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“活化石” 植物银杏形态与分子进化 (Ⅰ)
 

陈月琴 , 庄　丽 , 屈良鹄 , 张宏达
(中山大学生命科学学院 , 广州 510275)

摘　要:测定了银杏雌株核糖体 rRNA 基因转录间隔区 rDNA ITS 区全序列共 1 172 碱基对 ,

其中 ITS1 长 788碱基对 , ITS2 226碱基对 , 5.8S rRNA 基因 158 碱基对.采用计算机分析软件

对所获得序列进行比较分析.结果表明:形态上仅有很少变化的银杏 , 其个体之间有明显的

分子差异 , 不同产地栽培株 rDNA ITS 区序列的核苷酸差异值高达 25%, 这一差异远远大于一

般意义上种间的距离 , 表明了该类植物形态上的变化与分子进化的不一致.造成形态与分子

进化不一致的原因有待进一步探讨.
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银杏是一种古老的孑遗植物 , 也是我国著名的活化石植物之一.其令人最不可思议

是 , 现代生活的个体 , 植物体所具有的形态结构与 2亿年前生存的类群非常相似
[ 1]
, 该类

群在中生代时曾遍布全球 , 经过漫长的时期 , 同时代的许多动 、植物都已灭绝 , 银杏不仅

仍保存下来 , 而且形态上仅有很少变化.尽管现今仅存 1属 1种 , 但是银杏以其巨大的形

体和漫长的生命 , 以及不断产生有限成活的幼株的方式而繁衍.目前银杏在世界各地广泛

栽培 , 已成为名贵树种之一.由于银杏所具有的这些独特性 , 长期以来 , 关于银杏的发

生 、 发育 、形态解剖 、化石记录等都是人们感兴趣的课题 , 吸引植物学家们从不同层次 、

不同角度对其进行研究 , 获得许多有意义结论
[ 2 ～ 4]

.但是 , 有关银杏形态与分子进化的相

关性研究尚未见有报道.本文通过对银杏核糖体 rRNA基因转录间隔区 rDNA ITS的序列测

定与分析 , 从分子水平阐明银杏不同个体或不同种群间的遗传差异 , 继而进一步探讨形态

与分子进化的相关性.

1　材料与方法

1.1　材　料

研究所用材料为银杏 (Ginkgo biloba L.)雌株 , 株系名为 C3-13 , 采自广东省林业科

学研究所.由华南农业大学苏志尧采集并鉴定.
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1.2　模板 DNA的制备及 rDNA ITS的 PCR扩增

采用 CTAB法[ 5]提取植物总 DNA , 所提取的总 DNA以 DPS 纯化系统 (包括玻璃粉 ,

NaI)纯化再用于 PCR扩增.PCR引物 , LH2:5′GTCGAATTCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGA

TCA 3′, D1a:5′TTCCCTGTTCACTCGCCGTTACT 3′, 分别对应于 18S rDNA 3′末端 (forward)

和25S rDNA 5′端第 60 ～ 83核苷酸序列 (reverse), PCR反应程序为:94 ℃2 min , 然后 94

℃1min , 55 ℃1 min , 72 ℃2 min , 30个循环.扩增完成后 , 产物用DPS系统纯化 , 沉淀

晾干后加适量 TE溶解 , 取 2μL 于 ρ=1%的琼脂糖凝胶上电泳检查 , 其余-20 ℃保存备

用.

1.3　rDNA PCR扩增产物的克隆及序列测定

PCR扩增产物经 DNA 纯化系统纯化后 , 与质粒载体连接 , 质粒载体为 pTZ19 , 按文

[ 6] 操作.采用美国 Life Science Sequenase Version 2.0 (USB)测序试剂盒直接测定重组质

粒的 DNA序列.

2　结果与讨论

2.1　rDNA ITS的 PCR扩增及序列测定结果

银杏 rDNA ITS 的PCR扩增结果表明:PCR产物长度约 1 200碱基对 (包括 18S 3′末端

和25S 5′末端 rDNA部分序列).PCR产物以 DPS系统纯化 , 并连接到 pTZ19的 Sma Ⅰ位点

上 , 通过 PCR和限制性内切酶等方法检查转化子 , 采用末端终止法测定重组质粒的 DNA

序列 , 获得了银杏 rDNA ITS 区全序列共 1 172碱基对 , 其中 ITS1长 788碱基对 , ITS2 226

碱基对 , 5.8S rRNA基因158碱基对.

2.2 银杏等裸子植物 rDNA ITS区的结构特征

早在 90年代初期 , 屈良鹄等[ 7]研究裸子植物核糖体 rRNA基因间转录间隔区的结构 ,

通过 PCR扩增 , 意外发现裸子植物的 ITS 区较其它植物 , 如苔藓 、蕨类 、 被子植物的 ITS

区长几百到上千个核苷酸.之后 , 不同学者分别展开了对苏铁 、 买麻藤 、 松柏类 ITS区的

研究 , 以阐明裸子植物的 ITS区较其它植物长的原因.研究得出裸子植物的 ITS1是该类群

rDNA ITS区较特殊的区域 , 比 ITS2长 3 ～ 4倍 , 对银杏 ITS区测定结果也得到相同的结论 ,

说明 rDNA ITS区长度变化可以作为鉴别裸子植物的很好的分子指标.从裸子植物 ITS区的

一致性与独特性 , 可以说明该类群起源与发生上的共同性.

2.3　银杏不同个体间 rDNA ITS的序列比较以及形态与分子进化相关性

从Genbank中获取栽培于意大利的银杏 rDNA ITS 的序列 , 并采用计算机分析软件包进

行序列的排列与分析 (图 1 , Ginkg01为本实验室测定), 发现银杏同1个种不同个体间 rD-

NA ITS区有较大的差异 , 2个个体间序列的核苷酸差异可达 25%, 甚至在 5.8S rRNA基因

内两者之间也有 17%的不同.5.8S rDNA为高度保守的核糖体基因 , 在被子植物科级以下

类群都有较大的同源性[ 8 ～ 10] , 同种不同个体间可达 17%的差异 , 这种情况在植物是非常

少见的 , 对于银杏更为特殊.因为根据化石纪录和文献报道 , 银杏从中生代发展到现代 ,

形态上仅有很少变化.尽管由于栽培产地不同 , 形态上有些差异 , 但这些形态上的差异还

未能达到种或变种的水平 , 有时为了方便起见 , 也仅仅将不同产地的银杏划分为不同的栽

培品种.但是 , 从 rDNA ITS的序列比较结果来看 , 银杏个体之间的分子差异已远远大于

一般意义上种间的差异 , 表明了该类植物形态上的变化与分子进化的不一致.这一结果与
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动物中非洲爪蟾的结论非常相似.银杏不同个体间分子水平上的差异是雌雄株差异还是长

期演化的结果? 银杏形态上的少变化 、 而基因水平上的较大变化这一特性与其生存策略是

否相关? 这一性状为银杏所特有 , 还是裸子植物的共性? 这些都是有待于进一步探讨的问

题 , 我们也将给予进一步的报道.

图 2　银杏不同栽培株 rDNA ITS 序列比较

Fig.2　Sequence alignment of rDNA ITS between the culture strains of Ginkgo biloba
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Relationship Between the Morphology and Molecular Evolution

of “Living Fossil” Ginkgo biloba:Evidences from

the Sequence Analyses of rDNA ITS

CHEN Yueqin
 
, ZHUANG Li , QU Lianghu , ZHANGHongda (Chang Hungta)

Abstract:A remarkable feature of Ginkgo biloba is that the species evolved so slowly that the mor-

phological and anatomical structures of its fossils 200 million years ago and the present-day representa-

tives were almost identical.The sequence of internal transcribed spacer(ITS)regions of nuclear riboso-

mal DNA(nrDNA)was determined for Ginkgo biloba to understand the link between molecular and

morphological evolution.The entire ITS and 5.8S regions of Ginkgo biloba (female strain)from a

plantation in Guangzhou , China , are 1 172 bases long with an ITS1 of 788 bp , an ITS2 of 226 bp

and a 5.8S of 158 bp.The numerous copies of the ITS sequences within an individual showed a high

level of sequence homogenity.Sequence comparison using computer program showed that high sequence

divergence between the strains we studied and that from Italy with the variation up to 25%, indicating

that the low evolution rate of morphology in Ginkgo biloba does not reflect the rates of molecular evolu-

tion.The relationship between the molecular characteristics and relic situation of this species needs to

be further explored.

Keywords　Ginkgo biloba , morphology evolution , molecular evolution
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