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银杏与其它裸子植物之间的关系

—分子生物学的证据

施苏华 张宏达

�生物学系�

余小 强 层 良鸽

�生物工程研完中心 �

摘 要 银杏“ 。 掩�� 价���� �
�

��
一���� �产末端���个核普酸序列已被准确测定

�

与苏铁

�夕��� �������� �����
� ，

水松�����������
�� �������� ����

���
�

�����
，

南方红豆杉���
�

�� 川 “ ������
���� “ � �������� �� ��和�种被子植物及�种绿藻的同源序列比较分析

，
其

所构建的
����系统树图表明

，
银杏与苏铁的关系较为密切

，

与其它裸子植物的关系相对较远
�

关键词 银杏
，
��

一 ����
，
序列分析

，
系统树

与苏铁比较
，

银杏是一种更古老的孑遗植物
，

为最著名的活化石
。

中生代时曾遍布

全球
，
至今仅在我国东南部有少数野生的银杏

。

从广义的演化观点来看
，
银杏被认为是

世界上不可思议的一种植物
，
同年代的许多动

、

植物都已灭绝
，
它却经过了漫长的时期仍

旧保留下来
，
而且只有很少的改变 〔 ‘ 〕 。

关于银杏的形态解剖
、

抱粉
、

细胞学以及 古 地

理学等方面的研究已很详细 〔�� �〕 �

本文报道了银杏�
�一���� �尹

末端两个保守区域 的

���个核昔酸序列
，
同时还报道了苏铁

、

水松及南方红豆杉�
�一�����

尹
末端保守区 部分

序列
。

并根据这些序列从分子水平对银杏与其它裸子植物之间的关系问题进行了探讨
。

� 材料与方法

银杏����夕。 西���乡� �
� ，

苏铁�，���
，������� �����

� ，

水松 ��，�����，���� �。 ，��
，

����� ��
�

�����和南方红豆杉����� �����‘ ������ �� ����
�

��
�

�
�

�� 树叶采自

华南植物园和中山大学校园
� 〔 �一 “ “� 〕 ���和 〔�� “ ��〕���购自英国��������公 司 和

北京福瑞公司
，

��噬菌体多核昔酸激酶和逆转录酶购自华美公司
。

�
。
� 植物大分子���的制备

新鲜植物叶用蒸馏水洗净
，

晾干
�

放入液氮中浸泡冷冻
�

置研钵中加液氮磨成粉宋
。

加入适当体积�������克树叶�的抽提缓冲液������
�����

���
一
���

，���
�

�， �������

�����
，���

�

�， ���� ����� �������� � ����琉基乙醇�和����终浓度�移乡�
�

剧烈

震荡 �� ����
，
置��℃水浴中�����

�

加入醋酸钾溶液 �终浓度 �������
，
震荡

�

放入

�℃冰浴中�����
。

以��������高速离心�������℃�
，
用绸布过滤取水相

，
以�

�

�倍体

本文����年 �月�� 日收到
·

国家自然科学基金资助项目
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积异丙醇沉淀核酸
�

以��。 。 。 ���高速离心�����
，
核酸沉淀以重蒸水溶解

，
再以氯化锉溶

液�终浓度�������沉淀大分子���
�

以�
�

�倍体积��肠乙醇沉淀���
， 一
��℃冰箱保存

�

�
�

� ����序列肠定

参照文 〔 � 〕 的方法
�

测序用���引物���和��
�
对应于水稻��万�

� ������ �
�

���

���� �尹
末端第��一���和第�����，�两段序列 〔�〕 �

引物���和��。 用
“ ��放射性同位素

标记并以逆转录酶延伸
，
在双脱氧核昔酸的存在下

，
直接测定���序列

。

�
。
� ����序列的比较和系统树的绘制

按最大同源性原则
，

将银杏
、

苏铁
、

水松和南方红豆杉与 �种被子植物
�

西 红 柿

�夕����犷���“ 。 ������，��� ����〔�〕 ，
烟草����君���

� ������� �
� ，
十字花科云苔 属 一 种

�������� ����� �
� ，
玉米�

�� ��，� �
� 〔�〕 ，

水稻 〔�〕及一种绿藻�夕，���二���� ������� 〔’ “ 〕

的�
�一����同源序列进行排列比较

，
用���妞��公式 〔“ 〕对核昔酸差异数进行校正

，
并

以简单成聚法 ������ �〔
‘�〕构建系统进化树

�

� 结果与讨论

�
。
� 裸子植物大分子���提取方法的改进

针对银杏等裸子植物���提取采用酚法效果不佳的特点 〔 ’ 〕 ，
我们改用了醋酸钾 法

来制备其大分子���
。

实验表明
，
该法对于银杏

、

水杉等裸子植物的���制备尤为合

适
。

同时
，
利用醋酸钾法提取植物���步骤简单易行

，
���的纯度和产量均有所提高

。

�
�

� 银杏��
一�����尹

端序列侧定友种子桩物����系统树的构盆和分析

银杏�
�一 ���� �户

末端�
，�区和�

，�区���个核昔酸序列及苏铁
、

水松和南方红豆杉

的���区��个核昔酸序列已被准确测定
�

苏铁
、

水松和南方红豆杉的��
� ���� � 尹

端���

区序列我们已在另文中报道 〔。 〕 �

将这些数据与 �种被子植物和一种绿藻的同源 序 列 进

行比较分析
，
结果见图 �

�

为了减少统计学误差
，
我们将�

，�和�
��两个保 守区 的 核昔

�

一一一
一

、

︺﹃
、功热价。城

�
，丈���月

�尸� ��� �，

�护��二�一�

�� ��� ‘

�，������几��

�一卜�「��

�汽�� ，

���仁����〔 〔红八� ‘ �������，�� 八八���仁〔�‘二������������八�【�八��八【�〔����八 �〔��八石趁，人�八 �厂才八�八〔�，�八� �凡���人【�【�〔��

、 ���、 几

���‘ 吧��

��汗甲����比引。�、乙���

…

图 �
一
� 核塘体大亚基��� �尹端���区核普酸序列排列

�

本研究测定的植物序列用圆点表明 ，

排列中仅标明与顶部序列不同的核普酸
，
相同的核普酸以短划代表

� �代表未测出的核

普酸序列
， �

代表缺失的核普酸

���
�

�
一

� ��������� ���������� ��� ��� ����������� ������� ����������� �， �����

������ ������
�

��� ������� ���� �� ��������� �� ���� ����� ��� ���������

�� ����������， � ��� ��� ����������� ���� ������ ���� ��� �������� ���

���� � ， ��������� ��� ������� �� ��������� ��� � ���������� ���� �� ����，�

����。 ，��� �� � ��� �������� � ��� ��刀���� �� �
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酸序列相加
，
来计算核昔酸差异矩阵

，
见表 �

�

减遴

︸����七

� �
�

�孟�‘ 万�

�
�

�����监�吐

公
�

��皿，玉一 ，

�二
‘ 盖，�应

�
，

���“ ��外�“
加

。
��“ �，�

协
�

刀�护。 ‘

�
�

一��

�
� ‘ �����

尸
�

����一 ，

�尹「��「弓人云��厂 �二石�屯，�以�孙� ��汽�七�〔人�� 仁〔�������� ������加� ���������� �从八������ ����脸从口
一�

�� ��� � � � � �� �� �� �� � �� �� �� �� � ���������� ��� ���

一
���� �� ���� � �

一
���� ����

一飞
一 �八一
一�入一

一��一
一 �六一

一八�
�

�

一 �
�

� � �

一 〔 一 公
�
� � � � � � � �

一
� � �

一 �
�

一‘ � � �� � � � � � � � �

一
� � �

一 仁一一 �� 一� � � 一 � � � � � � � �

一
� ��
一 �

� � ��
一�

� � �� �� � � � �

一
� ��
一 ��一

��
一�

� � �� 一� � � � �
一

‘���� � �� � � �� �
一 确一�

� � �

一

� � � 一

�
�

一
� � � ��

一�一
� �� ��

一�一
一 �一 ��

一�一

‘ �����
�一丫���一�抢

��口
�����‘

口跳刀�七 之

一弓�“ �
一 叭 色”

之谊卜，� 屯

合盛�‘ �

石右��

人��入仁「�八户�气 气‘ �
，

八‘ ��〔�� 陇�介�‘八

����护么�

﹃﹄户﹄︸卜一�
�‘衬︺﹄即�‘�。
‘

刀吸

图 �
一
� 核糖体大亚基��人 �尸端���区核普酸序列排列

���
�

�
一
� ��������� ���������， ��� ��� ����������， ������� ，������ �����，

����������� ������

，、 �

食

、 、 、

表 � ����序列拒 阵
�

表右上方为不 同植物之间的核普酸序列差异数
，

表左下方

是经过校正 的�
� ��值

���
�

� � ������ ������������� �� ���� �， �������� �����������
�

��� ������� �� �� �������� ����������� ������� ������ ������� �������� ��

���
�

�
一 � ��� ���

�

�
一

� ��� ����� �� ��� ����� ����� �������五� �����
，

��� ������������� ��� � ���� � �� �五� ����� ���� ��������� �����

�
�

� �
� � �

�

� �
�

� �
�
� �

�

� �
�
� �

�

功 �
� � �

�

�

�
。

������ � � � �� �� �� �� �� ��

�
。 �������� �

。
��� �� � �� �� � �� �� ��

�
。

�������� �
�

��� �
�

��� � �� �� �� �� �� ��

�
。

������ �
�

��� �
�

��� �
�
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�
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�
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�
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�

��� �
�
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�
�
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�
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�

��� �
�
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�
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�
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�
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�
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�
。
���� �
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��� �
�

���

根据表�数据
，

我们得到一个种子植物的
����系统进化树�图��

。

由树图可以清楚

地看到
，

被子植物和裸子植物明显分为两个自然的类群
，

它们各自种类间的差异较小
，

清晰的两大枝
。

在裸子植物中
，

苏铁与银杏的关系非常密切
，

水松则与南方红豆杉关系

分为亲近
。

它们各自形成两个姐妹群
。

以绿藻作为种子植物群外参照物种表明
，
所比较的种子植物的分子进化速度无明显

差异
，
因此

，
所得结果不是由于异常的进化逮度造成的

。

�
。
� 系统学愈义讨论

关于银杏的系统位置
，
植物学界历来有着不同的意见

�

根据其一般器官学和解剖学

特点
，
很多学者和教科书把银杏归为松柏植物一类

，
即隶属于松柏纲 〔 ’ �，’叼

。

另一些学

、
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��一。 含嘴 �

一尹尹
�

一

一

」一
� � “ ��二

仁 � � 一 � �双口�「户，

�
� � �，亡山�时 “ �

� ��比���

� � ���

�
�

���

一�
�

二��，�

�
，
产�����

专
“二

图 � 种子植物
����系统树图

�

用表 �中的�
�
��值和简单成聚法�������构建

�

� 个物种

问的距离仅仅与它们在�轴�����
�
���上的总长度成正比

，
�轴上的距离是任意的

���
�

� ������������ ���� �� ���� ���� ��� ������� ������
�

��� ���� ��� ��� ��

������� �� � ���� ����� � ����� ���� ��� �� �� ������ �� ��� ����� �
�

��

���， ��������������
， ��� �������� ���� ��� ��� ������， �� ��������� ��� ��

��� ��� ����� ����������� �� ��� � ����������
��
������ ������� �������。

，

����� ��，����� �� ��� � ���� ��� ���������

者则根据银杏的抱子发生
、

配子发生等胚胎发育学特征
，

与现存的苏铁之间有许多相似

之处
，
以及它们的叶脉有少量网结现象

，

袍粉单沟
、

船形等特征也都与苏铁相似
�

因而

提出银杏不应归于松柏纲
，
而应属于苏铁纲 〔 ‘ �’ ‘ 。 ’ ‘了〕或 单 独 戍 立 银 杏 纲 〔 ’�’ ‘ 。 ’ �。 〕 �

�����
�
也指出

� “
它们的配子体和种子之间的相似性可能代表一些古生代和中 生 代裸

子植物所具有的古老的生殖力式
� … …可以认为银杏和苏铁是裸子植物演化的两条独 祝

路线中极原始而存活下来的植物
” 〔 ‘ 〕 �

可见
，
由于银杏的形态结构和其抱子

、

配子发生等特征与松柏类和苏铁有各自相似

之处
，
故以上问题一直存在着争议

。

为此
，

我们测定的结果表明
，

种子植物����系统

树在解释银杏与其它裸子植物
、

被子植物的关系等问题时清晰
、

明了 �表 �和图 � �
。

与���� 〔念‘ 〕所做的 ��一 ����分子系统树比较
，

得到了较一致的结论
�

但他们没有研 究

红豆杉类群 �而且��
����作为小分子

����具有过于保守的特点
�

我们的研究表明
，
银

杏与苏铁之间的分子差异很小
，

说明它们的关系相当密切
。

但银杏与松柏类的水松
，
紫

杉类的南方红豆杉之间的分子差异则相对大得多
，

可见银杏与松柏类的关系较远
，

而较

接近苏铁纲
，
因而可单独成立银杏纲

。
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