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新疆产黄甘草叶绿体基因组特征及甘草属药用植物叶绿体基因组

比较与系统发育分析

张 洁 1, 陆嘉惠 1,2*, 王倩倩 1, 刘梦楠 1, 徐 可 1

(1. 石河子大学生命科学学院, 新疆植物药资源利用教育部重点实验室, 新疆 石河子 832003;

2. 石河子大学甘草研究所, 新疆 石河子 832003)

摘要: 黄甘草为甘草属药用植物资源, 常混于道地甘草药材中。本研究利用 Illumina高通量测序技术对黄甘草

叶绿体全基因组进行测序, 完成其物理图谱绘制和基因组特征解析, 并与甘草、胀果甘草、光果甘草进行比较基因组

学分析, 构建甘草属的系统进化树。黄甘草叶绿体基因组基因组全长 127 864 bp, GC含量 34.25%, 由一个大单拷贝

区(large single copy, LSC)、一个小单拷贝区 (small single copy, SSC) 构成, 基因组缺失反向重复 IR区, 属于 IRLC群

体; 共注释得到 110个基因, 包括 76个蛋白编码基因、30个 tRNA基因和 4个 rRNA基因。MISA共检测出 301个

SSRs, 富含A-T重复。黄甘草叶绿体基因组密码子偏好性较弱, 密码子偏向使用A和T这两种碱基。通过同源性比对,

筛选出黄甘草的 3个特异性基因片段。基于Pi分析获得药用甘草植物 6个新的高突变区 (psbZ～psbC、trnC-GCA～

rpoB、trnR-UCU～trnG-UCC、ycf2、trnN-GUU～ycf1、ndhA)。系统发育分析结果支持新疆产黄甘草为与三种药用甘

草关系密切的种间杂交类群, 同域分布的胀果甘草是其父本。本研究为甘草属药用植物正伪品的分类鉴定、药材特

异DNA指纹开发和遗传多样性、分子植物育种等研究奠定基础。

关键词: 黄甘草; 甘草属; 比较基因组; 系统发育

中图分类号: R 931 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2022)05-1516-10

Characteristics of the chloroplast genome of Glycyrrhiza eurycarpa

P.C.Li from Xinjiang with comparison and phylogenetic analysis of

the chloroplast genomes of the medicinal plants of Glycyrrhiza
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Abstract: Glycyrrhiza eurycarpa P.C.Li is a medicinal plant resource and is often mixed with traditional

licorice herbs. We sequenced the chloroplast genome of Glycyrrhiza eurycarpa P.C.Li using Illumina high-throughput

sequencing technology, and physical mapping and genomic characterization was carried out. Comparative genomic

analysis was performed with Glycyrrhiza uralensis Fisch, Glycyrrhiza inflata Bat and Glycyrrhiza glabra L. The

Glycyrrhiza eurycarpa P.C.Li chloroplast genome was 127 864 bp long with 34.25% GC content, consisting of a

large single copy and a small single copy. The genome was missing the inverted repeat (IR) region. A total of 110

genes were annotated, including 76 protein-coding genes, 30 tRNA genes, and 4 rRNA genes. The 301 SSRs, rich

in A-T repeats, were detected by MISA. The Glycyrrhiza eurycarpa P.C.Li chloroplast genome showed weak codon

preference, and the codons were biased to use A and T bases. Three specific gene fragments of Glycyrrhiza eurycarpa
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P.C.Li were characterized by homology comparison. Based on Pi analysis, six new high mutation regions (psbZ-

psbC, trnC-GCA-rpoB, trnR-UCU-trnG-UCC, ycf2, trnN-GUU-ycf1, ndhA) of medicinal licorice species were

determined. The results of phylogenetic analysis indicate that Glycyrrhiza eurycarpa P.C.Li from Xinjiang is an

interspecific hybrid taxon closely related to the three medicinal licorice species, and Glycyrrhiza inflata Bat, which

is distributed in the same domain, is its male parent. Based on this study, the taxonomic identification, herb-specific

DNA fingerprint development, genetic diversity, and molecular plant breeding of medicinal plants of the genus

Glycyrrhiza can be established.
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甘草在多种中药复方中常作为佐使药, 具有多种

功效和应用[1], 在《新型冠状病毒感染的肺炎诊疗方案

(试行第 1至 7版)》中, 甘草的使用频次位居榜首[2]。甘

草 (Glycyrrhiza uralensis Fisch.)、胀果甘草 (Glycyrrhiza

inflata Bat.)、光果甘草 (Glycyrrhiza glabra L.) 作为药

用甘草资源植物被收录于《中国药典 2020版》[3]。由于

3种药用甘草存在种间自然杂交现象[4-8], 形成多种变

异和种间杂交类型[9,10], 给野生药用甘草的种质资源分

类鉴定带来困难[11], 造成人工栽培种源混乱、药材质量

参差不齐 , 严重影响药用甘草资源利用和甘草产业

发展。

黄甘草 (Glycyrrhiza eurycarpa P.C.Li) 为甘草属药

用植物资源, 其形态性状介于胀果甘草、甘草或光果甘

草之间 , 不同的形态变异类群主要分布于新疆和甘

肃 [7, 12-14]; 相关研究表明黄甘草是同域分布种的种间杂

交、基因渐渗的产物[15], 基于形态性状和核DNA遗传

结构的分析均表明与 3种药用甘草密切关联, 常混于

道地甘草药材中, 是目前中药材甘草资源分类鉴定的

疑难种, 也是药材种源和种苗混杂的类群之一。

叶绿体基因组具有单系或兼系遗传、小分子量、多

拷贝、分子进化速率慢等特点[16-18]。近年来, 通过叶绿

体全基因组解析和特征比较研究, 解析种及种下单元

“困难”植物类群系统发育关系, 在中药材分类鉴定研

究中得到广泛应用, 如秦艽[19]、柴胡[20]等。目前,有关

甘草属叶绿体基因组的研究主要集中于胀果甘草、甘

草、光果甘草这 3种药用甘草的初步解析和对比[21-26],

但基于药材资源中疑难种群的分类、DNA指纹鉴定和

甘草属种间叶绿体比较基因组学和系统发育的研究还

未见报道 , 尤其是有关黄甘草叶绿体基因组的特征

研究。

本研究测序获得新疆产黄甘草及其同域分布的甘

草、胀果甘草 3个物种的叶绿体全基因组序列; 并与已

发表的 3种药用甘草的叶绿体基因组序列进行比较基

因组学分析, 旨在全面解析黄甘草以及甘草属种间叶

绿体全基因组序列与结构特征差异, 筛选种间高变异

序列区段和物种候选特异 DNA 指纹; 构建系统发育

树, 阐明甘草属种间亲缘关系。为药用甘草资源物种

鉴定、药材特异DNA指纹开发、分子植物育种等研究

奠定基础。

材料与方法

实验材料 黄甘草、甘草采自石河子大学引种种植

30余年甘草资源圃, 原产地为新疆巴楚, 胀果甘草采自

新疆巴楚。标本采集压制后, 以《甘草属 (Glycyrrhiza

L.) 分类系统与实验生物学研究》[27]、《中国药典》[3]、《中

国植物志》[28]为基础, 从中筛选出具有典型物种形态特

征, 经石河子大学生命科学学院陆嘉惠教授鉴定确认

后的 3 份样本 (对应 3 种甘草), 3 份标本必需满足的

条件有: 具有相应物种的典型特征; 植株的叶片无破

损、虫蛀、霉斑; 叶片完全舒展压制并脱水及时, 叶色新

绿, 保证叶绿体 DNA 提取质量; 标本的采集年份、采

集地区等信息完整。将标本完整叶片置于自封袋干燥

低温保存, 送往上海天昊生物公司进行叶绿体全基因

组测序 , 凭证标本 (采集号 : 201309013、201309306、

201809036) 保存于石河子大学植物标本馆甘草标本

室。从 NCBI 数据库下载光果甘草序列 , 序列号为 :

KU891817。

基因组DNA的提取和测序 利用TGuide植物基

因组 DNA 提取试剂盒 (天根 , OSR-M301) 提取总

DNA。胀果甘草叶绿体全基因组通过第三代高通量

测序 (PacBio RSⅡ) 技术获得: 利用Qubit3.0检测基因

组 DNA 浓度 ,G-tubes 方法将基因组 DNA 处理成 8～

10 K的片段。两端分别连接环装单链, 将文库单链环

退火 , 结合到固定的零模板波导孔 (zero-modewave‐

guides, ZMW) 后用 PacBio测序平台进行测序。黄甘

草、甘草的叶绿体全基因组利用第二代高通量测序

(Illumina Hiseq) 技术获得: 完成基因组 DNA 抽提后 ,

利用 1%琼脂糖凝胶电泳检测收集基因组DNA。使用

Covaris ME220预设程序超声打断 cpDNA的同时在片

段两端加上接头, 快速高效构建文库, PCR扩增等获得

测序文库。应用Agilent 2100 Bioanalyzer确定文库片

段大小分布, 质检合格后用 IlluminaHiSeq平台, 以 2×
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150 bp双端测序模式进行高通量测序。

叶绿体基因组的组装与注释 先将 IlluminaHiSeq

平台测序得到的原始序列 (raw reads或 raw data) 进行数

据过滤。利用SOAPdenovo v2.04 (http://soap.genomics.

org.cn/) 拼接软件将二代和三代测序的高质量数据进

行拼接。运用GapCloser v1.12软件对组装结果进行局

部内洞填充和碱基校正。使用metaSPAdes软件将序

列组装成Contigs。根据参照基因组 (MT120789) 对组

装结果进一步分析, 判断是否成环、校正Contig方向和

判断起始碱基位置等。用 CPGAVAS2软件注释叶绿

体基因组序列, ogdraw软件将Genebank文件绘制成基

因圈图。注释并组装完成后的黄甘草、甘草、胀果甘草

的叶绿体全基因组序列提交至GenBank数据库, 检索

号分OK545539、OK509081、OK509082。

重复序列分析和密码子使用分析 简单重复序列

(simple sequence repeats, SSRs) 检测通过MISA软件完

成, 参数设置为单核苷酸重复单元不少于 10个, 二核

苷酸重复单元不少于 5个, 三核苷酸和四核苷酸重复

单元不少于 4个, 五核苷酸和六核苷酸重复单元不少

于3个, 且两个SSRs之间的最小距离为100 bp, 若距离

小于100 bp, 则两个SSR被当作一个复合微卫星[29]。

甘草、黄甘草、胀果甘草、光果甘草的叶绿体基因

组的密码子运用软件 CodonW1.4.2 分析获得相关参

数: 有效密码子数 (effective number of codon,Nc)、GC

含量和第三位上的GC碱基的含量 (GC3s)。RSCU值

采用python CAI包中的RSCU模块分别计算。

叶绿体全基因组比较分析 利用在线基因组比对

工具 mVISTA, 以黄甘草 (OK545539) 为参照, 将本研

究所测甘草 (OK509081) 和胀果甘草 (OK509082) 与

已公开报道的甘草 (MN199032、KU862308)、胀果甘

草 (MH321931、MN064852)、光果甘草 (NC024038、

KU891817、KF201590) 的叶绿体全基因组序列进行全

基因组对比。

序列变异分析 为进一步分析黄甘草叶绿体全基

因组序列间的变异情况 , 将本研究所测黄甘草

(OK545539)、甘草 (OK509081) 和胀果甘草 (OK509082)

与已公开报道的甘草 (MN199032、KU862308)、胀果甘

草 (MH321931、MN064852)、光果甘草 (NC024038、

KU891817、KF201590) 的叶绿体全基因组序列比对

和检查调整之后, 利用DnaSP软件进行滑动窗口分析

(sliding window analysis), 计算核苷酸多样性指数 Pi,

并根据分析结果筛选种间高变异序列。滑动窗口

(windows length) 大小设置为 200 bp, 步长 (step size)

为100 bp。

系统发育关系 将本研究测序的黄甘草、甘草、胀

果甘草和从 NCBI 下载的 16 条甘草属植物序列 (甘

草 : MN199032、KU862308; 胀果甘草 : MH321931、

MN064852; 光果甘草: KU891817、NC024038、KF201590;

刺毛甘草G. echinata: MT120761; 云南甘草G. yunnansis:

MT120794; 臭甘草G. foetida: MT120765; 粗毛甘草G.

aspera: MT120751、欧洲甘草G. lepidota: MT120781、直

甘草 G. astragalina: MT120756、三叶甘草 G. triphylla:

MT120805、圆果甘草G. squamulosa: MT120788、刺果

甘草G. pallidiflora: MT120785) 以及 1个外类群 (紫藤

W. Sinensis: KT200359) 的完整叶绿体基因组序列利用

Mafft在线进行比对, 将比对结果采用 IQtree软件ML

法构建系统进化树。

结果

1 叶绿体基因组基本特征

本研究首次测序获得黄甘草的叶绿体基因组, 并

新测序甘草、胀果甘草的叶绿体基因组, 光果甘草为

NCBI下载序列。黄甘草叶绿体基因组为典型环状结

构 (图 1), 因缺失 1个反向重复 IR区, 形成 IRLC群体。

总长127 864 bp, 和甘草、胀果甘草、光果甘草长度相似,

仅相差 24～31 bp (表 1)。黄甘草 GC 含量为 34.25%,

与 3种药用甘草相近。甘草、黄甘草、胀果甘草共注释

得到 110个编码基因, 包括蛋白编码基因 76个、tRNA

基因 30 个和 rRNA 基因 4 个 (表 1), 基因组成可分为

4 类 : 与光合作用有关的基因、与自我复制有关的基

因、成熟酶基因 (matK)、囊膜蛋白基因 (cemA)、蛋白酶

(clpP1)、乙酰辅酶A羧化酶 (accD)、c型细胞色素合成

基因 (ccsA) 和未知功能的蛋白基因 (ycf1、ycf2、ycf4)

(表2)。

2 重复序列分析

甘草、胀果甘草、黄甘草和光果甘草的叶绿体基因

Table 1 Comparison of chloroplast genome characteristics of four Glycyrrhiza species

Genome feature
Genome size/bp
GC content
Number of genes
Number of CDS genes
Number of tRNA genes
Number of rRNA genes

G. uralensis Fisch.
127 888

34.26%
110
76
30
4

G. inflata Bat.
127 891

34.25%
110
76
30
4

G. eurycarpa P.C.Li
127 864

34.25%
110
76
30
4

G. glabra L.
127 895

34.20%
110
76
30
4
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组分别检测出 79、75、74、75个 SSR。SSR位点包括单

核苷酸重复、二核苷酸重复、三核苷酸重复、四核苷酸

重复以及复合型 SSR。其中单核苷酸重复最多, 占比

达到 40%以上。其次是二核苷酸、复合型SSR、四核苷

酸, 三核苷酸重复最少。4种甘草的 1～4核苷酸重复

基序的组成存在一定的碱基偏好性, 以富含A-T的重

Figure 1 Chloroplast genome map of Glycyrrhiza eurycarpa P.C.Li. Genes inside and outside the circle are transcribed in a clockwise and

counter clockwise direction, respectively. Genes are color-coded based on their functions. The grey area in the inner circle indicates the GC

content of the chloroplast genome

Table 2 Gene composition in the chloroplast genome of Glycyrrhiza species

Category
Photosynthesis

Self-replication

Other genes

Genes of unknown

Gene group
Subunits of photosystem I
Subunits of photosystem II
Subunits of NADH dehydrogenase
Subunits of cytochrome b/f complex
Subunits of ATP synthase
Large subunit of rubisco
Large subunits of ribosome
Small subunits of ribosome
DNA-dependent RNA polymerase
Ribosomal RNAs
Transfer RNAs

Maturase
Protease
Envelope membrane protein
Acetyl-CoA carboxylase
C-type cytochrome synthesis gene
Translation initiation factor
Proteins of unknown function

Gene name
psaA, psaB, psaC, psaI, psaJ, ycf3
psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH, psbI, psbJ,psbL, psbK, psbM, psbT, psbZ
ndhA, ndhB, ndhC, ndhD, ndhE, ndhF, ndhG, ndhH, ndhI, ndhJ, ndhK
petA, petB, petD, petG, petL, petN
atpA, atpB, atpE, atpF, atpH, atpI
rbcL
rpl14, rpl16, rpl2, rpl20, rpl22, rpl23, rpl32, rpl33, rpl36
rps11, rps12, rps14, rps15, rps18, rps19, rps2, rps3, rps4, rps7, rps8
rpoA, rpoB, rpoC1, rpoC2
rrn16, rrn23, rrn4.5, rrn5
trnA-UGC, trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-UUC, trnF-GAA, trnG-GCC, trnG-UCC, trnH-

GUG, trnI-GAU, trnK-UUU, trnL-CAA, trnL-UAA, trnL-UAG, trnM-CAU, trnI-CAU,

trnN-GUU, trnP-UGG, trnQ-UUG, trnR-ACG, trnR-UCU, trnS-GCU, trnS-GGA, trnS-

UGA, trnT-GGU, trnT-UGU, trnV-GAC, trnV-UAC, trnW-CCA, trnY-GUA, trnfM-CAU
matK
clpP1
cemA
accD
ccsA
-

ycf1, ycf2, ycf4
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复基序为主 (表3)。

3 密码子使用分析

利用CodonW1.4.2对黄甘草、甘草、胀果甘草、光

果甘草叶绿体基因组的密码子组成进行分析。由表 4

可知 , 4 种甘草叶绿体基因组的 Nc 值范围在 53.72～

53.99, 说明叶绿体基因组的密码子偏好性较弱。叶绿

体基因组的GC3s含量范围为 32.6%～33.0%, GC含量

也在 50%以下, 说明 4种甘草叶绿体基因的密码子偏

向使用 A 和 T 这两种碱基。由于遗传密码子的简并

性, 除Trp和Met只有 1个密码子外, 其他 18种氨基酸

均有 2 个及 2 个以上的密码子 , 如 Phe、Tyr、His、Gln、

Glu、Asn、Asp、Lys、Cys、IleVal、Pro、Thr、Ala、Gly、Leu、

Arg、Ser; 除甲硫氨酸 (Met, M) 和色氨酸 (Trp, W) 外,

大多数氨基酸密码子具有偏好性 (图 2)。4种叶绿体

基因组中蛋白编码基因的密码子数量分别是 21 909、

22 036、21 909、22 025个; 其中编码率最高的氨基酸是

亮氨酸 (Leu, L) (2 310～2 318个, 10.5%), 编码率最低

的氨基酸是半胱氨酸 (Cys, C) (256～259个, 1.2%) (图

3)。

4 比较基因组分析

本研究以黄甘草 (OK545539) 的叶绿体基因组序

列作为参考, 比对结果显示甘草属种间叶绿体基因组

的相似性和差异性 (图 4)。经比对发现本研究测序黄

甘草和胀果甘草的序列一致性、同源性较甘草高。黄甘

草在3个基因区域 (trnL-UAA～trnT-UGU、trnG-GCC～

psbZ、ycf2) 与 3种药用甘草的差异较大, 具有特异性,

其中2个非编码区, 1个编码区。

5 叶绿体基因组高突变区分析

使用软件 DnaSP 分析检测叶绿体基因组中的高

突变区, 计算核苷酸变异值 (Pi) 以显示在序列水平上

的变异程度。结果如图 5 所示 , Pi值检测范围在 1～

128 411 bp之间, 甘草属叶绿体全基因组序列的核苷

Table 3 SSR motifs and numbers in chloroplast genomes of four Glycyrrhiza species

Repeat type

Mono-nucletide

Di-nucletide

Tri-nucletide

Tetra-nucletide

Compound

Total

Repeat unit

A (10-16), T (10-14)

C (10-11)

TA (5-6), AT (5-7)

GA (5), AG (5)

AAT, TTA, TAG

AAAT, AGGT, TAAA, TATC, TATT, TTAA, TTCT

G. uralensis Fisch.

Number of repeated units/%

33 (41.8)

1 (1.3)

19 (24.1)

2 (2.5)

3 (3.8)

8 (10.1)

13 (16.5)

79

G. inflata Bat.

32 (42.7)

2 (2.7)

17 (22.7)

2 (2.7)

2 (2.7)

8 (10.7)

12 (16.0)

75

G. eurycarpa P.C.Li

32 (43.2)

1 (1.4)

17 (22.3)

2 (2.7)

2 (2.7)

8 (10.9)

12 (16.2)

74

G. glabra L.

30 (40.0)

1 (1.3)

18 (24)

2 (2.7)

3 (4)

8 (10.7)

13 (17.3)

75

Table 4 Overall characteristics of codon usage of four Glycyrrhiza species chloroplast genome

Parameter
G. uralensis Fisch.
G. inflata Bat.
G. eurycarpa P.C.Li
G. glabra L.

T3s
0.416 8
0.424 1
0.424 4
0.419 2

C3s
0.219 6
0.215 8
0.215 4
0.215 8

A3s
0.428 1
0.430 3
0.432 9
0.433 7

G3s
0.228 1
0.233 0
0.231 4
0.227 0

Nc
53.76
53.99
53.80
53.72

GC3s
0.330
0.328
0.327
0.326

GC
0.352
0.352
0.352
0.352

Figure 2 Codon relative usage of 20 amino acids in chloroplast genome protein encoding genes of four Glycyrrhiza species
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酸多样性指数Pi平均值为0.000 921 144。通过Pi值可

以筛选出 6个核苷酸高突变 (psbZ～psbC、trnC-GCA～

rpoB、trnR-UCU～trnG-UCC、ycf2、trnN-GUU～ycf1、

ndhA), 其中 ycf2的核苷酸多样性最高 (0.02)。

Figure 3 The number and coding rate of 20 amino acids in chloroplast genome protein coding genes of four Glycyrrhiza species

Figure 4 Collinearity analysis of chloroplast genome sequences of Glycyrrhiza species. The vertical scale, ranging from 50% to 100%,

indicates the percentage of identity calculated in sliding windows. The horizontal axis indicates the coordinates within the chloroplast

genome. Different colors correspond to the types of the genome regions. Blue: Regions coding for proteins; Pink: Regions that are non-

coding; Light blue: Regions coding for tRNAs and rRNAs
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6 叶绿体基因组系统发育分析

为确定黄甘草的系统发育地位, 基于 20条叶绿体

全基因组序列构建ML系统进化树 (图 6)。结果显示:

第Ⅲ组外类群紫藤单独成为一支; 甘草属在 99%以上

支持率的进化支上可以分为Ⅰ、Ⅱ组: 第Ⅰ组在 100%的支

持率上, 3种主要的药用甘草 (甘草、胀果甘草、光果甘

草) 和黄甘草、粗毛甘草、三叶甘草、臭甘草聚为一支。

第Ⅱ组的刺果甘草、圆果甘草、刺毛甘草、云南甘草、欧

洲甘草、直甘草聚为一大支。

由以上系统进化树的聚类结果可知: 黄甘草与胀

果甘草、光果甘草、甘草亲缘关系较近, 其中黄甘草和

本研究同域分布的胀果甘草的遗传关系最近。

讨论

本研究基于二代高通量测序技术和生物信息学分

析方法首次对黄甘草叶绿体基因组进行测序研究。结

果表明黄甘草叶绿体基因组长为 127 864 bp, 与甘草、

胀果甘草、光果甘草相比长度相似。同时, 黄甘草与甘

草、胀果甘草、光果甘草皆缺失一个方向重复的 IR区。

IR缺失现象不仅出现在甘草属植物的研究中[21-26], 蝶

形花亚科其他植物, 如黄芪[30]、苦参[31]等植物中也有被

报道。有研究指出 IR丢失事件致使蝶形花科植物在

进化上形成 IRLC (缺失 IR 序列的蝶形花科植物) 分

支[24,32], 黄甘草是 IRLC群体的新成员。

本研究新测序的甘草、胀果甘草、黄甘草共得到注

释基因 110个, 与已公开报道的甘草属叶绿体基因组

的注释基因结果相同[21-26]。本研究 ycf3基因属于光系

统Ⅰ亚基, 这与 Kang等[25]的注释结果一致。雷万钧[33]

在统计蝶形花亚科植物的叶绿体基因组基因丢失情况

时发现包括光果甘草在内的 36种植物皆丢失 rps16基

因, 本研究 4种甘草也存在相同的情况, rps16基因丢

失现象在甘草属以及蝶形花亚科是否具有规律性还需

更多的物种进行分析说明。

叶绿体基因组中的 SSRs因含量丰富、多态性高,

且兼具单亲遗传模式等优点,被作为分子标记广泛用

于群体遗传学、谱系地理学等研究[34,35]。从 4种甘草的

叶绿体全基因组中共检测出 301个 SSRs, 其中单核苷

酸重复最多, 占比达到 40%以上。其次是二核苷酸、

复合型SSR、四核苷酸, 三核苷酸重复最少。1～4核苷

酸重复富含A-T碱基, 这与其他被子植物叶绿体基因

组中的 SSRs序列构成一致[36-38], 也进一步支持了叶绿

体SSR主要是由短的 polyA和 polyT重复所构成, 较少

含有C或G串联重复的观点[39]。另外, 辛倩基于转录

组数据的 SSR研究发现, 胀果甘草的 SSR重复以三核

苷酸 (5 111, 47.51%) 最多 , 重复类型以 CAA/GAA 为

主; 其次是二核苷酸 (5 102, 47.51%) 重复, 重复类型以

CT/TC为主[10], 这与本研究中 4种甘草叶绿体基因组

SSR特征不同。

Figure 5 High nucleotide mutation sites of Glycyrrhiza species. Window length: 200 bp; Step size: 100 bp. *bp

Figure 6 ML phylogenetic tree was constructed based on the

whole chloroplast genome sequence
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对 4种甘草叶绿体基因组的密码子进行分析, 获

得相关参数 Nc、RSCU、GC 和 GC3s。Nc 值的范围在

20～61 之间 , 越靠近数值 20 表明密码子的偏好性越

强, 反之, 越偏向数值 61密码子的偏好性越弱[40]。经

分析发现 4种甘草叶绿体基因组的Nc值大于 40, 说明

叶绿体基因组的密码子使用偏好性较弱。经测定 4种

甘草叶绿体基因组的 GC 含量和 GC3s 含量均小于

50%, 说明叶绿体基因组的密码子偏好使用A和 T碱

基, 与蒺藜苜蓿[41]和苦参[31]的研究结果一致。4种甘草

叶绿体基因组的密码子相关参数比较发现, 不同种的

甘草植物叶绿体基因组的蛋白编码基因具有很大的相

似性, 尤其是黄甘草和胀果甘草的同源性更高。

在甘草属植物研究中, Kondo等[42]利用 ITS和叶绿

体基因组的 3 个高突变区 (rbcL, matK, trnH-psbA) 进

行了药用甘草的鉴定 , 成功将 3 种甘草鉴定出来 , 但

是由于位点数目有限, 对存在杂交性状的疑似杂交类

群并没有得到很好的结论。Chen等[9] 2016年通过 3种

药用甘草的人工杂交组合, 获得亲本和 F1代的 ITS和

cpDNA的 rbcL、matk、trnH-psbA序列, 发现甘草属的质

体遗传方式主要为父系遗传, 为甘草属疑似杂交类群

的亲本鉴定和杂交起源研究提供了科学依据。本文基

于mVISTA的叶绿体全基因组序列比较获得 3个黄甘

草特异性指纹片段 (trnL-UAA～trnT-UGU、trnG-GCC～

psbZ、ycf2), 可用于DNA条形码的开发, 为甘草属药材

种质资源和正伪品鉴别、种苗筛选,解决药材种源混乱

问题提供分子鉴定依据。

此外, 核苷酸多样性分析获得甘草属的 6个高突

变 区 (psbZ～psbC、trnC-GCA～rpoB、trnR-UCU～

trnG-UCC、ycf2、trnN-GUU～ycf1、ndhA)。叶绿体基因

组高突变区的发现, 在属下种间、种内不同居群的系统

发育中具有重要价值[43]。如猕猴桃研究中, Tang等[44]

对 9个猕猴桃种的叶绿体基因组进行全基因组范围内

的差异位点的挖掘, 鉴定得到 24个高变异的基因间区

域; 基于其中 4个区域 [ndhF-rps32、ndhC-trnV (UAC)、

rps16-trnQ (UUG) 和 trnE (UUC)-trnT (GGU)] 的扩增

结果, 对 46个不同猕猴桃种进行了亲缘关系的系统进

化分析, 物种的聚类结果和基于核基因组 SNP的聚类

结果一致, 支持了猕猴桃属的系统发育关系[45]。本研

究获得的 6个高突变区可为今后甘草属亲缘关系和系

统发育分析增加新的候选分子标记。

本研究所获得的系统发育树中各类群间的拓扑结

构与经典分类学观点基本一致: 首先外类群紫藤单独

被分出, 甘草属分为2支。黄甘草与3种药用甘草聚为

一大支, 遗传关系近, 这与陆嘉惠等[14]、陈超南等[9]、宋

凤[15]的研究结果一致。在有关黄甘草分类地位研究

中, 相关研究通过形态特征、幼苗发育、SCoT分子标

记、SSR分子标记探索了黄甘草的分类地位和系统发

育关系[6,8,13,14], 认为黄甘草的出现是建立在甘草属种间

不断分化, 并伴有一定的基因交流和渐渗的过程中逐

渐产生的, 是物种形成的邻域、同域模式下的杂交产

物。在甘草属物种同域分布区, 由于相遇的亲本种存

在花期重叠、杂交亲和现象[5,6], 种间杂交、回交渐渗等

事件频繁发生, 产生形态和基因型不同的杂交类群。

黄甘草是甘草、胀果甘草、光果甘草的种间杂交类群的

统称, 在自然分布区, 目前研究发现存在多种杂交类

型[9]。本研究中, 新疆产黄甘草 (OK545539) 和同域分

布的巴楚产胀果甘草 (OK509082) 在 100% 的支持率

下聚为一支,根据甘草属的叶绿体DNA遗传模式主要

表现为父系遗传的结论[9], 推测新疆巴楚产胀果甘草

为同域分布黄甘草的父本。本研究通过甘草属关键物

种的叶绿体全基因组测序和分析, 进一步验证新疆产

黄甘草的杂交身份和父系来源。但在新疆和甘肃的其

他地区还存在不同亲本同域分布区, 所出现的杂交类

群-黄甘草在形态和遗传性状上与新疆巴楚产黄甘草

不同, 需要进一步进行相关野生资源的调查和收集、测

序工作, 为甘草药材资源鉴定和甘草产业化发展提供

理论依据。
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