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摘要：［目的］为解决濒危物种钻天柳在杨柳科中分类学位置的争议。［方法］本研究通过二代测序技术，从头测

序、拼接得到钻天柳叶绿体基因组全序列，并与已发表的９种杨属植物和４种柳属植物的叶绿体基因组全序列
进行比较，采用最大似然法、最大简约法和贝叶斯推断法分析了这些物种的系统发育关系。［结果］研究发现：

钻天柳总基因组为１５５６６１ｂｐ，由长度为８４５３６ｂｐ的长单拷贝（ＬＳＣ）区域和１６２１５ｂｐ的短单拷贝（ＳＳＣ）区域，
以及一对分隔开它们的２７４５５ｂｐ的反向重复序列（ＩＲＳ）组成。钻天柳叶绿体基因组总ＧＣ含量为３６．６８％，共
有１１３个不同的基因，包括７９个蛋白质编码基因，３０个ｔＲＮＡ基因和４个ｒＲＮＡ基因，其中，有２０个基因分布于
反向重复区；在所有基因中，有１４个基因包含１个内含子，３个基因（ｒｐｓ１２、ｃｌｐＰ、ｙｃｆ３）内含有２个内含子；系统发
育分析以１００％的支持率将钻天柳与柳属黄花柳亚属的２个物种聚为一支，杨属的所有物种聚为另一支。［结
论］本研究首次组装并注释了钻天柳叶绿体基因组全序列，并明确支持钻天柳并入柳属，而非单独成属，这将为

钻天柳甚至杨柳科的系统进化研究提供重要参考。
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　　钻天柳（Ｃｈｏｓｅｎｉａａｒｂｕｔｉｆｏｌｉａ（Ｐａｌｌ．）Ａ．Ｓｋｖ．）
是一种主要分布在亚洲东北部的雌雄异株树种，原

属杨柳科（Ｓａｌｉｃａｃｅａｅ）的一个单种属，钻天柳属
（Ｃｈｏｓｅｎｉａ）［１］。由于其形态特征介于杨属（Ｐｏｐｕｌｕｓ）
植物和柳属（Ｓａｌｉｘ）植物之间，钻天柳分类地位的确
定对于研究杨柳科家族的演化有着十分重要的价

值。然而，近期的研究对钻天柳在杨柳科中的系统

发育位置提出了质疑。例如，Ｓｏｈｍａ［２］研究了 ７２种
柳及杂交种的孢粉形态，其结果认为钻天柳属可合

并到柳属中；Ａｚｕｍａ等［３］、Ｃｈｅｎ等［４］基于叶绿体片

段分析探讨了一些主要的柳属分类系统，同样支持

将钻天柳属归入柳属。然而，这些系统发育研究只

是基于个别片段的分析，也并未得到国内分类学家

的重视。另外，森林的过度砍伐，使钻天柳生长的林

地环境条件发生了变化，供其生长的河流受到污染，

极大地影响了钻天柳种子的萌发与幼苗的生长，导

致钻天柳的分布区正在日益缩减。钻天柳，因其分

布高度受限而濒临灭绝［５］，因此，被列为国家Ⅱ级重
点保护野生植物。钻天柳系统发育地位的确定，将

为钻天柳的保护提供重要的理论基础。

叶绿体起源于与之内共生的蓝藻［６］，并且有其

自身的遗传物质。叶绿体基因组由１２０ １６０ｋｂ的
环状双链分子组成，这是一种高度保守的结构［７］。

植物叶绿体基因组一般都有其独特的 ＤＮＡ区域，称
为长单拷贝区（ＬＳＣ）和短单拷贝区（ＳＳＣ），它们由
两个反向重复序列（ＩＲＳ）分隔开［８］。与植物核基因

组相比，植物叶绿体基因组的替换率低得多［９］，并且

由于叶绿体基因组是单亲遗传的，这意味着叶绿体

基因组是系统发育分析遗传标记的重要来源［１０］。

所以，叶绿体基因组可以用来研究植物种群之间的

相互关系和生物多样性［１１］。

本研究从头测序、组装并注释了钻天柳叶绿体



林　业　科　学　研　究 第３２卷

基因组完整的 ＤＮＡ序列并将其与从美国国家生物
技术信息中心（ＮＣＢＩ）上得到的所有其他可用的杨
属和柳属物种完整的叶绿体基因组 ＤＮＡ序列进行
分析比对。这些分析揭示了钻天柳叶绿体基因组的

结构和功能信息，并明确了钻天柳在杨柳科的系统

发育地位。

１　研究方法
１．１　钻天柳全基因组序列

本研究从中国辽宁省丹东市宽甸白石砬子自然

保护区附近的天然林中（４０°５０′００″ ４０°５７′１２″Ｎ，
１２４°４４′０７″ １２４°５７′３０″Ｅ）采集了１棵雄性钻天柳
的叶片样本，并利用ＣＴＡＢ法提取总ＤＮＡ；然后采用
Ｉｌｌｕｍｉｎａ的 ｈｉｓｅｑ２０００平台，通过全基因组鸟枪法测
序获得６０Ｇ读长为１００ｂｐ的ＤＮＡ数据。通过与毛
果杨叶绿体基因组全序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为
ＥＦ４８９０４１）比对，从这些短片段中筛选出１００Ｍｂ高
质量的叶绿体基因组片段；并用 ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏ执行
程序［１２］将这些短片段从头组装钻天柳叶绿体基因

组序列。所有组装得到的叶绿体重叠群使用 Ｃｏｎ
ｔｉｇＥｘｐｒｅｓｓ［１３］进行全基因组的组装，采用簸箕柳（Ｓ．
ｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓ）叶绿体基因组全序列（ＫＭ９８３３９０）作为
参考。重叠群的间隙在手动设计引物后采用 Ｓａｎｇｅｒ
测序来进行人工补洞。得到的完整钻天柳叶绿体基

因组序列通过 ＤｕａｌＯｒｇａｎｅｌｌａｒＧｅｎｏＭｅＡｎｎｏｔａｔｏｒ
（ＤＯＧＭＡ）［１４］用默认参数预测其蛋白质编码基因、
转运ＲＮＡ（ｔＲＮＡ）基因和核糖体 ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）基因。
由于ＤＯＧＭＡ的局限性，一些内含子以及外显子的
边界不能很好的识别。因此，Ｂｌａｓｔｎ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）软件被用来比较钻天柳叶绿体
基因组序列与已完成注释的毛果杨和簸箕柳叶绿体

基因组序列，从而进一步确定边界位置。注释的钻

天柳叶绿体基因组全序列发表在 ＧｅｎＢａｎｋ（ＮＣＢＩ），
登录号为 ＫＸ７８１２４６。叶绿体的环状基因组图谱采
用ＯｒｇａｎｅｌｌａｒＧｅｎｏｍｅＤｒａｗ工具［１５］绘制得到。

１．２　系统发育分析
从 ＮＣＢＩ上 下 载 得 到 银 白 杨 （Ｐ．ａｌｂａ，

ＡＰ００８９５６）、大 叶 钻 天 杨 （Ｐ． ｂａｌｓａｍｉｆｅｒａ，
ＫＪ６６４９２７）、青杨（Ｐ．ｃａｔｈａｙａｎａ，ＫＰ７２９１７５）、胡杨
（Ｐ．ｅｕｐｈｒａｔｉｃａ，ＫＪ６２４９１９）、弗氏黑杨（Ｐ．ｆｒｅｍｏｎｔｉｉ，
ＫＪ６６４９２６）、冬青叶杨（Ｐ．ｉｌｉｃｉｆｏｌｉａ，ＫＸ４２１０９５）、欧
洲山杨（Ｐ．ｔｒｅｍｕｌａ，ＫＰ８６１９８４）、毛果杨（Ｐ．ｔｒｉｃｈｏ
ｃａｒｐａ，ＥＦ４８９０４１）、滇杨（Ｐ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ，ＫＰ７２９１７６）

等９种杨树，垂柳（Ｓ．ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ，ＫＴ４４９８００）、Ｓ．ｉｎ
ｔｅｒｉｏｒ（ＫＪ７４２９２６）、红皮柳（Ｓ．ｐｕｒｐｕｒｅａ，ＫＰ０１９６３９）、
簸箕柳（Ｓ．ｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓ，ＫＭ９８３３９０）等４种柳树，和
巴西橡胶树（Ｈｅｖｅａｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ，ＨＱ２８５８４２）的完整叶
绿体基因组序列。将这些叶绿体基因组序列与本研

究得到的钻天柳的完整叶绿体基因组序列通过

ｍＶＩＳＴＡ［１６］进行比对分析。通过进行两两比较获得
对齐的序列矩阵，然后利用巴西橡胶树的叶绿体基

因组序列作为外类群，采用 ＭＥＧＡ７［１７］软件分别用
最大似然法（Ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ＭＬ）和最大简约法
（Ｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙ，ＭＰ）构建了系统发育树。在
ＭＬ建树过程中，位点采用相同的进化速率（Ｕｎｉｆｏｒｍ
ｒａｔｅｓ），通过 ＧＴＲ模型（ＧｅｎｅｒａｌＴｉｍｅＲｅｖｅｒｓｉｂｌｅｓｕｂ
ｓｔｉｔｕｔｉｏｎｍｏｄｅｌ）确定最优树，并采用 ＳＰＲ（Ｓｕｂｔｒｅｅ
ＰｒｕｎｉｎｇＲｅｇｒａｆｔｉｎｇＦａｓｔ）作为 ＭＬ的启发式搜索策
略。ＭＰ方法采用ＴＢＲ（ＴｒｅｅＢｉｓｅｃｔｉｏｎＲｅｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ）
作为搜索方法，初始树数量为１０，搜索等级为１，最
多保留的树为１００。这２种方法中，空白部分都采用
“部分缺失”处理，分支的置信度均采用１０００次的
靴带分析（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）。同时利用 ＭｒＢａｙｅｓ［１８］软件用
贝叶斯推断（Ｂａｙｅｓｉａｎｉｎｆｅｒｅｎｃｅ，ＢＩ）法构建了系统发
育树，采用ＧＴＲ替代模型和伽马分布率，后验概率
分布获得２００个样本，每１０００代进行１次计算。

２　研究结果
２．１　钻天柳叶绿体基因组的结构

组装注释得到钻天柳叶绿体基因组结构见图

１。该叶绿体基因组包括８４５３６ｂｐ的长单拷贝区
（ＬＳＣ），１６２１５ｂｐ的短单拷贝区（ＳＳＣ），２个单拷贝
区被一对２７４５５ｂｐ的反向重复序列（ＩＲＡ，ＩＲＢ）分
隔开；共注释了１１３个基因，包括７９个编码蛋白，３０
个ｔＲＮＡ和４个ｒＲＮＡ，并且有一个分布在反向重复
Ｂ区的由ｙｃｆ１基因的部分序列组成的假基因。在蛋
白编码基因中，有１４个基因包含１个内含子，３个基
因（ｃｌｐＰ，ｙｃｆ３和 ｒｐｓ１２）包含２个内含子；ｒｐｓ１２基因
被反式剪接分为３部分，其中一部分位于长单拷贝
区，另外２部分分别位于２个反向重复区。叶绿体
基因组的整体 ＧＣ含量是３６．６８％，长单拷贝区为
３４．４０％，短单拷贝区为 ３０．９６％，反向重复区则为
４１．８８％。
２．２　钻天柳在杨柳科中的系统发育地位

采用叶绿体全基因组序列，基于 ＭＬ、ＭＰ和 ＢＩ
方法构建的钻天柳与９种杨属植物和４种柳属植物

４７
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图１　钻天柳叶绿体全基因组结构（ＧｅｎＢａｎｋ登陆号为ＫＸ７８１２４６）．
Ｆｉｇ．１　ＧｅｎｅｍａｐｏｆｔｈｅｃｏｍｐｌｅｔｅＣｈｏｓｅｎｉａａｒｂｕｔｉｆｏｌｉａｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｏｍｅ

（ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒＫＸ７８１２４６）

的系统发育树（图２）得到的拓扑结构基本一致，只
在个别节点支持率略有差别。以巴西橡胶树作为外

类群，杨柳科植物在３种方法中都以１００％的支持率
聚为一大支。然后，杨柳科分成两支：所有杨属植物

聚于一支，钻天柳和４种柳树植物聚为一支，３种方
法在这两支上的支持率均为１００％。杨属分支又分
为了３个分支，分支１与分支２分别以５６％、５６％和
０％（ＭＬ、ＭＰ和ＢＩ）的支持率构成姐妹群关系，然后
再与分支３构成姐妹群关系，其支持率为１００％。分
支１中青杨处于基部，并分别以９３％、８９％和１００％
（ＭＬ、ＭＰ和ＢＩ）的支持率与弗氏黑杨、大叶钻天杨

及毛果杨聚在一起；分支２中银白杨和欧洲山杨构
成姐妹群，然后再与滇杨构成姐妹群，其支持率均为

１００％；分支３中胡杨和冬青叶杨以１００％的支持率
构成姐妹群。柳属植物中则分为２个分支，垂柳和
Ｓ．ｉｎｔｅｒｉｏｒ在３种方法中都以１００％的支持率聚为一
支，钻天柳则与构成姐妹群的红皮柳和簸箕柳均以

１００％的支持率聚于另一分支。

３　讨论
本研究通过二代测序技术首次得到了钻天柳的

叶绿体基因组全序列，该序列对于后期利用叶绿体

５７
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注：系统发育树分支上的数值分别为最大似然法（ＭＬ）、最大简约法（ＭＰ）和贝叶斯推断法（ＢＩ）的节点支持率（仅标高于５０％的节点）。

Ｎｏｔｅ：Ｎｕｍｂｅｒｓａｂｏｖｅｂｒａｎｃｈｅｓａｒｅｂｏｏｔｓｔｒａｐｓｕｐｐｏｒｔｖａｌｕｅｓｂａｓｅｄｏｎｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙａｎｄｂａｙｅｓｉａｎｉｎｆｅｒｅｎｃｅ，ｒｅｓｐｅｃ

ｔｉｖｅｌｙ（ｏｎｌｙｖａｌｕｅｓｌａｒｇｅｒｔｈａｎ５０％ ｗｅｒｅｓｈｏｗｎ）．

图２　利用钻天柳叶绿体全基因组序列与ＮＣＢＩ上已知的杨属和柳属叶绿体全基因组序列构建的系统发育树。
Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎａｌｌａｖａｉｌａｂｌｅｃｏｍｐｌｅｔｅｃｐＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍＰｏｐｕｌｕｓａｎｄＳａｌｉｘｓｐｅｃｉｅｓｉｎＮＣＢＩ

序列研究钻天柳有着重要的参考价值。比较后发

现，钻天柳叶绿体基因组的基因组成和结构与网上

发表的杨属和柳属物种的叶绿体基因组非常相似，

说明杨柳科叶绿体基因组的基因组成和结构具有较

高的保守性。

利用本研究组装出来的叶绿体基因组全序列与

９个杨属和４个柳属物种构建系统发育树，拓扑结
果表明，钻天柳并未如传统分类认为的那样单独形

成一支，也没有处于杨柳科的基部，而是被聚到柳属

分支内部，与黄花柳亚属（Ｖｅｔｒｉｘ）的红皮柳和簸箕柳
（二者为杞柳（Ｓ．ｉｎｔｅｇｒａ）的近缘种）以１００％支持率
聚为一支。这些系统发育关系与 Ｃｈｅｎ等［４］的分析

是一致的，他基于ｔｒｎＤＴ、ａｔｐＢｒｂｃＬ、ｒｂｃＬ序列联合
分析的邻接树以及严格一致树中发现，旧世界柳亚

属的垂柳与北美柳亚属的Ｓ．ｉｎｔｅｒｉｏｒ聚于一个分支。
柳属分支中的钻天柳与细柱柳（Ｓ．ｇｒａｃｉｌｉｓｔｙｌａ）（同
为杞柳的近缘种）聚于一个分支，因此表明钻天柳属

可并入柳属。当前笔者基于叶绿体基因组全序列数

据的分析可以更进一步明确钻天柳应被纳入柳属。

另外，笔者构建的系统发育树所确定的杨属各物种

之间的亲缘关系与Ｋｅｒｓｔｅｎ等［１９］得到的结果略有不

同，主要区别在于青杨和胡杨，可能是由于他们是采

用ＵＰＧＭＡ法来构建的系统发育树。

４　结论
本研究通过将钻天柳叶绿体全基因组与从 ＮＣ

ＢＩ上下载得到的已知的杨柳科植物进行系统发育
分析，明确了钻天柳应并入柳属。分子系统学在分

类上问题解决效果良好，以往的分子系统学在分类

上的应用主要以单个基因或者几个基因来进行系统

发育分析。本研究则是通过完整的叶绿体基因来进

行系统发育分析，这在物种的分类上有着较大的应

用价值。随着测序技术的不断发展，杨柳科的系统

学研究也将有着极大的促进，本文也能为以后的杨

柳科系统进化研究提供一些参考。
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