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鼎湖血桐种群生物学及遗传多样性初步研究

肖 炜1，2，王峥峰1，曹洪麟1，叶万辉1*，黄国敏1，2
(1．中国科学院华南植物园，广州510650；2．中国科学院研究生院，北京100049)

摘要：采用点格局分析、径级结构分析以及微卫星筛选等方法，对鼎湖山保护区20 hm2永久样地中的鼎湖

血桐进行了种群生物学及遗传多样性研究。结果表明：鼎湖血桐是一种r．对策型阳生植物，种群年龄结构呈

金字塔型；植株受光照不足的胁迫，种群大部分个体聚集分布于光照充足的林窗中；通过磁珠富集法筛选出鼎

湖血桐特异性微卫星引物13对，其中2对具备多态性，多态百分率为15．4％，多态信息含量在o～O．3734之

间，平均期望杂合度为0．0756，远低于同属其它植物。研究表明鼎湖血桐对环境变化的适应范围较窄，遗传多

样性较低，应对其种质资源进行多样性评估与保护。

关键词：鼎湖血桐；点格局分析；径级结构分析}微卫星；r一对策；阳生植物

中图分类号：Q948 文献标识码：A 文章编号：1∞o一3142(20lo)o卜0070—05

Population biology and genetic diversity

of Macaranga sn7托psDnZZ
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(1．South China Botanical Garden，the Chinese Academy of Sciences，Guangzhou 510650．China；
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Abstract：An analysis of population biology and genetic diversity of Macaranga sampsonii was taken in DHS-20-hrnz

permanent plots，which locates on the Dinghushan natural rP．serve．By use of point pattern analysis and DBH—class

structure analysis，it was concluded that M sampsonii WaS a light-dependent egy，whose population age structure was

approximately pyramid—like．The population habimt was restricted in the canopy gaps because of sunlight deficiency

stress．Thirteen microsatellite loci were isolated by methods of magnetic beads enrichment，in which only two loci

(15．4％)were polymorphic．The potymorphic information cOntent Df these loci ranged from 0 to 0．3734．The average

expected heterozygosity of M：sampsonii was 0．0756，which was obviously lower than other Macaranga species．

These results indicated that M sampsonii was in a narrow environment adaptation range and a low population genetic

diversity．We should take measures to evaluate and protect its germplasm resource。

Key words：Macaranga sampsonii；Points pattern analysis；DBH-cluss structure analysis；mierosatellite；r-strategy；

light-dependent plant

鼎湖血桐(Macaranga sampsonii)是大戟科

(Euphorbiaceae)桐属(Macaranga)植物，灌木或

小乔木，生长于海拔200～500 m的亚热带常绿阔

叶林中，能够适应高温湿润气候，主要分布于我国广

东，广西以及福建西部和南部，同时在越南北部也有

分布(中国科学院中国植物志编辑委员会，1996)。

鼎湖血桐具有抗风、耐盐碱、抗大气污染能力，繁殖

力较强，是一种植被恢复、水土保持的优良树种。此
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外，鼎湖血桐本身含多种极具药用价值的次生代谢

物质，具备止血止痢、催吐、抗癌、止咳及消炎等多重

功效(李晓花，2007)，是一种优良的药用植物。目

前，良好的生态功能和药用价值等特性使得血桐属

植物的生物学特性研究正逐渐受到国内外的关注

(Banfer等，2006；Blattner等，2001)。然而作为血

桐属代表植物——鼎湖血桐的相关研究在国内外还

是一片空白。本文试图探讨鼎湖血桐的种群生物学

特性，并通过筛选相关微卫星遗传标记报道其遗传

多样性，为其种质资源的合理开发以及保护政策的

研究提供基础资料和相关科学依据。

1 研究地区概况

研究地点位于广东省肇庆市鼎湖山国家自然保

护区(112。30’39”～112。33’41”E，23。09 721”～23。11’

30”N)，保护区较好的保存了南亚热带地带性植被

——季风常绿阔叶林，具有热带向亚热带的过渡性

质。保护区群落结构相对复杂，组成种类相对丰富，

成为当今地球该纬度带上最具特色，也最具研究价

值的地区之一(王铸豪等，1982)。2005年在保护区

中心地带，建立了一个东西长400 m，南北长500

m，面积达20 hm2的永久性样地。样地海拔230～

470 m，坡度30。～50。，依据BCI大样地(巴拿马巴

洛科罗拉多岛)建设技术规范，中国森林生物多样性

监测网络的统一调查方法，利用全站仪将20 hm2大

样地划分为500个20 mX 20 m的样方，样方的4个

角用水泥桩作永久标记。在每个20 m×20 m的样

方内用差值法细分为4个10 m×10 m和16个5 m

×5 m的小样方。以大样地的西南角为坐标原点，

顺序排列20 m×20 m样方的行、列号。以5 m×5

m小样方为基本单元，按顺时针挂牌标记每个胸径

DBH(Diameter at breast height)≥1 am的植株个

体，并记录树种名称、胸径、坐标和生长状况等信息，

建立起数据库(叶万辉等，2008)。

2 研究方法

2．1分布格局分析

统计样地内所有鼎湖血桐个体二维空间坐标，

作空间分布的点图。采用不受尺度范围影响的点格

局分析法，利用Diggle函数计算种群的聚集尺度，

反映种群在空间尺度上的分布格局(张金屯，2004)。

其中定义K(r)函数为：
d ^ ^ 1

K(r)一‘乒)；三j毛表1r(rii)K(i≠j)

其中：”是样方内植物个体数，A是样方面积，

r。为两个点(植株)i和_f之间的距离。当嘞≤r时，

J，(o)=1；当r；i>r时，L(r{『)=0。W≯为以点i为

圆心、靠为半径的圆周长在面积A中的比例。进一

步用L(r)代替K(r)：L(r)=VK(r)／7r一1。在随机

分布下，L(r)在所有尺度，．下均等于0；若L(r)>o，

则可以认为种群在尺度r下为聚集分布；若L(r)<

0，为均匀分布。

2．2年龄结构分析 ．

由于相同环境下同一树种年龄级与径级对环境

的反应规律具有一致性(Frost&Rydin，2000)，我们

采用空间替代时间的方法划分鼎湖血桐种群，将种群

按径级大小划分为7级：I级，1．0 cm≤DBH<4．0

咖；Ⅱ级，4．0锄≤DBH<7．0 crn；Ill级，7．0 crn＆<DBH

<10．0 crrl；IV级，10．0 cm≤DBH<13．0 ClTI；V级，

13．0 cm≤DBH<16．0 cm；Ⅵ级，16咖≤DBH<21．0

锄；Ⅶ级DBH≥21．0 CITI。绘制径级结构图。
2．3鼎湖血桐遗传多样性研究

2．3．1鼎湖血桐DNA的提取 用CTAB法提取新

鲜叶片DNA(Doyle等，1987)，0．1×TE溶解，

1．5％琼脂糖凝胶电泳检测。

2．3．2微卫星体筛选微卫星(SSR)以1-6bp的短

核苷酸为基本单位，呈串联重复状广布于生物体整

个基因组，具有分布广泛、易于检测、进化所受选择

压小、信息量大、以盂德尔方式分离、共显性遗传等

特点，在遗传多样性检测、种质鉴定及系谱分析、遗

传连锁图谱构建、基因定位与标记辅助育种等领域

中得到广泛应用(郭大龙，2007；陈远孟等，2008)。

实验采用磁珠富集法来筛选微卫星体(Hong等，

2007)，挑选含高度重复序列的片段，利用primer

3．0在线软件设计引物并合成，对鼎湖血桐种群进

行PCR反应。反应体系：10×PCR混合缓冲液2．0

pL，dNTPs(2．5mmol／L)2 pL，微卫星上下游引物

(10 pmol／L)各1弘L，Taq DNA聚合酶2 U，DNA

模板(100 ng／uL)1 pL，补无菌去离子水到20肛L。

反应程序为94℃变性3 rain；94℃变性30 s，54--．

64℃复性30 S，72℃延伸30 s，35个循环；最后72

℃延伸10 rain。产物用6％变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳检测。

2．3．3遗传多样性计算 微卫星是共显性遗传，可
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从凝胶电泳图谱上直接判断出个体的基因型。统计

微卫星座位的等位基因数(Observed number of al-

leles，A)和等位基因频率(Allele Frequency，P)，并

由此计算期望杂合度(He)和多态信息含量(PIC)

(Botstein等，1980)。计算公式如下：期望杂合度：

H。=1一∑P2多态信息含量计算公式如下：
^ n—l 8

PIC=1～(三P；)一(三三2P；P；)
i=1 {=ljIj+l

其中，n为某一位点上等位基因数，P；、Pj分别

为第i和第．『个等位基因在群体中的频率，歹=i+1。

3 结果与分析

3。1分布格局

点格局分析显示Diggle函数L(r)在0～20 m

的尺度格局上显著偏离随机分布的95％置信区间

(图1)，表明鼎湖血桐种群呈高度聚集分布状态，平

面图上用点阵标记血桐植株，绝大部分个体集中分

布在样地东南部的3个地势陡峭区域(图2)，这些

地区曾出现大规模的山体滑坡现象，大量乔木倒塌

或死亡，形成面积较大的林窗。

带。用鼎湖血桐群体对这些引物的多态性进行评估，

结果显示扩增产物大小在120～232 bp之间，仅有2

对(15．4％)在个体间具备不同程度的多态性(图4)，

等位基因数在l～2之间，多态信息含量在O～O．3734

之间，平均期望杂合度(m)为0．0756(表1)。

蠢(S)

图2鼎湖血桐植株的二维分布图

Fig．2 Distribution of M．sampsonii
idividuals in two-dimensions

0 100 200 300 400 500

图3鼎湖血桐种群径级结构

Fig．3 The DBH—ClaSS structure of

M．sampsonii population

图1鼎湖血桐分布的点格局分析

Fig．1 P。int pattern analysis of 4 讨论
M．sampsonii distribution

3．2径级结构

径级结构分析显示鼎湖血桐种群结构呈金字塔

形(图3)，I、Ⅱ级幼树个体占种群个体总数90％以

上，而V、Ⅵ级成年个体很少，其个体数目随植株胸

径增大而迅速递减，表明血桐幼树受到了较大的环

境阻力不能有效地进入成熟个体阶段。

3．3微卫星筛选及遗传多样性

测回序列去除接头及载体后，部分微卫星序列因

本身结构或侧翼序列太短不能设计引物，其余微卫星

序列用Primer3．0设计、合成引物35对。PCR扩增

结果显示，13对引物能扩增出清晰明亮的特异性条

自然界中大多数种群与环境之间的关系呈高斯

模型(Gaussian Model)，由于种群间的竞争使种群

生态位发生分移，同种个体逐渐从适宜度较低的空

间退缩，占据环境适宜度较高的空间，因而使得种群

具有一定的聚集度(金明仕，1992)。点格局分析表

明鼎湖血桐的聚集度较高，种群大部分个体生长于

样地内山体滑坡等因素所形成的林窗中，其他地方

少有分布。而林窗与非林窗的森林底层相比，具有

较强的光照(段仁燕等，2005)，这可能是鼎湖血桐在

林窗中迅速生长的原因之一。光照条件的差异使得

鼎湖血桐种群在样地中高度聚集，以充分利用适宜
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一一——————————————————————————————————————————————————————————————————————一
的空间资源。这些结果表明鼎湖血桐的种群分布易 2003)，这些植物多属于灌木和小乔木，在光照资源

受光照不足的胁迫，是一种典型的阳生植物。相似

分布的还有野漆树(Toxicodendron$ucced(1neuTn)、

白楸(M口IIotu5 paniculatus)等树种(彭闪江等，

乖i用方瓦受到其他耐荫和中生性乔木巨大的竞争压

力胁迫，生态位受到限制。

自然界中生物在生存斗争过程中采取不同的生

图4微卫星多态位点DHXT06、DHXT25在鼎湖血桐种群中的PCR扩增结果

Fig．4 Amplified results of M．sampsonii population at DHXT06 locus
and DHXT25 locus

i瓣一 核心蒯A退火nne戤aling；黜等位基因数多态Poly信息morp含量hic G注en册Ba号nk

眦筹{ 鹫蜷列㈣ P窘size。糕NumberLocussequence Motits temperature 二j
i—nIor53 contenmt(簟茫，A．。豢k-No．nf_llplpRf A、 1114：：兰． ． u‘“_dIl^-

(’一’) (℃) (bp)
。。⋯

r Jo) cces510n

DHXT06

DHXT09

R：ccaaagctatcaaccct

F：gagacttttagtgggaca

R：gacttaccaaatggatga

F：cttccttctcaattctc

R：tgtggtgataatcttagc

DHXTl0 F：gaaatcactcttcttcttcctc

R：ggacacctatggggcaat

DHXTl2 F：gggtggttaaggtgaata

R：caagaaatctcccaagga

DHXTl7 F：tataagagggagtgaggg

R：actaaggaggttggtgtt

DHXTl8 F：agggagtgagggttagag

R：taaggaggttggtgttcc

DHXT21 F：tttgattggtggatgtgtgg

R：ttgaagctcccaatgcttct

DHXT22 F：tgtgtgattggtggaaggtt

R：agctccccaaaatctttgct

DHXT23 F：agaagcatttgggagcttca

R：tttccagaacatcaaaccaca

(GT)18

(CA)22

(CA)20

(TG)22

(GA)22

(GT)20

(GT)12

(GT)1t

(GT)8

DHXT24 F：cccagtggagagcaaactte(CA)r

R：tgaagtataaaatacactcacatcagc

220～232

175

120

122

145

136

214

179

180

161

0，3734

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

EU635470

EU635471

EU635472

EU635473

EU635474

EU635475

EU635476

EU635477

EU635478

EU635479

DHXT25 F：ggtggaatgactatIgtggtga (GT)12 64 196～210 2 0·3626 EU635480

R：cactctcttcttccttctcaatttc

’DHXT29 F：ttttgattggtgggtg‘gtg
(GT)l。 58 223，

1 O．0000 EU635481

R：caaattgaggctcccaaatg

活史对策，它包括生存适合度，能量物质分配与权

衡，体型与效应以及生殖对策等内容，普通植物往往

具有r一对策与K一对策两个方面的特征，较难分辨生

活史类型(孙儒永等，2005)。径级结构分析表明鼎

湖血桐种群结构呈典型的金字塔形，种群内具有大

量的血桐幼树，但由于林冠的迅速填充使得种群受

到光照不足的胁迫(谭辉等，2007)，存在较大的生长

阻力不能有效地进入成熟个体阶段。样地内相似种
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群结构的植物还有豺皮樟(Litsea rotundifolia)、三

又苦(Evodia lepta)等植物(史军辉等，2006)。这

些虽是多年生植物，但繁殖力较高，生长发育较快，

同时受阳光或降水等气候条件的限制，幼体存活率

较低，种群分布以及大小往往随气候变异而出现较

大的变化，偏向于r一对策生活史植物的特征。

通常，定居在林窗中的幼苗比森林底层的多，生

物多样性也较丰富(Gray等，1997)，然而对于某个

特定物种来说，可能结果恰恰相反。微卫星遗传标

记筛选结果显示鼎湖血桐种群平均期望杂合度

(o．0756)远远低于同属M．pearsonii(0．5982)和

M．gigantea(O．6237)等植物(Guieking等，2006)。

分析原因，可能有两个方面：(1)虽然鼎湖血桐主要

采取有性繁殖方式，但由于种群内成年构建个体较

少，低于某个密度极限，使得鼎湖血桐种群对近交和

相互之间的基因流增加极为敏感(李静等，2005f

Butcher等，2005)，导致种群内大部分新生幼树均

为同型近交后代，具有相同的亲本来源，遗传多样性

较低；(2)野外观察发现鼎湖血桐存在元性繁殖现

象，部分个体根部蘖生长出新的植株，这也是种群遗

传多样性偏低的一个重要原因。较低的遗传多样性

使得鼎湖血桐对环境变化的适应范围较窄，需要对

鼎湖血桐的种质资源进行多样性评估与保护。

实验中首次分离出鼎湖血桐这一物种的微卫星

体，获得了一批特异性引物，研究成果有利于进一步

阐明鼎湖血桐自然种群的遗传资源现状。目前已公

布的血桐属植物微卫星序列较为缺乏，此次筛选也

为同属植物的遗传多样性研究提供多对可供选择的

跨种引物。
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