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基于 rpl16 序列分析大百合的遗传多样性及遗传结构
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摘要：大百合是百合科大百合属一种重要的野生植物资源，本研究采用基因测序法，利用叶绿体 DNA rpl16 序列对 10 个

大百合居群进行了遗传多样性和遗传结构分析，旨在为其资源保护和开发利用提供理论基础。结果显示：rpl16 序列矩阵长度

为 699 bp，共检测到 14 个变异位点和 12 个单倍型，单倍型多态性（Hd）为 0.604；总的遗传多样性（HT）为 0.660。该居群间遗

传变异（71.53%）大于居群内遗传变异（28.47%），说明居群间变异是其居群的主要变异来源；居群间遗传分化很高（Gst=0.677， 
Nst=0.614，Fst=0.71531），基因流较低（Nm=0.0995）。失配分析结果表明种群在进化过程中曾经历过快速扩张，中性检验支持上述结果：

Tajima′s D=-1.74368（P>0.05）；Fu and Li′s D=-2.69366（P<0.05）；Fu and Li′s F=-2.79896（P<0.05）。研究结果表明：大百合居群遗传多样

性较高，居群间存在较高的遗传分化，主要与其生活史特征相关。基于得到的居群遗传信息，建议采取就地保护为主的保护策略。
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Abstract：Cardiocrinum giganteum belongs to the genus Cardiocrinum（Endl.）Lindl.（Liliaceae），which is an 
important wild plant resource. In this study，the genetic diversity and genetic structure of 10 C.giganteum populations 
were analyzed by using the rpl16 sequence of the chloroplast DNA in order to provide theoretical basis for its resource 
protection and utilization. By alignment of 699 bp sequence，14 mutation sites and 12 haplotypes were identified，with 
the haplotype polymorphism（Hd）and the total genetic diversity（HT）of 0.604 and 0.660，respectively.The genetic 
variation among the population（71.53％）was higher than the intra-population genetic variation（28.47％），indicating 
the  population variation largely contributed by different populations.The genetic differentiation among the population 
was high（Gst=0.677，Nst=0.614，Fst=0.71531）and the gene flow was low（Nm=0.0995）.Mismatch analysis revealed 
that the population had experienced rapid expansion during the evolution process，which was supported by the neutrality 
tests（Tajima′s D=-1.74368（P>0.05）；Fu and Li′s D=-2.69366（P<0.05）；Fu and Li′s F=-2.79896（P<0.05））.The 
study revealed the abundant genetic diversity and differentiation of C.giganteum particularly among populations，which 
was mainly related to the characteristics of life history.Thus，this work suggested an  in-situ conservation strategy being 
employed in C.giganteum.
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大百合（Cardiocrinum giganteum（Wall.）Makino），

东亚地区特有，为百合科大百合属的多年生草本植

物，是一个由中国秦岭山脉至西南各省和东喜马拉

雅分布式样的物种［1-2］。大百合植株挺拔优美，花硕

大雅致，是重要的园林观赏植物；同时因其花茎粗

壮且硬度大，也是鲜切花的好材料［3-4］。大百合鳞茎

富含淀粉和多种营养成分，属高纤维的可食蔬菜资

源，民间常将鳞茎加工成大百合粉并作为滋补营养

品或八宝饭［5］。民间用大百合果实入药，俗称“兜

铃子”，具有清肺、平喘、止咳的功效［6］。该种还可

以作为百合属鲜切花卉杂交种选育的母本［7-8］。

目前，关于大百合的研究主要集中在核型及形

态 分 析［9］、引 种 栽 培［10］以 及 RAPD 标 记［11］等 方

面，未见基于叶绿体 DNA 序列的遗传多样性和居

群遗传结构研究。野外调查发现有很多大百合被动

物啃食；随着人类活动范围扩大以及大百合的采集

利用，大百合野生资源及生境遭到了破坏［12］。种内

遗传多样性，即种内个体之间或一个群体内不同个

体的遗传变异总和，关系到物种的长期生存与稳定，

物种遗传多样性越高，对环境变化的适应性越强，也

就越容易扩展其分布范围和开拓新的生存空间，遗

传多样性是生物多样性的基础和核心［13］；居群遗传

结构指居群间和居群内的遗传变异在时间和空间上

的分布格局及特征，是遗传多样性的另一重要体现，

也是探讨植物适应性、物种形成过程及进化机制的

基础，还是保护生物学研究的核心［14］。

叶绿体 DNA 具有单拷贝、重组少、母系遗传、

测序以及序列分析相对方便、编码区与非编码区的

进化速率相差较大等优点，可用于起源进化、种质鉴

定、遗传多样性分析等研究［15］。叶绿体 DNA 非编

码区 rpl16 拥有较快的进化速率 ［16-17］，常用在属以

下的研究中［18-21］。本研究在大百合野外资源调查

的基础上，基于叶绿体 DNA rpl16 序列，分析大百合

种群遗传多样性水平和遗传结构，为该物种的资源

保护及引种栽培提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

本研究共采集到 10 个大百合野生居群（表 1）

的材料。根据居群大小，每个居群随机选取 4~20
株生长状况良好的植株，每株之间的水平距离或垂

直距离不小于 30 m。取其健康幼嫩叶片，用硅胶干

燥处理，置于 -20 ℃冰箱保存。凭证标本存于云南

师范大学标本馆（YNUB）。

表 1　大百合居群样本信息
Table 1　Detailed information of the C.giganteum populations

居群编号

Population code
采集地

Location
纬度（N）

Longitude
经度（E）

Latitude
采样个体数

Sample size

YN_XP
YN_SF
GZ_JZP
CQ_JFS
HN_BDGS
SX_NTDZ
SC_AB
SC_MX
HB_HF
HB_WFTJZ

云南省新平县哀牢山

云南省水富县铜锣坝

贵州省江口县金盏坪

重庆市南川区金佛山

湖南省桑植县斗篷山

陕西省镇平县红星村

四川省汶川县三江生态风景区

四川省茂县宝顶山神溪沟

湖北省鹤峰县木林子自然保护区

湖北省五峰土家族自治县后河自然保护区

24°56′46.80″

28°25′9.40″

27°56′46.80″

29°2′21.26″

29°44′4.53″

32°2′53.62″

30°56′7.92″

31°46′2.52″

30°3′49.52″

30°4′53.25″

100°54′20.64″

104°7′21.70″

108°38′30.60″

107°12′30.65″

109°47′28.10″

109°26′22.46″

103°18′6.60″

103°59′13.52″

110°12′30.13″

110°37′13.84″

15
18
12
4

20
14
17
20
19
19

1.2　试验方法

采用改良 CTAB 法［22］提取所有大百合样品

基 因 组 总 DNA，经 1 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 后

置 -20 ℃冰箱保存备用。用叶绿体 DNA rpl16 序

列进行大百合基因组 DNA 的扩增。根据引物的

退火温度、基因组 DNA 浓度和扩增产物长度进行

单因素梯度 PCR 实验，以确定最佳反应体系和程

序。优化后的 PCR 反应总体系为 20 μL，包括模板

1 μL DNA（浓度为 10~20 ng/μL）；正反向引物各 

1 μL（浓 度 为 10×10-12 mol/L）；2×Mix 混 合 物 
12.5 μL；剩余体积用无菌双蒸水补齐。PCR 反应程

序为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 50 s，58 ℃退火 
30 s，72 ℃延伸 1 min，共 35 个循环；最后 72 ℃延

伸 10 min。

1.3　数据分析

利用 BioEdit［23］进行序列的核对，用 Dnastar 软

件包中的 SeqMan（DNAStar，Madison，WI）进行序

列的拼接及简单的对比。ClustalX version 1.81［24］进
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行多序列的比对排列。利用 DNAsp5.0 软件计算

遗传多样性（HT）、核苷酸多样性指数（π）、单倍型

多态性（Hd）、居群间的遗传分化系数（Fst）、基因分化
系数（Gst）和遗传距离下的基因分化系数（Nst）值［25］ 

等，并根据 Fst 值计算基因流 Nm=0.25（1-Fst）/Fst
［26］； 

通过 Tajima′s D 和 Fu and Li′s D 检测［27-28］其是否符

合中性进化模型；利用失配分析对居群是否经历扩

张或者瓶颈效应进行判断。通过 ARLEQUIN［29］软

件的 AMOVA 程序进行居群间和居群内的遗传变

异组成分析。采用 MEGA 6.0 软件进行居群间遗传

距离分析，并进行非加权组平均法（UPGMA）聚类

分析，绘制树状聚类图［30］。

2　结果与分析

2.1　序列变异及单倍型分布分析

rpl16 序列测序长度为 683~697 bp，经排序比

对后序列矩阵长度为 699 bp，检测到 14 个变异位

点和 12 个单倍型（表 2、3）。10 个居群总的单倍

型 多 态 性（Hd）为 0.604，核 苷 酸 多 样 性（π）为

0.00120。各个居群的单倍型多态性和核苷酸多样

性见表 3。其中贵州江口金盏坪（GZ_JZP）居群

具有较高的单倍型多态性（Hd=0.727）和核苷酸多

样性（π=0.00174）；其次是四川阿坝（SC_AB），单

倍型多态性（Hd）为 0.492，核苷酸多样性（π）为

0.00084。单倍型 H8 为广布单倍型，分布于除云南

的新平哀牢山、水富县以及陕西镇平的居群外的所

有居群；云南新平（YN_XP）、水富（YN_SF）共有

单倍型 H11，陕西的居群仅有单倍型 H9；贵州江口

金盏坪单倍型多态性最高，有 5 个单倍型（H2、H4、

H6、H7、H8）；其次是四川阿坝三江居群（H3、H5、

H8）和湖北鹤峰县（H1、H8、H11），各有 3 个单倍

型；而云南水富（H11）、重庆金佛山（H8）、陕西镇平

（H9）仅有一个单倍型。

2.2　遗传多样性及遗传结构分析

10 个大百合居群基于叶绿体片段 rpl16 的分

析在居群水平上总的遗传多样性较高（HT=0.660），

居 群 内 的 遗 传 多 样 性 相 对 较 低（HS=0.214）。 采

用 Nei 算法对 12 个单倍型分析得出遗传分化系数

Gst=0.677，Nst=0.614，Nm=0.0995。U Nst /Gst test= 
-0.33<1.96，差异不显著，说明各居群没有明显的地

理亲缘结构，居群间遗传变异占 67.7％，居群内变

异占总变异的 32.3％。分子方差分析（AMOVA）

结果显示（表 4）大百合居群间遗传分化系数 Fst 为

0.7153，即遗传变异主要来源于居群间，占 71.53％，

而在居群内仅为 28.47％。这也进一步揭示了大百

合较高的居群间遗传分化。

表 2　大百合 rpl16 序列的 12 个单倍型中的变异位点
Table 2　Polymorphic sites of the aligned sequences of rpl16 DNA fragment in the 12 haplotypes

单倍型

Haplotype

变异位点 
Variable nucleotide position

7 62 64 74 95 130 203 211 433 534 598 605 635 667

H1 A T A G G C G G G A G G T T

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

H3 A T G G G C G G G A G G T G

H4 A T G G G C G G G A G G G T

H5 A T G G G C G G G A G G G G

H6 A T G G G C G G G A A G T G

H7 A T G G G C G G G A A A T T

H8 A T G G G C G G G A G G T T

H9 A T G G G G G G G A G G T T

H10 G T G G G C G G G A G G T T

H11 A T G G G C G G G G G G T T

H12 A C A A A C A A G G G G T T
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表 3　基于叶绿体 DNA rpl16 序列分析大百合遗传多样性指数
Table 3　Genetic diversity index of different C.giganteum populations based on chloroplast DNA rpl16 sequence analysis

居群编号

Population code
单倍型多态性

Hd
核苷酸多样性

π

单倍型数量

Haplotypes
单倍型分布

Haplotype distribution

YN_XP 0.182 0.00156 2 H11（10），H12（1）

YN_SF 0 0 1 H11（16）

GZ_JZP 0.727 0.00174 5 H2（3），H4（1），H6（1），H7（1），H8（6）

CQ_JFS 0 0 1 H8（3）

HN_BDGS 0.100 0.00014 2 H4（1），H8（19）

SX_NTDZ 0 0 1 H9（13）

SC_AB 0.492 0.00084 3 H3（4），H5（1），H8（11）

SC_MX 0.105 0.00015 2 H3（1），H8（18）

HB_HF 0.404 0.00061 3 H1（3），H8（13），H11（1）

HB_WFTJZ 0.125 0.00018 2 H8（15），H10（1）

总计 Total 0.604 0.00120 12

表 4　不同居群大百合基于 rpl16 序列的 AMOVA 分析
Table 4　Results of AMOVA analysis based on rpl16 sequences from populations of C.giganteum

变异来源

Source of variation
自由度

df
方差和

SS
方差组分

Variance of components
变异系数（％）

Percentage of variation

居群间 Among populations 9 58.512 0.44744 71.53

居群内 Within populations 133 23.684 0.17808 28.47

总计 Total 142 82.196 0.62551

通过 SAMOVA 软件对大百合居群 12 个单倍

型进行空间遗传结构分析，设置 K 值从 2~9，得到

不同的 FCT 值（图 1）。结果显示，当 K=4 时，FCT 值

达到最大值，即大百合居群分为 4 个组：云南的水富

（YN_SF）、新平（YN_XP）、陕西镇平（SX_NTDZ）

分别各为一个组，其余贵州（GZ_JZP）、重庆（CQ_
JFS）、四川（SC_AB、SC_MX）、湖南（HN_BDGS）、湖

北（HB_HF、HB_WFTJZ）的居群为一个大组。

图 1　大百合居群基于叶绿体 DNA rpl16 数据的 SAMOVA
分组模拟的 FCT 值分布

Fig. 2　FCT value of C.giganteum based on cpDNA rpl16 data

2.3　聚类分析

利 用 MEGA 软 件 计 算 居 群 间 的 遗 传 距 离

为 0.0001~0.0036。 其 中，新 平（YN_XP） 与 陕

西 镇 平（SX_NTDZ）遗 传 距 离 最 远（0.0036），重

庆（CQ_JFS） 与 湖 南（HN_BDGS）、湖 北（HB_
WFTJZ），四川茂县（SC_MX）与湖南（HN_BDGS）

遗 传 距 离 最 小 为 0.0001（表 5）。UPGMA 聚 类 
（图 2）显示，在遗传距离为 0.0004 时，10 个居群分

为 4 个类群，其中类群Ⅰ为云南的两个居群（YN_
SF、YN_XP）；类群Ⅱ为陕西的居群（SX_NTDZ）；

类群Ⅲ为贵州居群（GZ_JZP）；类群Ⅳ包括湖北

（HB_HF、HB_WFTJZ）、湖 南（HN_BDGS）、四 川

（SC_AB、SC_MX）、重庆（CQ_JFS）4 个省份的居群。

2.4　居群中性检测及失配分析

运用 DNAsp 软件在物种的水平上对大百合居

群进行失配分析，得到的曲线为单峰曲线（图 3），符

合快速扩张模型的假设，表明种群在进化过程中曾

经历过快速扩张。该结果也得到了中性检验的支

持：Tajima′s D=-1.74368（P>0.05），Fu and Li′s D= 
-2.69366（P<0.05），Fu and Li ′s F=-2.79896

（P<0.05）。
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表 5　各居群间的遗传距离
Table 5　Genetic distance among populations

居群

Populations
CQ_JFS SC_AB SC_MX GZ_JZP HB_HF

HB_
WFTTJZ

HN_
BDGS

SX_
NTDZ

YN_SF YN_XP

CQ_JFS 0

SC_AB 0.0005 0

SC_MX 0.0001 0.0006 0

GZ_JZP 0.0010 0.0014 0.0010 0

HB_HF 0.0003 0.0009 0.0004 0.0013 0

HB_WFTJZ 0.0001 0.0006 0.0002 0.0010 0.0004 0

HN_BDGS 0.0001 0.0006 0.0001 0.0010 0.0004 0.0002 0

SX_NTDZ 0.0014 0.0020 0.0015 0.0024 0.0018 0.0015 0.0015 0

YN_SF 0.0014 0.0020 0.0015 0.0024 0.0016 0.0015 0.0015 0.0029 0

YN_XP 0.0022 0.0028 0.0023 0.0032 0.0023 0.0023 0.0023 0.0036 0.0008 0

图 2　基于大百合 Nei′s 遗传距离的聚类图
Fig. 2　The dendrogram of 10 populations of C.giganteum based on Nei′s genetic distance

图 3　大百合的叶绿体 DNA 核苷酸差异分布图
Fig 3　Distribution of the number of pairwise nucleotide difference for cpDNA haplotypes in C.giganteum
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3　讨论

3.1　大百合居群遗传多样性

Brown 等［31］和 Loveless 等［32］研究发现植物的

遗传多样性与其生活史特性极其相关。生活型：木

本植物在种群分化中具有较低的遗传多样性，而非

木本植物具有更高的遗传多样；繁育系统：具有无

性和有性生殖的物种比仅有有性生殖的物种有更多

的变异，且异交为主的物种比自交占优势的种具有

更多的遗传变异；分布范围：广布种具有较高的遗

传变异性，特有种变异性相对较低；传粉方式：通过

普通虫媒的物种居群间遗传变异较高。本研究中，

10 个大百合居群共检测到 12 个单倍型，高于 Petit
等［33］于 2005 年收集的基于测序结果的单倍型比

例平均值（平均 108 个个体，有 9.5 个单倍型）；遗

传多样性（HT=0.660）接近平均值（0.67）［33］，高于

其伴生草本植物蛇莓（0.468）［34］、木本植物木姜子

（0.1595）［35］，属较高水平。大百合为东亚地区特有

的多年生草本植物，喜湿润、冷凉、有一定遮荫的环

境，干燥空气或阳光直射都会影响其生长，导致其叶

片干枯卷曲［12］。由于大百合对生境有着较高的要

求，以及近年来人为的开发利用，大百合的分布范围

逐渐缩小并碎片化，增加了近亲交配机会，限制了基

因流，居群间遗传变异增加。研究发现［36］大百合兼

具有性和无性两种繁育系统，无性生殖占优势，这一

特点使其居群间具有较高的遗传多样性。套袋试验

结果表明［35］大百合传粉方式以虫媒异花传粉为主，

结实率为 100%，主要传粉昆虫有蜜蜂、食蚜蝇、蚂

蚁等，虫媒限制了大百合花粉的长距离传播，减少居

群间基因流，增加了居群间的遗传分化，使其具有较

高的遗传多样性。Buso 等［37］认为，当 Gst>0.25 时

居群间存在极强的遗传变异。本研究中，大百合居

群 Gst 为 0.677，大于单子叶植物（Gst =0.231）与多

年生草本（Gst =0.233）［31］，表明大百合居群间存在

强烈的遗传分化，与 AMOVA 分析结果一致，其中，

71.53% 的遗传分化来源于居群间，28.47％的遗传

分化来自居群内。Bussell［38］对 35 个物种进行分析，

发现 29 个远交物种的居群间变异在总遗传变异中

平均占 19.3％（Gst =0.193），而６个近交物种的平均

Gst 为 0.625。大百合居群间的遗传分化系数明显高

于近交物种，这种遗传结构进一步证明大百合居群

间遗传变异高于居群内。研究结果显示大百合居

群遗传分化系数高于同族植物泸定百合（0.3367）［39］、 
南川百合（0.1031）［26］、岷江百合（0.1619）［40］，低于

百合的遗传分化系数（0.775）［41］。

Vigilant 等［42］认为影响居群结构最重要的因素

是繁育系统方式、基因交流的程度以及居群的隔离

机制，居群间的基因流 Nm<1.0，各居群会发生强烈

分化，遗传漂变就成为导致居群遗传变异的主导因

素。大百合物种水平上基因流极低（Nm=0.0995），

很可能经历了奠基者或者瓶颈效应，因此研究认为

漂变作用是其变异的主要来源。同时，本研究的中

性检测和失配分析结果同样显示大百合在进化过程

中经历过快速扩张，支持了上述观点。

3.2　大百合居群遗传结构

本研究对 10 个大百合居群进行了 SAMOVA
分组分析和 UPGMA 聚类分析，二者结果基本一

致。 两 种 分 析 结 果 均 显 示 贵 州（GZ_JZP）、重 庆

（CQ_JFS）、四 川（SC_AB、SC_MX）、湖 南（HN_
BDGS）、湖北（HB_HF、HB_WFTJZ）的居群亲缘关

系较近；而云南水富、新平居群与其他居群亲缘关

系最远，形成独立的类群；陕西居群也是独立的一

支，与其他居群亲缘关系相对较远。此结果与单倍

型分析结果一致：云南的水富（YN_SF）、新平（YN_
XP）、陕西镇平（SX_NTDZ）均有特有单倍型，而其

余居群共有单倍型 H8。本研究对分布范围内的 10
个大百合居群进行遗传多样性和遗传结构分析，但

居群数量相对较少，可能低估了大百合野生居群的

遗传多样性，对遗传结构的分析也可能存在偏差，后

续会继续进行野外采集工作以补充相关数据。

3.3　大百合野生资源保护策略

中国具有丰富的大百合野生资源，但是由于其

具有观赏、食用、药用等方面的经济价值，野生居群

受人类活动影响较大，在一定程度上破坏了该种的

遗传多样性［43］。本研究发现大百合居群存在较高

的居群间遗传分化。因此，采取合理的就地保护策

略，有利于其野生居群的自然更新和维持物种遗传

多 样 性。 贵 州 金 盏 坪（GZ_JZP）、四 川 阿 坝（SC_
AB）、湖北鹤峰（HB_HF）等居群具有较高的单倍

型多样性，应优先进行保护。同时，在大百合资源利

用的过程中，应通过合理的人工栽培繁殖，减少野生

资源的破坏。
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