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摘要: 调查了昆明西山野生蘡薁葡萄( Vitis bryoniaegolia Bge) 的分布特征，并利用 RAPD 分子标记对其 5 个

群体的遗传多样性进行了分析． 采用 5 个 RAPD 引物扩增，共产生 71 条 DNA 条带，其中多态条带 68 条． 在物

种水平上，蘡薁葡萄多态位点百分率( PPB) 为 95． 77%，Nei＇s 基因多样性指数( H) 为 0． 3442，Shannon＇s 多样性

信息指数( Hsp ) 为 0． 510 0; 在群体水平上，PPB 差异较大( 35． 21% ～ 84． 51% ) ，平均值为 60． 85%，H 平均为

0． 223 4，Ho 平均为 0． 330 5． 各群体间的 Nei＇s 遗传一致度( I) 范围为 0． 717 1 ～ 0． 948 9． 基于 Nei＇s 遗传多样性分

析得出的群体间遗传分化系数 Gst = 0． 326 9，表明西山蘡薁葡萄的遗传多样性主要来源与群体内而不是群体

间． Mantel 检测发现，群体间的遗传距离和物理距离之间呈显著的正相关( r = 0． 981，P = 0． 019 ＜ 0． 05) ．
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全世界报道的葡萄属植物有 70 余种，分属于

真葡萄亚属( Euvitis) 和圆叶葡萄亚属( Muscadin-
ia) ． 葡萄属植物主要集中分布于欧亚 － 西亚分布

中心、北美分布中心和东亚分布中心［1］． 东亚分布

中心约有 40 个种，而处于该中心的我国便拥有葡

萄属的野生资源 38 种，约占世界的 60% ． 葡萄是

世界上栽培面积最大、产量最多的果树［2］． 野生葡

萄资源蕴含着抗寒、抗虫、抗病等诸多性状，是选育

优良特性栽培葡萄品种的遗传资源宝库．
对野生葡萄种质资源的研究和利用早已受到

许多国家的高度重视． 法国是世界著名的葡萄酒生

产大国，拥有全球最大的种质资源圃和强大的科研

团队，他们的成就得益于半个多世纪来对葡萄种质

资源的有效收集、保护、研究和利用［3］． 从 1983 年

开始，意大利针对原产本国的野生葡萄的地理分布

和生长特性，进行了全面系统的研究，到 1989 年，

便建成野生资源圃，收集样本多达 400 余份［4］． 我

国对野生葡萄资源的研究和利用起步较晚，但部分

研究已深入到分子水平［5］． 罗素兰［6］等对起源于

我国的 83 个野葡萄种的变种或杂交种进行 RAPD

分析，根据聚类分析的结果认为菱叶葡萄和秦岭葡

萄是中国野生葡萄中起源最古老的类型之一．
云南复杂多样的地理气候特征孕育了丰富的

野生葡萄资源，分布有云南葡萄、刺葡萄 、桦叶葡

萄等 12 个种． 其中的蘡薁葡萄广泛分布在华北、华
中、华东、西南、华南等地，属于广布种［1］． 目前对

该种野生葡萄的研究尚未见报道． 本文调查了位于

云南昆明西山野生葡萄 5 个群体的的分布及生长

特征，并利用 RAPD 分子标记技术研究了各群体内

和群体间的遗传多样性，为进一步研究、保护和利

用这一野生葡萄资源提供理论基础．

1 材料和方法

1． 1 材料 采自昆明西山 5 个主要群体( 群体 1
～ 5) 的野生葡萄，经鉴定属于葡萄科葡萄属蘡奧

葡萄( Vitis bryoniaegolia Bge) ． 从距昆明 30 km 外

的晋宁县境内采集的蘡薁葡萄样品定为群体 6． 采

样时，对于个体大于 10 株的群体按照均匀分布随

机取样的原则进行，若少于 10 株，则尽量采集所有

样本． 采集新鲜幼嫩的叶片，于冰盒中保存备用．
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1． 2 方法

1． 2． 1 资源调查 对野生葡萄分布地点进行巡查

并观察其生境、叶片形态、感病情况等，通过茎基

部的直径以及分枝状况来粗略推测植株的年龄

( 每 0． 1 cm 的基部直径视为 1 a 年龄) ．
1． 2． 2 总 DNA 的提取 应用北京百泰克生物公

司的快速植物基因组 DNA 提取试剂盒，并按照相

应的操作说明进行基因组 DNA 的提取，提取的

DNA 通 过 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测． 据 相 对 于

Marker 被 EB 染色的荧光强度，对总 DNA 的浓度

进行估计，最终 DNA 模板质量浓度定量在 2． 5 ～
5． 0 ng /μL，置 － 20 ℃冰箱备用．
1． 2． 3 引物的筛选 随机引物委托上海生物工程

公司合成，每个引物为 10 个随机排列的单核苷酸，

在 10 个引物中筛选出 5 个多态性好的引物 ( 表

1) ，并用这 5 条引物分别对所有的样品进行 RAPD
分析．

表 1 蘡薁野生葡萄遗传多样性分析的 RAPD 引物

Tab． 1 Primers of RAPD for the genetic diversity of V．
bryoniaegolia

引物 序列( 5' － 3')
扩增条

带数
条带大小 /bp

S161 ACCTGGACAC 12 800 ～ 3 000

S121 ACGGATCCTG 17 500 ～ 2 000

S123 CCTGATCACC 13 350 ～ 1 500

S1010 GGGATGACCA 13 300 ～ 900

S1140 GAGTCCTCAC 16 400 ～ 2 000

1． 2． 4 PCR 反应 PCR 反应参照曹辉庆等［2］的

方法略作调整，反应混合物总体积为 25 μL，内含

10 × PCR 缓 冲 液，dNTP 各 200 μmol· L －1，1． 5
mmol·L －1 MgCl2，0． 2 μmol·L －1 的引物，25 ～ 30
ng 的模板 DNA，1． 5 U DNA 聚合酶( 上海生物工程

有限公司) ，在 PCR 仪( PC －8185) 进行 40 个循环

的反应． 反应条件为 94 ℃预变性 4 min，然后每个

循环包括 94 ℃变性 1 min，35 ℃退火 2 min，72 ℃延

伸 2 min，最后 1 个循环在 72 ℃下延伸 8 min． 每个

样品进行 3 次重复． 反应结束后，PCR 产物置于

4℃冰箱中备用，或直接用 1． 5 % 的琼脂糖凝胶电

泳检测．
1． 2． 5 数据分析 每个样品的扩增条带按有或无

记录，扩增条带存在的赋值为“1”，否 则 赋 值 为

“0”． 对 5 个引物的扩增结果用 POPGENE32 软件

在假定种群处于 Hardy － Weinberg 平衡状态下进

行 遗 传 分 析，分 别 计 算 出 了 多 态 位 点 百 分 率

( PPB) 、平均每个位点的观测等位基因数( Na ) 、平
均每个位点的有效等位基因数( Ne ) 、Nei＇s 基因多

样性指数( H) 、Shannon＇s 多样性信息指数( H0，在

物种水平上为 Hsp，在群体水平上为 Hpop ) 、总的基

因多样性( Ht ) ，群体内平均基因多样性( Hs ) 、遗传

分化系数( Gst ) 、Nei＇s 遗传距离( D) 和遗传一致度

( I) 等，并进行聚类分析，构建各群体之间的遗传

关系． SPSS13． 0 软件分析群体间的遗传距离和地

理距离之间的相关性．

2． 结果与分析

2． 1 昆明西山蘡薁葡萄资源及其分布特征 昆明

西山蘡薁葡萄的主要生境为华山松林下灌木丛，其

分布类似于聚集分布中的核心分布模式． 5 个蘡薁

葡萄群体的分布模式及群体间的空间距离见图 1，

生理生态特征见表 2． 西山蘡薁葡萄集中分布于海

拔 2 100 ～ 2 400 m 的区域内，各群体间或群体内植

株的年龄结构差异较大( 表 2) ． 花期为 3 ～ 5 月，结

实率较低． 果期为 6 ～ 10 月，果实成熟期不一致，成

熟果实呈紫红色，果实形状为球形或椭球形，直径

0． 5 ～ 0． 8 cm． 叶形具有典型的多形性，有的叶裂很

深呈掌形，有的几乎无叶裂呈心形． 这种叶形的多

形性表现在同一植株不同部位的叶片上或在不同

植株上． 西山蘡薁野生葡萄叶片病害主要为虫害，

微生物病害较少．

G1 与 G2 距离 200 m; G3 与 G4 距离 250 m;

G5 与 G1，G2 距离 1 500 m; G5 与 G3，G4 距离 600 m
图 1 西山 5 个蘡薁葡萄群体的生态分布模式

Fig． 1 Distribation model of V． bryoniaegolia Beg 5 groups
in Xishan moutain
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表 2 西山 5 个蘡薁葡萄群体的生理生态特征

Tab． 2 Physio － ecological characteristic of V． bryoniaegolia Bge 5 groups in Xishan mountain

群体
数量 /

株

年龄结构 /株

1 ～ 10 a 10 ～ 20 a 20 ～ 30 a ＞ 30 a
叶形

结实 /
株

感病

叶片 /%
土质 海拔 /m

群体 1 12 7 2 3 0 深裂至浅裂 3 25． 0 壤土 2 215

群体 2 11 6 2 2 1 深裂至无裂 5 45． 5 壤土 2 222

群体 3 9 2 2 1 4 深裂至无裂 3 33． 3 壤土及石灰岩 2 130

群体 4 3 1 2 0 0 深裂至浅裂 1 33． 3 壤土及石灰岩 2 100

群体 5 5 1 2 2 0 深裂 0 20． 0 石灰岩 2 330

2． 2 西山蘡薁葡萄遗传多样性分析 从 10 个随机

引物中筛选出 5 个扩增谱带清晰、多态性好的引物，

用于 40 份蘡薁葡萄材料基因组 DNA 的扩增( 图

2) ． 共获得 71 条带，其中 68 条多态带． 在物种水平

上，蘡薁葡萄的多态位点百分率 PPB 为 95． 77% ( 表

3) ． Nei＇s 基因多样性指数 H 为 0． 344 2( ±0． 156 8) ，

Shannon＇s 多样性信息指数 Hsp为0． 510 0( ±0． 200 7) ，

有效等位基因数 Ne 为 1． 602 4 ( ± 0． 333 9 ) ( 表

4) ; 群体水平上，各个群体的多态位点百分率 PPB
差异较大( 35． 21% ～84． 51% ) ，平均值为 60． 85%
( 表 3) ，Nei＇s 基因多样性指数 H 平均为 0． 223 4
( ± 0． 202 5) ，Shannon＇s 多样性信息指数 H0 平均为

0． 330 5( ± 0． 284 1) ，平均每个位点的有效等位基

因数 Ne 为 1． 392 2( ± 0． 389 0) ( 表 4) ．

图 2 RAPD 引物 S121 对不同蘡薁葡萄总 DNA 的 PCR 扩增结果

Fig． 2 Amplification results by using RAPD primer S121 to different DNA samples of V． bryoniaegolia

表 3 5 个蘡薁葡萄群体的多态位点百分率统计

Tab． 3 The PPB statistics of V． bryoniaegolia Bge groups

群体 多态位点数 多态位点百分率 /%

群体 1 52 73． 24

群体 2 60 84． 51

群体 3 41 57． 75

群体 4 25 35． 21

群体 5 38 53． 52

平均 43． 2 60． 85

物种水平 68 95． 77

2． 3 群体间遗传分化 用 POPGENE 软件计算出

的遗传变异分析结果表明: 蘡薁葡萄总基因多样性

指数 Ht 为 0． 332 0 ( ± 0． 026 5 ) ，群体内基因多样

性指数 Hs 为 0． 223 5 ( ± 0． 016 0 ) ; Nei＇s 基因分化

系数 Gst = 0． 326 9( 表 5) ．
2． 4 群体间遗传距离和遗传一致度 用 POP-
GENE 计算出了蘡薁葡萄 5 个群体两两群体间的

Nei＇s 遗传一致度( I) 和遗传距离( D) ． I 在 0． 717 1
～ 0． 948 9 间; D 在 0． 052 5 ～ 0． 332 5 间( 表 6) ． 根

据两两群体间的遗传一致度进行聚类( 图 3) ． 群体

3 和群体 4 的遗传一致度最高( I = 0． 948 9 ) ，遗传

距离最近( D = 0． 052 5) ，同时群体 5 也和它们聚在

了一起; 群体 1 和群体 2 另聚为一支，遗传一致度

和遗传距离分别为 0． 871 3 和 0． 137 7． 群体 1 和群

体 4 间的遗传一致度最低，遗传距离最远，分别是

0． 717 1 和 0． 332 5． 另一个样品群体 6 来源于 30
km 外的晋宁县境内，空间距离与上述 5 个群体均

较远，在类聚树中也位于遗传距离最远的位置．
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表 4 蘡薁野生葡萄群体的遗传多样性统计

Tab． 4 The genetic variation of V． bryoniaegolia Bge

群体 观测等位基因数 Na 有效等位基因数 Ne Nei＇s 基因多样性 H Shannon＇s 信息指数 H0

群体 1 1． 732 4 ± 0． 455 9 1． 472 7 ± 0． 382 0 0． 270 5 ± 0． 199 7 0． 399 6 ± 0． 279 0

群体 2 1． 845 1 ± 0． 366 4 1． 471 3 ± 0． 359 5 0． 277 3 ± 0． 181 0 0． 418 9 ± 0． 245 1

群体 3 1． 577 5 ± 0． 497 5 1． 373 4 ± 0． 402 2 0． 211 5 ± 0． 211 1 0． 312 5 ± 0． 298 0

群体 4 1． 352 1 ± 0． 481 0 1． 250 3 ± 0． 381 5 0． 140 0 ± 0． 202 1 0． 204 6 ± 0． 288 9

群体 5 1． 535 2 ± 0． 502 3 1． 393 1 ± 0． 420 0 0． 217 9 ± 0． 218 5 0． 316 9 ± 0． 309 6

平均 1． 608 5 ± 0． 460 6 1． 392 2 ± 0． 389 0 0． 223 4 ± 0． 202 5 0． 330 5 ± 0． 284 1

物种水平 1． 957 7 ± 0． 202 6 1． 602 4 ± 0． 333 9 0． 344 2 ± 0． 156 8 0． 510 0 ± 0． 200 7

表 5 蘡薁野生葡萄遗传多样性 Nei＇s 分析

Tab． 5 Nei＇s analysis of gene divercity in V． bryoniaegolia Bge

统计项 总基因多样性 Ht 群体内基因多样性 Hs 基因分化系数 Gst 基因流 Nm

平均 0． 332 0 0． 223 5 0． 326 9 1． 029 7

标准差 0． 026 5 0． 016 0

表 6 蘡薁葡萄 5 个群体间 Nei＇s 遗传一致度( 对角线上方) 和遗传距离( 对角线下方)

Tab． 6 Nei＇s genetic identity( a bove diagonal) and genetic distance of 6 groups of V． bryoniaegolia( below diagonal)

群体 1 2 3 4 5

群体 1 ＊＊＊＊ 0． 871 3 0． 751 0 0． 717 1 0． 778 6

群体 2 0． 137 7 ＊＊＊＊ 0． 838 7 0． 806 7 0． 850 9

群体 3 0． 286 3 0． 175 9 ＊＊＊＊ 0． 948 9 0． 869 6

群体 4 0． 332 5 0． 214 8 0． 052 5 ＊＊＊＊ 0． 826 3

群体 5 0． 250 2 0． 161 4 0． 139 7 0． 190 8 ＊＊＊＊

应用 SPSS13． 0 软件进行相关性分析，群体间

的遗传距离和地理距离之间的皮尔森相关性系数

r = 0． 98 1( P = 0． 019 ＜ 0． 05) ．

3 讨 论

基于 RAPD 分子标记，利用 POPGENE 软件构

建的不同群体的聚类结果( 图 3) 发现，不同来源的

蘡薁葡萄群体间的遗传距离与其实际地理分布距

离呈正相关( r = 0． 981; P = 0． 019 ＜ 0． 05 ) ． 因此，

利用这 5 条 RAPD 引物就能够检测出分布较近的

同种蘡薁野葡萄的不同群体甚至同一群体中的不

同个体间的遗传差异，表明 RAPD 技术在种内近距

离群体或个体间遗传多样性分析中具有可行性并

有一定的优势．

图 3 居于 RAPD 分子标记构建的不同居群的聚类图

Fig． 3 Phylogenetic tree based on the RAPD makers for

different groups of V． bryoniaegolia Bge
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蘡薁葡萄分布于华北、华中、华东西南及华南

地区，是我国分布最广的野生葡萄种之一［1］． 分布

的广泛性暗示了该种野葡萄对不同的地理气候环

境具有广谱适应能力． 我们在云南省的昆明市郊、
嵩明、晋宁、新平、元江、元谋等多个县均发现野生

蘡薁葡萄的存在． 在昆明西山，相距几百至 1 000
多 m 的不同群体间存在着较大的遗传差异( 遗传

距离 D 的范围在 0． 13 ～ 0． 33 间) ，这种差异在更

远的的群体( 群体 6) 中更明显( D = 0． 35) ( 表 6) ．
由此可以预见，广泛分布于全国各省不同地理气候

条件下的蘡薁野葡萄在种内的遗传差距将更大，遗

传多样性将更丰富，产生新的资源品质特征的可能

性也大． 所以，我们在进行种质资源的异地收集、保
存以及资源圃构建时，应尽可能多的从不同地理条

件下的群体中采样，最大限度地保存其遗传多样

性．
蘡薁葡萄被认为“杂性”植物［1］( 即同一种内

同时存在雌雄异株、雌雄同株异花、雌雄同花等多

种性别的个体) ，对蘡薁葡萄种群繁殖方式等的研

究尚未见报道． Bussell［7］曾对 35 个物种的 RAPD
分析结果进行了总结，发现 29 个异交物种的群体

间遗传变异占总的遗传变异的比率范围为 0． 9%
～ 41． 3%，6 个 近 交 物 种 的 范 围 为 44． 8% ～
66． 9%［8 ～ 11］． Hogbin and Peakall［12］也总结了 7 个

物种的 RAPD 分析结果，发现异交物种的遗传变异

存在于群体内． 通过对 40 份野葡萄材料的 RAPD
分析，Nei＇s 基因分化系数 Gst = 0． 326 9，表明有

67． 31%的遗传变异存在于群体内，因此，西山的蘡

薁葡萄主要以异交繁殖为主．
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Feeding and food resource availability of Hoolock Gibbon
( Hoolock hoolock) at Nankang，Mt． Gaoligong in spring and autumn
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3． Baoshan Administration，Gaoligongshan Natural Reserve，Baoshan 678000，China)

Abstract: To understand the adaptation between feeding and food resources availability of Hoolock gibbon
( Hoolock hoolock) by season changes and discuss the relationship between food resources availability and home
range，field investigation was conducted at Nankang，Mt． Gaoligong from March to April and October to December
in 2009． The food resources availability was surveyed by the line transect method，the feeding behavior was recor-
ded by the focal animal sampling method and the home range was recorded by the scanning samples method． The
food resources availability and feeding amount in the grid were calculated and displayed by ArcGIS 9． 3． The re-
sults showed that the availability of food resources and fruit food resources of Hoolock gibbon were correlated with
feeding amount at Nankang from March to April and October to December． The availability of total food resources
and fruit food resources was higher and also the distribution was more concentrated in March to April than Octo-
ber to December，and there was just a little or even no food resources under 1 800 m． The home range of Hoolock
gibbon overlapped the areas with higher availability of total food resources and fruit food resources during the two
periods． The total food resources and fruit food resources availability inside and outside the home range made no
difference from March to April，but was significant different from October to December． Hoolock gibbon tended to
feed in the region with high food resource availability in the two periods． However，the feeding areas changed by
seasons and the area from Oct to Dec was larger than from Mar to Apr． The feeding regions partly overlapped dur-
ing different seasons． Total available food resources amount was significantly correlated to the feeding amount in
the grid from Mar to Apr but weakly correlated from Oct to Dec． The facts showed that the distribution of food re-
sources of Hoolock gibbon was not uniform at Nankang． The food resources availability affected the choice of the
home range of Hoolock gibbon． The feeding of Hoolock gibbon adapted to food availability by seasons．

Key words: Hoolock gibbon; food availability; feeding; home range; Mt． Gaoligong
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Abstract: The ecological distribution characters of Vitis bryoniaeglia Beg from Xishan mountain in Kunming
were investigated，the genetic diversities based on the RAPD markers were studied in 5 groups of Vitis bryoniaego-
lia Bge． The results indicated that 68 diversified loci in total 71 DNA bands were amplified by using 5 random
primers． At species level，the percentage of polymorphic bands ( PPB) ，Nei＇s gene diversity ( H) and the Shan-
non's information index ( Hsp ) were 95． 77%，0． 344 2 and 0． 510 0，respectively． While at groups level ，the av-
erage PPB was 60． 85 % ( varied from 35． 21 %—84． 51% ) ． The average H and Ho were 0． 223 4 and 0． 330 5，

respectively． The coefficient of genes differentiation among groups ( Gst ) based on Nei's genetic distance was 0．
326 9，which implied that the gene variation was originated mainly within the groups ( 77． 31% ) other than a-
mong ( 32． 69% ) the groups． Genetic identity ( I) of the 5 groups was varied from 0． 717 1 to 0． 948 9． The geo-
graphical distance was significant correlated with the genetic distance based by the Mantel analysis as r = 0． 981，

P = 0． 019 ＜ 0． 05．
Key words: wild grape resources; Vitis bryoniaegolia; random amplified polymorphism DNA ( RAPD) ; genet-

ic diversity analysis
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