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四种栎属青冈亚属植物叶绿体基因组特征及系统发育研究
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( 西华师范大学 生命科学学院ꎬ 四川 南充 ６３７００２ )

摘　 要: 栎属青冈亚属植物的系统发育地位长期存在着争议ꎬ部分种的种间关系不明确ꎮ 为揭示宁冈青冈

(Ｑｕｅｒｃｕｓ ｎｉｎｇａｎｇｅｎｓｉｓ)、曼青冈(Ｑ. ｏｘｙｏｄｏｎ)、毛曼青冈(Ｑ. ｇａｍｂｌｅａｎａ)、竹叶青冈(Ｑ. ｎｅｇｌｅｃｔａ)的叶绿体基

因组特征及系统发育关系ꎬ该研究选择以上 ４ 种栎属青冈亚属植物的成熟叶片进行二代测序ꎬ对其叶绿体

基因组结构和特征进行分析ꎬ并结合相关类群进行系统发育研究ꎮ 结果表明:(１)宁冈青冈、曼青冈、毛曼青

冈、竹叶青冈的叶绿体基因组序列长度分别为 １６０ ９０６、１６０ ８８３、１６０ ８３２、１６０ ７８４ ｂｐꎬ均编码 １３３ 个基因ꎬ包
括 ８８ 个蛋白质编码基因、３７ 个 ｔＲＮＡ 基因、８ 个 ｒＲＮＡ 基因ꎮ (２)４ 种栎属青冈亚属植物偏好以 Ａ / Ｔ 结尾的

密码子ꎬ质体基因组变异区域主要存在于非编码序列ꎮ (３)通过 ＩＲ 边界分析得出ꎬ４ 种栎属青冈亚属植物

存在 ｙｃｆ１ 假基因且在 ＩＲｂ / ＳＳＣ 区域发生扩张ꎮ (４)系统发育分析显示ꎬ在壳斗科中ꎬ水青冈属(Ｆａｇｕｓ)和轮

叶三棱栎属(Ｔｒｉｇｏｎｏｂａｌａｎｕｓ)较早分化出来ꎬ栎亚属(ｓｕｂｇ. Ｑｕｅｒｃｕｓ)未形成一个单系群ꎬ叶绿体基因组建树结

果和核标记、质体标记一致ꎬ栎亚属中 Ｉｌｅｘ 组和 Ｃｅｒｒｉｓ 组间出现穿插现象ꎮ (５)毛曼青冈的系统发育地位存

在着争议ꎬ«中国植物志»及部分地方植物志将毛曼青冈作为一个单独的种处理ꎻ周浙昆、邓敏等学者根据

叶的特征将毛曼青冈作为曼青冈的一个亚种处理ꎻ而该研究根据叶绿体基因组信息并结合前人的形态分析

结果ꎬ支持毛曼青冈作为一个独立的种存在的观点ꎮ 该研究结果为探讨栎属青冈亚属系统发育地位、栎属

青冈亚属组的划分、存疑种种间关系的解决提供了基础资料ꎮ
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　 　 叶绿体广泛存于高等植物及大部分藻类中ꎬ
是绿色植物进行光合作用的场所ꎮ 叶绿体自身拥

有独立的遗传物质ꎬ其基因组为四分体结构ꎬ由一

个大单拷贝区域( ｌｏｎｇ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙꎬ ＬＳＣ)、一个小

单拷贝区域( ｓｍａｌｌ ｓｉｍｐｌｅ ｃｏｐｙꎬ ＳＳＣ)及两个反向

重复区域( ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔꎬ ＩＲＡ ａｎｄ ＩＲＢ)构成ꎬ基
因组序列和结构都相对保守(Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ
与核基因组比较结果显示ꎬ叶绿体基因组具有结

构简单、分子量小、基因的替换率较低、单拷贝等

特点(Ｋｏｒｐｅｌａｉｎｅｎꎬ ２００４ꎻ Ｋｗａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 近

年来ꎬ随着二代测序时间和成本的降低ꎬ越来越多

的叶绿体基因组的测序分析结果已经用于模糊种

的鉴定和系统发育研究ꎮ 目前ꎬ虽然已有研究利

用叶 绿 体 基 因 组 解 决 壳 斗 科 栎 亚 属 ( ｓｕｂｇ.
Ｑｕｅｒｃｕｓ)、栗属(Ｃａｓｔａｎｅａ)的系统发育问题(杨颜

慈ꎬ ２０１８ꎻ高潇潇ꎬ ２０２０)ꎬ但利用叶绿体基因组信

息解决栎属青冈亚属系统发育问题的还未多见ꎮ
壳斗 科 ( Ｆａｇａｃｅａｅ) 栎 属 青 冈 亚 属 ( Ｑｕｅｒｃｕｓ

ｓｕｂｇ. Ｃｙｃｌｏｂａｌａｎｏｐｓｉｓ ) 共 有 １２２ 种 ( Ｆｒｏｄｉｎ ＆
Ｇｏｖａｅｒｔｓꎬ １９９８)或 １５０ 种(Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎬ主
要分布于亚洲热带和亚热带地区ꎮ 我国是栎属青

冈亚属的重要分布区和多样性中心之一(罗艳和

周浙昆ꎬ ２００１ａ)ꎬ共有 ７７ 种以及 ３ 变种ꎬ秦岭、淮
河以南为栎属青冈亚属植物的主要分布区ꎬ为常

绿阔叶林的建群种之一(陈焕镛和黄成就ꎬ １９９８ꎻ
Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎮ 青冈类植物木材具有质地坚

硬、耐腐蚀、耐磨损等优点ꎬ是制作船桨和其他工

具的良好木材ꎻ其果实内淀粉含量丰富ꎬ含量约为

５０％ ~ ６０％(端木炘ꎬ １９９５)ꎬ可用于酿酒、制作饲

料、糊料和工业淀粉等ꎻ树皮中含有单宁ꎬ可制作

栲胶ꎮ 青冈类植物的系统发育地位长期存在着争

议ꎬ部分学者根据壳斗的排列方式将青冈类植物

作为一个单独的属处理(徐永椿和任宪威ꎬ １９７６ꎻ
郑万钧ꎬ １９８５ꎻ陈焕镛和黄成就ꎬ １９９８ꎻＨｕａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ １９９９)ꎻ而多数学者根据花粉粒解剖学等形态

特征及 ＩＴＳ 序列ꎬ支持青冈类植物作为栎属下的一

个亚属处理(中国科学院植物研究所ꎬ １９７２ꎻ刘兰

芳和房志坚ꎬ １９８６ꎻ端木炘ꎬ １９９２ꎻ罗艳和周浙昆ꎬ
２００１ｂ)ꎮ 由于青冈类植物生殖结构变化较大ꎬ叶
的特征较为均一ꎬ不同类群间存在基因渐渗ꎬ馆藏

的标本量有限ꎬ果实等重要分类特征难以观察(邓
敏ꎬ ２００７)ꎬ因此其属下没有明确的分组ꎬ部分种

的种间关系不明确ꎬ种的划分上还存在着许多争

议ꎮ 目前ꎬ关于栎属青冈亚属系统发育的研究主
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要还停留在形态学方面ꎮ 因此ꎬ需要更多的分子

系统学方面的证据来协助解决栎属青冈亚属的系

统发育地位和种间关系ꎮ
本研究对 ４ 种栎属青冈亚属植物的成熟叶片

进行二代测序ꎬ依托 ４ 种栎属青冈亚属植物的叶

绿体基因组信息ꎬ拟探究以下问题:(１) ４ 种栎属

青冈亚属植物的叶绿体基因组基本特征及其差

异ꎻ(２)４ 种栎属青冈亚属植物的密码子使用偏好

性ꎻ(３)毛曼青冈和曼青冈亲缘关系如何ꎮ 以期从

叶绿体基因组层面为栎属青冈亚属系统发育问题

解决、种间关系的划分、种的鉴定及优良青冈木材

的选育提供新资料ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 实验材料

在野外采集宁冈青冈(Ｑｕｅｒｃｕｓ ｎｉｎｇａｎｇｅｎｓｉｓ)、
曼青冈(Ｑ. ｏｘｙｏｄｏｎ)、毛曼青冈(Ｑ. ｇａｍｂｌｅａｎａ)、竹
叶青冈(Ｑ. ｎｅｇｌｅｃｔａ)新鲜的、无病虫害的成熟叶片

(表 １)ꎬ用湿润的纱布擦拭后置于装有变色硅胶

的密封袋中保存ꎬ干燥后置于－８０ ℃ 的冰箱内备

用ꎮ 凭证 标 本 存 放 于 西 华 师 范 大 学 标 本 馆

(Ｈｅｒｂａｒｉｕｍꎬ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｃｈｉｎａ Ｗｅｓｔ
Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ)ꎮ

表 １　 ４ 种栎属青冈亚属植物样品采集信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｕｂｇ. Ｃｙｃｌｏｂａｌａｎｏｐｓｉｓ

植物名
Ｐｌａｎｔ ｎａｍｅ

采集地点
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｐｌａｃｅ

经纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ / Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ
(ｍ)

凭证标本号
Ｖｏｕｃｈｅｒ
ｓｐｅｃｉｍｅｎ

宁冈青冈
Ｑｕｅｒｃｕｓ ｎｉｎｇａｎｇｅｎｓｉｓ

湖南省绥宁县
Ｓｕｉｎｉｎｇ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

１１０°０７′５４.４０″ Ｅ
２６°２２′２４.７４″ Ｎ １ ２３３ ＨＴ２１１０１６

曼青冈
Ｑ. ｏｘｙｏｄｏｎ

广西壮族自治区兴安县猫儿山
Ｍａｏ􀆳ｅｒ Ｍｏｕｎｔａｉｎꎬ Ｘｉｎｇ􀆳ａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎ

１１０°２７′５８.７９″ Ｅ
２５°５４′２１.６７″ Ｎ １ ４９８ ＨＴ２１０９２５

毛曼青冈
Ｑ. ｇａｍｂｌｅａｎａ

重庆市南川区
Ｎａｎｃｈｕａｎ Ｄｉｓｔｒｉｃｔꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｃｉｔｙ

１０７°１１′１８.９０″ Ｅ
２９°００′５８.４６″ Ｎ ７７１ ＨＴ２１１０１４

竹叶青冈
Ｑ. ｎｅｇｌｅｃｔａ

贵州省铜仁市梵净山
Ｆａｎｊｉｎｇ Ｍｏｕｎｔａｉｎꎬ Ｔｏｎｇｒｅｎ Ｃｉｔｙꎬ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

１０８°４３′１９.０３″ Ｅ
２７°５３′４８.２９″ Ｎ １ ５６３ ＨＴ２１０９１７

１.２ 基因组 ＤＮＡ 的提取与测序

用改良的 ＣＴＡＢ 法从 ４ 种栎属青冈亚属植物叶

片中提取总 ＤＮＡꎮ 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 对提取的

ＤＮＡ 进行双端测序ꎮ 叶绿体全基因组 ＤＮＡ 的提取

与测序均由南京奥维森基因科技有限公司完成ꎮ
１.３ 组装与注释

利用 ＦＡＳＴＱ 软件进行数据质控ꎬ将质控得到的

Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 利用 ＧｅｔＯｒｇａｎｅｌｌｅ 软件(Ｊｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)
进行组装ꎬ将原始数据 ｍａｐ 到组装好的序列上查看

覆盖率并结合 Ｇａｐｃｌｏｓｅｒ 软件(Ｚｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ补
齐组装出现的空缺 ( ｇａｐｓ)ꎮ 在 ＮＣＢＩ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ) 上 下 载 褐 叶 青 冈

(ＭＮ１９９０２３)的叶绿体基因组作为参考基因组ꎬ利
用 ＣＰＧＡＶＡＳ２ ( Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ ) ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｈｅｒｂａｌｇｅｎｏｍｉｃｓ.ｏｒｇ / ｃｐｇａｖａｓ / )进行注释ꎬ注释好的数

据利用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ 软件(Ｋｅａｒｓｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)进行手动

调整 和 修 改ꎮ 利 用 ＯＧＤＲＡＷ 软 件 ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｃｈｌｏｒｏｂｏｘ.ｍｐｉｍｐ￣ｇｏｌｍ.ｍｐｇ. ｄｅ / ＯＧＤｒａｗ. ｈｔｍｌ)绘制 ４

种栎属青冈亚属植物的叶绿体基因组物理结构图

谱ꎮ 最后将注释好的数据提交到 ＮＣＢＩꎬ宁冈青冈、
曼青冈、毛曼青冈、竹叶青冈的序列登录号分别为

ＯＮ３０３３０１、ＯＮ２５８６２８、ＯＮ２５８６２９、ＯＮ２５８６３１ꎮ
１.４ 叶绿体基因组比较分析

利用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ(Ｋｅａｒｓｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)及 Ｅｄｉｔｓｅｑ
软件统计 ４ 种栎属青冈亚属植物的叶绿体基因组

序列 ＳＳＣ、ＬＳＣ、ＩＲＳ 区域的长度、ＧＣ 含量等基本信

息ꎮ 从 ＮＣＢＩ 上下载小叶青冈(ＭＮ１９９０２５)、褐叶

青冈(ＭＮ１９９０２３)、西畴青冈(ＮＣ＿０３６９４１)、青冈

(ＮＣ＿０３６９３０)的叶绿体基因组与本文 ４ 种栎属青

冈亚属植物所测的叶绿体基因组进行比较分析ꎮ
选择以 ＡＴＧ 为起始密码子、长度大于 ３００ ｐｂ

的非重复序列ꎬ所有物种筛选后均剩余 ５２ 条 ＣＤＳ
序列ꎮ 利用 Ｃｏｄｏｎ Ｗ 软件(Ｓｈａｒｐ ＆ Ｌｉꎬ １９８７)计算

４ 种栎属青冈亚属植物及其近缘种的同义密码子

相 对 使 用 度 ( ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅꎬ
ＲＳＣＵ)、密码子适应指数( ｃｏｄｏｎ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬ
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ＣＡＩ)、有效密码子数 ( ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓꎬ
ＥＮＣ)、 密 码 子 偏 好 性 指 数 ( ｃｏｄｏｎ ｂｉａｓ ｉｎｄｅｘꎬ
ＣＢＩ)、最优密码子使用频率 ( ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ
ｃｏｄｏｎｓꎬ ＦＯＰ)以及每条 ＣＤＳ 序列的 ＥＮＣ 值、ＲＳＣＵ
值及密码子第三位各碱基出现的概率(记为 Ａ３、
Ｔ３、Ｃ３、 Ｇ３ )ꎬ 运 用 在 线 软 件 ＥＭＢＯＳＳ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ. ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｎｌ / ｅｍｂｏｓｓ￣ｅｘｐｌｏｒｅｒ / ) 计 算 各

ＣＤＳ 序列 ＧＣ１、ＧＣ２、ＧＣ３ 的含量ꎮ 中性绘图分析

以 ＧＣ１ 和 ＧＣ２ 的平均值(ＧＣ１２)为纵坐标ꎬ以 ＧＣ３
值为横坐标ꎬ绘制散点图ꎬ并插入 ｙ ＝ ｘ 的函数图

像ꎮ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析绘制的散点图将 ＧＣ３ 值、ＥＮＣ
值分别作为横、纵坐标ꎬ添加理论 ＥＮＣ 值曲线ꎬ标
准曲线公式为 ＥＮＣ ＝ ２ ＋ＧＣ３ ＋ ２９ / [ ＧＣ３２ ＋ ( １ －
ＧＣ３) ２]ꎮ ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析以 Ｇ３ / ( Ｇ３ ＋ Ｃ３) 为横坐

标ꎬＡ３ / (Ａ３＋Ｔ３)为纵坐标绘制散点图ꎬ分析 Ａ、Ｔ、
Ｃ、Ｇ 的使用频率和偏倚性ꎮ 中性绘图、ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ
绘图、ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 绘图均使用 Ｏｒｉｇｉｎ 软件ꎮ

利用 ｍＶＩＳＴＡ 软件 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｇｅｎｏｍｅ. ｌｂｌ. ｇｏｖ /
ｖｉｓｔａ / ｍｖｉｓｔａ / ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ. ｓｈｔｍｌ ) ( Ｍａｙｏｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０００)对 ４ 种栎属青冈亚属植物及其近缘种的叶

绿体基因组进行可视化对比分析ꎮ 使用 ＩＲｓｃｏｐｅ
( ｈｔｔｐｓ: / / ｉｒｓｃｏｐｅ. ｓｈｉｎｙａｐｐｓ. ｉｏ / ｉｒａｐｐ / ) ( Ａｍｉｒｙｏｕｓｅｆｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)绘制宁冈青冈、曼青冈、毛曼青冈、竹
叶青冈及其近缘种的叶绿体基因组 ＩＲ 边界ꎮ
１.５ 系统发育分析

选取并下载在 ＮＣＢＩ 中公开释放的 ８ 种壳斗科

植物的叶绿体基因组序列ꎬ包括倒卵叶青冈 (Ｑ.
ｏｂｏｖａｔｉｆｏｌｉａꎬ ＭＧ３５６７８５.１ )、 川 滇 高 山 栎 ( Ｑ.
ａｑｕｉｆｏｌｉｏｉｄｅｓꎬ ＫＸ９１１９７１.１)、刺叶高山栎(Ｑ. ｓｐｉｎｏｓａꎬ
ＭＧ６７８０３８.１)、巴东栎(Ｑ. ｅｎｇｌｅｒｉａｎａꎬ ＭＺ１９６２０９.１)、
栓 皮 栎 ( Ｑ. ｖａｒｉａｂｉｌｉｓꎬ ＮＣ０３１３５６. １ )、 三 棱 栎

(Ｔｒｉｇｏｎｏｂａｌａｎｕｓ ｄｏｉｃｈａｎｇｅｎｓｉｓꎬ ＮＣ０２３９５９.１)、台湾

水青冈(Ｆａｇｕｓ ｈａｙａｔａｅꎬＭＷ８４６２５８. １)、米心水青

冈(Ｆ. ｅｎｇｌｅｒｉａｎａꎬＮＣ０３６９２９.１)ꎮ 选用台湾水青冈

和米心水青冈作为外类群ꎬ将上述 ８ 种壳斗科植

物的叶绿体基因组与本文组装的 ４ 种栎属青冈亚

属植物的叶绿体基因组一起构建系统发育树ꎮ 将

所有叶绿体基因组序列运用 ＭＡＦＦＴ ( Ｋａｔｏｈ ＆
Ｓｔａｎｄｌｅｙꎬ ２０１３)进行对比ꎬ将对比好的叶绿体基因

组序列利用 ＭＥＧＡ ７ 软件(Ｋｕｍａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)对

序列开头和结尾未对齐部分进行适当的修剪ꎬ运
用 ＭＥＧＡ ７ 软件中 Ｍｏｄｅｌｓ 功能寻找以上序列运用

ＭＬ 法构建系统发育树的最佳模型(ＧＴＲ＋ＧＩ)ꎬ以

最 大 似 然 法 ( ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬ ＭＬ )ꎬ 设 置

ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 为１ ０００构建系统发育树ꎮ 另将修剪好的

序列再运用 ＭＥＧＡ ７ 软 件 以 邻 接 法 ( ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣
ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄꎬ ＮＪ )ꎬ 选 用 Ｍａｘｉｍｕｍ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ
Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ 模型ꎬ设置 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 为１０ ０００构建相关

物种的系统发育树ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 叶绿体基因组的基本特性

宁冈青冈、曼青冈、毛曼青冈、竹叶青冈的叶

绿体基因组均有由一个 ＬＳＣ 区域、两个 ＩＲｓ 区域、
一个 ＳＳＣ 区域构成ꎬ为典型的四分体结构(图 １)ꎮ
其基因组长度为 １６０ ６８１ ~ １６０ ９０６ ｂｐꎬ其中曼青冈

和毛 曼 青 冈 叶 绿 体 全 基 因 组 的 长 度 分 别 为

１６０ ８８３ ｂｐ和 １６０ ８８２ ｂｐꎬ仅相差 １ 个碱基ꎮ ＬＳＣ
区的长度范围为 ９０ ２４５ ~ ９０ ３６０ ｂｐꎬＳＳＣ 区的长度

范围为 １８ ８９１ ~ １８ ９２９ ｂｐꎬ ＩＲｓ 的长度范围为

２５ ８１６ ~ ２５ ８４０ ｂｐꎮ 本实验测得的 ４ 种青冈的总

ＧＣ 含量(３６.９％)、ＩＲｓ 区域的 ＧＣ 含量(４２.８％)及
ＣＤｓ 区域的 ＧＣ 含量(３７.９％)均一致ꎬＬＳＣ 区域及

ＳＳＣ 区域的 ＧＣ 含量也相差不大(表 ２)ꎮ
宁冈青冈、曼青冈、毛曼青冈、竹叶青冈的叶

绿体基因组注释结果显示ꎬ４ 种栎属青冈亚属植物

均有 １３３ 个 基 因ꎬ 其 中 包 含 ３７ 个 ｔＲＮＡ 基 因

( ｔｒａｎｓｆｅｒ ＲＮＡ ｇｅｎｅｓ)ꎬ８ 个 ｒＲＮＡ 基因 ( ｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ＲＮＡ ｇｅｎｅｓ)ꎬ以及 ８８ 个蛋白质编码基因( ｐｒｏｔｅｉｎ￣
ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ)ꎬ(表 ２)ꎮ 有 １５ 个基因有 １ 个内含

子( ｒｐｏＣ１、ｎｄｈＡ、ｎｄｈＢ、ｒｐｌ２、ｒｐｌ１６、ａｔｐＦ、ｒｐｓ１６、 ｔｒｎＬ￣
ＵＡＡ、 ｔｒｎＫ￣ＵＵＵ、 ｔｒｎＩ￣ＧＡＵ、 ｔｒｎＡ￣ＵＧＣ、 ｔｒｎＧ￣ＧＣＣ、
ｔｒｎＶ￣ＵＡＣ、ｐｅｔＢ、ｐｅｔＤ)ꎬ包含 ２ 个内含子的基因有 ３
个( ｒｐｓ１２、ｃｌｐＰ、ｙｃｆ３)(表 ３)ꎮ
２.２ 密码子偏好性分析

２.２.１ 密码子组成分析　 ４ 种栎属青冈亚属植物的

密码子数在 ２０ ９９６ ~ ２０ ９７７ 之间ꎻ有效密码子数

(ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓꎬ ＥＮＣ)在 ４９.９１ ~ ４９.８１
之间ꎬ密码子适应指数 ( ｃｏｄｏｎ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬ
ＣＡＩ)均为 ０.１６７ꎻ宁冈青冈、毛曼青冈和竹叶青冈

的密码子偏好性指数 ( ｃｏｄｏｎ ｂｉａｓ ｉｎｄｅｘꎬ ＣＢＩ) 为

－０.０９９ꎬ曼青冈的密码子偏好性指数为－０.０９７ꎻ４
种栎属青冈亚属植物的最优密码子使用频率

( ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎｓꎬ ＦＯＰ)均为 ０.３５５ꎬＧＣ
含量在３７.９３％ ~３７.９５％之间ꎮ ４ 种栎属青冈亚属

４４７ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷
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图 １　 ４ 种栎属青冈亚属植物的叶绿体基因组图谱
Ｆｉｇ. １ Ｇｅｎｅ ｍａｐ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｉｎ ｆｏｕｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｕｂｇ. Ｃｙｃｌｏｂａｌａｎｏｐｓｉｓ

植物的密码子偏好性各指数相差不大ꎬ说明它们

密码子使用情况相似(表 ４) ꎮ ４ 种栎属青冈亚属

植物的 ＧＣ３ 含量在 ２９.８５％ ~ ２９.８８％之间ꎬ表明

栎属青冈亚属植物更偏好以 Ａ / Ｔ 结尾的密码子ꎮ
如图 ２ 所示ꎬ亮氨酸(Ｌｅｕ)、丝氨酸( Ｓｅｒ)精氨

酸(Ａｒｇ)有 ６ 个同义密码子ꎬ色氨酸(Ｔｒｐ)、甲硫氨

酸(Ｍｅｔ)仅由一种密码子编码ꎬ其余氨基酸均由 ２
个及以上的同义密码子编码ꎮ 这 ８ 种栎属青冈亚

属植物的密码子偏好性相似ꎬ其中 ＡＣＵ、ＵＣＵ、
ＵＵＡ、ＧＣＵ、ＵＡＵ、ＧＡＵ、ＡＧＡ 的使用频率较高ꎬ而
ＣＵＣ、 ＣＵＧ、 ＧＣＧ、 ＵＡＣ、 ＣＡＣ、 ＣＡＧ、 ＡＡＣ、 ＡＡＧ、
ＧＡＣ、ＧＡＧ、ＣＧＣ、ＣＧＧ、ＡＧＣ、ＧＧＣ 的使用频率较

低ꎮ 在 米 槠 ( Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｃａｒｌｅｓｉｉ )、 长 果 柯

(Ｌｉｔｈｏｃａｒｐｕｓ ｌｏｎｇｉｎｕｘ)中 ＵＡＡ 的使用频率较所列

的其他植物低ꎮ

２.２.２ 中性绘图分析　 从 ４ 种栎属青冈亚属植物叶

绿体基因组筛选出以 ＡＴＧ 为起始密码子、长度大

于 ３００ ｐｂ 的非重复序列进行中性绘图ꎬ结果(图

３)显示ꎬ宁冈青冈、曼青冈、毛曼青冈、竹叶青冈

ＧＣ３ 和 ＧＣ１２的相关系数分别为 ０. ０１、０.０５、０. ０１、
０.０６ꎬ回归系数分别为０.１２、０.３４、０.３４、０.３６ꎬ双尾

检验结果均为Ｐ<０.０１ꎬ说明 ＧＣ１２和 ＧＣ３ 之间的相

关性较弱ꎬ组成密码子碱基的第 １、第 ２ 位和第 ３
位之间存在显著差异ꎮ 由此推测ꎬ自然选择对 ４
种栎属青冈亚属植物叶绿体基因组密码子的使用

偏好性的影响更大ꎮ
２.２.３ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图分析 　 由图 ４ 结果显示ꎬ大部

分基因的实际 ＥＮＣ 值在标准曲线之下ꎬ说明自然

选择对这部分基因的密码子使用偏好性的影响更

大ꎻ少部分基因的实际 ＥＮＣ 值在标准曲线附近或

５４７４ 期 黄婷等: 四种栎属青冈亚属植物叶绿体基因组特征及系统发育研究



表 ２　 ４ 种栎属青冈亚属植物叶绿体基因组特征比较
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ａｍｏｎｇ

ｆｏｕｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｕｂｇ. Ｃｙｃｌｏｂａｌａｎｏｐｓｉｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

宁冈青冈
Ｑｕｅｒｃｕｓ

ｎｉｎｇａｎｇｅｎｓｉｓ

曼青冈
Ｑ.

ｏｘｙｏｄｏｎ

毛曼青冈
Ｑ.

ｇａｍｂｌｅａｎａ

竹叶青冈
Ｑ.

ｎｅｇｌｅｃｔａ

基因组大小
Ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅ (ｂｐ)

１６０ ９０６ １６０ ８８３ １６０ ８３２ １６０ ７８４

大单拷贝区长度
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＬＳＣ (ｂｐ)

９０ ２９７ ９０ ３６０ ９０ ２５９ ９０ ２４５

小单拷贝区长度
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＳＳＣ (ｂｐ)

１８ ９２９ １８ ８９１ １８ ９０５ １８ ８９５

反向重复区长度
Ｌｅｎｇｈ ｏｆ ＩＲｓ (ｂｐ)

２５ ８４０ ２５ ８１６ ２５ ８３４ ２５ ８２２

蛋白编码基因数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ￣

ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ

８８ ８８ ８８ ８８

转运 ＲＮＡ 基因数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔＲＮＡ ｇｅｎｅｓ

３７ ３７ ３７ ３７

核糖体 ＲＮＡ 基因数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ

８ ８ ８ ８

总基因数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ

１３３ １３３ １３３ １３３

总的 ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｏｖｅｒａｌｌ (％)

３６.９ ３６.９ ３６.９ ３６.９

大单拷贝区 ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ ＬＳＣ(％)

３４.８ ３４.８ ３４.７ ３４.８

小单拷贝区 ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ ＳＳＣ (％)

３１.１ ３１.１ ３１.１ ３１.０

反向重复区 ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ ＩＲｓ (％)

４２.８ ４２.８ ４２.８ ４２.８

基因编码区 ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ ＣＤｓ(％)

３７.９ ３７.９ ３７.９ ３７.９

上方ꎬ说明突变对其密码子的使用偏好性影响更

大ꎮ ＥＮＣ 比值频率分布(表 ５)显示ꎬ宁冈青冈、曼
青冈、毛曼青冈、竹叶青冈中位于－０.０５ ~ ０.０５ 区

间的基因分别有 １９、１８、１８、１９ 个ꎬ分别占 ３７％、
３５％、３５％、３７％ꎬ表明突变对这些基因的影响较

大ꎮ 这 ４ 种栎属青冈亚属植物中有 ３３ ~ ３４ 个基因

的实际 ＥＮＣ 值与理论 ＥＮＣ 值差距较大ꎬ这部分基

因受自然选择的影响作用较大ꎮ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析结

果和 ＥＮＣ 比值频率分布显示ꎬ４ 种栎属青冈亚属

植物的叶绿体基因组密码子偏好性虽同时受突变

和自然选择的影响ꎬ但总体而言ꎬ自然选择的影响

大于突变带来的影响ꎮ
２.２.４ ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 绘图分析 　 由图 ５ 可知ꎬ分布于中

心点上或附近的基因主要受突变的影响ꎬ 而大多

表 ３　 ４ 种栎属青冈亚属植物叶绿体基因组基因组成
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ

ｆｏｕｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｕｂｇ. Ｃｙｃｌｏｂａｌａｎｏｐｓｉｓ
基因功能分类
Ｃａｔｅｇｏｒｙ ｏｆ ｇｅｎｅ

基因分组
Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｇｅｎｅ

基因名称
Ｎａｍｅ ｏｆ ｇｅｎｅ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

自我复制
Ｓｅｌｆ￣ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

核糖体 ＲＮＡ 基因基
ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ

ｒｒｎ４.５Ｓ ( × ２)ꎻ ｒｒｎ５Ｓ ( × ２ )ꎻ
ｒｒｎ１６Ｓ(×２)ꎻ ｒｒｎ２３Ｓ(×２)

８

转运 ＲＮＡ 基因
ｔＲＮＡ ｇｅｎｅｓ

ｔｒｎＡ￣ＵＧＣ(×２)∗ꎻ ｔｒｎＣ￣ＧＣＡꎻ
ｔｒｎＤ￣ＧＵＣꎻ ｔｒｎＥ￣ＵＵＣꎻ ｔｒｎＦ￣ＧＡＡꎻ
ｔｒｎｆＭ￣ＣＡＵꎻ ｔｒｎＧ￣ＧＣＣ∗ꎻ ｔｒｎＧ￣
ＵＣＣꎻ ｔｒｎＨ￣ＧＵＧꎻ ｔｒｎＩ￣ＣＡＵ(×２)ꎻ
ｔｒｎＩ￣ＧＡＵ(×２)∗ꎻ ｔｒｎＫ￣ＵＵＵ∗ꎻ
ｔｒｎＬ￣ＣＡＡ ( × ２ )ꎻ ｔｒｎＬ￣ＵＡＡ∗ꎻ
ｔｒｎＬ￣ＵＡＧꎻ ｔｒｎＭ￣ＣＡＵꎻ ｔｒｎＮ￣ＧＵＵ
( × ２)ꎻ ｔｒｎＰ￣ＵＧＧꎻ ｔｒｎＱ￣ＵＵＧꎻ
ｔｒｎＲ￣ＡＣＧ(×２)ꎻ ｔｒｎＲ￣ＵＣＵꎻ ｔｒｎＳ￣
ＧＣＵꎻ ｔｒｎＳ￣ＧＧＡꎻ ｔｒｎＳ￣ＵＧＡꎻ
ｔｒｎＴ￣ＧＧＵꎻ ｔｒｎＴ￣ＵＧＵꎻ ｔｒｎＶ￣ＧＡＣ
(× ２)ꎻ ｔｒｎＶ￣ＵＡＣ∗ꎻ ｔｒｎＷ￣ＣＣＡꎻ
ｔｒｎＹ￣ＧＵＡ

３７

ＲＮＡ 聚合酶
ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｒｐｏＡꎻ ｒｐｏＢꎻ ｒｐｏＣ１∗ꎻ ｒｐｏＣ２ ４

核糖体小亚基
Ｓｍａｌｌ ｓｕｂｕｎｉｔ
ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ

ｒｐｓ２ꎻ ｒｐｓ３ꎻ ｒｐｓ４ꎻ ｒｐｓ７(×２)ꎻ ｒｐｓ８ꎻ
ｒｐｓ１１ꎻ ｒｐｓ１２(×２)∗∗ꎻ ｒｐｓ１４ꎻ
ｒｐｓ１５ꎻ ｒｐｓ１６∗ꎻ ｒｐｓ１８ꎻ ｒｐｓ１９

１４

核糖体大亚基
Ｌａｒｇｅ ｓｕｂｕｎｉｔ
ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ

ｒｐｌ２( × ２) ∗ꎻ ｒｐｌ１４ꎻ ｒｐｌ１６∗ꎻ
ｒｐｌ２０ꎻ ｒｐｌ２２ꎻ ｒｐｌ２３ ( × ２ )ꎻ
ｒｐｌ３２ꎻ ｒｐｌ３３ꎻ ｒｐｌ３６

１１

光合作用
Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ＮＡＤＨ￣脱氢酶
ＮＡＤＨ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

ｎｄｈＡ∗ꎻ ｎｄｈＢ( ×２)∗ꎻ ｎｄｈＣꎻ
ｎｄｈＤꎻ ｎｄｈＥꎻ ｎｄｈＦꎻ ｎｄｈＧꎻ
ｎｄｈＨꎻ ｎｄｈＩꎻ ｎｄｈＪꎻ ｎｄｈＫ

１２

光系统Ⅰ
Ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ Ⅰ

ｐｓａＡꎻ ｐｓａＢꎻ ｐｓａＣꎻ ｐｓａＩꎻ ｐｓａＪ ５

光系统Ⅱ
Ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ Ⅱ

ｐｓｂＡꎻ ｐｓｂＢꎻ ｐｓｂＣꎻ ｐｓｂＤꎻ ｐｓｂＥꎻ
ｐｓｂＦꎻ ｐｓｂＨꎻ ｐｓｂＩꎻ ｐｓｂＪꎻ ｐｓｂＫꎻ
ｐｓｂＬꎻ ｐｓｂＭꎻ ｐｓｂＮꎻ ｐｓｂＴꎻ ｐｓｂＺ

１５

细胞色素 ｂ / ｆ 复合物
Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂ / ｆ ｃｏｍｐｌｅｘ

ｐｅｔＡꎻ ｐｅｔＢ ∗ꎻ ｐｅｔＤ ∗ꎻ ｐｅｔＧꎻ
ｐｅｔＬꎻ ｐｅｔＮ

６

ＡＴＰ 合成酶
ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ

ａｔｐＡꎻ ａｔｐＢꎻ ａｔｐＥꎻ ａｔｐＦ∗ꎻ
ａｔｐＨꎻ ａｔｐＩ

６

二磷酸核酮糖羧化
酶大亚基基因
Ｌａｒｇｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ｒｕｂｉｓｃｏ

ｒｂｃＬ １

其他基因
Ｏｔｈｅｒ ｇｅｎｅｓ

蛋白酶基因
Ｐｒｏｔｅａｓｅ

ｃｌｐＰ∗∗ １

成熟酶基因
Ｍａｔｕｒａｓｅ

ｍａｔＫ １

乙酰 ＣｏＡ 羧化酶的
亚基
Ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｏｆ Ａｃｅｔｙｌ￣
ＣｏＡ￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ

ａｃｃＤ １

包膜蛋白基因
Ｅｎｖｅｌｏｐｅ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｅｍＡ １

Ｃ 型细胞色素合成
Ｃ￣ｔｙｐｅ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｃｃｓＡ １

翻译起始因子
Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ

ｉｎｆＡ １

未知功能基因
Ｕｎｋｎｏｗｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｇｅｎｅ

开放阅读框
Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ

ｙｃｆ１(×２)ꎻ ｙｃｆ２(×２)ꎻ ｙｃｆ３∗∗ꎻ
ｙｃｆ４ꎻ ｙｃｆ１５(×２)

８

总数 Ｔｏｔａｌ １３３

　 注: (×２)两次拷贝ꎻ∗一个内含子ꎻ∗∗两个内含子ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: (×２) ｔｗｏ ｃｏｐｉｅｓꎻ ∗ ｏｎｅ ｉｎｔｒｏｎꎻ ∗∗ ｔｗｏ ｉｎｔｒｏｎｓ.

远离中心的点则受自然选择的影响ꎮ ４ 种栎属青

冈亚属植物的 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 绘图分析显示ꎬ 基因分布
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表 ４　 ４ 种栎属青冈亚属植物的密码子偏好性指数
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｄｏｎ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｆｏｕｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ

Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｕｂｇ. Ｃｙｃｌｏｂａｌａｎｏｐｓｉｓ

指数
Ｉｎｄｅｘ

宁冈青冈
Ｑｕｅｒｃｕｓ

ｎｉｎｇａｎｇｅｎｓｉｓ

曼青冈
Ｑ.

ｏｘｙｏｄｏｎ

毛曼青冈
Ｑ.

ｇａｍｂｌｅａｎａ

竹叶青冈
Ｑ.

ｎｅｇｌｅｃｔａ

长度
Ｌｅｎｇｔｈ (ｂｐ)

６３ ０２１ ６２ ９８２ ６２ ９９１ ６３ ０３９

密码子数
Ｃｏｄｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

２０ ９９０ ２０ ９７７ ２０ ９８０ ２０ ９９６

有效密码子数
Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｃｏｄｏｎｓ

４９.８９ ４９.９０ ４９.９１ ４９.９１

密码子适应指数
Ｃｏｄｏｎ
ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ

０.１６７ ０.１６７ ０.１６７ ０.１６７

密码子偏好指数
Ｃｏｄｏｎ ｂｉａｓ ｉｎｄｅｘ

－０.０９９ －０.０９７ －０.０９９ －０.０９９

最优密码子使用
频率
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ
ｃｏｄｏｎｓ

０.３５５ ０.３５５ ０.３５５ ０.３５５

ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

３７.９３ ３７.９５ ３７.９４ ３７.９５

ＧＣ１ 含量
ＧＣ１ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

４６.１２ ４６.１２ ４６.１１ ４６.１２

ＧＣ２ 含量
ＧＣ２ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

３７.８４ ３７.８７ ３７.８５ ３７.８５

ＧＣ３ 含量
ＧＣ３ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

２９.８５ ２９.８７ ２９.８７ ２９.８８

不均匀ꎬ大部分基因分布于右下角ꎬ说明 ４ 种栎属

青冈亚属植物叶绿体基因组中密码子第 ３ 位碱基

的使用频率为 Ａ>ＴꎬＧ>Ｃꎬ表明 ４ 种栎属青冈亚属

植物密码子的偏好性受到了突变和自然选择的共

同影响ꎮ
２.３ 叶绿体基因组差异比较分析

选宁冈青冈的叶绿体基因组做参考ꎬ利用

ｍＶＩＳＴＡ 对曼青冈、毛曼青冈、竹叶青冈、小叶青

冈、褐叶青冈、西畴青冈、青冈的叶绿体基因组序

列进行可视化比较分析ꎮ 从分析结果可以看出ꎬ
栎属青冈亚属植物的叶绿体基因组具有较高的保

守性ꎬ主要的变异区域位于非编码区ꎬ而 ｙｃｆ１ 基因

在蛋白质编码区域发生变异较大ꎮ ＬＳＣ 区域的变

异较大ꎬＩＲｓ 区域变异小较为保守ꎬＳＳＣ 区域的变

异小于 ＬＳＣ 区域ꎮ ８ 种栎属青冈亚属植物的 ｒＲＮＡ
基因高度保守ꎬ几乎没有发生变异(图 ６)ꎮ
２.４ ＩＲ 边界分析

使用在线软件 ＩＲｓｃｏｐｅ 分析 ４ 种栎属青冈亚

属植物及其近缘种叶绿体基因组的 ＩＲ 扩张和收

缩情况ꎬ以及识别 ＬＳＣ、 ＩＲ、ＳＳＣ 的边界位置 (图

７)ꎮ 在 ８ 种青冈中ꎬ各边界附近分布的基因一致ꎬ
但距边界的距离略有不同ꎮ 其中ꎬ ｒｐｓ１９ 基因距

ＳＳＣ / ＩＲｂ 边界均为 １１ ｂｐꎬ 西畴青冈和青冈的 ｔｒｎＨ

白色和红色分别表示较低和较高的 ＲＳＣＵ 值ꎮ 毛曼青冈、曼青冈、竹叶青冈、宁冈青冈为本研究组装和注释ꎬ其余物种均为 ＮＣＢＩ 上
下载ꎮ
Ｗｈｉｔｅ ａｎｄ ｒｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｈｉｇｈｅｒ ＲＳＣＵ ｖａｌｕｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｑｕｅｒｃｕｓ ｇａｍｂｌｅａｎａꎬ Ｑ. ｏｘｙｏｄｏｎꎬ Ｑ. ｎｅｇｌｅｃｔａ ａｎｄ Ｑ. ｎｉｎｇａｎｇｅｎｓｉｓ ｗｅｒｅ
ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ａｎｄ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎｌｏａｄｅｄ ｆｒｏｍ ＮＣＢＩ.

图 ２　 ４ 种栎属青冈亚属植物及近缘种的同义密码子的相对使用度
Ｆｉｇ. ２　 ＲＳＣＵ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ａｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ (ＣＤＳ) ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ

ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｕｂｇ. Ｃｙｃｌｏｂａｌａｎｏｐｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｉｂｌｉｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ
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Ａ. 宁冈青冈叶绿体基因组ꎻ Ｂ. 曼青冈叶绿体基因组ꎻ Ｃ. 毛曼青冈叶绿体基因组ꎻ Ｄ. 竹叶青冈叶绿体基因组ꎮ
Ａ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｑｕｅｒｃｕｓ ｎｉｎｇａｎｇｅｎｓｉｓꎻ Ｂ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｑ. ｏｘｙｏｄｏｎꎻ Ｃ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｑ. ｇａｍｂｌｅａｎａꎻ Ｄ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｑ. ｎｅｇｌｅｃｔａ.

图 ３　 中性绘图分析
Ｆｉｇ. ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｐｌｏｔ

基因距离 ＩＲａ / ＬＳＣ 边界的距离为 １６ ｂｐꎬ其余青冈

为 １ ｂｐꎮ 在毛曼青冈和竹叶青冈中 ｎｄｈＦ 基因ꎬ有
一个碱基位于 ＩＲｂ 区域ꎬ其余 ２ ２５５ ｂｐ 均位于 ＳＳＣ
区域ꎬ其余青冈中 ｎｄｈＦ 基因的长度为 ２ ２５５ ｂｐ 且

均位于 ＳＳＣ 区域ꎮ 高等植物的叶绿体基因组中

ｙｃｆ１ 基因为第二长的基因ꎬ其横跨这 ８ 种青冈叶绿

体基因组的 ＳＳＣ / ＩＲａ 边界ꎬ在宁冈青冈、小叶青

冈、褐叶青冈、西畴青冈、青冈中ꎬｙｃｆ１ 基因有 １ ０６０
ｂｐ 位于 ＩＲａ 区域ꎬ在曼青冈、毛曼青冈、竹叶青冈

中分别有 １ ０５６、１ ０５４、１ ０６２ ｂｐ 位于 ＩＲａ 区域ꎬ在
８ 种青冈的 ＩＲｂ 区域也分别拷贝了相应长度的

ｙｃｆ１ 片段ꎬ这部分被视为 ｙｃｆ１ 假基因( ψｙｃｆ１)ꎮ ８

种青冈中ꎬψｙｃｆ１ 基因横跨 ＩＲｂ / ＳＳＣꎬ有 ５６ ~ ５８ ｂｐ
位于 ＩＲｂ / ＳＳＣ 上游ꎮ
２.５ 系统发育分析

选取 ＮＣＢＩ 上公开释放的 ８ 种壳斗科植物的叶

绿体基因组与本研究组装的 ４ 种栎属青冈亚属植物

的叶 绿 体 基 因 组 序 列ꎬ 以 台 湾 水 青 冈 ( Ｆａｇｕｓ
ｈａｙａｔａｅ)和米心水青冈(Ｆ. ｅｎｇｌｅｒｉａｎａ)作为外类群ꎬ
分别用 ＭＬ 法和 ＮＪ 法构建系统发育树ꎬ来探讨栎属

青冈亚属和栎亚属之间的关系及毛曼青冈和曼青

冈的关系ꎬ并为栎属青冈亚属系统发育问题的解决

提供基础资料ꎮ 两种方法构建的系统发育树均得

到了较高的支持率且获得的拓扑结构一致ꎮ 系统
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Ａ. 宁冈青冈叶绿体基因组ꎻ Ｂ. 曼青冈叶绿体基因组ꎻ Ｃ. 毛曼青冈叶绿体基因组ꎻ Ｄ. 竹叶青冈叶绿体基因组ꎮ
Ａ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｑｕｅｒｃｕｓ ｎｉｎｇａｎｇｅｎｓｉｓꎻ Ｂ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｑ. ｏｘｙｏｄｏｎꎻ Ｃ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｑ. ｇａｍｂｌｅａｎａꎻ Ｄ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｑ. ｎｅｇｌｅｃｔａ.

图 ４　 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析
Ｆｉｇ. ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ

发育树(图 ８)显示ꎬ水青冈属(Ｆａｇｕｓ)和轮叶三棱

栎属(Ｆｏｒｍａｎｏｄｅｎｄｒｏｎ)位于系统发育树的基部ꎬ为
壳斗科中较早分化出来的类群ꎮ 曼青冈和毛曼青

冈成姐妹群关系ꎬ毛曼青冈为 ４ 种栎属青冈亚属植

物中最早分化出来的类群ꎮ 栎亚属并未形成一个

单系群ꎬ川滇高山栎(Ｑｕｅｒｃｕｓ ａｑｕｉｆｏｌｉｏｉｄｅｓ)与栎属青

冈亚属的亲缘关系较近ꎮ

３　 讨论与结论

３.１ 叶绿体基因组比较及密码子偏好性分析

被子植物的叶绿体全基因组长度在 １２０ ０００ ~

１７０ ０００ ｂｐ 之间( Ｔａｎｇｐｈａｔｓｏｒｎｒｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎬ
本研究中宁冈青冈、曼青冈、毛曼青冈、竹叶青冈

的叶绿体基因组长度为 １６０ ７８４ ~ １６０ ９０６ ｂｐꎬ在叶

绿体基因组的大小、结构、基因的数量、总 ＧＣ 含量

及 ４ 个区域的长度和 ＧＣ 含量上均高度保守ꎮ 栎

属青冈亚属的叶绿体基因组基本特征与其他壳斗

科植物相似ꎬ壳斗科与其他科物种相比基因密度

更大ꎬ对环境的适应更强ꎬ稳定性更高(高潇潇ꎬ
２０２０)ꎮ 从 ４ 种栎属青冈亚属植物的叶绿体全基

因组比较分析可以看出ꎬ４ 种栎属青冈亚属植物的

叶绿体基因组高度保守ꎬ变异区域主要在非编码

区ꎮ 栎属青冈亚属植物的鉴定主要依据壳斗的特
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Ａ３、Ｔ３、Ｇ３、Ｃ３ 分别表示密码子第三位上各个碱基的含量ꎮ Ａ. 宁冈青冈叶绿体基因组ꎻ Ｂ. 曼青冈叶绿体基因组ꎻ Ｃ. 毛曼青冈叶

绿体基因组ꎻ Ｄ. 竹叶青冈叶绿体基因组ꎮ
Ａ３ꎬ Ｔ３ꎬ Ｇ３ꎬ ａｎｄ Ｃ３ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｂａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ３ｒｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｄｏｎ. Ａ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｉｎ Ｑｕｅｒｃｕｓ ｎｉｎｇａｎｇｅｎｓｉｓꎻ
Ｂ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｉｎ Ｑ. ｏｘｙｏｄｏｎꎻ Ｃ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｉｎ Ｑ. ｇａｍｂｌｅａｎａꎻ Ｄ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｉｎ Ｑ. ｎｅｇｌｅｃｔａ.

图 ５　 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析
Ｆｉｇ. ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＲ２￣ｐｌｏｔ

征ꎬ在没有果实的情况下ꎬ部分种难以鉴定ꎬ可以

利用叶绿体基因组筛选变异较大的区域ꎬ开发成

ＤＮＡ 条形码ꎬ便于栎属青冈亚属植物的鉴定ꎮ 通

过对 ８ 种栎属青冈亚属植物叶绿体基因组的研

究ꎬ筛选出 ｔｒｎＨ￣ＧＵＧ~ ｔｒｎＱ￣ＵＵＧ、ｒｏｐＣ１ ~ ｐｅｔＮ、ｔｒｎＴ￣
ＵＧＣ~ ｔｒｎＭ￣ＣＡＵ、ｙｃｆ４ ~ ｐｓｂＪ 及 ｙｃｆ１ 区域作为 ＤＮＡ
条形码ꎬ为后续栎属青冈亚属植物的鉴定提供便

利ꎮ 被子植物叶绿体基因组 ＩＲ 区域的扩张和收

缩普遍存在于植物进化过程中 ( Ｈａｎｓｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００７ꎻＤａｖｉｓ ＆ Ｓｏｒｅｎｇꎬ ２０１０ꎻＨｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ
栎属青冈亚属植物位于 ＩＲ 区域的基因相同ꎬ说明

栎属青冈亚属 ＩＲ 边界较为保守ꎮ ４ 种栎属青冈亚

属植物均出现 ｙｃｆ１ 假基因(ψｙｃｆ１)ꎬ在壳斗科栎亚

属ꎬ栗属(Ｃａｓｔａｎｅａ)部分种中也出现了 ｙｃｆ１ 基因在

ＩＲｂ / ＳＳＣ 拷贝为假基因的现象(杨颜慈ꎬ ２０１８ꎻ高
潇潇ꎬ ２０２０)ꎮ

密码子使用偏好性是生物进化的重要现象ꎮ
主要受基因组的大小、碱基突变、基因漂变、自然

选择、基因的表达水平、ｔＲＮＡ 丰度、ＧＣ 含量、蛋白

质结构等因素影响( Ｒｏｍｅｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００ꎻＤｕｒｅｔ ꎬ
２０００ꎻＡｎｇｅｌｌｏｔｔｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 从 ＧＣ３ 的含量可以

看出ꎬ本研究中的栎属青冈亚属植物更偏好以 Ａ /
Ｔ 结尾的密码子ꎬ这一现象在被子植物中广泛存在

(Ｃｌｅｇｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９４ꎻＴａｎｇｐｈａｔｓｏｒｎｒｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ
Ｄｅｌａｎｎｏｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 同义密码子相对使用度结

果显示ꎬ栎属青冈亚属和栎亚属植物的同义密码

子使用度相似ꎬ米槠、长果柯中 ＵＡＡ 的使用频率

较所列的其他植物低ꎬ说明壳斗科植物的密码子

使用偏好性相似ꎬ而不同的属之间仍存在着一定

的差异ꎮ ３ 种绘图分析结果显示ꎬ４ 种栎属青冈亚

属植物的密码子偏好性受选择压力和突变同时影

响ꎬ 但选择压力为主要影响因素ꎬ 这与米槠(江淑
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表 ５　 ＥＮＣ 比值频数分布
Ｆｉｇ. ５　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＥＮＣ ｒａｔｉｏｎ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

组限
Ｃｌａｓｓ

ｂｏｕｎｄａｒｙ

组中值
Ｇｒｏｕｐ

ｍｉｄ￣ｖａｌｕｅ

频数
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
ｎｕｍｂｅｒ

组频
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

宁冈青冈
Ｑｕｅｒｃｕｓ

ｎｉｎｇａｎｇｅｎｓｉｓ

－０.１５~ －０.０５ －０.１０ ３ ０.０６
－０.０５~ ０.０５ ０.００ １９ ０.３７
０.０５~ ０.１５ ０.１０ １９ ０.３７
０.１５~ ０.２５ ０.２０ １０ ０.１９
０.２５~ ０.３５ ０.３０ １ ０.０２

曼青冈
Ｑ. ｏｘｙｏｄｏｎ

－０.１５~ －０.０５ －０.１０ ３ ０.０６
－０.０５~ ０.０５ ０.００ １８ ０.３５
０.０５~ ０.１５ ０.１０ ２１ ０.４０
０.１５~ ０.２５ ０.２０ ９ ０.１７
０.２５~ ０.３５ ０.３０ １ ０.０２

毛曼青冈
Ｑ. ｇａｍｂｌｅａｎａ

－０.１５~ －０.０５ －０.１０ ３ ０.０６
－０.０５~ ０.０５ ０.００ １８ ０.３５
０.０５~ ０.１５ ０.１０ ２１ ０.４０
０.１５~ ０.２５ ０.２０ ９ ０.１７
０.２５~ ０.３５ ０.３０ １ ０.０２

竹叶青冈
Ｑ. ｎｅｇｌｅｃｔａ

－０.１５~ －０.０５ －０.１０ ３ ０.０６
－０.０５~ ０.０５ ０.００ １９ ０.３７
０.０５~ ０.１５ ０.１０ ２０ ０.３８
０.１５~ ０.２５ ０.２０ ９ ０.１７
０.２５~ ０.３５ ０.３０ １ ０.０２

珍等ꎬ２０２１)、降香黄檀(Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｏｄｏｒｉｆｅｒａ) (原晓

龙等ꎬ ２０２１)、灯盏花(Ｅｒｉｇｅｒｏｎ ｂｒｅｖｉｓｃａｐｕｓ) (李显

煌等ꎬ２０２１)等得出的结果相似ꎮ
３.２ 系统发育关系及种间关系分析

系统发育树结果显示ꎬ水青冈属和三棱栎属

分化较早ꎬ与周浙昆(１９９９)根据化石和地理信息

系统对壳斗科起源等研究的结果一致ꎮ 前人根据

花粉特征及核基因将川滇高山栎、刺叶高山栎、巴
东栎归为 Ｉｌｅｘ 组、栓皮栎归为 Ｃｅｒｒｉｓ 组(Ｈｕｂｅｒｔ Ｆ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎬ而核标记、质体标记的研究结果中显

示ꎬＩｌｅｘ 组的亚洲种常出现穿插在 Ｃｅｒｒｉｓ 组中的现

象(Ｓｉｍｅｏｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻＨｕｂｅｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 本

研究中ꎬ４ 种栎亚属植物并未形成一个单系群ꎬ刺
叶 高 山 栎 ( Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｐｉｎｏｓａ ) 与 巴 东 栎 ( Ｑ.
ｅｎｇｌｅｒｉａｎａ)、栓皮栎(Ｑ. ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ)聚在一枝ꎬＩｌｅｘ 组

和 Ｃｅｒｒｉｓ 组之间出现穿插的现象ꎬ与核标记、质体

标记的结果一致ꎮ 在«中国植物志» (陈焕镛和黄

成就ꎬ １９９８)、«中国树木志»(郑万钧ꎬ １９８５)、«云
南植物志»(中国科学院昆明植物研究所ꎬ １９７９)、
«贵州植物志» (蓝开敏和李永康ꎬ １９８２)、 等地方

图 ６　 ４ 种栎属青冈亚属植物及近缘种叶绿体基因组的可视化比对
Ｆｉｇ. ６　 Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｆｏｕｒ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｉｎ Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｕｂｇ. Ｃｙｃｌｏｂａｌａｎｏｐｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ
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ＪＬＢ. ＬＳＣ / ＩＲｂ 边界ꎻ ＪＳＢ. ＩＲｂ / ＳＳＣ 边界ꎻ ＪＳＡ. ＳＳＣ / ＩＲａ 边界ꎻ ＪＬＡ. ＩＲａ / ＬＳＣ 边界ꎮ
ＪＬＢ. ＬＳＣ / ＩＲｂ ｂｏｕｎｄａｒｙꎻ ＪＳＢ. ＩＲｂ / ＳＳＣ ｂｏｕｎｄａｒｙꎻ ＪＳＡ. ＳＳＣ / ＩＲａ ｂｏｕｎｄａｒｙꎻ ＪＬＡ. ＩＲａ / ＬＳＣ ｂｏｕｎｄａｒｙ.

图 ７　 ４ 种栎属青冈亚属植物及近缘种的 ＬＳＣ、ＩＲ 和 ＳＳＣ 边界分析
Ｆｉｇ. ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＬＳＣꎬ ＳＳＣꎬ ａｎｄ ＩＲ ｂｏｒｄｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ ａｍｏｎｇ ｆｏｕｒ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

ｇｅｎｏｍｅｓ ｉｎ Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｕｂｇ. Ｃｙｃｌｏｂａｌａｎｏｐｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｉｂｌｉｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ

上面的节点数是支持值ꎬ左边是 ＭＬ 自展值ꎬ右边是 ＮＪ 自

展值ꎮ
Ｎｕｍｂｅｒ ａｂｏｖｅ ｎｏｄｅｓ ａｒｅ ｓｕｐｐｏｒｔ ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ＭＬ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ
ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔꎬ ＮＪ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ.

图 ８　 基于 ＭＬ 法和 ＮＪ 法对 １２ 个物种叶绿体
基因组序列构建系统发育树

Ｆｉｇ. ８　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｔｈｅ １２ ｓｐｅｃｉｅｓ
ｉｎｆｅｒｒｅｄ ｆｒｏｍ ＭＬ ａｎｄ ＮＪ ｍｅｔｈｏｄｓ

植物志中ꎬ毛曼青冈和曼青冈是作为两个单独的

种处理(罗艳和周浙昆ꎬ２００１ａ)ꎮ 邓敏( ２００７)等

根据曼青冈、毛曼青冈叶背的星状毛等特征ꎬ认为

毛曼青冈应作为曼青冈的一个变种处理ꎬ而刘凌

燕等(２００８)根据聚类分析的结果认为应将毛曼青

冈作为长叶青冈(Ｑ. ｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ)的变种处理ꎮ 本研

究中系统发育分析结果显示ꎬ曼青冈与竹叶青冈

亲缘关系较近ꎬ曼青冈和毛曼青冈未形成姐妹群ꎮ
虽然毛曼青冈和曼青冈的果实和叶型相似ꎬ但是

叶背毛的颜色和形态存在差异ꎬ并且在不同地区

采集的叶背毛差距很大(邓敏ꎬ ２００７)ꎮ 在扫描电

镜下观察两者的花粉外壁纹饰纹饰上也存在区

别ꎬ毛曼青冈的花粉外壁纹饰为颗粒疣状或聚合

疣状ꎬ曼青冈的花粉外壁为颗粒状纹饰(王萍莉和

溥发鼎ꎬ ２００４)ꎮ 本研究中采的毛曼青冈叶密被
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黄褐色星状毛ꎬ而曼青冈叶背的星状毛为白色且

较毛曼青冈稀疏ꎮ 综上ꎬ本研究更倾向于毛曼青

冈和曼青冈作为两个种处理的观点ꎮ 本研究中的

毛曼青冈采自重庆ꎬ曼青冈采自广西ꎬ两地相距较

远ꎬ推测可能由于生长环境存在较大差异及长期

的基因交流受阻等因素导致本研究中的毛曼青冈

和曼青冈逐渐形成两个种ꎮ
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