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摘要: 理解物种的濒危机制对生物多样性的科学保护至关重要。荷叶铁线蕨(Adiantum nelumboides)作为国家一级重点保护野

生植物, 其遗传多样性状况和濒危机制一直存在较大争议。本文利用简化基因组测序技术(genotyping by sequencing, GBS)对

来自6个居群的28个荷叶铁线蕨样本测序, 共获得29.6 Gb的数据, 并筛选得到9,423个高质量单核苷酸变异位点(SNP), 通过

遗传多样性和居群遗传结构分析, 并结合不同气候情景下物种潜在分布区差异, 探讨了荷叶铁线蕨的濒危原因和科学保护策

略。结果表明: (1)荷叶铁线蕨具有较低的遗传多样性(Ho = 0.138、He = 0.232、Pi = 0.373), 同时种群间具有较低的遗传分化(Fst 

= 0.0202)和基因流(Nm = 1.9613); (2)所有样本均来自2个遗传分组, 基因组大小为 5.01‒5.83 Gb, 且均为四倍体, GC含量约为 

39%‒41%; (3)生态位模拟表明, 与现代气候相比, 在未来气候变化下荷叶铁线蕨的潜在分布区面积略有增加, 但高适生区面

积减小。其主要适生区向北迁移, 影响其分布的主导因子为昼夜温差月均值和最冷季降水量。正是由于荷叶铁线蕨遗传多样

性低, 不同种群间遗传分化较低, 再加上气候条件的变化, 其适生区狭窄, 导致其遗传多样性和种群数量急剧下降。因此, 自

身更新能力低以及过度的人为活动干扰可能是导致其濒危的主要原因。建议加强对荷叶铁线蕨的就地保护; 通过生境恢复及

自然回归等措施, 增加居群间的基因交流, 防止遗传资源丢失加剧。 
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ABSTRACT 

Aims: Understanding the mechanism that leads species to endangerment is crucial to the conservation of biodiversity. 
Adiantum nelumboides is a key wild plant that is protected at the national level, and its genetic diversity and 
endangerment mechanism are controversial. 
Methods: A total of 28 A. nelumboides samples, from six populations, were used to obtain single-nucleotide variation 
sites (SNP) by the genotyping by sequencing (GBS) method. The genetic diversity and structure of the population were 
analyzed and combined with the change in the potential distribution area of species under different climate scenarios. 
Then the possible causes of endangerment and scientific protection strategies of A. nelumboides were discussed. 
Results: The results showed that 29.6 Gb of data was obtained based on the GBS sequencing, and 9,423 high-quality 
SNP loci were screened. Adiantum nelumboides had low genetic diversity (Ho = 0.138, He = 0.232, Pi = 0.373), low 
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genetic differentiation (Fst = 0.0202) and gene flow (Nm = 1.9613). The A. nelumboides samples are from two ancestral 
haplotypes, their genome size was 5.01‒5.83 Gb, they were tetraploid, and the GC content was about 39%‒41%. Under 
future climate change, the potential distribution area of A. nelumboides will increase slightly, in which the area of high 
fitness is lost. The primary areas that are suitable for the plant are distributed in Wanzhou, Chongqing and further north. 
The dominant factors affecting its distribution are monthly mean differences in diurnal temperatures and precipitation 
during the coldest season. 
Conclusions: Due to the low genetic diversity, lack of gene exchange between different populations, and changes in 
climatic conditions, suitable growth areas for A. nelumboides become narrow, resulting in a sharp decline in species 
diversity and population size. Therefore, their low regeneration ability and excessive disturbance from human activities 
might be the main reasons for the endangered status of A. nelumboides. It was recommended to strengthen in situ 
conservation of A. nelumboides. Measures such as habitat restoration and natural regression must be discussed to 
increase gene exchange across populations. At the same time, a core germplasm of this species must be constructed to 
prevent the aggravation of genetic resource loss. 
Key words: genetic structure; species distribution models; dominant climate factor; genetic diversity; genotyping- 
by-sequencing 

物种的遗传多样性是指同一物种不同个体之

间以及不同物种之间所存在的遗传差异程度(马克

平和钱迎倩, 1998)。它既是生物多样性的重要组成

部分, 也是物种多样性、谱系多样性、功能多样性、

生态系统多样性等其他多样性层次或维度的重要

基础(Cires et al, 2011)。遗传多样性是物种生存和进

化的基石(Reid et al, 1993), 一般来说, 植物遗传变

异的大小与其未来命运和进化潜力密切相关(刘张

璐, 2010)。遗传多样性高的物种或群体更容易适应

外界快速变化的环境, 从而更能应对不良环境的选

择压力, 具有更高的进化潜力(Solomon et al, 2019); 

遗传多样性水平低的物种或自然群体适应外界自

然环境变化的能力就会越低, 有时甚至会趋向灭绝

(Huenneke, 1991)。为什么低遗传多样性的物种或自

然群体会趋向灭绝? 以往人们只是将原因简单地

归咎于物种本身的进化历史和遗传结构。 

近年来, 随着分子生物学特别是高通量测序技

术的发展, 人们可以从基因组层面更深入地了解物

种的遗传结构和进化历史, 利用大量的分子标记构

建物种间相对稳健、可信的亲缘关系 (Fu et al, 

2014)。基因分型测序技术(genotyping by sequencing, 

GBS)可以捕获大量全基因组水平的单核苷酸多态

性(SNP)位点, 具有低成本、耗时短及高通量开发非

模式物种的 SNP分子标记等优点 (Miller et al, 

2007)。因此, 越来越多的研究者利用该技术开展保

护遗传学、分子育种、性状图谱构建、优质种质资

源遗传多样性分析等研究(Pegadaraju et al, 2013)。

荷叶铁线蕨(Adiantum nelumboides)分布于我国长江

三峡地区。该种外形独特, 最早被处理为原产非洲

东部地区的肾叶铁线蕨的变种(A. reniforme var. 

sinensis)。近年来分子系统学、细胞学及形态学等

研究结果表明该物种是和肾叶铁线蕨(六倍体)亲缘

关系紧密的四倍体(Wang et al, 2015), 并被提升为

独立物种。由于三峡工程的建设, 荷叶铁线蕨部分

生境被淹没; 再加上具有较高的观赏价值和药用价

值(陈绍成, 2014), 因此生态环境的破坏和人工采挖

可能是导致其数量迅速减少、分布范围急剧狭缩的

主要因素(Wu et al, 2003)。目前, 该物种正处于灭绝

的边缘, 《国家重点保护野生植物名录》(2021版) 

(https://www.forestry.gov.cn/main/3954/20210908/16

3949170374051.html)和《中国植物红皮书》(傅立国

和金鉴明, 1991)分别将其列为国家一级和二级保护。

同时, 世界自然保护联盟(International Conservation 

Union, IUCN)的濒危物种红色名录将其列为极危

(Critically Endangered)。 

荷叶铁线蕨的遗传多样性研究一直存在争议。

基于基因组随机扩增多态性DNA标记 (random 

amplified polymorphic DNA, RAPD)的研究结果显

示, 荷叶铁线蕨的居群内部和居群间均存在遗传分

化, 其遗传多样性相关指数中等偏下, 居群之间存

在一定的基因流; 但等位酶标记的研究结果表明, 

荷叶铁线蕨居群内的遗传多样性和居群间的遗传

分化水平比其他蕨类植物低(潘丽芹等, 2005)。然而, 

无论遗传多样性高低, 荷叶铁线蕨的濒危原因均指

向三峡地区严重的环境破坏和野生群体的过度开

发利用(黄至欢, 2020)。因此, 我们认为应从该物种
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自身的全基因组水平遗传变异及分布格局、群体进

化历史等方面探讨荷叶铁线蕨的濒危机制。 

本研究在长江三峡地区采集6个居群共28个荷

叶铁线蕨样本, 进行基因组大小测定和简化基因组

测序。旨在探明以下内容: (1)荷叶铁线蕨的基因组

大小是否存在种群间的变异? (2)荷叶铁线蕨基因组

的GC含量及基因组结构的稳定性; (3)荷叶铁线蕨

居群内部及居群间的遗传多样性大小; (4)荷叶铁线

蕨的群体遗传结构及种群间基因流水平; (5)荷叶铁

线蕨的种群动态历史; (6)通过模拟不同气候情景下

的潜在分布区变化来拟合荷叶铁线蕨的遗传多样

性与种群历史和未来动态的一致性, 从而更深入地

探讨荷叶铁线蕨可能的濒危原因, 为荷叶铁线蕨的

保护提供科学依据。荷叶铁线蕨作为中国生物多样

性保护中的旗舰物种, 其保护基因组学分析有助

于更深入地理解当前日益增加的濒危物种的保护

机制。 

 

1.1  植物材料 

共有采自重庆市6个样点的28份试验材料, 基

本覆盖了该植物的分布区, 样品按区域分布分组

(表1), 每个样品取完整的叶片用硅胶干燥、备用, 凭

证标本存放于上海辰山植物园植物标本室(CSH)。 

1.2  DNA提取和GBS文库构建 

采用改良的CTAB法提取DNA, 使用植物基因

组DNA快速提取试剂盒(Biomed基因技术)从样品

中分离总DNA。将通过琼脂糖凝胶电泳质量检测的

样本送至北京诺禾致源生物信息科技有限公司进

行限制性酶切位点关联DNA建库测序。取Mse I和

Ecor I限制性内切酶进行酶切, 之后在片段两端加

接头, PCR扩增含有接头的tag序列, 将样品混合后

通过电泳回收DNA条带, 纯化后的产物在Illumina 

HiSeq测序平台上进行双末端150测序。 

1.3  获取单核苷酸多态性(SNP) 

依据建库样品对应关系拆分为单样品原始数

据 , 将下机测序得到的原始数据 raw reads使用

FastQC v 0.11.9软件进行质控, 去除测序接头以及

引物序列; 切除质量值低于20的碱基。以荷叶铁线

蕨全基因组作为参考, 利用BWA v 0.7.17比对软件

(Li & Durbin, 2010)将样品过滤后的有效数据(clean 

reads)与参考基因组进行比对。使用Samtools v 1.14 

软件加头, 去重复。运行GATK v 4.0进行变异检测, 

即CALL SNP。将个体样本变异位点和基因型信息

提取生成vcf格式文件来获得SNP标记。 

通过进一步过滤筛选 , 提高准确度。运行

GATK软件使用参数“QD < 2.0 || FS > 60.0 || MQ < 

40.0 || MQRankSum < –12.5 || ReadPosRankSum < 

–8.0”对vcf格式文件初步过滤, 得到包含26,578个

SNP位点的vcf文件。使用vcftools v.4.1软件对获得

SNP分型结果进行过滤，主要参数 --maf 0.01 

--minDP 4 --max-missing 0.8; 再进一步利用Plink 

v1.90软件进行哈迪温伯格平衡(HWE)和连锁不平

衡(LD)过滤, 按P < 0.001, r2 < 0.01进行过滤; 过滤

后剩下的高质量SNP用于群体遗传结构分析。 

1.4  群体结构分析 

用ADMIXTURE v1.3.0软件基于每个个体的基

因型推断个体祖先成分, 对经过miss 0.4、maf 0.05 
 

表1  荷叶铁线蕨样品采集信息 
Table 1  Sample details of Adiantum nelumboides 

居群 Population 采样地点 Sampling localities 样本数量 Sample size 样本采集号 Voucher no. 

石柱 SZ 重庆市石柱县西沱镇 
Xituo Town, Shizhu County, Chongqing 

10 YYH15105, YYH15106, YYH15107, YYH15108, 
YYH15109, YYH15110, YYH15111, YYH15112, 
YYH15113, YYH15116 

南川 NC 重庆市南川区 
Nanchuan District, Chongqing 

3 YSR0101, YSR0201, YSR0204 

新乡 XX 重庆市万州区新乡镇 
Xinxiang Town, Wanzhou District, Chongqing 

8 YYH15091, YYH15071, YYH15072, YYH15088, 
YYH15087, YYH15092, YYH15090, YYH15086

燕山 YS 重庆市万州区燕山乡 
Yanshan Town, Wanzhou District, Chongqing 

1 YYH15070 

武陵 WL 重庆市万州区武陵镇 
Wuling Town, Wanzhou District, Chongqing 

5 YYH15117, YYH15118, YYH15119,  

YYH15120, YYH15121 

忠县 ZX 重庆市忠县石宝镇 
Shibao Town, Zhong County, Chongqing 

1 YYH15114 

1  材料和方法 
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过滤条件筛选后得到的SNP位点进行聚类分析, 参

数设置为K = 1‒10, 每个K值重复10次运算, 运行代

数为1,000,000, 舍弃前500,000代, 用最小交叉验证

(cross validation, CV)错误值判断最佳K值。具体运行

参数为admixture --cv out.recode.bed $K | tee log ${K}. 

out, 最终用R软件的ggplot2软件包绘制结果图。 

用PGDspider2将获得的SNP数据转换为构建系

统发育树的文件, 在IQ-TREE v1.7中根据最大似然

法(maximum likelihood, ML)构建系统树, 最后使用

FigTree v1.4.4对系统发育树进行可视化。同时, 在

Plink中用PCA揭示群体结构并计算各主成分解释

率。遗传结构分析均使用去除LD位点的SNP数据集, 

在R中的ggplot2软件包绘制结果图。 

1.5  遗传多样性分析 

通过Stacks v2.41软件中的Populations子程序计

算种间遗传分化系数(genetic differentiation, Fst)、物

种水平的近交系数(inbreeding coefficient, Fis)、观测

杂合度(observed heterozygosity, Ho)和期望杂合度

(expected heterozygosity, He)及个体水平的Ho。同时

基于所有(变异和非变异)位点计算核苷酸多态性

(nucleotide diversity, π)和基因交流情况计算基因流

(Nm)等遗传参数。 

1.6  基因组大小估算 

以玉米为内参, 基因组大小为2.3 Gb, 以嫩叶

为试验材料, 待测样品DNA含量 = 内参DNA含量 

× 待测样品的荧光强度/内参样品的荧光强度。待测

样品的倍性 = 已知品种的倍性(田新民等, 2011)。 

1.7  有效种群大小波动历史分析 

将获得的SNP数据使用Stairway Plot v2推测荷

叶铁线蕨在一千万年前到1 kya (thousand years ago, 

kya)间的群体的有效大小Ne变化。生成无缺失且无

LD的SNP数据集, 将vcf文件用python脚本easySFS 

(https://github.com/isaacovercast/easySFS)建立一维

SFS。将SFS状态指定为folded, 以统计次等位基因

的SFS。选择位点数尽量多的projection值输出SFS

信息 , 将SFS信息输入Stairway Plot运行所需的

blueprint文件中。突变率设置为1.0 × 10‒8/位点/代, 

40年为一代(IUCN, 2010), 200次自展用于计算Ne中

位数及95%置信区间。结果在R软件中可视化。 

1.8  潜在分布区预测 

根据材料采集和种质资源调查, 通过GPS实地

定位获得分布点经纬度信息, 通过中国数字植物标

本馆(http://www.cvh.org.cn/)获取标本采集地经纬度

信息, 共收集荷叶铁线蕨坐标信息25个, 保存为

Excel文件再转化为CSV格式用于分布预测建模使

用。选取现代和未来(2080年)的19个生物气候变量, 

气候数据 下载于世 界气候数 据库 WorldClim 

(http://worldclim.org)。该数据属于XYZ插值数据, 

数据空间分辨率为2.5′。选取末次盛冰期(last glacial 

maximum, LGM)和末次间冰期的群落气候系统模

型, 以及RCP 2.6温室气体排放情景。数据经ArcGIS 

10.6软件剪裁为中国范围并转换为ASCII格式。 

运行MaxEnt v 3.4.1软件(http://biodiversityinfo 

rmatics.amnh.org/open_source/maxent)模拟荷叶铁线

蕨在不同气候情景下的潜在分布格局, 设置训练集

为75%、测试集为25%进行模拟分析。将物种分布

数据与气候环境数据一起导入MaxEnt中, 选择刀

切法(Jackknife)绘制响应曲线并制作预测图。加载到 

ArcGIS v 10.8中, 按照“自然间断点分级法” (natural 

break)将中国区域划分为4个不同综合评价等级: 非

适生区; 一般适宜区; 较适宜区; 最适宜区。采用

ROC曲线来评价模型预测结果的精准度, 环境变量

的贡献率判断影响物种分布的主导环境因子。 

 

2.1  SNP位点数与GC含量统计 

对28份荷叶铁线蕨样品进行测序得到高质量

序列数据共29.6 Gb, 平均每样本1.06 Gb, GC含量

为39%‒41% (附录1)。其中石柱群体的平均GC含量

最高, 为40.81%; 南川群体最低, 为39.7%, 各群体

间GC含量差异并不显著。所有的序列均通过质量阈

值 , 可以用于GBS文库的构建。测序样品Q30 > 

88.97%, 选择荷叶铁线蕨基因组作为参考序列, 28

个样本的序列利用BWA软件分别与参考序列进行

比对。共观察到11,767个原始SNPs, 剔除了缺失5%

以上的SNPs, 获得了9,423个高质量的SNPs, 用于

群体遗传数据挖掘和分析。 

2.2  基因组大小估测与染色体倍性分析 

由表2可知, 内参与待测样品峰值完全分开, 无

重叠峰, 峰型清晰集中, 待测样品均为四倍体。根据

内参及待测样品的荧光强度, 待测荷叶铁线蕨的基

因组大小相近, 基因组大小在5.01‒5.83 Gb之间。 

2  结果 
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2.3  遗传多样性与遗传分化水平估算 

对6个地理群体的遗传多样性信息进行统计分

析(表3), 结果表明, 28份材料的平均观察杂合度

(Ho)、期望杂合度(He)和核苷酸多样性(Pi)分别为

0.138、0.232和0.373, 新乡居群的杂合度略高于其

他居群。除武陵居群外, 期望杂合度均高于观测杂

合度, 说明荷叶铁线蕨的分布面积减少、生境破碎

化。核苷酸多样性(Pi)分析表明, 南川居群的核苷酸

多样性高达0.683, 石柱居群、燕山居群、武陵居群

和新乡居群Pi分别为0.316、0.117、0.54和0.48。Pi

值越接近1, 说明该类群的核苷酸多样性越丰富, 

适应环境的能力越强。由表4看出, 每个居群的近交

系数(Fis)都大于0, 范围介于0‒0.303之间, 其平均

值为0.143, 所有居群的近交系数都表现为显著的

正值, 表明这些居群存在杂合子不足现象。 

荷叶铁线蕨群体间遗传分化系数(Fst)的变化范

围为0.0148‒0.0312, 平均值为0.0202 (表4), 表明群

体间遗传分化处于较低水平。遗传结构分析表明, 

荷叶铁线蕨群体间的遗传变异占2.02%, 遗传变异

主要发生在居群内(97.98%)。种群间基因流(Nm)为

1.108‒2.482, 平均值1.9613, 大于1 (表4), 表明居群 

 
表2  荷叶铁线蕨相对荧光强度 
Table 2  Relative fluorescence intensity of Adiantum nelumboides 

样品 
Sample 

倍性 
Ploidy  
level 

内参荧光强度 
Relative fluorescence 

intensity 

待测荧光 
强度 
Mean 

基因组大小
Genome size

YYH15105 4X 62.96 151.86 5.55 

YYH15111 4X 60.30 140.32 5.35 

YYH15112 4X 60.06 130.77 5.01 

YYH15116 4X 67.82 171.92 5.83 

 
表3  不同居群荷叶铁线蕨遗传多样性。样品信息同表1。 
Table 3  Genetic diversity indices of different groups of 
Adiantum nelumboides. The sample information see Table 1.  

居群名称 
Population 

观察杂合度 
Ho 

期望杂合度 
He 

核苷酸多样性
Pi 

近交系数
Fis 

石柱 SZ 0.206 0.214 0.316 0.172 

南川 NC 0.211 0.287 0.683 0.27 

新乡 XX 0.104 0.285 0.1166 0 

燕山 YS 0.106 0.135 0.105 0 

武陵 WL 0.198 0.187 0.54 0.117 

忠县 ZX 0.218 0.286 0.48 0.303 

平均值 Average 0.173 0.232 0.373 0.143 

Ho, Observed heterozygosity; He, Expected heterozygosity; π, Nucleotide 
diversity; Fis, Inbreeding coefficient.  

表4  荷叶铁线蕨居群间的遗传分化系数(Fst: 对角线下)与
基因流(Nm: 对角线上), 样品信息同表1。 
Table 4  Genetic differentiation coefficient (Fst: below the 
diagonal) and gene flow (Nm: above the diagonal). The sample 
information is shown in Table 1.  

居群 
Population 

石柱 
SZ 

南川 
NC 

燕山 
YS 

忠县 
ZX 

武陵 
WL 

新乡 
XX 

石柱 SZ  1.108 1.957  2.023 2.486 2.157 

南川 NC 0.0216  1.795  2.417 2.186 1.957 

燕山 YS 0.0194 0.0312  1.864 2.167 2.035 

忠县 ZX 0.0165 0.0216 0.0183  2.341 1.628 

武陵 WL 0.0186 0.0298 0.0161 0.0176  1.439 

新乡 XX 0.0154 0.0251 0.0148 0.0193 0.0169  

 
间存在一定程度的基因流, 抵消了由遗传漂变导致

的群体间遗传分化。遗传距离最远的为南川居群与

燕山居群(Fst = 0.0312), 同时燕山和南川的地理距

离最远, 表明地理距离和遗传距离具有相关性。 

2.4  群体遗传结构分析 

基于9,423个核SNP位点进行Structure分析, 结

果如图1A所示。当K = 2时, CV值最小, 将供试材料

划分为2个遗传分组, 石柱居群、忠县居群、南川居

群、燕山居群和新乡居群聚为一个遗传分组, 而武

陵居群单独聚为另一个遗传分组; 两个遗传分组之

间的分化时间可能较早。同时发现, 两个遗传分组

之间存在着一定程度的基因交流或遗传渐渗, 尤其

是南川居群和新乡居群中存在一定比例的分组间

共享遗传变异。 

利用最大似然法(ML)基于9,423个SNP位点对

28个样本构建的系统进化树显示(图1A), 28个荷叶

铁线蕨样本聚类成2个大的遗传分支。除YSR0201

和YYH15070样品外其他样品按地理分布聚一支, 

其中武陵的YYH15117、YYH15118、YYH15119、

YYH15120和YYH15121聚为一支, 这与Structure结

构分析的结果一致。PCA结果表明, PC1和PC2的贡

献率分别是62.2%和21.65% (图1C, 图中每个个体

都用单独的圆表示, 不同颜色的圆代表不同的集

群)。28份荷叶铁线蕨聚成明显的2组, 第一主成分

PC1将武陵居群和余下5个居群分开, 与群体结构

分析的结果一致, 群体间存在少数个体混杂现象, 

说明所选群体之间存在基因交流, 与系统发育树结

果相同。 

2.5  群体大小历史分析 

在Stairway Plot中对荷叶铁线蕨的群体大小随

时间的变化进行推测。首先筛选不连锁的SNP数量 
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图1  基于SNP的荷叶铁线蕨遗传结构分析。A: 当K = 2时每个个体的遗传成分分析结果和基于9,423个SNP的最大似然法建

树结果示。每一个柱形代表1个样本, 每种颜色代表1个遗传簇; B: 最佳聚类结果的地理分布, 其中的饼状图代表每个居群的

遗传簇; C: 主成分分析结果, 图中每个点代表1个样品。样品信息同表1。 
Fig. 1  Analysis of population structure based on identified SNP. A, Results of the admixture proportions for each individual with K = 2 
and maximum likelihood tree based on 9,423 SNPs. Each sample is represented by a histogram, which is partitioned into different 
colors. Each color represents a genetic cluster. Numbers in the nodes are the bootstrap values from 100 replicates; B, The distribution 
of best results in clusters by Structure. The pie chart represents the genetic cluster of each population; C, Results of the principal 
component analysis. Each sample is represented by a point. The sample information is shown in Table 1. 

 
9,423个, 依据图2A, Stairway Plot推测该种群100 

kya至1 kya的有效群体大小变化(图2B)。如图所示, 

荷叶铁线蕨115 kya至11.7 kya的末次冰期 (last 

glacial period, LGP)经历种群收缩, 在11.2 kya的末

次盛冰期(LGM)前经历种群扩张。这可能与冰期来

临后, 荷叶铁线蕨对寒冷环境的极度不适应有关。

在经历了长期的瓶颈效应后, 在15 kya左右, 种群

才开始有轻微的扩张, 这可能是由于末次冰期结束

后, 地球表面温度开始回升, 有利于荷叶铁线蕨的

繁殖生长。 

2.6  不同情景下潜在地理分布格局 

根据主导气候因子贡献率(附录2)可知, 现代

气候情况下对荷叶铁线蕨地理分布影响较大的气

候因子为昼夜温差月均值(42.4.%)和最冷季降水量

(20.9%), 累计贡献率达63.3%。从各主导因子的变

异范围看, 荷叶铁线蕨适宜生境的气候因子变异范

围极为狭窄, 表明其对气候要求极为严格。现代气

候条件下, 荷叶铁线蕨潜在分布区与现存分布较为

吻合(图3), 适生区域分布比较局限, 核心区位于重

庆的万州至石柱县, 在中国的适生总面积为2.79 × 

104 km2, 中适生区主要分布于石柱县和丰都县, 面

积为0.66 × 104 km2; 低适生区主要分布于武陵县、

南川区和长寿区等, 面积为1.62 × 104 km2。 

在2080年RCP2.6温室气体排放情景下, 荷叶铁

线蕨总适宜分布面积呈增加趋势, 总适生区面积为

2.82 × 104 km2。但与现代相比, 荷叶铁线蕨潜在的 
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图2  荷叶铁线蕨有效群体大小变化分析。A: 位点频谱; B: Stairway Plot基于SFS的群体大小变化。粗线为中位数, 阴影

部分为95%置信区间。LGM: 末次盛冰期; LGP: 末次冰期。 
Fig. 2  Changes in population size of Adiantum nelumboides. A, Folded site frequency spectrum (SFS); B, Changes in population 
size inferred by Stairway plot using folded site frequency spectrum (SFS). Thick lines represent the median, and shaded areas 
represent the 95% confidence intervals. LGM, Last glacial maximum; LGP, Last glacial period. 

 

 

图3  不同时期荷叶铁线蕨适宜性生境分布。A: 末次盛冰期气候情景; B: 末次间冰期气候情景; C: 现代(1970‒2000)气候情

景; D: 未来(2081‒2100) RCP2.6气候情景。 
Fig. 3  Distribution of suitable habitats for Adiantum nelumboides in different periods. A, Last glacial maximum climate scenarios; 
B, Last interglacial climate scenarios; C, Contemporary (1970‒2000) climate scenarios; D, Future (2081‒2100) RCP2.6 climate 
scenarios. 

 
高适生区面积呈收缩趋势(仍主要分布于重庆万州

区一带), 减少为0.36 km2, 减少了30.7%。中适生区

面积基本不变。随着生境破碎化严重, 大量的高适

生区将会丧失并转化为中适生区。未来气候情景下, 



孙维悦等: 基于保护基因组学揭示荷叶铁线蕨的濒危机制 

 
2022年 | 30卷 | 7期 | 21508 | 第8页 

其适宜区向西北和西南方向迁移, 新获得的生境主

要集中在重庆市西部和四川省东部。荷叶铁线蕨在

末次盛冰期的潜在分布存在一定差异。推断的末次

盛冰期潜在分布偏北, 且分布范围更为广泛, 总适

生区面积为11.45 × 104 km2, 在湖北、湖南、贵州、

四川均有分布。在末次冰期的总适生区面积为6.02 

× 104 km2, 是现代气候条件下适生面积的2.15倍, 

高适生区向北迁移。 

 

3.1  荷叶铁线蕨遗传多样性 

遗传多样性评估是濒危物种保育的基础。濒危

或分布狭窄的物种的一个普遍特征就是遗传多样

性水平较低(Gitzendanner & Soltis, 2000)。本研究利

用SNP分子标记对荷叶铁线蕨6个自然居群进行分

析 ,  结果显示均具有较低的遗传多样性 (H o  = 

0.138、He = 0.232、Pi = 0.373)。类似的结果也出现

在濒危植物水蕨(Ceratopteris thalictroides) (Dong, 

2007)、中华水韭(Isoetes sinensis) (陈进明等, 2004)

与银杉(Cathaya argyrophylla) (冉巧等, 2019)中。杂合

度(H)是目前应用较广泛的遗传多样性参数(Wang et 

al, 2017)。荷叶铁线蕨平均观测杂合度(0.138)小于平

均期望杂合度(0.232), 各居群平均近交系数为0.143, 

相比于水杉(Metasequoia glyptostroboides) (0.528, 

苏金源等, 2020)、台湾油杉(Keteleeria formcsana 

Hayata) (0.85, 李江伟等, 2014)、丹霞梧桐(Firmiana 

danxiaensis) (0.536, 廖坤富等, 2021)和珊瑚菜

(Glehnia littoralis) (0.508, 李玲丽等, 2021)等极危

植物, 呈现出相对低程度的杂合, 居群内存在不同

程度的杂合子缺失、近交衰退现象。为评估荷叶铁

线蕨的濒危等级是否可准确反映其当前遗传多样

性水平, 分析了各物种核苷酸多态性与其在IUCN

红色名录中的濒危等级的相关性(图3), 结果表明, 

随着物种濒危程度的增加, 其遗传多样性降低, 各

物种遗传多样性水平符合其濒危等级(附录4)。Godt

和Hamrick (1991)认为居群遗传变异大小的主要影

响因素依次为繁育系统、分布范围和生活型, 并认

为地方特有种或狭域分布的种具有较低的遗传多

样性。因此导致荷叶铁线蕨遗传多样性较低的原因

可能是其对生存和繁衍条件要求较为苛刻, 常生长

在空气和土壤湿度较高而排水良好的陡峭崖 

 

图4  植物遗传多样性与濒危程度分析。CR: 极危; EN: 濒
危; VU: 易危; LC: 无危; NE: 未予评估。图中数据来源于

附录4参考文献。 
Fig. 4  Genetic diversity and endangered degree. CR, 
Critically Endangered; EN, Endangered; VU, Vulnerable; LC, 
Least Concern; NE, Not Evaluated. Data in the figure were 
from the references listed in Appendix 4.  

 

壁中, 喜酸性土壤, 这使得荷叶铁线蕨物分布区域

狭窄, 居群规模小, 从而引起近交衰退, 致使其遗

传多样性丧失。 

3.2  荷叶铁线蕨遗传结构与系统发育关系 

遗传结构是一个物种最基本的特征之一, 受许

多因素的影响, 包括生境片断化、繁育系统、基因

流等(Ge et al, 2005)。荷叶铁线蕨主要有两种繁殖方

式: 孢子繁殖和营养繁殖。但是荷叶铁线蕨孢子囊

开裂较难且孢子成活率较低, 从萌发至形成幼孢子

体需1年, 并且对生境要求严格, 其生长进程易受

环境因素阻碍。因此, 理论上荷叶铁线蕨居群间基

因流水平偏低。本研究结果证实, 与其他蕨类植物

相比(Chen et al, 2004), 其居群内遗传变异较高

(97.98%), 而居群间遗传分化较小。居群遗传结构

的形成与基因流(Nm)密切相关 , Hogbin和Peakall 

(1999)认为异交物种的遗传变异主要分布在居群

内。因此, 荷叶铁线蕨应属于异交物种, 由于石壁

阻挡, 从而形成狭域、小群体的特殊分布模式, 经

几代无性繁殖后, 造成了遗传多样性较低的现状。 

明确荷叶铁线蕨的遗传结构和系统发育关系

是保护荷叶铁线蕨的背景和前提。荷叶铁线蕨的群

体间特别是地理组群间也存在一定程度的遗传变

异。本研究从28个荷叶铁线蕨的遗传结构分析可看

出, 不同居群间的遗传距离与其地理分布有着密切

关系, 基于Structure分析和PCA分析, 荷叶铁线蕨

的6个自然居群可分为2个谱系, 均来自2种遗传分

组。其中武陵居群和石柱居群都具有独有的遗传分

3  讨论 
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组。群体之间并非完全独立, 存在着一定的基因渗

透现象。因此, 初步推测荷叶铁线蕨群体历史分布

区可能是连续的。 

3.3  荷叶铁线蕨的群体历史和潜在分布格局 

从2.4个百万年至今的第四纪(Quaternary), 由

持续寒冷而干燥的冰期及相对温暖和潮湿的短暂

间冰期交替组成(Comes & Kadereit, 1998)。不同物

种对第四纪冰期气候变化的响应是有区别的。一些

物种的分布区经向或纬向发生改变, 另一些物种的

分布范围受到强烈影响退至其冰期避难所(Holder 

et al, 1999)。 

冰期避难所指冰期时物种在剧烈波动的气候

影响下而迁移到能够存活的区域, 这些区域同时也

是冰期后物种重新扩散的起点。冰期避难所通常是

许多濒危物种的热点分布区(Hewitt, 2000)。这些区

域物种的分布区和种群数量均受到第四纪冰期不

同程度的影响。许多物种的长期冰期避难所由于涵

盖了物种现存的最高遗传变异水平, 在物种保护过

程中常被指定为优先保护区域(Comes & Kadereit, 

1998)。我国西南地区气候相对稳定, 因此成为许多

孑遗植物的长期避难所(Tang et al, 2018)。本研究中

荷叶铁线蕨分布在我国西南地区的重庆, 涵盖了我

国植物的大部分冰期避难所。 

物种的历史群体动态是其遗传特性和所经历

的历史事件共同作用的结果(Hewitt, 2000), 可用于

预测物种当前和未来的生活力, 常用于衡量群体生

存力的大小(Wang et al, 2017)。本研究使用大量SNP

标记研究荷叶铁线蕨的种群历史, 结果显示其在

11.7 kya的末次冰期(LGP)经历种群收缩 , 在11.2 

kya的末次盛冰期(LGM)前经历种群扩张。与利用最

大熵模型模拟的荷叶铁线蕨在末次盛冰期、末次冰

期气候情景下的潜在分布格局相符合。由此推测荷

叶铁线蕨的历史分布区较现在广, 在冰期循环的气

候波动下经历空间分布区的变化, 形成目前的分布

格局。 

与现代气候相比, 在未来气候变化下濒危植物

荷叶铁线蕨的潜在分布区面积略有增加, 其中高适

生区面积减少, 中、低适生区面积显著增加。荷叶

铁线蕨当前潜在适生区主要位于重庆市中部, 高适

生区与实际现存野生种群分布区与三峡库区高度

一致(余顺慧等, 2013)。未来气候变化情景下, 适生

区呈扩张趋势, 昼夜温差月均值和最冷季降水量是

影响荷叶铁线蕨潜在分布的主导气候因子。沈泽昊

等(1999)根据荷叶铁线蕨仅自然分布于海拔430 m

以下、且海拔300 m以上生长不佳的事实, 推测海拔

高度引起的昼夜温差变化对其分布有重要影响, 本

研究结果与这一推断一致。荷叶铁线蕨适宜分布区

的气候因子变异极小, 表明其对气候的要求极为严

格。另外, 环境因素(生物因素、非生物因素、微环

境等)的变化也会影响物种的遗传多样性水平(李昂

和葛颂, 1977)。由于三峡库区蓄水后水位上升导致

低海拔的荷叶铁线蕨生境被淹没, 加之荷叶铁线蕨

是一种形态独特的观赏植物及其药用价值被逐步

了解, 当地居民随意采挖现象愈加严重。两种因素

叠加导致荷叶铁线蕨居群的规模变得更小, 大多数

地区仅发现几棵植株, 促使居群内近交现象越发严

重, 可能因此导致种群的遗传多样性处于较低水

平。本研究表明, 未来气候变化情景下荷叶铁线蕨

适生区向西北迁移, 这可能与气候变暖条件下亚热

带北界向北推移(Tingley et al, 2014)有很大的关联。 

荷叶铁线蕨在中国境内的分布范围极其狭窄, 

仅在重庆地区有发现, 野外资源非常稀少且人为采

挖严重。如万州区长坪乡曾经有大量的分布, 但近

年来栖息地逐渐减少, 野生资源也遭到严重采挖, 

该地区已经极难发现野生居群。此外, 荷叶铁线蕨从

孢子萌发到形成幼孢子体需要1年时间, 且孢子囊较

难开裂, 这些特征都不利于其在野外的自我繁殖和

资源更新。因此, 荷叶铁线蕨的野生资源亟待保护, 

建议: (1)将武陵居群和其他居群作为两个保护单元

加以保护, 同时要尽可能多地保护具有不同遗传分

组的样本个体; (2)加强对当地居民的宣传工作, 减

少人为破坏; (3)在开展就地保护的基础上通过建立

种质资源苗圃、人工繁育等方式进行异地保护。 
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附录 1  荷叶铁线蕨简化基因组平均 GC 含量 

Appendix 1  Average GC content of Adiantum nelumboides for GBS reduced-representation genome sequencing 

居群
Population 

采样地点  
Sampling localities 

样品采集号  
Sample voucher no. 

GC 含量  
GC content (%) 

石柱 SZ 重庆市石柱县西沱镇 Xituo Town, Shizhu County, Chongqing YYH15105 40.8 

YYH15106 40.3 

YYH15107 40.6 

YYH15108 41.4 

YYH15109 40.4 

YYH15110 41.1 

YYH15111 41.3 

YYH15112 41.6 

YYH15113 40.1 

YYH15116 40.5 

南川 NC 重庆市南川区 Nanchuan District, Chongqing YSR0101 40.2 

YSR0102 39.9 

YSR0103 39.2 

新乡 XX 重庆市万州区新乡镇 Xinxiang Town, Wanzhou District, Chongqing YYH15071 40.6 

YYH15072 40.2 

YYH15086 39.9 

YYH15087 40.5 

YYH15088 40.2 

YYH15090 40.4 

YYH15091 39.3 

YYH15092 40.2 

燕山 YS 重庆市万州区燕山乡 Yanshan Town, Wanzhou District, Chongqing YYH15070 40.2 

武陵 WL 重庆市万州区武陵镇 Wuling Town, Wanzhou District, Chongqing YYH15117 40.2 

YYH15118 40.1 

YYH15119 40.9 

YYH15120 40.8 

YYH15121 40.2 

忠县 ZX 重庆市忠县石宝镇 Shibao Town, Zhong County, Chongqing YYH15114 40.6 
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附录 2  模拟荷叶铁线蕨潜在适宜分布的主要气候因子及其贡献率 

Appendix 2  Main climatic factors used for simulating suitable area of Adiantum nelumboides and their contribution rate 

代码 Code 气候因子 Environmental variable 贡献率 Contribution rate (%) 

Bio2 昼夜温差月均值 Mean diurnal range 42.4 

Bio19 最冷季降水量 Precipitation of coldest quarter 20.9 

Bio3 等温性 Isothermality (Bio2 /Bio7) (× 100) 10.5 

Bio12 年降水量 Annual precipitation 9.5 

Bio15 降水量季节性变化 Precipitation seasonality 7.4 

Bio10 最热季平均温度 Mean temperature of warmest quarter 6.5 

Bio13 最湿月降水量 Precipitation of wettest month 2.6 

Bio4 温度季节性变化 Temperature seasonality 0.1 

Bio7 年温度变化范围 Temperature annual range 0.1 

Bio11 最冷季平均温度 Mean temperature of coldest quarter 0 

Bio16 最湿季降水量 Precipitation of wettest quarter 0 

Bio8 最湿季平均温度 Mean temperature of wettest quarter 0 

Bio14 最干月降水量 Precipitation of driest month 0 

Bio9 最干季平均温度 Mean temperature of driest quarter 0 
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附录 3  不同气候变化情景下荷叶铁线蕨植物适生区面积及其占比的动态变化 

Appendix 3  Dynamics of changes in suitable habitat area of Adiantum nelumboides under different climate scenarios 

时段
Period 

总适生面积 

Total 
suitable area 

× 104 km2 

高度适生 

Highly suitable 

中度适生 

Moderately suitable 

低度适生 

Marginally suitable 

不适生 

Unsuitable 

面积
Area 

×104km2 

比例
Percentag

e% 

面积
Area×104 m2 

比例
Percentage 

(%) 

面积 

Area × 104 

km2 

比例
Percentage

% 

面积 

Area × 104 

km2 

比例
Percentage

% 

LGM 11.45 1.23 0.12 2.37 0.23 7.87 0.79 975.31 98.83 

LGP 6.02 1.11 0.11 1.66 0.17 3.24 0.33 954.81 99.39 

Current 2.79 0.52 0.05 0.66 0.07 1.62 0.17 959.27 99.7 

2080s 2.82 0.36 0.04 0.64 0.07 1.82 0.19 959.23 99.7 
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