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利用 ＳＳＲ及 ＩＳＳＲ分子标记研究苜蓿属及其
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摘　要：利用３０对ＳＳＲ引物和１２个ＩＳＳＲ引物对苜蓿属 （Ｍｅｄｉｃａｇｏ）及其近缘植物共１１个物种的亲缘关系进
行研究。通过遗传多样性研究及ＵＰＧＭＡ聚类分析显示，“阔荚类群”（ｓｕｂｇｅｎ．Ｐｌａｔｙｃａｐｏｓ）的４个种在两种分子
标记下都聚为一支，符合其相似的形态学特征；“阔荚类群”在 ＳＳＲ分子标记中与胡卢巴属 （Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ）聚成
一支，网脉胡卢巴 （Ｔ．ｃａｎｃｅｌｌａｔａ）在ＩＳＳＲ分子标记中聚在 “阔荚类群”中；两种分子标记中，“紫花苜蓿复合

体”（Ｍｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａｃｏｍｐｌｅｘ）３个种间的遗传距离都最短；南苜蓿 （Ｍ．ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ）在两种分子标记下的聚类
结果有所不同，ＳＳＲ分子标记下与胡卢巴属的亲缘关系更近。研究说明苜蓿属与胡卢巴属具有很近的亲缘关系，
苜蓿属内不同物种与胡卢巴属的亲缘关系有远有近，其中苜蓿属中的 “阔荚类群”与胡卢巴属的关系最近，苜

蓿属中其他物种与胡卢巴属的亲缘关系较远。
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苜蓿属 （Ｍｅｄｉｃａｇｏ）是属于豆科 （Ｌｅｇｕｍｉｎｏ
ｓａｅ）车轴草族 （Ｔｒｉｆｏｌｉｅａｅ）的一年生或多年生草
本。因其富含蛋白质、维生素和各种矿物质，其营

养价值为各类牧草之首，并在我国种植已有２０００
多年历史，对我国畜牧业做出了重要贡献。其中，

紫花苜蓿 （Ｍ．ｓａｔｉｖａ）更被誉为 “牧草之王”，在

我国栽培最为广泛。自瑞典植物学家林奈在１８世
纪创立苜蓿属以来，全世界至今已记载苜蓿属植物

达１００多种［１］，分布在欧、亚、非三洲，《中国植

物志》将我国苜蓿属植物分为１３个种，１个变种，
主要分布于黄河流域的华北、西北地区［２］。

苜蓿属及其近缘植物的分类学问题主要存在于

两个方面。①苜蓿属有些种与胡卢巴属 （Ｔｒｉｇｏｎｅｌ
ｌａ）在形态、生长习性及染色体数目上相似，形成
大量的中间类群。②苜蓿属内种间由于自然杂交或
环境饰变而出现许多复合体类群，如 Ｑｕｉｒｏｓ＆
Ｂａｕｃｈａｎ（１９８８）利用蛋白标记根据紫花苜蓿的进
化路线，将Ｌｅｓｉｎｓ＆Ｌｅｓｉｎｓ（１９７９）系统中与紫花
苜蓿可以天然杂交的黄花苜蓿、多变苜蓿、Ｍｅｄｉ
ｃａｇｏｃｒｅｔａｃｅａＭ．Ｂｉｅｂ．、Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｕｎｅｔａｎａ（Ｍｕｒｂ．）
Ａ．Ｗ．Ｈｉｌｌ和ＭｅｄｉｃａｇｏｇｌｕｔｉｎｏｓａＭ．Ｂｉｅｂ．５个种合
并称为 “紫花苜蓿复合体” （Ｍｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａｃｏｍ
ｐｌｅｘ）等。因此按照历史上不同分类学家的处理，
苜蓿属及其近缘植物的分类曾一度错综复杂。国内

外学者对苜蓿属及其近缘植物在分类学上做了一定

的研究：ＵｒｂａｎＩ．［３］最早将苜蓿属分为 １１个组
（ｓｅｃｔｉｏｎ）共包括４６个种，并把幼苗子叶片和子叶
柄之间有无明显的关节作为区分苜蓿属和胡卢巴属

重要的依据；ＬｅｓｉｎｓＫ．Ａ．等［４］从形态学、细胞学

和杂交实验等方面对苜蓿属做了更为详尽的研究，

建立了一个包含５６个种的系统；ＳｍａｌｌＥ等［５］发

现许多胡卢巴属植物在花的综合性状、种子形态结

构等方面具有较高的相似性，在聚类分析中常与苜

蓿属聚到一起，因此将 ＬｅｓｉｎｓＫ．Ａ．和 ＬｅｓｉｎｓＩ．
系统中的部分种类进行合并，又将先前被认为是胡

卢巴属的２３个与苜蓿属有共同特征的种 “ｍｅｄｉｃａ
ｇｏｉｄ”划归到苜蓿属中，使苜蓿属种数扩大到 ８３
个种，分成 １２个组；但我国学者多将 “ｍｅｄｉｃａ
ｇｏｉｄ”中的角型果组 ｓｅｃｔ．Ｂｕｃｅｒａｔｅｓ放在胡卢巴属
中；而ＢｅｎａＧ．［６］利用分子系统学方法，比较了
ＳｍａｌｌＥ．系统中从胡卢巴属中转移过来的１０个种
与苜蓿属其他５３个种的亲缘关系，认为这些中间
类群宜归于苜蓿属，提出建立一个新组的观点。

与欧美所不同的是，我国在分属上还有较大歧

义，其中多年生阔荚类植物的分类问题最多，主要

表现在扁蓿豆属 （Ｍｅｌｉｓｓｉｔｕｓ）和黑荚豆属 （Ｔｕ
ｒｕｋｈａｎｉａ）的设立上。 《中国植物志》则摈弃扁蓿
豆属和黑荚豆属２个属，将其中的种分别归入苜蓿
属和胡卢巴属内，共收录我国境内胡卢巴属９种，
苜蓿属 １３种［２］；崔大方等［７］将多年生阔荚类群

（包含扁蓿豆属和黑荚豆属）归属苜蓿属，并建立

阔荚亚属 （ｓｕｂｇｅｎ．Ｐｌａｔｙｃａｐｏｓ），包含由西向东通
过青藏高原、蒙古高原、华西台地向着荒漠草原的

种类演化的阔荚苜蓿 （Ｍｅｄｉｃａｇｏｐｌａｔｙｃａｒｐｏｓ）、克什
米尔苜蓿 （Ｍ．ｃａｃｈｅｍｉｒｉａｎａ）、青海苜蓿 （Ｍ．
ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓｎｉｃｏｌａｉ）、花苜蓿 （扁蓿豆）（Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉ
ｃａ）以及偏南趋向暖热谷地的毛荚苜蓿 （Ｍ．ｅｄｇｅ
ｗｏｒｔｈｉｉ）；韦直［８］认为自然存在的仅有苜蓿属和胡

卢巴属，而扁蓿豆属无论作为属或属下等级都不合

乎分类系统的事实，但近来受欧美分类思想的影响

有重新归属中间类群的趋向。此外，Ｍｅｌｉｓｓｉｔｕｓ、
Ｐｏｃｏｃｋｉａ常被认为是胡卢巴属的异名；Ｔｕｒｕｋｈａｎｉａ
则被作为苜蓿属的异名。ＥｉｇＡ．［９］将 Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａａｓ
ｃｈｅｒｓｏｎｉａｎａ从胡卢巴属中分离出来成为一个单种属
Ｆａｃｔｏｒｏｖｓｋｙａ；ＶａｓｓｉｌｃｚｅｎｋｏＩＴ［１０］将 Ｍｅｄｉｃａｇｏａｒ
ｂｏｒｅａ从苜蓿属中分离出来建立一个单种属 Ｒｈｏｄｕ
ｓｉａ。ＳｍａｌｌＥ等［１１］对上述两属并不支持，指出

Ｒｈｏｄｕｓｉａ的成属依据相当不充分，而Ｆａｃｔｏｒｏｖｓｋｙａ在
亲缘关系上也依然是扑朔迷离。事实上，在查阅文

献过程中，我们都很少见到这２个属被引证的情况。
２０世纪７０年代起，分子系统学研究进入了核

酸水平时期。ＳＳＲ、ＩＳＳＲ、ＡＦＬＰ及其他分子标记
技术被广泛的应用于动植物的遗传多样性研究

中［１２－１４］，分子标记技术从２０世纪９０年代初就开
始应用于苜蓿种质资源研究中，国内外许多学者都

曾使用ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ、ＳＳＲ、ＩＳＳＲ等分子标记对紫
花苜蓿的栽培品种的遗传结构及指纹图谱进行了分

析和研究，证明了分子标记在苜蓿属植物遗传研究

上的可行性。刘磊等［１５－１６］通过ＩＳＳＲ分子标记研究
黄花苜蓿、紫花苜蓿、扁蓿豆及胡卢巴属植物的亲

缘关系时发现，扁蓿豆与胡卢巴关系更近，但并未

说明二者应归于一属。

苜蓿属植物作为世界性的牧草资源，其系统分

类学的研究不仅具有重要的系统分类学意义更具有

经济学意义。本研究利用 ＳＳＲ及 ＩＳＳＲ分子标记，
研究苜蓿属及其近缘植物遗传多样性及亲缘关系，

为苜蓿属及其近缘植物的种质资源评定和利用方面

的研究提供基础数据。
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１　材料和方法
１１　研究材料及引物

包括二倍体、四倍体在内的苜蓿属及胡卢巴属

１１种植物为材料，每个种按单株采样，各采集１５
份植株，分别放入装有硅胶的封口袋中，材料来源

及倍性见表１。４０对ＳＳＲ引物来源于 Ｂｅｒｎａｄｅｔｔｅ等
发表的紫花苜蓿 ＳＳＲ引物［１７］，３７个 ＩＳＳＲ引物来
源于ＵＢＣ大学公布的１００个通用引物。

表１　苜蓿属及其近缘植物材料信息
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＭｅｄｉｃａｇｏＬ．ａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｖｅｓ

物种 倍性 采集地

胡卢巴属 ＴｒｉｇｏｎｅｌｌａＬ．
胡卢巴 ＴｆｏｅｎｕｍｇｒａｅｃｕｍＬ ２ｎ 新疆 （栽培）

网脉胡卢巴 ＴｃａｎｃｅｌｌａｔａＤｅｓｆ ２ｎ 新疆

苜蓿属 ＭｅｄｉｃａｇｏＬ
紫花苜蓿 ＭｓａｔｉｖａＬ ２ｎ，４ｎ新疆 （栽培）

黄花苜蓿 ＭｆａｌｃａｔａＬ ２ｎ，４ｎ 新疆

多变苜蓿 ＭｖａｒｉａＭａｒｔｙｎ ２ｎ，４ｎ 新疆

天蓝苜蓿 ＭｌｕｐｕｌｉｎａＬ ２ｎ，４ｎ 新疆

花苜蓿 Ｍｒｕｔｈｅｎｉｃａ（Ｌ）Ｔｒａｕｔｖ ２ｎ 宁夏

毛荚苜蓿

ＭｅｄｇｅｗｏｒｔｈｉｉＳｉｒｊｅｘＨａｎｄＭａｚｚ
２ｎ 四川

阔荚苜蓿Ｍｐｌａｔｙｃａｒｐｏｓ（Ｌ）Ｔｒａｕｔｖ ２ｎ 新疆

南苜蓿 ＭｐｏｌｙｍｏｒｐｈａＬ ２ｎ Ａｕｓｔｒａｌｉａ
青海苜蓿 ＭａｒｃｈｉｄｕｃｉｓｎｉｃｏｌａｉＳｉｒｊ ２ｎ 宁夏

为阔荚类苜蓿

１２　实验方法
采用改良 ＣＴＡＢ（Ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙａｍｍｏｎｉｕｍ

Ｂｒｏｍｉｄｅ）法提取单个样品总ＤＮＡ，并用ｗ＝１０％
的琼脂糖电泳检测ＤＮＡ。利用ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ２２３３１
Ｈａｍｂｕｒｇ紫外分光光度计检测单个样品的 ＤＮＡ浓
度，再将每个种的１５份单株ＤＮＡ等量混合成为一
个种的ＤＮＡ池。

ＳＳＲ反应体系：总体积２０μＬ，包括１０×Ｂｕｆｆ
ｅｒ（含 Ｍｇ２－）２μＬ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰ０３μＬ，
１０μｍｏｌ·Ｌ－１引物各 １μＬ，Ｔａｑ酶 （５Ｕ·μＬ－１）
０２μＬ，３０ｎｇ·μＬ－１ＤＮＡ模板 ２μＬ，去离子水
１３５μＬ。ＳＳＲ反应程序：９４℃变性５ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，５４℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。ＩＳＳＲ反应
体系：总体积２０μＬ，包括１０×Ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２－）
２μＬ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰ０２５μＬ，１０μｍｏｌ·Ｌ－１

引物１μＬ，Ｔａｑ酶 （５Ｕ·μＬ－１）０２μＬ，３０ｎｇ·

μＬ－１ＤＮＡ模板２μＬ，去离子水１４５５μＬ。ＩＳＳＲ反
应程序：９４℃变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５４℃
退火４５ｓ，７２℃延伸１５ｍｉｎ，４２个循环；７２℃
延伸７ｍｉｎ；４℃保存。

ＳＳＲ扩增产物采用 ｗ＝６％的聚丙烯酰胺凝胶
电泳检测，ＩＳＳＲ扩增产物采用 ｗ＝２％琼脂糖凝胶
电泳检测。电泳结果至凝胶成像仪拍照观察，并记

录结果。

１３　数据统计分析
由于苜蓿属植物中既含有二倍体又含有四倍

体，所以二倍体等位基因的频率统计公式并不适合

本研究，目前统计四倍体的方法还未完善，部分统

计指数还需进一步研究。且本研究所采的植株为野

生型，如紫花苜蓿种群内既存在四倍体又存在二倍

体，无法简单区分。因此本实验统一采用０／１法统
计，以扩增条带在相对迁本实验统一采用０／１法统
计，以扩增条带在相对迁移位置有无，赋以 “１”
或 “０”，生成分子数据矩阵。利用 ＰｏｐＧｅｎｅ１３２
软件［１８］进行电泳谱带差异和各项遗传指数的统计

分析，包括：多态位点百分率 （ＰＰＢ）、遗传相似
系数 （Ｉ）、遗传距离 （ＧＤ）。利用 ＧｅｎｅＡＬＥｘ软件
ＡＭＯＶＡ计算方差分量［１９］，Ｍｅｎｔａｌ检测相关系数
（ｒ）。利用 Ｅｘｃｅｌ计算 ＳＳＲ／ＩＳＳＲ标记效率指数 ＭＩ
（ｍａｒｋｅｒｉｎｄｅｘ）采用公式计算［２０－２２］。其中 Ｉｂａｖ为
位点平均信息量 （ａｖｅｒａｇｅｂａｎｄｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅｎｅｓｓ），，
Ｐｉ代表样品第ｉ个扩增位点所占比例，ｎ代表扩增
位点总数；ＥＭＲ为有效多元比率 （ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｍｕｌｔｉ
ｐｌｅｘｒａｔｉｏ），计算公式为 ＥＭＲ＝多态位点数／引物
数。并利用 ＮＴＳＹＳ软件采用非加权平均聚类法
（ＵＰＧＭＡ）绘制聚类图［２３］。

２　结果与分析
２１　ＳＳＲ和ＩＳＳＲ分子标记的标记效率分析

本研究从４０对紫花苜蓿 ＳＳＲ引物和３７个 ＩＳ
ＳＲ通用引物中筛选出３０对具多态性、可扩增出清
晰带谱的ＳＳＲ引物，占总数的７５％；１２个具多态
性、清晰且重复性好的ＩＳＳＲ引物，占总数的３２％
（表 ２）。

众多研究者对 ＲＦＬＰ、ＳＳＲ、ＲＡＰＤ及 ＡＦＬＰ４
种分子标记技术进行了比较分析，综合考虑遗传稳

定性和标记系统机制，提出了标记指数 ＭＩ，标记
指数ＭＩ是衡量不同类型标记扩增效率和扩增产物
信息含量的综合指标，并包含了鉴定亲缘关系的有

效性这一层意思［２４］。１１个种间 ＩＳＳＲ标记的 ＭＩ值
（２００）与ＳＳＲ标记 ＭＩ值 （１９５）相差不大，而
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ＳＳＲ标记 Ｉｂａｖ值 （０３４）是 ＩＳＳＲ标记 Ｉｂａｖ值
（０１０）的３４１倍，但 ＩＳＳＲ标记 ＥＭＲ值 （２００８）
却是 ＳＳＲ标记 ＥＭＲ值 （５７３）的 ３５倍。因此
ＥＭＲ差异是导致 ＩＳＳＲ标记 ＭＩ值高于 ＳＳＲ标记的
主要原因 （表３）。

表２　３０对ＳＳＲ和１２个ＩＳＳＲ引物
Ｔａｂｌｅ２　３０ｐａｉｒｏｆＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓａｎｄ１２ＩＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓ

标记类型 引物

ＳＳＲ

ＦＭＴ１３、 ＭＴＩＣ４４７、 ＭＴＩＣ２５８、 ＭＴＩＣ４５１、
ＭＴＩＣ２７８、ＭＴＩＣ３５４、ＭＴＩＣ１８９、ＭＴＩＣ２３７、
ＭＴＩＣ１６９、ＭＡＡ６６０４５６、ＭＴＩＣ３２６、Ｂ１４Ｂ０３、
ＭＴＩＣ５８、 ＭＴＩＣ９３、 ＭＴＩＣ１５３、 ＭＴＩＣ２４８、
ＭＴＩＣ２５１、ＡＦｃｔ４５、 ＭＡＬ３６９４７１、 ＭＴＩＣ２７、
ＭＴＩＣ９４、 ＭＴＩＣ１８３、 ＭＴＩＣ１８８、 ＭＴＩＣ２３２、
ＭＴＩＣ２３８、ＭＴＩＣ２４９、ＭＴＩＣ２５０、ＭＴＩＣ２７２、
ＭＴＩＣ３３１、ＭＴＩＣ３４３

ＩＳＳＲ
８１４、８１５、８１７、８２２、８２３、８２５、８７３、８８０、
８８１、８８９、８９０、８９１

表３　ＳＳＲ和ＩＳＳＲ分子标记的标记效率比较
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｅｔｈｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＳＳＲａｎｄＩＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓ

项目 ＳＳＲ ＩＳＳＲ

引物数 ３０ １２
总位点数 １７２ ２４１
平均位点数 ５７３３ ２００８３
多态性比率 （ＰＰＢ／％） １００ １００
位点平均信息量 （Ｉｂａｖ） ０３４１ ０１
有效多元比率 （ＥＭＲ） ５７３３ ２００８３
标记指数 （ＭＩ） １９５４ ２

利用Ｍａｎｔｅｌ检测对ＳＳＲ和ＩＳＳＲ分子标记的遗
传距离矩阵进行了相关性检验，基于１１个物种的
分析，ＳＳＲ和ＩＳＳＲ分子标记的遗传距离存在显著
相关性 （ｒ＝０７０９，ｔ＝３０１６）。
２２　遗传多样性分析

１１个种ＰＣＲ扩增结果显示：①３０对ＳＳＲ引物
扩增出１７２条带，多态性比率 ＰＰＢ为１００％，平
均每个种扩增出５１条多态性条带，一年生、多年
生种平均多态性条带分别为４６和５３条，多年生种
多态性条带平均数略多于一年生种；二倍体、二倍

体四倍体共有种平均多态性条带分别为４４和６３，
二倍体四倍体共有种多态性条带平均数略多于二倍

体种。②１２个 ＩＳＳＲ引物共扩增出２４１条带，多态
性比率ＰＰＢ为１００％，每个种平均扩增出４５条多
态性条带，一年生、多年生种多态性条带分别为

４９和４３条，一年生种多态性条带平均数略多于多
年生种；二倍体种、二倍体四倍体共有种平均多态

性条带分别为４３和４８，二倍体四倍体共有种多态
性条带平均数略多于二倍体种。表明在１１个种间
两种标记都表现出了较高的多态性。

ＳＳＲ和ＩＳＳＲ分子标记在１１个所选种间的Ｎｅｉｓ
遗传距离ＧＤ变幅分别为００５（多变苜蓿与紫花苜
蓿）～０６７（紫花苜蓿与花苜蓿）和００７（多变苜
蓿与紫花苜蓿）～０４７（紫花苜蓿与胡卢巴），平均
值分别为０４７和０３６，ＳＳＲ标记大于 ＩＳＳＲ标记，
表明１１个物种间存在相当程度的分化 （表４，５）。

ＵＰＧＭＡ聚类表明 （图１，２），ＳＳＲ和 ＩＳＳＲ分
子标记分别得到了相近但不完全相同的聚类树。紫

花苜蓿、黄花苜蓿以及多变苜蓿在两个分子标记下

遗传距离均最小。花苜蓿、毛荚苜蓿、阔荚苜蓿以

及青海苜蓿属于 “阔荚类群”的４个种在两种分
子标记下均可以聚为一支。不同的是，在基于ＳＳＲ
分子标记的聚类树中，分为主要的两支，其中一支

包含紫花苜蓿、黄花苜蓿、多变苜蓿以及天蓝苜

蓿。“阔荚类群”和胡卢巴属的两个种聚为另外一

支，在这支下 “阔荚类群”形成一个亚支，胡卢巴

属两个种和南苜蓿形成了另外一个亚支。而在基于

ＩＳＳＲ分子标记的聚类树中，胡卢巴与其他物种明
显区别开，单独形成一支，在其他物种的分支内，

“阔荚类群”和网脉胡卢巴聚为一个亚支，而 “紫

花苜蓿复合体”的三个种与天蓝苜蓿聚为一个亚支。

Ｔｈｏｒｐｅ曾指出，当一个种群的分类地位用其他
方法难以解决时，应使用遗传相似系数 Ｉ信息［２５］。

为了进一步揭示 “阔荚类群”同苜蓿属其他种及

胡卢巴属之间的遗传关系，表６列出了两种分子标
记下，“阔荚类群”４个种同苜蓿属余下的５个种
及胡卢巴属 ２个种之间的平均遗传相似系数。
Ｔｈｏｒｐｅ通过分析研究后认为：遗传相似系数 Ｉ＜
０８５的两种群，不可能是同一物种；同科属间 Ｉ
范围是０１～０５；种间Ｉ范围为０２～０８；而同种
种群间Ｉ的范围是０８～０９７［２５］。本结果显示，在
两种分子标记中苜蓿属 （除 “阔荚类群”外）与

胡卢巴属平均遗传相似系数 Ｉ分别为０６０（ＳＳＲ）
和０６４（ＩＳＳＲ），“阔荚类群”与苜蓿属其他种平
均遗传相似系数Ｉ分别为０５６（ＳＳＲ）和０６３（ＩＳ
ＳＲ），“阔荚类群”与胡卢巴属平均遗传相似系数Ｉ
分别为０６３（ＳＳＲ）和０６６（ＩＳＳＲ）。可见结果中Ｉ
值均略大于０５，表明苜蓿属与胡卢巴属亲缘关系
很近，“阔荚类群”与两个属之间的平均遗传相似系

数Ｉ相差不大，与胡卢巴属两个种亲缘关系更近一些。
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表４　基于ＳＳＲ分子标记苜蓿属１１个种的Ｎｅｉｓ遗传距离ＧＤ（左下角）及遗传相似系数Ｉ（右上角）
Ｔａｂｌｅ４　Ｎｅｉｓｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ（ｌｅｆｔｃｏｒｎｅｒ）ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（ｒｉｇｈｔｃｏｒｎｅｒ）ｏｆ１１ＭｅｄｉｃａｇｏｓｐｅｃｉｅｓｂａｓｅｄｏｎＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ

物种编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１

１  ０５８ ０６１ ０６１ ０６０ ０６７ ０５８ ０６３ ０７６ ０６９ ０６５
２ ０５５  ０９１ ０５１ ０６６ ０５８ ０９５ ０５３ ０５５ ０６０ ０５３
３ ０４９ ０１０  ０５６ ０６７ ０６１ ０９２ ０５９ ０６０ ０６２ ０５８
４ ０４９ ０６７ ０５８  ０５３ ０７５ ０５２ ０７１ ０５３ ０５８ ０８０
５ ０５０ ０４２ ０４０ ０６４  ０５６ ０６７ ０５５ ０５７ ０６１ ０５２
６ ０３９ ０５５ ０４９ ０２９ ０５８  ０５８ ０７６ ０６４ ０６６ ０７８
７ ０５５ ００５ ００８ ０６５ ０４０ ０５５  ０５５ ０５５ ０６０ ０５４
８ ０４６ ０６３ ０５２ ０３４ ０５９ ０２７ ０６０  ０６７ ０５９ ０７８
９ ０２８ ０５９ ０５１ ０６４ ０５６ ０４５ ０５９ ０４０  ０６９ ０６２
１０ ０３７ ０５０ ０４８ ０５４ ０４９ ０４２ ０５０ ０５２ ０３７  ０５８
１１ ０４３ ０６４ ０５５ ０２３ ０６５ ０２５ ０６１ ０２４ ０４８ ０５５ 

１：胡卢巴ＴｒｉｇｏｎｅｌｌａｆｏｅｎｕｍｇｒａｅｃｕｍＬ；２：紫花苜蓿ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．；３：黄花苜蓿Ｍ．ｆａｌｃａｔａＬ．；４：花苜蓿Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉ
ｃａ（Ｌ．）Ｔｒａｕｔｖ．；５：天蓝苜蓿Ｍ．ｌｕｐｕｌｉｎａＬ．；６：毛荚苜蓿 Ｍ．ｅｄｇｅｗｏｒｔｈｉｉＳｉｒｊ．ｅｘＨａｎｄ－Ｍａｚｚ．；７：多变苜蓿 Ｍ．ｖａｒｉａ
Ｍａｒｔｙｎ；８：阔荚苜蓿 Ｍ．ｐｌａｔｙｃａｒｐｏｓ（Ｌ．）Ｔｒａｕｔｖ．；９：网脉胡卢巴 Ｔ．ｃａｎｃｅｌｌａｔａＤｅｓｆ．；１０：南苜蓿 Ｍ．ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａＬ．；
１１：青海苜蓿Ｍ．ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓｎｉｃｏｌａｉＳｉｒｊ．

表５　基于ＩＳＳＲ分子标记苜蓿属１１个种的Ｎｅｉｓ遗传距离ＧＤ（左下角）及遗传相似系数Ｉ（右上角）
Ｔａｂｌｅ５　Ｎｅｉｓｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ（ｌｅｆｔｃｏｒｎｅｒ）ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（ｒｉｇｈｔｃｏｒｎｅｒ）ｏｆ１１ＭｅｄｉｃａｇｏｓｐｅｃｉｅｓｂａｓｅｄｏｎＩＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ

物种编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１

１  ０６３ ０６９ ０６７ ０６４ ０７０ ０６４ ０６４ ０６９ ０６８ ０６４
２ ０４７  ０８３ ０６７ ０６９ ０７０ ０９３ ０６４ ０６６ ０６９ ０６３
３ ０３７ ０１９  ０７５ ０７０ ０７８ ０８７ ０７０ ０７２ ０７５ ０７１
４ ０４０ ０４０ ０２９  ０６８ ０７９ ０７１ ０７０ ０７３ ０６９ ０７３
５ ０４４ ０３７ ０３５ ０３８  ０６９ ０７１ ０６８ ０６５ ０６８ ０６６
６ ０３５ ０３５ ０２５ ０２４ ０３７  ０７１ ０７３ ０７６ ０７３ ０７６
７ ０４４ ００７ ０１４ ０３５ ０３４ ０３４  ０６７ ０６８ ０７０ ０６４
８ ０４４ ０４４ ０３５ ０３６ ０３８ ０３２ ０４０  ０６５ ０６５ ０７６
９ ０３７ ０４１ ０３３ ０３２ ０４３ ０２８ ０３８ ０４３  ０７１ ０６９
１０ ０３８ ０３７ ０２９ ０３７ ０３９ ０３２ ０３５ ０４３ ０３４  ０６６
１１ ０４５ ０４６ ０３５ ０３１ ０４２ ０２７ ０４５ ０２７ ０３７ ０４２ 

１：胡卢巴ＴｒｉｇｏｎｅｌｌａｆｏｅｎｕｍｇｒａｅｃｕｍＬ；２：紫花苜蓿 ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ；３：黄花苜蓿 ＭｆａｌｃａｔａＬ；４：花苜蓿 Ｍｒｕｔｈｅｎｉｃａ
（Ｌ）Ｔｒａｕｔｖ；５：天蓝苜蓿Ｍ．ｌｕｐｕｌｉｎａＬ．；６：毛荚苜蓿Ｍ．ｅｄｇｅｗｏｒｔｈｉｉＳｉｒｊ．ｅｘＨａｎｄ－Ｍａｚｚ．；７：多变苜蓿Ｍ．ｖａｒｉａＭａｒｔｙｎ；
８：阔荚苜蓿Ｍ．ｐｌａｔｙｃａｒｐｏｓ（Ｌ．）Ｔｒａｕｔｖ．；９：网脉胡卢巴Ｔ．ｃａｎｃｅｌｌａｔａＤｅｓｆ．；１０：南苜蓿Ｍ．ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａＬ．；１１：青海苜蓿Ｍ．
ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓｎｉｃｏｌａｉＳｉｒｊ．

表６　 “阔荚类群”、苜蓿属 （Ｍｅｄｉｃａｇｏ）（除 “阔荚类群”外）及胡卢巴属 （Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ）平均遗传相似系数Ｉ
Ｔａｂｌｅ６　Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（Ｉ）ｏｆｓｕｂｇｅｎ．Ｐｌａｔｙｃａｒｐｏｓ，Ｍｅｄｉｃａｇｏ（ｅｘｃｅｐｔｓｕｂｇｅｎ．Ｐｌａｔｙｃａｒｐｏｓ）ａｎｄＴｒｉｇｏｎｅｌｌａ

种群名

ＳＳＲ标记
阔荚类群

Ｐｌａｔｙｃａｒｐｏｓ
胡卢巴属

Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ
苜蓿属

Ｍｅｄｉｃａｇｏ

ＩＳＳＲ标记
阔荚类群

Ｐｌａｔｙｃａｒｐｏｓ
胡卢巴属

Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ
苜蓿属

Ｍｅｄｉｃａｇｏ
阔荚类群 Ｐｌａｔｙｃａｒｐｏｓ ０７６３６ ０７５３０

胡卢巴属 Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ ０６２７９ ０７５５８ ０６６１０ ０７０４６

苜蓿属 Ｍｅｄｉｃａｇｏ ０５６２２ ０６０２３ ０７２１０ ０６３４９ ０６４２９ ０７４０９

标注的为同一类群种间的平均遗传相似系数Ｉ
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图１　基于ＳＳＲ标记苜蓿属 （ＭｅｄｉｃａｇｏＬ．）及胡卢巴属 （ＴｒｉｇｏｎｅｌｌａＬ．）１１个种聚类图
Ｆｉｇ１　ＵＰＧＭＡｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓａｍｏｎｇ１１ｓｐｅｃｉｅｓｏｆＭｅｄｉｃａｇｏＬ．ａｎｄＴｒｉｇｏｎｅｌｌａＬ．ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｆｒｏｍ

ｅｓｔｉｍａｔｅｄｓｉｍｐｌｅｍａｔｃｈｉｎｇｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｂａｓｅｄｏｎＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ

图２　基于ＩＳＳＲ标记苜蓿属 （ＭｅｄｉｃａｇｏＬ．）及胡卢巴属 （ＴｒｉｇｏｎｅｌｌａＬ．）１１个种聚类图
Ｆｉｇ２　ＵＰＧＭＡｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓａｍｏｎｇ１１ｓｐｅｃｉｅｓｏｆＭｅｄｉｃａｇｏａｎｄＴｒｉｇｏｎｅｌｌａｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｆｒｏｍ

ｅｓｔｉｍａｔｅｄｓｉｍｐｌｅｍａｔｃｈｉｎｇｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｂａｓｅｄｏｎＩＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ

３　讨　论
３１　ＳＳＲ与ＩＳＳＲ分子标记评价

分子标记的应用性评价是开展遗传多样性分析

的基础工作之一［２６］。由于所用标记技术和材料的不

同，得到的结果会不一致。１９９５年７月３０日召开的
美国园艺学会 （ＡＳＨＳ）第９２届年会上，与会专家
一致认为四大标记系统综合效用大小应该是 ＡＦＬＰ
＞ＳＳＲ ＞ＲＡＰＤ ＞ＲＦＬＰ。Ｂｅｌａｊ等通过研究橄榄

Ｃａｎａｖｉｕｍａｌｂｕｍ遗传关系比较ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ和ＳＳＲ
标记的效用，结果发现ＳＳＲ标记具有更高的多态性
并获得更多的信息量［２７］。Ａｒｃｈａｋ等［２２］的研究表明，

ＡＦＬＰ标记较ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ标记更适于腰果的遗传多
样性分析。

在本研究中，对比两种标记在１１个种间和Ｍ．
ｓａｔｉｖａｃｏｍｐｌｅｘ３个种间的标记指数，结果表明ＩＳＳＲ
标记ＭＩ值略高于 ＳＳＲ标记，说明前者比后者具有
较高的标记效率。ＭＩ组成参数的比较发现，ＩＳＳＲ标
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记具有更多的多态性位点，即具有高的ＥＭＲ值，这
是ＩＳＳＲ标记的ＭＩ值高于ＳＳＲ标记的主要原因，而
ＳＳＲ的Ｉｂａｖ值高于ＩＳＳＲ标记。同１１个种间相比在
复合体类群内部的物种间两种标记的ＥＭＲ值大幅减
小，而Ｉｂａｖ值却有所升高。Ｉｂａｖ是多样性指数的一
种修正计算方法［２２］，是扩增位点多态性程度的直接

体现，因此认为ＳＳＲ、ＩＳＳＲ标记在复合体种间具有
高度的多态性，适于亲缘关系较近的种群分析。但

由于ＳＳＲ是共显性标记，而在本研究中由于所测
ＤＮＡ是１５个样品等量ＤＮＡ的混合以及四倍体的存
在，故采用显性标记统计方法，使得共显性标记的

优势大大下降，这可能也是ＳＳＲ标记指数略低于ＩＳ
ＳＲ标记指数的主要原因之一。

两个分子标记下的遗传距离具有明显的相关性，

并且对比基于ＳＳＲ与ＩＳＳＲ分子标记的遗传多样性研
究结果，１１个种间聚类图虽不完全相似，但都能有
效的区分出 “阔荚类群”与紫花苜蓿、黄花苜蓿及

多变苜蓿这３个 “紫花苜蓿复合体”种，与物种的

倍性水平和形态学相似程度存在较高的一致性，表

明两种标记在苜蓿属植物种间分析是有效的。

３２　苜蓿属及其近缘植物亲缘关系分析
在基于两种分子标记的 ＵＰＧＭＡ聚类图中，可

以看出胡卢巴属物种与苜蓿属物种并不能有效的区

分出来。ＳＳＲ标记中，胡卢巴属两个种虽然遗传关
系较近，但却与南苜蓿及 “阔荚类群”的４个种聚
成了一个分支，与苜蓿属其他种区分明显。ＩＳＳＲ标
记中，胡卢巴与苜蓿属其他物种区分开，而网脉胡

卢巴却聚在了 “阔荚类群”中。这与刘磊等［１５－１６］

通过ＩＳＳＲ研究扁蓿豆 （Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａ）与胡卢巴关
系更近的结果相似。Ｂａｕｍ［２８］指出，胡卢巴属的花丝
联合部上缘则近截平，内部维管束无增厚，花丝分

离处不加宽，与 Ｌａｒｋｉｎ和 Ｇｒａｕｍａｎｎ［２９］研究的苜蓿
属雄蕊的特征不同，从而可将这２个属划分开来，
此区分特征后被ＭｃＣｏｍｂ［３０］否定，因为天蓝苜蓿的
花丝分离部的下端仅有轻微的趋宽迹象。而在聚类

树上，天蓝苜蓿与胡卢巴属的亲缘关系都较远。对

比 “阔荚类群”，苜蓿属 （除 “阔荚类群”外）同

胡卢巴属间的平均遗传相似系数，均已超出

Ｔｈｏｒｐｅ［２５］认为的一般类群属间平均遗传相似系数范
围，并且 “阔荚类群”与胡卢巴属间的平均遗传相

似系数最高。邢建军等利用细胞染色体技术对苜蓿

属及胡卢巴属亲缘关系研究的发现：胡卢巴属植物

与苜蓿属的扁蓿豆材料亲缘关系较近，与苜蓿属的

其它材料亲缘关系较远［３１］。本研究中ＳＳＲ标记的聚
类分析显示南苜蓿与胡卢巴属的两个种遗传距离较

近，而在ＩＳＳＲ标记中与紫花苜蓿复合体及天蓝苜蓿
聚成一支，可见与胡卢巴属遗传关系相近的并不仅

有 “阔荚类群”。因而本研究结果更加证实了胡卢

巴属与苜蓿属在亲缘关系上的密切性，但由于分析

方法的不同与前人的研究结果有相似性但也有一定

的差异。

两种标记中，花苜蓿、青海苜蓿、毛荚苜蓿以

及阔荚苜蓿这４个果实形态特征为荚果扁、阔镰形、
矩圆形或椭圆形的种均可聚为一类，进一步说明了

“阔荚类群”无论从形态上还是分子水平上都应当

归为一个类群。而紫花苜蓿复合体的３个种在两种
分子标记下，都是遗传距离最近的种。且二倍体、

四倍体共有种在两种分子标记下都聚在一支上，除

与其他仅有二倍体的物种有所区分，该结果也与细

胞学的研究结果相符合［３１］。

４　结　论
本研究从分子水平上可以看出苜蓿属与胡卢巴

属亲缘关系很近，尤其是苜蓿属中 “阔荚类群”在

两种分子标记下呈现了与胡卢巴属较近的亲缘关系。

而 “紫花苜蓿复合体”３个种及天蓝苜蓿与胡卢巴
属亲缘关系较远，南苜蓿在两种分子标记下与胡卢

巴属的亲缘关系有所不同。而胡卢巴在ＩＳＳＲ分子标
记下也呈现了与其他物种较远的亲缘关系。可见苜

蓿属内不同物种与胡卢巴属的亲缘关系有所区别，

且基于不同的研究手段结果也有所区别。因此胡卢

巴属与苜蓿属的分类地位需随两个属内物种材料的

进一步丰富及将不同的分析手段结合从而得到进一

步解决。

参考文献：

［１］　耿华珠．中国苜蓿［Ｍ］．北京：中国农业出版社，１９９５：
６０－７２．

［２］　中国科学院中国植物志编辑委员会．中国植物志（第
４２卷第２分册）［Ｍ］．北京：科学出版社，１９９８：３０４－
３２８．

［３］　ＵＲＢＡＮＩ．ＰｒｏｄｒｏｍｕｓｅｉｎｅｒＭｏｎｏｇｒａｐｈｉｅｄｅｒＧａｔｔｕｎｇ
ＭｅｄｉｃａｇｏＬ．［Ｍ］．ＶｅｒｈａｎｄｌｕｎｇｅｎｄｅｓＢｏｔａｎｉｓｃｈｅｎＶｅｒｅｉｎｓ
ｄｅｒＰｒｏｖｉｎｚＢｒａｎｄｅｎｂｕｒｇ，１８７３，１５：１－８５．

［４］　ＬＥＳＩＮＳＫＡ，ＬＥＳＩＮＳＩ．ＧｅｎｕｓＭｅｄｉｃａｇｏ（Ｌｅｇｕｍｉｎｏ
ｓａｅ）：Ａｔａｘｏｇｅｎｅｔｉｃｓｔｕｄｙ［Ｍ］．ＴｈｅＨａｇｕｅ：Ｗ．Ｊｕｎｋ
Ｐｒｅｓｓ，１９７９：６６－２１４．

［５］　ＳＭＡＬＬＥ，ＪＯＭＰＨＥＭ．ＡｓｙｎｏｐｓｉｓｏｆｔｈｅｇｅｎｕｓＭｅｄｉｃａｇｏ
（Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ）［Ｊ］．ＣａｎａｄｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｏｔａｎｙ，１９８８，
６７：３２６０－３２９４．

［６］　ＢＥＮＡＧ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｙｓｕｐｐｏｒｔｓｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｌｙｂａｓｅｄｔａｘｏｎｏｍｉｃｔｒａｎｓｆｅｒｏｆｔｈｅ“ｍｅｄｉｃａｇｏｉｄ”Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ
ｓｐｅｃｉｅｓｔｏｔｈｅｇｅｎｕｓＭｅｄｉｃａｇｏＬ．［Ｊ］．ＰｌａｎｔＳｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ

９１１



中山大学学报 （自然科学版） 第５３卷　

ａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２００１，２２９：２１７－２３６．
［７］　崔大方，丘安经．中国苜蓿属的起源、演化与地理分布

［Ｃ］∥中国植物学会６５周年年会学术报告及论文摘要
汇编．北京：中国林业出版社，１９９８：５８－５９．

［８］　韦直．胡卢巴属与苜蓿属分类界限［Ｃ］∥中国植物学
会６５周年年会学术报告及论文摘要汇编．北京：中国
林业出版社，１９９８：１３７．

［９］　ＥＩＧＡ．ＯｎｔｈｅｖｅｇｅｔａｔｉｏｎｏｆＰａｌｅｓｔｉｎｅ［Ｍ］．ＴｅｌＡｖｉｖ：Ｔｅｌ
ＡｖｉｖＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，１９２７：１－８８．

［１０］　ＶＡＳＳＩＬＣＺＥＮＫＯＩＴ．Ｓｙｎｏｐｓｉｓｏｆｔｈｅｓｐｅｃｉｅｓｏｆｔｈｅｇｅ
ｎｕｓＴｒｉｇｏｎｅｌｌａ［Ｊ］．ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅ，ＵＲＳＳＩｎｓｔｉｔｕｔｅ
ｏｆＢｏｔａｎｙ，ＶＬＫｏｍａｒｏｖｉｉ，１９５３，１（１０）：１２４－２６９．

［１１］　ＳＭＡＬＬＥ，ＣＲＯＭＰＴＯＮＣＷ，ＢＲＯＯＫＥＳＢＳ．Ｔｈｅｔａｘｏ
ｎｏｍｉｃｖａｌｕｅｏｆｆｌｏｒａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｓｉｎｔｒｉｂｅＴｒｉｇｏｎｅｌｌｅａｅ（Ｌｅ
ｇｕｍｉｎｏｓａｅ），ｗｉｔｈｓｐｅｃｉａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｏＭｅｄｉｃａｇｏ［Ｊ］．Ｃａ
ｎａｄｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｏｔａｎｙ，１９８１，５９：１５７８－１５９８．

［１２］　杨丽萍，蒙子宁，刘晓春，等．中国大鲵５个野生种群
的ＡＦＬＰ分析 ［Ｊ］．中山大学学报：自然科学版，２０１１，
５０（２）：９９－１０４．

［１３］　陈省平，丁少雄，陈嘉慧．赤点石斑鱼群体遗传结构的
微卫星分析 ［Ｊ］．中山大学学报：自然科学版，２０１２，５１
（３）：８３－８９．

［１４］　田胜尼，王峥峰，高三红，等．用ＩＳＳＲ分子标记检测不
同尾矿废弃地白茅居群的遗传多样性 ［Ｊ］．中山大学
学报：自然科学版，２００６，４５（４）：８７－９２．

［１５］　刘磊，王宗礼，李志勇，等．利用ＩＳＳＲ标记解析胡卢巴
和扁蓿豆、黄花苜蓿的亲缘关系［Ｊ］．华北农学报，
２０１２，２７（４）：８５－８８．

［１６］　刘磊，王宗礼，李志勇，等．利用ＩＳＳＲ标记解析紫花苜
蓿、黄花苜蓿和胡卢巴属植物的亲缘关系（英文）［Ｊ］．
ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ＆Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１２，１３（１０）：２０７６
－２０７９．

［１７］　ＢＥＲＮＡＤＥＴＴＥＪ，ＳＡＮＤＲＩＮＥＦ，ＰＨＩＬＩＰＰＥＢ，ｅｔａｌ．
Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｗｏｇｅｎｅｔｉｃｌｉｎｋａｇｅｍａｐｓｉｎｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ
ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄａｌｆａｌｆａ（Ｍｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａ）ｕｓｉｎｇｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ａｎｄＡＦＬＰｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２００３，３：９．

［１８］　ＹＥＨＦＣ，ＹＡＮＧＲＣ，ＢＯＹＬＥＴＢＪ，ｅｔａｌ．Ｐｏｐｇｅｎｅ：
Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔｗｉｎｄｏｗｓ？Ｂａｓｅｄｆｒｅｅｗａｒｅｆｏｒｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔ
ｉｃａｎａｌｙｓｉｓ，Ｖｅｒｓｉｏｎ１．３２［Ｍ］．ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＡｌｂｅｒｔａａｎｄ
ＣｅｎｔｒｅｆｏｒＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＦｏｒｅｓｔｒｙＲｅｓｅａｒｃｈ，Ｃａｎａｄａ，１９９７．

［１９］　ＰＥＳＫＡＬＬＲ，ＳＭＯＵＳＥＰＥ．ＧＥＮＥＡＬＥＸ６：Ｇｅｎｅｔｉｃａ
ｎａｌｙｓｉｓｉｎＥｘｃｅｌ．Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃｓｏｆｔｗａｒｅｆｏｒｔｅａｃｈｉｎｇ
ａｎｄｒｅｓｅａｒｃｈ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｃｏｌｏｇｙＮｏｔｅｓ，２００６，６：
２８８－２９５．

［２０］　ＰＯＷＥＬＬＷ，ＭＯＲＧＡＮＴＥＭ，ＡＮＤＲＥＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＲＦＬＰ，ＲＡＰＤ，ＡＦＬＰａｎｄＳＳＲ（ｍｉｃｒｏｓａｔ
ｅｌｌｉｔｅ）ｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｇｅｒｍｐｌａｓｍａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｂｒｅｅｄｉｎｇ，１９９６，２：２２５－２３８．

［２１］　ＭＩＬＢＯＵＲＮＥＤ，ＭＥＹＥＲＲ，ＢＲＡＤＳＨＡＷＪＥ，ｅｔａｌ．
ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＰＣＲｂａｓｅｄｍａｒｋｅｒｓｙｓｔｅｍｓｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｉｎｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｐｏｔａｔｏ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｂｒｅｅｄｉｎｇ，１９９７，３：１２７－１３６．

［２２］　ＡＲＣＨＡＫＳ，ＧＡＩＫＷＡＲＤＡＢ，ＧＡＵＴＡＭＤ，ｅｔａｌ．
ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆＤＮＡｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
（ＲＡＰＤ，ＩＳＳＲａｎｄＡＦＬＰ）ｆｏｒｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｓｈｅｗ
（ＡｎａｃａｒｄｉｕｍｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｅＬ．）ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓｏｆＩｎｄｉａ［Ｊ］．
Ｇｅｎｏｍｅ，２００３，４６：３６２－３６９．

［２３］　ＲＯＨＬＦＦＪ．ＮＴＳＹＳｐｃ２．１．ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｅｘｅｔｅｒｓｏｆｔｗａｒｅ．
ｃｏｍ／ｃａｔ／ｎｔｓｙｓｐｃ／ｎｔｓｙｓｐｃ，２０００．

［２４］　缪颖．ＡＦＬＰ分子标记及其应用 ［Ｊ］．亚热带植物通
讯，１９９９，２８（２）：５５－６０．

［２５］　ＴＨＯＲＰＥＪＰ．Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ：Ｂｉｏｃｈｅｍｉ
ｃａｌｅｖｌｕｔｉｏｎ，ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ａｎｄｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ［Ｊ］．
ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＥｃｏｌｏｇｙＡｎｄＳｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ，１９８２，１３
（１）：１３９－１６８．

［２６］　ＭＩＬＢＯＵＲＮＥＤ，ＭＥＹＥＲＲ，ＢＲＡＤＳＨＡＷＪＥ，ｅｔａｌ．
ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＰＣＲｂａｓｅｄｍａｒｋｅｒｓｙｓｔｅｍｓｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｉｎｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｐｏｔａｔｏ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｂｒｅｅｄｉｎｇ，１９９７，３：１２７－１３６．

［２７］　ＢＥＬＡＪＡ，ＳＡＴＯＶＩＣＺ，ＣＩＰＲＩＡＮＩＧ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａ
ｔｉｖｅｓｔｕｄｙｏｆｔｈｅｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｏｆＲＡＰＤ，ＡＦＬＰ
ａｎｄＳＳＲｍａｒｋｅｒｓａｎｄｏｆｔｈｅｉｒｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓｉｎｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ
ｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｉｎｏｌｉｖｅ［Ｊ］．ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄＡｐｐｌｉｅｄ
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２００３，１０７：７３６－７４４．

［２８］　ＢＡＵＭＢＲ．ＡｃｌａｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎｅｒｉｃｌｉｍｉｔｓｏｆＴｒｉｇｏ
ｎｅｌｌａａｎｄＭｅｄｉｃａｇｏ［Ｊ］．ＣａｎａｄｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｏｔａｎｙ，
１９６８，４６：７４１－７４９．

［２９］　ＬＡＲＫＩＮＲＡ，ＧＲＡＵＭＡＮＮＨＯ．Ａｎａｔｏｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ｏｆｔｈｅａｌｆａｌｆａｆｌｏｗｅｒａｎｄａｎｅｘｐｌａｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｒｉｐｐｉｎｇ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＢｏｔａｎｉｃａｌＧａｚｅｔｔｅ，１９５４，１１６：４０－５２．

［３０］　ＭＣＣＯＭＢＪＡ．ＡｎｎｕａｌＭｅｄｉｃａｇｏｓｐｅｃｉｅｓｗｉｔｈｐａｔｉｃｕｌａｒ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｏｔｈｏｓｅｏｃｃｕｒｒｉｎｇｉｎＷｅｓｔｅｒｎＡｕｓｔｒａｌｉａ［Ｊ］．
ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＴｈｅＲｏｙａｌＳｏｃｉｅｔｙｏｆＷｅｓｔｅｒｎＡｕｓｔｒａｌｉａ，
１９７４，５７（３）：８１－９６．

［３１］　邢建军，李志勇，蔡丽艳，等．利用细胞染色体技术对
苜蓿属和胡卢巴属亲缘关系的鉴定［Ｊ］，内蒙古草业，
２０１１，２３（４）：２８－３２．

０２１


