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摘  要：利用 4 对叶绿体 DNA 引物扩增 49 份楸子[Malus prunifolia（Willd.）Borkh.]种质资源的 4

个叶绿体 DNA 基因间区 trnH-psbA、trnS-trnG spacer + intron、trnT-5′trnL 和 5′trnL-trnF 序列，基于 4 个

叶绿体 DNA 基因间区的序列变异，从母系遗传的角度评价楸子的遗传多样性水平。结果显示：4 个叶绿

体 DNA 基因间区序列经测序、拼接、比对和合并之后的片段长度为 3 790 bp，共有 173 个多态性变异位

点，其中包含 2 个单一突变位点、20 个简约信息位点和 151 个插入/缺失位点。在 49 份楸子种质中，

trnH-psbA、trnS-trnG spacer + intron、trnT-5′trnL 和 5′trnL-trnF 区域的变异位点的数量分别为 26 个、25

个、120 个和 2 个，单倍型数量分别为 9 个、7 个、8 个和 3 个，合并之后的叶绿体 DNA 片段的单倍型有

14 个。核苷酸多样性和单倍型多样性最高的区域均为 trnH-psbA（Hd = 0.775，Pi = 0.02143），最低的为

5′trnL-trnF（Hd = 0.481，Pi = 0.00072）。49 份楸子种质 4 个叶绿体 DNA 区域合并后的遗传多样性较高

（Hd = 0.854，Pi = 0.00949）。Tajima’s D 检验中，4 个叶绿体 DNA 区域在 P > 0.10 水平上均不显著，楸子

的 4 个叶绿体 DNA 区域在进化上遵循中性进化模型。楸子的遗传变异主要存在于群体内部，不同居群间

基因交流频繁，多数居群间遗传分化较少，与地理距离不完全相关。 
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Abstract：Four intergenic region，trnH-psbA，trnS-trnG spacer + intron，trnT-5′trnL and 5′trnL-trnF 

of 49 accessions of newly collected germplasms of Malus prunifolia（Willd.）Borkh. were amplified by 

four primers. Based on genetic variation of 4 chloroplast intergenic regions，the genetic diversity of Malus 

prunifolia among different populations were explored from the perspective of maternal inheritance. The  
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results showed that the length of four intergenic regions of chloroplast DNA was 3 790 bp after 

sequencing，splicing，alignment and merging，and 173 variable sites were detected including 2 singleton 

variable sites，20 parsimony informative sites and 151 insertion/deletion gaps. Among the 49 accessions of 

Malus prunifolia，the number of variable sites of region trnH-psbA，trnS-trnG spacer + intron，trnT-5′trnL 

and 5′trnL-trnF were 26，25，120 and 2. The number of haplotypes for four regions being were 9，7，8 and 

3. After four regions being merged the haplotypes of chloroplast DNA fragments were 14. The region with 

the highest nucleotide and haplotype diversity was trnH-psbA（Hd = 0.775，Pi = 0.02143），and the 

nucleotide andhaplotype diversity of 5′trnL-trnF was the lowest（Hd = 0.481，Pi = 0.00072）. The cpDNA 

diversity of Malus prunifolia with four chloroplast DNA regionsmerged was high（Hd = 0.854，Pi = 

0.00949）. Tajima’s test showed all Tajima’s D values were not significant at P > 0.10，which indicated that 

variation of those chloroplast regions followed neutral theory of molecular evolution. The genetic variation 

of Malus prunifolia mainly existed within populations. Gene exchange among different populations is 

frequent，and genetic differentiation among most of populations is less，which has little relationship with 

geographical distance. 

Keywords：Malus prunifolia；chloroplast DNA；haplotype；genetic diversity 

 

楸子[Malus prunifolia（Willd.）Borkh.]属蔷薇科（Rosaceae）苹果属（俞德俊，1979），是杂种

起源的中国苹果属植物栽培种之一，分布极广，作为栽培种的楸子在各地栽培历史悠久，但已无成

园栽培（李育农，2001；钱关泽，2005）。楸子具有诸多优良抗性，是重要的砧木育种亲本和抗性资

源，常用作砧木和观赏栽培，有的果实可供食用或加工。现对楸子的研究主要集中于作为砧木的优

异性状鉴定评价和抗性基因挖掘等方面（钱关泽，2005；王顺才，2011；王顺才 等，2011；傅明洋，

2013；秦源，2014；高帆 等，2016；Tan et al.，2017；李海燕 等，2018；Huang et al.，2018），而

其遗传多样性的评价仅见利用 SSR 标记进行研究的报道（高源 等，2019b）。从多角度充分研究楸

子种质资源的遗传多样性和遗传基础是对其充分开发利用的前提。 

在大多数被子植物中母系遗传的叶绿体基因组高度保守，非编码区进化速度快（倪梁红 等，

2015），非编码区中的基因间区具有丰富的遗传变异；叶绿体基因单倍型是在叶绿体基因里面具有统

计学关联性的一类单核苷酸多态性（SNP）；因此叶绿体基因可直接用于植物遗传多样性检测（李宏

韬 等，2003），在植物的系统发育研究中具有独特的优势（张韵洁和李德铢，2011）。国内外学者利

用 1 ~ 2 个叶绿体 DNA（Chloroplast DNA，cpDNA）区域开展苹果属栽培品种和野生近缘种的叶绿

体 DNA 变异和亲缘关系等的研究（Savolainen et al.，1995；Robinson et al.，2001；Coat et al.，2006；

Nikiforova et al.，2013）。丁芳兵（2012）利用叶绿体基因 matK 与核糖体基因 ITS 相结合研究湖北

海棠与近缘种的亲缘关系；朱元娣等（2014）利用相同的基因区域研究了新疆野苹果与中国苹果的

系统发育；徐榕雪（2018）也利用该区域的内含子序列信息，构建苹果属 23 个种 27 份材料的系统

发育树，但仅获得遗传变异信息位点 23 个。朱元娣等（2014）和徐榕雪（2018）都得出了叶绿体基

因 matK 并不适用于栽培苹果种内的系统发育分析的结论。李慧峰（2012）利用 trnL-trnF 序列构建

的泰沂山区苹果属植物系统树在一定程度上支持表型分类的结果，但无法有效解决其复杂遗传背景

下的系统发育关系。叶绿体基因组用于系统发育的研究已经发展到多个基因及基因间区的多态性位

点组合分析的阶段（Baraket et al.，2009；Potter et al.，2009；Ghada et al.，2010），叶绿体单个基因

或单个基因间区难以满足具有复杂遗传背景的果树种质资源的遗传分析要求。 
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本研究中在对中国原产楸子种质资源广泛收集的基础上，利用 4 对叶绿体 DNA 引物扩增收集

的 49 份楸子种质资源叶绿体 DNA 的 4 个基因间区序列，分析 4 个叶绿体 DNA 间区序列的遗传变

异，解析楸子群体在叶绿体 DNA 水平上的遗传多样性，探讨它们之间的亲缘关系，以期为该种的

多样性保护和有效利用提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试的 49 份种质中，MP45 ~ MP49 采自国家果树种质公主岭寒地果树圃（吉林省公主岭），其

余均采自国家果树种质兴城梨、苹果圃（辽宁省兴城）。供试种质均为野外考察收集，在野外通过表

型鉴定为楸子本种（楸子的地方类型归并到楸子中）后，分别入两个圃嫁接繁殖保存。于 2017 年春

季采集楸子种质的健康幼嫩叶片，经硅胶干燥之后备用；2018 年在农业部园艺作物种质资源利用重

点实验室完成 4 个叶绿体 DNA 基因间区的扩增，并送测序公司完成测序。49 份材料（表 1）来自

于 9 个省（自治区），包括新疆 3 份、辽宁 4 份、陕西 1 份、黑龙江 5 份、甘肃 4 份、山西 6 份、河

北 20 份、内蒙古 1 份、吉林 5 份。 

 

表 1  供试楸子种质资源及叶绿体 DNA 单倍型分布 

Table 1  Germplasm resources of Malus prunifolia and their cpDNA haplotype distribution 

来源地 
Origin 

群体代码 
Code of population 

数量 
Number 

编号 
No. 

种质名称 
Accession name 

单倍型 
Haplotype

新疆 
Xinjiang 

MPXJ 3 MP1 新疆红海棠 Xinjiang Honghaitang H_14 
MP2 石海棠 Shihaitang H_13 
MP3 伊犁海棠 Yili Haitang H_12 

辽宁 
Liaoning 

MPLN 4 MP4 三道沟小道沟大海棠 Sandaogou Xiaodaogou Dahaitang H_7 
MP5 三道沟小五沟海棠 Sandaogou Xiaowugou Haitang H_2 
MP6 熊岳海棠 1# Xiongyue Haitang 1 H_3 
MP7 三道沟八家海棠 Sandaogou Bajia Haitang H_2 

陕西 Shaanxi MPSXX 1 MP8 富平楸子 Fuping Qiuzi H_11 
黑龙江 
Heilongjiang 

MPHLJ 5 MP9 牡丹江海棠 Mudanjiang Haitang H_1 
MP10 伊春小果海棠 Yichun Xiaoguohaitang H_1 
MP11 伊春大果海棠 Yichun Daguohaitang H_7 
MP12 南岔大楸子 Nancha Daqiuzi H_7 
MP13 日新海棠 Rixin Haitang H_1 

甘肃 
Gansu 

MPGS 4 MP14 酒泉楸子 Jiuquan Qiuzi H_5 
MP15 张良沟楸子 Zhanglianggou Qiuzi H_2 
MP16 石家磨楸子 Shijiamo Qiuzi H_10 
MP17 张掖海棠 1 号 Zhangye Haitang 1 H_10 

山西 
Shanxi 

MPSX 6 MP18 保德海棠 Baode Haitang H_2 
MP19 向阳村大红海棠 Xiangyangcun Dahong Haitang H_5 
MP20 平遥古城海棠 Pingyaogucheng Haitang H_9 
MP21 海棠 2 Haitang 2 H_2 
MP22 楸子 Qiuzi H_2 
MP23 武乡子房苗黄海棠 Wuxiang Zifangmiao Huanghaitang H_2 

河北 MPHB 20 MP24 楸子 HC-6  Qiuzi HC-6 H_8 
Hebei   MP25 海棠 HL-16  Haitang HL-16 H_2 
   MP26 海棠 HK-10  Haitang HK-10 H_3 
   MP27 海棠 HF-16  Haitang HF-16 H_7 
   MP28 海棠 HF-18  Haitang HF-18 H_6 
   MP29 海棠 HK-9  Haitang HK-9 H_3 
   MP30 楸子 HC-1  Qiuzi HC-1 H_2 
   MP31 白洋淀紫苹果 Baiyangdian Zipingguo  H_2 
   MP32 青县小盘古村海棠 1 号 Qingxian Xiaopangucun Haitang 1 H_2 
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续表 1 

来源地 
Origin 

群体代码 
Code of 
population 

数量 
Number 

编号 
No. 

种质名称 
Accession name 

单倍型 
Haplotype

   MP33 博野县小营村海棠 1 号 Boyexian Xiaoyingcun Haitang 1 H_5 
   MP34 小盘古村黄海棠 1 号 Xiaopangucun Huanghaitang 1 H_3 
   MP35 平泉号大河北海棠 1 号 Pingquanhao Dahebeihaitang 1 H_4 
   MP36 平泉海棠 4 号 Ping Quan Haitang 4 H_4 
   MP37 平泉海棠 2 号 Ping Quan Haitang 2 H_4 
   MP38 小盘古村海棠 2 号 Xiaopangucun Haitang 2 H_2 
   MP39 平泉高创沟海棠 3 号 Pingquan Gaochuanggou Haitang 3 H_4 
   MP40 平泉大河北海棠 3 号 Pingquan Dahebei Haitang 3 H_4 
   MP41 高创沟白海棠 Gaochuanggou Baihaitang H_2 
   MP42 高创沟海棠 2 号 Gaochuanggou Haitang 2 H_4 
   MP43 唐县北店头乡封庄村海棠 2 号 

Tangxian Beidiantouxiang Fengzhuangcun Haitang 2 
H_3 

内蒙古 
Inner Mongolia 

MPNMG 1 MP44 宁城海棠 Ningcheng Haitang H_2 

吉林 
Jilin 

MPJL 5 MP45 四楞海棠 Sileng Haitang H_3 
MP46 六密海棠 Liumi Haitang H_2 
MP47 六楞海棠 Liuleng Haitang H_3 
MP48 扁海棠 Bianhaitang H_2 
MP49 紫果海棠 Ziguo Haitang H_1 

 

1.2  DNA 提取及 PCR 体系 

采用德国 QIAGEN 的 DNeasy Plant Mini Kit 提取供试材料春季嫩叶的基因组 DNA。分别用 1%

的琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检测其浓度和纯度，标准品 λDNA（40 ng · μL-1）将提取基因

组 DNA 的浓度调整到 40 ng · μL-1 用于 PCR。 

1.3  PCR 扩增和测序 

从 Shaw 等（2005）报道的叶绿体 DNA 序列中选取 4 个基因间区 trnH-psbA、trnS-trnG spacer + 

intron、trnT-5′trnL 和 5′trnL-trnF 对应的 4 对通用引物（表 2），由上海生工（Sangon）有限公司合成。

50 μL 的 PCR 反应体系：DNA 模板 2 μL，正向和反向引物（10 µmol · L-1）各 2.5 μL，dNTP（2.5 

mmol · L-1）（TaKaRa，Japan）5 μL，10× Buffer 5 μL，Taq DNA 聚合酶（5 μmol · μL-1）（TaKaRa，

Japan）0.6 μL，ddH2O 32.4 μL。参照 Volk 等（2015）报道的反应条件，对 4 个叶绿体 DNA 基因间

区的 PCR 扩增条件进行优化（表 3）。49 份种质 4 个叶绿体 DNA 基因间区的 PCR 产物用 2%的琼

脂糖凝胶电泳检测，对于扩增成功并得到单一条带的样品直接送测序公司[上海美吉测序公司（北京）]

进行测序，测序仪为美国 ABI 3730 DNA Sequencer。每个样品在每个叶绿体 DNA 基因间区的扩增

产物均进行正、反向测序，测定 2 次，获得 49 份材料的 4 个叶绿体 DNA 基因间区的完整序列。 

 

表 2  楸子 4 个叶绿体 DNA 基因间区及 4 对叶绿体 DNA 引物序列基本信息 

Table 2  Basic information of four cpDNA intergenic regions and four pairs of cpDNA primers in this study 

编号 
Code 

cpDNA 间区 
cpDNA intergenic region 

正向序列（5′–3′） 
Forward sequence 

反向序列（5′–3′） 
Reverse sequence 

扩增片段长度/ 
bp 
Amplified 
fragment length 

CP20 trnH-psbA CGCGCATGGTGGATTCACAATCC GTTATGCATGAACGTAATGCTC ~ 400 
CP21 trnS-trnG spacer + intron AGATAGGGATTCGAACCCTCGGT GTAGCGGGAATCGAACCCGCATC ~ 1 500 
CP22 trnT-5′trnL CATTACAAATGCGATGCTCT TCTACCGATTTCGCCATATC ~ 1 200 
CP23 5′trnL-trnF ATTTGAACTGGTGACACGAG CGAAATCGGTAGACGCTACG ~ 1 000 
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表 3  楸子 4 个叶绿体 DNA 基因间区的 PCR 扩增条件 

Table 3  Amplified reaction of four cpDNA intergenic regions of Malus prunifolia 

编号 
Code 

扩增区域 
Region 

预变性 
Pre-denaturation 

循环 Cycle 
最后延伸 
Final extension 

变性 
Denaturation 

退火 
Annealing 

延伸 
Extension 

循环次数 
Number of cycles 

CP20 trnH-psbA 80 ℃ 5 min 94 ℃ 30 s 56 ℃ 30 s 72 ℃ 1 min 35 72 ℃ 10 min 
CP21 trnS-trnG 

spacer + intron 
80 ℃ 5 min 96 ℃ 10 s 50 ℃ 5 s 60 ℃ 4 min 30 60 ℃ 10 min 

CP22 trnT-5′trnL 96 ℃ 5 min 96 ℃ 1 min 57 ℃ 2 min 72 ℃ 2.5 min 34 72 ℃ 10 min 
CP23 5′trnL-trnF 80 ℃ 5 min 96 ℃ 10 s 50 ℃ 5 s 60 ℃ 4 min 30 60 ℃ 10 min 

 

1.4  数据统计与分析 

对于每个基因间区正反向测序获得的序列进行人工校对，并使用 MEGA 7.0（Kumar et al.，2016）

软件进行序列拼接、序列比对以及 4 个叶绿体 DNA 基因间区片段 trnH-psbA、trnS-trnG spacer + 

intron、trnT-5'trnL 和 5'trnL-trnF 的合并。所有拼接序列、比对序列都被保存为 FASTA 和 MEGA 格

式。构建楸子种质不同居群间基于遗传距离的 Neighbour-Joining 系统发育树，并划分居群组合。 

将单个区域片段和合并之后的片段保存后，使用 DnaSP ver5.10.01（Librado & Rozas，2009）软

件计算楸子种质叶绿体 DNA 的遗传多样性参数，包括：变异位点（Vs）、单一突变位点（Ss）、简约

信息性位点（Ps）、核苷酸多样性（Pi）、平均核苷酸差异（k）、单倍型数目（h）、单倍型多样性（Hd）、

单倍型多样性方差（Vh）、单倍型多样性标准差（Sh）和 Tajima’s D 值（Tajima’s D）；计算种内不同

居群间遗传分化系数，包括：基因流（Nm）、群体固定系数（Fst）、基因差异分化系数（Gst）和核苷

酸分化系数（Nst），评价种内不同居群间的基因交流。Tajima’s D 是检验样品叶绿体 DNA 区域是否

遵循中性进化模型的重要参数。 

4 个叶绿体 DNA 区域合并片段的楸子种质的叶绿体基因单倍型保存为 Nexus 文件，分别采用中

介邻接网络（Median-Joining network，MJ）算法和最大简约（Maximum Parsimony calculation，MP）

算法进行计算和优化，运用 NetWork ver4.6.1.2 构建叶绿体 DNA 单倍型邻接网络关联图。 

2  结果与分析 

2.1  楸子叶绿体 DNA 的多态性 

利用 4 对叶绿体通用引物对 49 份中国原产苹果属栽培种楸子的 4 个叶绿体 DNA 间隔间区进行

扩增，trnH-psbA、trnS-trnG spacer + intron、trnT-5′trnL 和 5′trnL-trnF 在 49 份楸子样本中的序列长

度范围分别为 261 ~ 278、1 367 ~ 1 383、1 064 ~ 1 093 和 937 ~ 965 bp。将各区域对位排列后，上述

片段的长度分别为 285、1 383、1 157 和 965 bp（表 4）。长度为 1 157 bp 的非编码区 trnT-5′trnL 的

核苷酸多态性最高，包括 11 个简约信息性位点，1 个单一突变位点，108 个插入/缺失位点；长度为

285 bp 的非编码区 trnH-psbA 有 2 个简约信息位点，24 个插入/缺失位点；长度为 1 383 bp 的非编码

区 trnS-trnG spacer + intron 有 1 个单一突变位点，5 个简约信息位点，19 个插入/缺失位点；5′trnL-trnF

多态性最低，仅有 2 个简约信息性位点。4 个叶绿体基因片段合并后，序列长度范围为 3 676 ~ 3 693 

bp，对位排列后的长度为 3 790 bp，共有多态性位点 173 个，其中单一突变位点 2 个，简约信息性

位点 20 个，插入/缺失位点 151 个（表 4）。 

49 份中国原产苹果属栽培种楸子的 4 个叶绿体间隔间区共有变异位点 173 个，trnH-psbA、
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trnS-trnG spacer + intron、trnT-5′trnL 和 5′trnL-trnF 区域的变异位点分别为 26 个、25 个、120 个和 2

个，变异位点差别较大的区域集中在 trnT-5′trnL 区域上，说明它是楸子 cpDNA 片段中核苷酸多态

性较高的区域。区域 trnH-psbA 核苷酸多样性（Pi）最高，为 0.0214；区域 5′trnL-trnF 的平均核苷

酸差异（k）最大，为 25.95238；区域 5′trnL-trnF 的核苷酸多样性（Pi）和平均核苷酸差异（k）均

为最小（表 4）。 

trnH-psbA、trnS-trnG spacer + intron、trnT-5′trnL 和 5′trnL-trnF 区域单倍型数（h）分别为 9 个、

7 个、8 个和 3 个，以 trnH-psbA 区域单倍型（基因）多样性（Hd）最高，为 0.775；5′trnL-trnF 单

倍型（基因）多样性（Hd）最低，为 0.481。5′trnL-trnF 的单倍型多样性方差（Vh）和单倍型多样性

标准差（Sh）均为最高，分别为 0.00517 和 0.072；trnS-trnG spacer + intron 区域单倍型多样性方差

和标准差均为最低，分别为 0.00205 和 0.045（表 5）。 

4 个区域合并之后的叶绿体基因片段，共有单倍型 14 个，各种质所属单倍型见表 1。核苷酸多

样性（Pi）、平均核苷酸差异（k）、单倍型（基因）多样性（Hd）、单倍型多样性方差（Vh）、单倍型

多样性标准差（Sh）分别为 0.00949、39.10884、0.854、0.00125、0.035（表 4，表 5）。 

 
表 4  楸子 49 份种质的 4 个 cpDNA 区域多态性信息 

Table 4  The polymorphic information of four cpDNA regions of 49 accessions of Malus prunifolia 

cpDNA 区域 
cpDNA region 

长度/ 
bp 
Length 

变异位点 
Variable 
site（Vs） 

单一突变位点 
Singleton variable
site（Ss） 

简约信息位点 
Parsimony 
informative site
（Ps） 

插入/缺失位点 
Insertion/deletion 
gaps（Is） 

核苷酸多样性 
Nucleotide 
diversity（Pi） 

平均核苷酸差异

Average number 
of nucleotide 
difference（k） 

trnH-psbA 285 26 0 2 24 0.02143 7.35204 
trnS-trnG 
spacer + intron 

1 383 25 1 5 19 0.00349 5.09184 

trnT-5′trnL 1 157 120 1 11 108 0.01943 25.95238 
5′trnL-trnF 965 2 0 2 0 0.00072 0.712590 
合并 
Combined 

3 790 173 2 20 151 0.00949 39.10884 

 

表 5  楸子 49 份种质的 4 个 cpDNA 区域的单倍型多样性 

Table 5  The diversity of haplotypes in four cpDNA regions of 49 accessions of Malus prunifolia 

cpDNA 区域 
cpDNA region 

单倍型数 
Number of 
haplotypes（h） 

单倍型（基因）多样性 
Haplotype（gene）diversity 
（Hd） 

单倍型多样性方差 
Variance of haplotype  
diversity（Vh） 

单倍型多样性标准差 
Standard deviation of  
haplotype diversity（Sh） 

trnH-psbA 9 0.775 0.00233 0.048 
trnS-trnG  
spacer + intron 

7 0.761 0.00205 0.045 

trnT-5′trnL 8 0.625 0.00510 0.071 
5′trnL-trnF 3 0.481 0.00517 0.072 
合并 
Combined 

14 0.854 0.00125 0.035 

 

对 4 个区域进行 Tajima’s D 测验，区域 trnH-psbA 和 5′trnL-trnF 的 Tajima’s D 值为正值，区域

trnS-trnG spacer + intron 和 trnT-5'trnL 的为负值，区域 trnS-trnG spacer + intron 的最低，5′trnL-trnF

的最高。4 个区域的 D 值在 P > 0.10 水平上不显著。合并后的片段，Tajima’s D 值为 0.02876，在 P > 

0.10 水平上差异不显著（表 6）。4 个区域和合并后的片段均遵循中性进化模型。 
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表 6  楸子 49 份种质的 4 个 cpDNA 区域的 Tajima’s D 测验结果 

Table 6  Results of Tajima's D test in four cpDNA regions of 49 accessions of Malus prunifolia 
cpDNA Tajima’s D 显著性 Significance 
trnH-psbA 0.85881 P > 0.10 
trnS-trnG spacer + intron –0.30129 P > 0.10 
trnT-5′trnL –0.12786 P > 0.10 
5′trnL-trnF 1.05536 P > 0.10 
合并 Combined 0.02876 P > 0.10 

 

2.2  楸子的遗传分化 

将 49 份楸子按照 9 个来源省份分为 9 个群体（表 1），分析群体间的基因流和遗传分化。群体

间 3 个遗传分化系数（Fst = 0.03752，Nm = 6.41；Gst = 0.09707，Nm = 2.33；Nst = 0.03729，Nm = 6.45）

均不高，3 个遗传分化系数体现出来的 9 个群体间的遗传变异分别为 3.752%、9.707%和 3.729%，群

体内的遗传变异分别为 96.248%、90.293%和 96.271%，群体遗传变异主要存在于群体内部。 

由于陕西、内蒙古楸子群体均只有 1 份材料，所以只对其余 7 个楸子群体计算两两群体间的分

化系数（表 7）。甘肃和山西楸子群体间遗传分化系数最低，为–0.1508，辽宁和新疆楸子群体、黑

龙江和新疆楸子群体、辽宁与黑龙江、山西、河北和吉林楸子群体、山西和甘肃、河北楸子群体、

河北和吉林楸子群体的遗传分化系数均为负值，甘肃和新疆楸子群体的遗传分化系数最高，为

0.2709。楸子不同群体间遗传分化较少，基因交流频繁，与地理距离不完全相关。 
 

表 7  楸子 7 个来源地区群体间遗传分化系数（Fst） 

Table 7  The genetic differentiation coefficient（Fst）among the seven groups of Malus prunifolia from seven sources 
群体 Population MPXJ MPLN MPHLJ MPGS MPSX MPHB 
MPLN –0.1239       
MPHLJ –0.0843  –0.1337      
MPGS 0.2709  0.0125  0.1877     
MPSX 0.1349  –0.0854  0.0878  –0.1508    
MPHB 0.1383  –0.1258  0.0801  0.0422  –0.0127   
MPJL 0.2096  –0.1327  0.1283  0.0726  0.0259  –0.0363  

 

2.3  楸子居群间的遗传关系 

计算 9 个楸子群体间的遗传距离，并用 Neighbour-Joining 法构建聚类树。根据聚类结果，9 个

楸子群体可以分为 4 个类群（图 1），类群Ⅰ为陕西、山西和河北群体，类群Ⅱ为内蒙古和甘肃群体， 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 1  按来源省份划分的 9 个楸子群体间基于遗传距离一致性的 NJ 树 

Fig. 1  Consensus Neighbor-Joining tree of nine populations of Malus prunifolia grouped by original provinces  

based on the genetic distance 
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类群Ⅲ为黑龙江和新疆群体，类群Ⅳ为吉林和辽宁群体。除类群Ⅲ的黑龙江和新疆群体外，其余 3

个类群与地理距离相关。 

2.4  楸子叶绿体 DNA 单倍型的中介网络关系 

利用中介邻接网络（MJ）算法计算，并用最大简约算法（MP）来优化由 MJ 计算过的结果，构

建苹果属楸子的 4 个叶绿体 DNA 区域组合的单倍型关联图（图 2）。单倍型和中介矢量位点分别用

H 和 mv 表示。网络图的躯干（Tarso）为 mv2、mv4、mv5、mv6，分化时间早，但是在本试验中均

为缺失的单倍型。mv2 衍生中介位点 mv1，mv4 衍生单倍型 H_14，mv5 衍生单倍型 H_5 和中介位

点 mv3，mv6 衍生单倍型 H_3。H_3 包含 4 份河北楸子、2 份吉林楸子和 1 份辽宁楸子，H_5 包含 1

份甘肃楸子、1 份河北楸子和 1 份山西楸子，H_14 为新疆的 1 份楸子（表 1）。mv1 和 mv3 也是楸

子叶绿体基因单倍型进化过程中缺失的单倍型。由 mv1 衍生单倍型 H_2 和 H_10。H_2 包含 16 份楸

子材料，分别是甘肃的 1 份、河北的 6 份、吉林的 2 份、辽宁的 2 份、内蒙古的 1 份和山西的 4 份；

H_10 包含 2 份甘肃楸子。H_10 衍生单倍型 H_11，为 1 份陕西楸子。单倍型 H_2 衍生单倍型 H_1、

H_4 和 H_8；H_1 为黑龙江 3 份和吉林 1 份楸子材料；H_4 为河北 6 份楸子；H_8 为河北 1 份楸子。

mv3 衍生的单倍型 H_13 和 H_9。H_13 为新疆的 1 份楸子，H_9 为山西的 1 份楸子。H_9 衍生单倍

型 H_7，H_7 衍生单倍型 H_6。H_7 包含 1 份河北、2 份黑龙江和 1 份辽宁楸子，H_6 仅为 1 份河

北楸子。 

H_4、H_8、H_6 为河北楸子独占的单倍型，H_13 为新疆楸子独占的单倍型，H_9 为山西楸子

独占的单倍型，H_11 为陕西楸子独占的单倍型。由单一来源的种质独占的 6 个单倍型均位于单倍型

网络图的外围。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 2  楸子 4 个 cpDNA 区域组合的单倍型邻接网络图 

Fig. 2  Haplotype joining networks of four chloroplast DNA regions combined of Malus prunifolia 
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3  讨论 

中国原产苹果属植物楸子叶绿体 DNA 的多样性研究涉及到的区域有 trnH-psbA、trnS-trnG 

spacer + intron、trnT-5'trnL 和 5'trnL-trnF，核苷酸多样性和单倍型多样性最高的区域均为 trnH-psbA，

不同于梨属植物 cpDNA 多样性最高的区域为 accD-psaI 和 trnL-trnF（Kimura et al.，2003）。同一科

不同属以及同一属不同种之间叶绿体 DNA 的多样性具有一定的差异，并且单倍型多样性高低的区

域也具有一定差异。 

在楸子中，核苷酸序列的变异同样以位点插入和缺失为主，4 个叶绿体 DNA 区域合并之后，有

151 个插入/缺失位点，其中只有 2 个单一突变位点和 20 个简约信息位点，而插入/缺失位点的数量

是单一突变和简约信息位点总数的 6 倍以上。楸子 4 个叶绿体 DNA 合并区域的遗传多样性（Hd = 

0.854，Pi = 0.00949）高于相同区域的新疆野苹果（高源 等，2019a）叶绿体 DNA 的遗传多样性

（Hd = 0.806，Pi = 0.00291）。Tajima’s D 检验中，4 个区域在 P > 0.10 水平上差异不显著，合并之后

的叶绿体 DNA 片段在 P > 0.10 水平上差异不显著，说明楸子的 4 个叶绿体 DNA 区域在进化上同样

遵循中性进化。 

按照楸子的来源地划分群体，楸子的遗传变异主要来自于群体的内部，群体间的遗传变异仅占

3.75%，楸子不同居群间存在基因交流但同时又抵制了由于随机漂变而产生的遗传分化，这与基于

SSR 分子标记研究结果一致（高源 等，2019b）。除去仅有 1 份材料的陕西和内蒙古楸子居群，其

他居群两两间的遗传分化系数仅为–0.1508 ~ 0.2709，其中有 9 个居群组合间的遗传分化系数为负

数，说明楸子不同居群间的基因交流频繁。按照 Wright（1978）对 Fst 的划分值，多数楸子群体间

遗传分化较少，与地理距离关系不大。这与利用 SSR 的方法研究结论（高源 等，2019b）相同。新

疆楸子和甘肃楸子间的遗传分化系数最高（0.2709），为高度的遗传分化。比较值得注意的是，计算

群体间的遗传距离，黑龙江楸子和新疆楸子遗传距离较近，并聚到一起。除此之外的楸子居群间的

遗传距离均与地理距离相关。这种地理距离较大的群体被划分到同一居群组合的原因可能是因为楸

子在中国栽培历史久远，在西洋苹果引入中国之前楸子也是多个地区栽培种之一，人为引入可以作

为一种解释。 

在楸子 4 个叶绿体 DNA 区域组合的单倍型中介邻接网络图中，位于中心位置的躯干均为缺失

单倍型，最原始的叶绿体单倍型有可能还未收集到，也有可能随着历史的发展已经流失。H_2 为中

心躯干衍生出的单倍型，包含了 6 个来源地区的楸子，是最接近于中心而又未缺失的单倍型，其为

相对古老的单倍型。以 H_2 为中心形成小的星状辐射，向外围形成 3 个单倍型，其中有 2 个单倍型

为河北楸子独享单倍型，另外 1 个单倍型为黑龙江和吉林楸子共享单倍型，河北大部分楸子的产生

相对较晚。大部分河北、黑龙江、吉林和陕西的楸子多由种群扩张而来，少部分的河北、黑龙江、

吉林和辽宁楸子以及新疆楸子和山西楸子由原始单倍型直接进化而来。对于缺失的单倍型，应该加

大资源收集的力度，尤其是新疆和山西地区，直接由中心躯干衍生而来的单倍型是对楸子进一步考

察收集的重点。 
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