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心叶毛蕊茶叶绿体基因组特征及系统发育分析

胡　 悦ꎬ 刘兵兵①

(山西大学黄土高原研究所ꎬ 山西 太原 ０３０００６)

摘要: 为了探明心叶毛蕊茶〔Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ (Ｍｅｔｃ.) Ｎａｋａｉ〕叶绿体基因组结构特征及系统发育关系ꎬ基于

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ 测序平台的高通量测序技术首次对心叶毛蕊茶叶绿体基因组进行测序ꎬ并利用生物信息学相关软

件对该基因组进行了组装、注释、图谱绘制以及序列特征分析ꎬ并基于叶绿体基因组构建了山茶属(Ｃａｍｅｌｌｉａ Ｌｉｎｎ.)
１６ 个物种的系统发育树ꎮ 结果显示:心叶毛蕊茶的叶绿体基因组呈现典型的四分体结构ꎬ全长 １５６ ７４５ ｂｐꎬ总 ＧＣ
含量为 ３７.３％ꎻ基因组有 １３５ 个基因ꎬ其中包括 ９０ 个蛋白质编码基因、３７ 个 ｔＲＮＡ 基因以及 ８ 个 ｒＲＮＡ 基因ꎮ 密码

子偏好性分析发现心叶毛蕊茶叶绿体基因密码子偏好以 Ａ 或 Ｕ 结尾ꎬ但整体上密码子使用偏好性较弱ꎮ 重复序列

分析共检测到 ５７ 个长重复序列和 ７３ 个简单重复序列(ＳＳＲ)位点ꎮ 反向重复区( ＩＲ)边界结构分析发现不同物种

ｒｐｓ１９、ｎｄｈＦ 和 ｙｃｆ１(假基因)基因长度以及与边界的距离存在一定差别ꎮ 系统发育分析表明心叶毛蕊茶与连蕊茶

组(Ｓｅｃｔ. Ｔｈｅｏｐｓｉｓ Ｃｏｈ. Ｓｔ.)的尖连蕊茶〔Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｕｓｐｉｄａｔａ (Ｋｏｃｈｓ) Ｗｒｉｇｈｔ ｅｘ Ｇａｒｄ. Ｃｈｒｏｎ.〕亲缘关系较近(自展支持

率为 １００％)ꎮ 综合研究结果显示:心叶毛蕊茶叶绿体基因组的长度、结构及排列顺序具有高度保守性ꎬＩＲ 区边界

在进化过程中发生了一定程度的收缩ꎬ最常用到的密码子是编码异亮氨酸(Ｉｌｅ)的 ＡＵＵꎬ以单核苷酸 Ａ / Ｔ 重复序列

为主的 ＳＳＲ 位点较丰富ꎬ叶绿体基因组的碱基组成偏好使用 Ａ 或 Ｔꎻ从分子系统发育的角度支持毛蕊茶组(Ｓｅｃｔ.
Ｅｒｉａｎｄｒｉａ Ｃｏｈ. Ｓｔ.)与连蕊茶组合并的观点ꎮ

关键词: 心叶毛蕊茶ꎻ 叶绿体基因组ꎻ 序列比对ꎻ 系统发育分析
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ＬＩＵ Ｂｉｎｇｂｉｎｇ① ( Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｌｏｅｓｓ Ｐｌａｔｅａｕꎬ Ｓｈａｎｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００６ꎬ Ｃｈｉｎａ)ꎬ Ｊ. Ｐｌａｎｔ
Ｒｅｓｏｕｒ. ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎ.ꎬ ２０２４ꎬ ３３(３): １－１３

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ
Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ (Ｍｅｔｃ.) Ｎａｋａｉꎬ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃ. ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ ｗａｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ
ｔｉｍｅ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｐｌａｔｆｏｒｍꎬ ａｓｓｅｍｂｌｙꎬ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎꎬ ｍａｐｐｉｎｇꎬ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｅｎｏｍｅ ｗｅｒｅ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｓｏｆｔｗａｒｅｓꎬ ａｎｄ ａ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ １６ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ Ｃａｍｅｌｌｉａ
Ｌｉｎｎ. ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅｉｒ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ
Ｃ. ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ａ ｔｙｐｉｃａｌ ｑｕａｄｒｉｐａｒｔｉｔｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ｉｔｓ ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｉｓ １５６ ７４５ ｂｐꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｏｔａｌ ＧＣ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｓ ３７.３％ꎻ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｈａｓ １３５ ｇｅｎｅｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ９０ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓꎬ ３７ ｔＲＮＡ ｇｅｎｅｓꎬ ａｎｄ ８
ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ. Ｔｈｅ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｂｉａｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｄｏｎｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｃ. ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ
ｐｒｅｆｅｒ ｔｏ ｅｎｄ ｗｉｔｈ Ａ ｏｒ Ｕꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｂｉａｓ ｉｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｗｅａｋ ｉｎ ｇｅｎｅｒａｌ. Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ５７ ｌｏｎｇ
ｒｅｐｅａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ７３ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ ( ＳＳＲ) ｌｏｃｉ ａｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ (ＩＲ) ｒｅｇｉｏｎ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｌｅｎｇｔｈ
ａｎｄ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｏｆ ｒｐｓ１９ꎬ ｎｄｈＦꎬ ａｎｄ ｙｃｆ１ (ｐｓｅｕｄｏｇｅｎｅ) ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ.
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Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｓ ｔｈａｔ Ｃ. ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ ｈａｓ ａ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｃｌｏｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ
Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｕｓｐｉｄａｔａ (Ｋｏｃｈｓ) Ｗｒｉｇｈｔ ｅｘ Ｇａｒｄ. Ｃｈｒｏｎ. ｉｎ ｔｈｅ Ｓｅｃｔ. Ｔｈｅｏｐｓｉｓ Ｃｏｈ. Ｓｔ. ( ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｓｕｐｐｏｒｔ
ｒａｔｅ ｉｓ １００％). Ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈꎬ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ａｎｄ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｒｄｅｒ ｏｆ
ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃ. ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄꎬ ｔｈｅ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｏｆ ＩＲ ｒｅｇｉｏｎ ｈａｓ ｃｏｎｔｒａｃｔｅｄ ｔｏ ａ
ｃｅｒｔａｉｎ ｅｘｔｅｎｔ ｄｕｒｉｎｇ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｕｓｅｄ ｃｏｄｏｎ ｉｓ ＡＵＵꎬ ｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｓ ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ
(Ｉｌｅ)ꎬ ＳＳＲ ｌｏｃｉ ｄｏｍｉｎａｔｅｄ ｂｙ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ Ａ / Ｔ ｒｅｐｅａｔｓ ａｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｒｉｃｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｐｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｕｓｅ Ａ ｏｒ Ｔꎻ ｔｈｅ ｖｉｅｗｐｏｉｎｔ ｏｆ ｍｅｒｇｉｎｇ Ｓｅｃｔ. Ｅｒｉａｎｄｒｉａ Ｃｏｈ. Ｓｔ. ａｎｄ
Ｓｅｃｔ. Ｔｈｅｏｐｓｉｓ ｉｓ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ (Ｍｅｔｃ.) Ｎａｋａｉꎻ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅꎻ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔꎻ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ａｎａｌｙｓｉｓ　

　 　 叶绿体是绿色植物进行光合作用的特有细胞器ꎬ
对植株生长发育具有重要的意义[１]ꎮ 叶绿体基因组

独立于核基因组之外ꎬ并且在绝大多数被子植物中通

过母系遗传ꎬ其结构简单且较为保守ꎬ进化速率适

中[２]ꎬ发生重组的几率很小[３]ꎬ测序成本低ꎬ可为属

及以下水平的分类和系统发育研究提供高效的信息

位点ꎬ因此叶绿体基因组被广泛应用于物种鉴定、物
种进化和系统发育关系研究[４－５]ꎮ

山茶属 (Ｃａｍｅｌｌｉａ Ｌｉｎｎ.)为山茶科(Ｔｈｅａｃｅａｅ)中
最大的属ꎬ该属的传统分类研究主要基于张宏达分类

系统[６]５９－６１和闵天禄分类系统[７] 展开ꎬ其中依据张宏

达分类系统ꎬ山茶属共包含 ４ 个亚属 １８ 个组ꎬ包括红

山茶组 〔 Ｓｅｃｔ. Ｃａｍｅｌｌｉａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｄｙｅｒ 〕、 糙果茶组

(Ｓｅｃｔ. Ｆｕｒｆｕｒａｃｅａ Ｈ. Ｔ. Ｃｈａｎｇ)、小黄花茶组 ( Ｓｅｃｔ.
Ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａ Ｈ. Ｔ. Ｃｈａｎｇ)、油茶组(Ｓｅｃｔ. Ｏｌｅｉｆｅｒａ Ｈ. Ｔ.
Ｃｈａｎｇ)、短柱茶组(Ｓｅｃｔ. Ｐａｒａｃａｍｅｌｌｉａ Ｓｅａｌｙ)、半宿萼

茶组 ( Ｓｅｃｔ. Ｐｓｅｕｄｏｃａｍｅｌｌｉａ Ｓｅａｌｙ)、瘤果茶组 ( Ｓｅｃｔ.
Ｔｕｂｅｒｃｕｌａｔａ Ｃｈａｎｇ )、 古 茶 组 ( Ｓｅｃｔ. Ａｒｃｈｅｃａｍｅｌｌｉａ
Ｓｅａｌｙ)、实果茶组〔Ｓｅｃｔ. Ｓｔｅｒｅｏｃａｒｐｕｓ (Ｐｉｅｒｒｅ) Ｓｅａｌｙ〕、
短蕊茶组(Ｓｅｃｔ. Ｂｒａｃｈｙａｎｄｒａ Ｃｈａｎｇ)、金花茶组(Ｓｅｃｔ.
Ｃｈｒｙｓａｎｔｈａ Ｃｈａｎｇ )、 离 生 雄 蕊 组 ( Ｓｅｃｔ. Ｃｏｒａｌｌｉｎａ
Ｓｅａｌｙ)、秃茶组(Ｓｅｃｔ. Ｇｌａｂｅｒｒｉｍａ Ｃｈａｎｇ)、长柄山茶组

(Ｓｅｃｔ. Ｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔａ Ｃｈａｎｇ)、 超长柄茶组 ( Ｓｅｃｔ.
Ｌｏｎｇｉｓｓｉｍａ Ｃｈａｎｇ)、茶组〔 Ｓｅｃｔ. Ｔｈｅａ (Ｌｉｎｎ.) Ｄｙｅｒ〕、
毛蕊茶组(Ｓｅｃｔ. Ｅｒｉａｎｄｒｉａ Ｃｏｈ. Ｓｔ.)和连蕊茶组(Ｓｅｃｔ.
Ｔｈｅｏｐｓｉｓ Ｃｏｈ. Ｓｔ.)ꎮ 但对于山茶属不同组间以及组内

种间的关系一直争议不断ꎮ 张宏达将连蕊茶组和毛

蕊茶组分为 ２ 组ꎬ共属于后生山茶亚属 ( Ｓｕｂｇｅｎ.
Ｍｅｔａｃａｍｅｌｌｉａ Ｃｈａｎｇ) [６]１４１ꎮ 叶创兴等[８]认为这 ２ 个组

在形态学上的差异只有子房被毛与否ꎬ不支持将其分

为 ２ 组ꎮ 江正栋[９] 和 Ｖｉｊａｙａｎ 等[１０] 对山茶属植物进

行系统发育分析ꎬ结果显示连蕊茶组和毛蕊茶组植物

聚为一支ꎬ建议将 ２ 组合并ꎮ 陈春梅等[１１] 利用叶绿

体 ｔｒｎＬ－ｔｒｎＦ 片段构建了 ４２ 个山茶属植物的系统发

育树ꎬ发现虽然该系统中的茶组物种聚成一个独立分

支ꎬ但糙果茶组的阔柄糙果茶 〔Ｃａｍｅｌｌｉａ ｆｕｒｆｕｒａｃｅａ
ｖａｒ. ｌａｔｉｐｅｔｉｏｌａｔａ (Ｃ. Ｗ. Ｃｈｉ) Ｔ. Ｌ. Ｍｉｎｇ〕也聚到该组

中ꎮ 方伟等[１２] 基于 ｒｐｌ１６、 ｐｓｂＡ － ｔｒｎＨ、 ｔｒｎＬ － Ｆ 和

ｒｐｌ３２－ｔｒｎＬ ４ 个叶绿体基因组片段构建山茶属 ２８ 个

物种的系统发育树ꎬ结果显示长柄山茶组和金花茶组

间亲缘关系较近ꎬ但基于少数几个叶绿体基因片段构

建的系统发育树存在许多多歧分支和支持率较低的

情况ꎮ 而利用叶绿体全基因组数据构建的系统发育

树支持率更高、更准确[１３]ꎮ 随着 ＤＮＡ 测序技术的快

速发展和测序成本的下降ꎬ对叶绿体全基因组的分析

被视为山茶属分类学和系统发育研究中的重要工具ꎮ
Ｙａｎｇ 等[１４]对山茶属 ６ 个物种的叶绿体全基因组进

行了测序分析ꎬ发现山茶属叶绿体基因组遗传多样性

高ꎬ利用其进行物种鉴定和系统发育研究来解决山茶

属属内争议是一条可行途径ꎮ
心叶毛蕊茶〔Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ (Ｍｅｔｃ.) Ｎａｋａｉ〕

隶属于山茶科山茶属的毛蕊茶组ꎬ主要分布于广西、
广东和江西等地海拔 １００ ~ ８５０ ｍ 的山谷、水旁或疏

林中[６]１８７ꎬ具有较高的观赏价值[１５]ꎮ 此外ꎬ毛蕊茶组

植物具有一定的抗逆性ꎬ其生态价值也逐渐被学者们

关注ꎮ 李辛雷等[１６]对山茶属 １３０ 个物种的相对电导

率和丙二醛含量等生理指标进行测定和分析ꎬ结果显

示毛蕊茶组植物耐热性较强ꎮ 但由于心叶毛蕊茶植

株数量较少ꎬ分布范围也不大[６]１８１ꎬ目前尚未有其叶

绿体基因组特征、系统发育关系以及遗传进化等方面

的相关研究ꎮ
近年来ꎬ许多山茶属植物完成了叶绿体基因组组

装ꎬ如油茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ Ａｂｅｌ) [１７]、多齿红山茶

(Ｃ. ｐｏｌｙｏｄｏｎｔａ Ｈｏｗ ｅｘ Ｈｕ) [１８]、杜鹃叶山茶(Ｃ. ａｚａｌｅａ

２
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Ｃ. Ｆ. Ｗｅｉ) [１９]、贵州金花茶(Ｃ. ｈｕａｎａ Ｔ. Ｌ. Ｍｉｎｇ ｅｔ
Ｗ. Ｊ. Ｚｈａｎｇ ) 和 小 黄 花 茶 ( Ｃ. ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａ Ｌｉ ｅｘ
Ｃｈａｎｇ) [２０]等ꎬ而心叶毛蕊茶缺少叶绿体基因组完整

信息ꎬ对于毛蕊茶组在山茶属中系统发育位置的研究

结论缺乏完整性和可靠性ꎬ影响了该物种的进一步开

发和利用以及山茶属分类和进化的研究ꎮ
鉴于此ꎬ本研究利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ 测序平台

的高通量测序技术首次对心叶毛蕊茶叶绿体基因组

进行测序及组装ꎬ并和山茶属 １５ 个组的代表物种进

行序列对比ꎬ从基因组成、序列特征及系统发育关系

等方面展开研究ꎬ以期为心叶毛蕊茶的分类鉴定、种
质资源开发和利用、毛蕊茶组的系统发育关系研究以

及后续起源进化和遗传多样性研究提供参考依据和

理论基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试心叶毛蕊茶采自广东省佛山植物园(东经

１１３°００′ ００″、北纬 ２３° ０６′ １２″)ꎬ凭证标本 (标本号

２０１６０７０９００２)保存于广西壮族自治区中国科学院广

西植物研究所ꎮ 选取 １ 株健康植株ꎬ采集其新梢嫩叶

５~７ 枚ꎬ放入茶叶袋后装入有变色硅胶的密封袋中干

燥ꎬ随后放入－４ ℃冰箱中保存、备用ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ＤＮＡ 的提取和测序　 用液氮将干燥后的叶片

快速冷冻ꎬ研磨成粉末ꎬ采用改良的溴化十六烷基三

甲基铵 ( ＣＴＡＢ) 法[２１] 提取心叶毛蕊茶基因组总

ＤＮＡꎬ用质量体积分数 ２％的琼脂糖凝胶电泳检测

ＤＮＡ 的完整性ꎬ使用美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司的

ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分光光度计检测 ＤＮＡ 浓度和纯度ꎬ检
测完毕后放入－２０ ℃冰箱备用ꎮ 将检测合格的 ＤＮＡ
样品送到生工生物工程(上海)股份有限公司进行末

端修复、片段纯化、ＰＣＲ 扩增等文库的构建ꎬ合格的

文库通过美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ 测序

平台进行双末端测序ꎬ原始数据过滤掉低质量序列后

得到 １ Ｇｂ 的干净数据(ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)ꎮ
１.２.２　 叶 绿 体 基 因 组 的 组 装 和 注 释 　 使 用

ＮＯＶＯＰｌａｓｔｙ(ｖ４.３.１)软件对心叶毛蕊茶叶绿体基因

组进行从头组装ꎬ保持默认参数[２２]ꎬ得到 １ 条完整环

状叶绿体基因组序列ꎮ 利用 ＮＣＢＩ 数据库( ｈｔｔｐｓ:∥
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ)的 ＢＬＡＳＴ 功能检索出近缘物

种长尾毛蕊茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃａｕｄａｔａ Ｗａｌｌ.) (ＧｅｎＢａｎｋ 登

录号 ＮＣ＿０７２３２９)并以其基因信息作为参考序列ꎬ分
别使用 Ｐｌａｎｎ(ｖ１.１)软件和 Ｓｅｑｕｉｎ( ｖ１６.０)软件进行

叶绿体基因组的注释和手动校正ꎮ 将最终得到的心

叶毛蕊茶叶绿体基因组注释信息和基因组序列提交

至 ＮＣＢＩ 的 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库(登录号 ＯＱ６３０９７０)ꎮ 使

用 ＯＧＤＲＡＷ 在线软件 ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｃｈｌｏｒｏｂｏｘ. ｍｐｉｍｐ￣
ｇｏｌｍ.ｍｐｇ. ｄｅ / ＯＧＤｒａｗ. ｈｔｍｌ)绘制心叶毛蕊茶的叶绿

体基因组图谱[２３]ꎮ
１.２.３　 密码子偏好性分析　 便用 ＣｏｄｏｎＷ(ｖ１.４.２)在
线软件(ｈｔｔｐ:∥ｃｏｄｏｎｗ.ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ.ｎｅｔ)对心叶毛蕊茶

叶绿体基因组密码子的使用情况、有效密码子数

(ＥＮＣ)和相对同义密码子使用度(ＲＳＣＵ)进行分析ꎮ
ＥＮＣ 值范围为 ２０ ~ ６１ꎬ２０ 表示每个氨基酸只使用

１ 个密码子ꎬ６１ 表示各个密码子被平均使用ꎬＥＮＣ 值

越大表示密码子使用偏好性越弱ꎻ通常高表达基因的

密码子种类较少ꎬ偏好性强ꎬＥＮＣ 值较小ꎬ而低表达

基因则含有较多种类的稀有密码子ꎬ偏好性弱ꎬＥＮＣ
值较大ꎬ因此也可以通过比较 ＥＮＣ 值来确定内源基

因表达量的相对水平[２４]ꎮ ＲＳＣＵ 值以 １ 为界限ꎬ
ＲＳＣＵ 值为 １ 时ꎬ表示编码蛋白质时该密码子没有偏

好性ꎻＲＳＣＵ 值大于 １ 时ꎬ表示编码蛋白质时该密码

子使用频率较高ꎻＲＳＣＵ 值小于 １ 时ꎬ则表示编码蛋

白质时该密码子使用频率较低[２５]ꎮ
１.２.４　 重 复 序 列 分 析 　 使用 ＲＥＰｕｔｅｒ 在线软件

(ｈｔｔｐ:∥ｂｉｂｉｓｅｒｖ.ｃｅｂｉｔｅｃ.ｕｎｉ￣ｂｉｅｌｅｆｅｌｄ.ｄｅ / ｒｅｐｕｔｅｒ)对心

叶毛蕊茶叶绿体基因组的长重复序列(长度大于 ３０
ｂｐ)进行检索分析[２６]ꎬ其中最大计算重复次数、最小

重复序列长度和汉明距离(Ｈａｍｍｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ)分别设

置为 １ ０００、３０ 和 ３ꎬ其余参数保持默认ꎮ 重复序列包

含正向重复(Ｆ)、反向重复(Ｒ)、互补重复(Ｃ)和回文

重复(Ｐ) ４ 种类型ꎮ 使用 ＭＩＳＡ 在线软件 (ｈｔｔｐｓ:∥
ｗｅｂｂｌａｓｔ.ｉｐｋ￣ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ.ｄｅ / ｍｉｓａ / ｉｎｄｅｘ.ｐｈｐ)搜索简单

重复序列(ＳＳＲ)位点[２７]ꎬ单核苷酸、二核苷酸、三核

苷酸、四核苷酸、五核苷酸、六核苷酸的最小重复数分

别设置为 １０、５、４、３、３、３ꎮ
１.２.５　 反向重复区边界结构分析　 以张宏达分类系

统[６]５９－６１为依据ꎬ从 ＮＣＢＩ 数据库下载山茶属 １５ 个组

中代表物种的完整叶绿体基因组序列ꎬ并选取圆籽荷

属(Ａｐｔｅｒｏｓｐｅｒｍａ Ｈｕｎｇ Ｔ. Ｃｈａｎｇ)的圆籽荷(Ａ. ｏｂｌａｔａ
Ｃｈａｎｇ)(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＫＹ４０６７５１)作为外类群[２８]ꎮ
使用 ＩＲｓｃｏｐｅ 可 视 化 在 线 软 件 ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｉｒｓｃｏｐｅ.

３
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ｓｈｉｎｙａｐｐｓ.ｉｏ / ｉｒａｐｐ / )对这 １６ 个物种与心叶毛蕊茶叶

绿体基因组反向重复区( ＩＲ)边界的扩张与收缩情况

进行比较ꎬ并生成对比图ꎮ
１.２.６　 系统发育分析　 将山茶属 １６ 个物种的叶绿体

基因组序列用于多重比对和系统发育树的构建ꎬ圆籽

荷作为外类群参与系统发育分析ꎮ 使用 ＭＡＦＦＴ 软件

进行叶绿体基因组序列的多重比对ꎻ使用 ＭＥＧＡ－Ｘ
软件计算出最佳模型ꎬ并基于最大似然法(ＭＬ)构建

　 　 　

系统发育树ꎬ自举检测值设置为 １ ０００ꎬ其余参数保持

默认ꎻ使用 ｉＴＯＬ ｖ５ 在线软件(ｈｔｔｐｓ:∥ｉｔｏｌ.ｅｍｂｌ.ｄｅ / )
进行系统发育树的美化调整[２９]ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 叶绿体基因组的结构和基因组成

心叶毛蕊茶叶绿体基因组图谱见图 １ꎬ叶绿体基

　 　 　

: 光系统Ⅰ Ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ Ⅰꎻ : 光系统Ⅱ Ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ Ⅱꎻ : 细胞色素 ｂ / ｆ 复合体 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂ / ｆ ｃｏｍｐｌｅｘꎻ : ＡＴＰ 合成酶 ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅꎻ :
ＮＡＤＨ 脱氢酶 ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎻ : 核酮糖－１ꎬ５－二磷酸羧化酶大亚基 Ｌａｒｇｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ｒｕｂｉｓｃｏꎻ : ＲＮＡ 聚合酶 ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎻ : 核糖体大
亚基 Ｌａｒｇｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍｅꎻ : 核糖体小亚基 Ｓｍａｌｌ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍｅꎻ : ｔＲＮＡꎻ : ｒＲＮＡꎻ : 蛋白酶ꎬ成熟酶 Ｐｒｏｔｅａｓｅꎬ ｍａｔｕｒａｓｅꎻ : 其他功
能基因 Ｏｔｈｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅꎻ : 叶绿体开放阅读框 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ. ＬＳＣ: 大单拷贝区 Ｌａｒｇｅ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙ ｒｅｇｉｏｎꎻ ＳＳＣ: 小单拷贝区
Ｓｍａｌｌ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙ ｒｅｇｉｏｎꎻ ＩＲ: 反向重复区 Ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ ｒｅｇｉｏｎ. 内圈深灰色表示 ＧＣ 含量 Ｔｈｅ ｄａｒｋ ｇｒａｙ ｏｆ ｉｎｎｅｒ ｃｉｒｃｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ.

图 １　 心叶毛蕊茶叶绿体基因组图谱
Ｆｉｇ. １　 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｍａｐ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ (Ｍｅｔｃ.) Ｎａｋａｉ

４
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因组注释结果见表 １ꎮ 结果显示:心叶毛蕊茶叶绿体

基因组由 １ 个大单拷贝区、１ 个小单拷贝区和 ２ 个反

向重复区组成ꎬ为典型的四分体结构ꎮ 叶绿体基因组

序列全长 １５６ ７４５ ｂｐꎬ总 ＧＣ 含量为 ３７.３％ꎮ 大单拷

贝区序列长度为 ８６ ３９０ ｂｐꎬ小单拷贝区序列长度为

１８ ２６７ ｂｐꎬ反向重复区序列长度为 ２６ ０４４ ｂｐꎬ２ 个反

向重复区的起始位置分别为 ８６ ３９１ 和 １３０ ７０２ ｂｐꎬ大
单拷贝区、小单拷贝区和反向重复区的 ＧＣ 含量分别

为 ３５.３％、３０.６％和４３.０％ꎮ 心叶毛蕊茶共有 １３５ 个

基因ꎬ包括 ９０ 个蛋白质编码基因、３７ 个 ｔＲＮＡ 基因和

８ 个 ｒＲＮＡ 基因ꎮ 根据功能的不同又可将其分为光合

作用基因、自我复制基因、其他功能基因和未知功能

基因 ４ 类ꎮ 大单拷贝区包含 ６１ 个蛋白质编码基因和

２２ 个 ｔＲＮＡ 基因ꎻ小单拷贝区包含 １１ 个蛋白质编码

基因和 １ 个 ｔＲＮＡ 基因ꎻ反向重复区包含 ２０ 个双拷

贝基因ꎬ分别为 ４ 个 ｒＲＮＡ 基因( ｒｒｎ４.５、ｒｒｎ５、ｒｒｎ１６ 和

ｒｒｎ２３)ꎬ７ 个 ｔＲＮＡ 基因( ｔｒｎＡ－ＵＧＣ、 ｔｒｎＩ －ＣＡＵ、 ｔｒｎＩ －
ＧＡＵ、ｔｒｎＬ－ＣＡＡ、ｔｒｎＮ－ＧＵＵ、 ｔｒｎＲ－ＡＣＧ 和 ｔｒｎＶ－ＧＡＣ)
和 ９ 个蛋白质编码基因(ｎｄｈＢ、ｒｐｓ７、ｒｐｓ１２、ｒｐｌ２、ｒｐｌ２３、
ｙｃｆ１、ｙｃｆ２、ｙｃｆ１５ 和 ｏｒｆ４２)ꎬ其中 ｙｃｆ１ 基因位于反向重

复区和小单拷贝区交界处ꎮ
对具有内含子的叶绿体基因进行分析ꎬ结果见表

２ꎮ 结果显示:存在内含子的叶绿体基因共 １７ 个ꎬ其
中 １５ 个基因(９ 个蛋白质编码基因和 ６ 个 ｔＲＮＡ 基

因)有 １ 个内含子ꎻ而 ｙｃｆ３ 和 ｃｌｐＰ 基因有 ２ 个内含

子ꎻｒｐｓ１２ 为反式剪切基因[３０]ꎬ有 ３ 个外显子ꎬ但外显

子Ⅱ、Ⅲ位于反向重复区ꎬ因此仅统计 ２ 个外显子ꎬ不
统计其内含子信息ꎮ

表 １　 心叶毛蕊茶叶绿体基因组注释信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ (Ｍｅｔｃ.) Ｎａｋａｉ

功能 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ 基因１) Ｇｅｎｅ１) 数量
Ｎｕｍｂｅｒ

光合作用基因 Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅ
　 光系统Ⅰ Ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ Ｉ ｐｓａＡꎬｐｓａＢꎬｐｓａＣꎬｐｓａＩꎬｐｓａＪ ５
　 光系统Ⅱ Ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ Ⅱ ｐｓｂＡꎬｐｓｂＢꎬｐｓｂＣꎬｐｓｂＤꎬｐｓｂＥꎬｐｓｂＦꎬｐｓｂＨꎬｐｓｂＩꎬｐｓｂＪꎬｐｓｂＫꎬｐｓｂＬꎬｐｓｂＭꎬｐｓｂＮꎬ

ｐｓｂＴꎬｐｓｂＺ
１５

　 核酮糖－１ꎬ５－二磷酸羧化酶大亚基 Ｌａｒｇｅ
ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ｒｕｂｉｓｃｏ

ｒｂｃＬ １

　 细胞色素 ｂ / ｆ 复合体 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂ / ｆ ｃｏｍｐｌｅｘ ｐｅｔＡꎬｐｅｔＢ∗ꎬｐｅｔＤ∗ꎬｐｅｔＧꎬｐｅｔＬꎬｐｅｔＮ ６
　 ＡＴＰ 合成酶 ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｔｐＡꎬａｔｐＢꎬａｔｐＥꎬａｔｐＦ∗ꎬａｔｐＨꎬａｔｐＩ ６
　 ＮＡＤＨ 脱氢酶 ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｎｄｈＡ∗ꎬｎｄｈＢ∗(×２)ꎬｎｄｈＣꎬｎｄｈＤꎬｎｄｈＥꎬｎｄｈＦꎬｎｄｈＧꎬｎｄｈＨꎬｎｄｈＩꎬｎｄｈＪꎬｎｄｈＫ １２
自我复制基因 Ｓｅｌｆ￣ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ
　 ｒＲＮＡ ｒｒｎ４.５(×２)ꎬｒｒｎ５(×２)ꎬｒｒｎ１６(×２)ꎬｒｒｎ２３(×２) ８
　 ｔＲＮＡ ｔｒｎＡ－ＵＧＣ∗(×２)ꎬ ｔｒｎＣ－ＧＣＡꎬ ｔｒｎＤ－ＧＵＣꎬ ｔｒｎＥ－ＵＵＣꎬ ｔｒｎＦ－ＧＡＡꎬ ｔｒｎｆＭ－ＣＡＵꎬ

ｔｒｎＧ－ＧＣＣ∗ꎬｔｒｎＧ－ＵＣＣꎬｔｒｎＨ－ＧＵＧꎬｔｒｎＩ－ＣＡＵ( ×２)ꎬ ｔｒｎＩ－ＧＡＵ∗(×２)ꎬ ｔｒｎＫ－
ＵＵＵ∗ꎬｔｒｎＬ－ＣＡＡ( ×２)ꎬｔｒｎＬ－ＵＡＡ∗ꎬｔｒｎＬ－ＵＡＧꎬｔｒｎＭ－ＣＡＵꎬｔｒｎＮ－ＧＵＵ( ×２)ꎬ
ｔｒｎＰ－ＵＧＧꎬｔｒｎＱ－ＵＵＧꎬｔｒｎＲ－ＡＣＧ( ×２)ꎬｔｒｎＲ－ＵＣＵꎬｔｒｎＳ－ＧＣＵꎬｔｒｎＳ－ＧＧＡꎬｔｒｎＳ－
ＵＧＡꎬｔｒｎＴ－ＧＧＵꎬｔｒｎＴ－ＵＧＵꎬｔｒｎＶ－ＧＡＣ(×２)ꎬｔｒｎＶ－ＵＡＣ∗ꎬｔｒｎＷ－ＣＣＡꎬｔｒｎＹ－ＧＵＡ

３７

　 ＲＮＡ 聚合酶 ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｒｐｏＡꎬｒｐｏＢꎬｒｐｏＣ１∗ꎬｒｐｏＣ２ ４
　 核糖体小亚基 Ｓｍａｌｌ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｒｐｓ２ꎬｒｐｓ３ꎬｒｐｓ４ꎬｒｐｓ７(×２)ꎬｒｐｓ８ꎬｒｐｓ１１ꎬｒｐｓ１２(×２)ꎬｒｐｓ１４ꎬｒｐｓ１５ꎬｒｐｓ１６∗ꎬｒｐｓ１８ꎬ

ｒｐｓ１９
１４

　 核糖体大亚基 Ｌａｒｇｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｒｐｌ２∗(×２)ꎬｒｐｌ１４ꎬｒｐｌ１６∗ꎬｒｐｌ２０ꎬｒｐｌ２２ꎬｒｐｌ２３(×２)ꎬｒｐｌ３２ꎬｒｐｌ３３ꎬｒｐｌ３６ １１
其他功能基因 Ｏｔｈｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ
　 成熟酶 Ｍａｔｕｒａｓｅ ｍａｔＫ １
　 蛋白酶 Ｐｒｏｔｅａｓｅ ｃｌｐＰ∗∗ １
　 被膜蛋白 Ｅｎｖｅｌｏｐ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｅｍＡ １
　 乙酰辅酶 Ａ 羧化酶亚基 Ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ａｃｅｔｙｌ￣

ＣｏＡ￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ
ａｃｃＤ １

　 翻译起始因子 Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｉｎｆＡ １
　 细胞色素 Ｃ 合成酶 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍ Ｃ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ｇｅｎｅ ｃｃｓＡ １
未知功能基因 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙ ｕｎｋｎｏｗｎ ｇｅｎｅ
　 叶绿体开放阅读框 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ

ｆｒａｍｅ
ｙｃｆ１(×２)ꎬｙｃｆ２(×２)ꎬｙｃｆ３∗∗ꎬｙｃｆ４ꎬｙｃｆ１５(×２)ꎬｏｒｆ４２(×２) １０

　 １)∗: 具有 １ 个内含子 Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｏｎｅ ｉｎｔｒｏｎꎻ ∗∗: 具有 ２ 个内含子 Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｗｏ ｉｎｔｒｏｎｓꎻ (×２): ２ 份拷贝 Ｔｗｏ ｃｏｐｉｅｓ.

５
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２.２　 密码子偏好性分析

通过分析心叶毛蕊茶叶绿体基因组中 ９０ 个蛋白

质编码基因序列密码子偏好性的常用参数ꎬ发现心叶

毛蕊茶叶绿体基因组中有效密码子数(ＥＮＣ)为 ５５.３ꎬ
表明叶绿体基因的密码子使用偏好性较弱ꎬ基因中含

有的稀有密码子种类较多ꎬ基因的表达量相对较低ꎮ
密码子的 ＧＣ 含量为 ３８.３％ꎬ其中密码子第 ３ 位点的

ＧＣ 含量为 ３５.８％ꎮ

从心叶毛蕊茶叶绿体基因组的相对同义密码子

使用度(表 ３)看ꎬ心叶毛蕊茶叶绿体基因组中ꎬ编码

异亮氨酸(Ｉｌｅ)的 ＡＵＵ、编码赖氨酸(Ｌｙｓ)的 ＡＡＡ、编
码谷氨酸(Ｇｌｕ)的 ＧＡＡ、编码天冬酰胺(Ａｓｎ)的 ＡＡＵ
以及编码苯丙氨酸(Ｐｈｅ)的 ＵＵＵ 数量较多ꎬ分别为

１ １２１、１ ０８３、１ ０５３、１ ０１７ 和 ９７９ꎮ 此外ꎬ在不统计终

止密码子的情况下ꎬ检测到 ２９ 个密码子的相对同义

密码子使用度大于 １ꎬ其中ꎬ编码亮氨酸(Ｌｅｕ)的 ＵＵＡ

表 ２　 心叶毛蕊茶叶绿体基因组中具有内含子的基因信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｉｎｔｒｏｎ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ (Ｍｅｔｃ.) Ｎａｋａｉ

基因
Ｇｅｎｅ

位置１)

Ｓｔｒａｎｄ１)

序列长度 / ｂｐ　 Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

外显子Ⅰ
Ｅｘｏｎ Ⅰ

内含子Ⅰ
Ｉｎｔｒｏｎ Ⅰ

外显子Ⅱ
Ｅｘｏｎ Ⅱ

内含子Ⅱ
Ｉｎｔｒｏｎ Ⅱ

外显子Ⅲ
Ｅｘｏｎ Ⅲ

基因
Ｇｅｎｅ

位置１)

Ｓｔｒａｎｄ１)

序列长度 / ｂｐ　 Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

外显子Ⅰ
Ｅｘｏｎ Ⅰ

内含子Ⅰ
Ｉｎｔｒｏｎ Ⅰ

外显子Ⅱ
Ｅｘｏｎ Ⅱ

内含子Ⅱ
Ｉｎｔｒｏｎ Ⅱ

外显子Ⅲ
Ｅｘｏｎ Ⅲ

ｒｐｌ２ ＩＲ ４３５ ６７０ ３９０
ｎｄｈＢ ＩＲ ７５６ ６８４ ７７７
ｔｒｎＩ－ＧＡＵ ＩＲ ４２ ９４１ ３５
ｔｒｎＡ－ＵＧＣ ＩＲ ３８ ８１２ ３５
ｒｐｓ１２２) ＬＳＣ－ＩＲ １１４ — ２４３ —
ｔｒｎＫ－ＵＵＵ ＬＳＣ ３５ ２ ４８９ ３７
ｒｐｓ１６ ＬＳＣ ２２７ ８７０ ４０
ｔｒｎＧ－ＧＣＣ ＬＳＣ ２３ ７０５ ３７
ａｔｐＦ ＬＳＣ ４１１ ７１６ １４４

ｒｐｏＣ１ ＬＳＣ １ ６１７ ７４１ ４３５
ｙｃｆ３ ＬＳＣ １５３ ７３７ ２２８ ７２０ １２６
ｔｒｎＬ－ＵＡＡ ＬＳＣ ３７ ５２３ ５０
ｔｒｎＶ－ＵＡＣ ＬＳＣ ３７ ５８５ ３９
ｃｌｐＰ ＬＳＣ ２２８ ５９６ ２８９ ７９６ ７１
ｐｅｔＢ ＬＳＣ ６ ７９４ ６４２
ｐｅｔＤ ＬＳＣ ８ ７４７ ４７５
ｒｐｌ１６ ＬＳＣ ３９９ １ ０２１ ９
ｎｄｈＡ ＳＳＣ ５４０ １ ０８４ ５５２

　 １) ＬＳＣ: 大单拷贝区 Ｌａｒｇｅ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙ ｒｅｇｉｏｎꎻ ＳＳＣ: 小单拷贝区 Ｓｍａｌｌ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙ ｒｅｇｉｏｎꎻ ＩＲ: 反向重复区 Ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ ｒｅｇｉｏｎ.
　 ２)—: ｒｐｓ１２ 为反式剪切基因ꎬ不统计其内含子信息 ｒｐｓ１２ ｉｓ ａ ｔｒａｎｓ￣ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｇｅｎｅꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎｔｒｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｓ ｎｏｔ ｃｏｕｎｔｅｄ.

表 ３　 心叶毛蕊茶叶绿体基因组的相对同义密码子使用度(ＲＳＣＵ)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ (ＲＳＣＵ) ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ (Ｍｅｔｃ.) Ｎａｋａｉ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

密码子
Ｃｏｄｏｎ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ ＲＳＣＵ 氨基酸

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
密码子
Ｃｏｄｏｎ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ ＲＳＣＵ 氨基酸

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
密码子
Ｃｏｄｏｎ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ ＲＳＣＵ

Ｐｈｅ ＵＵＵ ９７９ １.２８
ＵＵＣ ５５４ ０.７２

Ｌｅｕ ＵＵＡ ８７６ １.８８
ＵＵＧ ５６４ １.２１
ＣＵＵ ５８７ １.２６
ＣＵＣ ２１０ ０.４５
ＣＵＡ ３７７ ０.８１
ＣＵＧ １８６ ０.４０

Ｓｅｒ ＵＣＵ ６３１ １.８０
ＵＣＣ ３３１ ０.９４
ＵＣＡ ４１５ １.１８
ＵＣＧ １８２ ０.５２
ＡＧＵ ４３１ １.２３
ＡＧＣ １１８ ０.３４

Ｐｒｏ ＣＣＵ ４５０ １.５９
ＣＣＣ １９６ ０.６９
ＣＣＡ ３３９ １.２０
ＣＣＧ １４６ ０.５２

Ｃｙｓ ＵＧＵ ２２１ １.５０
ＵＧＣ ７４ ０.５０

Ｔｒｐ ＵＧＧ ４８２ １.００

Ｈｉｓ ＣＡＵ ５０９ １.５７
ＣＡＣ １４１ ０.４３

Ａｒｇ ＣＧＵ ３６０ １.３３
ＣＧＣ ８８ ０.３３
ＣＧＡ ３８８ １.４４
ＣＧＧ １１５ ０.４３
ＡＧＡ ５０６ １.８７
ＡＧＧ １６４ ０.６１

Ｇｌｎ ＣＡＡ ７１６ １.５２
ＣＡＧ ２２７ ０.４８

Ｉｌｅ ＡＵＵ １ １２１ １.４４
ＡＵＣ ４６２ ０.６０
ＡＵＡ ７４６ ０.９６

Ｍｅｔ ＡＵＧ ６５４ １.００
Ｖａｌ ＧＵＵ ５３１ １.４７

ＧＵＣ １７２ ０.４８
ＧＵＡ ５４０ １.５０
ＧＵＧ ２００ ０.５５

Ａｓｎ ＡＡＵ １ ０１７ １.５４
ＡＡＣ ３０３ ０.４６

Ｔｈｒ ＡＣＵ ５５１ １.６２

ＡＣＣ ２５４ ０.７５
ＡＣＡ ４１６ １.２２
ＡＣＧ １４２ ０.４２

Ａｌａ ＧＣＵ ６３８ １.８３
ＧＣＣ ２２５ ０.６４
ＧＣＡ ３９９ １.１４
ＧＣＧ １３５ ０.３９

Ｔｙｒ ＵＡＵ ８０８ １.６０
ＵＡＣ ２０２ ０.４０

Ａｓｐ ＧＡＵ ９１４ １.６３
ＧＡＣ ２０７ ０.３７

Ｇｌｕ ＧＡＡ １ ０５３ １.５１
ＧＡＧ ３４２ ０.４９

Ｌｙｓ ＡＡＡ １ ０８３ １.４８
ＡＡＧ ３７９ ０.５２

Ｇｌｙ ＧＧＵ ５７４ １.２７
ＧＧＣ １８６ ０.４１
ＧＧＡ ７４３ １.６５
ＧＧＧ ３００ ０.６７

６
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具有最高的相对同义密码子使用度(１.８８)ꎻ２９ 个密

码子中有 ２８ 个以 Ａ 或 Ｕ 结尾ꎬ仅有 １ 个以 Ｇ 结尾ꎬ
表明心叶毛蕊茶叶绿体基因组密码子对 Ａ 或 Ｕ 结尾

具有偏好性ꎮ
２.３　 长重复序列和简单重复序列(ＳＳＲ)分析

长重复序列分析结果(表 ４)显示:在心叶毛蕊茶

叶绿体基因组中共检测到 ５７ 个长度大于或等于 ３０
ｂｐ 的长重复序列ꎬ包括 ２３ 个正向重复和 ３４ 个回文

重复ꎬ位于大单拷贝区、小单拷贝区和反向重复区的

重复序列数量占比分别为 ２２.８％、１.８％和 ７５.４％ꎬ其
中ꎬ５ 个正向重复和 ８ 个回文重复位于大单拷贝区ꎬ
１ 个回文重复位于小单拷贝区ꎬ１８ 个正向重复和 ２５ 个

回文重复位于反向重复区ꎮ 大部分重复序列集中分

布于 ｙｃｆ２ 基因上(４２ 个)ꎬ１ 个位于 ｐｓａＢ 和 ｐｓａＡ 基因

　 　 　

上ꎬ１４ 个位于基因间隔区或内含子区域ꎮ 最长的重

复序列长度为 ２６ ０４４ ｂｐꎬ起始位置分别在 ８６ ３９１ 和

１３０ ７０２ ｂｐ 处ꎮ 在整个心叶毛蕊茶叶绿体基因组中

未检测到反向重复序列和互补重复序列ꎮ
ＳＳＲ 分析结果(表 ５)显示:心叶毛蕊茶叶绿体基

因组中共有 ７３ 个 ＳＳＲ 位点ꎬ其中单核苷酸重复有 ５３
个ꎬ占 ７２.６％ꎬ均为 Ａ / Ｔ 重复序列ꎻ二核苷酸重复有 ４
个ꎬ占 ５.５％ꎬ均为 ＡＴ / ＡＴ 重复序列ꎻ三核苷酸重复有

１ 个ꎬ占 １.４％ꎬ为 ＡＡＧ / ＣＴＴ 重复序列ꎻ四核苷酸重复

有 １３ 个ꎬ占 １７.８％ꎬ包括 ＡＡＡＧ / ＣＴＴＴ、ＡＡＡＴ / ＡＴＴＴ、
ＡＣＡＧ / ＣＴＧＴ、ＡＧＡＴ / ＡＴＣＴ、ＡＧＧＧ / ＣＣＣＴ ５ 种类型ꎻ
六核苷酸重复有 ２ 个ꎬ 占 ２. ７％ꎬ 均为 ＡＡＡＡＡＧ /
ＣＴＴＴＴＴ 重复序列ꎬ全序列未检测到五核苷酸重复序

列ꎮ 据统计ꎬＳＳＲ 位点最丰富的类型为 Ａ / Ｔ(５３)ꎬ其
　 　 　

表 ４　 心叶毛蕊茶叶绿体基因组的长重复序列
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｌｏｎｇ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ (Ｍｅｔｃ.) Ｎａｋａｉ

序列长度 / ｂｐ
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ

起始位置 １ / ｂｐ
Ｓｔａｒｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎ １

起始位置 ２ / ｂｐ
Ｓｔａｒｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ２

重复类型１)

Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ ｔｙｐｅ１)
序列长度 / ｂｐ

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ
起始位置 １ / ｂｐ
Ｓｔａｒｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎ １

起始位置 ２ / ｂｐ
Ｓｔａｒｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ２

重复类型１)

Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ ｔｙｐｅ１)

２６ ０４４ ８６ ３９０ １３０ ７０１ Ｐ
９６ ９３ ６１３ ９３ ６３１ Ｆ
９６ ９３ ６１３ １４９ ４０８ Ｐ
９６ ９３ ６１３ １４９ ４２６ Ｐ
９６ １４９ ４０８ １４９ ４２６ Ｆ
８４ ９３ ６２５ ９３ ６４３ Ｆ
８４ ９３ ６２５ １４９ ４０８ Ｐ
８４ ９３ ６４３ １４９ ４２６ Ｐ
７４ ９３ ６３５ ９３ ６５３ Ｆ
７４ ９３ ６３５ １４９ ４０８ Ｐ
７４ ９３ ６５３ １４９ ４２６ Ｐ
７８ ９３ ６１３ ９３ ６４９ Ｆ
７８ ９３ ６１３ １４９ ４０８ Ｐ
７８ ９３ ６４９ １４９ ４４４ Ｐ
７８ １４９ ４０４ １４９ ４４０ Ｆ
６６ ９３ ６２５ ９３ ６６１ Ｆ
６６ ９３ ６２５ １４９ ４０８ Ｐ
６６ ９３ ６６１ １４９ ４４４ Ｐ
５６ ９３ ６３５ ９３ ６７１ Ｆ
５６ ９３ ６３５ １４９ ４０８ Ｐ
５６ ９３ ６７１ １４９ ４４４ Ｐ
６０ ９３ ６１７ ９３ ６７１ Ｆ
６０ ９３ ６１７ １４９ ４０４ Ｐ
６０ ９３ ６７１ １４９ ４５８ Ｐ
６０ １４９ ４０８ １４９ ４６２ Ｆ
４６ ７８ ９１７ ７８ ９１７ Ｐ
４８ ９３ ６２５ ９３ ６７９ Ｆ
４８ ９３ ６２５ １４９ ４０８ Ｐ
４８ ９３ ６７９ １４９ ４６２ Ｐ

５０ ７６ ４５１ ７６ ４５１ Ｐ
４２ １００ ７１４ １２２ ６３７ Ｆ
４２ １２２ ６３７ １４２ ３７９ Ｐ
３８ ９３ ６３５ ９３ ６８９ Ｆ
３８ ９３ ６３５ １４９ ４０８ Ｐ
３８ ９３ ６８９ １４９ ４６２ Ｐ
４２ ９３ ６１７ ９３ ６８９ Ｆ
４２ ９３ ６１７ １４９ ４０４ Ｐ
４２ ９３ ６８９ １４９ ４７６ Ｐ
４２ １４９ ４０８ １４９ ４８０ Ｆ
３９ ４５ ２６４ １００ ７１６ Ｆ
３９ ４５ ２６４ １２２ ６３９ Ｆ
３９ ４５ ２６４ １４２ ３８０ Ｐ
３０ ９ ０５９ ４７ ００７ Ｐ
３４ ９３ ６２５ ９３ ６９７ Ｆ
３４ ９３ ６２５ １４９ ４０４ Ｐ
３４ ９３ ６９７ １４９ ４７６ Ｐ
３５ ４０ ２１９ ４２ ４４３ Ｆ
３０ １４ ２１２ １４ ２１２ Ｐ
３２ ９ ０５７ ３７ ０６１ Ｆ
３１ ３８ ３８４ ３８ ３８４ Ｐ
３０ ３７ ０６３ ４７ ００７ Ｐ
３０ ８２ ７８５ １０１ ０６６ Ｆ
３０ ８２ ７８５ １４２ ０３９ Ｐ
３０ ９１ １７７ ９１ ２１９ Ｆ
３０ ９１ １７７ １５１ ８８６ Ｐ
３０ ９１ ２１９ １５１ ９２８ Ｐ
３０ １５１ ８８６ １５１ ９２８ Ｆ

　 １) Ｐ: 回文重复 Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔꎻ Ｆ: 正向重复 Ｆｏｒｗａｒｄ ｒｅｐｅａｔ.

７
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表 ５　 心叶毛蕊茶叶绿体基因组简单重复序列信息
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｉｍｐｌｅ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ (Ｍｅｔｃ.) Ｎａｋａｉ

重复类型
Ｒｅｐｅａｔ ｔｙｐｅ

重复单元
Ｒｅｐｅａｔ ｕｎｉｔ

重复次数　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｐｅａｔｓ

３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５
总计
Ｔｏｔａｌ

占比 / ％
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

单核苷酸 Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ Ａ / Ｔ １８ １１ １３ ５ ２ ４ ５３ ７２.６
二核苷酸 Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ＡＴ / ＡＴ ４ ４ ５.５
三核苷酸 Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ＡＡＧ / ＣＴＴ １ １ １.４
四核苷酸 Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ＡＡＡＧ / ＣＴＴＴ ４ １３ １７.８

ＡＡＡＴ / ＡＴＴＴ ３
ＡＣＡＧ / ＣＴＧＴ １
ＡＧＡＴ / ＡＴＣＴ ３
ＡＧＧＧ / ＣＣＣＴ ２

六核苷酸 Ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ＡＡＡＡＡＧ / ＣＴＴＴＴＴ ２ ２ ２.７

中 Ｔ 重复数量最多(３３)ꎻ重复单元为 Ａ 时ꎬ重复次数

为 １１ 的 ＳＳＲ 位点数量最多(７)ꎬ重复单元为 Ｔ 时ꎬ重
复次数为 １０ 的 ＳＳＲ 位点数量最多(１４)ꎮ
２.４　 反向重复区边界结构分析

选取的山茶属各组代表物种分别为古茶组的大

苞山茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｇｒａｎｔｈａｍｉａｎａ Ｓｅａｌｙ)(ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号 ＮＣ ＿ ０３８１８１ )、 实 果 茶 组 的 五 柱 滇 山 茶 〔 Ｃ.
ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ (Ｐｉｔａｒｄ) Ｃｏｈ. Ｓｔ.〕(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＮＣ＿
０２２４６３ )、 油 茶 组 的 油 茶 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

ＭＦ５４１７３０)、糙果茶组的红皮糙果茶(Ｃ. ｃｒａｐｎｅｌｌｉａｎａ
Ｔｕｔｃｈ.)(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＮＣ＿０２４５４１)、短柱茶组的

短柱茶〔Ｃ. ｂｒｅｖｉｓｔｙｌａ (Ｈａｙａｔａ) Ｃｏｈ. Ｓｔ.〕(ＧｅｎＢａｎｋ 登

录号 ＭＷ２５６４３５)、小黄花茶组的小黄花茶(登录号

ＫＹ６２６０４２)、半宿萼茶组的半宿萼茶(Ｃ. ｓｚｅｃｈｕａｎｅｎｓｉｓ
Ｃ. Ｗ. Ｃｈｉ)(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＮＣ＿０３５６５１)、瘤果茶组

的安龙瘤果茶(Ｃ. ａｎｌｕｎｇｅｎｓｉｓ Ｃｈｉ) (ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＮＣ＿０５０３５４)、红山茶组的毛籽红山茶(Ｃ. ｔｒｉｃｈｏｓｐｅｒｍａ
Ｃｈａｎｇ)(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＯＫ１８１９０４)、短蕊茶组的抱

茎短蕊茶(Ｃ. ａｍｐｌｅｘｉｆｏｌｉａ Ｍｅｒｒ. ｅｔ Ｃｈｕｎ)(ＧｅｎＢａｎｋ 登

录号 ＮＣ ＿ ０６１６１０)、 金花茶组的显脉金花茶 ( Ｃ.
ｅｕｐｈｌｅｂｉａ Ｍｅｒｒ. ｅｘ Ｓｅａｌｙ ) ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

ＯＬ４０５５６４)、茶组的茶〔Ｃ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｏ. Ｋｔｚｅ.〕
(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＭＺ１５３２３７)、超长柄茶组的超长柄

茶(Ｃ. ｌｏｎｇｉｓｓｉｍａ Ｃｈａｎｇ ｅｔ Ｌｉａｎｇ) (ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＮＣ＿０６７６０９)、秃茶组的秃房茶(Ｃ. ｇｙｍｎｏｇｙｎａ Ｃｈａｎｇ)
(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＮＣ＿０３９６２６)、连蕊茶组的尖连蕊茶

〔 Ｃ. ｃｕｓｐｉｄａｔａ ( Ｋｏｃｈｓ ) Ｗｒｉｇｈｔ ｅｘ Ｇａｒｄ. Ｃｈｒｏｎ.〕
(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＮＣ＿０２２４５９)ꎬ对这 １５ 个物种及心

叶毛蕊茶和外类群圆籽荷共 １７ 个物种的叶绿体基因

组反向重复区( ＩＲ)边界区域和相邻基因进行比较ꎬ

并分析连接区扩张和收缩的变化ꎮ 结果(图 ２)显示:
在 １７ 个物种叶绿体基因组 ４ 个区域中ꎬ反向重复区

较为保守ꎬ长度在 ２５ ９４３~ ２６ ０８３ ｂｐ 之间ꎬ心叶毛蕊

茶反向重复区长度为 ２６ ０４４ ｂｐꎮ 这 １７ 个物种各个

区域间对应的边界基因基本相同ꎬ在大单拷贝区和

ＩＲｂ 区交界处(ＪＬＢ)的基因为 ｒｐｓ１９ 和 ｒｐｌ２ꎻ在 ＩＲｂ 区

和小单拷贝区交界处(ＪＳＢ)的基因为 ｎｄｈＦꎻ在小单拷

贝区和 ＩＲａ 区边界处(ＪＳＡ)的基因为 ｙｃｆ１ꎬ且不为假

基因ꎻ在 ＩＲａ 区和大单拷贝区交界处(ＪＬＡ)的基因为

ｒｐｌ２ 和 ｔｒｎＨꎮ 在心叶毛蕊茶 ＪＳＢ 处注释到的 ｙｃｆ１ 为

假基因ꎬ大苞山茶、小黄花茶、安龙瘤果茶、毛籽红山

茶和超长柄茶也出现了相同的情况ꎮ
对反向重复区边界扩张和收缩的分析结果(图

２)显示:不同物种 ｒｐｌ２ 和 ｔｒｎＨ 基因的位置以及与

ＪＬＡ 处的距离基本一致ꎬ相对保守ꎬ仅心叶毛蕊茶

ｒｐｌ２ 基因与 ＪＬＡ 处的距离为 ６２ ｂｐꎬ其余物种 ｒｐｌ２ 基

因与 ＪＬＡ 处的距离均为 １０６ ｂｐꎮ 但 ｒｐｓ１９、ｎｄｈＦ 和

ｙｃｆ１ 基因(假基因)则在位置以及与边界的距离具有

一定特异性ꎬ不同物种间差异明显ꎬ在 ＪＬＢ 处ꎬ心叶毛

蕊茶 ｒｐｓ１９ 基因有 ２７１ ｂｐ 位于大单拷贝区ꎬ８ ｂｐ 位于

ＩＲｂ 区ꎻ油茶 ｒｐｓ１９ 基因均位于大单拷贝区ꎻ半宿萼茶

ｒｐｓ１９ 基因有 ２５７ ｂｐ 位于大单拷贝区ꎬ２２ ｂｐ 位于 ＩＲｂ
区ꎻ其余物种 ｒｐｓ１９ 基因均有 ２３３ ｂｐ 位于大单拷贝

区ꎬ４６ ｂｐ 位于 ＩＲｂ 区ꎻ１７ 个物种的 ｎｄｈＦ 和 ｙｃｆ１ 基因

(假基因)的位置以及与边界的距离总体存在细微差

别ꎮ 表明心叶毛蕊茶叶绿体基因组反向重复区边界

在进化过程中发生了一定程度的收缩ꎮ
２.５　 系统发育分析

１６ 个山茶属植物和外类群圆籽荷的叶绿体基因

组序列经 ＭＡＦＦＴ 软件多重比对后ꎬ使用 ＭＥＧＡ－Ｘ 软

８
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ＪＬＢ: 大单拷贝区(ＬＳＣ)和 ＩＲｂ 区交界处 Ｔｈｅ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙ ( ＬＳＣ) ａｎｄ ＩＲｂ ｒｅｇｉｏｎｓꎻ ＪＳＢ: ＩＲｂ 区和小单拷贝区( ＳＳＣ)交界处 Ｔｈｅ
ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩＲｂ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙ (ＳＳＣ) ｒｅｇｉｏｎｓꎻ ＪＳＡ: ＳＳＣ 区和 ＩＲａ 区交界处 Ｔｈｅ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＣ ａｎｄ ＩＲａ ｒｅｇｉｏｎｓꎻ ＪＬＡ: ＩＲａ 区和 ＬＳＣ 区交界处
Ｔｈｅ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩＲａ ａｎｄ ＬＳＣ ｒｅｇｉｏｎｓ.

图 ２　 山茶科 １７ 种植物叶绿体基因组反向重复区(ＩＲ)边界结构比较
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ ｒｅｇｉｏｎ (ＩＲ) ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ １７ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｔｈｅａｃｅａｅ

９
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件计算出的最佳 ＭＬ 建树模型为 ＧＴＲ＋Ｇ＋Ｉꎬ构建的

系统发育树见图 ３ꎮ 结果显示:山茶属植物总体上聚

为 ２ 个大分支ꎬ毛蕊茶组的心叶毛蕊茶与连蕊茶组的

尖连蕊茶聚为一支ꎬ自展支持率为 １００％ꎬ结果可信

度高ꎬ其余物种聚为一支ꎮ 瘤果茶组的安龙瘤果茶与

短蕊茶组的抱茎短蕊茶聚为一小支ꎬ自展支持率为

９８％ꎻ茶组的茶和超长柄茶组的超长柄茶聚为一小

支ꎬ自展支持率为 １００％ꎻ糙果茶组的红皮糙果茶单

独聚为一小支ꎬ短柱茶组的短柱茶与红山茶组的毛籽

红山茶聚为一小支(自展支持率为 ９８％)ꎬ古茶组的

大苞山茶和油茶组的油茶聚为一小支(自展支持率

为 １００％)ꎬ这 ３ 小支间的亲缘关系较近ꎮ

进化树分支上的数据为自展支持率ꎬ括号内编号为 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号ꎬ“－”表示自展支持率小于 ７０％ Ｔｈｅ ｄａｔａ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｏｆ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｒｅ
ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ Ｎｏｓ. ｉｎ ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ｔｈｅ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓꎬ ａｎｄ “－” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅ ｉｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ７０％.

图 ３　 基于最大似然法构建的山茶科 １７ 种植物系统发育树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ １７ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｔｈｅａｃｅａｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｍｅｔｈｏｄ

３　 讨　 　 论

光合植物的叶绿体基因组传递遗传物质的方式

为单性遗传ꎬ相对保守ꎬ大小范围通常在 １２０ ０００ ~
１７０ ０００ ｂｐ[３１]ꎮ 本研究中ꎬ心叶毛蕊茶叶绿体基因组

序列全长 １５６ ７４５ ｂｐꎬ叶绿体基因组呈现典型的四分

体结构ꎬ由 １ 个大单拷贝区(ＬＳＣ)、１ 个小单拷贝区

(ＳＳＣ)和 ２ 个反向重复区(ＩＲ)共同组成环状结构ꎬ这
与已报道的球花石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｔｈｙｒｓｉｆｌｏｒｕｍ Ｒｃｈｂ.
ｆ.)、插田泡 ( Ｒｕｂｕｓ ｃｏｒｅａｎｕｓ Ｍｉｑ.) 和光滑高粱泡

(Ｒｕｂｕｓ ｌａｍｂｅｒｔｉａｎｕｓ ｖａｒ. ｇｌａｂｅｒ Ｈｅｍｓｌ.)等物种[４ꎬ３２]一

致ꎮ 心叶毛蕊茶共注释到 １３５ 个基因ꎬ其中ꎬ蛋白质

编码基因有 ９０ 个ꎬｔＲＮＡ 基因有 ３７ 个ꎬｒＲＮＡ 基因有

８ 个ꎬ与山茶属其他植物的注释结果相似ꎮ 例如:薄
叶金花茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｈｒｙｓａｎｔｈｏｉｄｅｓ Ｈｕｎｇ Ｔ. Ｃｈａｎｇ)、簇

蕊金花茶(Ｃ. ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ Ｈｕｎｇ Ｔ. Ｃｈａｎｇ)和毛籽红山

茶[３３－３４]等ꎬ说明植物叶绿体基因组的长度、结构及排

列顺序具有高度保守性ꎮ 高等植物叶绿体基因组的

ＧＣ 含量比较稳定ꎬ一般在 ３４％ ~ ４０％之间[３５]ꎬ且被

子植物 ４ 个区域 ＧＣ 含量通常分布不均匀[３６]ꎮ 心叶

毛蕊茶叶绿体基因组的总 ＧＣ 含量为 ３７.３％ꎬ其中 ＩＲ
区的 ＧＣ 含量为 ４３.０％ꎬ明显高于 ＬＳＣ 区(３５.３％)和
ＳＳＣ 区(３０.６％)ꎬ这种 ＧＣ 含量的分布差异是由 ＩＲ 区

存在的 ４ 个 ｒＲＮＡ 基因引起的ꎬ其 ＧＣ 含量比其他基

因高ꎬ且 ＳＳＣ 区中 ＮＡＤＨ 脱氧酶基因的 ＧＣ 含量比其

他基因低[３７]ꎮ
在植物叶绿体基因组中密码子偏好性是普遍存

在的ꎬ这可能与基因突变、遗传漂变、环境以及自然选

择等因子有关ꎬ且对物种进化具有重要意义[３８]ꎮ 密

码子使用偏好性可以通过相对同义密码子使用度

(ＲＳＣＵ)来反映ꎬ本文中心叶毛蕊茶 ＲＳＣＵ 值大于

０１
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１ 的密码子共有 ２９ 个ꎬ其中大部分以 Ａ 或 Ｕ 结尾ꎬ表
明心叶毛蕊茶偏好使用 Ａ 或 Ｕ 结尾的密码子ꎬ可能

与叶绿体基因组中高 ＡＴ 含量有关ꎬ这与大多数被子

植物研究结果相似[３９]ꎬ该研究结果可为山茶属物种

性状改良和进化研究等提供参考依据ꎮ 重复序列可

能导致叶绿体基因组出现重排或使其结构发生一定

变化ꎬ进而推动叶绿体基因组的进化ꎮ 心叶毛蕊茶叶

绿体基因组中共含有 ５７ 个长重复序列ꎬ均为正向重

复(２３ 个)和回文重复(３４ 个)ꎬ重复序列类型与多数

被子植物研究结果一致[４０]ꎮ 不同物种的简单重复序

列(ＳＳＲ)数量和类型不同ꎬ有时甚至在同一物种不同

个体间也存在差异ꎬ可用于物种鉴定和遗传进化分析

等[４１]ꎮ 心叶毛蕊茶中共检测到 ７３ 个 ＳＳＲ 位点ꎬ其中

单核苷酸 Ａ / Ｔ 类型最多ꎬ占 ７２.６％ꎬ没有出现五核苷

酸重复类型ꎬ单核苷酸类型中也未检测到 Ｃ / Ｇ 重复

单元ꎬ由此可见简单重复序列的碱基组成的偏好性ꎬ
即高 Ａ / Ｔ 占比ꎮ 本研究检出的 ＳＳＲ 位点数量和类型

与抱茎金花茶 (Ｃａｍｅｌｌｉａ ｔｉｅｎｉｉ Ｎｉｎｈ) [４２]、多齿红山

茶[１８]和毛籽红山茶[３４] 等山茶属其他物种略有差异ꎬ
原因可能是检索 ＳＳＲ 位点时设定的参数不同ꎬ导致

输出的结果不同ꎮ 设置重复单元的间距较大、范围较

宽且长度最小值较低时ꎬ如本研究设置的最小重复数

从单核苷酸至六核苷酸分别为 １０、５、４、３、３、３ꎬ可以

提高检出率ꎬ挖掘出更多的重复类型ꎬ但也可能挖掘

出无效位点[４３]ꎬ检测 ＳＳＲ 位点设置重复单元范围较

窄且长度最小值较高时ꎬ虽然在一定程度上减少了无

效检出ꎬ但 ＳＳＲ 位点检出率较低ꎬ因此对重复单元范

围和长度进行设定时应根据不同研究的需求进行

调整ꎮ
在植物进化过程中ꎬ叶绿体基因组 ＩＲ 区边界的

收缩与扩张现象时有发生ꎮ 而 ＩＲ 区边界处的基因种

类相对保守ꎬ在维持叶绿体基因组稳定方面发挥重要

作用[４４]ꎮ 在 ＬＳＣ 区和 ＩＲｂ 区交界处基因一般为

ｒｐｓ１９ 和 ｒｐｌ２ꎬＩＲｂ 区和 ＳＳＣ 区交界处基因为 ｙｃｆ１(假
基因)和 ｎｄｈＦꎬ此处的假基因通常是因为拷贝不完整

形成的[４５]ꎬＳＳＣ 区和 ＩＲａ 区交界处基因为 ｙｃｆ１ꎬ且不

为假基因ꎬＩＲａ 区和 ＬＳＣ 区交界处基因通常为 ｒｐｌ２ 与

ｔｒｎＨꎮ 本研究中山茶科 １７ 个物种 ＩＲ 区边界基因种

类与上述一致ꎬ但不同物种 ｒｐｓ１９、ｎｄｈＦ 和 ｙｃｆ１(假基

因)基因长度以及与边界的距离存在一定差别ꎬ这些

差别可能是 ＩＲ 区发生收缩与扩张导致的ꎬ进而影响

叶绿体基因组的整体长度[４６]ꎮ 此外ꎬ在山茶属与圆

籽荷属进行 ＩＲ 区边界结构对比分析时发现ꎬ２ 个属

物种 ＩＲ 区边界附近的基因片段所在区间大致相同ꎬ
说明山茶属与圆籽荷属物种的叶绿体基因组均高度

保守且进化历程较为相似ꎮ 评估 ＩＲ 区边界基因间的

差异可以为物种鉴定和物种进化过程研究提供理论

依据ꎮ
基于植物叶绿体基因组构建的系统发育树支持

度更高ꎬ比基于 ＤＮＡ 片段构建的系统发育树具有更

高的可信度[３９]ꎮ 基于最大似然法构建的系统发育树

中自展支持率大于 ７０％表示支持该支系关系ꎬ在
５０％ ~ ７０％ 之间为弱支持ꎬ小于 ７０％ 则视为不支

持[３１]ꎮ 本文中ꎬ心叶毛蕊茶在分类学上属于毛蕊茶

组ꎬ在系统发育树中与连蕊茶组的尖连蕊茶聚为一

支ꎬ自展支持率为 １００％ꎬ说明在山茶科供试 １７ 个物

种中心叶毛蕊茶与尖连蕊茶亲缘关系更近ꎬ与形态学

分类结果一致ꎬ从分子系统发育的角度支持闵天

禄[７]和 Ｖｉｊａｙａｎ 等[１０] 将毛蕊茶组与连蕊茶组合并的

观点ꎮ 从山茶属各组物种来看ꎬ毛蕊茶组和连蕊茶组

系统位置处于基部ꎬ与其他 １４ 个组的物种亲缘关系

较远ꎮ 此外ꎬ茶和超长柄茶聚为一支也支持了将超长

柄茶组与茶组的归并处理[７]ꎻ大苞山茶没有与显脉

金花茶聚为一支ꎬ不支持闵天禄[７] 对古茶组和金花

茶组的归并ꎮ 本研究仅涉及山茶属 １６ 个组的 １６ 个

物种ꎬ还有很大一部分山茶属物种没有涉及ꎬ对山茶

属植物系统发育关系的研究有待进一步深入ꎮ

４　 结　 　 论

心叶毛蕊茶叶绿体基因组全长 １５６ ７４５ ｂｐꎬ包含

１３５ 个基因ꎬ呈现典型的四分体结构ꎻ最常用密码子

是编码异亮氨酸(Ｉｌｅ)的 ＡＵＵꎻ心叶毛蕊茶的简单重

复序列(ＳＳＲ)较丰富ꎬ主要是单核苷酸 Ａ / Ｔ 重复序

列ꎻ密码子偏好性和重复序列分析均表明心叶毛蕊茶

叶绿体基因组的碱基组成偏好使用 Ａ 或 Ｔꎮ 山茶属

植物反向重复区(ＩＲ)存在差异的主要原因可能是 ＩＲ
区边界发生了一定程度的收缩ꎬ导致 ｒｐｓ１９、ｎｄｈＦ 和

ｙｃｆ１(假基因)基因发生了改变ꎮ 系统发育分析结果

显示心叶毛蕊茶与尖连蕊茶亲缘关系更近ꎮ
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公益宣传: 世界环境日

２０２４ 年世界环境日(Ｗｏｒｌｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ Ｄａｙ)主题活动聚焦土地修复、荒漠化和干旱抗灾能力ꎮ 该活动强调了全球对恢复退

化土地、防止荒漠化并增强对干旱抵抗力的紧迫需求ꎮ 土地是地球生态系统的基础ꎬ对维护生物多样性、保护水资源、调节气候

等具有重要作用ꎮ 土地修复是恢复和改善土地生态功能、促进可持续发展的关键措施ꎮ 荒漠化和干旱是全球面临的严重环境问

题ꎬ对生态环境、经济发展和社会稳定造成了巨大威胁ꎮ 应对土地荒漠化和干旱挑战ꎬ需要全球共同努力ꎬ共同推动绿色发展ꎮ
该活动呼吁个人、政府和组织共同参与土地恢复行动ꎬ通过改善生态系统、提高生物多样性等措施应对土地退化ꎬ增强生态系统

的韧性ꎮ
中国在推进美丽中国建设、实现人与自然和谐共生方面取得了突出成效ꎬ通过倡导社会公众践行绿色低碳生活方式ꎬ减少资

源消耗和环境污染ꎬ弘扬生态文化ꎬ培育全社会的生态文明意识ꎬ促进人与自然和谐共生ꎮ
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