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摘要: 基于 Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ ＰｒｏｍｅｔｈＩＯＮ 测序仪对祁连圆柏(Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ Ｋｏｍａｒｏｖ)叶绿体基因组的测序结

果ꎬ对原属于圆柏属 ( Ｓａｂｉｎａ Ｍｉｌｌ.)、现属于刺柏属 ( Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ Ｌｉｎｎ.) 的祁连圆柏和高山柏 ( Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｓｑｕａｍａｔａ
Ｂｕｃｈａｎａｎ￣Ｈａｍｉｌｔｏｎ ｅｘ Ｄ. Ｄｏｎ)等 ５ 个树种的叶绿体基因组进行了序列对比和反向重复区( ＩＲ)边界分析ꎬ并对柏科

(Ｃｕｐｒｅｓｓａｃｅａｅ)１５ 个树种进行了系统发育分析ꎮ 结果表明:祁连圆柏叶绿体基因组为环状四分体结构ꎬ但四分体结

构不明显ꎬ基因组全长 １２７ ３１７ ｂｐꎬ共编码 １１８ 个基因ꎻ密码子共 ２３ ７０８ 个ꎬ且偏好使用 Ａ 或 Ｕꎻ简单重复序列共 ２８９
个ꎬ以 ＡＡ 或 ＴＴ 为主ꎻ长重复序列共 ３８ 个ꎬ其中正向重复序列最为丰富ꎮ 参与比较分析的 ５ 个树种的叶绿体基因

组具有高度相似性ꎬ存在显著变异的区域主要集中在非编码序列ꎻ５ 个树种的 ＩＲ 区表现出明显缩减现象ꎬ长度在

２５７~２６５ ｂｐ 之间ꎮ 系统发育分析结果显示:原属于圆柏属的物种与刺柏属物种亲缘关系较近ꎬ且 ２ 个属内的部分

物种在系统发育树中的位置出现交错现象ꎬ其中祁连圆柏与高山柏聚为一支ꎬ亲缘关系最近ꎮ 综合研究结果表明:
祁连圆柏叶绿体基因组偏小ꎬ表现为不典型的四分体结构ꎬＩＲ 区发生明显缩减ꎻ在叶绿体基因组编码的氨基酸序列

中ꎬＬｅｕ 数量最多ꎬＡＡＡ(编码 Ｌｙｓ)是使用最多的密码子ꎻ原属于圆柏属的物种叶绿体基因组具有高度保守性ꎬ高变

异区域只存在于单拷贝区域ꎬ鉴定出的 ａｃｃＤ、ｙｃｆ１ 和 ｙｃｆ２ ３ 个存在显著变异的基因可作为高变异区ꎬ为界定密切相

关的分类群提供丰富的系统发育信息ꎮ
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　 　 祁连圆柏( Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ Ｋｏｍａｒｏｖ)为柏科

(Ｃｕｐｒｅｓｓａｃｅａｅ)刺柏属(Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ Ｌｉｎｎ.)乔木ꎬ原属于

圆柏属(Ｓａｂｉｎａ Ｍｉｌｌ.)ꎬ是中国特有树种ꎬ主要分布于

中国青海、甘肃河西走廊及南部、四川北部地区ꎬ常生

于海拔 ２ ６００ ~ ４ ０００ ｍ 的阳坡地带[１]ꎮ 祁连圆柏具

有适应性强、耐寒、耐瘠薄和根系发达等优点ꎬ是祁连

山干旱、半干旱地区造林的主要常绿针叶树种之

一[２]ꎮ 目前ꎬ有关祁连圆柏的研究主要集中在树木

年轮气候学[３]、生理生态学[４]、苗木生产和造林技

术[５]以及生化成分[６] 等方面ꎬ关于物种群落特征的

研究也有涉及ꎬ例如海拔[７] 和坡向[８] 等地形因子对

群落物种多样性的影响ꎮ 但目前未见其叶绿体基因

组信息的有关报道ꎬ开展祁连圆柏及相关物种的叶绿

体基因组研究有利于柏科植物进化分类学和种群遗

传学的研究ꎮ
叶绿体作为绿色植物典型的细胞器ꎬ遗传信息丰

富ꎬ且具有单亲遗传的特性ꎬ有助于区分分类群和推

断进化关系[９]ꎮ 被子植物以及大部分裸子植物ꎬ包
括苏铁科(Ｃｙｃａｄａｃｅａｅ)、银杏科(Ｇｉｎｋｇｏａｃｅａｅ)和买麻

藤科(Ｇｎｅｔａｃｅａｅ)植物等ꎬ其叶绿体基因组是一个典

型的环状四分体结构ꎬ包括 １ 个大单拷贝区(ＬＳＣ)、
１ 个小单拷贝区 ( ＳＳＣ) 和 ２ 个互补的反向重复区

(ＩＲ) [１０]ꎮ 但松柏类植物在进化过程中ꎬＩＲ 区发生了

显著的缩减和丢失现象ꎬＩＲ 区的缩减和丢失也成为

松柏类植物的叶绿体特征之一[１１]ꎮ 在之前的研究

中ꎬ对于刺柏属和圆柏属的分开与合并一直存在争

议ꎬ有学者将其分为圆柏属和刺柏属[１２]ꎬ也有学者将

刺柏属分为刺柏组( Ｓｅｃｔ. Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ)、圆柏组( Ｓｅｃｔ.
Ｓａｂｉｎａ)和叙利亚刺柏组 ( Ｓｅｃｔ. Ｃａｒｙｏｃｅｄｒｕｓ) [１３－１４]ꎮ

目前ꎬ随着多个圆柏属物种更名并划分进刺柏属ꎬ有
关这 ２ 个属的划分又出现了新的转折点ꎮ 随着测序

技术的发展ꎬ柏科植物中已有多个物种的叶绿体基因

组被报道[１５－１６]ꎮ 完整的叶绿体基因组序列为叶绿体

基因组特征及系统发育关系的研究提供了参考数据ꎬ
进而有助于了解物种的分类、进化和遗传多样性ꎮ

鉴于此ꎬ作者利用 Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ 技术完成了

祁连圆柏叶绿体基因组的测序ꎬ描述了祁连圆柏叶绿

体基因组特征ꎬ并与 ＮＣＢＩ 数据库(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )中已报道的 ４ 个原属于圆柏属、现属于

刺柏属的物种叶绿体基因组进行了比较ꎮ 此外ꎬ基于

柏科 １５ 个树种的叶绿体基因组进行了系统发育分

析ꎬ以期为后续刺柏属植物的分子标记开发以及柏科

植物分类和遗传多样性等方面的研究奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试材料祁连圆柏分布于中国祁连山脉(东经

９４°１０′~ １０３°０４′、北纬 ３５°５０′ ~ ３９°１９′)ꎬ树龄约 ８ ａꎬ
于 ２０２２ 年 ３ 月随机采集 ５ 个单株的新梢嫩叶ꎬ每株

采集 １２ 枚叶片ꎬ混合后置于干冰中保存ꎮ 样品储存

于北京林业大学林木分子设计育种高精尖创新中心

(编号为 ＹＬ－３８２０７２)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 总 ＤＮＡ 提取与测序 　 利用改良 ＣＴＡＢ 法[１７]

提取祁连圆柏 ＤＮＡ 备用ꎮ ＤＮＡ 样品检测合格后ꎬ使
用超声波破碎仪(功率 １００ Ｗꎬ美国 Ｃｏｖａｒｉｓ 公司)随
机打断ꎬ经末端修复、加 Ａ 尾、加测序接头、纯化、ＰＣＲ

２
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扩增等步骤完成 ＤＮＡ 文库制备ꎬ质检合格的 ＤＮＡ 文

库经 Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ ＰｒｏｍｅｔｈＩＯＮ 测 序 仪 ( 英 国

Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司)测序ꎬ测序工作由

武汉贝纳科技服务有限公司完成ꎮ
１.２.２　 基因组组装与注释　 利用 Ｆｌｙｅ ｖ２.８.３ 在线工

具(ｈｔｔｐｓ:∥ｇｉｔｈｕｂ.ｃｏｍ / ｆｅｎｄｅｒｇｌａｓｓ / Ｆｌｙｅ) [１８] 对得到的

有效数据进行基因组拼接ꎬ以欧洲刺柏 ( Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ
ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌｉｎｎ.) (ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＮＣ＿０３５０６８.１)
的叶绿体基因组作为近缘参考基因组进行比对ꎬ基于

比对情况确定候选序列组装结果ꎬ以获得完整的叶绿

体基因组ꎮ 将祁连圆柏完整的叶绿体基因组数据上

传至 ＮＣＢＩ 数据库ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＯＭ７８００７１ꎮ
利用 ＣＰＧＡＶＡＳ２ ｖ２ 注释软件(ｈｔｔｐ:∥４７.９６.２４９.１７２:
１６０１９ / ａｎａｌｙｚｅｒ / ａｎｎｏｔａｔｅ / ) [１９]进行基因注释及基因组

图谱的绘制ꎮ 根据基因组中 Ｇ 和 Ｃ 所占的比例计算

ＧＣ 含量ꎮ
１.２.３　 密码子偏好性分析　 利用 ＣｏｄｏｎＷ ｖ１.４.４ 在

线工具 ( ｈｔｔｐ:∥ｂｉｏｗｅｂ. ｐａｓｔｅｕｒ. ｆｒ / ｓｅｑａｎａｌ / ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ /
ｃｏｄｏｎｗ.ｈｔｍｌ / )对祁连圆柏叶绿体基因组密码子偏好

性进行分析ꎬ估算相对同义密码子使用度(ＲＳＣＵ)ꎬ
其中对长度大于 ３００ ｂｐꎬ且以 ＡＴＧ、ＴＴＧ、ＣＴＧ、ＡＴＴ、
ＡＴＣ、ＧＴＧ 和 ＡＴＡ 为起始ꎬＴＧＡ、ＴＡＧ 和 ＴＡＡ 为终止

的基因序列进行密码子偏好性分析ꎻＲＳＣＵ 大于 １.００
表示偏好使用该密码子ꎬＲＳＣＵ 等于 １.００ 表示使用密

码子无偏好性ꎬＲＳＣＵ 小于 １.００ 表示不偏好使用该密

码子[２０]ꎮ
１.２.４　 简单重复序列和长重复序列分析　 利用微卫

星标记鉴定工具 ( ＭＩＳＡ) ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｗｅｂｂｌａｓｔ. ｉｐｋ －
ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ.ｄｅ / ｍｉｓａ / ) [２１]搜索祁连圆柏叶绿体基因组

中的简单重复序列ꎬ用于识别单核苷酸、双核苷酸、三
核苷酸、四核苷酸、五核苷酸和六核苷酸的最小重复

数分别为 ８、４、４、３、３ 和 ３ꎻ２ 个简单重复序列之间的

间距 不 超 过 １００ ｂｐ 的 序 列 为 复 合 重 复 序 列

(ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)ꎮ 利用 Ｖｍａｔｃｈ 在线工具

(ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ.ｖｍａｔｃｈ.ｄｅ / )查找叶绿体基因组中的长

重复序列片段ꎬ设置最小重复单元长度为 ３０ ｂｐꎮ
１.２.５　 柏科 ５ 个树种叶绿体基因组的比较　 在 ＮＣＢＩ
数据库下载铺地柏〔Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｐｒｏｃｕｍｂｅｎｓ (Ｅｎｄｌｉｃｈｅｒ)
Ｓｉｅｂｏｌｄ ｅｘ Ｍｉｑｕｅｌ〕、落基山圆柏(Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｓｃｏｐｕｌｏｒｕｍ
Ｓａｒｇ.)、 圆 柏 ( Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.) 和 高 山 柏

(Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｓｑｕａｍａｔａ Ｂｕｃｈａｎａｎ￣Ｈａｍｉｌｔｏｎ ｅｘ Ｄ. Ｄｏｎ) ４
个原属于圆柏属、现属于刺柏属的树种的叶绿体基因

组序列ꎬ利用 ｍＶＩＳＴＡ ｖ７ 在线工具(ｈｔｔｐｓ:∥ｇｅｎｏｍｅ.
ｌｂｌ. ｇｏｖ / ｖｉｓｔａ / ｍｖｉｓｔａ / ｓｕｂｍｉｔ. ｓｈｔｍｌ) [２２] 进行多序列比

对ꎬ以祁连圆柏叶绿体基因组为参考ꎬ在 Ｓｈｕｆｆｌｅ －
ＬＡＧＡＮ 模式下比较上述柏科 ５ 个树种叶绿体基因组

的差异ꎮ 在 ＪＳＨＹＣｌｏｕｄ 平台(ｈｔｔｐ:∥ｃｌｏｕｄ.ｇｅｎｅｐｉｏｎｅｅｒ.
ｃｏｍ:９９２９ / )上利用 Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ 程序进行 ＩＲ 区

边界的差异分析ꎮ
１.２.６　 柏科植物的系统发育分析　 在 ＮＣＢＩ 数据库

中选取松科 ( Ｐｉｎａｃｅａｅ) 树种赤松 ( Ｐｉｎｕｓ ｄｅｎｓｉｆｌｏｒａ
Ｓｉｅｂ. ｅｔ Ｚｕｃｃ.)作为外类群ꎬ分析刺柏属的大果圆柏

(Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｔｉｂｅｔｉｃａ Ｋｏｍａｒｏｖ)和北美圆柏(Ｊ. ｖｉｒｇｉｎｉａｎａ
Ｌｉｎｎ.)ꎬ原属于圆柏属的祁连圆柏、铺地柏、落基山圆

柏、圆柏和高山柏ꎬ翠柏属(Ｃａｌｏｃｅｄｒｕｓ Ｋｕｒｚ)的岩生翠

柏(Ｃ. ｒｕｐｅｓｔｒｉｓ Ａｖｅｒ.ꎬ Ｔ. Ｈ. Ｎｇｕｙêｎ ｅｔ Ｐ. Ｋ. Ｌôｃ)和台

湾翠 柏 〔 Ｃ. ｆｏｒｍｏｓａｎａ ( Ｆｌｏｒｉｎ ) Ｆｌｏｒｉｎ 〕ꎬ 扁 柏 属

( Ｃｈａｍａｅｃｙｐａｒｉｓ Ｓｐａｃｈ ) 的 红 桧 ( Ｃ. ｆｏｒｍｏｓｅｎｓｉｓ
Ｍａｔｓｕｍ.)和日本花柏 〔 Ｃ. ｐｉｓｉｆｅｒａ ( Ｓｉｅｂ. ｅｔ Ｚｕｃｃ.)
Ｅｎｄｌ.〕ꎬ柏木属 ( Ｃｕｐｒｅｓｓｕｓ Ｌｉｎｎ.) 的岷江柏木 ( Ｃ.
ｃｈｅｎｇｉａｎａ Ｓ. Ｙ. Ｈｕ ) 和 千 香 柏 ( Ｃ. ｄｕｃｌｏｕｘｉａｎａ
Ｈｉｃｋｅｌ)ꎬ 以 及 崖 柏 属 ( Ｔｈｕｊａ Ｌｉｎｎ.) 的 崖 柏 ( Ｔ.
ｓｕｔｃｈｕｅｎｅｎｓｉｓ Ｆｒａｎｃｈ.) 和 北 美 香 柏 ( Ｔ. ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ
Ｌｉｎｎ.)的系统发育关系ꎮ 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ ｖ０.６６５ 在线工

具(ｈｔｔｐｓ:∥ｇｉｔｈｕｂ.ｃｏｍ / ＣＪ－Ｃｈｅｎ / ＴＢｔｏｏｌｓ / ) [２３] 在上述

柏科 １５ 个树种及赤松的完整序列中提取编码序列ꎬ
利用 ＭＡＦＦＴ ｖ７.０３７ 软件对上述处理后的序列进行多

序列比对[２４]ꎮ 利用 ＩＱ － ＴＲＥＥ ｖ１. ６. １２ 软件中的

ＭｏｄｅｌＦｉｎｄｅｒ 模块选出最适合的替代模型为 ＴＶＭ＋Ｆ＋
Ｒ２ꎬ然后基于此模型推断具有 １ ０００ 个自举重复序列

的最大似然(ＭＬ)系统发育树[２５]ꎬ最后利用 ｉＴＯＬ ｖ５
在线工具(ｈｔｔｐｓ:∥ｉｔｏｌ.ｅｍｂｌ.ｄｅ / ) [２６] 对得到的系统发

育树进行编辑ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 祁连圆柏叶绿体基因组特征

测序结果显示:共得到 ３１ ８８５ ６９８ 条 ｒｅａｄｓꎬ将低

质量 ｒｅａｄｓ (平均质量小于 ７ 的序列) 过滤后得到

３１ ８８５ １８８ 条 ｒｅａｄｓꎬ拼接后得到的祁连圆柏叶绿体

基因组为环状四分体结构(图 １)ꎬ包括 １ 个大单拷贝

区(ＬＳＣ)、１ 个小单拷贝区(ＳＳＣ)以及 ２ 个反向重复

区(ＩＲ)ꎬ但四分体结构不明显ꎬ主要表现为 ＩＲ 区发

生明显缩减现象ꎮ 叶绿体基因组全长 １２７ ３１７ ｂｐꎬ总

３
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: 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 : 核糖体小
亚基 Ｓｍａｌｌ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍｅꎻ : 核糖体大亚基 Ｌａｒｇｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍｅꎻ : ｒＲＮＡꎻ : ｔＲＮＡꎻ : 其他基因 Ｏｔｈｅｒ ｇｅｎｅｓꎻ : 保守开放阅读框
Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ 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 ｐａｒｔ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｃｉｒｃｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ.

图 １　 祁连圆柏叶绿体基因组图谱
Ｆｉｇ. １　 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｍａｐ ｏｆ Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ Ｋｏｍａｒｏｖ

ＧＣ 含量为 ３５.１％ꎻ其中ꎬＬＳＣ 区和 ＳＳＣ 区长度分别为

９０ ９９０ 和 ３５ ８０６ ｂｐꎬ而 ２ 个 ＩＲ 区长度仅为 ２５８ 和

２６３ ｂｐꎮ ＬＳＣ 区、ＳＳＣ 区和 ＩＲ 区的 ＧＣ 含量分别为

３４.２％、３６.８％和 ３４.２％ꎮ
基因注释结果(表 １)显示:祁连圆柏叶绿体基因

组共编码 １１８ 个基因ꎬ包括 ８２ 个蛋白质编码基因、３２

个 ｔＲＮＡ 基因和 ４ 个 ｒＲＮＡ 基因ꎮ 共有 １４ 个基因含

有内含子ꎬ包括 ８ 个蛋白质编码基因和 ６ 个 ｔＲＮＡ 基

因ꎬ分别为 ｐｅｔＢ、ｐｅｔＤ、ａｔｐＦ、ｒｐｏＣ１、ｒｐｓ１２、ｒｐｌ２、ｒｐｌ１６ 和

ｙｃｆ３ 以及 ｔｒｎＡ－ＵＧＣ、ｔｒｎＧ－ＵＣＣ、ｔｒｎＩ－ＧＡＵ、ｔｒｎＫ－ＵＵＵ、
ｔｒｎＬ－ＵＡＡ 和 ｔｒｎＶ－ＵＡＣ 基因ꎬ其中ꎬｒｐｓ１２ 和 ｙｃｆ３ 基因

含有 ２ 个内含子ꎬ其余 １２ 个基因含有 １ 个内含子ꎮ

４
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表 １　 祁连圆柏叶绿体基因组注释信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ Ｋｏｍａｒｏｖ

　 基因１)

　 Ｇｅｎｅ１)
数量

Ｎｕｍｂｅｒ
功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

光合作用基因 Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅｓ
　 ｐｓａＡꎬｐｓａＢꎬｐｓａＣꎬｐｓａＩꎬｐｓａＪꎬｐｓａＭ ６ 光系统Ⅰ Ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ Ⅰ
　 ｐｓｂＡꎬｐｓｂＢꎬｐｓｂＣꎬｐｓｂＤꎬｐｓｂＥꎬｐｓｂＦꎬｐｓｂＨꎬｐｓｂＩꎬｐｓｂＪꎬｐｓｂＫꎬｐｓｂＬꎬｐｓｂＭꎬｐｓｂＮꎬｐｓｂＴꎬ

ｐｓｂＺ
１５ 光系统Ⅱ Ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ Ⅱ

　 ｐｅｔＡꎬｐｅｔＢ∗ꎬｐｅｔＤ∗ꎬｐｅｔＧꎬｐｅｔＬꎬｐｅｔＮ ６ 细胞色素 ｂ / ｆ 复合体 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂ / ｆ ｃｏｍｐｌｅｘ
　 ａｔｐＡꎬａｔｐＢꎬａｔｐＥꎬａｔｐＦ∗ꎬａｔｐＨꎬ ａｔｐＩ ６ ＡＴＰ 合成酶 ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ
　 ｎｄｈＡꎬｎｄｈＢꎬｎｄｈＣꎬｎｄｈＤꎬｎｄｈＥꎬｎｄｈＦꎬｎｄｈＧꎬｎｄｈＨꎬｎｄｈＩꎬｎｄｈＪꎬｎｄｈＫ １１ ＮＡＤＨ 脱氢酶 ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
　 ｒｂｃＬ １ 核酮糖－１ꎬ５－二磷酸羧化酶大亚基 Ｌａｒｇｅ ｓｕｂｕｎｉｔ

ｏｆ ｒｕｂｉｓｃｏ

自我复制基因 Ｓｅｌｆ￣ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ
　 ｒｐｏＡꎬｒｐｏＢꎬｒｐｏＣ１∗ꎬｒｐｏＣ２ ４ ＲＮＡ 聚合酶 ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
　 ｒｐｓ２ꎬｒｐｓ３ꎬｒｐｓ４ꎬｒｐｓ７ꎬｒｐｓ８ꎬｒｐｓ１１ꎬｒｐｓ１２∗∗ꎬｒｐｓ１４ꎬｒｐｓ１５ꎬｒｐｓ１８ꎬｒｐｓ１９ １１ 核糖体小亚基 Ｓｍａｌｌ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍｅ
　 ｒｐｌ２∗ꎬｒｐｌ１４ꎬｒｐｌ１６∗ꎬｒｐｌ２０ꎬｒｐｌ２２ꎬｒｐｌ２３ꎬｒｐｌ３２ꎬｒｐｌ３３ꎬｒｐｌ３６ ９ 核糖体大亚基 Ｌａｒｇｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍｅ
　 ｒｒｎ４.５Ｓꎬｒｒｎ５Ｓꎬｒｒｎ１６Ｓꎬｒｒｎ２３Ｓ ４ ｒＲＮＡ
　 ｔｒｎＡ－ＵＧＣ∗ꎬｔｒｎＣ－ＧＣＡꎬｔｒｎＤ－ＧＵＣꎬｔｒｎＥ－ＵＵＣꎬｔｒｎＦ－ＧＡＡꎬｔｒｎｆＭ－ＣＡＵꎬｔｒｎＧ－

ＵＣＣ∗ꎬｔｒｎＨ－ＧＵＧꎬｔｒｎＩ－ＣＡＵ (×２)ꎬｔｒｎＩ－ＧＡＵ∗ꎬｔｒｎＫ－ＵＵＵ∗ꎬｔｒｎＬ－ＣＡＡꎬｔｒｎＬ－
ＵＡＡ∗ꎬｔｒｎＬ－ＵＡＧꎬｔｒｎＭ－ＣＡＵꎬｔｒｎＮ－ＧＵＵꎬｔｒｎＰ－ＧＧＧꎬｔｒｎＰ－ＵＧＧꎬｔｒｎＱ－ＵＵＧ
(×２)ꎬｔｒｎＲ－ＡＣＧꎬｔｒｎＲ－ＵＣＵꎬｔｒｎＳ－ＧＣＵꎬｔｒｎＳ－ＧＧＡꎬｔｒｎＳ－ＵＧＡꎬｔｒｎＴ－ＵＧＵꎬｔｒｎＴ－
ＧＧＵꎬｔｒｎＶ－ＧＡＣꎬｔｒｎＶ－ＵＡＣ∗ꎬｔｒｎＷ－ＣＣＡꎬｔｒｎＹ－ＧＵＡ

３２ ｔＲＮＡ

其他基因 Ｏｔｈｅｒ ｇｅｎｅｓ
　 ａｃｃＤ １ 乙酰辅酶 Ａ 羧化酶亚基 Ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ

ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ　
　 ｃｃｓＡ １ 细胞色素 Ｃ Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍ Ｃ
　 ｃｅｍＡ １ 囊膜蛋白 Ｅｎｖｅｌｏｐ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 ｃｌｐＰ １ 蛋白酶 Ｐｒｏｔｅａｓｅ
　 ｉｎｆＡ １ 翻译起始因子 Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
　 ｍａｔＫ １ 成熟酶 Ｍａｔｕｒａｓｅ
　 ｃｈｌＢꎬｃｈｌＬꎬｃｈｌＮ ３ 叶绿素合成 Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

未知功能基因 Ｕｎｋｏｗｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ
　 ｙｃｆ１ꎬｙｃｆ２ꎬｙｃｆ３∗∗ꎬｙｃｆ４ ４

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

２.２　 祁连圆柏叶绿体基因组密码子偏好性分析

祁连圆柏叶绿体基因组共对应 ２３ ７０８ 个密码

子ꎬ编码 ２０ 种氨基酸ꎮ 结果(表 ２)显示:编码 Ｌｅｕ 的

密码子数量最多ꎬ为 ２ ５７４ 个ꎻ而编码 Ｐｒｏ、Ｔｙｒ、Ｃｙｓ、
Ｈｉｓ、Ｇｌｎ、Ｍｅｔ 和 Ｔｒｐ 的密码子数量均少于 １ ０００ 个ꎮ
从相对同义密码子使用度(ＲＳＣＵ)看ꎬ蛋白质编码基

因中有 ３０ 种密码子的 ＲＳＣＵ 值大于 １ꎬ除 ＵＵＧ 外均

以 Ａ 或 Ｕ 结尾ꎬ说明祁连圆柏叶绿体基因组蛋白质

编码基因具有密码子偏好性ꎬ且偏好使用 Ａ 或 Ｕꎮ
２.３　 祁连圆柏叶绿体基因组简单重复序列和长重复

序列分析

　 　 祁连圆柏叶绿体基因组简单重复序列统计结果

见表 ３ꎬ长重复序列统计结果见表 ４ꎮ 结果(表 ３)显
示:共检测到 ２１ 类简单重复序列ꎬ共 ２８９ 个ꎬ长度在

８~２２ ｂｐ 之间ꎬ其中ꎬ双核苷酸重复序列的数量最多ꎬ
为 １４３ 个ꎬ以 ＡＡ 或 ＴＴ 为主ꎬ说明祁连圆柏叶绿体基

因组具有明显的碱基偏好性ꎮ 其后按数量由高至低

依次为单核苷酸重复序列(１１２)、四核苷酸重复序列

(２０)、三核苷酸重复序列(１０)、五核苷酸重复序列

(２)和六核苷酸重复序列(２)ꎬ其中单核苷酸重复序

列也以 Ａ 或 Ｔ 为主ꎮ 此外ꎬ还检测到 １３８ 个复合重

复序列ꎮ
结果(表 ４)显示:祁连圆柏叶绿体基因组中检测

到 ３ 类长重复序列ꎬ共 ３８ 个ꎬ长度在 ３０ ~ ２２４ ｂｐ 之

间ꎬ其中ꎬ正向重复(Ｆ)序列的数量最多ꎬ为 ２８ 个ꎬ串
联重复(Ｔ)和回文重复(Ｐ)序列的数量分别为 ６ 和

４ 个ꎮ 长重复序列的长度主要集中在 ３０~４０ ｂｐꎬ这些

序列占总序列数的 ６１％ꎮ

５
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表 ２　 祁连圆柏叶绿体基因组相对同义密码子使用度
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ Ｋｏｍａｒｏｖ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

密码子
Ｃｏｄｏｎ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

相对同义密
码子使用度

Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ
ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

密码子
Ｃｏｄｏｎ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

相对同义密
码子使用度

Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ
ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

密码子
Ｃｏｄｏｎ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

相对同义密
码子使用度

Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ
ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ

Ｐｈｅ ＵＵＵ ９６９ １.４３ Ｈｉｓ ＣＡＵ ４０９ １.５９ ＡＡＧ ３７３ ０.４９
ＵＵＣ ３８３ ０.５７ ＣＡＣ １０４ ０.４１ Ｖａｌ ＧＵＵ ４２９ １.４１

Ｓｅｒ ＵＣＵ ５２３ １.９６ Ａｒｇ ＣＧＵ ３２６ １.４５ ＧＵＣ １４５ ０.４８
ＵＣＣ ２０９ ０.７８ ＣＧＣ １０７ ０.４８ ＧＵＡ ４３６ １.４３
ＵＣＡ ３２７ １.２２ ＣＧＡ ２７３ １.２２ ＧＵＧ ２１０ ０.６９
ＵＣＧ １２２ ０.４６ ＣＧＧ ７３ ０.３３ Ａｌａ ＧＣＵ ６４８ １.９２
ＡＧＵ ３２２ １.２１ ＡＧＡ ４４７ １.９９ ＧＣＣ １６１ ０.４８
ＡＧＣ １００ ０.３７ ＡＧＧ １２０ ０.５３ ＧＣＡ ４２２ １.２５

Ｌｅｕ ＵＵＡ ８６３ ２.０１ Ｇｌｎ ＣＡＡ ６７５ １.５７ ＧＣＧ １２０ ０.３６
ＵＵＧ ５２２ １.２２ ＣＡＧ １８５ ０.４３ Ａｓｐ ＧＡＵ ８４２ １.６１
ＣＵＵ ５１４ １.２０ Ｉｌｅ ＡＵＵ １ ０１０ １.４８ ＧＡＣ ２０７ ０.３９
ＣＵＣ １６９ ０.３９ ＡＵＣ ３３８ ０.５０ Ｇｌｕ ＧＡＡ １ １６１ １.６０
ＣＵＡ ３６２ ０.８４ ＡＵＡ ６９４ １.０２ ＧＡＧ ２９２ ０.４０
ＣＵＧ １４４ ０.３４ Ｍｅｔ ＡＵＧ ５４０ １.００ Ｇｌｙ ＧＧＵ ５２１ １.４２

Ｐｒｏ ＣＣＵ ４３５ １.７９ Ｔｈｒ ＡＣＵ ４８４ １.７７ ＧＧＣ １４０ ０.３８
ＣＣＣ １６４ ０.６７ ＡＣＣ １７３ ０.６３ ＧＧＡ ６２３ １.７０
ＣＣＡ ２５０ １.０３ ＡＣＡ ３１８ １.１６ ＧＧＧ １８１ ０.４９
ＣＣＧ １２３ ０.５１ ＡＣＧ １１８ ０.４３ Ｔｙｒ ＵＡＵ ７０５ １.５８

Ｔｒｐ ＵＧＧ ４２２ １.００ Ａｓｎ ＡＡＵ ８５３ １.５６ ＵＡＣ １８８ ０.４２
Ｃｙｓ ＵＧＵ １９６ １.４４ ＡＡＣ ２４３ ０.４４

ＵＧＣ ７６ ０.５６ Ｌｙｓ ＡＡＡ １ １６３ １.５１

表 ３　 祁连圆柏叶绿体基因组简单重复序列统计结果
Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ Ｋｏｍａｒｏｖ

类型
Ｔｙｐｅ

重复频率
Ｒｅｐｅａｔ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

类型
Ｔｙｐｅ

重复频率
Ｒｅｐｅａｔ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

Ａ / Ｔ ８ ４８
９ ２４

１０ １７
１１ １４
１２ １
１３ ２
１４ ３
１５ １

ＡＧ / ＣＴ

ＣＣ / ＧＧ
ＡＡＡ / ＴＴＴ

ＡＡＧ / ＣＴＴ

ＡＡＴ / ＡＴＴ

４ １１
５ １
４ ２
４ ６
５ １
６ １
７ １
４ １

Ｃ / Ｇ ８ １ ＡＡＡＡ / ＴＴＴＴ ４ ７
９ １ ＡＡＡＣ / ＧＴＴＴ ４ １

ＡＡ / ＴＴ ４ ７２ ＡＡＡＧ / ＣＴＴＴ ４ ２
５ ３１ ＡＡＧＴ / ＡＣＴＴ ４ １
６ ３ ＡＣＡＣ / ＧＴＧＴ ４ １
７ ４ ＡＣＣＴ / ＡＧＧＴ ４ １

ＡＣ / ＧＴ ４ ３ ＡＴＡＴ / ＡＴＡＴ ４ ６
６ １ ＡＴＣＣ / ＡＴＧＧ ４ １

ＡＴ / ＡＴ ４ ６ ＡＡＡＡＡ / ＴＴＴＴＴ ４ １
５ ３ ＡＣＴＡＴ / ＡＧＴＡＴ ４ １
６ ３ ＡＡＧＡＡＧ / ＣＴＴＣＴＴ ４ ２
７ ３

表 ４　 祁连圆柏叶绿体基因组长重复序列统计结果
Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｏｎｇ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ Ｋｏｍａｒｏｖ

类型
Ｔｙｐｅ

不同长度序列的数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

３０－４０ ｂｐ ４１－５０ ｂｐ ５１－６０ ｂｐ ≥６１ ｂｐ

串联重复 Ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔ ５ ０ ０ １
回文重复 Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔ ２ ０ ０ ２
正向重复 Ｆｏｒｗａｒｄ ｒｅｐｅａｔ １６ ７ １ ４

２.４　 柏科 ５ 个树种叶绿体基因组的比较

２.４.１　 基因组序列比对　 柏科 ５ 个树种叶绿体基因

组的序列比对结果(图 ２)显示:祁连圆柏叶绿体基因

组在基因组长度、基因内容和排列与铺地柏、落基山

圆柏、圆柏和高山柏的叶绿体基因组几乎相同ꎮ ５ 个

树种叶绿体基因组在序列上整体比较保守ꎬ大部分编

码基因以及所有 ｒＲＮＡ 变异不明显ꎮ 存在显著变异

的区域主要集中在基因非编码序列ꎬ编码序列(外显

子)中存在显著变异的区域位于 ａｃｃＤ、ｙｃｆ１ 和 ｙｃｆ２
３ 个基因的位置ꎮ 总体来看ꎬ由于反向重复区(ＩＲ)的
缩减ꎬ高变异区域只存在于单拷贝区域ꎬ且大单拷贝

区(ＬＳＣ)明显高于小单拷贝区(ＳＳＣ)ꎮ

６
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Ｊｐ１: 祁连圆柏 Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ Ｋｏｍａｒｏｖꎻ Ｊｐ２: 铺地柏 Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｐｒｏｃｕｍｂｅｎｓ (Ｅｎｄｌｉｃｈｅｒ) Ｓｉｅｂｏｌｄ ｅｘ Ｍｉｑｕｅｌꎻ Ｊｓ１: 落基山圆柏 Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｓｃｏｐｕｌｏｒｕｍ
Ｓａｒｇ.ꎻ Ｊｃ: 圆柏 Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｊｓ２: 高山柏 Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ ｓｑｕａｍａｔａ Ｂｕｃｈａｎａｎ￣Ｈａｍｉｌｔｏｎ ｅｘ Ｄ. Ｄｏｎ. : 基因 Ｇｅｎｅꎻ : 外显子 Ｅｘｏｎꎻ : 非翻译
区 Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎻ : 非编码序列 Ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻ : ｍＲＮＡ. 右侧百分比表示每个位点碱基在不同参考序列间的最高(１００％)和最低
(５０％)保守性 Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ (１００％) ａｎｄ ｌｏｗｅｓｔ (５０％) ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｉｔｅ ｂａｓｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ.

图 ２　 柏科 ５ 个树种叶绿体基因组的序列比对结果
Ｆｉｇ. ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｔｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｃｕｐｒｅｓｓａｃｅａｅ

２.４.２　 叶绿体基因组 ＩＲ 区边界的差异分析 　 结果

(图 ３)显示:柏科 ５ 个树种叶绿体基因组 ＬＳＣ 区长度

在 ９０ ７９４ ~ ９１ ３８８ ｂｐ 之间ꎬＳＳＣ 区长度在 ３５ ６４３ ~
３５ ９１９ ｂｐ之间ꎬＩＲ 区不完整ꎬ发生明显缩减ꎬ长度在

２５７~２６５ ｂｐ 之间ꎮ ５ 个树种叶绿体基因组 ＩＲａ 区和

ＩＲｂ 区内均仅保留 ｔｒｎＱ 基因ꎬ其与 ＬＳＣ 区和 ＳＳＣ 区

的边界包括 ｔｒｎＬ、ｔｒｎＴ、ｐｓｂＫ 和 ｃｈｌＢ 基因ꎮ ５ 个树种间

叶绿体基因组 ＪＳＢ 边界( ＩＲｂ 区与 ＳＳＣ 区的边界)和
ＪＳＡ 边界(ＳＳＣ 区与 ＩＲａ 区的边界)差异较大ꎬ其中ꎬ

祁连圆柏与铺地柏和圆柏的叶绿体基因组 ＩＲ 区边界

较为相似ꎮ
２.５　 柏科植物系统发育分析

以赤松为外类群ꎬ基于 １５ 个树种的叶绿体基因

组编码序列ꎬ构建系统发育树ꎮ 结果(图 ４)显示:总
体上看ꎬ各属物种聚在同一支ꎮ 除圆柏外ꎬ原属于圆

柏属的高山柏、祁连圆柏、铺地柏和落基山圆柏与刺

柏属的大果圆柏和北美圆柏聚为一支ꎬ其中与祁连圆

柏亲缘关系最近的是高山柏ꎮ

７
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ＪＬＢ: ＬＳＣ 区和 ＩＲｂ 区的边界 Ｂｏｕｎｄａｒｙ ｏｆ ＬＳＣ ａｎｄ ＩＲｂ ｒｅｇｉｏｎｓꎻ ＪＳＢ: ＩＲｂ 区和 ＳＳＣ 区的边界 Ｂｏｕｎｄａｒｙ ｏｆ ｌＲｂ ａｎｄ ＳＳＣ ｒｅｇｉｏｎｓꎻ ＪＳＡ: ＳＳＣ 区和 ＩＲａ 区的
边界 Ｂｏｕｎｄａｒｙ ｏｆ ＳＳＣ ａｎｄ ＩＲａ ｒｅｇｉｏｎｓꎻ ＪＬＡ: ＩＲａ 区和 ＬＳＣ 区的边界 Ｂｏｕｎｄａｒｙ ｏｆ ＩＲａ ａｎｄ ＬＳＣ ｒｅｇｉｏｎｓ.

图 ３　 柏科 ５ 个树种叶绿体基因组大单拷贝区(ＬＳＣ)、小单拷贝区(ＳＳＣ)和反向重复区(ＩＲ)边界的比较
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｕｎｄａｒｉｅｓ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙ ｒｅｇｉｏｎ (ＬＳＣ)ꎬ ｓｍａｌｌ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙ ｒｅｇｉｏｎ (ＳＳＣ) ａｎｄ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ ｒｅｇｉｏｎ (ＩＲ) ｉｎ

ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ａｍｏｎｇ ｆｉｖｅ ｔｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｃｕｐｒｅｓｓａｃｅａｅ

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 Ｔｈｅ ｄａｔａ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｏｆ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｒｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｎｏｓ. ｉｎ
ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ｔｈｅ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ.

图 ４　 基于叶绿体基因组编码序列的柏科植物的系统发育树
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｃｕｐｒｅｓｓａｃｅａｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ

３　 讨论和结论

３.１　 祁连圆柏叶绿体基因组特征

利用下一代测序(ＮＧＳ)技术获得完整叶绿体基

因组序列的方法简单、 成本低[２７]ꎮ 本研究利用

Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ 技术获得了祁连圆柏的完整叶绿体

基因组序列ꎮ 祁连圆柏叶绿体基因组全长 １２７ ３１７
ｂｐꎬ共编码 １１８ 个基因ꎬ包括 ８２ 个蛋白质编码基因、
３２ 个 ｔＲＮＡ 基因和 ４ 个 ｒＲＮＡ 基因ꎮ 叶绿体基因组

８
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表现为四分体结构ꎬ包括 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)ꎬ这也是陆

生植物叶绿体基因组结构的显著特征[２８－３０]ꎮ 但祁连

圆柏叶绿体基因组的 ＩＲ 区发生缩减现象ꎬ长度仅为

２５８ 和 ２６３ ｂｐꎬ使其基因组四分体结构不明显ꎮ 而种

子植物的叶绿体基因组长度为 １２０~１６０ ｋｂ[３１]ꎬＩＲ 区

的缩减可能是导致祁连圆柏叶绿体基因组偏小的主

要原因ꎮ
３.２　 祁连圆柏叶绿体基因组密码子偏好性

叶绿体基因组的密码子使用模式和核苷酸组成

可为叶绿体基因组的基因工程提供理论基础[２６]ꎮ 在

祁连圆柏叶绿体基因组编码的氨基酸序列中ꎬＬｅｕ 数

量最多(对应的密码子有 ２ ５７４ 个)ꎬ数量最少的氨基

酸是 Ｃｙｓ(对应的密码子仅有 ２７２ 个)ꎮ ＡＡＡ(编码

Ｌｙｓ)是使用最多(１ １６３)的密码子ꎮ 除了 Ｍｅｔ 和 Ｔｒｐ
外ꎬ其余氨基酸均有 ２ 种及以上的同义密码子ꎬ其中

Ｌｅｕ、Ａｒｇ 和 Ｓｅｒ 的密码子数量最多ꎬ均有 ６ 种ꎮ 此外ꎬ
祁连圆柏叶绿体基因组的蛋白质编码基因中有 ３０ 种

密码子的相对同义密码子使用度(ＲＳＣＵ)大于 １ꎬ且
大多数密码子偏好以 Ａ 或 Ｕ 结尾ꎬ不偏好以 Ｃ 或 Ｇ
结尾ꎬ 这也是植物叶绿体基因组中的一种常见

现象[３２－３３]ꎮ
３.３　 祁连圆柏叶绿体基因组重复序列特征

简单重复序列被广泛用作研究遗传多样性和群

体结构的分子标记[３４－３５]ꎮ 在祁连圆柏中ꎬ共发现 ２１
类简单重复序列ꎬ主要以 ＡＡ 或 ＴＴ 双核苷酸重复序

列为主ꎮ 这表明双核苷酸重复序列在祁连圆柏叶绿

体基因组中是最丰富的ꎬ且有碱基偏好性ꎮ 本文首次

报道祁连圆柏叶绿体基因组的简单重复序列ꎬ在基因

组资源缺乏的情况下ꎬ叶绿体基因组简单重复序列可

以作为鉴定遗传变异的标记ꎬ并且可为祁连圆柏及其

近缘物种的进化研究提供新的思路ꎮ 此外ꎬ祁连圆柏

叶绿体基因组共 ３８ 个长重复序列ꎬ长度均大于

３０ ｂｐꎬ且多数长重复序列长度为 ３０ ~ ４０ ｂｐꎬ其中正

向重复(Ｆ)序列最丰富ꎮ 长度大于等于 ３０ ｂｐ 的长重

复序列在导致基因组变异的插入、缺失错配和重排方

面发挥重要作用[３６－３７]ꎮ
３.４　 柏科不同树种叶绿体基因组的高变异区及反向

重复区

　 　 ｍＶＩＳＴＡ 分析结果表明:原属于圆柏属的祁连圆

柏、铺地柏、落基山圆柏、圆柏和高山柏 ５ 个树种的叶

绿体基因组具有高度保守性ꎬ在基因组长度、基因内

容和排列上均没有太大差异ꎮ 叶绿体基因组中编码

序列比非编码序列更加保守ꎬ显著变异多集中在非编

码序列[３８－３９]ꎮ 本研究从这 ５ 个树种叶绿体基因组中

鉴定出 ３ 个存在显著变异的基因ꎬ分别是 ａｃｃＤ、ｙｃｆ１
和 ｙｃｆ２ 基因ꎮ 这些高变异区可提供丰富的系统发育

信息ꎬ用于界定密切相关的分类群[４０－４１]ꎮ
松柏类叶绿体基因组的反向重复区( ＩＲ)在进化

过程中发生了不同的丢失事件[４２]ꎮ 虽然松柏类的叶

绿体基因组不包含典型的 ＩＲ 区ꎬ但是该类植物仍然

演化出了与叶绿体基因组重排相关的特异性 ＩＲ 区ꎮ
例如:柏科刺柏属的 ４ 个树种[４３] 均包含 ｔｒｎＱ － ＩＲꎬ
ｔｒｎＱ－ＩＲ 能够介导 ３６ ｋｂ 区段的倒位ꎮ 本研究结果也

表明:与大多数陆生植物一样ꎬ原属于圆柏属的 ５ 个

树种的叶绿体基因组为环状四分体结构ꎬ但 ５ 个树种

的 ＩＲ 区并不完整ꎬ大小仅为 ２５７ ~ ２６５ ｂｐꎬ且叶绿体

基因组的 ＩＲａ 区和 ＩＲｂ 区内均仅保留 ｔｒｎＱ 基因ꎬ反映

出这些树种在进化过程中发生明显缩减ꎬ失去了大量

的反向重复拷贝ꎮ
３.５　 柏科不同树种系统发育分析

叶绿体系统发育基因组学已经成功地用于解决

类群之间的系统发育关系[４４－４６]ꎬ并且使用完整的叶

绿体基因组对系统发育分析具有更好的优势ꎮ 刺柏

属和圆柏属的分组一直存在争议[１２－１４]ꎮ 本研究通过

使用完整的叶绿体基因组进行系统发育分析ꎬ也验证

了这 ２ 个属之间具有密不可分的关系ꎮ 例如:落基山

圆柏与北美圆柏聚为一支ꎬ大果圆柏与高山柏和祁连

圆柏聚为一支ꎮ 此外ꎬ在本研究中ꎬ圆柏与柏木属物

种聚为一支ꎮ 推测产生这种结果的原因有 ２ 个方面:
一方面ꎬ柏木属与刺柏属物种之间存在很大的相似

性[４７]ꎻ另一方面ꎬ“长分支吸引”效应对系统发育关系

有影响[４８]ꎮ 在柏木属和刺柏属植物叶绿体基因组的

比较分析中ꎬ也提出将圆柏划入柏木属的观点[４９]ꎮ
有关柏科内不同属物种的进一步划分ꎬ还需要随着测

序技术的发展收集足够的数据ꎬ以获得更加可靠的系

统发育关系ꎮ
３.６　 结论

祁连圆柏叶绿体基因组全长 １２７ ３１７ ｂｐꎬ总 ＧＣ
含量为 ３５.１％ꎻ共包含 ２３ ７０８ 个密码子ꎬ偏好使用 Ａ
或 Ｕꎻ２８９ 个简单重复序列中以 ＡＡ 或 ＴＴ 双核苷酸重

复序列最为丰富ꎬ３８ 个长重复序列中以正向重复(Ｆ)
序列最为丰富ꎮ 原属于圆柏属的 ５ 个树种叶绿体基

因组的长度、基因内容和排列具有高度相似性ꎬ且反

９
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向重复区(ＩＲ)在进化过程中发生明显缩减现象ꎮ 原

属于圆柏属的物种与刺柏属物种亲缘关系较近ꎬ且
２ 个属内的部分物种在系统发育树中的位置出现交

错现象ꎬ其中ꎬ祁连圆柏与高山柏亲缘关系最近ꎮ
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«植物资源与环境学报»启事

为了扩大科技期刊的信息交流、充分实现信息资源共享ꎬ«植物资源与环境学报»已先后加入“中国学术期刊(光盘版)”、“万
方数据———数字化期刊群”和“中文科技期刊数据库”等网络文献资源数据库ꎬ凡在本刊发表的论文将编入数据库供上网交流、
查阅及检索ꎬ作者的著作权使用费与本刊稿酬一次性给付ꎬ不再另付ꎮ 如作者不同意将文章收编入数据库ꎬ请在来稿时声明ꎬ本
刊将做适当处理ꎮ

«植物资源与环境学报» 的投稿网址为 ｈｔｔｐ:∥ ｚｗｚｙ. ｃｎｂｇ. ｎｅｔꎻ联系电话: ０２５ － ８４３４７０１４ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｚｗｚｙｂｊｂ＠ １６３. ｃｏｍꎻ
ＱＱ: ２２１９１６１４７８ꎮ
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