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桔梗特异DNA条形码筛选、种质资源鉴定及遗传多样性分析
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摘要 : 中药材桔梗为桔梗科植物桔梗的干燥根 , 具有多种药理作用 , 是常用的大宗中药材。本研究利用

Illumina HiSeq X Ten平台对 6份来自不同产地的桔梗进行叶绿体基因组测序, 筛选特异性DNA条形码, 基于特异

性 DNA 条形码对不同产区的桔梗样品的种质资源和遗传多样性进行分析。6 份桔梗叶绿体基因组全长为

172 260～172 275 bp, 均呈现典型的环状四分体结构, 编码 141个基因。根据比较基因组学分析和扩增效率分析发

现 trnG-UCC 和 ndhG_ndhF 可作为潜在的桔梗种内种质资源鉴定的特异性 DNA 条形码。对来自 9 省 15 个产地

305份桔梗样品的 trnG-UCC和 ndhG_ndhF进行 PCR扩增和序列分析, 结果表明 trnG-UCC和 ndhG_ndhF分别有 5

和 11个变异位点, 分别鉴定到 5和 7个单倍型; 两段序列联合分析鉴定 13个单倍型 (Hap1～Hap13), 其中占比最多

的是Hap4, 其次是Hap1。3个产地拥有的特异单倍型, 可作为该产地的DNA分子标签与其他产地的桔梗种质资源

进行区分。单倍型多样性、核苷酸多样性和遗传距离分别为 0.94、4.79×10-3和 0.000 0～0.020 3, 表明桔梗在物种水

平上有较高的遗传多样性, 种内各单倍型之间亲缘关系比较接近。本研究为桔梗产地鉴定、种质资源保护利用和分

子育种等工作奠定基础。
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Abstract: Platycodonis Radix is the dry root of Platycodon grandiflorum of Campanulaceae, which has a 

variety of pharmacological effects and is a commonly used bulk Chinese medicine. In this study, the chloroplast 

genome sequences of six P. grandiflorum from different producing areas has been sequenced with Illumina HiSeq 

X Ten platform. The specific DNA barcodes were screened, and the germplasm resources and genetic diversity 

were analyzed according to the specific barcodes. The total length of the chloroplast genome of 6 P. grandiflorum 

samples was 172 260−172 275 bp, and all chloroplast genomes showed a typical circular tetrad structure and encoded 
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141 genes. The comparative genomics analysis and results of amplification efficiency demonstrated that trnG-

UCC and ndhG_ndhF were the potential specific DNA barcodes for identification the germplasm resources of 

P. grandiflorum. A total of 305 P. grandiflorum samples were collected from 15 production areas in 9 provinces, 

for which the fragments of trnG-UCC and ndhG_ndhF were amplificated and the sequences were analyzed. The 

results showed that trnG-UCC and ndhG_ndhF have 5 and 11 mutation sites, respectively, and 5 and 7 haplotypes 

were identified, respectively. The combined analysis of the two sequences formed 13 haplotypes (named Hap1-

Hap13), and Hap4 is the main genotype, followed by Hap1. The unique haplotypes possessed by the three 

producing areas can be used as DNA molecular tags in this area to distinguish from the germplasm resources of 

P. grandiflorum from other areas. The haplotype diversity, nucleotide diversity and genetic distance were 0.94, 

4.79×10-3 and 0.000 0−0.020 3, respectively, suggesting that the genetic diversity was abundant and intraspecific 

kinship was relatively close. This study laid a foundation for the identification of P. grandiflorum, the protection 

and utilization of germplasm resources, and molecular breeding.
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中药材桔梗 (Platycodonis Radix) 具有宣肺利咽 , 

祛痰排脓的功效 , 是最常用的大宗药材之一。《中华

人民共和国药典》 (2020年版, 一部) 规定中药材桔梗

来源于桔梗科药用植物桔梗 Platycodon grandiflorum 

(Jacq.) A. DC.的干燥根[1]。现代药理学作用研究表明

其具有多种药理活性, 如抗肿瘤、抗菌消炎、免疫调节

和降血压降血脂等[2-5]作用。近年来随着桔梗需求量

增大, 需要不断扩大桔梗的生产规模, 因此对桔梗的种

质资源鉴定和遗传多样性分析有利于后续桔梗优良品

种选育和利用。

叶绿体是被子植物光合作用的器官, 同时也是半

自主细胞器, 拥有自己的基因组, 依赖母系遗传, 称为

叶绿体基因组。叶绿体基因组的结果是双链环状构

型, 包括一个小的单拷贝区 (SSC) 和一个大单拷贝区 

(LSC); 两区域被一对反向重复区域 (IRA和 IRB) 区分

开, 为典型的四分体结构。叶绿体基因组相对分子量

较小, 基因组成和结构相对保守, 包含的大量遗传信息

被广泛应用于植物分子进化及系统发育的研究[6,7]。随

着高通量测序技术和生物信息学的快速发展, 多种植

物的叶绿体基因组已经解析。目前桔梗科的桔梗、半

边莲Lobelia chinensis、沙参Adenophora stricta等[8-10]物

种的叶绿体基因组已有研究报道, 但是种内叶绿体比

较基因组学相关研究鲜有报道。

2003年, Hebert等[11]首次提出DNA条形码是标准

化的、较短的DNA序列, 可作为条形码实现对物种进行

快速、准确地鉴定, 是传统性状鉴定和理化鉴定方法的

有效补充。如matK能够鉴别大黄不同基原及混伪品[12]。

随着叶绿体基因组测序技术和比较叶绿体基因组学的

发展, 通过比较叶绿体基因组序列差异获得可应用于

鉴别不同物种、不同基原甚至同一物种的不同产地的

特异DNA条形码也变得切实可行, 如利用叶绿体基因

组及比较基因组学方法获得特异性条形码 rps16_

trnQ、psaA_ycf3、psbE_petL、ndhF_rpl32以及 trnT_trnL

用于鉴定唐古特大黄、药用大黄和掌叶大黄[13]。基于叶

绿体基因组测序和比较基因组学发现黄芩 petA_psbJ、

ycf4_cemA和 trnH_psbA三个基因片段突变位点最多, 

可用作特异DNA条形码, 利用 3段叶绿体基因组DNA

的联合分析对黄芩的野生居群展开研究, 共发现 29个

变异位点, 形成 50个单倍型[14]。rbcL序列可鉴别不同

产地的山慈菇[15]。psbA_trnH序列可鉴别何首乌的道

地种源和其他种源[16]。

ITS、psbA_trnH、matK、trnG-S、rbcL等条形码为桔

梗科植物的分类鉴定与系统学研究提供了重要依

据[17]。Zhao等[18]验证了 ITS序列可对桔梗药材及其易

混品进行鉴别。Wu等[19]通过 ITS2序列对桔梗进行研

究发现其种内遗传性较为丰富。Nie 等[20]研究发现 , 

rbcL序列可用于桔梗科内不同属间的鉴别。目前基于

桔梗核基因的种质资源鉴别已较为深入, 不仅能对桔

梗及易混品进行鉴别, 还发现了桔梗种内具有较高的

遗传多样性。而基于桔梗叶绿体基因的研究较少, 仅

发现了可用于桔梗科的鉴别序列 rbcL, 基于桔梗叶绿

体比较基因组学的种内特异DNA条形码研究还未见

报道, 因此本研究选取不同产地的 6个桔梗样品进行

叶绿体测序 , 进行比较基因组学研究 , 筛选特异性

DNA 条形码 , 并利用筛选的特异 DNA 条形码对 9 省

15产地 305份桔梗样品进行种质资源鉴定和遗传多样

性分析, 弥补了目前研究的空缺, 为后续桔梗种质筛

选、质量控制及相关研究奠定基础。

材料与方法

植物材料 用于叶绿体全基因组测序的 6份桔梗

样品分别采自内蒙古自治区巴彦淖尔市、黑龙江省哈
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尔滨市、河北省保定市安国市、陕西省商洛市商州区、

安徽省亳州市谯城区和河南省洛阳市; 用于种质资源

鉴定的 15个产地 305份样品来源如表 1所示。所用样

品经北京中医药大学魏胜利教授鉴定为桔梗植株

Platycodon grandiflorum (Jacq.) A. DC.。

基因组 DNA 提取与测序 利用 FastPure® Plant 

DNA Isolation Mini Kit (诺唯赞) 提取植物总 DNA, 

1.0% 的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量 , Nano Drop 

one (Thermo Fisher 公司) 检测 DNA 浓度。检测合格

的基因组总DNA构建插入片段长度约 350 bp的文库, 

利用 Illumina HiSeq X Ten平台进行序列读长为 150 bp

的双端测序, 并对原始序列进行 4步处理, 分别是去除

质量值连续 ≤ 20的碱基数达到 40%的 reads、去除含N

的碱基数目总和达到 10%的 reads、去除 adapter污染和

去除 duplication 污染 , 得到高质量待分析序列 (clean 

reads)。

叶绿体基因组组装、拼接和注释 使用 NOVO‐

Plasty将待分析序列组装成完整的叶绿体基因组, 采用

PGA软件进行组装结果进行注释 (默认参数)。采用BWA

将待分析序列比对桔梗参考基因组 (NC_035624) 的叶

绿体基因组序列, 利用在线软件 tRNAscan-SE (http://

lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/) 确定所有 tRNA基因的

边界, 并通过CLC Sequence Viewer 8人工检查确保组装

无误。利用Organellar Genome DRAW (https://chlorobox.

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

基因组图谱。

叶绿体基因组比较分析及单倍型多样性分析 利

用mVISTA在线软件对测序获得 6份叶绿体基因组进

行全局比对分析, 利用Dna SP 6软件检测6条叶绿体基

因组的核苷酸多样性 (Pi)。通过Dna SP 6软件对 15个

产区的单倍型进行多样性分析。

高变区域扩增、遗传距离分析与进化树构建 为

利用高变区基因对不同产区的种质资源进行分析, 以

高变区基因为模板设计引物 (ndhG_ndhF-F: 5′-TCAC 

TTTTTCGAAGGGGGAATC-3′ ; ndhG_ndhF-R: 5′-TCT 

AGAGACTAAAATTTTCAC-3′ ; trnG-UCC-F: 5′-TAGT 

GGTAAAAGTGTGATT-3′ ; trnG-UCC-R: 5′-GGCTAG 

GGGTTATAGTCGA-3′), 对收集到的 15个产区 305份

样品进行 PCR 扩增分析。PCR 混合体系共 50 μL, 包

括 ddH2O 37 μL、10×Buffer 5 μL、dNTP 4 μL、引物 -F 

1 μL、引物-R 1 μL、DNA 模板 0.5 μL、0.1% BSA 1 μL

和TaKaRa Taq 0.5 μL。扩增程序为 93 ℃ 3 min, 50 ℃ 

2 min, 30个循环 (93 ℃ 30 s, 45.9 ℃ 45 s, 70 ℃ 45 s), 

70 ℃ 5 min, 4 ℃保存。通过 1.0%的琼脂糖凝胶电泳

和 FastPure® Gel DNA Extraction Mini Kit (诺唯赞) 对

PCR产物进行纯化, 纯化后的产物送北京六合华大公

司进行双向测序。

利用DNAMAN和Chromas软件对测序结果进行

核对和单倍型汇总。将汇总后的单倍型序列通过mafft

软件进行比对。比对后的序列通过 MEGA X 软件计

算单倍型间的遗传距离, 构建邻接法系统进化树, 设置

bootstrap重复值为1 000。

结果与分析

1　叶绿体全基因组测序、序列组装与拼接注释

将桔梗 1～6 (P. grandiflorum 1～6) 的测序结果过

滤去除低质量序列和接头序列等杂质 , 分别得到

29 841 912 条 (4.48 Gb)、27 638 910 条 (4.14 Gb)、

29 934 124 条 (4.49 Gb)、28 810 240 条 (4.32 Gb)、

28 895 078条 (4.33 Gb) 和33 150 576条 (4.97 Gb) clean 

reads。将 6份桔梗叶绿体全基因组组装拼接后均得到

完整的环状四分体结构, 序列总长度分别为 172 272、

172 260、172 267、172 268、172 271 和 172 275 bp。环

状四分体结构由 1个LSC、1个 SSC和 2个反向重复区 

Table 1　Source of 305 samples of P. grandiflorum from 15 regions

Source
Houma, Linfen, Shanxi
Louyang, Henan
Baoding, Hebei
Yiyuan, Zibo, Shandong
Qiaocheng, Bozhou, Anhui
Dalian, Liaoning
Shangzhou, Shangluo, Shannxi
Chaoyang, Liaoning
Jingyu, Baishan, Jilin
Kalaqinqi, Chifeng, Neimenggu
Jian, Jilin
Chifeng, Neimenggu
Hongshan, Chifeng, Neimenggu
Chishang, Boshan, Zibo, Shandong
Zhangjiakou, Hebei

Sample (number)
SXLFHM (85)
HNLY (14)
HBBD (4)
SDZB (26)
AHBZ (16)
LNDL (12)
SXSL (6)
LNCY (31)
JLBS (26)
NMGCF (18)
JLJA (18)
NMGCF2 (20)
NMGHS (18)
SDCS (6)
HBZJK (5)

Longitude
E110°52′10.40"
E112°43′44.68″
E113°45′32.00″
E118°17′10.50″
E115°60′59.64"
E121°44′00.00"
E109°92′44.18"
E120°16′46.44"
E127°16′00.00"
E118°65′34.58"
E125°45′00.00"
E118°65′34.58"
E118°57′33.37"
E117°51′42.19"
E118°17′10.50″

Latitude
N38°13′88.26"
N34°63′04.10″
N38°14′29.00″
N36°18′53.60"
N33°76′49.58"
N39°01′00.00"
N33°87′86.34"
N41°40′91.13"
N42°48′00.00"
N42°02′92.66"
N40°52′00.00"
N42°02′92.66"
N42°15′56.92"
N36°29′41.03"
N36°18′53.60"

Altitude/m
713
585

25
154

36
29

1 037
307
132
652
136
652
742
230
154
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(IR) 组成, 其中LSC长度除桔梗 6为 79 116 bp外, 其余

均为 79 114 bp; SSC 长度分别为 7 841、7 833、7 836、

7 837、7 840和 7 842 bp; IR长度除桔梗 2为 42 655 bp

外, 均为 42 657 bp (图 1)。6份桔梗叶绿体全基因组序

列、LSC区和 IR区的GC含量均相同, 分别为 38.14%、

37.25%和39.61%。6份桔梗的SSC区的GC含量分别为

31.03%、31.04%、31.05%、31.04%、31.03%和31.02%。

6个不同产地的桔梗叶绿体全基因组序列都注释

了 141个基因 (表 2), 包括 98个蛋白质编码基因、35个

tRNA基因和8个 rRNA基因。其中, SSC区含有6个蛋

白质编码基因 (ndhF、rpl32、ccsA、ndhD、psaC和 ndhE) 

和1个 tRNA (trnL-UAG); 有30个基因分别在两个 IR区

出现一次, 包含 19个蛋白质编码基因, 7个 tRNA (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); LSC区含有54个蛋白质编码基因和20个 tRNA。

此外, 蛋白质编码基因ndhE横跨SSC/IRa边界。含1个

内含子的基因有 15 个 (ndhA、ndhB、petB、petD、atpF、

rpl16、rpl2、rps16、rpoC1、trnA-UGC、trnG-UCC、trnI-

GAU、trnK-UUU、trnL-UAA 和 trnV-UAC), 含 2 个内含

子的基因有3个 (rps12、clpP和 ycf3)。

2　比较基因组学分析及特异DNA条形码筛选

为检测 6 份桔梗叶绿体基因组的种内变异情况, 

以注释过的桔梗样本叶绿体基因组 (NC_035624) 为

参考, 利用 mVISTA 在线软件将获得的 6条叶绿体基

因组序列进行全局对比 (图 2)。结果显示, 6条桔梗样

品的叶绿体基因组排列顺序一致, 保守性较高, 绝大多

数基因的相似度在 90%以上, 其中蛋白编码区域变异

低于非编码区变异, LSC区变异明显高于 IR区和 SSC

区。除基因区 ycf1具有明显变异外, 基因区 rps4、ndhJ、

ropB、trnG-UCC、rpl2、rps18 和基因间区 rps16_trnT-

GGU、psaA_ycf3、rpl23_clpP、ndhG_ndhF、rps8_rpl36

等片段有不同程度的变异。同时, 对六份桔梗样品的Pi

进行分析显示种内变异度较小, 与mVISTA分析结果

一致 (图 3)。Pi值范围为 0～0.002 56, LSC、SSC和 IRs

区的平均Pi值分别为0.000 096、0.000 209和0.000 036。

基因区 ycf1、rps4、rpl23、ndhJ、ropB、trnG-UCC、rpl2和

基 因 间 区 rps16_trnT-GGU、psbZ_trnG-GCC、psaA_ 

Figure 1　Six complete chloroplast genome maps of P. grandiflorum genes in the outer circle are transcribed counterclockwise, and genes 

in the inner circle are transcribed clockwise. Color bars represent different functional groups. The darker gray area in the inner circle indicates 

the GC content, while the lighter gray corresponds to the at content of the genome. LSC: Large single copy area; SSC: Small single copy 

region; IRA and IRB: Reverse repeat region
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ycf3、ndhG_ndhF等 23个片段具有不同程度的种内变

异 , 与 mVISTA 结果一致。综合上述结果分析表明 , 

ycf1、rps4、ndhJ、ropB、trnG-UCC、rpl2、rps18、rpl23、

rps16_trnT-GGU、psaA_ycf3、rpl23_clpP、psbZ_trnG-

GCC、rps8_rpl36、ndhG_ndhF等 23个片段可以作为桔

梗种内种质资源鉴定的潜在的特异DNA条形码。对

23个基因设计引物, 进行PCR扩增, 发现 trnG-UCC和

ndhG_ndhF 的扩增效率为 100%, 因此本研究选择

trnG-UCC和 ndhG_ndhF为桔梗种内鉴定的特异DNA

条形码, 进行后续研究。

3　不同产地桔梗样品的 trnG-UCC 和 ndhG_ndhF 的

扩增及分析

以 15个产地 305份桔梗样品总DNA为模板对筛

选的 2个叶绿体基因组高变区进行 PCR扩增, 并对测

序结果进行分析。利用设计的 trnG-UCC引物进行PCR

扩增,全部样品扩增到 500～750 bp之间, 对 PCR产物

纯化后测序, 与 PG1 (PG: Platycodon grandiflorum) 的

trnG-UCC序列对比可判断其为 trnG-UCC序列; 利用

设计的 ndhG_ndhF引物进行 PCR扩增,全部样品扩增

到 500～750 bp之间, 对 PCR产物纯化后测序, 与 PG1

的ndhG_ndhF序列对比可判断其为ndhG_ndhF序列。

基因 trnG-UCC共检测到5个变异位点, 共形成5个

单倍型 (表3)。其中位于430和597 bp的2个位点突变

类型为插入, 位于 141、344和 374 bp的 3个位点为单点

突变。基因 ndhG_ndhF共检测到 11个变异位点, 共形

成 7个单倍型 (表 4)。其中位于 589和 591 bp的 2个位

点突变类型为插入和缺失突变; 位于 588、590和 592～

596 bp的 7个位点突变类型为缺失突变; 其他 2个位点

为单点突变, 分别位于401和427 bp。对两个基因联合

分析共形成了13个单倍型, 占比最多分布最广的单倍型

为 Hap4, 占全部样品的 45.90%, 其次是 Hap1, 占比为

30.39%。如表 5所示, 山西省临汾市侯马市拥有特异

单倍型Hap3、Hap12和Hap13; 吉林省白山市靖宇县拥

有特异单倍型Hap6; 吉林省集安市拥有特异性单倍型

Hap8, 特异单倍型可作为该产地特有的种质资源加以

扩繁, 亦可作为鉴定桔梗产地来源的DNA分子标签。

4　遗传多样性分析

通过 DNAsp 6 对联合分析的单倍型进行多样性

分析 (表 6)。15个产地的居群变异位点数 (S) 和单倍

Table 3　Nucleotide position of trnG-UCC. *: Nucleic acid is the 

same as GHap1; −: Nucleic acid deletion

No.

1

2

3

4

5

Nucleotide position

141

T

C

C

C

C

344

G

*

A

*

*

374

G

*

*

A

*

430

A

*

*

*

A

−
−
*

*

*

A

597

T

*

*

*

T

−
−
*

*

*

T

trnG-UCC 

haplotype

GHap1

GHap2

GHap3

GHap4

GHap5

Table 2　Gene composition of six chloroplast genomes of P. grandiflorum. *: Genes with one intron; **: Genes with two introns. (2) means 

genes with two copies

Category
Photosynthesis

Self-replication

Other genes

Genes of unknown 

function

Gene group
Subunits of photosystem I
Subunits of photosystem II

Subunits of NADH ehydrogenase
Subunits of cytochrome b/f complex
Subunits of ATP synthase
Large subunit of rubisco
Proteins of large ribosomal subunit
Proteins of small ribosomal subunit

Subunits of RNA polymerase
Ribosomal RNAs
Transfer RNAs

Maturase
Protease
Envelope membrane protein
c-type cytochrome synthesis gene
Conserved hypothetical

chloroplast ORF

Gene name
psaA, psaB, psaC, psaI, psaJ
psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH, psbI, psbJ, psbK, psbL, psbM, psbN, psbT, 

psbZ
ndhA*(2), ndhB*(2), ndhC, ndhD, ndhE, ndhF, ndhG(2), ndhH(2), ndhI(2), ndhJ, ndhK
petA, petB*, petD*, petG, petL, petN
atpA, atpB, atpE, atpF*, atpH, atpI
rbcL
rpl14(2), rpl16*(2), rpl2*(2), rpl20, rpl22(2), rpl23(2), rpl32, rpl33, rpl36(2)
rps11, rps12**(2), rps14, rps15(2), rps16*, rps18, rps19(2), rps2, rps3(2), rps4, 

rps7(2), rps8(2)
rpoA, rpoB, rpoC1*, rpoC2
rrn16(2), rrn23(2), rrn4.5(2), rrn5(2)
trnA-UGC*(2), trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-UUC,
trnF-GAA, trnG-GCC, trnG-UCC*, trnH-GUG, trnI-CAU(2), trnI-GAU*(2), 

trnK-UUU*, trnL-CAA(2), trnL-UAA*, trnL-UAG,
trnM-CAU, trnN-GUU(2), trnP-UGG, trnQ-UUG, trnR-ACG(2), trnR-UCU,
trnS-GCU, trnS-GGA, trnS-UGA, trnT-GGU
trnV-GAC(2), trnV-UAC*, trnW-CCA, trnY-GUA, trnfM-CAU
matK
clpP**(2)
cemA
ccsA
ycf1(2), ycf2(2), ycf3**, ycf4

·· 247
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Figure 2　Global comparison of six chloroplast genomes of P. grandiflorum (PG)
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型数 (h) 分别为 19和 9个, 单倍型多样性 (Hd) 和核苷

酸多样性 (Pi) 分别为 0.94和 4.79×10-3, Hd的变化范围

在 0.00～1.00 之间 , Pi 的变化范围在 0～7.40×10-3 之

间, 表明其遗传多样性较为丰富。为检验桔梗居群的

扩张情况, 对联合分析的单倍型进行中性检验, 结果显

示, 15个居群的 Tajima's D、Fu&Li's D分别为−0.93和 

 −0.49, 且差异均未达显著水平 (P > 0.10), 表明桔梗的

进化遵循中性进化模式。

5　遗传距离分析

使用 Mega X 对 2个基因联合分析的单倍型进行

遗传距离分析 (表 7), 结果显示, 13个单倍型的遗传距

离为0.000 0～0.020 3, 平均遗传距离为0.007 5, 表明桔

梗样品间亲缘关系差别不大。最大遗传距离 0.020 3

存在于Hap5和Hap8之间, 亲缘关系最远; 最小遗传距

离为 0.000 0存在于多个单倍型之间, 分别在 Hap4和

Hap6之间, Hap4和Hap7之间, Hap6和Hap7之间, Hap10

和 Hap11 之间 , 亲缘关系最近。占比较多的 Hap1 和

Hap4之间遗传距离为 0.000 7, 亲缘关系较近。吉林省

白山市的特异单倍型Hap6与山西省临汾市侯马县的

特异单倍型Hap3之间的遗传距离为 0.011 9, 亲缘关系

相对较远; 吉林省集安市的特异单倍型Hap8与山西省

临汾市侯马县的特异单倍型Hap13之间的遗传距离为

0.019 5, 亲缘关系相对较远; 吉林省白山市的特异单倍

型Hap6与吉林省集安市的特异单倍型Hap8之间的遗

传距离为0.012 3, 亲缘关系相对较远。

6　系统进化分析

将 2个基因联合分析后的单倍型序列对比后构建

NJ Tree, 从而进一步分析各单倍型的亲缘关系。如图

4所示, Hap3、Hap8和Hap12聚在同一支上, 其他单倍

Figure 3　 Nucleotide diversity of six chloroplast genome of 

P. grandiflorum. Window length: 600 bp; Step size: 200 bp. Pi: 

Nucleotide diversity

Table 4　Nucleotide position of ndhG_ndhF. *: Nucleic acid is the same as FHap1; -: Nucleic acid deletion

No.

1

2

3

4

5

6

7

Nucleotide position

401

C

*

*

*

*

*

T

427

T

*

*

G

*

*

*

588

A

−
*

*

*

*

*

589

T

−
*

*

*

T

*

−
−
*

*

*

*

A

*

−
−
*

*

*

*

T

*

−
−
*

*

*

*

A

*

−
−
*

*

*

*

T

*

590

A

−
*

*

*

*

*

591

T

−
T

*

−
*

*

−
−
*

A

*

*

*

*

−
−
*

T

*

*

*

*

592

T

*

*

*

−
*

*

593

A

*

*

*

−
*

*

594

T

*

*

*

−
*

*

595

A

*

*

*

−
*

*

596

T

*

*

*

−
*

*

ndhG_ndhF 

haplotype

FHap1

FHap2

FHap3

FHap4

FHap5

FHap6

FHap7

Table 5　Haplotype distribution table for different source. *: Unique 

haplotype

Source
SXLFHM

HNLY
HBBD
SDZB
AHBZ
LNDL
SXSL
LNCY
JLBS
NMGCF
JLJA
NMGCF2
NMGHS
SDCS
HBZJK

Haplotype distribution
Hap1, Hap2, Hap3*, Hap4, Hap9, Hap10, Hap11, 

Hap12*, Hap13*
Hap1, Hap4, Hap5, Hap7, Hap10
Hap1
Hap1, Hap4, Hap10
Hap1, Hap4, Hap7
Hap1, Hap4
Hap1, Hap2
Hap1, Hap4, Hap5, Hap7, Hap11
Hap1, Hap4, Hap6*, Hap7, Hap9
Hap1, Hap4, Hap9
Hap1, Hap4, Hap8*, Hap10
Hap1, Hap4, Hap7
Hap1, Hap4, Hap7, Hap9, Hap11
Hap4, Hap10
Hap1, Hap2, Hap4

Table 6　Genetic diversity of P. grandiflorum from 15 regions. S: 

Number of segregating sites; h: Number of haplotypes; Hd: Haplo‐

type diversity; Fu&Li's D: Fu&Li's D neutral test; Tajima's D: 

Tajima's D neutral test

Population
SXLFHM
HNLY
HBBD
SDZB
AHBZ
LNDL
SXSL
LNCY
JLBS
NMGCF
JLJA
NMGCF2
NMGHS
SDCS
HBZJK
Total

S
23
10

0
9
1
1
8
7
8
1

19
1
2
9
9

19

h
7
4
1
3
2
2
2
4
3
2
4
2
3
2
3
9

Hd

0.94
0.90
0.00
1.00
0.67
1.00
1.00
0.90
0.80
0.67
1.00
0.67
0.80
1.00
1.00
0.94

Pi (×10-3)
5.96
3.21
0.00
4.38
0.47
0.71
5.79
2.17
2.45
0.47
7.40
0.47
0.72
6.57
4.34
4.79

Fu&Li's D
−1.12
−0.60
−
−
−
−
−

−0.75
−0.81
−

−0.85
−

0.24
−
−

−0.49

Tajima's D
−1.17
−0.60
−
−
−
−
−

−0.75
−0.81
−

−0.85
−

0.24
−
−

−0.93
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型聚为一支, 同一支的单倍型之间亲缘关系较近。占

比较多的Hap1和Hap4分布在同一单系分支, 亲缘关

系较近。与遗传距离分析结果一致, 遗传距离最大的

Hap5和 Hap8分布于两个不同的单系分支, 遗传距离

最近的 Hap4 和 Hap7、Hap4 和 Hap6、Hap6 和 Hap7、

Hap10和Hap11位于同一分支。

吉林省白山市的特异单倍型Hap6与山西省临汾

市侯马县的特异单倍型Hap3位于进化树的不同分支, 

亲缘关系相对较远; 吉林省集安市的特异单倍型Hap8

与山西省临汾市侯马县的特异单倍型Hap13位于进化

树的不同分支, 亲缘关系相对较远; 吉林省白山市的特

异单倍型Hap6与吉林省集安市的特异单倍型Hap8位

于进化树的不同分支, 亲缘关系相对较远, 与遗传距离

的分析结果一致。

讨论

桔梗叶绿体基因均具有典型的双链环状四分体结

构, 由 4部分构成, 分别为LSC、SSC和 2个方向相反的

IR[8]。比对 NCBI 中的 4 条桔梗叶绿体全基因组序列 

(NC035624、MZ202358、OK317683 和 KX352464), 发

现桔梗基因组长度为 171 818～173 345 bp, 编码基因

数量为138～139个, 蛋白质编码基因数量为93～94个, 

tRNA编码基因数量为 37个, rRNA编码基因数量为 8

个。本研究所测 6份桔梗叶绿体全基因组结构和大小

基本符合上述研究结果。

目前已有研究[21,22]利用叶绿体测序和比较基因组

进行筛选高变区作为特异DNA条形码用于物种的鉴

定, 而验证特异性DNA条形码的实验比较少。如有研

究者[21]通过比较叶绿体基因组学推荐将 psbI_trnS、

clpP-ex1_psbB、rpl33_rps18、psbC_trnS、psaJ_rpl33 等

叶绿体基因组高变区作为鉴定石豆兰属药用植物潜在

的特异性 DNA 条形码; 通过叶绿体基因组学分析筛

选 ycf1、rpl32_trnL-UAG、trnK-UUU_rps16、psbK_trnQ-

UUG、petN_psbM作为龙胆属植物鉴定的高变片段[22]。

目前也有对叶绿体基因组高变区作为鉴定物种特异

DNA条形码进行的验证研究, 如基于叶绿体基因组筛

选的秦艽的两个高变区基因 trnT_trnL和 ycf, 可作为特

异性DNA片段用于长梗秦艽、全萼秦艽的鉴别[23]; 高

变区 ccsA 和 trnC-GCA_petN 可作为特异 DNA 条形码

鉴别不同产地北苍术[24], 高变区 atpI和 atpB-rbcL可作

为特异DNA条形码鉴别用于刺五加种内鉴别[25]。但

是也有相关报道证明利用叶绿体基因组测序和比较基

因组学筛选的特异DNA条形码后扩增效果不理想, 如

豆蔻属的特异性 DNA 片段 atpH_atpI 扩增效果不理

想, 不适合豆蔻属的鉴定[26]。综合文献研究表明, 在筛

选特异DNA条形码后, 需要经过实际扩增效率验证。

虽然桔梗的叶绿体基因组已经有报道, 但是不同地区

桔梗样品叶绿体基因组研究及种内比较基因组学目前

还没有研究。本研究对来自不同地区的 6份桔梗样品

进行基因组测序, 进行比较基因组学分析, 结果表明

ycf1、rps4、ndhJ、ropB、trnG-UCC、rpl2、rps18、rpl23、

rps16_trnT-GGU、psaA_ycf3、rpl23_clpP、psbZ_trnG-

Figure 4　Haplotypes NJ Tree of combined analysis of two genes

Table 7　Genetic distance of haplotypes by joint analysis

Hap1
Hap2
Hap3
Hap4
Hap5
Hap6
Hap7
Hap8
Hap9
Hap10
Hap11
Hap12
Hap13

Hap1

0.002 9
0.012 6
0.000 7
0.008 0
0.000 7
0.000 7
0.011 4
0.000 0
0.002 9
0.002 2
0.014 8
0.007 3

Hap2

0.010 2
0.003 6
0.006 5
0.002 2
0.003 6
0.014 8
0.002 9
0.000 7
0.000 7
0.012 5
0.005 8

Hap3

0.013 4
0.015 8
0.011 9
0.013 4
0.007 9
0.012 6
0.009 4
0.009 4
0.005 5
0.015 0

Hap4

0.007 3
0.000 0
0.000 0
0.012 2
0.000 7
0.003 7
0.002 9
0.015 6
0.008 0

Hap5

0.003 7
0.007 3
0.020 3
0.008 0
0.005 9
0.005 8
0.018 0
0.000 7

Hap6

0.000 0
0.012 3
0.000 7
0.002 2
0.001 5
0.014 2
0.004 4

Hap7

0.012 2
0.000 7
0.003 7
0.002 9
0.015 6
0.008 0

Hap8

0.011 4
0.014 9
0.014 0
0.010 2
0.019 5

Hap9

0.002 9
0.002 2
0.014 8
0.007 3

Hap10

0.000 0
0.011 7
0.005 1

Hap11

0.011 7
0.005 1

Hap12

0.017 2

Average

0.007 5
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GCC、rps8_rpl36、ndhG_ndhF 等 23 个 DNA 片段可作

为桔梗潜在的特异性DNA片段, 根据片段的大小及扩

增效率选择 trnG-UCC和 ndhG_ndhF作为特异性DNA

片段用于鉴定桔梗种质资源。

目前DNA条形码技术也在桔梗科药用植物鉴定

方面取得显著进展 , 如 ITS、psbA_trnH、matK、trnG-S、

rbcL等 DNA片段可以进行桔梗科植物分类鉴定[17-20], 

但是目前基于叶绿体基因对桔梗种内资源鉴别的研究

没有报道。本研究基于叶绿体基因组测序筛选得到

2 条 DNA 条形码 trnG-UCC 和 ndhG_ndhF 对来自 9 省

15个产地 305份桔梗样品进行种质资源鉴定, 结果表

明两基因联合分析共有 13个单倍型, 15个居群中主要

分布的单倍型为 Hap1 和 Hap4。在 15 个居群中发现

3个居群具有特异单倍型, 通过遗传距离和系统发育

分析发现特异单倍型间亲缘关系相对较远, 可作为该

地特有的种质资源与其他产地的桔梗种质资源进行高

效鉴别, 为鉴别不同产地桔梗的研究奠定了基础。桔

梗 15个居群的遗传多样性丰富, 但各单倍型之间遗传

距离较小 , 桔梗种内亲缘关系较近 , 且主流单倍型

Hap1和Hap4之间亲缘关系相对较近。因此本研究结

合种内叶绿体基因组比较分析、扩增效率、鉴别能力, 

发现 trnG-UCC和 ndhG_ndhF为桔梗不同产地种质资

源鉴定的特异性DNA片段, 发现部分地区独有的桔梗

种质资源, 分析发现桔梗种内遗传多样性较丰富, 为桔

梗品种产地鉴别和选育奠定基础。
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