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摘要：【目的】采用简单重复序列间扩增 (ISSR) 和相关序列扩增多态性 (SRAP) 等 2 种标记技术分析不同种源白及

Bletilla striata 样本的遗传多样性水平和遗传关系，为白及种质的鉴定、分类、保护和开发提供理论依据。【方法】从

100 个 ISSR 引物和 238 对 SRAP 引物组合中筛选出多态性高、扩增条带清晰、重复性好的引物进行聚合酶链式反应

(PCR) 扩增，用 Popgene 32.0 计算来自浙江、云南、贵州和四川等省 32 个不同种源白及的遗传多样性参数和遗传距离，

用 NTSYS-pc 2.10e 进行聚类分析。【结果】从 100 个 ISSR 引物中筛选出 11 个多态性较好的引物，共扩增出 188 个条

带，平均每个引物扩增出 17.09 个条带，其中多态性位点 174 个，占总扩增片段的 92.20%；从 238 对 SRAP 引物组合中

筛选出 11 对多态性较好的引物组合，共扩增出 216 个条带，平均每个引物扩增出 19.64 个条带，其中多态性位点

202 个，占总扩增片段的 93.52%。综合 ISSR 和 SRAP 的标记结果发现：四川白及种源的遗传多样性水平最高，贵州最

低；非加权组平均法 (UPGMA 聚类) 和主坐标分析 (PCoA 分析) 结果显示：聚为一类的白及种源大多来自同一省份，云

南省与四川省白及种源的遗传距离较近，浙江省和贵州省白及种源的遗传距离较近，说明遗传距离与地理距离存在一定

的重合，但并不呈正相关。【结论】本研究所选白及种源间具有较高的遗传多样性，ISSR 和 SRAP 标记技术均可有效揭

示白及的遗传多样性和亲缘关系。图 4 表 4 参 25

关键词：白及；遗传多样性；简单重复序列间扩增 (ISSR) 标记；相关序列扩增多态性 (SRAP) 标记

中图分类号：S722            文献标志码：A            文章编号：2095-0756(2023)02-0321-09

Genetic diversity analysis of Bletilla striata germplasm
by ISSR and SRAP markers

WANG Jie1，ZHU Xipeng1，WANG Tengfei1，ZHU Jianjun2，LI Wenjun3，XING Bingcong1，ZHENG Ying1

（1. Zhejiang  Key  Laboratory  of  Conservation  and  Innovative  Utilization  of  Traditional  Chinese  Medicine  Resources,

Zhejiang  A&F  University,  Hangzhou  311300,  Zhejiang,  China;  2. Wenzhou  Key  Laboratory  of  Horticultural  Plant

Breeding,  Wenzhou  Vocational  College  of  Science  &  Technology,  Wenzhou  325006,  Zhejiang,  China;  3. Chengdu

Academy of Agriculture and Forestry Sciences, Chengdu 611130, Sichuan, China）

Abstract: [Objective] The objective is to analyze the genetic diversity and genetic relationship of 32 Bletilla
striata samples from different provenances by ISSR and SRAP markers,  so as to provide theoretical basis for

identification,  classification,  conservation  and  development  of B.  striata  germplasm. [Method] Primers  with
high polymorphism, clear amplification bands and good repeatability were selected from 100 ISSR primers and

238 pairs of SRAP primers for polymerase chain reaction (PCR) amplification. Genetic diversity parameters and

genetic  distance of B. striata  from 32 different  provenances in Zhejiang,  Yunnan,  Guizhou and Sichuan were 
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calculated  by  Popgene  32.0,  and  cluster  analysis  was  performed  by  NTSYS-PC  2.10e.  [Result]  11  highly
polymorphic primers were screened from 100 ISSR primers, and a total of 188 bands were amplified, with an

average of 17.09 bands per primer, among which 174 were polymorphic loci, accounting for 92.20% of the total

amplified fragments. 11 pairs of highly polymorphic primer pairs were screened from 238 pairs of SRAP primer

pairs,  and  a  total  of  216  bands  were  amplified,  with  an  average  of  19.64  bands  per  primer,  including  202

polymorphic loci, accounting for 93.52% of the total amplified fragments. Based on ISSR and SRAP markers,

the genetic diversity level of B. striata population in Sichuan Province was the highest, while that in Guizhou
Province was the lowest. UPGMA and PCoA analysis showed that the clustered B. striata samples were mostly
from the same province.  The genetic distance of B. striata population between Yunnan Province and Sichuan
Province was relatively close, and that between Zhejiang Province and Guizhou Province was relatively close,

indicating that there was a certain overlap between genetic distance and geographical distance, but there was no

positive  correlation. [Conclusion] B.  striata  provenances  selected  in  this  study  have  high  genetic  diversity.
Both ISSR and SRAP markers can effectively reveal the genetic diversity and genetic relationship of B. striata.
[Ch, 4 fig. 4 tab. 25 ref.]
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白及 Bletilla striata 为兰科 Orchidaceae白及属 Bletilla 多年生草本植物，以其干燥块茎入药，具有止

血[1]、促进伤口愈合[2]、抗菌[3]、抗病毒[4]、抗肿瘤[5] 等药理作用。此外，白及块茎含较多的胶质多糖，

具有抗衰老、美白和抗氧化[2] 等功能，因此也被广泛应用于化妆品行业。白及的花色鲜艳美丽，具有较

高的观赏价值[6]。由于白及种子无胚乳，自然萌发率低，白及的需求量与野生资源的缺乏产生了巨大的

冲突[7]，因此开展白及资源的保护及种质资源的研究工作刻不容缓。随着生物技术的发展，除了形态标

记 [8]、细胞标记 [9]、生理生化标记 [10] 等传统的标记技术外，遗传多样性研究出现了新的基于基因组

DNA水平的标记技术——分子标记。分子标记是在群体中易于跟踪和量化的基因位点，并且可能与特

定基因或性状相关[11]。与其他标记相比，分子标记具有多态性好、数量多以及高共显性、简单稳定、易

于追溯等优点[12]。简单重复序列间扩增 (ISSR)和相关序列扩增多态性 (SRAP)分子标记是针对非特异性

序列进行扩增的，因此对于白及这类基因组序列信息较为匮乏的物种而言是一种快速鉴定的方法[13]。邢

佳鑫等[14] 应用简单重复序列 (SSR)和 ISSR标记对外观较相似的白及样本进行遗传多样性分析，探索了

快速鉴定白及组培苗真伪的新方法；洪建聪等[15] 利用筛选出的 15对 SRAP引物组合将 50份白及样本分

成 6个大类；陈锦等[16] 利用 ISSR和随机扩增多态性 (RAPD)标记研究白及种质资源的遗传多样性，结

果显示：白及种源间的遗传差异与地理距离相关，还发现 ISSR不受时间和地点的限制，比 RAPD有更

高的多态性比率，结果相对更稳定可靠；孙宇龙等[17]通过 SRAP标记将 12个白及野生种源聚类成 3支

系，并发现遗传距离和地理距离间有显著正相关性，为白及野生资源的就地保护和迁地保护提供了理论

依据；WANG等[18] 使用 ISSR标记分析了白及再生植株的克隆保真度，结果发现：再生植株与母株的相

似度接近 100.0%，表明通过愈伤组织和原球茎培养的再生植株在遗传上是稳定的。

目前，同时应用 2种分子标记技术在分子水平上对白及种质资源进行的相关研究较少。本研究采用

ISSR和 SRAP分子标记技术，对从浙江省、云南省、贵州省和四川省搜集的 32个白及种源进行亲缘关

系及遗传多样性的初步分析，揭示白及个体间与种源间的遗传分化，为白及资源的保护和利用提供

参考。 

1    材料与方法
 

1.1    材料

2020年 6—7月在浙江、云南、贵州、四川等 22个地区采集 32个白及种源，并将采集到的白及叶

片洗净擦干，经液氮速冻后放置−80 ℃ 超低温冰箱备用。种源基本信息见表 1。 
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1.2    仪器与试剂

主要仪器：JXFSTPRP-24L组织快速研磨仪 (中国上海净信实业发展有限公司)、TU-100恒温金属浴

(中国上海一恒科技有限公司)、Colibri超微量分光光度计 (德国 Titertek Berthold公司)、Centrifuge 5415
R高速冷冻离心机 (德国 Eppendorf公司)、Mini-P25微孔板离心机 (中国杭州奥盛仪器有限公司)、T100
Thermal Cycler PCR仪、PowerPac HC高电流电泳仪 [伯乐生命医学产品 (中国上海)有限公司 ]、JY04S-
3C凝胶成像系统 (中国北京君意东方电泳设备有限公司)、B2042BluEye TM蓝光切胶仪 (中国苏州宇恒

生物科技有限公司)。
主要试剂：植物基因组 DNA快速抽提试剂盒 (中国上海生工生物股份有限公司)、2×Flash PCR

MasterMix(中国北京康为世纪生物科技有限公司)、10 × loading buffer、DL 15 000 DNA Marker、DL 2000
DNA Marker(日本 TAKARA公司)。β-巯基乙醇、聚乙烯吡咯烷酮 (PVP)、乙醇、氯仿、异戊醇等均为中

国上海国药集团化学试剂有限公司生产；ISSR引物和 SRAP引物由北京擎科生物科技有限公司合成。 

1.3    方法 

1.3.1    白及基因组 DNA 的提取与检测    取洁净干燥的白及嫩叶，采用植物基因组 DNA快速抽提试剂盒

提取样本 DNA，并用质量分数为 1% 的琼脂糖凝胶电泳法检测完整性，选择条带清晰明亮且无拖尾与杂

带的 DNA，用超微量分光光度计检测 DNA的浓度和纯度，结合 DNA浓度及电泳的结果，将较优的

DNA样品液用双蒸水 (ddH2O)稀释至 20 mg·L−1，放置冰箱−20 ℃ 保存备用。 

1.3.2    引物的筛选    本研究采用的 ISSR引物为哥伦比亚大学公布的第 9套 100个 ISSR通用引物序列；

SRAP引物为参考前人[19−20] 设计的 238对 SRAP引物组合，共包含 14条上游引物 (Me1~Me14)和 17条

下游引物 (Em1~Em17)。引物的筛选经过初筛和复筛 2个步骤：从 32个供试材料中选取 4个表型性状差

异较明显的材料作为样本 DNA，对引物进行初筛，选出扩增产物主带明显、条带清晰的引物。经过引

物的初筛后，选择所有样本 DNA作为模板，针对初筛后的引物进行复筛，选择多态性高、扩增条带清

晰、重复性好的引物作为本研究的引物。根据每条引物的退火温度 (Tm) ± 5 ℃ 的范围，设置 8个温度梯

度进行聚合酶链式反应 (PCR)；根据条带得出每个引物的最适退火温度。 

1.3.3    PCR 扩增    ISSR-PCR扩增体系 (20 μL)：1 μL DNA模板、1 μL引物 (20 mg·L−1)、10 μL 2×Flash
PCR MasterMix、8 μL ddH2O；ISSR-PCR扩增程序：98 ℃ 预变性 30 s；94 ℃ 变性 10 s；退火 (每个引物

的退火温度不同)15 s，72 ℃ 延伸 15 s；共 35个循环，72 ℃ 延伸 1 min，4 ℃ 保存。

SRAP-PCR扩增体系 (20 μL)：1 μL DNA模板、1 μL引物 (20 mg·L−1)、10 μL 2×Flash PCR MasterMix、
7 μL ddH2O；SRAP-PCR扩增程序：98 ℃ 预变性 30 s；94 ℃ 变性 10 s；退火 (每个引物的退火温度不

同)15 s，72 ℃ 延伸 15 s；共 38个循环，72 ℃ 延伸 1 min，4 ℃ 保存。

PCR扩增产物在含有 Gelred核酸染料的质量分数为 1.5% 的琼脂糖凝胶 1×TAE缓冲液中，130 V，

电泳 50 min后，经凝胶成像系统 (JY04S-3C)拍照保存。 

1.3.4    数据统计及分析    人工读取电泳结果数据，并进行统计处理。将条带中清晰可见以及可重复的标

记为“1”，同一位置上条带缺失或者弱带标记为“0”，形成“0、1”数据矩阵，分别得到 ISSR、
SRAP及综合两者 (SSR+SRAP)的数据。通过 Excel表格，统计每个引物或每对引物组合扩增的条带以

表 1    白及种源信息
Table 1    Source information of B. striata samples

编号 种源地 编号 种源地 编号 种源地 编号 种源地

1 浙江温州泰顺 9 云南丽江永胜 17 四川乐山沐川(2) 25 四川汶川水磨(2)

2 浙江台州天台 10 云南普洱思茅 18 四川雅安石棉 26 四川汶川水磨(3)

3 浙江衢州江山 11 云南曲靖会泽 19 四川内江东兴(1) 27 四川都江堰虹口(1)

4 浙江金华磐安 12 贵州遵义正安 20 四川内江东兴(2) 28 四川都江堰虹口(2)

5 浙江宁波象山 13 贵州黔西南安龙 21 四川内江东兴(3) 29 四川成都大邑

6 浙江杭州临安 14 贵州遵义赤水 22 四川内江东兴(4) 30 四川成都彭州(1)

7 云南红河蒙自(1) 15 贵州毕节大方 23 四川内江东兴(5) 31 四川成都彭州(2)

8 云南红河蒙自(2) 16 四川乐山沐川(1) 24 四川汶川水磨(1) 32 四川甘孜康定
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及多态性条带数，计算多态位点百分率 (PPB)，利用 Popgene 32.0软件计算等位基因数 (Na)、有效等位基

因数 (Ne)、Nei’s基因多样性指数 (H)、Shannon’s多态性信息指数 (I)、种源总基因多样性 (Ht)、种源内

基因多样性 (Hs)、基因分化系数 (Gst = 1−Hs/Ht)和基因流 (Nm)等遗传多样性参数，并计算种源间的遗传

距离和遗传一致性，使用 OmicStudio工具 (https://www.omicstudio.cn/tool)对遗传距离进行主坐标

(PCoA)分析，利用 NTSYS-pc 2.10e软件对种源进行聚类分析，并绘制非加权组平均法 (UPGMA)树状图。 

2    结果与分析
 

2.1    白及基因组 DNA质量

提取白及基因组 DNA后，经琼脂糖凝胶电泳检测 DNA质量，并通过超微量分光光度计检测其浓

度、纯度，均符合要求，可进行下一步试验。 

2.2    引物的筛选及扩增多态性 

2.2.1    ISSR 引物的筛选及扩增多态性    经过 2次筛选，共获得 11条条带清晰、多态性高且重复性好的

引物 (表 2)。11条引物共扩增出 188条条带，多态性条带有 174条，PPB 为 92.20%。11条引物平均扩增

条带数为 17.09条，平均多态性条带数为 15.82条。扩增位点数最多的引物是 UBC876，扩出了 25条条

带；其次是引物 UBC868和 UBC881，均扩增出 20条条带；扩增条带最少的引物是 UBC855，只扩增出

9条条带，PPB 为 64.71%~100.00%，其中，引物 UBC827、UBC842、UBC855、UBC876、UBC879和

UBC881的 PPB 为 100%，均表现出极高的多态性，占总引物的 54.55%；UBC880的 PPB 最低，为

64.71%。以引物 UBC876为例，它对所采集白及样本的 ISSR-PCR的扩增结果见图 1。
  

表 2    ISSR引物信息及扩增结果
Table 2    ISSR primer information and amplification results

引物编号 ISSR引物
序列

(5′→3′)
扩增条

带数/条
多态性条

带数/条
PPB/% 引物编号 ISSR引物

序列

(5′→3′)
扩增条

带数/条
多态性条

带数/条
PPB/%

1 UBC823 (TC)8C 15 12 80.00 8 UBC876 (GATA)2(GACA)2 25 25 100.00

2 UBC826 (AC)8C 18 17 94.44 9 UBC879 C(TTCAC)3 15 15 100.00

3 UBC827 (AC)8G 16 16 100.00 10 UBC880 (GGAGA)3 17 11 64.71

4 UBC842 (GA)8(C/T)G 18 18 100.00 11 UBC881 (GGGTG)3 20 20 100.00

5 UBC855 (AC)8(C/T)T 9 9 100.00 合计 188 174

6 UBC866 (CTC)6 15 12 80.00 平均 17.09 15.82 92.20
7 UBC868 (GAA)6 20 19 95.00

  

2 000 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 M 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

1 000  bp

750  bp

500  bp
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图 1    引物 UBC876 对所采集白及样本的 ISSR-PCR 扩增结果
Figure 1    Amplification results of B. striata with primer UBC876 of ISSR

  

2.2.2    SRAP 引物的筛选及扩增多态性    经过 2次筛选，共获得 11对条带清晰、多态性高且重复性好的

引物组合 (表 3)。11对引物组合共扩增出 216条条带，多态性条带有 202条，多态性比率占 93.52%，

11对引物平均扩增条带数为 19.64条，平均多态性条带数为 18.36条。引物组合 Me13-Em9扩增位点数

最多，扩出 28条条带；其次为引物组合 Me3-Em2和 Me11-Em10，均扩增出 22条条带；扩增条带最少

的引物组合为 Me12-Em6，仅扩增出 16条条带。引物的 PPB 为 83.33%~100.00%，其中，引物组合 Me9-
Em13、Me11-Em10和 Me12-Em6的 PPB 最高，均为 100.00%，占总引物的 25.93%；引物组合 Me11-
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Em12的 PPB 最低，为 83.33%。以引物组合 Me9-Em13为例，它对部分白及基因组 DNA的 ISSR-PCR的

扩增结果见图 2。
 
 

表 3    SRAP引物信息及扩增结果
Table 3    SRAP primer information and amplification results

引物

编号
SRAP引物

正向引

物(5′→3′)
反向引

物(5′→3′)
扩增条

带数/条
多态性条

带数/条
PPB/%

引物

编号
SRAP引物

正向引

物(5′→3′)
反向引

物(5′→3′)
扩增条

带数/条
多态性条

带数/条
PPB/%

1 Me1-Em12 BATA DCAT 19 17 89.47 8 Me11-Em12 BACG DCAT 18 15 83.33
2 Me3-Em2 BAAT DTGC 22 20 90.91 9 Me12-Em6 BAAA DGCA 16 16 100.00

3 Me5-Em5 BAAG DAAC 18 17 94.44 10 Me12-Em7 BAAA DCAA 17 16 94.12

4 Me6-Em2 BACT DTGC 19 16 84.21 11 Me13-Em9 BAAC DCGA 28 27 96.43

5 Me9-Em13 BACA DCTA 18 18 100.00 合计 216 202

6 Me9-Em14 BACA DCTC 19 18 94.74 平均 19.64 18.36 93.52
7 Me11-Em10 BACG DCAG 22 22 100.00

　　说明：B表示TGAGTCCAAACCGG；D表示GACTGCGTACGAATT
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图 2    引物组合 Me9-Em13 对所采集白及样本的 SRAP-PCR 扩增结果
Figure 2    Amplification results of B. striata with primer combination Me9-Em13 of SRAP

  

2.3    白及遗传距离分析

利用 Popgene 32.0软件对 32个白及种源的遗传距离和遗传一致度进行计算，表明在 ISSR研究中，

遗传一致度为 0.574 5~0.898 9，遗传距离为 0.106 5~0.554 3。遗传一致度最高的是 21号四川内江东兴

(3)和 22号四川内江东兴 (4)种源，为 0.898 9；它们的遗传距离最小，为 0.106 5，说明其亲缘关系较

近。遗传一致度最低的是 13号贵州黔西南安龙和 25号四川汶川水磨 (2)种源，它们的遗传一致度均为

0.574 5；它们的遗传距离最大，为 0.554 3，说明其亲缘关系较远。在 SRAP研究中，遗传一致度为 0.523 1~
0.810 2，遗传距离为 0.210 5~0.523 1。遗传距离最小的是 2号浙江台州天台和 3号浙江衢州江山种源；遗

传距离最大的是 4号浙江金华磐安和 30号四川成都彭州 (1)种源。综合 ISSR和 SRAP数据，遗传一致

度为 0.566 8~0.811 9，遗传距离为 0.208 4~0.567 7；遗传距离最小的是 25号四川汶川水磨 (2)和 32号四

川甘孜康定种源，遗传距离最大的是 4号浙江金华磐安和 11号云南曲靖会泽种源。 

2.4    白及遗传多样性分析

将 32个种源按地区划分为 4个群体 (浙江、云南、贵州和四川)，使用 Popgene 32.0软件分析种源的

遗传多样性指数 (表 4)。在 ISSR研究中，32个种源在物种水平上，Na 为 1.925 5，Ne 为 1.461 9，H 为

0.281 9，I 为 0.432 7，PPB 为 92.55%。在群体水平上，Na 为 1.500 0~1.792 6；Ne 为 1.317 6~1.439 3；H 为

0.182 4~0.260 7；I 为 0.271 7~0.394 0；PPB 为 50.00%~79.26%。可见，相对于物种水平而言，群体间的遗

传多样性水平较低。在 SRAP研究中，变异水平也是物种大于群体，与 ISSR研究结果相似。综合

ISSR和 SRAP数据，32个种源在物种水平上，Na 为 1.930 7，Ne 为 1.498 8，H 为0.297 1，I 为 0.450 9，
PPB 为 93.07%。在群体水平上，Na 为 1.500 0~1.834 2，平均为 1.634 9；Ne 为1.328 1~1.466 0，平均为

1.388 8； H 为 0.187 7~0.275 6，平均为 0.225 6； I 为 0.278 0~0.416 3，平均为 0.336 9； PPB 为 50.00%~
83.42%，平均为 63.49%，也是群体间的遗传多样性水平更低。其中，从 ISSR、SRAP及综合 ISSR和
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SRAP的研究结果来看，Na、Ne、H、I 及 PPB 数值

最小的均是贵州省种源，浙江省种源次之，各数值

最大的均是四川种源，说明四川白及种源具有较高

的遗传多样性，贵州白及种源遗传多样性较低。 

2.5    非加权组平均法 (UPGMA)聚类分析

利用 NTSYS-pc 2.10e软件将 32个种源的标记

结果进行聚类分析，得到相应的UPGMA树状图 (图 3)。
ISSR的 UPGMA树状图显示：32个种源的种质资

源遗传相似系数为 0.650~0.900，变幅为 0.250。其

中，在遗传相似系数为 0.680时，可将 32个白及种

源分为 4个类群：Ⅰ类群包括 26个种源，其中浙江

种源 6个，云南种源 2个、贵州种源 3个，四川种

源 15个；Ⅱ类群包括 2个云南红河蒙自种源；Ⅲ类

群仅包括 13号贵州黔西南安龙种源，Ⅳ类群包括

11号云南曲靖会泽种源、17号四川乐山沐川 (2)种
源和 24号四川汶川水磨 (1)种源共 3个。在遗传相

似系数为 0.738时，Ⅰ类群又可分为 4个类群 (ⅰ、

ⅱ、ⅲ、ⅳ类群) (图 3A)。SRAP的 UPGMA树状图

显 示 ： 遗 传 相 似 系 数 为 0.630~0.810， 变 幅 为

0.180。其中，在遗传相似系数为 0.658时，可将样

本分为 3个类群：Ⅰ类群包括浙江种源 6个和贵州

种源 4个；Ⅱ类群包括云南种源 4个和四川种源 10个；Ⅲ类群包括云南曲靖会泽种源和四川种源 7个

(图 3B)。ISSR+SRAP的 UPGMA树状图显示：遗传相似系数为 0.660~0.810，变幅为 0.150。其中，在遗

传相似系数为 0.688时，可将样本分为 5个类群：Ⅰ类群包括浙江种源 6个和贵州种源 4个；Ⅱ类群包

括云南种源 2个和四川种源 7个；Ⅲ类群包括 2个云南红河蒙自种源；Ⅳ类群包括云南曲靖会泽种源和

四川种源 7个；Ⅴ类群包括四川种源 3个 (图 3C)。使用 OmicStudio工具将 ISSR+SRAP的标记结果进行

PCoA分析 (图 4)，结果与 UPGMA聚类结果基本一致。 

3    讨论

陈锦等[16]、周天华等[21]、和志娇等[22]、吴劲松[23]、孙宇龙等[17] 分别应用 RAPD、SSR、ISSR、扩增

片段长度多态性 (AFLP)和 SRAP等单一分子标记技术研究了白及种质资源的遗传多样性，其中每个引

物最少扩增得到 1条多态性条带，最多的有 19条，PPB 最低为 46.10%，最高则达 90.48%。本研究综合

了 ISSR和 SRAP等 2种标记方法对 32个白及种源进行了分析，筛选出的 11条 ISSR引物，共扩增出

188条条带，多态性条带 174条，平均每条引物 15.82条，最多的达 25条 (UBC876)，PPB 为 92.20%；

筛选出的 11对 SRAP引物组合，共扩增出 216条条带，多态性条带有 202条，平均每对引物 19.64条，

最多达 27条 (Me13-Em9)，PPB 为 93.52%。结果充分体现了供试白及种源在分子水平上具有丰富的遗传

多样性，同时也验证了 ISSR和 SRAP标记技术在白及种源多态性检测方面的高效率，且 SRAP的检测

效率略高于 ISSR。综合 ISSR和 SRAP数据分析白及遗传多样性指数发现：四川省白及种源的 Na、Ne、

H、I 及 PPB 最大，云南种源次之，贵州种源最小，说明四川白及种源的遗传多样性水平最高，适应环境

能力较强。

和志娇等[22] 采用 ISSR标记对不同种源的野生白及进行遗传多样性评价，发现不同地理位置和不同

海拔采集到的白及个体的遗传距离有差异；孙宇龙等[17] 也发现：遗传距离和地理距离间有显著正相关

性；洪建聪等 [15] 和 GUO等 [24] 则发现：白及个体的遗传距离与地理距离无直接关联。本研究综合了

ISSR和 SRAP标记数据发现：21号四川内江东兴 (3)种源与 22号四川内江东兴 (4)种源、2号浙江台州

天台种源与 3号浙江衢州江山种源、25号四川汶川水磨 (2)种源与 32号四川甘孜康定种源的遗传距离

 

表 4    白及的遗传多样性
Table 4    Genetic diversity of B. striata

研究方法 种源地 Na Ne H I PPB/%

浙江　　 1.500 0 1.321 5 0.184 1 0.272 9 50.00

ISSR

云南　　 1.648 9 1.404 2 0.232 8 0.347 3 64.89

贵州　　 1.500 0 1.317 6 0.182 4 0.271 7 50.00

四川　　 1.792 6 1.439 3 0.260 7 0.394 0 79.26

群体水平 1.610 4 1.370 7 0.215 0 0.321 5 61.04

物种水平 1.925 5 1.461 9 0.281 9 0.432 7 92.55

SRAP

浙江　　 1.583 3 1.375 3 0.215 3 0.319 1 58.33

云南　　 1.671 3 1.416 3 0.243 2 0.363 1 67.13

贵州　　 1.500 0 1.337 3 0.192 3 0.283 5 50.00

四川　　 1.870 4 1.489 1 0.288 6 0.435 7 87.04

群体水平 1.656 3 1.404 5 0.234 9 0.350 4 65.63

物种水平 1.935 2 1.530 9 0.310 3 0.466 7 93.52

ISSR+SRAP

浙江　　 1.544 6 1.350 3 0.200 7 0.297 6 54.46

云南　　 1.660 9 1.410 7 0.238 4 0.355 8 66.09

贵州　　 1.500 0 1.328 1 0.187 7 0.278 0 50.00

四川　　 1.834 2 1.466 0 0.275 6 0.416 3 83.42

群体水平 1.634 9 1.388 8 0.225 6 0.336 9 63.49

物种水平 1.930 7 1.498 8 0.297 1 0.450 9 93.07
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图 3    32 个白及种源的 UPGMA 聚类图
Figure 3    UPGMA cluster map of 32 provenance of B. striata
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较小，亲缘关系较近；13号贵州黔西南安龙种源与

25号四川汶川水磨 (2)种源、4号浙江金华磐安种

源与 11号云南曲靖会泽种源和 30号四川成都彭州

(1)种源遗传距离较大，亲缘关系较远。总体上同省

的样品间遗传距离相对较小，这些在 UPGMA聚类

图和 PCoA分析图上也有比较直观的体现。UPGMA
聚类显示：聚为一类的白及种源大多来自同一省

份，而在 PCoA分析图中，云南种源与四川种源的

亲缘关系较近，浙江种源与贵州种源的亲缘关系较

近。整体上各个种源间的遗传距离与地理位置呈现

出一定的相关性，但又不完全按照地理位置的远近

聚类，有些甚至有所交叉。

物种的遗传特性主要受到生态环境、生物学特

征、繁殖方式以及各种人为活动的影响[25]，野生白

及由于长期的异花授粉和自然选择，其遗传背景复

杂[24]；人工栽培白及则多是从山上采挖假鳞茎进行

种植，品种混杂，品质参差不齐。又由于白及对生境的依赖性较高，因此生境的破坏和片段化都会影响

其遗传多样性，所以在保护物种多样性时，首先应保护生态环境。本研究的某些白及种源可能是来自不

同地区的引种，在土壤、养分、温度和水分等环境条件的作用下，导致地理距离较近的种源遗传性状产

生了相似的变异，从而使不同种源间的遗传距离与地理距离存在一定的重合性。总的来说，本研究

32个白及种源的遗传多样性水平较高。 

4    结论

本研究综合利用 ISSR和 SRAP等 2种分子标记技术，对浙江、云南、贵州、四川 32个白及种源进

行遗传多样性分析。结果显示：种源间具有较高的遗传多样性，且 ISSR和 SRAP技术均可有效揭示白

及的遗传多样性和亲缘关系，运用 2种分子标记技术也使得研究的可信度更高。
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