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摘要：［目的］筛选出高变异率的叶绿体ＤＮＡ序列，以进行血皮槭天然群体的谱系地理学研究。［方法］以血皮槭１６
个天然群体为试材，对叶绿体基因组２０个非编码区序列进行测序研究，并利用筛选出的高变异率ｃｐＤＮＡ序列初步
分析了其遗传变异。［结果］序列比对和系统发育分析结果显示血皮槭ｃｐＤＮＡ种内变异非常低，９个ｃｐＤＮＡ序列检
测到不同程度的变异位点，其中只有４个序列ｐｓｂＪｐｅｔＡ、ｎｄｈＦｒｐｌ３２、ｔｒｎＤｔｒｎＴ和ｔｒｎＨｐｓｂＡ表现出较高的变异水平。
［结论］筛选出的４个高变异率ｃｐＤＮＡ序列，可以在分子水平上研究血皮槭种内的系统发育、遗传变异和种群历史
动态，为进一步研究濒危种血皮槭的分子谱系地理学奠定基础。
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　　血皮槭（Ａｃｅｒｇｒｉｓｅｕｍ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｐａｘ）为中国特有
种，具有极高的观赏价值。１９９３年，血皮槭获得英
国皇家园艺学会园艺奖，成为国内外著名的景观树

种［１］。除观赏价值外，血皮槭的许多价值尚待开发

和利用，例如木材坚硬，可作为良好的建筑材料；木

材纹理精美可制作乐器及工艺品。但是，这个极具

开发价值的树种正濒临灭绝，急需保护。血皮槭的

分布范围仅限于我国中部地区海拔８００ ２０００ｍ
的山地，分布区严重片段化，天然群体数量非常小，

表现出濒危物种的典型特征［２］。根据世界自然保护
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联盟（ＩＵＣＮ）的标准，血皮槭在《中国物种红色目录》
中已被列为濒危树种（ＥＮＡ２ｃ）［３］。

植物叶绿体基因组ＤＮＡ（ＣｈｌｏｒｏｐｌａｓｔＤＮＡ，ｃｐＤ
ＮＡ）的研究为珍稀濒危物种制定合理有效的保护策
略提供了重要的理论依据。通常，叶绿体非编码区

的碱基替换率较高，为中性突变，不受自然选择等其

它因素的影响，是研究植物谱系地理、分子系统发育

和群体遗传学重要的工具，近年来被成功用于种间

或种内变异水平的研究［４］。例如，利用ｃｐＤＮＡ序列
对濒危植物南方红豆杉（Ｔａｘｕｓｗａｌｌｉｃｈｉａｎａｖａｒ．
ｍａｉｒｅｉ（Ｌｅｍéｅ＆Ｈ．Ｌéｖｅｉｌｌé）Ｌ．Ｋ．Ｆｕ＆ＮａｎＬｉ），日
本红枫（ＡｃｅｒｐｙｃｎａｎｔｈｕｍＫ．Ｋｏｃｈ），瘿椒树（Ｔａｐｉｓｃｉａ
ｓｉｎｅｎｓｉｓＯｌｉｖ．），青钱柳（Ｃｙｃｌｏｃａｒｙａｐａｌｉｕｒｕｓ（Ｂａｔａｌ．）
Ｉｌｊｉｎｓｋ．），珙桐（ＤａｖｉｄｉａｉｎｖｏｌｕｃｒａｔａＢａｉｌｌ．），金钱槭
（ＤｉｐｔｅｒｏｎｉａｓｉｎｅｎｓｉｓＯｌｉｖ．）等植物［５－１０］开展了谱系地

理学研究。近年来，对于濒危植物血皮槭的研究主

要集中在ＳＳＲ引物开发、天然群体遗传变异和谱系

地理学初步研究等方面［１１－１３］，其中王佳慧利用

ｒｐｓ１６序列对血皮槭谱系地理学进行初步探讨取得
进展。但是一个序列并不能全面反映血皮槭的谱系

地理结构，本研究利用２０个通用 ｃｐＤＮＡ序列，以血
皮槭１６个天然群体的１６株个体为材料，筛选适宜
于血皮槭种内研究的高变异率 ｃｐＤＮＡ非编码区序
列，为进一步研究濒危种血皮槭的分子谱系地理学

奠定基础，对于制定血皮槭合理的保护策略具有重

要意义。

１　 材料与方法
１．１　试验材料

试验材料来源于本课题组野外调查的１６个血
皮槭天然群体（表１），每个群体随机选取１株个体
为试材。新鲜叶片经硅胶充分干燥后，置于 －８０℃
冰箱保存备用。

表１　血皮槭各采样群体的地理位置
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＡ．ｇｒｉｓｅｕｍ

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
代码

Ｃｏｄｅ
纬度／Ｎ
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

经度／Ｅ
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

海拔／ｍ
Ａｌｔｉｔｕｄｅ

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
代码

Ｃｏｄｅ
纬度／Ｎ
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

经度／Ｅ
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

海拔／ｍ
Ａｌｔｉｔｕｄｅ

重庆巫溪 ＷＸ ３１°２８＇１７＂ １０９°５０＇５９＂ １２８０ 湖北兴山 ＸＳ ３１°１９＇１８＂ １１０°２９＇０８＂ １４５０
重庆城口 ＣＨＫ ３２°０８＇２０＂ １０８°３４＇４５＂ １１２７ 湖北五峰 ＷＦ ３０°１０＇２０＂ １１０°３５＇２０＂ １４９６
陕西太白山 ＴＢＳ ３４°０４＇４９＂ １０７°４２＇４８＂ １６６８ 湖北神农架 ＳＮＪ ３１°２７＇４１＂ １１０°２３＇２６＂ １２７２
陕西华山 ＨＳ ３４°２８＇１５＂ １１０°０４＇１４＂ １９８９ 河南西峡 ＴＰＺ ３３°３９＇２７＂ １１０°３７＇２３＂ ８３７
山西阳城 ＹＣ ３５°１６＇１８＂ １１２°２６＇２８＂ ８００ 河南嵩县 ＳＸ ３４°１３＇６０＂ １１１°５０＇４８＂ ９４１
湖南张家界 ＺＪＪ ２９°０３＇０９＂ １１０°２８＇３８＂ １４４０ 河南内乡 ＮＸ ３３°２９＇３８＂ １１１°５５＇４２＂ １２３４
湖南沅陵 ＹＬ ２８°５３＇３９＂ １１０°２４＇４６＂ ５６１ 河南栾川 ＬＣ ３３°４４＇２８＂ １１１°３７＇５０＂ １０３１
湖南壶瓶山 ＨＰＳ ３０°０２＇２０＂ １１０°３１＇２３＂ １６４０ 甘肃天水 ＴＳ ３４°１４＇１０＂ １０５°５８＇３３＂ １３９０

１．２　方法
１．２．１　基因组 ＤＮＡ提取与检测　取干燥叶片３０
ｍｇ，采用 ＤＮＡ提取试剂盒 ＤＰ３０５（ＴｉａｎｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈ
Ｃｏ．，Ｃｈｉｎａ）提取血皮槭叶片总 ＤＮＡ。采用０．８％
的琼脂糖凝胶进行电泳，Ｇｂｏｘ凝胶成像仪（Ｃｈｅｍｉ
ＸＸ６，Ｓｙｎｇｅｎｅ）拍照检测ＤＮＡ的质量，酶标仪（Ｓｐｅｃ
ｔｒａＭａｘｉ３）检测 ＤＮＡ纯度和浓度。ＤＮＡ浓度稀释
到５０ｎｇ·μＬ－１，放于－２０℃冰箱保存备用。
１．２．２　ｃｐＤＮＡ通用引物筛选及测序　从参考文
献［１４－１７］挑选了２０对适合种内水平的 ｃｐＤＮＡ非编
码通用引物，由上海美吉生物医药科技有限公司合

成（表２）。为对２０对通用引物进行初步筛选，随机
挑选２个样品进行 ＰＣＲ反应。反应体系２０μＬ，包
括模板 ＤＮＡ５０ｎｇ、２×ＢｕｆｆｅｒＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、１０
μｍｏｌ·Ｌ－１Ｆｐｒｉｍｅｒ０．４μＬ、１０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｒｐｒｉｍｅｒ
０．４μＬ、其余ｄｄＨ２Ｏ补齐。ＮｄｈＦｒｐｌ３２，ｐｓｂＪｐｅｔＡ序

列的ＰＣＲ程序：８０℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性１ｍｉｎ，
５０℃退火１ｍｉｎ，０．３℃·ｓ－１升温到６５℃，６５℃延伸４
ｍｉｎ，３０个循环；６５℃延伸５ｍｉｎ。其他序列的 ＰＣＲ
程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５５℃退火４５
ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ
产物采用１％琼脂糖凝胶检测，筛选出条带清晰单
一的引物；然后利用初筛合格的引物对所有样品进

行ＰＣＲ扩增，选择条带清晰明亮、无非特异性扩增
的ＰＣＲ扩增产物，送到上海美吉生物医药科技有限
公司纯化，然后采用 ＡＢＩ３７３０ｘｌＤＮＡａｎａｌｙｚｅｒ进行
测序。

１．２．３　ｃｐＤＮＡ序列编辑和分析　根据原始峰图，使
用ＣｏｎｔｉｇＥｘｐｒｅｓｓ软件（ＩｎｆｏｒｍａｘＩｎｃ．，ＮｏｒｔｈＢｅｔｈｅｓ
ｄａ，ＭＤ，ＵＳＡ）对ｃｐＤＮＡ测序结果进行峰图检查及拼
接，手工校对。然后，采用ＢｉｏＥｄｉｔｖ７．０．５．２软件［１８］

分别对ｃｐＤＮＡ序列进行比对和手工调整；利用ＭＥＧＡ

５７６
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表２　２０对ｃｐＤＮＡ通用引物序列
Ｔａｂｌｅ２　ＴｗｅｎｔｙｐａｉｒｓｏｆｔｈｅｃｐＤＮＡｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

编号

Ｃｏｄｅ
序列名称

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｎａｍｅ
引物信息（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒｄｅｔａｉｌｓ

编号

Ｃｏｄｅ
序列名称

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｎａｍｅ
引物信息（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒｄｅｔａｉｌｓ

１ ｔｒｎＨｐｓｂＡ Ｆ：ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ
Ｒ：ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ １１ ｒｐｌ１６ Ｆ：ＧＣＴＡＴＧＣＴＴＡＧＴＧＴＧＴＧＡＣＴＣＧＴＴＧ

Ｒ：ＣＣＣＴＴＣＡＴＴＣＴＴＣＣＴＣＴＡＴＧＴＴＧ

２ ｐｓｂＪｐｅｔＡ Ｆ：ＡＴＡＧＧＴＡＣＴＧＴＡＲＣＹＧＧＴＡＴＴ
Ｒ：ＡＡＣＡＲＴＴＹＧＡＲＡＡＧＧＴＴＣＡＡＴＴ １２ ｒｐｌ３２ｔｒｎＬ Ｆ：ＣＴＧＣＴＴＣＣＴＡＡＧＡＧＣＡＧＣＧＴ

Ｒ：ＣＡＧＴＴＣＣＡＡＡＡＡＡＡＣＧＴＡＣＴＴＣ

３ ｎｄｈＦｒｐｌ３２ Ｆ：ＣＣＡＡＴＡＴＣＣＣＴＴＹＹＴＴＴＴＣＣＡＡ
Ｒ：ＧＡＡＡＧＧＴＡＴＫＡＴＣＣＡＹＧＭＡＴＡＴＴ １３ ｒｐｏＢｔｒｎＣ Ｆ：ＣＡＣＣＣＲＧＡＴＴＹＧＡＡＣＴＧＧＧＧ

Ｒ：ＣＫＡＣＡＡＡＡＹＣＣＹＴＣＲＡＡＴＴＧ

４ ｔｒｎＤｔｒｎＴ Ｆ：ＡＣＣＡＡＴＴＧＡＡＣＴＡＣＡＡＴＣＣＣ
Ｒ：ＣＴＡＣＣＡＣＴＧＡＧＴＴＡＡＡＡＧＧＧ １４ ｒｐｓ１６ｔｒｎＫ Ｆ：ＡＡＡＧＴＧＧＧＴＴＴＴＴＡＴＧＡＴＣＣ

Ｒ：ＴＴＡＡＡＡＧＣＣＧＡＧＴＡＣＴＣＴＡＣＣ

５ ａｔｐＢｒｂｃＬ Ｆ：ＧＴＧＧＡＡＡＣＣＣＣＧＧＧＡＣＧＡＧＡＡＧＴＡＧＴ
Ｒ：ＡＣＴＴＧＣＴＴＴＡＧＴＴＴＣＴＧＴＴＴＧＴＧＧＴＧＡ １５ ｒｐｌ２０ｒｐｓ１８ Ｆ：ＣＴＴＣＧＴＣＧＴＴＴＧＴＧＧＡＴＴＡＣ

Ｒ：ＡＧＴＣＧＡＴＴＴＡＴＴＡＧＴＧＡＧＣＡ

６ ｔｒｎＳｔｒｎＧ Ｆ：ＡＧＡＴＡＧＧＧＡＴＴＣＧＡＡＣＣＣＴＣＧＧＴ
Ｒ：ＧＴＡＧＣＧＧＧＡＡＴＣＧＡＡＣＣＣＧＣＡＴＣ １６ ｐｓｂＤｔｒｎＴ Ｆ：ＣＴＣＣＧＴＡＲＣＣＡＧＴＣＡＴＣＣＡＴＡ

Ｒ：ＣＣＣＴＴＴＴＡＡＣＴＣＡＧＴＧＧＴＡＧ

７ ｎｄｈＦ Ｆ：ＧＡＴＴＴＧＡＴＴＴＴＣＣＣＣＴＴＡＴＣ
Ｒ：ＴＣＣＡＴＡＧＣＡＴＣＡＧＧＴＡＡＣＣ １７ ｐｓｂＭｔｒｎＤ Ｆ：ＡＧＣＡＡＴＡＡＡＴＧＣＲＡＧＡＡＴＡＴＴＴＡＣＴＴＣＣＡＴ

Ｒ：ＧＧＧＡＴＴＧＴＡＧＹＴＣＡＡＴＴＧＧＴ

８ ｔｒｎＬｔｒｎＦ Ｆ：ＣＧＡＡＡＴＣＧＧＴＡＧＡＣＧＣＴＡＣＧ
Ｒ：ＡＴＴＴＧＡＡＣＴＧＧＴＧＡＣＡＣＧＡＧ １８ ｔｒｎＶｎｄｈＣ Ｆ：ＧＴＣＴＡＣＧＧＴＴＣＧＡＲＴＣＣＧＴＡ

Ｒ：ＴＡＴＴＡＴＴＡＧＡＡＡＴＧＹＣＣＡＲＡＡＡＡＴＡＴＣＡＴＡＴＴＣ

９ ｐｅｔＢｐｅｔＤ Ｆ：ＣＴＡＴＣＧＴＣＣＲＡＣＣＧＴＴＡＣＷＧＡＧＧＣＴ
Ｒ：ＣＡＡＡＹＧＧＡＴＡＹＧＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣ １９ ｐｓｂＢｐｓｂＨ Ｆ：ＴＣＣＡＡＡＡＡＮＫＫＧＧＡＧＡＴＣＣＡＡＣ

Ｒ：ＴＣＡＡＹＲＧＴＹＴＧＴＧＴＡＧＣＣＡＴ

１０ ｔｒｎＳｔｒｎｆＭ Ｆ：ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧＧＡＴＴＣＧＡＡＣＣ
Ｒ：ＣＡＴＡＡＣＣＴＴＧＡＧＧＴＣＡＣＧＧＧ ２０ ｒｐｓ１２ｒｐｌ２０ Ｆ：ＡＴＴＡＧＡＡＡＮＲＣＡＡＧＡＣＡＧＣＣＡＡＴ

Ｒ：ＣＧＹＹＡＹＣＧＡＧＣＴＡＴＡＴＡＴＣＣ

ｖ５．０［１９］计算信息位点。ｃｐＤＮＡ序列的变异位点，都
是潜在的信息位点（ＰＩＣｓ），包括核苷酸的替换、倒
置、插入和缺失［１１］。利用 ＭＥＧＡｖ５．０进行聚类分
析，采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育树，
自展检验（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）通过１０００次重复获得。为获
得血皮槭潜在信息位点（ＰＩＣｓ）和变异率（Ｖ），引入
公式：

ＰＩＣｓ＝Ｉ＋Ｓ＋Ｒ （１）

Ｖ＝ＰＩＣｓＡ （２）

式（１）、（２）中：Ｉ表示序列插入和缺失数，Ｓ表示序
列核苷酸替换数，Ｒ表示序列倒置数，Ａ表示序列比
对后长度。

２　结果与分析
２．１　ＤＮＡ提取与ＰＣＲ扩增

酶标仪检测提取的 ＤＮＡ纯度和浓度都较高。
ＯＤ２６０／ＯＤ２８０为１．６０６ １．９９２，ＤＮＡ浓度为４２．８
１５４．２ｎｇ·μＬ－１，符合 ＰＣＲ反应所需的要求。电泳
结果显示ＤＮＡ条带清晰，满足后续试验要求。
２．２　序列分析

所有２０对ｃｐＤＮＡ通用引物都能扩增出目的片
段。其中９个ｃｐＤＮＡ序列（表２编号１－９）检测到
不同程度的变异位点（表３），序列（表２编号５－９）
只检测到一个位点的变异（数据省略）。其余１１个

ｃｐＤＮＡ序列（表 ２编号 １０－２０）未能检测到变异
位点。

表３　４个ｃｐＤＮＡ序列在血皮槭群体中的变异位点分布
Ｔａｂｌｅ３　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｏｆ４ｃｐＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＡ．ｇｒｉｓｅｕｍ

序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｓｂＪｐｅｔＡ ｎｄｈＦｒｐｌ３２ ｔｒｎＤｔｒｎＴ ｔｒｎＨｐｓｂＡ

群体名称

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｎａｍｅ

２
１
９

４
９
７

５
４
３

４
１
９

６
２
６

７
３
６

７
３
７

４
５
２

５
３
９

２
８
９

２
９
０

２
９
３

重庆巫溪（ＷＸ） Ｃ Ｔ － Ｇ － Ａ Ａ － Ｔ － － －
重庆城口（ＣＨＫ） Ａ － － Ｇ － Ａ － － Ｔ Ａ － ☆
陕西太白山（ＴＢＳ） Ａ － － Ｇ － Ａ － － Ｔ Ａ － －
陕西华山（ＨＳ） Ａ － － Ｇ － Ａ － － Ｃ Ａ － －
山西阳城（ＹＣ） Ａ － － Ｇ － Ａ － － Ｃ Ａ － －
湖南张家界（ＺＪＪ） Ａ － － Ｇ △ Ａ － － Ｔ － － －
湖南沅陵（ＹＬ） Ａ － － Ｇ △ Ａ － － Ｔ Ａ － －
湖南壶瓶山（ＨＰＳ） Ａ － － Ｇ △ Ａ － － Ｔ Ａ － －
湖北兴山（ＸＳ） Ａ － － Ｇ － Ａ － － Ｔ Ａ Ａ －
湖北五峰（ＷＦ） Ａ － － Ｇ △ Ａ － － Ｔ Ａ － －
湖北神农架（ＳＮＪ） Ｃ Ｔ － Ｇ － Ａ Ａ － Ｔ Ａ － －
河南西峡（ＴＰＺ） Ａ － － Ｇ － Ａ － － Ｔ － － －
河南嵩县（ＳＸ） Ａ － Ａ Ｇ － Ａ － － Ｔ Ａ － －
河南内乡（ＮＸ） Ａ － － Ｃ － Ａ － ◇ Ｃ Ａ － －
河南栾川（ＬＣ） Ａ － Ａ Ｇ － Ａ － － Ｃ Ａ Ａ －
甘肃天水（ＴＳ） Ａ － － Ｇ － － － － Ｔ Ａ － －
测序长度（ｂｐ） ８６７ ８７６ ６２０ ４５０
比对长度（ｂｐ） ５６３ ７４６ ５７４ ３９５
　　注：“△”：ＴＡＡＣＴＣＣＧＡＡＡＴＡＣＡＡＡＡＡＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴＡＧＡＡＡＧＧＴＡＴＣ
ＡＣＡＡＡ；“◇”：ＴＴＣＴＴＴＣＡＣＴ；“☆”：ＴＡＡＴＡＡＡ；“－”：缺失

Ｎｏｔｅ：“△”：ＴＡＡＣＴＣＣＧＡＡＡＴＡＣＡＡＡＡＡＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴＡＧＡＡＡＧＧＴＡ
ＴＣＡＣＡＡＡ；“◇”：ＴＴＣＴＴＴＣＡＣＴ；“☆”：ＴＡＡＴＡＡＡ；“－”：ｄｅｌｅｔｉｏｎ．

对９个序列的 ＰＩＣｓ值和变异率（图１）进行比
较，筛选出４个变异丰富的 ｃｐＤＮＡ序列，按照 ＰＩＣｓ
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图１　血皮槭ｃｐＤＮＡ非编码区序列的ＰＩＣｓ值和变异率

Ｆｉｇ．１　ＰＩＣｓｖａｌｕｅｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆＮｏｎｃｏｄｉｎｇ

ｃｐＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎＡ．ｇｒｉｓｅｕｍ

值由高到低依次为 ｎｄｈＦｒｐｌ３２，ｐｓｂＪｐｅｔＡ，ｔｒｎＨｐｓｂＡ，
ｔｒｎＤｔｒｎＴ，变异率由高到低依次为 ｔｒｎＨｐｓｂＡ，ｎｄｈＦ
ｒｐｌ３２，ｐｓｂＪｐｅｔＡ，ｔｒｎＤｔｒｎＴ。

血皮槭ｃｐＤＮＡ非编码区序列的种内变异（ＰＩＣｓ
值）与其他木本植物相比很低（见表４）。ｒｐｓ１２ｒｐｌ２０
和ｒｐｌ３２ｔｒｎＬ序列在血皮槭中表现无变异，而在伞花
木［２０］（Ｅｕｒｙｃｏｒｙｍｂｕｓｃａｖａｌｅｒｉｅｉ（Ｌｅ′ｖｌ．）Ｒｅｈｄ．ｅｔ
Ｈａｎｄ．Ｍａｚｚ．）群体和珙桐［９］（Ｄ．ｉｎｖｏｌｕｃｒａｔａ）群体检
测到不同程度的变异；ｔｒｎＨｐｓｂＡ，ａｔｐＢｒｂｃＬ，ｎｄｈＦ
ｒｐｌ３２和ｐｓｂＪｐｅｔＡ序列在血皮槭中的 ＰＩＣｓ值与其他
木本植物如色木槭［２１］（ＡｃｅｒｍｏｎｏＭａｘｉｍ．）、红枫［２２］

（Ａｃｅｒｒｕｂｒｕｍ Ｌ．）、美洲糖槭［２３］（Ａｃｅｒｓａｃｃｈａｒｕｍ
Ｍａｒｓｈ．）和观光木［２４］（Ｍｉｃｈｅｌｉａｏｄｏｒａ）相比很低。

表４　各树种不同ｃｐＤＮＡ序列ＰＩＣｓ值比较
Ｔａｂｌｅ４　ＰＩＣｓｖａｌｕｅｓｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｐＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅｅｓｐｅｃｉｅｓ

序列

ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＰＩＣｓ值 ＰＩＣｓｖａｌｕｅ
血皮槭

Ａ．ｇｒｉｓｅｕｍ
伞花木

Ｅ．ｃａｖａｌｅｒｉｅｉ
珙桐

Ｄ．ｉｎｖｏｌｕｃｒａｔａ
色木槭

Ａ．ｍｏｎｏ
观光木

Ｍ．ｏｄｏｒａ
日本红枫

Ａ．ｒｕｂｒｕｍ
美洲糖槭

Ａ．ｓａｃｃｈａｒｕｍ
ｒｐｓ１２ｒｐｌ２０ ０（０） ２（１） － － － － －
ｒｐｌ３２ｔｒｎＬ ０（０） － １３（１１） － － － －
ｔｒｎＨｐｓｂＡ ３（０） － － ２０（１４） ５（４） － －
ａｔｐＢｒｂｃＬ １（１） － － － － ８（２） －
ｎｄｈＦｒｐｌ３２ ４（１） － － － － － ２７（１５）
ｐｓｂＪｐｅｔＡ ３（１） － － － － － ２０（１２）
群体数量 １６ １８ ２４ ６３ ２１ １１５ １６
个体数量 １６ １７０ ２３１ １２３６ １６１ ２５８ ２３３

　　注：括号内的数字为核苷酸替换数
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｉｎｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ

２．３　系统发育树构建
基于４个序列 ｎｄｈＦｒｐｌ３２，ｐｓｂＪｐｅｔＡ，ｔｒｎＨｐｓｂＡ

和ｔｒｎＤｔｒｎＴ的比对结果，构建了血皮槭群体的系统
发育树（图２）。此系统发育树显示，１６个群体明显
分为两大支，ＳＮＪ、ＷＸ、ＺＪＪ、ＴＰＺ、ＴＳ、ＴＢＳ、ＹＬ、ＷＦ、
ＣＨＫ、ＨＰＳ、ＳＸ、ＸＳ群体聚为一支，ＬＣ、ＹＣ、ＨＳ、ＮＸ群
体聚为一支。ＳＮＪ、ＷＸ群体和 ＮＸ群体分别从两大
支单独分离出来。位于大巴山脉东部的重庆巫溪

（ＷＸ）和湖北神农架（ＳＮＪ）同聚为一支，位于秦岭山
脉东部的河南栾川（ＬＣ）和内乡（ＮＸ）、山西阳城
（ＹＣ）和陕西华山（ＨＳ）群体聚为一支。

３　讨论
与其他一些木本植物相比，血皮槭种内变异率

较低。血皮槭的种内变异率较低的原因可能与只选

用了较少的１６个样品用于 ｃｐＤＮＡ序列筛选有关，
在植物的谱系地理学研究中，天然群体的数量非常

重要，样本数量越多越能全面反映其遗传变异情况；

也可能与血皮槭及天然群体分布范围窄且呈片段化

图２　血皮槭基于４个ｃｐＤＮＡ片段的ＮＪ系统发育树
（群体的代码见表１）

Ｆｉｇ．２　ＮＪｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ４ｃｐＤＮＡｓｅｑｅｎｃｅｓｏｆ
Ａ．ｇｒｉｓｅｕｍ（ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｃｏｄｅｓａｒｅｓｈｏｗｎｉｎＴａｂｌｅ１）

分布的特点有关，一般来说，广域分布的物种比狭域

分布的物种拥有更丰富的遗传变异。例如广域分布

７７６



林　业　科　学　研　究 第３０卷

的槭属植物如色木槭和糖槭的 ｃｐＤＮＡ序列变异率
比狭域分布的日本红枫和血皮槭高很多。

通过构建系统发育树分析，１６个群体明显分为
两大支，而且两个分支内群体间地理距离较近，推测

这两个分支的群体经历了长期的地理隔离，与其它

群体之间缺乏有效的基因流。ＺＪＪ、ＴＰＺ、ＴＳ、ＴＢＳ、
ＹＬ、ＷＦ、ＣＨＫ、ＨＰＳ、ＳＸ和ＸＳ群体位于秦岭山脉、大
巴山脉和武陵山脉，此区域位于华中地区的中心，独

特的地形和复杂的气候是众多动植物的避难所，为

物种的分化和地理隔离提供先决条件。此外，叶绿

体基因流是通过种子进行母系传播，基于血皮槭翅

果种子传播距离有限、空种率高和种子难以萌发等

特性，加之恶劣生境的影响，限制了种子的传播，阻

断了基因流，从而使血皮槭在区域内分化和地理隔

离成为可能。

４　结论
本研究通过对２０个血皮槭叶绿体ＤＮＡ非编码

区差异序列进行筛选，共筛选出４个多态性较好的
序列 （ｐｓｂＪｐｅｔＡ、ｎｄｈＦｒｐｌ３２、ｔｒｎＤｔｒｎＴ 和 ｔｒｎＨ
ｐｓｂＡ）。利用筛选得到的４个 ｃｐＤＮＡ序列对血皮槭
１６个群体进行系统发育分析，结果显示１６个群体
应分为两大类。本研究筛选获得的４个 ｃｐＤＮＡ序
列在血皮槭种群内拥有相对丰富的变异，是研究种

内变异良好的分子标记，可以进一步用于血皮槭系

统发育、遗传变异和谱系地理学研究。

参考文献：
［１］何晓燕，包志毅．英国引种家威尔逊引种中国园林植物种质资

源及其影响 ［Ｊ］．浙江林业科技，２００５，２５（３）：５６－６１．
［２］ＧｉｂｂｓＤ，ＣｈｅｎＹ．ＴｈｅＲｅｄＬｉｓｔｏｆＭａｐｌｅｓ［Ｍ］．ＢｏｔａｎｉｃＧａｒｄｅｎｓ

ＣｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２００９：１７．
［３］汪　松，解　焱．中国物种红色目录．第一卷．红色目录 ［Ｍ］．北

京：高等教育出版社，２００４．
［４］ＳｈａｗＪ，ＳｈａｆｅｒＨＬ，ＬｅｏｎａｒｄＯＲ，ｅｔａｌ．ＣｈｌｏｒｏｐｌａｓｔＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｕｔｉｌｉｔｙｆｏｒｔｈｅｌｏｗｅｓｔｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｏｇｒａｐｈｉｃｉｎｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎ
ａｎｇｉｏｓｐｅｒｍｓ：ＴｈｅｔｏｒｔｏｉｓｅａｎｄｔｈｅｈａｒｅＩＶ［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆ
Ｂｏｔａｎｙ，２０１４，１０１（１１）：１９８７－２００４．

［５］张雪梅，李德铢，高连明．南方红豆杉谱系地理学研究 ［Ｊ］．西
北植物学报，２０１２，３２（１０）：１９８３－１９８９．

［６］ＳａｅｋｉＩ，ＭｕｒａｋａｍｉＮ．ＣｈｌｏｒｏｐｌａｓｔＤＮＡｐｈｙｌｏｇｅｏｇｒａｐｈｙｏｆｔｈｅｅｎ
ｄａｎｇｅｒｅｄＪａｐａｎｅｓｅｒｅｄｍａｐｌｅ（Ａｃｅｒｐｙｃｎａｎｔｈｕｍ）：ｔｈｅｓｐａｔｉａｌｃｏｎｆｉｇ
ｕｒａｔｉｏｎｏｆｗｅｔｌａｎｄｓｓｈａｐｅｓｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙ［Ｊ］．Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ＆Ｄｉｓｔｒｉ
ｂｕｔｉｏｎｓ，２００９，１５（６）：９１７－９２７．

［７］ＺｈａｎｇＪ，ＬｉＺ，ＦｒｉｔｓｃｈＰＷ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｌｏｇｅｏｇｒａｐｈｙａｎｄｇｅｎｅｔｉｃ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆａＴｅｒｔｉａｒｙｒｅｌｉｃｔｔｒｅｅｓｐｅｃｉｅｓ，Ｔａｐｉｓｃｉａｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｔａｐｉｓｃｉ
ａｃｅａｅ）：Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎｎａｌｓｏｆＢｏｔａｎｙ，２０１５，
１１６（５）：７２７－７３７．

［８］ＫｏｕＹＸ，ＣｈｅｎｇＳＭ，ＴｉａｎＳ，ｅｔａｌ．ＴｈｅａｎｔｉｑｕｉｔｙｏｆＣｙｃｌｏｃａｒｙａ

ｐａｌｉｕｒｕｓ（Ｊｕｇｌａｎｄａｃｅａｅ）ｐｒｏｖｉｄｅｓｎｅｗｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｔｈｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆ
ｒｅｌｉｃｔｐｌａｎｔｓｉｎｓｕｂｔｒｏｐｉｃａｌＣｈｉｎａｓｉｎｃｅｔｈｅｌａｔｅＥａｒｌｙＭｉｏｃｅｎｅ［Ｊ］．
ＪｏｕｒｎａｌＯｆＢｉｏｇｅｏｇｒａｐｈｙ，２０１６，４３：３５１－３６０．

［９］ＭａＱ，ＤｕＹ，ＣｈｅｎＮ，ｅｔａｌ．ＰｈｙｌｏｇｅｏｇｒａｐｈｙｏｆＤａｖｉｄｉａｉｎｖｏｌｕｃｒａｔａ
（Ｄａｖｉｄｉａｃｅａｅ）ＩｎｆｅｒｒｅｄｆｒｏｍｃｐＤＮＡＨａｐｌｏｔｙｐｅｓａｎｄｎＳＳＲＤａｔａ
［Ｊ］．ＳｙｓｔｅｍａｔｉｃＢｏｔａｎｙ，２０１５，４０（３）：７９６－８１０

［１０］柏国清．金钱槭属植物谱系地理学研究 ［Ｄ］．西安：西北大
学，２０１０．

［１１］ＳｕｎＳ，ＹｕＸＤ，ＺｈｅｎｇＹＱ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ｔｗｅｎｔｙｓｅｖｅｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉｉｎｅｎｄａｎｇｅｒｅｄＣｈｉｎｅｓｅ
ｐａｐｅｒｂａｒｋｍａｐｌｅ，Ａｃｅｒｇｒｉｓｅｕｍ，（Ｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎｅａｅ：Ａｃｅｒａｃｅａｅ）［Ｊ］．
ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＳｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ＆Ｅｃｏｌｏｇｙ，２０１４，５６（５６）：９９－１０３．

［１２］孙　圣．基于ＳＳＲ标记的血皮槭天然群体遗传变异研究［Ｄ］．
北京：中国林业科学研究院，２０１４．

［１３］王佳慧．特有濒危种血皮槭天然群体生长状况及分子谱系地
理初步研究［Ｄ］．北京：中国林业科学研究院，２０１５．

［１４］ＳｈａｗＪ，ＬｉｃｋｅｙＥＢ，ＳｃｈｉｌｌｉｎｇＥＥ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｗｈｏｌｅ
ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｔｏｃｈｏｏｓｅｎｏｎｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓｆｏｒｐｈｙ
ｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓｔｕｄｉｅｓｉｎａｎｇｉｏｓｐｅｒｍｓ：ＴｈｅｔｏｒｔｏｉｓｅａｎｄｔｈｅｈａｒｅＩＩＩ［Ｊ］．
ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｏｔａｎｙ，２００７，９４（３）：２７５－２８８．

［１５］ＳｈａｗＪ，ＬｉｃｋｅｙＥＢ，ＢｅｃｋＪＴ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｔｏｒｔｏｉｓｅａｎｄｔｈｅｈａｒｅＩＩ：
Ｒｅｌａｔｉｖｅｕｔｉｌｉｔｙｏｆ２１ｎｏｎｃｏｄｉｎｇｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｐｈｙ
ｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｏｔａｎｙ，２００５，９２：１４２
－１６６．

［１６］ＷａｋａｓｕｇｉＴ，ＴｓｕｄｚｕｋｉＪ，ＩｔｏＳ，ｅｔａｌ．Ａｐｈｙｓｉｃａｌｍａｐａｎｄｃｌｏｎｅ
ｂａｎｋｏｆｔｈｅｂｌａｃｋｐｉｎｅ（Ｐｉｎｕｓｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ）ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｏｍｅ［Ｊ］．
ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙＲｅｐｏｒｔｅｒ，１９９４，１２（１２）：２２７－２４１．

［１７］ＧｏｌｅｎｂｅｒｇＥＭ，ＣｌｅｇｇＭＴ，ＤｕｒｂｉｎＭＬ．Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆａｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ｒｅｇｉｏｎｏｆｔｈｅｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｏｍｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，１９９３，２（１）：５２－６４．

［１８］ＨａｌｌＴＡ．ＢｉｏＥｄｉｔ：ａｕｓｅｒｆｒｉｅｎｄｌｙｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ
ｅｄｉｔｏｒａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｐｒｏｇｒａｍｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ９５／９８／ＮＴ［Ｊ］．ＩｎＮｕｃｌｅ
ｉｃａｃｉｄｓｓｙｍｐｏｓｉｕｍｓｅｒｉｅｓ，１９９９，４１：９５－９８．

［１９］ＴａｍｕｒａＫ，ＰｅｔｅｒｓｏｎＤ，ＰｅｔｅｒｓｏｎＮ，ｅｔａｌ．ＭＥＧＡ５：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏ
ｌｕｔｉｏｎａｒｙｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｕｓｉｎｇｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ｄｉｓｔａｎｃｅａｎｄｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ
ａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０１１，２８（１０）：２７３１－２７３９．

［２０］ＷａｎｇＪ，ＧａｏＰ，ＫａｎｇＭ，ｅｔａｌ．Ｒｅｆｕｇｉａｗｉｔｈｉｎｒｅｆｕｇｉａ：ｔｈｅｃａｓｅ
ｓｔｕｄｙｏｆａｃａｎｏｐｙｔｒｅｅ（Ｅｕｒｙｃｏｒｙｍｂｕｓｃａｖａｌｅｒｉｅｉ）ｉｎｓｕｂｔｒｏｐｉｃａｌ
Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｇｅｏｇｒａｐｈｙ，２００９．３６：２１５６－２１６４．

［２１］ＧｕｏＸＤ，ＷａｎｇＨＦ，ＢａｏＬ，ｅｔａｌ．Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｈｉｓｔｏｒｙｏｆａｗｉｄｅ
ｓｐｒｅａｄｔｒｅｅｓｐｅｃｉｅｓＡｃｅｒｍｏｎｏｉｎＥａｓｔＡｓｉａ［Ｊ］．ＥｃｏｌｏｇｙａｎｄＥｖｏ
ｌｕｔｉｏｎ，２０１４，４：４３３２－４３４５．

［２２］ＩｋｕｙｏＳ，ＤｉｃｋＣＷ，ＢａｒｎｅｓＢＶ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｐｈｙｌｏｇｅｏｇｒａ
ｐｈｙｏｆｒｅｄｍａｐｌｅ（ＡｃｅｒｒｕｂｒｕｍＬ．）ａｎｄｓｉｌｖｅｒｍａｐｌｅ（Ａｃｅｒｓａｃｃｈａｒ
ｉｎｕｍＬ．）：Ｉｍｐａｃｔｓｏｆｈａｂｉｔａｔｓｐｅｃｉａｌｉｚａｔｉｏｎ，ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎａｎｄｇｌａ
ｃｉａｌｈｉｓｔｏｒｙ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｇｅｏｇｒａｐｈｙ，２０１１，３８（５）：９９２
－１００５．

［２３］ＶａｒｇａｓＲｏｄｒｉｇｕｅｚＹＬ，ＰｌａｔｔＷＪ，ＵｒｂａｔｓｃｈＬＥ，ｅｔａｌ．Ｌａｒｇｅｓｃａｌｅ
ｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｓｕｇａｒｍａｐｌｅｆｒｏｍ
ｔｒｏｐｉｃａｌＣｅｎｔｒａｌＡｍｅｒｉｃａｔｏｔｅｍｐｅｒａｔｅＮｏｒｔｈＡｍｅｒｉｃａ［Ｊ］．ＢＭＣ
ＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＢｉｏｌｏｇｙ，２０１４．１５：１－１４．

［２４］何长青．观光木谱系地理学研究［Ｄ］．湖南：中南林业科技大
学，２０１５．

（责任编辑：张　研）

８７６


