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湛江高桥红海榄群落样方遗传相似性特征研究
Genetic Similarity Characteristics of Rhizophora stylosa Stand Community Quadrat in 
Gaoqiao, Zhanjiang

谢秀琴  黄剑坚＊

XIE Xiu-qin, HUANG Jian-jian＊

摘要：遗传相似性特征及分布的研究对保护生物多样性、维护

森林生态服务功能有积极的意义。选择广东湛江高桥红海榄

Rhizophora stylosa纯林的400 m2 固定样地，采用简单重复序列

间区扩增 ISSR和相关序列扩增多态性SRAP两种分子标记技术

开展研究。用筛选出的10个 ISSR引物和14个SRAP引物组合进

行PCR扩增，分别共扩增出73个和111个清晰可读的位点，多

态性位点数分别是60和88，多态性位点百分率分别是82.2%和

79.3%。样方红海榄遗传相似系数变异范围为0.327～0.741，平

均值为0.563，差值为0.414。在相似系数0.55的水平下，分为

3个类群，遗传相似度为第一类群>第二类群>第三类群，遗传

相似变动度第三类群>第二类群>第一种类群。在相似系数0.60

的水平上，可分为 8 个类群。相似系数 0.55 的水平下红海榄聚

集度越强，遗传相似度越高，遗传相似变动度越低。高桥红海

榄群落样方分属于不同的类群，在遗传上有差异性，存在一定

的基因交流；亲缘关系为远和较近的分布区间，遗传相似度和

变动度中等，第三类群为优势种。初步证明红海榄聚集度与遗

传相似度成正比，与遗传相似变动度成反比。
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Abstract：The study on genetic similarity characteristics and 
distribution has positive significance for biodiversity protection 
and maintain of forest ecological service function. A 400 m2 fixed 
plot of Rhizophora stylosa was selected in Gaoqiao, Zhanjiang, 
Guangdong, and two molecular marker techniques of ISSR (Inter-
simple sequence repeat) and SRAP(Sequence-related amplified 
polymorphism) were used to study. Ten ISSR primers and 14 
SRAP primers were selected and used for PCR amplification, and 
73 and 111 discernible fragments were amplified, respectively. 
The polymorphic loci were 60 and 88, and the percentage of 
polymorphic loci were 82.2% and 79.3%. Genetic similarity 
coefficient ranged from 0.321 to 0.741, and genetic similarity 
average was 0.563, D-value was 0.414 in fixed plot of pure R. stylosa. 
At the level of 0.55 similarity coefficient, they were divided into 
three groups. The genetic similarity was Group 1 > Group 2 > Group 
3, and the variation of genetic similarity was Group 1 > Group 2 > 
Group 3. At the level of 0.6 similarity coefficient, they were mainly 
divided into eight groups. At the level of 0.55 similarity coefficient, 
the degree of aggregation of R. stylosa was stronger, the genetic 
similarity was higher, and the variation degree of genetic similarity 
was lower. R. stylosa community quadrat in Gaoqiao belonged 
to different groups with genetic differences, and had a certain 
amount of gene exchange. The genetic relationship was between 
distant and near distribution section, and the genetic similarity 
and variation were moderate. The Group 3 was calculated to be the 
most dominant. It was preliminarily proved that the aggregation 
of R. stylosa was directly proportional to the genetic similarity, and 
inversely proportional to the genetic similarity variation.
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遗传多样性，又称为基因多样

性，开展遗传多样性的研究对森林可

持续管理、保护生物多样性、维护森

林生态服务功能有积极的意义 [1～2]。

遗传多样性赋予树木必要的适应性，

使其能够在时间和空间上可变的环

境中可持续存在 [3]。研究者指出，杂

合子频率的增加有利于该物种的管

理，维持具有高杂合性水平的繁殖个

体的种群有利于种群动态和结构的维

持 [4]。有研究者建议采取措施促进维

护遗传多样性，将其作为生态系统的

组成部分 [5～7]。而选择性伐木可能导

致特定基因和整体遗传多样性的丧

失，影响森林稳定性 [8]，主要原因为

砍伐导致有效种群数量减少，从而导

致等位基因的丧失并限制了交配的可

能性 [5]。可见，遗传多样性的研究对

于森林经营和生态恢复至关重要。

红树林泛指在热带与亚热带地区

的海岸潮间带滩涂上生长的木本植物
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群落，其消浪护岸、生物多样性保护

等多种生态服务功能是陆地森林所不

可取代的 [9]。目前，个体层次的红树

林遗传多样性研究多从大尺度和中尺

度层面开展 [10～11]，小尺度的研究较

为少见。红海榄Rhizophora stylosa属
红树科的红树植物，为常绿灌木或小

乔木，支柱根极为发达，通常形成纯

林，主要分布于广西、广东和海南等

地，是沿海红树林生态恢复的优选树

种 [12]。本项目拟选择广东湛江红树

林国家级自然保护区高桥红树林区中

的红海榄作为研究对象，从遗传多样

性的重要指标——遗传相似性角度出

发，开展红海榄群落样方遗传相似性

特征研究，旨在为完善生物多样性保

护、维护森林生态服务功能、开展红

树林生态恢复等提供新的参考。

1 研究区域

高桥红树林区是广东湛江红树林

国家级自然保护区的核心区，其位于

廉江市高桥镇红树林大道，面积超过

1 200 hm2，是我国最大的红树林自然

保护区。其中有高等植物 19种，浮

游植物97种，底栖硅藻159种，鱼类

85种，贝类91种，虾蟹62种，浮游

动物27种，鸟类170多种 [13]。该红树

林小区属于亚热带季风气候，年降水

量1 550 mm左右 [13]。

2 材料与方法

2.1 样地调查与植物叶片样品采集

对高桥红树林区 20 m×20 m天

然红海榄纯林样地进行植物群落调

查。先用GPS测量样地西南角的地

理坐标，再以该点为坐标原点，用钢

尺测量每株树木在样地内的坐标（x，
y），在样木位置图上标记调查木的编

号。然后，对样地内树木进行每木调

查，记录树种、树高、胸径、距离等

林分因子，起测胸径3 cm。随机采集

样方内的每一株红海榄的健康叶片

10片，装进密封袋，做好标记，放

进装有冰袋的保温箱，带回放在温

度 -80℃冰箱保存待测。

群落样方位于凤地村，样方仅

有 2 6 株古老的红海榄，平均树高

5.12 m，平均地径5.43 cm，平均冠幅

7.47 m，处于群落演替的后期。

2.2 测试方法

选取红海榄嫩叶为基因组DNA
提取材料，采用经改进的CTAB法 [14]

提取红海榄基因组DNA，温度 -20℃
保存备用。提取DNA后，用1%琼脂

糖凝胶电泳检测红海榄基因组DNA
质量。

实验采用的均是上海生工公

司合成的引物。ISSR（Inter-simple 
sequence repeat）引物为加拿大哥伦

比亚大学所公布的第9套 ISSR引物。

从 70 个 ISSR 引物筛选出扩增效果

好、条带清晰、具有多态性的引物。

SRAP（Sequence-related amplified 
polymorphism）引物参照LI G[15]已开

发的引物序列。引物按照完全随机组

合的原则，共组合120对。随机选取

4个材料的DNA进行引物筛选，利用

3%琼脂糖凝胶电泳进行引物初选，

较好的引物组合利用6%聚丙烯酰胺

凝胶电泳进行复选。

本实验采用的均是10 μL的PCR
反应体系，其中包括 5 μL 2×PCR 
StarMix、3 μL ddH2O、1 μL红海榄模

板DNA和1μL引物。ISSR-PCR扩增

条件为94℃预变性5 min；94℃变性

35 s，58℃复性35 s，72℃延伸30 s，
35 个循环；然后 72℃延伸 10 min；
20℃保存。SRAP-PCR反应程序为

94℃预变性5 min；94℃变性1 min，
35℃复性1 min，72℃延伸1 min，共

5个循环；随后94℃变性30 s，49 ℃
复性50 s，72℃延伸1 min，共35个

循环；最后72℃延伸7 min；20 ℃保

存。将PCR扩增产物进行6%非变性

聚丙烯酰胺凝胶电泳，然后利用银染

法显影固定出清晰的条带。

2.3 数据统计分析

根据清晰可重复的原则，按照同

一迁移位置的条带的有无，有带的记

为“1”，无带的记为“0”，建立二元

数据矩阵，输入Excel表格中，利用

NTSYS 2.02软件计算遗传相似系数

（genetic similarity， GS），遗传距离指

数则为D=1-GS。对样方内26 株红海

榄单株进行UPGMA聚类分析，然后

建立系统发育树。根据UPGMA聚类

分析来分析群落样方红海榄的基因

流图。

2.4 遗传一致性评价方法

GS<0.20 代表同个树种不同单

株间遗传相似度极低，亲缘关系极

远；0.20<GS<0.4 代表遗传相似度

低，亲缘关系远；0.4<GS<0.6 代表

遗传相似度中等，亲缘关系中等；

0.6<GS<0.8 代表遗传相似度高，亲

缘关系较近；0.8<GS<1 代表遗传相

似度极高，亲缘关系近。

GS最大值和最小值的差值为遗

传相似极差（genetic similarity range，
简称 GSR），GSR 表示遗传相似变

动的最大范围。GSR<0.20 代表分

子林分整体遗传相似变动度极低；

0.20<GSR<0.4 代表分子林分整体遗

传相似变动度较低；0.4<GSR<0.6 
代表分子林分整体遗传相似变动度

中等；0.6<GSR<0.8 代表分子林分

整体遗传相似变动度高；0.8<GSR<1 
代表分子林分整体遗传相似变动度

极高。

GS的平均值（genetic similarity 
average，简称GSA）表示分子林分

整体遗传相似度，GSA<0.20 代表

分子林分遗传相似度极低；0.20< 
GSA<0.4  代表分子林分遗传相似

度低；0.4<GSA<0.6 代表分子林分

遗传相似度中等；0.6<GSA<0.8 代
表分子林分遗传相似度高；0 . 8 < 
GSA<1代表分子林分遗传相似度极

高。

2.5 种群分布格局测度方法

聚集度指标主要采用包括扩散

系数C、丛生指数 I、Cassie.R.M.指
标CA、负二项参数K、平均拥挤度

m*、聚块性指数指标m*/，详细计算

方法见文献 [16]。
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3 研究结果

3.1 红海榄多态性位点分析

将种内个体间有碱基差异的位

点定义为多态性位点（polymorphic 
site），作为种内多态性的标志。从70
个 ISSR引物中筛选出10个多态性好、

条带清晰的引物进行PCR扩增，其中

具有多态性的位点有60个（表1，图

1），多态性位点百分率为82.2%，平

均每个引物产生6个多态性位点。从

120对SRAP引物中筛选出14对多态

性好、条带清晰的引物组合进行PCR
扩增，其中具有多态性的位点有 88
个（表2，图2），多态位点百分率为

79.3%，平均每对引物组合产生6.3个
多态性位点。扩增出的片段大小均在

1 000 bp以下，个别片段在50 bp以下。

3.2 红海榄遗传相似性特征分析

利用NTSYS 2.02软件将 ISSR和

SRAP标记合并的多态信息计算出遗

传相似系数，对样方内26株红海榄单

株进行遗传相似性分析。由表3可得，

供试材料两两间的遗传相似系数范围

为0.327～0.741，表明样方内26株红

海榄单株之间的亲缘关系为远和较近

表1  ISSR引物序列及多态性位点

引物
编号

引物序列（5'-3'）
多态
性位
点数

引物
编号

引物序列（5'-3'）
多态
性位
点数

UBC827 ACACACACACACACACG 5 UBC857 ACACACACACACACACYG 6

UBC836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 6 UBC864 ATGATGATGATGATGATG 6

UBC841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 8 UBC880 GGAGAGGAGAGGAGA 4

UBC846 CACACACACACACACART 7 UBC881 GGGTGGGGTGGGGTG 6

UBC847 CACACACACACACACARC 5 UBC887 DVDTCTCTCTCTCTCTC 7

图1  ISSR引物880的PCR扩增

注：M：DL500 Marker；数字为泳道编号

图2  SRAP引物组合M11E10的PCR扩增

注：M：DL500 Marker；数字为泳道编号

表2  SRAP引物组合及多态性位点

引物组合名称 多态性位点数 引物组合名称 多态性位点数 引物组合名称 多态性位点数

M1E18 8 M8E6 4 M12E10 4

M4E1 6 M9E18 6 M12E18 5

M5E6 9 M11E1 7 M14E13 5

M5E12 7 M11E10 6 M15E3 11

M5E18 5 M12E8 5

的分布区间；平均值为0.563，说明

分子林分遗传相似度中等；差值为

0.414，说明分子林分遗传相似变动度

中等。红海榄14和红海榄16间的遗

传相似系数最大，为0.741，说明两

者在样方中亲缘关系最近；红海榄15
和红海榄10间的遗传相似系数最小，

为0.327，说明两者间具有较大的遗

传分化，在样方中亲缘关系最远。

对样方内 26株红海榄单株进行

UPGMA聚类分析，得到亲缘关系树

状图（图 3）。由此可得，在相似系

数 0.55的水平下，26株红海榄单株

主要分为3个类群：1）红海榄2、11
和 12聚为一个类群，遗传相似极差

为0.17，遗传相似变动度极低；遗传

相似平均值为0.624，遗传相似度高。

2）1、3、5、9、10、19、26为一个

类群，遗传相似极差为0.183，种群

遗传相似变动度极低；遗传相似平

均值为0.589，种群遗传相似度中等。

3）其余4、13、14等16株红海榄单

株为第三类群，遗传相似变动度极低

和遗传相似度高。遗传相似变动度为

第三类群>第二类群>第一类群；遗

传相似度为第一类群>第二类群>第

三类群。群落样方以第三类群为优势

种，占据环境资源更多，第一类群最

少，为弱势类群。总体上3个类群之

间存在一定的基因交流。

在相似系数0.60的水平上可分为

8类：红海榄单株2和单株26各单独为

一类，1和3为一类， 5、9、10与19为
一类，6、18、21和22为一类；20、24
和25为一类，11与12为一类，其余4、
13、14等9株为一类。同个样方内的

红海榄不同单株分属于不同的类群。

3.3 红海榄不同种群遗传相似性分

布特征

相似系数0.55的水平下红海榄类

群分布格局有所不同（表4）。结合红

海榄遗传相似性特征分析结果可知，

聚集程度越强，种群遗传相似度越

高，种群遗传相似变动度越低。

4 讨论

生物遗传多样性是物种适应复杂

的环境变化和长期生存下来的重要遗

传基础。目前红树林遗传多样性的研

究多从大尺度和中尺度的角度研究不

同地理种源的遗传多样性 [10，17]。本文
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表3  红海榄分子林分遗传相似系数
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

1 1.000

2 0.435 1.000

3 0.653 0.469 1.000

4 0.517 0.551 0.497 1.000

5 0.605 0.449 0.503 0.517 1.000

6 0.497 0.544 0.476 0.517 0.646 1.000

7 0.497 0.476 0.476 0.639 0.456 0.510 1.000

8 0.483 0.449 0.544 0.653 0.497 0.524 0.714 1.000

9 0.619 0.395 0.544 0.667 0.605 0.551 0.605 0.633 1.000

10 0.626 0.361 0.592 0.456 0.680 0.544 0.544 0.490 0.653 1.000

11 0.565 0.531 0.558 0.558 0.551 0.524 0.537 0.537 0.592 0.585 1.000

12 0.497 0.639 0.531 0.612 0.483 0.537 0.578 0.565 0.497 0.490 0.701 1.000

13 0.612 0.524 0.456 0.605 0.544 0.544 0.626 0.599 0.639 0.497 0.612 0.599 1.000

14 0.599 0.524 0.551 0.646 0.490 0.476 0.626 0.694 0.626 0.537 0.599 0.667 0.673 1.000

15 0.483 0.585 0.544 0.667 0.442 0.537 0.578 0.673 0.524 0.327 0.551 0.646 0.639 0.639 1.000

16 0.531 0.524 0.551 0.687 0.449 0.531 0.626 0.667 0.626 0.429 0.544 0.585 0.687 0.741 0.735 1.000

17 0.578 0.408 0.571 0.571 0.565 0.565 0.646 0.673 0.687 0.531 0.469 0.510 0.667 0.626 0.646 0.653 1.000

18 0.510 0.599 0.531 0.571 0.551 0.673 0.633 0.537 0.537 0.517 0.469 0.497 0.558 0.531 0.551 0.544 0.592 1.000

19 0.510 0.381 0.503 0.531 0.646 0.578 0.565 0.592 0.673 0.667 0.524 0.592 0.531 0.599 0.524 0.544 0.605 0.497 1.000

20 0.619 0.544 0.558 0.476 0.510 0.619 0.551 0.537 0.524 0.531 0.524 0.565 0.558 0.503 0.469 0.571 0.524 0.565 0.524 1.000

21 0.531 0.551 0.510 0.551 0.503 0.639 0.544 0.503 0.571 0.537 0.517 0.463 0.619 0.578 0.449 0.605 0.531 0.626 0.517 0.626 1.000

22 0.531 0.592 0.633 0.605 0.408 0.571 0.612 0.599 0.558 0.537 0.571 0.626 0.578 0.619 0.585 0.633 0.571 0.680 0.517 0.612 0.687 1.000

23 0.537 0.422 0.517 0.571 0.524 0.578 0.633 0.592 0.605 0.517 0.456 0.524 0.639 0.639 0.605 0.653 0.714 0.605 0.578 0.605 0.639 0.639 1.000

24 0.565 0.476 0.449 0.503 0.578 0.646 0.537 0.592 0.605 0.503 0.497 0.565 0.653 0.517 0.551 0.544 0.619 0.483 0.605 0.619 0.544 0.503 0.592 1.000

25 0.585 0.469 0.565 0.565 0.490 0.585 0.585 0.585 0.626 0.524 0.544 0.531 0.673 0.578 0.558 0.578 0.612 0.544 0.571 0.707 0.673 0.619 0.667 0.694 1.000

26 0.497 0.435 0.531 0.585 0.592 0.551 0.497 0.551 0.619 0.544 0.578 0.456 0.490 0.517 0.497 0.558 0.578 0.497 0.510 0.510 0.626 0.490 0.524 0.592 0.639 1.000

图3  基于ISSR和SRAP的红海榄UPGMA聚类图

从小尺度通过 ISSR和SRAP两种标记

方法开展红海榄遗传相似性研究，并

结合了分布格局开展了不同类群遗传

相似性分布规律分析。初步研究结果

表明，广东高桥红树林区样方内的红

海榄具有较高的多态性位点百分率，

遗传多样性较为丰富，红海榄单株之

间处于亲缘关系为远和亲缘关系为较

近的分布区间，遗传相似度中等，遗

传相似变动度中等。高桥红海榄纯林

为成熟林，树龄为 70～80年，处于

群落演替的中后期，林下更新幼苗较

少，红海榄群落样方的平均遗传相似

度为0.563，遗传相似度中等，是合理

的。

在相似系数0.55的水平下红海榄

群落样方类群分为3大类，说明可能

有来自其他区域的红海榄种群，样方

内的红海榄类群在遗传上有较大差

异。在三大红海榄类群的交叉影响下，

红海榄群落样方遗传相似度中等，遗

传相似变动度中等，结果可信。肖

兰 [18]和邹祯 [19]等开展了红树林小尺度

表4  相似系数0.55水平不同红海榄类群的分布格局

类群
聚集度指标 格局

类型
聚集强
度排序

类群遗传相
似度排序

类群遗传相似
变动度排序x C I K CA m* m*/ x

类群1 C C C C C C C R ① ① ③

类群2 R R C R R R R R ② ② ②

类群3 R R R R R R R C ③ ③ ①

注：C为聚集分布；R为随机分布
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的空间遗传结构研究，结果表明红树

林树种秋茄树Kandelia obovata、白骨

壤Avicennia marina和红树Rhizophora 
apiculata等纯林和混交林具有高水平

的遗传多样性，纯林并未因为物种单

一而出现遗传上的负面效应。本文研

究结果与肖兰 [18]和邹祯 [19]对比，直

接验证了即使是红树林纯林也具有较

大遗传分化的研究结果，这可能得益

于其他区域的红海榄种群的胎生繁殖

体漂流到广东高桥红海榄区域，建立

了目前3个红海榄类群的纯林群落样

方。有研究 [20]指出，生境破坏和破碎

化提高了亲缘关系相近物种之间的交

配，长期发展可能会导致近交衰退，

进而降低种群的适合度。由于红树林

为陆海潮间带的森林，不同地区种源

的胎生繁殖体能通过漂流进行交流和

定植 [11]，即使是纯林或者小群落，也

不一定因生境破坏和破碎化而提高亲

缘关系相近物种之间的交配。

与前人的研究对比，本文提出了

遗传相似性结合了种群分布格局的研

究方法，更深入分析了群落样方内红

海榄不同种群遗传相似性与树种分

布格局之间的关系。本文研究结果表

明，三大种群呈现出聚集程度越强，

种群遗传相似度越高，种群遗传相似

变动度越低的规律。这是目前大部分

红树林遗传多样性研究并未报道的研

究结果，该结果可为红树林的经营管

理以及生态恢复提供重要的参考。本

文只研究了一个 20 m×20 m的高桥

红海榄纯林典型样方，可能还存在样

本不足的问题。以后的研究将在不同

区域、不同红树林树种的不同样带设

置3个以上样方，开展不同潮带小尺

度红树林遗传多样性的分布规律和影

响机制等相关研究。同时，本研究采

用 ISSR和SRAP两种标记方法开展研

究，相对于基因测序技术，ISSR和

SRAP扩增得到的数据非常有限。但

是，ISSR和SRAP两种标记方法较为

简单，方法更为成熟，不需借助昂贵

的仪器设备，普通实验室可以快速以

更低的成本初步开展红海榄遗传相似

性的研究，验证最初的猜测，得到较

为理想的结果，以便开展往后的深入

研究。往后的研究需要借助测序技

术，完成红海榄全基因组的测序，以

及开展重测序，更深入了解中国红海

榄的遗传多样性特征。

5 结论

高桥红海榄分子林分具有较为丰

富的遗传多样性，分属于不同的类

群，在遗传上有差异性，存在一定

的基因交流；亲缘关系为远和较近之

间，遗传相似度和变动度中等，以第

三种群为优势种，第一种群为弱势种

群，而一个区域或者同个采样地的同

个树种可能存在多个种群。初步证明

红海榄种群聚集度与遗传相似度成正

比，与种群遗传相似变动度成反比。

因此，在当前高桥红海榄林的 ISSR/
SRAP分子标记方法研究基础上，将

采用重测序的方法，在天然林和人工

林开展下一步的遗传多样性分析工

作，为营造近自然的人工生态林，调

整单一种群的红海榄人工林提供有效

的理论指导。

注：图片均为作者自摄自绘
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