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摘　 要： 该研究对我国西南地区钩苞大丁草（Ｇｅｒｂｅｒａ ｄｅｌａｖａｙｉ） ９ 个居群 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列进行 ＰＣＲ 的扩增和检

测序列，并以非洲菊（Ｇ． ｊａｍｅｓｏｎｉｉ）的 ＩＴＳ 序列作为外类群，比较了序列之间的差异，同时分析了钩苞大丁草不

同居群在地理距离与遗传距离之间的关系，构建了 ＮＪ 系统发育树。 结果表明：（１）钩苞大丁草 ９ 个居群的 ＩＴＳ
序列全长介于 ６００～７００ ｂｐ 之间，平均长度约为 ６５７ ｂｐ，其中，ＩＴＳ１ 长度为 ２４３～２４６ ｂｐ，（Ｇ＋Ｃ）含量为４５．６７％～
４６．８０％之间，５．８Ｓ 长度 １９１～１９３ ｂｐ，（Ｇ＋Ｃ）含量为 ５８．６０％ ～５８．６１％之间，ＩＴＳ２ 长度为 ２２０～ ２２１ ｂｐ，（Ｇ＋Ｃ）含
量为 ５７．００％～５７．４５％之间；ＩＴＳ 序列共有 ２２ 个变异位点，ＩＴＳ１ 序列（１７ 个）、５．８Ｓ 序列（２ 个）以及 ＩＴＳ２ 序列（３
个）上均有变异。 （２）地理距离与遗传距离有正相关（ ｒ２ ＝ ０．６５２），序列间遗传分化距离为０．００１ １～ ０．０２４ ３，其
中普洱居群与其他居群间遗传距离最大。 （３）钩苞大丁草 ９ 个居群分成三个分支，普洱居群单独成支，丽江和

洱源居群聚为一支，富源、武定、德昌、石林、新平和开远 ６ 个居群聚为一支。 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列可以用于钩苞大丁

草群体遗传研究的分析，该研究结果为其保护性开发提供了参考依据。
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　 　 钩苞大丁草（Ｇｅｒｂｅｒａ ｄｅｌａｖａｙｉ）是菊科大丁草属

植物，分布于我国云南省、四川省南部及越南北部，生
长于海拔１ ８００～３ ２００ ｍ 的贫瘠草地（程用谦，１９９６）。
钩苞大丁草干枯后的叶片具有良好的助燃性，祖先曾

世代将其利用于打火取火之用，故又名“火草”、“火
石花”。 钩苞大丁草具有广泛的应用价值，首先，它叶

背部的毛纤维可做纺织火草衣的材料（李晓岑和李

云，２０１０），深受我国白、彝、壮、傈僳、纳西族等少数民

族人民的喜爱，目前，火草纺织技艺已被列入云南省、
四川省的非物质文化遗产。 其次，钩苞大丁草的根系

含有杀菌成份香豆素等，可以用于治疗肠胃疾病（徐
冰钰，２０１４）。 此外，钩苞大丁草的花有一定的观赏价

值，具有作为鲜切花的潜力。 近年来，火草衣的价格

逐年攀升（市场价每件约为５ ０００元），导致钩苞大丁

草鲜叶的价格也迅速上升（２０１４ 年高达 ５００ 元·
ｋｇ⁃１），过度的采摘已经影响到了其正常的发育与生
长，根系被用作中药材，还导致部分地区的钩苞大丁

草被大量的采挖。 可见，野生资源正受到多方面的威

胁。 然而，钩苞大丁草还未实现人工种植，因此，钩苞

大丁草的保护性开发迫在眉睫。
核糖体 ＤＮＡ 转录区序列 （ Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ

ｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）进化迅速，ＩＴＳ 标记技术的诞生就备受

人们关注，在系统发育研究（Ｙａｍａｊｉ ｅｔ ａｌ，２００７）、植
物资源鉴定 （ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ，２００７）、遗传多样性检测

（Ｂａｒａｋｅｔ ｅｔ ａｌ，２００９）等研究领域发挥了重要作用。
ＩＴＳ 序列不仅用于被子植物种间及以上水平的系统

发育研究，如菊属（赵惠恩等，２００３）和兔儿风属（范
香媛，２０１１）等，还适合种内水平的亲缘关系研究

（严寒静等，２００８；李喜凤等，２０１２；腰政懋等，２０１５；
王洁等，２０１３）等。 本研究对钩苞大丁草 ９ 个居群

ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列进行了分析，探讨了钩苞大丁草不同

居群间的序列变异程度及亲缘关系，为钩苞大丁草

的种质资源利用和保护性开发提供科学依据。

１　 材料与方法

１．１ 材料

所用材料来自钩苞大丁草的 ９ 个野生居群（表

１）。 其中，８ 个居群分布在云南省内，１ 个居群德昌

居群分布于四川省南部。 采样以均匀、随机的取样

原则来进行，确保采样母本之间的距离在 ５０ ｍ 以

上。 采样时，选择新鲜幼嫩的叶片，采样后用带冰保

冷箱保存。 带回实验室后置于超低温冰箱－８０ ℃冷

冻保存备用。
１．２ ＤＮＡ 的提取

样本分别称 ０．１ ｇ 叶片置于研钵中，利用液氮将

钩苞大丁草研磨成粉末状， 然后利用 ＣＴＡＢ 法

（Ｄｏｙｌｅ ＪＪ ＆ Ｄｏｙｌｅ ＪＬ，１９８７）提取 ＤＮＡ，最后放于冰

箱－２０ ℃保存等待备用。
１．３ 扩增及纯化

获取 ＤＮＡ 后，采用通用引物 ＩＴＳ４ （５′⁃ＴＣＣＴＣ⁃
ＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ⁃３′） 和 ＩＴＳ５ （ ５′⁃ＧＧＡＡＧＴＡ⁃
ＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ⁃３′） （昆明硕擎生物有限公

司合成）进行 ＰＣＲ 扩增，扩增如下：先 ９４ ℃预变性

４ ｍｉｎ，然后进行循环，即 ９４ ℃变性 １ ｍｉｎ，５０ ℃退火

２ ｍｉｎ，７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，３０ 个循环后，７２ ℃延伸 １０
ｍｉｎ。 ＰＣＲ 反应体系总体积为 ２０ μＬ（ＤＮＡ 模板 １
μＬ，去离子水 ８． ０ μＬ，Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ，引物 １
μＬ）。 最后，用 ０．６％琼脂糖凝胶电泳检测其扩增结

果，以 ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｍｉｘ ｍａｋｅｒ 作为分子量标记，电泳

结果在 ＢＩＯＴＯＰ 凝胶成像仪中观察和拍照，并将扩

增产物送至昆明硕擎生物有限公司进行测序。
１．４ ＤＮＡ 序列分析

先将钩苞大丁草的 ＩＴＳ 序列在 ＮＣＢＩ 中进行

Ｂｌａｓｔ 对比，并通过近缘种非洲菊 （Ｇ． ｊａｍｅｓｏｎｉｉ） 的

ＩＴＳ 序列（登录号：ＧＵ８１８５５１）确定钩苞大丁草 ＩＴＳ
序列中 ＩＴＳ１、ＩＴＳ２ 以及 ５．８Ｓ ｒＤＮＡ 的界限；然后用

ＵｌｔｒａＥｄｉｔ 软件对测序结果进行调整，转换格式，利用

Ｃ１ｕｓｔａｌＸ１．０８ 软件（王洁等，２０１３）进行对位排列和

多重对比，并辅助人工校对，完成 ９ 组 ＤＮＡ 序列的

选择 保 存 ＦＡＳＴＡ 格 式， 用 系 统 发 育 分 析 软 件

（ＭＥＧＡ ６ 软件）和 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 的方法进行可信度检

测，调整空位不足，使用 Ｂｏｔｔｓｔｒａｐ１０００ 计算 ＮＪ 进化

树（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ ｊｏｉｎｉｎｇ ｔｒｅｅ， ＮＪ），完成钩苞大丁草 ９
个居群系统发育树的构建，确认后在ＮＣＢＩ上登录注
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表 １　 钩苞大丁草 ９ 个居群的地理位置
Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｎｅ Ｇ． ｄｅｌａｖａｙｉ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

局群
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

采样点
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

经度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ （ｍ）

样本数
Ｎｏ． ｏｆ ｓａｍｐｌｅ

ＷＤ 武定县 Ｗｕｄｉｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ ２５°２８′１２．３９″ Ｎ １０２°１９′３２．９２″ Ｅ ２ ０２６ ２２

ＦＹ 富源县 Ｆｕｙｕａｎ Ｃｏｕｎｔｙ ２５°５０′３０．８４″ Ｎ １０３°１７′１８．８３″ Ｅ ２ ４６８ ２４

ＬＪ 丽江市 Ｌｉｊｉａｎｇ Ｃｉｔｙ ２６°５３′５９．８１″ Ｎ １００°１０′４７．３３″ Ｅ ２ ５６４ ２３

ＥＹ 洱源县 Ｐｕ’ｅｒ Ｃｏｕｎｔｙ ２６°０９′３８．８２″ Ｎ ９９°５４′２０．１２″ Ｅ ２ ５１２ １７

ＤＣ 德昌县 Ｄｅｃｈａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ ２７°１９′２０．９２″ Ｎ １０２°１７′２７．０８″ Ｅ ２ １８０ ２５

ＫＹ 开远市 Ｋａｉｙｕａｎ Ｃｉｔｙ ２３°４８′１９．３６″ Ｎ １０３°３７′５２．９７″ Ｅ １ ４５６ ２３

ＰＥ 普洱市 Ｐｕ’ｅｒ Ｃｉｔｙ ２２°４６′２０．１１″ Ｎ １０１°００′５６．８１″ Ｅ １ ４６６ ２４

ＳＬ 石林彝族自治县
Ｓｈｉｌｉｎ Ｙｉ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｃｏｕｎｔｙ

２４°５４′３１．２０″ Ｎ １０３°２０′４２．３１″ Ｅ １ ８６２ ２２

ＸＰ 新平彝族傣族自治州
Ｘｉｎｐｉｎｇ Ｙｉ ａｎｄ Ｄａｉ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ

２３°５５′５５．３２″Ｎ １０２°０８′２１．１２″Ｅ １ ５２８ ２３

册，其登录号为 ＫＸ９３２４２６、ＫＸ９３２４２７、ＫＸ９３２４２８、
ＫＸ９３２４２９、 ＫＸ９３２４３０、 ＫＸ９３２４３１、 ＫＸ９３２４３２、
ＫＸ９３２４３３、ＫＸ９３２４３４。

２　 结果与分析

２．１ 钩苞大丁草 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列长度及碱基频率

钩苞大丁草 ９ 个居群的序列长度为 ６００ ～ ７００
ｂｐ 之间，其平均长度为 ６５７ ｂｐ，ＩＴＳ 序列鸟嘌呤 Ｇ 含

量最高（２８． ８５％），腺嘌呤 Ａ 含量最低（２０． ０３％），
ＩＴＳ１ 长度为 ２４３ ～ ２４６ ｂｐ，（Ｇ＋Ｃ）含量为 ４５．６７％ ～
４６．８０％之间，５．８Ｓ 长度 １９１ ～ １９３ ｂｐ，（Ｇ＋Ｃ）含量为

５８．６０％ ～ ５８． ６１％之间，ＩＴＳ２ 长度为 ２２０ ～ ２２１ ｂｐ，
（Ｇ＋Ｃ）含量为 ５７．００％～５７．４５％之间，通过（Ｇ＋Ｃ）含
量看出其变化幅度小，说明钩苞大丁草 ９ 个居群的

亲缘关系很近（Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ ｅｔ ａｌ，２０００）。
２．２ 钩苞大丁草 ９ 个居群的 ＩＴＳ 序列变异

从图 １ 分析表明，钩苞大丁草 ９ 个居群间的 ＩＴＳ
序列共发现 ２２ 个变异位点，变异类型包括 Ａ⁃Ｔ、
Ａ⁃Ｃ、Ａ⁃Ｇ、Ｔ⁃Ｃ、Ｃ⁃Ｔ、Ｇ⁃Ａ、Ｇ⁃Ｔ、Ｃ⁃Ｇ 碱基颠换与替换

等。 ＩＴＳ１ 序列上变异较多为 １７ 个，占 ＩＴＳ 序列长度

的 ６．９％，５．８Ｓ 保守区域有 ２ 个， ＩＴＳ２ 上的变异有 ３
个，占 ＩＴＳ 序列长度的 １．４％。 可见，ＩＴＳ１ 序列上的

信息量比 ＩＴＳ２ 序列上的信息量高，且 ＩＴＳ１ 序列中

钩苞大丁草样本差异较大。
从图 １ 看出，富源（ＦＹ）居群、武定（ＷＤ）居群、石

林（ＳＬ）居群、德昌（ＤＣ）居群相似度在 ６０％以上；开

远（ＫＹ）居群、新平（ＸＰ）居群以及丽江（ＬＪ）居群、洱
源（ＥＹ）居群相似度均在 ９０％以上，其中新平居群在

５６８ 位处 Ｔ 取代 Ｇ，是新平居群的特异位点，丽江居群

在 １４８ 位处 Ｔ 取代 Ｇ，是丽江居群的特异位点。 但普

洱（ＰＥ）居群与其他几个的差异较大，其变异位点多

且多次出现碱基替换及颠换的现象，尤其在 ５．８Ｓ 保

守区域中还出现 ２ 个变异位点，明确指出普洱居群与

其它居群钩苞大丁草存在较大差异。
２．３ 遗传距离与地理距离的相关性分析

遗传距离是表达基因频率功能组之间的遗传变

异，可以反映不同居群之间的进化关系，可以用来衡

量群体之间遗传差异的大小。 通过对 ９ 个居群遗传

距离的分析，ＳＬ 居群和 ＸＰ 居群间的遗传距离最

小，为 ０．００１ １； ＫＹ 和 ＰＥ 间的遗传距离最大，为

０．０２４ ３；９ 个野生群体的遗传距离都维持在较低水

平。 值得注意的是，ＰＥ 与其他 ８ 个群体间的遗传距

离均高于其它两两群体间的遗传距离，表明 ＰＥ 与

其它居群亲缘关系相对较远。
为探讨地理距离与遗传距离间的关系，采用卡

方检验的方法来进行相关关系的分析。 图 ２ 结果显

示，钩苞大丁草 ９ 个居群间的遗传距离和地理距离

为正相关关系（ ｒ２ ＝ ０．６５２，Ｐ ＝ ０．００５），表明地理距离

对钩苞大丁草群体间的遗传距离有较大影响。
２．４ 钩苞大丁草 ９ 个居群的系统发生树

从图 ３ 可以看出，外类群非洲菊单独成支，其他

居群分成三支。 第Ⅰ支为位于云南省西南部的普洱

（ＰＥ）居群；位于云南省西北部高原山地地区的丽江
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图 １　 钩苞大丁草 ９ 个居群的 ＩＴＳ 序列排列
Ｆｉｇ． １　 ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｎｉｎｅ Ｇ． ｄｅｌａｖａｙｉ ｓａｍｐｌｅｓ

（ＬＪ）和洱源（ＥＹ）居群聚为第Ⅱ支；滇中地区的武

定（ＷＤ）、富源（ＦＹ）、德昌（ＤＣ）、石林（ ＳＬ）、新平

（ＸＰ）和开远（ＫＹ）六个居群聚为第Ⅲ支。 ＮＪ 系统

树的结果与遗传距离分析所得的结果一致，表明钩

苞大丁草 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列的差异与其地理分布相关

性较高，表现出一定的分子地域性差异。

３　 讨论与结论

３．１ ＩＴＳ 序列对不同居群钩苞大丁草的鉴别

ｒＤＮＡ 在不同物种间的变化丰富，由于核苷酸

序列的变化很大，可提供详尽的遗传信息（Ｓｃｈｍｉｄｔ，
２０００），相对于 ｍｔＤＮＡ（线粒体 ＤＮＡ），ｒＤＮＡ 可以直

接与通用引物进行扩增与测序 （ Ｂａｒａｋｅｔ ｅｔ ａｌ，
２００９），因此，非常适合种以上级别的系统发育和分

类研究。 本文中钩苞大丁草变异位点较多（ＩＴＳ１ 变

异位点 １７ 个，５．８Ｓ 变异位点 ２ 个，ＩＴＳ２ 变异位点 ３
个），并且变异类型丰富包括 Ａ⁃Ｔ、Ａ⁃Ｃ、Ａ⁃Ｇ、Ｔ⁃Ｃ、Ｃ⁃
Ｔ、Ｇ⁃Ａ、Ｇ⁃Ｔ、Ｃ⁃Ｇ 碱基颠换与替换等，且大部分碱基

变异可作为识别特征。 如普洱居群（ＰＥ）有 １５ 个变

异位点，其中 １１ 个可作为识别特征，５．８Ｓ 保守区域

有 ２ 个变异位点，说明普洱居群与其他居群存在差
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图 ２　 钩苞大丁草 ９ 个居群地理距离和
遗传距离间的相关分析

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｎｉｎｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｇ． ｄｅｌａｖａｙｉ

图 ３　 钩苞大丁草 ９ 个居群间 ＩＴＳ 序列的系统发生树
Ｆｉｇ． ３　 Ｔｒｅｅ ｏｆ ｎｉｎｅ ｐｒｏｖｅｎａｎｃｅｓ ｏｆ Ｇ． ｄｅｌａｖａｙｉ ｒＤＮＡ ＩＴＳ

异；丽江居群（ＬＪ）和新平居群（ＸＰ）分别在 １４８ 位和

５５８ 位有变异位点，也可作为它们的识别特征。 可

见，ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列分析对于不同居群钩苞大丁草的

鉴定具有一定的指导意义，可用于其鉴定研究。
３．２ 钩苞大丁草群体结构形成的原因分析

通过 ＮＪ 系统发育树分析发现，９ 个居群钩苞大

丁草被大体聚为 ３ 类，又通过地理距离与遗传距离

分析，可以看出两者存在正相关关系，这一结论与该

种的地理分布情况（ Ｆａｎ ｅｔ ａｌ， ２０１３） （张一平等，
２００１）和气候变化情况（陈飞，２０１２）以及温度（廖菊

够等，２０１３）有着密不可分关系。 本研究中，普洱居

群地处亚热带季风气候区，夏季温度高，雨水多、冬
季气温低，雨水少；同时，红河、哀牢山在普洱和其它

居群间形成了地理阻隔（Ｙｕａｎ ＆ Ｚｈａｎｇ， ２００８），这
些原因使普洱居群单独聚为一支。 丽江居群和洱源

居群则处于我国西南地区的横断山脉，海拔在２ ５００
ｍ 以上，气温较低，形成了第Ⅱ大分支。 滇中地区的

富源、武定、开远、石林、新平等居群和金沙江流域的

德昌居群，地处亚热带大陆气候，温度常年保持在

２０ ℃左右，温度适宜，可能有相似的昆虫进行传粉，
形成了第Ⅲ大分支。 综上，钩苞大丁草的群体遗传

结构形成与地理、气候条件密切相关。
３．３ 野生钩苞大丁草的保护性开发策略探讨

由于钩苞大丁草野生资源逐年减少，所以对钩

苞大丁草的保护性开发尤为重要。 首先，对于生态

环境较为稳定的居群可以进行原地保护，如丽江居

群位于丽江古镇区普济寺后山，生态环境破坏较小，
可以就地保护。 其次，对于携带特异基因资源而居

群环境受到破坏的居群（Ｇａｏ ｅｔ ａｌ， ２００７），可以采取

迁地保护的措施。 例如普洱居群有多个 ＩＴＳ 序列变

异位点，可能携带一些特异基因，但其生长环境受到

了一定的破坏，只有对其采取迁地保护，才能更加有

效的保护这些特异的种质资源。 最后，构建资源圃

是资源开发利用的前提（施朝阳等，２０１３）。
本研究对钩苞大丁草进行了较为全面的调查与

收集，并在昆明市构建了资源圃。 在今后的工作中，
一方面，可直接从资源圃中筛选优异的纤维资源、切
花资源等，促进钩苞大丁草的开发利用；另一方面，
可使资源圃中不同居群的钩苞大丁草通过自然交配

的方式实现基因的融合，提升后代群体的遗传多样

性，进而筛选更加优异的资源。
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