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马蔺种质资源 AFLP标记遗传多样性分析 
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摘 要：利用AFLP技术，选择 EcoRI／MesI这一酶切组合，应用18对EcoRI+3／MesI+3引物组合进行选 

择性扩增，检测 10个马蔺种群的基因组 DNA 多态性。共扩增 出1 164个遗传位点，其中752个多态位点，多态率 

为65．11％。并通过Jaecard的方法将电泳带矩阵转化为遗传相似性系数矩阵，进行 UPGMA聚类分析。结果表明， 

当取阈值为0．74时，可以将 10个种群分为4大类群。长春马蔺与其他种源的亲缘关系较远，单独聚为一类；宁夏 

固原、甘肃民勤、武威、北京、山东泰山5个种群亲缘关系较近，聚为一类；内蒙古太仆寺和西乌旗、新疆乌鲁木齐聚 

为一类；河北涿洲马蔺种群单独聚为一类。马蔺群体问的亲缘关系远近与其所处的地理位置有很大的关系，尤其 

与纬度因子的关系十分密切。 
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Genetic diversity of Iris lactea determined by AFLP marker 
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Abstract：The AFLP(amplified fragment length polymorphism)technique was used to analyze genetic diversi— 

tv of 10 different populations of Iris lactea collected from China．Genomic DNA was digested with EcoR I and 

Mse I enzymes and amplified with 1 8 pairs of EcoR I+3／Mes I +3 Primers combinations．AFLP analysis pro— 

duced 1 164 scoreable bands，of which 752(65．1 1％ )were polymorphic．Cluster Analysis was based on the UPG— 

MA method．Populations in Changchun and Zhuozhou city showed a greater genetic variability and were separately 

classified into two groups．Populations in Guyuan，Minqin，Wuwei，Beijing and Taishan were classified into one 

group，and those in Taipu，Xiwuqi and Wulumuqi were in another group．The genetic relationships among the pop— 

ulations were related to their locations，especially to the latitude． 
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马蔺 (Iris lactea)是鸢尾科鸢尾属多年生草本 

宿根植物，亦称马莲(花、草)、马兰(花)、紫蓝草、兰 

花草、箭秆风、山必博、蠡实、旱蒲等，分布于我国东 

北、华北、西北等地 J，是一种优良的水保护坡观赏 

地被植物 。马蔺分布范围广，生态类型复杂，从 

不同地区引种的马蔺叶宽窄、长度有很大的差别，花 

茎的长度、花高、花径方面差别也很大 J。以往对 

马蔺的研究主要集中于植物学特性、栽培繁殖、抗性 

以及细胞学等方面，对其众多形态变异类型的遗传 

变异未见有研究 J。本研究采用灵敏度高、重复性 

好、多态性丰富的 AFLP技术，对不同马蔺天然群体 

之间的遗传多样性进行分析，以期为初步揭示马蔺 

不同地理变异种的亲缘关系，建立完整的马蔺系统 

发育理论奠定基础。 
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1 材料与方法 

1．1 材料 

2003年 10月，分别对 10个马蔺自然群体进行 

叶片采集，每个群体随机选取 20个单株，每株取一 

片幼嫩的完全展开叶，每个叶片取相同质量组成混 

合样作为一个样品。样品采集后立即放入液氮灌中 

冷藏。同时记录样地的立体条件(表 1)。 

表 1 马蔺采样群体的立体条件 

Table 1 Location of the natural populations investigated in／r／s lactea 

表 2 接头及引物序列 

Table 2 Adapters and primer sequences 

接头或引物 
Adapter or primer 

序列 

Sequences 

EcoRI Adapter 

MseI Adapter 

& 0RI-00 

& oRI一33 

E∞R I一34 

& 0R I 

1c0RI-60 

E∞R I_63 

E∞R I-65 

MseI_O0 

MseI_31 

Mse I-33 

MseI_34 

MseI_44 

MseI46 

MseI47 

MseI一60 

MseI一63 

5 一CTCGTAGACTGCGTACC_3 

3 ．CTGACGCATGGT11AA_5 

5 一GACGATGAGTCCTGAG．3 

3 一TACTCAGGACTCAT-5 

5 一GACTGCGTACCAATTC一3 

5 一GACTGCGTACCAATTCAAG一3 

5 一GACTGCGTACCAATTCAAT．3 

5 一GACTGCGTACCAATTCATC一3 

5 一GACTGCGTACCAATFCCTC-3’ 

5 一GACTGCGTACCAATTCGAA一3 

5 一GACTGCGTACCAATTCGAG一3 

5 一GATGAGTCCTGAGTAA-3 

5 一GATGAGTCCTGAGTAAAAA一3 

5 一GATGAGTCCTGAGTAAAAG一3 

5 ．GATGAGTCCTGAGTAAAAT一3 

5 一GATGAGTCCTGAGTAAATC一3’ 

5 ．GATGAGTCCTGAGTAAATT一3 

5 一GATGAGTCCTGAGTAACAA一3 

5 一GATGAGTCCTGAGTAACTC-3 

5 一GATGAGTCCTGAGTAAGAA-3 

接头和引物(表2)由上海博亚生物技术有限公 

司(BIOASIA)北京分公司合成。Promega Tag DNA 

polymerase、Promega dNTP购于北京华绿渊生物技术 

公司；MseI、EcoR I和T4 DNA ligase为New England 

Biolabs公司产品。全部室内试验于 2004—2005年 

在中国林业科学研究院林业研究所国家林业局林木 

培育重点实验室完成。 

1．2 方法 

1．2．1 DNA提取 总 DNA提取采用 CTAB方 

法 j。DNA的浓度及质量用琼脂糖凝胶电泳估测 

和检查，最后稀释到 50～100 ng· L 备用。 

1．2．2 AFLP分析 本研究 AFLP分析的基本程序 

和Vos等 发明的方法基本相同，仅对体系进行了 

优化。采用 EcoR I／MseI酶切组合进行基因组限 

制性酶切。预扩增反应选用引物组合 EcoR 1 00／ 

Mse1 00，选择性扩增反应采用引物组合 EcoR I+ 

3／Msel+3。PCR扩增反应在 PCR仪(Biometra T 

gradient)上进行。 

1．2．3 电泳 选择性扩增产物经变性后在 6％的 

变性聚丙烯酰胺序列分析胶上电泳分离，条件是 

85 W，3 000 V，恒功率电泳约 90 rain。电泳后采用 

Tixeir等 描述的银染检测方法进行 AFLP指纹显 

色反应。 

1．2．4 数据分析 选择清晰可辨的带，按带的有无 

构建二进制矩阵，通过 Jaccard的方法将电泳带矩阵 

转化为遗传相似性系数矩阵。采用 F James Rohlf 

(2001)NTSYSpc2．10e软件计算相似性系数与遗传 

距离系数，用 SAHN Clustering进行不加权成对算术 

平均法(UPGMA)聚类分析。 
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2 结果与分析 齐聚为一类；河北涿洲马蔺种群单独聚为一类。 

2．1 AFLP指纹图谱 

从48对引物组合中筛选出22对扩增较好的引 

物，再进行 2次筛选。最后，确定 18对扩增较整齐、 

多态性高的引物组合作为马蔺选择性扩增的引物 

(图1)。18对引物在马蔺 10个样品基因组中共获 

得 1 164条清晰的谱带，其中共有条带404条，这是 

马蔺的基本带；多态性带有752条，多态性带占总带 

数的65．11％。不同种源马蔺都有特异性带或特异 

性缺失条带。 

图 1 部分银染引物组合 (M47／E34、M63／E33和 M63／ 

E44)电泳图谱 

Figure 1 Patterns of silver—stained AFLP primer combinations 

selection(M47／E34，M63／E33和 M63／E44) 

2．2 遗传多样性参数 

根据遗传相似性系数(GS)可以看出，10个种 

群的 GS在 0．69—0．87之间，表现出丰富的遗传多 

样性。其中，长春马蔺种群与其他种群遗传差异最 

大，遗传相似系数最低，仅为 0．69～0．71；其次，河 

北涿洲种群与其他种群遗传变异也较大；宁夏固原、 

甘肃武威、民勤、北京和山东泰山马蔺遗传变异较 

小，遗传相似系数较高；乌鲁木齐马蔺与太仆寺镇鸢 

尾遗传变异最小，相似性系数为 0．87，它们与西乌 

旗马蔺的相似性系数约为0．79。 

2．3 聚类分析 

根据聚类分析图(图2)，当取阈值为0．74时， 

可以将 10个种群分为4大类群。长春马蔺与其他 

种源的亲缘关系较远，单独聚为一类；宁夏固原、甘 

肃民勤、武威、北京、山东泰山5个种群亲缘关系较 

近，聚为一类；内蒙古太仆寺和西乌旗、新疆乌鲁木 

涿洲 Zhuzhou 

乌鲁木齐Wulumuqi 

太仆 Taipu 

西乌旗 Xiwuqi 

固原Guyuan 

武威 Wuwei 

泰山 Taishan 

北京Beijing 

民勤Minqin 

长春 Changchtm 

0．69 0．74 0．78 0．82 0．87 

相似系数 Coefficient 

图2 马蔺基于 SM 相似系数的AFLP谱带 UPGMA 

聚类 

Figure 2 The UPGMA dendrogram of 1．1actea using SM 

c0e佑cient 

3 小结与讨论 

3．1 AFLP技术在马蔺遗传多样性研究中的应用 

18对 AFLP引物分析结果表明，不同种源的马 

蔺多态性带占总带数的65．11％，且都有特异性带 

或特异性缺失条带，这些谱带可以作为识别马蔺的 

分子标记。由此可见，马蔺与同属的黄菖蒲一样，遗 

传多样性程度很高 J。天然群体的遗传变异是基 

因流和选择作用的综合结果。同种植物各个群体空 

间上的隔离、突变、环境因子造成的选择差、随机遗 

传漂变、基因流的隔离等都能导致群体基因结构的 

空间异质性 ，从而促进群体分化。在马蔺遗传多样 

性的检测中，AFLP是非常有效的工具。 

3．2 马蔺的亲缘关系分析 

由于马蔺植物分布广泛且形态变异很大，如何 

有效地取样是系统位置和亲缘关系研究的关键。本 

研究虽然由于种种原因没有收集到我国分布的全部 

的马蔺样品，但样品来源覆盖了我国西北、华北以及 

华东地区，可以初步探讨在此范围内马蔺种源间的 

亲缘关系。在这 10个马蔺种群中，长春和涿洲种群 

与其他种群亲缘关系较远，各 自单独成为一类，其遗 

传变异的具体原因有待于进一步探讨。其余8个种 

群主要是以北纬 40。为分界线聚成 2类：低于北纬 

40。的宁夏固原、甘肃民勤、武威、北京、山东泰山5 

个种群亲缘关系较近，聚为一类；高于北纬40。的内 

蒙古太仆寺和西乌旗、新疆乌鲁木齐聚种群为一类。 

由此可见，马蔺群体问的亲缘关系远近与其所处的 

地理位置有很大的关系，尤其与纬度因子的关系十 

分密切。 
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另外，本试验 DNA提取采用的是混合样品，它 

可以作为个体样品的代表，对整个居群的遗传多样 

性进行评价[9 3。故本研究集中讨论的是各地理种 

群问的遗传变异，对种群内的变异有待进一步研究。 
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