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　 　 摘要：为研究青藏高原海拔变化与藏川杨遗传多样性和群体遗传结构的关系，以青藏高原东南部色季拉山分布的藏川杨

群体为材料，用 ２４ 对微卫星标记对其进行遗传分析。 在 ４６９ 个个体中共检测到 １２６ 个等位基因，每个位点的平均等位基因数

（Ｎａ）为 ５． ２５；多态性位点百分率（ＰＰＬ）为 １００％ ，期望杂合度（Ｈｅ）在高、低海拔的群体中都处于较高水平，分别为 ０． ４８ 和

０ ４９；分子方差分析（ＡＭＯＶＡ）的结果表明，种群间分化占总变异的 ６． ３８％ ，遗传变异主要集中在群体内不同个体之间；基因

分化系数 （ＦＳＴ）为 ０． ０２，也证实群体分化处于较低水平，而检测到群体间的基因流动（Ｎｍ）处于较高水平，为 ９． ８９。 上述结果

表明，海拔因素未对生长在色季拉山高低海拔的藏川杨群体造成地理隔离，从而产生种群分化；在此地区藏川杨遗传背景一

致，藏川杨种质资源的保存无需考虑海拔的差异。 本研究结果为研究高海拔适应机制材料的选择提供了很大的便利，并为藏

川杨的可持续利用与保护提供了一定的理论依据。
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藏川杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ ｓｚｅｃｈｕａｎｉｃａ ｖａｒ． ｔｉｂｅｔｉｃａ） 属杨柳科

（Ｓａｌｉｃａｃｅａｅ ） 杨 属 （ Ｐｏｐｕｌｕｓ ）， 为 川 杨 （ Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｓｚｅｃｈｕａｎｉｃａ）的变种，主要分布于四川省和西藏自治

区，是我国特有的落叶阔叶乔木，多生长于海拔

２０００ ～ ４５００ ｍ 的河谷、沟边的冲积土或草甸土

上［１］。 藏川杨是杨属中分布海拔最高的树种，对
于高原环境具有良好的适应性，是我国杨属特有

树种，是高寒地区杨树育种工作所需的基因资

源。 生活在不同环境、不同地区的种群在遗传多

样性以及群体遗传结构上都存在着很大的不

同 ［２⁃４］ 。 因此，在进行种质资源的收集保护之前，
需要对该物种的遗传背景进行有效评估。 目前

关于藏川杨的研究报道主要集中于生理 ［５］ 、栽培

技术 ［６⁃７］ 、造林技术 ［８⁃９］ 等方面，遗传多样性方面的

研究鲜有报道。 为确保藏川杨资源保护和育种工作

的顺利开展，迫切需要开展藏川杨群体遗传多样性

方面的研究。
分子标记作为有效研究手段被广泛地应用

于遗传多样性、遗传结构分析等研究 ［１０⁃１２］ 。 其中

微卫星分子标记（ ＳＳＲ）具有重复性好、多态性高

和共显性等特性，在植物遗传多样性研究 ［１３⁃１４］ 、
品种鉴定 ［１５］ 、分子标记辅助育种 ［１６］ 等方面得到

了广泛的应用。
为了解高山地区分布的藏川杨的遗传多样性及

群体遗传结构是否受海拔因子的响应，本研究使用

２４ 对基于胡杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ ｅｕｐｈｒａｔｉｃａ）ＥＳＴ 序列开发的

ＳＳＲ 引物，对生长在西藏林芝地区色季拉山低海拔

和高海拔 ２ 个区域采集的藏川杨群体的 ４６９ 个个体

进行了基因分型，分析了 ２ 个不同海拔群体间的遗

传多样性及群体遗传结构的差异，为藏川杨资源的

遗传研究奠定基础，同时也为藏川杨的保护、合理开

发利用提供科学依据。

１　 材料与方法

１． １　 样品收集

２０１１ 年 ８ 月和 ２０１２ 年 ８ 月在西藏自治区林芝

地区的色季拉山采样，采样区域海拔分别为 ２６００ ～
３０９０ ｍ 及 ２０００ ～ ２３００ ｍ。 前者为高海拔区域，共采

样 ２３８ 个；后者为低海拔区域，采样 ２３１ 个（图 １）。
每个采样单株 ＧＰＳ 定位，采集 ３ ～ ５ 片叶片，现场硅

胶干燥保存，用于后续 ＤＮＡ 的提取。

Ｈ：高海拔；Ｌ：低海拔

Ｈ：Ｈｉｇｈ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ，Ｌ：Ｌｏｗ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ

图 １　 在西藏采样点示意图

Ｆｉｇ． １　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ Ｔｉｂｅｔ ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ ｒｅｇｉｏｎ

１． ２　 ＤＮＡ 提取

采用改良 ＣＴＡＢ［１７］ 法，提取 ４６９ 个单株的基因

组 ＤＮＡ，用 １％琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计

检测 ＤＮＡ 质量和浓度，并稀释至终浓度 ５０ ｎｇ ／ μＬ，
于 － ２０℃贮存备用。
１． ３　 ＳＳＲ 扩增

ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应体系：１０ ｎｇ 模板 ＤＮＡ，２ × Ｔａｑ
ｍｉｘ ５μＬ，正向引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）０． ４ μＬ，反向引物

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １． ６ μＬ，带有 ４ 种荧光标记 （ ＦＡＭ、
ＨＥＸ、ＴＡＭＲＡ ｏｒ ＲＯＸ）的 Ｍ１３ 引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ）
１ ６ μＬ，用 ｄｄＨ２Ｏ 补加至 １０ μＬ。 ＰＣＲ 扩增程序为：
９４℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４℃ 变性 ３０ ｓ，５５℃ 退火 ３０ ｓ，
７２℃延伸 ３０ ｓ，３０ 个循环；９４℃变性 ３０ ｓ，５３℃退火

３０ｓ，７２℃延伸 ３０ ｓ，８ 个循环；７２℃延伸 １０ ｍｉｎ。
ＳＳＲ 引物选自公布的 １１３ 对基于胡杨 ＥＳＴ 文库

开发的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物［１８］，并在正向引物的 ５′末端添

加 １８ ｂｐ 的 Ｍ１３ 通用序列 （ ５′⁃ＴＣＴＡＡＡＡＣＣＡＣ⁃
ＣＣＣＣＡＣＴ⁃３′）。 随机选择 ４ 份藏川杨个体的基因组

ＤＮＡ 对 ＳＳＲ 引物进行筛选，并对扩增产物中具有多

态性的条带进行测序，选择扩增产物中存在重复序

列且重复数≥３ 的引物用于遗传多样性分析。 引物

由上海生工生物工程有限公司合成。
样品 ＤＮＡ 扩 增 后 在 ＤＮＡ 分 析 仪 （ ＡＢＩ

３７３０ＸＬ）上进行毛细管电泳分离检测，结果用 Ｇｅｎｅ⁃
Ｍａｒｋｅｒ １． ７５ 软件（Ｓｏｆｔ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ＬＬＣ，ＵＳＡ）读取，记
录每个位点的片段大小。
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１ ４　 数据分析

利用 ＬＯＳＩＴＡＮ 软件［１９］对位点是否存在选择压

力进行检测，对通过中性检验的位点进行后续的分

析；利用 ＰＯＰＧＥＮＥ ＶＩＳＩＯＮ １． ３２［２０］估算以下遗传参

数：每个位点的等位基因数（Ｎａ）、有效等位基因数

（Ｎｅ）、观测杂合度（Ｈｏ）、期望杂合度（Ｈｅ）、Ｓｈａｎｎｏｎ
多样性指数（ Ｉ）、群体内近交系数（ＦＩＳ）、群体总近交

系数（ＦＩＴ）、基因分化系数（ＦＳＴ）、基因流（Ｎｍ）；Ａｒｌｅ⁃
ｑｕｉｎ３． ５ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｍｐｇ． ｕｎｉｂｅ． ｃｈ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ａｒｌｅｑｕｉｎ３）
软件对藏川杨遗传变异进行分子方差分析，检测遗

传变异分别在群体内和群体间所占比例；利用

ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ ２． ３ 软件［２１］对群体内的遗传结构进行

分析，用于观察群体遗传结构与海拔高度变化之间

的关系，根据 Ｇ． Ｅｖａｎｎｏ 等［２２］ 提出的方法来确定居

群的数量。 比较等位基因数 （Ｎａ ）、观测杂合度

（Ｈｏ）、期望杂合度（Ｈｅ）、Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数（ Ｉ）等
指标在高低海拔 ２ 个群体中的变化，来衡量海拔梯

度变化对群体遗传多样性的影响。

２　 结果与分析

２． １　 群体遗传多样性分析

经过筛选，２４ 对引物可以用于藏川杨的遗传研究，
且 ＰＣＲ 产物经测序后上传 ＧＥＮＥＢＡＮＫ（表 １）。 ２４ 对

微卫星引物在色季拉山分布的２ 个藏川杨研究群体所

有个体中进行扩增，共检测到 １２６ 个等位基因，每个

位点的等位基因数在 ２ ～１３ 个之间，平均每个位点的

等位基因数为 ５． ２５。 所有位点在藏川杨自然群体中

表 １　 ２４ 对可用于藏川杨遗传研究的 ＳＳＲ 引物信息表

Ｔａｂｌｅ １　 ２４ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｉｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｕｄｙ ｏｆ Ｐｏｐｕｌｕｓ ｓｚｅｃｈｕａｎｉｃａ ｖａｒ． ｔｉｂｅｔｉｃａ

引物编号

ＩＤ
重复单元

Ｒｅｐｅａｔ ｕｎｉｔ
正向引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ
反向引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ
产物长度（ｂｐ）
Ａｌｌｅｌｅ ｒａｎｇｅ

登录号

ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ

Ｕ１８６７９ （ＴＧＣ）７ ＡＣＡＴＣＡＧＧＴＧＧＴＣＴＴＣＣＴＣＧ ＧＣＡＴＧＣＴＴＡＡＧＧＣＡＣＧＡＧＴＴ ４０１ ～ ４１３ ＫＦ５０１２１７

Ｕ２１８８２ （ＧＡＴ）６ ＧＣＧＧＡＣＧＧＴＣＴＴＧＡＴＴＡＣＡＴ ＴＣＴＴＴＣＧＡＣＣＣＴＴＴＴＡＧＣＧＡ ３０５ ～ ３２９ ＫＦ５０１２１８

Ｕ２２１５３ （ＡＣ）１３ ＴＴＣＣＡＣＡＡＧＣＣＡＴＡＣＣＡＣＡＡ ＣＣＡＣＣＴＴＴＣＧＴＡＡＣＣＴＴＧＧＡ ２６９ ～ ２８１

Ｕ６１６４５ （ＴＧ）１３ ＡＡＴＧＧＴＡＴＡＧＣＣＧＧＣＣＴＣＴＴ ＡＣＡＧＧＡＧＡＡＧＧＧＧＧＡＧＡＴＧＴ ２２０ ～ ２２２ ＫＦ５０１２２６

Ｕ６３２３９ （ＣＴＣ）６ ＴＴＴＧＣＴＣＴＧＴＧＡＡＣＧＣＡＡＴＣ ＡＧＣＴＴＧＴＧＧＡＴＴＴＧＴＣＴＧＣＧ ２０２ ～ ２０５ ＫＦ５０１２２７

Ｕ７８７１７ （ＧＴ）１０ ＣＴＧＧＴＡＴＧＧＡＴＧＧＡＴＴＴＧＧＧ ＡＴＴＡＡＧＣＣＣＡＡＧＣＣＴＴＣＡＣＣ ２３７ ～ ２３９ ＫＦ５０１２３１

Ｕ７４５２ （ＡＣ）１１ ＣＣＣＣＣＴＣＣＴＴＡＣＡＴＣＴＴＡＴＧＧ ＣＴＧＧＡＡＡＧＴＧＣＡＴＣＴＣＣＧＡＴ ２６５ ～ ２８７ ＫＦ５０１２１５

Ｕ６４０５９ （ＡＧ）１０ ＴＧＴＧＣＡＡＴＴＧＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴ ＧＣＡＡＣＣＴＡＡＡＴＧＡＣＣＡＣＣＴＴＧ ２９５ ～ ３１５ ＫＦ５０１２２８

Ｕ７４５９ （ＣＴ）１２ ＴＣＣＴＴＣＣＴＴＣＡＣＧＡＡＧＣＡＣＴ ＧＴＧＧＧＣＡＡＧＣＴＣＴＴＴＧＡＡＡＣ ３２５ ～ ３３７ ＫＦ５０１２１６

Ｕ６０９１４ （ＡＧ）１１ ＴＴＧＡＣＣＣＣＣＡＧＴＴＣＡＧＡＴＴＣ ＧＧＣＡＡＡＴＴＣＧＣＣＣＴＡＧＡＡＴＴＡ ２２６ ～ ２３８ ＫＦ５０１２２５

Ｕ７８ （ＧＡＧＣＴＧ）３ ＴＧＴＣＡＧＣＴＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＧ ＣＡＧＡＡＡＧＧＧＡＧＡＡＣＣＣＡＣＡＡ １７６ ～ １９４ ＫＦ５０１２１２

Ｕ７４５４１ （ＡＣ）１０ ＧＡＣＣＣＡＣＡＣＣＣＡＣＡＡＡＡＧＡＴ ＴＣＡＣＡＴＧＡＡＴＴＴＧＣＴＣＧＡＧＴＧ ２１７ ～ ２２１ ＫＦ５０１２３０

Ｕ４１９２ （ＡＡＡＡＡＴ）３ ＧＣＡＧＴＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＴＣＣ ＣＧＴＴＧＣＴＴＴＣＧＣＡＧＡＣＡＡＴＡ ２９８ ～ ３１３ ＫＦ５０１２１３

Ｕ１６３９０ （ＴＧＧＧＧＡ）３ ＴＧＧＡＧＴＣＣＧＡＧＧＡＡＧＡＧＡＧＡ ＴＣＧＴＣＡＣＴＴＴＴＧＣＡＡＧＣＡＴＣ ４５４ ～ ５６０

Ｕ１６ （ＧＡＧ）９ ＧＧＡＧＧＡＣＣＡＧＡＴＡＡＧＧＧＡＧＣ ＴＧＧＧＧＴＡＡＧＣＴＧＡＣＴＴＧＣＴＴ ２２２ ～ ２３４ ＫＦ５０１２１１

Ｕ４５２７５ （ＴＴＣ）７ ＴＧＣＡＧＴＴＴＴＡＧＧＣＣＴＣＴＴＣＣ ＣＴＧＣＡＧＡＡＴＴＣＣＡＣＡＴＣＣＡＡ １８１ ～ １９３ ＫＦ５０１２２４

Ｕ３５０１３ （ＣＴ）１６ ＴＴＴＣＣＡＧＧＧＡＣＡＧＡＡＣＴＴＣＧ ＧＡＴＧＧＧＧＴＧＡＧＡＧＡＧＧＡＡＣＡ １１０ ～ １３４

Ｕ６５６００ （ＡＧ）１４ ＧＴＣＴＴＴＧＧＴＧＧＣＴＡＣＡＣＣＧＴ ＣＴＣＡＡＴＣＣＴＴＴＣＣＴＴＧＧＴＧＧ ２２９ ～ ２４０ ＫＦ５０１２２９

Ｕ３７１８６ （ＣＡ）１０ ＴＡＡＣＡＴＧＧＣＧＡＧＴＡＧＧＧＡＣＣ ＧＣＣＡＡＡＣＡＧＡＣＣＴＣＧＡＴＣＡＴ ３９９ ～ ４０３ ＫＦ５０１２２１

Ｕ６４９６ （ＴＴＣＴＴ）５ ＧＴＡＡＡＣＡＡＡＧＧＧＡＣＣＣＣＴＣＣ ＣＣＣＡＡＡＴＣＣＣＣＡＡＴＴＡＴＴＣＣ ２９０ ～ ２９８ ＫＦ５０１２１４

Ｕ３４８４７ （ＡＧ）１４ ＴＣＴＣＣＴＣＴＣＣＴＴＴＣＣＡＣＣＡＡ ＡＡＡＡＡＧＣＣＣＡＡＧＧＡＴＣＡＧＧＴ １８２ ～ １９９ ＫＦ５０１２１９

Ｕ３８１００ （ＧＴ）１２ ＧＣＴＧＴＧＣＴＴＧＡＧＧＡＴＧＡＴＧＡ ＣＣＣＴＡＡＴＣＣＣＡＣＣＴＣＴＴＧＡＡ ２１０ ～ ２２５ ＫＦ５０１２２３

Ｕ３８０１０ （ＴＴＧ）１２ ＡＣＣＡＣＣＴＴＣＡＴＧＴＴＣＴＴＧＧＣ ＣＣＧＴＴＴＣＴＴＴＣＡＣＴＣＣＣＡＡＡ ３０９ ～ ３３７ ＫＦ５０１２２２

Ｕ３５５３６ （ＡＧＡＡＧＴ）３ ＴＧＡＡＡＴＴＧＧＧＴＧＧＴＧＣＡＧＴＡ ＣＴＣＴＴＣＡＣＣＡＡＡＡＣＣＣＴＣＣＡ ２６９ ～ ２７５ ＫＦ５０１２２０

均表现出多态性，位点多态率（ＰＰＬ）为 １００％；期望杂

合度（Ｈｅ）的分布为 ０． ０７７ ～０． ７１７，平均为 ０． ４０７；Ｓｈａｎ⁃
ｎｏｎ 多样性指数（Ｉ）为 ０． １２９ ～１ ６７９，平均为 ０． ８６８。 通

过比较可以看出，在 ２ 个群体中每个位点的有效等位

基因数（Ｎｅ）、观测杂合度（Ｈｏ）、期望杂合度（Ｈｅ）、Ｓｈａｎ⁃
ｎｏｎ 多样性指数（Ｉ），均未表现出明显差异（表 ２）。
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表 ２　 经检验的中性位点在高低海拔群体中的遗传参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅ ａｔ ｎｅｕｔｒａｌ ｌｏｃｉ

位点

Ｌｏｃｕｓ
高海拔群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ
低海拔群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｗ ａｌｔｉｔｕｄｅ
总群体

Ａｌｌ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

有效等位

基因数

Ｎｅ

Ｓｈａｎｎｏｎ
指数

Ｉ

观测

杂合度

Ｈｏ

期望

杂合度

Ｈｅ

有效等位

基因数

Ｎｅ

Ｓｈａｎｎｏｎ
指数

Ｉ

观测

杂合度

Ｈｏ

期望

杂合度

Ｈｅ

群体内近

交系数

ＦＩＳ

群体总近

交系数

ＦＩＴ

基因分化

系数

ＦＳＴ

基因流

Ｎｍ

Ｕ１８６７９ １． １２ ０． ２４ ０． １１ ０． １１ １． ０４ ０． １３ ０． ０４ ０． ０４ － ０． ０４ － ０． ０３ ０． ０１ ２６． ０２

Ｕ２１８８２ ２． ２７ １． ０４ ０． ４７ ０． ５６ １． ２９ ０． ５１ ０． ３４ ０． ４２ ０． １５ ０． ２０ ０． ０６ ４． ００

Ｕ２２１５３ ２． ３６ １． ００ ０． ４５ ０． ５８ ３． ０４ １． ２９ ０． ５４ ０． ６６ ０． １３ ０． １８ ０． ０５ ４． ３３

Ｕ６１６４５ １． ９６ ０． ６８ ０． ３２ ０． ４９ １． ９２ ０． ６７ ０． ３５ ０． ５０ ０． ２７ ０． ２９ ０． ０３ ８． ４０

Ｕ６３２３９ １． ８５ ０． ７８ ０． ５４ ０． ４６ １． ４６ ０． ５５ ０． ４１ ０． ４０ － ０． ０４ － ０． ０２ ０． ０１ １６． ８５

Ｕ７８７１７ １． ６２ ０． ５７ ０． ４０ ０． ３８ １． ８２ ０． ６４ ０． ４２ ０． ４２ － ０． ０２ － ０． ０１ ０． ０１ ２７． ４１

Ｕ７４５２ ３． ６６ １． ５４ ０． ７０ ０． ７３ ４． ５２ １． ６８ ０． ６８ ０． ７９ ０． ０９ ０． １３ ０． ０４ ５． ７２

Ｕ６４０５９ ２． ８２ １． ２６ ０． ５９ ０． ６５ ３． ４６ １． ５３ ０． ６１ ０． ６８ ０． １１ ０． １１ ０． ０１ ２５． ２０

Ｕ７４５９ １． ４９ ０． ５１ ０． ２１ ０． ３３ １． ８７ ０． ７５ ０． １７ ０． ３９ ０． ５８ ０． ５９ ０． ０２ １３． ４８

Ｕ６０９１４ １． ３５ ０． ４６ ０． ２６ ０． ２６ １． ９２ ０． ７１ ０． ３３ ０． ３９ ０． ０９ ０． １５ ０． ０７ ３． ６０

Ｕ７８ ２． ７６ １． １８ ０． ４６ ０． ６４ ２． ２３ １． ０１ ０． ４６ ０． ６４ ０． ２３ ０． ２９ ０． ０７ ３． ２９

Ｕ４１９２ ２． ６２ １． １４ ０． ６３ ０． ６２ ２． ２８ １． ０４ ０． ５７ ０． ５９ ０． ０３ ０． ０３ ０． ００ ５１． ０７

Ｕ１６３９０ １． ８１ ０． ６４ ０． ４６ ０． ４５ １． ９８ ０． ６９ ０． ４７ ０． ４８ ０． ０１ ０． ０２ ０． ０１ １７． ８３

Ｕ１６ １． ３６ ０． ５３ ０． １６ ０． ２７ １． ４９ ０． ６５ ０． １８ ０． ３０ ０． ３８ ０． ３９ ０． ０２ １１． ９３

Ｕ４５２７５ １． ８６ ０． ７１ ０． ４９ ０． ４６ １． ９０ ０． ７３ ０． ４６ ０． ４７ ０． ０２ ０． ０２ ０． ００ ５７０． ３３

Ｕ３５０１３ ３． ７６ １． ５５ ０． ２９ ０． ７４ ２． ６０ １． ２７ ０． ２９ ０． ７０ ０． ５７ ０． ５９ ０． ０３ ７． ０３

Ｕ３７１８６ １． ７８ ０． ６３ ０． ４５ ０． ４４ １． ７５ ０． ６２ ０． ４１ ０． ４３ ０． ０６ ０． ０６ ０． ００ １０００． ００

Ｕ６４９６ １． ７８ ０． ６３ ０． ４５ ０． ４４ １． ７５ ０． ６２ ０． ４１ ０． ４３ ０． ０６ ０． ０６ ０． ００ １０００． ００

Ｕ３４８４７ １． ４１ ０． ６３ ０． ３１ ０． ２９ １． ７４ ０． ９８ ０． ３６ ０． ３６ ０． ００ ０． ０１ ０． ０１ ２９． ３５

Ｕ３８１００ ２． ２２ ０． ９９ ０． ４３ ０． ５５ ２． ８４ １． ２６ ０． ４８ ０． ６１ ０． ２０ ０． ２１ ０． ０１ １７． ５８

Ｕ３８０１０ ４． ２７ １． ５４ ０． ８０ ０． ７７ ３． ０１ １． ２１ ０． ７２ ０． ７３ ０． ００ ０． ０２ ０． ０２ １５． ０１

Ｕ３５５３６ １． ５７ ０． ５５ ０． ３８ ０． ３７ １． ７０ ０． ６０ ０． ４０ ０． ３９ － ０． ０３ － ０． ０３ ０． ００ ７２． ５７

平均值

Ｍｅａｎ
２． １７ ０． ８５ ０． ４３ ０． ４８ ２． １６ ０． ８７ ０． ４２ ０． ４９ ０． １４ ０． １６ ０． ０２ ９． ８９

２． ２　 标记的中性检验

经 ＬＯＳＩＴＡＮ 软件检测，在 ９９％ 置信区间内，其
中 Ｕ７４５４１、Ｕ６５６００ 两个位点处于自然选择压力下

（图 ２），ＰＣＲ 产物测序结果比对发现 Ｕ６５６００ ＰＣＲ
产物中有 １１０ ｂｐ 的片段与毛果杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒ⁃
ｐａ Ｔｏｒｒ． ＆ Ｇｒａｙ）预测蛋白 ＸＭ＿００２３１１６９９． １ 的序列

完全一致。 对该预测蛋白进行 ＢＬＡＳＴＸ 发现其与可

可（Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ）中的水解酶超家族密切相关。
２． ３　 群体遗传结构分析

在去除上述 ２ 个受到自然选择的位点之后对群

体的遗传结构等进行了分析。 用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ３． ５ 软件

对藏川杨群体进行 ＡＭＯＶＡ 分析，发现 ６． ３８％ 的变

异发生在种群之间，９３． ６２％的变异位于种群的内部

个体之间（表 ３）。 利用 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ ２． ３ 使用 ｎｏｎ⁃
ａｄｍｉｘｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ 对群体结构进行了分析，利用 Ｇ．
Ｅｖａｎｎｏ 等［２２］提出的方法最终确定 Ｋ ＝ ２（图 ３），结
果显示所有群体共分为 ２ 个亚群，其中高海拔和低

海拔各自分为一个居群（图 ４）。 群体间的分化系数

ＦＳＴ为 ０． ０２ 表明 ２ 个群体分化水平均很低，而检测

到的基因流动（Ｎｍ）为 ９． ８９，表明 ２ 个群体间存在广

泛的基因交流。
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ＬＯＳＩＴＡＮ 基于 ＦＳＴ和 Ｈｅ的关系对位点是否处于选择压力下进行筛选，
其中位于红色区域的点为在检测的群体间该位点受到了自然选择的影响；灰色区域为中性进化位点

ＬＯＳＩＴＡＮ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｅｓｔ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ｌｏｃｕｓ ｗａｓ ｕｎｄｅｒ ｎａｔｕｒｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｂｅｔｗｅｅｎ ＦＳＴ ａｎｄ Ｈｅ，ｔｈｅ ｌｏｃｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｅａ ｍｅａｎｅｄ
ｔｈａｔ ｉｔ ｗａｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ，ｔｈｅ ｌｏｃｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｅｙ ａｒｅａ ｍｅａｎｅｄ ｔｈａｔ ｉｔ ｗａｓ ａ ｎｅｕｔｒａｌ ｋｉｎｄ

图 ２　 基于 ＦＳＴ和 Ｈｅ关系的中性位点筛选

Ｆｉｇ． ２　 Ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｂｅｔｗｅｅｎ ＦＳＴ ａｎｄ Ｈｅ

Ａ：最大似然值 ＬｎＰ（Ｄ）；Ｂ：Ｌ′（Ｋ）；Ｃ：Ｌ″（Ｋ）；Ｄ：ΔＫ
Ａ：Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ＬｎＰ（Ｄ），Ｂ：Ｌ′（Ｋ），Ｃ：Ｌ″（Ｋ），Ｄ：ΔＫ

图 ３　 利用 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 软件对所有个体内部亚居群的参数估算结果

Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｒｅａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｏｆ ａｌｌ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ（Ｋ）ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ

６９６
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表 ３　 群体内和群体间的分子方差分析结果

Ｔａｂｌｅ ３　 ＡＭＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ａｍｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｗｉｔｈｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

方差来源

Ｓｏｕｒｃｅ
自由度

ｄｆ
方差

ＳＳ
均方差

ＭＳ
变异组成

Ｅｓｔ． Ｖａｒ．
所占百分比（％ ）

Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

群体间 Ａｍｏｎｇｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ １ ２６３． １７ ２６３． １６５ １． ０６ ６． ３８

群体内部 Ｗｉｔｈｉｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ４６７ ７２３３． ４９ １５． ４８９ １５． ４９ ９３． ６２

总体 Ｔｏｔａｌ ４６８ ７４９６． ６６ １６． ５５ １００ ００

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

图 ４　 基于 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 分析的藏川杨群体划分

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ Ｐｏｐｕｌｕｓ ｓｚｅｃｈｕａｎｉｃａ ｖａｒ． ｔｉｂｅｔｉｃａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ ａｎａｌｙｓｉｓ

３　 讨论

３． １　 分子标记的中性检验

ＳＳＲ 位点因为在基因组内分布均匀，被认为是

评估遗传多样性和揭示群体结构理想的标记类型，
但近年来越来越多的研究表明，ＳＳＲ 位点有可能处

于自然选择的压力下。 本研究检测发现 ２ 个位点处

于自然选择压力下，其中 Ｕ６５６００ 序列与可可水解

酶家族结构有着高度相关性，究其原因可能是在高

海拔地区温度较低，植物适应低温胁迫的方式中包

括提高体内次生代谢物质如脯氨酸［２３］、甜菜碱［２４⁃２５］

等积累，而当低温胁迫缓解时，这些物质的分解需要

水解酶的参与，由于不同海拔分布的藏川杨群体中

次生代谢物质积累的差异，造成该位点在高低海拔

群体间由于受到自然选择的压力而造成了偏移。
３． ２　 藏川杨遗传分化

许多研究表明，分布区域广、木本、多年生、异花

授粉的植物，都具有较高的遗传多样性水平［２６⁃２７］。
藏川杨属杨属青杨组，为多年生木本乔木，异花授粉

且风媒传粉，２４ 个 ＳＳＲ 位点的分子标记检测表明有

较高的遗传多样性，与其他杨树研究相比，在遗传参

数上表现一致［２８］。 种群间的遗传分化经 ＡＭＯＶＡ
分析表明： 不同海拔的种群间分化很小， 仅为

６． ３８％ ，主要的遗传变异集中在群体内部的不同个

体间。 这也与 ＦＳＴ分析的结果一致，Ｓ． Ｗｒｉｇｈｔ［２９］ 认
为当 ＦＳＴ为 ０ ～ ０． ０５ 时，群体间存在着较小的分化，
而本研究的 ＦＳＴ仅为 ０． ０２。 虽然 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 软件

分析的结果认为整个研究对象应可划分为 ２ 个群

体，但基于 Ｇ． Ｅｖａｎｎｏ 等［２２］ 提出的方法无法对Ｋ ＝１
的情况进行估算，已有研究对其进行了讨论［３０］，由
于在 Ｋ ＝ １ 处的 ＬＲ 最大，无法寻找 Ｇ． Ｅｖａｎｎｏ 提出

的方法所依赖的 ΔＫ 峰值，且在其他 Ｋ 值处的 ΔＫ
接近为 ０（图 ３），在此情况下，无法对群体的亚群体

进行划分。 在此背景下可依据 ＦＳＴ值对种群的分化

程度进行评估。 因此，本研究认为，色季拉山海拔因

素未对生长在不同海拔环境的藏川杨造成地理隔

离，研究中用到的 ２ 个群体没有表现出种群分化。
一般认为，影响种群遗传分化的因素按效力依次为

繁育系统 （ ３３％ ）、 分布范围 （ ２８％ ）、 物种习性

（１２％ ）等［３１］，藏川杨的 ２ 个群体间未产生显著群体

分化的可能原因为：（１）高低海拔藏川杨的花期有

重叠，且杨树的雄花散粉量大、高原风速大，利于花

粉的传播造成了广泛基因流动的存在［３２］；（２）种子

的传播距离长。 种子发育成熟后以杨絮传播，种子

随风传播使得高低海拔间的个体分布均匀同质化。
采样过程中发现，藏川杨多沿河道周边分布，河水的

流动对于扩大种子的传播范围有着很大的帮助。 因

此，在不同海拔高度生长的藏川杨种群间的遗传多

样性水平可以维持在同一水平。
藏川杨作为杨属中分布海拔最高的种，必然存

在着某些优质基因来适应高海拔特殊的生态条件，
如低温、强紫外线、强风等，对于杨树育种发掘抗性

基因资源有着重要意义。 遗传背景的研究能够为今

后相关研究材料的选择、种质资源收集等提供理论

依据。 本研究选择的研究区域为色季拉山，在此区

域内分布的藏川杨生活环境的海拔跨度相差在
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１０００ ｍ 以上，且连续分布。 通过 ＳＳＲ 标记的方法对

沿海拔梯度分布的藏川杨群体进行分析，揭示出其

遗传多样性水平、群体结构受海拔梯度的影响很小，
海拔高度变化未造成不同分布的藏川杨产生群体分

化。 本研究有利于更好地评估藏川杨对于高海拔的

适应性，由于遗传背景一致，２ 个群体表现出的差异

可以认为是通过长期适应过程获得，因此可作为高

海拔适应性研究的理想材料。
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