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白木香种质资源 ISSR 标记的遗传多样性分析 1 
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摘  要：目的  白木香 Aquilaria sinensis 是中国特有的、具有极高经济价值的珍稀濒危药用植物，由于人类对其自然资源的

长期过度开发和生态破坏，白木香现仅有零星散生的野生资源，为更好地保护和利用白木香，现对其进行遗传多样性分析。

方法  采集了中国 14 个地区的 232 份白木香样本，并利用 ISSR 标记对其进行遗传多样性评价。结果  ISSR 标记具有较高

的多态性（100%），表明 ISSR 是检测白木香遗传多样性的有效方法。对所有样本进行遗传分析，在相似系数为 0.71 时，可

将其聚为 4 个类群。期望杂合度（He）、Shannon’s 信息指数（I）在 XL 群体中最高，而 61.84%的遗传变异发生在群体之间。

种群结构分析表明，14 个种群能够按照区域和来源进行严格划分，说明种群间的基因交换很少。结论  白木香种源有较好

的遗传多样性，但野生资源大幅减少，需加强白木香资源的保护、繁育和利用。 
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Abstract: Objective  Aquilaria sinensis, a precious medicinal plant with high economic value, has been driven to the brink of depletion due 
to the long-term overexploitation of natural resources and ecological destruction by anthropogenic activities. There are only scattered wild 
resources of A. sinensis. In order to better protect and utilize schistosomiaceae, the genetic diversity of Aquilaria sinensis was analyzed. 
Methods  A total of 232 samples of A. sinensis were collected from 14 areas in China and its genetic diversity was evaluated with ISSR 
markers. Results  High levels of polymorphism (100%) were observed, indicating that ISSR was an efficient method to detect genetic 
diversity of wild A. sinensis. All samples were genetically analyzed and divided into four major clusters at the similarity coefficient of 0.71. 
The highest He and I values were observed in XL population and most genetic variations occurred among populations. The analysis of 
population structure showed that 14 populations were strictly divided by region and source, indicating that there was little gene exchange 
among A. sinensis resources. Conclusion  There was a good genetic diversity in A. sinensis resources. Due to the sharp decrease of wild 
resources, the protection, breeding and utilization of A. sinensis resources should be strengthened. 
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白木香 Aquilaria sinensis (Lour.) Gilg 来源于瑞

香科，主要分布于我国广东、广西、海南、云南、

香港及澳门等地[1]，其茎干受伤后产生的含树脂的

木材即是我国和东南亚国家的传统名贵药材——沉

香。沉香性微温，味辛、苦，归脾、胃、肾经，具

有行气止痛、温中止呕、纳气平喘之效，主治胸腹

胀闷疼痛、胃寒呕吐呃逆、肾虚气逆喘急等疾病[2]，

并为治胃病特效药[1]，白木香是国产沉香的唯一植

物来源，也是“十大广药”之一，具有很高的经济

价值。随着市场对沉香需求量的增长，沉香价格不

断攀升，人们对白木香野生资源展开无节制的开发

和掠夺性的采伐，致使白木香的生存环境严重恶化，

种群更新受阻，野生资源加速枯竭[3]。然而，由于

长期的生境破坏和过度开发，白木香数量迅速减少，

已被列为珍稀濒危三级保护植物[4]。 
ISSR 是一种基于 SSR 的分子标记技术。与 SSR

标记相比，ISSR 引物可以在不同的物种间通用，不

像 SSR 标记一样具有较强的种特异性，而且揭示的

多态性较高，检测非常方便。ISSR 标记已广泛应用

于植物品种鉴定[5]、遗传作图[6]、中药真伪鉴定[7]、

遗传多样性[8-9]等研究中，为药用植物的保护和发展

提供了重要的参考。 
本研究利用 ISSR 标记分析 14 个种群 232 份样

本的遗传多样性，以期为白木香种质资源的保存和

开发利用提供实验基础。 
1  材料与仪器 
1.1  材料 

供试材料为采自广东、海南、云南 3 省地理

相对隔离的 14 个居群的白木香种质，共计 232 份，

经广东药科大学严寒静教授鉴定为白木香 A. 
sinensis (Lour.) Gilg，样品来源信息如表 1 所示。

从每株白木香树上釆集 10～20 片生长良好、无病

虫害的白木香叶片，硅胶干燥并放入−20 ℃冰柜

中保存备用。

表 1  白木香种质资源地理信息 
Table 1  Geographic information of 14 populations of A. sinensis 

样品编号 数量 采集地点 纬度（N） 经度（E） 

MM1-10 10 广东茂名电白区沉香山 21.69° 111.18° 

ZS1-20 20 广东中山五桂山生态保护区 22.52° 113.38° 

CC1-22 22 广东惠州博罗县泰美镇车村 23.30° 114.51° 

XL1-22 22 广东惠州惠东县巽寮湾 22.69° 114.76° 

GQ1-9  9 广东惠州惠阳区沙田镇冈齐岭 22.85° 114.58° 

SZ1-23 23 广东深圳银湖山郊野公园 22.58° 113.08° 

YC1-6  6 广东阳江阳春市春湾镇幸福村 22.37° 112.02° 

DH1-4  4 广东肇庆鼎湖山 23.18° 112.54° 

DG1-24 24 广东东莞大岭山沉香基地 22.91° 113.78° 

YZS1-13 13 海南省海口市万宁药植所 19.99° 110.25° 

SJ1-14 14 海南省海口市美兰区三江镇 19.86° 110.61° 

BWL1-22 22 海南省昌江黎族自治县霸王岭 19.10° 109.20° 

NYY1-22 22 云南省景洪市南药园 22.01° 100.79° 

MS1-21 21 云南省景洪市勐宋乡满金山 22.13° 100.68° 
 
1.2  试剂与仪器 

植物基因组 DNA 提取试剂盒（GMbiolab Co.，
TW），PCR premix 购自 Takara（T）或 Zoman（Z）。
DL-600C 型电泳仪（北京东林昌盛生物科技有限公

司）；BG-subMIDI 型水平电泳槽（北京百晶生物技

术有限公司）；Nanodrop ND-1000 型分光光度计

（Thermo 公司，美国）；3K15 型台式高速冷冻离心

机（美国 Sigma 公司）；MJ-54A 型高压蒸汽灭菌锅

（美国施都凯仪器设备有限公司）。 
2  方法 
2.1  白木香基因组 DNA 的提取与检测 

从每份白木香样品中取 100 mg 叶片，经液氮

冷冻后研磨成粉末，使用植物基因组 DNA 提取试

剂盒依次提取白木香基因组 DNA。采用 0.8%琼脂
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糖凝胶电泳检测DNA 样品的质量，并在A260 nm/A280 nm

和 A230 nm/A260 nm波长下检测 DNA 的浓度和纯度，

符合要求的样品于−20 ℃下保存备用。 
2.2  ISSR-PCR 反应和检测 

PCR 扩增体系（20 μL）中，各因素浓度为：

DNA 模板 10 ng/20 μL，引物（5 μmol/L）1.5 μL，
dNTP 0.6 mmol/L，Mg2+ 3 mmol/L，Taq DNA 聚合

酶 2.4 U/20 μL，引物 0.2 μmol/L。 
PCR 扩增程序为：94 ℃预变性 4 min，94 ℃

变性 30 s，引物 Tm值下退火 45 s，72 ℃延伸 2 min，
进行 34 个循环，72 ℃延伸 10 min，最后 4 ℃保存。 

PCR 结束后，取 5～6 μL PCR 产物加入 2%琼

脂糖凝胶点样孔中，电泳缓冲液为 1×TAE，将凝

胶在 100 V 恒定电压下电泳 45 min，染色，随后在

凝胶成像系统下观察。 
2.3  ISSR 多态引物的筛选 

选择加拿大哥伦比亚大学（UBC）公布的 100
条 ISSR 通用引物进行筛选，以获得多态性好、稳

定的 ISSR 引物。同时筛选了各引物适合的 PCR 
Premix 和适合的退火温度。 
2.4  数据分析 

使用 Quantity One 分析软件识别和计算琼脂糖

凝胶电泳图上各泳道条带的有无及其迁移率，根据

分析结果给条带赋值，条带清晰稳定记为“1”，条

带模糊或无条带则记为“0”，于 Excel 2010 中建立

二元数据矩阵，用于进一步数据分析。 
运用 NTSYS-PC 统计软件计算相似系数（DICE

系数），并且按照遗传距离进行 UPGMA 聚类分析，

通过 Dcenter 变换得到二维主坐标分析图（PCoA）。

利用软件 STRUCTURE v.2.3.4 对白木香种质资源

进行群体结构分析。 
运用 POPGENE 32 ver.1.32 软件计算扩增产物

的观测等位基因数（Na）、有效等位基因数（Ne）、

Nei’s 遗传多样性（H）、Shannon’s 信息指数（I）、
多态性位点数、多态位点百分率、遗传一致性和遗

传距离等参数。此外，利用群体间总遗传多样性

（Ht）、群体内平均遗传多样性（Hs）、遗传分化系数

（Gst）和基因流（Nm）对白木香的种群结构和种群

规模进行了评价。 
3  结果与分析 
3.1  多态引物筛选及多态性分析 

随机选择 3 个省份的 3 份白木香种质资源基因

组 DNA 作为模板，对 100 条 ISSR 引物进行筛选，

最终筛选出 12 条稳定性高，重复性好、条带清晰的

引物。 
利用这 12 条 ISSR 引物对 232 份种质资源进行

遗传多样性研究，共扩增出 357 条条带，每条引物

检测到的条带数介于 18～49，平均每条引物检测到

的条带数为 30 条，条带片段大小基本上集中在

200～2500 bp。扩增条带数最多的引物为 UBC856，
多达 49 条，扩增条带数最少的为 UBC826 和

UBC887，仅有 18 条。357 条条带均为多态性条带，

多态性条带比率为 100%。每条引物的筛选结果见

表 2。 

表 2  12 条引物的筛选结果 
Table 2  Sequences and amplification results of 12 ISSR 
primers 

引物 
引物序列

(5’-3’) 

扩增出的条

带数 

多态性条

带数 

PCR 

premix 

退火温度

/℃ 

UBC807 (AG)8 T 32 32 T 48.5 

UBC808 (AG)8 C 29 29 T 53.0 

UBC809 (AG)8 G 36 36 Z 52.0 

UBC810 (GA)8 T 31 31 Z 51.2 

UBC811 (GA)8 C 20 20 Z 52.0 

UBC826 (AC)8 C 18 18 T 51.2 

UBC827 (AC)8 G 21 21 T 47.9 

UBC834 (AG)8YT 43 43 Z 53.3 

UBC840 (GA)8 YT 22 22 T 49.9 

UBC856 (AC)8 YA 49 49 Z 55.5 

UBC886 VDV (CT)7 38 38 T 49.8 

UBC887 DVD (TC)7 18 18 T 49.8 

平均值  29.75 29.75 − − 

总计  357 357 − − 

T-Takara 公司的 PCR 引物  Z-Zoman 公司引物 
T-PCR premix from Takara  Z-PCR premix from Zoman 

 
3.2  基于 ISSR 分子标记的白木香遗传多样性分析 

14 个居群白木香的遗传多样性指数见表 3。
Ht 为 0.260 5±0.016 5，Hs 为 0.112 7±0.016 5。
Gst 为 0.567 6（＞0.5），表明种群间存在高度的

遗传分化。Nm 为 0.381 0，说明种群间基因流动

较弱。 
H 值在 0.089 6～0.147 9（表 3）。在 14 个种群

中，巽寮湾（XL）的多态性最高（43.98%），鼎湖

山（DH）和深圳银湖山（SZ）最低（23.53%）。种 
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表 3  14 个居群白木香的遗传多样性 

Table 3  Genetic diversity in 14 populations of A. sinensis 

居群 样本数量 Na Ne H I 多态性位点（NPL） 多态性位点比率（PPL）/% 

M 10 1.282 9 1.175 1 0.100 7 0.149 8 101 28.29 

ZS 20 1.369 7 1.187 9 0.111 5 0.169 9 132 36.97 

CC 22 1.409 0 1.230 3 0.135 9 0.204 2 146 40.90 

XL 22 1.439 8 1.254 8 0.147 9 0.221 4 157 43.98 

GQ  9 1.246 5 1.187 0 0.102 9 0.148 5  88 24.65 

SZ 23 1.235 3 1.163 2 0.091 9 0.134 4  84 23.53 

YC  6 1.243 7 1.176 1 0.098 0 0.142 7  87 24.37 

DH  4 1.235 3 1.157 3 0.089 6 0.132 3  84 23.53 

DG 24 1.336 1 1.208 4 0.120 8 0.179 5 120 33.61 

YZS 13 1.364 1 1.215 1 0.124 3 0.185 9 130 36.41 

SJ 14 1.364 1 1.205 6 0.120 4 0.181 5 130 36.41 

BWL 22 1.285 7 1.194 2 0.109 5 0.160 4 102 28.57 

NYY 22 1.296 9 1.179 9 0.106 2 0.158 7 106 29.69 

MS 21 1.366 9 1.198 1 0.117 7 0.178 2 131 36.69 

平均值 17 1.319 7 1.195 2 0.112 7 0.167 7 114 31.97 
 

群大小与遗传多样性和百分比多态性无显著相关。6
个群体的遗传多样性指数均高于平均水平，分别是

巽寮湾（XL）、车村（CC）、东莞大岭山（DG）、

海南药用植物研究所（YZS）、海南三江镇（SJ）和

云南勐宋乡（MS）。 
采用分子方差分析（AMOVA）对白木香群体间的

分子变异进行分析（表4），总体遗传多样性中，群体间

遗传多样性为61.84%，群体内遗传多样性为 38.16%。

表 4  白木香群体遗传变异的 AMOVA 分析 
Table 4  Analysis of molecular variance (AMOVA) for population of A. sinensis 

变异来源 自由度 平方和 方差分量 变异比例/% P 值 

居群内 218  4 375.61 20.07  38.16 ＜0.001 

居群间   13  7 180.15 32.53  61.84 ＜0.001 

总计 231 11 555.76 52.60 100.00  

3.3  聚类分析 
利用 UPGMA 方法进行聚类，并构建出 232 份

白木香种质的系统聚类图。从图 1 中可以看出，遗

传距离的取值范围从 0.66 到 0.96，当阈值为 0.71
时，14 个白木香居群被聚为 4 组。将广东 5 个居群

（MM、CC、XL、GQ 和 SZ）组成一个聚类，将 7
个居群（3 个海南、3 个广东和 1 个云南）组成一个

大聚类。 
此外，当遗传距离的取值介于 0.66～0.68 时，

云南南药园 NYY 的种群聚在一起，而其他 210 个

个体聚成第 2 支。聚类结果的主坐标分析结果如图

2 所示。这表明种群没有明显地聚集在一起。 

利用STRUCTURE软件对 232个白木香种质资

源进行了遗传结构分析。当 K＝13 时△K 值最大（图

2）。根据分析结果，当 K＝13 时可以得到合理的种

群结构（图 3）。不同的颜色代表不同的组，每条颜

色的垂线代表一份材料。种群结构几乎严格按照地

区和来源进行划分。 
4  讨论 

多年生木本植物通常遗传多样性值高, 常表现出

小群体之间的分化[10]，这一点在本研究中也有体现。

白木香的期望杂合度（He）值为 0.231 8，高于双子

叶植物的均值（0.190 0）和区域性植物（0.220 0）
可能是因为（1）白木香的地理分布在物种多样性 
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图 1  232 份白木香种质的聚类图 

Fig. 1  Dendrogram of 232 A. sinensis germplasm 

 

图 2  K 值曲线图 
Fig. 2  Structure estimation of populations for K ranging 
from one to fifteen by △K 

丰富的热带和低纬度亚热带地区；（2）花期长，主

要繁殖方式为异花授粉；（3）果实成熟后，种子悬

挂在裂开的果皮上，种子悬挂可以通过重力或昆虫

的长距离取食进行传播，这些环境因素和自身特性

都有助于白木香群体之间进行基因交流。 
与其他木本植物的 He 和 I 相比较，如红豆杉

Taxus chinensis (Pilger) Rehd.（0.205 8，0.325 9）[11]

和黄檗 Phellodendron amurense Rupr.（0.224 3，0.262 

8）[12]，白木香的 He 和 I 均值分别为 0.112 7、0.167 
7，反映出白木香种群的遗传多样性相对较低。究其

原因，可能是白木香的种子属于顽拗性种子，水分

和贮藏温度高，代谢旺盛，在自然环境中容易脱水

和失活。白木香的花期为 4 月，恰逢雨季，阴雨天

气会导致花粉败育，阻止昆虫异花传粉，增加自花

传粉的概率，减少种群间的基因交换。基因流又称

基因迁移，是基因从一个种群迁移到另一个种群的

机制[13]。基因流可以减弱群体间的遗传差异，提高

群体间的遗传相似性。本研究中白木香的 Nm 值只

有 0.381 0，表明白木香种群间很少基因交流，这一

结果和白木香种质的遗传结构图一致，各种群间相对

独立。但这一数值小于广东中山市五桂山土沉香中

（0.534）[14] 的研究结果，可能因为本研究中白木香

种质来源地区较多，野生植株的种子传播率低，种

群之间也有较大地理隔离的原因。 
作为一种具有很高经济价值的珍稀濒危植物，

白木香比其他物种受到更严重的人为干扰和破坏，  
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图 3  232 份白木香种质种群结构分析（K＝13）

Fig. 3  Population structure of 232 A. sinensis germplasm (K＝13) 

直接导致种群个体数量的急剧减少、居群片段化严

重和遗传漂变加剧。一旦下一代个体不产生后代或

没有将所有等位基因传给后代，就很容易导致某些

基因的消失[15]。在本研究中，白木香 14 个种群的Gst

值为 0.567 5，低于大多数被子植物种群的平均水

平（Gst＝0.637）[16]，这一点与贾文杰等[15]和 Zou
等[17]的结果一致。珍稀濒危植物由于生存环境狭

窄，种群数量少，随机漂变和近交衰退常导致个体

和群体变异性较低，往往表现出较低的遗传多样性

水平。濒危会导致遗传多样性水平的下降，而低水

平的遗传多样性会使其更加濒危。 
AMOVA 分析显示群体内遗传变异为 38.16%，

群体间遗传变异为 61.84%，这与蒋开彬应用 SRAP
标记进行研究的结果相反[18]。可能是因为 2 项研究

所用遗传标记不同的缘故。 
STRUCTURE 的分析结果表明，白木香的种群

结构几乎严格按照区域和来源进行划分，说明白木

香种群之间没有广泛的基因交换，这与 Nm 值和

PCoA 分析结果基本一致。究其原因，可能是因为

非法砍伐导致白木香个体数量锐减。 
因此，对白木香的保护策略应包括就地保护和

迁地保护。就地保护应加强对原生境的关注，保持

种群的有效规模，避免个体数量的减少，这主要依

赖于自然保护区的建立。为扩大白木香种群，有必

要组织人力进行种子采集和引种试验。为了进行迁

地保护，需要精心设计保护策略，从不同地点/种群

收集种子，并将不同种群的幼苗转移到合适的生境，

以建立该物种的种质库；从而人为增加种群间的基

因流动。广泛开展科普宣传教育，提高公众保护珍

稀濒危树种及其生存环境的意识。 
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