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香榧天然群体遗传多样性的 AFLP分析
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摘要 :利用 AFLP分子标记技术 ,采用 8对引物对 6个香榧天然群体的 92个个体进行了总基因组 DNA水平上的多

态性检测 ,共检测出 364个位点 ,其中多态性位点 63个。方差分析表明 :基因谱带频率在群体间差异不明显 ,方差

分量贡献率在群体间占 11. 14% ,群体内占 88. 86%。6个群体均具有丰富的遗传多样性 ,多态位点百分率为

79. 73%～98. 41% ,其中绍兴 >东白湖 >磐安 >钟家岭 >嵊州 >黄山 ,且群体内遗传多样性大于群体间遗传多样性。

等位基因数为 1. 793 9～1. 984 1,有效等位基因数为 1. 541 6～1. 675 9, Shannon信息指数为 0. 454 8～0. 547 1。群体分

化系数为 0. 113 6,群体内遗传多样性为 0. 351 2,基因流为 3. 899 7。遗传一致度平均值为 0. 917 4,遗传距离平均值为

0. 079 7。根据遗传一致度进行了 UPGMA聚类分析。
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Abstract:Amp lified fragment length polymorphism (AFLP) was used to analyze the genetic diversity of 92 Torreya

grand is from 6 different populations. Total of 364 loci of the T. grand is genome were exam ined for molecular

variation and 63 loci were polymorphic. Analysis of variance showed that variance components among populations

was not obvious, the percentage of variance components was 11. 14% among populations and 88. 86% within

populations. The percentage of polymorphic loci ( P ) ranging from 79. 73% - 98. 41% , Shaoxing > Dongbaihu >

Panan > Zhongjialing > Shengzhou > Huangshan, the number of alleles (A ) ranging from 1. 793 9 - 1. 984 1, the

effective number of alleles(Ae ) ranging from 1. 541 6 - 1. 675 9, Shannon information index( I) ranging from 0. 454 8 -

0. 547 1. A s for T. grand is, the genetic differentiation coefficient among 6 populations (Gst ) was 0. 113 6. Genetic

identities within 6 populations ( Hs ) were 0. 351 2. The gene flow among 6 populations (Nm ) was 3. 899 7. The

average genetic identity was 0. 917 4 and the average genetic distance was 0. 079 7. The 6 populations were divided
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according to the UPGMA cluster analysis.
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　　香榧 ( Torreya grand is Fort. ex L indl. )属裸子植

物红豆杉科 ( Taxaceae)榧树属 ( Torreya A rn. ) , 常绿

乔木 ,又称榧树、玉榧、野杉子。香榧为第三纪孑遗

植物 ,也是我国特有的珍稀树种。其全身都是宝 ,是

集果用、油用、药用、材用、绿化、观赏为一体的多用

途优良经济树种 [ 1 ]。

目前 ,香榧大部分呈野生或半野生状态 ,主要

分布于浙江省的会稽山区和天目山区 ,安徽的黄山

地区 ,福建的闽南山区 ,赣东北和湘西山区。近年

来 ,随着香榧经济价值的提高 ,大部分香榧资源因

其材质好、用途广而被当地农民大量采伐中熟大

树 ,遭到严重破坏。特别是由于细榧经济价值的不

断提高 ,很多香榧类型被改接为细榧 ,原有的类型

遭到严重破坏 ,亟需抢救保存。浙江作为香榧的主

产区 ,是香榧资源保存最多、种内性状变异最复杂

的省份 ,因此以浙江省及其周边地区香榧资源为研

究对象 ,基本覆盖了香榧的全部类型 ,具有重要的

研究意义。

目前对香榧的研究主要集中在资源分布、丰产

栽培、病虫害防治以及营养和功能成分等方面 [ 2 ]
,对

其分子水平的研究还比较少。前人已经利用

RAPD
[ 3 - 4 ]以及 AFLP

[ 5 ]等分子标记技术对香榧进行

研究 ,但只是确定了香榧基因组 DNA的抽提技术并

建立了稳定的 RAPD、AFLP实验体系 ,香榧遗传多

样性方面的研究则未见报道。AFLP分子标记具有

稳定性高、重复性好、多态性检测效率高等特点 ,已

广泛应用于植物品种鉴定、遗传多样性分析、遗传图

谱构建、基因定位等方面。在建立稳定的香榧 AFLP

实验体系的基础上 ,本研究采用 AFLP分子标记技

术对包含 92个个体的 6个香榧天然群体的遗传多

样性进行了分析。

遗传多样性是生物多样性的基本组成部分 ,是

遗传信息的总和 ,蕴藏在地球上动物、植物和微生

物个体的基因中 ,它决定着物种的发生、进化和变

异 [ 6 ] 。一个物种 ,如果遗传多样性丰富 ,也即所含

的基因变化丰富 ,该物种对环境的适应能力就强 ,

进化的潜力就大 ;否则 ,进化潜力就小。本研究针

对目前香榧资源遭到严重破坏的情况 ,采用不受环

境影响的 DNA分子标记对香榧天然群体的遗传多

样性进行研究 ,为确定香榧遗传多样性保护策略以

及种质资源保存、合理开发利用提供了科学的理论

依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

收集香榧主要分布区资料 [ 7 - 8 ]
,进行香榧主要

分布区的随机分组取样。分别采集了浙江诸暨东白

湖、钟家岭 ,浙江磐安、绍兴、嵊州及安徽黄山 6个主

要群体共 92个个体的叶片 ,硅胶快速干燥后带回实

验室 , - 70 ℃下保存备用。其中诸暨东白湖 11个

个体、钟家岭 20个个体、磐安 17个个体、绍兴 16个

个体、黄山 15个个体、嵊州 13个个体 ,每个群体覆

盖其分布区全部类型。样本情况见表 1。

1. 2　试验方法

1. 2. 1 　香榧基因组 DNA 的提取 　采用改良的

CTAB法提取香榧叶片基因组 DNA。用质量浓度为

0. 8%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA质量 ,并检测 OD

值 ,最后将 DNA定量至 50 ng·μL
- 1备用。DNA质

量符合 AFLP分析的要求。

1. 2. 2　AFLP分析 　AFLP实验程序与梁丹等 [ 9 ]的

研究基本相同 ,仅对 PCR反应体系和程序进行了

优化。从 64对 E + 3 /M + 3引物组合中筛选出 8

对 (表 2)能够获得清晰条带、反应稳定的引物组合

进行 PCR 扩增。选择性扩增产物 95 ℃变性 5

m in,在 6%变性聚丙烯酰胺胶上电泳约 2 h,最后

银染染色。

1. 2. 3　数据处理 　只选取大小在 100～800 bp的

清晰可辨的电泳条带 ,以“1”和“0”分别记录条带的

有无。在相同片段位置上有带记为“1”,无带记为

“0”。扩增情况如图 1所示。作 0 /1矩阵输入 POP2
GENE1. 32

[ 10 ]软件进行分析 ,同时对基因谱带频率

进行 AMOVA方差分析。计算个体间的 Nei相似系

数 ( Nei & L i, 1979 ) 并用 NTSYSpc2. 10 ( Rohlf,

1997)进行 UPGMA聚类分析。
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表 1　香榧天然群体各采样母树生长状况调查

编号 种质号 产地 种质类型 编号 种质号 产地 种质类型

1 绍兴 01 绍兴县稽东镇占岙村 小圆榧 47 磐安 03 磐安县尚湖乡岭干村 珠榧

2 绍兴 02 绍兴县稽东镇占岙村 48 磐安 04 磐安县尚湖乡岭干村 小圆榧

3 绍兴 03 绍兴县稽东镇占岙村 49 磐安 05 磐安县尚湖乡岭干村 米榧

4 绍兴 04 绍兴县稽东镇占岙村 圆榧 50 磐安 06 磐安县尚湖乡岭干村 大圆榧

5 绍兴 05 绍兴县稽东镇占岙村 香榧 51 磐安 07 磐安县尚湖乡岭干村 大香榧

6 绍兴 06 绍兴县稽东镇占岙村 木榧 52 磐安 08 磐安县尚湖乡岭干村 假丁香榧

7 绍兴 07 绍兴县稽东镇占岙村 大圆榧 53 磐安 09 磐安县尚湖乡岭干村 猪牙榧

8 绍兴 08 绍兴县稽东镇占岙村 54 磐安 10 磐安县尚湖乡岭干村 红衣榧

9 绍兴 09 绍兴县稽东镇占岙村 木榧 55 磐安 11 磐安县尚湖乡栗树山村 猪牙榧

10 绍兴 10 绍兴县稽东镇占岙村 圆榧 56 磐安 12 磐安县尚湖乡环岩前村 木榧

11 绍兴 11 绍兴县稽东镇占岙村 57 磐安 13 磐安县墨林乡东川村 大丁香榧

12 绍兴 12 绍兴县稽东镇占岙村 58 磐安 14 磐安县双溪乡下园村 圆榧

13 绍兴 13 绍兴县稽东镇占岙村 59 磐安 15 磐安县窈川乡依山下村 大香榧

14 绍兴 14 绍兴县稽东镇占岙村 香榧 60 磐安 16 磐安县尚湖乡环岩前村 细榧

15 绍兴 15 绍兴县稽东镇占岙村 61 磐安 17 磐安县尚湖乡岭干村 大圆榧

16 绍兴 16 绍兴县稽东镇占岙村 62 钟家岭 01 诸暨市赵家镇钟家岭村 细榧

17 黄山 01 黄山市宏村镇双联村 米榧 63 钟家岭 02 诸暨市赵家镇钟家岭村 细榧

18 黄山 02 黄山市宏村镇双联村 米榧 64 钟家岭 03 诸暨市赵家镇钟家岭村 长籽榧

19 黄山 03 黄山市宏村镇双联村 叶里笑 65 钟家岭 04 诸暨市赵家镇钟家岭村 芝麻榧

20 黄山 04 黄山市宏村镇双联村 米榧 66 钟家岭 05 诸暨市赵家镇钟家岭村 小圆榧

21 黄山 05 黄山市宏村镇双联村 大圆榧 67 钟家岭 06 诸暨市赵家镇钟家岭村 细榧

22 黄山 06 黄山市宏村镇泗溪村 类似橄榄 68 钟家岭 07 诸暨市赵家镇钟家岭村 细榧

23 黄山 07 黄山市宏村镇泗溪村 花生榧 69 钟家岭 08 诸暨市赵家镇钟家岭村 细榧

24 黄山 08 黄山市宏村镇泗溪村 旋纹榧 70 钟家岭 09 诸暨市赵家镇钟家岭村 芝麻榧

25 黄山 09 黄山市宏村镇泗溪村 和尚榧 71 钟家岭 10 诸暨市赵家镇钟家岭村 圆榧

26 黄山 10 黄山市宏村镇泗溪村 米榧 (赤榧 ) 72 钟家岭 11 诸暨市赵家镇钟家岭村 小圆榧

27 黄山 11 黄山市宏村镇泗溪村 小圆榧 73 钟家岭 12 诸暨市赵家镇钟家岭村 旋纹榧

28 黄山 12 黄山市宏村镇泗溪村 米榧系列 74 钟家岭 13 诸暨市赵家镇钟家岭村 大圆榧

29 黄山 13 黄山市宏村镇泗溪村 米榧系列 75 钟家岭 14 诸暨市赵家镇钟家岭村 小圆榧

30 黄山 14 黄山市宏村镇泗溪村 米榧系列 76 钟家岭 15 诸暨市赵家镇钟家岭村 中圆榧

31 黄山 15 黄山市宏村镇泗溪村 米榧系列 77 钟家岭 16 诸暨市赵家镇钟家岭村 大圆榧

32 嵊州 01 嵊州市通源乡松明培村 实生香榧 78 钟家岭 17 诸暨市赵家镇钟家岭村 雌雄同株榧

33 嵊州 02 嵊州市通源乡松明培村 米榧 79 钟家岭 18 诸暨市赵家镇钟家岭村 雄树

34 嵊州 03 嵊州市通源乡松明培村 标准茄榧 80 钟家岭 19 诸暨市赵家镇钟家岭村 茄榧

35 嵊州 04 嵊州市通源乡松明培村 小圆榧 81 钟家岭 20 诸暨市赵家镇钟家岭村 獠牙榧

36 嵊州 05 嵊州市通源乡松明培村 香榧 82 东白湖 05 诸暨市东白湖乡王坑村 芝麻榧

37 嵊州 06 嵊州市通源乡松明培村 雌雄同株圆榧 83 东白湖 06 诸暨市东白湖乡王坑村 细榧

38 嵊州 07 嵊州市通源乡松明培村 中圆榧 84 东白湖 07 诸暨市东白湖乡王坑村 细榧

39 嵊州 08 嵊州市通源乡松明培村 香榧 85 东白湖 08 诸暨市东白湖乡王坑村 细榧

40 嵊州 09 嵊州市通源乡松明培村 芝麻榧 86 东白湖 09 诸暨市东白湖乡王坑村 芝麻榧

41 嵊州 10 嵊州市谷来乡西石村 雌雄同株细榧 87 东白湖 10 诸暨市东白湖乡王坑村 芝麻榧

42 嵊州 11 嵊州市谷来乡西石村 中圆榧 88 东白湖 11 诸暨市东白湖乡王坑村 圆榧

43 嵊州 12 嵊州市谷来乡西石村 小芝麻榧 89 东白湖 12 诸暨市东白湖乡王坑村 茄榧

44 嵊州 13 嵊州市谷来乡西石村 香榧 90 东白湖 13 诸暨市东白湖乡王坑村 小米榧

45 磐安 01 磐安县墨林乡东川村 细榧 91 东白湖 14 诸暨市东白湖乡王坑村 细榧

46 磐安 02 磐安县墨林乡东川村 细榧 92 东白湖 15 诸暨市东白湖乡王坑村 大圆榧
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1～42:样品号 ;M:分子量标准 Marker

图 1　E2ACG/M2CTA引物组合的选择性扩增图谱

表 2 　AFL P引物组合急扩增的条带数

引物序列 扩增总带数 差异带数
E2AAC /M2CAC 47 7
E2AAG/M2CAA 43 7
E2ACC /M2CTC 50 4

E2ACT/M2CTC 40 7
E2ACG/M2CAA 49 8

E2ACG/M2CTA 38 12
E2AGG/M2CTA 42 8
E2AGG/M2CTT 45 10

2　结果与分析

2. 1　香榧群体遗传多样性水平

8对 AFLP引物共检测出 364个位点 ,其中多态

性位点 63个。数据分析结果 (表 3)表明 : 6个香榧

群体遗传多样性 (H )在 0. 309 6～0. 376 8之间 (种

水平为 0. 395 9) , Shannon 信息指数为 0. 454 8～

0. 547 1 (种水平为 0. 579 4 ) ,观测等位基因数为

1. 793 9～1. 984 1 (种水平为 2. 000 0) ,有效等位基因

数为 1. 541 6～1. 675 9 (种水平为 1. 696 2)。比较黄

山、绍兴、磐安、钟家岭、东白湖、嵊州 6个香榧群体的

遗传多样性参数值 ,可以看出磐安地区香榧群体的遗

传多样性最高 ,其 Nei遗传多样性为 0. 376 8,嵊州次

之 ,为 0. 361 2,黄山地区最低 ,为 0. 309 6。

表 3　香榧群体遗传多样性水平

群体 多态位点百分率 /% 遗传多样性 (H) Shannon信息指数 ( I) 观测等位基因数 (A ) 有效等位基因数 (A e )

黄山 79. 73 0. 309 6 (0. 184 5) 0. 454 8 (0. 257 6) 1. 793 9 (0. 407 9) 1. 541 6 (0. 359 9)

绍兴 98. 41 0. 343 4 (0. 142 8) 0. 514 3 (0. 173 3) 1. 984 1 (0. 126 0) 1. 592 0 (0. 326 3)

磐安 92. 06 0. 376 8 (0. 147 9) 0. 547 1 (0. 197 0) 1. 920 6 (0. 272 5) 1. 675 9 (0. 310 7)

钟家岭 88. 89 0. 355 6 (0. 170 9) 0. 516 8 (0. 229 2) 1. 888 9 (0. 316 8) 1. 642 6 (0. 352 8)

东白湖 93. 65 0. 360 7 (0. 160 9) 0. 527 3 (0. 208 9) 1. 936 5 (0. 245 8) 1. 646 9 (0. 337 5)

嵊州 87. 30 0. 361 2 (0. 164 5) 0. 523 3 (0. 226 6) 1. 873 0 (0. 335 6) 1. 647 0 (0. 327 4)

种水平 100 0. 395 9 (0. 102 7) 0. 579 4 (0. 120 5) 2. 000 0 (0. 000 0) 1. 696 2 (0. 248 7)

　　注 :括号内为标准差。

2. 2　香榧群体遗传分化

6个香榧群体总的遗传多样性 (Ht )为 0. 396 3,

群体间的遗传多样性 (D st )为 0. 045 1,群体内遗传

多样性 (Hs )为 0. 351 2,表明香榧群体内遗传多样性

大于群体间。群体分化系数 ( Gst )为 0. 113 6,根据

Nm = 0. 5 (1 - Gst ) /Gst
[ 11 ]

,得出香榧群体种水平上的

基因流 (Nm )为 3. 899 7。

2. 3　香榧群体遗传一致度和遗传距离

遗传一致度 ( I)和遗传距离 (D )分别是从相同和

相反方面度量群体间遗传关系的指标 ,遗传距离反映

群体亲缘关系的远近 [ 12 ]。从表 4中可以看出 : 6个香

榧群体的遗传一致度比较大 ,平均值为 0. 917 4,遗传

距离平均值为 0. 079 7,说明香榧群体之间存在一定

程度的分化。另外 ,遗传一致度与遗传距离值还表明

各群体间的遗传关系 ,由表中可以看出 ,钟家岭群体

与磐安群体间的遗传关系最近 ( I = 0. 965 5, D =

0. 035 1) ,黄山群体与钟家岭群体、东白湖群体之间的

遗传关系最远 (D = 0. 126 7)。
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表 4　香榧各群体间的遗传一致度 ( I)和遗传距离 ( D )

群体 黄山 绍兴 磐安 钟家岭 东白湖 嵊州
黄山 0. 922 5 0. 886 3 0. 881 0 0. 881 0 0. 882 6
绍兴 0. 080 7 0. 914 0 0. 898 5 0. 892 9 0. 901 5
磐安 0. 120 7 0. 090 0 0. 965 5 0. 950 2 0. 955 0
钟家岭 0. 126 7 0. 107 0 0. 035 1 0. 947 8 0. 950 2
东白湖 0. 126 7 0. 113 3 0. 051 0 0. 053 7 0. 932 6

嵊州 0. 124 9 0. 103 7 0. 046 0 0. 051 1 0. 069 8

　　注 :上三角为遗传一致度 ,下三角为遗传距离。

2. 4　基因谱带频率方差分析 [ 13 ]

对 6个供试群体 AFLP分子标记的谱带进行

AMOVA方差分析 (表 5) ,结果表明 :在谱带频率总

方差的贡献中 , 群体间占 11. 14% , 群体内占

88. 86% ,研究群体的遗传多样性主要分布在群体

内 ;群体间谱带频率的差异不明显 ( F = 1. 425 3) ,基

因谱带频率在群体间的差异不明显。

表 5　6个香榧群体 AFL P分子标记谱带频率方差分析 ( AMO VA)

变异来源 自由度 ( df) 平方和 ( SS ) 均方 (M S ) 方差分量 方差分量百分率 /% Phist系数 显著性检验

群体间 5 149. 968 0 29. 994 1. 425 3 11. 14 0. 111 < 0. 142 9

群体内 73 829. 804 1 11. 367 11. 367 2 88. 86

总计 78 979. 772 1

2. 5　聚类分析

采用 NTSYS软件进行 UPGMA聚类 ,得到 6个

香榧群体的遗传一致度聚类图 (图 2)。由图 2可以

看出 ,以相似系数 0. 10进行划分 ,可以将 6个群体

归为 4个类群 ,黄山群体和钟家岭群体归为一类 ,绍

兴群体和东白湖群体归为一类 ,嵊州群体和磐安群

体各自聚为一类。

图 2 　6个香榧群体遗传一致度 UPGMA聚类

3　结论与讨论

利用 AFLP分子标记技术对 6个香榧天然群体

的遗传多样性和遗传分化进行了分析 ,结果表明 ,香

榧物种水平和群体水平的遗传多样性都比较高 ,各

群体的多态位点百分率为 79. 73% ～98. 41% ,其中

绍兴 >东白湖 >磐安 >钟家岭 >嵊州 >黄山。运用

基因谱带频率方差分析比较群体间与群体内遗传多

样性水平 ,结果显示 ,香榧群体的遗传多样性主要存

在于群体内 ( 88. 86% ) ,群体内的变异明显大于群

体间 ,这与作者正在进行的香榧天然群体表型多样

性的分析结果一致。

香榧群体具有较高的遗传多样性 (H = 0. 351 2,

I = 0. 513 9) ,明显高于 H. Nybom
[ 14 ]所统计的多种

植物种群水平的遗传多样性 (基于 RAPD和 ISSR等

显性标记 )平均值 (He = 0. 22)。

本研究中香榧群体的遗传多样性也同样高于白

豆杉 ( Pseudotaxus ch ien ii ( Cheng) Cheng) ( H =

0. 236 7, I = 0. 236 2) [ 17 ]、长叶榧群体的遗传多样性

(H = 0. 081 3, I = 0. 122 1) [ 18 ]。Zawko等 [ 17 ]认为 ,

濒危或者分布狭窄的物种存在较高水平的多样性 ,

可能与该种的进化历史有关。香榧是第三纪孑遗裸
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子植物 ,寿命长 ,风媒传粉 ,雌雄异株。香榧表现出

丰富的遗传多样性可能是因为在进化过程中保留了

广泛的遗传基础 ,也可能是由于在后期的自然选择

过程中产生了丰富的遗传变异。

6个香榧群体总的遗传多样性 (Ht )为 0. 396 3,群

体间的遗传多样性 (Dst )为 0. 045 1,群体内遗传多样

性 (Hs )为 0. 351 2,群体分化系数 (Gst )为 0. 113 6,可

见香榧群体具有丰富的遗传变异 ,且遗传变异主要存

在于群体内。Ham rick等 [ 18 ]的研究认为 ,对于异交风

媒植物来说 ,只有不到 10%的变异产生于群体间的差

异 (Gst = 0. 1) ,也就是 90%以上的遗传多样性保持在

群体内。香榧群体的遗传变异中 ,群体内的遗传变异

占明显优势 ,可能是由于异交风媒的原因。

基因流是影响群体内部和群体间遗传变异程度

的重要因素 [ 19 ]。遗传结构是通过物种群体内和群

体间遗传分化来体现的 ,基因流的大小也可以反映

群体遗传结构的大小 ,一般来说 ,基因流大的物种 ,

种群间遗传分化小 ,大的基因流可以阻止群体间的

遗传分化 [ 20 ]
, 反之 , 群体间的遗传分化大 [ 21 ]。

W right[ 22 ]认为 ,当 Nm > 1时 ,说明居群间存在一定

的基因流动。香榧群体种水平上的基因流 (Nm )为

3. 899 7。由于香榧是风媒传粉 ,再加上果实的采摘

或鸟类的携带造成种子的远距离传播 ,造成香榧的

基因流较大 ,群体间基因交流水平较高 ,交流比较频

繁 ,这也是造成香榧群体间遗传分化小于群体内的

一个重要原因。

从遗传一致度聚类分析可以看出 ,钟家岭群体

与来自不同地区的黄山群体聚为一类 ,而同样来自

诸暨的东白湖群体却与绍兴群体聚在一起。分析其

原因 ,这可能是由于细榧生产加工发达地区的农民

只顾眼前利益 ,将大量非细榧类型改接成细榧造成

的。绍兴、诸暨曾是香榧会稽山区的主产区 ,由于细

榧价格是米榧等 3倍以上 ,当地非细榧类型遭到大

量高接换品种 ,再加上香榧雌雄异株 ,产区农民为增

加产量 ,进行人工授粉等 ,使原有的遗传多样性和基

因丰富度遭到了严重的破坏和改变。
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