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摘要:利用ITS序列对竹亚科13个属76个竹种进行DNA条形码分子鉴定.该研究提取慈竹属、刚竹属、箬竹属、

唐竹属、矢竹属、大明竹属、赤竹属、巴山木竹属、倭竹属、短穗竹属、簕竹属、酸竹属及少穗竹属共13个属62个

竹种DNA,对其内转录间隔区ITS序列进行PCR扩增和双向测序,所得序列与GenBank数据库下载的14条ITS

序列共76个竹种序列用ClustalX软件比对,再利用 MEGA6.06软件构建K2P距离法的 NJ系统发育树.结果显

示,种内遗传距离为0~3.907,平均遗传距离为0.370;种间遗传距离为0~4.394,平均遗传距离为2.287,种内

遗传距离远小于种间遗传距离.ITS序列可用于竹类资源的物种鉴定研究.
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竹亚科(Bambusoideae)为禾本科(Poaceae)12个亚科中最大的亚科之一,因竹杆具有木纤维而不同

于其他禾本类植物.全世界的竹亚科植物约有119属,已被描述的1500个种是森林植被极为重要的组

成部分[1].竹子以根状茎繁殖为主,且很少开花结实,利用花和果实等生殖性状对竹子进行分类受到极

大限制.现阶段系统划分主要依据竹子的营养器官如地下茎、杆箨、分枝方式,但这些形态性状极为相

似,难以观察和判定,且容易受到生境、生长阶段、生长部位乃至个体大小等因素的影响,加上在后期

栽植中出现不同程度的无性系变异特征被放大,造成分类界定上的混乱.事实上,一些形态上有显著差

异的竹子,可能有更大程度的遗传相似性[2],因而为解决由形态性征不同而造成的分类问题,直接从分

子角度进行研究尤为重要.

核苷酸序列作为最直接、最稳定的标记性状,现已成功应用于植物各分类阶元的系统发育构建,其最

大优势在于能提供相对客观的分子证据,可以直接反映物种的遗传变异,是近年来竹子系统鉴定的主要手

段之一.竹亚科各类分类研究涵盖的范围较广,不同学者先后以族或属(群)为主题作了相应的研究和探讨.

研究主要涉及倭竹族[3]、刚竹属Phyllostachys[4]、空竹属Cephalostachyum[5]等.DNA条形码(DNAbar-

coding)技术是近年来在物种鉴定领域发展的一种新方法[6].一段好的DNA条形码必须具有较高的种间变

异性,以区别不同的物种,同时保持较低的种内变异性[7],核基因组的ITS是较为热门的一个DNA条形
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码[8-9].在第三届DNA条形码国际学术大会上,与会者一致建议选择进化速率较快的ITS探讨它们在陆生

植物中的通用性、分辨率和适合程度,ITS适合于属种间较低等级的系统发育研究[10].ITS是指18SrDNA
和28SrDNA基因的间隔序列,由ITS1区、5.8S基因、ITS2区组成.内转录区ITS1和ITS2区作为非编

码区,承受的选择压力小,变化相对较大,而核糖体DNA中的5.8S基因在大多数生物中趋于保守,物种

间变化小,被广泛应用于系统分类鉴定的研究.虽然人们越来越多地应用ITS序列鉴定物种,但仍没有运

用ITS序列鉴定竹亚科不同物种的研究.本研究利用GenBank公布的ITS序列及本试验测得的ITS序列

进行比较分析,实现准确而快速的鉴定.

1 材 料

本文所用的ITS序列共76条,其中包括GenBank序列14条,试验所得的序列共62条.材料采摘于

重庆市梁平县竹博园和重庆茶山竹海景区.材料为竹类植物的叶片,叶片采下后用硅胶保存(慈竹属:1
种;刚竹属:37种;箬竹属:2种;唐竹属:2种;矢竹属:3种;大明竹属:1种;赤竹属:5种;巴山木

竹属:1种;倭竹属:3种;短穗竹属:2种;簕竹属:2种;酸竹属:2种;少穗竹属:1种).拉丁名、属

名依据中国植物志.

2 方 法

2.1 DNA的提取

本次试验的具体步骤参照张汉尧等[10]的改良CTAB方法.取样品叶片0.05g,加入2%PVP和2%
巯基乙醇在研钵中用液氮磨碎,转入1.5mL离心管中;加入900μL2×CTAB提取缓冲液,混匀后置

于65℃水浴锅中保温1h,其间轻轻摇动几次;冷却至室温,加入600μL24∶1的氯仿 异戊醇,颠倒

混匀,12000r/min离心10min;取上清液,加入2/3体积冰冷的异丙醇,轻微摇匀,-20℃放置30min
以上;12000r/min离心10min,倒掉上清液;用70%乙醇洗沉淀2次,100%乙醇洗1次;室温下晾干

DNA,20min左右,加灭菌蒸馏水溶解,-4℃低温保存备用.

2.2 PCR扩增及测序

PCR扩增选用ITS引物,ITS上游引物ITS2的 序 列 为5􀆳-AGAAGTCGTAACAAGGTTTCCG-

TAGG-3􀆳,下游引物ITS4的序列为5􀆳-TCCTCCGCTTATTGATATGC-5􀆳[11].反应体系25μL包括:

PCRMax12.5μL;正反引物(10mmoL/L)各1.0μL;模板DNA2μL;用ddH2O补充至25μL.反应条

件:98℃预变性2min;98℃变性10s,55℃退火5s,72℃延伸15s,40个循环;最后72℃延伸5min;

-4℃低温保存.用1%琼脂糖电泳检测PCR扩增情况,得到的产物送上海华大科技有限责任公司进行序

列纯化及正反双向测序.

2.3 数据处理

试验所得的DNA序列与GenBank数据库中下载的序列利用ClustalX进行对比,并辅以人工校正,去

除引物序列及测序质量较差的序列,得到可供分析的450bp长度的ITS序列;然后利用 MEGA6.06分析

不同竹种序列间的变异频率,计算各样品的种内、种间距离;最后采用K2P模型进行遗传距离分析并构建

NJ(Neighbor-Joining)距离树[12],利用Bootstrap(1000次重复)检验各分支的支持率.

3 结 果

3.1 序列分析

竹亚科各竹种序列经ClustalX比对后长度为450bp,分析其各样品ITS序列长度、GC含量(表1).
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表1 供试竹类植物样品信息

来源 编号 种 拉丁名 属 分组 长度/bp G+C含量/%

GenBankDQ270121.1/梁平县竹博园 1,2 慈竹 Neosinocalamusaffinis 慈竹属 Gp1 395.0 67.6

GenBankEU847118.1/梁平县竹博园 3,4 水竹 Phyllostachysheteroclada 刚竹属 Gp2 406.0 69.0

GenBankDQ131503.1/梁平县竹博园 5,6 篌竹 Phyllostachysnidularia 刚竹属 Gp3 406.0 69.0

GenBankJN247376.1/梁平县竹博园 7,8 巴山箬竹 Indocalamusbashanensis 箬竹属 Gp4 403.0 61.0

GenBankKC004045.1/梁平县竹博园 9,10 阔叶箬竹 Indocalamuslatifolius 箬竹属 Gp5 403.0 53.1

GenBankEU847119.1/梁平县竹博园 11,12 晾衫竹 Sinobambusaintermedia 唐竹属 Gp6 403.0 59.5

GenBankEU847121.1/梁平县竹博园 13,14 红舌唐竹 Sinobambusarubroligula 唐竹属 Gp7 413.0 62.2

GenBankEU847136.1/梁平县竹博园 15,16 曙筋矢竹 Pseudosasajaponica 矢竹属 Gp8 404.0 69.3

GenBankEU847134.1/梁平县竹博园 17,18 秋竹 Pleioblastusoleosus 大明竹属 Gp9 405.0 69.1

GenBankHQ600538.1/梁平县竹博园 19,20 毛金竹 Phyllostachysnigra 刚竹属 Gp10 406.0 69.2

GenBankGQ464839.1/梁平县竹博园 21,22 菲白竹 Sasafortunei 赤竹属 Gp11 395.0 52.2

GenBankGQ464808.1/梁平县竹博园 23,24 巴山木竹 Bashaniafargesii 巴山木竹属 Gp12 417.0 43.9

GenBankGQ464844.1/梁平县竹博园 25,26 鹅毛竹 Shibataeachinensis 倭竹属 Gp13 393.0 51.1

GenBankGQ464809.1/梁平县竹博园 27,28 短穗竹 Brachystachyumdensiflorum 短穗竹属 Gp14 384.0 54.3

梁平县竹博园/茶山竹海景区 29,30 红后竹 Phyllostachysrubicunda 刚竹属 Gp15 414.0 52.4

梁平县竹博园/茶山竹海景区 31,32 高节竹 Phyllostachysprominens 刚竹属 Gp16 408.0 56.1

梁平县竹博园/茶山竹海景区 33,34 早竹 Phyllostachyspraecox 刚竹属 Gp17 402.0 66.2

梁平县竹博园/茶山竹海景区 35,36 安吉水胖竹 Phyllostachyscanvava 刚竹属 Gp18 403.0 60.8

梁平县竹博园/茶山竹海景区 37,38 罗汉竹 Bambusaventricosa 簕竹属 Gp19 396.0 45.2

梁平县竹博园/茶山竹海景区 39,40 红壳雷竹 Phyllostachysincarnata 刚竹属 Gp20 402.0 56.0

梁平县竹博园/茶山竹海景区 41,42 黄槽斑竹 Phyllostachysbambusoides 刚竹属 Gp21 402.0 43.3

梁平县竹博园/茶山竹海景区 43,44 实肚竹 Phyllostachysnidularia 刚竹属 Gp22 408.0 55.9

梁平县竹博园/茶山竹海景区 45,46 黎竹 Acidosasavenusta 酸竹属 Gp23 418.0 51.9

梁平县竹博园/茶山竹海景区 47,48 金丝毛竹 Phyllostachysheterocycla 刚竹属 G24 404.0 57.4

梁平县竹博园/茶山竹海景区 49,50 斗竹 Oligostachyumspongiosum 少穗竹属 Gp25 408.0 52.5

梁平县竹博园/茶山竹海景区 51,52 黄古竹 Phyllostachysangusta 刚竹属 Gp26 405.0 51.6

梁平县竹博园/茶山竹海景区 53,54 黄竿乌哺鸡竹 Phyllostachysvivax 刚竹属 Gp27 442.0 49.3

梁平县竹博园/茶山竹海景区 55,56 斑苦竹 Phyllostachysmaculates 刚竹属 Gp28 442.0 51.8

梁平县竹博园/茶山竹海景区 57,58 金竹 Phyllostachyssulphurea 刚竹属 Gp29 405.0 53.6

梁平县竹博园/茶山竹海景区 59,60 寿竹 Phyllostachysbambusoides 刚竹属 Gp30 407.0 49.6

梁平县竹博园/茶山竹海景区 61,62 淡竹 Phyllostachysglauca 刚竹属 Gp31 407.0 53.6

梁平县竹博园/茶山竹海景区 63,64 红哺鸡竹 Phyllostachysiridescens 刚竹属 Gp32 403.0 56.1

梁平县竹博园/茶山竹海景区 65,66 狭叶倭竹 Shibataealanceifolia 倭竹属 Gp33 407.0 51.4

梁平县竹博园/茶山竹海景区 67,68 紫竹 Phyllostachysnigra 刚竹属 Gp34 406.0 53.2

梁平县竹博园/茶山竹海景区 69,70 无毛翠竹 Sasapygmaea 赤竹属 Gp35 405.0 52.3

梁平县竹博园/茶山竹海景区 71,72 铺地竹 Sasaargenteistriatus 赤竹属 Gp36 405.0 53.8

梁平县竹博园/茶山竹海景区 73,74 黄槽石绿竹 Phyllostachysarcane 刚竹属 Gp37 400.0 50.3

梁平县竹博园/茶山竹海景区 75,76 托竹 Pseudosasacantori 矢竹属 Gp38 403.0 51.9
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3.2 种内、种间变异分析

基于K2P模型计算遗传距离,对1-76号样品进行分组,见表1.结果显示,种内遗传距离为0~

3.907,平均遗传距离为0.370;种间遗传距离为0~4.394,平均遗传距离为2.287.种间变异明显大于种内

变异,符合条形码种间变异大、种内变异小的要求,证明ITS序列能够准确区分竹亚科的不同竹种(图1).

图1 ITS序列的种内变异和种间变异分布

3.3 聚类分析

利用 MEGA6.06分析软件的K-2P距离构建NJ(Neighbor-Joining)距离树(图2),拓扑结构的可靠性

用1000次重复的自展检验(Bootstrapanalysis)来评估,分支支持率低于50%的略去.
从NJ树可看出,慈竹Neosinocalamusaffinis的序列(1,2)聚为一支,支持率为96%;鹅毛竹Shiba-

taeachinensis的序列(25,26)聚为一支,支持率为81%;红后竹Phyllostachysrubicunda 的序列(29,30)

聚为一支,支持率为99%;髙节竹Phyllostachysprominens的序列(31,32)聚为一支,支持率为74%;

安吉水胖竹Phyllostachyscanvava的序列(35,36)聚为一支,支持率为99%;罗汉竹Bambusaventricosa
的序列(37,38)聚为一支,支持率为99%;红壳雷竹Phyllostachysincarnata 的序列(39,40)聚为一支,

支持率为99%;黄槽斑竹Phyllostachysbambusoides的序列(41,42)聚为一支,支持率为99%;实肚竹

Phyllostachysnidularia的序列(43,44)聚为一支,支持率为92%;黎竹 Acidosasavenusta 的序列(45,

46)聚为一支,支持率为99%;金丝毛竹Phyllostachysheterocycla 的序列(47,48)聚为一支,支持率为

92%;斗竹Oligostachyumspongiosum 的序列(49,50)聚为一支,支持率为87%;黄古竹Phyllostachys

angusta的序列(51,52)聚为一支,支持率为69%;黄竿乌哺鸡竹Phyllostachysvivax 的序列(53,54)聚

为一支,支持率为99%;斑苦竹Phyllostachysmaculates的序列(55,56)聚为一支,支持率为99%;金竹

Phyllostachyssulphurea的序列(57,58)聚为一支,支持率为98%;寿竹Phyllostachysbambusoides的序

列(59,60)聚为一支,支持率为99%;淡竹红哺鸡竹Phyllostachysiridescens的序列(63,64)聚为一支,

支持率为99%;狭叶倭竹Shibataealanceifolia 的序列(65,66)聚为一支,支持率为85%;紫竹Phyl-

lostachysnigra的序列(67,68)聚为一支,支持率为99%;无毛翠竹Sasapygmaea 的序列(69,70)聚为

一支,支持率为99%;铺地竹Sasaargenteistriatus的序列(71,72)聚为一支,支持率为99%;黄槽石绿

竹Phyllostachysarcana的序列(73,74)聚为一支,支持率为99%;托竹Pseudosasacantori的序列(75,

76)聚为一支,支持率为99%.水竹Phyllostachysheteroclada的序列(3,4)、篌竹Phyllostachysnidularia
的序列(5,6)、曙筋矢竹Pseudosasajaponica 的序列(15,16)与毛金竹Phyllostachysnigra 的序列(19,
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20)聚为一支,支持率为57%;菲白竹Sasafortunei的序列(21,22)与巴山木竹Bashaniafargesii(23)聚

为一支,支持率为64%.早竹Phyllostachyspraecox 的序列(33,34)与安吉水胖竹(35,36)聚为一支,支

持率为99%.但巴山箬竹Indocalamusbashanensis(7,8)、阔叶箬竹Indocalamuslatifolius(9,10)、晾衫

竹Sinobambusaintermedia(11,12)、红舌唐竹Sinobambusarubroligula (13,14)、秋竹Pleioblastusoleo-

sus(17,18)、巴山木竹Bashaniafargesii(23,24)、短穗竹Brachystachyumdensiflorum(27,28)没有聚为

一支,种内遗传距离较远.

Bootstrap1000次重复,仅显示自展支持率大于50%的分支,采用K-2P距离法.

图2 基于ITS序列构建的竹亚科样品的邻接(NJ)树

4 讨 论

DNA条形码技术从分子水平对物种进行鉴定,具有准确性高、高通量、操作简便等特点,避免了形

态学上的误差,是现代生物分类的发展方向之一.理想的DNA条形码应该具备明显的种间差异,同时种
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内差异要足够小,并且能够使用单引物对其进行扩增,通过双向测序得到高质量的序列[11].在竹亚科的

研究中常见的核DNA片段主要是ITS,ITS以点突变为主,变异位点相互独立,适合于种或种下水平的

分析,更重要的是通过两旁rDNA保守序列上的通用引物,可对很广范围的种类进行PCR扩增和测序,

作为物种分类的通用标记[12],该核片段的应化适度提高了一些竹种间系统发育关系的分辨力.本研究结

果表明,核基因ITS序列具有较好的PCR扩增效率和测序成功率,同时具有较大的种间变异和较小的

种内变异,在样本量较大的情况下,其物种鉴定成功率达到81.6%,故ITS序列可用于竹类资源的物种

鉴定研究.但研究表明这些核基因在竹子中均不是单拷贝[13].Song等[14]经过分析发现,一些竹种的ITS
序列出现假基因化,致使拷贝间的序列差异明显,影响了系统发育关系的正确构建.另外,杂种存在也

是分类混乱不可忽视的一个原因,因为竹类植物具有其特殊的生理与生态特性[12],在已探讨的竹类杂

交亲和力试验中,同属不同种的竹子间杂交亲和力较强,部分不同属但生态特性相似的竹子间杂交亲和

力也较强[15].竹类植物很少开花,由于其特殊的分布方式和繁殖方法,这些杂交竹种在外观上很难分

辨,仅靠营养器官不足以对其进行准确地分辨,对于竹亚科这样一类经历了快速分化、序列分化水平程

度低的类群,可能仍然需要结合大量核基因序列进行佐证[16].研究证明,通过増加DNA序列的取样量

可提高对类群关系的分辨力[17].
基于DNA序列差异的分析被认为是最直接的阐明类群间系统关系的方法.但由于竹子过长的世代周

期和快速的物种分化导致一些种属内序列分化程度不高,试验难以得到竹类植物族间、属间一致的演化关

系和良好的拓扑支持率,值得进一步研究.
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MolecularIdentificationofBambusoideae
PlantsBasedonITSSequences

WANGMiao-miao1, WANGXiao-shi2, ZUOLong-ya1, YU Jie1,3
1.SchoolofHorticultureandLandscapeArchitecture,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China;

2.AgriculturalCommissionofLiangpingCounty,Chongqing405200,China;

3.KeyLaboratoryofHorticultureScienceforSouthernMountainousRegions,MinistryofEducation,Chongqing400715,China

Abstract:Molecularidentificationwasconductedof76speciesof13generainBambusoideaebynuclearin-

ternaltranscribedspacer(ITS)sequencefragments.DNAwasextractedfrom62bamboospeciesof13

genera(Neosinocalamus,Phyllostachys,Indocalamus,Sinobambusa,Pseudosasa,Pleioblastu,Sas,

Bashani,Shibataea,Brachystachyum,Bambusa,AcidosasaandOligostachyum),andPCRamplifica-

tionandbidirectionalsequencingofthe62ITSsequenceswerecarriedout.Thenthe62ITSsequencesob-

tainedwerealignedwith14ITSsequencesfrom GenBankdatabasebyClustalX,andMEGAprogram
(version6.06)wasemployedtoestimatetheintraspecificandinterspecificgeneticdistances.NJ(Neighbor-

Joining)treeswereconstructedbasedonK2P(Kimura-2-parameter)distanceoftheITSsequencesinorder

toevaluatetheresults.Resultsshowedthattheintraspecificgeneticdistancewasmuchsmallerthanthein-

terspecificgeneticdistance:theintraspecificgeneticdistancewas0-3.907,averaging0.370;andthein-

terspecificgeneticdistancewas0-4.394,averaging2.287.Inconclusion,ITSbarcodescanbeusedtodis-

tinguishdifferentspeciesofBambusoideae.

Keywords:DNAbarcoding;ITS;Bambusoideae;molecularidentification
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