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摘  要：带叶兜兰[Paphiopedilum hirsutissimum (Lindl. ex Hook. f.) Stein]具有较高的观赏价值，是中国珍稀濒危保护植

物。为了研究中国西南地区野生带叶兜兰资源的遗传特性，促进野生带叶兜兰资源的保护和利用，本研究利用 SSR 分

子标记技术对中国西南地区广西、云南、贵州 3 省（区）收集的 6 个居群 190 份带叶兜兰资源进行遗传多样性和群体

遗传结构分析。结果表明：从 115 对引物中共筛选出 10 对扩增效果好的引物，10 对 SSR 引物在 190 份带叶兜兰中共

检测到 50 个等位基因，平均每个位点等位基因（Na）为 5 个，平均有效等位基因数（Ne）为 2.4835 个；平均 Shannon

信息指数（I）为 0.8592，平均观测杂合度（Ho）为 0.4518；平均期望杂合度（He）为 0.4387，平均 Nei’s 基因多样性

指数（h）为 0.4370，平均多态信息含量（PIC）为 0.3996。6 个野生带叶兜兰居群的 Na为 2.8000~4.3000，Ne为 1.9655~2.4060， 

Ho 为 0.3891~0.4839，He 为 0.3795~0.4683，Shannon 信息指数（I）为 0.6584~0.8369，Nei’s 基因多样性指数（h）为

0.3648~0.4382。广西雅长（GYC）和贵州万峰湖（QWF）居群具有较高的遗传多样性（h=0.4382, h=0.4276），广西木

论（GML）居群具有最低的遗传多样性（h=0.3648）。分子方差分析（AMOVA）结果表明，遗传变异主要发生在居群

内个体间（94%），而居群内遗传分化很小（6%）。基于遗传距离构建的 UPGMA 聚类分析结果显示，6 个居群遗传距

离较小，居群间遗传距离和地理位置不完全相关。Structure 和主坐标分析结果表明，居群间存在均质化现象，无明显

类群划分。综上，带叶兜兰资源遗传多样性较为丰富，研究结果可为中国西南地区野生带叶兜兰资源的保护和利用提

供理论依据。 
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Abstract: Paphiopedilum hirsutissimum (Lindl. ex Hook. f.) Stein is a rare and endangered plant in China with high 

ornamental value. In order to explore the genetic characteristics of wild P. hirsutissimum resources in Southwest China, 
and contribute to the protection and utilization of the wild resources, this study used SSR molecular marker to analyze 
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the genetic diversity and population genetic structure of 190 P. hirsutissimum resources which collected from six popu-

lations in Guangxi, Yunnan and Guizhou provinces in Southwest China. In this study, the results showed that ten pairs of 
primers with good amplification effect were selected from 115 pairs of primers, and 50 alleles were detected by 10 pairs 

of SSR primers of 190 P. hirsutissimum. The average number of alleles (Na) was five and the average number of effec-
tive alleles (Ne) was 2.4835. The average Shannon information index (I) was 0.8592. The average observed heterozy-

gosity (Ho) was 0.4518 and the average expected heterozygosity (He) was 0.4387. The average polymorphic information 
content (PIC) was 0.3996 and the average Nei’s expected heterozygosty (h) was 0.4370. In this six wild P. hirsutissimum 

populations, the number of alleles (Na) was from 2.8000 to 4.3000. The number of effective alleles (Ne) was from 1.9655 
to 2.4060. The observed heterozygosity (Ho) was from 0.3891 to 0.4839. The expected heterozygosity (He) was from 

0.3795 to 0.4683. The Shannon information index (I) was from 0.6584 to 0.8369, and the Nei’s expected heterozygosty 
(h) was from 0.3648 to 0.4382. In the six wild populations, the genetic diversity of Guangxi Yachang (GYC) and 

Guizhou Wanfeng Lake (QWF) populations was generally higher (h=0.4382, h=0.4276), while the genetic diversity of 
Guangxi Mulun (GML) population was relatively low (h=0.3648). Analysis of molecular variance (AMOVA) results 

showed that genetic variation mainly occurred among individuals within the population (94%), while genetic differen-
tiation within populations was very small (6%). UPGMA cluster analysis based on genetic distance showed that the ge-

netic distance of the six P. hirsutissimum populations was very small, there was no obvious group division and the ge-
netic distance was not completely related to the geographical location. The results of Structure and principal coordinate 

analysis were consistent with those of UPGMA cluster analysis. Structure and principal coordinate analysis results 
showed that there was homogenization among the populations, and there was no obvious group division. In summary, 
the genetic diversity of Paphiopedilum hirsutissimum resources is relatively rich, which can provide a theoretical basis 

for the protection and utilization of wild P. hirsutissimum resources in Southwest China. 
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带叶兜兰[Paphiopedilum hirsutissimum (Lindl. 

ex Hook. f.) Stein]为兰科（Orchidaceae），杓兰亚

科 （ Subfam. Cypripedioideae ） 兜 兰 属

（Paphiopedilum Pfitz.）植物，自然花期 3—5 月，

主要分布于中国、印度东北部、越南、老挝和泰

国，其中在中国分布于广西北部至西部、贵州西

南部、云南东南部等地[1]。由于生境破坏、过度

采集和非法贸易等情况严重，使带叶兜兰野生资

源遭受严重的威胁。目前带叶兜兰野生种已被列

入《野生动植物濒危物种国际贸易公约》（CITES）

附录Ⅰ的保护范围，绝对禁止在国际上贸易[2-4]。

它还被收录于《中国高等植物红色名录》，评估等

级为易危（VU），且有野生带叶兜兰居群呈现破

碎化现象的报道[5-6]。此外带叶兜兰是一个变异幅

度很大的种，在花的结构上有很多变化[1]。因此，

利用分子技术对带叶兜兰野生资源及其遗传状况

进行研究具有重要的意义。 

分子标记技术在兰科植物研究中已被广泛使

用。在兜兰属植物研究中，有基于 ITS 序列[7-8]、

RAPD[9]和 SRAP[10]标记的种间亲缘关系及其分

类归属研究，有基于 cpDNA[11]分子标记的系统进

化研究，有基于转录组数据开发 SSR 引物[12-13]

的研究，以及基于 SRAP[14-16]、ISSR[16-18]和 SSR[12]

标记的遗传多样性研究，其中关于带叶兜兰的研

究报道较少，仅见基于 SRAP 标记对广西木论自

然保护区的 40 份野生带叶兜兰资源 [14]和基于

SSR 标记对广西雅长自然保护区的 32 份野生带

叶兜兰资源进行遗传多样性研究的报道[12]。中国

西南地区的云南、贵州和广西 3 个省（区）均为

中国带叶兜兰的主要分布地区，而只有以上 2 篇

研究广西地区带叶兜兰单居群遗传多样性的文

献，涉及的采集样本均有一定的地域局限性，且

未涵盖多居群和群体结构研究，不足以反映中国

带叶兜兰资源的遗传水平。 

SSR 简单重复序列（SSR）又称为微卫星

（microsatellites）或者串联重复序列（STR），由 1~6

个碱基为重复单位组成的短串联重复序列，它广

泛、丰富且随机地分布于真核生物基因组中[19]。SSR

标记具有数量多、分布广、多态性高、重复性好、

共显性和易检测等特点，已经成为研究种群遗传多

样性和遗传结构的最有效分子标记之一[20]。 

本研究以云南、贵州和广西的 6 个野生带叶

兜兰居群为研究材料，在已发表的带叶兜兰表型

多样性研究的基础上[21]，利用 SSR 标记技术对其

进行遗传多样性分析和群体结构分析，并综合分

析表型数据和分子数据，以期为中国西南地区野
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生带叶兜兰的资源保护工作提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

根据网上搜索、相关文献记载和实地踏查情

况，采集来源于带叶兜兰天然分布区内广西、云

南和贵州 3 省（区）的 6 个野生居群，共计 190 

份样品，具体采样信息见表 1 和图 1。其中在广

西木论（GML）和云南柳井（YDZ）居群带叶兜

兰分布范围较窄，数量较少，因此采集到的样本

数量也相对较少。采样标准为居群间的地理距离

大于 10 km，株间距大于 10 m，且无病虫害。每

个单株采集新鲜叶片放入装有变色硅胶的塑料自

封袋中，干燥备用。 
 

表 1  6 个居群的采样信息 
Tab. 1  Sample information of six populations 

居群（简称） 
Population system (abbreviation) 

采样地点 
Collection site 

样品数量 
Sample quantity 

样品编号 
Sample No. 

GML 广西壮族自治区环江县木论乡 13 GML 01-13 

GYC 广西壮族自治区乐业县雅长乡 39 GYC 01-39 

YDZ 云南省文山州文山县柳井彝族乡  9 YDZ 01-09 

YFD 云南省文山州西畴县法斗乡 40 YFD 01-40 

 QWF 贵州省安龙县万峰湖镇 58  QWF 01-58 

QJS 贵州省兴义市桔山镇 31 QJS 01-31 

 

 
 

图 1  样品采集点分布图 
Fig. 1  Geographic distribution of sample locations 

 

1.2  方法 

1.2.1  基因组 DNA 提取  基因组 DNA 的提取参

照本实验室改良后的亨利兜兰基因组 CTAB 提取

方法进行[22]。获取的基因组 DNA 用 1%琼脂糖凝胶

电泳检测纯度和完整性，并用 Nanodrop 2000 微量

分光光度计（Thermo，美国）检测浓度和质量，将

合格的 DNA 样品保存于‒20 ℃，备用。 

1.2.2  SSR 引物筛选  参考本实验室基于亨利兜

兰转录组数据开发的引物[22]，从 115 对引物中共

筛选出 10 对扩增效果好的 SSR 引物（表 2）。引 
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表 2  10 对 SSR 引物信息 
Tab. 2  Information of ten SSR primers 

位点 
Locus 

引物序列（5'‒3'） 
Primer sequences (5'‒3') 

退火温度 

Annealing temperatue/℃ 
重复单元 

Repeat motif 
片段长度 

Size range/bp 

DY011 
 

F: CGAAGCACGGGTCTCTTTCT 
R: ACCACCGACATTACCTGCAG 

60.0 
 

TTC (7) 
 

107 
 

DY356 
 

F: TGCAGATGAGCCCATGCATT 
R: TCACGCCTGTATTTCTGCGT 

60.2 
 

GAA (6) 
 

260 
 

DY376 
 

F: GGCACTTACAGCAAGGCTCT 
R: GAGACCTGGGCCCATCAAAA 

60.1 
 

CTG (6) 
 

102 
 

DY383 
 

F: ACGCGGCAAAAATGATGAGG 
R: AGGAGGGTTCATGCAGTAGT 

58.9 
 

TCA (6) 
 

100 
 

DY413 
 

F: CAGGCTCCAAAACAAGGCAC 
R: GGGACTGGGGAGTAAAAGGC 

60.0 
 

CAG (7) 
 

263 
 

DY669 
 

F: CAAACCTCGCTCGGAAGACT 
R: AGGGTTTCTATCGCTTGGCC 

60.0 
 

TCGAC (6) 
 

259 
 

DY687 
 

F: GCTGCCAATTCGAATGGAGG 
R: GCTGCCGATTCTCCTTCCTT 

59.9 
 

GGC (6) 
 

203 
 

DY716 
 

F: AGCTATGAGGAACTGCGCTG 
R: TGTTGACATGATCCGTGGCA 

60.1 
 

GGC (6) 
 

182 
 

DY800 
 

F: AGCTTGAAGTACTTGGGGGC 
R: TCCACCTTCTCCTCCTCACT 

59.6 
 

TGG(8) 
 

146 
 

DY877 
 

F: GGCGATTGACCTCTGCTGAT 
R: TCGGCTTTGGTTGCTGAGAT 

60.1 
 

CGC (6) 
 

217 
 

 
物由生工生物工程（上海）股份有限公司北京分

公司合成。 

1.2.3  PCR 扩增及测序  在 C1000 Touch 实时定

量 PCR 仪（Bio-Rad，美国）上进行反应，PCR 反

应体系（20 μL）：10×buffer 2.0 μL，dNTPs 1.5 μL，

上、下游引物各 2.0 μL，Ex Taq 0.2 μL，DNA 3.0 μL，

ddH2O 9.3 μL。PCR 扩增反应程序为：94 ℃预变性

5 min；94 ℃变性 30 s，65 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

40 s，循环 10 次；94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，

72 ℃延伸 40 s，循环 15 次；94 ℃变性 30 s，55 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 40 s，循环 10 次；72 ℃延伸

10 min；4 ℃保存。PCR 产物使用 2%琼脂糖凝胶电

泳检测，合格后送至上海天昊生物公司进行基于二

代测序技术的 SSR 基因分型。 

1.3  数据处理 

采用 Excel 2010 软件统计并整理 SSR 基因分

型数据。利用 Genalex 6.501[23]和 PopGene 1.32[24]

软件计算多态性位点比率（PPB）、等位基因数

（Na）、有效等位基因数（Ne）、Shannon 信息指

数（I）、观测杂合度（Ho）、期望杂合度（He）、

Nei’s 基因多样性指数（h）、Nei’s 遗传距离（Gd）、

遗传相似性（Gi）和基因流（Nm）等。利用 PIC-Calc

软件计算多态信息含量（PIC）。利用 Genalex 

6.501[ 2 3 ]软件进行基于遗传距离的主成分分析

（PCoA）和分子方差分析（AMOVA）。利用 Mega 

7.0[25]软件的非加权平均法（UPGMA）进行聚类

分析，并构建基于遗传距离的聚类图。利用 

Structure 2.3.4[26]软件进行遗传结构分析，设置 K
值为 1~10，对不同的 K 值进行 10 次重复运算。使

用马尔可夫链法（Markov’s Chain Monte Carlo, 

MCMC），设 burn-in 为 100 000 次，run-length 为

100 000 次迭代，之后用在线软件 Structure harvester

（http://taylor0.biology.ucla.edu/structure harvester/）

根据∆K 峰值位置来确定最佳分组群，并绘制群体

结构分析图。 

2  结果与分析 

2.1  SSR 标记多态性 

利用 10 对 SSR 引物对 190 份带叶兜兰材料进

行 SSR 多态性分析（表 3）。由表 3 可知，共检测

到 50 个 Na，Na 在 2~9 之间，平均每个 SSR 标记 5

个等位基因。Ne为 1.0269~ 6.7468，平均值为 2.4835。

I 在 0.0843~2.0272 之间，平均值为 0.8592。Ho 在

0.0265~0.8677 之间，平均值为 0.4518。He 在

0.0263~0.8540 之间，平均值为 0.4387 。 h 在

0.0262~0.8518 之间，平均值为 0.4370。PIC 在

0.0260~0.8346 之间，平均值为 0.3996 。参照

BOTSTEIN 等[27]提出的衡量基因变异程度高低的

PIC 指标，有 4 个位点（DY383、DY687、DY716、

DY800）是高度多态性位点（PIC>0.50），4 个位点

（DY356、DY376、DY413、DY669）是中度多态

性位点（0.25<PIC≤0.50），2 个位点（DY011、

DY877）是低度多态性位点（PIC≤0.25）。 
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表 3  10 对 SSR 引物的多态性分析 
Tab. 3  Polymorphism analysis of ten SSR primers 

位点 
Locus 

观测等位基因数
Na 

有效等位基因

数 Ne 

Shannon 信息指

数 I 
观测杂合度 

Ho 
期望杂合度 

He 

基因多样性指

数 h 
多态信息含量

PIC 

DY011 4 1.0269 0.0843 0.0265 0.0263 0.0262 0.0260 

DY356 4 1.3741 0.5840 0.2707 0.2730 0.2723 0.2588 

DY376 4 1.4707 0.6174 0.3457 0.3209 0.3200 0.2966 

DY383 9 6.7468 2.0272 0.8360 0.8540 0.8518 0.8346 

DY413 2 1.9886 0.6903 0.4811 0.4985 0.4971 0.3736 

DY669 5 1.3824 0.5774 0.2919 0.2774 0.2766 0.2592 

DY687 5 2.9327 1.1811 0.6667 0.6664 0.6590 0.5916 

DY716 7 3.6963 1.4146 0.8677 0.7314 0.7295 0.6817 

DY800 5 3.1602 1.2554 0.6878 0.6854 0.6836 0.6202 

DY877 5 1.0567 0.1603 0.0437 0.0538 0.0537 0.0532 

均值 5 2.4835 0.8592 0.4518 0.4387 0.4370 0.3996 

 
2.2  居群遗传多样性 

带叶兜兰各野生居群遗传多样性检测结果见

表 4。6 个居群的多态性位点比率（PPB）在

70%~100%之间，平均值为 88.33%。Na 在 2.8000~ 

4.3000 之间，平均值为 3.3833。Ne 为 1.9655~2.4060，

平均值为 2.1901。I 在 0.6584~0.8369 之间，平均值

为 0.7425。Ho 在 0.3891~0.4839 之间，平均值为

0.4465。He 在 0.3795~0.4683 之间，平均值为 0.4205。

h 在 0.3648~0.4382 之间，平均值为 0.4008。表明 6

个带叶兜兰居群的遗传多样性丰富，其中广西木论

（GML）遗传多样性最低，广西雅长（GYC）和贵

州万峰湖（QWF）遗传多样性较高。 

 
表 4  基于 10 对 SSR 引物的带叶兜兰 6 个居群的遗传多样性 

Tab. 4  Genetic diversity for the six populations of P. hirsutissimum based on ten SSR primers 

居群
Population 

多态性比率
PPB/% 

观测等位基因数
Na 

有效等位基因数
Ne 

Shannon 信息指

数 I 
观测杂合度

Ho 
期望杂合度

He 

基因多样性

指数 h 

GML 70 2.8000 2.1056 0.6584 0.3891 0.3795 0.3648 

GYC 100 3.9000 2.2820 0.8245 0.5070 0.4452 0.4382 

YDZ 90 2.9000 1.9655 0.6753 0.4222 0.3981 0.3742 

YFD 90 3.2000 2.2494 0.7453 0.4839 0.4683 0.4135 

QWF 100 4.3000 2.4060 0.8369 0.4132 0.4329 0.4276 

QJS 80 3.2000 2.1323 0.7143 0.4633 0.3988 0.3864 

均值 88.33 3.3833 2.1901 0.7425 0.4465 0.4205 0.4008 

 
2.3  居群遗传分化 

带叶兜兰居群的分子方差分析（AMOVA）结

果表明，带叶兜兰居群间的遗传变异仅有 6%，而

居群内的遗传变异有 94%，绝大部分遗传变异发

生在各居群的内部（表 5）。说明野生带叶兜兰资

源的遗传多样性以居群内的变异为主，居群内分

化程度较高，而居群间遗传分化较小。 

2.4  聚类和主坐标分析 

遗传距离和遗传相似性是衡量居群亲缘关系

的重要指标，6 个居群间的 Nei’s 遗传距离（Gd）

和遗传相似性（Gi）见表 6。6 个居群间 Gd 在

0.0169~0.1330 之间，Gi 在 0.8755~0.9832 之间。

其中 GML 和 YDZ 居群间的 Gd 最大（0.1330），

GYC 和 QWF 居群间的 Gd 最小（0.0169）。GYC

和 QWF 居群间的 Gi 最大（0.9832），GML 和 YDZ

居群间的 Gi 最小（0.8755）。 

根据居群间的 Nei’s 遗传距离采用 UPGMA

法进行聚类分析（图 2），结果显示，广西雅长

（GYC）和贵州万峰湖（QWF）首先聚为一支，

再依次和贵州桔山（QJS）、云南法斗（YFD）、

云南柳井（YDZ）聚集，最后和广西木论（GML）

聚集。结果表明居群间遗传距离与地理距离无显 
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表 5  带叶兜兰群体间分子方差分析（AMOVA） 
Tab. 5  Molecular variance analysis (AMOVA) among P. hirsutissimum populations 

变异来源 
Source of variation 

自由度 
df 

均方和 
SS 

均方偏差
MS 

方差组分 
Variance components

变异百分比 
Percentage of variation/%

P 

居群间 5 64.978 12.996 0.284 6 <0.001

居群内 184 828.037 4.500 4.500 94 <0.001

总计 189 893.016  4.784 100  

 
表 6  带叶兜兰居群间的遗传距离（Gd）和遗传相似性（Gi） 

Tab. 6  Nei’s genetic distance (Gd) and genetic identity (Gi) of P. hirsutissimum 

居群 Population GML GYC YDZ YFD QWF QJS 

GML  0.9107 0.8755 0.9209 0.8926 0.8862 

GYC 0.0936  0.9458 0.9597 0.9832 0.9613 

YDZ 0.1330 0.0557  0.9285 0.9508 0.9604 

YFD 0.0824 0.0412 0.0742  0.9750 0.9592 

QWF 0.1136 0.0169 0.0505 0.0253  0.9751 

QJS 0.1208 0.0395 0.0404 0.0416 0.0252  

注：对角线下方为 Nei’s 遗传距离（Gd），对角线上方为 Nei’s 遗传相似性（Gi）。 
Note: Below diagonal is Nei’s genetic distance (Gd), and above diagonal is Nei’s genetic identity (Gi). 

 

 
 

图 2  基于 Nei’s 遗传距离的带叶兜兰居群的聚类图 
Fig. 2  Cluster of the population of P. hirsutissimum based 

on Nei’s genetic distance 
 

著相关性。 

为进一步研究群体间的遗传关系，对 190 份

带叶兜兰进行主坐标分析（PCoA）。其中第一主成

分和第二主成分分别可以解释总变量的 31.63%和

10.07%（图 3）。主坐标结果表明带叶兜兰居群间

均质化明显，居群内存在着种质混杂现象。 

2.5  居群遗传结构 

利用 Structure 的贝叶斯聚类方法对 6 个带叶

兜兰居群进行遗传结构分析，根据 EVANNO 等[28]

的方法用最大似然值∆K 来确定 K 值。Structure 

 
 

图 3  基于 Nei’s 遗传距离的主坐标分析图 
Fig. 3  Principal coordinate analysis diagram based on 

Nei’s genetic distance 
 

分析结果显示 K 在 1~10 之间，K 为 2 时，∆K 取

得最大值（图 4），表明 6 个居群 190 个个体的

基因型分为 2 种。2 种基因型在每个居群中分布

比例相似，不能按照不同基因池区分（图 5），

表明带叶兜兰居群间均质化，可能由于较高基

因流导致。  
 

 
 

图 4  ∆K 分布图 
Fig. 4  Distriction of ∆K 
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图 5  带叶兜兰居群 Structure 聚类结果（K=2） 
Fig. 5  Clustering results of P. hirsutissimum (K=2) 

 

3  讨论 

3.1  带叶兜兰居群的遗传多样性 

遗传多样性是体现一个物种进化潜力和抵抗

外界环境变化的能力，遗传多样性水平越高，物

种适应环境变化的能力越强，反之越弱[29]。本研

究所选的 6 个居群是本实验室从 2013 年开始，通

过查阅文献、网上搜索和多年实地踏查所收集到

的所有居群，其中贵州万峰湖（QWF）、贵州桔

山（QJS）、云南法斗（YFD）和云南柳井（YDZ）

这 4 个居群均是首次对其进行研究报道。 

本研究对 6 个带叶兜兰居群的 SSR 检测结果

表明，在物种水平（I=0.8592, h=0.4370）和居群

水平（PPB=83.33%, I=0.7425, h=0.4008）上均具

有丰富的遗传多样性。与以往的兜兰属植物遗传

多样性研究相比，高于朱亚艳等[10]利用 SRAP 标

记分析的 8 种兜兰的遗传多样性（PPB=80.26%, 

I=0.4241, h=0.2879），略高于李宗艳等[17]利用 ISSR

标记分析的 7 个硬叶兜兰居群的遗传多样性（PPB= 

96.04%, I=0.4889, h=0.3244），略高于 HUANG 等[16]

利用 ISSR 和 SRAP 标记分析的 15 个硬叶兜兰居群

的遗传多样性（ISSR: PPB=80.28%, I=0.4236; SRAP: 

PPB=70.67%, I=0.3301），也高于秦惠珍等[18]利用

ISSR 标记分析的 8 个白花兜兰居群的遗传多样性

（PPB=78.33%, I=0.4191, h= 0.2808）。高丽霞等[14]

利用 SRAP 标记分析的广西木论自然保护区的 40

份野生带叶兜兰的遗传多样性（PPB=24.22%,  

I=0.1582, h=0.1282）低于本研究中同位于广西木

论县木论自然保护区的广西木论（GML）的遗传

多样性（PPB=70%, I=0.6584, h=0.3648），推测可

能与本研究采用的 SSR 标记具有更高的多态性和

保护区的保护有关。CHEN 等[12]利用 SSR 标记分

析的广西雅长自然保护区的 32 份野生带叶兜兰

的 遗 传 多 样 性 （ Na=2.9300, Ne=2.2200, He= 

0.5313）略高于本研究中同位于广西雅长自然保

护区的广西雅长（GYC）的遗传多样性（Na= 
3.9000, Ne=2.2820, He=0.4452）。本研究对 6 个带

叶兜兰居群的研究也显示了广西木论（GML）的

遗传多样性最低，广西雅长（GYC）的遗传多样

性较高，推测可能和位于雅长自然保护区的带叶

兜兰居群较大，而位于木论自然保护区的居群较

小有关。本研究与上述近缘或相同物种的多项指

标比较表明，带叶兜兰整体遗传多样性丰富，高

于硬叶兜兰和白花兜兰。 

3.2  带叶兜兰居群的遗传结构 

遗传分化是反映遗传结构的重要指标。本研

究通过 AMOVA 分析显示，94%的遗传分化发生

在居群内，居群间遗传分化很小（6%），即带叶

兜兰主要遗传变化来自居群内的个体间变异。李

宗艳等[17]利用 ISSR 标记对 7 个硬叶兜兰居群进

行 AMOVA 分析显示，硬叶兜兰居群内（60.4%）

的遗传变异大于居群间（39.60%）。HUANG 等[16]

利用 ISSR 和 SRAP 标记对 15 个硬叶兜兰居群进
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行 AMOVA 分析，ISSR 标记结果显示硬叶兜兰居

群内（69%）遗传变异大于居群间（31%），SRAP

标记结果也显示硬叶兜兰居群内（75%）遗传变

异大于居群间（25%）。秦惠珍等[18]利用 ISSR 分

子标记对 8 个白花兜兰居群进行 AMOVA 分析显

示白花兜兰居群内（87.53%）遗传变异大于居群

间（12.47%）。多项指标表明多数兜兰属植物的遗

传变异均以居群内的遗传变异为主。这一结果可

能与兜兰具有欺骗性授粉的特征有关，欺骗性授

粉的物种比向传粉者提供回报的物种具有更高

的基因流动，且兜兰种子细小也有利于远距离传

播[11]。此外，评价居群的遗传结构需要结合物种

的繁育系统和传粉方式等因素进行综合分析，目

前尚无带叶兜兰繁育和传粉的相关报道，后续应

加强对这方面的研究来进一步阐明其遗传结构的

形成原因。 

遗传结构是评价遗传资源的关键。本研究通

过 UPGMA 聚类、PCoA 分析和 Structure 群体结

构分析对带叶兜兰资源进行划分，3 种分析方法

得到的结果相似，均显示 6 个野生带叶兜兰居群

无明显的类群划分，居群间存在基因渐渗的现象

且均质化明显。这可能会降低物种的长期适应性

进化能力，增加在不断变迁的环境中因随机事件

而灭绝的风险。推测很可能因为现存的各个居群

起源于相同的祖先居群，由于在历史中发生生境

片段化，造成这一连续分布的祖先居群残留成目

前多个分散的居群。 

3.3  表型多样性和遗传多样性关联分析 

本研究与本实验室王文晓等[21]的带叶兜兰表

型多样性分析结果相比，其中有 5 个居群采样地

点均与王文晓等文中相对应（王文晓等文中的

YDZ 居群采样地由云南省马关县斗嘴乡更正为

云南省文山县柳井彝族乡斗咀村，居群字母简称

YDZ 不变）。王文晓等根据 18 个表型性状变异系

数分析显示，5 个野生居群内变异系数由高到底

为云南法斗（YFD）＞贵州万峰湖（QWF）＞广

西雅长（GYC）＞云南柳井（YDZ）＞广西木论

（GML），本研究根据遗传多样性分析结果显示，

6 个野生居群遗传多样性由高到低为广西雅长

（GYC）＞贵州万峰湖（QWF）＞云南法斗（YFD）

＞贵州桔山（QJS）＞云南柳井（YDZ）＞广西

木论（GML），二者结果部分相似；但王文晓等

根据巢氏方差分析表型分化系数显示，居群间的

表型分化大于居群内，而本研究根据 AMOVA 分

析遗传分化系数显示，居群内的遗传分化远远大

于居群间；聚类结果也不同，王文晓等按照表型

性状 Q 型聚类将居群划分为 3 类，云南法斗

（YFD）和云南柳井（YDZ）为一类群，广西雅

长（GYC）和广西木论（GML）为一类群，贵州

万峰湖（QWF）为一类群，其结果大致同地理位

置及生境相符。这种利用表型性状检测植物遗传

变异和多样性的方法简便易行，能够短期内基本

了解植物的遗传变异水平[30]。但植物形态学特征

受环境影响较大，在不同生境下营养和生殖性状

均会出现差异，因此存在一定的局限性[31]。而利

用 SSR 分子标记技术是从 DNA 水平上反映个体

间的遗传变异现象，不受生长发育和时间的制约，

避免环境干扰，成本低，检测效率高，能更准确

地反映类群间的亲缘关系[32]。基于 SSR 技术，本

研究聚类结果表明，不同居群的带叶兜兰的遗传

结构未严格按照地理距离划分，这一结果与本实

验室硬叶兜兰 13 个居群遗传多样性分析结果类

似，广西木论（GML）居群和其他居群遗传距离

最远（数据尚未发表）。其原因可能是：（1）由于

贵州万峰湖（QWF）居群位于 5 个居群的中间位

置，与其他居群有相对较大的基因流交流，基因

重组的空间和机会更大，更容易扩大种群的遗传

多样性水平；（2）贵州万峰湖（QWF）和广西雅

长（GYC）居群分别位于红水河水系的上下游，

通过红水河水系增加了这 2 个居群间的基因交

流，因此这 2 个居群间关系最近。 

3.4  带叶兜兰资源保护 

遗传多样性是种质资源保护与评价的重要指

标[33]。通过对中国西南地区的 6 个带叶兜兰居群

的遗传多样性进行研究，结果表明带叶兜兰具有

相对丰富的遗传多样性，但居群间存在均质化现

象。在 6 个居群中，贵州万峰湖（QWF）居群和

位于广西雅长自然保护区的广西雅长（GYC）居

群遗传多样性较高，应作为核心种群重点保护，

可见选择在广西雅长作为全国唯一一个国家级兰

科植物自然保护区，在带叶兜兰的保护上其意义

重大。由于带叶兜兰居群内个体间的遗传变异较

高，因此也要加强对居群内部每个个体的保护，

以保持最大遗传变异基因库为目标。 

此外，通过全基因组重测序和简化基因组测

序等高通量测序技术开发分子标记，已广泛应用

于大田作物和蔬菜中，这也给兰科植物起源和进

化带来新的研究方向[34]。如简化基因组测序技术
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有不参考基因组就可以进行大量 SNPs 开发的优

势，目前在兰科植物中石斛属 [35]、蝴蝶兰属 [36]

上已有应用，但尚无新型分子标记技术应用于兜

兰属植物的报道。为了更好地保护兜兰属植物，

今后可以利用新型高通量测序技术开发新的标记

技术，加强与邻国的交流，增加越南、老挝、印

度、泰国等国家野生居群采样，以全面了解带叶

兜兰资源的遗传状况。 
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