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中国不同地区杜仲rDNA的ITS序列分析
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摘 要：运用克隆测序法，对分布于中国不同地区的杜仲(Eucommia ulmoides)的核糖体DNA

的ITS区(包括ITS—l，5．8S和ITS一2)进行测定。结果表明，杜仲植物的ITS区序列总长度为
587—589 bp，长度变异仅为2 bp，其中ITS—l区为218～219 bp，在ITS-2区为205～206 bp，5．8S
rDNA均为164 bp，且高度保守，无变异位点。采用DNASrrAR软件进行系统发育分析表明，来

自不同地区的杜仲样品同源性均在96．9％以上。根据ITS序列特征构建的系统树，来自同一

地区的样品并不一定处于同一分组，而来自不同地区的样品也可能属于同一分组；另外它们的

聚类结果与其根据叶型分类的情况也不一致。因而认为只有把杜仲的遗传变异与其它方面的

证据和特征相结合，进行深入的研究，才能最终确定它们的合理的系统发育关系。
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from Different Geographical Origin in China
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Abstract：The sequence of the ITS(including ITS一1，5．8S rDNA and ITS-2)of nuclear ribosomal DNA from 15

species of Eucommia ulmoides from different areas of China were determined．The results showed that the size of tIle

ITS of E．ulmoides was from 587 to 589 bp(ITS-1 from 218 to 219 bp，ITS-2 is from 205 to 206 bp)，and the

length variation was only 2 bp．The length of 5．8S rDNA was 164 bp．It龟very conservative in these species and

they had no variable site．On the basis of phylogenefic analysis of nucleotide sequences，the identity of E．ulmoides

from different areas was above 96．9％．Phylogram tree based on ITS sequence data indicated that the samples from

same region was
not always clustered，and the samples from different regions may be in same section．This is not

corresponding to the result that determined by the shape of leaf．Therefore，the rational phylogenetic relationship

could be determined through associated these ITS data with other evidence．
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杜仲(Eucommia ulmoides)雌雄异株，属落叶乔

木，是杜仲科杜仲属仅存的孑遗植物，为我国特有的

珍稀濒危第二类保护植物，是贵重的中药材和工业

橡胶原料树种，主要分布于秦岭以南的山地。杜仲

不仅具有很高的经济价值，而且对于研究被子植物

系统演化以及中国植物区系的起源等诸多方面具有

极为重要的科学价值。

近年来，随着分子生物学技术的迅速发展，分子

生物学技术如RAPD，RFLP，CAPS，SSLPs，SNPs等

技术为分子系统学的研究提供了可靠的分子标记资

料，其中核糖体DNA(即nr DNA)ITS区(包括ITS·

1，5．8S和ITS．2)序列已被广泛的用于植物属内、
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近缘属问等的系统发育分析¨咱J。而对于杜仲，以

往研究大都以树皮特征、叶片、枝条变异和果实类型

等形态特征的差异来划分类型，而从遗传本质对杜

仲进行在分类学鉴定及真伪品的鉴别等方面的研

究，除了陈月琴等对杜仲原植物25S rDNA 5’端序

列进行测定¨J，并根据序列中的核苷酸的变化为中

药杜仲真伪品的鉴定提供了分子水平的资料外，其

他分子鉴定方面的研究尚未见报道。在本研究中，

测定了15个来自不同地区杜仲品系的r DNA ITS区

序列，并对其差异性进行了分析，旨在对分布于我国

不同地区杜仲的分类鉴别提供分子生物学依据。

1 材料与方法

1．1材料来源

15个样品均经引种栽培于西北农林科技大学

树木园(表1)。采集单株植物幼嫩叶片，立即放人

液氮罐，带回实验室后置于-70。C冰箱中保存待用。

表1材料来源及其特征

Table 1 The origin of materials and their information

试样 G1 c2 G3 1,9 I。11 123 127 133 L41 L45

产地 四川 四川 四川 陕西 陕嘎 陕西 陕西 陕四 陕西 陕西

叶捌 E 0 0 0 E 0 0 0 E E

树皮类删 光皮 光皮 光皮 光皮 光皮 粗皮 光皮 光皮 光皮 粗皮

L49 Q9 xll x18 Y2

陕西 贵州 湖南 湖南 杨凌

E 0 E 0 O

光皮 光皮 光皮 光皮 光皮

注：11f‘，鞋IfI Ic代农椭圆型，0代表卵型

1．2 DNA提取

总DNA的提取采用改进的CTAB法。取2—3

片保存的叶片于研钵中，加液氮研成粉，分装于1．5

mL eppendorf管中，加入65℃预热的CTAB提取液1

mL，摇匀，置60℃水浴2—3 h，其间上下颠倒几次，

离心l 5 rain，取上清液，加入等体积的酚一氯仿-异戊

醇(25：24：I)混匀，离心10 rain，取上清液，再用等体

积的氯仿．异戊醇(24：1)抽提1次，离心10 min，取

上清液，加入2～2．5倍无水乙醇，一20。C过夜沉淀

DNA，70％乙醇洗2次，37℃烘干，加入30¨L含

RNase的TE溶解DNA，37℃水浴消化RNA。

1．3引物设计

扩增引物是根据被子植物18S rDNA3端和25S

rDNA5端设计的通用引物。它们分别为上游引物

ITSl(GTC GTA ACA AGG TGA ACC TG)和下游引

物ITS2(ATA CGA』哪TAA GTC GCC CAT CA)。
1．4核糖体DNA ITS片段扩增及PCR产物纯化

50斗L反应体系中含5“L 10×PCR Buffer

(M92+free)，4斗L MgCl2，2pL dNTP，1阻L ITSl(50

pmol／l_LI。)，1 ixL rrs2(50 pmol／l上L)，0．5斗L Taq DNA

聚合酶(5U／txL)，36．5p．L H20。PCR扩增程序为：

94℃预变性5 rain后进入下列循环：94℃变性1

rain．54。C退火50 s，72。C延伸1 rain，35个循环后

72(℃延伸10 rain，扩增反应在DNA Thermal Cycler

2400(PE公司，USA)上进行。

PCR产物采用TaKaRa公司的凝胶回收试剂盒

进行纯化。

1．5扩增片段重组。转化及阳性克隆鉴定

取适量纯化回收的DNA加入PlaIDl8一T载体与

连接液，16℃连接3 h。取上述连接产物转化新鲜制

备的感受态细菌JMl09，培养过夜后挑取白色菌落

培养，少量提取质粒。重组质粒的提取采用碱裂解

法进行，提取的重组质粒分别进行Bam I和HinD HI

双酶切鉴定和PCR鉴定。

1．6 ITS序列测定和系统树的构建

ITS序列由宝生物工程(大连)有限公司完成。

ITS．1及ITS一2的范围根据水稻rDNA序列确定。用

DNASTAR软件对序列进行对位排列，然后手工适

当校正。得到的序列用MEGA软件进行系统发育

分析。以Clustal方法构建系统发生树。

2结果与分析

共测定了15个来自不同地区的杜仲样品的

ITS一1，5．8S rDNA和ITS-2全序列及18S rRNA基因

3’端和25S rRNA基因5’端部分碱基序列，共约

680 bp。杜仲不同品系的ITS区序列长度为587—

589 bp，长度变异不大(仅相差2 bp)，其中ITS一1区

为218—219 bp，在ITS-2区为205—206 bp。5．8S

rDNA在杜仲不同品系间高度保守，其长度完全一

致，均为164 bp，且无变异位点。C+C含量在ITS-l

区的变化范围为63．93％一65．74％，在ITS一2区为

65．69％一66．67％，ITS区(包括ITS一1，5．8S和ITS一

2)为62．76％一63．42％。ITS．1区的变异位点有12

个，ITS-2区有11个。信息位点在ITS一1区有4个，

在ITS-2区有3个。碱基的变异类型有T—C转换，

A．G转换以及碱基的插入。DNASTAR软件分析得

到15个样品的ITS序列问的同源性和差异性(表

2)及系统树(图1)。
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表2杜仲15个品系ITS序列问的同源性及差异性
Table 2 Identl'ty and divergence of nrDNA sequenc．·38 among 15 species of E．1dmo／des

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1．C1—— 100 99．1 99．0 97．8 96．9 98．0 98．1 98．1 96．9 98．1 98．1 98．0 99．0 98．8

2．C2

3．G3

4．L9

5．Ul

6．123

7．127

8．1j3

9．L4l

lO．J45

11．1．49

12．99

13．X11

14．X18

15．Y2

0．0
—

99．1 99．0 97．8 96．9 98．O 98．1

0．0 0．0—— 98．0 98．6 97．8 98．8 99．0

0．2 0．2 0．2 — 98．8 97．6 99．0 99．1

0．5 0．5 0．5 0．3 — 98．6 99．8 99．7

0．3 0．3 0．3 0．5 0．5 — 98．8 98．6

0．3 0．3 0．3 0．2 0．2 0．3—一 99．8

0．2 0．2 0．2 0．0 0．3 0．5 0．2———

0．2 0．2 0．2 0．0 0．3 0．5 0．2 0．0

0．3 0．3 0．3 0．5 0．5 0．0 0．3 0．5

0．2 0．2 0．2 0．0 0．3 0．5 0．2 0．0

0．2 0．2 0．2 0．0 0．3 0．5 0．2 0．0

0．3 0．3 0．3 0．2 0．2 0．7 0．3 0．2

0．2 0．2 0．2 0．0 0．3 0．5 0．2 0．0

O．3 O．3 O．3 0．2 O．5 0．7 O．3 O．2

98．1 96．9 98．1 98．1 98．0 99．0 98．8

99．0 97．8 99．0 99．0 98．8 98．0 97．8

99．1 97．6 99．1 99．1 99．0 100 99．8

99．7 98．6 99．7 99．7 99．8 98．8 98．6

98．6 100 98．6 98．6 98．5 97．6 97．4

99．8 98．8 99．8 99．8 99．7 99．0 98．8

】00 98．6 100 100 99．8 99．1 99．0

— 98．6 100 100 99．8 99．1 99．0

0．5—— 98．6 98．6 98．5 97．6 97．4

0．0 0．5 一 100 99．8 99．1 99．0

0．0 0．5 0．0 — 99．8 99．1 99．0

0．2 0．7 0．2 0．2 — 99．0 98．8

0．0 0．5 0．0 0．0 0．2—一 99．8

O．2 0．7 0．2 0．2 O．3 O．2 一

O

3 结论与讨论

圈l 基于ITS序列分析构建的系统树

Fig．1 Phylogenetie n佻based OnⅫluenee analysis of ITS

3．1 ITS及5．8S rDNA序列在杜仲植物系统学研

究中的价值

近年来，随着分子生物学技术的发展，植物

DNA序列由于进化速率上的差异而被广泛的用于

不同分类阶元的系统发育研究。其中核糖体DNA

ITS区中ITS因其基因片段短，扩增和测序容易而越

来越广泛的用于分类学研究，而其在被子植物中既

有核苷酸序列的高度变异又有长度上的保守性，也

使其序列很容易在近缘类群间排序，另外其丰富的

变异还可在较低的分类阶元(属间、种间及种下等

级)解决植物系统发育问题。国内外大量研究表明

ITS区序列在探讨古老原始的被子植物科内系统发

育关系，揭示被子植物的起源与进化历程中具有非

常重要的意义18一¨；另外，ITS序列在探讨属下等级

及种、种下水平的系统进化关系及种系关系，甚至在

讨论居群间的关系时，也体现了应有的价值¨2’161。

0

杜仲虽然是单科单属植物，但存活在中国的杜

仲由于经历了几千年的生物的演替，环境的变迁，而

引起了变异，这种变异使杜仲积累了极其丰富的遗

传潜力，有着广泛的遗传基础，形成了不同的自然类

型。本研究表明，在不同地区杜仲植物中ITS—l和

ITS一2的变异位点共23个(5．41％)，信息位点7个

(1．65％)，且变异位点稳定，5．8S rDNA在杜仲不同

品系问高度保守，其长度完全一致，均为164 bp，且

无变异位点。由此可见，虽然杜仲样品的ITS区序

列虽然信息位点不是很高，但其ITS及5．8S rDNA

的序列分析资料为杜仲种的鉴别及该科的分类方i面

提供了新的手段，所得的ITS区序列为杜仲的分二F

标记的确定提供了依据，说明核糖体DNA ITS区序

列用于杜仲的分子鉴定是可行的。

3．2不同分布区杜仲的亲缘关系

从表1可以看出，杜仲15个样品间的同源性均

在96．9％以上，差异性均在0．0—0．7间。其中Gl

与G2。L9与X18，L23与IA5，133与L4l、L49、Q9 4
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个样品问的ITS区序列完全一致，没有变异，说明它

们虽然是来自不同地区的样品，但外界环境的不同

并没有引起碱基序列的变异。通过序列比较分析发

现，15个样品间的ITS一1及ITS-2的碱基序列存在

一定的变异，且变异位点稳定，变异主要为68位的

插入C、73位的T取代C、136位的插入T、151位及

405位的C取代T、414位的G取代A、580位的插入

C。而5．8S rDNA在杜仲不同品系间高度保守，其

长度完全一致，且无变异位点。结合系统发生树，所

有样品间的最大遗传距离为0．4，这些都说明不同

分布区的杜仲问的变异很小，它们的变异只是种内

变异的一种形式，是种类在形态上、生理上或性状上

的差异，是不超过一个种的范围内的变异，即类型，

不足以划分种下等级。同时也再次说明ITS序列不

仅适用于较高分类等级的系统学研究，也能反应种

内变异及多态性。

从形态特征来看，不同分布地的杜仲可以按树

皮特征可分为两大类，即光皮型和粗皮型，按叶型分

为O型(卵型)和E型(椭圆型)ⅢJ。根据系统发生

树，所研究的15个样品的聚类情况与根据它们的树

皮特征分类的结果是一致的，即粗皮型的123，IA5

聚为一类，而光皮型的样品首先由来自四川的Gl、

G3、G3 3个样品聚为一支，L11和X11聚类后与聚

成一类的L9、Y2、X18、133、IA9、Q9、1_41聚类，这两

组聚类后与127聚成一支，最后再与粗皮型的123、

L45聚类。但是该结果与按叶型分类的结果并不一

致，如叶型为E型的L41、I_,49与L11、X11、G1并没

有首先聚成一支，而叶型为O型的L9、X18、L33、

Q9、与G2、G3、127在聚类树上也没有首先聚类，因

而认为叶型为O型还是E型可能只是数量性状，而

不是可以作为分类依据的质量性状，因此这一特征

在杜仲种内并不足以成为分类的主要区别特征。另

外，系统发生树上来自同一地区的样品即L9、133、

L41、IA9与L11、123、127，X11与X18并不一定处

于同一分组或首先聚类；而来自不同地区的样品即

Y2、Q9、X18与L9、133、L41、IA9也能处于一组，这

是由于人为对资源的破坏，在我国已无天然分布的

杜仲林，均是经过人工栽培的杜仲林，因而处于同一

分布区的杜仲林可能是来自不同地区的样品，而不

同分布区的杜仲林也可能是由同一地区的杜仲经栽

培而来的。因而杜仲的遗传变异只有进一步与其它

方面的证据相结合，进行深入的研究，才能最终确定

它们的合理的亲缘关系。
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