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　　摘要：采用扩增片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＡＦＬＰ）标记技术对来自国内主要分
布区的２６份海州常山（ＣｌｅｒｏｄｅｎｄｒｕｍｔｒｉｃｈｏｔｏｍｕｍＴｈｕｎｂ．）进行遗传多样性分析。从６４对ＡＦＬＰ引物组合中，筛选出８
对扩增条带清晰、多态性高的引物组合，８对引物共扩增出１０４条条带，其中多态性条带１０３０条，多态性条带比例为
９８．８５％，平均每对引物扩增出 １２８．７５条条带。结合 ＰＯＰＧＥＮＥ软件分析遗传多样性指数：等位基因数（Ｎａ）为

１．５６２５个，有效等位基因数（Ｎｅ）为１．２２６０个，Ｎｅｉｓ基因多样性（Ｈ）、香农信息指数（Ｉ）分别为０．１４２０、０．２２５５；２６

份海州常山间遗传相似系数在０．２８５１～０．６９０９之间，平均为０．５１８；根据遗传相似性系数进行聚类分析，在遗传相似
性系数０．５３４处切割时，可将２６份海州常山划分为７大类，对其中第三大类在０．５７处分为４个亚群，聚类结果与资源
的地理分布大致相符。以上结果表明，海州常山具有丰富的遗传多样性，这为今后海州常山的开发利用和资源保护提

供了科学依据。
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　　海州常山（ＣｌｅｒｏｄｅｎｄｒｕｍｔｒｉｃｈｏｔｏｍｕｍＴｈｕｎｂ．）是马鞭草科
（Ｖｅｒｂｅｎａｃｅａｅ）大青属（Ｃｌｅｒｏｄｅｎｄｒｕｍ）落叶小乔木或灌木，在
我国华北、华东、中南和西南各省（区、市）均有分布，常见于

山丘陵、荒坡沟谷等地［１］。海州常山具有花形别致，花、果观

赏价值高且观赏期长的特点，被广泛应用于城市园林绿化中，

同时由于该树种具有较强的抗盐、抗旱、耐涝等特性，是干旱

瘠薄荒山及矿区废弃地植被恢复与重建、城市废弃地绿化、盐

碱地绿化的优良树种。目前对于海州常山的研究多集中在繁

育技术、抗逆性机制、花粉活力的测定及植物化学成分分析等

方面［２－６］，而对其遗传多样性的研究相对较少。

扩 增 片 段 长 度 多 态 性 （ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＡＦＬＰ）分子标记技术是一项以 ＰＣＲ反应
为基础的分子标记技术，具有ＤＮＡ用量少、多态性水平高、检
测位点多、分子识别率高等特点［７－９］，近年来被广泛应用于鸡

冠花、银杏、珙桐和海棠等观赏植物的遗传多样性研究［１０－１３］。

本研究采用ＤＮＡ－ＡＦＬＰ分子标记技术，对来自我国１５个省
（区、市）２６份种源的海州常山进行遗传多样性研究，从分子
水平揭示我国海州常山种质资源的遗传多样性水平和遗传进

化关系，为海州常山的良种选育和遗传变异性研究提供理论

基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
根据中国数字植物标本馆、《中国植物志》及其他相关文

献记载确定海州常山标本采集地点，结合标本采样地点的地

理位置和主要气象因子（年均温、日照时数、无霜期、降水

量），对海州常山种源分布进行区域划分，根据种源区划确定

１５个省（区、市），根据每个省（区、市）资源的分布情况，确定
采集地点，共选取２６个采集地点（表１），所选采集地点基本
覆盖了海州常山在国内的分布区域。采集的不同地区的海州

常山种源种植于山东农业大学种质资源圃，本试验采集的幼

嫩叶片均是来自不同地区的海州常山３年生萌蘖苗。
１．２　ＤＮＡ提取

每个种源从 ５个单株中各取 ２张幼嫩叶片混合取样
５０ｍｇ，利用改良的十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法［１４］提取

海州常山叶片基因组总 ＤＮＡ，采用紫外分光光度计和０．８％
琼脂糖凝胶电泳检测提取ＤＮＡ的质量和浓度，将样品稀释到
５０μｇ／ｍＬ，于－２０℃保存备用。
１．３　ＡＦＬＰ分析

参照Ｖｏｓ等的方法［１５］，用ＥｃｏＲⅠ ＋ＭｓｅⅠ内切酶组合对
基因组ＤＮＡ进行酶切，从６４对 ＡＦＬＰ引物中筛选出条带清
晰、多态性高的８对引物组合（表２）。预扩增总反应体系：酶
切连接产物２μＬ，Ｐｒｅ－ＡＭＰｍｉｘ１μＬ，ｄＮＴＰｓ１μＬ，１０×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，２．５Ｕ／μＬＴａｑ０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１８μＬ，共２５μＬ。
预扩增ＰＣＲ程序：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５６℃复
性３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，循环 ３０次；７２℃延伸 ５ｍｉｎ。将
ＰＣＲ产物稀释２０倍后作为选择性扩增模板，选择性扩增体系
同上。ＰＣＲ扩增程序：９４℃３０ｓ，６５℃ ３０ｓ，７２℃ ８０ｓ，１个
循环，然后以每次循环复性温度逐级降低０．７℃的梯度继续

—９１—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１１期



进行１２个循环，变性和延伸条件同上，最后以 ９４℃ ３０ｓ，
５６℃３０ｓ，７２℃ ６０ｓ，２３个循环结束。ＰＣＲ产物经 ９５℃变

性１０ｍｉｎ后用４％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，银染法检测。

表１　海州常山采样地概况

编号 种源地 地理坐标
海拔

（ｍ） 编号 种源地 地理坐标
海拔

（ｍ）
Ｃ１ 山西省太原市 ３７°２５′Ｎ，１１２°３４′Ｅ ８００ Ｃ１４ 河南省栾川县 ３３°４６′Ｎ，１１１°３８′Ｅ １４５０
Ｃ２ 山东省泰安市马套村 ３６°１５′Ｎ，１１７°００′Ｅ ４００ Ｃ１５ 江苏省连云港市 ３４°３５′Ｎ，１１９°１２′Ｅ １００
Ｃ３ 河南省洛宁县 ３４°２３′Ｎ，１１１°３８′Ｅ ４８０ Ｃ１６ 山东省滕州市 ３４°４３′Ｎ，１１７°１９′Ｅ ６０
Ｃ４ 甘肃省天水市 ３４°３４′Ｎ，１０５°４３′Ｅ １３００ Ｃ１７ 山东省巨野县 ３５°２８′Ｎ，１１６°０５′Ｅ ４０
Ｃ５ 山东省泰安市桃花峪 ３６°１５′Ｎ，１１７°５６′Ｅ ５００ Ｃ１８ 辽宁省大连市 ３８°５４′Ｎ，１２１°３７′Ｅ １４０
Ｃ６ 山东省长清县 ３６°３３′Ｎ，１１６°４４′Ｅ ４５ Ｃ１９ 广西临桂县 ２５°１４′Ｎ，１１０°１２′Ｅ １２００
Ｃ７ 安徽省舒城县 ３１°２７′Ｎ，１１６°５６′Ｅ ２５ Ｃ２０ 重庆市金佛山 ２９°０１′Ｎ，１０７°１１′Ｅ １５７０
Ｃ８ 陕西省杨凌区 ３４°１７′Ｎ，１０８°５６′Ｅ ５１０ Ｃ２１ 贵州省望谟县 ２５°１０′Ｎ，１０６°０５′Ｅ ９００
Ｃ９ 山东省泰安市夏张镇 ３６°０５′Ｎ，１１６°５７′Ｅ １１０ Ｃ２２ 江苏省南京市 ３２°０３′Ｎ，１１８°５０′Ｅ ３００
Ｃ１０ 山东省肥城市 ３６°１０′Ｎ，１１６°４０′Ｅ １００ Ｃ２３ 北京市植物园 ３９°５９′Ｎ，１１６°１２′Ｅ ２００
Ｃ１１ 湖北省神农架 ３７°１７′Ｎ，１１０°４０′Ｅ １５００ Ｃ２４ 浙江省天目山 ３０°２０′Ｎ，１１９°２３′Ｅ １２００
Ｃ１２ 河南省新县 ３１°３８′Ｎ，１１４°５２′Ｅ ６５０ Ｃ２５ 河南省西峡县 ３１°３８′Ｎ，１１４°５６′Ｅ １３０
Ｃ１３ 山东省枣庄市 ３５°００′Ｎ，１１７°１０′Ｅ ６０ Ｃ２６ 云南省昭通市 ２７°４４′Ｎ，１０３°５８′Ｅ １１００

表２　海州常山荧光ＡＦＬＰ引物筛选中供试的６４对引物组合

ＭｓｅⅠ／ＥｃｏＲⅠ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８
１ ＡＡＣ／ＣＡＡ ＡＡＣ／ＣＡＣ ＡＡＣ／ＣＡＧ ＡＡＣ／ＣＡＴ ＡＡＣ／ＣＴＡ ＡＡＣ／ＣＴＣ ＡＡＣ／ＣＴＧ ＡＡＣ／ＣＴＴ
２ ＡＡＧ／ＣＡＡ ＡＡＧ／ＣＡＣ ＡＡＧ／ＣＡＧ ＡＡＧ／ＣＡＴ ＡＡＧ／ＣＴＡ ＡＡＧ／ＣＴＣ ＡＡＧ／ＣＴＧ ＡＡＧ／ＣＴＴ
３ ＡＣＡ／ＣＡＡ ＡＣＡ／ＣＡＣ ＡＣＡ／ＣＡＧ ＡＣＡ／ＣＡＴ ＡＣＡ／ＣＴＡ ＡＣＡ／ＣＴＣ ＡＣＡ／ＣＴＧ ＡＣＡ／ＣＴＴ
４ ＡＣＴ／ＣＡＡ ＡＣＴ／ＣＡＣ ＡＣＴ／ＣＡＧ ＡＣＴ／ＣＡＴ ＡＣＴ／ＣＴＡ ＡＣＴ／ＣＴＣ ＡＣＴ／ＣＴＧ ＡＣＴ／ＣＴＴ
５ ＡＣＣ／ＣＡＡ ＡＣＣ／ＣＡＣ ＡＣＣ／ＣＡＧ ＡＣＣ／ＣＡＴ ＡＣＣ／ＣＴＡ ＡＣＣ／ＣＴＣ ＡＣＣ／ＣＴＧ ＡＣＣ／ＣＴＴ
６ ＡＣＧ／ＣＡＡ ＡＣＧ／ＣＡＣ ＡＣＧ／ＣＡＧ ＡＣＧ／ＣＡＴ ＡＣＧ／ＣＴＡ ＡＣＧ／ＣＴＣ ＡＣＧ／ＣＴＧ ＡＣＧ／ＣＴＴ
７ ＡＧＣ／ＣＡＡ ＡＧＣ／ＣＡＣ ＡＧＣ／ＣＡＧ ＡＧＣ／ＣＡＴ ＡＧＣ／ＣＴＡ ＡＧＣ／ＣＴＣ ＡＧＣ／ＣＴＧ ＡＧＣ／ＣＴＴ
８ ＡＧＧ／ＣＡＡ ＡＧＧ／ＣＡＣ ＡＧＧ／ＣＡＧ ＡＧＧ／ＣＡＴ ＡＧＧ／ＣＴＡ ＡＧＧ／ＣＴＣ ＡＧＧ／ＣＴＧ ＡＧＧ／ＣＴＴ

１．４　数据分析
用３７７ＤＮＡ自动检测仪扫描电泳胶图，用 ＧｅｎｅＳｃａｎ３．１

软件对电泳胶图进行数据提取，通过 Ｂｉｎｔｈｅｒｅ软件分析各片
段大小。利用Ｅｘｃｅｌ２００７将原始数据中有带的换成“１”，无
带的换成“０”，构建“０１”矩阵。利用 ＰＯＰＧＥＮＥｖｅｒｓｉｏｎ１．３１
软件计算遗传多样性参数：多态带数（ＡＰ）和多态带百分率
（Ｐ）；观测等位基因数（Ｎａ）、观测的有效等位基因数（Ｎｅ）、香
农信息指数（Ｉ）、Ｎｅｉｓ基因多样性（Ｈ）。用 ＮＴＳＹＳｐｃ－２．１１Ｆ
软件进行数据分析。对原始矩阵用ＳｉｍＱｕａｌ程序求ＤＩＣＥ相

似系数矩阵，并获得相似系数矩阵。用 ＳＨＡＮ程序中的非加
权组平均法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒ－ｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ
ｍｅａｎｓ，简称ＵＰＧＭＡ）方法进行聚类分析，并通过 Ｔｒｅｅｐｌｏｔ模
块生成聚类图（图１）。

２　结果与分析

２．１　ＡＦＬＰ扩增结果
从６４对引物组合中筛选出８对谱带清晰、多态性高且稳

定的引物组合，这８对引物扩增图谱显示电泳带数目丰富，分
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带清晰（图２）。扩增片段的大小在７０～５００ｂｐ之间，且分布
相对均匀。８对引物组合共扩增出１０４２条条带，其中多态性
条带１０３０条，占比为的９８．８５％。不同引物组合扩增出的多
态性条带总数范围在１１５～１４８条之间，平均为１２８．７５条；不
同引物组合平均多态性条带比例为９８．８７％（表３）。不同引
物产生的条带数存在一定的差异，其中Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－ＣＡＧ引

物产生的条带最多，为１５１条，而 Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＡＧ引物产
生的条带最少，为 １１６条。引物组合 Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＡＧ和
Ｅ－ＡＧＧ／Ｍ－ＣＡＡ扩增出的位点全部具有多态性，而引物组
合 Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－ＣＡＧ的多态性位点的比例最低，为９８．０１％。
以上分析表明，所选择的引物在海州常山种源间表现了较高

的多态性。

表３　ＡＦＬＰ选择性扩增引物产生的条带多态性

引物组合
总条带数

（条）

多态性条带数

（条）

多态性比例

（％）

Ｅ－ＡＡＣ／Ｍ－ＣＡＡ １３５ １３３ ９８．５２
Ｅ－ＡＡＣ／Ｍ－ＣＡＧ １２６ １２４ ９８．４１
Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－ＣＡＧ １５１ １４８ ９８．０１
Ｅ－ＡＣＴ／Ｍ－ＣＴＣ １１７ １１５ ９８．２９
Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＡＡ １２４ １２２ ９８．３９
Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＡＧ １１６ １１６ １００．００
Ｅ－ＡＧＧ／Ｍ－ＣＡＡ １２８ １２８ １００．００
Ｅ－ＡＧＧ／Ｍ－ＣＴＡ １４５ １４４ ９９．３１
平均 １３０．２５ １２８．７５ ９８．８５
总和 １０４２ １０３０

　　采用ＰＯＰＧＥＮＥ软件对不同引物组合对海州常山的遗传
多样性进行分析。由表４可知：２６份海州常山种质资源平均
观测等位基因数为 １．５６２５个，平均有效等位基因数为
１．２２６０个，平均Ｎｅｉｓ基因多样性、平均香农信息指数分别为
０．１４２０、０．２２５５，以上数据显示，我国海州常山的多态性丰
富，种源间的遗传多样性较高，存在丰富的变异。

２．２　不同海州常山种质资源的遗传相似性系数分析
采用 ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０软件计算种质间遗传相似系数（表

５），结果显示，来自不同地区的２６份海州常山的遗传相似系
数在０．２８５１～０．６９０９之间，平均为０．５１８０。其中山东泰安
马套村和泰安夏张镇２个种源间的相似系数最大（０．６９０９），
甘肃天水和云南昭通间的相似系数最低（０．２８５１）。据统计，
遗传相似系数在 ０．４０００～０．６０００之间的占种源总数的
８１５８％；遗传相似系数小于０．４０００的占７．６９％；遗传相似
系数大于０．６０００的占１０．４６％。另外从相似系数矩阵可知：
来自同一省份或者相近地域的种源之间相似系数较大，例如

表４　基于不同引物组合的海州常山遗传多样性水平

引物组合 Ｎａ Ｎｅ Ｈ Ｉ
Ｅ－ＡＡＣ／Ｍ－ＣＡＡ １．５９２６１．２４５９ ０．１５２６Ａ ０．２４０７ＡＢＣ
Ｅ－ＡＡＣ／Ｍ－ＣＡＧ １．５３２４１．１８４２ ０．１２０１Ｂ ０．１９５７ＡＤ
Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－ＣＡＧ １．６３４３１．２４６２ ０．１５４２Ａ ０．２４６１ＣＢ
Ｅ－ＡＣＴ／Ｍ－ＣＴＣ １．４８１５１．２１３０ ０．１３１９ＡＢ０．２０６３ＡＢＤ
Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＡＡ １．５２３１１．２２６４ ０．１４０７Ａ ０．２２１０ＡＢＤＣ
Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＡＧ １．５１３９１．１６９４ ０．１１２３Ｂ ０．１８４７Ｄ
Ｅ－ＡＧＧ／Ｍ－ＣＡＡ １．５６０２１．２６５６ ０．１６０３Ａ ０．２４７６ＢＣ
Ｅ－ＡＧＧ／Ｍ－ＣＴＡ １．６６２０１．２５７０ ０．１６３７Ａ ０．２６２２Ｃ

平均 １．５６２５１．２２６０ ０．１４２０ ０．２２５５

　　注：同列数据后标有不同大写字母表示在 ０．０１水平上差异
显著。　

来自山东省、河南省、江苏省的种源之间相似系数偏高。由遗

传相似系数分析可知，供试材料之间的遗传相似性与地理距

离存在显著的相关性，地理距离越远，遗传相似性越小，遗传

距离越大，基因间的交流越少。反之，遗传相似性越大，材料

间的遗传距离越小，基因交流越频繁。

２．３　不同海州常山种质资源的聚类分析
根据相似性系数进行 ＵＰＧＭＡ聚类分析，在相似系数为

０．５３４处可以将所有种源海州常山划分为７类（图１）：第一
类包括２个种源，分别为山西太原和甘肃天水，第二类陕西杨
凌单独为一类，第三类包括 １９份种质资源，在相似性系数
０５７处切割。可将第三类群划分为４个亚群（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ），Ａ
亚群包括１１个种源，其中在１１份种源中，山东的占有８份，
其他３份分别为山东省周边省份；Ｂ亚区包括１份种源，为辽
宁大连；Ｃ亚区包括３份种源，分别为安徽舒城、江苏连云港、
江苏 南京；Ｄ亚区包括４份种源，分别为湖北神农架、河南新
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表
５　
２６
份
海
州
常
山
种
质
资
源
间
的
相
似
系
数

材
料

代
号

相
似
系
数

Ｃ１
Ｃ２

Ｃ３
Ｃ４

Ｃ５
Ｃ６

Ｃ７
Ｃ８

Ｃ９
Ｃ１
０

Ｃ１
１

Ｃ１
２

Ｃ１
３

Ｃ１
４

Ｃ１
５

Ｃ１
６

Ｃ１
７

Ｃ１
８

Ｃ１
９

Ｃ２
０

Ｃ２
１

Ｃ２
２

Ｃ２
３

Ｃ２
４

Ｃ２
５

Ｃ２
６

Ｃ１
１．
００
０
０

Ｃ２
０．
５６
９
５
１．
００
０
０

Ｃ３
０．
５１
９
０
０．
６３
３
６
１．
００
０
０

Ｃ４
０．
６５
１
０
０．
５５
９
８
０．
４８
８
３
１．
００
０
０

Ｃ５
０．
４９
３
１
０．
６８
１
０
０．
６１
２
７
０．
４７
９
４
１．
００
０
０

Ｃ６
０．
４７
１
６
０．
６８
１
０
０．
６１
８
８
０．
４８
９
７
０．
６１
２
５
１．
００
０
０

Ｃ７
０．
４７
７
４
０．
５４
９
８
０．
５３
８
２
０．
４２
３
４
０．
５３
６
３
０．
５７
７
５
１．
００
０
０

Ｃ８
０．
５３
３
６
０．
５５
５
１
０．
５７
７
５
０．
４７
３
２
０．
４９
７
０
０．
４７
８
２
０．
４７
９
４
１．
００
０
０

Ｃ９
０．
５２
４
３
０．
６９
０
９
０．
５９
５
０．
５１
３
３
０．
６２
７
５
０．
６４
０
８
０．
５９
０
３
０．
５４
２
４
１．
００
０
０

Ｃ１
０
０．
５０
６
４
０．
６２
１
６
０．
６１
６
２
０．
４８
１
１
０．
６０
１
５
０．
６３
３
６
０．
５４
８
０
０．
５３
０
６
０．
６８
８
５
１．
００
０
０

Ｃ１
１
０．
４１
１
０
０．
４６
９
４
０．
４９
６
６
０．
３５
５
１
０．
４９
０
６
０．
５３
８
０
０．
５３
４
２
０．
４６
５
５
０．
４７
９
１
０．
４９
１
１
１．
００
０
０

Ｃ１
２
０．
４３
７
９
０．
５３
２
６
０．
５７
８
６
０．
３８
７
７
０．
５４
１
１
０．
５５
５
４
０．
５８
１
３
０．
４９
６
３
０．
５６
３
１
０．
５５
２
３
０．
５５
７
７
１．
００
０
０

Ｃ１
３
０．
４３
６
５
０．
５６
８
０
０．
５５
０
１
０．
４０
１
７
０．
５６
９
４
０．
５４
０
０
０．
５９
６
４
０．
４７
４
７
０．
６２
１
１
０．
５５
２
３
０．
５４
５
２
０．
５７
０
５
１．
００
０
０

Ｃ１
４
０．
４５
６
２
０．
６１
６
２
０．
５５
９
０
０．
４４
６
８
０．
５９
３
３
０．
６５
１
９
０．
５６
９
０
０．
４９
６
４
０．
６５
４
５
０．
６１
１
０
０．
５４
６
９
０．
５６
２
９
０．
６０
９
８
１．
００
０
０

Ｃ１
５
０．
４５
３
２
０．
５５
６
０
０．
５８
８
２
０．
４２
０
１
０．
５３
１
１
０．
５５
６
０
０．
５８
３
６
０．
４９
６
２
０．
５６
４
９
０．
５６
０
８
０．
５０
６
６
０．
５８
３
９
０．
５７
９
０
０．
５７
４
８
１．
００
０
０

Ｃ１
６
０．
４８
４
４
０．
５７
６
９
０．
５５
７
０
０．
４１
０
３
０．
５６
７
０
０．
５４
５８
０．
５３
８
９
０．
４７
４
０
０．
５８
１
１
０．
５４
１
２
０．
４９
７
５
０．
５４
３
５
０．
６１
８
２
０．
６２
５
２
０．
５５
５
８
１．
００
０
０

Ｃ１
７
０．
４８
９
５
０．
６５
６
１
０．
５６
０
３
０．
５２
４
５
０．
６８
６
６
０．
５９
１
６
０．
５３
０
１
０．
４８
１
９
０．
６５
５
６
０．
６１
０
８
０．
４７
７
５
０．
５２
４
０
０．
５７
０
９
０．
５８
０
６
０．
５３
２
３
０．
５６
８
７
１．
００
０
０

Ｃ１
８
０．
４３
５
２
０．
５７
５
２
０．
５２
２
２
０．
４３
３
２
０．
５５
４
１
０．
５８
１
８
０．
５４
８
４
０．
４６
９
５
０．
６１
４
８
０．
５７
５
５
０．
４５
０
３
０．
４８
９
４
０．
５３
６
０
０．
５６
５
１
０．
５０
３
６
０．
４８
６
２
０．
５７
８
５
１．
００
０
０

Ｃ１
９
０．
３２
２
７
０．
３９
４
２
０．
４１
７
３
０．
３２
４
４
０．
３９
４
１
０．
４６
２
９
０．
４３
５
５
０．
４３
７
０
０．
４８
１
１
０．
４３
８
７
０．
４５
８
１
０．
４３
１
５
０．
４４
７
０
０．
４７
３
３
０．
４５
４
２
０．
４１
５
０
０．
４１
６
４
０．
４０
４
３
１．
００
０
０

Ｃ２
０
０．
４２
７
６
０．
５３
３
３
０．
５３
２
８
０．
４２
９
９
０．
５２
３
４
０．
４８
６
６
０．
５０
８
８
０．
４３
６
１
０．
５０
１
７
０．
４９
７
４
０．
５０
０
０
０．
５２
０
８
０．
４７
２
７
０．
４７
９
７
０．
５４
２
９
０．
４８
２
８
０．
５０
１
９
０．
４６
０
４
０．
３８
１
１
１．
００
０
０

Ｃ２
１
０．
４５
０
８
０．
５６
５
５
０．
５０
１
８
０．
３９
９
１
０．
５３
３
１
０．
５６
０
６
０．
４９
６
４
０．
４８
２
９
０．
５５
６
３
０．
５３
４
５
０．
４６
２
０．
５１
２
３
０．
５０
４
２
０．
５６
６
６
０．
４９
４
６
０．
５６
１
５
０．
５１
９
１
０．
５２
３
６
０．
４０
９
９
０．
４５
１
６
１．
００
０
０

Ｃ２
２
０．
４２
７
３
０．
５５
７
１
０．
５８
２
９
０．
４４
８
７
０．
５４
３
０
０．
５２
９
９
０．
５６
７
２
０．
４８
３
３
０．
５５
９
０
０．
５３
６
５
０．
５２
９
７
０．
５３
５
３
０．
５７
７
３
０．
５２
０
２
０．
５９
９
６
０．
５４
９
２
０．
５６
４
１
０．
４９
９
１
０．
４０
４
４
０．
５３
６
０．
４６
７
３
１．
００
０
０

Ｃ２
３
０．
５１
０
５
０．
６２
０
７
０．
５８
３
２
０．
４３
７
１
０．
５９
３
４
０．
５９
７
５
０．
５４
４
２
０．
５４
５
１
０．
６５
６
４
０．
５９
４
５
０．
５０
７
２
０．
５４
１
７
０．
５９
７
４
０．
６３
３
５
０．
５６
３
９
０．
５７
６
５
０．
５８
０
４
０．
５５
７
３
０．
４３
５
７
０．
５０
７
８
０．
５２
７
２
０．
５３
２
６
１．
００
０
０

Ｃ２
４

０．
４４
２
０．
５６
５
５
０．
５４
９
８
０．
４１
７
４
０．
５１
４
２
０．
５８
３
３
０．
５７
１
４
０．
４９
０
５
０．
５５
６
３
０．
５４
１
６
０．
５５
４
５
０．
６１
０
５
０．
５７
４
３
０．
５５
９
７
０．
５８
８
４
０．
５２
４
８
０．
５３
４
４
０．
５１
６
４
０．
４２
４
０
０．
４９
１
０
０．
４８
９
１
０．
５６
８
２
０．
５４
１
３
１．
００
０
０

Ｃ２
５
０．
４１
９
２
０．
５１
９
６
０．
５９
３
０
０．
３９
８
２
０．
５３
９
６
０．
５８
５
９
０．
５６
６
８
０．
４８
５
８
０．
５２
３
７
０．
５３
３
６
０．
６２
９
３
０．
６３
７
５
０．
５８
６
７
０．
５８
２
６
０．
５９
４
６
０．
５４
５
８
０．
５３
７
１
０．
５０
０
９
０．
４６
２
１
０．
５２
５
９
０．
５０
２
７
０．
５９
７
０
０．
５５
７
９
０．
６０
４
０
１．
００
０
０

Ｃ２
６
０．
３０
８
９
０．
３７
１
１
０．
４０
０
０
０．
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县、河南西峡、浙江天目山。广西临桂县、云南昭通、重庆金佛

山、贵州望谟这４个种源可能由于分别地处热带和亚热带的
交界、热带、亚热带、亚热带，加上地理位置相差较大，在聚类

图上分别单独聚为一类。

３　讨论

３．１　ＡＦＬＰ标记的检测有效性及海州常山的遗传多样性分析
在植物遗传多样性研究中 ＡＦＬＰ标记技术已在农作物、

花卉、树木等植物中广泛应用［１６－１８］。例如野生扁蓿豆［１９］、鸡

冠花［１０］、枸杞［２０］、紫椴［２１］等植物遗传多样性的研究都采用

ＡＦＬＰ标记技术。本研究筛选出８对ＡＦＬＰ引物对２６份来自
不同地理区域的海州常山进行扩增，共检测出１０４２条带，其
中多态性条带１０３０条，多态性位点比例９８．８５％。另由多样
性参数可知：Ｎａ为１．５６２５个，Ｎｅ为１．２２６０个，Ｈ、Ｉ分别为
０．１４２０、０．２２５５，这与紫椴、甘蔗［２１－２２］等作物的研究类似，表

明２６份海州常山种质间有丰富的遗传多样性，这为海州常山
的资源开发利用奠定了基础。植物的遗传多样性水平与其生

物学特性、环境、分布范围、花粉和种子传播方式等因素有

关［２３］，本试验中的２６份种源遗传多样性丰富，可能是由于种
源采自全国不同地区，这充分表明我国海州常山种质资源具

有丰富的遗传基础。

３．２　国内主要分布区的海州常山亲缘关系分析
在来自不同地区的２６份海州常山种质资源中，其相似系

数在０．２８５１～０．６９０９之间，来自不同省份的海州常山种质
资源间相似系数相对较小，这一趋势与对紫花苜蓿［２４］、白花

泡桐［２５］、甘蔗［２２］种质资源间遗传相似系数的分析相似，可知

来自不同省（区、市）的海州常山种质资源间的亲缘关系相对

较远，基因交流较少。聚类分析表明，划分类群与地理起源明

显相关，例如来自山东、河南、江苏各地区的种源多数聚为一

类或者聚为一亚类，而来自地理距离较大的广西临桂县、云南

昭通、重庆金佛山、贵州望谟这４个种源各自单独聚为一类，
表明这４个种源与其他材料间的亲缘关系相对较远，具有相
对独立的遗传特性。亲本间的亲缘关系在很大程度上决定着

后代群体的选择范围，通常认为２个亲本遗传差异越大，后代
分离范围就越广泛，获得优良个体的机会也就越多。从聚类

分析可知，地理位置分布差异较大的几个海州常山种源可考

虑作为杂交亲本，为海州常山今后育种提供科学依据。

由于对海州常山种质资源的多样性研究刚刚开始，本研

究在海州常山种质资源多样性研究中存在一些不足，例如不

同地区采样的数量不均，而且本试验只用了 ＡＦＬＰ技术，简单
重复序列标记（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，简称 ＳＳＲ）、相关序列
扩增多态性（ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称
ＳＲＡＰ）等分子标记技术还未用于海州常山种质资源的遗传多
样性的分析。下一步将采集样品较少地区的种质资源，并采

用其他分子标记技术对其遗传多样性进行分析，寻找适宜该

树种遗传多样性分析的分子标记技术，进一步确定海州常山

不同地区种质资源的亲缘关系。
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