
第 !!卷第 ""期

!##!年 ""月

生 态 学 报

$%&$’%()(*+%$,+-+%$
./01!!2-/1""
-/312!##!

中国特有种四合木种群遗传多样性的 4567
分析

张颖娟"2!2杨 持"8

9"1内蒙古大学生态与环境科学系2呼和浩特 #"##!":!1内蒙古师范大学生物系2呼和浩特 #"##!!;

基金项目<国家重点基础研究发展规划资助项目9*!####=>?#=;:国家自然科学基金项目资助项目9@#"A##!#;
收稿日期<!##!B#"B!@:修订日期<!##!B#>B">
作者简介<张颖娟9"C?#D;2女2博士E主要从事植物种群生态学研究E

8通讯作者 $FGH/IJ/IK/IILMN/OPLOKL2’BQRS0<TROUKHSVQRS01SQF1LPF1KO

摘要<采用随机扩增多态性W-$9X$YW;技术检测了西鄂尔多斯高原特有种四合木种群 Z个斑块的遗传多样性E!!个扩

增引物产生 ""A条带2,HROO/O信息指数和-LS指数对X$YW数据的分析表明<四合木种群存在较高的遗传多样性2其中

千里山斑块的遗传多样性和多态位点比例较高2石嘴山斑块的最低E遗传多样性的 >A[Z\存在于斑块内2斑块间的遗传

变异为 "@[Z\E遗传距离与地理距离无直接相关关系E这些结果说明2遗传多样性反映了四合木种群基因组 W-$存在

较高的变异性:同时各斑块间存在一定的基因流2四合木各斑块可看成是处于同一种群的半隔离状态9QLGRB种群;2对四

合木应注意保护遗传多样性丰富的 QLGRB种群E
关键词<X$YW:四合木:遗传多样性:斑块:基因流
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近年来J分子生物学的飞速发展为检测植物种群 KLM水平上的遗传多样性提供了多种方法J其中方

便快捷易于掌握并被广泛应用地是随机扩增多态性KLM即dMeK技术lCmn该技术已成功地应用于遗传多

样性检测o基因组鉴定o品系分析o物种进化和保护o遗传指纹图谱及系统学研究等领域l;pDmn
四 合木0NghiVgQVOPQRPSTUVqVrTO5是蒺藜科中古老的孓遗植物J为我国特有的单种属小灌木J国家

二级保护植物n四合木自然种群受到各种因素的影响而不断缩小J现存的分布区位于鄂尔多斯高原西北

部J库布齐沙漠以南及桌子山的山麓地带J集中生长于内蒙古自治区乌海市境内n它的分布区是亚洲中部

一批古老残遗植物的s避难所tlFmn乌海的城市化建设使四合木种群在分布区内不断破碎化J每个斑块的面

积和数量不断减少J而且斑块内幼龄个体少J更新困难J濒危状况日益严重n虽然对四合木的生物学特点o
种群年龄结构及其他生态学方面有研究J但有关这一重要珍稀植物在KLM水平上的研究报道极少lkJ<mn对

其进行 KLM水平上的研究J分析与生境的关系J对于珍稀物种遗传多样性的保护o了解物种的进化潜力及

种质资源利用等方面具有重要的科学价值和实践意义n

u 材料和方法

u2u 野外取样

实验材料取自乌海市境内四合木种群的 4个处于半隔离状态的斑块和磴口县乌加庙一带0其中千里

山斑块编号MJ海南区斑块为vJ石嘴山斑块为wJ桃司图斑块为KJ乌加庙斑块为x5n前 4个斑块的生境特

点 作者l<m在 ;111年已有描述J而乌加庙斑块的土壤为沙质J伴 生 种 主 要 是 绵 刺0yPhVQTQTVOPQRPSTUV5o红

砂0zgV{O{iTV|PPQRPiTUV5o珍珠0}VS|PSV~V||giTQV5n每个斑块在 D1&样线上随机采集生长良好的 ;1株四

合木嫩叶J冰冻保存n

u2! 基因组 KLM提取

采用略加改动的邹喻苹等ljm高盐低 ("值方法n具体如下c将 C/四合木嫩叶加液氮研磨成细末J放入

离 心管中n加入 ;&:FD#的提取介质012C&’:$%L%M*J121D&’:$%xK&MJ12D&’:$%L%w:J;E e’eJ

C24E 8K8J12DE(Y巯基乙醇J("D2D5J保温 31&$6JC1111/离心 C1&$604#5n取上清液加入 12F体 积

);1#异丙醇J温和混匀后于);1#放置 31&$6JC1111/离心 C1&$6n收集沉淀溶于 C&:消毒无离子水J离

心0去 掉 少 许 不 溶 物5后J上 清 液 中 再 加 入 12F体 积);1#异 丙 醇 于);1#放 置 31&$6JC1111?&(离 心

C1&$6n所得沉淀用 k1E乙醇洗涤 ;次J风干后溶于 C11*:&x0C&’:$%&?$-J12C&’:$%xK&MJ("<215n所

得 KLM样品稀释为 ;16/$*:J作为模板进行 dMeK反应n

dMeK稳定性和重复性受诸多因素的影响J为保证同一引物的各斑块样品能同时在同一型号的 ewd
仪上进行反应J以得到一致的 反 应 效 果J每 个 斑 块 选 取 CDpCF个 样 品newd扩 增 反 应 体 系0;D*:5组 成 如

下cC1+H"==.?;2D*:JZ/;, ;*:0;D&&’:$%5J7L&e12;D*:0.%*+C1&&’:$%5J引物 C*:012;*&’:$%5J&%-
酶 C.0均购自上海生工5J;16/左右的模板 KLMJ混匀后加入一滴矿物油J并且每个引物设有空白对照J即
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反 应 体 系 中 的 模 板 !"#换 为 双 蒸 水$%&’反 应 程 序 如 下()*+ ,-./0)*+ 1-./0,2+ 1-./023+

145-./0*5个 循 环0最 后 23+延 伸 5-./0*+保 存$扩 增 产 物 在 含 有 67的 1458的 琼 脂 糖 凝 胶 中 电 泳

34590以 :;-<=;!"#>6?@’ABC./=AAA作为分子量标记的 D;EFGE$紫外灯下观察照相$

H4I 引物筛选

任意选取 3J,个斑块0将所选斑块的单株 !"#等量混合作为模板 !"#并进行引物筛选$确定扩增

图 1 引物 K%KL1)在千里山斑块不同样品中的扩增

结果

M.NO1 ’#%!PE@Q.RGS@QT.;/R.S9;/P@PUR;V.@/@QWO

XYZ[Y\]̂_;-PR.Q.G=<‘PE.-GEK%KL1)aD .S-;EFGEb

效 果 好c重 复 性 高 及 多 态 性 明 显 的 引 物 作 为 正 式

’#%!引物a引物为 KPGE@/公司b$

H4d 数据分析

’#%!为 显 性 标 记0同 一 引 物 的 扩 增 产 物 在 电 泳

中 迁 移 率 相 同 的 条 带 被 认 为 是 同 源 性 的0属 于 同 一 位

点的条带按清晰可见的强带或反复出现的弱带记为 10
无 带记为 e0形 成 二 元 数 据$统 计 各 引 物 的 位 点0应 用

%K%f6"6 软 件 计 算 g9;//@/信 息 指 数 ahi

jkl]R@N3l]b0根据 "G.基因多样性和相似系数m1e011n

计算种群遗传分化和遗传距离$

o 结果分析

o4H ’#%!数据的统计分析

表 H 四合木种群各引物的多态位点数和信息指数a括号里的是多态位点比例b

pqrstH uvswxvyz{|}sv}|q~!"{q~~v~|~!t#!t$t}$t!%|${zy|xty&’vy(O)*+,*-./0zvz1sq$|v~&aPE@P@EV.@/@Q

P@R‘-@EP9.?R@?../P;EG/V9GSGSb

引物

%E.-GE
2 3 4 5 6

7 h 7 h 7 h 7 h 7 h
K%!Le3 5aeO8,,b 3Oe)* *aeO992b 1O),) 5aeO8,,b 3O*2, 5aeO8,,b 1O*2, 5aeO8,,b1O95e
K%!Le, 9a1Oeeeb ,O*,2 9a1Oeeeb 3O823 9a1Oeeeb ,O323 5aeO8,,b 3O239 5aeO8,,b3O8)2
K%!Le8 5aeO8,,b ,Oe85 ,aeO5eeb 3Oe3e ,aeO5eeb 1O9)9 3aeO,,,b 1O133 *aeO992b3O*e2
K%!Le) 2aeO825b ,O5e, 5aeO935b ,O333 *aeO5eeb 3O915 9aeO25eb ,O85) 2aeO825b*O,)3
K%!L11 8a1Oeeeb 5O119 8a1Oeeeb *O)*3 8a1Oeeeb *O331 5aeO935b ,Oe35 9aeO25eb,O21*
K%6Le3 5a1Oeeeb ,O112 *aeO8eeb 3O*3* 1aeO3eeb eO95* *aeO8eeb 3O183 5a1Oeeeb,Oee,
K%6L11 5aeO8,,b ,Oe9, 9a1Oeeeb ,O*3* 9a1Oeeeb ,O21) 9a1Oeeeb 3O82) 9a1Oeeeb,O**2
K%MLe, ,aeO9eeb 1O),* *aeO8eeb 3O*99 5a1Oeeeb 3O)52 5a1Oeeeb 3O835 1aeO3eebeO988
K%MLe9 5a1Oeeeb 3O55) 5a1Oeeeb 3O31) ,aeO9eeb 1O83e 5a1Oeeeb 3O,)5 *aeO8eeb3O13)
K%ML1, *aeO8eeb 3O155 ,aeO9eeb 1O2e8 *aeO8eeb 3O338 5a1Oeeeb ,Oe,8 *aeO8eeb3O5)8
K%fLe* 3aeO5eeb 1O,,) ,aeO25eb 1O2e9 ,aeO25eb 1O8,e 3aeO5eeb eO89) 3aeO5eebeO)e8
K%fL15 9a1Oeeeb ,Oe85 9a1Oeeeb ,O*8* 5aeO8,,b 3O)82 9a1Oeeeb ,O1e8 9a1Oeeeb,O315
K%fL19 2aeO825b *O95* 5aeO935b 3O852 *aeO5eeb 3O*3e 2aeO825b ,O1)5 2aeO825b*Oe99
K%DL1, 3aeO5eeb 1O8*1 *a1Oeeeb 3O*58 ,aeO25eb 1O998 *a1Oeeeb 3O99* *a1Oeeeb3O9)3
K%KLe3 *aeO8eeb 1O525 *aeO8eeb 1O9)2 5a1Oeeeb 3O1e2 ,aeO9eeb 1O321 5a1Oeeeb3O)e*
K%KLe* ,aeO25eb 1Oe,* 3aeO5eeb eO*35 ,aeO25eb eO)e2 *a1Oeeeb 1O8,3 *a1Oeeeb3O3e1
K%eL1e ,aeO25eb 1O859 ,aeO25eb 1O2e9 *a1Oeeeb 3O,e8 ,aeO25eb 1O5,8 ,aeO25eb1O939
K%KL1) 9a1Oeeeb 3O851 9a1Oeeeb 3O5)5 9a1Oeeeb 3Oe99 5aeO8,,b 1O8)) 5aeO8,,b3O9)9
K%TLe1 ,aeO9eeb 1O)22 *aeO8eeb 3O,,) *aeO8eeb 1O)e1 *aeO8eeb 3O,2, 5a1Oeeeb,Oe31
K%:Le2 ,a1Oeeeb 1O2*8 ,a1Oeeeb 1O513 ,a1Oeeeb 1O5e1 ,a1Oeeeb 1O98* 3aeO992b1O,**
K%:L1e ,aeO9eeb 1O211 *aeO8eeb 3O*e9 ,aeO9eeb eO)92 5a1Oeeeb 3O19) 5a1Oeeeb3O),1
K%:L18 2aeO825b ,O)3) 2aeO825b ,O33, *aeO5eeb 3O*e, *aeO5eeb 3O523 5aeO935b,Oe,)

总计 ;@V;R
平均 DG;/

1e3aeO82)b
3O592

)8aeO8*5b
3O*,8

)1aeO285b
3O31*

)9aeO838b
3O,e*

)8aeO8*5b
3O912
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表 ! "#$指数估测的四合木种群基因多样性

%&’(#! )#*#+$,#-.$/01234567869:;<=1=>(&/$1*.#./$?&/#+’0"#$@.$*+#A

引物 BCDEFC G H I J K LM LN JNM ONM

PBQRST S4UVW S4UXW S4XTY S4TTS S4TZY S4U[Y S4UTX S4SXV S4WTT
PBQRSU S4U\V S4UTZ S4U[V S4UWU S4UTY S4XSZ S4UXX S4S[U S4WVV
PBQRS\ S4XTZ S4T\\ S4TT\ S4WVS S4UTY S4UUS S4T\V S4SXV S4WU[
PBQRSY S4TYT S4T\X S4TUW S4UUY S4U\T S4U[[ S4USV S4S[W S4W[Z
PBQRWW S4XXY S4XT\ S4XW[ S4T[S S4UTT S4XSZ S4UZV S4SUT S4SZY
PB]RST S4XUU S4UU[ S4SYT S4T\Y S4XWW S4UY\ S4UWT S4S\[ S4TW[
PB]RWW S4UVT S4U\[ S4XUT S4UWU S4XSS S4XSY S4UZZ S4SUT S4SZY
PB̂ RSU S4TZT S4UXX S4XSV S4U\W S4SYY S4UVX S4USS S4SVX S4WVW
PB̂ RS[ S4UUW S4TZU S4TVS S4US[ S4T\X S4USV S4T\Y S4SW[ S4SVT
PB̂ RWU S4T\Y S4TUS S4USS S4XWY S4U[[ S4U[\ S4UTW S4SXZ S4WT\
PB_RSX S4UW\ S4U\V S4XTT S4W\V S4WYZ S4UYZ S4USW S4SY[ S4TXT
PB_RWV S4UUZ S4UYX S4UXU S4UXX S4U[V S4U\S S4UVZ S4STU S4S[W
PB_RW[ S4XZU S4TZ[ S4TU[ S4USU S4UYX S4U[U S4UU[ S4STZ S4SZX
PB‘RWU S4UW\ S4XT[ S4TZZ S4XZU S4X\S S4XXT S4UYV S4SXZ S4WS[
PBPRST S4TS[ S4TT[ S4TZW S4W[W S4UYV S4UVY S4TVT S4WSZ S4TY\
PBPRSX S4WX\ S4SVT S4WUS S4T\Z S4U[\ S4TUX S4WYZ S4SUZ S4WV\
PBPRWS S4UTW S4TYT S4UYT S4TVT S4TZW S4UYT S4US[ S4S\[ S4TWY
PBPRWY S4USV S4TZT S4TS[ S4TSS S4USX S4T\U S4TVZ S4ST[ S4SYT
PBaRSW S4T\S S4SUT S4TX[ S4UTX S4XWV S4U[[ S4UWZ S4SXY S4WUX
PBbRSZ S4UXS S4UUS S4UT\ S4UZV S4UWY S4XWT S4UVS S4S[T S4WVS
PBbRWS S4TUU S4UUW S4WWW S4TZU S4XSS S4UUY S4T[Y S4SZS S4TS[
PBbRW\ S4UZY S4TYW S4TU[ S4TV\ S4TYY S4UWX S4TYU S4STW S4S[Z

平均 ‘Fcd S4UU\ S4UWT S4T\\ S4TYT S4UXX S4U[U S4UWX S4SXY S4WUV

LMDefgfchiFdFjDkFCeDflmLNDeiFdFjDkFCeDflnDfoDdpgpqhcfDgdemJNMDeiFdFQDkFCeDflcEgdipgpqhcfDgdemONMDe

iFdFjDrrFCFdfDcfDgdsgFrrDsDFdf

表 t 各斑块间的遗传距离

%&’(#t )#*#/$u+$./&*u#122$,#=1=>(&/$1*.1234

567869:;<

种群

BgpqhcfDgd
G H I J K

G S S4YXY S4YSV S4YST S4\[Z
H S4SVT S S4YXY S4YXZ S4\YW
I S4SZ\ S4SVT S S4YWV S4\VY
J S4WSU S4SVX S4S\Y S S4YSZ
K S4WXU S4WWV S4WVT S4SYZ S

四合木种群的 TT个引物扩增出 WW[条带v只统

计 Twx以下的带m图 Wym平均每个引物获得 VzTZ条

带m各斑块的多态性带和 {ocddgd信息指数见表 W|

TT个引物检测的多态位点数最多为 \个m最少只有

W个|多态位点比例从 TS}~WSS}随引物和斑块而

变化m如PB]RST和PB̂ RSU在桃司图和乌加庙斑块

分别只有 W个多态位点m而在其它斑块则有 U~V个

位点|总体上m千里山斑块多态位点数最多为 WST个

v\ZzY}ym其 次 为 海 南 区 和 乌 加 庙 斑 块vY\个m

\XzV}ym石嘴山斑块的最少为 YW个vZ\zV}y|四合木种群的平均多态位点比例较其它珍稀特有种高!WT"|

!z! 遗传多样性

{ocddgd指数显示的遗传多样性随引物的变化要大于斑块的变化m如 U个斑块在 PBQRWW的遗传多样

性 最大vG#VzWS[mH#XzYXTmI#XzTTWymT个斑块在 PBQRSY的最大vJ#Uz\VYmK#XzUYTy$各斑块的 B
值在不同引物上均出现最小值m是引物对基因组 Q%&扩增片段的多态性m反映了基因组 Q%&的差异|总

的说来m石嘴山斑块的遗传多样性最低vTzTWXym乌加庙斑块最高vTz[WZy|
根 据等位基因频率计算的 %FD遗传 分 化 指 标 见 表 T|各 引 物 检 测 的 基 因 多 样 性 中m石 嘴 山 斑 块 最 低

vSzT\\ym乌加庙斑块最高vSzUXXym与 {ocddgd指数结果一致|斑块间的基因分化系数为 SzWUVm即斑块间

的遗传变异占种群总的遗传多样性的 WUzV}m大部分的遗传变异v\[zV}y存在于 斑块内|但不同引物所
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图 ! 种群遗传距离
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占的比例不同3如引物 45"678检测的斑块间的遗传变

异为 9:!;3而 45467!则为 !<:=;>

?:@ 遗传距离

为 进 一 步 说 明 斑 块 间 的 分 化 程 度3计 算 了 斑 块 间

的遗传距离A表 BC>千里山和石嘴山斑块与乌加庙斑块

的遗传距离最大3分别为 7:DEB和 7:D9!>直线地理距

离 不 能 解 释 斑 块 间 的 遗 传 距 离3斑 块 间 的 遗 传 差 异 与

地理距离之间无直接相关关系>

@ 讨论

@:F 遗传多样性

GH5I研究表明3四合木种群的遗传多样性较高J9个斑块的多 态 位 点 比 例 在 K=;L==;之 间M种 群

的遗传多样性A7:BDEC远大于斑块间的A7:7E<C3这与作者曾作过的等位酶分析一致NKO>从已研究的植物表

明 GH5I检测的多态位点数和遗传变异 能 力 都 高 于 等 位 酶 分 析3除 两 种 方 法 本 身 的 差 异 外3表 明 GH5I
的灵敏性要高于等位酶>PQ-((.(和 R’#指数对 GH5I数据的统计结果都显示出四合木种群遗传多样性

丰富3其中乌加庙斑块的遗传多样性最高3石嘴山斑块最低3四合木较高的遗传多样性有利于应付生境的

变化和选择3有利于种群进化>这是四合木作为古地中海的孓遗植物能成为该地区建群种的原因之一3也

说明不是所有的珍稀濒危物种都表现为低水平的遗传多样性>

R’#统计表明3大部分遗传变异存在于种群内39个斑块之间具有相似的基因频率3可能说明它们具有

相似的选择压力3也可能存在基因流动>本文所选的生境有一定差异3土壤基质和伴生种有所不同3但降水

量分布较一致3并且各种群都经历放牧的啃食作用3表明生境选择压力在一定程度上是相似的>繁育系统

对基因流有很大影响3四合木以有性生殖为主3王迎春NDBO在生殖研究中发现3四合木具有自交和异交相结

合的交配系统3且异交比例大于自交的>其传粉方式既有异花传粉又可以自花授粉>可以推测四合木作为

古地中海残遗物种3原本是一种异花传粉的植物3但该地区历经多次地理环境演变3形成了干旱S少雨S多

风沙的恶劣气候N8O3这种条件限制了传粉昆虫的活动3依靠专性虫媒传粉很难保证生殖成功3因而四合 木

逐渐进化出一些自花传粉的特征>四合木复杂的繁育系统和传粉方式3也可能产生丰富的遗传变异和基因

流 动 以 抵 御 进 化 过 程 中 环 境 的 恶 变3等 位 酶 的 研 究 也 说 明 了 这 点>四 合 木 种 群 遗 传 结 构 的 特 点 与

T-UV#*WNDEO的结论一致3他认为3异交S生活史长的植物有较高遗传变异水平3且大部分变异存在于种群内>
珍稀濒危并非单一状态3而是种群数量少S地理范围受限制S生境狭窄S面对多种威胁的各种类型>虽

然许多濒危物种中出现了有效种群变小3产生了一些不利的遗传效应3但人为对生境的干扰程度也越来越

严重>本研究表明3对四合木来说3种群遗传结构没有显示出遗传上的衰退3生活史虽然存在薄弱环节NDBO3
但未阻碍其繁衍发展3生态学因素A如生境的片段化S环境污染和放牧C可能是其潜在濒危更直接的原因>

@:? 遗传分化

通过 GH5I研究发现3四合木每个斑块都有一些全部个体共有的单态位点3也有各斑块共有的某些扩

增产物3但没有专一性的扩增产物3说明种群之间在遗传上已产生一定的分化>统计结果也显示3斑块间的

遗传变异为 DB:9;3=8:9;的遗传变异存在于种群内>另一方面3不同引物的基因分化系数差异也很大3从

45467!的 7:!<=到45"678的 7:79!3平均为 7:DB93略低于 B9种异交植物通过GH5I检测得到的平均值

7:D<BNBO>

@:@ 遗传距离与地理距离的关系

乌加庙斑块与其它 E个斑块的遗传距离都较大3其中石嘴山与乌加庙斑块最大A7:D9D!C3其次为千里

山与乌加庙斑块A7:DEBC3这可能是生境选择压力下3在进化过程中乌加庙斑块四合木的基因组 IRH的变

化 使 其 在 遗 传 上 与 其 他 斑 块 产 生 了 较 大 差 异3该 斑 块 某 些 扩 增 片 段 的 频 率 可 说 明 这 点>如 45I67<的

B=7X0S45Y6D7的 BD7X0等片 段 在 乌 加 庙 斑 块 中 有 较 大 频 率3而 在 其 它 斑 块 中 不 存 在 或 频 率 很 低3相 反3

45I6DD的 !=7X0S45"67B的 BB7X0S45Y6D=的 8!7X0等片段在乌加庙斑块中不存在3其它斑块却有一定

D!<DDD期 张颖娟等J中国特有种四合木种群遗传多样性的 5H5I分析
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频率!直线地理距离不能解释种群间的遗传距离"种群间的遗传差异与地理距离之间无直接相关关系!

#$% 保护对策

了解珍稀物种的种群遗传结构是探讨物种进化潜力并制定有效合理的保护对策的基础!四合木种群

存在较高的遗传多样性"各斑块之间存在一定基因交流"呈半隔离状态"可以看成 &’()*种群"且各种群的

个体数量较大"为四合木成为建群种提供了遗传证据+虽然四合木分布面积在缩小"但并没有影响它维持

丰富的遗传变异和一定的基因交流!四合木和它所形成的群落是西鄂尔多斯特有的景观现象"在现有的条

件下"应就地保护遗传变异高的 &’()*种群从而保护该物种的长期存在"为今后深入研究遗传资源的保护

和利用提供条件!
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