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摘要:为研究石羊河流域中下游5个柠条锦鸡儿(Caraganakorshinskii)种群的遗传结构和多样性,利用ITS
与psbA-trnH 联合序列对石羊河流域中下游5个柠条锦鸡儿种群中样本进行物种鉴定,再对5个柠条锦鸡

儿种群的遗传结构和遗传多样性进行分析。结果表明,(1)5个种群中优势种为柠条锦鸡儿;(2)柠条锦鸡儿

种群共存在20个单倍型,以原始单倍型Hap1为节点形成了一个大分支,以Hap9、Hap10和Hap12为节点形

成了3个小分支,其中,阿拉古山种群中单倍型最为丰富,阿拉古山种群与扎子沟种群中单倍型突变方向差异

最大;(3)柠条锦鸡儿群体间变异为14.28%,群体内的变异为85.72%,柠条锦鸡儿群体分化指数在0.02~
0.27之间。群体间存在遗传分化,其中,八步沙种群与阿拉古山、扎子沟种群间的群体遗传分化最大。由此可

见,柠条锦鸡儿阿拉古山种群、扎子沟种群、八步沙种群群体遗传结构存在差异,可以作为下一步柠条锦鸡儿

育种的种质材料。
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  柠条锦鸡儿(Caraganakorshinskii)是豆科

(Fabaceae)锦鸡儿属(Caragana)落叶灌木,分布

于宁夏、陕西、甘肃、内蒙古等地,生于半荒漠或荒

漠地区,抗逆性强,常用于防风固沙、水土保持及

沙漠化治理[1],根系具固氮根瘤菌,对贫瘠沙地具
有改良作用,枝叶蛋白质含量高,是优良饲料[2-3],
是“三北”地区防风固沙、生态修复主要造林树种

之一,每年苗木需求量巨大。
目前针对柠条锦鸡儿的研究重点集中在造

林、生理、生态等方面[4-6],对柠条锦鸡儿遗传多样

性研究较少。林木种质资源是遗传多样性和物种

多样性的基础,也是林木育种的重要物质基础[7],
而遗传多样性分析在开展植物新品种选育、功能

基因定位、生物多样性保存等方面均具有重要意

义[8],是林木遗传育种的基础。遗传多样性表示

物种内基因的丰富程度及变异状况,遗传多样性

越丰富对环境变化的适应能力越强[9]。在石羊河

流域中下游干旱河岸及腾格里沙漠、巴丹吉林沙

漠边缘均有较大面积的柠条锦鸡儿天然群落。这

些分布点的气候、土壤差异较大,且分布点间直线

距离较大,种群间具有地理隔离,人为干扰因素

少,具备种群间遗传变异的基础,种群间可能具有

较大的遗传分化。研究表明该群落中柠条锦鸡儿

的重要值和生态位宽度明显高于其他物种[10]。

但柠条锦鸡儿形态特征与生长环境关系密

切,干旱荒漠区植物生长量小、叶片趋于退化,仅
从形态特征上无法准确鉴定物种并通过表型特征

对遗传多样性进行研究。因此,本研究利用ITS
与psbA-trnH 联合序列对石羊河流域中下游天

然分布的柠条锦鸡儿构建系统发育树,鉴定该地

区天然林中优势物种是否为柠条锦鸡儿,再基于

IST序列多态性及单倍型多样性对优势物种遗传

多样性进行分析,并进行种群遗传结构分析,为选

育适应该区域的柠条锦鸡儿良种提供理论依据。

1 研究区概况与研究方法

1.1 样本采集

于2023年6月、8月,根据柠条锦鸡儿形态

特征分两次在石羊河流域中下游的腾格里沙漠和

巴丹吉林沙漠边缘的沙滩地、干旱河岸、半沙化土

地及流动沙丘采集柠条锦鸡儿叶片,具体地点如

图1所示。每个采样点,随机选择10个单株,以
株为单位采集叶片,进行物种鉴定;根据鉴定结果

在5个天然林分中以株为单位采集柠条锦鸡儿

叶片,进行遗传多样性分析,每个单株分布距离

≥100m,样品编号及数量对应采集地点见表1,
叶片采集后保存于实验室4℃冰箱,用于植物基

因组DNA提取。
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图1 锦鸡儿属植物样品采集点位置图

注:红色点表示采集地。

表1 石羊河流域锦鸡儿属植物样品采集

编号 采集地点
数量

物种鉴定 遗传多样性鉴定

A 民勤县阿拉古山 10 63
B 民勤县扎子沟 10 56

C 民勤县红敖包 10 56
D 古浪县八步沙 10 50

E 凉州区民调渠沿线 10 31

1.2 基因组DNA提取

取上述新鲜的植物样品0.1g,按北京金沙生

物科技有限公司生产的高效植物基因组DNA提

取试剂盒(试剂盒货号 DE711-50)提取基因组

DNA,基因组提取按说明书操作,提取到的基因

组DNA用于靶标片段聚合酶链式反应扩增。
1.3 PCR扩增

PCR反应体系(25μL):诺唯赞生物技术有

限公司 生 产 的2×TaqPlusMasterMix(Dye
Plus)PCRMix(货号P212)12.5μL,上下游引

物各1μL,DNA模板1μL,双蒸水9.5μL,对于

难于扩增的加入牛血清与海藻糖溶液[11]。(1)ITS
扩增序列所用引物(5'~3')ITS-5F:ATGCG-
ATACTTGGTGTGAAT;ITS-3R:GACG-CT-
TCTCCAGACTACAAT,扩增程序为94℃持续

4min,(94℃持续30s,53℃持续40s,72℃持

续40s,35次循环),最后延伸72℃持续7min[12-13]。

(2)psbA-trnH扩增序列所用引物(5'~3')为Hps-
bA-5F:GTTATGCATGAACGTAATGCTC ;trnH-
3R:CGCGCATGGTGGAT-TCACAAAT,扩 增

程序为94℃持续4min,(94℃持续30s,52℃
持续40s,72℃持续1min,35次循环),最后延

伸72℃持续10min[13-14]。
扩增的PCR产物通过琼脂糖凝胶电泳检测

有条带后,PCR产物直接送北京擎科生物股份

有限公司测序。测序结果 用 生 物 信 息 学 软 件

bioedit进行序列比对分析[15],参考序列的下载使

用TBtools序列获取功能[16],序列的比对使用

MEGA11[17]与phylosuit软件中 MAFF功能以

及序列的格式转换以及模型分析[18]等。
1.4 数据分析

构建系统发育树所用到的锦鸡儿属植物及外

类群黄芪(Astragalusmembranaceus)、山岩黄芪

(Hedysarumalpinum)ITS 序列与 psbA-trnH
序列的参考序列均从 NCBI中GenBank获得。

使用MEGA11(MolecularEvolutionaryGenetics
Analysis)软件对ITS序列的长度、变异位点等特

征进行统计分析,再用Arlequin3.0软件中的分

子变异分析程序(AMOVA)计算群体遗传差异指

数Fst值,利用软件 Dnaspversion6.12.03与

PopARTversion1.7构建柠条锦鸡儿群体的单

倍型网络图,以此进行单倍型分析。
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单倍型多样性(%)=1-(2/样本数)×(1/单

倍型数量)×100

2 结果与分析

2.1 基于ITS和psbA-trnH序列的物种鉴定

对采集的50个柠条锦鸡儿样品进行扩增测

序,发现有差异的序列25个,ITS序列长度约为

292bp,psbA-trnH 序列约为449bp。通过ITS
和psbA-trnH序列联合构建分子系统树,结果如

图2所示,表明所采集的样品均与柠条锦鸡儿

(Caraganakorshinskii)聚在同一分支上。由此

可知,在石羊河流域中下游采集的柠条锦鸡儿样

品,形态学特征与分子系统鉴定的结果一致。

图2 基于ITS和psbA-trnH序列构建的系统发育树

2.2 基于ITS序列的多态性及单倍型多样性

对5个柠条锦鸡儿种群中256个单株样本进

行PCR扩增,获得229个有效ITS序列,对获得

的序列进行测序,用 MEGA11软件比对分析,拼
接后ITS序列均在800~801bp之间,序列长度

变化幅度小。
由表2可知,存在20个单倍型,即 Hap1~

Hap20,在20个单倍型中检测到了变异位点16个,
单倍体多样性达99.9%,说明样本中遗传资源非

常丰富。

表2 柠条锦鸡儿群体20种单倍型变异位点

单倍型 192 241 315 323 324 399 405 448 499 513 625 635 639 677 708 745

Hap1 G G T G T C T G A G G G G G G T

Hap2 G G T G T C T G C G G G G G G T

Hap3 G G T G T C T G A A G G G G G T

Hap4 G A G G T C G G A G G G G G G T

Hap5 G G T G T C T G A G A A A A A T

Hap6 G A G G T C T G A G A G G G G T

Hap7 G A T G T C T A A G A G G G G T

Hap8 G A T G T C G G A G G G G G G T

Hap9 G A G G T C T G A G G G G G G T

Hap10 G A G G G C G G A G G G G G G T

Hap11 G A G G G C T G A G G G G G G T

Hap12 G A T G T C T G A G G G G G G T

Hap13 G A T G T C T G A G A G G G G T

Hap14 G A T G T C T A A G G G G G G T

Hap15 G A T G T C T A A G A G G G A T
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表2(续)
单倍型 192 241 315 323 324 399 405 448 499 513 625 635 639 677 708 745
Hap16 G A T G T C T G A G A G G G A T
Hap17 G G G G T C T G A G G G G G G T
Hap18 G G T A T A T G A G G G G G T G
Hap19 A A G G G C T G A G G G G G G T
Hap20 G A T G T C T G A G A A G G G T

2.3 单倍型亲缘关系

由表3可知,民勤县的阿拉古山种群(编号

A)中单倍型数量最多,有11种,其次为红敖包
(编号C)和八步沙种群(编号D),有9个单倍型,
扎子沟种群(编号B)具有7个单倍型。凉州区民

调渠沿线种群(编号E)中单倍型最少,只有6个

单倍型。阿拉古山种群与扎子沟种群共有的单倍

型最少,仅为存在最广泛的 Hap1、Hap9;红敖包

种群与八步沙种群共有单倍型7个,其他种群之

间共有多倍型为4~5个。
基于PopART的柠条锦鸡儿单倍型网络图

结果显示,武威石羊河流域柠条锦鸡儿种群中的

20个单倍型中 Hap1为原始单倍型,以单倍型

Hap1为节点形成了一个大的分支,以 Hap9、
Hap10、Hap12为节点形成了3个小分支。Hap1

位于整个单倍型网络图的起源,而其他单倍型都

是从单倍型 Hap1经过一步或多步突变得到的。
Hap1单倍型存在最为广泛,为5个种群共有,
Hap9单倍型主要来源于扎子沟和民调渠沿线种

群,Hap10单倍型主要来源于除扎子沟之外的

4个种群,Hap12主要来源于除阿拉古山之外的

4个种群(图3)。
由此可见,民勤县阿拉古山种群的遗传多样

性最高,其次为民勤县红敖包种群和古浪县八步

沙种群,凉州区民调渠沿岸种群遗传多样性最低;
阿拉古山种群与扎子沟种群间遗传分化最大,八
步沙种群与红敖包种群间遗传分化最小;阿拉古

山与 扎 子 沟 种 群 间 的 遗 传 分 化 主 要 起 源 于

Hap10、Hap12两个单倍型。

表3 石羊河流域柠条锦鸡儿单倍型分布情况表

单倍型 个体数量 样品编号

Hap1 91 A1A2A3A5A6A7A8A9A10A12A13A14A16A17A19A20A22A23A24A25A26A27A28
A29A31A32A34A35A36A39A51A53A60A61A62B2B3B11B22B26B32B34B35B36B38
B39B42B43B44B45B46B47B53B56C1C2C3C7C8C9C12C13C21C24C28C29C34C37C39
C41C50C48C53C55D4D7D22D41D49D52E1E2E5E12E13E18E25E26E27E28E31

Hap2 1 A11

Hap3 1 A33
Hap4 7 A40A46A54C5D17D27E6

Hap5 2 A41A42
Hap6 2 A43A45

Hap7 2 A48A19
Hap8 1 A49

Hap9 21 A55B27B28B29B48B49B54B55B10B17B43B25B34B38B39E11E14E17E19E20E24

Hap10 35 A56A58A59A63C6C11C14C15C23C25C26C27C31C35C36C38C45C46C47D2D3D5D6
D10D11D12D13D14D19D21D40D44D45E10E22

Hap11 14 A57C16C32C42D16D23D24D31D33D35D36D42D46D48

Hap12 27 B4B30B31B33B37B41B50B51B58C18C19C20C49C52C54D18D32D51D53E3E4E8E9E15
E16E23E29

Hap13 4 B6B10D26D28

Hap14 1 C13
Hap15 2 B17B18

Hap16 1 B21
Hap17 9 B25B40C22D9D20D37D43D50E21

Hap18 1 C30
Hap19 4 C33C56D1D15

Hap20 3 D29D30D47
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图3 基于 MATK序列的柠条锦鸡儿群体的20个单倍型网络图

2.4 群体遗传分析

分子变异方差分析结果表明,群体间的变异

占比为14.28%,群体内的变异占比为85.72%
(表4)。群体之间的Fst指数在0.02~0.27之间

(表5),其中古浪县八步沙种群(编号D)与民勤

县阿拉古山(编号A)、扎子沟种群(编号B)间的

Fst指数分别为0.26和0.27,均大于0.25,说明

八步沙种群与阿拉古山、扎子沟种群间存在很大

的遗传分化;阿拉古山与扎子沟种群、扎子沟与凉

州区民调渠沿岸种群(编号E)、民勤县红敖包(编
号C)与八步沙种群间的Fst指数分别为0.05,
0.02和0.04,均小于0.05,说明这3个种群之间

的遗传分化较小,基本可以忽略;红敖包与阿拉古

山、扎子沟、民调渠沿线种群间的Fst指数分别为

为0.12,0.15和0.06,介于0.05~0.15之间,说
明民勤县红敖包与阿拉古山、扎子沟种群和民调

渠沿线的遗传分化中等;八步沙与凉州区民调渠

沿岸种群间的Fst值为0.17,在0.15~0.25之

间,说明这两个种群间遗传分化程度较大。

表4 不同柠条锦鸡儿群体的分子变异方差分析

变异来源 自由度 平方和 变异组成 变异占比 P

群体间 4 30.607 0.14896Va 14.28 <0.0001

全体内 224 200.349 0.89442Vb 85.72 <0.0001

总数 228 230.956 1.04338

表5 柠条锦鸡儿各群体间的Fst指数

种群 阿拉古山 扎子沟 红敖包 八步沙 民调渠沿线

阿拉古山 0

扎子沟 0.05 0

红敖包 0.12 0.15 0

八步沙 0.26 0.27 0.04 0

民调渠沿线 0.06 0.02 0.06 0.17 0

3 讨论

ITS是植物核糖体 DNA内转录间隔区,由
18S与5.8S之间的ITS1和5.8S与28S之间的

ITS2组成[19]。psbA-trnH 序列是位于 叶 绿 体

DNA基因组中的psbA 基因和trnH 基因之间的

一段非编码序列[20],广泛用于植物、微生物近缘

种鉴 定 及 不 同 种 质 资 源 的 遗 传 多 样 性 研 究。
Rather等[21-22]研究发现ITS与trn-psbA作为锦

鸡儿属种的分子鉴定DNA优于单独ITS。本研

究根据柠条锦鸡儿形态特征在试验点采集样本后

通过ITS与psbA-trnH 联合序列鉴定为柠条锦

鸡儿,说明系统发育与形态鉴定是一致的。
单倍型常用于遗传多样性与遗传结构、生物

地理谱系、优异单倍型发掘等研究[23-24],单倍型

Hap1存在于每个柠条锦鸡儿种群中,由此可以

判断 Hap1为较古老的单倍型,其他单倍型由此
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进化而来。阿拉古山种群单倍型最为丰富,这可

能与阿拉古山柠条锦鸡儿种群包含个体数量多、
面积大[25]且天然更新良好[26],具有基因变异发

生条件有关。阿拉古山种群与扎子沟种群间遗传

多样性 差 异 最 大,这 与 扎 子 沟 种 群 从 单 倍 型

Hap1未突变出单倍型主要分支Hap10的结果相

对应。
分子变异方差分析结果表明柠条锦鸡儿群体

间的变异占比为14.28%,群体内的变异占比为

85.72%,说明柠条锦鸡儿的变异主要来自种群内

部,这与王赞等[27]对柠条锦鸡儿表型特征遗传多

样性研究发现居群内平均表型变异占80%的结

果一致。这可能与不同采样点间地理隔离且人为

干扰较少,种群基因交流受限,导致群体间变异较

少;而柠条锦鸡儿为异花授粉植物[28],异花授粉

加剧种群内遗传分化有关。
Fst常用来表示群体间的遗传分化程度,用

于筛选单倍型,在0~l的范围内,Fst指数越大,
群体间的分化程度越高[29]。柠条锦鸡儿群体分

化指数在0.02~0.27之间,进一步证实种群间存

在遗传分化,其中八步沙种群与阿拉古山、扎子沟

种群间的群体分化指数较高,八步沙处于绿洲-沙
漠过渡带,土壤水分、降水量较阿拉古山、扎子沟

高,这与研究发现种群遗传多样性与降水、生长季

节相对湿度有关的结论相对应[30];在单倍型分析

中遗传多样性最大的阿拉古山和扎子沟种群间的

Fst指数较低,显示遗传分化程度低,这可能是由

于这两个种群中拥有Hap1单倍型的个体较多引

起的,但具体原因需后续进一步研究。
在今后研究中可以结合不同种群生长、抗逆

表现,可将阿拉古山种群、扎子沟种群、八步沙种

群作为下一步柠条锦鸡儿育种的种质资源。

4 结论

综上所述,本研究采用ITS与psbA-trnH联

合序列对石羊河流域中下游不同种群样本进行鉴

定,结果表明根据柠条锦鸡儿表型特征所采样本

均为柠条锦鸡儿。柠条锦鸡儿存在20个单倍型,
其中Hap1为原始单倍型,以单倍型 Hap1为节

点形成了一个大分支,以Hap9、Hap10、Hap12为

节点形成了3个小分支。其中,阿拉古山种群单

倍型最为丰富,阿拉古山种群与扎子沟种群中单

倍型突变方向差异最大。柠条锦鸡儿群体间变异

占14.28%,群体内的变异占85.72%,柠条锦鸡

儿群体分化指数在0.02~0.27之间,群体间存在

遗传分化,其中,八步沙种群与阿拉古山、扎子沟

种群间的群体遗传分化最大。
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GeneticStructureAnalysisofCaraganakorshinskiiPopulation
inMiddleandLowerReachesofShiyangRiverBasin

HUAXiaoqin1,2,MAHongwen1,2,YUTianquan1,2,YANHaiwang3,LIHao4

(1.WuweiNationalPoplarandCamphorPineBreedingBase,Wuwei733000,China;2.WuweiForestry
ComprehensiveServiceCenter,Wuwei733000,China;3.GulangCountyForestryTechnologyServiceCenter,

Wuwei733100,China;4.CollegeofForestry,BeijngForestryUniversity,Beijing100083,China)

Abstract:InordertorevealthepopulationgeneticstructureanddiversityoffiveCaraganakorshinskii
populationsinthemiddleandlowerreachesoftheShiyangRiverBasin,ITSandpsbA-trnHsequenceswere
usedtoidentifysamplesandanalyzedpopulationgeneticstructureandpopulationgeneticdiversityfromfive

populationsofC.korshinskiiinthemiddleandlowerreachesoftheShiyangRiverBasin.Theresultsshowed
that,(1)ThedominantspeciesinthefivepopulationswasC.korshinskii.(2)Atotalof20haplotypes
existedintheC.korshinskiipopulation,withtheoriginalhaplotypeHap1asthenodetoformalargebranch,

andHap9,Hap10,andHap12asthenodestoformthreesub-branches,amongwhichtheAlaguMountain

populationhaplotypeswasthemostabundant,andthedifferenceinthedirectionofthehaplotypemutationwas
thegreatestbetweentheAlaguMountainpopulationandtheZhazigoupopulation.(3)Theinter-population
variationofC.korshinskiiwas14.28% andintra-populationvariationaccountedfor85.72%.TheFstof
C.korshinskiipopulationrangedfrom0.02to0.27,andgeneticdifferentiationexistedamongpopulations,

withthegreatestpopulationgeneticdifferentiationbetweentheBabushapopulationandtheAlaguMountain
andZhazigoupopulations.Inconclusion,itcanbeseenthat,therearedifferencesinthegeneticstructureof
thepopulationsofC.korshinskiifrom Alagu Mountain,Zhazigou,andBabusha,whichcanbeusedas
germplasmmaterialsforthenextbreedingofC.korshinskii.
Keywords:middleandlowerreachesoftheShiyangRiverBasin;Caraganakorshinskii;haplotype;ITS
sequence;populationgeneticdiversity
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