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　　摘要：用１对通用引物对采集自湖北省恩施市鱼塘坝独特富硒矿床土壤上的壶瓶碎米荠叶片 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩
增，然后对ＰＣＲ扩增产物测序，获得了长度为８５２ｂｐ的包含核糖体基因转录间隔区的ＤＮＡ序列。将获得的多条碎米
荠属不同物种的核糖体基因转录间隔区的ＤＮＡ序列进行比对，拼接出“基准”序列，然后再比较不同物种核糖体基因
转录间隔区的序列与“基准”序列的碱基差异。结果表明，壶瓶碎米荠与“基准”序列相比，碱基差异最多，达到１７处，
远远超过同属其他物种与“基准”序列的碱基差异，是平均数的３．３倍。据此推测，某种碎米荠长期生长于恩施市富
硒地区，产生了能够适应高含量硒土壤逆境的遗传变异，形成了超强富硒的能力，进化出了壶瓶碎米荠这一新物种，从

而提出了壶瓶碎米荠在高含量硒土壤逆境中加速进化假说。
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　　壶瓶碎米荠（Ｃａｒｄａｍｉｎｅｈｕｐｉｎｇｓｈａｎｅｎｓｉｓ）是一种
超富硒植物，能够忍耐土壤中高含量的硒，并能在

体内大量积累。Ｙｕａｎ等测得壶瓶碎米荠叶片中硒
含量可达１９６５ｍｇ／ｋｇ（干质量）［１］；Ｓｈａｏ等测得壶
瓶碎米荠叶片中硒的含量为 １４２７ｍｇ／ｋｇ（干质
量）［２］。能够积累如此高含量的硒，说明壶瓶碎米

荠具有独特的富硒机制，对其富硒的生理生化和分

子机制开展研究，揭示富硒的科学原理，将有助于

对农产品中硒含量进行调控，获得更多有益于健康

的农产品，以造福于人类。

以往通过传统的分类学方法鉴定从野外采集

的壶瓶碎米荠种质资源，对鉴定人的专业要求较

高，经验不足就可能误采。随着分子生物学技术的

发展，科学家已经研究出条形码识别技术，例如通

过测定植物的核糖体基因转录间隔区序列（ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）来对物种进行鉴定，为广大
科技人员提供了便利［３］。

本试验中，拟对采集自湖北省恩施土家族苗族

自治州（恩施州）鱼塘坝独特富硒矿床土壤中生长

的壶瓶碎米荠提取 ＤＮＡ，用通用引物进行 ＰＣＲ，扩
增其核糖体基因转录间隔区序列，获得相应的参考

序列，为今后准确鉴定壶瓶碎米荠种质资源打下基

础，同时为今后进一步研究壶瓶碎米荠超常富硒能

力的分子机制提供线索。

１　材料与方法

１．１　试验材料
于２０２０年８月将从湖北省恩施州新塘乡双河

社区鱼塘坝富硒土壤中采集的壶瓶碎米荠植株移

栽于南京晓庄学院实验室的盆钵中，待其生长３个
月后，取新鲜嫩叶提取ＤＮＡ。
１．２　ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增

ＤＮＡ提取采用北京艾德莱生物科技有限公司
生产的ＤＮ１４试剂盒；ＰＣＲ扩增采用北京艾德莱生
物有限公司生产的２×Ｆ８ＦａｓｔＬｏｎｇＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，
复性温度为５６℃，７２℃延伸时间为１０ｓ。
１．３　选用的引物序列

引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成，引

物代号、位置和详细序列见表１。
１．３　ＰＣＲ产物测序

ＰＣＲ产物经过琼脂糖凝胶电泳检测鉴定后，交
由南京擎科生物科技有限公司测序，ＤＮＡ测序峰图
用Ｃｈｒｏｍａｓ软件显示。
１．４　序列分析

将测序获得的序列去除两端测序质量较差的
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表１　引物信息

引物方向 引物代号 引物序列（５′→３′） 引物位置

正向 ＩＴＣ－５ ＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧ １８Ｓ基因

反向 ＩＴＣ－３ ＣＣＴＣＧＴＧＧＴＧＣＧＡＣＡＧＧＧＴＣ ２８Ｓ基因

部分，然后用 Ｃｏｎｔｉｇｅｘｐｒｅｓｓ软件进行拼接；登录
ＮＣＢＩ网站获取所需要的其他碎米荠物种的含 ＩＴＳ
的序列；用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ７．１的子软件 ＳｅｑＭａｎ分析各
种碎米荠物种ＩＴＳ序列的变异；用 ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３和
ＭＥＧＡ６软件构建系统进化树。

２　结果与分析

２．１　壶瓶碎米荠ＩＴＳ序列的获得
采用引物ＩＴＣ－５和引物 ＩＴＣ－３组合（引物序

列见表１）对壶瓶碎米荠核糖体基因转录间隔区序
列 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，得到了长度约 ９００ｂｐ的
ＤＮＡ产物，图１为ＰＣＲ扩增产物在１．５％的琼脂糖
凝胶上电泳的结果。

　　然后以同样的引物对ＰＣＲ产物测序，获得了原
始的ＤＮＡ序列（图２），对获得的这些序列去除两端
不可靠序列，用Ｃｏｎｔｉｇｅｘｐｒｅｓｓ软件进行拼接，获得了

长度为８５２ｂｐ的ＤＮＡ序列，包含部分的１８Ｓ基因、
完全的 ＩＴＳ１（核糖体基因转录间隔区 １）、完全的
５．８Ｓ基因、完全的 ＩＴＳ２（核糖体基因转录间隔区
２）、部分的 ２８Ｓ基因的 ＤＮＡ序列，已经提交
ＧｅｎＢａｎｋ，序列登录号（ＩＤ）为ＭＷ２８２０４５。

２．２　不同物种间ＩＴＳ序列的系统发育分析
将所获得的壶瓶碎米荠的ＩＴＳ序列和其他碎米

荠物种的ＩＴＳ序列用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３软件和 ＭＥＧＡ６
软件邻接法（ＮＪ法）构建系统进化树，以拟南芥
（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）的 ＩＴＳ序 列 （登 录 号：
ＡＪ２３２９００）为参照，结果见图３。
　　从图 ３可以看出，明显可以分为 ３个聚类，

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｄｉｇｉｔａｔａ（登录号：ＥＵ８１９３２８，下同）、
Ｃａｒｄａｍｉｎｅ ｐｕｒｐｕｒｅａ （ＥＵ８１９３５８）、 Ｃａｒｄａｍｉｎｅ
ｂｌａｉｓｄｅｌｌｉｉ （ＥＵ８１９３１２）、 Ｃａｒｄａｍｉｎｅ ｐｅｄａｔａ
（ＥＵ８１９３５６）、Ｃａｒｄａｍｉｎｅｕｍｂｅｌｌａｔａ（ＥＵ８１９３７９）、
Ｃａｒｄａｍｉｎｅｖｉｃｔｏｒｉｓ（ＥＵ８１９３８２）、Ｃａｒｄａｍｉｎｅｎｕｔｔａｌｌｉｉ
（ＥＵ８１９３５０）、Ｃａｒｄａｍｉｎｅｒｕｐｉｃｏｌａ（ＥＵ８１９３６８）、大叶
碎米荠［Ｃａｒｄａｍｉｎｅｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ（ＥＵ８１９３４４）］聚为一
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类；Ｃａｒｄａｍｉｎｅａｍｐｏｒｉｔａｎａ（ＡＹ２６０５９８）、大碎米荠
［Ｃａｒｄａｍｉｎｅａｍａｒａ（ＫＦ９８８０５２）］、碎米荠［Ｃａｒｄａｍｉｎｅ
ｈｉｒｓｕｔａ（ＭＨ８０８２５８）］、弯 曲 碎 米 荠 ［Ｃａｒｄａｍｉｎｅ
ｆｌｅｘｕｏｓａ（ＤＱ２６８４０９）］、圆齿碎米荠 ［Ｃａｒｄａｍｉｎｅ
ｓｃｕｔａｔａ（ＤＱ２６８４７５） ］、 Ｃａｒｄａｍｉｎｅ ｎｉｉｇａｔｅｎｓｉｓ
（ＤＱ２６８４９３）、Ｃａｒｄａｍｉｎｅｃｌｅｍａｔｉｔｉｓ（ＥＵ８１９３１８）聚为
一类；壶 瓶 碎 米 荠 ［Ｃａｒｄａｍｉｎｅｈｕｐｉｎｇｓｈａｎｅｎｓｉｓ
（ＭＷ２８２０４５）］单独聚为一类，与其他碎米荠物种遗
传距离最远。

２．３　不同碎米荠物种ＩＴＳ序列的比较分析
为进一步分析比较壶瓶碎米荠和其他碎米荠

物种进化过程中产生的变异大小，将这些 ＩＴＳ序列
用Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ的子软件 ＳｅｑＭａｎ进行拼接，得到一个
“基准”的包含ＩＴＳ１序列、５．８Ｓ基因序列和 ＩＴＳ２序
列的长度为６１７ｂｐ的ＤＮＡ序列（图４）。然后将各
个碎米荠物种的ＩＴＳ１序列和ＩＴＳ２序列与“基准”序
列进行比较，考察在对应位置的碱基变异情况。

　　由表２可知，与“基准”序列相比，每条序列的
ＩＴＳ１区和ＩＴＳ２区平均有５．２个变异，变异最少的物
种是Ｃａｒｄａｍｉｎｅｄｉｇｉｔａｔａ，只有２处发生了变异；变异
最多的是壶瓶碎米荠（Ｃａｒｄａｍｉｎｅｈｕｐｉｎｇｓｈａｎｅｎｓｉｓ），
有１７处发生了变异，远远超过平均水平，是平均数
的３．３倍，与变异第２多的 Ｃａｒｄａｍｉｎｅｎｉｉｇａｔｅｎｓｉｓ相
比，变异数也达到了它的２．１倍。

３　讨论与结论

壶瓶碎米荠具有惊人的耐硒和聚集硒的能力，

即使在全球唯一沉积型的独立硒矿床———恩施市

渔塘坝硒矿床的土壤中也能生长良好［４－６］，显然有

其独特的遗传特性。从前述的分析可知，壶瓶碎米

荠与其同属的其他物种相比，在核糖体转录间隔区
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表２　不同碎米荠物种ＩＴＳ１和ＩＴＳ２序列的变异

种名 登录号 ＩＴＳ１变异位置和变异碱基 ＩＴＳ２变异位置和变异碱基 变异数

（处）

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｈｉｒｓｕｔａ ＭＨ８０８２５８ ５６Ｇ／Ａ，１２４Ｃ／Ｔ，１３８Ｇ／Ａ，１３９Ｔ／Ａ ４５５Ｃ／Ｔ，５９７Ｃ／Ｔ ６

ＣａｒｄａｍｉｎｅｈｕｐｉｎｇｓｈａｎｅｎｓｉｓＭＷ２８２０４５ ３６Ａ／Ｇ，６３Ｔ／Ｃ，８３Ｔ／Ａ，９５Ｇ／Ｔ，９５～９６插入
Ｔ，１００Ｃ／Ｔ，１０６Ｃ／Ｔ，１２６～１２７插入 Ａ，
１３１Ｔ／Ａ，２０１Ｔ／Ａ，２０５Ａ／Ｇ，２１４Ｃ／Ｔ

４９１Ｃ／Ｔ，４９６Ｃ／Ｔ，４９８Ｃ／Ｔ，５０６Ｃ／Ｔ，６０３Ｇ／Ｔ １７

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｎｉｉｇａｔｅｎｓｉｓ ＤＱ２６８４９３ ５６Ｇ／Ａ，１２４Ｃ／Ｔ，１３８Ｇ／Ａ ４５３Ｔ／Ｃ，４５５Ｃ／Ｔ，５７２Ｃ／Ｔ，５８９Ｃ／Ｔ，６０３Ｇ／Ｔ ８

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｖｉｃｔｏｒｉｓ ＥＵ８１９３８２ １３４Ｔ／Ｃ ５６４Ｃ／Ａ，５８０Ｇ／Ａ ３

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｃｌｅｍａｔｉｔｉｓ ＥＵ８１９３１８ ２３Ｃ／Ｔ，１０６Ｃ／Ｔ，２５１Ｃ／Ｔ ５９９Ｃ／Ｔ，６０２Ｔ／Ｃ ５

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｒｕｐｉｃｏｌａ ＥＵ８１９３６８ ７１Ｔ／Ｃ ４４５～４４６Ｔ缺失，５２７Ｃ／Ａ，５８０Ｇ／Ａ ４

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｂｌａｉｓｄｅｌｌｉｉ ＥＵ８１９３１２ ２５０Ｇ／Ｔ ４４６Ｔ／Ｃ，５１８Ｔ／Ｃ，５８０Ｇ／Ａ，６０２Ｔ／Ｃ ５

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ ＥＵ８１９３４４ １２４Ｃ／Ｔ，２１４Ｃ／Ｔ，２５７Ｇ／Ａ ４６３Ｇ／Ｔ，６０２Ｔ／Ｃ ５

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｕｍｂｅｌｌａｔａ ＥＵ８１９３７９ ７７Ｃ／Ｔ ５２０Ａ／Ｔ，５６０Ｇ／Ｔ，５８０Ｇ／Ａ，６０２Ｔ／Ｃ ５

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｓｃｕｔａｔａ ＤＱ２６８４７５ ５６Ｇ／Ａ，１２４Ｃ／Ｔ，１３８Ｇ／Ａ ４５３Ｔ／Ｃ，４５５Ｃ／Ｔ，５７２Ｃ／Ｔ，５８９Ｃ／Ｔ ７

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｐｅｄａｔａ ＥＵ８１９３５６ １７１Ａ／Ｃ，２６０Ｃ／Ｔ ５８０Ｇ／Ａ ３

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｆｌｅｘｕｏｓａ ＤＱ２６８４０９ ５６Ｇ／Ａ，１２４Ｃ／Ｔ，１３８Ｇ／Ａ ４５３Ｔ／Ｃ，４５５Ｃ／Ｔ，５８９Ｃ／Ｔ ６

Ｃａｒｄａｍｉｎｅａｍａｒａ ＫＦ９８８０５２ ５６Ｇ／Ａ，１３８Ｇ／Ａ，２１４Ｃ／Ｔ ４５５Ｃ／Ｔ ４

Ｃａｒｄａｍｉｎｅａｍｐｏｒｉｔａｎａ ＡＹ２６０５９８ ５６Ｇ／Ａ，１３８Ｇ／Ａ ４５５Ｃ／Ｔ ３

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｐｕｒｐｕｒｅａ ＥＵ８１９３５８ １２２Ｃ／Ｔ ５８０Ｇ／Ａ，６０２Ｔ／Ｃ ３

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｎｕｔｔａｌｌｉｉ ＥＵ８１９３５０ ２５１Ｃ／Ｔ ５８０Ｇ／Ａ，６０２Ｔ／Ｃ ３

Ｃａｒｄａｍｉｎｅｄｉｇｉｔａｔａ ＥＵ８１９３２８ ５８０Ｇ／Ａ，６０２Ｔ／Ｃ ２

的ＤＮＡ序列上的差异很大，表明其进化速度远远超
过同类物种，而其他物种的耐硒聚硒能力远低于壶

瓶碎米荠。因此推测，最初某种原始的碎米荠生长

于恩施市富硒土壤上，经受了长期的高硒环境压

力，遗传基因产生了很多突变，经过若干年的选择，

那些能够耐受高含量硒土壤逆境的突变个体及其

后代存活了下来并繁衍至今，从而进化成新物

种———壶瓶碎米荠［７］。也就是说，高含量硒土壤环

境加速了壶瓶碎米荠的遗传进化，造成其远远多于

同属其他物种的 ＤＮＡ序列的变异。今后进一步的
研究工作，可以找出耐受和富集硒的相关基因，研

究其功能和作用机制。还可以对多种碎米荠物种

的基因进行横向比较，研究耐受和富集硒相关基因

的进化路径。

此外，笔者先建立“基准”序列，然后再与其比

较ＤＮＡ碱基的变异情况，可以很直观地观察到物种
的进化速度，该方法可应用到同类研究上。如果能

编制出对应的软件，则可以大大提高效率。

在本试验中，笔者对取自恩施市鱼塘坝独特富

硒矿床土壤上生长的壶瓶碎米荠ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩
增，然后再对 ＰＣＲ扩增产物测序，得到了壶瓶碎米
荠核糖体基因转录间隔区序列，为其分子鉴定提供

了参考序列。本试验所选用的引物扩增出来的条

带特异性好，几个独立的ＰＣＲ产物双向测序获得的
序列在去除了两端的部分序列后，重复性很好，因

此建立了有效的壶瓶碎米荠分子鉴定方法。
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