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摘　要：利用叶绿体基因（ｒｂｃＬ和ｔｒｎＳ－Ｇ）及核糖体ＤＮＡ内转录间隔区（ＩＴＳ），对祁连山区狭域分布的特有物种黑

虎耳草８个居群（１１５个个体）进行遗传多样性研究，旨在揭示黑虎耳草的居群遗传结构及其 历 史 进 化 过 程。结 果

表明：（１）所有取样个体共检测到４个ｃｐＤＮＡ单倍型和９个ＩＴＳ单倍型，其中 祁 连 山 东 南 部 的 居 群 固 定 较 多 的 单

倍型和特有单倍型，而西北部居群只 固 定 少 数 几 个 广 泛 分 布 的 单 倍 型，且 遗 传 多 样 性 普 遍 较 低。（２）基 于ｃｐＤＮＡ
数据和ＩＴＳ数据的分子变异分析（ＡＭＯＶＡ）显示，遗传变异主要来源于居群内。（３）基于ｃｐＤＮＡ数据的中性检验

表明，Ｔａｊｉｍａ’ｓ　Ｄ（－１．０１２　３０，Ｐ ＞０．０５）和Ｆｕ　＆Ｌｉ’ｓ　Ｄ＊（－２．０６６　７７，Ｐ ＞０．０５）均为负值，均不显著；歧点分布

分析结果显示，黑虎耳草居群经历过近期的扩张事 件。根 据 物 种 现 有 遗 传 分 布 格 局 推 测，黑 虎 耳 草 在 第 四 纪 冰 期

时退缩到祁连山东南部的边缘避难所，间冰期或冰期后 回 迁 到 祁 连 山 西 北 部 地 区，在 回 迁 过 程 中 由 于 奠 基 者 效 应

导致祁连山西北部的居群仅固定少数广泛分布的单倍型，并呈现出较低的遗传多样性；由于居群较小且相互隔离，

该物种经历了严重的瓶颈效应和遗传漂变，导致该物种总遗传多样性（ＨＴ）和居群平均遗传多样性（ＨＳ）远低于虎

耳草属其他青藏高原－喜马拉雅广域分布的物种。
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　　特有物种的形成及其居群的不连续分布通常与

生境的片段化密切相关［１－３］，并受到随后气候波动和

环境变化的影响［３］。狭域分布的特有物种一般具有

特殊的生态需求，竞争能力和扩散能力相对较弱，形
成居群个体数较少且相互隔离的 分 布 格 局［４－６］。狭

域分布特有物种的居群由于受到瓶颈效应、遗传漂

变、近交衰退等因素的影响，常常具有较低的遗传多

样性［３－４］，更易受到环境波动和人类活 动 的 影 响，成

为保护生物学关注的热点。
虎耳草属（ＳａｘｉｆｒａｇａＬ．）是虎耳草科（Ｓａｘｉｆｒａ－

ｇａｃｅａｅ）最大的 属，全 世 界 约５００种，主 要 分 布 在 北

半球的高山地区和环北极地区［７］。中国分布有虎耳

草属植物约２１６种，其 中 约６０％为 中 国 特 有 种，主

要为青藏高原－喜马拉雅地区狭域分布种［８］。目前，
关于 中 国 虎 耳 草 属 植 物 的 研 究 主 要 集 中 在 分 类

学［９－１３］、系统发育学［１４－１５］、物种分化［１６－１８］及广布物种

的谱系地理学方面［７，１９－２０］。在青藏高原－喜马拉雅地

区狭域分布的特有虎耳草属植物遗传多样性研究鲜

有报道。
黑虎耳 草（Ｓａｘｉｆｒａｇａ　ａｔｒａｔａ　Ｅｎｇｌ．）隶 属 于 虎

耳草属小 花 组（ｓｅｃｔ．Ｍｉｃｒａｎｔｈｅｓ）［８］。分 子 系 统 发

育学研究发现，小花组与虎耳草属其他物种亲缘关

系较远，而与虎耳草科其他属亲缘关系较近，建议将

小花 组 从 虎 耳 草 属 分 离 出 来，成 立 独 立 的 属 Ｍｉ－
ｃｒａｎｔｈｅｓ　Ｈａｗｏｒｔｈ［２１－２２］。由 于 缺 乏 可 接 受 的 中 文

名，本研究仍将黑虎耳草作为广义虎耳草属的物种

来处理，并采用原有的拉丁名和中文名。黑虎耳草

为多年生草本植物，叶基生，花多数，组成圆锥状或

总状花序［２３］。该物种生于海拔３　０００～４　２００ｍ的

高寒草 甸 或 流 石 滩，为 祁 连 山 地 区 特 有 狭 域 分 布

种［２３］。此外，黑 虎 耳 草 为 传 统 藏 药，以 花 入 药，微

苦，寒；退热，治 肺 部 疾 病［２３］。根 据 野 外 调 查 发 现，
该物种分布范围狭窄，居群间相互隔离，居群内个体

数少，易受到生境变化及人类活动的影响。
本研究选 取 叶 绿 体ＤＮＡ（ｃｐＤＮＡ）ｒｂｃＬ、ｔｒｎＳ－

Ｇ片段和核糖体ＤＮＡ（ｎｒＤＮＡ）内转录间隔区（ｉｎ－
ｔｅｒｎａｌ　ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ　ｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）对 祁 连 山 区 狭 域 分

布的特有物种黑虎耳草进行居群遗传多样性研究。
目的在于揭示该物种现有居群的遗传多样性水平及

其分布格局，探讨其现有遗传格局的历史成因。

１　材料和方法

１．１　实验材料

实验材料于２０１５年和２０１７年采自青海省祁连

山地区，共采集黑虎耳草８个居群１１５个个体，包括

贵德县、门源县、大通县各１个居群，祁连县５个居

群（表１；图１，ａ、ｂ）。每个居群随机采集１０～１９个

个体，个 体 之 间 间 隔１０ｍ 以 上。选 取 生 长 良 好 植

株的新鲜幼嫩叶片，随即用硅胶干燥，带回实验室存

放于－２０℃冰 箱 备 用。凭 证 标 本 由 高 庆 波 研 究 员

鉴定，馆藏于中国科学院西北高原生物研究所青藏

高原生物标本馆（青海，西宁）。

１．２　ＤＮＡ提取与ＰＣＲ扩增

采用 改 良 的ＣＴＡＢ法 从 硅 胶 干 燥 的 叶 片 中 提

取 总 ＤＮＡ［２４］。采 用 通 用 引 物 对 所 有 个 体 的

ｃｐＤＮＡｒｂｃＬ、ｔｒｎＳ－Ｇ片段和ｎｒＤＮＡ　ＩＴＳ片段进行

ＰＣＲ扩增［２５－２７］。ＰＣＲ反 应 体 系 为５０μＬ，包 含１．５

μＬ　ＤＮＡ模板 （２０ｎｇ／μＬ），正反向引物各１μＬ（１０

μｍｏｌ／Ｌ），２μＬ　ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），５μＬ　１０×
ＰＣＲ缓冲液 （含１．５ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｍｇ２＋），０．５μＬ（５Ｕ／
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表１　黑虎耳草８个居群的采集信息

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｉｇｈｔ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓ．ａｔｒａｔａ

编号
Ｃｏｄｅ

凭证标本
Ｖｏｕｃｈｅｒ

采集地
Ｌｏｃａｌｉｔｙ

纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ（Ｎ）／°

经度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ（Ｅ）／°

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ／ｍ

个体数
Ｎｕｍｂｅｒ

Ｐ１ Ｇａｏ２０１５００１ 青海贵德 Ｇｕｉｄｅ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 ３６．３５９　８　 １０１．４４７　７　 ３　７９５　 １０

Ｐ２ Ｇａｏ２０１７００８ 青海祁连 Ｑｉｌｉａｎ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 ３８．０２６　６　 １００．２３０　７　 ３　８９５　 １５

Ｐ３ Ｇａｏ２０１７０２０ 青海祁连 Ｑｉｌｉａｎ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 ３８．５８５　５　 ９８．９２６　７　 ３　８９３　 １９

Ｐ４ Ｇａｏ２０１７０３６ 青海祁连 Ｑｉｌｉａｎ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 ３８．６１０　４　 ９９．４７５　１　 ４　１４５　 １３

Ｐ５ Ｇａｏ２０１７０５３ 青海祁连 Ｑｉｌｉａｎ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 ３８．３１４　６　 ９９．３１０　６　 ３　７８４　 １４

Ｐ６ Ｇａｏ２０１７０７２ 青海祁连 Ｑｉｌｉａｎ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 ３７．９９９　８　 １００．９１７　７　 ３　６５４　 １５

Ｐ７ Ｇａｏ２０１７０８０ 青海门源 Ｍｅｎｙｕａｎ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 ３７．６３６　１　 １０１．５３１　０　 ３　９２２　 １４

Ｐ８ Ｇａｏ２０１７０９５ 青海大通 Ｄａｔｏｎｇ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 ３７．２１１　５　 １０１．８００　８　 ３　６８１　 １５

μＬ）Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶（ＴａＫａＲａ，大连），３９μＬ双蒸

水。ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变

性４５ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，循环３５次；

７２℃延伸３ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用２％的琼脂糖凝胶电

泳进行检测，然后送北京新时代众合科技有限公司

进行双向测序，测序引物同ＰＣＲ扩增引物。

１．３　数据分析

首先利用Ｃｈｒｏｍａｓ　２．６．４软件对测序峰图进行

核对，并 删 除 引 物 序 列［２８］。利 用 ＭＥＧＡ　７．０．２６软

件对序列进行对位排列，并加以手工微调，然后裁剪

成首尾整齐的序列［２９］。将ｃｐＤＮＡ　２个片段进行串

联合并后，用ＤｎａＳＰ　５．１０统计单倍型［３０］。对于ＩＴＳ
序列，由于内转录间隔区１（ＩＴＳ１）的 测 序 结 果 不 理

想，本研究选取 测 序 结 果 较 好 的５．８Ｓ核 糖 体ＲＮＡ
（５．８ＳｒＲＮＡ）和内转录间隔区２（ＩＴＳ２）序列进行后

续分析。若ＩＴＳ正反序列在某位点均显示套峰，且

较弱峰图达到 较 强 峰 图 的１／４，该 位 点 被 视 为 杂 合

位点［３１－３２］。利 用 ＤｎａＳＰ　５．１０软 件 包 中 的ＰＨＡＳＥ
２．１软件对ＩＴＳ序列进行单倍型重建［３３－３４］。随后对

ＩＴＳ序列的分析均基于分离出的ＩＴＳ单倍型序列。
利用ＰＥＲＭＵＴ软件计算居群内平均遗传多样

性（ＨＳ）、总遗传多样性（ＨＴ）以及２个居群遗传分

化系数ＧＳＴ和ＮＳＴ
［３５］。ＧＳＴ仅考虑单倍型频率，ＮＳＴ

兼顾 了 单 倍 型 频 率 和 单 倍 型 之 间 的 相 似 性。用

１　０００次的重复置换检验对ＮＳＴ和ＧＳＴ进行比较，当

ＮＳＴ显著大于ＧＳＴ时，表明居群在分布范围内具有显

著的谱系地理结构。利用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ　３．１１计算 每 个

居群的遗 传 多 样 性（ｈ）和 核 苷 酸 多 样 性（π）［３６－３７］。
利 用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ 软 件 包 中 的 分 子 变 异 分 析

（ＡＭＯＶＡ）检测居群内和居群间的遗传变异分布格

局，并 对 居 群 间 遗 传 变 异 分 化 系 数ＦＳＴ 进 行 评 价

（１　０００次置换检验）［３６－３７］。

中央连接网状图可以更好地揭示遗传分化较小

的单倍型之间的系统发育关系。以最大简约法为原

则，利用ＮＥＴＷＯＲＫ　１０．１．０．０软件构件ｃｐＤＮＡ和

ＩＴＳ单倍 型 的 中 央 连 接 网 状 图［３８－３９］。多 碱 基 的 插

入／缺失和点突变被认为是通过一步突变形成，设置

相同的权重。在中央连接网状图中，古老的单倍型

多位于网络图的内部，年轻的单倍型多位于网络图

的边缘［４０－４１］。
基于ｃｐＤＮＡ数据进行歧点分布分析来预测黑

虎耳草居 群 的 历 史 动 态。若 歧 点 分 布 呈 现 单 峰 曲

线，表明居群经历了近期扩张；若歧点分布呈现多峰

曲线，则表示在较长的时间内居群大小相对稳定，并
处于个体平衡中［４２－４６］。利用１　０００次的自展重复来

产生居群扩张模型的预期分布。Ｔａｊｉｍａ’ｓ　Ｄ 和Ｆｕ
＆Ｌｉ’ｓ　Ｄ＊ 两种无限突变位点模型的中性检验也被

用来预测居群历史动态，显著的负值说明居群可能

经历过 近 期 扩 张［４７－４８］。歧 点 分 布 分 析 和 中 性 检 验

均在ＤｎａＳＰ　５．１０软件中完成［３０］。

２　结果与分析

２．１　单倍型／基因型变异位点和地理分布格局

ＤＮＡ分子序列对位排列后，黑虎耳草８个居群

１１５个个体ｃｐＤＮＡ联合片段（ｒｂｃＬ、ｔｒｎＳ－Ｇ）的序列

总长度为１　２６９ｂｐ（Ｈ１／Ｈ２／Ｈ３和Ｈ４中ｒｂｃＬ片段

的 ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 分 别 为 ＭＷ２９６１５２ 和

ＭＷ２９６１５３；Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３和 Ｈ４中ｔｒｎＳ－Ｇ片 段 的

ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号 分 别 为 ＭＷ２９６１５４、ＭＷ２９６１５５、

ＭＷ２９６１５６和 ＭＷ２９６１５７）。通 过 ＤｎａＳＰ软 件 分

析，共得到４个单倍型（Ｈ１～Ｈ４），检测出４个变异

位点，其中１个 位 点 为 点 突 变，另 外３个 位 点 为 插

入／缺失（表２）。单倍型 Ｈ２出现频率最高，出现在

黑虎耳草所有８个居群中；其次为单倍型 Ｈ３，出现
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在５个居群中；单 倍 型 Ｈ１和 Ｈ４分 别 只 出 现 在 祁

连山东南部居群Ｐ１和Ｐ８中（图１，ｂ；表３）。基 于

ｃｐＤＮＡ数据的居群遗传多样性（ｈ）变化范围为０～
０．５３８　５；居 群 核 苷 酸 多 样 性（π）变 化 范 围 为０～
０．００２　１３０（表３）。

由于ＩＴＳ１的测序结果不理想，本研究选取５．８Ｓ
＋ＩＴＳ２序列进行后 续 分 析。对 位 排 列 后 的 序 列 长

度为４０８ｂｐ。利用ＰＨＡＳＥ软件进行单倍型分离，
共得到９个单倍型（Ｇ１～Ｇ９，ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别

为 ＭＷ２９６１４３、ＭＷ２９６１４４、ＭＷ２９６１４５、ＭＷ２９６１４６、

ＭＷ２９６１４７、ＭＷ２９６１４８、ＭＷ２９６１４９、ＭＷ２９６１５０
和 ＭＷ２９６１５１），检 测 出１０个 变 异 位 点（表４）。其

中Ｇ１出现频率最高，出现在所有８个居

表２　黑虎耳草ｃｐＤＮＡ单倍型变异位点

Ｔａｂｌｅ　２　Ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｏｆ　ｃｐＤＮＡ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ｏｆ　Ｓ．ａｔｒａｔａ

单倍型
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

变异位点 Ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ

ｒｂｃＬ　 ｔｒｎＳ－Ｇ

４０４　 ８２１　 ８４６　 １１０９

Ｈ１ Ｃ － ＴＡＡ　 ＴＣＴＴＡ

Ｈ２ Ｃ － － －

Ｈ３ Ｃ － － ＴＣＴＴＡ

Ｈ４ Ｔ ＡＡ － ＴＣＴＴＡ

群中，其 余ＩＴＳ单 倍 型 多 为 居 群 特 有 单 倍 型，绝 大

部分只出现在祁连山东南部居群中（Ｐ７、Ｐ８）。基于

ＩＴＳ数据 的 居 群 遗 传 多 样 性（ｈ）变 化 范 围 为０～
０．６０９　２；居 群 核 苷 酸 多 样 性（π）变 化 范 围 为０～
０．００３　５８９（表３）。

２．２　单倍型间的系统发育关系

ｃｐＤＮＡ和ＩＴＳ单 倍 型 检 测 出 较 少 的 突 变 位

点，表明序列之间的遗传分化较 小。Ｎｅｔｗｏｒｋ软 件

可更好地揭示系统进化关系较近的序列之间的系统

发育关系。基于最大似然法构建的中央连接网状图

显示，居 群 共 享 单 倍 型，如ｃｐＤＮＡ　Ｈ３和ＩＴＳ　Ｇ１，
位于网络图的中央位置，根据溯祖理论，推测为较古

老的单倍型。居群特有的单倍型一般位于网络图的

边缘，可能是通过近期分化衍生而来的年轻单倍型

（图１，ｃ、ｄ）。

２．３　居群遗传结构

基于ｃｐＤＮＡ数据计算得出黑虎耳草居群内平

均遗传多样性（ＨＳ）为０．２５７、总遗传多样性（ＨＴ）为

０．４６４，两个遗传分化系数ＧＳＴ和ＮＳＴ分别为０．４４７和

０．５１３。ＮＳＴ大于ＧＳＴ但不显著，表明黑虎耳草在 整

个分布范围内没有明显的谱系地理结构。ＩＴＳ数据

揭示了相似的居群遗传结构：ＨＳ＝０．１９４，ＨＴ＝０．
２１９，ＧＳＴ＝０．１１２，ＮＳＴ＝０．１２２；ＮＳＴ＞ＧＳＴ（Ｐ ＞０．
０５）。基于ｃｐＤＮＡ和ＩＴＳ数据

ａ、ｂ饼状图表示每个居群中ｃｐＤＮＡ（实线）和ＩＴＳ（虚线）单倍型的频率；ｃ、ｄ分别为基于ｃｐＤＮＡ和ＩＴＳ单倍型构建的中央连接网状图

图１　黑虎耳草８个居群的采样图及ｃｐＤＮＡ和ＩＴＳ单倍型分布图

ａ　ａｎｄ　ｂ　ｐｉｅ　ｃｈａｒｔｓ　ｓｈｏｗ　ｔｈｅ　ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ｏｆ　ｃｐＤＮＡ（ｓｏｌｉｄ　ｌｉｎｅ）ａｎｄ　ＩＴＳ（ｄａｓｈｅｄ　ｌｉｎｅ）ｗｉｔｈｉｎ　ｅａｃｈ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ；

ｃ　ａｎｄ　ｄ　ｓｈｏｗ　ｔｈｅ　ｍｅｄｉａｎ－ｊｏｉｎｉｎｇ　ｎｅｔｗｏｒｋｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ｏｆ　ｃｐＤＮＡ　ａｎｄ　ＩＴＳ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

Ｆｉｇ．１　Ａ　ｍａｐ　ｓｈｏｗｉｎｇ　ｔｈｅ　ｅｉｇｈｔ　ｓａｍｐｌｅｄ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓ．ａｔｒａｔａ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｐＤＮＡ　ａｎｄ　ＩＴＳ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ
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表３　黑虎耳草８个居群的单倍型／基因型组成及多样性信息

Ｔａｂｌｅ　３　Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ／ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｉｇｈｔ　ｓａｍｐｌｅｄ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓ．ａｔｒａｔａ

居群
编号
Ｃｏｄｅ

ｃｐＤＮＡ　 ＩＴＳ

单倍型组成（个体数）
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
（Ｎｏ．ｏｆ　ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ）

遗传多样性
Ｇｅｎｅ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ（ｈ）

核苷酸多样性
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
（π ×１０３）

基因型组成（个体数）
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
（Ｎｏ．ｏｆ　ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ）

遗传多样性
Ｇｅｎｅ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
（ｈ）

核苷酸多样性
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
（π ×１０３）

Ｐ１ Ｈ１（８）；Ｈ２（１）；Ｈ３（１） ０．３７７　８　 １．６３１ Ｇ１／Ｇ１（１０） ０．００００ ０．０００

Ｐ２ Ｈ２（１５） ０．０００　０　 ０．０００ Ｇ１／Ｇ１（１４）；Ｇ１／Ｇ２（１） ０．０６６　７　 ０．１６３

Ｐ３ Ｈ２（１９） ０．０００　０　 ０．０００ Ｇ１／Ｇ１（１４）；Ｇ１／Ｇ３（５） ０．２３４　７　 ０．５７５

Ｐ４ Ｈ２（７）；Ｈ３（６） ０．５３８　５　 ２．１３０ Ｇ１／Ｇ１（１３） ０．００００ ０．０００

Ｐ５ Ｈ２（１４） ０．０００　０　 ０．０００ Ｇ１／Ｇ１（９）；Ｇ１／Ｇ２（４）；Ｇ１／Ｇ４（１） ０．３１４　８　 ０．９２１

Ｐ６ Ｈ２（１２）；Ｈ３（３） ０．３４２　９　 １．３５６ Ｇ１／Ｇ１（１５） ０．００００ ０．０００

Ｐ７ Ｈ２（７）；Ｈ３（７） ０．５３８　５　 ２．１３０ Ｇ１／Ｇ１（９）；Ｇ１／Ｇ２（１）；Ｇ１／Ｇ５（２）；
Ｇ１／Ｇ６（１）；Ｇ１／Ｇ７（１） ０．３２８　０　 １．７１２

Ｐ８ Ｈ２（１３）；Ｈ３（１）；Ｈ４（１） ０．２５７　１　 １．２９４ Ｇ１／Ｇ１（５）；Ｇ１／Ｇ５（３）；Ｇ５／Ｇ７（１）；
Ｇ５／Ｇ９（１）；Ｇ１／Ｇ７（３）；Ｇ１／Ｇ８（２） ０．６０９　２　 ３．５８９

表４　黑虎耳草ＩＴＳ单倍型变异位点

Ｔａｂｌｅ　４　Ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｏｆ　ＩＴＳ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ｏｆ　Ｓ．ａｔｒａｔａ

单倍型
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

变异位点 Ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ

２３４　 ２３５　 ２３８　 ２４８　 ２７１　 ２８８　 ３５５　 ３６８　 ３７１　 ３９０

Ｇ１ Ｔ Ａ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｃ　 Ｇ

Ｇ２ Ｔ Ａ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｔ　 Ｇ

Ｇ３ Ｔ Ｔ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｃ　 Ｇ

Ｇ４ Ｔ Ａ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｔ　 Ｃ

Ｇ５ Ｇ Ａ　 Ａ　 Ｇ　 Ａ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｃ　 Ｇ

Ｇ６ Ｔ Ａ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｔ　 Ａ　 Ｃ　 Ｇ

Ｇ７ Ｔ Ａ　 Ｇ　 Ａ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｃ　 Ｇ

Ｇ８ Ｇ Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｃ　 Ｇ

Ｇ９ Ｔ Ａ　 Ｇ　 Ａ　 Ｇ　 Ｔ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｃ　 Ｇ

表５　黑虎耳草８个居群的分子变异分析

Ｔａｂｌｅ　５　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｅｉｇｈｔ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓ．ａｔｒａｔａ

分子片段
Ｆｒａｇｍｅｎｔ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ　ｏｆ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ

自由度
Ｄｅｇｒｅｅｓ　ｏｆ
ｆｒｅｅｄｏｍ

总方差
Ｓｕｍ　ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

变异成分
Ｖａｒｉａｎｃｅ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

变异比例
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ／％

ＦＳＴ

ｃｐＤＮＡ

居群间 Ａｍｏｎｇ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　 ７　 ６２．１８８　 ０．５７７　０２　 ４８．１７

居群内 Ｗｉｔｈｉｎ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　 １０７　 ６６．４２１　 ０．６２０　７５　 ５１．８３

总计 Ｔｏｔａｌ　 １１４　 １２８．６０９　 １．１９７　７８　 ０．４８１　７５（Ｐ ＜０．０１）

ＩＴＳ

居群间 Ａｍｏｎｇ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　 ７　 ６．４２３　 ０．０２５　５８　 １２．１６

居群内 Ｗｉｔｈｉｎ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　 ２２２　 ４１．０４２　 ０．１８４　８７　 ８７．８４

总计 Ｔｏｔａｌ　 ２２９　 ４７．４６５　 ０．２１０　４６　 ０．１２１　５６（Ｐ ＜０．０１）

的分子变异分析结果均表明，黑虎耳草现有遗传变

异 主 要 存 在 于 居 群 内（ｃｐＤＮＡ：５１．８３％；ＩＴＳ：

８７．８４％），居群遗传分化系数（ＦＳＴ）分别为０．４８１　７５和

０．１２１　５６（表５）。

２．４　基于ｃｐＤＮＡ联合序列的居群历史动态分析

对黑虎耳草ｃｐＤＮＡ联合序列所有个体进行中

性检验，结 果 表 明，Ｔａｊｉｍａ’ｓ　Ｄ（－１．０１２　３０，Ｐ ＞
０．０５）和Ｆｕ　＆Ｌｉ’ｓ　Ｄ＊（－２．０６６　７７，Ｐ ＞０．０５）均
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图２　黑虎耳草１１５个体叶绿体ＤＮＡ联合

片段歧点分布分析

Ｆｉｇ．２　Ｍｉｓｍａｔｃｈ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　１１５ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｃｐＤＮＡ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ　ｏｆ　Ｓ．ａｔｒａｔａ

为负值，均不显著。歧点分布分析结果显示，在黑虎

耳草整个分布范围内观测到的歧点分布与居群扩张

模型预测值高 度 一 致（图２），说 明 该 物 种 在 整 个 分

布范围内经历过近期扩张现象。

３　讨　论

３．１　黑虎耳草的居群遗传结构和进化历史

狭域分布物种是否具有较低的遗传多样性仍存

在争议［４９］。一般 认 为，与 同 属 广 域 分 布 物 种 相 比，

狭域分布物种往往具有较低的遗传多样性。这是因

为，狭域分布物种更容易受到如下因素的影响：１）较
小的有效居群大小；２）奠基者效应和瓶颈效应；３）遗
传漂变 和 近 交 衰 退；４）较 低 的 扩 散 能 力 和 竞 争 能

力［４］。然而，Ｇｉｔｚｅｎｄａｎｎｅｒ对分别来自同属的３０多

对狭域／广域分布物种的遗传多样性进行比较，发现

上述观点过于概括［４９］。受亲缘关系远近的影响，有

些属植物的遗传多样性普遍较高，有些属的普遍较

低，而对于同属植物来说，大部分情况下狭域分布物

种的遗传多样性比广域分布物种低，少部分狭域物

种的遗传多样性与广域物种相当，甚至更高［４９］。

物种水平的总遗传多样性（ＨＴ）常被用来比较

不同物种间的遗传多样性水平［４９］。基于ｃｐＤＮＡ和

ＩＴＳ数据的遗传变异分析表 明，黑 虎 耳 草 总 遗 传 多

样性水 平 较 低（ｃｐＤＮＡ：ＨＴ＝ ０．４６４；ＩＴＳ：ＨＴ＝
０．２１９）。明显 低 于 虎 耳 草 属 其 他 青 藏 高 原－喜 马 拉

雅广域分 布 物 种，如 山 地 虎 耳 草（Ｓａｘｉｆｒａｇａ　ｓｉｎｏ－
ｍｏｎｔａｎａ；ｃｐＤＮＡ：ＨＴ ＝ ０．９７８；ＩＴＳ：ＨＴ ＝
０．８９６）［７］、小伞虎耳草（Ｓ．ｕｍｂｅｌｌｕｌａｔａ；ｃｐＤＮＡ：ＨＴ

＝０．９６４；ＩＴＳ：ＨＴ＝１．０００）［１３］、篦齿虎耳草（Ｓ．ｐａ－
ｓｕｍｅｎｓｉｓ；ｃｐＤＮＡ：ＨＴ ＝ ０．８３５；ＩＴＳ：ＨＴ ＝ ０．

９７３）［１３］、唐古 特 虎 耳 草（Ｓ．ｔａｎｇｕｔｉｃａ；ｃｐＤＮＡ：ＨＴ

＝０．９３３）［１９］、优越虎耳草（Ｓ．ｅｇｒｅｇｉａ；ｃｐＤＮＡ：ＨＴ

＝０．８６８）［２０］等。这可能是由于：１）所选的分子片段

进化速率较慢，低估了黑虎耳草物种水平和居群水

平的遗传多样性；２）黑虎耳草在居群历史进化中经

历了严重的奠基者效应和瓶颈效应。真核生物核糖

体ＤＮＡ内转录间隔区（ＩＴＳ）被５．８ＳｒＲＮＡ基因分

为 内 转 录 间 隔 区 １（ＩＴＳ１）和 内 转 录 间 隔 区 ２
（ＩＴＳ２）［５０］。其 中，５．８ＳｒＲＮＡ 基 因 较 为 保 守，而

ＩＴＳ１和ＩＴＳ２变异速率较快。由于ＩＴＳ１区域测序

结果不理想，本研究仅使用５．８Ｓ和ＩＴＳ２区域的序

列会低估基 于ＩＴＳ数 据 计 算 出 的 黑 虎 耳 草 物 种 水

平和居群水平的遗传多样性。然而，本研究选用的

ｃｐＤＮＡ分子 标 记 与 小 伞 虎 耳 草 和 篦 齿 虎 耳 草 相

同［１３］。基于ｃｐＤＮＡ数据计算出的黑虎耳草遗传多

样性远低于后者，说明黑虎耳草本身遗传多样性较

低，而不是由于分子片段的选择偏向。黑虎耳草物

种水平和居群水平较低的遗传多样性可能与该物种

的居群进化历史有关。
第四纪冰期和间冰期循环所引起的气候波动对

物种 的 遗 传 分 化 和 特 有 物 种 形 成 产 生 了 深 远 影

响［５１－５２］。谱系地 理 学 通 过 研 究 物 种 现 有 的 遗 传 分

布格 局，推 测 其 历 史 成 因，重 建 生 物 区 系 进 化 历

史［５３］。由于独特 的 地 质 气 候 历 史 和 复 杂 的 地 理 拓

扑结构，青藏高原及其周边地区的高山植物对第四

纪冰期的响 应 表 现 出 不 同 的 谱 系 地 理 模 式［５４］。其

中一种模式认为，冰期时青藏高原台面的居群退缩

到海拔较低的东南部边缘避难所内，间冰期或冰期

后重新扩散到高原台面。与之相对应的遗传多样性

分布格局为，高原东南部边缘避难所内的居群由于

分化时间较长积累了较多的遗传变异，拥有较多的

单倍型和特有单倍型，具有较高的遗传多样性。而

高原台面的居群由于回迁过程中的奠基者效应仅固

定少数分布广泛的单倍型，常呈现出较低的遗传多

样性。位 于 祁 连 山 脉 东 南 部 的 黑 虎 耳 草 居 群，如

Ｐ１、Ｐ７和Ｐ８，固定了几乎所有的ｃｐＤＮＡ单倍型和

ＩＴＳ基因型，并具有较高的基因多样性 和（或）核 苷

酸多样性。而祁连山西北部的居群仅固定少数广泛

分布的ｃｐＤＮＡ单 倍 型 和ＩＴＳ基 因 型，基 因 多 样 性

和核苷酸多样性普遍较低。根据黑虎耳草居群现有

的遗传分布格局推测，第四纪冰期时该物种退缩到

祁连山东南部边缘避难所，间冰期或冰期后回迁到

祁连山西北部地区。这也得到了中性检验和歧点分

布分析的支持。虽然中性检验呈现不显著的负值，
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而歧点分布分析结果显示，在黑虎耳草整个分布范

围内观测到的歧点分布与居群扩张模型预测值高度

一致，说明该物种在整个分布范围内经历过近期扩

张现象。符合上述谱系地理模式的物种还有长花马

先蒿（Ｐｅｄｉｃｕｌａｒｉｓ　ｌｏｎｇｉｆｌｏｒａ）［５５］、青 海 云 杉（Ｐｉｃｅａ
ｃｒａｓｓｉｆｏｌｉａ ）［５６］、 祁 连 圆 柏 （Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ
ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ）［５７］等。然 而，狭 域 分 布 物 种 由 于 居 群

较小且相互隔离，更易受到瓶颈效应和遗传漂变的

影响，导致黑虎耳草呈现较低的遗传多样性。

３．２　保护生物学建议

狭域分布的特有物种常呈现出较低的遗传多样

性，更易受到环境波动和人类活动的影响，成为保护

生物学关注的热点［３－４］。青藏高原地理 拓 扑 结 构 复

杂、生境多样、生态位分化明显，是世界生物多样性

热点地 区，也 是 世 界 上 特 有 种 密 度 最 高 的 地 区 之

一［５８］。黑虎耳草为狭域分布的特有物种，只分布在

祁连山区，生于高寒草甸和流石滩。该物种各居群

间相互隔离，每居群个体数较少。较小的居群常不

足以抵 消 遗 传 漂 变、近 交 衰 退 及 生 境 随 机 波 动 的

影响［３］。
所幸的是，黑虎耳草的绝大多数居群位于祁连

山国家公园范围内，最大限度地限制了人类活动对

该物种的影响，有助于该物种居群大小的稳定和增

长。居群遗 传 分 布 格 局 研 究 有 助 于 保 护 策 略 的 制

定，可以在自然居群中最大限度地保存物种的遗传

多样性。值得注意的是，固定特有单倍型或基因型

最多的２个居群Ｐ１和Ｐ８，位于祁连山国家公园范

围之外。建 议 对 这 些 区 域 进 行 持 续 稳 定 的 生 态 监

测，避免放牧强度过高，维持生态系统的相对稳定，
需要时可以对这２个居群进行种质资源搜集并实施

迁地保护。黑虎耳草作为一种藏药，尝试开发其规

模繁殖的方法可以减轻对野生资源的需求压力，对

保护其多样性也有一定积极意义。
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