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摘要：【目的】从分子水平研究嵩草品种资源之间的遗传多样性，为综合评价青藏高原嵩草种质资源提供依

据。【方法】用筛选出的 4对 E+3/M+3 引物对 11 份嵩草基因组 DNA 进行 AFLP 扩增。【结果】共得到 164 条清晰可

辨条带，多态性条带 154 条，多态性位点百分率为 93.96 %，嵩草平均 Nei’s 基因多样性指数为 0.2430，Shannon’

s 多样性指数为 0.4012，表明嵩草种质间存在丰富的遗传多样性。通过 UPGMA 聚类分析，将 11 个嵩草居群划分

为 5 类。【结论】嵩草的 11 个自然居群存在丰富遗传多样性，嵩草居群的遗传相似系数与海拔之间没有相关性，

嵩草居群的生境的异质性影响遗传分化。 
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Abstract:【Objective】This work analyzed the genetic diversity of Kobresia accessions, in the molecular level, and further 
obtained the helpful information for breeding and germplasm evaluation.【Method】Genomic DNA of Kobresia was amplified with 
four E+3 and M+3 primer combinations with AFLP.【Result】AFLP analysis produced 164 score able bands, among them 154 
(93.96%) were polymorphic. The mean Nei’s gene diversity index (H) was 0.2430, the Shannon’s information index (I) was 0.4012, 
indicating that genetic diversity of Kobresia is abundant. The number of 11 Kobresia accessions from Tibetan Plateau can be 
classified into five groups with cluster analysis based on the UPGMA method.【Conclusion】In general, there is an abundant genetic 
diversity among Kobresia accessions resources, and the genetic coefficient is unrelated to their geographic latitude. Natural habitats 
influenc genetic differentiation of Kobresia. 
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0  引言 

【研究意义】嵩草属（Kobresia Willd.）植物属莎

草科中的苔草亚科，是多年生草本植物，多数是高寒

草甸的建群种，它们具有草质柔软、营养丰富等特点，

为各类家畜所喜食，是青藏高原控制水土流失，保持

生态平衡的重要植物种类[1]。嵩草属植物作为高寒草

甸主要的建群种，其研究对促进西藏高寒草地生态建

设、改良天然草地、建立人工草地和发展草地畜牧业

具有极其重要的科学研究和生产价值。【前人研究进

展】AFLP 自其问世以来，该方法已被广泛应用于生

物多样性研究[4,5]、图谱构建[6,7]、品种鉴定[8,9]、基因

定位分离[10,11]、杂种优势预测[12]和分子标记辅助选择

育种[13]等多方面的研究，在多种植物如野生鸭茅、羽

扇豆、烟草、羊草、玉米等[14~18]的研究中已取得很大

进展，但在蒿草属植物研究中鲜见应用。【本研究切



9 期              郑红梅等：青藏高原 7 种嵩草遗传多样性 AFLP 研究 2821 

入点】嵩草种质资源的分子标记目前虽做了一些初步

研究，但仅限于 RAPD 分析[2,3]，未见有关嵩草 AFLP
（amplified fragment length polymorphism）分析的报

道。【拟解决的关键问题】本试验采用 AFLP 分子标

记技术对 11 份青藏高原嵩草的基因组 DNA 进行多态

性扩增，旨在从分子水平对不同产地嵩草资源进行遗

传多样性分析，为综合评价我国青藏高原嵩草种质资

源提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

2006 年 9 月在西藏自治区那曲、当雄、浪卡子等

地的天然草场采收成熟嵩草种子。10 月在陕西省农业

分子生物学重点实验室进行种子萌发，取萌发幼嫩叶

片作为试验材料，每个群体取 30 株。 
1.2  试验方法 

嵩草植物基因组 DNA 的提取采用 CTAB 法[19]。

AFLP 流程参照 Vos 等的方法[20]，并参考他人在其它

作物上的反应程序[21]进行优化。变性聚丙烯凝胶电泳 

分离扩增产物，银染法检测[22]。 
1.3  数据统计及分析方法 

1.3.1  数据统计方法  AFLP 同一引物扩增产物中电 
泳迁移率一致的条带被认为具有同源性，按照相同迁

移位置上有扩增条带记为“1”、无带为“0”的方法

记录电泳谱带，仅清晰、可重复的并且长度在 100～
500 bp 范围内的 AFLP 扩增带才被记录。 
1.3.2  分 析 方 法   根 据 表 征 矩 阵 利 用

POPGENE1.31[23]软件统计扩增产物的条带总数和多

态带数量，计算多态带所占比率（P）和单位引物多

态条数，Nei’s 基因多样性（H）和 Shannon 信息多

样性指数（I）。根据基因频率矩阵，利用 POPGENE
软件计算总的遗传多样性（Ht），各居群基因多样度

（Hs）、基因分化系数（Gst）和基因流（Nm）。利

用 NTSYS-pc2.10[24]软件计算遗传距离，应用 UPGMA
（ unweighted pair group method using arithmetic 
averages）方法聚类，并用 EIGEN 方法进行主坐标分

析；根据遗传相似性系数矩阵和地理距离矩阵，用

Mantel test 检验两者的相关性。 
 
表 1  不同嵩草居群所在生境的自然概况 

Table 1  The environmental data for the different accessions of Kobresia 
种名 
Species 

编号 
Code 

采集地点 
Origion 

海拔 
Altitude (m) 

经纬度 
Latitude and longitude 

生境 
Habitat 

喜马拉雅嵩草 K. royleana (N.) B. 
大花嵩草 K. macrentha Boeck. 
藏北嵩草 K. littledalei C. B. Clarke 
喜马拉雅嵩草 K. royleana (N.) B 
短轴嵩草 K. prattii C. B. Clarke 
线叶嵩草 K. caillifolia Decne 
藏北嵩草 K. littledalei C. B. Clarke 
藏北嵩草 K. littledalei C. B. Clarke 
矮生嵩草 K. humilis C.A.Mey 
矮生嵩草 K. humilis C.A.Mey 
高山嵩草 K. pygmaea C.B. 

C1 
C2 
C3 
C4 
C5 
C6 
C7 
C8 
C9 
C10 
C11 

浪卡子 Langkazi 
浪卡子 Langkazi 
浪卡子 Langkazi 
那曲 Naqu 
当雄 Dangxiong 
当雄 Dangxiong 
那曲 Naqu 
当雄 Dangxiong 
那曲 Naqu 
当雄 Dangxiong 
那曲 Naqu 

4455 
4455 
4455 
4456 
4278 
4278 
4456 
4278 
4456 
4278 
4456 

28°59′11N 90°26′04E 
28°59′11N 90°26′04E 
28°59′11N 90°26′04E 
31°26′34N 92°16′32E 
30°29′35N 91°05′58E 
30°29′35N 91°05′58E 
31°26′34N 92°16′32E 
30°29′35N 91°05′58E 
31°26′34N 92°16′32E 
30°29′35N 91°05′58E 
31°26′34N 92°16′32E 

高寒草原 Alpine steppe 
高寒草甸 Alpine meadow 
高寒草甸 Alpine meadow 
高寒草原 Alpine steppe 
高寒草原 Alpine steppe 
高寒草甸 Alpine meadow 
沼泽化草甸 Marshy meadow
沼泽化草甸 Marshy meadow
高寒草原 Alpine steppe 
高寒草原 Alpine steppe 
高寒草甸 Alpine meadow 

 

2  结果与分析 

2.1  嵩草的遗传多样性 

不同引物所揭示的遗传多样性差异很大，所以选

择合适的引物组合对全面揭示嵩草属种质资源的遗传

多样性是非常重要的。本试验对嵩草进行 AFLP 分析，

通过对 20 对 E+3/M+3 引物组合的筛选，选出 4 对扩

增多态性较高，且带形清晰的引物组合（图 1）。根

据数据分析原则对扩增谱带进行统计，扩增带数最多

的是引物 E-ACC+M-CAG，为 47 条，带数最少的是

引物 E-ACA+M-CTG，为 33 条；多态性检出率最高

的也是引物 E-ACA+M-CTG，获得 32 个多态性位点，

多态率达96.97%，多态性检出率最低的是引物E-ACC+ 
M-CAA，为 87.8%。对 11 份嵩草基因组 DNA 进行

AFLP 扩增，共得到 164 条清晰可辨条带，多态性条

带 154 条，多态性位点百分率为 93.96%，平均每对引  
物扩增出 41 条带，其中 38.5 条具有多态性（表 2）。  

嵩草在居群水平  Nei’s 基因多样性指数为 
0.2430，Shannon’s 多样性指数为 0.4012，表现出丰

富的遗传多样性。同一引物组合所检测不同位点的遗

传多样性程度存在较大的差异。E-ACC+M-CAG、

E-ACA+M-CAG、E-ACA+M-CTG、E-ACC+M-CAA 引 
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图 1  11 个嵩草居群的 AFLP 指纹图谱 

Fig. 1  AFLP fingerprint of 11 Kobresia accessions 

 
物组合所检测位点的有效等位基因数的范围为

1.2393～1.2838；基因多样度的变异范围为 0.1586～
0.1894；Shannon 信息指数的变异范围为 0.2614～
0.3176（表 3）。从上述几个指标来看，嵩草种质间 
AFLP 变异大、多态性高，存在丰富的遗传多样性。 
2.2  嵩草种质资源的遗传距离及聚类分析 

用 NTSYS-pc2.10 得到种质间的 Dice 遗传相似系 

表 2  嵩草的 AFLP 扩增结果 

Table 2  AFLP amplified result of Kobresia accessions 

引物 
Primers 

总位点 
Total loci 

多态位点数 
Polymorphic loci 

多态位点比率(%)
Proportion of  
Polymorphic loci 

E-ACC+M-CAG 
EACA+M-CAG 
E-ACA+M-CTG 
E-ACC+M-CAA 
合计 Total 
平均 Average 

47 
43 
33 
41 

164 
41 

45 
41 
32 
36 

154 
38.5 

95.74 
95.34 
96.97 
87.8 

 
93.96 

 

数（GS），计算 11 份材料间的遗传距离 GD（1-GS），

变化范围为 0.1159～0.4390，平均值为 0.2774。其中

遗传距离最大的是来自 C1 与 C10，遗传距离最小的

是来自 C3 和 C4。11 个嵩草两两居群间的遗传一致度

（I）范围为 0.56098～0.88415（表 4）。 
根据聚类分析图（图 2），当取截集水平 0.74 时，

可以将 11 个种群分为 5 大类群。当取截集水平 0.74
时，C6、C9、C10、C11 的亲缘关系较近，聚为一类；

C7、C8 的种群亲缘关系较近，C3、C4、C5 也与此较

近共同聚为一类；C2 种群单独聚为一类；C1 单独聚

为一类。 
 

表 3  嵩草遗传多样性各度量指标的平均值 

Table 3  Estimates of genetic diversity among Kobresia (Mean ±SD ) 
引物组合 
Primer combinations 

有效等位基因数(Ne) 
Effective number of alleles 

基因多样(H) 
Nei’s gene diversity 

信息指数 (I) 
Shannon’s information index 

E-ACC+M-CAG 
E-ACA+M-CAG 
E-ACA+M-CTG 
E-ACC+M-CAA 

1.2838±0.2883 
1.2781±0.2770 
1.2393±0.2735 
1.2439±0.3028 

0.1894±0.1456 
0.1871±0.1457 
0.1602±0.1553 
0.1586±0.1595 

0.3176±0.1892 
0.3122±0.1958 
0.2614±0.2274 
0.2622±0.2222 

 

表 4  嵩草居群的遗传相似系数 

Table 4  Coefficient in the accessions of Kobresia 

ID C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 

C1 1.0000 0.7621 0.7621 0.7683 0.7256 0.6890 0.7195 0.7195 0.7134 0.6280 0.6402 

C2 0.2379 1.0000 0.7561 0.7012 0.6829 0.6707 0.6768 0.6768 0.7073 0.5854 0.5610 

C3 0.2379 0.2439 1.0000 0.8110 0.7683 0.7927 0.6768 0.7012 0.7073 0.6585 0.6220 

C4 0.2317 0.2988 0.1890 1.0000 0.8598 0.7622 0.7439 0.7805 0.7866 0.6768 0.6524 

C5 0.2744 0.3171 0.2317 0.1402 1.0000 0.6951 0.7744 0.7622 0.7927 0.6951 0.6463 

C6 0.3110 0.3293 0.2073 0.2378 0.3049 1.0000 0.6402 0.6280 0.6341 0.5976 0.5732 

C7 0.2805 0.3232 0.3232 0.2561 0.2256 0.3598 1.0000 0.8171 0.7866 0.7012 0.5915 

C8 0.2805 0.3232 0.2988 0.2195 0.2378 0.3720 0.1829 1.0000 0.8841 0.7134 0.6037 

C9 0.2866 0.2927 0.2927 0.2134 0.2073 0.3659 0.2134 0.1159 1.0000 0.7195 0.6585 

C10 0.3720 0.4146 0.3415 0.3232 0.3049 0.4024 0.2988 0.2866 0.2805 1.0000 0.6098 

C11 0.3598 0.4390 0.3780 0.3475 0.3536 0.4268 0.4085 0.3963 0.3415 0.3902 1.000 

对角线下为遗传距离；对角线上为遗传相似系数 
Nei’s genetic identity (above diagonal); genetic distance (below diagonal) 
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图 2  AFLP 分析嵩草的 11 个居群材料聚类图 

Fig. 2  The dendrogram generated by AFLP data using 

UPGMA method among 11 Kobresia accesions 

 
应用主坐标排序得到 11 份嵩草居群遗传变异的

二维排序图（图 3），其为样品的进一步压缩提供了

重要的遗传信息。由图 3 分析将 10 个品种分为 4 类，

其中一类主要为 C6、C9、C8、C10、C11，C3、C4、
C5、C7 为第二类，C1、C2 各为一类。各种质在二维

图中的分布基本与 UPGMA 分类基本吻合。 
 

 
 

图 3  11 个嵩草居群主坐标排序二维图 

Fig. 3  A two-dimensional PCO plot of 11 Kobresia accessions 

 

2.3  嵩草的遗传结构 

用 POPGENE 软件在假设遗传平衡时，计算出嵩

草居群内遗传多样性为 0.223；总的遗传多样性为

0.2430；根据总的遗传多样性和居群内遗传多样性计

算不同居群间的遗传分化水平，基因分化系数为

0.0932，即表明总的遗传变异中只有 9.32%的变异存

在居群间。种群每代迁移数是测定基因流的一种方法，

用于反映各居群间，居群内的遗传分化程度。基因流

估计值平均为 4.8639，所以可以认为居群之间的基因

流很大。 
2.4  影响不同居群遗传相似系数的海拔因素分析 

采用 Mantel 检验（Mantel，1967），对嵩草不同

居群遗传相似系数和海拔关系进一步分析 r =0.75363，
P=1.0000＞0.05，说明各居群的遗传相似系数与海拔

之间没有相关性（图 4）。 
 

 
 

图 4  嵩草居群遗传相似系数和海拔间隔的关系 

Fig. 4  Relationship between coefficient and elevation interval 

among accessions of Kobresia 

 

3  讨论 

3.1  AFLP 在嵩草材料遗传多样性研究中的高效性 

AFLP 能比较全面地揭示种质资源的遗传特征，

而且稳定性好、重复性强，非常适用于亲缘关系较近

的材料的遗传多样性研究。本研究首次采用 AFLP 技

术对 11 个嵩草居群进行标记分析，用 4 对引物组合，

检测出 164 个多态性谱带，平均每对引物扩增出 38.5
条多态性带，远高于李巧峡等 [3]、赵庆芳等 [4]利用

RAPD 标记得到的每个引物扩增出 9.9 和 12 条多态性

水平，由此可见 AFLP 在嵩草材料的多态性比 RAPD
丰富得多，进行嵩草种质检测的效率非常高。AFLP



2824                中  国  农  业  科  学    41 卷 

可以清晰地探测到嵩草 DNA 特异性扩增片段丰富的

多态性，很好地反映出参试材料间的遗传差异，可以

用于嵩草内资源材料的正确识别，以及种内详细分类。

多态位点百分率、各种群间遗传相似性和聚类分析的

结果都表明，嵩草的 11 个自然居群丰富的遗传多样

性，表明 AFLP 技术在嵩草资源遗传多样性分析中的

高效性。 
3.2  遗传结构分析 

本试验所选 11 个嵩草居群分布在浪卡子、那曲、

当雄，其分布有一定程度的不连续性，各个种群所处

生境变化较大，使得各个自然居群内出现了一定的遗

传分化。嵩草以根茎无性繁殖为主，同时风媒异交具

有一定的有性繁殖力，这种特殊的生活史特性使不同

种群间存在一定的基因流。根据种群间遗传分化系数

Gst 计算种群每代迁移数目 Nm 为 4.8639，可防止由

遗传漂变引起的嵩草种群间的遗传分化。洪锐民等[25]

认为具有克隆的种群补充籽苗、克隆植物并不比非克

隆植物可遗传变异少，具有克隆繁殖的克隆植物种群

通常在种群内和种群间能保持相当大的变异，环境异

质性可能在构建克隆植物种群变异中起着重要作用。

由此推断嵩草居群的遗传分化取决于其生境的异质

性，是其对生态环境长期适应的结果。 
3.3  群体间的遗传相似度及聚类分析 

遗传变异和地理环境之间的关系一直是植物种群

遗传学研究中普遍关注的问题。本文根据遗传一致度 
F计算得到的遗传距离D对11个嵩草种群进行了聚类

分析。聚类结果显示，当取截集水平 0.74 时，C6、
C9、C10、C11 的亲缘关系较近, 聚为一类；C7、C8
的种群亲缘关系较近，C3、C4、C5 也与此较近共同

聚为一类；C2 种群单独聚为一类；C1 单独聚为一类。

而从地理距离来看，C1、C2、C3 同在浪卡子采样，

C6、C5、C8、C10 在当雄，C4、C7、C9、C11 在那

曲； 也就是说，在一定空间尺度内居群间的遗传相似

系数与地理距离关系不大。由图 2 可以看出，11 个嵩

草种群聚类有一定的随机性，属于同一种的居群几乎

能聚类在一起，但也出现交叉现象，说明嵩草的遗传

分化并非由单一因子影响，而可能是多个因子综合作

用的结果。本研究中居群的遗传相似系数与海拔之间

也没有相关性，这可能与取样点海拔梯度差异不明显

有关。 

4  结论 

4.1  筛选出的 4 对 E+3/M+3 多态性和重复性较高的 

引物对 11 份嵩草基因组 DNA 进行 AFLP 扩增，共得

到 164 条清晰可辨条带，多态性条带 154 条，多态性

位点百分率为 93.96%，AFLP 在嵩草材料遗传多样性

研究中具有高效性。 
4.2  通过 UPGMA 聚类分析，将 11 份嵩草居群划分

为 5 类，各居群的遗传相似系数与海拔之间没有相关

性。 
 

致谢：感谢边巴卓玛和苗彦军在采样过程中给予的帮

助。 
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