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摘　要：猪血木为山茶科特有的单型属珍稀濒危植物，目前仅在广东省阳春市八甲镇有分布，且种群数量不

足２００株，为给濒危植物猪血木的种群成功回归自然和种群复壮提供科学依据，采用ＡＦＬＰ分子技术，对７个

种源人工繁殖的猪血木幼苗遗传多样性进行研究。结果表明：６对引物共检测到位点数为１１５个，其中多态位

点数为６８个，多态 位 点 所 占 比 率 为５９．１３％，观 察 等 位 基 因 数（Ｎａ）为１．５８２６、有 效 等 位 基 因 数（Ｎｅ）为

１．３８１３、Ｎｅｉ′ｓ基因多样性（Ｈ）为０．２２１５、Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数（Ｉ）为０．３２８０。ＵＰＧＭＡ聚类将７个种源的幼

苗划分为３支，不同种源间幼苗的遗传距离与种源地理距离存在显著相关性（Ｐ＜０．０５）。说明不同种源人工

繁殖猪血木幼苗仍保持较高的遗传多样性。建议采集不同种源种子进行人工繁殖和人工种群构建，促进物种

的种群复壮。
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　　物种的遗传多样性是长期进化的产物，也是其

生存和发展的前提，对稀有和濒危物种遗传多样性

研究，是揭示其进化历史和适应潜力的基础，并进一

步探讨物种的濒危机制，制定科学的保护和种群恢

复 措 施 提 供 依 据（Ｈｅｄｒｉｃｋ　＆ Ｋａｌｉｎｏｗｓｋｉ，２０００）。
保护生物学的关键问题就是保护物种，具体地说就

是保 护 物 种 的 遗 传 多 样 性 或 进 化 潜 力（康 明 等，

２００５）。种内遗传多样性或变异越丰富，物种对环境

变化的适应能力就越强，其进化的潜力也就越大，这
不仅有助于保护物种和整个生态系统的多样性，还

可 以 减 慢 由 于 适 应 或 进 化 所 导 致 的 灭 绝 过 程

（Ｆｒａｎｋｈａｍ等，２００２；Ｅｌｌｉｓ等，２００６）。故 无 论 是 从

进化的角度还是从保护生物学的角度，物种遗传多

样性的研究对揭示物种的进化历史和潜能，以及进

一步探讨其濒危机制具有重要意义，并能为濒危物

种 保 护 措 施 的 制 定 提 供 重 要 依 据 （ＭｃＫａｙ 等，

２００５）。同时，对于受胁迫的濒危物种而言，基于种

群遗传多样 性 的 种 群 恢 复 策 略 是 物 种 人 工 种 群 构

建、迁地保护和种群成功回归自然的主要途径（康明

等，２００５；韦霄等，２００５；Ｓｉｎｃｌａｉｒ　＆ Ｈｏｂｂｓ，２００８）。
猪血 木（Ｅｕｒｙｏｄｅｎｄｒｏｎ　ｅｘｃｅｌｓｕｍ）是 中 国 特 有

的山茶科单型属猪血木属的珍稀濒危植物，现仅分

布于广东省阳春县八甲镇地区，且仅残存一个居群，
种群数量不足２００株，同时，由于受当地高强度人为

干扰的影响，猪血木残存种群被隔离成斑块状分布

且种群自然更新存在瓶颈效应，因此，该物种已经处

于极度濒危状态，其被列为国家二级重点保护野生

植物，并被 国 际 自 然 保 护 与 联 盟（ＩＵＣＮ）收 录 为 极

危种（Ｃｒｉｔｉｃａｌｌｙ　ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ）（ＩＵＣＮ，２０１０）。前 期

研究表明：猪血木自然种群仍然保留较高的遗传多

样性，这为猪血木种群的就地保护方案制定提供了

依据（Ｗａｎｇ 等，２００６；罗 晓 莹 等，２００５；王 博 轶，

２００９），导致物种濒危的主要原因是外界高强度人为

干扰对生境及植株个体的破坏（Ｓｈｅｎ等，２００９）。然

而，对于因外界因素致濒的物种来说，种群的重建与

迁移被认为是拯救该物种的极为有效的方法（Ａｒｍ－
ｓｔｒｏｎｇ　＆Ｓｅｄｄｏｎ，２００８；Ｐｒｉｍａｃｋ和 马 克 平，２００９），
因此，在猪血木人工种群构建和迁地保护过程中，如

何选择合适的遗传结构？如何配置幼年个体的遗传

多样性？从而保证猪血木人工种群对环境因子的长

期适应性及其进化潜能，则是该物种种群成功回归

自然和实现其种群有效保育的关键问题。鉴于此，
本文通过 对 不 同 种 源（即 不 同 斑 块 种 子）下 种 子 采

集，人工繁育幼苗，采用扩增片段长度多态性（Ａｍ－
ｐｌｉｆｉｅｄ　Ｆｒａｇｍｅｎｔ　Ｌｅｎｇｔｈ　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）分

子标记技术 检 测 猪 血 木 人 工 繁 殖 幼 苗 的 遗 传 多 样

性，从而为猪血木人工种群构建、迁地保护及其种群

成功回归自然提供科学依据。

１　材料与方法

１．１试验材料

猪血木种子于２００８年１月采集于八甲镇的冲

田、木力、中田、竹根富、石角、解塘和澄洞７个有结

实成年植株的斑块。各斑块植株分布现状及生境特

征详见Ｓｈｅｎ等（２００９）。种子采集后于２００８年３月

份在云南大学洋浦校区温室进行种子萌发和幼苗培

育试验，不同种源幼苗采用日常温室管理进行育苗，
待幼苗生长１２个月后，采集不同种源幼苗的叶片进

行ＤＮＡ提取和不同种源幼苗的ＡＦＬＰ遗传多样性

分析。

１．２试验方法

１．２．１材料总ＤＮＡ提取　实验采用改良的ＣＴＡＢ
法（Ｄｏｙｌｅ　ＪＪ　＆ Ｄｏｙｌｅ　ＪＬ，１９８７）进 行 基 因 组 ＤＮＡ
提取，提取后的ＤＮＡ用０．５％琼脂糖凝胶电泳和紫

外分光光度计检测纯度，－２０℃下保存备用。

１．２．２ＡＦＬＰ实 验　试 验 流 程 主 要 采 用 Ｖｏｓ等

（１９９５）的方法略作改动。包括酶切、连接、预扩增和

选择性扩增及凝胶电泳、银染等步骤。酶切采用２０

μＬ反应体系：ｄｄＨ２Ｏ　１１μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ，ＭｓｅＩ
和ＥｃｏＲＩ各１μＬ，Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　５μＬ，反应程序为

３７℃，２．５ｈ；６５℃，１５ｍｉｎ；１６℃，终 止。酶 切 后，
在酶 切 体 系 中 加 入 接 头 连 接 反 应 体 系，ＥｃｏＲＩ和

Ｍｓｅ　Ｉ接头的上下游接头序列见表１，连接反应体系

为ｄｄＨ２Ｏ　５μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ，ＭｓｅＩ和ＥｃｏＲＩ接

头 各１μＬ，Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ　１μＬ，Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　５
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μＬ，Ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ＤＮＡ　１０μＬ，反应程序为：１６℃，１０ｈ；

７２℃，１０ｍｉｎ。预扩增和选择性扩增引物均由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成，具体序列见

表１，预扩 增 采 用２５μＬ的 反 应 体 系：模 板ＤＮＡ　２

μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，ＭｇＣｌ２２μＬ，ＭｓｅＩ　２μＬ，

ＥｃｏＲＩ　２μＬ，ｄＮＴＰ　１μＬ，Ｔａｑ酶１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　１２．５

μＬ，ＰＣＲ反应程序为：９４℃４０ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５６
℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ；７２℃延伸１０ｍｉｎ；运行３５个

循环，终止。预扩 增 产 物 于０．５％琼 脂 糖 凝 胶 上 检

测，然 后 将 预 扩 增 产 物 稀 释 并 在－２０℃下 保 存 作 为

选择性扩增模板。选择性扩增引物参照文献（邹喻

苹等，２００１）提供的６４对引物组合，从中选择６对条

带清晰的引物组合将进行 ＡＦＬＰ分 析（表１），反 应

体系为：１０×ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ；ＭｇＣｌ２２μＬ；Ｍｓｅ　Ｉ　２

μＬ；ＥｃｏＲＩ　２μＬ；ｄＮＴＰ　１μＬ；Ｔａｑ酶１μＬ；ｄｄＨ２Ｏ
１３．５μＬ；模板ＤＮＡ（稀释５倍后的溶液）１μＬ，ＰＣＲ
反应程序 则 为：９４℃４ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５６℃１
ｍｉｎ，７２ ℃ １ｍｉｎ运 行３５个 循 环，７２ ℃延 伸１０
ｍｉｎ；１６℃终 止。选 择 性 产 物 进 行５％的 聚 丙 烯 酰

胺凝胶电泳和银染，并进行照相。

表１　猪血木幼苗ＡＦＬＰ实验接头和扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ａｄａｐｔｅｒｓ　ａｎｄ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｏｆ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｉｎ　ＡＦＬＰ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　ｏｆ　Ｅ．ｅｘｃｅｌｓｕｍｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

　　　　　　接头和引物 Ａｄａｐｔｅｒｓ　ａｎｄ　ｐｒｉｍｅｒｓ 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

接头Ａｄａｐｔｅｒｓ　 Ｍｓｅ　Ｉ－１　 ５′－ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧ－３′
Ｍｓｅ　Ｉ－２　 ３′－ＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴ－５′
ＥｃｏＲＩ－１　 ５′－ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ－３′
ＥｃｏＲＩ－２　 ３′－ＣＡＴＣＴＧＡＣＧＣＡＴＧＧＴＴＡＡ－５′

预扩增引物Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｏｆ　ｐｒｅ－ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　 ＥｃｏＲＩ＋１　 ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ－３′
Ｍｓｅ　Ｉ＋１　 ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ－３′

选择性扩增引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｏｆ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｅ－ＣＡＡ　 ５′－ＧＡＣ　ＴＧＣ　ＧＴＡ　ＣＣＡ　ＡＴＴ　ＣＡＡ－３′

Ｅ－ＣＣＡ　 ５′－ＧＡＣ　ＴＧＣ　ＧＴＡ　ＣＣＡ　ＡＴＴ　ＣＣＡ－３′
Ｍ－ＡＧＡ　 ５′－ＧＡＴ　ＧＡＧ　ＴＣＣ　ＴＧＡ　ＧＴＡ　ＡＧＡ－３′
Ｍ－ＡＴＡ　 ５′－ＧＡＴ　ＧＡＧ　ＴＣＣ　ＴＧＡ　ＧＴＡ　ＡＴＡ－３′
Ｍ－ＡＧＣ　 ５′－ＧＡＴ　ＧＡＧ　ＴＣＣ　ＴＧＡ　ＧＴＡ　ＡＧＣ－３′
Ｍ－ＡＣＴ　 ５′－ＧＡＴ　ＧＡＧ　ＴＣＣ　ＴＧＡ　ＧＴＡ　ＡＣＴ－３′
Ｍ－ＡＣＧ　 ５′－ＧＡＴ　ＧＡＧ　ＴＣＣ　ＴＧＡ　ＧＴＡ　ＡＣＧ－３′
Ｍ－ＡＣＣ　 ５′－ＧＡＴ　ＧＡＧ　ＴＣＣ　ＴＧＡ　ＧＴＡ　ＡＣＣ－３′

１．２．３数据收集和统计分析　根据所照相片的图谱

记录条带。针对某一条带而言，有记为“１”，无记为

“０”，只记载清晰易辨的扩增带，将６对选择扩增引

物产生的ＤＮＡ扩 增 带 数 据 输 入 到 数 据 矩 阵，得 到

了０、１数据表。运用ＤＣＦＡ　１．１（Ｚｈａｎｇ，２００２）对得

到的ＡＦＬＰ数据进行处理后，运用ＰＯＰＧＥＮＥ　１．３２
（Ｙｅｈ等，１９９７）进行遗传多样性分析，计算得到以下

遗传多样性参数：多 态 位 点 百 分 率ＰＰＢ，平 均 等 位

基因数Ｎａ（ａｖｅｒａｇｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ａｌｌｅｌｅｓ　ｐｅｒ　ｌｏｃｉ），有

效等位 基 因 数 Ｎｅ（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ａｌｌｅｌｅｓ　ｐｅｒ
ｌｏｃｉ）（Ｋｉｍｕｒａ　ａｎｄ　Ｃｒｏｗ，１９６４），Ｎｅｉ′ｓ基 因 多 样 性

指数ｈ（ｇｅｎｅ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）（Ｎｅｉ，１９７３），Ｓｈａｎｎｏｎ信 息

指 数Ｉ（Ｓｈａｎｎｏｎ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｉｎｄｅｘ）（Ｌｅｗｏｎｔｉｎ，

１９７２）；利用 ＮＴＳＹＳ　２．１（Ｒｏｌｆ，２０００）中 的 Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｄｉｓｔａｎｃｅ程序，采用 Ｎｅｉ７２方法（Ｎｅｉ，ｌ９７２），计 算 样

品间的 遗 传 距 离，运 用 ＴＦＰＧＡ　１．３（Ｍｉｌｌｅｒ，１９９７）
检测不同种源间遗传距离和地理距离的相关性。根

据Ｎｅｉ′ｓ遗传距离运用 ＮＴＳＹＳ　２．１中的 ＵＰＧＭＡ

（Ｎｅｉ等，２０００）进行聚类分析。同时运用ＳＰＳＳ　１３．０
软件来分析各种遗传指标之间的相关性。

２　结果与分析

２．１不同种源幼苗的遗传多样性

用６对引物对不同种源人工繁育猪血木幼苗的

基因组ＤＮＡ的 ＡＦＬＰ分析显示，每个引物 检 测 到

的位点数为１５～２５个之间，６对引物共检测到位点

数为１１５个，平均每对引物检测到１９．１７个位点，试
验所选择的６对引物均能检测到多态位点。总共检

测到的多态 位 点 数 为６８个，多 态 位 点 所 占 比 率 为

５９．１３％（表２）。

　　根据所有引物检测的数据得到的观察等位基因

数为１．５８２６±０．４９５３、有效等位基因数为１．３８１３±
０．３７８９、Ｎｅｉ′ｓ基 因 多 样 性 为０．２２１５±０．２０３４、

Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数为０．３２８０±０．２９１９，各引物所

检测的多态位点比率及遗传多样性指数见表２，采

６４６ 广　西　植　物　　　 　　　　　　　　　　　　　　３２卷



用ＳＰＳＳ１３．０软件进行多态位点比率ＰＰＢ、观察基

因等位 数、有 效 等 位 基 因 数、Ｎｅｉ′ｓ基 因 多 样 性 和

Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数５项 指 标 进 行 相 关 性 分 析，结

果显示两两参数之间有显著的相关性（Ｐ＜０．０５）。

表２　不同种源猪血木幼苗的基因多样性

Ｔａｂｌｅ　２　Ｇｅｎｅ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ　ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ　ｆｒｏｍ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｒｏｖｅｎａｎｃｅ　ｏｆ　Ｅ．ｅｘｃｅｌｓｕｍ

引物组合
Ｐｒｉｍｅｒ　ｐａｉｒｓ

多态位点比率
ＰＰＢ（％）

观察等位基因数
Ｎａ

有效等位基因数
Ｎｅ

Ｎｅｉ′ｓ基因多样性
Ｈ

Ｓｈａｎｎｏｎ指数
Ｉ

Ｅ－ＣＡＡ＋Ｍ－ＡＴＡ　 ５３．３３　 １．５３３３±０．５２６４　 １．４５１６±０．４６６９　 ０．２３９５±０．２３９９　 ０．３４０４±０．３３６６
Ｅ－ＣＡＡ＋Ｍ－ＡＧＡ　 ４７．３７　 １．４７３７±０．５１３０　 １．２３０５±０．２８０７　 ０．１５０４±０．１７２７　 ０．２３３９±０．２６１８
Ｅ－ＣＣＡ＋Ｍ－ＡＧＣ　 ５８．８２　 １．５２９４±０．５１４５　 １．３３２４±０．３６９３　 ０．１９６９±０．２０４２　 ０．２９３５±０．２９６３
Ｅ－ＣＣＡ＋Ｍ－ＡＣＴ　 ６２．５０　 １．６２５０±０．５０００　 １．４３６１±０．３９２５　 ０．２５００±０．２１１８　 ０．３５６３±０．３０３２
Ｅ－ＣＣＡ＋Ｍ－ＡＣＧ　 ６９．５７　 １．６９５７±０．４７０５　 １．４３９１±０．３８４８　 ０．２５５５±０．１９７４　 ０．３８１０±０．２７８８
Ｅ－ＣＣＡ＋Ｍ－ＡＣＣ　 ６０．００　 １．６０００±０．５０００　 １．３９８６±０．３７９９　 ０．２３１８±０．２０６４　 ０．３４２４±０．２９６７

Ｔｏｔａｌ　 ５９．１３　 １．５８２６±０．４９５３　 １．３８１３±０．３７８９　 ０．２２１５±０．２０３４　 ０．３２８０±０．２９１９

表３　猪血木７个种源幼苗的遗传距离（对角线下方）和遗传一致度（对角线上方）
Ｔａｂｌｅ　３　Ｎｅｉ′ｓ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｉｓｔａｎｃｅ（ｂｅｌｏｗ　ｄｉａｇｏｎａｌ）ａｎｄ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｉｄｅｎｔｉｔｙ（ａｂｏｖｅ　ｄｉａｇｏｎａｌ）ｏｆ

ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ　ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ　ｆｒｏｍ　ｓｅｖｅｎ　ｓｅｅｄ　ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ　ｏｆ　Ｅ．ｅｘｃｅｌｓｕｍ

种源
Ｓｅｅｄｓ　ｓｏｕｒｃｅ

冲田
Ｃｈｏｎｇｔｉａｎ

木力
Ｍｕｌｉ

中田
Ｚｈｏｎｇｔｉａｎ

澄洞
Ｃｈｅｎｇｄｏｎｇ

石角
Ｓｈｉｊｉａｏ

解塘
Ｊｉｅｔａｎｇ

竹根富
Ｚｈｕｇｅｎｆｕ

冲田Ｃｈｏｎｇｔｉａｎ ＊＊＊＊ ０．７３０４　 ０．６７８３　 ０．７５６５　 ０．７４７８　 ０．７０４３　 ０．７７３９
木力 Ｍｕｌｉ　 ０．３１４１ ＊＊＊＊ ０．６８７０　 ０．７８２６　 ０．７５６５　 ０．７６５２　 ０．７６５２
中田Ｚｈｏｎｇｔｉａｎ　 ０．３８８２　 ０．３７５５ ＊＊＊＊ ０．６７８３　 ０．６６９６　 ０．６６０９　 ０．６２６１
澄洞Ｃｈｅｎｇｄｏｎｇ　 ０．２７９０　 ０．２４５１　 ０．３８８２ ＊＊＊＊ ０．８０００　 ０．８４３５　 ０．７３９１
石角Ｓｈｉｊｉａｏ　 ０．２９０６　 ０．２７９０　 ０．４０１１　 ０．２２３１ ＊＊＊＊ ０．８５２２　 ０．８１７４
解塘Ｊｉｅｔａｎｇ　 ０．３５０５　 ０．２６７６　 ０．４１４２　 ０．１７０２　 ０．１６００ ＊＊＊＊ ０．７３９１
竹根富Ｚｈｕｇｅｎｆｕ　 ０．２５６３　 ０．２６７６　 ０．４６８３　 ０．３０２３　 ０．２０１６　 ０．３０２３ ＊＊＊＊

２．２不同种源幼苗的遗传距离和聚类分析

用ＰＯＰＧＥＮＥ算出７个 不 同 种 源 人 工 繁 殖 的

猪 血 木 幼 苗 之 间 的 遗 传 距 离，其 变 化 范 围 介 于

０．１６００～０．４６８３之间（表３），其中澄洞和石角之间

的遗传距离最小，只有０．１６００，经 ＵＰＧＭＡ聚类后

聚在一起。而竹根富和中田之间的遗传距离最大，
为０．４６８３，在 ＵＰＧＭＡ聚 类 图 中 亦 相 隔 很 远，ＵＰ－
ＧＭＡ聚类分 析 中，冲 田 和 竹 根 富 聚 成 一 支，木 力、
澄洞、石角和 解 塘 聚 成 一 支，而 中 田 则 单 独 为 一 支

（表３，图１）。采用 Ｍａｎｔｌｅ检测，不同种源间幼苗的

遗传距 离 与 种 源 地 理 距 离 存 在 显 著 相 关 性（Ｐ＜
０．０５），这与ＳＰＳＳ１３．０检测种源间幼苗的遗传距离

与种源地理距离存在显著正相关性（ｒ＝０．９５８，Ｐ＝
０．０１２）的结果一致。

３　结论与讨论

３．１不同种源人工繁殖幼苗遗传多样性

物种的遗传多样性是生命进化和适应的基础，
种内遗传多样性越高，物种对环境变化的适应能力

就越强，通常认为特有物种、濒危种和狭域种具有较

图１　基于Ｎｅｉ′ｓ遗传距离猪血木幼苗的ＵＰＧＭＡ聚类图

Ｆｉｇ．１　ＵＰＧＭＡ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ　ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ
ｆｒｏｍ　ｓｅｖｅｎ　ｓｅｅｄ　ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ　ｏｆ　Ｅｕｒｙｏｄｅｎｄｒｏｎ
ｅｘｃｅｌｓｕｍ　ｂａｓｅｄｏｎ　Ｎｅｉ′ｓ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｉｓｔａｎｃｅ

低的遗传多样性（Ｆｒａｎｋｈａｍ等，２００２），但是对大量

的濒危植物遗传多样性检测亦发现，许多濒危或稀

有物种亦具有较高的遗传多样性，而也有一些广布

物种的遗传多样性则很低（Ｋａｎｇ等，２０００）。

猪血木为山茶科单型属，且仅局限分布于八甲

地区，种群数量稀少，属于狭域分布的地方特有濒危

物种，Ｗａｎｇ等（２００６）和 罗 晓 莹 等（２００５）分 别 采 用

ＲＡＰＤ分子标记检测猪血木自然居群的遗传多样性

７４６５期　　　　　申仕康等：濒危植物猪血木人工繁殖幼苗的遗传多样性及对种群复壮的启示



发现，其多态位点所占比率ＰＰＢ和Ｎｅｉ′ｓ基因多样

性Ｈ 分别为５１．８０％和０．１８２１、６０．９０％和０．１９９３，
这比 Ｈａｍｒｉｋ　＆ Ｇｏｄｔ（１９８９）对１６５属４４９个 种 的

植物等位酶 研 究 得 出 植 物 多 态 位 点 百 分 率 平 均 为

５０％的结论要高；王博轶（２００９）通过扩大样本数量，
采用ＡＦＬＰ分 子 标 记 亦 检 测 到 猪 血 木 自 然 居 群

ＰＰＢ和Ｈ 分 别 为６３．１３％和０．１５２６，表 明 猪 血 木

自然种群仍然保留较高的遗传多样性；在本研究中，
猪血木人工繁殖幼苗的ＰＰＢ和Ｈ 分别为５９．１３％
和０．２２１５，表明猪血木在子代中仍然保留较丰富的

遗传多 样 性 和 较 高 的 进 化 潜 力，但 是 二 者 在Ｎｅｉ′ｓ
基因多样性Ｈ 的不一致性可能是由于取样 和 选 择

性引 物 差 异 所 导 致 的（邹 喻 苹 等，２００１；Ｆｒａｎｋｈａｍ
等，２００２）。与山茶科其它植物相比，猪血木种群遗

传多样性 高 于 稀 有 种 杜 鹃 红 山 茶（Ｃａｍｅｌｌｉａ　ｃｈａｎ－
ｇｉｉ，３８．８３％），低 于 稀 有 种 金 花 茶（Ｃ．ｎｉｔｉｄｉｓｓｉｍａ，

７２．５０％）、圆 子 荷（Ａｐｔｅｒｏｓｐｅｒｍａ　ｏｂｌａｔｅ，８０．２６％）
和 广 布 种 川 鄂 连 蕊 茶（Ｃ．ｒｏｓｔｈｏｍｉａｎａ，７６．００％）
（Ｔａｎｇ等，２００６；罗晓莹等，２００５）。

张德全等（２００８）通过对２３５篇文献关于３１４种

种子植物遗传多样性参数统计分析表明，ＲＡＰＤ和

ＡＦＬＰ分子标记的参数 相 关 性 较 大，具 有 较 好 的 可

比性，在本研 究 中，基 于 ＡＦＬＰ对 猪 血 木 幼 苗 遗 传

多样性 得 出 的 结 果 与 罗 晓 莹 等（２００５）和 Ｗａｎｇ等

（２００６）基于ＲＡＰＤ的结果存在一定的差异，其可能

是由于分子标记和取样的差异所造成。一般认为，

ＡＦＬＰ比ＲＡＰＤ能够检测出更多的位点，覆盖了基

因组中更多的片段，而在对濒危物种遗传多样性研

究取样过程中，样本覆盖面积占整个群体面积的比

例 越 大，对 遗 传 参 数 引 起 的 偏 差 可 能 越 小

（Ｆｒａｎｋｈａｍ 等，２００２）。此 外，本 研 究 与 王 博 轶

（２００９）采用ＡＦＬＰ分子标记，分别对自然居群和人

工繁殖幼苗的研究结果亦存在一定的差异，其可能

是由于取样和扩增引物的差异所导致，同时，猪血木

为两性花，异花授粉，本研究人工繁殖幼苗为种子繁

殖苗，故亲本和子代个体在遗传结构上的变异亦可能

导致自然居群与人工繁殖幼苗在遗传参数上的差异。

Ｈａｍｒｉｃｋ　＆Ｌｏｖｅｌｅｓｓ（１９８９）认为：物种丰富的

遗传多样性是与其生活史特征和生态特性密切相关

的，猪血木自然种群和人工繁育幼苗具有较高遗传

多样性的原因可能为：（１）猪血木在八甲镇曾成片分

布，其种群数量急剧减少是由于近几十年的人为干

扰所致，故对于猪血木这种高大的乔木物种而言，物

种可能在种群数量衰减的一段时间内仍然会保留较

高的遗传多样性；（２）猪血木自然种群仍然保持较高

的遗传多样性，而本实验所检测的材料仅为自然居

群中成年个体的第一代幼年个体，依然反应出自然

居群中成年个体的遗传水平；（３）猪血木种子为以鸟

类散布为主，通过动物传播种子的物种可增加物种

之间的基因交流，有利于保持物种的遗传变异和突

变；（４）猪血木为两性花，其具有较高的授粉率，属异

花传粉植物，主要依赖昆虫进行传粉，这也是猪血木

人工繁育幼苗具有较高的遗传多样性的原因之一。

３．２幼苗遗传多样对种群保护与复壮的启示

目前猪血木仍保留较高的遗传多样性，就种群

本身遗传变异而言，其对生存环境仍具有较好的适

应性，但通过野外种群生态学调查和分析发现，猪血

木主要分布于高强度人为干扰的村庄附近，外界干

扰导致种群生境破碎化且自然更新困难，从而严重

影响种群的正常生存和繁衍，故对该物种的保护既

要加强现有植株的就地保护，同时也要积极开展物

种的人工繁殖和种群回归自然研究与实践（罗晓莹

等，２００５）。一般认为，种群能否成功回归自然取决

于３个方面：（１）适宜物种种群恢复和回归自然的生

境；（２）种群不同生长阶段的统计学信息如存活率、
繁殖力和种群活力；（３）在前两条都满足的基础上，
物种的遗传 多 样 性 则 是 决 定 物 种 能 否 适 应 环 境 变

化、维持变异潜能及其长期生存繁衍的关键因素，故
在濒危物种的种群恢复和回归自然中，选择合适的

生境条件和保持物种的遗传多样性对物种保育具有

重 要 应 用 价 值（Ｓｉｎｃｌａｉｒ　＆ Ｈｏｂｂｓ，２００８；Ｂｉｓｃｈｏｆｆ
等，２０１０）。猪血木种群数量稀少，但成年植株开花

结实正常，且结实量大（申仕康等，２００８ｂ）。
建 议 通 过 采 集 不 同 种 源 种 子 进 行 幼 苗 人 工 繁

殖，进行猪血木人工种群恢复和迁地保护，扩大种群

数量。同时通过对现有居群生境质量和生态因子的

调查，探明物种生存繁衍过程对生境条件的需求，选
择合适的生境条件进行人工居群构建和种群回归自

然研究，对猪血木人工繁育幼苗的遗传多样性分析

表明，猪血木幼苗仍然保留较大的遗传多样性，故可

以通过采集不同斑块的猪血木种子进行人工繁育，
保证种群回归过程中的遗传多样性与遗传变异。但

是，如何基于遗传差异最大化来配置不同种源猪血

木幼苗的数量及式样，从而成功实现物种的复壮和

种群回归自然仍然有待进一步研究。
致谢　云南大学２００６级生物技术专业本科生
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