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摘要：我国是槭属最主要的分布地区之一，而槭属物种也是长白山地区常见的植物。为了对长白山地区的槭属物种的系统发育进行研究，我们分别对所采集槭属物种样本进行了形态学和分子系统学分析，并得到了长白山地区槭属物种的检索表和分子系统树。通过形态学分析和分子系统树结果比较发现，元宝槭与色木槭、拧筋槭与白牛槭为亲缘关系较近的物种。根据形态学分析结果显示，元宝槭与色木槭隶属于桐状槭组，拧筋槭与白牛槭归属于三小叶槭组，本研究的分子系统树亦支持这种观点。但分子系统树结果显示，小楷槭与青楷槭分子亲缘关系较远，这与传统分类学上将小楷槭与青楷槭同归属于大花槭组的分类结果并不对应。
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槭树科（Aceraceae）隶属于无患子目（Sapindales），该科包括槭属（Acer  L.）和金钱槭属（Dipteronia Oliv.）共约200多个物种【1】，主要分布于北温带地区。金钱槭属仅2种1变种，为我国西部和西南部地区特有物种。槭属是槭树科的模式属，目前全世界大约有200多种，广布于北温带地区，包括北美洲和欧亚大陆【2】。中国是世界上槭树种类最多的国家，共有140多个物种，主要分布于东北、华北与华东等地区，且多生于海拔800米以下的低山丘陵和平地，在山西南部可高达1500米。在我国东北地区，槭属物种有着广泛的分布。其中，在小兴安岭和长白山地区，槭属物种主要生长于海拔1100m以下地区，而在西部的大兴安岭山地，则仅分布于海拔510m以下地带。  
由于槭树科分布较广泛且物种较多，因此其分类系统一直都处于不断地修订之中。1753年，Carolus Linnaeus首次建立了槭属Acer L，并把A．pseudoplatanus Linn指定为模式种【3】。随后，De Candolle等依据Acer negundo叶片呈羽状以及无花盘的特征将其独立成Sect.Negundo【4】。在此基础上，Pax则主要是依据花盘的发育程度和雄蕊着生的位置将槭属分为4个亚属、13个组、17个系【5】。在之后的研究中，美国学者Rehder在对中国槭属植物进行了大量的研究工作之后建立了Sect Arguta，并在Pax的分类基础上，将槭属分为了两个组Sect．Acer和Sect.Negundo，而把Pax组降为系【6】。Koidzum之后对槭属的分类进行了进一步修订，并建立了Sect．Carpinifolia，Sect．Cissifolia，Sect．Diabolica，Sect．Palmatoidea和Sect．Parviflora。1932年Metcalf根据叶基三出脉与否建立了Sect．Trinervia和Sect．Penninervia。1967年，Ogata对槭属进行了全面的修订，将槭属分为6个类群，23个组和30个系。Wolfe和Tanai在前人工作的基础上，将槭属现存植物类群分成4个亚属，l9个组和21个系。1996年，徐廷志在研究槭属植物芽、叶、花序、花和果实等形态特征的基础上,将槭属分为4 个亚属，23个组，33个系，共计200 种【7】。

而最早体现对东北地区槭树属植物研究的是林奈学会杂志XXⅢ卷（1886-1888）上关于热河产有Acer lobelia,A.Pictom,A.tataricum这三种槭树属植物的记录。1887年，Maximowicz对远东地区槭树属植物进行了大量的研究，在他的报告中提到在东北产的槭树属植物共有7种。方文培在中国槭树科植物志中记载到，东北地区槭树属植物共有13种，栽培种1种。1955年，刘慎谔在东北木本植物图志中指出，东北地区产有槭树属植物野生种10种，栽培种3种。【8】
  由上可知，虽然以往众多研究者对槭树科进行过深入的探讨，但其分类系统仍不完全统一。因此，需要引入一种新的方法对该类群进行系统分类，而分子系统学便在此背景下应运而生。分子系统学研究旨在通过运用分子数据（DNA、RNA和蛋白质）对各植物类群的系统分类与谱系发育进行分析。分子系统学是将研究生命普遍性的分子生物学与研究生物多样性的系统学有机结合而形成的一个生物学分支，通过在分子水平上的比较来建立分子进化树，从而探讨生物之间的系统进化关系。在本研究中，我们分别采用了传统形态学与现代分子生物学技术对长白山地区的槭属物种进行系统发育研究，以期望通过本研究揭示长白山地区的槭属物种的系统发育背景。

1．材料与方法

1.1 材料
实验材料均取材于吉林省白山市露水河镇，制成标本后保存备用。具体资料见下表。

实验材料采集信息表
	种名
	采集人
	采集地点

	元宝槭（Acer truncatum Bunge）
	韩晓庆
	露水河二十一林斑

	色木槭(Acer mono Maxim)
	江婷婷
	露水河老秃顶山

	假色槭(Acer pseudo-sieboldianum (Pax) Komarov)
	来明洋
	露水河红松王

	茶条槭(Acer ginnala Maxim.)
	张邦蛟
	露水河老秃顶山

	花楷槭(Acer ukurunduense Trautv. et Mey)
	石晋
	露水河二十一林斑

	小楷槭(Acer komarovii Pojark.)
	张慧玲
	露水河二十一林斑

	青楷槭(Acer tegmentosum Maxim)
	马忠莉
	露水河红松王


	簇毛槭(Acer barbinerve Maxim)
	豆丽茹
	露水河二十一林斑

	拧筋槭(Acer triflorum Kom)
	韩晓庆
	露水河永青林场

	白牛槭(Acer mandshuricum Maxim)
	来明洋
	露水河红松王


1.2实验方法
1.2.1形态学分析
本次实习在长白山地区采集到十种槭树，即元宝槭（Acer truncatum Bunge）、色木槭(Acer mono Maxim)、假色槭(Acer pseudo-sieboldianum (Pax) Komarov)、茶条槭(Acer ginnala Maxim.)、花楷槭(Acer ukurunduense Trautv. et Mey)、小楷槭(Acer komarovii Pojark.)、青楷槭(Acer tegmentosum Maxim)、簇毛槭(Acer barbinerve Maxim)、拧筋槭(Acer triflorum Kom)、白牛槭(Acer mandshuricum Maxim)，形态学分析如下：

	性状


	元宝槭
	色木槭
	假色槭
	茶条槭
	花楷槭
	小楷槭
	青楷槭
	簇毛槭
	拧筋槭
	白牛槭

	叶型
	单叶
	单叶
	单叶
	单叶
	单叶
	单叶
	单叶
	单叶
	复叶
	复叶

	叶子的分裂
	常5裂，
稀7裂
	常5裂，有时3裂或7裂
	9-11裂
	较深的3-5裂
	常5裂，稀7裂
	常5裂，稀3裂， 每裂片再分裂成小裂片
	3-7裂，通常5裂
	5裂
	
	

	冬芽
	较小，卵圆形，鳞片锐尖，外侧微被短柔毛
	近于球形，鳞片卵形，外侧无毛，边缘具纤毛
	卵圆形，鳞片卵形，6枚，外侧密被疏柔毛
	细小淡褐色，鳞片8枚，近边缘具长柔毛，覆叠
	短圆锥形，外部2枚鳞片，深紫色，有黄色短柔毛，内部两枚苞片有褐色短柔毛
	紫色，
椭圆形
	椭圆形，  鳞片浅褐色，无毛
	细小，
鳞片2，无毛
	细小，
鳞片边缘纤毛状覆瓦状排列
	很小，鳞片无毛

	叶子基部形状
	截形， 稀近于心脏形
	截形或近于心脏形
	心脏形或深心脏形
	圆形，截形或略近心脏形
	截形或近于心脏形
	心脏形或近于心脏形
	圆形或近于心脏形
	心脏形或近于心脏形
	
	

	果实形状
	小坚果压扁状，长1.3-1.8厘米，宽1-1.2厘米
	小坚果压扁状，长1-1.3厘米，宽5-8毫米
	小坚果凸起，脉纹显著，长5-7毫米，宽4-5毫米
	小坚果嫩时被长柔毛，脉纹显著，长8毫米，宽5毫米
	小坚果卵圆形，微有毛，直径6毫米
	小坚果微扁平，长8毫米，宽5毫米，排列几成水平状
	小坚果微扁平
	小坚果近于球形，脉纹显著
	小坚果凸起，近于球形，直径1-1.3厘米，密被淡黄色疏柔毛
	小坚果凸起，长1-1.5厘米，宽8毫米


1.2.2 分子实验

1.2.2.1 DNA的提取

用改良的CTAB法提取DNA，即在加入4×CTAB缓冲液进行水浴之前，加入1mL洗脱缓冲液，充分混匀后置于冰上5min，不时上下颠倒，再加入3uL巯基乙醇，在4℃冷冻离心，12000rpm，15min，弃上清，重复洗脱一次。防止在DNA沉淀过程中多糖也被同时沉淀下来，造成对实验的干扰。这一改良步骤是提取到高质量植物DNA的关键。

1.2.2.2 PCR的扩增、检测与测序

采用ITS4、ITS5引物进行PCR扩增，引物由生工生物工程（上海）有限公司合成。扩增体系为30uL，10×PCR buffer(Mg2+free)3.0uL，dNTP(10mmoL)0.6uL,引物各0.5uL(10pmol/uL),3dH2O21.1uL。反应程序为95℃预变性5min，94℃变性30s，50℃退火30s，72℃1min，共35个循环；72℃延伸8min，4℃保存。扩增反应在ABI 2720 PCR（ABI，USA）仪上进行。PCR产物于1.5g/L琼脂糖凝胶电泳检测后使用ABI3730（ABI，USA）测序仪进行测序。

2．结果分析
2.1 形态学分析
从1.2.1的形态学分析可以看出生活在长白山地区十种槭树之间存在不同程度的区别，可能与系统发育和所生活的环境有关，通过以上形态学分析得出长白山地区槭树属植物检索表。

长白山地区槭树属植物检索表

1. 单叶，不分裂或分裂成裂片，全缘或边缘有各种锯齿。
2.
花两性或杂性，雄花与两性花同株或异株，生于有叶的小枝顶端。


3.  冬芽通常无柄，鳞片较多，通常覆瓦状排列；花序伞房状或圆锥状。

4.  翅果扁平抑或压扁状；叶的裂片全缘或浅波状，叶柄有乳汁。………………………

……………………………………………组1.桐状槭组 Sect. 1. Platanoidea Pax

5.  叶5—7裂，基部截形稀近于心脏形；小坚果压扁状，长1.3—1.8厘米，宽1—1.2厘米，翅和小坚果近于等长，张开成锐角或钝角（东北、华北）。………………………

…………………………………………………………1.元宝槭 A. truncatum Bunge

5.  叶常5裂，基部近于心脏形或截形；小坚果压扁状，长1—1.3厘米，宽5—8毫米，翅较小,坚果长2—3倍，张开成锐角或钝角（东北、华北和长江流域）。…

……………………………………………………………2.色木槭 A. mono Maxim.

4.  翅果凸起；叶的裂片的边缘锯齿状或细锯齿状，叶柄无乳汁。

6.  叶通常7—13裂，稀5裂；花序伞房状，每花序只有少数几朵花。……………………

…………………………………………………组2.鸡爪槭组 Sect. 2. Palmata Pax   

直径6—10厘米，常9—11裂，嫩时两面有白色绒毛；子房有白色疏柔毛，小枝无蜡质白粉（黑龙江、吉林、辽宁）。…………………………………………………………

……………………3.假色槭  A. pseudo-sieboldianum (Pax) Komarov
6.  叶3—7裂；花序伞房状、圆锥状或总状圆锥状，每花序有多数的花。 

7. 翅果较小，长2—3.5厘米；冬芽较小，长2—4毫米，通常有几个覆盖的鳞片。小坚果的基部常1侧较宽，另1侧较窄致成倾斜状。…………………………………

………………………………………………组3.茶条槭组 Sect. 3. Ginnala Nakai   

叶纸质，较大，长6—10厘米，宽4—6厘米，常3—5深裂，边缘有不整齐的钝尖锯齿；伞房花序长6厘米，无毛；翅果无毛，长2.5—3厘米，张开近于直立或成锐角（东北和华北各省）。……………………………4.茶条槭 A. ginnala Maxim.
7. 翅果较小，长2—3.5厘米；冬芽较小，长2—4毫米，通常有几个覆盖的鳞片。小坚果凸起成卵圆状、长卵圆形或近于球形，基部不倾斜。………………………

…………………………………………………组4.穗状槭组 Sect. 4. Spicata Pax

叶的外貌近于长圆形，长10—12厘米，宽7—9厘米，常5裂，稀7裂，裂片阔卵形，先端锐尖，边缘有粗锯齿，下面有浓密的淡黄色绒毛；翅果较小，长1.5—2厘米，张开成直角(东北三省)。…5.花楷槭 A. ukurunduense Trautv. et Mey.

3.  冬芽有柄，鳞片通常2对，镊合状排列；花序总状。………………………………………

…………………………………………………组5.大花槭组 Sect. 5. Macrantha Pax   

8.  叶较小，长圆卵形，宽6—8厘米，长约6—10厘米，5裂，裂片卵形，先端尾状锐

尖，裂片间的凹缺深而狭窄；翅果长2—2.5厘米，果梗长7毫米（吉林、辽宁）。………

…………………………………………………………6.小楷槭 A.komarovii Pojark.
8.  叶较大，圆形或卵形，宽7—9厘米，长10—12厘米，3—7裂，常5裂，边缘有细

重锯齿；翅果长2.5—3厘米，果梗长5毫米（黑龙江、吉林、辽宁）。……………………

……………………………………………………7. 青楷槭 A. tegmentosum Maxim.

2.  花单性，稀杂性，常生于小枝旁边（尖齿槭组Sect.Arguta Rchd.的雌花序由有叶的小枝顶端生出除外）。

叶冬季凋落，常分裂成裂片或边缘有锯齿；翅果常凸起，近于球形。

花4数，单性，雄花序由无叶的小枝旁边生出，雌花序由着叶的小枝顶端生出；冬芽细小，鳞片镊合状排列。………………………………组6. 尖齿槭组Sect.Arguta Rchd 
叶的外貌近于圆形或卵形，长5—8厘米，宽4—7厘米，先端尾状尖锐，常5深裂，裂片尖锐，边缘有钝锯齿，下面有白色长硬毛和短柔毛；翅果长3.5—4厘米。张开成钝角（黑龙江、吉林、辽宁）。………………8.簇毛槭 A. barbinerve Maxim.

1.  复叶（掌状或羽状），有3—7小叶。

羽状复叶，有3小叶…………………………组7.三小叶槭组 Sect. 7. Trifoliata pax 

9.  嫩枝、花序和小叶下面通常有毛；翅果有毛。

小枝紫色，嫩时有疏柔毛；小叶长圆卵形或长圆披针形，长7—9厘米，宽2.3—3.5厘米，下面有白粉，沿叶脉有疏柔毛，叶柄长5—7厘米，近于无毛；翅果长4—4.5 厘米，有淡黄色疏柔毛，张开成锐角或近于直角，翅宽1.6 厘米，果梗长1.5—2厘米，有疏柔毛（黑龙江、吉林、辽宁）。………………9.拧筋槭A. triflorum Kom.

9.  嫩枝、花序和小叶下面通常无毛；翅果无毛。

小叶披针形，长5—10厘米，宽1.5—3厘米，先端尖锐，边缘有钝锯齿，叶柄长4—7 厘米；每花序仅有几朵花；翅果紫褐色、长3—3.5厘米，张开成锐角或近于直角（黑龙江、吉林、辽宁）。………………………10.白牛槭 A.mandshuricum Maxim.
2.2分子系统树
根据分子系统树显示，在本实验中所使用的八个槭属物种中，元宝槭与色木槭的亲缘关系较近，白牛槭与拧筋槭的亲缘关系较近，同时这四个物种聚成了一个枝。小楷槭为东北地区已有的槭属物种中的基出类群，这说明了其为一个较为古老的物种，而簇毛槭、花楷槭和青楷槭次之。此外，通过对系统树枝长的分析发现，白牛槭的进化速率较快，而元宝槭与色木槭为一对最近才分化形成的物种。
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图1 根据ITS序列构建的最大似然树（maximum likelihood, ML）

3.讨论
3.1形态学分类结果
在长白山地区生活的十种槭树，即元宝槭、色木槭、 假色槭、茶条槭、花楷槭、小楷槭、青楷槭、簇毛槭、拧筋槭、白牛槭，在各种性状上具有不同程度的区别，其中间的分化在营养器官（如叶型和冬芽等）、生殖器官（如花序、花型和果实等）都能得到很充分的体现。

叶型,即单叶和复叶这一性状容易区分，辨别上述十种槭树十分可靠：单叶，元宝槭、色木槭、假色槭、茶条槭、花楷槭、小楷槭、青楷槭、簇毛槭；羽状复叶，拧筋槭、白牛槭。

对于花型，如单性、花两性或杂性，雄花与两性花同株或异株，可以对槭树加以区别，但需要进一步分析验证，才能得到准确的结果。通过对样本的认真辨别可以得出：元宝槭、色木槭、假色槭、茶条槭、花楷槭、小楷槭、青楷槭花两性或杂性，雄花与两性花同株或异株，且生于有叶的小枝顶端，而簇毛槭、拧筋槭、白牛槭花单性，稀杂性，常生于小枝旁边。

以冬季芽的特点为辨别标准并非十分准确，如元宝槭、色木槭、花楷槭冬芽通常无柄，鳞片较多，通常呈覆瓦状排列，为花序伞房状或圆锥状，小楷槭和青楷槭冬芽有柄，鳞片通常2对，镊合状排列，为花序总状，以此特征辨别不是十分明显。

同时通过形态学分析，我们认为以下物种形态学特征上较接近。首先，小楷槭和青楷槭在叶型、花型、冬芽、果实性状上很接近，只在叶的大小、叶片形状、果梗长度上略有区别：小楷槭叶较小，长圆卵形，5裂，裂片卵形，先端尾状锐尖，裂片间的凹缺深而狭窄，果梗长7毫米；而青楷槭叶较大，圆形或卵形，有3—7裂，但常5裂，边缘有细重锯齿，果梗长5毫米。其次，元宝槭和色木槭多数特征相似，只是元宝槭叶基部截形稀近于心脏形，翅和小坚果近于等长；色木槭的叶基部近于心脏形或截形，常心形，翅较小，坚果长2-3倍。此外，茶条槭、花楷槭都是叶3—7裂，每花序有多数的花。其中，茶条槭小坚果的基部常1侧较宽，另1侧较窄致成倾斜状，而花楷槭小坚果凸起成卵圆状、长卵圆形或近于球形，基部不倾斜。最后，拧筋槭与白牛槭都为羽状复叶，外观相似度高，但拧筋槭嫩枝、花序和小叶下面通常有毛，且翅果有毛；而白牛槭嫩枝、花序和小叶下面通常无毛，翅果也无毛。

3.2分子实验结果
从系统树结果看，元宝槭与色木槭、拧筋槭与白牛槭各自亲缘关系较近。传统植物分类学上，元宝槭与色木槭归属于桐状槭组，拧筋槭与白牛槭归属于三小叶槭组，在分类归属上与分子实验结果较为吻合。因此，分子实验结果为传统分类学上把元宝槭与色木槭叶基部心形或截形、翅与坚果比例大小，拧筋槭与白牛槭嫩枝、花序、小叶与翅果是否有毛作为各自重要的分类依据提供了支持。而从分子实验结果看，小楷槭与青楷槭亲缘关系较远，这与传统分类学上将小楷槭与青楷槭同归属于大花槭组的分类结果并不对应。从分子角度看，对小楷槭与青楷槭的分类归属仍有待考虑。
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