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摘 要 采用 XGG.分子标记技术对山东省内的 8$个板栗居群共 !%M个个体的遗传多样性水平及居群遗传结构进行了研究。
8$个引物共检测到 88:个位点，其中 8$8个位点为多态位点，占 9%‘$%a。HbH\T*T分析结果表明：板栗具有丰富的遗传变异
（在物种水平上，=/ c $‘!:M%，=$ c $‘"MMM；在居群水平上，669 c :#‘O9，=/ c $‘!$$#，=$ c $‘"$8$）。*/1dB遗传多样性分析和

;eb&;分析表明，各居群间产生了一定程度的遗传分化（>G@ c $‘!#8#，;G@ c $‘!!!#）。居群间一定程度的遗传分化可能是由

于生境破坏和基因流的障碍（?5 c $‘9%#"）引起。_H\e;聚类分析可知，临沭、莒南、郯城和费县 #个居群优先聚成一支，而莱

阳居群单独聚为一支。
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板栗（ !+&/+$%+ 7(,,#&&#7+ FX）为山毛榉科
（>?Q?0/?/）植物。我国板栗资源丰富，可分为华北、

长江流域、西南、东南、西北与东北 : 个品种群［8］。
全国约有 "$$个栽培品种，但作商业化栽培的品种



约为 !"个。我国丰富的地方栽培品种为商业化主
栽品种的进一步改良，提供了丰富遗传资源多样性

的基础。目前山东省生产上应用的优良品种均为实

生选优而成，选种以高产、优质、耐贮、抗逆和抗病虫

为目标，山东泰安、五莲、莒南居群高产、优质资源较

为丰富，蒙阴、平邑、费县居群耐贮、抗逆、抗病虫资

源较为丰富。山东独特的地理气候，形成了一定资

源优势，在栗属植物新品种选育及改良上具有很大

潜力，但长期以来，由于对我国丰富的栗属资源重视

不够，加上多年来在资源利用上的不正确导向，以少

数几个“优良品种”大量进行改接换种，改造野生、实

生板栗林，以至于大量破坏野生资源，在利益的驱动

下，人们对板栗资源的过度开采，使板栗的自然生境

和资源遭到了严重的破坏［#，$］。

山东地区位于华北腹地，处于中国植物区系的

核心部分，南北渗透，是中国具有东亚特色的生物多

样性最丰富的地区之一。山东省板栗资源极为丰

富，因此也成为实生板栗资源遭受破坏的重灾区，对

其加强保护使其能可持续利用迫在眉睫［$，%］。近年

来，人们逐渐认识到保护山毛榉科植物的重要意义，

并开展了初步的保护生物学研究和对山毛榉科一些

重要物种的保护工作，但大多数保护活动仍然是在

缺乏基本的生物学研究尤其是保护遗传学研究的情

况下进行的，很难制定科学合理的保护和抢救措

施［#，!］。

&’’(（)*+,-./)012, /,34,*5, -,1,6+）分子标记是一
种简单重复序列区间扩增多态性分子标记，具有

789样品用量少、操作简单、快速灵敏和实验成本
低等优点，而且实验重复性好、信息量大且多态性

高，因而是一种非常理想的检测物种内遗传变异的

分子标记。&’’(技术对果树进行遗传多样性研究
已有较多报道［: ; <］，而采用 &’’(技术对果树的遗传
多样性和居群结构遗传结构进行的研究目前尚少有

报道。本研究采用 &’’(分子标记技术对山东省分
布的实生板栗居群进行了研究，探讨其居群遗传多

样性水平和遗传结构，为科学合理地保护和利用现

有的板栗资源提供理论依据和技术支持。

! 材料和方法

!"! 实验材料
材料采集于山东的泰安、郯城、五莲、费县、莱

阳、日照、平邑、莒南、蒙阴和临沭，共计 =" 个居群，
#><个样本。调查过程中，对于个体数大于 #!株的
居群就按照均匀分布、随机取样的原则进行采样，而

对于个体数少于此数的居群进行全部个体采样。采

集新鲜幼叶，记录各居群的取样地、海拔、经纬度（表

=），所有样品在国家果树种质泰安板栗圃进行迁地
保存。

表 ! 山东 !#个板栗居群概况
$%&’( ! )*++%,- ./ !# !"#$"%&" ’())*##*’" 0.0*’%12.34 23 )5%36.37

?@1426+)@* ’6012, 5@22,5+)@* 1265, 92+)+4A,B0 8@-+C 26+)+4A, D6/+ 2@*E)+4A, ’6012, /)F,
泰安 G6)’6* 黄前、下港 H46*E3)6* 6*A I)6E6*E !!" J :!" ==>K=$L，:L $:K=ML，:L #"

郯城 G6*5C,*E
高峰头、红花、马头、胜利 N6@O,*E+@4，H@*EC46，P6+@4 6*A
’C,*E2)

$"" J !"" ==MK$!L，##L，=>L，==L $%K:=L，$>L，#:L，=%L $=

五莲 Q42)6* 许孟、汪湖、于里、高泽 I40,*E，Q6*EC4，R42) 6*A N6@F, %!" J :"" ==<K#L，=#L，#!L，$:L $!K>%L，:=L，!"L，$<L $#

费县 S,)T)6*
马 头 崖、南 张 庄、大 田 庄、水 连 峪 P6+@4U6，
86*FC6*EFC46*E，76+)6*FC46*E 6*A ’C4)2)6*U4

!"" J >"" ==>K<>L，M$L，>:L，!>L $!K#:L，#=L，=>L，=!L #<

莱阳 V6)U6*E
穴坊、照旺庄、沐浴店、河洛 I4O6*E，WC6@X6*EFC46*E，
P4U4A)6* 6*A H,24@

="" J #"" =#"K>=L，:#L，!$L，%=L $:K<>L，>#L，M%L，:"L #=

日照 ()FC6@ 三庄、黄墩 ’6*FC46*E 6*A H46*EA4* !" J =!" ==<K%:L，%"L !K%#L，$>L =<
平邑 ?)*EU) 卞桥、白彦 Y)6*3)6@ 6*A Y6)U6* %"" J !!" ==>K:$L，$>L $!K%<L，$"L $!
莒南 Z4*6* 洙边、涝坡、板泉 WC4[)6*，V6@1@ 6*A Y6*346* $!" J !"" ==MKM$L，>#L，!"L $!K=>L，#=L，=!L $$
蒙阴 P,*EU)* 垛庄、岱固、百花峪 74@FC46*E，76)E4 6*A Y6)C46U4 >"" J <"" ==>K<!L，M#L，:<L $!K>L，=%L，##L $#
临沭 V)*/C4 青云、白旄、大兴 \)*EU4*，Y6)06@ 6*A 76T)*E ="" J %"" ==MK>$L，!#L，$<L $%KM<L，>"L，!:L #>

!"8 9:;的提取

采用改良的 ]G9Y法［="］提取板栗叶片的基因组

789，用 "^M_的琼脂糖凝胶电泳检测其质量，并在

紫外分光光度计下检测其质量，最后稀释到

#"*EB!V，放入 ; #"‘冰箱里储存备用。

!"< 引物筛选及 =>?扩增
所用引物参照加拿大哥伦比亚大学 aY]公司

公布的第 <套引物序列（H++1：BBXXXb [)@+,5Cb 4[5b 56B
/,-c)5,/B*61/B1-)0,-/B?-)0,-/ b 1AO），由北京赛百盛基因
公司合成。每个居群各取 #个 789模板在 #!!V的
反应体系中进行筛选，从 :< 个引物中选取了 =" 条

<#:艾呈祥等：山东实生板栗居群遗传多样性 &’’(分析



扩增条带清晰、重复性好的引物（表 !）用于全部 "#
个居群样本分析。

$%&扩增反应在 ’() *+## $%&仪上进行，经过
比较和优化确定最佳的 ),,&扩增条件为 !-!.的反
应体系，含有 "# / $%& 012234 !5-!.，!5-66789.
:;<$= !5#!.，>?%8!（!5-66789.）!5#!.，#5-1 <@A B;’
聚合酶，#5C!6789.引物，-#D?模板 B;’。$%&扩增
程序为 *EF预变性 C6GD，然后 *EF变性 E-=，EH I
-JF退火（退火温度随引物而定，见表 !）E-=，+!F延
伸 !6GD，共 C!个循环，最后 +!F延伸 -6GD。

$%&扩增产物用 "5# / <(K 配制的 "5-L琼脂
糖凝胶电泳分离，在 "-#M电压下电泳 "N，电泳结束
后在凝胶成像系统（’8ON@ )DD7P3QN）中观察、记录、保
存图像。

图 " ),,&引物 HC-对泰安居群扩增的谱带
RG?S" ),,& 0@D:= 72 <@G’@D O7O18@PG7D =@6O83= @6O8G2G3: TGPN O4G634 HC-

表 ! 对板栗 "#个居群 !$%个个体进行扩增的 &’’(引物
)*+,- ! &’’( ./01-/2 32-4 56/ 7-8-/*9087 &’’( 1*/:-/2
5/61 !$% 0840;043*,2 65 "# !"#$"%&" ’())*##*’" .6.3,*90682

$4G634
,3A13DQ3
（-U!CU）

’DD3@8GD?
P36O34@P1439F

;7S 72
0@D:= =Q743:

;7S 72
O78V674ONGQ 0@D:=

H""
H"E
H"-
H"*
H!C
HC#
HCE
HE"
HE-
HJH

（W’）H%
（%<）H’
（%<）HW
（W<）H’
（<%）H%
（<W）HW
（’W）HX<
（W’）HX%
（%<）H&W
（W’’）-

-"5H
-E5#
EH5J
-C5E
-"5#
-"5#
--5J
EH5!
-!5E
-!5*

"#
H
"E
""
*
""
"J
"#
"C
"E

*
+
"E
"#
J
*
"C
H
"C
"!

X Y（%，<），& Y（’，W）

"<= 数据统计分析
将 ),,&琼脂糖凝胶电泳图谱记录后进行人工

读带，以 B;’ >@4Z34 B.!###作为相对分子量标准，
由同一引物扩增的电泳迁移率一致的条带被认为具

有同源性，属于同一位点的产物［""］。

按照电泳图谱中同一位置上 B;’ 带的“有”、
“无”进行统计，有带的记为“"”，无带的记为“#”，仅

记录清晰、稳定且长度在 C## I !###0O范围内的扩
增带，形成 #9"矩阵图输入计算机。应用 $[$WK;K
"5C"软件在假定种群处于 \@4:V]^3GD034?平衡状态
下，对全部居群和各单个居群分别进行遗传参数分

析，分别计算了多态位点百分率（!!"）、观测等位基
因数（##）、有效等位基因数（#3）、;3G’=（"*+C）遗传
多样性指数（$3）

［"!］、,N@DD7D信息指数（$#）、群体总

遗传多样性（$ P）、群体内遗传多样性（$ =）、群体间

遗传分化系数（%,<）、;3G’=遗传距离（&）和遗传一
致度（ ’）。根据 ;3G’=遗传距离，利用 ;<,X,]OQ !5"
软件对居群进行 _$W>’聚类分析。采用 ’&K‘_);
!5#软件对居群间和居群内的遗传变异进行分子变
异分析。利用 <R$W’软件对 ;3G’=无偏差预期杂合
度（(）［"C］和 ^4G?NP的基因分化系数（!,<）

［"E］进行了

统计计算；居群间的基因流通过公式 )6 Y（" a
*,<）9E*,<间接推算。

! 结果与分析

!<" 居群间 &’’(的多态性
对 J*个 ),,&引物进行了筛选，其中 "#条引物

（表 !）能扩增出条带清晰、重复性和稳定性好且多
态性条带相对较多，"#条引物共检测到 ""J个位点
（每条引物产生 H I "J 个位点），其中 "#" 个位点是
多态的，每个引物扩增出的 B;’片段大小主要集中
在 C## I !###0O之间（图 "），以上数据表明山东实生
板栗居群在分子水平具有丰富的多态性。

!<! 物种和群体水平的遗传多样性
在物种水平上，多态位点百分率为 HH5"EL，

;3G’=遗传多样性指数（$3）为 #5!J*+，,N@DD7D信息
指数（$#）为 #5C***。居群水平上的多态位点百分
率在 EC5-JL I +J5JCL之间，平均为 JE5-HL，最高
的是蒙阴居群，最低的是泰安居群。居群的 ;3G’=
遗传多样性指数在 #5"CE+ I #5!ECH 之间，平均为

#CJ +(,-./. 0123-45 16 7,18.9(-151:; 生物工程学报 !##+，M785!C，;75E



!"#!!$；%&’(()( 信息指数在 !"##*+ , !"-.*/ 之间，
平均为 !"-!*!，012’3遗传多样性指数和 %&’(()(信

息指数两者大小与居群多态位点百分率的大小趋势

基本一致（表 -）。

表 ! 板栗居群的遗传多样性
"#$%& ! ’&(&)*+ ,*-&./*)0 12 !"#$"%&" ’())*##*’" 3134%#)*1(/

4)567’82)(
9:31;<1= (6>:1;
)? ’771713@!1

A??1B82<1 (6>:1;
)? ’771713@!1

012’3 C1(1
=2<1;328D@"!

%&’(()(’3 2(?);>’82)(
2(=1E@"!

41;B1(8’C1 )?
5)7D>);5&2B 7)B2（##$）@F

泰安 G’2’’(
郯城 G’(B&1(C
五莲 H672’(
费县 I12E2’(
莱阳 J’2D’(C
日照 K2L&’)
平邑 42(CD2
莒南 M6(’(
蒙阴 N1(CD2(
临沭 J2(3&6

*"$+$+
*".##*
*".**-
*".#O+
*"O!*P
*"O#$$
*".-O#
*"P-*.
*"PO#.
*".O#/

*"#OO*
*"$O*+
*"O*!O
*"O$**
*"#.$!
*"#$$#
*"O-*.
*"OPP$
*"O//-
*"O$+O

!"*$OO
!"#!*!
!"*+$#
!"#*-$
!"*-$P
!"*PO.
!"#-$+
!"#$-/
!"#-+*
!"##*O

!"##*+
!"-!$.
!"-#+-
!"#+*+
!"#-**
!"#O*$
!"--..
!"-.*/
!"-O$!
!"-#PO

$-"O.
./"*/
.*"*!
.P"##
O$"#$
O+"$P
P!"*O
P-"!/
P.".-
P#"*+

4)567’82)( 71<17
%51B213 71<17

*".*O-
*"/$#O

*"$*O*
*"$/#+

!"#!!$
!"#.+P

!"-!*!
!"-+++

.$"O/
//"*$

56! 居群间遗传分化程度的比较分析
494QA0A分析结果表明，居群间遗传分化系数

（%%G）为 !"#$*$，表明居群间具有一定水平的遗传分

化。RN9SR分析结果进一步表明了类似的情况（表
$），居群间的遗传变异占总遗传变异的 ##"#$F（#
T !"!!*）。另外，用 GI4QR计算 H;2C&8的基因分化
系数!%G U !"#*P/，此结果与用 494QA0A、RN9SR
进行分析的结果相一致。根据公式 &> U（* V ’%G）@

$’%G计算居群间基因流 &> U !"/P$-。

表 7 居群间和居群内分子变异的 89:;8分析结果
"#$%& 7 8(#%0/*/ 12 <1%&+4%#. -#.*#(+&（89:;8）
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567 聚类分析
根据 012’3遗传距离（(）和遗传一致度（ )），用

0G%Z%W5B #"*软件对 *!个居群进行 [4QNR聚类分
析的结果见图 #。从图中可以看出五莲居群和日照
居群的遗传距离最近，首先聚在一起；临沭、莒南、郯

城和费县 $个居群在与其他居群相聚之前优先聚为
一支；而莱阳居群与其他各居群的遗传距离均较大，

最后才与其他居群聚类。为研究距离对板栗遗传结

构的影响，我们对各居群间的地理距离和遗传距离

进行了 N’(817 检验，结果表明，居群间的地理距离

和遗传距离之间没有显著相关性（ * U !"-##+，# U
!"O$$*）。

图 # 居群间 012\3遗传距离的 [4QNR聚类图
I2CX# [4QNR =1(=;)C;’> ?); *! +,-.,/0, 12334--41,

5)567’82)(3 :’31= )( 012’3 C1(182B =238’(B1

! 讨论

!6@ 板栗居群的遗传多样性
前人利用同工酶［-，*O］、KR4]［*O］、%%K［$］等技术，

分析板栗品种，表明分子标记在一定程度上能够反

映品种的地理分布特点。利用同工酶对我国主栽的

板栗品种进行遗传多样性分析，发现山东、江苏板栗

品种群具有较高的遗传多样性，这些地区共有的特

点就是板栗生产量大，品种资源丰富。山东板栗品

种群遗传多样性较高是因为山东板栗栽培历史悠

久，过去长期采用实生繁殖，群体庞大，单株性状纷

杂多样［-，$］；其次，品种类型变异较大，该品种群中大
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量为实生单株人工选优产物，归根结底是性状各异

的天然杂种［!"］，还有极少数人工杂种［!#］造成了其遗

传多样性。$%&’()*等［!+］曾报道植物在物种水平上
的遗传多样性（!,）为 -.!/-，而本研究的 !-个自然
居群除了莱阳（-.!01#）和泰安（-.!1//）居群外，其
他居群的遗传多样性均高于植物的自然水平，这可

能与板栗多年生、风媒异花授粉树种且分布区域广

泛有密切关系。

山东实生板栗居群间的生境差异较大，海拔从

/- 2 !/--&，随着海拔的升高，气候、植被、土壤等也
呈现明显的垂直变化，因而造成 !-个居群间的遗传
多样性水平也存在较大差异。莒南、蒙阴和平邑居

群遗传多样性最高，临沭、费县、郯城和五莲居群的

遗传多样性次之，而日照、泰安和莱阳居群遗传多样

性最低。日照、泰安和莱阳居群反应了遗传多样性

的 0个指标（""#，!,，$）的值仅为莒南、蒙阴和平邑
居群的 "/3左右。根据我们的调查，莒南、蒙阴和
平邑居群的个体数量较多，莱阳、日照和泰安居群的

个体数量最少。表明 4556分子标记检测到的板栗
居群遗传多样性水平与居群的大小相关，较大的居

群趋向于具有更高的遗传多样性水平。

$%’&’()*和 789:的研究表明，居群的地理分布
和遗传多样性分布没有直接的相关性［!;］。经过

<%=:,>检测，本研究结果表明居群间的地理距离和
遗传距离之间没有显著相关性（ % ? -.0@@;，" ?
-./11!）。比较山东实生板栗居群概况和 AB7<C聚
类图（图 @），我们不难看出其地理与遗传距离并没
有呈现出显著的相关性，五莲居群和日照居群的遗

传距离最近，首先聚在一起，实际上日照与五莲相距

一百多公里而与莒南相距仅五十多公里，这反映了

遗传距离和地理距离之间不呈显著相关。

!"# 板栗居群的遗传分化
板栗在居群间的遗传变异较大，居群间遗传分

化系数（&5D）为 -.@1!1。已有的研究表明，植物居群
的遗传结构反映了种的长期进化史（分布区转移、生

境化片断和居群特化）、突变、遗传漂变、交配系统、

基因流和选择等不同过程的相互作用［@-］。研究中

发现，板栗居群间遗传变异的产生主要与居群间的

基因交流受到限制有关。所研究的 !-个板栗居群
之间的地理距离较远，可能影响到了居群间的基因

交流。板栗居群间的遗传距离与地理距离呈正相关

关系，但相关性不显著，说明地理隔离影响其居群间

的基因交流。E’(FG:指出［@!］，如果 ’& H !，则遗传漂

变可以导致居群间明显的遗传分化。因此，基因流

受阻和遗传漂变是导致板栗居群间产生遗传分化的

原因之一。

!"! 板栗资源的保护
物种的遗传多样性水平在一定程度上体现着这

个物种适应环境的能力，制约着物种适应性进化水

平，同时物种的遗传多样性水平可以为其现状和保

护价值的评估提供非常重要的信息［@@］。虽然没有

被国家列为重点保护植物，但中国板栗是一种世界

上分布广泛的重要园艺作物，具有较高的经济价值。

它不仅是世界上食用栗品种改良的重要遗传资源，

而且在板栗起源与进化研究中发挥了重要作用，对

于世界板栗资源保护和利用方面具有重要意义，是

抗病、抗虫育种的重要种质资源。从本研究结果来

看，莒南、蒙阴和平邑居群遗传多样性最高，是保护

和利用的重点；同时，板栗居群间产生了较大的遗传

变异，遗传变异的分布有一定的地域性，因此也要注

意其他地区板栗的保护和利用。保护和挽救宝贵的

栗属野生资源，停止以损失野生资源为代价的板栗

栽培品种高接野板栗的野生栗改造法，充分挖掘当

地资源优势，开展多种选育方法的品种改良，成为栗

属植物资源保护、发展和可持续利用的当务之急。
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U^’ 篇幅
以 4I纸 $号字计算，综述最好在 U页以内，简报不超过

I页，研究报告 $ _ #页（以上均包括图表）。英文稿请附中文
题目及中文摘要。

U^! 图表
文中的图表须清晰简明，文字叙述应避免与图表重复。

黑白及彩色图片均须提供原版照片及电子版图片。所有小

图的宽度应小于 &=B（占半栏），大图的宽度应小于 ’#=B（通
栏）。图上、表内文字及图表释注一律用英文，图表题应中英

对照。

U^U 参考文献及脚注
参考文献按文内引用的先后排序，未公开发表的资料请

勿引用。我刊的参考文献需要注明著者（列出 U人）、文题、
刊名、年卷期及页码，全部文献以英文列出。其中中文文献

的刊名、人名用括弧列出对照，请严格按下列格式整理文献。

关于论文、专著及专利等的引用格式举例如下：
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基金项目（中文书写）：

U^I 中英文摘要
中文摘要应简洁明确，而英文摘要则可比中文摘要详尽

些，内容上不必完全对应。本刊非常重视英文摘要的写作，

具体要求如下：

U^I^’ 字数：综述性文章要求不少于 !""[9>P7，学术性
文章要求 !"" _ I""[9>P7。

U^I^! 内容：综述性文章的文摘主要应对所述的研究
课题或技术在某时期的发展情况进行简要概述；包括该技术

在目前的发展水平、自己的评论及未来展望等。研究报告的

文摘应主要从目的、过程与方法、结果等几方面来写（不用单

列标题书写）。目的主要是说明作者写此文章的目的，或说

明该研究要解决的问题；过程与方法应重点说明作者的主要

工作过程及使用的方法，引用他人的方法勿在文摘中提出；

结果和结论部分，应写明本文的创新之处，及作者在讨论部

分表述的观点。对于应用性的文章，如果需要也可在文摘中

适当提及实验条件、使用的主要设备和仪器，结论部分应尽

可能提及本结果和结论的应用范围、应用情况或应用前景。

U^I^U 写法：
’）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句

开头。!）用过去时态叙述作者工作，用现在时态叙述作者结
论。U）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不
用，如基因、表达⋯⋯
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