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葫芦苏铁遗传多样性的等位酶分析 

简曙光1，吴 梅1，刘 念 
(1．中国科学院华南植物园，广东广州 510650；2．仲恺农业技术学院，广东广州 510225) 

摘 要：采用等位酶技术，分析了葫芦苏铁 5个居群的遗传多样性。分析 6个酶系统，共获得了13个基因位点， 

结果表明：葫芦苏铁具有较高水平的遗传变异性，多态位点百分率(P)为56．9 ，等位基因平均数 A—1．62，等 

位基因多样性指数 Ho=0．105，He=0．164，居群杂合体过量的位点为 5o 。居群遗传结构分析表明，大部分 

遗传变异(93．6 )存在于居群内(FsT—o．064)，居群间分化程度甚微。根据葫芦苏铁的居群遗传结构式样并 

结合相关研究，提出了就地保护所有居群，迁地保护从东一、王下和水田三个大居群取样的保护策略。 
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Genetic diversity of Cycas c ，zg Z ，zg ，z Z s 

detected by allozyme analysis 

JIAN Shu—guang ，WU MeiI，LIU Nian2 

(1．South China Botanical Garden，Academia Sinica，Guangzhou，510650，China；2．Horticulture 

Department，Zhong Kai Agriculture Technique College，Guangzhou 510225，China) 

Abstract：Genetic diversity of 5 natrual populations of Cycas changjiangensis were investigatied by using alloz— 

yme analysis．Allozyme data for 1 3 loci of 6 enzymes demonstrate high levels genetic variation within popula— 

tions，the mean percentage of polymorphic loci(P)was 56．9 ．The mean number of alleles per locus(A)was 

1．62．Mean observed heter0zygosity(Ho)was 0．105，and mean expected heterozygosity(He)was 0．164．Half 

of the Wright’s F—statistics showed negative values．The analysis on population genetic structure indicated 

that most variation(93．6 )resided within populations，with FST—O．064，thus mean the genetic differentiation 

between populations was low．On the basis of this study and other studies have been achived，we put forward 

the in—situ conservation scheme of all populations，and ex-situ conservation of sampling from the Dongyi，Wan— 

gxia and Shuitian populations of Cycas ĉd行gJ 。 g已 s s． 
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苏铁属植物起源古老，在研究种子植物起源与 

演化及古地理、古气候的变迁等方面有重要意义，所 

有种类均为国家一级保护植物。葫芦苏铁(Cycas 

changJiangensis N．L．)仅分布于海南省西部昌江 

县坝王岭方圆约 70 km 的范围，目前发现有7个居 

群，居群的大小顺序如下：东一，原有 10 000余株， 

现仅剩 1 000余株；东六、原有 10 000余株，现仅剩 

不到 2 000；王下山脚，仍有 3 000多株；王下山顶， 

原有 5 000多株，现仅剩数十株；水田，约 1 000株； 

五仙桥，不足 1O0株；雅加，不足 1O0株。葫芦苏铁 
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茎干基部呈葫芦形，茎干直径、高度，大孢子叶和种 

子直径均较海南苏铁 (C．hainanensis)小 (刘念， 

1998)。它是近年发现的濒危物种，我们从不同学科 

角度对其开展深入研究，试图探讨其濒危原因，进而 

提出有效保护策略。 

酶电泳技术 自二十世纪 70年代用于植物居群 

研究，为居群遗传结构和生物进化研究带来了突破 

性进展，也为植物系统进化研究提供了新的手段和 

途径(葛颂，1994；Gottlieb，1981)。借助于一定的遗 

传分析方法，酶电泳技术可以准确地确定一批符合 

遗传标记特点的等位酶位点，能有效地度量居群或 

类群中的遗传变异和分化，进而探讨类群间的遗传 

关系，为类群的划分和系统发育推断提供基本资料 

(葛颂，1994；葛颂等，1998)。有关苏铁属植物的等 

位酶分析，国内外曾有研究和报道(陈潭清等，1996； 

Yang等，1996；Lin等，2000)。如 Yang(1996)根据 

等位酶实验结果，指出亚州东南部是苏铁科的起源 

中心，中国的苏铁不是单系起源，台东苏铁(C．tai- 

tungensis)、苏铁(C．revoluta)和攀枝花苏铁 (C． 

户伽 ̂ ̂“nP s )是一个 自然类群，依据遗传变异的 

特点，他指出攀枝花苏铁要做迁地保护，须从 3个居 

群里选取种源才能保存 95 的基因，而多歧苏铁则 

仅从一个居群取样即可。又如刘念的同工酶实验结 

果((陈潭清等，1996)表明苏铁属可分为 4个类群。 

他们的实验结果都表明苏铁属植物在分子水平上的 

进化是十分缓慢的，这与其两亿多年来形态变化不 

大相对应。本文用等位酶标记手段来研究葫芦苏铁 

居群的遗传变异和遗传分化 ，探讨葫芦苏铁居群的 

遗传结构及分化程度，为葫芦苏铁濒危机制的揭示 

和保护策略提供有益的资料。 

1 材料和方法 

1．1采样及处理 

采样居群的地理位置、生境及采样个体数见表 

1。采样时间为 4月上旬 ，因无当年生嫩叶，取样部 

位均为上年生羽叶近顶部的小叶片。取 100～150 

mg小叶材料，加入 5号提取缓冲液(Soltis配方三 

200 L；提取液 ：材料=2：1)研磨(Wendel等， 

1989)，研磨液在 5 000 rmin 下离心 5 rain后，在冷 

表 1 葫芦苏铁各居群的分布地点、生境及采样个体数 

Table 1 Distribution，habitat and number of collections of all fivenatural populations of Cycas f̂ n n ge s 

冻状态下保存。 

1．2电泳 

采用黄宏文(2000)改进的 Mulcahy等的超薄 

平板聚丙烯酰胺等电聚焦系统(IEF—PAGE)。 

(1)上样：在低温状态下(胶下放冰)，用 l mm。 

的Watman 3号滤纸制作的纸蕊子吸取上清液(酶 

液)，加在距阳极 3～4 mm处，样品间距约 1 mrn，每 

块胶可上 25个样。 

(2)电泳：电泳槽用一塑料槽代替，从下至上放 

置冰袋、纤维海绵布，玻璃板和橡胶垫，最后将上过 

样的凝胶玻璃板放在橡胶垫上。电泳前先将两条 8 

mm×70 mm的滤纸条紧贴凝胶的较长的两条边， 

吸取正极(pH3．5)、负极(pill0)缓冲液润湿滤纸 

条，确保电极丝浸在电极缓冲液中。样品均从正极 

向负极电泳，电压控制为50、100、200、300、400 V各 

15 rain。 

1．3染色 

酶的组织化学染色用液染法染色(黄宏文，2000)， 

对6种酶系统进行检测，获得 13个等位酶位点。 

1．4统计分析 

等位酶位点的确定是根据葫芦苏铁染色体的倍 

性(2n一22)，同时依据酶的亚基数 目及多聚体酶同 

一 位点的等位基因编码的亚基不能杂合的原理对各 

个酶系统的酶谱进行解释(Wendel等，1989)。从阳 

极到阴极，依次用位点 1、位点 2、⋯⋯等表示，每个 

位点内的不同等位基因从阳极到阴极用字母 a、b、C 
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⋯ 等表示。 

数据分析使用 Biosys一1软件 (Swofford等， 

1981)，分析指标有每一居群的等位基 因平均数 

(A)、多态位点百分率(P)、平均观察杂合度(Ho)、 

平均预期杂合度(He)。此外，采用 F统计值和遗传 

一

致度(I)(genetic identity)来衡量居群间遗传分化 

程度和遗传相似性，遗传分化用 Wrght(1978)的 F 

统计量(1一FIS)×(1-Fs )=(1一FIT)来度量，其中的 

FIS和 FIT分别表示整个物种的基因频率和居群平 

均的基因频率偏离 Hardy-Weinberg遗传平衡的程 

表 2 葫芦苏铁 5个居群的遗传多样性 (平均值±SD) 

Table 2 Genetic diversity in 5 populations of Cycas changjiangensis(mean~SD) 

度，F 则表示居群间的遗传占总遗传变异的比率。 

2 结果与分析 

2．1基因水平的遗传变异性 

葫芦苏铁 5个居群的 6个酶系统，l3个基因位 

点中有 10个是多态的，其中，DIA一1，DIA一2和DIA一 

3为单态位点。多态位点百分率为 46．2 ～61．5 9／6 

(平均为 56．9 )，水田居群明显低于其它居群，每 

个位点等位基因平均数(A)为 1．62。观察杂合度 

(Ho)为0．105，雅加居群最小(O．054)，其次为东一 

居群(0．081)，其它 3个居群均在 0．1以上。预期杂 

合度(He)为0．164，各居群间差异不大(表 2)。 

2．2葫芦苏铁的居群结构(分化程度) 

表 3给出了葫芦苏铁 5个居群 10个多态位点 

的F统计分解值。在葫芦苏铁 5个居群中，杂合体 

过量位点有ACP一5、DIA一4、EST-5、EST-6和 EST一7 

等五个位点，其它位点杂合体比率均小于期望值。 

遗传变异的绝大部分(93．6 )存在于居群内，而仅 

6．4 存在于居群间。与其它裸子植物和其它苏铁 

植物相 比，葫芦苏铁居群间的遗传分化度(FST一 

0．064)较低。由N一(卜F )／4 Fs 算出基因流N一 

3．656，与其它裸子植物和其它苏铁植物相比，葫芦 

苏铁居群间基因流较大。 

为了进一步分析居群间的遗传分化程度，计算 

出了Nei的遗传一致度(I)和遗传距离(D)(数值未 

列出)，各居群间遗传相似性很高(0．97～1．00)，均 

高于所有物种的平均值(0．956)(Gottlieb，1981)，而 

遗传距离则在 O～0．03之间。 

利用遗传距离数据进行聚类分析(UPGMA)法 

可构建一个聚类图(图 1)，可见葫芦苏铁 5个居群间 

的遗传分化不明显，可能与居群间的距离不远有关。 

表 3 葫芦苏铁 5个居群 lO个多态位点的 F统计值 

Table 3 Summary of F—statistics at 10 loci of 5 

populations in C．changjiangensis 

3 讨论 

根据 Hamrick等对 220个属、662个物种的分 

析及 Lin等的综合分析报道(表 4)，葫芦苏铁的居 

群内多态位点百分率为 P=56．9 ，与裸子植物平 

均值接近，高于濒危物种平均值，在苏铁类植物中亦 

居于较高水平；平均期望杂合度指数(He=0．164) 

高于所有物种平均值(0．150)及裸子植物(0．151)， 

及高于濒危物种(0．056)，与 C．siamensis(O．134)接 

近，但高于其它苏铁植物；平均观察杂合度(Ho= 

0．105)也与 C．siamensis(0．114)接近，但明显高于 

其它苏铁植物。葫芦苏铁的大部分变异存在于居群 
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之内，5个居群的 F。 仅为 0．064，远低于所有物种 

的平均值(0．228)及濒危物种平均值(0．151)，稍低 

于裸子植物平均值(0．073)，但明显高于 C．taitun— 

gensis。杂合体过量位点达 50 9／6，较一般濒危物种 

都要高。 

DY 
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WQ 

0．03 0．02 0．01 0．00 

l l l I L L l 

图 1 葫芦苏铁 5个居群遗传距离(D)聚类图 
Fig．1 Cluster dendrogram of 5 populations of C． 

changjiangensis based on genetic distance(D) 

表 4 葫芦苏铁和其它植物类群遗传变异水平和居群 

分化的比较(引自Hamriek等，1979；Lin等，2000) 

Table 4 Genetic variation and population differentiation 

for C．changJiangensis as compared to other plant groups 

植物类群 
Plant groups 

遗传变异性 
Genetic variation 

A P( ) Ho } 

所有物种 All species 1．97 

濒危物种 Endemic 1．48 

裸子植物 Gymnosperms 1．83 

Cycas changJiangensis 1．62 

C．taitungensis 1．07 

C．pectinata 1．82 

C．pectinata var．elonga 1．4 1 

C．siamensis 1．48 

C．siamensis ssp．clivicola 1．47 

Zanzia pumila 1．21 

Macrozamia conzmunis 1．61 

注：A、P、Ho、He等同表2。Note：A，P，Ho，He，the same as Tab1e 2． 

综上所述，葫芦苏铁居群表现出较高的遗传变 

异性及居群间低遗传分化程度，这一方面可能是由 

其自身遗传机制决定，另一方面可能由于所取的几 

个居群间距离较小(最远的也不过 30 km)，分布范 

围狭窄的缘故。 

Hamrick等(1979，1987，1989，1992)的研究结 

果表明，影响居群遗传变异大小的主要因素依次为 

繁育系统、分布范围和习性。遗传变异最高的植物 

类群是那些寿命长、地理分布广、异交为主、风媒传 

粉、结实率高且存在于演替阶段末期群落中的物种。 

苏铁属植物为多年生木本，其寿命很长(可达千年以 

上)，以异交为主，结实量大，且历史上地理分布较 

广，这些特征均有利于居群遗传变异的保持和积累， 

也是本研究发现存在较高遗传变异性的主要原因， 

与葫芦苏铁形态变异较大相吻合，对苏铁属其它物 

种的研究也得出了类似的结果(Yang等，1996)。 

影响居群间基因流大小及居群遗传结构的因素 

很多，如繁育系统、分布范围、种子传播机制、演替阶 

段等(Hamrick等，1989)。葫芦苏铁分布范围狭窄， 

仅分布于海南省昌江县坝王岭方圆几十公里的地 

方，由于雄花先熟(早熟约20 d)，虫媒传粉和动物传 

播种子等因素，导致居群间基因流增大，从而避免居 

群间出现过高的分化。 

保护物种从某种意义上讲，就是保护其遗传多 

样性。本研究中，葫芦苏铁居群内遗传变异大，而居 

群间遗传分化较低，基因流大，因此，无论是迁地保 

护或是就地保护，选取几个大的居群比从不同居群 

取少量个体进行保护更为有效。理论上只要保护好 

东一、王下和水田这几个居群，就可以有效地保护葫 

芦苏铁的遗传多样性，实际情况是由于人为因素的 

影响，有些居群破坏严重，如五仙桥居群仅存 20余 

株，也应加强保护。因此，我们建议就地保护应保护 

所有居群，迁地保护可从东一、王下和水田这三个生 

态环境不同且生存植株较多的居群中取种源。 

本实验得到中国科学院武汉植物研究所郎萍博 

士和黄宏文研究员的大力帮助，谨致热忱谢意! 
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