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青麸杨叶绿体基因序列遗传多样性及优良品系筛选
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（1.山西大学 生命科学学院，山西 太原 030006；
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摘 要：以叶绿体 DNA 部分序列为分子标记，研究青麸杨种群的遗传多样性和遗传结构；测定肚倍单宁含量，综合

分析筛选肚倍优良品系。PCR扩增测定青麸杨6个种群111个个体的叶绿体 trnH-psbA和 trnL-F区序列，长度分别

为 627 bp 和 847 bp，各包括 24 和 15 个单倍型，其中 trnH-psbA 序列的两个单倍型（Hap1 和 Hap2）为所有种群共有，

分布范围最广；trnL-F 区序列只有一个单倍型（Hap1），为所有种群共有。分子方差分析法（Analysis of molecular 

variance，AMOVA）分析显示两段间隔区序列在青麸杨种群内的变异高于种群间变异；陕西青麸杨种群的核苷酸和

单倍型多样性指数均最高，与多样性指数最低的四川广元种群之间的遗传距离最大。TCS（Tamura-Nei's consen‐

sus sequence）网络图分析显示，陕西安康和城固地区是青麸杨种群的扩散中心；Tajima's D 统计分析表明青麸杨种

群的进化经历过种群扩张过程。另外，来自陕西地区的肚倍单宁含量较高，且青麸杨群体具有较高的遗传多样性，

有利于应对各种不良环境和抵御病虫害，适宜作为优良品系进行优先人工选育。
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Abstract: In this study, the partial sequences of chloroplast DNA are used as molecular markers to study the genetic diversity and 

structure of the Rhus potaninii populations, and the tannin content in bellied gallnut is tested to screen the qualified strains. Based on 

PCR results, the trnH-psbA and trnL-F regions of chloroplast DNA of 111 R. potaninii individuals from seven populations were se‐

quenced and their length were 627 bp and 847 bp with 24 and 15 haplotypes, respectively. The two haplotypes (Hap1 and Hap 2) of 

trnH-psbA sequence were the most widely distributed in all the six populations, while only one haplotype (Hap1) was present in all 

populations for the trnL-F region. Analysis of molecular variance (AMOVA) showed that the variation of the two interval sequences 

was higher within the population than that between the populations. The nucleotide and haplotype diversity in Shaanxi populations 

was the highest, while that in Sichuan population is the lowest, and they had the longest genetic distance. TCS (Tamura-Nei's consen‐

sus sequence) network analysis indicated that the dispersal centers of R. potaninii populations were located in Ankang and Chenggu 

areas of Shaanxi Province. Tajima's D values indicated that the expansion of R. potaninii populations has ever occurred in the evolu‐
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tionary history. The tannin content of bellied gallnut and genetic diversity of R. potaninii populations in Shaanxi were higher than 

other populations, which is better able to cope with various adverse environments and resist pests and diseases, so the samples from 

Shaanxi populations could be used as the qualified resources to be planted and developed.

Key words: Rhus potaninii Maxim; chloroplast DNA sequences; genetic diversity; tannin; qualified strains

0 引言 

青麸杨 Rhus potaninii Maxim 为被子植物门

Angiospermae、双子叶植物纲 Dicotyledoneae、无

患子目 Sapindaceae、漆树科 Anacardiaceae、盐肤

木属 Rhus 落叶乔木，主要分布在东亚以及我国

山西、四川、重庆、湖北和陕西等地［1-2］。青麸

杨作为一大经济树种，在我国分布比较广泛，

它是经济昆虫五倍子蚜的第一寄主植物，寄生

生活形成虫瘿，为五倍子的主要种类——肚倍。

五倍子富含单宁，是我国传统中药，粗提和加

工产品在生物、医学、工业和农业等各个领域

被广泛应用，经济价值极高，五倍子质量以单

宁含量为主要标准（标准号 LY/T 1302-2023），

而肚倍是单宁含量最高的五倍子种类［3-4］。

我国在青麸杨的药用价值、蜜源植物、种苗

繁殖及病虫害防治等方面，特别是肚倍的高效

培育方面做了大量工作，发现青麸杨长势、复

叶类型、肚倍蚜挂放期和数量等均影响肚倍的

形成，摸索出基本的肚倍适生条件和生产管理

方式等［5-6］。随着分子生物学技术的发展，分子

数据分析逐步深入，陆续有关于盐肤木属分子

系统发育分析方面的研究报道［7-9］，其中，潘韵

佳对盐肤木属 6 种植物的叶绿体基因组进行注

释、结构比较和系统发育分析，筛选高变区开

发特异性 DNA 条形码，为盐肤木属植物的物种

鉴定、植物资源保护与利用及漆树科系统发育

研究提供了重要依据和参考［9］。

一个物种的遗传多样性体现在形态特征、

生理特征、基因位点以及细胞学特征等各方

面，作为生物多样性的核心，生物的进化速度

以及生态价值都取决于其遗传多样性［10］。种

群遗传变异程度越大，物种进化速率越快，遗

传多样性越高，其适应新环境的能力越强，种

群的扩张速度也越快，随着其生长区域的扩

大，同时种群数量和面积也日益壮大［11］。因

此，通过研究物种的遗传多样性，可以展现其

种群的进化历程，能够更深入地认识生物多样

性的起源和进化，也有利于探究其进化规律，

为保护濒临灭绝的生物提供理论基础［12］。叶

绿体基因已被广泛运用于植物遗传多样性研究

中，分析其遗传地理分布格局的历史成因、迁

移与扩散路线等，为物种优良品系的筛选提供

分子遗传支撑［13-15］。作为一种经济物种，青麸

杨的遗传多样性具有重要的研究意义以及实用

价值。

本研究以叶绿体 DNA 部分序列为分子标

记，对青麸杨种群的遗传多样性和结构变异进

行研究；并结合肚倍单宁含量测定，综合分析，

筛选优良种源，为五倍子品质的提高提供样本

来源和依据。

1 材料与方法 

1.1　实验材料　

采集青麸杨幼嫩、无病斑的叶片，硅胶干燥

保存，由于样本分布距离太近会导致近亲繁殖

或者亲本克隆的现象发生，所采样本间隔距离

要大于 100 m，详情见表 1。

1.2　实验方法　

1.2.1　基因组DNA提取和PCR扩增及测序　

采用天根生化科技有限公司的植物组织

DNA 提 取 试 剂 盒 提 取 青 麸 杨 基 因 组 DNA。

PCR 扩增体系为 50 μL，分别为 Mix 25 μL，引物

各 2 μL（浓度 10 μmol/L），模板 DNA 样品 2 μL
（含 20 ng~50 ng DNA）。

表1　青麸杨及肚倍样本采集信息

Table 1　Sample information of Rhus potaninii Maxim and 

bellied gallnut used in this study

采集地区

陕西安康

陕西城固

山西晋城

山西泗交

山西霍州

四川广元

种群

代码

AK
CG
JC
SJ
YS
SC

样本数/
个

20
20
11
20
20
20

经度

109°1'
107°59'
112°44'
111°40'
111°43'
104°36'

纬度

32°41'
33°09'
35°38'
35°08'
36°35'
32°56'

海拔

/m
985

1 453
800

1 100
1 212
1 009

采集时间

2014.7
2014.7
2014.9
2012.8
2013.8
2014.7
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本研究所用引物由上海生工生物公司合

成，具体引物信息见表 2。扩增过程经历了 35
个循环，其中包括：94 ℃ 时进行 3 min 的预变

性，紧接着是同温度下 30 s 的变性，54 ℃或者

56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，72 ℃充分延伸

7 min。最后，将所得产物中扩增效果显著的部

分 由 上 海 赛 因 生 物 科 技 有 限 公 司 进 行 序 列

测定。

1.2.2　单宁含量测定方法　

本研究采用紫外分光光度法（国家标准号：

GB/T 27985-2011）测定青麸杨叶片和肚倍中的

水解单宁含量，提取方法如下：

首先将青麸杨叶片和肚倍分别清理干净并

研磨成粉状后，置于 110 ℃烘箱中烘干至恒重；

取 0.1 g 样品用 55 ℃蒸馏水溶解，冷却一段时间

到室温，然后用 50 mL 容量瓶定容，吸取 1 mL
于 100 mL 容量瓶再次定容，振荡混匀后得到试

样工作溶液；称量 0.5 g 铬皮粉溶于 25 mL 试样

工作溶液中，重复上一步定容步骤得到非单宁

工作溶液；称量 0.1 g 经烘干处理的标准单宁

酸，置于 65 ℃蒸馏水中将其溶解，经冷却、定容

后吸取 0.5 mL 单宁酸溶液于 50 mL 容量瓶中再

次定容，得到标准单宁酸工作溶液；以蒸馏水

作为参比，用紫外分光光度计测定各工作溶液

在 276 nm 处的吸光度，最后根据以下公式计算

试样的单宁含量的百分比（C）。其中，A0：试样

工作溶液吸光度；A1：标准单宁酸工作溶液吸

光度；A2：试样非单宁工作溶液吸光度；G0：试

样重量（g）；G1：标准单宁酸重（g）。

C = 0.5 × A0 - A2

A1
× G1

G0
× 100。

1.3　数据分析　

用 Chromos 软 件 检 测 原 始 序 列 峰 图 ，Se⁃
quencher 4.5 软件手工比对和校正序列，形成

FASTA 格式文件［16］，用 ClustalX（v1.83）软件将

序列排布对齐［17］。用 MEGA 5.0 软件统计青麸

杨种群叶绿体 trnL-F 和 trnH-psbA 区序列变异

位点并计算核苷酸组成、转换与颠换比例以及

种群间的遗传距离等［18］。用 DnaSP 5.0 软件统

计单倍型的类型、数目以及在各个种群的分布

情况，计算青麸杨种群 trnL-F 区和 trnH-psbA 区

序列单倍型多样性指数，包括单倍型数、单倍

型多样性（Hd）、核苷酸多样性（π）、Tajima's D
和遗传分化值（Fst）［19］。用 Arlequin v3.0.1 软件

对青麸杨种群 trnL-F 区和 trnH-psbA 区序列进

行分子变异方差分析［20］；用 TCS1.21 软件构建

青麸杨种群叶绿体 trnL-F 区和 trnH-psbA 区序

列的 TCS 网络结构［21］，并使用 Microsoft Excel
辅助构图。

2 结果与分析 

2.1　序列基本信息　

测得的青麸杨种群样本叶绿体 trnL-F 和

trnH-psbA 区序列片段长度分别为 847 bp 和 627 
bp，序列位点和核苷酸组成统计信息见表 3。
由表可见，核苷酸 A+T 含量明显高于 C+G 含

量，trnH-psbA 区序列变异程度大于 trnL-F 区序

列，转换数 si 均低于颠换 sv。
2.2　单倍型分布　

对于青麸杨种群叶绿体基因 trnL-F 区序列

分析，共计 15 种单倍型，其中 Hap1 为主体单倍

型 ，为 所 有 种 群 共 有 ；Hap3-6、Hap10-12 和

表2　PCR扩增引物信息

Table 2　Primer information of PCR amplification

扩增区

trnL-F
trnH-psbA

引物序列(5’-3’)
P1: CGAAATCGGTAGAGGCTACGP2: ATTTGAACTGGTGACACGAG

P1: GTTATGCATFAACGTAATGCTCP2: CGCGCATGGTGGATTCACAAATC

退火温度/℃
54
56

表3　青麸杨种群叶绿体 trnL-F和 trnH-psbA区序列变异和核苷酸组成

Table 3　Variation and nucleotide composition of trnL-F and trnH-psbA sequences from Rhus potaninii Maxim

Region
trnL-F

trnH-psbA

C/%
824(97.28)
589(93.93)

V/%
23(2.71)
38(6.07)

Pi/%
8(0.94)

20(3.19)

S/%
15(1.77)
18(2.88)

A+T/%
63.4
74.5

C+G/%
36.6
25.5

si/sv
0.33
0.82

注:C：保守位点(Conserved sites)；V：变异位点(Variable sites)；Pi：简约信息位点(Parsimony informatic sites)；S：单一信息位点(Singleton sites);
si：转换；sv：颠换。
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Hap13-14 分别为安康（AK）、晋城（JC）和广元

（GY）种群的个体独有；Hap7、Hap9 和 Hap15 分

别为城固（CG）、霍州（HZ）和泗交（SJ）各自一

个个体独有，陕西安康（AK）分布有最多的单

倍型，其次为山西晋城（JC）。对于基因 trnH-

psbA 区序列，分布有 24 种单倍型，占比最大的

两种单倍型分别为 Hap1 和 Hap2，为六个种群

所共有，这两种主体单倍型占比总计 68.86%。

陕西城固（CG）有最多的单倍型类型，其次为

山西晋城（JC），独占 5 个单倍型。此外，陕西城

固（CG）、山西霍州（HZ）和泗交（SJ）分别独有

4 个单倍型，陕西安康（AK）独有 2 个单倍型，

四川广元（GY）仅独有一个单倍型。

2.3　遗传多样性　

青麸杨种群 trnL-F 和 trnH-psbA 区序列的

遗传多样性指数见表 4。 trnH-psbA 序列共检测

有 38 个变异位点，其单倍型多样性指数和核苷

酸多样性指数均高于 trnL-F 区序列。

2.4　种群遗传变异　

Fst（Fixation Index）值常用来估计种群之间

的遗传分化程度，当 Fst 在 0.05~0.25 时意味着

种群间的遗传分化较为明显，大于 0.25 代表种

群之间的遗传分化水平很高［22］。对青麸杨不

同种群进行遗传分化分析，发现四川广元和山

西泗交之间的遗传分化值最大，大于 0.25，而与

其他地区的遗传分化值在 0.05~0.25 之间，可见

该地与各地区的遗传分化程度都比较大。陕西

安康和陕西城固种群之间的遗传分化值均小于

0，可以判断两个种群之间的基因交流比较密

切，基本没有发生分化。陕西和山西分布的青

麸杨种群的遗传分化值均小于 0.05，说明这两

个地区遗传分化程度相对较小；而四川广元与

二者相比，遗传分化值均大于 0.1，可见其遗传

分化程度是相对较大的。

青麸杨种群的 AMOVA 分析结果见表 5，两
条序列分析均显示种群内变异远远大于种群间

变异。

表4　青麸杨种群 trnL-F区和 trnH-psbA区序列的遗传多样性参数

Table 4　Genetic diversity parameters of trnL-F and trnH-psbA sequences in Rhus potaninii populations

序列区

trnL-F

trnH-psbA

种群

AK
CG
HZ
JC
GY
SJ

Total
AK
CG
HZ
JC
GY
SJ

Total

单倍型数

6
3
3
5
3
3
15
5
8
5
7
3
7

24

单倍型多样性(Hd)
0.701±0.080
0.395±0.159
0.194± 0.115
0.442± 0.133
0.117±0.101
0.215±0.124
0.375± 0.059
0.707±0.069
0.794±0.074
0.670±0.090
0.742±0.070
0.274±0.126
0.713±0.103
0.717± 0.034

核苷酸多样性 (π)
0.001 69±0.000 49
0.001 66±0.001 09
0.000 83±0.000 63
0.000 58± 0.000 20
0.000 14±0.000 12
0.000 39± 0.000 25
0.000 89±0.000 24
0.003 13±0.001 57
0.003 01± 0.000 72
0.001 87± 0.000 77
0.005 53± 0.003 72
0.000 91± 0.000 60
0.002 87± 0.000 95
0.004 62±0.001 00

Tajima's D
-1.410 46
-1.930 27
-2.121 44
-1.638 14
-1.163 87
-1.713 04
-2.456 11
-1.734 16
-1.152 81
-1.681 16
-1.904 63
-1.797 59
-1.313 87
-2.441 65

表5　青麸杨种群 trnL-F区和 trnH-psbA区序列分子变异方差分析

Table 5　AMOVA of trnL-F and trnH-psbA sequences in Rhus potaninii populations

序列区

trnL-F

trnH-psbA

变异来源

种群间

种群内

总计

种群间

种群内

总计

自由度

6
101
107

6
105
111

平方和

3.844
36.304
40.148
10.496
97.459

107.955

方差组分

0.018 72 Va
0.359 45 Vb
0.981 12
0.052 94Va
0.928 18 Vb
0.981 12

方差比率

14.95
85.05

15.40
84.60

Fixation Index (Fst)
0.049 51

0.539 6
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2.5　聚类分析　

青麸杨种群叶绿体 trnL-F 区和 trnH-psbA
区序列构建的 TCS 网络结构见图 1。图 1（a）
显示，对于青麸杨种群 trnL-F 区序列，Hap1 为

主体单倍型，为 6 个种群共享，经过长期历史演

变分化出了新的单倍型，而四川广元的青麸杨

种群拥有两个独立的单倍型 Hap13 和 Hap14，与
其他种群的单倍型并无交集。对于 trnH-psbA
区 序 列 ，主 体 单 倍 型 为 Hap1 和 Hap2［图 1
（b）］，这两种单倍型所占的区域面积最大，而

其他的单倍型零散分布，其中 Hap1 为全部种群

共享，Hap2 为 4 个种群共享；以陕西安康和城

固地区为中心，青麸杨种群向周围地区扩散分

布，陕西和山西两个地区的青麸杨种群再以泗

交 为 连 接 点 向 霍 州 和 晋 城 扩 散 分 布 。 根 据

TCS 网络图显示，Hap17、Hap22 和 Hap23 是陕

西安康和城固地区的单倍型 Hap5 和 Hap9 在向

山西地区扩散过程中产生的新的单倍型。

2.6　单宁含量测定　

对 6 个青麸杨种群的叶片和由蚜虫寄生形

成的肚倍单宁含量进行测定，并做了显著性检

验，结果见图 2。通过比较发现，部分地区之间

的肚倍和青麸杨的单宁含量存在显著差异，其

中陕西安康和城固地区的肚倍单宁含量较高，

相应的寄主植物青麸杨的单宁含量也高些，综

合多样性分析，认为该地区的样本具有种群优

势，可作为优良品系进行培育。

3 讨论 

作为衡量物种遗传多样性的重要指标，单

倍型多样性（Hd）和核苷酸多样性（π）值越大，

物种种群的遗传多样性水平越高。对青麸杨种

群叶绿体 trnL-F 和 trnH-psbA 区序列进行分析，

与其近缘物种比较，发现青麸杨的单倍型多样

性和核苷酸多样性均低于同为漆树科植物的黄

栌 Cotinus ccoggygria［23］和 盐 肤 木 Rhus chinen⁃
sis［24］，说明青麸杨的遗传多样性水平较低。山

西晋城青麸杨种群的单倍型和核苷酸多样性指

数值偏高，表明该地区青麸杨种群的进化过程

缓慢，稳定性强并且遗传分化现象明显；陕西

城固和安康青麸杨种群的进化过程完全不同于

山西晋城，推测是这两个地区先是受外部作用

影响使得种群个体数量大幅度减少，经过环境

筛选之后未被淘汰的个体又迅速繁衍扩张形成

新的种群，所以导致两地区的单倍型和核苷酸

多样性指数的差异性很大，前者高而后者偏

低；四川广元的单倍型和核苷酸多样性指数均

最低，推断物种在进化过程中经历过瓶颈效

应［25］，早期该地区种群由于外界环境因素影响

个体数量迅速减少，同时种群的遗传多样性下

降，后期少量个体继续繁衍形成的新种群与之

前相比基因频率差异较大。

通过对不同地域之间的遗传分化分析，陕

西安康和城固的两个种群间不存在遗传分化，

注：圆圈为单倍型，不同颜色代表不同种群，圆圈面积与单倍型频率成正比。

图1　青麸杨种群 trnL-F区（a）和 trnH-psbA区（b）序列不同单倍型TCS网络结构

Fig.  1　TCS network of trnL-F (a) and trnH-psbA (b) region sequence haplotypes of Rhus potaninii Maxim
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结合这两个地区的地理分布情况分析，它们不

受山脉和河流的阻隔影响，二者紧紧相依，所

以有利于种群之间进行频繁的基因交流；陕西

和山西种群的遗传分化相对较小，而四川广元

和山西、陕西地区相比，其 Fst 值相对较大，推

测是由于其地理位置特殊，与中国西部野生漆

树 Toxicodendron vernicifluum ［26-27］ 、橿 子 栎

Querus baronii 和匙叶栎 Quercus dolicholepis ［28］

的谱系地理结构相似，受秦巴山脉影响，其复

杂多变的地形环境限制了这些地区之间的联

系，阻碍各地区青麸杨种群之间进行基因交

流，使得青麸杨种群不能向南大规模迁徙和扩

张，无法实现大范围的基因交流，所以遗传分

化现象不太明显。

青麸杨种群内的变异远远高于种群间的变

异，说明种群内的基因交流较为频繁，增强了

其遗传变异性，个体间的遗传分化大幅度减

小 ，例 如 同 为 漆 树 科 的 黄 栌 Cotinus cog⁃
gygria［29］、杧 果 Mangifera indica［30］和 盐 肤 木

Rhus chinensis［31］，主要依靠虫媒传粉，具有丰富

的遗传多样性，AMOVA 分析显示绝大多数的

遗传变异都发生在它们群体内部，遗传分化水

平偏低。青麸杨叶绿体基因的遗传方式是母系

遗传，其种子在传播过程所需要的各种媒介，

如风力、水力、重力作用以及动物的携带，受到

地理阻隔的严重影响无法进行远距离、大范围

的传播，此外它本身也并不存在特殊生长结构

来协助其进行种子传播，这都将导致青麸杨种

群大面积繁衍和扩张的难度增加［32-34］。另一方

面，不排除因其重要的经济价值，人为的群体

引种培育导致的基因交流作用。

通过分析陕西、四川和山西地区分布的青

麸杨六个种群的遗传多样性、叶片和倍子单宁

含量可知，陕西地区分布的青麸杨种群的遗传

多样性最高，对各种环境的适应力以及抵御病

虫害的能力都比较强，对于作为我国一大经济

树种——青麸杨的大规模优良培育以及品种改

良工作提供了一定参考价值。另外，陕西地区

作为我国的肚倍主产区，其肚倍不仅产量很高

而且成分中富含经济价值极高的单宁，因此适

宜作为优良品系进行优先人工选育，对于我国

培 育 和 筛 选 高 品 质 的 青 麸 杨 树 种 具 有 重 要

意义。
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