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Acta Botanica Yunnanica 

大王马先蒿云南五个居群遗传变异研究 

李文丽，高连明，王 红 ，李德铢 
(中国科学院昆明植物研究所生物多样性与生物地理学实验室，云南 昆明 650204) 

摘要：采用随机扩增多态DNA(RAPD)分子标记方法，对大王马先蒿 (Ped／cu／ar／s rex L．) 

分布在云南中甸、丽江、大理、武定和昆明的5个居群 (其中中甸居群有3个亚居群)的遗 

传多样性和遗传结构进行了研究。结果表明，大王马先蒿居群具有较高的遗传多样性，多态 

位点百分率 P、Shannon表型多样性指数 ，和Nei的基因多样性指数 h分别为82．0％、0．361 

和0．240，遗传多样性水平与居群的地理分布范围相关；大王马先蒿居群间的遗传变异较高， 

遗传变异主要发生在居群之间，而不是居群内部；居群间遗传分化系数 为0．747，遗传 

分化明显，居群间基因交流较少。居群间的遗传距离与居群间的相对地理距离具有一定的相 

关性。对云南西北部中甸居群的3个亚居群的遗传多样性分析表明，居群的遗传多样性水平 

与海拔高度有一定的相关性。居群间遗传变异较高可能是由于大王马先蒿为短命多年生植 

物，繁育系统为混交型，且自交占较大比例等原因造成的。 

关键词：大王马先蒿；居群；遗传变异；地理分布；云南 

中图分类号：Q 943 文献标识码：A 文章编号：0253—2700(2005)03—0253—08 

Genetic Variation on Five Populations of Pedicularis rex 

(Scrophulariaceae)in Yunnan 
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Abs ：Genetic variation offive populations(one ofwhich with tllree subpol~llofiom)of Ped／cu／am rex 

L．in Yunnan weIe examined by ng 14 random mnplified yIl p c DNA(RAPD) IIll璐．The results 

sIlowed th砒tl1e overall genetic variabili~0f P．rex惴 llig}I．The pe~enmge 0f polyn~rphic loci(P)was 

82．0％，i．e．，132 polymoq~c loci out ofatotal of 161 loci．1he Shannon’sIndex(I)and the Nei’sIn- 

dex(h) 0．361 and0．240，respectively．Genetic diversity amongthe populatiom惴 higherthanthat 

within a poplll~on．The genetic variability occurred mainly among the p【 0惜．The genetic variation 

惴 related to the ge0粤 c di曲 on of the popu~ oll$，i．e．distant population having larger genetic 

divergence．The popll~on$of刁l0r an and Lijians in northwestern Yunnan in hi gh altitude had reater 
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levels of genetic diversity than that of central Yunnan．According to Nei’s (0．747)calculated，the 

gene differentiation amongthe popu]atioll6 was conspicuous。indicatinglow gene flow amongthe popu]~on8． 

A separate analysis ofthe three删lbIp0 0璐of P．rex from~ tlgdian county，northwestern Yunnan re- 

vealedthatlli扣 genetic diversity wasfoundinhigh-alfituded 坤 0ns．It was唰 that P．础， 

being a short-rived perennial species with mixed breeding system，could be mainly self-pollinated． 

Key words：Ped／cu／an~rex；Population；Genetic variation；Geographical distribution；Yunnan 

大王马先蒿 (Pedicularis rex L．)属于斗叶马先蒿群 (Pediculxtris cyathophora group)(钟 

补求，1963)，该类群有7种、4亚种、1变种，为喜马拉雅特有，集中分布在横断山地 

区。因独特的叶柄基部特征和囊括了整个属的全部花冠类型，使其成为研究马先蒿属系统 

发育和进化的关键类群。 

大王马先蒿为多年生草本，高10—90 cm，茎直立，有棱角和条纹，多分枝，叶片羽 

状全裂或深裂，长3．5—12 cm，宽1—4 cm。裂片线状长圆形至长圆形，叶常4枚轮生， 

叶柄膨大而与同轮者结合为斗状，斗高达5 15 nlln。生长在2 500—4 300 m的空旷山坡草 

地与稀疏针叶林中。在斗叶马先蒿群中大王马先蒿分布最广，自我国四川西南部，云南东 

北部、中部和西北部至缅甸北部与印度的阿萨姆均有分布。花冠无喙具齿，被认为是该属 

内较原始的类群 (王红，1998)。随生境和海拔不同，其结合成斗状的每轮叶子数目从4 

7枚不等；花冠颜色全黄、下唇具棕色条纹或花冠红色，蔡杰等 (2003)曾对其花器官 

发生作过详细研究。由于大王马先蒿形态特征变化较大，对不同居群在不同地理分布式样 

中的遗传变异的研究具有重要意义。 

DNA指纹标记方法在植物居群研究方面具有广泛的应用，例如对居群内和居群间的 

遗传变异进行检测，繁育系统的分析，生态地理变异的研究等 (Weising等，1995)。随机 

扩增多态性DNA( )是20世纪9o年代出现的一种分子标记，由于RAPD具有多态性 

高、无需活材料、能实现全基因组无偏取样和无组织特异性等优点，RAPD在构建遗传图 

谱和濒危植物遗传多样性检测中得到广泛应用，它体现出来的遗传分化水平比较接近实际 

情况 (Williams等，1990)。 

在马先蒿属中，利用分子标记对物种居群遗传变异的研究比较匮乏，Fujii等 (~997) 

曾检测了Pedicuhris chamissonis不同居群内cpDNA非编码区的遗传多样性，认为P．cha／rt． 

／sson／s是在多次冰河时期从阿留申群岛逐渐向日本群岛迁移。 

本文采用RAPD分子标记对大王马先蒿在云南西北部和中部不同海拔分布的5个野生 

自然居群的遗传多样性状况和遗传结构的变异式样进行了分析和评估，并对分布在云南西 

北部中甸居群的3个亚居群的遗传结构进行了分析，试图对大王马先蒿遗传变异式样与地 

理分布的关系，以及影响居群间遗传分化的主要因素进行初步研究，为进一步探讨大王马 

先蒿的物种形成和分化提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 植物材料 

野外采集的大王马先蒿新鲜叶片，用变色硅胶快速干燥保存。所采集的5个野生居群分布在云南中 

部和西北部 (图1)，每个居群随机采集l8—2o个不同个体 (其中中旬居群包括3个亚居群)。材料来源 
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图l 大王马先蒿5个居群在云南的分布 (z：中甸；L：丽江；D：大理；w：武定；K：昆明) 

Fig．1 1he locations 0f P．r po~tlllltion8 in Yunmm plm,inee(Z：~ongdism；L：tajiang；D：Dali；W：Wuding；K： lrⅡ】 ng) 

1．2 实验方法 

1．2．1 总DNA提取 采用CTAB法 (Doyle andDoyle，1987)，并作适当的改进。总DNA用RNA酶A进行 

纯化，之后用紫外分光光度计测定260 nnl和280 nnl的光密度值 (OD值)，再根据Ausubel等 (1995)的 
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方法确定总DNA的浓度和质量，用于PCR反应用的总DNA浓度稀释为5ong， 。 

1．2．2 PCR扩增 扩增反应在Perkin Elmer gen~Amp PCR System 96OO上进行，反应体积为2o ，其成分 

为：2 ng DNA模板，2．0 m~l／L r,lgch，O．5 pmol／L dNTP，10×PCR buffer，2．5 pmol／L引物 ( 公司引 

物序列)2 U Tag DNA聚合酶。扩增程序为：94℃4 min预变性，94℃l5 s，36℃45 s，72℃9o s，40次重 

复，最后在72℃延伸4min。 

1．2．3 PCR产物的鉴定 用浓度为1％的琼脂糖电脉 (TAE系统)，EB染色，以Gene RulerTM 100 bp DNA 

Ladder Plus(MBl Fermentas公司)作为相对分子量标准 (Maker)，在Gel Doc 2OOO型 (BIORAD公司)图像 

分析仪上观察并照相。 

1．2．4 数据处理与分析 统计扩增产物较为稳定的l4个引物在9r7个样品中的扩增情况，在电脉图谱上 

同一RAPD位点上有电脉带的记为1，无电脉带的记为0，对RAPD图谱进行0，1编码。将0，1矩阵输 

入POPGENE软件进行分析。表征遗传多样性和居群遗传结构的参数包括平均每个位点测定到的等位基 

因数 (rta，Observed number alleles)，平均每个位点的等位基因有效数目(，le，Effective number 0f alleles， 

Kilntlra and Crow，1964)，多态位点百分率 (P，Percentage of polymorphi~loci)，Shannon表型多样性指数 ， 

(Lewontin，1972)，Nei(1973)的基因多样性指数 (H)，Nei(1973)的遗传分化指数 ( )和居群每代 

迁移数 (Nm，Estimate of gene flow flun Gst，Shtkin and Borton，1989)。 

2 实验结果 

2．1 RAPD引物的筛选 

在大王马先蒿5个居群中，每个居群任意选取一个个体，然后将它们的总DNA混合， 

利用混合总DNA对124个引物进行了筛选，从中筛选出扩增条带清晰，重复性好的14个 

引物，用这些引物对5个居群的所有个体进行了PCR扩增，并对扩增结果进行统计分析。 

2．2 P 扩增结果 

14个引物扩增得到的DNA条带共161条，每个引物产生4—2o条带，平均每个引物 

可以检测到 11．5条，长度在 150～2 000 bp之间，其中132条为多态带，占总条带的 

82．0％，多态性很高 (表2)。14个引物的扩增条带多态带比率在58．3％～92．9％之间。 

表2 用于遗传多样性检测的寡核苷酸引物序列及其检测的位点数 

Table2 The 8equeflces of14 random oligo-nucl~tide primers andthe nllm~ of amplifiedloci 

引物 序列 条带数 多态带数 多态带 引物 序列 条带数 多态带数 多态带 

Primer S。qumce No．of No．ofpoly- 比率 Primer S。 No．of No．ofpoly- 比率 

Loci m。rp cloci P(％) Loci ~]3hiCloci P(％) 

0PC．7 Gr℃ccGACGA l2 7 58．3 lPM．17 TCAG】【℃CGGG 8 6 75．O 

OPC·13 AAGCCK腻  8 6 75．0 0路 2 CCI℃ IBAc】[’G l9 l7 89．5 

0PJ-11 Aa【℃CI℃ICGA 9 7 77．8 0路 7 I ：GA ；CIB 8 6 75．0 

0PJ-l5 1 rAG( GGG 加 l9 95．0 0Ps-ll AGI℃GGGI℃G l4 l3 92．9 

0PJ-20 AAC,CO0CCI℃ l3 ll 84．6 0PV．2 AGTCACI1CCC 9 7 77．8 

0PM-7 CCGIm CI℃A 8 6 75．0 0lPv．3 CI℃ICC ；C Â l6 l3 81．2 

0PM-l5 GACCIIACCAC l3 ll 84．6 0Pv． 0 CAGCA ：． I℃ 4 3 75．0 

2．3 云南大王马先蒿5个居群的遗传多样性与遗传结构 

大王马先蒿居群表征遗传多样性和遗传结构参数如表3所示，中甸居群和丽江居群的 

遗传多样性较高，Nei的遗传多样性指数和多态位点百分率分别为0．093，38．5％和0．085， 

32．3％；武定居群和昆明居群的遗传多样性次之，Nei的遗传多样性指数和多态位点百分 
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率分别为0．056，21．1％和0．040，14．3％；而大理居群的遗传多样性最低，Nei的遗传多 

样性指数和多态位点百分率仅为0．029和16．8％。在研究的5个居群中，平均每个位点的 

等位基因的有效数目rte、多态位点百分率P、Shannon表型多样性指数 ，和Nei的基因多 

样性指数h分别为1．414、82．O％、0．361和0．240(表3)。整个大王马先蒿居群的遗传多 

样性 (胁)为0．239，每个居群的平均遗传多样性 ( )为0．066，居群间的遗传分化系 

数 ( f)为0．747；居群间每代迁移数Nm为0．169(表3)，表明遗传变异主要存在于居 

群之间，而居群内的遗传变异则较低。 

表3 云南大王马先蒿遗传多样性与居群遗传结构 

Table 3 1he r-dic diversity and structure 0f P。 in Yunmn 

Parameter ∞ ／le h I P (％ ) 胁 胁 岛t Ⅳm 

1．2ll 1．O93 0．056 0．0s7 21．1 

1．143 1．063 0．040 0．062 l4．3 

1．385 1．144 0．O93 0．149 38．5 

1．323 1．134 0．085 0．133 32．3 

1．168 1．O4l 0． 19 0．050 l6．8 

1．82o 1．414 0．24O 0．36l 82．0 0．239 0．06l 0．747 0．169 

武定居群 

昆明居群 

中甸居群 

丽江居群 

大理居群 

大王马先蒿居群 

∞：Ohae~ed IIⅧnber ofalldes；／le=Effective IIurnber ofalleles[Kimum and Crow(1964)]；h=Nei’s(1973) e diversity；， 

= Shannon’sInformation index(Lewontin，1972)；P："lhe percentage of polymorphic loci；Nm=E~lilnate of ∞e flow from Cat 

(Slatkin and Barton，1989) 

表4 根据Nel氏系数算出的居群遗传相似性 I对角线上方) 

和遗传距离距阵 I对角线下方) 

Table4 Nei’sunbiased nlea目lfes ofgenetic identity(above diagona1) 

anddistance(belowdiagona1) 

Pop ID l 2 3 4 5 

武定居群 

昆明居群 

中甸居群 

丽江居群 

大理居群 

0．1l4O 

0．3892 

0．2809 

0．3l05 

0．8922 

0．3835 

0．266o 

0．姗  

0．6776 

0．68l5 

0．20o4 

0．3438 

0．7551 

0．7664 

0．8l84 

0．141l 

0．733l 

0．7344 

0．7O9l 

0．8684 

从表4可以看出：武定居群和昆明 

居群间的遗传相似性最高，为0．892， 

大理居群和丽江居群之间的遗传相似性 

次之，为0．868；武定居群与中甸居群 

间的遗传相似性最小，为0．678，略大 

于昆明居群与中甸居群间的0．682。由 

此可见，大王马先蒿各居群间的遗传相 

似性与居群间的相对地理距离相关，而 

遗传距离正好相反。 

基于P距离法得到的大王马先蒿各居群关系的UPGMA树形图中 (图2)，昆明居群与 

武定居群构成一分支，中甸居群与丽江居群+大理居群构成一分支，每个居群各自聚为一 

小分支，表明居群间的遗传距离与居群间的相对地理距离呈一定的相关性。 

2．4 大王马先蒿中旬居群的遗传多样性和遗传结构 

中甸居群与另外4个居群比较时，其多态位点百分率P、Shannon表型多样性指数， 

和Nei的基因多样性指数h均高于其他居群 (表3)。在中甸居群内，3个亚居群之间的 

Nei的遗传多样性指数 (h)，Shannon表型多样性指数 (，)和多态位点百分率 (P)等指 

数差别不大，分别为0．058—0．074，0．088—0．112和17．3％一22．3％，表明各亚居群内的 

遗传多样性较低 (表5)。 

大王马先蒿中甸居群的遗传变异量胁为0．107，各亚居群间的平均遗传变异量胁为 

0．066，亚居群间的遗传分化系数 为0．387，虽然大王马先蒿中甸居群的遗传变异量不大 

(胁=0．107)，但遗传变异主要发生在亚居群间，而不是亚居群的内部 (Hs=0．066)(表5)。 
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图2 基于P距离计算出的大王马先蒿个体间亲缘关系UPGMA聚类树形图 

． 2 I yP(瑚A dendrooam 0fP． individuals based∞ the P-di~anee 

裹5 大王马先蓠中旬居群的遗传多样性和遗传结构 

= 0lⅪ number 0f alleles；ne=Effc~ve number 0f allelea[ IⅢm and Crow0964)]；h=Nei’8(1973) ne diveIsity；， 

= 咖 ’8Infonmaiou i ( 0IltiII，1972)；P：The pea~ntage 0f polymo~ c loci；Nm= 眦 0f舭  

($1,ukln and Barton，1989) 
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3 分析与讨论 

3．1 云南大王马先蒿的遗传多样性与遗传结构 

云南大王马先蒿居群具有较高的遗传多样性，其多态位点百分率P为82．0％，Nei的 

基因多样性指数h为0．240，Shannon表型多样性指数，为0．361。大王马先蒿5个居群Nei 

的遗传多样性指数由高到低分别为：中甸居群 h=0．093>丽江居群h=0．085>武定居群 

h：0．056>昆明居群 h=0．040>大理居群 h=0．029，表明云南大王马先蒿5个居群间的 

遗传多样性存在较大差异。其中中甸居群的遗传多样性是大理居群遗传多样性的3．2倍， 

可能由于中甸居群分布的地理范围比大理居群的地理分布范围大有关，类似结果也得到 

Hilde and Lgor(2000)的支持。 

影响居群间基因交流的因素很多，如生活型、分布范围、繁育系统、种子扩散方式和 

演替阶段等 (Hamriek，1089；Hilde and LWr，2000)。大王马先蒿总的遗传变异量 为 

0．239，居群内的平均变异量 为0．061，表明大王马先蒿大部分遗传变异存在于居群间， 

而居群内的遗传变异则相对较少。居群间的遗传分化系数 t较高，为0．747，表明居群 

间存在明显的遗传变异，居群间基因交流较低。对RAPD标记分析表明，寿命长、异交、 

演替阶段晚期类群在居群内保持高的遗传变异，而一年生 (或短命多年生)、自交和演替 

阶段早期类群在居群间保持高的遗传变异 (Hilde and Igor，2000)。本研究表明大王马先蒿 

在居群间存在明显的遗传分化，遗传分化系数Gst高达0．747，而居群内遗传变异则较低， 

其平均遗传变异量 仅为0．061，可能与大王马先蒿为短命多年生植物有关。Hilde and 

Igor(2000)通过对RAPD标记研究的统计表明，自交类群的遗传分化系数 Gst=0．59 

( t=0．70)，异交类群的遗传分化系数 Gst=0．23( =0．28)。王红 (1998)对大王马 

先蒿的传粉生物学和繁育生物学研究表明，它是由昆虫传粉的异交型植物，但本文中大王 

马先蒿居群间较高的遗传分化系数 (Gst=0．747)，可能暗示大王马先蒿并非严格的异交 

类群。有证据表明一些北极地区的马先蒿有自花授粉现象 (Williams and Batzli，1982； 

Eriksen等，1993)，据此我们认为大王马先蒿很可能为混交型植物，并且自交占很大比例， 

这可能也是导致大王马先蒿居群间存在明显遗传分化的主要原因，另外与传粉昆虫自身的 

活动范围和生活习性也有一定关系。 

有研究表明遗传距离 (或遗传相似性)与地理分布有一定的相关性 (Hamriek and 

Godt，1989；Sehmidt and Jensen，2000)。中甸居群与昆明居群的相对距离最远，它们的遗 

传距离也最大，为0．385，略小于中甸居群与武定居群的0．389；武定居群和昆明居群的 

遗传距离最小为0．114，它们之间的相对距离也最小。基于P距离法得到的大王马先蒿各 

居群关系的UPGMA树形图中 (图2)，昆明居群与武定居群构成一分支，中甸居群与丽江 

居群+大理居群构成一分支，每个居群各自聚为一小分支。由此可见，各居群所处地理位 

置的相对距离与云南大王马先蒿居群间的遗传距离有一定的相关性，这可能与居群间的地 

理隔离、种子传播方式和传粉昆虫的活动规律等因素有关。 

3．2 大王马先蒿中甸居群的遗传结构 

在大王马先蒿中甸居群中，包括3个地理上有一定隔离的亚居群：翁水亚居群、尼西 

那当村亚居群和那帕海至尼西亚居群。该居群的地理分布范围较广，这可能是其多态位点 

百分率P、Shannon表型多样性指数，和Nei的基因多样性指数日均大于其它居群的主要 
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原因。在居群内，3个亚居群间的多态位点百分率P、Shannon表型多样性指数，和blei的 

基因多样性指数h差别很小，分别为0．058～0．074，0．088～0 112和17．3％～22．3％，表 

明各亚居群内的遗传多样性较低。海拔较高的翁水亚居群各项指数最高，而海拔较低的那 

帕海至尼西亚居群各项指标最低 (表5)，各亚居群的遗传多样性随海拔高度的降低而逐 

渐降低，与各亚居群的海拔高度具有一定的相关性。 

整个中甸居群的遗传变异量胁为0．107，各亚居群的平均遗传变异量胁 为O．066， 

说明居群内的遗传变异大部分发生在各亚居群之问，而不是亚居群内部，可能中甸居群的 

较高海拔和极端的气候，影响了传粉昆虫的活动范围和传粉效率。从各亚居群间的遗传分 

化系数Gst为0．387来看，各亚居群间存在一定的遗传分化，从而证明了大王马先蒿可能 

是混交型植物，并且自交占很大比例的推测。 

致谢 本实验室的张志勇博士和陈永燕博士在实验设计和数据分析中给予许多帮助；杨雪女士参与野外 

工作；杨世雄博士提供部分实验材料。 
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