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摘 要:青杨派杨树是我国广泛分布的一类生态、经济型树种。目前尚未对青杨派杨树资源开展有

效评价、利用及保护工作。以中国北方地区青杨派杨树19个种群的112个样本为材料,利用15对

微卫星标记进行遗传多样性和遗传结构分析。结果表明,青杨派杨树19个种群总等位基因数

(Na)为118,有效等位基因数(Ne)为3.439,观测 杂 合 度(Ho)为0.392,期 望 杂 合 度(He)为

0.347,信息指数(I)为0.582,表明青杨派杨树具有较高的遗传多样性水平;遗传分化系数(Fst)为

0.39,表明青杨派不同杨树种群间存在显著的遗传分化。通过遗传结构分析和聚类分析,将青杨派

杨树19个种群分为2个大类群,大青杨与香杨、二白杨与小叶杨种群间具有相近的亲缘关系;其中

的9个青杨种群可分为3个大类群,且遗传距离与地理距离、气候因子距离呈显著相关性(r=
0.758,P=0.010;r=0.330,P=0.04),表明青杨种群遗传分化受到地理隔离以及气候条件差异

影响。研究结果为杨树遗传改良、种质资源保存和利用提供理论依据,同时对青杨派系统发育和进

化机制也提供重要参考价值。
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Abstract:Tacamahaca
 

is
 

a
 

type
 

of
 

ecological
 

and
 

timber
 

tree
 

species
 

widely
 

distributed
 

in
 

China.At
 

pres-
ent,little

 

studies
 

have
 

been
 

carried
 

out
 

on
 

the
 

effective
 

resource
 

assessment,utilization,and
 

protection.
Taking

 

112
 

samples
 

obtained
 

from
 

19
 

Tacamahaca
 

populations
 

in
 

Northern
 

China
 

as
 

research
 

materials,

this
 

study
 

assessed
 

the
 

genetic
 

diversity
 

and
 

genetic
 

structure
 

by
 

using
 

15
 

microsatellite
 

markers.The
 

re-
sults

 

showed
 

that
 

total
 

number
 

of
 

alleles
 

(Na)
 

was
 

118,average
 

number
 

of
 

effective
 

allele
 

(Ne)
 

was
 

3.439,observed
 

heterozygosity
 

(Ho)
 

and
 

expected
 

heterozygosity
 

(He)
 

was
 

0.392
 

and
 

0.347,respective-
ly,and

 

information
 

index(I)
 

was
 

0.582,indicating
 

that
 

a
 

high
 

level
 

of
 

genetic
 

diversity
 

among
 

19
 

Tacama-
haca

 

populations.The
 

genetic
 

differentiation
 

coefficient
 

(Fst)
 

was
 

0.39,suggesting
 

that
 

there
 

is
 

significant
 

differentiation
 

among
 

19
 

Tacamahaca
 

populations.Niteen
 

Tacamahaca
 

populations
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

two
 

clusters
 

by
 

structure
 

and
 

cluster
 

analysis.There
 

was
 

a
 

similar
 

genetic
 

relationships
 

between
 

P.ussu-
riensis

 

population
 

and
 

P.koreana
 

population,as
 

well
 

as
 

P.gansuensis
 

population
 

and
 

P.simonii
 

popula-
tion.Nine

 

populations
 

of
 

P.cathayana
 

can
 

be
 

divided
 

into
 

the
 

three
 

clusters,the
 

genetic
 

distance
 

was
 

sig-
nificantly

 

correlated
 

with
 

geographical
 

distance
 

and
 

climatic
 

distance,respectively
 

(r=0.758,P=0.010;

r=0.330,P=0.04),indicating
 

that
 

the
 

genetic
 

differentiation
 

of
 

P.cathayana
 

populations
 

is
 

influenced
 

by
 

geographical
 

isolation
 

and
 

climatic
 

differences.This
 

study
 

provides
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

genetic
 

im-



provement,germplasm
 

conservation
 

and
 

utilization
 

of
 

Tacamahaca
 

resources,and
 

provides
 

an
 

important
 

reference
 

for
 

the
 

study
 

of
 

phylogenetic
 

and
 

evolutionary
 

mechanism
 

of
 

Tacamahaca.
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  杨树分类学家将杨属(Populus)分为白杨派

(Leuce)、青 杨 派(Tacamahaca)、黑 杨 派(Aigei-
ros)、胡杨派(Turanga)和大叶杨派(Leucoides),在
我国共分布有5个派53种。青杨派是杨属中最大

的一个派,中国有34种,21变种[1],广泛分布于地

形多变、气候复杂的地区,对复杂环境的长期适应造

成了青杨派各树种之间存在较大的遗传分化,为我

国杨树开展育种工作提供极好的遗传资源。青杨

(P.cathayana)是青杨派杨树的重要树种,天然分

布于我国“三北”(东北、华北、西北)和西南地区,其
生长迅速且适应性强,是我国特有种,具有重要的生

态和经济价值[2]。表型多样性是遗传多样性和环境

异质性的综合表现[3],青杨树种从叶片表型上可划

分为长叶柄大叶类群、中等叶类群、短叶柄窄叶类群

和小叶类群,青杨叶片表型性状广泛的遗传变异反

映了青杨种群内存在高水平的遗传多样性[4]。树种

的遗传多样性影响该树种对环境的适应能力[5-6],分
析种群间和种群内的遗传多样性,对于评价树种的

系统发育关系和分类地位具有重要的意义。近年

来,针 对 小 叶 杨(P.simonii)[7]、青 杨[8]、大 青 杨

(P.ussuriensis)[9]等树种种群分别进行了遗传多样

性研究,但针对青杨派不同树种种群间尚未同时进

行遗传多样性综合评价。
目前,我国的青杨派杨树资源大多处于野生状

态,尚未进行系统的种质资源调查收集、评价、利用

及保护,青杨派不同树种之间遗传背景不清晰[10],
部分树种的分类地位也存在争议。大青杨主要分布

于我国小兴安岭、完达山、张广才岭、老爷岭山地及

长白山林区,在俄罗斯远东地区及朝鲜也有分布。
香杨(P.koreana)近似于大青杨,集中分布于小兴

安岭、长白山林区,在朝鲜、俄罗斯远东地区也有分

布,也是东北东部林区高大粗壮林木之一[9]。二白

杨(P.gansuensis)分布于甘肃省武威、张掖、酒泉等

地,是西北干旱区的优良树种[11]。小叶杨天然分布

于“三北”、华中、西南地区共18个省市[7]。大青杨

与香杨、二白杨与小叶杨都存在分布区重叠,利用表

型性状难以区分,物种分类地位存在争议等问题。
因此本研究同时选择以上树种进行遗传多样性分

析,分析不同树种间亲缘关系,为青杨派树种分类提

供重要参考价值。
微卫星分子标记是共显性标记,具有稳定性好、

多态性高等优点[12-13],被广泛用于遗传多样性评价,

本研究利用SSR分子标记对中国北方青杨派杨树

群体的遗传多样性和遗传结构进行分析,为青杨派

杨树遗传改良以及物种分类地位提供理论依据,同
时对青杨派系统发育和进化机制的研究提供重要

参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

本研究收集了来自中国东北、华北、西北青杨派

杨树天然分布区的19个种群共112个样本,涵盖了

青杨派的9个主要树种(表1),收集的各样本之间

间距50
 

m以上,取幼嫩叶片并使用硅胶干燥,储存

到-80
 

℃冰箱保存待用。按照各种群的经纬度丛

WorldClim数据库(https://www.worldclim.org/

data/worldclim21.html)提取温度因子11个、降水

因子8个,提取分辨率为10
 

arc-minutes。

1.2 DNA提取和PCR扩增

取大约10
 

g冷冻保存叶片,置于液氮预冷的研

钵中,加入液氮,迅速研磨至粉末,用无菌小勺取大

约0.2
 

g研磨好的粉末,加入盛有DNA提取缓冲液

的2
 

mL离心管,轻弹离心管混匀,置于65
 

℃水浴

放置30
 

min。随 后 参 照 DNeasy
 

Plant
 

Mini
 

Kit
 

(QIAGEN)操作说明提取DNA。取1
 

μL
 

DNA样

本在1.0%的琼脂糖凝胶中电泳检测,结果拍照记

录,其余DNA于-20
 

℃保存备用。
从杨树SSR数据库以及参考文献中筛选15对

SSR引物[8,14]。本试验中所采用的PCR反应体系:

DNA
 

模 版
 

(10
 

ng/μL)
 

1
 

μL,PCR
 

Mix
 

5
 

μL,

ddH2O
 

3
 

μL,带有荧光接头的正向引物(1
 

μmol/L)
和反向引物(1

 

μmol/L)各0.5
 

μL。在94
 

℃预变性

5
 

min,在94
 

℃变性20
 

s、58
 

℃复性20
 

s、72
 

℃延伸

20
 

s条件下进行30轮循环,最后在72
 

℃延伸5
 

min,

4
 

℃保存。反应在PCR仪中进行。PCR产物在ABI
 

3730xl
 

DNA分析仪中进行毛细管电泳分析。

1.3 数据分析

利用POPGENE1.32软件计算各种群遗传多

样性参数,包括等位基因数(Na),有效等位基因数

(Ne),信息指数(I),观测杂合度(Ho),期望杂合度

(He)。利用 Micro-checker2.2.3软件[15]进行哈迪

温伯格平衡(HWP)检测。每个等位基因位点的遗

传分化系数(Fst)和各种群的遗传分化系数使用

FSTAT2.9.3软件计算。基因流(Nm)计算公式:
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Nm=(1-Fst)/4Fst。利用 GenAlEx6.5[16]进行

PCoA主坐标分析,遗传距离矩阵分别和地理距离矩

阵、气候因子距离矩阵之间进行 Mantel检验[17]。利

用NTSYS2.1[18]软件进行基于遗传距离的聚类分

析。利用STRUCTURE2.3.4[19]软件进行基于贝叶

斯模型的遗传结构分析,Burnin和 MCMC参数分别

设置100
 

000、200
 

000,使用“STRUCTURE
 

HAR-
VESTER”在线软件[20]确定最佳分组K。

表1 青杨派19个种群地理信息

Table
 

1 Geographic
 

information
 

of
 

19
 

populations
 

of
 

Tacamahaca

编号 树种 采样地 数量/个 北纬 东经 海拔/m

QDNP 青杨 山西大南坪 5 36°27'22″ 111°53'49″ 1
 

420

QQLY 青杨 山西七里峪 12 36°36'22″ 111°55'11″ 994

QWT 青杨 山西五台 16 38°57'29″ 113°39'29″ 1
 

637

QGD 青杨 青海贵德 3 36°59'58″ 101°25'13″ 2
 

266

QFS 青杨 山西方山 9 37°50'03″ 111°21'38″ 1
 

580

QXN 青杨 山西乡宁 7 36°02'44″ 111°02'35″ 1
 

328

QLX 青杨 山西临县 4 38°02'41″ 111°14'00″ 1
 

388

QHS 青杨 陕西横山 4 37°32'22″ 109°19'49″ 1
 

208

QYY 青杨 山西右玉 6 39°58'05″ 112°26'28″ 1
 

326

EBY 二白杨 甘肃武威 6 38°02'52″ 102°41'19″ 1
 

478

XFS 小叶杨 山西方山 4 37°53'56″ 111°25'40″ 1
 

835

XGX 小叶杨 山西古县 6 36°34'15″ 112°04'30″ 1
 

495

XGD 小叶杨 青海贵德 9 36°27'01″ 101°36'12″ 2
 

700

XY 香杨 黑龙江带岭 4 47°04'52″ 128°57'33″ 244

DQY 大青杨 吉林省临江 2 41°45'05″ 126°50'48″ 333

KY 苦杨 新疆北屯 2 47°21'13″ 87°51'46″ 507

QGY 青甘杨 青海西宁 7 36°39'56″ 101°46'18″ 2
 

280

ZCY 藏川杨 西藏林芝 3 29°36'50″ 94°39'32″ 2
 

400

QMY 青毛杨 山西兴县 3 38°09'01″ 111°17'32″ 1
 

561

2 结果与分析

2.1 青杨派杨树种群遗传多样性分析

利用15对SSR引物对青杨派杨树19个种群

的112个样本进行遗传多样性评价,各引物的遗传

多样性结果见表2。等位基因数(Na)范围为2
(U18679)~14(GCPM-1753)。有效等位基因数

(Ne)范 围 为1.009(U18679)~5.448(GCPM-
1753)。信息指数(I)范围为0.020(U18679)~
0.890(GCPM-961)。观 测 杂 合 度 (Ho)范 围 为

0.013(U18679)~0.726(GCPM-961)。期望杂合度

(He)范围为0.012(U18679)~0.520(GCPM-961)。
遗传分化系数(Fst)范围为0.119(U18679)~0.734
(GCPM-1274)。基 因 流 (Nm )范 围 为 0.145
(U21882)~1.847(U18679)。采用的15个引物等

位基因位点都符合哈迪温伯格平衡(HWP)。
青杨派杨树19个种群遗传多样性结果见表3。

等位基因数(Na)范围为1.400(QMY)~3.600
(QQLY)。有 效 等 位 基 因 数(Ne)范 围 为1.400
(QMY)~2.553(EBY)。信 息 指 数(I)范 围 为

0.277(QMY)~0.848(QQLY)。观测杂合度(Ho)
范围为0.167(QHS)~0.600(ZCY)。期望杂合度

(He)范围为0.200(QMY)~0.454(QWT)。综合

来看,QQLY种群的遗传多样性水平最高,QMY种

群的遗传多样性水平最低,青杨派杨树19个种群具

有较高的遗传多样性。

2.2 青杨派杨树种群遗传结构分析

青杨派杨树9个树种共19个种群遗传分化系

数Fst=0.39,P=0.021,表明青杨派不同树种种群

之间存在显著的遗传分化。利用 NTSYS2.1软件

对青杨派杨树19个种群进行基于遗传距离的 UP-
GMA聚类分析(图1),共分为2个类群:第1类群

包括ZCY、KY、QGY、DQY、XY、EBY、XGD、XGX、

XFS共9个种群,第2类群包括QLX、QHS、QGD、

QDNP、QQLY、QMY、QFS、QXN、QWT、QYY共

10个种群。利用GenAlEx6.5进行主坐标分析(图

2),19个种群同样分成2个类群,与遗传距离聚类

分析结果一致。对青杨派杨树19个种群的遗传结

构分析显示(图3A),当K=2时,△K 达到最大值,
表明19个种群被分为2个类群。使用不同的颜色

来表示19个种群每个样本中原始类群的分布比例。
本研究收集的19个种群中有9个种群为青杨

树种,9个青杨种群的遗传分化系数为Fst=0.24,

P<0.001,明显低于青杨派杨树19个种群。基于
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遗传距离的 UPGMA聚类分析(图1)可以看出,9
个青杨种群被分为3类:第1类群为 QLX、QHS、

QGD、QDNP和QQLY共5个青杨种群,第2类群

为QFS和 QXN 共2个 青 杨 种 群,第3类 群 为

QWT、QYY共2个青杨种群;QMY是青杨派一个

独立的物种,尽管与青杨种群聚在了一起,可能是由

于采集样本较少及分布区重叠导致的。同时,分析

9个青杨种群的遗传结构(图3B),发现当K=3时,

△K 达到最大值,表明9个青杨种群在遗传结构上

同样被分为3个类群。遗传结构结果与 UPGMA
聚类分析、主坐标分析结果相一致。

表2 15对SSR引物遗传多样性

Table
 

2 Genetic
 

diversity
 

of
 

15
 

SSR
 

primers

引物名称 基序
片段大小/
bp

等位基因数
(Na)

有效等位
基因数(Ne)

信息指数
(I)

观测杂合度
(Ho)

期望杂合度
(He)

遗传分化系数
(Fst)

基因流
(Nm)

GCPM-961 ac 156~228 8 5.370 0.890 0.726 0.520 0.365 0.435

GCPM-1255 ag 140~188 10 3.624 0.762 0.319 0.456 0.419 0.346

GCPM-1403 aga 168~216 8 2.515 0.650 0.564 0.392 0.392 0.387

GCPM-162 ctt 171~231 11 4.653 0.834 0.470 0.488 0.344 0.476

GCPM-831 tct 156~195 10 4.539 0.641 0.283 0.381 0.494 0.256

GCPM-1162 at 150~190 8 3.928 0.748 0.548 0.452 0.404 0.368

GCPM-1753 at 196~268 14 5.448 0.801 0.355 0.441 0.481 0.270

U18679 tgc 401~413 2 1.009 0.020 0.013 0.012 0.119 1.847

GCPM-1153 ctt 234~285 8 2.826 0.635 0.537 0.378 0.393 0.387

U74541 ac 217~221 13 2.912 0.549 0.322 0.285 0.572 0.187

GCPM-2571 tg 156~214 5 3.016 0.728 0.532 0.456 0.330 0.508

U21882 gat 305~329 5 2.074 0.277 0.341 0.191 0.633 0.145

GCPM-1166 gct 165~243 7 2.420 0.267 0.024 0.155 0.722 0.096

GCPM-1274 ttat 232~276 4 3.415 0.290 0.251 0.191 0.734 0.091

U64059 ag 295~315 5 3.843 0.631 0.595 0.409 0.458 0.296

Mean 7.867 3.439 0.582 0.392 0.347 0.457 0.406

表3 青杨派杨树19个种群遗传多样性

Table
 

3 Genetic
 

diversity
 

analysis
 

of
 

19
 

poplar
 

populations
 

of
 

Tacamahaca

种群
等位

基因数
(Na)

有效等位
基因数
(Ne)

信息
指数
(I)

观测
杂合度
(Ho)

期望
杂合度
(He)

QDNP 2.400 1.880 0.653 0.467 0.397

QQLY 3.600 2.310 0.848 0.483 0.452

QWT 3.067 2.268 0.798 0.521 0.454

QGD 2.533 1.983 0.657 0.486 0.390

QFS 1.800 1.611 0.452 0.474 0.300

QXN 2.133 1.694 0.547 0.495 0.352

QLX 1.800 1.595 0.395 0.217 0.242

QHS 1.933 1.598 0.453 0.167 0.267

QYY 2.467 1.801 0.599 0.378 0.347

EBY 3.067 2.553 0.808 0.300 0.433

XFS 2.333 1.971 0.632 0.367 0.375

XGX 2.800 2.138 0.699 0.311 0.388

XGD 3.133 2.260 0.768 0.363 0.416

XY 2.133 1.610 0.524 0.300 0.321

DQY 1.867 1.609 0.485 0.467 0.317

KY 2.133 1.836 0.609 0.467 0.383

QGY 1.800 1.585 0.429 0.189 0.258

ZCY 1.533 1.533 0.416 0.600 0.300

QMY 1.400 1.400 0.277 0.400 0.200

Mean 2.312 1.854 0.582 0.392 0.347

图1 基于遗传距离的青杨派19个种群聚类分析(UPGMA)

Fig.1 Cluster
 

analysis
 

of
 

19
 

populations
 

of
 

Tacamahaca
 

based
 

on
 

genetic
 

distance
 

(UPGMA)

2.3 青杨派杨树种群遗传分化分析

对青杨派杨树19个种群的遗传距离矩阵和地

理距离矩阵进行 Mantel检验,结果表明两者之间未

呈现相关性,但其中9个青杨种群遗传距离矩阵与

地理距离矩阵呈现显著相关性(r=0.758,P=
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0.010,图4A),表明青杨种群遗传分化受到明显的

地理隔离影响。依据青杨派杨树19个种群分布地

区的温度和降水数据,计算获得气候因子欧式距离,
对遗传距离矩阵和气候因子距离矩阵进行 Mantel
检验,结果表明两者之间未呈现相关性,但9个青杨

种群遗传距离矩阵与气候因子距离矩阵呈现显著相

关性(r=0.330,P=0.04,图4B),表明由温度和降

水因子决定的青杨种群气候条件差异影响了遗传分

化的形成。

图2 青杨派19个种群主坐标分析(PCoA)

Fig.2 Principal
 

coordinate
 

analysis
 

of
 

19
 

populations
 

in
 

Tacamahaca

3 结论与讨论

大部分学者认为分布广、多年生、异交的物种遗

传多样性水平较高[21]。青杨派树种在我国大部分

地区均有分布,且雌雄异株。从整体上看,青杨派杨

树的期望杂合度(He)为0.347,观测杂合度(Ho)为

0.392,信息指数(I)为0.582,说明青杨派杨树遗传

多样性较高,遗传分化系数为Fst=0.39,遗传分化

水平也处于较高水平。大青杨与香杨分布区相互重

叠,都是东北东部林区粗壮林木之一,二者外形相

似,香杨小枝圆、发红、有香气、叶表面具明显深皱

纹[9]。本研究中,基于遗传距离的UPGMA聚类分

析显示大青杨和香杨聚在一起,说明二者的亲缘关

系较近,苏晓华等[22]也发现大青杨与香杨的亲缘关

系最近,说明分布区重叠的树种可能发生了频繁的

基因渐渗。本研究发现二白杨与小叶杨种群聚为一

个类群,说明二者之间亲缘关系较近,青杨派中小叶

杨分布最为广泛,二白杨的中心分布区是箭杆杨与

小叶杨的混生地带,分布区重叠可能导致了基因交

流,被认为是箭杆杨与小叶杨的天然杂种,其树形、
花、枝、叶介于二者之间,这一结果与本研究的结论

A为青杨派19个种群遗传结构(K=2),B为9个青杨种群遗传结构(K=3)。

图3 青杨派杨树种群遗传结构(STRUCTRE)

Fig.3 Genetic
 

structure
 

of
 

Tacamahaca
 

population(STRUCTRE)

基本吻合。青毛杨是青杨派的一个独立物种,仅分

布于山西兴县境内的黑茶山自然保护区,聚类分析

显示与青杨种群亲缘关系较近,这可能与青毛杨采

集样本较少,以及二者采集地距离较近导致了频繁

的基因交流。本研究同时对青杨派的9个树种共

19个种群的亲缘关系进行研究,将青杨派杨树19
个种群分为2个大类群,大青杨与香杨、二白杨与小

叶杨种群间具有相近的亲缘关系;其中的9个青杨

种群可分为3个大类群,以上结论对青杨派的系统

发育关系及物种分类地位提供了参考。
遗传结构的形成不仅仅取决于地理隔离,还与

环境条件的异质性紧密相关[23-24]。张亚红[8]对3种

青杨派杨树遗传多样性和遗传结构研究发现,青杨

种群间 的 遗 传 距 离 与 地 理 距 离 呈 正 相 关(r=
0.488),而大青杨则在检测中未呈明显相关性(r=
0.023)。本文的9个青杨种群间的遗传距离与地理
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A为基于遗传距离与地理距离的 Mantel检验;B为基于遗传距离与气候因子距离的 Mantel检验。

图4 9个青杨种群距离矩阵间相关性分析(Mantel检验)

Fig.4 Correlation
 

analysis
 

of
 

distance
 

matrix
 

among
 

9
 

P.cathayana
 

populations(Mantel
 

test)

距离呈正相关,与张亚红[8]的研究结果一致。本研

究发现青杨种群的遗传结构形成不仅与地理隔离有

关,且与气候条件差异造成的环境异质性有关,青杨

种群适应了具有独特温度和降水的生态位,导致了

高水平的遗传分化,由气候条件导致的环境异质性,
可能导致了当前青杨种群遗传结构的形成。综合来

看,地理隔离以及气候条件的差异形成了当前青杨

种群的遗传结构。然而青杨派杨树的19个种群则

在检测中未呈明显相关性,这与中国西南地区青杨

的遗传多样性研究结果一致[25],西南地区青杨的遗

传距离和地理距离并未体现出有显著相关性(r=
0.312

 

2,P>0.05)。导致这一现象的原因可能是,
杨树共分为5个派,青杨派是最大的一个派,涵盖的

有青杨、大青杨、藏川杨等多个树种,全国各地均有

分布,此次主要针对的是北方的青杨派树种,可能不

能全面地反映青杨派的遗传结构特征。
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