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摘要 

I 

摘要 

栎属植物(Quercus L.)由于其表型可塑性强以及杂交渐渗频繁，是研究生态适应的

模式物种。槲栎(Quercus aliena BI.)和槲树(Quercus dentata Thunb.)主要分布于东亚地

区，为壳斗科落叶栎，是我国北方森林的重要组成物种。本研究利用 12 对核微卫星

分子标记对 24 个槲栎种群，共 279 个个体和 29 个槲树种群，共计 480 个个体进行种

群遗传学和景观遗传学的研究。得到的主要研究结果如下： 

(1) 种群遗传学分析结果表明槲栎的遗传多样性大于槲树。槲栎种群化分为三个枝系：

西南枝系、秦巴枝系以及中东部枝系；槲树种群则划分为秦巴枝系和中东部两个枝系。

分子方差分析结果表明遗传变异主要存在于种群内，且两物种中东部枝系的遗传分化

水平最低。 

(2) 通过 Migrate-n 估计各物种间和枝系之间的基因交流的程度和方向，结果显示槲

栎和槲树之间存在非对称的基因流，基因流的方向主要是从槲树到槲栎。 

(3) Mantel 检验和冗余分析(redundancy analysis, RDA)表明环境因子对槲栎和槲树的

遗传变异均有影响。在槲栎种群中，中东部枝系中存在显著的地理隔离(isolation by 

distance, IBD)和环境隔离(isolation by environment, IBE)。在槲树种群中，中东部枝系

中存在显著的地理隔离(IBD)，秦巴枝系中存在显著的地理隔离(IBD)和环境隔离(IBE)。

梯度森林(Gradient Forests, GF)分析也得出了一样的结果，且最干旱月份降水量(bio14)

和等温性(bio03)对槲栎种群的遗传变异有显著的影响，在槲树种群中等温性(bio03)是

影响遗传变异的最主要气候因子。 

本研究通过对槲树和槲栎的种群遗传学和景观遗传学的研究，探究在各自分布区

域内两个物种的遗传分化并进一步解析环境因子对遗传变异的影响。研究结果为更加

深入研究槲栎和槲树的生态适应以及共存机制提供了依据。 

关键词：槲栎，槲树，核微卫星，种群遗传学，景观遗传学 
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 Abstract 

Quercus L. is a model species for studying ecological adaptation due to its frequent introgression 

and strong phenotypic plasticity. Quercus aliena BI. and Quercus dentata Thunb., belong to Quercus L. 

(Fagaceae). are one of the most important forest component species in northern China. In this study, 12 

pairs of nuclear microsatellite markers were used to explored the population genetics and landscape 

genetics of Q. aliena and Q. dentata. A total of 279 individuals from 24 populations and 480 individuals 

from 29 Q. dentata were genotyped. The main findings of this study were as followed:  

(1) Genetic diversity of Q. aliena was greater than that of Q. dentata. The results of genetic 

differeation showed that Q. aliena was differentiated into three genetic lineages: Southwest lineage, Qinba 

lineage and MiddleEast lineage. Q. dentata was clearly differentiated into Qinba lineage and MiddleEast 

lineage. The genetic divergence of Q. aliena and Q. dentata mainly existed within the populations based 

on the analysis of molecular variance (AMOVA), with the MiddleEast lineage had the lowest level of 

genetic differentiation.   

(2) The degree and direction of gene flow among species and lineages were estimated through 

Migrate-n. An asymmetric gene flow was detected between Q. aliena and Q. dentata with the direction 

from Q. dentata to Q. aliena. 

(3) Mantel test and redundancy analysis (RDA) showed that the environmental factors influenced 

the genetic variation of Q. aliena and Q. dentata. In Q. aliena, there is significant isolation by distance 

(IBD) and isolation by environment (IBE) in the MiddleEast lineage. In Q. dentata, significant isolation 

by distance (IBD) existed in the MiddleEast lineage, while significant isolation by distance (IBD) and 

isolation by environment (IBE) existed in the Qinba lineage. Gradient Forests (GF) analysis also revealed 

similar pattern: the precipitation of the driest month (bio14) and isothermal (bio03) had a significant 

impact on the genetic variation of Q. aliena, and the isothermal (bio03) was the most important factors 

that affected the genetic variation of Q. dentata. 

We compared the genetic patterns of the two species across their distribution ranges and the effect 

of environmental factors to the genetic variation. The result of the study will provide basic knowledge to 

explore the local adaptation and coexistence mechanism of Q. aliena and Q. dentata . 

Key words: Quercus aliena, Quercus dentata, nuclear microsatellite, population genetics, landscape 

genetics
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1 引言 

1.1 种群遗传学 

1.1.1 种群遗传学的发展 

种群遗传学是一门采用数学、统计学等方法探究物种内或近缘种间等位基因频率

的分布和变化的学科。通过对物种遗传多样性及其在世代间变化的规律进行研究并探

究影响这些变化的机制，可深入理解物种形成方式和进化规律(Wright, 1931)。 

种群遗传学理论最早源于“哈迪-温伯格”定律，即在一个无限大、随机交配的理想

(无突变、自然选择并无迁入迁出等)种群中，等位基因型频率会以一个稳定的平衡值

一代代地保持下去(Hardy, 1908; Weinberg, 1908)。后经英国数学家费希尔(Fisher RA)、

遗传学家霍尔丹(Haldane JBS)和美国遗传学家赖特(Wright S)等人将数学统计相关方

法与种群遗传学相结合形成了最初的种群遗传学理论体系。随着 DNA 测序技术的发

展和分子标记的广泛使用，促进了种群遗传学的发展。日本遗传学家 Kimura（1968）

提出了分子进化中性学说，中性学说表明在分子水平上发生的突变大多是中性的，自

然选择对它们几乎或者完全不起作用，这些突变依靠一代又一代的随机漂变在种群中

固定下来或者消失不见，从而形成了分子水平上的进化。同时，随着多态性检测方法

和溯祖理论的广泛使用，种群遗传学的研究越来越完善(Hudson, 1987; Tajima, 1989; 

Fu, 1993)。 

1.1.2 种群遗传学研究内容 

种群遗传学研究中最重要的两个指标是遗传多样性和遗传结构。广义上的遗传多

样性是指地球上的生物携带的各种遗传信息的累加。在物种进化过程中，突变、遗传

漂变、基因流和自然选择等因素都会影响物种的遗传多样性。因此，种群遗传学中遗

传多样性的估算是基础。通过估测种群中具有多态基因位点的数量以及每个多态基因

位点上等位基因的数量这两个参数可以直接测量种群遗传多样性。该方法虽然在技术

上操作简单，但是对估算的样本量非常敏感。因此，后来在研究遗传多样性时，使用

一个相对量即多态基因位点的百分比(proportion of polymorphic loci, p)来对遗传多样

性进行描述：即种群中多态基因位点的数目占所观察的基因位点数目的百分比。除此

之外，多态性杂合度也可以有效度量种群的遗传多样性。杂合度反映了种群的多态性，

描述了不同等位基因遗传变异的程度(Miller and Tanksley, 1990)。私有等位基因为一

个种群中独有的等位基因，统计一个种群中的私有等位基因数可评估该种群遗传的特

性(Kalinowski 2004)显示一个种群中基因的多样性，不受采样数量的影响。植物的遗

传多样性对生态系统功能的维持至关重要，因为遗传多样性一旦丧失往往不可逆，根

据推算，遗传多样性的恢复大约需要 108 世代 (Nei et al., 1975)。  

种群遗传结构是指遗传变异数量和分布在种群内或种群间的变化，一般使用遗传
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分化系数 FST 来衡量物种的遗传结构，FST 的范围一般是 0-1：在实际研究中当 FST的

值为 0 时，表明种群间的基因交流频繁，种群无分化；当 FST 值为 1 时，表明两个种

群完全分化，种群之间没有基因交流。基因流(gene flow)一般指物种内不同种群间的

基因交换，基因流屏障会导致物种的遗传分化系数增加，种群结构更加显著。例如随

着种群距离的增加，基因交流的机会越来越少，进而影响遗传结构。这种由于地理距

离导致基因交流的阻断，属于地理屏障，即地理隔离（Isoloation by distance, IBD）。

而由于生态或环境因子的差异导致基因交流的减少属于生态或环境屏障，即环境隔离

（Isolation by environment, IBE）。在经典岛屿模型中，使用参数 Nm 即每个世代迁入

的有效个体的数目作为基因流的估测值，并使用 Nm = (1-Fst) / 4Fst 来计算基因流 

(Wright, 1949)。在植物中，大多基因流通过种子和花粉传播，并通过授精、发芽、成

熟后固定下来。相比于依靠花粉传播的植物来说，依靠种子进行传播的植物基因交流

有限，导致其种群内与种群间的遗传分化较大。Petit 等人（2005）总结了 183 种裸子

植物和被子植物的遗传分化结果，表明在裸子植物中双亲遗传标记的遗传分化系数为

0.14，被子植物中为 0.09。而且与生活周期较短的草本植物相比，树木往往具有更广

泛的基因流(Hamrick et al., 1992)。在常见的风媒植物中，花粉的基因流比种子基因流

强 20~200 倍(Ennos, 1994)。随着分子遗传学技术的快速发展，利用分子遗传数据来

探究物种的遗传分化、进化机制并揭示生物物种形成过程是目前植物种群遗传学研究

的主要内容之一（徐刚标，2009）。 

1.1.3 杂交渐渗 

杂交是指不同物种之间在自然条件下的交配。基因渐渗是指后代与亲本进行反复

回交，导致遗传物质转移的过程（Anderson, 1953）。大多数杂交渐渗的发生是由物种

间不完全的生殖隔离引起，几乎发生在所有动植物形成过程中(Mallet et al., 2005)。杂

交渐渗可以改变物种的遗传变异水平(Whitney et al., 2006; Haines et al., 2019)，甚至影

响物种的进化历史，从而影响物种命运，例如：An 等(2017)对中国分布的越南青冈

(Quercus austrocochinchinensis)和毛叶青冈(Quercus kerrii)的研究发现，毛叶青冈对越

南青冈持续的基因渐渗使越南青冈的遗传多样性减少，增加了越南青冈灭绝的风险，

因此需采取相应的保护措施。杂交也可以促进新的物种的形成：Zeng 等(2011)对东北

华北分布的蒙古栎(Q. mongolica)和辽东栎(Q. liaotungensis)的研究也发现两个物种间

存在的杂交渐渗促进了东北辽东栎的形成。 

1.1.4 气候变化影响物种分化 

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

半球物种的多样性与物种的结构(Hewitt, 2000; Hewitt, 2004)。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 2.4-1.8 万年前的末次盛冰期(Last Glacial 

Maximum, LGM)。尽管与欧洲和北美相比，东亚大部分地区在末次盛冰期阶段并未被
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大冰盖所覆盖，但是剧烈的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(Qian and Ricklefs, 2000)。例如，在冰期东海海平面下降，而在冰后期或者间冰

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。在气候波动下，大多数物种的生存由于生存环境

的突变会受到极大威胁，物种主要通过对本地环境产生适应或者迁移至新环境并定居

来应对变化的环境，或躲避不良环境，这些迁移的地点就是避难所，例如中国西南山

区及横断山区就是许多树木的气候避难所，中国西南部群体的隔离导致特有物种的形

成；中国亚热带地区由于长期隔离造成的多个避难所以及中国北方存在落叶林的“隐

形避难所”等(Parmesan, 2006; Parry et al., 2007; Davis et al., 2001; Qiu et al., 2011)。 

1.1.5 微卫星分子标记技术在种群遗传学中的应用 

本研究中所使用的分子标记是广泛应用于植物的微卫星分子标记 (Simple 

Sequence Repeat, SSR)技术，又称为简单序列重复，微卫星分子标记是由 1-6 个碱基

串联重复而成的 DNA 序列，一般重复次数为 10-50 次，具有多态性高、共显性、稳

定性好、扩增对 DNA 质量要求较低等优点(Edwards et al., 1991; Kelkar et al., 2010; 

Kalia et al., 2011; Guichoux et al., 2011a)。虽然微卫星序列分布于物种基因组中的不同

位置，但是其两端的序列大多保守因此可以根据这两端的序列来设计引物，并检测在

属内或种间的通用性，节约开发成本。微卫星分子标记在种群遗传学中应用广泛：使

用微卫星分子标记可以探究种间和种内的遗传分化和遗传多样性，如 Zeng 等(2009)

利用 19 对核微卫星分子标记探究蒙古栎(Q. mongolica)和辽东栎(Q. liaotungensis)种群

的遗传分化，结果表明辽东栎和蒙古栎中种群间和种群内均存在一定程度的分化；利

用微卫星分子标记还可以检测物种间的杂交渐渗，例如 Lepais 等(2009)基于 10 对微

卫星分子标记评估了物种相对丰度对欧洲白栎 4 个栎树物种(Q. robur, Q. petraea, Q. 

pubescens, Q. pyrenaica)杂交动态的影响，研究发现栎树物种之间普遍存在杂交现象，

在栎树的进化中起重要作用，而且物种的丰富度对杂交和渐渗的方向有着一定的影响；

另外，微卫星分子标记在估测有效种群大小以及物种分化的时间方面也可发挥一定作

用(Gugger et al., 2013)。 

1.2 景观遗传学研究内容及主要方法 

景观遗传学是一个新兴的研究领域，它融合了种群遗传学和景观生态学，有效结

合景观生态地理与分子遗传学的工具，通过空间映射种群（或物种）的等位基因频率，

并将这些模式与环境因素相结合，来探究种群的空间遗传结构如何对环境空间异质性

做出响应，并揭示种群（或物种）面临未来气候变化的命运(Manel et al., 2003; Rissler, 

2016)。典型的景观遗传学研究更关注特定物种或种群在空间上的扩散，以及这些因

素如何影响种群运动和基因流动(Rissler and Leslie, 2016)。 

物种分布区的环境数据能够提供气候、地理和局部适应之间的清晰联系，因为遗
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传变异的空间尺度与景观的空间尺度相匹配，从而将环境、进化的模式和过程联系起

来(Bermingham and Moritz, 1998; Manel et al., 2010; Eckert and Dyer, 2012)。通过将分

布区的地理气候因子与物种的遗传变异相结合的景观遗传学研究，可以更深入探究并

量化物种的遗传变异对于环境变化的响应模式，以达到理解两者之间相互关系的目的

(Fitzpatrick et al., 2015; Sork, 2017; de Lafontaine et al., 2018; Du et al., 2020; 王天瑞等，

2020)。由于物种所处的自然环境是不断变化的，当种群在不同的环境分布时，自然选

择可导致其对不同环境的适应，这一过程称之为局地适应或生态适应(local adaptation) 

(Williams, 1966; Kawecki et al., 2010)。生态适应是在长期自然选择过程中形成的，在

长期的自然选择进化过程中，随着周围环境因子的改变，物种能够通过改变自身的结

构、表型特征、生理生化特性甚至是在遗传物质水平上的改变来提高自身对周围环境

的适应能力（杜芳，2016）。 

对于树木种群来说，其特征是有效种群数量大，基因流丰富，固着性的特征决定

了其对环境的适应能力，因此在树木中研究环境变化对遗传机制的影响显得尤为重要

(Kremer et al., 2012; Hughs et al., 2008)。已有研究表明许多森林树种在不同的经纬度、

海拔梯度等环境中表现出适应性的性状，在物种持续进化的过程中，有利变异的基因

型被保留下来，而那些不利的基因型则被淘汰，使种群能够适应更极端的环境，物种

由于长期受到独特环境梯度的选择压力，可能会产生独特的适应性遗传机制(Manel et 

al., 2003; Savolainen et al., 2007; Du et al., 2020; 王天瑞等，2020)。了解适应性遗传变

异的基础可以更深入理解物种的局地适应机制，同时也可以提高我们对物种应对未来

气候变化潜力的理解(Hoffmann et al., 2008; Petit et al., 2013; Rellstab et al., 2015; 

Kremer, 2016)。鉴定自然种群中适应性的遗传机制是研究景观遗传学的一个重要内容，

从而可以在分子水平上识别影响遗传变异最重要的环境因素(Manel et al., 2003; 王玉

垚，2018)。 

景观遗传学的分析过程中，中性分子标记如核微卫星分子标记可以被用来鉴定与

环境梯度相关的中性遗传变异的地理模式，作为初步检测自然选择的证据(Westfall 

and Conkle, 1992)。景观遗传学研究通常通过距离隔离(IBD) (Wright, 1943)、环境隔离

(IBE) (Wang and Summers, 2010; Wang and Bradburd, 2014)或适应性隔离(IBA) (Wang, 

2013)来评估地理因素、环境因素或者是适应性程度与遗传距离的隔离水平。物种对

不同环境的响应可以通过比较种群内或种群间的遗传分化值来探究环境因子对物种

遗传变异的影响。通过分析基因数据与环境之间的相关关系来揭示遗传变异对环境的

响应以及背后的机制，常用的方法主要有多变量统计分析和非线性模型(Sork et al., 

2016)。其中多变量统计分析通过结合遗传空间结构与环境因子，探究整个种群的遗

传结构与环境因子之间的关系；线性分析使用最广泛的方法包括 Mantel 检验和冗余

分析(Redundancy Analyses, RDA)。基于线性模型来分析环境因子对物种遗传变异的

影响可能有一定的误差，需要结合非线性分析方法对遗传变异和环境因子进行非线性
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关联，如广义相异建模(Generalized Dissimilarity Modelling, GDM)分析和梯度森林

(Gradient Forests, GF)分析等(Ferrier et al., 2007; Ellis et al., 2012)。关于以上分析的原

理、优缺点及应用见王天瑞等（2020）的综述论文。 

1.3 栎属研究现状 

1.3.1 壳斗科栎属的分类 

全球栎属植物(Quercus L.)大约有 500 种，是壳斗科中最大的属，物种丰富度高，

适应能力强，而且分布范围较广，广泛分布于北美、欧洲、亚洲和南美部分地区，是

北半球温带和亚热带森林中最具多样性和生态重要性的属之一(Willis et al., 1968; 

Nixon, 1993; Valencia, 2004; Hubert et al., 2014)。栎属植物其表型可塑性强，具有较高

水平的种间基因流和广泛的杂交渐渗，栎属的分类问题一直是很多学者讨论的热点问

题(Rushton, 1993; Bacilieri et al., 1996; Manos et al., 1999; Kress et al., 2005)。根据 Denk 

等人(2018)最新的分类系统将栎属分为包含常绿和落叶栎的八个组，分别是中间栎组

(Sect. Protobalanus)，本都栎组(Sect. Ponticae)，活栎组(Sect. Virentes)，白栎组(Sect. 

Quercus)，红栎组(Sect. Lobatae)，青冈栎组(Sect. Cyclobalanopsis)，冬青栎组(Sect. Ilex)

和麻栎组(Sect. Cerris)。在中国，栎属广泛分布，是中国温带落叶阔叶林和亚热带常

绿阔叶林的主要组成物种，也是森林系统中生态系统功能的重要贡献者。根据第八次

全国森林资源清查报告，栎类占天然林的总面积的 13%，是我国天然林中分布面积最

大和最广的树种(候元兆等, 2017)。栎属在中国存在四个组：麻栎组，冬青栎组，青冈

栎组和白栎组。根据叶习性可分为常绿栎和落叶栎，其中落叶栎大约有 10 余种，在

一些林地内作为先锋树种存在，具有普遍的生态适应性(Huang et al., 1999)。 

栎属植物是典型的风媒传粉和异交植物，研究发现尽管存在种间基因渐渗，但栎

树能一直维持物种的完整性，是研究物种遗传分化、基因交流、适应和系统发育进化

的模式物种（例如 Craft and Ashley, 2010; Gailing and Curtu, 2014; Cavender-Bares et al., 

2015）。以往对栎属种群遗传学的研究集中于种间以及种内遗传多样性和遗传结构的

研究，并探究基因交流情况，例如：徐小林等对栓皮栎(Q. variabilis)种群基于 16 对微

卫星分子标记揭示了栓皮栎种群具有较高的遗传多样性(徐小林等，2004)。恽锐等对

北京东灵山地区的辽东栎(Q. liaotungensis)种群通过 DNA 多态性和 DNA 扩增指纹方

法，研究辽东栎的遗传分化，揭示了种群内部遗传变异水平较高(恽锐等，1998)。Du

等人(2017)使用微卫星分子标记的方法研究了川滇高山栎(Q. aquifolioides)的遗传多

样性、遗传结构以及谱系之间的基因交流情况，然后基于 cpDNA 进一步分析川滇高

山栎的谱系地理结构，构建系统进化树将川滇高山栎划分成三个进化枝，分别对应于

地理上川滇高山栎的生长分布区()。魏高明利用 SSR 和表型性状研究了 4 种同域分布

的栓皮栎(Q. variabilis)、麻栎(Q. acutisssima)、白栎(Q. fabri)和短柄枹栎(Q. serrata var. 

brevipetiolata)来探究栎树种间基因渐渗和杂交，结果表明在同组内的栎树种间基因渐
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渗现象会普遍发生，但基因渐渗现象在不同组的栎树之间不能够普遍发生 (魏高明，

2015)。 

1.3.2 槲栎与槲树的形态特征、地理分布及研究进展 

槲栎(Quercus aliena BI.)和槲树(Quercus dentata Thunb.)是壳斗科(Fagaceae)栎属

(Quercus L.)白栎组中的两种落叶栎，主要分布在我国、日本、朝鲜等国家及地区。槲

栎和槲树是构成我国北方山地植被的主要森林树种之一，分布区域总的呈东北-西南

走向：北起辽河流域沿 400 mm 等降水量线一直到西南端的横断山脉处，延伸至与东

部海岸线，气候梯度横跨温带、暖温带、北亚热带，主要分布在海拔范围为 100-2000

米的向阳山坡，常与其他树种混合生长组成混交林或成小片纯林(崔建国等, 2005)。 

尽管遗传组成相近（Hubert et al., 2014; Lyu et al.,2018）但两物种叶型存在显著差

异：槲栎叶柄长 1-1.3 cm，叶片具有较宽的叶基部，上半部渐窄，顶端钝渐尖；而槲

树叶柄长 2-5 mm，叶片基部较狭窄，背面具有浓密的浅褐色星状绒毛，叶尖较短；

槲树的裂叶程度较槲栎大；槲栎的小枝条比槲树的小枝条更加光滑；槲栎的壳斗包围

种子的范围更大(Huang et al., 1999)。同时，槲树槲栎分布广泛，分布地区环境多变，

有着良好的适应性，是研究物种遗传多样性和生态适应机理的理想物种。已有对槲栎

和槲树的叶片几何形态学方面的研究可通过叶型差异将槲树和槲栎的物种分辨率提

高到了 90%以上（刘媛, 2018; Liu et al., 2018）。目前对槲栎和槲树种群分布格局的研

究侧重于区域范围内的研究，例如 Nagamitsu 等人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(Nagamitsu et al., 2019)。

Lyu 等人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

布其它栎树之间的分化与基因交流情况，研究结果表明尽管槲树与其它栎树之间基因

交流频繁但仍然存在明显的种间界限(Lyu et al., 2018)。除了对小尺度分布的槲栎和槲

树遗传多样性和遗传分化的研究，李慧敏（2018）利用 3 个叶绿体 DNA 片段和 8 对

微卫星标记推测了秦巴地区是槲树最大的冰期避难所。 

1.4 本文的研究内容、研究目的及意义 

1.4.1 研究内容 

本文基于 12 对核微卫星分子标记，在对中国分布的槲栎和槲树种群实地调查并

广泛采样的基础上，探究槲栎和槲树种群在不同分布区的的遗传多样性和分化水平，

并估测物种内和物种间的基因交流程度。同时提取采样点的气候数据，分析槲栎和槲

树种群在其分布范围内的地理隔离以及气候隔离的模式，探索槲栎和槲树遗传变异对

气候和地理因子的响应。 

1.4.2 研究目的和意义 

本研究通过种群遗传学和景观遗传学方法研究槲栎和槲树物种形成机制及影响
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因素，以期达到以下研究目的： 

（1）分析槲栎和槲树的遗传多样性和遗传结构，并探讨可能原因； 

（2）评估槲栎和槲树物种间和物种内基因交流的大小和方向； 

（3）遗传变异对环境因子的响应并挖掘与遗传变异最相关的环境变量。 

本研究对广泛分布于中国的槲栎和槲树种群的遗传多样性和遗传分化进行研究

并探索物种遗传变异对环境变化的响应，为更加深入研究物种的生态适应以及共存机

制提供了依据。 
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2 材料与方法 

2.1 样品采集 

通过对中国植物志、中国数字标本馆以及已经发表的槲栎和槲树相关文章进行查

阅并统计整理野外分布情况（图 2.1 a），我们制定了完整详备的采样计划。于 2018-

2019 年对中国的槲栎和槲树野生分布区进行实地考察，并采集实验所需的样品。本

文所采集的槲栎和槲树种群已覆盖了两物种在中国的大部分的分布范围，采样点主要

集中于两个物种的分布重叠区域（图 2.1 a 中灰色部分）。为了保证采样的科学性和代

表性，所采集的样品需满足以下条件：(1) 两个不同自然种群之间的地理直线距离相

隔 30km 以上；(2) 种群内的个体之间在采样时需间隔 10m 以上；(3) 同一种群内根

据树木分布密度进行个体的采集，个体采集数量至少 4 棵；(4) 每棵树应采集 1-2 片

幼嫩的叶片和新生枝条，叶片需健康、完整、无明显虫害病害。所收集的样品保存在

装有变色硅胶干燥剂的信封袋内，并对每个信封袋编号记录，方便后续分析。使用全

球定位系统(Global Positioning System, GPS)对每个种群记录其经纬度、海拔等地理信

息。最终共采集 24 个槲栎种群，279 个个体；槲树种群 29 个，共计 480 个个体。所

采集种群的分布以及采样个体数见图 2.1b 和表 2.1。 

 

图 2.1 槲栎和槲树的分布区域(a)和采样点位置(b) 

Figure 2.1 Distribution area (a) and (b) sampling location of Q. aliena and Q. dentata  
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表 2.1 槲栎和槲树样品采集信息表 

Table 2.1 Sample information of Q. aliena and Q. dentata 

种群 分布地点 样本量 平均日较差 等温性 
最潮湿季节

平均温度 

最干旱月

份降水量 

Pop Location Number bio02 bio03 bio08 bio14 

槲栎 Q. aliena  
    

LGD 江西省九江市龙宫洞 6 8.27 25.51 20.95 40.00 

SXJ 
浙江省台州市仙居县神仙居风

景区 
10 8.27 27.31 19.32 39.00 

YFS 陕西省平利县药妇山 5 9.19 31.05 17.13 14.00 

ZJL 
河南省南阳市宝天曼自然保护

区紫茎岭 
10 10.66 30.19 25.18 14.00 

LYS 四川省南充市凌云山 4 6.81 24.67 25.30 13.00 

SLHT 贵州省贵阳市十里河滩 5 7.38 27.86 22.08 18.00 

TJS 
陕西省西安市周至县铁甲树风

景区 
9 10.02 31.43 13.47 6.00 

HHG 
陕西省宝鸡市眉县红河谷风景

区 
9 9.98 30.41 16.73 5.00 

DLT 
河南省鲁山县观音乡西桐树庄

大乐坛 
8 11.38 31.02 24.35 9.00 

GSS 河南省三门峡市甘山 14 9.27 28.54 18.67 6.00 

HPS 陕西省眉县蒿坪寺 23 9.51 29.90 17.78 5.00 

LPC 陕西省商洛市洛南县罗坡村 17 10.38 30.45 19.60 7.00 

LZ 湖北省襄阳市隆中植物园 6 9.18 27.33 25.58 16.00 

QDZ 河南省南阳市桥端镇 17 10.51 30.11 23.75 8.00 

SBP 
河南省沁阳市猕猴自然保护区

石板坡 
18 10.20 28.65 22.08 6.00 

SBY 陕西省西安市长安区石砭峪 9 11.32 30.42 20.85 5.00 

WLS 河北省兴隆县雾灵山 18 12.18 27.50 21.38 2.00 

WXS 河南省新乡市辉县万仙山 9 9.51 27.24 20.15 4.00 

ZWY 陕西省西安市秦岭子午峪 12 9.43 31.03 16.95 7.00 

ZYG 陕西省商洛市丹凤县资峪沟村 14 9.95 28.67 23.52 8.00 

KYS 山东烟台昆嵛山 12 8.88 24.95 22.92 11.00 

SFS 北京市房山区上方山 18 10.97 27.76 22.53 4.00 

GSL 山西省吕梁市交口县古树林 14 11.03 29.66 16.42 2.00 

TSS 江苏省淮安市铁山寺 12 9.23 26.61 26.15 25.00 

槲树 Q. dentata  
    

DGS 湖北省广水市大贵寺 7 8.59 26.11 24.67 20.00 

DLT 
河南省鲁山县观音乡西桐树庄

大乐坛 
19 11.38 31.02 24.35 9.00 

DSG 陕西省宝鸡市大散关 23 9.73 30.23 19.07 4.00 

GU 陕西省太白县关山 20 9.90 31.43 16.97 5.00 

GSS 河南省三门峡市甘山 11 9.27 28.54 18.67 6.00 

JLP 河南省焦作市修武县金岭坡村 24 12.53 32.36 18.68 6.00 

LHS 河南省登封林场莲花寺林区 15 10.27 29.00 22.20 8.00 

LPC 陕西省商洛市洛南县罗坡村 18 10.38 30.45 19.60 7.00 
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续表 2.1       

LZ 湖北省襄阳市隆中植物园 13 9.18 27.33 25.58 16.00 

MTZ 陕西省留坝县庙台子 22 9.42 31.18 18.25 5.00 

QDZ 河南省南阳市桥端镇 20 10.51 30.11 23.75 8.00 

SYB 陕西省留坝县桑园坝乡 21 9.43 30.73 17.35 6.00 

XTS 河南省安阳市林州仙台山 16 10.72 28.22 22.23 3.00 

ZGS 河南省平顶山市舞钢市支鼓山 20 10.59 29.26 24.73 13.00 

ZJYZ 重庆市巫溪县张家垭子 8 8.30 28.82 20.03 19.00 

ZWY 陕西省西安市秦岭子午峪 16 9.43 31.03 16.95 7.00 

ZYG 陕西省商洛市丹凤县资峪沟村 16 9.95 28.67 23.52 8.00 

ASS 
山东省济宁市泗水县安山寺林

场 
21 10.98 28.51 24.97 9.00 

GSL 山西省吕梁市交口县古树林 8 11.03 29.66 16.42 2.00 

JJS 辽宁省丹东市锦江山公园 11 9.32 22.86 22.33 9.00 

KYS 山东烟台昆嵛山 20 8.88 24.95 22.92 11.00 

LJ 安徽省淮北市龙脊山 12 10.34 27.88 26.40 16.00 

LTS 
山东省济南市长清区莲台山风

景区 
14 10.79 27.60 25.60 5.00 

MS 山东省临沂市蒙山景区 20 10.03 26.97 23.67 8.00 

SCD 辽宁省大连市庄河市石城岛 16 7.24 19.36 22.02 9.00 

SFS 北京市房山区上方山 19 10.97 27.76 22.53 4.00 

SPSC 
河北省秦皇岛市抚宁县石门镇

上平山村 
21 10.32 25.60 22.72 2.00 

WLS 河北省兴隆县雾灵山 19 12.18 27.50 21.38 2.00 

ZLG 
辽宁省铁岭市铁岭县三岔子村

钟楼沟 
10 12.11 25.28 21.83 5.00 

       

 2.2 实验方法 

2.2.1 基因组 DNA 的提取 

本研究使用 TIANGEN 试剂盒提取所采集的槲栎和槲树叶片的 DNA，当使用叶

片无法提取出质量合格的 DNA 时，则通过刮取枝条的形成层来继续提取 DNA。提取

DNA 的具体操作步骤如下： 

(1) 在实验之前先打开水浴锅，将 GP1 放置在 65℃的恒温水浴锅预热 30min； 

(2) 接着是实验材料准备阶段，使用电子天平称 0.015±0.005g 的样品，将称取完

毕的样品和直径 0.5cm 的小钢珠共同放置在 2ml 的离心管； 

(3) 所有的离心管在研磨之前放入液氮中冰冻 15min，然后将离心管放入研磨仪

中（研磨仪使用过程中要配平），以 50r/s 的速度研磨 5-10min； 

(4) 在通风橱中依次加入 700μL GP1 和 0.7μL 的 β-巯基乙醇； 

(5) 将离心管中的液体摇匀混合，放入水浴锅中 65℃水浴 20min，水浴期间要摇

晃离心管； 

(6) 在通风橱中加 700μL 的三氯甲烷至离心管并摇晃 10min 以混合； 
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(7) 离心管在高速低温离心机(12000 rpm, 4℃)中离心 5 min； 

(8) 取一个新的 2ml 离心管，吸取之前离心管中的上清液置于其中，再加入 0.7μL 

的 RNA 酶并做好标记，于室温下静置 10min； 

(9) 向静置之后的离心管中加入 700μL 三氯甲烷，并摇晃 10min 以混匀 

(10) 离心管在高速低温离心机中以 12000 rpm， 4℃的条件下再次离心 5 min； 

(11) 取一个新的 2ml 离心管，吸取上清液，加入 GP2 700μL，摇晃 5min 以混匀； 

(12) 使用移液枪将液体转移至吸附柱，在高速低温离心机中以 12000 rpm，4℃

的条件下离心 30s； 

(13) 倒掉吸附柱中的废液，并在吸附柱中添加 500μL GD（缓冲液） 

(14) 继续离心 30s； 

(15) 倒掉吸附柱中的废液，并在吸附柱中添加 600μL PW（漂洗液） 

(16) 继续离心 30s； 

(17) 倒掉吸附柱中的废液，再次在吸附柱中添加 600μL PW（漂洗液） 

(18) 吸附柱在高速低温离心机中 12000 rpm 4℃的条件下离心 2min，并倒掉废液； 

(19) 将吸附柱在室温条件下放置 10min, 之后加入 80μL 的 TE（缓冲液），在烘

箱中 37℃的条件下烘干 10min； 

(20) 烘干后的吸附柱在高速低温离心机中 12000 rpm, 4℃的条件下离心 2min，

离心出的 DNA 产物保存在-20℃冰箱中。 

2.2.2 基因组 DNA 质量检测与分装 

使用琼脂糖凝胶电泳（1％）对提取的槲栎和槲树所有个体的 DNA 质量进行初步

判断。具体的实验操作如下：  

加琼脂糖和 TAE 于锥形瓶(或烧杯)中来配置浓度为 1%的琼脂糖凝胶，用微波炉

加热煮沸 2min 至溶解成无色液体，取出锥形瓶按一个方向摇晃直至温度降低到 40℃

左右，在琼脂糖溶液中加入核酸凝胶染料(TS-GelRed) 1μL，并朝一个方向摇晃均匀(刘

媛, 2018)。接着将溶液倒入制胶平板中(注意溶液表面不要有气泡)，将平板配套的梳

子插入，等待 10min 左右液体凝固，将凝固后的胶以及 1×TAE 电泳缓冲液一起放入

电泳槽中(燕语, 2019)。 

琼脂糖凝胶电泳的原理是根据分子的大小和电荷对 DNA 大分子及其片段进行分

离，以估计 DNA 片段的大小。对每个个体取 3μl 的 DNA，加入 2μl 的 Loading buffer

溶液，将其混合均匀，然后将混匀的溶液使用 10μL 的移液枪点样（加到胶板的小槽

中）(苏金源, 2019)。并在胶板的第一个小槽内加入 2μl 1kb 的 DNA Ladder 作为 Marker

参照。接通电源，红色和黑色分别为电泳仪的正负极，DNA 样品是由负极向正极移

动，在电泳仪的负极放加样孔，130V 条件下电泳 25min，由于琼脂糖溶液中的核酸

凝胶染料能与 DNA 相互作用可在紫外光下会发出荧光，区分不同的 DNA 条带，利

用凝胶成像仪(TJY04S-3C)拍照并保存图片（图 2.2）(王天瑞, 2020; 燕语, 2019)。 
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接着使用超微量紫外分光光度计(NanoDrop 8000)来检测所提取 DNA 的浓度和纯

度。使用吸光度 OD 值在 280nm/260 nm 和 230nm/260 nm 的比值来检测所提取个体

DNA 的质量(燕语, 2019)。 

检测完 DNA 质量后，去除或者重新提取 DNA 直至质量合格，使用 96 孔板顺序

排列 DNA 样品，将对应排序的个体 DNA 吸取 20μL，加入缓冲液 TE 40μL 稀释，做

好记录用于后续的实验分析。 

 

 

图 2.2 槲栎和槲树的 DNA 凝胶电泳图 

Figure 2.2 DNA gel electrophoresis images of Q. aliena and Q. dentata  

 

2.2.3 核微卫星引物的筛选与 PCR 扩增 

对已发表的有关栎属植物的核微卫星通用引物进行文献的查找，并对槲栎和槲树

物种中具有多态性的微卫星位点进行筛选。首先进行预扩增实验：挑选槲栎和槲树各

3 个不同种群中的 4 个个体 DNA 进行扩增，使用琼脂糖凝胶电泳(2％)进行质量的判

断，最终筛选出 12 对具有多态性的位点，引物的序列的详细信息见表 2.2。我们采用

四种荧光标记分别为：ROX（红色）, FAM（红色）, TAMRA（黑色）和 HEX（绿色）

进行扩增实验（5’末端带有荧光标记的 M13 引物） (Schuelke, 2000; 王天瑞, 2020)。

每个个体扩增的 PCR 反应体系共 15 μL（个体 DNA 1μL、 Mix 7.5μL、反向引物-R 

0.24μL、5’末端带有 M13 的正向引物-F 0.06μL、带有荧光标记的 M13 引物 0.24μL 以

及 ddH2O 5.96μL），PCR 扩增的程序为：在 94℃条件下预变性 8 min，在 95℃条件下

变性 30 s，在 56℃/54℃条件下退火 30 s，在 72℃条件下延伸 30 s，对步骤 2-4 重复

8 个循环，最后在 72℃条件下延伸 8 min（刘媛, 2018; 燕语, 2018, Lyu et al., 2018）。

使用琼脂糖凝胶电泳(2%)对扩增产物进行质量测定，检测后再利用 ABI3730 测序仪

将条带清晰的 PCR 产物进行毛细管电泳检测（北京擎科生物科技有限公司），采用四

种荧光标记混合可同时检测 96 个样品，共计 2277 个毛细管电泳。 
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表 2.2 槲栎和槲树 SSR 引物序列信息 

Table 2.2 Details information of SSR primers of Q. aliena and Q. dentata 

引物位点 

SSR Locus 

退 火

温 度
Ta(°C) 

核心

序列
Motif 

引物序列 Sequence(5'-3') 

等位基因长度 

Allele size 

rang (bp) 

参考文献
Reference 

GOT021 56 AT 
AGAAAGTTCCAGGGAAAGCA 

111-128 Durand et al. 2010 
CTTCGTCCCCAGTTGAATGT 

FIR026 56 TC 
CTTCATGCACCAATTCCTCA 

208-217 Durand et al. 2010 
GGCCATGTATGTGTGCAAAA 

QmC00716 56 TC 

AAGAGAACCCATTCCATCCC

TGA 
261-287 Ueno et al. 2010 

GTTTCCCGAACAGTGGTTTCT

TGA 

POR017 54 CT 

CCCATATCCCTCTACGAAAG

AA 
140-169 Durand et al. 2010 

CTGGAGATGACATAGTGTCT

CAAA 

FIR015 56 AC 
ACCCTAAAACCCCAATCACC 

128-138 Durand et al. 2010 
CGGATCTTCGGCTATTCTTG 

QmC00932 54 TC 

AGGCTCAAAACAAAACCAAA

CCG 
247-260 Ueno et al. 2010 

GTTTCCCCTTTCCCATAATCA

AACCCT 

DN950446 56 AG 

TCTCTTTCTCCGTCCATTATC

GC 
155-185 Ueno et al. 2010 

GTTTCTCCACAGACCCCATTT

CC 

WAG068 56 AG 

TCTGCAACAAAACCAAAACA

C 165-195 Durand et al. 2010 

CGGAGGAGAGAGTCAGCAAC 

PIE271 56 TC 
CACACTCACCAACCCTACCC 

197-247 Durand et al. 2010 
GTGCGGTTGTAGACGGAGAT 

QmC02052 56 AG 

CACACCCAGATCCACAAAAC

TCC 
250-300 Ueno et al. 2008 

GTTTGCCTCTACGGTCTCCCT

CTT 

GOT011 56 TC 
CCCCACCGTCTACTCTCAAA 

197-255 Durand et al. 2010 
GCGTTCACCACGTCCATAAT 

WAG066 56 AG 
AACCTGTTTGGCTTCGTGTG 

128-244 Durand et al. 2010 
AACAAAAGATTGGGAGGTGC 

 

2.2.4 原始数据处理 

对毛细管电泳检测的结果首先使用 GeneMarker(SoftGenetics)软件进行峰图的读

取(Hulce et al., 2011)。读取峰图时先对所有个体的峰进行大体的观测，设定统一的

panal值进行每个个体的读取，并注意杂峰的干扰。接着基于Excel的宏插件 FlexiBinv2 

对读取的数据进行归一化处理，排除可能在读取的过程中等位基因片段出现读长误差 

(Amos et al., 2007)。最后再使用 Convert 软件进行格式转换，用于后续种群遗传学和

景观遗传学的分析(Glaubitz, 2004)。 
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2.3 种群遗传学分析 

2.3.1 遗传多样性分析 

本研究首先使用Convert软件将原始数据转化为 genepop格式，接着使用GenAlEx 

V6.5 软件对槲栎和槲树种群进行遗传多样性的分析，选择参数杂合度(Observed 

Heterozygosity, HO; Expected Heterozygosity, HE)和等位基因数目(Number of Different 

Alleles, NA)来评估槲栎和槲树种群的遗传多样性，并使用 T 检验来估测多样性分析中

每个统计量显著性(Peakall and Smouse, 2012)。杂合度可以反映种群的遗传变异程度，

可表示不同等位基因的遗传变异程度。 

此外，私有等位基因也称为特有等位基因，可以衡量一个种群特有的遗传多样性。

本研究使用 Alleles In Space (AIS)软件将私有等位基因在槲栎和槲树种群中的分布情

况反映在地理空间上(Miller et al., 2005)。Alleles In Space (AIS)软件通过在数据集中的

所有采样位置之间构建一个连接网络直观地展示槲栎和槲树各个种群之间的私有等

位基因的空间分布。首先选择软件中的“Interpolate genetic landscape shapes”模式，接

着设置网格尺寸为 50*50，距离加权参数 a 为 1。通过运行软件最后会产生一个三维

空间图，其中 X 轴和 Y 轴对应于采样点的地理位置，表面高度即 Z 轴代表私有等位

基因丰富度(Miller et al., 2005)。 

2.3.2 遗传分化分析 

本研究使用三种方法对物种进行遗传分化的分析： 

STRUCTURE 分析：根据槲树种群和槲栎种群中等位基因频率在个体间的差异，

采用 STRUCTURE V2.3.4 软件探究槲栎和槲树种群的遗传结构 (Evanno et al., 2005)。

该软件基于贝叶斯模型，将个体分配给各个枝系，并且假设每个枝系都处于哈温平衡

(Hardy-Weinberg, H-W)和连锁平衡状态。首先设置 2*105 次蒙特卡罗 MCMC 迭代，

burn-in 为 105，接着设置代表进化枝数目的参数 K 为 1-10，其中对于每一个 K 值，

迭代 20 次（王天瑞，2018; Lyu et al., 2018）。程序运行完成后会产生一个包含所有结

果的文件夹，压缩文件夹后利用在线工具 Structure Harvester 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，最后使用 distruct v.1.1 软

件绘制种群结构柱状图(Rosenberg, 2004; Earl et al., 2012)。接着根据 STRUCTURE 的

结果统计混合系数 Q 值，可以使槲栎和槲树种群的遗传结构更加明确。根据 Q 值，

获得每个种群的分组情况和各个组分所占的比例。然后，使用软件 ArcGIS ver.10.6 结

合种群的地理信息，将槲栎和槲树种群的遗传结构以饼状图的形式展现在地图上，制

作槲栎和槲树种群的遗传结构地理分布图(Beyer, 2004)。 

主坐标分析与主成分分析：使用 GenAlEx V6.5 软件基于遗传距离矩阵在种群水

平上对槲栎和槲树种群进行主坐标分析(Principal coordinate analysis, PCoA)，更进一

步验证种群的遗传分化模式。主坐标分析主要对所研究的种群或者个体进行聚类分析，
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对种群或个体的特征向量以及特征值排序，挑选矩阵中最主要的坐标进行呈现。在个

体水平上，基于协方差矩阵和矩阵的特征向量利用 R 语言(Team, 2018)中的“adegenet”

函数包(Jombart et al., 2008)对槲栎和槲树种群进行主成分(Principal component analysis, 

PCA)分析。 

分层分子方差 (Analysis of molecular variance, AMOVA) 分析：使用 Arlequin 

V3.5 软件，经 1000 次置换检验来检测槲栎和槲树的种群间和种群内的遗传分化水平

(Excoffier and Lischer，2010)。种群间的遗传分化程度使用遗传分化系数 FST 来解释，

当 FST 的值接近于 1 时，表示种群有较大的分化，基本无基因交流，当 FST 的值接近

于 0 时，表示种群的分化程度小或者无分化。 

2.3.3 基因流分析 

本研究中槲栎和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。

我们使用一种贝叶斯方法：Migrate-n V3.6 来评估物种间和物种内不同谱系之间的历

史基因流的大小和方向(Beerli, 2006)。Migrate-n 是基于连续的布朗运动通过计算参数

值 θ（四倍有效种群大小乘以每代的突变率）和 M（迁移率除以突变率）来估算基因

流的大小和方向(Beerli, 2006; Beerli and Felsenstein, 2001)。对于物种间的基因流方向

来说，首先设置 3 种可能的模型：①基因流在槲栎和槲树之间双向流动；②基因流从

槲栎到槲树；③基因流从槲树到槲栎。然后对于每个模型设置 5 个独立的 MCMC 长

链，每个链设置 10000 迭代（这里的迭代次数越大准确率越高，但是运行时间也会相

应增加），Burn-in 设置为 10,000，重复计算 3-5 次。每个模型计算后均会生成一个 PDF

文件，对得到的结果检查模型收敛性。最后分别依据三种模型得到的边际可能性值

(marginal likelihood, ml)，通过计算贝叶斯因子(bayes factors, bf)值来确定最佳模型: bf 

= e [ln (ml(Model 1) - ln(ml(Model 2)]，也就是模型的边际可能性值越大，模型的效果越好，计算

最佳模型的 θ×M 即为所得到的基因流(Kass and Raftery, 1995)。 

2.4 景观遗传学分析 

2.4.1 气候因子的提取 

从 WorldClim Version2 数据库下载全球气候因子栅格数据，包含水蒸汽压力、温

度、太阳辐射和风速在内等的气候因子以及 19 个生物气候变量和全年 12 个月的降

水，共计 103 个气候因子，涵盖 1970-2000 年的气候数据平均值，分辨率达 30 seconds 

(Fick et al., 2017)。使用 ArcMap 软件提取每个采样点的气候因子。由于提取的多种气

候因子之间会存在相关关系，我们在 R 语言中使用“usdm”函数进行方差膨胀因子分

析(Variance Inflation Factor, VIF)，通过衡量线性模型中共线性的严重程度以消除这种

相关关系对结果的干扰，VIF 值大于 0.7 代表气候因子相关性较高，因此，保留 VIF

值小于 0.7 的气候因子用于后续景观遗传学的分析(Naimi et al., 2013)。 
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2.4.2 线性分析方法 

本研究使用多变量统计 Mantel 检验，Mantel 检验是评估环境隔离(Isolation by 

Environment, IBE)和地理隔离(Isolation by Distence, IBD)的手段，通过比较气候/地理

距离矩阵与遗传分化矩阵之间的关系，来检测槲栎和槲树种群的遗传变异与气候/地

理之间的关系(Diniz-Filho et al., 2013; van Strien et al., 2014; Strien et al., 2014 Manthey 

et al., 2015)。首先计算每个种群之间成对的遗传分化 FST 值，生成 FST 矩阵并计算遗

传距离 FST / (1-FST) 值 (Slatkin, 1993; Rousset, 1997)。接着使用 R 语言中的“geosphere”

函数包输入经纬度数据来计算槲栎和槲树种群地理距离矩阵(Team, 2018; Hijmans, 

2014)；使用“ecodist”函数包对 bio02, bio03, bio08 和 bio14 四个气候因子计算得出槲

栎和槲树种群的环境距离矩阵(Goslee et al., 2007)。最后，我们使用 Mantel 检验对计

算好的遗传距离矩阵和地理/环境距离矩阵进行分析环境和地理因素对遗传变异的影

响。同时使用偏 Mantel 检验研究当控制环境或控制地理距离时，遗传距离与环境距

离之间的线性相关关系(Smouse et al., 1986)。使用 10,000 置换排列检验来评估分析的

显著性，检验显著水平值假设为 0.05。 

另外一种线性分析方法是冗余分析(Redundancy Analyses, RDA)，这种方法可以

将回归分析与主成分分析相结合，整合特定的解释变量与响应变量并进行多元回归，

可讨论遗传变异在特定的环境梯度上的情况(Legendre and Legendre, 2012; Lasky et al., 

2012; Sork et al., 2010)。环境数据的输入文件为槲栎和槲树的采样点经纬度数据和每

个个体对应的 4 个气候因子数据（根据方差膨胀因子分析去除共线性的气候因子：

bio02, bio03, bio08 和 bio14），遗传数据的输入文件为每个个体等位基因频率的 12 列

主成分 PC 值。使用上述的环境数据作为自变量，遗传数据作为因变量，在 R 语言中

通过“vegan”函数包(Oksanen et al., 2017)来进行冗余分析。使用 999 置换排列检验来

评估分析的显著性。同时进行偏冗余分析来探究考虑到在分析地理因子时气候因子的

线性影响，以及在分析气候因子时地理因子的线性相关关系。 

2.4.3 非线性分析方法 

梯度森林(Gradient Forests, GF) 作为随机森林的延伸，通过整合潜在的预测变量，

得到各个预测变量解释的遗传变异比例，用来模拟遗传变异与环境之间的非线性关系

(Ellis et al., 2012)。在梯度森林分析中，首先使用每个个体的经纬度数据和去除共线

性后的 4 个气候因子(bio02, bio03, bio08 和 bio14)作为环境数据的输入文件，将每个

种群中个体的等位基因频率作为遗传数据的输入文件。然后在 R 语言中使用

“gradientForest”和“extendedForest”函数包检测地理和气候因子对槲栎和槲树种群遗

传变异的影响(Liaw and Wiener, 2002; Smith et al., 2012; Team, 2018)。 
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3 研究结果 

3.1 槲栎和槲树的种群遗传学分析 

3.1.1 遗传多样性 

使用 GenAlEx V6.5 基于 12 对 SSR 位点计算了槲栎和槲树各种群的遗传多样性

指数，包括观测杂合度 (observed heterozygosity, HO) 、期望杂合度 (expected 

heterozygosity, HE)、不同等位基因数目(number of different alleles, NA)以及自交系数

(inbreeding coefficient, FIS)，具体结果如表 3.1 所示。槲栎种群的观测杂合度为 0.63，

期望杂合度为 0.65；槲树种群的观测杂合度为 0.60，期望杂合度为 0.63，槲栎的遗传

多样性水平较槲树而言更高。在槲栎种群中，秦巴枝系的遗传多样性最高，其次是西

南枝系，相对较低的是中东部枝系（观测杂合度分别为 0.69，0.61，0.59；期望杂合

度分别为 0.66，0.63，0.61）。在槲树种群中，秦巴枝系的遗传多样性水平高于中东部

枝系（观测杂合度分别为 0.63，0.59；期望杂合度分别为 0.65，0.62）。对各个枝系的

多样性水平进行 T 检验，结果显示在各个枝系内遗传多样性均存在显著差异。等位基

因在空间的分布结果表明：不论是槲栎还是槲树种群，在中国的秦巴山脉和东北附近

的种群内私有等位基因较高，如图 3.1 所示。 

 

表 3.1 槲栎和槲树的遗传多样性分析结果 

Table 3.1 Results of genetic diversity of Q. aliena and Q. dentata 

种群 

Pop 

等位基因数目 

NA  

观测杂合度

HO 

期望杂合度 

HE  

自交系数 

FIS 

槲栎     

槲栎西南枝系 
    

LGD 4.5 0.70 0.62 -0.1 

SXJ 5.25 0.71 0.62 -0.13 

YFS 4.25 0.68 0.59 -0.15 

ZJL 6.75 0.53 0.63 0.13 

LYS 4.58 0.70 0.63 -0.07 

SLHT 5.83 0.62 0.68 0.02 

TJS 6 0.65 0.69 -0.05 

HHG 6.08 0.62 0.64 -0.08 

平均值 5.05  0.61 0.63 -0.07 

槲栎秦巴枝系     

DLT 3.58 0.47 0.47 -0.01 

GSS 6.75 0.5 0.65 0.14 

HPS 7.5 0.58 0.65 0.1 

LPC 8.58 0.6 0.71 0.13 

LZ 6.17 0.61 0.72 0.09 
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续表 3.1     

QDZ 7.83 0.63 0.63 -0.05 

SBP 6.67 0.65 0.65 0.08 

SBY 4.83 0.63 0.6 -0.01 

WLS 6.58 0.57 0.6 -0.02 

WXS 4.17 0.59 0.56 -0.02 

ZWY 7.75 0.65 0.7 0.03 

ZYG 5.67 0.6 0.66 0.1 

平均值 6.08  0.69 0.66 0.07 

槲栎中东部枝系     

WLS 6.58 0.57 0.6 -0.02 

KYS 4.92 0.66 0.59 -0.15 

SFS 7.5 0.6 0.62 -0.03 

GSL 6.5 0.63 0.65 0.09 

TSS 5.08 0.6 0.6 -0.09 

平均值 5.95  0.59 0.61 -0.04 

p <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 

总平均值 5.97  0.63 0.65 0.00 

槲树     

槲树秦巴枝系     

DGS 5.58 0.64 0.62 -0.06 

DLT 7 0.6 0.68 0.12 

DSG 8 0.68 0.7 0.02 

GU 5.58 0.6 0.64 0.04 

GSS 6.42 0.61 0.69 0.09 

JLP 7.17 0.56 0.68 0.12 

LHS 7.33 0.6 0.65 0.1 

LPC 7 0.53 0.66 0.1 

LZ 6.58 0.56 0.67 0.11 

MTZ 8.5 0.52 0.69 0.13 

QDZ 7.33 0.62 0.64 0.01 

SYB 7 0.58 0.63 0.01 

XTS 7.58 0.64 0.68 0.06 

ZGS 6.83 0.61 0.65 0.02 

ZJYZ 4.42 0.63 0.59 -0.09 

ZWY 7.25 0.61 0.63 0.01 

ZYG 6 0.48 0.59 0.1 

平均值 6.53  0.63 0.65 0.07 

槲树中东部枝系 
    

ASS 6.83 0.62 0.65 0.06 
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续表 3.1     

GSL 3.42 0.68 0.59 -0.1 

JJS 7.17 0.65 0.66 -0.02 

KYS 7.67 0.61 0.66 0.04 

LJ 5.75 0.61 0.58 -0.03 

LTS 6.08 0.68 0.65 -0.01 

MS 5.67 0.53 0.61 0.12 

SCD 6.75 0.65 0.64 -0.05 

SFS 6.42 0.56 0.61 0.03 

SPSC 5.67 0.61 0.61 -0.01 

WLS 6.58 0.63 0.63 -0.04 

ZLG 5.75 0.66 0.64 -0.06 

平均值  5.99  0.59 0.62 -0.01 

p <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 

总平均值 6.43  0.60 0.63 0.03 

 

图 3.1 槲栎(a)和槲树(b)遗传变异空间分析图（X 轴：采样点的经度，Y 轴：采样点的纬度，Z

轴：私有等位基因丰富度） 

Figure 3.1 Spatial analysis of genetic variation for Q. aliena (a) and Q. dentata (b) (X-axis: longitude of 

sampling sites,Y-axis: latitude of sampling sites, Z-axis: the private allele richness) 

 

3.1.2 遗传结构 

基于 12 对核微卫星数据进行基于贝叶斯聚类的 STRUCTURE 分析结果显示槲栎

和槲树种群很明显地聚类为两个分枝，分别对应于槲栎（红色）和槲树（绿色）（图

3.2 a）。而单独基于槲栎种群的 STRUCTURE 结果，通过分析 K 与 Delta K 的关系及

K 值与 InP(D)平均值，得出在 K=2 和 K=3 时都是最佳聚类，都有明显的峰值。在 K=2
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时，槲栎种群在其分布范围内分为两个聚类，秦巴枝系被划分出来，当 K=3 时槲栎

种群又进一步分出了两个枝系，根据地理上的分布对应于西南枝系和中东部枝系（图

3.2 b, c）。单独基于槲树种群的 STRUCTURE 结果在 K=2 时为最优划分结果，对应于

中东部枝系和秦巴枝系，两个枝系在地理上分布于中国秦岭山脉及中国东部地区（图

3.2d）。为了更清晰的展示 STEUCTURE 结果，通过对槲栎和槲树种群每个个体的混

合系数 Q 值进行统计并以此制作遗传结构地理分布图，如图 3.3 所示。槲栎和槲树各

枝系之间存在明显的基因渐渗，而且渐渗的方向是不对称的。 

 

 
图 3.2 (a)槲栎和槲树物种间在 K = 2 的 STRUCTURE 分析结果；(b)和(c)分别为槲栎种群在 K = 2

和 K = 3 时种内的聚类情况；(d)槲树种群在 K = 2 时种内的聚类情况 

Figure 3.2 (a) STRUCTURE results of Q. aliena and Q. dentata at K = 2; (b) and (c) are the clusters of 

Q. aliena within the populations when K = 2 and K = 3, respectively; (d) Clusters of Q.dentata within 

the populations when K = 2  
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图 3.3 槲栎和槲树基于 SSR 数据集的贝叶斯聚类分析结果。(a)和(b)分别是 K=2 和 K=3 时槲栎

种群的遗传地理结构分布图；(c)是在 K=2 时槲树种群的遗传地理结构分布图。 

Figure 3.3 Results of Bayesian cluster analysis of Q. aliena and Q. dentata populations based on SSR 

datasets. (a) population of Q. aliena at K=2; (b) population of Q. aliena at K=3; (c) population of Q. 

dentata at K=2. 
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根据 12 对微卫星分子标记基于种群水平的 PCoA 和个体水平的 PCA 分析也得到

了相似的结果。基于遗传地理距离的 PCoA 分析中，槲栎种群（红）和槲树种群（绿）

在 PC1 轴上差异显著，可以准确将两个物种区分开（图 3.4 a, PC1 = 26％）。槲树和

槲栎种群的主成分分析表明，对于槲栎种群的结果在第一主成分坐标轴上将西南枝系

区分出来，在第二主成分坐标轴上将中东部枝系和秦巴枝系准确区分开来（图 3.4 b, 

PC1 = 39.2％，PC2 = 18.2％）；单独基于槲树种群的结果在第一主成分坐标轴上将中

东部枝系和秦巴枝系区分开（图 3.4 c, PC1 = 28.5％，PC2 = 11.7％）。同时，基于个体

水平的 PCA 分析中也可以将槲栎与槲树区分开，以及槲栎种群的各个枝系与槲树种

群的各个枝系也可以区分开，但个体之间的分布存在重叠现象，这与 STRUCTURE 结

果一致。PCoA 分析的区分效果较 PCA 分析区分效果好，并且在 PCA 分析中槲栎种

群三个枝系间的分化趋势要大于槲树两个枝系间的分化趋势（图 3.5）。 

 

 

图 3.4 槲栎和槲树的主坐标分析(PCoA) 

Figure 3.4 Results of PCoA (principal coordinate analysis) of Q. aliena and Q. dentata 
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图 3.5 槲栎和槲树的主成分分析结果(PCA) 

Figure 3.5 Results of principal component analysis (PCA) of Q. aliena and Q. dentata 

 

基于 SSR 分子标记的分子方差分析(AMOVA)的结果如表 3.2 所示，无论是在槲

栎种群还是在槲树所有种群中，根据变异分数(Percentage of variation )可知遗传变异

主要存在于种群内(槲栎为 88.6％, 槲树为 89.7％）。同时分别针对各分枝进行了独立

的 AMOVA 分析，结果表明在槲栎种群中，三个枝系之间的遗传变异程度最低（4.4％）。

在西南枝系(FST = 0.07)和秦巴枝系(FST = 0.08)中的遗传分化水平相差不大，中东部枝

系中的遗传分化水平最低(FST = 0.05)。在槲树种群中，中东部枝系的遗传分化水平(FST 

= 0.05)要小于秦巴枝系的遗传分化水平(FST = 0.1)；且两个枝系之间的分化程度也是

最低的(2.5％)。此外，对比槲栎和槲树种群的枝系之间、枝系内种群间以及种群内的

遗传分化系数，可以看出槲栎和槲树种群的遗传分化水平相差不大。 

 

表 3.2 基于槲栎和槲树的分层分子方差分析结果 

Table 3.2 Results of Hierarchical analyses of molecular variance (AMOVA) of Q. aliena and Q. dentata  

变异来源 

Source of variation 
自由度 df 

变异分数(%) 

Percentage of variation  

遗传分化系数
FST 

槲栎    

槲栎西南枝系    

Among populations 种群间 7 7.2 FST = 0.07 

Within populations 种群内 108 92.8  

槲栎秦巴枝系    

Among populations 种群间 10 7.8 FST = 0.08 

Within populations 种群内 283 92.2  

槲栎中东部枝系    

Among populations 种群间 4 5.4 FST = 0.05 

Within populations 种群内 143 94.6  

所有的槲栎种群    

Among lineages 枝系间 2 4.3 FST = 0.11 

Among populations within lineages

枝系内种群间 
20 7  

Within populations 种群内 523 88.7  
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槲树    

槲树秦巴枝系    

Among populations 种群间 16 9.5 FST = 0.1 

Within populations 种群内 561 90.5  

槲树中东部枝系     

Among populations 种群间 11 5.2 FST = 0.05 

Within populations 种群内 370 94.8  

所有槲树种群    

Among lineages 枝系间 1 2.4 FST = 0.1 

Among populations within lineages

枝系内种群间 
27 7.9  

Within populations 种群内 931 89.7  

 

3.1.3 种群基因流 

为了研究槲栎和槲树两个物种之间及其各自枝系之间的基因交流的大小和方向，

本研究使用 MIGRATE-n 对基因交流的情况进行分析结果如表 3.3 所示。分析揭示了

槲栎和槲树种群之间存在非对称的基因流，槲栎种群的基因流为 47.6，槲树种群的基

因流为 61.5，而且基因流的方向主要是从槲树到槲栎。在槲栎种群中，三个枝系之间

的历史基因流方向主要是从中东部枝系到秦巴枝系（Nem = 46.2 vs Nem = 35.3），以及

秦巴枝系到西南枝系（Nem = 48.2 vs Nem = 36.1），而西南枝系与中东部枝系之间的基

因交流较少（Nem = 14.8 vs Nem = 16.6）。中东部枝系与秦巴枝系以及秦巴枝系与西南

枝系之间的基因流为非对称的基因流。槲树种群的两个枝系之间也存在非对称的基因

流，在秦巴枝系与中东部枝系之间，从中东部枝系到秦巴枝系方向上的基因流(Nem = 

50.1)与反方向上的基因流(Nem = 42.4)相比有着较大差异，为非对称基因流。基因流

的方向是从中东部枝系到秦巴枝系，与槲栎种群中枝系之间的基因流方向一致。 

 

表 3.3 槲栎和槲树的基因流分析结果 

 Table 3.3 Result of gene flow analysis of Q. aliena and Q. dentata 

 

   基因流 Nem    

槲栎 
西南枝系

→ 

秦巴枝系

→ 

中东部枝系

→ 
槲树 

秦巴枝系

→ 

中东部枝系

→ 

槲栎 

 
    

61.5 

[49.2-67.3] 
  

槲栎西南

枝系 
  

48.2 

[35.1-51.9] 

16.6 

[8.4-20.7] 
   

槲栎秦巴

枝系 
 

36.1 

[29.3-36.7] 
 

46.2 

[23.9-69.6] 
   

槲栎中东

部枝系 
 

14.8 

[8.6-20.5] 

35.3 

[23.6-45.2] 
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槲树 

 

47.6 

[43.1-50.7] 

      

槲树秦巴

枝系 

      50.1 

[42.1-53.4] 

槲树中东

部枝系 

     42.4 

[36.8-44.1] 

 

注: Ne: 有效种群大小; m: 迁移率 

 

3.2 槲栎和槲树的景观遗传学分析 

3.2.1 Mantel 检验 

通过方差膨胀因子分析去除共线性的因子后(VIF < 0.7)最终筛选出 4 个气候因子

用于线性分析和非线性分析。4 个气候因子分别是 bio02（平均日较差），bio03（等温

性），bio08（最潮湿季节平均温度）和 bio14（最干旱月份降水量），具体每个种群的

气候数据见表 2.1。 

在槲栎种群中，Mantel 检验的结果揭示了只有中东部枝系中存在显著的地理隔

离(IBD) (Mantel’s r = 0.7, P = 0.03)和环境隔离(IBE) (Mantel’s r = 0.6, P = 0.05)，在西

南枝系、秦巴枝系以及所有种群中均未检测到地理隔离或环境隔离，如图 3.6 所示。

偏 Mantel 检验揭示了较为一致的结果：当控制环境距离时，仅在中东部枝系中得出

了显著的距离隔离(IBE) (P = 0.05) ；当控制地理距离的影响时，西南枝系、秦巴枝系、

中东部枝系以及所有种群中都不存在环境隔离 (P > 0.05) (表 3.4)。 

在槲树种群中，Mantel 检验的结果表明在中东部枝系和秦巴枝系中均存在显著

的地理隔离(IBD)，但在所有种群中并未检测到地理隔离 (P = 0.41)。在秦巴枝系中存

在显著的环境隔离(IBE) (P = 0.01)，而在中东部枝系或所有槲树种群中不存在环境隔

离(P < 0.05) ，如图 3.7 所示。偏 Mantel 检验发现，当控制地理距离的影响时，在秦

巴枝系中检测到了显著的环境隔离(IBE) (P = 0.05)，但在中东部枝系和所有种群中不

存在环境隔离(P < 0.05)；而当控制环境距离的影响时，中东部枝系中检测到了显著的

距离隔离(IBD) (P = 0.05) (表 3.5)。 

综合上述分析结果说明，在槲栎种群中，中东部枝系的遗传变异主要受到地理隔

离的和环境隔离的影响。在槲树种群中，中东部枝系的遗传变异主要受到地理隔离的

影响，秦巴枝系的遗传变异受地理隔离的和环境隔离的影响。而总体上地理距离或环

境距离对槲栎种群和槲树种群的遗传变异水平的影响并不显著。 
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图 3.6 在槲栎种群基于 SSR 位点的西南枝系(a, e)、秦巴枝系(b, f)、中东部枝系(c, g)和所有种群

(d, h)中，对遗传距离与(a-d)地理距离、(e-h)环境距离进行 Mantel 检验的结果 

Figure 3.6 Mantel tests between (a-d) geographic and genetic distance, (e-h) environmental 

and genetic distance in Xinan lineage (a, e), Qinba lineage (b, f), MiddleEastlineage (c, g) and all 

populations (d, h) based on SSR loci for Q. aliena. 

 

 
图 3.7 在槲树种群基于 SSR 位点的秦巴枝系(a, d)、中东部枝系(b, e)和所有种群(c, f)中，对遗传

距离与环境距离，遗传距离与地理距离进行 Mantel 检验的结果 

Figure 3.7 Mantel tests between genetic and environmental distance, genetic and geographic distance 

in Qinba lineage (a, d), MiddleEastlineage (b, e) and all populations (c, f) based on SSR loci for Q. 

dentata. 
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表3.4 槲栎种群偏Mantel检验结果 

Table 3.4 Partial Mantel test of Q. aliena 

  槲栎西南枝系   槲栎秦巴枝系   槲栎中东部枝系   所有槲栎种群 

  Mantel’s r P 值   Mantel’s r P 值   Mantel’s r P 值   Mantel’s r P 值 

距离隔离

IBD  
-0.21 0.74  -0.02 0.53  0.39 0.05  0.16 0.12 

环境隔离

IBE  
0.05 0.44   0.05 0.32   0.22 0.25   -0.04 0 .66 

 

表3.5 槲树种群偏Mantel检验结果 

Table 3.5 Partial Mantel test of Q. dentata 

  槲树秦巴枝系  槲树中东部枝系  所有槲树种群 

  Mantel’s r P 值  Mantel’s r P 值  Mantel’s r P 值 

距离隔离

IBD  0.05 0.30 

 

0.28 0.05 

 
0.01  0.48 

环境隔离

IBE  
0.24  0.04 

 
0.19  0.20  

 
0.02  0.41 

 

3.2.2 冗余分析 

基于 12 对微卫星分子标记对槲栎和槲树种群的遗传变异进行冗余分析(RDA)分

析和偏冗余分析(pRDA)分析（分别控制气候和地理变量的影响），来探究气候变量和

地理变量对槲栎和槲树这两个物种的遗传变异模式的影响。每个气候变量以及地理变

量的特征值(Eigenvalue)、变异解释度(PVE)和显著性水平(P)结果如表 3.6 所示。 

槲栎种群的 pRDA 的结果表明在所有种群中，气候因子对遗传变异的影响（PVE 

= 2.7%，P = 0.001）大于地理因子对遗传变异的影响（PVE = 1.8%, P = 0.001）；在西

南枝系中，气候因子对遗传变异的影响（PVE = 13.6%，P = 0.001）同样要大于地理

因子（PVE = 6.0%, P = 0.02）；但在中东部枝系（P = 0.34）和秦巴枝系（P = 0.3）中

气候因子对遗传变异的影响并不显著。其中，在西南枝系中 RDA 的结果显示平均日

较差 bio02、等温性 bio03 和最潮湿季节平均温度 bio08 对遗传变异的影响较大，pRDA 

的结果则显示等温性 bio03 和最干旱月份降水量 bio14 的影响较大；在秦巴枝系中，

bio03 对遗传变异的影响最大，当控制地理因素影响时，bio14 对遗传变异的影响最

大；在中东部枝系中，bio08 对遗传变异的影响最大，当控制地理因素影响时，对遗

传变异的影响最大的是 bio14（表 3.6）。 

槲树种群的 pRDA 的结果表明在秦巴枝系和所有种群中，遗传变异受到气候因

子（PVE = 3.6% and PVE =2.2%）的影响要大于地理因子（PVE = 1.9% and PVE = 

1.1%），而在中东部枝系中，气候因子对遗传变异的影响同槲栎种群一样也不显著（P 

= 0.15）。其中，在中东部枝系中 RDA 的结果显示 bio02、bio03 和 bio14 对遗传变异

都有显著影响，控制地理因子时 pRDA 结果表明，最潮湿季节平均温度 bio08 对遗传
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变异的影响最大；在秦巴枝系和槲树的所有种群中，RDA 的结果都显示 bio02、bio03

和 bio14 对遗传变异有显著影响，当控制地理因素影响时，等温性 bio03 对秦巴枝系

和所有槲树种群分化的影响最大（表 3.6）。 

整合 RDA 和 pRDA 的结果表明在这两个物种的分布区内，无论是槲树还是槲栎，

气候因素和地理因素都显著影响两物种的遗传变异。槲栎种群的中东部枝系以及秦巴

枝系主要受地理因素的影响，槲树种群中的中东部枝系分化也与地理因素影响有关。

另外在槲栎种群中最干旱月份降水量bio14和等温性bio03对遗传变异有显著的影响，

而在槲树种群中等温性 bio03 对遗传变异有显著的影响。 

 

表 3.6 槲栎和槲树种群中基于 SSR 的遗传变异与气候和地理变量之间的 RDA 和偏 RDA 结果 

Figure 3.6 RDA and partial RDA results of the genetic variations related with climate and geographic 

variables of Q. aliena and Q. dentata based on SSR 

  冗余分析 RDA   偏冗余分析 pRDA 

  
变异解释

度 PVE 

特征值
Eigenvalue 

P 值   
变异解释

度 PVE 

特征值
Eigenvalue 

P 值 

槲栎 

槲栎西南枝系       

climate 21.14  3.55  0.001  13.56  2.37  0.001 

geography     6.01  2.10  0.016 

bio2 28.14  4.00  0.001  21.25  2.02  0.064 

bio3 47.74  6.78  0.001  40.54  3.85  0.001 

bio8 14.75  2.09  0.032  15.05  1.43  0.174 

bio14 9.37  1.33  0.215  23.16  2.20  0.04 

Whole model  0.001    0.001 

槲栎秦巴枝系      

climate 3.10  1.14  0.253  2.93  1.09  0.297 

geography     2.32  1.72  0.018 

bio2 19.11  0.87  0.566  21.15  0.92  0.53 

bio3 43.99  2.00  0.019  25.09  1.09  0.374 

bio8 19.81  0.90  0.51  7.91  0.34  0.983 

bio14 17.10  0.78  0.667  45.86  1.99  0.03 

Whole model  0.001    0.001 

槲栎中东部枝系        

climate 8.51  1.61  0.015  3.85  1.10  0.343 

geography     1.07  1.64  0.001 

bio2 16.48  1.06  0.394  45.39  1.32  0.198 

bio3 22.31  1.43  0.17  30.04  0.87  0.548 

bio8 40.09  2.57  0.006  13.65  0.51  0.237 

bio14 21.12  1.36  0.095  10.92  0.38  0.001 

Whole model  0.001    0.001 
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续表 3.6      

所有槲栎种群      

climate 3.64  2.59  0.001  2.73  2.24  0.001 

geography     1.77  2.90  0.001 

bio2 42.04  4.35  0.101  15.18  0.68  0.768 

bio3 17.19  1.78  0.044  41.54  1.87  0.034 

bio8 12.81  1.33  0.179  26.15  1.18  0.284 

bio14 27.96  2.90  0.002  17.13  0.77  0.044 

Whole model   0.001       0.001 

槲树             

槲树秦巴枝系       

climate 4.87  3.63  0.001  3.56  2.70  0.001 

geography     1.96  2.96  0.001 

bio2 33.51  4.87  0.001  26.34  2.84  0.001 

bio3 33.40  4.85  0.001  42.05  4.53  0.001 

bio8 11.85  1.72  0.06  14.11  1.52  0.09 

bio14 21.24  3.09  0.001  17.49  1.89  0.034 

Whole model  0.001    0.001 

槲树中东部枝系        

climate 3.83  1.85  0.004  2.49  1.21  0.15 

geography     1.92  1.88  0.009 

bio2 25.42  1.88  0.04  22.66  1.10  0.34 

bio3 43.13  3.20  0.001  11.18  0.54  0.87 

bio8 4.91  0.36  0.95  35.22  1.71  0.07 

bio14 26.54  1.97  0.04  30.94  1.50  0.15 

Whole model  0.001    0.001 

所有槲树种群       

climate 2.40  2.91  0.001  2.23  2.74  0.001 

geography     1.09  2.67  0.001 

bio2 32.78  3.82  0.001  29.53  3.23  0.001 

bio3 24.77  2.89  0.001  36.47  3.99  0.001 

bio8 24.88  2.90  0.001  17.43  1.91  0.03 

bio14 17.57  2.05  0.02  16.57  1.81  0.043 

Whole model   0.001       0.001 

 

3.2.3 梯度森林分析 

使用非线性模型的梯度森林分析结果表明，在槲栎种群的西南枝系、秦巴枝系和

所有种群中，最干旱月份降水量 bio14 是对遗传变异影响最主要的气候因素；等温性

bio03 是影响中东部枝系遗传变异影响最主要的气候因素。槲树秦巴枝系、中东部枝

系以及所有种群中影响遗传变异的最主要气候因素是等温性 bio03，在槲栎和槲树所
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有种群及不同枝系的环境梯度和遗传变异进行 GF 建模，结果显示每个气候因子的加

权重要性结果与冗余分析结果相一致（图 3.8，表 3.7）。 

 

 

图 3.8 基于 SSR 数据对槲栎(a, b, c, d)和槲树(e, f, g)种群进行梯度森林 GF 的分析结果 

Figure 3.8 GF results of Q. aliena (a, b, c, d) and Q. dentata (e, f, g) based on SSR datasets 

 

表3.7 槲栎和槲树的R2加权重要性结果 

Table 3.7 R2-weighted importance (%) results of of Q. aliena and Q. dentat 

 槲栎  槲树 

环境 

因子 

槲栎西南

枝系 

槲栎秦巴

枝系 

槲栎中东

部枝系 

所有槲栎

种群 
 槲树秦巴

枝系 

槲栎中东

部枝系 

所有槲树

种群 

long 7.9 11.7 11.2 16.4  10.5 8.1 6.37 

lat 10.5 10.1 13.7 14.2  8.4 10.5 7.09 

bio02 6.8 3.2 7.2 6.82  4.7 4.7 2.35 

bio03 8.7 5.9 12.9 7.67  8.1 8.4 5.11 

bio08 3.1 4.8 9.6 3.86  3.1 7.9 2.81 

bio14 10.4 7.8 10.2 9.15  7.9 3.1 1.75 
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4 讨论 

4.1 槲栎和槲树的遗传多样性与遗传分化 

4.1.1 遗传多样性 

遗传多样性是一个物种或种群持久存在的基础，通过对期望杂合度、观测杂合度、

和等位基因数等遗传多样性参数的分析比较，可揭示植物种群中基因的丰富度，进而

度量植物种群的遗传多样。世代周期较长的树木，其遗传多样性可能受长期的进化历

史和谱系结构的影响比较大。已有对槲树和槲栎种群的遗传多样性研究结果表明槲栎

和槲树有着较高的遗传多样性 (刘媛, 2018; 李慧敏, 2018; Lyu et al., 2018)。对槲栎和

槲树种群的遗传多样性分析表明，槲栎和槲树种群的秦巴枝系的遗传多样性均高于中

东部枝系，可能原因是秦巴地区作为槲树在冰期的避难所，对于其遗传多样性的维持

起到了很好地保护作用（李慧敏, 2018）。AIS (Alleles In Space) 对种群的遗传变异在

空间的分布分析结果也表明在槲栎和槲树所有种群中，中国秦巴山脉地区附近的种群

内私有等位基因的丰富度较高，支持了秦巴地区作为种群在冰期避难所的假设。生态

位(Ecological niche modeling, ENM)模拟发现槲树种群受到末次盛冰期(Last Glacial 

Maximum, LGM)的影响，为躲避寒冷的条件种群曾经大量收缩，中东部区域的气候条

件变得不适宜种群生存，因此秦巴枝系所在的地区作为槲树的冰期避难所，对于该地

区多样性的维持起到了很好的保护作用(李慧敏，2018)。随着末次间冰期(Last 

Interglacial, LIG)来临，全球气温上升，槲树种群又进行扩张，回迁至中东部枝系所在

的分布区，对这两个分布区域差异明显的环境条件的适应造成了种群水平的分化，此

过程可能导致等位基因的丢失，造成中东部枝系遗传多样性偏低。 

种群遗传多样性的高低还与许多因素有关，采样的种群数量、个体数量、与其他

植物之间的基因交流、周边物种的丰富度和人为的砍伐破坏等都可能会导致遗传多样

性的差异。其中人为因素的干扰会使得该地区内生境片段化，种群数量少，容易发生

近交，导致种群中杂合子减少，影响该地区种群的遗传多样性水平。 

4.1.2 遗传结构 

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。本研究利用 12 对微卫星分子标记（SSRs）对

24 个槲栎种群，279 个个体和 29 个槲树种群，共计 480 个个体进行了遗传结构的划

分。研究结果表明槲栎和槲树种群在其各自的分布范围之内存在明显的遗传结构：槲

栎种群在其分布区存在三个明显的枝系，分别是西南枝系、秦巴枝系和中东部枝系；

槲树种群在其分布区内存在两个明显的遗传枝系，对应于秦巴枝系和西南枝系。这个

结果与李慧敏(2018)的研究结果一致。 

槲栎和槲树在中国广泛分布，不同的地形因素和环境异质性共同驱动物种遗传结

构的变化，而且生物气候因子和进化历史等因素都可以导致不同地区内物种的遗传变
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异。槲栎和槲树种群的遗传结构可能是由于种群历史动态造成的，地形因素对其也有

一定的影响。一般认为遗传分化系数 FST 大于 0.25 时，种群之间才会有较大的遗传

分化；FST 大于 0.15 小于 0.25 时，种群之间的遗传分化处于中等水平(Wright, 1978)。

分子分层方差分析(AMOVA)表明槲栎种群和槲树种群的遗传分化系数 FST 为 0.1，说

明槲栎和槲树种群之间的遗传分化较小，物种间存在基因交流，根据变异分数

(Percentage of variation )可知遗传变异主要存在于种群内部。另外，由于微卫星位点突

变率较高，高的突变率会掩盖种群间的遗传分化差异，也可能降低遗传分化水平。 

物种的遗传结构会受到地理隔离的影响，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，使物种产生局地适应。长期的地理隔离和

环境因素的变化会导致物种高的遗传分化(Gong et al., 2008; Xu et al., 2015)。但是一

些扩散能力极强的物种也有可能跨越山脉等地形的阻隔作用进行基因交流(Aizawa et 

al., 2007)。秦巴地区作为大多数植物种群的冰期避难所，经过种群的收缩和扩张，为

不同地区植物接触提供通道，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，导致种群间遗传分化的产生，这可能是槲栎和槲树种群形成当前分布模式的最

可能原因。在其他关于种群遗传分化的研究中，揭示了物种种内的高遗传分化会受到

长时间的地理隔离和当地环境的改变的影响 (Gong et al., 2008; Xu et al., 2015; Ju et 

al., 2019)。在槲树和槲栎种群中，秦巴枝系的遗传分化与中东部枝系的遗传分化存在

显著差异可能原因是秦岭地区山脉较多，地势较高，地理因素阻碍了枝系之间的基因

交流，造成不同区域遗传分化。在槲栎各分枝之间，西南和中东部枝系遗传分化系数

较高，表明西南和中东部枝系之间的槲栎已经有较长时间的隔离，种群间的基因流受

到限制，西南和中东地理分布跨度较大，由于分布不均匀，种群之间基因交流存在地

理障碍，使得槲栎种群出现片段化，造成西南和中东之间的基因流很低。 

此外，栎树种子传播的距离是有限的，大多数栎树种子只是由于重力而散落在亲

本附近或者沿山坡滚落，槲栎和槲树物种的种子主要由鸟类和啮齿动物（如松鼠和老

鼠）进行传播扩散，尽管这些动物可以携带种子跨过地理障碍协助植物进行扩散，但

是终会受到地理距离的限制(Austerlitz et al., 2000; Xiao et al., 2005; Johnson and 

Adkisson, 1985)。相比于种子基因流，Hamrick 等表明花粉传播的基因流可以进行长

距离的传播(Hamrick and Godt., 2000)。花粉的长距离传播为授粉提供了机会，有利于

提高子代物种的杂合度，使种群中能够获得较多的等位基因，在种群中表现出高度的

遗传多样性。在槲栎和槲树种群中，秦巴枝系接受了较多的来自中东部枝系的不对称

的基因流，使得秦巴枝系的遗传多样性较中东部枝系高。在一定程度上虽然较强的基

因交流会抵消由于环境异质性驱动的种内或种间的遗传分化，但是总的来说，秦巴山

脉由于其复杂的地形为槲树种群的花粉传播或种子传播形成了不可忽视的地理障碍，

为槲树和槲栎种群之间和种群内部枝系的的独立进化提供了潜在条件(Li et al., 2013; 

Liu et al., 2013)。 
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4.2 环境异质性对槲栎和槲树种群遗传变异的影响 

物种的遗传多样性会受到复杂的气候环境的影响，物种的分布范围越广其环境异

质性就越强 (李全健，2012; Karnosky et al., 1991)。本文使用线性和非线性方法对两

种落叶栎遗传变异对于环境的响应进行了研究。) Mantel 检验和偏 Mantel 检验发现在

槲栎种群中，中东部枝系中存在显著的地理隔离(IBD)和环境隔离(IBE)；在槲树种群

中，中东部枝系中存在显著的地理隔离(IBD)，秦巴枝系中存在显著的地理隔离(IBD)

和环境隔离(IBE)。冗余分析(RDA)和偏冗余分析（pRDA）也得出了相似的结论，在

槲栎的中东部枝系和秦巴枝系以及槲树种群所有枝系中，地理变量的重要性和百分比

解释度均是最高的。这些结果表明，在槲栎和槲树进化历史过程中，槲栎和槲树种群

受到地理和气候的双重影响。而且非线性模型梯度森林(GF)分析表明最干旱月份降水

量(bio14) 和等温性(bio03)是影响槲栎和槲树种群内遗传变异最主要的气候因子。可

能的原因是由于槲树叶片的裂叶比槲栎叶片的裂叶程度大，较大的裂叶程度可以减少

槲树叶片水分的蒸腾，以适应降水较少地区的气候环境，进而影响种群的遗传变异。

在所有种群和种群内部分枝之间，虽然气候因子对遗传变异存在一定程度的影响，但

是地理因素是影响种群内遗传变异的最主要气候因子。景观遗传学分析展现了物种内

部枝系间不同的遗传机制，表明遗传变异不仅受到了进化历史驱动的影响，在很大程

度上也会受到由于环境差异导致的自然选择的影响。例如在包括白杨、水青冈(Pluess 

et al., 2016; Wang et al., 2016)和一些其它栎树中(Sork et al., 2016; Gugger et al., 2017; 

Pina-Martins et al., 2018)都报道了遗传对环境变量的响应模式。 
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5 结论与展望 

5.1 结论 

本研究基于 12 对微卫星分子标记对槲栎和槲树共 53 个自然种群，759 个个体进

行了种群遗传学和景观遗传学的研究，得到的主要结论如下： 

(1)槲栎和槲树种群的遗传多样性分析表明两物种都具有较为丰富的遗传多样性，

槲栎和槲树种群中的秦巴枝系的遗传多样性水平比中东部枝系的遗传多样性水平高。

产生这一结果的原因可能与已有的研究推测秦巴地区作为冰期避难所有关。 

(2) 对槲栎和槲树种群的遗传分化分析显示，槲栎和槲树在各自的分布范围内呈

现出一定的遗传分化。在槲栎种群中存在三个明显的枝系，分别为西南枝系、秦巴枝

系和中东部枝系；在槲树种群中划分为秦巴枝系和中东部枝系。基因流分析表明在两

物种之间存在着非对称的基因流，基因流方向从槲树到槲栎；在物种内，槲栎基因流

的方向是从中东部枝系到秦巴枝系，从秦巴枝系到西南枝系，在槲树中，基因流方向

是从中东部枝系到秦巴枝系。本研究推测槲栎和槲树遗传结构的形成主要与秦巴山脉

复杂的山地地形因素有关，复杂的地形影响种群之间的花粉和种子的传播进而影响物

种的遗传结构，这一结果也从基因流分析得到了证明。 

(3)使用景观遗传学分析槲栎和槲树的遗传变异对环境因子的响应，线性分析表

明地理因子和环境因子都会影响槲栎和槲树的遗传变异。非线性分析表明槲栎种群的

遗传变异主要受到最干旱月份降水量 bio14 和等温性 bio03 的影响，而槲树种群中等

温性 bio03 是影响遗传变异的最主要气候因子。以上结果说明槲栎和槲树种群的遗传

变异在很大程度上会受到环境的影响。 

5.2 展望 

本文从种群和景观遗传学的角度对槲栎和槲树种群的遗传多样性，遗传分化以

及对环境的响应进行了初步的探索，但仍可进一步的完善。 

(1) 微卫星分子标记简单、经济但是也存在如非直系同源、信息位点较少等缺点

(Guichoux et al., 2011)，在未来的研究中我们可借助重测序、简化基因组测序等高通

量测序手段获得的单核苷酸多态性 (single nucleotide polymorphism, SNP) 数据来开

展更深入的进化历史的研究，例如推测槲栎槲树物种的起源、分化时间及扩散路径等。 

(2) 栎属植物叶片的变异丰富，是研究植物叶片形态对环境的响应机理的重要模

式物种，未来可以将遗传与表型数据相结合，来探究栎属植物形态变异、遗传变异与

环境的关系。 

(3)利用基因组信息并进一步结合环境数据从景观基因组学角度来解析槲栎和槲

树的生态适应分子机理(王玉垚等, 2018；王天瑞等, 2020；Du et al., 2020)，例如结合

线性模型和非线性模型以及非适应性风险分析(Risk of Non-adaptedness, RONA)的预
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测功能分析在未来的环境下，环境对遗传变异的影响，并以此来探究物种对环境的适

应潜力。 

(4) 最后，本研究集中于单个物种的研究，在槲栎和槲树分布范围内存在着同域

分布的其它落叶栎物种，未来研究中可以增加同域地区栎类近缘种的采样与本文的研

究进行对比，来更好的获取种间基因交流的信息以及从遗传角度来探究物种的共存机

制。 
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