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中华水韭遗传多样性的 #$%&分析
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摘要：采用 *+,-方法对珍稀濒危植物中华水韭（ !"#$%$" "&’$’"&"）$ 个自然居群的 $& 个样品进行了 -.+多态性分
析。从 /# 个随机引物中筛选出 0$ 个有效引物，共产生 0"$ 条 -.+片段，其中 )" 条为多态性条带，总的多态位点
百分率（(()）为 (&1 #/2。各居群间多态位点百分率差异显著（#1 &02 ’ 0"1 3#2）。+456+ 分析结果表明，$ 个
居群间基因分化系数 !78 9 #1 (&3$，即遗传变异中有相当一部分来源于群体间（(&1 3$2）。日益缩小的种群规模而
导致的居群内近交和遗传漂变的发生以及居群间有限的基因交流可能是中华水韭目前遗传结构的主要成因。鉴

于目前中华水韭居群内个体数偏少、遗传多样性较低的现状，建议对其进行就地保护并保护尽可能多的生境，对不

同自然居群内的个体进行植株相互移栽和育苗移栽，以提高不同居群间的基因交流，尽可能地保护中华水韭的遗

传多样性。
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! ! 中华水韭（ !"#$%$" "&’$’"&"）又名华水韭，隶属于
水韭科（ I7PM8GXMGM）的孑遗属———水韭属（ !"#$%$"），
具异型孢子（ WM8MVP7RPVM），为多年生沉水植物。在
我国，中华水韭主要分布于长江流域中下游地区和

钱塘江流域。中华水韭作为东亚特有的小型叶蕨类

植物之一，对研究蕨类的系统演化和东亚植物区系

具有重要价值。近年来，中华水韭分布范围逐渐缩

小，种群日益减少，目前仅在浙江、安徽两省发现 $
个中华水韭自然居群。中华水韭在我国濒临灭绝，

已被列为国家一级重点保护野生植物（郝日明等，

"###；于永福，0333）。因此，很有必要开展中华水韭
濒危机制的研究。
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目前，国内一些学者对中华水韭的研究主要集

中在形态学、细胞学、生理学及生态学等方面（何子

灿等，)**)；刘星等，)**)，)**!；庞新安等，)**!；
$+,- !" #$.，)**!；/0, !" #$.，)**!）。庞新安等
（)**!）通过对中国水韭属 ! 种植物的地理分布和
生境特征进行分析，认为适生生境逐渐丧失和破碎

化以及由此带来的杂草竞争正威胁着水韭属植物的

生存，并有可能导致现存水韭种群的灭绝。濒危植

物的遗传学研究是揭示濒危机制的一个重要方面，

对濒危植物遗传多样性的研究不仅能了解物种的进

化历史以及濒危机制，而且关系到能否采取科学有

效的措施来保护濒危物种（1+23456 !" #$.，7’’7）。
到目前为止，对中华水韭遗传多样性的研究不多。

陈媛媛等（)**!）报道了基于等位酶方法进行的中
华水韭的遗传多样性分析，虽然初步揭示了中华水

韭的遗传多样性水平及其成因，但由于等位酶本身

是编码区，受环境选择压影响较大，不易发生变异，

他们认为有必要改进实验方法，选择其他分子标记

进行中华水韭居群的遗传结构和遗传变异研究。

/4884+29 等（7’’*）以及 /089: 和 ;5<8088+,=
（7’’*）建立了 "#$%（"+,=>2 #2?84@40= $>8A2>3B
?:45 %C#）标记技术，该技术自 )* 世纪 ’* 年代以
来在系统学和遗传多样性研究中得到了广泛应用

（钱韦等，)***；DE !" #$.，)**!）。本文选择 "#$%
标记从整个基因组的角度对中华水韭基因组进行随

机扩增多态性分析，以期揭示中华水韭自然群体的

遗传结构和遗传多样性水平，为中华水韭濒危机制

的研究及合理保护措施的制定提供有益的资料和建

议。

!" 材料与方法

!# !" 材料
检测材料于 )**! 年 F G H 月分别采自浙江建

德、浙江松阳和安徽休宁自然居群。由于中华水韭

种群规模均较小，本研究共采集了 & 个居群共 &I 个
植株的幼叶样品，样品用硅胶干燥。样品的采集地

自然条件和样品所在地的地理位置、生境及样品数

见表 7。
!$ %" &’(提取
参试材料 %C# 的提取采用改良的 <J#K 法

（%>A80 L %>A80，7’IH）。
!$ )" 引物和 *+,扩增
引物购自上海 M0,0N+90公司，为十聚体寡核苷

酸随机引物。$<"试剂购自武汉天源生物公司。本
实验共筛选了 O* 个引物，依据扩增结果，对比可重
复性、多态性后，确定了扩增效果良好的 7& 个引物，
其序列见表 )。
反应体系（)F !P）含有 7F. F !P 双蒸水，). F

!P（). F 22>8 Q P）=CJ$9，). F !P 7* R $<" NE@@03
（含 7* 22>8 Q P J349B1<8，7. F 22>8 Q P ;-<8)和 F*
22>8 Q P S<8），*. F !P（) T Q !P）J+U $>8A203+90，7
!P引物（)F ?2>8），! !P 模板（)* ,- Q !P）。$<"
反应在 $J<B7**J;扩增仪上进行，反应参数为：’&V
预变性 & 24,；接 &F 个循环，每个循环为 ’&V变性 7
24,，!&V复性 7 24,，H)V延伸 ) 24,；H)V延伸 7*
24,。反应产物在 &V下保存。在 7. FW的琼脂糖凝
胶上，H* X稳压电泳，溴化乙锭处理后置于紫外光
灯下检测，用凝胶成像系统拍照，将图像存入计算机

待分析。以 )** N? ;+3603（)** N? %C# P+==03，
J4+, YE+, K4>Z05:. <>. PZ=.）作为标准分子量对
照。

!$ -" 统计分析
电泳图谱中的每条 %C#谱带作为 7 个单位，如

果有带（包括弱带）则定为“7”，没有带则定为“*”。
采用 $[$M\C\ 7. !7 版软件（ D3+,549 L Y+,-，
7’’’）对全部群体和各单个群体分别计算了多态

表 !" 中华水韭样品的采集地及采样数
J+N80 7( P>5+Z4>, +,= 9+2?80 94]0 >@ @>E3 %&’!"!& &()!)&(& ?>?E8+Z4>,9

居群
$>?E8+Z4>,

采集地
P>5+Z4>,

生境
1+N4Z+Z

采样数
^+2?80 94]0

_% 浙江建德 _4+,=0，‘:0a4+,- 淡水潮间带沿岸 D309:b+Z03 4,Z03Z4=+8 ]>,0 7O
cC 安徽休宁 c4E,4,-，#,:E4 弃耕沼泽地 ;+39: 4, +N+,=>,0= @408= 7O
^YB7 浙江松阳 ^>,-A+,-，‘:0a4+,- 山沟沼泽地 X+880A 2+39: I
^YB) 浙江松阳 ^>,-A+,-，‘:0a4+,- 山沟沼泽地 X+880A 2+39: I
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表 !" #$ 个有效引物名称、碱基序列及这些引物在中华水韭材料中的扩增结果
’()*+ &$ ,(-+ ./ 012-+13，3+45+67+3 (68 (-0*2/27(92.63 ./ %: +//+792;+ 012-+13

引物名称
<12-+1

序列（"=>!=）
?+45+67+

@,A条带数
,.B ./ )(683 37.1+8

多态性条带数
,.B ./ 0.*C-.10D27 )(683

<>A>%# EEEEEEA’’A " %
<>A>%& FF’EEE’FFA G !
<>A>%! FF’EEE’EEA " !
<>A>%: FF’EEE’’’F %" %!
<>A>%H EFFFEE’’’A %& "
<>I>#! F’FFF’EAEF %! G
<>I>#J ’’FFFEEAEF %# K
<>I>#H ’’FFEEE’EF K &
<>I>%G EAEEEFEAEF K %
<>F>#% EFEEF’EEAE H "
<>F>#H ’E’AFE’EAF " &
<>F>%# ’AEFFFEF’’ %% H
<>F>%" ’’FFEFEEEF J :
<>F>%H A’’EEEFEA’ %& %%

位点百分率（..!）以及居群间的 ,+2=3 遗传距离；
同时采用 LM,ANOPA %B "" 软件（QR7.//2+1，%HH!）
对中华水韭居群内和居群间的分子变异进行分析。

!" 结果与分析

!% #" 居群和物种水平的遗传多样性
从 K#个随机引物中筛选出 %: 个引物进行扩增，

共得到 %&:条带，其中 G&条表现出多态性，占总带数的
"JB #KS，平均每个引物扩增的 @,A带数为 JB H条（图
%，表&）。扩增位点分子量在&## T&### )0 之间。中华
水韭居群多态位点百分率（..!）在#B J%S T%&B H#S之
间；多态位点百分率最低的是浙江松阳 ?U>% 居群，为
#B J%S；多态位点百分率最高的是安徽省休宁居群
（V,），为 %&B H#S（图 &，表 !）。

表 &" 中华水韭自然居群的遗传多样性分析
’()*+ !$ ?9(923927(* (6(*C323 ./ W+6+927 82;+1329C 26 6(951(* 0.05>
*(92.63 ./ /(#&)&( ("-&-("(

居群$ $ $ $
<.05*(92.6$ $ $ $

多态位点百分率
..!（S）

X@ :B #!
V, %&B H#
?U>% #B J%
?U>& &B :&
物种水平 ?0+72+3 *+;+* "JB #K

..! Y <+17+69(W+ ./ 0.*C-.10D27 )(683

图 #" 引物 ’()(#* 扩增的中华水韭建德居群（+,）（泳道 *#
-#.）和休宁居群（/0）（泳道 #1 - !&）基因组的 23’, 电
泳图。4：!** 56 ,03 7899:;（<=8> ?@8> A=BC:DEF )BF，
7C9F）
Z2WB %$ [A<@ )(683 ./ /(#&)&( ("-&-("( (-0*2/2+8 \29D 012-+1 <>
F>%#B ](6+ #% T %K：X@ 0.05*(92.6；%J T &!：V, 0.05*(92.6；
N：&## )0 @,A ](88+1（’2(6 U5(6 I2.9+7DB F.B，]98B）

!% !" 居群间的遗传关系
基于 ,+2=3遗传距离对各个居群的遗传距离分

析结果表明：浙江松阳两居群?U>%与?U>&之间的
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表 !" 中华水韭居群间和居群内分子变异的 #$%&#分析结果
)*+,- .( )/- #012# *3*,4565 78 9-3-:6; <*=6*3;-5 >6:/63 *3? *@739 A7AB,*:6735 78 !"#$%$" "&’$’"&"

变异来源
C7B=;- 78 <*=6*:673

自由度
() *)

总方差
++,

平均方差
-+,

变异组分
2*=6*3;- ;7@A73-3:

总变异百分率
)7:*, <*=6*3;-（D）

.
.E<*,B-

居群间 #@739 A7AB,*:673 ! ’!F G. .F H& IF !J &JF G.D KIF II’
居群内 L6:/63 A7AB,*:673 .. ’’F H! IF MH IF MH .’F IHD KIF II’

图 ’" 引物 ()#)*! 扩增中华水韭休宁居群（+,）（泳道 -* .
-/）、松阳 01)’ 居群（泳道 -2 . *3）和松阳 01)* 居群（泳道
*/ .’4）基因组的 5#(6 电泳图。$：’-- 78 6,# 9:;;<=
（>?:@ 1A:@ B?CD<EFG HCG，9D;G）
N69F M( "#$% +*3?5 78 !"#$%$" "&’$’"&" *@A,686-? >6:/ $E#E’.F
I’ O IJ：PQ A7AB,*:673；IG O ’H：CREM A7AB,*:673；’J O M&：
CRE’ A7AB,*:673；0：MII +A %Q# S*??-=（)6*3 RB*3 T67:-;/F
U7F，S:?F）

图 I" 中华水韭居群间 ,<?JK遗传距离的 L(M$#聚类图
N69F ! ( V$W0# ?-3?=79=*@ 87= A7AB,*:6735 78 !"#$%$" "&’$’"&"
+*5-? 73 Q-6X5 9-3-:6; ?65:*3;-

遗传距离最小（, Y IF IIGH）；浙江建德居群（ Z%）与
安徽休宁居群（PQ）之间的遗传距离最大（, Y

IF !&[H）（图 !）。
’N I" 居群间遗传分化程度的分析

#012#对中华水韭 . 个自然居群的分析结果
表明，居群间基因分化系数 !5: Y IF &JG.，即总的变
异中有 &JF G.D的变异存在于居群间，居群内的遗
传变异占总遗传变异的 .’F IHD，居群间和居群内
变异均极显著（. K IF II’）（表 .）。

I" 讨论

IN *" 中华水韭的遗传多样性
"#$%分析和等位酶标记都被广泛地用来研究

濒危物种的遗传多样性，然而，由于等位酶基因不易

发生变异，采用等位酶标记很可能揭示出偏少的多

态位点，而 "#$%E$U" 扩增的区域为整个基因组，
其中基因组非编码区的变异速度较快，因此用

"#$%E$U" 检测的遗传多样性往往比等位酶高
（\55-,@*3 $% /0F，’GGG）。陈媛媛等（MII!）对中华
水韭迁地保护居群 [M 个样品进行了等位酶研究，认
为中华水韭等位酶水平上的遗传多样性较低。本实

验从群体遗传学角度对中华水韭自然居群的遗传变

异进行了 "#$%分析，结果表明中华水韭物种水平
的 ..1 为 &JF IHD，要高于其他濒危植物：例如
2/%3/4/ /5645#73400/ 的 ..1 为 !MD（汪小全等，
’GGH），8/9%#5&" *$5’/’($:&/’/ 为 M.F &D（T=*B3-= $%
/0F，’GGM），水杉为 !JF HD（李晓东等，MII!），因
此，中华水韭遗传多样性处于较高水平，说明中华水

韭能适应当前的环境。然而，就某一特定居群而言，

中华水韭的 ..1却非常低（IF J’D O ’MF GID）。这
与对水韭属其他物种遗传多样性研究的结果相一

致，如：!"#$%$" ;/5"%$’&& 和 !) 7/0<$5&（C@*,, ] ^6;_-4，
’GG[）以及高寒水韭（ !) 347"#73&0/）（陈进明等，未
发表数据）的 ..1在物种水平上较高（ ‘ &ID），而
在居群内部 ..1 却较低（ K !&D）。水韭属植物适
应生长于贫营养环境中，如季节性浅池塘和酸性软

水贫营养湖泊。然而，近年来，中华水韭栖息地的生
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境特征发生了明显变化。人类活动如水产养殖、水

稻耕作、旅游开发以及工业废水和生活污水的排放

等均可引起水体碱化、硬化和富营养化以及底质碱

化等，使中华水韭逐渐丧失了适生生境；另外，其他

物种的入侵也导致中华水韭居群规模迅速减小（庞

新安等，#&&!；’() &) ./*，#&&!）。野外调查发现浙
江松阳居群（+,-%）仅剩下 %& 株左右，安徽休宁居
群也不足 %&& 株。在中国，水韭属植物均处于濒危
状态。野外调查发现，中国特有种云贵水韭（ 01
*2-32"&-("(）仅存 % 个居群且个体数不足 "& 株；中国
特有种高寒水韭只有 . 个较小居群且零星分布；台
湾水韭（01 )."4.-&-("(）仅在我国的台湾省存在 % 个
居群。较小的居群规模很可能导致水韭属植物居群

内个体间近交的发生，从而使居群内部的遗传多样

性降低。当然，由于取样困难，本研究的取样数目偏

少，这在一定程度上也会影响对中华水韭遗传多样

性的评价。

!" #$ 中华水韭居群遗传分化
目前，对水韭属遗传分化的研究较少。+/011和

2345(6（%778）采用等位酶标记对 01 5.’()&-"" 和 01
6./7&’" 的遗传变异水平及模式进行了研究；陈进明
等（未发表数据）采用 9:;< 和 =++9 标记对中国特
有种高寒水韭进行了遗传变异研究。以上研究结果

均表明居群间的遗传分化强于居群内部的遗传分

化，作者认为有限的基因流以及日益缩小的种群规

模而导致的遗传漂变等可能是这种遗传分化模式形

成的原因。本实验的 > 个中华水韭自然居群间基因
分化系数 !() ? &* "@7>，表明总的变异中有 "@* 7>A
存在于居群间，居群内的遗传变异占总遗传变异的

>%* &.A。中华水韭采用孢子繁殖方式，孢子的传播
一般要在水域相通的条件下进行（孟繁松，%77@）。
经调查发现，除松阳两居群距离较近外，中华水韭各

居群之间呈间断的“岛屿”状分布。这种特殊的地

理分布可能限制了种内居群间的随机交配，阻碍了

居群间基因的流动，从而导致居群间基因多样性增

大，使居群间遗传分化愈来愈明显，遗传距离愈来愈

远。松阳的两个居群 +,-% 和 +,-# 具有较高的遗传
相似性（ 0 ? &* 77&.），这两个居群生境之间的距离
较近，位于同一座山两侧的山沟沼泽地。这两个居

群间很可能存在一定程度上的基因交流，+,-% 群体
也可能是 +,-# 群体的后裔群体或相反。另外，较小
的居群规模很可能导致居群内遗传漂变的发生，从

而使得居群间分化加剧。

!" !$ 濒危原因及保护建议
中华水韭各居群内遗传多样性的丧失可能是物

种濒危的后果，而不是导致濒危的原因。中华水韭

的地理分布区相对狭小，种群之间相对隔离，种群内

个体数偏少以及在特殊的生境中其生存力、竞争力

不强，因此在自然群落中处于竞争劣势，人为或自然

因素导致的生境改变，很可能造成中华水韭的种群

衰退或消亡（庞新安等，#&&!）。对生物多样性最大
的威胁是生境的丧失，保护生物多样性最关键的手

段是保护生境（蒋志刚等，%778；BCD134C，%7@@）。根
据中华水韭物种水平上的遗传多样性较高而居群水

平的遗传多样性较低以及中华水韭分布较为零散等

特点，对中华水韭的保护应以就地保护为主，并且应

该保护尽可能多的生境。由于中华水韭不同居群出

现了一定程度的遗传分化，建议对不同自然居群内

的个体进行植株相互移栽和育苗移栽，以提高不同

居群间的基因交流，达到保护较高水平的遗传多样

性的目的。
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