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摘要：为探究浙江省樱花种质资源的亲缘关系和遗传多样性，运用 ISSR 分子标记从 100 条引物中筛选出 17 条多

态性好的引物对 95 份樱花种质资源进行分析。结果表明，17 条引物共扩增出 110 条清晰条带，其中 101 条具有

多态性，平均多态性条带比率为 91.78%。95 份资源间的遗传相似系数为 0.38 ~ 0.90，平均 0.61；遗传距离为 0.10 

~ 1.38，平均 0.50。根据 UPGMA 聚类分析，在遗传相似系数为 0.577 5 时，95 份种质资源可分为四大类，分别包

含了 23 份、42 份、25 份和 5 份材料。研究结果表明浙江省樱花种质资源具有较为丰富的遗传多样性。 

关键词：樱花；种质资源；ISSR；遗传多样性；浙江 

中图分类号：S685.99      文献标识码：A      文章编号：1001-3776（2018）04-0001-07 

 

Genetic Diversities of Cerasus spp. from Zhejiang Province Based on ISSR Markers 
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Abstract: Collections of 95 germplasm resources of Cerasus spp. were carried out in May and June of 2016 from 14 counties of Zhejiang province. 

Experiments were implemented for their genetic diversities using 17 ISSR (inter simple sequence repeat) markers from 100 ones. The results showed 

that 110 bands were amplified by 17 primers, in which 101 bands were polymorphic with average percentage of ISSR polymorphism of 91.78 %. The 

genetic similarity coefficients of tested resources ranged from 0.38 to 0.90, with an average of 0.61. The genetic distances ranged from 0.10 to 1.38, 

with an average of 0.5. UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic means) analysis demonstrated that 95 germplasm resources could be 

divided into four categories when genetic similarity coefficient was 0.5775. The results indicated that there were rich genetic diversities in Cerasus 

spp. from Zhejiang.  
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樱花是蔷薇科 Rosaceae 李亚科 Prunoideae 樱属 Cerasus 典型樱亚属植物 Subg. Cerasus 的泛称。全世界约 150

种，分布于亚洲、欧洲、北美洲等北半球温和地带，我国有 38 个种，8 个变种；其中，浙江省有 10 个种，包

括浙闽樱桃 C. schneideriana，迎春樱桃 C. discoidea，尾叶樱桃 C. dielsiana，大叶早樱 C. subhirtella，山樱花 C. 

serrulata，华中樱桃 C. conradinae 等[1-3]。樱花是浙江省早春开花植物之一，种质资源丰富，分布范围广，形态

变异大，花色丰富。花色有白色、粉色、玫红色、黄绿色及各种渐变色和交叉色，花期一般在 2－5 月，少数

11 月至翌年 1 月；果色多为红色、紫红色、深红色至黑色，果期为 4－6 月，少数 10 月[4]。樱花既有高大挺拔
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的乔木，又有低矮稠密的灌木，其花朵数量多，独树成景，成片种植时花海极为震撼。由于樱花种质资源分布

广泛，变异丰富，种间或种内的自然杂交频频发生，这给野生樱花的分类鉴定工作带来了很大的困难；且樱花

在各地同名异物或同物异名的现象时有发生，因此，仅仅依靠形态特征的鉴定已不能满足樱花资源的分类和选

育。分子标记作为一种以核酸多态性为基础的遗传标记，因其不受组织类别、发育时期、环境条件等干扰，具

有数量极多、多态性高等优点，被证实是评价种属间亲缘关系和遗传多样性的理想标记[5-7]。ISSR（Inter-simple 

Sequence Repeat）是建立在 SSR（Simple Sequence Repeat）基础上的一种新型的分子标记技术，具有操作简单、

成本低、多态性高和重复性好等优点[8]，已广泛应用于香茅属 Cymbopogon[9]，鸢尾属 Iris[10]，风信子 Hyacinth 

orientalis[11]，桃 Prunus persica[12]等植物的遗传多样性和亲缘关系研究。本研究以浙江省野生樱花资源为试验材

料，利用 ISSR 标记从分子水平研究野生资源的亲缘关系和遗传多样性，为野生樱花资源的分类、保护和利用提

供参考。  

1  材料与方法 

1.1  材料 

2016 年 5－6 月，从浙江省的 14 个县（区、市）共采集到 95 份樱花野生资源（表 1），隶属 6 种 2 变种，

包括迎春樱桃，浙闽樱桃，大叶早樱，山樱花，毛叶山樱花 C. serrulata var. pubescens，华中樱桃，毛萼华中樱

C. conradinae var. trichocalyx 和尾叶樱桃。每份资源均采集新鲜、无病害的幼嫩叶片作为提取基因组 DNA 的供

试材料，放置于装有硅胶的自封袋中密封保存至完全干燥。 

表 1  樱花种质资源及采集地点 
Table 1  Location of colletion of Cerasus spp. 

编号 材料 采集地 编号 材料 采集地 编号 材料 采集地 

YZ01 华中樱 温州市文成县 YZ33 大叶早樱 金华市磐安县 YZ65 尾叶樱 台州市三门县 

YZ02 华中樱 温州市永嘉县 YZ34 大叶早樱 宁波市鄞州区 YZ66 尾叶樱 宁波市鄞州区 

YZ03 华中樱 温州市文成县 YZ35 大叶早樱 金华市磐安县 YZ67 尾叶樱 杭州市临安区 

YZ04 华中樱 温州市永嘉县 YZ36 迎春樱 杭州市西湖区 YZ68 尾叶樱 杭州市淳安县 

YZ05 华中樱 温州市文成县 YZ37 迎春樱 丽水市莲都区 YZ69 尾叶樱 杭州市淳安县 

YZ06 华中樱 丽水市莲都区 YZ38 迎春樱 杭州市淳安县 YZ70 尾叶樱 杭州市淳安县 

YZ07 华中樱 丽水市莲都区 YZ39 迎春樱 杭州市西湖区 YZ71 尾叶樱 杭州市临安区 

YZ08 华中樱 温州市文成县 YZ40 迎春樱 丽水市庆元县 YZ72 尾叶樱 丽水市景宁县 

YZ09 华中樱 温州市文成县 YZ41 迎春樱 丽水市莲都区 YZ73 尾叶樱 杭州市临安区 

YZ10 毛萼华中樱 丽水市庆元县 YZ42 迎春樱 杭州市西湖区 YZ74 尾叶樱 宁波市鄞州区 

YZ11 华中樱 温州市文成县 YZ43 迎春樱 丽水市莲都区 YZ75 尾叶樱 温州市文成县 

YZ12 华中樱 丽水市景宁县 YZ44 迎春樱 杭州市建德市 YZ76 尾叶樱 宁波市鄞州区 

YZ13 华中樱 温州市永嘉县 YZ45 迎春樱 丽水市庆元县 YZ77 毛叶山樱花 杭州市临安区 

YZ14 华中樱 温州市文成县 YZ46 迎春樱 丽水市庆元县 YZ78 山樱花 杭州市临安区 

YZ15 华中樱 温州市永嘉县 YZ47 迎春樱 杭州市临安区 YZ79 山樱花 杭州市临安区 

YZ16 华中樱 温州市文成县 YZ48 迎春樱 丽水市庆元县 YZ80 毛叶山樱花 杭州市临安区 

YZ17 华中樱 丽水市景宁县 YZ49 迎春樱 杭州市临安区 YZ81 毛叶山樱花 杭州市临安区 

YZ18 毛萼华中樱 温州市文成县 YZ50 迎春樱 丽水市莲都区 YZ82 浙闽樱 宁波市鄞州区 

YZ19 华中樱 金华市磐安县 YZ51 迎春樱 丽水市庆元县 YZ83 山樱花 杭州市临安区 

YZ20 华中樱 温州市永嘉县 YZ52 迎春樱 杭州市西湖区 YZ84 毛叶山樱花 杭州市临安区 

YZ21 华中樱 金华市磐安县 YZ53 迎春樱 丽水市莲都区 YZ85 浙闽樱 宁波市鄞州区 

YZ22 华中樱 温州市乐清市 YZ54 迎春樱 杭州市西湖区 YZ86 毛叶山樱花 宁波市鄞州区 

YZ23 华中樱 金华市磐安县 YZ55 尾叶樱 金华市磐安县 YZ87 毛叶山樱花 杭州市临安区 

YZ24 华中樱 温州市文成县 YZ56 尾叶樱 杭州市临安区 YZ88 毛叶山樱花 杭州市临安区 

YZ25 华中樱 温州市乐清市 YZ57 尾叶樱 宁波市鄞州区 YZ89 山樱花 杭州市临安区 

YZ26 华中樱 金华市磐安县 YZ58 尾叶樱 台州市三门县 YZ90 毛叶山樱花 杭州市临安区 

YZ27 华中樱 丽水市景宁县 YZ59 尾叶樱 台州市三门县 YZ91 毛叶山樱花 宁波市鄞州区 

YZ28 华中樱 温州市乐清市 YZ60 尾叶樱 宁波市鄞州区 YZ92 山樱花 宁波市鄞州区 

YZ29 大叶早樱 宁波市鄞州区 YZ61 尾叶樱 金华市磐安县 YZ93 山樱花 杭州市临安区 

YZ30 大叶早樱 宁波市鄞州区 YZ62 尾叶樱 金华市磐安县 YZ94 毛叶山樱花 杭州市临安区 

YZ31 大叶早樱 台州市天台县 YZ63 尾叶樱 台州市三门县 YZ95 毛叶山樱花 温州市文成县 

YZ32 大叶早樱 宁波市鄞州区 YZ64 尾叶樱 台州市三门县    
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1.2  试验方法 

1.2.1  DNA 提取  利用植物基因组 DNA 提取试剂盒（DP3112，Bioteke，北京）提取 95 份供试材料的基因组

DNA，提取前利用预冷的缓冲液[13]（0.25 M NaCl，0.2 M Tris-HCl pH 8.0，50 mM EDTA，2% PVP，1%巯基乙

醇）对样品进行预处理，以去除大量的多糖、色素等杂质。利用 1%的琼脂糖凝胶电泳法检测 DNA 质量，用

Nanodrop 超微量分光光度计（NanoDrop 2 000，Thermo Scientific）测定 DNA 浓度，并将其稀释到 50 ng·μL-1。 

1.2.2  ISSR-PCR反应  经过预实验确定 PCR优化体系为 20 μL反应液，包括 2×Taq PCR Master Mix（TSINGKE，

北京）10 μL，10 μmol·L-1 ISSR-primer 0.6 μL，模板 DNA 1.0 μL，ddH2O 8.4 μL。PCR 扩增程序为 94℃预变性 5 

min；94℃变性 30 s，47.10 ~ 59.50℃复性 30 s（见表 2），72℃延伸 90 s，共 35 个循环；最后 72℃延伸 7 min，

于4℃保存。PCR扩增产物在1.5%琼脂糖凝胶中150 V电泳30 min，然后置于自动凝胶成像系统（ChemiDoc XRS+，

Bio-Rad）中拍照、记录。ISSR 引物来源于美国哥伦比亚大学（UBC）公布的 ISSR 通用引物，由生工生物工程

（上海）股份有限公司合成。 

1.3  数据处理 

采用人工计数法对电泳结果进行统计，同一引物扩增出的相同条带记为 1，无相同条带记为 0，构建 0，1

数据矩阵[14]。根据 0，1 数据矩阵，利用 Ntsys 2.1 软件计算各样品间的遗传相似系数（Coefficient），并采用

UPGMA 法进行聚类[15]。 

2  结果与分析 

2.1  ISSR 标记多态性分析 

从 100 条 ISSR 通用引物中共筛选出 17 条扩增条带清晰、稳定、重复性好的多态性引物，见表 2、图 1。利

用这 17 条 ISSR 引物分别对 95 份樱花材料的基因组 DNA 进行扩增，共获得 110 条清晰的条带，长度介于 250 ~ 

1 200 bp 之间，其中多态性条带为 101 条。不同 ISSR 引物扩增的多态性条带数介于 4 ~ 8 条，平均每个引物扩

增 5.94 条多态性条带，平均多态性条带比率为 91.78%。这些均表明 17 条 ISSR 引物对野生樱花基因组 DNA 扩

增的多态性较高，说明分布于浙江省的樱花种质资源具有丰富的遗传多样性。 

表 2  ISSR 引物退火温度及扩增结果 
Table 2  Annealing temperature and amplification results of ISSR markers 

引物名称 引物序列 退火温度/℃ 多态性条带/条 条带总数/条 多态性比率/% 

UBC811 (GA)8C 52.2 7 7 100.00 

UBC813 (CT)8T 49.8 7 7 100.00 

UBC814 (CT)8A 49.8 6 6 100.00 

UBC815 (CT)8G 52.9 5 6 83.33 

UBC816 (CA)8T 47.1 6 6 100.00 

UBC827 (AC)8G 52.2 5 6 83.33 

UBC834 (AG)8YT 50.3 5 5 100.00 

UBC836 (AG)8YA 50.3 6 6 100.00 

UBC841 (GA)8YC 52.6 5 5 100.00 

UBC842 (GA)8YG 52.6 8 9 88.89 

UBC848 (CA)8RG 52.6 7 7 100.00 

UBC853 (TC)8RT 50.3 7 7 100.00 

UBC855 (AC)8YT 50.3 5 6 83.33 

UBC857 (AC)8YG 52.6 4 6 66.67 

UBC866 (CTC)6 59.5 5 6 83.33 

UBC873 (GACA)4 49.2 8 8 100.00 

UBC880 (GGAGA)3 51.2 5 7 71.43 

总计   101 110 

均值   5.94 6.47 91.78 

注：Y = (C,T)；R= ( A,G)。 
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图 1  UBC813 引物对部分樱花基因组 DNA 的扩增图谱 

Figure 1  Gel diagram of genomic DNA of Cerasus spp. amplified with primer UBC813 

 

2.2  樱花种质资源遗传多样性和聚类分析 

95 份野生樱花资源的遗传相似系数范围为 0.38 ~ 0.90，平均 0.61；根据遗传相似系数对 95 份樱花种质资源

进行聚类分析，在遗传相似系数为 0.577 5 时，95 份野生樱花分为四大类（图 2）。A 类群共 23 份材料，均为

华中樱桃，其中 2 个毛萼华中樱桃在一起；包括 3 份资源来自金华市，4 份资源来自丽水市，16 份来自温州市。 

B 类群共 42 份材料，当遗传相似系数为 0.595 时，将 B 类群又分为 3 小类。B1 类群有 1 份材料来自丽水

景宁县的华中樱桃。B2 类群有 24 份材料，其中 6 份迎春樱聚为一类，18 份尾叶樱桃聚为一类。B3 类群有 17

份材料，包括 12 份迎春樱，3 份华中樱桃，2 份大叶早樱。 

C 类群共 25 份材料，当遗传相似系数为 0.609 时，将 C 类群又分为 2 小类。C1 类群 17 份材料，主要为山

樱花类，包括 9 份毛叶山樱花，6 份山樱花，1 份迎春樱，1 份华中樱桃，其中山樱花和毛叶山樱花聚为 1 类。

C2 类群有 8 份材料，包括 4 份尾叶樱桃，2 份毛叶山樱花和 2 份浙闽樱桃。 

D 类群共 5 份材料，均为大叶早樱，其中 3 份来自宁波市，1 份来自台州市，1 份来自金华市。 

3  结论与讨论 

分子标记技术是继形态标记、细胞标记以及生化标记之后发展起来的直接反应遗传多样性的一种遗传标记，

可以高效、稳定、准确地鉴定植物材料，评价种属间亲缘关系和遗传多样性，已在牡丹 Paeonia suffruticosa[16]，

月季花 Rosa chinensis[17]，风信子 Hyacinth orientalis[11]，杜鹃 Rhododendron spp.[18]等花卉中广泛应用。在樱花种

质资源的研究上，Badenes 等[19]、曹东伟等[20]利用 RFLP 标记得出不同樱桃的亲缘关系；Gerlach 等[21]、周春玲

等[22]、Hormaza[23]成功利用 RAPD 技术对樱花进行亲缘关系鉴定和品种分类；Antonius 等[24]、Kato 等[25]、商韬

等[26]通过 SSR 标记研究樱花资源的遗传多样性。本研究中所用引物平均多态性条带比率为 91.78%，说明这 17

条 ISSR 引物能够较好的将 95 份供试材料分开，表现出较高的鉴别效率。这与下列研究结果一致，宋常美等[27]

利用 21 条 ISSR 引物对 64 份中国樱桃资源多样性进行分析，得到引物的多态性比例为 87.28%；艾呈祥等[28]对 

34 份樱桃资源进行 ISSR 分析，得到多态性比率为 95.97%；Shahi 等[29]通过 ISSR 对伊朗的野生樱花资源多样性

研究，得出其多态性比率均大于 81.80%；这些研究均证明 ISSR 标记可以将樱花种质资源区分开，可作为资源 
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a－UPGMA 总图；b－A 类群；c－B 类群；d－CD 类群聚类图。 

图 2  樱花种质资源基于遗传相似系数的 UPGMA 聚类图 

Figure 2  UPGMA dendrogram of Cerasus spp. based on genetic similarity coefficients 
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鉴定的有效手段。95 份樱花种质资源基于遗传相似系数的 UPGMA 聚类分析（图 2）表明，遗传背景相近的樱

花资源其彼此间遗传相似系数较大，遗传距离较小，具有较近的亲缘关系。A 类群为华中樱类群，其中毛萼华

中樱和华中樱桃聚在一起，说明作为华中樱桃变种，其与原种亲缘关系较近，原种中与 YZ16 号华中樱桃的亲

缘关系最近，这符合原种与变种的变异原则。在 C 类群中，山樱花和其变种毛叶山樱花也聚在了一起，形成 C1

类群；毛叶山樱花、尾叶樱桃和浙闽樱桃聚为 C2 类群。同时，调查时发现浙闽樱桃的叶片和花部形态特征与毛

叶山樱花、尾叶樱的有一定的相似性，处于中间过渡类型，因此，YZ82 和 YZ85 可能不是浙闽樱桃，而是尾叶

樱桃和毛叶山樱花的杂交后代，这有待进一步深入研究。D 类群为大叶早樱类群，YZ30 和 YZ35 号大叶早樱没

有聚到 D 类群里，而是聚到了 B3 类群里；这 2 份资源虽然形态特征上接近大叶早樱，但其与 D 类群中大叶早

樱的亲缘关系相对较远，这可能是繁殖过程中部分单株发生了遗传变异，从而形成一些独特的遗传组成[30]。 

综上所述，本研究通过 ISSR 标记的方法，筛选出 17 条多态性好的引物，在分子水平揭示了所收集到的浙

江省野生樱花种质资源具有丰富的遗传多样性；并基于遗传相似系数将 95 份种质资源分为华中樱类群、大叶早

樱类群等四大类。本研究证明了 ISSR 分子标记是分析樱花种质资源遗传多样性十分有效的方法，通过其遗传多

样性和亲缘关系的研究可为今后浙江省野生樱花资源的保护和利用提供理论依据，为后期新品种选育提供花色

艳、花量大、抗逆性强的亲本材料。 
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