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美国黄松和蓝粉云杉叶绿体基因组序列测定与分析

李 佳∗ꎬ 李 清
(陕西学前师范学院生命科学与食品工程学院ꎬ 西安 ７１０１００)

摘　 要: 采用高通量测序技术获得了美国黄松(Ｐｉｎｕｓ ｐｏｎｄｅｒｏｓａ Ｐ. Ｌａｗｓｏｎ ＆ Ｃ. Ｌａｗｓｏｎ)和蓝粉云杉(Ｐｉｃｅａ
ｐｕｎｇｅｎｓ Ｅｎｇｅｌｍ.)的叶绿体全基因组序列ꎮ 结果显示ꎬ 美国黄松和蓝粉云杉的叶绿体基因组大小分别为

１２０ ２７４ 和 １２４ ２３７ ｂｐꎮ 美国黄松共注释到 １０７ 个基因ꎬ 其中包含 ７０ 个蛋白编码基因ꎬ ４ 个 ｒＲＮＡ 基因ꎬ ３３ 个

ｔＲＮＡ 基因ꎻ 蓝粉云杉包含 １１１ 个基因ꎬ 其中 ７１ 个蛋白编码基因ꎬ ４ 个 ｒＲＮＡ 基因ꎬ ３６ 个 ｔＲＮＡ 基因ꎮ 美国黄松

和蓝粉云杉分别鉴定到 １８ 和 ３２ 个简单重复序列单元ꎮ 基于 １９ 个松科植物和 ２ 个外类群共有的 ７３ 个叶绿体基

因的系统发育分析结果ꎬ 可将松科分为两大分支: 第 １ 分支包含了雪松属(Ｃｅｄｒｕｓ)、 金钱松属(Ｐｓｅｕｄｏｌａｒｉｘ)、
铁杉属(Ｔｓｕｇａ)、 油杉属(Ｋｅｔｅｌｅｅｒｉａ)和冷杉属(Ａｂｉｅｓ)ꎻ 第 ２ 分支包含了松属(Ｐｉｎｕｓ)、 银杉属(Ｃａｔｈａｙａ)、 云

杉属(Ｐｉｃｅａ)、 落叶松属(Ｌａｒｉｘ)和黄杉属(Ｐｓｅｕｄｏｔｓｕｇａ)ꎮ 叶绿体基因组结构分析结果表明ꎬ 松科不同属间发生

了多次重排ꎬ 并且是由包含 ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ 基因的小反向重复介导ꎮ 研究结果说明叶绿体基因组序列可用于解决松科

属间的系统发育关系ꎮ
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　 　 美国黄松(Ｐｉｎｕｓ ｐｏｎｄｅｒｏｓａ Ｐ. Ｌａｗｓｏｎ ＆ Ｃ.
Ｌａｗｓｏｎ)属于松科松属植物ꎬ 其树皮粗厚ꎬ 树干高

大挺直ꎬ 在黄土高原丘陵沟壑区生长良好ꎬ 是城市

森林生态体系建设中首选的外来树种ꎬ 也是森林中

重要的防火树种[１]ꎮ 蓝粉云杉 ( Ｐｉｃｅａ ｐｕｎｇｅｎｓ
Ｅｎｇｅｌｍ.)是松科云杉属植物ꎬ 其新生叶为蓝绿色ꎬ
是珍稀蓝色彩叶树种ꎬ 树形优美ꎬ 常作为园林树

种ꎬ 栽培于公园、 广场、 街道及庭院ꎮ 蓝粉云杉

的叶片也可作为重金属污染的监测器[２] ꎮ 近年

来ꎬ 关于美国黄松与蓝粉云杉的研究主要集中在

形态解剖、 发育、 繁育种植等方面[３－６] ꎬ 但对于

其遗传资源等方面的研究较少ꎮ 迄今为止ꎬ 美国

黄松与蓝粉云杉的叶绿体全基因组序列还没有被

报道ꎮ
叶绿体是植物进行光合作用的主要场所ꎬ 对

维持地球上的生命具有重要作用[７] ꎮ 陆生植物的

叶绿体基因组结构和基因含量都非常保守ꎮ 一般

由一个环状的四分体结构组成ꎬ 主要包括两段序

列相 同、 方 向 相 反 的 反 向 重 复 区 ( Ｉｎｖｅｒｔｅｄ
ｒｅｐｅａｔꎬ ＩＲ) 和将其隔开的大单拷贝区 ( Ｌａｒｇｅ
ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙꎬ ＬＳＣ) 和小单拷贝区 ( Ｓｍａｌｌ ｓｉｎｇｌｅ
ｃｏｐｙꎬ ＳＳＣ) [８]ꎮ 叶绿体基因组一般包含 １１０ ~
１３０ 个基因ꎬ 主要是光合系统、 转录以及翻译相关

基因[９]ꎮ 尽管结构和基因含量很保守ꎬ 但叶绿体

基因组的大小变异相对比较大ꎬ 主要由于 ＩＲ 区的

收缩、 扩张以及部分基因的丢失引起的[１０] ꎮ 叶绿

体基因组具有拷贝数多ꎬ 重组发生率低ꎬ 进化速

率适中等特点ꎬ 已被广泛应用于植物系统发育和

进化研究[１１] ꎮ 叶绿体系统发育学已成功用于解决

苔藓、 地钱、 蕨类、 裸子和被子植物等类群的系统

发育关系[１２]ꎮ 根据叶绿体基因组序列还对被子植

物(Ａｎｇｉｏｓｐｅｒｍ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｇｒｏｕｐ Ⅳꎬ ２０１６) 和蕨

类的分类系统 ( Ｐｔｅｒｉｄｏｐｈｙｔｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｇｒｏｕｐꎬ
２０１６)进行了修订[７]ꎮ

作为裸子植物最大的科ꎬ 松科包含了 １１ 个属

大约 ２３０ 个物种ꎬ 是北半球松柏林中重要的组成

成分[１３ꎬ １４]ꎮ 所有的松科植物构成一个单系群已经

得到了各方面的数据支持ꎬ 包括形态、 结构、 生物

化学特性、 叶绿体基因组结构等[１５－１８]ꎮ 多数分子

系统学研究支持将松科分为一个松亚科和一个冷杉

亚科ꎬ 其中松亚科包含银杉属(Ｃａｔｈａｙａ)、 落叶松

属(Ｌａｒｉｘ)、 云杉属(Ｐｉｃｅａ)、 松属(Ｐｉｎｕｓ)和黄杉

属(Ｐｓｅｕｄｏｔｓｕｇａ) ５ 个属ꎻ 冷杉亚科包含冷杉属

(Ａｂｉｅｓ)、 雪松属 (Ｃｅｄｒｕｓ)、 油杉属 ( Ｋｅｔｅｌｅｅ￣
ｒｉａ)、 长 苞 铁 杉 属 ( Ｎｏｔｈｏｔｓｕｇａ )、 金 钱 松 属

(Ｐｓｅｕｄｏｌａｒｉｘ)和铁杉属(Ｔｓｕｇａ)６ 个属[１９－２１]ꎮ 在

松亚科内部ꎬ 银杉属和松属先聚在一起ꎬ 并且与云

杉属形成姐妹群ꎮ 在冷杉亚科内部ꎬ 雪松属是基部

类群ꎬ 长苞铁杉属与铁杉属形成姐妹群并与金钱松

属聚在一起[２２]ꎮ 但是ꎬ 还有少部分系统发育结果

与上述研究存在分歧ꎬ 如 Ｎｉ 等[２３] 构建的 １６ 个松

柏类的叶绿体全基因组序列系统发育树显示ꎬ 松属

并没有和银杉属聚在一起ꎻ 雪松属与冷杉属、 云杉

属聚在一起形成一个枝ꎮ 此外ꎬ 目前还没有基于叶

绿体基因组序列ꎬ 覆盖松科多个属的较全面的系统

发育研究ꎮ 因此ꎬ 本研究对美国黄松与蓝粉云杉的

叶绿体基因组序列进行测定ꎬ 并利用其序列信息对

松科植物的系统发育关系进行重建ꎮ
ＮＣＢＩ 网站目 前 已 公 布 了 ８７ 种 松 科 植 物

(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｇｅｎｏｍｅ / ｂｒｏｗｓｅ
＃! / ｏｒｇａｎｅｌｌｅｓ / Ｐｉｎａｃｅａｅ)的叶绿体全基因组序

列ꎬ 覆盖了 １１ 个属ꎮ 研究发现ꎬ 该科植物叶绿体

基因组表现出一些独有的特征: (１)其基因组均丢

失了大的反向重复区ꎬ 大部分物种残留了一些小的

反向 重 复 序 列ꎬ 其 长 度 大 约 为 ２００ ~ １３００
ｂｐ[２４－２７]ꎬ 这些小的反向重复区可代替原有的大的

反向重复序列ꎬ 引起分子内的同源重组[２８]ꎮ 还有

一些物种没有检测到小的反向重复序列ꎬ 例如雪岭

云杉(Ｐｉｃｅａ ｓｃｈｒｅｎｋｉａｎａ Ｆｉｓｃｈ. ＆ Ｃ. Ａ. Ｍｅｙ.)和

鱼鳞云杉 ( Ｐｉｃｅａ ｊｅｚｏｅｎｓｉｓ ( Ｓｉｅｂｏｌｄ ＆ Ｚｕｃｃ.)
Ｃａｒｒｉèｒｅ) [２７]ꎬ 在这些类群中ꎬ 大的直接重复序列

也可引起同源重组[２９]ꎮ (２)已报道的所有松科植

物的叶绿体基因组均丢失了 １１ 个完整的 ｎｄｈ 基因

(包括 ｎｄｈＡ ~ ｎｄｈＫ)ꎬ 并且在欧洲云杉 ( Ｐｉｃｅａ
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ａｂｉｅｓ (Ｌ.) Ｈ. Ｋａｒｓｔ.)中发现一些 ｎｄｈ 基因片段转

移至了核基因组中[３０]ꎮ (３)松科云杉属叶绿体基

因组序列和结构虽然比较保守ꎬ 但是分子内重组和

发生正选择作用的基因比较多[２９]ꎮ 松科叶绿体基

因组结构和基因含量相对多变ꎬ 因此ꎬ 本研究基于

高通量测序技术获得了美国黄松和蓝粉云杉的叶绿

体基因组全长序列ꎬ 并分析了其基因含量与重复序

列ꎬ 探讨了松科内部各属的系统发育关系ꎬ 研究结

果旨在为松科植物叶绿体基因组变异和遗传育种工

作积累理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料

美国黄松及蓝粉云杉的新鲜叶片分别采自陕西

西安秦岭国家植物园与西安植物园ꎬ 采集后置于硅

胶中干燥待用ꎮ
１􀆰 ２　 研究方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＤＮＡ提取及测序

采用植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取美国黄

松及蓝粉云杉的总基因组 ＤＮＡꎮ 检测合格的 ＤＮＡ
样本送测序公司先进行文库构建及库检ꎬ 使用 Ｉｌｌｕ￣
ｍｉｎａ 高通量测序平台 ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 进行双末端

测序ꎬ 读长为 １５０ ｂｐꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 叶绿体基因组的组装与注释

测序完成后ꎬ 美国黄松和蓝粉云杉分别获得了

４􀆰９６ 和 ５􀆰４５ Ｇｂ 的高质量测序片段ꎮ 采用 Ｎｏｖｏ￣
Ｐｌａｓｔｙ ｖ４􀆰３ 软件[３１] 对测序的原始数据进行拼接ꎬ
使用 ＰＧＡ 软件[３２]进行叶绿体基因组注释ꎬ 叶绿体

基 因 组 结 构 图 利 用 在 线 工 具 ＯＧＤＲＡＷ ｖ１􀆰３
(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｈｌｏｒｏｂｏｘ.ｍｐｉｍｐ￣ｇｏｌｍ.ｍｐｇ.ｄｅ / ＯＧＤｒａｗ.
ｈｔｍｌ) 进行绘制ꎮ 利用 ＢＬＡＳＴ 方法鉴定叶绿体基

因组中包含的小反向重复区域ꎮ 最后使用 ＮＣＢＩ 在
线工具 Ｂａｎｋｉｔ 平台( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｕｂｍｉｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.
ｇｏｖ / ａｂｏｕｔ / ｂａｎｋｉｔ / )提交序列ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 重复序列分析

利用在线工具 ＭＩＳＡ ｖ２􀆰１ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂｂｌａｓｔ.
ｉｐｋ￣ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ.ｄｅ / ｍｉｓａ / )检测美国黄松与蓝粉云

杉中的简单重复序列 (Ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔꎬ
ＳＳＲ)ꎬ 参数设置为单核苷酸重复不少于 １０ 次重

复ꎬ ２ 核苷酸不少于 ６ 次ꎬ ３ ~６ 核苷酸不少于 ５

次ꎮ 此外ꎬ 本研究还使用 Ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔ ｆｉｎｄｅｒ
ｖ４􀆰０９(ｈｔｔｐｓ: / / ｔａｎｄｅｍ.ｂｕ.ｅｄｕ / ｔｒｆ / ｔｒｆ.ｈｔｍｌ)软件对

美国黄松和蓝粉云杉中的串联重复序列进行了

检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 系统发育分析

本研究提取 １９ 种松科植物及两个外类群宽叶罗

汉松 ( Ｐｏｄｏｃａｒｐｕｓ ｌａｔｉｆｏｌｉｕｓ ( Ｔｈｕｎｂ.) Ｒ. Ｂｒ. ｅｘ
Ｍｉｒｂ.)和南洋杉(Ａｒａｕｃａｒｉａ ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉｉ Ａｉｔｏｎ ｅｘ
Ｄ. Ｄｏｎ)共有的 ６９ 个蛋白编码基因及 ４ 个 ｒＲＮＡ
基因序列(附表 １１) )ꎬ 然后利用 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｗ 软件分

别进行序列比对ꎬ 最后合并为一条序列用于系统发

育分析ꎮ 基于最大似然法ꎬ 采用 ＩＱ￣ＴＲＥＥ ｖ２􀆰０ 软

件[３３]进行系统发育分析ꎬ 采用软件计算的最优模

型ꎬ 自展值设为 １０００ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 叶绿体基因组结构分析

选取松科 １０ 个属各一个物种及蓝粉云杉、 美

国黄松进行叶绿体基因组重排分析ꎮ 手动将所有物

种叶绿体基因组序列调整为以 ｐｓｂＡ 基因为起始ꎬ
然后采用 ＭＡＵＶＥ ｖ２􀆰３􀆰１ 软件[３４] 进行序列比对ꎮ
最后使用在线工具 ＭＧＲ ２􀆰０􀆰１ ( ｈｔｔｐ: / / ｇｒｉｍｍ.
ｕｃｓｄ.ｅｄｕ / ＭＧＲ / ｐｕｂｓ.ｈｔｍｌ) 计算 １２ 种植物之间

叶绿体基因组的重排次数ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 美国黄松与蓝粉云杉的叶绿体基因组基本特征

序列拼接结果显示ꎬ 美国黄松与蓝粉云杉拼

接的覆盖率分别是 １７８ ｘ 和 １８７ ｘ (登录号分别为

ＯＬ５４７４８４ 和 ＯＬ５４７４８３)ꎮ 二者叶绿体基因组全

长分别为 １２０ ２７４ ｂｐ 和 １２４ ２３７ ｂｐ (图 １)ꎮ 与

其他松科植物类似ꎬ 两种植物叶绿体基因组均不

包含典型的 ＩＲ 区ꎬ 因此也不具有四分体结构ꎮ 美

国黄松共注释到 １０７ 个基因ꎬ 包含 ７０ 个蛋白编码

基因ꎬ ４ 个 ｒＲＮＡ 基因ꎬ ３３ 个 ｔＲＮＡ 基因 (其中

ｔｒｎＩ￣ ＣＡＵ、 ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ 和 ｔｒｎＴ￣ＧＧＵ 为双拷贝 基

因)ꎮ 蓝粉云杉共注释到 １１１ 个基因ꎬ 包含 ７１ 个

蛋白编码基因(包括双拷贝基因 ｐｓｂＩ)ꎬ ４ 个 ｒＲＮＡ
基因ꎬ ３６ 个 ｔＲＮＡ 基因 (其中 ｔｒｎＨ￣ＧＵＧ、 ｔｒｎＩ￣
ＣＡＵ、 ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ、 ｔｒｎＴ￣ＧＧＵ 有两个拷贝)ꎮ 美国

黄松和蓝粉云杉均有 １２ 个基因包含 １ 个内含子ꎬ
２ 个基因包含两个内含子(表 １)ꎮ 美国黄松和蓝粉

１) 　 如需查阅附表内容请登录«植物科学学报»网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｐｌａｎｔｓｃｉｅｎｃｅ.ｃｎ)查看本期文章ꎮ
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Pothetical chloroplast reading frames (ycf)
Other genes
clpP matK、
Transfer RNAs

Ribosomal proteins (LSU)
RNA polymerase

Ribosomal RNAs
Ribosomal proteins (SSU)

RubisCO large subunit
ATP synthase
Cytochrome b/f complex
Photosystem Ⅱ
Photosystem Ⅰ

环内侧的基因顺时针转录ꎬ 环外侧的基因逆时针转录ꎻ 图中圆弧所示为美国黄松与蓝粉云杉基因排列顺序相同部分ꎮ
Ｇｅｎｅｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎｓｉｄｅ ａｎｄ ｏｕｔｓｉｄｅ ｃｉｒｃｌｅ ａｒｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｃｌｏｃｋｗｉｓｅ ａｎｄ ｃｏｕｎｔｅｒｃｌｏｃｋｗｉｓｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｃｕｒｖａｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｉｇｕｒｅ ｄｅｎｏｔｅｓ ｇｅｎｅ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｗａｓ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐｉｎｕｓ ｐｏｎｄｅｒｏｓａ ａｎｄ Ｐｉｃｅａ ｐｕｎｇｅｎｓ.

图 １　 美国黄松与蓝粉云杉叶绿体基因组结构
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｍａｐ ｏｆ Ｐｉｎｕｓ ｐｏｎｄｅｒｏｓａ ａｎｄ Ｐｉｃｅａ ｐｕｎｇｅｎｓ

云杉的叶绿体基因组总 ＧＣ 含量分别为 ３８􀆰４６％
和 ３８􀆰 ７３％ꎮ

对本研究测序的蓝粉云杉、 美国黄松与目前

已公布的其他松科植物的叶绿体基因组序列进行

比较 ( 附 表 １)ꎬ 可 以 看 出ꎬ 麦 吊 云 杉 ( Ｐｉｃｅａ
ｂｒａｃｈｙｔｙｌａ (Ｆｒａｎｃｈ.) Ｅ. Ｐｒｉｔｚ.)的叶绿体基因组

长度是最长的ꎬ 为 １２４ ２９１ ｂｐꎬ 而且云杉属中除

了巨云杉 ( Ｐｉｃｅａ ｓｉｔｃｈｅｎｓｉｓ Ｔｒａｕｔｖ. ＆ Ｇ. Ｍｅｙ.ꎬ
１２０ １７６ ｂｐ)外ꎬ 其他物种长度也基本都在 １２４ ｋｂ
左右ꎮ 其次ꎬ 银杉(Ｃａｔｈａｙａ ａｒｇｙｒｏｐｈｙｌｌａ Ｃｈｕｎ ＆
Ｋｕａｎｇ)是所有松科中叶绿体基因组长度最短的

(１０７ １２２ ｂｐ)ꎮ 松科所有物种均不包含 ｎｄｈ 基因ꎬ
而宽叶罗汉松和南洋杉包含了 ｎｄｈＡ、 ｎｄｈＢ、
ｎｄｈＣ 等 １１ 个 ｎｄｈ 基因ꎮ 此外ꎬ 还有两个蛋白编

码基因 ｐｓａＭ 和 ｐｓｂＩ 的拷贝数在松科植物中比较

多变ꎮ ｐｓａＭ 基因在落叶松属、 金钱松属、 黄杉

属、 铁杉属发生了丢失ꎬ 但在冷杉属、 雪松属、 油

杉属和美国黄松中存在两个拷贝ꎮ ｐｓｂＩ 基因也出

现类似的情况ꎬ 雪松属、 油杉属、 落叶松属、 云杉

属、 金钱松属包含两个拷贝的 ｐｓｂＩ 基因ꎬ 黄杉属

甚至包含了 ３ 个拷贝ꎮ 引起 ｐｓａＭ 和 ｐｓｂＩ 基因拷

贝数不同的主要原因是它们位于松科残留的反向重

复区ꎮ
２􀆰 ２　 重复序列分析

ＳＳＲ 序列的变异对于了解种群遗传多样

性、 系统发育和生物地理等研究可提供重要信

息ꎬ 因此ꎬ 本研究对蓝粉云杉和美国黄松的

ＳＳＲ 序列进行了分析ꎮ 分析结果显示ꎬ 蓝粉云

杉总共包含 ３２ 个 ＳＳＲ ( 图 ２) ꎬ 其中 ２３ 个为

单碱基ꎬ ８ 个为双碱基ꎬ １ 个 ３ 碱基重复ꎮ 从

分布的区域上来看ꎬ 大部分的 ＳＳＲ 都位于基因

间隔区(２４ 个)ꎬ ６ 个位于内含子区域ꎬ 分布在

ｒｐｏＣ１(２ 个)、 ｔｒｎＳ￣ＣＧＡ(２ 个)、 ｒｐｌ１６、 ｙｃｆ３ 基

因上ꎬ 仅有 ２ 个位于 ａｃｃＤ、 ｐｓｂＺ 基因的编码

区ꎮ 美国黄松总共包含 １８ 个简单重复序列单元ꎬ
１５ 个为单碱基重复ꎬ ３ 个双碱基重复ꎻ 美国黄松

叶绿体基因组中不包含其他长度的简单重复序

列ꎮ 在分布区域上与蓝粉云杉类似ꎬ １４ 个 ＳＳＲ
都位于基因间隔区ꎬ 其中两个位于 ｃｃｓＡ 到 ｐｓａＣ
基因的间隔区ꎻ ３ 个位于内含子区域ꎬ 分别位于

ｒｐｏＣ１、 ｒｐｓ１２、 ｙｃｆ３ 基 因 上ꎻ 仅 有 １ 个 位 于

ｒｐｌ３２ 的基因编码区ꎮ
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表 １　 蓝粉云杉叶绿体基因组包含的基因
Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｉｎ Ｐｉｃｅａ ｐｕｎｇｅｎｓ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ

基因功能分类
Ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃａｔｅｇｏｒｙ

基因种类
Ｇｅｎｅ ｃａｔｅｇｏｒｙ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

自我复制

核糖体 ＲＮＡ 基因 ｒｒｎ１６、 ｒｒｎ２３、 ｒｒｎ４􀆰５、 ｒｒｎ５

转运 ＲＮＡ 基因

ｔｒｎＡ￣ＵＧＣ∗、 ｔｒｎＣ￣ＧＣＡ、 ｔｒｎＤ￣ＧＵＣ、 ｔｒｎＥ￣ＵＵＣ、 ｔｒｎＦ￣ＧＡＡ、 ｔｒｎｆＭ￣ＣＡＵ、
ｔｒｎＧ￣ＧＣＣ、 ｔｒｎＧ￣ＵＣＣ∗、 ｔｒｎＨ￣ＧＵＧ ａ、 ｔｒｎＩ￣ＣＡＵ ａ、 ｔｒｎＩ￣ＧＡＵ∗、 ｔｒｎＫ￣ＵＵＵ∗、
ｔｒｎＬ￣ＣＡＡ、 ｔｒｎＬ￣ＵＡＡ∗、 ｔｒｎＬ￣ＵＡＧ、 ｔｒｎＭ￣ＣＡＵ、 ｔｒｎＮ￣ＧＵＵ、 ｔｒｎＰ￣ＧＧＧ、 ｔｒｎＰ￣
ＵＧＧ、 ｔｒｎＱ￣ＵＵＧ、 ｔｒｎＲ￣ＡＣＧ、 ｔｒｎＲ￣ＣＣＧ、 ｔｒｎＲ￣ＵＣＵ、 ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ ａ、 ｔｒｎＳ￣
ＧＧＡ、 ｔｒｎＳ￣ＵＧＡ、 ｔｒｎＴ￣ＧＧＵ ａ、 ｔｒｎＴ￣ＵＧＵ、 ｔｒｎＶ￣ＧＡＣ、 ｔｒｎＶ￣ＵＡＣ∗、 ｔｒｎＷ￣
ＣＣＡ、 ｔｒｎＹ￣ＧＵＡ

ＲＮＡ 聚合酶亚基 ｒｐｏＡ、 ｒｐｏＢ、 ｒｐｏＣ１∗、 ｒｐｏＣ２
核糖体小亚基(ＳＳＵ) ｒｐｓ２、 ｒｐｓ３、 ｒｐｓ４、 ｒｐｓ７、 ｒｐｓ８、 ｒｐｓ１１、 ｒｐｓ１２∗∗、 ｒｐｓ１４、 ｒｐｓ１５、 ｒｐｓ１８、 ｒｐｓ１９
核糖体大亚基(ＬＳＵ) ｒｐｌ１４、 ｒｐｌ１６∗、 ｒｐｌ２∗、 ｒｐｌ２０、 ｒｐｌ２２、 ｒｐｌ２３、 ｒｐｌ３２、 ｒｐｌ３３、 ｒｐｌ３６

光合作用相关

光系统Ⅰ ｐｓａＡ、 ｐｓａＢ、 ｐｓａＣ、 ｐｓａＩ、 ｐｓａＪ

光系统Ⅱ ｐｓｂＡ、 ｐｓｂＢ、 ｐｓｂＣ、 ｐｓｂＤ、 ｐｓｂＥ、 ｐｓｂＦ、 ｐｓｂＨ、 ｐｓｂＩ ａ、 ｐｓｂＪ、 ｐｓｂＫ、
ｐｓｂＬ、 ｐｓｂＭ、 ｐｓｂＮ、 ｐｓｂＴ、 ｐｓｂＺ

细胞色素 ｂ / ｆ 复合物 ｐｅｔＡ、 ｐｅｔＢ∗、 ｐｅｔＤ∗、 ｐｅｔＧ、 ｐｅｔＬ、 ｐｅｔＮ
ＡＴＰ 合成酶 ａｔｐＡ、 ａｔｐＢ、 ａｔｐＥ、 ａｔｐＦ∗、 ａｔｐＨ、 ａｔｐＩ
叶绿素生物合成 ｃｈｌＢ、 ｃｈｌＬ、 ｃｈｌＮ
二磷酸核酮糖羧化酶大亚基 ｒｂｃＬ

其他基因

成熟酶 ｍａｔＫ
被膜蛋白 ｃｅｍＡ
乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 ａｃｃＤ
细胞色素 Ｃ 的合成基因 ｃｃｓＡ
蛋白酶 ｃｌｐＰ
转录启动因子 ｉｎｆＡ

未知功能基因 假定的保守叶绿体开放阅读框 ｙｃｆ１、 ｙｃｆ２、 ｙｃｆ３∗∗、 ｙｃｆ４

　 　 注: ａ代表基因有两个ꎻ ∗代表基因含有 １ 个内含子ꎻ ∗∗代表基因含有 ２ 个内含子ꎮ 美国黄松与蓝粉云杉相比ꎬ ｐｓｂＩ、 ｔｒｎＨ￣ＧＵＧ 基因
只有 １ 个拷贝ꎬ ｔｒｎＲ￣ＣＣＧ、 ｔｒｎＰ￣ＧＧＧ 两个 ｔＲＮＡ 基因发生了丢失ꎮ

Ｎｏｔｅｓ:ａ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｇｅｎｅ ｈａｓ ｔｗｏ ｃｏｐｉｅｓꎻ ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｇｅｎｅ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｏｎｅ ｉｎｔｒｏｎꎻ ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｇｅｎｅ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｔｗｏ ｉｎｔｒｏｎｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ Ｐｉｃｅａ ｐｕｎｇｅｎｓꎬ ｏｎｌｙ ｏｎｅ ｃｏｐｙ ｏｆ ｐｓｂＩ ａｎｄ ｔｒｎＨ￣ＧＵＧ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｔｒｎＲ￣ＣＣＧ ａｎｄ ｔｒｎＰ￣ＧＧＧ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｌｏｓｔ ｉｎ Ｐｉｎｕｓ
ｐｏｎｄｅｒｏｓａ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ.

　 　 串联重复序列分析结果表明ꎬ 蓝粉云杉总共

包含 ２４ 个串联重复序列ꎬ 其中位于基因间隔区

的有 １２ 个ꎬ 内含子区域有 １ 个ꎬ 蛋白编码区的

有 １１ 个(图 ２)ꎮ 蓝粉云杉中最长的串联重复序

列为 ２９３ ｂｐꎬ 一段 ３３ ｂｐ 的序列重复了 ９ 次ꎬ 位

于 ｃｈｌＮ 到 ｙｃｆ１ 基因的间隔区ꎮ 美国黄松中共检

测到 ２１ 段串联重复序列ꎬ 其中位于蛋白编码区

和基因间隔区的各 １０ 个ꎬ 内含子区域的 １ 个(图
２)ꎮ 最长的一段串联重复长度为 １７２ ｂｐꎬ 长度

５５ ｂｐ 的序列重复了 ３ 次ꎬ 位于 ｃｈｌＬ 到 ｔｒｎＮ￣
ＧＵＵ 基因的间隔区ꎮ
２􀆰 ３　 松科植物的系统发育分析

本研究基于 １９ 个松科及 ２ 个外类群宽叶罗汉

松和南洋杉重建了松科植物的系统发育关系ꎬ ７３
个基因合并后的序列总长为 ４２ ６２７ ｂｐꎬ 其中包含

了 １３ ８９８ 个多态性位点ꎮ 系统进化树分析结果显

示ꎬ 松科内部被分为两大主要分支ꎬ 第 １ 分支主要

包含雪松属、 金钱松属、 铁杉属、 油杉属和冷杉

属ꎬ 雪松属为第 １ 分支的基部类群ꎬ 油杉属和冷杉

属亲缘关系较近ꎻ 铁杉属与金钱松属聚在了一起

(图 ３)ꎮ 第 ２ 分支包含松属、 银杉属、 云杉属、 落

叶松属和黄杉属ꎬ 其中ꎬ 松属和银杉属亲缘关系较

近ꎬ 再与云杉属聚在一起ꎬ 落叶松属和黄杉属组成

了姐妹群ꎮ 本研究构建的系统发育树中ꎬ 同一个属

的植物均聚在了一起ꎮ 本研究测序的蓝粉云杉与欧

洲云杉和云杉(Ｐｉｃｅａ ａｓｐｅｒａｔａ Ｍａｓｔ.)共同组成的

枝聚在一起ꎬ 而美国黄松与火炬松(Ｐｉｎｕｓ ｔａｅｄａ
Ｌ.)亲缘关系最近ꎮ
２􀆰 ４　 松科叶绿体基因组结构重排分析

叶绿体基因组重排分析结果表明ꎬ 松科叶绿体

基因组结构可分为 ４ 种类型 (图 ４)ꎬ 欧洲冷杉

(Ａｂｉｅｓ ａｌｂａ Ｍｉｌｌ.)、 欧洲云杉、 蓝粉云杉及台湾黄

杉(Ｐｓｅｕｄｏｔｓｕｇａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｄｏｄｅ)的叶绿体基因组

结构一致(第Ⅰ种)ꎻ 银杉、 雪松(Ｃｅｄｒｕｓ ｄｅｏｄａｒａ
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ＣＤＳ: 蛋白质编码区ꎻ ＩＧＳ: 基因间隔区ꎻ Ｉｎｔｒｏｎ: 内含子区ꎮ
ＣＤＳ: Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ＩＧＳ: Ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｓｐａｃｅｒ.

图 ２　 蓝粉云杉(Ａ、 Ｃ、 Ｅ)与美国黄松(Ｂ、 Ｄ、 Ｆ)中包含的简单重复序列的类型、
分布位置及串联重复序列的分布位置

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｐｉｃｅａ ｐｕｎｇｅｎｓ
(Ａꎬ Ｃꎬ Ｅ) ａｎｄ Ｐｉｎｕｓ ｐｏｎｄｅｒｏｓａ (Ｂꎬ Ｄꎬ Ｆ)

(Ｒｏｘｂ. Ｅｘ Ｄ. Ｄｏｎ) Ｇ. Ｄｏｎ)、 铁坚油杉(Ｋｅｔｅｌｅｅ￣
ｒｉａ ｄａｖｉｄｉａｎａ (Ｃ. Ｅ. Ｂｅｒｔｒａｎｄ) Ｂｅｉｓｓｎ.)、 金钱松

(Ｐｓｅｕｄｏｌａｒｉｘ ａｍａｂｉｌｉｓ (Ｊ. Ｎｅｌｓｏｎ) Ｒｅｈｄｅｒ)、 铁

杉(Ｔｓｕｇａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｆｒａｎｃｈ.) Ｅ. Ｐｒｉｔｚ.)的叶绿体

基因组结构一致(第Ⅱ种)ꎻ 欧洲落叶松(Ｌａｒｉｘ ｄｅ￣
ｃｉｄｕａ ＤＣ. Ｍｉｌｌ.)的叶绿体基因组结构单独为一种

类型(第Ⅲ种)ꎻ 美国黄松和火炬松的叶绿体基因

组结构一致(第Ⅳ种)ꎮ 第Ⅰ种叶绿体基因组结构

与第Ⅱ种之间存在 １ 次重排ꎬ 即共线性片段(Ｌｏ￣
ｃａｌｌｙ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｂｌｏｃｋｓꎬ ＬＣＢ)３ ＋ 共线性片段 ２ 发

生 １ 次反转ꎮ 第Ⅱ种与第Ⅲ种存在 ２ 次重排ꎻ 第Ⅲ
种与第Ⅳ种存在 １ 次重排ꎮ 对比图 ３ 可以看出ꎬ 系

统发育关系较近的类群其叶绿体基因组结构却不一

定相同ꎬ 如松属与银杉属为姐妹群ꎬ 但是它们的叶

绿体基因组结构却分别属于第Ⅳ与第Ⅱ种类型ꎮ 因

此ꎬ 推测叶绿体基因组结构在松科不同类群之间发

生了多次独立的重排ꎮ
本研究还对 １２ 种松科植物包含的小反向重复

序列(Ｓｍａｌｌ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔꎬ ｓＩＲ)进行了鉴定ꎬ 结

果发现ꎬ １２ 种植物均有一段包含 ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ 和

ｔｒｎＩ￣ＣＡＵ 基因的的小反向重复序列ꎬ ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ 这

段反向重复在台湾黄杉中重复了 ３ 次(图 ４)ꎮ 云杉

属的欧洲云杉、 蓝粉云杉还有一段长度为 ５００ ｂｐ
以上的包含 ｔｒｎＧ￣ＵＣＣ 的反向重复序列ꎮ 我们对这

些 ｓＩＲ 在叶绿体基因组上的位置进行了标注(图
４)ꎬ 可以看出ꎬ ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ￣ｓＩＲ、 ｔｒｎＧ￣ＵＣＣ￣ ｓＩＲ 均
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图 ３　 基于 ７３ 个共有叶绿体基因构建的最大似然树
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｍａｘｉｍｕｍ￣ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｔｒｅｅ ｏｆ ７３ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｅｓ
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红色、 蓝色、 绿色的小矩形条分别代表了包含 ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ、 ｔｒｎＧ￣ＵＣＣ 以及 ｔｒｎＩ￣ＣＡＵ 基因的小反向重复序列ꎮ
Ｒｅｄꎬ ｂｌｕｅꎬ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｒｅｃｔａｎｇｌｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｒｎＳ￣ＧＣＵꎬ ｔｒｎＧ￣ＵＣＣꎬ ａｎｄ
ｔｒｎＩ￣ＣＡＵ.

图 ４　 １２ 种松科植物叶绿体基因组的共线性分析
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｆｒｏｍ １２ Ｐｉｎａｃｅａｅ ｓｐｅｃｉｅｓ
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位于重排的末端ꎬ 并且位于这两个 ｓＩＲ 之间的

ＬＣＢ３、 ＬＣＢ２ 在松科叶绿体基因组进化过程中发

生了多次反转ꎮ 说明 ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ￣ｓＩＲ、 ｔｒｎＧ￣ＵＣＣ￣
ｓＩＲ 具有介导同源重组的能力ꎮ 但是ꎬ 包含 ｔｒｎＩ￣
ＣＡＵ 基因的小反向重复序列位于共线性区块内部ꎬ
说明 ｔｒｎＩ￣ＣＡＵ￣ ｓＩＲ 没有介导同源重组的能力ꎮ 因

此ꎬ 松科残留的 ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ￣ｓＩＲ、 ｔｒｎＧ￣ＵＣＣ￣ ｓＩＲ 代

替了原有的大反向重复区的功能ꎬ 引起了松科叶绿

体基因组结构的多变ꎮ

３　 讨论

陆生植物的叶绿体基因组结构一般为典型的四

分体结构ꎬ 即包含一段大单拷贝区ꎬ 小单拷贝区和

两段反向重复区ꎮ 本研究中ꎬ 蓝粉云杉与美国黄松

的叶绿体基因组结构与已公布的松科植物的类似ꎬ
均丢失了大的反向重复区ꎬ 并且不再具有四分体结

构ꎮ 但美国黄松与蓝粉云杉叶绿体基因组中分别包

含一段长度为 ８４６ 和 ６６０ ｂｐ 的小反向重复序列ꎮ
这段 ｓＩＲ 均包含了完整的 ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ 基因ꎬ 蓝粉云

杉中还包含了完整的 ｐｓｂＩ 基因ꎮ ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ￣ＩＲ 在

其他松科植物中也存在ꎬ 说明该段反向重复为松科

植物共有ꎮ 并且 ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ￣ＩＲ 可以替代传统的 ＩＲ
介导同源重组ꎬ 引起叶绿体基因组同分异构体的产

生[２１ꎬ ２８ꎬ ３５]ꎮ 本研究对 １２ 种松科植物的叶绿体基

因组重排结果也显示ꎬ ｔｒｎＳ￣ｓＩＲ 可以引起松科各个

属之间叶绿体基因组的重排ꎮ 此外ꎬ 广义柏类残留

的 ｔｒｎＱ￣ｓＩＲ 也具有此功能[３６]ꎮ 说明松科植物叶绿

体基因组虽然均丢失了典型的 ＩＲ 区ꎬ 却出现了一

些小的 ＩＲ 替代原始 ＩＲ 的功能ꎬ 促进了叶绿体基因

组结构的遗传多样性ꎮ
本研究中ꎬ 我们以宽叶罗汉松和南洋杉为外类

群ꎬ 使用 ７３ 个共有的叶绿体基因(包括 ６９ 个蛋白

编码基因和 ４ 个 ｒＲＮＡ 基因)ꎬ 基于最大似然法重

建了松科的系统发育关系ꎮ 结果可将松科分为两大

主要分支ꎬ 一支包括松属、 银杉属等 ５ 个属ꎻ 另一

分支包含铁杉属、 金钱松属等 ５ 个属ꎮ 上述系统发

育关系不仅得到了形态解剖数据的支持ꎬ 如树脂道

的位置和数量ꎬ 种皮中树脂囊的有无ꎬ 种蛋白的免

疫性 等[１６ꎬ ３７ꎬ ３８]ꎻ 而 且 也 与 叶 绿 体 基 因 组 序

列[１０ꎬ ２１ꎬ ３９ꎬ ４０]和转录组数据[２２] 的结果一致ꎮ 银杉

属的系统位置一直以来都存在争议ꎬ 主要包括与松

属[２１]、 云杉属[１０]或松属＋云杉属[４１] 互为姐妹群 ３

种说法ꎬ 但是 Ｒａｎ 等[２２] 基于转录组数据确定银杉

属与松属互为姐妹群ꎬ 与本研究结果一致ꎮ Ｎｉ
等[４２]根据 １７ 个物种共有的 ５６ 个叶绿体基因进

行系统发育重建的结果也与本研究一致ꎬ 但该研

究使用叶绿体全基因组序列进行分析时ꎬ 发现松

属并没有和银杉属聚在一起ꎬ 而是单独成为一个分

支ꎻ 冷杉属、 雪松属和云杉属聚在一起形成一个

枝ꎮ 原因可能是他们的分析中包含基因间区的序

列ꎬ 这部分区域通常受到的选择压力较小ꎬ 进化速

率更快ꎬ 容易造成系统发育的误差ꎮ 此外ꎬ 该研究

只分析了松属、 冷杉属、 雪松属、 云杉属 ４ 个属ꎬ
采样的不完全也可导致系统发育分析结果的偏差ꎮ
本研究分析的物种包括了松科 １１ 个属中的 １０ 个

属ꎬ 仅不含长苞铁杉属ꎮ 长苞铁杉 (Ｎｏｔｈｏｔｓｕｇａ
ｌｏｎｇｉｂｒａｃｔｅａｔａ (Ｗ. Ｃ. Ｃｈｅｎｇ) Ｈ. Ｈ. Ｈｕ ｅｘ Ｃ.
Ｎ. Ｐａｇｅ)的叶绿体基因组序列虽然已公布(登录号

为 ＮＣ＿０３７４０７􀆰１)ꎬ 但我们在分析中发现该物种缺

失了 ｃｃｓＡ、 ｃｈｌＢ、 ｍａｔＫ、 ｐｓａＭ、 ｐｓｂＡ、 ｐｓｂＫ、
ｒｐｌ３２、 ｒｐｓ１５ 共 ８ 个蛋白编码基因ꎻ 并且ꎬ 与其他

松科植物不同ꎬ 长苞铁杉含有 ３４ ２３９ ｂｐ 长的反向

重复区ꎬ ＩＲ 区包含了 ２９ 个蛋白编码基因和 １１ 个

ｔＲＮＡ 基因[２４]ꎬ 考虑到该序列比较特殊ꎬ 因此本研

究的分析并没有选用该序列ꎮ
综上所述ꎬ 本研究基于 ７３ 个共有叶绿体基因

得到的松科属间的系统发育关系比较准确可靠ꎮ 未

来还需要测序更多松科植物的叶绿体基因组ꎬ 尤其

是长苞铁杉属ꎬ 并且需要结合形态、 解剖、 转录

组、 叶绿体及核基因组等多种数据对松科植物的系

统发育关系进行深入全面的研究ꎮ
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ｍｅｎｔ ｉｎ ｃｕｐｒｅｓｓｏｐｈｙｔｅｓ ａｎｄ Ｐｉｎａｃｅａｅ [ Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ

２０１６ꎬ １１(８): ｅ０１６１８０９.

[４１] 　 Ｇｅｒｎａｎｄｔ ＤＳꎬ Ｈｏｌｍａｎ Ｇꎬ Ｃａｍｐｂｅｌｌ Ｃꎬ Ｐａｒｋｓ Ｍꎬ

Ｍａｔｈｅｗｓ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｅｘｔａｎｔ ａｎｄ ｆｏｓｓｉｌ

Ｐｉｎａｃｅａｅ: ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ[Ｊ] .

Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１６ꎬ ９４(９): ８６３－８８４.

[４２] 　 Ｎｉ ＺＸꎬ Ｙｅ ＹＪꎬ Ｘｕ Ｍꎬ Ｘｕ ＬＡ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｍｏｎｇ ｔｈｒｅｅ

ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ

ｔｈｅ ｃｏｎｉｆｅｒ Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａ[ Ｊ] . Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ ２０２０ꎬ １１２

(３): ２４５９－２４６６.
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