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摘　要：通过对南方红豆杉１８个居群４９９个个体叶绿体基因组的ｔｒｎＬ－Ｆ片段进行ＲＦＬＰ分析，共检测到６个叶绿

体ＤＮＡ单倍型，其中除台湾居群外的１７个居群都包含有单倍型 Ｈ１和 Ｈ２；黄山及临安居群除单倍型 Ｈ１、Ｈ２外，

还分别各有１个特有单倍型。谱系关系分析显示，单倍型 Ｈ１、Ｈ２为较古老的祖先单倍型。ＡＭＯＶＡ分析显示，变

异主要存在于居群内，居群间的遗传分化程度较低（２６．３９％）。嵌套分支分析（ＮＣＡ）显示，单倍型分布与地理分布

存在轻度的地理相关性，南方红豆杉现在的遗传结构可 能 源 于 居 群 的 片 段 化 效 应，台 湾 居 群 可 能 是 由 于 曾 经 的 居

群片段化而隔离或长距离扩散所致；在第四纪冰期，中国东、南部地区可能存在２个以上南方红豆杉的避难所。
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　　在最近１　５００万 年 内，中 国 及 其 邻 近 的 东 亚 区

域经历了海平面降低及气候变干、变冷的巨大气候

变化［１－２］，特别是经历第四纪冰期冰川的反复消融进

退后，中国东、南部地区的动、植物分布及进化受到

极大的影响［３－７］。如，海南陆均松在晚第四纪冰期曾

在中国北纬２４°有分布［８］，而在现代植物分布中，海
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南陆均松只在北纬２０°以南才存在［９］；水杉曾广泛分

布于地 球 上，而 现 代 则 仅 发 现 于 中 国 湖 北 省 利 川

市［１０］。研究濒危 物 种 种 群 的 遗 传 结 构 和 地 理 分 化

不仅有助于更加深入地了解种群的形成、分布和扩

散途径，而且可以追溯历史事件对种群进化产生的

影响，并进而检验该属物种的变迁历史［１１］。
能说明问题的孢粉或化石证据往往很难找到，

不能明确某个地区的区系来源是否为避难所，谱系

地理学为这方面的研究提供了十分有效的工具。目

前，主要通过 直 接 检 测 物 种 不 同 居 群ＤＮＡ变 异 和

系谱分析，来探讨该物种曾经发生的种群形成、扩散

以及迁移路线，可进一步推测物种当前分布格局形

成的原因。叶绿体ＤＮＡ（ｃｐＤＮＡ）非编码区核苷酸

序列变异已经常被用于分析植物的种群遗传变异和

系统地理学问题，其单亲遗传和进化近中性、速率快

的特征非常适合于重建植物种内系统地理格局［１２］。
南方 红 豆 杉［Ｔａｘｕｓ　ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａ　ｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ

（Ｌｅｍéｅ　＆Ｌéｖｅｉｌｌé）Ｌ．Ｋ．Ｆｕ　＆ Ｎａｎ　Ｌｉ］是喜马拉

雅红豆杉（Ｔａｘｕｓ　ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａ　Ｚｕｃｃ．）复合群中分布

范围最广的 一 个 类 群，主 要 分 布 在 中 国 大 陆 东、南

部，马来西亚、台湾地区也有少量的分布［１３］，其分布

现已高度片段化，它在第四纪冰期气候变迁和冰期

后的居群变化过程，应该比其它植物经历了更为显

著的对气候变迁的响应趋势。因此，本研究通过检

测南方红豆杉在中国东、南部１８个居群４９９个个体

的ｔｒｎＬ－Ｆ片段进行ＲＦＬＰ分析，在每个居群中随机

选择每种单倍型的１～２个个体进行序列测定，最后

对１８个居群的４８个个体的ｔｒｎＬ－Ｆ片段进行测序，
开展分子谱系地理学研究，以揭示该植物单倍型的

地理分布式样、居群遗传结构以及冰期时的避难所

及冰期后的迁移路线。

１　材料和方法

１．１　材　料

参试南方红豆杉为２００４～２００５年 采 自 于 中 国

东、南部及台湾地区的１８个居群，力求每个居群采

集３０个个体，共４９９个个体。各居群的简称、经纬

度、海拔及取 样 个 体 数 目 见 表１。采 集 南 方 红 豆 杉

新鲜嫩叶并立即用硅胶干燥作为提取ＤＮＡ分子的

材料，并采集凭证标本。

１．２　方　法

１．２．１　ＤＮＡ提 取　总 ＤＮＡ 的 提 取 采 用 改 进 的

ＣＴＡＢ法［１４］。总ＤＮＡ用ＲＮＡ酶进行消化以除去

ＲＮＡ。用１％琼 脂 糖 及０．５×ＴＥＡ 电 泳 检 测 总

ＤＮＡ，用 紫 外 分 光 光 度 计 测 定 总 ＤＮＡ 在２６０和

２８０ｎｍ的 光 密 度（ＯＤ）值，根 据Ａｕｓｕｂｅｌ等［１５］的 方

表１　南方红豆杉１８个居群材料来源及叶绿体ＤＮＡ单倍型（Ｈ１～Ｈ６）的组成和个体数
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ｉｎ　ｅｉｇｈｔｅｅｎ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｔ．ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ

居群采集地及简称
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｌｏｃａｌｉｔｙ

样本数
Ｓａｍｐｌｅ　ｓｉｚｅ

ＧＰＳ位置
ＧＰＳ　ｐｏｓｉｔｉｏｎ

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ／ｍ

单倍型及相应个体数
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ　ａｎｄ　ｔｈｅ
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安徽黄山 Ｈｕａｎｇｓｈａｎ，Ａｎｈｕｉ（ＨＳＨ） ３０ Ｎ３０°０５′，Ｅ１１８°１２′ ３８０～１　６３２ Ｈ１（１８）；Ｈ２（６）；Ｈ３（６）

浙江泰顺 Ｔａｉｓｈｕｎ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ（ＴＳＨ） ３０ Ｎ２７°２９′，Ｅ１１９°５０′ ４２５～６１８ Ｈ１（２４）；Ｈ２（６）

浙江临安 Ｌｉｎ’ａｎ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ（ＬＡ） ２０ Ｎ３０°１９′，Ｅ１１９°３０′ ３２３～５１０ Ｈ１（１３）；Ｈ２（５）；Ｈ４（２）

台湾 Ｈｓｉｎｃｈｕ，Ｔａｉｗａｎ（ＴＷ） １７ Ｎ２４°４８′，Ｅ１２１°１２′ １　８１０～２　１００ Ｈ５（８）；Ｈ６（９）
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法确 定 ＤＮＡ 浓 度 和 质 量。用 于 ＰＣＲ 反 应 的 总

ＤＮＡ浓度均稀释为３０ｎｇ／μＬ。

１．２．２　ＰＣＲ扩 增　采 用 叶 绿 体 ＤＮＡ 通 用 引 物

ＴｒｎＬ（５′－ＣＧＡＡＡＴＣＧＧＴＡＧＡＣＧＣＴＡＣＧ－３′）和

ｔｒｎＦ（５′－ＡＴＴＴＧＡＡＧＴＧＧＴＧＡＣＡＣＧＡＧ－３′）［１６－１７］；

ＰＣＲ扩 增 反 应 在 Ｇｅｎｅ　Ａｍｐ　９７００ＰＣＲ仪（ｐｅｒｋｉｎ－
Ｅｌｍｅｒ，ＵＳＡ）上进行，反应体积２０μＬ，包含２μＬ模

板ＤＮＡ，２μＬ　１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋），１μＬ　ｄＮＴＰ

（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），０．２μＬ（１Ｕ）ＤＮＡ聚合酶［宝生物工

程（大连）有限公司］，１４．８μＬ灭菌去离子水，０．５μＬ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）引物。扩增程序为９４℃预变性５ｍｉｎ，

９４℃４５ｓ，５２℃４５ｓ，７２℃３ｍｉｎ，３０个 循 环，最 后

７２℃延伸７ｍｉｎ。

１．２．３　ＲＦＬＰ　用ｔｒｎＬ－Ｆ对１８个居群４９９个南方

红豆杉个体 进 行 扩 增。用 限 制 性 内 切 酶ＡｐｏⅠ及

ＸｂａⅠ对扩增产物进行双酶切，酶切体系为２０μＬ：

扩增产 物６μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ，限 制 性 内 切 酶

ＡｐｏⅠ及ＸｂａⅠ（Ｐｒｏｍａｇ公司）各０．５μＬ，加灭菌去

离子水至２０μＬ。酶切条件为３７℃反应３ｈ。

取酶切产物１０μＬ，在浓度为８％聚丙烯酰胺凝

胶系统上进行垂直电泳，１×ＴＢＥ缓冲液，ＥＢ染色，

染色时 不 时 摇 晃 以 便 染 色 均 匀，以 Ｇｅｎｅ　Ｒｕｌｅｒ　ＴＭ

１００ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ　ＵＡＢ，Ｉｎｃ．）作为相

对分子量 标 准。在ＧｅｌＤｏｃ２０００（ＢＩＯＲＡＤ公 司）凝

胶成像系统上观察并照相。

１．２．４　ｔｒｎＬ－Ｆ的测序　根据聚丙烯酰胺凝胶电泳

检测结果，每个居群中随机选取不同单倍型１～２个

个体，共４８个个体进行测序，以明确变异位点序列。

扩增产物的 纯 化 使 用 华 瞬 公 司 生 产 的 纯 化 试 剂 盒

（Ｗａｔｓｏｎ’ｓ　ＰｕｒｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ），纯 化 后 的 产 物 置 于

－２０℃冰箱保存，也可直接用于测序反应。测 序 反

应体系１０μＬ，包含６．５μＬ　ｄｄＨ２Ｏ，２μＬ　ｍｉｘ，０．５

μＬ　ｐｒｉｍｅｒ，１μＬ　ＰＣＲ产物。测序反应程序为９６℃
１０ｓ，５０℃５ｓ，６０℃４ｍｉｎ，３０～３５个循环。将测序

反应产物 加 入３５μＬ沉 降 液（无 水 乙 醇∶３ｍｏｌ／Ｌ
醋酸钠＝２５∶１）中，－２０℃沉降３０ｍｉｎ以上，高速

冷冻离 心 机１２　０００ｒ／ｍｉｎ离 心２５ｍｉｎ，吸 弃 上 清

液；加入１５０μＬ　７０％乙醇洗涤，１２　０００ｒ／ｍｉｎ冷冻

离心１０ｍｉｎ，吸弃上清液，沉淀，８０℃干燥２ｍｉｎ，加

入２０μＬ　ＴＳＲ（或ｄｄＨ２Ｏ）溶解液，充 分 混 匀；９５℃
变性４ｍｉｎ，然后在ＡＢＩ３１０自动测序仪上进行。测

序产物用ＳｅｑＭａｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ　ｐａｃｋａｇｅ）编辑序列，

Ｃｌｕｓｔａ　ｌＸ［１８］完成序列对比和手工调整。

１．３　数据分析

ＤＮＡ序 列 用 Ｌａｅｒｇｅｎｅ软 件 的 Ｓｅｑｍａｎ程 序

（ＤＮＡＳＴＡＲ　ｉｎｃ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，ＵＳＡ；Ｂｕｒ－
ｌａｎｄＴＧ，２０００）进行拼接，用Ｃｌｕｓｔａ　ｌＸ［１８］软件排序，
用 ＥｄｉｔＰｌｕｓ软 件 进 行 必 要 的 手 工 排 序 调 整。用

ＡＭＯＶＡ软 件 对 南 方 红 豆 杉 居 群 内 和 居 群 间 的 遗

传差异进 行 分 析［１９］；单 倍 型 间 的 谱 系 关 系 由 ＴＣＳ
软件（ｖｅｒｓｉｏｎ　２．１）构建［２０］。根据Ｔｅｍｐｌｅｔｏｎ等［２１］

的原理，用 ＧＥＯＤＩＳ［ｖｅｒｓｉｏｎ　２．４进 行 嵌 套 分 支 分

析（ＮＣＡ）］［２２］推导南方红豆杉的谱系地理模式及可

能成因。

２　结果与分析

２．１　ｔｒｎＬ－Ｆ序列特征和单倍型分布

用ＸｂａⅠ和ＡｐｏⅠ对叶绿体ＤＮＡｔｒｎＬ－Ｆ片段

进行了ＰＣＲ－ＲＦＬＰ分析，部分结果见图１，在１８个

居群的４９９个个体中共检测到６种单倍型；测序结

果表明不同的单倍型各自对应其唯一的序列，相同

的单倍型内不存在序列变异，序列变异位点见表２。
表１、图２表明，Ｈ１和 Ｈ２分布最广，共同出现在大

陆所有 居 群 中，所 占 比 例 分 别 为４４．０９％、５０．９％。
其它４个单倍型为 特 有 单 倍 型，其 中 Ｈ３只 存 在 于

黄山居群，而且具有 Ｈ３的个体均分布在较高海拔；

Ｈ４仅在 临 安 居 群 中 分 布，该 居 群 的２０个 个 体，仅

有２个属 Ｈ４；Ｈ５、Ｈ６只存在于台湾居群中。
由表２可知，在６个单倍型的矩阵中，第１５１个

位点处有一个变异，单倍型 Ｈ２、Ｈ４为Ｃ，其它单倍

型均为Ａ，单倍型 Ｈ１和 Ｈ２仅在此位点上有差异，
并在第７７１位点处均有一个碱基的缺失；Ｈ３在３４４
和６８９位点处分 别 有 一 突 变，为 碱 基 Ａ和 Ｇ，而 其

它５个单倍型在这两个位点均为碱基Ｃ；Ｈ４在７５９
位点处有个１５碱基的缺失；Ｈ５、Ｈ６在５２７处有一

碱基突变为Ｔ，其它单倍型均 为 Ｇ，Ｈ６在２６７、６６９
处分别有一个碱基发生变异，其它５个单倍型在这

两个位点分别为Ｇ、Ｇ，而 Ｈ６则为Ａ、Ｔ。

２．２　ｔｒｎＬ－Ｆ片段遗传结构

南方红豆杉１８个居群的叶绿体ｔｒｎＬ－Ｆ片段的

ＡＭＯＶＡ分析表 明，居 群 间 的 遗 传 分 化 程 度 较 低，
遗传 分 化 系 数ＦＳＴ为０．２６３　９（表３），也 就 是 说 有

２６．３９％的遗传变异存在于居群间，而７３．６１％的遗

传变异存在于居群内。

２．３　不同单倍型之间的谱系关系

通过ＴＣＳ软件构建 的 网 状 进 化 树 显 示６种 单

倍 型间的系统关系（图３），Ｈ１、Ｈ２出现的频率分别
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图１　南方红豆杉叶绿体ＤＮＡｔｒｎＬ－Ｆ片段ＡｐｏⅠ与ＸｂａⅠ的酶切图谱

Ｆｉｇ．１　ＲＦＬＰ　ｏｆ　ｔｒｎＬ－Ｆ　ｏｆ　Ｔ．ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ　ｃｐＤＮＡ　ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｂｙ　ＡｐｏⅠａｎｄ　ＸｂａⅠ

图２　南方红豆杉叶绿体单倍型在各居群中的分布图

居群简称及其分布单倍体个数见表１

Ｆｉｇ．２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　６ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ｆｏｕｎｄ　ｉｎ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｔ．ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ　ｉｎ　Ｃｈｉｎａ
Ｔｈｅ　ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ｉｓ　ｇｉｖｅｎ　ｉｎ　Ｔａｂｌｅ　１

表２　南方红豆杉ｔｒｎＬ－Ｆ　６种单倍型之间的序列区别及个体数

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｔｒｎＬ－Ｆ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ａｍｏｎｇ　ｔｈｅ　ｓｉｘ　ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ｉｎ　Ｔ．ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ

ｉｎ　ｓａｍｐｌｅｄ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

单倍型
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

个体数
Ｎｕｍｂｅｒ

核苷酸位点Ｓｉｔｅ

１５１　２６７　３４４　５２７　６６９　６８９　７５９　７６０　７６１　７６２　７６３　７６４　７６５　７６６　７６７　７６８　７６９　７７０　７７１　７７２　７７３

Ｈ１　 ２２０ Ａ Ｇ　 Ｃ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｃ　 Ｇ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ｔ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ － Ｇ　 Ｇ

Ｈ２　 ２５４ Ｃ Ｇ　 Ｃ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｃ　 Ｇ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ｔ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ － Ｇ　 Ｇ

Ｈ３　 ６ Ａ Ｇ　 Ａ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｇ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ｔ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ｇ　 Ｇ

Ｈ４　 ２ Ｃ Ｇ　 Ｃ　 Ｇ　 Ｇ　 Ｃ － － － － － － － － － － － － － － －

Ｈ５　 ８ Ａ Ｇ　 Ｃ　 Ｔ　 Ｇ　 Ｃ　 Ｇ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ｔ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ｇ　 Ｇ

Ｈ６　 ９ Ａ Ａ　 Ｃ　 Ｔ　 Ｔ　 Ｃ　 Ｇ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ｔ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ａ　 Ｇ　 Ｇ

表３　南方红豆杉１８个居群的遗传分析

Ｔａｂｌｅ　３　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ｆｏｒ　１８ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｔ．ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ　ｕｓｉｎｇ　ＲＦＬＰ　ｏｆ　ｔｒｎＬ－Ｆ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ　ｏｆ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ

自由度
ｄ．ｆ

总方差
Ｓｕｍ　ｏｆ　ｓｑｕａｒｅｓ

变异成份
Ｖａｒｉａｎｃｅ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

变异比例
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ／％

居群间Ａｍｏｎｇ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　 １７　 ３７．９３１　 ０．０７３　２３　 ２６．３９

居群内 Ｗｉｔｈｉｎ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　 ４８１　 ９８．２４２　 ０．２０４　２４　 ７３．６１

总变异Ｔｏｔａｌ　 ４９８　 １３６．１７２　 ０．２７７　４７
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为４４．０９％和５０．９％，位于进化树的中心，二者之间

仅有一个碱基的变异，可能代表较为古老的单倍型。

Ｈ　３可 能 演 化 自Ｈ　１，与Ｈ　１仅 有２个 碱 基 的 差 异。

图３　南方红豆杉６个叶绿体单倍型的谱系关系图

小圆圈表示单倍型间的变异步数，圆圈的大小与

单倍型出现的频率呈正相关，确切频率见表１；

方框表示该单倍型与更多的单倍型相连接

Ｆｉｇ．３　Ｍｉｎｉｍｕｍ　ｓｐａｎｎｉｎｇ　ｎｅｔｗｏｒｋ　ｏｆ　６ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ｏｆ　Ｔ．ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ
Ｓｍａｌｌ　ｃｉｒｃｌｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ

ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ；Ａｌｐｈａｂｅｔ　ａｎｄ　ｎｕｍｂｅｒｓ　ｉｎ　ｃｉｒｃｌｅｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈｅ

ｈａｐｌｏｔｙｐｅ　ｉｄｅｎｔｉｔｙ　ａｎｄ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅ　ｓｉｚｅ；ｔｈｅ　ｓｉｚｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｉｒｃｌｅ

ｉｓ　ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｔｕｄｙ，ｅｘａｃｔ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ　ａｒｅ　ｓｈｏｗｎ　ｉｎ　Ｔａｂｌｅ　１

Ｈ４在７５９有一个１５个碱基片段的缺失，可能演化

自 Ｈ２。单倍型 Ｈ５、Ｈ６只 存 在 于 台 湾 居 群 中，Ｈ６
演化自 Ｈ５，Ｈ５通过一个未检测到或已消失的单倍

型演化自 Ｈ２。

图４　南方红豆杉６个叶绿体单倍型网状进化树

Ｆｉｇ．４　Ｎｅｓｔｅｄ　ｃｌａｄｅｇｒａｍ　ｏｆ　ｓｉｘ　ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

ｈａｐｌｏｔｙｐｅ　ｉｎ　Ｔ．ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ

表４　南方红豆杉地理联系的ＮＣＡ可能性分析和谱系地理推断

Ｔａｂｌｅ　４　Ｎｅｓｔｅｄ　ｃｏｎｔｉｎｇｅｎｃｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ　ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｐｈｙｌｏｇｅｏｇｒａｐｈｙ
ｉｎｆｅｒｅｎｃｅｓ　ｍａｄｅ　ｆｒｏｍ　ｎｅｓｔｅｄ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｔ．ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ

分支Ｃｌａｄｅ 概率Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ 检索Ｃｌａｄｅ　ｋｅｙ 推论Ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ

１－２　 ０．００３　３ （１－２－１１－１２）ＮＯ 连续扩张 Ｃｏｎｔｉｇｕｏｕｓ　ｒａｎｇｅ　ｅｘｐａｎｓｉｏｎ

２－１　 ０．０００　５ （１－２－３－４）ＮＯ
长 距离隔离使基因流受限制Ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ　ｇｅｎｅ　ｆｌｏｗ　ｗｉｔｈ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｄｉｓｔａｎｃｅ（ｒｅ－
ｓｔｒｉｃｔｅｄ　ｄｉｓｐｅｒｓａｌ　ｂｙ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｉｎ　ｎｏｎ－ｓｅｘｕａｌ　ｓｐｅｃｉｅｓ）

２－２　 ０ （１－２－３－５－６－１３－１４）ＮＯ
长距离扩散或曾经片段化Ｌｏｎｇ－ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ／ｏｒ　ｐａｓｔ　ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ
（ｎｏｔ　ｎｅｃｅｓｓａｒｉｌｙ　ｍｕｔｕａｌｌｙ　ｅｘｃｌｕｓｉｖｅ）

整体Ｔｏｔａｌ－Ｃｌａｄｏｇｒａｍ　 ０ （１－２）ＩＯ 无法确定的因素Ｉ－Ｔ　Ｓｔａｔｕｓ　ｕｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ：Ｉｎｃｏｎｃｌｕｓｉｖｅ　ｏｕｔｃｏｍｅ

表５　南方红豆杉基于图４的嵌套设计网状进化和地理距离分析结果

Ｔａｂｌｅ　５　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｎｅｓｔｅｄ　ｃｌａｄｅｓ　ａｎｄ　ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｆｏｒ

Ｔ．ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｎｅｓｔｅｄ　ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　Ｆｉｇ．４

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ单倍型 ＤＣ ＤＮ Ｃｌａｄｅ分支 ＤＣ ＤＮ Ｃｌａｄｅ分支 ＤＣ ＤＮ

Ｈ４（Ｔ） ０．０　 ６８８．０６７　６＊＊Ｌ　 １－１（Ｔ） ０．０Ｓ ４８１．７７４　６

Ｈ２（Ｉ） ３６６．５１８＊＊Ｓ　 ３６６．８６０　８＊＊Ｓ　 １－５（Ｉ） ４５６．７２３　８　 ４５６．９４９　２

Ｉ－Ｔ　 ３６６．５１８ －３２１．２０６　９＊＊Ｓ　 Ｉ－Ｔ　 ４５６．７２３　８＊＊Ｌ －２４．８２５　３

２－１　 ４５７．４８４　１＊＊Ｌ　 ４５４．９＊＊Ｌ

１－３（Ｔ） ０　 ６５５．５９０　６＊＊Ｌ

１－４（Ｉ） ０ ６５５．５９０　６＊＊Ｌ

１－２（Ｉ） ３７１．０２２　９＊＊Ｓ　 ３７２．７４１　６＊＊Ｓ

Ｉ－Ｔ　 ３５７．８８９　４＊＊Ｌ －２７２．８３６　７＊＊Ｓ

２－２　 ４０５．１８８　３＊＊Ｓ　 ４１３．２７７　３＊＊Ｌ

　　注：ＤＣ．所有分支成员距离地理分布中心的平均距离；ＤＮ．在同一嵌套支中一个分支到其他分支的平均距离；Ｉ．内部结点；Ｔ．末端结点；Ｉ－Ｔ．内部结点与末端结

点之间距离的平均差异；Ｓ和Ｌ分别表示显著性小和大；＊＊．Ｐ＜０．０１。

Ｎｏｔｅ：ＤＣ．Ｔｈｅ　ｃｌａｄｅ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｗｈｉｃｈ　ｍｅａｓｕｒｅｓ　ｔｈｅ　ａｖｅｒａｇｅ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｏｆ　ａｌｌ　ｃｌａｄｅ　ｍｅｍｂｅｒｓ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ　ｃｅｎｔｅｒ　ｏｆ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ；ＤＮ．Ｔｈｅ　ｎｅｓｔｅｄ　ｃｌａｄｅ　ｄｉｓ－

ｔａｎｃｅ　ｗｈｉｃｈ　ｍｅａｓｕｒｅｓ　ｔｈｅ　ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｃｌａｄｅ　ｒｅｌｅｖａｎｔ　ｔｏ　ｏｔｈｅｒ　ｃｌａｄｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｎｅｓｔｅｄ　ｇｒｏｕｐ；Ｉ．Ｉｎｔｅｒ　ｎｏｄｅ；Ｔ．Ｔｉｐ；Ｉ－Ｔ．Ｔｈｅ　ａｖｅｒａｇｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｂｅ－

ｔｗｅｅｎ　ｉｎｔｅｒ　ａｎｄ　ｔｉｐ　ｎｏｄｅｓ；Ｓ　ａｎｄ　Ｌ．Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｓｍａｌｌｅｒ　ｏｒ　ｌａｒｇｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ｖａｌｕｅ；＊＊．Ｐ＜０．０１．
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２．４　嵌套分支分析

根据Ｔｅｍｐｌｅｔｏｎ等［２１－２３］的 方 法 组 成 嵌 套 分 支

系统（图４），结 果 显 示 台 湾 的 单 倍 型 及 大 陆 的 单 倍

型分别形成二个二级分支：即分支１－２、１－３、１－４组成

二级分支２－２；分 支１－１、１－５组 成 二 级 分 支２－１。分

支１－１、１－２、１－４为与其它分支相连较多的较古老的

分支。检索表分析推测得到的各个支系单倍型地理

分布格局的一系列历史成因见表４，对各分支进 行

地理距离分 析 和 可 能 性 评 价 的 结 果 表 明，分 支１－２
表现出邻近分 布 范 围 的 扩 张，分 支２－１表 现 出 因 距

离隔离基因流 受 到 限 制，分 支２－２为 长 距 离 扩 散 或

居群片段化。ＮＣＡ分析显示分支１－２、２－１、２－２与地

理分布之间有紧密联系（表５）。总分支与地理分布

之间的联系不确定。

３　讨　论

基于ｔｒｎＬ－Ｆ片段的ＡＭＯＶＡ分析揭示南方红

豆杉仅２６．３９％的 遗 传 变 异 存 在 于 居 群 间，居 群 内

的遗 传 变 异 为７３．６１％。Ｓｈｅｎ等［５］同 样 根 据 叶 绿

体ＤＮＡ的研究 揭 示 分 布 于 中 国 的 银 杏，其 居 群 间

的遗传差异水平θ较高，为６７．６（θ值为类似于ＧＳＴ
的值）。Ｚｈａｎ等［２４］研究仅分布于广西、云南的德保

苏铁（Ｃｙｃａｓ　ｄｅｂａｏｅｎｓｉｓ），其 叶 绿 体ＤＮＡ序 列 遗 传

变异主要存在于居群间，ＦＳＴ为０．８０１　０２。同样分布

于中国南方的银杉线粒体ＤＮＡ的ＧＳＴ高达１，居群

间没有共有的单倍型［４］。上述分布于中国东南部各

物种的谱系地理学研究均推测：在第四纪冰期，中国

东、南部地区分别存在２个以上上述各物种的小避

难所。根据他们的采样点及上述各物种的分布区，
可以看出银 杏、银 杉、苏 铁 的 避 难 所 并 不 在 同 一 地

点，这个结果提示我们，在第四季冰期，中国东、南部

地区可能存在零星的为数不少的动植物避难所。同

样分布于中国东、南部地区的南方红豆杉在与上述

的物种同样经历冰期后，却没有同样的遗传分布格

局。相对于以上３各物种的分布区来看，南方红豆

杉的分布范围 要 广 得 多；单 倍 型 Ｈ１和 Ｈ２在 中 国

大陆的１７个居群中都有分布，所占比例几乎均等，

而且网 状 进 化 树 显 示 这 两 种 单 倍 型 都 较 为 古 老；

ＮＣＡ分析也表 明 分 支１－２表 现 出 邻 近 分 布 范 围 的

扩张。这样 的 分 布 格 局 可 能 是 在 经 历 第 四 纪 冰 期

后，这两种单倍型形成初期，居群迅速扩张的结果。
较低的叶绿体ＤＮＡ遗 传 分 化 值，可 能 是 由 于 居 群

片段化的时期不是太长，彼此间的基因流被阻隔的

世代数还不是很多。临安居群和黄山居群单倍型多

样性较高，可能分别是南方红豆杉的避难所。

２个二级分支的形成（２－１，２－２）可能与台湾岛屿

的形成及冰期时期的地质历史有关。台湾为聚合性

板块的边界，起始于约６００万年前菲律宾海板块往

西北方移动，撞上中国大陆东、南边缘的斜坡，形成

于３００～４００万年前，并将此处原有的海相沉积物与

地壳物质抬 高 成 山 脉［２５］。蓬 莱 造 山 运 动 目 前 持 续

进行，使台湾不停地抬升中。第四纪冰期及间冰期

的气候更迭、冰川的进退消融对现代植物区系的分

布和演化产生了巨大的影响。冰期时期海平面的下

降有可能使与大陆较近的岛屿与大陆之间形成陆桥

从而使居群有可能通过陆桥而扩散；当海平面上升

后，扩散后的居群可能由于陆桥的中断而使基因流

受到限制而产生遗传分化［２６－２９］。分支２－１及分支２－
２的形成可能就属于这样的情况，台湾与中国大 陆

在冰期最盛 时 期 被 认 为 是 相 连 接 的［２５］。在 有 陆 桥

相连时大陆的红豆杉扩散到台湾岛屿，当冰期消退、
海平面上升后，台湾与大陆之间被台湾海峡隔离，从
而使得台湾红豆杉与大陆红豆杉之间的基因交流受

阻而产生了较大的遗传分化。ＮＣＡ可 能 性 分 析 表

明台湾居群 是 由 于 曾 经 的 居 群 片 段 化 或 长 距 离 扩

散，基因流受到限制形成今天的分布格局。
中国大陆东部、南部及东南部地区生物多样性

丰富，而且存在多种孑遗植物，如著名的水杉、银杏

（浙江省临安县西天目山）、白豆杉（浙江省龙泉凤凰

山、广西临桂 等 地）、罗 汉 松 及 苏 铁 属 的 各 个 种［３０］。
可能因为存在零星的多个小避难所，冰期过后避难

所中的孑遗植物扩张，此区域才会有如此丰富的植

物区系成分。
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