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细茎石斛叶绿体全基因组序列特征及系统发育分析
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摘要: 细茎石斛是药用石斛的重要来源, 也是正品枫斗的主要来源之一。本研究利用 Illumina高通量测序技术

对细茎石斛叶绿体全基因组进行测序, 完成了其物理图谱绘制和基因组结构特征解析, 并与近缘物种进行了比较和

系统发育分析。细茎石斛叶绿体基因组全长为 150 754 bp, 两个反向互补重复区 (IRs) 长 25 906 bp, 大单拷贝区

(LSC) 和小单拷贝区 (SSC) 长度分别为 84 818 bp和 14 124 bp。共注释到 123个基因, 包括 77个蛋白编码基因、38

个 tRNA基因和 8个 rRNA基因, 其中 17个基因含有内含子。生物信息学分析获得 53个SSR位点, 大多数位点具有

A-T碱基偏好性。采用 33条石斛属植物的叶绿体基因组序列构建系统发育树, 结果显示细茎石斛复合种中的物种

聚在同一个大支, 说明其亲缘关系较近。本研究为细茎石斛的鉴定、细茎石斛复合种系统发育关系及其本草基因组

学研究提供理论基础。
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Abstract: Dendrobium moniliforme is an important source of Dendrobii Caulis and one of the main sources

of authentic Fengdou. The complete chloroplast genome of D. moniliforme was sequenced using Illumina Hiseq

technology and its gene map and genomic structure were analyzed. Then comparative and phylogenetic analysis of

the complete chloroplast genomes of D. moniliforme and its related species were conducted. The chloroplast

genome of D. moniliforme was 150 754 bp in length and had a typical quadripartite structure with a large single

copy (LSC, 84 818 bp), a small single copy (SSC, 14 124 bp) and two inverted repeats (IRs, 25 906 bp each). A

total of 123 chloroplast genes were annotated, including 77 protein-coding genes, 38 tRNA genes and 8 rRNA

genes, of which 17 genes contained introns. Bioinformatics analysis identified 53 SSR sites, most of which had A-T

base preference. A phylogenetic tree was constructed using the chloroplast genome sequences of 33 Dendrobium

species. The results showed that Dendrobium complex species were clustered in a single large branch, indicating
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that they were closely related. This study provides a scientific basis for the identification of D. moniliforme and the

phylogenetic relationship of D. moniliforme complex species necessary for Herbgenomics research.

Key words: Dendrobium moniliforme; chloroplast genome; D. moniliforme complex; phylogenetic; Herbge‐

nomics

本草基因组学是利用组学技术研究中药基原物种

的遗传信息及其调控网络, 阐明中药防治人类疾病分

子机制的学科[1]。陈士林等[2]提出本草基因组计划, 是

针对具有重要经济价值的药用植物和代表不同次生代

谢途径的模式药用植物开展的基因组层面的系列研究

计划, 主要包括中草药结构基因组、转录组、功能基因

组、蛋白组、代谢组、表观基因组、宏基因组等, 其中叶

绿体基因组作为中草药结构基因组的重要组成部分,

可以为物种的鉴定、系统发育以及叶绿体基因工程研

究提供数据基础[3]。叶绿体是绿色植物进行光合作用

的细胞器, 普遍存在于真核自养生物中。叶绿体基因

组非常保守[4], 主要表现在基因组结构、基因排列顺序

和基因种类等方面。被子植物的大部分叶绿体基因组

以共价、闭合、环形双链 DNA 的多拷贝形式存在 , 为

环状四分体结构, 由 2个序列相同方向相反的重复区

(inverted repeats, IRs)、1 个大单拷贝区 (large single

copy, LSC) 和 1个小单拷贝区 (small single copy, SSC)

组成[5], 基因组长度通常介于 120～160 kb之间, 具有

母系遗传、小分子量、多拷贝、分子进化速率慢等特

点[6-8]。自 1986 年烟草 (Nicotiana tabacum) 和地钱

(Marchantia polymorpha) 叶绿体全基因组被首次报道

以来[9,10], 目前已经完成了多种植物叶绿体基因组的序

列测定, 并研究了其结构、功能与表达。此外, 叶绿体

全基因组序列的测定不仅加速了物种的进化、迁徙等

方面的研究, 还对物种的鉴定、分子标记、系统发育和

转基因研究也存在着巨大的推动作用, 这在揭示物种

进化及其种间亲缘关系等方面具有重要价值, 将推动

药用植物的叶绿体基因组的深入研究和相关产业的发

展, 进一步促进本草基因组学科的发展[11-14]。

石斛属 (Dendrobium) 是兰科 (Orchidaceae) 的第

二大属, 全球共有 1 500余种, 中国有 76种, 主要分布

在西南及华南地区, 其中可作药用的有 40余种[15]。细

茎石斛 (Dendrobium moniliforme (L.) Sw.) 为兰科石斛

属多年生草本植物, 是石斛属分布最广泛的种类之一,

主要分布于中国、日本、韩国、印度和尼泊尔等地, 在东

亚跨海间断分布, 具有重要的药用以及观赏价值, 其干

燥茎是药用石斛的重要来源[16], 也是正品枫斗的基原

之一[17], 通常被称为“铜皮枫斗”[18]; 其味甘, 性微寒, 具

有益胃生津, 滋阴清热等功效, 用于热病津伤, 口干烦

渴, 阴虚火旺等症[19]。细茎石斛含有较高的多糖、生物

碱及微量元素等[20-22]。现代药理研究表明其对咽喉疾

病、肠胃疾病、白内障、心血管疾病、糖尿病和抑制肿瘤

生长具有显著疗效[23]。细茎石斛分子水平的研究如群

体遗传学、谱系地理学等也有相关报道[24-26]。分布于

中国的细茎石斛的复合种的界定一直有争议, 最新研

究把复合种定义为具有细长茎干, 叶尖稍微两裂, 花朵

着生于老的无叶片茎干上端, 白色苞片, 有棕色斑块,

蕊柱基部无毛或有时有毛, 并基于形态学以及分子证

据的石斛属系统分类的研究, 认为该复合种是一个单

系, 分布于中国的细茎石斛的复合种包含有细茎石斛

(D. moniliforme)、梵净山石斛 (D. fanjingshanense)、霍

山石斛 (D. huoshanense)、西畴石斛 (D. xichouense)、河

南石斛 (D. henanense) 和琉球石斛 (D. okinawense) 6

个种[27]。近年来, 叶绿体基因组已经应用于石斛属药

用植物的条形码鉴定、分子标记和系统发育等研

究[28-30], 推动了石斛属物种的鉴定和系统进化研究的

进程。本研究通过对细茎石斛叶绿体基因组测序和分

析, 为细茎石斛及其复合种的鉴定和系统发育关系的

研究提供依据, 对于细茎石斛药材的质量控制、临床用

药以及合理开发利用具有重要意义, 同时也为细茎石

斛本草基因组学的研究奠定基础。

材料与方法

实验材料 本实验用细茎石斛的组培样品进行

DNA提取, 产地为安徽霍山, 样品经中国医学科学院

药用植物研究所林余霖研究员鉴定, 凭证标本保存于

中国医学科学院药用植物研究所。

总 DNA 提取和测序 总 DNA 采用 DNease Plant

Mini Kit试剂盒 (Qiagen, 德国) 法提取, 利用微量分光

光度计 (Nanodrop 2000, 美国) 检测总 DNA的浓度并

用 1% 的琼脂糖凝胶电泳检测总 DNA 的质量。利用

Illumina HiseqX测序平台构建插入片段为 500 bp的文

库, 并进行双末端测序, 双端各测150 bp。

叶绿体基因组序列的拼接 用Trimmomatic软件

去除原始数据中的低质量区, 以美国国立生物信息中

心 (NCBI) 上已公布的叶绿体基因组序列构建局部序

列比对检索 (BLASTn) 数据库, 然后用高质量读序和

此数据库进行比对, 根据覆盖度和相似度提取叶绿体
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相关读长。用软件 SOAPdenovo 2将筛选出的叶绿体

读长拼接成若干个 contigs, 然后用 SSPACE 软件将

contigs连接成完整的叶绿体基因组序列, 用GapCloser

软件填补空缺位点。

叶绿体基因组注释和结构分析 用软件Dual Or‐

ganellar GenoMe Annotator (DOGMA, http://dogma.

ccbb.utexas.edu/) 和CPGAVAS对序列进行初步注释并

手工校正, 用 tRNAscan-SE软件注释 tRNA, 基因、内含

子以及编码区的边界均与参考序列进行比对。将细茎

石 斛 的 GenBank 格 式 文 件 用 Organellar Genome

DRAW (OGDRAW) v1.2在线绘图工具 (https://chloro‐

box.mpimp-golm.mpg.de/OGDraw.html) 绘制叶绿体全

基因组物理图谱。使用软件 MEGA 6.0 (molecular

evolutionary genetics analysis 6.0) 分析GC含量。

密码子使用分析 本研究采用软件 CodonW

(http://codonw.sourceforge.net/) 分析细茎石斛的密码

子使用情况。

长重复序列和简单序列重复 (simple sequence

repeats, SSR) 结构分析 利用 REPuter 软件 (https://

bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/reputer) 识别细茎石斛

叶绿体基因组中的长重复序列。利用 MISA 软件

(http://pgrc. ipk-gatersleben.de/misa/) 测定 SSR 位点类

型与数目, 其参数设置与李西文等[31]研究一致。本文

中主要搜索完全重复型 SSR位点, 循环排列或成反向

互补的SSR被当作同一种类型。

序列变异及系统发育关系分析 本研究应用在线

基因组比对工具mVISTA对 6条石斛属叶绿体基因组

进行全基因组比对, 并用DnaSP v5.10测定叶绿体基因

组间的核酸变异值。利用MAFFT version 5软件对 33

条石斛属植物叶绿体基因组序列 (表 1) 进行全基因组

比对, 利用 IQTREE软件进行建树模型选择以及构建

Maximum Likelihood (ML) 系统发育树。

结果及分析

1 叶绿体全基因组基本特征、基因组成及分类

细茎石斛 (D. moniliforme) 的叶绿体全基因组为

常见的四分体结构, 由两个反向重复区 IRs、一个大单

拷贝区LSC和一个小单拷贝区 SSC组成 (图 1)。拼接

后 的 细 茎 石 斛 叶 绿 体 基 因 组 (GenBank 登 录 号

MN617018) 全长为150 754 bp, GC含量为37.50%。各

区段长度分别为 : 84 818 bp (LSC)、14 124 bp (SSC)、

25 906 bp (IRs), 4 个区段中 GC 含量最高的是 IR 区

(43.47%), 其次是LSC区 (35.08%) 和SSC区 (30.25%)。

细茎石斛叶绿体基因组结构和基因组成可以分为

以下 4类: 与光合作用有关的基因, 与自我复制有关的

基因, 未知功能的蛋白基因和成熟酶基因 (matK)、囊

膜蛋白基因 (cemA) 等其他基因。共注释到 77个蛋白

编码基因、38个 tRNA基因和 8个 rRNA基因。其中 7

个蛋白编码基因 (rps19、rpl2、rpl23、ycf2、ndhB、rps7和

rps12)、8 个 tRNA (trnH-GUG、trnI-CAU、trnL-CAA、

trnV-GAC、trnI-GAU、trnA-UGC、trnR-ACG 和 trnN-

GUU) 和 4 个 rRNA (rrn16、rrn23、rrn4.5 和 rrn5) 位于

反向重复区。有 17个基因含有内含子, 其中 3个基因

(ycf3、clpP和 rps12) 含有两个内含子, 其余 14个基因

只有一个内含子 (表 2)。rps12基因为反式剪切基因,

该基因的5′端位于LSC区, 3′端位于 IR区。

2 叶绿体基因组密码子使用分析

根据所有蛋白编码基因, 以相对同义密码子使用

值 (relative synonymous codon usage, RSCU) 作为参

考。RSCU值是特定密码子的使用频率与预期频率之

间的比率, 用于检测编码序列内的同义密码子使用不

均匀的方法, 密码子没有使用偏好性的值设置为 1.00,

Table 1 Information of the 33 Dendrobium species. *Sequence

from this study

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

Species name
D. aphyllum
D. brymerianum
D. candidum
D. catenatum
D. chrysanthum
D. chrysotoxum
D. crepidatum
D. denneanum
D. devonianum
D. ellipsophyllum
D. exile
D. falconeri
D. fanjingshanense
D. fimbriatum
D. gratiosissimum
D. henryi
D. hercoglossum
D. huoshanense
D. jenkinsii
D. lohohense
D. moniliforme*
D. moniliforme
D. nobile
D. officinale
D. parciflorum
D. parishii
D. pendulum
D. salaccense
D. spatella
D. strongylanthum
D. wardianum
D. wilsonii
D. xichouense

Length/bp
151 524
151 830
152 094
152 185
151 790
153 953
151 717
151 565
151 945
152 026
151 294
151 890
152 108
151 673
151 829
151 850
151 939
153 188
151 717
151 812
150 754
148 778
152 018
152 018
150 073
151 689
153 038
151 104
151 829
153 059
151 788
152 080
152 052

Accession No.
LC192953
LC192954
KY887994
KX507360
LC193514
KT633996
LC193509
LC192955
LC192956
LC193519
LC193522
LC192957
LC193523
LC193521
LC192958
LC193513
LC192959
KT630834
LC193515
LC193516
MN617018
NC035154
KX377961
KJ862886
LC193512
LC193518
KT695604
LC193510
LC193511
KR673323
LC192961
LC193508
LC193520
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RSCU值大于 1.00的密码子实际使用率高于预期, 小

于 1.00的密码子实际使用率低于预期。结果显示, 在

所有的密码子中, 编码亮氨酸 (Leu) 的密码子最多, 为

2 385个。密码子总数不超过 1 000的氨基酸有甲硫氨

酸 (Met)、脯氨酸 (Pro)、酪氨酸 (Tyr)、组氨酸 (His)、天

冬氨酸 (Asp)、谷氨酰胺 (Gln)、半胱氨酸 (Cys)、色氨

酸 (Trp)、丝氨酸 (Ser)、终止子 (TER)。半胱氨酸

(Cys) 密码子最少, 为 275个。图 2中显示了细茎石斛

叶绿体基因组所有蛋白质编码基因的 20个氨基酸和

终止密码子的密码子含量。

3 长重复序列和SSR分析

长重复序列包括正向重复 (forward, F)、回文重复

(palindrome, P)、反向重复 (reverse, R) 和互补重复

(complement, C), 对于所有重复类型, 重复长度大于等

于 30 bp, 序列相似度大于等于 90%。细茎石斛长重复

序列的数量分布结果显示, 其叶绿体基因组中有 8个

正向重复 (其中 30～39 bp的 6个, 40～49 bp的 2个)、

27个回文重复 (其中 30～39 bp的 20个, 40～49 bp的

5 个 , 50～59 bp 的 2 个)、5 个反向重复 (全部为 30～

39 bp) 和 2个互补重复 (全部为 30～39 bp)。这些重复

中重复长度主要在 30～39 bp范围内, 其中反向重复和

互补重复没有超过40 bp的序列, 只有回文重复有超过

50 bp的序列。

叶绿体简单重复序列具有丰富的多态性, 不仅具

Figure 1 Gene maps of the complete chloroplast genome of D. moniliforme. Genes on the inside of the circle are transcribed clockwise,

while those on the outside are transcribed counter clockwise. The same gene type is represented by the same color
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有标记数量丰富、共显性遗传、重复性高等优点, 同时

兼顾叶绿体基因组结构简单、相对保守、单亲遗传等特

点, 现已成为一种高效的分子标记, 在物种鉴定和系统

进化分析等方面广泛应用[32,33]。细茎石斛叶绿体全基

因组共有 53个符合条件的 SSR位点。其中单碱基重

复有 30个、二碱基重复有 13个、三碱基重复有 2个、四

碱基重复有6个、五碱基重复有 2个。重复最多的序列

是单碱基重复, 且全部是A/T的重复, 共有 13处连续

A 及 17 处连续 T 的单碱基重复。然后依次是 AT/AT

(11 次)、AAAG/CTTT (3 次)、AG/CT (2 次)、AAT/ATT

(2次)、AATT/AATT (1次)、ACAG/CTGT (1次)、AGAT/

ATCT (1 次)、AATAG/ATTCT (1 次)、ATATC/ATATG

(1次)。另外, 单核苷酸至三核苷酸重复基序的碱基组

成存在一定的碱基偏好性, 以富含A-T的重复基序为

主。这与细茎石斛叶绿体全基因组富含A-T (AT含量

为 62.49%) 一致, 这种偏好性可能与 A-T比 G-C更易

变动有关[31]。

4 细茎石斛复合种叶绿体基因组比较

本研究以细茎石斛为参照基因组利用在线基因组

比对工具mVISTA[34]对已发表的复合种物种叶绿体全

基因组序列进行全局比对 (图 3)。结果显示, 6条叶绿

体基因组序列中非编码区变异高于保守的蛋白编码区

域, LSC区、SSC区变异明显大于 IR区, rRNA基因高

度保守, 几乎没有变异。由图看出, 变异较大的基因有

trnK、trnL、ycf1 和 ycf2, 其他基因的保守程度非常高 ,

绝大多数的基因相似度都在 90%以上。基因间区的

变异大于基因区 , 如 trnS-trnG、atpA-atpF、trnE-trnT、

trnF-trnV、psbB-psbT、rps12-trnV、ndhF-rpl32、trnV-

rps12、rps19-psbA。

此外, 使用软件DnaSP分析检测细茎石斛复合种

叶绿体基因组中的高变异区, 通过两两比对计算核苷

酸变异程度 (K 值) 以显示在序列水平上的变异程度

(图 4)。结果显示复合种叶绿体基因组 IR区的变异程

度明显小于 LSC区和 SSC区, K值普遍在 0.005以下;

SSC区表现出较高的变异性, 其中有 1处两两比对的

峰都特别突出, K值均在 0.01以上, 结合mVISTA图并

根据具体位点, 此处为 ndhF-rpl32; LSC区的变异程度

居于 IR区和 SSC区之间, 其中也有 1处两两比对的峰

都特别突出, K值均在 0.005以上, 结合 mVISTA图并

根据具体位点, 此处为 trnF-trnV。叶绿体基因组两两

Figure 2 Codon content of 20 amino acid and stop codons in all protein-coding genes of the chloroplast genome of D. moniliforme

Table 2 Location and length of 17 chloroplast genes containing

introns

Gene

atpF
clpP
ndhB
petB
petD
rpl16
rpl2
rpoC1
rps12
rps16
trnA-UGC
trnG-UCC
trnI-GAU
trnK-UUU
trnL-UAA
trnV-UAC
ycf3

Location

LSC
LSC
IR
LSC
LSC
LSC
IR
LSC
LSC
LSC
IR
LSC
IR
LSC
LSC
LSC
LSC

Exon

I/bp

144
71

777
6
8
9

391
453
114
40
38
31
37
37
35
39

125

Intron

I/bp

948
972
699
234
860

1180
663
762
-

891
801
671
944

2786
794
580
719

Exon

II/bp

411
292
756
642
484
399
431

1608
232
248
35
59
35
35
50
37

229

Intron

II/bp

672

547

745

Exon

III/bp

231

26

153
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比对结果显示, 细茎石斛与梵净山石斛之间K的平均

值为 0.000 35; 细茎石斛与霍山石斛之间 K的平均值

为 0.003 39; 细茎石斛与西畴石斛之间 K的平均值为

0.001 45; 霍山石斛与梵净山石斛之间 K 的平均值为

0.003 40; 霍山石斛与西畴石斛之间 K 的平均值为

0.003 52; 梵净山石斛与西畴石斛之间 K 的平均值为

0.001 42, 说明霍山石斛与西畴石斛之间核酸变异程度

最大, 而细茎石斛与梵净山石斛之间的变异程度最小。

5 系统进化分析

叶绿体基因组对系统发育研究具有重要意

义[35,36]。本研究利用从GenBank下载的32条石斛属植

物叶绿体基因组序列和测得的细茎石斛的叶绿体基因

组序列构建 ML 进化树 , 其中 Phalaenopsis aphrodite

(蝴蝶兰) 和P. equestris (小兰屿蝴蝶兰) 为外类群。从

ML进化树 (图 5) 可以看出细茎石斛复合种中的物种

聚在同一个大支: 本研究测得的细茎石斛与梵净山石

斛聚为一支, 支持率为 100%, 再与西畴石斛聚为一支,

支持率为 72%, 再与GenBank数据库中的另外一条细

茎石斛序列聚为一支, 支持率为 100%。此外, 广东石

斛 (D. wilsonii) 与细茎石斛、梵净山石斛、西畴石斛、

霍山石斛聚在同一个大支, 说明广东石斛与细茎石斛

复合种各物种的亲缘关系较近。

讨论

叶绿体基因组序列可以分为蛋白编码区序列和非

编码区序列。编码区序列进化速率较慢, 适用于目、科

等较高的进化阶元水平的系统进化分析[37]; 非编码区

不能编码蛋白质, 序列进化较快, 存在更多的变异信

息, 又可以细分为内含子和基因间区, 更加适合于科、

属甚至种等较低分类阶元水平的系统进化分析和分子

Figure 3 Global alignment of chloroplast genomes of D. moniliforme complex. Gray arrows and thick black lines above the alignment

indicate genes with their orientation and the position of the IRs, respectively. A cutoff of 70% identity was used for the plots, and the Y-scale

represents the percent identity ranging from 50% to 100%
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鉴定[38]。石斛作为珍稀药材, 药用价值很大, 但不同物

种间或同一物种在不同地区间药用价值也存在一定的

差异。长期以来, 植物分类与鉴定主要依据形态学证

据, 但形态性状又易受到环境影响, 普遍存在趋同和平

行进化, 而遗传物质DNA的研究则能为物种系统进化

和属内相似种的区分鉴定提供可靠的分子学证据, 针

对石斛属物种系统进化的分析更有益于了解石斛属植

物种间的系统进化位置关系[26]。Jin等[39]认为细茎石

斛复合种包含广东石斛, Niu等[40]研究也发现广东石

斛与细茎石斛复合种物种有较近的亲缘关系, 本研究

利用从GenBank下载的 32条石斛属植物叶绿体基因

组序列和测得的细茎石斛叶绿体基因组序列构建ML

进化树, 以探讨石斛属植物之间的系统进化位置关系,

结果显示细茎石斛、梵净山石斛、西畴石斛、霍山石斛

聚在同一个大支, 与这些物种聚在同一大支的还有广

东石斛, 说明广东石斛与细茎石斛复合种中的物种亲

缘关系较近, 与前面的研究结论一致。

DNA 条形码 (DNA barcoding) 是应用一段标准

的、相对较短的、具有足够变异的、易扩增的DNA片段

进行物种鉴定的一种分子鉴定技术[41]。自 2003年提

出以来, 该技术普遍用于动物物种的鉴定, 一段 650 bp

的线粒体COI基因片段已被公认为动物的核心DNA

条形码序列。但在植物中, 由于种间杂交和基因渗透

的存在, 很难找到像动物中COI一样通用的单个片段。

叶绿体基因组长度是普通条形码序列的几百倍, 在种

间或种内物种中存在足够的变异位点, 会进一步提高

鉴定效率, 有报道提出将叶绿体基因组作为物种鉴定

的超级条形码[42,43], 超级条形码克服了传统条形码的

许多局限。首先, 超级条形码的测序可以省略 PCR扩

增过程, PCR步骤的省略意味着即使材料中的DNA发

生降解也仍然可以进行测序, 降低了对测序材料的要

求, 扩大了条形码使用范围[44]。其次, 超级条形码包含

了更多的信息, 对于物种鉴定更加敏感、高效[45,46]。此

外, 超级条形码克服了因基因缺失、测序质量低等缺点

对条形码的使用限制。Zhu等[28]通过实验证明了DNA

条形码或者叶绿体基因组高变异区都不能鉴定铁皮石

斛及其近缘物种, 而完整的叶绿体基因组序列具有更

高的分辨率, 可以用于鉴定铁皮石斛及其近缘物种。

超级条形码目前已成功用于种群、种及个体的鉴

定[47-51]。本研究中的系统进化树显示, 叶绿体全基因

组序列也可作为细茎石斛复合种鉴定的超级条形码,

对细茎石斛复合种物种的鉴定和系统发育具有重要意

义。随着测序技术和分析方法的迅速发展, 测序组装

叶绿体基因组作为超级条形码将得到广泛的运用。

Figure 4 Nucleic acid variation information of chloroplast genomes of D. moniliforme complex. m: D. moniliforme; f: D. fanjingshanense; h: D.

huoshanense; x: D. xichouense
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对于大多数被子植物来说, 叶绿体基因组编码区

包含 100～120类不同的基因, 大约 70～88类基因能编

码蛋白质、参与光合作用、基因表达, 30～32类基因编

码 tRNAs, 4类基因编码 rRNAs[52,53]。本研究中测得细

茎石斛叶绿体基因组共注释到 123个基因, 包括 77个

蛋白编码基因、38个 tRNA基因和 8个 rRNA基因, 其

中 17个蛋白编码基因含有内含子。与核基因组相比,

叶绿体基因组进化速度慢且通常不发生遗传重

组[54,55]。除此之外, 叶绿体基因组较小, 不足其大小的

万分之一; 具有多拷贝性, 在每个细胞的拷贝数介于

1 000～10 000, 可使目的基因高水平表达; 对外源基因

可稳定遗传, 通过外源基因的定点整合, 可避免位置效

应和基因沉默现象[56]。由于叶绿体基因组有以上特

点, 使其广泛运用于植物多样性、植物适应性和遗传工

程研究中[57], 细茎石斛叶绿体基因组的获得为研究其

叶绿体转化技术提供了基础。

植物细胞具有核基因组、叶绿体基因组和线粒体

基因组 3个基因组, 并且在一些种子植物中, 核基因组

和叶绿体基因组是可转化的[58]。叶绿体转化是对植物

叶绿体基因组进行的遗传转化, 基本原理是通过目的

基因两端连接的叶绿体同源片段与叶绿体基因组发生

同源重组双交换, 将目的基因整合进入叶绿体基因组,

并经转录、翻译、折叠和修饰等获得功能产物[59]。与核

转化相比, 叶绿体的转化不会出现转基因沉默的现象,

外源蛋白的表达量更高; 可同时进行多种外源基因表

达, 类似于原核体系中的多顺反子结构; 由于它具有母

性遗传的特性, 在后代中不出现性状分离, 故转基因可

在子代中稳定地遗传和表达, 可有效地避免外源DNA

在田间扩散污染[60]。叶绿体转化作为一项安全高效的

体系, 越来越受到重视, 成功进行叶绿体转化的物种也

在不断增加[61], 细茎石斛叶绿体基因组测序, 可以根据

其叶绿体基因组设计特异的叶绿体同源载体, 提高同

源重组效率, 同时为细茎石斛叶绿体基因组在物种问

题的解决方面奠定了基础。最近的研究逐步地扩展了

人们对叶绿体基因工程的应用, 许多实例表明, 叶绿体

转化在植物遗传改良上有着巨大的潜力, 同样在植物

生物反应器的发展上也有巨大作用, 可持续且高效益

地生产生物医药、生物酶以及化工原材料, 也被应用到

Figure 5 Phylogenetic tree constructed using ML method based on chloroplast genome sequences of 33 Dendrobium species
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基础研究中, 如叶绿体基因组的转录、mRNA编辑、光

合作用和进化等[62]。叶绿体转化技术作为分子水平上

的一种技术手段, 为植物基因工程的研究开辟了一个

新的方向。

本草基因组学利用基因组注释信息, 发掘优良基

因, 运用基因工程的手段打破生殖隔离, 培育药效成分

含量高的具有优良农艺性状的新品种, 为药效成分的

大量提取和广泛临床应用奠定了基础, 为占领中药基

础研究领域的科技制高点提供了难得的机遇, 将推动

功能基因组学、蛋白组学和代谢组学等现代生命科学

技术在药用植物研究领域中的应用, 将是中药现代化

的重要组成部分[2]。本草基因组学的研究成果将为阐

明药用植物有效成分的合成和调控奠定基础, 进而促

进植物类药物的筛选和生物合成研究, 同时还将加速

药用植物优良品种的选育, 控制药用植物重要农艺性

状的基因, 尤其是与生长发育、抗逆抗病、重要遗传性

状及种质性状控制相关的基因, 是药用植物中一类重

要的功能基因[63]。本草基因组学将会极大地推动前沿

生命科学技术在药用植物和中药领域的应用, 在较短

时间内实现药用植物和中药学研究的跨越式发展, 对

药用植物物种的鉴定、系统发育及叶绿体基因工程研

究有着重要意义。

叶绿体基因组是本草基因组学的重要组成部分,

随着生物信息学及高通量测序技术的不断发展, 人们

对叶绿体基因组的研究将日益深入, 研究叶绿体基因

组对于揭示叶绿体 DNA 的结构与起源、植物分子标

记、物种亲缘关系等具有重要意义[52]。更重要的是, 叶

绿体基因组研究还可以推动植物在分子育种、遗传转

化等叶绿体基因工程方面的研究进程[50]。细茎石斛叶

绿体基因组测序及系统发育分析不仅可以丰富叶绿体

基因组序列的数量, 还可以为研究细茎石斛及其复合

种的鉴定、系统发育、培育优良品种、实现该药用植物

资源的可持续利用奠定基础, 也为细茎石斛本草基因

组学的研究奠定基础。
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