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利用 ISSR 和 SSR 分子标记构建北柴胡遗传图谱 
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摘要: 以北柴胡 (Bupleurum chinense DC.) 种内杂交所得的 F1 代 96 株植株为作图群体, 利用拟测交理论, 
进行北柴胡遗传图谱构建。经父母本多态性筛选, 从 30 条 ISSR (inter-simple sequence repeat, 内部简单重复序列) 
和 44 对 SSR (simple sequence repeat, 简单重复序列) 引物中筛选出 28 条 ISSR 和 14 对 SSR 多态性引物。对 F1

代进行基因型和连锁分析, 初步构建了包含 13 个连锁群、80 个 (72 个 ISSR 和 8 个 SSR) 位点的首张北柴胡遗

传图谱。该图谱覆盖长度 2 633.9 cM, 平均图距 33.4 cM, 13 个连锁群包含 2～31 个标记不等, 连锁群遗传距离

15.4～1 295.7 cM。该图谱为北柴胡性状基因定位、图位克隆以及分子标记辅助选择育种等研究奠定了基础。 
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Abstract: Molecular genetic map is a fundamental organizational tool for genomic research.  However, a 

genetic linkage map for Bupleurum chinense DC. has not been developed.  In this study, with the theory of 
pseudo-testcross, 96 F1 plants from an intraspecific cross of B. chinense were used as mapping populations.  
Twenty eight ISSR (inter-simple sequence repeat) primers and 44 SSR (simple sequence repeat) primers were 
used to detect the polymorphisms between the parental plants, and of them, 28 ISSRs and 14 SSRs were selected 
to analyze the F1 populations.  The map consisted of 13 linkage groups which included 80 (72 ISSRs and 8 
SSRs) loci, and covered 2 633.9 cM with an average density of 33.4 cM.  All 13 linkage groups consisted of 2 − 31 
loci ranging in length from 15.4 − 1 295.7 cM.  This map will provide a basis for studies on gene mapping, 
map-based cloning and maker-assisted selection of important traits in B. chinense. 
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 遗传图谱是进行植物基因组结构分析的基础 , 
是基因定位与克隆乃至基因组结构与功能研究的基

础。较高密度的遗传图谱可以应用于数量性状的基 
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因定位、图位克隆、比较基因学和分子标记辅助选  
择育种等研究。遗传图谱的构建在农作物中开展较 
早, 研究深入并得到了应用。1986 年, Helentjaris 等[1]

构建了第 1 张玉米 RFLP (restriction fragment length 
polymorphisms, 限制性内切酶片段长度多态性) 遗
传图谱。Moore 等[2]在水稻 19 个连锁区段的基础上, 
对水稻、小麦、玉米、谷子、甘蔗和高粱 6 种作物进

行了比较遗传作图, 得到一个环状的禾本科原始基 
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因组框架, 表明它们来源于一个共同的祖先。这对起

源进化的研究具有重要意义。20 世纪 90 年代以来, 
随着 DNA 分子标记的不断开发, 几乎所有重要农作

物的 DNA 分子遗传图谱都有研究报道[3]。 
由于药用植物多为野生短期引种的群体, 高度

杂合, 或遗传育种基础严重匮乏, 缺少用于构图的植

物群体, 遗传图谱构建工作进展缓慢。和农作物相比, 
已构建的高密度药用植物遗传图谱很少[4]。Bratteler
等 [5]利用 300 个 AFLP (amplified fragment length 
polymorphism, 扩增片段长度多态性) 标记, 构建了

狗筋麦瓶草 (Silene vulgaris Garcke) 遗传图距分别

为 547 cM 和 446 cM 的父母本遗传图谱。谭晓风[6]

利用 62个RAPD (random amplified polymorphic DNA, 
随机扩增多态性 DNA) 标记 , 构建了第一张银杏 
(Ginkgo biloba L.) 分子遗传图谱, 该遗传图谱包含

19个连锁群, 总长度829.1 cM, 覆盖了银杏基因组的

1/3。 
北柴胡 (Bupleurum chinense DC.) 属于伞形科 

(Umbelliferae) 柴胡属 (Bupleurum L.) 植物。其根具

疏肝解郁、和解退热、升提中气之功效。柴胡属植物

种类很多, 全世界约有 150 种, 是伞形科中的一个大

属。据《中国植物志》记载, 我国共有柴胡属植物 36
种、17 变种、7 变型。目前, 国内外对柴胡生物学的

研究主要集中在药用成分含量、相关基因克隆及品种

选育方面, 还没有关于柴胡遗传图谱构建的报道。本

研究以北柴胡种内杂交得到的 F1 代为作图群体, 利
用 ISSR和 SSR 两种标记构建出第一张北柴胡遗传图

谱, 旨在为北柴胡高密度图谱的建立、重要性状的基

因定位及遗传育种奠定基础。 

材料与方法 
材料  以北柴胡种内杂交所得的 F1代 96 株植株

为作图群体, 其中母本为雄性不育植株。所有材料取

自中国医学科学院药用植物研究所栽培育种试验基

地。 
北柴胡基因组 DNA 的提取   北柴胡叶片总

DNA 提取采用隋春等[7]报道的方法, 并将 DNA 浓度

稀释至 20 ng·μL−1, −20 ℃保存备用。 
ISSR 分析方法  本实验采用的 30 条 ISSR 引物

及其退火温度参考隋春等[7]的报道 (表 1)。扩增反应

体系为 15 μL, 包括 ddH2O 6.0 μL, Taq PCR Master 
Mix 7.5 μL, 引物 0.5 μL, 模板 DNA 20 ng。扩增反应

程序为: 94 ℃预变性 5 min, 94 ℃变性 45 s, 55 ℃退火

90 s, 72 ℃延长 2 min, 共 45 个循环, 最后 72 ℃延长

10 min。扩增产物用 1.5%琼脂糖凝胶检测, 电泳电压

为 110 V。 
SSR 分析方法  本课题组在此研究之前构建了

北柴胡 cDNA 文库, 5'-端单反应测序了 3 000 余个随

机挑选的克隆, 并根据测序结果利用 SSRHunter1.3
软件分析得到 86 个 SSR 位点[8]。经引物设计及 PCR
验证获得 44 对扩增条带清晰且与预期大小一致的

SSR 引物, 用于本试验的遗传图谱构建。表 2 列出了

其中在父母本中有多态性的引物序列及其退火温度

和预期扩增片段大小。扩增反应体系为 15 μL, 包括

ddH2O 5.5 μL, Taq PCR Master Mix 7.5 μL, 引物 0.5 
μL, 模板 DNA 20 ng。扩增反应程序为: 94 ℃预变性

5 min, 94 ℃变性 1 min, 56 ℃退火 1 min, 72 ℃延长 90 
s, 共 30 个循环, 最后 72 ℃延长 10 min。扩增产物用

3%琼脂糖凝胶检测[9], 电泳电压为 120 V。 
 

Table 1  Sequences of ISSR primers used for the genetic linkage map construction 
Primer No. Primer sequences (5'-3') Primer No. Primer sequences (5'-3') 

I807 AGA GAG AGA GAG AGA GT I844 CTC TCT CTC TCT CTC TRC 

I808 AGA GAG AGA GAG AGA GC I845 CTC TCT CTC TCT CTC TRG 

I809 AGA GAG AGA GAG AGA GG I847 CAC ACA CAC ACA CAC ARC 

I810 GAG AGA GAG AGA GAG AT I848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 

I811 GAG AGA GAG AGA GAG AC I851 GTG TGT GTG TGT GTG TYG 

I812 GAG AGA GAG AGA GAG AA I855 ACA CAC ACA CAC ACA CYT 

I814 CTC TCT CTC TCT CTC TA I856 ACA CAC ACA CAC ACA CYA 

I816 CAC ACA CAC ACA CAC AT I857 ACA CAC ACA CAC ACA CYG 

I826 ACA CAC ACA CAC ACA CC I859 TGT GTG TGT GTG TGT GRC 

I834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT I864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 

I836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA I868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA 

I840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT I873 GAC AGA CAG ACA GAC A 

I841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC I885 BHB GAG AGA GAG AGA GA 

I842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG I892 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 

I843 CTC TCT CTC TCT CTC TRA I895 AGA GTT GGT AGC TCT TGA TC 
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Table 2  Sequences of SSR primers used for the genetic linkage map construction 

Locus names Primer sequences (5'-3') Locus names Primer sequences (5'-3') 

S01C12 F: TTCTCCGTTCTGGGTTTATGA S25G05-2 F: CAATAGATTCGGTTCAAGTTCAG 

 R: GAGTTTCCGCTCAAAGATGC  R: ATCAAAGCAAAGGTGGCAAAT 

S02F09 F: GCCTTCAGACCACCTAAAAATG S26D06 F: TTGGGCATGACAATCACAGAA 

 R: TGGGGAATAGAACAGAGATTGG  R: GAAAGTTATTAGGGTTTGAAGGGT 

S04A09 F: CGTCACTTAGCCTTGTATGGAAC S27D09 F: CATAAAACAAAAGGCAAATCG 

 R: TCGTTATCATTTTTCATGGCTTT  R: GTCGGTAATGAATCCAAATGAG 

S05E04 F: CTGAGACACCCCGTTCTGTT S28D08 F: GAGACAGGGAATAAGAAAGTG 

 R: GCAATTCCCACCTTGTTGAT  R: TGAAGAAAGAGGCGAGAAC 

S05G04 F: TGGAAACTCGACAGTCCCTTAT S28G10 F: TTGTTCAAGGATTTCGAGGCT 

 R: GGAACAAGCAAACAATGTACCA  R: ATCGGTGTTCAGCAGTAGCG 

S07D09 F: AGCAGCAGCAAGGTCAAATAA S28H08-1 F: GAAGATAAGCAAGTTGAAGA 

 R: CCCTGAAAACCTCTTCGACA  R: TACCTGTTGAAACCGAATA 

S08C06 F: GTTATCCCCGGATTCATGTG S28H08-2 F: GTATTCGGTTTCAACAGGTA 

 R: AACCATCAACCATCATCATCA  R: AGGAAGTCGGAAATAGTCAT 

S09C07 F: GGGAGAAAGGTGAGGAAGAAG S32D05 F: CTGGAAATGGAGTTAGAAGACA 

 R: TAGGAAGGGATATGTGACTGTTG  R: AACGAACTCAGACCCCTAAT 

S11H09 F: AAGAAAGTATTGACGCAGAGGC S32F06 F: TCTAACTTAACACCACCATTTCA 

 R: CAAATCAGTGCCAAGATAAGGTA  R: CCAACAATAGCAGTTACCCAT 

S12E11 F: GCGAAGACTGAGTGGCTTGATG S35A10 F: GTAATGATGATGCCTCCACAG 

 R: AGAAACCATAACCATGCCTGCTA  R: CGGCGACAATACAAGACCAA 

S15C07 F: CAATGGCTGTTTCATCTGTTCTG S35F03 F: CTTAGATTCTTGCCCTTGC 

 R: GCAACTCCCAATCCCCAAATGA  R: GTCAAATGTAGCCTTCAATCA 

S16E08-1 F: GAGAAGAAAGCGGCTGGTGGT S36B04 F: AGAGGAGGATATGGGAACTGA 

 R: AAGGCGATGAGATGACAAGGGT  R: TTGATGGAGCCTCTACCTTTC 

S16E08-2 F: AAAACACCTCTGCCACCTCCA S36C06 F: GCCATAGAAGTTGGTTCACG 

 R: CACCATCGGAAGGGAAACCA  R: GCTGGTCCGAGTCATCATAG 

S16F08 F: TGGTGGACGAAAGATGGGTG S37E10-1 F: GCAAGTAATGGGTAGTTGTATG 

 R: TGTGGTGAATGTCCAGAGCC  R: AATGTTTCCAGGCTCAAGTT 

S18E10 F: AAAATATCCCTGCTCCTTCTG S37E10-2 F: AGAAAGAGTTACGGTGGGACA 

 R: ATTCTCGGTGGCTCGCTTAG  R: AGTGGGCATAGGGATTTGTT 

S18H12 F: CAGCACCTAAAGTCTCAACG S37E10-3 F: ACAAATCCCTATGCCCACT 

 R: AGTTTCTCATCTCGGCTTGTT  R: TGTTAGTACCACCTGTTTCTTT 

S20D05 F: CCCCAGAACAAGGGAAAGCAGC S38C11-1 F: ACCACAGTGATAACGAGGACA 

 R: CAGCACCAACAATGTCATATCTCC  R: ATCTTTGGCTCAGAAACTAGAAC 

S22H03 F: GCTTCATCGCTTACCTCTATCC S38C11-2 F: CCTCGTGACTTTAGGAGATGC 

 R: CTCCATTATTGTTGCCGTTTCC  R: GAGATTCTGCGACCCTGTTC 

S23D11 F: CTCTTTCTCAAAACCCACCATC S38D02 F: ACCAAACCACCTATGTCACTAC 

 R: CATCTCCACCTTGTAATCACTC  R: CTCAAGGAGGCTGGAAACTG 

S23E08 F: CAGGACGATAAGGCTGATGTT S39A04 F: GACTCACCACGCCTAATAAACA 

 R: CACATAAAATCTCCACCAAAATA  R: TCTTCACCAGCAAGCCATTC 

S25A01 F: TTCTACATTTTGGGCGTTTTAC S40C04 F: ATGATGAACTGGGAAGAGGGT 

 R: ACCTGCTTGAGATGATTTTGA  R: GCTTTGAGGACCTGGTTGTTA 

S25G05-1 F: CTCCATTCCTCCTTTGTTAGTC S40D07 F: GTTCAGCAAAGGAGAAGACGA 

 R: TGAACCGAATCTATTGGGTGAAA  R: TTTGTCCTGGTGCGTGGTG 
 
 

 
数据统计和连锁分析 

数据统计  统计电泳图谱上清晰的条带, 根据

双假测交理论, 在子代呈现 1∶1 分离的位点, 将有

带的亲本及在子代中杂合的位点, 记为“H”; 无条

带的亲本及在子代中隐性纯合的位点, 记为“A”; 

在子代呈现 3∶1 分离的位点, 双亲及有条带的子代

记为“H”; 无条带的子代记为“A”; 条带模糊不

清或缺失的位点记为“−”。在 P = 0.05 的水平上,  
用卡方检验对所有分离标记进行方差分析, 推断是

否存在偏分离。标记的命名是引物名称加上该引物 
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扩增出的多态性条带的顺序号, 顺序号按条带的相

对分子质量由大到小排列。 
图谱构建  利用Mapmaker/Exp Version 3.0软件, 

将符合1∶1分离比的标记进行两点分析。用“group”
命令 (LOD = 3.0, 最大重组率为 r = 0.4) 推测可能的

连锁群。对于标记数少的连锁群直接利用“order”命

令计算出每组内标记的相对位置, 再用“ripple”命

令确定最佳顺序; 对于标记数较多的连锁群进行多点

分析, 确定最大的似然图谱, 并根据“Kosambi”函

数计算图距, 然后用 MapdrawV2.1 软件绘制连锁框

架图。最后将能够连锁的 3∶1 分离标记逐个添加到

图谱中 (LOD = 3.0, 最大重组率为 r = 0.4), 得到最终

的遗传图谱。 
 

结果 
1  分子标记多态性分析 

首先将 30 条 ISSR 引物和 44 对 SSR 对引物在亲

本间进行多态性筛选。以带型清晰、差异明显为标准, 
共筛选出符合要求的 ISSR 引物 28 条和 SSR 引物 14
对。其多态性频率分别为 93.3%和 31.8%, 其中 SSR
多态性频率比较低。出现这一情况的原因可能与试验

材料及采用琼脂糖电泳有关。 
28 条 ISSR 引物在 F1 群体中, 共扩增出 154 条多

态性条带, 每条引物能扩增出 2～8 条多态性条带不

等, 平均每条引物扩增 5.5 条多态性条带; 14 对 SSR
引物扩增出 14 条多态性条带; 共计 168 条多态性条

带。经卡方检验后 (P = 0.05), ISSR 和 SSR 分别有 32
个和 4 个分离位点不符合孟德尔分离比, 共 36 个位

点表现偏分离, 频率为 21.4%。符合孟德尔 1∶1 和

3∶1 分离比的总带数为 132 条, 占多态位点 78.6%。

其中符合 1∶1 分离位点的 81 个, 符合 3∶1 分离位

点的 51 个 , 分别占孟德尔分离位点的 61.4%和

38.6%。图 1 和图 2 分别为 ISSR 引物 I873 和 SSR 引

物 S22H03 扩增的部分结果。 
2  遗传图谱的构建 

应用 Mapmaker/Exp Version 3.0 软件和 Mapdraw 
V2.1 软件构建遗传图谱, 将 132 个位点中的 80 个位

点 (72 个 ISSR 和 8 个 SSR) 定位在 13 个连锁群上, 
覆盖全长 2 633.9 cM, 平均位点数为 6.2 个, 两位点

间平均图距为 33.4 cM。位点最多的连锁群为 LG1 和

LG2, 分别包含 31 个和 17 个位点, 位点数最少的连

锁群只有 2 个。连锁群 LG1 遗传距离最长, 达 1 295.7 
cM; LG7 遗传距离最短, 为 15.4 cM。各连锁群平均

间距最大的为 43.6 cM, 最小的为 7.7 cM。表 3 和图

3 显示 ISSR 标记和 SSR 标记在各连锁群中的分布情

况。 
 
Table 3  The distribution of markers and genetic distance of 
LGs on the map 

Linkage
group

No.of
loci

Length
/cM 

Average 
distance 

/cM 

Linkage 
group 

No.of 
loci 

Length
/cM 

Average
distance

/cM 
LG1 31 1 295.7 43.2 LG8 3 74.2 37.1 

LG2 17 697.5 43.6 LG9 3 38.5 19.3 

LG3  5 148 37.0  LG10 2 42.7 42.7 

LG4  4 82.1 27.4  LG11 2 42 42 

LG5  3 49.1 24.6  LG12 2 41.3 41.3 

LG6  3 78.6 39.3  LG13 2 28.8 28.8 

LG7  3 15.4  7.7 Total 81 2 633.9 33.4 
 

 

 
Figure 1  A part of amplification results using primer I873.  M: marker; P1: male parent; P2: female parent; 1−24: F1 plants 1−24; 
polymorphic fragments are indicated by arrow 

 

 
Figure 2  A part of amplification results using primer S22H03.  M: marker; P1: male parent; P2: female parent; 1−24: F1 plants 1−24; 
polymorphic fragments are indicated by arrow 
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Figure 3  The molecular genetic linkage map of B. chinense.  Absolute distance in cM are indicated on the left side of linkage groups 
and locus names on the right 
 

讨论 
大多数药用植物栽培历史较短或基本没有经过

人工选择, 遗传背景复杂, 基因高度杂合。要建立常

规的作图群体, 如 F2 代群体、回交群体 BC、回交自

交系群体 BL、重组自交系群体 RLs 等, 周期长, 难
度大。已构建的药用植物遗传图谱多采用双假测交。

双假测交的遗传学依据是双亲均为高度杂合的个体, 
一个亲本的许多位点在另一亲本中呈现纯隐形或亦

为杂合位点, 这些位点在 F1 代分离, 分离比为 1∶1
或 3∶1 (1∶2∶1), 可以根据杂合位点的来源构建双

亲的遗传图谱[9]。Grattapoglia 和 Sederoff[10]首次提出

了利用 F1 代群体和分子标记技术相结合的拟测交作

图策略构建桉树遗传图谱的设想。Dugo 等[11]利用

RAPD 分子标记构建了二倍体玫瑰 F1 的遗传图谱, 
分别得到全长为 388 cM 和 260 cM 的父母本遗传图

谱。本试验以北柴胡种内杂交得到的 F1 代 96 株植株

为材料, 选用 42 条 (对) 引物进行扩增, 获得了较丰

富的多态性位点。经卡方检验表明 , 大多数位点 
(168 个中有 132 个) 分离比符合孟德尔遗传规律, 表
明本群体所选用的 F1 代群体可用于构建北柴胡遗传

图谱。 
分子连锁群是植物染色体在分子水平上的反映。

分子连锁群的数目应同相应物种的染色体数目一致。

北柴胡染色体数为 2n = 12, 本研究得到的遗传图谱

有 13 个连锁群, 出现这种情况可能是因为染色体中

存在频繁交换, 致使标记间的连锁关系不稳定, 也可

能是因为标记数量有限, 存在标记空缺区段, 而使位

于同一染色体上的连锁群不能连锁。目前, 很多构建

的遗传图谱的连锁群数量还未能实现与物种的染色

体一一对应, 如谭晓风[6]构建的银杏 (2n = 24) 遗传

图谱包含了 20 个连锁群, Lowe 和 Walker[12]构建的葡

萄 (2n = 38) 父母本遗传图谱分别包含了 19 和 18 个

连锁群, Lu 等[13]构建的大白菜 (2n = 20) 遗传图谱

包含了 12 个连锁群。但原位杂交技术等的发展为解

决这一问题提供了可能[14]。 
偏分离指观察到的基因型比例偏离预期的孟德

尔频率, 无法用传统的遗传理论和方法加以分析。但

是偏分离在作图过程中又是普遍存在的, 在小麦[15]、

大豆[16]、花生[17]、大白菜[14]等的分子遗传图谱构建

中都有表现。在水稻、玉米中已经发现了导致偏分离
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的雄配子体基因[18, 19], 证实偏分离现象与配子体的

选择有关。Knox 和 Ellis[20]认为环境因素、非同源重

组、基因转换和转座因子等也可能是引起偏分离的重

要因素。文献报道的偏分离所占比例相差很大, 有人

比较了 14 个种间构图群体, 发现平均有 25.3% 的标

记发生偏离, 有的甚至接近 50%[21]。Moretzsohn 等[22]

构建的花生属 AA 基因组遗传图谱标记的偏分离比

例高达 51%。本试验中得到的 168 个标记中有 36 个

在后代中出现偏分离, 占总标记数的 21.4%, 属于正

常的偏离范围。 
本研究利用 ISSR和 SSR两种标记构建了北柴胡

遗传图谱。结果显示, 所构建的遗传图谱存在标记分

布不均匀和图距较大的问题。分析出现这两种情况的

原因, 作者认为一方面是本实验所用的 EST-SSR, 其
多态性没有基因组 SSR 丰富, 往往用于遗传图谱的

加密, 另一方面是 EST-SSR 标记数量太少 (14 对), 
因而导致出现标记分布不均匀和图距较大的问题 , 
甚至可能将一条染色体分割成为 2 条染色体。尽管已

有大量报道表明 SSR 标记用于构建遗传图谱时具有

突出优点, 如位点单一, 可作为锚定标记, 有助于图

谱染色体的归并和不同连锁群的整合等, 且微卫星

在基因组中分布广泛而又随机, 只要 SSR 标记位点

足够多, 构建的图谱就可以覆盖整个基因组[23]。但是

SSR 引物是特异性引物, 通用性只限于同属甚至同种

内, 而不像 RAPD、AFLP 一样在很多物种中都能通

用, 而且 SSR 开发费用昂贵。本实验所用的 SSR 引

物, 来自本实验室构建的北柴胡 cDNA 文库中分析得

到的 44 对 SSR 引物, 经父母本筛选后只有 14 对 SSR
引物可以用来构建遗传图谱, 由于数量太少, 限制了

SSR 标记方法在构建北柴胡遗传图谱中的作用。因此, 
构建一张高密度、高饱和的北柴胡遗传图谱还需开 
发更多的基因组 SSR 标记, 或结合多种分子标记方

法, 如 AFLP、单核苷酸多态性标记 (single nucleotide 
polymorphisms, SNP)、相关序列扩增多态性标记 
(sequence-related amplified polymorphism, SRAP) 等。 
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