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短柄枹栎(Quercus glandulifera var. brevipetiolata)
隶 属 于 壳 斗 科(Fagaceae)栎 属，为 多 年 生 落 叶 乔

木[1]，主干可达 15 ~ 20 m，短柄枹栎是我国热带和

南亚热带地区的优良树种，具有重要的商业价值：

短柄枹栎生长速度快、树干高大笔直、木材坚硬，可

用于建筑、车辆、薪材和食用菌种植等；种子富含淀

粉可用于酿酒和饮料制作；树皮可提取栲胶，树叶

可饲养柞蚕。同时，该物种在其自然分布区还是重
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摘要： 为探讨人工砍伐后短柄枹栎(Quercus glandulifera var. brevipetiolata Nakai)居群的遗传关系，采用 SSR 分子标记技术，对

短柄枹栎天然林中的 4 个次生林居群的遗传多样性、遗传结构进行研究。结果表明，筛选的 7 对 SSR 引物在 4 个居群内共揭

示了 101 个等位基因。砍伐后恢复 20 年(20YAH)的短柄枹栎居群的遗传多样性最高，而砍伐后恢复 1 年(1YAH)和 10 年(10YAH)

的遗传多样性相对较低。从长远来看，试验地居民特殊的砍伐习惯不会造成短柄枹栎天然林遗传多样性的变化。
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Abstract: In order to understand the genetic relationship of Quercus glandulifera var. brevipetiolata Nakai 
population, the genetic diversity and genetic structure in four secondary populations of Q. glandulifera var. 
brevipetiolata community were studied by using SSR markers. The results showed that 101 alleles existed in the 
four populations of Q. glandulifera var. brevipetiolata by using 7 pairs of SSR primers. The genetic diversity 
in population of 20-year after havesting (20YAH) was the highest, while those of 1YAH and 10YAH were low 
relatively. In the long term, the special logging habits of local residents will not influence the genetic diversity of Q. 
glandulifera var. brevipetiolata nature forest.
Keywords: Quercus glandulifera var. brevipetiolata; SSR; Genetic diversity; Genetic structure

要的森林建群树种，具有重要的生态意义，在区域

生态防护和生态功能维系上发挥了重要的作用。

短柄枹栎的地理分布广泛，其自然居群多分布于

辽宁(南部)、山西(南部)、陕西、甘肃、山东、江苏、安

徽、河南、湖北、湖南、广东、广西、四川、贵州、云南

等省区，海拔为 200 ~ 2000 m 的山地或沟谷林中，

同时，日本和朝鲜等国也有分布。

湖北省地处我国中部，地势西高东低，西、北、
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东三面环山，中间低平，略成一个不完整的盆地。

湖北省地处亚热带，属于典型的季风气候，具有四

季分明，日照充足，雨热同季，光、热、水资源较丰富

的特点。宜昌市五峰县位于湖北省的西南部，位于

北纬 30.218395°，东经 110.747888°，在五峰县境内

有大片连续分布的短柄枹栎天然林，当地百姓因为

冬季取暖用材和菌类种植用材的需要长期以来形

成一种特有的砍伐习惯，自山脚至山顶，砍光宽约

几十米的长方形条带内的所有植物，然后自然恢复

一定的年限，直到该砍伐带的植被恢复到砍伐前的

状态，相邻的砍伐带间隔在 1 km 以上。

本研究利用 SSR 分子标记，分析五峰县境内

短柄枹栎天然林中 4 个居群的遗传多样性和遗传

结构，研究短柄枹栎天然林的恢复重建情况，揭示

在连续分布的短柄枹栎天然林内当地特有的人工

砍伐习惯对短柄枹栎天然林遗传重建的影响，为短

柄枹栎天然林重建和生态功能维系提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

根据当地的历史砍伐记录 , 我们选取其中 4 块

地理位置邻近的短柄枹栎(Quercus glandulifera var. 
brevipetiolata)砍伐带作为研究对象，采用地形图和

GPS 定位相结合的方法确定 4 个短柄枹栎居群的

空间位置，其中 3 块砍伐带分别经历了 1 年、10 年

和 20 年的恢复期，另 1 块砍伐带在 20 年内无砍伐

记录。将这 4 块砍伐带内的短柄枹栎群体各看作

一个独立的小居群，分别表示为 1YAH、10YAH、

20YAH 和 NYAH。每个居群的面积均约为 40 m × 
100 m，采样时用网格法记录居群内各样本的相对

空间位置，采集短柄枹栎的嫩叶，放入装有硅胶的

密封袋中(叶样与硅胶的比重为 1 : 10)。从 4 个居

群中共采集 168 个短柄枹栎样本，其中 20YAH 居

群 50 个样本、10YAH 居群 33 个样本、1YAH 居

群 50 个样本、NYAH 居群 35 个样本(图 1)，用改

良的 CTAB 法[2]提取短柄枹栎叶片的基因组 DNA。

1.2 短柄枹栎SSR引物的筛选

由 于 目 前 还 没 有 短 柄 枹 栎 的 SSR 引 物 报

道，因此本研究选用栎属近缘种双色栎(Quercus 
petraea)[3]、夏栎(Q. robur)[4]的 49 对 SSR 引物进行

筛选。利用琼脂糖凝胶电泳、非变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳对引物进行筛选，并用软件进行评价。用

GENEPOP[5]在线软件(http://genepop.curtin.edu.au/)
对 SSR 位点水平、居群水平以及全局水平是否偏离

哈代-温伯格平衡进行检测；利用 FSTAT V.2.9.3 软

件[6]检测连锁不平衡性，最终挑选出扩增率高且稳

定的 SSR 引物用于后续试验。

1.3 短柄枹栎SSR位点多态性检测

采 用 银 染 法[7]检 测 各 SSR 位 点 的 多 态 性。

表 1 筛选出的 7 对引物

Table 1 Seven pairs of SSR primers for Quercus glandulifera var. brevipetiolata

位点

Locus
重复基序

Repeat motif
引物序列 (5′ ~ 3′)
Primer sequence

退火温度 Annealing 
temperature (℃ )

片段长度 Length 
of fragment (bp)

等位基因数

Number of allele
ssrQpZAG1/5 (GT)5(GA)9 F: GCTTGAGAGTTGAGATTTGT 53 160 ~ 190 10

R: GCAACACCCTTTAACTACCA

ssrQpZAG16 (AG)21 F: CTTCACTGGCTTTTCCTCCT 50 164 ~ 199 12

R: TGAAGCCCTTGTCAACATGC

ssrQrZAG7 (TC)17 F: CAACTTGGTGTTCGGATCAA 50 115 ~ 153 33

R: GTGCATTTCTTTTATAGCATTCAC

ssrQrZAG73 (TC)43 F: CATGCCTAGTGGAGTCGAGACC 48 160 ~ 182 14

R: GCACACCCACGTCGTTCTTAG

ssrQrZAG90 (GA)34 F: GGAAGATAGTACCAGCTTGGTGAAT 48 220 ~ 244 11

R: GCCTCATCTCACAGGTCACTCC

ssrQrZAG59 (TC)23 F: AACAATGAACTCATCAATCCAACA 48 123 ~ 164 17

R: GCCATTGAAACTCTCGACCTCTT

ssrQrZAG39 (TC)34 F: CACCGCTGGAATTTTAAGGGA 50 109 ~ 146 14

R: GACCTAAGCCAAAGTGTGGGC
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图 1 短柄枹栎采样图。A: 20YAH 居群； B: 10YAH 居群； C: 1YAH 居群； D: NYAH 居群。

Fig. 1 Samples of Quercus glandulifera var. brevipetiolata populations. A: 20YAH population； B: 10YAH population； C: 1YAH population； D: 

NYAH population.
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PCR 扩增体系总体积为 10 μL，用琼脂糖凝胶电泳

检测引物扩增的专一性，专一性扩增的条带银染后

拍照，将照片导入 Quantity One 软件确定扩增产物

的片段长度，判读等位基因[3–4]，运用 POPGENE 软

件进行数据分析。

2 结果和分析

2.1 引物筛选

通过对 49 对引物进行筛选，结果有 42 对引物

未能获得专一性扩增，其余 7 对引物则能获得专一

性扩增，且扩增的条带清晰、稳定。因此，本研究采

用这 7 对引物进行位点多态的性检测。这 7 对引

物的信息见表 1。

2.2 遗传多样性分析

检测 7 对 SSR 引物结合位点的多态性表明(表
2)：7 个 SSR 位点均具有多态性，在 4 个居群内共

揭示了 101 个等位基因，平均每个位点的等位基因

数为 14.43，其中 QrZAG7 位点的多态性最高，具

33 个等位基因；QpZAG1/5 位点多态性最低，仅 10
个等位基因。

运 用 平 均 等 位 基 因 数(A)、平 均 有 效 等 位 基

因 数(Ae)、实 际 杂 合 率(Ho)、期 望 杂 合 率(He)及
Shannon 信息指数(I)来分析短柄枹栎居群的遗传

多样性水平。从表 3 可知，7 个 SSR 位点在 4 个

短柄枹栎居群中都表现出很高的多态性，A 的范

围为 10.0000 ~ 33.0000，平均值为 14.4286，其中位

点 ssrQrZAG7 的多态性最高，具 33 个等位基因；位

点 ssrQpZAG1/5 的多态性最低，仅 10 个等位基因。

Ae 值的范围为 6.0292 ~ 16.7178，平均值为 9.1867，

位点 ssrQpZAG16 的最低，位点 ssrQrZAG7 的最高；

Ho 值的范围为 0.1152 ~ 0.5212，平均值为 0.3342，

位点 ssrQrZAG7 最低，位点 ssrQrZAG90 最高；He
值的范围为 0.8367 ~ 0.9430，平均值为 0.8834，位

点 ssrQpZAG16 最低，位点 ssrQrZAG7 最高。I 值

的范围为 2.0191 ~ 3.1432，平均值为 2.3492，位点

ssrQpZAG16 最低，位点 ssrQrZAG7 最高。

从表 4 可知，在五峰县试验地的 4 个居群中，

短 柄 枹 栎 居 群 的 平 均 等 位 基 因 数 A 为 10.857 ~ 
12.857，平均值为 11.926，其中 20YAH(恢复 20 年)
的最大，10YAH(恢复 10 年)的最小；平均有效等

位基因数 Ae 为 7.011 (1YAH) ~ 8.281 (20YAH)，平

均值为 7.544；实际杂合率 Ho 为 0.264 (10YAH) ~ 
0.400 (1YAH)；期 望 杂 合 率 He 为 0.600 (1YAH) ~ 
0.736 (10YAH)，其均值分别为 0.323 和 0.677，可见

Ho < He。Shannon 信 息 指 数 I 为 2.102 (1YAH) ~ 
2.210 (NYAH)。总体来看，20YAH 居群的遗传多

样性最高，1YAH、10YAH 的遗传多样性相对较低。

2.3 短柄枹栎居群的固定指数和哈温平衡检验

固定系数(F)又称内繁育系数[8]，是衡量居群是

否随机交配的一个重要指标。由表 5 可以看出，4
个短柄枹栎居群的 F 值为 0.132 ~ 0.296，均大于 0，

说明纯合子过量，反映出研究区域内的短柄枹栎群

体普遍存在近交现象。

2.4 遗传分化及基因流

F 统 计 量(FIS、FIT、FST)可 用 来 衡 量 群 体

的遗传分化水平：FIS 表示群体的基因频率偏离

Hardy-Weinberg 平衡的程度；FIT 表示群体的基因

频率偏离 Hardy-Weinberg 平衡期望比例的程度；

FST 又称居群分化系数，用于衡量群体的分化程

度[9]。由表 6 可知，FIS 值为 0.0375 (ssrQrZAG7) ~
0.4084 (ssrQrZAG90)，平 均 值 为 0.2091；FIT 值 为

0.0621 (ssrQrZAG7) ~ 0.4254 (ssrQrZAG90); FST 值

为 0.0226 (ssrQrZAG73) ~ 0.0412 (ssrQpZAG1/5)，
平均值为 0.0295，即有 2.95% 的遗传分化存在于居

群间，97.05% 的遗传分化存在于居群内，所以主

要的遗传分化存在于居群内。

应用 FST 值计算样带之间的基因流(Nm)，即

Nm = 0.25(1 – FST)/FST，结果表明基因流处于较高的

水平，最大值为 10.8248，最小值为 5.8227，平均值

为 8.2281。高水平的基因流导致居群间的遗传分

化程度下降，因此也证明遗传变异主要分布于居群

内部[10]。

2.5 遗传距离分析

遗传距离能反映不同居群间亲缘关系的远近，

其数值愈大，其亲缘关系愈远；数值愈小，亲缘关

系愈近[11]。由表 7 可知，整体来看，4 个居群间的

遗传关系较近，亲缘关系也较近；另外，根据短柄

枹栎不同居群个体间遗传相关性 PCoA (Principal 
coordinates)分析(图 2)可知：整体而言，4 个居群个

体的相关性系数也相近，其中 1YAH 中有较多个体的

相关性系数偏离整体，这可能与 1YAH 的遗传恢复时
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表 2 等位基因的频率

Table 2 Frequency of all alleles 

等位基因

Allele

位点 Loci

ssrQpZAG1/5 ssrQpZAG16 ssrQrZAG7 ssrQrZAG73 ssrQrZAG90 ssrQrZAG59 ssrQrZAG39

A 0.0061 0.0091 0.0121 0.0030 0.0152 0.0030 0.0121

B 0.0455 0.0485 0.0242 0.0424 0.0030 0.0030 0.0485

C 0.1242 0.0909 0.0364 0.0788 0.1303 0.0091 0.0727

D 0.1333 0.0121 0.0394 0.0242 0.2121 0.0121 0.0152

E 0.0758 0.1152 0.0364 0.0909 0.1182 0.0212 0.0667

F 0.1212 0.0152 0.0242 0.0576 0.1727 0.0121 0.0061

G 0.1758 0.1667 0.0030 0.1606 0.0818 0.0576 0.0273

H 0.1061 0.2636 0.0424 0.2212 0.1424 0.1212 0.0667

I 0.1212 0.2061 0.0091 0.0606 0.0576 0.0788 0.1455

J 0.0909 0.0273 0.0152 0.1485 0.0333 0.0909 0.2333

K 0.0242 0.0182 0.0273 0.0333 0.0848 0.0970

L 0.0212 0.0788 0.0727 0.1152 0.1121

M 0.0242 0.0091 0.1818 0.0939

N 0.1667 0.0030 0.0758 0.0030

O 0.0273 0.0545

P 0.0576 0.0485

Q 0.0242 0.0303

R 0.0212

S 0.0061

T 0.0515

U 0.0061

V 0.0485

W 0.0242

X 0.0576

Y 0.0121

Z 0.0303

a 0.0182

b 0.0303

c 0.0182

d 0.0091

e 0.0212

f 0.0030

g 0.0030
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表 4 短柄枹栎各居群的遗传多样性

Table 4 Genetic diversity of Quercus glandulifera var. brevipetiolata populations

居群 Population A Ae Ho He I

1YAH 11.714 7.011 0.400 0.600 2.102

10YAH 10.857 7.082 0.264 0.736 2.103

20YAH 12.857 8.281 0.3556 0.644 2.206

NYAH 12.286 7.802 0.273 0.727 2.210

平均 Mean 11.926 7.544 0.323 0.677 2.155

表 5 短柄枹栎居群不同位点上的固定指数(F)和 Hardy-Weinberg 平衡 X2 检验

Table 5 Fixation index (F) and Hardy-Weinberg equilibrium (X2 test) of locus of Quercus glandulifera var. brevipetiolata populations

位点

Loci

居群 Population

1YAH 10YAH 20YAH NYAH

ssrQpZAG1/5 0.282** 0.047 0.228** 0.133 

ssrQpZAG16 0.271** –0.061 0.253** 0.139 

ssrQrZAG7 0.008** –0.093** 0.045 0.184**

ssrQrZAG73 0.306** 0.151 0.229** 0.150 

ssrQrZAG90 0.412** 0.352** 0.187* 0.283**

ssrQrZAG59 0.433** 0.184** 0.266** 0.100 

ssrQrZAG39 0.359** 0.342 0.196** 0.093 

平均 Mean 0.296 0.132 0.198 0.155 

**: P < 0.01; *: P < 0.05.

表 6 短柄枹栎的 F 统计量

Table 6 F statistics of Quercus glandulifera var. brevipetiolata

位点 Loci FIS FIT FST Nm

ssrQpZAG1/5 0.1740 0.2080 0.0412 5.8227

ssrQpZAG16 0.1537 0.1751 0.0253 9.6390

ssrQrZAG7 0.0375 0.0621 0.0256 9.5110

ssrQrZAG73 0.2079 0.2258 0.0226 10.8248

ssrQrZAG90 0.4084 0.4254 0.0287 8.4698

ssrQrZAG59 0.2474 0.2673 0.0265 9.1917

ssrQrZAG39 0.2477 0.2753 0.0367 6.5577

平均 Mean 0.2091 0.2324 0.0295 8.2281

表 3 短柄枹栎不同位点的遗传多样性

Table 3 Genetic diversity of different locus in Quercus glandulifera var. brevipetiolata

位点 Loci A Ae Ho He I

ssrQpZAG1/5 10.0000 8.2751 0.3152 0.8818 2.1678

ssrQpZAG16 12.0000 6.0292 0.3273 0.8367 2.0191

ssrQrZAG7 33.0000 16.7178 0.1152 0.9430 3.1432

ssrQrZAG73 14.0000 7.8890 0.3333 0.8759 2.2541

ssrQrZAG90 11.0000 7.2186 0.5212 0.8641 2.1047

ssrQrZAG59 17.0000 10.1189 0.3576 0.9039 2.4799

ssrQrZAG39 14.0000 8.0583 0.3697 0.8786 2.2759

平均 Mean 14.4286 9.1867 0.3342 0.8834 2.3492

A：平均等位基因数； Ae：平均有效等位基因数； Ho：实际杂合率； He：期望杂合率； I：Shannon 信息指数。表 4 同。

A: Average number of alleles; Ae: Average number of effective alleles; Ho: Actual heterozygosity rate; He: Expected heterozygosity rate; I: Shannon 

information index. The same is Table 4.
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表 7 短柄枹栎各居群 Nei’s 的遗传相似性(对角线上)和遗传距离(对角线下)分析

Table 7 Nei’s genetic identity (above the diagonal) and genetic distance (under the diagonal) of Quercus glandulifera var. brevipetiolata populations

居群 Population 1YAH 10YAH 20YAH NYAH

1YAH - 0.7828 0.8191 0.7605

10YAH 0.2448 - 0.7502 0.7203

20YAH 0.1996 0.2874 - 0.7251

NYAH 0.2738 0.3281 0.3214 -

间过短，没有及时表现出期望的遗传多样性有关。

3 结论和讨论

3.1 引物筛选

获得某一物种 SSR 引物的方法有多种： (1) 从
构建的 SSR 文库中筛选 SSR 引物，如磁珠法[12]; 
(2) 用其他分子标记开发 SSR 引物，如 RAPD[13]、

ISSR[9]、AFLP[14]、EST[15]等； (3) 从近缘种的 SSR
引物中筛选适合本种的 SSR 引物。第一种方法实

验操作最复杂最繁琐，但筛选出的 SSR 引物较为全

面，揭示的多态性位点也较其他方法多，且可以为

后续进行遗传资源评价、分子标记辅助育种等研究

奠定基础。同时，得到的引物大多数可以应用到近

缘种上，为近缘种的相关研究提供 SSR 标记技术。

方法二是目前运用较为普遍的分子标记技术，以

EST 为例，在已知研究对象 EST 序列的前提下，通

过对 EST 序列进行检索筛选出 SSRs[16]，然后再进

行多态性扩增。方法三，即本试验运用的从短柄枹

栎近缘种的已知 SSR 序列中，筛选短柄枹栎 SSR
引物，较为便捷。这 3 种方法各有利弊，应视具体

研究情况做合适的选择。

3.2 短柄枹栎居群的遗传多样性

本 研 究 用 7 对 SSR 引 物 从 4 个 短 柄 枹 栎 居

群 168 个样本内共揭示出 101 个等位基因，平均等

位基因数为 14.43。刘牧[17]研究了蒙古栎(Quercus 
mongolica)和 辽 东 栎(Q. wutaishanica)群 体 的 遗 传

多样性，9 个位点在 600 个样本中揭示了 149 个等

位基因，平均各位点的等位基因数为 16.56；秦英英

图 2 短柄枹栎各居群个体间遗传相关性 PCoA 分析

Fig. 2 PCoA analysis among individuals of Quercus glandulifera var. brevipetiolata populations
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等[18]研究了辽东栎群体的遗传多样性，11 个位点

在 240 个样本中揭示了 113 个等位基因，各位点的

平均等位基因数为 10.27。可见，短柄枹栎的遗传

多样性与栎属近缘种的相近，处于正常水平。

从 居 群 水 平 来 看，20YAH(恢 复 20 年)居 群

的平均等位基因数和平均有效等位基因数均最

多，10YAH(恢复 10 年)的平均等位基因数最少，

1YAH(恢复 1 年)的平均有效等位基因数最少，从整

体来看，20YAH 居群的遗传多样性稍高于 NYAH，

1YAH、10YAH 的遗传多样性相对较低。

短 柄 枹 栎 4 个 居 群 的 平 均 等 位 基 因 数 为

11.926，平均有效等位基因数为 7.544，这均比秦英

英等[18]报道的辽东栎(平均等位基因数 10.2727、平

均有效等位基因数 5.1859)要高。

短柄枹栎群体平均期望杂合度为 0.677，而短

柄枹栎近缘种中国板栗(Castanea mollissima)的期

望杂合度为 0.678[19]、美洲黑杨(Populus nigra)的为

0.75[20]，可见，短柄枹栎群体的杂合度水平偏低，这

可能与取样地范围偏小、取样较为集中有关。

3.3 短柄枹栎居群的固定指数

固定指数 F 可以用来衡量群体中杂合体的比

率，本研究 4 个居群的固定指数 F 值分别为 0.296、

0.132、0.198、0.155，均大于 0，说明短柄枹栎群体

中杂合体较少，这很有可能是因为短柄枹栎群体中

种子流作用大于花粉流作用引起的。

3.4 短柄枹栎居群的遗传分化

短柄枹栎群体中只有 2.95% 的遗传分化存在

于居群间(FST = 0.029), 而绝大部分的遗传分化存

在于居群内部，这也与栎属其他物种的遗传分化

结果相近，如秦英英等[18]报道辽东栎的遗传分化为

4.01%；徐小林报道栓皮栎的遗传分化为 4.55%[21]。

可见，短柄枹栎的遗传分化更低，造成短柄枹栎居

群间遗传分化低、居群内遗传分化高的一个很重要

原因是其基因流水平较高。短柄枹栎群体的基因

流水平 Nm为 8.2281。Wright 认为当 Nm值大于 1 时，

群体的基因流就能够足以抵制遗传漂变的影响，防

止遗传分化的产生[22]，高水平的基因流很可能与选

择的 4 个短柄枹栎居群间的时空距离较近有关。

3.5 展望

本研究结果表明，试验地区特有的人工砍伐习

惯对当地短柄枹栎天然林的遗传多样性并没有影

响。本研究结果可以为今后的科学研究提供以下

几点理论基础和数据支持： (1) 短柄枹栎天然林的

更新研究。在连续分布的短柄枹栎天然林中，针对

不同恢复年限的次生林样本，应用 SSR 标记，结合

单株定位，揭示短柄枹栎天然林恢复期的遗传多样

性和遗传结构。(2) 分析进化因素(如自然选择、人

工作用、基因流、遗传漂变等)对居群遗传变异的影

响，为生态功能的维系提供理论依据。(3) 协助政

府部门进一步完善现有的护林政策。国家出台一

系列限制天然林采伐的政策是为了更好地保护森

林资源，维护生态功能的稳定性。然而本研究结果

却表明，按照一定的科学规律，适度、合理的砍伐，

在充分满足人们生产生活需要的同时，不仅不会造

成天然林的破坏，反而更有助于天然林遗传多样性

的提高和生态功能的稳定。
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