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[摘要 ] � 对收集栓皮栎主要分布区的 19个天然群体, 利用 PCR-RFLP技术对群体的变异进行研究. 对 4个 cpD-

NA片段 PCR-RFLP研究表明: 19个群体间有较好的多态性, 共发现 9种单倍型.单倍型变异主要出现在群体间,

群体内变异很小, 群体间遗传分化系数 ( G st)为 0� 8488, 而群体内遗传多样性只占 15� 12% . 栓皮栎的现有分布

格局可能是第四纪冰川后,以秦岭以南的川东到大别山区一带为中心, 不同的适应类型向四周逐步扩散的结果.
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Abstrac t: Popu la tion variation of n ineteenQuercus variab ilis natural populations in nine prov inces of China w as studied

w ith PCR-RFLP m arkers. A relative ly fine po lym orphism w as detec ted inQ. var iabilis by restr ic tion ana ly sis o f PCR-am-

p lified cpDNA fragm ents. N ine haplotypes were observed am ong the 19 popu la tions. The m ajor ity o f gene tic va riations

occurred betw een popu lations, w hich could be conc luded from the h igh Gst ( 0� 848 8). H ow eve r the genetic d iversity

w ith in the popu la tions was on ly 15� 12% . The ex istent d istribution ofQ. variabilis w as probab ly the result of diffusion

m a inly from eastern o f Sichuan, southe rn o fQ in lingM ounta in, to Dab ieshan Moun tain after theQuaterna ry g lac ier, to a ll

d irections w ith d ifferent adaptive types.
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� � 栓皮栎 (Q. variabilis)是我国暖温带落叶阔叶林和亚热带常绿落叶阔叶混交林的重要组成树种和多

用途树种
[ 1]
. 与核基因组 DNA相比, 尽管 cpDNA进化慢, 但基因组小, 对于遗传漂变、瓶颈效应等较核

DNA敏感,在被子植物中一般表现为母本遗传,使植物群体内变异小而群体间分化大, 是系统地理学研究

的较理想的标记
[ 2]
, PCR-RFLP标记技术是建立在 PCR技术基础上的新型 RFLP ( Restriction Fragment

Length Po lymorph ism )分子标记技术,己被用于对很多种及种上分类单位 cpDNA变异的研究
[ 2 ]
;但是用该

标记来研究栓皮栎地理种群变异还未见报道. 利用 PCR-RFLP分子技术研究栓皮栎群体的地理变异特点,

为栓皮栎资源的保护和合理利用提供一些理论依据, 并为进一步研究栓皮栎的起源和遗传多样性奠定

基础.

1� 材料与方法

1�1� 实验材料
� � 本次实验共采集全国 9个省 19个群体,所有样本均采自天然林. 其中 8个群体采自栓皮栎分布集中

的大别山和秦岭,树龄一般在 30年以上, 混生树种有侧柏,油松,槲栎等,郁闭度 0�7以上 (见表 1).采集
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表 1� 种源采集地理分布基本情况

Tab le 1� The geographic distribution o f provenance

序号 种源 母树数
地理位置

纬度 经度

1 陕西宁强 32 N 32�57� E 106�14�

2 陕西安康 35 N 32�40� E 109�04�

3 陕西长安 13 N 34�00� E 108�58�

4 陕西钟侣坪 9 N 34�07� E 107�51�

5 陕西黄龙 20 N 35�34� E 110�06�

6 安徽六安 24 N 31�44� E 116�5�

7 安徽滁州 26 N 32�17� E 118�17�

8 安徽祁门 20 N 29�52� E 117�7�

9 湖北麻城 28 N 31�17� E 115�

10 湖北房县 30 N 32� E 110�7�
11 湖北兴山 35 N 31�2� E 110�7�

12 河南驻马店 20 N 32�8� E 114�01�

13 河南济源 11 N 35�08� E 112�57�

14 河南内乡 26 N 33�05� E 111�50�

15 江西武宁 15 N 29�26� E115�1�

16 广西乐业县 18 N 24�47� E 106�57�

17 福建来舟 30 N 26�8� E 117�8�

18 云南东川 15 N 25�05� E102�7�

19 江苏南京 22 N 32�03� E 113�52�

成熟种子置于棉布袋中保存,每个群体采集 5棵以

上母树,每棵母树收集 30粒以上的种子. 2007年 2

月播种.

1�2� 总 DNA提取

每个群体随机采摘 5个样本, 采用改进的

CTAB裂解 � � � 硅珠吸附法从新鲜叶片中提取栓皮
栎总 DNA

[ 3 ]
.

1�3� PCR引物选择
本次研究通过叶绿体 DNA ( cpDNA )中的 4个

基因间区 (间区 DT: trnD-trnT, 间区 AS: psaA-trnS,

间区 CD: psbC-trnD,间区 TF: trnT- trnF)限制性片段

( PCR-RFLP)的分析,来研究群体间的变异. 这 4个

间区的限制性片段长度在栎属中存在较丰富的多态

性, Dumo lin-Lapegue
[ 4]
等曾经用这些区域研究了欧

洲 8种白栎 345个群体的系统地理变异. 本实验采

用的引物,退火温度,限制性内切酶种类, 酶切温度

见表 2.

表 2� PCR-RFLP引物序列

Table 2� List of the pa irs of prim ers used in this s tudy

引物 缩写 退火温度 内切酶 酶切温度 /�

trnC5�CCAGTTCAAATC GGGTGTC3�
trnD5�GGGATTGTAGTTCAA TGGT3�

CD 58� T aqI 65

trnD5�ATTGAACTACAATCCCAAGC3�
trnT5�CTGAATAAGTCATTCGCCAC3�

DT 55� A luI 37

psaA5�ACTTCTGGTTCCGGCGAAGA A3�
trnS5�AACCACTCGGCCATCTCTCCT A3�

AS 58� H infI 37

trnT5�CATTACAAATGCGATGCTCT3�
trnF5�ATTTGAACTGGTGACACGAG3�

TF 57�5� H infI 37

1�4� PCR-RFLP分析
PCR扩增的 10 �L反应体系为: DNA模板量约 10~ 20 ng, 10mmo l/L T ris-HC,l 10mmo l/L KC ;l pH

8�3, M gC l2 1�8~ 2�0mmo l/L, dNTP 100�mo l/L, 引物 0�2 �mol/L, T aq酶 1U. PCR扩增程序为 94� 预变性

4m in; 94 � 变性 45 s; 55~ 58� 复性 45 s; 72� 延伸 2~ 4m in;共 30循环; 72� 10m in延伸补齐. PCR产物

用 TaqI、H infI、A luI酶切.酶切反应总体积 25 �L. H 2O 8�5 �L; BUFFER 1 �L; 限制性内切酶 0�5 �L; PCR-

Product 15 �L; 37� ~ 65� ;保温 3~ 16 h. 酶切后用 8%变性聚丙烯酰胺凝胶进行电泳、银染、拍照
[ 5 ]
. (图

1, 2)
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1�5� 数据分析
通过人工读图,判断单倍型组合.按照每对引物独立读图,根据酶切片段数目与大小判读.相同的酶切

片段, 且片段大小相同记为一种类型,有几种类型就用几种不同数字代表.将各对引物的读图数据统计在

一张表格内,从第一个样品开始统计各个位点的数字组合,出现的第一种组合记为 � h1 �,第二种数字组合
记为 � h2 �,以此类推,有几种单倍型就有几种数字组合,相同的单倍型具有相同的数字组合.

采用 POPGEN3�2软件计算基因流 (Nm )、群体间分化系数 (G st )和遗传距离.

2� 结果与分析

2�1� cpDNA单倍型分析
表 3� 各个群体单倍型数据统计

Table 3� Statis tics of haplotype o f each popula tion

种源 h
1
* h

2
h
3

h
4

h
5

h
6

h
7

h
8

h
9

1(宁强 ) 2 3

2(安康 ) 3 2

3(长安 ) 5

4(钟侣平 ) 3 2

5(黄龙 ) 5

6(六安 ) 3 2

7(滁州 ) 5

8(祁门 ) 5

9(麻城 ) 5

10(房县 ) 3 2

11(兴山县 ) 5

12(驻马店 ) 5

13(济源 ) 5

14(内乡 ) 5

15(江西 ) 5

16(广西 ) 5

17(来舟 ) 5

18(云南 ) 5

19(南京 ) 5

总和 27 3 3 10 8 24 3 2 15

单倍型种类以及在各个群体, 各个省份

分布情况可以很好的揭示地理群体间的系统

发育关系.各个群体的单倍型种类统计见表

3. 由表可知:这 9个单倍型不是平均分布在

各个地区的,而是大多数的单倍型集中分布

在一个地区或一定的范围内. 其中单倍型

h1, h6单倍型分布较广, 在 6个群体中均有出

现. h4、h9在 3个群体均有分布.

从单倍型分布图 (图 3 )可以看出, 分布

中心秦岭和大别山的单倍型种类丰富. 边缘

地区的单倍型在分布中心几乎都能找到. 陕

西宁强、长安、黄龙;安徽滁州、祁门和广西共

享一种单倍型 h1; 陕西钟侣平、湖北麻城、福

建来舟、云南东川和江苏南京群体共享一种

单倍型 h6; 湖北兴山、河南驻马店和济源共

享一种单倍型 h9; 陕西安康、湖北房县和江

西武宁共享单倍型 h4;陕西钟侣平和河南内

乡共享单倍型 h5. 安徽六安群体独享单倍型

h7, h8.

2�2� 群体遗传结构分析
表 4� 栓皮栎的群体分化

Table 4� P opula tion differentia tion ofQuercus var iab ilis

位点 样本大小 H t H s G st Nm*

CD 95 0�307 1 0�025 3 0�917 7 0�044 8

DT 95 0�154 2 0�025 3 0�836 2 0�097 9

AS 95 0�607 4 0�075 8 0�875 2 0�071 3

TF 95 0�101 1 0�050 5 0�5 0�5

M ean 95 0�292 5 0�044 2 0�848 8 0�089

S t. Dev 0�051 7 0�000 6

� � 据表 4分析结果表明, 栓皮栎种群内总的

基因多样性 H t为 0�292 5, 种群内基因多样性
H s为 0�044 2, 种群间基因多样性 D st=H t- H s

= 0�248 3,种群的遗传分化系数 (G st )为 0�848
8, 基因流Nm为 0�089.种群间的遗传分化系数
较高, 说明了栓皮栎群体间遗传变异要大于群

体内部, 这比刘宇
[ 6]

G st = 0�942 9小, 与徐小

林
[ 7]

Gst= 0�045 5所得出的结论正好相反,这
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是因为叶绿体 DNA进化速度慢, 为母本遗传, 与核基因组

进化速度快,双亲遗传的方式不同所至.

2�3� 群体间的相关
利用非加权配对算术平均法 ( UPGMA ), MEG3�1软件

作系统聚类如图 4. 通过聚类图可以看出, 同一省的群体亲

缘关系较近,聚类较为集中.陕西宁强、安康、长安和钟侣平

聚成一类,而陕西黄龙和安徽的 3个群体六安、滁州、祁门

聚为一类.云南东川、江苏南京、福建来舟与湖北的麻城和

房县聚为一类,而湖北兴山县群体与河南的驻马店、济源和

内乡聚为一类.

3� 讨论

3�1� cpDNA遗传多样性
� � 对所有 19个群体来说, 4种引物组合共揭示出 9种单

倍型, 多数群体只具有一种单倍型, 说明群体内 cpDNA多

样性很低,单倍型的变异主要存在群体间,单倍型之间已出

现了明显的地理分化.通过 cpDNA研究获得结果在群

体间分化很大,与核 DNA的研究结果有明显差异 (徐

小林, 2004) ,其原因主要是核 DNA是双亲遗传,群体

内由于 DNA重组导致变异丰富, 而群体间只要选择压

力不出现大的差异和明显的随机漂变,分化就小. 由于

栓皮栎 (栎属 ) cpDNA为母本遗传, DNA不发生重组使

群体内变异很小,而在群体间只要有小的变异就会显

示出来,经过多世代的演变, 最终表现为群体间分化

大.

3�2� 栓皮栎分布格局的形成
Dumo lin- Lapegue等 ( 1997)曾经用 cpDNA研究

了欧洲 8种白栎 345个群体,发现了 23种单倍型;根

据单倍型分布推测栎树冰期避难所位于欧洲南部,尤

其是伊比利亚半岛和意大利
[ 4 ]
.我国存在许多东西走

向的大山,减缓了冰期时低温对生物的影响,为许多生

物提供了避难场所.中国由于地处中低纬地区,第四纪

冰川影响范围有限, 除了青藏高原等西部高山高原冰

川曾有大幅度扩张外,东部地区真正的古冰川遗迹十分零星. 第四纪冰期中中国北方处于冰缘环境之下,

冻土南界可达 40�N.目前华北的夏绿阔叶林冰期中被干草原取代, 中国的纬度地带平均向南推移 8�~

10�.垂直地带在冰期中也明显下降,雪线和暗针叶林下限均下降约 1 000m
[ 8]
. 在第四纪冰川时期,古生代

未期隆起的秦岭、大巴山阻挡第四纪冰川的袭击,由于川东、鄂西、大别山一带地貌类型复杂、生态环境多

样,使其成为第四纪冰期以后植物异质分化的策源地,不断孕育新种
[ 9]
. 李珊

[ 10 ]
应用 RAPD标记技术对金

钱槭属植物进行了系统地理学研究, 认为当第四纪冰川来临时,金钱槭避难于秦岭南坡、大巴山东段、山民

山山脉及武陵山东部的局部地区.当冰期结束气候缓和时, 避难于秦岭南坡的金钱槭个体分别向东北、西

北方向回迁,避难于大巴山东段的金钱槭则向西北方向迁移,形成现今的分布格局.

川西、陕西南部、鄂西、大别山一带是栓皮栎现有中心分布区,根据本研究结果 (表 4) , 处于这一区域

的陕西 ( 5个群体有 6个单倍型 )、湖北 ( 3个群体 3个单倍型 )、安徽 ( 3个群体 3个单倍型 )等省境内栓皮

栎具有较丰富的单倍型,河南境内 3个群体有 2个单倍型,而更大范围内的其他各省区 (江苏、江西、福建、

云南、广西 )共 5个群体,但只有 3个单倍型,而且所有 3个单倍型在中心分布区都能找到, 来自江苏、福

�112�

南京师大学报 (自然科学版 ) � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � 第 32卷第 3期 ( 2009年 )



建、云南的群体享有同一个单倍型.这些结果表明, 栓皮栎现有分布中心也是遗传多样性的中心.刘宇
[ 6]

的研究结果表明,安徽 12个群体有 10种 cpSSR单倍型,陕西省 6个群体有 4种单倍型, 而广西、山东共 6

个群体只发现了 2种单倍型,非中心分布区的单倍型远不如中心区丰富,与本研究的结果一致. 因此, 秦岭

以南的陕西南部、湖北、安徽一带可能是第四纪冰川后栓皮栎多样性的起源地,冰川后在长期进化演变中,

适应寒冷的变异类型,逐步占领高纬度地区,而适应温湿的类型,逐步向南部蔓延,从而造成了栓皮栎的现

有分布格局.

3�3� 栓皮栎遗传资源保护策略
研究结果表明,栓皮栎现有的分布中心与遗传多样性中心较为一致 (图 3) .栓皮栎在我国分布广泛,

在我国除内蒙古、青海、新疆、宁夏、黑龙江、西藏外,其他各省区都有分布.但是长期以来只砍不造随其自

然发展,分布区内资源严重萎缩,可利用资源枯竭, 一些优良种质资源丧失
[ 11]
, 遗传资源的保护迫在眉睫.

根据栓皮栎的遗传多样性中心与现有分布中心一致的特点, 应重点放在对分布中心进行保护上,可以采取

建立自然保护区和国家森林公园作为主要形式;而对农民生产上的需要,主要通过人工造林.同时,对于非

中心区域的栓皮栎,也要注意保护耐寒、耐高温、耐干旱等不同类型的自然群体.
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