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摘　 要: 利用叶绿体非编码区片段研究分布于青藏高原地区的山生柳居群遗传多样性ꎬ对未来山生柳生态

环境和青藏高原地区物种丰富度的保护具有指导意义ꎮ 该研究设计并筛选出 ｃｐＤＮＡ 引物 ５′ｔｒｎＧ２Ｇ－３′ｔｒｎＧ
(ＵＵＣ)和 ５′ｒｐＳ１２－ｒｐＬ２０ꎬ用扩增出的片段和对应的联合片段进行后续的遗传多样性分析ꎮ 结果表明:通过

山生柳的联合片段检测到 ３５ 种单倍型ꎬ单倍型多态性 ０.６２６ꎬ核苷酸多态性０.０００ ８５ꎮ 中性检验 Ｔａｊｉｍａ’ ｓ Ｄ
(－２.２８６ ７０ꎬ Ｐ<０.０１)和 Ｆｕ’ｓ Ｆｓ(－５.２９８ ０５ꎬ Ｐ<０.０２)都是显著负值ꎬ推测山生柳个体数近期经历过扩张ꎮ
ＡＭＯＶＡ 分析显示ꎬ居群内和居群间遗传变异分别为 ９３.７０％和 ６.３０％ꎬ表明居群内的变异是山生柳遗传变

异的主要来源ꎮ 居群间遗传分化程度中等偏低(ＦＳＴ ＝ ０.０６３)ꎬ基因流(Ｎｍ)为 ７.４３９ꎬ说明山生柳各居群的基

因交流非常频繁ꎬ不同地理居群间存在一定的基因流动ꎮ 遗传分化系数 ＮＳＴ(０.０７５)大于 ＧＳＴ(０.０６８)和基于

遗传距离和单倍型的 ＵＰＧＭＡ 聚类分析ꎬ表明山生柳 １２ 个居群分为 ４ 组且与居群的地理分布没有明显相关

性ꎮ 山生柳是进行有性繁殖还是无性繁殖主要受环境因素的影响ꎬ居群内变异是山生柳遗传变异性的主要

来源ꎬ居群间基因交流频繁ꎮ
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　 　 山生柳(Ｓａｌｉｘ ｏｒｉｔｒｅｐｈａ)是中国特有物种ꎬ落叶

矮小灌木ꎬ高 １０ ~ １２０ ｃｍꎬ藏药中称朗玛ꎬ生于海

拔３ ０００ ~ ４ ７００ ｍ 的高山地带ꎬ繁衍方式以有性生

殖为主ꎬ无性繁殖为辅ꎬ是青藏高原地区高寒柳灌

丛的建群种和优势种ꎬ具有极高的药用价值ꎬ对生

态环境的保护也尤为主要ꎮ 一方面对山生柳化学

成分的研究ꎬ证明其可解热、消炎止痛、治疗妇科

疾病和提高机体免疫力(封士兰等ꎬ２００１)ꎻ另一方

面山生柳是深根性灌木ꎬ根深长度达到植株纵向

高度的 ４ ~ ５ 倍ꎬ故可以抵抗干旱和低温ꎮ 由于耐

高盐高碱且生长繁殖快速ꎬ故能涵养水源、治沙和

防沙ꎬ使其起到河岸防护、水土保持的作用(陈文

业等ꎬ２００８)ꎮ 常与高山绣线菊( Ｓｐｉｒａｅａ ａｌｐｉｎａ)、
金露梅(Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａ ｆｒｕｔｉｃｏｓａ)、沙棘(Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍ￣
ｎｏｉｄｅｓ)、窄叶鲜卑花( Ｓｉｂｉｒａｅａ ａｎｇｕｓｔａｔａ)、大苞柳

(Ｓａｌｉｘ ｐｓｅｕｄｏｓｐｉｓｓａ) 等 组 成 高 寒 灌 丛 ( 王 芳 等ꎬ
２０１０)ꎬ是藏民牲畜的夏季放牧地ꎮ

遗传多样性分析是评价和保护濒危物种的主

要指标(Ｃｉｒｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎬ种内遗传多样性越丰

富ꎬ物种对环境的适应能力就越强ꎬ保护了物种和

生态系统的多样化ꎬ也能减慢因为适应、进化所致

的灭亡进程ꎮ 近几十年来ꎬ对青藏高原地区植被

的遗传多样性的研究越来越深入 ( Ｄｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１ꎻ Ｋｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎬ这些都对保护青藏高原

地区植被丰富度具有重要的指导意义ꎮ 研究植物

遗传多样性的方法中ꎬ叶绿体基因组 ＤＮＡ 被广泛

使用(Ｄｅｍｅｓｕｒｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６ꎻＲｕｎｇｉｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ
Ｗｕꎬ ２０１６)ꎮ 叶绿体 ＤＮＡ 的结构紧凑简单、分子

量小ꎬ可从分子角度作比较精准的分析ꎬ其比核

ＤＮＡ 存在更加稳定、进化更加缓慢且编码序列也

保守ꎬ故广泛应用于植物遗传多样性的剖析研究

(Ｓｈａｗ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 叶绿体 ＤＮＡ 在大多数被子

植物中为母系遗传ꎬ只通过种子进行遗传ꎬ不受花

粉遗传的影响(Ｍｏｇｅｎｓｅｎꎬ １９９６)ꎮ
目前ꎬ对高寒山生柳灌丛的群落特征、在畜牧

业中的作用以及在防止沙漠化中起到的作用都有

研究(Ｋａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ王纬和王盛ꎬ２０１５ꎻ杨路

存ꎬ２０１３)ꎬ但对山生柳遗传多样性的研究较少ꎬ郭
敏等(２０１２)的研究表明山生柳种群具有较高的遗

传多样性且随着海拔梯度的升高而呈现升高趋

势ꎬ且遗传变异主要存在于居群内ꎬ因其所研究的

地理分布范围仅限祁连山ꎬ不能准确分析出山生

柳遗传结构及种群动态ꎮ 本研究采集了青藏高原

大部分地区的山生柳ꎬ设计并筛选出两对特异性

针对山生柳的 ｃｐＤＮＡ 引物ꎬ用叶绿体非编码区的

联合片段对山生柳进行遗传多样性研究ꎬ将对山

生柳生殖系统的研究、种质资源的保护和生态环

境的保护都有重要意义ꎮ

１８１１９ 期 吴锦等: 青藏高原地区山生柳遗传多样性研究



１　 材料与方法

１.１ 材料

２００６—２０１７ 年对分布于青藏高原地区的山生

柳进行广泛的野外采集ꎮ 对每个野外自然居群选

取 ８ ~ ５８ 个个体ꎬ个体间距超过 １００ ｍꎬ共收集山

生柳 １２ 个居群 ３５１ 个个体(表 １)ꎮ 采集山生柳生

长良好的新鲜幼嫩叶片ꎬ迅速用硅胶进行干燥ꎬ之
后放于－２０ ℃ 长期保存ꎮ 所采集的凭证标本存放

于中国科学院西北高原生物研究所青藏高原生物

标本馆(ＨＮＷＰ)中ꎮ

表 １　 山生柳各居群采集信息
Ｔａｂｌｅ１　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｅｌｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓａｌｉｘ ｏｒｉｔｒｅｐｈａ

编号
Ｃｏｄｅ

凭证标本
Ｖｏｕｃｈｅｒ ｓｐｅｃｉｍｅｎ

采集地
Ｌｏｃａｌｉｔｙ

经度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ
(ｍ)

个体数
Ｎｕｍｂｅｒ

ＧＺ Ｃｈｅｎ２００６２４７ 四川ꎬ甘孜 Ｇａｎｚｉꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ ９９°４４′ Ｅ ２９°００′ Ｎ ４ １７０ ２７

ＭＱ Ｃｈｅｎ２００６３２８ 青海ꎬ玛沁 Ｍａｑｉｎꎬ Ｑｉｎｇｈａｉ １００°１７′ Ｅ ３４°１８′ Ｎ ３ ９９０ ２９

ＹＳ ｚｈａｎｇ２０１６７１３ 青海ꎬ玉树 Ｙｕｓｈｕꎬ Ｑｉｎｇｈａｉ ９６°３４′ Ｅ ３２°５３′ Ｎ ４ ４２５ ５７

ＱＭ ｃｈｅｎ２０１４６２１ 青海ꎬ曲麻莱 Ｑｕｍａｌａｉꎬ Ｑｉｎｇｈａｉ ９７°２７′ Ｅ ３３°１２′ Ｎ ４ ４４０ ８

ＧＤ ｚｈａｎｇ２０１６１２５ 青海ꎬ贵德 Ｇｕｉｄｅꎬ Ｑｉｎｇｈａｉ １０１°３８′ Ｅ ３６°１８′ Ｎ ３ １０３ ４３

ＭＹ Ｇａｏ２０１７０８７ 青海ꎬ门源 Ｍｅｎｙｕａｎꎬ Ｑｉｎｇｈａｉ １０１°０８′ Ｅ ３７°４８′ Ｎ ３ ５２０ ５８

ＤＲ ｃｈｅｎ２０１３１７３ 青海ꎬ达日 Ｄａｒｉꎬ Ｑｉｎｇｈａｉ １００°２７′ Ｅ ３３°１８′ Ｎ ４ １３０ １５

ＢＭ ｚｈａｎｇ２０１５１１８ 青海ꎬ班玛 Ｂａｎｍａꎬ Ｑｉｎｇｈａｉ １００°４０′ Ｅ ３２°４２′ Ｎ ４ ４６４ ２８

ＮＱ ｚｈａｎｇ２０１６４６８ 青海ꎬ囊谦 Ｎａｎｇｑｉａｎꎬ Ｑｉｎｇｈａｉ ９６°２２′ Ｅ ３１°００′ Ｎ ４ ０８５ ３４

ＱＬ Ｇａｏ２０１７０１６ 青海ꎬ祁连 Ｑｉｌｉａｎꎬ Ｑｉｎｇｈａｉ ９８°１２′ Ｅ ３８°４５′ Ｎ ３ ７８６ ２４

ＳＮ Ｇａｏ２０１７０４４ 甘肃ꎬ肃南 Ｓｕｎａｎꎬ Ｇａｎｓｕ ９９°２８′ Ｅ ３８°４３′ Ｎ ２ ９０１ １３

ＤＴ Ｇａｏ２０１７１０４ 青海ꎬ大通 Ｄａｔｏｎｇꎬ Ｑｉｎｇｈａｉ １０１°４８′ Ｅ ３７°１２′ Ｎ ３ ６８１ １５

１.２ ＤＮＡ 提取与 ＰＣＲ 扩增

选取改良的 ＣＴＡＢ 法从干燥处理的山生柳嫩

叶中提取基因组 ＤＮＡ(Ｐｏｒｅｂｓｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９７)ꎮ 参

照序列选取已上传到 ＮＣＢＩ 上的 Ｓａｌｉｘ ａｒｂｕｔｉｆｏｌｉａ、
Ｓ. ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ、 Ｓ. ｉｎｔｅｒｉｏｒ、 Ｓ. ｏｒｅｉｎｏｍａ、 Ｓ. ｐｕｒｐｕｒｅａ、
Ｓ. ｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓ 和 Ｓ. ｔｅｔｒａｓｐｅｒｍａ 等柳属植物叶绿体

基因组序列ꎬ引物片段的选取参考之前的研究

(Ｈａｍｉｌｔｏｎꎬ １９９９ꎻ Ｓｃａｒｃｅｌｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｓｈａｗ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００５)ꎬ用软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０(Ｓｉｎｇｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９８)、ＢｉｏＸＭ ２.６(黄骥和张红生ꎬ２００４)和 Ｓｎａｐ￣
Ｇｅｎｅ ３.２.１(ＭｃＫｅｏｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)进行引物设计ꎬ
共设计了 ２１ 对引物用于 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增反应体

系为 ２５ μＬ: ２. ５ μＬ 的 １０ × ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ( 含 １. ５
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＭｇＣｌ２)、０.５ μＬ 的 １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ｄＮＴＰ、

正反引物各 ０. ５ μＬ(１０ ｐｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)、１ 个单位的

Ｔａｑ ＤＮＡ 酶 ( ＴａＫａＲａꎬ大连)、 １５ ~ ５０ ｎｇ 的模板

ＤＮＡꎬ去离子水补齐到 ２５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应扩增程

序:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ４５ ｓꎻ６０ ℃退火

４５ ｓꎻ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎻ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎻ４
℃保存ꎮ ＰＣＲ 反应产物送至生物工程(上海)股份

有限公司测序ꎮ 将获得 ２１ 对引物在 １２ 个居群 ２４
个个体中进行 ＰＣＲ 扩增预试验ꎬ筛选出获得两对

遗传多态性较高的引物 [５′ｔｒｎＧ２Ｇ－３′ｔｒｎＧ(ＵＵＣ)和
５′ｒｐＳ１２－ｒｐＬ２０]用于所有个体的扩增测序(表 ２)ꎮ
１.３ 数据分析

运用 Ｃｈｒｏｍａｓ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｔｅｃｈｎｅｌｙｓｉｕｍ.ｃｏｍ.ａｕ /
ｗｐ / ｃｈｒｏｍａｓ / ) 和 ＭＥＧＡ ７. ０. ２６ ( Ｋｕｍａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)对所有测序序列进行人工校对ꎬ并用 ＭＥＧＡ
软件对校对好的所有个体的扩增片段进行对位排

列ꎮ 利用 ＤｎａＳＰ ６.１０.０４(Ｒｏｚａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)软件

确定山生柳单倍型ꎬ并统计中性检验中的 Ｔａｊｉｍａ’ｓ
Ｄ 和 Ｆｕ’ｓ Ｆｓꎮ 运用 ＳＰＳＳ(Ｇｅｏｒｇｅ ＆ Ｍａｌｌｅｒｙꎬ ２００３)

２８１１ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



表 ２　 用于 ＰＣＲ 扩增的 ｃｐＤＮＡ 引物序列
Ｔａｂｌｅ ２　 ｃｐＤＮＡ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

编号
Ｃｏｄｅ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (℃)

引物序列 (５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

１ ５′ｔｒｎＧ２Ｇ－３′ｔｒｎＧ (ＵＵＣ) ６０ Ｆ ＣＧＡＡＣＣＣＧＣＡＴＣＡＴＴＡＧＣＴＴ

Ｒ ＧＣＡＧＣＡＴＡＧＣＧＧＧＴＡＴＡＧＴＴ

２ ５′ｒｐＳ１２－ｒｐＬ２０ ６０ Ｆ ＡＣＣＡＡＡＴＣＣＣＣＣＧＣＴＣＴ

Ｒ ＧＣＣＣＣＡＣＧＡＡＡＧＣＴＴＧＡＴＧＴ

软件获得基于遗传距离和单倍型分布的 ＵＰＧＭＡ
聚类分析图ꎮ 利用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ 软件包 ( Ｅｘｃｏｆｆｉｅｒ ＆
Ｌｉｓｃｈｅｒꎬ ２０１０)中的分子变异分析方法( ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｖａｒｉａｎｃｅꎬ ＡＭＯＶＡ)检测居群内和居群间

的遗传变异水平ꎬ并对单倍型分布的 ＦＳＴ进行评价

(１ ０００次重复置换检测)ꎮ 根据基因流(Ｎｍ)与遗

传分化系数(ＦＳＴ)之间的关系计算 Ｎｍ 值和居群平

均等位基因数ꎮ 失配分布(ｍｉｓｍａｔｃｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ)
分析也在 Ａｒｌｅｑｕｉｎ 中完成ꎮ 通过 ＰＥＲＭＵＴ 软件计

算居群内平均遗传多样性 ( ａｖｅｒａｇｅ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｗｉｔｈｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓꎬｈＳ)、总遗传多样性( ｔｏｔａｌ ｇｅｎｅ ｄｉ￣
ｖｅｒｓｉｔｙꎬｈＴ)、居群间遗传分化系数(ＧＳＴ)和(ＮＳＴ)ꎬ
并用 Ｕ￣统计方法对 ＧＳＴ和 ＮＳＴ进行比较(１ ０００次重

复置换检测) 以检测山生柳单倍型的分布特点

( Ｃａｒａｕｘ ＆ Ｐｉｎｌｏｃｈｅꎬ ２００５ )ꎮ 利 用 ＴＣＳ 软 件

(Ｃｌｅｍｅｎｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００)来建立山生柳单倍型之间

的 ＴＣＳ 简约网络关系图ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 山生柳遗传多样性分析

对 ３５１ 个个体的扩增产物进行单向测序ꎬ利
用 ＭＥＧＡ 软 件 对 位 排 列 且 删 除 ｐｏｌｙ 结 构 后ꎬ
５′ｔｒｎＧ２Ｇ－３′ｔｒｎＧ(ＵＵＣ)和 ５′ｒｐＳ１２－ｒｐＬ２０ 片段矩

阵长度分别为 ４８１ ｂｐ、７３０ ｂｐꎬ共检测到 ３６ 个变异

位点ꎬ其中 １７ 个为简约性信息位点ꎬ变异率为

２.９７％ꎮ 从山生柳的联合片段中检测出 ３５ 个单倍

型( Ｈａｐｌｏｔｙｐｅꎬ Ｈ０１ ~ Ｈ３５)ꎬ将 ５′ ｔｒｎＧ２Ｇ － ３′ ｔｒｎＧ
(ＵＵＣ)片段的单倍型序列和 ５′ｒｐＳ１２－ｒｐＬ２０ 片段

的单 倍 型 序 列 提 交 至 ＧｅｎｅＢａｎｋ ( ＭＫ６０２６６２ ~

ＭＫ６０２６９６ 和 ＭＫ６０６３７３ ~ ＭＫ６０６４０７)ꎮ 联合片段

的单倍型多样性为０.６２６ １ꎬ单倍型多样性标准差

为 ０.０２９(表 ３)ꎮ 各居群联合片段之间的多态性

表现不同ꎬ居群的平均等位基因数 (Ｎａ) 依次为

１. ０６７、１. ０７８、１. ２７８、１. ０２２、１. ６５６、１. ０８９、１. ０６７、
１.１００、１.０５６、１.０７８、１.０８９、１.０３３、１.１３４ꎮ 遗传多

样性最丰富的是居群 ＹＳꎬ其具有最高的核苷酸多

样性(０.００１ ４５)、平均核苷酸差异(１.７２２)和最多

的单倍型数目(１３)(表 ４)ꎮ
由各居群的单倍型分布可知ꎬ仅 Ｈ０１ 被全部 １２

个居群所共享ꎻＨ０４、Ｈ０５、Ｈ０６ 和 Ｈ０７ 是 ＧＺ 所拥有

的特有单倍型ꎻＨ１１ 是 ＭＱ 所拥有的特有单倍型ꎻ
Ｈ１７、Ｈ１８、Ｈ１９、Ｈ２０、Ｈ２１ 和 Ｈ３２ 是 ＹＳ 所拥有的特

有单倍型ꎻＨ２７、Ｈ２８、Ｈ２９ 和 Ｈ３０ 是 ＧＤ 所拥有的特

有单倍型ꎻＨ１６ 是 ＭＹ 所拥有的特有单倍型ꎻＨ１５ 是

ＤＲ 所拥有的特有单倍型ꎻＨ２４、Ｈ２５ 和 Ｈ２６ 是 ＢＭ
所拥有的特有单倍型ꎻＨ３１ 是 ＮＱ 所拥有的特有单

倍型ꎻＨ３３ 是 ＱＬ 所拥有的特有单倍型ꎻＨ３４ 和 Ｈ３５
是 ＳＮ 所拥有的特有单倍型ꎻＨ０２ꎬＨ０３ꎬＨ０８ꎬＨ０９ꎬ
Ｈ１０ꎬＨ１２ꎬＨ１３ꎬＨ１４ꎬＨ１６ꎬＨ１７ꎬＨ２２ꎬＨ２３ 是 ２ ~ １０
个居群所共有的单倍型(图 １ꎬ表 ４)ꎮ
２.２ 山生柳遗传结构分析

分子变异分析(ＡＭＯＶＡ)结果表明ꎬ居群间遗

传变异为 ６.３０％ꎬ居群内遗传变异为 ９３.７０％(Ｐ<
０.０１)ꎬ说明居群内遗传变异为山生柳遗传变异的

主要来源(表 ５)ꎮ 遗传分化系数 ＦＳＴ ＝ ０.０６２ ９８ꎬ居
群间遗传分化很小ꎮ 根据基因流 Ｎｍ 与 ＦＳＴ之间的

关系(Ｋｉｒｋ ＆ Ｆｒｅｅｌａｎｄꎬ ２０１１)ꎬＮｍ ＝ (１－ＦＳＴ) / ２ＦＳＴꎬ
得到 Ｎｍ 为 ７. ４３９ꎬ 基因流很强ꎮ 用 ＰＥＲＭＵＴ 和

ＤｎａＳＰ 软件计算得出山生柳居群内平均遗传多样
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表 ３　 山生柳单倍型多样性分析和中性检验
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｏｆ Ｓａｌｉｘ ｏｒｉｔｒｅｐｈａ

基因片段
Ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ

单倍型
多样性

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
(Ｈｄ)

单倍型
数目
Ｎｏ. ｏｆ

ｈａｐｌｏｔｙｐｅ
( ｈ)

单倍型多样性
方差

Ｖａｒｉａｎｃｅ ｏｆ
ｈａｐｌｏｔｙｐｅ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
( Ｖｈ)

单倍型多样性
标准差

Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ
ｏｆ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
( Ｓｈ)

中性检验
Ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
( Ｔａｊｉｍａ’ ｓ Ｄ)

中性检验
Ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
( Ｆｕ’ ｓ Ｆｓ)

５′ｔｒｎＧ２Ｇ－３′ｔｒｎＧ(ＵＵＣ) ０.２２９ １ ２２ ０.０００ ８３ ０.０２９ －２.４６７ ３８
Ｐ<０.００１

－７.０６５ ６２
Ｐ<０.０２

５′ｒｐＳ１２－ｒｐＬ２０ ０.５４７ ２ １８ ０.０００ ７８ ０.０２８ －１.７０１ ８３
０.０５<Ｐ<０.１０

－２.２２０ ４８
０.０５<Ｐ<０.１０

联合序列
Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｓｅｇｍｅｎｔ

０.６２６ １ ３５ ０.０００ ８５ ０.０２９ －２.２８６ ７０
Ｐ<０.０１

－５.２９８ ０５
Ｐ<０.０２

注: ＧＺꎬＭＱꎬＹＳꎬＱＭꎬＧＤꎬＭＹꎬＤＲꎬＢＭꎬＮＱꎬＱＬꎬＳＮꎬＤＴ 均为 １２ 个居群的编码名称ꎻ “Ｈａｐ”为单倍型 Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ 的简写ꎮ
Ｎｏｔｅ: ＧＺꎬ ＭＱꎬ ＹＳꎬ ＱＭꎬ ＧＤꎬ ＭＹꎬ ＤＲꎬ ＢＭꎬ ＮＱꎬ ＱＬꎬ ＳＮꎬ ＤＴ ａｒｅ ｔｈｅ ｃｏｄｅ ｎａｍｅ ｏｆ １２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓꎻ “Ｈａｐ” ｉｓ ｔｈｅ ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ.

图 １　 山生柳居群和单倍型的分布图
Ｆｉｇ. １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｓａｌｉｘ ｏｒｉｔｒｅｐｈａ

性(ＨＳ)为 ０.５９８(０.０３７ ０)、总的遗传多样性(ＨＴ)
为 ０.６４６(０.０４０ １)、居群间遗传分化 ＧＳＴ ＝ ０.０６８ꎬ
ＮＳＴ ＝ ０.０７５(ＮＳＴ>ＧＳＴꎬＰ>０.０５)ꎮ

山生柳各居群间的遗传距离大部分都较小ꎬ
其中 ＱＭ 和 ＮＱ 之间出现了最大遗传距离 ０.９７７ꎬ
ＹＳ 和 ＳＮ 出现了最小遗传距离 ０.０００ꎬ大多数居群

４８１１ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



表 ４　 山生柳居群单倍型多样性分布
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓａｌｉｘ ｏｒｉｔｒｅｐｈａ

居群
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

单倍型多样性
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

(Ｈｄ)

单倍型数目
Ｎｏ. ｏｆ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

(ｈ)

单倍型分布
Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

ＧＺ ０.５９３ ７ Ｈ０１(１７)ꎬＨ０２(０４)ꎬＨ０３(０１)ꎬＨ０４(０２)ꎬＨ０５(０１)ꎬＨ０６(０１)ꎬＨ０７(０１)

ＭＱ ０.７９８ ７ Ｈ０１(１１)ꎬＨ０２(０６)ꎬＨ０８(０１)ꎬＨ０９(０４)ꎬＨ１０(０３)ꎬＨ１１(０３)ꎬＨ１２(０１)

ＹＳ ０.６２６ １３ Ｈ０１(３２)ꎬＨ０２(０９)ꎬＨ０３(０１)ꎬＨ０９(０３)ꎬＨ１３(０１)ꎬＨ１４(０１)ꎬＨ１７(０２)ꎬ
Ｈ１８(０１)ꎬＨ１９(０１)ꎬＨ２０(０１)ꎬＨ２１(０１)ꎬＨ２２(０２)ꎬＨ３２(０２)

ＱＭ ０.４６４ ３ Ｈ０１(０６)ꎬＨ２２(０１)ꎬＨ２３(０１)

ＧＤ ０.５２１ １０ Ｈ０１(２９)ꎬＨ０２(０３)ꎬＨ１０(０１)ꎬＨ１２(０１)ꎬＨ１３(０３)ꎬＨ２３(０１)ꎬＨ２７(０２)ꎬ
Ｈ２８(０１)ꎬＨ２９(０１)ꎬＨ３０(０１)

ＭＹ ０.５８９ ８ Ｈ０１(３８)ꎬＨ０２(０４)ꎬＨ０３(０１)ꎬＨ０９(０４)ꎬＨ１０(０２)ꎬＨ１２(０２)ꎬＨ１３(０５)ꎬ
Ｈ１６(０２)

ＤＲ ０.５６２ ５ Ｈ０１(１０)ꎬＨ０２(０１)ꎬＨ０９(０２)ꎬＨ１４(０１)ꎬＨ１５(０１)

ＢＭ ０.２６５ ５ Ｈ０１(２１)ꎬＨ０２(０１)ꎬＨ２４(０３)ꎬＨ２５(０２)ꎬＨ２６(０１)

ＮＱ ０.７０１ ６ Ｈ０１(１１)ꎬＨ０２(１５)ꎬＨ０３(０１)ꎬＨ０９(０４)ꎬＨ１０(０１)ꎬＨ３１(０２)

ＱＬ ０.６２２ ７ Ｈ０１(１４)ꎬＨ０２(０３)ꎬＨ０８(０１)ꎬＨ０９(０２)ꎬＨ１２(０１)ꎬＨ１３(０２)ꎬＨ３３(０１)

ＳＮ ０.６６７ ６ Ｈ０１(０７)ꎬＨ０９(０２)ꎬＨ１０(０１)ꎬＨ１２(０１)ꎬＨ３４(０１)ꎬＨ３５(０１)

ＤＴ ０.３７１ ４ Ｈ０１(１２)ꎬＨ０２(０１)ꎬＨ０９(０１)ꎬＨ２３(０１)

表 ５　 基于联合片段的山生柳分子变异分析
Ｔａｂｌｅ ５　 ＡＭＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｓａｌｉｘ ｏｒｉｔｒｅｐｈａ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

自由度
Ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｒｅｅｄｏｍ

(ｄｆ)

总方差
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ

(ＳＳ)
变异成分

Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

变异比例
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

(％)

居群间
Ａｍｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

１１ １６.６９７ ０.０２５ ８６ Ｖａ ６.３０

居群内
Ｗｉｔｈｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

３３９ ２６４.９０５ ０.７８１ ４３ Ｖｂ ９３.７０

总计 Ｔｏｔａｌ ３５０ ２８１.６０１ ０.８０７ ２９ １００

固定系数
Ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ (ＦＳＴ)

０.０６２ ９８

之间的遗传距离差异性不大ꎬ总的平均遗传距离

为 ０.４２４ꎻ居群间的遗传分化指数(ＦＳＴ)显示有 １８
个负值ꎬ占 ２７.２８％ꎮ 其中 ＱＭ 和 ＮＱ 之间出现了

最大的 ＦＳＴ ＝ ０.２５５ ０(表 ６)ꎮ
山生 柳 １２ 个 居 群 的 遗 传 距 离 的 范 围 为

０.０００ ~ １. ２３４ꎬ表明山生柳居群内遗传多样性丰

富ꎮ 基于遗传距离的 ＵＰＧＭＡ 聚类分析ꎬ得到山生

柳的 １２ 个居群分为 Ｉ ( ＹＳꎬ ＳＮꎬ ＭＹꎬ ＤＴꎬ ＱＬꎬ
ＢＭ)、Ⅱ(ＧＺꎬ ＭＱꎬ ＤＲ)、Ⅲ(ＧＤꎬ ＮＱ)和 ＩＶ(ＱＭ)
共四组(图 ２)ꎮ 基于单倍型的 ＵＰＧＭＡ 聚类分析ꎬ

得到 １２ 个居群分为 Ｉ(ＹＳꎬ ＧＤꎬ ＭＹ)、ＩＩ(ＮＱ)、ＩＩＩ
(ＢＭꎬ ＧＺ)和 ＩＶ(ＱＭꎬ ＳＮꎬ ＱＭꎬ ＱＬꎬ ＤＴꎬ ＤＲ)共

四组(图 ３)ꎮ 两者均没有表现出与 １２ 个居群的地

理分布相对应的聚类关系ꎮ
２.３ 山生柳种群动态

中性检验结果表明ꎬ山生柳各个引物片段和联

合片段的 Ｔａｊｉｍａ’ｓ Ｄ(－２.２８６ ７０ꎬ Ｐ<０.０１)和 Ｆｕ’ ｓ
Ｆｓ(－５.２９８ ０５ꎬ Ｐ< ０. ０２)均为显著的负值(表 ３)ꎮ
失配分析结果显示ꎬ在山生柳分布范围内其分布曲

线整体呈现单峰分布ꎬ 其 ＳＳＤ(ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅ ｄｅｖｉａ￣
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表 ６　 山生柳各居群遗传距离 (上)和分化指数 (下)
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓａｌｉｘ ｏｒｉｔｒｅｐｈａ

ＧＺ ＭＱ ＹＳ ＱＭ ＧＤ ＭＹ ＤＲ ＢＭ ＮＱ ＱＬ ＳＮ ＤＴ

ＧＺ — ０.４３１ ０.１２９ ０.７９１ ０.５０４ ０.２４４ ０.３１５ ０.２５２ ０.５５０ ０.２３３ ０.１９１ ０.２３５

ＭＱ ０.０２４ ９ — ０.２６３ ０.７６５ ０.４３８ ０.２６１ ０.４３１ ０.３２７ ０.５３４ ０.２８９ ０.２２８ ０.３３１

ＹＳ ０.００５ ７ ０.０２３ ０ — ０.６８２ ０.２８５ ０.０５９ ０.１０６ ０.０７２ ０.３５４ ０.０７３ ０.０００ ０.０４４

ＱＭ ０.０９１ ０ ０.１０８ ５ －０.００８ ８ — ０.９０６ ０.６１７ ０.８８１ ０.６７６ ０.９７７ ０.５８８ ０.７０４ ０.６７３

ＧＤ ０.００８ ９ ０.０２６ １ ０.０１４ ８ －０.０３９ ４ — ０.２８４ ０.４７３ ０.４０５ ０.５５７ ０.３１６ ０.２７９ ０.４１９

ＭＹ ０.０１３ ５ ０.０３０ ４ ０.００３ ５ ０.０４３ ２ ０.０１５ ０ — ０.２３８ ０.１３４ ０.３７５ ０.１２０ ０.０７８ ０.１６９

ＤＲ ０.０３８ ２ ０.０２３ ８ －０.０１２ ２ ０.００３ ４ －０.０１３ ４ －０.００９ １ — ０.２４０ ０.５４８ ０.２５０ ０.１４９ ０.１６３

ＢＭ ０.０９８ ９ ０.１２２ ９ ０.０４１ ３ ０.００４ ４ ０.０２６ ２ ０.０８４ ９ ０.０３８ ５ — ０.４０７ ０.１２６ ０.１０８ ０.１８５

ＮＱ ０.０６２ ４ ０.００７ ４ ０.０６９ ５ ０.２５５ ０ ０.０５９ ０ ０.０９２ ７ ０.１２８ ９ ０.２２２ １ — ０.３９６ ０.３５８ ０.３９７

ＱＬ ０.０１２ ３ ０.０３１ ０ －０.００９ ５ ０.０２４ ５ －０.００４ １ －０.０１９ １ －０.０２０ ６ ０.０５８ ２ ０.１０２ ４ — ０.１０２ ０.１８４

ＳＮ ０.０６１ ９ ０.０４４ ６ ０.００４ ０ －０.００８ ６ －０.０１１ ２ ０.０１６ ６ －０.０５２ ３ ０.０３７ ０ ０.１５８ ５ －０.００１ １ — ０.０７５

ＤＴ ０.０６６ ９ ０.０８９ １ －０.００８ ０ －０.０３２ ４ －０.０１５ ６ ０.０１３ ３ －０.０２３ ７ ０.０２５ ２ ０.２１５ ４ －０.００４ ０ －０.０１５ ４ —

　 注: 遗传分化指数 (ＦＳＴ)(对角线下方)ꎻ 遗传距离 (对角线上方)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ (ｂｅｌｏｗ ｄｉａｇｏｎａｌ)ꎻ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ (ａｂｏｖｅ ｄｉａｇｏｎａｌ).

图 ２　 基于遗传距离的 ＵＰＧＭＡ 聚类
Ｆｉｇ. ２　 ＵＰＧＭＡ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ

ｔｉｏｎｓ)值 (０.００３ ８ꎬ Ｐ ＝ ０.６８)和 ＨＲａｇ(Ｈａｒｐｅｎｄｉｎｇ’ ｓ
ｒａｇｇｅｄｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ)值(０.０４７ ９ꎬ Ｐ ＝ ０.７２)均不显著

(Ｐ>０.０５)ꎬ这与中性检验的结果相一致(图 ４)ꎮ
用山生柳叶绿体基因所检测出的 ３５ 个单倍

型ꎬ建立单倍型多样性的简约网络图(图 ５)ꎮ 回

路结构是趋同演化的结果ꎬ矩形框代表祖先(或根

部)单倍型即 Ｈ０１(Ｓａｌｔｏｎｓｔａｌｌꎬ ２００２)ꎮ 图 ５ 中略去

了单倍型的频率数值ꎮ 图 ５ 中“ｏ”表示理论分析出

的ꎬ但没有实际观测到的单倍型ꎮ 除 ＹＳ(Ｈ３２)和

ＤＧ(Ｈ２７ꎬＨ２９)的单倍型同其它单倍型关系较远外ꎬ
大部分单倍型之间仅有一到两步突变ꎬ演化关系呈

图 ３　 基于单倍型的 ＵＰＧＭＡ 聚类
Ｆｉｇ. ３　 ＵＰＧＭＡ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

现星状辐射结构(杨玉慧等ꎬ２００４)ꎮ

３　 讨论

３.１ 山生柳的居群遗传多样性

筛选出的山生柳特异性条带为山生柳无性系

鉴定提供可操作性ꎮ 山生柳的联合片段共检测到

３６ 个变异位点和 １７ 个简约性的信息位点ꎬ插入缺

失变异位点 １９ 个ꎬ占总变异的 ５２.７８％ꎮ 插入缺失

是山生柳变异位点出现的主要来源ꎬ与 ＤＮＡ 在进行

复制时存在高频率的点突变有关ꎮ 在残酷的高山
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图 ４　 基于山生柳单倍型的失配分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｍｉｓｍａｔｃｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｓａｌｉｘ ｏｒｉｔｒｅｐｈａ

图 ５　 山生柳叶绿体基因单倍型多样性简约网络图
Ｆｉｇ. ５　 Ｐａｒｓｉｍｏｎｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓａｌｉｘ ｏｒｉｔｒｅｐｈａ

山地冰雪寒温带生存环境中ꎬ山生柳的 ＤＮＡ 复制

发生碱基错配的可能性更大ꎬ机体的自我修复功

能会受到一定阻碍ꎬ说明恶劣的生存环境可能在

一定 程 度 上 影 响 ＤＮＡ 复 制 过 程 ( Ｂａｃｃａｒｅｌｌｉ ＆
Ｂｏｌｌａｔｉꎬ ２００９ꎻ Ｃｈｉｎｎｕｓａｍｙ ＆ Ｚｈｕꎬ ２００９ꎻ Ｄｕｂｒｏｖａꎬ
２００３)ꎮ

对山生柳居群的联合片段进行数据分析ꎬ检测

到 ３５ 个单倍型ꎮ 数据分析的结果总体呈现出较低

的遗传多样性(Ｈｄ ＝ ０.６２６ １ꎬ Ｐｉ ＝ ０.０００ ８５)ꎮ 山生

柳每个居群间的单倍型多样性(Ｈｄ)表现不同ꎬ推测

可能是由于在青藏高原地区的山生柳分布范围广ꎬ
各居群所在的自然生存环境条件具有差异ꎬ经过长

期不同的生态环境和自然选择ꎬ会导致具有一定地

理隔离的山生柳居群存在差异的遗传多样性ꎮ 根
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据之前对山生柳在祁连山上不同海拔种群的遗传

多样性水平的研究结论(郭敏等ꎬ２０１２)ꎬ推测不同

的地理位置、生存环境和海拔高度都体现山生柳不

显著的分子水平的差异性ꎬ但是差异性不会太大ꎮ
３.２ 山生柳的居群遗传结构

ＡＭＯＶＡ 分子变异结果表明ꎬ山生柳居群内的

遗传变异占总变异的 ９３.７０％(Ｐ<０.０１)ꎬ居群间的

遗传变异仅为 ６.３０％ꎬ揭示了山生柳居群内的遗

传变异比居群间的遗传变异要大ꎬ居群内的遗传

变异是山生柳遗传变异的主要来源ꎮ 推测的原

因:(１)３５ 个单倍型中仅有 Ｈ０１ 为 １２ 个居群都拥

有的共享单倍型ꎬ共有 ２０８ 个个体拥有ꎬ所占比例

为 ５９.２６％ꎬ由于 Ｈ０１ 在居群中是无规律分布ꎬ因
此山生柳居群间的遗传差异并不明显ꎻ(２) ３５ 个

单倍型中有 ２２ 个单倍型是各个居群所独有ꎬ甚至

某一居群会同时固定多个特有单倍型ꎬ这就说明

山生柳的某些居群内部会有可辨别的遗传变异ꎮ
特有单倍型比例较高的物种往往不能揭示出明显

的谱系地理格局(Ｇｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 繁育系统和

遗传变异分布之间存在着密切的联系(Ｈｏｇｂｉｎ ＆
Ｐｅａｋａｌｌꎬ １９９９)ꎬ即异交物种的遗传变异大多分布

在群体之内ꎬ群体间的遗传变异通常占 ２７％以下

(赵景奎等ꎬ２００８)ꎬ与本研究结果相符ꎮ
植物居群的遗传结构受群体进化历史、基因

流等影响ꎬ群体进化历史一般通过遗传分化指数

(ＦＳＴ)来反映ꎬ其大小可在一定程度上揭示种群间

基因流和遗传漂变的程度(杨艳婷等ꎬ２０１８)ꎮ 一

般来讲ꎬ当 ＦＳＴ∈[０ꎬ０.０５)ꎬ群体间没有遗传分化ꎻ
当 ＦＳＴ∈[０.０５ꎬ０.１５)ꎬ群体分化程度中等ꎻ当 ＦＳＴ

∈[０.１５ꎬ０.２５)ꎬ群体间高度分化ꎻＦＳＴ∈[０.２５ꎬ１]ꎬ
群体间分化程度非常高(Ｗｒｉｇｈｔꎬ１９５０ꎬ１９７０)ꎮ 山

生柳自然居群的遗传分化指数(ＦＳＴ)为０.０６２ ９８ꎬ
表明居群分化程度为中等ꎮ 山生柳各居群间的遗

传分化指数(ＦＳＴ)有 １９ 个负值ꎬ占 ２８.７９％(正常

情况下 ＦＳＴ∈[０ꎬ１])ꎬ表明少部分居群间没有分

化ꎬ但总体上反映出的是大部分居群间出现非常

普遍的基因交流(Ｗｒｉｇｈｔꎬ １９５０ꎬ １９７０ꎬ １９８２)ꎬ其
中 ＱＭ 和 ＮＱ 之间的 ＦＳＴ值最大为０.２５５ ０ꎮ 山生柳

一般为有性生殖ꎬ花粉量大随风飘散ꎬ但在严酷的

生存环境下会进行无性繁殖ꎬ本研究所选的山生

柳材料地理分布较广、地理环境高度复杂ꎬ导致居

群间遗传变异的差异性较大ꎬ有的居群几乎无遗

传分化 ( ＱＭꎬ ＤＴ)ꎬ有的居群分化程度非常高

(ＱＬ)ꎬ但总体还是表现为分化程度中等偏低ꎮ
根据基因流公式ꎬ算得 Ｎｍ ＝ ７. ４３８ꎬ当 Ｎｍ ＝

７.４３８>１ꎬ属于较高水平(Ｗｒｉｇｈｔꎬ１９８２)ꎬ表明不同

的居群之间存在频繁的基因流动ꎬ增大群体间遗

传差异的表现一般为自然选择以及遗传漂变ꎬ而
基因流可以“弱化”群体之间不易察觉的遗传差异

使居群间趋向统一ꎮ
对山生柳单倍型变异的地理结构检验结果为

ＧＳＴ值 ( ０. ０６８ ) 和 ＮＳＴ 值 ( ０. ０７５ ) ( ＮＳＴ > ＧＳＴꎬ Ｐ >
０.０５)ꎬ表明山生柳不同居群间出现了大量的亲缘

关系靠近的单倍型ꎬ可以证明山生柳不存在明显

的谱系地理学的关系ꎮ 基于遗传距离和单倍型的

ＵＰＧＭＡ 聚类分析ꎬ得到山生柳的 １２ 个居群各分

为四组且与 １２ 个居群地理分布没有明显相关性ꎬ
进一步验证了山生柳居群不具有谱系地理结构ꎮ
３.３ 山生柳的种群扩张

基因流分析结果证实山生柳的 １２ 个居群存在

频繁的基因交流ꎬ山生柳居群间不存在明显的基

因流限制ꎮ 通过对所有地理居群单倍型进行失配

分析ꎬ所有的山生柳单倍型呈现只有一个明显顶

峰的单峰型曲线ꎬ表示不能拒绝居群扩张的假说ꎮ
中性检验的结果表明ꎬＴａｊｉｍａ’ ｓ Ｄ (－２.２８６ ７０ꎬ Ｐ<
０.０１)和 Ｆｕ’ｓ Ｆｓ( －５.２９８ ０５ꎬ Ｐ<０.０２)均为显著的

负值ꎬ这与失配分析的单峰型曲线结果相一致ꎮ
ＴＣＳ 网络图显示 Ｈ０１ 单倍型为祖先单倍型ꎬ由于

Ｈ０１ 为种群的共享单倍型ꎬ故不能确定山生柳种

群的扩散中心ꎮ ＴＣＳ 网络图呈星状辐射分布ꎬ且
新衍生出的单倍型与原始单倍型组成一个“星状”
辐射结构ꎬ说明该群体曾经在遇到瓶颈后迅速扩

增(Ａｒｂｏｇａｓｔꎬ ２０００)ꎮ 通过单倍型多样性与核苷

酸多样性分析得到单倍型多样性高(Ｈｄ>０.５)而核

苷酸多样性低(Ｐｉ<０.００５)ꎬ预示着群体曾经历过

瓶颈效应后ꎬ伴随了迅速的种群扩张与变异的积

累ꎮ 综上所述ꎬ推测山生柳在其分布范围或者其

个体数近期经历过扩张ꎮ
对青藏高原地区相同生境的高山绣线菊

(Ｋｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)、金露梅(Ｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)、沙
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棘(Ｂａｒｔｉｓｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)、窄叶鲜卑花(Ｄｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１)等灌木的种群动态研究表明其遗传分组曾

经历过快速的种群扩张事件ꎮ 这与山生柳的种群

扩张结果一致ꎬ推测物种生境和繁育方式的相似

性会出现物种为了营养、繁殖、保护、扩散以及对

环境的适应出现协同进化的现象(Ｍｏｒｇａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００５ꎻ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ＆ Ｂｕｒｄｏｎꎬ １９９２)ꎮ 有研究表明山

生柳种群可能以有性和无性两种繁殖方式进行更

新以巩固其优势地位(李毅等ꎬ２００２)ꎬ年龄结构分

布图呈正三角形ꎬ种群动态表现为增长型(李毅

等ꎬ２００２)ꎬ这与本研究中居群近期出现过扩张相

吻合ꎮ 花粉和种子的扩散是自然植物种群最主要

的基因流方式(李海生和陈桂珠ꎬ２００４)ꎬ故山生柳

生殖方式的多样化会导致其基因交流频繁ꎬ预期

未来山生柳居群会处于进一步扩张状态ꎮ
山生柳频繁的基因交流和经历过近期扩张ꎬ

猜测此结果可能的原因如下:(１)ｃｐＤＮＡ 是母系遗

传ꎬ估算的基因流大小与花粉传播无关ꎬ与其多样

化的繁育方式有关ꎻ(２)山生柳一般以有性生殖为

主ꎬ其生存环境是长期积雪(低温)、干燥风大等气

象特点ꎬ使其种子可以随处传播ꎻ(３)由于种子的

传播距离远ꎬ故青藏高原地区和横断山脉错综复

杂地形也只能在很小的程度上阻隔山生柳居群间

的基因交流ꎻ(４)在严酷环境压力下ꎬ山生柳种子

活力极低ꎬ幼苗补充量受限ꎬ从而有性生殖受限ꎬ
此时主要依托无性繁殖来巩固其物种数量的稳定

(陈文业等ꎬ２００８)ꎮ
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