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　　摘要：利用１０对扩增片段长度多态性（ＡＦＬＰ）引物对来自河南长葛、安阳２个地区５个不同种群的１３９份雌黄连
木样品进行遗传多样性研究。结果显示，在种水平上，香农（Ｓｈａｎｎｏｎ）信息指数（Ⅰ）为０．４９２７，Ｎｅｉｓ基因多样性指数
（Ｈｅ）为０．３３５３，表明雌黄连木种群的遗传多样性处于中等水平。在研究中雌黄连木的遗传分化系数 Ｇｓｔ为０．１５０８，

由分子变异方差分析（ＡＭＯＶＡ）显示，８５．２５％的变异存在于种群内，以上２个结果都表明：雌黄连木种群间存在较低
的遗传分化，且遗传变异主要来源为种群内。基因流Ｎｍ为２．８１４９，表明较高的基因流可能是导致雌黄连木具有中

等遗传多样性的主要原因之一。
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　　黄连木（Ｐｉｓｔａｃｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）是一种高效多油的落叶植物，
富含不干性油［１］，是我国解决能源危机的重要能源树种。黄

连木抗性及适应性强，分布广泛，是重要的山地造林树种之

一。我国部分区域有不少荒山贫瘠地，不宜耕作生产，而作为

重要生物质能源的黄连木具有广阔的种植空间［２］。同时，黄

连木富含黄酮类、单宁、萜类及不饱和脂肪酸等生物活性成

分，不仅可供食用，且是重要的药用和材用树种［３］。目前，黄

连木的繁殖一般只能依靠种播，作为雌雄异株、以种子为重要

利用部分的能源植物，黄连木雌株也就具有最直接的经济价

值［４］，因此，研究雌黄连木遗传多样性显得尤为重要。

在众多的分子遗传标记中，扩增片段长度多态性（ＡＦＬＰ）
指纹标记技术具有稳定高效、方便可靠、无需预先知道基因信

息等特点，在物种资源管理和种群遗传多样性以及其他研究

领域占有非常重要的地位［５－６］。本研究以河南省安阳市、长

葛市２个地区共５个地点所采集的雌黄连木为试验材料，首
次采用ＡＦＬＰ标记技术，对其种群的遗传关系进行研究，从而
明确不同区域雌黄连木资源的遗传多样性水平和种群结构，

以研究其变化规律，为将来雌黄连木种质鉴定、分类地位的确

立提供科学依据，同时也为黄连木良种选育及广泛推广种植

奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验所采用的材料为２０１５年３月中旬在河南省安阳

市、长葛市２个地区共５个地点采集的雌黄连木嫩叶，将不同

地点的试验材料作为１个种群处理，取样地点分别在长葛市
和安阳市的南沟村（西沟北坡）、南沟（东后凹）、南沟（西后

凹）、安阳监狱，各个种群分别采样 ５９、１６、１４、２０、３０株，共
１３９株个体，每株个体随机采其嫩梢，单株取样个体间间距保
证在３０ｍ以上，取样后存入有硅胶干燥剂的自封袋中干燥
保存。

１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ提取　提取雌黄连木基因组 ＤＮＡ的方法为十
六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）改良法［７］，并适当修改。取雌

黄连木干燥嫩叶 ６ｇ，用液氮迅速研磨成粉，加入 ６００μＬ
ＣＴＡＢ提取液以及少量聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）、１５μＬβ－巯
基乙醇。摇匀后，迅速放入６５℃水浴锅中水浴４５ｍｉｎ。后加
入等体积三氯甲烷＋异戊醇（体积比２４∶１），上下颠倒混匀，
离心１６ｍｉｎ，取上清液，再加入等体积三氯甲烷 ＋异戊醇（体
积比２４∶１），摇匀离心１６ｍｉｎ。取上清液，加入１０μＬＲＮａｓｅ
Ａ酶。检测ＤＮＡ质量用１％琼脂糖凝胶，检测后将剩余ＤＮＡ
稀释为５０ｎｇ／μＬ，放入－２０℃冰箱保存待用。
１．２．２　雌黄连木ＡＦＬＰ反应体系　ＡＦＬＰ反应体系参考程小
毛等的方法［８］，于 ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲｓｙｓｔｅｍ９７００（Ａｐｐｌｉｅｄ７３
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）上进行。
１．２．２．１　酶切　每个反应总体积为２５μＬ，其中包括１５０ｎｇ
ＤＮＡ，２．５ＵＥｃｏＲⅠ，１．５ＵＭｓｅⅠ，２．５μＬ１０×Ｔａｎｇｏｂｕｆｆｅｒ，
加ｄｄＨ２Ｏ至１２．５μＬ。反应程序：３７℃ ５ｈ，６５℃ ２ｈ，８５℃
２０ｍｉｎ。
１．２．２．２　连接　酶切后，每个 ＤＮＡ样品中加入１２．５μＬ连
接混合液（各５μＬＥｃｏＲⅠ、ＭｓｅⅠ接头，０．７５ＵＴ４ＤＮＡ连接
酶，２．５μＬ１０×Ｔ４Ｂｕｆｆｅｒ，加ｄｄＨ２Ｏ至１２．５μＬ）。反应程序：
２２℃ ３ｈ，６５℃ １０ｍｉｎ，反应结束后将产物稀释５倍待用。
１．２．２．３　预扩增　取５μＬ连接稀释后的ＤＮＡ样品，各加入
２０μＬ预扩增混合液，含２．５μＬ１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋），２μＬ
２．５μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，１μＬ１０μｍｏｌ／Ｌｐｒｉｍｅｒ，０．２μＬＴａｑＤＮＡ
聚合酶，１４．３μＬｄｄＨ２Ｏ。混匀后，按以下程序进行反应：
９５℃ ３ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，２５个循环；
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７２℃５ｍｉｎ。将预扩增产物稀释２０倍备用。
１．２．２．４　选择性扩增　取２μＬ预扩增稀释混合液，各加入
８μＬ选择性扩增混合液［１．０μＬ１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋），
０．８μＬ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．８μＬ１０μｍｍｏｌ／Ｌｐｒｉｍｅｒ，
０．１μＬ５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶，加 ｄｄＨ２Ｏ至８μＬ］。混匀
后，按以下程序反应：９５℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６５℃３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，１３个循环；９５℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，２３个循

环；７２℃５ｍｉｎ；９５℃ ５ｍｉｎ，结束后立刻用冰浴冷却待用。
ＡＦＬＰ引物与接头序列见表１。
１．２．３　聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）检测　ＰＣＲ产物经６％
聚丙烯酰氨凝胶电泳后，参照程小毛等的方法［９］进行银染显

色，流水冲洗干净，置于室内自然干燥后，在灯箱上拍照记录

并分析相关数据。

表１　引物和接头序列

接头与引物名称 序列（５′→３′） 接头与引物名称 序列（５′→３′）
ＥｃｏＲⅠ接头１ ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＧＧＴＡＣＣＣ ＭｓｅⅠ接头１ ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧ
ＥｃｏＲⅠ接头２ ＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣ ＭｓｅⅠ接头２ ＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴ

ＥＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡ ＭＣ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣ
ＥＡ１１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＣＣ ＭＣ１ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＡＡ
ＥＡ１２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＣＧ ＭＣ５ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＴＡ
ＥＡ１３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＡ ＭＣ８ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＴＧ
ＥＡ１５ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＣ ＭＣ９ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＣＡ
ＥＡ１６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＧ ＭＣ１０ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＣＴ

ＭＣ１２ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＣＧ
ＭＣ１４ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＧＴ
ＭＣ１５ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＧＣ

１．３　带型统计与数据分析
使用人工读带的方法，将基因型转化成数字矩阵，在同一

水平线上，把电泳图上较清晰的条带记为“１”，同一位置不存
在条带或有不易分辨的弱带记为“０”。采用 ＰＯＰＥＧＥＮＥ
ｖｅｒｓｉｏｎ１．３１进行分析和计算雌黄连木遗传多样性相关参
数［１０］；使用分子变异方差分析（ＡＭＯＶＡ）软件分析其遗传分
化及遗传结构［１１］。

２　结果与分析

２．１　雌黄连木ＡＦＬＰ遗传多样性分析
利用 ＥＡ１１ＭＣ１～ＥＡ１１ＭＣ１５、ＥＡ１２ＭＣ１～ＥＡ１２ＭＣ１５、

ＥＡ１３ＭＣ１～ＥＡ１３ＭＣ１５、ＥＡ１５ＭＣ１～ＥＡ１５ＭＣ１５、ＥＡ１６ＭＣ１～
ＥＡ１６ＭＣ１５引物组合的方式对雌黄连木基因池进行扩增。筛
选出１０对条带清晰的引物组合，对５个不同地区的总计１３９
份黄连木雌株的ＤＮＡ样品进行遗传多样性研究。表２显示：
１０对引物的香农指数（Ｉ）最大为０．６０８６（ＥＡ１１－ＭＣ１４），最
小为０．２８４６（ＥＡ１３－ＭＣ１２），平均值为０．４９２７；观测等位基
因数（Ｎａ）最大值为２．００００个，最小值为１．６６６７个，平均值
为１．８７６０个；有效等位基因数（Ｎｅ）最大为１．７７２８个（ＥＡ１１
－ＭＣ１４），最小值为１．３４２８个（ＥＡ１３－ＭＣ１２），平均值为１．
５９２６个；Ｎｅｉ基因多样性指数 Ｈｅ最大值为 ０．４２２５（ＥＡ１１－
ＭＣ１４），最小值为０．１９０６，平均值为０．３３５３。

表２　黄连木种群的ＡＦＬＰ多样性参数

引物组合
样本数

（份）

观测等位基因数

Ｎａ（个）
有效等位基因数

Ｎｅ（个）
Ｎｅｉ基因多样性指数Ｈｅ 香农指数Ｉ

ＥＡ１１－ＭＣ１４ １３９ ２．００００ １．７７２８ ０．４２２５ ０．６０８６
ＥＡ１１－ＭＣ１ １３９ ２．００００ １．５９８７ ０．３５８２ ０．５３６７
ＥＡ１３－ＭＣ１０ １３９ ２．００００ １．７２２７ ０．４０２４ ０．５８５８
ＥＡ１３－ＭＣ５ １３９ ２．００００ １．６９３７ ０．３９４３ ０．５７７７
ＥＡ１２－ＭＣ１５ １３９ １．６６６７ １．４６６６ ０．２５８０ ０．３７６６
ＥＡ１６－ＭＣ８ １３９ １．９１６７ １．６６７０ ０．３６９２ ０．５３７２
ＥＡ１６－ＭＣ１２ １３９ １．９１６７ １．６６３０ ０．３６６７ ０．５３８５
ＥＡ１５－ＭＣ９ １３９ ２．００００ １．５１０２ ０．３０７６ ０．４７３１
ＥＡ１３－ＭＣ１２ １３９ １．５７８９ １．３４２８ ０．１９０６ ０．２８４６
ＥＡ１３－ＭＣ８ １３９ １．９１６６ １．６０１５ ０．３８５９ ０．５５８７
平均 １．８７６０ １．５９２６ ０．３３５３ ０．４９２７

　　通过对２个地区５个雌黄连木种群的遗传多样性分析显
示，在种群水平上长葛地区和安阳监狱雌黄连木种群的几项

遗传多样性指数均高于其他种群。５个种群的平均遗传多样
性指数分别为 Ｎａ＝１．１７３２，Ｎｅ＝１．４８２４，Ｈｅ＝０．２７３２，Ｉ＝
０４０１０（表３）。

Ｎｅｉｓ多样性指数Ｈｅ可以显示各个种群的变异程度，由
表３可见，长葛地区雌黄连木种群变异程度最高（０．３３８８），

南沟（西后凹）的种群变异程度最低（０．２２４６）。从遗传多样
性指数来看，长葛地区遗传多样性水平最高（Ｎａ＝１．８６０５，
Ｎｅ＝１．５９４４，Ｈｅ＝０．３３８８，Ｉ＝０．４９６６）；南沟（西后凹）最低
（Ｎａ＝０．１６２０２，Ｎｅ＝１．３８８３，Ｈｅ＝０．２２４６，Ｉ＝０．３３３６）。
２．２　雌黄连木遗传分化

雌黄连木不同种群的遗传分化程度见表４，所得数据经
ＰＯＰＧＥＮ分析表明，本试验中所调查的５个雌黄连木种群的
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表３　雌黄连木不同种群遗传多样性指数

种群
样本数

（份）

观测等位基因数

Ｎａ（个）
有效等位基因数

Ｎｅ（个）
基因多样性指数Ｈｅ 香农指数Ｉ

安阳南沟（东后凹） １４ １．５８１４ １．４４０２ ０．２２４８ ０．３２８３
安阳南沟村（西沟北坡） １６ １．６９７７ １．４７２９ ０．２６４１ ０．３８６６
长葛市 ５９ １．８６０５ １．５９４４ ０．３３８８ ０．４９６６
安阳监狱 ３０ １．８０６２ １．５５６０ ０．３１３９ ０．４５９９
安阳南沟（西后凹） ２０ １．６２０２ １．３８８３ ０．２２４６ ０．３３３６
平均 １．７１３２ １．４８２４ ０．２７３２ ０．４０１０

总基因多样性（Ｈｔ）为 ０．３２１８，种群内基因多样性（Ｈｓ）为
０．２７３３，种群间遗传分化系数（Ｇｓｔ）为０．１５０８，表明雌黄连木
种群间分化程度属中度［１２］。这与 ＡＭＯＶＡ的分析结果一致，
即遗传变异的８５．２５％发生在种群内，种群间占１４．７５％。以

上二者结论都表明，雌黄连木遗传变异主要发生在种群内。

种群间的遗传分化在０．００１水平上达到显著水平，种群间基
因流Ｎｍ为２．８１４９（Ｎｍ＞１），说明种群间基因流水平较高，遗
传分化较小。

表４　雌黄连木不同种群的遗传分化

ＰＯＰＧＥＮ ＡＭＯＶＡ
Ｎｅｉｓ总基因多样性Ｈｔ 种群内基因多样性Ｈｓ 种群间遗传分化系数Ｇｓｔ 种群间基因流Ｎｍ 种群间 种群内物种水平

０．３２１８ ０．２７３３ ０．１５０８ ２．８１４９ ０．１４７５（Ｐ＜０．００１） ０．８５２５（Ｐ＜０．００１）

２．３　雌黄连木遗传距离与相似度
通过对不同种群的雌黄连木的遗传距离与相似度分析可

知，遗传距离最小的为长葛种群和安阳监狱种群，遗传距离最

大为南沟（东后凹）种群和南沟（西后凹），范围在０．０４１２～

０．１２６９之间。遗传相似度最高的为长葛种群和安阳监狱种
群，最低的为南沟（东后沟）种群和南沟（西后凹）种群，遗传

相似度范围在０．８８０８～０．９５９６之间（表５）。

表５　不同雌黄连木的遗传距离（左下方）与相似度（右上方）

地点 南沟（东后凹） 南沟村（西沟北坡） 长葛 安阳监狱 南沟（西后凹）

南沟（东后凹） １．００００ ０．９２８９ ０．８９９４ ０．８９２４ ０．８８０８
南沟村（西沟北坡） ０．０７３８ １．００００ ０．９３３２ ０．９３４６ ０．８９５３
长葛 ０．１０６１ ０．０６９２ １．００００ ０．９５９６ ０．９２３９
安阳监狱 ０．１１３８ ０．０６７６ ０．０４１２ １．００００ ０．９３５６
南沟（西后凹） ０．１２６９ ０．１１０６ ０．０７９１ ０．０６６６ １．００００

３　讨论

基因变异，即遗传资源基因的丰富程度，是生物遗传多样

性的最直接的表现形式。本研究利用１０对 ＡＦＬＰ引物对河
南省２个地区５个不同种群遗传多样性进行了分析，由结果
可知：Ｉ＝０．４９２７、Ｎｅ＝１．５９２６、Ｈｅ＝０．３３５３，这个结果表明，
黄连木雌株遗传多样性处于中等水平，与王超等利用随机扩

增微卫星多态性（ＲＡＭＰ）对黄连木进行遗传多样性研究的结
果（Ｉ＝０．３８０３）［１３］和吴志

!

等利用简单重复序列（ＳＳＲ）对黄
连木天然种群遗传多样性的研究结果（Ｈｅ＝０．４７２）

［１４］相近；

而低于郝丽娟利用 ＳＳＲ（Ｈｅ＝０．５４５８）对黄连木天然种群遗
传多样性的研究结果［１５］。导致 ＡＦＬＰ、ＳＳＲ标记结果存在差
异的原因可能有以下几点：（１）这２种分子标记技术的靶位
点不相同，灵敏度不同，在分析过程中检测到的遗传信息不在

同一位点，故导致结果不一致，但对于未知基因，ＡＦＬＰ技术
检测位点多，获得更强的多态信息，结果更为准确［１５］；（２）经
过长期人工栽培，由于人工或自然选择等因素使得雌黄连木

产生了许多变异，从而使单纯雌株的遗传多样性低于整个物

种；（３）研究对象的取材地点和方法不一样，造成结果有差
异。在种群水平上，不同的黄连木雌株种群内遗传多样性水

平也呈现出一定的差异。５个种群中长葛地区的遗传多样性
最高，而南沟（东后凹）种群多样性则最低。造成该结果的原

因可能是各个种群所在地点不同，所存在的生态因子有一定

差异，从而造成种群间遗传多样性有差异。

遗传分化，即遗传结构变异的分布格局的差异，是遗传多

样性的重要体现，Ｇｓｔ值是反映种群进化历史的重要指标，基
因流Ｎｍ则是影响遗传结构均质化的重要因子。在本研究
中，５个不同黄连木雌株种群之间的遗传分化系数 Ｇｓｔ＝
０．１５０８，所以种群间变异程度为１５．０８％，种群内遗传变异程
度为８４．９２％。该结果与众多风媒传粉的树种变异模式一
致［１６］。本研究由Ｇｓｔ计算的种群间基因流 Ｎｍ为２．８１４９，可
能发挥均质化作用［１７］，使得黄连木种群间遗传分化程度

较低。
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天津市５种常绿灌木的综合评价
刘海荣，高一丹，王　葳
（天津农学院，天津３００３８４）

　　摘要：以天津市５种常绿灌木为研究对象，通过测定５种植物的滞尘量、计算空气污染耐受指数（ＡＰＴＩ），结合生
物学特征、生态效益和经济价值等对这５种植物进行综合评价。结果表明：５种常绿灌木单位叶面积滞尘量最大的是
大叶黄杨，为 １．４１ｍｇ／ｃｍ２；其次是小叶黄杨，为 １．１９ｍｇ／ｃｍ２；再次是沙地柏，为 ０．６６ｍｇ／ｃｍ２；小龙柏为
０．５３ｍｇ／ｃｍ２；滞尘量最小的是凤尾兰，为０．４６ｍｇ／ｃｍ２。５种植物ＡＰＴＩ值由大到小依次为凤尾兰、小叶黄杨、小龙柏、
沙地柏、大叶黄杨。植物综合评价结果凤尾兰为非常好，沙地柏为好，小叶黄杨、大叶黄杨、小龙柏为一般。
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　　随着城市化进程的加快、工业化发展、汽车尾气排放量增
多，大气污染对生物以及环境造成严重的影响，其中颗粒物污

染已成为主要的城市环境问题之一。颗粒物因其影响大气能

见度、产生光化学烟雾、加剧温室效应［１］，而且含有重金属、

细菌、病毒等致病物质，严重影响人民健康［２］。近年来，华北

地区日益严重的雾霾天气，使人们的生产生活受到了极大的

影响［３］，如何减少雾霾天气的发生以及雾霾对人们生产生活

的影响，已经成为国内外公众、政府和学者共同关注的重要问

题。已有研究表明，植物可以吸滞大气颗粒物，减少雾霾对环

境的影响［４］，其中常绿植物由于四季常绿能够发挥更大的作

用［５］。本研究选择天津市常见的５种常绿灌木，分别为大叶

黄杨（Ｂｕｘｕｓｍｅｇｉｓｔｏｐｈｙｌｌａ）、沙地柏（Ｓａｂｉｎａｖｕｌｇａｒｉｓ）、小龙柏
（Ｓａｂｉｎａｃｈｉｎｅｎｓｉｓｖａｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）、凤尾兰（Ｙｕｃｃａｇｌｏｒｉｏｓａ）、小
叶黄杨（Ｂｕｘｕｓｓｉｎｉｃａｖａｒ．ｐａｒｖｉｆｏｌｉａ）作为研究对象，通过比较
这几种植物的滞尘能力、空气污染耐受指数（ＡＰＴＩ）以及生物
学特性、社会经济学价值等几个方面，对这几种植物进行综合

评价，以期为天津市常绿植物的选择与应用提供参考，同时也

为植物综合评价提供有效可行的方法。

１　材料与方法

１．１　研究地概况
天津地处北温带，位于中纬度亚欧大陆东岸，主要气候特

征是四季分明，春季多风，干旱少雨；夏季炎热，雨水集中；秋

季气爽，冷暖适中；冬季寒冷，干燥少雪。年平均气温约为

１４℃，年平均降水量在３６０～９７０ｍｍ。
１．２　研究方法
１．２．１　材料及样品采集　当降雨量大于１５ｍｍ，降水强度达
１０ｍｍ／ｈ时或风速大于１７ｍ／ｓ时，认为植物叶片上的降留
ＰＭ２．５等大气颗粒物被洗刷干净，然后重新滞留ＰＭ２．５等大
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