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基于查尔酮合酶基因探讨鲜卑花的种群动态历史与遗传分化

付鹏程
1，3

高庆波
1

张发起
1

陈世龙
1，2*

(1． 中国科学院高原生物适应与进化重点实验室，中国科学院西北高原生物研究所，西宁 810001; 2． 青海省作物分子育种重点实验室，

西宁 810001; 3． 中国科学院大学，北京 100049)

摘 要 以高山灌木鲜卑花为研究材料，收集其在中国全部分布区域内的 13 个居群共 139 个个体，以查尔酮合酶

基因(CHS)的内含子区域为分子标记，探讨鲜卑花的种群动态历史、遗传分化的时间与成因。在鲜卑花中 CHS 共

鉴定了 29 种单倍型，单倍型多样性和核苷酸多样性分别为 0． 924 8 和 0． 007 545，遗传变异大;贝叶斯分析说明鲜

卑花种内遗传分化的时间始于 4． 37 Ma 左右。中性检验与歧点分布分析一致表明鲜卑花在近期经历了明显的居

群扩张，估算的扩张时间在 55． 8 ka 左右。研究结果表明鲜卑花在末次冰期间冰阶时期从冰期避难所向外经历了

明显的居群扩张;而青藏高原的整体隆升导致的环境剧变，加剧了鲜卑花居群间的遗传分化。
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Demography History and Genetic Divergence of Sibiraea laevigata(Ｒosaceae)

Based on Chalcone Synthase Gene
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Abstract The demography history and genetic divergence of alpine shrub Sibiraea laevigata were studied with
13 populations (139 individuals) collected in the whole distribution area in China，using the intron of chalcone
sythase (CHS) as molecular marker． A total of 29 haplotypes were identified in S． laevigata，indicating high
haplotype diversity and nucleotide diversity which were 0． 924 8 and 0． 007 545，respectively． Bayesian
calculation illustrated the genetic divergence in S． laevigata began at around 4． 37 Ma，proved that the uplift of
Qinghai-Tibetan Plateau triggered the genetic divergence． Neutrality test and mismatch distribution analysis
consistently indicated the populations of S． laevigata had experienced recent population expansion at about 55． 8 ka．
Key words Sibiraea laevigata;demography history;genetic divergence;chalcone synthase

鲜卑花 ( Sibiraea laevigata(L． ) Maxim． )，隶

属蔷薇科(Ｒosaceae) 绣线菊亚科(Spiraeoideae) 鲜

卑花属 ( Sibiraea)，落叶灌木，生于海拔 2 300 ～
4 000 m 的山坡、灌丛或河滩，主要分布在青藏高

原，是青藏高原灌丛的主要建群种之一，在哈萨克

斯坦、西伯利亚地区、克罗地亚也有分布
［1 ～ 2］。鲜

卑花与其同属种窄叶鲜卑花以其叶和嫩枝入药，

称为柳茶，为藏族民间常用药，主要用于健脾胃、
疏散风热

［3］，现代药理研究表明鲜卑花具有调节

脂质代谢、保肝的功效
［4 ～ 5］。对欧洲及西伯利亚

地区鲜卑花叶绿体片段的限制酶切分析表明采自

这些地方的居群在居群间和居群内都没有遗传差

异，核糖体 DNA 转录间隔区( ITS) 的测序结果仅

观测到很少的碱基突变
［6］，遗传多样性很低。目

前，对分布在我国的鲜卑花的研究尚未见报道。
以往在研究野生植物的遗传结构时所采用的

分子标记大多是叶绿体小片段和 ITS，其他的核基

因运用很少。查尔酮合成酶 (Chalcone synthase，



CHS)是合成类黄酮色素生物次生代谢过程的关

键酶，而类黄酮物质与植物的颜色、抗病、防 UV 损

伤、生长素的运输、花粉的育性等均有关
［7］，因此

CHS 的研究受到广泛的重视。CHS 基因在裸子植

物和被子植物中均存在，且在大多数物种中有两

个外显子和一个内含子，而且这个内含子的位置

在已发现的序列中均相同，即位于第 65 位( 以欧

洲赤松 Pinus sylvestris 的 PSCHS 为标准)的半胧氨

酸密码子内第 1 和 2 位碱基之间( l 相)，其长度从

几十碱基对到几千碱基对不等
［8］。CHS 基因在植

物的分子进化与系统发育研究中也被不断利用，

但多用 CHS 的第二个外显子或全序列，如被子植

物的菊科
［9］、茄科

［10］、旋花科
［10］、十字花科

［11 ～ 12］、
紫罗兰属

［13］，用 CHS 内含子为标记的研究目前仅

花烛属
［14］

一例。鉴于内含子的变异更大，我们用

CHS 的内含子序列来分析鲜卑花种内的的遗传变

异和遗传结构，探讨其种群动态历史与遗传分化

的成因。

1 材料和方法

1． 1 材料

本研究中的鲜卑花有 13 个居群共 139 个个

体，这些 居 群 覆 盖 了 鲜 卑 花 在 中 国 现 今 的 所 有

分布范围。采样时沿一个切面进行，每个个体间

相距至少 30 m。对于个体数多于 100 个群体，

采样数在 15 个以上;个体数小于 100 个的群体，

根据采样间距确定采样个体数，但保证所采居群

个体数不少于 4 个。采集的新鲜叶片用硅胶快速

干燥，密封保存在 － 20℃ 中。详细的采样信息见

表 1。

表 1 鲜卑花采样信息与各居群的遗传多样性

Table 1 Sampling information of S． laevigata populations and their genetic diversity

居群编号
Population No．

采样点
Locality

凭证标本号
Voucher Ｒef．

海拔
Altitude(m)

个体数
No．

单倍型多样性
Haplotype diversity(h)

核苷酸多样性
Nucleotide diversity(π)

鲜卑花
S． laevigata

P1 玛沁县 Maqin，Qinghai chensl2011006 3 660 6 0． 8667 + / － 0． 1291 0． 003857 + / － 0． 003149

P2 达日县 Dari，Qinghai chensl1367 4 090 14 0． 8571 + / － 0． 0736 0． 005903 + / － 0． 003914

P3 祁连县 Qilian，Qinghai chensl2011081 2 880 19 0． 9006 + / － 0． 0390 0． 007024 + / － 0． 004410

P4 门源县 Menyuan，Qinghai chensl2011089 3 150 17 0． 8750 + / － 0． 0576 0． 006158 + / － 0． 003992

P5 互助县 Huzhu，Qinghai chensl2011097 3 250 4 1． 0000 + / － 0． 1768 0． 007805 + / － 0． 006156

P6 平安县 Ping’an，Qinghai chen2012006 3 160 16 0． 8833 + / － 0． 0612 0． 007140 + / － 0． 004518

P7 夏河县 Xiahe，Sichuan chen2012017 3 210 17 0． 8971 + / － 0． 0421 0． 005915 + / － 0． 003866

P8 若尔盖县 Ｒuoergai，Sichuan chen2012023 3 280 12 0． 8939 + / － 0． 0777 0． 007889 + / － 0． 005022

P9 若尔盖县 Ｒuoergai，Sichuan chen2012031 3 150 4 1． 0000 + / － 0． 1768 0． 007805 + / － 0． 006156

P10 若尔盖县 Ｒuoergai，Sichuan chen2012035 3 630 8 0． 9286 + / － 0． 0844 0． 006002 + / － 0． 004220

P11 班玛县 Banma，Qinghai chen2012322 3 630 4 0 0

P12 玉树县 Yushu，Qinghai chen2012349 4 450 9 0． 5556 + / － 0． 1653 0． 001684 + / － 0． 001657

P13 渭源县 Weiyuan，Gansu chen2013018 2 550 9 0． 8889 + / － 0． 0910 0． 005357 + / － 0． 003793

总计 Total 139 0． 9248 + / － 0． 0091 0． 007545 + / － 0． 004457

陕甘花楸
Sorbus koehneana 阿坝县 Aba，Sichuan chen1193 2 970 2

华北珍珠梅
Sorbaria kirilowii 若尔盖县 Ｒuoergai，Sichuan chen2034 3 150 2

1． 2 DNA 提取、片段扩增与测序

采用改良的 CTAB 法
［15］

提取总 DNA，用 1%
琼脂 糖 检 测，并 用 NanoDrop 2000 分 光 光 度 计

(Thermo Scientific)测量每个样品的浓度，随后均稀

释到 10 ng·μL －1
左右以便 PCＲ 扩增。用 GenBank

中蔷薇科的 CHS 序列，设计 3 对特异性引物(表 2)。

用 24 个样检验 3 对引物，得到扩增良好、多态性高的

引物 CHS-S2，随后用其对所有个体进行 PCＲ 扩增，

扩增体系与反应条件见表 3。PCＲ 扩增产物经纯化，

在中国科学院高原生物适应与进化重点实验室中用

BigDye v3． 1(Applied Biosystems，USA)和测序仪 ABI
3730xl(Applied Biosystems，USA)进行双向测序。
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表 2 扩增 CHS 片段的引物序列

Table 2 Primer sequences of CHS fragment amplification

nrDNA 区域
nrDNA region

引物名称
Primer name

引物序列
Primer sequence(5' － 3')

参考文献
Ｒeference

CHS-S1
CHS-S1F TCAAＲGGＲAAATTYCAGCGCATGT

CHS-S1Ｒ CGYTTCTTGATCATWGAYTTGTCＲC
本研究

This study

CHS-S2
CHS-S2F GTYGAGGAAGTYCGCAAGGCTCA

CHS-S2Ｒ GCATCＲAKTGAAGGDGCCATGTACTC
本研究

This study

CHS-S3
CHS-S3F TNAAＲGAVAAＲTTYMAGCGMATGT

CHS-S3Ｒ TTBYTDATCATNGAYTTKTCＲC
本研究

This study

表 3 CHS 片段的 PCＲ 扩增体系与扩增程序

Table 3 Ｒeaction system and amplification procedure for
CHS fragment amplification

反应体系
Ｒeaction system

扩增程序
Amplification procedure

反应成分
Ingredient

剂量
Dosage(μL)

反应温度
Temperature

(℃ )

反应时间
Time

ddH2O 18． 1 94 4min

10 × Buffer( + Mg2 + ) 2． 5 94 45s

DMSO 1． 5 57 40s

dNTP(10 mmol·L －1) 0． 3 72 35s

CHS-S2F(10 mmol·L －1) 0． 4 72 7min

CHS-S2Ｒ(10 mmol·L －1) 0． 4 16 1h

Taq polymerase(5 U·μL －1) 0． 3

DNA template 1． 5(15 ng) 35cycles

总计 Total 25

1． 3 数据分析

所得到的的序列用 ClustalX 2． 0． 12［16］
比对，

并加以手工校对，随后用软件 DnaSP5． 1 ［17］
统计单

倍型(haplotype) 个数。在 AＲLEQUIN 3． 5． 1． 3［18］

中计算鲜卑花的基因多态性(h) 与核苷酸多态性

(π)。用 PEＲMUTCpSSＲ［19］
计算居群内平均遗传

多样性(average with-in population diversity，hS)、总
的遗传多样性( total haplotype diversity，hT)以及居

群遗传分化系数 GST 和 NST
［19］，并对算得的 GST 和

NST做 1 000 次重复的置换检验，以检测单倍型的

分布是否具有显著的地理结构。运用 AＲLEQUIN
软件包中的分子变异分析软件(analysis of molecu-
lar variance，AMOVA)［20］，检测整个分布区内遗传

变异在居群间和居群内的分布情况。中性检测的

Fu’s Fs 和 Tajima’s D 值，以及歧点分布 (mis-
match distribution) 分 析 也 在 AＲLEQUIN 中 完 成

(1 000 次 重 复 的 置 换 检 验 )。根 据 公 式 t =

τ /2μ［21］
估算居群扩张的时间，其中 τ 为用 Arle-

quin 软件进行歧点分布分析得到的 Tau 值，μ =
ukg，其中 u 为碱基替换速率，k 为核苷酸片段的长

度，g 为物种的世代周期。由于本研究所用的主要

为 CHS 的内含子，且在 GenBank 上做蛋白比对发

现与蔷薇科其他属相比没有氨基酸变异，因此我

们采用 十 字 花 科 同 义 替 换 速 率 1． 5 × 10 －8 ss － 1

yr － 1［22］;根据野外观察，确定鲜卑花的世代周期为

5 年。
以华北珍珠梅、陕甘花楸为外类群，用软件

BEAST 1． 7． 5［23］，基于贝叶斯马尔科夫链 － 蒙特

卡洛链方法(Bayesian MCMC) 同时估算鲜卑花各

分支演化关系和各分支分化年龄。用 ModelTest
3． 7［24］

中基于 Akaike information criterion(AIC) 标

准计 算 核 苷 酸 替 换 模 型，分 支 模 型 选 用 Yule
process、严格分子钟模型进行计算。分歧时间的

估算用绣线菊亚科的古老类群珍珠梅属的化石记

录(65million years ago，Ma)［25］
来标定外类群的共

同祖先时间。分析时做 3 次独立运算，每次运算

10 000 000 代，每 隔 1 000 代 取 一 棵 树，去 掉 前

20%的预热树(Burn-in)，仅保留余下的 80%为有效

树。用 LogCombiner 1． 7． 5［23］
把 3 次运行的日志文件

和树文件分别合并成一个文件，用 Tracer 1． 5［26］
查

看有效采样规模(effective sample size，ESS)，保证

所有指标均大于 200。用 TreeAnotator 1． 7． 5［23］
基

于合并的有效树产生一棵分支分化时间树并计算

相关参数和后验分布概率，最后用 FigTree 1． 4［27］

查看各分支关系及分化时间等结果。

2 结果与分析

2． 1 遗传多样性

将序列对位排列后，得到 363 bp 序列，包含 1
处单碱基缺失，11 处碱基突变，这些变异在鲜卑花

的所有 个 体 中 共 定 义 了 29 种 单 倍 型 (GenBank
No． KJ161986-KJ162014)。各个居群的单倍型多

样性(h)与核苷酸多样性(π) 见表 1，共有 84． 6%
的居群的 h 大于 0． 80，76． 9% 的居群的 π 大于

0. 005，仅有一个居群的遗传多样性为 0． 0(P11)，

表现出很高的居群内的遗传多样性。种内平均单

倍型多样性和核苷酸多样性分别为 0． 924 8 和

0. 007 545，体现了很高的种内遗传多样性。居群

内平均遗传多样性 hS 为 0． 800，总的遗传多样性

hT 为 0． 926，遗传分化系数 NST和 GST分别为 0． 291
和 0． 136，且 NST显著大于 GST (P ＜ 0． 01)，说明鲜
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卑花具有显著的谱系地理结构。AMOVA 结果表

明，少量的遗传变异(21． 99% ) 发生在居群间，而

主要的变异(78． 01% )则发生在居群内(表 4)。

表 4 鲜卑花 AMOVA 分析结果

Table 4 Ｒesult of AMOVA in S． leavigata

变异来源
Source of variation

自由度
d． f．

平方和
Sum of
squares

方差分量
Variance

components

变异比例
Percentage of
variation

居群间
Among populations 12 51． 563 0． 30636Va 21． 99

居群内
Within populations 126 136． 969 1． 08706Vb 78． 01

2． 2 种群动态历史

在歧点分布分析中，单峰曲线说明种群在近

期发生过种群扩张，而多峰曲线说明在较长时间

段内种群大小相对稳定，并处于个体平衡中
［21，28］。

中性检验中若 Tajima’s D 或 Fu’s Fs 显著性地为

负值，认为群体近期发生了居群扩张
［29 ～ 30］。鲜卑

花的歧点分布分析的结果如图 1，观测值与期望值为

明显的单峰曲线。中性检验的 Fu’s Fs 为 － 15. 93，

且极显著(P = 0． 00);Tajima’s D 为 0． 556，不显著

(P = 0． 78)。两种分析共同表明鲜卑花经历了近

期的居群扩张，Tau 值为 3． 04，并计算得到居群的

扩张时间在 5． 58 万年左右。

图 1 基于 CHS 的鲜卑花歧点分布分析曲线图

Fig． 1 Mismatch distribution analysis of S． laevigata
based on CHS

2． 3 遗传分化时间

用鲜卑花 CHS 序列的核苷酸替换模型 GTＲ +
I + G，以珍珠梅的化石记录作时间校准，BEAST 的

分析结果表明，鲜卑花 CHS 各大分支在 4． 37 Ma
(2． 26 ～ 6． 98 Ma)左右开始分化，各个小分支随后

出现分化(图 2)。

图 2 以华北珍珠梅和陕甘花楸为外类群，用贝叶斯方

法推测的鲜卑花 CHS 序列的系统发育关系与各谱系分

支间的分化时间

Fig． 2 Majority rule consensus phylogenetic tree of the
CHS sequence types in S． laevigata based on the Bayes-
ian inference and their divergence times with Sorbaria
kirilowii and Sorbus koehneana as outgroup

3 讨论

在青藏高原的第四季冰期历史中，随着冰盖

的扩张与消退，青藏高原地区的物种在冰期居群

收缩，退缩到一个或多个避难所，然后在间冰期从

避难所回迁到高原台面，发生居群扩张
［31 ～ 36］。末

次间冰期以来，青藏高原气候发生了剧烈变化，如

末次盛冰期(LGM，Last Glacial Maximum)，随之而

来的环境剧变影响了诸多物种的分布格局
［31 ～ 36］。

而在末次冰期早冰阶由于温度降低，冰川大面积

发育
［37 ～ 39］，致使有些植物分布区缩小，退缩至避

难所。中性检验与歧点分布分析清晰的显示，鲜
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卑花在 5． 58 万年左右经历了居群扩张，这个时间

处于末次冰期间冰阶，而青藏高原的末次间冰阶

的温度已达到间冰期程度，是青藏高原的一个暖

期
［37，39］。因此我们推测，鲜卑花在青藏高原的冰

期因气候变冷退缩到避难所，然后在 5． 58 万年左

右随着气候回暖、适宜分布区扩大，发生居群扩

张，逐步形成现在的分布格局。
利用 CHS 基因在鲜卑花种内鉴定出很高的遗

传分化 水 平，单 个 居 群 的 基 因 多 样 性 普 遍 高 于

0. 80(84． 6% )，居 群 内 平 均 遗 传 多 样 性 hS 为

0. 800，总的遗传多样性 hT 为 0． 926。相比青藏高

原地区其他灌木或木本植物，如青海云杉(Picea
crassifolia，0． 247 vs 0． 272)［31］、窄叶鲜卑花(Sibi-
raea angustata，0． 204 vs 0． 796)［33］、高山绣线菊

(Spiraea alpina，0． 238 vs 0． 817 )［35］、祁 连 圆 柏

(Juniperus przewalskii，0． 130 vs 0． 568)［40］
等，鲜卑

花表现出较高的遗传变异。这种较高的遗传变异

一方面说明鲜卑花在进化过程中产生了很多的基

因突变，形成了众多的单倍型。另一方面 CHS 基

因在鲜卑花中的高变异也说明，其在研究灌木或

木本植物遗传变异时具有较大的优势。
青藏高原在上新世后期至第四纪初 (3． 6 ～

1. 7 Ma) 发生大规模快速隆升，随后的昆( 仑) 黄

(河)运动(1． 1 ～ 0． 6 Ma) 又使青藏高原进一步抬

升，加之冰川的发育、冰期与间冰期的交替，使青

藏高原的气候环境发生剧烈变化
［39，41］。已有的研

究表明，青藏高原的隆起导致种内遗传变异水平

升高和新物种的形成，如菊科三个属( 橐吾属、垂

头菊属和蟹甲草属)［42］、柏科柏木属
［43］

以及高原

鼢鼠
［44］，均由于青藏高原的隆起而出现遗传分化

与新物种的形成。本研究中依据 CHS 计算鲜卑花

种内的遗传分化时间约开始于 4． 37 Ma，这个时间

正好与青藏高原整体隆升时间相吻合。由此说

明，青藏高原整体隆升而导致的环境剧变，促使了

鲜卑花种内的遗传分化，使其达到较高的遗传分

化水平，也进一步证明了青藏高原的隆升在植物

遗传分化以及物种形成中发挥的重要作用。

致谢 感谢中国科学院武汉植物园孙姗姗博士协

助设计 CHS 引物。
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