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　　摘要：对紫薇属植物细胞核核糖体ＤＮＡ转录间隔区（ｎｒＤＮＡＩＴＳ）序列进行分析，为紫薇植物的鉴定提供分子依
据。通过提取紫薇幼苗总 ＤＮＡ，对 ｎｒＤＮＡＩＴＳ序列进行 ＰＣＲ扩增测序，应用软件 ＢｉｏＥｄｉｔ、ＤＮＡＭＡＮ进行序列分析，
ＭＥＧＡ计算遗传距离，构建基于Ｋ２Ｐ模型的ＮＪ系统发育树。测序得到２条ｎｒＤＮＡＩＴＳ序列，长度均为６１５ｂｐ。序列
分析结果显示，序列１与紫薇ＩＴＳ序列相似性达９９．０３％，遗传距离为０．００３，聚类分析归为一支；序列２与毛紫薇ＩＴＳ
序列相似性达９８．５５％，遗传距离０．００７，聚类分析归为一支。试验结果说明，基于 ｎｒＤＮＡＩＴＳ序列分析法，能够对紫
薇属植物进行准确的分子鉴定，从而为紫薇属的种类鉴定和种间亲缘关系提供分子生物学理论依据。
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　　紫薇属（ＬａｇｅｒｓｔｒｏｅｍｉａＬｉｎｎ．）植物为千屈菜科（Ｌｙｔｈｒａｃｅ
ａｅ）落叶或常绿的灌木或乔木，主要分布在亚洲东部、东南部、
南部和澳大利亚的北部。我国目前共有紫薇属植物２４种，其
中４种为我国特有［１］。紫薇属植物大多数种类有大而美丽的

花，花期长达３个多月，具有较高的观赏价值，在园林绿化中
得到广泛的应用。紫薇属少数植物被用作传统药物，如据我

国民间记载，紫薇（ＬａｇｅｒｓｔｒｏｅｍｉａｉｎｄｉｃａＬ．）有活血、止血、消
风、清热、解毒的功能，具有抗流感病毒、抗真菌作用，用于治

疗产后血崩、洗疥癞癣疮［２］；在菲律宾，大花紫薇（Ｌａｇｅｒｓｔｒｏ
ｅｍｉａｓｐｅｃｉｏｓａＰｅｒｓ．）的叶被用于治疗糖尿病和肾病［３］；在印

度，小叶紫薇（ＬａｇｅｒｓｔｒｏｅｍｉａｐａｒｖｉｆｌｏｒａＲｏｘｂ．）被作为止咳药和
收敛药使用［４］。由于部分紫薇在自然生长状态下外观差异

极小，仅靠传统的鉴定方法对其进行分类存有较大争议，需要

分子生物学提供更多证据支持［１］。

随着分子生物学在物种鉴定领域的发展，ＤＮＡ条形码技
术在植物鉴定方面显示出了极其重要的作用。在众多条形码

中，细胞核核糖体ＤＮＡ内部转录间隔区（ｎｒＤＮＡＩＴＳ）序列因
具有高分辨率的特点，被广泛用于被子植物物种鉴定和亲缘

关系分析中［５－６］。已有学者采用 ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ等分子标记技
术研究紫薇品种和种间亲缘关系［７－８］；但与ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ、ＳＳＲ
和ＳＲＡＰ等相比，采用 ＩＴＳ构建系统发育树，具有省时、省工
和结果更加可靠等优点［９］。本研究通过扩增待检测紫薇属

植物的ＩＴＳ片段，对ＩＴＳ序列进行比较分析，对待检紫薇进行
分类鉴定，探讨紫薇种内和种间的遗传变异以及它们之间的

亲缘关系，为紫薇种质资源的鉴定及系统学研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
紫薇种子购自云南昆明。大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）

ＤＨ５α菌株为笔者所在实验室保存。ＰｆｕＤＮＡ聚合酶、Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶、ｐＢＬＵＥ－Ｔ载体、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自 Ａｉｄｌａｂ公
司，琼脂糖凝胶回收试剂盒购自Ｔｉａｎｇｅｎ公司。
１．２　方法

紫薇种子灭菌萌发后，采用改良 ＣＴＡＢ法［１０］提取幼苗总

ＤＮＡ。参照Ｈｅ等的方法［１１］，根据不同物种间同源基因的核

酸序列相对保守的特点，设计紫薇属 ＩＴＳ的通用扩增引物：
ＩＴＳ－Ｆ：５′－ＧＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣＣＧＴＡＧＧ －３′和
ＩＴＳ－Ｒ：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′，由成都金杰生
物技术有限公司合成。ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃复性４５ｓ，共３０个循环；
７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物回收后，连接到 ｐＢＬＵＥ－Ｔ
载体上，连接产物转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，筛选后送
六合华大基因科技股份有限公司测序。

使用ＢｉｏＥｄｉｔ软件编辑 ＩＴＳ序列，ＤＮＡＭＡＮ软件比对分
析序列同源性和 ＧＣ含量，ＭＥＧＡ软件分析 Ｋ２Ｐ（Ｋｉｍｕｒａ－２
ｐａｒａｍｅｔｅｒ）遗传距离，用 ＮＪ（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）法构建系统
树，系统树各分支的置信度用自展检验法（ｂｏｏｔｓｔｒａｐｔｅｓｔ）检
验，共１０００次循环，以评价各分支的系统学意义与可靠性。

２　结果与分析

２．１　紫薇样品ｎｒＤＮＡＩＴＳＰＣＲ扩增
以紫薇样品总ＤＮＡ为模板进行 ｎｒＤＮＡＩＴＳ序列的 ＰＣＲ

扩增，扩增产物经 １％琼脂糖凝胶电泳，结果见图 １。样品
ｎｒＤＮＡＩＴＳ序列ＰＣＲ条带大小约７５０ｂｐ，主条带清晰，非特异
性条带少。

２．２　ＩＴＳ序列分析
挑取１０个紫薇样品各２个单克隆测序，获得样品ｎｒＤＮＡ

ＩＴＳ序列长度为７２１ｂｐ，合并相同序列后，最终得到２条差异

—７６—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第４期



较大的序列。将２条样品 ＩＴＳ序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中进行 ｂｌａｓｔ，
得到与序列１相似性最高的序列是紫薇（ＡＦ２０１６８９．１），与序
列２相似性最高的序列是毛紫薇（Ｌａｇｅｒｓｔｒｏｅｍｉａｖｉｌｌｏｓａ，
ＡＹ０３５７５５．１）。通过 ＢｉｏＥｄｉｔ和 ＤＮＡＭＡＮ软件比对分析，序
列１与紫薇的相似性为９９．０３％，有６个变异位点；序列２与
毛紫薇的相似性为９８．５５％，有９个变异位点。ＩＴＳ序列各部
分长度和ＧＣ含量差异见表１。

表１　紫薇样品ＩＴＳ序列长度和ＧＣ含量比对

种类
ＩＴＳ序列长度（ＩＴＳ１＋５．８Ｓ＋ＩＴＳ２）

（ｂｐ）
ＧＣ含量（ＩＴＳ１＋５．８Ｓ＋ＩＴＳ２）

（％）

样品序列１ ６１５（２３６＋１６４＋２１５） ６４．４（６７．３＋５６．１＋６７．４）
紫薇（ＡＦ２０１６８９．１） ６１８（２３６＋１６４＋２１８） ６３．８（６６．９＋５６．１＋６６．１）
样品序列２ ６１５（２３６＋１６４＋２１５） ６４．４（６６．９＋５６．１＋６７．９）

毛紫薇（ＡＹ０３５７５５．１） ６１８（２３７＋１６４＋２１７） ６３．６（６５．９＋５４．８＋６７．７）

２．３　紫薇遗传距离分析
使用ＭＥＧＡ软件分析 ２种紫薇样品序列与高同源性

（９０％以上）紫薇ＩＴＳ序列的 Ｋ２Ｐ遗传距离，结果见表２。与
样品１距离最小的是紫薇（０．００３），其次是毛紫薇和绒毛紫
薇（Ｌａｇｅｒｓｔｒｏｅｍｉａｔｏｍｅｎｔａｓａ，ＡＦ２０１６８８．１），距离分别是０．０２０
和０．０１５，再次是大花紫薇和 Ｌａｇｅｒｓｔｒｏｅｍｉａｈｉｒｓｕｔａ，距离都是
０．０５３，距离最远的是小叶紫薇（０．０５８）。与样品２距离最小
的是毛紫薇（０．００７），其次是紫薇和绒毛紫薇，距离分别是
００１３和０．０１８，距离较远的是大花紫薇、小叶紫薇和Ｌ．ｈｉｒｓｕｔａ。
２．４　紫薇聚类分析

将２条紫薇样品ＩＴＳ序列与紫薇属部分ＩＴＳ序列进行系
统进化聚类分析，外类群选取与紫薇属近缘的八宝树属

（Ｄｕａｂａｎｇａ）［１２］，结果见图２。从图２可以看出，ＩＴＳ序列构建
的分子系统树上，样品１和紫薇聚成一类，样品２和毛紫薇聚

表２　紫薇ＩＴＳ序列种内种间Ｋ２Ｐ遗传距离

种类
遗传距离

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７
２ ０．０３５
３ ０．０４８ ０．０５１
４ ０．０５８ ０．０６４ ０．０６４
５ ０．０５３ ０．０５８ ０．０５３ ０．０２０
６ ０．０６２ ０．０６５ ０．０５６ ０．０２５ ０．０１２
７ ０．０５３ ０．０５８ ０．０５３ ０．０２０ ０．００３ ０．０１５
８ ０．０５１ ０．０５６ ０．０５６ ０．００７ ０．０１３ ０．０１８ ０．０１３

　　注：１．大花紫薇；２．小叶紫薇；３．Ｌａｇｅｒｓｔｒｏｅｍｉａｈｉｒｓｕｔａ；４．毛紫薇；
５．紫薇；６．绒毛紫薇；７．样品１；８．样品２。

为一类。紫薇、毛紫薇、绒毛紫薇聚为一个分支，大花紫薇、小

叶紫薇、Ｌ．ｈｉｒｓｕｔａ（ＪＸ８５６４６９．１）聚为另外一个分支。

３　讨论

ＩＴＳ序列１与紫薇ＩＴＳ序列相似性为９９．０３％，遗传距离
为０．００３，聚类分析将其归为一支，由此可以确定含有 ＩＴＳ序
列１的样品为紫薇；序列 ２与毛紫薇 ＩＴＳ序列相似性为
９８５５％，遗传距离 ０．００７，聚类分析归为同一支，支持率
９９％，可确定序列２样品为毛紫薇。此结果说明，可通过比对
未知紫薇的 ＩＴＳ序列与已有紫薇的 ＩＴＳ序列来鉴别紫薇
种类。

本研究对ＮＣＢＩ中紫薇ＩＴＳ序列进行系统进化分析发现，

６种紫薇属植物被聚为２类，大花紫薇、小叶紫薇和Ｌ．ｈｉｒｓｕｔａ
亲缘关系较近，紫薇、毛紫薇和绒毛紫薇亲缘关系较近。根据

外类群确定法，大花紫薇、小叶紫薇、Ｌ．ｈｉｒｓｕｔａ出现较紫薇、
毛紫薇、绒毛紫薇早，Ｌ．ｈｉｒｓｕｔａ在 ６种紫薇植物中最原始。
此结果与Ｓｈｉ等的研究结果［１２］相似，说明 ＩＴＳ序列可以用于
研究紫薇的亲缘关系。

本研究供试材料为市场上购买的同一批紫薇种子萌发后

的幼苗，通过ＩＴＳ测序，表明该批紫薇种子中有毛紫薇掺杂，
但紫薇样品ＩＴＳ序列与 ＮＣＢＩ上紫薇 ＩＴＳ序列的差异是否稳
定还需要收集更多的紫薇样本加以验证。
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　　摘要：携有包颈性状的水稻品种与花溪糯稻进行正交与反交，Ｆ１在抽穗期全部表现正常，可以正常抽穗结实，并

且正交和反交２组杂交后代无明显差异，由此可以推测控制水稻包颈性状的基因为隐性细胞核基因。同时，包颈水稻
突变体与花溪糯稻杂交组合Ｆ２代在抽穗期出现包颈性状植株和正常抽穗植株的分离比经卡方测验完全符合３∶１的

遗传模式。由此可以推断，控制水稻包茎性状的基因为细胞核单基因隐性遗传。通过观察统计结果推测可知，控制水

稻包颈性状的基因主要作用于水稻的拔节抽穗期，表达特点为水稻各茎节无法正常拔高，直接导致水稻稻穗不能正常

拱出剑叶鞘，间接导致水稻穗长较短，穗粒数较少，最终导致水稻减产，但籽粒较饱满。
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　　包颈水稻在农业生产以及水稻育种中经常因为发生包颈
而导致水稻减产，所以研究包颈水稻的遗传信息具有重要的

发育生物学意义和应用价值，包颈水稻的研究一直是发育生

物学研究的难点和热点。目前，在水稻中已报道了５种包穗
突变体（包括ｓｈｐ１、ｓｈｐ２、ｓｈｐ５、ｓｈｐ６和ｆｓｐ），其中大多数表现为
半包穗，与ｅｓｐ２完全不同，虽然 ｆｓｐ也表现为全包穗，但它的

倒１节间至倒５节间均有不同程度的短缩，不像 ｅｓｐ２那样只
特异地作用于倒１节间。迄今为止，只有看到ｓｈｐ６基因被定
位在２号染色体上的报道［１－４］。包颈基因具有“一因多效”

的功能，除了控制株高外，对其他的组织、器官也具有影响，使

稻穗包被于剑叶的叶鞘中，内外稃不能正常打开［５－７］。

水稻生长进入幼穗分化后期，穗颈节间伸长，幼穗开始突

破叶鞘包被而伸出。有研究表明，稻节间伸长受多种激素信

号分子的调节，不仅受生长促进型植物激素调节，而且还受伸

长抑制型激素调控。在生长促进型激素中，赤霉素含量与茎

伸长生长的关系最密切，如果其合成及代谢途径受阻，则会导

致浓度下降及激素间的平衡关系发生改变，影响植株高度和

穗茎伸长；脱落酸（ＡＢＡ）为伸长抑制型激素，对水稻茎伸长
有独特的抑制作用，其含量增加影响茎的伸长，导致植株矮

化［３］。虽然生产上在不育系开始抽穗时应用赤霉素可以解
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