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　　摘要：比较了５种ＤＮＡ条形码的重点关注基因 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ＩＴＳ、ＩＴＳ２、ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ在苍耳属中的遗传距离，以期为
植物ＤＮＡ条形码标准基因的筛选研究提供参考。用通用引物对７种苍耳属植物的 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ＩＴＳ、ＩＴＳ２、ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ
基因进行扩增、测序，利用ＭＥＧＡ５．１软件计算遗传距离及标准误。结果表明：ＩＴＳ２、ＩＴＳ、ｍａｔＫ、ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｒｂｃＬ基因在
苍耳属中的遗传距离依次减小；ＩＴＳ２、ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ＩＴＳ、ｍａｔＫ、ｒｂｃＬ基因在苍耳属中的遗传距离标准误依次减小。因此
从苍耳属的植物层面看，ＩＴＳ基因作为植物 ＤＮＡ条形码要比 ＩＴＳ２基因具有更好的稳定性；作为植物 ＤＮＡ条形码，
ｍａｔＫ基因要优于ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ基因。
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　　植物ＤＮＡ条形码技术是针对植物基因组中的特定基因
进行片段扩增、测序而发现其碱基变化规律的技术手段，此概

念由加拿大科学家 Ｐａｕｌ于２００３年正式提出［１］，此技术在动

物ＣＯⅠ基因中的应用较为成熟［２－４］，但由于ＣＯⅠ基因在植
物中的变化较为保守，不能起到很好的区分作用，使得植物

ＤＮＡ条形码技术的研究重点仍在通用基因片段的应用、筛选
和搭配上［５］。ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ＩＴＳ、ＩＴＳ２、ｒｂｃＬ及 ｍａｔＫ序列是植
物 ＤＮＡ条形码重点关注的序列［６－９］。本试验比较了 ５种
ＤＮＡ条形码重点关注基因 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ＩＴＳ、ＩＴＳ２、ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ
在苍耳属（Ｘａｎｔｈｉｕｍ）中的遗传距离，以期为植物ＤＮＡ条形码
标准基因的筛选研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
试验用材料为７种苍耳属植物：北美苍耳（Ｘａｎｔｈｉｕｍｃｈｉ

ｎｅｓｅ）、苍耳（Ｘａｎｔｈｉｕｍｓｉｂｉｒｉｃｕｍ）、刺苍耳（Ｘａｎｔｈｉｕｍｓｐｉｎｏ
ｓｕｍ）、西方苍耳（Ｘａｎｔｈｉｕｍｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｅ）、巴西苍耳（Ｘａｎｔｈｉｕｍ
ｂｒａｓｉｌｉｃｕｍ）、美丽苍耳（Ｘａｎｔｈｉｕｍｓｐｅｃｉｏｓｕｍ）、宾州苍耳（Ｘａｎｔｈ
ｉｕｍｐｅｎｓｙｌｖａｎｉｃｕｍ），这些外来苍耳均为２０１２年在进口大豆中
截获，并由中国检验检疫科学院鉴定的样本。

试验用试剂有 ＤＮｅａｓｙ ＰｌａｎｔＭｉｎｉＫｉｔ、２×Ｔａｑｍａｓｔｅｒ
ｍｉｘ、琼脂糖、ＧｏｌｄｅｎｖｉｅｗⅠ、引物［１０］（详见表１）等。
１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取　采用 ＤＮｅａｓｙ ＰｌａｎｔＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒
法提取ＤＮＡ，按照说明书逐步操作，可得到２００μＬＤＮＡ样
品，于－２０℃冰箱保存。
１．２．２　ＰＣＲ反应体系　ＰＣＲ反应使用中美泰和公司的２×
Ｔａｑｍａｓｔｅｒｍｉｘ进行扩增，反应采用２５μＬ体系：３μＬＤＮＡ模
板，１μＬ引物１，１μＬ引物２，１２．５μＬ２×Ｔａｑｍａｓｔｅｒｍｉｘ，

表１　引物合成序列表

引物名称 序列（５′→３′） 纯化方法

ｒｂｃＬｆ ＡＴＧＴＣＡＣＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＡＡＣ ＯＰＣ
ｒｂｃＬｒ ＴＣＧＣＡＴＧＴＡＣＣＴＧＣＡＧＴＡＧＣ ＯＰＣ
ｍａｔＫｆ ＣＧＡＴＣＴＡＴＴＣＡＴＴＣＡＡＴＡＴＴＴＣ ＯＰＣ
ｍａｔＫｒ ＴＣＴＡＧＣＡＣＡＣＧＡＡＡＧＴＣＧＡＡＧＴ ＯＰＣ
ＩＴＳｆ ＣＣＴＴＡＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＧＡＧ ＯＰＣ
ＩＴＳｒ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ ＯＰＣ
ＩＴＳ２ｆ ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ ＯＰＣ
ＩＴＳ２ｒ ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ ＯＰＣ

ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡｆＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ ＯＰＣ
ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡｒＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ ＯＰＣ

　　注：ＯＰＣ是定制引物时选用的纯化方式，全称为 ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｃａｒｔｒｉｄｇｅ。

７．５μＬｄｄＨ２Ｏ。
１．２．３　ＰＣＲ扩增反应条件　ＩＴＳ、ＩＴＳ２、ｒｂｃＬ基因采用相同的
ＰＣＲ条件：９５℃４ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５２℃ ４５ｓ，７２℃ ４５ｓ，３５
个循环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保存。

ｍａｔＫ基因的 ＰＣＲ条件：９５℃ ４ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，５２℃
１．５ｍｉｎ，７２℃１．５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保存。

ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ基因的 ＰＣＲ条件：９５℃ ４ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
５２℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保存。
１．２．４　琼脂糖凝胶的制备　称取１．５ｇｒｅｇｕｌａｒａｇａｒｏｓｅＧ－１０
于锥形瓶中，分别加入１００ｍＬｄｄＨ２Ｏ、２ｍＬ５０×ＴＡＥｂｕｆｆｅｒ，
高火微波４ｍｉｎ后将锥形瓶置于７５℃水浴中５ｍｉｎ，再加入
１０μＬｇｏｌｄｅｎｖｉｅｗＩ，摇匀后静置１０ｍｉｎ，倒入凝胶模具中，放
置３０ｍｉｎ后使用。
１．２．５　电泳　取４μＬＰＣＲ产物进行点样电泳，在１００Ｖ条
件下跑４５ｍｉｎ后将凝胶放入凝胶成像系统拍照，得到的电泳
结果见图１至图５。从图１至图５可以看出，７种苍耳属植物
的５种序列扩增条带单一清晰，没有特异性条带以及拖尾现
象，与预期结果相符。

１．２．６　测序及拼接处理　将ＰＣＲ产物送至中美泰和生物技
术（北京）有限公司进行双向测序，对测序结果用ＣｏｄｅｎＣｏｄｅ
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Ａｌｉｇｎｅｒ软件进行剪切和拼接即得到完整序列。登陆ＮＣＢＩ并
将拼接后的序列进行ＢＬＡＳＴ检测，证明苍耳属植物的扩增序

列为目的序列。利用ＭＥＧＡ５．１软件［１１］对序列进行ＣｌｕｓｔａｌＷ
校对，校对后的序列继续用 ＭＥＧＡ５．１进行分子进化遗传
分析。

１．２．７　遗传距离的计算　利用ＭＥＧＡ５．１软件中的Ｄｉｓｔａｎｃｅ
功能，采用Ｔａｍｕｒａ－Ｎｅｉ模型计算每种 ＤＮＡ条形码在苍耳属
中的总体平均遗传距离，采用 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法（１０００个重复）计
算标准误。

２　结果与讨论

从图６可以看出，ＩＴＳ２、ＩＴＳ、ｍａｔＫ、ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ｒｂｃＬ基因
在苍耳属中的遗传距离依次减小，分别为１．７７７１、１．７４７０、
１．４００４、１．３４４５、０．６３３０；ＩＴＳ２、ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ＩＴＳ、ｍａｔＫ、ｒｂｃＬ在
苍耳属中的遗传距离标准误依次减小，分别为 １．１９９１、
０．８３３２、０．６６００、０．３６８９、０．１０６８。从结果上看，ＩＴＳ２、ＩＴＳ基
因的遗传距离相近，但是ＩＴＳ的标准误为０．６６００，远小于ＩＴＳ２
基因的１．１９９１，因而从苍耳属植物层面看，ＩＴＳ基因作为植物
ＤＮＡ条形码要比ＩＴＳ２基因具有更好的稳定性；ｍａｔＫ较ｐｓｂＡ－
ｔｒｎＨ基因的遗传距离稍大，而且 ｍａｔＫ的标准误为０．６６００，小
于ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ基因的０．８３３２，说明从苍耳属植物层面来看，
ｍａｔＫ基因作为植物ＤＮＡ条形码要优于ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ基因。

３　结论

综合本试验结果，从苍耳属的植物层面看，ＩＴＳ基因作为
植物ＤＮＡ条形码要比ＩＴＳ２基因具有更好的稳定性；ｍａｔＫ基
因作为植物ＤＮＡ条形码要优于ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ基因。
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固有无序蛋白质无序区和有序区氨基酸组成偏好性分析

王红梅１，武恩斯２，朱玉风２
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２．山东师范大学，山东济南２５０３５８）

　　摘要：以固有无序蛋白质为研究对象，通过ＣＤ－ＨＩＴ对数据进行去冗余处理，然后利用编程软件对数据进行统计
而得到新的数据。对所有无序区及有序区的氨基酸含量进行对比，认为氨基酸 Ｖａｌ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、Ａｓｎ、Ｔｙｒ、Ｈｉｓ具
有形成有序结构的偏好性；氨基酸Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ、Ｌｙｓ具有形成无序结构的偏好性。研究结论有助于进一步挖掘固
有无序蛋白质的序列特征，并为固有无序蛋白质的预测提供一些借鉴。
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　　蛋白质是生物体中最重要的两类大分子之一，传统思想
认为蛋白质要实现其生物功能，必须先折叠成一个稳定的三

维结构，因此形成了蛋白质结构决定其功能的主流观点［１］。

然而随着基因工程方法和实验技术的发展以及基因组计划的

开展，在２０世纪９０年代初，人们发现有些蛋白质或蛋白质序
列中的一部分区域在生理条件下不具有一个确定的三维结

构，但是依然能够正常行使生物学功能。进一步研究发现的

这类蛋白质越来越多，并逐渐形成了一种新的蛋白质类型，称

为固有无序蛋白质（ｉｎｔｒｉｎｓｉｃａｌｌｙｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，简称为
ＩＤＰｓ）［１－３］。对目前存在的大量基因库数据进行分析发现：蛋
白质的无序结构与蛋白质功能之间关系密切，无序蛋白质在

诸如转录、翻译、调控细胞信号转导、蛋白质磷酸化及小分子

存储等过程中发挥着重要的作用；另一方面，无序蛋白质又经

常与多种疾病联系在一起。与人类癌症相关的蛋白质中，无

序蛋白质的含量高达７９％；在心血管疾病有关的蛋白质中，
无序蛋白质的含量也高达５７％。无序区是固有无序蛋白质
发挥功能的主要区域，功能位点大多分布在该区域，因此预测

蛋白质的无序区成为判断蛋白质是否无序的热点问题。

Ｒｏｍｅｒｏ等在１９９７年首次对蛋白质无序区域进行预测，他们
预测的准确性达到７０％，此后无序蛋白质的预测方法得到了
迅速发展，目前应用于无序蛋白质序列预测的方法已经超过

５０种，并且这些预测方法的准确性普遍达到８５％以上。
本研究基于序列分析的方法，以ＤｉｓＰｒｏｔ数据库中的固有

无序蛋白质为研究对象，通过ＣＤ－ＨＩＴ程序对数据进行去冗
余处理，将处理后的数据利用编程软件 Ｍａｔｌａｂ７．０进行统计
而得到新的数据；对新数据进行分析，通过编程把序列的无序

区和有序区分别提取出来，再分析无序区和有序区氨基酸组

成的偏好性。本研究有助于进一步挖掘固有无序蛋白质的序

列特征，从而为固有无序蛋白质的预测提供借鉴。

１　数据来源及去冗余处理

１．１　数据来源
本研究以固有无序蛋白质数据库 ＤｉｓＰｒｏｔ（版本６．０１）［４］

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｉｓｐｒｏｔ．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）为研究对象（发布日期
为２０１２年１０月１５日），下载数据库中最新的固有无序蛋白
质进行研究，共有无序蛋白质６８４个，无序区１５１３个。
１．２　去冗余处理

由于蛋白质序列数据库中都含有大量的冗余序列，它们通

常不能提供更多的信息，而且不利于数据的统计分析，并且由

于冗余序列要占用更多的计算机存储和处理资源，因此去除这

些冗余信息具有很高的实用价值，不但可以减小数据库的大
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