
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(2): 525 −532

枸杞属植物nrDNA ITS致同进化不完全
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摘要: 为探讨枸杞属 (Lycium) nrDNA ITS序列致同进化不完全现象及假基因问题, 本研究以 cDNA ITS为参照,

对枸杞属栽培品种的 ITS进行测序。综合GenBank数据库获取的 44条枸杞属 ITS序列进行分析。考察碱基变异、

GC含量、5.8S保守基序、二级结构最小自由能、进化模式及系统发育关系等对枸杞属的 ITS多态性和假基因进行鉴

定。结果表明, 枸杞属植物内存在明显的 ITS多态性, 植物种间及个体内存在致同进化不完全现象, 144条序列中共

83条序列被鉴定为假基因序列。本研究首次对枸杞属 ITS多态性和假基因进行了较为系统地检验, 阐述了枸杞属

ITS假基因特性, 评估了假基因对枸杞属系统进化的影响。为 ITS序列用于枸杞属种质资源研究和DNA条形码鉴

别研究等提供了参考。
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Abstract: In this study, nrDNA ITS sequences of Lycium cultivars were sequenced and used to test the

existence of incomplete concerted evolution and pseudogenes. Together with 44 ITS sequences retrieved from

GenBank, the pattern of base substitutions, GC content, 5.8S conserved motifs, the minimum free energy of secondary

structures, nucleotide diversity and phylogenetic relationship of the samples were analyzed. While 83 of the 144

sequences were identified as pseudogenes, the results suggested a high degree of polymorphism and putative

pseudogenes in Lycium, suggesting an incomplete concerted evolution of the ITS region. ITS polymorphism and

pseudogene of Lycium were systematically tested for the first time. This research provides a references for ITS

sequence to be used in the study of Lycium germplasm resources and DNA barcode identification.
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枸杞是我国历史悠久的药食同源品种, 具有广泛 的药用和经济价值。2020版《中国药典》收录枸杞来

源为茄科植物宁夏枸杞 Lycium barbarum L.的干燥成

熟果实, 具有滋补肝肾、益精明目的功效[1]。现代药理

研究表明枸杞具有抗氧化、抗衰老、神经保护、保肝明

目等多种活性[2], 药用价值广泛。此外, 枸杞常作为保

健品、食品的优质天然原料及普通群众的滋补茶蔬, 具

有显著的经济价值。枸杞原植物来源于枸杞属, 枸杞

收稿日期: 2021-09-06; 修回日期: 2021-10-11.

基金项目: 国家自然科学基金资助项目 (81803671); 中央级公益性科研

院所基本科研业务费专项资金 (ZZ13-YQ-079); 中国中医科

学院科技创新工程 (CI2021A04104).

*通讯作者Tel: 86-10-64089527,

E-mail: qiandan2104@163.com; huangluqi01@126.com

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2021-1303

·· 525



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(2): 525 −532

属在世界范围内广泛分布, 仅在我国作为经济植物广

泛栽培于西北和华北地区[3]。

核糖体DNA (nuclear ribosomal DNA, nrDNA), 是

由一些高度重复序列组成的多基因家族, 在高等植物

中有成千上万的拷贝, 这些拷贝在基因组内串联重复, 分

布于一对或多对染色体上[4]。每个重复单元由3个 rRNA

(18S rRNA、5.8S rRNA、26S rRNA) 共同构成, 基因间由

转录间隔区 (internal transcribed spacer, ITS1 和 ITS2)

隔开[5-7]。nrDNA (包括 ITS) 的进化模式通常为致同进

化 (concerted evolution), 拷贝之间趋于均一化, 几乎没

有差异,为 ITS序列的 PCR扩增产物直接测序奠定了

基础。此外, ITS序列进化速率快, 片段长度适中, 能

够提供较多的变异信息, 已经成为现今植物系统发育

和DNA条形码鉴定研究中常用的分子标记之一[4,8,9]。

随着研究的不断深入和测序技术的突飞猛进, 植

物类群中 ITS多态性逐渐受到学者们的关注。有研究发

现, ITS序列在植物基因组中存在致同进化不完全的现

象, 拷贝之间存在明显的差异。此外, 一些 ITS拷贝可

能会由于功能退化而变成假基因 (pseudogenes)。已有

研究证实, 在许多植物类群中存在 ITS假基因现象, 如

苏铁属 (Cycas)[10]、梨属 (Pyrus)[11]、栎属 (Quercus)[12]、落

叶松属 (Larix)[13]、山茶属 (Camellia)[14-16]、樟属 (Cinna‐

momum)[17]、胡枝子属 (Lespedeza)[18]、乳突球属 (Mam‐

millaria)[19,20]、茜草科 (Rubiaceae)[21,22]等。药用植物中

ITS多态性也逐渐引起重视, 如紫堇属 (Corydalis)[23]、

人参属 (Panax)[24]等植物 ITS 多态性已被证明 , 但是 ,

对药用植物 ITS假基因的现象尚未展开深入研究。

中国枸杞属植物有 7种 3变种, 目前枸杞属 ITS的

研究主要集中于物种鉴定和遗传关系分析。2017年

首次有报道提及枸杞品种及个体内的 ITS多态性和假

基因现象[25], 但尚未展开系统而深入的研究。本研究

以枸杞属植物为研究对象, 通过直接测序、克隆测序

DNA和 cDNA的 ITS序列, 评估枸杞种内和种间的 ITS

多态性, 在此基础上进行 ITS假基因的鉴定, 同时推测

ITS致同进化不完全和假基因的成因, 以期为枸杞属

系统进化和物种形成研究提供一定的参考。

材料与方法

材料 本研究以枸杞属栽培品种为研究对象, 采集

新鲜叶片, 通过变色硅胶干燥和液氮低温保存两种方

式储存, 具体情况见表 1。所有样品由中国医学科学

院药用植物研究所姚入宇博士和中国中医科学院医学

实验中心钱丹副研究员鉴定。同时, 从GenBank下载

44条枸杞属 ITS序列 (登录号: JQ320139～JQ320172;

KJ189761～KJ189770), 具体情况见表2。

植物总DNA提取和PCR扩增 采用天根生化科

技 (北京) 有限公司的Plant Genomics DNA Kit (Cat No.

DP305-03) 提取植物总DNA。使用通用引物 ITS1 (5'-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') 和 ITS4 (5'-TCCTC

CGCTTATTGATATGC-3')[26]进行 ITS序列扩增。

PCR扩增使用全式金生物技术 (北京) 有限公司的

EasyTaq酶。PCR扩增体系为50 μL: 2×SuperMix 25 μL、

上下游引物各2 μL、模板DNA 2 μL、ddH2O 19 μL。扩增

程序如下: 94 ℃, 预变性5 min; 94 ℃变性30 s, 56 ℃退

火30 s, 72 ℃延伸45 s, 38个循环; 72 ℃延伸10 min。

植物总 RNA 提取和 RT-PCR 为了更好地判断

基因组 5.8S序列是否具有功能, 将相关参数与RNA反

转录合成的 cDNA ITS进行比较[19]。使用天根生化科

技 (北京) 有限公司的 RNA Easy Fast Plant Tissue Kit

(Cat No.DP452) 提取植物总RNA。用 FastKing RT Kit

(With gDNase) 试剂盒合成 cDNA第一链, 再以与 PCR

扩增相同的引物和条件进行RT-PCR获得 cDNA ITS。

克隆和测序 PCR和RT-PCR产物经 1.0%琼脂糖

凝胶电泳后, 切下目的片段并用Thermo Scientific Gene

JET Gel Extraction Kit凝胶回收试剂盒回收、纯化产物,

使用天根生化科技 (北京) 有限公司 Lethal Based Fast

Cloning Kit试剂盒进行克隆。然后每个样品挑选11个

克隆产物, 经 PCR鉴定阳性克隆后送往北京诺赛基因

组研究中心有限公司测序, 同时, 对PCR产物也进行了

直接测序。

序列处理与分析 使用Seqman (DNAStar, Madison,

WI) 软件, 通过将测序序列与相应峰图对比完成单向序

列的校正, 然后将正向和反向互补序列进行对比拼接,

以保证所得序列的准确性。根据GenBank中已有的枸

杞属植物 ITS序列, 确定 ITS1、5.8S和 ITS2的边界。

为了确定枸杞属植物是否存在 ITS假基因, 进行

如下分析: ① 使用MEGA 7计算 ITS序列长度和GC含

量, 并基于K2P双参数模型 (Kimura 2-parameter model)

Table 1 The information of the Lycium materials

Code
N1
N5
N7
QH-N5
ZH

Chinese name
Ningqi NO.1
Ningqi NO.5
Ningqi NO.7
Ningqi NO.5
Chinese Gouqi

Speices
L. barbarum
L. barbarum
L. barbarum
L. barbarum
L. chinense

Number
1
1
1

10
1

Collection locality
Institute of Medicinal Plant Development
Institute of Medicinal Plant Development
Institute of Medicinal Plant Development
Delingha, Qinghai
China Academy of Chinese Medical Sciences
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构建 NJ无根进化树, 以 bootstrap方法 2 000次重复取

样分析分支支持度; ② 检测是否存在种子植物5.8S特

有的 3个保守基序 (motif1: CGATGAAGAACGTAGC;

motif2: GAATTGCAGAATCC; motif3:TTTGAACGCA)[27];

③ 通过在线软件 Mfold[28]预测 5.8S和 ITS2区的最小

自由能 (37 ℃时的 ΔG)。在初步确定假基因的基础

上, 再用DnaSP计算功能序列和假基因的核苷酸差异

平均值 (average number of nucleotide differences, K)、

核苷酸多样性 (nucleotide diversity, π) 并进行中性检

验 (Tajima's D或 Fu and Li's D), 进一步对前面的分析

结果加以验证。

结果与分析

1 ITS序列长度、GC含量、最小自由能分析及假基因

的鉴定

本研究共得到 100 条不同的 ITS 序列 , 其中包括

10条直接测序 ITS序列和 90条克隆 ITS序列 (57条基

因组 DNA ITS 序列和 33 条 cDNA ITS 序列)。直接测

序 ITS 序列长度变异范围为 601～648 bp, 基因组

DNA ITS 序列长度变异范围为 535～694 bp, cDNA

ITS序列长度变异范围为 536～648 bp。与功能基因相

比, 假基因具有明显的长度变异、较低的GC含量及较

Table 2 The information of the GenBank download

Chinese name
Changshu Gouqi
Korea Gouqi
Ningxia Gouqi
Ningxia Gouqi
Ningxia Gouqi
Lycium hybrid cultivar
Ningxia Gouqi
Ningxia Gouqi
Lycium hybrid cultivar
Qinghaiheiguo Gouqi
Lycium hybrid cultivar
Ningxia Gouqi
Zibing Gouqi
Lycium hybrid cultivar
Lycium hybrid cultivar
Jiee Gouqi
Zhutong Gouqi
Xinjiang Gouqi
Yunnan Gouqi
Mansheng Gouqi
Hongzhi Gouqi
Chinese Gouqi
Lycium hybrid cultivar
Heiguo Gouqi
Huangguo Gouqi
Beifang Gouqi
Ningxia Gouqi
Ningxia Gouqi
Ningxia Gouqi
Ningxia Gouqi
Ningxia Gouqi
Ningxia Gouqi
Zhongning Gouqi
Meiguo Gouqi
0702
Ningqi No.4
Qinghaiheiguo Gouqi
Ningqi No.1
Bianguo Gouqi
Ningqi No.3
0901
Ningqi No.7
Ningqi No.5
Mengqi No.1

Speices

L. barbarum
L. barbarum
L. barbarum

L. barbarum
L. barbarum

L. ruthenicum

L. barbarum

L. truncatum
L. cylindricum
L. dasystemum
L. yunnanense

L. cylindricum
L. chinense

L. ruthenicum
L. barbarum

L. barbarum
L. barbarum
L. barbarum
L. barbarum
L. barbarum
L. barbarum
L. ruthenicum

L. barbarum
L. ruthenicum
L. barbarum

L. barbarum

L. barbarum
L. barbarum

Location
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Korea
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
Wolfberry Germplasm Resources Garden
America
Jingtai, Gansu
Jingtai, Gansu
Nuomuhong, Qinghai
Jingtai, Gansu
Jingtai, Gansu
Jingtai, Gansu
Jingtai, Gansu
Jingtai, Gansu
Jingtai, Gansu
Jingtai, Gansu

GenBank accession No.
JQ320139
JQ320140
JQ320141
JQ320142
JQ320143
JQ320144
JQ320145
JQ320146
JQ320147
JQ320148
JQ320149
JQ320150
JQ320151
JQ320152
JQ320153
JQ320154
JQ320155
JQ320156
JQ320157
JQ320158
JQ320159
JQ320160
JQ320161
JQ320162
JQ320163
JQ320164
JQ320165
JQ320166
JQ320167
JQ320168
JQ320169
JQ320170
JQ320171
JQ320172
KJ189761
KJ189762
KJ189763
KJ189764
KJ189765
KJ189766
KJ189767
KJ189768
KJ189769
KJ189770
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高的二级结构最小自由能等特征, 通过对 144条 ITS序

列 (本研究 100条和GenBank 44条) 的碱基组成、长度

变异、5.8S和 ITS2二级结构最小自由能进行统计分析

(表 3), 发现 83条序列符合假基因特征, 因此鉴定为假

基因。

宁杞 5 号克隆测序 ITS 序列中 (N5、QH-N5-1 和

QH-N5-5) 既有功能序列, 也存在假基因序列。而所有

样品的直接测序结果和其他材料 (N1、N7和ZH) 的克

隆序列得到的全部为假基因序列。GenBank下载的44

条 ITS 序列分析发现功能序列和假基因序列各占一

半, 均为 22条。假基因序列的 ITS1、5.8S和 ITS2三个

区域 GC 含量显著低于功能序列, 表明其甲基化 C 位

点碱基发生频繁突变, 而 5.8S和 ITS2的最小自由能却

显著高于功能序列, 表明假基因序列的二级结构稳定

性较功能序列低。

种子植物 5.8S 特有的 3 个保守基序 (motif1、

motif2 和 motif3) 的碱基突变是假基因判定的主要标

准。本研究的 144 条 ITS 序列中, motif3 保守型最高,

95% 的序列中均含有该基序。其中 , 28 条序列含有

5.8S全部的 3个保守基序且没有发生碱基变异, 被鉴

定为功能序列。33条 cDNA功能序列的 3个保守基序

中均以 motif1第 13位 T→C 和 motif2第 13位 C→T 组

合变异。83条序列的 5.8S不含有保守基序或 3个保守

基序中至少有一个存在碱基变异, 被鉴定为假基因。

假基因的 3个保守基序碱基变异呈现一定的规律性,

其中, 以motif1第12位G→A、16位C→A和motif2第3

位A→G组合变异为主, 占总体变异的67.5%。

2 核苷酸多样性及中性检测

核苷酸多样性分析显示, 假基因序列 5.8S区的核

苷酸多样性 (π) 和平均核苷酸差异数 (K) 相对于功能

序列高 (表 4), 其 π值和 K 值均是功能序列的 1.34 倍,

说明 5.8S 假基因序列具有较多的变异。对于所有假

基因序列, 3个区域的核苷酸多样性和平均核苷酸差

异数数值高低排列顺序不同, 核苷酸多样性排列顺序

为 ITS1 > 5.8S > ITS2, 平均核苷酸差异数排列顺序为

ITS2 > ITS1 > 5.8S。

GenBank的 44条序列和本研究的 100条序列因测

序引物的不同分别进行中性检验。通过Tajima's D或

Fu and Li's D 检验结果发现 (表 5), ITS功能序列 D 值

的绝对值较大, 且 5.8S 区呈现显著性差异 (P < 0.001

或P < 0.02), 表明 ITS功能序列偏离中性进化; 而假基

因序列 D 值的绝对值较小 , 且未呈现显著差异 (P >

0.10), 表明假基因序列倾向于中性进化[29,30]。

3 系统发育分析

基于所有 ITS序列的遗传距离构建的NJ树中, 除

宁杞 5 号的部分 cDNA (cDN5-2、cDN5-4、cDN5-9 和

Table 3 Characteristic information of ITS regions of Lycium. F: Functional ITS sequences; P: ITS pseudogene sequences; SD: Standard

deviation; Δ: Direct sequencing succeeded

Code

N1

N5Δ

N7Δ

QH-N5Δ

ZH

JQ320139-JQ320172

KJ189761_KJ189770

ALL

Type

P

F

P

P

F

P

P

F

P

F

P

F

P

No.

10

2

8

10

4

25

8

18

16

4

6

28

83

Length/bp (SD)

ITS1

220.3 (6.8)

260.0 (0.0)

209.8 (23.2)

217.2 (15.4)

258.0 (0.0)

227.39 (10.3)

230.8 (13.1)

267.8 (6.6)

249.9 (21.7)

262.3 (11.7)

215.0 (0.0)

265.1 (7.9)

227.4 (19.5)

5.8S

158.2 (1.6)

159.0 (0.0)

158.3 (2.0)

160.4 (1.8)

161.0 (0.0)

161.0 (0.0)

161.0 (0.0)

154.0 (0.0)

154.0 (0.0)

154.0 (0.0)

154.0 (0.0)

155.4 (2.6)

158.4 (17.5)

ITS2

254.4 (23.0)

275.0 (0.0)

252.6 (21.2)

253.6 (14.6)

269.0 (0.0)

165.2 (12.9)

266.3 (8.1)

257.8 (0.5)

251.3 (7.8)

231.5 (1.1)

213 (0.0)

256.9 (11.7)

255.3 (19.4)

GC content/% (SD)

ITS1

53.1 (0.0)

56.9 (0.0)

52.6 (0.0)

53.9 (0.0)

57.0 (0.0)

57.5 (0.0)

57.9 (0.0)

67.0 (1.4)

59.9 (4.1)

69.1 (0.9)

58.9 (0.2)

65.2 (0.0)

56.7 (0.0)

5.8S

50.5 (0.0)

56.0 (0.0)

50.4 (0.0)

50.2 (0.0)

56.1 (0.0)

52.0 (0.0)

51.9 (0.0)

55.3 (1.5)

52.4 (1.4)

51.3 (0.8)

51.3 (0.0)

54.9 (0.0)

51.5 (0.0)

ITS2

57.5 (0.0)

58.4 (0.0)

55.5 (0.0)

56.9 (0.0)

58.3 (0.0)

57.9 (0.0)

57.8 (0.0)

69.0 (1.0)

62.6 (3.4)

68.0 (2.3)

54.4 (0.2)

66.5 (0.0)

58.1 (0.0)

5.8SΔG (SD)

/kcal·mol-1

-48.0 (2.0)

-51.9 (0.0)

-48.3 (1.6)

-50.4 (1.7)

-52.5 (0.6)

-50.5 (0.7)

-49.5 (2.9)

-41.6 (3.7)

-39.1 (4.4)

-44.5 (2.4)

-44.0 (0.1)

-44.3 (5.3)

-47.2 (4.9)

ITS2ΔG (SD)

/kcal·mol-1

-100.5 (13.1)

-101.7 (0.8)

-95.1 (20.1)

-98.65 (14.7)

-95.9 (1.7)

-100.3 (6.0)

-100.2 (4.2)

-123.3 (3.5)

-103.2 (9.7)

-113.9 (1.8)

-85.0 (0.6)

-116.5 (10.8)

-99.2 (11.6)

Table 4 Nucleotide diversity of the ITS regions in Lycium. F: Functional ITS sequences; P: ITS pseudogene sequences; Nucleotide diversity

(π); Average number of nucleotide differences (K)

ITS region

ITS1

5.8S

ITS2

ITS

Sequence type

F
P
F
P
F
P
F
P

Number of sequences

28
83
28
83
28
83
28
83

Polymorphic site No.

157
169
154
154
229
204
624
535

Total mutation

307
472
357
391
436
539

1 565
1 563

π

0.466 77
0.548 26
0.406 77
0.545 15
0.479 63
0.483 75
0.596 07
0.586 25

K

74.682 54
92.656 48
62.642 86
83.953 57

110.314 81
98.684 98

373.738 10
313.641 20
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cDN5-10) 外, 所有 cDNA 功能序列单独聚为一支; 除

JQ320148、JQ320154、JQ320163、JQ320172 外 , 枸杞属

植物 ITS功能序列和假基因序列全部分离出来 (图 1),

但不同品种的功能序列并没有完全聚为一支, 而是以

较高的支持度聚为 3支 (I、II、III), 其中第 I支多为不同

品种的宁夏枸杞及其杂交种; 第 II支为黑果枸杞; 第

III支为宁杞 5号 (N5、QH-N5-1和 QH-N5-5) 的 6条克

隆序列。

本研究鉴定的 83条假基因序列, 同样以较高的支

持度聚为 3支 (A、B、C), 其中 A支主要为宁夏枸杞和

栽培品种 (N1、N5、N7、ZH、QH-N5) 的直接测序和

DNA克隆序列, 均只有motif3保守基序; B支为枸杞属

其他种和变种 (包括红枝枸杞、新疆枸杞、韩国枸杞、

蔓生枸杞、云南枸杞和常熟枸杞), 均只有 motif2保守

基序; C支主要为QH-N5-1、QH-N5-5和ZH克隆序列,

均含有motif2和motif3两个保守基序。

N1、N7 和 ZH 的 cDNA ITS 克隆序列全部分布在

同一支, 而N5的 cDNA ITS克隆序列及N1、N5、N7的

DNA ITS克隆序列均分布在 cDNA支和 A支两支上。

这两支序列长度相差约 100 bp, 且 cDNA 支 ITS1、

5.8S、ITS2三个区域的GC含量均低于A支, 说明枸杞

属植物DNA和 cDNA的 ITS序列存在明显的差异。此

外, 本研究的系统发育聚类结果与其他两个研究团队

的报道一致[31,32], 推测假基因可能对枸杞属植物种属

系统构建影响不大。从假基因的角度分析聚类形成,

能更好地解释前人研究中聚类分支形成的原因。

讨论

nrDNA ITS 序列在高等植物中通常为致同进化 ,

不同的 ITS序列基本趋于一致或完全一致, 这为其作

为 PCR扩增产物直接测序奠定了基础。同时, ITS能

够提供较为合适的变异和信息位点, 加之双亲遗传的

特点, 已经广泛地应用于属内种间或种内群体的系统

进化研究, 成为DNA条形码鉴定的核心序列。在应用

ITS序列进行枸杞属植物的鉴定研究中, 有报道因 ITS

序列 PCR直接测序合格率低, 无法获得理想结果, 不

纳入统计[33]; 也有研究结果[25]显示直接测序合格率仅

为 64%; 本研究中直接测序合格率为 71%。为提高合

格率, 在PCR扩增中加入DMSO进行改善[16], 筛选了 7

个不同的浓度梯度 (0%、1%、2%、4%、6%、8%、10%),

但直接测序合格率并未得到改善。由此可见, ITS在

枸杞属存在较低的扩增和鉴定成功率。

本研究对 ITS序列在枸杞属的应用开展了进一步

研究, 通过多次重复试验, 排除PCR过程污染、测序错

误等可能性。发现枸杞属植物不同种间及个体间的基

因组内、cDNA组内的 ITS序列均存在广泛的多态性,

不仅 GC含量有一定的变化, 不同序列长度之间也存

在变化。枸杞属 ITS 序列总长度为 535～694 bp, GC

Table 5 Neutrality test of the ITS regions in Lycium. F: Functional ITS sequences; P: ITS pseudogene sequences. Significant difference at
***P < 0.001 in Tajima's D analysis and ***P < 0.02 in Fu and Li's D analysis

Source

KJ189761-KJ189770

JQ320139-JQ320172

This study

ITS region

ITS1

5.8S

ITS2

ITS

ITS1

5.8S

ITS2

ITS

ITS1

5.8S

ITS2

ITS

Sequence type

F

P

F

P

F

P

F

P

F

P

F

P

F

P

F

P

F

P

F

P

F

P

F

P

Number of sequences

4

6

4

6

4

6

4

6

18

16

18

16

18

16

18

16

6

61

6

61

6

61

6

61

Neutrality test

Tajima's D

-1.506 60***

-1.554 42

-1.494 75***

-0.293 73

-1.570 81***

1.352 61

-1.716 38***

0.011 58

-0.758 65

-0.977 50

-2.532 72***

-0.846 39

-1.144 55

-0.167 98

-0.600 75

-0.823 45

-1.131 97

-0.856 03

1.385 27

0.554 42

-1.367 32

-0.827 50

-1.453 26

-0.739 80

Fu and Li's D

-0.421 63

-1.587 40

-0.504 97

-0.169 71

-0.420 82

1.721 56

-0.464 80

0.190 80

-1.260 87

-0.396 39

-3.647 94***

0.026 44

-0.749 57

0.518 16

0.348 76

0.096 04

-1.155 29

0.723 26

1.731 03***

-1.267 97

-1.399 92

-0.335 27

-1.489 86

1.055 59
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含量为 46.17%～59.03%。不同序列长度间存在超过

100 bp的差异且主要在 ITS1区。基因组内不同克隆

序列GC含量变化最大, 为 47.29%～59.03%, 而 cDNA

组 GC含量变化范围为 46.17%～55.40%。此外, 枸杞

属植物存在多种 ITS变异类型, 如 DN5检测到 3种类

型, 包括 1种功能基因和 2种假基因, 而其他样品均检

测到一到两种变异类型。

高度重复的 nrDNA ITS有成千上万的拷贝, 其基

因位点在进化过程中易发生功能缺失突变, 如插入、缺

失或移码, 从而形成假基因[34]。本研究发现枸杞属植

物种间和个体内均存在大量的 ITS假基因。与功能基

因相比, 假基因的GC含量明显降低, 表明其甲基化C

位点碱基发生频繁突变, 低 GC含量可能会导致基因

功能的丧失 , 也可能是假基因的起源[35]; 而 5.8S 和

ITS2区二级结构最小自由能明显偏高, 表明其二级结

构稳定性较功能序列显著降低。进一步分析发现, 假

基因序列在高度保守的 5.8S 区的核苷酸多态性和平

均核苷酸差异数明显偏大, 说明其序列发生了较多的

变异, 包括碱基替换和长度变异。同时, 由于假基因不

受选择压力的约束, 在进化过程中核苷酸置换脱离了

功能限制, 倾向于中性进化, 因此, 比功能基因的进化

速率要快。

5.8S序列通常被认为高度保守, 有报道在系统发

育分析时往往将其排除不加以考虑[31,32]。然而在 ITS

假基因的鉴定研究中, 5.8S是 ITS拷贝中极具价值的

功能指标。通过检测 5.8S 区是否含有种子植物特有

的 3个保守基序或是否发生碱基变异及GC含量、二级

结构最小自由能等可对假基因进行判定。本研究通过

5.8S序列的变异进行了相关评估, 判定方法简便有效,

同时发现了前人在枸杞属系统发育研究中使用的 ITS

序列部分为假基因。

基于系统发育树分析, 本研究中枸杞属植物共存

在 3种类型的假基因且彼此间存在较大的差异, 类型

A以宁夏枸杞和栽培品种的直接测序和 DNA克隆序

列为主; 类型B以枸杞属其他种和变种的克隆序列为

主; 而类型 C以 QH-N5-1、QH-N5-5和 ZH克隆序列为

主。此外, ZH、QH-N5-1和QH-N5-5三个个体中存在两

种类型的 ITS假基因, 在系统发育树中分布于A和C两

支, 其中, A支仅含有motif1保守基序, C支含有motif2

和motif3两个保守基序。这些结果表明, 枸杞属植物

不同种间及个体基因组内均存在显著的致同进化不完

全现象。

Figure 1 Neighbor-joining tree topology constructed on Kimura two-parameter distance matrix using ITS entire region of all paralogs in

Lycium. A, B and C represent the three different types of pseudogenes, respectively. I, II and III represent the three different types of func‐

tional gene, respectively. cDNA represents cDNA ITS sequence
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基因家族成员以协同的方式进化, 这种进化模式

称为“致同进化”, 即当某个成员发生突变时, 它就能够

通过反复的基因交换或不等交换传播到其他成员中

去[36]。以往的研究显示, 物种致同进化不完全受多种

因素的影响, 既有物种进化和生活史方面的因素, 如多

倍体化[37]、异源多倍体化[38]、孤雌生殖[39]、世代周期

长[40]和杂交[12]等, 也有基因家族在染色体上、基因组中

组织结构方面的因素。枸杞在中国的栽培历史悠久,

存在很多的农家品种和品系。杂交是其主要的育种手

段之一[41]。如雄性不育种质“宁杞 5号”的样品种内和

个体内均存在明显的多态性, 克隆测序后序列均为功

能序列和假基因序列两种类型。甚至其 cDNA功能序

列也分为两类, 在系统发育树上分布于 cDNA支和 A

支, 且这两类 cDNA长度存在 100 bp的差异。此外, 枸

杞属植物虽存在多种变异类型, 但同一个体的不同克

隆序列大多被置于一到两个不同的分支, 并且位于同一

分支上的序列间具有很高的相似度, 仅存在少数碱基

的差异。因此, 推测基因组内串联重复序列之间的近

期分化、物种间的杂交可能是导致枸杞属植物个体内

ITS相似序列的变异及致同进化不完全的主要原因。

与四照花属[42]、苏铁属[10]的结果相似, 枸杞属绝大

部分假基因序列与功能序列在基因树上各自独立形成

分支, 表明假基因与功能基因起源时间存在明显的差

异, 又因假基因较功能基因进化速率快, 倾向于中性进

化, 因此推测枸杞属 ITS假基因起源时间可能相对较

早, 并且具备了较多的遗传变异, 但假基因没有形成一

个独立的单系, 说明他们可能不是一次起源, 或者一次

起源后变异分化的速度差异较大。物种的进化起源对

物种的分类鉴定、生物多样性保护及遗传育种具有重

要意义, ITS多态性对枸杞属植物起源进化和系统发

育具有重要影响, 但是克隆测序结果往往偏向于获取

高丰度的序列, 而低丰度的序列难以获取[24], 因此, 后

继研究可采用高通量测序技术, 更深层次地揭示 ITS

多态性对物种进化形成的影响。

本文首次对枸杞属植物 ITS序列致同进化不完全

和假基因现象进行了较为系统地报道, 发现枸杞属种

间、种内及个体内均存在 ITS 多态性和假基因现象。

对枸杞属致同进化不完全进行探讨, 发现枸杞属 ITS

致同进化不完全或许是导致枸杞属植物DNA条形码

研究中测序成功率和鉴定率较低的重要原因之一。初

步推测杂交可能是导致枸杞属 ITS 多态性的主要原

因, 后续研究将进一步扩大样品量, 采用高通量测序进

行相关研究, 为假基因在枸杞属的应用提供更多DNA

序列的分子数据。本研究为 ITS序列在枸杞属内亲缘

关系、系统发育重建和DNA条形码鉴定的研究提供了

一定的参考和科学依据。
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