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　 　 摘要:探讨 ２ 种分子标记技术在沉香属药用植物遗传多样性研究中的应用ꎮ 用 ＩＳＳＲ 和 ＡＦＬＰ 分子标记分析了海南、云
南、广东、广西等地 １７ 份沉香属植物的遗传多样性ꎮ １４ 个 ＩＳＳＲ 引物、８ 对 ＡＦＬＰ 引物分别检测到 １１９、９１９ 个位点ꎬ多态性位点

百分率分别为 ７３􀆰 ９５％ 、８６􀆰 ９４％ ꎮ 由于 ＡＦＬＰ 标记具有较高的多态性位点检测效率ꎬＡＦＬＰ 标记分析的遗传多样性参数高于

ＩＳＳＲꎮ 虽然基于 Ｎｅｉ′ｓ 遗传距离的聚类分析结果存在着一定的差异ꎬ但用 Ｍａｎｔｅｌ 检测对 ２ 种方法检测的遗传一致度进行相关

性分析表明ꎬ二者之间存在着明显的相关性( ｒ ＝ ０􀆰 ７７０５ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０００３)ꎮ ＩＳＳＲ 标记与 ＡＦＬＰ 标记均能应用于沉香属植物的遗传

多样性研究ꎮ ２ 种标记的研究结果均揭示出沉香属植物具有较高的遗传多样水平ꎮ
　 　 关键词:沉香属ꎻ遗传多样性ꎻＩＳＳＲꎻＡＦＬＰ

Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ Ａｑｕｉｌａｒｉａ Ｌａｍ.
Ｕｓｉｎｇ ＩＳＳＲ ａｎｄ ＡＦＬＰ

ＹＡＮＧ Ｃｈｕｎ￣ｙｏｎｇ１ꎬＬＩ Ｈａｉ￣ｔａｏ１ꎬＬＩ Ｘｕｅ￣ｌａｎ１ꎬＧＡＯ Ｗｅｉ￣ｗｅｉ１ꎬ２

( １Ｙｕｎｎａｎ Ｂｒａｎｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｐｌａｎｔ ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬＣｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ａｎｄ Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ ＣｏｌｌｅｇｅꎬＪｉｎｇｈｏｎｇ ６６６１００ꎻ

２ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｐｌａｎｔ ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬＣｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ａｎｄ Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ ＣｏｌｌｅｇｅꎬＢｅｉｊｉｎｇ １００１９３)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｔｏ ｄｉｓｃｕｓｓ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ２ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ Ａｑｕｉｌａｒｉａ
Ｌａｍ. . Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ １７ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ａｑｕｉｌａｒｉａ Ｌａｍ. ｆｒｏｍ ＨａｉｎａｎꎬＹｕｎｎａｎꎬＧｕａｎｇｄｏｎｇꎬＧｕａｎｇｘｉ ｅｔ ａｌ
ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ＩＳＳＲ ａｎｄ ＡＦＬＰ. １４ ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ８ ＡＦＬＰ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ １１９ ａｎｄ ９１９ ｌｏｃｉ ｏｆ
ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ ｗａｓ ８８ (７３􀆰 ９５％ ) ａｎｄ ７９９ (８６􀆰 ９４％ ) ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＩＳＳＲ ａｎｄ
ＡＦＬＰ ｒｅｖｅａｌｅｄ Ａｑｕｉｌａｒｉａ Ｌａｍ. ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ. Ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＩＳＳＲ ａｎｄ
ＡＦＬＰꎬｓｏｍｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＡＦＬＰ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＳＳＲꎬｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｐｒｏｂａｂｌｙ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＡＦＬＰ. Ａｌｔｈｏｕｇｈ ｓｏｍｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｅｘｉｓｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＵＰＧＭＡ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＩＳＳＲ ａｎｄ ＡＦＬＰ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ｎｅｉ′ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓꎬＭａｎ￣
ｔｅｌ ｔｅｓｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｍａｔｒｉｘ ｂｅｔｗｅｅｎ ＩＳＳＲ ａｎｄ ＡＦＬＰ ( ｒ ＝ ０􀆰 ７７０５ꎬＰ ＝
０􀆰 ０００３). Ｂｏｔｈ ｍｅｔｈｏｄｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａｑｕｉｌａｒｉａ Ｌａｍ. .

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｑｕｉｌａｒｉａ Ｌａｍ. ꎻｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎻＩＳＳＲꎻＡＦＬＰ

收稿日期:２０１２￣０５￣３０　 　 修回日期:２０１２￣０８￣１６　 　 网络出版日期:２０１３￣０２￣０４
ＵＲＬ:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｎｋｉ. ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ / １１. ４９９６. Ｓ. ２０１３０２０４. ０９５３. ００１. ｈｔｍｌ
基金项目:云南省科技重大创新工程项目(２００８ＩＦ０１８)
作者简介:杨春勇ꎬ助理研究员ꎬ硕士ꎬ主要从事药用植物栽培研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｙｃｙ３５０＠ １６３. ｃｏｍ

通信作者:高微微ꎬ研究员ꎬ博士ꎬ主要从事药用植物分子生态学研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｗｗｇａｏ＠ ｉｍｐｌａｄ. ａｃ. ｃｎ

沉香属 Ａｑｕｉｌａｒｉａ 为瑞香科植物ꎬ共 １５ 种ꎬ分布

于印度、马来亚以及亚洲东南部ꎬ我国有白木香 Ａ.
ｓｉｎｅｎｓｉｓ 和云南沉香 Ａ. ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ２ 种ꎬ分布于海

南、云南南部、广西、广东和台湾[１]ꎮ 白木香含树脂

的木材被称为沉香ꎬ是我国传统名贵药材和名贵天

然香料[２]ꎮ 白木香是中国药典药材沉香的唯一植

物资源ꎬ由于野生资源锐减ꎬ１９９９ 年被列为国家二

级重点保护野生植物[３]ꎬ现有野生居群及其个体数

量已非常少ꎬ保护形势严峻ꎮ
在对栽培白木香进行的研究中发现ꎬ由引种栽
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培而形成的白木香群体ꎬ其表型性状在群体间和群

体内均存在广泛的变异ꎬ群体内的表型变异高于群

体间ꎬ同时还受到海拔、年均气温和年降雨量等因素

的影响[４]ꎮ 对多个白木香表型类群的形态学研究

显示ꎬ白木香栽培类群的形态性状在不同表型之间

和同一表型内ꎬ均表现出显著差异ꎬ展现出了丰富的

多样性[５]ꎮ 可以看出ꎬ白木香群体内的表型差异较

大并受环境影响ꎬ不利于根据表型特征对白木香种

质进行准确的种质分类ꎮ 结合分子标记的方法进行

分析ꎬ可以在一定程度上区分环境因素或遗传因素

对表型特征的影响ꎬ在引种栽培过程中对优良品种

的选育起到辅助作用ꎮ
ＩＳＳＲ(ｉｎｔｅｒ￣ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ)技术是一种

以微卫星为基础的分子标记[６]ꎬ以微卫星 ＤＮＡ 序列

的 ３′端或 ５′端加上 １ ~ ４ 个随机核苷酸构成锚定引

物ꎬ在 ＰＣＲ 反应中ꎬ锚定引物可引起特定位点退火ꎬ
导致与锚定引物互补的间隔不太大的重复序列间

ＤＮＡ 片段进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＡＦＬＰ(ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ)技术使用限制性内切酶对基因

组 ＤＮＡ 进行酶切[７]ꎬ然后将双链接头连接到 ＤＮＡ
片段的末端ꎬ接头序列和相邻的限制性位点序列ꎬ作
为引物结合位点ꎬ通过不同引物组合进行预扩增和

选择性扩增ꎮ 两者可分别通过琼脂糖凝胶电泳或聚

丙烯酰胺凝胶电泳对 ＰＣＲ 产物进行检测和分析ꎮ
这 ２ 种技术在植物种质资源研究中均有广泛的应

用[８￣９]ꎮ ＩＳＳＲ 试验操作简单、快速、高效ꎬ试验成本

低ꎬ但容易受到反应条件的影响ꎬ采用不同的 ＰＣＲ
参数和体系可能会产生不同的结果ꎮ ＡＦＬＰ 检测效

率高、多态性高、结果稳定、重复性好ꎬ但试验成本

高、技术繁琐、耗时较长ꎬ对样本 ＤＮＡ 的纯度和内切

酶的质量要求较为严格ꎮ
本研究通过采用不同分子标记方法ꎬ以采自海

南、云南、广东、广西等地区的栽培白木香为对象ꎬ分
析 ＩＳＳＲ 和 ＡＦＬＰ ２ 种技术在沉香遗传多样性研究中

的可行性及相关性ꎬ揭示不同白木香种质之间的内

在亲缘关系ꎬ为白木香资源的研究和利用提供

参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

样品采自云南、福建、海南、广东和广西的 １３ 个

沉香栽培基地ꎬ其中云南省西双版纳地区 ７ 份ꎬ福建

省漳州地区 １ 份ꎬ海南省万宁和海口地区 ３ 份ꎬ广西

省南宁地区 ２ 份ꎬ广东省广州和茂名地区 ３ 份ꎬ越南

河内地区 １ 份(表 １)ꎮ 所有样本均为野生沉香种子

繁育并生长 ２ ~ ３ 年的实生苗ꎮ

表 １　 １７ 份沉香种质及采集地点

Ｔａｂｌｅ １　 １７ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ａｑｕｉｌａｒｉａ Ｌａｍ. ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｐｌａｃｅｓ

序号

Ｃｏｄｅ
拉丁名

Ｌａｔｉｎ ｎａｍｅ
样品采集地

Ｌｏｃａｔｉｏｎ
经度

Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ
纬度

Ｌａｔｉｔｕｄｅ

Ｂ１ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ 福建省漳州市 １１７°４１′４６″ ２４°３３′１９″

Ｂ２ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ 海南省万宁市兴隆镇 １１０°１２′５８″ １８°４６′５８″

Ｂ３ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ 海南省万宁市兴隆镇 １１０°１１′３９″ １８°４４′０１″

Ｂ４ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ 海南省海口市 １１０°３２′０８″ １９°５６′４８″

Ｂ５ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ 广西省南宁市扶绥县 １１０°０６′１２″ １９°２１′０６″

Ｂ６ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ 广西省南宁市 １０８°２２′５６″ ２２°５１′０２″

Ｂ７ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ 云南省景洪市勐养镇 １０７°５７′４８″ ２２°４１′３１″

Ｂ８ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ 云南省景洪市勐养镇 １１０°１２′１９″ ２１°５６′３５″

Ｂ９ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ 广东省广州市 １１３°２１′２８″ ２３°１１′２２″

Ｂ１０ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ 广东省茂名市电白县观珠镇 １１１°１４′３６″ ２１°４０′３７″

Ｂ１１ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ 广东省茂名市电白县观珠镇 １１１°１３′２５″ ２１°３９′４０″

Ｂ１２ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ 云南省景洪市嘎洒镇 １１０°３８′２２″ ２１°３９′５０″

Ｂ１３ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ 云南省景洪市嘎洒镇 １１０°３８′２２″ ２１°３９′５０″

Ｂ１４ Ａ. ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ 云南省景洪市勐养镇 １００°４９′２３″ ２２°１６′１８″

Ｂ１５ Ａ. Ｓｉｎｅｎｓｉｓ 云南省景洪市 １００°４７′１３″ ２２°００′１０″

Ｂ１６ Ａ. Ｓｉｎｅｎｓｉｓ 云南省景洪市普文镇 １０１°０５′４０″ ２２°２５′３８″

Ｂ１７ Ａ. Ｓｉｎｅｎｓｉｓ 越南河内 １０５°５１′０１″ ２１°０２′００″

４５５
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１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样本的采集及保存　 采集幼嫩或处于生长

旺盛期且无病虫害的叶片ꎬ用去离子水冲洗数次ꎬ经
吸水纸吸干叶面上的水分后ꎬ放入装有变色硅胶的

自封袋中ꎬ于 － ２０ ℃进行保存ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 基因组 ＤＮＡ 的提取 　 分别取适量保存的

叶片ꎬ经液氮冷冻并进行研磨后ꎬ用 ＯＭＥＧＡ Ｅ. Ｚ.
Ｎ. Ａ. ＳＰ Ｐｌａｎｔ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒提取 ＤＮＡꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＩＳＳＲ 扩增产物的检测　 参照加拿大哥伦比

亚大学公布的 ＩＳＳＲ 引物ꎬ根据电泳结果选择条带清

晰、重复性好的引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ２０ μＬ 反应体

系包括:１ μＬ 模板 ＤＮＡ(４０ ｎｇ / μＬ)ꎬ０􀆰 ５ μＬ 引物

(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ２ μＬ １０ × ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ (Ｍｇ２ ＋ Ｐｌｕｓ)ꎬ
１􀆰 ６ μＬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ ( 各 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ )ꎬ ０􀆰 １ μＬ
Ｄｒｅａｍ ＴａｑＴＭＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ(５ Ｕ / μＬ)ꎮ ＰＣＲ 反应

程序为:９４ ℃预变性５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性３０ ｓꎬ５２ ~ ５４ ℃
退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 １􀆰 ５ ｍｉｎꎬ４０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸

７ ｍｉｎꎮ 扩增反应结束后ꎬ以 １００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 为参

照ꎬ在 １ × ＴＡＥ、含 ０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ 溴化乙锭的 ２％ 琼脂

糖凝胶浓度下ꎬ１００ Ｖ 恒压电泳 １􀆰 ５ ｈꎮ 电泳结束

后ꎬ用凝胶成像系统进行照相和观察ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＡＦＬＰ 扩增产物的检测 　 根据文献合成引

物[７]ꎬ筛选出条带清晰、反应稳定的引物组合进行

ＡＦＬＰ 分析ꎮ 总 ＤＮＡ 用 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｍｓｅ Ｉ 双酶切ꎬ酶切

产物用 Ｔ４ 连接酶与接头连接ꎬ然后用无选择性碱基

的引物进行预扩增ꎬ预扩增程序为:９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ
９４ ℃变性３０ ｓꎬ５６ ℃退火３０ ｓ、７２ ℃延伸１ ｍｉｎꎬ３０ 个

循环ꎻ７２ ℃ 延伸 ５ ｍｉｎꎮ 取 １０ μＬ 预扩增产物用

０􀆰 １ × ＴＥ 溶液稀释 １０ 倍ꎬ作为选择性扩增反应模板ꎬ
采用降落 ＰＣＲ 进行扩增ꎬ反应程序为:９４ ℃预变性

２ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ６５ ℃退火 ３０ ｓ(每个循环降低

０􀆰 ７ ℃)ꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ１２ 个循环ꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ
６０ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ２３ 个循环ꎻ７２ ℃
延伸 ５ ｍｉｎꎮ 取 ４ μＬ 变性后的选择性扩增反应产物

在１ × ＴＢＥ、６％聚丙烯酰胺凝胶浓度下ꎬ１２００ Ｖ 恒压

电泳 ２􀆰 ５ ｈꎮ 电泳结束后ꎬ测序仪附带软件根据测序

仪激光管收集的条带信息自动生成胶图ꎮ
１􀆰 ３　 数据处理

１􀆰 ３􀆰 １　 种群遗传多样性及遗传结构分析　 按扩增

产物在相对迁移位置的有无ꎬ有赋以 １ꎬ无赋以 ０ꎬ构
成数据矩阵ꎬ应用 ＰＯＰＧＥＮＥ １􀆰 ３２ 软件对 １７ 个样本

进行遗传参数分析ꎬ计算多态性位点百分率(ＰＰＢꎬ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｂａｎｄｓ)ꎬ有效等位基因数

(Ｎｅꎬｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ)、Ｎｅｉ′ｓ 基因多样性

(ＨꎬＮｅｉ′ ｓ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ)、Ｓｈａｎｎｏｎ′ ｓ 信息指数 ( Ｉꎬ
Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ)和遗传一致度( ｇｅｎｅｔｉｃ
ｉｄｅｎｔｉｔｙ)等参数ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 聚类分析及相关性分析　 采用非加权配对

算术平均法(ＵＰＧＭＡꎬｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ
ｕｓｉｎｇ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ａｖｅｒａｇｅ)对 Ｎｅｉ′ｓ 遗传距离进行聚类

分析ꎻ用 ＴＦＰＧＡ 软件的 Ｍａｎｔｅｌ 检验进行相关性

分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 遗传多样性分析

用于沉香属植物遗传多样性分析的 ＩＳＳＲ 引物

及 ＡＦＬＰ 引物组合见表 ２ꎮ 部分扩增结果见图 １ 和

图 ２ꎮ ２ 种标记的扩增结果均表明ꎬ沉香属植物具有

丰富的遗传多样性ꎮ ＩＳＳＲ 和 ＡＦＬＰ 分析结果中的遗

传多样性参数 ＰＰＢ、Ｎｅ、Ｈ 和 Ｉ 见表 ３ꎮ

表 ２　 用于沉香属植物遗传多样性分析的 ＩＳＳＲ 引物及 ＡＦＬＰ 引物组合及扩增结果

Ｔａｂｌｅ ２　 ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ＡＦＬＰ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａｑｕｉｌａｒｉａ Ｌａｍ. ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｍ￣
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＩＳＳＲ ＡＦＬＰ

编号

Ｃｏｄｅ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
扩增位点

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
多态性位点

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ
引物组合

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
扩增位点

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
多态性位点

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ

８０７ (ＡＧ) ８Ｔ ８ ７ Ｅ￣ＡＡＣ / Ｍ￣ＣＡＣ ７１ ６５

８０８ (ＡＧ) ８Ｃ １０ ６ Ｅ￣ＡＡＣ / Ｍ￣ＣＴＣ １０１ ８５

８０９ (ＡＧ) ８Ｇ １４ ８ Ｅ￣ＡＣＴ / Ｍ￣ＣＡＣ ２１１ １７６

８１２ (ＧＡ) ８Ａ ６ ５ Ｅ￣ＡＣＴ / Ｍ￣ＣＴＣ １００ ８３

８１６ (ＣＡ) ８Ｔ ９ ８ Ｅ￣ＡＣＴ / Ｍ￣ＣＴＧ １２２ １１２

８１７ (ＣＡ) ８Ａ １０ ９ Ｅ￣ＡＣＴ / Ｍ￣ＣＴＴ １１１ ９９

８２２ (ＴＣ) ８Ａ ４ １ Ｅ￣ＡＣＧ / Ｍ￣ＣＴＡ ９６ ８１

５５５
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表 ２(续)

ＩＳＳＲ ＡＦＬＰ

编号

Ｃｏｄｅ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
扩增位点

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
多态性位点

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ
引物组合

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
扩增位点

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
多态性位点

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ

８２５ (ＡＣ) ８Ｔ ８ ５ Ｅ￣ＡＣＧ / Ｍ￣ＣＴＣ １０７ ９４
８３１ (ＡＧ) ８ＹＡ ９ ７
８３４ (ＡＧ) ８ＹＴ ４ ４
８４０ (ＧＡ) ８ＹＴ ７ ４
８４３ (ＣＴ) ８ＲＡ １５ １４
８４６ (ＣＡ) ８ＲＴ ７ ３
８６０ (ＴＧ) ８ＲＡ ８ ７

Ｒ:Ａ / ＧꎬＹ:Ｃ / ＴꎬＥ:５′￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ￣３′ꎬＭ:５′￣ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ￣３′

１ ~ １７ 依次对应 Ｂ１ ~ Ｂ１７ꎻＭ 为 １００ ｂｐ ＤＮＡ 条带

１ － １７:Ｂ１ － Ｂ１７ꎬＭ:１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ

图 １　 引物(ＡＣ) ８Ｔ 的扩增结果

Ｆｉｇ. １　 Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＩＳＳＲ ｗｉｔｈ ｐｒｉｍｅｒ:(ＡＣ) ８Ｔ

１ ~ １７ 依次对应 Ｂ１ ~ Ｂ１７ꎻＭ 为 １００ ｂｐ ＤＮＡ 条带

１ － １７:Ｂ１ － Ｂ１７ꎬＭ:１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ

图 ２　 Ｅ￣ＡＣＴ / Ｍ￣ＣＴＣ 扩增所得片段电泳结果

Ｆｉｇ. ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＦＬＰ ｗｉｔｈ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ:Ｅ￣ＡＣＴ / Ｍ￣ＣＴＣ

表 ３　 沉香属植物的遗传多样性比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａｑｕｉｌａｒｉａ Ｌａｍ.
ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ＩＳＳＲ ａｎｄ ＡＦＬＰ

比较项 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｉｔｅｍ ＩＳＳＲ ＡＦＬＰ

引物数量 Ｎｏ. ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ １４ 条 ８ 对

扩增位点 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ １１９ ９１９
多态性位点 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ ８８ ７９９
多态性比例(％ )ＰＰＢ ７３􀆰 ９５ ８６􀆰 ９４
有效等位基因数 Ｎｅ １􀆰 ３２６９(０􀆰 ３２１８) １􀆰 ４３５７(０􀆰 ３３７４)
Ｎｅｉ′ｓ 基因多样性指数 Ｈ ０􀆰 ２０５９(０􀆰 １７１５) ０􀆰 ２６４７(０􀆰 １６８２)
Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 信息指数 Ｉ ０􀆰 ３２３７(０􀆰 ２４２４) ０􀆰 ４０７６(０􀆰 ２２５９)

２􀆰 ２　 白木香居群间的遗传差异

根据 ＩＳＳＲ 分析表明ꎬＮｅｉ′ ｓ 遗传一致度介于

０􀆰 ６１３４ ~ ０􀆰 ９１６０ 之间ꎬ１７ 份种质的平均遗传距离为

０􀆰 ７１８８ꎮ 白木香和云南沉香种间水平的平均遗传一

致度为 ０􀆰 ６５０８ꎬ Ｂ１３、 Ｂ１４ 遗传相似度最大 ( 为

０􀆰 ６８９１)ꎬＢ６、Ｂ７ 与 Ｂ１４ 相似度最小(均为 ０􀆰 ６１３４)ꎮ
白木香种内水平的平均遗传一致度为 ０􀆰 ７９８７ꎬＢ１２
与 Ｂ１３ 之间的遗传相似度最大(为 ０􀆰 ９１６０)ꎬＢ１０ 与

Ｂ１２、Ｂ１３ 种质之间遗传相似度最小(均为 ０􀆰 ６８９１)ꎮ
ＡＦＬＰ 分析得到的 １６ 个白木香种质的遗传距离在

６５５
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０􀆰 ５５７１ ~ ０􀆰 ８１５０ 之间ꎬ平均遗传距离为 ０􀆰 ７１８８ꎬ白
木香和云南沉香种间水平的平均遗传一致度为

０􀆰 ６０２８ꎬＢ１１ 与 Ｂ１４ 遗传相似度最大(为 ０􀆰 ６４４２)ꎬ
Ｂ１４ 与 Ｂ１５ 相似度最小(为 ０􀆰 ５５７１)ꎮ 白木香种内

水平的平均遗传一致度为 ０􀆰 ７３４２ꎬＢ１３ 与 Ｂ１６ 之

间的遗传相似度最大(为 ０􀆰 ８１５０)ꎬＢ１１ 和 Ｂ１５ 种

质之间遗传相似度最小(为 ０􀆰 ６５１８) (表 ４)ꎮ ２ 种

标记的结果均说明ꎬ白木香种群间存在着相当程

度的遗传分化ꎬ但是二者揭示的结果有一定的

差异ꎮ

表 ４　 沉香属植物的 Ｎｅｉ′ｓ 遗传一致度比较

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｆ Ａｑｕｉｌａｒｉａ Ｌａｍ. ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ＩＳＳＲ ａｎｄ ＡＦＬＰ

比较项 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｉｔｅｍ

遗传一致度 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｙ

ＩＳＳＲ ＡＦＬＰ

变异范围

Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ
平均值

ｓ
变异范围

Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ
平均值

ｓ

全部样本 ０􀆰 ６１３４ ~ ０􀆰 ９１６０ ０􀆰 ７１８８ ０􀆰 ５５７１ ~ ０􀆰 ８１５０ ０􀆰 ７１８８

白木香 － 白木香 ０􀆰 ６８９１ ~ ０􀆰 ９１６０ ０􀆰 ７９６２ ０􀆰 ６５１８ ~ ０􀆰 ８１５０ ０􀆰 ７３０１

白木香 － 云南沉香 ０􀆰 ６１３４ ~ ０􀆰 ６８０７ ０􀆰 ６６９１ ０􀆰 ５５７１ ~ ０􀆰 ６３４０ ０􀆰 ６４４２

将遗传距离分析数据综合起来列表进行分析ꎬ
除全部样本的平均遗传一致度外ꎬＩＳＳＲ 标记的各项

比较指标均高于 ＡＦＬＰꎬ说明分析结果中 ＩＳＳＲ 的遗

传多态性水平低于 ＡＦＬＰꎮ
聚类结果显示(图 ３)ꎬ２ 种标记方法中ꎬ白木香

样本 Ｂ１、Ｂ２ 和 Ｂ９ꎻＢ３ 和 Ｂ４ꎻＢ５ 和 Ｂ６ꎻＢ７、Ｂ８ 和

Ｂ１０ꎻＢ１１、Ｂ１２ 和 Ｂ１３ 所构成的部分关系较近ꎬ云南

沉香样本 Ｂ１４ 与其他白木香样本相距较远ꎬ这些较

为一致的聚类结果说明 ２ 种方法找到了供试样本的

一些共性分子特征ꎮ

Ａ:ＩＳＳＲ 聚类图ꎻＢ:ＡＦＬＰ 聚类图

Ａ:ＩＳＳＲ￣ｂａｓｅｄ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍꎬＢ:ＡＦＬＰ￣ｂａｓｅｄ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ

图 ３　 １７ 份沉香属植物种质资源的 ＵＰＧＭＡ 聚类图

Ｆｉｇ. ３　 ＵＰＧＭＡ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｓ ｆｏｒ １７ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ａｑｕｉｌａｒｉａ Ｌａｍ. ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｎｅｉ′ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ

２ 种标记方法也存在一定差异ꎮ 在 ＩＳＳＲ 的聚

类结果中ꎬ白木香样本 Ｂ１５、Ｂ１６ 和 Ｂ１７ 聚类成为一

支ꎻ而在 ＡＦＬＰ 的聚类结果中ꎬＢ１５、Ｂ１６ 和 Ｂ１７ 则较

为分散ꎬＢ１５ 和 Ｂ１７ 各独自成为一支ꎬＢ１６ 与 Ｂ１、Ｂ２
的关系较近ꎻ从局部聚类的结果来看ꎬＩＳＳＲ 的聚类

中ꎬＢ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４、Ｂ９ 聚为一支ꎬ相应的 ＡＦＬＰ 结果

中还包括 Ｂ１６ꎻ ＩＳＳＲ 结果中 Ｂ７、Ｂ８、Ｂ１０ 与 Ｂ１５、

Ｂ１６、Ｂ１７ 聚为一支ꎬＡＦＬＰ 结果中 Ｂ７、Ｂ８、Ｂ１０ 与

Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４、Ｂ９、Ｂ１６ 关系更为接近ꎻＩＳＳＲ 结果中

Ｂ５、Ｂ６ 与 Ｂ１２、Ｂ１３ 关系较近ꎬＡＦＬＰ 结果中 Ｂ５、Ｂ６
介于 Ｂ１１、Ｂ１２、Ｂ１３ 和 Ｂ１５ 之间(图 ３)ꎮ

从聚类的结果来看ꎬ除了少数样本如 Ｂ１２ 和

Ｂ１３ 的聚类结果与采集地点有较为明显的对应关系

外ꎬ其余样本均无明显对应关系ꎮ 相同地点采集的
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样本往往不能优先聚类ꎬ如海南省万宁市兴隆镇的

Ｂ２ 和 Ｂ３ꎬ云南省景洪市勐养镇的 Ｂ７ 和 Ｂ８ꎻ广东省

茂名市电白县观珠镇的 Ｂ１０ 和 Ｂ１１ꎬ云南省景洪市

嘎洒镇的 Ｂ１２ 和 Ｂ１３ꎮ 如按照不同省份来进行分

类ꎬ可认为福建和海南地区的为一类ꎬ广西地区的为

一类ꎬ广东和云南的较为分散ꎬ无法按采集地点进行

归类ꎮ
２􀆰 ３　 ＩＳＳＲ 与 ＡＦＬＰ 之间的相关性分析

为了检测 ＩＳＳＲ 与 ＡＦＬＰ 分析的相关程度ꎬ利用

Ｍａｎｔｅｌ 检验对 ２ 种标记的遗传一致度矩阵进行相关

性分析ꎮ 结果表明ꎬ２ 种标记分析的遗传一致度相

关性明显( ｒ ＝ ０􀆰 ７７０５ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０００３)ꎮ ３０００ 次的置

换中未出现置换数据超过 Ｚ 值的情况ꎮ

图 ４　 沉香属植物 ＩＳＳＲ 和 ＡＦＬＰ 遗传距离相关性

Ｆｉｇ. ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ
ＩＳＳＲ ａｎｄ ＡＦＬＰ ｏｆ Ａｑｕｉｌａｒｉａ Ｌａｍ.

３　 讨论

运用分子标记技术可以对物种的遗传多样性进

行评价ꎬ由于采用的技术和材料不同ꎬ其结论往往也

存在一定的差异[１０￣１３]ꎮ 采用 ２ 种或多种分子标记

联合分析ꎬ有助于从不同角度揭示不同种质间的遗

传多样性[１４￣１６]ꎮ 本试验结果表明ꎬＡＦＬＰ 对多态性

位点的检出率高于 ＩＳＳＲꎬ由 ＡＦＬＰ 标记获得的遗传

多样性指数略高于 ＩＳＳＲ 标记ꎮ 虽然 ＡＦＬＰ 和 ＩＳＳＲ
分析的平均遗传一致度均为 ０􀆰 ７１８８ꎬ但是从计算结

果可以看出ꎬＡＦＬＰ 标记在揭示白木香不同种质间

的遗传水平差异能力高于 ＩＳＳＲ 标记ꎮ ＡＦＬＰ 和ＩＳＳＲ
结果中的 Ｎｅ、Ｈ 和 Ｉ 的标准差数值接近ꎬ说明这 ２ 种

标记估算遗传多样性时的精确度相差不大ꎮ 利用

Ｍａｎｔｅｌ 检测进行相关性分析ꎬ结果说明 ２ 种标记分

析所得的聚类结果具有明显的相关性ꎮ ２ 种标记均

能够有效地应用于栽培白木香的遗传多样性分析ꎬ

其分析得到的结果较为相近ꎬ均揭示栽培沉香具有

较高的遗传多样性水平ꎮ
试验结果中 ＩＳＳＲ 分析得到的多态性位点百分

率( ＰＰＢ) ７３􀆰 ９５％ 高于申彦晶等[１０] 得到的结果

５８􀆰 ８％ ꎮ 分析原因是由于本试验增加了 ＩＳＳＲ 引物

和供试样本的数量ꎬ随着引物和样本数量的增加ꎬ检
测到样本间所存在变异位点的可能性也在增加ꎬ由
于检测到更多的遗传差异位点而提高了分析结果的

多态性水平ꎮ 本研究同时采用的 ＡＦＬＰ 标记ꎬ所得

结果中检测到的总位点数以及多态性位点百分率高

于 ＩＳＳＲꎬ采用 ２ 种分子标记进行分析ꎬ根据其不同

原理从不同角度揭示种质之间的遗传差异ꎬ更为客

观地对不同种质的遗传多样性进行评价ꎮ
聚类结果与采集地点分布不能完全对应以及云

南沉香单独聚类的情况ꎬ与申彦晶等[１０] 的研究结果

相同ꎮ 有研究表明[１１￣１３]ꎬ一些物种的野生种质遗传

距离与其地理位置分布、生态环境类型等存在一定

的相关性ꎬ这种相关性在短期内不会因引种迁移而

改变ꎬ本试验中有些样品确切种源地信息并不十分

清楚ꎬ因此ꎬ对于采集地点与聚类结果不对应的情况

无法给出确切的解释ꎬ对沉香种质的引种迁移和野

外分布情的研究工作还有待进一步开展ꎮ 白木香

(Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ)的不同种质间存在一定程度的遗传差

异ꎬ但和云南沉香(Ａ. ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ)之间的差异更为

明显ꎬＩＳＳＲ 和 ＡＦＬＰ 标记均能够在种上水平对样本

进行区分ꎮ 在 ＩＳＳＲ 和 ＡＦＬＰ 的聚类图中ꎬ白木香样

本 Ｂ１、Ｂ２ 和 Ｂ９ꎻＢ３ 和 Ｂ４ꎻＢ５ 和 Ｂ６ꎻＢ７、Ｂ８ 和 Ｂ１０ꎻ
Ｂ１１、Ｂ１２ 和 Ｂ１３ 的遗传距离较近ꎬ聚类结果呈现出

一定的对应关系ꎮ 但由于标记原理及试验技术的差

别ꎬ基于 ＩＳＳＲ 和 ＡＦＬＰ 标记构建的聚类图之间也存

在一定的差异ꎬ例如在 ＩＳＳＲ 聚类结果中ꎬ河内的样

本 Ｂ１７ 与云南地区的 Ｂ１５ 和 Ｂ１６ 较为接近ꎬ而

ＡＦＬＰ 的聚类结果中ꎬＢ１７ 则显示出与其他白木香存

在较大的差异而单独聚类ꎮ 对于在聚类图中没有明

显对应性的样本ꎬ还需结合其他技术手段以及形态

学特征作进一步的分析ꎮ 总体来看ꎬ２ 种标记均能

在一定程度上反映出试验样本的遗传变异情况ꎬ同
时二者的部分聚类结果可以相互印证ꎮ

本研究结果表明ꎬ目前引种栽培的沉香仍然具

有较为丰富的遗传多样性和进化潜力ꎬ为沉香遗传

育种提供了较为丰富的材料ꎮ 人工育苗能对沉香资

源起到保护作用ꎬ但经过长期的人工选择后ꎬ其遗传

结构和遗传多样性的丰富度会逐渐降低ꎮ 伴随着野

生沉香资源的逐年枯竭ꎬ如何保护残留的野生居群ꎬ
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恢复和加强居群的生存能力ꎬ同时对沉香种质进行

合理划分并开展优良品种的选育是沉香资源持续性

利用过程中有待解决的问题ꎮ
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