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青藏高原濒危植物唐古特大黄的遗传多样性

王爱兰１，李维卫２，∗

１ 鲁东大学生命科学学院， 烟台　 ２６４０２５

２ 鲁东大学学报编辑部， 烟台　 ２６４０２５

摘要：唐古特大黄（Ｒｈｅｕｍ ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ）是中国传统的中藏药材，近几年由于生境的严重破坏，已濒临灭绝，并被列入濒危植物名

单。 为了探索唐古特大黄物种濒危的原因并保护其野生资源，本研究采集了 ９ 个居群 ８７ 个个体的唐古特大黄样本，基于该物

种的叶绿体基因 ｔｒｎＳ⁃Ｇ 序列对其进行了遗传多样性研究。 结果表明，唐古特大黄物种具有较高的遗传多样性水平（Ｈｔ ＝

０．６９４），其中 ９５．９７％的遗传分化来自于居群间（ＧＳＴ ＝ ０．９６０），４．０３％的遗传分化来自于居群内（Ｈｓ ＝ ０．０２８）。 ＡＭＯＶＡ 分析也显

示唐古特大黄居群间基因流较小（Ｎｍ ＝ ０．０１），存在较高的遗传分化（ＦＳＴ ＝ ０．９６３１）。 唐古特大黄较高的遗传多样性水平可能与

该物种较长的进化史和生活史有关，居群间较高的遗传分化可能与高山地区特殊的地理环境和人类活动有关。 根据研究结果，
建议对唐古特大黄所有野生居群进行就地保护，同时收集种质资源开展异地繁殖工作，以保护物种的遗传多样性，维持其进化

潜力。
关键词：唐古特大黄；ｔｒｎＳ⁃Ｇ 序列；遗传多样性；基因流
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ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｈｉｇｈ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｉｓ ｓｐｅｃｉｅｓ． Ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｔｒｎＳ⁃Ｇ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ８７
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ９４４ ｔｏ ９５４ｂｐ， ａｎｄ ｃｏｖｅｒｅｄ ９６５ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ａｌｉｇｎｅｄ． Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ
２３ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ １３ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ａｎｄ １０ ｉｎｄｅｌ ｓｉｔｅｓ． Ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ， ａ ｔｏｔａｌ
ｏｆ ｆｏｕｒ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ （Ｈ１—Ｈ４） ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ． Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｐａｒｓｉｍｏｎｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｏｕｒ
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ｓｉｎｃｅ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ Ｈ３ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ， ｉｔ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ａｎ ａｎｃｅｓｔｒａｌ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ．Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｈｔ） ａｍｏｎｇ
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ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｄｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ （ ４． ０３％） ｗａｓ ａｔｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ ｗｉｔｈｉｎ⁃ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
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ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｈｓ＝ ０．０２８）． ＡＭＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＦＳＴ ＝ ０．９６３１） ａｌｓｏ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｍｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｗａｓ
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ｃｌｕｓｔｅｒ ｔｏｇｅｔｈｅｒ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｄｉｒｅｃｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｍａｎｔｅｌ ｔｅｓｔ（ ｒ ＝ ０．２４６１， ｐ ＝ ０．２０６０）． Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｘａｍｉｎｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｓ ｐｒｏｂａｂｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｎｇ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｈｉｓｔｏｒｙ ａｎｄ ｌｉｆｅ ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ Ｒ． ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ．Ｔｈｅ ｌａｒｇｅ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏｔｈｅ ａｌｐｉｎｅ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ．
Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｗｅ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｍｏｒｅ ｗｉｌｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ａｎ ｉｎ⁃ｓｉｔｕ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ
ｐｒｏｇｒａｍ ａｔ ｓｉｔｅｓ ｄｉｓｔａｎｔ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｗｅ ａｌｓｏ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｅｄｓ ｆｒｏｍ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
ｗｉｔｈ ｒｉｃｈ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘ⁃ｓｉｔｕ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｏｃｋｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ． Ｔｈｅｓｅ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｍｅａｓｕｒｅｓ
ｗｉｌｌ ｃｅｒｔａｉｎｌｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｅｘｔｅｎｄ ｉｔｓ ｒａｎｇｅ
ｏｆ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｒｈｅｕｍ ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ； ｔｒｎＳ⁃Ｇ ｒｅｇｉｏｎ； ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ； ｇｅｎｅ ｆｌｏｗ

青藏高原是世界上海拔最高、面积最大的高原，具有丰富的物种多样性，是全球 ２５ 个生态热点之一，有超

过 １２０００ 种植物生长在青藏高原及其邻近地区［１⁃２］。 由于高海拔和干旱等极端环境的存在，导致该地区生态

系统对环境变化及人类活动非常敏感［３］，已有 １０００ 多种植物被列为濒危物种［４］。 过去，青藏高原地区居民

依靠野生植物资源获得收入，导致野生资源过分采挖，由于环境恶劣，致使这些物种很难恢复，从而引起一系

列生态问题。
唐古特大黄（Ｒｈｅｕｍ ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｂａｌｆ．）是蓼科（Ｐｏｌｙｇｏｎａｃｅａｅ）大黄属植物，主要分布在青藏高原

地区，其根入药，具有通便、抗炎等功效，是传统的中藏药材［５］。 由于青藏高原地区的野生资源品质较高，出
口到日本、韩国和其他地区［６］。 近几年由于经济利益的驱使导致人类过度采挖，使得唐古特大黄野生分布区

急剧减少，因而被列入濒危物种名单［４］。
根据实地调查，发现大黄野生资源已经非常稀少，对其野生居群的保护迫在眉睫。 居群遗传多样性研究

对濒危物种的保护具有重要意义［７⁃９］，相关研究工作也已逐步开展，如 Ｃｈｅｎ 等［１０］、Ｈｕ 等［１１］ 和 Ｗａｎｇ 等［１２］ 分

别利用 ＳＳＲ、ＩＳＳＲ 和基因片段 ｔｒｎＬ⁃Ｆ 对唐古特大黄进行了遗传多样性的分析，迄今为止，尚未见利用 ｔｒｎＳ⁃Ｇ
序列研究其遗传多样性的报道。 叶绿体基因片段 ｔｒｎＳ⁃Ｇ 序列因其具有较快的进化速率和较高的遗传变异等

特点，已被广泛应用到物种遗传多样性和种内种间基因交流的研究中［１３⁃１４］。 因此，研究选择 ｔｒｎＳ⁃Ｇ 序列对唐

古特大黄物种多样性水平及居群间的基因流进行了研究。 本研究重点探讨以下问题：１）唐古特大黄的遗传

多样性水平；２）唐古特大黄居群的遗传结构；３）通过多样性水平调查，为该物种的遗传保护提出合理建议。

１　 材料与方法

１．１　 实验材料

本研究采用了唐古特大黄 ９ 个居群 ８７ 个样本，所有样本均分布在青藏高原地区（图 １），采样地点基本覆

盖唐古特大黄现存野生居群的分布地区，样本信息见表 １。 采样时，样本间隔根据居群大小确定在 ３—５ｍ 之

间，采集的叶片用硅胶干燥后保存备用。
１．２　 ＤＮＡ 提取，扩增及测序

采用改良的 ＣＴＡＢ 法［１５］从干燥的唐古特大黄叶片中提取基因组 ＤＮＡ。 利用 Ｈａｍｉｌｔｏｎ［１６］设计的‘Ｓ’ （５′⁃
ＧＣＣＧＣＴＴＴＡＧＴＣＣＡＣＴＣＡＧＣ⁃３′）和 ‘Ｇ’ （５′⁃ＧＡＡＣＧＡＡＴＣＡＣＡＣＴＴＴＴＡＣＣＡＣ⁃３′）引物进行 ＰＣＲ 扩增，扩增体

系为：２５ μＬ 体系，包括 ４０ ｎｇ 模板 ＤＮＡ，１７．５ μＬ 无菌水，２．５ μＬ １０×Ｔａｑ 酶缓冲液，０．５ μＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ，５
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μｍｏｌ ／ Ｌ 引物各 １．２５ μＬ，１ Ｕ ＤＮＡ Ｔａｑ 酶。 扩增程序为：９４ ℃预变性 ４．０ ｍｉｎ；９４ ℃变性 １．０ ｍｉｎ，５１℃退火 ５０
ｓ，７２ ℃延伸 １．７５ ｍｉｎ，循环 ３８ 次；最后 ７２ ℃延伸 ８ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物用 １．０％的琼脂糖凝胶进行电泳检测，采用

纯化试剂盒进行纯化（购自上海生工），然后送至北京六合华大基因公司进行核苷酸序列分析。

图 １　 唐古特大黄样本分布图

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｒ． ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ

１．３　 数据分析

用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 软件［１７］ 进行序列比对并进行手工校正。
在进行单倍型分析时，插入缺失和碱基替换作相同处理。
利用 ＤｎａＳＰ５．１ 软件［１８］计算居群的单倍型多态性（Ｈｄ）、核
苷酸多态性（ｐｉ）和物种水平居群间的平均基因流（Ｎｍ）。
采用 ＰＥＲＭＵＴ 软件［１９］ 计算居群内平均遗传多样性（Ｈｓ）、
总遗传多样性 （Ｈｔ） 和居群遗传分化系数 （ＧＳＴ ）。 应用

Ａｒｌｅｑｕｉｎ３．１ 软件进行分子变异分析（ＡＭＯＶＡ） ［２０］，并进行

１０００ 次随机抽样的显著性检验。 采用 ＴＦＰＧＡ 软件对遗传

距离矩阵和地理距离矩阵进行 ｍａｎｔｅｌ 检测，并进行 １０００
次随机置换的显著性检验。 另外，采用 ＭＥＧＡ ６．０ 的邻接

法 ＮＪ（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ）进行聚类分析，建立无根系统发育

树［２１］。 采用 ＮＥＴＷＯＲＫ ４．６．１ 软件［２２］ 中的中点连接法进

行种内谱系的单倍型网络分析，并用溯祖理论来推测单倍

型间的亲缘关系。

２　 结果

２．１　 ＣｐＤＮＡ 序列变异和单倍型分布

８７ 个样本获得的 ｔｒｎＳ⁃Ｇ 序列长度在 ９４４—９５４ ｂｐ 之

间，校正后总长度为 ９６５ ｂｐ。 共检测到 ２３ 个核苷酸变异位

点，其中 １０ 个是碱基缺失或插入造成的突变位点，１３ 个为

核苷酸置换位点（表 ２）。

表 １　 用于实验的珊瑚菜材料及其来源

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

居群
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

采样地点
Ｌｏｃａｌｉｔｙ

经度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ（Ｅ）

纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ（Ｎ）

样本数
Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ．

Ｐｏｐ１ 青海班玛 １００．９３° ３２．６５° １３

Ｐｏｐ２ 青海达日 １００．４３° ３３．３０° ９

Ｐｏｐ３ 青海玛沁 １００．２４° ３４．８０° ８

Ｐｏｐ４ 西藏昌都 ９７．２９° ３０．６９° ７

Ｐｏｐ５ 青海甘德 ９９．８１° ３３．８０° １４

Ｐｏｐ６ 青海河南 １０１．１９° ３４．５２° ９

Ｐｏｐ７ 青海泽库 １０１．４９° ３５．０５° ８

Ｐｏｐ８ 四川理塘 １００．３５° ３０．０３° １５

Ｐｏｐ９ 西藏类乌齐 ９６．５１° ３１．２４° ４

合计 Ｔｏｔａｌ ８７

基于这些核酸突变，在 ９ 个居群的 ８７ 个样本中共发现 ４ 种单倍型 Ｈ１—Ｈ４（表 ３，图 ２），这些单倍型的代

表序列均提交到 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库（表 ３）。 Ｈ１ 单倍型是 Ｐｏｐ４ 居群特有单倍型，包含 ７ 个样本；Ｈ２ 单倍型分布

在 Ｐｏｐ３ 和 Ｐｏｐ８ 两个居群，共 １６ 个样本；Ｈ３ 是分布最广泛且最丰富的单倍型，分布在 ５ 个居群（Ｐｏｐ１、Ｐｏｐ２、
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Ｐｏｐ５、Ｐｏｐ７ 和 Ｐｏｐ９），共 ４８ 个样本，占采样总数的 ５５．１７％；Ｈ４ 单倍型出现在 Ｐｏｐ３ 和 Ｐｏｐ６ 这两个居群，分别

包括 ７ 个和 ９ 个样本（表 ３）。

表 ２　 唐古特大黄 ４ 个单倍型变异位点信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｉｎ Ｒ． ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ
单倍型

Ｈｙｐｌｏｔｙｐｅ ５４ ７７ １２５ １８６ ２０４ ２０５ ２０８ ２１１—２１３ ２１４—２２０ ２７０—２７９ ３１６ ４７９ ４８５ ４８８ ５３３ ６３９ ６６０ ６７７ ６９４ ７４２ ７７１ ７８０ ８６２

Ｈ１ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ ＡＴＴ ＴＡＴＡＴＡＡＴＡＡ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ

Ｈ２ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ｃ

Ｈ３ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ ＡＴＴ ＴＴＴＴＡＴＴ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ｃ

Ｈ４ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ ＡＴＴ ＴＴＴＴＡＴＴ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｃ

表 ３　 各居群的单倍型分布数目

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｎｉｎｅ Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

单倍型
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

居群编号 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ Ｎｏ．

Ｐｏｐ１ Ｐｏｐ２ Ｐｏｐ３ Ｐｏｐ４ Ｐｏｐ５ Ｐｏｐ６ Ｐｏｐ７ Ｐｏｐ８ Ｐｏｐ９
ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ

Ｈ１ ７ ＫＸ６１０８３８

Ｈ２ １ １５ ＫＸ６１０８４１

Ｈ３ １３ ９ １４ ８ ４ ＫＸ６１０８４０

Ｈ４ ７ ９ ＫＸ６１０８３９

图 ２　 ＮＥＴＷＯＲＫ 单倍型网络图

　 Ｆｉｇ．２　 Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ

ＮＥＴＷＯＲＫ　

图中圆圈代表单倍型，Ｈ 代表检测到的单倍型，ｍｖ 代表缺失的单

倍型

Ｎｅｔｗｏｒｋ 单倍型网络图显示，４ 个单倍型组成了星

型遗传结构（图 ２）。 单倍型 Ｈ１、Ｈ２ 和 Ｈ４ 在网络的边

缘，表明可能是新近发生的单倍型；Ｈ３ 单倍型和 ３ 个缺

失的单倍型在星型网络中心，且 Ｈ３ 单倍型出现的频率

最高，推测为祖先单倍型。
２．２　 遗传多样性分析

ＤｎａＳＰ 分析显示，物种水平上，单倍型多样性 Ｈｄ
为 ０．６２１８，核苷酸多样性指数 ｐｉ 为 ０．００４９；９ 个居群的

单倍型多样性（Ｈｄ）范围在 ０—０．２５ 之间，核苷酸多样

性（Ｐｉ）在 ０—０．００２６ 之间。 其中，Ｐｏｐ３ 居群含有 Ｈ２ 和

Ｈ４ 两种单倍型，其单倍型多样性和核苷酸多样性最高

（Ｈｄ＝ ０．２５，Ｐｉ＝ ０．００２６），而其他 ８ 个居群因只有一个单

倍型（表 ３），居群单倍型多样性和核苷酸多样性均为

０。 ＰＥＲＭＵＴ 分析显示，居群总的遗传多样性指数（Ｈｔ）为 ０．６９４，表明了较高的遗传多样性水平；居群内遗传

多样性指数（Ｈｓ）为 ０．０２８，表明居群内遗传多样性水平较低。
２．３　 遗传结构分析

由居群总的遗传多样性指数（Ｈｔ）和居群内遗传多样性指数（Ｈｓ）推算，居群间遗传分化较大，４．０３％的变

异发生在居群内，而其余 ９５．９７％的遗传变异发生在居群间，居群间分化系数（ＧＳＴ）为 ０．９６０，也验证了上述结

果。 ＡＭＯＶＡ 分析得出居群间遗传分化系数（ＦＳＴ）为 ０．９６３１，同样表明遗传变异主要发生在居群间。 ＤｎａＳＰ
分析显示，居群间基因流（Ｎｍ）极小，仅为 ０．０１，表明不同居群间存在有限的基因交流，这也支持了 ＰＥＲＭＵＴ
和 ＡＭＯＶＡ 的分析结果。

基于遗传距离构建的 ＮＪ 树显示了 ３ 个组（图 ３）。 Ｐｏｐ３ 和 Ｐｏｐ６ 聚为一组，表明了相近的亲缘关系；
Ｐｏｐ７、Ｐｏｐ９、Ｐｏｐ５、Ｐｏｐ１ 和 Ｐｏｐ２ 聚为一个小分支，又与 Ｐｏｐ８ 聚为一个较大的分支，表明相对较近的亲缘关系；
Ｐｏｐ４ 没有与其他居群聚在一起，表明其与其他居群亲缘关系较远。 聚类分析表明，地理距离较近的居群并未
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图 ３　 基于遗传距离构建的唐古特大黄居群聚类分析图

　 Ｆｉｇ．３　 ＮＪ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ Ｒ．

ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ　

聚到一起，说明地理距离与遗传距离没有直接的相关关

系。 Ｍａｎｔｅｌ 检测结果（ ｒ ＝ ０．２４６１，ｐ ＝ ０．２０６０）也验证了

这一点，表明居群地理距离与遗传距离存在不显著的正

相关关系。

３　 讨论

３．１　 唐古特大黄的遗传多样性

遗传多样性降低被认为是物种濒危的主要原

因［２３⁃２６］。 但是某些研究发现濒危物种也具有较高的遗

传多样性，例如罂粟科的毛黄堇 Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｔｏｍｅｎｔｅｌｌａ［２７］

（Ｈｔ＝ ０．８０４）和伞形科的珊瑚菜 Ｇｌｅｈｎｉａ ｌｉｔｔｏｒａｌｉｓ［２８］（Ｈｔ
＝ ０．２４７１）。

本研究基于叶绿体基因 ｔｒｎＳ⁃Ｇ 序列构建了 ９ 个野生唐古特大黄居群的遗传结构，结果显示该物种具有较

高的遗传多样性，这一结果与 ＳＳＲ（Ｈｅ ＝ ０．５１５）、ＩＳＳＲ（Ｈｅ ＝ ０．２６８９）和 ｔｒｎＬ⁃Ｆ（Ｈｔ ＝ ０．６３２）的研究结果［１０⁃１２］ 一

致。 物种遗传多样性应该是长期形成的遗传分化，唐古特大黄较高的遗传多样性可能与该物种的进化史和生

活史有关。 大黄属物种分化时间发生在 ３６０ 万—６７９．６ 万年前［２９⁃３０］，唐古特大黄经历了漫长的进化过程，保存

了丰富的基因库；且该物种为多年生草本植物，具有较长的生活史和复杂的异交繁育系统，决定了该物种具有

较高的基因扩散和交流能力，确保了较高的遗传多样性［３１］。
３．２　 唐古特大黄遗传结构

唐古特大黄居群间存在强烈的遗传分化。 Ｂｕｓｏ 等［３２］ 认为，当 ＧＳＴ＞０．２５ 时，表明居群间存在极强的遗传

变异。 本研究中，唐古特大黄居群 ＧＳＴ为 ０．９６０，表明唐古特大黄居群间存在强烈的遗传分化，其中 ９５．９７％的

遗传分化来源于居群间，４．０３％的遗传分化来自居群内。 ＡＭＯＶＡ 分析与 ＤｎａＳＰ、ＰＥＲＭＵＴ 分析均取得了一致

的结果，均表明遗传分化主要来自于居群间。 产生这种遗传结构的原因可能与其特殊的高山生态环境有关。
唐古特大黄主要生长在青藏高原地区，青藏高原的高山和深谷可能阻碍了花粉和种子的传播，从而降低了居

群间的基因流，导致居群间遗传分化加大。 唐古特大黄居群间较低的基因流（Ｎｍ ＝ ０．０１）也证实了这一推论。
另外，在经济利益的驱使下，人类对唐古特大黄野生资源过度采挖，也可能导致部分居群消失，造成某些等位

基因的缺失，打破了居群间连续的基因交流，最终导致居群遗传分化加剧。 单倍型网络图分析结果验证了这

一点，４ 个单倍型的简约网络图并未确定所有祖源单倍型，而是表明存在 ３ 个缺失的古老单倍型。
聚类分析结果表明，９ 个居群分为 ３ 组，居群间的遗传距离与地理距离无显著的正相关关系，地理相距较

近的居群并没有聚到一起，如西藏地区的居群 ４ 和居群 ９ 以及青海地区的 ６ 个居群分别聚到不同的分支（图
３），推测现存居群可能起源于不同的冰期避难所，支持唐古特大黄经历了冰期的退缩和间冰期的扩张，在间

冰期扩张过程中发生了遗传漂变，部分单倍型丢失，居群保留下来的单倍型由于来源不同，造成居群间的遗传

分化较大。 遗憾的是根据本研究结果，尚无法得知唐古特大黄的避难所所在，增加数据量对该植物开展分子

亲缘地理学研究，可能会更好地揭示青藏高原地区第四纪冰期以来该植物居群变化的历史过程。
３．３　 唐古特大黄遗传多样性保护

遗传变异是物种进化和发展的基础，因此居群遗传多样性的保护是濒危物种保护的基本要求。 Ｈａｍｒｉｃｋ
和 Ｂｈａｇｗａｔ 等指出，若某一居群遗传多样性占总遗传多样性比例达到 ９９％，则建议该居群单独保护以维持其

较高的多样性［２４，３３］，否则应当对所有居群加以保护。 基于以上调查结果，发现 ９ 个居群中遗传多样性最高的

为 Ｐｏｐ３（Ｈｄ＝ ０．２５，Ｐｉ＝ ０．００２６），占总遗传多样性比例为 ５３．０６％，未达到单独保护的标准。 另外，唐古特大黄

遗传多样性主要存在于居群间（ＧＳＴ ＝ ０．９６０，ＦＳＴ ＝ ０．９６３１），而居群内的遗传多样性较低（Ｈｓ＝ ０．０２８），居群呈片

段化存在，居群间的基因交流受阻（Ｎｍ ＝ ０．０１），这种格局极易造成居群的退化甚至灭绝。 综合以上因素，提出
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如下建议：１）对唐古特大黄所有野生居群进行就地保护，包括一些遗传多样性程度不高，但拥有特殊等位基

因的种群，维持居群数量，确保居群间的基因交流，维持物种的进化潜力；为了避免遗传多样性高的小居群走

向灭绝，如果就地保护不利的情况下建议迁地保护；２）采集和保存种子建立种质资源库，开展异地繁育等保

护措施。 以上这些保护策略将有利于增加唐古特大黄居群数量，并逐步扩大其分布范围。

４　 结论

本研究基于叶绿体基因片段 ｔｒｎＳ⁃Ｇ 的序列变异对 ９ 个唐古特大黄野生居群的遗传结构进行了分析，结
果表明该物种具有较高的遗传多样性，遗传分化主要来自于居群间，居群间的基因流较低。 产生这种遗传结

构的原因可能与唐古特大黄特殊的高山生境和人类活动的干扰有关。 为保护唐古特大黄的遗传多样性，建议

对其所有的野生居群进行就地保护，并采集和保存种子建立异地种质资源库，开展异地繁育等保护工作。
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