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黄连木为我国特有的乡土树种，生长历史悠久，分布区

域广阔，当前已被列为我国主要的能源树种之一，具有广阔

的开发利用前景 [1]. 遗传多样性是生物多样性的重要组成部

分，对任何一个物种来说，其遗传多样性越丰富，对环境变

化的适应能力就越强，就越容易扩展其分布范围和开拓新的

环境，因此遗传多样性研究是种质资源保存的基础和核心[2]. 
SSR（Simple sequence repeats）标记或微卫星标记具有多态

性较高、共显性分离、位点专化性、标记覆盖整个基因组且

分布均匀、DNA样本用量少等优点，目前已广泛用于小麦、

水稻、葡萄、阿月浑子等农作物和林木的群体遗传多样性分

析、亲缘关系比较和鉴定、物种进化和系统发生研究、基因

连锁图谱构建等方面 [3~10]. 有关黄连木遗传多样性的研究还

尚未见报道，因此本研究采用SSR分子标记技术，对黄连木

8个天然居群进行遗传多样性及亲缘关系分析，旨在揭示我

国主要分布区黄连木群体的遗传分化、多样性水平及遗传结

构，以期为黄连木种质资源收集、保存、鉴定、评价以及遗传

改良提供理论依据. 

1  材料与方法
1.1 材 料

在广泛调查的基础上，分别从河北、河南、陕西等地按

随机取样的原则，采集黄连木8个居群的果实，采样点地理
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Abstract   Simple sequence repeat (SSR) molecular marker systems were used to analyze the genetic diversity and genetic 
structure of 8 natural populations of Pistacia chinensis. Based on establishment of optimized PCR reaction system, nine pairs 
of SSR primers were selected from the primers which were designed for Pistacia vera L. Totally, 43 alleles at average of 4.78 for 
per locus were observed in the 8 populations and the average of polymorphic locus percentage (P) was 90.28%. The average of 
effective allele number per locus was 2.08, and the average of expected heterozygosity was 0.472, which showed the total genetic 
diversity of the populations at a moderate level. According to effective allele number and expected heterozygosity, the genetic 
diversity of the 8 populations from high to low were AK>TX>SP>HX>LY>LC >LZ>SX. The proportion of genetic differentiation 
among the populations accounted for 0.319, which indicated that P. Chinensis’s variation mainly resulted from variation among 
populations. The 8 populations were divided into three types according to genetic distance. Fig 2, Tab 5, Ref 17
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摘  要   为系统揭示黄连木天然居群在遗传多样性水平上的差异及遗传分化状况，采用SSR（Simple sequence repeats）
分子标记对其8个居群进行遗传多样性分析. 在建立良好的反应体系基础上，从已有的阿月浑子SSR引物中筛选出9对

适合进行黄连木遗传分析的引物，在8个黄连木居群中共检测到43条等位基因，位点平均等位基因数为4.78，平均多态

位点百分率达90.28%. 各居群内平均有效等位基因数为2.08，平均期望杂合度（He）为0.472，说明各居群的遗传多样性

处于中等水平. 按检测到的有效等位基因数（Ne）和期望杂合度（He），各居群的遗传多样性由高至低依次为安康>唐县

>顺平>辉县>略阳>栾川>林州>涉县. 居群间的遗传分化系数（FST）平均为0.319，说明居群内变异是黄连木变异的主要

来源，并根据遗传距离将8个居群分为三大类. 图2 表5 参17
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位置及生态因子见表1. 每个居群随机取样10~15株，每株间

保证50 m以上的距离，要求样株树龄30 a以上，生长正常，无

明显缺陷，病虫害少. 采集的果实自然风干，混合后随机抽取

300粒果实，经过浸种催芽，放在塑料盘中育苗，随机取30株

幼苗用于实验分析. 

1.2  DNA提取
采用改良CTAB法提取DNA，提取的DNA用0.8%琼脂糖

胶电泳检测，紫外分光光度计检测其浓度和纯度（图1）. 调
整DNA浓度至200 ng μL-1（以200 ng μL-1的λDNA为对照），并

用 GIS凝胶成像分析系统拍照定量，-20 ℃保存备用. 

1.3  引物筛选和PCR反应体系优化
微卫星位点可能在属内种间甚至在科内属间是保守的，

因此可以使用近缘种的引物. 随机选用8个居群的试材对已
发表的14个阿月浑子（Pistacia vera L.）SSR引物[11]，根据Riaz 
Ahmad等SSR原始扩增条件 [11]进行引物筛选，经 过 对比分
析，选取扩增条带清晰、重复性好、多态性高的9个引物作为
本实验的引物. 经过多次试验和综合比较，获得了最佳扩增
反应体系和步骤，选用12 µL反应体系，各成分的最佳浓度确
定为：MgCl2 2 mmol/L，引物250 nmol/L，dNTPs 200 μmol/L
（Promega USA），Tag酶（TaKaRa）1 U，DNA模板30 ng. 经优
化的PCR扩增反应程序为：94 ℃预变性3 min，1个循环；94 
℃变性1 min，Tm ℃退火（引物具体退火温度见表2）1 min，72 
℃延伸2 min，共45个循环；72 ℃延伸10 min，1个循环. 
1.4  电泳和数据分析

采用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离扩增片段，银 染检

测 扩 增反 应结 果，根 据 每 个样 品的 扩 增产 物 按 凝 胶电泳

的带型差异，记为AABB\AB\CC\DD等，构建数据矩阵，用

POPGENE version 1.32软件 [12]计算多态位点百分率、有效等

位基因数、期望 杂合度、观察 杂合度、Nei的遗传距离等参

数，并采用算术平均数的非加权成组配对法（UPGMA）进行

聚类分析，建立系统分支树状图[13~14]. 

2  结果与分析
2.1 居群的等位变异和多样性

筛选出的9对SSR引物在8个黄连木居群中共检测到43条

等位基因，位点平均等位基因数为4.78，平均有效等位基因

数为3.27，平均多态位点百分率达90.28%. 引物ptms-3检测到

等位基因数最多，为8个，而引物ptms-10最少，为3个. 
有效等位基因数（Ne）和杂合度（H）是目前应用较为广

泛的遗传多样性指数，杂合度不仅是衡 量居群遗传多样性

最常用的指标，同时也反映居群中等位基因的丰富度和均匀
程度. 在黄连木8个居群中，各居群内的有效等位基因数介于

表1  黄连木采样点地理位置及生态因子
Table 1  Geographical locations and ecological factors of P. chinensis  

居群
Population

采样地点
Location

经度
Longitude

(E)

纬度
Latitude 

(N)

海拔
Altitude

(h/m)

年均温
Annual mean

temperature (θ/℃)

年降水量
Annual 

Precipitation 
(mm)

日照时数
Sunshine time 

(t/h)

TC 河北唐县 Tangxian, Hebei 113.92 38.51 952.3 11.4 512 2268.2
SP 河北顺平 Shunping, Hebei 115.05 39.26 752.4 12.2 525 2547
SX 河北涉县 Shexian, Hebei 113.71 36.61 875 13.2 508.6 2213
LZ 河南林州 Linzhou, Henan 113.87 36.03 785 12.7 650 2480.6
HX 河南辉县 Huixian, Henan 113.8 35.48 1020 14 640.4 2293.4
LC 河南峦川 Luanchuan, Henan 111.51 33.92 510 14.0 694.5 2295.9
AK 陕西安康 Ankang, Shaanxi 109.19 32.59 375.6 15.5 950 1800
LY 陕西略阳 Lueyang, Shaanxi 106.12 33.46 660 13 860 1550

图1  辉县黄连木居群样本基因组DNA电泳检测图
Fig. 1   Electrophotogram of genetic DNA of the HX population samples

表2  黄连木SSR的9对引物序列及特征
Table 2  Characteristics of the nine pairs of SSR primers of P. 

chinensis

引物
Primer

重复基元
Repeat motif

等位基因长度
Allele size 

(bp)

退火温度
Annealing 
temp (θ/℃)

引物序列 Primer sequence
(5’→3’)

ptms-3 (CA)16 132~145 55 TGATGAACAAGTCCAAAAGGG
AAAACAGCACAGCATGCATC

ptms-7 (CA) 189~208 55 TGATGCTCTTGGTGTTGCTC
217~225 CCTGAGTAGCTCCAGTTCCG

ptms-9 (CA) 165~185 55 TTGACCGTGGACTTGAAGC
AACCTCCTCTCTTCTCTTTGCC

ptms-10 (CT) 140~142 55 CAGGATGCTTGTTGGTGATG
330~342 ACAGTGGATACAAACATGCTGC

ptms-33 (CA_) 155~165 55 TTCTGCTGGTCATGGGGC
TGCCATTTAACCCAAAGGAG

ptms-41 (CT) 230~245 55 AGAAGAGGGGAACAGGGAGA
CTGAGGACTGGGCAGAATGT

ptms-40 (CTT) 200~212 55 CAGCTCTCACTGATCCGATTC
TTCGAAAGCCAGTCTCAGGT

ptms-42 (CTT) 150~162 55 AAACAGGTGTTCCCGTTCAG
ACGACAGGATTGGATGATGG

ptms-45 (CAAA)3
(CA)4

145~152 55 GCTTGTGTGTTTTAGCTCGAAAT
185~196 AGCAATGCTTAACATTTTCCAA
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1.94~2.45之间，平均为2.08. 各居群内观察杂合度（Ho）值变

动范围为0.622~0.944，平均为0.81. 期望杂合度（He）值变动

范围为0.404~0.549，平均为0.472，8个居群总的期望杂合度为

0.668，说明各居群间的多样性水平差异较大. 按检测到的有

效等位基因数（Ne）和期望杂合度（Nei）作为标准，安康黄连

木居群的遗传多样性水平最高，涉县居群的最低，遗传多样

性水平由高至低依次为安康>唐县>顺平>辉县>略阳>栾川>
林州>涉县（表3）. 
2.2 居群的遗传分化

黄连木居群在9个SSR位点的遗传分化结果见表4. 8个

居群的遗传分化系数（FST）的变化范围为0.112~0.526，平均

0.319，说明居群内变异是导致黄连木遗传多样性的主要来

源，8个居群间基因流（Nm）为0.534. FIT和FIS分别代表总体水

平和单个居群内个体间近亲交配的指标，黄连木居群的平均

FIT值为0.166，平均FIS值为0.712，居群内个体间的杂合现象远

高于居群间的杂合水平，说明黄连木在居群内个体选择可以

获得较大的增益. 
2.3  遗传相似系数和聚类分析

根据Nei的方法计算遗传距离D（表5），居群的遗传距

离在0.159 1~1.262 6之间，平均值为0.635. 其中，LZ居群与HX
居群的遗传距离最短，遗传相似度达到0.852 9，相似性水平

最高，而LC居群与LY居群的遗传相似性水平最低，遗传分化

程度最大. 
为进一步探讨居群间的遗传关系，利用黄连木的遗传

距离进行UPGMA聚类分析，得到8个群体间的聚类图（图2）. 

8个居群被明显聚为三大类：其中河北唐县、顺平和涉县居群

聚为一大类，河南林州、峦川和陕西安康、略阳居群聚为一大

类，辉县居群为单独一类. 在第二大类的4个居群中，峦川居

群和其它3个居群距离较远，可将它们分成两个亚类. 

3  讨 论
黄连木广泛分布于我国25个省区，分布区内生态、气候

条件的差异及地理阻隔，使其在长期进化中逐渐形成生长形
态、结实特征差异的自然种群类型. Weight研究指出遗传分
化系数F

ST
 >0.25，则群体间存在的遗传差异很大 [15]. 本试验

通过遗传多样性指数和等位基因数目的分析，发现黄连木各
群体的遗传多样性较高. 黄连木居群的平均遗传分化系数达

表3  黄连木居群的遗传多样性
Table 3   Genetic diversity within the populations of P. chinensis

居群
Population

多态位点比率
Polymorphic loci 

percentage
(P)

观察等位基因
Observed number 
of alleles per locus

(Na)

有效等位基因
Effective number 

of alleles per 
locus (Ne)

Shannon's指数
Shannon's index

(I)

观察杂合度
Observed 

heterozygosity
(Ho)

期望杂合度
Expected 

heterozygosity
(Nei)

TX 100 2.111 2.051 0.724 0.944 0.510 
LY 100 2.000 1.956 0.679 0.944 0.486 
HX 77.78 2.444 2.089 0.701 0.778 0.439 
LZ 100 2.000 1.937 0.674 0.898 0.481 
AK 100 2.889 2.451 0.886 0.840 0.549 
LC 77.78 2.111 2.019 0.637 0.622 0.415 
SP 88.89 2.556 2.237 0.795 0.773 0.491 
SX 77.78 2.111 1.900 0.614 0.681 0.404

平均 Mean 90.28 2.278 2.080 0.714 0.810 0.472

表4  黄连木居群的F-统计指数及基因流
Table 4  F-statistics and gene fl ow among the populations of P. chinensis

位点 Locus FIS FIT FST Nm

9 1.000 0.580 0.210 0.941 
42 0.849 0.021 0.471 0.281 
7 0.705 0.185 0.305 0.570 
3 0.463 0.028 0.297 0.591 
41 0.496 0.329 0.112 1.993 
40 0.718 0.324 0.230 0.839 
45 0.955 0.143 0.415 0.352 
10 0.778 0.158 0.526 0.225 
33 0.646 0.070 0.350 0.465 

平均 Mean 0.712 0.166 0.319 0.534 
FIS：固定指数或内繁育系数；FIT：近交系数；FST：遗传分化系数；Nm：基因流，Nm = 0.25(1−FST)/FST
FIS: Inbreeding coeffi cient at the population level; FIT: Inbreeding coeffi cient at the total sample level; FST: Proportion of differentiation among populations; Nm: 
Gene fl ow, Nm = 0.25(1−FST)/FST

图2  基于遗传距离的UPGMA聚类图
Fig. 2  UPGMA dendrogram of P. chinensis using Nei’s genetic distance



806 16 卷应 用 与 环 境 生 物 学 报      Chin J Appl Environ Biol

0.319，表明居群间的遗传分化程度很高，在居群间进行选择
也能取得较大的遗传增益. 8个居群多样性水平表现出了明显
的地域特征，秦岭南部安康居群及太行山北部唐县、顺平居
群的遗传多样性明显高于太行山南部地区林州、涉县居群，
这可能与该地区的地理环境有关，秦岭地区群山起伏，汉江
嘉陵江纵横其中，地貌特征丰富，气候类型多样，可能是居群
具有较高遗传多样性的主要原因，而太行山南北居群的差异
可能与当地长期的人为干扰和采种取样有关. 

黄连木分布面积很大，大部分为天然次生林，个体间交
配近于随机，为了保证本研究的结果能最大程度地反映黄
连木各居群在进化过程中形成的特定时空遗传结构，在采
样的过程中，采用随机取样，并提高样本数和等位基因位点
数，防止检测到的变异偏低或者甚至检测不到变异. 另外，
由于本研究采用同属种阿月浑子的引物对黄连木进行SSR分
析，应对PCR产物进行克隆测序，以确定微卫星的同源性[16]，但
本研究只在实验前，随机选用8个居群的试材对已发表SSR引
物进行筛选，因此本研究拟在今后的实验中进一步测序验证
阿月浑子微卫星在属内扩增的同源性及有效性. 

群体的遗传多样性是生命进化和物种分化的基础，任
何一个物种或一个生物个体都蕴涵着大量的基因，它所包含
的基因变异越丰富，对环境的适应能力就越强，进化的潜力
也越大 [17]. 本研究采用黄连木子代幼苗进行SSR分子标记技
术研究，建立了良好的黄连木SSR反应程序，筛选出9对SSR
引物，以 PCR扩增条带的有无为原始依据进行聚类分析，排
除了传统形态分类学上形态特征不易区分的干扰，从DNA水
平上揭示了黄连木的遗传多样性. 该方法还可结合生态因子
筛选出分布区内不同区域生长的黄连木优良类型，为进一步
开展黄连木资源的保存和合理利用奠定基础. 

致 谢  本研究在王涛院士的指导下完成，中国农业科学院作物
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表5  黄连木居群间遗传距离及遗传相似度
Table 5  Genetic distances and genetic identities among the populations of P. chinensis

居群 Population TX LY HX LZ AK LC SP SX
TX **** 0.6646 0.4064 0.4639 0.5352 0.4153 0.5784 0.5489
LY 0.4086 **** 0.5079 0.3855 0.4196 0.3547 0.3814 0.4667
HX 0.9004 0.6774 **** 0.8529 0.4259 0.2829 0.3985 0.4455
LZ 0.7682 0.9532 0.1591 **** 0.3699 0.5925 0.7343 0.4162
AK 0.6252 0.8684 0.8535 0.9946 **** 0.7248 0.8236 0.5933
LC 0.8788 1.0366 0.3219 0.5235 1.2626 **** 0.6819 0.4332
Sp 0.5475 0.9639 0.9201 0.3088 0.1941 0.3829 **** 0.6037
SX 0.5999 0.7620 0.8086 0.8766 0.5220 0.8366 0.5047 ****

对角线上为遗传相似度，对角线下为遗传距离  Above diagonal: Nei's genetic identities; Below diagonal: Genetic distances


