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菜豆种质资源的 ISSR 分析及特异性标记的筛选

杨 晶，张金鹏，张晓旭，毛伟东，张广臣 *

(吉林农业大学园艺学院，长春 130118)

摘 要：采用 ISSR 分子标记技术对吉林省各科研院所近年审定和主栽的 36 份菜豆种质的遗传多样性进

行研究。从 100 个引物中筛选出可扩增出清晰稳定条带、重复性好的 20 个引物对 36 个菜豆品种的基因组

DNA 进行 PCR 扩增。采用 NTSYSpc2.10 软件计算遗传相似系数，利用 UPGMA 方法进行聚类分析。结果表明：

20 个引物共扩增出 87 条带，其中多态性谱带 76 条，多态性比率为 87.36%，多态性较高。36 个品种间遗传相

似系数在 0.65~0.89 之间。利用 UPGMA 法可将供试菜豆分为 4 大类，聚类结果显示，菜豆种质资源间的亲缘

关系与来源地的相关性较为紧密，20 号菜豆与其他品种的遗传距离相对较远。引物 840 为 20 号品种的特异性

标记，在 1 100 bp 处多出一条谱带；引物 861 为 27 号品种的特异性标记，在 1 000 bp 处有一条谱带缺失；引

物 846 为 31 号品种的特异性标记，在 1 050 bp 处有一条谱带缺失。3 个引物针对 20、27、31 号品种的特异性

标记可将 3 个品种快速从所有供试的 36 个菜豆品种中鉴别出来。
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Analysis of Common Bean Germplasms Using
ISSR and Screening of Specific Markers

YANG Jing, ZHANG Jing-peng, ZHANG Xiao-xu, MAO Wei-dong, ZHANG Guang-chen*

(College of Horticulture, Jilin Agricultural University, Changchun 130118，China)

Abstract: ISSR marker was used to identify the genetic diversity and relationship of 36 common bean

cultivars collected from the scientific research institutes in Jilin Province. 20 primers were screened out from

the 100 ISSR primers. The genetic similarity coefficients were calculated with NTSYSpc2.10 and the cluster

analysis was conducted by UPGMA. The results showed that 87 DNA fragments were amplified by PCR, a-

mong which 76 ones were polymorphic and the polymorphism frequency was 87.36%. The results showed that

there was relatively high genetic diversity among the accessions. The values of genetic similarity coefficients

among the accessions were between 0.65 and 0.89. The 36 common bean accessions were divided into four

groups by UPGMA, the cluster analysis conducted with UPGMA showed that the clustering results were

closely correlated with the source of common bean and the genetic distance between cultivar No.20 and other

cultivars was relatively remote. The specific makers of cultivar No.20 based on primer 840 amplified an extra

band in 1100bp, the specific makers of cultivar No.27 based on primer 861 amplified an absent band in

1000bp, and the specific makers of cultivar No.30 based on primer 846 amplified an absent band in 1050bp. 3

specific makers could quickly identify cultivar no.20, No.27 and No.31 from all the 36 common bean varieties.
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1 紫花地豆

2 园丰 905

3 园丰 907

4 九架 10

5 九架 11

6 九架 12

7 九架 13

8 九架 14

9 九架 15

10 九架 16

11 挂满架

12 五常大油豆

13 将军大油豆

14 宽大马掌

15 五常油豆

16 江东宽

17 白云丰

18 油豆
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吉林市农业科学院园艺所

19 紫将军 吉林市农业科学院园艺所

20 紫花皮 吉林市农业科学院园艺所

21 紫喙油豆 吉林省蔬菜花卉科学研究院

22 黄玉油豆 吉林省蔬菜花卉科学研究院

23 绿帘油豆 吉林省蔬菜花卉科学研究院

24 吉丰油豆 吉林省蔬菜花卉科学研究院

25 长农菜豆 1 号 长春市农业科学院园艺所

26 长农菜豆 2 号 长春市农业科学院园艺所

27 吉农油豆 1 号 吉林农业大学园艺学院

28 弯脊 吉林农业大学园艺学院

29 江源架豆 吉林农业大学园艺学院

30 脊豆 吉林农业大学园艺学院

31 黄金勾 吉林农业大学园艺学院

32 将军一点红 吉林农业大学园艺学院

33 九月青 吉林农业大学园艺学院

34 家雀蛋 吉林农业大学园艺学院

35 吉菜豆 1 号 吉林省农科院经济植物研究所

36 吉菜豆 2 号 吉林省农科院经济植物研究所

编号 品种 来源 编号 品种 来源

表 1 供试菜豆的编号、品种、来源

菜豆(Phaseolus vulgaris L.)是重要的粮食作物

和蔬菜作物，在世界范围内广泛栽培，而我国食荚菜

豆的产量居世界首位[1]。2006 年，菜豆在我国的播种

面积达 59.52 万 hm2，总产量达 1 444.6 万 t，平均每

1 hm2 产量达 24 300 kg[2]。菜豆已成为我国重要的出

口农产品，在种植业结构调整、旱地农业发展以及出

口创汇中具有重要作用[3]。我国菜豆的种质资源遗传

基础相对狭窄，筛选优质种质需选择遗传差异大，亲

缘关系较远的亲本杂交，因此对其亲缘关系及遗传

多态性深入研究对育种工作意义重大。
ISSR(Inter-Simple Sequence Repeats)是一种

简单重复序列区间扩增多态性分子标记技术 [4]，

它结合了 SSR 和 RAPD 分子标记的优点，具有重

复性好、稳定性较高和多态性高等特点[5]，已应用

于豆科作物如长豇豆[6]、花生[7]、苜蓿[8]、蚕豆等[9]，

以及蔬菜作物如薹菜[10]、菜心[11]、苦瓜[12-13]、茄子[14]

等的亲缘关系及遗传多态性的研究，但应用于菜

豆的研究较少。本试验利用 ISSR 分子标记技术对

36 份菜豆种质的遗传多样性进行了研究，以期对

其种源鉴定及亲缘关系分析提供参考。

1 材料与方法
1.1 材料

供试材料为吉林省各科研院所近年审定和个

别吉林省主栽的菜豆品种 36 个(表 1)，于 2013 年

1 月种植于吉林农业大学园艺学院人工气 候 箱

内。待真叶展开后，从每份材料选取 5 株，取新鲜

叶尖混合后于液氮中速冻，保存于 -80℃冰箱。

1.2 DNA 提取和 ISSR 扩增

采用新型植物基因组 DNA 提取试剂盒提取

36 份菜豆的总 DNA。ISSR-PCR 反应程序在参考

文献[15]反应体系基础上稍加改进，即反应总体

积为 25μL，其中 dNTP 浓度为 0.15 mmol·L-1，引

物浓度为 0.5μmol·L-1，模板 DNA45ng，Taq 酶为

1.5U，Mg2+ 浓度 2 mmol·L-1，10×Buffer2.5μL，其

他成分为无菌双蒸水。
试验所用 ISSR 引物序列参照加拿大哥伦比

亚大学(UBC)公布的序列设计，由上海生工生物技

术公司合成。选取 2 个形态差异大的菜豆品种的

DNA 样品，即紫花地豆和九架 15，用 100 个引物

分别对其扩增，筛选出多态性好，稳定性高且清

晰，扩增条带不少于 3 条的引物。使用梯度 PCR

仪优化所选引物的退火温度[16]，以给定引物 Tm 值

为中心温度，温度梯度范围为 12℃，从自动形成

的 8 个梯度中选出各引物最适退火温度。
ISSR-PCR 的产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳

检测，用凝胶成像仪拍照记录。
1.3 扩增条带的统计与数据分析

ISSR 为显性标记，同一引物扩增产物中电泳迁

移率一致的条带被认为具有同源性，电泳图谱中的
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图 1 引物 823 对 36 个品种的扩增结果

M. DL2000 DNA Marker; 图 3, 4, 5 同。

表 2 引物退火温度及扩增结果

引物 序列(5'-3') 退火温度 Tm 扩增总带数 多态性带数 多态性(%)

812 (GA)8A 57.9 52.18 4 4 100

818 (CA)8G 51.8 54.59 4 4 100

823 (TC)8C 51.8 54.59 4 2 50

824 (TC)8G 48.9 54.59 3 3 100

834 (AG)8YT 50.8 53.88 5 5 100

835 (AG)8YC 53.8 56.16 4 3 75

840 (GA)8YT 56.9 53.88 6 6 100

842 (GA)8YG 58.8 56.16 3 3 100

846 (CA)8RT 47.9 53.88 4 3 75

856 (AC)8YA 56.9 53.88 6 5 83.33

857 (AC)8YG 56.4 56.16 5 4 80

860 (TG)8RA 53.4 53.88 5 4 80

861 (ACC)5 64.5 61.86 4 2 50

867 (GGC)5 71.0 75.52 4 3 75

880 (GGAGA)3 56.9 53.57 5 5 100

881 (GGGGT)3 61.3 61.77 6 6 100

888 BDB(CA)7 58.9 53.80 3 2 66.67

895 AGAGTTGGTGGTACGTCTTGAT 56.4 55.75 4 4 100

899 CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA 63.4 58.12 4 4 100

900 ACTTCCACAGGTTAACACA 63.4 58.01 4 4 100

总数 87 76 87.36

每 1 个条带均被视为 1 个分子标记(marker)，并代

表一个引物的结合位点 [17]。本试验以 DNA2000

Marker 对比，选择清晰、可重复的谱带记录，同一引

物的同一位点有带记作“1”，无带记做“0”，用 Excel

软件构建原始的 0-1 矩阵。利用 NTSYSpc 2.10 软

件计算遗传相似系数并进行聚类分析。

2 结果与分析
2.1 ISSR 扩增结果分析

利用 2 个表型差异较大的材料对 100 个 IS-

SR 引物进行了筛选，筛选出 20 条条带清晰，重复

性好，多态性高的引物(表 2)，通过退火温度梯度

试验，明确了这些引物的最适退火温度，由表 2 可

见引物的最适退火温度较其 Tm 值上下浮动 6℃

以内。利用这 20 个引物对 36 个菜豆品种进行

ISSR-PCR 扩增，总计获得 87 个位点，其中多态

性位点 76 个，多态性百分比为 87.36%；其中多态

性信息含量最少的为引物 823，多态性信息含量

为 50%，多态性信息含量最多的为引物 812、引物

818 等 11 个引物，多态性信息含量为 100%。20

个引物扩增的条带数在 2 条至 6 条之间，平均为

3.8 条(表 2)。

2.2 聚类结果分析

36 个 菜 豆 品 种 之 间 遗 传 相 似 系 数 最 小 为

0.65，最大的可达 0.89。聚类分析结果表明，在遗

传相似系数为 0.68 处，将 36 个菜豆品种分为 4

大类。从图 2 可以看出，第一类群：吉林市农业科

学院园艺所提供的 1～17 号品种，此类群的遗传

相似系数在 0.72～0.87 之间，其中遗传相似系数

最大的是品种 11 和品种 13 为 0.87；第二类群：

吉林省蔬菜花卉科学研究院提供的 21～24 号品

种与吉林市农业科学院园艺所提供的 18，19 号品
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图 3 ‘紫花皮’的特异性标记

图 4 ‘吉农油豆 1 号’的特异性标记

图 2 基于 ISSR 标记构建的 36 份菜豆品种的聚类树状图

种，此类群的遗传相似系数在 0.77～0.84 之间，虽

然品种 18,19 来源地相同，但在相似系数为 0.79 处

才可聚为一类；第三类群：长春市农业科学院园艺所

提供的 25，26 号品种及吉林农业大学园艺学院提

供的 27～34 号品种，此类群的遗传相似系数在

0.70～0.89 之间；第四类群：吉林省农业科学院经济

植物研究所提供的 35，36 号品种及吉林市农业科

学院园艺所提供的 20 号品种聚为一类，此类群的遗

传相似系数在 0.71～0.81 之间，在遗传相似系数为

0.71 处，20 号品种单独聚为一类。

2.3 菜豆品种的 ISSR 特异性标记

在所有扩增的 ISSR 条带中，部分条带为不同

品种所特有，可作为 ISSR 分子标记的特征性条

带，根据这些特征性条带可以将相应的品种从 36

个品种中快速辨别出来，其余材料可通过各引物

扩增的差异带区分[18]。本试验得到了以下 3 个特

异性分子标记。
2.3.1 ‘紫花皮’(编号 20)的特异性标记

图 3 为 引 物 840 对 36 个 菜 豆 品 种 的 IS-

SR-PCR 扩增，如箭头所示，与其他 35 份种质相

比，20 号菜豆在 1100bp 处多出一条谱带。可以确

定此为‘紫花皮’基于引物 840 的特异性标记。

2.3.2 ‘吉农油豆 1号’(编号 27)的特异性标记
图 4 为引物 861 对 36 个菜豆品种的扩增结

果，如箭头所示，与其他 35 份种质相比，27 号菜

豆在 1 000 bp 处有一条谱带缺失。可以确定此

为‘吉农油豆 1 号’基于引物 861 的特异性标

记。
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图 5 ‘黄金勾’的特异性标记

2.3.3 ‘黄金勾’(编号 31)的特异性标记
图 5 为引物 846 对供试菜豆品种的扩增结

果，如箭头所示，与其他 35 份种质相比，31 号菜

豆在 1050 bp 处有一条谱带缺失。可以确定此为

‘黄金勾’基于引物 846 的特异性标记。

3 讨 论
3.1 菜豆的种质资源分析

对菜豆的 ISSR 标记结果分析可知，36 个菜

豆品种扩增条带的多态性比率为 87.36%，但 36

个菜豆品种间的相似性系数变幅较小，可能与菜

豆为闭花自花授粉作物有关[20]，可能还与吉林省

的相对单一的气候条件有关，有必要进一步拓宽

选种地范围，更为全面地评价菜豆的遗传多态性。
从聚类结果分析可以看出，同一来源地的菜

豆大多聚为一类，这与李恩香等[19]的研究结果一

致，可能与材料所处的地理位置相似及育种目标

相近有关。而 20 号菜豆品种在相似系数为 0.71

处单独聚为一类，说明与其他菜豆品种的遗传距

离相对较远。1 号菜豆为矮生品种，其在相似系数

为 0.86 处 才 可 单 独 聚 为 一 类 (此 处 有 问 题 ，在

0.86 处，很多品种都是单独一类)，可能因为此品

种与同源地其他品种间亲缘关系较近。
3.2 菜豆品种的特异性标记

分子标记技术可以揭示不同品种之间的亲缘

关系远近，可为杂交育种中亲本的选配提供极有

价值的信息。由于受取材、时间、环境、人为等因素的

影响，传统的形态特征很难鉴定品种及其来源[21]，分

子标记技术是通过大量引物的筛选，使一些种显

示出特异性条带，以作为鉴定、区别品种的依据之

一[22]。本试验采用 ISSR 分子标记技术，扩增出了

20、27 以及 31 号品种的特异性条带，可将这 3 个

品种快速地从所有供试的 36 个菜豆品种中鉴别

出来。
对菜豆品种亲缘关系的研究，还应结合其形

态特征、生理生化特性及其他分子标记技术等综

合分析，可得到更全面的认识。
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可溶性糖和维生素 C 是衡量枣果营养品质的

2 个重要指标，其含量高低决定枣果营养价值和

口感，进而影响枣果的商品价值。在一定氮素施用

水平固定的基础上，增施磷肥和钾肥能显著提高

红枣产量，同时也有利于红枣果实品质的提高。由

表 3 可以看出，不同氮磷钾施肥配比对骏枣果实

内在品质产生了一定影响。适量施用磷肥 (F13)

能显著提高红枣果实中可溶性糖含量，增幅为

4.0%，与不施磷处理(F12)相比差异显著。这可能

是适量施磷促进红枣果实糖分的运输和积累。在

肥料三要素中，钾素对果实品质的改善最为有利，

有“品质元素”之称[7]，从表 3 可知，增施钾肥能提

高红枣果实中 Vc 含量，F14、F15 与不施钾处理

(F13)有显著差异。
在滴灌条件下施用氮、磷、钾肥对提高红枣果

实产量与改善品质有较大作用。在滴灌水量确定

的条件下，氮、磷是影响产量的主要因素，钾是影

响品质的主要因素。本研究仅设计氮、磷、钾施肥

配比在红枣生产上进行初步研究，综合分析表明，

处理 3 效果为佳。
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