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省沽油群体遗传多样性的 AFLP 分析

李凤鸣，张华新，杨秀艳
( 中国林业科学研究院，北京 100091)

摘要: 利用 4 对 AFLP 引物对来自安徽石台、湖北大悟和河南桐柏的 3 个省沽油群体进行遗传多样性分析，共扩增出 489
条带，其中多态性条带 460 条，多态性百分比为 93. 99%。不同群体 Nei's 基因多样性指数( H) 和 Shannon's 信息指数( I) 变化

范围分别为 0. 1920 ～ 0. 2046 和 0. 2937 ～ 0. 3151，其中湖北大悟群体遗传多样性最高。物种水平和种群水平的 H 分别为

0. 2190 和 0. 1964，群体内变异占总变异的 89. 68%，表明省沽油遗传变异主要存在于各群体内部。3 个群体的平均遗传距离

为 0. 0292，UPGMA 聚类分析结果说明省沽油各群体间亲缘关系较近并和地域具有相关性。建议省沽油的遗传资源保护应以

种内遗传多样性的保护为主。
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Abstract: Genetic diversity of 3 populations of Staphylea bumalda that sampled from Hubei，Anhui and Henan
was detected by employing amplified fragment length polymorphism( AFLP) markers． 489 clear bands were amplified
with 4 pairs of primer and 460( 93. 99% ) of them were polymorphic． Nei's gene diversity and Shannon's information
index ranged from 0. 1920 to 0. 2046 and from 0. 2937 to 0. 3151，respectively． The highest population genetic di-
versity was Dawu from Hubei Province． Nei' s gene diversity for the species and population were 0. 2190 and
0. 1964，respectively． The analysis of variance showed that the main variance within populations was 89. 68% ． The
mean genetic distance among the 3 population was 0. 0292． The results of UPGMA cluster analysis based on genetic
distance revealed there was high genetic similarity between the population and the genetic distance was closely relat-
ed to its distribution area． The research suggests that the important way for Staphylea bumalda conservation will be
conserving the high genetic diversity populations．
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省沽 油 ( Staphylea bumalda ) 属 于 省 沽 油 科

( Staphyleaceae) 省沽油属( Staphylea L． ) 多年生落

叶灌木或小乔木，别名水条、珍珠花，是优良的木

本油料、可食用灌木和园林绿化树种［1-2］。省沽油

主要分布于中国、日本和朝鲜半岛，在我国广泛分

布于东北、黄河流域和长江流域［3-4］。省沽油的食

用和药用价值高，20 世纪 90 年代研究发现其 嫩

叶、嫩梢和花蕾中粗脂肪、总氨基酸和必需氨基酸

等营养成分含量很高［5］; 种子和根均可入药［6］; 种

子油脂中含有丰富的不饱和脂肪酸［7-8］，可作为保

健用油、食用油或化妆品的新油源，具有广泛的应

用前景。
国内对省沽油的研究主要集中在种子繁殖技

术［9-15］、组织培养［15-16］、营养成分测定［7-8，17-19］以及
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生物学特性［20-21］方面。省沽油作为木本油料作物

分布广泛，种质资源丰富，然而省沽油的遗传基础

研究方面却十分薄弱。扩增片段长度多态性( am-
plified fragment length polymorphism，AFLP) 标记技

术是一种检测 DNA 多态性的有效方法［22］。该标

记具有快速、灵敏、稳定，所需 DNA 量少，多态性

检出率高、重复性好等优点。现已广泛应用于遗

传图谱构建、遗传多样性研究、基因定位及品种

鉴定等方面［23］。为了解省沽油种质资源的分布

情况，本文以 AFLP 分子标记为工具，对于省沽油

的遗传多样性开展研究，为今后该种的利用与遗

传改良提供可靠信息。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

2009 年 8 月从省沽油分布较为集中的湖北大

悟、安徽石台、河南桐柏 3 个省区进行采种，采种地点

详细资料见表 1。采种母株年龄为 5 ～6 年生，母株选

取标准为生长正常、无病虫害植株，同一群体采种母

株之间相距 50m 以上。由于人为活动和农业生产的

影响，使得省沽油的分布极为分散，群体较小，因此能

选择采样母株数量很少。将所采种子分群体标记后

带回实验室，于当年 10 月经沙藏露白后移入大棚栽

植，取其嫩叶用于基因组 DNA 的提取。

表 1 省沽油取样情况

Table 1 The sampling situation of Staphylea bumalda

群体

Population
样本数

Sample size
经度

Longitude
纬度

Latitude
平均海拔( m)

Altitude
年均气温( ℃ )

Annual mean temperature
年均降水量( mm)

Annual precipitation
无霜期( d)

Frost free period

湖北大悟 10 114°17' 31°45' 400 15. 4 1140 235

安徽石台 9 117°33' 30°14' 600 17. 0 1583 230

河南桐柏 9 113°24' 32°21' 210 15. 0 933 ～ 1181 211 ～ 231

1. 2 试验方法

1. 2. 1 总 DNA 的提取与检测 采用天根生物科

技有限公司新型植物基因组 DNA 提取试剂盒提取

所需 DNA。将提取的 DNA 经 TE 稀释 100 倍后，用

紫外分光光度计测定波长为 260nm 及 280nm 处的

光吸收值( OD 值) ，确定 DNA 的纯度和浓度。用

1 × TAE 缓冲液和 0. 8% 的 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测

DNA 的质量。
1. 2. 2 AFLP 分 析 AFLP 体 系 建 立 参 照 Vos
等［23］的方法。选用 EcoRI、MseI 两种酶和 T4DNA
连接 酶，酶 切 和 连 接 一 步 完 成。预 扩 增 产 物 经

1. 2%琼脂糖电泳检测预扩增效果，剩余产物用 TE-
buffer 按 1∶ 20 稀释后进行选择性扩增。通过预备试

验，筛选出扩增产物稳定、重复性好、多态性高且分

辨能力强的引物对所有个体的基因组 DNA 预扩产

物进行选择性扩增。选择性扩增采用 25μl 反应体

系: 预扩增稀释样品 2μl、10 × PCR 缓冲液 0. 5μl、
dNTPS 2. 5μl、EcoR I 引物和 Mse I 引物各 1μl、Taq
酶 0. 5μl、ddH2O 17. 5μl。选择性扩增 PCR 反应程

序: 94℃变性 30s，65 ～ 55℃ ( 每次循环降低 0. 7℃或

1℃ ) 退火 30s，72℃ 延伸 80s，共 10 ～ 12 个循环; 然

后 94℃变性 30s，55℃退火 30s，72℃延伸 80s ，共 23
个循环。所有 PCR 扩增反应均在 ABI9700 型 PCR
扩增仪 上 进 行。选 择 性 扩 增 产 物 经 过 95℃ 变 性

5min 后，用 6% 的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离。
电泳采用北京东方君意公司生产的测序电泳槽，在

85W 恒功率的条件下电泳 90min。电泳结束后采用

银染检测方法进行 AFLP 指纹显色反应。
1. 3 数据处理与统计分析方法

对扩增后清晰且易于辨认的谱带采用“0，1”系

统记录其位置，有带标记为 l，无带标记为 0，建立样

品 AFLP 标记的 0、l 矩阵。用 POPGENE 1. 32 软件

计算以下遗传多样性参数: 多态带数( AP) 和多态带

百分率( P) ; 等位基因平均数( Na) ; 有效等位基因

数( Ne) ; Nei' s 基因多样性指数( H) ，Shannon 信息

指数( I) ; Nei' s 遗传距离( D) 和遗传一致度( IN) 。
采用非加权算术平均法( UPGMA) 进行聚类分析。

2 结果与分析

2. 1 AFLP 扩增多态性

本试验从 64 对引物中筛选出 4 对多态性较高的

引物，对 28 份省沽油材料进行 AFLP 扩增( 表 2) ，共

扩增出 489 条带，平均每对引物扩增的总条带数为

122. 25 条，其中多态性条带 460 条，平均每对引物扩

增出 115 条多态性条带，多态性百分比为 93. 99%。
2. 2 省沽油群体遗传多样性

由表 3 可以看出，省沽油 3 个群体的多态位点

百分率 P 在 62. 37% ～ 68. 71% 之间; 大悟群体多态
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位点百分率最高，桐柏群体多态位点百分率最低。
Shannon's 信息指数( I) 在0. 2937 ～0. 3151 之间，Nei's
基因多样性指数( H) 在 0. 1920 ～ 0. 2046 之间。省沽

油物 种 水 平 和 种 群 水 平 的 I 分 别 为 0. 3493 和

0. 3023; 物种水平和种群水平的 H 分别为 0. 2190 和

0. 1964，均表明省沽油群体间遗传多样性小于群体内

遗传多样性，说明省沽油遗传多样性主要存在于种群

内部。这两种指数所揭示的省沽油遗传变异规律是

一致的，均表 现 为 大 悟 群 体 最 高 ( H = 0. 2046，I =
0. 3151) ，桐柏群体最低( H =0. 1920，I =0. 2937) 。

表 2 AFLP 选择性扩增引物产生的条带多态性

Table 2 Polymorphism of AFLP bands obtained by selective amplification based on the four primer-combinations

引物组合

Primer combination
扩增谱带数

No． of amplified bands
多态谱带数

No． of polymorphic bands
多态性谱带百分比( % )

Percent of polymorphic bands

E-AAC /M-CAC 117 110 94. 02

E-ACG /M-CAG 109 104 95. 41

E-ACG /M-CTA 149 142 95. 30

E-AGG /M-CAA 114 104 91. 23

合计 Total 489 460 －

平均 Mean 122. 25 115 93. 99

表 3 AFLP 检测省沽油 3 个群体的遗传多样性水平

Table 3 Genetic diversity of the three populations of Staphylea bumalda detected by AFLP

群体

Population
样本量

N
多态条带数

AP
多态条带百分率

( % ) P
等位基因

平均数 Na
有效等位基因数

Ne

Nei's 基因多样性

指数 H

Shannon 信息

指数 I

物种水平

Populations level

28 460 94. 07 1. 9407 1. 3500 0. 2190 0. 3493

湖北大悟 10 336 68. 71 1. 6871 1. 3389 0. 2046 0. 3151

安徽石台 9 318 65. 03 1. 6503 1. 3156 0. 1926 0. 2981

河南桐柏 9 305 62. 37 1. 6237 1. 3214 0. 1920 0. 2937

平均 Mean 319. 67 65. 37 1. 6537 1. 3253 0. 1964 0. 3023

2. 3 群体间遗传关系的聚类分析

进一步以 Nei' s 遗传距离 ( D) 和遗传一致度

( IN) 评价省沽油各群体之间的遗传分化程度 ( 表

4) 。省 沽 油 各 群 体 的 遗 传 一 致 度 在 0. 9649 ～
0. 9763 之间，遗传距离在 0. 0240 ～ 0. 0357 之间，平

均遗传距离为 0. 0292，说明省沽油种群各群体间遗

传一致度较高，遗传距离偏小。大悟群体与桐柏群

体 Nei's 遗传一致度最高( 0. 9763 ) ，遗传距离最小

( 0. 0240) ; 石台群体与桐柏群体 Nei' s 遗传一致度

最低( 0. 9649) ，遗传距离最大( 0. 0357) 。
根据各群体之间的遗传距离采用 UPGMA 聚类

对省沽油 3 个群体进行聚类分析，如图 1 所示。大悟

群体与桐柏群体间遗传距离最小，亲缘关系较近; 石

台群体与桐柏群体间遗传距离最大，亲缘关系较远。

3 讨论

3. 1 省沽油群体遗传多样性

制定一个物种的科学保护与利用措施必需以了

表 4 AFLP 检测省沽油 3 个群体的遗传距离及遗传一致度

Table 4 Nei's genetic identity and genetic distance in three
populations of Staphylea bumalda detected by AFLP

群体 Population HBDW AHST HNTB

HBDW － 0. 9725 0. 9763

AHST 0. 0279 － 0. 9649

HNTB 0. 0240 0. 0357 －

图 1 省沽油各群体基于遗传距离的 UPGMA 聚类图

Fig. 1 Dendrogram of UPGMA analysis for 3 Staphyleaa
bumalda populations based on Nei's genetic distance

解其遗传资源状况为基础。本研究发现，在湖北、安
徽和河南所收集的 3 个省沽油群体的遗传多样性主
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要存在于各群体内部，群体内遗传多样性占总遗传

多样性的 86. 54%，表明省沽油遗传变异主要来源

于群体内，群体间的遗传变异较小。这种结果可能

缘于省沽油为虫媒花，群体之间通过有性繁育系统

进行基因交流，从而降低了群体间的遗传变异。另

一方面，人为活动与农业生产常常使同一群体被分

隔化而呈现小面积零星分布，造成群体内遗传变异

增加。
3. 2 省沽油群体间亲缘关系

省沽油群体间亲缘关系分析结果表明各群体遗

传一致度很高，参试省沽油各群体间亲缘关系较近。
大悟群体与桐柏群体亲缘关系最近; 石台群体与桐柏

群体亲缘关系最远，石台群体与大悟群体间亲缘关系

介于两者之间。从地理分布来看，湖北大悟与河南桐

柏两群体相隔距离较近，而与石台群体距离较远，前

两个群体间基因交流机会较多，因而它们的遗传距离

也较近。总体来看，3 个群体的遗传一致度较高，遗

传分化较小，这一方面与采样群体较少且所处地域距

离较近有关，同时也表明省沽油资源由于长期未受到

合理保护，有些基因资源可能已经消失。
通过以上研究结果认为，省沽油的遗传资源保

护应以种内遗传多样性的保护为主。根据目前省沽

油的分布状况建议尽快开展全分布区内全部群体遗

传多样性的评价，对遗传多样性高的群体加以保护，

以免这一优良植物种遗传资源的更大流失。
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