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摘要 

I 

摘要 

川滇高山栎(Quercus aquifoliodes Rehd. Et Wils.)和刺叶高山栎(Quercus spinosa 

David ex Franch.)为壳斗科栎属常绿硬叶植物，广泛分布于我国西南地区的高海拔地

区，对严酷的生态环境有着较强的适应能力，但关于其适应的遗传机制研究较少。本

研究利用 15 对微卫星分子标记对对川滇高山栎 60 个种群，共计 996 个个体和刺叶高

山栎 46 个种群，共计 661 个个体进行了种群及景观遗传研究。首先，我们对川滇高

山栎和刺叶高山栎的遗传结构和遗传多样性进行研究，结果表明川滇高山栎和刺叶高

山栎在其各自的分布区内分化为两个明显的遗传谱系：川滇高山栎在其分布区内分化

为位于西藏东部的Tibet谱系和位于喜马拉雅–横断山脉/川西高原的HDM-WSP谱系，

刺叶高山栎在其分布范围内分化为位于中国西部横断山脉地区的 West 谱系和位于秦

岭山脉及中国东部地区的 East 谱系。其次，基于 GenAlEx 的遗传多样性分析结果表

明川滇高山栎种群的遗传多样性高于刺叶高山栎，且在川滇高山栎种群中，

HDM-WSP 谱系的遗传多样性高于 Tibet 谱系；在刺叶高山栎种群中，East 谱系的遗

传多样性高于 West 谱系。基于 Arlequin 的分层分子方差分析结果表明川滇高山栎和

刺叶高山栎种群的遗传分化主要存在于种群内，且刺叶高山栎种群内的遗传分化水平

要明显高于川滇高山栎种群内的遗传分化水平。基于 Migrate-n 的基因流分析结果表

明基因流的方向是从川滇高山栎向刺叶高山栎。最后，通过多变量统计分析和非线性

模型去探究川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传变异对环境梯度的响应模式，结果表

明川滇高山栎和刺叶高山栎两个谱系对环境梯度表现出不同的响应机制。对川滇高山

栎 Tibet 谱系来言，地理变量是影响其遗传变异最主要的因素；而对 HDM-WSP 谱系

来言，气候变量是影响其遗传变异最主要的因素，且季节性降水(bio15)是对该谱系遗

传变异影响最重要的气候变量。对刺叶高山栎 East 谱系来言，地理变量是影响其遗

传变异最主要的因素；而对 West 谱系来言，气候变量是影响其遗传变异最主要的因

素，且季节性降水(bio15)和六月份降水量(prec06)是对该谱系遗传变异影响最重要的

气候变量。本研究通过对川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传特征（遗传结构、遗传

多样性等）的研究，比较两个物种在其各自的分布范围内的遗传模式，为更加深入的

挖掘两个物种的生态适应及制定相应的保护策略提供理论依据，为其他森林物种的种

群及景观遗传方面的研究提供参考。 

关键词：川滇高山栎，刺叶高山栎，核微卫星，种群遗传学，景观基因组学 
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Population and Landscape Genetic Study of Quercus aquifolioides Rehd. 

Et Wils. and Quercus spinosa David ex Franch. Based on Microsatellite 

Molecular Markers 

Master Candidate: Wang Tianrui 

 (Forestry) 

Directed by Du Fang 

Abstract 

Quercus aquifoliodes Rehd. Et Wils. and Quercus spinosa David ex Franch. are evergreen oak 

species belonging to Quercus section in Fagaceae, which are widely distributed in the high altitude 

range in southwestern China and adapt to harsh ecological environments. In this thesis, 15 pairs of 

microsatellite molecular markers were used to conduct a population and landscape genetic study on 996 

individuals from 60 Q. aquifolioides populations and 661 individuals from 46 Q. spinosa populations. 

Firstly, we studied the genetic structure and genetic diversity of Q. aquifolioides and Q. spinosa. The 

results showed that Q. aquifolioides and Q. spinosa differentiated into two distinct genetic lineages in 

their respective distribution areas: Q. aquifolioides differentiated into the Tibet lineage distributed in the 

eastern of Tibet and HDM-WSP lineage distributed in Himalaya-Hengduan Mountains-Western Sichuan 

Plateau; Q. spinosa differentiated into the West lineage distributed in the Hengduan Mountains region in 

western China and the East lineage distributed in the Qinling Mountains and eastern China. Secondly, 

the results showed that the the genetic diversity of HDM-WSP lineage is higher than that of Tibet 

lineage in Q. aquifolioides populations, and in Q. spinosa populations, the genetic diversity of East 

lineage is higher than that of West lineage based on GenAlEx. In addition, the genetic differentiation of 

Q. aquifolioides and Q. spinosa populations mainly exists within populations, and the genetic 

differentiation level of Q. spinosa populations are significantly higher than that of Q. aquifolioides. The 

results of gene flow analysis indicated that the historical gene flow occurred predominantly from Q. 

aquifolioides into Q. spinosa based on Migrate-n. Finally, multivariate statistical analysis and non-linear 

models showed different response mechanisms to environmental gradients in two lineages of Q. 

aquifolioides and Q. spinosa, respectively. In the Tibet lineage, geographic variables are the most 

important factors affecting genetic variation, while in the HDM-WSP lineage, climatic variables are the 

most important factors affecting genetic variation, precipitation seasonality (bio15) is the most 

important climatic variable affecting the genetic variation in HDM-WSP lineage. In the East lineage, 

geographic variables are the most important factors affecting genetic variation; while in the West 

lineage, climate variables are the most important factors affecting genetic variation, seasonal 

precipitation seasonality (bio15) and precipitation during the wet season (prec06) are the most important 

climatic variables affecting the genetic variation in West lineage. In this study, we studied the genetic 

characteristics (genetic structure, genetic diversity, etc.) of the populations of Q. aquifolioides and Q. 
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spinosa, compared the genetic adaptation mechanisms of the two species within their respective 

distribution ranges. This study provides theoretical basic for a more in-depth study of the adaptation of 

two species and the formulation of corresponding conservation strategies, and provides a reference for 

the research on the population and landscape genetics of other forest species. 

Key words: Quercus aquifolioides, Quercus spinosa, nuclear microsatellite, population 

genetics, landscape genomics 
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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改变从基因到生态系统各个层次生物区系的命运，影响着生

物区系的多样性和物种的可持续发展(de Lafontaine et al., 2018; Reisinger, 2014)。应对

变化的环境物种主要通过迁移到其他适宜生存的地区或者是对本地环境产生新的适

应得以幸存(Davis et al., 2001; Parmesan, 2006; Parry et al., 2007)，对变化的环境形成局

部区域性适应(local adaption)或生态适应(Ecological adaptation; Savolainen et al., 2007; 

Sork et al., 2010)。例如，冰期时期冰盖的不断扩大和恶劣的气候条件导致许多高纬度

物种迁移到更合适的较低纬度的环境中，也就是这些物种在冰期的避难所；当气候回

暖之后，这些物种又重新定殖到以前不宜居住的区域(de Lafontaine et al., 2018)。一些

化石的记录，包括花粉和化石遗骸，已经为物种过去的分布提供了直接的证据(Jackson 

et al., 1997; Huntley and Birks, 1983; Ritchie, 1987)，对现存种群遗传多样性空间模式的

分析(Hewitt, 2004; 2000)以及利用生态位建模预测物种过去的分布模式(Svenning et 

al., 2011; Nogués-Bravo, 2009)也为生物物种过去的迁移提供了间接的证据。但对于固

着生长，生活史周期长的物种，例如树木而言，其基因型只能通过种子或者花粉进行

有限的传播，因此这些物种的局地适应环境变化的能力显得尤为关键(Hughes et al., 

2008; Kremer et al., 2012; Sork et al., 2013)。 

在分子水平上对自然选择进行探究是研究生态适应的基础，根据分子遗传变异对

大多数进化历史学(demography)推论的一个关键假设是遗传标记是选择性中性的，在

这样的研究中，自然选择被排除为当前进化模式的必然结果(de Lafontaine et al., 2018)。

之前的研究都是通过同质园和交互移植实验来评估表型可塑性的程度和表型性状的

遗传变异(Shaw and Etterson, 2012; Leimu and Fischer, 2008; Savolainen et al., 2007)。该

方法依赖于在田间试验中量化的适应性表型性状，与生物体对当地环境的适应性有关，

因此是研究生态适应最可靠、直接的信息，但不适用于过去气候变化的研究，因为过

去的表型和环境不再可用于实验操作(Tiffin and Ross-Ibarra, 2014)。下一代测序技术的

发展使仅依靠基因型而非表型的种群基因组学方法成为可能，从而去研究自然种群中

局部适应的分子印记(Tiffin and Ross-Ibarra, 2014; Barrett and Hoekstra, 2011; Luikart et 

al., 2003)，此外，下一代测序技术可以以较低的成本发现物种的遗传变异(Andrews et 

al., 2016; Davey et al., 2011; Ellegren, 2014)，这些方法正越来越多地用于扫描基因组

以寻找可能包含功能变异的候选基因区域，而这些变异形成了对当地环境进行选择的

性状(Haasl and Payseur, 2016)。 
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1.1.2 种群和景观遗传学概述 

(1) 种群遗传学概述 

种群遗传学(Population genetics)是研究植物种群中等位基因的分布和变化的科学，

作为遗传学的一门分支学科，其宗旨是基于遗传学的基本理论，采用数学、统计学或

者其他方法，对生物种群的遗传结构以及种群在世代间变化的规律进行研究(Wright, 

1931)。 

种群遗传学的科学研究始于达尔文提出的自然选择理论，该理论揭示了生物的进

化规律，并从宏观的角度解释了生物物种间的相互作用关系，强调了微小变异的累积

对物种进化的意义。上世纪是种群遗传学形成的时期。Haldane (1926)奠定了自然选

择的数学基础，并首次研究了特定群体中等位基因频率变化的趋势和速率，突变、迁

移与自然选择的联合作用。Fisher (1930)证明了生物种群中产生的遗传变异在一定程

度上可能会使生物种群中个体的生存几率大大增加。但是这些理论研究，涉及复杂的

数学理论推导，并且没有实验支持这些理论的成立。直到后来，研究人员以果蝇为实

验材料，在理论上和实验上统一了自然选择学说和孟德尔遗传学，开创了应用种群遗

传学基本理论解析有关种群遗传实验数据的方法(Theodosius, 1954)。之后种群遗传学

理论的普及与应用研究又得到进一步深入，Mayr (1942)基于种群遗传学理论去对分类

学进行研究，提出在地理变异和地理隔离的情况下新种产生的模型；Stebbins (1949)

基于种群遗传学理论对植物的进化问题进行了解释。随着生物化学技术的不断进步，

使得基于生物同源大分子序列变异研究种群遗传的变异规律成为可能，Kimura 等

(1964)在此基础上提出无限等位基因突变模型；Kimura (1968)提出中性突变的随机漂

移学说以及 Kimura 等(1971)提出的无限位点突变模型，这些理论把生物大分子的结

构变化和种群遗传学理论有效地结合，使得初步形成分子种群遗传学理论体系。 

我国种群遗传学的引进始于 20 世纪 60 年代，发展于 90 年代至今。研究内容涵

盖种群的遗传平衡定律、种群的遗传结构、种群在世代演变中的各种进化力量（如突

变、重组、连锁不平衡、选择等）对植物种群遗传结构的影响、种群内遗传进化的方

式（中性或者适应性进化）、种群间的遗传分化和遗传变异模式、种群的基因流等。

另外，植物种群遗传理论与方法在植物育种方面也取得了重要的进展。例如，植物驯

化和林木种子园建立的“奠基者效应”，人工选择对植物种群中多态性的影响作用等

(徐刚标，2009)。 

由于种群本身固有的生物学特性，种群遗传学的研究主要关注以下几个方面： 

(1) 种群的遗传特征：包括等位基因的遗传平衡法则，单基因座上的复等位基因、性

连锁基因以及多基因座的种群连锁不平衡等。(2) 影响植物种群遗传结构的进化因子：

主要包括植物的交配体系、自然选择、遗传漂变、突变和迁移。植物的交配体系可以

决定植物种群遗传变异的特点，交配体系的不同会致使植物种群的后代产生不同的种

群遗传结构；而作为进化因子的自然选择和遗传漂变，则会影响植物种群中等位基因
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的固定或者丢失；突变和迁移可为种群的基因库中引入新的等位基因，因此和选择以

及遗传漂变一样，具有类似的种群遗传效应。(3) 植物适应性性状进化：植株的生存

力、繁殖率、交配能力和寿命等，这些都是与植物进化密切相关的性状，这些性状可

影响植物种群的直接进化潜力。(4) 分子进化与植物物种形成机制：研究生物的进化

（微进化）规律是植物种群遗传学研究的根本目标。得益于现代分子生物学技术的快

速提高和发展，使用分子数据遗传信息、构建分子进化树、探讨植物分子进化和物种

形成是目前植物种群遗传学研究的主要内容之一(徐刚标，2009)。 

(2) 景观遗传学概述  

植物学家和早期的生物地理学家认为，整个景观中生物（分类单元）的分布方式

存在差异，这些差异受不同时间尺度驱动力的影响，研究人员将分子遗传学工具与生

态生物地理学和景观生态学原理相结合，这种方法可以对一个或多个物种（或种群）

的等位基因频率进行空间映射，并随后将这些模式与当前景观相关联，这代表了一种

“景观遗传学方法”(Rissler, 2016; Manel et al., 2003)。景观遗传学是研究物种微进化

过程与景观特征之间相互作用的学科，分子遗传工具的改进以及与统计工具（统计学，

最大似然法和贝叶斯方法等）的结合促进了景观遗传学领域的兴起(Storfer et al., 2007; 

Holderegger et al., 2006; Manel et al., 2003)。 

物种在长期的适应过程中由于受到来自环境梯度的选择压力，可能会发生一些适

应性的遗传变异(Hoffmann et al., 2008; Savolainen et al., 2007)，而识别这些适应性的

遗传变异能够加深对物种适应性遗传机制的认识，同时也能提高我们对物种适应潜力

的理解(Manel et al., 2003; Rellstab et al., 2015)。景观遗传学研究的一个重要方向就是

去鉴定景观中自然种群中的适应性遗传变异模式，从而发现驱动物种适应过程的环境

因素(Manel et al., 2003)。  

传统的种群基因组学方法(Wright and Gaut, 2004)通过比较种群内或种群间的遗

传分化(FST)，旨在寻找超出中性预期（往往由平衡或多样性选择造成）的遗传分化特

异性位点(Beaumont et al., 2004; Beaumont et al., 1996; Hohenlohe et al., 2010; Excoffier 

et al., 2009)。然而，这些方法需要大量的样本并且不考虑环境异质性，因此可能会产

生许多假阳性(Eveno et al., 2008)。新近发展的景观基因组学是景观遗传学一门独立的

分支学科，利用基因型-环境互作关系(Genotype-Environment Associations, GEAs）从

基因组的水平去研究物种的遗传变异与景观特征之间的相互作用(Holderegger et al., 

2006; Sork et al., 2010)，从而去揭示物种生态适应的分子机理(de Lafontaine et al., 2018; 

Fitzpatrick et al., 2015; Sork, 2017)。景观基因组学通过遗传多样性与环境因子的关联

分析可明确量化环境变化引起的遗传变异在基因组水平的响应，比经典的种群遗传学

方法更进一步。 

1.1.3 生态适应在树木中的应用 

树木的世代时间长，具有丰富的生活史和基因组特征，此外，树木种群经常占据
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高度异质的环境，导致种群内以及种群间的高遗传变异及独特的生态适应模式(Sork 

et al., 2013)。国际上关于树木生态适应的研究在 2010 年前主要基于种群基因组学的

方法，通过比较种群内或种群间的遗传分化(FST)鉴定特异性位点，并认为这些位点受

生态适应的影响。Wright 和 Gaut (2004)综述了植物种群基因组学和适应性进化的研

究，作者聚焦植物种群重点讨论了选择检测的一些理论和统计问题，认为现有的关于

植物种群遗传学研究并未考虑植物种群的进化历史，并表明之前研究中关于植物基因

组中平衡选择和正选择的研究可能与真实情况不符，提出未来关于植物分子种群遗传

学研究需要改进控制种群进化历史的理论方法。Hohenlohe 等(2010)在此基础上，从

种群基因组学的关键概念和方法入手进一步研究了自然种群受选择的特征，研究表明

自然选择塑造个体、种群和物种之间遗传变异的模式，并且在整个基因组中差异很大，

不适当的实验或分析方法可能无法检测到选择或错误地识别选择的特征。作者概述了

种群基因组学的概念框架，将基因组模式与进化过程相关联，并确定了选择研究中要

考虑的主要生物学因素。 

2010 年以后由种群基因组学发展而来的景观基因组学，其主要通过将环境数据

与遗传位点相关联来鉴定环境变量与物种遗传变异的关系，以此来揭示物种生态适应

的机制。例如，Sork 等(2016)对分布在加利福尼亚州的落叶栎树(Quercus lobata)局地

适应的机制进行鉴定，发现 5 个单核苷酸多态性位点(single nucleotide polymorphisms, 

SNP)涉及与与芽/开花以及温度胁迫相关的基因，为加州栎自然种群中与气候相关参

考基因的空间分化选择和适应性遗传变异的地理结构提供了有力的证据。Gugger 等

(2017) 对分布在夏威夷范围内的一种生态和经济上重要的树种金合欢(Acacia koa)，

在改变的气候环境中的管理和保护进行探讨，研究利用基因分型测序(genotyoing by 

sequencing, GBS)技术从 311 个个体中鉴定出超过 11, 000 个 SNP，通过 GEAs 的方法

鉴定出金合欢的空间遗传结构与年平均降雨量存在显著关联，表明了鉴定以及量化环

境变量在塑造种群遗传变异中的重要作用。Martins 等(2018)对分布在墨西哥高海拔地

区的栎树(Quercus rugosa)，使用基因分型测序(genotyoing by sequencing, GBS)技术，

研究鉴定出 97 个遗传分化特异性 SNP 与气候变量呈现显著的相关关系，基于贝叶斯

方法和多元模型的研究发现该物种遗传变异的空间格局与季节性降水和地理距离相

关，表明景观基因的方法为物种保护和资源管理策略提供了有力的工具。  

我国对于树木的种群遗传学研究主要集中在谱系地理方面(Qiu et al., 2011; Liu et 

al., 2012)。近两年来研究者逐渐开始重视环境因子对物种遗传变异的影响，开始了应

用景观基因组学的方法去研究树木的生态适应的进程。Xia 等(2018)结合线粒体和核

基因组分析研究环境和地理对油松(Pinus tabuliformis)种群结构的影响，结果表明油松

遗传分化特异性 SNP 具有显著的环境隔离的模式，研究丰富了我们对影响中国北方

植物分类群遗传变异分布的复杂进化进程的理解。王玉垚等(2018)研究了一种基于候

选基因研究树木生态适应的方法，该方法通过数据库网站下载与研究目的相关基因，
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接着进行引物及标签序列设计、聚合酶链式反应(Polymerase Chain Reaction, PCR)批

量扩增、混样测序(pool-sequencing)等一系列操作，可极大节约建库成本，为研究物

种的生态适应机理提供了重要的依据。Gao 等(2020)对亚热带分布的森林树种麻栎

(Quercus acutissima)分布区的 27 个种群进行了简化基因组测序，GEAs 的结果表明麻

栎的遗传分化特异性 SNP 与降水量显著相关，麻栎东部、西部种群之间的基因流受

到自然选择和生态适应的限制，从而导致了部分遗传位点和表型的适应性分化，该研

究对于理解森林树种遗传变异的产生和维持机理有重要意义。Du 等(2020)研究分布

于中国西南高海拔地区的川滇高山栎(Quercus aquifolioides)物种的生态适应机制，

GEAs 的结果揭示该物种横断山分支和西藏分支的遗传变异分别与环境（降水）和地

理（经纬度）相关联，非适应性风险分析的预测表明横断山分支对横断山地区未来的

降水变量有更好的适应潜力。该研究解析了气候变化背景下，地理、气候因子对川滇

高山栎种群生态适应模式的影响。 

1.1.4 景观基因组学的数据分析方法 

景观基因组方法通过分析环境与基因数据之间的相关关系来揭示物种生态适应

的分子机理(de Lafontaine et al., 2018; Fitzpatrick and Keller, 2015; Rellstab et al., 2015; 

Sork, 2017)。通常利用广义线性混合模型(Coop et al., 2010; Frichot et al., 2013; Joost et 

al., 2007)；多变量统计分析(Manthey et al., 2015; van Strien et al., 2014; Lasky et al., 

2012; Sork et al., 2016)和非线性模型(Ellis et al., 2012; Ferrier et al., 2007)等多种方法

探讨物种的遗传变异与环境梯度之间的关联关系。 

(1) 广义线性混合模型 

在研究物种的遗传变异时，通常需要考虑环境异质性的影响，等位基因频率与环

境相关联的遗传位点鉴定方法基于广义线性混合模型，可通过鉴别与环境梯度相关联

的遗传变异位点可潜在地揭示物种的适应模式，目前使用较广泛的方法是

BayEnv(Coop et al., 2010)、潜在因素混合模型(Latent Factor Mixed Models, LFMM; 

Frichot et al., 2013)以及空间分析算法(Spatial analysis method, SAM; Joost et al., 2007)。 

BayEnv 是一种贝叶斯方法，该方法估计种群间等位基因频率协方差的经验模型，

然后将该模型用作检验个体遗传位点的零假设模型，以此来计算每个遗传位点的等位

基因频率与环境变量的相关性(Coop et al., 2010)。然而该方法在分析时也有一定的限

制，即只能依次逐个地测试遗传位点和环境变量的关系(Sork et al., 2013)。 

LFMM 是一种基于贝叶斯马尔科夫链蒙特卡罗(Bayesian Markov chain Monte 

Carlo, MCMC)算法的潜在因素混合模型，可检测预测因子和等位基因频率之间的关

联，同时估计由模型混杂效应(confounding effects)导致的潜在因素(latent factors)，包

括由于共同的进化历史或遗传变异背景导致的种群分化( Frichot et al., 2013)。该方法

的一大优势是通过潜在因素引入种群结构，可避免模型混杂效应导致的潜在因素对计

算结果的干扰，有较低的假阳性( Frichot et al., 2013)。 
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SAM 是在空间分析的基础上结合地理信息系统（GIS），环境变量和分子数据来

检测自然选择特征的一种方法( Joost et al., 2007; 2008)。这种方法的贡献不仅在于可

识别受选择的位点，而且还可以建立有关可能施加选择压力的生态因素的假设。SAM

提供了动态的分析表来对结果进行展示和处理，同时使用似然比和 Wald 检验来评估

由逻辑回归函数计算的回归系数的重要性。 

(2) 多变量统计分析 

多变量统计方法与基于环境关联的分析方法不同，这类方法通常不鉴定基于特定

位点适应性效应的分子印记，而是通过将环境梯度与空间遗传结构结合在一起，来测

试环境梯度与整个种群遗传结构之间的多元关系，以此来为物种适应提供新的见解。

目前，使用较多的是 Mantel 检验(van Strien et al., 2014)和冗余分析(Redundancy 

Analyses, RDA; Legendre and Legendre, 2012)。 

Mantel 检验即距离隔离(Isolation by Distance, IBD; van Strien et al., 2014)和环境

隔离(Isolation by Environment, IBE; Manthey et al., 2015)，通过计算成对的遗传分化

(FST)来进行遗传分化矩阵与地理/气候距离矩阵之间的比较(Diniz-Filho et al., 2013)，

该方法是评测驱动种群空间结构的地理/气候距离和遗传变异关系最常用的一种方法

(Mantel, 1967)。然而Mantel检验仅限于分析的数据在分类单元中为成对距离的情况。

此外，与其他同类检测方法相比，Mantel 检验的效率不高，可能会造成假阳性(Harmon 

et al., 2010)。 

RDA 是一种约束排列的方法，该方法将遗传数据与特定的环境因子整合进行多

元建模，可在特定的环境梯度上讨论遗传变异的分布情况(Sork et al., 2016; Lasky et 

al., 2012; Sork et al., 2010)。此外，RDA 作为简单线性回归的多元模拟，可用于评估

自变量矩阵（环境变量）的影响，假阳性较低(Slatkin, 1993)。  

(3) 非线性模型 

上述分析方法都是基于线性或者单峰模型去分析环境梯度对物种遗传变异的影

响，而遗传变异应对环境梯度的线性分析可能存在一定的误差。这时一些环境梯度和

遗传变异的非线性关联的分析方法应运而生，使用最广泛的方法包括梯度森林

(Gradient Forests, GF; Ellis et al., 2012)和广义相异模型(Generalized Dissimilarity 

Modelling, GDM; Ferrier et al., 2007)。 

在物种和群落分布的生态分析中，人们往往感兴趣于它们对所生存的环境梯度的

回应，随机森林(random forests)可以评估个体物种的预测重要性，并指出梯度丰度变

化的位置(Breiman, 2001)。GF 是一种非参数机器学习回归树方法，作为随机森林的

延伸，通过整合多个物种随机森林的结果来分析大量潜在的预测变量，并得到各个预

测变量解释的遗传变异比例，这些比例代表沿着环境梯度每一个预测变量组成的变化

(Ellis et al., 2012; Gugger et al., 2017)。GF 直接模拟遗传变异的组成变化，可探索空间、

环境和等位基因变量的非线性关联(Ellis et al., 2012)。 



引言 

7 

GDM 是基于距离矩阵回归的非线性延伸，用于对成对的地理位置之间生物多样

性的空间变异进行建模((Ferrier et al., 2007)，通过拟合样条来确定沿环境梯度的等位

基因组成变化的比率，并基于重要性百分比来解释模型的拟合程度(Gugger et al., 

2017)。 

另外，新近发展起来的非适应性风险分析方法(Risk of Non-Adaptedness, RONA; 

Rellstab et al., 2016)可预测物种在局地未来气候状况下的“适应性”（即适应能力）。通

过对种群的等位基因频率与现在环境梯度进行简单线性回归，基于此回归曲线预测种

群在未来环境梯度下的等位基因频率，并挑选出和未来环境梯度最相关的遗传位点，

比较现在和未来等位基因频率之间的差异并评估物种对未来环境梯度的适应潜力。最

新的研究报道中，把物种在预测的未来环境梯度下的适应潜力的方法精确地定义为

“future risk of nonadaptedness”即 f-RONA。但对于那些由于当前的气候改变而减少的

物种来说，当前气候的非适应性风险可能比未来气候显得更为重要，基于此原理，研

究人员通过对RONA的进一步扩展，开发了“current risk of nonadaptedness”即 c-RONA，

来预测物种在当前环境梯度下的适应潜力(Borrell et al., 2020)。 

1.2 川滇高山栎和刺叶高山栎的研究概况 

1.2.1 壳斗科栎属简介 

壳斗科在整个北半球的亚热带森林和温带森林中是特别重要的成分之一，壳斗科

的物种是森林生态系统中的关键物种，可以提供重要的林产品，例如木制品，纤维或

食品等，具有重要的经济意义(Kremer et al., 2012)。栎属(Quercus L.)是壳斗科中最大

的属，具有较高的物种多样性，主要分布于北美、欧洲、亚洲和南美部分地区，是全

球分布最为广泛的森林树种之一(Hubert et al., 2014; Kremer et al., 2012; Willis et al., 

1968)。根据不同的分类系统，栎属植物包含 300 - 600 种，在北半球亚热带森林和温

带森林中是最具多样性和生态重要性的属之一，也是陆地生物多样性的主要驱动力之

一(Denk et al., 2018)。最新的栎属分子系统分为八个组，分别为中间栎组，本都栎组，

活栎组，白栎组，红栎组，青冈栎组，冬青栎组，麻栎组，共 423 种(Denk et al., 2018)。

栎属由于其对不同的生境有广泛的适应能力，因此为物种局地适应的进化机制提供了

有用的见解(Kremer, 2016; Petit et al., 2013)。中国的栎类资源丰富，包含 120 多种，

广泛分布的栎属植物大约有 35 种，是栎属植物的分布中心地之一(Denk et al., 2018)。

基于栎属系统发育树的推断得知高山栎组植物是栎亚属中最原始的类群，并且在栎亚

属中也是分布最广泛的常绿硬叶栎属植物(周浙昆，1992)。 

1.2.2 川滇高山栎、刺叶高山栎简介 

(1) 形态特性 

川滇高山栎(Quercus aquifolioides Rehd. et Wils.)为壳斗科(Fagaceae)栎属(Quercus 

L.)高山栎组(Sect. Heterobalanus (Oerst.) Menits)植物，常绿乔木或灌木，生于干旱阳
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坡或山顶(王国严和徐阿生，2008)。叶片椭圆形或倒卵形，幼叶两面被黄棕色腺毛，

老叶背面被黄棕色薄星状毛和单毛或粉状鳞秕；坚果卵形或长卵形。花期 5-6 月，果

期 9-10 月(陈焕镛和黄成就，1998)。刺叶高山栎(Quercus spinosa David ex Franch.)为

壳斗科(Fagaceae)栎属(Quercus L.)植物，常绿乔木或灌木。叶片倒卵形或椭圆形，幼

叶两面被腺状单毛和束毛；老叶常为全缘，在叶背中脉下段被灰黄色星状毛；坚果卵

形至椭圆形。花期 5-6 月，果期翌年 9-10 月(陈焕镛和黄成就，1998)。 

(2) 地理分布及生长习性 

川滇高山栎分布于中国西南地区，常生长在海拔 2000-4900 米的山坡向阳处或高

山松林下，是高山栎组植物中海拔分布较高的种类(周浙昆等，2003)。刺叶高山栎通

常分布于中国中部和西南部的高海拔地区，缅甸也有分布；生长在海拔 900-3600 米

的山坡和山谷森林中，也常常分布于岩石裸露的峭壁上，适应能力较强(徐永椿和任

宪威，1975)。 

(3) 主要价值 

川滇高山栎具有发达的根系和旺盛的萌蘖能力，且由于其分布在高海拔地区，对

环境的抗干扰能力和生态适应能力较强(端木炘，1994)。刺叶高山栋是常绿阔叶树种，

具有较强的萌芽性，通过对其进行一定程度的整形修剪可作为园林绿化树种达到园林

观赏的要求；此外，刺叶高山栎在园林绿化中可以和其他树种进行合理的搭配来进行

绿化(吴义强，2015)。 

1.2.3 川滇高山栎和刺叶高山栎研究进展 

2000 年以前，关于川滇高山栎和刺叶高山栎的研究主要集中在生物量的研究上。

近些年，针对川滇高山栎和刺叶高山栎系统演化和生物地理方面进行了系统的研究。

马长乐(2006)通过对栎属高山栎组的化石记录以及分子系统学的研究来探讨高山栎

组的系统发育关系与生物地理学，研究表明青海-西藏高原的持续隆升在很大程度上

决定了高山栎组植物的现有分布模式。黄晓霞等(2015)针对川滇高山栎对海拔梯度的

生理特征的响应进行研究，结果表明川滇高山栎的叶片生理指标随着海拔梯度的升高

而呈现出非线性的变化，最适生长区域在海拔 3050 米左右，海拔过高或者过低都不

利于该物种的生长，研究为更好地保护川滇高山栎提供了很好的理论基础。Meng 等

(2017)基于叶绿体 DNA 片段和核微卫星的分子标记技术，探讨高山栎物种对喜马拉

雅-横断山脉抬升的回应，研究表明高原环境受青藏高原的隆升过程的影响而发生了

改变，高山栎在这个过程中逐渐适应了改变的环境，形成了冷热区分的两个谱系。

Du 等(2017)对中国西南部横断山生物多样性热点地区的建群树种川滇高山栎进行研

究，表明该地区过去的环境变化可能已经导致了物种内部的辐射多样化，为横断山生

物多样性热点地区的地质历史提供了详细的见解。王玉垚(2018)基于 65 对干旱及缺

氧候选基因对川滇高山栎进行了生态适应的研究，在川滇高山栎物种分布范围内鉴别
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出两个明显的谱系，并且研究表明两个谱系对环境梯度有着不同的生态适应机制。 

Feng 等(2017)重建了刺叶高山栎的进化历史，表明刺叶高山栎的分化主要是对环

境适应的结果，并发现该物种在冰期可能存在多重避难所，研究强调了地质构造以及

气候改变对物种异域分化以及局地适应的影响。Ju 等(2019)基于特异长度扩增片段测

序(Specific Length Amplified Fragment Sequencing, SLAF-seq)的分子标记对 38 个刺叶

高山栎野生种群的遗传结构和进化历史进行研究，表明在中新世(Miocene)晚期，刺

叶高山栎分化为西部谱系和东部谱系；在末次盛冰期(Last Glacial Maximum, LGM)，

两个谱系受第四纪(Quaternary)冰期气候波动的影响在四川盆地又进行了持续不对称

的基因交流，研究有助于更好地了解第四纪(Quaternary)气候波动在刺叶高山栎分布

中发挥的作用。 

1.3 本文的研究内容、研究目的及意义 

1.3.1 研究内容 

本研究在对中国川滇高山栎和刺叶高山栎现有种群大规模实地考察并采样的基

础上，使用核微卫星分子标记评估川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传结构、遗传分

化以及遗传多样性，分析川滇高山栎和刺叶高山栎种群在其分布范围内的距离隔离以

及环境隔离的模式，并鉴定川滇高山栎和刺叶高山栎的遗传变异对两个物种分布范围

内环境梯度的适应机制。 

1.3.2 研究目的和意义 

本研究拟通过对在中国范围内分布的川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传分化、

多样性等种群遗传及景观方面的研究，以及鉴定物种在其分布范围内的遗传机制。旨

在达到以下目的： 

(1) 分析川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传结构和遗传多样性，探讨影响遗传结构

和遗传多样性的原因。 

(2) 鉴定在川滇高山栎和刺叶高山栎分布范围内，和两个物种遗传变异最相关的环境

变量。 

(3) 探讨川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传变异对环境梯度的响应机制。 

本研究为广泛分布在我国中部和西南高海拔地区的川滇高山栎和刺叶高山栎种

群遗传机制的深入研究提供了理论基础，为探索植物对环境变化的适应机制，并制定

相应的保护措施提供了参考。
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2 材料与方法 

2.1 样品采集 

我们在中国数字植物标本馆 (http://www.cvh.ac.cn/)、中国国家标本资源平台

(http://www.nsii.org.cn/)、中国植物图像库(http://www.plantphoto.cn/)、中国植物志以及

已发表的刺叶高山栎相关文献中整理出的刺叶高山栎野外分布地和标本采集记录，于

2017 年至 2019 年对刺叶高山栎的自然种群进行了样本采集。使用 GPS 定位系统对采

集的刺叶高山栎的居群进行定位，居群之间间隔至少 30 公里以上，采集居群内的个

体之间间隔至少 100 米以上，每个居群根据树木分布密度采集 10-25 个个体，新鲜、

健康的叶片和幼嫩枝条擦拭干净后，采集后立即装入有硅胶干燥剂的信封袋中保存并

编号供后续种群及景观遗传学研究使用。 

本研究选择 46 个刺叶高山栎野生种群共计 661 个个体，同时结合本实验室于

2013 年至 2015 年采集、保存的 60 个川滇高山栎种群共计 996 个个体共同用于后续

分析，该样品信息已经由本实验室发表(Du et al., 2017)。采集到的叶片和枝条样本用

变色硅胶干燥剂放置于通风处进行干燥保存。图 2.1 展示了川滇高山栎和刺叶高山栎

种群在中国的分布情况以及采样情况，黑色和白色圆点分别代表川滇高山栎和刺叶高

山栎两个物种，表 2.1 展示了采集的川滇高山栎和刺叶高山栎种群具体的信息。 
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图 2.1 川滇高山栎和刺叶高山栎的(a, b)分布区域和(c)采样点 

Figure 2.1 Distribution area (a, b) and (c) sampling of Q. aquifolioides and Q. spinosa
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表 2.1 川滇高山栎和刺叶高山栎样品采集信息表 

Table 2.1 Sample information of Q. aquifolioides and Q. spinosa 

种群编号 分布地点 样本量 bio15 bio09 bio07 prec06 

川滇高山栎       

LZD 西藏隆子县斗玉乡 21 99.36 0.77 27.60 97.00 

GBX 西藏工布达江县江达乡 30 105.04 -2.47 29.20 93.00 

MLJ 西藏米林县甲格村 20 103.30 1.53 27.70 90.00 

GB 西藏工布达江县 13 102.48 -1.35 27.70 98.00 

MLL 西藏米林县里龙乡 39 95.98 2.37 29.40 112.00 

SJLS 西藏色季拉山 7 94.58 1.63 28.20 115.00 

DZC 西藏大昭村 14 92.58 -5.22 28.40 113.00 

KDG 西藏卡定沟 15 94.04 -1.18 27.00 110.00 

LZA 西藏米林县林芝机场 26 91.27 2.17 28.00 127.00 

BYZ 西藏八一镇 15 91.97 1.33 27.80 123.00 

LZ 西藏林芝县 15 90.18 -3.42 27.70 115.00 

BM 西藏波密县 16 89.75 -6.67 28.70 116.00 

LL 西藏鲁朗县 15 90.94 -3.95 28.80 126.00 

MLP 西藏米林县派镇 28 89.70 -1.22 28.00 136.00 

BMS 西藏波密县索通村 23 91.03 3.40 28.20 173.00 

BMR 西藏波密然乌镇 23 88.84 -1.10 28.50 147.00 

BMZ 西藏波密中坝村 12 86.95 -3.88 29.10 127.00 

CY 西藏察隅县古玉乡 12 82.45 -4.65 29.40 122.00 

CYX 西藏察隅县雄久村 13 88.77 5.42 27.60 256.00 

CBG 西藏察隅县慈巴沟 22 84.66 1.95 26.40 174.00 

MKD 西藏芒康县登巴村 16 85.16 -8.00 29.10 93.00 
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MKR 西藏芒康县如美镇 22 88.11 -4.90 30.90 91.00 

MKZ 西藏芒康县孜许村 19 83.34 -3.65 30.10 88.00 

DQ 云南德钦县 17 68.21 -3.03 27.50 68.00 

BZL 云南奔子栏乡 20 68.87 -1.43 25.60 77.00 

DRR 四川得荣县日龙乡 38 78.43 -3.15 26.10 84.00 

DRX 四川得荣县-乡城县 30 84.57 0.20 31.40 95.00 

ZD 云南中甸 13 67.38 -0.47 27.80 85.00 

XCD 四川乡城县-得荣县 20 87.79 -1.90 28.50 100.00 

XCR 四川乡城县然乌温泉 21 84.65 -5.83 27.30 94.00 

XG 云南香格里拉 12 70.55 -2.22 26.10 91.00 

XCW 四川乡城县无名山 18 93.33 -7.72 30.20 103.00 

LJX 云南丽江雄古景区 10 60.14 7.60 23.40 97.00 

LJ 云南丽江高山植物园 16 67.40 2.58 25.40 96.00 

LJB 云南丽江白沙村 21 66.14 4.40 24.90 97.00 

DCK 四川稻城县卡龙 24 88.32 -4.35 28.20 111.00 

DCE 四川稻城县俄洛村 21 93.10 -5.18 30.90 112.00 

YJH 四川雅江红龙乡 22 104.73 -5.62 31.10 131.00 

YJX 四川雅江 15 102.52 -0.95 28.60 146.00 

DFL 四川道孚县龙灯乡 10 100.87 0.90 27.80 138.00 

DFY 四川道孚县银恩乡 11 93.41 -3.38 30.30 138.00 

RT 四川壤塘县 9 91.72 -4.38 30.30 134.00 

DFG 四川道孚县葛卡乡 8 96.46 -6.10 31.20 142.00 

KDD 四川康定县折多山 6 99.67 -3.02 31.30 153.00 

MEKR 四川马尔康县松岗镇 7 90.78 -1.40 29.80 138.00 

DMX 四川康定县明希乡 16 99.10 -1.45 29.50 158.00 
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YYP 四川盐源县至平川垭口 23 89.65 0.08 26.70 157.00 

KDC 四川康定县中古村 11 94.09 -0.53 28.60 156.00 

KDZ 四川康定县折多塘村 10 94.51 -1.52 28.70 161.00 

JCD 四川金川县杜岗山 9 87.27 2.13 30.00 132.00 

JCK 四川金川县卡撒乡 14 87.44 3.70 29.90 129.00 

MEKD 四川马尔康县大郎脚沟 20 86.42 0.03 30.80 129.00 

XJX 四川小金县下磨子村 10 88.57 -1.27 27.60 146.00 

MEKS 四川马尔康县梭磨乡 10 83.92 -3.30 29.90 133.00 

XJD 四川小金县达维乡 13 87.89 -8.05 29.80 152.00 

LX 四川理县 10 81.45 -3.98 32.70 129.00 

HS 四川黑水县 11 80.08 -1.22 32.60 124.00 

MX 四川茂县 13 79.36 -2.87 32.40 123.00 

WC 四川汶川县 11 77.11 -0.08 29.90 129.00 

PW 四川平武县 10 94.55 4.80 29.30 105.00 

刺叶高山栎       

TM 西藏波密县通麦 5 91.42 4.93 27.60 171.00 

CYXC 西藏察隅县县城 20 86.88 4.38 27.20 220.00 

BLLK 西藏察隅县白隆拉卡 15 73.39 -3.77 27.40 101.00 

GZ 云南省香格里拉高山植物园 5 67.32 -0.82 27.50 87.00 

XGJQ 云南省丽江雄谷景区 5 61.36 6.97 23.60 95.00 

GSL 四川盐边县格萨拉 9 82.71 3.33 25.40 138.00 

SS 四川九龙县顺山 9 99.08 2.87 27.30 191.00 

SWJ 四川金川县撒瓦脚 11 88.81 1.00 29.30 134.00 

GDS 四川康定县郭达山 11 92.90 1.37 27.40 157.00 

KRC 四川丹巴县开绕村 10 89.03 3.70 28.40 137.00 
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ELM 四川泸定县二郎庙 8 91.36 5.38 27.40 162.00 

SMX 四川马尔康县梭磨乡 9 83.68 -2.40 30.30 132.00 

BQX 四川越西县板桥乡 14 92.53 4.62 27.70 177.00 

LTS 四川汉源县龙塘山 13 89.59 4.12 27.80 168.00 

FTZ 四川宝兴县蜂桶寨 14 79.67 2.15 29.70 151.00 

SLX 四川茂县三龙乡 12 79.79 -1.62 33.50 121.00 

LBZ 四川汶川县萝卜寨 10 79.98 2.17 29.10 124.00 

JZG 四川九寨沟县 16 81.55 -1.88 33.30 93.00 

ZGF 贵州威宁县最高峰 19 83.34 1.37 24.20 188.00 

CBLC 四川康县长坝林场 13 81.22 0.07 29.80 90.00 

JFS 甘肃鸡峰山 14 79.53 1.13 29.10 89.00 

SMJQ 甘肃麦积区石门景区 10 79.22 -3.33 32.30 78.00 

WLD 陕西略阳县五龙洞 20 77.44 -1.87 30.00 91.00 

JJY 甘肃东岔镇九江峪 10 79.06 -0.58 30.50 72.00 

ZJH 陕西勉县张家河林场 21 77.12 -0.98 30.10 99.00 

XLS 四川南江县香炉山 15 73.62 -2.63 31.00 118.00 

XHS 陕西太白县小华山 21 75.79 -4.12 32.30 83.00 

LC 陕西西乡县龙池林场 21 70.72 -0.78 29.40 117.00 

HHG 陕西眉县红河谷 15 75.12 -0.30 32.30 71.00 

TJS 陕西周至县铁甲树 9 73.88 -3.07 32.10 85.00 

ZQ 陕西户县朱雀森林公园 8 71.92 -1.80 31.00 83.00 

MWS 陕西镇安县木王山 20 71.16 -3.08 30.20 104.00 

NBL 陕西柞水县牛背梁 22 71.70 -2.62 31.90 87.00 

NGS 陕西岚皋县南宫山 20 66.15 0.02 28.60 136.00 

BDX 陕西平利县八道乡 11 65.88 -0.63 29.80 138.00 
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TSX 陕西平利县天书峡 21 65.07 -3.07 29.80 148.00 

PTS 湖北竹溪县偏头山 15 66.93 2.72 29.30 129.00 

BSY 湖北神农架柏杉园 22 64.10 -1.60 29.40 163.00 

DJP 湖北神农架断疆坪 22 62.87 -2.73 29.50 168.00 

TMS 湖南张家界天门山 12 57.08 4.90 29.50 242.00 

TDY 湖北神农架土地垭 20 64.46 -1.45 29.10 162.00 

DLL 湖北秭归县大老岭 20 60.24 0.30 28.90 179.00 

JLT 湖北秭归县九岭头 20 66.00 6.45 30.20 146.00 

WDS 湖北十堰市武当山 20 65.77 4.17 33.40 113.00 

WKS 江西武宁县钨矿山 15 55.64 8.78 32.10 255.00 

SQS 江西玉山县三清山 9 53.84 3.48 26.70 365.00 
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2.2 实验方法 

2.2.1 基因组总 DNA 的提取 

本研究中对川滇高山栎以及刺叶高山栎种群的叶片材料首先使用 TIANGEN 植

物基因组 DNA 提取试剂盒进行 DNA 提取，提取产物不好的样品使用改良的

CTAB(Doyle, 1987)法进行 DNA 提取。两种方法的具体操作步骤如下： 

(1) TIANGEN 植物基因组 DNA 提取试剂盒操作步骤： 

① 打开水浴锅，65℃条件下预热 GP1 20min； 

② 称取 0.015-0.02g 干燥健康的叶片样品，放入 2ml 的离心管中，加入小钢珠并对离

心管做好标记，将标记好的离心管放入液氮中速冻十分钟； 

③ 使用叶片研磨仪在 50r/s 条件下充分研磨 6min； 

④ 立刻在通风橱中往研磨好的样品中加入 700μl 预热好的 GP1，并加入 0.7μl 的 β-

巯基乙醇以及少量的 pvpp； 

⑤ 将离心管放入 65℃水浴锅中水浴 30min，每 5min 翻转摇晃一次； 

⑥ 在通风橱中加入700μl三氯甲烷，摇晃10min后将离心管放入高速离心机中在 4 ℃ 

12000 rpm 条件下离心 5 min； 

⑦ 用移液枪吸取上清液至新的 2ml 离心管中并加入 0.7μl RNase，将离心管在室温下

放置 10min； 

⑧ 在通风橱中加入 700μl 氯仿，摇晃 10min，之后将离心管放入高速离心机中在 4 ℃ 

12000 rpm 的条件下离心 5 min； 

⑨ 将上清液转移至新的 2ml 离心管中，加入 700μlGP2，摇晃 5min； 

⑩ 将混合液体分两次转入吸附柱中后在高速离心机中 4 ℃ 12000 rpm 条件下离心

30s，倒掉废液； 

○11  向吸附柱中加入 500μl 缓冲液 GD 并在高速离心机中 4 ℃ 12000 rpm 条件下离心

30s，倒掉废液，将吸附柱放回收集管； 

○12  向吸附柱中加入 600μl 漂洗液 PW 并在高速离心机中 4 ℃ 12000 rpm 条件下离心

30s，倒掉废液，将吸附柱放回收集管；  

○13  重复步骤 12，然后在高速离心机中 4 ℃ 12000 rpm 条件下空离吸附柱 2min，倒

掉废液； 

○14  将吸附柱在室温条件下放置 10min； 

○15  将吸附柱转入 1.5ml 离心管中，使用移液枪往吸附柱的吸附膜上竖直悬空加入

80μlTE，在 37℃烘箱中放置 10min； 

○16  在高速离心机中 4 ℃ 12000 rpm 条件下离心 2min，将提取完成的 DNA 产物在-20℃

冰箱中保存备用。 
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(2) 改良的 CTAB 法操作步骤： 

① 打开水浴锅，65℃条件下预热 GP1 20min； 

② 称取 0.015-0.02g 干燥健康的叶片样品，放入 2ml 的离心管中，加入小钢珠并对

离心管做好标记，将离心管放入液氮中速冻十分钟； 

③ 使用叶片研磨仪在 50r/s 条件下充分研磨 6min； 

④ 立刻在通风橱中往研磨好的样品中加入 700μl 预热好的 GP1，加入 0.7μl 的 β-巯

基乙醇，随后加入适量的 pvpp； 

⑤ 将离心管放入 65℃水浴锅中水浴 40min，每 5min 翻转摇晃一次； 

⑥ 在通风橱中加入 700μl 氯仿，摇晃 10min，在高速离心机中 4 ℃ 12000 rpm 离心

5 min； 

⑦ 用移液枪吸取上清液至新的 2ml 离心管，加入 0.7μl RNase (10 μg/ml)，室温下放

置 10min； 

⑧ 在通风橱中加入 700μl 氯仿，摇晃 10min，在高速离心机中 4 ℃ 12000 rpm 离心

5 min； 

⑨ 吸取上清液至 1.5ml 离心管，加入与上清液等体积的异丙醇，翻转混匀后-20℃

下放置 30min； 

⑩ 在高速离心机中 4 ℃ 12000 rpm 条件下离心 10min，弃掉离心管中的液体，保留

沉淀； 

○11  加入 1ml 的 70%乙醇，在高速离心机中 4 ℃ 12000 rpm 条件下离心 2 min，弃

掉离心管中的液体，保留沉淀； 

○12  将离心管放至通风橱中吹 2min 左右，将多余的酒精吹干后加入 80μlTE，将提

取完成的 DNA 产物在-20℃冰箱中保存备用。 

2.2.2 基因组总 DNA 电泳、质量检测及稀释分装 

提取的川滇高山栎和刺叶高山栎所有个体的 DNA 在 1%琼脂糖凝胶中进行电泳

跑胶，在 130V, 200mA 的条件下电泳 25min，利用凝胶成像仪(TJY04S-3C)对 DNA 的

质量进行鉴定。 

接着使用超微量紫外分光光度计(NanoDrop 8000)基于在 260nm、280nm 和 230nm

处测得的吸光度(OD 值)的比值来对提取的 DNA 的浓度和纯度进行鉴定。检测完成后，

将合格的 DNA 样品统一放置在实验室高山栎 DNA 存放盒内，并按照 PCR 实验要求

对 96 孔板顺序进行排版，排版完成后吸取对应排版顺序的 DNA 原液 20 μL，并用

40 μL ddH2O 进行稀释，用作后续实验。 

2.2.3 核微卫星引物筛选 

通过仔细查找栎属植物中已报道的核微卫星通用引物，来筛选川滇高山栎和刺叶

高山栎中具有多态性的核微卫星位点。我们随机挑选几个不同种群的 6 个个体进行核
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微卫星引物预扩增实验，之后经 2％的琼脂糖凝胶电泳对扩增条带进行检测，最终我

们选取到 15 对成功扩增的引物用于下一步实验，15 对引物的序列信息见表 2.2。  

我们利用一种基于荧光测序的技术来检测核微卫星 (Nuclear microsatellites，

nSSRs) 扩增产物，该技术包括 5'末端带有 M13 的 nSSRs 正向引物， nSSRs 反向引

物和 5'末端带有 FAM、HEX、TAMRA或 ROX荧光标记的 M13引物(Schuelke, 2000)。

PCR 扩增体系和扩增程序如下所示。 

扩增体系(15μL)： 

2 × Taq PCR Master Mix  7.5μL 

引物-F      0.06μL 

引物-R      0.24μL 

M13 染料                0.24μL 

样本 DNA     1μL 

ddH2O      5.96μL 

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 

PCR 反应后，我们再通过 2％的琼脂糖凝胶电泳对扩增产物进行检测，将扩增条

带清晰的 PCR 产物送往北京擎科生物科技有限公司进行毛细管电泳检测。 

 

表 2.2 用于川滇高山栎和刺叶高山栎扩增的 SSR 引物序列信息 

Table 2.2 Information of SSR primers used for PCR amplifying of Q. aquifolioides and Q. spinosa 

基因座 引物序列 

等位基因

长度范围

（bp） 

Tm 基序 参考文献 

QrZAG30 
TGCTCCGTCATAATCTTGCTCTGA 

160-208 56 GA 
Kampfer et 

al., 1998 GCAATCCTATCATGCACATGCACAT 

PIE271 
CACACTCACCAACCCTACCC 

197-247 56 AG 
Durand et 

al., 2010 GTGCGGTTGTAGACGGAGAT 

QrZAG112 
TTCTTGCTTTGGTGCGCG 

98-116 56 GA 
Kampfer et 

al., 1998 GTGGTCAGAGACTCGGTAAGTATTC 

QpZAG9 
GCAATTACAGGCTAGGCTGG 

220-274 56 TG 
Steinkellner 

et al., 1997 GTCTGGACCTAGCCCTCATG 

GOT011 
CCCCACCGTCTACTCTCAAA 

197-225 56 GA 
Durand et 

al., 2010 GCGTTCACCACGTCCATAAT 
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GOT012 
TGATGATCCCAAACCACAAA 

204-254 56 GT 
Durand et 

al., 2010 AAGGCTGCAGGACTTTTCAA 

GOT021 
AGAAAGTTCCAGGGAAAGCA 

110-150 56 AT 
Durand et 

al., 2010 CTTCGTCCCCAGTTGAATGT 

GOT040 
AAGGCACTCGTCGCTTTCTA 

242-298 56 TC 
Durand et 

al., 2010 ACCGATTTGAAGCTCGAGAA 

PIE163 
GAGAGGCATGTGGAACCAAG 

230-264 56 TC 
Durand et 

al., 2010 CAAGCATAGGTGGTGGAACC 

FIR026 
CTTCATGCACCAATTCCTCA 

201-215 56 GT/GA 
Durand et 

al., 2010 GGCCATGTATGTGTGCAAAA 

FIR015 
ACCCTAAAACCCCAATCACC 

112-148 56 GT 
Durand et 

al., 2010 CGGATCTTCGGCTATTCTTG 

POR025 
CACACAAACCCATATGATCTGAA 

105-145 56 AG 
Durand et 

al., 2010 TCTCTTTCGATCCCTTCTGC 

QpZAG16 
CTTCACTGGCTTTTCCTCCT 

131-189 56 TC 
Steinkellner 

et al., 1997 TGAAGCCCTTGTCAACATGC 

QpZAG110 
GGAGGCTTCCTTCAACCTACT 

193-267 56 AG 
Steinkellner 

et al., 1997 GATCTCTTGTGTGCTGTATTT 

QmC02241 
TCAGTGACCACACGTCACCTCTC 

169-211 56 GA/TC 
Ueno et al., 

2008 GTTTCTTGGCCATGTTTTGATGG 

 

2.3 测序结果处理 

对毛细管电泳检测得到的原始数据，需进行数据的归一化处理和数据格式的转换

才能用于后续的分析。我们基于 GeneMarker (SoftGenetics)软件将毛细管电泳检测得

到的数据读取峰图数据(Hulce et al., 2011)。数据读取完成后，使用 FlexiBinv2 对数据

进行归一化处理，FlexiBinv2 属于 Excel 中的宏，能够把利用 GeneMarker 读取的原始

分子标记数据进行归一化格式的转换，剔除掉在读取过程中等位基因可能出现的片段

读长误差(Amos et al., 2007)。得到归一化数据后，由于后续一系列分析所需的输入

(Input)格式都不同，因此通过 Convert 对归一化的数据格式进行转换，共可转换为 8

种不同的格式(Glaubitz, 2004)。 

2.4 种群遗传学分析 

2.4.1 遗传结构分析 

为确定川滇高山栎和刺叶高山栎种群在其分布范围内的种群遗传结构，本研究使

用一种 MCMC 聚类方法：STRUCTURE v.2.3.3 (Falush et al., 2003; Hubisz et al., 2009; 

Pritchard et al., 2000)、主成分分析(Principal Components analysis, PCA; Jombart, 2008; 

Jombart et al., 2011)以及主坐标分析(Principal Coordinate Analysis, PCoA; Gower, 1966)

对种群的遗传结构进行鉴别。 
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(1) STRUCTURE 

STRUCTURE 分析基于中性遗传数据集评估种群的遗传结构。使用 PGD spider 

2.1.1.2 (Lischer et al., 2012)将包含遗传信息的文件转换为 STRUCTURE 分析所需的

STR 格式，接着设置 100,000 迭代步数(Burn-in)和 200,000 MCMC 循环，将代表进化

枝数目的参数 K 设置为 1-10，每个 K 值迭代 20 次独立的运算。程序运行完成后利

用Structure Harvester在线工具(http://ta-ylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester, Earl et 

al., 2012)根据 delta K (Evanno et al., 2005)对 STRUCTURE 结果进行分析，选择 delta K

最大时对应的 K 值作为最优进化枝数，然后选择这一 K 值的 20 次迭代运算中 Mean 

value of Ln Likelihood 最高的值对应的结果在 distruct 1.1 (Rosenberg, 2004)程序中进

行 Distruct 分析来绘制种群和个体的分组可能性柱状图。 

(2) 主成分分析 

主成分分析基于对数据的协方差矩阵和矩阵的特征向量进行计算，并通过正交变

换将数据矩阵转换到新的空间当中，从而将一组可能存在关联性的数据转换为线性不

相关的变量(王晓宇，2015)。本研究利用 R 语言(Team, 2018)中的“adegenet”函数包

(Jombart and Ahmed, 2011)对川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传结构进行研究。 

(3) 主坐标分析 

主坐标分析基于对一系列的特征值和特征向量进行排序并挑选矩阵中主要的坐

标进行呈现，可用于研究样本群落组成的相似性或者差异性(Gower, 1966)。本研究使

用GenAlEx v.6.5 (Peakall and Smouse, 2012)对川滇高山栎和刺叶高山栎种群的相似性

和相异性进行研究。 

2.4.2 遗传多样性分析 

本研究使用GenAlEx v.6.5 (Peakall and Smouse, 2012)对川滇高山栎和刺叶高山栎

种群的遗传多样性进行运算，计算研究种群各指标的平均值作为川滇高山栎和刺叶高

山栎种群的遗传多样性，并选取以下指标对川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传多样

性进行评估：HO：观测杂合度；HE：期望杂合度；I：香农指数；NE：有效种群大小。

对于每个统计量，我们使用 T 检验来评估分析的显著性，假设检验显著性水平设为

0.05。 

2.4.3 分层分子方差分析 

本研究根据 PCA、PCoA 和 STRUCTURE 分析得到的结果，使用 Arlequin ver3.5 

(Excoffier et al., 2010)对川滇高山栎和刺叶高山栎种群进行分层分子方差分析

(Analysis of molecular variance, AMOVA)，从而比较这两个物种种间以及种内的遗传

分化程度(Ana et al., 2019)。 

2.4.4 基因流分析 

本研究基于 Migrate-n v3.6 (Beerli, 2001; Beerli, 2006)来估计川滇高山栎和刺叶高
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山栎物种之间以及物种各自的谱系间历史基因流的程度和方向。首先，基于连续的布

朗运动模型并利用默认遗传分化(FST)生成初始 theta 和迁移值，接着设置 3 个独立的

MCMC 链，每个链设置 5,000,000 迭代(Iteration)。在恒定突变模型下每 100 步记录一

次，将前 10,000 条记录作为 Burn-in。检查模型收敛性之后，计算模型的 mode 值和

95％的后验概率。本研究假定两个高山栎物种间以及各自的谱系间具有方向和大小不

同的三种基因流模型，使用热力学积分（Bezier）比较边际可能性来选择最佳模型

(Beerli et al., 2010)。 

2.5 景观基因组学分析 

2.5.1 气候因子提取 

从 WorldClim Version2 数据库(Fick et al., 2017)下载全球气候因子数据，该气候因

子数据为 1970-2000 年的平均值，分辨率达 30 seconds，包括全年每个月的降水、太

阳辐射、平均温度、最高温度、最低温度、风速和水蒸汽压力在内的气候变量以及

19 个生物气候变量，共 103 个气候因子数据。使用 ArcMAP 基于川滇高山栎和刺叶

高山栎采样点的经纬度信息对气候因子进行提取。为了避免气候因子之间的共线性对

分析结果的干扰，我们使用 R 语言中的“usdm”函数包(Naimi et al., 2013)删除共线性

阈值大于 0.7 的气候因子，最终筛选出 4 个气候因子用于后续分析。 

2.5.2 遗传变异对环境的响应模式 

为检测川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传变异与环境梯度之间的关系，本研究

使用两种多变量统计分析方法：Mantel 检验、冗余分析以及两种非线性的分析方法：

梯度森林和广义相异建模对川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传变异对环境的响应

模式进行鉴定。 

(1) Mantel 检验 

本研究使用 PGD spider 2.1.1.2 (Lischer and Excoffier, 2012)把遗传数据文件进行

转换并计算遗传分化(FST)，通过线性的变换在 Excel 中计算 FST / (1-FST) 从而使得遗

传分化和成对的线性地理距离能以最短的距离进行回归(Rousset, 1997; Slatkin, 1993)。

根据川滇高山栎和刺叶高山栎采样点的经纬度数据使用 R 语言(Team, 2018)中的

“geosphere”函数包(Hijmans, 2014)计算地理距离矩阵；然后根据提取的气候数据使用

“ecodist”函数包(Goslee et al., 2007)基于 Bray-Curtis 距离(Bray et al., 1957; Shyam et al., 

2015)来计算环境距离矩阵。最后利用地理/环境距离矩阵和遗传分化矩阵进行 Mantel

检验来对检测种群的地理/环境隔离。 

为了在分析 Mantel 检验时控制环境和地理距离的线性影响，同时为了检验遗传

距离矩阵与环境距离矩阵之间的多元相关关系，本研究也同时进行偏 Mantel 检验

(Smouse et al., 1986)和距离矩阵多元回归分析(Multiple Regression on distance Matrices, 

MRM; Lichstein, 2007)。 
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(2) 冗余分析 

通过 R 语言(Team, 2018)中的“LEA”函数包(Frichot and François, 2015)计算每个位

点在每个个体的等位基因频率作为遗传数据的输入(Input)文件，将提取出的 4 个气候

因子数据以及川滇高山栎和刺叶高山栎采样点的经纬度数据作为气候、地理数据的输

入(Input)文件。使用 R 语言中的“vegan”函数包(Oksanen et al., 2017)基于无约束矩阵

（因变量，遗传数据）和约束矩阵（自变量，环境数据）来运行基本冗余分析。为了

避免在分析气候变量时地理变量（经纬度）的线性影响，以及在分析地理变量（经纬

度）时气候变量的线性影响，本研究也同时进行偏冗余分析。 

(3) 梯度森林 

在梯度森林分析中，基于上一步得到的等位基因频率作为遗传数据的输入(Input)

文件，将筛选出的气候因子数据以及川滇高山栎和刺叶高山栎采样点的经纬度数据作

为气候、地理数据的输入(Input)文件。基于 R 语言(Team, 2018)中的“gradientForest”

和“extendedForest”函数包(Liaw and Wiener, 2002; Smith et al., 2012)来检测气候和空

间梯度对川滇高山栎和刺叶高山栎种群遗传变异的影响。   

(4) 广义相异建模 

在广义相异建模分析中，基于 R 语言(Team, 2018) 中的“LEA”函数包(Frichot and 

François, 2015)计算每个位点在每个种群的等位基因频率数据，作为遗传数据的输入

(Input)文件，将筛选出的气候因子数据以及川滇高山栎和刺叶高山栎采样点的经纬度

数据作为气候、地理数据的输入(Input)文件。并基于 R 语言(Team, 2018) 中的“gdm”

函数包(Manion et al., 2018)来鉴定川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传距离与气候和

地理距离之间的非线性关系。



研究结果 

25 

3 研究结果 

3.1 川滇高山栎与刺叶高山栎的种群遗传学分析 

3.1.1 遗传结构分析 

STRUCTURE 分析基于 15 对微卫星数据将川滇高山栎和刺叶高山栎的个体很明

显地聚类为两个谱系，而单独基于川滇高山栎和刺叶高山栎的分析也能很明显的将两

个物种分别聚类为两个谱系（图 3.1，图 3.2），我们将川滇高山栎的两个谱系命名为

Tibet 谱系和 HDM-WSP 谱系，两个谱系在地理上分布于西藏东部地区和喜马拉雅–

横断山脉/川西高原地区；刺叶高山栎的两个谱系命名为 West 谱系和 East 谱系，两个

谱系在地理上分布于中国西部的横断山脉地区和秦岭山脉及中国东部地区。 

基于 15 对微卫星数据的 PCoA 和 PCA 也得到了类似的结果，即 PCoA 和 PCA

都将川滇高山栎和刺叶高山栎在第一主成分坐标轴上很明显地区分（图 3.3, PC1 = 

16.5％; 图 3.4, PC1 = 57.7％）；此外，单独基于川滇高山栎的结果在第一主成分坐标

轴上分为 Tibet 谱系和 HDM-WSP 谱系(图 3.3, PC1 = 4. 9％; 图 3.4, PC1 = 23.7％)，单

独基于刺叶高山栎的结果也在第一主成分坐标轴上分为West谱系和East谱系（图 3.3, 

PC1 = 8.19％; 图 3.4, PC1 = 40.78％），并且刺叶高山栎两个谱系的分化趋势要大于川

滇高山栎。 
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图 3.1 川滇高山栎和刺叶高山栎(a)物种间，(b)川滇高山栎物种内和(c)刺叶高山栎物种内基于 SSR 数据集的 STRUCTURE 聚类结果 

Figure 3.1 Results of STRUCTURE based on SSR datasets for (a) between Q. aquifolioides and Q. spinosa, (b) within Q. aquifolioides and (c) within Q. spinosa
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图 3.2 川滇高山栎和刺叶高山栎基于 SSR 数据集的贝叶斯聚类分析结果 

Figure 3.2 Results of Bayesian cluster analysis of Q. aquifolioides and Q. spinosa populations based on 

SSR datasets 
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图 3.3 川滇高山栎和刺叶高山栎基于 SSR 数据集的主成分分析结果 

Figure 3.3 Results of Principal Component Analysis (PCA) based on SSR datasets for Q. aquifolioides 

and Q. spinosa 

 

 
图 3.4 川滇高山栎和刺叶高山栎基于 SSR 数据集的主坐标分析结果 

Figure 3.4 Results of Principal Coordinate Analysis (PCoA) based on SSR datasets for Q. aquifolioides 

and Q. spinosa 
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3.1.2 遗传多样性及遗传分化分析 

(1) 遗传多样性分析结果 

基于 15 对 SSR 数据的结果显示川滇高山栎种群的各遗传多样性指数：观测杂合

度（HO）、期望杂合度（HE）、有效种群大小（NE）、香农指数（I）的均值均高于刺

叶高山栎的遗传多样性指数，表明川滇高山栎种群的遗传多样性水平高于刺叶高山栎

种群的遗传多样性水平。此外，在川滇高山栎种群中，Tibet 谱系的遗传多样性低于

HDM-WSP 谱系，在刺叶高山栎种群中，West 谱系的遗传多样性低于 East 谱系。对

多样性水平进行 T 检验的结果均显示差异显著(表 3.1)。 

 

表 3.1 川滇高山栎和刺叶高山栎基于 SSR 数据集的遗传多样性分析结果 

Table 3.1 Results of genetic diversity based on SSR datasets for Q. aquifolioides and Q. spinosa 

种群编号 NE I HO HE 

Quercus aquifolioides     

Tibet Q. aquifolioides         

LZD 2.91  1.07  0.53  0.53  

GBX 3.09  1.11  0.50  0.54  

MLJ 2.65  0.93  0.46  0.47  

GB 2.81  1.05  0.54  0.53  

MLL 2.87  1.11  0.54  0.53  

SJLS 2.08  0.81  0.49  0.44  

DZC 2.55  0.90  0.53  0.47  

KDG 2.61  0.97  0.60  0.51  

LZA 2.88  1.08  0.53  0.54  

BYZ 2.68  1.03  0.59  0.52  

LZ 2.96  1.02  0.58  0.54  

BM 3.04  1.11  0.51  0.57  

LL 2.66  1.01  0.53  0.52  

MLP 3.07  1.13  0.55  0.57  

BMS 2.83  0.97  0.50  0.49  

BMR 2.83  1.02  0.52  0.52  

BMZ 2.74  1.02  0.49  0.53  

mean 2.78  1.02  0.53  0.52  

HDM-WSP Q. aquifolioides         

CY 3.01  1.14  0.57  0.56  

CYX 2.81  1.04  0.54  0.53  

CBG 2.91  1.13  0.56  0.54  

MKD 3.42  1.32  0.60  0.65  

MKR 3.32  1.25  0.56  0.60  

MKZ 3.44  1.29  0.60  0.63  

DQ 3.53  1.29  0.56  0.62  

BZL 3.02  1.22  0.59  0.60  

DRR 3.52  1.29  0.55  0.61  
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DRX 3.32  1.25  0.57  0.60  

ZD 3.46  1.29  0.64  0.63  

XCD 3.40  1.24  0.53  0.59  

XCR 3.24  1.29  0.63  0.62  

XG 3.42  1.20  0.53  0.58  

XCW 3.54  1.31  0.60  0.64  

LJX 2.78  1.01  0.53  0.51  

LJ 3.36  1.21  0.56  0.58  

DCK 3.60  1.33  0.58  0.63  

LJB 3.35  1.28  0.52  0.60  

DCE 3.35  1.28  0.54  0.62  

YJH 3.24  1.29  0.59  0.63  

YJX 3.17  1.20  0.55  0.59  

DFL 2.86  1.17  0.60  0.60  

DFY 3.52  1.24  0.61  0.62  

RT 3.10  1.25  0.64  0.64  

DFG 3.27  1.24  0.68  0.63  

KDD 2.95  1.14  0.66  0.59  

MEKR 3.05  1.17  0.62  0.61  

DMX 3.31  1.26  0.66  0.62  

YYP 3.28  1.25  0.57  0.60  

KDC 3.32  1.24  0.62  0.61  

KDZ 3.54  1.35  0.67  0.65  

JCD 3.30  1.27  0.70  0.65  

JCK 3.52  1.28  0.64  0.63  

MEKD 3.66  1.35  0.64  0.65  

XJX 3.26  1.23  0.57  0.62  

MEKS 3.66  1.32  0.66  0.64  

XJD 3.53  1.30  0.64  0.64  

LX 3.35  1.31  0.62  0.65  

HS 3.23  1.25  0.64  0.63  

MX 3.50  1.33  0.69  0.66  

WC 3.58  1.31  0.63  0.63  

PW 3.57  1.29  0.65  0.62  

mean 3.31  1.25  0.60  0.61  

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 

mean total 3.16  1.18  0.59  0.58  

Quercus spinosa     

West Q. spinosa     

TM 2.34 0.85 0.41 0.51 

CYXC 2.39 0.81 0.26 0.41 

BLLK 2.75 0.98 0.32 0.48 

GZ 2.56 0.96 0.39 0.53 

XGJQ 1.97 0.70 0.23 0.40 

GSL 2.53 0.92 0.28 0.48 
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SS 2.36 0.82 0.35 0.43 

SWJ 3.07 1.05 0.50 0.51 

GDS 2.82 1.05 0.47 0.52 

KRC 2.86 1.09 0.51 0.54 

ELM 2.12 0.78 0.46 0.43 

SMX 2.56 0.96 0.50 0.52 

BQX 2.16 0.83 0.35 0.44 

LTS 2.33 0.79 0.37 0.40 

FTZ 2.69 0.97 0.50 0.50 

SLX 2.65 0.94 0.52 0.48 

LBZ 2.82 1.07 0.51 0.55 

JZG 2.16 0.80 0.35 0.41 

ZGF 2.55 1.01 0.52 0.51 

CBLC 2.43 0.84 0.43 0.44 

JFS 2.15 0.81 0.31 0.43 

SMJQ 2.37 0.91 0.41 0.47 

mean 2.48 0.91 0.41 0.47 

East Q. spinosa     

WLD 3.24 1.20 0.54 0.59 

JJY 2.30 0.83 0.43 0.44 

ZJH 3.16 1.18 0.51 0.60 

XLS 2.30 0.92 0.42 0.47 

XHS 3.15 1.19 0.52 0.59 

LC 2.33 0.96 0.52 0.52 

HHG 2.53 1.02 0.37 0.55 

TJS 2.04 0.78 0.34 0.44 

ZQ 2.61 0.96 0.41 0.51 

MWS 3.28 1.20 0.48 0.60 

NBL 2.84 1.08 0.50 0.55 

NGS 2.77 1.06 0.48 0.54 

BDX 2.56 1.04 0.61 0.56 

TSX 2.89 1.11 0.46 0.57 

PTS 2.03 0.76 0.30 0.40 

BSY 2.57 1.06 0.42 0.54 

DJP 2.59 0.97 0.36 0.49 

TMS 2.61 1.01 0.56 0.53 

TDY 2.32 0.84 0.29 0.42 

DLL 2.98 1.08 0.31 0.55 

JLT 2.60 0.93 0.32 0.47 

WDS 2.22 0.89 0.34 0.48 

WKS 2.41 0.94 0.28 0.51 

SQS 2.16 0.76 0.34 0.42 

mean 2.60 0.99 0.42 0.51 

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 

Mean total 2.55 0.95 0.41 0.49 
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注：HO：观测杂合度；HE：期望杂合度；NE：有效种群大小；I：香农指数 

(2) 分层分子方差分析结果 

基于 STRUCTURE, PCA 和 PCoA 的分组结果而进行的分层分子方差分析支持上

述的结果（表 3.2）。在川滇高山栎和刺叶高山栎所有种群中，遗传分化主要存在于种

群内（90.7％, FST = 0.09; 77.5％, FST = 0.22）。而川滇高山栎两个谱系之间（4.3％，

FCT=0.04）和谱系内种群间（5.0％，FSC=0.05）的分化程度都较低，在 Tibet 谱系（FST 

= 0.04）和 HDM-WSP 谱系(FST = 0.05)中的遗传分化水平相差不多。刺叶高山栎两个

谱系之间的分化程度最低（9.6％，FSC=0.09）；且西部谱系的遗传分化水平（FST = 0.18）

大于东部谱系(FST = 0.12)。此外，对比川滇高山栎和刺叶高山栎种群的谱系之间、谱

系内种群间以及种群内的固定指数结果表明，刺叶高山栎种群内的遗传分化水平要明

显高于川滇高山栎种群内的遗传分化水平。 

 

表 3.2 川滇高山栎和刺叶高山栎基于 SSR 数据集的分层分子方差分析结果 

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

spinosa populations based on SSR datasets 

Percentage of variation (%) Fixation Indices 

Tibet Q. aquifolioides   

Among populations 4.4 FST = 0.04 

Within populations 95.6  

HDM-WSP Q. aquifolioides   

Among populations 5.4 FST = 0.05 

Within populations 94.6  

All Q. aquifolioides   

Among lineages 4.3 FCT = 0.04 

Among populations within lineages 5.0 FSC = 0.05 

Within populations 90.7 FST = 0.09 

West Q. spinosa   

Among populations 18.0 FST = 0.18 

Within populations 82.0  

East Q. spinosa   

Among populations 12.0 FST = 0.12 

Within populations 88.0  

All Q. spinosa   

Among lineages 9.6 FCT = 0.09 

Among populations within lineages 12.9 FSC = 0.14 

Within populations 77.5 FST = 0.22 

 

3.1.3 基因流分析 

由 Migrate-n 根据贝叶斯因子值评估川滇高山栎和刺叶高山栎两个物种之间及其

各自谱系之间的历史基因流，分析结果表明川滇高山栎和刺叶高山栎历史基因流的方
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向是从川滇高山栎到刺叶高山栎（Nm = 56.1 vs Nm = 47.5），川滇高山栎 Tibet 和

HDM-WSP 两个谱系历史基因流的方向从 Tibet 谱系到 HDM-WSP 谱系（Nm = 46.6 vs 

Nm = 34.5）；刺叶高山栎 West 和 HDM-WSP 两个谱系历史基因流的方向从 West 谱系

到 East 谱系（Nm = 65.6 vs Nm = 43.0）（表 3.3）。 

 

表 3.3 川滇高山栎和刺叶高山栎基于 Migrate-n 的历史基因流分析的结果 

 Table 3.3 Historical gene flow as estimated by Migrate-n among Q. aquifolioides and Q. spinosa 

 Ɵ 

  Nem   

Q. 

aquifolioides 
Tibet 

HDM- 

WSP 

Q. 

spinosa 
West East 

Q. 

aquifolioides 

2.0 

[1.5-2.3] 
   

47.5 

[34.3-58.1] 
 

Tibet 
4.0 

[3.3-4.6] 
 

           34.5 

        [31.7-36.6] 
   

HDM-WSP 
7.7 

[7.2-8.1] 
 

46.6 

[43.7-49.1] 
   

Q. spinosa 
3.5 

[2.4-4.5] 

56.1 

[33.6-78.2] 
    

West 
8.4 

[7.2-8.8] 
    

         43.0 

      [39.3-46.3] 

East 
8.9 

[8.0-9.6] 
   

           65.6 

        [52.9-69.9] 
 

 

3.2 川滇高山栎与刺叶高山栎的景观基因组学分析 

3.2.1 气候因子筛选 

在进行川滇高山栎和刺叶高山栎的遗传变异与环境梯度相关性分析时，需从

WorldClim Version2 数据库中提取对应的气候数据，剔除共线性阈值大于 0.7 的气候

因子后，选取 4 个气候因子用于后续的遗传变异与环境梯度相关性分析。 这 4 个气

候因子分别是：气温年较差(bio07) , 最热月份的平均气温与最冷月份的平均气温的差

值，最干旱季节的平均温度(bio09)，季节性降水(bio15)，六月份降水量(prec06) (表 2.1)。 

3.2.2 Mantel 检验  

Mantel 检验的结果揭示了川滇高山栎种群的 Tibet 谱系(Mantel’s r = 0.15, P = 

0.006)、HDM-WSP 谱系(Mantel’s r = 0.39, P < 0.001)和所有种群(Mantel’s r = 0.52, P < 

0.001)中存在显著的距离隔离的空间遗传结构。在 HDM-WSP 谱系(Mantel’s r = 0.30, P 

= 0.014)和所有种群(Mantel’s r = 0.18, P = 0.025)中检测到显著环境隔离的空间遗传结

构，但在 Tibet 谱系(Mantel’s r = -0.07, P = 0.675)并未检测到显著环境隔离的空间遗传

结构(图 3.5)。在刺叶高山栎种群的 West 谱系(Mantel’s r = 0.38, P < 0.001; Mantel’s r = 

0.25, P = 0.006)、East 谱系(Mantel’s r = 0.49, P = 0.005; Mantel’s r = 0.44, P = 0.005)和
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所有种群(Mantel’s r = 0.55, P < 0.001; Mantel’s r = 0.28, P < 0.001)中均存在显著的距

离隔离和环境隔离的空间遗传结构 (图 3.5)。 

偏 Mantel 检验发现了类似的结果：当控制环境距离的影响时，在川滇高山栎种

群的 Tibet 谱系(Mantel’s r = 0.24, P = 0.007)和所有种群(Mantel’s r = 0.52, P < 0.001)中

检测到了显著的距离隔离的空间遗传结构；当控制地理距离的影响时，在 HDM-WSP

谱系(Mantel’s r = 0.19, P < 0.001)和所有种群(Mantel’s r = 0.18, P = 0.025)中检测到了

显著的环境隔离的空间遗传结构，但在 Tibet 谱系(Mantel’s r = -0.20, P = 0.875)中并未

检测到显著的环境隔离的遗传结构(表 3.4)。而当控制环境距离的影响时，在刺叶高

山栎种群的 East 谱系(Mantel’s r = 0.25, P = 0.044)和所有种群(Mantel’s r = 0.50, P < 

0.001)中检测到了显著的距离隔离的空间遗传结构；当控制地理距离的影响时，在

West 谱系(Mantel’s r = 0.32, P = 0.002)和所有种群(Mantel’s r = 0.01, P = 0.048)中检测

到显著的环境隔离的遗传结构，但在 East 谱系(Mantel’s r = -0.02, P = 0.566)中未检测

到显著的环境隔离(表 3.5)。 

 

 

图 3.5 在川滇高山栎的(a, d) Tibet 谱系、(b, e) HDM-WSP 谱系和(c, f)所有种群以及刺叶高山栎的

(g, j) Tibet 谱系、(h, k) HDM-WSP 谱系和(i, l)所有种群中，对遗传距离和(a-c, g-i)地理距离、(d-f, 

j-l)环境距离和进行 Mantel 检验的结果 

Figure 3.5 Results of Mantel tests of genetic distance against (a-c, g-i) geographic and (d-f, j-l) 
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environmental distances in (a, d) Tibet lineage, (b, e) HDM-WSP lineage and (c, f) all populations 

combined in Q. aquifolioides and (g, j) West lineage, (h, k) East lineage and (i, l) all populations 

combined in Q. spinosa 

 

表3.4 川滇高山栎不同谱系和所有种群中偏Mantel检验结果 

Table 3.4 Results of Partial Mantel test in different lineages and all populations of Q. aquifolioides 

 Tibet  HDM-WSP  All populations 

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

IBD conditioned with 

environmental distance 
0.24 0.007  0.31 0.059  0.52 <0.001 

IBE conditioned with 

geographical distance 
-0.20 0.875  0.19 <0.001  0.18 0.025 

 

表 3.5 刺叶高山栎不同谱系和所有种群中偏 Mantel 检验结果 

Table 3.5 Results of Partial Mantel test in different lineages and all populations of Q. spinosa 

 West  East  All populations 

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

IBD conditioned with 

environmental distance 
0.13 0.052  0.25 0.044  0.50 <0.001 

IBE conditioned with 

geographical distance 
0.32 0.002  -0.02 0.566  0.01 0.048 

 

对遗传距离和四个气候因子距离进行 Mantel 检验和偏 Mantel 检验均发现：在川

滇高山栎种群的 HDM-WSP 谱系中，遗传距离与气温年较差(bio07) (Mantel’s r = 0.49, 

P < 0.001; Mantel’s r = 0.41, P < 0.001)和季节性降水(bio15) (Mantel’s r = 0.33, P = 

0.004; Mantel’s r = 0.29, P = 0.010)显著相关；在所有种群中，遗传距离同样与气温年

较差(bio07) (Mantel’s r = 0.36, P < 0.001; Mantel’s r = 0.32, P < 0.001)和季节性降水

(bio15) (Mantel’s r = 0.27, P = 0.003; Mantel’s r = 0.26, P = 0.004)显著相关；而在 Tibet

谱系中，Mantel 检验和偏 Mantel 检验均发现没有气候因子与遗传距离显著相关（表

3.6）。而 Mantel 检验发现在刺叶高山栎种群的 West 谱系中，遗传距离与气温年较差

(bio07) (Mantel’s r = 0.23, P = 0.040)和 prec6 (Mantel’s r = 0.20, P = 0.019)显著相关；在

East 谱系中，遗传距离与季节性降水(bio15) (Mantel’s r = 0.42, P = 0.001)和六月份降

水量(prec06) (Mantel’s r = 0.42, P = 0.002)显著相关；在所有种群中，遗传距离与气温

年较差(bio07) (Mantel’s r = 0.21, P = 0.005)，季节性降水(bio15) (Mantel’s r = 0.44, P < 

0.001)和六月份降水量(prec06) (Mantel’s r = 0.19, P = 0.003)显著相关；偏 Mantel 检验

发现在 West 谱系中，遗传距离与最干旱季节的平均温度(bio09) (Mantel’s r = 0.13, P = 

0.002)显著相关；在所有种群中，遗传距离与季节性降水(bio15) (Mantel’s r = 0.18, P = 

0.003)显著相关；而在 East 谱系中，偏 Mantel 检验未发现有气候因子与遗传距离显
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著相关（表 3.7）。 

 

表3.6 川滇高山栎不同谱系和所有种群中Mantel检验和偏Mantel检验结果 

Table 3.6 Results of Mantel test and partial Mantel test in different lineages and all populations of Q. 

aquifolioides 

 Tibet   HDM-WSP   All populations 

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

Mantel test         

bio07  -0.22 0.951  0.49 <0.001  0.36 <0.001 

bio09  0.04 0.373  -0.02 0.781  -0.01 0.601 

bio15  -0.05 0.609  0.33 0.004  0.27 0.003 

prec06  -0.08 0.661  0.13 0.083  0.03 0.264 

partial Mantel test          

bio07  -0.23 0.961  0.41 <0.001  0.32 <0.001 

bio09  0.03 0.404  -0.01 0.606  0.01 0.554 

bio15  -0.19 0.867  0.29 0.010  0.26 0.004 

prec06  -0.19 0.854  -0.01 0.461  0.03 0.310 

 

表 3.7 刺叶高山栎不同谱系和所有种群中 Mantel 检验和偏 Mantel 检验结果 

Table 3.7 Results of Mantel test and partial Mantel test in different lineages and all populations of Q. 

spinosa 

 West  East  All populations 

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

Mantel test         

bio07  0.23 0.040  0.15 0.155  0.21 0.005 

bio09  0.08 0.109  0.04 0.268  0.02 0.274 

bio15  0.21 0.063  0.42 0.001  0.44 <0.001 

prec06  0.20 0.019  0.42 0.002  0.19 0.003 

partial Mantel test      

bio07  0.08 0.247  -0.08 0.720  -0.01 0.533 

bio09  0.13 0.002  0.06 0.188  0.02 0.225 

bio15  0.18 0.092  -0.04 0.625  0.18 0.003 

prec06  0.08 0.149  -0.01 0.506  -0.02 0.605 

 

MRM结果显示在川滇高山栎种群的HDM-WSP谱系和所有种群中的最优模型均

显著(P < 0.001)。在 HDM-WSP 谱系中，遗传距离与地理距离(Spearman’s ρ = 0.39, P < 

0.001), 气温年较差(bio07) (Spearman’s ρ = 0.21, P = 0.001)和季节性降水(bio15)  

(Spearman’s ρ = 0.04, P = 0.025)显著相关；在所有种群中，遗传距离同样与地理距离

(Spearman’s ρ = 0.57, P < 0.001), 气温年较差(bio07) (Spearman’s ρ = 0.13, P = 0.004) 

和季节性降水(bio15) (Spearman’s ρ = 0.02, P = 0.006)显著相关，而在 Tibet 谱系中，模

型检验得结果不显著（P = 0.213）(表 3.8)。在刺叶高山栎种群的 West 谱系，East 谱
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系和所有种群中的最优模型均显著(P < 0.001)。在 West 谱系中，遗传距离与最干旱季

节的平均温度(bio09) (Spearman’s ρ = 0.17, P = 0.020)显著相关；在 East 谱系中，遗传

距离与地理距离(Spearman’s ρ = 0.54, P = 0.007)显著相关；在所有种群中，遗传距离

与地理距离(Spearman’s ρ = 0.49, P < 0.001)和季节性降水(bio15) (Spearman’s ρ = 0.16, 

P = 0.002)显著相关(表 3.9)。 

 

表3.8 川滇高山栎不同谱系和所有种群中距离矩阵多元回归分析结果 

Table 3.8 Results of MRM (Multiple Regression on distance Matrices) in different lineages and all 

populations of Q. aquifolioides  

 Tibet  HDM-WSP  All populations 

 ρ P  ρ P  ρ P 

geographical 

distance 
0.41 <0.001  0.39 0.053  0.57 <0.001 

bio07 -0.21 0.082  0.21 0.001  0.13 0.004 

bio09 0.06 0.602  0.12 0.602  0.09 0.623 

bio15 -0.11 0.595  0.04 0.025  0.02 0.006 

prec06 -0.24 0.202  -0.14 0.079  -0.06 0.160 

ρ2 and P of 

best model 
0.14 0.213  0.24 <0.001  0.39 <0.001 

 

表 3.9 刺叶高山栎不同谱系和所有种群中距离矩阵多元回归分析结果 

Table 3.9 Results of MRM (Multiple Regression on distance Matrices) in different lineages and all 

populations of Q. spinosa  

 West  East  All populations 

 ρ P  ρ P  ρ P 

geographical 

distance 
0.24 0.035  0.54 0.007  0.49 <0.001 

bio07 0.07 0.584  -0.08 0.496  -0.01 0.862 

bio09 0.17 0.020  0.20 0.098  0.03 0.528 

bio15 0.12 0.297  -0.23 0.223  0.16 0.002 

prec06 0.03 0.689  0.12 0.460  -0.04 0.353 

ρ2 and P of 

best model 
0.16 <0.001  0.29 <0.001  0.35 <0.001 

 

综合上述分析结果，Mantel 检验表明在川滇高山栎分布区内存在显著的地理隔离，

川滇高山栎遗传分化主要受到地理隔离的影响；在 HDM-WSP 谱系中检测到显著的

环境隔离，HDM-WSP 谱系的遗传分化主要受到环境隔离的影响；而在 Tibet 谱系中

检测到显著的地理隔离，因此 Tibet 谱系的遗传分化主要受到地理隔离的影响。气温

年较差(bio07)和季节性降水(bio15)与遗传分化显著相关，是影响川滇高山栎遗传分化

最主要的气候变量。 
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而在刺叶高山栎分布区内存在显著的地理隔离，刺叶高山栎遗传分化同样主要受

到地理隔离的影响；在 West 谱系中检测到显著的环境隔离，West 谱系的遗传分化主

要受到环境隔离的影响；而在 East 谱系中检测到显著的地理隔离，因此 East 谱系的

遗传分化主要受到地理隔离的影响。最干旱季节的平均温度(bio09)和季节性降水

(bio15)与遗传分化显著相关，是影响刺叶高山栎遗传分化最主要的气候变量。 

3.2.3 冗余分析 

基于 15 对 SSR 数据对川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传分化进行 RDA 分析

和偏 RDA 分析(分别控制地理和气候变量的影响)，以评估地理变量和气候变量在塑

造这两个物种遗传变异的模型中所发挥的的作用，表 3.10 展示了地理变量以及每个

气候变量的解释度和显著性水平。 

川滇高山栎偏 RDA 的结果表明在 Tibet 谱系中，遗传分化受到地理变量（PVE = 

4.03，P = 0.001）的影响要大于气候变量（PVE = 1.45, P = 0.001）；在所有种群中，

遗传分化受到地理变量（PVE = 1.89, P = 0.001）的影响要大于气候变量（PVE = 1.44, 

P = 0.001）；而在 HDM-WSP 谱系中，遗传分化受到气候变量（PVE = 2.70, P = 0.001）

的影响要大于地理变量（PVE = 1.38, P = 0.001），其中 RDA 和偏 RDA 的结果都显示

气温年较差(bio07)，季节性降水(bio15)和六月份降水量(prec06)对 HDM-WSP 谱系遗

传分化的影响较大（图 3.6；表 3.10）。 

刺叶高山栎偏 RDA 结果表明在 East 谱系中，遗传分化受到地理变量（PVE = 5.19,  

P = 0.001）的影响要大于气候变量（PVE = 2.98, P = 0.001）；在所有种群中，遗传分

化受到地理变量（PVE = 4.13, P = 0.001）的影响同样要大于气候变量（PVE = 2.67, P 

= 0.001）；而在 West 谱系中，遗传分化受到气候变量（PVE = 5.62, P = 0.001）的影

响要大于地理变量（PVE = 5.12, P = 0.001），其中 RDA 和偏 RDA 的结果都显示最干

旱季节的平均温度(bio09)，季节性降水(bio15)和六月份降水量(prec06)对 West 谱系遗

传分化的影响较大（图 3.6；表 3.10）。 

结合 RDA 和偏 RDA 的结果表明无论是川滇高山栎还是刺叶高山栎，在这两个

物种的地理分布范围内，地理变量都是对这两个物种的遗传变异影响最主要的因素。

川滇高山栎 Tibet 谱系的遗传变异主要受到地理变量的影响，而 HDM-WSP 的谱系的

遗传分化主要受到气候变量的影响；刺叶高山栎的 West 谱系的遗传分化主要受到气

候变量的影响，而 East 谱系的遗传分化主要受到地理变量的影响。同时，在两个物

种各自的谱系内，也就是川滇高山栎的 Tibet 谱系和 HDM-WSP 谱系以及刺叶高山栎

的 West 谱系和 East 谱系内，对遗传变异影响最主要的因素存在差异。 
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图 3.6 川滇高山栎的(a, d) Tibet 谱系、(b, e) HDM-WSP 谱系和(c, f)所有种群和刺叶高山栎的(g, j) 

West 谱系、(h, k) East 谱系和(i, l)所有种群中的 RDA (a-c, g-i)和偏 RDA (d-f, j-l)的载荷结果 

Figure 3.6 Loading results of (a-c, g-i) redundancy analysis (RDA) and (d-f, j-l) partial RDA (pRDA) in 

(a, d) Tibet lineage, (b, e) HDM-WSP lineage and (c, f) all populations combined in Q. aquifolioides 

and (g, j) West lineage, (h, k) East lineage and (i, l) all populations combined in Q. spinosa 

 

表 3.10 川滇高山栎和刺叶高山栎基于 SSR 的遗传变异与气候和地理变量之间 RDA 和偏 RDA 的

结果 

Figure 3.10 Results of Summary of thegenetic variations associated with climate and geographic 

variables based on RDA and pRDA in Q. aquifolioides and Q. spinosa for SSRs 

 RDA  pRDA 

 PVE Eigenvalue P  PVE Eigenvalue P 

Quercus aquifolioides 
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Tibet Q. aquifolioides       

climate 3.16 2.67 0.001  1.45 3.43 0.001 

geography     4.03 2.47 0.001 

bio15 18.08 1.93 0.029  23.78 3.26 0.002 

bio09 30.83 3.29 0.001  30.76 4.22 0.001 

bio07 40.88 4.37 0.001  29.41 4.03 0.001 

prec06 10.21 1.09 0.354  16.05 2.20 0.001 

Whole model  0.001    0.001 

HDM-WSP Q. aquifolioides      

climate 3.66 6.25 0.001  2.70 4.66 0.001 

geography     1.38 4.75 0.001 

bio15 27.17 6.79 0.001  17.27 2.73 0.001 

bio09 14.53 9.30 0.001  14.64 8.30 0.001 

bio07 37.19 3.63 0.001  44.57 3.22 0.001 

prec06 21.11 5.28 0.001  23.52 4.38 0.001 

Whole model  0.001    0.001 

All populations Q. aquifolioides      

climate 3.30 8.46 0.001  1.44 4.90 0.001 

geography     1.89 7.47 0.001 

bio15 33.51 11.33 0.001  15.19 2.97 0.002 

bio09 37.06 12.54 0.001  50.62 3.92 0.001 

bio07 14.28 4.83 0.001  11.69 2.29 0.004 

prec06 15.15 5.12 0.001  22.50 4.41 0.001 

Whole model  0.001    0.001 

Quercus spinosa       

West Q. spinosa       

climate 7.58 5.07 0.001  5.62 3.94 0.001 

geography     5.12 7.18 0.001 

bio15 25.67 3.20 0.002  20.31 3.20 0.001 

bio09 23.41 4.74 0.001  16.87 2.65 0.003 

bio07 15.76 5.20 0.001  10.78 2.66 0.004 

prec06 35.16 7.12 0.001  46.04 7.26 0.001 

Whole model  0.001    0.001 

East Q. spinosa       

climate 6.04 6.48 0.001  2.98 5.74 0.001 

geography     5.19 6.57 0.001 

bio15 32.37 8.40 0.001  19.20 4.40 0.001 

bio09 30.59 7.94 0.001  26.00 5.97 0.001 

bio07 11.28 2.93 0.001  16.40 3.76 0.001 

prec06 25.76 6.69 0.001  38.40 8.81 0.001 

Whole model  0.001    0.001 

All Q. spinosa       

climate 10.34 18.91 0.001  2.67 5.10 0.001 

geography     4.13 15.79 0.001 

bio15 60.79 45.99 0.001  27.11 5.53 0.001 
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bio09 17.14 12.96 0.001  25.11 5.12 0.001 

bio07 14.14 10.69 0.001  23.72 4.83 0.001 

prec06 7.93 5.99 0.001  24.06 4.91 0.001 

Whole model  0.001    0.001 

PVE = percentage of explained variance 

 

3.2.4 梯度森林分析 

梯度森林的分析结果表明，在川滇高山栎 Tibet 谱系，HDM-WSP 谱系和所有种

群中，季节性降水(bio15)都是对川滇高山栎遗传变异影响最主要的气候因素。而对刺

叶高山栎而言，在 West 谱系、East 谱系和所有种群中，六月份降水量(prec06)和季节

性降水(bio15)是对刺叶高山栎遗传变异影响最主要的气候因素(图 3.7；表 3.11)。 

图 3.8 和图 3.9 分别展示了川滇高山栎 Tibet 谱系、HDM-WSP 谱系和所有种群以

及刺叶高山栎 West 谱系、East 谱系和所有种群中的遗传变异沿环境梯度的累积重要

性。从图 3.8 中我们可以看出，在川滇高山栎 HDM-WSP 谱系和所有种群中，季节性

降水(bio15)在 60mm-70mm 之间的遗传组成变化剧烈，而在 Tibet 谱系中，季节性降

水(bio15)影响的遗传组成变化较为平缓，这也印证了 Tibet 谱系的遗传变异受地理变

量的影响较大，而环境对其遗传变异的影响较小；另外，在川滇高山栎所有种群中，

经度梯度范围在东经 96 度至 98 度之间的遗传组成变化剧烈，此经度范围恰好是川滇

高山栎 Tibet 谱系和 HDM-WSP 谱系的分界线（图 3.2），这也验证了川滇高山栎遗传

结构的划分结果。从图 3.9 中我们分析出，在刺叶高山栎 West 谱系，East 谱系和所

有种群中，季节性降水(bio15)在 60mm-80mm，六月份降水量(prec06)在 180mm-200mm

之间的遗传组成变化剧烈；另外，在刺叶高山栎所有种群中，经度梯度范围在东经

105 度至 110 度之间的遗传组成变化剧烈，此经度范围恰好是刺叶高山栎 West 谱系

和 East 谱系的分界线（图 3.2），因此，该结果也验证了刺叶高山栎遗传结构的划分。 
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图 3.7 基于 SSR 数据，在(a, b, c)川滇高山栎和(d, e, f)刺叶高山栎每个谱系和所有种群中，对遗传

变异和环境梯度进行 GF 模拟的结果 

Figure 3.7 Results of GF modeling between genetic variants and environmental gradients in each 

lineage and all populations of (a, b, c) Q. aquifolioides and (d, e, f) Q. spinosa based on SSR datasets 

 

 
图 3.8 川滇高山栎每个谱系和所有种群中遗传变异沿环境梯度的累积重要性 

Figure 3.8 Cumulative importance of genetic variation along environmental gradients in each lineage 

and all populations of Q. aquifolioides 
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图 3.9 刺叶高山栎每个谱系和所有种群中遗传变异沿环境梯度的累积重要性 

Figure 3.9 Cumulative importance of genetic variation along environmental gradients in each lineage 

and all populations of Q. spinosa 

 

表3.11 在川滇高山栎不同谱系和所有种群以及刺叶高山栎不同谱系和所有种群中，对遗传变异和

环境梯度进行GF建模的每个环境因子的R2加权重要性结果 

Table 3.11 Results of R2-weighted importance (%) of each environmental variables of GF modeling 

between genetic variants and environmeneal gradients in different lineages and all populations of Q. 

aquifolioides and different lineages and all populations of Q. spinosa 

Variables 
Quercus aquifolioides  Quercus spinosa 

Tibet  HDM-WSP  All   West East All 

Long 5.79 8.31 8.43  5.92 5.80 6.98 

lat 5.66 10.58 8.16  5.78 5.95 6.32 

bio07 2.28 2.95 3.04  1.70 1.66 3.01 

bio09 2.98 1.60 1.48  2.03 2.28 1.86 

bio15 4.39 4.11 3.15  3.99 4.98 4.36 

prec06 3.30 3.08 2.17  2.96 5.49 3.90 

 

3.2.5 广义相异建模分析 

广义相异建模的分析结果表明，在川滇高山栎种群的 Tibet 谱系和所有种群中，

地理距离分别解释了 62.89％和 59.29％的等位基因变异，是对 Tibet 谱系和所有种群

的遗传变异贡献最重要的距离矩阵(图 3.10；表 3.12)，其他环境矩阵对 Tibet 谱系和

所有种群的遗传变异的重要性都相对较小。而在HDM-WSP谱系中，季节性降水(bio15)

环境矩阵解释了 36.22％的等位基因变异，是对 HDM-WSP 谱系的遗传变异最重要的
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解释度，其他环境矩阵六月份降水量(prec06)，气温年较差(bio07)对等位基因变异的

解释度也相对较高(prec06 = 24.43%, bio07 = 12.68%)。结合上述基于距离矩阵的

Mantel 检验和 RDA 冗余分析，我们得出在川滇高山栎种群的分布范围内，地理距离

是影响该物种遗传分化的最主要形式，季节性降水(bio15)是对川滇高山栎物种的遗传

变异影响最重要的气候因子。图 3.11 展示了川滇高山栎 Tibet 谱系、HDM-WSP 谱系

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。重要性为零的气候因子的

I-样条曲线图未在图中展示。 

而在刺叶高山栎种群的 East 谱系和所有种群中，地理距离分别解释了 8.88％和

53.43％的等位基因变异，是对 East 谱系和所有种群的遗传变异贡献最重要的距离矩

阵(图 3.10；表 3.12)，其他环境矩阵对 East 谱系和所有种群的遗传变异的重要性都相

对较小；而在 West 谱系中，季节性降水(bio15)环境矩阵解释了 30.80％的等位基因变

异，是对 West 谱系的遗传变异最重要的解释度，六月份降水量(prec06)对等位基因变

异的解释度也相对较高(prec06 = 27.82%)。结合上述基于距离矩阵的 Mantel 检验和

RDA 冗余分析，我们得出在刺叶高山栎种群的分布范围内，地理距离是影响该物种

遗传分化的最主要形式，季节性降水(bio15)和六月份降水量(prec06)是对刺叶高山栎

物种的遗传变异影响最重要的气候因子。图 3.12 展示了刺叶高山栎 West 谱系、East

谱系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。重要性为零的气候因

子的 I-样条曲线图未在图中展示。 
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图 3.10 基于 SSR 数据，在(a, b, c)川滇高山栎和(d, e, f)刺叶高山栎每个谱系和所有种群中，对遗

传变异和环境梯度进行 GDM 模拟的结果 

Figure 3.10 Results of GDM modeling between genetic variants and environmental gradients in each 

lineage and all populations of (a, b, c) Q. aquifolioides and (d, e, f) Q. spinosa based on SSR datasets 

 

 
图 3.11 川滇高山栎不同谱系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 

Figure 3.11 I-splines showing changes genetic distance along environmental distance gradients in 

different lineages and all populations of Q. aquifolioides 



基于微卫星分子标记的川滇和刺叶高山栎的种群和景观遗传学研究 

46 

  

 
图3.12 刺叶高山栎不同谱系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 

Figure 3.12 I-splines showing changes genetic distance along environmental distance gradients in 

different lineages and all populations of Q. spinosa 

 

表3.12 在川滇高山栎不同谱系和所有种群以及刺叶高山栎不同谱系和所有种群中，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(%)结果 

Table 3.12 Results of variable importance (%) of each environmental variables of GF modeling between 

genetic variants and environmeneal gradients in different lineages and all populations of Q. 

aquifolioides and different lineages and all populations of Q. spinosa 

Variables 
Quercus aquifolioides  Quercus spinosa 

Tibet  HDM-WSP  All   West East All 

Geographic 62.89 2.78 59.29  7.19 8.88 53.43 

bio07 30.61 12.68 5.99  0.92 0.00 0.00 

bio09 0.00 0.00 14.70  0.00 1.93 0.35 

bio15 0.27 36.22 0.08  30.80 0.04 0.00 

prec06 0.07 24.43 16.81  27.82 0.00 13.56 
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4 讨论 

4.1 川滇高山栎与刺叶高山栎的遗传结构与遗传多样性 

4.1.1 遗传结构 

本研究基于 15 对 SSR 标记数据，对川滇高山栎 60 个种群，996 个个体以及刺叶

高山栎 46 个种群，661 个个体进行了遗传结构的鉴定。对两个高山栎物种遗传结构

的研究得到了一致的结果，川滇高山栎和刺叶高山栎在其各自的分布区内都存在明显

的遗传结构：川滇高山栎在其分布区内分化出两个明显的遗传谱系，分别是分布于西

藏东部的种群 (Tibet 谱系 )以及分布于喜马拉雅–横断山脉 /川西高原的种群

(HDM-WSP 谱系)；刺叶高山栎在其分布区内也分化出两个明显的遗传谱系，分别是

分布于中国西部横断山脉地区的种群(West 谱系)以及分布于秦岭山脉及中国东部地

区的种群(East 谱系)。川滇高山栎遗传结构的分析结果与 Du 等(2017)基于 SSR 遗传

标记的分析结果一致，而刺叶高山栎遗传结构的分析结果与 Ju 等(2019)基于 Specific 

Length Amplified Fragment(SLAF) 简化基因组数据的分析结果一致。 

川滇高山栎和刺叶高山栎的分化结构可能是由物种的种群历史动态造成的(Ju et 

al., 2019; Du et al., 2017)。川滇高山栎在中新世(Miocene)晚期从青海-西藏高原中部进

入西藏接着到达西藏东部区域，受第四纪(Quaternary)气候震荡的原因以及喜马拉雅

山脉隆升过程造成的影响，西藏东部区域的气候条件变得不适宜川滇高山栎生存，该

物种随即迁移到气候温暖适宜的横断山脉区域，该区域则成为了川滇高山栎物种在冰

期的避难所，气候回暖后又回迁至西藏东部区域，对这两个分布区域差异明显的环境

条件的适应造成了川滇高山栎的分化(Du et al., 2017)。 

青藏高原主要的抬升发生在距今 10Ma 年前(Meng et al., 2017)，由于受到青藏高

原抬升的影响，在中新世(Miocene)晚期，刺叶高山栎经历了明显的分化(Ju et al., 2019)，

在末次间冰期(Last Interglacial, LIG)，刺叶高山栎适宜生存的区域在今横断山脉附近；

随着末次盛冰期(Last Glacial Maximum, LGM)来临，刺叶高山栎生存区域的气候变得

寒冷，该物种又经历了种群的扩张，到达秦岭山脉和中国东部附近；因此，横断山脉

和秦岭山山脉及中国东部成为刺叶高山栎分布的区域。由于横断山脉复杂的地质结构

和气候带的垂直转变，构成了高山植被的自然地理屏障(Chen et al., 2011)，导致了刺

叶高山栎的遗传分化。在其他的研究报道中，表明长时期的地理隔离和生态因素的变

化会促进物种种内的高遗传分化(Xu et al., 2015; Gong et al., 2008)。刺叶高山栎具有

世代时间长，风媒传粉，种子因重力和啮齿动物散布的特征(Austerlitz et al., 2000)。

大多数橡树种子只是由于重力而散落在母树周围，只有少数种子随山地地形散布或被

小型啮齿动物（例如松鼠和老鼠）和松鸦携带有限的距离(Xiao et al., 2009; Gómez, 

2003; Gomez et al., 2003)。由于横断山脉复杂的地形成为橡树播种或花粉散播的有效

地理屏障(Liu et al., 2013; Li et al., 2013)，为刺叶高山栎两个谱系的独立进化提供了潜



基于微卫星分子标记的川滇和刺叶高山栎的种群和景观遗传学研究 

48 

在条件。此外，川滇高山栎和刺叶高山栎的遗传分化主要存在于种群内，这都表明了

川滇高山栎和刺叶高山栎种内高的遗传分化水平和明显的分化结构。 

4.1.2 遗传多样性 

对川滇高山栎遗传多样性的结果表明了 HDM-WSP 遗传多样性高于 Tibet 谱系，

Du 等(2017)基于叶绿体 DNA 片段和 SSR 的证据表明，川滇高山栎在冰期为了躲避西

藏区域寒冷干燥的环境条件而迁移至现 HDM-WSP 谱系所在的喜马拉雅–横断山脉/

川西高原区域，因此 HDM-WSP 谱系所在的区域作为川滇高山栎物种在冰期的避难

所，对于其遗传多样性的维持起到了很好地保护作用(Favre et al., 2015; López-Pujol et 

al., 2011)；而 Tibet 谱系低的遗传多样性反映了该地区川滇高山栎物种灭绝-重新移植

的动态历史，当气候变暖之后，川滇高山栎回迁至 Tibet 谱系所在的区域，或者仅分

布在 HDM-WSP 区域的部分川滇高山栎回迁至 Tibet 谱系所在的区域(Qiu et al., 2011; 

Du et al., 2017; Meng et al., 2017)，而此过程可能造成了遗传多样性的丢失。而刺叶高

山栎遗传多样性的结果可能是历史基因流导致的，East 谱系受到了来自 West 谱系更

多的基因流。本结果也得到了 Ju 等(2019)的证明，在末次盛冰期(Last Glacial Maximum, 

LGM)，刺叶高山栎发生了从横断山脉向秦岭山脉和中国东部的种群扩张；在距今大

约 0.11 Ma 年前，刺叶高山栎在分布区内又发生了从横断山脉向秦岭山脉的不对称基

因交流。 

4.2 川滇高山栎与刺叶高山栎的遗传变异应对环境梯度响应机制 

Mante 检验，偏 Mantel 检验以及 MRM 对川滇高山栎和刺叶高山栎进行遗传变异

应对环境梯度的响应机制分析均得到了一致的结果：在川滇高山栎 Tibet 谱系和刺叶

高山栎 East 谱系中，检测到显著的地理隔离的模式，而在川滇高山栎 HDM-WSP 谱

系和刺叶高山栎 West 谱系中，检测到显著的环境隔离的模式。上述检验结果也同时

得到了GDM, GF和RDA的验证：在川滇高山栎Tibet谱系和刺叶高山栎East谱系中，

地理距离解释了最高的变量重要性和百分比解释度。这些结果表明，川滇高山栎 Tibet

谱系以及刺叶高山栎 East 谱系的遗传特征主要反映了种群进化历史的演变，并未受

到来自环境的强烈选择压力的驱动。相反的是，通过 GDM, GF 和 RDA 都表明了季

节性降水(bio15)是驱动川滇高山栎 HDM-WSP 谱系遗传变异最主要的因素；六月份

降水量(prec06)和季节性降水(bio15)是驱动刺叶高山栎West谱系遗传变异最主要的因

素。 

我们的发现表明了川滇高山栎 Tibet 谱系和 HDM-WSP 谱系，以及刺叶高山栎

West 谱系和 East 谱系展现了不同的遗传机制。在川滇高山栎 Tibet 谱系和刺叶高山栎

East 谱系中检测到的地理隔离的模式，反映了这两个谱系受到了进化历史驱动的影响；

而在川滇高山栎 HDM-WSP 谱系和刺叶高山栎 West 谱系中，则很大程度上反映了受

环境压力驱动的自然选择的影响。在其他研究报道中，如在欧洲山毛榉(Pluess et al., 
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2016; Csilléry et al., 2014)和栎树的研究中(Pina-Martins et al., 2018; Gugger et al., 2017; 

Sork et al., 2016)都报道了与环境变量一致的遗传模式。我们在两个高山栎物种中鉴定

出的适应模式，揭示了这两个物种在其分布范围内的进化动态。 
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5 结论与展望 

5.1 结论 

本研究使用 15 对 SSR 分子标记从种群遗传及景观方面对川滇高山栎和刺叶高山

栎的遗传结构、遗传多样性及遗传变异对环境梯度的响应模式进行分析，得到以下主

要结论： 

(1) 川滇高山栎和刺叶高山栎种群结构分析表明：这两个物种在其各自的分布范

围内呈现出明显的遗传谱系。这可能与这两个物种的进化历史相关，受青藏高原抬升

的影响，川滇高山栎和刺叶高山栎在其分布范围内，形成了明显的遗传分化结构。 

(2) 川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传多样性和遗传分化的分析结果表明，川

滇高山栎 HDM-WSP 谱系的遗传多样性高于 Tibet 谱系，刺叶高山栎 East 谱系的遗

传多样性高于 West 谱系。川滇高山栎这一结果的原因可能与横断山脉作为川滇高山

栎在冰期的避难所有关，HDM-WSP 谱系因此保留了更多的遗传多样性；这一结果也

得到了基因流分析的证明，川滇高山栎历史基因流的方向是从 Tibet 谱系向

HDM-WSP 谱系方向；刺叶高山栎这一结果可能与 West 谱系和 East 谱系的历史基因

流有关，East 谱系受到了来自 West 谱系更多的基因流。川滇高山栎和刺叶高山栎遗

传分化都明显高于其他研究报道中栎树的遗传分化，这与川滇高山栎和刺叶高山栎种

内明显的分化结构有关。 

(3) 川滇高山栎和刺叶高山栎遗传变异对环境梯度的响应机制分析表明，川滇高

山栎和刺叶高山栎遗传谱系对环境梯度呈现不同的响应机制。在川滇高山栎 Tibet 谱

系和刺叶高山栎 East 谱系中，地理变量对遗传变异的影响最重要；而川滇高山栎

HDM-WSP 谱系的遗传变异主要受到季节性降水(bio15)的影响，刺叶高山栎 West 谱

系的遗传变异主要受到季节性降水(bio15)和六月份降水量(prec06)的影响。 

5.2 展望 

(1) 本文基于 SSR 分子标记对川滇高山栎和刺叶高山栎进行了种群和景观遗传

学方面的研究。随着测序技术的不断发展，测序的成本变得越来越低，未来可结合重

测序、简化基因组测序等高通量测序手段获得的特异性位点信息进行整合，以期充分

探讨川滇和刺叶高山栎的种群和景观遗传学特征。 

(2) 物种的遗传多样性和种群结构在很大程度上取决于物种内在特征和外部生

态环境（包括人为活动和历史事件），有效鉴别物种的遗传结构和相关因素可以促进

对物种进化历史的理解。本研究分析了川滇高山栎和刺叶高山栎遗传结构和遗传多样

性，并未探讨这两个物种的进化历史，未来的研究可从物种进化历史的角度入手，来

更加深入地挖掘川滇高山栎和刺叶高山栎种群遗传学特征。 

(3) 使用梯度森林（Gradient Forest, GF）和广义相异模型(Generalized Dissimilarity 

Modelling, GDM)探讨遗传变异对环境梯度的响应模式。未来的研究中，可结合梯度
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森林（Gradient Forest, GF）、广义相异模型(Generalized Dissimilarity Modelling, GDM)

和非适应性风险分析（Risk of Non-adaptedness, RONA）的预测功能，分析在未来的

环境变量之下，遗传变异对环境梯度的响应模式，以此来探讨川滇高山栎和刺叶高山

栎种群在未来环境状况下的适应潜力。 

(4) 植物叶片的表型可塑性在植物对环境的适应方面发挥着重要的作用，随着形

态学标记方法的不断发展，传统的线性测量方法和几何形态学方法都得到了极大的完

善和提高，未来可将川滇高山栎和刺叶高山栎叶型数据与遗传数据相结合，在生态学

层面对川滇高山栎和刺叶高山栎种群的遗传特征进行探讨。 

（5）本文选取的 15 对 SSR 分子标记，其中的 8 对引物选自本实验室已发表的

文献中，且已经经过了中性位点的验证，另外的 7 对引物并未经过中性验证，在未来

的研究中，可使用如 BayeScan 等特异性位点软件来检测自然选择下的 SSR 基因位点。 
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