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　　摘要：采用ＲＡＰＤ分子标记技术对２个迁地保护的狭叶坡垒种群进行遗传多样性分析，结果表明，１０条引物共扩
增出６９个位点，其中３６条具有多态性，多态位点比例为５２．１７％，其中，西双版纳种群的多态位点百分比为３６．２３％；
桂林种群为１５．９４％。２个迁地保护种群的Ｓｈａｎｎｏｎ平均值为０．１１７８，Ｎｅｉｓ多样性指数平均值为０．０７５７，遗传分化系
数Ｇｓｔ为０．６３４０，６３．４１％的遗传变异存在于种群间。
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　　狭叶坡垒（Ｈｏｐｅａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）别称华南坡垒、窄叶坡垒，国
家一级重点保护野生植物［１］，是龙脑香科分布在我国的少数

几个树种之一，是广西特有珍贵用材树种，具有重要的保护和

经济价值。由于人为干扰及其自身生物、生态学特性限制，其

野外种群数量日渐稀少，分布范围日渐萎缩，已濒临消失。目

前，在广西南宁、桂林和云南西双版纳得到迁地保护，并开花

结实。迁地保护后的遗传多样性大小能够反映保护的有效性

和物种适应环境的能力，也能进一步分析其进化潜力和未来

命运，尤其是探讨物种稀有或濒危的原因及过程［２］。因此，

对迁地保护后的种群进行遗传分化、种群遗传结构及种群间

基因流等方面的研究非常重要［３］。目前，ＤＮＡ随机扩增多态
性ＲＡＰＤ分子标记已经广泛应用于遗传多样性、遗传结构和
遗传图谱的研究中［４－９］。利用 ＲＡＰＤ技术，研究狭叶坡垒２
个迁地保护种群的遗传多样性，为种质资源的保存、测定、评

价和育种策略的制定提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
狭叶坡垒材料取自广西桂林植物园和云南西双版纳植物

园，每个植物园各１个种群，每个种群１０株成年植株的当年
生嫩叶，硅胶干燥保存１０个月。采样种群地的基本概况见
表１。

表１　采样种群地的基本概况

种群 样本数 纬度Ｎ 经度Ｅ 海拔

（ｍ）
年均气温

（℃）
相对湿度

（％）

西双版纳（ＢＮ） １０ ２１°４１′１０１°２５′ ５７０ ２１．４ ８３
桂林（ＧＬ） １０ ２５°０１′１１０°１７′ １７０ １９．２ ７８

　　用于ＲＡＰＤ－ＰＣＲ反应的Ｂｕｆｆｅｒ、ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰｓ、ＴａｑＤＮＡ
聚合酶等均购于上海生物工程有限公司，ＲＡＰＤ引物也由上
海生物工程有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取　采用改良后的ＣＴＡＢ法［１０］。

１．２．２　反应体系和扩增程序　扩增体系为：１×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，
３ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，０．２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．５Ｕ／２５μＬＴａｑ聚合
酶，０．４μｍｏｌ／Ｌ引物，５ｎｇ／μＬＤＮＡ模板，最后用无菌超纯水
补足至２５μＬ。最佳扩增反应条件为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃ 变性１ｍｉｎ，３５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，３５个
循环；７２℃最后延伸７ｍｉｎ。
１．２．３　扩增产物检测　ＰＣＲ扩增在 ＢｉｏｍｅｔｒａＴＰｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ
ＰＣＲ仪（华粤企业集团有限公司）上进行。反应结束后，
１０μＬ上样液含１μＬＧｅｌＧｒｅｅｎ核酸染料，在１．５％琼脂糖凝
胶中电泳６０ｍｉｎ，电压设定为１２０Ｖ，于生物电泳成像分析系
统（美国ＵＶＰ）拍照记录。
１．２．４　统计分析　按条带有或无分别赋值，有带记为１，无
带记为０，形成１、０数据矩阵。利用 Ｐｏｐｇｅｎｅ３２软件分析各
个居群的等位基因数（Ｎａ）、有效等位基因数（Ｎｅ）、多态位点
百分率，以及在物种水平上整个居群的遗传变异（Ｈｔ）、居群
内遗传多样性（Ｈｓ）、遗传分化系数（Ｇｓｔ），以及 Ｓｈａｎｎｏｎ多样
性指数（Ｉ）和Ｎｅｉ’ｓ遗传一致度（Ｈ）［１１］。

２　结果与分析

２．１　引物筛选及扩增结果
从１５０条ＲＡＰＤ随机引物中筛选出电泳谱带清晰且多态

性较好的１０条引物（表２），并对 ２个种群的２０个个体进行
ＲＡＰＤ分析，共检测出６９个位点，范围在４００～２０００ｂｐ（图
１），平均每条引物扩增出６．９个条带。

表２　１０条ＲＡＰＤ引物序列

引物编号 引物序列（５′→３′） 引物编号 引物序列（５′→３′）
Ｓ１１ ＧＴＡＧＡＣＣＣＧＴ Ｓ２１ ＣＡＧＧＣＣＣＴＴＣ
Ｓ１３ ＴＴＣＣＣＣＣＧＣＴ Ｓ２２ ＴＧＣＣＧＡＧＣＴＧ
Ｓ１６ ＴＴＴＧＣＣＣＧＧＡ Ｓ２５ ＡＧＧＧＧＴＣＴＴＧ
Ｓ１７ ＡＧＧＧＡＡＣＧＡＧ Ｓ３９ ＣＡＡＡＣＧＴＣＧＧ
Ｓ１９ ＡＣＣＣＣＣＧＡＡＧ Ｓ４０ ＧＴＴＧＣＧＡＴＣＣ
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２．２　遗传多样性分析
用Ｐｏｐｇｅｎｅ３２软件对２个种群的遗传多样性进行分析。

由表 ３可见，３６个为多态性条带，多态位点百分比为

５２１７％，其中，西双版纳种群的多态位点较多，为２５个，多态
位点百分比为３６．２３％；桂林种群的多态位点较少，为１１个，
多态位点百分比为 １５．９４％；等位基因数（Ｎａ）１．１５９４～
１．３６２３，平均值为１．２６０９；有效等位基因数（Ｎｅ）从１．０８２５
到１１６１８，平均值为１．１２２２；用 Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数估算２
个种群间遗传多样性变化幅度为０．０７４７～０．１６０９，平均值为
０．１１７８；用Ｎｅｉｓ多样性指数估算２个种群中的遗传变异范
围为０．０４８８～０．１０２５，平均值０．０７５７。在物种水平上，多
态带百分率Ｐ为５７．９５％；等位基因数（Ｎａ）为１．５７９７；有效
等位基因数（Ｎｅ）为１．３７７４；Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数为０．３０３３；
Ｎｅｉｓ样性指数为０．２０６６。

表３　两个迁地保护种群的遗传多样性比较

种群
等位基因数

（Ｎａ）
有效等位

基因数（Ｎｅ）
Ｎｅｉｓ多样性
指数Ｈ

Ｓｈａｎｎｏｎ
多样性指数Ｉ

多态位点数

（个）

多态位点百分率

（％）

西双版纳（ＢＮ） １．３６２３ １．１６１８ ０．１０２５ ０．１６０９ ２５ ３６．２３
桂林（ＧＬ） １．１５９４ １．０８２５ ０．０４８８ ０．０７４７ １１ １５．９４
平均 １．２６０９ １．１２２２ ０．０７５７ ０．１１７８ １８ ２６．０９

２．３　遗传结构分析
２个狭叶坡垒种群间的遗传分化状况由总的遗传多样性

（Ｈｔ）、种群内遗传多样性（Ｈｓ）、种群间基因分化系数（Ｇｓｔ）描
述。经统计分析，２个种群的总遗传变异 Ｈｔ为 ０．２０６６，种群
内遗传变异Ｈｓ为０．０７５６，种群间遗传变异为０．１３１０，群体
间遗传分化系数 Ｇｓｔ为 ０．６３４０。在总的遗传多样性中，
６３４１％的遗传变异存在于种群间，３６．５９％的遗传变异存在
于种群内。

３　小结与讨论

一个物种遗传多样性越高或遗传变异越丰富，对环境变

化的适应能力就越强，越容易扩展其分布范围和开拓新的环

境，因此，对遗传多样性的研究可以揭示物种的进化历史，也

能进一步分析其进化潜力和未来命运，尤其有助于物种稀有

或濒危原因及过程的探讨［２］。

多态位点百分率虽是遗传多样性的一个粗略估计，随引

物选择标准会有较大差异，但可以比较正确地显示物种居群

内和居群间的遗传多样性水平，而遗传多样性高低，决定着物

种对环境的适应能力及其利用潜力［１２－１５］。本研究结果表明：

２个迁地保护种群的遗传多样性均不高，多态位点百分率平
均值为２６．０９％，其中西双版纳种群为３６．２３％，桂林种群只
有１５．９４％；在Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数、Ｎｅｉｓ多样性指数及多态
位点百分率等方面，西双版纳种群均高于桂林种群。造成桂

林种群遗传多样性水平略低于西双版纳种群的原因可能有：

一是气候条件的不同。西双版纳植物园的温度和湿度均高于

桂林植物园，其气候条件更接近狭叶坡垒原始生境。有研究

表明，西双版纳的栽培条件较桂林好，其栽培的狭叶坡垒生长

量为桂林的２倍［１６－１７］。二是西双版纳植物园迁地保护的狭

叶坡垒采用的是小苗，而桂林植物园采用的是种子繁殖，采集

的种子有可能来自同一株母树，从而降低了单位引物多态位

点比率。

种群间变异是ＲＡＰＤ分子水平上遗传变异的主要成分，
研究显示，６３．４１％的遗传变异存在于种群间，３６．５９％的遗传

变异存在于种群内，种群间的基因分化程度较种群内大。此

外，遗传分化系数是反映各亚群间遗传分化的重要指标，若群

体Ｇｓｔ值在０～０．０５之间，则表明其各亚群间代表轻度分化；
若 Ｇｓｔ值在 ０．０５～０．１５之间，为中度分化；若 Ｇｓｔ值在
０．１５～０．２５之间，则为高度分化［１８］。本试验结果表明，２个
迁地保护种群Ｇｓｔ值为０．６３４０，已经发生高度遗传分化，这可
能是因为２个迁地保护种群间距离较远，地理隔离使得种群
间较难进行基因交流；另外，２个种群所处的气候、土壤、植被
类型等差异较大，种群可能会因自然生态条件不同产生更大

的种群遗传分化。因此，如果采用选择性标记，种群遗传分化

将会更为明显，而这些未知的适应性基因在保护遗传学中特

别重要［１９］。为了捕获中性标记无法揭示的一些可能存在的

选择性基因位点变异，应进一步开发选择性标记评价狭叶坡

垒人工迁地保护种群遗传多样性的保护效果。
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微型月季“金太阳”组织培养技术研究

耿晓东
（苏州农业职业技术学院，江苏苏州２１５００８）

　　摘要：以微型月季品种“金太阳”腋芽为外植体诱导丛生芽，采用正交设计方案，进行微型月季初代和继代增殖最
优培养基配方的筛选，结果表明，微型月季腋芽诱导最适宜培养基是１／２ＭＳ＋６－ＢＡ１ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋３％蔗
糖＋０．６％琼脂；丛生芽继代增殖最适宜培养基是 ＭＳ＋６－ＢＡ２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ０．５ｍｇ／Ｌ＋３％蔗糖 ＋
０６％琼脂，ｐＨ值为５．８。
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师，从事观赏植物栽培、园林植物应用等方面的教学与研究。Ｔｅｌ：
（０５１２）６６０９８５０６；Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｅｎｇｘｉａｏｄｏｎｇ１０８８＠１２６．ｃｏｍ。

　　微型月季是蔷薇科蔷薇属多年生木本植物，又称“迷你
月季”或“袖珍月季”，株型矮小紧凑，花形小巧可爱，花色丰

富，花期较长，因具有较强的抗逆性，便于粗放管理，所以在园

林绿化中应用较为广泛［１］。微型月季可通过种子、扦插和组

培技术进行繁殖，生产中一般用扦插繁殖较多，但扦插繁殖成

本高，繁殖系数较低，难以满足市场大批量的需求。组培技术

具有繁殖效率高、周期短、遗传性状稳定、便于管理等优

点［２］，但关于微型月季组织培养的报道较少。因此，本试验

对微型月季的组织培养技术进行相关研究，以期为规模化生

产提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以盆栽微型月季品种“金太阳”为试材，选取当年生无病

虫害、生长健壮的枝条，取其中部饱满的腋芽为外植体。

１．２　试验方法
１．２．１　初代培养　去掉枝条上的皮刺和叶，剪取带腋芽茎段
１０～１．５ｃｍ，用洗衣粉溶液洗涤浸泡３０ｍｉｎ后，用流水冲洗
１ｈ。外植体冲洗干净后，在超净工作台内将外植体放入７５％

乙醇中消毒３０ｍｉｎ，用无菌水冲洗１次，接着使用０．１％的氯
化汞溶液浸泡处理８ｍｉｎ，用无菌水冲洗５～８次后接种［３］。

将带腋芽的茎段接种到初代供试培养基上，试验采用４因素
３水平正交设计［４］，设计方案详见表１，每个处理接种１０瓶，
每瓶接种１个茎段，重复３次；培养１５ｄ后统计腋芽诱导率。
基本培养基设置３个水平：ＭＳ、１／２ＭＳ、１／３ＭＳ；６－ＢＡ设置３
个水平：０．５、１、１．５ｍｇ／Ｌ；ＮＡＡ设置３个水平：０．１、０．３、０．５ｍｇ／Ｌ；
ＫＴ设置３个水平：０．１、０．２、０．３ｍｇ／Ｌ。腋芽诱导率 ＝腋芽萌
发个数／接种外植体总数×１００％。
１．２．２　增殖培养　将初代培养的外植体的约１．５ｃｍ新芽，
在超净台内用解剖刀从腋芽基部切下，接种在供试继代增殖

培养基内，每瓶接１个新芽，每个处理接１０瓶，重复３次。培
养３０ｄ后统计丛生芽的增殖倍数。试验采用 Ｌ９（３

４）正交设

计［４］，同初代培养设计。基本培养基设置 ３个水平：ＭＳ、
１／２ＭＳ、１／３ＭＳ；６－ＢＡ设置３个水平：１、２、３ｍｇ／Ｌ；ＮＡＡ设置
３个水平：０．１、０．３、０．５ｍｇ／Ｌ；ＫＴ设置３个水平：０．２、０．３、
０．５ｍｇ／Ｌ。腋芽增殖倍数＝新芽萌发个数／接种腋芽总数。
１．３　培养条件

在培养室内进行光照培养，初代培养和增殖培养的条件：

温度为（２５±２）℃，光照强度为２０００ｌｘ，光照时间为１２ｈ／ｄ。
培养基除了试验设计的影响因子外，另添加蔗糖 ３％、琼脂
０６％，用１ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ和 ＮａＯＨ将培养基 ｐＨ值调整为
５８，配制的培养基在１２１℃高温下灭菌１７ｍｉｎ，放置１周后
备用［５］。
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