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摘要　利用 AFLP分子标记对滇西北玉龙雪山不同海拔(２７５０~３５００m)川滇高山栎(QuercusaquifoＧ
lioides)６个居群进行遗传多样性分析.结果表明:川滇高山栎多态位点比率为１００％,Shannon多样性指数I为

０．５４,Nei’s基因多样性指数 He为０．３７,反映出川滇高山栎总的遗传多样性丰富,处于较高水平;由Shannon信

息指数计算的值比 Nei指数估算的居群遗传多样性高,但两者都一致表明６个居群的遗传多样性水平随海拔梯

度的变化而呈现相同的变化规律:海拔３０５０~３３５０m 川滇高山栎的遗传多样性水平较高,而海拔２７５０~
２９００m及３５００m 居群的遗传多样性水平均有降低的趋势.本研究中川滇高山栎的遗传分化系数Gst为０．０８９,

表明居群间的遗传变异占总的遗传变异的８．９０％,而９１．１０％的遗传变异存在于居群内,AMOVA 分析表明

１１．００％的变异存在于居群间,８９．００％的变异存在于居群内,两者都说明川滇高山栎居群间存在较低的遗传分

化,总的遗传分化主要来自居群内部.基因流 Nm为５．１２,表明较高的基因流可能是导致川滇高山栎具有较高

的遗传多样性的主要原因之一.
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　　川滇高山栎(Quercusaquifoliodes)是我国西部

独特的高山硬叶常绿阔叶林,主要分布于我国西南

横断山区海拔１７００~４６００m 地带,具有很强的生

态适应性[１].在分布区内,从南到北海拔越来越高,
川滇高山栎的分布状态表现为从森林逐渐过渡到灌

丛[２].川滇高山栎为阳性树种,具有耐干旱、耐寒

冷、耐瘠薄的能力,萌生能力强,根系发达,抗强风,
有较强的水源涵养及水土保持功能,是高海拔地区

及生态脆弱区植被修复的良好树种.前人对川滇高

山栎进行了不同生长阶段空间格局[３]、非结构性贮

藏碳水化合物与氮[４]、养分循环[５]等方面的研究.
但迄今为止,关于川滇高山栎的遗传多样性受海拔

梯度影响的研究仍少见报道,李进等[６]利用同工酶

对８个不同海拔的川滇高山栎居群进行遗传多样性

分析,结果表明随着海拔高度的增加,川滇高山栎遗

传多样性表现出先增加再降低的变化趋势,中等海

拔居群(２４００~３３００m)较高海拔(３８００m)及低海

拔(２２００m)居群表现出较高的的遗传变异水平.

SSR标记研究表明川滇高山栎在居群内表现较高

遗传多样性水平,平均期望杂合度０．８２０,居群间的

差异较小,分化仅为６．６％,川滇高山栎居群的遗传

变异受海拔梯度形成的选择压力影响并不明显[７].

AFLP分析结果表明海拔高度(从居群 WL２到居群

WL５)与居群内遗传表现负相关,而与居群间遗传

呈现一定的正相关[８].

AFLP标记具有用量少、灵敏度高、重复性好、
多态性位点丰富、显性标记,不需要预先知道基因组

背景等优点[９].对栎属川滇高山栎[８]、蒙古栎[１０]、
辽东栎[１０]、灰背栎[１１]等已进行了基于 AFLP的遗

传多样性研究,本研究采用 AFLP标记对丽江玉龙

雪山不同海拔梯度的川滇高山栎自然居群进行遗传

变异研究,从分子水平上揭示丽江玉龙雪山川滇高

山栎自然居群的遗传多样性水平、遗传分化程度及

基因流,旨在为科学保护和利用川滇高山栎提供理
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论依据.

1　材料与方法

1.1　植物材料及总 DNA 抽提

２０１３年１１月初,在云南省丽江市玉龙雪山省

级自然保护区内设置样地.设置海拔梯度２７５０、

２９００、３０５０、３２００、３３５０和３５００m.为避免同克

隆产生的试验偏差,每个海拔选取生长正常的单株

且单株间间距＞３０m,每株取１~３个嫩枝放入装

有变色硅胶的自控袋中带回实验室用于提取 DNA,
不同海拔取样数分别为２２、２３、２４、２２、２３和１８株,
共 １３２ 株.用 改 良 CTAB 法[１２]抽 提 基 因 组 总

DNA.
1.2　AFLP 分析

１)酶切与连接.基因组 DNA 用限制性内切酶

MseⅠ和EcoRⅠ双酶切,参考Vos等[９]所建立的方

法略作修改.酶切反应总体积为１２．５μL,包括１０×
Tangobuffer２．５μL,总 DNA １５０ng,EcoRⅠ
６．２５U,MseⅠ２．５U,加ddH２O至１２．５μL,配好反

应体系后,３７℃２h,６５℃ ２h,８５℃保温２０min.
酶切完成后,加１２．５μL连接混合液,包括１０×T４
Buffer２．５μL,５μmol/LEad０．６２５μL,５０μmol/L

Mad０．１８７５μL,T４DNAligase０．７５U,加ddH２O
至１２．５μL.２２℃３h,６５℃灭活１０min后,将酶切

连接产物稀释５×,置于－２０℃冰箱备用.

２)PCR 扩增反应.在２５μL预扩增反应体系

中,包括１０×PCRBuffer(含 １．５mmol/L Mg２＋ )

２．５μL,２．５mmol/LdNTPs２．０μL,１０μmol/LEA
０．５μL,１０μmol/LMC０．５μL,５× 酶切连接产物

５μL,５U/μLTaqDNA 聚合酶０．２μL,加ddH２O
至２５μL.扩增程序设置为:９４℃ ３ min;９４℃
３０s,５６℃ ３０s,７２℃lmin,共２５个循环;７２℃
５min;４ ℃ 保 温.预 扩 产 物 稀 释３０× 后 放 置 于

－２０ ℃冰箱备用.

１０μL 选 择 性 扩 增 反 应 体 系 为:１０× PCR
Buffer(含１．５mmol/LMg２＋ )１．０μL,２．５mmol/L
dNTPs０．８μL,１０μmol/LEA 选择性扩增引物和

１０μmol/LMC选择性扩增引物各０．５μL,３０×预

扩产物２．０μL,５U/μLTaqDNA 聚合酶０．１μL,
加ddH２O 至 １０μL.扩增程序为 ９４ ℃ ３ min;

９４℃３０s,６５℃３０s,７２℃lmin,每个循环退火温

度降０．７℃,共１３个循环;再接着２３个循环:９４℃
３０s,５６３０s,７２℃lmin;７２℃ ５min;４℃保温.
选择性扩增引物编号及序列见表１.

表１　AFLP选择性扩增引物

Table１　SelectedprimersequencesofAFLPmarkers

编号 Code 引物序列 (５′Ｇ３′)Sequences 编号 Code 引物序列(５′Ｇ３′)Sequences

EA１ GACTGCGTACCAATTCAAA MC２ GATGAGTCCTGAGTAACAT

EA２ GACTGCGTACCAATTCAAT MC３ GATGAGTCCTGAGTAACAC

EA３ GACTGCGTACCAATTCAAC MC４ GATGAGTCCTGAGTAACAG

EA４ GACTGCGTACCAATTCAAG MC５ GATGAGTCCTGAGTAACTA

EA５ GACTGCGTACCAATTCATA MC１０ GATGAGTCCTGAGTAACCT

MC１４ GATGAGTCCTGAGTAACGT

MC１６ GATGAGTCCTGAGTAACGG

1.3　PAGE 凝胶电泳检测

选扩产物９４℃变性５min后,向其加入等体积

的上样缓冲液,充分混匀,用６％变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳,电压、电流和功率分别设置为２５００V、５０
mA和８０W,预电泳约１h后上样１．８μL,接着电

泳约１h后剥胶显影,显影方法为银染.
1.4　数据分析

用Excel构建(０,１)矩阵,扩增产物在相同迁移

位置上,有 带 记 为 １,无 带 记 为 ０.根 据 POPEＧ
GENEversion１．３１[１３]软件,计算 Nei’s基因多样性

指数 He＝ ∑(１Ｇ∑Pi２)/n,n 代表所测定的位点总

数,Pi代表第i种纯合基因型的频率;香农指数I

(Shannon’sinformationindex)＝ －∑PilnPi,Pi

为表型频率,即某一扩增出现的频率;居群总基因多

样性度 Ht为总的基因多样性,Hs为居群内基因多

样性,Ht＝ ∑[１－(pi
２＋qi

２)]/n,其中pi和qi分

别为总的居群中位点上的显性频率和隐性频率,n
为位点总数;居群间基因分化系数 Gst＝ (Ht－
Hs)/Ht,Gst的值从０到１;基因流 Nm＝０．５(１－
Gst)/Gst.利用 AMOVAversion１．５５软件[１４]进行

分子方差分析.根据 POPEGENEversion１．３１计

算的居群间的遗传相似系数,利用 NTSYSＧpc统计

分析软件[１５]按不加权成对算术平均法(UPGMA)
构建系统聚类分枝树状图[１６].

３２
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2　结果与分析

2.1　川滇高山栎遗传多样性分析

利用筛选出的１１对 AFLP 引物组合(EA１/

MC１０、EA５/MC１０、EA２/MC３、EA３/MC２、EA２/

MC１６、EA５/MC１４、EA３/MC１６、EA３/MC５、EA３/

MC４、EA２/MC２、EA４/MC１６)对 ６ 个 居 群 总 计

１３２个样品进行扩增,共获得９４个清晰且表现多

态性的多态性条带,平均每对引物组合扩增出８．５５
个条带(表２).６个川滇高山栎居群的平均多态

性条带百分率９３．８０％,多态性条带比率变异范围

为９０．４３％~９８．９４％,Q２７５０居群多态性条带百分

率最 低,Q３３５０ 居 群 多 态 性 条 带 百 分 率 最 高

(表２).
川滇高山栎Nei’s基因多样性指数He为０．３７,

香农指数I为０．５４.６个居群的 Nei’s基因多样性

指数 He变化范围为０．３０~０．３６,平均为０．３３;香农

指数I变化范围为０．４５~０．５３,平均为０．５０.Nei’s
基因多样性指数 He和香农指数I 在６个居群中呈

现出相同的变化趋势,都是随着海拔的增加先降低,
后升高,再降低 (表 ２).He和I 均以低海拔的

Q２７５０最低,较高海拔的 Q３３５０最高(表２).
表２　基于AFLP分子标记遗传多样性分析

Table２　GeneticdiversityofQuercusaquifolioidesbasedonAFLPmarker

居群

Population
样品数

Sample
size

扩增条带数

No．amplified
bands

多态性条带数

No．polymorphic
bands

多态性
百分比/％

PPB

观察到的
等位基因数

Observed
number
ofalleles

(Na)

有效等位
基因数

Effectivenumber
ofalleles

(Ne)

Nei’s基因多
样性指数

Nei’sgene
diversity
index
(Ne)

香农指数

Shannon’s
information
index(I)

Q２７５０ ２２ ９４ ８５ ９０．４３ １．９０ １．４９ ０．３０ ０．４５

Q２９００ ２３ ９４ ８７ ９２．５５ １．９３ １．５２ ０．３１ ０．４７

Q３０５０ ２４ ９４ ８８ ９３．６２ １．９４ １．６２ ０．３５ ０．５２

Q３２００ ２２ ９４ ８８ ９３．６２ １．９４ １．５９ ０．３４ ０．５３

Q３３５０ ２３ ９４ ９３ ９８．９４ １．９９ １．６２ ０．３６ ０．５３

Q３５００ １８ ９４ ８８ ９３．６２ １．９４ １．５８ ０．３４ ０．５０

平均 Mean ２２ ９４ ８８ ９３．８０ １．９４ １．５７ ０．３３ ０．５０

物种水平

Specieslevel
１３２ ９４ ９４ １００．００ ２．００ １．６３ ０．３７ ０．５４

2.2　川滇高山栎遗传分化

川滇高山栎居群总的基因多样性 Ht为０．３７,
居群内基因多样性 Hs为０．３３,居群间遗传分化系

数Gst为０．０８９,表明居群间存在８．９０％的遗传变异,
居群内的遗传变异为９１．１０％,说明川滇高山栎居群

间遗传分化不明显,遗传分化主要来自居群内部.
居群间基因流Nm为５．１２(大于４),说明居群间基因

交流较充分.

AMOVA分子方差分析表明,居群内的遗传变

异占８９．００％,居群间的变异占１１．００％,居群间和

居群 内 均 有 极 显 著 的 遗 传 分 化 (Fst ＝ ０．１１０,

P＜０．００１).
2.3　川滇高山栎居群的聚类分析

聚类分析结果表明:Q３２００和 Q３３５０间 Nei’s
相似系数最大(０．９８),Q２７５０和 Q３０５０居群间Nei’s

相似系数为最小(０．８９),说明不同居群间较高的相

似度导致居群间的遗传分化较低.川滇高山栎居群

的遗传距离范围为０．０３~０．１１,Q３２００和 Q３３５０居

群遗传距离最小,Q２７５０和 Q３０５０居群的遗传距离

最大(表３).
根据 Nei& Li遗传相似性系数,用 NTSYS软

件中的 UPGMA 法对６个川滇高山栎居群进行聚

类.结果表明,在遗传相似系数为０．９２５时,低海拔

的２ 个 居 群 Q２７５０ 和 Q２９００ 聚 成 一 支,居 群

Q３０５０、Q３２００、Q３３５０和 Q３５００聚成另外一支;在
遗传相似系数为０．９５６时,６个居群被分成３组:第

１组为 Q２７５０和 Q２９００,第２组为 Q３０５０,第３组为

Q３２００、Q３３５０和 Q３５００;在遗传相似系数为０．９６１
时,６ 个 居 群 被 划 分 为 ４ 组:第 １ 组 为 Q２７５０ 和

Q２９００,第２组为Q３０５０,第３组为Q３２００和Q３３５０,

４２
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表３　Nei’s遗传距离和相似系数

Table３　Nei’sgeneticdistanceandNei’sgeneticidentity

居群 Population Q２７５０ Q２９００ Q３０５０ Q３２００ Q３３５０ Q３５００

Q２７５０ １．００ ０．９７ ０．８９ ０．９０ ０．９４ ０．９３

Q２９００ ０．０３ １．００ ０．９２ ０．９２ ０．９５ ０．９４

Q３０５０ ０．１１ ０．０８ １．００ ０．９５ ０．９６ ０．９６

Q３２００ ０．１０ ０．０８ ０．０５ １．００ ０．９８ ０．９５

Q３３５０ ０．０７ ０．０５ ０．０５ ０．０３ １．００ ０．９７

Q３５００ ０．０７ ０．０６ ０．０４ ０．０５ ０．０３ １．００

　注:左下角为遗传距离,右上角为相似系数.Note:Thedatabelowthediagonalrepresentsthegeneticdistance,andtheupperdatareＧ

presentstheNei’sgeneticidentity．

图１　基于Nei’s遗传相似系数的６个川滇高山栎居群的UPGMA聚类图

Fig．１　UPGMAdendrogramfor６populationsofQuercusaquifolioidesbasedonNei’sgeneticidentity

第４组为 Q３５００.

3　讨　论

植物遗传多样性是其长期进化的产物,代表了

该物种的遗传信息总和,其大小决定物种或居群进

化潜力和适应环境的能力[２４].在一定的条件下,物
种遗传多样性水平越高,该物种越容易扩展其分布

范围和开拓新的环境,表明遗传多样性水平与其环

境适应性之间呈现正相关的关系;多态位点百分率

PPB、Nei’s基因多样性指数 He和香农指数I 是度

量遗传多样性高低的主要指标[１７].本研究利用

AFLP技术对玉龙雪山不同海拔高度６个川滇高山

栎居群的遗传多样性进行分析,其物种水平的多态

位点百分率PPB高达１００％、Nei’s指数He为０．３７、

香农 指 数 I 为 ０．５４,高 于 灰 背 栎 Nei’s 指 数

(０．２１)[１１],低于短柄枹栎(He为０．４３)[１８]和辽东

栎(He为０．７５)[１９],显示川滇高山栎总的遗传多样

性较高.遗传多样性与海拔高度之间的关系为:海
拔３０５０~３３５０m 川滇高山栎的遗传多样性水平

较高,而海拔２７５０~２９００m 及３５００m 居群的遗

传多样性水平均有降低的趋势.这一结果与李进

等[６]利用同工酶对西藏川滇高山栎遗传多样性随海

拔变化的规律类似.而在四川卧龙自然保护区,

SSR及 AFLP分子标记分析同样表明川滇高山栎

遗传多样性水平与海拔之间呈现非线性变化,海拔

２８００m 左右是川滇高山栎生长和发育的最适地

带[７Ｇ８].中等海拔３０５０~３３５０m 川滇高山栎居群

的遗传多样性水平较高,可能与其所处的相对优越

的立地环境有关.人类的过度砍伐易导致低海拔居

群生境片段化,而使其遗传变异水平降低[６].相对

于中等海拔的居群,相对恶劣的立地环境及奠基者

效应可能会促使高海拔居群遗传多样性出现降低的

趋势.
本研究中川滇高山栎居群间的基因分化系数

５２
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Gst为０．０８９,表明居群间的变异为８．９０％,居群内的

变异为９１．１０％,说明川滇高山栎居群间确实存在很

小的遗传分化,但遗传变异主要出现在居群内.居

群遗传分化的原因主要由居群本身的遗传特性所

致[２０],如花粉、种子的传播方式,非生物因子及生物

因子,尤其是人为干扰所引起的隔离、遗传变异等.
有研究报道,风媒传粉植物的遗传分化通常会低于

虫媒传粉、自花授粉物种;长寿命木本植物的遗传分

化通常会低于短寿命植物;广生态幅物种的遗传分

化通常会低于狭生态幅物种[２１].
本研究中,川滇高山栎为风媒异交植物,其花粉

和种子的传播主要依靠重力、风力等,不同海拔居群

间的基因交流较充分,因此,花粉迁移距离和后代向

外扩张能力对基因流具有重要影响,最终影响居群

遗传结构的形成[２２].本研究中较小地理范围内不

同海拔高度川滇高山栎居群间较大的基因流(Nm为

５．１２)发挥均质化作用,导致居群间遗传分化不明

显.基因流和遗传漂变是影响居群遗传结构的重要

因素,若Nm＞４,则居群间基因交流较为充分,遗传

漂变的作用因基因流足而减弱,防止居群间遗传分

化产生;若１＜Nm＜４,则表明较高的居群间的基因

流致使居群间的遗传分化较低;若基因流 Nm＜１,

则居群遗传分化主要受遗传漂变影响[２３].不同海

拔梯度的川滇高山栎居群花粉细小且轻,在重力和

风力的作用下可以进行远距离的传播,其居群间的

基因交流更加充分,而促使均质性增加、遗传分化降

低.川滇高山栎居群间遗传分化低的现象并不是特

有现象,栎属其他树种也普遍存在类似的规律[２４Ｇ２５],
即居群内遗传多样性水平高于居群间的遗传多

样性.
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AnalyzinggeneticdiversityofQuercusaquifolioides
indifferentaltitudesofJadeDragonSnowMountaininthe

northwestofYunnanProvincewithAFLPs

CHENGXiaomao１　LIXiang１　JIANGYonglei２　HUANGXiaoxia１

１．FacultyofLandscapeArchitecture,SouthwestForestryUniversity,Kunming６５０２２４,China;

２．KeyLaboratoryofMountainSurfaceProcessesandEcologicalRegulation,InstituteofMountain
HazardsandEnvironment,ChineseAcademyofSciences,Chengdu６１００４１,China

Abstract　ThegeneticdiversityofQuercusaquifolioidespopulationlocatedatdifferentaltitudes
(２７５０Ｇ３５００m)ofJadeDragonSnow MountaininthenorthwestofYunnanProvincewasinvestigated
withamplificationfragmentlengthpolymorphisms(AFLPs)markers．Theresultsshowedthattheratio
ofpolymorphiclociwas１００％．ShannondiversityindexIwas０．５４andtheNei’sgenediversityindexHe

was０．３７,indicatingthattheQuercusaquifolioideshadhighgeneticdiversityatspecieslevel．IandHe

wereagreed,indicatingthatthegeneticdiversityof６populationsvariedwithaltitudegradient．ThegeＧ
neticdiversityfrom３０５０mto３３５０m washigh．Thegeneticdiversityof２７５０Ｇ２９００mand３５００m
groupwasdecreased．ResultsofthegeneticdifferentiationofQuercusaquifolioidesGst(０．０８９)and
AMOVAanalysis(Phist＝０．１１０)showedthattherewasalowlevelofgeneticdifferentiationamong
populations．Geneflowamongpopulationwas５．１２,suggestingthathighgeneflowmaybeamainfactor
leadingtohighlevelsofthegeneticdiversityamongpopulations．

Keywords　Quercusaquifolioides;AFLPs;geneticdiversity;geneticdifferentiation
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