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摘要：用 )*+, 方法对灰背栎（!"#$%"& &#’#&%#’&）- 个居群进行了遗传多样性、居群遗传结构

研究。.*,/) 软件分析两组引物组合共产生 !"$ 个位点，其中 (& 个为多态位点，多态位点

百分率为 0$1"2，发现灰背栎居群的遗传变异水平有随着海拔升高而遗传多样性下降的趋

势。)3456758 "1%%% 中的 )9:;) 分析表明灰背栎居群间分化大，分化指数达!<= > %1"($#。用

,)?, 软件对所有个体间的遗传关系进行了聚类分析。
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周浙昆等（!(($）认为高山栎组植物（!"#$%"& <LW=1 ;#-#$.<191’"&（:L3<= Y）9L85=<）的繁

盛和喜马拉雅山脉隆升、横断山脉形成关系密切，这一推测目前已从地植物学、形态学和

分子生物学方面得到了部分印证（周浙昆等，"%%’）。高山栎组植物对于研究地质变迁、

植物区系演替方面具有重要地位（周浙昆，!(((；孙航，"%%"）。高山栎组植物分布虽然
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广泛，但主要集中在横断山区，所有 ! 个种在这一地区均有分布（周浙昆等，"##$），是

这一地区的优势种和建群种，在横断山地区生态系统中起着至关重要的作用。

目前国外从形态学、解剖学、细胞学、孢粉学、生理生化、生态学、遗传学、历史地

理学、古植物学、生物地理学等角度对栎属进行了深入研究（%&’&(() *+,,)--& ./0 1.)’) 23),4
,)/&，5!!6；78.9:; ./0 <.’-=:3，5!>!；?./), 等，5!!!；@:3.,)’& 等，"##A；B)00 ./0 7.,=./&，
"##$），然而对主要分布在我国横断山区的高山栎组植物很少涉及。目前国内学者主要从细

胞学，形态学，地植物学，地质历史等方面对高山栎组植物进行研究（李俊清，5!!C；张金

谈和王萍莉，5!>C；梁红平等，5!!#；周浙昆，5!!$，5!!!），但应用分子生物学方法对高山

栎组植物进行研究的例子很少。李进等（5!!6，5!!>）利用等位酶技术研究了川滇高山栎

（!"#$%"& ’(")*+,)+)-#& D:=0E :- <&’,E）的遗传结构和遗传多样性。普春霞（"##"）采用 F%G1
技术对刺叶栎复合群（!"#$%"& &.)/+&’ B.8&0 :- %3./9=）进行了生物地理学研究。

遗传多样性和遗传结构是一个物种的重要特征，遗传多样性反映一个物种适应环境的

能力和对环境变迁持续进化的潜力，遗传结构的空间分布与物种的繁育机制密切相关，同

时反映生态适应进化、环境变迁与自然选择的效应（H);.’ 等，5!>!）。鉴于李进等（5!!6，

5!!>）和普春霞（"##"）分别对高山栎组黄毛类（川滇高山栎）和无毛类（刺叶栎复合群）

的不同侧面进行研究，所以本研究以高山栎组中水平与垂直方向上与“无毛类”和“黄毛

类”重叠分布的灰毛类型———灰背栎（!"#$%"& &#/#&%#/& I./0E 4?.JJ E）作为研究对象。采

用 F%G1 的方法对灰背栎居群遗传多样性及遗传结构进行评价，为我国西南地区高山栎类

植物的持续发展提供理论依据，并为更全面探讨高山栎组植物的分布扩散机制以及横断山

三江流域纵向岭谷区喜马拉雅隆起和横断山抬升对植物分布的驱动因子提供线索。

! 材料与方法

!"! 材料与方法

材料采自云南和贵州 > 个灰背栎居群，共 55K 个个体（表 5）。在不受居群大小限制情况下尽量采集

成年个体，并且个体间距离在 5# L 以上，以防止同一无性系的不同分株。每个居群采集 5# M "# 个个体

的新鲜叶片带回实验室直接提取 BNF，或用硅胶干燥后 O "#P储存备用。

表 ! 灰背栎 # 个居群样品采集记录

Q.R’: 5 G&,- )S > !"#$%"& &#/#&%#/& ()(+’.-&)/, +,:0 &/ -=&, ,-+0T

居群代码 1)(+’.-&)/ 9)0: 采集地 H)+39:
海拔UL

F’-&-+-:UL

样品数

N+LR:3 )S ,.L(’:
凭证标本 V)+9=:3

德钦（茨中）09 云南德钦茨中 "#$# 5K 乐霁培，王淑霞 095（095 O 5K）

威宁（风海镇）0L 贵州威宁 "5## 5K 邓敏 0L5（0L5 O 5K）

巧家（大村瓦厂）0W 云南昭通巧家 "K## 5" 王淑霞，邓敏 0W5（0W5 O 5"）

嵩明（果东）X. 云南嵩明果东 "5## 56 王淑霞 X.5（X.5 O 56）

宣威（黑石头区）TY 云南宣威 "$CK 5! 邓敏 TY5（5 O 5!）

武定（白路乡）W0 云南武定 "KK# 5$ 陈文允 W05（5 O 5$）

昆明（西山）Y, 云南昆明西山 ""K# 5# 王淑霞，邓敏 Y,5（5 O 5#）

沾益（花山）Z[ 云南沾益 ""## 5A 胡运乾 Z[5（Z[5 O 5A）

注：标本存放在昆明植物研究所标本馆（7\N）

5]5]5 总 BNF 提取 采用 @QF* 方法提取 BNF（B)T’: ./0 B)T’:，5!!#）。根据实际操作略加修改。用 5^
琼脂糖凝胶（#]K!Q*_ 缓冲液）检测 BNF 的质和量。
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!"!"# $%&’ 反应与电泳 基因组总 ()$ 用 *+,-.（)*/）和 012.（)*/）345双酶切 #"6 7，485灭活酶

!8 9:;，然后将酶切得到的片段和接头连接。$%&’ 反应依据 <,1 等（!==6）的两步扩增方法并略做修改。

预扩增引物和选择性扩增引物序列见表 #。用于 ’>- 反应的 ?@A 聚合酶购买自 ?@B@-@ 公司。

表 ! 引物和接头序列

?@CD2 # ’E:92E @;F @F@GH2E 12IJ2;+21

引物 ’E:92E 接头 $F@GH,E
预扩增引物 GE2K@9GD:L:+@H:,; GE:92E *+,-. 接头 *+,-. @F@GH,E
012. M > 6’ N O$?O$O?>>?O$O?$$> N 3’ 6’ N >?>O?$O$>?O>O?$>> N 3’

*+,-. M $ 6’ N O$>?O>O?$>>$$??>$ N 3’ 3’ N >$?>?O$>O>$?OO N 6’

选择性扩增引物 12D2+H:P2 @9GD:L:+@H:,; GE:92E +,9C:;@H:,; 012. 接头 012. @F@GH,E
*+,-. N $>$Q012. N >$> 6’ N O$>O$?O$O?>>?O$O N 3’

*+,-. N $$>Q012. N >?$ 3’ N ?$>?>$OO$>?> N 6’

预扩增程序为：=R5变性 6 9:;；=R5 38 1；S65 38 1；4#5 S8 1，循环 #S 次；4#5延伸 6 9:;。选择

性扩增程序为：=R5变性 6 9:;；=R5 38 1，S65 38 1（每个循环降低 8"45），4#5 S8 1，反应 !# 次循环；

=R5 38 1，6S5 38 1，4#5 S8 1，进行 #3 次循环；4#5 6 9:;。

"#! 数据分析

扩增条带用 &@CT,EU1 R"8 软件记数产生二态数据矩阵。由于 &V;+7K0:DD:A@; 矫正删除了单态位点的数

目会导致低估居群内的基因多样性（钱韦和葛颂，#88!），所以在不对数据进行 &V;+7K0:DD:A@; 矫正的情况

下用 ?%’O$ 软件计算每个居群的多态位点数，多态位点百分率和平均非偏差杂合度（W;C:@12F 92@; 72EHK
2E,XVA,1:1）。用 $ED:IJ:; #"8 软件计算每个居群的平均基因多样性，同时采用适合于显性标记的!统计量的

$0Y<$ 分析方法（钱韦和葛颂，#88!）计算居群内、居群间的遗传变异。用 ’$W’ 软件的邻接法（)2:A7K
C,EKZ,:;:;A）对所有个体进行聚类分析。

! 结果

两对引物组合共产生 !#6 个位点，=R 个多态位点，多态百分率为 46"#[。图 ! 作为一

例子显示了扩增模式。两对引物组合在检测多态能力方面略有不同（表 3），$>$Q>$> 产

生多态位点 68（4="83#3[），$$>Q>?$ 产生多态位点 RR（S="\R!3[）。不同的居群多态位

点从 R!（3#"\[）到 S=（66"#[）不等。其中遗传多样性最高的是嵩明（A@）居群（]2 ^
8"!\R4），宣威（V_）居群遗传多样性最低（]2 ^ 8"!#34）。

表 $ 两组引物组合产生的条带总数，多态条带数及

多态条带百分比

?@CD2 3 /@;F1 A2;2E@H2F CV HT, GE:92E +,9C:;@H:,;

引物组合 多态条带 总位点数 多态位点百分率

’E:92E )J9C2E ,L )J9C2E ,L ’,DV9,EG7:19
+,9C:;@H:,; G,DV9,EG7:+ D,+: H,H@D D,+: E@H2Q[
$>$Q>$> 68 S# 4="83#3
$$>Q>?$ RR S3 S="\R!3

$0Y<$ 分析结果（表 6）表明 #="6S[
的变异存在于居群间，48"RR[的变异存在

于居群内部，显著性检测 ! ‘ 8"86，可以

看出灰背栎居群的遗传变异主要存在于居

群内部，分化指数!1H ^ 8"#=6S。

利用 ’$W’ 软件对 \ 个居群所有个体

遗传关系的邻接法聚类分析如图 3 所示。

$ 讨论

栎属高山栎组植物受海拔和不同生境影响形态变异很大，灰背栎也不例外。灰背栎在

高山栎组中海拔分布居中（# 888 a 3 368 9）（周浙昆，!==3），垂直分布介于黄毛类与无毛

类之间，经常作为黄背栎的伴生种或者和光叶高山栎混生，观察发现自然状态下可能和这
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图 ! "# 居群 $%&’()*+*,-./()+*+ 引物组合获得的 *012 片段

0345 ! *678393%:;3&< 7=&>?%;. &@;:3</> ?.3<4 $%&’()*+*,-./()+*+ 7=36/= %&6@3<:;3&< 9&= 4/<&63%

AB* &9 !C 3<>3D3>?:8. &9 "E 7&7?8:;3&<

两种高山栎存在有杂交现象，形态性状不稳定。也很少有学者利用形态标记对栎属遗传多

样性进行研究（A:?@=// :<> F=/6/=，!CCG）。生化标记特别是 ’*2A 等分子标记技术在栎属

居群遗传多样性和遗传结构方面得到了广泛的应用（F=/6/= :<> 2/;3;，!CCG；李进等，

HI 云 南 植 物 研 究 HJ 卷



!""#；$%&&’() ()* +,-./&，!"#"；0%’12-)34(5,.%,，!""6；恽锐等，!""#）。等位酶技术检测

位点少，并且受季节、生长阶段限制，7890 技术的重复性问题始终让人心存顾虑，而

8:49 技术以其迅速，高效，可靠性高，重复性好的优势被广泛应用到居群遗传多样性和

遗传结构研究中（;(<< 等，=>>?；@(’-A( 等，=>>=；@-’ 等，=>>=）。本研究采用 8:49 分

子标记技术对灰背栎居群进行研究，两对引物组合共产生 !=B 个位点，其中 "C 个为多态

位点，多态位点占 6BD=E，显示了在检测多态性方面的有效性。

!"# 居群内遗传多样性

两对引物组合共产生 "C 个多态位点，多态位点比率 6BD=E。不同居群多态位点比率

从 ?=D#E（西山（FG））到 BBD=E （嵩明（.(））不等。# 个居群的平均基因多样性为

>D!C6>=!，处于栎属树种 >D>B# H >D?"# 基因多样性变化范围，低于栎属树种 >D!#I 的平均

基因多样性值（@<,’,< ()* 9,&-&，!""?）。# 个居群平均非偏差杂合度从 J, K >D!=?6（宣威

（AF）居群）到 J, K >D!#C6（嵩明（.(）居群），两项参数均显示灰背栎居群内遗传多样性

水平不高。灰背栎居群一般比较小，呈斑块状分布，在群落中主要作为伴生种，与其他高

山栎组植物、云南松和杜鹃等混生，极少形成纯林，地理地貌上的复杂以及小居群导致遗

传漂变、内杂交等原因而最终造成等位基因丢失和低水平的遗传多样性。另外灰背栎是高

山栎组中山地类型（杨钦周，!"">），经常是处于村落周边或人畜活动频繁地区，受人为

影响多，导致遗传多样性的下降。

表 C 中可以看出德钦（*L）（= >?> ’）、嵩明（.(）（= !>> ’）、曲靖（MN）（= =>> ’）以及

威宁（*’）（= !>>’）? 个居群遗传多样性水平较高，而宣威（AF）（= ?IB’）、昭通（*O）（=
B>> ’）和武定（O*）（= BB> ’）? 个居群遗传多样性水平较低。不难看出高海拔的居群遗传

多样性偏高，而低海拔的居群遗传多样性偏低（图 =）。这一结果与李进等（!""#）对西藏川

滇高山栎随海拔升高遗传多样性的变化规律类似。川滇高山栎和灰背栎同属高山栎组植物，

由于具有特殊的防寒，抗旱生理特性，使得在第四纪青藏高原隆升过程中得以生存下来，都

有由低海拔向高海拔迁移的被动过程，因此形成了这种遗传变异分布上类似的规律。但是由

于灰背栎海拔差异不是很大，并且居群大小亦有差异，每个居群样品采集数有限，也没有

集中在同一山体，加之高海拔的居群不多，所采集居群海拔上也没有覆盖灰背栎的垂直分

布范围，所以这种遗传多样性水平和海拔之间相关关系难排除巧合之嫌疑。

表 $ 遗传多样性参数

P(Q2, C 9(<(’,&,<G 1R .,),&-L S(<-(&-1) *,&,L&,* O-&/ &O1 5<-’,<G 5(-<G

居群 样品数 海拔 多态位点数 多态位点百 无偏差杂 平均基因多样性

915%2(&-1) T%’Q,< 1R G(’52, 82&-&%*, 912A’1<5/-L G-&,G 分率 99U 合度 J, 8S,<(., .,), *-S,<G-&A 1S,< 21L-
*L !B =>?> BI CCD# >D!B## >D!B!!I= V >D>6"I>!
*’ !B =!>> BB CCD> >D!C6C >D!B?CC# V >D>#>6I!
*O != =B>> B> C>D> >D!?#? >D!C=II6 V >D>6I6"6
.( !6 =!>> I" BBD= >D!#C6 >D!#I6>I V >D>"I6C"
AF !" =?IB CB ?ID> >D!=?6 >D!?BC#B V >D>6>C"I
O* !? =BB> C6 ?6DI >D!?IC >D!????? V >D>6!C!?
FG !> ==B> C! ?=D# >D!=B= >D!=C"6# V >D>I">?=
MN !C ==>> B? C=DC >D!B6C >D!B?=?! V >D>#!!>C
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图 ! 不同居群海拔和遗传多样性关系图

"#$% ! &’(()*+,#’- .),/))- )*)0+,#’- +-1 $)-),#2 0+(#+,#’-

嵩明（$+）居群具有最高的遗传多样

性水平（3) 4 56789:），而宣威（;<）（3)
4 567!=:）和昆明（<>）（3) 4 567!?!）居

群遗传多样性水平最低，从海拔角度来考

虑，宣威（;<）居群海拔分布接近 ! 955
@，遗传多样性低的原因可能是海拔分布

高。昆明（<>）居群海拔分布不高，从海

拔角度考虑遗传多样性应比较高些才对，

但昆明（<>）居群非常小，树龄老化，整

个居群 7? 株不到，所以遗传多样性偏低

的原因之一可能是由于居群小，由遗传漂

变造成。由此推断嵩明（$+）、德钦（12）

居群遗传多样性高的原因除了由于海拔分

布低外可能与这两个居群本身很大有关，也就是说高山栎组植物居群大小可能也是影响居

群遗传多样性水平的一个重要原因。

!"# 居群遗传结构

以欧 氏 距 离 的 ABCDA 分 析（表 ?）显 示 :5699E 的 遗 传 变 异 存 在 于 居 群 内 部，

!F6?GE的遗传变异存在于居群之间，分化指数!>, 4 56!F?G，远高于基于等位酶结果统计的

== 种栎属植物居群平均分化指数 5657 H 567: 这一范围的上限，和大多数多年生、木本、风

媒传粉、异交树种居群间分化小的结论也不同，可与 I#2J+(1 和 K+>>)(（!55=）采用 A"LM 方

法研究的 9 种红橡树结果比较，但高于其平均值（56!78）。其中 !"#$%"& ’($)*+,)’ 的 A"LM 研

究结果（N>, 4 56!9:）和等位酶（B#**+( 等，7FF!）结果（N>, 4 565:）相差悬殊，这似乎暗示

A"LM 技术在检测更多多态位点的同时，在检测遗传结构方面比等位酶技术更敏感。

表 $ %&’(% 分析结果（基于 )*+,-./01 距离系数）

O+.*) ? OJ) ()>P*, ’Q ABCDA +-+*;>#>（.+>)1 ’- RP2*#1)+-）

变异来源 S’P(2) ’Q 0+(#+,#’- 自由度 16 Q % 方差 SST 变异成分 D& 变异百分率UE ’Q ,’,+* 分化指数!>,

居群间 A@’-$ M’VP*+,#’-> : 9?:6?9= =6F7G:=D+ !F6?G
居群内 W#,J#- V’VP*+,#’-> 75: FF86?99 F6==!78D. :5699 56!F?G
总和 O’,+* 779 79?G658: 7=6!98F7

虽然普遍认为栎属植物居群间基因交流频繁，遗传分化一般较小，但是关于高山栎组

植物这方面的资料很少。李进等（7FF:）曾采用同工酶方法对川滇高山栎的研究，结果

N>,为 567G:，同样显示了大的分化，普春霞（!55!）采用 A"LM 方法在对高山栎组中刺叶

栎复合群的研究中得出刺叶栎复合群居群之间分化极大的结果（N>, 4 56=7?9）。一种植物

的遗传结构受过去以及现在它们之间基因流的深刻影响，M+(X 等（7FF9）指出在遗传多样性

决定及遗传多样性分布方面历史因素可能具有更加深远的影响。&’+(, 等（!55!）对栎属植

物的研究中发现在 7?5 X@ 的范围内不能认为是一个随机交配的群体，这和栎属花粉远距

离的传播相悖，分析可能是历史事件的影响，而分子生物学方面的分析正揭示了历史事件

如生境片断化和居群的瓶颈效应对遗传变异分布模式会有重要的影响（K)/,’- 等，7FFF）。
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图 ! ""# 个个体邻接树（德钦 $ %&，威宁 $ %’，昭通 $ %(，嵩明 $ )*，曲靖 $ +,，武定 $ (%，昆明 $ -.，宣威 $ /-）

01)2 ! 341)56789:,71;1;) %4;%97;)9*’ 7< =0>? <79 ""# 1;%1@1%8*A. 7< !"#$%"& &#’#&%#’&
（B4+1; $ %&，C41;1;) $ %(，D7;)’1;) $ )*，E8,1;) $ +,，C8%1;) $ (%，F8;’1;) $ -.，G8*;(41 $ /-）
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在 !"#$%&’ 和 (%))*&（+,,-）研究的 . 种红橡树中 !"#$%"& ’(&)(*#+( 和 !"#$%"& ,#))-..(( 分布广

泛，但是和另外两个种比较并没有显示分化程度低，分析也认为这种高水平的居群分化是

生境片断化的历史原因造成，并且和更新世冰川作用居群撤退到避难所有关。新近纪开始

的喜马拉雅造山运动对高山栎组植物所处的喜马拉雅以及横断山地区的地理环境和气候环

境产生了深刻影响，而且第四纪冰川同样波及这一地区。所以认为晚第三纪喜马拉雅山脉

隆升、横断山脉形成及第四纪冰期间冰期交替的历史变迁对高山栎组植物的遗传结构也势

必产生了重要影响。聚类分析（图 -）表明，嵩明（/%）、曲靖（01）和宣威（23）居群首

先聚成一支，昭通（’4）和威宁（’5）居群聚成另外一支，然后两支结合，之后又和昆

明（3)）、德钦（’#）和武定（4’）依次聚合，这一聚合结果可能和灰背栎分布格局的形

成有关，需要进一步探讨。此外特别近几十年来我国西南地区森林破坏严重，生境片断化

严重，尤其对于灰背栎分布海拔较低，多处于人畜活动频繁地带的树种。由于栎树可以烧

炭，还可以作为饲料，所以遭破坏程度更大，致使大居群变小居群，乔木居群变矮林居

群，纯林罕见。这和 ! 6 ’(&)(*#+( 和 ! 6 ,#))-..(( 两个种具有相似的历史历程，所以在遗传结

构上也就相似的具有不同于一般栎属植物的遗传结构特征而显示了与一般栎属植物及异交

植物种类相比高水平的居群间分化。

地理隔离（包括河流、山脉、冰川以及人为的公路和沟渠）阻碍居群间基因交流，因

此对居群遗传结构具有重要的影响，通常导致高的居群分化水平（78&&* 等，9::;；<%=*&>
等，9::?）。@A’&*4 B#$A%C*D 和 E%5&"#F（9::,）对北美广域分布的 !"#$%"& /0%$-%0$10 和相

对狭域分布并且所处环境复杂的 !"#$%"& .0/2#)(( 进行研究，G)> 分别为 ,6,;H 和 ,699:，揭

示了地理环境对遗传结构及基因流的阻碍作用。灰背栎分布虽然广泛，但主要集中在横断

山区，所处环境异质度高、地理地形复杂，以此来看适应差别以及由地理隔离而导致的灰

背栎居群间有限的基因交流可能是灰背栎居群间强的分化的原因之一。

另外种子的散布方式以及生活型的不同也是影响居群遗传结构的重要因素，E%5&"#F
和 G8’>（9:?:）发现靠风散布种子的植物通常具有低水平的遗传分化（G)> I ,69.-），通常

比靠重力散布的植物（G)> I ,6+;;）低了将近 9J+。灰背栎主要是以重力传播种子，一定程

度上限制了基因交流。本研究中灰背栎 ? 个居群由于受人为、海拔等因素的影响有的是萌

生灌丛，有的是小乔木，有的是胸径达 H, #5 的大乔木，生活型上的不同可能是分化大的

又一原因。

综合以上分析认为灰背栎居群遗传结构结果可能是小居群散生，斑块状分布，生活型

不同、种子靠重力散布、横断山区复杂的地理地貌以及地质历史诸因素的综合结果，是我

国受历史变迁深刻作用的栎属高山栎组植物在特定环境下所特有的遗传结构特征，特别是

对于灰背栎这样的小居群、散生、生境片断化严重的物种。
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