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摘　要 :应用 RAPD标记对降香黄檀的遗传多样性进行研究 ,从 144个 10 - mer随机引物中筛选出

6个具有多态性检测能力的引物。对 6个居群的 77份降香黄檀样品进行了分析 ,共检测出 33个位点 ,

多态位点 18条 ,占 54. 55%。物种水平 Nei基因多样性指数 ( h)为 0. 2137, Shannon信息指数 ( I)为 0.

3137,以上三个指标在居群水平的平均值依次为 : 40. 9%、0. 1353、0. 2048。结果表明降香黄檀遗传多样

性较丰富 ,认为其资源濒危主要源于乱砍滥伐 ,并提出保护策略。
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　　降香黄檀 (D alberg ia odorifera T. Chen. )以树干、

根的干燥心材入药 ,具行气活血、止痢、止血功效 [ 1 ] ,

为国家药典收载名贵南药之一 ,现代研究发现降香黄

檀具有抗氧化 [ 2 ]、抑制中枢 [ 3 ]等作用。降香黄檀心材

极耐腐 ,切面光 ,且香气经久不灭 ,用于高档家具、工艺

品等。野生降香黄檀主要分布于我国海南省的中部和

南部 ,一般成片生长 ,形成以降香黄檀为上层树种的植

物群落类型 [ 4 ]。由于降香黄檀具有极高药用和工艺

品等价值 ,野生资源已遭毁灭性的破坏 ,濒于灭绝 ,被

列为国家二级重点保护野生植物 [ 5 ]。

目前对降香黄檀质量 [ 6 ] [ 7 ]、有效成分提取分

析 [ 8 ] [ 9 ]、药理药效 [ 2 ] [ 3 ]等方面研究较多 ,但在遗传多

样性保护、分子生物学等方面研究基本没有开展。降

香黄檀居群遗传多样性水平如何 ,是否会由于遗传背

景狭窄而加速濒危步伐 ,为了回答这些问题 ,本研究首

次利用 RAPD分子标记技术对降香黄檀六个居群基因

组进行了随机扩增多态性分析。

一、材料与方法

1. 植物材料

供试材料于 2006年 6月采自海南 5个地区的 6
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个居群 (图 1) ,每个居群中随机选择单株采样 ,每单株

作为一个样品 ,共采集 77个样品 ,见表 1。

2. 试剂

RAPD引物和 dNTP购自上海生工生物工程技术

服务有限公司 , Taq DNA Polymerase购自上海申能博

彩科技有限公司 ,其他试剂均为国产分析纯。

3. DNA提取

取 0. 2g样品和 0. 1g PVP - 40于液氮中研磨 , 加

入 1mL 65℃预热的 2xCTAB提取缓冲液 ( 2% CTAB;

1. 4mol·L - 1 NaCl ( PH8. 0 ) ; 0. 02mol·L - 1 EDTA

( PH8. 0) ; 0. 1mol·L
- 1

Tris - HCl ( PH8. 0) ; 0. 06mol

·L
- 1

V itam in C; 4% β - 巯基乙醇 ) , 65℃水浴 1h。

11000 r/m in离心 10m in,取上清 ,加入等体积的 Tris -

饱和酚 : 氯仿 : 异戊醇 = 25: 24: 1, 11000 r/m in 离心

10m in,重复抽提一次。取上清加入等体积氯仿 :异戊

醇 = 24: 1 重复抽提一次 ,抽上清加入 1 /10 体积的

5mol/L的 NaCl,加入 2 /3体积的 - 20℃预冷的异丙

醇 , - 20℃条件下沉淀 30m in,把 DNA吸出 ,用 70%乙

醇清洗 2 - 3次 ,吹干 ,加入 100μL TE缓冲液溶解 ,放

- 20℃冰箱备用。

4. DNA完整性和浓度检测

取 5μL DNA溶液上样于 1. 4%琼脂糖凝胶中 ,将

标准 Lambda DNA稀释为 7个浓度梯度同时上样 ,以

100V电压电泳 2小时停止电泳 , EB染色后成像 ,将样

品稀释到 20μg/L备用。

5. RAPD - PCR程序

PCR反应体系共 25μL包括 :模板的 DNA 20ng,

Taq DNA Polymerase 2. 5U,Mg
2 +

5mmol·L
- 1

, dNTP 0.

3 mmol·L
- 1

,随机引物 0. 4μmol·L
- 1。反应条件为

94℃预变性 4m in; 94℃ 30 s, 36℃ 1m in, 72℃ 2m in, 40

个循环 ; 72℃延伸 10m in。扩增产物以 100V电压电泳

2小时停止电泳 , EB染色后成像。

6. 多态性引物筛选

从 6个地区各取出 1份 DNA 样品对 144个随机

引物进行了初步筛选 ,有 134个引物能够扩增出条带 ,

其中 6个随机引物能扩增特异性条带见表 2。

7. 数据分析

根据条带的有无统计数据 ,有带计为“1”,无带计

表 1　降香黄檀采样地及采样数

居群代码 采样地 样品数样品编号

WNYY 海南省万宁医药总公司南药基地 16 1 - 16

LDJF 海南省乐东县尖峰岭 18 17 - 34

TCFS 海南省屯昌枫木树木园 10 35 - 44

TCFL 海南省屯昌枫木鹿场 4 45 - 48

QHTM 海南省琼海市潭门镇大洲上拥村 15 49 - 63

QSZT 海南省琼山遵潭镇儒和村 14 64 - 77

图 1　本次采样点、文献记录野生降香黄檀分布点

表 2　RAPD扩增反应中使用的引物

引物 引物序列

S49 CTCTGGAGAC

S52 CACCGTATCC

S63 GGGGGTCTTT

S334 CACCGTATCC

S343 TCTCCGCTTG

S510 CCATTCCCCA

为“0”。将数据用 POPGENE软件计算各居群的多态

性条带百分率、Nei基因多样性指数 ( h)和 Shannon信

息指数 ( I)以及居群间遗传距离 ,根据遗传距离 ,对海

南 6个降香黄檀居群进行 UPGMA聚类分析。

二、结果与分析

1. 降香黄檀的遗传多样性

降香黄檀遗传多样性分析的所有样品均得到分子
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量范围在 200～3000bp的条带。6个引物对 77个样

品共检测到 33 个位点 ,其中 18 个为多态位点 ,占

54155% , 6个居群的多态性位点百分率在 30. 30% -

51. 52%之间 ,平均为 40. 9% ; Nei基因多样性指数在

0. 1125 - 0. 1672之间 ,平均为 0. 1353; Shannon信息指

数在 0. 1694 - 0. 2528之间 ,平均值为 0. 2048。在物种

水平上 ,多态性位点百分率为 54. 55% , Nei基因多样性

指数为 0. 2137, Shannon信息指数为 0. 3137,见表 3。

2. 降香黄檀的遗传结构

对降香黄檀 6个居群 77个样品进行遗传多样性分

析结果表明 ,其居群的遗传距离在 0. 0417 - 0. 1632之

间 ,相似系数在 0. 8123 - 0. 9591之间见表 4, UPGMA聚

类分析显示 ,万宁医药总公司和屯昌枫木树木园 2个居

群的遗传距离最小为 0. 0417,屯昌枫木鹿场和琼海市潭

门 2个居群的遗传距离最远为 0. 1632,见图 2。

表 3　降香黄檀遗传多样性

居群
多态位点

比率 %

Nei多样性

指数 h

Shannon

指数 I

WNYY 39. 39 0. 1444 0. 2155

LDJF 48. 48 0. 1672 0. 2528

TCFS 30. 30 0. 1142 0. 1694

TCFL 33. 33 0. 1172 0. 1740

QHTM 51. 52 0. 1563 0. 2396

QSZT 42. 42 0. 1125 0. 1777

物种间 54. 55 0. 2137 0. 3137

　　注 :居群代码见表 1

表 4　降香黄檀 6个居群的遗传距离和相似性系数

居群 WNYY LDJF TCFS TCFL QHTM QSZT

WNYY 0. 9092 0. 9591 0. 8747 0. 9402 0. 9129

LDJF 0. 0951 0. 9164 0. 8832 0. 9408 0. 8555

TCFS 0. 0417 0. 0873 0. 8828 0. 9438 0. 8786

TCFL 0. 1339 0. 1241 0. 1247 0. 8494 0. 8123

QHTM 0. 0616 0. 0610 0. 0579 0. 1632 0. 9572

QSZT 0. 0911 0. 1561 0. 1294 0. 2079 0. 0437

　　注 :左下角数字为遗传距离 ,右上角为相似系数注 ,居群代

码见表 1

三、讨　论

1. 降香黄檀的遗传多样性分析

降香黄檀为黄檀属植物 ,异花授粉 ,翅果 ,主要靠

种子繁殖 ,原始分布在海南省的中部和南部 (图 1)。

从海南岛总地形地貌来看 ,其分布形成同一阶梯的形

式 ,从三亚的高峰开始 ,到乐东的尖峰岭 ,再沿着岛西

走廊由东方县的广坝、大田经昌江县的七槎、坝王等地

直到白沙县的南开、青松、细水等地 ,降香黄檀均生长

在同一海拔高度的山腰或山脚。其他分布地区有陵水

县的吊罗山、琼中县的白马岭、五指山等 [ 4 ]。本研究

表明降香黄檀物种水平 PPB为 54. 55% ,居群为 40.

9% ,具有较高的遗传多样性。从降香黄檀野生分布地

来看 ,各分布区的气候、环境等有明显差异 ,如吊罗山

和尖峰岭两大热带林区的气温及降雨差异较大 ,年均

气温尖峰岭热带林区比吊罗山偏高 0. 4℃,年降雨量

尖峰岭林区比吊罗山林区少 500 mm左右 [ 10 ]。海南省

东部潮湿多雨 ,中部多山 ,西部干旱。本次所采降香黄

檀样品种质背景复杂 ,各居群所处地理位置的不同而

产生的水热条件差异和降香黄檀生物学特性都是遗传

多样性丰富的影响因素。

2. 降香黄檀濒危原因及保护措施

物种的遗传多样性水平、生活史特性以及生态学

因素均会影响到物种的生存和发展 ,研究表明 ,降香黄

檀表现较高的遗传多样性 ,且其适应环境能力强 ,因此

导致其濒危的主要原因可能是人为破坏 ,乱采滥挖所

至。近年来因降香黄檀用途的扩展、用量的增加 ,采伐

量增加 ,野生种质流失现象严重。原有文献记载的野

生分布点现已很难再找到该植物 ,比如 , 2004年在三

图 2　降香黄檀居群间的 Ne i遗传距离 UPGM A聚类图

　　注 :居群代码见表 1
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亚南山附近零星分布降香黄檀小树 ,到 2006年调查

时 ,该处已无降香黄檀。目前降香黄檀只有在少数几

个保护区有少量分布 ,以及部分植物园引种、收集保存

和农民移栽所保留下来的 ,数量有限。

为了保护降香黄檀资源及其遗传多样性 ,在宣传

保护的同时 ,要广泛地收集现有各降香黄檀种群的种

质资源 ,并加强保护和管理措施 ,保持其居群中丰富的

遗传多样性。对遗传性高的且面积较小的群体采取就

地保护、繁殖。建议相关的职能部门加强对偷采滥伐

的监管 ,保护每一株野生降香黄檀种质资源 ;同时开展

对降香黄檀的种质保存及扩繁的研究 ,扩大其居群规

模 ;通过高新技术的应用建立核心种质库以提高种质

资源管理的质量和效率。
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Genetic D iversity of Ch ina’s Endangered M ed ic ina l Plan t Da lberg ia odor ifera

Yang X inquan, Feng J indong, W ei J ianhe, L i R ong tao, He M ing jun

(Hainan B ranch, Institu te of M edicina l P lan t D evelopm ent, Ch inese A cadem y of M edica l
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Yang Chengm in

( Institu te of M edicina l P lan t, Ch inese A cadem y of M ed ica l S ciences,

Ch inese Pek ing U n ion M ed ica l College, B eijing 100094, Ch ina)

In this study, RAPD markerswere used to understand the genetic diversity of D. odorifera. 6 effective p rimerswere

selected random ly from 144 specimens, to assess 77 individuals in 6 populations. A total of 33 DNA fragments were

scored, 18 of which showed polymorphism. The POPGENE based analysis p roduced a range of polymorphic - band per2
centages. Nei gene diversity ( h) and Shannon information index ( I) of D. odorifera were 54. 5% , 0. 2137 and 0.

3137 respectively, at a species level. A t the population level, 3 parameters mentioned above were averaged at 40. 9% ,

0. 1353 and 0. 2048, respectively. Relatively high level of genetic variations was identified in D. odorifera. The endan2
gered statuswasmainly caused by human excessive exp loitation of natural resources. Strategieswere p roposed formanag2
ing and p rotecting D. odorifera in the future.

Keywords: Dalbergia odorifera; genetic diversity; RAPD
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