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摘　 要: 飘带兜兰 (Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ｐａｒｉｓｈｉｉ) 分布范围狭窄ꎬ仅在中国、缅甸、泰国以及老挝有少量分布ꎮ 近年

来ꎬ因生境破坏和人为滥采而导致飘带兜兰野生种群极度缩减ꎮ 为开发种内多态性的分子标记用于保护生物

学研究ꎬ该研究对飘带兜兰 ４ 个野生个体经测序、组装、注释获得的叶绿体基因组序列ꎬ与已公布的飘带兜兰 ２
个个体的叶绿体全基因组序列进行比对ꎬ分析飘带兜兰叶绿体基因组的种内差异ꎮ 结果表明:(１) 飘带兜兰

叶绿体基因组具有典型被子植物叶绿体基因组环状四分体结构ꎬ基因组长度为 １５４ ４０３ ~ １５４ ８０９ ｂｐꎬ共编码

１２９ 个基因ꎬ包括 ７８ 个蛋白质编码基因、３９ 个 ｔＲＮＡ 基因、８ 个 ｒＲＮＡ 基因ꎬ以及 ４ 个假基因ꎮ (２) 在飘带兜兰

６ 个个体叶绿体基因组中检测到 １０３~１０７ 个 ＳＳＲｓ (ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ) 位点ꎬ其中 ２１ 个 ＳＳＲ 位点具有多

态性ꎮ 此外ꎬ在 ６ 个个体叶绿体基因组中还检测到 ６０ 个长序列重复ꎬ包括 １７~ ２１ 个正向重复、１８~ ２９ 个反向

重复、９~１６ 个回文重复、４~９ 个互补重复ꎮ (３) 通过比较 ６ 个个体叶绿体基因组序列的核苷酸多样性ꎬ共发

现 ７０ 处变异ꎬ包括 １０ 个 ＳＮＰｓ (ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ) 、６０ 个插入缺失 (ＩｎＤｅｌｓ)ꎮ 其中ꎬ有 ３ 个 ＳＮＰ
位点发生了非同义替换ꎬ导致编码功能基因的氨基酸发生改变ꎻ１９ 个插入缺失多态性较高ꎬ具有开发为分子

标记的潜力ꎮ (４) 通过计算核苷酸多样性值 (Ｐｉ) 共发现 ８ 个有变异的区域ꎬＰｉ 值为 ０~０.００６ ３２ꎬ其中变异度

较大的是 ｒｐｓ３－ｒｐｌ２２、ｔｒｎＬ￣ＵＡＣ－ｒｐｌ３２、ｒｐｏＢ－ｔｒｎＣ￣ＧＣＡ 以及 ｙｃｆ４ꎬ这些高变区可开发为分子标记用于评估飘带兜

兰遗传多样性ꎮ (５) 系统发生分析结果表明ꎬ飘带兜兰 ６ 个个体叶绿体基因组序列聚在一起ꎬ与长瓣兜兰互

为姐妹群ꎮ 综上表明ꎬ飘带兜兰叶绿体基因组的 ＳＳＲｓ、长序列重复、ＳＮＰｓ、ＩｎＤｅｌｓ 以及核苷酸序列呈现了足够

的种内多样性ꎬ可开发成分子标记用于该种的系统演化及保护生物学研究ꎮ
关键词: 叶绿体全基因组ꎬ 飘带兜兰ꎬ 序列差异ꎬ 多态性分子标记ꎬ 插入缺失ꎬ 微卫星
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ｒｅｐｅａｔｓ (ＳＳＲｓ)ꎬ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ (ＳＮＰｓ)ꎬ ａｎｄ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ (ＩｎＤｅｌｓ) ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｎｅｗ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｑｕａｄｒｉｐａｒｔｉｔｅꎬ ｗｉｔｈ ａ ｌｅｎｇｔｈ ｂｅｔｗｅｅｎ
１５４ ４０３ ｂｐ ａｎｄ １５４ ８０９ ｂｐꎬ ｗｉｔｈ １２９ ｇｅｎｅｓ (７８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓꎬ ３９ ｔＲＮＡｓꎬ ８ ｒＲＮＡｓ ａｎｄ ｆｏｕｒ ｐｓｅｕｄｏｇｅｎｅｓ). (２)
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ＳＮＰｓ ａｎｄ ６０ ＩｎＤｅｌｓ ｗｅｒｅ ｕｎｃｏｖｅｒｅｄ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｐｌａｓｔｏｍｅ. Ｔｈｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｎ￣ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｃａｕｓｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎｓ. １９ ＩｎＤｅｌｓ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒｓ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ. (４) Ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｐｉ) ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ ０－０.００６ ３２ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｖａｒｉａｔｉｏｎ. Ｈｙｐｅｒ￣ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓꎬ ｅ.ｇ. ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｓｐａｃｅｒｓ ｒｐｓ３－ｒｐｌ２２ꎬ ｔｒｎＬ￣ＵＡＣ－ｒｐｌ３２ꎬ ｒｐｏＢ－
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ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ. Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｈｅｒｅ ｗｉｌｌ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｓｔｕｄｉｅｓ ａｎｄ
ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅꎬ Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ｐａｒｉｓｈｉｉꎬ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅꎬ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒｓꎬ
ＩｎＤｅｌｓꎬ ＳＳＲｓ

　 　 遗传多样性代表着物种适应环境和生存发展

的能力ꎬ保存珍稀濒危物种的遗传多样性是物种

保护的重要目标 (Ｇｕｅｒｒａｎｔ ＆ Ｐａｖｌｉｋꎬ １９９８ꎻ 黄宏

文ꎬ ２０１８)ꎮ 叶绿体是植物细胞内进行光合固碳

和胁迫应答的重要半自主遗传细胞器ꎬ植物叶绿

体基因组为环状 ＤＮＡ 分子ꎬ单亲遗传ꎬ基因组大

小为 １０７ ~ ２１８ ｋｂꎬ基因结构和组成稳定 (张韵洁

和李德铢ꎬ ２０１１ꎻ Ｉｖａｎｏｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 叶绿体基

因组通常为四分体结构ꎬ包括两个反向重复序列

( ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔꎬ ＩＲ)、 一 个 大 单 拷 贝 区 ( ｌａｒｇｅ
ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙ ｒｅｇｉｏｎꎬ ＬＳＣ) 和一个小单拷贝区 (ｓｍａｌｌ
ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙ ｒｅｇｉｏｎꎬ ＳＳＣ) (Ｗｏｌｆｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８７ꎻ 田欣

和李德铢ꎬ ２００２ꎻ Ｊａｎｓｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ 张韵洁和李

德铢ꎬ ２０１１ꎻ Ｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 叶绿体基因组编

码 １１０ ~ １３０ 个基因ꎬ主要包括光合作用相关和叶

绿体基因表达相关的基因等 (张韵洁和李德铢ꎬ

２０１１)ꎮ 叶绿体基因组虽然较小ꎬ但包含有大量遗

传信息ꎬ在核苷酸序列水平和结构重排上呈现出

进化与保守性ꎬ编码区和非编码区有不同进化速

率ꎬ在分子水平上有明显差异ꎬ可用于区分种间关

系、评估种间变异性等ꎬ被广泛用于群体遗传多样

性、系统演化等研究领域 (Ｗｏｌｆｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８７ꎻ 张

韵洁和李德铢ꎬ ２０１１ꎻ Ｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ 黎若竹等ꎬ
２０２２)ꎮ 近年来ꎬ利用种内不同个体叶绿体基因组

的种内变异ꎬ为物种进化研究、种质资源利用以及

濒危植物保护提供了基础遗传信息 ( Ｉｓｈｉｚｕｋａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｍｕｒａｇｕｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｚｈａｎｇ ＲＳ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０)ꎮ

兜 兰 属 ( Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ) 为 兰 科 ( Ｏｒｃｈｉ￣
ｄａｃｅａｅ) 杓兰亚科 ( ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ｃｙｐｒｉｐｅｄｉｏｉｄｅａｅ) 植

物ꎬ有 ８０ 余种ꎬ主要分布于亚洲至太平洋岛屿的

热带亚热带地区的石灰岩山地 (Ｃｒｉｂｂꎬ １９９８ꎻ 刘

２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



仲健等ꎬ ２００９)ꎮ 兜兰的唇瓣因形似拖鞋而被称

为“拖鞋兰”ꎬ具有极高的观赏价值 (杨颖婕等ꎬ
２０２１)ꎮ 近年来ꎬ兜兰属植物的自然生境局限于生

态环境脆弱的喀斯特地区ꎬ加上过度采挖等人类

活动导致的生态退化和生境严重破坏ꎬ使得兜兰

属植物野生种群数量急剧减少ꎬ部分兜兰属植物

面临野外灭绝的风险 (罗毅波等ꎬ ２００３ꎻ 杨颖婕

等ꎬ ２０２１)ꎮ 目前ꎬ所有野生兜兰种类均列入«濒

危野生动植物种国际贸易公约» ( Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｔｒａｄｅ ｉｎ Ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ Ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｗｉｌｄ
Ｆａｕｎａ ａｎｄ Ｆｌｏｒａꎬ ＣＩＴＥＳ)ꎬ同时我国分布的野生兜

兰属植物也全部列入«国家重点保护野生植物名

录» (２０２１ 年 ９ 月颁布实施)ꎮ 因此ꎬ我国野生兜

兰属物种的濒危机制与保护工作急需开展ꎮ
飘带兜兰 (Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ｐａｒｉｓｈｉｉ )为附生兰

科植物ꎬ生于海拔 １ ０００ ~ １ １００ ｍ 的树干或石头

上ꎬ为我国一级重点保护植物ꎮ 飘带兜兰被世界

自然保护联盟 ( Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｕｎｉｏｎ ｆｏｒ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｎａｔｕｒｅꎬ ＩＵＣＮ) 评估为濒危等级 ( Ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄꎬ
ＥＲ)ꎬ仅在中国云南南部、泰国、缅甸和老挝分布

有少数的野生种群 (Ｒａｎｋｏｕ ＆ Ａｖｅｒｙａｎｏｖꎬ ２０１５)ꎮ
飘带兜兰具有极高的观赏价值ꎬ在各植物园均有

引种ꎬ但野生种群已极为罕见ꎮ Ｃｈｅｎ 等 ( ２０１２)
在云南南部进行了飘带兜兰繁殖生物学的观察ꎬ
发现该种具有独特的自动授粉机制ꎮ 基于叶绿体

全基因组发育基因组学的研究ꎬ飘带兜兰属于兜

兰亚 属 ( ｓｕｂｇｅｎｕｓ Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ) ( Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)ꎮ 但是ꎬ有关飘带兜兰的遗传信息仍不完

善ꎬ缺乏评估遗传多样性及种内多样性的分子标

记ꎬ不利于对其开展综合保护ꎮ
本研究选取飘带兜兰的 ４ 个野生个体进行浅层

基因组测序、组装获得叶绿体全基因组ꎬ并与已公

开的该种 ２ 个个体叶绿体基因组 (Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ꎻ
Ｋａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１) 进行基因组比较ꎬ分析飘带兜兰叶

绿体基因组的种内变异ꎬ理解其基因进化水平和遗

传多样性ꎬ以期开发种内多态性的分子标记用于保

护生物学研究ꎬ为开展飘带兜兰的濒危机制及物种

保护研究提供遗传信息基础资料ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 研究材料及 ＤＮＡ 提取、测序

飘带兜兰 ４ 个个体分别采自云南省勐腊县

(Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ ＿ １ 和 Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ ＿ ２) 及澜沧县 ( Ｐ.
ｐａｒｉｓｈｉｉ＿３ 和 Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿４) 两个野生居群 (图 １)ꎬ取
新鲜叶片放入硅胶中干燥ꎮ 采用植物基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒 (ＴＩＡＮＧＥＮꎬ 中国北京) 提取叶片总

ＤＮＡꎬ使用 ＩｌｌｕｍｉｎａＴｒｕＳｅｑ 文库建立试剂盒 ( Ｓａｎ
Ｄｉｅｇｏꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ) 构建测序文库ꎬ 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｈｉｓｅｑ ２５００ 测序平台 (上海派森诺生物科技有限公

司) 进行浅层基因组测序ꎮ 同时ꎬ在 ＧｅｎＢａｎｋ 上下

载已公开的另外 ２ 个飘带兜兰个体的叶绿体基因组

序列 (Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ ＿５ꎬ ＭＷ５２８２１３ 和 Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ ＿６ꎬ
ＭＮ５８７８２２)进行比较基因组分析ꎮ
１.２ 叶绿体基因组的组装和注释

采用 Ｆａｓｔｐ 软件对下机后的原始数据 ( ｒａｗ
ｄａｔａ) 进行过滤ꎬ获得高质量测序数据 ( ｃｌｅａｎ
ｄａｔａ) 后ꎬ用 ＧｅｔＯｒｇａｎｅｌｌｅ ｖ１.６. ３ 程序将测序后得

到的数据组装成叶绿体基因组 (Ｊｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ
组装完成后的叶绿体基因组数据用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ Ｐｒｉｍｅ
ｖ２０２１.２.２ 的 ＭＡＦＦＴ 工具进行比对后ꎬ使用在线工

具 ＣＰＧＡＶＡＳ２ (ｈｔｔｐ: / / ４７.９０.２４１.８５:１６０１９ / ａｎａｌｙｚｅｒ /
ａｎｎｏｔａｔｅ２) ( Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ )ꎬ ＧｅＳｅｑ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｃｈｌｏｒｏｂｏｘ.ｍｐｉｍｐ￣ｇｏｌｍ.ｍｐｇ.ｄｅ / ｇｅｓｅｑ.ｈｔｍｌ) (Ｔｉｌｌｉｃｈ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１７) 和 ｔＲＮＡ￣ｓｃａｎ￣ＳＥ ｖ２.０. ３ (Ｌｏｗｅ ＆ Ｃｈａｎꎬ
２０１６) 对叶绿体基因组的蛋白质编码区、核糖体

ＲＮＡ (ｒＲＮＡ) 和转运 ＲＮＡ ( ｔＲＮＡ) 进行注释ꎬ参
考已发表的兜兰属叶绿体基因组对注释结果进行

校正ꎮ 通过 ＯＧＤＲＡＷ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｃｈｌｏｒｏｂｏｘ. ｍｐｉｍｐ￣
ｇｏｌｍ.ｍｐｇ.ｄｅ / ＯＧＤｒａｗ. ｈｔｍｌ) 在线网站绘制飘带兜

兰叶绿体基因组图谱 (Ｌｏｈｓｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 使用

Ｇｅｎｅｉｏｕｓ Ｐｒｉｍｅ ２０２１.２.２ 软件分析 ６ 个飘带兜兰叶

绿体基因组的基本结构ꎬ统计 ＬＳＣ、ＳＳＣ、ＩＲ 的长度

以及 ＧＣ 含量、蛋白质编码基因、ｔＲＮＡ 基因、ｒＲＮＡ
基因的数目ꎮ
１.３ 叶绿体基因组重复序列和 ＳＳＲ 分析

通过 ＭＩＳＡ 在线网站 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂｂｌａｓｔ. ｉｐｋ￣
ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ.ｄｅ / ｍｉｓａ) ( Ｂｅｉｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７) 测算叶

绿体基因组中简单重复序列 ( ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔｓꎬ ＳＳＲ) 的分布ꎬ将核苷酸最小重复数分别

设 置 为 １０ ( 单 核 苷 酸 重 复 ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｒｅｐｅａｔｓ)、５ (二核苷酸重复 ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔｓ)、４
(三核苷酸重复 ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔｓ)、３ (四核苷酸

重复 ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔｓ)、 ３ ( 五 核 苷 酸 重 复

ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔｓ )、 ３ ( 六 核 苷 酸 重 复

ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔｓ)ꎮ
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通 过 ＲＥＰｕｔｅｒ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｂｉｓｅｒｖ. ｃｅｂｉｔｅｃ. ｕｎｉ￣
ｂｉｅｌｅｆｅｌｄ.ｄｅ / ｒｅｐｕｔｅｒ) ( Ｋｕｒｔｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１) 在线网

站测算叶绿体基因组中其他重复序列的分布ꎬ参
数设置为最小重复序列 ３０ ｂｐꎬ汉明距离(Ｈａｍｍｉｎｇ
ｄｉｓｔａｎｃｅ) 设置为 ３ (Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ
１.４ 种间叶绿体基因组的比较分析

通过 ｍＶＩＳＴＡ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｇｅｎｏｍｅ. ｌｂｌ. ｇｏｖ / ｖｉｓｔａ )
在线网站 (Ｆｒａｚｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎬ以 Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿１ 的

叶绿体基因组作为参考ꎬ将其余 ５ 条飘带兜兰的叶

绿体基因组的编码区、基因间隔区、内含子区进行

比对分析ꎬ评估各基因组序列之间的相似性和差

异ꎮ 使用 Ｒ ｖ４.０.２ 软件运行 ＩＲｓｃｏｐｅ (Ａｍｉｒｙｏｕｓｅｆｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８) 脚本ꎬ对 ６ 个个体的叶绿体基因组序列

的相邻边界区域进行绘制ꎬ比较分析边界区域的扩

张和收缩情况ꎮ 使用 ＤｎａＳＰ ｖ５.１０.０.１ 软件ꎬ统计飘

带兜兰不同个体间序列的单核苷酸变异 (ＳＮＰｓ) 和

插入缺失 (ＩｎＤｅｌｓ) 情况ꎬ计算各序列间核苷酸多样

性 (Ｐ ｉ)ꎮ
１.５ 系统发育分析

从 ＧｅｎＢａｎｋ 上下载 １５ 种兜兰属叶绿体全基

因组序列ꎬ与本研究新测序拼装的 ４ 个个体以及

已发表的 ２ 条飘带兜兰叶绿体基因组序列ꎬ以 ３ 种

杓兰属植物为外类群来构建系统发育树 (物种的

基因登录号见图 ５)ꎮ 使用 ＰｈｙｌｏＳｕｉｔｅ ｖ１.２.２ 软件ꎬ
利用 ＭｏｄｅｌＦｉｎｄｅｒ 计算最佳碱基替换模型 ( Ｚｈａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ａ)ꎬ使 用 叶 绿 体 基 因 组 全 序 列ꎬ 经

ＭＡＦＦＴ 进行多序列比对后ꎬ采用 ＩＱ￣ＴＲＥＥ 构建最

大似然法 (ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬ ＭＬ) 系统发育树

(Ｔｒｉｆｉｎｏｐｏｕｌｏｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎬ系统发育树分支的支

持率基于 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 自展法检测ꎬ将 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设

置为 ５ ０００、重复次数设置为 １ ０００ 次ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 飘带兜兰叶绿体基因组基本特征

对原始数据进行过滤后ꎬ飘带兜兰 ４ 个样品

分别获得 ２.４ ~ ３. １ Ｇ 的高质量 ｃｌｅａｎ ｄａｔａꎮ 组装

和注释的叶绿体全基因组序列已登录至 ＧｅｎＢａｎｋ
(登录号为 ＯＰ ６０４３５６ ~ ＯＰ ６０４３５９) ꎮ 将本研究

获得的飘带兜兰 ４ 个个体和已公布的 ２ 个飘带

兜兰叶绿体基因组一起比对分析ꎬ发现 ６ 条序列

的叶绿体基因组均为环状四分体结构ꎬ包括 ＬＳＣ
区、ＳＳＣ 区和 ２ 个 ＩＲ 区 (图 ２) ꎮ 叶绿体基因组

序列全长为 １５４ ４０３ ~ １５４ ８０９ ｂｐꎬ其中 ＬＳＣ 的长

度为８６ ５８１ ~ ８６ ９８３ ｂｐꎬ ＳＳＣ 的长度为 ２ ４３６ ~
２ ４４６ ｂｐꎬＩＲ 的长度为３２ ６９０ ~ ３２ ６９３ ｂｐꎮ 总 ＧＣ
含量为３５.９％ꎬＬＳＣ 的 ＧＣ 含量为 ３３. ４％ꎬＳＳＣ 的

ＧＣ 含 量 为 ２９.１％ ~ ２９. ２％ꎬ ＩＲ 的 ＧＣ 含 量 为

３９.５％ (表 １) ꎮ
飘带兜兰 ６ 个个体叶绿体基因组的基因总数

均为 １２９ 个ꎬ包括 ７８ 个蛋白质编码基因、３９ 个

ｔＲＮＡ 基 因、 ８ 个 ｒＲＮＡ 基 因ꎬ 以 及 ４ 个 假 基 因

(ｎｄｈＪ、ｎｄｈＤ、２ 个 ｙｃｆ１５) (附表 １)ꎮ ２２ 个基因在

ＩＲ 区重复ꎬ具有 ２ 个拷贝ꎬ包括 ９ 个蛋白质编码基

因 ( ｐｓａＣ、ｎｄｈＢ、ｒｐｓ７、ｒｐｓ１５、ｒｐｓ１９、ｒｐｌ２、ｒｐｌ２３、ｙｃｆ１、
ｙｃｆ２)、９ 个 ｔＲＮＡ 基因 ( ｔｒｎＡ￣ＵＧＣ、 ｔｒｎＨ￣ＧＵＧ、 ｔｒｎＩ￣
ＣＡＵ、ｔｒｎＩ￣ＧＡＵ、ｔｒｎＬ￣ＣＡＡ、ｔｒｎＬ￣ＵＡＧ、ｔｒｎＮ￣ＧＵＵ、ｔｒｎＲ￣
ＡＣＧ、ｔｒｎＶ￣ＧＡＣ) 和 ４ 个 ｒＲＮＡ 基因 ( ｒｒｎ１６、ｒｒｎ２３、
ｒｒｎ４.５、ｒｒｎ５)ꎮ １８ 个基因有内含子ꎬ其中 １５ 个基

因含 有 １ 个 内 含 子ꎬ 包 括 ９ 个 蛋 白 编 码 基 因

( ｐｅｔＢ、 ｐｅｔＤ、 ａｔｐＦ、 ｎｄｈＢ、 ｒｐｏＣ１、 ｒｐｓ１６、 ｒｐｌ２、 ｒｐｌ１６、
ａｃｃＤ) 和 ６ 个 ｔＲＮＡ 基因 ( ｔｒｎＡ￣ＵＧＣ、 ｔｒｎＧ￣ＵＣＣ、
ｔｒｎＩ￣ＧＡＵ、ｔｒｎＫ￣ＵＵＵ、ｔｒｎＬ￣ＵＡＡ、ｔｒｎＶ￣ＵＡＣ)ꎻ２ 个基因

含有 ２ 个内含子 ( ｃｌｐＰ、ｙｃｆ３)ꎻｒｐｓ１２ 为反剪接基因

(附表 １)ꎮ
２.２ ＳＳＲ 位点分析

利用 ＭＩＳＡ 软件在飘带兜兰 ６ 个个体的叶绿

体基因组中分别检测到 １０３ ~ １０７ 个 ＳＳＲ 位点ꎬ包
括 ４７ ~ ５１ 个单核苷酸重复 (主要以 Ａ、Ｔ 碱基重复

为主)、２０ 个二核苷酸重复、１５ 个三核苷酸重复、
１４ 个四核苷酸重复、２ 个五核苷酸重复和 ５ 个六

核苷酸重复类型 (图 ３: Ａꎻ附表 ２)ꎮ ＳＳＲ 位点大

部分位于 ＬＳＣ 区 (８４ ~ ８８ 个)ꎬ其次分布于 ＩＲ 区

(１８ ~ １９ 个)ꎬＳＳＣ 区无 ＳＳＲ 位点 (图 ３: Ｂ)ꎮ 另

外ꎬＳＳＲ 位点主要分布于叶绿体基因组非编码区

的基因间隔区 ( ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｓｐａｃｅｒꎬ ＩＧＳ)ꎬ为 ７２ ~ ７６
个ꎻ位于基因内含子区 ( ｉｎｔｒｏｎ) 的有 １７ 个ꎻ位于

编码区的有 １４ 个(图 ３: Ｃꎬ Ｄ)ꎮ
将飘带兜兰 ６ 个个体同源区域的 ＳＳＲ 位点进

行详细的比对ꎬ筛选出具有相同类型且重复数目

不同的 ＳＳＲ 位点ꎬ可作为种内多态性位点ꎬ共发现

２１ 个 ＳＳＲ 位点在 ６ 个个体中有差异 (表 ２)ꎮ
２.３ 重复序列分析

利用 ＲＥＰｕｔｅｒ 对 ６ 条飘带兜兰叶绿体基因组

序列进行重复序列分析ꎮ 在 ６ 个叶绿体基因组中

均鉴定到 ６０ 个重复序列ꎬ包括 １７ ~ ２１ 个正向重复

４ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



Ａ. 生境ꎻ Ｂ. 结果植株ꎻ Ｃ. 开花植株ꎻ Ｄ. 花部结构图ꎻ Ｄｓ. 中萼片ꎻ Ｐ. 花瓣ꎻ Ｓ. 合萼片ꎻ Ｃｏ. 合蕊柱ꎻ Ｌ. 唇瓣ꎻ Ｅ. 花ꎮ
Ａ. Ｈａｂｉｔａｔꎻ Ｂ. Ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌꎻ Ｃ. Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌꎻ Ｄ. Ｄｉｓｓｅｃｔｅｄ ｆｌｏｗｅｒꎻ Ｄｓ. Ｄｏｒｓａｌ ｓｅｐａｌꎻ Ｐ. Ｐｅｔａｌｓꎻ Ｓ. Ｓｙｎｓｅｐａｌｓꎻ Ｃｏ. Ｃｏｌｕｍｎꎻ
Ｌ. Ｌｉｐꎻ Ｅ. Ｆｌｏｗｅｒ.

图 １　 飘带兜兰
Ｆｉｇ. １　 Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ｐａｒｉｓｈｉｉ

( ｆｏｒｗａｒｄ ｒｅｐｅａｔｓ)、 １８ ~ ２９ 个 反 向 重 复 ( ｒｅｖｅｒｓｅ
ｒｅｐｅａｔｓ)、４ ~ ９ 个互补重复 ( ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｒｅｐｅａｔｓ)、
９ ~ １６ 个回文重复 ( ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ) (图 ４:
Ａ)ꎮ ６ 条叶绿体基因组重复序列的长度范围虽然

跨度较大ꎬ但都集中在 ３０ ~ ４０ ｂｐ 之间 (图 ４: Ｂ)ꎮ
２.４ 飘带兜兰种间叶绿体基因组序列的多样性

以 Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿１ 为参考序列ꎬ利用 ｍＶＩＳＴＡ 软

件对 ６ 条飘带兜兰序列进行序列多样性比较 (附
图 １)ꎮ ６ 条飘带兜兰序列相似性较高ꎬＬＳＣ 区的

多样性相对较高ꎬ略高于 ＩＲ 区和 ＳＳＣ 区ꎮ 多样性

水平较高的片段主要在非编码区ꎬ如 ａｔｐＨ－ａｔｐＩ、
ｐｓａＡ－ ｙｃｆ３、ａｔｐＢ － ｒｂｃＬ、ａｃｃＤ － ｐｓａＩ、 ｔｒｎＰ￣ＵＧＧ － ｐｓａＪꎮ
编码区变异度较低ꎬｙｃｆ１ 基因的变异度稍高ꎬｔＲＮＡ
和 ｒＲＮＡ 基因在飘带兜兰中极为保守ꎮ

６ 条序列边界比较图 (附图 ２) 显示ꎬ ｒｐｌ２２、
ｔｒｎＬ￣ＵＡＧ、ｒｐｓ１９ 以及 ｐｓｂＡ 分别位于 ６ 条序列的

ＬＳＣ / ＩＲｂ、 ＩＲ / ＳＳＣ、 ＩＲａ / ＬＳＣ 边 界 或 边 界 附 近ꎮ
ｒｐｌ２２ 位于 ＬＳＣ / ＩＲｂ 边界上ꎬ有 ５８ ｂｐ 的片段位于

ＩＲｂ 区域ꎻ重复基因 ｔｒｎＬ￣ＵＡＧ 位于 ＩＲ 区域内ꎬ离
ＩＲ / ＳＳＣ 边界相距 １７６ ~ １８６ ｂｐꎻ重复基因 ｒｐｓ１９ 位

于 ＩＲ 区ꎬ离 ＩＲ / ＬＳＣ 边界 ２８２ ｂｐꎻ ｐｓｂＡ 位于 ＬＳＣ

区ꎬ离 ＩＲａ / ＬＳＣ 边界 ９６ ｂｐ (附图 ２)ꎬ６ 条序列边

界基因较为保守ꎬ扩张收缩现象不显著ꎬ仅 Ｐ.
ｐａｒｉｓｈｉｉ＿４ 的 ＩＲ 区有微小扩张ꎮ
２.５ 飘带兜兰种间叶绿体基因组核苷酸多样性

通过对 ６ 条飘带兜兰叶绿体基因组核苷酸多样

性的分析ꎬ发现 ６ 条叶绿体基因组序列中共存在 １０
个 ＳＮＰｓ 和 ６０ 个 ＩｎＤｅｌｓꎬ其中基因间隔区有 ４ 个

ＳＮＰｓ 和 ４３ 个 ＩｎＤｅｌｓꎬ内含子区有 １ 个 ＳＮＰ 和 １３ 个

ＩｎＤｅｌｓꎬ编码区有 ５ 个 ＳＮＰｓ 和 ４ 个 ＩｎＤｅｌｓ (表 ３)ꎮ
在 １０ 个 ＳＮＰｓ 中有 ３ 个发生了非同义替换ꎬ导致密

码子改变ꎬ分别是在 ｒｐｏＣ１ 基因中碱基 Ａ 替换为碱

基 Ｃꎬ使编码的氨基酸由异亮氨酸转变为丝氨酸ꎻ在
ｒｐｏＢ 基因中碱基 Ｃ 替换为碱基 Ｔꎬ使编码的甘氨酸

转变为精氨酸ꎻ在 ｙｃｆ４ 基因中碱基 Ｇ 替换为碱基 Ｃꎬ
使编码的蛋氨酸转变为异亮氨酸ꎮ 此外ꎬ还有 ２ 个

ＳＮＰｓ 发生同义替换ꎬ密码子未改变ꎬ其余 ＳＮＰｓ 均位

于非编码区ꎮ 对大于 ３ ｂｐ 的 ＩｎＤｅｌｓ 进行多态性分

析ꎬ发现共有 １９ 个位点呈现了种内的多态性 (表
４)ꎬ如基因间隔区 ｐａｓＡ－ｙｃｆ３ 分别在 Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿１、３、
４ 中发生插入ꎬ在 Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿２、５、６ 中缺失ꎻ而在

ａｃｃＤ 基因的编码区及内含子分别存在的 ２ 个 ＩｎＤｅｌｓ
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图 ２　 飘带兜兰的叶绿体基因组图谱
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｍａｐ ｏｆ Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ｐａｒｉｓｈｉｉ

在个体间具有多态性ꎮ
利用 ＤｎａＳＰ 分别计算了飘带兜兰 ６ 个个体的

叶绿体基因组基因和基因间隔区的核苷酸多样性

值 (Ｐ ｉ)ꎬ发现编码区的 Ｐ ｉ 值为 ０ ~ ０.０００ ６１ꎬ仅有

５ 个基因的核苷酸多样性值大于 ０ꎬ其中 ｙｃｆ４ 基因

的 Ｐ ｉ 值最高ꎻ基因间隔区的 Ｐ ｉ 值为 ０ ~ ０.００６ ３２ꎬ
仅有 ３ 个基因间隔区的核苷酸多样性值大于 ０ꎬ其
中 ｒｐｓ３－ｒｐｌ２２ 的 Ｐ ｉ 值最高 (附图 ３)ꎬ表明飘带兜

兰种内表现了较低水平的核苷酸多样性ꎬ基因间

隔区的核苷酸多样性相对较高ꎮ 此外ꎬ还发现变

异程度较高的位点主要位于 ＬＳＣ 区ꎬ而 ＩＲ 区和

ＳＳＣ 区相对保守ꎮ

２.６ 飘带兜兰的系统发育关系

通过 ＰｈｙｌｏＳｕｉｔｅ 计算出最佳碱基替换模型为

ＴＶＭ＋Ｆ＋Ｒ２ꎬ采用此模型构建系统发育树(图 ５)ꎮ
１６ 种兜兰属植物构成了支持率很高 (支持率均为

１００％) 的 ３ 个分支ꎬ其中德氏兜兰 (Ｐ. ｄｅｌｅｎａｔｉｉ)、杏
黄兜兰 (Ｐ. ａｒｍｅｎｉａｃｕｍ)、白花兜兰 (Ｐ. ｅｍｅｒｓｏｎｉｉ)和
硬叶兜兰 (Ｐ. ｍｉｃｒａｎｔｈｕｍ) 构成了基部分支ꎬ归属于

小萼亚属 (Ｓｕｂｇｅｎｕｓ Ｐａｒｖｉｓｅｐａｌｕｍ)ꎻ文山兜兰 (Ｐ.
ｗｅｎｓｈａｎｅｎｓｅ)、同色兜兰 (Ｐ. ｃｏｎｃｏｌｏｒ) 和巨瓣兜兰

(Ｐ. ｂｅｌｌａｔｕｌｕｍ) 形成一个单系分支ꎬ归属于宽瓣亚属

(Ｓｕｂｇｅｎｕｓ Ｂｒａｃｈｙｐｅｔａｌｕｍ)ꎬ本研究中的飘带兜兰 ６ 个

个体未分开ꎬ形成 １ 个分支ꎬ与长瓣兜兰形成姐妹群ꎮ
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表 １　 飘带兜兰 ６ 个个体叶绿体基因组的基本特征
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｓｉｘ Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ｐａｒｉｓｈｉｉ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

基因组特征
Ｇｅｎｏｍｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿１
(ＯＰ６０４３５６)

Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿２
(ＯＰ６０４３５７)

Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿３
(ＯＰ６０４３５８)

Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿４
(ＯＰ６０４３５９)

Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿５
(ＭＷ５２８２１３)

Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿６
(ＭＮ５８７８２２)

序列全长
Ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅ (ｂｐ)

１５４ ８０９ １５４ ６６０ １５４ ８０９ １５４ ４０３ １５４ ６８９ １５４ ６９２

ＬＳＣ 区长度
ＬＳＣ ｌｅｎｇｔｈ (ｂｐ)

８６ ９８３ ８６ ８３４ ８６ ９８３ ８６ ５８１ ８６ ８６３ ８６ ８６６

ＳＳＣ 区长度
ＳＳＣ ｌｅｎｇｔｈ (ｂｐ)

２ ４４６ ２ ４４６ ２ ４４６ ２ ４３６ ２ ４４６ ２ ４４６

ＩＲ 区长度
ＩＲ ｌｅｎｇｔｈ (ｂｐ)

３２ ６９０ ３２ ６９０ ３２ ６９０ ３２ ６９３ ３２ ６９０ ３２ ６９０

ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

３５.９ ３５.９ ３５.９ ３５.９ ３５.９ ３５.９

ＬＳＣ 区 ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＬＳＣ (％)

３３.４ ３３.４ ３３.４ ３３.４ ３３.４ ３３.４

ＳＳＣ 区 ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＳＳＣ (％)

２９.１ ２９.２ ２９.１ ２９.２ ２９.２ ２９.２

ＩＲ 区 ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＩＲ (％)

３９.５ ３９.５ ３９.５ ３９.５ ３９.５ ３９.５

ＣＤＳ 区 ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＣＤＳ (％)

３７.５ ３７.５ ３７.５ ３７.５ ３７.５ ３７.５

ｔＲＮＡ 区 ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔＲＮＡ (％)

５３.２ ５３.２ ５３.２ ５３.２ ５３.２ ５３.２

ｒＲＮＡ 区 ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｒＲＮＡ (％)

５５.２ ５５.２ ５５.２ ５５.２ ５５.２ ５５.２

基因总数
Ｔｏｔａｌ ｇｅｎｅｓ

１２９ １２９ １２９ １２９ １２９ １２９

假基因数
Ｎｏ. ｐｓｅｕｄｏｇｅｎｅ

４ ４ ４ ４ ４ ４

编码蛋白基因数
Ｎｏ. ｏｆ ＣＤＳ

７８ ７８ ７８ ７８ ７８ ７８

ｔＲＮＡ 基因数
Ｎｏ. ｏｆ ｔＲＮＡ ｇｅｎｅｓ

３９ ３９ ３９ ３９ ３９ ３９

ｒＲＮＡ 基因数
Ｎｏ. ｏｆ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ

８ ８ ８ ８ ８ ８

３　 讨论与结论

本研究利用二代高通量测序技术对飘带兜兰

野生居群不同个体进行浅层基因组测序ꎬ通过组

装和注释得到飘带兜兰叶绿体全基因组ꎮ ６ 个个

体的叶绿体基因组的基因数量和顺序一致ꎬ没有

发生基因组的重排或倒位事件ꎮ ６ 个叶绿体基因

组均为叶绿体基因组的典型四分体式结构ꎬ由 ＩＲ
区、ＬＳＣ 区、ＳＳＣ 区组成 ( Ｊａｎｓｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 飘

带兜兰叶绿体基因组长度为１５４ ４０３ ~ １５４ ８０９ ｂｐꎬ
符合此前报道的兰科及兜兰属植物的叶绿体基因

组大小 (Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 飘

带兜兰不同个体间的叶绿体基因组长度变化主要

在 ＬＳＣ 区ꎬ为 ８６ ５８１ ~ ８６ ９８３ ｂｐꎻ而 ＳＳＣ 区和 ＩＲ
区基 本 保 持 一 致ꎬ 分 别 为 ２ ４３６ ~ ２ ４４６ ｂｐ 和

３２ ６９０ ~ ３２ ６９３ ｂｐꎮ ＩＲ 区较其他被子植物有显著

的扩张ꎬＳＳＣ 区则有较大程度的收缩ꎬ仅包含 ｒｐｌ３２
和 ｃｃｓＡ ２ 个基因ꎬ这些特点符合兜兰属叶绿体基因

组特征 (Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 与其他已报道的兰科

７１ 期 高鑫祯等: 珍稀濒危飘带兜兰叶绿体全基因组种内变异研究



Ａ. 不同类型重复单元的数量ꎻ Ｂ. ＳＳＲ 位点在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) 的数量ꎻ
Ｃ. ＳＳＲ 位点在 ＣＤＳ、ＩＧＳ、Ｉｎｔｒｏｎ 区域的数量ꎻ Ｄ. ＳＳＲ 位点分别在叶绿体基因组 ＣＤＳ、ＩＧＳ、Ｉｎｔｒｏｎ 区域不同重复类型的数量分布ꎮ
Ａ. Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＳＳＲｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓꎻ Ｂ. Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＳＳＲｓ ｉｎ ｔｈｅ ＬＳＣꎬ ＳＳＣꎬ ａｎｄ ＩＲ ｒｅｇｉｏｎｓꎻ Ｃ. Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＳＳＲｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ＣＤＳꎬ ＩＧＳꎬ
ａｎｄ ｉｎｔｒｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｐ ｇｅｎｏｍｅꎻ Ｄ. Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＳＳＲｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ＣＤＳꎬ ＩＧＳꎬ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｐ ｇｅｎｏｍｅ.

图 ３　 飘带兜兰 ６ 个个体叶绿体基因组 ＳＳＲ 分析
Ｆｉｇ. ３　 ＳＳＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｓｉｘ Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ｐａｒｉｓｈｉｉ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

属种的叶绿体全基因组的 ＳＳＣ 区长度相比ꎬ如凌

氏石豆兰 (Ｂｕｌｂｏｐｈｙｌｌｕｍ ｌｉｎｇｉｉꎬ １８ ２４４ ｂｐ)、王氏

石斛 (Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｗａｎｇｌｉａｎｇｉｉꎬ １８ ３７３ ｂｐ)、扇脉

杓兰 (Ｃｙｐｒｉｐｅｄｉｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍꎬ ２１ ９１１ ｂｐ) (Ｋｉｍ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｓｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ
兜兰属的 ＳＳＣ 区收缩严重ꎬ导致整个基因组的长

度远低于兰科植物其他物种ꎮ 大量 ＳＳＣ 区的基因

转移至 ＩＲ 区ꎬ使得 ＳＳＣ 区的收缩在兜兰属极为常

见ꎬ杏黄兜兰中甚至一些典型的 ＳＳＣ 区基因ꎬ如
ｙｃｆ１、ｐｓａＣ、ｎｄｈＤ 转移至 ＩＲ 区 ( Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ
Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｎｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 有研究认为ꎬ
由于 ＩＲ 区的基因可以利用同源重组机制修复

ＤＮＡ 损伤ꎬ较大的 ＩＲ 区域更有利于质体基因组的

稳定性ꎬ 因此基因的转移可能更利于该基因的表达
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表 ２　 飘带兜兰 ６ 个个体叶绿体基因组

的多态性 ＳＳＲ 位点
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ (ＳＳＲ) ｉｎ

ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｓｉｘ Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ｐａｒｉｓｈｉｉ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

ＳＳＲ 类型
ＳＳＲ ｔｙｐｅ

Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿１ /
Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿２ /
Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿３ /
Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿４ /
Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿５ /
Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿６

位置
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

区域
Ｒｅｇｉｏｎ

Ａ ０ / ０ / ０ / １０ / ０ / ０ ｔｒｎＫ￣ＵＵＵ Ｉｎｔｒｏｎ

Ａ １１ / ０ / １１ / ０ / ０ / ０ ｔｒｎＫ￣ＵＵＵ－ｒｐｓ１６ ＩＧＳ

Ｔ １７ / １５ / １７ / ２０ / １５ / １５ ａｔｐＦ Ｉｎｔｒｏｎ

Ｔ １０ / ０ / １０ / １０ / ０ / ０ ａｔｐＨ－ａｔｐＩ ＩＧＳ

Ａ １０ / １１ / １０ / ０ / １１ / １１ ａｔｐＩ－ｒｐｓ２ ＩＧＳ

Ａ ０ / ０ / ０ / １０ / ０ / ０ / ０ ｐｅｔＮ－ｐｓｂＭ ＩＧＳ

Ｔ １０ / ０ / １０ / ０ / ０ / ０ ｔｒｎＬ￣ＵＡＡ－ｔｒｎＦ￣ＧＡＡ ＩＧＳ

Ｔ １０ / ０ / １０ / ０ / ０ / ０ ｔｒｎＦ￣ＧＡＡ－ｎｄｈＪ ＩＧＳ

Ｔ １２ / １０ / １２ / １４ / １０ / １０ ａｔｐＢ－ｒｂｃＬ ＩＧＳ

Ａ ０ / １０ / ０ / １０ / １０ / １０ ｒｂｃＬ－ａｃｃＤ ＩＧＳ

Ｔ ０ / １０ / ０ / １０ / １０ / １０ ｐｅｔＡ－ｐｓｂＪ ＩＧＳ

Ｔ １５ / １４ / １５ / １０ / １９ / ２０ ｔｒｎＰ￣ＵＧＧ－ｐｓａＪ ＩＧＳ

Ｔ ２３ / ０ / ２３ / ２４ / ２４ / ２４ ｔｒｎＰ￣ＵＧＧ－ｐｓａＪ ＩＧＳ

Ｔ １０ / １０ / １０ / ０ / １０ / １０ ｃｌｐＰ Ｉｎｔｒｏｎ

Ｔ １２ / １２ / １２ / ０ / １２ / １２ ｃｌｐＰ Ｉｎｔｒｏｎ

Ｔ １０ / ０ / １０ / ０ / ０ / ０ ｒｐｌ３６－ｉｎｆＡ ＩＧＳ

Ｔ １５ / １２ / １５ / １０ / １２ / １２ ｒｐｌ１４－ｒｐｌ１６ ＩＧＳ

Ｇ １０ / １０ / １０ / ０ / １０ / １０ ｔｒｎＩ￣ＧＡＵ Ｉｎｔｒｏｎ

ＴＡ ８ / ８ / ８ / ６ / ８ / ８ ｔｒｎＥ￣ＵＵＣ－ｔｒｎＴ￣ＧＧＵ ＩＧＳ

ＴＡ ９ / ９ / ９ / １１ / ９ / ９ ｐｓｂＢ－ｐｓｂＴ ＩＧＳ

ＧＧＡＡＧＡ ６ / ６ / ６ / ５ / ６ / ６ ｙｃｆ１ ＣＤＳ

　 注: 数字代表重复个数ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ＳＳＲ ｒｅｐｅａｔｓ.

(Ｐａｌｍｅｒ ＆ Ｔｈｏｍｐｓｏｎꎬ １９８２ꎻ Ｗｉｃｋｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ
这种基因转移使得兜兰属 ＳＳＣ 区具有极高多样

性ꎬ序列长度差异大ꎬ长度为 ５２４ ~ ５ ９１３ ｂｐꎬ基因

数目显著不同ꎬ其种间多样性和种内的稳定性使

其具有开发成用于物种鉴定的分子标记的潜力

(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ
飘带兜兰的叶绿体基因组共编码 １２９ 个基

因ꎬ包括 ７８ 个蛋白质编码基因、３９ 个 ｔＲＮＡ 基因、

８ 个 ｒＲＮＡ 基 因ꎬ 以 及 ４ 个 假 基 因ꎬ 与 Ｇｕｏ 等

(２０２１)报道的相同ꎮ ４ 个假基因都是因大量基因

片段缺失而造成功能丧失ꎬ其中 ｎｄｈＪ 因片段缺失

而导致基因缺少起始密码子ꎬ而 ｎｄｈＤ 和 ｙｃｆ１５ 的

碱基缺失在 ５０％以上ꎮ 飘带兜兰叶绿体基因组中

存在大量的 ｎｄｈ 基因丢失ꎬ只保留了 ｎｄｈＢ、ｎｄｈＤ
和 ｎｄｈＪꎬ其中 ｎｄｈＤ 和 ｎｄｈＪ 为假基因ꎬ这是 ＳＳＣ 区

收缩的原因之一ꎮ 兰科植物普遍存在 ｎｄｈ 基因的

丢失现象 (Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｆｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ
Ｎｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｚａｖａｌａ￣Ｐáｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎬ但 ｎｄｈ
基因的丢失程度不同ꎬ如石豆兰属叶绿体基因组

中存在 １２ 个 ｎｄｈ 基因 (Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ兰属植

物叶绿体基因组中存在 １０ 个 ｎｄｈ 基因 (胡国家ꎬ
２０２０)ꎬ石斛属的 ｎｄｈ 基因丢失现象极为严重 (牛
志韬ꎬ ２０１７)ꎮ 叶绿体 ｎｄｈ 基因与核基因组部分基

因共同编码 ＮＡＤ (Ｐ) Ｈ 脱氢酶复合体ꎬ参与环式

电子传递链 (ＣＥＴ) 途径ꎬ在植物抗逆胁迫中起重

要作用ꎮ 除了兰科植物外ꎬ在裸子植物松杉类和

麻黄类中也发现 ｎｄｈ 基因的丢失 ( Ｂｒａｕｋｍａｎｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ Ｌｉｎ 等( ２０１７)研究

认为ꎬｎｄｈ 基因的缺失可能是植物由自养转为异养

的进化过程ꎮ
本研究在飘带兜兰 ６ 个个体的基因组中共鉴

定到 １０３ ~ １０７ 个 ＳＳＲ 位点ꎬ其中数量最多的是单

核苷酸重复序列ꎬ其次是二核苷酸重复序列ꎬ多以

Ａ、Ｔ 碱基为基本重复单元ꎬ显示了高度的 Ａ / Ｔ 偏

好ꎬ与 Ｑｉｎ 等(２０１５)、陈模舜和杨仲毅(２０２２)在被

子植物叶绿体基因组中观察到的情况一致ꎮ 重复

序列在植物基因组中扮演重要角色ꎬ因多态性较

高而在群体遗传和进化研究中经常被用来做分子

标记 (Ｍｕｒａｇｕｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 本研究共筛选到 ２１
个 ＳＳＲ 位点具有多态性ꎬ这些位点可开发为分子

标记用于评估飘带兜兰种群的遗传多样性ꎮ 此

外ꎬ本研究发现非编码区的 ＳＳＲ 数量远多于编码

区ꎬ说明非编码区比编码区具有更高遗传多样性ꎬ
这可能由于非编码区面临着更大的选择压力

( Ｓｈａｗ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 正向重复、反向重复、互补重

复和回文重复在 ６ 个个体的叶绿体基因中都表现

了多样性ꎮ 同种植物长序列重复的不同可能因序

列的插入缺失而导致重复序列的类型发生改变ꎬ
可能与基因重组有关 (Ｓｏｍａｒａｔｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ

插入缺失和突变引起基因结构的差异是遗传

变异的重要来源ꎬ 代表生物个体适应环境变化的
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Ａ. 不同类型重复序列的数量ꎻ Ｂ. 重复序列的类型在不同重复长度中的数量分布ꎮ
Ａ. Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓꎻ Ｂ. Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ.

图 ４　 飘带兜兰 ６ 个个体叶绿体基因组重复序列分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｓｉｘ Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ｐａｒｉｓｈｉｉ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

表 ３　 飘带兜兰 ６ 个个体叶绿体基因组插入缺失的统计
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｖａｒｉａｎｔｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｓｉｘ Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ｐａｒｉｓｈｉｉ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

总数
Ｔｏｔａｌ

插入缺失 ＩｎＤｅｌｓ

蛋白编码区
ＣＤＳ

基因间隔区
ＩＧＳ

内含子区
Ｉｎｔｒｏｎ

单核苷酸变异 ＳＮＰｓ

蛋白编码区
ＣＤＳ

基因间隔区
ＩＧＳ

内含子区
Ｉｎｔｒｏｎ

７０ ４ ４３ １３ ５ ４ １

　 注: ＣＤＳ. 编码序列ꎻ ＩＧＳ. 基因间隔区ꎻ ＩｎＤｅｌｓ. 插入缺失ꎻ ＳＮＰ. 单核苷酸多态性ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ＣＤＳ. Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻ ＩＧＳ. Ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｓｐａｃｅｒꎻ ＩｎＤｅｌｓ. Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｒ ｄｅｌｅｔｉｏｎꎻ ＳＮＰ. Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ.

能力(Ｈａｎ ＆ Ｘｕｅꎬ ２００３)ꎮ 种间或种内的叶绿体

基因结构差异可用于近缘种间和种内的系统发育

关系及群体遗传学研究 (ＭｃＣａｕｌｅｙꎬ １９９５ꎻ Ｋｅｒｓｔｅｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 本研究在飘带兜兰的 ６ 个个体的叶

绿体基因组中鉴定到 ６０ 个 ＩｎＤｅｌｓ 和 １０ 个 ＳＮＰｓꎬ
主要分布在基因间隔区ꎮ 与其他种内叶绿体基因

组比较分析相比ꎬ飘带兜兰的 ＩｎＤｅｌｓ 和 ＳＮＰｓ 数量

并不 多ꎮ Ｍｕｒａｇｕｒｉ 等 ( ２０２０ ) 在 蓖 麻 ( Ｒｉｃｉｎｕｓ
ｃｏｍｍｕｎｉｓ) １２ 个个体的叶绿体基因组中共鉴定到

１６２ 个 ＳＮＰｓ 和 ９２ 个 ＩｎＤｅｌｓꎻＺｈａｎｇ 等 (２０２０ｂ) 在

麻栎 (Ｑｕｅｒｃｕｓ ａｃｕｔｉｓｓｉｍａ) ３ 个个体中共检测到 ７７
个 ＳＮＰｓ 和 ２５５ 个 ＩｎＤｅｌｓꎮ Ａｌｅｘａｎｄｅｒ 等 (２０１４) 在

红槲栎 (Ｑｕｅｒｃｕｓ ｒｕｂｒａ) ４ 个个体中鉴定到 ８ 个

ＳＮＰｓ 和 ４５ 个 ＩｎＤｅｌｓꎮ 本研究共发现 １９ 个位点呈

现种内多态性ꎬ通过 ｍＶＩＳＴＡ 基因组比对和核苷酸

多样性 (Ｐ ｉ) 值的计算ꎬ发现非编码区的核苷酸多
样性远高于编码区ꎬ其中 ｒｐｓ３－ ｒｐｌ２２ 的 Ｐ ｉ 值最高

(０.００６ ３２)ꎮ 在飘带兜兰叶绿体基因组中存在的

这些基因组的结构变异可广泛用于种间和种内关

系以及遗传多样性研究ꎮ

０１ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



表 ４　 飘带兜兰 ６ 个个体叶绿体基因组插入缺失 (>３ ｂｐ)统计
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ＩｎＤｅｌｓ ( >３ ｂｐ) ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｓｉｘ Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ｐａｒｉｓｈｉｉ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

插入缺失大小
ＩｎＤｅｌｓ ｓｉｚｅ (ｂｐ)

Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿１ / Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿２ / Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿３ /
Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿４ / Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿５ / Ｐ. ｐａｒｉｓｈｉｉ＿６

位置
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

区域
Ｒｅｇｉｏｎ

１８ ０ / １ / ０ / １ / １ / １ ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ－ｔｒｎＧ￣ＵＣＣ ＩＧＳ

５ ０ / ０ / ０ / １ / ０ / ０ ａｔｐＦ Ｉｎｔｒｏｎ

２７３ １ / １ / １ / ０ / １ / １ ａｔｐＨ－ａｔｐＩ ＩＧＳ

４ １ / １ / １ / ０ / １ / １ ｔｒｎＥ￣ＵＵＣ－ｔｒｎＴ￣ＧＧＵ ＩＧＳ

１９ １ / ０ / １ / １ / ０ / ０ ｐｓａＡ－ｙｃｆ３ ＩＧＳ

７ １ / ０ / １ / ０ / ０ / ０ ｔｒｎＴ￣ＵＧＵ－ｔｒｎＬ￣ＵＡＡ ＩＧＳ

４ １ / １ / １ / ０ / １ / １ ｎｄｈＪ ＣＤＳ∗

４ ０ / ０ / ０ / １ / ０ / ０ ａｔｐＢ－ｒｂｃＬ ＩＧＳ

７ ０ / １ / ０ / ０ / １ / １ ａｔｐＢ－ｒｂｃＬ ＩＧＳ

１２ １ / １ / １ / ０ / １ / １ ａｃｃＤ ＣＤＳ

５４ １ / ０ / １ / ０ / ０ / ０ ａｃｃＤ Ｉｎｔｒｏｎ

８９ １ / １ / １ / ０ / １ / １ ａｃｃＤ－ｐｓａＩ ＩＧＳ

３１ １ / ０ / １ / ０ / １ / １ ｔｒｎＰ￣ＵＧＧ－ｐｓａＪ ＩＧＳ

６０ １ / ０ / １ / １ / ０ / ０ ｔｒｎＰ￣ＵＧＧ－ｐｓａＪ ＩＧＳ

４ ０ / ０ / ０ / １ / ０ / ０ ｐｓｂＢ－ｐｓｂＴ ＩＧＳ

５ １ / ０ / １ / ０ / ０ / ０ ｒｐｌ１４－ｒｐｌ１６ ＩＧＳ

６ １ / １ / １ / ０ / １ / １ ｙｃｆ１ ＣＤＳ

８ ０ / ０ / ０ / １ / ０ / ０ ｃｃｓＡ－ｔｒｎＬ￣ＵＡＧ ＩＧＳ

６ １ / １ / １ / ０ / １ / １ ｙｃｆ１ ＣＤＳ

　 注: １ 表示插入ꎻ ０ 表示缺失ꎻ ∗表示假基因ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: １ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｉｎｓｅｒｓｉｏｎꎻ ０ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｄｅｌｅｔｉｏｎꎻ ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｐｓｅｕｄｏｇｅｎｅ.

　 　 遗传多样性是评估物种对栖息地环境适应能

力以及抗逆能力的重要指标ꎬ研究遗传多样性和

遗传结构是制定物种保护措施的前提 (张亚红等ꎬ
２０１９)ꎮ 通过叶绿体全基因组的比较分析ꎬ本研究

筛选出了一些多态性叶绿体基因组分子标记ꎬ为
评估飘带兜兰的遗传多样性ꎬ探讨系统发生、进化

以及保护遗传学研究提供遗传学基础ꎮ
致谢　 中国科学院西双版纳热带植物园 Ｓｖｅｎ

Ｌａｎｄｒｅｉｎ、杨国平协助野外调查ꎬ云南野兰堂生物

有限公司张泽提供照片ꎬ谨致谢意ꎮ
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