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摘要：青藏扁蓿豆 (Medicago archiducis-nicolai) 广泛分布于青藏高原及其毗邻地区，对高海拔极端环境具有极强的适

应性。本研究利用高通量转录组测序数据，对青藏扁蓿豆的 EST-SSR 标记进行了开发。结果发现，随机选取的

477 对引物中，350 对可在青藏扁蓿豆中有效扩增，其中 346 对引物在扁蓿豆 (M. ruthenica) 中可实现跨物种扩增。利

用其中 64 对独立遗传且符合哈迪–温伯格平衡的标记引物对青藏扁蓿豆和扁蓿豆野生群体的遗传多样性和群体遗传

结构分析发现，两个物种存在明显的种间和种内的遗传分化，且提示种内群体间的遗传分化与地理隔离或环境选择

有关。本研究所开发的 EST-SSR 标记为今后进一步评价青藏扁蓿豆和扁蓿豆的遗传多样性以及解释其适应极端环境

的遗传机制提供了重要的研究工具。
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Abstract: Medicago archiducis-nicolai, which is endemic to the Qinghai-Tibet Plateau and its adjacent regions, is a species
of  Platycarpae  in  the  genus  Medicago.  This  species  is  characterized  by  its  superior  adaptability  to  extremely  harsh
environments.  In  this  study,  we  developed  EST-SSR  markers  of  M.  archiducis-nicolai  using  transcriptome  sequencing.
Polymerase  chain  reactions  verified  350  of  477  randomly  chosen  EST-SSR  primer  sets  in M.  archiducis-nicolai.  Of  the
verified primer sets, 346 were successfully amplified in M. ruthenica, indicating high transferability of the EST-SSR primers
to M. ruthenica. The genetic diversity and structure of M. archiducis-nicolai and M. ruthenica populations were characterized
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using  64  non-genetically  linked  EST-SSR  loci  that  did  not  deviate  from  Hardy-Weinberg  equilibrium.  Results  show
significant inter- and intra-species genetic differentiation of the two species, implying geographic distance and environmental
selection influenced intra-species genetic differentiation. The EST-SSR markers developed in this study provide useful tools
for  detailed characterization of  the genetic  diversity of M. archiducis-nicolai and M. ruthenica and reveal  the mechanisms
underlying their adaptation to harsh environments.

Keywords:  Medicago  archiducis-nicolai;  transcriptomic  sequencing;  EST-SSR  markers;  genetic  diversity;  population
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青藏扁蓿豆 (Medicago archiducis-nicolai)和扁蓿

豆 (M. ruthenica)为苜蓿属多年生二倍体物种，是

矩荚苜蓿族的核心种
[1]
。青藏扁蓿豆分布于青藏高

原及其毗邻的高海拔高寒地区
[2-3]

；扁蓿豆则广泛

分布于北半球的西伯利亚、蒙古以及我国北方高

纬度地区
[4-5]

。由于对干旱、寒冷以及盐碱等不利

环境具有极强的适应性，扁蓿豆被认为是具有驯

化潜力、有望在紫花苜蓿 (Medicago sativa)等苜蓿

属栽培种无法越冬地区栽培利用的优质多年生豆

科牧草资源
[6]
。相对于扁蓿豆，青藏扁蓿豆作为青

藏高原土著物种，其生长环境更为严酷，对极端

环境具有更强的适应性。

群体遗传多样性评价是植物种质资源利用和保

护研究的重要内容。到目前为止，对扁蓿豆的遗

传多样性在形态学、生化和分子水平上已有较多

的报道
[7-11]

，但研究对象多集中于来自我国内蒙古

的扁蓿豆群体，而对青藏扁蓿豆遗传多样性评价

以及群体遗传结构分析研究则只有少数报道
[3, 12]

。

利用核基因组标记和叶绿体基因组标记对青藏高

原及其周边青藏扁蓿豆和扁蓿豆的野生群体分析

发现，由于海拔差异引起的环境异质性可能导致

了上述两个物种间或种内群体间的适应性分化
[3]
。

揭示青藏扁蓿豆适应青藏高原复杂极端环境的机

制，将为其人工驯化栽培，以及苜蓿属栽培种的

抗逆性改良提供重要的参考价值。因此，有必要

利用 SSR (simple sequence repeat)等分子标记，进一

步对青藏高原复杂多样性环境下青藏扁蓿豆的群

体遗传多样性和群体遗传结构特点进行分析。

SSR也称为微卫星DNA (microsatellite DNA)，存

在于基因组基因编码区或非编码区，由 1～6个碱

基为单位构成串联重复序列
[13-14]

。作为最常用的分

子标记类型，SSR被广泛运用于遗传作图、标记辅

助选择和群体遗传学研究等领域。对尚无基因组

序列信息物种的基因组 SSR标记开发，因涉及基

因组文库构建和大量的常规测序操作，存在成本

高和费时等限制因素
[15-16]

。但是，研究人员通过对

迄今为止数量一直不断增加的基于转录本测序的 EST
(expressing sequence tag)序列信息挖掘分析，开发

EST-SSR标记是一条省时且成本低廉的途径
[15, 17]

。

此外，由于属内物种间基因组转录区序列间存在

较高的保守性，EST-SSR标记引物可在物种间实现

高效转移，也为 EST-SSR标记在尚缺少 EST序列

信息的物种上的利用带来了方便
[18-19]

。但与之同时

也发现，在物种间高效转移的 EST-SSR标记位点

通常存在多态性低的问题
[20]

。因此，在遗传多样性

研究、高密度遗传图谱构建以及作物育种中，开

发针对特定物种的 EST-SSR标记仍然十分必要。

过去十年中，高通量测序技术的兴起与发展，

极大地提高了低成本高效率获得转录本序列信息

的能力，为规模化开发特定物种的 EST-SSR标记

提供了条件。本研究利用 RNA-seq技术，对青藏

扁蓿豆 EST-SSR标记进行了开发和验证，发现开

发的标记在扁蓿豆中具有高效转移性。利用所开

发的引物对青藏扁蓿豆和扁蓿豆野生群体的遗传

多样性和群体遗传结构初步分析发现，上述两个

种间和种内群体间存在显著的遗传分化。本研究

所获得的 EST-SSR标记和初步分析结果，为今后

进一步分析青藏扁蓿豆的群体遗传特性以及揭示

上述两个物种间和物种内的适应性分化机制提供

了重要的工具和有价值的信息。

1    材料与方法

1.1    材料和培养条件

用于RNA-seq测序的青藏扁蓿豆植株采集自青海
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省同德县 (海拔 3 234 m，100°38′52″ E， 35°15′46″ N)
天然草地。将同一植株的茎段在蛭石基质中扦

插，在温度 21 ℃、光 16 h/暗 8 h人工气候室培养，

获得遗传背景一致的无性系幼苗后，转移到相同

光照时间、温度为 4 ℃ 的光照培养箱低温处理。

取低温处理 0和 24 h幼苗地上部分液氮速冻保

存，进行后续总 RNA提取和测序文库构建。用于

EST-SSR引物验证、多态性筛选以及遗传多样性分

析的青藏扁蓿豆和扁蓿豆群体采集地点和地理信

息如表 1所列。

1.2    RNA-seq 测序与转录本组装

用 TRIzol试剂 (Life  Technologies,  Carlsbad,  CA,
USA)提取总 RNA，每个样品取 3 μg总 RNA用 NEB
Next  Ultra  RNA Library  Prep  Kit  for  Illumina试剂盒

(NEB, Beverly, MA, USA)构建 RNA-seq测序文库，

在 Illumina HiSeq 2500 测序仪进行双端 reads测序。

对测序原始数据 (raw reads)过滤剔除文库中污染的

接头序列和未知核苷酸数大于 10%或碱基质量 ≤ 10
(Q ≤ 10)的 reads。将两个样品过滤后的 reads合并

后用 Trinity软件
[21] 进行转录本组装。组装获得的

转录本 (transcript)经过聚类后，从中选取最长的转

录本 (unigene)进行 SSR位点检测。

1.3    EST-SSR 位点鉴定与引物设计

EST-SSR位点鉴定由MISA程序 (http://pgrc.ipk-
gatersleben.de/misa/misa.html)完成，设定 SSR位点

侧翼序列长度在 150 bp以上，一碱基、二碱基、

三碱基、四碱基、五碱基和六碱基重复单元的最

小重复次数分别为 12、6、6、5、5和 4次。对经

过检测含有 SSR位点的 unigene，使用 Primer3 (http://

sourceforge.net/projects/primer3)软件设计引物，引

物设计参数：引物长度  18 ～  28 nt，23 nt为最优；

扩增片段长度 100 ～ 300 bp；退火温度 55 ～ 65 ℃,
60 ℃ 为最优温度。

1.4    EST-SSR 引物验证和多态性筛选

对采集的 3个青藏扁蓿豆和 3个扁蓿豆群体的

共计 94个个体 (表 1)，用 CTAB法
[22]

提取基因组

DNA。分别从西宁西山 (XNXS) 青藏扁蓿豆群体和

湟中西堡 (HZXB)扁蓿豆群体中随机取 5个个体的

10 ng DNA样品等量混合为模板，利用随机挑取合

成的 477对 EST-SSR引物进行 PCR扩增验证，

rTaq DNA 聚合酶为大连宝生物 (Takara)产品。扩

增反应条件：94 ℃ 预变性 4 min；94 ℃ 变性 30 s，
60 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 30 s，共计 5个循环；而后

94 ℃ 变性 30 s，55 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 30 s，共计

30个循环；最后 72 ℃ 延伸 10 min。
扩增产物经过 2%琼脂糖凝胶电泳进行扩增有

效性验证后，进一步利用 6%聚丙烯酰胺凝胶电泳

进行初步多态性筛选。将经过上述检测获得的扩

增条带符合预期分子量范围，且具有潜在多态性

的标记反向引物 5′端用 HEX、6-FAM或 TAMARA
荧光基团进行标记，对 3个青藏扁蓿豆和 3个扁蓿

豆野生群体共计 94个个体进行扩增，扩增产物送

上海生工利用 ABI3130毛细管电泳系统进行检测，

用 GeneMapper 2.2.0 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA)软件读取扩增条带分子量，并进行进一

步人工校正。

1.5    群体遗传多样性和遗传结构分析

各 EST-SSR位点等位基因数目 (NA)、位点丰富

 
表 1   青藏扁蓿豆和扁蓿豆野生群体采样点信息

Table 1   Medicago archiducis-nicolai and M. ruthenica population sources

物种
Species

群体代码
Population code

地点
Location

经度
Latitude (E)

纬度
Longitude (N)

海拔
Altitude/m

样本
Size

青藏扁蓿豆

Medicago
archiducis-nicolai

XNXS 青海西宁西山 Xishan, Xining, Qinghai 101°44′17.5″ 36°37′17.5″ 2 462 16

RYS 青海日月山 Riyueshan, Qinghai 101°7′11.7″ 36°26′50.6″ 3 311 16

YSMC 青海玉树 Yushu, Qinghai, 96°50′51.2″ 33°27′27.8″ 4 023 16

扁蓿豆

M. ruthenica

HZLZ 青海湟中 Huangzhong, Qinghai 101°31′37″ 36°24′34″ 2 422 16

HZXB 青海湟中 Huangzhong, Qinghai 101°36′44.8″ 36°34′36.2″ 2 455 14

ZN 甘肃卓尼 Zhuoni, Gansu 103°29′41″ 34°32′38″ 2 689 16
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度 (AR)、群体间遗传分化系数 (FST)、个体相对于

总群体和各个群体的近交系数 (FIT 和 FIS)用 FSTAT
2.9.3.2软件 (http://www2.unil.ch/popgen/softwares/fstat.
html)估计；多态性信息含量 (PIC)用 Cervus 3.0程
序计算

[23]
。利用 GenALEx 6.41[24-25] 计算每个群体

的有效等位基因数目  (NE)、观察和期望杂合度

(HO and HE)以及固定系数 (F)。对各个位点在每个群

体中的哈迪-温伯格平衡 (Hardy-Weinberg equilibrium)
和连锁不平衡 (genotypic  linkage  disequilibrium)用
GENEPOP 4.2[26] 软件进行，并予以 Bonferroni 校正

(P < 0.05)。
群体主成分分析和贝叶斯聚类 (Bayesian clus

tering) 分别用 GenALEx 6.4.3和  STRUCTURE 2.3.4
程序

[27]
进行。STRUCUTURE软件分析选用混合

模型 (admixture model)并对群体间的位点频率进行

校正，K值为 1 ～ 6。对每个 K值进行 10次运算，

每次运算 burn-in和 MCMC  repetition参数分别为

100 000和 30 000。最优 K 值由 ΔK方法
[28]

和 lnP(K)
曲线拐点来确定。POWERMARKER 3.25[29] 用于计

算群体间 Nei’s 遗传距离和构建基于此的 UPGMA
(unweighted  pair  group  method  with  arithmetic)聚类

树。利用 ARLEQUIN 3.5[30] 用于 AMOVA分析。

2    结果与分析

2.1    转录组测序、转录本组装

对青藏扁蓿豆幼苗低温处理 0和 24 h两个样品

经转录组测序获得原始数据 (raw reads)，经过滤去

除低质量的 reads后，每个样品最终获得的 Q20

碱基比例不低于 98%的有效数据 (clean  reads)在

5.28 × 107 条。上述两个样品 clean reads测序结果已

提交至 NCBI数据库，收录编号分别为 SRR8797417

和 SRR8797418。在此基础上，将两个样品的 clean

reads文件合并后，经过从头组装、转录本 (transcript)

聚类，从各个聚类转录本中选取最长转录本作为代

表性转录本 (unigene)，最终获得了 99 635条 unigene

序列
[31]

。

2.2    EST-SSR 位点的检测与引物设计

通过 MISA软件对 99  635条 unigene的检测，

发现 2 887条 unigene中存在侧翼序列长度在 150 bp

以上的 3 253个潜在的 SSR位点。其中 242个 unigene

含有一个以上 SSR位点，但位点之间间隔序列小

于 150 bp，为复合 SSR (complex SSR)位点；其余

的 unigene仅含有一个 SSR位点，或一个以上且间

隔序列大于 150 bp的位点，为简单 SSR (simple SSR)

位点。获得的 SSR中以三碱基重复单元比例最高

(42.61%)，其次为单碱基重复序列  (30.25%) (表 2)。

根据上述结果，利用 SSR位点的侧翼序列，设计获

得了 3 080对 EST-SSR引物，涉及 2 829条 unigene，

其中 2 605、198、25和 1条 unigene中分别含有 1、

2、3和 4个简单 EST-SSR引物扩增位点，另外还

从含有复合 SSR位点的 98条 unigene中获得了 98对

复合 SSR标记引物 (表 2)。本研究所获得的 unigene

序列、EST-SSR位点信息、引物序列和本文后续分

析获得的遗传参数数据集 (data  sets)均已提交到

Mendeley数据库
[31] (https://data.mendeley.com/)。

 
表 2   青藏扁蓿豆代表性转录本中 EST-SSR 位点检测和引物设计统计

Table 2   Summary of detection and primer designing of EST-SSR loci in Medicago ruthenica unigenes

重复单元类型 Repeat type 数量 Number 频率 Frequency/% 引物对数 Number of primer pairs

单碱基 Mono-nucleotide   984   30.25   931

二碱基 Di-nucleotide    595    18.29    530 

三碱基 Tri-nucleotide 1 386    42.61 1 275 

四碱基 Tetra-nucleotide      71      2.18      58 

五碱基 Penta-nucleotide    101      3.10      88 

六碱基 Hexa-nucleotide    116      3.57    100 

复合位点 Compound loci    107      3.29      98 

合计 Total 3 253 100.00 3 080
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2.3    EST-SSR 标记引物验证与多态性筛选

为了验证所计 ESR-SSR引物的有效性，从中随

机选取合成 477对引物
[31]

，以来自西宁西山 (XNXS)
的青藏扁蓿豆群体中 5个植株基因组 DNA等量混

合为模板进行了扩增。对扩增产物的琼脂糖凝胶

电泳结果表明，其中有 350对引物能够扩增获得与

预期分子量接近的扩增条带
[31]

。上述 350对引物对

湟中西堡 (HZXB)扁蓿豆群体 5个植株等量混合

DNA模板扩增，发现有 346对引物能够获得预期

扩增条带
[31]

。此外，有 28对 (5.87%)引物在扁蓿豆

和青藏扁蓿豆中的扩增片段长度在 400～1 500 bp[31]，
可能与扩增区段存在内含子有关。

进一步对扩增产物聚丙烯酰胺凝胶电泳分析发

现，165对和 114对引物分别在青藏扁蓿豆和扁蓿

豆种内个体间存在潜在的多态性；另外有 44对引

物的扩增产物虽不存在种内个体间的多态性，但

具有种间多态性
[31]

。在此基础上，对其中 100对引

物的反向引物 5′端用荧光素标记后，通过对 3个青

藏扁蓿豆和 3个扁蓿豆共计 94个个体 DNA模板进

行扩增，毛细管电泳检测确认，最终获得了 75对
条带清晰可辨且具有多态性的引物

[31]
。该 75对引

物在 6个群体中共计检测到了 588个等位变异，每

个位点平均等位基因数 (NA)为 7.71 ± 4.63，其中

51个位点 (68%)均有较高的多态性变异 (PIC ≥
0.5)[31]。各位点丰富度 (AR)在 1.311～8.909，平均

为 3.706；观察杂合度 (HO)在 0.010～0.83，平均为

0.455；期望杂合度 (HE)在 0.030～ 0.837，平均为

0.461；FIS 在–0.586～0.093，平均为 0.049；FIT 在
–0.262～0.853，平均为 0.302；FST 在–0.010～0.794，
平均为 0.200 (表 3)[31]。哈迪 -温伯格平衡检验结合

Bonferroni校正 (P < 0.05)发现 9个位点表现为杂合

子过量或杂合子缺失
[31]

。进一步对符合哈迪-温伯

格平衡的 66个位点的连锁不平衡检验发现，两对

位点之间 (Man184和 Man251，Man228和 Man257)
存在遗传连锁

[31]
。为此将 Man257和 Man228位点

剔除后，最终保留 64个独立遗传且不存在相互遗

传连锁的位点
[31]

进行后续群体遗传多样性和遗传

结构分析。

2.4    群体遗传多样性、遗传结构与分化

利用上述 64个独立遗传且不存在相互遗传连

锁的 EST-SSR位点数据，对 3个青藏扁蓿豆和 3个

扁蓿豆野生群体分析发现，各群体的平均等位基

因数  (NA) 在 3.047  (YSMC) ～ 4.688  (ZN)，平均为

3.823；有效等位基因数 (NE)在 2.204 (RYS) ～2.741

(ZN)， 平 均 为 2.330； 观 察 杂 合 度 (HO)在 0.437

(RYS) ～ 0.487  (ZN)； 期 望 杂 合 度 (HO)在 0.428

(XNXS) ～0.528 (ZN) (表 4)。扁蓿豆较青藏扁蓿豆

群体均有相对较高的遗传多样性，且以来自甘肃

卓尼  (ZN) 群体最高。各群体的固定系数 (F 值)在

–0.064 (YSMC) ～ 0.089 (ZN)，平均为 0.010 (表 4)，

因此各群体内几乎不存在近交 (Self-crossing)。

运用 STRUCTURE软件的贝叶斯聚类方法，可

将 6个群体归为和形态学分类相一致的两个种，但

存在明显的青藏扁蓿豆向扁蓿豆群体的基因渗入

(图 1A, B)。主成分分析结果显示，占总变异 67.62%

的第一主成分 (PC1)将 6个野生群体区分为与

STUCUTRE结果一致的两类，占总变异 19.07%的

第二主成分 (PC2)将青藏扁蓿豆的 YSMC群体和另

外两个群体区分开来 (图 1C)，这表明，青藏扁蓿

豆可能存在地理隔离相关的遗传分化，基于 Nei’s

遗传距离的 UPGMA结果进一步支持了上述推断

(图 1D)。基于上述结果的分级 AMOVA分析结果

显示，64个位点解释的遗传变异主要存在个体内

(62.95%, FIT = 0.370 5, P = 0.000 0)，其余依次为种

间  (24.56%, FCT = 0.245 6, P = 0.000 0)、种内群体间

 
表 3   基于 6 个群体的 75 个 EST-SSR 位点的遗传参数

Table 3    Summary of genetic parameters for 75 EST-SSR
loci in six populations

参数 Parameters 平均值 Mean ± SE 范围 Range

丰富度 AR 3.706 ± 1.586 1.311～8.909

多态性信息含量 PIC 0.582 ± 0.210 0.031～0.918

观察杂合度 HO 0.455 ± 0.013 0.010～0.830

期望杂合度 HE 0.461 ± 0.011 0.030～0.837

群体内近交系数 FIS 0.049 ± 0.017 −0.586～0.693

群体间遗传分化系数 FST 0.200 ± 0.015 −0.010～0.794

总近交系数 FIT 0.302 ± 0.021 −0.262～0.853
　AR,  allele  richness;  PIC,  polymorphism  information  content;  HO,
observed heterozygosity;  HE,  expected heterozygosity; FIS,  inbreeding
coefficient within populations; FST, genetic differentiation index among
populations; FIT, inbreeding coefficients with individuals; similarly for
Table 4.
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(9.91%, FSC = 0.131 4, P = 0.000 0)和群体内个体间

(2.58%, FIS = 0.039 4, P = 0.000 0) (表 5)。

对群体间遗传分化分析显示，除了扁蓿豆

HZXB和 HZLZ群体间存在显著 (P < 0.05)的遗传

分化外，其余群体间均存在极显著 (P < 0.01)的遗

传分化，不同种的群体间的遗传分化系数高于种

内群体间，而且种内地理距离较远的群体间的遗

传分化明显高于地理距离较近的群体间的遗传分

化 (表 6)。

3    讨论与结论

属内种间基因组转录区序列上相对较高的保

守型为 EST-SSR标记的跨物种转移利用提供了可

能
[18, 20]

。有报道表明，苜蓿属内物种间 ESR-SSR

标记的转移效率可在 70%以上
[32-34]

，但同时也发现

具有物种间可转移性的 EST-SSR标记的多态性较

 
表 4   基于 64 个 EST-SSR 位点的群体遗传参数

Table 4   Genetic diversity parameters of populations revealed by 64 EST-SSR loci

群体代码

Population code
等位基因数

NA

有效等位基因数

NE

位点丰富度

AR

观察杂合度

HO

期望杂合度

HE

固定系数

F
XNXS 3.438 ± 0.232 2.227 ± 0.156 3.370 ± 1.781 0.444 ± 0.034 0.428 ± 0.032 −0.047 ± 0.020

RYS 3.484 ± 0.208 2.204 ± 0.145 3.410 ± 1.600 0.437 ± 0.030 0.445 ± 0.028   0.005 ± 0.030

YSMC 3.047 ± 0.146 2.173 ± 0.123 3.005 ± 1.373 0.473 ± 0.036 0.442 ± 0.031 −0.064 ± 0.027

HZLZ 4.328 ± 0.271 2.452 ± 0.162 4.173 ± 2.036 0.481 ± 0.033 0.495 ± 0.028   0.063 ± 0.033

HZXB 3.953 ± 0.244 2.184 ± 0.128 3.953 ± 1.955 0.454 ± 0.031 0.456 ± 0.027 −0.001 ± 0.030

ZN 4.688 ± 0.322 2.741 ± 0.204 4.532 ± 2.421 0.487 ± 0.031 0.528 ± 0.028   0.089 ± 0.029

平均 Mean ± SE 3.823 ± 0.104 2.330 ± 0.064 3.741 ± 1.950 0.463 ± 0.013 0.481 ± 0.012   0.010 ± 0.012
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图 1   群体遗传结构分析

Figure 1    Population genetic structure of six populations
 A. STRUCTURE群体分组；  B. STRUCTURE最佳分组 (K值 )确定；C. 主成分分析；D. 基于 Nei’s  遗传距离的 UPGMA群体分组。

XNXS，RYS，YSMC，HZLZ，HZXB，ZN表示群体代码，详如表 1所列；下表同。

 A. Individuals and populations assigned to the STRUCTURE-inferred genetic clusters for K = 2. B. Plot of lnP(K) and ΔK from STRUCTURE analysis,
which  shows  optimal  clustering  of  the  six  populations  for  K  =  2.  C.  Principal  component  analysis.  D.  Unweighted  pair  group  method  with  averages
dendrogram based on Nei’s genetic distance. XNXS, RYS, YSMC, HZLZ, HZXB, and ZN indicate population codes of the six populations as listed in Table
1; similarly for the following tables.
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低
[20]

。此外，由于不同物种间扩增目标区段可能存

在的细微变异，会导致扩增的假阳性或物种特异

性区段扩增的失败。本研究利用 Illumina高通量测

序技术，对青藏扁蓿豆的 EST-SSR位点进行了鉴

定，发现其中以三碱基重复单位主要类型，其次

为单碱基重复类型。最近对扁蓿豆的 EST-SSR位

点检测表明为主要为二碱基重组单元，三碱基重

复单元次之
[33]

。造成上述差异的原因可能与本研究

中在 SSR位点鉴定时剔除了侧翼徐列小于 150 bp
的位点，使得转录本的开放读码框得到了相对富

集有关。本研究中开发的青藏扁蓿豆的 EST-SSR
标记引物在扁蓿豆中扩增发现存在较高的可转移

性；而利用上述引物在与之不同族 (Section)的蒺藜

苜蓿 (M. truncatula)基因组中的查询则发现 350对
引物中仅有 137对引物存在潜在的扩增靶点或区

段
[31]

。上述结果表明，苜蓿属内不同族的物种间转

录区仍然存在一定程度的变异。因此，为了获得

高密度多态性位点，针对苜蓿属特定的物种或者

族，开发相应的 EST-SSR仍然十分必要。本研究

中开发的青藏扁蓿豆和最近报道开发的扁蓿豆中

的 EST-SSR标记
[32]

，将会为今后解释矩荚苜蓿组

内物种的群体遗传多样性和遗传结构提供有用的

研究工具。

青藏扁蓿豆和扁蓿豆为异花授粉植物，异花授

粉植物群体一般被认为存在较高水平的遗传多样

性
[8, 35-38]

。此前，利用 SSR标记位点的期望杂合度

对扁蓿豆野生群体的遗传多样性分析结果不尽一

致
[7, 8, 32]

。本研究中利用 64个不存在偏离哈迪-温伯

格平衡且独立遗传的 EST-SSR位点，对位于青藏

高原及其毗邻地区的青藏扁蓿豆和扁蓿豆野生群

体的初步分析显示其平均期望杂合度为 0.481，与

最近报道的基于 EST-SSR标记的扁蓿豆群体的分

析结果接近
[32]

。上述结果上的差异可能与分析群体

大小、群体瓶颈效应、奠基者效应或者人类活动

的干扰等因素有关。此外，与来自基因间区的 SSR
标记相比，EST-SSR标记多态性较低，也可能会对

 
表 5   青藏扁蓿豆和扁蓿豆群体分级分子变异分析

Table 5   Hierarchical analysis of molecular variance (AMOVA) in M. archiducis-nicolai and M. ruthenica populations

变异来源
Source of variation

自由度
Degrees of freedom

平方和
Sum of squares

变异组成
Variance components

变异百分比
Variation percentage/%

固定指数
Fixation index

种间 Among species     1     632.257   5.779 51 Va 24.56
FCT = 0.245 6
(P = 0.000 0)

种内群体间
Among populations
within species

    4     356.244   2.332 77 Vb   9.91
FSC = 0.131 4
(P = 0.000 0)

群体内个体间
Among individuals
within populations

  88  1 410.647   0.608 13 Vc   2.58
FIS = 0.039 4
(P = 0.000 0)

个体内 Within individuals   94  1 392.500 14.010 64 Vd 62.95
FIT = 0.370 5
(P = 0.000 0)

总变异 Total 187  3 791.628 23.534 24     

 
表 6   群体间遗传分化系数 (FST)

Table 6   Index of genetic differentiation (FST) between populations

群体代码 Population code XNXS RYS YSMC HZLZ HZXB ZN

XNXS 0.000 0.061** 0.231** 0.352** 0.377** 0.318**

RYS 0.000   0.240** 0.339** 0.365** 0.307**

YSMC 0.000   0.351** 0.377** 0.321**

HZLZ 0.000   0.014*  0.093**

HZXB 0.000   0.106**

ZN 0.000  

　“*” 和 “**” 分别表示群体间存在显著(P < 0.05)和极显著(P < 0.01)在遗传分化。

　“*” and “**” indicate significant differentiation beweent populations at 0.05 and 0.01 levels, respectively.
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物种遗传多样评价结果产生影响。

本研究中的遗传结构分析结果得到了与笔者此

前利用核基因组和叶绿体基因组标记
[3, 12]

相一致的

结果，均可以将青藏扁蓿豆和扁蓿豆归为和形态

学鉴定结果相一致的两个物种，此外也发现，存

在青藏扁蓿豆向扁蓿豆群体的基因渗入。但是本

研究中主成分分析、UPGMA聚类以及群体间遗传

分化比较的结果提示上述两个物种种内群体间遗

传分化可能与地理距离之间存在相关性，而此前

的研究则没有发现相关性
[3]
。因此，EST-SSR标记

较此前使用的核基因组和叶绿体基因组标记具有

更高的灵敏性。上述研究结果为今后解释青藏高

原地理和气候环境对上述两个物种遗传多样性和

遗传结构的影响提供了重要的信息。

EST-SSR标记的多态性是基因组转录区段变异

水平的反应，通过对转录区序列在核苷酸和蛋白

质数据库中的查询可以获得含有 SSR位点的转录

本可能的功能。采用遗传位点 FST 离群检验和环境

信息相关联的方法，已被用于物种在环境选择下

的变异规律以及引起局部适应的环境因子筛选研

究
[39-43]

。对分子标记位点所在基因组区段潜在功能

的了解，将会为解析物种适应环境的机制提供更

为丰富和详细的信息
[43-44]

。与扁蓿豆相比，青藏扁

蓿豆分布于海拔较高的青藏高原地区，因此青藏

扁蓿豆较扁蓿豆对青藏高原极端低温环境具有更

强的适应性。青藏高原在历史上曾经历了隆升和

和大规模的气候波动
[45-46]

。青藏扁蓿豆和扁蓿豆在

上述过程中也随之经历了局部环境下的存活、历

史冰纪终期或后期的局部扩增
[3]
。因此，进一步鉴

定与历史气候波动以及复杂地貌环境导致的局部

气候异质性相关的 EST-SSR位点的遗传分化程度，

将不仅有助于揭示上述植物物种适应青藏高原极

端环境的遗传机制，同时也会将有助于苜蓿属栽

培种抗逆性改良。
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