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摘 要：为揭示中-日分布的槲树种群的遗传多样性以及遗传结构水平, 采用 12个微卫星分子标记

分析了中国和日本 13个槲树种群的遗传分化、遗传多样性和基因流情况 . 结果表明, 槲树种群在其

分布范围内分化形成3个支系, 即中国中东部支系、中国秦巴支系和日本支系 . 中国中东部支系和秦

巴支系间存在着一定程度的基因流, 基因流方向主要是从中国中东部支系到秦巴支系, 日本支系和

中国两个支系间的基因交流较少 . 槲树种群的遗传变异主要来自种群内部, 种群间的遗传分化系数

为 0.23, 在林木中处于中等水平 . 遗传多样性分析表明, 槲树种群的遗传多样性较高, 平均观测杂合

度为 0.52, 平均期望杂合度为 0.57. 与两个中国支系相比, 日本支系的遗传多样性水平较低 . 第四纪

后的长期地理隔离可能是造成物种明显分化的主要原因 .
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Genetic diversity and differentiation study of Quercus dentata
with regards to its distribution in China and Japan
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Abstract: To reveal the level of genetic diversity and genetic structure of Quercus dentata distributed in
China and Japan, 12 microsatellite markers were used to analyze the genetic differentiation, diversity and
gene flow of 13 Q. dentata populations across Japan and China. The results showed that the species was
differentiated into three lineages: the Chinese Eastern lineage, the Chinese Qinba lineage and the Japa-
nese lineage. Although moderate gene flow existed between the two Chinese lineages with the historical
gene flow occurring predominantly from Chinese Eastern lineage into Qinba lineage, there was a limited
gene flow between Japanese and Chinese lineages. The high genetic diversity had been mainly caused by
the variations within population, and the genetic differentiation among populations was moderate for a
tree species, with the coefficient of genetic differentiation estimated to be 0.23. Genetic diversity analysis
also showed that the overall observed heterozygosity was 0.52 and the expected heterozygosity 0.57,
indicating a high level of genetic diversity. Compared with the Chinese lineage, the genetic diversity
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全球气候的波动, 尤其是第四纪(Quaternary,

2 Ma)气候的剧烈变化显著影响着北半球物种的

分布与遗传结构[1-2]. 第四纪以来的气候变化中, 对

现存物种影响最为深刻的是距今约 24~18 ka前的

末次盛冰期 . 与北美和欧洲相比, 东亚大部分地区

在末次盛冰期阶段未被大冰盖覆盖, 但是气温骤

降对该地区的物种种群间的基因交流仍造成了显

著影响[3]. 在冰期中国东海海平面下降, 在冰后期

或者间冰期海平面上升就会造成种群间的隔离 .

伴随着气温变化, 海平面的升降会造成物种不断

地隔离、二次接触乃至物种形成 .

气候波动最直接的影响是造成亲缘关系相近

的物种或同一物种不同种群在地理区域间的非连

续分布[4]. 东亚东部大陆-岛屿之间的不连续分布

为研究物种种内分化与环境变迁提供了理想材

料, 其中中国和日本之间由于东海阻隔了物种在

种群的迁移与基因交流, 造成许多物种的不连续

分布, 挖掘这些物种的进化历史、迁移路径以及

基因流方向是近期东亚植物谱系地理学研究的

热点 . 例如 QIU 等[5]通过叶绿体 DNA 片段测序和

简单重复序列间扩增 (ISSR)标记分析了黄山梅

(Kirengeshoma palmata)8 个种群共 137 个个体, 发

现黄山梅具有较高的遗传多样性水平, 但种群间

已经发生了较大程度的分化, 推测黄山梅在冰川

期可能通过连接中国和日本种群的陆桥进行基因

交流, 随后在间冰期中国东海海平面升高造成黄

山梅群体中-日的不连续分布; 李丽卡等[6]通过 3

个叶绿体DNA片段对典型中-日不连续分布的双

花木属(Disanthus)植物的系统发育关系进行研究,

发现存在于日本的双花木原种(D. cercidifolius)和

中国的长柄双花木 (D. cercidifolius subsp. Lon-

gipes)为单系类群, 无共享单倍型, 反映了该属两

个亚种间存在的地理隔离屏障造成其较高的遗

传分化水平 . 此外 , 对中-日不连续分布植物如

胡桃楸(Juglans mandshurica)[7]、蛛网萼(Platycrat-

er arguta) [8]、橐吾(Ligularia hodgsonii) [9]、黄精叶

钩吻(Croomia japonica) [10]等物种的遗传结构与谱

系地理学的研究结果都支持了大陆与岛屿之间的

地理分割事件 .

栎属(Quercus)植物主要分布于北美、欧洲、

亚洲和南美部分地区, 包含 300~600个种, 是全球

分布最为广泛的森林树种之一[11-13]. 中国栎类资源

丰富, 根据第八次全国森林资源清查报告, 栎类占

天然林总面积的 13%, 是中国天然林中分布面积

最大和最广的树种[14]. 槲树(Quercus dentata)为广

泛分布于东亚的落叶栎, 其树皮暗灰褐色呈现深

纵裂; 小枝粗壮, 表面有沟槽状纹痕; 叶片多呈现

倒卵形或是长倒卵形, 顶端一般呈现短钝尖, 叶片

边缘呈粗锯齿状, 叶背面有灰褐色星状绒毛; 叶柄

长 2~5 mm, 密被棕色绒毛 . 在中国槲树主要生长

于海拔 50~2 700 m的西北、华北等地区的杂木林

或松林中, 朝鲜、日本也有分布, 其分布地区环境

多变, 对环境有着良好的适应性[15-16]. 目前对槲树

分布格局的研究侧重于区域范围内 , 例如李慧

敏[17]利用 3 个叶绿体基因片段和 8 对微卫星标记

研究槲树种群的遗传历史, 表明中国范围内的槲

树存在一定的遗传分化, 但基因流明显, 秦巴地区

是槲树最大的冰期避难所; LYU 等[16]通过微卫星

分子标记和叶绿体 DNA 片段探究小尺度范围内

的槲树与同域分布其他栎树之间的分化与基因

流情况, 表明尽管槲树与其他栎树之间基因交流

频繁但仍然存在明显的种间界限; NAGAMITSU

等[18]对日本沿海生长的槲树进行了基于核微卫星

的遗传聚类研究, 探讨其生态型特征, 结果表明由

于环境异质性和对沿海生境的适应性选择导致沿

海槲树叶片具有独特的生态型特征 . 迄今为止没

有对中-日分布的槲树种群遗传学的比较研究 . 本

研究以 13个中国和日本槲树种群为例, 使用 12对

微卫星分子标记进行基因分型, 以研究不同地区

槲树种群的遗传多样性水平, 比较其差异并探究

其原因; 检测槲树种群之间的遗传结构, 推测进化

支系间的基因流方向, 探讨其物种形成方式 .

1 材料与方法

1.1 实验材料

于 2018-2019年对中国和日本的槲树野生分

布区进行实地考察 , 采集实验所需的槲树样品 .

所采集的槲树种群覆盖了槲树在中国的大部分

of the Japanese lineage was low. The observed genetic diversity and differentiation of species was likely
due to the long-term geographic isolation after Quaternary.
Key words: molecular marker; microsatellite; genetic diversity; genetic differentiation; gene flow
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分布范围及代表日本南北分布的两个槲树种群 .

为了保证采样的科学性和代表性, 采集的样品需

满足: 1) 两个不同的槲树种群之间直线地理距离

>30 km; 2) 同一种群内不同个体之间至少相隔

10 m 以上; 3) 同一种群内应至少选择 5 个槲树个

体; 4) 每个个体采集 1~2片健康、完整、无明显虫

害病害幼嫩的叶片和新生枝条 . 使用全球定位系统

获取每个种群的经纬度、海拔等地理信息 . 将采集

的样本经硅胶迅速干燥后, 带回实验室保存备用 .

最终共采集13个槲树种群, 225个个体(表1).

种群编号

DSG

GS

SYB

MTZ

JLP

ASS

SFS

ZLG

QHD

GSL

LJ

JPN

JPS

地点

中国陕西省宝鸡市大散关

中国陕西省太白县关山

中国陕西省留坝县桑园坝乡

中国陕西省留坝县庙台子

中国河南省焦作市修武县金岭坡

中国山东省济宁市安山寺林场

中国北京市房山区上方山

中国辽宁省铁岭市铁岭县钟楼沟

中国河北省秦皇岛国家地质公园

中国山西省吕梁市交口县古树林

中国安徽省淮北市龙脊山

日本冈山县津山市

日本北海道石狩市

N/(°)

34.97

34.34

33.07

33.09

35.71

35.56

39.68

42.06

40.06

37.09

33.09

35.07

43.22

E/(°)

107.01

107.84

107.14

106.35

113.33

117.38

115.83

124.03

119.44

111.32

116.97

134.01

141.32

海拔/m

890

1 470

1 020

1 220

590

240

660

280

100

1 450

180

20

10

采样数/个

23

21

21

23

24

21

20

10

11

8

15

19

9

表1 槲树种群样品采集信息
Table 1 Sample information of Quercus dentata

1.2 DNA提取和PCR扩增

使用TIANGEN植物基因组DNA提取试剂盒

对干燥后的叶片或枝条进行基因组 DNA 的提取,

使用 1%的琼脂糖凝胶进行质量检测 . 通过查找栎

属植物中已报道的核微卫星通用引物, 随机挑选 6

个不同种群, 每种群选取6个个体筛选槲树种群具

有多态性的核微卫星位点 . 最终选取 12对成功扩

增的引物用于实验, 引物信息见表 2. 采用直接在

引物 5'末端带有 4 种荧光标记(FAM, HEX, TAM-

RA, ROX)修饰的方法进行扩增实验 . PCR的反应

体系共 15 μL, 反应程序为 : 94 ℃预变性 8 min,

95 ℃变性 30 s, 52~56 ℃退火 30 s(退火温度随引物

而定), 72 ℃延伸 30 s, 8 个循环, 循环结束后 72 ℃

延伸 8 min[16]. 扩增产物使用 2% 的琼脂糖凝胶进

行检测, 将扩增条带清晰的产物送到北京擎科生

物科技有限公司利用ABI3730测序仪进行毛细管

电泳检测, 采用 4 种荧光标记混合可同时检测 96

个样品, 共计 675个毛细管电泳 . 检测的结果使用

GeneMarker (SoftGenetics)软件进行毛细管电泳峰

图的读取 .

1.3 数据分析

根据槲树种群不同个体等位基因频率的差

异 , 用基于贝叶斯模型的 STRUCTURE V2.3.4 软

件[22]对槲树种群内部进行遗传结构分析, 该软件

将个体分配给各支系, 假设每个支系都处于哈温

平衡(Hardy-Weinberg, H-W)和连锁平衡状态 . 设

置老化长度为100 000次, 蒙特卡罗迭代数(Markov

chain Monte Carlo iterations replications, MCMC)

为 200 000次, 将代表进化支数目的参数K值设置

为 1~10, 对于每个K值, 迭代 20次独立运算 . 程序

运行完成后利用 Structure Harvester在线工具[23]可

视化Delta K值的概率分布, 选择Delta K最大时对

应的K值作为最优进化枝数, 使用Distruct V.1.1软

件[24]绘制种群结构柱状图 . 为进一步验证种群的

遗传分化模式, 使用 GenAlEx V6.5[25]软件基于遗

传距离矩阵对槲树种群进行主坐标(principal com-

ponent analysis, PC)分析 . 通过 Arlequin V3.5 软

件[26]进行分子方差分析(analysis of molecular vari-

ance, AMOVA)来检测种群间和种群内的遗传分

化水平, 遗传分化系数(FST)用于解释种群间的遗

传分化程度, 当 FST=0 时, 该种群内个体可以随机

交配, 当FST=1时, 种群完全隔离, 无基因交流 .

使用GenAlEx V6.5对各种群进行遗传参数分

析, 选择期望杂合度(expected heterozygosity, HE)、

观测杂合度(observed heterozygosity, HO)、有效等

3



位基因数(effective number of alleles, NE)和不同等

位基因数目(number of different alleles, NA) 评估槲

树种群的遗传多样性水平 . 使用 T 检验评估分析

的显著性 .

槲树作为风媒传播的物种 , 主要依靠花粉

进行基因间的物质交换 . 本研究使用 Migrate-n

V3.6[27]软件评估分布范围内不同谱系之间的历史

基因流的大小和方向 . 基于连续的布朗运动模型

利用默认 FST生成初始的有效种群大小在每个世

代每个位点的突变率值和迁移值, 设置3个独立的

MCMC 链, 每个链设置 5 000 000 次迭代 . 在恒定

突变模型下每100步记录一次, 将前10 000条记录

作为老化 . 检查模型收敛性之后, 计算模型的中值

和95%的后验概率 .

2 结果与分析

2.1 槲树的遗传分化

由图 1a 可见 , 在 K=3 时划分结果最优 . 槲树

种群被明显的划分为3个分支, 分别为主要分布于

中国华北地区的中东部支系 (ZLG、QHD、SFS、

引物位点

GOT021

FIR026

QmC00716

POR017

FIR015

QmC00932

DN950446

WAG068

PIE271

QmC02052

GOT011

WAG066

退火温度/℃

56

56

56

54

56

54

56

56

56

56

56

56

重复单元

AT

TC

TC

CT

AC

TC

AG

AG

TC

AG

TC

AG

引物序列

AGAAAGTTCCAGGGAAAGCA

CTTCGTCCCCAGTTGAATGT

CTTCATGCACCAATTCCTCA

GGCCATGTATGTGTGCAAAA

AAGAGAACCCATTCCATCCCTGA

GTTTCCCGAACAGTGGTTTCTTGA

CCCATATCCCTCTACGAAAGAA

CTGGAGATGACATAGTGTCTCAAA

ACCCTAAAACCCCAATCACC

CGGATCTTCGGCTATTCTTG

AGGCTCAAAACAAAACCAAACCG

GTTTCCCCTTTCCCATAATCAAACCCT

TCTCTTTCTCCGTCCATTATCGC

GTTTCTCCACAGACCCCATTTCC

TCTGCAACAAAACCAAAACAC

CGGAGGAGAGAGTCAGCAAC

CACACTCACCAACCCTACCC

GTGCGGTTGTAGACGGAGAT

CACACCCAGATCCACAAAACTCC

GTTTGCCTCTACGGTCTCCCTCTT

CCCCACCGTCTACTCTCAAA

GCGTTCACCACGTCCATAAT

AACCTGTTTGGCTTCGTGTG

AACAAAAGATTGGGAGGTGC

等位基因/bp

111~128

208~217

261~287

140~169

128~138

247~260

155~185

165~195

197~247

250~300

197~255

128~244

参考文献
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表2 12对SSR引物详细信息
Table 2 Detailed information of 12 pairs of SSR primers

a Delta K与K的关系

b 槲树种群遗传结构(K=3)

图1 槲树种群的贝叶斯聚类分析结果
Fig. 1 Results of Bayesian cluster analysis for

Quercus dentata
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GSL、ASS、LJ)、中国秦岭-巴山一带的秦巴支系

(DSG、GS、SYB、MTZ、JLP)和日本支系 (JPS、

JPN), 中国的两支系与日本支系结构划分明显, 中

国的两支系间存在着基因交流(图1b).

由主坐标分析结果可知, 槲树种群被明显分

成了 3个支系, 与K=3时的遗传结构结果一致 . 这

3个支系在PC1轴和PC2轴上被明显区分开来, 两

个主坐标轴共解释了约72.7%的遗传变异(图2).

分子方差分析结果显示, 槲树种群内的遗传

分化处于中等水平(表 3). 分别针对槲树种群各分

支系

所有种群

中国秦巴支系

中国中东部支系

日本支系

变异来源

支系间

支系内种群间

种群内

种群间

种群内

种群间

种群内

种群间

种群内

自由度

2

10

437

4

219

5

164

1

54

离均差平方和

238.84

149.30

1645.78

85.90

896.28

54.55

628.86

8.46

110.25

方差分量

0.78

0.33

3.77

0.39

4.09

0.26

3.83

0.26

2.04

变异百分比/%

16.0

6.7

77.3

8.7

91.3

6.3

93.7

11.4

88.6

F统计量

FCT = 0.16

FSC = 0.08

FST = 0.23

FST = 0.09

FST = 0.06

FST = 0.11

表3 槲树种群基于12对微卫星标记的分层分子方差分析
Table 3 AMOVA for Quercus dentata population based on 12 nSSRs

FCT: 支系间的遗传分化系数; FSC: 支系内种群间的遗传分化系数; FST: 种群内的遗传分化系数 .

图2 基于12对微卫星位点的槲树种群主坐标分析
Fig. 2 Principal component analysis of Quercus dentata

population based on 12 nSSRs

支系

中国秦巴支系

中国中东部支系

日本支系

总计平均

种群

DSG

GS

SYB

MTZ

JLP

平均

ASS

SFS

ZLG

QHD

GSL

LJ

平均

JPN

JPS

平均

NA

7.75

5.58

6.75

8.33

7.08

7.10

6.75

6.08

5.58

6.83

3.33

5.58

5.69

3.08

3.58

3.33

5.37

NE

4.54

3.35

3.55

4.53

4.50

4.09

4.14

3.92

4.06

4.68

2.66

2.66

3.69

2.12

2.68

2.40

3.39

HO

0.68

0.63

0.60

0.62

0.59

0.62

0.62

0.55

0.66

0.62

0.58

0.60

0.61

0.34

0.34

0.34

0.52

HE

0.69

0.64

0.63

0.69

0.68

0.67

0.65

0.60

0.64

0.68

0.58

0.57

0.62

0.35

0.47

0.41

0.57

表4 槲树种群基于12对微卫星标记的遗传多样性
分析结果

Table 4 Results of genetic diversity based on 12
nSSRs for Quercus dentata

支进行独立的 AMOVA 分析, 显示日本支系的遗

传分化系数最高, 在中国分布范围内, 秦巴支系的

遗传分化大于中东部支系; 在所有种群, 中国秦巴

支系、中国中东部支系和日本支系的遗传变异都

主要来自于种群内部 .

2.2 槲树的遗传多样性

由表4可见, 槲树种群遗传多样性处于较高水

平 . 中国秦巴支系的多样性高于中国中东部支系,

日本支系的多样性均低于两个中国支系 .

2.3 槲树基因流分析

槲树种群内不同支系基因流分析表明 3个支

系间存在不对称的基因流(表 5). 基因流的方向主

要是从中国中东部支系到中国秦巴支系, 中国两

支系与日本支系之间基因交流较少 . 从中国秦巴

支系到日本支系方向上的基因流与反方向上的基

因流相比有较大差异, 为非对称基因流 . 从中国中

东部支系到日本支系方向的基因流与反方向上的

基因流相比差异较小, 属于对称基因流 .
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3 讨论

3.1 槲树种群的遗传结构与遗传多样性

遗传结构可度量遗传变异在种群内或者种群

间的分布规律 . 研究物种的遗传结构可以掌握种

群遗传多样性的动态变化, 更有效于物种的保护

及应用[28]. 本研究结果表明槲树种群被很好地划

分成 3 个支系 . 槲树种群的遗传结构受地形因素

的影响, 由于东海阻碍了中国槲树种群与日本槲

树种群的交流, 造成两个区域明显的地理隔离, 基

因渐渗减少 . 中国内部的槲树种群明显地分成了

两个支系, 分别是集中在秦巴地区的一支和东部

平原的一支, 与李慧敏[17]的研究结果一致, 同时其

研究表明槲树种群内部基因交流较为频繁, 尤其

是秦巴地区 . 根据AMOVA分析结果可知, 大部分

的遗传变异主要来自于种群内部 . 各分支之间, 两

个中国支系遗传分化系数较低, 中-日间的种群遗

传分化系数较高, 表明中日之间的槲树已经有较

长时间的隔离, 种群间的基因流受到限制 .

对中国和日本槲树种群的遗传多样性和遗传

分化的研究表明, 槲树种群在林木植物中遗传多

样性较高 . 槲树具有风媒传粉、异花授粉的特点,

有利于维持其较高的遗传多样性 . 李慧敏[17]研究

证明在末次盛冰期时, 槲树种群受环境影响经历

收缩和重新扩张, 种群内存在大量瓶颈效应的现

象 . 在本研究中日本支系的遗传多样性水平明显

低于中国的两个支系 . 种群遗传多样性的高低与

许多因素有关 , 包括采样的种群数量、个体数

量、与其他植物之间的基因交流以及周边物种的

丰富度等 . 本研究中日本种群的采样数量与大陆

种群相比偏少 . 地理条件的限制不利于与其他地

区的栎树种群进行基因交流, 或者由于冰期隔离

造成的奠基者效应或者瓶颈效应等可能是导致

其遗传多样性低的主要原因 .

3.2 植物不连续分布对遗传分化的影响

基因流是指遗传物质在种间或种内进行传递

的过程, 一般认为基因流有利于维持物种的遗传

多样性, 抑制种群分化[29]. 地理隔离造成植物的不

连续分布, 限制了种群间的基因交流, 导致遗传漂

变增强, 产生局部适应, 影响物种的遗传多样性和

遗传结构, 增大种间遗传分化 . 长期的地理隔离和

环境因素的变化会促进物种内的高遗传分

化[30-31]. 一些扩散能力极强的物种有可能跨越山

脉或海峡等地形的阻隔作用[32]. 东海作为中国和

日本的大陆桥, 在第四纪冰期由于东海海平面降

低, 为中日植物的二次接触提供通道, 直至末次间

冰期海平面上升 , 大陆桥消失 . 随后在漫长的进

化历史过程中, 随着突变和遗传漂变的积累, 种群

间遗传分化产生 , 是槲树物种形成中-日分布模

式的最可能方式 .

4 结论

中-日槲树在其各自的分布范围内呈现明显

的遗传分化, 槲树种群遗传多样性处于较高水平 .

与中国分布的槲树种群相比, 日本槲树种群的遗

传多样性水平较低 . 中国东部支系与秦巴支系之

间存在着基因交流, 方向是从中国东部支系向秦

巴支系, 日本支系与中国两支系之间的基因交流

较少, 可能主要与地形因素有关 .

致谢 : 感谢日本森林综合研究所 Saneyoshi

Ueno博士协助日本地区的采样 .
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