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摘  要：采用 ISSR 分子标记对广西甜茶（Rubus suavissimus S. Lee）种质资源的遗传多样性进行分析。

14 条引物在 4 个广西甜茶种群总共 85 个个体上共检测到 164 个位点，其中多态性位点 148 个，多态位点

百分率（PPL）为 90.24%，物种水平 Nei 氏基因多样性指数（He）和香农多样性指数（Ho）分别为 0.2514

和 0.3875，表现出较高的遗传多样性；而在种群水平上，PPL 为 57.32% ~ 68.90%（均值为 61.74%），He

为 0.1831 ~ 0.2161（均值为 0.1958），Ho 为 0.2776 ~ 0.3264（均值为 0.2956），遗传多样性为中等偏低水平。

Nei 氏遗传多样性分析和 AMOVA 分析表明，广西甜茶的遗传变异主要存在于种群内，但其种群间存在极

显著的遗传变异（P < 0.01），其种群遗传分化达到极大水平（Φst = 0.262 > 0.25）。Mantel 检测表明，种群

间的遗传距离和地理距离之间存在显著相关性（r = 0.967，P < 0.05）。UPGMA 聚类分析和主成分分析

（PCA）结果一致，4 个广西甜茶种群可分成 2 个遗传分支。鉴于广西甜茶在种群水平上表现出中等偏低

的遗传多样性水平，且其生境受到破坏以及野生资源受到滥挖乱采，广西甜茶面临种群退化的威胁，对

其应加强保护，做到保护和利用并举。 
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Abstract：In this study，the genetic diversity of germplasm resources of Rubus suavissimus S. Lee 

was analyzed by ISSR（Inter simple sequence repeats）molecular marker technique. Fourteen ISSR primers 

were used to amplify 85 DNA samples which were extracted from the individuals of four natural 

populations of R. suavissimus. A total of 164 bands were detected，of which 148 bands were polymorphic 

with a polymorphic proportion of 90.24%. At the species level，the Nei’s genetic diversity（He）and and 

Shannon’s information index（Ho）were 0.2514 and 0.3875，respectively. R. suavissimus maintained a 

relatively high genetic variability at the species level. At the population level，PPL range from 57.32% to 
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68.90% with a mean of 61.74%，He range from 0.1831 to 0.2161 with a mean of 0.1958，Ho range from 

0.2776 to 0.3264 with a mean of 0.2956. And there was a lower middle genetic variability at the population 

level. Although most variation consistently originated from the interior of populations which was detected 

based on Nei’s genetic diversity analysis and analysis of molecular variance，a significantly genetic 

differentiation existed among populations（P < 0.01，Φst = 0.262 > 0.25）. A mantel test indicated there was 

a significant relationship between genetic distance and geographic distance among the populations studied

（r = 0.967，P < 0.05）. The result of UPGMA clustering analysis was basically similar to that of the 

principle coordinate analysis（PCA），and four populations could be classified into two distinct genetic 

groups. Given the lower middle genetic variability at the population level and a serious habitat destruction 

and indiscriminate digging Luancai in the species，the populations of R. suavissimus faces the threat of 

degradation，and it should be taken practical measures to enhance the protection and rational utilization of 

resources for the species. 

Keywords：Rubus suavissimus；genetic diversity；ISSR；genetic differentiation；gene flow 

 

广西甜茶（Rubus suavissimus S. Lee）为蔷薇科悬钩子属多年生灌木，别名为甘叶悬钩子，主产

于中国广西（李树刚，1981），是低热能，高甜度，具有保健功能的珍稀甜味植物（徐位坤，1984）。

其性凉，味甘、平，无毒，具有清热解毒、润肺、祛痰止咳、清肝明目、促进新陈代谢、调节人体

免疫功能、强身健体和抗衰老等功效（廖曼云和覃国忠，1985；梁坚 等，2003）；广西甜茶还具有

抗炎症和抗过敏性作用（徐健飞 等，2007）。在民间，广西甜茶有悠久的应用历史，因其叶味甜，

常被作茶饮用，故而得名“甜茶”（梁盛业 等，1998）。 

近年来，由于广西甜茶产地开荒等活动，生境受到不同程度的破坏，野外调查（唐辉 等，2011）

发现其自然分布区域和面积在逐年减少。植物生境丢失造成种群和个体数的减少会致使其种内遗传

多样性的丢失，最终不利于植物的生存。ISSR（inter-simple sequence repeat）分子标记已成功应用

于悬钩子属植物种间亲缘关系的分析（董晓莉，2009；和志娇 等，2011a；杨正送 等，2013）和遗

传多样性的检测（Hong et al.，2003；Anne et al.，2011；和志娇 等，2011b）。鉴于广西甜茶的自然

资源日益减少的状况，本研究中应用 ISSR 分子标记对 4 个广西甜茶种群总共 85 个个体进行了分析，

目的在于研究其遗传多样性水平、种群遗传结构等，为广西甜茶种质资源的保护和利用提供科学依

据。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

2012 年 5 月，采集 4 个广西甜茶自然种群，即连山种群、平南种群、象州种群和永福种群（表

1），共 85 份样品。每个种群采集的植株株间距尽量达到 10 m 以上。选取生长良好的植株采集幼嫩

叶片，置于密封袋中并用硅胶进行快速干燥，室温下保存备用。 

ISSR 引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，为加拿大哥伦比亚大学所公布的第 9

套 ISSR 引物；MgCl2、dNTPs、Taq DNA 聚合酶等购于宝生物工程（大连）有限公司；λ-EcoT14 I Digest 

DNA Marker 购于华美生物工程公司。 
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仪器设备包括：离心机（珠海黑马医学仪器有限公司）；TU-1901 型双光束紫外可见分光光度计

（北京普析通用仪器有限责任公司）；PCR 仪（美国 BIO-RAD 伯乐公司，Model：PTC-200）；DYCP-34

型电泳槽（北京市六一仪器厂）；UVP 凝胶成像系统。 
 

表 1  广西甜茶 4 个自然种群的采样点概况 

Table 1  Details of the four sampling sites of wild R. suavissimus 

种群 
Population 

采样地点 
Sampling locality 

纬度/经度 
Latitude/Longitude 

海拔/m 
Altitude 

取样数 
Sampling size 

连山 Lanshan 广东连山县 Lianshan County，Guangdong Province 24°03′47.7″/112°01′26.5″ 439 ± 4.19 24 

平南 Pingnan 广西平南县 Pingnan County，Guangxi Province 23°57′1″/110°18′37.8″ 171 ± 1.24 16 

象州 Xiangzhou 广西象州县 Xiangzhou County，Guangxi Province 23°50′41.2″/109°51′43.3″ 601 ± 4.65 23 

永福 Yongfu 广西永福县 Yongfu County，Guangxi Province 24°40′13.1″/110°06′11.4″ 710 ± 5.12 22 

1.2  ISSR 分析 

    采用改良 CTAB 法（Doyle，1991）提取叶片总 DNA，用 1%琼脂糖凝胶电泳法检验 DNA 质量，

用紫外可见分光光度计测定 DNA 浓度，并将其稀释到 20 ng · µL-1，–20 ℃保存备用。 

    ISSR-PCR 反应体系：25 µL 的体系中含 MgCl2 2.0 mmol · L-1，dNTP 0.2 mmol · L-1，引物 0.8 

µmol · L-1，0.75 U Taq 酶，80 ng 模板 DNA，10×缓冲液 2.5 µL，超纯水补至 25 µL。扩增程序为：

94 ℃预变性 3 min，随后循环扩增 35 次（包括 94 ℃变性 1 min，54 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min）

最后 72 ℃延伸 10 min（黄夕洋 等，2013）。以连山种群的样本 DNA 为模板对 100 条引物进行筛选，

将条带清晰、多态性好且能稳定重复的引物筛选出来，备用。 

    电泳检测：取 8 µL 扩增产物，加 2 µL 缓冲液，以 λ-EcoT14 I Digest DNA Marker 作为标准分子

量对照，在 1.5%琼脂糖凝胶中电泳 1.5 h，经溴化乙锭（EB，0.5 μg · mL-1）染色 15 min，然后置

UVP 凝胶成像系统中拍照、记录。 

ISSR 电泳结果采取 0/1 赋值记带，同一引物的同一位点有带记为 1，无带记为 0，构建表型数

据矩阵。就数据矩阵对各引物的位点数和多态性位点数进行人工统计并计算其多态位点百分率

（PPL），而各种群及物种水平的多态位点百分率（PPL）、等位基因数（Na）、有效等位基因数（Ne）、

Nei 氏基因多样性指数（He）和香农多样性指数（Ho）采用 POPGENE 1.32 软件（Yeh et al.，1997）

进行计算，同时采用该软件计算遗传参数：Nei 氏遗传距离（D）、遗传一致度（I）、总的基因多样

性（Ht）、种群内基因多样性（Hs）、遗传分化系数（Gst）和基因流（Nm），种群间基因多样性（Dst）

由公式 Dst = Ht–Hs（Nei，1973）求算。采用 Mathematica 软件（Wolfram Research）通过经纬度计

算种群间的地理距离。采用 GenALEx 6.3 软件（Peakall & Smouse，2006）进行 Mantel test 分析，以

检测种群间遗传距离与地理距离间的相关性，同时采用该软件进行分子方差分析（AMOVA）及主

成分分析（PCA），分子方差分析（AMOVA）用于判断种群内、种群间的变异方差分布，其中，PHIst

系数（Φst）是反映群体遗传分化程度的重要指标（Buso et al.，1998）。根据Nei氏遗传距离，用NTSYSpc 

2.02 软件（Rohlf，1998）对各种群进行聚类分析，确定各种群间的相互关系。 

2  结果与分析 

2.1  不同引物检测的位点数和多带性 

从 100 条 ISSR 引物中共筛选出 14 条扩增谱带清晰并呈多态性的引物，对广西甜茶 4 个种群 85



Chen Zongyou，Huang Xiyang，Tang Hui，Wang Manlian，Chai Shengfeng. 
ISSR analysis on genetic diversity for germplasm resources of Rubus suavissimus. 

164                                                                         Acta Horticulturae Sinica，2017，44 (1)：161–169. 

个个体进行扩增（表 2）。14 条引物总共检测到 164 个位点，其中多态性位点 148 个，多态位点百分

率（PPL）为 71.42% ~ 100%，平均 89.97%。每条引物扩增出的位点数 8 到 16 个不等，平均为 11.71

个，而平均多态位点为 10.57 个。 

 
表 2  ISSR 引物序列及其扩增结果 

Table 2  The sequences and amplification results of 14 ISSR primers 

引物 
Primer 

引物序列* 
Sequence（5′→3′） 

位点数 
Number of loci 

多态性位点数 
Number of polymorphic loci 

多态位点百分率/% 
Percentage of polymorphic loci（PPL）

UBC807 （AG）8T 15 15 100.00 

UBC809 （AG）8G 11 11 100.00 

UBC810 （GA）8T 11 10 90.91 

UBC811 （GA）8C 16 14 87.50 

UBC817 （CA）8A 11 10 90.91 

UBC818 （CA）8G 9 7 77.78 

UBC841 （GA）8YC 13 12 92.31 

UBC842 （GA）8YG 14 13 92.86 

UBC853 （TC）8RT 9 9 100.00 

UBC855 （AC）8YT 11 10 90.91 

UBC856 （AC）8YA 14 10 71.42 

UBC857 （AC）8YG 12 12 100.00 

UBC864 （ATG）6 10 9 90.00 

UBC881 （GGGTG）3 8 6 75.00 

合计 Total  164 148  

均值 Mean  11.71 10.57 89.97 

*：R =（A，G），Y =（C，T）. 

 

2.2  种群遗传多样性 

在物种水平上，广西甜茶的等位基因数（Na）为 1.9024，有效等位基因数（Ne）为 1.4170，多

态位点百分率（PPL）为 90.24%，Nei 氏基因多样性指数（He）为 0.2514，香农多样性指数（Ho）

为 0.3875（表 3）。 

在种群水平上，等位基因数（Na）的变化范围为 1.5732 ~ 1.6890，平均为 1.6174；有效等位基

因数（Ne）变化范围为 1.3071 ~ 1.3688，平均为 1.3331；多态位点百分率（PPL）的变化范围为

57.32% ~ 68.90%，平均为 61.74%；Nei 氏基因多样性指数（He）的变化范围为 0.1831 ~ 0.2161，平

均为 0.1958，香农多样性指数（Ho）的变化范围为 0.2776 ~ 0.3264，平均为 0.2956。Na、Ne、He和

Ho 均以连山种群的最大，永福种群的最小，4 个种群的遗传多样性水平差异不大（表 3）。  

 
表 3  基于 14 条 ISSR 引物的 4 个广西甜茶种群的遗传多样性水平 

Table 3  Statistics analysis of genetic diversity for the four populations of R. suavissimus based on 14 ISSR primers 

种群 Population 
等位基因数 
Na 

有效等位基因数 
Ne 

Nei 氏基因多样性指数

He 
香农多样性指数 
Ho 

多态位点百分率/%
PPL  

连山 Lianshan 1.6890 ± 0.4643 1.3688 ± 0.3748 0.2161 ± 0.1983 0.3264 ± 0.2783 68.90 

平南 Pingnan 1.5793 ± 0.4952 1.3306 ± 0.3705  0.1939 ± 0.1995 0.2913 ± 0.2847 57.93 

象州 Xiangzhou 1.6280 ± 0.4848 1.3261 ± 0.3764   0.1900 ± 0.2003 0.2871 ± 0.2823 62.80 

永福 Yongfu 1.5732 ± 0.4961 1.3071 ± 0.3559  0.1831 ± 0.1940   0.2776 ± 0.2782 57.32 

均值 Mean 1.6174 1.3331 0.1958 0.2956 61.74 

物种水平 Species level 1.9024 ± 0.2976 1.4170 ± 0.3494 0.2514 ± 0.1776 0.3875 ± 0.2390 90.24 

注：部分描述性统计值用“平均值 ± 标准差”表示。 

Note：Some parameters were showed by the model of“Mean ± Standard deviation”. 
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2.3  广西甜茶的种群遗传遗传分化  

广西甜茶种群基因多样性 Nei 氏分析结果是：总的基因多样性（Ht）为 0.2491（标准差 0.0314），

种群内基因多样性（Hs）和种群间基因多样性（Dst）分别为 0.1958（标准差 0.0210）和 0.0533，种

群间基因分化系数（Gst）为 0.2142，Hs 和 Dst 分别占 Ht 的 78.60%、21.40%，这表明广西甜茶的遗

传变异主要存在于种群内。 

AMOVA 分析的结果同样反映出相似的结论，在总的遗传变异中，73.80%的变异发生在种群内，

26.20%（Φst = 0.262）的变异发生在种群间，但种群间的遗传变异达到极显著水平（P < 0.01）。广

西甜茶种群间的基因流（Nm）为 1.8339。  

2.4  种群间的遗传距离和遗传一致度  

    广西甜茶 4 个种群两两之间的遗传一致度和遗传距离（表 4）的范围分别 0.8826 ~ 0.9419 和

0.0599 ~ 0.1249，平均值分别为 0.91145 和 0.0931。其中平南种群和象州种群遗传一致度最大

（0.9419），遗传距离最小（0.0599）；连山种群和永福种群遗传一致度最小（0.8826），遗传距离最

大（0.1249）。 

 

表 4  广西甜茶 4 个种群的遗传一致度（对角线上方）和遗传距离（对角线下方） 

Table 4  Nei’s genetic identity（above diagonal）and genetic distance（below diagonal）between populations of R. suavissimus 

 
 
在 UPGMA 聚类图中（图 1），平南种群先和象州种群聚在一起，接着这两个种群再与永福种群

聚在一起，最终才与连山种群聚在一起。 

 

 

图 1  基于 Nei 氏遗传距离的广西甜茶种群 UPGMA 聚类 

Fig. 1  Dendrogram of UPGMA cluster analysis based on Nei’s genetic distances among 4 populations of R. suavissimus 

 

 

主成分分析的结果（图 2），横轴 PC1 和纵轴 PC2 所代表的差异分别为 32.53%和 24.81%，平南

种群、象州种群和永福种群聚在一起，它们远离连山种群。经 Mantel 检测，种群间的遗传距离和地

理距离之间存在显著的相关性（r = 0.967，P < 0.05）。 
 

种群 Population 连山 Lianshan 平南 Pingnan 象州 Xiangzhou 永福 Yongfu 

连山 Lianshan  0.9034 0.8838  0.8826 

平南 Pingnan 0.1016   0.9419   0.9393 

象州 Xiangzhou 0.1236 0.0599   0.9177  

永福 Yongfu 0.1249 0.0627 0.0859   



Chen Zongyou，Huang Xiyang，Tang Hui，Wang Manlian，Chai Shengfeng. 
ISSR analysis on genetic diversity for germplasm resources of Rubus suavissimus. 

166                                                                         Acta Horticulturae Sinica，2017，44 (1)：161–169. 

 

图 2  广西甜茶 4 个种群个体的主成分分析 

Fig. 2  Principal coordinates analysis（PCA）on the individuals of 4 populations in R. suavissimus 

3  讨论 

3.1  广西甜茶的遗传多样性 

    遗传多样性是生物生存（适应）和发展（进化）的前提（沈浩和刘登义，2001），对种群（或物

种）遗传多样性的准确评价有助于分析其进化潜力和预测其未来命运，对物种种质资源的保护和利

用有重要的指导意义。本研究发现，4 个广西甜茶种群的遗传多样性水平差异不大，PPL = 57.32% ~ 

68.90%，He = 0.1831 ~ 0.2161，Ho = 0.2871 ~ 0.3264，种群水平的遗传多样性 He = 0.1958，虽然略微

高于同属的三叶悬钩子的 He = 0.177（和志娇 等，2012），但低于 Nybom（2004）基于 RAPD、AFLP、

ISSR 等显性标记所统计的多种植物种群水平遗传多样性的平均值（0.22 或 0.23），这表明广西甜茶

种群遗传多样性为中等偏低水平。相对而言，广西甜茶在物种水平上还保持着较高的遗传多样性

（PPL = 90.24%，He = 0.2514，Ho = 0.3875）。这种在种群水平上遗传多样性偏低而在物种水平上保

持较高遗传多样性的现象也出现在其同属植物三叶悬钩子和红泡刺藤上（和志娇 等，2011b，2012）。 

能确定和改变植物种群遗传多样性的因素有物种的繁育系统、遗传漂变、基因突变和基因流等

内部因素，同时还包括由于环境变化和人为干扰引起的种群隔离、生境片断化等外部因素（文亚峰 

等，2010），并且这些因素彼此之间具有联系和协同性。广西甜茶是广西及粤北地区特有的野生珍稀

甜味植物，其零星地分布于北纬 22°43′23.3″ ~ 24°40′13.1″，东经 109°51′43.3″ ~ 112°01′26.5″区域内

的金秀、永福、象州、岑溪等县（市）（唐辉 等，2011），分布区域狭窄，种群规模有限。长期以来

因过渡采挖等不合理的开发利用方式，导致其野生资源逐年锐减。而近 10 余年来，由于经济建设的

迅速发展以及农村产业结构的调整，许多广西甜茶野生资源区域已被拓为建设用地或大面积垦荒为

农用地，其天然分布区域被严重破坏，生境的片断化加剧。野外调查发现广西甜茶成片的植株已为

罕见，其多呈零星分布。而广西的桂平和昭平在 20 世纪 80 年代被发现有广西甜茶分布，目前已难

觅踪迹（唐辉 等，2011）。 

一般而言，种群变小及隔离会增加种群内的亲缘个体之间的交配机会，从而增加了遗传漂变

和近交的作用，进而导致遗传多样性的丧失，最终使得种群内遗传多样性下降。因此推测广西甜

茶的祖先可能具有较丰富的遗传基础，但随着人类活动的日益频繁，生境片段化加剧，其种群水平



陈宗游，黄夕洋，唐  辉，王满莲，柴胜丰. 
广西甜茶种质资源遗传多样性的 ISSR 分析. 
园艺学报，2017，44 (1)：161–169.                                                                                       167 

 

的遗传多样性随着各种群的个体数目和分布范围变小而下降，而在物种水平上所有种群一起在整体

上保留了其祖先较为丰富的总体遗传多样性。当然，导致狭域种在物种水平上具有较高水平遗传多

样性的因素还有很多，如新种形成、繁育系统、形态突变、多次奠基者效应等（Lewis & Crawford，

1995；Zawko et al.，2001），而这些因素如何影响广西甜茶的总体遗传多样性则有待进一步深入研

究。 

3.2  广西甜茶种群的遗传结构与分化 

Nei 氏遗传多样性分析和 AMOVA 分析均表明，广西甜茶的遗传变异主要存在于种群内，其自

然种群间的遗传分化程度（Gst = 0.2142，Φst = 0.262）低于 Nybom（2004）所统计的基于 ISSR 标

记研究的植物的平均分化水平（Gst = 0.34，Φst = 0.350），也低于其同属植物三叶悬钩子（Gst = 0.3351，

Φst = 0.330）（和志娇 等，2012）和红泡刺藤（Gst = 0.2815，Φst = 0.345）（和志娇 等，2011b）的遗

传分化水平。然而，Wright（1951）认为分化指数（Φst 相当于分化指数）介于 0 ~ 0.05 之间说明种

群间分化很弱，0.05 ~ 0.15 之间表示中等分化，0.15 ~ 0.25 之间表示分化大，大于 0.25 表明分化极

大，本研究结果 Φst 为 0.262，说明广西甜茶种群间遗传分化极大。这可能与广西甜茶的繁育系统及

其种群间的地理隔离有关，Cozzolino 等（2003）研究表明，高山或河道的物理隔离对生物种群间的

遗传分化有一定的影响。 

调查发现，广西甜茶的繁殖方式主要有种子繁殖和根蘖繁殖。野外不少的广西甜茶植株是通过

其母株的根蘖苗发育而形成的，而这种通过根蘖繁殖的后代，其向外扩散的能力有限，根蘖繁殖方

式很难使得遗传物质在不同种群间进行迁移。至于种子繁殖方式，目前未发现关于广西甜茶的繁育

系统的研究报道，尚不清楚其花粉或种子如何在不同的种群间进行传播，但广西甜茶分布区域地形

复杂，一些种群之间被连绵的山地或丘陵所隔离，而且它们之间有一定的地理距离，这种地理上的

物理隔离势必对广西甜茶种群间的花粉或种子交流带来不利的影响。另外，由于人类活动干扰使种

群数量及规模逐渐缩小，种群之间的地理距离增加，这也给种群间的基因交流带不利影响。物种种

群间的基因交流受到限制后，其种群间的遗传分化水平也会相应的增大。 

在本研究中，UPGMA 聚类图和主成分分析（PCA）图均显示出分布于广西的 3 个自然种群在

亲缘上聚为一支，它们之间的地理距离较近，其亲缘关系亦较为相近。而广东连山种群则单独成为

一支。Mantel 检测也表明广西甜茶种群间的遗传距离和地理距离之间存在显著的的相关性（r = 

0.967，P < 0.05），高的相关系数表明：93.5%的遗传距离差异是由于地理距离的因素造成。事实上，

地理距离相近的种群更有利于花粉或种子在种群间传播，基因交流相对容易，种群间的遗传相似度

更高。 

3.3  广西甜茶的保护及利用 

广西甜茶在种群水平上表现出中等偏低的遗传多样性水平，又因其分布区域狭窄且生境受到破

坏而面临种群退化的威胁。因此，对广西甜茶应保护和利用并举，两者并重。植物遗传多样性是植

物种质资源创新和品种改良的物质基础（张文婧 等，2013），保护广西甜茶应着重保护其遗传多样

性。广东连山和广西平南种群具有较高的遗传多样性，建议将其作为优先保护和利用的种群，同时，

注意其他区域广西甜茶的保护与利用。应采取就地保护和迁地保护相结合。就地保护目的在于让其

群落保持自然的更新演替，使之能够在自然界继续生存下去的；迁地保护可以通过建立广西甜茶种

质圃，收集和保存不同类型（品系）的广西甜茶，以保证该物种绝大部分的遗传多样性得到保存。

加强广西甜茶良种选育、引种驯化和种群内优良单株的选择等方面的研究，通过人工规模化种植广
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西甜茶以满足甜茶加工业的原料需求。 
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