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摘要 

摘要 

川滇高山栎(Quercus aquifoliodes Rehd. Et Wils)是一种常绿硬叶栎属(Quercus)高

山栎组(Sect. Heterobalanus (Oerst.) Menits)植物，广泛分布于我国西南的高海拔地区，

对严酷的生态环境有较强适应力。本研究基于干旱与缺氧相关的候选基因，使用景观

基因组学的研究方法，对川滇高山栎的生态适应进行了的研究。我们挑选了 65 个候

选基因，使用高通量测序的方法，从 60 个川滇高山栎种群，587 个个体中鉴定出 381

个高质量的单核苷所多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)位点。首先我们使用

所有 SNP 数据和中性的 SNP 数据，并结合已经发表的 8 个 SSR 位点，共三套遗传数

据对川滇高山栎的遗传多样性和遗传结构进行比较分析。结果表明川滇高山栎在其分

布区内分为两个枝系，分别是分布于西藏东部地区的 Tibet 分枝和分布于横断山脉和

四川西部山区的 HDM-WSP 分枝。基于所有 SNP 数据的枝系间分化更加明显，这可

能是对不同生态环境的适应造成的。基于中性 SNP 和 SSR 数据集的分析结果表明，

Tibet 分枝的遗传多样性显著小于 HDM-WSP 分枝，但基于所有 SNP 的分析则没有检

测到两个枝系间的遗传多样性存在显著的差异。其次，我们分别使用两种基于 FST异

常值的检测方法(BAYESCAN 和 FDIST2)和两种基于等位基因频率与环境梯度相关性

的检测方法(BayEnv 和 LFMM)，共检测到来自 56 个候选基因的 310 个异常 SNP。分

别检测到对 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群的生态适应起到关键作用的适应

性 SNP，并找出影响两个分枝的特有和共有的基因，这些基因可以用于比较两个分枝

生态适应内在机理的异同。最后本研究使用两种线性的方法：Mantel 检验和冗余分析

(redundancy analysis, RDA)以及两种非线性的方法：梯度森林(Gradient Forests, GF)和

广义相异建模(Generalized Dissimilarity Modelling, GDM)来分析川滇高山栎的遗传变

异对环境梯度的响应模式。结果表明：无论是在两个分枝还是在所有种群尺度下，地

理因素始终是影响川滇高山栎遗传分化的最主要因素。基于距离矩阵相关性的分析方

法(Mantel 检验和 GDM)同时检测到一月降水量(prec01)在 HDM-WSP 分枝和所有种

群中对遗传距离的影响最大，存在显著的环境隔离(IBE, isolation by environment)模式。

另外 GF 的累积重要性曲线图表明，经度范围在东经 96-98 度之间、一月降水量在 12-

14 毫米之间、六月降水量在 160-180 毫米之间时，对遗传变异的影响最大，而其他环

境因子对遗传变异的影响比较平缓。本研究基于从候选基因中得到的 SNP 位点和已

发表的 SSR 数据，分析了川滇高山栎的遗传多样性及遗传结构，而且对川滇高山栎
I 
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的适应性SNP位点进行了鉴定，同时研究了川滇高山栎对不同环境因素的响应模式，

这为更加深入地研究川滇高山栎的生态适应及制定相应的保护策略提供基础理论依

据，为研究其他森林物种的生态适应研究提供了参考。 

 

关键词：候选基因；单核苷酸多态性；景观基因组学；气候变化；生态适应；川滇高

山栎；壳斗科 
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ABSTRACT 

Study on ecological adaptation based on drought and hypoxia 

related candidate genes in trees: Quercus aquifoliodes Rehd. Et Wils 

as an example 
 

Master Candidate: Wang Yuyao  

(Specialty of Ecology) 

Directed by Associate Professor Du Fang 

 

ABSTRACT 

Quercus aquifoliodes Rehd. Et Wils is an evergreen oak species belonging to Quercus Sect. 

Heterobalanus (Oerst.) Menits. It widely distribute in south-west China with a high altitude range and 

adapt to harsh different environments. In this study, different methods of landscape genomic was used to 

study the ecological adaptation of Q. aquifolioides based on drought and hypoxia related candidate genes. 

In this study, 65 candidate genes were selected from the published database from other oak species and 

primers were designed, verified by Sanger sequencing in Q. aquifoliesuoides. Next-Generation pool 

Sequencing were used to genotyping all the candidate genes in 587 individuals from 60 populations of 

the species and 381 high-quality single nucleotide polymorphisms (SNPs) were identified. Firstly, three 

sets of genetic data including all SNP dataste, neutral SNP datasets and eight published SSR loci were 

used to conduct comparative analysis on the genetic diversity and genetic structure of Q. aquifolioides. 

Results showed that the Q. aquifolioides can be divided into two lineages, which are Tibet lineage 

distributed in the eastern of Tibet and HDM-WSP lineage distributed in Hengduan Mountains and the 

western Sichuan Province. The divergency of lineages based on all SNP dataset is more obvious, which 

may be caused by adaptation to different ecological environments. The genetic diversity of Tibet lineage 

was significantly smaller than HDM-WSP lineage based on analysis of neutral SNP and SSR datasets. 

However, the genetic diversity based on all SNPs did not detect significant differences between two 

lineages. Secondly, using two methoed bast on FST outlier (BAYESCAN and FDIST2) and two method 

based on the correlations between allele frequency and environmental gradient correlation (BayEnv and 

LFMM), a total of 310 non-neutral SNPs were detected from 56 candidate genes. The adaptive SNPs that 

play a key role in the ecological adaptation of Tibet lineage, HDM-WSP lineage and all populations were 

detected. And the specific and common genes that affect the two lineages were identified. These genes 

can be used to compare the differences and similarities of the internal mechanisms of ecological 

adaptation between two lineages. Finally, two linear methods, Mantel test and redundancy analysis (RDA) 

and two non-linear methods, Gradient Forests (GF) and Generalized Dissimilarity Modelling (GDM) 

were used to analyze the response pattern of genetic variation with environmental gradients of Q. 
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aquifolioides. The results showed that geographical factors, whether in two lineages or at all populations, 

are the most important factors that affects the genetic differentiation of Q. aquifolioides. The precipitation 

in January (prec01) was detected as an most robust factors impact on genetic distance and exist an 

significant isolation-by-environment (IBE) model in HDM-WSP lineage and all populations by two 

distance matrix correlation analysis methods (Mantel test and GDM) at the same time. In addition, the 

cumulative importance curve of GF indicates that allelic composition changes sharply within the extent 

of 96 - 98°E of longitude, 12 - 14 mm of precipitation in January and 160 - 180mm of precipitation in 

June, whereas changes along other environmental variables occur gradually. In this study, based on SNPs 

detected from candidate genes and published SSR loci we detected the genetic diversity and genetic 

structure of the species, investigated the adaptive SNPs and explored the response patterns to different 

environmental factors of Q. aquifolioides, all of which provides a basic theoretical basis for the ecological 

adaptation of Q. aquifolioides and might provides new insights for the landscape genomic studies for 

other tree species. 

 

Key words: candidate genes; single nucleotide polymorphisms; landscape genomics; 

ecological adaptation; Quercus aquifolioides; Fagaceae 
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1 引言 

1 引言 

1.1 生态适应 
1.1.1 生态适应研究概述 

快速的气候变化正在影响着物种的分布范围，甚至威胁到一些物种的生存 

(Hughes, 2000; Parmesan, 2006; Parry et al., 2007)。这种影响对树木尤为显著，因为树

木的灭绝不仅仅失去一个物种，而且对整个生态系统及其多样性都会产生深远的负面

影响(Hughes et al., 2008; Kremer et al., 2012; Sork et al., 2013)。 
植物在长期演化过程中有三种应对气候变化的特有模式：(1)短期内改变生活史

或者通过表型可塑性产生形态变化；(2)通过远距离迁移的方式扩散至更适宜其生存

的地区；(3)通过生态适应(ecological adaptation)演化，获得对环境适合度更高的新基

因型，避免物种局部或大面积灭绝(Riordan et al., 2016)。目前关于植物应对气候变化

模式的研究主要集中在表型可塑性和物种扩散两个方面。但是对于生活周期较长、固

着生长的木本植物来说，第一种和第二种模式的影响非常有限，而是更多地通过适应

性演化来应对气候变化。 
生态适应又叫局地适应(local adaptation)，是生物体在长期的自然选择进化过程中，

随着环境生态因子的改变，生物体能够在自身的形态、结构、生理生化特性甚至是遗

传物质水平上产生改变而提高适应能力(李俊清, 2017)。生态适应可以区分为趋同适

应和趋异适应。所谓趋同适应，是指长期生活在相似的环境条件下，亲缘关系较远的

不同物种也能够表现出相似的性状；而趋异适应是指同一物种由于长期生长在不同环

境条件下，产生不同的适应方向而出现不同的性状。同一广幅种的不同种群分布在多

样的环境中，选择压力作用在性状上，例如物候、耐寒性、耐旱性，可能会使其在分

布范围内的不同空间有所差异。因此，不同栖息地的种群会形成不同的生态适应，也

就是说，在每个地点，当地的种群的适合度(fitness)会比其他种群高(Kawecki & Ebert, 
2004)。 

近三十年来，越来越多的研究使用同质园(common garden) 和交互移植实验

(reciprocal transplant experiment)在表型上对植物的生态适应进行分析。交互移植实验

是将来自不同生境的种群进行交互种植，通过分析每个研究地点上来自不同生境的种

群的生长、繁殖情况来检测其对不同生境的适应情况(Briggs & Walters, 2016; Joshi et 
al., 2001; Santamaría et al.,2003)。这种生态方法也说明了自然选择在种群分化和物种

形成中的作用(Hendry et al., 2007)。与此同时，林业领域长期以来一直在不同环境中

使用同质园实验来比较不同种源树木的生长和其他特性，使评估种群差异的遗传学基

础成为可能(de Villemereuil et al., 2016; Matyas, 1996; Savolainen et al., 2007; Sork et al., 
2013)。这些方法可以通过确定合适的种质资源来源来提高种植树木的生长和经济价

值，从而改善对森林种群的管理(Grattapaglia et al., 2009; Langlet, 1971)。因此同质园
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和交互移植实验对理解自然选择如何塑造表型的地理差异至关重要。 
生态适应是在长期自然选择过程中形成的，因此探究分子水平上的自然选择，是

研究遗传水平生态适应的基础。自从《Genetics of the Evolutionary Process》一书

(Dobzhansky & Dobzhansky, 1970)用不同的选择模式来诠释不同的进化驱动力以后，

各种分子水平的自然选择模式及检验方法被提出。在经典的遗传学中，二倍体种群中

同一基因座上的两个不同等位基因被定义为 A 和 a，其中 a 为突变型。在没有选择作

用的条件下，三种基因型的适合度相等，频率相等，即 FAA = FAa = Faa。当受到选择的

作用时，如果 FAA < FAa < Faa，即 a 表现为有利突变，因具有最大适合度而被直接固

定，此时称为定向选择(directional selection)；如果 FAA > FAa > Faa，即 a 表现为有害突

变，因适合度小而被从群体中清除，此时称为净化选择(purifying selection)；如果 FAA 

< FAa > Faa，即杂合子为有利变异，具有最高适合度，因此该群体在该基因座上不仅有

利突变被平衡选择长期保留下来，并且还会保留两个甚至更多的等位基因数以维持最

高的种群杂合度，此时称为平衡选择(balancing selection)。其中，定向选择和平衡选

择统称为正向达尔文选择或正选择(positive Darwin selection)，起维持有利变异的作用；

净化选择又被称为负选择(negative selection)，起清除有害变异的作用。 
事实上，自然选择在基因组上表现出来的遗传效应涵盖了基因重组(包括基因交

换与基因转换)与多基因位点连锁的复杂现象，也就是说在所研究的目标位点附近的

基因也有可能受到选择的牵连。因此，针对自然选择中所考察的两种突变–有利突变

和有害突变，分别有“搭车效应”(hitchhiking effect)或者“选择性清除”(selective sweep)，
和“背景选择”(background selection)来对应描述这种复杂的遗传现象。“搭车效

应”(Smith & Haigh, 1974)指的是在有利突变产生后被正选择固定的过程中，与之连锁

的中性位点的变异也被固定；因此，当完全的“选择性清除”发生时，在没有重组的情

况下，群体里所有个体都只享有该有利突变及其连锁位点的变异所形成的这一种单倍

型，而原有的其他单倍型都被清除掉(Kaplan et al., 1989)。因此，“搭车效应”或“选择

性清除”会减低受选择位点及其连锁位点的变异程度。“搭车效应”的强度取决于选择

压力的强度及该区域的重组率(Kaplan et al., 1989)。在低重组区，连锁较紧密，因而

“搭车效应”就越强；在重组密集区，这种连锁关系可能被打断，使得“搭乘”被弱化。

类似地，“背景选择”(Charlesworth et al., 1993)指的是负选择在清除有害突变时，也会

随之清除与其连锁的中性位点的变异，因此，该群体在该研究区域的变异程度也会降

低。 
为了检测最近发生的自然选择，一种复合的位点频谱(SFS, site frequency spectrum)

测试，DHEW (基于 Tajima’s D, Fu & Wu’s H 和 Ewens–Watterson 单倍型检测的复合中

性检测)已经被证明对种群历史动态(demographic)和种群结构不那么敏感(Zeng et al., 
2007)。Nielsen 等(Nielsen et al., 2005)引入复合似然比(CLR, composite likelihood ratio)
来模拟等位基因频率频谱来检测选择信号。基于遗传分化(FST)的方法已经广泛地应用
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于检测异常位点作为指示选择作用的信号 (Akey et al., 2002; Beaumont, 2005; 
Beaumont, 1996; Excoffier et al., 2009; Foll & Gaggiotti, 2008; Lewontin & Krakauer, 
1973)。一些其他的方法，包括基于连锁不平衡(LD, linkage disequilibrium)和基于扩展

的单倍体杂合度(EHH, extended haplotype heterozygosity)用来检测最近发生的选择性

清除(Sabeti et al., 2007; Tang et al., 2007)。遗传数据和环境变量之间的关联分析已经

有效地应用于检测候选基因是否受到选择(Coop et al., 2010; Grivet et al., 2010; Parisod 
& Christin, 2008)。基于建模的方法，例如近似贝叶斯计算(ABC, Approximate Bayesian 
Computation)使用中性位点建立种群历史动态模型，通过检测候选基因是否适合模型

中的特殊概括统计量的后验分布来检测其是否受到选择(Keller et al., 2011)。使用 HKA 
(Hudson–Kreitman–Aguadé)检测(Hudson et al., 1987)、MK (McDonald–Kreitman)检测

(McDonald & Kreitman, 1991)以及由它们发展而来的最大似然 HKA (MLHKA)检测

(MLHKA, Wright & Charlesworth, 2004)、MK 泊松随机场(MKPRF, McDonald-Krietman 
Poisson Random Field) 检测(Bustamante et al., 2002)可以比较种内多态性和种间分化，

从而检测历史的选择信号。 

1.1.2 景观基因组学的概述 
景观遗传学是一种比较新颖的对适应性遗传变异进行研究的工具(Holderegger et 

al., 2006; Manel et al., 2003)。中性遗传标记可以被用来鉴定中性遗传变异的地理模式，

也可以与环境梯度相关，作为检测自然选择的初步证据(Endler, 1986; Westfall & 
Conkle, 1992)。尽管它们可以帮助确定哪些区域可能经历类似的选择压力，但是它们

经常受到种群历史动态的影响。对大量扩增片段长度多态性位点(AFLP, amplified 
fragment length polymorphism)进行统计分析引发了从大量中性位点中鉴定异常位点

(outlier loci)的趋势(Beaumont & Nichols, 1996; Bonin et al., 2005; Joost et al., 2007)，特

别是当结合这些异常位点和环境梯度的相关性进行分析时(Balding, 2006)。另一方面，

第二代测序技术(NGS, Next-Generation Sequencing)的迅速发展促进了鉴定适应性遗

传变异的基因组工具的开发，并促进从功能基因中获得更好的局地适应证据(Coop et 
al., 2010; Hancock & Di Rienzo, 2008; Stinchcombe & Hoekstra, 2008; Storz, 2005)。 

基因组工具的涌现以及测序成本的降低引发了一波新的研究浪潮。这些研究可以

绘制适应性遗传变异的空间模式，同时也能识别受到局地适应特征影响的基因

(Anderson et al., 2011; Franks & Hoffmann, 2012; Savolainen et al., 2013; Stapley et al., 
2010)。基因组信息可以为使用同质园和交互移植实验的研究增加价值，而不是取代

它们来研究表型的遗传基础。基因组信息通过提供新颖的数据类型来加深我们对以下

内容的理解：适应性进化、对响应全球变化模式的塑造、最有效地管理受到威胁或濒

临灭绝的种群或物种的保护策略。此外，通过在自然种群中沿着环境梯度对个体进行

采样，基因组工具创造了研究 DNA 序列的景观模式的机会，绘制了自然选择的基因

组特征的空间图谱，并具有了更高的的清晰度和分辨率。 
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此时，景观基因组学被提出，通过对全基因组的遗传变异对生物的空间模型进行

明确的研究(Holderegger et al., 2006; Manel et al., 2010; Sork & Waits, 2010)。传统的景

观遗传学有选择性地使用中性遗传标记，关注景观特征对动物运动的影响，植物通过

种子和花粉的基因运动，以及遗传变异的地理模式(Cushman & Landguth, 2010; 
Holderegger & Wagner, 2008; Manel et al., 2003; Segelbacher et al., 2010)。然而，全基

因组序列的可用性——即使是非模式系统——为景观的“基因组”方法创造了机会。它

可以同时检测种群历史动态、迁移和选择的作用。要做到这一点，需要一个非常重要

的步骤，即确定与涉及局地适应的表型相关的基因组区域。景观基因组学的强大之处

在于它能够收集大量的样本，将表型、基因型和局地环境信息整合在一起(Sork et al., 
2013)。 

景观基因组学可以利用任何类型的基因组标记，如AFLP和SNP (single-nucleotide 
polymorphisms, 单核苷酸多态性)。越来越多的研究发现，SNP 更适合用于景观基因

组学的分析。通过分析采样个体间的大量 SNP，结合基因型、表型和环境数据，可以

鉴定种群对环境的响应模式。全基因组关联研究(GWAS, Genome-Wide Association 
Studies)可以通过将 SNP 与特定性状联系起来来识别适应性变异(Hancock & Di Rienzo, 
2008)。这种方法对于模式物种(例如拟南芥)尤其有效。在这些物种中，性状已经被映

射到基因组上(Atwell et al., 2010; Bergelson & Roux, 2010; Fournier-Level et al., 2011)。
而对于非模式物种，如大多数树种，需要利用环境梯度与基因型之间的联系来识别潜

在的受选择位点。目前，由于使用限制性内切酶得到的简化的 DNA 文库进行测序的

方法的出现，使用高分辨率全基因组扫描(genome-wide scans)来识别非模式物种受选

择的位点是可行的(Davey et al., 2011; Elshire et al., 2011; Miller et al., 2007)。这些方法

可以在整个基因组中以相对较低的成本获得成千上万的 SNPs。虽然 GWAS 和简化测

序的方法可能只是得到一小部分变异，却可以识别多个区域来揭示大部分变异(Eckert 
& Dyer, 2012; Parchman et al., 2012)。此外，还可以结合对候选基因的靶向测序(Gnirke 
et al., 2009)来提高检测功能基因中变异位点的等位基因频率是否与环境相关的效率。

简而言之，通过使用大量的样本树木和大量的全基因组 SNP，景观基因组对遗传变异

的分析可以为自然种群如何受到自然选择的影响提供最优的证据(Sork et al., 2013)。 

1.1.3 景观基因组学的研究方法 
在自然种群中，选择作用的基因组特征可以通过对景观基因组进行统计检验来揭

示，这些检验关注种群间的不同选择作用或遗传和环境梯度之间的联系(Sork et al., 
2013; Tiffin & Ross-Ibarra, 2014)。许多景观基因组学方法可以作为检测选择作用的证

据。 
使用生态基因组数据(典型地由成千上万个 SNP 组成)对适应性遗传多样性的空

间预测的方法有两个挑战。第一个挑战是发现由于局地适应而产生变异的候选 SNP，
同时避免出现由进化历史导致的全基因组变异(例如种群大小改变，基因流，范围扩
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张)造成的假阳性。对于这一挑战，有两种被广泛认同的鉴定 SNP 的方法：(1)种群间

极端的等位基因频率分化(FST)(Excoffier et al., 2009; Foll & Gaggiotti, 2008; Lewontin 
& Krakauer, 1973)；(2)等位基因频率和环境梯度之间是否存在强烈的联系(Coop et al., 
2010; Frichot et al., 2013; Joost et al., 2007; Manel et al., 2012)。这两类方法目前均处于

快速的理论发展阶段，尤其强调改进模型的灵敏度同时试图将假阳性尽可能降低

(Narum & Hess, 2011; Villemereuil et al., 2014)。第二个挑战涉及到将一组由以上方法

鉴定到的候选位点转换为景观水平的对适应性变异的预测。相对于从基因组中鉴定局

地适应性 SNP 的方法的快速发展，将基因组数据转化为局地适应空间推断的工具仍

处于初级发展阶段。 
FST 异常值检测是一种非常流行的方法，它使用基因组数据，通过检测比预期值

更高或更低的 FST 来识别经历空间分化选择的基因。FST 是一种对种群间等位基因频

率变异进行标准化度量的工具(Wright, 1949)。FST异常值检测的基础是识别异常高的

FST (歧化选择)或异常低的 FST (平衡选择)。然而，非选择性的进化力量也会影响基因

在基因组上的分布，从而影响 FST值的分布。基因流会降低种群间的差异，而遗传漂

变会增加种群间的差异。同一基因组中大多数基因都受到这些中性过程带来的相对均

等的影响，因此大多数中性基因的 FST大致相同。然而，在被细分的种群中，检测到

的 FST可能与预期不同，导致即使是中性的基因，它们的 FST也会有很大的差异。FST

异常值检测试图解释这种 FST的中性变异，并确定哪个变异位点的 FST足够大或足够

小来揭示选择作用的重要证据。异常值检测的挑战是，在没有选择作用的情况下，什

么样的 FST值是我们期望的(Lotterhos & Whitlock, 2014)。 
大量的 FST 异常值检测方法已经被开发，并广泛地应用于候选基因的发现

(Beaumont & Balding, 2004; Beaumont & Nichols, 1996; Excoffier et al., 2009; Foll & 
Gaggiotti, 2008; Vitalis et al., 2001)。这些方法分为两类，一类以 FDIST2 为代表，模

拟一个特定的种群历史动态作为一个零假设分布模型来检测显著性(Beaumont & 
Nichols, 1996)，另一类是以 BAYESFST (Beaumont & Balding, 2004)和 BAYESCAN 
(Foll & Gaggiotti, 2008)为代表，假设样本从一个共同的祖先分化出来。前一种方法的

一个问题是，得到的结果可能对特定的种群历史动态非常敏感，但是真正的历史动态

不被我们所知。例如我们在使用 FDIST2 时假设一个岛屿模型(island model)，然而这

在现实的种群中经常会得到假阳性结果，因为此模型比现实的种群动态模型简单得多

(Lotterhos & Whitlock, 2014)。作为替代，一些贝叶斯方法得到发展，如 BAYESFST 和

BAYESCAN。贝叶斯方法假设在任何中性结构种群模型下的基因频率可以近似于一

个多项式狄利克雷分布(Beaumont, 2005)。狄利克雷分布描述在种群历史的大范围下

的基因频率(Beaumont, 2005; Charlesworth, 2010)。 
另一种鉴定受选择 SNP 的方法基于选择压力下受选择的遗传位点会和环境梯度

显著相关(Coop et al., 2010; Frichot et al., 2013; Joost et al., 2007)。基因型-环境关联的
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方法鉴定到基因位点如果与一个或多个环境变量存在强烈的相关关系，这些位点就被

解释为受到潜在的选择作用。 
另外一种方法考虑由种群历史动态和空间影响产生的种群间等位基因频率协方

差，并在 BayEnv 中得以实现(Coop et al., 2010)。此方法使用贝叶斯马尔可夫链蒙特

卡罗分析方法，包括两个步骤。首先使用所有遗传位点(或者被确定为中性的一部分

位点)利用一个各种群等位基因频率的协方差矩阵来预测种群结构。第二步，使用一

个结合了经验主义协方差矩阵的模型来检测每个基因位点(或感兴趣的位点)的等位

基因频率与每个环境变异之间的相关性。该方法返回贝叶斯因子(Bayes Factor)来权衡

支持此相关性证据的强度。 
潜在因素混合模型(LFMM, Latent factor mixed models)是非常灵活和通用的模型，

它提供了另外一种检测等位基因频率和环境变量之间的方法，同时考虑种群结构

(Frichot et al., 2013)。该模型可以被看做是一个结合回归的近似主成分分析。其计算

速度比 BayEnv 更快。使用 Tracey-Widom 检测，该模型可以为每个情境设置的 K 值

(潜在因素的数量)最大为 15。此方法使用显著性检验作为衡量每个位点的等位基因频

率与每个环境变量之间相关性的强弱。 
将多元环境因子与空间遗传结构集合在一起，模拟遗传变异的分布模型，目前处

于早期发展阶段，但在未来几年可能会越来越多地被使用，尤其是试图预测遗传变异

在未来气候变化下的响应(Fitzpatrick & Keller, 2015)。 
到目前为止，将物种水平的适应性变化纳入空间生物地理模型的努力主要集中在

物种分布模型上(SDM, species distribution models; Elith & Leathwick, 2009)。许多研究

使用 SDM 用于探索亚种、进化枝、基因型或遗传分组的地理分布预测(Banta et al., 
2012; Espíndola et al., 2012; Jay et al., 2012; Pearman et al., 2010)。虽然 SMD 可以预测

种内变异的空间分布，但是在传统的 SDM 框架下，对遗传多样性的空间模拟仍然存

在很大的挑战。SMD 不仅不能解释种群内跨空间的基因组变异连续的多维的性质，

而且识别和单独模拟大量的基因位点对于计算是一个严峻的挑战。例如，全基因组测

序或通过产生的成千上万 SNP 位点进行基因分型(Elshire et al., 2011; Narum et al., 
2013)。虽然从理论上讲，可以使用 SDM 对每个 SNP 的分布单独建模，但是在实践

中，大量的位点数量使得分析和解释每一个模型变得不切实际。除了计算负担外，每

个位点需要重复许多次计算来确保可靠的统计推断(Wisz et al., 2008)。 
为了解决以上问题，在群落水平将所有物种整合在一起同时被一组共同的环境因

子建模的方法得到重视。类似的方法包括约束排序技术 (constrained ordination 
techniques)如典范对应分析(CCA, canonical correspondence analysis; Ter Braak, 1986)和
冗余分析(RDA, redundancy analysis; Legendre & Legendre, 2012)作为线性的工具，已

经被常用于种群遗传学中来分析几十到数千个 SNP 在一组环境变量下的组成变异

(Lasky et al., 2012; Sork et al., 2010; Sork & Waits, 2010)。一种对分布在美国加州的橡
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树的 CCA 分析表明，环境梯度与多元基因数据之间存在相关关系，甚至控制了空间

自相关之后依然得到相同的结果，从而得到选择作用影响种群遗传结构的证据，并且

鉴定到相关性最强的气候变量(Sork & Waits, 2010)。如果在模型设计中包含空间自相

关，CCA 假设群落和环境变量之间不存在因果关系，可以控制种群动态历史的影响。

RDA 和偏 RDA (pRDA, partial RDA)作为一种类似于多元回归的分析，是一种可以替

代 CCA 并且更有力的方法，可以在分析一部分空间影响的时候控制其他因素的影响

(Boutet et al., 2009)。然而这类技术很少用于预测群落未来的分布。 
第二类基于群落层次的多元统计模型是非线性的，包括广义相异建模(GDM, 

Generalized Dissimilarity Modelling; Ferrier et al., 2007)和梯度森林(GF, Gradient Forests; 
Ellis et al., 2012)。这两个新方法同样可以应用于大规模基因组数据集，独立地或者与

基因组扫描方法结合(基于 FST 异常值或基因与环境的相关性)，从而获得对局部适应

遗传变异的空间分布的推断。当使用遗传数据，GDM 和 GF 相对于其他方法可以：

(1) 探索基因和环境之间的非线性相关关系；(2) 处理大型基因组数据集；(3) 预测适

应性遗传变异的空间分布。GDM 和 GF 的一个特别强大的特点是，模型可以被映射

到未来气候的场景中，从而预测气候变化对生物多样性的潜在影响，以及这些影响在

空间上的变化。更重要的是基因组数据的群落水平建模提供了一个可行的解决方案，

以代替 SMD (它假设一个物种内的所有种群都对环境梯度做出相同的反应，并在整个

基因组水平上对适应性遗传变异进行预测，以应对气候变化)(Fitzpatrick & Keller, 
2015)。 

GDM 是一个排列矩阵回归的非线性延伸，模拟两个采样点之间成对的生物相异

性与环境和地理变异的相异性的非线性函数。GDM 为每一个预测因子提供了一种独

特的单调 I-样条(I-spline)转换函数，在基因组中描述了遗传距离随梯度变化的速度和

幅度，同时控制其他变量，并使用百分比偏差解释模型的拟合程度(Ferrier et al., 2007; 
Fitzpatrick et al., 2013)。这种基于距离的方法具有相当大的独特优势，它能够解释由

种群动态引起的遗传变异的空间模式，如距离隔离、生态阻力隔离、生态抵抗或奠基

者效应。其次，由于响应变量是成对的遗传距离矩阵，所以理论上讲，GDM 可以容

纳任何数量和以任何频率出现的 SNP。此时的计算限制由样品位点的数量决定。 
GF 是 一 个 非 参 数机 器 学 习 回 归 树方法 —— 随 机 森 林 (random forests, 

Breiman,2001)——的群落水平的延伸。相比于GDM间接地使用采样点之间的相异性

来模拟遗传位点的空间变异，GF直接模拟遗传变异的组成变化。GF不是基于距离、

曲线拟合的方法，相反，GF使用机器学习算法将生物数据分成不同的箱子(例如等位

基因频率的不同范围)，沿着每个环境变量会划分多个范围。沿着环境梯度移动，尽管

环境梯度在改变，但是我们可能会观察到基因频率几乎不变，而在其他部位，等位基

因变化明显。GF可以处理预测因子之间复杂的关系和相互作用，但是这些预测因子

不包括地理距离。GF也提供了一种方法来检查单个SNP对环境梯度的响应，但是随着
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SNP的数目变得非常大，它的计算能力也会受到限制。 

1.2 川滇高山栎的研究进展 
壳斗科 (Fagaceae) 是北半球亚热带森林和温带森林的重要成分之一，栎属

(Quercus) 约 450 种，是壳斗科中最大的属(Willis, 1973)。我国栎类资源丰富，包含

120 多种，栎类林的面积占中国天然林总面积的近 14%。从栎属系统树的分析中能够

得出高山栎组是栎亚属中最原始的类群，同时，它是分布最广泛的常绿硬叶栎属植物

(周浙昆, 1992)。国内学者对国产栎亚属展开了比较系统的研究(郑万钧, 1983)，将其

分类为四个组：高山栎组、巴东栎组、麻栎组和槲栎组。周浙昆根据叶结构和叶表皮

特征对上述分类系统进行了部分调整，将橿子栎单独划分出来成立橿子栎组，最终将

国内的栎属植物分成五个组(Zhou et al., 1995)。但是高山栎组植物的地位不存在争议。

高山栎组植物发源于中新世(Miocene)以前的青藏高原的东南部(李俊清, 1996)，是一

类孑遗物种。在中新世之前，这类植物在群落处于弱势地位，混生于常绿阔叶林中。

中新世之后，随着青藏高原和喜马拉雅山脉的不断隆升，古地中海退却，气候变得寒

冷、干燥。该地区的常绿阔叶林不能适应气候的变化而衰退。高山栎组植物由于自身

拥有防寒、耐旱等生理特性(被厚毛、硬叶和双层上表皮等性状)，很快便适应了这种

气候的变化，因而成为这个地区生存竞争的胜利者(Zhou et al., 1995)。也就是说，该

类植物具有广泛的适应性和合适的生长对策，因此能够在喜玛拉雅山的抬升过程中，

得以保存下来，并适应青藏高原复杂的生态环境，形成广泛的分布区(李俊清, 1996)。 
但是丰富的栎树资源目前并未得到充分利用，其中一个重要原因是非模式植物较

低的关注度和遗传资源的匮乏。近年来，栎类被农民作为培养香菇的锻木和薪炭林被

大量砍伐，且栎材不受重视，导致栎类天然林较少，尤其是大径材很少(端木, 1994)。
栎类的遗传资源正在减少，危及资源的可持续利用。因此对栎类植物尤其是高山栎进

行生态适应及分子机理的研究，为栎类植物遗传多样性的保护及长期合理利用栎属植

物遗传资源提供重要的遗传学理论依据。 
喜马拉雅山东部和邻近的中国西南部的山脉是世界上主要的生物多样性热点地

区之一，约有 12,000 种植物，其中包括 3500 种地方性的物种(Myers et al., 2000)。地

质学和气候环境的独特的结合也使得该地区的物种在经过长期的演变和持续之后，形

成较高的物种多样性水平。该地区地形多样，有着世界上最崎岖的山脉，海拔高度梯

度超过 5000 米。这种地形是由发生在新近纪(Neogene)或更早时期的异常强烈的造山

运动造成的(Lippert et al., 2014; Renner, 2016)。喜马拉雅山东部和相邻山脉构成了延

伸的青藏高原(QTP, Qinghai-Tibet Plateau)。它们的主要隆起发生在距今 1000 万年前

(Mulch & Chamberlain, 2006)，在上新世晚期达到了顶峰的高度(Sun et al., 2011)。 
川滇高山栎(Quercus aquifolioides Rehd. et Wils)主要分布于我国的喜马拉雅-横断

山地区，为壳斗科栎属高山栎组(Sect. Heterobalanus (Oerst.) Menits)植物，是一种重要
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的生态和经济型树种(周浙昆, 1992)。其范围跨越西藏的东部，四川省的西部和云南省

的北部，一直延伸到贵州，缅甸和不丹的邻近地区(Du et al., 2017)。该区域与被定义

为中国-喜马拉雅森林亚区(Sino-Himalayan  forest  subkingdom; Akey et al., 2002; Qiu 
et al., 2011)的植物区高度一致，因此川滇高山栎可以看做是该区域的代表树种。川滇

高山栎在海拔 1900 米至 4300 米均有分布，对不同的环境有较强的适应力，是该区域

的优势种和建群种。 
川滇高山栎为常绿乔灌木，乔木可高达 30 m，胸径 1m 以上，在干旱阳坡和经常

樵采的地方常形成灌木丛林(王国严和徐阿生, 2008)。雌雄同株。叶片椭圆形或倒卵

形，长 2.5-7cm，全缘或有刺状锯齿，背面被褐色鳞秕及星状毛，侧脉 6-8 对。壳斗

碗形，包坚果 1/2 以下，坚果卵形或长卵形，直径通常为 1-1.5 cm，部分可达到 2cm 
(陈焕镛和黄成就, 1998)。该种根系发达，萌生能力强，适应范围广，具有良好的防寒

保水的特性(杨玉坡等, 1992)。 
针对川滇高山栎，国内外学者做了很多相关的研究。之前对川滇高山栎的研究主

要集中在生长特点与生物量的研究方面，而针对遗传和分子生物学的研究还比较少，

因此，近几年，对川滇高山栎的分子生物学和生态学领域开展了比较系统的定量化研

究。李进和陈可咏(1997; 1998)利用同工酶标记研究了西藏川滇高山栎的遗传结构和

不同海拔高度的群体遗传多样性变化，发现随海拔的升高，其遗传变异水平呈低-高-
低的分布。高海拔的干寒气候对川滇高山栎的生长极为不利，并由于生理或生态上的

原因如花期延迟、地形阻隔、植被结构等，缺少与低海拔群体的基因交流，导致了高

海拔川滇高山栎群体遗传结构的简单和单调；但低海拔过度的湿热环境也同样不利于

川滇高山栎与其它树种的生存竞争。Toumi 和 Lumaret (2001)利用同工酶标记对地中

海地区四种常绿栎属树种的研究发现，由于川滇高山栎分布范围较广，生境梯度较大，

从而拥有更高的等位基因丰富度以适应不同的环境条件。Zhang 等(2007)利用六对微

卫星引物对五个不同海拔川滇高山栎群体的遗传多样性进行研究，结果表明由海拔梯

度形成的选择性压力对川滇高山栎群体的遗传变异影响并不明显。Wang 等(2009)对
中国西南地区林分更新管理和林分年龄对川滇高山栎遗传结构的影响的研究，发现川

滇高山栎的遗传多样性在老龄林分中明显高于其在幼龄林分中的水平。Du 等(2017)
使用叶绿体 DNA 和核 SSR 两种分子标记，对川滇高山栎分布区内 58 个自然种群进

行研究，揭示了新近纪和第四纪(Quaternary)气候动荡对川滇高山栎的进化动态和目

前分布模式的影响。Meng 等(2017)对高山栎组植物的谱系地理学研究提出了利用高

山栎对高寒环境的适应来揭示高山栎地理分布格局形成的成因，即在青藏高原的抬升

过程中，高山栎逐渐适应了该地区逐渐抬升以后逐步变冷的环境，从伴生种逐渐演变

为优势种的过程，并利用高山栎遗传谱系的分歧时间对喜马拉雅-横断山的抬升进行

界定，从生物学的视角为该地区的地质演变提供了证据。而最近对同组近缘种刺叶栎

(Quercus spinosa)的研究将其在分布区内划分为两个进化枝，该分化来自新近纪气候
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变化和造山运动导致的地理隔离。另外，该研究对刺叶栎的冰期避难所进行预测(Feng 
et al., 2017)。 

1.3 本文的研究内容、研究目的及意义 
本研究使用 65 个与能够在高山栎组植物中成功扩增的胁迫相关的细胞核候选基

因，在川滇高山栎的 60 个种群，587 个个体中进行扩增，使用一种双端加 barcode 的

混合 PCR 产物进行建库的方法(pool-sequencing)，通过高通量测序进行 SNP 鉴定(见
下文, 王玉垚等, 2017)，进而使用景观基因组学的方法比较川滇高山栎种内、种群间

和种群内的遗传多样性和遗传结构，了解其核基因水平的遗传变异和分化式样，尤其

是气候因子如何影响其遗传结构和物种的命运。相对于大多数研究使用全基因组扫描

的方法来发现与气候梯度显著相关的 SNP，由此来推定受选择的基因区域

(Bashalkhanov et al., 2013; Eckert et al., 2010)，基于候选基因的方法将注意力集中在被

认为参与生态适应的基因序列上，可以为生态适应的研究提供更直接有效的证据

(Alberto et al., 2013; González-Martínez, et al., 2006)。而树木由于生长周期长、多为异

交且基因组非常大的特点，使得全基因组扫描的方法受到限制(Neale & Savolainen, 
2004)。而随着高通量测序方法的越来越成熟，基于候选基因的景观基因组学方法，越

来越多地应用在研究林木物种的生态适应上(e.g. Sork et al., 2016; Rellstab, et al., 2016; 
Roschanski, et al., 2016)。 

本研究的目标是(1)鉴定川滇高山栎对环境和气候适应性进化的关键性基因；(2)
利用传统一代与高通量二代结合的混合测序建立川滇高山栎的遗传资源库；(3)整合

利用遗传和环境因素来研究栎类植物应对气候变化的模式。 
本研究的实施具有以下几个可行性：首先，选择的功能基因为双亲遗传，完善地

保留了该物种的遗传信息；另外，栎属中已有成功测序完转录组(Durand et al., 2010)
和基因组(Plomion et al., 2016)，很容易获得大量与环境因子相关的核基因分子标记。

本项目的实施比经典的谱系地理、景观遗传学研究更进一步，从景观基因组水平探讨

物种应对气候变化的微观过程。 
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2 对川滇高山栎的生态适应研究 

2.1 实验材料与研究方法 
2.1.1 采样策略 

通 过 查 阅 中 国 数 字 标 本 馆 (http://www.cvh.ac.cn/) 、 中 国 植 物 图 像 库

(http://www.plantphoto.cn/)等网络数据库和地方植物志、文献等记载的川滇高山栎的

分布，于 2013 年至 2015 年对中国西南川滇高山栎的野生分布区进行了实地考察以及

样品采集。在川滇高山栎的野生分布区内，我们选择距离大于 30 公里的采样点作为

一个种群。每个种群内随机选择 5-15 个样本个体(保证个体间隔大于 10 米)，采集其

健康、新鲜的叶片样本，擦拭干净后放入样品袋，统一编号后入加硅胶干燥剂对样品

进行干燥保存。 
经过多次野外调查及采样，本研究选择 60 个川滇高山栎的野生种群，分布于四

川省、云南省、西藏自治区等整个分布区。使用 GPS 定位系统对每个种群进行定位。

每个种群中选择 7-11 个个体，一共 587 个个体用于本研究。将采集到的叶片样本带

回实验室，使用硅胶干燥剂将其完全干燥，并置于通风处保存，以备后续 DNA 提取

等实验。图 2-1 和表 2-1 展示了采样种群的分布地点、代号、样本量、地理坐标等信

息。图 2-1 中的灰色阴影代表川滇高山栎的分布范围。图 2-2 展示了后续实验分析的

具体流程(王玉垚等, 2017)。 
 

 
图 2-1 川滇高山栎采样点分布图 

Fig. 2-1 Sample distribution of Q. aquifolioides
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表 2-1 川滇高山栎样品采集信息表 

Table 2-1 Sample information of Quercus aquifolioides 

编号 分布地点 
经度 
(N) 

纬度 
(E) 

样本量 
等温性(*100) 

bio03 
干季平均气温(℃) 

bio09 
一月降水(mm) 

prec01 
六月降水(mm) 

prec06 
LZD 西藏隆子县斗玉乡 93.02 28.37 10 41.09 0.77 3.00 97.00 
GBX 西藏工布达江县江达乡 93.16 29.92 10 41.61 -2.47 2.00 93.00 
MLJ 西藏米林县甲格村 93.38 29.07 11 42.67 0.75 1.00 87.00 
GB 西藏工布达江县 93.42 29.88 10 41.34 -1.35 2.00 98.00 

MLL 西藏米林县里龙乡 93.87 29.12 10 43.42 2.37 2.00 112.00 
SJLS 西藏色季拉山 93.98 29.18 7 43.38 1.63 2.00 115.00 
DZC 西藏大昭村 94.12 29.97 10 41.40 -5.22 3.00 113.00 
KDG 西藏卡定沟 94.15 29.73 10 41.48 -1.18 2.00 110.00 
LZA 西藏米林县林芝机场 94.34 29.30 10 43.15 2.17 2.00 127.00 
BYZ 西藏八一镇 94.35 29.67 10 43.20 1.33 2.00 123.00 
LZ 西藏林芝县 94.52 29.55 10 39.80 -3.42 3.00 115.00 
BM 西藏波密县 94.72 29.64 10 38.56 -8.28 4.00 112.00 
LL 西藏鲁朗县 94.77 29.85 10 38.28 -3.95 2.00 126.00 

MLP 西藏米林县派镇 94.83 29.46 10 38.60 -1.22 2.00 136.00 
BMS 西藏波密县索通村 95.21 30.06 10 39.19 3.15 6.00 170.00 
BMR 西藏波密然乌镇 95.99 29.75 10 38.75 -1.23 5.00 149.00 
BMZ 西藏波密中坝村 96.35 29.62 10 37.73 -2.62 5.00 136.00 
CY 西藏察隅县古玉乡 97.19 29.29 10 38.83 -4.65 8.00 122.00 

CYX 西藏察隅县雄久村 97.32 28.61 10 41.21 5.42 12.00 256.00 
CBG 西藏察隅县慈巴沟 97.46 28.89 10 39.99 1.95 9.00 174.00 
MKD 西藏芒康县登巴村 98.18 29.57 10 40.77 -6.05 4.00 95.00 
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MKR 西藏芒康县如美镇 98.47 29.72 10 43.74 -4.90 3.00 91.00 
MKZ 西藏芒康县孜许村 98.65 29.43 10 41.53 -3.30 4.00 89.00 
DQ 云南德钦县 98.96 28.44 10 40.41 -2.35 8.00 68.00 
BZL 云南奔子栏乡 99.15 28.31 10 37.52 -1.83 8.00 77.00 
DRR 四川得荣县日龙乡 99.23 28.86 10 39.46 -3.15 5.00 84.00 
DRX 四川得荣县-乡城县 99.41 29.06 10 43.64 0.02 4.00 94.00 
ZD 云南中甸 99.64 27.90 10 36.96 -0.47 11.00 85.00 

XCD 四川乡城县-得荣县 99.76 29.00 10 39.36 -1.90 3.00 100.00 
XCR 四川乡城县然乌温泉 99.84 28.68 10 37.06 -5.83 4.00 94.00 
XG 云南香格里拉 99.91 27.80 10 38.36 -1.83 9.00 91.00 

XCW 四川乡城县无名山 100.02 29.12 10 42.58 -7.72 3.00 103.00 
LJX 云南丽江雄古景区 100.03 26.86 10 45.19 7.60 15.00 97.00 
LJ 云南丽江高山植物园 100.19 27.00 10 39.14 2.58 12.00 96.00 

DCK 四川稻城县卡龙 100.26 28.68 10 41.40 -3.28 3.00 111.00 
LJB 云南丽江白沙村 100.26 26.94 10 41.47 4.40 13.00 97.00 
DCE 四川稻城县俄洛村 100.28 28.95 10 42.13 -5.18 2.00 112.00 
YJH 四川雅江红龙乡 100.69 30.15 10 36.36 -5.62 6.00 157.00 
YJX 四川雅江 100.95 30.01 10 40.43 -0.95 1.00 131.00 
DFL 四川道孚县龙灯乡 101.12 30.08 10 40.36 0.90 1.00 146.00 
DFY 四川道孚县银恩乡 101.15 31.44 10 42.54 -3.38 1.00 138.00 
RT 四川壤塘县 101.24 31.79 9 42.38 -4.38 3.00 138.00 

DFG 四川道孚县葛卡乡 101.30 30.79 8 39.58 -6.10 3.00 134.00 
KDD 四川康定县折多山 101.42 30.07 6 39.24 -3.02 2.00 142.00 

MEKR 四川马尔康县松岗镇 101.46 31.78 7 40.23 -1.40 1.00 153.00 
DMX 四川康定县明希乡 101.50 29.71 10 42.90 -1.45 3.00 138.00 
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YYP 四川盐源县至平川垭口 101.71 27.53 10 40.11 0.08 1.00 158.00 
KDC 四川康定县中古村 101.89 30.24 10 43.12 -0.53 2.00 156.00 
KDZ 四川康定县折多塘村 101.90 29.99 10 36.44 -1.52 3.00 161.00 
JCD 四川金川县杜岗山 102.04 31.48 9 42.92 2.13 2.00 132.00 
JCK 四川金川县卡撒乡 102.06 31.27 10 42.08 3.70 2.00 129.00 

MEKD 四川马尔康县大郎脚沟 102.12 31.91 10 44.16 0.03 3.00 129.00 
XJX 四川小金县下磨子村 102.39 30.90 10 40.37 -1.27 2.00 146.00 

MEKS 四川马尔康县梭磨乡 102.51 31.86 10 41.42 -3.30 3.00 133.00 
XJD 四川小金县达维乡 102.52 30.88 10 41.41 -8.05 3.00 152.00 
LX 四川理县 102.82 31.65 10 36.52 -3.98 4.00 129.00 
HS 四川黑水县 102.93 32.08 10 41.72 -1.22 5.00 124.00 
MX 四川茂县 103.52 31.77 10 35.06 -2.87 4.00 123.00 
WC 四川汶川县 103.67 31.49 10 38.27 -0.08 8.00 129.00 
PW 四川平武县 104.53 32.46 10 34.93 4.80 4.00 105.00 
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2.1.2 下载候选基因及设计引物 
从已经公开发表欧洲栎树功能基因组网站 EvolTree (http://www.evoltree.eu/)中的

候选基因数据库中选取 180 个 Q. petraea / Q. robur 的抗干旱、寒冷的基因，并统计其

详细的功能特征(网站内的描述)。 
 

 
图 2-2 混样测序方法的流程图 

Fig. 2-2 Flow chart of pool-sequencing method 
 

使用 Primer3web (http://primer3.ut.ee/; Untergasser et al., 2012)对下载到的 180 个

候选基因进行引物设计。Primer3web 是一个操作简单的在线引物设计工具，只需将模

板序列复制进去，并且设定简单的参数，例如产物序列长度范围、引物长度、退火温
15 
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度(Tm)等，便会得到多条符合条件的引物，并且展示其重要参数，包括引物长度、Tm、

G/C 含量等。我们根据这些信息，挑选最完美的引物，将序列信息交由上海生工公司，

合成实验用的双端引物试剂。 
引物设计的操作比较容易，但是我们依然强调以下几点设计引物的原则(尤超等, 

2011; 任亮等, 2005; 张新宇和高燕宁, 2004)： 
(1) 要在序列的保守区设计引物； 
(2) 引物长度应在 16~30 个碱基之间，过短会降低引物的特异性，容易形成错配，

过长会增加延伸温度，超过 DNA 聚合酶的最适反应温度(74℃)； 
(3) 上下游引物的 Tm 越近越好，方便设定 PCR 反应程序； 
(4) 引物中四种碱基随机分布，不要出现连续三个碱基相同的情况； 
(5) 引物 G/C 含量要适中，并且前后引物 G/C 含量不要相差太多； 
(6) 上下游引物之间不要出现连续四个碱基的互补配对，以避免出现引物二聚体； 
(7) 引物自身不要有连续三个碱基的互补配对，以免出现由自身折叠引起的发卡

结构，影响引物与模板的结合； 
(8) 扩增片段长度尽量小于测序长度。如使用 Pair-End 250 文库进行测序，测序

长度为双端一共 500bp，则扩增片段长度应小于 500bp，以避免中间的碱基无法被检

测到，造成数据丢失。 
由于可能出现特殊情况无法完全满足以上原则，可以适当放松条件，但要尽可能

多地遵守以上原则。 

2.1.3 设计标签(barcode)序列 
在经过验证且具有多样性的基因的引物一端或两端加上不同的 barcode 序列，分

别用于扩增不同的样本个体，可以使不同个体的序列在混样及二代测序后通过

barcode 序列进行区分(图 2-2)。此步是整个实验流程的关键所在，通过此步骤使几十

甚至上百个样本个体的 PCR 产物可以混合到一个文库中进行测序，极大地提高效率，

降低了建库成本。当使用单端 barcode 时，需要使用的 barcode 数量须等于样本数量

(假设建立一个测序文库)；使用双端 barcode 时，用 m + n 条 barcode，便可用于区分

m × n 个样本(前后两个 barcode 逐一配对，配合使用)。使用单端 barcode 时，仅需要

再合成单端的“引物+barcode”序列，另一端可使用验证引物时用到的引物。而使用双

端 barcode 时，则需要再合成两端的“引物+barcode”序列。虽然单端 barcode 的方法只

需要合成一端的“引物+barcode”，但是一个“引物+barcode”只能区分一个样本个体，因

此当样本数量比较多时，需要合成的“引物+barcode”也会很多，而双端“引物+barcode”
配合使用，则不需要太多数量。 

我们预测了假设的三种测序方法的总费用：一代 Sanger 测序、单端加 barcode 的

二代高通量测序测序和双端加 barcode 的二代测序 (图 2-3a)。总花费包括引物合成费

用、“引物+barcode”合成费用、PCR 费用、建库费用和测序费用。以 100 个基因为例，

16 
 



2 对川滇高山栎的生态适应研究 

需要设计 100 对引物，基因序列长度设定为 500bp；引物长度假设为 20bp，barcode
长度假设为 6bp，合成费用为 0.5 元/bp；PCR 费用预计 5 元/反应 (包括实验用到的试

剂、耗材等)；二代测序建库费用以 1000 元为例，测序深度为 50 倍，测序费用为 500
元/G；一代测序的费用不包括“引物+barcode”合成费用和建库费用，测序费用为 15 元

/反应。从图 2-3a 可以看出，随着样本数量的增多，一代测序的费用始终最高，而双

端加 barcode 的二代测序费用始终最低。 
 

 
图 2-3 预测三种测序方法(一代测序、单端加 barcode 的二代测序和双端加 barcode 的二代测序)

的总费用 
Fig. 2-3 The estimation of total costs using three sequencing methods (Sanger sequencing, NGS with 

Single-End barcode, NGS with Pair-End barcodes) 
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基于干旱及缺氧候选基因的生态适应研究：以川滇高山栎为例 

但是，以上预测是建立在只有一个测序文库的前提之下的。我们可以建立多个文

库，以减少 barcode 的使用数量，从而减少“引物+barcode”的巨额合成费用。我们假

设使用 500 个样本，因此建库的数量会根据 barcode 使用数量的改变而改变。例如使

用 10 条单端 barcode，这时需要建立 50 个测序文库，当使用 20 条单端 barcode 时，

只需要建立 25 个测序文库。双端 barcode 也是类似的情况，例如当使用 5 对双端

barcode 时，需要建立 20 个测序文库，当使用 10 对双端 barcode 时，只需要建立 5 个

测序文库。此时再对总费用进行估测(图 2-3b)。由于样本数量固定，PCR 费用不变，

因此我们在进行本项预测时排除 PCR 费用。从图 2-3b 可以看出，一代测序仍然是费

用最高的方法；两种二代测序方法花费差别不大，但双端加 barcode 测序方法的最低

费用依然比单端加 barcode方法的最低费用低两万元左右(单端 barcode数量为 25时，

费用最低，为 59250 元；双端 barcode 数量为 15 时，费用最低，为 36750 元)。这两

种方法相比，barcode 使用数目一样的情况下，“引物+barcode”的合成费用一致，引物

合成费用、测序费用以及没有被统计的 PCR 费用均一致，唯一的区别为建库费用。

因此，这种可以区分更多样本个体而建立更少测序文库的双端加 barcode 的测序方法

更加节约成本。然而，从图 2b 中可以看出，barcode 使用数量并不是越多越好。在设

计实验时，我们需要根据实际情况，进行费用预估，使用适当数量的 barcode 进行后

续实验。 
 

 
图 2-4 预测使用不同数目的 barcode 所需要的总费用 

Fig. 2-4 The estimation of total costs using different number of barcodes 
 
本实验选择 587 个样本个体，65 个候选基因(经过引物筛选得到，见下文)进行后

续实验。针对这一具体情况，提前对实验的花费进行了预估，包括引物合成费用，“引
物+barcode”合成费用，PCR 费用，建库费用和测序费用(图 2-4)。从图 2-4 我们得出

结论：使用 20 条(即 10 对，表 2-2)barcode 用于双端加 barcode 的二代测序方法，最

节省开支。此时，前后两段 barcode 两两组合配对，共有 100 种组合方式，在 PCR 扩
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增时，分别与 100 个样本对应进行实验，这样每对 barcode 便与对应的样本 DNA 序

列连接在一起，在混样测序后可用于区分此 100 个样本的序列。 
Barcode 序列的设计原则与引物设计原则类似：(1) barcode 长度一般为 6bp，每

个 barcode 之间至少有 3 个碱基的差异，以进行有效地区分；(2) 嘌呤和嘧啶的组成

大致相当；(3) 避免连续三个碱基的重复；(4) 避免形成引物二聚体；(5) 避免与引物

一起形成发卡结构等。 
 

表 2-2 用于辨别样本个体的标签序列 
Table 2-2 Barcode sequences used for distinguishing each samples 

barcode 编号 F 端序列 R 端序列 
bar01 AATAAT ATCGGT 
bar02 AATTGA AGCTAT 
bar03 AATGTG ATCTTA 
bar04 AAGATA AGCCGA 
bar05 AAGTAG ACCTGG 
bar06 AAGGCT AGGTGC 
bar07 AACACG ACGCGT 
bar08 AACGAA ACGTCA 
bar09 AACCTT AGGCCG 
bar10 ATCCAG ATGACC 

 

2.1.4 实验方法 
2.1.4.1 主要试剂及仪器 
主要试剂： 
无水乙醇 (Ethanol anhydrous)          上海生工 
三氯甲烷 (Trichloromethane)          北京化工 
β-巯基乙醇 (β-Mercaptoethanol)          北京 MYM 
异丙醇 (isopropanol)            上海生工 
氢氧化钠 (Sodium hydroxide)          上海生工 
乙二胺四乙酸 (Ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)    上海生工 
三(羟甲基)氨基甲烷 (Tris)           上海生工 
乙酸 (Acetic Acid)             上海生工 
1M Tris-buffer solution (pH = 8.0)          上海生工 
十六烷基三甲基溴化铵 (Cetyltrimethyl Ammonium Bromide, CTAB) 上海生工 
氯化钠 (Sodium chloride)           上海生工 
植物基因组 DNA 提取试剂盒          TIANGEN 
2 × Taq PCR Master Mix            AIDLAB 
荧光 M13 引物试剂             上海生工 
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琼脂糖 (Regular AGAROSE G-10)         Biowest 
Loading baffer 
主要试剂配制： 
(1) 10M NaOH 
NaOH        40g 
ddH2O        96mL 
加入 ddH2O 定容至 100mL，灭菌后保存。 
(2) 0.5M EDTA (pH=8.0) 
EDTA        73.08g 
ddH2O        300mL 
加入 10M NaOH 调节 pH 至 8.0，加入 ddH2O 定容至 500mL，灭菌后保存。 
(3) CTAB 提取液 
CTAB        4g 
NaCl        16.364g 
1M Tris-buffer solution (pH=8.0)  20mL 
0.5M EDTA (pH=8.0)    8mL 
ddH2O        70mL 
溶解后加入 ddH2O 定容至 200mL，灭菌后保存 
(4) 50 × TAE (pH=8.0) 
Tris         242g 
乙酸        57.1mL 
0.5M EDTA (pH=8.0)    100mL 
加入 ddH2O 定容至 1L，混匀后保存，使用前稀释为 1× TAE 工作液。 
 
主要设备仪器： 
不同量程微量移液器    Eppendorf 
电子天平       Sartorius BSA-124S 
微量酸度计       奥立龙 PHS-25C 
研磨仪        Etsch MM400 
恒温水浴锅       NUOHAI XMTD-204 
高速冷冻离心机     SCILOGEX D3024R 
电热恒温鼓风干燥箱    一恒 DHG-9023A 
微波炉        Galanz P70D20TP-C6 
电泳仪        君意 JY200C 
凝胶成像系统      君意 JY04S-3C 
超微量紫外分光光度计    Thermo NanoDrop 8000 
低速离心机       赫西 TD5A 
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PCR 扩增仪       东胜 ETC811 
漩涡混合器       Kylin-Bell VORTEX-5 
冰柜        Haier BC/BD-429H 
高压灭菌锅       TOMY SX-500 
制冰机        GRANT XB100-FZ 
2.1.4.2 基因组总 DNA 提取 

本研究对采集到的川滇高山栎的每个个体的经过硅胶干燥后的叶片进行总 DNA
提取。首先使用 TIANGEN 植物基因组 DNA 提取试剂盒对川滇高山栎的干燥叶片进

行 DNA 提取。对于提取失败的个体再使用改良 CTAB (Doyle, 1987)提取 DNA。 
2.1.4.3 SSR 分型 

由于川滇高山栎的遗传分化不仅会来自于生态适应，也可能来自于种群历史动态，

如基因流和遗传漂变。因此，利用中性的 SSR 分子标记对遗传结构进行分析，可以

为使用非中性位点研究生态适应提供参考依据。 
(1) 筛选 SSR 引物 

从文献中查找从其他栎树中开发的 SSR 引物 34 对，交由上海生工生物公司合成

实验用引物试剂，挑选 32 个样本个体全基因组 DNA 作为模板进行扩增。经过 2%琼

脂糖凝胶电泳检测，筛选出 8 对成功扩增的引物(表 2-3)进行批量 PCR 扩增。扩增反

应体系及反应程序如下： 
扩增体系(15μL)： 
2 × Taq PCR Master Mix  7.5μL 
引物-F      0.24μL 
引物-R      0.24μL 
样本 DNA     1μL 
ddH2O      6.02μL 
扩增程序： 
95℃预变性 10mins 
95℃变性 30s 
56℃退火 30s    35 次循环 
72℃延伸 30s 
72℃延伸 10min 
15℃保存 
(2) 批量 PCR 扩增 

将成功筛选的引物 F 端序列送至上海生工生物公司，合成 5’端加 M13 序列的实

验用引物试剂，配以 M13 荧光引物接头，以所有 587 个样本个体的基因组 DNA 作为

模板，进行批量 PCR 扩增。由于荧光 M13 序列遇光容易失去荧光效果，因此配制
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PCR 反应体系时进行避光处理。反应程序与上步相同，扩增体系如下(15μL)： 
2 × Taq PCR Master Mix  7.5μL 
引物-F+M13    0.06μL 
引物-R      0.24μL 
荧光 M13 引物    0.24μL 
样本 DNA     1μL 
ddH2O      5.96μL 

将 PCR 扩增产物交由上海生工生物公司 ABI PRISM X3730XL 测序平台进行毛

细管电泳测序。 
2.1.4.4 候选基因引物筛选 

由于从数据库中下载的候选基因并非来自川滇高山栎，以它们为模板设计的引物

并不一定可以在川滇高山栎的基因组 DNA 中扩增成功。为了避免在正式大批量 PCR
扩增实验中出现实验失败的情况，我们选择 8 个川滇高山栎样本的基因组 DNA 作为

扩增模板，对设计的候选基因 PCR 引物进行预扩增验证，以确保其可用性。若扩增

失败，则尝试重新设计引物。将成功扩增的 PCR 产物由上海生工生物公司 ABI 
X3730XL 测序平台进行 Sanger 测序。使用 MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016)比对测序结

果序列，保留存在变异的候选基因。我们从 180 个候选基因中设计、筛选得到 65 对

引物(表 2-4)，用于后续实验。此步骤使用的扩增体系及扩增程序如下： 
扩增体系(25μL)： 
2 × Taq PCR Master Mix  12.5μL 
引物-F      1μL 
引物-R      1μL 
样本 DNA     1μL 
ddH2O      9.5μL 
扩增程序： 
95℃预变性 10mins 
95℃变性 35s 
Tm℃退火 30s   35 次循环 
72℃延伸 40s 
72℃延伸 10min 
15℃保存 
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表 2-3 可用于川滇高山栎扩增的 SSR 引物序列信息  
Table 2-3 Primer information of SSR which could be used for PCR amplifying of Q. aquifolioides 

 
表 2-4 可用于川滇高山栎扩增的候选基因引物和功能 

Table 2-4 Primer and annotation of candidate genes which could be used for PCR amplifying of Quercus aquifolioides 

基因座 F 端引物 R 端引物 基序 
等位基因长度范围

(bp) 
参考文献 

MSQ13 TGGCTGCACCTATGGCTCTTAG ACACTCAGACCCACCATTTTTCC TC 190-222 Dow et al., 1995 

ssrQpZAG16 CTTCACTGGCTTTTCCTCCT TGAAGCCCTTGTCAACATGC TC 138-182 Steinkellner et al., 1997 

ssrQrZAG7 CAACTTGGTGTTCGGATCAA GTGCATTTCTTTTATAGCATTCAC AG 110-148 Kampfer et al., 1998 

ssrQrZAG11 CCTTGAACTCGAAGGTGTCCTT GTAGGTCAAAACCATTGGTTGACT AG 243-281 Kampfer et al., 1998 

ssrQrZAG30 TGCTCCGTCATAATCTTGCTCTGA GCAATCCTATCATGCACATGCACAT GA 162-226 Kampfer et al., 1998 

ssrQrZAG87 TCCCACCACTTTGGTCTCTCA GTTGTC AGCAGTGGGATGGGTA TC 97-111 Kampfer et al., 1998 

ssrQrZAG96 CCCAGTCACATCCACTACTGTCC GGTTGGGAAAAGGAGATCAGA AG 162-218 Kampfer et al., 1998 

PIE_271 CACACTCACCAACCCTACCC GTGCGGTTGTAGACGGAGAT AG 200-226 Durand et al., 2010 

基因座 F 端引物 R 端引物 功能 
DF_Qa003 GTTCACCATGACCCTCAA GCACATATTATTGCCAGTTCTA cytochrome P450 
DF_Qa017 TTTTGATACAAGACTAGCCTCT AGGACCTCCAACATACCC UDP-glucose 6-dehydrogenase 
DF_Qa019 ACTTCAAATGGCACAGCA AACGCCCTTGGAGAAACT hexose transporter 1 
DF_Qa020 GTAGGACACCTTCACCCAT CAGCCTCAGAACCAAATC 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 
DF_Qa026 TGTCTGGGTGCAAAGTAG ATTGTCTGGATGATGGGT zinc finger protein, putative 
DF_Qa028 CTCGTGGTGTTAGGTCAG ACATCAGGCATGGAAGAT aspartic proteinase 
DF_Qa030 ACTGGGTTTAAGGGAGGT TACAAGCATCAAGGCAGA proton gradient regulation 5 
DF_Qa031 GAGCCCAATAAGAAGTCAA CCATGTCATCTCCACCAT CBF/DREB1 transcription factor 2 
DF_Qa035 CCGAGTAAAGCGAAAGCC CGACGAAACCGAAGGAAG Xylem serine proteinase 1 precursor 
DF_Qa037 AAAGGGGCAAGAAGAAGC GAACCACAAATTTACCGT glucose-6-phosphate dehydrogenase 
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DF_Qa038 CACCCTTCATCATCACCA GATTCCTATTAGGCTTCCT fiddlehead-like protein 
DF_Qa039 ACTATGCGGGTGCGTTGG CAGCCTGAAGGAGTTGATGTAA amino acid permease 
DF_Qa040 TCGGCTACACTATCACTG GTCCTCCACCTTCATTTT AAP6 (AMINO ACID PERMEASE 6) 
DF_Qa041 TTTGTGAGCCAGTGCTGC GAGACTGCGATTCGACCA o-methyltransferase 
DF_Qa045 CATCTCACCTGGACGACA ACTCTTTCACTGCCTAAAC NAC domain protein NAC4 
DF_Qa047 CACTCCCTGCTGACCTAA ATCCTCAACAGCCATTCC lipoxygenase 
DF_Qa051 TGATGATGGGTTATGGTT GCAAAAGTGTCACAAGGAT AMP dependent CoA ligase 
DF_Qa052 CCTGTCCCTCAATGTAAG GTCTGTAACCATGCCAAC glutathione S-transferase 
DF_Qa054 ACGGATGCAGTTGGTAAC TCCAAACCTGAAGCAAAG amino acid binding protein 
DF_Qa055 ACGGATGCAGTTGGTAAC TCCAAACCTGAAGCAAAG flavonoid 3-hydroxylase 
DF_Qa056 TGCCCTGAAATCCATAAT GCTTCTCCGAGACTGTTG indole-3-acetic acid 14 transcription factor 
DF_Qa057 GAGGCTTGCCACTCACTC TGGGCTTCCAACCACATCA calcium dependent protein kinase-gb 
DF_Qa059 AAACCAGAAGAGCAACAT TGCCTTTTCTATCATACCT cellulose synthase 
DF_Qa064 GCAGTCCATGACTTGGGATA GAGCCTTTGTTGAGATTGTG multicopper oxidase 
DF_Qa070 GAGGAAGGTGAAGGGAGA GCCAGCCAAGGTAACAAA IBR10 (INDOLE-3-BUTYRIC ACID RESPONSE 10) 
DF_Qa072 TTCAGATGCTGACCCAGAT AAGGTCGATCATCATTGTAAAG methionine-tRNA synthetase 
DF_Qa077 GAGTTGTCAAGCCTTTGG GTGGTTGGCTCAGGTTAT laccase, putative 
DF_Qa079 CATCTAAGTAAGGGTGAGC AGAGGCCAGAGTAGTGAA mitotic control protein dis3 
DF_Qa081 TGGACTGCTGAGGAGGTT TATTTGGTCGCGGTAATT abscisic acid responsive elements-binding protein 2 
DF_Qa082 GACCTGCTTCTTACACGA GTCTGCCACTGGACATCA Eukaryotic initiation factor-5 
DF_Qa083 ACTCCCTGACATTTACATTC ACGCTGGTGACTAATCCT 4-coumarate:coA ligase 2 
DF_Qa084 TGCACTCGAAATCCTCAC TGCCAGCATCAAACTCTT white-brown-complex ABC transporter family 
DF_Qa089 TGTGACAGGAAAGCCCATA CTGCCAGTTCTTTCTTTATGC GDH2 
DF_Qa091 TGGGATGGGTTGTAGTGC CCAAAGGCTACTGGCTGA beta-ketoacyl-coa synthase family protein 
DF_Qa093 CCTACTGGTGGTGGAATC CCAAGATATTGTCGTGCC PS60 
DF_Qa094 GCTTAACTTTGAATCGTGG TTGCAGCTACTCTAATACTTGTC Density-regulated protein 
DF_Qa095 TTCTGGGCTTGCTTGTGCT TCCGCAGTCTTCAATACCTTC protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) family protein 
DF_Qa096 TAGCATTCACTGCCACCAT CACTAGCCTCGACACTCAT glucose-methanol-choline (gmc) oxidoreductase 
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DF_Qa100 CCATGACTCCAGGTGGTAC CGTTCATCTCAGACATTCG PREDICTED: similar to ring domain containing protein isoform 2 
DF_Qa102 TCTTGAACGGAGAAGTGG TCCCATACTCAGCACCAG aconitase-iron regulated protein 1 
DF_Qa103 TGTGGCACTGTTGTAAGA GCTACTTGAAACCCTTTG 4-coumarate-CoA ligase 
DF_Qa104 AGGGATGCTAAGATGGAC ACCTTCGTAGACCTGGAT heat shock protein 70-3 
DF_Qa105 GGCAGGTTACTACATTCCAG CTAGGTGCAGTGAGTCCAAA cytochrome P450 monooxygenase CYP84A16 
DF_Qa109 TCCACCTCTATTCGCTCAG CAAAGGGCACGGTCTATT glycosyltransferase family GT8 
DF_Qa113 AACAGCAGAAGTTGGGTA CTTACGATTGGTGGAAGG aspartic proteinase 
DF_Qa118 AGAGGGCACGAACACCAC CAGGACCTTTGTAACCAT glutaredoxin 
DF_Qa119 AAAACAGGGCAAGTAGAAT GTACTGGGTTGAGCGTCTA small heat-shock protein 
DF_Qa120 ATTAACCCTCAAACCATG CTCAGGTGCTTTCCAGTC 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 
DF_Qa127 AAACACTGCTCTTGTAAGGGAC CTACAGGGCTGGGATTGC plasma membrane major intrinsic protein 
DF_Qa129 TAGATCCATTGATGGTGGGG TCGGGACAACAACATAGACAGT phospholipase D alpha 
DF_Qa132 ATCTAGTGCGAGTTCGTTCA ACAATTTTGGCTGCCTTG stress-associated protein 1 
DF_Qa134 GCTGTAGGGCGTGCTGAA CAAGGGTAGTCCTTACTGGATG mitogen-activated kinase kinase kinase alpha 
DF_Qa137 ATAGTGAGGCCGAAGAAA ACAGAACCAGGCGATACA phosphoprotein phosphatase 
DF_Qa142 AATCCTTCCTTAGGCTCT CTGTTGATGCTGGTTATG r2r3-myb transcription factor 
DF_Qa143 GTGAAACCTCCGTCTATC AAACCACCAAGGCTGAAT short chain alcohol dehydrogenase 
DF_Qa145 TGCGGGTAAGTGGTGGAG CCATTGTGGATTGCGTCA pyruvate decarboxylase 
DF_Qa146 TTCACTCGTGTCCGTCCC AGATCCAGCAGCCCCTCC 50S ribosomal protein L7/L12 
DF_Qa150 CCTTATTCTATCTGGAGCAG TGGAACCACCCATCAACC long-chain acyl-CoA synthetase 4 
DF_Qa151 TGGTACAGAAACCGCATTA TGTGAATCGCTGGAGTGT phosphoenolpyruvate carboxylase 
DF_Qa159 GATTGCCGCTTCTTCTAG AACAGCCAACACTTCCTT O-glucosyltransferase 2 
DF_Qa163 AGAAGCCATAAACTCCAG ATCGCTACATAGCAGATACA sucrose synthase 
DF_Qa167 CCCTTTTACCAAACCATA GTGCCATCATCAAACAAC R2R3 Myb30 transcription factor 
DF_Qa171 CCAATCAACACTGCCTAA GGATTTCGTTTACCACCA heavy metal P-type ATPase 
DF_Qa172 AGAAGGAAGGGCAGAGTC ATAACCATCGGCAGCATT putative transaldolase 
DF_Qa180 GGAGCATGGACAGTTATG GACCAGCTATCAAAGACC Myb-related transcription factor 
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2.1.4.5 候选基因 PCR 扩增及高通量测序 
每对筛选成功的引物均与 10 对 barcode (表 2-2)连接，组成 10 对“引物+barcode”

组合，交由上海生工生物公司合成实验用引物试剂。将每一个候选基因的 10 对“引物

+barcode”两两组合，共 100 种组合方式，分别与 100 个样本对应进行 PCR 扩增。经

过大批量 PCR 扩增、电泳检测、补样等步骤，从 100 个样本个体的所有候选基因的

PCR 产物中分别抽取 1.5μL，均匀混合后, 交由清华大学生物医学测试中心 Illumina 
MiSeq 高通量测序平台进行建库测序。建库类型为 Pair End 250。本研究一共用到 587
个样本个体，因此共建立了 6 个测序文库，实际每个文库分别混合了 100、100、99、
96、96、96 个样本个体的 PCR 产物。PCR 扩增体系及扩增程序与引物筛选时用到的

体系和程序一致。 

2.1.5 处理测序结果 
2.1.5.1 质量控制 

由于建立了 6 个测序文库来进行测序，因此测序的结果是 6 对 fastq 文件，每对

文件代表从一个测序文库中测得的双端序列，每条序列数据长度为 250bp。每对 fastq
文件包含了约 100 个样本个体的序列。为了方便后续的分析，需要将每个样本个体的

序列划分为独立的文件。根据双端 barcode 对应的样本信息，编写 perl 脚本命令，在

linux 系统中可将每个样本个体的序列分开，共获得 587 对包含单个样本序列的 fastq
文件。 

由于测序数据是没有经过质量控制，质量较低的 row data，因此需要对每一对包

含每个样本个体序列的 fastq 文件进行质控处理，以去除低质量的序列，并剪掉测序

时加上的 Illumina 平台专用的 index 序列。这一步需要用到 trimmomatic-0.36.jar 程序

(Bolger et al., 2014)，并在 linux 系统中运行。 
2.1.5.2 使用 GATK pipeline 鉴定 SNP 

使用 GATK pipeline (Mckenna et al., 2010)鉴定 SNP 需要在 linux 系统下进行，因

此以下每一个小步骤均不再具体说明。另外这一步会多次用到参考序列。我们在筛选

候选基因引物的时候进行了 Sanger 测序，汇总其测序结果，合成一个包含 65 个候选

基因序列的文件，作为参考序列文件。 
(1) 使用 BWA-MEM (Li & Durbin, 2009)对经过质控处理的 587 对代表每个个体

的 fastq 文件进行序列比对。 
(2) 使用 samtools (Li, 2011)将上一步生成的包涵比对序列的 sam 格式的文件转换

为二进制的 bam 格式文件，以减轻运算负担。由于 BWA 生成的文件中序列排列顺序

与 GATK 在鉴定 SNP 时需要的序列排列顺序不同，因此接下来需要使用 Picard Tools 
(http://broadinstitute.github.io/picard)对 bam 格式的文件进行重排序处理。 

(3) 由于 GATK 不支持对无头文件的变异检测，因此需要使用 Picard Tools 对 bam
格式文件进行加头处理。加头内容包括序列集 ID 号、序列集文库号、测序平台、测
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序平台下级单位名称和样本名称。 
(4) 由于在制备文库的过程中，有的序列会被过量 PCR 扩增，这样在比对的时

候，这些过量扩增的完全相同的序列就会比对到相同的位置。而这些序列不能作为变

异检测的证据，所以要尽量去除这些由 PCR 扩增形成的重复，并生成索引以备下一

步使用。此步需要的程序为 Picard Tools 和 samtools。 
(5) 由于比对后的序列存在插入/缺失，并且在插入/缺失附件的比对会出现大量

的碱基错配，这些碱基的错配会很容易地被误认为 SNP。因此为了将插入/缺失附件

的比对错误率降到最低，需要使用 GenomeAnalysisTK.jar 和 samtools 将这些区域重

新进行比对，得到新的 bam 格式比对文件。 
(6) 使用 GenomeAnalysisTK.jar 进行第一次 SNP 鉴定，并过滤掉低质量的变异位

点，得到存放高质量变异位点数据的 vcf 格式文件。 
(7) 根据上一步得到的 vcf文件，使用GenomeAnalysisTK.jar中的BaseRecalibrator

和 PrintReads 功能对第(5)步重新比对得到的 bam 格式文件进行矫正。 
(8) 使用 GenomeAnalysisTK.jar 进行第二次 SNP 鉴定，并过滤掉低质量的变异位

点，得到存放高质量变异位点数据的 vcf 格式文件。 
(9) 使用 GenomeAnalysisTK.jar 将上步得到的 vcf 文件进行过滤，删掉其他类型

的变异位点，只留下 SNP。 
通过以上九个步骤，使用 GATK pipeline 从测序数据中得到高质量的 SNP 位点。 

2.1.5.3 筛选 SNP 
使用 VCFtools (Danecek et al., 2011)将次要等位基因频率(minor allele frequency，

MAF)小于 2.5%的 SNP 过滤掉(Rellstab et al., 2016)，并使用 Excel 删去数据缺失比例

大于 50%的 SNP。后续数据分析均基于此 SNP 数据集。 
2.1.5.4 毛细管电泳测序获取数据 

使用 GenMarker (Hulce et al., 2011)对毛细管电泳测序结果进行读取以获取 SSR
基因型数据。每个基因型结果均由两个人读取。当两个人读取的结果不一致时，我们

试图确定一个一致的基因型，并将不能达成一致的基因型数据作为数据缺失。接下来，

我们使用 FLEXIBIN Excel 宏(Amos et al., 2007)对 SSR 分型数据进行归一化处理，以

简化后续数据分析。 

2.1.6 群体遗传学分析 
2.1.6.1 遗传结构分析 

为确定川滇高山栎的种群遗传结构和评估不同分子标记对种群遗传结构的影响，

我们使用 R 语言(Team R Core, 2017)中的“adegenet”函数包(Jombart & Ahmed, 2011)，
基于 SSR 数据集、包含所有 SNP 的数据集、包含中性 SNP 的数据集对其进行主成分

分析(PCA, principal components analysis)。 
同时我们使用一种贝叶斯马尔可夫链蒙特卡罗(Bayesian Markov chain Monte 
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Carlo, MCMC)聚类方法：STRUCTURE v.2.3.3 (Falush et al., 2003; Hubisz et al., 2009; 
Pritchard et al., 2000)，并基于 SSR 数据集、包含所有 SNP 的数据集、包含中性 SNP
的数据集对其进行评估。每一个数据集均假设为中性遗传标记位点。对于每一个数据

集，我们设置 K = 1-10 来预测真实的进化枝数目，对于每一个 K 值，我们运行 20 个

独立的运算。每一个独立的运算设置 100,000 burn-in 迭代步数和 200,000 MCMC 循

环。运算结束后，使用一种基于 delta K (Evanno et al., 2005)的方法 Structure Harvester
在线工具 (http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester, Earl & Vonholdt, 2012)对
STRUCTURE 结果进行评估。选择 delta K 最大时的 K 值作为最优的进化枝数量，并

在此K值的 20个STRUCTURE运算结果中选择 likelihood值最高的结果，使用 distruct 
1.1 (Rosenberg, 2004)绘制呈现每个种群、每个个体的分组可能性的柱状图。 

基于SSR和SNP数据集的PCA和STRUCTURE分析均检测到极强的遗传结构，

并将川滇高山栎的遗传结构分成两个分枝，我们根据其大致的地理位置将其命名为

Tibet lineage 和 HDM-WSP lineage (Hengduan Mountain and western of Sichuan province 
lineage)，分别包含 17 和 43 个种群。基于这样的分组结果，我们使用 Arlequin ver3.5 
(Excoffier & Lischer, 2010)对三个数据集进行分层分子方差分析(AMOVA, Analysis of 
molecular variance)来度量枝系之间和种群之间的遗传分化程度。 

通过以上三种方法可以检测川滇高山栎遗传结构及分化程度，并希望比较不同分

子标记得到的结果，分析非中性位点对遗传结构的影响。中性 SNP 数据集由包含所

有 SNP 的数据集删去非中性的 SNP 而得到。而非中性的 SNP 由两种基于 FST的检测

的方法：BAYESCAN 和 FDIST2 检测而获得(详细的使用方法见下文)。我们将两种方

法得到不同结果均视为非中性的 SNP，从而可极大地降低中性 SNP 的假阳性。 
2.1.6.2 遗传多样性分析 

使用 Stacks (Catchen et al., 2011; Catchen et al., 2013)基于包含所有 SNP 的数据集

和中性 SNP 数据集对川滇高山栎的遗传多样性进行评估。使用 GenAlEx 6.5 (Peakall 
& Smouse, 2012)基于 SSR 数据集计算川滇高山栎的遗传多样性。首先计算每个种群

的遗传多样性，并计算每个枝系中所有种群的平均值作为此枝系的遗传多样性。同时

使用 R 语言对两个枝系的遗传多样性进行方差检验。我们选择以下指标来评估川滇

高山栎的遗传多样性：P, 每个位点频率最高的等位基因的平均频率；HO，观测杂合

度；HE，期望杂合度；π，核苷酸多样性；NE，有效种群大小；I，香农指数。 
2.1.6.3 基于 FST的 outlier 检验 

当 SNP 位点的遗传分化明显较高或较低时，我们认为它正经历歧化选择或平衡

选择的作用。基于此原理，我们使用 BAYESCAN 和 FDIST2 这两种方法检测 SNP 的

分化系数 FST，以此来判定此 SNP 位点是否收到选择作用的影响。两种方法配合使用

以降低检测结果的假阳性。 
我们使用基于贝叶斯算法的 BAYESCAN 来预估 FST的后验分布。其中重要参数
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的设置为：sample size: 5,000; thinning interval: 10; pilot runs: 20; pilot run length: 5,000; 
additional burn in: 50,000。由于我们鉴定到的 SNP 位于候选基因上，其受到选择的可

能性远高于随机选择的 SNP，因此我们将 prior odds 设置为 2 (默认值为 10; Csilléry et 
al., 2014; Roschanski et al., 2016)，并且在运算结果中，将 posterior odds 大于 2 的 SNP
视为受到选择作用的影响。关于 FDIST2，我们运行 100,000 次运算，并使用 95%置

信区间筛选出 FST过高或过低的 SNP，视其受到选择作用的影响。 
在每个枝系中，结合以上两种方法，筛选由两种方法同时检测到的受到选择的候

选基因。比较两个枝系筛选结果的异同，找到在两个枝系中特有的和共有的受选择的

候选基因。通过比较这些基因的功能，探讨两个枝系中川滇高山栎的生态适应策略。 

2.1.7 景观遗传学分析 
2.1.7.1 气候因子提取 

从 WorldClim Version2 数据库下载(http://worldclim.org/version2; Fick & Hijmans, 
2017)全球气候因子栅格数据(1970-2000 年的平均值，30 seconds 分辨率)，包括 19 个

生物气候变量以及 12 个月的 7 种气候变量，共 103 个变量(表 2-5)。使用 ArcMAP 基

于经纬度信息对 60 个采样点的气候数据进行提取。使用 R 语言“usdm”函数包(Naimi 
et al., 2014)中的 vif (Variance Inflation Factor，方差膨胀因子)函数删除共线性较强的

气候因子，最终得到四个气候因子用于后续的分析(表 2-1)。这四个气候因子分别为：

等温性(bio03)，最湿润季节的平均温度(bio09)，一月降水量(prec01)，六月降水量

(prec06)。 
2.1.7.2 基于环境梯度相关性的 outlier 检验 

当 SNP 位点的遗传变异梯度与环境梯度显著相关时，我们认为此 SNP 受到该环

境变量的选择。我们使用两种基于环境梯度相关性的 outlier 检验方法：BayEnv 和

LFMM (latent factor mixed model)来检测受到环境选择的 SNP。两种方法配合使用以

降低检测结果的假阳性。此步选择上文筛选的四个气候因子作为环境梯度变量。 
BayEnv 是一种贝叶斯广义线性混合模型，我们使用它来检测等位基因频率和环

境梯度的之间相关性。首先我们使用中性 SNP 数据集计算等位基因频率与气候因子

的协方差矩阵，作为先验分布模型，用以控制种群历史对遗传变异的影响。其次使用

所有 SNP 数据集计算等位基因频率与气候因子之间的协方差，并与先验分布模型做

比较，得出后验分布，计算每个 SNP 的 BF 值(Bayes Factor)作为衡量该 SNP 是否受

到环境选择的指标。从所有 SNP 数据集中删去由 BAYESCAN 和 FDIST2 检测到的所

有受选择的 SNP，得到中性 SNP 数据集。对中性 SNP 运行 5 次独立的运算，来塑造

中性协方差矩阵，取其平均值作为先验分布模型用于后续分析。每次独立的运算设置

100,000 步 MCMC。接下来对于所有 SNP，我们控制中性先验模型(即控制种群历史

对遗传变异的影响)对每个气候因子运行 10 次独立的运算，每次独立的运算设置

100,000 步 MCMC，检测气候因子与所有 SNP 等位基因频率相关性的后验分布，取
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平均值作为最后的结果。我们选择 log10 (BF) > 0.5 (Jeffreys, 1998)的 SNP 作为 outlier。 
LFMM 是贝叶斯主成分分析的变种，与 BayEnv 最大的不同在于通过潜在因素

(latent factors)引入种群结构，从而使结果更加准确。我们使用 R 语言中的“LEA”函数

包将储存 SNP 位点信息的 vcf 文件格式转换为 lfmm 格式，并运用函数包中的功能将

missing data 补充完整。我们运行 10 个独立的运算以模拟 SNP 等位基因频率与气候

因子的相关性，迭代 100,000 步，burn in 50,000 步。在每个枝系中的模拟，设置潜在

因素 K = 1，在所有种群中的运算，设置潜在因素 K = 2。计算 SNP 等位基因频率与

气候因子间每个相关关系的显著性参数 p 值，将 p 值大于 0.05 即-log10 (p-value) > 
1.301 的 SNP 作为 outlier。 

在每个枝系中，结合以上两种方法，找出由两种方法同时检测到的受选择的候选

基因。比较两个枝系中，检测到的受选择的基因的异同，找到在两个枝系中特有的和

共有的受选择的候选基因。通过比较这些基因的功能，可以探讨两个枝系中川滇高山

栎的生态适应策略。 
2.1.7.3 环境梯度与遗传变异的相关性分析 

我们使用四种方法来量化评估环境和空间变异对遗传变异的影响：两种线性的分

析方法 Mantel 检验和 RDA 分析以及两种非线性的分析方法 GF 和 GDM。这四种方

法均需分别在 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群这三个尺度上进行模拟，以比

较不同层次、不同枝系内遗传变异受空间变异影响模式的异同。 
(1) Mantel 检验 

使用 R 语言的“ecodist”函数包(Goslee & Urban,2007)进行 Mantel 检验以检验地理

距离和环境距离对遗传距离的影响。首先我们 Genepop 4.5 (Rousset, 2008)基于 SNP
数据计算川滇高山栎种群间的遗传分化 FST矩阵，并使用 Excel 计算 FST / (1 - FST)矩
阵以衡量遗传距离。其次使用 R 语言的“geosphere”函数包(Hijmans, 2016)，根据采样

点的经纬度数据计算种群间的地理距离矩阵。使用 R 语言的“ecodist”函数将 60 个种

群的四个气候因子数据(bio03, bio09, prec01, prec06)整合为一个 Bray-Cutis 矩阵。对地

理距离矩阵和遗传分化矩阵进行 Mantel 检验来计算距离隔离(IBD, Isolation by 
Distance)，对气候距离矩阵和遗传分化矩阵进行 Mantel 检验来计算环境隔离(IBE, 
Isolation by Environment)。同时考虑气候距离的影响以使用偏 Mantel 检验来衡量 IBD，

考虑地理距离的影响以使用偏 Mantel 检验来衡量 IBE。 
使用 R 语言的“ecodist”函数包进行距离矩阵多元回归分析 (MRM, Multiple 

Regression on distance Matrices)，相当于多元 Mantel 检验，用来检验遗传距离矩阵与

气候距离矩阵之间的多元相关关系。将 60 个种群的四个气候因子数据分别计算 Bray-
Cutis 距离矩阵。将五个距离矩阵(四个气候距离矩阵和一个地理距离矩阵)作为自变

量，将遗传距离矩阵作为因变量进行 MRM 模拟，得到最优模型。对每个自变量矩阵

进行相关性检验(Spearman’s ρ)，同时对整个模型进行方差检验。 
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接下来我们对四个气候因子距离矩阵和遗传距离矩阵进行 Mantel 检验和偏

Mantel 检验(考虑地理距离的影响)以衡量 IBE。 
以上所有 Mantel 检验和 MRM 检验均使用置换检验(permutation test)来评估每一

个分析的显著性，置换排列数量设置为 10,000，假设检验显著水平设置为 0.05。 
(2) 冗余分析 

我们使用 R 语言的“vegan”函数包(Oksanen et al., 2017)，基于 SSR 和包含所有

SNP 的数据集，进行 RDA 和偏 RDA 分析，以检测遗传变异与气候变异的多元关系，

并比较 SSR 和 SNP 的结果，分析中性位点和非中性位点受此多元关系影响程度的差

异。在这些分析中，将储存 SNP 数据的 vcf 格式文件经 R 语言中的“LEA”函数包

(Frichot & François, 2015)转换为 lfmm 格式，作为 RDA 和偏 RDA 的输入文件。而

SSR 数据由 STRUCTURE 格式经 “LEA”函数包转换为 lfmm 格式，使用 R 语言进行

PCA 后，选择前 40 个主成分作为 RDA 和偏 RDA 的输入文件。使用上文选择的四个

气候变量数据作为 RDA 和偏 RDA 的自变量。考虑到气候数据可能存在明显的空间

差异性，可能与经纬度数据存在强烈的共线性现象，因此需要消除经纬度的影响来进

行偏 RDA 分析。使用置换检验来评估 RDA 和偏 RDA 模型以及模型中的每个坐标的

显著性，置换排列数量均设置为 999，假设检验显著水平设置为 0.05。 
(3) 广义相异建模 (GDM) 

GDM 是一种基于距离矩阵的非线性置换排列回归分析，可以模拟环境距离、地

理距离与遗传距离之间的非线性关系。我们使用 R 语言中的“gdm”函数包(Manion et 
al., 2017)，基于所有 SNP，进行 GDM 分析，以检测川滇高山栎遗传距离与气候、地

理距离之间的非线性关系。在此项分析中，利用上一步得到的 lfmm 格式的遗传数据

文件，计算每个 SNP 位点在每个种群的等位基因频率，所得矩阵即为代表遗传数据

的输入文件。使用上文选择的四个气候变量和经纬度数据作为代表气候、地理变异的

输入数据。 
(4) 梯度森林 

GF 是另一种基于分箱法的非线性多元回归分析，可以模拟环境、地理变异与遗

传变异之间的非线性关系。我们使用 R 语言中的“gradientForest”函数包(Ellis et al., 
2012)，基于所有 SNP，进行 GF 分析，以检测川滇高山栎遗传变异与气候、空间梯度

之间的非线性关系。在此项分析中，利用上文得到的 lfmm 格式的遗传数据文件，作

为代表遗传数据的输入文件，使用上文选择的四个气候变量和经纬度数据作为代表气

候、地理变异的输入数据。在不同分枝，使用样本个体数作为分箱数目。 
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2.2 研究结果 
2.2.1 测序及鉴定 SNP 结果 

对候选基因 PCR 产物建立六个 PE250 测序文库进行高通量测序，最终得到

51,623,432 条(每个文库分别为 9,209,776 条，8,834,784 条，7,879,664 条，8,836,664
条，9,080,872 条，7,781,672 条)测序片段。使用 GATK pipeline，从 65 个候选基因中

共得到 817 个双等位基因 SNP。使用 VCFtools 保留 MAF 大于 2.5%的 SNP，并过滤

掉数据缺失大于 50%的 SNP，最终得到 381 个高质量的 SNP (来自 56 个候选基因)。
其中 351 个 SNP 存在于 Tibet 分枝，378 个 SNP 存在于 HDM-WSP 分枝。 

2.2.2 遗传结构 
从图 2-5 可以看出，基于所有 SNP 的主成分分析可以将所有个体在第一主成分

坐标轴上分为明显的两个部分(暖色系和冷色系)，而基于中性 SNP 和 SSR 数据的结

果，虽然也呈现分化为两个部分的趋势，但是不明显。此外从 PCA 的结果中可以发

现，种群之间的分化极不明显。 
STRUCTURE 分析也得到了类似的结果(图 2-6)，即基于所有 SNP 的模拟可以将

所有个体聚类为两个分枝，基于中性 SNP 和 SSR 的模拟同样可以将所有个体聚类为

两个分枝，但不明显。我们将两个分枝分别命名为 Tibet 分枝和 HDM-WSP 分枝，这

两个分枝在地理上分别分布于西藏东部地区和横断山-四川西部地区。 
基于 PCA 和 STRUCTURE 的分组情况而进行的 AMOVA 分析支持以上的检测

结果(表 2-5)。在所有种群中基于所有 SNP 的分析结果表明遗传分化主要存在于种群

内(81.05%, FST = 0.19)和枝系间(13.39%, FCT = 0.13)，而枝系内种群间的分化程度最低

(5.56%, FSC = 0.06)；从中性 SNP 位点的结果中发现，枝系之间的分化程度有所下降

(7.53%, FCT = 0.08)；基于 SSR 的结果类似，枝系间的分化程度更低(4.58%, FCT = 0.05)。
此结果印证了上述基于中性 SNP 和 SSR 的 PCA 分析不能将两个枝系明显地分开以

及种群间不能分开的结果。 
综合上述分析，表明可以将川滇高山栎分为两个遗传分枝，这与 Du et al. (2017)

基于 SSR 遗传标记的分析结果一致。基于中性 SNP 和 SSR 的分析将川滇高山栎分为

两个分枝，但是不明显，这表明了该物种进化动态历史(包括分布区地质变化和气候

变化导致的分化，以及普遍存在的花粉基因流对分化的抵消作用)对该物种种内分化

的作用。而基于所有 SNP 数据可以将川滇高山栎分为两个明显的遗传分枝，这表明

了选择作用对川滇高山栎的遗传分化具有强烈的影响。 

2.2.3 遗传多样性 
基于所有 SNP 数据的遗传多样性分析结果显示，Tibet 分枝的遗传多样性低于

HDM-WSP 分枝，但方差检验结果不显著；基于中性 SNP 数据的结果则显示，Tibet
分枝的遗传多样性显著地低于 HDM-WSP 分枝；基于 SSR 数据的结果则显示 Tibet 分
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枝的遗传多样性也显著地低于 HDM-WSP 分枝，且显著性更强(表 2-6)。另外基于 SSR
数据表明 Tibet 分枝的有效种群大小显著低于 HDM-WSP 分枝，说明 Tibet 分枝经历

过更加强烈的遗传漂变。 
 

 
图 2-5 基于(a)所有 SNP、(b)中性 SNP 和(c) SSR 数据的主成分分析结果 

Fig. 2-5 Results of PCA based on (a) all SNP dataset, (b) neutral SNP dataset and (c) SSR dataset 
注：每种颜色代表一个种群，冷色系的点代表 Tibet 分枝的个体，暖色系的点代表 HDM-WSP 分

枝的个体 
 

 
图 2-6 基于(a)所有 SNP、(b)中性 SNP 和(c) SSR 数据的 STRUCTURE 聚类结果 

Fig. 2-6 Results of STRUCTURE based on (a) all SNP dataset, (b) neutral SNP dataset and (c) SSR 
dataset 
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表 2-5 基于所有 SNP、中性 SNP 和 SSR 数据的分层分子方差分析结果 

Table 2-5 Results of hierarchical AMOVA based on all SNP, neutral SNP and SSR dataset. 
 All SNPs  Neutral SNPs  SSR 
 Percentage of 

variation (%) 
Fixation 
Indices 

 Percentage of 
variation (%) 

Fixation 
Indices 

 Percentage of 
variation (%) 

Fixation 
Indices 

Tibet lineage         
Among populations 4.62 FST = 0.05  5.74 FST = 0.06  3.41 FST = 0.03 
Within populations 95.38   94.26   96.59  
         
HDM-WSP lineage         
Among populations 7.03 FST = 0.07  9.99 FST = 0.10  5.39 FST = 0.05 
Within populations 92.97   90.01   94.61  
         
All populations         
Between lineages 13.39 FCT = 0.13  7.53 FCT = 0.08  4.58 FCT = 0.05 
Among populations within lineages 5.56 FSC = 0.06  8.20 FSC = 0.09  4.70 FSC = 0.05 
Within populations 81.05 FST = 0.19  84.27 FST = 0.16  90.72 FST = 0.09 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

34 

基
于
干
旱
及
缺
氧
候
选
基
因
的
生
态
适
应
研
究
：
以
川
滇
高
山
栎
为
例

 

 
 



 

 
表 2-6 基于所有 SNP、中性 SNP 和 SSR 的遗传多样性分析结果 

Table 2-6 Results of genetic diversity based on all SNP, neutral SNP and SSR datasets 

种群编号 
所有 SNPs  中性 SNPs  SSR 

P HO HE π  P HO HE π  NE HO HE I 
Tibet lineage 
BM 0.86 0.11 0.19 0.20  0.91 0.05 0.12 0.13  3.98 0.70 0.68 1.46 
BMR 0.86 0.11 0.20 0.21  0.91 0.06 0.12 0.13  4.06 0.73 0.67 1.40 
BMS 0.87 0.10 0.18 0.19  0.92 0.05 0.12 0.12  3.01 0.72 0.61 1.18 
BMZ 0.86 0.11 0.19 0.21  0.92 0.05 0.11 0.12  4.12 0.82 0.74 1.54 
BYZ 0.86 0.14 0.19 0.21  0.91 0.06 0.13 0.13  2.98 0.71 0.59 1.20 
DZC 0.86 0.11 0.19 0.20  0.92 0.05 0.11 0.12  3.40 0.73 0.60 1.25 
GB 0.85 0.11 0.19 0.21  0.89 0.05 0.14 0.16  3.23 0.65 0.59 1.19 
GBX 0.87 0.11 0.18 0.19  0.93 0.05 0.10 0.11  3.27 0.69 0.61 1.27 
KDG 0.87 0.10 0.18 0.19  0.92 0.05 0.12 0.13  3.08 0.71 0.59 1.16 
LL 0.87 0.09 0.18 0.20  0.91 0.07 0.13 0.15  3.84 0.75 0.65 1.36 
LZ 0.87 0.09 0.18 0.19  0.91 0.05 0.12 0.13  3.52 0.79 0.67 1.31 
LZA 0.87 0.09 0.18 0.19  0.92 0.04 0.12 0.13  3.04 0.66 0.62 1.20 
LZD 0.86 0.11 0.19 0.20  0.91 0.05 0.12 0.13  2.72 0.65 0.59 1.15 
MLJ 0.87 0.11 0.18 0.19  0.93 0.06 0.10 0.11  2.90 0.65 0.57 1.13 
MLL 0.86 0.11 0.20 0.21  0.89 0.05 0.16 0.17  3.37 0.74 0.61 1.27 
MLP 0.86 0.11 0.19 0.21  0.91 0.06 0.13 0.13  3.88 0.69 0.64 1.33 
SJLS 0.86 0.12 0.18 0.20  0.92 0.06 0.11 0.12  2.97 0.64 0.57 1.12 
Mean 0.86 0.11 0.19 0.20  0.91 0.05 0.12 0.13  3.37 0.71 0.62 1.27 
HDM-WSP lineage 
BZL 0.87 0.10 0.18 0.19  0.91 0.05 0.13 0.14  4.42 0.70 0.72 1.59 
CBG 0.87 0.09 0.18 0.19  0.93 0.05 0.10 0.11  4.23 0.64 0.62 1.36 
CY 0.88 0.08 0.17 0.19  0.91 0.03 0.12 0.13  3.93 0.71 0.65 1.44 
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CYX 0.87 0.11 0.18 0.19  0.91 0.05 0.13 0.14  3.40 0.61 0.61 1.28 
DCE 0.86 0.12 0.19 0.21  0.89 0.07 0.15 0.15  5.24 0.71 0.76 1.72 
DCK 0.86 0.11 0.19 0.21  0.90 0.05 0.15 0.16  4.65 0.78 0.74 1.61 
DFG 0.87 0.11 0.18 0.20  0.89 0.05 0.15 0.17  4.14 0.78 0.70 1.55 
DFL 0.85 0.11 0.21 0.22  0.88 0.05 0.16 0.18  4.26 0.73 0.74 1.63 
DFY 0.87 0.14 0.19 0.20  0.91 0.07 0.13 0.14  3.92 0.61 0.67 1.45 
DMX 0.85 0.13 0.21 0.22  0.88 0.07 0.17 0.18  4.66 0.76 0.73 1.58 
DQ 0.86 0.12 0.19 0.20  0.90 0.06 0.13 0.14  4.62 0.76 0.75 1.67 
DRR 0.85 0.14 0.21 0.22  0.90 0.07 0.15 0.16  5.24 0.74 0.78 1.78 
DRX 0.89 0.11 0.16 0.17  0.93 0.06 0.10 0.10  3.83 0.73 0.72 1.55 
HS 0.86 0.12 0.19 0.20  0.90 0.09 0.14 0.15  4.43 0.83 0.75 1.59 
JCD 0.88 0.12 0.17 0.19  0.92 0.06 0.11 0.12  4.77 0.79 0.77 1.69 
JCK 0.87 0.11 0.17 0.18  0.92 0.05 0.11 0.12  4.82 0.89 0.78 1.74 
KDC 0.86 0.14 0.20 0.21  0.90 0.06 0.14 0.15  4.77 0.73 0.72 1.62 
KDD 0.86 0.12 0.19 0.21  0.89 0.06 0.16 0.17  3.95 0.75 0.69 1.41 
KDZ 0.87 0.10 0.18 0.19  0.92 0.06 0.12 0.13  5.54 0.80 0.79 1.80 
LJ 0.88 0.10 0.17 0.18  0.92 0.06 0.12 0.13  4.69 0.78 0.78 1.69 
LJB 0.89 0.08 0.16 0.17  0.94 0.02 0.09 0.10  3.97 0.75 0.73 1.60 
LJX 0.88 0.08 0.16 0.18  0.93 0.04 0.10 0.11  3.63 0.75 0.67 1.37 
LX 0.85 0.14 0.21 0.22  0.91 0.06 0.14 0.14  4.33 0.70 0.74 1.61 
MEKD 0.85 0.12 0.20 0.22  0.88 0.06 0.17 0.18  4.91 0.76 0.75 1.68 
MEKR 0.86 0.12 0.19 0.21  0.88 0.06 0.16 0.18  4.06 0.70 0.69 1.51 
MEKS 0.86 0.12 0.18 0.19  0.90 0.07 0.14 0.15  5.25 0.80 0.75 1.75 
MKD 0.86 0.12 0.19 0.21  0.90 0.06 0.14 0.15  4.92 0.72 0.73 1.68 
MKR 0.85 0.11 0.20 0.21  0.88 0.06 0.16 0.17  5.26 0.76 0.74 1.70 
MKZ 0.86 0.11 0.20 0.21  0.88 0.06 0.17 0.19  4.43 0.78 0.71 1.60 
MX 0.86 0.11 0.19 0.20  0.88 0.08 0.16 0.17  4.58 0.78 0.73 1.58 
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PW 0.86 0.12 0.19 0.20  0.90 0.07 0.15 0.16  4.94 0.71 0.77 1.72 
RT 0.85 0.14 0.21 0.22  0.88 0.07 0.16 0.18  4.63 0.68 0.72 1.64 
WC 0.87 0.12 0.18 0.19  0.91 0.06 0.12 0.13  5.07 0.66 0.75 1.67 
XCD 0.86 0.11 0.20 0.21  0.88 0.06 0.19 0.20  5.09 0.86 0.79 1.78 
XCR 0.85 0.11 0.20 0.21  0.88 0.07 0.17 0.18  5.59 0.81 0.77 1.75 
XCW 0.86 0.11 0.19 0.20  0.89 0.06 0.15 0.16  5.00 0.78 0.76 1.68 
XG 0.87 0.11 0.19 0.20  0.90 0.07 0.15 0.16  4.10 0.70 0.71 1.56 
XJD 0.87 0.12 0.18 0.20  0.90 0.08 0.14 0.15  4.20 0.75 0.74 1.59 
XJX 0.86 0.13 0.20 0.21  0.88 0.09 0.16 0.17  4.64 0.66 0.71 1.61 
YJH 0.85 0.16 0.20 0.21  0.90 0.08 0.15 0.16  5.16 0.88 0.78 1.77 
YJX 0.87 0.12 0.18 0.19  0.90 0.07 0.14 0.15  5.59 0.81 0.77 1.81 
YYP 0.87 0.14 0.19 0.20  0.90 0.08 0.15 0.16  4.35 0.78 0.75 1.61 
ZD 0.87 0.12 0.19 0.20  0.91 0.06 0.14 0.15  4.17 0.81 0.74 1.56 
Mean 0.86 0.12 0.19 0.20  0.90 0.06 0.14 0.15  4.59 0.75 0.73 1.62 
F-value 0.01 1.74 0.36 0.13  10.86 6.84 11.67 10.47  67.83 5.86 77.19 101.70 
P-value 0.946 0.192 0.553 0.722  0.002 0.011 0.001 0.002  < 0.001 0.019 < 0.001 < 0.001 
Mean Total  0.86 0.11 0.19 0.20  0.90 0.06 0.14 0.15  4.23 0.74 0.70 1.51 

注：P：每个位点频率最高的等位基因的平均频率；HO：观测杂合度；HE：期望杂合度；π：核苷酸多态性；NE：有效种群大小；I：香农指数
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2.2.4 异常 SNP 检测结果 
使用基于 FST 的异常 SNP 检测方法 BAYESCAN 分别在 Tibet 分枝、HDM-WSP

分枝和所有种群中分别检测到 59、129、和 143 个异常 SNP，分别属于 25、41 和 49
个候选基因，共 208 个异常 SNP，属于 53 个候选基因。FDIST2 分别在 Tibet 分枝、

HDM-WSP 分枝和所有种群中分别检测到 70、151、和 172 个异常 SNP，分别属于 28、
47 和 51 个候选基因，共 227 个异常 SNP，属于 54 个候选基因(图 2-7; 表 2-6)。这两

种方法一共检测到 252 个异常 SNP，属于 54 个候选基因(其余 129 个 SNP 被认为中

性 SNP，用于遗传结构和遗传多样性分析)。从图 2-8 可以看出，有 20 个候选基因是

这两种方法在 Tibet 分枝共同检测到的非中性基因，有 39 个基因是这两种方法在

HDM-WSP 分枝共同检测到的非中性基因。其中有 1 个非中性基因是在 Tibet 分枝中

单独检测到的，14 个非中性基因是在 HDM-WSP 分枝中单独检测到的，16 个非中性

基因是在两个分枝中同时检测到的(具体见表 2-7)。 
 

 
图 2-7 使用(a, b, c) BAYESCAN 和 (d, e, f) FDIST2，基于(a, d) Tibet 分枝、(b, e) HDM-WSP 分

枝和(c, f)所有种群的异常 SNP 鉴定结果 
Fig. 2-7 Results of outlier SNP identification in (a, d) Tibet lineage, (b, e) HDM-WSP lineage and (c, f) 

all populations by (a, b, c) BAYESCAN and (d, e, f) FDIST2 
注：图 a，b，c 中，竖线右侧的点代表异常 SNP，图 d，e，f 中，两条折线外的点代表异常 SNP 
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表 2-6 使用四种方法得到的 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群中异常 SNP 的数量 
Table 2-6 Number of outlier SNPs detected in Tibet lineage, HDM-WSP lineage and all populations 
  BayeScan FDIST2 LFMM BayEnv Total 
Tibet lineage 59 (25) 70 (28) 127 (48) 11 (9) 177 (49) 
HDM-WSP lineage 129 (41) 151 (47) 143 (46) 53 (24) 244 (55) 
All populations 143 (49) 172 (51) 123 (39) 31 (16) 241 (55) 
Total 208 (53) 227 (54) 206 (54) 65 (28) 310 (56) 

注：括号中的数字代表包含异常 SNP 的候选基因的数量。 
 

 
图 2-8 由 BAYESCAN 和 FDIST2 在两个分枝检测到的特有和共有的包含异常 SNP 的基因的数

量 
Fig. 2-8 Venn diagrams showing the number of unique and shared genes which contain outlier SNPs 

detected in Tibet and HDM-WSP lineage by BAYESCAN and FDIST2 
 

使用基于遗传-环境相关性的方法 BayEnv 分别在 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和

所有种群中分别检测到 11、53、和 31 个异常 SNP，分别属于 9、24 和 16 个候选基

因，共 65 个异常 SNP，属于 28 个候选基因(图 2-9；表 2-6)。LFMM 分别在 Tibet 分
枝、HDM-WSP 分枝和所有种群中分别检测到 127、143、和 123 个异常 SNP，分别

属于 48、46 和 39 个候选基因，共 206 个异常 SNP，属于 54 个候选基因(图 2-10；表

2-6)。表 2-8 列出了这两种方法分别在四个气候因素下检测到的异常 SNP 的数量。从

图 2-11 可以看出，有 9 个候选基因是这两种方法在 Tibet 分枝共同检测到的非中性基
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因，有 22 个基因是这两种方法在 HDM-WSP 分枝共同检测到的非中性基因。其中没

有任何一个非中性基因是在 Tibet 分枝中单独检测到的，2 个非中性基因是在 HDM-
WSP 分枝中单独检测到的，5 个非中性基因是在两个分枝中同时检测到的(具体见表

2-10)。 
表 2-7 由 BAYESCAN 和 FDIST2 共同检测到的，Tibet 分枝和 HDM-WSP 分枝共有和特有的非

中性的候选基因列表 
Table 2-7 List of common and specific non-neutral gene detected from Tibet and HDM-WSP lineage by 

BayeScan and FDIST2 
Gene Function 
Common  
DF_Qa020 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 
DF_Qa030 proton gradient regulation 5 
DF_Qa035 Xylem serine proteinase 1 precursor 
DF_Qa038 fiddlehead-like protein 
DF_Qa051 AMP dependent CoA ligase, putative 
DF_Qa077 laccase 
DF_Qa079 mitotic control protein dis3 
DF_Qa089 GDH2 
DF_Qa104 heat shock protein 70-3 
DF_Qa113 aspartic proteinase 
DF_Qa129 phospholipase D alpha 
DF_Qa132 stress-associated protein 1 
DF_Qa146 50S ribosomal protein L7/L12 
DF_Qa151 phosphoenolpyruvate carboxylase 
DF_Qa172 putative transaldolase 
DF_Qa180 Myb-related transcription factor 
Specific of HDM-WSP lineage 
DF_Qa003 cytochrome P450 
DF_Qa019 hexose transporter 1 
DF_Qa028 aspartic proteinase 
DF_Qa040 AAP6 (AMINO ACID PERMEASE 6) 
DF_Qa052 glutathione S-transferase 
DF_Qa055 flavonoid 3-hydroxylase 
DF_Qa082 Eukaryotic initiation factor-5 
DF_Qa084 white-brown-complex ABC transporter family 
DF_Qa120 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 
DF_Qa127 plasma membrane major intrinsic protein 
DF_Qa137 phosphoprotein phosphatase 
DF_Qa143 short chain alcohol dehydrogenase 
DF_Qa150 long-chain acyl-CoA synthetase 4 
DF_Qa167 R2R3 Myb30 transcription factor 
Specific of Tibet lineage 
DF_Qa100 PREDICTED: similar to ring domain containing protein isoform 2 
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图 2-9 使用 BayEnv，基于(a-d) Tibet 分枝、(e-h) HDM-WSP 分枝和(i-l)所有种群的异常 SNP 鉴

定结果 
Fig. 2-9 Results of outlier SNP identification in (a-d) Tibet lineage, (e-h) HDM-WSP lineage and (i-l) 

all populations by BayEnv 
注：红色虚线上方的点代表异常 SNP 

 

 
图 2-10 使用 LFMM，基于(a-d) Tibet 分枝、(e-h) HDM-WSP 分枝和(i-l)所有种群的异常 SNP 鉴

定结果 
Fig. 2-10 Results of outlier SNP identification in (a-d) Tibet lineage, (e-h) HDM-WSP lineage and (i-l) 

all populations by LFMM 
注：红色虚线上方的点代表异常 SNP 
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表 2-8 使用 BayEnv 和 LFMM 得到的 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群中与四个环境变量

显著相关的异常 SNP 的数量 
Table 2-8 Number of outlier SNPs which were significant with each of the four environmental variables 

in Tibet lineage, HDM-WSP lineage and all populations by BayEnv and LFMM. 
 BayEnv  LFMM 

 Tibet  HDM-WSP  
All 

populations 
 Tibet  HDM-WSP  

All 
populations 

bio03 4 7 4  57 63 43 
bio09 0 29 14  48 67 67 
prec01 5 20 13  72 62 45 
prec06 3 14 6  68 65 48 

 
 

 
图 2-11 由 BayEnv 和 LFMM 在两个分枝检测到的特有和共有的包含异常 SNP 的基因的数量 

Fig. 2-11 Venn diagrams showing the number of unique and shared genes which contain outlier SNPs 
detected in Tibet and HDM-WSP lineage by BayEnv and LFMM 
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表 2-10 由 BayEnv 和 LFMM 共同检测到的，Tibet 分枝和 HDM-WSP 分枝共有和特有的非中性

的候选基因列表 
Table 10 List of common and specific non-neutral gene detected from Tibet and HDM-WSP lineage by 

BayEnv and LFMM 
Gene Function 
Common 
DF_Qa026 zinc finger protein 
DF_Qa054 amino acid binding protein 
DF_Qa057 indole-3-acetic acid 14 transcription factor like 
DF_Qa079 mitotic control protein dis3 
DF_Qa083 4-coumarate:coA ligase 2 
Specific of HDM-WSP lineage 
DF_Qa064 multicopper oxidase, 
DF_Qa150 long-chain acyl-CoA synthetase 4 
Specific of Tibet lineage 
Null Null 

 
2.2.5 环境与遗传变异相关性分析结果 
2.2.5.1 Mantel 检验 

 
图 2-12 基于所有 SNP 数据，在(a, d) Tibet 枝系、(b, e) HDM-WSP 枝系和(c, f)所有种群中，对

(a-c)地理距离和遗传距离、(d-f)环境距离和遗传距离进行 Mantel 检验的结果 
Fig. 2-12 Results of Mantel tests between (a-c) geographic and genetic distance, (d-f) environmental 

and genetic distance in (a, d) Tibet lineage, (b, e) HDM-WSP lineage and (c, f) all populations based on 
all SNP dataset 

 
Mantel 检验显示了在 Tibet 分枝(Mantel’s r = 0.45, P = 0.006)、HDM-WSP 分枝
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(Mantel’s r = 0.45, P < 0.001)和所有种群(Mantel’s r = 0.64, P < 0.001)中均检测到了显

著的距离隔离，并在 HDM-WSP 分枝(Mantel’s r = 0.31, P = 0.002)和所有种群(Mantel’s 
r = 0.12, P = 0.036)中检测到了显著的环境隔离，但在 Tibet 分枝(Mantel’s r = 0.09, P = 
0.220)没有检测到显著的环境隔离(图 2-12)。 

偏 Mantel 检验显示了类似的结果：在 Tibet 分枝(Mantel’s r = 0.49, P = 0.011)、
HDM-WSP 分枝(Mantel’s r = 0.34, P < 0.001)和所有种群(Mantel’s r = 0.65, P < 0.001)
中均检测到了显著的距离隔离(控制环境距离的影响)，并在所有种群(Mantel’s r = 0.13, 
P = 0.036)中检测到了显著的环境隔离(控制地理距离的影响)，但在 Tibet 分枝(Mantel’s 
r = -0.23, P = 0.937)和 HDM-WSP 分枝(Mantel’s r = 0.18, P = 0.051)中没有检测到显著

的环境隔离(表 2-11)。 
 
表 2-11 在 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群中，遗传距离和地理距离之间(控制环境距离

的影响)以及和环境距离之间(控制地理距离的影响)的偏 Mantel 检验结果 
Table 2-11 Results of partial mantel test between genetic distance and geographical distance (controlled 
the effect of environmental distance) and environmental distance (controlled the effect of geographical 

distance) in Tibet lineage, HDM-WSP lineage and all populations 

 Tibet  HDM-WSP  All populations 

 
Mantel’s 

r 
P  

Mantel’s 
r 

P  
Mantel’s 

r 
P 

IBD conditioned with 
environmental distance 

0.49 0.011  0.34 <0.001  0.65 <0.001 

IBE conditioned with 
geographical distance 

-0.23 0.937  0.18 0.051  0.13 0.036 

 
表 2-12 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群中遗传距离与四个气候因子距离之间的 Mantel

检验和偏 Mantel 检验(控制地理矩阵的影响)结果 
Table 2-12 Results of Mantel test and partial Mantel test (controlled the effect of geographical distance) 
between genetic distance and each of the four bioclimatic distances in Tibet lineage, HDM-WSP lineage 

and all populations 
 Tibet Lineage  HDM-WSP Lineage  All populations 
 Mantel’s r P  Mantel’s r P  Mantel’s r P 
Mantel test  
bio03 distance -0.01 0.528  0.13 0.090  0.07 0.126 
bio09 distance 0.04 0.304  -0.05 0.877  -0.02 0.811 
prec01 distance 0.04 0.302  0.24 0.006  0.19 0.002 
prec06 distance 0.13 0.190  0.22 0.018  0.07 0.147 
partial Mantel test 
bio03 distance -0.20 0.939  0.07 0.197  0.02 0.346 
bio09 distance 0.05 0.276  -0.04 0.816  -0.03 0.899 
prec01 distance -0.18 0.908  0.16 0.041  0.22 < 0.001 
prec06 distance -0.16 0.869  0.10 0.163  0.06 0.154 
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对遗传距离和四个气候因子距离进行 Mantel 检验发现在 HDM-WSP 分枝中，遗

传距离与 prec01 (Mantel’s r = 0.24, P = 0.006)和 prec06 (Mantel’s r = 0.22, P = 0.018)显
著相关；在所有种群中，遗传距离与 prec01 显著相关(Mantel’s r = 0.19, P = 0.002)；
而在 Tibet 分枝中，没有气候因子与遗传距离显著相关。偏 Mantel 检验发现在 HDM-
WSP 分枝中，遗传距离仅与 prec01 显著相关(Mantel’s r = 0.16, P = 0.041)；在所有种

群中，遗传距离同样仅与 prec01 显著相关(Mantel’s r = 0.22, P < 0.001)；同样在 Tibet
分枝中，没有气候因子与遗传距离显著相关(表 2-12)。 

MRM 结果表明，在 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群中的最优模型均显

著(P < 0.05)。在 Tibet 分枝中，遗传距离仅与地理距离显著相关(Spearman’s ρ = 0.48, 
P = 0.012)，而与气候因子均无显著相关关系；在 HDM-WSP 分枝中，遗传距离与地

理距离(Spearman’s ρ = 0.40, P < 0.001)和 prec01 (Spearman’s ρ = 0.17, P = 0.022)显著相

关；在所有种群中，遗传距离与地理距离(Spearman’s ρ = 0.66, P < 0.001)和 prec01 
(Spearman’s ρ = 0.14, P = 0.003)显著相关(表 2-13)。 
 
表 2-13 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群中遗传距离与环境距离之间的距离矩阵多元回归

分析结果 
Table 2-13 Results of MRM (Multiple Regression on distance Matrices) between genetic distance and 

environmental distances in Tibet lineage, HDM-WSP lineage and all populations 
 Tibet Lineage  HDM-WSP Lineage  All populations 
 ρ P  ρ P  ρ P 
geographical distance 0.48 0.012  0.40 <0.001  0.66 <0.001 
bio03 distance -0.04 0.686  0.07 0.301  < 0.01 0.972 
bio09 distance -0.02 0.837  0.03 0.601  0.04 0.140 
prec01 distance -0.13 0.351  0.17 0.022  0.14 0.003 
prec06 distance -0.01 0.939  -0.02 0.830  -0.01 0.734 
ρ2 and P of best model 0.19 0.030  0.27 <0.001  0.46 <0.001 

 
Mantel 检验的结果说明在川滇高山栎分布区内存在显著的地理隔离，并且为形

成遗传分化最主要的形式。在 HDM-WSP 分枝和所有种群中均存在显著的环境隔离，

为形成遗传分化的次要形式。Prec01 也就是一月降水量(可看做干旱季节的降水量)与
遗传分化显著相关，因此为影响遗传分化的最主要气候变量。 
2.2.5.2 冗余分析 

使用 SNP 和 SSR 数据对川滇高山栎的遗传分化进行 RDA 分析和偏 RDA 分析

(控制地理因素的影响)，以评估每个气候因素和地理因素在环境塑造遗传变异的模型

中起到的作用(表 2-14；表 2-15)。每个模型均显著(P = 0.001)。每个环境变量的特征

值和解释度以及方差检验结果均展示于表 2-14 和表 2-15。表 2-16 展示了环境因素的

总解释度和地理因素的解释度。 
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表 2-14 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群中基于 SNP 的遗传变异和四个气候因子梯度之

间的 RDA 和偏 RDA(控制地理因素的影响)结果总结 
Table 2-14 Summary of RDA and pRDA between genetic variations based on SNP dataset and four 

climate gradients in Tibet lineage, HDM-WSP lineage and all populations 

Axis 
RDA  pRDA 

Variance 
Percentage of 
variation (%) 

F P  Variance 
Percentage of 
variation (%) 

F P 

Tibet Lineage 
bio03 1.28 1.22 2.08 0.001  1.08 1.03 1.75 0.001 
bio09 1.09 1.04 1.76 0.001  1.01 0.96 1.65 0.001 
prec01 0.84 0.80 1.37 0.023  0.83 0.79 1.36 0.024 
prec06 1.11 1.06 1.80 0.001  0.76 0.72 1.24 0.087 
whole model  1.75 0.001    1.50 0.001 
HDM-WSP Lineage 
bio03 0.61 0.53 2.31 0.001  0.69 0.60 2.65 0.001 
bio09 2.28 2.99 8.64 0.001  2.06 1.80 7.96 0.001 
prec01 1.15 1.01 4.38 0.001  0.50 0.44 1.94 0.001 
prec06 1.19 1.04 4.52 0.001  0.89 0.78 3.42 0.001 
whole model  4.96 0.001    4.00 0.001 
All populations 
bio03 0.47 0.39 2.33 0.001  0.48 0.39 2.57 0.001 
bio09 1.39 1.15 6.94 0.001  1.40 1.16 7.48 0.001 
prec01 1.39 1.15 6.95 0.001  0.48 0.40 2.55 0.001 
prec06 0.73 0.61 3.64 0.001  0.77 0.64 4.12 0.001 
whole model  4.97 0.001    4.18 0.001 

 

 
图 2-13 基于所有 SNP 数据，在(a, d) Tibet 枝系、(b, e) HDM-WSP 枝系和(c, f)所有种群中的(a-c) 

RDA 和(d-f) 偏 RDA 的载荷结果 
Fig. 2-13 Loading results of (a-c) RDA and (d-f) pRDA in (a, d) Tibet lineage, (b, e) HDM-WSP lineage 

and (c, f) all populations based on all SNP dataset 
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对于 SNP 数据，在 Tibet 分枝中 RDA 的结果显示 bio03、prec06 和 bio09 对遗传

分化的影响较大，偏 RDA 的结果则显示 bio03 和 bio09 的影响较大；在 HDM-WSP
分枝中，RDA 的结果显示 bio09、prec01 和 prec06 的影响较大，偏 RDA 的结果则显

示 bio09 的影响较大；在所有种群中，RDA 的结果显示 prec01 和 bio09 的影响较大，

而偏 RDA 的结果则显示 bio09 的影响较大(图 2-13；表 2-14)。 
对于 SSR 数据，在 Tibet 分枝中 RDA 的结果显示 prec06、prec09 和 bio03 对遗

传分化的影响较大，偏 RDA 的结果则显示 bio09 的影响较大；在 HDM-WSP 分枝中，

RDA 的结果显示 prec06、prec01 和 bio09 的影响较大，偏 RDA 的结果则显示四种气

候因子的影响差别不大；在所有种群中，RDA 的结果显示 prec01 的影响较大，而偏

RDA 的结果则显示 prec01、prec06 和 bio9 的影响较大(图 2-14；表 2-15)。 
 
表 2-15 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群中基于 SSR 的遗传变异和四个气候因子梯度之

间的 RDA 和偏 RDA(控制地理因素的影响)结果总结 
Table 2-15 Summary of RDA and pRDA between genetic variations based on SSR dataset and four 

climate gradients in Tibet lineage, HDM-WSP lineage and all populations 

Axis 
RDA  pRDA 

Variance 
Percentage of 
variation (%) 

F P  Variance 
Percentage of 
variation (%) 

F P 

Tibet Lineage 
bio03 0.18 1.76 3.06 0.001  0.14 1.33 2.35 0.001 
bio09 0.20 1.90 3.30 0.001  0.18 1.77 3.14 0.001 
prec01 0.07 0.71 1.24 0.177  0.12 1.19 2.12 0.002 
prec06 0.21 1.99 3.46 0.001  0.09 0.88 1.57 0.032 
whole model  2.76 0.001    2.30 0.001 
HDM-WSP Lineage 
bio03 0.07 0.50 2.15 0.001  0.09 0.66 2.89 0.001 
bio09 0.12 0.84 3.59 0.001  0.10 0.68 2.99 0.001 
prec01 0.13 0.95 4.07 0.001  0.10 0.69 3.03 0.001 
prec06 0.18 1.31 5.64 0.001  0.13 0.95 4.13 0.001 
whole model  3.86 0.001    3.26 0.001 
All populations 
bio03 0.07 0.49 2.94 0.001  0.05 0.39 2.44 0.001 
bio09 0.09 0.64 3.85 0.001  0.08 0.61 3.83 0.001 
prec01 0.14 1.05 6.28 0.001  0.11 0.79 4.92 0.001 
prec06 0.10 0.78 4.67 0.001  0.09 0.67 4.18 0.001 
whole model  4.44 0.001    3.84 0.001 
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图 2-14 基于 SSR 数据，在(a, d) Tibet 枝系、(b, e) HDM-WSP 枝系和(c, f)所有种群中的(a-c) RDA

和(d-f) 偏 RDA 的载荷结果 
Fig. 2-14 Loading results of (a-c) RDA and (d-f) pRDA in (a, d) Tibet lineage, (b, e) HDM-WSP lineage 

and (c, f) all populations based on SSR dataset 
 
表 2-16 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群中，RDA 和偏 RDA 得到的环境变量的特征值和

解释度 
Table 2-16 Eigenvalue and PVE (percentage variance explained) of environmental variables of RDA 

and pRDA in Tibet lineage, HDM-WSP lineage and all populations 
 RDA  pRDA 
 Constrained  Conditioned  Constrained 
 Eigenvalue PVE(%)  Eigenvalue PVE(%)  Eigenvalue PVE(%) 
SNP         
Tibet  4.33 4.12  2.79 2.66  3.68 3.50 
HDM-WSP  5.23 4.57  3.38 2.95  4.14 3.62 
All populations 3.97 3.30  8.97 7.46  3.12 2.59 
SSR         
Tibet  0.66 6.35  0.42 4.06  0.54 5.18 
HDM-WSP  0.51 3.60  0.38 2.72  0.42 2.98 
All populations 0.40 2.96  0.67 4.94  0.33 2.45 

 
结合表 2-14、表 2-15、表 2-16，我们发现无论是基于 SNP 数据(其中大多数受到

自然选择)还是基于 SSR 数据的分析，地理因素始终是对遗传分化影响最大的环境因

子。在控制地理因素的影响后，偏 RDA 的结果与 RDA 有较大的差别，间接反映了

地理因素对遗传分化有较大的影响。相对于较小的尺度(Tibet 分枝和 HDM-WSP 分

枝)，在大尺度(所有种群)中，地理因素的影响更大。另外基于 SNP 的分析结果表明
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bio09 是对遗传分化影响最大的气候因子，而基于 SSR 的结果则表明，四种气候因子

均对遗传分化有显著的影响，尤其是 bio9、prec01 和 prec06。 
2.2.5.3 梯度森林模型 

梯度森林模型的结果显示，地理因素(经度、纬度)是构建模型的最重要环境变量。

而四种气候因子的影响差异不大，但 prec06 无论是在 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝，

还是在所有种群中，都是重要性最大的气候因子(图 2-15；表 2-17)。 
图 2-16、图 2-17 和图 2-18 分别展示了 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群

中遗传变异沿环境梯度的累积重要性。从这三张图中可以发现，两个分枝和所有种群

中，经度梯度在东经 96 度至 98 度之间的遗传组成均变化剧烈。而从采样图和采样表

中可以看出，此经度范围恰好为 Tibet 分枝和 HDM-WSP 分枝的分界线，这从另一个

角度与遗传结构的划分相互印证。另外，prec06 (六月降水量)在 160 至 180 毫米之间

以及 200 毫米至 220 毫米之间时，遗传组成均变化剧烈，而其他的环境因子对遗传变

异的影响相对平滑。 
 

 
图 2-15 基于 SNP 数据，在(a, d) Tibet 枝系、(b, e) HDM-WSP 枝系和(c, f)所有种群中，对遗传变

异和环境梯度进行(a, b, c) GF 和(d, e, f) GDM 模拟的结果 
Fig. 2-15 Results of GF (a-c) and (d-f) GDM modeling between genetic variants and environmental 
gradients in (a, d) Tibet lineage, (b, e) HDM-WSP lineage and (c, f) all populations based on SNP 

dataset 
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表 2-17 基于所有 SNP 数据，在 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群中，对遗传变异和环境

梯度进行 GF 建模的每个环境因子的精度重要性 
Table 2-17 Accuracy Importance of each environmental variables of GF modeling between genetic 

variants and environmental gradients in Tibet lineage, HDM-WSP lineage and all populations based on 
SNP dataset 

Variables Tibet lineage HDM-WSP lineage All populations 
latitude 0.02 0.04 0.02 
longitude 0.02 0.04 0.02 
bio03 0.01 0.02 0.01 
bio09 0.01 0.04 0.02 
prec01 0.01 0.03 0.01 
prec06  0.02 0.03 0.02 

 

 
图 2-16 Tibet 分枝遗传变异沿环境梯度的累积重要性 

Fig. 2-16 Cumulative importance of genetic variation along environmental gradients in Tibet lineage 
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图 2-17 HDM-WSP 分枝遗传变异沿环境梯度的累积重要性 

Fig. 2-17 Cumulative importance of genetic variation along environmental gradients in HDM-WSP 
lineage 
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图 2-18 所有种群中遗传变异沿环境梯度的累积重要性 

Fig. 2-18 Cumulative importance of genetic variation along environmental gradients in all populations 
 
2.2.5.4 广义相异建模 

广义相异建模的结果显示，地理距离是构建模型的最重要环境距离矩阵(图 2-15；
表 2-18)。在 Tibet 分枝和所有种群中，距离矩阵的重要程度分别为 55.05%和 82.43%，

远远超过其他环境矩阵的重要性。所有种群中，prec01 的重要性虽然远远小于地理距

离，但相对于其他三个气候因子，却处于较高的位置(5.34%)。而在 HDM-WSP 种群

中，地理矩阵的重要性依然很高(13.28%)，但是其他环境矩阵也有很高的重要性(如
prec01 为 13.42%，bio9 为 6.89%)，prec01 甚至超过了地理矩阵，成为最重要的环境

矩阵变量。因此广义线性模型的结果与同样基于距离矩阵的 Mantel 检验的结果非常

相似，即地理距离是形成遗传分化最主要的形式，prec01 在 HDM-WSP 分枝和所有
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种群中为影响遗传分化的最主要气候变量。图 2-19、图 2-20 和图 2-21 分别展示了

Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群中遗传距离沿环境距离梯度变化的 I-样条曲

线。由于在 Tibet 分枝中，prec01 的重要性为零，因此在图 2-19 中缺少 prec01 的 I-样
条曲线图。 

 
表 2-18 基于所有 SNP 数据，在 Tibet 分枝、HDM-WSP 分枝和所有种群中，对遗传变异和环境

梯度进行 GDM 建模的每个环境因子的变量重要性(%) 
Table 2-18 Variable Importance of each environmental variables of GDM modeling between genetic 

variants and environmental gradients in Tibet lineage, HDM-WSP lineage and all populations based on 
SNP dataset (%) 

Variables Tibet lineage HDM-WSP lineage All populations 
Geographic 55.05 13.28 82.43 
bio03  7.81 0.11 0.11 
bio09 4.27 6.89 0.98 
prec01 0.00 13.42 5.34 
prec06 1.71 3.11 0.04 

 

 
图 2-19 Tibet 分枝遗传距离沿环境距离梯度变化的 I-样条曲线 

Fig. 2-19 I-splines showing changes genetic distance along environmental distance gradients in Tibet 
lineage 
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图 2-20 HDM-WSP 分枝遗传距离沿环境距离梯度变化的 I-样条曲线 

Fig. 2-20 I-splines showing changes genetic distance along environmental distance gradients in HDM-
WSP lineage 
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图 2-21 所有种群中遗传距离沿环境距离梯度变化的 I-样条曲线 

Fig. 2-21 I-splines showing changes genetic distance along environmental distance gradients in all 
populations 
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3 讨论 

3.1 遗传多样性与遗传结构 
本研究使用65个与胁迫相关的细胞核候选基因，在川滇高山栎的60个种群，587

个个体中进行扩增，使用高通量测序的方法鉴定到381个SNP位点，加上8个核SSR位
点，对川滇高山栎的遗传结构和遗传多样性进行分析。两套数据对遗传结构的研究得

到类似的结果：川滇高山栎在其分布区内存在明显的遗传分化，即以东经106-108度
为界线，分布于喜马拉雅东部的种群(Tibet分枝)和分布在横断山脉、四川西部山地

(HDM-WSP分支)的川滇高山栎属于两个明显的遗传分枝。这种分化结构来源于种群

历史动态，即第三纪、第四纪的气候动荡及喜马拉雅山脉的隆升过程造成的川滇高山

栎种群扩张、漂变、迁移、隔离等(Du et al., 2017)。从图2-5、图2-6及表2-5中我们发

现，基于中性位点的分析，得到不明显的遗传结构，但基于非中性位点的分析得到了

非常明显的遗传结构，因此可以判断，川滇高山栎对不同分布区差异明显的生态条件

的适应加剧了枝系间的分化程度。普遍存在的枝系内的花粉基因流促进了基因交流，

因而遗传分化主要分布于种群内，在种群间极低。 
基于中性位点的分析发现，Tibet分枝的遗传多样性显著低于HDM-WSP分枝，这

可能与其经历过遗传漂变有关。第四纪冰期震荡对喜马拉雅山地区的影响非常明显，

川滇高山栎的分布区被冰川反复地覆盖，川滇高山栎随之收缩至避难所，当气候变暖

后又重新扩张(Meng et al., 2017; Du et al., 2017)。这个过程造成了Tibet分枝的遗传多

样性的丧失，尽管突变和基因流不断增加了其多样性，但依旧无法达到HDM-WSP的
程度。而基于多数为受选择位点的全部SNP的分析却发现，两个分枝的遗传多样性差

异不明显。这是因为非中性位点并未经历冰期的遗传漂变，因此冰期的遗传漂变不会

对Tibet的遗传多样性造成影响。 

3.2 异常SNP位点 
使用基于FST异常值检验和基于等位基因频率-气候梯度相关性的检验方法对381

个SNP位点进行鉴定，我们分别检测出对Tibet分枝、HDM-WSP分枝和所有种群的生

态适应起到关键作用的适应性SNP。未来我们可以关注其详细的功能，并比较两个分

支中非中性SNP影响植物生态适应内在机理的异同，进而为保护两个分枝的川滇高山

栎的遗传资源提出不同的针对性策略。在使用BayEnv对非中性SNP进行鉴定时，由于

没有得到真正中性的SNP数据集，而是使用BAYESCAN和FDIST2没有鉴定到的SNP
位点作为参考模型，因此结果中存在大量假阴性，最终得到的非中性SNP极少。因此

仅有的研究需要避免该情况的出现。 

3.3 遗传变异应对气候变化的模式 
使用多种方法对川滇高山栎应对气候变化的模式进行分析，得到一个一致的结论：
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无论是在两个分枝还是在所有种群尺度下，地理因素是影响遗传分化的最主要因素。

除了地理因素，几种方法模拟的气候因素对遗传变异的影响差异很大。同为基于距离

矩阵的方法，Mantel检验和GDM的结果类似，即在HDM-WSP分枝和所有种群中，川

滇高山栎的遗传变异受到一月降水量(prec01)的影响比较显著，而在Tibet分枝中，气

候变量的影响不显著。基于SNP数据的RDA的结果表明干季平均气温(bio09)是影响

HDM-WSP分枝和所有种群遗传变异的最重要因素，而在Tibet分枝中，四种气候因子

对遗传变异的影响差异不大，其中等温性(bio03)为影响最大的气候变量。基于SSR的
结果则表明，四种气候因子对遗传分化均存在显著的影响，尤其是干季平均气温

(bio09)、一月降水量(prec01)和六月降水量(prec06)。GF结果却表明在Tibet分枝和

HDM-WSP分枝和所有种群中，所有气候变量对遗传变异的影响差异不大，其中六月

降水量(prec06)是相对影响最大的气候变量。 
综上所述，除了一月降水量的距离矩阵对HDM-WSP分枝和所有种群遗传距离的

影响最大，其他气候因素对遗传变异都存在显著的影响，但差异不大。另外GF的累积

重要性曲线图表明，经度范围在东经96-98度之间、一月降水量在12-14毫米之间、六

月降水量在160-180毫米之间时，对遗传变异的影响最大，而其他环境因子对遗传变

异的影响比较平滑。此结果可用于预测川滇高山栎的遗传变异对未来气候变化的响应

模式。 
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4 结论与展望 

4.1 结论 
本研究从65个胁迫相关候选基因中鉴定到381个SNP位点，以此SNP数据集为基

础，另外使用8个中性SSR位点，对我国西南地区川滇高山栎种群的遗传多样性、遗

传结构及生态适应性进行研究，得到以下结论： 
(1) 两种分子标记均检测到川滇高山栎分布区内存在显著的遗传结构，并将其

分为Tibet分枝和HDM-WSP分枝，分别分布于西藏东部和横断山脉-四川西部山区。

基于所有SNP数据集的分析得到两个分枝之间的结构更加明显，由此可以判断，川

滇高山栎对不同分布区差异明显的生态条件的适应加剧了枝系间的分化程度。 
(2) 基于中性位点(SSR和中性SNP)的分析发现，Tibet分枝的遗传多样性显著低于

HDM-WSP分枝，这可能与其经历过遗传漂变有关。而基于多数为受选择位点的全部

SNP位点的分析却发现，两个分枝的遗传多样性差异不明显。这是因为非中性位点并

未经历冰期的遗传漂变，因此冰期的遗传漂变不会对Tibet的遗传多样性造成影响。 
(3) 使用四种检测方法，共检测到310个非中性的SNP，来自56个候选基因。分别

检测出对Tibet分枝、HDM-WSP分枝和所有种群的生态适应起到关键作用的适应性

SNP，并找出两个分枝中特有的和共有的基因，比较两个分枝中非中性基因影响植物

生态适应内在机理的异同，进而为保护两个分枝的川滇高山栎的遗传资源提出不同的

针对性策略。 
(4) 无论是在两个分枝还是在所有种群尺度下，地理因素是影响川滇高山栎遗传

分化的最主要因素。除了地理因素，四种气候因子对遗传分化的影响差异不大，但基

于距离矩阵相关性的分析方法(Mantel检验和GDM)同时检测到一月降水量(prec01)在
HDM-WSP分枝和所有种群中对遗传距离的影响最大，存在显著的环境隔离(IBE, 
isolation by environment)模式。另外GF的累积重要性曲线图表明，经度范围在东经96-
98度之间、一月降水量在12-14毫米之间、六月降水量在160-180毫米之间时，对遗传

变异的影响最大，而其他环境因子对遗传变异的影响比较平滑。此结果可预测川滇高

山栎的遗传变异对未来气候变化的响应模式。 

4.2 展望 
本论文对川滇高山栎的生态适应进行了深入的研究，但依然存在一些问题需要解

决，以下列举了对今后研究的一些展望。 
(1) 本研究对候选基因PCR产物进行高通量测序，进而使用生物信息学的方法处

理序列数据，鉴定SNP。但结果发现，存在大量的数据缺失，可能的原因是测序深度

不够高，或鉴定SNP的过程存在缺陷，因此建议提高测序深度，并优化SNP的鉴定流

程，提高数据的使用效率。 
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(2) 在使用BayEnv对非中性SNP进行检测时，由于没有得到真正中性的SNP数据

集作为参考模型，因此结果中存在大量假阴性，最终得到的非中性SNP极少。因此建

议设计实验时加入大量中性基因与候选基因同时进行PCR、测序与SNP鉴定，从而获

取中性SNP数据集，以提高BayEnv的检测效率。 
(3) 由于测序技术的不断成熟以及成本的不断降低，对非模式物种进行全基因组

或简化基因组测序，进而对生态适应进行分析已经成为趋势(Bay et al., 2018)。这种方

法可以得到更大规模的数据，从而对生态适应进行更加精准的分析。 
(4) 本研究使用四种方法检测到大量非中性SNP位点，但仍需要对这些SNP适应

生态变异的内在机理进行深入的分析，从而得到更加直接的证据来对物种生态适应的

分子机制进行解释。 
(5) 两种非线性的生态-遗传相关性的建模方法GF和GDM可用于预测遗传变异对

未来气候变化的响应模式。这两种方法甚至优于物种分布模型的效果(Fitzpatrick & 
Keller, 2015)，可以在后续的研究中加以利用。 

(6) 更加深入的研究需要继续进行，也为对其他地区、其他林木物种的研究提供

参考，同时为森林资源的保护提供理论依据。 
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测在气候环境变迁下森林物种变迁规律的研究。目前主持和参与国家、省部级等

科研项目 10 项，累计科研经费 300 万元。其中主持国家自然基金青年项目、北

京市科技新星、教育部博士点新教师基金，中央高校基金科研业务费专项资金等；

作为主要参与人参与国家及省部级科研项目两项，学校创新团队项目一项。 
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成果 

成果 

硕士在读期间发表文章： 
王玉垚, 张悦, 方剑火, 杜芳. 一种基于候选基因研究树木生态适应的方法: 以
川滇高山栎为例[J]. 兰州大学学报(自然科学版), 2017, N20170283. (已录用, 未发

表) 
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时光荏苒，三年的硕士求学生涯即将结束。在学位论文交付之际，回顾研究

生三年的生活，要感谢的人太多太多…… 
首先，我要把最诚挚的感谢献给我的导师，杜芳副教授！三年里，从论文的

选题、设计、文献阅读、样品采集、数据处理分析到论文撰写的每个阶段，无不

倾注了恩师大量的心血与汗水。这三年来的工作中，杜老师一直以各种方式激发

和锻炼我的科研能力，同时她的严谨和极具感染力的科研热情也潜移默化的影响

着我的生活和性格，对于科学问题的每次请教，都能得到导师耐心的解答；工作

中的成败得失，总是会受到导师关切的鼓励和启发。杜老师渊博的学识、严谨的

治学态度、敏锐的科学思路、忘我的工作精神始终影响和教育着我。在科研上，

我很庆幸恩师能作为自己三年科研道路上的引路人，为我树立了学习工作方面的

一个好榜样；在生活中，恩师对我的言传身教也让我感触颇深并使我终身受益，

感谢杜老师早早培养了我自由正直的襟怀。在此，谨向恩师三年来在学习、科研

和生活上对我的淳淳教诲、精心培养和亲切关怀表示我最衷心的感谢。千言万语

融入一句：感谢恩师！ 
感谢中科院微生物所的尹康全老师、清华大学的方剑火老师、台湾师范大学

的廖培均老师和黄秉宏老师、山东农业大学的王年老师以及北京林业大学生态学

科的李俊清老师、刘艳红老师、王襄平老师、吕佳老师等老师在我的研究过程中

给我的细心指导。谢谢实验室的科研助理王宇暹老师在我的工作和生活中对我的

支持和鼓励。在此向各位老师奉上我最诚挚的感谢和最美好的祝福！ 
感谢读研期间陪伴我的侯盟、鲁四海、宋佳、吕岩、刘媛、于涛、苏金源、

张悦、李月娟、燕语、王天瑞、王瑞、王肖静、崔亦凡、杨睿等实验室的兄弟姐

妹，感谢这三年来他们对我的照顾和帮助。感谢我的室友叶子奇、张鹏、杨雨果、

余克非平日的关心和包容。感谢我的异地恋女友孙文静，她是我心中的光！感谢

她这三年来对我默默的支持，是她对我的包容，鼓励和不离不弃让我能够坚持走

到今天。 
最后，感谢父母二十多年来对我的的养育之恩，让我能够在他们的关爱之下

健康成长，感谢他们对我无微不至的照顾和关心。感谢我的亲人，在我的学习期

间给予的支持和鼓励，我所取得的每一分成绩都与他们息息相关。 
最后，向所有关系和帮助过我的朋友和亲人致以最诚挚的感谢！ 
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