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摘要:采用 ESTＧSSR分子标记对来自四川、西藏、青海的２４份中华羊茅(Festucasinensis)进行了遗传多样性和亲缘关

系的研究.研究结果表明,筛选的１７条引物共检测到１０２个位点,多态性位点每条引物５~８个;平均多态性位点６
个,平均多态性位点百分率(PPB)９３％;遗传距离变幅范围０．１８８~０．６７５,平均值０．４８６,多态性信息含量指数 PIC值在

０．２４０~０．４７０变化,平均值为０．３８１,这揭示了供试的中华羊茅种质资源具有较为丰富的遗传多样性.聚类分析和主成

分分析结果表明,供试材料间亲缘关系与其地理来源等相关性较低,其中IＧ２Ｇ２３Ｇ７和IＧ１４Ｇ１Ｇ１野生材料表现出了独特

的遗传特性,与其他供试材料间均具有较远的亲缘关系.通过地理海拔的分析,发现分布于中度海拔(３０００－３５００
m)的中华羊茅种质具有最高的 Nei’s基因多样性(０．３０４３)和香农多样性(０．４６２２),遗传变异较高.本研究结果为青

藏高原中华羊茅种质资源的保护和利用提供了重要的参考.
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EvaluatingthegeneticdiversityofFestucasinensisgermplasmresourcesinthe
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Abstract:Inthisstudy,ESTＧSSRmarkerswereusedtostudythegeneticdiversityandgeneticrelationshipof
２４FestucasinensisgermplasmsfromSichuan,TibetandQinghai．Therewere１０２locidetectedfrom１７primＧ
ersand５~８lociperpolymorphiclocus．Themeannumberofpolymorphiclociwas６andthemeanpercentage
ofpolymorphiclociwas９３％．Therangeofgeneticsimilaritieswas０．１８８~０．６７５,withanaverageof０．４８６,and
polymorphisminformationcontentwas０．３８１,rangingfrom０．２４０to０．４７０,whichalsorevealedthatthegenetic
resourcesofF．sinensiswererichingeneticdiversity．TheresultsofclusteranalysisandprincipalcomponentaＧ
nalysisshowedthattheassociationbetweenthegeneticrelationshipsandgeographicaloriginwaslow．Among
them,theIＧ２Ｇ２３Ｇ７andIＧ１４Ｇ１Ｇ１showedgeneticspecificity．Thetestmaterialswerehighlydissimilarbetweenthe
２４F．sinensisgermplasms．AnalysisofgeographicalelevationsrevealedthattheF．sinensisgermplasmswith
mediumaltitude(３０００－３５００m)displayedthehighestNei’sgenediversity(０．３０４３)andShannon’sdiversiＧ
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　　中华羊茅(Festucasinensis)是禾本科羊茅属多年

生草本植物,是中国西北、华北、东北和青藏高原等地

常见的野生牧草,常生于海拔２６００~４８００m 的高山

草甸、山坡草地、灌丛、林下等地.中华羊茅作为高寒

牧区草地生产建设的优良牧草,具有营养价值高、适口

性好、再生性和抗逆性强等特点.茎秆柔软,马、牛、羊
都比较喜食,其中在夏、秋、春三季是各类牲畜的主要

牧草,易增膘长肉.同时,中华羊茅适应性广,耐寒性

和刈割能力强,是高寒牧区草地建设、退牧还草和生态

治理工程中最适宜的优良牧草品种之一,也是我国青

藏高原地区代表性的优良牧草之一[１Ｇ３].因此,开展中

华羊茅种质资源及其适应性的研究对我国高寒牧区畜

牧业的发展以及生态恢复建设具有重要意义

目前对中华羊茅的研究多集中在栽培草地建设、
抗逆性及内生真菌等方面[４Ｇ７],但关于其种质资源遗传

多样性方面的研究还未见报道.王康英[４]发现,在３
种钠盐(NaCl、NaHCO３、Na２CO３)胁迫下中华羊茅种

子的发芽率、发芽势、发芽指数和活力指数均随着盐浓

度的升高而降低.汪建军等[５]对温度和PEG处理对

中华羊茅种子萌发的影响进行系统的分析,表明低浓

度(－０．２MPa)的 PEG 溶液对中华羊茅种子活力具

有促进作用,高浓度(－０．８MPa)的PEG溶液则对其

种子活力有抑制作用.
目前分子标记技术已被广泛用于羊茅属物种的遗

传育种研究,特别是在高羊茅等代表性物种上的相关

研究较多[８Ｇ１１].其中SSR标记应用最为广泛,其具有

重复性好,结果可靠性高,操作简单;多态性丰富且标

记数量多等特点.在植物遗传育种研究中作为一种主

要的分子标记技术已广泛应用于遗传图谱的构建、遗
传多样性分析和系统学研究[１２].本研究采用 ESTＧ
SSR分子标记技术对来自青藏高原地区的２４个中华

羊茅种质资源进行遗传多样性的评价分析,旨在为中

华羊茅野生种质的鉴定、保护及利用提供理论依据.

１　材料与方法

１．１　供试材料

２４份中华羊茅样品分别采集自四川、西藏和青海

等青藏高原地区(表１),其中２３份为野生种质资源,１

份为登记品种.供试材料种子于２０１６年１２月播种于

花盆中,放置在人工气候培养箱内,待其生长到３~４
片叶时取样.

１．２　DNA提取

每份中华羊茅材料选取１０~１５个单株的叶片混

合,采用植物基因组DNA提取试剂盒(DP３０５,由天根

生化科技有限公司提供)提取样品的 DNA,采用１％
的琼脂糖凝胶电泳和超微量分光光度计 (NANOＧ
DROPLITE)检测DNA样品的纯度和浓度.

１．３　引物筛选

选用６５对羊茅属高羊茅的基因组SSR分子标记

的引物进行扩增分析[１３].选择形态差异大、海拔高差

大的４份中华羊茅材料,提取DNA,利用６５对高羊茅

SSR引物进行PCR扩增.选用多态性好、条带清晰的

引物,对全部２４份中华羊茅材料进行分析.

１．４　PCR扩增

SSR 反应体系(２０μL):模板DNA２μL(２０ng),

SSR引物２μL,２×EsTaqMasterMix(Dye)１０μL,
加ddH２O６μL.扩增反应在JY９６６ThermalCycler
型PCR循环仪上进行.反应程序为:９４ ℃预变性 ５
min;９４℃变性３０s,６４℃退火３０s,７２℃ 延伸５０s,

２５个循环;７２℃ 延伸１０min,４℃保存.扩增产物在

６％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离１１０min,电泳结束后进

行银染并用数码相机照相保存.

１．５　数据统计与分析

根据PCR扩增产物的电泳结果,在相同迁移位置

上,将稳定、清晰的条带记为１,无带或不易分辨的弱

带记为０,获得原始数据矩阵.统计其每对引物总扩

增条带和多态位点、多态位点百分比(percentofpolyＧ
morphismbands,PPB)和多态性信息含量(polymorＧ
phicinformationcontent,PIC).在 NTSYS 软件计

算供试材料间的 Dice遗传相似系数,并基于 Dice遗

传相似系数进行 UPGMA 聚类分析和主成分分析

(principalcomponentanalysis,PCA)[１４].采用 GeＧ
nAlEx６．５计算供试材料地理距离、海拔与遗传距离

的 Mantel相关性分析[１５].采用 POPGENE１．３１计

算不同海拔类群的 Nei’s基因多样性和香农指数

(ShannonＧWienerindex)[１６].

６９６１
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表１　中华羊茅材料信息

Table１　DataconcerningFestucasinensis

序号

No．

编号

MaterialNo．

来源地

Origin

海拔

Elevation/m

　经度

　Longitude(E)
　纬度

　Latitude(N)

１ ０９Ｇ０９９
青海平安县古城

GuchengTownship,Ping’anCounty,Qinghai
３０６０ １０１°５８′８４６″ ３６°１７′０５９″

２ 青海 Qinghai
青海格尔木市(国审品种)

GolmudCity,Qinghai
３５００ ９４°３３′０２″ ３６°１５′０３６″

３ ０９Ｇ１４１
青海平安县石灰窑乡

ShihuiyaoTownship,Ping’anCounty,Qinghai
２９２２ １０１°５１′０８０″ ３６°１９′９３５″

４ ０９Ｇ１２４
青海平安县三合镇

SanheTown,Ping’anCounty,Qinghai
２７４１ １０１°５７′４３７″ ３６°２０′０４７″

５ １０Ｇ２２
青海德令哈市柯鱼柯镇

KeyukezhenTown,DelinghaCity,Qinghai
２９１２ ９７°９９′０４４″ ３７°１７′１３８″

６ IＧ２Ｇ２３Ｇ３
西藏那曲县罗玛镇

LuomaTown,NaquCity,Tibet
４５４２ ９１°５３′５８０″ ３１°２０′０３９″

７ ０９Ｇ０３２
青海平安县三合镇

SanheTown,Ping’anCounty,Qinghai
２５８９ １０１°５７′２３４″ ３６°２１′６４１″

８ １４Ｇ９９
四川红原县江蓉乡

JiangrongTownship,HongyuanCounty,Sichuan
３５７０ １０２°２１′０６９″ ３２°３０′４７４″

９ ０９Ｇ２６１
西藏墨竹工卡县扎西岗

Zhaxigang,MaizhokunggarCounty,Tibet
４００３ ９１°５４′７８２″ ２９°４４′６９２″

１０ １０Ｇ１１６
青海德令哈市柯鱼柯镇

KeyukezhenTown,DelinghaCity,Qinghai
２９１２ ９７°９９′０４４″ ３７°１７′１３８″

１１ IＧ２Ｇ２３Ｇ８
青海格尔木市唐古拉山口

TanggulaMountains,GolmudCity,Qinghai
５１９７ ９１°５５′３３６″ ３２°５４′２４６″

１２ ０９Ｇ４１
青海平安县巴藏沟

BazanggouTownship,Ping’anCounty,Qinghai
３１２９ １０２°０６′２１４″ ３６°２０′０２１″

１３ １４Ｇ０４
四川红原江蓉乡

JiangrongTownship,HongyuanCounty,Sichuan
３５７０ １０２°２１′０６９″ ３２°３０′４７４″

１４ ０９Ｇ１０９
青海平安县三合镇

SanheTown,Ping’anCounty,Qinghai
２８６５ １０１°５７′７９６″ ３６°１９′５８０″

１５ ０９Ｇ０５７
青海平安县巴藏沟乡

BazanggouTownship,Ping’anCounty,Qinghai
２９９４ １０２°０６′３４８″ ３６°２０′５０８″

１６ IＧ１４Ｇ１Ｇ１
四川红原江蓉乡

JiangrongTownship,HongyuanCounty,Sichuan
３５７０ １０２°２１′０６９″ ３２°３０′４７４″

１７ １０Ｇ４１
青海曲玛莱县曲玛河乡

QumaheTownship,QumalebCounty,Qinghai
４６１７ ９３°５７′４８５″ ３５°３２′８７６″

１８ １０Ｇ８５
西藏林芝市工布江达县

Gongbo’gyamdaCounty,NyingchiCity,Tibet
３５３４ ９３°０７′３２５″ ２９°５８′０６５″

１９ ０９Ｇ２８４
西藏墨竹工卡县扎西岗

Zhaxigang,MaizhokunggarCounty,Tibet
４８９７ ９１°５０′９６１″ ２９°４６′５６４″

７９６１
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续表１

序号

No．

编号

MaterialNo．

来源地

Origin

海拔

Elevation/m

经度

Longitude(E)
纬度

Latitude(N)

２０ IＧ２Ｇ２３Ｇ７
青海格尔木市唐古拉山口

TanggulaMountains,GolmudCity,Qinghai
５１９７ ９１°５５′３３６″ ３２°５４′２４６″

２１ １０Ｇ６６
青海曲玛莱县曲玛河乡

QumaheTownship,QumalebCounty,Qinghai
４６１７ ９３°５７′４８５″ ３５°３２′８７６″

２２ １０Ｇ５２
青海曲玛莱县曲玛河乡

QumaheTownship,QumalebCounty,Qinghai
４６１７ ９３°５７′４８５″ ３５°３２′８７６″

２３ １０Ｇ１２１
青海德令哈县柯鲁柯镇

KelukezhenTown,DelinghaCity,Qinghai
２９１２ ９７°９９′０４４″ ３７°１７′１３８″

２４ IＧ２Ｇ２３Ｇ２
西藏那曲地区安多县

AmdoCounty,NagquPrefecture,Tibet
５０６７ ９１°５０′９９５″ ３１°３７′１３８″

２　结果与分析

２．１　SSR多样性分析

从６５对高羊茅SSR引物中共筛选出１７对条带

型清晰、多态性好的引物.利用这些引物,对２４份中

华羊茅的DNA进行扩增(表２).本研究中供试材料

的电泳条带均在１００~５００bp(图１).同时不同引物

扩增的位点数不同,同一引物对２４份资源扩增的条带

类型和位点数也不一样.１７对引物在供试的２４份资

源中共检测到１０２个位点,其中多态性位点９５个,多
态性比率为９３．１４％,平均每对引物的多态性位点５．５９
个.每条引物扩增的位点数４~８个,平均每条引物检

测到６个位点,多态性信息含量指数 PIC 值变化为

０．２４０~０．４７０,平均值为０．３８１.这也表明筛选的高羊

茅SSR标记在中华羊茅中具有较好的通用性和高多

态性.

２．２　遗传关系分析

本研究中２４份中华羊茅种质资源间的遗传相似

系数在０．１８８~０．６７５,平均值为０．４８６.其中IＧ１４Ｇ１Ｇ１
与IＧ２Ｇ２３Ｇ７之间的亲缘关系最远,遗传相似系数为

０．１８８;０９Ｇ１２４(青海平安)与０９Ｇ１４１(青海平安)的亲缘

关系最近,遗传相似系数为０．６７５,这都表明了供试的

中华羊茅种质间具有丰富的遗传变异.

２．３　聚类分析及主成分分析

根据各个资源间的 Dice遗传系数对２４份中华羊

茅种质资源进行 UPGMA聚类,结果表明在遗传距离

０．５２处可将其分为八大类(图２).第Ⅰ类由来自青海

的１号(０９Ｇ０９９)和来自西藏的９号(０９Ｇ２６１)资源２份

材料组成.第Ⅱ类包括了５个材料,均来自青海,其中

来自青海格尔木的３号(０９Ｇ１４１)和来自青海平安的４
号(０９Ｇ１２４)材料具有非常近的亲缘关系.第Ⅲ类由６
份材料组成,包括来自青海的５号、７号、１１号、１２号

和来自西藏的６号,以及来自四川的８号材料组成.
第Ⅳ类包括了６份材料,其中３份来自青海,２份来自

西藏,四川１份.第Ⅴ类包括２份资源,分别来自青海

的２３号(１０Ｇ１２１)和西藏的２４号(IＧ２Ｇ２３Ｇ２)资源.第

Ⅵ类由１份材料组成,是来自青海的１０号(１０Ｇ１１６).
第Ⅶ类由来自四川的１６号(IＧ１４Ｇ１Ｇ１)材料构成.第

VIII类由一份材料２０号(IＧ２Ｇ２３Ｇ７)来自青海的构成.
这两份材料与其他材料间表现出了较远的亲缘关系,
在遗传上表现了一定的特异性.

基于供试材料间遗传相似系数进行PCA分析,结
果表明第１主成分的变异解释比率为６２．０１％,第２主

成分变异解释比率为３．４０％,第３主成分变异解释比

率为 ３．２４％,３ 个 主 成 分 累 计 解 释 的 变 异 比 率 为

６８．６５％,大体上能够反映中华羊茅各个资源间亲缘关

系的远近,与聚类的结果基本保持一致.

２．４　地理分化分析

供试２４份材料的遗传距离与地理距离的 mantel
检验结果表明二者之间相关性较低且不显著(r＝
０．０６２,P＝０．１３９),这与聚类分析的结果相一致.海拔

与种质间的遗传距离之间的相关性也较低(r＝０．０５,

P＝０．４９２).根据本研究中供试材料的海拔分布,将
供试材料分为 ３ 个不同的海拔类群,即 低 海 拔 组

(２５００－３０００m)、中海拔组(３０００－３６００m)和高海

拔组(４０００－５０００m).不同海拔类群的遗传变异分

析显示(表３),分布于中度海拔(３０００－３５００m)的中

华羊茅种质具有最高的Nei’s基因多样性(０．３０４３)和

８９６１
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表２　１７对引物序列和扩增结果

Table２　Primersequencesandamplificationresults

引物编号

Primer

引物序列

Sequence

重复序列

Repetitive
sequence

扩增总位点

Numberof
totalband

多态性位点

Numberof

polymorphic
band

多态性位点比率

Percentof

polymorphism
band/％

多态性信息含量

Polymorphic
information

content

NFA０９１
ACCGCCTTCTTGTCGTAGGT
GTGTGGTCTTCTTCTCCGTCTC

(gct)７ ６ ６ １００ ０．４０９

NFA１０９
CTTAGCAGCCCAAGATAATGCT
GATTTCCAGCAAGACCTGAAGT

(ct)１０ ６ ６ １００ ０．４１６

NFA０６１
TGGATTTGCAATTAGCCTCA
GCTCGTGTATGGCCTTCAAT

(ta)２０ ５ ４ ８０ ０．３２４

NFA０５７
CGTCCAAGCCCAAGTAACAT
CTCCCCTCCCCTCCTACC

(tcc)６ ８ ８ １００ ０．４３６

NFA０７８
GTTCTTGGCGTGCTTCTTCTT
CGGGAGCTACAACAATAGCAG

(caa)６ ５ ４ ８０ ０．３０４

NFA０２２
ATGATGTCCGAGGAGGAGAA
CATCATGATCCAGTGCCTTG

(agg)６ ５ ４ ８０ ０．３２５

NFA０６３
GGTTCCAAGGGCAAAGAAAC
CCAGAGCAGACGCACACTT

(cttc)５ ５ ４ ８０ ０．４７０

NFA０７２
ACGAGGCTGAGACCATCCAT
AGCTGTCGCTGAAGAAGCTC

(gcc)６ ５ ５ １００ ０．３９５

NFA０１７
GATGGACGAAGGCTTCTTTG
AGCCGAACCTGAACTCAGAC

(cag)７ ８ ８ １００ ０．３７４

NFA００７
AAGAGCGACCCCGAGAAG
TCCATGCTCACCTTCACAAA

(ctg)７ ５ ４ ８０ ０．４１５

NFA１５０
TGCAGTCGGTTAAGATCAAGAA
GCAGAGCAATGGAGAGGTC

(ctg)７ ５ ４ ８０ ０．２４０

NFA１０３
GCAAGACATCACATAGCTGTCG
CTCGTACCGCCCCACAAG

(cgca)５ ７ ７ １００ ０．３６８

NFA０２５
TATCTCTTCGCCGCTGTCTT
GGTCCCGTAGTCATTCGTCT

(gtg)６ ８ ８ １００ ０．４２９

NFA０９９
GGAAGAGGAACAGAGCAATGAC
ACTGAAACTGAGCGTTGAGAGC

(cctct)４ ７ ７ １００ ０．４４０

NFA０２４
TGCCCACGAGGTCTATCTTC
AGCTTCCCCTTCATTCCACT

(cgc)６ ６ ６ １００ ０．３８０

NFA０１９
TGGATTTGCAATTAGCCTCA
GCTCGTGTATGGCCTTCAAT

(ta)２０ ４ ３ ７５ ０．３７０

NFA０７６
ACGAGGGGATCTCCTACACC
TGGTCACAGAGCTTGTCAGG

(cgc)１０ ７ ７ １００ ０．３８３

９９６１
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图１　NFA０１７引物电泳扩增图

Fig．１　ElectrophoresisamplificationbyprimerNFA０１７

图２　２４份中华羊茅种质资源基于遗传相似系数的UPGMA聚类图

Fig．２　UPGMAdendrogramof２４Festucasinensisgermplasmresourcesbasedongeneticsimilaritycoefficients

图３　２４份中华羊茅种质资源SSR标记的二维主成分坐标图

Fig．３　TwoＧdimensionalprincipalcomponentplotofSSR
markersfor２４wildFestucasinensisgermplasmresources

表３　不同海拔类群材料的遗传变异

Table３　Geneticvariationofdifferentelevationgroupmaterials

海拔范围

Altitude
range/m

样本数

N

Nei’s基因多样性

Nei’sgene
diversity

香农指数

ShannonＧWiener
index

２５００－３０００ ８ ０．２８４９ ０．４３２７

３０００－３６００ ７ ０．３０４３ ０．４６２２

４０００－５０００ ９ ０．２４９７ ０．３９５６

香农多样性指数为０．４６２２,遗传变异较高;高海拔地

区(４０００－５０００m)的种质遗传变异较低,其 Nei’s
基因多样性０．２４９７,香农多样性指数为０．３９５６;而低

００７１
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海拔类群种质(２５００－３０００m)具有适中的遗传变

异,其 Nei’s基因多样性为０．２８４９,香农多样性指数

为０．４３２７.

３　讨论

由于不受环境影响,不受限于植物的发育阶段,分
子标记已成为遗传多样性评价的强有力的主流研究手

段[１７Ｇ１８],广泛应用于植物遗传育种的各个方面[１９].在

羊茅属资源中,SSR也已经用于遗传评价、图谱构建、
关联分析等工作[１８].Romina等[１０]用１５条引物检测

１６１份来自不同国家的高羊茅 (FestucaarundinaＧ
cea),共检测到２１４个多态性基因,平均每条引物检测

到５~２４个,遗传距离变幅范围为０．６２７~０．８４０,体现

了较高的遗传多样性.Saha等[１３]在高羊茅中开发了

１５２对SSR引物,其中９２％的引物能够扩增出条带.
同时,这些标记在不同的物种中表现出了不同的多态

性比率.在羊茅属(Festuca)、黑麦草属(Lolium)等
异花授粉植物中检测到６６％的多态性标记,而在水稻

(Oryzasativa)和小麦(Triticumaestivum)中仅有

４３％和３８％的多态性标记.本研究选用了其中的６５
对引物在中华羊茅中进行扩增,最后筛选出了１７对效

果较好的标记.这也表明高羊茅引物在中华羊茅中具

有较好的通用性和多态性,是其资源遗传评价等有效

的SSR标记来源.
基于遗传相似系数的聚类分析等结果表明,供

试材料的聚类并没有与其地理来源表现出较高的相

关性,其中西藏、四川的材料与青海的材料间聚类存

在交叉.这可能与中华羊茅异花授粉的繁育方式相

关,不同地区种质间存在广泛的基因流,如来自青海

平安 的 ７ 份 材 料 除 了 ３ 号 (０９Ｇ１４１)资 源 与 ４ 号

(０９Ｇ１２４)资源聚在一类,其他５份资源分别与不同地

理 来 源 的 资 源 聚 在 一 类,这 与 鸭 茅 (Dactylis
glomerata)和多花黑麦草(L．multiflorum)等异花授

粉牧草的种质资源评价特点表现出了一定的相似

性[２０Ｇ２３].此外,其中１６号材料IＧ１４Ｇ１Ｇ１和２０号材料

IＧ２Ｇ２３Ｇ７在形态学和生理抗性上也表现出了特异性,
与其遗传特异性相吻合,如１６号叶片较为纤细,对
干旱、复水等处理非常敏感,而２０号材料则叶片较

宽,茎较粗壮有一定的耐旱性.
通过遗传距离与地理距离的分析发现两者没有明

显的相关性,但发现在海拔梯度呈现一定的遗传分化.
严学兵等[２３]发现海拔高度对披碱草(ElymusdahuriＧ
cus)的遗传进化和选择起着巨大的作用;Chen等[２４]对

于青藏高原垂穗披碱草(E．nutans)遗传分化的研究

也揭示了中度海拔的材料具有较高的遗传变异,与本

研究结果相似.本研究中高海拔种质具有相对较低的

遗传变异,这与其较高海拔具有相对较恶劣的生态环

境有关,也是其资源保护的重点;而低海拔的遗传变异

较低与人为的过度干扰等因素有关,中等海拔具有相

对较高的遗传多样性,这些结果为中华羊茅种质资源

的保护和利用提供了重要的参考.

４　结论

本研究中采用SSR标记对来自青藏高原地区的

２４份中华羊茅种质资源的遗传变异及亲缘关系进行

了分析,选用的高羊茅SSR标记在中华羊茅中表现出

了较好的通用性,结果揭示了供试材料间具有丰富的

遗传变异,明确了不同地理来源的材料间的遗传亲缘

关系.其中IＧ１４Ｇ１Ｇ１与其他野生种质表现出了较远的

亲缘关系;中等海拔３０００－３６００m 类群的材料具有

较高的遗传变异,研究结果为中华羊茅的资源保护及

利用提供了重要参考.
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