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摘 要 以 PCR 产物克隆后测序的方法测定了贵州赤水桫椤国家级自然保护区三个种群 59个个体的叶绿体 DNA(CpDNA) 

atpB-rbcL 非编码区序列。序列长度介于 727～732 bp 之间，具长度多态性，A+T 百分比含量较高，介于 63.27％～63.89％

之间。遗传多样性水平较低，表现出较高的单倍型多样性(h=0.639)和低的核苷酸多样性(Dij=0.00028)并存的特征，提示现

有种群可能源自一个有效群体规模较小的种群的快速扩张，扩张时间尚短，不足以形成更为复杂的遗传结构。种群间的高

基因流 Nm，低遗传分化度 FST，AMOVA 分析以及 DNA 歧异度结果一致显示各种群间无明显的遗传分化。 
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Abstract  I Chloroplast DNA (cpDNA) atpB-rbcL noncoding sequence of Alsophila spodophylla, collected from three 

populations distributed at Asphole National Nature Reserve in Chishui of Guizhou province were sequenced. Sequence length var ied 

from726 bp to 732 bp, showing length polymorphism, with high A+T content between 63.27% and 63.89%. High level of haplotype 

diversity (h=0.639) and a low nucleotide diversity (Dij=0.00028) were detected in the populations of Alsophila spinulosa. This 

suggested rapid demographic expansion from a small effective population, and, since then, there has been insufficient time to form a 

more complicated population structure. Observed high gene flow Nm, low FST, AMOVA analysis and DNA divergence data 

consistently indicated that no genetic differentiation should occur at the population level.  
Keywords  Alsophila spinulosa, cpDNA atpB-rbcL noncoding sequence, Genetic structure, Genetic diversity. 

菊桫椤(Alsophila spinulosa(Wall.ex Hook.)Tryon)属桫椤科(Cyatheacea)桫椤属(Alsophila)，是古老的冰川孑

遗植物，有“活化石”之称，国家濒危保护植物。在距今 1.8 亿年前的中生代侏罗纪时期桫椤已经存在，且分布

范围很广，十分繁盛，经第四纪冰川的侵袭后，其生存受到严重的影响，现今其分布区己大大缩小(Tryon, 

1970)，仅分布在热带、亚热带地区(Lucansky, 1974; willis, 2002)，在我国，桫椤自然种群主要分布在广东、广

西、台湾、福建、海南、贵州、四川、云南等地区(夏群, 1989, 中国桫椤科植物的分类, 植物分类学报, 27(1): 1-

16)。 
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桫椤是研究物种形成与植物地理分布关系，地质学及古生物学的理想材料，尽管近些年在生态、形态、人

工繁殖、物候等方面对其有不同程度的研究，遗传学方面的研究也取得了一定进展，但其分子群体研究仍嫌不

足。 

目前用于系统学研究的叶绿体基因间隔区主要有 atpB-rbcL、trnC-rpoB、trnL-trnF 等非编区，其单亲遗传

及快速近中性的进化方式使之适用于种内地理亲缘模式的重建(Ferris et al.,  1990)，同时 DNA测序在技术上回

避了 RFLP 及以 PCR 为基础的 DNA指纹技术无法区分具相同长度但序列不同的片段的局限性。atpB-rbcL间隔

区的通用引物被设计出后，这一非编码区被广泛用于种群水平系统发育的分析(Schaal et al., 1998; Huang et al., 

2001; Chiang et al., 2001; Trewick et al., 2002; Lu et al., 2002; Hwang et al., 2003)。贵州赤水桫椤国家级自然保护

区属中亚热带湿润季风气候，河谷具有类似南亚热带气候特征，冬无严寒，夏无酷暑，湿度大，达 90%，年降

水量 1200~1300mm，云雾雨日多，是全国日照最少地区之一，河谷全年不足 650 小时，山顶也未超过 1000 小

时，是桫椤生长的理想之地。 

本研究以保护区内三个种群为材料，通过分析 cpDNA atpB-rbcL非编码序列，检测其遗传多样性及分化水

平，探讨与桫椤种群遗传结构形成有关的因素，为桫椤的研究和保护提供分子遗传学方面的依据。 

1 结果与分析 

1.1 DNA 提取和 PCR产物 

提取的桫椤总 DNA 片段大小约为 20 kb 位置(图 1)，除个别条带有一定程度的降解外，其它条带带型较

好。紫外分光光度测定的 DNA 的 A260/A280 的值均在 1.785-2.203 之间，显示总 DNA 的浓度及纯度符合实验

要求。PCR 扩增后，回收产物经过电泳检测显示条带清晰，无杂带(图 2)，可用于测序。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 桫椤总 DNA                                                                    图 2 桫椤 atpB-rbcL回收产物检测 

Figure 1 Total DNA of Alsophila spinulosa                            Figure 2 Detection of Cyathea atpB-rbcL recoveryproducts 

1.2 种群遗传结构及遗传多样性 

分样品的 cpDNA atpB-rbcL非编码区序列长度介于 727～732bp 之间，具长度多态性， A+T百分比含量较

高，介于 63.27％～63.89％之间。59 个体共检测到 9 个单倍型，单倍型多样性(h=0.639)较高，核苷酸多样性

(Dij=0.00028)低，且各种群差别不大(表 1)。 

表 1 cpDNA atp B-r bcL 非编码序列单倍型多样性 (h )和核苷酸多样性 (Dij) 

Tab le1 Haplotype diversity(h)and Nucleotide diversity(Dij)of cpDNA a tp B-r bcL noncoding sequence 

种群 样本数 单倍型 单倍型多样性(h) 核苷酸多样性(Dij) 

(Populations) sample size Haplotype Haplotype diversity(h) Nucleotide diversity(Dij) 

Total 59 9 0.639±0.058 0.00028±0.00012 

LCH 19 5 0.713±0.077 0.00014±0.00013 

HSG 20 6 0.632±0.113 0.00041±0.00026 

ZHG 20 4 0.595±0.098 0.00026±0.00015 

基于桫椤 cpDNA atpB-rbcL非编码区序列变异计算出种群间基因流 Nm较高，介于 5.52～6.64 之间，种群

分化度 FST 较低，介于 0.0000～0.03448 之间（表 2）。AMOVA 分析显示有 85.16%的遗传变异来种群内（P
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＜0.001）。从种群间 DNA 歧异度角度来分析，核苷酸差异平均数和每位点核苷酸替换平均数均较低，分别介

于 0.154～0.250 之间和 0.00021～0.00034 之间（表 3）。 

表 2 cpDNA atpB-rbcL 非编码区比较桫椤种群间的 Nm(对角线上)和 FST(对角线下) 

Tab le  2  Pairwise comparisons of Nm (above diagonal) and FST (below diagonal) between populations of A.podophylla based on 

cpDNA atp B-r bcL noncoding sequences 

种群(Populations) LCH HSG  ZHG 

LCH  9.49 5.52  

HSG 0.00000   6.64  

ZHG 0.03448  0.02105   

表 3 种群间核苷酸差异平均数(对角线上)和每位点核苷酸替换平均数(对角线下) 

Table 3 Average number of nucleotide differences (above diagonal) and average number of nucleotide substitution per site (below 

diagonal) between populations of A.podophylla. 

种群(Populations) LCH HSG ZHG 

LCH  0.230 0.154 

HSG 0.00028  0.250 

ZHG 0.00021 0.00034  

2 讨论 

使研究表明，桫椤种群间有较高的基因流 Nm，考虑到桫椤种群现代生境的片断化，桫椤科植物孢子有限

的迁移能力以及孢子自身脆弱的生命力(程志英等, 1990)，推测统计上的高基因流并不一定表示种群间能够实

现高效的基因流，也可能是选择压力相同造成的。桫椤种群的遗传多样性水平低，表现出较高的单倍型多样性

和低核苷酸多样性并存的特征，这种式样提示现有种群源自有一个有效群体规模较小的种群的快速扩张(Avise, 

2000)。地质研究表明在更新世形成了寒冷的冰期和温暖的间冰期的多次交替(Bennett, 1990)，冰期种群的缩

小，间冰期种群的增长，能够消除过去积累的核苷酸多样性，但又能快速导致少数碱基位点的变异，单个碱基

的变异可以生成新的单倍型，但对核苷酸多样性的影响有限，从而使单倍型多样性相对高，但核苷酸多样性的

积累还需更长时间，奠基者效应和瓶颈效应可能是影响桫椤种群遗传结构的一个重要原因。桫椤种群间低的遗

传分化度 FST，AMOVA 分析以及 DNA 歧异度结果一致显示，基于 cpDNA atpB-rbcL 非编码区序列分析，各

种群之间无明显的遗传分化。 

根据桫椤种群遗传结构和遗传多样性水平，建议对保护区内桫椤进行就地保护，重视分布点内尽可能多个

体的保护，防止人为的砍伐和生境的退化，采取策略促进这些群体内的幼苗更新，建立在不同生态序列内的桫

椤种群永久观察点，定期观察与研究桫椤种群的动态发展。在迁地保护、取样以及育种时，应在较大群体中尽

可能多取样，最大限度地保护桫椤的遗传多样性。  

3 材料和方法 

3.1 实验材料 

提样品采自贵州赤水桫椤自然保护区内三个种群，采样树高 0.6～5.0 m不等，每个种群选取个体之间距离

大于 20 m，将采集的叶片编号，置于硅胶中密封保存。采样种群分布(表 4)。 

表 4桫椤样品采集资料 

Table1 Sampling details of Alsophila spinulosa 

种群 

Populations 

经纬度 

Coordinate 
海 拔(m)height(m) 

实验用样 

Sample size 

生  境 

Habitat 

两岔河(LCH) E106°01′  N 28°25′ 470～557 19 溪边树林、竹林 

葫市沟(HSG) E106°01′  N 28°29′ 555～602 20 溪边竹林、山崖下 

紫黄沟(ZHG) E105°59′  N 28°25′ 459～546 20 溪边竹林、山崖下 
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3.2 实验方法 

3.2.1 总 DNA提取 

DNA 的提取采用改进的 CTAB 法(苏应娟等, 1998; 张岳峰等, 2008)，琼脂糖电泳检测所提取总 DNA 片段

的大小及质量，紫外分光光度计检测 DNA样品的浓度和纯度，稀释至 50ng/μl，用做 PCR 扩增的模板。 

3.2.2 PCR 扩增与回收 

每 50μl 反应体系含 50mmol/L的 KCl，1.5mmol/LMgCl2，10mmol/L的 Tris-HCl，0.1%TritonX-100，dNTP

各 0.1mmol，模板 50ng，Taq 酶 1.25U，Pfu 酶 0.3U，引物 atpB：BACATCKARTACKGGACCAATAA，

rbcL：AACACCAGCTTTRAATCCAA 

引物序列由上海英骏生物技术有限公司合成。PCR 扩增程序 94ºC 预变性 7 min，94ºC 45 s，52ºC 50 s，

72ºC 90 s，32 个循环，72ºC 延伸 10 min。扩增产物在 1.0%的琼脂糖凝胶上进行电泳检测，并在上样孔两端加

入与 PCR 产物检测等量的 100 bp DNA Ladder 与目的片段对照。产物经浓缩，电泳分离后回收。 

3.2.3 克隆测序 

回收产物与 pMD18-T 载体连接，转入感受态 DH5-α 细胞中，于含有 50ng/mL Amp 的平板培养基上采用

蓝白筛选的方法获得克隆，PCR 扩增后电泳检测 T载体中插入片段的大小，确定阳性克隆，应用载体两端通用

引物 M13F 和 M13R 在 3730 自动测序仪上测序。 

3.2.4 数据分析方法 

用 DNAstar 将阳性克隆测定的正反向序列拼接，切除两端引物，经 Clustal X 比对后，用 DNAsp 分析各种

群的单倍型多样性 h，核苷酸多样性 Dij，基因流 Nm 和种群分化度 FST。用 Arlequin 软件进行分子变异分析

(AMOVA)，求算种群间及种群内的变异方差分布。 
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