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0 引言

桃（Prunus persica L. Batseh.）属 于 蔷 薇 科

（Rasaceae）桃属（Prunus），原产于中国，具有丰富的种

质资源。长期以来，人们主要通过营养繁殖来保持果

树遗传稳定性，靠引种、选优、实生选种、杂交选种等手

段来改良树种。但果树生命周期长，遗传高度杂合，实

生后代单株占地面积大，养护费用高，给育种工作带来

很多不便。因此，开展果树分子标记辅助育种尤为重

要。

通过多年嫁接繁殖及不同地域相互交换，桃同名

异物或同物异名现象严重，仅依靠传统的形态特征很

难识别。目前，关于桃分子标记方面的工作主要侧重

于遗传多样性及亲缘关系分析上[1-3]，对品种DNA指纹

鉴定的研究还很少[4]。DNA指纹能从本质上反映生物
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ISSR分子标记技术在桃品种鉴定中的应用
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摘 要：为了有效地鉴别桃苗木优良品种或类型，为桃种质资源研究和新品种保护提供理论基础，利用

ISSR标记对28份桃种质进行了品种鉴定及亲缘关系检测。结果发现：23条 ISSR引物共扩增出188条

DNA片段，其中96条具有多态性,多态性频率为51.06%；材料间遗传相似系数GS变幅为0.84~0.97，平

均为 0.92。获得 28 份供试材料的指纹图谱，鉴定出 9 条特异出现 DNA 片段和 11 条特异缺失 DNA 片

段。通过UPGMA聚类分析发现，供试材料中地理来源及部分农艺性状相近的品种或类型聚为小类，但

大的聚类群没有明确的划分标识，可能与桃种质在地区间互换及所选择的 ISSR标记有关。
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Molecular Identification of Peach Germplasm by ISSR Markers
Sun Shuxia, Li Jing, Chen Dong, Xie Hongjiang, Tu Meiyan, Jiang Guoliang

(Horticulture Research Institute, Sichuan Academy of Agricultural Sciences, Chengdu 610066)
Abstract: To differentiate and identify varieties and types of peach germplasm, the genetic diversity and
cultivar identification among 28 peach accessions by ISSR markers were explored. 23 ISSR primers amplified
188 bands, 96 bands were polymorphic, and the polymorphic percentage was 51.06%. The genetic similarity
coefficient (GS) estimated from these molecular data ranged from 0.84 to 0.97, with an average of 0.92. Each
genotype had a unique banding profile, and a total of 20 specific ISSR fragments were available to be converted
into sequence characterized amplified region (SCAR) or simple sequence repeat (SSR) markers. UPGMA
analysis showed that there were not distinct clusters and sub-clusters were consistent with geographical origins
and agricultural character of peaches. The results of cluster analysis might be related to the germplasm
exchanges between different regions and the characteristics of ISSR markers.
Key words: peach; ISSR; cultivar identification; fingerprint
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个体差异，具有高度个体特异性和稳定可靠性，对指导

亲本选配及实生苗童期鉴定具有重要意义。

ISSR（Inter-Simple Sequence Repeat）标记是基于

简单序列而设计的寡核苷酸序列引物，是一种以PCR

扩增为基础的分子标记技术，谱带丰富，可以检测到基

因组中多个位点的差异。张青林等[5]对 ISSR标记及其

在果树上的应用进行了综述，Hu等[6]对观赏桃遗传关

系进行了 ISSR指纹分析，充分揭示了 ISSR标记在果

树种质鉴定中的重要性与高效性。本研究利用 ISSR

标记对来自国外和国内 28份桃种质进行品种鉴定分

析，以期为桃种质资源的研究利用提供参考，为新品种

登记、注册和产权保护提供可靠依据。

1 材料与方法

1.1 材料与DNA提取

供试材料达60余份，均来自于四川省农业科学院

园艺研究所中江桃品种园；其中 28份通过 ISSR分析

获得特异指纹，剩余30余份用于对获得的特异指纹检

验。部分字母编号为国外引进或名称混淆材料。基因

组DNA的提取参照Doyle等 [7]改良的CTAB法，并稍

加改进。新鲜幼叶在液氮研磨后将磨碎的材料移入

5mL 离心管中，加入 3 mL 65℃预热的 CTAB 提取液

[100 mmol/L Tris-HCL，20 mmol/L EDTA，1.4 mol/L

NaCl (m/v)，2.5% CTAB (m/v)，2% PVP (m/v)，2% (v/v)

β-巯基乙醇（随用随加）]。摇匀，65℃水浴45 min，期间

轻轻摇匀 3次。加入 2 mL酚:氯仿:异戊醇（25:24:1），

上清液再加入等体积氯仿:异戊醇（24:1），得到的DNA

用TE溶解后再重复以上步骤加以纯化。

1.2 引物筛选与PCR扩增

所用 ISSR引物参照加拿大哥伦比亚大学UBC

公司公布的第 9 套引物序列(Http://www.biotech.ubc.

ca/ser-vices/naps/primers/Primers.pdf)。 从 95 条 ISSR

中筛选出23条扩增效果好可用于品种鉴定的 ISSR引

物，详见表2。PCR反应体系参照艾呈祥等[8]建立的李

ISSR体系进行优化，各组分的浓度为：1×PCR Buffer，

0.125 mmol/L dNTP，2.0 mmol/L MgCl2，1 U TaqDNA

聚合酶，0.3 μmol/L引物和50 ng/μL基因组DNA，加水

表1 用于 ISSR分析的引物、序列、总条带、多态性条带和多态性频率

引物

UBC 807

UBC 808

UBC 809

UBC 810

UBC 811

UBC 812

UBC 816

UBC 825

UBC 826

UBC 827

UBC 834

UBC 835

UBC 836

UBC 840

UBC 841

UBC 842

UBC 844

UBC 855

UBC 857

UBC 873

UBC 874

UBC 880

UBC 888

序列5'–3'

(AG)8T

(AG)8C

(AG)8G

(GA)8T

(GA)8C

(GA)8A

(CA)8T

(AC)8T

(AC)8C

(AC)8G

BDB(CA)7

(AG)8YC

(AG)8YA

(GA)8YT

(GA)8YC

(GA)8YG

(CT)8RC

(TC)8RT

(AC)8YG

(GACA)4

(CCCT)4

(GGAGA)3

BDB(CA)7

总条带

7

6

8

8

8

6

7

10

9

13

8

7

8

9

6

9

10

12

9

6

6

8

8

多态性条带

3

3

6

4

4

4

3

6

2

7

6

5

2

7

4

4

5

5

4

5

5

1

1

多态性频率/%

42.86

50.00

75.00

50.00

50.00

66.66

42.86

60.00

22.22

53.85

75.00

71.43

25.00

77.77

66.66

44.44

50.00

41.67

44.44

83.33

83.33

12.50

12.50
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补足至 25 μL。扩增程序为 94℃预变性 4 min，然后

94℃变性1 min，52℃退火45 s，72℃延伸1 min，共40个

循环；最后 72℃后延伸 6 min。PCR扩增产物用 1.0×

TAE配制的 2.0%琼脂糖凝胶电泳分离，在 150 V电压

下电泳 1~2 h，电泳结束后在凝胶成像系统（Alpha

Innotech）中观察、照相、记录。根据等位基因数、可重

复性和鉴别能力进行引物筛选。

1.3 数据统计分析

将 ISSR扩增产物以 0、1、9统计建立数据库。在

相同迁移位置，有带记为1，无带记为0，扩增失败或缺

失数据记为9。利用NTSYS-pc统计分析软件[9]计算遗

传相似系数（GS）。计算公式为：GS=2Nij/(Ni+Nj)，其中

Nij为材料 i和 j共有的扩增片段数，Ni为材料 i中出现

的扩增片段数，Nj为材料 j中出现的扩增片段数。根据

GS值或者遗传距离GD（1-GS）按不加权成对群算术

平均法（UPGMA）进行遗传相似性聚类。

2 结果与分析

2.1 ISSR多态性分析

通过对 95条 ISSR引物筛选分析，选择了其中 23

条扩增条带明亮，重复性好，具有特异条带的的引物用

于对28份桃品种鉴定分析。每条 ISSR引物可扩增出

6~13 条 DNA 片段，平均 8.17 条（图 1，表 1）。23 条

ISSR引物共扩增出 188条带，其中 96条具有多态性，

多态性频率为 51.06%。这些多态性片段主要分布在

250~2000 bp的范围内，能有效地把 28份供试桃材料

鉴定区分开来。

M：Marker DL2000

图1 ISSR引物UBC844对部分供试样本的扩增

2.2 ISSR指纹鉴定

在供试的 60余份桃样本中，通过 ISSR标记多次

重复扩增检验，得到其中 28份材料的特异指纹谱带，

见表 2。在 5份样本中鉴定出特异出现谱带，如 1-D9

中有 3条特异出现谱带，分别是UBC857-942和 883，

UBC888-310；在 3-D5和‘粉肉碧桃’中各出现 2条，分

别 是 UBC841-1930 和 1862， UBC844-422 及

UBC855-929；在‘红碧桃’和‘红垂枝’中各有 1条，分

别是UBC835-732（见图 2）和UBC874-736。在 9份材

料中鉴定出 11条特异缺失谱带，除‘酒花桃’和 5-1分

别出现 2条特异缺失外，其余 7份各对应一条特异缺

失，见表 2。每条特异出现或特异缺失条带在 60余份

供试样本中都是唯一的。

2.3 ISSR聚类分析

为更直观地显示 ISSR标记检测到的桃品种间的

差异，对所获 28份品种 188条谱带进行聚类分析（图

3）。结果表明，28份桃种质两两间的相似系数分布在

0.84~0.97之间，平均值为 0.92。其中，桃 5-1与 2-D10

的遗传相似系数最小，表明这 2种质间的遗传距离最

远，遗传相似程度最低。3-D5与 3-D8的相似系数最

大，为 0.97，表明二者的亲缘关系最近，遗传相似程度

最高，可能为同物异名，或者其亲本相似。以遗传相似

系数0.97为标准，23条 ISSR引物扩增的188个条带数

据，能将其中26份品种完全区分开。

当遗传相似系数为0.925时，供试材料可分为5大

类群和2个分支（如图3），每一类群并没有明显的划分

标识，2 分支分别是观赏桃‘粉肉碧桃’和欧洲材料

1-D5。其中，第 1大类群又分为 3小类，第 1小类中字

母编号的供试材料为来自欧洲的桃资源，第 2小类为

“23”为‘红碧桃’所对应编号的特异条带；M：Marker DL2000

图2 ISSR引物UBC835扩增的特异条带
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中国品种，其中部分农艺性状相似。其他 4个类群也

有类似特征。

3 结论与讨论

通过利用95条 ISSR引物对60余份国内外桃样本

筛选鉴定，获得了其中 28份样本的 23条 ISSR标记的

指纹图谱。这 23 条 ISSR 引物对供试桃种质扩增稳

定，条带清晰明亮，多态性好，能很好地对品种加以鉴

定，为进一步研究利用这部分资源提供了分子层面的

参考。

获得了5份桃样本9条 ISSR特异出现条带，其中2

份1-D9和3-D5是引进材料，其余3份为国内品种。在

9 份样本中出现 11 条 ISSR 特异缺失条带，其中仅在

‘红碧桃’中鉴定出特异出现和特异缺失 2种条带，无

论是特异出现还是特异缺失，这20条特异谱带可转化

为SCAR或SSR等PCR标记，用于对相应品种及杂交

后代指纹鉴定。这些研究方法和结果对建立桃核心种

质、新品种保护以及种苗质量仲裁检验等具有重要意

义。

ISSR聚类图揭示了多数来源地相同的种质表现

出较为密切的亲缘关系，可能是来源地相同的种质或

品种，其亲本相似或相近。但也有同一来源地的品种

未聚在一起的情况，如国外引进材料 4-D4与中国的

表2 用于 ISSR鉴定的品种，特异出现和特异缺失条带及相应指纹谱带

品种

早熟有明

中油5号

菊花桃

1-D9

霞光

2-D10

761

1-D8

2-D8

4-D4

1-D6

4-D2

中油蟠3号

红碧桃

酒花桃

中油4号

5-2

2-D7

3-D5

5-1

加纳岩

3-D8

早黄蟠

京艳

绛桃

1-D5

红垂枝

粉肉碧桃

特异条带

—

—

UBC857-942；883

UBC888-310

—

—

—

—

—

—

—

—

—

UBC835-732

—

—

—

—

UBC841-1930；1862

—

—

—

—

—

—

UBC874-736

UBC844-422

UBC855-929

特异缺失

—

—

—

—

UBC812-654

—

UBC841-914

—

—

UBC825-840

—

—

UBC812-434

UBC825-309

UBC841-439

—

—

—

—

UBC844-691；571

—

—

UBC842-420

—

UBC826-495

UBC855-1732

—

ISSR指纹

UBC844-691，UBC834-794

UBC809-415；364，UBC840-657

UBC874-736，UBC808-1429

UBC857-942；883

UBC808-738，UBC810-772

UBC812-654

UBC874-690，UBC811-826

UBC841-914，或UBC840-1385；371；281

UBC844-691，UBC827-1170

UBC855-2071；1732

UBC825-840

UBC807-264，UBC857-963

UBC807-264，UBC825-1344；1198

UBC835-733或UBC812-434

UBC825-309或UBC841-439

UBC873-709；650，UBC834-1358

UBC807-264，UBC816-975

UBC811-826；466；391

UBC841-1930；1862

UBC844-691；571

UBC811-827；561

UBC844-691，UBC810-518

UBC842-420

UBC825-309或UBC880-748

UBC826-495

UBC855-1732

UBC874-736，UBC836-863

UBC844-422或UBC855-929
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‘中油4号’聚在一起，这种现象可能是因为地区间的引

种交流导致了某些基因在不同地区之间的渗入，也可

能是分子标记方法可反映基因组本质的差异所致[10]，

仍需今后进行更多的研究探讨。

对于难以鉴定、亲缘关系很近的品种或一些芽变

品种，需要综合形态学、生物化学、分子标记技术等多

种方法进行鉴定[11]。一些新开发出的分子标记在桃等

果树研究上还鲜见应用，随着技术和设备的进步，有望

在今后的鉴定工作中发挥至关重要的作用。
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图3 利用UPGMA距离法对28份桃种质的 ISSR聚类分析

早熟有明
中油5号
2-D8
2-D7
1-D6
3-D5
3-D8
中油蟠3号

早黄蟠

红碧桃
绛桃
红垂枝
菊花桃

霞光
761
1-D9
4-D2
加纳岩

5-2
5-1
京艳
4-D4

酒花桃

中油4号
1-D5
粉肉碧桃
2-D10
1-D8

0.88 0.90 0.92 0.95 0.97

Coefficient

Ⅰ
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Ⅲ
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