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摘要：为探明弥勒市８个主栽葡萄品种的亲缘关系，研究以这８个葡萄品种为材料，利用 ＩＳＳＲ分子标记技术进
行基因组多态性检测，从４０条ＩＳＳＲ随机引物中筛选出１０条用于ＩＳＳＲ扩增．结果显示，筛选出的这１０条引物共
扩增出８１条谱带，其中６６条为多态性谱带，多态性百分率较高，为７９９％；根据ＩＳＳＲ的扩增结果进行相似性系
数分析，８个葡萄品种的遗传相似性系数在０５０～０７８之间，平均为０６４７；通过ＵＰＧＭＡ进行聚类分析，在遗传
相似性系数为０５８处，８份试材分为２大类群，其中第１大类群包含３份欧美杂种品种和１份未知来源品种，第
２大类群包含４份欧亚种品种．由此推测未知来源的这一品种属于欧美杂交种品种．
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　　葡萄属植物在数万年前已遍布北半球，为起源
最古老的被子植物之一，由于大陆分离和冰河时期

的影响，发展形成了６０多个种［１］，分布于世界温带

或亚热带地区．我国约有 ３８个种，其中葡萄（Ｖｉｔｉｓ
ｖｉｎｉｆｅｒａＬ）是世界著名的水果和酿酒原料，栽培历
史悠久［２］．据统计［３］全世界葡萄品种有 ８０００个以
上，但这很可能并不符合实际情况，因为不同地区及

国家之间交流频繁，引种中误命名及重命名的情况

多有发生，同名异物或同物异名现象十分普遍［４］．另
外，种系间尤其是芽变系间的差异并不十分明显，也

给品种的区分带来困难．过去主要采用的形态鉴别
法容易受到环境条件和观察者主观因素的双重影

响，而且形态鉴别一般需要涉及果实经济性状，在结

果之前难以进行［４］，但通过ＤＮＡ标记技术可以较好
地解决这一问题．

开展对果树同一种中的不同品种的亲缘关系

及遗传多样性研究，对果树种质资源收集、核心种

质保存、乃至新品种的选育均具有十分重要的意

义，特别是像葡萄这类品种繁多的果树［５］．在各应
用广泛的 ＤＮＡ分子标记中，来源于植物基因组中
丰富的简单序列重复的 ＩＳＳＲ（英文全写为 ｉｎｔｅｒ
ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ），是一种
由２～４个随机的核苷酸锚定在微卫星序列的３’
或５’端组成的单引物进行重复序列间 ＤＮＡ的
ＰＣＲ扩增［６］．与之前的 ＲＦＬＰ和 ＲＡＰＤ标记技术相
比，ＩＳＳＲ标记技术操作简便、易于掌握，仅需使用
少量的模板 ＤＮＡ，所得到的结果可重复性高．正是
由于这些优点，该标记被广泛地应用于分析果树

种间或品种间的亲缘关系［７］、分析遗传多样性［８］、

确定各种果树的核心种质、鉴定果树新品种［９－１０］

及构建遗传连锁图谱等［１１－１２］．本研究通过改良
ＣＴＡＢ法从葡萄幼叶中提取基因组 ＤＮＡ，然后应用
操作简便的 ＩＳＳＲ分子标记技术，研究了云南省弥
勒市东风管理局主栽的 ８个葡萄品种的亲缘关



系，从 ＤＮＡ水平上为评价葡萄品种资源的遗传多
样性及确定核心种质提供理论依据．

１　材料与方法

１１　试验材料
试验材料来源于云南省弥勒市东风管理局，其

中包括３个欧美杂种品种、４个欧亚种品种和１个
未知来源品种，见下表１．试验在云南大学植物遗传
育种与改良实验室进行．
１２　基因组ＤＮＡ的提取及检测

采用改良 ＣＴＡＢ法从葡萄幼叶中抽提基因组
ＤＮＡ．具体方法如下：１）称取０１～０２ｇ葡萄幼叶
于研钵中，加入少量液氮、ＰＶＰ及 β巯基乙醇充分
研磨成糊状，再加入８００μＬ６５℃预热的２×ＣＴＡＢ，

充分混匀后转入 ２ｍＬ离心管；２）６５℃中水浴
３０ｍｉｎ，并轻轻摇动几次；３）加入等体积的氯仿／异
戊醇［Ｖ（氯仿）∶Ｖ（异戊醇）＝２４∶１］，室温放置
１０ｍｉｎ；４）１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ；５）取上清
液于另一支１５ｍＬ的离心管中，重复步骤３）和４）；
６）取上清加入２／３体积（－２０℃预冷）异丙醇，颠倒
混匀，可看到絮状ＤＮＡ沉淀，置于 －２０℃冰箱２ｈ；
７）１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，弃上清，再用体积
分数为７０％乙醇５００μＬ清洗沉淀，８０００ｒ／ｍｉｎ离心
２ｍｉｎ，弃上清；８）将沉淀风干后溶于３００μＬＴＥ，加
入１μＬＲｎａｓｅＡ液，３７℃水浴 ３０ｍｉｎ；９）取出后
１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，取上清，重复步骤６）
和７）；１０）将所得 ＤＮＡ溶于１００μＬＴＥ中，－２０℃
保存备用．

表１　葡萄材料

编号 品种名称 来源 采集地

１ 玫瑰蜜（Ｒｏｓｅｈｏｎｅｙ） 欧美杂交种（ＥｕｒｏＡｍｅｒｉｃａｎｈｙｂｒｉｄｓ）

２ 水晶（Ｓｈｕｉｊｉｎｇ） 欧美杂交种（ＥｕｒｏＡｍｅｒｉｃａｎｈｙｂｒｉｄｓ）

３ 红玫瑰（Ｒｅｄｒｏｓｅ） 欧美杂交种（ＥｕｒｏＡｍｅｒｉｃａｎｈｙｂｒｉｄｓ）

４ 红地球（Ｒｅｄｇｌｏｂｅ） 欧亚种（ＶｉｔｉｓＶｉｎｉｆｅｒａ）

５ 京秀（Ｊｉｎｇｘｉｕ） 欧亚种（Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ）

６ 青提 （Ｑｉｎｇｔｉ） 欧亚种（ＶｉｔｉｓＶｉｎｉｆｅｒａ）

７ 早黑蜜（Ｚａｏｈｅｉｍｉ） 欧亚种（Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ）

８ 超级无核（Ｃｈａｏｊｉｗｕｈｅ） 未知（Ｕｎｋｎｏｗｎ）

１～８来自云南省弥勒市东风管理局

　　取５μＬ提纯后的ＤＮＡ溶液，于１０％琼脂糖凝
胶（含ＥＢ０５％）电泳，在紫外透射反射分析仪下观
察分析其ＤＮＡ的质量浓度与纯度．
１３　ＤＮＡ扩增和电泳

采用２０μＬ反应体系，其中含１１８μＬｄｄＨ２Ｏ，
２μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，０１５ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ，１５ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶，４０ｎｇ模板 ＤＮＡ，
０５μｍｏｌ／Ｌ引物．

ＩＳＳＲ引物由北京奥科生物技术公司合成，序列
由加拿大哥伦比亚大学（ＵＢＣ）提供［１３］．其余本试验
用于ＩＳＳＲＰＣＲ扩增的 ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＭａｒｋｅｒＤＬ
２０００以及ｄＮＴＰｓ由上海生物工程公司提供．

ＰＣＲ反应在德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司生产的ＰＣＲ仪
上进行，程序设置为：预变性５ｍｉｎ９４℃→变性３５ｓ
９４℃（３５个循环）→退火４５ｍｉｎ５２℃（３５个循环）
→延伸１ｍｉｎ７２℃（３５个循环）→延伸７ｍｉｎ７２℃→
４℃保存．扩增后的产物在质量浓度为 ０５μｇ／ｍＬ
ＥＢ的１２％琼脂糖凝胶上进行电泳分离，在紫外透
射反射仪下观察，数码拍照，人工记录数据．
１４　试验数据的获得与分析

根据各ＩＳＳＲ分子标记在相同电泳迁移率，即相
同相对分子质量片段的有无进行统计，得到所有位

点的二元数据，扩增出 ＤＮＡ条带的记为１，没有扩
增出条带的记为０．相似性系数用 ＮＴＳＹＳｐｃ２１０ｅ

软件进分析，聚类分析（ＵＰＧＭＡ）用非加权配对算术
平均法，最后绘制亲缘关系树系图．

２　结果与分析

２１　提取的基因组ＤＮＡ检测结果及多态性分析
由下图１可看出，从１～８号试验材料中均抽提

出了ＩＳＳＲ分子标记所需的基因组 ＤＮＡ，其中４号
和８号试材的ＤＮＡ提取质量浓度较高，而２号和５
号的质量浓度较低，各试验材料的ＤＮＡ样品质量浓
度和纯度均达到了ＩＳＳＲＰＣＲ的要求，可用于扩增．

ＩＳＳＲ引物筛选使用的材料是４号和８号葡萄
品种，用这两个品种的材料对４０条 ＩＳＳＲ引物进行
了筛选，其中扩增条件清晰、多态性条带较高的有

１０条，因此确定用这１０条引物进行本试验葡萄材
料的扩增（见下表２）．这些筛选出的引物能够扩增
出清晰的谱带，且具有丰富的多态性（见下图２）．这
１０条引物共扩增出８１条谱带，其中多态性谱带为
６６条，多态性百分率为７９９％．在这１０条引物中，
所有引物扩增所获得的谱带数在４～１２条之间，平
均为８条，扩增后所获得的 ＤＮＡ片段长度在１００～
３０００ｂｐ之间，其中多数片段长度为５００～２０００ｂｐ．
引物 ＩＳＳＲ２３扩增谱带数最多，其碱基序列号为
（ＣＴ）８（ＡＧ）Ｇ，扩增出１２条谱带；扩增谱带数最少
的引物为ＩＳＳＲ２２，碱基序列号为（ＣＴ）８Ｔ，扩增出的
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谱带数为 ４条．其中，多态性百分率最高的引物为
ＩＳＳＲ０６，碱基序列号为（ＣＴ）８（ＡＧ）Ｃ，多态性达
１００％；多态性最低的为ＩＳＳＲ３２，碱基序列号为（ＣＡＣ

ＧＡＣ）４，多态性为６７％．由此可见，通过ＩＳＳＲ分子标
记技术分析葡萄品种遗传多样性的效率较高，试验结

果也反映了葡萄品种的遗传多样性极为丰富．

表２　不同引物的碱基序列及ＩＳＳＲ扩增结果

引物编号 引物碱基序列（５－３）／％ 扩增总带数／条 多态性带数／条 多态性位点百分率／％

ＩＳＳＲ０６ （ＣＴ）８（ＡＧ）Ｃ １０ １０ １００

ＩＳＳＲ２１ （ＣＴ）８（ＡＧ）Ｔ １１ ９ ８２

ＩＳＳＲ２２ （ＣＴ）８Ｔ ４ ３ ７５

ＩＳＳＲ２３ （ＣＴ）８（ＡＧ）Ｇ １２ １０ ８３

ＩＳＳＲ２５ （ＡＧ）８ＣＧ ９ ７ ７８

ＩＳＳＲ２６ （ＧＡ）８（ＣＴ）Ｇ ８ ６ ７５

ＩＳＳＲ２８ （ＧＴ）８（ＣＴ）Ｃ ９ ８ ８９

ＩＳＳＲ３０ （ＴＧ）８（ＡＧ）Ｇ ５ ４ ８０

ＩＳＳＲ３１ （ＣＡ）Ｇ５ ７ ５ ７１

ＩＳＳＲ３２ （ＣＡＣＧＡＣ）４ ６ ４ ６７

总计 ８１ ６６ ７９９

平均 ８１ ６６ ７９９

２２　聚类分析
下表３显示，８份葡萄材料的遗传相似系数在

０５０～０７８之间，平均为０６４７．其中，玫瑰蜜和水晶
的遗传相似性系数最大，为０７７７８；玫瑰蜜和青提的
遗传相似性系数最小，为０５０６３．由下图３可知，８份
葡萄品种在遗传相似性系数为０５８处被分为２大类
群．第１大类群包含玫瑰蜜、水晶、红玫瑰等３个欧美
杂交种品种和１个未知来源的品种超级无核．在第１
类群中，欧美杂交种葡萄间的平均遗传相似性系数为

０６８３，其中玫瑰蜜和水晶最大，为０７７７８；红玫瑰与
玫瑰蜜及红玫瑰与水晶的遗传相似性系数相同，均为

０６９１３；而超级无核与水晶较小，为０６５４３．第２大
类包含红地球、京秀、青提、早黑蜜等４个欧亚种品
种，其中青提与早黑蜜的遗传相似性系数最大，为

０７４０７；红地球与京秀次之，为０７１６０；而红球和青
提则最小，为０６６６７．由于未知来源的葡萄品种超级
无核与欧美杂交种品种聚为一类，因此可初步推测该

品种也来源于欧美杂交种品种．

表３　８个葡萄品种的相似系数矩阵

材料 玫瑰蜜 水晶 红玫瑰 红地球 京秀 青提 早黑蜜 超级无核

玫瑰蜜 １０００００００

水晶 ０７７７７７７８ １０００００００

红玫瑰 ０６９１３５８０ ０６９１３５８０ １０００００００

红地球 ０５９２５９２６ ０５６７９０１２ ０５８０２４６９ １０００００００

京秀 ０６０４９３８３ ０５８０２４６９ ０６４１９７５３ ０７１６０４９４ １０００００００

青提 ０５０６１７２８ ０５３０８６４２ ０５４３２０９９ ０６６６６６６７ ０７２８３９５１ １０００００００

早黑蜜 ０５９２５９２６ ０５９２５９２６ ０６２９６２９６ ０７０３７０３７ ０６９１３５８０ ０７４０７４０７ １０００００００

超级无核 ０７０３７０３７ ０６５４３２１０ ０６９１３５８０ ０６９１３５８０ ０６７９０１２３ ０６０４９３８３ ０７１６０４９４ １０００００００

５２第６期　　　　　　　　张永福，陈泽斌，彭声静，等：弥勒市８个主栽葡萄品种亲缘关系的ＩＳＳＲ鉴定



３　结论与讨论

目前，已有较多的研究［１４１６］报道了应用 ＲＦＬＰ，
ＲＡＰＤ，ＡＦＬＰ和 ＳＳＲ等分子标记技术对葡萄品种进
行鉴定，并分析各品种间的遗传多样性及亲缘关系

等．为了构建 ３０个葡萄砧木品种的系统进化树，
Ｃｕｉｓｓｅｔ等［１５］通过ＲＡＰＤ分子标记技术进行分析，结
果发现ＲＡＰＤ分子标记所获得的进化树与形态学结
果相符，正确反映了供试品种之间的亲缘关系．
Ｂｏｗｅｒｓ等［１４］利用４９个 ＲＦＬＰ分子标记，分析了３４
个葡萄品种的遗传相似性系数，发现供试品种之间

的平均相似系数为０６９６，其中３３个欧洲种的葡萄
品种平均相似性系数为０７０５，最高达０９５２．此外，
还利用ＳＳＲ分子标记技术成功地鉴定了葡萄酿酒
品种ＣａｂｅｒｎｅｔＳａｕｖｉｇｎｏｎ的亲本［１６］．

到目前为止，仅有较少的研究通过ＩＳＳＲ标记技
术分析葡萄品种的遗传多样性．Ｍｏｒｅｎｏ等［１７］报道了

利用２种电泳方法和１２个ＩＳＳＲ引物均不能在不同
来源的１２个变异葡萄品种单株中检测到多态性，可
见，这些单株虽然表现型发生了改变，但其基因型发

生的分化还不明显．此外，为了分析山葡萄、欧亚种
与美洲种 ３者之间的遗传距离，唐宇宏等［１８］通过

ＩＳＳＲ标记技术对黑龙江西部的９个葡萄品种进行分
析，并较好的将其区分开来．本研究选取云南省弥勒
市东风管理局栽培的８个葡萄品种，利用ＩＳＳＲ分子
标记技术探讨了这８个品种的亲缘关系，结果表明，
未知来源的１个品种超级无核与３个欧美杂交种品
种聚合成一大类群，从而推测该品种也属于欧美杂

交种品种，这与其形态特征的分析结果一致．欧美杂
种的３个品种玫瑰蜜、水晶、红玫瑰在遗传相似系数
为０６８处分为两个亚类，玫瑰蜜与水晶遗传相似性
系数最大，为０７７８，二者聚为一组，红玫瑰单独聚
为一组．欧亚种的４个品种红地球、京秀、青提、早黑
蜜在遗传相似性系数为０６８６处分为两个亚类，红
地球与京秀聚为一组，说明这两个品种的遗传相似

性系数相对较大，青提与早黑蜜聚为另一组，也说明

两者的遗传相似系数也相对较大．本研究表明，可通
过ＩＳＳＲ分子标记技术对葡萄种质资源及品种之间
的亲缘关系进行分析及分类，为葡萄新品种选育及

杂种亲本的选择选配提供理论依据．
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