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基于ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ 序列的扁蓿豆和青藏扁蓿豆
遗传多样性及其群体遗传结构分析

吴小培１，２，沈迎芳１，２，王海庆１
（１．中国科学院西北高原生物研究所高原生物适应与进化重点实验室，青海 西宁８１０００８；

２．中国科学院大学，北京１０００４９）

摘要：利用青藏高原及其毗邻地区的７个青藏扁蓿豆（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ－ｎｉｃｏｌａｉ），以及来自上述地区和内蒙古的３
个扁蓿豆（Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａ）野生群体，根据叶绿体ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ 基因间隔区序列，对其遗传多样性和群体遗传结构进行了分

析。对１６１个个体的ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ 序列的分析，共检测到１１个核苷酸变异位点，定义了１４种单倍型。对单倍型在不同群

体中的分布分析显示，青藏扁蓿豆在青藏高原东南边缘地区可能存在避难所，同时在青藏高原边缘地区可能发生了青

藏扁蓿豆向扁蓿豆群体的基因入侵。空间分子变异分析和基于Ｋ－２Ｐ遗传距离的群体聚类均支持将上述群体分为扁

蓿豆和青藏扁蓿豆两组，组间的遗传分化程度很大。分子变异分析表明，群体内的遗传变异明显大于群体间的变异，但

部分群体间存在较高水平的遗传分化；错配分布和中性检验表明，在采样范围内两种扁蓿豆都没有经历明显的近期种

群扩张。研究认为，青藏高原复杂的地形结构、冰期时的气候波动以及扁蓿豆本身的进化历史可能是造成其现今遗传

结构形成的主要原因。
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　　扁蓿豆（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｒｕｔｈｅｎｉｃａ）和青藏扁蓿豆（Ｍ．

ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ－ｎｉｃｏｌａｉ）属于苜蓿属（Ｍｅｄｉｃａｇｏ）多年生植

物，是阔荚苜蓿组（Ｓｅｃｔｉｏｎ　Ｐｌａｔｙｃａｒｐａｅ）的核心种［１］。

扁蓿豆被认为是古北极第三纪植物区系的孑遗种［２］，

其种内遗传变异丰富，广泛分布于蒙古、朝鲜、俄罗斯

（西伯利亚、远东地区）以及我国北方高纬度高寒地

区［１，３－４］，其生境多处于少雨、冬季少雪或无雪覆盖的极

端寒冷地区和盐碱地带，对干旱、寒冷和盐碱胁迫具有

极强的耐受性［５］。同时，由于扁蓿豆植株粗蛋白含量

高、适口性好，是具有驯化潜力的多年生野生豆科牧草

资源［６－７］。青藏扁蓿豆主要分布于青海、西藏及其周边

毗邻的高海拔地区，是青藏高原天然高寒草地中唯一

能够越冬生长的苜蓿属多年生野生豆科牧草［８］。遗传

多样性是植物育种和遗传改良的基础［９］。有关扁蓿豆

遗传多样性研究方面，已经有涉及形态学［１０］、生

化［１１－１２］和分子标记［１３］等方面的较多报道，但研究对象

大多数集中在来自内蒙古的扁蓿豆群体，对其它分布

区，尤其是青藏高原及其毗邻地区扁蓿豆以及青藏扁

蓿豆野生群体遗传多样性及遗传结构的研究几乎没

有。

叶绿体基因组ＤＮＡ为母系遗传，与核基因组相

比具有较高的遗传稳定性［１４］，但是叶绿体的一些基因

间隔区序列进化速度较快，常用于植物的系统发育研

究和进化分析［１５］。ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ 基因间隔区为叶绿体

ｔＲＮＡ基因ｔｒｎＬ（ＵＡＡ）（ｔＲＮＡｌｅｕ）和ｔｒｎＦ（ＧＡＡ）

（ｔＲＮＡｐｈｅ）之间的非编码区，没有选择压力，片段长

度适中，被广泛应用于植物系统学和谱系地理学研

究［１６］。本研究通过对青藏高原及其毗邻地区的７个

青藏扁蓿豆，以及上述地区和内蒙古的３个扁蓿豆野

生群体，共１６１个个体的ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ 序列测序的基础

上，对其遗传多样性及群体遗传结构进行分析，以期为

今后开展苜蓿属野生近缘种种质资源利用及其在极端

逆境下的适应机理研究提供参考信息。

１　材料与方法

１．１　植物材料

２０１２－２０１４年采集了位于青海和甘肃的７个青

藏扁蓿豆和２个扁蓿豆，以及来自内蒙古的１个扁蓿

豆野生群体（图１，表１），每个群体采集１１～３０个个

体，群体内个体间间隔５ｍ以上，采集的单个个体用

硅胶干燥备用。

１．２　基因组ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及测序

每个群体随机取１１～２１个个体，利用 ＣＴＡＢ

法［１７］提取总ＤＮＡ，提取缓冲液中加入少量的ＰＶＰ和

β－巯基乙醇防止ＤＮＡ沉淀褐化。

ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ基因间隔区序列扩增利用通用引物

ｔｒｎＬ（５′－ＣＧＡＡＡＴＣＧＧＴＡＧＡＣＧＣＴＡＣＧ－３′）和ｔｒｎＦ
（５′－ＡＴＴＴＧＡＡＣＴＧＧＴＧＡＣＡＣＧＡＧ－３′）［１８］以 及 大

连宝生物产品（Ｔａｋａｒａ，大连）ｒＴａｑ　ＤＮＡ合成酶进

行，ＰＣＲ反应体系为２０μＬ。扩增程序为：９４℃预变

性４ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５３℃退火４５ｓ，７２℃延伸１

ｍｉｎ，共３２个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩

增产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测，确认目的条带有

效扩增，且无非特异性条带后，利用上海生工生物有

限公司（Ｓａｎｇｏｎ，上海）的柱式ＰＣＲ产物纯化试剂盒

进行纯化。纯化的ＰＣＲ产物经过浓度检测达到测序

要求后，送上海生工生物工程有限公司进行直接双

向测序。

１．３　数据分析

双向测序所得序列经过ＤＮＡＭＡＮ软件（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｓｈｉｎｅｇｅｎｅ．ｏｒｇ．ｃｎ／ｑ２．ｈｔｍｌ）拼接，并根据Ｃｈｒｏ－

ｍａｓ峰图进行手工校正后，利用 ＭＥＧＡ　６．０［１９］软件中

的ＣｌｕｓｔａｌＷ 程序进行多序列比对，人工删除左右两边

排列不整齐的序列。根据比对结果，用ＤｎａＳＰ　ｖ５［２０］
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软件统计各个群体和总群体的单倍型数目（Ｎｈ）、多态

位点数目（Ｐ）、核苷酸多样性（π）和单倍型多样性

（ｈｄ）。对单倍型利用 Ｎｅｔｗｏｒｋ　４．２．１［２１］（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｆｌｕｘｕｓ－ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．ｃｏｍ）［２１］软件以最大简约法

构建中央连接网状图。

根据群体的遗传距离和相应的地理位置参数，利

用ＳＡＭＯＶＡ　１．０［２２］软件对群体进行分组，将单倍型

组成和地理邻近种群进行聚类，并给出相应的ＦＣＴ值
（组间的遗传多样性）。组数目（Ｋ值）的取值范围为

２～６，置换１００次，通过寻找最大的ＦＣＴ值，确定最佳

的Ｋ值和分组方式。采用 ＭＥＧＡ　６．０软件中的Ｋ－２Ｐ
（ｋｉｍｕｒａ－２ｐａｒａｍｅｔｅｒ）模型计算所有群体之间的遗

图１　１０个采样群体的地理位置和１４种叶绿体单倍型的分布

Ｆｉｇ．１　Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ　ｌｏｃａｌｉｔｉｅｓ　ａｎｄ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ　ｏｆ　１４ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ（Ｈ１～Ｈ１４）

ｆｏｕｎｄ　ｉｎ　１０ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
注：矩形框内不同的颜色代表不同的单倍型，群体编号同表１．

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｌｏｒｓ　ａｒｅ　ａｓｓｉｇｎｅｄ　ｆｏｒ　ｅａｃｈ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ｓｈｏｗｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｅｃｔａｎｇｌｅ　ｂｏｘ．

表１　材料来源

Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｏｕｒｃｅ　ｏｆ　ｍａｔｅｒｉａｌｓ　ｆｏｒ　ｗｉｌｄ　Ｍ．ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ－ｃｏｌａｉ　ａｎｄ　Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

采样地

Ｌｏｃａｌｉｔｙ

经度

Ｌｏｎｇｔｉｔｕｄｅ（Ｅ）
纬度

Ｌａｔｉｔｕｄｅ（Ｎ）
海拔

Ａｌｔｉｔｕｄｅ／ｍ

样本量

Ｓａｍｐｌｅ　ｓｉｚｅ

青藏扁蓿豆

Ｍ．ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ－ｎｉｃｏｌａｉ

ＴＤ 青海同德Ｔｏｎｇｄｅ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 １００°３８′５２″ ３５°１５′４６″ ３　２３４　 １７

ＸＮ 青海西宁Ｘｉｎｉｎｇ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 １０１°４４′４６″ ３６°３７′２１″ ２　３３９　 ２１

ＨＺ 青海湟中 Ｈｕａｎｇｚｈｏｎｇ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 １０１°３３′０６″ ３６°３２′４０″ ２　６７６　 １６

Ｔ 青海铁不加Ｔｉｅｂｕｊｉａ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 ９９°３２′３８″ ３７°０３′５８″ ３　２３２　 ２１

ＧＮ 甘肃甘南Ｇａｎｎａｎ，Ｇａｎｓｕ　 １０２°５３′２４″ ３４°５６′２７″ ２　９８６　 １５

ＰＡ 青海平安Ｐｉｎｇａｎ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 １０１°５４′４０″ ３６°２０′１２″ ２　６９５　 １６

ＨＤ 青海湖东 Ｈｕｄｏｎｇ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 １００°４２′５３″ ３６°３１′３８″ ３　２２６　 １１

扁蓿豆

Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａ

ＺＮ 甘肃卓尼Ｚｈｕｏｎｉ，Ｇａｎｓｕ　 １０３°２９′４１″ ３４°３２′３９″ ２　６８９　 １７

ＮＭ
内蒙锡林浩特

Ｘｉｌｉｎｈａｏｔｅ，Ｉｎｎｅｒ　Ｍｏｎｇｏｌｉａ
１１６°４３′００″ ４２°２４′００″ １　３６０　 １５

ＬＤ 青海乐都Ｌｅｄｕ，Ｑｉｎｇｈａｉ　 １０２°１３′４８″ ３６°２８′３７″ ２　００９　 １２

传距离，１　０００次重复的自展分析进行检验，对所得到 的遗传距离矩阵同样在该软件中采用邻接法（Ｎｅｉｇｈ－
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ｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ，Ｎ－Ｊ）进行聚类分析。

　　用Ａｒｌｅｑｕｉｎ　３．１［２３］软件包计算群体间的遗传分化

系数ＦＳＴ，通过分子变异分析（ＡＭＯＶＡ）［２４］估算遗传变

异在群体内和群体间的分布，所有的计算都采用１　０００
次重复的置换检验检测显著性。假设ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ基因间
隔区变异处于漂变－迁移平衡状态，利用Ａｒｌｅｑｕｉｎ估算

得到的ＦＳＴ值，通过公式［２５－２６］Ｎｍ＝（１－ＦＳＴ）／２ＦＳＴ计算

物种水平上居群间的平均基因流Ｎｍ［２７］。

　　为了检验群体间是否存在地理隔离效应，根据所

在地点的经纬度分别计算两个种群间的地理距离矩

阵，利用Ａｒｌｅｑｕｉｎ计算出群体间Ｓｔａｋｉｎ’ｓ［２５－２６］遗传距

离矩阵。将上述两个矩阵导入ＩＢＤＷＳ（ｈｔｔｐ：／／ｉｂｄ－
ｗｓ．ｓｄｓｕ．ｅｄｕ／～ｉｂｄｗｓ／）网页在线软件检测遗传距离

与地理距离的相关性，１０　０００次随机运算进行显著性

检验。

利用ＤｎａＳＰ　ｖ５软件对所有群体进行基于无限突

变模型的 Ｔａｊｉｍａ’ｓ［２８］、Ｆｕ［２９］中性检验，Ｔａｊｉｍａ’ｓ　Ｄ、

Ｆｕ　ａｎｄ　Ｌｉ’ｓ　Ｄ＊和Ｆｕ　ａｎｄ　Ｌｉ’ｓ　Ｆ＊指数被用来推测

可能的居群历史动态。显著的负值表示在发生近期居

群扩张［２７］，正值表明居群大小相对稳定并处于动态平

衡［３０］。然后进一步通过错配分布分析群体的动态扩

张情况。

２　结果与分析

２．１　ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ基因间隔区序列和单倍型分布分析
对来自７个青藏扁蓿豆和３个扁蓿豆群体共计

１６１个个体（表１）的叶绿体ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ 基因间隔区进
行扩增和测序，得到长度为５８６ｂｐ的序列，共检测到

了１１个多态位点，其中７个为简约信息位点（表２），

没有发现插入／缺失片段。上述１１个核苷酸变异位点

在１６１个个体中共定义了１４种单倍型（表２）。

对单倍型在不同群体内的分布分析发现，Ｈ２、

Ｈ３、Ｈ７和Ｈ８的分布频率相对较高（表３）。在青藏扁

蓿豆中，Ｈ２和Ｈ７单倍型为７个群体所共有，其中Ｈ２
的频率相对较高。Ｈ３分布于除同德（ＴＤ）之外的６个

青藏扁蓿豆群体和扁蓿豆卓尼（ＺＮ）群体中。Ｈ８分布

于乐都（ＬＤ）、内蒙古（ＮＭ）和卓尼（ＺＮ）３个扁蓿豆群

体中，且分布频率较高，是这３个群体的主要单倍型。

甘南（ＧＮ）群体中包含了青藏扁蓿豆除 Ｈ１３外的所有

单倍型类型，而在其它地点的青藏扁蓿豆群体中单倍

型类型处于２～５种，因此，甘南可能存在青藏扁蓿豆

的避难所。３个扁蓿豆群体中，除了 Ｈ８之外，没有群

体间共享的其它单倍型，显示上述３个群体可能从不

同的路线迁徙而来，或者在迁徙过程中发生了较高程

表２　单倍型比对后的序列差异位点

Ｔａｂｌｅ　２　Ｖａｒｉａｂｌｅ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｉｔｅｓ　ｏｆ　１４　ｔｒｎＬｔｒｎＦｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

单倍型

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

多态位点Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ　ｓｉｔｅ

１７　 ２２　 ２４　 ２９　 １３１　 １３４　 ３３６　 ４６０　 ５５０　 ５６５　 ５８３

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃ．Ｎｏ．

Ｈ１ Ｃ Ｔ　 Ａ　 Ｃ　 Ａ　 Ａ　 Ｇ　 Ｃ　 Ｔ　 Ａ　 Ｔ　 ＫＴ７５０９２１

Ｈ２ ﹒ Ｃ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ＫＴ７５０９２２

Ｈ３ Ｔ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ＫＴ７５０９２３

Ｈ４ ﹒ Ｃ ﹒ ﹒ ﹒ Ｃ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ＫＴ７５０９２４

Ｈ５ Ｔ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ Ａ ﹒ ﹒ ＫＴ７５０９２５

Ｈ６ Ｔ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ Ｃ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ＫＴ７５０９２６

Ｈ７ Ｔ Ｃ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ＫＴ７５０９２７

Ｈ８ Ｔ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ Ａ　 Ａ ﹒ ﹒ ﹒ ＫＴ７５０９２８

Ｈ９ Ｔ Ｃ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ Ａ　 Ａ ﹒ ﹒ ﹒ ＫＴ７５０９２９

Ｈ１０ ﹒ Ｃ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ Ａ　 Ａ ﹒ ﹒ ﹒ ＫＴ７５０９３０

Ｈ１１ Ｔ ﹒ Ｔ ﹒ ﹒ ﹒ Ａ　 Ａ ﹒ ﹒ ﹒ ＫＴ７５０９３１

Ｈ１２ ﹒ ﹒ Ｔ　 Ｇ ﹒ ﹒ Ａ　 Ａ ﹒ Ｇ　 Ｃ　 ＫＴ７５０９３２

Ｈ１３ Ｔ ﹒ ﹒ Ｇ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ﹒ ＫＴ７５０９３３

Ｈ１４ Ｔ ﹒ ﹒ ﹒ Ｔ ﹒ Ａ　 Ａ ﹒ ﹒ ﹒ ＫＴ７５０９３４

注：所有单倍型序列参照单倍型 Ｈ１，表头数字表示核苷酸变异位点。圆点表示该位点核苷酸与单倍型 Ｈ１相同。

Ｎｏｔｅ：Ａｌｌ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｒｅ　ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｔｏ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅ　Ｈ１ａｎｄ　ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ａｔ　ｔｈｅ　ｔｏｐ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ　ｓｉｔｅｓ．Ｄｏｔｓ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｉｔｅｓ　ｉｄｅｎｔｉｃａｌ　ｔｏ　Ｈ１．
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表３　ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ序列单倍型在各个群体中的分布

Ｔａｂｌｅ　３　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

单倍型 Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

Ｈ１ Ｈ２ Ｈ３ Ｈ４ Ｈ５ Ｈ６ Ｈ７ Ｈ８ Ｈ９ Ｈ１０ Ｈ１１ Ｈ１２ Ｈ１３ Ｈ１４

青藏扁蓿豆

Ｍ．ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ－ｎｉｃｏｌａｉ

ＴＤ　 １５　 １

ＸＮ　 １　 １３　 ３　 ３　 １

ＨＺ　 １１　 ４　 １

Ｔ　 １　 ５　 １３　 ２

ＧＮ　 ２　 ４　 ５　 １　 １　 １　 １

ＰＡ　 ４　 ８　 ４

ＨＤ　 ２　 ８　 １

扁蓿豆

Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａ

ＺＮ　 １　 ２　 １　 １２　 １

ＮＭ　 １１　 ３　 １

ＬＤ　 ９　 ２　 １

合计Ｔｏｔａｌ　 ４　 ５４　 ４１　 ３　 １　 ２　 １３　 ３２　 ２　 １　 ３　 １　 １　 １

度的分化。此外，扁蓿豆卓尼（ＺＮ）群体中出现了和青

藏扁蓿豆部分群体共享的Ｈ３、Ｈ４和Ｈ６单倍型，表明

可能在该区域发生了青藏扁蓿豆向扁蓿豆的基因入

侵。其余单倍型以低频率方式只分布在少数或单个群

体中。基于最大简约标准的单倍型网络分析结果显

示，单倍型 Ｈ２、Ｈ３、Ｈ７和 Ｈ８居于网络图的相对中心

位置，属于相对古老的单倍型，其余单倍型分别以一步

或多步突变成为较年轻的单倍型分布在网络图的外部

节点（图２Ａ）。

２．２　遗传多样性分析

对叶绿体ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ 基因间隔序列单倍型多样
性和核苷酸多样性的分析表明，青藏扁蓿豆群体表

现出较高水平的单倍型多样性（ｈｄ＝０．６５０）和相对

较低的核苷酸多样性（π＝０．００１　８３）。扁蓿豆群体

具有相对低的单倍型多样性（ｈｄ＝０．４７０）和高的核

苷酸多样性（π＝０．００２　０６）。在青藏扁蓿豆中，甘南
（ＧＮ）群体具有最高的单倍型多样性和核苷酸多样

性（ｈｄ＝０．８３８，π＝０．００２　４７），同德（ＴＤ）群体的遗

传多样性最低（ｈｄ＝０．２２８，π＝０．０００　５８），其余群体

介于二者之间（表４）。３个扁蓿豆群体中，可能由于

基因入侵，造成了群体异质性增加，导致卓尼（ＺＮ）群

体 具 有

相对较高的遗传多样性（ｈｄ＝０．５０７，π＝０．００２　８２）；

图２　单倍型网络图和群体遗传聚类图

Ｆｉｇ．２　Ｎｅｔｗｏｒｋ　ｏｆ　ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ａｎｄ　ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　ｏｆ　１０ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
注：Ａ，基于最大简约标准的ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ 单倍型网络图。圆圈的大小代表各单倍型的频率，矩形框内不同的颜色代表不同的群体。Ｂ，基于Ｋ－２Ｐ遗传

距离的１０个野生扁蓿豆群体的Ｎ－Ｊ聚类图。标尺代表遗传距离，群体编号同表１。

Ｎｏｔｅ：Ａ，Ｍｅｄｉａｎ－ｊｏｉｎｔｉｎｇ　ｎｅｔｗｏｒｋ　ｏｆ　ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ．Ｔｈｅ　ｓｉｚｅ　ｏｆ　ｃｉｒｃｕｍｆｅｒｅｎｃｅ　ｉｓ　ｉｎ　ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ　ｔｏ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ａｎｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｌｏｒｓ　ａｒｅ

ａｓｓｉｇｎｅｄ　ｆｏｒ　ｅａｃｈ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ｓｈｏｗｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｅｃｔａｎｇｌｅ　ｂｏｘ．Ｂ，Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ　ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　ｏｆ　１０ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　Ｋ－２Ｐｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｏｆ　ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｍｏｎｇ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ．Ｔｈｅ　ｓｃａｌｅ　ｉｓ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ａｎｄ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ｓｙｍｂｏｌｓ　ａｒｅ　ｃｏｎｓｉｓｉｔｅｎｔ　ｗｉｔｈ　Ｔａｂｌｅ　１．
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乐都（ＬＤ）群体遗传多样性相对较低（ｈｄ＝０．４３９，π＝

０．０００　９９），可能与该点地处农业区，受人类活动影响

较大有关。

２．３　群体遗传聚类分析与ＳＡＭＯＶＡ分组

基于Ｋ－２Ｐ遗传距离的 Ｎ－Ｊ群体聚类表明，本研

究采集的１０个群体在遗传距离为０．００１　２处分为两

个较大的分支，卓尼（ＺＮ）、乐都（ＬＤ）和内蒙古（ＮＭ）

群体聚为一支，其余群体聚为另外一支（图２Ｂ）。结合

ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ 序列变异和地理位置信息的ＳＡＭＯＶＡ分
组结果也显示，当Ｋ＝２时ＦＣＴ值最大，因此，把１０个
采样群体划分为两个组是最佳的分组方式，来自乐都
（ＬＤ）、卓尼（ＺＮ）和内蒙古（ＮＭ）的群体归为一组，其

余群体构成另一组（表５）。

２．４　群体遗传结构分析

在上述分析结果基础上，对扁蓿豆和青藏扁蓿豆

种间、种内群体间和群体内的分子变异分析表明，种间

变异最大，占总变异成分的６３．７１％（ＦＣＴ＝０．６３７　１２，

Ｐ＝０．００２　９３），其次为群体内变异，为总变异成分的

３０．１５％（ＦＳＴ＝０．６９８　４５，Ｐ＝０．０００００）（表６）。分别
对扁蓿豆和青藏扁蓿豆两个种的分子变异分析发现，

群体内变异成分占总变异的８０％以上，群体间变异组

成不到２０％（表６）。由Ｎｍ＝（１－ＦＳＴ）／２ＦＳＴ估算得
到，青藏扁蓿豆和扁蓿豆群体间的平均基因流分别为

２．０４７和４．０６５，种内群体间的基因流较大。

两两群体间的遗传分化分析结果表明（表７），群

体间遗传分化系数变化较大。扁蓿豆３个群体之间，

乐都（ＬＤ）和卓尼（ＺＮ）群体与内蒙古（ＮＭ）群体之间

遗传分化系数达显著水平（Ｐ＜０．０５），可能与其地理
距离较远，产生了地理隔离有关。青藏扁蓿豆群体间

遗传分化系数介于－０．０５５　２～０．６２４　０，部分群体间遗

表４　青藏扁蓿豆和扁蓿豆群体群体遗传多样性指数

Ｔａｂｌｅ　４　Ｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｉｎｄｅｘｅｓ　ｏｆ　Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａａｎｄ　Ｍ．ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ－ｎｉｃｏｌａｉ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

单倍型多样性

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ（ｈｄ）
平均变异Ａｖｅｒａｇｅ　ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｋ）
核苷酸多样性

Ｎｕｃｌｅｔｉｄｅ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ（π）

青藏扁蓿豆

Ｍ．ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ－ｎｉｃｏｌａｉ

ＴＤ　 ０．２２８±０．１２９　 ０．３３８　 ０．０００　５８±０．０００　３５

ＸＮ　 ０．６００±０．１０９　 ０．９４３　 ０．００１　６３±０．０００　３５

ＨＺ　 ０．４９２±０．１１７　 ０．８５８　 ０．００１　４８±０．０００　３５

Ｔ　 ０．５７６±０．０９９　 ０．８９５　 ０．００１　５４±０．０００　２６

ＧＮ　 ０．８３８±０．０６８　 １．４２９　 ０．００２　４７±０．０００　３２

ＰＡ　 ０．６６７±０．０７５　 ０．９３３　 ０．００１　６１±０．０００　２２

ＨＤ　 ０．４７３±０．１６２　 ０．７６４　 ０．００１　３２±０．０００　４６

总和Ｔｏｔａｌ　 ０．６５０±０．０２６　 １．０６３　 ０．００１　８３±０．０００　０７

扁蓿豆

Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａ

ＺＮ　 ０．５０７±０．１４０　 １．６３２　 ０．００２　８２±０．０００　９２

ＮＭ　 ０．４４８±０．１３４　 ０．９５２　 ０．００１　６４±０．０００　８７

ＬＤ　 ０．４３９±０．１５８　 ０．５７６　 ０．０００　９９±０．０００　４０

总和Ｔｏｔａｌ　 ０．４７０±０．０９２　 １．１９５　 ０．００２　０６±０．０００　５９

表５　１０个群体的ＳＡＭＯＶＡ分组

Ｔａｂｌｅ　５　Ｆｉｘａｔｉｏｎ　ｉｎｄｉｃｅｓ　ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ｔｏ　ｇｒｏｕｐｓ　ｏｆ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｉｎｆｅｒｒｅｄ　ｂｙ　ＳＡＭＯＶＡ　ｆｏｒ　１０ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

Ｋ值

Ｋ　ｖａｌｕｅ

群体分组

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ｇｒｏｕｐｉｎｇ
ＦＣＴ　 Ｐ

２ （ＬＤ，ＺＮ．ＮＭ）（ＧＮ，ＨＤ，ＨＺ，ＰＡ，Ｔ，ＴＤ，ＸＮ） ０．６３７　１２　 ０．００４　８９

３ （ＮＭ）（ＬＤ，ＺＮ）（ＧＮ，ＨＤ，ＨＺ，ＰＡ，Ｔ，ＴＤ，ＸＮ） ０．６１５　８９　 ０．００２　９３

４ （ＬＤ）（ＮＭ）（ＺＮ）（ＧＮ，ＨＤ，ＨＺ，ＰＡ，Ｔ，ＴＤ，ＸＮ） ０．６００　５６　 ０．０１０　７５

５ （ＬＤ）（ＮＭ）（ＺＮ）（ＨＺ，ＴＤ，ＸＮ）（ＧＮ，ＨＤ，ＰＡ，Ｔ） ０．５９２　１０　 ０．０００　００

６ （ＬＤ）（ＮＭ）（ＺＮ）（ＴＤ）（ＨＺ，ＸＮ）（ＧＮ，ＨＤ，ＰＡ，Ｔ） ０．５８２　９８　 ０．０００　００
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传分化达到了显著（Ｐ＜０．０５）或极显著（Ｐ＜０．０１）水
平，可能与青藏高原及其毗邻地区的气候波动频繁以

及地形复杂导致部分群体间的基因交流困难有关

（表６）。

２．５　ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ序列中性检验及其错配分布分析
对ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ 的中性检验结果表明，青藏扁蓿豆

群体的Ｔａｊｉｍａ’ｓ　Ｄ、Ｆｕ　ａｎｄ　Ｌｉ’ｓ　Ｆ＊为正值，Ｆｕ　ａｎｄ

Ｌｉ’ｓ　Ｄ＊为负值，但均未达到显著水平（表８）。进一

表６　基于ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ序列的总群体和ＳＡＭＯＶＡ分组群体的分子变异分析

Ｔａｂｌｅ　６　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ｆｏｒ　ｏｖｅｒａｌｌ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ＳＡＭＯＶＡ　ｇｒｏｕｐｅｄ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ａｃｃｏｒｄｉｎｇ　ｔｏ　ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦｒｅｇｉｏｎｓ

变异来源

Ｓｏｕｒｃｅ　ｏｆ

ｖａｒｉａｎｃｅ

自由度

Ｄｅｇｒｅｅｓ　ｏｆ

ｆｒｅｅｄｏｍ

平方和

Ｓｕｍ　ｏｆ

ｓｑｕａｒｅｓ

变异组成

Ｖａｒｉａｎｃｅ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

变异百分比

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ／％

固定指数

Ｆｉｘａｔｉｏｎ　ｉｎｄｅｘ

种间Ａｍｏｎｇ　ｓｐｅｃｉｅｓ　 １　 ６５．７１１　 ０．９９６　７４　 ６３．７１　 ＦＣＴ＝０．６３７　１２（Ｐ＝０．００２　９３）

种内群体间

Ａｍｏｎｇ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈｉｎ　ｓｐｅｃｉｅｓ
８　 １６．１２２　 ０．０９５　９４　 ６．１３　 ＦＳＣ＝０．１６９　０１（Ｐ＝０．０００００）

群体内 Ｗｉｔｈｉｎ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　 １５１　 ７１．２３５　 ０．４７１　７５　 ３０．１５　 ＦＳＴ＝０．６９８　４５（Ｐ＝０．０００００）

总变异Ｔｏｔａｌ　 １６０　 １５３．０６８　 １．５６４　４４

青藏扁蓿豆Ｍ．ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ－ｎｉｃｏｌａｉ

群体间Ａｍｏｎｇ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　 ６　 １３．３３３　 ０．１０７　３３　 １９．６３　 ＦＳＴ＝０．１９６　２８（Ｐ＝０．０００００）

群体内 Ｗｉｔｈｉｎ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　 １１０　 ４８．３４３　 ０．４３９　４８　 ８０．３７
总群体Ｔｏｔａｌ　 １１６　 ６１．６７６　 ０．５４６　８０

扁蓿豆Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａ

群体间Ａｍｏｎｇ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　 ２　 ４．６４８　 ０．１０２　５９　 １０．９５　 ＦＳＴ＝０．１０９　５４（Ｐ＝０．０００００）

群体内 Ｗｉｔｈｉｎ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　 ４１　 ３４．１９３　 ０．８３３　９８　 ８９．０３

总群体Ｔｏｔａｌ　 ４３　 ３８．８４１　 ０．９３６　５７

表７　群体间遗传分化系数

Ｔａｂｌｅ　７　Ｐａｉｒｗｉｓｅ　ＦＳＴ　ａｍｏｎｇ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ＴＤ　 ＸＮ　 ＨＺ　 Ｔ　 ＧＮ　 ＰＡ　 ＨＤ　 ＺＮ　 ＮＭ　 ＬＤ

ＴＤ　 ０．０００　０

ＸＮ　 ０．０６２　６　 ０．０００　０

ＨＺ　 ０．０６１　６ －０．０５４　５　 ０．０００　０

Ｔ　 ０．５１６　２＊＊ ０．２３８　２＊＊ ０．２４５　８＊ ０．００００

ＧＮ　 ０．３３９　２＊＊ ０．１０２　２＊ ０．０９５　９ －０．００３　９　 ０．０００　０

ＰＡ　 ０．４７０　６＊＊ ０．１７０　４＊ ０．１８１　０＊－０．０２３　７　 ０．００２　９　 ０．０００　０

ＨＤ　 ０．６４２　０＊＊ ０．３１９　９＊＊ ０．３３８　９＊－０．０５５　２　 ０．０２４　４ －０．０１１　８　 ０．０００　０

ＺＮ － － － － － － － ０．０００　０

ＮＭ － － － － － － － ０．１３８　２＊ ０．００００

ＬＤ － － － － － － － ０．０４７　１　 ０．１３７　０＊ ０．００００

注：＊＊差异达极显著水平（Ｐ＜０．０１）；＊差异达显著水平（Ｐ＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：＊＊ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｔ　０．０１ｌｅｖｅｌ；＊ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｔ　０．０５ｌｅｖｅｌ．
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表８　基于ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ序列的青藏扁蓿豆和扁蓿豆群体的３种中性检验

Ｔａｂｌｅ　８　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ　ｔｅｓｔｓ　ｆｏｒ　Ｍ．ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ－ｎｉｃｏｌａｉ　ａｎｄ　Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

种名　　　
Ｓｐｅｃｉｅｓ　　　

中性检验 Ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ　ｔｅｓｔｓ

Ｔａｊｉｍａ’ｓ　Ｄ　ｔｅｓｔ　 Ｆｕ　ａｎｄ　Ｌｉ’ｓ　Ｄ＊ｔｅｓｔ　 Ｆｕ　ａｎｄ　Ｌｉ’ｓ　Ｆ＊ｔｅｓｔ

青藏扁蓿豆Ｍ．ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ－ｎｉｃｏｌａｉ　 ０．２７９（Ｐ＞０．１） －１．１４２（Ｐ＞０．１） ０．７９４（Ｐ＞０．１）

扁蓿豆Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａ －１．４０７（Ｐ＞０．１） －０．９８１（Ｐ＞０．１） －１．３１７（Ｐ＞０．１）

图３　基于ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ序列的两种扁蓿豆核苷酸错配分布图

Ｆｉｇ．３　Ｍｉｓｍａｔｃｈ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍ．ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ－ｃｏｌａｉ　ａｎｄ　Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

步的错配分布分析显示，采样范围内该种所有个体其

观测到的错配分布曲线呈多峰曲线（图３），表明群体

处于动态平衡，没有经历明显的近期居群扩张［２９］，与

中性检验的结果一致。扁蓿豆群体的３个中性检验值

都为负值但不显著，错配分布曲线也呈现出多峰曲线，

表明整体上该种群体处于动态平衡但某些群体可能经

历了局部的近期动态扩张。

３　讨论

３．１　野生扁蓿豆群体的遗传多样性及其形成的可能

原因

此前对青藏高原地区高山绣线菊（Ｓｐｉｒａｅａ　ａｌｐｉ－
ｎａ）和蒙古绣线菊（Ｓ．ｍｏｎｇｏｌｉｃａ）的研究发现，物种

野生群体呈现出较高的单倍型多样性和较低的核苷

酸多样性，推测是由于在进化过程中发生了种群爆

发而产生了众多单倍型所致［３０］，本研究中青藏扁蓿

豆群体也出现了相似的现象。近年来，对青藏高原

多个物种的研究都认为，高山植物在第四纪冰期时

退缩到高原东南边缘的避难所，高原台面的居群是

间冰期／冰后期由避难所居群扩散而来［３１－３３］。一般

来说，冰期避难所居群的遗传多样性和单倍型的特

有性比扩散居群要高，且冰期避难所都是比较原始

的单倍型［３４－３５］。本研究发现，位于青藏高原东南边

缘的甘南（ＧＮ）青藏扁蓿豆群体表现出较高的遗传

多样性水平，推测高原东南边缘可能存在青藏扁蓿

豆在第四纪冰期时的避难所，并在冰期后成为物种

重新扩散的起点。同时，与甘南群体地理距离相近

的卓尼（ＺＮ）扁蓿豆群体也表现出比较高的遗传多样

性，而且从中检测出了青藏扁蓿豆群体所具有的单

倍型类型，表明在该区域发生了青藏扁蓿豆向扁蓿

豆群体的基因入侵。但是，群体错配分布和中性检

验表明，青藏扁蓿豆没有经历显著的居群扩张，遗传

多样性水平也没有表现出明显的距离避难所越远遗

传多样性越低的趋势。因此，我们推测，在青藏高原

台面上还可能存在该物种的其它避难所。对青藏高

原地 区 其 它 高 山 植 物 如 银 露 梅 （Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａ　ｇｌａ－

ｂｒａ）［３６－３７］、西川红景天（Ｒｈｏｄｉｏｌａ　ａｌｓｉａ）［３８－３９］等的研究

都表明在第四纪冰期，至少是末期冰期时，这些高山

植物并没有完全退却到高原东南边缘，而在高原台

面上生存下来，高原台面上现有的植物分布是避难

所居群在冰期结束后扩散形成。由于本研究中群体

采样范围狭窄，尚无足够的证据推断哪个区域为冰

期时青藏扁蓿豆在高原台面上的避难所。不过，同

德（ＴＤ）群体在所有青藏扁蓿豆群体中遗传多样性水

平最低（ｈｄ＝０．２２８；π＝０．０００　５８），这可能是冰期后

居群由避难所向该区域扩散的过程中由于奠基者效

应或瓶颈效应导致了遗传多样性减少。
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３．２　野生扁蓿豆群体的遗传结构

近年来，有关青藏高原地区植物分子系统地理学

的研究发现，除了青海云杉（Ｐｉｃｅａ　ｃｒａｓｓｆｏｌｉａ）居群间

的变异和居群内变异相当外，其它植物居群间的遗传

变异大于居群内的遗传变异［３１］。由于扁蓿豆和青藏

扁蓿豆其形态上具有较高的相似性，且形态特征易受

环境影响，为了减少样品采集时可能造成的分类鉴定

上的偏差，本研究中首先对采集群体进行空间分子变

异分组（ＳＭＯＶＡ）和基于遗传距离的聚类分析，把扁

蓿豆和青藏扁蓿豆区分开来，再进行种内的群体遗传

结构分析。分子变异分析发现，两个种都表现出群体

内的遗传变异大于群体间的遗传变异而且种内群体间

的历史基因流较大。然而，扁蓿豆种子成熟时荚果开

裂，种子依靠重力散布在母体植株周围，缺乏有效的种

子传播机制［４０］，而且青藏高原剧烈的气候波动和复杂

的地形结构也会造成群体间的基因交流障碍。在本研

究中所表现出的历史基因流较大的原因可能是，扁蓿

豆冰期后由避难所向外扩散过程中不同地理分布的群

体汇合，发生了频繁的基因交流，而后随着群体继续向

外扩散并伴随着冰期交错和气候波动，其在不同的区

域又重新固定下来，但可能由于群体形成时间相对较

短，产生的特有单倍型并不多，群体中主要单倍型还是

祖先群体的单倍型。对青藏扁蓿豆群体遗传距离与地

理距离的相关性分析表明，地理距离与群体的遗传分

化没有相关性（ｒ＝－０．１２５　９，Ｐ＝０．６９８　２），在很大程

度上可能与所研究区域复杂的地貌结构有关，但由于

采样群体数过少，依据并不充分。因此，仍需扩大其采

样群体范围来进行相关性分析。

４　结论

遗传多样性是种内不同种群之间或同一种群内不

同个体的遗传变异的综合，是物种长期进化的产物，也

是其适应、生存、进化和发展的前提［３３，４１］。群体的遗

传结构能够反映群体在进化中所经历的突变、遗传漂

变和选择效应等因素［４２－４３］。本研究利用叶绿体ｔｒｎＬ－
ｔｒｎＦ 基因间隔区对扁蓿豆和青藏扁蓿豆野生群体的

遗传多样性进行分析，发现在青藏高原边缘可能存在

青藏扁蓿豆的避难所，两个物种在青藏高原边缘存在

基因入侵现象。青藏高原腹地的青藏扁蓿豆群体可能

在扩散的过程中因为奠基者效应或瓶颈效应而导致了

遗传多样性水平的下降。对青藏扁蓿豆和扁蓿豆群体

遗传结构分析表明，由于群体间存在一定程度的历史

基因流，使物种群体内的变异明显高于群体间的变异。

同时，由于高原地区复杂的地形结构和剧烈的气候波

动造成的基因交流障碍，导致了部分青藏扁蓿豆群体

间大的遗传分化。上述研究结果为今后在大范围、大

尺度上开展青藏扁蓿豆和扁蓿豆谱系地理学研究以及

种质资源利用和解释其适应极端环境的响应机制提供

了参考信息。
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