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老芒麦和垂穗披碱草 rDNA-ITS 序列分析
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摘要: 分析了老芒麦和垂穗披碱草 rDNA-ITS 序列，为这两个种的鉴别提供分子指纹图谱，为系统发育提供分子生物学依

据。结果表明，22 份材料的 ITS、ITS1、5. 8S、ITS2 序列长度均相同，依次为 604bp、222bp、164bp、218bp，GC 含量依次为 62. 25% ～
63. 08%，62. 16% ～ 63. 06%，59. 76%，64. 22% ～ 65. 60%。除 5. 8S 外，碱基位点都有不同程度的变化，一些变异位点有明显的

种性变异规律，可作为老芒麦和垂穗披碱草种质 DNA 指纹特异鉴别位点。7 个 ITS 序列的同源性 98. 7% ～ 99. 8%，遗传分歧

0. 2 ～ 1. 3，具有保守性，为非近期分化类群。系统发育分析表明不同来源地的同种材料，差异主要表现在 DNA 变化快慢及碱

基替换数，但相同的种归为一类，进一步反映了种内的遗传稳定性。
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Abstract: Analysis of ITS sequences of Elymus sibiricus and E. nutans will provide useful information for
germplasm DNA fingerprint identification and phylogeny． The results showed that the lengths of ITS，ITS1，5. 8S
and ITS2 in 22 accessions tested were identical，which were 604bp，222bp，164bp，and 218bp，and GC contents
were 62. 25% -63. 08% ，62. 16% -63. 06% ，59. 76% ，and 64. 22% -65. 60% ，respectively． Except for 5. 8S，

base sites varied to some extent． Some variable sites were species-specific，which can be used as DNA molecular
markers of E． sibiricus and E. nutans． The identity of the seven ITS sequences ranged from 98. 7% to 99. 8% ，and
the divergence was 0. 2-1. 3． These sequences were conserved and not recent differentiated groups． Phylogenetic
analysis indicated that the difference for various sources of the same species was the speed of DNA changes and
the number of base substitution． However，the same species were classified in the same group，further reflecting
the intraspecific genetic stability．
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披碱草属( Elymus L. ) 是禾本科( Gramineae) 小

麦族( Triticeae) 重要的多年生属，该属是小麦族植

物中遗传和物种多样性较为丰富的类群之一，多数

种质地柔软、叶量丰富、种子产量高，粗蛋白含量较

高，是饲用价值很高的牧草。披碱草属植物适应性

较广，生态类型较多，生态幅度较宽，抗旱抗寒性强，

其基因组中含有普通小麦不具有的抗逆、抗病虫害

基因，可作为改良麦类作物的基因资源库［1-3］。老

芒 麦 ( E. sibiricus L. ) 和 垂 穗 披 碱 草 ( E. nutans
Griseb. ) 是披碱草属中重要的两种多年生牧草，具

有披碱草属植物的优点，但又各有优势［4］，是我国

常见的两种穗型下垂类披碱草属牧草，在形态上较
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为相似，二者的生态幅都比较宽。在长期适应自然

环境的过程中，不同地区以及不同生境材料的遗传

特征均会发生变异，尤其是表型性状最容易受环境

的影响，从而使得在分类学上鉴定时存在一定的困

难。按照传统的分类学方法，对老芒麦和垂穗披碱

草的识别和鉴定是通过花序的形态、穗轴上小穗的

着生数目、颖先端有无具芒以及所具芒的形态来进

行的［5］，而在实际野外调查中，尤其在高海拔地区

以及某些特殊的小生境中，两个种在形态上的交叉

现象比较严重，将他们准确分类往往较困难，因此存

在着对老芒麦和垂穗披碱草错误鉴定的现象［6］。
植物核糖体 DNA 中的内转录间隔区( Internal

Transcribed Spacer，ITS ) 位 于 核 糖 体 18S、5. 8S 和

26S 之间，转录间隔区的 DNA 片段被 5. 8S 分割成 2
段，由于不加入成熟的核糖体，受到的选择压力较

小，序列进化较快，并且具有保守性，不仅适合用于

低分类群的系统发育分析，而且可以反映种与种内

水平的变化，也被用于种内各居群内的差异性研

究［7-10］。本研究测定老芒麦和垂穗披碱草的 rDNA-
ITS 序列，比较两种居群间和种间的 rDNA-ITS 区碱

基序列特征的差异，为这两种的鉴别提供分子指纹

图谱，同时系统发育分析提供分子生物学依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

供试材 料 为 中 国 农 业 科 学 院 草 原 研 究 所 于

2006 年至 2008 年赴青海、内蒙古等地收集的 22 份

野生材料，种名经有关专家依形态学进行了鉴定

( 表 1) ，包括 17 份老芒麦( Elymus sibiricus L. ) 和 5
份垂穗披碱草( E. nutans Griseb. ) 。

表 1 供试材料名录

Table 1 Directory of Elymus sibiricus and E. nutans used in this study

种名

Species
编号

No．
染色体数目和倍性

No． and ploidy of chromosomes
采集地

Origin
生境

Habitat
海拔( m)

Altitude

垂穗披碱草 ITS25 6n = 42 河北省承德市坝上 草甸 1492

垂穗披碱草 ITS26 6n = 42 内蒙古扎兰屯市 路边草丛 1085

垂穗披碱草 ITS27 6n = 42 内蒙古锡林郭勒盟白旗 草原 1208

垂穗披碱草 ITS28 6n = 42 青海省海西蒙古族藏族自治州

都兰县夏日哈镇

水沟边 3108

垂穗披碱草 ITS31 6n = 42 四川省甘孜州炉霍县 河边坡地 2990

老芒麦 ITS29 4n = 28 内蒙古呼和浩特市大青山小井沟 路边草丛 1727

老芒麦 ITS30 4n = 28 青海省柴达木盆地伊克高里工业区 荒漠 2962

老芒麦 ITS32 4n = 28 新疆伊犁市霍城县果子沟 路旁 1996

老芒麦 ITS23 4n = 28 河北省承德市坝上 草甸 1438

老芒麦 ITS33 4n = 28 青海海北藏族自治州海晏县金滩乡 田边 2918

老芒麦 ITS34 4n = 28 内蒙古锡林郭勒盟乌拉盖开发区 路边草丛 900

老芒麦 ITS35 4n = 28 北京市百望山 路边草丛 1117

老芒麦 ITS36 4n = 28 山西省朔州市右玉县 路边草丛 1379

老芒麦 ITS38 4n = 28 四川省甘孜州道孚县 草原 3500

老芒麦 ITS39 4n = 28 内蒙古呼和浩特市大青山小井沟 水沟旁 1504

老芒麦 ITS40 4n = 28 内蒙古呼和浩特市大青山小井沟 路边洼地 1727

老芒麦 ITS41 4n = 28 四川省甘孜州道孚县 草原 3500

老芒麦 ITS42 4n = 28 青海省海西蒙古族藏族自治州

都兰县夏日哈镇

路边芨芨草滩 3108

老芒麦 ITS43 4n = 28 青海省海南州共和县江西沟 草场 3243

老芒麦 ITS37 4n = 28 甘肃省甘南藏族自治州夏河县 农田 2770

老芒麦 ITS44 4n = 28 四川省甘孜州炉霍县 路边荒地 3060

老芒麦 ITS45 4n = 28 内蒙古乌兰查布市凉城县龙泉山庄 路边草丛 1523
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1. 2 基因组 DNA 提取及质量检测

于 2010 年 8 月 5 日温室育苗，10 月 13 日采其

幼苗。使 用 Universal Genomic DNA Extraction Kit
Ver. 3. 0( Code No. DV811A) 从 22 份牧草幼苗样品

中提取基因组 DNA，取 1 μl 进行 1% 琼脂糖凝胶电

泳检测。
1. 3 rDNA-ITS 扩增及检测

使用特异引物进行高保真 PCR 扩增。序列为:

ITS5: 5'-TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTG-3'
ITS4: 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'［11］，由

中国大连 TaKaRa 公司合成。
PCR 扩增条件及扩增程序参见文献［12］。PCR

扩增使用 TaKaRa LA Taq( Code No. DRR002A) 扩增。
1. 4 PCR 产物纯化回收

取 PCR 产物 5 μl 进行琼脂糖凝胶电泳检测并

拍照。使用 TaKaRa Agarose Gel DNA Purification Kit
Ver. 2. 0( Code No. DV805 ) 切 胶 回 收 上 述 PCR 产

物，按 照 编 号 依 次 命 名 为 ITS25-1 PCR、ITS25-2
PCR…，ITS26-1 PCR……。
1. 5 克隆及测序

使用TaKaRa DNA Ligation Kit ( Code No. D6020A)

中的 Solution I，将 ITS25-1 PCR、ITS25-2 PCR…，

ITS26-1 PCR……分别与 pMD19-T Vector( Code No.
D102A) 连接后，热转化至 E. coli 感受态细胞 JM109
( Code No. D9052) 中，涂布平板，37℃过夜培养。挑

选阳性菌落植菌，每份材料提取 3 ～ 5 个阳性克隆质

粒用于 DNA 测序分析。使用引物 M13-47 对质粒

ITS25-1、ITS25-2 …，ITS26-1 ……测序，序列测定由

中国大连 TaKaRa 公司完成。
1. 6 序列分析

将获得的 ITS 序列用 Clustal X 软件进行对位排

列后，用 BioEdit 进行手工校正，确认 ITS 序列的可

靠性。根据 GenBank 已登录的 ITS 序列对测定的

ITS 序列边界进行划分［13］。BioEdit 分析 ITS 序列

的碱基频率、转换和颠换比，ITS 序列内部的变异由

MEGA4. 1 计算。

2 结果与分析

2. 1 ITS 序列长度、GC 含量及变异

BioEdit 软件分析 22 份材料 DNA 组成成分( 表

2) 。结果表明，这两种牧草各材料的 ITS 序列全长

均 为 604bp，GC 含 量 变 化 范 围 为 62. 25% ～
63. 08% ; ITS1 序列长均为 222bp，GC 含量变化范围

为 62. 16% ～ 63. 06% ; 5. 8S 序列长为均 164bp，GC

含量均为 59. 76% ; ITS2 序列长均为 218bp，GC 含量

变化范围 64. 22% ～65. 60%。
GC 含量发生变异，预示碱基位点发生了某种

程度的变化。Mega 4. 1 分析结果表明( 表 3 ) ，比对

序列共 604 个位点，其中包含 593 个不变位点、11
个变异位点，包括 7 个变异信息位点; ITS1 有 222 个

位点，包含 217 个保守位点，5 个变异位点，包括 3
个变异信息位点; ITS2 有 218 个位点，包含 212 个保

守位点，6 个变异位点，包括 4 个变异信息位点;

5. 8S 有 164 个位点，全部为保守位点，无变异位点，

表明这两种牧草核糖体基因的高度保守性。

表 2 22 份种质资源 ITS 长度及 GC 含量变异

Table 2 Lengths of ITS sequences and its contents of GC
in 22 populations

编号

No.

材料名称

Material

name

ITS1

( bp) /GC

( % )

5. 8S

( bp) /GC

( % )

ITS2

( bp) /GC

( % )

ITS

( bp) /GC

( % )

ITS25 垂穗披碱草 222 /62. 16 164 /59. 76 218 /64. 22 604 /62. 25
ITS26 垂穗披碱草 222 /62. 16 164 /59. 76 218 /64. 22 604 /62. 25
ITS27 垂穗披碱草 222 /62. 16 164 /59. 76 218 /64. 22 604 /62. 25
ITS28 垂穗披碱草 222 /62. 16 164 /59. 76 218 /64. 22 604 /62. 25
ITS31 垂穗披碱草 222 /62. 16 164 /59. 76 218 /64. 22 604 /62. 25
ITS29 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 14 604 /62. 91
ITS30 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 14 604 /62. 91
ITS32 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 14 604 /62. 91
ITS23 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 14 604 /62. 91
ITS33 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 14 604 /62. 91
ITS34 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 14 604 /62. 91
ITS35 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 14 604 /62. 91
ITS36 老芒麦 222 /62. 61 164 /59. 76 218 /65. 14 604 /62. 75
ITS38 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 14 604 /62. 91
ITS39 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 14 604 /62. 91
ITS40 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 14 604 /62. 91
ITS41 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /64. 68 604 /62. 75
ITS42 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 14 604 /62. 91
ITS43 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 14 604 /62. 91
ITS37 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 60 604 /63. 08
ITS44 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 60 604 /63. 08
ITS45 老芒麦 222 /63. 06 164 /59. 76 218 /65. 60 604 /63. 08

进一步对 22 份材料的 ITS 序列进行多序列比

对分析，结果表明，老芒麦有 5 个 ITS 序列变异类

型，ITS36 有 1 种 变 异 类 型，用 sibiricus1 代 表;

ITS33、TS39、ITS40 等 4 份材料的序列完全相同，用

sibiricus2 代表; ITS41 有 1 种变异类型，sibiricus3 代

表; ITS29、ITS30、ITS32、ITS34、ITS35、ITS38、ITS42、
ITS43 等 8 份材料的序列完全相同，用 sibiricus4 代

表; ITS37、ITS44、ITS45 等 3 份材料的序列完全相

同，用 sibiricus5 代表。垂穗披碱草有 2 个 ITS 序列

变异类型，ITS25 有 1 种变异类型，用 nutans1 代表;
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ITS26、ITS27、ITS28、ITS31 等 4 份材料序列完全相

同，用 nutans2 代表。对这 7 个序列进行多序列比

对，发现 4 个有明显种性变异的位点( 图 1) ，分别是

100 位碱基垂穗披碱草为 T，老芒麦为 C; 195 位碱

基垂穗披碱草为 A，老芒麦为 G; 438 位碱基垂穗披

碱草为 A，老芒麦为 C; 547 位碱基垂穗披碱草为 A，

老芒麦为 C。

图 1 部分 ITS 序列比对图

Fig. 1 Comparison of partial ITS sequences

2. 2 ITS 序列遗传分歧及同源性分析

用 DNAStar 软件计算上面 7 类 ITS 序列的遗传

分歧及同源性百分比差异，结果表明，这 7 个 ITS 序

列的同源性( percent identity) 98. 7% ～ 99. 8%，遗传

分歧( divergence) 0. 2 ～ 1. 3。同一种内，nutans1 和

nutans2 ( 垂 穗 披 碱 草) 以 及 sibiricus3 和 sibiricus4

( 老芒麦) 的同源性最大为 99. 8%，遗传分歧最小为

0. 2%，sibiricus1 和 sibiricus3 的 同 源 性 最 小 为

99. 0%，遗传分歧最大为 1. 0; 不同种间，nutans1 ( 垂

穗披碱草) 与 sibiricus1 ( 老芒麦) 和 sibiricus3 ( 老芒

麦) 的同源 性 最 小 均 为 98. 7%，遗 传 分 歧 最 大 均

为 1. 3。

表 2 7 个 ITS 序列遗传分歧( 左下角) 及同源性( 右上角)

Table 2 Divergence and percent identity of 7 ITS sequences ( %)

2. 3 老芒麦和垂穗披碱草系统发育分析

将两种披碱草属牧草试验材料通过预分析，删

除同种内 ITS 无变异材料，以旱雀麦( Bromus tecto-
rum L. ，L36485) 作外类群进行计算并比较，比对序

列共 605 个位点，其中包含 540 个不变位点、64 个

变异位点、57 个变异非信息位点，7 个变异信息位

点，转 换 颠 换 比 2. 55。Bootstrap Reps = 1000，MP
( Maximum Parsimony，最大简约法) 分析结果显示，

分支图树长( tree length) 为 65，一致性指数( consis-
tency index，CI ) 为 1. 00，保持性指数 ( retention in-
dex，RI) 为 1. 00，可分为 2 个类群( 图 2) ，类群Ⅰ: 老

芒麦类群，其支持率( bootstrap) 为 71%，本类群可以

分为 3 个小类; 类群 Ⅱ: 垂穗披碱草类群，其支持率

( bootstrap) 为 94% ; 树 枝 长 短 代 表 其 DNA 变 化

快慢。

图 2 基于 rDNA-ITS 序列的 MP 系统发育树

Fig. 2 MP phylogenetic tree based on

rDNA ITS region sequences

比例尺显示水平线的长度，代表碱基替换数; 分支上的数字代表

简约法的自展支持率大于 50%

Scale shows the length of the horizontal，on behalf of

the number of base substitution; Number above the branches

indicate bootstrap values greater than 50% by MP analysis
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3 讨论

关于老芒麦和垂穗披碱草遗传多样性研究较

多，已 有 多 种 分 子 标 记 可 用 来 检 测 遗 传 多 样

性［14-16］，刘全兰［1 2］、王晓丽等［1 7］基于 ITS 序列对广

义披碱草属植物的分子系统发育与进化进行了研

究，张利等［1 8］基于 ITS 序列分析仲彬草属植物的亲

缘关系，付敏［19］对小麦族含 StH 基因组物种的 ITS
序列进行了分析，但是关于这两种牧草分子水平上

鉴别的研究报道较少。本试验所得结果与形态学资

料相吻合，进一步证明 ITS 是鉴别近缘种的理想分

子指标。本研究报道了材料间的变异位点，总共有

11 个变异位点，其中 7 个变异信息位点序列比对显

示，老芒麦有 5 个 ITS 序列变异类型，垂穗披碱草有

2 个 ITS 序列变异类型，充分说明了 ITS 序列具有种

内多态性。ITS 区序列在种内的差异很小( ≤1% ) ，

反映了种内的遗传稳定性，其微小的差异可能是由

于测序反应中碱基的错配或种内遗传的多态性，如

老芒麦 sibiricus1，即 17 份老芒麦中只有 1 份材料的

ITS 与多数老芒麦有差异，最大差异为 1%，垂穗披

碱草 TS25 和 ITS26 虽然 ITS1 的 GC 含量相同，但 A
与 T 碱基位置却不同，老芒麦 sibiricus5 代表的 3 份

材料的 ITS2 有变异位点，但 ITS1 还是遵从多数老

芒麦 ITS1 的序列。垂穗披碱草和老芒麦的 ITS 呈

现一致性的变化趋势，5 份供试垂穗披碱草中 4 份

的 ITS 序列完全相同，17 份供试老芒麦中 8 份的

ITS 序列完全相同，而其他老芒麦序列与其差异最

大的为 sibiricus1，即遗传分歧为 1%。变异位点有

明显的种性变异规律，如 195 位碱基老芒麦是 G，垂

穗披碱草是 A; 547 位碱基老芒麦是 C，垂穗披碱草

是 A 等。这些变异位点，都是通过重复测序，重现

性好，可作为老芒麦和垂穗披碱草种质 DNA 指纹特

异鉴别位点。
本研究 22 份 材 料 发 现，同 一 个 体 有 多 个 克

隆的序列是相同的，对此情况，在分析中只保留

一条。本研究中共有 7 个不同的 ITS 序列，其同

源 性 98. 7% ～ 99. 8% ，遗 传 分 歧 ( divergence )

0. 2% ～ 1. 3% ，说明老芒麦 和 垂 穗 披 碱 草 的 ITS
序列具有保守性，为非近期分化类群; 以旱雀麦

为外类群进行系统发育分析发现，不同来源地的

同种材料，差 异 主 要 表 现 在 系 统 发 育 中 DNA 变

化快慢及碱基替换数，但相同的种归为一类，进

一步反映了种内的遗传稳定性。
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