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摘 要 海草是生长在潮间带和潮下带的单子叶植物，由海草植物组成的海草床是生态系统
服务价值最高的生态系统之一．然而，近几十年人类活动干扰、全球气候变化等因素导致海草
床衰退严重．海菖蒲是分布于热带、体型最大的雌雄异株海草，我国位于该物种的分布北缘，

本文对其克隆多样性和遗传结构进行研究，以期为该海草的保护提供参考．采用 4 对多态微卫
星标记对采自海南岛 4 个地点的现存海菖蒲种群的样品进行基因型分型．结果表明: 海菖蒲
种群克隆多样性和遗传多样性较低，这与所研究种群处于分布区北缘有关; 种群间遗传分化
值范围较大( 0．073～0．309) ，这可能是由于分布于不同港湾的种群间距离范围较大以及局域
绝灭 /再拓殖的遗传漂变效应所致; 各种群未发现近期经历种群瓶颈的信号，很可能是由于种
群内遗传多样性已经很低，种群减小未能导致遗传多样性明显降低．根据种群遗传特征，提出
了重点保护种群的建议，鉴于目前我国海菖蒲等海草快速衰退的局面，应强化海草保护并实
施海草床生态恢复．
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Abstract: Seagrasses are monocotyledons that grow in intertidal and subtidal zones． Seagrass beds
are among ecosystems with the highest ecosystem service value． However，seagrass beds are rapidly
decline due to anthropogenic disturbances and global climate change． Enhalus acoroides， a
monoecious perennial species，is the largest seagrass in stature． It distributes in tropical regions，
with Hainan Island as its northern limits． Clonal diversity and genetic structure of E． acoroides
populations in Hainan Island were studied to facilitate its conservation and restoration． We used four
polymorphic microsatellites to genotype samples collected from four extant populations． We found
low clonal and genetic diversities within populations，consistent with the expectations of genetic
structure in edge populations． A large range of genetic differentiation was found between these four
populations，probably due to the large range of geographic distances between them and genetic drift
by local extinction and recolonization． We found no sign of recent bottlenecks in all the populations，
probably due to the within-population genetic diversity being too low to show obvious reduction even
after bottlenecks． We proposed suggestions on population conservation for those with high priority．
Given that seagrass bed had experienced rapid decline in recent years，strengthened conservation
and ecological restoration are urgently needed．
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海草是生长在沿海潮间带和潮下带的单子叶植

物，它们可以在水中或水面完成开花、授粉和种子传

播［1］．由一种或多种海草植物组成的海草床与红树

林、珊瑚礁是海洋中最重要的三大生态系统，海草床

是单位面积生态系统服务价值最高的生态系统之

一，达 19000 美元·hm－2［2］．海草床在海洋环境中的

营养物质和能量循环、海洋沉积物固定以及全球碳

固定中具有重要作用［3－4］，此外还为许多海洋动物

提供栖息场所和食物［5］．然而自 1990 年以来，随着

人类活动干扰加剧、全球气候变暖、极端天气肆虐、
海洋酸化等的影响，全球海草床以每年 7%的速率

减少，至 10 年前已有大约 29%的海草床消失［6］．不
仅如此，全世界约有 14%的海草植物正处于灭绝风

险的边缘［7］．越来越多的沿海国家开始意识到海草

生态系统在海洋生态环境保护中的重要性，纷纷设

立海草保护区，并对保护区内的海草进行监测［8］、
种类调查［9］和恢复重建等［10］．

对海草的保护主要有两种方式: 设立海草保护

区的就地保护和移植至他处的迁地保护．海草保护

区的建立能够为海草床生态系统的保护和恢复提供

重要的支持与保障，而对特定海草植物的保护则需

要了解其遗传变异的分布及受胁迫程度．遗传多样

性不仅反映适应环境变化的潜力，也具有促进初级

生产力、增强抗干扰能力和种群恢复能力等即时效

应［11］，总体而言，遗传多样性高的种群保护价值往

往也较高．已有研究表明，考虑种群遗传组成的生态

恢复措施可以提高恢复的成功率［12－13］．因此，了解

种群遗传结构可以为合适的保护和成功的生态恢复

提供重要信息．
海菖蒲( Enhalus acoroides) 是植株个体最大的

海草植物，生长在热带海洋潮间带的泥质、珊瑚砂和

粗糙的珊瑚碎石基质上．该物种广泛分布于印度洋-
西太平洋区域，我国处于其分布区北缘，仅在海南岛

东海岸 港 口 和 海 湾 内 存 在［14］． 海 菖 蒲 为 雌 雄 异

株［15］，其传粉方式比较特别: 雄花在水面下释放出

花粉，花粉浮至水面，随海流和波浪传播到达在海面

上开放的雌花［16］．与其他海草植物一样，海菖蒲可

以通过根状茎进行克隆生长，但根状茎节间长很短，

仅为 5 mm，水平扩张速率慢( 0．9～5 cm·a－1 ) ［17］．我
们此前开发并报道了海菖蒲的微卫星标记［18］，本研

究利用这些标记对采自中国海南岛的海菖蒲个体进

行基因型分型，分析种群克隆和遗传多样性以及遗

传分化，据此提出一些建议，以期为海菖蒲的保护提

供参考．

1 材料与方法

1. 1 研究地点和样品采集

海菖蒲样品于 2008 年 7 月采自海南岛陵水县

的黎安港 ( LA ) 和新村港 ( XC ) 、琼海市的龙湾港

( LW) 和潭门港( TM) ( 图 1，表 1) ．每个种群不少于

10 个样品，共采集到 135 个样品．新鲜叶片经淡水冲

洗、擦净后置于硅胶中快速干燥、贮存备用．采样信

息见表 1．
1. 2 样品基因组 DNA 提取和基因型分型

称取干燥样品 35 mg 左右，采用植物基因组提

取试剂盒( 天根) 提取总 DNA．取 3 μL DNA 原液用

0．8%琼脂糖凝胶电泳检测，根据检测结果用 TE 稀

释至适当浓度以备后续 PCＲ 扩增．使用 4 个微卫星

位点对 135 个样品进行扩增，PCＲ 反应体系和反应

条件与 Gao 等［18］的相同，PCＲ 产物采用 DNA 序列

分析仪( ABI3730) 进行片段长度扫描．
1. 3 数据分析

1. 3. 1 克隆鉴别 所有的海草植物都能进行克隆繁

殖［11］，形成基因型( multilocus genotype，MLG) 相同

的分株．我们采用 Psex来判断具有相同基因型的个体

是否属于相同的克隆．当 Psex ＞0．01 时，则认为相同

的 MLG 为同一个克隆，在种群遗传统计分析时仅使

用其中一个 MLG 进行分析［19］．

表 1 海南岛海菖蒲种群的采样信息
Table 1 Sampling information of the Enhalus acoroides populations along Hainan Island

地点
Site

地理位置
Coordinate

采样间隔
Interval of

samples ( m)

样品数
Number of
samples

种群面积
Population area

( hm2 )

其他混生海草
Other

seagrasses

LW 19°17'5″ N，110°38'14″ E ＞2 11 ＜1 Cr、Th、Ho

TM 19°14'31″ N，110°37'31″ E ＞20 29 ＜1 Th

LA 18°24'48″ N，110°3'28″ E ＞20 41 38 Cr、Th

XC 18°24'7″ N，109°59'4″ E ＞20 53 120 Cr、Th、Ho、Hp
LW: 龙湾港 Longwan Harbor; TM: 潭门港 Tanmen Harbor; LA: 黎安港 Li’an Harbor; XC: 新村港 Xincun Harbor; Cr: 圆叶丝粉草 Cymodocea
rotundata; Th: 泰来草 Thalassia hemperichii; Ho: 卵叶喜盐草 Halophila ovalis; Hp: 羽叶二药草 Halodule pinifolia． 下同 The same below．
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图 1 4 个海菖蒲种群分布
Fig．1 Distribution of the four Enhalus acoroides populations．
LW: 龙湾港 Longwan Harbor; TM: 潭门港 Tanmen Harbor; LA: 黎安
港 Li’an Harbor; XC: 新村港 Xincun Harbor． 下同 The same below．

1. 3. 2 连锁不平衡和哈迪-温伯格( Hardy-Weinberg)

平衡检验 采用 FSTAT v2．9．3．2［20］检验位点间连锁

不平 衡，利 用 TFPGA v1． 3［21］ 中 的 精 确 检 验 法

( Fisher’s exact test) 检验各位点是否符合哈迪-温伯

格平衡．
1. 3. 3 克隆多样性和遗传多样性分析 用 GenClone
v2．0 计 算 多 位 点 基 因 型 数 ( number of multilocus
genotypes，G) 、克隆丰富度( clonal richness，Pd )

［22］、
辛普 森 多 样 性 互 补 指 数 ( complement of Simpson
index，D* ) 和辛普森均匀度互补指数( complement
of Simpson evenness index，ED* ) ［19］．

采用种群总等位基因数( total number of alleles，
A) 、等位基因丰富度( allele richness，AＲ ) 、期望杂合

度 ( expected heterozygosity，HE ) 和 观 察 杂 合 度

( observed heterozygosity，HO ) 等指标衡量种群遗传

多样性．排除属于相同克隆的分株后，利用 TFPGA
v1．3［21］计算相关指标．在 FSTAT v2．9．3．2［20］中经过

1000 次模拟来检验近交系数( inbreeding coefficient，
FIS ) 是否显著偏离 0．
1. 3. 4 种 群 瓶 颈 的 检 验 使 用 BOTTLENECK
v1．2．02［23］检验各种群是否经历近期瓶颈．计算中采

用 TPM ( two-phase model of mutation) 模型，该模型

介于无限等位基因模型( infinite allele model) 和逐

步突变 模 型 之 间，比 较 适 合 微 卫 星 数 据［24］． 使 用

Wilcoxon 符号秩检验( Wilcoxon sign rank test) 进行

分析，这一方法对于采样面积较小的种群具有很强

的统计能力［25］．
1. 3. 5 聚类分析 采用 Structure v2．3［26］对 4 个种群

进行聚类分析，推断种群遗传结构及每个个体在种

群中分布的概率．首先，在软件中设置 K= 1 到 K= 7，

然后基于以上设置的 K 值对微卫星数据分别进行

迭代 长 度 为 1 × 105、MCMC ( Markov chain Monte
Carlo approach) 为 1×106次运算，计算时选择混合模

型．使用 Evanno 等［27］的方法得出最优类群数 K，然

后采用最优 K 值对海南岛 4 个种群进行划分．
1. 3. 6 种群遗传分化 使用 Weir 和 Cockerham 提出

的参数 θ［28］计算种群间遗传分化程度( FST ) ．微卫星

标记多态性高，FST往往低估种群间遗传分化，因此，

我们使用 ＲecordData 软件［29］将数据转换之后计算

出种群间遗传分化最大值 FSTmax，使用 FST /FSTmax 得

到标准 FST'．此外，我们采用 GenAlEx v6．51［30］计算

种群 间 的 DEST 值． 使 用 软 件 GenAlEx v6． 51 中 的

AMOVA 方法分析海南岛海菖蒲种群遗传分化的等

级结构; 运用其中的主坐标分析法分别基于个体和

种群等位基因频率数据进行分析，PCoA 能够很直

观地说明种群间遗传变异分化格局．

2 结果与分析

采用 4 个微卫星位点对 135 个个体进行 PCＲ
扩增，其中有 116 个个体获得了清晰的扩增产物和

可信的片段扫描峰图，在 4 个种群中共有 11 个等位

基因、29 种不同的基因型，其中 13 种基因型只存在

于黎安港，6 种基因型只存在于新村港，3 种基因型

只存在于潭门港，龙湾港没有私有基因型，另外 7 种

基因型为不同种群间共享．在成功测得基因型的 116
个个体中有 2 个相同的基因型源于不同的有性繁殖

事件( Psex ＜0．01) ．
连锁不平衡检验显示位点间均不存在显著的连

锁关 系，哈 迪-温 伯 格 平 衡 检 验 结 果 表 明，位 点

EA970 在黎安港种群显著偏离哈迪-温伯格平衡，而

在其余 3 个种群为单态．
从表 2 可以看出，新村港( XC) 种群克隆丰富度

最小( 0．224) ，最大的为龙湾港( LW) 种群( 0．571) ．
辛普森多样性互补指数( D* ) 最小为 0．842 ( TM) ，

最大的为 0．938( LA) ．黎安港( LA) 种群有 1 个私有

等位基因，其他种群不存在私有等位基因．这 4 个种

群等位基因丰富度差异不大，最大为 2．202( LA) ．观
察和期望杂合度都较低，观察杂合度最大的为 0．272
( LA) ，最小的为 0．225 ( LW) ．种群间的期望和观察

杂合度的 差 异 较 小，最 大 的 期 望 杂 合 度 为 0． 326
( LA) ，最小的期望杂合度为 0．211 ( LW) ．所有种群

的近交系数均未显著偏离 0．
种群间遗传分化系数( FST ) 为 0．177，标准化遗

传分化系数( FST') 为 0．243，DEST 值为 0．059．两两种

群 间的遗传分化系数为0．073 ～ 0．309，其中龙湾港
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表 2 海南岛海菖蒲种群的克隆结构和遗传组成
Table 2 Clonal structure and genetic composition of Enhalus acoroides populations along Hainan Island

克隆多样性 Clonal diversity
N G Pd D* ED*

遗传组成 Genetic composition
HE HO FIS A AＲ PA

LW 8 5 0．571 0．893 0．833 0．211 0．225 －0．010 7 1．743 0
TM 23 6 0．318 0．842 0．813 0．233 0．226 0．049 8 1．723 0
LA 36 19 0．514 0．938 0．833 0．326 0．272 0．179 11 2．202 1
XC 50 12 0．224 0．847 0．836 0．251 0．256 －0．008 8 1．713 0
N: 样本数 Number of samples; G: 多位点基因型数 Number of multilocus genotypes; Pd : 克隆丰富度 Clonal richness; D* : 辛普森多样性互补指

数 Complement of Simpson index; ED* : 辛普森多样性均匀度指数 Simpson evenness index; HE : 期望杂合度 Expected heterozygosity; HO : 观察杂
合度 Observed heterozygosity; FIS : 近交系数 Inbreeding coefficient; A: 种群总的等位基因数 Total number of alleles; AＲ : 等位基因丰富度 Allelic
richness; PA : 私有等位基因 Private allele．

图 2 海南岛 4 个海菖蒲种群个体基因聚类分析结果
Fig．2 Genetic cluster results of the four Enhalus acoroides populations along Hainan Island．

( LW) 和潭门港( TM) 种群之间的遗传分化系数最

小( 0．073) ，潭门港( TM) 和新村港( XC) 之间的遗传

分化系数最大( 0．309) ．AMOVA 分析表明，种群间的

差异能够解释约 15%的分子变异( 表 3) ．

表 3 海南岛海菖蒲种群的 AMOVA 分析
Table 3 AMOVA analysis of Enhalus acoroides popula-
tions along Hainan Island

变异来源
Source of variance

自由度
df

变异
Variance

总变异百分比
Percentage of
total variance

种群间
Among populations

3 0．116 15

种群内
Within populations

268 0．674 85

总体 Total 271 0．790 100

图 3 海南岛 4 个海菖蒲种群基于遗传距离的主坐标分析
( PCoA)
Fig．3 Analysis of PCoA based on genetic distance of the four
Enhalus acoroides populations along Hainan Island．

使用 4 个微卫星位点对海南岛 4 个海菖蒲种群

进行聚类分析，得到的最佳 K 值为 2 ( ΔK 值最大时

的 K 值) ．使用最佳 K 值模拟后得到的结果表明，除

新村港( XC) 外，其他 3 个种群混杂较严重( 图 2) ．
主坐标分析得到类似结果( 图 3) ．

3 讨 论

3. 1 种群遗传多样性

本研究中的 4 个海菖蒲种群的克隆多样性和遗

传多样性均较低，也低于目前已研究的其他海草植

物［31－33］．很低的遗传多样性与本文所研究的种群位

于该物种分布区边缘有关．海菖蒲是典型的热带分

布种类，我国海南位于其分布区北缘．一般而言，处

于分布区边缘的种群较小，常经历局域灭绝 /再拓

殖，与其他种群的隔离程度较高，因而具有较低的遗

传多样性．这一结论也与 Nakajima 等［34］的结果一

致，他们采用微卫星标记研究了东南亚海菖蒲种群

遗传多样性，发现处于北缘种群的遗传多样性显著

较低．
尽管本文所研究的海菖蒲种群遗传多样性很

低，却未检测到显著的近期种群瓶颈信号．通常情况

下，说明这些种群近期未经历过较大的波动，或种群

波动发生在较远时期，等位基因数目的下降与杂合

度的降低达到了新的平衡［35］．然而，在本研究中，则

很可能是由于种群内遗传多样性很低，并且私有等

位基因很少，即使种群大小经历较大的波动，那些个
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体共有的等位基因并不会随着某些个体的丢失而丢

失，因此遗传多样性也不会有大的变化．
4 个种群间的遗传分化值范围较大 ( 0． 073 ～

0．309) ，处于不同港湾的种群间遗传分化很大．海
菖 蒲花和种子扩散距离较远，最远可达 63．5 ～ 400
km［36］．不同港湾间最短海面距离约 120 km，理论上

应能在港湾间扩散．然而海菖蒲分布在港湾内，港湾

独特的地理环境和区域的海流可能不利于这两个港

湾间直接的花粉和种子扩散．此外，处于分布区边缘

的种群间隔离较大，基因流较小，加上伴随局域绝

灭 /再拓殖的遗传漂变效应，因而边缘种群间的遗传

分化较大．
值得注意的是，相距较远的新村港( XC) /黎安

港( LA) 与潭门港( TM) /龙湾港( LW) 之间有 7 个共

享基因型，这可解释为它们之间存在通过克隆片段

的长距离扩散．考虑到海南海菖蒲分布港湾独特的

地理环境和复杂的海流方向，克隆片段很难在海流

作用下漂流很长的距离且仍具有活力; 但不同港口

间运输货船的压舱水可能携带海菖蒲克隆片段，进

而导致这些克隆片段在港湾间扩散．如果这种情况

成立，那么这些种群间的遗传分化应该很小; 然而较

高的遗传分化系数显示种群间的基因流较低，这表

明另一种情形的可能性很大，即通过有性繁殖使得

不同种群形成具有相同基因型的个体．由于 4 个位

点在海南海菖蒲种群中的多态性低，等位基因数目

少，通过有性繁殖( 减数分裂、基因重组) 产生的不

同个体也可以具有相同的基因型．
3. 2 对海菖蒲保护的建议

海菖蒲是生长缓慢的大型海草，生态系统服务

价值高，对于生态环境保护具有很好的标志性意义．
我国海南现存海菖蒲种群遗传多样性很低，应对变

化环境的能力较差; 此外，海南又处于海菖蒲分布区

的北缘，缺少可供选择的迁地保护地点，因此需要加

强现存种群的就地保护．
分布于黎安港( LA) 、新村港( XC) 的海菖蒲种

群具有相对较高的克隆多样性和遗传多样性，其中

黎安港含有 1 个私有等位基因．因此，从种群遗传来

看，黎安港( LA) 和新村港( XC) 的海菖蒲种群更具

保护价值，应优先保护．海南省人民政府于 2009 年

批准建立了新村港与黎安港海草特别保护区，保护

区的建立有助于对包括海菖蒲在内的海草的保护．
然而遗憾的是，近年来海南经济发展加剧了海草床

的衰减，即使是位于保护区内也难以幸免．以新村港

为例，本研究 2008 年采样期间，海水养殖面积尚不

大，海草床面积大、种类多，除海菖蒲外，还有圆叶

丝 粉 草 ( Cymodocea rotundata ) 、泰 来 草 ( Thalassia
hemperichii) 、卵叶喜盐草( Halophila ovalis) 和羽叶二

药草( Halodule pinifolia) 等，海草密度高、生长状况

良好．2015 年 10 月再次调查时，海水养殖覆盖面积

大幅增大，水体富营养化严重，海草床严重衰退，几

乎没有连续分布的海草，耐污能力较强的海菖蒲密

度也很低，羽叶二药草已很少，其他海草植物甚至已

经难觅踪迹．因此，加强对海草的保护力度刻不容

缓［37］．
龙湾港( LW) 和潭门港( TM) 海菖蒲分布面积

较小，克隆多样性和遗传多样性相对较低，局域灭绝

风险较高，因而亟需保护，建议尽快设立海草保护

区，加强对海菖蒲和其他海草的保护．此外，也需通

过生态恢复措施，扩大海菖蒲等海草床的面积．比
如，可以从黎安港( LA) 适当迁入一些海菖蒲个体到

龙湾港( LW) 和潭门港( TM) ，增加这两个海菖蒲种

群的克隆多样性和遗传多样性水平，通过两个主要

分布区域间的联动，降低我国海菖蒲种群局域绝灭

风险．
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