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摘　 要： 藜科植物 Ｇｒａｙｉａ ｓｐｉｎｏｓａ 是美国西部地区的特有种，多生长在干旱盐碱地，具有重要的生态价值。
该研究测定了采自美国西部犹他州 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 的 ｎｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列，与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已提交的 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 的所有

ＩＴＳ 序列以及 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 的四个近缘种作为外类群进行比较，分析了美国西部不同地区 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ 序列的

一级结构与其 ＲＮＡ 二级结构的变异规律。 结果表明：所有 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 样品的 ｎｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列长度在 ６１１ ～
６２３ ｂｐ 之间，ＧＣ 含量在 ６０．３５％ ～６１．０％之间，序列间共存在 ２２ 个变异位点，５ 个为简约信息位点。 各样品

间的遗传距离在 ０．００１ ８～ ０．００８ ９ 之间，不同样品间的遗传距离与地理距离的相关性不显著。 邻接法构建

的系统发育树显示所有 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 聚为一大支，与外类群形成明显分支。 此外，利用 ＲＮＡｆｏｌｄ 在线软件预测

了 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ 序列的 ＲＮＡ 二级结构，将 ８ 个 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 样品的 ＲＮＡ 二级结构根据构型差异大体上分为四

类，分别记为 ｔｙｐｅ Ａ， Ｂ， Ｃ 和 Ｄ 四类，主要变异出现在 ＩＴＳ１ 和 ＩＴＳ２ 区。 所不同的是在 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ 的一级

结构分析中 ＧＳＮＥ１ 与 ＧＳＷＡ８ 体现出更近的亲缘关系，但二者的 ＲＮＡ 二级结构差异明显，同时 ＧＳＮＥ２、
ＧＳＵＴ３、ＧＳＵＴ４、ＧＳＣＡ５、ＧＳＣＡ６、ＧＳＣＯ７ 在 ＩＴＳ 序列一级结构分析中也体现出较近的亲缘关系，但是他们的

ＲＮＡ 二级结构差异明显。 这可能与 ＩＴＳ 序列的 ＲＮＡ 二级结构在进化中体现出更大的保守性有关。
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　 　 藜科植物是被子植物的大科之一，是干旱、荒
漠生态环境中的主要植物类群，全球共有 １３０ 属，
约１ ５００种。 我国的藜科植物资源相当丰富，尤其

是在以干旱、盐碱土为主的西北部大面积生态脆

弱区，藜科植物成为其植被的最重要构成部分之

一，具有十分重要的生态维持与建设价值。 参考

中国植物志英文版发现，猪毛菜属、盐爪爪属、碱
蓬属等为我国西北地区的主要藜科植物，这些类

群大多为草本，植株低矮、叶片较小，花很小无观

赏性，生长于农田周围或城市绿化区域，而且多以

杂草对待。 Ｇｒａｙｉａ ｓｐｉｎｏｓａ 为藜科中少有的灌木，
植物体较大，寿命长，花被红色、大而鲜艳，不同于

大多数藜科植物，具有一定的观赏价值。 此外，
Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 耐干旱、盐碱及贫瘠的能力极强，是植被

恢复重建的极好材料，但仅分布于北美，美国西部

是它最重要的分布区。
近年来，随着分子标记技术的迅速发展，ＤＮＡ

序列分析被广泛应用于植物系统发育分析和遗传

多样性研究。 与此同时，由这些分子标记所揭示的

ＤＮＡ 等生物大分子的变异式样及特征成为了研究

了解一个物种的最为基本和重要的环节，并为进一

步的科学研究提供基础。 核 ＤＮＡ ＩＴＳ 序列是介于

１８Ｓ 至 ２６Ｓ 之间的非编码内转录间隔区，包含一个

５．８Ｓ 编码区，由于 ＩＴＳ 序列在进化过程中受到的选

择压力小且进化速率较快等特点，被广泛用于属及

种水平等较低分类阶元亲缘关系和系统进化研究

（Ｊａｅｈａｖ ＆ Ｓｈａｍａ， ２０１４；Ｌｉａｎｇ ＆ Ｗｕ， ２０１７；Ｇｕｏ ｅｔ
ａｌ， ２０１６）。 近年来，ＩＴＳ 序列也开始应用于种内系

统关系的研究和药用植物真伪品鉴定等方面（蒋玲

艳和郭志刚， ２００９； Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ， ２０１０； Ｋｈａｎ ｅｔ ａｌ，
２０１４）。 同时，ＩＴＳ 序列虽然在部分区域出现较高的

突变率，却可能会通过碱基补偿替换等方式抵消这

些位点的突变对二级结构的干扰，使得在进化过程

中其 ＲＮＡ 二级结构体现出更大的保守性。 因此，本
研究通过对美国西部不同地区 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 的 ＩＴＳ 序

列一级结构及其 ＲＮＡ 二级结构的分析，以期了解以

下问题：（１）不同 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 样品 ＩＴＳ 序列的变异规

律。 （２）Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ 一级结构与其 ＲＮＡ 二级结

构的变化是否一致？

１　 材料

鉴于该研究的主要目的是探讨 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 分布

范围内不同区域 ＩＴＳ 序列的变异样式，取样地点的

选择以涵盖其主要分布区为准，并且在每个地区尽

可能取 ２～３ 个不同地点的材料，凡 ＮＣＢＩ 已有记录

的样点不再另行采样而直接下载其序列的相关信

息（包括分布在科罗拉多、加利福尼亚、内华达、华
盛顿和犹他州等 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 主要分布区的所有

Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ 序列共 ７ 个样品）。 样品 ＧＳＵＴ４ 由朱

８１６ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



格麟教授采自犹他州一野外居群，叶片干燥后测

序。 另外，选择与 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 亲缘关系较近的 Ｇ．
ｂｒａｎｄｅｇｅｅｉ、Ｈｏｌｍｂｅｒｇｉａ ｔｗｅｅｄｉｉ、Ａｔｒｉｐｌｅｘ ｊｏａｑｕｉｎａｎａ 和

Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ｆｒｅｍｏｎｔｉｉ 为外类群，它们的来源、产地

和序列登录号见表 １。

表 １　 研究材料来源
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

样品
编号
Ｓａｍｐｌｅ
ｃｏｄｅ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

采样地点
Ｓａｍｐｌｉｎｇ
ｌｏｃａｔｉｏｎ

ＧｅｎＢａｎｋ
登录号
ＧｅｎＢａｎｋ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

作者
Ａｕｔｈｏｒ

ＧＳＮＥ１ Ｇｒａｙｉａ ｓｐｉｎｏｓａ Ｎｅｖａｄａ ＡＭ８４９２２４ Ｈｅｋｌａｕ Ｈ

ＧＳＮＥ２ Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ Ｎｅｖａｄａ ＨＭ００５８４４ Ｚａｃｈａｒｉａｓ ＥＨ

ＧＳＵＴ３ Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ Ｕｔａｈ ＨＭ００５８４３ Ｚａｃｈａｒｉａｓ ＥＨ

ＧＳＵＴ４ Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ Ｕｔａｈ ＭＧ５８４４５５ Ｓｕ， Ｘ

ＧＳＣＡ５ Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ ＨＥ５７７３５６ Ｆｕｅｎｔｅｓ Ｓ

ＧＳＣＡ６ Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ ＨＭ５８７５７２ Ｋａｄｅｒｅｉｔ Ｇ

ＧＳＣＯ７ Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ Ｃｏｌｏｒａｄｏ ＨＭ５８７５７１ Ｋａｄｅｒｅｉｔ Ｇ

ＧＳＷＡ８ Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ ＡＭ８４９２２５ Ｈｅｋｌａｕ Ｈ

ＧＢＣＯ９ Ｇ． ｂｒａｎｄｅｇｅｅｉ Ｃｏｌｏｒａｄｏ ＨＭ５８７５７０ Ｋａｄｅｒｅｉｔ Ｇ

ＨＴＵ１０ Ｈｏｌｍｂｅｒｇｉａ ｔｗｅｅｄｉｉ ＵＳＡ ＨＭ００５８４１ Ｚａｃｈａｒｉａｓ ＥＨ

ＨＴＵ１１ Ａｔｒｉｐｌｅｘ ｊｏａｑｕｉｎａｎａ ＵＳＡ ＨＭ００５８５２ Ｚａｃｈａｒｉａｓ ＥＨ

ＣＦＣＡ１２ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ
ｆｒｅｍｏｎｔｉｉ

Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ ＨＥ５７７４０８ Ｆｕｅｎｔｅｓ Ｓ

　 注： 以下分析均用样品编号代替各样品（编号中的四个字母
分别代表属名的首字母，种名的首字母，采样地点地名的前两
个字母，其中 Ｈｏｌｍｂｅｒｇｉａ ｔｗｅｅｄｉｉ 与 Ａｔｒｉｐｌｅｘ ｊｏａｑｕｉｎａｎａ 由于作者
未提交具体地名，用“Ｕ”表示 ＵＳＡ）。 下同。
　 Ｎｏｔｅ： Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｌｌ ｕｓｅ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｄｅ ｉｎｓｔｅａｄ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ
（Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｆｏｕｒ ｌｅｔｔｅｒｓ ｗｈｉｃｈ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｒｉｃ ｎａｍｅ，
ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｗｏ ｌｅｔｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎ ｎａｍｅ， ａｓ ｔｈｅ
ａｕｔｈｏｒ ｄｉｄ ｎｏｔ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｏｌｍｂｅｒｇｉａ ｔｗｅｅｄｉｉ ａｎｄ
Ａｔｒｉｐｌｅｘ ｊｏａｑｕｉｎａｎａ ， “Ｕ” ｍｅａｎｓ ＵＳＡ） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

２　 方法

２．１ 基因组 ＤＮＡ 的提取

对采自犹他州的 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 样品用变色硅胶干

燥储 藏， 带 回 实 验 室 后 采 用 改 良 的 ＣＴＡＢ 法

（Ｄｏｙｌｅ，１９８７）提取基因组总 ＤＮＡ。
２．２ ＩＴＳ 序列的 ＰＣＲ 扩增

采用 ＩＴＳ 通用引物，即 ＩＴＳ１（５′ＡＧＡ ＡＧＴ ＣＧＴ

ＡＡＣ ＡＡＧ ＧＴＴ ＴＣＣ ＧＴＡ ＧＣ ３′） 和 ＩＴＳ４ （ ５′ ＴＣＣ
ＴＣＣ ＧＣＴ ＴＡＴ ＴＧＡ ＴＡＴ ＧＣ ３′）。 ＰＣＲ 反应总体系

为 ２０ μＬ，其中 ＰＣＲ Ｍｉｘ（宝生物公司）１０ μＬ，上下

游引物 （ ２０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１ ） 及 ＤＮＡ 模板各 １μＬ，加

ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０ μＬ 。 扩增程序：（１） ７０ ℃ 预变性 ４
ｍｉｎ；（２）９４ ℃变性 １ ｍｉｎ，退火温度 ５２ ℃，退火 １
ｍｉｎ；（３）７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，循环 ３５ 次；（４）保持 ７２
℃ ４ ｍｉｎ；（５）４ ℃保存 ＰＣＲ 产物。
２．３ ＰＣＲ 产物检测与测序

ＰＣＲ 产物在经过琼脂糖凝胶电泳、ＥＢ（溴化

乙锭）染色、在紫外灯检测后，送苏州金唯智公司

进行测序（为双向测序，结果进行互相验证）。
２．４ 数据处理

利用 ＮＣＢＩ 中的 Ｂｌａｓｔ 进行序列比对，并选择

与 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 亲缘关系近的四个种作为外类群。
用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件包中的 ＥｄｉｔＳｅｑ 计算 ＩＴＳ 序列长度

与 ＧＣ 含量，用 ＤＮＡｍａｎ 计算遗传距离，Ｒ 软件包

ｖｅｇａｎ 做 Ｍａｎｔｅｌ 检验。 用 Ｍａｇｅ６．０ 计算变异位点、
简约信息位点并用邻接法构建系统发育树（利用

１ ０００次重复的自展分析检验各分支的置信度）。
利用 ＲＮＡｆｏｌｄ （ ＲＮＡ 二 级 结 构 在 线 预 测 软 件，
ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｎａ． ｔｂｉ． ｕｎｉｖｉｅ． ａｃ． ａｔ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ＲＮＡｆｏｌｄ． ｃｇｉ） 预

测 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 的 ＩＴＳ 序列的 ＲＮＡ 二级结构，该软件

采用最小自由能原理，参数设为默认值。

３　 结果与分析

３．１ ＰＣＲ 产物电泳结果

利用 １．５％的琼脂糖电泳检测 ＰＣＲ 产物，结果

见图 １。 ＩＴＳ 序列条带清晰，与 ＤＬ２０００ ｂｐ 的 ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 比对后长度在 ５００ ～ ７５０ ｂｐ，符合 ＩＴＳ 序列

的长度范围。
３．２ 不同样品 ＩＴＳ 序列比较

对 ８ 个 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 样 品 进 行 比 较 发 现， 除

ＧＳＣＡ６ 的 ＩＴＳ 序列不完整（５７５ ｂｐ）外，其余来自

不同地区的 ７ 个 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 样品 ＩＴＳ 区（包括 ＩＴＳ１、
５．８Ｓ 和 ＩＴＳ２ 序列）长度范围为 ６１１ ～ ６２３ ｂｐ，长度

变化 １２ ｂｐ。 其中各样品 ＩＴＳ１ 区长度除 ＧＳＮＥ１ 为

２２３ ｂｐ 外其他均为 ２２２ ｂｐ，长度变化不大。 多数

样品 ５．８Ｓ 区的长度为 １６４ ｂｐ， 仅 ＧＳＷＡ８ 出现了 ３

９１６５ 期 成彩霞等： 美国西部不同地区 Ｇｒａｙｉａ ｓｐｉｎｏｓａ 核 ＤＮＡ ＩＴＳ 序列分析



图 １　 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ 序列 ＰＣＲ 结果
Ｆｉｇ． １　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

个碱基的缺失。 美国西部不同地区 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ２
区的变化范围在 ２２５ ～ ２３７ ｂｐ 之间，但 ＧＳＣＡ６ 的

ＩＴＳ２ 区长度仅为 １８９ ｂｐ。 ＩＴＳ 序列的 ＧＣ 含量为

６０．３５％ ～ ６１． ０％，ＩＴＳ１ 与 ＩＴＳ２ 的 ＧＣ 量相近且较

５．８Ｓ 高（表 ２）。 ＩＴＳ 区全序列排列后长度为 ６２３
ｂｐ，共 ２２ 个变异位点，５ 个简约信息位点，其中

ＩＴＳ１ 区含 ５ 个变异位点，位点 ７９、１０３、１１３ 为简约

信息位点，位点 ８８ 为碱基 Ｇ 颠换为碱基 Ｔ， 且包

含有一个简并碱基， 位点 １１１ 为碱基 Ｃ 转换为碱

基 Ｔ。 ５．８Ｓ 区含 ３ 个变异位点，无简约信息位点，
其中位点 ２２３、２４８ 为碱基 Ｃ 转换为 Ｔ， 位点 ２６６
为碱基 Ｇ 转换为碱基 Ｃ。 ＩＴＳ２ 区有 １４ 个变异位

点，其中除位点 ４２５、６１６ 为简约信息位点外，其余

均为变异位点，其中位点 ５６３、５９０、６０１、６１４、６１５
为碱基 Ｇ－Ｃ 之间的转换，位点 ６１３ 为碱基 Ｔ 颠换

为碱基 Ｇ，４４８ 为碱基 Ｃ 颠换为碱基 Ｔ，位点 ６００
出现了碱基 Ｇ－Ｃ 间的转换以及碱基 Ｇ－Ｔ 间的颠

换。 位点 ５４２、６２２ 为碱基 Ｇ －Ａ 间的颠换，位点

６１７ 为碱基 Ａ 颠换为碱基 Ｃ，位点 ６２１ 为碱基 Ｃ 颠

换为碱基 Ａ。 表 ３ 结果表明，各样品间的长度变化

主要出现在 ＩＴＳ２ 区。 ＧＣ 含量 ＩＴＳ２ 区较高，ＩＴＳ１
区次之，５． ８Ｓ 区较低。 此外，简约信息位点 ＩＴＳ１

区较 ＩＴＳ２ 区多一个，而就变异位点而言，ＩＴＳ２ 区

变异位点较 ＩＴＳ１ 区多，５．８Ｓ 区除个别样品可能存

在有变异位点外，其他位点均未出现变异。 因此，
ＩＴＳ 序列的主要变异也出现在 ＩＴＳ２ 区。 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ
的 ＩＴＳ 序列碱基的主要变化是碱基的缺失，碱基的

转换主要出现在 Ｇ－Ｃ 间，碱基的颠换主要出现在

Ｇ－Ｔ 间，而与分布区间并没有表现出相关联系。
整个 ＩＴＳ 区变异位点与简约信息位点分别占总位

点的 ３．５３％和 ０．８０％。
３．３ 样品间遗传距离分析

Ｇ．ｓｐｉｎｏｓａ 各样品间的遗传距离在 ０．０ ０１８ ～
０．００８ ９之 间 （ 表 ４ ）， 其 中 ＧＳＮＥ１ 与 ＧＳＷＡ８、
ＧＳＮＥ２ 与 ＧＳＵＴ４、 ＧＳＵＴ３ 与 ＧＳＵＴ４、 ＧＳＵＴ４ 与

ＧＳＣＡ５、ＧＳＵＴ４ 与 ＧＳＣＡ６ 间的遗传距离最小均为

０．００１ ８。 ＧＳＣＯ７ 与 ＧＳＷＡ８ 间的遗传距离最大，
为 ０．００８ ９。 外类群与 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 各样品间的遗传

距离均较 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 各样品间的遗传距离大，在
０．０１０ ７ ～ ０．０８１ ５之间。 ＧＳＮＥ１ 与 ＧＢＣＯ９ 间的遗

传距离相对较小，为０．０１０ ７，ＧＳＷＡ８ 与 ＣＦＣＡ１２
间的遗传距离最大为 ０．０８１ ５。 对不同产地 Ｇ． ｓｐｉ⁃
ｎｏｓａ 地理距离和遗传距离的 Ｍａｎｔｅｌ 检验表明，来
自不同地区 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 各样品间的遗传距离与地

理距离的相关性不显著（Ｒ２ ＝ ０．３２５，Ｐ ＝ ０．３５９）。
３．４ 系统发育树分析

邻接法构建的系统发育树见图 ２，各分支的支

持率均达到 ５０ 以上。 ８ 个 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 样品聚为一

支，支持率为 ９３，并与同属的 ＧＢＣＯ９ 为姊妹群关

系。 其中，ＧＳＵＴ３，ＧＳＵＴ４，ＧＳＣＡ５，ＧＳＣＡ６，ＧＳＣＯ７
与 ＧＳＮＥ２ 聚为一支，ＧＳＮＥ１ 与 ＧＳＷＡ８ 聚为一支，
但均分布于内华达地区的 ＧＳＮＥ１ 与 ＧＳＮＥ２ 却分

属于这两支。 由此可见，分布在同一地区的 Ｇ． ｓｐｉ⁃
ｎｏｓａ 并未表现出更近的亲缘关系。

由于 ＧＳＣＡ６ 未提交完整 ＩＴＳ２ 序列，且 ＧＳＣＯ７
与 ＧＳＷＡ８（ＧＳＣＯ７ 和 ＧＳＷＡ８ 的 ５．８Ｓ 区出现了碱

基的缺失与转换）可能存在假基因，因此我们仅以

ＩＴＳ１ 区序列重新构建了邻接树（图 ３）。 结果与基

于 ＩＴＳ 全序列构建的邻接树的分支结构相同，不同

仅表现在支持率较低、分支长度较短。
３．５ ＩＴＳ 序列 ＲＮＡ 二级结构预测

利用在线软件ＲＮＡｆｏｌｄ对美国西部不同分布

０２６ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



表 ２　 各样品 ＩＴＳ 序列长度和 ＧＣ 含量
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｄｅ

ＩＴＳ

长度
Ｌｅｎｇｔｈ （ｂｐ）

ＧＣ
（％）

ＩＴＳ１

长度
Ｌｅｎｇｔｈ （ｂｐ）

ＧＣ
（％）

５．８Ｓ

长度
Ｌｅｎｇｔｈ （ｂｐ）

ＧＣ
（％）

ＩＴＳ２

长度
Ｌｅｎｇｔｈ （ｂｐ）

ＧＣ
（％）

ＧＳＮＥ１ ６２３ ６０．５１ ２２３ ６２．２３ １６４ ５４．２７ ２３６ ６３．１４

ＧＳＮＥ２ ６２２ ６０．９４ ２２２ ６２．１６ １６４ ５４．２７ ２３６ ６３．９８

ＧＳＵＴ３ ６２２ ６０．９４ ２２２ ６２．１６ １６４ ５４．２７ ２３６ ６３．９８

ＧＳＵＴ４ ６２２ ６１．３５ ２２２ ６３．９６ １６４ ５４．２７ ２３５ ６３．８３

ＧＳＣＡ５ ６２２ ６１．００ ２２２ ６３．５１ １６４ ５４．２７ ２２５ ６３．１１

ＧＳＣＡ６ ６２２ ６０．８７ ２２２ ６３．５１ １６４ ５４．２７ １８９ ６３．４９

ＧＳＣＯ７ ６２２ ６０．８９ ２２２ ６３．５１ １６４ ５３．０５ ２２５ ６３．５６

ＧＳＷＡ８ ６２２ ６０．５８ ２２２ ６２．６１ １６１ ５３．４２ ２３６ ６３．５６

ＧＢＣＯ９ ６２２ ６１．０５ ２２２ ６３．９６ １６４ ５４．８８ ２２５ ６２．６７

ＨＴＵ１０ ６２２ ６０．３９ ２２２ ６２．６１ １６４ ５４．８８ ２３５ ６２．１２

ＨＴＵ１１ ６２２ ６１．９６ ２２２ ６３．９３ １６４ ５４．８８ ２３７ ６４．９８

ＣＦＣＡ１２ ６２２ ５６．７０ ２２２ ５５．８６ １６４ ５４．８８ ２２６ ５８．８５

表 ３　 不同地区 ８ 个 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 样品的 ＩＴＳ 序列变异位点
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｖａｒｉａｎｔ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ
ｃｏｄｅ

ＩＴＳ１

７９ ８８ １０３ １１１ １１３

５．８Ｓ

２２３ ２４８ ２６６

ＩＴＳ２

４２５ ４４８ ５４２ ５６３ ５９０ ６００ ６０１ ６１３ ６１４ ６１５ ６１６ ６１７ ６２１ ６２２

ＧＳＮＥ１ Ａ Ｒ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ

ＧＳＮＥ２ Ｒ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ａ

ＧＳＵＴ３ Ｒ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｍ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ａ

ＧＳＵＴ４ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｇ

ＧＳＣＡ５ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｍ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ － － － － － －

ＧＳＣＡ６ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ － － － － － － － － － －

ＧＳＣＯ７ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ － － － － － － －

ＧＳＷＡ８ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ａ

　 注： “－”表示碱基缺失。
　 Ｎｏｔｅ： “－” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｍｉｓｓｉｎｇ ｂａｓｅ．

区 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ 的 ＲＮＡ 二级结构进行了预测（图
４）。 ＩＴＳ１ 区与 ＩＴＳ２ 区均含有封闭的环状结构，８
个 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ 序列的 ＲＮＡ 二级结构依它们的

相似状况大体上可以分为四类，分别记为 ｔｙｐｅ Ａ，
Ｂ， Ｃ 和 Ｄ。 ＧＳＮＥ１、ＧＳＮＥ２ 与 ＧＳＵＴ３ 三者的 ＲＮＡ
二级结构的构象相似记为 ｔｙｐｅ Ａ。

ＲＮＡ 二级结构构象相似的 ＧＳＵＴ４ 和 ＧＳＣＡ６
记为 ｔｙｐｅ Ｂ，他们在 ５．８Ｓ 区与 ＩＴＳ２ 区均出现了差

异，且 ＧＳＣＡ６ 的最小自由能更低，推测与 ＧＳＣＡ６
ＩＴＳ 序列的缺失有关。 ＧＳＣＡ５ 与 ＧＳＷＡ８（ ｔｙｐｅ Ｃ）
的构 象 相 似， 主 要 差 异 出 现 在 ＩＴＳ１ 区， 由

于ＧＳＷＡ８的最小自由能较ＧＳＣＡ５的高，因此推测
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表 ４　 来自不同地区各样品间的遗传距离
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ

ＧＳＮＥ１ ＧＳＮＥ２ ＧＳＵＴ３ ＧＳＵＴ４ ＧＳＣＡ５ ＧＳＣＡ６ ＧＳＣＯ７ ＧＳＷＡ８ ＧＢＣＯ９ ＨＴＵ１０ ＨＴＵ１１ ＣＦＣＡ１２

ＧＳＮＥ１

ＧＳＮＥ２ ０．００５ ３

ＧＳＵＴ３ ０．００５ ３ ０．００３ ６

ＧＳＵＴ４ ０．００３ ６ ０．００１ ８ ０．００１ ８

ＧＳＣＡ５ ０．００５ ３ ０．００３ ６ ０．００３ ６ ０．００１ ８

ＧＳＣＡ６ ０．００５ ３ ０．００３ ６ ０．００３ ６ ０．００１ ８ ０．００３ ６

ＧＳＣＯ７ ０．００７ １ ０．００５ ３ ０．００５ ３ ０．００３ ６ ０．００５ ３ ０．００５ ３

ＧＳＷＡ８ ０．００１ ８ ０．００７ １ ０．００７ １ ０．００５ ３ ０．００７ １ ０．００７ １ ０．００８ ９

ＧＢＣＯ９ ０．０１０ ７ ０．０１２ ６ ０．０１２ ６ ０．０１０ ８ ０．０１２ ６ ０．０１２ ６ ０．０１４ ４ ０．０１２ ６

ＨＴＵ １０ ０．０３６ ６ ０．０３８ ５ ０．０３８ ５ ０．０３６ ６ ０．０３８ ５ ０．０３８ ５ ０．０４０ ３ ０．０３８ ５ ０．０３２ ８

ＨＴＵ １１ ０．０３８ ５ ０．０３６ ６ ０．０４０ ４ ０．０３８ ５ ０．０４０ ４ ０．０４０ ４ ０．０４２ ２ ０．０４０ ４ ０．０３２ ８ ０．０５７ ７

ＣＦＣＡ１２ ０．０７９ ４ ０．０７３ ５ ０．０７７ ５ ０．０７５ ５ ０．０７７ ６ ０．０７７ ４ ０．０７９ ４ ０．０８１ ５ ０．０７５ ７ ０．０８３ ８ ０．０８６ ４

图 ２　 基于 ＩＴＳ 序列分析构建的系统树
Ｆｉｇ． ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＧＳＣＡ５ 较 ＧＳＷＡ８ 的 ＲＮＡ 二级结构稳定。 ＧＳＣＯ７
（ｔｙｐｅ Ｄ）在 ＩＴＳ１ 区出现了两个封闭的环，其 ＲＮＡ
二级结构均不同于以上三类构象，在 ＩＴＳ１ 区出现了

两个封闭的环。 总体而言，Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ 序列 ＲＮＡ
二级结构在 ＩＴＳ１，ＩＴＳ２ 区以及 ５．８Ｓ 区均出现了差

异。 虽然 ８ 个 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ 样品彼此间 ＲＮＡ 二级

结构的相似性状况与一级结构的并不相同，但同样

与其地理分布区间没有体现出一定的相关性。

图 ３　 基于 ＩＴＳ１ 序列分析构建的系统树
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＴＳ１ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

４　 讨论

ＩＴＳ 序列是近年来用于探讨植物近缘属间、种
间系统关系和种内变异的重要分子标记。 被子植

物的 ＩＴＳ 区长度比较稳定，包括 ５．８Ｓ ｒＤＮＡ 在内，
总长度为 ６００ ～ ７００ ｂｐ。 该研究序列分析结果显

示，８ 个 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ 序列的长度仅 ＧＳＮＥ１ 为 ６２３

２２６ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



注： １， ２， ３． 类型 Ａ， 编号分别为 ＧＳＮＥ１， ＧＳＮＥ２， ＧＳＵＴ３， 最小自由能分别为－２７３．１０、－２７２．２０ 和－２７１．２０ ｋｃａｌ·ｍｏｌ ⁃１； ４， ６． 类型 Ｂ， 编号分别为
ＧＳＵＴ４ 和 ＧＳＣＡ６， 最小自由能分别为－２７７．７０ 和－２５３．８０ ｋｃａｌ·ｍｏｌ ⁃１； ５， ８． 类型 Ｃ， 编号分别为 ＧＳＣＡ５ 和 ＧＳＷＡ８， 最小自由能分别

为－２７１．８０ 和－２７９．４０ ｋｃａｌ·ｍｏｌ ⁃１； ７． 类型 Ｄ， 编号为 ＧＳＣＯ７， 最小自由能为－２７１．９０ ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１。
Ｎｏｔｅ： １，２，３． Ｔｙｐｅ Ａ，ｃｏｄｅｓ ａｒｅ ＧＳＮＥ１， ＧＳＮＥ２， ＧＳＵＴ３， ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ａｒｅ －２７３．１０，－２７２．２０ ａｎｄ －２７１．２０ ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ４， ６． Ｔｙｐｅ Ｂ，

ｃｏｄｅｓ ａｒｅ ＧＳＵＴ４ ａｎｄ ＧＳＣＡ６， ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ａｒｅ －２７７．７０ ａｎｄ －２５３．８０ ｋｃａｌ·ｍｏｌ⁃１ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ５， ８． Ｔｙｐｅ Ｃ，ｃｏｄｅｓ ａｒｅ ＧＳＣＡ５ ａｎｄ ＧＳＷＡ８，
ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ａｒｅ －２７１．８０ ａｎｄ －２７９．４０ ｋｃａｌ·ｍｏｌ⁃１ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ７． Ｔｙｐｅ Ｄ，ｃｏｄｅ ｉｓ ＧＳＣＯ７， ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ｉｓ －２７１．９０ ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１ ．

图 ４　 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ 序列 ＲＮＡ 二级结构图
Ｆｉｇ． ４　 ＲＮＡ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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ｂｐ，其余均为 ６２２ ｂｐ，符合被子植物 ＩＴＳ 序列长度

的变化范围。 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ１ 区序列长度保守，除
ＧＳＮＥ１ 为 ２２３ ｂｐ 外，其余均为 ２２２ ｂｐ，ＩＴＳ 序列长

度的主要变化出现在 ＩＴＳ２ 区，多数样品 ５．８Ｓ 区长

度为 １６４ ｂｐ， 但 是 ＧＳＷＡ８ 为 １６１ ｂｐ。 Ｂａｌｄｗｉｎ
（１９９２）最早对被子植物 ＩＴＳ 序列假基因的研究表

明：被子植物 ５．８ Ｓ 序列一般长度都在 １６３ ～ １６４ ｂｐ
之间，若出现了插入或缺失就有可能形成假基因

（人们把含有不具编码功能 ５．８Ｓ 区 ＩＴＳ 序列定义

为 ＩＴＳ 假基因）。 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ ＩＴＳ 序列包括 ２２ 个变

异位点，说明 ＩＴＳ 序列在 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 系统发育关系

分析中能够提供足够的证据。 ５．８Ｓ 区最为保守，
无简约信息位点，变异位点少。 从 ＩＴＳ 序列的变异

位点来看， Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 共有 ２２ 个变异位点，这些变

异位点主要存在于 ＩＴＳ２ 区，包含 １４ 个变异位点，
占总变异位点数的 ６３．６３％，ＩＴＳ１ 区仅有 ５ 个变异

位点，５．８Ｓ 区最为保守，含 ３ 个变异位点，无简约

信息位点，因此仅以 ＩＴＳ１ 区构建系统发育树并不

能提供足够信息量。 屈良鹄和陈月琴（１９９９）通过

对不同生物类群的 ＩＴＳ 序列的比较得出：被子植物

大多数科属 ＩＴＳ 序列的种间差异值为 １． ２％ ～
１０．２％，曾明等（２００３）和车建等（２００７）在利用 ＩＴＳ
序列分别对葛根和西红花正伪品的鉴定中均认为

ＩＴＳ 序列种内差异值小于 １％。 该研究测得 ５ 个地

区的 ８ 个 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 样品在 ＩＴＳ 区的碱基差异为

３．５３ ％，表现出较大的遗传分化。 同样，在对同一

地区的 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 样品系统发育分析中得出分布

在内华达的 ＧＳＮＥ１ 与 ＧＳＮＥ２、犹他州的 ＧＳＵＴ３ 与

ＧＳＵＴ４ 以 及 分 布 在 加 利 福 利 亚 的 ＧＳＣＡ５ 与

ＧＳＣＡ６，相互间的遗传距离除 ＧＳＵＴ３ 与 ＧＳＵＴ４
外，其余并非最小，采用邻接法构建的系统发育

树，显示出同一地区的 ＧＳＮＥ１ 与 ＧＳＮＥ２ 也未聚在

一起。 这与地理距离与遗传距离 Ｍａｎｔｅｌ 检验的结

果相吻合。
由于 ＲＮＡ 二级结构比一级结构更具保守性，

因此可以通过二级结构反映一级结构所反映不出

的生物信息。 该研究对 ８ 个 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 样品的 ＩＴＳ
序列 ＲＮＡ 二级结构进行了比较，发现主要差异出

现在 ＩＴＳ１ 区和 ＩＴＳ２ 区，这与 ＩＴＳ 序列一级结构分

析中其主要的变异位于 ＩＴＳ１ 区和 ＩＴＳ２ 区的结论

相一致。 但是，有研究表明多数真核生物中 ＩＴＳ１
区的 ＲＮＡ 二级结构具有较高保守性 （Ｍｕｓｔｅｒｓ ｅｔ
ａｌ，１９９０），并且 ３′端无论是在 ＩＴＳ 序列一级结构还

是其 ＲＮＡ 二级结构中都比 ５′端更保守。 而在我

们的研究中对 ８ 个 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 样品的 ＩＴＳ 序列 ＲＮＡ
二级结构的比较中发现仅 ＧＳＵＴ４ 与 ＧＳＣＡ６ 的

ＩＴＳ２ 区的 ＲＮＡ 二级结构与其他 ６ 个样品较大的

不同，较 ＩＴＳ１ 区 ＲＮＡ 二级结构更为保守，这与

ＩＴＳ２ 区在进化中所受的选择压力较高有关。 该研

究对 ＩＴＳ 序列一级结构与其 ＲＮＡ 二级结构的分析

还发现，在 ＩＴＳ 序列一级结构系统发育分析中

ＧＳＮＥ１ 与 ＧＳＷＡ８ 体现出更近的亲缘关系，但是二

者的 ＲＮＡ 二级结构差异明显，分属于 ２ 个不同的

类 型 中， 同 时 ＧＳＮＥ２， ＧＳＵＴ３， ＧＳＵＴ４， ＧＳＣＡ５，
ＧＳＣＡ６，ＧＳＣＯ７ 在 ＩＴＳ 序列一级结构分析中也体现

了较近的亲缘关系，但是在它们的 ＲＮＡ 二级结构

分析中发现，ＧＳＮＥ２ 却与在一级结构分析中处在

另一分支上的 ＧＳＮＥ１ 的 ＲＮＡ 二级结构基本一致，
相似的情况也出现在 ＧＳＷＡ８ 与 ＧＳＣＡ５ 之间。 研

究发现突变位点若位于茎区，则有可能使二级结

构改变， 若突变发生在环上或自由基则对二级结

构的影响不大，这可能与环状结构与维持 ＲＮＡ 的

功能有关。 比较该研究中 ８ 个 Ｇ． ｓｐｉｎｏｓａ 样品 ＩＴＳ
一级结构的突变位点仅 ＩＴＳ１ 区的位点 ８８、１０３、
１１１，ＩＴＳ２ 区的位点 ６２１、６２２ 位于茎区，其余均位

于环上，则对其二级结构的影响不大。 总之，Ｇ．
ｓｐｉｎｏｓａ 样品 ＩＴＳ 一级结构与其 ＲＮＡ 二级结构的变

化并未表现出完美的一一对应关系，ＲＮＡ 二级结

构体现出了更高的保守性。
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