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摘 要 为了研究不同产地皱皮木瓜遗传多样性和亲缘性关系，本研究利用 10个 ISSR多态性引物对 12

份全国皱皮木瓜主产区的木瓜种质资源进行多态性和聚类分析，结果显示，各引物多态性百分率范围为

65%~100%，皱皮木瓜种质资源的遗传相似系数在 0.505 7~0.862 1之间，各种质间遗传信息较为丰富，聚

类分析将 12份种质划分为 3个组，第 1组又分为 2个亚组，其中 M4 (湖南省桑植县 -1)和 M7 (湖南省桑

植县 -2)亲缘关系最近，M1 (云南省洱源县)和 M10 (湖北省郧西县)亲缘关系最远。以上结果表明 12份全

国皱皮木瓜主产区的木瓜种质资源具有较高的遗传多样性。
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Abstract In order to study the genetic diversity and genetic relationship of Chaenomeles speciosa (Sweet) Nakai

from different producing areas, 10 ISSR polymorphic primers were used in the polymorphism and cluster analysis

of 12 Chaenomeles speciosa (Sweet) Nakai germplasm resources in the main producing areas. The results showed

that the percentage of polymorphism of each primer ranged from 65% to 100%, and the genetic similarity coeff-

icient of Chaenomeles speciosa (Sweet) Nakai germplasm resources ranged from 0.505 7 to 0.862 1. The genetic

information of various interstitials was abundant. Cluster analysis divided 12 accessions into 3 groups, and the first

group was divided into 2 subgroups. Among them, the relationship ofM4 (Sangzhi County-1, Hunan Province) and

M7 (Sangzhi County-2, Hunan Province) was closest, the relationship ofM1 (Eryuan County, Yunnan Province) and

M10 (Yunxi County, Hubei Province) was farthest. These results indicate that there is a high genetic diversity of 12

Chaenomeles speciosa (Sweet) Nakai germplasm resources in the main producing areas of Chaenomeles speciosa

(Sweet) Nakai in China.
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图 1 12份皱皮木瓜基因组 DNA电泳图

注: M: DL2000 DNAMarker; 1~12: 12份皱皮木瓜基因组DNA

Figure 1 Twelve genomic DNA electrophoretogram of Chaenome-

les speciosa (Sweet) Nakai

Note: M: DL2000 DNA Marker; 1~12: Twelve genomic DNA of

Chaenomeles speciosa (Sweet) Nakai

图 2 12份皱皮木瓜 ITS2扩增结果

注: M: DL2000 DNA Marker; 1~12: 12份 ITS2扩增结果

Figure 2 Twelve ITS2 amplification results of Chaenomeles spe-

ciosa (Sweet) Nakai

Note: M: DL2000 DNA Marker; 1~12: Twelve ITS2 amplifica-

tion results

图 3引物 U873对 12份皱皮木瓜资源的扩增结果

注: M: DL2000 DNA Marker; 1~12: 12份皱皮木瓜资源的扩增

结果

Figure 3 Amplification results of twelve Chaenomeles speciosa

(Sweet) Nakai resources by primer U873

Note: M: DL2000 DNA Marker; 1~12: Amplification results of

twelve Chaenomeles speciosa (Sweet) Nakai resources

皱皮木瓜 Chaenomeles speciosa (Sweet) Nakai，又

名贴梗海棠、贴梗木瓜等，属于蔷薇科木瓜属植物，

以干燥熟果实入药，富含苹果酸、酒石酸、枸椽酸等

大量有机酸，还含有过氧化氢酶、鞣质、果胶、黄酮类

等物质(Ros et al., 2004; Du et al., 2013; Miao et al.,

2016; Zhang et al., 2016;张明发和沈雅琴, 2018)。皱

皮木瓜原产于我国西南部，随着不断的变迁，现湖北、

四川、安徽、山东、浙江、陕西、云南等省均有种植，已

形成资丘木瓜、宣木瓜和川木瓜等多个木瓜主产区

(王明明等, 2009;杨松杰, 2011; Shao et al., 2017)。皱

皮木瓜味酸，性温，具有很高的药用价值和营养价值

(Xie et al., 2015;李聪等, 2018;朱夏雨等, 2019)。

皱皮木瓜在我国种植历史悠久，种植面积广阔，

具有很大的开发潜力，但是由于目前木瓜属植物生

药性状较为相似，市场上混伪品较多，药材质量极不

稳定，这给物种鉴定及安全用药带来了较大的不便，

因此对木瓜属药用植物进行快速准确的鉴定就显得

尤为重要和迫切。本研究选取了国内 12个皱皮木瓜

主产区的成熟皱皮木瓜作为实验材料，提取它们基

因组 DNA，在获得适宜的 DNA 提取方法及 IS-

SR-PCR优化扩增体系基础上，筛选适宜的引物对这

12种木瓜的基因组 DNA进行 PCR扩增，希望通过

这些研究阐明 12个皱皮木瓜资源的遗传多样性和

亲缘关系，为后期木瓜属药用资源的鉴别分类提供

一定研究基础。

1结果与分析

1.1基因组 DNA提取与检测

提取的 12份皱皮木瓜种质基因组 DNA条带清

晰、无拖尾，用中药材通用条形码 ITS2引物扩增各

基因组 DNA，各条带明亮清晰，条带大小基本一致

(图 1;图 2)，以上结果表明提取的皱皮木瓜基因组

DNA质量较高，可用于后续 ISSR遗传多样性分析。

1.2 ISSR引物扩增多态性

用优化的 ISSR-PCR 体系从 100 条 ISSR 引物

中筛选出 10条多态性引物用于皱皮木瓜遗传多样

性分析(图 3;表 1)，10条引物在 12个样本中扩增出

511条条带，其中多态性条带数为 355，多态性条带

百分率为 75.3%；共扩增出 87个位点，其中多态性位

点数为 74，多态性位点百分率为 85%。各引物多态性

百分率范围为 63%~100%，其中引物 U873扩增位点

数和多态性位点数最多(都为 16 条)，引物 U847、

U848、U850、U858、U873多态性条带和多态性位点

百分率最高，都为 100%。扩增结果表明 12个产地的

皱皮木瓜基因型都不同，且具有丰富的遗传多样性。

1.3遗传相似性和遗传距离分析

用 NTSYS-pc2.10e软件对不同产地皱皮木瓜种

质资源之间的遗传相似性系数(GS)和遗传距离(GD)
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表 1多态性 ISSR引物信息及扩增情况

Table 1 Polymorphism ISSR primer information and amplification

多态性引物名称

Polymorphic

primer names

U808

U810

U812

U842

U847

U848

U850

U858

U873

U881

总数

SUM

平均值

Average

序列

Sequence

(Ag)8 C

(gA)8 T

(gA)8 A

(gA)8 Yg

(CA)8 RC

(CA)8 Rg

(gT)8 YC

(Tg)8 Rg

(gACA)4 Ggg

(Tgggg)2 Tg

-

-

扩增条带数

Amplified

bands number

61

76

61

60

29

57

31

19

60

57

511

51.1

多态性条带数

Polymorphic

bands number

37

40

25

24

29

57

31

19

60

33

355

35.5

扩增位点数

Amplification

locus

9

9

8

8

7

11

7

5

16

7

87

7.25

多态性位点数

Polymorphic

locus

7

6

5

5

7

11

7

5

16

5

74

6.17

多态性位点百分率(%)

Percentage of

polymorphic locus (%)

78

67

63

63

100

100

100

100

100

71

-

85

条带大小(bp)

Stripe size (bp)

250~2 000

150~1 500

0~1 000

100~2 000

500~2 500

100~2 000

500~2 500

100~2 000

100~2 500

0~2 500

-

-

表 2 12份皱皮木瓜材料遗传相似系数和遗传距离

Table 2 Genetic similarity coefficient and genetic distance of twelve Chaenomeles speciosa (Sweet) Nakai materials

编号

Number

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

M10

M11

M12

M1

-

0.8161

0.8161

0.7816

0.7931

0.7816

0.8046

0.8046

0.7701

0.5057

0.6897

0.7816

M2

2.2189

-

0.8391

0.7816

0.7701

0.8046

0.7586

0.7356

0.7241

0.5287

0.6897

0.7586

M3

2.1438

1.7741

-

0.7816

0.7471

0.7586

0.7586

0.7126

0.6782

0.5287

0.6897

0.7816

M4

2.5639

2.4581

2.4008

-

0.7816

0.7471

0.8621

0.7701

0.7586

0.5632

0.7241

0.8391

M5

2.6204

2.7929

3.0255

2.5126

-

0.7816

0.7586

0.8046

0.8161

0.5517

0.7126

0.8276

M6

2.5639

2.1682

2.6907

2.8030

2.5126

-

0.7471

0.7241

0.7586

0.5172

0.6092

0.7471

M7

2.3366

2.8370

2.7619

1.4635

2.9105

2.8742

-

0.8161

0.8046

0.6092

0.7471

0.8161

M8

2.2562

3.0643

3.2969

2.5131

2.2141

3.1015

2.0041

-

0.7816

0.5172

0.6782

0.7701

M9

3.0538

3.5542

4.1505

2.8814

2.2925

2.8814

2.3366

2.5639

-

0.5747

0.6897

0.7816

M10

7.5495

6.5839

6.3720

5.6506

6.3400

6.4844

5.0310

6.4844

6.0835

-

0.6322

0.6092

M11

4.0356

3.8214

3.7150

3.1820

3.5774

4.8809

2.9546

3.8273

4.0356

4.6536

-

0.7471

M12

2.5639

2.7566

2.4008

1.6908

1.9242

2.8030

2.0041

2.5131

2.5639

4.8809

2.8742

-

注: M1~M12材料编号见表 3;表格对角线上方表示遗传距离,对角线下方表示遗传相似系数

Note: M1-M12 materials coding name are are shown in Table 3, Genetic distance (above diagonal) and genetic similarity coefficient

(below diagonal)

基于 ISSR分子标记的皱皮木瓜遗传多样性分析

进行分析，12份皱皮木瓜种质 GS值范围为 0.505 7~

0.862 1，平均 GS值为 0.713 7，变幅为 0.356 4，大部

分种质的 GS值在 0.750 0~0.820 0之间，其中 GS最

大值和 GD最小值在M4和M7之间，分别为 0.862 1

和 1.463 5，说明 M4和M7之间的遗传相似程度最

高，亲缘关系最近；M1和 M10之间的 GS值最小，

GD最大，表明两者间的遗传相似程度最低，亲缘关

系最远(表 2)。

1.4聚类分析

用 NTSYS-pc2.10e 软件对 12 份皱皮木瓜材料

进行聚类分析(图 4)，系统聚类遗传一致度范围为

0.56～0.86，平均值为 0.71，因此可将 12份材料由上

至下划分为 3组，第一组又可划分为两个亚组，第一

亚组包括M1、M2、M3、M6，第二亚组包括M4、M7、
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图 4 12份皱皮木瓜聚类分析

注: M1:云南省洱源县; M2:云南省云县; M3:重庆市纂江县;

M4:湖南省桑植县 -1; M5:山东省河东区 -1; M6:四川省宣汉

县; M7:湖南省桑植县 -2; M8:贵州省正安县; M9:山东省河

东区 -2; M10:湖北省郧西县; M11:陕西省洋县; M12:安徽省

宣城市

Figure 4 Cluster map of twelve Chaenomeles speciosa (Sweet)

Nakai resources

Note: M1: Eryuan County, Yunnan Province; M2: Yun County,

Yunnan Province; M3: Chongjiang County, Chongqing City; M4:

Sangzhi County, Hunan Province (1); M5: Hedong District, Sha-

ndong Province (1); M6: Xuanhan County, Sichuan Province; M7:

Sangzhi County, Hunan Province (2); M8: Zheng'an County, Gui-

zhou Province; M9: Hedong District, Shandong Province (2);

M10: Yunxi County, Hubei Province; M11: Yang County, Shanxi

Province; M12: Xuancheng, Anhui Province

M12、M5、M9、M8，第二组为M11，第三组为M10。

2讨论

研究木瓜属种质资源遗传多样性，对于解决种

源混杂问题，建立品种分类体系，及进一步的育种研

究非常重要(王明明等, 2010)。新型分子标记技术相

比传统的形态、细胞学、生化标记技术，具有标记数

量较多、多态性较高，易检测的优势。比如 ISSR分子

标技术，已被应用在多个物种如植物、微生物等的遗

传多样性分析中，而对于木瓜属遗传多样性研究的

报道较少，王明明等(2010)通过 SRAP分子标记技术

将 32份木瓜栽培材料划分为毛叶木瓜种系、西藏木

瓜、皱皮木瓜种系、日本木瓜种系 4个类群，通过揭

示 4个种系间的亲缘关系，发现皱皮木瓜种系分化

程度较高。夏永秀等(2010)基于 21份西藏木瓜属种

质材料筛选了 28对条带清晰、多态性丰富的引物，

为遗传多样性分析奠定基础。目前对皱皮木瓜的研

究多集中在利用品质性状评价方法间接揭示皱皮木

瓜种系的差异，发现不同产地皱皮木瓜的有机酸、黄

酮、多酚、多糖等含量存在着显著差异(陈亚楠等,2019)，

这些研究为利用分子标记技术揭示皱皮木瓜遗传多

样性提供了依据。

本研究采用 ISSR分子标记技术对 12份全国皱

皮木瓜资源进行了遗传多样性和亲缘关系分析。多

态性 ISSR引物扩增发现，引物 U847、U848、U850、

U858、U873 多态性条带数和位点数百分率都达到

100%，各引物百分率逸63%，表明 12份皱皮木瓜具

有较丰富的遗传信息。遗传相似性分析发现，12份皱

皮木瓜种质资源 GS值范围为 0.505 7~0.862 1，平均

GS值为 0.713 7，表明了 12份皱皮木瓜资源存在一

定遗传差异，这与陈亚楠等(2019)通过品质性状评价

方法揭示不同产地皱皮木瓜的差异相互验证，研究

表明地理分布与亲缘关系具有相关性，相近地理位

置种质倾向聚为一类(Wilson et al., 2001)。本研究将

12份皱皮木瓜种质资源从上至下划分成 3组，第 1

组包括 2个亚组，其中 M4 (湖南省桑植县 -1)和 M7

(湖南省桑植县 -2)亲缘关系最近，M1 (云南省洱源

县)和M10 (湖北省郧西县)亲缘关系最远，进一步分

析发现，M1 (云南省洱源县)和M2 (云南省云县)、M4

(湖南省桑植县 -1)和 M7 (湖南省桑植县 -2)、M5 (山

东省河东区 -1)和M8 (贵州省正安县)分别聚类到一

起，表明产地越近的木瓜品种，亲缘关系往往更近，

这也进一步证实了本研究结果的可靠性，以上研究

将为皱皮木瓜种质资源鉴定及筛选提供一定基础。

3材料与方法

3.1供试材料

试验材料包括湖北、湖南、安徽等 12个皱皮木

瓜主产地的木瓜样品，样品编号、产地、地理位置等

信息(表 3)。

3.2基因组 DNA提取及检测

采用新型植物基因组 DNA试剂盒(北京天根生

物科技有限公司) 提取新鲜皱皮木瓜果实的基因组

DNA，用分光光度法和琼脂糖电泳检测 DNA的浓度

和质量，保存于 -20℃备用。用中药材通用条形码

ITS2引物(F: 5'-ATGCGATACTTGGTGTGAAT-3'; R:

5'-GACGCTTCTCCAGACTACAAT-3')检测 DNA是

否存在 PCR反应抑制物。

3.3多态性 ISSR引物筛选和扩增

本研究所用引物由上海英俊公司合成，选取两

个产地木瓜 DNA模板，通过优化的 ISSR-PCR体系

筛选了 10条多态性好、重复性好、且条带清晰的 ISSR

引物，优化的 20 滋L PCR体系为：模板 DNA 50 ng，
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表 3 12份皱皮木瓜信息

Table 3 The information of twelve Chaenomeles speciosa (Sweet) Nakai resources

编号

Number

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

M10

M11

M12

产地

Producing area

云南省洱源县

Eryuan County, Yunnan Province

云南省云县

Yun County, Yunnan Province

重庆市纂江县

Chongjiang County, Chongqing City

湖南省桑植县 -1

Sangzhi County, Hunan Province(1)

山东省河东区 -1

Hedong District, Shandong Province (1)

四川省宣汉县

Xuanhan County, Sichuan Province

湖南省桑植县 -2

Sangzhi County, Hunan Province(2)

贵州省正安县

Zheng'an County, Guizhou Province

山东省河东区 -2

Hedong District, Shandong Province (2)

湖北省郧西县

Yunxi County, Hubei Province

陕西省洋县

Yang County, Shanxi Province

安徽省宣城市

Xuancheng, Anhui Province

地理位置

Geographic location

东经 99毅57'3.17",北纬 26毅06'40.07"

East longitude 99毅57'3.17", North latitude 26毅06'40.07"

东经 100毅07'52.00",北纬 24毅26'40.56"

East longitude 100毅07'52.00", North latitude 24毅26'40.56"

东经 106毅40'36.98",北纬 28毅36'26.57"

East longitude 106毅40'36.98", North latitude 28毅36'26.57"

东经 110毅09'51.41",北纬 29毅23'58.96"

East longitude 110毅09'51.41", North latitude 29毅23'58.96"

东经 118毅21'23.26",北纬 35毅06'16.74"

East longitude 118毅21'23.26", North latitude 35毅06'16.74"

东经 108毅08'34.04",北纬 31毅26'39.91"

East longitude 108毅08'34.04", North latitude 31毅26'39.91"

东经 110毅09'51.41",北纬 29毅23'58.96"

East longitude 110毅09'51.41", North latitude 29毅23'58.96"

东经 107毅26'38.47",北纬 28毅33'0.40"

East longitude 107毅26'38.47", North latitude 28毅33'0.40"

东经 118毅21'23.26",北纬 35毅06'16.74"

East longitude 118毅21'23.26", North latitude 35毅06'16.74"

东经 110毅04'16.08",北纬 32毅09'12.29"

East longitude 110毅04'16.08", North latitude 32毅09'12.29"

东经 107毅32'44.34",北纬 33毅13'21.90"

East longitude 107毅32'44.34", North latitude 33毅13'21.90"

东经 118毅45'31.18",北纬 30毅56'26.81"

East longitude 118毅45'31.18", North latitude 30毅56'26.81"

2伊Taqmix 10滋L，2.5滋moL/L引物 2滋L，ddH2O7 滋L。

3.4数据处理

在胶图上同一水平位置，有条带的记为 1，无条

带的记为 0，用 Excel软件对数据进行整理，采用

NTSYS-pc2.1软件计算遗传相似系数(GS)和和遗传

距离(GD)，基于遗传相似系数矩阵，利用 UPGMA法

进行聚类分析。
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