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摘　要:采用 ISSR分子标记技术, 对鼎湖山常绿阔叶林中的演替顶极种厚壳桂不同年龄级的遗传多样性进行

了研究。同其它生活史特性相似的物种相比较, 鼎湖山厚壳桂种群的遗传多样性水平偏低 ( HT=0.109 0) 。 3 个

不同年龄级———成体 、 小树 、 幼苗的遗传多样性 ( He) 分别为 0.075 9 、 0.095 6和 0.126 5。幼苗的遗传多样性指

数高于成体及小树。 3 个不同年龄级种群之间的遗传分化 Gst和φst ( AMOVA) 分别为 0.089 0 和 0.064 4 ( P <

0.000 2) , 表明厚壳桂年龄级之间遗传分化较小, 但分化显著。成体 、 小树 、 幼苗之间, 其遗传距离随着年龄级

逐渐加大。鼎湖山厚壳桂低的遗传多样性是由于缺乏不同地区种群间基因流造成的, 但世代间遗传分化可能由

取样误差所产生。
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　　遗传多样性是指地球上所有生物携带的遗传信

息的总和, 是生物多样性的重要组成部分[ 1] 。遗传

多样性是生物生存 、 发展 、进化的基础, 并体现在

不同水平上:种群 、 个体 、 组织和细胞以及分

子[ 2] 。

种群作为进化的基本单位, 在自然界中有着特

定的分布格局, 形成种群遗传结构 。一个物种的进

化潜力和对环境的适应能力既取决于种内遗传变异

的大小, 也有赖于种群的遗传结构[ 2] 。种群遗传结

构受到多种因素的影响, 其中最主要的是突变 、 自

然选择 、 遗传漂变 、 种群迁移 、繁育系统
[ 3]
。对植

物种群来说, 还有种子休眠状况 、 花粉和种子的传

播方式 、 物候等也影响到种群的遗传结构[ 4-6] 。所

有这些因素作用于种群亲代身上, 必将影响到它们

后代遗传结构, 因此通过种群不同世代遗传结构比

较研究才有可能反映种群整体遗传多样性状况, 把

握其动态变化规律。

厚壳桂 Cryptocarya chinensis ( Hance ) Hemsl.,

樟科 Lauraceae, 厚壳桂属 Cryptocarya, 产四川 、 广

西 、 广东 、福建及台湾[ 7] , 为南亚热带常绿阔叶林

演替顶极种。作为中生性植物, 厚壳桂只在森林郁

闭度较大时才出现, 是森林依赖性树种 。森林的择

伐和砍伐都对其生长繁殖不利[ 8] 。近年来南亚热带

常绿阔叶林因人类活动的影响, 其分布面积日渐萎

缩[ 9] , 厚壳桂适宜的生存环境也逐渐缩小 。本研究

通过比较鼎湖山厚壳桂 3个不同年龄级种群遗传多

样性水平, 揭示厚壳桂遗传多样性的现状及其可能

变化规律, 为南亚热带物种保护和生物资源的合理

开发利用提供理论依据 。

1　研究地点概况

鼎湖山自然保护区位于广东省西江下游北岸,

毗邻珠江三角洲, 北纬 23°10′, 东经 112°34′。大部

分为低山丘陵, 海拔多在 100 ～ 700 m之间 。鼎湖

山气候属南亚热带季风湿润型气候, 全年干湿季交

替明显, 年降雨量 1 956 mm, 3-9 月为雨季, 10

月至次年2月为旱季。土壤主要是由泥盆纪厚层变

质砂岩 、砂页岩发育形成赤红壤[ 10] 。

季风常绿阔叶林是南亚热带所特有的森林类

型, 这一林型在鼎湖山有 400多 a的林龄, 是鼎湖

山自然林中最大的群落, 也是地带性植被顶极群

落
[ 11]
。这一林型主要优势种有厚壳桂 、 黄果厚壳

桂 Cryptocarya concinna Hance 等 。除了在常绿阔叶

林中作为优势种群出现外, 厚壳桂还在鼎湖山次生

针阔混交林中有生长。
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2　材料与方法

2.1　材　料

2003年 6月在鼎湖山自然保护区内根据厚壳

桂的分布范围分 3个年龄级随机采样 。年龄级划分

参照王伯荪等
[ 12]

, 成体:胸高直径在7.5 cm以上;

小树:胸高直径在 2.5 ～ 7.5 cm之间;幼苗:高度

小于 1 m, 胸高直径不足 2.5 cm 。各年龄级各采集

30株个体, 每株采集 2 ～ 3片无损叶样, 迅速装入

备有硅胶的密封袋中, 同时记录它们的株高或胸

径。在之后的分析中, 发现采集的成体中有一个为

误采, 故舍弃不用。

2.2 基 因组 DNA 提取与 ISSR ( Inter - simple

Sequence Repeats) -PCR扩增

采用改良 CTAB 法提取厚壳桂叶片基因组

DNA[ 13] 。ISSR引物购于哥伦比亚大学 ( UBC) 。从

100个引物中筛选 7个扩增条带多 、多态性高的引

物 (表 1) 。之后, 对 ISSR反应体系进行优化, 其

中包括:模板约 20 ng, 0.5 U Taq 酶 ( Takara

Biotechnology Co.) , 1.5 ～ 2.5 mmol/L MgCl2 (依引

物不同而改变) , 4 种 dNTPs 各 0.2 mmol/L, 0.6

μmol/L引物 。PCR扩增条件:94 ℃预变性 5 min;

94℃变性 1 min, 48 ℃～ 55 ℃复性 45 s (依引物不

同而改变) , 72 ℃延伸 1.5 min, 35个循环之后 72

℃反应 10 min。PCR产物在 w=4%变性聚丙烯胺

凝胶中电泳, 银染显色。

表 1　对鼎湖山厚壳桂89个个体进行

PCR扩增的 ISSR引物
1)

Tab.1　ISSR primers used for 89 individuals of Cryptocarya chinensis

引物编号 引物序列
退火温度

/ ℃
多态性条带数

807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 50 18

808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 52 28

825 ACACACACACACACACT 50 32

826 ACACACACACACACACC 52 33

842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 55 14

864 ATGATGATGATGATGATG 50 20

873 GACAGACAGACAGACA 48 64

1) Y= ( C, T)

2.3　数据处理

将上述电泳产物所得的各带进行 1/0标记。采

用POPGENE软件对厚壳桂种群及其各个年龄级分

别进行以下遗传参数分析 。包括 Nei 基因多样性

( He) 、 Nei ( 1978) 遗传距离, 以及年龄级间的遗

传分化指数 ( Gst ) 。为方便比较, 同时再使用

AMOVA (Analysis of Molecular Variance, ver 1.55)
[ 14]

分析厚壳桂不同年龄级间的遗传分化, 其中各基因

型之间的差异用 ( 1-S ) 来衡量, S 为 Nei &Li

( 1985) 相似性系数, 计算公式如下:

S =2NAB/( NA +NB)

其中 NAB为两基因型共有扩增带, NA 为基因型 A

拥有的扩增带, NB 为基因型B 拥有的扩增带[ 15] 。

3　结果与分析

用筛选出的 7个引物对厚壳桂 3个年龄级共 89

个DNA 样品进行 PCR扩增。银染显色共检测到

209条多态带 (表 1) 。

厚壳桂成体 、 小树和幼苗的 Nei 遗传多样性

( He) 分别为 0.075 9 ( ±0.134 6) 、 0.095 6 ( ±

0.160 6) 和 0.126 5 ( ±0.189 9) 。总的遗传多样性

( HT ) 为 0.109 0 ( ±0.162 6) 。

AMOVA 分析结果表明总的遗传变异中,

6.44% ( P<0.000 2) 的遗传变异存在于不同年龄

级之间 (即  st=0.064 4) , 93.56% ( P<0.000 2)

的遗传变异存在于年龄级内 。这和 POPGENE软件

算出的厚壳桂年龄级间的遗传分化系数结果相近

( Gst=0.089 0) 。

总体上各年龄级之间的遗传距离很小 。其中成

体同幼苗之间的遗传距离最大, 为 0.023 2。成体

同小树, 小树同幼苗之间的遗传距离分别为

0.005 1和 0.012 9, 表明遗传距离随着年龄级差异

逐渐加大。

4　讨　论

Nybom &Bartish[ 16] 首次统计分析了采用 RAPD

( Random Amplified Polymorphic DNA) 方法进行物种

遗传多样性研究的结果, 表明具有不同生活史特性

的 41种植物中, 多年生植物遗传多样性 ( He) 平

均为 0.242, 地区分布种为为 0.222, 演替后期种

为 0.287, 种子自身重力传播的为 0.212。本实验

采用 ISSR方法, 和 RAPD方法一样都为显性标记,

因此在数据处理结果上有较强的可比性。从我们的

结果看, 与上述具有相同生活史特征的物种相比,

厚壳桂 (鼎湖山) 遗传多样性 ( HT =0.109 0) 远

小于它们。虽然我们还不清楚厚壳桂具体交配系统

形式, 但我们的结果也远小于文献 [ 16] 所统计的

具有混交 ( He=0.219) 和远交 ( He=0.260) 类型

的物种 。我们推测鼎湖山地区厚壳桂种群如此低的

遗传多样性可能是由于低的种群间 (和其它地区种

群) 基因流造成的 。在广东省南亚热带, 特别是珠

三角地区 (包括鼎湖山) , 经济发展所带来的环境

压力非常大, 植被破坏非常严重, 仅存的少数原生
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植被只零散于少数保护区, 破碎化导致基因流不畅

是很可能的。基因流的限制又使种群内随机遗传漂

变影响作用增大, 导致鼎湖山地区厚壳桂种群低的

遗传多样性。

目前, 对植物种群遗传结构的研究, 多是从单

一世代的角度展开, 或只是研究了种群某一世代遗

传结构, 或并不提及种群世代, 不利于从时间动态

角度揭示植物的遗传多样性现状。如在森林片断化

种群遗传结构影响研究中, Collevatti 等[ 17]在巴西

研究森林片断化对 Caryocar brasiliense 的遗传影响

时, 虽然并未发现片断化的遗传危害, 但他们研究

对象多为 C.brasiliense 的成体 ( adults) , 在片断化

以前就已生长, 因此片断化是否对后代造成遗传危

害尚不清楚。

而Dayanandan等[ 18] 、 Aldrich和Hamrick[ 19]均采

用世代分析的方法对各自不同的物种开展了相关研

究工作。 Dayanandan 等[ 18] 通过对哥斯达 黎加

(Costa Rica) 的 Carapa guianensis 亲代与后代 (即

adults和 saplings) 种群遗传结构进行比较和分析,

发现片断化森林中的后代未受到近交影响, 但其遗

传结构已明显偏离亲代, 同时其等位基因丰富程度

( allelic richness) 已有下降;且后代个体之间的遗

传距离大于亲代个体之间, 表明由于森林片断化引

起基因流受阻 。Aldrich &Hamrick[ 19]在同一地区对

Symphonia globulifera 的研究中发现片断化森林中的

亲代 ( adults) 由于在片断化之前就已生长, 因此

森林片断化对其遗传结构影响较小, 但片断化种群

中的后代 ( seedlings) 遗传结构明显受到近交影响,

且不同片断化森林中种群后代之间的遗传分化也增

大了, 同时他们还发现森林片断化使得少数亲代个

体生长繁殖上占优势, 造成片断化森林中多数后代

来源于这少数几个个体, 由此在后代产生遗传瓶

颈。

另外, 还有从植物地上部与地下种子库进行的

世代遗传多样性比较研究 。种子库在维持地表植物

种群的遗传多样性方面具有重要意义。Mccue &

Holtsford[ 20]认为种子库可以作为植物种群的 “基因

库 ( genetic reservoirs) ”, 缓冲地上部种群由于环境

因素带来的不良影响 。他们研究发现 Clarkia

springvillensis的种子库的遗传多样性 ( He =0.355)

明显高于地上种群 ( He=0.260) , 并且种子库的遗

传分化显著低于成体间的遗传分化, 这种结果在小

种群中更为明显 。

但 Cabin 等[ 21] 在 不 同 时 期对 同 一 物 种

Lesquerella fendler 的研究结果表明, 不同时期土壤

种子库和地上部遗传差异是不同的。Cabin 等[ 22]认

为这是由于不同时期存在对不同遗传型幼苗的选择

机制 。Tonsor 等[ 4] 的研究结论也认同这一观点。

Tonsor等[ 4]比较 Plantago lanceolata 的种子库同其幼

苗及成体的遗传多样性, 他们认为因存在着有利于

杂合性幼苗生存的选择机制, 导致从种子库到幼苗

至成体杂合度增加 。

在我们的研究中, 厚壳桂为演替顶极种, 其种

子多为当年落地萌发, 不存在较大的土壤种子

库[ 10] , 因此厚壳桂土壤种子库对地上部的遗传多

样性影响较小。

本研究中所选择的厚壳桂 3个不同年龄级, 在

世代上虽不是连续的, 但可代表厚壳桂老 、中 、幼

3个生活史阶段。但鼎湖山厚壳桂成体 、 小树 、 幼

苗 3个年龄级的遗传结构存在一定的差异:幼苗遗

传多样性高于成体及小树;随着年龄级的增大, 年

龄级间的遗传距离增大;各世代间有较显著的遗传

分化, 但我们认为这更可能是由于取样效应引起的

误差。因为由 ISSR结果分析, 与厚壳桂成体相比,

我们并未发现在幼苗和小树中有新的等位基因, 因

此幼苗和小树大的遗传多样性主要是各年龄级间的

基因频率分布不同所造成的, 而这主要受选择作用

和近交等影响, 但近交作用于厚壳桂成体必然导致

其后代遗传多样性的减少, 而非增大, 那么是否存

在某种选择压力会导致世代间等位基因频率变化,

还需进一步研究。但从野外采样看, 厚壳桂为优势

树种, 种群数量很大, 我们只分析了 3个年龄级的

各 30个左右的个体, 还不能充分代表种群各世代

遗传多样性, 因此我们所发现的厚壳桂低幼龄高的

遗传多样性可能由采样量不足有关 (采样多少影响

到等位基因频率的变化) , 更多的问题需要增大采

样量, 同时采用共显性遗传标记等来进行深入研

究 。但地区广布种厚壳桂遗传多样性的丧失表明本

地区生态环境破坏严重, 这对其它濒危物种威胁可

能更大, 急需开展有针对性研究保护 。
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Genetic Diversity of Cryptocarya Chinensis Life Stages in Dinghu Mountain, China
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Abstract:Genetic diversity and population structure of Cryptocarya Chinensis were examined in three different life stages

(adults, juveniles, seedlings) in Dinghu mountain using ISSR markers.The results indicated the level of genetic

diversity of C.chinensis ( He=0.1090) was relatively low compared with those species with similar life history, and the

degree of genetic differentiation between life stages ( Gst =0.0890,  st =0.064 4) was low.Seedlings had higher

genetic diversity than adults and juveniles.We also found the increase in genetic distance from adults to seedlings.

Compared with the similar life history species, C.chinensis has relatively low genetic diversity, which may be caused by

low gene flow between populations.However, genetic differentiation might be attributed to sampling deviation.
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