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基于 nrDNA ITS测序鉴定枸杞航天突变体的初步研究
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　　摘　要:利用nrDNA ITS(核核糖体 DNA基因内转录间隔区)碱基序列测定的方法 ,对经过

空间诱变在鲜果千粒重发生性状变异的3个枸杞材料进行碱基序列测定 ,结果表明:基于 ITS可

以明确 05-12-29 ,05-12-02两个突变体在DNA水平发生了突变 ,而05-14-01在 ITS序列上变异较

小 ,是否是航天突变体有待进一步的研究。
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　　宁夏枸杞(Lycium barbarum L.)是我国名贵的道地

药材[ 1] ,目前由于品种单一 、育种手段单一 、种质创新进

展缓慢等因素制约了枸杞产业持续协调发展[ 2] 。航天

育种是创造新种质资源和新品种的一种有效途径[ 3] ,研

究证明了突变株系与原始品种间在 DNA分子水平上确

实存在明显的差异[ 4-5] 。 ITS 区位于 rDNA 的 18S 和

26S rDNA 之间 ,被 5.8 S 分为 ITS1和 ITS2 ,是一段高

度重复的序列片段 ,且由于 ITS区进化极快 ,存在科 、

属、种 ,甚至株之间的差异[ 6-7] ,因此近年来已被国内外学

者广泛用于鉴别同属植物相似种以及混淆种[ 8] ,鉴于上

述研究现状 ,开展枸杞 nrDNA ITS序列分析研究 ,以寻

找枸杞航天突变体的 ITS序列差异作为切入点 ,对探讨

航天突变体是否与原始品种的遗传物质发生变化具有

十分重要的意义。

1　材料与方法
1.1　试验材料

宁夏农科院枸杞中心枸杞航天育种课题组选取“宁

杞1号”种子 ,于 2003年 11月 3日通过搭载第 18颗返

回式科学与技术试验卫星 ,经过 18天的轨道运行安全

返回 ,经过地面选育 ,现已发现 3株鲜果千粒重达 800 g

以上 ,优于“宁杞 1号” ,将 3份材料(05-12-29 ,05-14-01 ,

05-12-02)与母本“宁杞 1号”作为供试材料。

1.2　试验方法

采用CTAB法[ 9] 进行DNA提取方法。采用自行设

计的引物 P1 :5'-AACCTGCGGAAGGATCATTGTC '-3'

和P2 :5'-TGATATGCTTAAACTCAGCGGGTA-3' 对 ITS

进行 PCR扩增 ,包括 ITSl、5.8S rDNA 、 ITS2和部分

28 S rDNA 序列 ,序列总长度应为 680 bp左右;然后对

PCR产物纯化回收 、克隆转化 、DNA测序(将含有目标

片段的菌落 ,用 LB液体培养基培养 ,每个材料选取 3个

菌落送往北京奥科公司测序)。

2　试验结果
利用 DNAMAN 将试验测得的 ITS 序列与 NCBI

数据库中已发表的 ITS序列进行同源性比较 ,分别确定

出 ITS1 、5.8S及 ITS2序列片段。运用 DNAMAN软件

对所测得的序列进行对位排列 ,结果如图 1。

3　讨论
3.1　ITS区序列长度和变异信息

不同航天突变体材料 ,整个 ITS 序列长度变异范围

为 623 ～ 631 bp ,平均为 629 bp。整个 ITS1序列长度变

异范围为245～ 252 bp ,平均为250 bp。整个5.8SnrDNA

序列长度变异范围都为 154 bp。整个 ITS2序列长度变

异范围为 224 ～ 225 bp ,平均为 225 bp。ITS区和分区长

度及G+C含量变异如表 1。不同航天突变体植物 ITS

序列特征如表2所示。

　　表 1　不同航天突变体植物的 ITS区序列

长度和G+C含量

名称 学名
ITS1(bp)

(G+C)%

5.8S(bp)

(G+C)/ %

ITS2(bp)

(G+C)/ %

ITS区总长

(bp)(G+C)/ %

ningqi1 宁杞1号 252(68.3) 154(55.8) 225(69.3) 631(65.6)

05-12-02 航天突变体 245(64.1) 154(53.2) 224(60.7) 623(60.2)

05-12-29 航天突变体 251(68.6) 154(55.8) 225(69.8) 630(65.9)

05-14-01 航天突变体 252(68.6) 154(55.8) 225(69.3) 631(65.8)

Average for all 250(67.4) 154(55.2) 225(67.2) 629(64.4)

　　表 2　不同航天突变体植物的 ITS区序列特征
sequence Conse rved sites/ % Variable sites/ % Si/ sv

ITS1 226/252(89.7) 26/252(10.3) 20/1

ITS2 199/225(88.4) 26/252(11.6) 19/4

total 425/477(89.1) 52/504(10.3) 39/5
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ningqi1 CG AAA C C TG CA C AG CAGAAC GAC C CG CGAA CG CG TT TC A A CA C TGGGGAG C CG C G CGGG CGGGG TG C TT CGG C CC 75

05-12-02 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- .....- - -- - -- - t - - -- - -- - g- - a- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - t - - 70

05-12-29 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 75

05-14-01 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 75

ningqi1 CC CG TG TG CG C G TC T CC C CC C C TCG TC C CCGG CG C G CG CG CC CG CG CG CG CG TC GGG TGA C TAA CGAA C C CC GG C 150

05-12-02 - t g- - - c- t - - -- - -- - -- - t ..- a - -- - - a- -- - -- - -- - -- - -- t -- - -- c -- - a- - -- - -- - a- - -- - -- - - 143

05-12-29 - - -- - - c- -- - -- - -- - -- - - .- -- - -- - t - - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 149

05-14-01 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 150

ningqi1 G C GAAAAG CG C C AAGGAA TA C T TA AA T TG A TAG CC TG C C T CT CG CG CC C CG T CC G CGG TG CA CG CGGGAGGG C C T 225

05-12-02 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- g -- - -- - -- - -- - -- - -- - .- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- g -- - -- - -- - a- - - 217

05-12-29 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- g -- - -- - -- - -- - - 224

05-14-01 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- g -- - -- - -- - -- - - 225

ningqi1 G TG C TT C TC T TG AAA C .AGAAAC GAC T C TCGG C AA CGGA TA T C TCGG C T CT CG C A TC GA TGAAGAA CG T AG C GAA 299

05-12-02 - c - t - -- - -- - -- - -- t - a- -- t -- - -- - t - - -- - - a- -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- a -- - -- - - 292

05-12-29 - - -- - -- - -- - -- - -- .-- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 298

05-14-01 - - -- - -- - -- - -- - -- .-- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 299

ningqi1 A TG CGA TA C T TGG TG TGAA TTG C AGAA T CC CG TGAA CC A T CGAG T C TT TG AA CG CAAG TTG CG C CC GAAG CC A T T 374

05-12-02 - c -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 367

05-12-29 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 373

05-14-01 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 374

ningqi1 A G G CC GAGGG C A CG T C TG CC TG GG CG T CA CG CA TC G CG T CG C C CC C CG CG C A CC G CG C CC A TG C TC TG GG TC G CG 449

05-12-02 - a -- - -- - -- - -- - -- - a- - -- - -- - -- - -- - -- - -- a -- a -- - -- .- t a -- - -- - -- - -- - a .- -- c t- - -- t - 440

05-12-29 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 448

05-14-01 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 449

ningqi1 G TG .G TG TCG C GGGG CGGA TA C TGG C C T CC CG TG C G CC T CG C G CT CG CGG C CGG C CT AAA TG CGAG T CC A CG T CG 523

05-12-02 - - - c a -- - -- - -- - t t a -- - -- - -- - -- - -- - - t - -- - -- - -- - -- - -- - - t - -- - -- - -- - t - - -- - -- - -- - - 515

05-12-29 - - - .- -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 522

05-14-01 - - - .- -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 523

ningqi1 A C GGA CG TC AC GG C AAG TGG TGG T TG T AA C C CAAC T C TCGAAG TG T CG TGG C CA TA C C CCG TCG CG CG T T TG G CC 598

05-12-02 - - -- - -- - -- t -- - -- - c- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- t -- - -- t -- - -- - -- - -- - -- - - 590

05-12-29 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 597

05-14-01 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 598

ningqi1 TC C CGGAC C C TT C TTG C G C TT AGG CG C T CCGA C 631

05-12-02 - - -- a -- - -- - -- - -- - -- - -- - a- - -- - t - - - 623

05-12-29 - - -- - -- - -- - -- - c- - -- - -- - -- - -- - -- - - 630

05-14-01 - - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - -- - - 631

图 1　序列对位排列图

　　整个 ITS 区排序后的总长度为 631 bp ,其中 ITS1 ,

5.8S 和 ITS2排序后的长度分别为 252 bp , 154 bp和

225 bp。将 gap(空位)作 missing(缺失)处理时 ,由于

5.8S DNA 序列过于保守 ,因而在研究中利用 ITS1和

ITS2区序列进行统计分析。整个转录间隔区(ITS1十

ITS2)对位排列后总长度为477 bp ,共有 52个变异位点 ,

变异位点分别为26和26个 ,占10.3%;保守位点425 ,占

89.1%;39个转换位点 , 5个颠换位点 , ITS1区的转换/

颠换比值高于 ITS2区。

3.2　聚类分析

将对位排列后的序列导入 MEGA4.0 ,用邻位相接法

(NJ)进行聚类分析所得系统树为有根树 ,聚类图见图 2。

图 2　聚类图
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3.3　基于 ITS序列特征在航天突变体鉴别

05-12-29、05-14-01 、05-12-02 ,是“宁杞 1号”经过卫

星搭载 ,通过地面选育 ,在形态和结果性状上表现出一定

变异特征的材料。基于 ITS序列分析 ,研究表明 ,05-12-

02表现明显的变异 ,05-12-29变异程度居中 ,05-14-01基

本与原始材料一致 ,变异较小。因此 ,基于 ITS可以明确

05-12-29 、05-12-02两个突变体在 DNA水平发生了突变 ,

而05-14-01突变体在 ITS序列上变异较小 ,是否是航天

突变体有待进一步的研究。

4　结果
基于 nrDNA ITS区序列差异能够作为鉴定航天突

变体是否在 DNA水平发生了变异的依据之一。

(致谢:感谢中国林业科学研究院林业研究所卢孟

柱研究员和王敏杰 、赵树堂博士在技术及各方面的支

持。)
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Primary Study on Space Mutation of Lycium Linn Based on nrDNA ITS Sequences

SHI Zhi-gang , AN Wei , Jiao En-ning , ZHAO Jian-hua ,WANG Ya-jun

(Ningxia Wolfberry Engineering and Technology Research Center , Yinchuan , Ningxia 750002 , China)

Abstract:Study on the sequence of DNA of 3 LyciumLinn materials w hich were induced to change through space , and the

thousand g rains weight of fresh fruit of which was variation.in the nrDNA ITS.The results showed that two mutation

bodies(05-12-29 and 05-12-02)distinctly took place mutate in the level ,but the variation of mutation body(05-14-01)was

smaller in the ITS sequence ,whether w as a space mutation body need a further research.

Keywords:Lycium Linn;Internal transcribed spacer;Measure the sequence of DNA;Identification
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