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ISSR标记技术及其在药用植物遗传育种中的应用

王明明，宋振巧，王建华。

(山东农业大学农学院，山东泰安271018)

摘要：简单重复序列问扩增(ISSR)是在简单重复序列(SSR)基础上发展起来的一种新技术。该技术以锚定的微

卫星DNA为引物，对与锚定引物互补的间隔不太大的重复序列间DNA片断进行PCR扩增。ISSR标记具有较长

的引物序列，退火温度高，表现出较好的稳定性，且结合位点丰富，可以检测到基因组中多个位点的差异，能够揭示

出比限制性片段长度多态性(RFLP)、随机引物扩增多态DNA(RAPD)、SSR更多的多态性信息。对ISSR标记技

术的原理、特点及其在药用植物种质鉴定、遗传多样性、居群遗传结构、进化与亲缘关系分析以及分子辅助育种等

研究方面的应用进行了综述。
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药用植物在人类疾病的防治以及天然药物的筛选中占

有重要地位。我国地域辽阔，药用植物资源丰富，但是药用植

物的基础研究一直比较薄弱，尤其是遗传育种方面更为缺

乏，这在一定程度上限制了我国药用植物资源的深入开发和

利用。在药用植物的研究利用过程中也存在一些问题，如缺

乏系统的整理和准确的鉴定，导致中药材存在同物异名、同

名异物的现象普遍存在，市场上正品、伪品、替代品共存；由

于缺乏简便、有效的种质特性评价方法，未能在种植中加以

选优去劣，导致多数药用植物种质混杂，质量难以保证；虽然

有些大宗药材已实施GAP种植，但优质高产品种仍十分匮

乏。因此要取得药用植物研究特别是遗传育种方面的突破性

进展，高新技术的支持和应用是十分必要的。

借鉴大田作物的成功经验，在加快药用植物遗传育种进

程中，DNA分子标记技术将起到关键作用。DNA分子标记

是指在DNA水平上，以个体问遗传物质内核苷酸序列变异

为基础的遗传标记，它能够直接反映基因组DNA间的差

异。相比形态、细胞学、生化及同工酶等标记手段具有快速、

微量、特异性强的特点；不受生长发育阶段、供试部位、环境

条件的影响，特别适合中药正伪品鉴别、种质鉴定等方面的

研究，尤其是在种质资源遗传多样性评价、基因定位、分子标

记辅助育种等方面显示出广阔的应用前景。

简单重复序列间扩增(inter—simple sequence repeat，

ISSR)是一种新型的分子标记，由加拿大蒙特利尔大学的

Zietkiewicz等于1994年提出。它结合了随机引物扩增多态

DNA(random amplified pdymorphic DNA，RAPD)和简单重

复序列(simple sequence repeat，SSR)标记技术的优点，与以

往的分子标记相比，能够提供更多的基因组DNA信息。现

已广泛应用于药用植物种质资源鉴定、进化与亲缘关系分

析、遗传多样性与居群遗传结构检测、遗传作图、基因定位、

分子标记辅助育种等方面研究。

1 ISSR标记的技术原理及特点

真核生物基因组中广泛存在着由1～4个碱基对组成的

简单重复序列，又称微卫星(microsatellite)，如(AG)。、

(GACA)。、(GT)。等。ISSR分子标记就是用锚定的微卫星

DNA为引物，在SSR序列的37或5’端加锚2～4个随机核

苷酸，在PCR反应中，锚定引物可以引起特定位点退火，导

致锚定引物互补的间隔不太大的重复序列间DNA片断进

行PCR扩增。所扩增的Inter—SSR区域的多个条带可通过

聚丙烯酰胺凝胶电泳或者琼脂糖凝胶电泳得以分辨[1]。

ISSR标记技术试验操作简单、快速、高效，不需要繁琐地

进行基因文库构建、杂交和同位素显示等步骤；重复序列和锚

定碱基的选择是随机的，无需知道任何靶标序列的SSR背景

信息，从而降低了技术难度和实验成本；无需活材料，无组织

器官特异性，能实现全基因组无编码取样；采用了较长的引物

(15～24 bp)，退火温度较高，因此，引物具有更强的专一性，

增强了实现的可重复性。ISSR标记的缺点就是，在PCR扩增
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时需要一定时间摸索最适反应条件；呈孟德尔式遗传，即显性

遗传标记，不能区分显性纯合基因型和杂合基因型。

2 ISSR标记技术在药用植物遗传育种中的应用

2．1 种质资源鉴定：药用植物种质资源的鉴定和评价对于

育种亲本选择、丰富遗传基础以及种质资源合理利用开发等

方面都是非常重要的。传统药用植物种质资源的鉴定评价方

法依赖于宏观特征，如叶片形状等，但可用的形态性状少且

受环境影响大，因此需要高效、准确、不受环境因素影响的鉴

定技术。沈颖等[2]使用ISSR标记技术对石斛属(Dendrotn'um

Sw．)9种植物进行了石斛种间鉴别。沈永宝等∞1通过5条

ISSR引物产生的特异性片段就可鉴别出13个银杏Ginkgo

biloba L．主要栽培品种oKojoma等[41利用ISSR引物可区分

无法采用HPLC法区分的大麻Cannabis sativa L．2个样品。

Gardner等口1使用2个ISSR引物可区分32个铁线莲属

(Clematis L．)蔓生栽培品种。周延清等[6,73用RAPD和ISSR

技术对怀地黄Rehmannia glutinosa Libosch． f．

hueichingensis(Chao et Schih)Hsiao进行了种质分析。结果

表明，ISSR标记技术的多态性和重复性优于RAPD技术。

因此ISSR技术是一种快速、准确可以产生足够多态位点的

标记方法，且不受环境影响，可在分子水平进行种质资源鉴

定、评价研究，从而为进一步加快育种进程提供了可能。

在遗传物质和生态因子长期作用下使药材产生“道地

性”，如泰山的白首乌，然而道地药材的遗传学特征及“道地

性”的本质至今尚无充分的科学证据。探索道地药材的遗传

基因、揭示道地药材的本质是药用植物遗传育种研究的重要

内容之一。目前对这方面的研究还较少。左云娟等[8]采用

ISSR分子标记技术结合实地形态观察的方法，鉴定道地药

材江枳壳品种，而且指出同一产地同一品种的不同样品存在

同名异物和同物异名现象。因此，对药用植物的道地品种种

质资源的搜集鉴定、探索道地药材的遗传本质、选育优质高

产新品种具有重要意义。长期以来，中药材缺乏系统的整理

和准确的鉴定手段，市场上存在伪劣品并不鲜见，正伪品的

鉴定方面，分子标记技术有其优越性。

2．2检测遗传多样性和居群遗传结构：ISSR技术在生物学

中最主要的应用是分析和评估种群的遗传多样性。物种的遗

传多样性是长期进化的结果，也是其生存和发展的前提。对

物种遗传多样性和遗传结构的研究，是探讨其适应性、生存

力的基础，也是分析濒危物种致濒机制的基础，从而帮助制

定科学有效的保护策略和措施。由于ISSR技术能提供较大

数目的DNA片段，可以扫描基因组内的多态位点，因而是

一种用于分析物种、种群、不同品系，甚至是个体间遗传差异

的理想方法。

Nan等[93对来自4个自然居群和栽培材料的60个四季

报春Primula obconica Hance ssp．obconica进行了ISSR遗

传多样性分析，结果显示自然居群的遗传多样性高于栽培居

群。Ge等[1叮利用ISSR对穗花杉Amentotaxus argotaenia

(Hance)Pilger的遗传多样性和居群遗传结构进行了分析。

马永等n妇利用ISSR技术对叉孢苏铁Cycas segmentifida D．

Y．Wang et C．Y．Deng遗传多样性进行研究，从103条引

物中筛选出12条用于所有样品的扩增。结果表明，种级水平

上，叉孢苏铁具有中等稍高的遗传多样性水平，且各居群间

有着很高的遗传分化度。葛永奇等[12。l对2个栽培和3个野

生银杏群体进行ISSR检测。结果表明，银杏具有丰富的遗

传变异。邱英雄等[1朝对7个野生群体的明党参Changium

smyrnioides Wolff和1个栽培群体的川明参Chuanminshen

violaceum Sheh et Shan进行ISSR遗传多样性和遗传结构

分析。结果表明，明党参群体水平的遗传多样性高于川明参

群体，且遗传变异主要存在于不同群体间。

进一步通过相关分析、聚类分析等数量遗传分析可进行

不同亲缘物种间的遗传聚类的划分，这种划分可反映出与地

理分布的相关性，确定是否呈现一定的地域性，从而为这些

物质的保护、可持续利用奠定理论基础。吴卫等C14]使用22

个ISSR引物检测了70份鱼腥草Houttuynia cordata

Thunb．种质资源遗传多样性。根据ISSR遗传相似系数划

分的类群主要同染色体数目有关，也与地理分布有一定关

系。张木清等[1钉采ISSR分子标记技术检测了8省区的30

个斑茅Erianthus arundinaceus(Retz．)Jesw．，根据研究结

果进行聚类和主成分分析，可将30个斑茅无性系归为4大

类，同一地区的斑茅无性系基本聚在同一类，呈现出一定的

地域性分布规律。梁洪卉等[163利用形态性状和ISSR分子标

记对冬虫夏草Cordyceps sinensis(Berk．)Sacc．的分析表

明，青海省不同地区的冬虫夏草可分为环青海湖产区和其他

产区两大类，说明青海省的冬虫夏草表现出明显的地域性分

布。周俊亚[17]和彭云滔[18]分别对栽培罗汉果Siraitia

grosvenorii(Swingle)C．Jeffrey样品和野生罗汉果进行了

遗传多样性分析，不同样品的遗传关系与产地有关，同一地

区的关系较近，而不同地区的样品间差异明显。宾晓芸等n
9]

对金花茶Camellia nitidissima Chi的研究也得出相同的结

论，金花茶4个自然分布居群间的遗传距离与地理距离成显

著的正相关。而Jian等n叩应用11个ISSR引物研究了来自

华南地区的6个自然种群的红植植物银叶树Heritiera

Httoralis Dryand．的遗传多样性表明，不同的生境(海生和

陆生)并没有对银叶树的种群分化在基因水平上带来显著影

响。Li等[21]对中国南方7个不同鸭舌草Monochoria

vaginaHs(Burro．f．)Presl ex Kunth居群进行ISSR分析认

为居群问的遗传多样性与地理分布有较低的相关性。

在濒危、特有药用植物研究方面，ISSR标记技术可以对

物种濒危程度进行评价，从而有助于制定科学有效的保护策

略和措施。杨淑达等[223应用ISSR标记分析了中国西南地区

特有植物滇牡丹Paeonia delavayi Franeh．。结果表明，滇牡

丹遗传多样性水平较高，居群间遗传分化大，滇牡丹并不濒

危。李群等[2胡利用ISSR分子标记对四川濒危植物延龄草

Trillium tschonoskii Maxim．7个自然居群的遗传多样性水

平和遗传结构进行了研究，与其他一些濒危植物相比，延龄

草的遗传多样性较低。肖龙骞等[24]利用100个ISSR引物中

筛选出的11个能够扩增出清晰条带的引物对贵州苏铁
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@cas guizhouensis K．M．Lan et R．F．Zou的12个自然居

群的遗传分析表明，贵州苏铁遗传多样性水平比较低。刘美

华等[25]通过ISSR标记技术对昆仓锦鸡儿Caragana

polourensis Franch．及其近缘种吐鲁番锦鸡几c．

turfanensis Kom．遗传多样性进行检测，与在相同生境中生

长的濒危植物小沙冬青Ammopiptanthus nanus Cheng f．的

遗传多样性作了比较。结果表明，不同的遗传多样性水平可

能是造成它们生长状态不同的主要原因之一。

2．3药用植物进化与亲缘关系：ISSR分子标记可从DNA

水平有效揭示药用植物物种自然居群、品种中遗传结构的基

因流动与演变等系统发育与亲缘关系的真实本质，可真实地

阐明生物的遗传背景差异、物种演化与亲缘关系。药用植物

进化与亲缘关系是遗传育种研究的重要内容，决定了这些种

质在今后育种实践中的有效利用，为药用植物的开发利用提

供真实的生物学依据。

Huang等[2“．采用ISSR分子标记研究了番薯属

(1pomoea L．)植物的亲缘关系，发现三浅裂野牵牛，．

trifida(H．B．K．)G．Don与常见栽培植物甘薯1．batatas

(L．)Lam．最为接近，而I．ramosissima(Poir．)Choisy和

I．umbraticol House与常见栽培甘薯亲缘关系最远。Sun

等[271利用ISSR标记技术分析了来自中国和美国的野葛

Pueraria lobata(Willd．)Ohwi、食用葛P．edulis Pamp．、山

葛P．montana(Lour．)Merr．、三裂叶葛藤P．phaseoloides

(Roxb．)Benth．、粉葛P．thomsoni Benth．的亲缘关系，与

其他同属植物相比，来自美国和中国的野葛样品具有较近的

亲缘关系。曹雅男等[28]利用RAPD和ISSR方法对4种正品

龙胆亲缘关系进行分析表明，坚龙胆Gentiana rigescens

Franeh．与三花龙胆G．triflora Pall．、龙胆G．scabra

Bunge、条叶龙胆G．manshurica Kitag．的遗传距离较远；而

三花龙胆和龙胆亲缘关系较近。汪岚等口叼使用7个ISSR引

物对12个莲藕品种进行分析，将其分为美洲莲、美洲莲与亚

洲莲的杂交后代和亚洲莲3个大类；与以前的RAPD研究

不同，中国莲与日本莲有很近的亲缘关系。

2．4基因定位与分子标记辅助育种：育种目的在于实现现

有品种改良，品种改良的实质就是对目的基因进行选择并实

现优异基因集成的过程。因而，实现目的基因的快速定位，提

高其选择效率，是加快育种进程的关键。基因定位就是筛选

与目的基因连锁的遗传标记。分子标记相对于形态标记具有

无可比拟的优越性，在育种中的应用日益增加。Ratnaparkhe

等[3叩利用ISSR引物定位鹰嘴豆Cicer arietinum L．中抗镰

刀菌萎蔫病基因，结果发现UBC一855500和UBC一8251200

与该抗病基因连锁，遗传距离分别为5．2 cM

(centimorgans)和5．0 cM，并将其转化为序列特征化扩增区

域(sequence eharactered amplified region，SCAR)标记。利用

分子标记可以在育种过程中进行亲本性状的鉴定、检测，辅

助选择亲本及子代，加速品种的培育，缩短育种周期。

遗传连锁图谱是随着各类分子标记的发展而形成的，有

着极其重要的意义，可用来定位和标记目标基因，推动标记

辅助育种在生产中的应用。同时它也利用图谱克隆重要基

因，是揭示多基因性状遗传基础的重要工具。遗传连锁图谱

研究的目的是寻找足够的多态分子标记，将所有基因定位到

特定染色体的特定区域，最好是在染色体步查距离内。因为

ISSR能够揭示高度多态性，遍布于整个染色体上，所以它是

绘制遗传连锁图的理想标记。Winter等口妇构建了一个354

个标记包括37个ISSR标记的完整的鹰嘴豆抗镰刀菌萎蔫

病基因分子图谱，该图谱总长2 077．9 cM，平均图距为

6．8 eM。Santra等利用C．arietinum(FI，IP84—92C，抗病亲

本)×C．reticulatum(PI 599072，感病亲本)，获得F5和F6

的重组自交系群体，通过RAPD、ISSR和同工酶引物对该群

体进行扩增，建立了一个总长为981．6 cM，平均图距为8．4

cM的抗壳二孢叶枯病分子图谱。

3展望

ISSR标记技术在药用植物遗传育种中发挥了重要作

用。当然ISSR标记亦存在～些缺点，限制了其在某些方面

的应用。目前ISSR技术主要应用于农作物、果树、林木、花

卉、草坪等方面的研究，在药用植物方面的应用虽已有一些

报道，但相对较少。ISSR标记以其多态性高、可重复性强、简

便快速等优势，必将使其在药用植物“道地性”基因定位、道

地药材机制、中药品质与标准化、濒危珍稀动植物保护与利

用、中药化学型(有效成分)与基因型相关性分析等方面发挥

更大的作用。
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