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湖南产牡丹遗传多样性的 ISSR 分析 
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摘  要：目的  深入了解和掌握湖南产牡丹 Paeonia suffruticosa 的亲缘关系及遗传多样性。方法  利用 ISSR 分子标记生物

技术从 100 条 ISSR 引物中筛选出条带清晰、多态性好的引物 7 条，对源自湖南省内牡丹种质资源及部分实生后代共 47 份

样品 DNA 进行扩增实验。结果  共扩增获得 77 条带型完整清晰的谱带，其中多态性带为 67 条，多态位点比率为 87.01%，

表明湖南产牡丹种质资源多态性较高，具有较高的遗传多样性。经计算机软件计算结果分析，平均有效等位基因数为 1.395 4，

平均 Nei’s 基因多样性指数为 0.248 0，平均 Shannon’s 信息指数为 0.385 9；各品种间的 Jaccard 相似系数介于 0.532 5～0.961 0，

平均为 0.751 5。UPGMA 作图法将 47 份材料划分为 2 个类群 3 个亚类，很好地将不同来源的品种区分开来。结论 从分子水平

上揭示了湖南产牡丹品种间亲缘关系及较高的遗传多样性，为耐湿热牡丹的新品种选育工作提供了理论依据。 
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ISSR analysis on genetic diversity of Paeonia suffruticosa in Hunan province 
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Abstract: Objective  In order to understand the genetic relationship and genetic diversity of peony (Paeonia suffruticosa) in Hunan province, 

the DNA fingerprints of 47 peony germplasm materials of Hunan province were studied. Methods  Seven primers selected from 100 ISSR 

primers could obtain high polymorphism and reproducibility bands using ISSR markers. Results  Total 77 DNA bands were amplified 

including 67 polymarphic bands, counting for 87.01%. Genetic similarity analysis showed that Hunan peony germplasm resourses with high 

genetic diversity. Through the computer software analysis, peony variety tested the average effective number of alleles was 1.395 4, the 

average Nei’s genetic diversity index is 0.248 0, the average Shannon’s information index was 0.385 9; Between each type of the similarity 

coefficient of Jaccard was 0.532 5—0.961 0, with an average of 0.751 5, which was a sign of close genetic relationship between the materials. 

These 47 germplasm resourses were divided into two groups and three subgroups by UPGMA analysis, which could distinguish the varieties 

from different sources. Conclusion  It reveals from the molecular level of Hunan local peony varieties, genetic relationship, and genetic 

diversity so as to provides the theoretical basis for the varieties breeding worke of heat and humid resistance of peony. 

Key words: Paeonia suffruticosa Andr.; genetic relationship; ISSR; molecular marker; genetic diversity  

 

牡丹 Paeonia suffruticosa Andr. 为芍药科

（Paeoniaceae）芍药属 Paeonia L. 牡丹组 Sect. 

Moutan DC. 植物，是我国特有的植物种质资源[1-3]。

经过长期的自然和人工选择，中国牡丹已形成了 4

个牡丹品种群：中原牡丹品种群、西北牡丹品种群、

西南牡丹品种群和江南牡丹品种群[4]。牡丹在南推

应用中的关键问题是耐湿热性较差，这严重地影响

了其在南方湿热地区的栽培和应用。湖南是牡丹自

然分布区之一，有 1 000 多年的栽培历史。湘西桑植

县、龙山县、永顺县、石门县等地曾有野生的杨山 
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牡丹 Paeonia ostii T. Hong et J. X. Zhang 分布[5]。20

世纪 80 年代，由于农民乱挖根皮，致使野生杨山牡

丹几近消失。所幸的是，2006 年在湘西张家界地区

永顺县、新晃县等地相继发现了一批百年以上的古

牡丹，为我国古牡丹群之最。另外，湖南邵阳多年

种植牡丹“凤丹”和“香丹”，选育了一批自然杂交

的品种，这些品种除了药用价值外，还具有较高的

观赏价值[6]。湖南牡丹从地域而言属江南牡丹品种

群，适应江南地区高温多湿的气候环境，是一个较

为耐湿热的优秀群体，是研究江南牡丹可能的起源

和耐湿热型牡丹育种的重要资源[7]。湖南牡丹的研究

相对比较落后，目前主要集中在品种资源的初步调

查方面，对湖南产牡丹品种的亲缘关系和遗传多样

性分析等方面的研究近乎空白，极大地制约了湖南

耐湿热牡丹品种这一优良育种材料的开发和利用。

为此，本实验采用 ISSR 分子标记技术对湖南产牡丹

品种的亲缘关系和遗传多样性进行研究，为耐湿热

型牡丹品种选育和开发利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

实验于 2014 年 4～11 月在中南林业科技大学重

点实验室完成。共收集样品 47 份，经笔者鉴定为牡

丹 Paeonia suffruticosa Andr.。其中湘西张家界紫色

系列品种样品 18 个、粉色系列品种样品 9 个，另外

有湘西张家界杨山牡丹样品 10 个、湖南邵阳品种凤

丹和香丹样品各 5 个，紫色系列品种、粉色系列品

种和杨山牡丹均是古牡丹，在湘西栽培数年。其中

单瓣样品 20 个，重瓣品种 27 个，在湖南栽培均表

现良好。采集新鲜嫩叶保存于−80 ℃冰箱[8-11]。供试

品种及来源见表 1。 

表 1  供试材料及来源 

Table 1  Plant materials tested by ISSR and origins 

编号 品种 来源 花型 编号 品种 来源 花型 

1 紫色品种 1-1 湖南永顺 重瓣型 25 凤丹 N-1 湖南宁乡 单瓣型 

2 粉色品种 1-1 湖南永顺 重瓣型 26 香丹 N-1 湖南宁乡 单瓣型 

3 紫色品种 1-2 湖南永顺 重瓣型 27 凤丹 N-2 湖南宁乡 单瓣型 

4 紫色品种 1-3 湖南永顺 重瓣型 28 紫色品种 N-3 湖南宁乡 重瓣型 

5 杨山 1-1 湖南永顺 单瓣型 29 杨山 N-1 湖南永顺 单瓣型 

6 杨山 1-3 湖南永顺 单瓣型 30 杨山 N-2 湖南永顺 单瓣型 

7 杨山 1-2 湖南永顺 单瓣型 31 凤丹 N-3 湖南宁乡 单瓣型 

8 紫色品种 1-4 湖南永顺 重瓣型 32 凤丹 N-4 湖南宁乡 单瓣型 

9 粉色品种 1-2 湖南永顺 重瓣型 33 杨山 N-4 湖南永顺 单瓣型 

10 杨山 1-4 湖南永顺 单瓣型 34 香丹 N-2 湖南宁乡 单瓣型 

11 粉色品种 1-4 湖南永顺 重瓣型 35 杨山 N-3 湖南永顺 单瓣型 

12 杨山 1-5 湖南永顺 单瓣型 36 紫色品种 N-2 湖南宁乡 重瓣型 

13 紫色品种 1-5 湖南永顺 重瓣型 37 香丹 N-3 湖南宁乡 单瓣型 

14 粉色品种 1-3 湖南永顺 重瓣型 38 紫色品种 N-4 湖南宁乡 重瓣型 

15 粉色品种 1-5 湖南永顺 重瓣型 39 粉色品种 N-1 湖南宁乡 重瓣型 

16 紫色品种 1-7 湖南永顺 重瓣型 40 紫色品种 N-1 湖南宁乡 重瓣型 

17 粉色品种 1-6 湖南永顺 重瓣型 41 香丹 N-4 湖南宁乡 单瓣型 

18 紫色品种 S-1 湖南长沙 重瓣型 42 紫色品种 N-5 湖南宁乡 重瓣型 

19 紫色品种 S-5 湖南长沙 重瓣型 43 杨山 N-5 湖南永顺 单瓣型 

20 紫色品种 S-2 湖南长沙 重瓣型 44 凤丹 N-5 湖南宁乡 单瓣型 

21 紫色品种 S-3 湖南长沙 重瓣型 45 粉色品种 N-2 湖南宁乡 重瓣型 

22 紫色品种 S-6 湖南长沙 重瓣型 46 粉色品种 N-3 湖南宁乡 重瓣型 

23 紫色品种 S-4 湖南长沙 重瓣型 47 香丹 N-5 湖南宁乡 单瓣型 

24 紫色品种 1-6 湖南永顺 重瓣型     
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1.2  基因组总 DNA 的提取 

取叶片样品 0.5 g 加液氮研磨成细粉末状待用，

用 CTAB 法提取植物基因组 DNA，装入离心管中，

置于−80 ℃冰箱保存。提取的样品用分光光度计定

量检测质量浓度，再用 1.0%的琼脂糖凝胶电泳计算

DNA 样品的质量浓度和纯度，将样品质量浓度稀释

至 50 ng/μL 保存于−20 ℃冰箱备用[12-15]。 

1.3  ISSR-PCR 优化反应体系和引物筛选 

依据牡丹 ISSR-PCR 反应体系研究资料，大致

确定本研究中反应体系各成分浓度范围，采用 5 因

素 4 水平的正交试验设计进行反应体系优化，依据

扩增产物的条带清晰度、丰富度、条带差异性和可

重复性判断体系的优劣，最终建立的最佳反应体系

（20 μL）：25 mmol/L Mg2+ 2.0 μL、2.5 mmol/L dNTPs 

1.6 μL、10 μmol/L Primer 1.0 μL、10 U/μL Taq DNA 

聚合酶 1.0 μL；50 ng/μL DNA 模板 1.0 μL，10×

Buffer 2.0 μL，ddH2O 11.4 μL。利用此体系对全部

样品进行扩增，都有较稳定丰富的扩增产物。在

基因扩增仪（美国 Bio RAD）上进行 PCR 反应，

首先在 94 ℃下预变性 5 min；然后 94 ℃变性 45 

s； 45～57 ℃（根据各引物的退火温度）退火 45 

s，72 ℃、延伸 1.5 min，共计 35 个循环；最后

72 ℃总延伸 7 min。 

选用哥伦比亚大学（UBC）开发的 ISSR 通用

引物 100 个，引物由上海生工生物工程有限公司合

成，利用优化的反应体系进行引物筛选；反应体系

通过优化后对 100 个引物筛选，确定每个引物的最

佳退火温度（Tm），用梯度 PCR 仪逐级生成的温度

进行摸索，依据扩增产物清晰、背景浅、无弥散现

象、片段大小分布均匀、数量稳定性最终确定 Tm。 

1.4  PCR 反应产物的检测 

将 ISSR-PCR 扩增产物用 1.8%的琼脂糖凝胶

在电泳仪上上样，在电泳恒压 110 V，电流为 80 mA

下电泳 1 h，用 GenGenius 凝胶成像系统观察并照

相保存。 

1.5  数据处理 

标准相对分子质量以电泳图谱中 200 bp DNA 

ladder marker 为对照，ISSR 电泳扩增片断记录后人

工读带，同一位置清晰出现扩增的相对分子质量相

同的条带视为同一位点。对每个样品的扩增带按有

或无进行记录，分别计为“1”和“0”，建立数据矩

阵，用 PopGen32 软件计算多态位点比率（PPB），

用 NTSYS-pc 2.1 软件 UPGMA 方法构建品种亲缘

关系 [16-21]。 

2  结果与分析 

2.1  引物的筛选结果 

利用优化的体系对 100 个引物进行筛选，最

终确定 7 个引物用于分析；利用优化的 PCR 反应

体系对 7 个引物退火温度进行摸索，大部分引物

的退火温度在 45～57 ℃（表 2）。在筛选的 7 个

引物中多态位点百分比达到 100%的有 1 条引物，

占所筛选出引物的 14.29%；引物 UBC 841 的扩增

条带数量为最多，扩增条带和多态性条带分别为

13 和 12（图 1）；引物 UBC 815 扩增条带数量相

对较少，扩增条带和多态性条带分别为 9 和 8，

多态性条带率为 88.9%；最低的多态性条带比率

为引物 UBC 866，仅 60%，扩增条带为 10 条，多

样性条带为 6 条。 

2.2  聚类分析 

根据相似性系数，建立聚类分支树状图（图

2），47 个样本，相似系数 0.57 为阈值时可以将品

种资源分为 2 类，第 1 大类包含 36 份种质资源，

其中 22 份为重瓣品种，14 份为单瓣品种；第 2

大类包括 11 份种质资源，其中 6 份为单瓣品种，

5 份为重瓣品种。大部分紫色系列品种和粉色系

列品种聚在一大类，仅 5 份重瓣品种另聚一大类， 

表 2  不同 ISSR 引物的扩增效果 

Table 2  Amplified results of different ISSR primers 

引物 序列 扩增条带数 多态性条带数 多态性比率/% Tm/℃ 

815 CTC TCT CTC TCT CTC TG 9 8  88.9 54 

841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 13 12  92.3 56 

868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA 10 9  90.0 57 

853 TCT CTC TCT CTC TCT CRT 12 11  91.7 51 

824 TCT CTC TCT CTC TCT CG 12 12 100.0 54 

835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 11 9  81.8 59 

866 CTC CTC CTC CTC CTC CTC 10 6  60.0 59 
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0.52     0.61      0.70     0.79      0.88   0.96   
                         相似系数              

 

图 1  引物 UBC 841 对 47 个牡丹样本的扩增效果 

Fig. 1  Electrophoresis of primer UBC 841 tested in 47 paonia samples 

 

 

图 2  牡丹品种的 UPGMA 聚类图 

Fig. 2  UPGMA clustering map of peony cultivars 

这说明湘西的古牡丹中紫色系列品种和粉色系列品

种大部分可能为同一来源。第 2 大类中包含了 5 个

重瓣品种，这种情况有 2 种可能，一种是这 4 个紫

色品种和 1 个粉色品种与其他重瓣系列品种来源不

同，另一种可能是由于有一些品种从湘西引种至长

沙多年，本身发生了一定的变异。这 5 个重瓣品种

与个别香丹和凤丹聚在了一起，这可能与采样的香

丹和凤丹的种源有一定的关系，也可能采集的凤丹

和香丹是其杂交后代，在表型性状上未显现。以相

似系数 0.61 为阈值，可将第一大类中的 35 份种质

资源聚为 2 个亚类。第 1 亚类包含来自湘西永顺的

大部分重瓣系列品种，第 2 亚类将杨山牡丹、香丹

和凤丹聚为一亚类，这说明湖南产牡丹香丹与杨山

牡丹和凤丹有较近的亲缘关系，香丹极有可能是起

源于湖南邵阳。同时在第 2 亚类中也可以清楚地看

到，杨山牡丹和凤丹有非常近的亲缘关系，从这一

方面也证实了凤丹为杨山牡丹的栽培品种。同时，

有 8 个重瓣品种与杨山牡丹、凤丹和香丹聚在了一

起，说明这些重瓣品种与湖南产起源的牡丹有极近

的亲缘关系，从另一方面也推测这些品种可能起源

于湖南。 

通过 NTSYS-PC V2.1 进行数据分析（图 2），47

个牡丹样本间的遗传相似系数在 0.532 5～0.961 0，其

平均值为 0.751 5，结果表明这些品种间有相对较近

的亲缘关系。这从分子水平上揭示了湖南产牡丹品

种间亲缘关系及遗传多样性，为耐湿热牡丹的新品

种选育工作提供了理论依据。 

从上述聚类结果可知，湖南产牡丹品种间亲

缘关系较复杂，花色相同品种间遗传相似性较高，

湘西古牡丹表现品种亲缘关系更近，而单瓣品种

由于长期的栽培或自然杂交而出现亲缘关系明显

差异的情况，分别归于不同的大类。虽然在聚类

图中显示，同栽培区域的种质优先聚在一起，但

并不能说明来自同一区域的种质聚为一类。湖南

栽培牡丹品种大致与野生资源各自聚类，栽培牡

丹和野生种在形态特征上具有一定的区别，说明

湖南产牡丹的亲缘关系远近与形态特征有一定的

关系。同时，一些单瓣品种和部分重瓣品种也能

单独聚类，可以从一定程度上反映其遗传组成相

对复杂，供试样品亲缘关系的远近与栽培区域也

没有明显的相关性。 
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2.3  遗传多样性分析 

利用 ISSR 分子标记技术从 100 条 ISSR 引物中

筛选出多态性好、条带清晰的 7 条引物用于 47 个牡

丹品种的遗传多样性分析。结果表明，7 条多态性

引物对源自湖南省内牡丹种质及部分实生后代共

47 份种质 DNA 进行扩增实验，共扩增得到 77 条带

型清晰完整的谱带，其中多态性条带为 67 条，多态

位点比率为 87.01%，表明湖南牡丹种质资源多态性

较高，具有较高的遗传多样性。经过计算机软件计

算分析，结果表明：平均有效等位基因数为 1.395 4，

平均 Nei’s 基因多样性指数为 0.248 0，平均

Shannon’s 信息指数为 0.385 9。UPGMA 作图法将

47 份材料划分为 2 个类群 3 个亚类，很好地将不同

来源的品种区分开来。这从分子水平上揭示了湖南

产牡丹品种间亲缘关系及遗传多样性，为耐湿热牡

丹的新品种选育工作提供了理论依据。 

3  讨论与结论 

3.1  湖南产牡丹种质资源的多样性 

从种质的分布范围及区内材料平均遗传相似系

数可知，湖南产牡丹在来源相同的牡丹种质资源中

表现出了密切的亲缘关系，不同区域牡丹品种间遗

传差异相对较大，有较高的遗传多样性，可进行育

种研究，以期利用其遗传差异优势创造优良品种。

但目前湖南产牡丹品种来源不清、品种命名混乱，

有时甚至存在品种辨别不清的问题，同时品种少，

花型和花色也相对比较单一，以白色、玫红色、紫

色和粉色为主。2012 年中南林业科技大学牡丹研究

课题组开展了湖南牡丹资源的深入调查，在调查中

发现，湖南牡丹品种资源有一些已经迭失或死亡，

同时在调查中发现了一些新的变异株系，对其进行

拟命名，由于未正式发表，因此实验中采用紫色系

列品种和粉色系列品种的统称，用序号加以区分。 

3.2  湖南牡丹的可能起源 

聚类结果显示，湖南湘西古牡丹群中，大部分

紫色系列品种和粉色系列品种与杨山牡丹、凤丹和

香丹有一定的遗传距离，说明这些古牡丹品种有可

能是从外地引种至当地。紫色系列品种中有 4 个品

种与杨山牡丹亲缘关系非常近，因湖南湘西原有野

生杨山牡丹分布，推测有部分紫色重瓣品种可能是

起源于当地。有 5 个古牡丹品种与杨山牡丹、凤丹

和香丹有较近的遗传关系，聚为一大类，这些品种

很有可能是起源于湖南湘西的品种，在过去被农户

从山上引种下来种植在庭院。另外，香丹也与杨山

牡丹和 5 个重瓣品种聚在一起，它与杨山牡丹和凤

丹有很近的亲缘关系，这说明香丹很有可能是起源

于湖南。  

3.3  湖南牡丹资源的开发利用 

对湖南产牡丹品种现状的调查与了解，清楚地

看到南方地区牡丹品种的匮乏，还需加快适应南方

气候、耐湿热性强、观赏价值高的新品种选育，这

些新品种的选育应建立在湖南牡丹品种的优良基因

的基础上，充分发挥其育种价值。加强对资源的鉴

定、评价和创新利用研究，开展本土牡丹资源进行

综合方面的鉴定与评价工作，弄清各种质资源的遗

传背景和遗传特性，以牡丹的种质创新为目标，将

栽培、培育和驯化后的本土牡丹品种进行广泛应用，

尽快把牡丹资源优势转化成产品优势，促进牡丹产

业的发展。 
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