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摘要:青钱柳[Cyclocarya
 

paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk.]是我国特有的单种属植物,具有重要的药用价值。本研

究采用Illumina二代测序技术对青钱柳叶绿体基因组进行测序组装,并对其序列特征、重复序列、密码子偏好

性和系统发育进行分析。结果表明:青钱柳叶绿体基因组为典型的环状四分体结构,序列长度为161
 

291
 

bp,

GC含量为36.00%,共注释得到114个基因,鉴定出136个长重复序列,101个简单重复序列(Simple
 

Se-
quence

 

Repeat,SSR),SSR分子标记富含A/T碱基。青钱柳叶绿体基因组50个蛋白编码基因区的密码子整

体偏弱;相对同义密码子使用度(Relative
 

Synonymous
 

Codon
 

Usage,RSCU)分析显示,59种密码子偏好使用

A和U两种碱基结尾的密码子。基于叶绿体基因组蛋白编码核苷酸序列的系统发育分析表明,化香树族

(Platycaryeae
 

Nakai)与胡桃族(Juglandeae
 

Rchb.)呈姐妹群关系,青钱柳属(Cyclocarya
 

Iljinsk.)与胡桃属

(Juglans
 

L.)、枫杨属(Pterocarya
 

Kunth)共同形成的分支呈姐妹群关系。本研究可为青钱柳分子标记的开

发、物种鉴定、遗传多样性分析及种质资源保护利用提供基础数据。
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  叶绿体是植物进行光合作用的主要场所,拥有独

立的基因组,它和线粒体基因组、细胞核基因组共同

构成植物的三大类遗传系统[1]。与线粒体基因组、细
胞核基因组相比,叶绿体基因组具有基因组较小(约

150
 

kb)和结构稳定的特点。一个典型的叶绿体基因

组包含一个大单拷贝(Large
 

Single
 

Copy,LSC)区、
一个小单拷贝(Small

 

Single
 

Copy,SSC)区和两个反

向重复(Inverted
 

Repeat,IR)区[2]。在具有光合作用

的植物中,大多数叶绿体基因组含有110-130个不

同的基因,其中包括大约80个蛋白编码基因,30个

tRNA基因和4个rRNA基因[3]。已有研究表明,对
叶绿体基因组特征和系统发育进行分析,有助于开发

DNA条形码的和厘清近缘物种之间的亲缘关系,进
而为物种鉴定和群体遗传学研究奠定基础[4]。

  青钱柳[Cyclocarya
 

paliurus
 

(Batalin)
 

Iljin-
sk.]又名青钱李、山麻柳等,隶属于胡桃科(Juglan-
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daceae
 

DC.ex
 

Perleb)青钱柳属(Cyclocarya
 

Iljin-
sk.),是我国特有的单种属植物[5]。青钱柳为高大落

叶乔木,主要分布于我国湖南、浙江、江西和贵州等

15个省[6]。《中国中药资源志要》[7]中记载,青钱柳

具有重要的药用价值,其树皮、树叶等具有清热解毒、
止痛的功效[8]。近年来,大量研究表明青钱柳的叶片

中富含多糖、黄酮类等次生代谢产物,具有降血糖、降
血脂、抗衰老和抗炎等功效[9]。目前,有关青钱柳的

研究多集中于化学成分、药效成分分析以及资源培育

等方面[10],而有关叶绿体基因组的研究较少,仅 Hu
等[11]基于Illumina

 

Hiseq测序技术首次发表了青钱

柳的叶绿体基因组。Qu等[12]同样基于二代测序技

术获得四倍体和二倍体青钱柳的叶绿体基因组,四倍

体青钱柳的叶绿体基因组与二倍体的相差167
 

bp。
然而,上述研究主要以数据的形式发表,并未深入分

析青钱柳的叶绿体基因组特征。

  胡桃科包含马尾树亚科(Rhoipteleoideae
 

Re-
veal)、黄杞亚科(Engelhardioideae

 

Iljinsk.)和胡桃亚

科(Juglandoideae
 

Eaton)。该分类体系自确立发表

后,国内外学者长期关注其系统发育研究,其中胡桃

亚科包含化香树族(Platycaryeae
 

Nakai)、山核桃族

(Caryeae
 

Koidz.)以及胡桃族(Juglandeae
 

Rchb.)。
化香树族仅包含化香树属(Platycarya

 

Siebold
 

&
 

Zucc.)植物;胡桃族中包含青钱柳属、胡桃属(Jug-
lans

 

L.)和枫杨属(Pterocarya
 

Kunth),三属之间的

系统发育关系尚未明确。国内外许多学者基于不同

的分子数据集构建了胡桃科的系统发育树,结果存在

不同的拓扑结构[1318]。如Li等[14]基于4个叶绿体

基因片段和2个核基因片段构建胡桃科系统发育树,
结果显示山核桃属(Carya

 

Nutt.)嵌套在胡桃族中,
与胡桃属聚为一个分支,而青钱柳属与枫杨属聚为姐

妹分支。Zhang等[15]测序了17个胡桃科植物的6
个叶绿体基因片段和2个核基因片段,系统发育分析

结果表明青钱柳属与枫杨属、胡桃属共同形成的分支

呈姐妹群关系,后与化香树属聚为一支,而山核桃属

与喙核桃属(Annamocarya
 

A.Chev.)相互嵌套位于

基部位置。LarsonJohnson[17]使用5个基因片段构

建了包含37个物种的胡桃科系统发育树,结果同样

支持青钱柳属与枫杨属亲缘关系最近,而胡桃属与山

核桃属聚为一支。Mu等[18]采用 RAD测序技术和

叶绿体基因组序列对19个胡桃科植物进行系统发育

分析,结果显示胡桃族中核基因数据集和叶绿体基因

组数据集存在明显的系统发育冲突,核基因数据集构

建的系统发育树中青钱柳属与胡桃属、枫杨属共同形

成的分支呈姐妹群关系,而叶绿体基因组数据集结果

为青钱柳属与枫杨属亲缘关系最近,后与胡桃属聚为

一支。不同的遗传数据具有不同的进化历史,这可能

是导致胡桃科系统发育研究中出现不同拓扑结构的

主要原因。

  本研究以青钱柳为材料,利用Illumina二代测

序技术对其叶绿体全基因组进行测序,并基于叶绿体

基因组蛋白编码核苷酸序列,结合已发表的胡桃科物

种的叶绿体基因组数据,对青钱柳叶绿体基因组进行

特征分析和系统发育分析,以期为该种的种质资源保

护和开发利用提供基础数据。

1 材料与方法

1.1 样品采集、DNA提取及叶绿体基因组测序组装

和注释

  2022年10月,笔者前往广东省清远市连南瑶族

自治县板洞省级自然保护区天然林,采集青钱柳植株

的新鲜健康叶片,以硅胶干燥保存,凭证标本存放于

华南农 业 大 学 林 学 与 风 景 园 林 学 院 植 物 标 本 馆

(CANT),标本号为qyln0218。使用天根生物科技有

限公司的植物DNA基因组提取试剂盒提取基因组

总DNA,采用Illumina
 

HiSeqPE150双端测序策略

进行测序,至少获得5
 

Gb的数据。使用SOAPnuke
软件[19]对测序得到的原始数据(Raw

 

data)进行过

滤,获得高质量的测序数据(Clean
 

data)。使用Py-
thon软件 GetOrganelle

 

v1.6.3a(https://github.
com/Kinggerm/GetOrganelle)进行叶绿体基因组从

头 组 装,参 考 基 因 组 选 择 公 开 发 表 的 青 钱 柳

(MW118603.1)叶绿体基因组[20]。使用Bandage软

件[21]和 Geneious
 

v11.1.5软 件[22]对 组 装 得 到 的

scaffold序列进行手动拼接,最终得到完整的青钱柳

叶绿体基因组序列。

  使用PGA软件对组装得到的完整的叶绿体基

因 组 进 行 注 释[23],同 样 以 公 开 发 表 的 青 钱 柳

(MW118603.1)叶绿体基因组作为参考基因组,后续

使用Geneious
 

v11.1.5软件对注释结果进行手动校

正,相似度参数(Similarity)设置大于80%。将得到

的基因组注释信息以及基因组序列文件提交至NC-
BI的GenBank数据库中,后续使用在线软件 OG-
DRAW

 

v1.3.1(https://chlorobox.mpimpgolm.
mpg.de/OGDraw.html)绘制青钱柳叶绿体基因组

图谱[24]。
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1.2 比较叶绿体基因组分析

  结合NCBI数据库中公开发表的胡桃科叶绿体

基因组数据,分析了包括喙核桃属1种[25]、山核桃属

6种[26,27]、青钱柳属1种、黄杞属(Engelhardia
 

Le-
sch.ex

 

Blume)3种[28,29]、胡桃属5种、化香树属2
种[30]、枫 杨 属 5 种[18] 及 马 尾 树 属 (Rhoiptelea

 

Diels
 

&
 

Hand.Mazz.)1种[31]在内的8属24种植物

26个叶绿体基因组。将获得的叶绿体基因组 Gen-
bank格式文件导入基因组结构分析软件 Mauve[32]

进行共线性比对,采用默认宽度和图形表现形式,并
利用内置的 MUSCLE

 

3.6[33]进行分析。同时,使用

在线软件IRscope进行叶绿体基因组IR 边界分

析[34]。此外,使用在线软件 mVISTA进行叶绿体全

基因 组 变 异 区 块 分 析,选 择 公 开 发 表 的 青 钱 柳

(MW118603.1)作为参照对象,通过 Geneious
 

v11.
1.5软件[35]获得该基因组的注释文件,选择软件内置

的LAGAN进行多序列全局比对。

1.3 密码子偏好性分析

  使 用 Python脚 本“get_annotated_regions_

from_gb.py”(https://github.com/Kinggerm/Per-
sonalUtilities/)提取青钱柳的蛋白编码基因核苷酸

序列,并对蛋白编码基因序列进行筛选,确保每条序

列长度不小于300
 

bp,且每条序列均包含起始密码

子“M”和终止密码子“*”,同时剔除重复序列[36]。
使用Python脚本“concatenate_fasta.py”(https://

github.com/Kinggerm/PersonalUtilities/)将符合要

求的蛋白编码基因核苷酸序列合并,最终得到用于后

续分析的编码序列(Coding
 

Sequence,CDS)数据集。
使用 CodonW

 

v1.4.2软件(https://sourceforge.
net/projects/codonw/)和在线软件 CUSP(http://

emboss.toulouse.inra.fr/cgibin/emboss/cusp)计
算青钱柳叶绿体基因组蛋白编码基因核苷酸序列的

有 效 密 码 子 (ENc)、相 对 同 义 密 码 子 使 用 度

(RSCU)、密码子总GC含量(GCall)以及第1、2、3位

密码子的GC含量(GC1、GC2、GC3)。

1.4 简单重复序列分析

  利用在线软件 REPuter(https://bibiserv.ce-
bitec.unibielefeld.de/reputer/)[37]识别青钱柳叶绿

体全基因组的散在重复序列,参数设置为 Maximum
 

Computed
 

Repeats=50
 

bp;Minimal
 

Repeat
 

Size=
30

 

bp;Hamming
 

Distance=3[38]。使 用 在 线 软 件

Tandem
 

repeats
 

finder(https://tandem.bu.edu/

trf/),选择默认参数鉴定青钱柳叶绿体全基因组的

串联重复序列[39]。使用Perl脚本 MISA检测青钱

柳叶绿体基因组的简单重复序列(Simple
 

Sequence
 

Repeat,SSR)。软件参数设置为单核苷酸重复次数

(momo)≥10,二核苷酸重复次数(di)≥5,三核苷

酸重复次数(tri)≥4,四核苷酸重复次数(tetra)、五
核苷 酸 重 复 次 数(penta)和 六 核 苷 酸 重 复 次 数

(hexa)≥3,若两个SSR之间的距离小于100
 

bp,则
认为是复合简单重复序列(compound)[4042]。

1.5 系统发育分析

  选择桦木属(Betula
 

L.)、鹅耳枥属(Carpinus
 

L.)和铁木属(Ostrya
 

Scop.)6个种作为外类群[43]。
结合胡桃科26个叶绿体基因组序列,使用Geneious

 

v11.1.5软件提取它们共有的叶绿体编码蛋白基因

核苷酸序列(CDS数据集),用于后续构建系统发育

树。使用 MUSCLE
 

v3.8.31软件[33]对CDS数据集

进行序列比对,使用IQTREE
 

v2.0.3软件[44]构建

基于最大似然法的系统发育树,自举检验值设置为

1
 

000。

2 结果与分析

2.1 青钱柳叶绿体基因组基本特征分析

  如 图1所 示,青 钱 柳 叶 绿 体 基 因 组 全 长 为

161
 

291
 

bp,GC含量为36.00%,与其他胡桃科植物

的叶绿体基因组相似,青钱柳叶绿体基因组为典型的

四分体结构,包括1个LSC区(90
 

367
 

bp,33.60%)
和1个SSC区(18

 

590
 

bp,29.70%)以及把它们分隔

开的2个IR区(26
 

167
 

bp,42.50%)(表1)。PGA
软件注释结果显示,青钱柳叶绿体基因组共注释得到

114个基 因,其 中 包 括80个 蛋 白 编 码 基 因,4个

rRNA编码基因和30个tRNA编码基因(表1和表

2)。按照基因的功能可以将注释得到基因分为4大

类,包括光合系统基因(Genes
 

for
 

photosynthesis,45
个)、自我复制基因(Genes

 

for
 

selfreplication,56
个)、其他基因(Other

 

genes,5个)和未知功能基因

(Genes
 

of
 

unknown
 

function,5个)。其中20个基因

含有2份拷贝,包括7个编码蛋白基因(ndhB、rpl2、

rpl23、rps7、ycf1、ycf2、ycf15),4 个rRNA编码基

因(rrn4.5S、rrn5S、rrn16、
 

rrn23S)和9个tRNA编

码基因(trnAUGC、trnGGCC、trnIGAU、trnK
UUU、trnLCAA、trnMCAU、trnNGUU、trnR
ACG、trnVGAC),rps12 基因存在反式剪接的情况。
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图1 青钱柳叶绿体基因组图谱

Fig.1 Chloroplast
 

genome
 

map
 

of
 

Cyclocarya
 

paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk.
表1 3个青钱柳叶绿体基因组特征比较

Table
 

1 Comparison
 

of
 

3chloroplast
 

genome
 

characteristics
 

of
 

Cyclocarya
 

paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk.

物种
Species

GenBank
登录号
GenBank

login
 

numbers

基因组
长度/bp
Chloro
plast

 

genome
 

length/bp

基因组
GC含量/%
Chloro
plast

 

genome
 

GC
 

content/%

LSC区
长度/bp

 

LSC
 

length/bp

SSC区
长度/bp

 

SSC
 

length/bp

IR区
长度/bp

 

IR
 

length/bp

GC含量/%
GC

 

content/%

LSC GC IR

基因
Gene

编码蛋
白基因

 

CDS

转运
RNA

 

tRNA

核糖体
RNA

 

rRNA

C.paliurus
 

MW118603.1 160
 

938 36.00 90
 

221 18
 

593 26
 

062 33.60 29.70 42.50 113 79 30 4

C.paliurus MW531677.2 161
 

105 36.00 90
 

391 18
 

590 26
 

062 33.50 29.70 42.50 113 79 30 4

C.paliurus PP722698 161
 

291 36.00 90
 

367 18
 

590 26
 

167 33.60 29.70 42.50 114 80 30 4
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表2 青钱柳叶绿体基因组注释基因列表

Table
 

2 Genes
 

list
 

annotated
 

in
 

the
 

chloroplast
 

genome
 

of
 

Cyclocarya
 

paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk.

基因分类
Category

 

of
 

gene
基因分组

Group
 

of
 

gene
基因名称

Name
 

of
 

gene

Gene
 

for
 

photosynthesis ATP
 

synthase atpA,atpB,atpE,atpF,atpH,atpI

Cytochrome
 

b6/f
 

complex petA,petB,petD,petG,petL,petN

NADH
 

dehydrogenase ndhA,ndhB,ndhC,ndhD,ndhE,ndhF,ndhG,ndhH,ndhI,ndhJ,
ndhK

Photosystem
 

Ⅰ psaA,psaB,psaC,psaI,psaJ

Photosystem
 

Ⅱ psbA,psbB,psbC,psbD,psbE,psbF,psbH,psbI,psbJ,psbK,psbL,
psbM,psbN,psbT,psbZ

ATPdependent
 

protease
 

sub-
unit

 

p
clpP

RuBPcase
 

large
 

subunit rbcL

Genes
 

for
 

selfreplication Ribosomal
 

protein
 

(SSU) rps2,rps3,rps4,rps7,rps8,rps11,rps14,rps15,rps16,rps18,rps19

Ribosomal
 

protein
 

(LSU) rpl2,rpl14,rpl16,rpl20,rpl22,rpl23,rpl32,rpl33,rpl36

Ribosomal
 

RNAs rrn16,rrn26S,rrn4.5S,rrn5S

RNA
 

polymerase rpoA,rpoB,rpoC1,rpoC2

Transfer
 

RNAs trnAUGC,trnCGCA,trnDGUC,trnEUUC,trnFGAA,trnGGCC,
trnGUCC

 

,trnHGUG,trnIGAU,trnKUUU,trnLCAA,trnLUAA,
trnLUAG,trnMCAU,trnNGUU,trnPUGG,trnQUUG,trnRACG,
trnRUCU,trnSGCU,trnSGGA,trnSUGA,trnTGGU,trnTUGU,
trnVGAC,trnVUAC,trnWCCA,trnYGUA

Other
 

genes Subunit
 

of
 

acetylCoAcarboxyl-
ase

accD

Envelop
 

membrane
 

protein cemA

Maturase matK

Ctype
 

cytochrome
 

synthesis
 

cc-
sA

 

gene
ccsA

Translation
 

initiation
 

lactor
 

IF1 infA

Genes
 

of
 

unknown
 

functions Hypothetical
 

chloroplast
 

reading
 

frames
ycf1,ycf2,ycf3,ycf4,ycf15

2.2 叶绿体基因组比较分析

  参 考 已 发 表 的 青 钱 柳 叶 绿 体 基 因 组,使 用

mVISTA在线分析网站对胡桃科8属24种植物的

26个叶绿体基因组序列的差异程度进行评估。如图

2所示,不同物种之间的叶绿体基因组序列有一定程

度的分化,编码区序列比非编码区保守,各个区域的

变异率为LSC>SSC>IR。共线性分析结果表明,24
种胡桃科植物的叶绿体基因组完全共线性,无基因重

排和倒位现象(图3)。

  对胡桃科8属24种植物的26个叶绿体基因组

的IR 边界分析显示(图4),其4个边界,即JLB
(LSC/IRb)、JSB(IRb/SSC)、JSA(SSC/IRa)和JLA
(IRa/LSC)的基因位置存在差异。在JLB边界有2
种类型,青钱柳属、化香树属、胡桃属[除樗叶胡桃

(Juglans
 

ailantifolia
 

Carrière)]、黄杞属[除海南黄

杞(Engelhardia
 

hainanensis
 

P.Y.Chen)]、马尾树

属植物的rps19 基因位于LSC区域,距离IRb区域

有2-13
 

bp,其余物种中均发现rps19 基因跨越了

JLB边界。在JSB边界同样有2种类型,ycf1 基因

在青钱柳属、水山核桃[Carya
 

aquatica
 

(F.Michx.)
 

Nutt.ex
 

Elliott]、马 尾 树 (Rhoiptelea
 

chiliantha
 

Diels
 

&
 

Hand.Mazz.)、枫杨属、化香树属、樗叶胡

桃和海南黄杞中,跨越了JSB边界,跨越长度为5-
4

 

728
 

bp,其余物种的ycf1 基因位于IRb区域。在

JLA边界中,仅化香树的rpl2 基因跨越了边界304
 

bp,其余物种的rpl2 基因位于IRa区域。

2.3 青钱柳叶绿体基因组同义密码子的偏好性

  由表3可知,提取并筛选青钱柳的蛋白CDS,共
获得50条编码序列,其总GC含量为37.79%,各个

编码基因的GC含量变化区间为30.92%(ndhF)-
44.84%(rps11)。蛋白编码核苷酸序列GC含量大

于40.00%的基因数量有14个,范围为40.05%
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图3 24种胡桃科植物的26个叶绿体基因组共线性分析

Fig.3 Synteny
 

analysis
 

of
 

26
 

chloroplast
 

genomes
 

from
 

24
 

species
 

of
 

Juglandaceae
 

DC.ex
 

Perleb
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图4 24种胡桃科植物的26个叶绿体基因组边界差异分析

Fig.4 Analysis
 

of
 

26
 

chloroplast
 

genome
 

boundary
 

differences
 

from
 

24
 

species
 

of
 

Juglandaceae
 

DC.ex
 

Perleb
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(atpE)-
 

44.84%
 

(rps11)。青钱柳叶绿体基因组

蛋白编码基因密码子GC1、GC2和GC3含量分别为

46.50%(33.05%-58.61%)、38.20%(28.26%-
56.83%)和28.67%(20.96%-36.55%),不同位置

GC含量的分布是不均匀的,该结果同时表明青钱柳

叶绿体基因组的密码子多以A或T结尾。青钱柳叶

绿体基因组50个编码基因的有效密码子数(ENc)的
范围为37.54

 

(rps14)-59.91(ycf3),平均值为

48.68。除rps14、rps18 和cemA 基因外,其余基因

的ENc值均大于40;其中ycf3 基因高达59.91,接
近61,说明青钱柳叶绿体基因组编码区的密码子整

体偏性较弱。
表3 青钱柳叶绿体基因组各基因密码子不同位置的 GC含

量及有效密码子ENc值

Table
 

3 GC
 

content
 

and
 

ENc
 

value
 

of
 

different
 

positions
 

of
 

each
 

gene
 

in
 

the
 

chloroplast
 

genome
 

of
 

Cyclocarya
 

paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk.

基因
Gene

ENc值
ENc

 

value

GC含量/%
 

GC
 

content/%

GCall GC1 GC2 GC3

CDS 48.68 37.79 46.50 38.20 28.67

psbA 42.13
 

42.28
 

49.72
 

43.50
 

33.62
 

matK 50.72 33.27 39.21 31.88 28.71

atpA 47.24
 

39.96
 

55.31
 

39.76
 

24.80
 

atpF 53.72
 

36.40
 

45.41
 

32.43
 

31.35
 

atpI 44.30
 

36.42
 

49.19
 

36.69
 

23.39
 

rps2 46.71
 

36.71
 

42.19
 

40.51
 

27.43

rpoC2 48.59
 

36.41
 

45.78
 

36.46
 

27.00

rpoC1 50.06
 

39.01
 

50.95
 

37.30
 

28.78
 

rpoB 47.55
 

38.04
 

49.86
 

38.01
 

26.25
 

psbD 46.87
 

42.37
 

52.54
 

43.22
 

31.36
 

psbC 46.05
 

43.72
 

54.98
 

46.10
 

30.09
 

rps14 37.54
 

40.59
 

43.56
 

47.52
 

30.69
 

psaB 47.43
 

40.36
 

48.84
 

42.86
 

29.39
 

psaA 49.63
 

42.25
 

51.93
 

43.54
 

31.29
 

ycf3 59.91
 

38.86
 

46.15
 

38.46
 

31.95
 

rps4 50.00
 

38.12
 

50.50
 

37.62
 

26.24
 

ndhJ 46.45
 

39.20
 

50.94
 

37.74
 

28.93
 

ndhK 52.02
 

37.28
 

42.86
 

42.86
 

26.12
 

ndhC 47.60
 

34.71
 

46.28
 

33.88
 

23.97
 

atpE 51.64
 

40.05
 

48.51
 

39.55
 

32.09
 

atpB 44.26
 

41.94
 

56.50
 

42.68
 

26.63
 

rbcL 47.24
 

43.63
 

58.61
 

43.70
 

28.57

续表

Continued
 

table

基因
Gene

ENc值
ENc
value

GC含量/%
 

GC
 

content/%

GCall GC1 GC2 GC3

accD 48.79
 

34.74
 

41.68
 

34.67
 

27.86
 

ycf4 50.50
 

38.56
 

43.24
 

40.54
 

31.89
 

cemA 39.66
 

32.75
 

37.83
 

28.26
 

32.17
 

petA 50.95
 

39.75
 

52.48
 

36.02
 

30.75
 

rps18 38.22
 

34.64
 

37.25
 

41.18
 

25.49
 

rpl20 41.63
 

32.20
 

33.05
 

41.53
 

22.03
 

clpP 51.90
 

41.29
 

57.87
 

37.06
 

28.93
 

psbB 46.62
 

43.09
 

54.62
 

46.37
 

28.29
 

petB 40.24
 

39.35
 

48.61
 

41.67
 

27.78
 

rpoA 49.36
 

33.94
 

46.08
 

31.63
 

24.10
 

rps11 44.09
 

44.84
 

51.80
 

56.83
 

25.90
 

rps8 47.32
 

36.79
 

40.74
 

40.74
 

28.89

rpl14 45.92
 

37.67
 

53.66
 

37.40
 

21.95
 

rps3 44.86
 

35.45
 

49.55
 

34.55
 

22.27
 

rpl22 44.46
 

31.94
 

35.33
 

37.13
 

23.35
 

rpl2 52.44
 

43.52
 

51.27
 

48.00
 

31.27
 

ycf2 53.30
 

37.47
 

41.59
 

34.27
 

36.55
 

ndhB 48.15
 

37.23
 

41.33
 

38.79
 

31.58
 

rps7 45.54
 

41.03
 

52.56
 

44.87
 

25.64
 

ycf1 48.99
 

32.65
 

40.32
 

28.70
 

28.93
 

ndhF 43.50
 

30.92
 

35.66
 

34.58
 

22.52
 

ccsA 47.71
 

32.39
 

34.17
 

36.99
 

26.02
 

ndhD 46.70
 

34.91
 

40.43
 

36.69
 

27.61
 

ndhE 49.32
 

32.67
 

41.58
 

34.65
 

21.78
 

ndhG 45.08
 

35.40
 

44.07
 

34.46
 

27.68
 

ndhI 40.60
 

32.93
 

41.32
 

36.53
 

20.96
 

ndhA 43.84
 

34.07
 

43.41
 

37.64
 

21.15
 

ndhH 46.80
 

37.56
 

50.25
 

35.79
 

26.65

Note:GC1,GC2
 

and
 

GC3
 

represent
 

the
 

GC
 

content
 

of
 

the
 

first,second
 

and
 

third
 

bits
 

of
 

the
 

codon,respectively.GCall
 

represents
 

the
 

total
 

GC
 

content
 

of
 

codons.ENc
 

indicates
 

the
 

number
 

of
 

effective
 

codons.

  在青钱柳叶绿体基因组的相对同义密码子使用

度(RSCU)分析中,剔除不编码氨基酸的TAG、TAA
和TGA终止密码子,以及仅编码蛋氨酸(Met)和色

氨酸(Trp)且没有使用偏性的ATG和TGG唯一密

码子。最终共得到59种密码子,编码19种氨基酸,
总密码子数量为18

 

652个。由图5和表4可见,编
码异亮氨酸(Ile)的 AUU 密码子数量最多,为865
个,编码半胱氨酸(Cys)的UGC密码子数量最少,仅
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为55个。参与编码氨基酸的密码子中,RSCU>1的

密码子有28个,其中27个以A(11)或U(16)结尾,
占比96.43%;RSCU<1的密码子有30个,其中28
个以C(16)或G(12)结尾;编码亮氨酸(Leu)的密码

子UUA,其RSCU=2;以上结果表明青钱柳叶绿体

基因组的蛋白编码基因偏好使用A和U结尾的密码

子(表4)。

图5 青钱柳叶绿体基因组密码子RSCU分布情况

Fig.5 RSCU
 

distribution
 

of
 

codons
 

in
 

the
 

chloroplast
 

genome
 

of
 

Cyclocarya
 

paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk.
表4 青钱柳叶绿体基因密码子偏好性分析

Table
 

4 Analysis
 

of
 

codon
 

preference
 

in
 

Cyclocarya
 

paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk.chloroplast
 

genes

氨基酸
Amino

 

acid
密码子
Codon

数目
Number RSCU

Phe UUU 708 1.31
UUC 372 0.69

Leu UUA 692 2.00
UUG 414 1.19

CUU 446 1.29
CUC 120 0.35
CUA 279 0.80
CUG 129 0.37

Ile AUU 865 1.49

AUC 312 0.54
AUA 566 0.97

Val GUU 402 1.49
GUC 115 0.43
GUA 429 1.59

GUG 133 0.49
Thr ACU 402 1.67

ACC 168 0.70
ACA 286 1.19
ACG 106 0.44

Ala GCU 527 1.88

GCC 157 0.56
GCA 319 1.14
GCG 119 0.42

Ser UCU 426 1.76
UCC 212 0.87

续表

Continued
 

table

氨基酸
Amino

 

acid
密码子
Codon

数目
Number RSCU

UCA 282 1.16
UCG 132 0.54

Gly GGU 479 1.37
GGC 151 0.43

GGA 551 1.58
GGG 213 0.61

Tyr UAU 595 1.59
UAC 152 0.41

Cys UGU 162 1.49

UGC 55 0.51
Pro CCU 323 1.59

CCC 147 0.72
CCA 231 1.14
CCG 111 0.55

His CAU 382 1.57
CAC 104 0.43

Gln CAA 538 1.55
CAG 155 0.45

Asn AAU 699 1.55
AAC 204 0.45

Asp GAU 639 1.61
GAC 156 0.39

Arg CGU 257 1.37
CGC 80 0.43
CGA 259 1.38

CGG 84 0.45

614



广西科学院学报,2024年,40卷,第4期
 

Journal
 

of
 

Guangxi
  

Academy
 

of
 

Sciences,2024,Vol.40
 

No.4

续表

Continued
 

table

氨基酸
Amino

 

acid
密码子
Codon

数目
Number RSCU

AGA 330 1.76
AGG 117 0.62

Lys AAA 700 1.51
AAG 226 0.49

Ser AGU 314 1.30
AGC 88 0.36

Glu GAA 784 1.52
GAG 248 0.48

2.4 青钱柳叶绿体基因组重复序列分析

  通 过 在 线 软 件 REPuter和 Tandem
 

repeats
 

finder计算青钱柳叶绿体基因组中的长重复序列。
结果表明,青钱柳叶绿体基因组共检测到136个长重

复序列,每个重复序列长度至少为30
 

bp,包括87个

串联重复序列、19个正向重复序列、26个回文重复序

列和4个反向重复序列。其中串联重复序列占比最

多,为64.93%,回文重复序列次之(19.40%),反向

重复序列最少(2.98%)。大部分串联重复序列(62,

71.26%)位于LSC区,其次是IR区(20,22.99%)。
然而,青钱柳叶绿体基因组中并无发现互补重复

序列。

  在青钱柳叶绿体基因组中共检测到82个SSR
位点,主要分布在LSC区(68,82.93%),其次是SSC
区(10,12.20%)和IR区(4,4.87%)。青钱柳叶绿

体基因组中共包含101个SSR位点,包括单核苷酸

重复、双核苷酸重复、三核苷酸重复、四核苷酸重复、
五核苷酸重复和六核苷酸重复6种类型,数目分别为

70、20、4、4、2、1和16(表5)。其中单核苷酸重复占

比最大,为69.31%,且全部由 A/T组成。由 A/T
组成的SSR位点占总数的94.06%,表明青钱柳叶绿

体基因组的 SSR 中,碱基 A 和 T 具有明显优势

(表5)。
表5 青钱柳叶绿体基因组SSR类型和数量

Table
 

5 Type
 

and
 

number
 

of
 

SSR
  

in
 

the
 

chloroplast
 

genome
 

of
 

Cyclocarya
 

paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk.

SSR类型(数量)
SSR

 

type
(number)

重复序列
Repeat

 

sequence

重复次数Number
 

of
 

replications

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

总数
Total

 

amount

Mononucleotide A 13 9 4 1 5 1 33
T 14 9 6 5 3 37

Dinucleotide AG 1 1
AT 6 1 2 1 10

CT 1 1
TA 4 1 2 7
TC 1 1

Trinucleotide ATA 1 1
ATT 1 1 2

GTA 1 1
Tetranucleotide AATA 2 2

GAAA 1 1
TGAA 1 1

Pentanucleotide AATAA 1 1

ATATA 1 1
Hexanucleotide TTATAT 1 1

2.5 系统发育分析

  为明确青钱柳的系统发育位置,选择桦木属、鹅
耳枥属和铁木属6个种作为外类群,结合NCBI数据

库公开发表的胡桃科26个叶绿体基因组数据,构建

系统发育树,结果显示胡桃属、枫杨属,青钱柳属、化
香树属、黄杞属和马尾树属各自均聚为一个分支,且

拥有很高的支持率(BS=100),青钱柳与NCBI数据

库公开发表其他青钱柳数据聚为一个单系群,且支持

率为100。青钱柳属与胡桃属、枫杨属共同形成的分

支成姐妹群关系且支持率为100,后与化香树属聚为

一支(BS=100)(图6)。
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图6 基于77个叶绿体基因组蛋白编码基因序列使用最大似然法构建30个物种系统发育树

  Fig.6 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

30
 

species
 

based
 

on
 

77
 

chloroplast
 

genome
 

protein
 

coding
 

genes
 

sequence
 

by
 

maximum
 

likelihood
 

method

3 讨论

3.1 青钱柳叶绿体基因组特征分析

  本研究测序了组装中国特有珍贵树种青钱柳的

叶绿体基因组序列。与绝大部分陆生植物的叶绿体

基因组一致,青钱柳叶绿体基因组同样具有高度保守

的特征[45],其长度为161
 

291
 

bp,GC含量为36.0%,
这与其他公开发表的胡桃科的叶绿体基因组的长度

(158
 

459-161
 

713
 

bp)和 GC 含 量 (35.8% -
36.2%)相符[46,47]。青钱柳叶绿体基因组各区的GC
含量差异较大(表1),其中IR区 GC含量最高,为

42.50%,这是由于该区域中包含 GC含量较高的

rRNA导致[48]。与NCBI数据库公开发表的青钱柳

基因数据相比,存在806
 

bp的碱基差异(图2),其中

LSC区差异最多(496
 

bp),IR区次之(238
 

bp),SSC
区最少(67

 

bp),且主要分布在基因间隔区中。青钱

柳叶绿体基因组共注释得到114个基因,包括80个

蛋白编码基因、4个rRNA和30个tRNA。NCBI数

据库前期公开发表的青钱柳叶绿体基因组注释信息

中缺失了infA 蛋白编码基因,植物的infA 基因翻

译起始因子IF1是叶绿体中蛋白质翻译起始的重要

组分[49],这可能是注释误差导致的。

  尽管青钱柳的叶绿体基因组结构和基因顺序高

度保守,但在IR/SC区域连接处,检测到存在差异。

IR区的扩张与收缩可能会引起叶绿体基因组的大小

出现差异[45]。在青钱柳叶绿体基因组的JSA边界分

析中,其IR区扩张至ycf1 基因(5
 

813
 

bp),进而引

起IR区长度的扩增(26
 

167
 

bp),扩增的序列长度与
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公开发表的青钱柳叶绿体基因组相比增加了105
 

bp。结合叶绿体基因组可视化比对结果分析发现,
公开发表的青钱柳叶绿体基因组的ycf1 基因缺失

105
 

bp,这可能是由于测序误差导致(图2)。在JLA
边界中,除化香树外,其余胡桃科物种rpl2 基因均保

留在IR区中,而化香树的rpl2 基因有304
 

bp序列

扩张至LSC区中,其IR区的收缩进而导致长度缩短

至14
 

754
 

bp,这与前人的研究结果一致[50]。IR区的

扩张在印加树属(Inga
 

Mill.)[51]、牻牛儿苗属(Ero-
dium

 

L'Hér.ex
 

Aiton)[52]和兜兰属(Paphiopedi-
lum

 

Pfitzer)[53]中均有报道。Palmer等[54]推测IR
区的扩张有助于稳定叶绿体基因组的结构,然而具体

的稳定机制目前尚不清楚。

  简单重复序列(SSR)又称微卫星序列,是指1-
5个核苷酸为重复单位且首尾相连形成的核苷酸序

列,其在生物体的基因组中广泛存在。已有研究表

明,SSR在群体遗传学和系统进化等领域发挥着重

要作用[5557]。本研究在青钱柳叶绿体基因组中共鉴

定出101个SSR位点,其中,85.37%的位点分布在

基因间隔区中,14.63%的位点分布在蛋白编码基因

中 (atpB、cemA、rpl22、rpoB、rpoC1、rpoC2 和

ycf1)。101个SSR位点中,单核苷酸SSR占比最

高,这与大多数被子植物的重复序列特征相似,表明

单核苷酸重复可能提供更多的系统发育信息[4]。在

青钱柳植物的叶绿体基因组中,由A/T组成的SSR
位点占总数的94.06%。植物叶绿体基因组SSR标

记富含A/T重复,这在不同植物类群中均已得到证

明,这也表明几乎所有植物叶绿体基因组偏好使用A
和T碱基[58],同时具有较高的 A/T重复类SSR的

区域,其遗传多样性较高。本研究鉴定的重复序列

(表5)可作为青钱柳植物的分子标记,有助于后续青

钱柳的物种鉴定和群体遗传学研究。

  青钱柳叶绿体基因组蛋白编码基因密码子GC3
为28.67%,由此可看出其密码子使用偏好性与其他

被子植物相似,偏好使用碱基A和T结尾。密码子

偏好性是物种对所处环境长期适应的表现,在生物中

广泛存在;已有研究表明不同物种具有不同的密码子

偏好特性,通过对不同植物的密码子偏好性研究,能
为物种基因表达水平的预测、进化起源的研究等领域

提供重要的数据基础[59,60]。同义密码子相对使用度

(RSCU),是指编码同一氨基酸时,某一特定密码子

在所有同义密码子中出现的概率,能够直观反映密码

子的偏好性,当某一密码子的RSCU>1时,表明该

密码子的使用频率较高[61,62]。在青钱柳叶绿体基因

组中,共鉴定到28个密码子的RSCU>1,且其中27
个以A(11)或 U(16)结尾,占比96.43%;这一结果

表明青钱柳叶绿体基因组的蛋白编码基因偏好使用

A和U为结尾的密码子,这也与其他胡桃科植物(胡
桃属、枫杨属和山核桃属等)[47]以及大多数被子植物

的叶绿体基因组密码子使用偏好性一致[36,63]。

3.2 系统发育分析

  以鹅耳枥属、铁木属和桦木属中的6种植物作为

外类群,基于叶绿体基因组蛋白编码核苷酸序列构建

最大似然系统发育树(图6),系统发育树的各节点支

持率为64%-100%。Manos等[13]结合分子数据

(ITS基因片段和叶绿体基因片段)和形态特征,建立

仅包含化香树属的化香树族,且位于胡桃科的基部位

置,与其余胡桃科植物呈姐妹群关系。然而后续

Zhang等[15]和Xiang等[16]基于不同基因片段推断的

胡桃科系统发育结果,却显示化香树族与胡桃族亲缘

关系更近。本研究结合 NCBI数据库公开发表的胡

桃科24个物种的26个叶绿体基因组数据推断的系

统发育结果同样支持化香树族与胡桃族亲缘关系最

近(BS=100),本研究结果与 Mu等[18]使用核基因数

据集推断的系统发育结果与一致。

  胡桃族中包含青钱柳属、枫杨属和胡桃属,目前

基于不同的分子数据集推断的系统发育结果存在争

议,3个属之间的系统发育关系主要为胡桃属位于胡

桃族的基部位置,以及青钱柳属位于胡桃族基部位置

两种情况。Mu等[18]推测,造成这一系统冲突的原因

主要是数据类型的选择,当使用核基因数据集推断胡

桃族系统发育关系时,胡桃属与青钱柳属、枫杨属共

同形成的分支呈姐妹群关系;当使用叶绿体基因组

时,青钱柳属则位于胡桃族的基部位置。本研究基于

叶绿体基因组构建的系统发育树中,同样显示青钱柳

属位于胡桃族的基部位置。近年来,在植物系统发育

研究中,大量核质冲突现象被研究学者们发现,并提

出造成这一现象主要是受不完全谱系分选、基因流、
基因渐 渗 以 及 杂 交 导 致 的 叶 绿 体 捕 获 等 原 因 影

响[64],如杨属(Populus
 

L.)[65]、乌蔹莓属(Causonis
 

Raf.)[66]以及唐棣属(Amelanchier
 

Medik.)[67]等。
然而本研究由于缺少核基因数据,无法进一步探讨胡

桃族中出现的核质冲突现象。结合化石证据,目前青

钱柳属植物最古老的化石可追溯到古新世晚期[68],
而胡桃属和枫杨属最古老的化石可追溯到中新世中

期[18],故本研究推测,青钱柳属可能是胡桃族中较为
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原始的类群,即支持青钱柳属位于胡桃族基部位置的

论断。

4 结论

  本研究利用高通量测序技术成功组装了青钱柳

的叶绿体基因组,进一步明确了其结构特征。通过重

复序列鉴定,确认青钱柳叶绿体基因组存在101个

SSR位点。密码子偏好性分析显示,青钱柳叶绿体

基因组蛋白编码基因密码子偏好使用A和U为结尾

的密码子。基于蛋白编码基因核苷酸序列进行的胡

桃科系统发育推断中,支持化香树族与胡桃族呈姐妹

群关系,推测青钱柳属可能与胡桃属、枫杨属共同形

成的分支呈姐妹群关系。同时,胡桃族中存在核质冲

突现象,建议未来结合核基因数据对胡桃科进行进一

步的系统发育分析,以明确在科水平下各物种之间的

分类关系。
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Abstract:Cyclocarya
 

paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk.
 

is
 

a
 

unique
 

monotypic
 

plant
 

endemic
 

to
 

China,which
 

has
 

im-
portant

 

medicinal
 

value.
 

In
 

this
 

study,Illumina
 

secondgeneration
 

sequencing
 

technology
 

was
 

used
 

to
 

se-
quence

 

and
 

assemble
 

the
 

chloroplast
 

genome
 

of
 

C.paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk.,and
 

its
 

sequence
 

characteris-
tics,repetitive

 

sequences,codon
 

preference
 

and
 

phylogeny
 

were
 

analyzed.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

chloro-
plast

 

genome
 

of
 

C.paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk.was
 

a
 

typical
 

circular
 

tetrad
 

structure,with
 

a
 

sequence
 

length
 

of
 

161
 

291
 

bp
 

and
 

a
 

GC
 

content
 

of
 

36.00%.A
 

total
 

of
 

114
 

genes
 

were
 

annotated,136
 

long
 

repeat
 

sequences
 

and
 

101
 

Simple
 

Sequence
 

Repeats
 

(SSR)
 

were
 

identified.SSR
 

molecular
 

markers
 

were
 

rich
 

in
 

A/T
 

bases.The
 

codons
 

of
 

the
 

50
 

proteincoding
 

gene
 

regions
 

of
 

the
 

chloroplast
 

genome
 

of
 

C.paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk.were
 

generally
 

weak.Relative
 

Synonymous
 

Codon
 

Usage
 

(RSCU)
 

analysis
 

showed
 

that
 

59
 

codons
 

preferred
 

to
 

uti-
lize

 

A
 

and
 

U
 

as
 

ending
 

codons.
 

Phylogenetic
 

analysis
 

based
 

on
 

chloroplast
 

genome
 

proteinencoded
 

nucleotide
 

sequences
 

showed
 

that
 

Platycaryeae
 

Nakai
 

and
 

Juglandeae
 

Rchb
 

were
 

sister
 

groups,and
 

the
 

branch
 

formed
 

by
 

Cyclocarya
 

Iljinsk.,Juglans
 

L.and
 

Pterocarya
 

Kunth
 

was
 

a
 

sister
 

group.
 

This
 

study
 

can
 

provide
 

basic
 

data
 

for
 

the
 

development
 

of
 

molecular
 

markers,species
 

identification,genetic
 

diversity
 

analysis
 

and
 

germ-
plasm

 

resources
 

protection
 

and
 

utilization
 

of
 

C.paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk..
Key

 

words:
 

Cyclocarya
 

paliurus
 

(Batalin)
 

Iljinsk.;chloroplast
 

genome;repeat
 

sequence;codon
 

preference;

phylogeny
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