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狐米草低能重离子各诱变株系 ITS 序列比较※●
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摘　要：为了检验狐米草低能重离子各诱变株系在表型、生物量和内部生理生化状态发生变化的同时�其遗传
物质 DNA是否发生改变�试验检测了狐米草对照株系与各诱变株系的 ITS 序列。结果发现�所检测的狐米草10个诱
变株系的 ITS 序列与对照株系完全一致�仅与美国德克萨斯州和路易斯安那州的狐米草株系差别1－2个碱基�显示
低能重离子束诱变并没有导致狐米草株系在 ITS 区段发生变异。
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　　近20年来�随着分子辐射生物学的迅速发展�
DNA作为辐射关键靶分子的观点已得到广泛认
同。［1］高能或低能重离子辐射对生物材料中的 DNA
和染色体损伤与诱变也有大量报道。［2］在辐射诱变
育种中�虽然短期的逆境胁迫也会造成生物材料部
分性状的变异�但只有具备稳定性遗传的变异（即
DNA发生永久性改变）才能满足育种的需要。［2］周
长芳［2］等人研究表明�经过低能重离子束诱变后�表
型上与对照株系存在显著差异的10个诱变株系在
生物量、单位面积光合能力、有机和无机营养成分的
含量以及抗逆性等方面与对照株系之间也存在一定

差异。这些株系所表现出来的性状差异是因为环境
条件还是由于遗传物质的改变而造成的尚不清楚。
通过分子标记技术进行辅助辐射诱变育种�可以尽
早确定变异原因�提高选择的准确性。［2�3］目前检测
各株系之间遗传物质的差别�常采用分子标记的方
法。［3］分子标记分析各诱变株系的遗传物质存在明
显差异�不仅可以证明辐射导致 DNA 变异�同时也
获得与表型及内在生理特征相关的证据�为不同株
系的鉴别提供可靠方法。

在被子植物分类鉴定中�根据实验目的不同可
采用多种分子标记法［4］：ITS 序列测定法、RAPD 法
及 ISSR法等。由于 ITS 区（包括 ITS1和 ITS2）具有
高度保守性和核苷酸序列的高度变异性�使得这些
间隔区 DNA序列较容易排序�而相对其他片段的高
度变异性又使得该序列较适合于种内和种间不同居

群的分子标记研究；随机扩增 DNA 多态性分析
（Random amplified polymorphic DNA�RAPD）和 ISSR等
由于其使用随机引物而带来高度灵敏性�多用于种
内不同居群的分子标记研究。［5�6］通过查找 GenBank
对比发现�同样生长于美国的德克萨斯州和路易斯
安那州狐米草两个居群的 ITS 序列具有一定差异。
因此�本试验主要检测狐米草对照株、诱变株共11
个株系的 ITS 序列�观察它们之间是否发生稳定的
变异。
1　材料与方法

实验材料由南京大学生命科学学院盐生生态实

验室提供。共包括10个诱变株系（分别取名为 N1
－N10）和1个野生株系（CK）的狐米草�于2005年4
月初种植在南京师范大学生命科学学院植物园内的

露天向阳、各自独立的实验池内。每周用人造海水
（自来水溶解粗海盐配制成2．5％盐度的盐水）浇灌
一次以模拟沿海滩涂环境；每月用 Hoagland 营养液
浇灌一次以补充各种营养成分；并根据地面湿润状
况适时喷灌自来水。待株系长至7月�取各株系幼
嫩叶片进行实验。

另有德克萨斯州和路易斯安那州的两个狐米草

居群的 ITS 序列来源于 GenBank�它们的登录号分别
为 AJ489795和 AJ489794。
2　实验方法
2．1　植物总 DNA的提取

取100mg的狐米草各株系新鲜叶片于研钵中�
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加液氮研磨至匀浆状�连同液氮转至50mL 加盖塑
料离心管中�待液氮挥发后�用3S Spin Plant 基因组
DNA提取试剂盒（上海申能博采公司提供）进行完整基
因组 DNA 提取。分光光度法测定 DNA 浓度�并辅
以电泳与 EB染色后在紫外灯下观察测定。提取的
基因组 DNA直接用于 PCR扩增。
2．2　ITS 区片段扩增与纯化

rDNA ITS 区（包括 ITS1、5．8S 和 ITS2）的扩增采
用White ［7］等设计的 ITS 通用引物 ITS4（5’－GGAAG-
TAAAAGTCGTAACAAGG－3’）和 ITS5（5’－TCCTC-
CGCTTATTGATATGC－3’）；按反应程序（预变性95℃
5min�变性94℃1min�复性54℃1min �延伸72℃1
min�30个循环后延伸72℃10min）进行 PCR 扩增。
PCR产物经琼脂糖凝胶电泳分析 PCR结果�PCR产
物经 DNA纯化试剂盒（申能博采公司）纯化。
2．3　DNA测序与 ITS 序列确定

纯化后的PCR产物经ABI377DNA自动测序仪
（PE Applied Biosystem�USA）检测。ITS 序列始末端
的决定�参考了 GenBank 中其他狐米草居群的 ITS
序列。
2．4　数据分析

所得序列用Mega3软件进行比对�并制图。
3　结果与分析

3．1　狐米草各株系 ITS 区段 PCR扩增结果

图1　狐米草部分株系 ITS 区段 PCR扩增图谱
Figure1ITS PCR products of strains of S．patens．

（M：DNA marker；CK�N1～N5：strains of S．patens）
利用上海申能博彩公司提供植物基因组 DNA

提取试剂盒�提取了包括对照株系在内的狐米草11
个株系的基因组 DNA。分光光度法检测提取液的
OD值发现�各株系的 OD260/280值均处在1．7－1．9
之间�表明提取的基因组 DNA质量较好。用提取的
基因组 DNA作为 PCR 模板直接进行 PCR 反应�所
得 PCR产物经琼脂糖凝胶电泳后发现�所有待测株
系均在700bp处有一条清晰明亮的条带（图1）。PCR
产物再经上海申能博彩公司的 PCR 产物纯化试剂
盒纯化。
3．2　狐米草各株系 ITS 序列测序结果比较

图2　狐米草各株系的 ITS 序列与来源于德克萨斯州和路易斯安那州狐米草的 ITS 序列比较
Figure1ITS sequence comparison among S．patens’strains used in this experiment and strains from Texas and Louisiana

　　用 ITS 序列的通用引物对上述 PCR产物进行测
序时发现�对照株系以及10个诱变株系的 ITS 序列

完全一致�但与 GenBank 上登录的生长于德克萨斯
州和路易斯安那州两个株系的 ITS 序列相比�后者
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在 ITS1区域的第86位和第92位的碱基有一定的不
同（详见图2）。
4　讨 论

rDNA ITS1和 ITS2区属于非编码区�受环境选
择压力小�具有高度的变异性�从而拥有较多的信
息；而其长度的高度保守性又使得这个区域的 DNA
序列较易排序；并且该段序列在核基因组中以中等
重复序列存在�总长度仅有600bp 左右（包括5．8s
区）�PCR反应时对模板的要求很低�易于操作。因
此�该段序列被广泛应用于属下种间以及种内不同
居群与品系间的鉴别。

本实验采用的狐米草对照株系源于美国特立华

州�并且经过狐米草愈伤组织产生的组培苗�其 ITS
序列与生长于美国德克萨斯州和路易斯安那州两个

株系的 ITS 序列间有1－2个碱基的不同。狐米草
的繁殖多是通过营养繁殖、组织培养以及种子繁殖

（种子繁殖率极低）�生长于不同地区、不同居群之间
ITS序列存在差异�说明它们确实具有稳定性遗传
的差异。

本实验涉及的10个诱变株系是利用愈伤组织
经过 N＋、Zn2＋、Ar＋等重离子束低能注入技术处理�
诱导而来。［2］虽然两年的田间栽培研究表明�各株系
在表型、光合能力、营养成分以及抗旱性等方面存在
较大差异�但 ITS 序列检测结果表明�各株系的 ITS
区段序列与对照株系的完全一致。这显示低能重离
子辐射并没有使得狐米草各株系在 ITS 区段产生变
异。为了进一步检测各株系之间的遗传差异�我们
另外采用 RAPD 法对各株系的遗传性状进行了分
析。RAPD分析的初步结果显示：各株系间遗传物
质确实存在一定的区别�表明狐米草各诱变株系之
间的差异可能由于遗传物质的不同造成。
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ITS Sequence Comparison among Strains
of Spartina Patens Mutated by Low Energy Heavy Ion
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Abstract：Low energy heavy ion radiation has caused many changes in characters of shapes�biomasses and interior physi-
ology etc among strains of Spartina patens．In order to test whether DNA sequences have also been changed�ITS se-
quences of10mutated strains and the control strains are assayed and compared in this paper．Results show that ITS se-
quences from these11strains are all the same�and they are different at1－2sites with strains from states of Texas and
Louisiana of USA．These demonstrate that low energy heavy ion radiation has not caused variation in ITS section among
these10mutated strains．
Key words：Spartina patens （Ait．） Muhl；mutated strains；ITS sequence；comparison
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