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　 　 摘要:采用 ２５ 对 ＳＳＲ 分子标记ꎬ对广西境内采集的 １６１０ 份药用野生稻材料进行遗传多样性和聚类分析ꎬ其中检测到等位

变异 １８１ 个ꎬ有效等位基因数 Ａｅ 范围为 １􀆰 ００９４(ＲＭ２４０) ~ ２􀆰 ２６７４(ＲＭ４８８)ꎬ平均值为 １􀆰 ３５６８ꎻ期望杂合度 Ｈｅ 范围为 ０􀆰 ００９３
(ＲＭ２４０) ~ ０􀆰 ５５９１(ＲＭ４４８)ꎬ平均值为 ０􀆰 ２１１２ꎻＳｈａｎｎｏｎ 多样性指数 Ｉ 在 ０􀆰 ０３９３ ~ ０􀆰 ９２９６ 之间变动ꎬ平均值为 ０􀆰 ３６２４ꎮ 数据表

明ꎬ广西药用野生稻遗传多样性较为丰富ꎬ１２ 个药用野生稻地理居群按遗传多样性指数大小排序为:梧州￣３ > 南宁￣１ > 梧州￣
２ > 梧州￣１ > 南宁￣２ > 玉林￣２ > 贵港￣２ > 梧州￣４ > 玉林￣３ > 玉林￣１ > 贺州 > 贵港￣１ꎬ其中指数高的居群均分布于梧州市和南宁

市两地ꎬ因此确定了这两地为广西药用野生稻的遗传多样性中心ꎮ 通过不同数量的 ＳＳＲ 引物对药用野生稻材料间相似系数

矩阵进行相关性测验ꎬ结果显示当引物按照 ＰＩＣ 值降序排列时ꎬ１０ 对引物即达到较好聚类效果ꎬ升序排列时ꎬ２１ 对引物即达到

较好聚类效果ꎮ 研究表明ꎬ在进行药用野生稻大居群聚类分析时ꎬＳＳＲ 引物适宜数量应多于 ２１ 对ꎬ最低不得少于 １０ 对ꎮ
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药用野生稻(Ｏｒｙｚａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｗａｌｌ. ｅｘ Ｇ. Ｗａｔｔ)
基因组为 ＣＣ 染色体组ꎬ与栽培稻杂交不亲和[１]ꎬ研
究远没有 ＡＡ 染色体组的普通野生稻深入ꎮ 但药用

野生稻对多种水稻主要病虫害具有免疫高抗的能

力ꎬ是水稻育种的优异种质资源[２]ꎮ 我国药用野生

稻主要分布在海南、云南、广西和广东 ４ 个省份ꎮ
１９３６ 年ꎬ王启元在云南景洪的车里河流域附近发现

药用野生稻ꎬ是我国首次报道药用野生稻的分布点ꎻ
１９５４ 年陈统华在广东罗定县与广西溪县发现了两

个药用野生稻的分布点[３]ꎮ 药用野生稻在我国的

分布南至海南三亚市ꎬ东至广东英德市ꎬ西至云南临

沧市ꎬ其中在广西的分布最为广泛ꎬ广西药用野生稻

的遗传多样性也最为丰富[３￣５]ꎮ
近年来随着 ＤＮＡ 分子标记技术的飞速发展ꎬ微

卫星(ＭｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅꎬＳＳＲ)分子标记因其稳定性好、
多态性高、操作方便等诸多优点ꎬ已被广泛地应用于

包括野生稻在内的各种作物遗传结构和遗传多样性

分析研究中[６￣１０]ꎮ Ｃ. Ｏｒｎ 等[６] 利用 １２ 对引物对柬

埔寨的 ４４８ 份多年生和一年生普通野生稻进行遗传

多样性分析ꎬ通过聚类分析后将供试材料分为 ５ 个

居群ꎬ发现生态条件远比地理条件对野生稻的影响

大ꎮ 黄娟等[１１] 利用 ３６ 对 ＳＳＲ 引物对来自广西的

２７ 个居群ꎬ６９０ 份普通野生稻材料进行遗传多样性

分析ꎬ其居群的香农指数 Ｉ 范围是 ０􀆰 ３８ ~ １􀆰 ２７ꎬ处于

较高水平ꎮ 然而目前为止对于广西药用野生稻遗传

多样性的研究并不多ꎬ药用野生稻在广西的遗传多

样性中心位置尚未确定ꎮ 在利用 ＳＳＲ 引物进行遗

传多样性分析时ꎬ当群体材料数量较大时ꎬ采用多少

引物标记才能揭示其群体的遗传结构是一个值得重

视的问题ꎮ 不同引物标记反映的基因组区域的

ＤＮＡ 序列是不同的ꎬ标记数量较少时ꎬ可能无法全

部覆盖基因组上产生变异的区域ꎬ因而不能揭示该

变异的全部信息ꎬ而数量过多则不仅未必增加信息

量还会造成额外的试验成本[１２￣１４]ꎮ 药用野生稻在

广西分布广泛且遗传多样性丰富ꎬ因此ꎬ研究引物标

记数量对广西药用野生稻遗传参数以及遗传结构的

影响具有重要的意义ꎮ
本研究选取了 １６１０ 份药用野生稻材料ꎬ来自

２０ 世纪 ７０ 年代广西野生稻普查记录中所有药用野

生稻分布点ꎬ能够准确反映出广西药用野生稻的遗

传多样性信息ꎮ 筛选出 ２５ 对能够扩增出多态性位

点的 ＳＳＲ 引物对试验材料进行遗传多样性分析和

聚类ꎬ旨在分析广西药用野生稻的遗传多样性中心

位置ꎻ并阐述了在群体材料数量较大时ꎬＳＳＲ 引物数

量对药用野生稻遗传多样性分析结果的影响ꎬ希望

通过研究发现对大居群药用野生稻进行遗传多样性

分析的合适引物数量ꎬ为其他学者研究药用野生稻

提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

本试验材料的采集是根据 ２０ 世纪 ７０ 年代广西

野生稻普查记录中所有药用野生稻分布点(图 １)进
行的ꎬ共分为 ７ 个阶段ꎬ时间跨度为 ２００２ 年 ６ 月到

２００９ 年 ８ 月[１５]ꎮ 采集方位依据植物生态学自然群

落的理念ꎬ在自然群落中划分采集区域ꎬ分居群记录

种质资源的集团号ꎬ野生稻原生地比较庞大的分布

点在群落边缘植株相隔 １００ ｍ 以上划分为另一采集

区域ꎮ 采集区域内根据形态类型差异进行取样ꎬ每
一类型取 ５ ~ ８ 株ꎻ如果原生地面积较小ꎬ３０ 株以下

的野生稻群体内则取 ３ ~ ５ 株ꎮ 采集区域内植株形

态表现一致的ꎬ则采取 ３ 点法每隔 ３ ~ ５ ｍ 进行取

样ꎬ确保每份种质资源都具有遗传多样性的代表

性[１６]ꎮ 本研究共采集 １２ 个居群(表 １)ꎬ共 １６１０ 份

药用野生稻材料ꎮ 将采集到的样本叶片放入装有硅

胶的自封袋ꎬ并迅速进行干燥保存ꎬ以免叶片内的

ＤＮＡ 快速降解ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＤＮＡ 提取　 采集回来的叶片用液氮冷冻后

进行研磨ꎬ材料基因组 ＤＮＡ 的提取采用 ＣＴＡＢ
法[１７]ꎬ提取后的 ＤＮＡ 在 － ２０ ℃进行保存ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 多态性标记筛选　 从水稻基因组 ＳＳＲ 图谱

中挑选出在水稻 １２ 条染色体上均匀分布的 ＳＳＲ 引

物ꎬ从中筛选出能够扩增出多态性条带的 ２５ 对引

物ꎮ ＳＳＲ 标记引物由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＣＲ 扩增与电泳检测　 ＰＣＲ 体系为 １５ μＬ:
１０ × Ｂｕｆｆｅｒ(含 １５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２)１􀆰 ５ μＬꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ
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图 １　 广西药用野生稻分布点

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｏｒｙｚａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｗａｌｌ. ｅｘ Ｇ. Ｗａｔｔ

表 １　 广西各居群材料数量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｏｒｙｚａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｗａｌｌ. ｅｘ Ｇ. Ｗａｔｔ
ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

居群号

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｎｏ.
居群所在地

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｌｏｃａｌｉｔｙ
样品数量

Ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ

１ 南宁￣２ Ｎａｎｎｉｎｇ￣２ ７３

２ 贵港￣１ Ｇｕｉｇａｎｇ￣１ １５

３ 贵港￣２ Ｇｕｉｇａｎｇ￣２ ２８

４ 梧州￣１ Ｗｕｚｈｏｕ￣１ ５５

５ 梧州￣３ Ｗｕｚｈｏｕ￣３ ３８４

６ 梧州￣２ Ｗｕｚｈｏｕ￣２ ７２０

７ 玉林￣１ Ｙｕｌｉｎ￣１ ４１

８ 梧州￣４ Ｗｕｚｈｏｕ￣４ １１９

９ 玉林￣２ Ｙｕｌｉｎ￣２ １０６

１０ 南宁￣１ Ｎａｎｎｉｎｇ￣１ ９

１１ 贺州 Ｈｅｚｈｏｕ ３１

１２ 玉林￣３ Ｙｕｌｉｎ￣３ ２９

ｄＮＴＰ ０􀆰 ３ μＬꎬ１５ μｍｏｌ / Ｌ 正反引物各 １􀆰 ０ μＬꎬ５ Ｕ / μＬ
Ｔａｑ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０􀆰 ２ μＬꎬ２５ ｎｇ / μＬ ＤＮＡ ２ μＬꎬｄｄＨ２ Ｏ
１０􀆰 ７２５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序为:９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎬ
９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５６ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共
３３ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ 扩增产物经 ＤＹＹ￣１０Ｃ
型稳压稳流电泳仪上的 ８％ 聚丙烯酰胺凝胶检测ꎬ
电泳 ５０ ｍｉｎꎬ银染观察并拍照ꎬ扩增谱带均以 ０ 或 １
建立数据库ꎬ扩增带存在时记为 １ꎬ不存在时记为 ０ꎬ
条带模糊不清时记为 － １ꎬ最后将条带数据转换为基

因型数据ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 遗传多样性分析　 根据每个条带所在位置确

定其基因型ꎬ得到 ０１ 数据ꎬ通过 ＤａｔａＦｏｒｍａｔｅｒ 软件将

０１ 数据转换成 ＢＰ 数据和 Ｐｏｐｇｅｎｅꎬ Ｐｏｗｅｒｍａｒｋｅｒꎬ
ＮｔｓｙｓꎬＴａｓｓｅｌ 等软件的导入数据模式[１８]ꎮ Ｐｏｐｇｅｎｅ
软件计算各居群单独以及总体的平均等位基因数

(Ａ)、有效等位基因数(Ａｅ)、Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数( Ｉ)、
期望杂合度(Ｈｅ)、观测杂合度(Ｈｏ)以及遗传距离

和遗传一致度ꎻＰｏｗｅｒｍａｒｋｅｒ 软件在验证计算上述参

数外重点计算各引物的平均多态信息含量(ＰＩＣ)ꎬ
计算公式为:Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｉ ＝ －∑(Ｐｉ)(ｌｎＰｉ)ꎬ多态

信息含量 ＰＩＣ ＝ １ －∑Ｐｉ２ꎬＰｉ 为第 ｉ 个等位基因变异

出现的频率[１９￣２０]ꎮ
使用 ＮＴＳＹＳ 数据分析软件ꎬ采用 Ｊａｃｃａｒｄ′ｓ 相似

系数ꎬ非加权组平均法(ＵＰＧＭＡ)进行聚类ꎬ并得到

不同分组下的相似系数矩阵ꎬ用 ＮＴＳＹＳ 软件中的

Ｍａｔｒｉｘ ｃｏｍｐ. ｐｌｏｔ 进行矩阵相关性测验并得到相关

系数[２１]ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 广西药用野生稻 ＳＳＲ 标记位点的遗传多样性

分析

利用筛选出来的 ２５ 对 ＳＳＲ 引物对 １６１０ 份药用

野生稻材料进行遗传多样性分析ꎬ不同位点的分析结

果列于表 ２ꎮ ２５ 对引物共检测到 １８１ 个等位变异ꎬ
总体的平均等位基因数 Ａ 的范围为 ３(ＲＭ３４４) ~ １３
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(ＲＭ５１５)ꎬ平均值为 ７􀆰 ２４ꎻ有效等位基因数 Ａｅ 范围

为 １􀆰 ００９４ (ＲＭ２４０) ~ ２􀆰 ２６７４ (ＲＭ４８８)ꎬ平均值为

１􀆰 ３５６８ꎻ观测杂合度 Ｈｏ 范围为 ０􀆰 ００１９(ＲＭ５７３) ~
０􀆰 １９６３( ＲＭ２３４)ꎬ平均值为 ０􀆰 ０３９１ꎻ期望杂合度

Ｈｅ 范围为 ０􀆰 ００９３ (ＲＭ２４０) ~ ０􀆰 ５５９１ (ＲＭ４４８)ꎬ平
均值为 ０􀆰 ２１１２ꎮ 引物的多态信息含量 ＰＩＣ 范围为

０􀆰 ００９２８６ ( ＲＭ２４０) ~ ０􀆰 ４６１０７５ ( ＲＭ４８８)ꎬ平均为

０􀆰 １７６５ꎻＳｈａｎｎｏｎ 多样性指数在 ０􀆰 ０３９３(ＲＭ２４０) ~
０􀆰 ９２９６(ＲＭ４８８)之间变动ꎬ平均为 ０􀆰 ３６２４ꎮ 上述两

个指标 ＰＩＣ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数变化幅度均较大ꎬ
表明 ＳＳＲ 引物标记在药用野生稻群体中能够较好

地反映出其丰富的遗传多样性信息ꎮ

表 ２　 ＳＳＲ 引物的遗传多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

位点

Ｌｏｃｕｓ
染色体

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
平均等位基因数

Ａ
有效等位基因数

Ａｅ
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数

Ｉ
观测杂合度

Ｈｏ
期望杂合度

Ｈｅ
多态信息含量

ＰＩＣ

ＲＭ１１６７ １ ８ １􀆰 ４３２５ ０􀆰 ６１５８ ０􀆰 ０５０９ ０􀆰 ３０２０ ０􀆰 ２７５８０７

ＲＭ４８８ １ ６ ２􀆰 ２６７４ ０􀆰 ９２９６ ０􀆰 ０８５１ ０􀆰 ５５９１ ０􀆰 ４６１０７５

ＲＭ２４０ ２ １０ １􀆰 ００９４ ０􀆰 ０３９３ ０􀆰 ００４３ ０􀆰 ００９３ ０􀆰 ００９２８６

ＲＭ５７３ ２ ６ １􀆰 ０１５０ ０􀆰 ０５０６ ０􀆰 ００１９ ０􀆰 ０１４８ ０􀆰 ０１４７５６

ＲＭ２５１ ３ １２ １􀆰 ８０５１ ０􀆰 ７１３６ ０􀆰 ０４７９ ０􀆰 ４４６２ ０􀆰 ３６０５９６

ＲＭ２８２ ３ ７ １􀆰 ０１２５ ０􀆰 ０４６７ ０􀆰 ００８７ ０􀆰 ０１２４ ０􀆰 ０１２３４８

ＲＭ６０ ３ ４ １􀆰 ９５０３ ０􀆰 ７０９５ ０􀆰 １５５９ ０􀆰 ４８７４ ０􀆰 ３７４４６０

ＲＭ６５９４ ３ ８ １􀆰 ８０５８ ０􀆰 ６７６８ ０􀆰 ０２１８ ０􀆰 ４４６４ ０􀆰 ３５３５５５

ＲＭ１７３０８ ４ ５ １􀆰 ６２０８ ０􀆰 ５９４７ ０􀆰 ０４９７ ０􀆰 ３８３１ ０􀆰 ３１２９４６

ＲＭ１６４ ５ ５ １􀆰 ３６２８ ０􀆰 ４６７３ ０􀆰 ００４４ ０􀆰 ２６６３ ０􀆰 ２３８２２５

ＲＭ１２１ ６ ６ １􀆰 ４５９４ ０􀆰 ５３０５ ０􀆰 ０４６０ ０􀆰 ３１４９ ０􀆰 ２６９５９１

ＲＭ２３４ ７ １０ １􀆰 ２１９３ ０􀆰 ３４９７ ０􀆰 １９６３ ０􀆰 １７９９ ０􀆰 １６５１９１

ＲＭ５３３ ７ ４ １􀆰 ０６８８ ０􀆰 １５５６ ０􀆰 ０５５９ ０􀆰 ０６４４ ０􀆰 ０６２６２９

ＲＭ２３５８６ ８ ４ １􀆰 ０５３１ ０􀆰 １３２１ ０􀆰 ０２９２ ０􀆰 ０５０４ ０􀆰 ０４９４５０

ＲＭ３４４ ８ ３ １􀆰 ７６６３ ０􀆰 ６４７８ ０􀆰 ０３４２ ０􀆰 ４３４０ ０􀆰 ３４３９５６

ＲＭ５１５ ８ １３ １􀆰 ４８６１ ０􀆰 ５４７２ ０􀆰 ０４１６ ０􀆰 ３２７２ ０􀆰 ２７８５１８

ＲＭ２１５ ９ ８ １􀆰 ０２９１ ０􀆰 ０９５２ ０􀆰 ０１８６ ０􀆰 ０２８３ ０􀆰 ０２８１６８

ＲＭ２４２ ９ ８ １􀆰 ０７４３ ０􀆰 １７３４ ０􀆰 ０２１１ ０􀆰 ０６９２ ０􀆰 ０６７２７４

ＲＭ３２１ ９ ３ １􀆰 ０５５８ ０􀆰 １３８４ ０􀆰 ０４２９ ０􀆰 ０５２８ ０􀆰 ０５１９１６

ＯＳＲ１５ １０ ７ １􀆰 ０１３２ ０􀆰 ０５００ ０􀆰 ００３１ ０􀆰 ０１３０ ０􀆰 ０１２９７２

ＲＭ２５８ １０ ７ １􀆰 ３８２２ ０􀆰 ４６９４ ０􀆰 ０２７３ ０􀆰 ２７６６ ０􀆰 ２４０１５９

ＲＭ４９６ １０ ９ １􀆰 ０１３２ ０􀆰 ０５２４ ０􀆰 ００４４ ０􀆰 ０１３０ ０􀆰 ０１４２１５

ＲＭ２２４ １１ １２ １􀆰 ９８６２ ０􀆰 ７５８５ ０􀆰 ０１８６ ０􀆰 ４９６７ ０􀆰 ３８５１６６

ＲＭ２８７ １１ ８ １􀆰 ０１７０ ０􀆰 ０６１５ ０􀆰 ００３１ ０􀆰 ０１６７ ０􀆰 ０１６６４０

ＲＭ２７７ １２ ８ １􀆰 ０１５１ ０􀆰 ０５３６ ０􀆰 ００５０ ０􀆰 ０１４８ ０􀆰 ０１４７８２

平均 Ｍｅａｎ ７􀆰 ２４ １􀆰 ３５６８ ０􀆰 ３６２４ ０􀆰 ０３９１ ０􀆰 ２１１２ ０􀆰 １７６５

Ａ:Ｍｅａｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ ｐｅｒ ｌｏｃｕｓꎬＡｅ:Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓꎬＩ:Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｅａｖｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬＨｏ:Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙꎬＨｅ:Ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔ￣
ｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

由表 ２ 可以看出ꎬ ＲＭ４８８ 和 ＲＭ２２４ 引物的

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数最高ꎬ分别为 ０􀆰 ９２９６ 和 ０􀆰 ７５８５ꎬ并且

这两对引物扩增出的有效等位基因数 ２􀆰 ２６７４ 和

１􀆰 ９８６２ 也高于其他引物ꎬ说明这两对引物对总体的

试验材料具有很强的区分能力ꎮ 分别计算每个引物

在各个居群中的遗传多样性指标时发现ꎬ不同引物

表现出较大的差异ꎬ例如ꎬ在梧州￣２ 群体中ꎬ引物

ＲＭ３４４ 的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数最高(０􀆰 ６５７５)ꎬ区分能力最

强ꎻ而在梧州￣１ 群体中ꎬ引物 ＲＭ２５１ 的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指

数最高(０􀆰 ６９３０)ꎬ表明相同引物在不同群体中的区

分能力不同(表 ３)ꎮ
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表 ３　 各居群遗传多样性指数比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ′ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

市

Ｃｉｔｙ
居群

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
位点多态性

比率 Ｐａ(％ )
平均等位

基因数 Ａ
有效等位

基因数 Ａｅ
观测杂合度

Ｈｏ
期望杂合度

Ｈｅ
居群 Ｓｈａｎｎｏｎ

指数 Ｉ
居群最高 Ｓｈａｎｎｏｎ Ｉ

指数引物

梧州市

Ｗｕｚｈｏｕ
梧州￣１

Ｗｕｚｈｏｕ￣１
４４ １􀆰 ４４ １􀆰 １９５０ ０􀆰 ０１６０ ０􀆰 １２４０ ０􀆰 １９１４ ＲＭ２２４(０􀆰 ６９３０)

梧州￣２
Ｗｕｚｈｏｕ￣２

５２ １􀆰 ５２ １􀆰 ２０４１ ０􀆰 ０１９４ ０􀆰 １３４３ ０􀆰 ２１５４ ＲＭ３４４(０􀆰 ６５７５)

梧州￣３
Ｗｕｚｈｏｕ￣３

５２ １􀆰 ５２ １􀆰 ３０３０ ０􀆰 ０４９０ ０􀆰 １７１３ ０􀆰 ２５２２ ＲＭ２５１(０􀆰 ６７４０)

梧州￣４
Ｗｕｚｈｏｕ￣４

４０ １􀆰 ４０ １􀆰 １５３３ ０􀆰 ０２７６ ０􀆰 ０９６６ ０􀆰 １５２９ ＲＭ６５９４(０􀆰 ６７０９)

均值

Ｍｅａｎ
１􀆰 ４７ １􀆰 ２１３９ ０􀆰 ０２８０ ０􀆰 １３１６ ０􀆰 ２０３２

玉林市

Ｙｖｌｉｎ
玉林￣１
Ｙｕｌｉｎ￣１

３６ １􀆰 ３６ １􀆰 １０５５ ０􀆰 ０３２３ ０􀆰 ０７４３ ０􀆰 １２４２ ＲＭ４８８(０􀆰 ５８１６)

玉林￣２
Ｙｕｌｉｎ￣２

４８ １􀆰 ４８ １􀆰 １７５６ ０􀆰 ０２６５ ０􀆰 １１５０ ０􀆰 １８２９ ＲＭ６０(０􀆰 ６８７０)

玉林￣３
Ｙｕｌｉｎ￣３

３６ １􀆰 ３６ １􀆰 １１４７ ０􀆰 ０３１７ ０􀆰 ０７９１ ０􀆰 １２６７ ＲＭ１２１(０􀆰 ６３２５)

均值

Ｍｅａｎ
１􀆰 ４０ １􀆰 １３１９ ０􀆰 ０３０２ ０􀆰 ０８９５ ０􀆰 １４４６

南宁市

Ｎａｎｎｉｎｇ
南宁￣１

Ｎａｎｎｉｎｇ￣１
３６ １􀆰 ３６ １􀆰 ２６１８ ０􀆰 ０３５６ ０􀆰 １５７４ ０􀆰 ２１６３ ＲＭ１６４(０􀆰 ５１９６)

南宁￣２
Ｎａｎｎｉｎｇ￣２

４８ １􀆰 ４８ １􀆰 １９５９ ０􀆰 ０３９０ ０􀆰 １１８１ ０􀆰 １８４４ ＲＭ２２４(０􀆰 ６８８５)

均值

Ｍｅａｎ
１􀆰 ４２ １􀆰 ２２８９ ０􀆰 ０３７３ ０􀆰 １３７８ ０􀆰 ２００２

贺州市

Ｈｅｚｈｏｕ
均值

Ｍｅａｎ
２０ １􀆰 ２０ １􀆰 １３５１ ０􀆰 ００３９ ０􀆰 ０７５７ ０􀆰 １０８４ ＲＭ６５９４(０􀆰 ４２９３)

贵港市

Ｇｕｉｇａｎｇ
贵港￣１

Ｇｕｉｇｕａｎｇ￣１
１２ １􀆰 １２ １􀆰 ０２５９ ０􀆰 ００５７ ０􀆰 ０２１５ ０􀆰 ０３７３ ＲＭ４８８(０􀆰 ６９３１)

贵港￣２
Ｇｕｉｇｕａｎｇ￣２

４０ １􀆰 ４０ １􀆰 １４７１ ０􀆰 ０１７１ ０􀆰 １０２７ ０􀆰 １６１６ ＲＭ６５９４(０􀆰 ５６２３)

均值

Ｍｅａｎ
１􀆰 ２６ １􀆰 ０８６５ ０􀆰 ０１１４ ０􀆰 ０６２１ ０􀆰 ０９９５

总体平均

Ｍｅａｎ
１􀆰 ３９ １􀆰 １６８１ ０􀆰 ０２５３ ０􀆰 １０５８ ０􀆰 １６２８

２􀆰 ２　 广西药用野生稻不同居群间遗传多样性分析

本研究中的 １２ 个广西药用野生稻居群全部分

布于珠江流域ꎬ其中群居 ４、５、６、８ 属于梧州市ꎬ居群

７、９、１２ 属于玉林市ꎬ居群 １、１０ 属于南宁市ꎬ居群 ２、
３ 属于贵港市ꎬ居群 １１ 属于贺州市ꎮ 从图 ２ 广西药

用野生稻聚类图中可以看到ꎬ１２ 个居群的材料聚类

结果是符合地理分布的ꎬ可以按照地理居群进行

划分ꎮ
通过对 １２ 个居群各项参数的比较可以比较直

观地分析出其遗传多样性的差异(表 ３)ꎬ平均等位

基因数 Ａ 为 １􀆰 １２ ~ １􀆰 ５２ꎬ有效等位基因数 Ａｅ 为

１􀆰 ０２５９ ~ １􀆰 ３０３０ꎬ 观 测 杂 合 度 Ｈｏ 为 ０􀆰 ００３９ ~
０􀆰 ０４９ꎬ期望杂合度 Ｈｅ 为 ０􀆰 ０２１５ ~ ０􀆰 １７１３ꎬ居群

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｉ 为 ０􀆰 ０３７３ ~ ０􀆰 ２５２２ꎮ 数据表明ꎬ不同

居群之间遗传多样性存在较大差异ꎮ １２ 个药用野

生稻居群的遗传多样性指数按大小排序为:梧州￣３
>南宁￣１ > 梧州￣２ > 梧州￣１ > 南宁￣２ > 玉林￣２ > 贵

港￣２ > 梧州￣４ > 玉林￣３ > 玉林￣１ > 贺州 > 贵港￣１ꎮ
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梧州 市 和 南 宁 市 居 群 的 平 均 Ｓｈａｎｎｏｎ 指 数 Ｉ
(０􀆰 ２０３２ꎬ０􀆰 ２００２)、有效等位基因数 Ａｅ (１􀆰 ２１３９ꎬ
１􀆰 ２２８９)、观测杂合度 Ｈｏ(０􀆰 ０２８０ꎬ０􀆰 ０３７３)和期望杂

合度 Ｈｅ(０􀆰 １３１６ꎬ０􀆰 １３７８)都是最高的ꎬ表明梧州市

和南宁市为广西药用野生稻的遗传多样性中心ꎮ

图 ２　 广西药用野生稻居群聚类图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ
Ｏｒｙｚａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｗａｌｌ. ｅｘ Ｇ. Ｗａｔｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

２􀆰 ３　 引物数量变化对聚类结果的影响

将 ２５ 对引物按 ＰＩＣ 值降序排列进行聚类所得

的聚类图作为母图ꎬ同时得到的遗传相似系数矩

阵作为母阵ꎬ以 ５ 为单位逐步减少引物ꎬ得到 ４ 个

遗传相似系数矩阵和聚类图ꎻ同理按照 ＰＩＣ 值升

序重排后得到另外 ４ 个遗传相似系数矩阵和聚类

图ꎮ 将上述 ８ 个遗传相似系数矩阵分别与母阵进

行相关性测验ꎬ发现无论哪种引物排列方式ꎬ随着

引物增加ꎬ相关系数均呈上升趋势ꎮ 当引物按照

ＰＩＣ 值升序排序时ꎬ５ 对引物、１０ 对引物和 １５ 对引

物的遗传相似系数矩阵与母阵的相关系数( ｒ)分

别为 ０􀆰 ４３９６ꎬ０􀆰 ４４６０ꎬ０􀆰 ５９７７( ｒ < ０􀆰 ７)ꎬ相关性低ꎻ
２０ 对引物的遗传相似系数矩阵与母阵的相关系数

为 ０􀆰 ８８６６(０􀆰 ７ < ｒ < ０􀆰 ９)ꎬ相关性较高ꎬ然而并没

有高于 ０􀆰 ９ꎮ 根据 Ｍ. Ｎｅｉ[２０] 的结论ꎬ当相关系数

大于 ０􀆰 ９ꎬ那么这两个遗传相似系数矩阵才达到极

显著相关ꎮ 在 ２０ ~ ２５ 对引物之间增加 ４ 个分组ꎬ
分别为 ２１ 对、２２ 对、２３ 对、２４ 对ꎬ相似性系数矩阵

与母阵进行相关性测验发现(表 ４ 和图 ３)ꎬ当引物

多于 ２１ 对时ꎬ相关性均大于 ０􀆰 ９ꎬ说明 ２１ 对引物

获得的聚类结果与 ２５ 对引物获得的聚类结果相

当ꎮ 当引物按照 ＰＩＣ 值降序排列时ꎬ１０ 对引物时ꎬ
相关性系数达到 ０􀆰 ９２４６( ｒ > ０􀆰 ９)ꎬ说明降序排列

时ꎬ仅用 １０ 对引物聚类即可达到 ２５ 对引物的精度ꎮ
引物在上述分组情况下进一步进行聚类分析得到图

４ 和图 ５ꎬ经过与总聚类图(图 ２)对比发现ꎬ其结果

进一步验证上述观点ꎮ

表 ４　 不同数量引物在两种排列方式下的相关系数

Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒ ｎｕｍ￣
ｂｅｒｓ ｉｎ ｔｗｏ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎｓ

引物数

Ｎｏ. ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物按照 ＰＩＣ 值升序

排列 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｏｒｔｅｄ
ｉｎ ａｓｃｅｎｄｉｎｇ ｏｒｄｅｒ

引物按照 ＰＩＣ 值降序

排列 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｏｒｔｅｄ ｉｎ
ｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ ｏｒｄｅｒ

５ ０􀆰 ４３９６ ０􀆰 ７９８４

１０ ０􀆰 ４４６０ ０􀆰 ９２４６

１５ ０􀆰 ５９７７ ０􀆰 ９７６５

２０ ０􀆰 ８８６６ ０􀆰 ９９５７

２１ ０􀆰 ９２９５ ０􀆰 ９９７５

２２ ０􀆰 ９５２４ ０􀆰 ９９８７

２３ ０􀆰 ９６７１ ０􀆰 ９９９４

２４ ０􀆰 ９８６５ ０􀆰 ９９９８

图 ３　 引物数量对矩阵相关性的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

３　 讨论

遗传多样性是生物多样性研究和生物保护的核

心之一ꎬ由于物种居群的遗传多样性高低是生物在

长期进化中生存适应和发展的结果ꎬ因此居群的遗

传多样性越高或遗传变异越丰富ꎬ整个居群对环境

变化给予刺激的适应能力就越强ꎮ 如果不了解居群

遗传多样性高低以及其遗传结构的情况ꎬ就无法采

取科学有效的保护措施挽救濒于灭绝的物种ꎮ 比如

采样策略、迁地或就地保护等一些对于珍稀濒危物

种保护方针和措施的制定ꎬ都有赖于对物种居群遗

传多样性的研究认识ꎮ

８０６
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Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 分别指代引物数量为 ５ 对、１０ 对、１５ 对、２０ 对ꎬ下同

ＡꎬＢꎬＣ ａｎｄ Ｄ ｆｏｕｒ ｍａｐｓ ｗａｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ５ ｐａｉｒｓꎬ１０ ｐａｉｒｓꎬ１５ ｐａｉｒｓꎬ２０ ｐａｉｒｓꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

图 ４　 １２ 个居群基于 ＰＩＣ 指数降序排列下不同引物数量的聚类图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ｏｆ １２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒ ｎｕｍｂｅｒｓ ｓｏｒｔｅｄ ｉｎ ＰＩＣ ｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ ｏｒｄｅｒ

图 ５　 １２ 个居群基于 ＰＩＣ 指数升序排列下不同引物数量的聚类图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ｏｆ １２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒ ｎｕｍｂｅｒｓ ｓｏｒｔｅｄ ｉｎ ＰＩＣ ａｓｃｅｎｄｉｎｇ ｏｒｄｅｒ
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目前已有很多研究人员使用 ＳＳＲ 标记进行野

生稻遗传多样性分析ꎬ但对广西药用野生稻遗传

多样性分析的研究仍是阙如ꎬ更没有研究提出广

西药用野生稻遗传多样性的中心位置ꎮ 本研究的

材料取自 ２０ 世纪 ７０ 年代在广西普查时所发现的

全部药用野生稻分布点ꎬ在遗传多样性方面具有

高度代表性ꎮ 在本研究中ꎬ利用平均等位基因数

Ａ、有效等位基因数 Ａｅ、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｉ、观测杂合度

Ｈｏ、期望杂合度 Ｈｅ 等遗传多样性指标进行分析ꎬ
得出广西药用野生稻遗传多样性中心为梧州和南

宁两个地区的结论ꎬ具体位置为梧州市的梧州￣１、
梧州￣２ 和梧州￣３ 形成的三角区域以及南宁市的南

宁￣１、南宁￣２ 一带ꎮ 可为后续研究广西药用野生

稻的重点保护居群以及建立原生境保护点提供科

学依据ꎮ
在使用 ＳＳＲ 引物研究物种的遗传多样性时ꎬ需

要使用一定数量的引物来提供足够的有效信息ꎬ用
以区分供试材料的差异ꎬ从而进行遗传多样性分析

和聚类分析ꎮ 但研究大群体供试材料时ꎬ使用过多

引物不仅增加试验成本ꎬ也降低了整个试验的效率ꎮ
引物的数量、种类、在基因组中的分布位置以及在群

体中的多态性信息含量对遗传多样性分析都具有不

同程度的影响ꎮ 按照理论分析ꎬ引物数量的增加使

得检测到的基因位点在整个基因组中的比例提高ꎬ
分析结果的准确性也会提高ꎬ本研究发现随着引物

数量的增加ꎬ结果准确度并非呈绝对正比关系ꎬ尤其

对于多态性信息量 ＰＩＣ 较低的引物尤为明显ꎮ 为保

证本研究的客观可信性ꎬ充分考虑了引物的多态性

信息含量 ＰＩＣ 的影响ꎬ将试验数据分成两组ꎬ分别根

据引物的多态性信息含量 ＰＩＣ 升序和降序进行分组

排序ꎬ利用遗传相似系数矩阵的相关性测验进行比

较ꎬ分析引物数量对聚类结果的影响ꎮ 矩阵相关性

测验显示ꎬ当引物按照 ＰＩＣ 值降序排列时ꎬ使用 １０
对引物所得到的结果具有较高准确性ꎻ当引物按照

ＰＩＣ 值升序排列时ꎬ使用 ２１ 对引物所得结果具有较

高准确性ꎮ
当引物较少时降序排列所得矩阵与母阵的相关

性明显高于升序排列ꎬ说明在引物数量较少时ꎬ多态

性信息含量(ＰＩＣ)较高的引物能提供的信息量更

大ꎬ使用这些引物扩增出来的数据进行聚类结果的

准确性会明显提高ꎬ但这种差距随着引物数量的增

加而逐渐缩小ꎮ 因此ꎬ在进行大居群药用野生稻聚

类分析时ꎬ适当增加引物数量可以忽略引物本身的

多态性信息含量(ＰＩＣ)的高低ꎮ

综上所述ꎬ(１)验证了广西药用野生稻具有丰

富的遗传多样性ꎬ并确定梧州市内梧州￣１、梧州￣２
和梧州￣３ 形成的三角区域以及南宁市内南宁￣１、南
宁￣２ 一带为广西药用野生稻遗传多样性中心ꎻ
(２)提供在分析大群体药用野生稻材料的遗传多样

性时ꎬ为了能够较好地反映出群体的遗传结构和聚

类关系ꎬ最适宜的 ＳＳＲ 引物数量应多于 ２１ 对ꎬ最低

不得少于 １０ 对ꎮ
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