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云南南部野生大叶千斤拔资源遗传多样性的 ISSＲ 分析
王桂娟*，肖文祥，唐寿贤

( 中国科学院西双版纳热带植物园，云南 勐腊 666303 )

摘 要: 应用 ISSＲ 分子标记技术，对云南南部 7 个地区的野生大叶千斤拔( Flemingia macrophylla) 居群进行

了遗传多样性分析。结果表明: 云南野生大叶千斤拔具有较高的遗传多样性。在物种水平上，平均每个位点

的多态位点百分率( PPL) 为 94．85%，有效等位基因数( Ne) 为 1．462 7，Nei’s 基因多样性指数( He) 为 0．281 5，

Shannon’s 多样性信息指数( Ho) 为 0．433 7; 在居群水平上，PPL = 43．44%，Ne = 1．298 1，He = 0．170 4，Ho =
0．249 9。基于 Nei’s 遗传多样性分析可得出，居群间的遗传分化系数( Gst) 为 0．397 5，表明居群内的遗传变异

为 60．25%，居群间的遗传变异为 39．75%，这说明居群间的遗传分化要低于居群内的遗传分化。根据遗传多样

性分析和聚类结果，应在大叶千金拔遗传多样性较高的勐腊易武( MY) 、丘北( QB) 和宁洱( NE) 地区，设立保

护点对其进行就地保护。
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Analysis of genetic diversity of Flemingia macrophylla
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Abstract: The genetic diversity of 135 individuals collected from 7 wild populations of Flemingia macrophylla was esti-
mated using ISSＲ method． An high level of genetic diversity was detected in wild populations of F． macrophylla from
South Yunnan Province． At species level，the percentage of polymorphic loci PPL = 94．85%，effective number of alleles
Ne = 1．462 7，Nei’s gene diversity He = 0．281 5，and Shannon’s information index Ho = 0．433 7; at population lev-
el，PPL = 43．44%，Ne = 1．298 1，Nei’s gene diversity He = 0．170 4，and Shannon’s in formation index Ho =
0．249 9． The level of genetic differentiation ( 39． 75%) among populations is lower than that within populations
( 60．25%) ． Based on the results，we suggest that the protected areas of F． macrophylla should be build in MY，QB and
NE because of the high level of genetic diversity．
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大 叶 千 斤 拔 ( Flemingia macrophylla ) 属 豆 科

( Leguminosae) 千金拔属( Flemingia Ｒoxb．) ，分布于

印度、孟加拉、缅甸、老挝、越南、柬埔寨、马来西亚和

印度尼西亚等亚洲热带和亚热带地区。在中国主要

分布于云南、广西、贵州、广东、台湾、海南和四川，其

中以云南的资源最为丰富( 韦裕宗，1991) 。大叶千

斤拔常生长于海拔 260 ～ 1 800 m 的草地和灌木丛，

其根部具有祛风除湿、舒筋活络、强筋壮骨及消炎止

痛等功效，是妇科千金片、金鸡胶囊、复方挫伤灵和

活络 止 痛 丸 等 中 成 药 的 主 要 原 料 ( 张 丽 霞 等，

2007) 。大叶千金拔种子、叶片及嫩枝可作为畜禽

的优质蛋白饲料，是优良的牧草资源( 赵茜，2002) 。
此外，由于大叶千金拔具有较强的固氮作用，还可以

用来改良土壤( 吕福基等，1991) 。近年随着对大叶

千金拔需求的加大，以及大量荒山和坡地被开垦，野

生的大叶千金拔资源日趋减少，因此对其遗传资源

的研究及保护工作已十分必要。
ISSＲ( Inter-Simple Sequence Ｒepeat ) 作为一种

分子标记方法，由于其技术简单方便、费用低、通用

性好，在植物的遗传多样性研究中被广泛使用 ( 向

振勇等，2007; Wang et al，2012; Liu et al，2013) 。张

忠廉等( 2011) 应用 ISSＲ 技术对千斤拔属的 14 种植

物亲缘关系进行分析，表明千斤拔属植物具有丰富

的遗传多样性。千斤拔属植物的主要活性成分为黄

酮类物质，此外还含有香豆素类、萜类、挥发性油类、
脂肪酸类等物质，具有抗炎镇痛、抗病原微生物、抗
氧化、抗血栓、保护神经及脑组织等功能 ( 李莉等，

2009; 李宝强等，2009; 李昌松等，2011) 。此外，对大

叶千金拨的地理分布及种子生物学等方面也有一定

的研究( 管艳红等，2009; 管志斌等，2011) 。本研究

采用 ISSＲ 分子标记技术对云南省分布的野生大叶

千金拔居群进行研究，对其居群遗传多样性水平和

遗传结构进行分析，为科学合理地保护和利用现有

的野生大叶千金拔资源提供理论依据和技术支持。

1 材料与方法

1．1 植物材料

研究材料采自云南的澜沧、宁洱、丘北、象明、易
武、杨武和嘎洒地区 ( 图 1) ，共计 7 个居群，135 个

样本。采集过程中，对于个体数大于 20 株的居群按

照均匀分布、随机取样的原则进行采样，而对于个体

少于此数的居群进行全部个体采样，采集新鲜叶片，

记录各居群的采集地、生境、海拔、地理位置，所有样

本均在中国科学院西双版纳热带植物园进行迁地保

存( 表 1，图 1) 。
1．2 基因组 DNA 提取

采用改良后的 CTAB 法提取基因组 DNA，用

0．8%的琼脂糖凝胶电泳检测其质量，并在紫外分光

光度计( Beckman DU 800) 下检测其质量和浓度，最

后稀释标定到 10 ng·μL-1，放入－20 ℃冰箱里储存

备用。
1．3 引物筛选与 PCＲ 扩增

所用引物参照加拿大哥伦比亚大学 UBC 公司

公布的第 9 套 ISSＲ 引物序列，由生工生物工程( 上

海) 股份有限工司合成。每个居群选取 2 个模版在

20 μL 的反应体系中进行扩增筛选，从前 60 个引物

中选取 11 个扩增条带清晰、重复性好的引物( 表 2)

用于全部 7 个居群样本分析。
PCＲ 扩增反应在 Bio-Ｒad PCＲ 仪上进行，经过

比较与优化确定最佳的 ISSＲ 扩增条件为 20 μL 的

反应体系，内含 1 × Buffer，2．0 mmol·L-1 MgCl2，250
μmol·μL-1 dNTPs，0．5 μmol·μL-1引物，0．5 U Taq
DNA 聚合酶( TOYOBO) ，25 ng 模版 DNA。PCＲ 扩

增程序为 95 ℃预变性 7 min; 之后进行 35 个循环:

95 ℃变性 45 s，46 ～ 54 ℃ 退火( 退火温度随引物而

定，表 2) 45 s，72 ℃延伸 42 s; 72 ℃温育 7 min。
1．4 产物检测

PCＲ 扩增产物用 1%的琼脂糖凝胶进行电泳，

溴化乙锭染色，在 80 V 电压下电泳 30 min 左右，

Marker 用 100 bp DNA lader ( 昆明云科生物技术有

限公司) ，在凝胶成像系统( UVP ) 中观察、记录和保

存图像。
1．5 数据统计分析

对电泳图谱中同一位置上 DNA 带的有无进行

统计，有带的记为“1”，无带的记为“0”，仅记录清

晰、稳定、且长度在 300～1 500 bp 范围内的扩增带，

形成 0 /1 矩阵图输入计算机。应用 POPGENE 软件

( Yeh et al，1997) 对全部居群和各单个居群分别进

行遗 传 参 数 分 析，分 别 计 算 了 多 态 位 点 百 分 率

( PPL) 、观测等位基因数 ( Na ) 、有效等位基因 数

( Ne) 、Nei’s( 1973) 基因多样性指数( He) 、Shannon
信息指数( Ho) 、居群总基因多样性( Ht) 、居群内基

因多样 性 ( Hs ) 、居 群 间 的 遗 传 分 化 系 数 ( Gst ) 、
Nei’s( 1978) 遗传距离 ( D) 和遗传一致度 ( I) 。根

据Nei’s遗传距离，利用NTSYS-pc2．1软件进行居群
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表 1 云南野生大叶千金拔居群取样分布的采集地、生境、海拔、地理位置及采样数
Table 1 Locality，habitat，altitude，geographical location and sample size of Flemingia macrophylla populations from Yunnan

居群编号
Population code

采集地及生境
Locality and habitat

采样数
Sample size

海拔
Altitude ( m)

地理位置
Geographical location

澜沧( LC)

宁洱( NE)

丘北( QB)

勐腊象明( XM)

勐腊易武( MY)

玉溪杨武( YY)

景洪嘎洒( GS)

普洱市澜沧县城附近公路边次生林
The secondary forest in Lancang，Puer City

普洱市宁洱县黎明乡政府附近田边
The field in Liming，Ninger，Puer City

文山州邱北县城附近田边
The field in Qiubei，Wenshan City

勐腊县象明乡政府附近次生林
The secondary forest in Xiangming，Mengla，Jinghong City

勐腊县易武乡政府附近次生林
The secondary forest in Yiwu，Mengla，Jinghong City

玉溪市杨武至石屏公路旁次生林
The secondary forest between Yangwu and Shiping，Yuxi City

景洪市嘎洒镇南林乡轮歇地
The swidden land in Nanlin，Gasa，Jinghong City

17

20

20

20

18

20

20

1 200

1 500

1 600

1 150

1 300

1 500

780

23°34' N，

22°50' N，

23°51' N，

22°08' N，

21°41' N，

23°15' N，

21°30' N，

99°57' E

100°59' E

104°36' E

101°20' E

101°38' E

102°20' E

100°30' E

图 1 7 个云南野生大叶千金拔居群的
取样分布图 居群代号同表 1

Fig． 1 Locations of the 7 sampled Flemingia macrophylla
populations Population codes are the same as those in Table 1

UPGMA 聚类分析 ( Ｒohlf，2000) 。居群间的基因流

用公式 Nm = 0．5( 1－Gst) /Gst 间接推算。

2 结果与分析

2．1 物种和群体水平的遗传多样性分析

用筛选到的 11 条 ISSＲ 引物，共检测到 97 个位

点( 每条引物产生 6 ～ 11 个位点) ，其中多态性位

点9 2个。在物种水平上，多态位点百分率( PPL) 为

表 2 对大叶千金拔 7 个居群，135 株

个体进行扩增的 ISSＲ 引物
Table 2 ISSＲ primers used for generating ISSＲ markers

from 135 individuals of 7 Flemingia populations

引物
Primer

序列 ( 5'-3')
Sequence
( 5'-3')

退火温度
( ℃ )

Annealing
temperature

统计位点数
No． of
bands
scored

多态位点数
No． of

polymorphic
bands

808

810

813

814

816

818

825

828

835

855

856

( AG) 8C

( GA) 8T

( CT) 8T

( CT) 8A

( CA) 8T

( CA) 8G

( AC) 8T

( TG) 8A

( AG) 8YC

( AC) 8YT

( AC) 8 YA

53

46

48

46

46

54

46

46

53

48

48

8

9

9

6

10

10

9

8

11

10

7

7

9

9

4

10

10

9

8

10

10

6

Note: Y= ( C，T) ．

94．85%，Nei’s 基因多样性指数 ( He ) 为 0． 281 5，

Shannon 信息指数 ( Ho) 为 0．433 7 ( 表 3) 。在居群

水平上，每个位点等位 基 因 数 ( Na ) 为 1． 257 7 ～
1．628 9，平均为 1．434 4。有效等位基因数 ( Ne) 为

1．161 6～1．436 0，平均为 1．298 1。多态位点百分率

( PPL) 在 25．77% ～62．89%之间，平均为 43．44%，最

高的是勐腊易武 ( MY ) 居群，最低的是玉溪杨武

( YY) 居群。居群的 Nei’s 基因多态性指数 ( He) 在

418 广 西 植 物 36 卷



表 3 大叶千金拔居群的遗传多样性
Table 3 Genetic diversity of Flemingia populations

居群

Population

观察

等位

基因数

Na

有效

等位

基因数

Ne

Nei's
基因

多样性

He

Shannon
信息

指数

Ho

多态位点

百分率

PPL
( %)

澜沧( LC)

宁洱( NE)

丘北( QB)

勐腊象明( XM)

勐腊易武( MY)

玉溪杨武( YY)

景洪嘎洒( GS)

1．350 5

1．484 5

1．556 7

1．381 4

1．628 9

1．257 7

1．381 4

1．249 5

1．315 3

1．418 6

1．258 8

1．436 0

1．161 6

1．247 0

0．140 5

0．185 9

0．232 1

0．148 5

0．247 5

0．094 9

0．143 5

0．204 7

0．275 3

0．335 6

0．217 8

0．362 1

0．141 1

0．212 5

35．05

48．45

55．67

38．14

62．89

25．77

38．14

平均 Mean 1．434 4 1．298 1 0．170 4 0．249 9 43．44

物种水平
At species level

1．948 5 1．462 7 0．281 5 0．433 7 94．85

Note: Na． Observed number of alleles; Ne． Effective number of alleles;
He． Nei’s gene diversity; Ho． Shannon’s information index; PPL． Percentage of
polymorphic loci．

表 4 大叶千金拔居群基因多样性 Nei's( 1987) 分析
Table 4 Nei’s( 1987) analysis of gene diversity

in Flemingia populations

项目

Item

总基因

多样性

Ht

居群内

基因

多样性

Hs

基因分

化系数

Gst

基因流

Nm

平均 Mean

标准差 Standard deviation

0．282 8

0．025 5

0．170 4

0．012 1

0．397 5 0．758 0

Note: Ht． total gene diversity; Hs． gene diversity within populations; Gst． coef-
ficient of gene differentiation; Nm． gene flow．( Nm = 0．5( 1－ Gst) / Gst)

0．094 9～0．247 5 之间，平均为 0．170 4。Shannon 信

息指 数 ( Ho ) 在 0． 141 1 ～ 0． 362 1 之 间，平 均 为

0．249 9。两者大小与居群多态位点百分率的趋势

基本一致( 表 3) ，由高到低依次为勐腊易武( MY) ＞
丘北( QB) ＞ 宁洱( NE) ＞ 勐腊象明( XM) ＞ 景洪嘎

洒镇南林山( GS) ＞ 澜沧( LC) ＞ 玉溪杨武( YY) 。各

居群间均有遗传多样性差异。其中勐腊易武( MY)

居群的遗传多样性水平最高，PPL = 62．89%，Ne =
1．436 0，He = 0．247 5，Ho = 0．362 1; 玉溪杨武居

群的遗 传 多 样 性 水 平 最 低，PPL = 25． 77，Ne =
1．161 6，He = 0．094 9，Ho = 0．141 1。
2．2 居群间遗传分化程度的比较

大叶千金拔各居群间存在着一定的遗传分化

( 表 4 ) 。7 个 自 然 居 群 总 的 遗 传 多 样 性 Ht =
0．282 8，其中居群内遗传多样性 Hs = 0．170 4，居群

间的基因多样度( Dst = Ht－Hs) 为 0．112 4，Nei’s 基

因分化系数 Gst = 0．397 5，表明有 39．75%的遗传变

异存在于居群间，有 60．25%的遗传变异存在于居群

内，居群内的遗传分化大于居群间的分化。居群间

基因流( Nm = 0．5( 1－Gst) /Gst) 为 0．758 0。
2．3 聚类分析

大叶千金拔 7 个居群间的 Nei’s 遗传一致度 I
值的变化范围为 0．783 2 ～ 0．904 1，遗传距离 D 值

的变化范围为 0．100 8 ～ 0．244 4 ( 表 5) 。UPGMA
法聚类分析表明，景洪嘎洒( GS) 和玉溪杨武( YY)

居群的遗传一致度最高 ( 0．904 1) ，遗传距离最近

( 0．100 8) ，因此，在图中这两个居群首先聚在一起;

而景洪嘎洒( GS) 与澜沧( LC) 居群的遗传一致度最

低( 0．783 2) ，遗传距离最远( 0．244 4) ，在图中的距

离也最远( 图 2) 。

3 讨论

3．1 大叶千斤拔的遗传多样性

本研究利用 11 条 ISSＲ 引物从大叶千斤拔 7 个

居群的 135 个样品中共检测到 97 个位点，其中 92
个是多态性位点。在物种水平上，Nei’s 基因多样

性指数( He) 为 0．281 5，高于双子叶植物的平均值

( He = 0． 191 ) ( Nybom ＆ Bartish，2004; Nybom，

2000) ，表现出较高的遗传多样性，但在居群平均水

平上 He 为 0．179 4，相对较低。物种水平上的遗传

多样性较高，可能是由于大叶千斤拔分布于物种多

样性丰富的热带和亚热带地区，生境差别较大，有利

于多样性的形成。广布种比狭布种分布的物种具有

更高的遗传多样性，物种分布的地理范围与遗传多

样性紧密相关，物种分布越广泛，其遗传多样性越丰

富( Hamrick et al，1991; Hamrick ＆ Godt，1989) 。本

文云南野生大叶千斤拔的 PPL = 94． 85%，Na =
1．948 5，He = 0．281 5，Gst = 0．397 5，大叶千斤拔的

多态位点百分率( PPL) ，基因多样性指数( He) 及遗

传分化系数( Gst) 均明显偏高，说明大叶千斤拔具有

较高的遗传多样性，这可能与大叶千斤拔是多年生

植物，花期长，异花传粉的习性，有利于基因间的交

流有关。在大叶千斤拔各居群中，勐腊易武 ( MY)

居群的遗传多样性最高，多态性位点百分率 PPL 为

62．89%，He 为 0．247 5，推测该居群是云南南部大叶
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表 5 大叶千金拔 7 个居群间的 Nei's( 1978) 遗传一致度 ( I) 和遗传距离 ( D)
Table 5 Nei’s( 1978) genetic identity and genetic distance of 7 Flemingia populations

澜 沧
( LC)

宁 洱
( NE)

丘 北
( QB)

勐腊象明
( XM)

勐腊易武
( MY)

玉溪杨武
( YY)

景洪嘎洒
( GS)

澜沧( LC) ＊＊＊＊ 0．844 4 0．842 6 0．815 9 0．813 1 0．843 5 0．783 2

宁洱( NE) 0．1691 ＊＊＊＊ 0．880 6 0．829 6 0．790 4 0．844 3 0．826 1

丘北( QB) 0．171 2 0．127 2 ＊＊＊＊ 0．869 9 0．881 0 0．883 8 0．809 6

勐腊象明( XM) 0．203 4 0．186 8 0．139 4 ＊＊＊＊ 0．888 9 0．888 2 0．857 2

勐腊易武( MY) 0．206 9 0．235 2 0．126 7 0．117 8 ＊＊＊＊ 0．879 2 0．820 6

玉溪杨武( YY) 0．170 2 0．169 3 0．123 5 0．118 6 0．128 8 ＊＊＊＊ 0．904 1

景洪嘎洒( GS) 0．244 4 0．191 0 0．211 2 0．154 0 0．197 8 0．100 8 ＊＊＊＊

注: Nei’s 遗传一致度 ( 对角线上) 和遗传距离 ( 对角线下) 。
Note: Nei’s genetic identity ( above diagonal) and genetic distance ( below diagonal) ．

图 2 大叶千斤拔居群间的 Nei’s 遗传
一致度 UPGMA 聚类图

Fig． 2 UPGMA dendrogram for 7 Flemingia
populations based on Nei’s genetic identity

千斤拔较早的分布中心。象明和易武都属勐腊地

区，但象明居群( XM) 的多态位点百分率 PPL 仅为

38．14%，He 仅为 0．148 5，产生这么大差异的原因可

能是由于云南特殊的地理位置，复杂的山川所致。
3．2 大叶千斤拔的遗传结构

大叶千斤拔的遗传变异分析结果表明，居群内

的 遗 传 变 异 ( 60． 25%) 大 于 居 群 间 的 变 异

( 39．75%) ，遗传变异主要发生在居群内，推断可能

在居群内存在一定的基因交流障碍，由于海拔、降雨

量和地理环境等因素的影响。因此，在进行大叶千

斤拔的就地或迁地保护时，应注意考虑同一居群内

的不同种质资源。大叶千斤拔居群间的基因流 Nm
为 0．758 0 ＜ 1，显示居群间也存在着一定的基因交

流障碍，这很可能由于云南的地理环境和气候条件

形成。大叶千斤拔的聚类分析表明 ( 图 2) ，7 个大

叶千斤拔居群大致可以分为两大支，即澜沧、宁洱、
丘北为一支; 玉溪杨武、为一支。地理距离较远的居

群，如丘北与澜沧和宁洱，玉溪杨武与象明、勐腊易

武和景洪嘎洒，在亲缘关系上却较近，可能与云南地

区的特殊地理环境和气候条件有或人为因素有关。
象明和易武居群在地理距离和亲缘关系都较近，建

议在进行种质资源收集时，可作为一个地点进行样

品采集。
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