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　 　 从保护遗传学角度来看，保护物种的遗传和进化潜力是

其保护和复壮的重点。 交配系统（ｍａｔｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ）是植物种群

内 ２ 代个体间遗传联系的有性系统，决定了其后代居群的基

因型分布，与植物演化密切相关，对植物的分布、群体有效大

小、遗传结构、基因流和选择、种群演化等均有影响［１］ ，因此，
深入了解植物的繁殖信息对遗传育种方法选择和植物保护策

略制定具有重要的指导意义［２］ 。
青檀 （ Ｐｔｅｒｏｃｅｌｔｉｓ ｔａｔａｒｉｎｏｗｉｉ Ｍａｘｉｍ．） 隶 属 于 青 檀 属

（Ｐｔｅｒｏｃｅｌｔｉｓ Ｍａｘｉｍ．） ［３］ ，为中国特有的单种属植物，雌雄同株

异花，风媒传粉。 该树种虽然在中国温带和亚热带地区广泛

分布，但由于其对生长条件要求严格，再加上人为干扰的影

响，现存种群多呈间断岛屿状分布［４］ ，种群数量和规模呈下降

趋势。 目前，虽然关于青檀的研究较多［５－７］ ，但尚未见其交配

系统类型方面的研究报道，不利于制定其有效保护策略。
ＳＳＲ 分子标记已被广泛用于植物交配系统研究［８］ 。 作者

利用 １２ 对多态性较高的 ＳＳＲ 引物对山东枣庄青檀寺内青檀

自然居群的 １０ 个家系子代进行了 ＰＣＲ 扩增，在此基础上对

其交配模式进行了分析，以期分析其交配系统的影响因子，预
测其原位保护居群的生存风险，从而为青檀的原位和异位保

存以及其遗传多样性保持和繁育体系制定提供科学依据。

１　 材料和方法

１ １　 材料

在山东枣庄青檀寺内的青檀自然居群中随机选 １０ 株青

檀作为母本，株距 １ ～ ５０ ｍ；分别采集各母株饱满成熟种子

５０～１００ 粒，同株种子为 １ 个家系，置于硅胶中带回实验室；采
用变温层积法［９］ 进行催芽，种子发芽后移到花盆中；幼苗具

５ 枚以上真叶时，采集所有叶片，置于硅胶中保存、备用。
１ ２　 方法

采用改良 ＣＴＡＢ 法［１０］提取 １０ 个家系子代 ２３７ 株单株叶

片的基因组 ＤＮＡ，置于－２０ ℃冰箱中保存、备用。
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利用 １２ 对多态性较高的 ＳＳＲ 引物（表 １），采用 ＴＰ－Ｍ１３－
ＳＳＲ 技术［１１］进行 ＰＣＲ 扩增反应。 扩增体系总体积 １５ ０ μＬ，
包括模板 ＤＮＡ ２ ５ ｎｇ、２ ５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｄＮＴＰｓ Ｍｉｘ １ ２ μＬ、
２５ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＭｇＣｌ２１ ２ μＬ、 １０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ （ Ｍｇ２＋ Ｆｒｅｅ ）
１ ５ μＬ、５ Ｕ·μＬ－１ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０ １ μＬ、１０ μｍｏｌ·Ｌ－１

ＴＰ－Ｍ１３荧光引物 ０ ３ μＬ、１０ μｍｏｌ·Ｌ－１ 正向引物 ０ ４ μＬ、

１０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＴＰ－Ｍ１３反向引物 ０ １ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补足体积。 扩

增程序：９４ ℃ 预变性 ４ ｍｉｎ；９５ ℃ 变性 ３０ ｓ、相应温度退火

３０ ｓ、７２ ℃延伸 ３０ ｓ， ２７ 个循环；９５ ℃变性 ３０ ｓ、５３ ℃ 退火

３０ ｓ、７２ ℃延伸 ３０ ｓ，１０ 个循环；７２ ℃延伸 ８ ｍｉｎ。
将质量体积分数 １％琼脂糖凝胶电泳检测合格的扩增产

物交上海点晶生物科技有限公司进行测序。

表 １　 用于青檀各家系叶片 ＤＮＡ 扩增反应的 ＳＳＲ 引物序列及退火温度
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｌｅａｆ ｏｆ ｅａｃｈ ｌｉｎｅ ｏｆ Ｐｔｅｒｏｃｅｌｔｉｓ
ｔａｔａｒｉｎｏｗｉｉ Ｍａｘｉｍ．

引物编号
Ｎｏ． ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′→３′） 　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′→３′）

正向引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ 反向引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ
退火温度 ／ ℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＱＴ－１ ＣＡＴＡＴＴＴＣＣＴＣＴＴＣＣＣＣＴＡＡ ＡＣＡＧＣＴＣＡＣＣＣＡＴＡＣＣＴＴＣ ５５
ＱＴ－２ ＣＡＣＣＴＴＴＧＣＴＴＡＣＴＣＣＣＴＧ ＡＡＴＧＴＡＣＴＣＧＣＴＡＡＴＧＡＡＣＣ ５６
ＱＴ－３ ＡＧＣＧＡＣＴＧＡＧＧＧＴＴＴＣＡＴＧ ＧＣＴＴＣＴＧＣＴＣＣＧＣＣＴＴＴＣＴ ６２
ＱＴ－４ ＣＡＧＧＧＣＡＣＴＣＣＡＡＴＡＧＡＡＴＡＧ ＡＴＧＧＴＧＣＴＧＧＧＡＴＧＧＧＡＡＧ ６０
ＱＴ－５ ＣＡＴＴＴＧＧＡＴＡＣＡＣＣＡＧＧＡＡＧＧ ＣＡＧＣＣＡＴＴＧＡＴＧＣＴＴＡＧＴＣＣ ６０
ＱＴ－６ ＴＣＴＡＧＧＣＴＧＴＡＴＡＡＡＧＧＧＡＣ ＧＡＴＧＡＡＧＴＡＡＡＴＧＧＧＧＡＡＴＣ ５４
ＱＴ－７ ＣＡＴＧＴＣＡＣＣＡＴＴＡＣＣＧＡＡＣ ＡＣＡＣＡＧＴＡＡＧＡＡＡＡＣＡＣＡＣＣ ５５
ＱＴ－８ ＴＧＧＣＧＡＴＧＴＧＡＡＧＣＣＣＴＡＡＧ ＴＣＡＴＴＴＣＡＡＣＧＧＴＣＡＡＧＡＴＴＡＣ ５６
ＱＴ－９ ＣＡＡＴＡＡＴＡＧＣＣＴＴＧＣＡＴＣＴＣ ＣＴＣＣＣＴＴＴＧＡＡＣＡＡＡＣＣＴＣ ５６
ＱＴ－１０ ＣＣＴＧＴＣＣＡＧＣＴＡＣＴＡＡＴＴＴＧ ＧＴＣＴＧＣＧＡＴＧＧＴＡＴＣＴＧＴＴ ５６
ＱＴ－１１ ＣＡＧＧＴＣＣＡＧＡＧＧＧＡＧＡＡＡＣ ＣＣＣＡＧＧＧＴＣＡＡＡＴＡＧＧＴＡＡＴ ６０
ＱＴ－１２ ＧＣＴＴＣＣＴＴＧＧＧＴＣＴＣＡＴＣＣ ＴＣＣＡＣＡＧＡＣＧＡＧＴＡＧＴＴＣＴＣＣ ５６

１ ３　 数据分析

以 ＬＩＺ５００ 为内标，用 ＧｅｎｅＭａｒｋｅｒ 软件判读扩增产物测序

结果，获得微卫星基因型数据，并进行人工校正。 基于最大似

然法，用 ＭＬＴＲ ｖ３ ２ 软件［１２］ 计算交配系统参数，包括单位点

异交率（ ｔｓ）、多位点异交率（ ｔｍ）、双亲近交系数（ ｔｍ－ｔｓ）和亲本

近交系数（Ｆ），重复取样 １ ０００ 次。 假定条件：１）每个交配事

件为随机的远交（ ｔ）或自交（ ｓ＝ １－ｔ）；２）异交率与母本基因型

独立；３）花粉库与母本同质；４）受精和子代基因型的检测时间

无选择；５）各位点等位基因随机分离。 近交衰退值（δ）为 １ 减

去自交种子相对于异交种子的相对适合度，当不同世代间的

亲本近交系数基本不变时，δ＝ １－２Ｆ·ｔ ／ 〔（１－ｔ）·（１－Ｆ）〕。

２　 结果和分析

实验结果（表 ２）表明：供试 １０ 个青檀家系的双亲近交系

数均值为 ０ ０２８，大于 ０，表明该青檀自然居群存在一定的近交。

表 ２　 基于 ＳＳＲ 分子标记的青檀各家系的交配系统参数和近交衰退值
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｔｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｌｉｎｅ ｏｆ Ｐｔｅｒｏｃｅｌｔｉｓ ｔａｔａｒｉｎｏｗｉｉ Ｍａｘｉｍ． ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＳＲ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ

家系
Ｌｉｎｅ

样本数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅ

单位点异交率
Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｌｏｃｕｓ

ｏｕｔｃｒｏｓｓｉｎｇ ｒａｔｅ

多位点异交率
Ｍｕｌｔｉ⁃ｌｏｃｕｓ

ｏｕｔｃｒｏｓｓｉｎｇ ｒａｔｅ

双亲近交系数
Ｂｉｐａｒｅｎｔａｌ

ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

亲本近交系数
Ｐａｒｅｎｔａｌ ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

近交衰退值
Ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇ

ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖａｌｕｅ
ＱＴＳ－１ ２４ ０ ９４２ １ ０００ ０ ０５８ ０ ０２７ －０ ０９９
ＱＴＳ－２ ２４ １ １２０ １ ００２ －０ １１８ －０ ２００ －３ ４８０
ＱＴＳ－３ ２４ ０ ９６９ １ ０００ ０ ０３１ ０ １２９ －６ ０２４
ＱＴＳ－４ ２４ ０ ６２３ ０ ９２９ ０ ３０６ －０ ２００ １ ７９３
ＱＴＳ－５ ２４ １ ０８６ １ ０００ －０ ０８６ ０ ０７６ ２ ７７４
ＱＴＳ－６ ２４ ０ ７６４ ０ ９８１ ０ ２１７ －０ ２００ ２ ５５４
ＱＴＳ－７ ２２ １ ０２８ ０ ９５７ －０ ０７１ －０ １５３ －１１ ９５３
ＱＴＳ－８ ２４ ０ ９１４ １ ０００ ０ ０８６ ０ ２６４ －３ １３０
ＱＴＳ－９ ２３ ０ ８８２ １ ０００ ０ １１８ －０ ２００ ４ ５８８
ＱＴＳ－１０ ２４ １ ２５９ １ ００２ －０ ２５７ －０ ２００ －１ ３３３

均值 Ｍｅａｎ ２４ ０ ９５９ ０ ９８７ ０ ０２８ －０ ０６６ －１ ４３１

１１１
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１０ 个家系的单位点异交率和多位点异交率均较高，其中，家系

ＱＴＳ－２、ＱＴＳ－５、ＱＴＳ－７ 和 ＱＴＳ－１０ 的多位点异交率低于单位

点异交率，双亲近交系数小于 ０，说明这 ４ 个家系存在较高比

例的异交；其余 ６ 个家系的多位点异交率高于单位点异交率，
双亲近交系数大于 ０，说明这 ６ 个家系存在亲缘关系较近个体

间的异交，即存在程度较低的近交。 家系 ＱＴＳ － ２、ＱＴＳ － ４、
ＱＴＳ－６、ＱＴＳ－７、ＱＴＳ－９ 和 ＱＴＳ－１０ 的亲本近交系数小于 ０，说
明这 ６ 个家系有过剩的杂合子，但缺少纯合子，异交优势较

大；而家系 ＱＴＳ－１、ＱＴＳ－３、ＱＴＳ－５ 和 ＱＴＳ－８ 的亲本近交系数

大于 ０，说明这 ４ 个家系有过剩的纯合子，近交优势较大。 虽

然实际上世代间亲本近交系数不变的情况不存在，但近交衰

退值仍能在一定程度上反映各家系的近交衰退程度。 计算结

果显示：家系 ＱＴＳ－４、ＱＴＳ－５、ＱＴＳ－６ 和 ＱＴＳ－９ 的近交衰退值

较高，分别为 １ ７９３、２ ７７４、２ ５５４ 和 ４ ５８８。

３　 讨论和结论

本研究结果表明：供试青檀自然居群各家系间存在一定

的近交（双亲近交系数均值为 ０ ０２８），这可能是因为青檀的无

性生殖能力较强，如根基萌蘖（克隆），由此产生的个体可与母

株交配，进而提高自交比例。 但是，供试青檀自然居群家系间

单位点异交率和多位点异交率的均值均较高（分别为 ０ ９５９
和 ０ ９８７），这可能是家系间随花粉传播的较强基因流所致，并
且，基因流取决于青檀典型的风媒传粉生物学特征（如先叶开

花、雌雄同株异花、花药伸出花被片、花粉粒轻且量大、雌蕊柱

头呈羽毛状以及不具香味和蜜腺等）。 供试青檀自然居群的

亲本近交系数均值为－０ ０６６，小于 ０，说明该青檀自然居群的

杂合子过剩。 综合上述研究结果及青檀的生物学特征，认为

青檀是以异交为主的树种。 近交衰退程度、授粉成本和交配

机会是影响植物种群自交和异交程度的决定因子［１３］ ，并且，
较高的近交衰退可能使植物形成适应近交的机制［１４］ 。 从生

物学特征来看，单性花为青檀避免近交的机制，但雌雄同株却

导致这一机制不完全。 在供试的 １０ 个青檀家系中，有 ４ 个家

系的近交衰退值较高，因此，虽然该青檀自然居群的杂合子过

剩，异交率较高，但是仍需对其各原位保护居群的遗传多样性

进行长期监测。
总体来看，防止青檀种群衰退的重要途径为防止近交。

首先应对已有种群开展原位保护，设立自然保护区，有效保护

适宜青檀生长的石灰岩生境，减少人为破坏和干扰；其次应加

强青檀造林技术研究和管理（如引种其他种群的青檀植株，人
为加强各种群间的基因交流），提高种群的遗传多样性和活

力，最大限度地保存青檀的遗传和进化潜力；再次在引种育苗

时广泛收集青檀种子，建立优质种质资源库，尽量种植不同植

株或种群的子代，从而更好地开展异地保护。
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