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� � 摘要: 利用 EST�SSR标记分析了藜科 6种耐盐植物的遗传基础和遗传多样性, 以期为藜科耐盐植物遗传育种提供快速、

可靠的分子标记辅助选择工具。采用 31对藜科海蓬子属和碱蓬属的 EST�SSR引物对藜科 6种植物进行 PCR扩增, 其中 16

对引物得到较好扩增, 引物通用率为 51. 6% ,共检测到 18个多态性位点,每位点等位基因数 2~ 4个, 多态性丰富。进一步采

用 Ne i� s遗传距离聚类分析表明 6种植物可以分为 3组,主成分分析也支持上述分组,而且 DY529957、DY529903和 DY529885

3个 EST在分组中贡献率最高。经与 GenBank中序列相似性比对,前两者分别编码生长素抑制蛋白 ( Aux in�repressed prote in,

ARP )和植物防御素 ( Defensins, De f), 都参与植物逆境胁迫响应, 但分属于不同代谢途径; 后者则编码未知蛋白。总体而言,

16对 SSR引物在藜科 6种植物间具有较好的通用性,能够揭示该 6种植物间广泛的遗传多样性, 及其存在不同耐盐机制提供

分子证据。
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� � Abstract: This report focus on EST�SSR based evaluation of genetic diversity in salt toleran t plant from six spe�
cies inChenopodiaceae. Th irty�one pa irs of EST�SSR primers w ere designed accord ing to EST s sequence collected

from Salicornia and Suaeda genera. Only six teen out o f a llprim er pa irs successfully amp lified the DNA fragmen ts by

using PCR procedure across all samples, w hich demonstrated 51�6% over a ll primers w as transferrable. To tal 18

po lymorph ic lociw ere detected by the 16 primer pairs, and a lle le number at each locus ranged from 2 to 4, indica�
t ing a w ide range of genet ic d iversity. C lusterring analysis based onN e i�s genetic distance show ed that the six plan ts

could be grouped in to three clades, and the div ision was confirmed by principa l component analysis. M oreover, th is

group ing pro filew asm ainly attributed to polymorphism o f three ESTs, e. g. DY529957, DY529903 and DY529885.

A ccording to the sequence sim ilarity, the three ESTs w ere assumed to encode an aux in�repressed prote in (ARP),

defensins ( Def) and hypothe tica lproteins, respectively. Bo th ARP andDe fw erew e lldocum ented to be involved in

salt stress responds but form different pa thw ays in plan ts. This resu lt implies that differentm echan ism m ight be e�
vo lved among the genera.
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� � 藜科植物主要分布于温寒带半干旱及盐碱地

区,多为盐生或旱生植物。其中许多具有重要的经

济价值, 如海蓬子 ( Salicornia bigelovii Torr. )、碱蓬

(Suaeda g lauca Bge. )、菠菜 (Sp inacia oleracea L. )、

甜菜 (B eta vulgaris L. )、三角叶滨藜 ( A trip lex trian�
gularis L. )和灰绿藜 ( Chenopod ium g laucum L. )等,

多数黎科植物在极端的盐碱条件和长期进化过程中

形成了许多独特的耐盐或耐旱的适应机制, 因此藜

科植物是既能产生经济效益又能防治荒漠化、改善

盐碱地环境并维护生态平衡的重要植物种类
[ 1 ]
。

了解藜科植物的遗传多样性,可更加深入地理解植

物耐盐机制,对利用生物技术进行品种的遗传改良

具有重要意义。

由于分子标记可以从基因水平揭示植物种类的

遗传差异, 因而被广泛地应用于遗传多样性研究。

EST�SSR标记为一种基于 EST的新型 SSR标记,该

标记来自表达基因, 因而不仅具有基因组来源的传

统 SSR标记所有优势, 而且可能与基因功能密切相

关,具有在植物物种之间可转移性的优点。目前,

EST�SSR被广泛应用于遗传图谱构建、遗传多样性和
通用性评价、种质鉴定、系统发育与进化研究等方

面
[ 2�4]
。本研究根据 GenBank中公布的藜科植物相关

的 EST序列, 开发 EST�SSR标记,并研究这些 EST�
SSR标记在藜科海蓬子属、碱蓬属、滨藜属、甜菜属、

藜属及菠菜属之间的多态性,以期揭示藜科植物耐盐

性的遗传基础及多样性,为遗传育种提供理论依据。

1� 材料与方法

1�1� 植物材料
收集了藜科 6种植物, 包括甜菜属叶用甜菜、菠

菜属菠菜、藜属灰绿藜、滨藜属三角叶滨藜、碱蓬属

碱蓬和盐角草属海蓬子。

1�2� DNA提取
6种植物各取 2 ~ 4株典型植株, 混合提取

DNA,均采用 CTAB法提取
[ 5]
, 0�8% 琼脂糖凝胶电

泳检测 DNA质量。

1�3� 藜科 EST的收集、EST�SSR引物设计及 PCR

反应

� � 上述藜科 6种植物中, 海蓬子和碱蓬的耐盐性

最强, 也是本文重点研究的海水蔬菜植物。因此,从

NCB I数据库 ( http: / /www. ncb.i n lm. nih. gov)中下

载了盐角草属和碱蓬属所有的 EST序列, 分别为

1303条和 1177条。利用 SSR序列检索工具 SS�
Rhunter1�3 ( http: / /en. bio�so f.t net /dna /SSRH unter.

htm l)查找含有 SSR的 EST序列, 选择重复单元碱

基数在 6以下,而且重复单元内碱基数与该单元重

复次数之积大于或等于 18的 EST序列, 共 40条,其

中 9条冗余序列。利用在线引物设计软件 Primer

Prem ier5�0 ( h ttp: / /www. prem ierb iosof.t com /primer�
design / index. htm l)设计 SSR引物, 长度和退火温度

分别在 20bp和 58 左右。扩增片段包含 SSR位

点, 预期产物大小在 100 ~ 300bp, 去除冗余序列后

设计 31对引物。 PCR反应总体积为 20� ,l模板

DNA ( 20ng /�l) 1� ,l 正反向引物 ( 10�mo l/L )各

0�4� ,l 10xPCR Buffer 2� ,l MgC l2 ( 25mmo l/L ) 1�6�,l
dNTP ( 2�5mmo l/L ) 1�6� ,l rTaq ( 5U /�l ) 0�2�,l
ddH 2O 12�8� l。反应程序 94 预变性 4m in; 94 变

性 30s、55~ 62 退火 30s和 72 延伸 30s, 35个循

环; 72 终延伸 7m in。

1�4� PCR产物电泳和数据统计
PCR产物用 12%的 PAGE非变性胶在 150V电

压、50mA电流下电泳 3h。用银染法染色
[ 6]
。照相

机拍照记录数据。选取的 6种植物来自于 6个属,

遗传距离较远,仅有 1或 2种植物特有的位点出现

频率较高,考虑到未来分子标记辅助育种的应用,此

类位点信息含量相对较低, 为此, 根据预测条带大

小,尽可能选择信息量高的位点,即 6种植物中一半

及以上在同一位点扩增出条带的位点统计为多态性

位点,否则为特异性位点。有条带记为 1, 否则为 0。

1�5� 数据分析
上述 0 /1数据用于聚类分析 ( WARD, PROC

CLUSTER /SAS)和主成分分析 ( PROC PR INCOM /

SAS)。参照 Mart�nez等
[ 7]
方法,等位位点直接记录

条带的大小, 用 IDENT ITY1�0 ( http: / /www. boku.

ac. at / zag / forsch /MANUAL. rtf)分析, 计算出杂合度

期望值 (H e )
[ 8 ]
和观察值 (H o )、等位位点数 ( n )和有

效等位位点数 ( ne )
[ 9]
、多态性信息量 (P IC )

[ 10]
、一

致性概率 (P I )
[ 11]
和鉴别力 (DP )

[ 12�13]
。

2� 结果与分析

2�1� 藜科 6种植物 EST�SSR引物的扩增
截至 2009年 12月 28日, 在 GenBank中, 藜科

6种植物所在的属共收录了 EST( expressed sequence

tag) 34488条 ( http: / /www. ncb.i n lm. nih. gov) ,其中

碱蓬属和盐角草属的 EST总数为 2480条。本文采

用 SSRhunter软件对上述 EST进行筛选。共获得重

复单元核苷酸个数与该单元重复次数之积 18以上的

EST�SSR 40条, 9条冗余序列,具此设计了 31对非冗
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余引物,其中 16对引物在 3种以上植物扩增出多态 性条带 (表 1)。引物对 6种植物的扩增情况如图 1。

表 1� 产生多态性的 16个 ESTs片段长度和微卫星序列数目

Table 1� Fragm ent length of sixteen ESTs w ith polymorph ism and them icrosatellite sequence

EST代号

ID

引物序列 (正向 /反向 )

Prim er pa ir ( forw ard / reverse)

重复单元

Repeat un it

重复次数

No� of repeat
预期扩增产物 ( bp)

Pred icted PCR produ ct

EC 906222 5!�GGACGAGGAAATCATCT�3!
5!�CGGGAACGACAAATCTAT�3!

TCCTC 5 289

EC 906203 5!�GCCAAGATCCACTAGGCTTGTT�3!
5!�GGTCCAATGGGAGGTGGCTT�3!

CTG 10 129

EB485012 5!�CAGCAGGCACAAGTGTCCTT�3!
5!�CAGCACTACATTTTTGGTACTA�3!

TATATT 4 208

EB484761 5!�GGTCATCTTCCTATCCCTTCACAA�3!

5!�GGCTTCATCTATCACAATGCCATT�3!
ATGC 5 218

EB484626 5!�CCCTTCATCAGTCCCAACGAATT�3!
5!�GGCTAGTTTGCATTGGGTTGTTT�3!

ACA 7 267

DY530070 5!�GCATCATCCTCTACTACTGTT�3!
5!�CGTCCCTCATCATCATTATCA�3!

GAAAA 5 202

DY529957 5!�CAACACCCTCATCATCATT�3!

5!�GACAAACCCTCTAATGCAT�3!
TCTTT 5 222

DY529950 5!�CCACCCTCATCATCATTATCAT�3!

5!�GAGACAAGGAGCAAACACCAT�3!
TCTTT 5 162

DY529903 5!�GGGCAGGTACTTTCACAATT�3!
5!�CGTAGAAGGTGTCTCTGCAA�3!

GCTA 5 291

DY529885 5!�CTGTGAAGGAAATATTGCTCA�3!
5!�CCTCCACTTTATTGGCATTTCT�3!

AGA 9 187

DY529883 5!�GGGCAGGTACTTTCACAATTATT�3!

5!�GTTGTAAGGGTTTTCGTAGAAGGT�3!
GCTA 5 293

DY529810 5!�CTCTGCAACACTCCGTGCACTT�3!

5!�GCGTCCGAGGTACTTTCACAAT�3!
GCTA 5 289

DY529785 5!�GAGACAAGGAGCAAACACCAT�3!
5!�CACCCTCATCATCATTATCAT�3!

GAAAA 4 162

BF145120 5!�CACAAAATGATGATCGGAGAAACT�3!
5!�GATAACGACGGAGGGAGGCTAA�3!

CAA 7 206

BE 240888 5!�GTTATGATTTTGAGAGACCGA�3!

5!�CAGAAGAATTATTAACCGCCA�3!
AAC 7 174

AW991146 5!�CACAAAATGATGATCGGAGAAA�3!
5!�GAGGAGATAACGACGGAGGGA�3!

CAA 7 213

图 1� 2对引物 ( EC906222、DY529957)对 6种植物的扩增结果

F ig� 1� The PCR results of two pairs of pr im ers ( EC906222, DY529957) w ith six p lan t species

1: 碱蓬; 2:甜菜; 3:灰绿藜 ; 4: 海蓬子; 5:三角叶滨藜; 6: 菠菜

1: Suaeda glauca; 2: B eta vulgaris L. ; 3: Chenopodium g laucum L. ;

4: Sa licornia bigelovii Torr. ; 5: A tr ip lex triangular is L. ; 6: Sp inacia o leracea L.
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31对引物中有 16对在 6种植物间扩增出多态

性等位基因, 多态性微卫星片段长度如表 2。其中

EC906222、DY529950、DY529883、DY529810 和

AW881146 5对引物分别能检测到 4个等位基因,而

EB485012、EB484626、DY529785和 BF145120 4对

引物仅能检测到 2个等位基因 (表 3)。等位基因数

表 2� 黎科 6种盐生植物在 18个位点多态性片段长度

Table 2 A lle le size of eigh teen m icrosate llites loci from six spec ies in Chenopod iaceae fam ily ( bp)

位点

Locu s

碱蓬

Su. g lauca

甜菜

B e. vu lgaris

灰绿蓬

Ch. g laucum

海蓬子

Sa. big elovi i

三角叶滨藜

A t. triangu laris

菠菜

Sp. oleracea

EC 906222_2 330∀330 NA 300∀330 NA NA 290∀310

EC 906203_1 NA 405∀405 405∀405 405∀405 405∀405 408∀395

EC 906203_2 290∀310 280∀290 280∀280 280∀290 NA 280∀280

EB485012 NA NA NA 550∀550 560∀560 560∀550

EB484761 NA 400∀400 410∀410 410∀400 410∀390 400∀400

EB484626 380∀380 NA NA NA 380∀360 380∀380

DY530070 NA 610∀610 590∀590 590∀590 590∀590 580∀580

DY529957 190∀180 190∀170 190∀170 170∀170 190∀190 190∀190

DY529950 310∀300 310∀290 310∀280 310∀300 310∀280 310∀280

DY529903 301∀280 291∀291 291∀280 NA NA 280∀280

DY529885 NA NA 530∀530 520∀520 520∀520 520∀510

DY529883 230∀225 235∀230 230∀220 NA 235∀235 230∀230

DY529810 310∀305 300∀300 296∀296 300∀300 300∀300 305∀305
DY529785 NA 260∀260 265∀260 265∀265 NA NA

BF145120 165∀165 NA NA 165∀160 NA 160∀160

BE 240888 210∀190 220∀210 210∀210 210∀210 NA 210∀210

AW991146 230∀210 220∀220 222∀220 NA 210∀210 220∀220

NA:无扩展产物。NA: represents no amp lif icat ion

表 3� 藜科 6种植物的杂合度期望值 (H e )和观察值 (H o )、等位位点数 (n )和有效等位位点数 (n e )、多态性信息量 (PIC )、一

致性概率 (PI)和鉴别力 (DP )

Table 3 Expected(H e ) and observed heterozyygosity(H o ) , num ber of alleles( n ), number of effective alle les( ne ), poly�

m orph ism in form ation con tent(PIC ), p robab ility of iden tity(PI ), d iscr im ination power(DP ) of sixteen SSR loc i

from six spec ies in Chenopod iaceae

位点 Locus H e H o n n e PIC PI DP

EC 906222_1 0�625 0�500 3 2�667 0�555 0�352 0�722

EC 906222_2 0�667 0�667 4 3�000 0�627 0�250 0�667

EC 906203_1 0�340 0�200 3 1�515 0�314 0�513 0�500

EC 906203_2 0�540 0�600 3 2�174 0�466 0�433 0�695

EB485012 0�500 0�500 2 2�000 0�375 0�625 0�667

EB484761 0�580 0�400 3 2�381 0�492 0�441 0�778

EB484626 0�278 0�333 2 1�385 0�239 0�637 0�611

DY530070 0�560 0�000 3 2�273 0�499 0�376 0�667

DY529957 0�542 0�500 3 2�182 0�460 0�456 0�722

DY529950 0�653 1�000 4 2�880 0�606 0�281 0�611

DY529903 0�594 0�500 3 2�462 0�511 0�413 0�778

DY529885 0�531 0�250 3 2�133 0�468 0�409 0�722

DY529883 0�640 0�600 4 2�778 0�604 0�306 0�833

DY529810 0�653 0�167 4 2�880 0�600 0�281 0�667

DY529785 0�500 0�333 2 2�000 0�375 0�625 0�667

BF145120 0�500 0�333 2 2�000 0�375 0�625 0�667

BE 240888 0�340 0�400 3 1�515 0�314 0�513 0�667

AW991146 0�640 0�400 4 2�778 0�581 0�306 0�778
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是反映群体遗传变异大小的指标之一, 表 3中平均

每对引物可检测到 3�06个等位基因, 平均有效等位

基因数 ( n e )则为 2�28, 两者差异较大, 表明等位基

因在群体中分布不均匀,具有较大的遗传变异。

期望杂合度 (H e )由 Ne i( 1978)首先提出, 其值

的范围从 0(说明无多态性 )到 1 (说明无限多个等

位形式具有相同的频率 ) , 而观测杂合度是随机抽

取的两个样本的等位基因不相同的概率。前者在藜

科 6种植物间变化幅度从 0�278到 0�667 (平均
0�535),而后者则从 0�000到 1�000(平均 0�433) ,
平均观测杂合度低于配子随机结合的平均期望杂合

度,表明群体内存在等位基因分布频率不均匀,遗传

多样性丰富。

多态信息含量 (P IC )是反映 DNA多态性的指

标。如表 3中所示, P IC变化幅度较大, 从 0�239到
0�627,其中 EC906222_2( 0�627)、DY529950 ( 0�606)、
DY529883( 0�604)和 DY529810( 0�600)等 4对引物

的 PIC> 0�6, 属于高信息含量标记, 由对应的与随

机个体相同的概率 ( PI )低于 0�306可以得出同样
结论。

在不同位点上各等位基因出现频率各不相同,

从 0�083( DY529950的 220bp和 DY529957的 180bp片

段 )至 0�833 ( EB484626扩增出的 405bp片段 ) , 如

表 4。因此, 在各位点上观测到的基因型频率也就

各不相同,从 0�167到 0�667。

表 4 藜科 6种盐生植物在 18个位点多态性片段长度 (L )、等位基因频率 (Fa)和基因型 (G )分布及其发生频率 (Fg )

Table 4 Polymorph ic fragm en t length ( L ), frequency of allele ( Fa ), genotype(G ) and frequency of genotype (Fg ) at

eigh teen m icrosatellites loci in six species of Chenopod iaceae

位点

Locu s

SSR等位位点 SSR alleles

A B C D

L ( bp ) F a L ( bp ) Fa L ( bp) Fa L ( bp ) Fa

基因型及其分布频率

Genetype and frequen ce of genetype

G Fg G Fg G Fg G F g G Fg G Fg

EC906222_1 480 0�500 490 0�250 510 0�250 AA 0�333 AB 0�333 BC 0�167 CC 0�167

EC906222_2 290 0�167 300 0�167 310 0�167 330 0�500 AC 0�167 BD 0�167 DD 0�167 NA 0�500

EC906203_1 395 0�100 405 0�800 408 0�100 AC 0�167 BB 0�667 NA 0�167

EC906203_2 280 0�600 290 0�300 310 0�100 AA 0�333 AB 0�333 AB 0�167 BC 0�167 NA 0�167

EB485012 550 0�500 560 0�500 AA 0�167 AB 0�167 BB 0�167 NA 0�500

EB484761 390 0�100 400 0�500 410 0�400 AC 0�167 BB 0�333 BC 0�167 CC 0�167 NA 0�167

EB484626 360 0�167 380 0�833 AB 0�167 BB 0�333 NA 0�500

DY530070 580 0�200 590 0�600 610 0�200 AA 0�167 BB 0�500 CC 0�167 NA 0�167

DY529957 170 0�333 180 0�083 190 0�583 AA 0�167 AC 0�333 BC 0�167 CC 0�333

DY529950 280 0�250 290 0�083 300 0�167 310 0�500 AD 0�500 BD 0�167 CD 0�333

DY529903 280 0�500 291 0�375 301 0�125 AA 0�167 AC 0�167 BB 0�167 BC 0�167 NA 0�333

DY529885 510 0�125 520 0�625 530 0�250 AB 0�167 BB 0�333 CC 0�167 NA 0�333

DY529883 220 0�100 225 0�100 230 0�500 235 0�300 AC 0�167 BC 0�167 CC 0�167 CD 0�167 DD 0�167 NA 0�167

DY529810 296 0�167 300 0�500 305 0�250 310 0�083 AA 0�167 BB 0�500 CC 0�167 CD 0�167

DY529785 260 0�500 265 0�500 AA 0�167 AB 0�167 BB 0�167 NA 0�500

BF145120 160 0�500 165 0�500 AA 0�167 AB 0�167 BB 0�167 NA 0�500

BE240888 190 0�100 210 0�800 220 0�100 AB 0�167 BB 0�500 BC 0�167 NA 0�167

AW 991146 210 0�300 220 0�500 222 0�100 230 0�100 AA 0�167 AD 0�167 BB 0�333 BC 0�167 NA 0�167

A, B, C, D表示指定的 SSR等位位点代码; NA代表无扩增产物

A, B, C, D are arb itrary codes g iven to the SSR alleles. NA rep resen ts no am p lification

2�2� 聚类分析揭示了藜科 6种植物之间存在广泛

的遗传多样性

基于 Jaccard相似系数, 6种植物内, 菠菜与甜

菜之间的遗传距离最短, 为 0�511; 而海蓬子与碱蓬
之间最远,为 0�900。采用 PROC CLU STER /SAS程

序,按照 WARD过程可将 6种植物分为 3组 (图

2):第 #组仅包括碱蓬,第 ∃组包括甜菜、菠菜和灰

绿藜等 3种植物,第 %组则包括海蓬子及三角叶滨

藜 2种植物。有意思的是,甜菜、灰绿藜和菠菜等 3

种植物都有较大叶片, 耐盐能力都为较强, 聚为一

类; 海蓬子和碱蓬则明显不同,前者叶片退化、茎肉

质化,耐盐能力极强, 可耐受海水直接浇灌; 而后者
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保存叶片但呈针状且肉质化,耐盐能力较强,同时能

够耐受强碱,因而分别聚为一类。三角叶滨藜虽有

较大叶片,但耐盐能力与海蓬子相当,因而和海蓬子

聚为一类。

图 2 基于 Jaccard的藜科 6种植物聚类分析树状图

Fig. 2 D endrogram of c lu stering of six spec ies in Chenopodiaceae fam ily based on Jaccard� s sim ilarity coeffic ient

2�3� 主成分分析揭示了评价藜科 6种之间遗传多

样性的关键位点

� � 用 PROC PR INCOM /SAS软件进行了主成分分

析。结果表明, 前 4个主成分贡献率分别为 29�7%、
22�4%、19�4%和 15�2%,累计贡献率达到 86�7% ,所

以前 4个主成分可以表示藜科 6种植物遗传多样性

的大部分信息。第一主成分的计算系数基本为正值,

所以它是藜科 6种植物遗传多样性的一个加权平均,

代表此研究群体总的遗传多样性变化情况, 其中

DY529957( 0�106)、DY529903 ( 0�102)和 DY529885

( 0�102)有最大的正计算系数值,暗示了上述 3个位

点对决定本研究群体划分具有重要作用。第二主成

分在 DY529903上有最大的正系数 0�156, 而在
EC906222上有最大的负系数 ( - 0�156) ,代表了这两
个位点相互之间对遗传多样性变化贡献的对比。第

三 主 成 分 为 DY529885 ( 0�137 ) 与 DY529957

( - 0�126)位点的对比。第四主成分为 DY529957

( 0�107)与 DY529903( - 0�149)位点的对比。
为了显示 DY529957、DY529903和 DY529885

对遗传多样性变化的贡献,第一主成分分别和第二、

第三、第四主成分由低到高排列,再用 SORT /SAS过

程排序。在按第一主成分排序中, 3个位点共同将

藜科 6种植物划分为碱蓬、海蓬子及三角叶滨藜和

甜菜、菠菜、灰绿藜共 3个组。按第二、第三和第四

主成分排序中,依次揭示了 DY529903、DY529885和

DY529957位点对区分 6种植物的贡献。按第一和

第二主成分排列的示例以及由此将 6种植物划分为

3组 (图 3)。

图 3 藜科 6种植物主成分分析

Fig�3 Princ ipal componen t analysis( PCA ) of

six spec ies in Chenopod iaceae fam ily

3� 讨论

近年来,利用分子标记开展藜科植物属内遗传

多样性的研究较多, 例如张萍等
[ 14]
、高天鹏等

[ 15]
、

徐莉等
[ 16]
运用 RAPD、ISSR和 nrDNA ITS等类型分

子标记研究了藜科梭梭属、猪毛菜属和藜属等属内

遗传多样性; 丁岩等
[ 17]
、王小芬等

[ 18]
、张林静等

[ 19]

用 RAPD、ISSR、SSR和 AFLP等分子标记分析了盐

地碱蓬的遗传多样性。本研究中共检测到多态性位

点 16个, 占检测位点总数的 51�6%。 16个位点中

仅有 5个位点扩增片段大小与预测大小一致, 其原

因可能是 6种植物来自于 6个属, 遗传距离较大, 引
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物通用性较低所致, 这一结果同时也揭示了 6种植

物之间的遗传多样性十分广泛;此外,根据已有文献

报道, 16个位点对应的 EST全部与盐胁迫响应有

关
[ 20�22 ]

,这一出乎意料的结果暗示了这 6种植物可

能存在不同的盐胁迫响应机制。

利用 EST�SSR标记可以将本研究涉及的藜科 6

种植物分为 3个组,第 I组仅包含碱蓬; 第 II组包括

甜菜、菠菜和灰绿藜等 3种植物; 第 III组则包括海

蓬子和三角叶滨藜 2种植物。第 I组中的碱蓬是真

盐生植物,叶片变形为针状并肉质化,既可以在含盐

量高达 500mmol /L的土壤中生存
[ 23 ]

, 又可以耐受

pH9�0以上的强碱环境 [ 24 ]
。与其他藜科植物相比,

兼耐盐和碱是碱蓬的最大特点, EST�SSR标记的分
类与形态学分类一致,在研究的藜科 6种植物中,仅

碱蓬属于螺胚亚科 ( Sp irolobeae C. A. M ey ), 其余的

均属于环胚亚科 (Cyclolobeae C. A. M ey)。在环胚亚

科的藜科 5种植物中, 又聚类成了第 ∃和第 % 2个

组。第 ∃组包括甜菜、菠菜和灰绿藜 3个种,第 %组

包括海蓬子和三角叶滨藜。从形态和耐盐的生理机

制上看,三角叶滨藜和菠菜、甜菜及灰绿藜一样在盐

胁迫下可以观察到叶片上有盐颗粒结晶, 属于典型

的泌盐植物,而海蓬子则为真盐生植物,叶片完全退

化,幼茎肉质化, 可以耐受海水直接浇灌, 但不耐高

pH值环境。三角叶滨藜却与海蓬子聚为一类, 可能

是其耐盐性远远优于菠菜、甜菜及灰绿藜而与海蓬

子相近的缘故。

本研究中采用的 EST�SSR, 其序列信息是已知
的,因此通过序列比对,可以在基因水平上讨论遗传

多样 性。在 主 成 分 分 析 中 发 现 DY529903、

DY529885和 DY529957 3个 EST在藜科 6种植物

上贡献了主要的遗传变异。这 3个 EST在盐胁迫

情况下, 表达明显上调
[ 25]
。经在 G enB ank数据库

( http: / /blas.t ncb.i nlm. nih. gov /B las.t cg i)比对,

DY529903为植物防御素 ( Def)类似基因、DY529885

是未知基因, 而 DY529957是生长素抑制蛋白基因

( aux in�repressed prote in, ARP)。植物防御素是广泛

分布于植物界的富含半胱氨酸的阳离子内源性抗微

生物肽家族,具有广泛的生物学活性,可以直接作用

并杀死病原微生物。除此之外,防御素还具有免疫

调节以及创伤修复等多种生物学活性。石英等
[ 26]

报导, 用 N aC l处理苗期的番茄, 可以激活乙烯信号

转导途径,而 Bahramnejad等
[ 27 ]
进一步发现,乙烯信

号可以诱导烟草 ( N. bentham iana )防御素基因

D ef2 �2强烈表达。据此, 本文推测植物防御素响应

盐胁迫的可能机理是:植物在盐胁迫情况下,激活乙

烯信号转导途径,进一步并诱导防御素表达,参与盐

胁迫造成的损伤修复。ARP基因通过调节细胞壁

的松散程度负向控制特定组织或器官的伸长或扩展

生长
[ 28]
。张大栋等

[ 25]
发现,海蓬子在高盐胁迫下,

ARP基因表达水平大幅度提高,意味着强烈抑制某

些器官的生长,而海蓬子、碱蓬等强盐生植物的叶片

全部退化,这可能也是植物适应高盐环境的一种保

护机制。藜科 6种植物在这些关键基因位点出现多

态性,反映出藜科植物虽然普遍比较耐盐,但存在不

同的耐盐机制;不同的耐盐机制可能是各种植物耐

盐性强弱不同的原因;有些植物种类可能组合数种

耐盐机制,例如碱蓬和三角叶滨藜。
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