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摘要：利用RAPD分子标记分析了黄山松10个家系的遗传多样性。从206个随机引物 （组） 中
筛选出17个引物�获得38个多态位点。Shannon多样性指数平均为4∙5251�Shannon多样性值
范围在0∙0102～0∙0504。家系 （余姚×文石） 遗传多样性水平最高�其 Shannon多样性指数为
7∙9658。根据这38个多态位点计算遗传距离�进行聚类分析。在遗传距离0∙42处可将10个家
系聚类分成3组。图2表3参13
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遗传多样性研究可以揭示物种或种群的进化历史�为进一步分析其进化潜力提供重要的资料。黄山
松 Pinus taiwanensis为我国特有树种�呈海岛状不连续分布于我国东南部海拔700m以上的山上�地理上
的隔离与遗传有着密切的关系［1］�是群体研究的好材料。有关黄山松种群数量动态［2］、种子园营建［3］、
飞播造林［4］、种苗期酯酶同工酶及核酸代谢［5］、种源选择及遗传稳定性［6］和遗传参数分析［7］等已有较多
的报道。童再康和范义荣等［8］在黄山松群体谷草转氨酶 （GOT） 水平上进行过遗传变异的初步研究。范
义荣等［9］探索了黄山松群体酶基因的遗传变异规律。本研究用随机扩增多态 DNA （RAPD） 技术对黄山
松群体在DNA分子水平上进行遗传多样性分析。
1　材料与方法
1∙1　材料来源

采用10个黄山松优良家系 （表1）�其球果采自浙江省天台县种源实验林场 （华顶林场）。
表1　黄山松家系来源

Table1　The origins of Pinus taiwanensis
文中编号 杂交亲本编号 （优树所在地） 文中编号 杂交亲本编号 （优树所在地）

A 11×18（黄岩×仙居） P 31×马尾松 （磐黄×马尾松）
B 17×18（仙居×仙居） Q 32×18（磐黄×仙居）
D 17×32（仙居×磐黄） Y 41×126（磐园×文石）
K 115×126（余姚×文石） Z 43×马尾松 （磐园×马尾松）
M 27×32（磐黄×磐黄） e 36×36（磐安×磐安）



1∙2　胚乳DNA样品制备
按Nelson等［10］的方法加以改进。将胚乳组织置于干净研钵中�加800μL提取液 （100mmol·L－1Tris-

HCL pH8∙0�50mmol·L－1EDTA pH8∙0�500mmol·L－1NaCL�2％SDS�1％2-巯基乙醇）�充分研磨后倒入
1∙5mL Empdorf 管中。于65℃水浴1h。加入1／3提取液体积的KAc （5mol·L－1）�水浴2h。加入等体积
的酚∶氯仿∶异戊醇 （25∶24∶1）�抽提2次。加入1／10体积的NaAc （3mol·L－1�pH5∙2） 及2∙5倍体积的
无水乙醇�－70℃冷冻2h。离心5min�将离心后所得沉淀用70％的乙醇洗2次�风干后溶于200μL TE
中�于－20℃贮藏。

表2　引物名称和序列及其扩增位点数
Table2　The names�sequences and locus numbers amplified of17primers
引物名称 引物序列 （5′→3′） 扩增出的

总谱带数
多态性的
谱带数

S5 TGCGCCCTTC 9 2
S47 TTGGCACGGG 2 1
S52 CACCGTATCC 7 3
S147 AGATGCAGCC 7 2
S283 ACAGCCTGCT 6 3
S7-S1427∗ GGTGACGCAB 7 1
S83-S1427∗ GAGCCCTCCA 6 1
S134-S1427∗ TGCTGCAGGT 11 1
S246-S1427∗ ACCTTTGCGG 8 1
S248-S1427∗ GGCGAAGGTT 13 1
S249-S1427∗ CCACATCGGT 11 2
S22-S190 TGCCGAGCTG （S22） 14 10

ACCGTTCCAG （S190）
S48-S246 GTGTGCCCCA （S48） 8 3

ACCTTTGCGG （S246）
S33-S259 CAGCACCCAC （S33） 10 2

GTCAGTGCGG （S259）
S21-S1425 CAGGCCCTTC （S21） 13 2

CTTAGTGCGG （S1425）
S43-S1459 GTCGCCGTCA （S43） 16 2

CTTGGCACGA （S1459）
S26-S1440 GGTCCCTGAC （S26） 10 1

ACGGAAGTGG （S1440）
总和 158 38
平均 9∙3 2∙2

　说明：∗S1427序列为 GTGGCCGATG

1∙3　DNA扩增
DNA 扩增在 PCR 仪 （Hybaid PCR express

thermal cycler） 上进行。20μL PCR体系如下：5
～10ng模板DNA�0∙75μmol·L－1随机引物 （10
bp）�dATP�dTTP�dCTP�dGTP 各为250μmol·
L－1�2μL10倍的反应缓冲液 （100mmol·L－1
KCl�80mmol·L－1 （NH4）2SO4�100mmol·L－1
Tris-HCl pH9∙0�NP-40）�2∙5m mol·L－1MgCl2�
1∙5U Taq DNA聚合酶。扩增程序为：94℃预变
性6min；94℃变性40s�38℃退火40s�72℃
延伸2min�35循环；72℃延伸7min。本实验
用于筛选的引物或引物组合共有206个 （或
组）。试剂均购自上海 Sangon公司。
1∙4　表型多样性水平分析

①Shannon信息指数为：Ho＝－∑ Pi lnPi�
Pi 指某一群体中表现型 i （第 i 条谱带） 的频
率。②Shannon多样性值为：H＝Ho／N�N为
此群体检测到的位点总数。③对 n 个群体�
其平均表型多样性值为：Hpop＝1／ （ nHo）。
1∙5　遗传距离与聚类分析

任意2个个体的遗传差异采用 Nei ［11］的方
法计算遗传相似度 （S） 和遗传距离 （D）：遗
传相似度 Sxy＝2Nxy （Nx＋Ny）�遗传距离 Dxy
＝1－2Nxy／ （Nx＋Ny）�其中 Nxy为2个样本共有的扩增谱带数�Nx 和 Ny 分别为 x 和 y 样本的总扩增
谱带数。

表3　黄山松群体表型多样性
Table3　Phenotypic diversity revealed by17RAPD

primers in P． taiwanensis
家系 Ho H 家系 Ho H

A 6∙6246 0∙0419 P 2∙7605 0∙0175
B 6∙7575 0∙0427 Q 1∙6191 0∙0102
D 6∙7512 0∙0427 Y 2∙8979 0∙0183
K 7∙9658 0∙0504 Z 3∙0255 0∙0191
M 4∙0065 0∙0254 e 2∙8725 0∙0181

2　结果与分析
2∙1　RAPD扩增结果

引物筛选后获得17个有稳定多态且带型清晰的
引物 （组） （表2）。它们扩增片段的大小在200～3
000bp之间�扩增片段数平均为9∙3条。17个引物
对10个家系60个个体进行PCR扩增�检测到RAPD
总位点数158个�其中多态位点38个�多态位点比
例为24∙1％。多态位点平均每引物为2∙2条。图1显示引物 S1425-S21和 S1459-S43对部分个体的扩增
结果。
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2∙2　遗传多样性
表3示各家系在所有标记位点上的 Shannon 信息指数 （Ho）。10个家系多样度的平均值 （Hpop）

是4∙5251。Shannon遗传多样性值 H范围在0∙0102～0∙0504。

图1　引物 S1425-S21 （A） 和 S1459-S43 （B） 对黄山松部分个体的 RAPD扩增谱带
Figure1　RAPD profile of S1425-S21 （A） and S1459-S43 （B） on part of individuals

2∙3　聚类分析

图2　10个黄山松家系间的聚类图
Figure2　Dendrogram of10families of

P． taiwanensis on RAPD data

　　利用10个家系间的遗传距离值�采用了离差平方
和法建立了聚类分析图 （图2）。从图中可以发现�在
遗传距离0∙12以下时�各家系都是相互独立的�聚类
发生在较大的遗传距离上�以0∙42为临界值�可以将
10个家系分为3组。亲本地源相近的家系多聚在一起�
如M （磐黄×磐黄） 与 Q （磐黄×仙居）�Y （磐园×文
石） 与 Z （磐园×马尾松）�A （黄岩×仙居） 与 B （仙
居×仙居） 和 D （仙居×磐黄） 等。完全不同地源的家
系也有聚在一起的�如 K （余姚×文石） 与 P （磐黄×
马尾松） 等。
3　讨论
3∙1　遗传多样性

物种遗传多样性越高�对环境变化的适应能力就越
强�越容易扩展其分布范围和开拓新的环境。群体高水平的遗传变异对保证资源收集的多样性和发展
新的品系具有重要意义［12］。利用 Shannon信息指数 （Ho） 可以衡量一个群体扩增产物的遗传多样性。
Ho 值愈大则群体的离散性越高�多样性越丰富。本实验结果显示的 Shannon信息指数�10个家系中
K （余姚×文石） Ho 最高�为7∙9658�其多样性较丰富。Shannon遗传多样性值 （H） 把所测得的座
位总数考虑进去�能更客观地反映遗传多样性本质。本实验10个家系 H值范围在0∙0102～0∙0504。
易能君等［13］研究湿地松 Pinus elliottii抗病种子园的遗传多样性时仅取分离的 RAPD位点进行分析�其
群体 H范围在0∙1095～0∙6922；如果本研究只考虑38个分离的 RAPD位点�则 H范围在0∙0426～
0∙2096�比上述湿地松抗病种子园结果偏低一些。本研究所分析的黄山松群体遗传多样性水平不高�
但10个家系都是从各天然林经过选择的个体而建立�这些天然林在地理和遗传上有一定的分化�具
有一定的遗传基础。
3∙2　聚类分析

根据不同地区的10个家系建立的聚类分析图�可以将10个家系分为3组。基本反映了亲本地源
的关系�相近的家系多聚在一起。由于实验材料均取自浙江省内�松树的风媒授粉使连续地区的群体
遗传分化较小�如在更大范围内进行研究�会更准确地了解其遗传变异规律。分子标记提供的遗传变
异信息可以辅助制定核心群体收集的策略�以保障育种材料的高水平遗传变异�这对育种群体的长期
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经营有重要意义。

　　本文通讯作者朱睦元�电话为0571-88273325�E-mail为 lsczhumy＠mail．hz．zj．cn。
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Analysis of the genetic diversity of Pinus taiwanensis populations

TANG Juan-juan1�FAN Y-i rong2�ZHU Mu-yuan1
（1．Faculty of Life Science�Zhejiang University�Hangzhou310012�Zhejiang�China；2．Faculty of Landscape
Architecture and Art�Zhejiang Forestry College�Linʾ an311300�Zhejiang�China）

Abstract：The genetic diversity of 10 Pinus taiwanensis families are analyzed by RAPD molecular markers．17
primers and38polymorphic loci are screened from206random oligonucleotide primers．The mean Shannon Wevieis
diversity index is4∙5251�which ranges within0∙0102～0∙0504．The genetic diversity level of the family
（Yuyao×Wenshi） is the highest and its Shannon Wevieis index is 7∙9658．Genetic distance is calculated
according to38polymorphic loci and clustering analysis is carried out．10clustering families can be divided into3
groups at the point of the genetic distance0∙42．

Key words： Pinus taiwanensis；random amplified polymorphic DNA （RAPD）；genetic diversity；clustering
analysis
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