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基于不同 DNA序列对四数獐牙菜系统位置分析

杨路存1, 2 ,陈桂琛1* ,周国英1, 2

( 1 中国科学院西北高原生物研究所,西宁 810001; 2 中国科学院研究生院,北京 100039)

摘  要:以扁蕾属植物为外类群,基于 tr nL2tr nF 序列、r pl16 序列以及 ITS序列, 采用最大简约法对四数獐牙菜的

系统位置进行了分析。结果显示:尽管在 ITS系统发育树、tr nL2tr nF系统发育树和 r pl16 系统发育树中所用的种

和数量有所不同,所得到的 3 种系统发育树的拓扑结构也不一致, 但四数獐牙菜的系统位置在 3 种系统发育树中

的结果基本一致。在 tr nL2tr nF 系统发育树中,四数獐牙菜与花锚属的 H . elliptica、H . brevicornis和H . weddelli2

ana 形成了一个单系群;而在 ITS 和 r pl16系统发育树中 ,四数獐牙菜与歧散獐牙菜先聚在一起, 再与花锚属的植

物聚为一支支持率较高的单系支。研究表明,四数獐牙菜与 Anag alid ium属的歧散獐牙菜的亲缘关系最近,其次

是与花锚属的植物,而与獐牙菜属植物的亲缘关系较远。本实验系统发育的结果支持将四数獐牙菜从獐牙菜属中

分出而归入 Anagal idium属的观点。

关键词:四数獐牙菜; tr nL2tr nF 序列; IT S序列; r p l16 序列;异花组; Anagal lidium

中图分类号: Q789 文献标识码: A

Systematic Position of Swertia tetrap tera Maxim. Inferred
from ITS, rpl16 and trnL2trnF DNA Sequences

YANG Lu2cun1, 2 , CHEN Gui2chen1* , ZHOU Guo2ying1, 2

( 1 Northwes t Plateau Ins titute of Biology, Ch inese Academy of Sciences, Xining 810001, China; 2 Graduate U nivers ity of Chin ese

Academy of Sciences, Beij ing 100039, Ch ina)

Abstr act: The systemat ic posit ion of Swer t ia tetr ap ter a was analysed using Maximum Par simony Method,
with the Gentianopsis gr andis being selected as outgr oup, based on t r nL2t rnF sequences, rp l16 sequences
and ITS sequences data sets. T he r esults showed that although the numbers and the species are different in
ITS phylogenetic t ree, rp l16 phylogenet ic t ree and t rnL2t rnF phylogenetic tr ee, and the topology of three
phylogenet ic t ree is also inconsistent . As far as the systemat ic posit ion of S. tetr aptera , the results ar e in a2
greement . In tr nL2tr nF phylogenet ic t ree, S. tetr ap ter a forms a monophylet ic lineage with H . el l ip tica, H .
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  四数獐牙菜( Swer t ia tet raptera Maxim. )隶属

于龙胆科 ( Gentianaceae ) 獐牙菜亚族 ( Subtribe

Swert iinae)獐牙菜属异花组,是分布于青藏高原的

一个特有种[ 1]。从目前所见的分类系统可知, 其系

统位置是个长期悬而未决的问题。自 Gr isebach
[ 2]

将歧散獐牙菜( Swert ia d ichotoma )从獐牙菜属中

分出,发表了单种属 Anagal l id ium Griseb.以来, 许

多学者也将四数獐牙菜归入此属[ 325] , 然而, Ana2

ga ll idium属未被其他学者采纳。何廷农
[ 1]
根据 S.

tet r apter a 主茎上的花较侧枝上的花大, 呈明显的

异型而建立异花组放入獐牙菜属中。随后, 一些学

者如薛春迎等[ 6, 7]对花蜜腺的数目、位置、形态、附

属物等特征以及花蜜腺解剖结构的研究也支持何廷

农的观点。尽管如此,薛春迎等[ 8] , 史刚荣[ 9] , Chas2

sot等[ 10]分别通过对胚胎学和花粉形态学的研究发

现,四数獐牙菜与花锚属椭圆叶花锚的亲缘关系较

近,与本属其它种较远。由此可见,四数獐牙菜的系

统位置仍存在一定争议, 还需要进一步研究。

近年来, 利用分子生物学方法获得的大量植物

DNA 序列资料应用于系统学的研究。在龙胆科

(Gent ianaceae)中, nrDNA 的 ITS 序列以及一些进

化比较快的 cpDNA 基因间隔区已被用来研究一些

属间的分子系统学。Yuan 等
[ 11]
, Chassot 等

[ 12]
分

别采用 IT S、ITS 和 tr nL2tr nF 对龙胆亚族和獐牙菜

亚族的分子系统学进行了研究,结果显示,四数獐牙

菜与椭圆叶花锚的亲缘关系较近,而与本属的其它

种亲缘关系较远,四数獐牙菜应从獐牙菜属中分出。

但是由于 Yuan等[ 11]的研究仅包括獐牙菜属的 3个

种,而 Chassot 等[ 12]的研究仅包括獐牙菜属的 23

种,且无肉根组、大花组和歧散獐牙菜等形态类型,

很难对四数獐牙菜的系统问题做出全面、深入和系

统的研究。因此,本研究在已有的工作基础上,新测

定獐牙菜属 5 种及相关类群 1 种, 共 6 种植物的

tr nL2t r nF 序列, 并从 GenBank 中调取相关种的

tr nL2t r nF、rp l16 及 IT S 序列, 一并进行分支分析,

以探讨四数獐牙菜与獐牙菜属以及花锚属的亲缘关

系,进一步分析四数獐牙菜的归属问题。

1  材料和方法

1. 1  材  料

根据薛春迎[ 13]的分支分析, 獐牙菜属划分为 4

个亚属、9个组,本研究收集了分亚属各个组的代表

植物以及其它植物共 39 种, 其中四数獐牙菜

(Swer t ia tetr aptera )、祁连獐牙菜( Swert ia pr zew2

alski i )、华北獐牙菜 ( Swer tia wolf ang iana )、川西

獐牙菜 ( Swer t ia mussoti i )、抱茎獐牙菜 ( Swert ia

f ranchet iana )、椭圆叶花锚(H a lenia el lipt ica )这 6

种植物材料为野外采集的新鲜叶片。采集后迅速用

硅胶干燥,回到实验室后进行总 DNA 提取及 tr nL2

t rnF 序列测定。其余种的 t rnL2tr nF 以及全部的

IT S序列和 rp l16序列均来自 GenBank。同时, 由

于 Chassot等[ 12]的研究中已经确认了 Anag al lidi2

um的属级地位, 因此本研究中将歧散獐牙菜作为

Anagal l id ium的种。样品产地以及其它由基因

库中下载以用于本实验系统发育分析的相关序列见

表 1。

1. 2  方  法

依据改良的 CTAB法
[ 14]
从硅胶干燥的叶片中

提取总 DNA。对四数獐牙菜、祁连獐牙菜、华北獐

牙菜、川西獐牙菜、抱茎獐牙菜、椭圆叶花锚这 6种

植物 cpDNA 的 tr nL(UAA)2tr nF(GAA)区段进行

PCR 扩增, 使用通用引物 e ( 5c2GGTTCAAGTC2

CCTCTATCCC23c) 和 f ( 5c2ATTTGAACTGGT2

GACACGAG23c) [ 15] ;扩增反应在 Biometra thermal

cycler PCR扩增仪上进行, 反应体系为 25 LL, 内含

10 @buffer 缓冲液 2. 5 LL, 10 mmol/ L dNTPs 0. 5

LL,总模板 DNA 1 LL ( 10 ~ 20 ng) , 25 mmol/ L

MgCl2 1. 5 LL,正反引物各 1 LL( 10 pmol/ L) , Taq

DNA 聚合酶 0. 2 LL (5 U) , 以及 ddH 2O 17. 3 LL。

扩增反应程序为 94 e 预变性 3 min, 94 e 变性 1

min, 52 e 退火 45 s, 72 e 延伸 1 min, 35个循环,最

后 72 e 保温 7 min。

扩增反应结束后 1. 2%琼脂糖凝胶电泳检测扩

增产物产量和纯度。电泳条带单一整齐, 且亮度较

高时,扩增产物即可以使用试剂盒进行纯化。选用

离心柱型 DNA 产物纯化试剂盒( Tiangen, Beijing,

China)进行纯化。纯化后的 PCR 产物用 1. 2%琼

脂糖凝胶电泳检测, 并用微量核酸蛋白检测仪 ND2

1000(NANODROP, America )进行定量, 之后即可

进行测序反应。

测序反应在 ABI3730XLDNA 测序仪上进行,

使用 ABI 公司提供的 Bigdye T erminator ( Applied

Biosystems, America)试剂。测序反应总体系为 10

LL,包含 2. 5 LL Bigdye Terminator;引物 5 pmol;

模板 25~ 50 ng,测序反应的条件为 95 e 8 s, 95 e

15 s, 50 e 15 s, 60 e 90 s, 25个循环; 60 e 90 s, 4 e

5 min。

最后在 DNA 测序仪上收集数据。tr nL2tr nF
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范围根据 GenBank下载的植物序列确定, 新测序列

注册于 GenBank 中(正在注册)。所有种类的序列

号见表 1。

1. 3  数据分析

序列排列用 Clustal X软件完成[ 16] , 排好的序

列利用PAUP4. 0软件进行系统发育分析。在以大
表 1 试验材料来源及其序列号

Table 1  Source of mater ial and GenBank accession number used in the experiment

分类群
Taxa

采样地
Locality

凭证标本
Voucher

序列号GenBank accession No.

ITS trnL2trnF rp l16

獐牙菜属
Swertia

獐牙菜亚属
Subgen.
Swertia

折皱组
Sect.
Rugosa

膜边獐牙菜(组模式种)
S. marginat a

GenBank DQ317505 AF102486 DQ317470

祁连獐牙菜
S. prz ewal akii

青海门源
Menyuan, Q inghai

( S. L. Chen)
0524

AF255913 DQ317460

华北獐牙菜
S. wolf angiana

青海门源
Menyuan, Q inghai

( S. L. Chen)
0523

AF255914

二叶獐牙菜
S. bi f oli a

GenBank DQ317490 DQ317472

康定獐牙菜
S. souliei

GenBank DQ317455

獐牙菜组
Sect. Swert ia

宿根獐牙菜(组模式种)
S. perennis

GenBank AJ580550 AY251774

红直獐牙菜
S. erythrost icta

GenBank AF251122 DQ317458

多枝亚属
Subgen.
Ophelia

热带山地组
Sect. Montana

(组模式种)
S. volkensi s

GenBank AJ318571 AJ315269 AJ294566

S. kilimandschari ca GenBank AJ318564 AJ315262

多枝组
Sect. Ophel ia

狭叶獐牙菜(组模式种)
S. angust if ol ia

GenBank FJ010793 AJ315249 DQ317463

川西獐牙菜
S. mussot ii

青海玉树
Yushu, Qingha i

( S. L. Chen)
0520

AF255915 DQ317473

抱茎獐牙菜
S. f ranchetiana

青海湟源
Huangyuan, Qinghai

( S. L. Chen)
0525

AF255916 DQ317462

丽江獐牙菜
S. del avayi

GenBank DQ317461

观赏獐牙菜
S. decora

GenBank DQ317467

劝禄獐牙菜
S. l uquanensis

GenBank DQ317454

紫红獐牙菜
S. punicea

GenBank AJ294567

云南獐牙菜
S. yunnanensi s

GenBank DQ317468

细瘦獐牙菜
S. t enui s

GenBank DQ317464

大籽獐牙菜
S. macrosp erma

GenBank DQ317469

獐牙菜
S. bimacula ta

GenBank AJ411000

异花组
Sect. Heteranthos

四数獐牙菜(组模式种)
S. t et raptera

青海化隆
Hualong, Qinghai

( S. L. Chen)
0506

AF346013 DQ317459

宽丝组
Sect.
P l atynema

普兰獐牙菜
S. cil ia ta(组模式种)

GenBankF J010798 FJ010814

西南獐牙菜
S. cincta

GenBank AY551185 DQ317465

毛獐牙菜
S. pubescens

GenBank AJ315266 DQ317466

藏獐牙菜组
Sect. Kingd on2
Wardia

藏獐牙菜(组模式种)
S. ra cemosa

GenBank FJ010807 FJ010823

肉根亚属
Subgen.
P oep hi la

肉根组
Sect. P oephila

多茎獐牙菜(组模式种)
S. mul ticauli s

GenBank FJ010799 FJ010815

大花组
Sect. Macranthos

S. pseudohooker i GenBank AJ318567 AJ315265

密花亚属
Subgen.
Fra sera

S. a lbomarginat a GenBank AJ318535 AJ315233

S. speciosa GenBank Z48146 AJ315276

17759 期             杨路存,等:基于不同 DNA 序列对四数獐牙菜系统位置分析



续表 1 Continued T able 1

花锚属
Ha leni a

椭圆叶花锚
H. el lip tica

青海囊谦
Nangqian, Qinghai

( S. L. Chen)
0522 AF346012 AJ410979

H.weddel liana GenBank AJ315240 AJ410999

H. brevicorni s GenBank AJ315238 AJ410969

H. rusbyi GenBank AJ410993

H. serpyll if oli a GenBank AJ410995

H. pul chell a GenBank AJ410990

H. vir idi s GenBank AJ410998

H. rhyacophil a GenBank AJ410992

Anaga ll idium
歧散獐牙菜
A. dichotoma

GenBank DQ317488 DQ317457

扁蕾属
Gent ianopsis

大花扁蕾
G. grandis

GenBank AF346007 AJ315273 DQ317483

花扁蕾(Gentianop sis grandis)为外类群, 用 PAUP4. 0

软件[ 17]做最大简约法分析时,空位( gap)始终作为缺

失状态,采用启发式搜索 (Heurist ic search) , 1 000

次随机加入, TBR枝长交换。利用 bootst rap( 1 000

次重复)检验各分支的置信度。

2  结果与分析

2. 1  基于 t r nL2t rnF序列的分类

本实验测得的 6种獐牙菜属植物的 t r nL2t rnF

区序列和从 Genebank 获得的 13 种獐牙菜属和花

锚属植物的 tr nL2tr nF 区序列的长度范围为 342~

377 bp。空位作为缺失处理时, tr nL2tr nF 序列排序

后的长度为421 bp,对 421个位点进行了分析,变异

位点 99个(包括 41个信息位点)。以大花扁蕾为外

类群,用最大简约法(启发式搜索)获得 3 个最简约

树,简约树长度为 123步,一致性指数(CI)和维持性

指数(RI)分别为 0. 894 3和 0. 105 7, 利用 3个最简

约树获取严格一致树, 如图 1 所示。在 tr nL2tr nF

系统发育树中,所研究的獐牙菜属和花锚属类群分

为 4支:多枝亚属和肉根亚属所选类群聚为一支,自

展支持率为 70% ;獐牙菜亚属的代表种聚为一支,

自展支持率为 57% ;密花亚属的种单独聚为一支;

第 4支则由花锚属的 3个种和四数獐牙菜组成, 自

展支持率为 70%。

2. 2  基于 ITS序列的分类

IT S序列的长度范围为 604~ 625 bp,对位排列

后长度为642 bp, 对 642个位点进行了分析, 其中稳

定位点436个, 变异位点206个(包括126个信息位

图 1  基于 tr nL2tr nF 区序列分析得到的最大简约树

图中的数字表示分支自展支持率;下同

F ig. 1  The st rict consensus tree of thr ee most par simonious tr ees generated from tr nL2tr nF sequences

Numerals on th e branches indicate per centage sup port in 1 000 bootst rap replicates ; Th e same as b elow
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点)。以大花扁蕾为外类群,当空位作缺失处理时,

用最大简约法(启发式搜索)获得 15个最简约树, 简

约树长度为 379步, 一致性指数( CI )和维持性指数

(RI )分别为 0. 717 7和 0. 708 4, 利用 15个最简约

树获取严格一致树,如图 2所示。在 ITS 系统发育

树中, 21种獐牙菜属、花锚属和 Anag al id ium属植

物分为 3支,多枝亚属和肉根亚属的代表种先聚为

一支,再与獐牙菜亚属的代表种构成一个支持率较

高的分支。比较有趣的是, 作为多枝亚属热带山地

组的模式种 S. volkensi i和多枝组的模式种 S. an2

gusti f ol ia 聚为一支并聚于獐牙菜亚属支。四数獐

牙菜与 Anaga ll id ium属的 A. dichotoma 以及 H .

el lipt ica 则聚为另一个分支, 自展支持率同样较高。

而来自密花亚属的代表种则形成第 3个支持率很高

的分支。

2. 3  基于 r pl16序列的分类

rp l16的序列长度范围为 693~ 713 bp,对位排

列后长度为748 bp,对 748个位点进行了分析,变异

位点 95个(包括 41个信息位点)。以大花扁蕾为外

类群,当空位作缺失处理时, 用最大简约法(启发式

搜索)获得 12个最简约树,简约树长度为 150步, 一

致性指数( CI )和维持性指数 (RI )分别为 0. 800 0

和 0. 200 0, 利用 10个最简约树获取严格一致树,

如图 3所示。r p l16 系统发育树的拓扑结构与 ITS

和 tr nL2tr nF 系统发育树的不大一样, 系统发育树

并没按照薛春迎的分类系统中的亚属进行分类, 而

是分为 5 支, 自展支持率都较高, 分别为 86%、

90%、82%、69%、78%。所选的所有獐牙菜亚属的

类群聚为第 1支;第 2支则由四数獐牙菜、歧散獐牙

菜、獐牙菜以及花锚属的植物共同组成;作为多枝亚

属热带山地组的模式种 S. volkensii 和多枝组的模

式种S . angustif olia 聚为第 3支, 劝禄獐牙菜( S.

luquanensis) ,观赏獐牙菜( S. decora )和丽江獐牙菜

( S. delavayi)聚为第 4 支, 最后一支则由多枝亚属

剩余的种和肉根亚属的模式种共同组成。

3  讨  论

何廷农[ 1]根据四数獐牙菜(S. tet raptera )主茎

上的花较侧枝上的花大, 呈明显的异型而建立异花

组,并根据四数獐牙菜在一些形态、习性和花部特征

上与獐牙菜属多枝亚属的其它种有较多相似的特

征,如一年生草本, 基生叶花期枯萎,花冠基部具 2

个腺窝将异花组归入獐牙菜属的多枝亚属中。而史

刚荣
[ 9]
、薛春迎等

[ 8]
、Chassot 等

[ 10]
分别通过对胚胎

学和花粉形态学的研究认为,四数獐牙菜的花粉形

态和胚胎学特征与花锚属的椭圆叶花锚有更多的相

似之处。基于 tr nL2t r nF 序列和 IT S序列的分析表

明,四数獐牙菜与椭圆叶花锚形成一单系支。在本

研究中, 对四数獐牙菜及其相关种的 tr nL2tr nF、

IT S和 rpl16序列进行的分析显示,尽管在构建3种

系统发育树时所用的种和数量有所不同, 所得到的

3种系统发育树的拓扑结构也不一致, 但就四数獐

牙菜的系统位置而言, 3种系统发育树中的结果基

本一致。在 tr nL2tr nF 系统发育树中, 四数獐牙菜

与花锚属的 H. ell iptica、H . brevicor nis 和 H .

weddel l iana 形成了一个单系群;而在 IT S和 rp l16

系统发育树中,四数獐牙菜与歧散獐牙菜先聚在一

起,再与花锚属的植物聚为一支支持率较高的单系

支。从这些结果可以看出, 四数獐牙菜与 Anaga l2

lidium属的歧散獐牙菜亲缘关系最近, 其次是与花

锚属的植物,而与獐牙菜属植物的亲缘关系较远。

综上所述, 核糖体 DNAITS 区序列、cpDNA

t rnL2tr nF、r pl16区序列分析结果和胚胎学等方面

特征均支持将四数獐牙菜从獐牙菜属分离出来。此

外, ITS 和 rp l16系统发育树的结果都支持 Gr ise2

bach
[ 3]
、薛春迎

[ 4]
以及 He 等

[ 5]
将四数獐牙菜放入

Anagal l id ium属的观点。
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