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摘要：【目的】解析国产兜兰属种质间的系统进化关系，明确各组群间的遗传距离与遗传相似系数，为科学制定保

护策略以实现兜兰属资源可持续保育提供理论依据。【方法】以迁地保存的31份国产兜兰属种质和2份国外兜兰属种

质为核心试验材料，以1份美洲兜兰属种质为外群，选用筛选出的iPBS和ISSR引物分别扩增34份种质基因组DNA，通

过人工判读扩增电泳图谱生成二元原始数据矩阵后，采用NTSYS-pc 2.1进行多维标度分析，并利用PopGen 1.32计算

遗传多样性指数。【结果】综合iPBS和ISSR分子标记的亲缘关系分析结果显示，在遗传相似系数0.37处可将33份兜兰

属种质划分为5个组群（I~V），其中，第I组群、第II组群、第III组群、第IV组群分别对应经典分类学中的小萼亚属、宽瓣

亚属、兜兰亚属兜兰组及兜兰亚属单花斑叶组，第V组群则是兜兰亚属多花长瓣组与多花短瓣组的集合。兜兰属种

质的物种水平遗传多样性［iPBS分子标记：有效等位基因数（Ne）为1.5969，期望杂合度（He）为0.3492，Shannon多样性

信息指数（I）为0.5210；ISSR分子标记：Ne为1.5515，He为0.3340，I为0.5068］明显高于组群水平遗传多样性（iPBS分子

标记：Ne为1.4274，He为0.2730，I为0.4292；ISSR分子标记：Ne为1.3733，He为0.2492，I为0.4027），说明兜兰属植物在物

种水平上表现出明显的遗传分化特征，已形成多个不同的遗传组群；小萼亚属、兜兰亚属兜兰组、兜兰亚属单花斑叶

组的组群遗传多样性水平位居前3。兜兰属不同组群间存在一定的遗传分化，但整体上保持较高的遗传相似性。基

于iPBS分子标记的分析结果显示，兜兰亚属兜兰组与兜兰亚属单花斑叶组的亲缘关系最近，宽瓣亚属与兜兰亚属单
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花斑叶组的亲缘关系最远；基于ISSR分子标记的分析结果显示，兜兰亚属多花长瓣组和多花短瓣组集合与兜兰亚属

单花斑叶组的亲缘关系较近，小萼亚属与宽瓣亚属的亲缘关系最远。【结论】我国分布的兜兰属种质主要集中在小萼

亚属、宽瓣亚属、兜兰亚属兜兰组、兜兰亚属单花斑叶组及兜兰亚属多花长瓣组5个组群，其中小萼亚属、兜兰亚属兜

兰组、兜兰亚属单花斑叶组3个组群的遗传多样性水平较高；兜兰属组群间存在明显的遗传分化，暗示着各组群可能

经历了较长时间的遗传隔离或存在明显的地域适应性。

关键词：兜兰属；系统发育；遗传多样性；iPBS分子标记；ISSR分子标记
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Abstract:【Objective】This study aimed to analyze the phylogenetic relationship between native Paphiopedilum germ‐
plasms in China， clarify genetic distances and coefficients of genetic similarity， providing theoretical basis for formula-
ting strategies of sustainable conservation of Paphiopedilum resources. 【Method】Using 31 Paphiopedilum germplasms 
from China and two exotic Paphiopedilum germplasms conserved ex situ as the core experimental materials， and one 
Phragmipedium germplasm as the outgroup， iPBS and ISSR primers were selected to amplify the genomic DNA of the 34 
germplasms. A binary raw data matrix was generated by manually scoring the amplification electrophoretograms， and mul‐
tidimensional scaling analysis was performed using NTSYS-pc 2.1， with genetic diversity indexes calculated using 
PopGen 1.32. 【Result】The combined iPBS and ISSR molecular marker-assisted phylogenetic analysis results revealed that 
when the coefficient of genetic similarity was 0.37， 33 Paphiopedilum germplasms were divided into five groups （I-V）. 
The Group I， Group II， Group III， and Group IV were corresponded to subg. Parvisepalum， subg. Brachypetalum， subg. 
Paphiopedilum sect. Paphiopedilum， subg. Paphiopedilum sect. Barbata in classical taxonomy， and Group V was a 
collection of subg. Paphiopedilum sect. Pardalopetalum and subg. Paphiopedilum sect. Cochlopetalum. The genetic diver‐
sity at species level of Paphiopedilum germplasms ［iPBS molecular marker： effective number of alleles （Ne） was 
1.5969， expected heterozygosity （He） was 0.3492， Shannon diversity information index （I） was 0.5210； ISSR molecu‐
lar marker： Ne was 1.5515， He was 0.3340， and I was 0.5068］ was obviously higher than that at group level （iPBS 
molecular marker： Ne was 1.4274， He was 0.2730，and I was 0.4292； ISSR molecular marker： Ne was 1.3733， He was 
0.2492， and I was 0.4027）. This revealed that Paphiopedilum plants showed marked genetic differentiation at species 
level， forming multiple distinct genetic groups， as subg. Parvisepalum， subg. Paphiopedilum sect. Paphiopedilum， and 
subg. Paphiopedilum sect. Barbata exhibiting the top three genetic diversity among groups. Genetic differentiation was 
found between groups of Paphiopedilum， but the overall genetic similarity remained high. Analysis results based on iPBS 
molecular markers showed that subg. Paphiopedilum sect. Paphiopedilum and subg. Paphiopedilum sect. Barbata shared 
the closest relationship， while subg. Brachypetalum and subg. Paphiopedilum sect. Barbata shared the farthest relation‐
ship； analysis results based on ISSR molecular markers showed that the collection of Paphiopedilum sect. Pardalopetalum 
and subg. Paphiopedilum sect. Cochlopetalum had the closest relationship with subg. Paphiopedilum sect. Barbata， while 
subg. Parvisepalum and subg. Brachypetalum shared the farthest relationship. 【Conclusion】Paphiopedilum germplasms in 
China are primarily distributed across five groups： subg. Parvisepalum， subg. Brachypetalum， subg. Paphiopedilum sect. 
Paphiopedilum， subg. Paphiopedilum sect. Barbata， and subg. Paphiopedilum sect. Pardalopetalum， among which the 
three groups （subg. Parvisepalum， subg. Paphiopedilum sect. Paphiopedilum， and subg. Paphiopedilum sect. Barbata） 
show high genetic diversity level. Obvious genetic differentiation is found between Paphiopedilum groups， implying that 
the groups have undergone long-term genetic isolation or possess distinct regional adaptations.

Key words: Paphiopedilum； phylogeny； genetic diversity； iPBS molecular marker； ISSR molecular marker
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0　引言

【研究意义】兜兰属（Paphiopedilum）植物隶属于

兰科（Orchidaceae）杓兰亚科（Cypripedioideae），具有

较高的观赏价值和保育价值，是全球濒危野生植物保

护的旗舰类群。我国拥有丰富的野生兜兰属种质资

源，已公开报道的有 30余种，且近年来不断有新种

被发现，主要分布在滇桂黔等地的喀斯特石灰岩山地

（刘仲健等，2009；Zhang et al.，2018）。20世纪—21世

纪初，全球的野生兜兰属种质资源遭受过度采挖及

非法贸易，不少种类已濒临灭绝。目前，兜兰属所有

物种均被列入《濒危野生动植物种国际贸易公约》

（CITES）附录 I 的保护范围。我国也将所有兜兰

属植物列入《国家重点保护野生植物名录》，除了带

叶兜兰（Paphiopedilum hirsutissimum）和硬叶兜兰

（Paphiopedilum micranthum）属于国家二级重点保

护植物外，其余物种均属于国家一级重点保护植物。

据报道，兜兰属植物最早起源于我国西南部及越南

北部（Cribb et al.，1998；Guo et al.，2015；Tsai et al.，

2020），随后扩散至东南亚群岛。我国是兜兰属中较

原始小萼亚属（Subg. Parvisepalum）的主要分布地，

也孕育了丰富的宽（短）瓣亚属（Subg. Brachypetalum）

和兜兰亚属（Subg. Paphiopedilum）资源，但关于兜

兰属植物的系统发育及分类仍存在诸多争议，尤其

针对国产兜兰属物种遗传多样性的研究相对较少。

因此，亟需解析国产兜兰属植物的系统发育关系，厘

清不同物种间的亲缘关系及遗传多样性，为开展兜

兰属资源可持续保育工作提供理论依据。【前人研究

进展】在系统发育方面，Cox等（1997）、Cribb（1998）

支持将兜兰属划分为宽瓣亚属、小萼亚属和兜兰亚

属 3个类群；在此基础上，刘仲健等（2009）主张将兜

兰属划分为宽瓣亚属和兜兰亚属 2个类群，而宽瓣

亚属又可划分为小萼组（Sect. Parvisepalum）、绿叶

组（Sect. Emersoniana）和同色组（Sect. Concoloria），

兜兰亚属则划分为兜兰组（Sect. Paphiopedilum）、单花

斑叶组（Sect. Barbata）、多花长瓣组（Sect. Pardalope-

talum）、多花短瓣组（Sect. Cochlopetalum）及多花无

耳组（Sect. Coryopedilum）。为了让从业者及兰花爱

好者更好地了解兜兰属内不同物种间的异同性，我

国台湾地区的学者则采用 Braem（1988）的分类方

式，依据外部形态将兜兰属划分为6个亚属，分别是

小萼亚属、宽（短）瓣亚属、多花亚属（Subg. Polyan‐

tha）、巴菲尔亚属（Subg. Paphiopedilum）、巴巴塔亚属

（Subg. Barbata）和旋瓣亚属（Subg. Cochlopetalum）。

但目前多数研究支持Cox等（1997）将兜兰属划分为

3个亚属的分类结果，且该分类框架在分子系统发育

研究中得到进一步验证（Chochai et al.，2012；Guo et 

al.，2015；Tsai et al.，2020；Górniak et al.，2025）。

Zhang 等（2016）、范继征等（2023）通过表型性状特

征对兜兰属植物的亲缘关系及遗传多样性进行分

析，结果发现兜兰属植物的表型遗传多样性十分丰

富。兜兰属的遗传多样性在物种间和居群间存在显

著差异，但针对其遗传多样性的研究主要集中在种

群水平上，有关物种水平多样性的研究相对较少。

黄家林等（2014）基于 ISSR和SRAP分子标记对15个

硬叶兜兰居群进行分析，结果发现在种群水平上具

有较高的遗传多样性；廖宏英等（2023）基于引物结

合位点扩增（iPBS）和 ISSR分子标记鉴定兜兰属同

色组难鉴定种质，并对其亲缘关系和遗传多样性进

行分析，结果证实 iPBS分子标记适用于兜兰属近缘

种鉴定及遗传多样性分析；田力等（2023）对贵州北

盘江流域6种兜兰属植物的 ISSR遗传多样性进行分

析，结果表明，193份材料整体上表现出较高的遗传

多样性水平，且居群间的基因多样性高于居群内，说

明兜兰属植物在物种间存在明显的遗传分化；徐言

等（2023）通过SSR分子标记对带叶兜兰6个居群种

质进行遗传多样性分析，结果显示带叶兜兰遗传多

样性较丰富，但 6个居群间的遗传距离较小。【本研

究切入点】兜兰属植物的保护与利用研究已受到国

际社会的广泛关注，但兜兰属植物的系统发育仍存

在争议，且关于国产兜兰物种水平的遗传多样性及

组群间的遗传距离研究鲜见报道。【拟解决的关键问

题】采用 iPBS和 ISSR分子标记对 31份国产兜兰属

种质及2份国外兜兰属种质进行系统发育和遗传多

样性分析，旨在解析国产兜兰属种质间的系统进化

关系，明确各组群间的遗传距离与遗传相似系数，为

科学制定保护策略以实现兜兰属资源可持续保育提

供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

以迁地保存的31份国产兜兰属种质及2份国外

兜兰属种质为核心试验材料，以 1份美洲兜兰属种

质为外群。34份兜兰种质的花朵表型见图1。所有

··1627
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兜兰属种质均取自广西农业科学院花卉研究所兰科

植物种质资源圃。选取健康植株的嫩叶置于保鲜袋

中，低温（4 ℃）迅速送回实验室并立即提取 DNA。

EasyPure Genomic DNA Kit试剂盒购自北京全式金

生物技术有限公司；液氮和通用引物购自生工生物

工程（上海）股份有限公司。主要设备仪器有Nano‐

Drop One 核酸蛋白测定仪（ThermoFisher Scien‐

tific）、5424R型离心机（德国Eppendorf公司）、T100

型 PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）、DYY-6C 型电泳仪

（北京六一生物科技有限公司）、电泳槽（北京六一生

物科技有限公司）及凝胶成像分析系统 GenoSens 

2100（上海勤翔科学仪器有限公司）。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　DNA 提取　采用 EasyPure Genomic DNA 

Kit试剂盒提取兜兰基因组DNA，用 1.0%琼脂糖凝

胶电泳检测 DNA 完整性，并以 NanoDrop One 核酸

蛋白测定仪检测其浓度和纯度。提取的DNA以超

纯水稀释浓度至10 ng/μL，-20 ℃保存备用。

1. 2. 2　引物筛选及 PCR 扩增　从合成的 iPBS 和

ISSR引物中各筛选出多态性高、扩增条带清晰的10条

引物（表1）进行PCR扩增。PCR反应体系20.0 μL：2×

Ex Taq Mix 10.0 μL，DNA 模板 1.0 μL，引物 1.0 μL，

ddH2O 8.0 μL。扩增程序：94 ℃预变性 4 min；94 ℃ 

1 min，退火 45 s，72 ℃ 1 min，进行 35 个循环；72 ℃

延伸7 min。PCR扩增产物经1.0%琼脂糖凝胶电泳

检测合格后，4 ℃保存备用。

1. 2. 3　数据分析　依据电泳图谱中的标准分子量

对扩增条带进行分子量编码，同一引物扩增且分子

量相同的条带视为同一位点。通过人工判读扩增电

泳图谱，将条带存在赋值为1，条带缺失赋值为0，系

统记录后生成二元原始数据矩阵。基于上述矩阵，

采用NTSYS-pc 2.1（美国ANSYS公司）进行多维标

度分析，通过非加权配对算术平均法（UPGMA）生成

表征样本间遗传相似性的树状拓扑结构；再利用

PopGen 1.32（美国 Adobe 公司）计算遗传多样性指

数，包括观察等位基因数（Na）、有效等位基因数

（Ne）、期望杂合度（He）及Shannon多样性信息指数

（I）（廖宏英等，2023；田慧鑫等，2025）。根据上述遗

传多样性指数，进一步计算遗传分化系数（Gst）、基因

流（Nm）、遗传距离（D）及Nei’s遗传一致度等。

2　结果与分析

2. 1　iPBS和 ISSR引物扩增多态性分析结果

2. 1. 1　iPBS 引物扩增多态性　以筛选出的 10 条

iPBS引物对34份兜兰属种质基因组DNA进行PCR

扩增，扩增结果见表2。10条iPBS引物共扩增出299个

位点，其中多态性位点数（NPL）为 298个，多态性位

点百分率（PPB）为 99.67%。每条引物 iPBS 检测到

NPL在19~33个，平均为29.9个，其中引物iPBS-2270、

引物 iPBS-2387 和引物 iPBS-2078 扩增得到的 NPL

最多（均为33个），而引物 iPBS-2388扩增得到的NPL

最少（19个）；除了引物 iPBS-2246的 PPB为 96.00%

外，其余 9 条 iPBS 引物的 PPB 均为 100.00%。引物

2246的扩增电泳结果如图2所示。

2. 1. 2　ISSR 引物扩增多态性　以筛选出的 10 条

ISSR引物对34份兜兰属种质基因组DNA进行PCR

扩增，扩增结果见表3。10条ISSR引物共扩增出364个

位点，其中363个位点具有多态性（PPB为99.73%），

各 ISSR引物的PPB为96.88%~100.00%。引物 ISSR-

840扩增得到的NPL最多（48个），PPB为 100.00%；

引物 ISSR-895和引物 ISSR-824扩增得到的NPL最

少（均为 30 个），但其 PPB 均为 100.00%；除了引物

ISSR-835的PPB为96.88%外，其余9条 ISSR引物的

PPB均为 100.00%。引物 ISSR-895的扩增电泳结果

如图3所示。

2. 2　34份兜兰属种质的亲缘关系分析结果

2.2.1　基于 iPBS 分子标记的亲缘关系分析　基于

iPBS引物扩增结果构建的 34份兜兰属种质亲缘关

系分析结果见图4。34份兜兰属种质的遗传相似系

数为 0.25~0.84，其中，巨瓣兜兰与文山兜兰的遗传

相似系数最高（0.84），表明二者的亲缘关系最近；千

禧兜兰与美洲兜兰的遗传相似系数最低（0.25），即

二者的亲缘关系最远。在遗传相似系数0.25处可将

美洲兜兰与其他兜兰属种质区分开，与传统分类

学的结果一致。在遗传相似系数0.41处可将剩余的

33份兜兰属种质划分为 6个组群，其中，2份国外兜

兰属种质（李氏兜兰和千禧兜兰）聚类在同一组群

（Ⅵ），31份国产兜兰属种质则分布在5个组群内（Ⅰ~Ⅴ）。

第Ⅰ组群包含麻栗坡兜兰、浅斑兜兰、硬叶兜兰、美花

兜兰、杏黄兜兰、白花兜兰、香花兜兰及德氏兜兰，

共 8 份种质；第Ⅱ组群包含巨瓣兜兰、同色兜兰及文

山兜兰，共 3份种质；第Ⅲ组群包含带叶兜兰、红旗

兜兰、小叶兜兰、越南小男孩兜兰、海伦兜兰、天伦兜

兰、亨利兜兰、格力兜兰、紫毛兜兰、安南兜兰、包氏

兜兰、白旗兜兰、青蛙紫毛兜兰及虎斑兜兰，共14份

种质；第Ⅳ组群仅包含长瓣兜兰 1份种质；第Ⅴ组群

包含卷萼兜兰、胼胝兜兰、秀丽兜兰、彩云兜兰及紫

纹兜兰，共5份种质。第Ⅰ组群、第Ⅱ组群、第Ⅲ组群、

第Ⅳ组群、第Ⅴ组群、第Ⅵ组群分别对应经典分类学

中的小萼亚属、宽瓣亚属、兜兰亚属兜兰组、兜兰亚
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图1　34份供试兜兰种质的花朵表型
Fig. 1　Flower phenotypes of 34 tested orchid germplasms

种名前的序号为该种编号
The number preceding the species name represented the code for that species

1：麻栗坡兜兰
Paphiopedilum 

malipoense

2：浅斑兜兰
Paphiopedilum jackii

3：硬叶兜兰
Paphiopedilum 

micranthum

4：德氏兜兰
Paphiopedilum delenatii

5：美花兜兰
Paphiopedilum× 

fanaticm

6：杏黄兜兰
Paphiopedilum 

armeniacum

7：白花兜兰
Paphiopedilum 

emersonii

8：香花兜兰
Paphiopedilum 

hangianum

9：巨瓣兜兰
Paphiopedilum 

bellatulum

10：同色兜兰
Paphiopedilum 

concolor

11：文山兜兰
Paphiopedilum 

wenshanense

12：带叶兜兰
Paphiopedilum 
hirsutissimum

13：红旗兜兰 
Paphiopedilum 
charlesworthii

14：小叶兜兰 
Paphiopedilum 

barbigerum

15：越南小男孩兜兰
Paphiopedilum barbigerum

 var. coccineum

16：海伦兜兰 
Paphiopedilum 

helenae

17：天伦兜兰 
Paphiopedilum 
tranlienianum

18：亨利兜兰 
Paphiopedilum 

henryanum

19：格力兜兰 
Paphiopedilum 

grarixianum

20：紫毛兜兰 
Paphiopedilum 

villosum

21：安南兜兰 
Paphiopedilum villosum

var. annames

22：包氏兜兰 
Paphiopedilum villosum 

var. boxallii

23：白旗兜兰 
Paphiopedilum 

spicerianum

24：青蛙紫毛兜兰
Paphiopedilum × 

lushuiense

25：虎斑兜兰
Paphiopedilum 

trgrinum

26：卷萼兜兰
Paphiopedilum 
appletonianum

27：胼胝兜兰
Paphiopedilum 

callosum

28：秀丽兜兰
Paphiopedilum 

venustum

29：彩云兜兰
Paphiopedilum 

wardii

30：紫纹兜兰 
Paphiopedilum 

purpuratum

31：长瓣兜兰 
Paphiopedilum 

dianthum

32：李氏兜兰 
Paphiopedilum 

liemianum

33：千禧兜兰 
Paphiopedilum 

canhii

34：美洲兜兰 
Phragmipedium 

schlimii
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属多花长瓣组、兜兰亚属单花斑叶组及兜兰亚属多

花短瓣组。

2. 2. 2　基于 ISSR分子标记的亲缘关系分析　基于

ISSR引物扩增结果构建的 34份兜兰属种质亲缘关

系分析结果见图5。34份兜兰属种质的遗传相似系

数为 0.29~0.83，巨瓣兜兰与文山兜兰的遗传相似系

图2　引物 iPBS-2246对34份兜兰属种质基因组DNA的扩增电泳结果
Fig. 2　Amplification electrophoresis results of primer iPBS-2246 for genomic DNA from 34 Paphiopedilum germplasms

M：DL5000 DNA Marker；1~34：供试兜兰属种质编号（与图1对应）。图2同
M：DL5000 DNA Marker； 1-34： Code for tested Paphiopedilum germplasm （corresponding to Fig. 1）. The same was applied in Fig. 2

引物 Primer
iPBS-2241
iPBS-2387
iPBS-2270
iPBS-2249
iPBS-2246
iPBS-2229
iPBS-2078
iPBS-2388
iPBS-2244
iPBS-2217

NTL
32
33
33
29
25
32
33
19
31
32

NPL
32
33
33
29
24
32
33
19
31
32

PPB（%）
100.00
100.00
100.00
100.00
96.00

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

Na
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
1.9600
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000

Ne
1.4652±0.2530
1.4473±0.2897
1.3835±0.1924
1.3828±0.2404
1.4236±0.3222
1.4642±0.2437
1.4190±0.2467
1.2573±0.2455
1.3416±0.2272
1.2089±0.2143

He
0.2976±0.1207
0.2832±0.1354
0.2644±0.0958
0.2562±0.1240
0.2647±0.1540
0.2978±0.1221
0.2750±0.1225
0.1814±0.1283
0.2358±0.1166
0.1533±0.1160

I
0.4643±0.1496
0.4443±0.1670
0.4278±0.1197
0.4120±0.1588
0.4157±0.1979
0.4627±0.1592
0.4357±0.1564
0.3102±0.1720
0.3876±0.1491
0.2721±0.1579

NTL：总位点数；NPL：多态性位点数；PPB：多态性位点百分率；Na：观察等位基因数；Ne：有效等位基因数；He：期望杂合度；I：Shannon信息多样
性指数。表3和表4同
NTL： Number of total locus； NPL： Number of polymorphic locus； PPB： Percentage of polymorphic locus； Na： Observed number of allele；
Ne： Effective number of allele； He： Expected heterozygosity； I： Shannon information diversity index. The same was applied in Table 3 and Table 4

表2　iPBS引物对34份兜兰属种质基因组DNA的扩增结果
Table 2　Amplification results of iPBS primers for genomic DNA from 34 Paphiopedilum germplasms

5000 bp

3000 bp

2000 bp

1500 bp

800 bp

引物 Primer
iPBS-2078
iPBS-2217
iPBS-2229
iPBS-2241
iPBS-2244
iPBS-2246
iPBS-2249
iPBS-2270
iPBS-2387
iPBS-2388
ISSR-824
ISSR-826
ISSR-827
ISSR-835
ISSR-840
ISSR-844
ISSR-855
ISSR-856
ISSR-873
ISSR-895

引物序列 Primer sequence
5'-GCGGAGTCGCCA-3'

5'-ACTTGGATGTCGATACCA-3'
5'-CGACCTGTTCTGATACCA-3'
5'-ACCTAGCTCATCATGCCA-3'
5'-GGAAGGCTCTGATTACCA-3'
5'-ACTAGGCTCTGTATACCA-3'
5'-AACCGACCTCTGATACCA-3'

5'-ACCTGGCGTGCCA-3'
5'-GCGCAATACCCA-3'
5'-TTGGAAGACCCA-3'

5'-TCTCTCTCTCTCTCTCG-3'
5'-ACACACACACACACACC-3'
5'-ACACACACACACACACG-3'

5'-AGAGAGAGAGAGAGAGYC-3'
5'-GAGAGAGAGAGAGAGAYT-3'

5'-CTCTCTCTCTCTCTCTRC-3'
5'-ACACACACACACACACYT-3'
5'-ACACACACACACACACYA-3'

5'-GACAGACAGACAGACA-3'
5'-AGAGTTGGTAGCTCTTGATC-3'

退火温度（℃） Annealing temperature
51.8
49.5
50.8
53.0
50.9
48.0
52.2
54.5
42.9
38.1
48.4
52.6
52.9
50.2
47.0
48.6
52.7
52.3
46.9
50.9

GC含量（%） GC content
75.0
44.4
50.0
50.0
50.0
44.4
50.0
69.2
58.3
50.0
52.9
52.9
52.9
52.8
47.2
52.8
47.2
47.2
50.0
45.0

表1　供试引物序列信息
Table 1　Information of tested primer sequences
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数最高（0.83），表明二者的亲缘关系最近；德氏兜兰

与美洲兜兰的遗传相似系数最低（0.29），即二者的

亲缘关系最远。在遗传相似系数0.29处可将美洲兜兰

与其他兜兰属种质区分开；在遗传相似系数0.37处，

剩余的33份兜兰属种质被划分为5个组群，其中，31份

国产兜兰属种质分布在 5个组群内（Ⅰ~Ⅳ），长瓣兜

兰与2份国外兜兰属种质（李氏兜兰和千禧兜兰）聚

类在同一组群（Ⅴ）。第Ⅰ组群包含 8份种质，分别是

麻栗坡兜兰、浅斑兜兰、硬叶兜兰、美花兜兰、杏黄兜

兰、白花兜兰、香花兜兰及德氏兜兰；第Ⅱ组群包含

巨瓣兜兰、同色兜兰、文山兜兰及带叶兜兰，共 4份

种质；第Ⅲ组群包含红旗兜兰、小叶兜兰、越南小男

图4　基于 iPBS分子标记的34份兜兰属种质聚类分析结果
Fig. 4　Cluster analysis results of 34 Paphiopedilum germplasms based on iPBS molecular markers

图3　引物 ISSR-895对34份兜兰属种质基因组DNA的扩增电泳结果
Fig. 3　Amplification electrophoresis results of primer ISSR-895 for genomic DNA from 34 Paphiopedilum germplasms

表3　ISSR引物对34份兜兰属种质基因组DNA的扩增结果
Table 3　Amplification results of ISSR primers for genomic DNA from 34 Paphiopedilum germplasms

引物 Primer
ISSR-895
ISSR-873
ISSR-856
ISSR-855
ISSR-844
ISSR-840
ISSR-835
ISSR-827
ISSR-826
ISSR-824

NTL
30
37
37
41
40
48
32
34
35
30

NPL
30
37
37
41
40
48
31
34
35
30

PPB（%）
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
96.88

100.00
100.00
100.00

Na
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
1.9688
2.0000
2.0000
2.0000

Ne
1.4702±0.2839
1.3048±0.2332
1.3528±0.2568
1.5831±0.2387
1.2616±0.1957
1.2651±0.1980
1.3464±0.2132
1.3080±0.2218
1.3714±0.2129
1.3462±0.1636

He
0.2966±0.1257
0.2130±0.1201
0.2382±0.1245
0.3537±0.1013
0.1914±0.1073
0.1926±0.1125
0.2397±0.1161
0.2159±0.1210
0.2546±0.1088
0.2469±0.0885

I
0.4633±0.1499
0.3569±0.1536
0.3898±0.1553
0.5328±0.1199
0.3291±0.1429
0.3295±0.1504
0.3913±0.1540
0.3594±0.1607
0.4132±0.1374
0.4065±0.1123

5000 bp

3000 bp

2000 bp

1500 bp

800 bp

0.25                                       0.40                                      0.55                                      0.70                                      0.84

系数 Coefficient
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孩兜兰、海伦兜兰、天伦兜兰、亨利兜兰、格力兜兰、

紫毛兜兰、安南兜兰、包氏兜兰、白旗兜兰及青蛙紫

毛兜兰，共12份种质；第Ⅳ组群包含虎斑兜兰、卷萼

兜兰、胼胝兜兰、秀丽兜兰、彩云兜兰及紫纹兜兰，

共 6 份种质。第Ⅰ组群、第Ⅱ组群、第Ⅲ组群、第Ⅳ组

群分别对应经典分类学中的小萼亚属、宽瓣亚属、兜

兰亚属兜兰组及兜兰亚属单花斑叶组，第Ⅴ组群则

是兜兰亚属多花长瓣组与多花短瓣组的集合。

2. 2. 3　综合 iPBS 和 ISSR 分子标记的亲缘关系分

析　综合iPBS引物和ISSR引物扩增结果构建的34份

兜兰属种质亲缘关系分析结果见图6。34份兜兰属

种质的遗传相似系数为 0.27~0.84，巨瓣兜兰与文山

兜兰的遗传相似系数最高（0.84），表明二者的亲缘

关系最近；白花兜兰与美洲兜兰的遗传相似系数最

低（0.27），即二者的亲缘关系最远。在遗传相似系

数 0.27处，34份兜兰属种质被划分为兜兰属和美洲

兜兰属两大类；在遗传相似系数0.37处，剩余的33份

兜兰属种质被划分为 5个组群。第 I组群包含麻栗

坡兜兰、浅斑兜兰、硬叶兜兰、美花兜兰、杏黄兜兰、

白花兜兰、香花兜兰及德氏兜兰，共8份种质；第Ⅱ组

图6　基于 iPBS和 ISSR分子标记的34份兜兰属种质综合聚类分析结果
Fig. 6　Comprehensive cluster analysis results of 34 Paphiopedilum germplasms based on iPBS and ISSR molecular markers

0.27                                        0.41                                        0.56                                        0.70                                       0.84

系数 Coefficient

图5　基于 ISSR分子标记的34份兜兰属种质聚类分析结果
Fig. 5　Cluster analysis results of 34 Paphiopedilum germplasms based on ISSR molecular markers

0.29                                      0.42                                      0.56                                      0.70                                      0.83

系数 Coefficient
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群包含巨瓣兜兰、同色兜兰、文山兜兰及带叶兜兰，

共 4份种质；第Ⅲ组群包含红旗兜兰、小叶兜兰、越

南小男孩兜兰、海伦兜兰、天伦兜兰、亨利兜兰、格力

兜兰、紫毛兜兰、安南兜兰、包氏兜兰、白旗兜兰及青

蛙紫毛兜兰，共12份种质；第Ⅳ组群包含虎斑兜兰、

卷萼兜兰、胼胝兜兰、秀丽兜兰、彩云兜兰及紫纹兜

兰，共 6份种质；第Ⅴ组群包含长瓣兜兰与 2份国外

兜兰属种质（李氏兜兰和千禧兜兰）。第Ⅰ组群、第

Ⅱ组群、第Ⅲ组群、第Ⅳ组群分别对应经典分类学中

的小萼亚属、宽瓣亚属、兜兰亚属兜兰组及兜兰亚属

单花斑叶组，第Ⅴ组群则是长瓣兜兰、李氏兜兰及千

禧兜兰的集合。基于 iPBS和 ISSR分子标记的综合

聚类分析结果与基于 ISSR分子标记的聚类分析结

果较相似。

2. 3　兜兰属各组群的遗传多样性分析结果

NPL和PPB越大，说明物种多态性越高，对环境

变化的潜在适应性越强；Ne越高，即等位基因对表

型性状的调控能力越强，进一步增强其环境适应性；

He和 I是衡量物种多样性指数的重要指标，其数值

越高，说明物种遗传多样性越丰富，对环境变化的适

应能力越强（高源等，2019）。基于 iPBS 和 ISSR 分

子标记的综合聚类分析结果，对兜兰属 5个组群进

行遗传多样性分析，结果（表4）表明，33份兜兰属种

质的物种水平遗传多样性（iPBS 分子标记：Ne 为

1.5969，He为 0.3492，I为 0.5210；ISSR分子标记：Ne

为1.5515，He为0.3340，I为0.5068）明显高于组群水

平遗传多样性（iPBS 分子标记：Ne 为 1.4274，He 为

0.2730，I为 0.4292；ISSR分子标记：Ne为 1.3733，He

为 0.2492，I为 0.4027），进一步说明兜兰属植物在物

种水平上表现出明显的遗传分化特征，已形成多个

不同的遗传组群。

基于 iPBS分子标记的分析结果（表 4）显示，第

Ⅰ组群（小萼亚属）的遗传多样性最高（Ne为 1.3584，

He为0.2183，I为0.3334），第Ⅴ组群（长瓣兜兰、李氏

兜兰及千禧兜兰的集合）的遗传多样性最低（Ne为

1.2625，He 为 0.1616，I 为 0.2453），第Ⅱ组群（宽瓣亚

属）、第Ⅲ组群（兜兰亚属兜兰组）和第Ⅳ组群（兜兰

亚属单花斑叶组）的遗传多样性差异不明显。基于

iPBS 分子标记分析的兜兰属种质组群内遗传多样

性排序依次为第Ⅰ组群>第Ⅲ组群>第Ⅳ组群>第Ⅱ组

群>第Ⅴ组群。

基于 ISSR分子标记的分析结果（表 4）显示，第

Ⅰ组群（小萼亚属）的遗传多样性最高（Ne为 1.3614，

He为 0.2217，I为 0.3407），第Ⅱ组群（宽瓣亚属）的遗

传多样性最低（Ne为1.2410，He为0.1407，I为0.2105）。

基于 ISSR分子标记的兜兰属种质组群内遗传多样

性排序依次为第Ⅰ组群>第Ⅲ组群>第Ⅳ组群>第Ⅴ组

群>第Ⅱ组群。

2. 4　兜兰属各组群的遗传结构分析结果

Gst是衡量种群遗传结构的核心指标，能反映遗

传多样性在种群间的分布情况，其数值范围在0~1。

Gst越大，表明种群间的遗传差异越大，基因交流越

少。Gst<0.05，表示极弱分化，种群间基本无差异；

0.05≤Gst<0.15，表示中等分化，种群间存在可测量的

分化；0.15≤Gst<0.25，表示种群间存在较强的明显

分化；Gst≥0.25，表示种群间存在极强分化，可能形成

不同的亚种。Nm是指每个世代在不同亚种群间成

功迁移并留下后代的有效个体数量。Nm>1，表示基

因交流足以有效抵抗遗传漂变，防止种群间产生显

著的遗传分化，种群在遗传上基本保持连续和均一；

Nm=1，表示基因交流的力量恰好与遗传漂变的力量

维持平衡；Nm<1，表示每代迁移的有效个体少于1个，

表4　基于 iPBS和 ISSR分子标记的兜兰属各组群遗传多样性指数
Table 4　Genetic diversity index of Paphiopedilum groups based on iPBS and ISSR molecular markers

分子标记
Molecular marker
iPBS

ISSR

组群
Group
第Ⅰ组群
第Ⅱ组群
第Ⅲ组群
第Ⅳ组群
第Ⅴ组群
组群水平
物种水平
第Ⅰ组群
第Ⅱ组群
第Ⅲ组群
第Ⅳ组群
第Ⅴ组群
组群水平
物种水平

物种数量
Species number

8
4

12
6
3

33
33
8
4

12
6
3

33
33

NPL

201
157
202
171
138
292
292
256
142
245
203
166
361
361

PPB（%）

67.22
52.51
67.56
57.19
46.15
97.66
97.66
70.33
39.01
67.31
55.77
45.60
99.18
99.18

Na

1.6722
1.5251
1.6756
1.5719
1.4615
1.9766
1.9766
1.7033
1.3901
1.6731
1.5577
1.4560
1.9918
1.9918

Ne

1.3584
1.3104
1.3149
1.3115
1.2625
1.4274
1.5969
1.3614
1.2410
1.2882
1.2897
1.2673
1.3733
1.5515

He

0.2183
0.1846
0.1946
0.1895
0.1616
0.2730
0.3492
0.2217
0.1407
0.1823
0.1771
0.1625
0.2492
0.3340

I

0.3334
0.2781
0.3027
0.2888
0.2453
0.4292
0.5210
0.3407
0.2105
0.2877
0.2720
0.2455
0.4027
0.5068
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种群开始积累遗传差异，随着时间推移将产生明显

的遗传分化（Scott Mills and Allendorf，1996）。基于

iPBS和 ISSR分子标记的兜兰属种质总群体杂合度

（Ht）分别为0.2762和0.2495，组群杂合度的加权平均

值（Hs）分别为0.1897和0.1769。根据Gst=（Ht-Hs）/Ht

计算得到的组群间Gst分别为0.3131和0.2911，表明兜

兰属种质在组群间存在极强的遗传分化（Gst≥0.25），

且约有 30% 的总遗传变异来源于组群的差异。可

见，尽管兜兰属种质的组群内变异占比较高，但组群

间的遗传分化已达极强水平，导致群体间的遗传结

构差异非常明显。此外，基于 iPBS和 ISSR分子标记

分析的兜兰属种质Nm分别为 0.5485和 0.6088，均小

于 1，表明兜兰属各组群间存在微弱的基因流强度。

由于兜兰属各组群间的基因交流强度仅发挥出有限

的遗传连接作用，难以促使各组群保持遗传均质化，

而处于（或长期处于）遗传分化持续加强的动态过

程。综上所述，参试的33份兜兰属种质存在明显的

群体遗传结构差异，且组群间的遗传隔离是塑造兜

兰当前遗传格局的主要力量。

2. 5　兜兰属各组群的亲缘关系分析结果

利用 PopGen 1.32计算兜兰属各组群间的遗传

距离及Nei’s遗传一致度，其结果见表5。基于 iPBS

和 ISSR分子标记分析的兜兰属各组群间遗传距离

变化范围分别为 0.0955~0.1886 和 0.0650~0.1364，

Nei’s遗传一致度变化范围分别为 0.8281~0.9090和

0.8725~0.9371，表明不同组群间存在一定的遗传分

化，但整体上保持较高的遗传相似性。基于 iPBS分

子标记的分析结果显示，第Ⅲ组群与第Ⅳ组群的

Nei’s 遗传一致度最高（0.9090），遗传距离最近

（0.0955），即这 2 个组群的亲缘关系最近；第Ⅱ组群

与第Ⅳ组群的Nei’s遗传一致度最低（0.8281），遗传

距离最远（0.1886），说明二者的亲缘关系最远。基

于 ISSR分子标记的分析结果显示，第Ⅳ组群与第Ⅴ

组群的Nei’s遗传一致度最高（0.9371），遗传距离最

近（0.0650），说明这2个组群的亲缘关系最近；第Ⅰ组

群和第Ⅱ组群的Nei’s遗传一致度最低（0.8725），遗

传距离最远（0.1364），即二者的亲缘关系最远。

3　讨论

本研究结果显示，基于 iPBS 和 ISSR 分子标记

的综合聚类分析将31份国产兜兰属种质划分为5个

组群，第Ⅰ组群、第Ⅱ组群、第Ⅲ组群、第Ⅳ组群分别对

应经典分类学中的小萼亚属、宽瓣亚属、兜兰亚属兜

兰组及兜兰亚属单花斑叶组，第Ⅴ组群则包含长瓣

兜兰与 2 份国外兜兰属种质（李氏兜兰和千禧兜

兰），可认为是兜兰亚属多花长瓣组与多花短瓣组的

集合。这与目前普遍认可的经典分类结果（Cox et 

al.，1997；Cribb，1998）基本一致，但值得注意的是：

（1）基于 iPBS分子标记的分析将长瓣兜兰单独聚为

一个组群，基于 ISSR分子标记及综合2种分子标记

的分析则将长瓣兜兰与 2 份国外兜兰属种质聚为

一个组群；（2）基于 iPBS分子标记的分析将带叶兜

兰归于第Ⅲ组群（兜兰亚属兜兰组），与经典分类学

一致，基于 ISSR分子标记及综合 2种分子标记的分

析则将其归入第Ⅱ组群（宽瓣亚属）。究其原因可能

是不同分子标记对基因组区域的覆盖差异所致，

iPBS分子标记基于逆转录转座子分布，能捕捉基因

组中相对保守且具有演化意义的变异位点，更稳定

地反映基因组深层变异，有效揭示物种间的深层亲

缘关系（Kalendar et al.，2010；Kalendar and Schul‐

man，2011；Guo et al.，2012）；而 ISSR 分子标记源于

简单序列重复，其多态性高但易受近期遗传漂变的

影响，可能导致属内不同组群间亲缘关系的误判

（Archibald et al.，2006）。

分子标记
Molecular marker
iPBS

ISSR

组群
Group
第Ⅰ组群
第Ⅱ组群
第Ⅲ组群
第Ⅳ组群
第Ⅴ组群
第Ⅰ组群
第Ⅱ组群
第Ⅲ组群
第Ⅳ组群
第Ⅴ组群

第Ⅰ组群
Group I

****
0.1544
0.1463
0.1316
0.1537
****

0.1364
0.0956
0.0971
0.0990

第Ⅱ组群
Group Ⅱ
0.8569
****

0.1601
0.1886
0.1861
0.8725
****

0.0998
0.1112
0.0986

第Ⅲ组群
Group Ⅲ

0.8639
0.8520
****

0.0955
0.1186
0.9088
0.9050
****

0.0682
0.0725

第Ⅳ组群
Group Ⅳ

0.8767
0.8281
0.9090
****

0.0998
0.9075
0.8948
0.9341
****

0.0650

第Ⅴ组群
Group Ⅴ
0.8576
0.8302
0.8881
0.9051
****

0.9057
0.9062
0.9301
0.9371
****

表格对角线下方加粗数据为遗传距离，对角线上方数据为Nei’s遗传一致度
The bold data below diagonal represented genetic distance， while the data above diagonal represented Nei’s genetic identity

表5　基于 iPBS和 ISSR分子标记分析的兜兰各组群遗传距离及Nei’s遗传一致度
Table 5　Genetic distance and Nei’s genetic identity of orchid groups based on iPBS and ISSR molecular markers
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遗传多样性作为物种生存与进化的基石，是植

物适应环境变化的重要体现（Souza et al.，2013）。遗

传多样性水平越高，说明物种对环境变化的适应能

力越强，且在长期的进化过程中得以延续；遗传多样

性水平较低的物种则面临更高的灭绝风险（Pauls et 

al.，2013；Breed et al.，2019；Klimova and Jacob，

2025）。本研究结果显示，兜兰属种质的物种水平遗

传多样性明显高于组群水平遗传多样性，充分说明

兜兰属植物在物种水平上表现出明显的遗传分化特

征，已形成多个不同的遗传组群。基于 iPBS和 ISSR

分子标记的分析结果均显示，小萼亚属、兜兰亚属兜

兰组、兜兰亚属单花斑叶组的组群遗传多样性水平

位居前3，表明兜兰属在物种层面拥有较强的适应潜

力，且这 3个组群在长期演化过程中积累了较高的

遗传变异，与黄家林等（2014）对硬叶兜兰、田力等

（2023）对贵州北盘江流域兜兰属植物的研究结论一

致，进一步验证了我国西南地区作为兜兰属种质多

样性中心的重要地位（Tsai et al.，2020；Tang et al.，

2025）。相比之下，宽瓣亚属的组群遗传多样性水平

较低，可能与研究物种数量较少有关。遗传多样性

与群体大小、样本来源地及取样范围密切相关，也直

接影响研究结果的代表性与可靠性。本研究仅对国

产兜兰属种质进行单样本取样，一定程度上限制了

对组群内遗传变异的全面揭示，尤其对于分布狭窄

或种群碎片化的物种而言，单一样本难以准确反映其

真实的遗传格局（Guo et al.，2021；Sun et al.，2022；

Hou et al.，2025）。因此，后续研究应扩大取样范围，

力争涵盖更多的地理种群，并结合多基因联合分析，

以提高分辨率和统计效力。

基于 iPBS和 ISSR分子标记的遗传结构分析发

现，兜兰属种质的组群间Gst分别为0.3131和0.2911，

表明兜兰属种质在组群间存在极强的遗传分化（Gst≥
0.25），约有 30%的总遗传变异来源于组群间差异。

虽然组群内变异（约 70%）在方差分量上的占比更

高，但极高的Gst意味着组群遗传结构在生物学上已

非常显著，故推测各组群经历了较长时间的遗传隔

离或存在明显的地域适应性。此外，基于 iPBS 和

ISSR分子标记分析的兜兰属种质Nm分别为 0.5485

和0.6088，均小于1，与极高的Gst在遗传学原理上相

互佐证：微弱的基因交流无法抵抗遗传漂变是导致

组群间强烈分化的关键因素。这也说明各组群间的

基因交流仅发挥出有限的遗传连接作用，难以维持

兜兰属种质的遗传均质化，即参试兜兰属种质存在

明显的群体遗传结构差异，而遗传隔离已成为塑造

其当前遗传格局的主导力量。2种分子标记的分析

结果高度一致，进一步支持了该结论的稳健性。兜

兰属不同组群间的遗传距离及Nei’s遗传一致度存

在差异，表明不同组群间存在一定的遗传分化，但整

体上保持较高的遗传相似性。基于 iPBS分子标记

的分析结果显示，兜兰亚属兜兰组与兜兰亚属单花

斑叶组的亲缘关系最近，宽瓣亚属与兜兰亚属单花

斑叶组的亲缘关系最远。基于 ISSR分子标记的分

析结果显示，兜兰亚属多花长瓣组和多花短瓣组集

合与兜兰亚属单花斑叶组的亲缘关系较近，小萼亚

属与宽瓣亚属的亲缘关系最远。综上所述，不同分

子标记在揭示兜兰属各组群间的遗传关系时具有一

致性，但也存在差异，进一步验证了兜兰属植物组群

间遗传分化的复杂性，不同物种间可能存在祖先杂

交或种间渐渗现象（Jiang et al.，2025；Wei et al.，

2025）。

无论是在兜兰属种质系统发育及亲缘关系分

析，还是在遗传多样性分析，或是遗传结构分析，

iPBS分子标记与 ISSR分子标记均存在一定差异，可

能与二者标记的区域不同有关。iPBS 分子标记是

基于逆转座子的保守区域，其插入事件在进化上相

对稳定且通常不可逆（Kalendar et al.，2010），能有效

反映深层的系统发育历史（Kalendar and Schulman，

2011）。相比之下，ISSR 分子标记所靶向的微卫星

区域以极高的突变率著称，主要源于 DNA 滑动

（Ellegren，2004），对近期种群动态高度敏感，但高突

变率的 ISSR分子标记在深度分类层次系统发育推

断时常因同塑性高而引入误差（Bussell et al.，

2005）。不同分子标记因其扩增区域的生物学特性

存在差异，在揭示物种演化关系时具有不同的分辨

能力（Cui et al.，2023），即分子标记的选择不仅影响

遗传结构的解析精度，更关乎系统发育关系的正确

推断。因此，进行物种系统发育研究时应优先考虑

分子标记系统的演化属性，并综合多种分子标记以

提高解析准确性，克服单一分子标记的局限性，从而

提高聚类分析结果的可靠性（Hausdorf and Hennig，

2010；Huang et al.，2025）。在本研究中，基于 iPBS

分子标记的兜兰属组群遗传多样性水平高于基于

ISSR分子标记的分析结果，说明 iPBS分子标记在揭

示兜兰属种质遗传多样性方面具有更高的灵敏度和

分辨能力，能检测到更多潜在的遗传变异位点

（Zhou et al.，2021；Yin et al.，2025）。若同时结合

SSR或 ISSR分子标记可覆盖更广泛的基因组区域，

对种质间细微的遗传差异更具响应性。
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4　结论

我国分布的兜兰属种质主要集中在小萼亚属、

宽瓣亚属、兜兰亚属兜兰组、兜兰亚属单花斑叶组及

兜兰亚属多花长瓣组5个组群，其中小萼亚属、兜兰

亚属兜兰组、兜兰亚属单花斑叶组 3个组群的遗传

多样性水平较高；兜兰属组群间存在明显的遗传分

化，暗示着各组群可能经历了较长时间的遗传隔离

或存在明显的地域适应性。
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