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濒危植物宽叶羌活天然居群 cpDNA 

非编码区多态性分析 

杨路存 ，周国英 ，聂学敏。 

(1中国科学院西北高原生物研究所，西宁 810008；2青海省生态环境遥感监测中心，西宁 810000) 

摘 要：采用叶绿体 DNA非编码区直接测序的方法，对青海 、甘肃、四川I 3个省区内濒危植物宽叶羌活 14个天然 

居群的遗传多样性和遗传结构进行了研究，以明确其遗传背景，为宽叶羌活的保护提供理论依据。结果表明：(1) 

14个居群 138个个体的序列长度介于 509～515 bp；碱基组成 A+T含量较高(平均 67．6 )。(2)根据序列的核苷 

酸变异共鉴定出31个单倍型，其中 9种单倍型(H5、H1、H9、H10、H16、H17、H19、H20、H22)为居群所共享，而且 

单倍型 H5分布最广、在 1o个群体的 67个个体中检测到，占总样品数的 48．56 。(3)14个居群宽叶羌活具有高 

水平单倍型多样性(Hd=0．750 3)和较高水平核苷酸多样性(P．_0．007 11)，但 31个单倍型没有按地理分布形成 

明显的族群，各地理单元中的单倍型相互混杂，没有明显的地理分化模式。(4)AMOVA分析、居群间分化度(F。 

一0．602 4)分析和基因流(N 一0．330)分析的结果一致，表明宽叶羌活大部分遗传变异(60．24 )发生在居群间， 

居群间的基因流较低，群体间变异是宽叶羌活的主要变异来源。(5)14个居群的遗传距离在 0．000～0．007，平均 

为 0．003，表明居群间的亲缘关系较远，且居群间的遗传距离与地理距离之间无显著相关关系(P一0．143)，说明宽 

叶羌活居群遗传变异的分布没有明显的地理趋势。研究认为 ，宽叶羌活居群 间高的遗传变异可能是由基 因流受 

阻、遗传漂变、地理隔离造成的，并提出了对该物种遗传多样性的保护策略。 
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Genetic Diversity of the Endangered and Endemic Species，Notopterygium 

forbesii，Based on cpDNA trnS‘trnG Noncoding Sequences 
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(1 Northwest Institute of Plateau Biology，Chinese Academy of Sciences，Xining 810008，China；2 Qinghai Ecosystem Remote 

Sensing Monitoring Center，Xining 810000，China) 

Abstract：In order to make clear the genetic background of Notopterygium forbesii，and provide theoretical 

basis for its protection。we assessed the genetic diversity and genetic structure of 1 38 individuals from 14 

natural populations of N．forbesii，an endangered and endemic species in Qinghai，Gansu and Sichuan，using 

cpDNA trnS—trnG noncoding sequences．The results showed that：(1)Sequence length varied from 509 bp to 

5l5bD and base composition was with high A+T content of 67．6％ ；(2)31 haplotypes were identified based 

on nucleotide variation．Among them，nine haplotypes(H5，H1，H9，H1O，H16，H17，H19，H20，H22)were 

shared by different populations，and H5 was the most frequent haplotype and represented 48．56 of the 

total samples；(3)Relatively high level of haplotype diversity(Hd=0．750 3)and nucleotide diversity(Pi一 
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0．007 11)were detected in 14 populations of N．forbesii．However，31 haplotypes from different popula— 

tions mixed together and did not form distinct geographically separated clades．(4)Investigations of popula 

tion differentiation(FsT一0．602 4)，gene flow (N 一 0．330)and AMOVA(60．24 genetic variation was 

partitioned among regions)all demonstrated that high genetic differentiation existed among population．(5) 

The genetic distance of 14 populations of N．forbesii ranged from 0．000~0．007，with an average of 0．003， 

indicating that the genetic relationship between populations of N．forbesii was relative far．And there was 

no significant correlation between genetic distance and geographic distance，illustrating that there was no 

obvious geographical trends of the distribution of the population genetic variation in N．forbesii．Many fac— 

tors might attribute to the high level of genetic differentiation，such as：limited gene flow；genetic drift；geo 

graphical isolation．Based on our results，we proposed some conservation strategies． 

Key words：Notopterygium forbesii；cpDNA trnS—trnG；genetic diversity；genetic structure；population 

宽 叶羌 活 (Notopterygium forbesii de Bois— 

sieu)是中国特有 的羌活属 的多年生草本植 物口 ]， 

与同属的羌活(N．incisum Ting ex H．T．Chang)同 

为药材羌活的基源植物 ，以根茎及根入药口]，主要分 

布在四川、青海、甘肃、西藏等省的高寒山区[4 ]。宽 

叶羌活是中、藏、羌医药体系中常用药材，主要含挥 

发油和香豆素类成分。具有散寒、祛风、除湿、止痛 

功效，主治风寒感冒头痛、风湿痹痛等症l6]，现代药 

理研究表明对心脑血管疾病也有确切疗效 。目前 ， 

用宽叶羌活的中(藏)成药有 200余种，用药需求量 

非常大。近年来的掠夺性采挖和生境破坏，致使各 

个道地产区资源受到严重威胁，已被列入国家Ⅲ级 

保护植物 ，并进入中国濒危物种红色名录l7]。 

物种 的遗传多样性是其长期进化的产物 ，是维 

持其繁殖活力和适应环境变化的基础，同时也是其 

他多样性的基础和最重要的部分，而群体的遗传多 

样性水平在相当程度上制约着一个群体对环境的适 

应能力，因而可预测该群体的发展趋势 ]。近年来 

的研究表明，遗传多样性的丧失将对物种生存带来 

不利影响lg]。对濒危植物遗传多样性研究不仅能 了 

解物种的进化历史 以及导致物 种稀 有或濒危的机 

制，而且关系到能否采取科学有效的措施来保护濒 

危物种 ，是保护生物学研究的核心之一[1 。为了有 

效保护宽叶羌活的遗传多样性 ，深刻揭示其濒危机 

制和制定科学的保育策略，迫切需要研究其遗传变 

异情况和居群遗传结构。但目前国内对宽叶羌活的 

研究局限于其种子萌发 、系统分类口 、化学成分 

分析 】̈ 、人工育苗技术 1 ]、群落与环境的关系 1̈ 等 

多方面的研究 ，对宽叶羌活的遗传多样性和遗传分 

化研究还比较少 。 

由于叶绿体 DNA(cpDNA)trnS—trnG 间隔区 

的 DNA是其遗传物质 DNA的一部分，在植物 中具 

有稳定性 ，不随季节的改变而发生变化的特点，因此 

cpDNA非编码区核苷酸序列变异经常被使用来分 

析植物的居群遗传变异和系统地理学问题。另外， 

技术上选择 DNA测序的方法还可以避免在利用 限 

制片段长度多态性(RFI P)和基于 PCR的指纹图谱 

法时经常遇到 的长度同塑性 (1ength homoplasy)问 

题，从而提高估算居群遗传结构和基因流的分辨 

率l_】 。本研究利用 cpDNA为分子标记，对宽叶羌 

活居群的遗传多样性和遗传结构进行分析，旨在了 

解其遗传背景，为宽叶羌活的保护提供科学依据。 

1 材料和方法 

1．1 材料来源 

采样工作于 2008～2009年 8月进行，在青海、 

甘肃 、四川I 3个省区内选取具有代表性的 14个居群 

(图1、表 1)，每个居群选取成年植株 8～12株，根据 

随机取样原则，取样的宽叶羌活株距在 30 m 以上。 

野外采集新鲜、完整的植物幼嫩叶片，置于盛有硅胶 

的塑胶袋中干燥保存。凭证标本存放于中国科学院 

西北高原生物研究所。 

1．2 实验方法 

1．2．1 基因组 DNA的提 取与检测 依据改 良的 

CTAB法从硅胶干燥 的叶片中提取总 DNA。通过 

测定紫外光吸收值来确定 DNA浓度和纯度 ，利用 

0．8 琼脂糖凝胶电泳检查 DNA完整性。 

1．2．2 PCR 扩增 与 DNA测 序 对 cpDNA 的 

trnS-trnG区段进行 PCR扩增 ，使用通用引物 trnS 

(5 GCCGCTTTAGTCCACTCAGC一3 )和 trn G 

(5 GAACGAATCACACTTTTACCAC一3 )；扩增 

反应在 Biometra thermal cycler PCR 扩增仪上 进 

行，反应体系为 25 L，内含 10×缓冲液 2．5 I ，10 

mmol／L dNTPs 0．5 L，总模板 DNA l L(10～2O 

ng)，25 mmol／I MgC12 1．5／,L，正反引物各 1肚I 

(10 pmo1)，Taq DNA 聚合酶 0．2 L(5 U)，以及 
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程序统计 cpDNA单倍型，计算各居群核苷酸多样 

性、单倍型多样性、计算居群间基因流值(N )。使 

用 MEGA软件包计算单倍型间 Kumra双参数遗传 

距离，并作邻接法(Neighbor—joining Method)分析。 

通过 Bootstrap法检验重建分支可信度。居群内和 

居群间基因流用每代雌性个体迁移数(N )估计，该 

值由公式 F 一1／(1 4-2N )求出，其中，N是有效 

居群大小雌性数 目，m是雌性迁移率。选用 Arle— 

quin软件作分子方差分析(AMOVA)，计算居群 

内、居群间变异方差分布。单倍型之间网络关系通 

过软件 NETWORK VER4．2．0．1构建 。 

2 结果与分析 

DNA trnS—trnG基 因间片断进行 了测序和比对。序 

列长度在 509～515 bp之间，排序后长 518 bp。合 

并相同的序列共得到 31个单倍型(H1～H31)，单 

倍型序列注册于 GenBank数据库 中(HQ269393一 

HQ269414)。通过统计这一片段所有个体的序列 

发现，碱基 A 与 T 在整个序列 中所 占比例 为 

67．6 ，这与大多数 叶绿体 DNA基 因间区碱基组 

成成分相符[1 ”]。 

31种单倍型对位排列后得到的 518 bp中共有 

22处变异位点，其中简约信息位点 9处。表 2显 

示 ，在 22处变异位 点中，13处是 由碱基 置换造成 

的，9处为插入／缺失所致，其中 13处由碱基置换所 

造成的变异位点中，7处为碱基转换 (6处 A—G转 

2．1 序列变异 换 ，1处 C—T转换 )，6处为碱基颠换(3处 A—T颠 

对宽叶羌 活 14个 自然 居群 138个 个体 的 cp 换 ，1处 A—C颠换，2处 G—T颠换)。 

表 2 宽叶羌活 cpDNA trnS-trnG片段 31种单倍型进行序列比对的变异位点 

Table 2 Variable sites of the aligned sequences among 3 1 haplotypes of the trn$-trnG fragment of N．forbesii 

A ． ． ． ． ． G  G  G G G G G G G G G G  G G G G G  G G G ． G ． ． G 

G ． A A  ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 

A ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T 

A ． T ． ． T  T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T  T T T T ． 

G ． ． T  ． ． ． ． T T T T T T T T  ． ． ． T T  T T T T T  T T T T ． 

T ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． (．u 

G ． A  ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 

T ． C  C  ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 

A ． ． ． ． ． T ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 

一 T 一 一 一 一 一 T T — T 一 一 一 T 一 一 一 T 一 一 一 T 一 一 一 一 一 一 

A ． ． ． ． ． ． ． G G  G G G G  G  G G G G  G  G G ． ． ． ． ． ． ． ． ． 

G ． A A A A ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A A ． ． ． 

A ． C  ． C ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C ． ． ． ． ． 

A ． ． ． ． ． ． ． G G  G G G G  G G G G ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G 

A ． ． ． ． ． 一 ． 一 一 一 G G G ． ． ． 一 ． ． ． 一 ． ． ． 一 ． ． ． 

A ． ． ． ． ． ． ． 一 一 一 一 ． 一 ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 

A ． ． ． ． ． ． ． 一 一 一 ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 

如 孙 坨 n 玎 协 ¨ 伯 曲 ¨  ̈ ∽ 怕 m Ⅲ m m m Ⅲ Ⅲ Ⅲ m Ⅲ m Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ m m m 
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2．2 单倍型的地理分布 

31种单倍型组成和分布(表 3、图2)表明，有 22 

种单倍型专一存在于各自相应的居群中，其他 9种 

单倍 型 为 居 群 所 共 享 (H5、H1、H9、H10、H16、 

H17、H19、H20、H22)，其中单倍型 H5是分布最 

广 、频率最高的单倍型，它在 10个群体 67个个体中 

检测到 ，占总样 品数 的 48．56 。同时一些共享 的 

单倍型分布于相距很远的居群中，如门源居群和若 

尔盖居群共享单倍型 H5，泽库居群和湟源居群共 

享单倍型 H22。 

从图 2可知 ，31个单倍型并没有按地理分布形 

成明显的族群，各地理单元中的单倍型相互混杂，没 

有明显的地理分化模式。 

2．3 遗传 多样性 

宽叶羌活 cpDNA trnS-trnG非编码区序列的 

单倍型多样性(Hd)与核苷酸多样性 (Pi)见表 1。 

从物种水平上看，31个单倍型的单倍型多样度为 

Hd=0．750 3，核苷酸多样度 Pi一0．007 11(表 1)， 

表明宽叶羌活具有较高的遗传多样性。从各个居群 

来看，青海泽库居群的遗传多样性最 高 (Hd： 

0．955 6；Pi一0．007 494)，而甘肃夏河(XH)和 四川 

若尔盖(REG)居群的遗传多样性最低(Hd=0．200 0， 

Pi=0．000 392；Hd=0．181 8，Pi一0．000 710)(表 1)。 

表 3 宽叶羌活单倍型的地理分布 

Table 3 Geographical distribution of haplotypes in populations of N．forbesii 

单倍型 
Haplotype 

居群 Population 

HY HZH PA LD MH HZ MY1 MYZ ZK TZ1 TZ2 XH HZU REG 

个体数 
No．of 

ndividuals 

H1 

H2 

H3 

H4 

H5 

H6 

H7 

H8 

H9 

H1O 

H11 

H1 2 

Hl3 

H14 

Hl5 

H16 

H1 7 

H18 

Hl 9 

H2O 

H21 

H22 

H23 

H24 

H25 

H26 

H27 

H28 

H29 

H30 

H31 

总计Tota 

1 

1 

1 

3 

1 

1 

10 

1 

1 6 

1 

1 

1 

8 9 11 

0 盯 0 0 0 0 0 
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2．4 群体遗传结构 

根 据宽 叶羌 活cpDNAtrnS—trnG~ 编码 区序 

图 2 cpDNA trnS-trnG片段的单倍型谱系图 

H1～H31为单倍型；圆的大小与单倍型的频率一致 

Fig．2 Haplotype network of the cpDNA 

trnS—trnG fragment 

H1～ H31 are the haplotypes；The size of circle is proportional 

to the relative frequency of the haplotypes in this study 

列变异估算出的居群间分化度 F 值(O．602 4)和基 

因流(0．330)。基于 epDNA trnS—trnG非编码 区序 

列变 异 的 AMOVA 分析 表 明，宽 叶羌 活 大 部 分 

(60．24 )遗传变异发生在居群间，只有 39．76 的 

遗传变异发生在居群内(表 4)，居群间的遗传分化 

大于居群内的分化，说 明群体间变异是宽叶羌活的 

主要变异来源。居群 间的基因流 (N ===0．330)，表 

明连宽叶羌活各居群问的基因流较低 。 

2．5 群体间的系统发育关系 

遗传距离是衡量居群间遗传分化程度的最重要 

指标，本研究中宽叶羌活各居群问遗传距离见表 5。 

从表 5中可以看出，各居群 的遗传距离在 0．000～ 

0．007，平均为 0．003。ZK与 HZ、MY1、TZ1、TZ2、 

XH、HZU、REG遗传距离最远(D一0．007)，表明它 

们之间的亲缘关系较远。 

利用Mantel统计分析，对居群间的遗传距离和 

地理距离之间进行 了 Mantel检测 ，并进行 1 000次 

随机检测，其 r一0．049，显示两者之间不相关(P一 

0．143)，表明宽叶羌活居群遗传变异的分布没有明 

显的地理趋势。 

表 4 宽叶羌活叶绿体 单倍型 AMOVA分析结果 

Table 4 Analysis of molecular variance(AM0VA)for populations of N．forbesii 

based on cpDNA trnS-trnG sequences 

表5 14个宽叶羌活居群的地理距离(km)(对角线上方)和遗传距离(D)(对角线下方) 

Table 5 Geographic distance(kin)(above diagona 1)and genetic distance(D)(below diagona 1) 

between the 14 natural populations of N．forbesii 
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3 讨 论 

3．1 宽叶羌活的遗传 多样性 

普遍认为稀有的或分布区狭窄的物种遗传多样 

性水平偏低n 。 ，但近年来也有研究报道显示[2 ll 

有些特有种、狭域种甚至濒危种也 能保持较高水平 

的遗传多样性。本实验通过对濒危植物宽叶羌活 

14个 自然居群 的 cpDNA trnS—trnG分析得到其 物 

种水平 的 Hd、Pi的值分别 为 0．750 3、0．007 111， 

表 明宽叶羌活物种水平上的遗传多样性较高。这种 

高的遗传多样性在 同属的羌活 (Notopterygium n— 

cisum)中也被检测 到L2引。以往有研究显示 ，导致狭 

域、濒危物种具有高水平遗传多样性的因素有新种 

形成、繁育系统 、形态突变、多次奠基者效应或 者冰 

期残余种等 。宽叶羌活物种水平上较高的遗传 

多样性可能与以下因素有关。第一，可能与宽叶羌 

活的繁育系统有关。虽然宽叶羌活繁育系统的研究 

尚未见报道 ，但与宽叶羌活同属的羌活为异交类型 ， 

异交方式可以为植物提供较高的遗传多样性 引，杂 

合的子代个体通过营养繁殖将杂合基因位点固定下 

来从而维持其遗传多样性。第二，可能与该物种具 

有的独特进化历史有关。其祖先可能具有较广泛的 

遗传分布，受第四纪冰川的影响，造成了大量个体的 

灭绝，仅有限个体在一些“避难所”中得以生存下来， 

在长期进化过程中幸存个体保留了其祖先总体丰富 

的遗传基础(如单倍型 H5广泛分布于距离较远的 

10个群体中)，使得其现存物种具有较高水平的遗 

传多样性。 

3．2 宽叶羌活的遗传结构 
一 个物种或群体的进化潜力，在很大程度上取 

决于它的居群遗传结构 。确定一个物种的居群 

遗传结构，是了解其生物学属性，探讨物种进化过程 

和机制的重要一步。居群遗传结构，就是遗传变异 

在空间的分布式样，一般由 AMOVA软件来分析。 

基因分化系数 (F )是衡量居群 遗传分化最常用 的 

指标，它表示在总的遗传变异中居群间变异所占的 

比例 。一般情况下，对于濒危物种来说 ，居群间的遗 

传变异相对较大，分化明显，如中国疵粒野生稻[2 、 

银杉 。植物的居群遗传结构受多种因素的影响， 

Hamrick等 的研究表明，植物的繁育系统、基因 

流和种子扩散机制及自然选择等因素对植物的遗传 

结构有明显的影响。同时，遗传结构还与物种的进 

化历史和生物学特性有关 。此外 ，环境异质性对 

遗传结构也有一定 的影响l_2 。本研究 中，AMOVA 

数据表明宽叶羌活的遗传变异主要分布在居群间 

(60．24 )，居群内变异较小 (39．76 )，F 也显示 

了相似的结果。这个种高的遗传分化可能与以下因 

素有关 。 

(1)基因流受阻。因环境破坏和地理隔离导致 

的基因流小是造成其居群间遗传分化大的另一个主 

要的原因。一般物种的遗传结构是通过居群内和居 

群间的遗传分化来体现的，但基因流的大小也可以 

反映居群遗传分化 的大小 。基 因流大的物种 ，居群 

间的遗传分化小，因为大的基因流可以防止居群间 

的遗传分化，防止近交衰退 叩；反之，居群间的遗传 

分化大 。对于宽叶羌活而言 ，一方面，近年来 的 

人为过度采挖，加上人类活动对 自然生境的破坏 ，导 

致宽叶羌活居群分布范围缩小，部分居群仅有少数 

个体存在(如 HY居群和 HZ居群)，居群的缩小和 

个体数量减少导致生境的破碎化，阻断了居群间的 

基因交流 ，进一步加剧了居群 的遗传分化l3 ]。另 

一 方面，青藏高原独特的地形和气候。在青藏高原 

内部千山万壑、峡谷纵横，而宽叶羌活主要分布于青 

藏高原的高山沟谷和林缘下，青藏高原独特而复杂 

的地形通过阻断种子或花粉的传播来阻止居群间的 

交流，居群 间有限的基 因流 (N 一0．330)进一步证 

明了这一点。因此，青藏高原地区的地理格局可能 

导致了宽叶羌活居群的隔离，加大了居群间的遗传 

分化 。对 Megacodon stylophorusl3 、大花 红 景天 

(Rhodiola crenulata)l_3 、唐古特 山莨菪 (Anisodus 

tanguticus)、独一 味 (Lamiophlomis rotata)E3 s]、唐 

古特大黄(Rheum tanguticum)等青藏高原植物居 

群的遗传多样性及遗传分化研究也表明，分布地区 

内复杂的地理条件，往往是导致居群隔离，促进居群 

间遗传分化的原因。 

(2)遗传漂变。遗传漂变以及遗传隔离都可能 

导致居群间产生较大的遗传变异_3 。Fischer等[3 

认为遗传距离与地理距离之间缺乏显著相关性意味 

着遗传漂变在居群间的分化中起着不可忽视的作 

用；或者当一个居群与其他居群相互隔离时，遗传漂 

变成为影响居群遗传结构和增加居群间遗传变异的 

重要因素。在本研究中，宽叶羌活居群间的遗传距 

离与地理距 离之间没有显著的相关性 (P>0．05)， 

单倍型的地理分布结果也显示宽叶羌活自然居群没 

有表现 出明显 的地 理 区域倾 向。因此 ，遗 传漂 变 

也是导致宽叶羌活居群 间变异较 大的又一个重要 

原因。 
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3．3 宽叶羌活的保护 

物种的遗传多样性及其居群的遗传结构分析， 

可以为珍稀濒危物种保护价值的评估以及保护策略 

的制定提供非常重要 的信息[3 。针对 宽叶羌 活物 

种水平上具较高的遗传多样性，且主要存在于居群 

间，居群分化明显，我们提出以下几点保护策略：第 

一

，保护好其赖以生存的生境。第二，保护尽可能多 

的居群和个体。第三，可以在 9月中下旬，人工采集 

部分成熟种子撒播到其他居群中，以便加强居群间 

的基因流动。第四，在迁地保护采样过程中，在各个 

居群内可以少取样，但要在尽可能多的居群中取样， 

以便提高栽培居群的遗传多样性。 
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