ

３　 结论与讨论

ＩＳＳＲ 标记具有可检测基因组多位点差异的特

性ꎬ是分析作物种质资源遗传多样性的一种有效手

段ꎮ 本试验利用筛选出的 １０ 条 ＩＳＳＲ 引物对 ３３ 份

绿豆进行了遗传多样性分析ꎬ共检测到 １１８ 个位

点ꎬ多态性位点比例达 ９８. １８％ ꎬ说明供试绿豆基因

组 ＤＮＡ 遗传差异明显ꎬ多态性高ꎬ该分子标记技术

是一种有效且可靠的用于绿豆种质资源间遗传多样

性分析的技术和手段ꎬ可较好地揭示参试种质的遗

传多样性ꎮ 这与倪穗等[１５] 利用 ＩＳＳＲ 技术分析 ２０
个茶花品种遗传关系的 ＩＳＳＲ 分析的研究结论基本

一致ꎮ
供试 ３３ 个绿豆种质的聚类分析结果表明ꎬ第Ⅰ

类群除 １ 个河北品种外ꎬ其余均为东北地区的品种ꎬ
第Ⅱ类群全部为中西部地区的品种ꎬ第Ⅲ类群为泰

国品种ꎬ第Ⅳ类群除 ２ 个山东品种外ꎬ均为北部内蒙

古品种ꎬ可见 ＩＳＳＲ 类群的划分与绿豆的地理来源有

一定的相关性ꎮ
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