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摘要：柳树具观赏、生物修复、生物能源等多种功能，对其开展 ＤＮＡ 条形码评估在种质资源保护和利用方面具有非

常重要的应用价值。 通过对柳树样品进行 ＩＴＳ、ＩＴＳ２、ｍａｔＫ、ｒｂｃＬ 和 ｒｐｏＣ１ 片段扩增和测序，结合 ＧｅｎＢａｎｋ 数据，共获

得柳树 ２２ 个种，６３ 份样品共计 ３９６ 条序列。 比较了 ５ 个 ＤＮＡ 片段的通用性、序列特征、种内和种间变异，并基于

Ｂｅｓｔ Ｍａｔｃｈ （ＢＭ）、Ｂｅｓｔ Ｃｌｏｓｅ Ｍａｔｃｈ （ＢＣＭ）、ＢＬＡＳＴ 及 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ Ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）４ 种方法评估 ＤＮＡ 条形码在柳树中的鉴

定能力。 结果表明，５ 个 ＤＮＡ 条形码中，ＩＴＳ 在柳树种扩增效率和测序成功率高，种内和种间遗传变异明显，鉴定效

率最高，建议作为首选的单位点 ＤＮＡ 条形码；３ 个条形码组合中，ＩＴＳ＋ＩＴＳ２＋ｒｂｃＬ 鉴定成功率最高，为 ７８􀆰 １６％，４ 个

ＤＮＡ 条形码组合中，ＩＴＳ＋ＩＴＳ２＋ｍａｔＫ＋ｒｂｃＬ 物种鉴别成功率最高，为 ８８􀆰 ２８％，建议 ＩＴＳ＋ＩＴＳ２＋ｍａｔＫ＋ｒｂｃＬ 作为柳树分

子鉴定最优条形码组合。
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　 　 全世界有柳树 ５００ 余种，集中分布于北半球温

带地区。 中国有柳树野生种 ２５７ 个，变种 １２２ 个，变
型 ３３ 个［１］。 柳树是中国优美的园林观赏和高效的

生物修复树种。 在北美和欧洲，一些灌木柳被广泛

用作可再生和可持续的生物能源材料［２］。 柳树为

雌雄异株，种间种内均容易杂交，种间杂交频率较

高，杂交可能模糊物种之间的边界，且后代表现出

高度可变的形态［３⁃４］。 因此，通过表型性状来进行
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柳树系统发育与分类学研究极其困难。 截至目前，
针对柳树已有多个分类系统的版本发布，但进一步

分类一直在修订中［５］。
准确的物种鉴定对资源保护和利用具有重要意

义，然而，被子植物类群中如樟科（Ｌａｕｒａｃｅａｅ） ［６］、小
檗属（Ｂｅｒｂｅｒｉｓ） ［７］、榕属（Ｆｉｃｕｓ） ［８］、柳属（ Ｓａｌｉｘ） ［９］、
杜鹃花属（Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ） ［１０］ 等在分类上十分复杂。
同时，在传统形态学分类局限性和分类学人才队伍

锐减的双重压力下，准确的物种分类鉴定工作将迎

来巨大挑战。 ＤＮＡ 条形码是生物体内普遍存在具

有种内稳定保守性和种间遗传变异的较短且标准

化的 ＤＮＡ 片段，ＤＮＡ 条形码鉴定技术不受个体形

态特征限制和发育阶段影响，具有操作简单和准确

性高等优点，常用于物种分子鉴定［１１］，对加速物种

分类学与生物地理学的保护和可持续发展具有重

要意义［１２］。 此技术已应用于龙脑香科（Ｄｉｐｔｅｒｏｃａｒ⁃
ｐａｃｅａｅ ） ［１３］、 葡 萄 属 （Ｖｉｔｉｓ） ［１４］、 梭 梭 属

（Ｈａｌｏｘｙｌｏｎ） ［１５］等木本植物的物种分类鉴定研究。
目前，柳树中主要利用 ＳＳＲ 分子标记技术对品

种进行区分和亲缘关系分析，与形态学标记相比，
更准确、方便和直观［１６⁃１７］。 而利用 ＤＮＡ 条形码技

术进行柳树系统发育等方面的研究有少量报道，且
多基于单条形码研究，且研究材料的选择具有区域

局限性［１８］。 因此，本研究以柳树国内外 ２２ 个种 ６３
个个体为材料，结合 ＧｅｎｅＢａｎｋ 柳属 ＤＮＡ 条形码序

列数据，筛选适于柳树分子鉴定的最佳 ＤＮＡ 条形码

及条形码组合，为柳树种质资源的保护利用提供理

论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

试验材料定植于江苏省林业科学研究院柳树

种质资源圃，２２ 个种，每种个体 １—５ 个，共 ６３ 份样

品（见表 １），采集幼嫩叶片，－８０ ℃ 保存备用。 同

时，从 ＧｅｎＢａｎｋ 下载柳树 ＩＴＳ， ＩＴＳ２， ｍａｔＫ， ｒｂｃＬ，
ｒｐｏＣ１ 序列 １１９ 条（见表 ２）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＤＮＡ 提取　 采用天根生化科技（北京）有限

公司试剂盒（ＤＰ３０５）提取柳树叶片总 ＤＮＡ，使用

０􀆰 ８％的琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 质量。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＣＲ 扩增 　 １１ 个候选 ＤＮＡ 条形码引物序

列信息如表 ３，ＰＣＲ 采用 ３０ μＬ 反应体系，包括 Ｔａｑ

ＰＣＲ ｍｉｘ１５ μＬ，前后项引物各０􀆰 ９ μＬ，模板１ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ１２􀆰 ２ μＬ。 ＰＣＲ 扩增程序参考郑纪伟硕士毕

业论文第三章［１９］，９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０
ｓ，５６ ℃复性 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １􀆰 ５ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２
℃延伸 １０ ｍｉｎ；１２ ℃保存。 委托上海凌恩生物科技

有限公司进行双向测序。

表 １　 试验材料

序号 物种 个体数量

１ 欧洲红皮柳（Ｓ． ｐｕｒｐｕｒｅａ） ５
２ 钻石柳（Ｓ． ｅｒｉｏｃｅｐｈａｌａ） ５
３ 杞柳（Ｓ． ｉｎｔｅｇｒａ） ５
４ 宫布氏柳（Ｓ． ｍｉｙａｂｅａｎａ） ４
５ 黄花柳（Ｓ． ｃａｐｒｅａ） ３
６ 蒿柳（Ｓ． ｖｉｍｉｎａｌｉｓ） ２
７ 簸箕柳（Ｓ． ｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓ） ２
８ 银柳（Ｓ􀆰 ｌｅｏｃｏｐｉｔｈｅｃｉａ） ２
９ 细柱柳（Ｓ． ｇｒａｃｉｌｉｓｔｙｌａ） ２
１０ 灰柳（Ｓ． ｃｉｎｅｒｅａ） ２
１１ 龙江柳（Ｓ． ｓａｃｈａｌｉｎｅｎｓｉｓ） １
１２ 二色柳（Ｓ． ａｌｂｅｒｔｉ） １
１３ 毛枝柳（Ｓ􀆰 ｄａｓｙｃｌａｄｏｓ） １
１４ 黄柳（Ｓ． ｇｏｒｄｅｊｅｖｉｉ） １
１５ 北沙柳（Ｓ． ｐｓａｍｍｏｐｈｉｌａ） １
１６ 新紫柳（Ｓ． Ｎｅｏｗｉｌｓｏｎｉｉ） １
１７ 垂柳（Ｓ． ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ） ５
１８ 旱柳（Ｓ． ｍａｔｓｕｄａｎａ） ５
１９ 龙爪柳（Ｓ． ｍａｔｓｕｄａｎａ ｆ． ｔｏｒｔｕｏｓａ） ５
２０ 腺柳（Ｓ． ｃｈａｅｎｏｍｅｌｏｉｄｅｓ） ４
２１ 白柳（Ｓ． ａｌｂａ） １
２２ 钻天柳（Ｃｈｏｓｅｎｉａ ａｒｂｕｔｉｆｏｌｉａ） ５

合计 ６３

１􀆰 ２􀆰 ３　 数据处理　 利用 ｃａｐ３ 软件进行序列拼接、
人工校对及低质量序列和两端引物区的去除。 种

内种间的遗传变异分析和遗传距离计算分别采用

软件 ＤＮＡｓｐ５􀆰 １０ 和 ＭＥＧＡ ７􀆰 ０（Ｋ２Ｐ 模型），利用 Ｒ
包：ＭＡＳＳ 中的函数 ｗｉｌｃｏｘｔｅｓｔ 进行轶和检验。 采用

Ｔａｘｏｎ ＤＮＡ 软件中的 ＢＭ（Ｂｅｓｔ Ｍａｔｃｈ）和 ＢＣＭ（Ｂｅｓｔ
Ｃｌｏｓｅ Ｍａｔｃｈ） 两种方法分析鉴定成功率。 使用

ＢＬＡＳＴ 软件， 将相同位点的百分比（ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｓｉｔｅｓ）
作为量化标准， 如果相同物种的 ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｓｉｔｅｓ 值都

大于与其他所有物种个体间的 ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｓｉｔｅｓ 值， 那

么认为这个物种的序列得到了准确鉴定。 使用

Ｇｅｎｅｉｏｕｓ ９软件构建邻接（ＮＪ）树， 设置 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值

为 １ ０００。
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表 ２　 ＧｅｎＢａｎｋ 下载序列信息

条形码 物种 登录号 小计

ＩＴＳ
Ｓ．ａｌｂａ、Ｓ． ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ、Ｓ． ｃａｐｒｅａ、Ｓ． ｃｉｎｅｒｅａ、
Ｓ． ｅｒｉｏｃｅｐｈａｌａ、Ｓ．ｍａｔｓｕｄａｎａ、Ｓ． ｐｅｎｔａｎｄｒａ、
Ｓ．ｖｉｍｉｎａｌｉｓ、Ｃ． ａｒｂｕｔｉｆｏｌｉａ

（ ＫＸ００８７５８、 ＪＮ１１５０４９、 ＫＸ００８７５７ ）、 （ ＫＸ００８７７０、 ＫＸ００８７６９、 ＡＢ６８５２８２ ）、
（ＭＧ７７２９５６、 ＫＸ００８７９４、 ＡＢ６８５２８４ ）、 （ ＫＸ００８８０４、 ＡＢ６８５２８７ ）、 （ ＫＸ００８８２３、
ＫＸ００８８２２、 ＫＸ００８８２１ ）、 （ ＫＦ２０９２３０、 ＫＦ２０９２２７、 ＫＦ２０９２２３ ）、 （ ＫＸ００８８９７、
ＫＸ００８８９６）、（ＫＸ００８９１２、ＫＸ００８９１０）、（ＫＸ００８９５７、ＫＸ００８９５６）、（ＫＸ００８９６０）

２４

ＩＴＳ２

Ｓ．ａｌｂａ、Ｓ．ａｕｒｉｔａ、Ｓ．ｃａｐｒｅａ、Ｓ．ｃｉｎｅｒｅａ、Ｓ．ｅｒｉ⁃
ｏｃｅｐｈａｌａ、 Ｓ． ｆｒａｇｉｌｉｓ、 Ｓ． ｉｎｔｅｇｒａ、 Ｓ．
ｐｅｎｔａｎｄｒａ、Ｓ． ｐｕｒｐｕｒｅａ、Ｓ． ｔｒｉａｎｄｒａ、Ｓ． ｖｉｍｉ⁃
ｎａｌｉｓ、Ｓ．ｔｅｔｒａｓｐｅｒｍａ

（ＫＸ１６６７１８、 ＫＸ１６５６７３）、 （ ＫＸ１６５７１１、 ＫＸ１６６０９３）、 （ ＫＸ１６６５３８、 ＫＸ１６６１０４）、
（ ＫＸ１６７３３０、 ＫＸ１６６６６４ ）、 （ＭＧ２３６６５３）、 （ ＫＸ１６６５３９ ）、 （ ＬＣ３６５２９６ ）、
（ＫＸ１６６５４２、 ＫＸ１６６５４１、 ＫＸ１６５８６９ ）、 （ ＫＸ１６６３７１、 ＫＸ１６６３７０、 ＫＸ１６５８７４ ）、
（ＫＸ１６６３７３、ＫＸ１６５４７２）、（ＫＸ１６６３７２、ＫＸ１６５８８９）、（ＭＧ２５６３０６）

２２

ｍａｔＫ

Ｓ． ａｌｂａ、 Ｓ． ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ、 Ｓ． ｃａｐｒｅａ、 Ｓ．
ｃｈａｅｎｏｍｅｌｏｉｄｅｓ、 Ｓ． ｃｉｎｅｒｅａ、 Ｓ． ｅｒｉｏｃｅｐｈａｌａ、
Ｓ．ｍａｔｓｕｄａｎａ、Ｓ．ｐｕｒｐｕｒｅａ、Ｓ． ｓａｃｈａｌｉｎｅｎｓｉｓ、
Ｓ．ｖｉｍｉｎａｌｉｓ、Ｃ􀆰 ａｒｂｕｔｉｆｏｌｉａ

（ ＨＱ５９３４２５、 ＫＸ０１６１１９、 ＫＭ００１９５４ ）、 （ ＥＵ７４９３９０、 ＫＸ０１６１３１、 ＫＣ４１５３８３ ）、
（ ＫＸ２２９９８９、 ＪＮ８９３９１１ ）、 （ＬＣ２１９３１６、 ＫＣ４１５３９１ ）、 （ ＫＸ２２９９９２、 ＪＮ８９５６６８、
ＪＮ８９５０１０）、 （ ＫＪ８４１００１、 ＫＸ０１６１８４、 ＫＭ００２１２４ ）、 （ ＭＧ２２１０３３、 ＫＦ２０９２６３、
ＫＣ４１５４０９）、 （ ＭＧ２２１１３２、 ＪＮ８９３９０８ ）、 （ ＦＲ６９４９９０ ）、 （ ＫＸ０１６３２０、 ＫＭ００２４７６、
ＪＮ８９３９１３）、（ＫＸ０１６３２３、ＫＣ４１５３８２）

２７

ｒｂｃＬ

Ｓ． ａｌｂａ、 Ｓ． ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ、 Ｓ． ｃａｐｒｅａ、 Ｓ．
ｃｈａｅｎｏｍｅｌｏｉｄｅｓ、 Ｓ． ｃｉｎｅｒｅａ、 Ｓ． ｅｒｉｏｃｅｐｈａｌａ、
Ｓ．ｍａｔｓｕｄａｎａ、Ｓ．ｎｉｇｒａ、Ｓ． ｐｕｒｐｕｒｅａ、Ｓ． ｖｉｍｉ⁃
ｎａｌｉｓ、Ｃ􀆰 ａｒｂｕｔｉｆｏｌｉａ

（ＫＪ２０４３９９、 ＨＱ５９０２５４、 ＫＸ０１６３３２ ）、 （ ＥＵ６７６９９８、 ＫＸ０１６３４４ ）、 （ ＫＪ２０４４００、
ＫＸ０１６３６９、 ＪＮ８９２１７３ ）、 （ ＬＣ２１９０９７ ）、 （ ＭＧ２４９７９１、 ＫＸ０１６３７８ ）、 （ ＥＵ６７７００２、
ＥＵ６７７００１）、 （ ＭＧ７７３０３８、ＭＧ２４９１６１）、 （ ＭＧ２４５８７７、ＫＸ０１６４５９）、 （ ＭＧ２４９７６５、
ＪＮ８９１７２６）、（ＭＧ２４７５６９、ＫＸ０１６５３３、 ＪＮ８９１７２８）、（ＫＸ５２７０３９、ＫＪ１０１４４９）

２４

ｒｐｏＣ１

Ｓ． ａｌｂａ、 Ｓ． ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ、 Ｓ． ｅｒｉｏｃｅｐｈａｌａ、
Ｓ􀆰 ｇｌａｕｃａ、 Ｓ． ｌｕｃｉｄａ、 Ｓ． ｎｉｇｒａ、 Ｓ．
ｓｃｏｕｌｅｒｉａｎａ、Ｓ􀆰 ｓｅｒｉｓｓｉｍａ、Ｓ． ｓｅｒｐｙｌｌｉｆｏｌｉａ、 Ｓ．
ｓｉｔｃｈｅｎｓｉｓ、Ｓ．ｖｉｍｉｎａｌｉｓ

（ ＨＱ５９４１１９、 ＫＭ００２６５３、 ＪＮ１１４９９７）、 （ ＥＵ７５０３０１）、 （ ＥＵ７５０３０５、 ＫＭ００２７１９）、
（ＫＭ００２８１５、ＫＭ００２７２６）、 （ ＨＱ５９４１２２、ＫＭ００２７５６）、 （ ＨＱ５９４１２３、ＫＭ００２７６０）、
（ＫＭ００２７８９、ＫＭ００２７８８）、 （ ＫＭ００２７９１、 ＫＭ００２７９０）、 （ ＫＵ６７３５０５、 ＫＵ６７３５０４）、
（ＫＭ００２８０５、ＫＭ００２８０３、ＫＭ００２８００）、（ＫＭ００２８１３）

２２

表 ３　 ＰＣＲ 扩增引物信息

条形码 引物序列（５′⁃３′） 预期长度 参考文献

ＩＴＳ Ｆ：ＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣＣＧＴＡＧＧ；Ｒ：ＴＧＣＴＴＡＡＡＣＴＣＡＧＣＧＧＧＴＡＧ ６０８
ｍａｔＫ Ｆ：ＴＡＡＴＴＴＡＣＧＡＴＣＡＡＴＴＣＡＴＴＣ；Ｒ：ＧＴＡＣＴＴＴＴＡＴＧＴＴＴＡＣＧＡＧＣ ８７４ ［５］
ｒｂｃＬ Ｆ：ＡＴＧＴＣＡＣＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＧＡＣＴＡＡＡＧＣ；Ｒ：ＧＴＡＡＡＡＴＣＡＡＧＴＣＣＡＣＣＲＣＧ ５５３
ｒｐｏＣ１ Ｆ：ＧＴＧＧＡＴＡＣＡＣＴＴＣＴＴＧＡＴＡＡＴＧＧ；Ｒ：ＣＣＡＴＡＡＧＣＡＴＡＴＣＴＴＧＡＧＴＴＧＧ ４７１ ［９］
ｔｒｎＨ⁃ｐｓｂＡ Ｆ： ＧＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＡＴＣ；Ｒ：ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ ２３８
ｒｐｏＢ Ｆ：ＡＴＧＣＡＡＣＧＴＣＡＡＧＣＡＧＴＴＣＣ；Ｒ：ＣＣＧＴＡＴＧＴＧＡＡＡＡＧＡＡＧＴＡＴＡ ３５８
ａｔｐＦ⁃ａｔｐＨ Ｆ：ＡＣＴＣＧＣＡＣＡＣＡＣＴＣＣＣＴＴＴＣＣ；Ｒ：ＧＣＴＴＴＴＡＴＧＧＡＡＧＣＴＴＴＡＡＣＡＡＴ ５６７
ｐｓｂＫ⁃ｐｓｂＩ Ｆ：ＴＴＡＧＣＣＴＴＴＧＴＴＴＧＧＣＡＡＧ；Ｒ：ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＧＡＧＴＡＡＧＣＡＴ ４７０ ［１１］
ＩＴＳ２ Ｆ：ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ；Ｒ：ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ ４５０ ［２０］
Ｐ⁃ＤＳＨ１０ Ｆ： ＴＡＣＡＡＡＡＧＣＡＴＴＡＡＡＧＡＴＣＡＣＣＡＧＴ；Ｒ： ＧＧＡＧＣＡＣＡＣＴＴＡＴＣＡＡＴＡＡＡＡＣＴＡＣ ８０４ ［２１］
Ｐ⁃ＤＳＨ２８ Ｆ： ＴＡＴＧＧＡＡＡＡＡＧＴＴＡＧＧＣＣＡＡＧＡＧＧＡ；Ｒ： ＣＡＡＡＧＧＡＧＣＡＧＡＡＧＧＣＴＡＴＡＴＣＡＡＧ ２２２ ［２２］

２　 结果与分析

２􀆰 １　 候选条形码扩增和测序成功率

从杨柳科近缘种中选取 ＩＴＳ，ＩＴＳ２，ｍａｔＫ，ｒｂｃＬ，
ｔｒｎＨ⁃ｐｓｂＡ， ｒｐｏＢ， ｒｐｏＣ１， ａｔｐＦ⁃ａｔｐＨ， ｐｓｂＫ⁃ｐｓｂＩ， Ｐ⁃
ＤＳＨ１０ 及 Ｐ⁃ＤＳＨ２８ 等 １１ 条 ＤＮＡ 候选条形码，以 ２２
个柳树（每种个体 １ 个）作为模版进行 ＰＣＲ 扩增。
如表 ４ 所示，ＩＴＳ，ＩＴＳ２，ｍａｔＫ，ｒｂｃＬ 及 ｒｐｏＣ１ 扩增成功

率达到 １００％，其余 ６ 个片段的扩增成功率较低，不
进行后续测序分析。 测序结果显示，ＩＴＳ２ 的测序成

功率最高，为 １００％，ｒｐｏＣ１ 次之，为 ９８􀆰 ４％，最低的

ｍａｔＫ 为 ８６􀆰 ９％（见表 ４）。 本研究中的 ＩＴＳ，ＩＴＳ２，
ｍａｔＫ，ｒｂｃＬ，ｒｐｏＣ１ 等 ５ 个片段能够获得高质量的扩

增序列，有效片段获得率（扩增成功率和测序成功

率的乘积）高。

表 ４　 条形码扩增和测序成功率

条形码
扩增成
功率 ／ ％

测序成
功率 ／ ％

有效序列
比例 ／ ％

ＩＴＳ １００ ９５􀆰 １ ９５􀆰 １
ＩＴＳ２ １００ １００ １００
ｍａｔＫ １００ ８６􀆰 ９ ８６􀆰 ９
ｒｂｃＬ １００ ９３􀆰 ４ ９３􀆰 ４
ｒｐｏＣ１ １００ ９８􀆰 ４ ９８􀆰 ４

２􀆰 ２　 序列特征分析及种内种间遗传变异比较

本研究所有个体共获得序列 ３９６ 条，包括 ＩＴＳ
片段 ８０ 条、ＩＴＳ２ 片段 ８１ 条、ｍａｔＫ 片段 ７７ 条、ｒｂｃＬ
片段 ７８ 条和 ｒｐｏＣ１ 片段 ８０ 条。 经过序列比对， 获

得突变总数分别为 ４３７，１７１，７，４４７ 和 １２０，ＧＣ 含量

分别为 ６７􀆰 ０％，６５􀆰 ７％，２８􀆰 ８％，４６􀆰 ０％ 和 ４１􀆰 ５％，单
倍型多样性分别为 ０􀆰 ９２２，０􀆰 ８９５，０􀆰 ６０２，０􀆰 ７８９ 和

０􀆰 ７４２（见表 ５）。
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表 ５　 序列特征信息

条形码
序列
数量

总位
点数

变异位
点数

突变
总数

ＧＣ 含
量 ／ ％

单倍型
数量

单倍型
多样性

核苷酸
多样性

ＩＴＳ ８０ ８０５ ３３２ ４３７ ６７ ２５ ０􀆰 ９２２ ０􀆰 ０４０ ７４
ＩＴＳ２ ８１ ７２８ １５３ １７１ ６５􀆰 ７ ２２ ０􀆰 ８９５ ０􀆰 ０２４ ２６
ｍａｔＫ ７７ １ ４６８ ７ ７ ２８􀆰 ８ ６ ０􀆰 ６０２ ０􀆰 ００４ ４７
ｒｂｃＬ ７８ １ １９９ ３３２ ４４７ ４６ ２０ ０􀆰 ７８９ ０􀆰 ０３７ ５４
ｒｐｏＣ１ ８０ ６３６ １１６ １２０ ４１􀆰 ５ １９ ０􀆰 ７４２ ０􀆰 ００１ ６８

　 　 轶和检验结果如表 ６ 所示，５ 个条形码在种内

两两比较中，Ｐ 值均大于 ０􀆰 ０５，变异不显著；种间两

两比较中，ＩＴＳ２ 和 ＩＴＳ，ＩＴＳ 和 ｍａｔＫ，ＩＴＳ 和 ｒｂｃＬ，ＩＴＳ
和 ｒｐｏＣ１，Ｐ 值＜０􀆰 ０５，遗传变异差异显著，变异大小

为 ＩＴＳ２＞ＩＴＳ，ＩＴＳ＞ｍａｔＫ，ＩＴＳ＞ ｒｂｃＬ，ＩＴＳ＞ ｒｐｏＣ１，除此

之外，其他条形码序列之间种间差异不显著（如图

１）。

表 ６　 ＤＮＡ 条形码片段在柳树种内种间变异 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验

条形码
Ｗ＋ Ｗ－ Ｐ 值 数量 Ｎｕｍｂｅｒ

种内 种间 种内 种间 种内 种间 种内 种间

ＩＴＳ２＿ｖｓ＿ＩＴＳ ８７ １１ ４０９ ３３ ３ ２９７ ０􀆰 １３５ ４ ３􀆰 ９６４×１０－１０∗∗∗ １６ １７２
ＩＴＳ２＿ｖｓ＿ｍａｔＫ ５２ ３ ９３６ ３９ ２ ８５０ ０􀆰 ６８４ ８ ０􀆰 １３５ １３ １２１
ＩＴＳ２＿ｖｓ＿ｒｂｃＬ ６５ ９ ７０８􀆰 ５ ５５ ６ ９４４􀆰 ５ ０􀆰 ８０４ ０ ０􀆰 ０５２ ２ １６ １９１
ＩＴＳ２＿ｖｓ＿ｒｐｏＣ１ ７９ ９ ４３４􀆰 ５ ４１ ７ ５８５􀆰 ５ ０􀆰 ３０２ ８ ０􀆰 ２０１ ５ １６ １９１
ＩＴＳ＿ｖｓ＿ｍａｔＫ ７６ ８ ７１６ ２９ ６００ ０􀆰 １５３ １ ＜２􀆰 ２×１０－１６∗∗∗ １５ １３７
ＩＴＳ＿ｖｓ＿ｒｂｃＬ ９８ １１ ８４４ ３８ ６ ３０１ ０􀆰 １２９ ７ ０􀆰 ０００ ２６１ ３∗∗∗ １７ １９１
ＩＴＳ＿ｖｓ＿ｒｐｏＣ１ ８０ １３ ３０２ ５６ ４ ２７６ ０􀆰 ５６１ ９ １􀆰 １３９×１０－９∗∗∗ １７ １９１
ｍａｔＫ＿ｖｓ＿ｒｂｃＬ ５６ ５ １０４􀆰 ５ ４９ ３ ９４０􀆰 ５ ０􀆰 ８５５ ２ ０􀆰 １９６ ５ １５ １３７
ｍａｔＫ＿ｖｓ＿ｒｐｏＣ１ ９６ ４ ６６１ ４０ ３ ９８５ ０􀆰 １５５ ０ ０􀆰 ４３８ １ １８ １３７
ｒｂｃＬ＿ｖｓ＿ｒｐｏＣ１ ９６ １２ ９１９􀆰 ５ ４０ １２ ２８０􀆰 ５ ０􀆰 １５５ ０ ０􀆰 ７４２ ５ １８ ２３２
　 　 注：Ｐ 值小于 ０􀆰 ００１ 为差异极显著，用∗∗∗表示

　 　 注：Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ 分别为 ＩＴＳ，ＩＴＳ２，ｍａｔＫ，ｒｂｃＬ 和 ｒｐｏＣ１；横坐标：遗传距离，纵坐标：百分比；■种间，□种内

图 １　 候选条形码在柳树种间及种内遗传距离的频率分布

２􀆰 ３　 候选条形码鉴定能力评估

利用 ＢＭ，ＢＣＭ，ＢＬＡＳＴ 和 ＮＪ ４ 种方法分别对 ５
个候选条形码物种水平的鉴定能力进行分析。 结

果显示，ＩＴＳ 基因，采用 ＢＭ，ＢＣＭ，ＢＬＡＳＴ 及 ＮＪ 方法

分别获得 ３５􀆰 ２６％，３２􀆰 ９２％，２２􀆰 ２２％和 ４􀆰 ５％的鉴定

成功率；基于 ４ 种方法的 ＩＴＳ２ 基因鉴定成功率分别

为 ２５􀆰 ３％，２５􀆰 ３％，２８􀆰 ０５％和 ３􀆰 ７０％；基于 ＮＪ 方法，

ｍａｔＫ，ｒｂｃＬ 及 ｒｐｏＣ１ 鉴定成功率均为 ０，而基于 ＢＭ，
ＢＣＭ 及 ＢＬＡＳＴ 方法，鉴定成功率也均低于 ＩＴＳ 和

ＩＴＳ２ 基因。 总体来看，ＩＴＳ，ＩＴＳ２，ｍａｔＫ 和 ｒｂｃＬ 基于 ４
种评估方法获得了较为一致的分析结果，基于 ＢＭ
法的鉴定成功率总体最高；而 ｒｐｏＣ１ 基于 Ｂｌａｓｔ 方法

鉴定成功率最高（如图 ２）。
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图 ２　 基于 ４ 种方法的条形码鉴定效率比较

２􀆰 ４　 不同条形码组合对柳树的物种分辨率

在 ４ 种方法中 ＢＭ 法的鉴定成功率最高，因此，
以 ＢＭ 法数据为基础，统计不同条形码组合的物种

鉴定成功率。 结果（见表 ７）显示，条形码两两组合

的情 况 下， ＩＴＳ ＋ ＩＴＳ２ 的 鉴 定 成 功 率 最 高， 为

６０􀆰 ６６％，ＩＴＳ ＋ ｒｂｃＬ 次之，为 ５２􀆰 ８６％， ＩＴＳ ＋ｍａｔＫ 最

低，为 ４５􀆰 ４８％；３ 个条形码组合，ＩＴＳ＋ＩＴＳ２＋ｒｂｃＬ 最

高，为 ７８􀆰 １６％，最低为 ＩＴＳ＋ｍａｔＫ＋ｒｂｃＬ，鉴定成功率

为 ６２􀆰 ９８％；４ 个条形码最佳组合为 ＩＴＳ＋ＩＴＳ２＋ｍａｔＫ
＋ｒｂｃＬ，物种鉴别成功率达 ８８􀆰 ２８％；本研究中 ５ 个条

形码组合之后，物种鉴别成功率虽然高达 ９０􀆰 ７１％，
但是考虑 ｒｐｏＣ１ 序列在 ＢＭ 方法中的物种鉴别成功

率（２􀆰 ４３％）显著低于 Ｂｌａｓｔ 方法（２７􀆰 １６％），因此，
ＩＴＳ＋ＩＴＳ２＋ｍａｔＫ＋ ｒｂｃＬ 的条形码组合为柳树分子鉴

定的最佳条形码组合。

表 ７　 基于 ＢＭ 方法的条形码组合物种鉴定成功率

序号 条形码组合 物种分辨率 ／ ％
１ ＩＴＳ＋ＩＴＳ２ ６０􀆰 ６６
２ ＩＴＳ＋ｍａｔＫ ４５􀆰 ４８
３ ＩＴＳ＋ｒｂｃＬ ５２􀆰 ８６
４ ＩＴＳ＋ＩＴＳ２＋ｍａｔＫ ７０􀆰 ７８
５ ＩＴＳ＋ＩＴＳ２＋ｒｂｃＬ ７８􀆰 １６
６ ＩＴＳ＋ｍａｔＫ＋ｒｂｃＬ ６２􀆰 ９８
７ ＩＴＳ＋ＩＴＳ２＋ｍａｔＫ＋ｒｂｃＬ ８８􀆰 ２８
８ ＩＴＳ＋ＩＴＳ２＋ｍａｔＫ＋ｒｂｃＬ＋ｒｐｏＣ１ ９０􀆰 ７１

３　 讨论

物种间核苷酸变异的 ＧＣ 含量是鉴定植物物种

的关键因素，ＧＣ 含量越高，Ｔｍ 差异越大。 开花植

物的 ＩＴＳ 序列较短，一般在 １８７—２９８ ｂｐ，杨柳科植

物的 ＩＴＳ 序列长度为 ２１０—２２３ ｂｐ，杨柳科 ２ 个 ＩＴＳ

区的 ＧＣ 含量均较高，在 ６５􀆰 ８％—７１􀆰 ２％ 之间变

化［２２］。 本研究结果显示，ＩＴＳ 区域是变异最大的区

域，其变异数和核苷酸多样性最高（见表 ２）；ＩＴＳ 和

ＩＴＳ２ 的 ＧＣ 含量分别为 ６７％和 ６５􀆰 ７％，位于 ５ 个候

选条形码的前两位，这可能与核基因序列有 ＧＣ 含

量偏好性和叶绿体基因有 ＡＴ 含量偏好性有关［２３］。
ＩＴＳ 被认为是许多分类学类群的强大 ＤＮＡ 条

形码区域，因为它的快速进化能够区分相近、同属

物种。 ＩＴＳ 具有通用性、简化性、高拷贝数、种间变

异性和种内一致性等优点，已被用作识别多种植物

的通用条形码［２４⁃２５］。 本研究中，ＩＴＳ 扩增成功率、测
序成功率均较高，采用 ＢＭ，ＢＣＭ，ＢＬＡＳＴ 及 ＮＪ ４ 种

方法的鉴定成功率在 ５ 个候选条形码中最高，因此

ＩＴＳ 可作为柳树分子鉴定的首选通用 ＤＮＡ 条形码。
ＩＴＳ２ 是 ＩＴＳ 中介于 ５􀆰 ８Ｓ ｒＲＮＡ 和 ２５Ｓ ｒＲＮＡ 之间的

非编码核 ＤＮＡ 片段，在变异、序列质量和高种间种

内分化能力方面具有优势，可以在科、属和种水平

上区分密切相关的分类群，有助于在更多样化的植

物区系中识别同源体，但存在多拷贝，且协同进化

和异质性还可能导致不准确或误导性的结果［２６］。
本研究中， ＩＴＳ 在 ４ 种鉴定方法中的成功率低于

ＩＴＳ，但种内两两比较中，变异大于 ＩＴＳ。 相关研究结

果也表明，ＩＴＳ２ 在柳树的分类鉴定上具有优势［２７］。
基于目前对基因组结构、核苷酸取代率和比率

分布的变化，很难找到单一的适用于所有植物的

ＤＮＡ 条形码［２８］。 多位点 ＤＮＡ 条形码组合更可取，
是实现普适性、序列质量、鉴别性和成本之间权衡

的一种实用的解决方案，比单个 ＤＮＡ 条形码物种鉴

别力更高，同时，多位点条形码具有结果相互验证

和补充的优点［２９］。 杨柳科植物中，广泛杂交比较普

遍，细胞质捕获也被发现。 因此，要揭示杨柳科植

物的进化历史及准确分类鉴定，单种类型的 ＤＮＡ 标

记无法实现，需要 ｃｐＤＮＡ 和 ｎｒＤＮＡ 结合［７］。 本研

究中，条形码组合鉴定能力评估结果显示，两两组

合条件下， ＩＴＳ 与 ＩＴＳ２ 组合，鉴定成功率最高为

６０􀆰 ６６％，３ 个条形码组合中，鉴定成功率最高为

７８􀆰 １６％，ＩＴＳ＋ＩＴＳ２＋ｍａｔＫ＋ｒｂｃＬ 的条形码组合，鉴定

成功率最高为 ８８􀆰 ２８％。 综合考虑，建议将 ＩＴＳ ＋
ＩＴＳ２＋ｍａｔＫ＋ｒｂｃＬ 作为柳树分子鉴定的首选条形码

组合，能够提供更多遗传信息对柳树进行准确分类

鉴定。
总之，无论从单位点还是多位点 ＤＮＡ 条形码，

与其他物种相比，柳树的鉴定成功率偏低，造成这
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种结果有多方面原因。 首先，柳树种间种内杂交都

比较容易，而杂交使近缘种具有同源序列，又如辐

射分化、多倍化等现象均可能是导致 ＤＮＡ 条形码在

柳树中分辨率低的原因。 同时，物种水平的分辨率

差异反映了所使用的基因标记数量和组合的差异。
本研究选取了柳属 ２２ 个种 ６３ 个个体材料，结合

ＧｅｎＢａｎｋ 数据库，最大限度的筛选柳树分子鉴定的

通用 ＤＮＡ 条形码，将为后续柳树种质资源鉴定、遗
传多样性分析等方面的研究提供理论依据。
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