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艾纳香野生种群克隆多样性及克隆结构研究 
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摘 要 ：艾纳香是具有克隆生长习性的多年生宿根性草本植物 ，其广布于中国南部 ，为了更有效地保护和合 

理利用艾纳香资源，本文利用 RAPD分子标记技术 ，对 4个野生艾纳香种群进行了克隆结构和克隆多样性(单 

克隆种群或多克隆种群)进行了初步研究。结果表明：(1)10对 10 bp随机引物共检测到7o条谱带，其中多态 

带为 60条，占 85．71 ，检测到 64个基因型，且全部为局限基因型 ；(2)与 Ellstrand＆ Roose(1987)总结的克 

隆多样性平均值 (PD=0．17，D一0．62)相 比艾纳香 的种群克隆多样性水平稍高，Simpson指数平均为 0．973， 

基因型比率 PD平均为 0．800；(3)遗传一致度和遗传距离分析表明，4个艾纳香野生种群被分成两组，一组是 

海南的所有种群，另外一组是云南类群。 
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Abstract：Ramet of Blumea balsamifera belongs to perennial herbaceous plant，which widely distributes in south of 

China．The objectives of the present study were to assess the clonal structure and diversity(monoclonal or multiclonal 

population)on wild populations of B．balsamife7"a for the purpose of efficient conservation and reasonable utilization of 

its resources．Eighty individuals of B．balsamifera were collected from four natural populations in different and typi— 

cal habitats in its major distribution areas in China，and they were studied byRAPD analysis．Seventy loci were detec— 

ted by using 10 random primers(1Obp)．and 60 of them were found polymorphic(85．71 )．Sixty-four RAPD geno— 

types were differentiated among the 80 plants sampled．The mean Simpson’s index was 0．973，and mean PD was 

0．800。slightly higher than the mean of Ellstrand＆ Roose(PD=0．17，D一0．62)．With UPGMA cluster analysis， 

four natural B．balsamifeFa populations can be divided into two clusters，one is all the Hainan populations，and the 

other is the Yunnan populaitions． 
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在菊科(Asteraceae)植物中，无性生殖(克隆繁 

殖)方式相当普遍和广泛，尤其假泽兰属 (Mika— 

nia)、蒲公英属(Tarac27acuTn)、大丁草属(Gerbera)、 

蓟属(Cirsium)等中许多种类都可以通过根状茎、株 

芽、压条、分蘖、断枝等方式进行克隆繁殖(Lyman 

& Ellstrand，1984；Ayres＆ Ryan，1999；Sole等， 

2004；Junming& Ming，2008)。克隆生长对植物的 

遗传多样性和种群遗传结构具有重要影响，而植物 

种群的克隆结构及克隆多样性是种群进化过程中适 

应环境的结果，深入研究种群的克隆结构及克隆多 

样性是了解克隆植物种群形成、维持和衰退机制的 

重要方面，同时对研究植物定居 、侵殖和演替的机理 

也有重要意义。因此，为了解克隆植物种群动态和 

演化的信息，对种群内基株数 目和克隆多样性的估 

计是研究克隆植物的重要研究内容之一。以往由于 

克隆植物的基株难以辨认，因而涉及克隆植物的种 

群遗传学的研究相对较少，且多采用等位酶分子标 

记，然而，等位酶识别的位点较少，研究结果将会低 

估物种遗传多样性及克隆多样性。近年来，一些基 

于 PCR的DNA分子标记的发展，如 RAPD、ISSR， 

为准确鉴定克隆基株提供了可靠保障，并已被广泛 

用于克隆植物的克隆多样性和种群遗传结构的研究 

中。 

艾纳香 (Blumea balsamifera)为菊科艾纳香属 

(Blumea)多年生草本植物，多生于路旁、河岸、山 

地、湿地等环境。在中国、印度、马来西亚、印度尼西 

亚和菲律宾等国家多作为传统药用植物广泛栽培。 

目前，艾纳香属植物繁育系统还不甚清楚，一般认为 

其兼具有性繁殖和元性繁殖的特点，其繁殖手段包 

括种子繁殖和根、茎的扦插。但是，我们在野外资源 

调查和田间试验研究过程中发现，其种子发芽率极 

低(低于 1‰)，根和茎的扦插也并不容易成活，究竟 

是何原因和机制能使艾纳香 自然种群规模和居群结 

构保持相对稳定，有必要对艾纳香 自然环境下的繁 

殖方式和不同野生生境下的种群结构进行了解。本 

研究利用 RAPD分子标记对艾纳香不同野生种群 

进行克隆多样性和克隆结构进行研究，以期为艾纳 

香的克隆生长、生态适应性 、资源保存 、引种驯化 、遗 

传改良以及艾纳香属的分子系统学等研究提供基础 

资料和科学依据。 

1 斌 与克法 

1．1材料 

根据文献调研 以及对中国国家植物标本馆馆藏 

艾纳香标本的考证，结合实地采样，选取了4个典型 

的艾纳香野生种群进行研究。利用 Magellan GPS 

仪对取样样本进行定位，用 Mapsend软件传输和编 

辑航点信息。根据种群的大小以平均间隔的办法选 

取20个健康的艾纳香植株，选取 2～5 g叶片，以1o 

倍量的变色硅胶(广州化学试剂厂)在 12 h内快速 

干燥备用。 

表 1 艾纳香 4个野生种群的取样情况 

Table 1 Four natural B．balsamifera populations sampled in the study 

1．2方法 

1．2．1总DNA提取 称取 0．2 g干燥艾纳香嫩叶， 

用改 良 CTAB法 (庞玉新等，2009)提取基因组 

DNA，0．8 琼脂糖电泳检测 DNA 的纯度、完整性 

及产量。 

1．2．2 RAPD引物筛选 引物筛选时采用两轮筛 

选，首先用每个种群的 2个样品对 5O条 RAPD引 

物(美国 Invitrogen)，进行第一轮筛选，筛选出扩增 

片段清晰、特异性好 的引物 15条，然后用这 15条引 

物对每个种群的 4个样 品进行扩增 ，筛选 出扩增带 
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型稳定 、重复性好的 1O条引物作为全部样 品扩增引 

物 (表 2)。选取每个种群 的 2O个样 品进行 PCR扩 

增。采用 25．0 L的反应体系：模板 1．0 L(50～ 

100 ng／~L)，2X PCR Mix(~t京 Tiangen公 司)12．5 

L，引物 2．0／zL(10 p．mo1)，ddH20 9．5 L。PCR 

扩增程序为 ：94℃预变性 4 min；94℃ 变性 1 min， 

35℃ 退火 1 min，72℃ 延 伸 2 min，40个循 环；72 

℃延伸 10 min。在含有 EB的 1．5 的琼脂糖凝胶 

上电泳 2～3 h，然后在凝胶成像系统上观察比较并 

照相。 

表 2 用于艾纳香扩增的 RAPD引物的 

序列及其检测的位点数 

Table 2 Sequence of primers and the number of tested loci 
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GGTGACGCAG 

CTGGGGACTT 

CTGACGTCAC 

GAATCGGCCA 

AGAGGGCACA 

AGCCAGCGAA 

TGACGCATGG 

AGCCTGAGCC 

CACGAGTCTC 

AGCAGCGCAC 

I．2．3数据处理与统计 分析 统计 1O条引物在所 

有 DNA样品中扩增的电泳带总数与多态带的数 

目，有电泳带记为 l，无电泳带记为 0，作 o／1矩阵输 

入计算机。运用 P0PGENE Version1．31(Francis， 

l999)软件对全部种群进行遗传参数分析，分别计算 

种群 的观察 等位基 因数 Na、有 效 等位 基 因数 Ne 

(Hartl& Clark，1989)、Nei’S基 因多样性 指数 H 

(Nei，1978)、Shannon表 型信 息指 数 I(Shannon， 

1949)和多态位点百分率 PPB。克隆多样性的检测 

采用以下指数：(i)基株数目G：将全部位点基因型 

相同的植株视为来 自同一基株，G即为种群 中基株 

总数 ；(ji)平均克 隆大小 NC，NC=N／G，N为样 品 

个体数 ；(iii)基 因型 比率 PD—G／N；(iV)Simpson 

多样性指 数 D，D==：1一∑{(ni(ni一 1))／(N(N一 

1)))，其中ni为具有第 i个基因型的分株数(Parker 

Hamrick，1992)；(V)局限性基因型( )：只在一 

个种群中出现的基因型(Elstrand& Roose，1987)； 

(Vi)广布性基因型(9／6)：在 75 以上种群 中出现的 

基因型(Elstrand& Roose，1987)。 

2 结果与分析 

2．1艾纳香野生种群的克隆多样性 

艾纳香的各项克隆多样性指数见表 3。从表 3 

中看到，所研究的 4个种群的克隆数 目(基株数目) 

大小不同，有的种群含有 2O个 ，有的只有 13个。所 

有种群都是由多基因型构成，没有发现单克隆的种 

群。艾纳香 种群的平均克 隆大小 NC为 1．250，每 

基株含有的克隆分株数从 1．O00～1．538不等，五指 

山种群的最高，为 1．538。由Simpson指数 D反映 

出的克隆多样性显示 ，五指山种群的 D值最低，为 

0．842；4个种群的 D值范围是 0．942～1．000，平均 

为 0．973。在种群水平上，Simpson指数 D值 为 

0．993。不管是种群平均值，还是种群水平，均表现 

出高的克隆多样性 。 

表 3 艾纳香野生种群的克隆 多样性 

Table 3 Clonal diversity in all natural B．balsami
．

fern populations 

种群代号 样 品数 G 基株分布 G
enets distributi。n within p。pulati。“P 

opulation code Sample size ⋯ ⋯ ’ ⋯ ⋯  ⋯ ⋯ ’‘⋯⋯ ⋯  ‘⋯ 

1 20 2O 

2 2O 13 

3 2O 16 

4 20 15 

平均值 Mean 一 16 

种群水平 Population level 80 64 

1．000 

1．538 

1．250 

1．333 
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1．25O 

1．000 
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0．800 

0．750 

0．800 

0．800 

1．000 

0．942 

0．974 

0．974 

0．973 

0．993 

艾纳香野生种群基因型比率以G／N度量时，海 

南热带植物园种群的基 因型 比率最大 ，为 1．000；五 

指山的基因型比率最小 ，为 0．650。在 4个 种群 中 

的变幅范围为0．650～1．000，平均是 0．800种群水 

平上，基因型比率为 0．800。4个种群中，共分析 8O 

个分株 ，检测到 64个基 因型 ，平均每个种群有 l6个 

克隆。若按 Ellstrand& Roose(1987)中地方基因 

型和广布基因型的标准，艾纳香 100％的基因型为 
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局限基因型，没有广布基因型。 

2．2艾纳香野生种群的遗传多样性 

用 POPGENE Version1．31对 4个艾纳香种群 

的遗传多样性进行统计分析，结果表明艾纳香种群 

间的遗传多样性存在一定差异(表 4)。其中，有效 

等位基因数 Ne、Nei基因多样性指数 H和 Shannon 

指数 I所揭示的艾纳香种群问的遗传多样性规律一 

致，其顺序依次为：种群 l>种群2>种群 3≥种群 4。 

表 4 艾纳香克隆种群的遗传多样性 

Table 4 Genetic diversity in all natural 

B．balsamifera populations 

种群代号
O

分株
ffsho蓍ot s器／G抹数enetPopulation Na Ne H I s ： code (N) ⋯ 
2O 

20 

2O 

20 

2．3艾纳香野生种群间的遗传一致度和遗传距离 

遗传相似性系数或遗传距离(Nei，1978)是衡量 

种群间遗传分化程度的最重要指标。由表 5可以看 

出，各种群间的遗传一致度(I)在 0．8901～0．9342 

之间，说明艾纳香野生种群间的相似程度较高。艾 

纳香种群 1和 3两个种群间的遗传距离最小，为 

0．0680，种群 2和 4两个种群间的遗传距离最大，为 

0．1300。根据 Nei无偏遗传距离构建种群间 UPG— 

MA聚类图(图 1)。从图中可以看出，4个种群共聚 

成 2组：第一组为海南类群；第二组云南类群。 

表 5 艾纳香野生种群闻的遗传一致度和遗传距离 

Table 5 Nei’s genetic identity and genetic distance 

among natural B．balsamifera populations 

种群代号 1 2 3 4 
Population code 

⋯  对角线上是 Nei’s遗传一致度，对角线以下是遗传距离。Nei’S 

genetic identity(above diagona1)and genetic distance(below diagona1)． 

3 讨论 

克隆的基因型多样性 Simpson指数 D值，反映 

的是种群中特定基因型的相对频率，高 D值意味着 

在取样范围内种群中几乎每个取样个体遗传上都不 

同，D值等于 1表明每个个体有其独特的多位点基 

因型；低 D值则表明在种群内有一些基因型多次取 

样，而 D值等于 0说明所有个体有一个共同的多位 

点基因型。 

+⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ‘。pOpl 

J ⋯ 一1 

+⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ‘2 +⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ‘。pop3 

1 I 

· - 3 +⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  pop2 

1 

-·⋯ ·，·‘⋯ ·-。‘ ‘～  。’。‘。’‘⋯ ‘。⋯ ⋯ 。 ⋯ ‘。。 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ‘’ ’’‘pop4 

图 1 艾纳香种群间 UPGMA聚类图 

Fig．1 Dendrogram among natural B．balsamifern 
populations using UPGM A cluster analysis 

Ellstrand& Elam(1993)、Wid6n(1994)的研究 

表明，其克隆多样性平均值分别为 0．62(O．1～1．O) 

和0．75(O．13～I．0)。然而，上述研究只是依赖于 

位于编码区的等位酶技术进行的，由于这些位点受 

环境的选择压力较大，不易发生变异，因此在一定程 

度上使那些克隆植物的 D值和 PD值偏低。近年 

来，随着基于 PCR的DNA分子标记技术的不断发 

展，如 RFLP、RAPD、AFLP和 SSR等，该技术已经 

广泛应用于克隆植物的克隆多样性研究，而基于分 

子标记的RAPD分子标记的克隆植物种群的PD平 

均值为0．47(O．08～0．94)，D值平均值 0．76(O．00 

～ 1．00)(Hangelbroek等，2002)。本研究 中艾纳香 

的PD(O．800)、D(0．993)值的平均值均高于上述克 

隆植物的平均值，但所得结果均在上述克隆植物基 

因型多样性范围内。 

早期的研究认为，克隆植物的遗传多样性往往 

比非克隆植物要低。如 Mashburn等(1978)对香蒲 

属(Typha)的研究发现，其遗传多样性很低；Ayres 

等(1999)对菊科(Asteraceae)根茎植物 Wyethia re— 

ticulata的研究发现，其种群仅由少数几个基株组 

成，种群内遗传多样性水平较低。然而，越来越多的 

研究发现，克隆植物的遗传多样性并不像早期预期 

的那么低 ，一些克隆植 物种群 同样具有较高的遗传 

多样性。陈小勇等 (1997)利用等位酶分析青冈 

(Cyclobalanopsis glauca)种 群 的克 隆多样性 时就 

发现，克隆植物同样具有较高的克隆多样性，其 

Simpson指数 分别为 0．9882。王可青等 (1999)和 

祖元刚等(2002)利用水平淀粉凝胶电泳技术研究沙 

鞭 (Psammochloa villosa)与羊草 (Leymus chinen— 

sis)种群的克隆多样性时就发现：克隆植物羊柴与 

羊草也具有较高的克隆多样性，其 Simpson指数分 
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别为 0．9156和 0．9839。夏立群等(2005)和陈嫒嫒 

等(2006)分别利用 RAPD和 ISSR分子标记对竹叶 

眼子菜(Potamogeton malaianus)种群的遗传多样 

性和克隆结构进行了研究也表明，竹叶眼子菜的克 

隆多样性很高，D值达到 0．9917。陆建英等(2007) 

和李嫒(2006)对珠芽蓼(Polygonum viviparum ) 

和罗 汉 果 (Siraitia grosvenorii)的 野 生 种 群 的 

RAPD研究同样表明，其具有较高的遗传多样性，其 

Simpson指数分别为 0．639和 0．8627。本研究中， 

艾纳香种群 的 Simpson指数 为 0．993，具 有高的克 

隆多样性。 

Douglas& Pamela(1989)、夏立群等(2002)认 

为，克隆植物遗传多样性 的差异主要与物种的生活 

史特征有关，特别是涉及种群的更新或补充方式，对 

于兼性克隆植物来说，其可以通过有性繁殖来补充 

遗传变异的损失、提高种群内的遗传变异水平并降 

低种间的差异。对于专性克隆繁殖 的植物 ，其遗传 

变异 的来 源有：(1)遗 传多样 性 源于历史 原 因 

(Douglas＆ Pamela，1989；Maki等，1999)，即其克 

隆种群是多起源的，是由多个不同基因型个体建立 

的种群，尽管目前观察是专性克隆繁殖，但其种群可 

以通过幼苗更新(seedling recruitment)保持较高的 

遗传多样性；(2)一些多倍体专性克隆繁殖植物虽已 

完全不能进行有性繁殖，但其二倍体亲缘种可能会 

充当新的克隆繁殖多倍体或遗传变异的基因资源库 

(Patterson，1978)；(3)体 细胞变异 (somatic muta— 

tion)是克隆植物遗传 变异 的另一重要 来源 (Essel— 

man，1999)，当选择压力大致恒定时，遗传变异水平 

最终会达到平衡 ，此时突变产生 的变异与选择淘汰 

的大致相等。Lynch(1984)和 Gill等(1995)认为在 

克隆植物中以体细胞突变的高发生率补偿重组的缺 

失，从而使克隆繁殖种适应环境的变化，如以克隆繁 

殖为主的浮萍 (Lemna inor)和亚洲 蒲公英 (Ta— 

raxacum asiatica)和酢浆草(Oxalis corniculata)等 

种群中存在 0．1 ～ 19 的 自发突变 ，除体 细胞 变 

异外 ，还有其他的变异机制 ，如调节基 因位 置变化 、 

异染色质化、多倍体化等；(4)对于一些高度不育的 

克隆植物，并不能排除不同个体间极低的比率杂交 

(Esselman，1999)，若杂交发生在不同基因型个体 

间则会由于重组而产生新的基因型。 

在本研究中，艾纳香每个克隆平均包括 1．250 

个分株(NC一1．250)，其中 2号种群也就是五指山 

种群的NC值最高(1．538)，1号种群也就是海南热 

带植物园种群的 NC值最低(1．000)，这可能与两个 

种群间的地理环境条件有关 ，在海南热带植物园种 

群中由于其处在居住区附近，受人为、昆虫、动物和 

其它高大的乔灌木的干扰严重，所以呈现较高的种 

群克 隆多样 性，这个 结 果符 合 Price& Waser 

(1982)建立的一种频率依赖选择(frequency de- 

pendent selection)模型 的相关观点 ，该模 型认 为在 

稳定和同质环境中有性繁殖基因会由于依频选择在 

以克隆繁殖为主的种群 中扩散 ，其 条件是这种有性 

繁殖的稀有基因型 的数量足 以使选择作用起作用， 

并且后代的扩散受到限制，有性繁殖基因在专性克 

隆植物种群 中发生并扩散 ，其遗传多样性也会随之 

增加 ，而对兼性克隆繁殖 的植物而言 ，其克隆繁殖和 

有性繁殖 的相对 比例更是受诸如水、光等环境条件 

和植食性动物的强烈影响 ，两者之 间的平衡取决于 

环境变化 、干扰模式 、资源需求和生物之间的相互作 

用 (Mandujano等 ，1998；Aspinwal& Christian， 

1992；Haradaetal，1997；Wijesinghe& Whigham， 

1997)。由于 RAPD研 究的局 限性 ，本研究 只对典 

型生境下的艾纳香野生种群的克隆结构和克隆多样 

性进行 了研究 。至于艾 纳香 的克 隆规模的大小 、克 

隆种群内的多样性来源、克隆间的竞争及繁殖方式 

权衡等方面则需作进一步的研究和探讨。 
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