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马尾松和黄山松两个核基因位点的群体遗传多样

性和种间分化 
张利锐  彭艳玲  任广朋  周永锋  李忠虎  刘建全* 
兰州大学生命科学学院, 干旱与草地生态教育部重点实验室分子生态研究所, 兰州 730000 

摘  要  利用两个核基因座位C3H和GI, 对重叠分布于中国东南部的两个松属(Pinus)物种马尾松(P. massoniana)和黄山松(P. 
hwangshanensis)的22个群体88个个体进行了遗传多样性和种间分化模式研究。在这两个核基因座位上, 两种植物都表现出较

低的核苷酸多样性水平(马尾松πsil = 0.001 71; 黄山松πsil = 0.003 40), 但是马尾松要显著低于黄山松; 在种内分化水平上, 马
尾松的种内遗传分化也明显低于黄山松(马尾松FST = 0.059; 黄山松FST = 0.339)。这可能是由于黄山松的海拔分布高于马尾

松, 而高海拔分布使黄山松的分布区域更加片段化, 促使其形成较高的种内遗传多样性和遗传分化。分子变异分析(AMOVA)
发现, 两物种基于两个核基因座位的种间差异为48.86%, 而GI基因座位上的种间差异明显高于C3H座位(GI: 77.24%, C3H: 
20.48%), 同时, 基因谱系显示两物种的共享单倍型仅在C3H座位上存在。结合这两个基因的功能, 推测GI基因可能在物种形

成过程中受到了一定的选择压力, 因为GI基因参与调控植物的开花时间, 而C3H与木质素表达水平的调控有关。不同的选择

压力使得GI的进化速度相对较快, 从而加速了黄山松和马尾松的物种分化。 
关键词  核苷酸多样性, 黄山松, 马尾松, 群体遗传结构, 物种分化  

Population genetic diversity and species divergence of Pinus massoniana and P. hwang-
shanensis at two nucleotide loci 
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Abstract   

Aims  Our objective was to examine population genetic diversity and species divergence of two pine species 
(Pinus massoniana and P. hwangshanensis) with overlapping distributions in southeastern China.  
Methods  We estimated levels of nucleotide diversity and an analysis of molecular variance (AMOVA) of the 
two species based on sequence data of two nuclear loci for 88 individuals from 22 populations of the two species 
across most of their range of distribution. Gene genealogies of each locus were constructed by coalescent simula-
tions using the Median-Joining model. 
Important findings  Both species exhibit low levels of nucleotide diversity at two nucleotide loci, and the level 
of silent nucleotide diversity is two times higher in P. hwangshanensis (πsil = 0.003 40) than that in P. massoniana 
(πsil = 0.001 71). The population differentiation (FST) is also significantly different between the two species (P. 
massoniana, 0.059; P. hwangshanensis, 0.339, p < 0.05). These genetic differences in the population structure of 
the two species may result from their differences in distribution and habitat preference. Hierarchical AMOVA re-
vealed that the average of variance components between species is 48.86% based on the two loci and is 
significantly higher at locus GI (77.24%) than locus C3H (20.48%). In addition, shared haplotypes were only ob-
served in C3H rather than GI. Thus we speculate that GI (control of flowering time) may have experienced speci-
ation-related selection, which further accelerated its lineage-sorting divergence between the species. 
Key words  nucleotide diversity, Pinus hwangshanensis, P. massoniana, population genetics structure, species 
divergence 

 
遗传结构是一个物种或种内群体在空间上的

遗传学组成及分布状况, 即种内不同群体之间和同

一群体内不同个体间的遗传变异(胡新生, 2002), 群
体遗传结构差异是遗传多样性的一种重要体现。生
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物在长期进化的过程中, 很多因素(包括突变、交配

系统、遗传漂变、基因流动以及自然选择等)都会影

响群体内和群体间的核苷酸多样性水平, 继而影响

物种的遗传多样性(Arunyawat et al., 2007), 因此, 
对物种遗传多样性的研究可用于推断过去的种群

历史和选择事件。比较近缘物种之间的遗传结构不

仅可以研究生境差异对物种群体遗传结构的影响, 
更为重要的是, 可研究不同基因座位在物种分化中

的谱系筛选状况(Rieseberg et al., 2007)。由于谱系筛

选不完全和杂交渗入, 近缘物种在一些基因座位上

可能共享相同的基因型, 而在另外一些座位上可能

呈现物种之间完全的遗传分化 (Belahbib et al., 
2001; Mallet, 2007)。因而, 研究物种间不同基因位

点的分化程度和谱系筛选状况对理解物种形成过

程和寻找相关的物种形成基因具有重要意义

(Strasburg & Rieseberg, 2008; Li et al., 2010b; Zheng 
& Ge, 2010)。物种间完全的生殖隔离可能会导致物

种间整个基因组水平的同时分化(Mayr, 1942), 但
是物种形成过程中往往并非是这种状况, 而是在种

间分化的过程中伴随有基因流存在 (Orr et al., 
2004)。无论在哪种情况下, 与物种形成相关或者连

锁的基因可能在物种分化过程中因为选择作用的

影响而具有较快的进化速度, 从而使种间的谱系筛

选速度更快或者分化更为明显(Wu, 2001)。目前仅

有少数与植物物种生殖隔离相关的基因被报道 , 
如 : 控制细胞质雄性不育杂种不育基因 (CMS) 
(Chase, 2007)、授粉媒介变化相关花色的myb型转录

因子(Hoballah et al., 2007)以及杂交坏死相关基因

(Bomblies & Weigel, 2007)。它们的突变会导致新物

种的形成, 从而也可能使物种在突变基因上的遗传

变异更具有物种特异性。但是, 对于一些参与物种

形成或者物种形成过程中受到强烈选择的基因(如
影响开花时间的基因)在物种谱系筛选中的分化, 
目前还了解较少。 

随着DNA测序技术的发展, 基于核基因对松柏

类植物遗传多样性和物种分化的研究相继出现

(Kado et al., 2003; Ma et al., 2006; Li et al., 2010a), 
但是这些研究结果都表明松柏类植物的群体遗传

结构与以往研究比较成熟的模式植物拟南芥

(Arabidopsis thaliana) 和玉米 (Zea mays) 等不同

(Wright & Gaut, 2005)。松柏类植物较大的有效群体

大小、较长的世代时间以及基因渐渗, 致使松柏类

植物种间具有大量共享的单倍型以及低水平的种

间遗传分化。因此, 推断此类植物的进化历史和物

种形成过程的相关工作极具挑战性(Willyard et al., 
2009; Chen et al., 2010)。我们这里选择两个可能在

物种形成过程中具有不同作用的基因来研究它们

在两种松属植物中的谱系筛选和物种分化。 
马尾松(Pinus massoniana)和黄山松(P. hwang-

shanensis)是近乎重叠地分布于中国东南部的两个

松科近缘物种, 两物种在形态学、细胞学以及木材

解剖学上都不同, 并且在其分布区的环境和空间上

显示明显的分离。曾认为黄山松应作为台湾松(P. 
taiwanensis)的异名(Fu et al., 1999), 但是染色体和

分子研究的证据表明, 它与台湾松和琉球松(P. lu-
chuensis)存在明显区别, 并且亲缘关系较远(与马尾

松的亲缘关系更近), 应作为一个独立的物种(邹惠

渝等, 2003; Chiang et al., 2006)。经过多年的野外调

查, 发现黄山松分布于海拔1 000 m以上, 而马尾松

分布于700 m以下, 在700–1 000 m马尾松和黄山松

交接处普遍存在两者的天然杂交群体, 这些杂交群

体的属性已经分别在形态水平和分子水平上得到

验证(邢有华等, 1992; 罗世家等, 2001)。这两个物

种在生态位的主要差别在于海拔, 随着海拔的升

高, 环境因子如氧分压、空气温度和湿度、土壤温

度和湿度、日照和紫外线强度都随之改变。这些环

境因子与植物生长和适合度密切相关, 它们的改变

可引起植物表型及适合度的分化, 并保持物种的特

异性特征(Li et al., 2010b)。马尾松和黄山松二者不

存在完全的谱系筛选和生殖隔离(Li et al., 2010b; 
Zhou et al., 2010), 是研究不同核基因在物种间遗

传分化与谱系筛选的较好模式。我们选用了分布于

中国东南部不同海拔的马尾松和黄山松10个同域

分布的群体(黄山松和马尾松各5个)以及12个邻域

分布群体(7个马尾松群体, 5个黄山松群体)。选择的

两个核基因分别是C3H和GI。C3H是与植物木质素

形成有关的基因, 对木质素的合成具有下调作用

(Ralph et al., 2006)。GI参与植物开花时间的调控, 
该基因位点突变导致开花时间存在显著差异(Huq 
et al., 2000)。本研究的目的是: 1)基于两个核基因位

点估算黄山松和马尾松的核苷酸多态性以及这些

核苷酸多态性呈现的群体遗传结构, 并与其他松柏

类植物进行比较, 进而推测形成这些模式的可能的

进化动力; 2)回答是否因为这两个基因在物种形成
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过程中的功能不同, 导致了它们在物种间的谱系筛

选和遗传分化存在显著差异。 

1  材料和方法 

1.1  群体取样 
本实验选取了来自12个马尾松群体和10个黄

山松群体共88个个体的种子, 其中包括同域分布的

马尾松和黄山松群体各5个, 邻域分布的7个马尾松

群体和5个黄山松群体, 每个群体取样2到4个不等, 
见图1A, 采集的种子置于4 ℃冰箱储存备用。 
1.2  胚乳总DNA的提取、扩增以及测序 

将收集的种子浸泡于蒸馏水中, 在4 ℃放置过 
 

 
图1  马尾松和黄山松群体采样地点分布(A)和核基因座位

C3H和GI的基因谱系(B, C)。 
Fig. 1  Sampling localities of Pinus massoniana and P. 
hwangshanensis (A) and gene genealogies of nuclear loci C3H 
and GI (B, C).  

夜后, 剥皮取得胚乳, 再利用优化的CTAB法提取

胚乳的总DNA (Doyle & Doyle, 1987)。马尾松和黄

山松的胚乳与其卵细胞一样, 都为单倍体, 因此, 
直接扩增胚乳单拷贝基因就可获得不同的等位基

因。我们对马尾松和黄山松的两个单拷贝核基因座

位C3H和GI进行了测序分析。利用引物设计软件

Primers (Dumolin-Lapègue et al., 1997)设计了两个

核基因座位的引物序列, 详细信息见表1。 
测序反应和测序纯化反应使用ABI公司提供的

Big Dye Terminator (Applied Biosystems, Foster City, 
CA, American)试剂和实验手册, 测序在ABI 3130x1 
PCR自动DNA测序仪 (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, American)上进行。测得序列利用MEGA v. 
3.1 (Kumar et al., 2004)和CodonCode Aligner v. 3.0 
(www.codoncode.com/aligner/download.htm)进行比

对和人工校正两次, 得到不同的DNA序列类型, 即
不同的单倍型。 
1.3  数据分析  
1.3.1  核苷酸多态性 

利用DnaSP v. 5.0 (Rozas et al., 2003)计算了两

物种的核苷酸多态性参数 : 分离位点数目S、
Watterson参数θw (Watterson, 1975)、核苷酸多样性π 
(Tajima, 1983)以及单倍型数目h和单倍型多样性Hd 

(Nei, 1987)。采用Hudson和Kaplan (1985)的四配子

检验法, 计算了物种内发生的最小历史重组事件的

数目(Rm)。 
1.3.2  中性检测 

利用DnaSP v. 5.0 (Rozas et al., 2003)分别估算

了两个物种每个座位的中性检验统计量Tajima’s D 
(Tajima, 1989)、Fu和Li’s D和F统计(Fu & Li, 1993)
参数, 以判断这些座位是否符合中性进化模式。 
1.3.3  遗传结构 

我们用Wright的固定指数FST (Wright, 1951)检
测每个物种群体内的遗传差异程度。FST的值用

ARLEQUIN version 3.1 (http://cmpg.unibe.ch/ software/ 
arlequin3/) 软 件 包 中 的 AMOVA (analysis of 
molecular variance) (Excoffier et al., 2005)分析方法

运算得到, 重复10 000次以取得显著性统计参数。 
1.3.4  基因谱系 

基因谱系反映了群体等位基因间的遗传关系, 
它受自然选择、有效群体大小、群体亚结构等诸多

因素影响, 可以从基因水平上反映群体进化历史等  
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相关信息(Schaal et al., 1998)。因此我们应用Network 
4.5 (Bandelt et al., 1999)软件, 选择Median-joining
模型通过溯祖模拟构建了两物种两个座位的基因

谱系, 并经过手工调整将分离位点作为独立的进化

单元, 同时删除了所有的插入缺失。 

2  结果 

2.1  核苷酸多态性 
本研究涉及两个核基因座位(C3H, GI), 我们平

均在每个位点上选取了马尾松和黄山松的76个雌

配子体(取自76个不同的个体), 共测序得到了152条
序列: C3H 79条, GI 73条。测得的序列总长1 349 bp, 
其中951 bp为编码区, 398 bp位于非编码区。在检测

到的23个变异位点中, 16个来自C3H (2个插入缺

失), 7个来自GI。 
我们利用DnaSP v. 5.0估算了两个物种的种内

遗传多样性(表2), 分析时剔除了插入缺失位点。马

尾松和黄山松的种内多态性位点分别为11个和17
个。由表2可知, 马尾松的全部位点π、沉默位点πsil、 
以及非同义位点πa多态性平均值均明显低于黄山松

(马尾松: π = 0.000 88, πsil = 0.001 71, πa = 0.000 48; 
黄山松: π = 0.002 83, πsil = 0.003 40, πa = 0.002 21)。
两物种的核苷酸多样性差异主要源于C3H基因, 该
座位在两物种中总共检测到14个变异位点, 马尾松

只有7个, 而黄山松有14个。另外, 马尾松基于两个

核基因的单倍型数目h和单倍型多样性Hd的平均值

也明显低于黄山松(马尾松h = 3.5, Hd = 0.190; 黄山

松h = 7.0, Hd = 0.516), 主要差异也源于C3H基因, 
与上述核苷酸多样性的结果一样。 
2.2  中性检测 

我们从物种水平上对两个核基因座位的进化

模式进行了Tajima’s D、Fu和Li’s D和Fu和Li’s F中

性检测(表2)。结果显示, 虽然马尾松在两个座位都

检测到负的Tajima’s D值(C3H: –1.334; GI: –1.339), 
黄山松的 GI 座位也检测到负的 Tajima’s D 值

(–1.135), 但是差异都不显著(表2)。所以两物种两个

核基因座位的进化都不拒绝中性假设。 
2.3  群体遗传结构 

两个物种核基因座位的AMOVA结果见表3。马

尾松和黄山松群体的遗传分化系数FST分别为0.059
和0.339 (p < 0.01)。两物种的种间差异有48.86%来

自种间, 11.35%来自种内群体间, 39.74%来自群体

内, 其中核基因座位C3H和GI对两物种种间差异的

贡献分别为20.48%和77.24%。 
2.4  基因谱系分析 

两个座位的基因谱系结构明显不同 (图1B, 
1C)。C3H座位在两个物种79个个体中总共得到了14
种单倍型, 其中, 马尾松的单倍型有4种(H1–H4), 
主要以H1为主, 其余10种来自黄山松(H5–H14)。单

倍型的频率都比较低, 两个物种共有的单倍型为

H1和H3。GI座位在两个物种76个个体中共获得了6
种单倍型, 其中马尾松有4种(H1–H4), 主要以H1为
主; 黄山松有2种(H5和H6), 主要以H5为主, 两个

物种没有共有单倍型。 

3  讨论 

3.1  核苷酸多样性 
由于沉默位点的核苷酸多态性基本符合中性

进化 ,  故能很好地反应物种的遗传多样性水平

(Tajima, 1989)。我们计算了马尾松和黄山松两个核

基因沉默位点的核苷酸多态性, 结果显示两个物种

的两个基因座位均存在低水平的多样性, 马尾松的

平均沉默位点多样性显著低于黄山松(马尾松πsil = 
0.001 71, 黄山松πsil = 0.003 4, p < 0.05)。与以前报 

 
 

表3  马尾松和黄山松核基因座位C3H和GI变异的分子方差(AMOVA)分析(10 000次重复) 
Table 3  Analysis of molecular variance (AMOVA) of nuclear loci C3H and GI variation in Pinus massoniana and P. hwang-
shanensis (10 000 permutations) 

 变异来源 
Source of variation (%) 

遗传分化系数 
Coefficient of gene differentiation (FST)

基因座位 
Gene locus 

种间 
Among species 

种内群体间 
Among populations within species 

群体内 
Within population 

马尾松 
P. massoniana 

黄山松 
P. hwangshanensis 

C3H 20.48 15.81 63.71 0.071 0.210* 

GI 77.24 6.99 15.77 0.047 0.467** 

平均值 Average 48.86 11.35 39.74 0.059 0.339 

*, p < 0.05; **, p < 0.01. 
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道的基于多个核基因研究松柏类树木物种的平均

多态性值相比, 除黄山松的多态性高于欧洲赤松

(Pinus sylvestris, πsil = 0.001 9, Garcia-Gil et al., 
2003)和银杉(Cathaya argyrophylla, πsil = 0.002 9, 
Wang & Ge, 2006)外, 本研究中两个松属物种的多

态性均低于其他大多数松柏类植物 , 如高山松

(Pinus densata, πsil = 0.012 2)、云南松(P. yunnanensis, 
πsil = 0.018 4)、油松(P. tabuliformis, πsil = 0.011 9) 
(Ma et al., 2006)、祁连圆柏(Juniperus przewalskii, 
πsil = 0.002 92, Li et al., 2011)、火炬松(P. taeda, πsil = 
0.006 4, Brown et al., 2004)和挪威云杉(Picea abies, 
πsil = 0.003 9, Heuertz et al., 2006)等。总之, 我们的

研究结果说明, 马尾松和黄山松基于两个核基因座

位的核苷酸多态性水平较低, 支持松柏类植物具有

低水平核苷酸多态性的观点(Wang & Ge, 2006)。 
影响物种核苷酸多样性水平的因素很多, 如研

究物种取样数量的差异、所检测的基因片段、基因

突变、自然选择、交配系统以及群体动态历史等。

马尾松和黄山松较低的核苷酸多态性水平可能与

松柏类植物较长的生活史以及低的突变率有关

(Brown et al., 2004)。同时, 重组率也可影响物种的

核苷酸多样性, 我们研究的两个核基因座位的最小

重组数都为0, 因此低水平的重组可能对两个物种

低的核苷酸多态性有一定贡献。 
由于马尾松和黄山松的分布模式不同, 马尾松

分布于海拔700 m以下, 而黄山松分布于1 000 m以

上。这种分布模式使得黄山松趋向于片段化分布, 
而片段化分布是影响整个物种变异水平很重要的

因素(Wakeley, 2001), 黄山松的片段化分布使其具

有高于马尾松的核苷酸多样性。另外, 它们的群体

动态历史, 如两个物种分化后是否经历过瓶颈效

应? 群体扩张等也会影响它们的核苷酸多样性水

平的差异(Abbott & Comes, 2004; Akey et al., 2004)。 
中性检测显示, Tajima’s D, Fu和Li’s D和Fu和

Li’s F的值有正有负, 而且差异都不显著, 所以两个

物种两个核基因座位的进化都没有显著偏离中性

模型, 因此我们选用的两个核基因位点未检测到是

否经历过自然选择作用。 
3.2  种内和种间遗传分化 

我们利用AMOVA分析了两个物种核基因座位

的群体遗传结构, 估算了遗传分化系数FST。结果显

示: 马尾松的种内遗传分化明显低于黄山松(马尾

松FST = 0.059; 黄山松FST = 0.339), 与其他松柏类

植物核基因得到的值相比, 马尾松处于相对较低的

种内分化水平, 而黄山松具有较高的种内分化水平 
(Ledig, 2000; Li et al., 2010a; Ren et al., 2010; Li et 
al., 2011)。松柏类植物是风媒远交多年生裸子植物, 
群体间的差异较小, 遗传变异主要存在于群体内 
(Bouillé & Bousquet, 2005), 从而形成了较低的种内

遗传分化。然而, 物种在片段化及有限的分布区内

将趋向于形成高水平的种内遗传分化(Li et al., 
2010a)。相对于马尾松来说, 黄山松生长于较高海

拔而呈现片段化的分布, 这可能会导致黄山松具有

较高水平的遗传分化。 
我们对马尾松和黄山松进行的AMOVA分析结

果显示, 两个物种基于两个核基因座位的种间差异

为48.86%。近年来松柏类植物物种形成的研究表明, 
近期分化的物种间存在着不完全的谱系筛选

(incomplete lineage sorting), 短的分化时间以及物

种 形 成 后 二 次 接 触 时 相 互 间 的 渐 渗 杂 交

(hybridization)使物种间存在大量的共享多态性和

较少的固定性差异(Willyard et al., 2009; Chen et al., 
2010; Li et al., 2010b)。对马尾松和黄山松这两个松

科近缘物种来说, 它们重叠分布于中国东南部, 在
形态学、细胞学以及木材解剖学上都不同, 且存在

普遍天然杂交群体(邢有华等, 1992; 罗世家, 2001), 
这些可能也导致它们在分子水平上的不完全分化。 

另外, 我们还可以看出, GI座位的种间差异明

显高于C3H (C3H: 20.48%, GI: 77.24%), 同时, 基
因谱系结果还显示, 在C3H基因上具有共享单倍型, 
而在GI上没有(图1B, 1C)。基因谱系分析表明, 两个

物种在C3H座位上共有的单倍型为H1和H3 (图1C), 
其中共享单倍型H1直接与外类群火炬松序列相连, 
并且位于network的中央, 而且单倍型频率最高, 此
单倍型可能是较古老的单倍型, 由不完全的谱系筛

选所导致的物种间共享, 而共享单倍型H3更靠近

network的外部分支, 则有可能是由两个物种分化

之后再杂交造成的。但是, 两种单倍型在两个物种

之间的分布是祖先型共享还是杂交渗入导致的, 仍
需要进一步研究。GI基因在network图上显示没有共

享的单倍型。这些研究结果表明, 两个基因在两个

物种之间的遗传分化和谱系筛选存在显著的区别。

C3H是与植物木质素形成相关的基因, 对木质素的

合成具有下调作用(Ralph et al., 2006), 显然, 该基
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因与物种形成或者受物种形成的影响较少; GI参与

调控植物的开花时间(Huq et al., 2000), 而开花时间

的差异是许多近缘物种生殖隔离或者物种分化的

前提(Orr et al., 2004)。这种功能上的差异显然与它

们在物种之间的分化式样密切相关。但是, 我们对

GI基因在两个物种中的进化历史进行了检验, 未发

现选择痕迹(表2)。这有可能是因为我们研究的该基

因长度不够或其他原因造成的。另外, 该基因在所

研究的两个物种中是物种形成的相关或者连锁基

因, 还是物种分化后导致它们加速分化的基因, 仍
然不清楚。总之, 我们的研究表明, 近缘物种间的

不同基因在物种分化过程中, 由于选择或者功能不

同, 可能导致相应的种间基因流和遗传分化不同, 
从而也为近年来逐渐兴起的邻域物种形成的基因

观点提供了证据(Wu, 2001; Orr et al., 2004)。然而, 
我们的结果只是基于两个核基因座位研究得出的, 
还需要更多基因座位的研究和数据的计算来支持。 

致谢  国家自然科学基金(30725004)资助。感谢王

召锋博士和毛康珊博士等为本文提出宝贵意见。 
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