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金钗石斛居群遗传多样性分析及 DNA 指纹图谱构建2 
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摘  要：目的  探讨不同地区金钗石斛 Dendrobium nobile 居群间的遗传多样性及遗传分化关系。方法  基于引物结合位点

间扩增（inter-primer binding site，iPBS）分子标记对广西 5 个县共 35 份金钗石斛进行遗传关系、遗传多样性和种群间遗传

分化分析，并构建能区分 35 份金钗石斛种质的 DNA 指纹图谱。数据分析使用 NTSYS-pc 2.10e 统计软件计算遗传相似系数

并构建聚类分析图谱，采用 Popgene 1.32 软件计算遗传多样性指数与居群遗传分化系数。结果  8 条 iPBS 引物共扩增出 158

条条带，多态性条带为 143 条，多态条带百分率（percentage of polymorphic bands，PPB）为 90.51%；在遗传距离 0.70 处，

35 份种质分为 7 大类群，居群在分子水平上出现明显分化；遗传相似系数（genetic similarity coefficient，Gs）变化范

围为 0.559 0～0.975 9，变幅为 0.416 9；平均观测等位基因数（observed number of alleles，Na）、平均有效等位基因数（effective 

number of alleles，Ne）、Nei’ s 基因多样性指数（Nei’s gene diversity index，He）、Shannon 多样性信息指数（Shannon information 

index，I）分别为 1.898 7、1.505 0、0.300 7、0.454 2，居群间存在丰富遗传多样性；基因多样度（total genetic diversity，Ht）、

各居群基因分化系数（gene diversity within population，Hs）、居群间遗传分化系数（coefficient of gene differentiation，Gst）分

别为 0.299 8、0.214 9、0.283 0，居群间遗传变异占总变异的 28.30%，居群内的遗传变异占总变异的 71.70%，遗传变异主要

来源于居群内部；基因流（gene flow，Nm）为 1.266 5，居群间存在较高水平的基因交流。引物 2219 和 2399 可单独鉴别出

35 份种质，试验基于引物 2399 的“0，1”矩阵构建 35 份种质的指纹图谱，此图谱可为金钗石斛品种的分类与鉴定提供参

考。结论  金钗石斛居群间遗传多样性较丰富，总变异主要来源于居群内变异，居群间存在较高水平的基因交流。揭示了金

钗石斛种质间的遗传关系及其居群遗传多样性，为野生金钗石斛种质的保护工作的开展奠定基础。 
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Abstract: Objective  To explore the relationship between genetic diversity and genetic differentiation among populations of 

Dendrobium nobile in different regions. Methods  Inter-primer binding site (iPBS) molecular markers were used to analyze the 

genetic relationship, genetic diversity and genetic differentiation among populations of 35 D. nobile from five counties in Guangxi, 

and construction of DNA fingerprints that can distinguish 35 germplasms. Data analysis used the NTSYS-pc 2.10e statistical 
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software to calculate the genetic similarity coefficient of D. nobile and construct the cluster analysis fingerprint, the genetic 

diversity index and population genetic differentiation coefficient were calculated with Popgene 1.32 software.  Results  Eight 

primers were used for PCR amplification of 35 germplasms, the results showed that a total of 158 bands were  amplified by 

eight primers, of which 143 were polymorphic, and the percentage of polymorphic bands (PPB) was 90.51%. At the genetic 

distance of 0.70, 35 Dendrobium nobile germplasms could be divided into seven groups, and five populations showed obvious 

differentiation at the molecular level. The genetic similarity coefficient (Gs) ranged from 0.559 0 to 0.975 9 with the variable 

amplitude of 0.416 9. The results showed that the average observed number of alleles (Na) was 1.898 7, the average effective 

number of alleles (Ne) was 1.505 0, the Nei 's gene diversity index (He) was 0.300 7, and Shannon information index (I) was 

0.454 2. It indicated that there was abundant genetic diversity among populations of Dendrobium nobile. Total gene diversity 

(Ht) was 0.299 8, gene diversity within population (Hs) was 0.214 9, and the coefficient of gene differentiation（Gst）was 0.283 

0. The inter-population genetic variation accounted for 28.30% of the total variation, and the intra -population genetic variation 

accounted for 71.70% of the total variation, it showed that the genetic variation mainly came from within the population. The 

gene flow (Nm) among populations was 1.266 5, indicating that there was frequent gene exchange among populations. 

Research was found that primers 2219 and 2399 could identify 35 germplasms separately. In this study, DNA fingerprints of 35 

germplasms were constructed based on the “0, 1” matrix of primer 2399, This DNA fingerprint can provide a reference for the 

classification and identification of D. nobile varieties. Conclusion  Genetic diversity among populations of D. nobile was 

rich, total variation was mainly derived from intra-population variation, and there was a high level of gene exchange among 

populations. The results revealed the genetic relationship and population genetic diversity among D. nobile germplasms, which 

laid a foundation for the protection of wild D. nobile germplasm. 

Key words: Dendrobium nobile Lindl.; genetic diversity; genetic differentiation; DNA fingerprint; inter-primer binding site molecular 

maker 

石斛 Dendrobium nobile Lindl.俗称金钗石斛，

为多年生附生型兰科（Orchidaceae）草本植物[1]，

是石斛属中最重要且最具代表性的植物之一。石斛

属植物对生长环境要求较高，多分布于热带、亚热

带地区，在我国主要分布在广西、云南、贵州、四

川等省份[2]，其中，以贵州赤水的金钗石斛最为出

名。金钗石斛花色丰富艳丽，花姿优美，极具观赏

价值。除此之外，金钗石斛还是一种重要的药用石

斛，历届版本的《中国药典》均将其收录在册，《神

农本草经》更是将金钗石斛列为上品，药用价值可

见一斑。金钗石斛全株皆可入药，其植株中含有多

糖、联苄苯、石斛碱和黄酮类等多种物质[3]，具有

降血糖、调血脂、消炎、抗衰老、抗肿瘤等功效[4]。

但由于金钗石斛经济价值较高，人为挖采活动日益

猖獗，野生金钗石斛资源急剧下降，种质资源的保

育工作尤为重要。 

石斛属内种间遗传多样性丰富，近年来石斛杂

交新种的不断增多更加剧了石斛属植物从外观上难

以区分的问题，甚至小部分石斛存在异物同名、同

物异名的情况[5]，石斛属植物的鉴定工作受到一定

限制。随着分子生物学的发展，分子标记技术为石

斛种质资源的鉴定提供了有效手段。引物结合位点

间扩增（inter-primer binding site，iPBS）分子标记

是一类基于 LTR 序列反转录转座子开发的新型分

子标记技术[6]，它是以 PCR 技术为基础，以反转录

转座子为保守位点设计引物，对基因组 DNA 进行

扩增的分子标记。具有操作简单、高效，技术成本

低，多态性丰富等优点[7]，比常规的分子标记更具

优势[8]，相对于其他基于逆转录转座子开发的标记

有效性更高[9]，可广泛应用于动植物种质鉴定工作

中。先前研究表明，iPBS 标记的扩增多态性高于简

单重复序列间扩增（inter-simple sequencerepeat，

ISSR）[10]，同时使用成本低于简单重复序列（simple 

sequence repeat，SSR）标记，比扩增片段长度多态

性（amplified fragment length polymorphism，AFLP）

标记更易于操作[11]。该标记在石斛属植物研究中已

得到初步应用，崔学强等[12]利用 iPBS 标记对 48 份石

斛兰种质进行种质鉴定和遗传多样性分析，种质间遗

传基础较宽，具有较丰富的遗传多样性，DNA 指纹

图谱可成功区分出 48 个石斛兰种质；曾艳华等[13]基

于 iPBS 标记对广西乐业县的野生春兰进行遗传多

样性研究，81 份种质展现出丰富的遗传多样性，种

质间基因交流频繁。因此，iPBS 标记是是鉴别种质，

研究物种遗传关系、遗传多样性，构建指纹图谱的

有效方法。但目前未见将 iPBS 分子标记应用于金

钗石斛种质资源鉴定的相关研究报道。 
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广西地处亚热带，气候温暖、热量丰富、降水

丰沛，得天独厚的气候条件与地理环境造就了野生

石斛资源非常丰富[2]。过往研究多集中于金钗石斛

的药用价值，在遗传学等方面却缺乏研究，了解群

体间遗传结构及其遗传多样性，便于制定有效的保

护策略。本研究利用 iPBS 分子标记对取自广西不

同县份的金钗石斛居群进行种质资源鉴定以及遗传

多样性分析，并构建 35 份金钗石斛种质的 DNA 指

纹图谱，鉴别居群间遗传关系，揭示居群的遗传多

样性，以期为金钗石斛野生种质资源的鉴定与保护

提供科学依据。 

1  材料与试剂、仪器 

1.1  材料 

35 份金钗石斛植物样采集于广西壮族自治区靖西

市、那坡县、龙州县、天等县和德保县 5 个不同地理

种群（表 1），经广西壮族自治区农业科学院花卉研究

所张自斌副研究员鉴定为石斛D. nobile Lindl.，在各样

点采集样本时需间隔一定距离（30 m 以上），避免克隆

株影响研究结果，群体编号分别为 JX、NP、DB、LZ、

TD。剪取植株幼嫩的健康叶片，装入密封袋并做好标

记，保存于冰盒中，及时带回实验室，液氮速冻，保

存于‒80 ℃冰箱中，用于基因组DNA 的提取。

表 1  金钗石斛居群取样点地理位置信息 

Table 1  Geographical location information of sampling point of D. nobile populations 

居群编号 采样点 经度（E） 纬度（N） 海拔/m 样本数 

JX1～5 广西靖西 106°42′ 23°13′ 730～740 5 

NP1～7 广西那坡 105°83′ 23°39′ 800 7 

DB1～7 广西德保 106°62′ 23°32′ 540～600 7 

LZ1～8 广西龙州 106°85′ 22°34′ 500～700 8 

TD1～8 广西天等 107°14′ 23°08′ 450～650 8 

1.2  主要试剂与仪器 

EasyPureⓇ  Genomic DNA Kit 试剂盒（北京全

式金生物技术有限公司），2×Easy TaqⓇ  PCR 

SuperMix（康为世纪生物科技有限公司），Tra-nsⓇ 

2K DNA Maker（北京全式金生物技术有限公司），

50×TAE 缓冲液（国拓生物科技有限公司），琼脂

粉（上海生工生物工程有限公司）。 

H1650-W 型常温离心机（湖南湘仪实验室仪器

开发有限公司），DYY-6D 型电泳仪（北京六一生物

科技有限公司），GEL DOCXR 全自动凝胶成像系统

（上海勤翔科学仪器有限公司），TC-96/G/H(b)C 型

LifeECO 基因扩增仪（杭州博日科技有限公司），

HWS-26 型电热恒温水浴锅（上海一恒科学仪器有

限公司），UV-5500（PC）型紫外分光光度计（上海

元析仪器有限公司）。 

2  方法 

2.1  基因组 DNA 的提取和检测   

供试样品基因组 DNA 提取采用 EasyPureⓇ  

Genomic DNA Kit 试剂盒提取，提取的 DNA 用

2.0%琼脂糖凝胶电泳检测其完整性，并用紫外分

光光度计检测其浓度和纯度，提取的 DNA 用 TE

缓冲液稀释浓度至 20 ng/μL，置于−20 ℃条件下

保存备用。 

2.2  引物筛选及 iPBS-PCR 扩增   

本实验引物选用 Kalendar 于 2010 年发表的 83

条引物[6]，从每个样地中随机选取 2 份 DNA 作为样

本对 iPBS 引物进行初步筛选，从合成引物中选取

扩增条带清晰，稳定性强，多态性高的引物对供试

样品 DNA 进行 PCR 扩增。扩增反应总体积为 20 

μL，包含 10 μL 2×Easy TaqⓇ PCR SuperMix，8 μL

无菌水，1 μL 引物，1 μL 模板。iPBS-PCR 扩增程

序为：94 ℃预变性 4 min；94 ℃变性 1 min，48 ℃

（不同引物的退火温度见表 2）退火 45 s，72 ℃ 2 

min，35 个循环；72 ℃延伸 10 min，PCR 扩增产

物用 2.0%琼脂糖凝胶进行电泳检测，扩增产物置于

4 ℃冰箱保存。 

2.3  数据统计与分析   

观察扩增产物电泳图谱，统计清晰的 DNA 条

带，同一迁移位置上，有条带的记为“1”，无条带

的记为“0”，经 EXCEL 软件构建原始“0/1”二元

矩阵。利用 NTSYS-pc 2.10e 统计软件进行数据分

析，采用 SHAN Clustering 程序进行算数平均数不

加权对组法（UPGMA）聚类分析，构建树状聚类

图，并用 DICE 法计算试供材料间的遗传相似系数。

使用 Popgene 1.32 软件计算金钗石斛居群相关遗传

多样性参数：平均观测等位基因数（observed number 
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of alleles，Na）、平均有效等位基因数（effective 

number of alleles，Ne）、Nei’s 基因多样性指数（Nei’s 

gene diversity index，He）以及 Shannon 多样性信

息指数（shannon information index，I）及遗传分

化参数：基因多样度（total genetic diversity，Ht）、

各居群基因分化系数（ gene diversity within 

population，Hs）、总居群基因分化系数（coefficient 

of gene differentiation，Gst）、居群间基因流（gene 

flow，Nm）、遗传一致度和无偏遗传距离，分析

其亲缘关系的远近。观察聚类结果，从 8 条引物

中筛选出可单独鉴别 35份金钗石斛种质的引物，

根据该引物的原始“0/1”矩阵，构建 DNA 指纹

图谱。 

3  结果与分析 

3.1  金钗石斛 iPBS 引物扩增多态性分析 

利用 83 条 iPBS 引物对 35 份金钗石斛种质资

源进行 PCR 扩增，从中筛选出的多态性高、稳定性

强且条带清晰的 8 条引物进行统计分析，结果表明

（表 2）：8 条引物共扩增出 158 条条带，其中，多态

性条带为 143 条，多态条带百分率（percentage of 

polymorphic bands，PPB）为 90.51%；8 条引物扩

增出的条带在 18～24 条，平均每条引物可扩增出

19.75 条条带，多态性条带为 17.88 条，各引物多态

比率在 80.95%～100.00%。表明 iPBS 引物在 35 份

金钗石斛种质的扩增多态性较高。引物 2399 对 35

份金钗石斛种质的扩增电泳图谱如下（图 1）。

表 2  引物序列及 iPBS-PCR 扩增结果 

Table 2  Sequences of primer and results of iPBS-PCR amplification 

引物 引物序列（5’-3’） 退火温度/℃ 总条带数 多态性条带数 PPB/% 

2081 GCAACGGCGCCA 50  18  17  94.44 

2219 GAACTTATGCCGATACCA 44  21  17  80.95 

2224 ATCCTGGCAATGGAACCA 50  22  18  81.82 

2232 AGAGAGGCTCGGATACCA 51  18  18 100.00 

2241 ACCTAGCTCATCATGCCA 50  18  17  94.44 

2271 GGCTCGGATGCCA 48  18  16  88.89 

2383 GCATGGCCTCCA  44  19  17  89.47 

2399 AAACTGGCAACGGCGCCA 57  24  23  95.83 

总计  158 143  90.51 

平均      19.75     17.88  

 

M-Marker  1～35-35 份金钗石斛样品 

M-Marker  1—35-35 samples of Dendrobium nobile 

图 1  引物 2399 对 35 份金钗石斛样本的扩增情况 

Fig. 1  Amplifications of 35 samples of D. nobile by primer 2399 

3.2  不同地区金钗石斛居群聚类分析 

利用 NTSYS-pc 2.10e 的 UPGMA 法构建 35 份

金钗石斛树状聚类图，在相似系数为 0.70 处，35

份金钗石斛种质可划分为 7 大类群，Ⅰ类群可划分为

2 个亚类，第 1 个亚类为靖西居群的全部物种，第 2

个亚类为龙州居群的 5 个植株和天等居群的 4 个植

株；Ⅱ类群和Ⅲ类群皆为那坡居群；Ⅳ类群为天等

居群另 4 个植株；Ⅴ类群和Ⅵ类群皆为德保居群；

Ⅶ类群为龙州居群余下的 3 个植株。聚类图（图 2）

显示，龙州居群与天等居群未能按照种质来源各自 

M  1   2   3   4   5   6    7  8  9   10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 M 

2000 bp 
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750 bp 
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图 2  金钗石斛居群树状聚类图 

Fig. 2  Tree clustering diagram of D. nobile populations 

形成独自的类群，而是存在交叉聚集的情况。 

利用 NTSYS-pc 2.10e计算金钗石斛的遗传相

似系数，35 份金钗石斛种质间的遗传相似系数变

化范围为 0.559 0～0.975 9，变幅达 0.416 9，均值

为 0.728 2，表明金钗石斛种质间存在较大遗传差

异，遗传基础较宽。其中，靖西居群的遗传相似

系数为 0.785 3～0.975 9，那坡居群的遗传相似系

数为 0.640 6～0.908 0，德保居群遗传相似系数为

0.559 0～0.863 9，龙州居群遗传相似系数为

0.651 2～0.902 9，天等遗传相似系数为 0.650 6～

0.792 9。从个体水平上看，遗传相似系数最大为

0.975 9，为靖西居群的 J4 和 J5 个体，说明二者亲

缘关系最近；遗传相似系数最小为 0.559 0，存在

于德保居群的 DB1 和 DB5 个体间，说明两者亲缘关

系最远，遗传差异相对较大。 

3.3  金钗石斛居群间遗传多样性及遗传分化分析 

3.3.1  遗传多样性分析  采用 Popgene 1.32 计算金

钗石斛居群的遗传多样性参数（表 3）。在居群水平

上，Na 变化范围为 1.222 0～1.721 5，平均 Na 为

1.898 7；Ne 变化范围为 1.184 5～1.447 2，平均 Ne

为 1.505 0；He 变化范围为 0.106 6～0.259 6，平均

值为 0.300 7；I 变化范围为 0.156 9～0.385 5，平均

值为 0.454 2，即 5 个金钗石斛居群间的遗传多样性

十分丰富。从局群内的遗传多样性来看，靖西为

0.156 9，那坡为 0.328 2，龙州为 0.385 5，天等为

0.350 4，德保为 0.377 6，龙州金钗石斛居群内的遗

传多样性最高，靖西居群最低。根据 He和 I，5 个

金钗石斛居群内遗传多样性水平高低顺序依次为龙

州>德保＞天等＞那坡＞靖西。 

3.3.2  遗传分化分析  利用 Popgene 1.32 计算金钗

石斛居群相关遗传分化系数。金钗石斛 5 个居群的

Ht为 0.299 8，Hs 为 0.214 9；Gst 为 0.283 0，说明在

5 个金钗石斛居群间，有 28.30%的遗传变异存在于

居群间，71.70%的遗传变异存在于居群内部，局群

内的遗传变异明显高于居群间的变异。Nm 为

1.266 5，Nm＞1，表明居群间的基因交流的水平

较高，可有效降低遗传漂变所导致的居群间遗传分

化现象，居群间分化程度较低。 

表 3  金钗石斛居群遗传多样性参数 

Table 3  Genetic diversity indexs of D. nobile populations 

种群 Na Ne He I 

JX 1.222 0±0.446 5 1.184 5±0.326 7 0.106 6±0.181 1 0.156 9±0.262 8 

NP 1.607 6±0.489 8 1.382 0±0.388 2 0.220 5±0.203 2 0.328 2±0.288 4 

LZ 1.702 5±0.458 6 1.447 2±0.373 7 0.259 6±0.195 6 0.385 5±0.276 2 

TD 1.651 9±0.477 9 1.410 2±0.388 9 0.235 8±0.203 4 0.350 4±0.288 6 

DB 1.721 5±0.449 7 1.433 3±0.376 4 0.252 3±0.194 5 0.377 6±0.272 0 

 

3.3.3  遗传一致度与无偏遗传距离  金钗石斛两

两居群间遗传一致度变化范围为 0.813 2～0.956 3，

均值为 0.887 0，遗传距离变化范围为 0.044 7～

0.206 8，均值为 0.121 7，遗传距离数值与遗传一致

度恰好相反，遗传一致度最高的 2 个居群其遗传距

离最近。其中，天等居群与德保居群的遗传一致度

（0.956 3）最高，且遗传距离（0.044 7）最近，这 2

个居群的最先聚在一起。靖西居群与那坡居群间的

遗传一致度（0.813 2）最低，且遗传距离（0.206 8）

最远，居群间差异最大，见表 4。 

3.4  35 份金钗石斛 DNA 指纹图谱构建 

利用筛选出的8条引物对35份金钗石斛种质进

行扩增并构建 DNA 指纹图谱，经过对比发现，引

物 2219 和 2399 2 条引物可单独鉴别出 35 份金钗石
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斛种质。选取引物 2399 构建 35 份金钗石斛品种的

DNA 指纹图谱，其中，黑方块代表“0，1”矩阵中

的 1，即该位点有条带；白方块代表“0，1”矩阵

中的 0，即该位点无条带。利用引物 2399 对 35 份

金钗石斛构建 DNA 指纹图谱，如图 3 所示，此图

谱可有效用于 35 份金钗石斛种质的鉴定与分类。 

表 4  金钗石斛居群间遗传一致度与无偏遗传距离 

Table 4  genetic identity and genetic distance among D. nobile populations 

居群编号 JX NP DB LZ TD 

JX **** 0.813 2 0.832 0 0.820 1 0.839 6 

NP 0.206 8 **** 0.931 2 0.911 0 0.930 6 

DB 0.183 9 0.071 3 **** 0.908 8 0.956 3 

LZ 0.198 4 0.093 2 0.095 6 **** 0.926 7 

TD 0.174 8 0.071 9 0.044 7 0.076 1 **** 

对角线上方为遗传一致度，对角线下方为遗传距离 

Above the diagonal is the genetic identity, below the diagonal is the genetic distance 

 

1～35-35 份金钗石斛样品 

1—35-35 samples of D. nobile 

图 3  基于引物 2399 扩增结果构建的 35 份金钗石斛种质的 DNA 指纹图谱 

Fig. 3  DNA fingerprints of 35 D. nobile germplasms were constructed based on amplification results of primer 2399

4  讨论 

4.1  金钗石斛居群间遗传关系 

目前，用于分析物种间遗传多样性及遗传分化

的分子标记类型十分丰富，如 ISSR、SSR 和相关序

列 扩 增 多 态 性 （ sequence-related amplified 

polymorphism，SRAP）等。同一物种使用的分子标

记不同，得到的遗传多样性结果不同，导致差异出

现的原因与分子标记本身的检测特点及其灵敏性有

关[14]。张明宇等[15]利用直接扩增片段长度多态性

（ direct amplification of length polymorphisms ，

DALP）标记对云南金钗石斛居群进行扩增，多态

性比率为 72.86%；Bhattacharyya 等[16]利用 ISSR 和

基于聚合酶链式反应的小卫星 DNA 定向扩增

（direct amplification of minisatellite region DNA，

DAMD）标记对金钗石斛野生种质进行扩增，ISSR

的扩增多态性为 85.59%，DAMD 的扩增多态性为

83.67%；杨林秀等[17]利用 SSR 标记对紫茎泽兰种群

进行扩增，多态百分率为 71.72%。本研究基于 iPBS

标记对广西不同地区金钗石斛种质进行扩增，各引

物多态比率在 80.95%～100%，平均为 90.51%，略

高于 DALP、ISSR、DAMD 和 SSR 标记的鉴定效

率，iPBS 标记的扩增多态性较高。 

遗传距离反映着物种种群间的系统进化，是研

究种群遗传多样性的基础[18]，基于遗传距离构建聚

1  2  3  4  5  6  7  8  9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35  
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类图，可直观反映居群遗传结构上的差异。聚类图

谱显示，35 份种质清楚地区分开，靖西、那坡和德

保居群皆按照种源分散在不同的分支上，有明显地

域划分。而龙州和天等 2 个居群的种质并未出现明

显地域划分，不同地点的种质比同一地点的种质先

聚集到一起，如 LZ1～LZ3、LZ7、LZ8 5 个种质先

与 TD3、TD4、TD6、TD7 聚为一类再与余下种质

聚集，证明龙州和天等样点的金钗石斛居群间基因

交流较为频繁。 

4.2  金钗石斛的遗传多样性分析 

遗传多样性是生物学研究的核心内容之一，是

物种生存进化的基础[19]，研究种群遗传多样性可进

一步了解该物种对于环境的适应性以及居群遗传结

构，便于开展对濒危物种种质的保护。本研究中，

金钗石斛居群水平上的 Na、Ne、He 和 I 分别为

1.898 7、1.505 0、0.300 7 和 0.454 2，表明金钗石

斛居群间存在较高的遗传多样性。Hamrick 等[20]的

研究表明，濒危物种的遗传多样性水平普遍较低，

但本研究结果显示金钗石斛的遗传多样性较高，可

能与其多年生、长寿命、演替和繁殖特点存在一定

关联[21]。5 个居群内的遗传多样性各不相同，各居

群遗传多样性依次为龙州＞德保＞天等＞那坡＞靖

西。造成各居群间存在遗传多样性差异的原因可能

是各样地的生境不同，虽然样点皆处于南亚热带，

但光照、降水、植被覆盖度等环境因子仍存在一定

差距，导致同个物种在不同地区呈现不同遗传多样

性[22]。通常来说，一个物种的遗传多样性越丰富，

其对环境的适应力越强[23]，石斛属植物对生存环境

要求较为严格，较高的遗传多样性是金钗石斛更好

地适应环境的基础[24]。本研究结果进一步说明，金

钗石斛野外种源锐减的原因不在遗传方面，而与人

为因素有关。近年来，金钗石斛的野生种质逐年减

少，遗传多样性降低，人为影响是主要原因。过度

的人为挖采活动导致石斛生境被严重破坏，生境的

破碎化加快物种流失，极大地影响了金钗石斛的遗

传结构。应加大保护力度，加快优质种的繁殖保育

工作，保护野外种源。 

4.3  金钗石斛居群遗传结构 

遗传分化，即居群间与局群内的遗传变异分布

格局，是反映居群遗传结构的重要指标[26]。Popgene

软件分析结果显示，5 个居群的 Ht、Hs 和 Gst 分别

为 0.299 8、0.214 9 和 0.283 0，总变异的主要来源

为居群内部的遗传变异。江爱明等[27]对秦巴山区的

石斛居群进行遗传多样性研究，得到 Gst为 0.934，

遗传变异主要来源于居群间；He 等[28]对中国西南

地区的金钗石斛居群遗传结构进行研究，结果显示

群体内变异远大于群体间变异；Yan 等[29]对 7 个金

钗石斛居群进行群体分化分析，发现主要变异成分

（84.3%）位于个体内，2.3%位于群体间，13.4%存

在于群体内；张明宇等[15]对云南金钗石斛居群进行

遗传变异研究，居群遗传分化系数为 0.338 6，局群

内变异占总变异的 66.14%；魏丹红等[30]对不同产地

的金钗石斛进行遗传研究，结果表明居群内

（42.21%）遗传变异略低于居群间（57.79%）。本研

究结果显示居群内变异（71.70%）大于居群间

（28.30%）。 

Nm 是指基因在种群内以及种群间交流水平的

高低，是影响种群遗传结构的主要因素[21]。过往研

究表明，当 Nm＞4，居群间基因交流充分，遗传分

化极小[31]；当 Nm＞1，居群间基因流主要发生均质

化作用，基因交流频率较高，可有效防止遗传漂变

带来的遗传分化现象[32]，居群间遗传分化不明显；

当 Nm＜1 时，居群间基因交流水平较低，存在遗传

漂变带来的遗传分化现象[33]。本研究金钗石斛居群

间基因流 Nm＞1，群体间存在基因交换，居群间的

基因交流水平较高，基因交流会增加遗传变异量从

而降低居群分化程度。居群间基因交流频繁的原因

可能与其繁殖方式和地理距离远近有关[34]，兰科植

物的种子具有远距离传播的能力[35]，成熟的花粉会

随风传播，这可能是基因交流的主要形式。 

4.4  金钗石斛的 DNA 指纹图谱构建 

DNA 指纹图谱是通过特定分子标记技术对种

质进行处理，将不同个体的特定片段显示出来[36]，

以此构建物种的“数字化身份证”，便于区分同一

种群的不同个体。构建物种的 DNA 指纹图谱，可

以改变以往依赖表型性状鉴别种质的局面 [37]，有

效提高种质的利用效率。本研究基于引物 2399 构

建 35 份种质的 DNA 指纹图谱，图谱显示，各个

种质间皆存在位点差异，可凭借该图谱有效鉴别

35 份金钗石斛种质。研究证明，iPBS 标记可有效

应用于金钗石斛种质遗传多样性和遗传分化研究

中，是构建 DNA 指纹图谱的有效手段。但单一标

记鉴定可能存在偏差，后续试验可将不同分子标

记应用于金钗石斛的遗传多样性鉴定中，进行对

比研究。 
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