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黄花杓兰云南中旬居群遗传结构及克隆多样性的分析 

蔡凝枫 ，严 宁 ，胡 虹r，刘 涛。 
(1中国科学院昆明植物研究所，云南 昆明 650204；2中国科学院研究生院，北京 100049； 

3云南农业大学农学与生物技术学院，云南 昆明 650201) 

摘要：采用 AnP分子标记方法对云南中甸的6个黄花杓兰 (Cyprimdiwnflav~ )居群进行了遗传多样性水 

平、遗传结构及克隆多样性研究 ，其中两个居群用样方取样法分析其克隆空间结构。POPGENE软件分析 

结果表明：两组引物共产生 104个位点 ，其中 86个为多态位点 ，多态位点百分率为 82．69％。黄花杓兰具 

有丰富的遗传变异 (物种水平上，He=0．2884， =0．4312；居群水平上，P=64．59％， =0．2449， = 

0．3606)，黄花杓兰居群的遗传分化不大 ( =0．154)，居群间基因交流较为频繁 (Ⅳ册=2．7460)。居群的 

克隆多样性水平高 (D=0．9638—0．9960，G／N=0．83—0．96)，同一克隆的分株相邻 ，克隆生长延伸范围狭 

窄。黄花杓兰居群之所以保持较高水平的遗传多样性，可能与其既能通过实生幼苗增加基因的杂合度，又 

能通过无性分株把杂合体固定下来有关。 
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Genetic Structure and Clol~ Diversity of Cypripedium
． 
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(Orclfidaceae)Populations from South—West China 
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A 由 t：Six l~pulatiom of铆 r ， 7z眦 肌 were studied on their genetic diversity，genetic structure，and clonal di· 

versity in Zhongdian County，Yunnan Province(South-west China)．Using POPGENE software，86 l~lymorphic loci was 

ob~ned using two AFLP primer combinations，and the proportion of l~lymorphic loci was 82．69％．A relatively hi曲level 

of genetic diversity was revealed- =0．2884，Ho=0．4312(at species leve1)；P=64．59％， =0．2449， =0．3606 

(at population leve1)．Genetic differentiation among populations was not high( =0．154)．A relatively high level of gene 

flow was obtained among populations．~onal diversity of populations was high(D=0．9638—0．9960，G／N=0．83—0．96)， 

and tamers of$ttlme genotype were adjacerIt．C．7z was found with high level of genetic diversity．This may be explained 

by gene heterozygosity increasing by seedling recruitment and maintaining by clonal reproduction． 

Key words：Cypr／pedium 7zI ；Genetic diversity；Genetic structure；Clonality；Amplified fragment length l~lymor· 

phism(AFtP) 
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group)(罗毅波等，2003)。杓兰属 (Cypripedium) 

植物主要分布于北半球，全属约 47个种和 3个 

变种，我国有 35个种，其中 27个种为特有种 

(Cribb and Sandison，1998；陈心 启和刘 仲健， 

2004)。由于人类对杓兰野生环境的破坏和对杓 

兰的过渡采挖，使得杓兰的种群数量急剧下降， 

迫切需要对杓兰的野生植物资源进行保护。 

黄花杓兰 (Cypripeditun )属兰科 (Or— 

chidacaea)杓兰属植物，为我国特有种，分布于 

云南西北部、西藏东南部、四川、甘肃南部和湖 

北西部的高海拔地区，是一种典型的多年生高山 

草本植物。花型独特，花色鲜艳，极具观赏价 

值。在野外观察到的黄花杓兰不仅能结实，还能 

通过根状茎上的休眠芽发育成株，具有有性繁殖 

和无性繁殖两种繁殖方式。中甸县地处横断山 

区，是野生杓兰的分布中心和分化中心 (郎楷 

永，1990)。整个横断山区有 17种杓兰，但杓兰 

分布范围狭窄，对生境要求严格致使某些种类数 

量稀少，已处于濒危状态。黄花杓兰在中甸的种 

群数量较大，因此选择黄花杓兰为材料来研究其 

居群的遗传结构、遗传多样性 、克隆多样性及克 

隆空间结构，为制定杓兰的保护策略提供依据。 

种群维持取决于进化潜力，也就是需要一定 

的遗传差异。因此，一般认为濒危物种比广布种 

的遗传多样性水平低。但近年来，许多研究发现 

濒危植物相对分布广的植物具有较高水平遗传差 

异 (Gitzendanner and Sohis，200O)。有关兰花种群 

遗传结构方面的文献不多，大多是关于兰花种群 

遗传结 构并 指 出居群 的遗传 多样性 水平 低 

(Brzosko and Wr6blewska，2003a；Chung等，2006； 

Gustafsson and Sjfigren—Gulve，20o2)。但也有人发 

现高水平的遗传多样性 (Borba等，2001)。关于 

杓兰属兰花遗传结构和遗传多样性的报道也很 

少，基本都 采用等位酶标记 (Case等，1998； 

Chung and Chung，1999；Brzosko等，2002a，b)； 

对兰科植物克隆多样性分析的研究尚不多见 

(Case等，1998；Chung and Chung，1999；Brzosko 

等，2002a，b)。 

本研究采用 AFLP分子标记技术对云南省中 

甸县分布的黄花杓兰居群进行了研究，探讨其居 

群遗传多样性水平，遗传结构，克隆多样性水平 

和克隆空间结构，旨在为杓兰的物种保护提供理 

论依据。 

l 材料与方法 

1．1 植物材料 

遗传多样性及遗传结构的研究材料：采 自云南中甸 

的6个居群 (图 l，表 1)，共 121个个体。黄花杓兰植株 

0 

图 1 黄花杓兰居群的分布 

ris．1 Distribution of Cypr／md／umflamm Populations 

l天生桥TSQ 

2 五风山 WFS 

3尼西 NX 

4仙人洞 XRD 

5纳帕海 NPH 

6小中甸 XZD 
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东北坡，灌木林下 

西北坡，灌木林下 

西北坡，杨树林下 

西北坡 ，灌木林下 

山谷，云杉林疏林下 

西北坡，云冷杉林下 

往往多株聚集生长一起，斑块状分布，因此以斑块为单 

位采集。斑块内采集 2～5株，斑块间距离不小于 5 m。 

由于天生桥居群的黄花杓兰分布较分散 ，斑块状分布不 

明显，因此该居群采用随机取样法 ，株距不小于5 m。 

克隆多样性研究材料 ：在天生桥和五凤山两个居群中 

分别选择 10m×16m样方取样，在每格 l m×l m的正方形的 

4个顶点取样，分别采集样品 94个和44个，共 138个个体。 

采集成熟植株的叶片，并用硅胶干燥。 

1．2 DNA提取及 AFLP反应与电泳 

1．2．1 总 DNA的提取 用 TaKaRa生物技术公司生产的 

基因组 DNA通用提取试剂盒提取 DNA，并用 1．5％的琼 

脂糖凝胶检测 DNA的质和量。 

1．2．2 AFLP反应与电泳 基因组总 DNA用 EcoRI(NEB) 

和 MseI(NEB)37oC双酶切 3 h，65oC灭活酶20min，然后 

进行连接反应，使酶切片断与接头连接。AFLP反应依据 

Vos等 (1995)的两步扩增方法并略作修改。预扩增引物 

和选择性扩增引物序列见表 2。用于 PCR反应的 Taq聚 

合酶购买 自TaKaRa公司。 

表2 引物和接头序列 

Table 2 Primer and adapter sequences 

预扩增程序为：94℃变性 3 min；94oC 30 S，56℃ 30 

s，72~C 60 s，循坏 30次；72℃延伸 5min；4~C终止。选择 

性扩增程序为；94℃变性 3 min；94oC 30 S，65oC 30 S(每 

个循环降低 0．7℃)，72~C 60 S，循环 l3次；94℃ 30 S， 

56℃ 30 S，72℃ 60 S，循环 27次；72℃ 5min；4~C终止。 

选择性扩增产物 94℃变性后进行变性聚丙烯酰胺凝 

胶 (6％)电泳，最后银染显影检测。 

1．3 数据处理 

扩增条带采用人工读带，模糊带及弱带不计，用 

“l”或 ⋯0’表示条带的有或无 ，产生二态数据矩阵。数 

据用 POPGENE 1．31(Yeh等，1999)软件计算得到：平均 

每个位点测定到的等位基因数 (A0)，平均每个位点的等 

1,23因的有效数 目 (Ae)，多态位点百分率 (P(％))， 

Shannon表型多样性指数 ( )，Nei的基因多样性指数 

( )，遗传分化指数 (Nei)， 和居群每代迁移数 (Ⅳm)。 

个体问的相似度用相似系数计算 (Lynch，1988，1990)： 

=2 ／(rt +rt ) 

其中，rt 和 rt 指 x和 Y个体的 A兀 条带数， 为 

X和 Y共有的条带数。只计算多态位点。 

克隆多样性的计算方法有两种：(1)G／N：G为基株 

数，N为样品数；(2)Simpson多样性指数 (D)：D=l一 

[rt (rt 一1)]／N (N—1)，其 中 rt 为基因型 i的样 品 

数，，v为总的样品数 (Pielou，1969)。 

2 结果 

2．1 不同居群 AFLP产物的多态性 

两对引物组合共产生 104个位点，86个多态位 

点，多态百分率为 82．69％。两对引物组合的多态 

位点数不同，ACG／C~ 产生多态位点48(85．71％)， 

ACG／CTY产生多态位点 38(79．17％)。不同居群 

的多态位点百分率从 59．62％到 68．27％不等。 

2．2 遗传多样性水平和居群分化程度 

在物种水 平上，等位基 因的有效 数 目、 

Shannon表型多样性指数和 Nei的基因多样性系 

数分别为 1．4961、O．4312、0．2884。其中，Nei的 

基因多样性系数最高 的居群是小 中甸 (He= 

O．2618)，最低的是仙人洞居群 (He=O．2237)。黄 

花杓兰总的遗传变异量 为0．2895，其中居群内 

遗传变异量 为O．2449，表明黄花杓兰居群的 

遗传变异主要存在于居群内部，各居群间的遗传 

分化系数 为 0．154。居群间每代迁移数 为 

2．7460(表3)。 

2．3 克隆多样性及克隆结构 

为了估算 AFLP反应的可重复性，选择一个 
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A。，observed rHlr of alleles；Ae，effective rHlr ofalldes； ，Nei 8(1973)gale diversity；Ho，fllannon 8Infom~on index[Lewontin(1972)]；P。the 

percentage of p0l ic loci； ，gcoe diversity of specie； ，gale diversity within populations；GⅡ，coefficient of gale differentiation；Ⅳm，gale flow 

样品重复提取了 10次 DNA，用三对引物组合 

EcoRI一 ／MseI—CTG，EcoRI—ACG／MseI—CTA，Eco— 

RI—ACG／MseI—CTG，检测其一致度，计算方法参 

照 Arens(1998)等的方法。结果两个样品之间 

最大的差异度为 6．8％，因此个体间相似度达到 

或高于93％则判定两个个体为同一克隆体。 

G／N变幅为 0．83～0．96，仙人洞和尼西两个 

居群检测到的克隆分株较多；克隆多样性指数 D 

的变幅为 0．9638～0．996o，各居群之间相差不 

大，仙人洞居群最低 (表 4)。检测到的克隆分 

株都为同一斑块内的相邻个体。 

五凤山 (WFS) 

天生桥和五凤山居群的克隆空间结构如图 2 

所示，同一个克隆的分株距离邻近，两个居群共 

检测出九个克隆系，其余都为基因型不同的个体。 

表 4 黄花杓兰居群的克隆多样性 

Table 4 Clonal diversity of( l Ⅲ m populations 

天乍桥 (TSQ) 

图2 五凤山和天生桥居群的克隆空间结构 ，相同形状颜色的基因型相同，o 无色圈基因型各不同，X为该点无样品 

Fig．2 Map showingthe spatial distribution 0f m  H clones atthe sampling site．Each colour of different shapes 

corresponds to g single genotype，while colourless，o correspondes to different genotype，)(corresponds to no samples 
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3 讨论 

3．1 居群的遗传多样性及遗传结构 

黄花杓兰居群的遗传多样性水平较高 (P： 

82．69％，He=0．2884，tto=0．4312)，有关杓兰属 

兰花的居群遗传多样性的报道多为等位酶标记， 

如：杓兰 C．calceolus(P=45．5％，tt,=0．184，tto 

=0．156，Brzosko等，2002a)，C．caleolus以及变种 

(He=0．180一O．274，Case，1993)，C．reginae(P= 

18％，He=O．037；Case，1994)，C．acau／e(P=5．3 

— 15．4％，Ho=O．0016一O．023；Bombush等，1994)， 

C．kentuckiense(P=25％，tto=O．045，He=O．050， 

Case等，1998)，以及 C．parv／florum vat．parv／flor．,n 

populations(P=35．2％，A=1．4；Wallace and Case， 

2OOO)的结果都比黄花杓兰的遗传多样性水平低， 

而 C．parviflorum var．pubescens 和 C．parviflomm 

vat．makasin美国居群具有高水平的多态性 (P： 

81．8％)，以及高的期望杂合度 (He=0．22一 

O．29，Wallace and Case，2000)，C．parv／florum vat． 

pubescens(P=83．3％，A=2．83，no：0．166，He： 

0．198，Case等，1998)，其结果与黄花杓兰相当。 

短命的多年生植物，分布广的植物，演替阶段处 

于晚期的植物，或具有有性和无性两种繁殖方式 

的植物具 有最高 的遗 传多样性 (Loveless and 

Hamrick，1984)。近年来人类对黄花杓兰野生环 

境的破坏及过渡采挖，使得黄花杓兰的种群数量 

急剧下降；但黄花杓兰分布较广，又具有远交交 

配系统，且能依靠根茎休眠芽进行无性繁殖固定 

并维持有性繁殖的基因多样性，使得黄花杓兰居 

群仍然保持较高水平的遗传多样性。 

Nei的基因多样性系数最高的居群是小中甸 

( =0．2618)，其次是天生桥 ( =0．2610)， 

最低的是仙人洞居群 (He=0．2237)。小中甸的 

种群数量不大，但斑块分布较分散，15个个体 

中只有两个个体是同一克隆系；而仙人洞种群的 

个体分布较密集，克隆鉴定结果表明在一个斑块 

内的五个样品都为一个克隆系的分株，表明该采 

样点克隆繁殖比例较高，种群密度大发生近交的 

可能性也大，因此遗传多样性水平最低；天生桥 

的种群数量最大，因此遗传多样性也比较高。 

Forrest等 (2004)总结了文献中兰科植物的 

G (F )的变幅为 O．012一O．924，平均 G 值为 

0．187，指出虽然兰科植物具有种子极小如尘埃 

等生物学共性，同时又是一个庞大的千差万别的 

科系，具有不同的繁殖策略、分布范围和分布方 

式，因此表现出居群的遗传分化差异也非常大； 

Hamrick and Go(It(1989)总结出长寿多年生草本 

植物 G =0．213，动物远交植物 G =0．197； 

Bussell(1999)总结了 35个物种的 RAPD结果， 

发现 29个远交物种的居群间变异在总遗传变异 

中平均占 19．3％ ( =0．193)；6个近交物种的 

平均 G 为 0．625。黄花杓兰 (G =0．154)居群 

间遗传分化低于同类植物的平均水平，且远远低 

于近交物种的 G 值，证明黄花杓兰是以远交为 

主的虫媒花，居群间的遗传分化不是很大，仅有 

15．4％的差异来 自居群间。 

影响居群间遗传结构的因素很多，如繁育系 

统、分布范围、花粉和种子传播机制等。当居群 

间每代迁移数 N >1时，基因流就可以防止由 

于遗传漂变引起的居群之间的遗传分化 (Slat． 

kin，1987)，黄花杓兰是典型的虫媒花，异花授 

粉，居群间每代迁移数 达到 2．7460，表明黄 

花杓兰居群间基因交流较为频繁，可能与其虫媒 

授粉有关。兰科植物的种子很小，随风飘散 ，具 

有长距离散布的能力，很多研究证实种子流是较 

为有效 的基 因流 (squirrell等，2001；Cozzolino 

等，2003；Trapnell and Hamrick，2004)，但 是 

Chung等 (2005)研究了一种地生兰 Orchis eyclo． 

chila的种群空间遗传结构，发现高水平的遗传 

多样性以及低的种群间差异 ( =0．030)，空间 

自相关分析表明许多种子落在母株附近。除此以 

外，各居群间相隔不远也是居群间遗传分化不大 

的原因之一。 

3．2 克隆多样性及克隆系的空间分布 

长期以来，普遍认为克隆繁殖会导致种群内 

基因型变异和遗传变异的下降；一些研究验证了 

这种看法，发现克隆植物种群的遗传多样性水平 

较低 (Ayres and Ryan，1999；王可青等，1999； 

Chung，1995；Bombuseh等 ，1994)；但也有一些 

研究发现种群具有较高的遗传多样性 (Mayes 

等，1998；Bmosko等，2002a，b；Jover等，2003； 

葛颂等，1999)。 

野外观察和组织培养 (Yah等，2005)都证 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


74 云 南 植 物 研 究 30卷 

明黄花杓兰具有克隆繁殖能力，通过 AFLP分子 

标记也检测出克隆分株，证实克隆生长的存在， 

但发现的克隆分株并不多。与同类型的兰科植物 

相比，黄花杓兰各居群的克隆多样性非常高 (D 

= 0．9638—0．9960，GIN=0．83—0．96)，如 Brzos． 

ko and Wr6blewska(2003b)采用等位酶方法检测 

Cephalanthera rubra的 401个样品分株，只有 14 

个基因型，克隆多样性很低 (GIN=0．068，D= 

0．664)；也有文献中研究了杓兰 C．calceolus的 3 

个岛屿居群 获得 了较 高 的克隆 多样性 水平 

(Bl-zosko等，2002b)。 

黄花杓兰的平均根茎节长度为 1．34 em，根 

茎的年增长量有限，也就决定了基株要通过克隆 

生长扩张其分布范围很难。本研究发现基株都为 

局部基因型，只存在于一个居群，且同一克隆的 

分株相邻，多为一个斑块内的个体，表明克隆生 

长延伸范围狭窄。总之，尽管不清楚黄花杓兰有 

性繁殖和无性繁殖之间的确切比例，但可以推断 

克隆生长并不占主导地位；许多学者认为即使幼 

苗补充很少，也可能维持甚至增加当地的遗传多 

样性水平 (Soane and Watkinson，1979；Stehlik and 

Holderegger，2ooo)；黄花杓兰居群之所以保持较 

高水平的遗传多样性，可能与其既能通过实生幼 

苗增加基因的杂合度，又能通过无性分株把杂合 

体固定下来有关。 

3．3 黄花杓兰的保护 

本研究结果表明，黄花杓兰的遗传多样性水 

平较高，居群间遗传分化不大，因此推测黄花杓 

兰资源遭受严重破坏的主要原因是人类干扰，如 

公路修建，旅游开发，放牧压力，过度采挖等， 

对黄花杓兰的生态环境造成很大的破坏，种群数 

量急剧下降。因此，原生地生态保护及进行人工 

繁育是较为合适的保护策略。 

致谢 胡运乾老师在整个实验和论文写作 中给予帮助； 

黄家林、李树云老师在样品采集中给予帮助。 
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