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表５　各指标的二因素互作效应方差分析

因变量 变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
产量 回归 ６５０６５８３４７．２７ ５ １３０１３１６６９．４５ ０．８００５ ０．６０２０

残差 ６５０２８１６５２．７２ ４ １６２５７０４１３．１８
总变异 １３００９４００００．００ ９

番茄红素含量 回归 １９０．６４ ５ ３８．１３ ０．９３２７ ０．５４２０
残差 １６３．５２ ４ ４０．８８
总变异 ３５４．１６ ９

糖酸比 回归 ２４．２８ ５ ４．８５ ６．１９６７ ０．０５０７
残差 ３．１４ ４ ０．７８
总变异 ２７．４１ ９

ＷＵＥ 回归 ９８８．６７ ５ １９７．７４ ８．１３００ ０．０３２０
残差 ９７．３８ ４ ２４．３５
总变异 １０８６．０５ ９

ＰＦＰ 回归 ７４９．７６ ５ １５８．９５ ２．４７１５ ０．２００７
残差 ２５７．２６ ４ ６４．３１
总变异 １０５２．０２ ９
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　　摘要：选取雄黄连木（ＰｉｓｔａｃｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓＢｕｎｇｅ）为研究材料，利用１０对扩增片段长度多态性（ＡＦＬＰ）引物对来自河
南省的６个不同种群总计１３６份雄黄连木个体进行遗传多样性分析，从不同层次揭示其变异规律以及为后期黄连木
雌雄鉴定和合理利用提供理论依据。结果表明，物种水平上，Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数Ⅰ（０．４９）和基因多样性指数（０．３３）均
反映出雄黄连木种群具有中等遗传多样性水平。分子方差分析（ＡＭＯＶＡ）结果表明，雄黄连木种群内的遗传变异占
９３．３５％，种群间的变异占６．６５％，二者都说明该地区黄连木的遗传变异主要发生在种群内部。６个黄连木群体间的
遗传距离范围在０．０３５３～０．１４９５之间，遗传相似性的范围在０．８６１１～０．９６５３之间，基因流Ｎｍ为２．６１２６，说明黄

连木不同群体间相似程度较高，遗传分化较低，基因交流较充分。
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　　黄连木（ＰｉｓｔａｃｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓＢｕｎｇｅ）系漆树科（Ａｎａｃａｒｄｉａｃｅａｅ）
黄连木属（Ｐｉｓｔａｃｉａ）落叶乔木，雌雄异株，是广泛分布于我国

的生物能源树种之一［１］。在能源危机日益加剧的今天，对生

物柴油能源植物进行利用研究具有极其重要的价值与意义，

黄连木作为一种优良的木本油料树种，显示出其广阔的开发

利用前景，受到广泛的关注［２－３］。对于雌雄异株植物而言，一

般雄株生长得更快且有更好的适应性［４］，通过对雌雄黄连木

的合理搭配，来满足当前对黄连木种群大面积繁育的需要，雌

雄植株黄连木性别发育很难通过形态学特征来进行鉴别，故

对雄黄连木进行遗传多样性研究具有极高价值。由于过去对

黄连木的研究相对落后，主要集中于栽培管养［５］、病虫害防

治［６］、生理特性［７］以及资源分布［８］等方面，有关其雌雄植株
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遗传多样性或遗传改良的研究国内尚未见报道，李琬婷等利

用９对ＡＦＬＰ引物对河南省４个不同种群黄连木材料进行遗
传多样性分析，研究结果表明黄连木４个不同种群遗传多样
性均处于中等水平，黄连木总的遗传分化主要来自居群内部，

较低遗传分化则在其居群间存在［９］。

在随机扩增多态性标记（ＲＡＰＤ）和限制性片段长度多态
性（ＲＦＬＰ）基础上不断完善发展的分子技术 －扩增片段长度
多态性（ＡＦＬＰ）标记技术，兼备 ＲＡＰＤ与 ＲＦＬＰ技术双重优
点，可在不预知基因组序列情况下，对基因组多态性进行检

测，不仅易于标准化，且所检出的多态位点同ＲＡＰＤ标记一样
可覆盖整个基因组，也具 ＲＦＬＰ同样的可靠性及稳定性［１０］。

该项技术发展至今已成功用于多种植物遗传多样性、高密度

遗传图谱构建以及分子标记筛选的研究。随着分子技术的不

断进步完善，ＡＦＬＰ技术已广泛应用于植物种质资源鉴定、遗
传多态性检测、遗传图谱构建以及群体遗传结构分析等诸多

方面，不仅应用在小麦、水稻、玉米等主要农作物上，在林木、

果树及蔬菜等植物上也得到广泛利用［１１－１４］。程小毛等应用

ＡＦＬＰ技术对６个居群的滇西北玉龙雪山不同海拔川滇高山
栎进行遗传多样性分析，结果表明，６个居群的遗传多样性水
平随海拔梯度的变化而呈现相同的变化规律［１５］。魏朔南等

通过８对引物组合将陕西漆树８个品种和６个野生居群的１４
个样品完全区分开［１６］。本研究通过采用 ＡＦＬＰ技术对河南
省不同地域雄黄连木进行遗传多样性分析，从而为了解不同

地理地域对雄黄连木遗传多样性和亲缘关系的影响，揭示其

变异规律以及后期雌雄黄连木鉴定和合理利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料为雄黄连木植株，于２０１５年３月在我国河南省

长葛市和安阳市南沟村（西沟北坡）、南沟、南沟（东后凹）、南

沟村（陈家沟）以及安阳监狱共６个地点进行采集，采集数分
别为２３、３２、１２、１８、１７、３４株，共计 １３６株。每株采其嫩梢
１～５个嫩枝，且取样点间距≥３０ｍ。将采集样品迅速放进变
色硅胶进行干燥处理，带回实验室常温保存备用。

１．２　试验方法
１．２．１　雄黄连木 ＤＮＡ抽提　采用改良 ＣＴＡＢ（十六烷基三
甲基溴化铵）法［１７］提取雄黄连木基因组总ＤＮＡ。
１．２．２　雄黄连木 ＡＦＬＰ分析　参照李琬婷等的反应体系及

反应程序［９，１８］，进行 ＡＦＬＰ相关分析。选择性扩增引物编号
及序列见表１。

表１　ＡＦＬＰ选择性扩增引物编号及序列

引物编号 Ｅ＋（５′－３′） Ｍ＋（５′－３′）
ＥＡ１１ＭＣ１ ＡＣＣ ＣＡＡ
ＥＡ１１ＭＣ１４ ＡＣＣ ＣＧＴ
ＥＡ１２ＭＣ１５ ＡＣＧ ＣＧＣ
ＥＡ１３ＭＣ５ ＡＧＡ ＣＴＡ
ＥＡ１３ＭＣ８ ＡＧＡ ＣＴＧ
ＥＡ１３ＭＣ１０ ＡＧＡ ＣＣＴ
ＥＡ１３ＭＣ１２ ＡＧＡ ＣＣＧ
ＥＡ１５ＭＣ９ ＡＧＣ ＣＣＡ
ＥＡ１６ＭＣ８ ＡＧＧ ＣＴＧ
ＥＡ１６ＭＣ１２ ＡＧＧ ＣＣＧ

　　注：Ｅ＋、Ｍ＋分别表示ＥｃｏＲⅠ、ＭｓｅⅠ核心碱基序列与特异酶切
序列。

１．２．３　带型统计与数据分析　采用人工读带法，将凝胶电泳
图上难以分辨的弱带或无带记作“０”，同一位置的清晰条带
记作 “１”，据此构建原始数据矩阵。利用 ＰＯＰＥＧＥＮＥ
Ｖｅｒｓｉｏｎ１．３１软件进行综合分析，计算有效等位基因数（Ｎｅ）、
等位基因数（Ｎａ）、香农（Ｓｈａｎｎｏｎ）指数（Ｉ）、遗传分化系数
（Ｇｓｔ）、Ｎｅｉｓ多样性指数（Ｈｅ）、基因流（Ｎｍ）以及遗传距离
（Ｄ）等相关参数。采用ＡＭＯＶＡ软件分析样品遗传变异在群
体内与群体间的分布。

２　结果与分析

２．１　雄黄连木遗传多样性分析
利 用 ＥＡ１６ＭＣ８、ＥＡ１６ＭＣ１２、ＥＡ１５ＭＣ９、ＥＡ１３ＭＣ５、

ＥＡ１３ＭＣ８、ＥＡ１３ＭＣ１０、ＥＡ１３ＭＣ１２、ＥＡ１２ＭＣ１５、ＥＡ１１ＭＣ１、
ＥＡ１１ＭＣ１４这１０对筛选出的 ＡＦＬＰ引物组合，对来自６个不
同雄黄连木种群的１３６株样品进行遗传多样性分析。研究结
果（表２）表明，１０对引物的有效等位基因数（Ｎｅ）变异区间在
１．２８（ＥＡ１３／ＭＣ１２）～１．７０（ＥＡ１６／ＭＣ８），变幅为０．４２，平均
值为１．５６；香农指数（Ｉ）最大的位点是 ＥＡ１６／ＭＣ８，为０．５８，
最小的是ＥＡ１３／ＭＣ１２，为０．２６，平均值为０．４９；而 Ｎｅｉｓ基因
多样性指数（Ｈｅ）的变化范围在 ０．１７（ＥＡ１３／ＭＣ１２）～０．３９
（ＥＡ１６／ＭＣ８），ＡＦＬＰ检测的结果说明雄黄连木种质资源具有
中等水平的遗传多样性。

表２　雄黄连木遗传多样性指数

引物编号 观测等位基因数 有效等位基因数 Ｎｅｉｓ基因多样性指数 Ｓｈａｎｎｏｎ指数
ＥＡ１３ＭＣ５ ２．００ １．４９ ０．３０ ０．４６
ＥＡ１６ＭＣ８ ２．５０ １．７０ ０．３９ ０．５８
ＥＡ１３ＭＣ１２ １．９０ １．２８ ０．１７ ０．２６
ＥＡ１３ＭＣ８ ２．００ １．５６ ０．３４ ０．５２
ＥＡ１２ＭＣ１５ ２．００ １．６４ ０．３７ ０．５５
ＥＡ１１ＭＣ１ ２．００ １．６１ ０．３５ ０．５３
ＥＡ１１ＭＣ１４ １．９２ １．６１ ０．３５ ０．５２
ＥＡ１５ＭＣ９ ２．００ １．６６ ０．３８ ０．５５
ＥＡ１６ＭＣ１２ ２．００ １．５８ ０．３４ ０．５２
ＥＡ１３ＭＣ１０ ２．００ １．４９ ０．３０ ０．４７
平均 ２．０３ １．５６ ０．３３ ０．４９
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２．２　不同种群雄黄连木遗传多样性分析
由表３可知，长葛地区的种群遗传多样性水平相对其他

地区较高，各项指数值均高于其他地区采样数值。其中，Ｎｅｉｓ
基因多样性指数（Ｈｅ）长葛最高为，０．３０，安阳监狱最低，为
０２４；有效等位基因数（Ｎｅ）从高到低依次是长葛（１．５３）＞南
沟（１．４７）＞南沟（东后凹）（１．４６）＞南沟村（陈家沟）（１．４４）＞南

沟村（西沟北坡）（１．４３）＝安阳监狱（１．４３）；观测等位基因
数也是长葛最大，安阳监狱最小。在群体水平上，香农指数

（Ｉ）平均值为 ０．３９，Ｎｅｉｓ基因多样性指数（Ｈｅ）平均值为
０２７，表明６个不同种群的雄黄连木具有中等水平的遗传多
样性，其中长葛种群相对于其他种群具有较高的遗传多样性。

表３　不同种群雄黄连木遗传多样性

种群 样本数 观测等位基因数 有效等位基因数 Ｎｅｉｓ基因多样性 Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数
南沟村（西沟北坡） ２３ １．７８ １．４３ ０．２６ ０．３９
南沟 ３２ １．８０ １．４７ ０．２７ ０．４１
南沟（东后凹） １２ １．６６ １．４６ ０．２６ ０．３８
南沟村（陈家沟） １８ １．６９ １．４４ ０．２６ ０．３８
安阳监狱 １７ １．６４ １．４３ ０．２４ ０．３６
长葛 ３４ １．８１ １．５３ ０．３０ ０．４５
平均 — １．７３ １．４６ ０．２７ ０．３９

２．３　雄黄连木遗传分化
由表４可知，不同种群雄黄连木总基因的遗传多样性 Ｈｔ

为０．３１６９，种群内基因多样性 Ｈｓ为０．２６６０，而种群间遗传
分化系数Ｇｓｔ则为０．１６０６，表明１６．０６％的变异存在于种群
间，８３．９４％的遗传变异存在于种群内，雄黄连木群体间存在

较低的遗传分化，总的遗传分化主要来自其种群内部。雄黄

连木种群间的基因流 Ｎｍ为２．６１２６（＞１），说明该种群间基
因交流较为充分。通过 ＡＭＯＶＡ方差分析，结果显示雄黄连
木种群内的遗传变异占９３．３５％，种群间的变异占６．６５％，说
明种群内基因交流明显大于种群间基因交流。

表４　雄黄连木不同种群遗传分化

ＰＯＰＧＥＮ ＡＭＯＶＡ
Ｎｅｉｓ总基因多样性 种群内基因多样性 种群间遗传分化系数 种群基因流 种群间 种群内

０．３１６９ ０．２６６０ ０．１６０６ ２．６１２６ ０．０６６５（Ｐ＜０．００１） ０．９３３５（Ｐ＜０．００１）

２．４　雄黄连木遗传距离与相似度分析
由表５可得，６个雄黄连木群体间的遗传相似性区间在

０．８６１１～０．９６５３之间，遗传距离区间在０．０３５３～０．１４９５
之间。其中，南沟村（西沟北坡）和南沟的群体遗传距离最小

（０．０３５３），安阳监狱群体和南沟村（西沟北坡）群体的遗传

距离最大（０．１４９５）；安阳监狱和南沟村（西沟北坡）群体间
的遗传相似度为最小（０．８６１１），南沟村（西沟北坡）和南沟
群体间的遗传相似度最大（０．９６５３），说明雄黄连木群体间的
遗传分化较低，不同群体间相似程度较高。

表５　不同雄黄连木种群的遗传相似度与遗传距离

种群 南沟村（西沟北坡） 南沟 南沟（东后凹） 南沟村（陈家沟） 安阳监狱 长葛

南沟村（西沟北坡） — ０．９６５３ ０．８８５２ ０．８６８４ ０．８６１１ ０．９０１９
南沟 ０．０３５３ — ０．９２４５ ０．９０２８ ０．９００２ ０．９２７４
南沟（东后凹） ０．１２２０ ０．０７８５ — ０．９３８３ ０．９１６４ ０．９２１９
南沟村（陈家沟） ０．１４１２ ０．１０２２ ０．０６３７ — ０．９４６６ ０．９４０６
安阳监狱 ０．１４９５ ０．１０５１ ０．０８７４ ０．０５４８ — ０．９５６３
长葛 ０．１０３２ ０．０７５４ ０．０８１３ ０．０６１３ ０．０４４７ —

　　注：对角线上方为遗传相似性，对角线下方为遗传距离。

３　结论与讨论

种质资源是在自然进化过程中形成的，是自然资源的重

要组成部分，蕴藏着各种性状遗传基因［１９］。而植物遗传多样

性主要受其分布格局以及遗传变异性高低所主导，包含了同

一居群内不同个体的遗传变异、种内基因的分化以及种内不

同居群间的遗传变异等［２０］。对雄黄连木种质资源的遗传多

样性进行研究，有利于探寻其遗传多样性丰富水平，掌握其特

征及分布规律，对推动优质黄连木种质资源的挖掘利用、育种

亲本的合理选配、优良基因的定位等方面具有极其重要的

意义［２１］。

本试验中利用１０对 ＡＦＬＰ引物对河南省６个不同的雄
黄连木种群进行遗传多样性分析，结果显示，在群体水平上，

长葛种群的有效等位基因数最高（１．５３），安阳监狱以及南沟
村（西沟北坡）的有效等位基因数最低（１．４３），６个种群平均
值为１．４６，数据显示有效等位基因可能与地理位置存在一定
的相关性。６个种群信息指数平均值为０．３９，Ｎｅｉｓ基因多样
性指数平均值为０．２７，说明雄黄连木种质资源具有中等水平
的遗传多样性，表明雄黄连木种质资源的遗传多样性可能与

其所处的环境和位置有一定关联。这一结果与张金池等对不

同地理漆树种源的遗传多样性 ＡＦＬＰ研究相类似，该分析认
为不同漆树种群与海拔标高的相关性低，但是与区域联系紧
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密［２２］。利用这一特性，可以通过更为有效的途径来找出雄黄

连木的基因交流和基因多样性方面的一系列问题，为雄黄连

木遗传多样性研究提供了一定借鉴意义。此外，本研究雄黄

连木种群的遗传多样性水平与前人对黄连木种群遗传多样性

研究结果［２３－２４］相似，说明雄黄连木种群和雌雄混合的黄连木

种群一样具有较强的适应能力［２５］。种群间遗传分化系数 Ｇｓｔ
为０．１６０６，表明１６．０６％的变异存在于种群间，８３．９４％的遗
传变异存在于种群内，这说明雄黄连木群体间存在较低的遗

传分化，而总遗传分化主要来自于其群体内部。雄黄连木种

群间基因流Ｎｍ为２．６１２６（＞１），说明该种群间基因交流较
充分。表明雄黄连木的种群间的基因交流相对不足，但在种

群内的基因交流和遗传变异比例相对较高，大多基因变异存

在于种群内。遗传分化主要是由居群本身的遗传特性所控

制［２６］，如不同的花粉、种子传播方式，生物以及非生物因子，

尤其是人为干扰所引起的遗传变异、地理隔离等；物种的遗传

多样性和其分布范围间也存在明显的相关性，与狭域种相比，

广布种并不容易受到遗传漂变的作用，故其遗传分化通常

较低［２７－２８］。

本研究中，黄连木为雌雄异株乔木，风媒传粉，其花粉和

种子的传播受到重力、风力等因素的交互影响，隔离距离越

小，群体间的基因流越大，从而导致雄黄连木群体间的遗传分

化程度降低［１５，２９］。ＡＭＯＶＡ结果表明，种群内的遗传变异占
９３．３５％，种群间的变异占６．６５％。进一步证明黄连木的种
群间基因交流较少，主要以种群内的基因交流为主，并最终影

响遗传结构的形成。６个雄黄连木种群间的遗传相似性的范
围在０．８６１１～０．９６５３之间，遗传距离范围在 ０．０３５３～
０．１４９５之间。这一结果阐明黄连木不同种群间相似程度较
高，种群间的遗传分化较低。

本研究通过对雄黄连木的遗传多样性进行综合分析，有

利于发现其遗传分化特性，为后期研究基因与含油量关系奠

定基础。随着生物技术水平和研究手段的进步发展，ＡＦＬＰ
标记技术在雄黄连木的品种遗传多样性和亲缘关系分析、优

良种质基因的挖掘、新品种的选育和保护以及种质创新等方

面有广阔的应用前景。
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［２９］汪小凡，廖万金，宋志平．小毛茛居群的遗传分化及其与空间隔
离的相关性［Ｊ］．生物多样性，２００１（２）：１３８－１４４．
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