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摘　要：滇榛是我国西南地区的一个重要榛属资源，本文成功筛选到滇榛９个ＳＳＲ标记，并对滇榛群体遗传多样性
与遗传结构进行了初步分析，结果显示滇榛群体具有中等程度的遗传多样性与遗传分化，这为滇榛遗传改良研究

奠定了基础，也有助于推动本地区榛属资源的保护与可持续利用。
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　　榛属（ＣｏｒｙｌｕｓＬ）植物，属桦木科（Ｂａｔｕｌａｃｅａｅ），
为落叶灌木或小乔木，全属约有２０余种。榛子，与
核桃、腰果、仁用杏，并称世界“四大坚果”，含有丰

富的微量元素，营养价值高，除了可直接食用外，还

广泛用于巧克力、糖果、奶制品、焙烤食品中。

榛属植物原产于北温带，中国有７个种、３个变
种，主要分布于我国东北、华北、西北和西南地

区［１］。其中，滇榛（Ｃ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）主要分布于四川
西部及西南部、云南中部、西部及西北部、以及贵州

西部等地区海拔 ２０００ｍ～３７００ｍ的山坡上［１］，由

于其根部萌生特性极易形成连片灌丛，是山地生态

系统的重要组成部分。我国自上世纪７０年代开始

了欧榛引种选育、平榛良种选育以及平榛与欧榛的

种间杂交育种研究，并陆续选育了一系列优良品种，

目前已开始在东北、华北以及西北地区推广［２～３］。

然而，滇榛资源尚未有人工利用的报道。

为了有效的开发利用滇榛资源，需要明晰其群

体遗传基础。ＳＳＲ（ＳｉｍｐｌｅＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｐｅａｔ，简单重
复序列）分子标记由于具有分布广泛、多态性丰富、

稳定、共显性、ＤＮＡ模版用量少、检测快速、结果分
析容易以及适合自动化分析等优点，而被广泛应用

于植物群体遗传多样性与遗传结构研究方面［４～７］。

榛属植物研究中使用的 ＳＳＲ（Ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅ
ｐｅａｔ，简单序列重复）标记是由美国俄勒冈州立大学



Ｍｅｈｌｅｎｂａｃｈｅｒ实验室首先开发利用的，该实验室构
建了３个欧榛微卫星富集文库（ＧＡＡ、ＣＡ、ＧＡ），在
初始的研究中，Ｂａｓｓｉｌ等（２００３）从文库中筛选了５３
个多态性位点［８］，随后，２００５年又分别有 ８个、１８
个、２５个位点被鉴定用于欧榛遗传多样性分析，并
成功进行了榛属种间的扩增［９～１２］。到目前为止，从

上述３个富集文库中，已有超过２００个 ＳＳＲ位点被
鉴定出来，并广泛应用于榛子遗传多样性、遗传结构

分析及遗传图谱构建等。在国内，ＳＳＲ标记被用于
了平榛、毛榛等榛属种质资源的遗传多样性、群体结

构及亲缘关系研究方面，并指导了进一步的榛子遗

传改良［１３～１５］。

本研究从欧榛ＳＳＲ标记中筛选滇榛适用的ＳＳＲ
引物，以期开展滇榛自然群体遗传多样性与遗传结

构研究，以进行进一步的滇榛选育与杂交育种。

１　材料与方法

１．１　材料
滇榛材料采集于四川省凉山州，包括冕宁、盐

源、木里、喜
(

各５份、总共２０份材料。调查时，采
集新鲜叶片，变色硅胶干燥保存。

１．２　方法
使用Ｔｉａｎｇｅｎ植物基因组提取试剂盒（ＤＰ３０５）

提取滇榛基因组 ＤＮＡ。ＳＳＲ引物由生工生物工程
（上海）有限公司合成，其中上游引物添加 ＦＡＭ荧

光标记。ＰＣＲ扩增使用ＴａｋａｒａＴａｑ聚合酶（Ｔａｋａｒａ，
Ｄａｌｉａｎ，Ｃｈｉｎａ），２０μＬ反应体系包括：１３８５μＬ
ｄｄＨ２Ｏ，２０μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ，２０μＬ２０ｍＭｄＮＴＰ，
０５μＬｏｆｅａｃｈｐｒｉｍｅｒ（ａｔ１０μＭ），１μＬ基因组
ＤＮＡ模版（３０ｎｇ～５０ｎｇ），ａｎｄ０７５ＵＴａｑＤＮＡ聚
合酶。扩增程序如下：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变
性２０ｓ，退火温度退火２０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，２５个～
３０个循环；７２℃延长５ｍｉｎ，４℃保存。

退火温度遵循文献中的数据，若凝胶电泳结果

不佳，则再在５０℃～６０℃范围进行调整直至扩增得
到清晰产物。ＰＣＲ产物首由北京睿博兴科生物技
术有限公司进行毛细管荧光电泳分型，采用仪器为

ＡＢＩ３７３０ｘｌＤＮＡＡｎａｌｙｚｅｒ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ
Ｃｉｔｙ，ＣＡ，ＵＳＡ），ＳＳＲ片段长度由软件 ＧｅｎｅＭａｒｋｅ
ｖｅｒｓｉｏｎ２．２．０（ＳｏｆｔＧｅｎｅｔｉｃｓ，ＵＳＡ）判读。

ＳＳＲ分型数据首先利用 Ｅｘｃｅｌ２００７整理整合，
然后采用ＧｅｎＡｌＥｘ６．５０２软件计算遗传参数［１６］。

２　结果与分析

本文从已发表文献中选择了１２对欧榛引物进
行滇榛ＳＳＲ引物的筛选，结果成功获得９对滇榛适
用的ＳＳＲ引物（表１）。利用这９对引物，初步分析
了参与引物筛选的４个滇榛群体的遗传多样性，结
果见表２、３。

表１ ＳＳＲ引物序列特征
Ｔａｂ．１　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ９ＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓｉｎＣ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｓ

原位点名称
Ｌｏｃｉ

重复基元
Ｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

片段长度
Ｓｉｚｅｒａｎｇｅ

退火温度
Ｔｍ（℃）

Ｃｈ０１ ＣＡＣ－Ｂ００５［１１］ （ＧＡ）ｎ
Ｆ：ＣＡＡＡＣＴＴＡＴＧＡＴＡＧＧＣＡＴＧＣＡＡ
Ｒ：ＴＧＴＣＡＣＴＴＴＧＧＡＡＧＡＣＡＡＧＡＧＡ ２７０－２９８ ５５

Ｃｈ０３ ＣＡＣ－Ｃ１１８［９］
（ＡＡＧ）ｎ（ＧＡＡ）ｎ
（ＡＡＧ）ｎＮｎ（ＡＡＧ）ｎ

Ｆ：ＡＧＣＡＡＣＡＧＡＧＧＴＴＡＧＧＴＧＴＧ
Ｒ：ＧＣＣＣＣＡＴＴＡＧＣＣＴＴＣＴＴＡ １６４－１８５ ５５

Ｃｈ０４ ＣａＤＣＡＴ２８［１２］ （ＣＴ）ｎ
Ｆ：ＧＴＡＧＧＴＧＣＡＣＴＴＧＡＴＧＴＧＣＴＴＴＡＣ
Ｒ：ＡＣＡＣＣＡＴＡＴＴＧＡＧＴＣＴＴＴＣＡＡＡＧＣ １０９－１４１ ５５

Ｃｈ０５ ＣＡＣ－Ａ１４ａ［９］ （ＣＡ）ｎ
Ｆ：ＧＧＴＴＴＧＴＴＡＣＡＧＡＡＡＴＴＣＡＧＡＣＧ
Ｒ：ＧＣＧＴＧＴＧＧＴＴＡＡＴＧＴＴＴＴＣＴＴＴ ２１４－２２８ ５５

Ｃｈ０６ ＣＡＣ－Ｂ０２８［９］ （ＡＧ）ｎ
Ｆ：ＡＴＧＧＡＣＧＡＧＧＡＡＴＡＴＴＴＣＡＧＣ
Ｒ：ＣＣＴＧＴＴＴＣＴＣＴＴＴＧＴＴＴＴＣＧＡＧ ２５８－２７４ ５５

Ｃｈ０７ ＣＡＣ－Ｂ１０５［１１］ （ＧＡ）ｎ
Ｆ：ＡＡＡＧＧＡＧＣＡＡＧＣＡＴＧＴＴＡＧＧ
Ｒ：ＧＴＴＴＧＴＡＣＧＧＡＴＧＡＴＣＣＡＣＴＧＡＧ １３８－１６０ ５５

Ｃｈ０８ ＣａＤＣＡＴ６［１２］ （ＣＴＴ）ｎＴ（ＣＴＴ）ｎ
Ｆ：ＧＧＴＣＴＣＣＴＴＣＧＣＴＡＡＣＡＴＡＡＣＣＡＡ
Ｒ：ＧＴＴＧＣＣＣＴＣＧＡＧＴＴＧＴＡＧＴＡ １５４－１６０ ５６

Ｃｈ０９ ＣａＤＣＡＴ１０［１２］
（ＧＡ）１ＧＣ（ＧＡ）２
ＧＣ（ＧＡ）ｎ

Ｆ：ＣＴＡＡＧＣＴＣＡＣＣＡＡＧＡＧＧＡＡＧＴＴＧＡＴ
Ｒ：ＧＣＴＴＣＴＧＧＧＴＣＴＣＣＴＧＣＴＣＡ １８６－１９８ ５５

Ｃｈ１０ ＣＡＣ－Ｂ０１４［１１］ （ＧＡ）ｎ
Ｆ：ＣＴＴＣＣＡＡＧＧＡＴＧＧＣＴＣＡＧ
Ｒ：ＴＴＴＣＡＧＧＡＣＧＡＧＧＡＣＴＣＴＧ １７９－１９３ ５８
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　　表２ 基于ＳＳＲ位点的遗传参数
Ｔａｂ．２　 Ｇｅｎｅｔｉｃｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆ９ＳＳＲｌｏｃｉｉｎＣ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

位点 Ｎａ Ｎｅ Ｉ Ｈｏ Ｈｅ Ｆｉｓ Ｆｉｔ Ｆｓｔ Ｎｍ
Ｃｈ０１ １１ ３．７３８ １．７２１ ０．５５０ ０．６４５ ０．１４７３ ０．２４９１ ０．１１９５ １．８４２９
Ｃｈ０２ ４ ２．８３７ １．１２９ ０．７５０ ０．６０５ －０．２３９７ －０．１５８３ ０．０６５６ ３．５５８８
Ｃｈ０４ ９ ４．１８８ １．７２４ ０．８００ ０．６７０ －０．１９４０ －０．０５０９ ０．１１９９ １．８３５６
Ｃｈ０５ ６ ４．２５５ １．５６４ ０．７５０ ０．６８０ －０．１０２９ ０．０１９６ ０．１１１１ ２．００００
Ｃｈ０６ ８ ４．１０３ １．６５４ ０．７５０ ０．６５５ －０．１４５０ ０．００８３ ０．１３３９ １．６１７３
Ｃｈ０７ ９ ６．５５７ ２．０２５ ０．９００ ０．７８５ －０．１４６５ －０．０６１９ ０．０７３７ ３．１４００
Ｃｈ０８ ３ １．２９２ ０．４６１ ０．１００ ０．２１０ ０．５２３８ ０．５５８０ ０．０７１８ ３．２３０８
Ｃｈ０９ ５ １．６２９ ０．８４１ ０．４００ ０．３６０ －０．１１１１ －０．０３５６ ０．０６８０ ３．４２８６
Ｃｈ１０ ３ １．２２５ ０．３８１ ０．２００ ０．１８０ －０．１１１１ －０．０８８４ ０．０２０４ １２．００００
均值 ６．４４４ ３．３１４ １．２７８ ０．５７８ ０．５３２ －０．０４２１ ０．０４８９ ０．０８７１ ３．６２８２

注：Ｎａ：等位基因数；Ｎｅ：有效等位基因数；Ｉ：Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数；Ｈｏ：观察杂合度；Ｈｅ：期望杂合度；Ｆｉｓ：群体内近交系数；Ｆｉｔ：群体总近交系数；
Ｆｓｔ：群体间遗传分化系数；Ｎｍ：基因流

　　表３ 滇榛群体遗传多样性

Ｔａｂ．３　ＧｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

群体 Ｎ Ｎａ Ｎｅ Ｉ Ｈｏ Ｈｅ Ｐ（％）
Ａ冕宁 ５ ４．０００ ２．９５６ １．０９９ ０．６００ ０．５６４ ８８．８９
Ｅ盐源 ５ ３．２２２ ２．３２７ ０．８９７ ０．５７８ ０．４９６ １００．００
Ｆ木里 ５ ３．３３３ ２．５７４ ０．９５８ ０．４６７ ０．５３１ １００．００
Ｇ喜

(

５ ４．１１１ ２．９５５ １．０６９ ０．６６７ ０．５３８ １００．００
均值 ５ ３．６６７ ２．７０３ １．００６ ０．５７８ ０．５３２ ９７．２２

注：Ｎ：群体个体数；Ｐ：多态性位点百分率；其余同表２

在总群体中，９对引物总共筛选到５８个等位基
因，每个位点平均等位基因数为６４４４，平均有效等
位基因数为３３１４，引物Ｃｈ０１检测到的等位基因数
最多，为１１个，而 Ｃｈ０８与 Ｃｈ１０检测到的最少，分
别为 ３个。在总群体中，多态性位点的比率为
１００％，而在４个分群体中，９个位点在盐源、木里、
喜

(

群体中多态性比率为１００％，在冕宁群体中，仅
有Ｃｈ０８为单态性的位点。

有效等位基因数和杂合度是目前广泛应用的群

体遗传多样性指标，同时杂合度也反映群体等位基

因分布的丰富度和均匀程度［１７］。在检测的４个群
体中，有效等位基因数介于 ２３２７～２９５６，均值
２７０３，观察杂合度介于０４６７～０６６７，均值０５７８，
期望杂合度变动于 ０４９６～０５６４之间，平均为
０５３２。Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数也是反映遗传多样性的
综合性指标，４个群体的 Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数范围为
０８９７～１０９９，平均为１００６。总体来说，检测的４
个滇榛群体的遗传多样性处于中等水平，且冕宁群

体多样性水平稍高，而盐源群体遗传多样性水平稍

低，但整体差异不大。

遗传分化系数（Ｆｓｔ）是衡量群体间分化程度的
指标，根据表２中９个ＳＳＲ位点分析结果，滇榛群体
Ｆｓｔ均值为００８７１，说明８７１％的遗传变异存在于

群体间，９１２９％的遗传变异存在于群体内，群体内
的变异是滇榛遗传变异的主要来源。根据 Ｗｒｉｇｈｔ
的建议，ＦＳＴ值为０～００５、００５～０１５、０１５～０２５
和大于０２５分别代表群体间的遗传分化很小、中
等、较大和很大［１８］，基于此，我们认为滇榛群体间的

遗传分化处于中等水平。与群体间遗传分化程度中

等相一致，滇榛群体间的基因流较高，均值为

３６２８２。通常认为当 Ｎｍ ＞１时，可以防止群体间
由于遗传漂变引起的分化［１９］，９个 ＳＳＲ位点在滇榛
群体间的基因流值远大于１，说明群体间的基因流
动较多，也表明滇榛群体不易因遗传漂变而引起遗

传分化。同时从群体平均值上来说，观察杂合度

（Ｈｏ＝０５７８）高于期望杂合度（Ｈｅ＝０５３２），也表
明滇榛群体杂合子过剩，群体间有足够的基因交流，

而且差值较小，说明群体接近理想状态的自由交配。

这一点也为哈代 －温伯格平衡（ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ）检
测证实，通过卡方检验，在４个群体３６个位点中有
３２个位点符合ＨＷ平衡状态（Ｐ＞００５）。

当然目前对滇榛群体的分析，仅仅是基于较少

群体与个体，要获得更准确的结果需要加入更多群

体以及每个群体更多的个体。

３　讨论

四川是榛子资源的一个重要分布区，尽管不同

文献记述稍有差异，但国内大部分榛子自然资源在

该地区均有分布，其中可能具有商品开发价值的包

括滇榛、黔榛（Ｃ．ｋｗｅｉｃｈｏｗｅｎｓｉｓ）、川榛（黔榛、川榛
被认为是平榛（Ｃ．ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ）的两个变种，而梁维
坚等则认为川榛可单独作为１种）［１，３，２０］，分布在阿
坝州、凉山州、甘孜州等地区，由于这些地区独特的

７５６期 王泽亮，等：滇榛（Ｃｏｒｙｌｕｓｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）ＳＳＲ引物的筛选 　　



气候与地理环境，很可能孕育了适应于四川地域的

优良的种质资源，目前国内外仅有少量研究将川榛、

滇榛作为试验材料的一部分［１５，２１～２２］，而黔榛目前还

未有涉及，因此为了有效的利用这些资源，需要对其

开展系统深入的遗传基础研究。另一方面，滇榛、川

榛、黔榛分布地区有重叠，分类地位也有一定争议，

需要进一步研究；同时一般认为滇榛、平榛、川榛与

黔榛的重要形态区别为小枝、叶柄、叶背、果苞是否

被毛、叶片形态、叶柄长度以及果苞长度等，仅从形

态上进行区分可能会有差错，是否可以筛选种或变

种特异的分子标记？

本文从欧榛 ＳＳＲ引物中筛选到 ９对滇榛 ＳＳＲ
引物，并成功对滇榛群体遗传多样性进行了初步分

析，这些标记可有效的用于滇榛群体遗传多样性与

遗传结构研究，同时也可深入应用于滇榛、平榛、川

榛与黔榛的分类研究与区分上。通过这些研究，将

有助于推动省内榛子种质资源遗传改良、保护及可

持续利用。
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