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基于 SRAP 分子标记技术研究浙江产细叶石仙桃的遗传多样性 

朱  欣，蒋晓颖，金魏佳，吕  奕，何  佳，范灵希，高  松，蒋  明* 
台州学院生命科学学院，浙江 椒江  318000 

摘  要：目的  以药用植物细叶石仙桃为材料，利用 SRAP 分子标记技术进行遗传多样性研究，为进一步开展该物种的保护

奠定基础。方法  从 81 对 SRAP 引物组合中，共筛选出 7 对用于 SRAP-PCR，对浙江省境内 5 个自然居群的 68 份细叶石仙

桃进行了遗传多样性分析。结果  共获得 197 个电泳谱带，其中多态性条带为 190 条，每对引物平均提供 27.29 个标记信息，

平均有效等位基因数目（Ne）为 1.238 1。在物种水平上，多态位点百分率（PPB）为 96.45%，Nei’s 基因多样性指数（H）

为 0.188 2，Shannon’s 信息指数（I）为 0.312 5；在居群水平上，PPB 为 30.46%～46.19%，平均为 40%，H 为 0.089 1～0.155 9，
平均 0.120 8，I 为 0.138 7～0.234 9，平均 0.186 4；5 个居群的基因分化系数（Gst）为 35.81%，基因流（Nm）为 0.896 3。
UPGMA 聚类结果表明，68 份样品可分成 5 组，同一居群的细叶石仙桃聚于同一分支。结论  细叶石仙桃具有较高的遗传

多样性水平，居群间也存在一定的遗传分化和基因交流，但大部分遗传变异存在于居群内。 
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Genetic diversity analysis of Pholidota cantonensis in Zhejiang based on SRAP 
molecular marker technique 

ZHU Xin, JIANG Xiao-ying, JIN Wei-jia, LV Yi, HE Jia, FAN Ling-xi, GAO Song, JIANG Ming 
College of Life Science, Taizhou University, Jiaojiang 318000, China 

Abstract: Objective  To study the genetic diversity of medicinal plant Pholidota cantonensis Rolfe. by SRAP molecular marker technique, 
and to lay foundations for the protection of this species. Methods  Seven pairs of primers were screened from 81 SRAP primer pairs, and 
used for SRAP-PCR; The genetic diversity of 68 P. cantonensis materials from five natural populations in Zhejiang Province was applied to 
analyze. Results  Totally 197 reproducible bands were obtained, and 190 bands of which were polymorphic bands. Each primer pairs 
contributed 27.29 band on average, and the effective number of allele (Ne) was 1.238 1. At the species level, the percentage of polymorphic 
bands (PPB) was 96.45%, and the Nei’s genetic diversity (H) and the Shannon’s information index (I) were 0.188 2 and 0.312 5, 
respectively. At the population level, the PPB ranged from 30.46% to 46.19% with an average PPB of 40%, their H and I were 0.089 1—
0.155 9 and 0.138 7 – 0.234 9, with average levels from 0.120 8 to 0.186 4, respectively. The coefficient of gene differentiation (Gst) for five 
populations was 35.81%, and the gene flow (Nm) was 0.896 3. The Unweighted Pair Group Method with Arithmetic (UPGMA) mean 
clustering results indicated that 68 samples were divided into five groups, and P. cantonensis plants from the same population were clustered 
into the same clade. Conclusion  P. cantonensis showed a high level of genetic diversity, and its genetic differentiation as well as gene flow 
were found among the five populations; However, but the genetic differentiation happened mainly within each population. 
Key words: rare plant; Pholidota cantonensis Rolfe.; SRAP; genetic diversity; medicinal plant 
 

兰科（Orchidaceae）植物历史悠久，种类繁多，

是单子叶植物中的第一大科。石仙桃属 Pholidota 
Lindl. ex Hook. 是兰科的一个重要类群，含毛兰素、

毛兰菲和苯丙素等多种药用成分，是一类重要的中

草药[1]。细叶石仙桃 P. cantonensis Rolfe. 是石仙桃

属植物的一个重要物种，生长于海拔 200～850 m
的林缘灌丛或岩石上，主要产自浙江、江西、福建、

台湾、湖南、广东和广西等地[2]。细叶石仙桃为国 
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家濒危 II 级保护物种，已列入《濒危野生动植物种

国际贸易公约》（CITES）的保护范围[3]。细叶石仙

桃株型优美、花型奇特、果实玲珑可爱，可用做观

赏植物；植株全草和假鳞茎可入药，具有清热凉血、

滋阴润肺和消肿止痛等药用功效[4-5]。近年来，由于

细叶石仙桃的药用价值被逐渐认识，观赏价值也不断

受到重视，人们的过度采挖导致资源遭到严重破坏；

加之对生存环境的要求较为严苛，使用细叶石仙桃的

资源逐渐减少，对该物种的保护已迫在眉睫[6]。 
DNA 分子标记技术建立于 20 世纪 80 年代，是

广泛应用于遗传多样性研究的新型技术[7]。相关序

列 扩 增 多 态 性 （ sequence-related amplified 
polymorphism，SRAP）由 Li 等[8]于 2001 年开发，

是以 PCR 为基础的一种分子标记技术，具有重复性

好、稳定性高、操作简便和高共显性等优点[9]。SRAP
利用基因外显子中 GC 含量丰富而启动子和内含子

中 AT 含量丰富的特点设计引物，对开放阅读框

（open reading frames，ORFs）进行扩增，以得到不

同长度的谱带[10]。SRAP 标记技术已广泛应用于遗

传多样性分析、遗传图谱的构建、重要性状基因

标记和比较基因组学等多方面的研究[11-14]。近年

来，科研人员利用 SRAP 技术对一些珍稀或濒危

植物进行了遗传多样性研究，并提出了相应的保

护措施[15-16]。目前，SRAP 分子标记在细叶石仙桃

遗传多样性中的研究未见报道，本实验利用 SRAP
标记技术对细叶石仙桃开展遗传多样性研究，为该

物种的保护和可持续利用奠定基础。 
1  材料与仪器 
1.1  材料 

细叶石仙桃采自白岩山（BY）、天打岩（TDY）、

雁荡山（YD）、九峰山（JF）和划岩山（HY），共

68 个样品，各样品的位置信息如表 1 所示。各样品

的距离均在 50 m 以上，采集幼嫩叶片带回实验室，

用无菌水冲洗后擦干，保存在−80 ℃超低温冰箱用

于 DNA 的提取。 
1.2  仪器 

伯乐 C1000 型 PCR 仪（Bio-Rad 公司，美国）；

伯乐 Gel Doc XR+凝胶成像系统（Bio-Rad 公司，美

国）；DYY-12 型电泳仪和电泳槽（北京市六一仪器

厂）；SANYO MDF-382E 型超低温冰箱（SANYO
公司，日本）；艾本德 Eppendorf 移液枪（Eppendorf
公司，德国）；BECKMAN Allegra 64R 高速冷冻离

心机（Beckman Coulter，美国）。 

2  方法 
2.1  基因组 DNA 的提取和检测 

取细叶石仙桃的幼嫩叶片，置于研钵中，加入

液氮快速研磨至粉末状，用新型植物基因组 DNA
快速提取试剂盒（北京鼎国昌盛生物技术有限责任

公司）提取基因组总 DNA。使用 DYY-12 型电泳仪，

用 1.0%琼脂糖凝胶（含溴化乙锭）电泳检测后备用。 
2.2  SRAP-PCR 扩增 

SRAP-PCR 的反应总体系为 20 μL：2 μL 10×
Buffer（含 20 mmol/L Mg2+）、0.5 μL 10 mmol/L 
dNTPs、上/下游引物（20 μmol/L）各 0.5 μL、0.5 μL 
DNA 模板（约 30 ng）、0.4 U Taq DNA 聚合酶，加

ddH2O 至终体积。SRAP-PCR 的反应程序为 94 ℃
预变性 5 min；94 ℃变性 1 min，35 ℃复性 1 min，
72 ℃延伸 1 min，共 5 个循环；94 ℃变性 1 min，
58 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，共 30 个循环；

72 ℃延伸 10 min；4 ℃保存。PCR 产物经 1.0%琼

脂糖凝胶电泳，用凝胶成像系统拍照记录。 
2.3  SRAP 数据处理及分析 

根据 SRAP-PCR 电泳结果，以 100 bp Ladder III
为标准相对分子质量进行条带统计，有条带时赋值

为“1”，无条带时赋值为“0”，构建 0/1 矩阵图；

利用 POPGENE version 1.32 软件对条带统计数据

进行分析，计算多态性位点百分率（PPB）、Nei’s
基因多样性指数（H）、Shannon’s 指数（I）、居群

间基因流（Nm）和基因分化系数（Gst）等相关数据

信息[17]；运用 NTSYS-PC 2.1 软件进行聚类分析，

构建不同居群细叶石仙桃的系统发育树。 
3  结果与分析 
3.1  SRAP-PCR 结果 

从 81 对通用引物中筛选得到 7 对引物，组合

分别是 ME-1/em-4、ME-2/em-6、ME-3/em-7、
ME-5/em-2、ME-5/em-5、ME-6/em-7 和 ME-9/em-5，
利用这些引物可获得清晰、多态性好和重复性高的

电泳条带（表 2）。细叶石仙桃 SRAP-PCR 扩增的

结果表明，68 个样品共检测到 197 个特异性条带，

其中多态性条带 190 个，PPB 为 96.45%，平均每对

引物扩增得到 27.29 个条带（图 1）。不同的引物组

合检测到的位点数差距较大，其中 ME-3/em-7 组合

的多态性位点最多，有 34 个；位点数最少的是

ME-2/em-6 组合，仅有 18 个。 
3.2  聚类分析 
    根据SRAP 扩增结果，利用NTSYS-PC（Version 2.1）
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表 1  样品的位置信息 
Table 1  Location information of samples 

样点编号 经度 (E) 纬度 (N) 海拔/m 样点编号 经度 (E) 纬度 (N) 海拔/m
BY-1 121°30'31.85" 28°49'9.57" 179 YD-5 121°4'33.79" 28°21'45.74" 284
BY-2 121°30'26.63" 28°49'3.86" 238 YD-6 121°4'36.37" 28°21'43.86" 241 
BY-3 121°30'19.00" 28°49'4.00" 261 YD-7 121°4'34.94" 28°21'42.78" 220 
BY-4 121°30'21.17" 28°49'1.59" 288 YD-8 121°4'17.92" 28°21'15.20" 360 
BY-5 121°30'25.86" 28°49'0.55" 308 YD-9 121°4'11.03" 28°21'14.66" 324 
BY-6 121°30'21.47" 28°49'0.03" 309 YD-10 121°4'12.04" 28°21'20.35" 247 
BY-7 121°30'14.66" 28°48'51.37" 347 YD-11 121°4'1.69" 28°21'14.82" 299 
BY-8 121°30'9.95" 28°48'42.70" 193 YD-12 121°3'45.94" 28°20'57.75" 398 
BY-9 121°30'16.48" 28°48'44.89" 284 YD-13 121°3'39.68" 28°20'56.80" 324 
BY-10 121°30'7.00" 28°48'43.00" 221 JF-1 121°16'28.80" 28°38'8.19" 294 
BY-11 121°30'20.12" 28°49'3.15" 267 JF-2 121°16'27.12" 28°38'8.00" 285 
BY-12 121°30'21.00" 28°49'5.00" 255 JF-3 121°16'25.25" 28°38'10.11" 261 
TDY-1 121°17′52.51" 28°37′23.70" 115 JF-4 121°16'56.00" 28°38'15.00" 150 
TDY-2 121°17′52.95" 28°37′21.43" 127 JF-5 121°16'53.72" 28°38'13.27" 154 
TDY-3 121°17′52.65" 28°37′18.81" 163 JF-6 121°16'51.00" 28°38'13.00" 152 
TDY-4 121°17′50.27" 28°37′22.33" 170 JF-7 121°16'51.39" 28°38'16.13" 180 
TDY-5 121°17′49.65" 28°37′18.10" 237 JF-8 121°16'47.14" 28°38'14.64" 170 
TDY-6 121°17′45.62" 28°37′22.34" 220 JF-9 121°16'46.16" 28°38'17.92" 220 
TDY-7 121°17′42.93" 28°37′21.01" 266 JF-10 121°16'38.41" 28°38'20.29" 140 
TDY-8 121°17′44.68" 28°37′18.78" 297 JF-11 121°16'36.40" 28°38'22.35" 145 
TDY-9 121°17′46.09" 28°37′16.73" 296 HY-1 121°8'41.20" 28°41'42.80" 329 
TDY-10 121°17′45.66" 28°37′25.70" 176 HY-2 121°8'42.05" 28°41'38.80" 300 
TDY-11 121°17′44.13" 28°37′26.10" 193 HY-3 121°8'38.61" 28°41'35.03" 268 
TDY-12 121°17′42.54" 28°37′25.23" 211 HY-4 121°8'45.11" 28°41'38.07" 324 
TDY-13 121°17′42.57" 28°37′24.31" 238 HY-5 121°8'50.73" 28°41'38.38" 394 
TDY-14 121°17′43.43" 28°37′22.72" 248 HY-6 121°8'51.58" 28°41'35.35" 395 
TDY-15 121°17′39.52" 28°37′22.85" 261 HY-7 121°8'42.39" 28°41'29.64" 335 
TDY-16 121°17′39.85" 28°37′24.16" 248 HY-8 121°8'33.77" 28°41'25.69" 257 
TDY-17 121°17′38.93" 28°37′28.19" 206 HY-9 121°8'45.58" 28°41'18.90"  167 
TDY-18 121°17′35.06" 28°37′27.55" 230 HY-10 121°8'45.29" 28°41'24.15"  260 
YD-1 121°4'16.38" 28°21'40.45" 296 HY-11 121°8'55.30" 28°41'22.65"  311 
YD-2 121°4'24.66" 28°21'40.60" 214 HY-12 121°9'12.63" 28°41'16.52" 455 
YD-3 121°4'26.34" 28°21'41.84" 208 HY-13 121°9'04.70" 28°41'16.52" 307 
YD-4 121°4'29.96" 28°21'41.66" 195 HY-14 121°8'53.18" 28°41'08.92" 237 

 
表 2  SRAP 引物序列 

Table 2  Primer sequences for SRAP 

引物组合 ME 引物序列 (5’-3’) em 引物序列 (5’-3’) 
ME-1/em-4 TGAGTCCAAACCGGATA GACTGCGTACGAATTTGA
ME-2/em-6 TGAGTCCAAACCGGAGC GACTGCGTACGAATTGCA 
ME-3/em-7 TGAGTCCAAACCGGAAT GACTGCGTACGAATTATG 
ME-5/em-2 TGAGTCCAAACCGGAAG GACTGCGTACGAATTTGC 
ME-5/em-5 TGAGTCCAAACCGGAAG TGAGTCCAAACCGGAAG 
ME-6/em-7 TGAGTCCAAACCGGTAG GACTGCGTACGAATTATG 
ME-9/em-5 TGAGTCCAAACCGGTCA GACTGCGTACGAATTAAC 

 
软件处理数据，对细叶石仙桃材料进行聚类分析（图

2）。68 个样品细叶石仙桃的相似系数介于 0.82～
0.97。在遗传相似系数为 0.82 时，可分为 2 大类群，

其中 BY、TDY、YD 和 JF 聚为一组，HY 单独聚

为一组；在相似系数为 0.853 时，可分为 5 大类群，

BY、TDY、YD、HY 和 JF 5 个不同居群单独聚为

一组。相同地域来源的细叶石仙桃聚在一组，说明

同一居群的细叶石仙桃遗传相似性高，亲缘关系近；

不同地理来源的细叶石仙桃在遗传多样性上存在一

定差异，其中 HY 的细叶石仙桃与其他居群样品之

间的遗传距离最远，差异最大；BY 和 YD 细叶石

仙桃的遗传距离最小，仅为 0.005，亲缘关系最近。 
3.3  遗传多样性分析 

利用POPGENE 1.32软件对细叶石仙桃进行遗传 
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M-Marker  1～14-HY 14 个样品的细叶石仙桃 SRAP-PCR 结果 
M-Marker  1—14-SRAP-PCR results of 14 P. cantonensis samples 

图 1  引物 ME-5/em-2 对 HY 样品的 SRAP-PCR 结果 
Fig. 1  SRAP-PCR results of HY samples using ME-5/em-2 
primers 

多样性分析，结果表明，细叶石仙桃的平均有效等位

基因数目（Ne）为 1.238 1。在物种水平上，细叶石仙

桃的 PPB 为 96.45%，H 为 0.188 2，I 为 0.312 5；
居群水平上，PPB 在 30.46%～46.19%，平均为 40%，

H 为 0.089 1～0.155 9，平均 0.120 8，I 为 0.138 7～
0.234 9，平均值 0.186 4。细叶石仙桃 5 个居群的 Gst

大小为 35.81%，Nm为 0.896 3，表明居群间存在一定

的遗传分化和基因流动，居群间的基因分化度为

35.81%，居群内为 64.19%，遗传分化主要存在于居

群内。 
4  讨论 

近年来的研究表明，即使是特有种、狭域种或

濒危种，也保持着较高的遗传多样性[15,18-19]。例如

蕨类植物金毛狗 Cibotium barometz (L.) J. Sm. 和太

行菊 Opisthopappus taihangensis (Ling) Shih 均为珍

稀濒危植物，金毛狗的 PPB 为 85.98%，H 为 0.229 6，
I 为 0.358 6，在物种水平上具有较高的遗传多样

性[20]；太行菊的 PPB 为 81.11%，H 为 0.205 9，I
为 0.325 6，也显示出很高的遗传多样性[15]。Nybom
等[21]基于 RAPD、AFLP 和 ISSR 等显性分子标记，

对 107 个物种进行了多年的研究，得到了其平均

遗传多样性（PPB 为 71.02%）。细叶石仙桃的 PPB
为 96.45%，远高于 71.02%，表明细叶石仙桃具

有较高的遗传多样性。而珍稀濒危植物小花异裂

菊 Heteroplexis microcephala Y. L. Chen 的 H 为

0.105 4，I 为 0.154 6，遗传多样性相对较低[22]。细

叶石仙桃的 H 为 0.188 2，I 为 0.312 5，2 个指数

均大于小花异裂菊，也表明细叶石仙桃在物种水平

上的遗传变异较高。在居群水平上，细叶石仙桃的

PPB 在 30.46%～46.19%，从高到低依次为 HY＞

YD＞TDY＞JF＞BY；H 在 0.089 1～0.155 9，平均 

 

图 2  68 个样品细叶石仙桃的 UPGMA 聚类图 
Fig. 2  Dendrogram of 68 P. cantonensis accessions 
generated by UPGMA 

为 0.120 8；I 在 0.138 7～0.234 9，平均为 0.186 4，
H 和 I 显示各居群的遗传变异大小顺序与 PPB 结

果完全一致。5 个居群中，HY 的遗传多样性水平

最高（PPB＝46.19%，H＝0.155 9，I＝0.234 9），而

BY 的遗传多样性水平最低（PPB＝30.46%，H＝

0.089 1，I＝0.138 7）。UPGMA 聚类结果表明，68
份细叶石仙桃种质资源可分为 5 组，来自同一居群
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JF-11 
JF-3 
JF-1 
JF-9 
JF-7 
TDY-1
TDY-2
TDY-4
TDY-15
TDY-12
TDY-10
TDY-11
TDY-6
TDY-13
TDY-16
TDY-18
TDY-17
TDY-14
TDY-5
TDY-3
TDY-7
TDY-8
TDY-9
BY-1 
BY-5 
BY-3 
BY-8 
BY-4 
BY-6 
BY-7 
BY-10
BY-11
BY-12
BY-9 
BY-2 
HY-4 
HY-10
HY-1 
HY-2 
HY-3 
HY-13
HY-14
HY-12
HY-5 
HY-9 
HY-11
HY-7 
HY-6 
HY-8 

0.82          0.85       0.89            0.93         0.97
相似系数 

M  1   2   3   4   5   6   7   8   9   10  11  12  13  14

1 500 bp 
1 000 bp 

700 bp 
500 bp 
400 bp 
300 bp 

100 bp 
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的样品聚于同一分支，说明细叶石仙桃遗传相似性

与地理距离之间具有较明显的相关性。按照地理距

离聚类的趋势，相同地域采集的物种遗传相似性

高，亲缘关系较近，在系统发育树上聚在一起[23]。 
物种的繁育系统、分布范围、自然选择和基因

流等因素均影响种群的遗传结构，其中基因流对群

体遗传分化具有重要影响[24]。基因流可以阻止居

群间的遗传变异，防止种群的分化，这与遗传漂变

的作用相互拮抗[25-26]。基于 Nei’s 遗传多样性分析

得出的细叶石仙桃种群间 Gst 为 0.358 1，表明遗传

变异中有 35.81%来自于居群间，居群间具一定的

遗传分化。Wright[27]和 Slatkin[28]研究认为，当居

群间的 Nm 大于 1，可防止由遗传漂变引起的群体

间遗传分化；若小于 1，基因流则成为居群间遗传分

化的主要原因。Hansson[29]对 124 种植物进行统计研

究，发现 51%的 Nm小于 1，基因流小于 0.5 的物种

占 35%。多数物种的基因流系数较低，遗传漂变

在植物种群分化中的影响较大，导致遗传变异的减

少[30]。细叶石仙桃 5 个居群间的 Nm＝0.896 3，限制

的基因流可能是导致居群间遗传分化较高的主要

原因，也说明基因流对居群间的遗传分化有重要影

响[31]。居群间存在着一定的基因交流，因此初步

认为基因流不是细叶石仙桃濒危的原因。 
物种的遗传多样性及其居群的遗传结构分析，可

以为珍稀濒危物种保护价值的评估以及保护策略的

制定提供非常重要的信息[32]。由于细叶石仙桃具较高

的药用价值，人们对其采挖现象日益严重[33]；再加上

细叶石仙桃对生境的要求较高，由旅游开发和道路

修建对生境造成了一定的破坏，导致细叶石仙桃数

量越来越少，而种群个体数量的减少必然会导致遗

传多样性的改变[34]。本研究中，细叶石仙桃具有较

高的遗传多样性和较高的基因流，推测生境遭受破

坏或过度采挖等因素是造成该物种数量稀少的原

因。建议采取以下措施对细叶石仙桃进行保护：（1）
大力宣传保护生态环境和物种多样性的重要性，做

好就地保护，杜绝过度采挖行为；（2）建立珍稀植

物的种质资源保护基地，实施人工抚育，恢复种群

规模；（3）提高基因杂合度，通过人工授粉提高其

有性繁殖的比例，有效增加后代的基因杂合度；（4）
采用组织培养技术，减少对野生细叶石仙桃资源的

依赖。本研究运用 SRAP 分子标记技术，对细叶石

仙桃开展了遗传多样性研究，为该物种的保护和可

持续利用奠定了基础。 
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