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摘要：利用 ISSR 分子标记技术对湖北省大贵寺国家森林公园野生青檀(Pteroceltis tatarinowii Maxim.)居群进行遗传多样性分

析。用 11 条 ISSR 引物对 6 个青檀居群 64 个样品进行扩增，扩增片段长度在 200 bp 至 3 000 bp 之间，检测到 179 个位点，

其中多态位点 165 个，多态位点百分率(P)为 92.14%。青檀在物种水平上的 Nei 基因多样性指数(He)和 Shannon 信息指数(I)
分别为 0.273 和 0.423，在居群水平上分别为 0.225 和 0.343，显示出青檀有着较高的遗传多样性。居群间的遗传分化系数(GST)
为 0.192，表明青檀居群间存在着较大的遗传分化；UPGMA 聚类分析表明遗传距离与海拔差距有一定的相关性，相邻海拔

的青檀居群间遗传距离较近。不同海拔导致的异质生境可能是影响青檀居群遗传分化的主要原因。 
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ISSR（inter-simple sequence repeats , 简单重复
序列区间扩增）是一种显性分子遗传标记，具有操
作简单、成本低、快速灵敏、多态性高、所需 DNA 
量少以及无需预知研究对象的基因组序列等优点，
同时由于 ISSR 扩增引物较长，退火温度较高，因
此 ISSR 的稳定性比 RAPD 强，具有 SSR 的稳定性，
在进行植物遗传多样性和系统发育的研究时，常被
优先考虑使用[1,2]。 

青檀（Pteroceltis tatarinowii Maxim.）为榆科青
檀属落叶乔木，是中国特有的单种属植物及特有的
纤维树种，树皮纤维是制造宣纸的主要原料，木材
坚硬致密，是制作农具、车轴、家具、建筑用的上
等木料[3]。近年来，对青檀的研究报道集中于培育
措施及其机理：探讨了青檀种子的休眠机理、种子
活力及发芽率[4-6]、盐胁迫对青檀种子萌发及幼苗生
长的影响[7]、一年生播种苗生长发育规律[8]、叶的
解剖结构及其生态适应性特征[9]、立地条件[10,11]，
经营措施[12]，成土母岩和条龄[13,14]对青檀人工林生
产力（生物量）、檀皮产量及檀皮中矿质元素含量
的影响等。 

青檀分布于我国安徽、浙江、福建、湖北等 19
省，常生于山谷溪边石灰岩山地疏林中[3]。不过，
由于自然植被破坏及大量砍伐，青檀分布区在逐渐
缩小。目前对青檀天然群落结构、特征及土壤成分
有研究报道[15-17]。从分子水平对野生青檀居群的研
究较少，目前仅有 Chai[18]从分子水平对山东、河南、
安徽、江苏四省 5 个地点的青檀野生居群多样性水
平作了研究。研究植物居群遗传结构和遗传多样性

水平，对制订合理的保护和利用策略具有重要的意
义[19]。 

湖北大贵寺国家森林公园的野生青檀是目前
分布面积较大、保存较好的野生居群，本文采用
ISSR 技术对其进行分析，旨在揭示该野生青檀居
群的遗传结构和遗传多样性的水平，阐明不同生境
条件对种群遗传多样性的影响，为大贵寺国家森林
公园青檀遗传资源的保护和利用提供理论依据。 
1  材料与方法 
1.1  样地概况及材料采集 

大贵寺国家森林公园位于湖北省广水市北 35 
km（113°31′~114°07′ E，31°23′~32°05′ N），北面
距河南信阳市 37 km，处于桐柏山脉南麓、大别山
西端，为低山丘陵地带，森林公园内山体连绵起伏，
最高点为大贵寺金顶，海拔 908 m。属北亚热带大
陆性季风气候，年均气温 13～14 ℃，年均降水量
990 mm；平均无霜期 221 d，全年日照数 2 083 h。
地带性植被为常绿落叶阔叶混交林。青檀野生居群
主要分布于沟谷，生长地为山谷溪流两侧或裸露岩
石周围，土壤为为排水良好、无明显粘化现象的轻
砂壤或疏松的腐殖质土。青檀群落外貌青绿色，青
檀多向坡下倾斜生长，呈单生或丛状状态[20,21]）。 

在全面勘查青檀分布的基础上，于 2009 年 4
月进行采样，按照居群取样原则，对于个体数较密
集的区域随机选取个体，并保持个体间一定的间
隔；采样覆盖整个分布区，共采取 6 个居群 64 个
样本（表 1）。采样时尽量取同一年龄层次、同一高
度的叶片置于塑封袋中，放置在低温冷藏箱中冷冻
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保藏，带回实验室后放置于- 70 ℃冰箱保藏备用。 
1.2  ISSR 研究方法 

1.2.1  基因组 DNA 的提取 

    以采集的青檀嫩叶为材料，采用改良的 CTAB
法[19,22]提取 DNA，在 0.8 %琼脂糖凝胶(含有 0.1% 
EB)中电泳检测所提取模板 DNA 的完整性，并用紫
外分光光度计测定 OD260 和 OD280 的值，计算其纯
度及浓度。 
1.2.2  ISSR 反应条件建立及引物筛选 

    为获得清晰、重复性的 ISSR 扩增结果，对影
响 ISSR-PCR 的多个因素进行了比较、优化，确定
ISSR-PCR 扩增最适宜的 10 µL PCR 反应体系：
10×Buffer 1.0 µL，MgCl2  0.6 µL，dNTP(10 mM) 
0.2 µL，引物(10 µM) 0.3 µL，Taq 酶（5 U/µL）0.6 
µL，模板 DNA 1.0µL，去离子水 6.7 µL。 

本研究从加拿大 British Columbia 大学公布的
一 套 （ 共 100 条 ） ISSR 引 物 中 （ http:// 
www.michaelsmith.ubc.ca/services/NAPS/Primer_Set
s/Primers_Oct2006.pdf），应用上述优化的反应体系，
筛选出 11 对稳定性好、多态性较高的引物用于青
檀 PCR 扩增（引物由上海英骏生物技术有限公司合
成），所选引物见表 2。 
1.2.3  ISSR 扩增及产物检测 

    扩增反应在 PTC-100 型 PCR 仪上进行，程序
如下：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 45 sec，51 ~53℃  
℃退火 45 sec (退火温度依据引物变化)，72 ℃延伸
1.5 min，进行 44 个循环，最后 72 ℃延伸 5 min。
扩增产物 4 ℃下保存。 

扩增产物检测：以 SDM38 DNA Marker L 为分
子量标记，用 1.2 %琼脂糖（含有 0.1 % EB）凝胶
电泳，电泳缓冲液为 0.5×TBE，在 100 V 稳定电压
的条件下，电泳 2.0 h。电泳结束后，用凝胶成像

系统照相保存。 
1.2.4  数据处理 

    ISSR 是显性标记，同一引物扩增产物中电泳迁
移率一致的条带被认为具有同源性，按相同位置上
扩增产物条带的有无进行统计，有带的标记为“1”，
无带的标记为“0”，缺失的标记为“.”，建立数据矩
阵。用 POPGENE 1.32[23]]进行遗传参数分析，分析
的遗传参数包括多态位点百分率（P）、等位基因数

（Na）、有效等位基因数（Ne）、Nei′s 基因多样性指
数（He）、Shannon′s 信息指数（I）、居群总基因多
样度（Ht）、居群内的基因多样度（Hs）及遗传分
化系数（GST）。用 POPGENE 1.32[23]计算居群间 Nei
遗传距离和遗传一致度。用 NTSYS-pc[24]软件根据
居群间的遗传距离，采用算术平均数的非加权成组
配对法(UPGMA)进行聚类分析。 
2  结果与分析 
2.1  不同 ISSR 引物的扩增多态性 

用 11 条 ISSR 引物对 6 个青檀居群 64 个个体
基因组 DNA 进行 PCR 扩增，共扩增出 179 条清晰
可重复的条带（位点），其中多态条带（位点）为
165 条（表 3）。扩增片段长度约在 200 bp 至 3 000 bp
之间，每个引物扩增的位点数在 12 至 21 之间，其
中多态位点数目在 9 至 19 个之间，引物 UBC808
扩增的位点数最多（19 个），UBC811 扩增的位点
数最少（9 个），平均每对引物能扩增出 16.27 个位
点，平均多态位点数为 15.00。图 1 为引物 UBC 834 
对部分青檀样本基因组DNA进行 ISSR扩增的琼脂
糖电泳图谱。 
2.2  青檀居群的遗传多样性 

用 POPGENE1.32 软件对青檀 6 个居群的遗传
多样性进行统计分析（表 4），结果表明，在物种水
平上，多态位点百分率(P)是 92.14 %，高于 Hamrick
等[25]对 220 个属 662 种林木的统计平均值( P = 64. 

表 1  青檀居群的地理位置及采样数目 

Tab. 1  Locations of P. tatarinowii populations  
and the numbers of individuals sampled 

居群

Population 

取样个体数 
No. of 

individuals 

海拔高度 
Altitude(m) 

经度(东经) 
Longitude(E) 

纬度(北纬)
Latitude(N)

Q1 8 470~540 
113°56，112，，

~113°56，370，， 
31°49，860，，

~31°50，075，，

Q2 12 430~470 
113°56，203，，

~113°56，302，， 
31°50，088，，

~31°50，178，，

Q3 13 390~430 
113°56，295，，

~113°56，398，， 
31°50，184，，

~31°50，334，，

Q4 15 310~390 
113°56，392，，

~113°56，518，， 
31°50，357，，

~31°50，539，，

Q5 8 230~270 
113°56，409，，

~113°56，626，， 
31°50，554，，

~31°51，042，，

Q6 8 220~280 
113°55，960，，

~113°56，137，， 
31°50，988，，

~31°51，117，，

 

表 2  ISSR 引物序列及退火温度 

Tab. 2  ISSR primers sequences and annealing temperature 

引物编号 
Primer code 

引物序列(5′-3′) 
Primer sequence 

退火温度( )℃  
Tempt. 

UBC 807 (AG)8T 51 

UBC 808 (AG)8C 53 

UBC 810 (GA)8T 52 

UBC 811 (GA)8C 52 

UBC 834 (AG)8YT 52 

UBC 835 (AG)8YC 51 

UBC 836 (AG)8YA 51 

UBC 840 (GA)8YT 51 

UBC 841 (GA)8YC 52 

UBC 842 (GA)8YG 53 

UBC 844 (CT)8RC 52 

Note：Y=(A,C);  R=(A,G)。 
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7% )，说明物种水平上青檀具有较高的遗传多样性；
在居群水平上，多态位点百分率(P)从 64.44%到
79.44%不等，平均多态带百分率为 72.13 %，显示
青檀 6 个居群具有较高的遗传变异水平。等位基因

数(Na)、有效等位基因数(Ne)、Nei′s 基因多样性指
数（He）、Shannon′s 信息指数（I）在物种水平上分
别为 1.944、1.448、0.273、0.423；在居群水平上各
参数平均值分别为 1.721、1.376、0.225、0.343，进
一步表明青檀在物种和居群水平上具有较高的遗
传多样性，而且物种水平的遗传多样性高于居群水
平。 
2.3  青檀居群间的遗传分化、遗传距离及遗传一致

度 

计算Nei 基因多样性指数(He)，分析青檀居群
间的遗传分化，研究表明，6个居群总遗传多样度

（总基因多样度，Ht）为0.278，居群内遗传多样度
（基因多样度，Hs）为0.225，居群间的遗传分化系
数(GST)为0.192，表明总的遗传变异有19.2 %来自于
居群间的分化，80.8 %来自于居群内。 

青檀6个居群间的Nei遗传距离和遗传一致度
的计算结果（表5）表明，居群Q1和Q6之间的遗传
距离最大，为0.142 0；居群Q3和Q4之间的遗传距离
最小，为0.033 7。遗传一致度与遗传距离正好相反，
居群Q1和Q6之间的遗传一致度最小，为0.867 6；居

表 4  青檀居群的遗传多样性 

Tab. 4  Genetic diversity of P. tatarinowii populations 

居群 
Population 

等位基因数 Na Number 
of alleles 

有效等位基因数 Ne 
Effective number of 

alleles 

Nei′s 基因多样性 He 
Nei′s gene diversity 

Shannon′s 信息指数 I 
Shannon′s information 

index 

多态位点百分率 P(%) 
Percentage of 

polymorphic loci 

物种水平 
Species Level 

1.944 1.448 0.273 0.423 92.14 

Q1 1.644 1.345 0.207 0.315 64.44 

Q2 1.722 1.360 0.218 0.335 72.22 

Q3 1.794 1.400 0.239 0.366 79.44 

Q4 1.794 1.357 0.221 0.344 79.44 

Q5 1.711 1.419 0.246 0.370 71.11 

Q6 1.661 1.373 0.219 0.330 66.11 

平均 Average 1.721 1.376 0.225 0.343 72.13 

 

表 3  青檀 ISSR 引物扩增结果 

Tab. 3  Amplification information of ISSR primers for P. tatarinowii 

引物 
Primer 

位点数 
No. of loci 

多态位点数 
No. of polymorphic 

loci 

多态位点百分率(%) 
Percentage of 

polymorphic loci 

UBC 807 21 18 85.71 

UBC 808 19 19 100.00 

UBC 810 12 11 91.67 

UBC 811 10 9 90.00 

UBC 834 16 13 81.25 

UBC 835 20 18 90.00 

UBC 836 16 16 100.00 

UBC 840 14 13 92.86 

UBC 841 19 18 94.74 

UBC 842 14 13 92.86 

UBC 844 18 17 94.44 

平均 Average 16.27 15.00 92.14 

总数 Total 179 165  

 

 

图 1  引物 UBC 834 对青檀 1-23 号样本的扩增结果（M 为 DNA Marker） 
Fig. 1  ISSR-PCR amplification results of P. tatarinowii from sample 1 to 23 with primer UBC834 （M, DNA Marker） 
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群Q3和Q4之间的遗传一致度最大，为0.966 9。结合
各居群的海拔高度分析，海拔高度相差越小，遗传
距离越小，遗传一致性越大。 
2.4  聚类分析 

基于青檀各居群间的Nei遗传距离，采用
UPGMA聚类法得到聚类图（图2）。从图2可知，相
邻分布的居群Q1和Q2，Q3和Q4，Q5和Q6各聚为一
支，进而Q1-Q2、Q3-Q4聚为一支，再与Q5-Q6聚为
一支。聚类结果与青檀居群的实际分布状态相吻
合，Q3和Q4居群处于青檀集中分布的中海拔区域，
海拔高度相近，生境条件也极为相似，因而首先聚
为一类； Q1居群分布于沟谷最上端，与Q2海拔高
度相差不大，生境条件较为相似，因而Q1和Q2聚
为一类；Q5和Q6均处于较低海拔，先聚为一类，
由于山体起伏，Q1、Q2、Q3、Q4与Q5、Q6处于不
同坡向的沟谷，加之Q1、Q2、Q3、Q4与Q5、Q6
的海拔高度相差大，它们最后聚为一类。 

3  讨论与结论 
3.1  青檀居群的遗传多样性 

遗传多样性即基因多样性，是生物所携带遗传
信息的总和，是居群生存、发展和进化的基础[2]。
研究结果表明青檀在物种水平上具有较高的遗传
多样性，这与青檀的生物学特性有一定关系，青檀
为古老树种，风媒传粉，花单性、雌雄同株，小坚
果两侧具翅，可扩散较远距离，湿藏后种子发芽
率达到 76.66%[6]，理论上应具有较高的遗传多样

性。此外，较高的遗传多样性可能还与该物种的进
化历史有关，青檀是第三纪残遗植物，其祖先具有
比较丰富的遗传基础[26]，虽然受第四纪冰川的影
响，造成了大量个体的灭绝，但幸存的个体在一些
“避难所”中保留下来，参照其它类似物种的进化历
史[27]，青檀祖先广泛的遗传基础在某些“避难所”中
得以保留是可能的。从居群水平看，6 个青檀居群
Nei 基因多样性指数(He)和 Shannon 信息指数(I)分
别为 0.207~0.246、0.315~0.370，反映各居群的遗传
多样性水平较高。野外调查发现，大贵寺国家森林
公园青檀居群目前仍为野生自然居群，所处的植物
群落结构比较完整，人为破坏较少，各龄级树都保
存了一定的株数，因而避免了对其遗传多样性的不
利影响。 
3.2  青檀居群的遗传分化 

Buso 等[28]认为，遗传分化系数（GST）值介于
0～0.05 之间表示居群间遗传分化程度很弱；0.05～
0.15 为分化程度中等；0.15～0.25 为分化程度较大；
大于 0.25 为分化程度很大。本研究中青檀居群间遗
传分化系数(GST)为 0.192，表明大贵寺国家森林公
园的青檀居群间存在着较大程度的遗传分化。异质
生境导致的地理隔离是导致遗传分化的重要原因
之一[29]，由于大贵寺森林公园由连绵起伏的山体构
成，青檀居群分布于曲折走向的沟谷中，海拔高度、
坡向、坡度不断变化，温度、水分、光照、土壤等
生态因子也相应发生一定的变化，生境条件的改变
最终可能导致居群内发生遗传分化。大量证据表明
在一个连续的居群内遗传分化将很少发生，但在较
小地理范围内异质生境确实可以造成某些植物居
群的遗传分化[30]。 

遗传相似性系数或遗传距离是衡量居群间遗
传分化程度的重要指标。本研究中青檀各居群的遗
传距离变化幅度较大，表明各居群遗传分化的程度
不同。海拔相近的居群遗传距离小，海拔相差大的
遗传距离大，由此可知遗传距离与海拔高度有一定
相关性。大的海拔跨度扩大了不同海拔居群的地理
距离，影响着彼此居群间的遗传交流，因而表现出
较大的遗传距离，这初步说明海拔对基因交流和基
因选择有一定的影响，同时，海拔差距越大，生境
差别也越大；而海拔相近的居群遗传距离较小，可
能是小地区内生境类型基本一致，自然选择压力也
趋于一致的缘故。 

如果将居群生活的海拔高度分为低、中、高的
话，不同海拔居群遗传多样性的关系有 4 种：一是
中海拔居群的遗传多样性高于低、高海拔居群，二
是高海拔居群的遗传多样性低于低海拔居群的遗
传多样性，三是高海拔居群的遗传多样性高于低海

表 5  青檀 6 个居群间的遗传一致度(对角线上面) 

及遗传距离(对角线下面) 

Tab. 5  Genetic identity（above diagonal）and genetic distance 
（below diagonal）among six populations of P. tatarinowii 

居群 
Population 

Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 

Q1 — 0.9437 0.9248 0.9086 0.8992 0.8676

Q2 0.0580 — 0.9459 0.9285 0.9040 0.8856

Q3 0.0781 0.0556 — 0.9669 0.9196 0.9136

Q4 0.0958 0.0742 0.0337 — 0.9137 0.9041

Q5 0.1063 0.1009 0.0839 0.0902 — 0.9348

Q6 0.1420 0.1215 0.0904 0.1008 0.0674 — 

 

 Q1

 Q2

 Q3

 Q4

 Q5

 Q6

0.000.010.020.030.040.05  
图 2  基于 Nei 遗传距离的青檀居群 UPGMA 聚类图 

Fig. 2  UPGMA Dendrogram of six P. tatarinowii populations based on 
Nei’s genetic distance 
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拔居群的遗传多样性，四是居群的遗传多样性与海
拔没有关系[31]。在青檀 6 个居群中，中海拔居群
Q3、Q4 表现出较高的遗传变异水平，居群 Q2、Q5
次之，而分别处于青檀海拔分布的上、下限的居群
Q1 和 Q6 的遗传变异水平最低，这一结果支持“中
海拔居群的遗传多样性高于低、高海拔居群”的观
点，造成这种现象的原因可能是低海拔居群受人类
活动的影响较大，遗传多样性降低，而高海拔居群
由于处于分布的极限位置，生境条件相对恶劣，环
境选择压力大，因而居群的遗传多样性也相对较
低。 
3.3  野生青檀种质资源的保护 

青檀为我国特有植物，具有造林、用材、观赏
等多种用途，为了对这一珍稀优质资源进行长期有
效的保护利用，就必须进行种群分化和遗传结构方
面的研究，以摸清遗传背景。从本研究结果可以看
出，目前大贵寺国家森林公园野生青檀种群仍然保
持着较高的遗传多样性，是一个具有重大遗传和生
态价值的青檀基因库，应加以保护和利用。从全国
范围来看，由于自然植被被破坏及大量砍伐，青檀
分布区在逐渐缩小，青檀野生种群的分布面积越来
越小，资源数量锐减，因此，应当对野生青檀种群
实施遗传多样性保护和种质资源保存的策略，通过
建立种质库和基因库来实现对青檀种质资源的长
期有效保存。 
3.4  结论 

通过研究，可以得出如下结论：湖北大贵寺国
家森林公园野生青檀在物种水平上的 Nei 基因多样
性指数(He)和 Shannon 信息指数(I)分别为 0.273 和
0.423，在居群水平上分别为 0.225 和 0.343，具有
较高的遗传多样性；居群间的遗传分化系数(GST)
为 0.192，青檀居群间存在着较大的遗传分化；该
居群的遗传距离与海拔差距有一定的相关性，相邻
海拔的青檀居群间遗传距离较近，不同海拔导致的
异质生境可能是影响青檀居群遗传分化的主要原
因。 
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Genetic Diversity of Wild Populations in DaGuiSi National Forest Park 
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Abstract: Genetic diversity of Pteroceltis tatarinowii populations in DaGuiSi National Forest Park of Hubei Province was analyzed 

by using the molecular marker technique of inter simple sequence repeat (ISSR). ISSR amplification was conducted with 11 primers, 

and fragments from 200 to 3000 bp for 64 individuals were amplified from 6 populations. 165 polymorphic loci were detected from 

total 179 loci, and the percentage of polymorphic loci (P) was 92.14%. The Nei’s genetic diversity and Shannon’s information index 

of P. tatarinowii were 0.273 and 0.423 at species level, 0.225 and 0.343 at population level, respectively, which showed relatively 

high genetic diversity of P. tatarinowii. The genetic differentiation coefficient (GST) among six populations was 0.192, which 

indicated comparatively large genetic differentiation among P. tatarinowii populations. UPGMA cluster demonstrated that hereditary 

distances among different populations were certainly correlated with altitudes. The nearer the altitudes between two populations were, 

the smaller the value of hereditary distance between them was. Divergent habitats at different altitudes may be the main reason of 

genetic differentiation among P. tatarinowii populations. 

Key words: Pteroceltis tatarinowii, ISSR marker, Genetic diversity, Daguisi National Forest Park 
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