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状与质量性状是一对矛盾 ，要达到效益的最大化 ，生 

产上就要追求最大的经济产量 ，从本实验结果看 ，密 

度 1．8×10 株／hm 、P 20 540 kg／hm 、纯氮 225 kg／ 

hm。经济产量最高。 
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金铁锁种质资源的遗传多样性分析 
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(1．云南中医学院，云南 昆明 650200；2．中国科学院昆明植物研究所，云南 昆明 650204) 

摘 要：目的 研究中国西南特有濒危药用植物金铁锁的遗传多样性。方法 应用 AFLP分子标记技术对具有代 

表性的 7个金铁锁居群，共 137个个体进行分析。结果 在金铁锁的物种水平上，Nei s基因多样性指数(He)、 

Shannon s信息指数( )、多态位点百分率(PPB)分别为 0．243 4±0．179 1、0．373 5±0．248 5、82．30 ；在其居群 

水平一匕分别为 0．091 8±0．161 0、0．140 2+--0．236 2、3O．48 。居群间 Nei遗传分化指数(Gst)：0．624 4；Shannon s 

多样性基因遗传分化系数(／st)：0．624 6。聚类表明：地理距离相对远的丽江居群与个旧居群遗传距离最近；昆明居 

群与其他居群遗传距离较远 。统计获得 9条可区分各地方居群的特征指纹带。结论 金铁锁种内的遗传多样性水 

平丰富，而居群内遗传多样性水平较低，居群间遗传分化显著；各居群间亲缘关系与地理距离无明显相关性；其种 

内特征带与各居群特征带结合，可以为 AFLP分子标记技术用于其种质资源的鉴定、遗传育种提供重要的依据。 
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Genetic diversity analysis of germplasm resources of Psammosilene tunicoides 
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of Botany，Chinese Academy of Sciences，Kunming 650204，China) 

Abstract：Objective To analyze the genetic diversity of Psammosilene tunicoides，an endangered and 

endemic medicinal plant，in southwest China． M ethods The genetic diversity of seven representational 

populations of P．tunicoides including 1 37 individuals had been investigated by amplified fragment length 

polymorphisms(AFLP)maker technique．Results The genetic diversity had been revealed as follow ：the 

Nei s genetic diversity index (H e)，Shannon s information index ( )，percentage of polymorphic loci 

(PPB)were 0．243 4± 0．179 1，0．373 5± 0．248 5，and 82．30 ，respectively at the species level；and 

0．091 8± 0．161 0，0．140 2± 0．236 2，and 30．48 ，respectively at population leve1．The genetic differen— 

tiation index (Gst)was 0．624 6 and genetic differentiation coefficient by Shannon s diversity (／st)was 

0．624 6．The result of dendrogram of seven populations indicated that Lijiang and Gejiu of Yunnan popula— 

tions shared the maximum genetic identity，though they distributed in a relatively great geographical dis— 

tance；Kunming population of Yunnan had the greater genetic distance from other populations．Nine char— 

acteristic fingerprint bands that can distinguish the different populations had been acquired．Conclusion 

The genetic diversity of P．tunicoides is relatively higher at the species levels，while lower within popula— 

tion levels，and a significant degree of genetic differentiation occurrs among the populations．There is little 

relativity between the relationship of populations and geographical distance．The combination of character一 
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istic fingerprint bands between intraspecies and populations provide important basis data for germplasm re 

sources diagnostics and plant breeding by AFLP maker technique． 

Key words：Psammosilene tunicoides W ．C．Wu et C．Y．W u；germplasm resources；genetic diversi 

ty；amplified fragment length polymorphism (AFLP) 

濒危药用植物金铁锁 Psammosilene tunicoides 

w．C．Wu et C．Y．wu系石竹科 (Caryophyllaceae) 

单种属植物口]，主要分布于我 国云南的大部分地区、 

贵州西北部 、四川西南部和西藏东南部 ，为分布区狭 

窄的西南特有物种。以根入药 ，具有散瘀痛 、止血 、消 

肿排脓的功效 ，主要用于治疗跌打损伤 、风湿痛、胃 

痛、痈疽疮疥、创伤出血等 ]，现代药理研究证明金 

铁锁总苷具有显著的镇痛 、抗炎、对小鼠细胞免疫功 

能 的促进和调节等多种作用 ，为“云南 白药”的主要 

组成药材之一，具有较高药用和经济价值，但其药材 

来源靠野生采挖 ，使得 有限药材资源逐渐减少 ，在 

《中国植物红皮书》中已被列为稀有濒危物种 ，属 国 

家二级保护植物 。 

为解决金铁锁所面临的资源问题，已对该品种 

进行野生变家种初步研究 和其生态环境 、生态适用 

同时应用了 RAPD分子标记技术对金铁锁 昆明、鹤 

庆、中甸等 3个居群进行了遗传多样性研究l3]。在遗 

传多样性研究方面，虽然 RAPD分析提供 了部分资 

料 ，但 由于 RAPD技术本身重 复性差 、可靠性低 的 

技术缺点和分析 的居群数代表性不足 的原因，因此 

有必要对金铁锁遗传多样性进行更全面、深入的研 

究。本研究应用AFI P技术分析具有代表性的 7个 

金铁锁居群 的遗传多样性水平、遗传结 构及各地方 

居群亲缘关系和 DNA分子水平的特征指纹带，为 

金铁锁种质资源的现状评估 、保护策略制定、种质的 

鉴定、遗传育种提供较全面、可靠的遗传学资料。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料：采集云南 、贵州、四川等地 的 7个具 

有代表性的地方居群共 137个个体(表 1)，每个居 

群采集最大范围内隔离明显的成年个体的干净健康 

性、繁殖生物学、形态学、组织培养等多方面的研究； 叶片用变色硅胶干燥，--20 C保存。 

表 1 居群取样特征 

Table 1 Characteristic descriptions of all sampled populations 

1．2 实验方法 

1．2．1 总 DNA提取和检验 ：应用改 良CTAB方法 

提取 DNA【3]，用紫外分光光度计和 1．0 琼脂糖 电 

泳检测 DNA 的质和量。 

1．2．2 AFLP分析 ：基因组 DNA200 ng，在 20 L 

反应体系中经酶 EcoR I和Mse I 37 C水浴双酶 

切 4 h，70 C、10 min灭 活 酶后 ，取 4 L加 到 含 

EcoR I adapter、Mse I adapter、T4 ligase的连接 

反应体系中，16 C水浴 l2 h，72 C、10 min。AFLP 

扩增反应采用改 良的两步扩增法[4]：预 PCR引物 ： 

EcoR I+A；Mse I+C；选 择 性 PCR 引物 对 ： 

EcoR I+ AAG／Mse I+ CTG；EcoR I+ACA／ 

Mse I+CAG；EcoR I+ ACT／Mse I+CTG 

(表 2)。 

预 PCR反应参数 ：94 C、3 min；94 C、30 S，56 

C、30 S，72 C、1 min，30个循环；72 C、5 min；4 C 

终止反应 。选择性 PCR反应参数 ：94 C、3 min；94 

C、30 S，65 C(每个循环降低 0．7 C)、30 S；72 、l 

min，12个循 环 ；94 C、30 S，56 C、30 S，72 C、1 

min，23个循环 ；72 C、5 min；4 C终止反应。选择性 

PCR产物用 6 变性聚丙烯凝胶电泳检测。 

1．2．3 数据分析：扩增条带采用 Labworker 4．0软 

件与人工读带相结合策略：针对某一同源带(同一引 

物扩增的电泳迁移率一致的条带)而言，“有”记作 

“1”，“无”记作“0”，只判读清晰易辨的扩增带 ，生成 

0／1二态性数据矩阵。使用 POPGENE32、MEGA2、 

NTSYSpc 2．10等生物统计软件进行相关参数计算 

和聚类处理 。 
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2 结果 

2．1 引物筛选 、AFLP技术重复 性考察和扩 增结 

果 ：本研究选用昆明居群部分样本进行引物筛选 ，结 

果 从 20对选择 性 PCR 引物中筛选 出 3对 多态性 

好 、条带分布均匀 、清晰易辨的引物来扩增 。同时用 

此结果与昆明居群正式实验的结果进行对比分析表 

明 AFLP技术具有很高重复性。对整个 137个个体 

样本扩增结果表明 3对引物均能得到很好 的扩增效 

果(图 1和表 3)。 

5O bp 

0o bD 

～ ～  ： 

图 1 引物对 ：EcoR I+ACA／Mse I+CAG宣威 

居 群选 择性 PCR产 物电泳结果图 

Fig．1 Electrophoretogram of selecting PCR products 

generated by primer combination of EcoR I+ 

ACA／Mse I+CAG in Xuanwei population 

表 3 3引物对 单独扩增 能力 

Table 3 Bands generated by three primer pairs 

对 萎 ／ 息烈 采市烈竹 息 
EcoR I+AAG／Mse I+CTG 48 62 77．42 

EcoR I+ACA／Mse I+CAG 61 69 88．41 

ECOR I+ACT／Mse I+CTG 63 78 80．77 

2．2 金铁锁的遗传多样性和遗传结构：金铁锁物种 

水平 的遗传多样性丰富，Nei S基因多样性指数 

(H )为 0．243 4-t-0．179 1、Shannon S信息指数( ) 

为 0．373 5土0．248 5、多态位点百分率 (PPB)为 

82．30％。各居群 内遗传 多样性水平较低 ：He分布 

区间为0．067 5～0．126 2，平均值为 0．091 8； 分布 

区间为 0．105 6～0．188 0，平均值为 0．140 2；PPB 

分布区间为 24．88％～36．84 ，平均值为 30．48％。 

其中个旧、保山、宣威、丽江等 4个居群各遗传多样 

性参数均高于平均水平，威宁、昆明、木里等 3个居 

群遗传多样性水平较低 ，均低于平均水平(表 4)。居 

群 间分化显著 ，居群 总的遗传变异 (Hf)：0．244 3± 

0．032 1、居群内遗传变异(胁 )：0．091 8±0．007 0， 

Nei的遗传分化指数(Gst)：0．624 4、Shannon s多样 

性基因遗传分化系数(／st)：0．624 6，表明金铁锁约 

62％遗传多样性分布在居群间，居群内仅占 38％左 

右；同 时居 群 间基 因 交 流 有 限，基 因 流 (Nm)为 

0．300 8。 

2。3 金铁锁各居群的遗传关系：金铁锁居群间遗传距 

离 (表 5)经 UPGMA (unweighted pair group 

method with arithmetic mean)方法聚类得到聚类图 

(图 2)，结果表明：分布在滇西北的丽江居群与滇东南 

的个旧居群虽有相对远的地理距离，但此两居群具有 

最近的遗传距离，聚为一类，而地理距离相对较近的滇 

东北宣威居群与贵州西北部威宁居群也表现出很近的 

亲缘关系，聚为一类；滇中的昆明居群与其他居群间分 

化明显成为较独立的一支；Mantel Test表明其居群 

间的遗传距离与地理距离无明显的相关性 (r： 

0．099 8)。由软件NTSYSpe 2．10对金铁锁 137个个 

体样本计算得出GS(genetic similarity)值分布区间 

为0．629 81～0．977 12，检测样本中无两个完全相同 

的个体；同时用 UPGMA 和 NJ(neighbor—joining 

mehod)两种方法聚类的结果均表明，各居群内所有个 

体能聚为一小类后再进行各居群间聚集。 

2．4 金铁锁特征指纹条带 ：统计 3对选择性 PCR引 

物(EcoR I+AAG／Mse I+CTG；EcoR I+ACA／ 

Mse I+CAG；EcoR I+ACT／Mse I+CTG)检测 

到的金铁锁基因组特征 AFLP标记，一共得到40条 

种内共有带，同时对居群拥有的特征带进行统计获得 9 

条足以区别各地方居群的特征指纹带(表 6)。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中草菊 Chinese Traditional and Herbal Drugs 第38卷第7期2007年7月 ·1073· 

表 4 居群内部和种内的等位基因数、有效等位基因数、Nei氏基因多样性、Shannon S指数及多态位点比率 

Tahle 4 Average numher of alleles，effective alleles，He，and I of diversity and PPB within populations and intraspecies 

Na：等位基因数 Ne：有效等位基因数 He：Nei S基因多样性指数 I：Shannon S指数 PPB：多态性位点百分率 

Na：observed number of alleles Ne：effective number of alleles He：Nei S genetic diversity index I：Shannon S information index 

PPB：percentage of polymorphic loci 

表 s 7个居群问的遗传一致性(斜上)和遗传距离(斜下) 表 6 7个居群特征指纹带 

TabIe S Nei s genetic identity (aboVe diagonaI) Tahle 6 Characteristic fingerprint bands 

and genetic distance(below diagona1) 
within seven populations of seven population 

KM BS GJ LJ XW ML WN 

GJ云南个旧 

LJ云南丽江 

Xw云南宣威 

WN贵州威宁 

札 四川木里 

Bs云南保山 

KM云南昆明 

图 2 7个居群 间聚类 图(经 UPGMA) 

Fig．2 Dendrogram among seven populations 

(by UPGM A) 

3 讨论 

3．1 金铁锁的遗传多样性和遗传结构分析 ：遗传多 

样性和遗传结构是一个物种的重要特征，遗传多样 

性反映一个物种适应环境的能力和对环境变迁持续 

进化的潜力，遗传结构的特征与物种的繁育机制密 

切相关 ，同时反映生态适应进化、环境变迁与 自然选 

择的效应_5]。在金铁锁种质资源的遗传多样性研究 

中，表明金铁锁物种水平的遗传多样性丰富(PPB一 

82．30 ，He一0．243 4)，但其居群水平的遗传多样 

性较低(PPB=30．48 ，He一0．091 8)。根据金铁 

锁的居群间遗传分化系数(Fst)的近似值：基因分化 

系数 (Gst一0．624 4)和 Shannon S多样性基因遗传 

分化系数(Ist一0 624 6)，结合 Wright_6 的观点：当 

Fst≥0．25时，居群间遗传分化极大，可见其居群间 

存在显著的遗传分化。 

A：单居群 内均 出现的带 B：单居群内均不出现的带 1～9：特 

征指纹带编号 

A：Present in all samples within population B：absent in all 

samples within population 1～9：codes of characteristic fingerprint 

bands ’ 

分析其可能成因是 ：(1)金铁锁主要分布于横断山 

区的东部，海拔1 900~3 600 m，是横断山高山深谷地 

形典型区域，金铁锁居群间地理隔离明显，基因交流严 

重受阻，仅存在极小的基因流(Nm一0．300 8)， 

Wright ]指出，如果 Ⅳ <1，则 遗传漂变可以导致 

居群间明显的遗传分化，因此，基因流受阻和遗传漂 

变可能是导致金铁锁居群间产生较大遗传分化的主 

要原因。(2)呈岛屿分布、居群空间格局为成群型的 

金铁锁居群具有异花传粉的特征，在自然条件下行 

有性繁殖 ，种子以人畜和弹力散布，并且种子散布后 

当年随即萌发 ，由于其分布区自然条件环境恶劣 ，人 

畜稀少，种子散布距离有限，同时居群内存在有 自 

交、近交的可能性，增加了居群间的遗传分化。(3)对 

独立分化较为明显的昆明居群来说 ，分布点生境破 

坏严重，居群内个体数 目少，居群大小的有效性受到 

影响 ，遗传多样性 丧失严重 PPB仅为 27．74 ，多 

样性水平低于平均水平 ，因此人为干扰这一生物因 

素可能进一步影响其遗传结构。 
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3．2 金铁锁各居群的亲缘关系和特征 DNA指纹 ： 

基于金铁锁个体间层次和居群间层次的遗传相似系 

数 的聚类分析 ，聚类图 中各个体间 ，各居群 间，聚类 

关系明确、层次分明，证明 AFLP分子标记技术能 

很好地检测到金铁锁种 内的遗传变异 ，为金铁锁遗 

传连锁图谱的构建奠定了基础。研究表明金铁锁的 

地理距离和居群间的亲缘关系无明显相关性。可能 

是 由于各居群地理 阻隔明显，以及在多样化的生境 

条件下各居群在各自的小环境中受不同的变异因素 

影响所致。对其居群的特征带进行统计得到 9条在 

种 内足以区别各地方居群的特征指纹带 ，结合物种 

内共同拥有的条带可以作为鉴定药材真伪和道地种 

质的分子指纹，也可进一步通过测序，确定其序列后 

开发成基因芯片，用于其真伪和种质来源地的快速 

鉴定。 

3．3 金铁锁种质资源有效保护与合理开发 ：金铁锁 

种 内存在丰富的遗传多样性水平 (PPB一82．30％， 

He一0．243 4)，其 自身的遗传多样性水平不是至濒 

危的直接原因，推测其可能的原因是 ：(1)为古地中 

海残余类群。(2)长期以来完全靠野生采挖其根作为 

药材，同时狭窄的分布区和缓慢的 自然生长，加之人 

类的活动对生境 的破坏所致 。 

金铁锁自然居群存在丰富的遗传和生境多样 

性，为遗传分化相对很高的物种，其 Gst一0．624 4。 

研究表明，对一个基因流较小，Gst值为 0．60的物 

种至少要取样 6个有效居群才能保存其 95％的遗 

传多样性[7]，Frankel等[8]认为：50个个体被认为是 

维持足够等位基因丰度的最小有效居群；而有效居 

群大小为 500个个体才足以维持居群内数量性状的 

遗传变异，以及居群对未来环境变化的适用能力。因 

此对金铁锁进行就地保护和迁地保护时其涉及的有 

效居群数应大于 6个；并且金铁锁为药用植物其有 

效成分品质主要由数量性状变异决定，在遗传育种 

等方面显得尤为重要，所以其居群 内取样至少为 

500个个体以上。如果对其实施就地保护时，虽然至 

少要设置 6个 以上的保 护点 ，但此策略不仅可 以保 

护其遗传多样性，同时可以保护其生境多样性等多 

方面的因素，能使在各 自的小环境中保持其特有的 

遗传变异性，这样更符合自然规律。特别是分化明显 

的昆明居群内遗传特征明显，人为破坏严重急需保 

护。对迁地保护来说主要是在其适生区内，保持足够 

的取样量(>6×500)，在尽可能避免 自交衰退 、近交 

衰退、杂交衰退等一些遗传风险因素的同时，选择遗 

传特异性强的居群进行迁地保护，结合引种驯化、遗 

传育种等方面，在金铁锁引种驯化基地建立育种种 

质园起到迁地保护和育种的双重效果 ，同时可为选 

育优良种源提供依据。 
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