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　　摘要：铁皮石斛属于传统名贵中药，由于人们的过度采挖，其野生资源日益减少，遗传多样性遭到严重破坏，人工
栽培是对石斛资源进行保护的有效措施之一。本研究采用１５对ＳＳＲ引物对５个实生群体的１００株铁皮石斛进行了
遗传多样性分析，以期检测群体之间和群体内部的遗传分化，确定纯化株系，为后期优良品种选育提供理论参考。结

果表明，１５个位点共检测到１８５个等位基因，群体Ｂ６的等位基因数目最大，为７．１４个；群体Ｂ１１等位基因数最少，为
５．４２个；观察杂合度（Ｈｏ）最大的种群为 Ｂ６（０．３７６），群体 Ｂ１０最小（０．２８６）。近交系数（Ｆｉｓ）最大值出现在群体 Ｂ１０

中，为０．２４１；群体Ｂ６近交指数最小，仅为０．０９１。ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ遗传结构分析发现５个石斛实生群体可能来自２个同
源基因库。实生群体Ｂ１０遗传背景单一，可以用于后续的铁皮石斛纯化育种，群体 Ｂ６具有较高的杂合度，可以用作
种间杂交的良好材料，有利于种间差异性状的整合。
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　　铁皮石斛（ＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅＫｉｍｕｒａｅｔＭｉｇｏ）是兰科
（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）石斛属植物，属于传统名贵中药，由于人们的
过度采挖，铁皮石斛野生资源日益减少，已近枯竭，遗传多样

性遭到严重破坏。１９８７年铁皮石斛因数量锐减，被列入《国
家重点保护野生药材物种名录》［１－２］。铁皮石斛的人工栽培

是对石斛资源进行保护的有效措施之一，虽然近几年人工栽

培铁皮石斛取得了较大的进展，但由于种质混杂、盲目引种等

原因，致使铁皮石斛质量和产量差异较大，扰乱了消费市场，

阻碍铁皮石斛产业的正常、有序发展［３－８］。因此，开展铁皮石

斛种质资源和遗传多样性研究，对铁皮石斛优良品种的选育

具有重要意义。

遗传多样性是生物多样性的基本组成元素，丰富的遗传

多样性可以维持种群动态平衡，为物种的进化提供基本保障；

评价一个物种的遗传多样性也是制定该物种科学保护策略的

重要前提。前人在铁皮石斛遗传多样性研究方面取得了一定

进展，沈洁等利用ＲＡＭＰ标记对９个野生居群的１１２株铁皮
石斛进行了检测，结果表明，不同居群间存在丰富的遗传多样

性，而且居群之间存在一定地域相关性［９］。丁鸽等采用

ＲＡＰＤ技术对８个铁皮石斛野生居群的遗传多样性和亲缘关
系进行研究，发现引物 Ｓ４１２可以有效鉴别８个野生居群；同
样发现居群的地理分布与居群间的遗传关系呈现良好的正相

关性［１０］。Ｌｉ等利用ＡＦＬＰ标记对１２个铁皮石斛居群的遗传
多样性进行研究，发现居群间分化系数变幅为 ０．０４７～

０．５７８，居群间的遗传变异平均值为２６．９７％［１１］，研究结果支

持将这 １２个铁皮石斛居群分为 ３大类群。Ｄｉｎｇ等利用
ＳＲＡＰ标记对铁皮石斛的９个野生种的８４个植株进行研究，
发现在物种水平上遗传多样性较高，而在居群水平上差异性

较低［１２］。Ｓｈｅｎ等利用ＩＳＳＲ标记技术将８个野生铁皮石斛居
群区分开来，发现了１６个具有特异性标记的 ＤＮＡ片段［１３］。

谢明璐等利用开发的 ＳＳＲ标记成功对铁皮石斛种质进行了
纯度鉴定［１４］。但是基于 ＳＳＲ的铁皮石斛遗传多样性研究仍
鲜有报道，更缺乏对人工栽培铁皮石斛实生群体的遗传多样

性分析，相关研究缺失不利于铁皮石斛优良品种的选育，会造

成杂交亲本的盲目选择。

核基因ＳＳＲ标记在真核生物基因组中分布非常普遍，由
于其丰富的多态性和共显性遗传等特征，被广泛应用于种内

和种群间遗传变异的分析。本研究利用１５对 ＳＳＲ引物对铁
皮石斛不同实生群体的遗传多样性进行了分析，主要目的在

于：（１）评估石斛实生群体的近交系数，确定纯化株系；（２）检
测石斛实生群体之间和群体内部的遗传分化；（３）为后期人
工杂交育种提供理论参考。

１　材料与方法

在铁皮石斛实生苗群体中选取表观性状优良的５个群
体，分别标记为Ｂ４、Ｂ６、Ｂ１０、Ｂ１１、Ｂ１２，每个群体随机选择长
势较为一致的铁皮石斛２０株，单株编号分别为１～２０，共１００
株用于遗传多样性分析。分别从１００个单株上取健康幼嫩的
叶片，带回实验室，置于－８０℃的超低温冰箱中备用。
１．１　ＤＮＡ提取

利用优化后的ＣＴＡＢ法［１５］进行 ＤＮＡ提取。从叶片中提
取基因组总ＤＮＡ（图１），每份样品使用１ｇ叶片。ＤＮＡ提取
后使用ＴＥ缓冲液溶解，置于－２０℃的冰箱中备用。
１．２　ＰＣＲ扩增及测序

使 用１５对前人报道的、在石斛中扩增稳定、多态性好的
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ＳＳＲ引物进行ＰＣＲ反应（表１）。引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（上海）公
司合成，并合成５′端经过荧光修饰（ＦＡＭ和 ＨＥＸ２种荧光）
的 Ｍ１３－Ｔａｉｌ通用引物 （序列为：ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣ
ＣＡＧＴ）［１９］。ＰＣＲ体系为２０μＬ，各组分体积见表２。
　　ＰＣＲ反应步骤及条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；随后是９４℃
变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环后反应条
件设置为９４℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，１２
个循环；最终７２℃延伸６ｍｉｎ。

表１　ＳＳＲ引物序列及扩增长度范围

引物 序列（５′→３′） ＰＣＲ产物预期大小（ｂｐ）
Ｆ８［１６］ Ｆ ＜ＦＡＭ－Ｍ１３－Ｔａｉｌ＞ＣＴＴＧＡＴＣＧＧＧＣＣＡＴＣＡＴＴ １３２～１６０

Ｒ ＣＴＣＴＡＴＣＣＧＧＣＡＴＡＧＴＴ
Ｆ３［１６］ Ｆ ＜ＨＥＸ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＣＴＣＡＣＣＡＡＡＴＴＴＣＴＣＣＡＣ １４６～２００

Ｒ ＡＴＣＣＧＧＣＡＴＡＡＴＴＡＧＧＡＧ
ＤＯｅＳＳＲ３３［１７］ Ｆ ＜ＦＡＭ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＡＡＡＴＣＡＴＣＧＣＣＧＴＧＡＧＡＣ １６１～２１０

Ｒ ＡＣＣＡＡＧＴＡＣＴＣＣＣＴＧＴＡＴＴＣＣ
ＤＯｅＳＳＲ４１［１７］ Ｆ ＜ＦＡＭ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＡＡＣＡＡＧＣＴＴＴＧＴＴＴＴＣＣＡＣＴＡ １５０～２２０

Ｒ ＧＣＴＣＡＡＡＣＴＡＴＡＡＴＧＧＣＡＧＡＧ
ＤＯｅＳＳＲ４４［１７］ Ｆ ＜ＨＥＸ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＧＡＴＧＴＧＧＴＧＴＴＧＴＧＣＴＡＧＡＴＴ １３５～１８０

Ｒ ＴＡＧＡＴＴＧＣＴＴＧＴＴＣＡＧＧＣＴＡＣ
ＤＯｅＳＳＲ４６［１６］ Ｆ ＜ＨＥＸ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＡＡＴＧＴＴＧＴＴＧＴＴＣＣＴＴＣＴＧＴＧ １０４～１５４

Ｒ ＡＧＣＣＣＡＡＴＡＧＡＣＡＡＧＡＴＡＧＧＴ
ＤＮｅＳＳＲ３７［１６］ Ｆ ＜ＦＡＭ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＡＴＧＧＧＧＡＧＧＧＴＴＧＣＡＡＡＴＡＴ １５２～２３４

Ｒ ＡＣＣＧＣＴＧＣＧＴＣＣＡＧＴＡＡＴＣＡ
ＤＮｅＳＳＲ８６［１６］ Ｆ ＜ＨＥＸ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＡＡＧＣＡＧＣＧＧＧＡＧＧＡＧＣＡＧＡＡ ２４４～２８８

Ｒ ＡＣＡＴＣＧＣＡＧＴＣＡＴＣＡＡＴＧＴＡＡ
ＤＯｅＳＳＲ１１２［１７］ Ｆ ＜ＨＥＸ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＧＣＴＣＣＡＧＧＴＡＴＴＣＴＴＴＣＴＣＧ ２４２～２７０

Ｒ ＣＴＴＣＴＧＧＧＴＴＴＣＧＣＣＴＴＴ
ＤＯｅＳＳＲ１１６［１７］ Ｆ ＜ＨＥＸ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＡＡＴＣＴＧＡＴＡＡＧＡＡＧＡＧＧＴＧＧＣＴ １３８～１６０

Ｒ ＡＡＧＧＧＣＡＴＴＧＡＡＧＡＡＧＣＡ
ＤＯｅＳＳＲ１１７［１７］ Ｆ ＜ＦＡＭ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＴＴＣＡＣＣＴＣＣＴＣＧＣＣＡＡＣＴ １１２～１４８

Ｒ ＣＴＧＣＡＡＣＣＣＡＴＴＣＡＡＣＣＣ
ＤＯｅＳＳＲ１２３［１７］ Ｆ ＜ＦＡＭ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＡＧＴＴＣＡＧＣＣＴＡＡＡＧＡＣＧＡＧＣ ２３０～３４９

Ｒ ＡＴＧＧＣＡＧＴＣＡＣＡＧＣＣＣＴＡ
ＢＷＨ００４［１８］ Ｆ ＜ＨＥＸ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＡＧＣＴＡＣＣＴＣＴＣＧＴＡＧＧＣＧＴＴ １４９～１６９

Ｒ ＣＴＴＧＧＡＣＡＣＣＡＣＴＴＧＴＣＡＧ
ＢＷＨ００５［１８］ Ｆ ＜ＨＥＸ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＣＴＴＡＣＡＧＣＡＣＧＧＡＧＧＡＣＡ ３６６～４１１

Ｒ ＣＣＡＡＣＴＣＧＴＴＧＡＣＧＧＡＧＡＴ
ＢＷＨ０１０［１８］ Ｆ ＜ＨＥＸ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＴＧＡＣＴＧＡＧＧＴＧＣＡＧＡＧＧＴＴＴ １３６～１６０

Ｒ ＧＡＴＧＡＴＧＡＧＴＡＴＧＡＡＧＡＧＣＣ
ＢＷＨ０１３［１８］ Ｆ ＜ＦＡＭ－Ｍ１３－ＴＡＩＬ＞ＣＡＡＧＧＡＡＧＧＴＧＧＧＣＴＧＴＣ ３２７～３５４

Ｒ ＡＧＡＴＧＴＴＧＧＡＡＣＧＧＡＧＧＧ

表２　ＳＳＲ引物的ＰＣＲ反应体系

组分 体积（μＬ）
ＰｒｅｍｉｘＴａｑ（大连宝生物） １０．０
正向引物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，上海生工） ０．１
反向引物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，上海生工） ０．５
Ｍ１３－Ｔａｉｌ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，上海英骏） ０．４
ＤＮＡ模板（１０～３０ｎｇ／μＬ） １．０
双蒸水 ８．０
总体积 ２０．０

　　ＰＣＲ反应结束后，取４μＬ扩增产物用１．５％的琼脂糖凝

胶进行电泳检测（图２），确认得到单一且长度正确的片段后，
将ＰＣＲ产物送至生工（上海）生物工程有限公司进行基因分
型（图３）。
１．３　数据处理

为尽可能避免基因分型过程中的偏差，确定等位基因大

小后进行了２次人工校对。对于每个种群和 ＳＳＲ位点，使用
ＧｅｎＡｌＥｘ６．５０１［２０］计算等位基因个数（Ｎａ）、有效等位基因个
数（Ｎｅ）、观察杂合度（Ｈｏ）、期望杂合度（Ｈｅ）和近交系数
（Ｆｉｓ）。利用ＦＳＴＡＴ２．９．３

［２１］计算经过香农多样性指数（Ｉ）。
　　利用ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ２．３．４软件［２２］计算同源基因库的数

—１９—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第６期



目，该方法利用贝叶斯概率统计将铁皮石斛个体或预定义的

群体划分到 Ｋ个支系中来解释其遗传结构。本研究中，
ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ２．３．４的运行选择混合模型和关联等位基因频
率等参数配置，将同源基因库个数的赋值为１～８（Ｎ＋３），每
个Ｋ值进行１０次重复计算来推测最佳的Ｋ值。每一次运行
使用 ２０００００个循环的马尔科夫链 －蒙特卡洛模拟（ＭＣ
ＭＣ），初始收敛周期为１０００００；其他参数设为默认值。运行
后结果上传到 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥＨＡＲＶＥＳＴＥＲ（ｈｔｔｐ：／／ｔａｙｌｏｒ０．ｂｉ
ｏｌｏｇｙ．ｕｃｌａ．ｅｄｕ／ｓｔｒｕｃｔｕｒｅＨａｒｖｅｓｔｅｒ／）确定最佳 Ｋ值，运行结束
后利用ＣＬＵＭＰＰ软件处理对１０次独立运行得到的分配系数
进行均一化处理，然后使用ＤＩＳＴＲＵＣＴ软件绘制计算结果。

２　结果与分析

２．１　ＳＳＲ引物多样性
１５对ＳＳＲ引物共检测到１８５个等位基因，每个位点的等

位基因数目从２．３个（ＤＮｅＳＳＲ８６）到２２．６个（ＤＯｅＳＳＲ４１）不
等，平均每个位点有１２．３个等位基因。有效等位基因数从
１．３个（ＤＮｅＳＳＲ８６）到９．２个（ＤＯｅＳＳＲ４１），平均值为５．５个。
香农多样性指数最大值是２．６１（ＤＯｅＳＳＲ４１），最小值是０．３１
（ＤＮｅＳＳＲ８６），平均值为 １．８２。观察杂合度最大值是 ０．７５６
（ＤＯｅＳＳＲ４４），最小值是０１１４（ＤＮｅＳＳＲ８６），平均值为０．６０４。
期望杂合度最大值为 ０．７８６（ＤＮｅＳＳＲ３７），最小值为 ０．１６９
（ＤＮｅＳＳＲ８６），平均值为０．６５４。表明本研究中使用的ＳＳＲ引
物大部分多态性良好，可用于后续的群体遗传信息分析；其中

引物ＤＯｅＳＳＲ３３、ＤＮｅＳＳＲ８６、ＤＯｅＳＳＲ１１７多态性显著低于其
他引物（表３）。
２．２　铁皮石斛群体的遗传多样性

对５个石斛实生群体进行遗传多样性分析，发现群体Ｂ６
的等位基因数目最多，为７．１４个，其次是群体 Ｂ１２，为６．５０
个；群体Ｂ４和 Ｂ１０等位基因数均为５．６４个；群体 Ｂ１１等位
基因数最少，为５．４２个；５个实生群体的有效等位基因数存
在一定的差异，以群体Ｂ６的有效等位基因数目最大，为６．５７

表３　不同ＳＳＲ位点的遗传多样性

引物
等位

基因数

有效等位

基因数

香农

指数

期望

杂合度

观察

杂合度

Ｆ８ １６．２ ６．１ ２．０２ ０．７６８ ０．５７９
Ｆ３ １１．１ ４．５ １．７１ ０．７１１ ０．７２６
ＤＯｅＳＳＲ３３ ５．５ ２．４ １．０６ ０．５７６ ０．３３２
ＤＯｅＳＳＲ４１ ２２．６ ９．２ ２．６１ ０．７０４ ０．７２３
ＤＯｅＳＳＲ４４ １４．２ ７．１ ２．０９ ０．７８４ ０．７５６
ＤＯｅＳＳＲ４６ １３．０ ６．８ ２．２３ ０．６７３ ０．７４２
ＤＮｅＳＳＲ３７ １３．５ ７．３ ２．０４ ０．７８６ ０．７０７
ＤＮｅＳＳＲ８６ ２．３ １．３ ０．３１ ０．１６９ ０．１１４
ＤＯｅＳＳＲ１１２ １３．２ ５．８ ２．１０ ０．６５０ ０．７３４
ＤＯｅＳＳＲ１１６ １２．２ ３．１ １．５２ ０．６２２ ０．２８４
ＤＯｅＳＳＲ１１７ ７．０ ３．４ １．３４ ０．６４４ ０．５３０
ＤＯｅＳＳＲ１２３ １５．７ ８．１ ２．４３ ０．７７５ ０．６３７
ＢＷＨ００４ １２．７ ５．４ １．９８ ０．６１７ ０．７４３
ＢＷＨ００５ １２．４ ５．１ １．７６ ０．７３９ ０．７４５
ＢＷＨ０１０ １３．６ ６．１ ２．００ ０．５９９ ０．７０７

个，最小值虽然出现在群体Ｂ１１中，但是与群体 Ｂ４几乎没有
差异（表４）。观察杂合度最大的种群是 Ｂ６，为０．３７６，群体
Ｂ１２略低于 Ｂ６，为 ０．３６１；群体 Ｂ４、Ｂ１１没有显著差别，观察
杂合度分别为 ０．３０９、０．３２９；群体 Ｂ１０最小，仅为０．２８６。期
望杂合度表现出的趋势与观察杂合度相似，最大值和最小值

分别出现在群体Ｂ６和群体 Ｂ１１，群体 Ｂ６为０．６５４，群体 Ｂ１１
为０．５１４。分别对５个石斛种群的近交系数进行了计算。近
交系数最大值出现在群体Ｂ１０中，为０．２４１；其次为群体 Ｂ４，
为０．１６８；群体Ｂ６近交指数最小，仅为０．０９１。

表４　石斛不同实生群体的遗传多样性

实生群体
平均等位

基因数

有效等位

基因数
观察杂合度

期望

杂合度
近交系数

Ｂ４ ５．６４ ４．８４ ０．３０９ ０．５３７ ０．１６８
Ｂ６ ７．１４ ６．５７ ０．３７６ ０．６５４ ０．０９１
Ｂ１０ ５．６４ ５．０２ ０．２８６ ０．５６９ ０．２４１
Ｂ１１ ５．４２ ４．８１ ０．３２９ ０．５１４ ０．１２６
Ｂ１２ ６．５０ ５．１４ ０．３６１ ０．６２１ ０．１７７

２．３　铁皮石斛群体的遗传结构
为了进一步检验群体的遗传多样性信息，基于贝叶斯统

计法对 ５个铁皮石斛实生群体进行了遗传结构分析。
ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ结果显示，对５个群体的Ｋ值范围设为１～８，运
行１０次重复后，将 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ的运行结果上传到 ＳＴＲＵＣ
ＴＵＲＥＨＡＲＶＥＳＴＥＲ并通过前人描述的方法确定最佳的 Ｋ
值，在Ｋ＝２处观察到ΔＫ的最大值（图４），结果表明，５个石
斛实生群体可能来自２个同源基因库（图５）。
　　从ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ结果中我们发现，除群体Ｂ６中的一些个
体表现出较为明显的多源遗传背景外，其他４个群体种质纯
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度较高，以群体Ｂ１０遗传背景最为单一，与之前的杂合度、近
交系数等遗传多样性参数保持一致。

３　结论与讨论

本研究采用 １５对微卫星引物对 ５个石斛实生群体共
１００个个体进行了ＰＣＲ扩增，１５个位点共检测到１８５个等位
基因，群体Ｂ６的等位基因数目最多，群体Ｂ１１等位基因数最
少，５个石斛实生群体可能来自２个同源基因库。杂合度水
平可以在很大程度上反映植物的遗传多样性［２３－２４］。杂合度

较低与石斛的繁育系统有关，铁皮石斛自交和杂交均可育，试

验使用的实生种群来自于自交群体，但人工授粉失败或隔离

措施不完善可能造成一些个体是开放式授粉形成的实生苗，

这可能是导致Ｂ６群体杂合度高于其他群体的原因。
近交系数的取值为［－１，１］，负值表示群体种杂合个体

较多，群体的形成可能受到了外源基因流的影响，并非自交育

种过程中成功构建的群体。正值表明群体间的近交繁殖有所

增加，对于自然群体来讲可能是因为群体大小的减小或人为

的干预［２０］。本研究石斛实生群体为近亲或自交形成的种系，

有较高的近交系数是正常现象，而且群体 Ｂ１０近交系数最
大，表明其遗传背景较为单一，种质比其他实生群体更加纯

化，这一点也能通过Ｂ１０具有最小的观察杂合度得到佐证。
基于种质杂合背景，因遗传背景单一，实生群体 Ｂ１０可

以用于后续的纯化选择，但是否属于石斛特征性状（石斛多

糖、石斛碱含量等）还需进一步研究。与其他实生群体相比，

群体Ｂ６具有较高的杂合度，可以用作石斛种间杂交的良好
材料，有利于种间差异性状的整合。
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