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濒危植物夏蜡梅遗传分化研究
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摘!要!为阐明小尺度范围内濒危物种夏蜡梅种群的遗传分化!保护和恢复夏蜡梅种质资源!采用

QHHa分子标记技术!对浙江省临安市清凉峰镇的<个夏蜡梅种群的遗传结构进行分析"%!个引

物对夏蜡梅<个种群%""个个体进行扩增!共得到%;%个位点!其中多态位点D#个!总多态位点百
分率#B$为<;:$%X!平均为!<:"$X"夏蜡梅总H1,++(+指数#@$为"-!&#D!平均为"-%K##%总

/38指数#’$为"-%;K<!平均为"-%"!#"B&@&’均表明夏蜡梅总体水平的遗传多样性较高!而种群
水平的遗传多样性较低"GEI]G分子变异分析结果显示!K;:"%X的变异存在于种群间!<!:DDX
的变异存在于种群内%种群内与种群间的遗传分化均很明显"夏蜡梅种群间基因流较低!为":;%;
$!显示夏蜡梅种群间的基因流动部分受阻"<个种群的平均遗传距离为":%"<%!根据种群间的遗

传距离进行7JPEG聚类!结果为生境相似的种群聚在一起"夏蜡梅种群间较高水平的遗传分化
主要是本身的生物学特性以及对微生境适应的结果"

关键词!夏蜡梅%QHHa%遗传多样性%遗传分化
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08M,+C013,C,O0,R8-806.(*C8..3*3+0>8M*(1,R80,0:
>,?@A<B.!!".:)",%’*3)’+,(,3+3"QHHa"?3+308MC893*4806"?3+308MC8..3*3+08,08(+

!!夏蜡梅#!".:)",%’*3)’+,(,3+3$为蜡梅科#=,L
-6M,+01,M3,3$的落叶灌木%第三纪孑遗物种%夏蜡梅
属的唯一代表&%’(仅分布于浙江临安市西部和浙江
天台县龙溪乡的狭小范围内&!’%资源极少%为国家!
级保护的珍稀濒危植物(由于植被的砍伐及原始生
境的破坏%夏蜡梅的生存繁衍受到严重威胁&%’%因
此%迫切需要对其濒危机制进行探讨(其中%遗传多
样性研究是探讨物种濒危机制的一个重要方面(@8
等&$’和金则新等&K’分别采用aGJF和QHHa标记对
分布在浙江临安和天台%"个夏蜡梅自然种群的遗
传结构进行分析%发现物种水平的遗传多样性较高%
种群水平的遗传多样性较低%种群间遗传分化程度
高(遗传分化在种群内或种群间都可以发生%在不
同尺度即不同空间均会发生&<’(因此%本研究采用

QHHa#8+03*48>O-343)m)3+M3*3O3,0%简单重复序列
区间$&&’分子标记技术对模式标本产地浙江临安大
明山村附近的<个夏蜡梅种群遗传结构进行分析%
旨在了解夏蜡梅在小尺度范围内的遗传分化水平和

遗传结构特征以及不同生境对夏蜡梅遗传分化的影

响%为科学保护和恢复夏蜡梅种质资源提供理论依
据(

%!材料与方法

C:C!材料来源
在浙江省临安市清凉峰镇大明山村附近%根据

不同群落类型设置<个夏蜡梅样地%其中西坑涧设
置K个样地%白水设置%个样地%白水#J(O$$和西
涧坑#J(O<$样地相距约; >̂%J(O!和J(O<样地相
距约<">%J(O<和J(O%样地相距约$">%J(O%和

J(OK样地相距约$ >̂%各样地的基本情况见表%(
在每个样地中随机选取!"棵成年植株%每棵植株相
隔$">以上(取植株的幼嫩叶片置于保鲜袋中%
封口%放入样品储藏箱中#箱中有冰袋维持冷藏条
件$%带回实验室%A;"Z低温冰箱保存%用于F/G
提取(

C:E!研究方法

表C!H个夏蜡梅样地的基本概况

S,R-3%!U,48MM(+C808(+(..893=-)’+,(,3+3O(O)-,08(+4VO-(04

种群 群落类型 地点 海拔)> 坡向 概况

J(O% 常绿阔叶林 西坑涧 <#< /N<<i
主要伴生树种为木荷#=)’+#"3*$(2C"$*石楠#B’&%+,+"
3(22*."%"$*青冈栎#!:).&C".",&$3+3/."*)"$等%夏蜡梅
位于林下(

J(O! 灌丛 西坑涧 <K" /ND"i
人工干扰后的次生灌丛%夏蜡梅位于灌丛的冠层%光照
充足(

J(O$
常绿*落叶
阔叶混交林

白水 <<< /c$"i
主要伴生树种为青冈栎#!-/."*)"$*木荷#=-3*$(2K
C"$*青钱柳#!:).&)"2:"$".+*2*3$等%夏蜡梅位于林缘
等地(

J(OK 常绿阔叶林 西坑涧 #<K /c#i
主要伴生树种为木荷#=-3*$(2C"$*甜楮#!"3%",&$3+3
(:2(+$*东南石枥#E+%’&)"2$*3’"2.",5++$等%夏蜡梅位
于林下(

J(O< 檫木林 西坑涧 <;# /N<"i 人工檫木#="33"02"3%3*#*$林%夏蜡梅位于林下(

%:!:%!F/G提取与定量!采用改进的HFH法&;’

提取夏蜡梅基因组总 F/G(提取出的 F/G 经

":#X琼脂糖凝胶电泳分析%PQH凝胶成像分析系统
#上海天能科技服务公司$拍照定量%并稀释成终浓
度为!"+?)%@%A!"Z保存%用于QHHa扩增分析(

%:!:!!QHHa扩增及产物鉴定!QHHa引物采用加
拿 大 哥 伦 比 亚 大 学 #7+893*4806 (. U*80841
=(-)>R8,%H30/(:D%/(:#"%LD""$提供的序列%由

上海生物工程公司合成(扩增反应在J\!梯度热
循环仪#美国%S13*>(公司$中进行(扩增反应体
系和扩增程序参见文献&#’进行%从%""个引物中筛
选出%!个扩增条带清晰%不弥散%稳定和重复性好
的引物用于所有种群QHHa扩增分析%同时确定这
些引物各自合适的退火温度#表!$(扩增产物在

%:&X的琼脂糖凝胶#含":<%?)>@溴化乙锭$中电
泳%电泳缓冲液为":<\SUN%用)F/G)NM(a*B
Y8+C+标准分子量参照物作分子量标记%用PQH凝
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胶成像分析系统拍照保存!

表!!用于夏蜡梅QHHa扩增分析的%!个引物序列

S,R-3!Hm)3+M3(.%!O*8>3*4)43C8+QHHa,+,-6484(.=-)’+,(,3+3

引物 序列 引物 序列

7U=#%% "PG##= 7U=#&& "=S=#&

7U=#%! "PG##G 7U=#;$ "PG=G#K

7U=#!& "G=##= 7U=##& ]F]"=S#;

7U=#K" "PG##eS 7U=### UFU"=G#;

7U=#K! "PG##eP 7U=#D" ]Y]"PS#;

7U=#<< "G=##eS 7U=#D% Y]Y"SP#;

%:!:$!数据统计与分析!对照反应产物在凝胶上
的对应位置$有带记为%%&$无带记为%"&$得到QHHa
分析的原始数据矩阵!采用JIJPN/$!软件’D(计
算多态位点百分率"B#)H1,++(+信息指数"@#和

/38指数"’#用来估算基因多样性!采用F=5G%:%
软件’%"(计算欧氏距离平方和$建立遗传距离矩阵$
并利用 cQ/GEI]G%:<软件’%%(进行分子方差分
析 ",+,-6484(.>(-3M)-,*9,*8,+M3$GEI]G#$计
算种群内)种群间的变异方差分布!另外$根据基因
频率矩阵$利用JIJPN/$!软件计算了总种群基
因多样度"O%#$各种群基因多样度"O3#)遗传分化
系数"?3%#和基因流"8##!利用H1,++(+信息指数

计算基于各引物扩增条带在种群"O$&$#和物种水平
的表型多样性"O3$#$分别根据"O$&$*O3$#和"O3$
AO$&$#*O3$计算种群内和种群间变异所占的比例!
为分析种群间的遗传关系$计算/38’%!(无偏差遗传
距离和遗传相似度!根据种群间的遗传距离$采用
算术平均数的非加权成组配对法")+238?103CO,8*

?*()O>301(C2801,*801>308M>3,+$7JPEG#对
各种群进行聚类分析!

!!结果与分析

E:C!夏蜡梅种群QHHa扩增条带的多态性
利用筛选出的%!个QHHa引物对<个夏蜡梅

种群共%""个个体的F/G样品进行分析$每个引
物均能扩增出清晰可重复的条带$图%所示为J(O%
的QHHa扩增结果"引物 7U=#%!#!%!个引物共扩
增出%;%条条带$分子量在!""!!"""RO范围内$
平均每个引物扩增出%K:!<条条带$其中D#条条带
具有多态性$比率为<;:$%X$<个夏蜡梅种群总体
的多态位点百分率"B#较高!而各种群的 B 在

%<:;DX!!;:<&X之间$平均为!<:"$X$可见$<个
种群总遗传多样性较高$种群遗传多样性处于较低
水平!其高低顺序为J(O$#J(O!#J(O<#J(OK#
J(O%"表$#!

%L!"+个体%L!",E+)F/G*NM(a*BY8+C+标准分子量参照物

图%!夏蜡梅J(O%的QHHa扩增结果!引物7U=#%!"

58?:%!QHHa,>O-8.8M,08(+*34)-04(.J(O%(.=-)’+,(,3+3"2801O*8>3*7U=#%!#

E:E!夏蜡梅种群的遗传多样性
夏蜡梅各种群的H1,++(+信息多样性指数"@#

的变化范围为"-"D%"!"-%D<#$平均为"-%K##$
总体水平为"-!&#D,各种群的/38基因多样性指数
"’#大小在"-"&!;!"-%$K;之间$平均为"-%"!

#$总体基因多样性为"-%;K<"表$#!@)’均显示夏
蜡梅各种群的遗传多样性水平较低$而总体遗传多
样性却处于较高水平!用@)’计算的各种群遗传多
样性大小顺序都是J(O$#J(O!#J(O<#J(OK#
J(O%$这与B的结果排序一致!
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表$!夏蜡梅种群内的遗传多样性

S,R-3$!P3+308MC893*4806(.=-)’+,(,3+3O(O)-,08(+

种群编号 样本数
多态位

点数

多态位点

百分率!X

H1,++(+

指数"@#
/38指数"’#

J(O% !" !; %<:;D ":"D%" ":"&!;

J(O! !" K# !#:"; ":&&;" ":%%KK

J(O$ !" <# $$:D! ":%D<# ":%$K;

J(OK !" K" !$:$D ":%K!< ":DD""

J(O< !" K% !$:D# ":%K#" ":%"$K

总体 %"" D# <;:$% ":!&#D ":%;K<

"HF# "":!&&!#"":%#K%#

!!注$HF为标准误差

E:F!夏蜡梅种群的遗传分化
夏蜡梅<个种群 GEI]G分子变异分析结果

显示%在总遗传变异中%K;:"%X的变异存在于种群
间%<!:DDX的变异存在于种群内%种群间和种群内

均存在极显著的遗传分化"&40[":K;"%B$"-""%#
"表K#&&40相当于分化指数%U)4(’%$(认为分化指数
介于"!":"<之间说明种群间分化很弱%":"<!
":%<之间表示中等分化%":%<!":!<之间表示分化
大%大于":!<表明分化极大%本研究结果为":K;"%
说明种群之间有明显的遗传分化&
此外%如表<所示%由@计算的总遗传多样性

中%种群内遗传多样性占<<:$KX%种群间遗传多样
性占KK:&&X&由’计算的种群间基因分化系数
"P40#为":K%";%即有K%:";X的遗传变异存在于种
群间%而种群内遗传变异为<#:D$X&这些指数均
说明夏蜡梅大部分变异存在于种群内%但近半数的
遗传变异存在于种群间%种群间与种群内的遗传分
化均极显著&由?40计算的种群间基因流"8>#为

":;%K$%其值较低%表明部分基因流动受阻&

表G!H个夏蜡梅种群CII个个体的GEI]G分析

S,R-3K!GEI]G,+,-6484(.%""8+C898C),-48+.893=-)’+,(,3+3O(O)-,08(+4

变异来源 自由度 总方差 平均方差 变异组分
变异百分率

!X

J1840

&40

显著度检测

"J值#

种群间 K <""-"!" %!<-""< <-D%&; K;-"% "-K;" $"-""%

种群内 D< &$$-;"" &-&;% &-&;"< <!-DD $"-""%

表<!<个夏蜡梅种群的H1,++(+信息指数与/38基因多样性指数

S,R-3<!H1,++(+V4,+C/38V4C893*48068+C3T,>(+?<=-)’+,(,3+3O(O)-,08(+4

H1,++(+信息指数"@# /38指数"’#

种群内遗传多样性OO(O"=A# "-%K##""-!&$"# 种群内基因多样性O4"=A# "-%"!#""-"%K!#

种群总的遗传多样性O4O"=A# "-!&#D""-!&&!# 种群总的基因多样性O0"=A# "-%;K<""-%#K%#

种群内遗传多样性比率OO(O!O4O ":<<$K 种群内基因多样性比率O4!O0 ":<#D%

种群间遗传多样性比率"O4OAOO(O#!O4O ":KK&& 遗传分化系数?40 ":K%";

基因流8> ":;%;$

!!注$=A为标准误差

E-G!夏蜡梅种群间遗传相似度!遗传距离及聚类分
析

!!种群间遗传相似度能够在一定程度上反映种群
间的遗传分化和F/G差异’<(&夏蜡梅<个种群间
遗传相似度最大值为":D%<#"J(O$与J(O<#%最小
值为":#;D#"J(O!与J(O$#%平均为":D"K<&遗
传距离最大值为":%!#""J(O!与J(O$#%最小值为

":"##""J(O$与J(O<#%平均为":%"<%"表&#&根
据夏蜡梅<个种群间遗传距离%采用7JPEG法对

<个种群进行聚类分析"图!#&结果显示%J(O$与

J(O<首先聚在一起)然后是J(O%与J(OK)最后它

们再与J(O!聚在一起&

表&!<个夏蜡梅种群间的遗传相似度和遗传距离

S,R-3&!P3+308M8C3+0806,+C?3+308MC840,+M3,>(+?.893

=-)’+,(,3+3O(O)-,08(+4

种群 J(O% J(O! J(O$ J(OK J(O<

J(O% ":##K" ":##KK ":D%"$ ":D"!!

J(O! ":%!$$ ":#;D# ":D"!% ":D%K#

J(O$ ":%!!D ":%!#" ":#D<$ ":D%<#

J(OK ":"DK" ":%"$% ":%%"& ":D%KK

J(O< ":%"!D ":"#D% ":"##" ":"#D<

!!注$对角线上方为/38遗传相似度%对角线下方为遗传距离&
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图!!<个夏蜡梅种群间的遗传距离聚类分析

58?:!!F3+?*(?*,>O*(C)M3CR6JIJPN/N4(.02,*3.(*

.893O(O)-,08(+4(.=-)’+,(,3+3

$!结论与讨论

植物的遗传分化普遍存在于大尺度的种群间!

但现有的一些研究表明!一些物种在小尺度范围内

种群间也存在显著的遗传分化!如华山新麦草"%K#

$B3"%’:2&3%")’:3’*"3’",+)"%种群的?40为":$!&

$&大血藤"%<#$="2/(,%&5&I")*,("%"%种群的?40为

":<K"&&七子花"%&#$O($"%")&5+*##+)&,+&+5(3%种

群的?40为":&<K&’本研究采用QHHa分子标记技

术对大明山<个夏蜡梅种群的遗传结构进行分析!

结果显示其总的遗传多样性较高$B[<;:$%X!@[

"-!&#D!’["-%;K<%!而种群水平的遗传多样性较

低$B[!<-"$X!@["-%K##!’["-%"!#%’

GEI]G分子变异方差分析显示!夏蜡梅种群间遗

传变异较大!K;:"%X的变异存在于种群间!<!:DDX
的变异存在于种群内&此外!用@(’计算的种群内与

种群间遗传变异的分布结果与 GEI]G分析结果

相似!?40为":K%";!表明夏蜡梅各种群间出现显著

的遗传分化’

影响种群遗传分化的因素很多!其中基因流是

影响种群遗传分化的重要因素之一"%;#’通常情况

下!具有较低水平基因流的物种比具较高水平基因

流的物种有更高的遗传分化’在植物中花粉的扩散

和种子的传播是基因流的!种主要形式’夏蜡梅花

为虫媒花!但其花在形态上并不高度适应虫媒!且其

传粉媒介大多是一些飞行能力有限或无飞行能力的

小型昆虫!因此!相对于风媒传粉有很大的局限

性"K#&此外!由于人类活动干扰和原有植被破坏所导

致的生境片断化!夏蜡梅局限于互不相连的小区域

内!形成若干个成岛状分布的小种群!这将进一步限

制花粉在夏蜡梅种群间的扩散’因为!当种群内植

物数量少!密度低时!将不足以维持较多的传粉者!

而导致传粉者数量减少!活动强度降低或发生不利

于传粉的变化"%##’同时!夏蜡梅的种子为果托所包

被!果实成熟后依靠重力散播!其后代向外扩散的能

力相当有限&加上人为采收和动物噬食!影响了夏蜡

梅种群的天然更新"K#’另外!植物物种的繁育系统

也是影响种群遗传分化的重要因素"%;#!夏蜡梅的繁

育系统是以异交为主!自交亲和的混合交配系统"$#!

一定程度上的近交也将限制基因在种群间的流动’

c*8?10"%D#认为!种群间基因流大于%!则能发生均

质化作用&反之若小于%!则表明基因流成为遗传分

化的主要原因’<个夏蜡梅种群间的基因流$8#%

为"-;%;$!小于%!表明小尺度上夏蜡梅的基因流

不足以阻止种群间的遗传分化’

通过对<个夏蜡梅种群的 7JPEG聚类分析

可知)J(O$与J(O<遗传相似度最大!首先聚在一

起&其次是 J(O%与 J(OK&最后该K个种群再与

J(O!聚在一起’J(O<与J(O$分别位于不同的山

坡上!地理距离远!而遗传距离最小&J(O%与 J(O<
相距最近!仅$">!而遗传距离并非最小’这可能

与微生境的异质性有关!J(O$位于常绿落叶阔叶混

交林的林缘!该样地人为砍伐较严重!尤其是高大乔

木被砍伐后!林分较低矮!夏蜡梅位于群落的近冠层

处!部分遮荫!光照条件较适宜&J(O<位于人工檫木

林林下!物种单一!林内植株较稀疏!群落的透光率

大!与J(O$的光照条件较一致!其遗传相似度也最

高&J(O%与J(OK虽然海拔高度不同!但群落类型均

为常绿阔叶林!人为干扰少!植被相对于其他样地保

存最好!林内郁闭度高!夏蜡梅位于常绿阔叶林林

下!光照并不充足!这!个样地的生境条件相对一

致&J(O!位于人工砍伐后的次生灌丛冠层!光照充

足!在<个样地中单独成为一类’由此可见!不同基

因型的个体在不同微生境上的适合度相异!导致具

有相同基因型的个集聚在较适宜的微生境上!从而

产生遗传分化’此外!夏蜡梅种群由于生境破碎化!

使夏蜡梅的分布互不相连!种群之间产生隔离!并且

种群变小!增加遗传漂变和近交作用!导致遗传多样

性的丧失!使种群之间产生遗传分化’因此!微生境

的异质性(种群隔离和遗传漂变均可能导致种群间

的遗传分化’

种群之间的遗传分化越大!将要求更多的种群

得到保护!以维持丰富的遗传变异!进一步确保物种

的生存"!"#&以上分析表明!夏蜡梅总的遗传多样性

水平较高!种群的遗传多样性水平较低!种群间的遗
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传分化明显!因此"对夏蜡梅进行保护时"首先"就

地建立保护小区"保护夏蜡梅的适生生境!其次"通

过人工授粉#人工播种#人工移植等方法"加强种群

之间的基因交流"提高夏蜡梅的的遗传多样性和对

环境的适应能力!第三"实施迁地保护时"应从各种

群中选取足够的样本"保存更多的遗传多样性!
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