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‘惠水金橘’的叶绿体基因组特征分析
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摘 要：【目的】分析贵州地方柑橘品种‘惠水金橘’的叶绿体基因组特征及分子标记，为研究该品种的系统进化关系、

丰富柑橘类果树叶绿体分子标记奠定基础。【方法】提取‘惠水金橘’成熟叶片总DNA，构建小片段插入文库并测序，以

甜橙叶绿体基因组为参考，筛选叶绿体基因组相关序列组装，开展SSR（simple sequence repeat，简单重复序列）预测、

SNP（single nucleotide polymorphisms，单核苷酸多态性）/InDel（insertion-deletion，插入缺失）分析以及聚类分析。【结

果】组装后获得叶绿体基因组全长为160 698 bp，GC含量为38.42%，共有117种基因被注释；检测到92个SSR位点，大

部分的SSR位点都偏向于A/T组成；检测到417个SNPs位点、149个 InDels位点、InDel的标记密度约为每kb 0.927个。

进化树显示该品种与其他宽皮柑橘聚为一大类。【结论】利用高通量测序技术挖掘柑橘叶绿体基因组DNA分子标记是

可行的。

关键词：柑橘；叶绿体基因组；高通量测序；SSRs；SNP/InDels

中图分类号：S666.2 文献标志码：A 文章编号：1009-9980（2019）03-0257-09

收稿日期：2018-08-30 接受日期：2018-11-01

基金项目：国家现代农业(柑桔)产业技术体系建设专项（CARS-26）；贵州省科技攻关项目（黔科合NZ[2015]3001）

作者简介：王小柯，女，硕士，研究方向为果树分子生物学。Tel：18375638987，E-mail：wangxiaoke9191@163.com

*通信作者Author for correspondence. Tel：0851-83762643，E-mail：Caiyq2015@sohu.com

Characterization of the complete chloroplast genome of the‘Huishui Jin
Ju’(Citrus erythrosa Hort. ex Tan.)
WANG Xiaoke, ZHENG Qianming, LUO Yi, BAI Ziqin, LI Wenyun, LI Jinqiang, CAI Yongqiang*

(Institute of Pomology Science, Guizhou Academy of Agricultural Sciences, Guiyang 550006, Guizhou, China)

Abstract：【Objective】In this study, we reported a complete chloroplast genome of‘Huishui Jin Ju’

(Citrus erythrosa Hort. ex Tan.) with assistance from the next-generation sequencing, and the objective

is to ascertain the chloroplast genetic difference between it and other citrus species, and to develop mo-

lecular markers for citrus varieties identification.【Methods】The total genomic DNA was extracted

from the leaves of‘Huishui Jin Ju’, and then the sequencing library was constructed with fragmented

and qualified DNA samples. The Illumina HiSeq 4000 PE150 was used to sequence the library. The

high quality short reads of sequencing were assembled with the assistance from Citrus sinensis chloro-

plast reference genome (NCBI Reference Sequence: NC_008334.1). The coding genes were annotated

by DOGMA (http://dogma.ccbb.utexas.edu/). Using MISA (http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/misa.ht-

ml), it was undertaken to conduct SSRs chloroplast genome analysis. The genetic variation analysis was

performed by MUMmer (version 3.23) nucmer. The neighbor- joining (NJ) methods from the MEGA

(version 5.2) program were used to create phylogenetic trees.【Results】The complete chloroplast ge-

nome of‘Huishui Jin Ju’was a double-stranded circular DNA of 160 698 bp in length, consisting of a

pair of inverted repeats (IR) regions of 26 990 bp, large single copy (LSC) region of 87 919 bp and a

small single copy (SSC) region of 18 799 bp. The overall GC content accounted for 38.42% of the

whole chloroplast genome. A total of 117 genes were predicated, including 83 protein-coding genes, 30

tRNA genes and 4 ribosomal RNA genes. In addition, 92 simple sequence repeats (SSRs) loci (≥ 5 bp)

were identified including 90 single nucleotide repeats (97.8%), one trinucleotide repeat and one tetranu-
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叶绿体起源于蓝藻菌，是具有半自主遗传体系

的细胞器，是绿色植物和藻类进行光合作用的重要

场所[1]。叶绿体基因组是独立于核基因组外的细胞

器基因组，具有单独的转录和转运系统，编码一些叶

绿体特有构件，并且涉及多种主要代谢途径，包括糖

合成、淀粉储存、多种氨基酸、脂质、维生素和色素的

生成以及主要的硫和氮代谢途径等[2]。1986年Shi-

nozaki等[3]和Ohyama等[4]分别将烟草和地钱的叶绿

体完整基因组拼接出来，自此之后越来越多植物的

完整叶绿体基因组得到注释。叶绿体基因组多为环

状双链结构，在细胞中是多拷贝，大小介于120~190

kb，序列特征具有相对保守性 [5]。随着进一步的研

究发现，叶绿体基因组还存在许多结构重组、IR（in-

verted repeats，反向重复区）区段增长或缩短以及基

因缺失等现象[6-7]。因此对植物叶绿体基因组结构进

行注释，并对其序列特征进行分析，可以为不同物种

之间的亲缘关系鉴定提供重要信息，同时也将促进

叶绿体基因组控制的重要农艺性状相关基因的功能

分析。

‘惠水金橘’属于柑橘属中的朱橘类型，又名‘金

钱橘’‘朱红橘’，果实较小，果皮油胞明显，结果率较

高，易剥皮，果实含糖量高，可鲜食，也可用于加工制

成蜜饯和果汁等，具有较高的经济价值[8]。其主要

分布于贵州省惠水县，是传统的地方柑橘品种，作为

一种重要的种质资源，在柑橘新品种选育中发挥着

关键作用。叶绿体基因组通常为母系遗传，保守程

度较高，叶绿体分子标记具有很好的种属通用性。

因此，开发一些叶绿体基因组DNA分子标记，有利

于柑橘的系统发育研究、遗传多样性保护、亲缘关系

鉴定以及分子育种等[9-10]。笔者对‘惠水金橘’叶绿

体基因组序列特征进行分析，目的在于开发出一些

叶绿体基因组DNA分子标记，以期促进该品种的系

统发育研究及亲缘关系鉴定。

1 材料和方法

1.1 试验材料

供试品种为贵州省惠水县的实生‘惠水金橘’植

株，树龄为15 a（年）以上。从长势良好、无病虫害的

植株上采集成熟叶片，置于冰盒带回实验室。用无

菌水冲洗叶片并擦干，液氮速冻后-80 ℃保存备用。

1.2 试验方法

1.2.1 DNA 提取、建库测序 用植物基因组 DNA

提取试剂盒（TIANGEN Beijing China）提取‘惠水金

橘’的总基因组DNA，并送样检测。样品经检测合

格后，用机械打断的方法（超声波）将DNA片段化，

然后对片段化的DNA进行片段纯化、末端修复、3’

端加A、连接测序接头，富集大小为 400 bp的DNA

片段，再进行PCR扩增形成测序文库。建好的文库

先进行文库质检，质检合格的文库用 Illumina Hiseq

4000进行双末端各150 bp测序。

1.2.2 序列拼接组装 利用SOAPnuke软件对测序

得到的序列进行低质量数据过滤得到有效数据，从

而得到 clean reads。过滤标准：去除N碱基含量超

过5%的 reads；去除低质量（质量值小于等于5）碱基

数目达到 50% 的 reads；去除有 adapter 污染的

reads。使用 SPAdes 软件对上述 clean reads 进行基

因组拼接，将拼接结果与甜橙叶绿体基因组（NCBI

登录号：NC_008334.1）进行blastn比对，保留比对上

且测序深度高于 100 的序列，基于序列测序深度、

PE reads 比对情况以及与参考基因组的比对顺序

cleotide repeat. In these chloroplast SSRs (cpSSR), the most of single nucleotide repeat sequences were

A and T. The pairwise sequence alignment between the sweet orange and‘Huishui Jin Ju’chloroplasts

genomes revealed approximately 0.71% (relative to the length of‘Huishui Jin Ju’) sequence diver-

gence, including 417 SNPs (0.45%) and 149 InDels (0.26%). The labeled density of InDel was 0.927

kb. The analysis of phylogenetic tree showed that‘Huishui Jin Ju’and some mandarin species were

grouped into one branch in this study.【Conclusion】In this study, the high-throughput sequencing tech-

nology was used to sequence the complete chloroplast genome of‘Huishui Jin Ju’, and we obtained the

complete chloroplast sequence of 160 698 bp in length, and a total of 117 genes were predicated and an-

notated. The analysis of phylogenetic tree showed that‘Huishui Jin Ju’was closely related to manda-

rins. As for the highly conserved feature of chloroplast genome, we can develop molecular markers with

chloroplast genomic to identify citrus varieties and genetic breeding materials.

Key words：Citrus; Chloroplast genome; High-throughput sequencing; SSRs; SNP/InDels
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等，确定候选序列的连接关系。

1.2.3 基因注释、结构预测 使用针对叶绿体和线

粒体的注释软件DOGMA（http://dogma.ccbb.utexas.

edu/）进行编码基因注释，根据要预测基因组类型进

行参数设置，最后的注释结果利用OGDRAW软件

进行作图分析。

1.2.4 重复序列结构分析 利用MISA软件（http://

pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/misa.html）对叶绿体全

基因组进行SSRs搜索，搜索条件设定为：含有完全

重复的单碱基最小重复数为10，二碱基最小重复数

为 6，三、四、五、六碱基最小重复数为 5，2个SSR之

间的最小距离设置为100 bp。

1.2.5 变异检测 利用 MUMmer 软件（version：

3.23）的 nucmer 对叶绿体全基因组进行 SNP 和 In-

Dels筛选。

1.2.6 聚类分析 从NCBI中下载19个柑橘属及其

近缘属品种的matK基因序列，品种分别是‘Yoshida

Ponkan’（Citrus reticulate 1，AB626762.1）、‘Trifoli-

ate Orange’（Citrus trifoliate 1，AB762360.1）、‘Sase-

bo Unshiu’（Citrus unshiu，AB626749.1）、‘Clemen-

tine de Nules’（Citrus clementina，AB626750.1）、

‘Kabishi’（Citrus depressa，AB626777.1）、‘Yamane’

（Citrus junos，AB626776.1）、‘Fukuhara’（Citrus si-

nensis，AB626793.1）、‘Mato Buntan’（Citrus maxi-

ma，AB626794.1）、‘Bergamot’（Citrus bergamia，

LC102229.1）、‘Sweet Lemon’（Citrus limetta，

LC102230.1）、‘Eureka’（Citrus limon，AB626784.1）、

‘Ichang papeda’（Citrus ichangensis，AB626781.1）、

‘Kabusu’（Citrus aurantium，AB626785.1）、‘Maru

busshukan’（Citrus medica，AB626783.1）、‘Atlantia’

（Atalantia spinose，AB762379.1）、‘Orange Jessa-

mine’（Murraya paniculata，AB762389.1）、‘Wampee’

（Clausena harmandiana，AB762394.1）、Citrus reticu-

late 2（FJ716729.1）、Citrus trifoliate 2（FJ716730.1），

将这些序列与‘惠水金橘’的 matK 基因序列基于

MEGA 5.0软件构建进化树，进行多序列比对后，将

两端序列截齐，根据Neighbor-Joining算法构建进化

树，Bootstrap置信度重复1 000次。

2 结果与分析

2.1 叶绿体基因组组装及结构特征

基于高通量测序技术得到‘惠水金橘’全基因组

原始数据 30.93 G，去掉低质量 reads 后得到 clean

reads 26.97 G，Q30 为 93.91%，GC 含量为 36.86%。

使用SPAdes软件进行基因组拼接，将拼接结果与甜

橙（Citrus sinensis）叶绿体基因组进行 blastn 比对，

保留比对上且测序深度高于100的序列，共得到9条

Scaffolds。基于序列测序深度、PE reads比对情况以

及与参考基因组的比对顺序等，确定候选序列的连

接关系，获得完整的叶绿体基因组环状拼接图（图

1）。将抽提的‘惠水金橘’叶绿体 clean data比对到

所有组装出的序列上，作出的GC-depth图表明不存

在样品污染，组装情况较好。提取到的叶绿体基因

组测序数据量为 630 M，有效数据的测序深度为

300 ×，有效数据的 Q20 和 Q30 分别为 98.18%和

94.54%。

被子植物叶绿体基因组相对保守，绝大多数为

双链环状结构，包括 2 个反向重复区（inverted re-

peats，IRs）、大单拷贝区（large single copy，LSC）和

小单拷贝区（small single copy，SSC）4个部分[7]。本

研究中拼接组装出的叶绿体完整基因组大小为

160 698 bp，其中 2个反向重复区 IRs长度为 26 990

bp（包括 IRA 和 IRB），大单拷贝区 LSC 长度为 87

919 bp，小单拷贝区SSC长度为 18 799 bp。叶绿体

基因组总GC含量为 38.42%，其中的 IR区GC含量

为42.93%，高于LSC区（36.78%）和SSC区（33.1%）。

2.2 基因注释情况

‘惠水金橘’叶绿体基因组有117种不同的基因

类型，共136个基因被注释，包含83种（102个）蛋白

质编码基因、30种 tRNA编码基因和4种 rRNA编码

基因。其中有 12 个蛋白质编码基因（rpl2、rps7、

rps19、rpl22、rpl23、ycf2、ycf15、ycf68、rps12、orf42、

orf56、ndhB）和7个 tRNA编码基因（trnA-UGC、trnL-

CAA、trnl- CAU、trnl- GAU、trnN- GUU、trnR- ACG、

trnV-GAC）在 IRs区域被重复。大多数蛋白质编码

基因由 1个外显子组成，10个基因（trnA-UGC、trnl-

GAU、trnL-UAA、trnV-UAC、rpl2、ycf15、ndhA、ndhB、

atpF、rpoC1）包含 1个内含子，2个基因（ycf3、alpP）

包含2个内含子。按功能类型大致分为4类（表1）：

(1)光合作用相关基因；(2)自身翻译相关基因；(3)生

物合成相关基因；(4)未知功能基因。

2.3 SSR位点分析

本研究中‘惠水金橘’叶绿体基因组共发现 92

个 SSRs 位点（≥ 5 bp），SSR 标记密度为每 kb 0.573
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个。其中有90个单核苷酸重复，约占97.8%，1个三

核苷酸重复和 1个四核苷酸重复（表 2）。在这些叶

绿体SSRs中，大多数的单核苷酸重复序列的碱基组

成偏向于A（39）和T（50）碱基，仅有 1个为C，最长

的 1个重复序列为 poly T（22 bp），大多数重复单元

的长度为 11 bp左右（20个 10 bp、18个 11 bp、19个

12 bp），占所有叶绿体基因组 SSRs 的 61.96%（57/

92）。

2.4 SNP和 InDel分析

与甜橙叶绿体参考基因组比较后发现，两者之

间大约有 0.71%的序列差异（相对于‘惠水金橘’叶

绿体基因组的长度），包括 417个SNP位点（0.45%）

和 149 个 InDel 位点（0.26%）（图 2）。在 SNP 变异

中，发生碱基转换的比例是 32.13%（134/417），发生

碱基颠换的比例是 67.87%（283/417）。在 InDel 变

异中，标记密度为每 kb 0.927 个，大部分的插入或

缺失片段大小都是 20 bp 以内，其中碱基插入约

占 64.43%（96/149），最长的插入片段为 48 bp；碱

基缺失约占 35.57%（53/149），最长的缺失片段为

19 bp。

图 1 ‘惠水金橘’的完整叶绿体基因组

Fig. 1 The complete chloroplast genome of ‘HuiShui Jin Ju’(Citrus erythrosa Hort. ex Tan.)

160 698 bp
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表 1 ‘惠水金橘’叶绿体基因组基因列表

Table 1 A list of genes predicate in the chroloplast genome of ‘HuiShui Jin Ju’(Citrus erythrosa Hort. ex Tan.)

基因类别
Gene type

光合作用相关基因
Photosynthetic
genes

自身翻译相关基因
Self-translation
related genes

生物合成相关基因
Biosynthesis
related genes

未知功能基因
Unknown functional genes

光系统Ⅰ Photosystem Ⅰ

光系统Ⅱ Photosystem Ⅱ

细胞色素b/f复合体 Cytochrome b/f complex

ATP合酶 ATP synthase

NADH脱氢酶 NADH dehydrogenase

二磷酸核酮糖羧化酶大亚基 RubisCO large subunit

ATP 蛋白酶基因

RNA聚合酶 RNA polymerase

核糖体蛋白（SSU）Ribosomal proteins(SSU)

核糖体蛋白（LSU）Ribosomal proteins(LSU)

转运RNAs Transfer RNAs

核糖体RNAs Ribosomal RNAs

成熟酶基因 matK

C 型细胞色素合成基因 ccsA

乙酰辅酶A 羧化酶亚基 accD

囊膜蛋白基因 cemA

Hypothetical chloroplast reading frames (ycf)

ORFs

基因名称
Gene name

psaA, psaB, psaC, psaI, psaJ

psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH, psbI, psbJ, psbK, ps-
bL, psbM, psbN, psbT, psbZ

petA, petB, petD, petG, petL, petN

atpA, atpB, atpE, atpFb, atpH, atpI

ndhAb, ndhBa,b, ndhC, ndhD, ndhE, ndhF, ndhG, ndhH, ndhI,
ndhJ, ndhK

rbcL

ClpPc

rpoA, rpoB, rpoC1b, rpoC2

rps2, rps3, rps4, rps7a, rps8, rps11, rps12a, rps14, rps15, rps16,
rps18, rps19a

rpl2a,b, rpl14, rpl16, rpl20, rpl22a, rpl23a, rpl32, rpl33, rpl36

trnA-UGCa,b, trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-UUC, trnF-GAA, trn-
fM-CAU, trnG-UCC, trnH-GUG, trnK-UUU, trnL-CAAa, trnl-
CAUa, trnl-GAUa,b, trnL-UAAb, trnL-UAG, trnM-CAU(×2), trnN-
GUUa, trnP- GGG, trnP- UGG, trnQ- UUG, trnR- ACGa, trnR-
UCU, trnS-GCU, trnS-GGA, trnS-UGA, trnT-GGU(×2), trnT-
UGU, trnV-GACa, trnV-UACb, trnW-CCA, trnY-GUA,

rrn4.5a, rrn5a, rrn16a, rrn23a

matK

ccsA

accD

cemA

ycf1, ycf2a, ycf3c, ycf4, ycf15a,b, ycf68a

orf42a, orf56a, orf188

注：a 表示在 IRs 有 2 个重复基因；b 表示该基因包含 1 个内含子；c 表示该基因包含 2 个内含子。

Note: a means two gene copies due to IRs；b means gene that contains one intron，c means gene that contains two intron.

表 2 ‘惠水金橘’叶绿体基因组 SSRs 位点分布

Table 2 Distribution of simple sequence repeats (SSRs) loci in the ‘HuiShui Jin Ju’

(Citrus erythrosa Hort. ex Tan.) chloroplast genome

长度
Length/bp

5

6

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

合计 Total

SSRs的位置和数量
Location and number of SSRs

A

0

0

10 (5 329, 8 155, 32 179, 39 189, 48 514,
54 580, 118 692, 119 053, 135 597, 160 088)

8 (3 951, 4 513, 72 606, 73 320, 74 877,
85 328, 122 482, 145 033)

8 (4 915, 13 943, 64 641, 112 600, 114
772, 118 463, 119 105, 141 097)

3 (397, 13 437, 86 860)

2 (6 882, 12 542)

2 (10 644, 71 010)

1 (48 005)

2 (33 139, 85 328)

1 (70 684)

0

2 (7 401, 70 198)

0

0

39

C

0

0

1 (29 319)

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

T

0

0

10 (10 937, 17 560, 27 514, 32 836, 46 660,
64 352, 74 560, 78 446, 88 521, 113 012)

10 (2 428, 19 694, 46 709, 49 912, 81 109,
84 256, 103 575, 119 583, 126 762, 131 984)

11 (1 787, 29 574, 31 683, 64 248, 74 648, 86 049,
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注：括号中表示位置。

Note: The loci are indicated in parentheses.
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图 2 ‘惠水金橘’叶绿体基因组的 InDel 和 SNP 统计分析

Fig. 2 The InDel and SNP of ‘HuiShui Jin Ju’ (Citrus erythrosa Hort. ex Tan.) chloroplast genomes

•

1 2~10 11~20 21~30 31~40 41~50

0.002 括号中为 NCBI 中的登录号。

The NCBI reference sequence is indicated in parentheses.

图 3 基于邻接法构建 20 份柑橘种质资源 matK 基因的系统发育树

Fig. 3 Neighbor-joining tree of the matK genes from 20 Citrus germplasm resouces

2.5 聚类分析

有文献报道表明，matK基因的进化速度相对较

快[27]，因此本研究基于不同品种的matK基因序列构

建系统进化树（图3），主要包含柑橘属的17个品种，

并加入九里香（Murraya paniculata）、酒饼簕（Ata-

lantia spinosa）和黄皮（Clausena harmandiana）作为

外类群。聚类结果显示，‘惠水金橘’与其他宽皮橘

聚在一起形成一个大类。

3 讨 论

传统的叶绿体基因组获取方法为提取植物叶绿

体基因组DNA后测序，该方法关键点在于分离纯化
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出高质量的叶绿体DNA。Bausher等[11]通过对甜橙

（Citrus sinensis）叶片进行低温黑暗处理、调整蔗糖

密度梯度等一系列的步骤改良，分离出较纯的甜橙

叶绿体，但该方法操作繁琐、难度大且成本较高。

2009 年，台湾科学家首次利用一种基于 PCR 的方

法，不用分离纯化叶绿体 DNA，获得了麻竹（Den-

drocalamus latiflorus）和绿竹（Bambusa oldhamii）的

叶绿体基因组[12]。随着第二代测序技术应用的越来

越普遍，许多物种的叶绿体基因组完整序列被公布，

其中不乏果树类，如苹果[13]、梨[14]、葡萄[15]、猕猴桃[16]、

樱桃[17]、菠萝[18]以及香蕉[19-20]等，柑橘类有甜橙[11]、梾

檬[21]、扁实柠檬[22]和柚子[23]等。笔者利用高通量测序

技术对贵州地方柑橘品种‘惠水金橘’进行重测序，

通过提取植物总DNA建库测序，以已知近缘物种的

叶绿体基因组作为参考序列进行BLASTN比对，提

取出相关的叶绿体 reads，再利用 SPAdes软件对这

些 reads进行拼接组装。与传统的叶绿体基因组测

序方法相比，本方法避免了分离纯化叶绿体DNA的

步骤，采用直接提取植物总DNA的方法，操作简单，

节约成本。同时，与三代测序技术相比，本研究中所

使用的二代测序技术具有测序流程较为成熟、准确

率高、成本低等特点。

根据已知报道 ，甜橙叶绿体基因组大小

160 129 bp，其 IR区、SSC区以及LSC区的长度分别

为 26 996 bp、18 393 bp以及 87 744 bp，有 79种蛋白

编码基因、4种 rRNA编码基因，30种 tRNA编码基

因，总GC含量为 38.48%[11]。本研究中‘惠水金橘’

叶绿体基因组大小为160 698 bp，其中 IR区、SSC区

以及 LSC 区长度分别为 26 990 bp、18 799 bp 以及

87 919 bp，总GC含量为 38.42%，有 83种蛋白编码

基因、4 种 rRNA 编码基因，30 种 tRNA 编码基因。

与甜橙相比，‘惠水金橘’叶绿体基因组大小、各区段

长度以及 GC 含量差异不大；基因注释结果显示，

‘惠水金橘’与甜橙拥有相同数目的 tRNAs 和

rRNAs；蛋白质编码基因种类和数目与甜橙相比增

加4种未知功能基因（orf42、orf56、orf188、ycf68），其

他基因一致。表明二者叶绿体基因组序列具有高度

保守性。

在被子植物中，叶绿体DNA通常为母系遗传，

在进化过程中不经历基因重组，可以很好地反应物

种系统发育过程[24]。叶绿体基因组相较于核基因组

更小，便于测序，且叶绿体基因组保守性较高，含有

大量的遗传信息，其编码区进化速度较慢，非编码区

进化速度较快，能提供较多的遗传变异位点[5]。因

此可利用高通量测序的手段，开发叶绿体SSR、SNP

和 InDel标记位点，对柑橘群体遗传学研究具有较高

的利用价值[25]。本研究共检测到92个SSRs位点，有

3种重复类型，分别为单核苷酸重复、三核苷酸重复

以及四核苷酸重复，SSR标记密度为每kb 0.573个，

大部分的碱基组成偏向于A/T。叶绿体基因组差异

分析共检测到 417个SNP位点和 149个 InDel位点，

差异类型多为单核苷酸多态性变异以及短片段的插

入/缺失变异，大片段的缺失或插入较少，最长的一

个插入片段为 48 bp，其中 InDel的标记密度约为每

kb 0.927个，远远高于 SSR标记的密度。关于柑橘

的分类至今仍存在诸多争议，本研究中发掘的叶绿

体SSR、SNP和 InDel分子标记，可以为柑橘品种的

分类鉴定提供参考依据。

matK基因位于叶绿体基因组DNA上，编码的

成熟酶参与RNA转录本形成过程中Ⅱ型内含子的

剪切，matK的突变率相对较快，它的进化速度也比

rbcL基因要快[26]。因此可用于研究柑橘类品种之间

的种系发生规律。Penjor 等 [27]对柑橘亚科 22 个属

135个品种（包括柑橘属的宽皮橘、橙、柚、柠檬以及

莱檬等）的matK基因序列进行测序，并构建不同类

型的遗传进化树，对柑橘属的分类进行全面地探

讨。于杰等[28]通过对柑橘及其近缘属植物 59份样

品进行matK、rpoB、rpoC1、rbcL编码基因序列测序、

比对与校正，计算属间、种内种间的遗传距离，通过

wilcoxon秩和检验得出matK序列的差异率最大，可

作为柑橘及其近缘属植物DNA条形码研究中重要

的特征序列之一。本研究基于matK编码基因序列

构建不同品种之间的系统进化树，聚类结果显示‘惠

水金橘’与宽皮橘聚在一起形成一个大类。

从形态学特征上观察，‘惠水金橘’果实扁圆形，

偏小，果皮较薄，橙黄色，易剥皮，具特殊气味，接近

于古老栽培种中的乳橘类型，推测其在系统演化过

程中可能与南丰蜜橘亲缘关系较近[29]。本研究中并

没有将‘惠水金橘’、克里曼丁、椪柑及温州蜜柑等宽

皮柑橘类品种区分开来，究其原因一方面由于叶绿

体基因组是母系遗传，相较于核基因组来说具有高

度保守性[7]；另一方面本研究是基于matK编码基因

构建进化树，尽管研究表明不同品种间matK序列碱

基差异较大，但单一序列仍不能很好地展示不同品
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种的遗传差异。Carbonell-Caballero 等 [30]对柑橘属

34个品种的叶绿体全基因组完整序列进行遗传多

样性分析和变异分析，绘制出柑橘属不同种类叶绿

体基因组遗传变异图谱，更好地研究了柑橘属的种

系发生和系统演化规律，但上述序列尚未完全公

开。未来的研究中，有必要利用完整的叶绿体基因

组序列，结合柑橘属其他品种的叶绿体全基因组对

‘惠水金橘’的遗传地位进行鉴别。

4 结 论

利用高通量测序技术对贵州地方柑橘品种‘惠

水金橘’的叶绿体全基因组进行测序，通过生物信息

学分析，挖掘出一些SSR、SNP和 Indel标记，将为后

续品种鉴定以及遗传育种研究提供参考依据。
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