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尖刀唇石斛和翅梗石斛叶绿体全基因组分析 
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摘  要：目的  测定尖刀唇石斛 Dendrobium heterocarpum 和翅梗石斛 D. trigonopus 叶绿体基因组，分析其序列特征并鉴定

石斛属 Dendrobium 植物物种间亲缘关系。方法  利用 Illumina Hisep 2 500 测序平台对尖刀唇石斛和翅梗石斛进行二代测序，

经组装、注释后得到 2 条完整的叶绿体全基因组序列，采用生物信息学方法分析其序列结构及石斛属的系统发育关系。结果  

尖刀唇石斛的叶绿体全基因组总长为 159 786 bp，总 GC 含量为 37.2%，共注释得到 131 个基因，包括 88 个蛋白编码基因、

37 个 tRNA 基因和 6 个 rRNA 基因；翅梗石斛的叶绿体全基因组总长为 159 652 bp，总 GC 含量为 37.1%，共注释得到 131

个基因，包括 88 个蛋白编码基因、37 个 tRNA 基因和 6 个 rRNA 基因。尖刀唇石斛和翅梗石斛分别检测到 112 和 127 个简

单重复序列（SSR），二者编码亮氨酸的密码子数量最多，编码色氨酸的密码子数量最少。系统发育树显示，尖刀唇石斛、

反瓣石斛 D. ellipsophyllum、翅梗石斛、梳唇石斛 D. strongylanthum 和长距石斛 D. longicornu 聚为一支，翅梗石斛与梳唇石

斛和长距石斛的亲缘关系十分相近，支持率达到 100%。结论  对石斛属 2 种植物的叶绿体基因组结构和系统发育关系进行

了分析，该研究结果将为石斛属药用植物的准确鉴定、开发利用及其资源保护提供科学依据。 
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Abstract: Objective  To determine the chloroplast genomes of Dendrobium heterocarpum and Dendrobium trigonopus, analyze 

their sequence characteristics, and identify the relationship between Dendrobium species. Methods  In this study, the 

next-generation sequencing of D. heterocarpum and D. trigonopus was performed on the Illumina Hisep 2 500 sequencing platform. 

Two complete chloroplast genome sequences were obtained after assemblying and annotationing,. Then, the two sequence structure 

and the phylogenetic relationship of Dendrobium were analysed by bioinformatics methods. Results  The study found that the total 

length of the chloroplast genome of D. heterocarpum was 159 786 bp and the total GC content was 37.2%. The whole genes 

annotated were 131, including 88 protein-coding genes, 37 tRNA genes and six rRNA genes. Similarly, the total length of the 

chloroplast genome of D. trigonopus was 159 652 bp and the total GC content was 37.1%. A total of 131 genes were annotated, 

which including 88 protein-coding genes, 37 tRNA genes and six rRNA genes in all. There were 112 and 227 simple repeat 

sequences were detected from D. heterocarpum and D. trigonopus respectively, and they both had the largest number of codons 

encoding leucine and the least number of codons encoding tryptophan. The phylogenetic tree showed that D. heterocarpum, D. 

ellipsophyllum, D. trigonopus, D. strongylanthum and D. longicornu were clustered together into one family. D. trigonopus was very 

similar to D. strongylanthum and D. longicornu, and the support rate reached 100%. Conclusion  The chloroplast genome structure and  
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phylogenetic relationship of two species of Dendrobium were analysed. The results of this study will provide a scientific basis for the 

accurate identification, development and utilization of Dendrobium medicinal plants and resource protection. 

Key words: Dendrobium heterocarpum Lindl.; Dendrobium trigonopus Rchb. f.; medicinal plants; complete chloroplast genome; 

genetic relationship 

石斛属 Dendrobium Sw.为多年生草本植物，作

为兰科（Orchidaceae）第 2 大属，在全球有 1 500

多个原生种，广泛分布于亚洲热带及亚热带地区[1]。

产于中国的石斛属植物共有 76 种，包含 2 个变种，

主要分布于西南和华南地区，尤其以云南省南部地

区居多[2]。大部分石斛属植物具有极高的药用价值，

主要以茎入药，作为传统滋补中药在中国和印度已

有上千年的药用历史[3]。石斛主要含有多糖、酚类、

萜类、生物碱等 100 多种化合物[4-5]，通过对其药理

活性的研究，证明了药材石斛具有增强免疫、降血

糖、厚肠胃、护肝、抗肿瘤、抗氧化衰老、抗炎抑

菌、抗血小板凝集、抗诱变、生津止渴、保护神经

系统等功效[6-12]。此外，由于花色鲜艳、花枝优雅、

花期长等特点，石斛常被作为一种观赏花卉，被喻

为“四大观赏洋花”之一 [13-14]。尖刀唇石斛 D. 

heterocarpum Lindl.主要分布于云南腾冲、勐腊等地

区[2]，花色鲜艳，极具观赏价值，其茎常被作为药

材使用，具有调脂、抗炎、抗氧化等功效[15-16]；翅

梗石斛 D. trigonopus Rchb. f 主要分布于云南腾冲、

思茅等地区[2]，是一种药食同源的植物，具有抗肿

瘤、抗凝血等功效[17-18]。近些年来，由于石斛的市

场需求量剧增，大量尖刀唇石斛和翅梗石斛被采挖，

导致其野生资源逐渐稀缺，目前已被列入《国家一

级保护植物名录》和《世界自然保护联盟濒危物种

红色名录》。虽然，不同种类的石斛作为药材时，常

常被相互替代使用，但不同基原物种间的药用成分

含量、药理活性及功效上仍具有很大的差异性。因

此，能否对不同石斛植物正品和混淆品进行准确的

鉴定，保证合理规范用药，该问题还有待解决。 

石斛属植物种系间关系复杂，目前有关该属植物

的分类和进化研究还存在较大争议，仅凭形态和解剖

学特征分析已经难以满足属内物种的分类需求[19]。

DNA 条形码技术是一种常用的物种鉴定方法，采用

保守的 DNA 片段，快速准确地对物种进行分析鉴

定，此法在物种鉴定方面已被广泛采用[12, 20]。DNA

通用条形码（ITS、matK、rbcL、trnH-psbA）虽然

可以有效鉴定大部分石斛属植物[21-24]，但基于目标

基因的选择与数量等问题的影响，其分析结果往往

存在较大分歧。随着测序技术的更新换代，叶绿体

全基因序列的测定和比对为物种鉴定提供了新的参

考[25]。叶绿体是多数自养生物特有的器官，具有独

立的遗传物质，叶绿体基因组与核基因组和线粒体

基因组相比，基因组较小，序列容易获得，且叶绿

体基因组依赖于母系遗传，基因组成和结构比较保

守[26]。与 DNA 通用条形码相比，叶绿体基因组具

有更加丰富的遗传变异信息和更高的物种分辨能

力，因此，以叶绿体全基因组为条形码将为石斛属

这类亲缘关系复杂的物种提供更加准确有效的鉴定

手段。目前，已有大量学者对不同石斛属植物叶绿

体基因组的全长序列进行测定，并将多种石斛的叶

绿体基因序列进行比对，探究其物种进化及其种间

亲缘关系[25,27]。但对于尖刀唇石斛和翅梗石斛的叶

绿体基因测定还未见报道。 

本研究采用二代高通量测序技术对尖刀唇石斛

和翅梗石斛的叶绿体全基因组进行测序、组装及注

释，获得其叶绿体基因组的全长序列信息。采用生

物信息学方法分析其序列特征，并与其他近缘物种

的叶绿体基因序列进行比对，探讨石斛属物种间的

亲缘关系，这也将为我国石斛药材正品和混淆品基

原植物的分子鉴定提供参考依据。 

1  材料 

本研究中用于分子材料研究的尖刀唇石斛和翅

梗石斛新鲜叶片均采自海拔为 1 640 m 的云南省保

山市腾冲市（25°02′05.3″ N，98°49′09.7″ E）。样本

保存于重庆三峡学院植物标本馆，样本凭证号为

ZN15124、ZN15125，经重庆三峡学院周浓教授分

类学鉴定为尖刀唇石斛 D. heterocarpum Lindl.和翅

梗石斛 D. trigonopus Rchb. f.。 

2  方法 

2.1  叶绿体全基因组的 DNA 提取与测序 

将尖刀唇石斛和翅梗石斛新鲜叶片采用改良的

CTAB 法提取总 DNA，具体参照江媛等[28]方法进

行，通过琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量，采用

Illumina Hiseq 2500 平台对检测合格的总 DNA 进行

二代测序，测序工作由上海元莘生物医药科技有限

公司完成。 
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2.2  叶绿体全基因组的组装、注释和提交 

使用 Trimmomatic v.0.32 将序列中的低质量数

据过滤掉，再使用 GetOrganelle v1.6.4 软件对过滤

后的 reads 进行组装，得到高质量的 contigs，并使

用 Circlator（V.2.0.1）软件检测 reads 映射的覆盖度

和 contigs 各连接处，以检测组装的正确性。检测

无误后，使用 Cpgavas2 软件对组装好的叶绿体全

基因组进行注释，然后将注释完成的序列提交到

GenBank 数据库，获得尖刀唇石斛和翅梗石斛的

登录号分别为 OM049526 和 OL891650。使用在线

工具 OGDRAW（https:// chlorobox.mpimp-golm. 

mpg. de/OGDraw.html）绘制叶绿体全基因组的环

状示意图。 

2.3  叶绿体全基因组的简单重复序列及密码子偏

好性分析 

采 用 MISA 在 线 工 具 （ https://webblast. 

ipk-gatersleben.de/misa/）对叶绿体全基因组样本的简

单重复序列位点（simple sequence repeat，SSR）进行

检测，将参数设置为：单核苷酸重复次数≥10，二核

苷酸重复次数≥5，三核苷酸、四核苷酸、五核苷酸、

六核苷酸重复次数≥3，2 个 SSR 之间的距离≥100 

bp。采用 CodonW 软件对叶绿体全基因组样本进行密

码子使用偏好性分析（relative synonymous codon 

usage，RSCU），参数参考系统默认值。 

2.4  叶绿体全基因组序列比较分析 

从 NCBI（https://www.ncbi.nim.nih.gov）中下

载 8 种分属于不同组的石斛属叶绿体全基因组序

列，分别为长距石斛、束花石斛、梳唇石斛、反瓣

石斛、景洪石斛、西畴石斛、重唇石斛和竹枝石斛，

与尖刀唇石斛和翅梗石斛的叶绿体基因序列进行比

较，分析不同石斛之间的序列差异性。使用在线软

件 IRscope（https://irscope.shinyapps.Io/irapp/）进行

SC/IR 边界收缩和扩张分析；使用 DnaSP 软件进行

核苷酸变异性分析，窗口长度设置为 600 bp，步长

设置为 200 bp，筛选出高变异位点；使用基因组在

线 分 析 软 件 mVISTA （ http://genome.lbl. 

gov/vista/mvista）中的 Shuffle-LAGAN 模式，以尖

刀唇石斛序列为参照进行全长序列分析。 

2.5  叶绿体全基因组的系统发育分析 

选择尖刀唇石斛及翅梗石斛在内的 22 条石斛

属叶绿体全基因组序列，以兰属 Cymbidium Sw.的

碧 玉 兰 C. lowianum Rchb. f. 和 虎 头 兰 C.  

hookerianum Rchb. f.作为外类群，使用 MAFFT 软

件进行比对，将比对结果采用 RaxML 软件，基于

最大似然法构建 ML 树，设置 1000 次重复以保证进

化树稳定性，进而揭示石斛属植物物种间的亲缘关

系[29]。 

3  结果及分析 

3.1  尖刀唇石斛和翅梗石斛的叶绿体基因组结构

组成与基本特征 

此次测序得到的尖刀唇石斛和翅梗石斛的叶绿

体全基因组均为典型的双链环状四分体结构，如图

1 所示，由 1 个大单拷贝序列（large single copy，

LSC），1 个小单拷贝序列（（small single copy，SSC）

和一对反向重复序列（inverted repeat regions，IRs）

组成。其中尖刀唇石斛序列全长为 159 786 bp，LSC

长度为 87 477 bp，SSC 长度为 17 089 bp，IRs 长度

为 27 610 bp，总 GC 含量为 37.2%。翅梗石斛序列

全长为 159 652 bp，LSC 长度为 87 083 bp，SSC 长

度为 18 451 bp，IRs 长度为 27 059 bp，总 GC 含量

为 37.1%（表 1）。此外，尖刀唇石斛和翅梗石斛的

LSC、SSC 和 IRs 区的 GC 含量均存在差异，2 种石

斛 GC 含量均为 IRs＞LSC＞SSC，其原因可能是在

IRs区域存在含有高GC含量的核糖体RNA（rRNA）

和转运 RNA（tRNA）（表 2）。 

由表 3可知，尖刀唇石斛和翅梗石斛均编码 131

个基因，包含 88 个蛋白质编码基因（CDS），37 个

tRNA 和 6 个 rRNA。除去 IRs 区重复基因，其中尖

刀唇石斛有 11 个 CDS 基因（rpl2、rpl16、rps16、

rps12、rps12、rpoC1、atpF、ndhB、ndhA、petD、

petB）和 5 个 tRNA 基因（trnE-UUC、trnA-UGC、

trnV-UAC、trnL-UAA、trnS-CGA）含有 1 个内含

子，2 个 CDS 基因（clpP 和 ycf3）含有 2 个内含子。

翅梗石斛有 9 个 CDS 基因（rpl2、rpl16、rps16、

rpoC1、atpF、ndhB、ndhA、petB、ycf1）和 5 个 tRNA

基因（trnE-UUC、trnA-UGC、trnV-UAC、trnL-UAA、

trnS-CGA）含有 1 个内含子，2 个 CDS 基因（clpP

和 ycf3）含有 2 个内含子。 

3.2  尖刀唇石斛和翅梗石斛叶绿体基因组的简单

重复序列及密码子使用情况分析 

SSR 的分析结果表明（表 4）：尖刀唇石斛叶绿

体基因组中共含有 112 个 SSR 位点，分别包含 20

个单核苷酸、11 个二核苷酸、70 个三核苷酸、7 个

四核苷酸和 4 个五核苷酸，重复次数最多的为三核

苷酸，其次为单核苷酸，二者共占比 80.36%；翅梗

石斛叶绿体基因组中共含有 127 个 SSR 位点，包含 

https://webblast/
http://genome.lbl/
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图 1  尖刀唇石斛、翅梗石斛的叶绿体基因组图谱 

Fig. 1  Gene map of D. heterocarpum and D. trigonopus chloroplast genomes 

表 1  石斛属植物叶绿体基因组序列信息 

Table 1  Chloroplast genome sequence information of Dendrobium 

物种 拉丁名 GenBank 登录号 基因组大小/bp LSC/bp IRs/bp SSC/bp 总基因数 总 GC 含量/% 

尖刀唇石斛 D. heterocarpum Lindl. OM049526 159 786 87 477 27 610 17 089 131 37.2 

翅梗石斛 D. trigonopus Rchb. f. OL891650 159 652 87 083 27 059 18 451 131 37.1 

报春石斛 D. primulinum Lindl. NC_035321 150 767 84 442 26 175 13 975 132 37.6 

杯鞘石斛 D. gratiosissimum Rchb. f. LC192958 151 829 84 890 26 290 14 359 132 37.6 

罗河石斛 D. lohohense T. Tang et F. T. Wang LC193516 151 812 84 876 26 292 14 352 132 37.6 

长苏石斛 D. brymerianum Rchb. f. LC192954 151 830 84 855 26 299 14 377 132 37.6 

紫瓣石斛 D. parishii Rchb. f. LC193518 151 689 84 703 26 295 14 396 132 37.6 

束花石斛 D. chrysanthum Lindl. LC193514 151 790 84 757 26 296 14 441 132 37.6 

肿节石斛 D. pendulum Roxb. NC_029705 153 248 85 852 26 398 14 600 129 37.5 

兜唇石斛 D. aphyllum (Roxb.) C. E. Fischer LC192953 151 524 84 588 26 308 14 320 132 37.6 

大苞鞘石斛 D. wardianum Warner LC192961 151 788 84 835 26 296 14 361 131 37.6 

长距石斛 D. longicornu Lindl. MN227146 160 024 87 477 26 289 19 969 132 37.1 

反瓣石斛 D. ellipsophyllum T. Tang et F. T. Wang LC193519 152 026 84 930 26 304 14 488 132 37.5 

景洪石斛 D. exile Schltr. LC193522 151 294 84 363 26 308 14 315 132 37.7 

球花石斛 D. thyrsiflorum Rchb. f. NC_047439 151 686 84 749 26 293 14 315 125 37.5 

少花石斛 D. parciflorum Rchb. f. ex Lindl. LC193512 150 073 83 708 26 272 13 821 131 37.7 

梳唇石斛 D. strongylanthum Rchb. f. NC_027691 153 059 85 836 26 316 14 591 130 37.6 

西畴石斛 D. xichouense S. J. Cheng et C. Z. Tang LC193520 152 052 84 980 26 293 14 486 132 37.5 

小黄花石斛 D. jenkinsii Lindl. LC193515 151 717 84 734 26 285 14 413 132 37.6 

针叶石斛 D. pseudotenellum Guillaum. NC_045854 149 114 84 261 26 033 12 786 125 37.4 

重唇石斛 D. hercoglossum Rchb. f. LC192959 151 939 84 924 26 309 14 397 132 37.6 

竹枝石斛 D. salaccense (Bl.) Lindl. LC193510 151 104 84 273 26 258 14 315 132 37.3 

碧玉兰 Cymbidium lowianum Rchb. f. NC_050990 155 447 84 184 26 710 17 843 119 36.8 

虎头兰 C. hookerianum Rchb. f. NC_053268 155 447 84 186 26 711 17 839 135 36.8 



 中草药 2022 年 8 月 第 53 卷 第 16 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2022 August Vol. 53 No. 16 ·5163· 

   

表 2  尖刀唇石斛、翅梗石斛叶绿体基因组碱基组成 

Table 2  Base composition of chloroplast genome of D. heterocarpum and D. trigonopus 

区域 
尖刀唇石斛 翅梗石斛 

碱基长度 A/% T/% G/% C/% GC/% 碱基长度 A/% T/% G/% C/% GC/% 

LSC  87 477 31.8 33.2 17.1 17.9 35.0  87 083 31.8 33.4 17.0 17.8 34.8 

SSC  17 089 34.3 35.2 14.7 15.8 30.5  20 555 34.1 34.8 15.0 16.2 31.1 

IRa  27 610 28.7 28.4 22.2 20.7 42.9  26 007 28.3 28.3 20.9 22.4 43.4 

IRb  27 610 28.4 28.7 20.7 22.2 42.9  26 007 28.3 28.3 20.9 22.4 43.4 

总量 159 786 30.9 31.8 18.3 18.9 37.2 159 652 31.0 31.9 18.2 18.9 37.1 

表 3  尖刀唇石斛、翅梗石斛叶绿体基因组注释信息 

Table 3  Annotation information of chloroplast genomes of D. heterocarpum and D. trigonopus 

基因类别 基因群 基因代码 
基因名称 

尖刀唇石斛 翅梗石斛 

遗传系统基因 核糖体蛋白大亚基 rpl rpl2ab, rpl23a, rpl32, rpl22, rpl16b, rpl14, rpl36 , rpl20 , rpl33 rpl2ab, rpl23a, rpl32, rpl22, rpl16b, rpl14, rpl36 , 

rpl20 , rpl33 

核糖体蛋白小亚基 rps rps19a , rps7a, rps12b, rps12b, rps15, rps3 , rps8, rps11, rps18, 

rps4, rps14 , rps2, rps16b 

rps19a , rps7a, rps12b, rps12b, rps15, rps3 , rps8, 

rps11, rps18, rps4, rps14 , rps2, rps16b 

RNA 聚合酶 rpo rpoA, rpoB , rpoC1b, rpoC2 r rpoA, rpoB , rpoC1b, rpoC2 

转运 RNA trn trnH-GUGa, trnM-CAUa, trnL-CAAa, trnV-GACa, trnE-UUCab, 

trnA-UGCab, trnR-ACGa, trnN-GUUa, trnL-UAG, trnP-UGG, 

trnW-CCA, trnM-CAU, trnV-UACb, trnF-GAA, trnL-UAAb, 

trnT-UGU, trnS-GGA, trnM-CAU, trnG-GCC, trnS-UGA, 

trnT-GGU, trnE-UUC, trnY-GUA, trnD-GUC, trnC-GCA, 

trnR-UCU, trnS-CGAb, trnS-GCU, trnQ-UUG  

trnH-GUGa, trnM-CAUa, trnL-CAAa, trnV-GACa, 

trnE-UUCab, trnA-UGCab, trnR-ACGa, trnN-GUUa, 

trnL-UAG, trnP-UGG, trnW-CCA, trnM-CAU, 

trnV-UACb, trnF-GAA, trnL-UAAb, trnT-UGU, 

trnS-GGA, trnM-CAU, trnG-GCC, trnS-UGA, 

trnT-GGU, trnE-UUC, trnY-GUA, trnD-GUC, 

trnC-GCA, trnR-UCU, trnS-CGAb, trnS-GCU, 

trnQ-UUG 

核糖体 RNA rrn rrn16Sa , rrn23Sa , rrn5Sa rrn16Sa , rrn23Sa , rrn5Sa 

光合系统基因 光系统 I psa psaC, psaJ, psaI, psaA, psaB psaC, psaJ, psaI, psaA, psaB 

光系统 II psb psbH, psbN, psbT, psbB, psbE, psbF, psbL, psbJ, psbZ, psbC, 

psbD, psbM, psbI, psbK, psbA 

psbH, psbN, psbT, psbB, psbE, psbF, psbL, psbJ, psbZ, 

psbC, psbD, psbM, psbI, psbK, psbA 

ATP 合成酶 atp atpB , atpE, atpI, atpH, atpFb, atpA atpB , atpE, atpI, atpH, atpFb, atpA 

NADH 脱氢酶 ndh ndhBab, ndhH, ndhAb, ndhI, ndhG, ndhE, ndhD, ndhF, ndhC, 

ndhK,ndhJ 

ndhBab, ndhH, ndhAb, ndhI, ndhG, ndhE, ndhD, ndhF, 

ndhC, ndhK,ndhJ 

细胞色素 b/f 复合体 pet petDb , petBb, petG, petL, petA , petN petD , petBb, petG, petL, petA , petN 

Rubisco 亚基 rbc rbcL rbcL 

其他基因 成熟酶 mat matK matK 

蛋白酶 clp clpPc clpPc 

翻译起始因子 inf infA infA 

细胞色素 c 合成酶 ccs ccsA ccsA 

包膜蛋白 cem cemA cemA 

乙酰辅酶 A 羧化酶 acc accD accD 

未知功能蛋白 ycf ycf2a , ycf15a , ycf1, ycf4 , ycf3c ycf2a , ycf15a , ycf1b, ycf4 , ycf3c 

a代表该基因位于反向重复区，b代表该基因含有 1 个内含子，c代表该基因含有 2 个内含子 

a means that the gene is located in the inverted repeat region, b means that the gene contains one intron, and c means that the gene contains two introns

28 个单核苷酸、14 个二核苷酸、76 个三核苷酸、6

个四核苷酸、1 个五核苷酸和 2 个六核苷酸，重复

次数最多的为三核苷酸，其次为单核苷酸，二者占

比为 81.89%。总的来看，翅梗石斛的 SSR 位点多

于尖刀唇石斛，但二者均以三核苷酸和单核苷酸重

复居多，单核苷酸主要由 A/T 组成，其他重复序列

也大都以 A 和 T 组成，表明二者在碱基组成过程中

偏向使用碱基 A 和 T。 
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表 4  尖刀唇石斛、翅梗石斛叶绿体基因组 SSR 信息统计 

Table 4  SSR information statistics of chloroplast genomes 

of D. heterocarpum and D. trigonopus 

核苷酸类型 重复序列 
尖刀唇石斛 翅梗石斛 

数量 占比/% 数量 占比/% 

单核苷酸 A/T 20 17.86 26 20.47 

 C/G − − 2 1.57 

二核苷酸 AG/CT 

AT/AT 

2 

9 

1.79 

8.04 

2 

12 

1.57 

9.45 

三核苷酸 AAC/GTT 

AAG/CTT 

AAT/ATT 

ACT/AGT 

AGC/CTG 

AGG/CCT 

ATC/ATG 

ACC/GGT 

10 

29 

13 

4 

3 

4 

7 

− 

8.93 

25.89 

11.61 

3.57 

2.68 

3.57 

6.25 

− 

10 

31 

16 

3 

3 

4 

7 

2 

7.87 

24.41 

12.60 

2.36 

2.36 

3.15 

5.51 

1.57 

四核苷酸 AAAG/CTTT 

AAAT/ATTT 

AATT/AATT 

ACAG/CTGT 

AGAT/ATCT 

2 

2 

1 

1 

1 

1.79 

1.79 

0.89 

0.89 

0.89 

1 

2 

1 

1 

1 

0.79 

1.57 

0.79 

0.79 

0.79 

五核苷酸 AAAAT/ATTTT 

AAATC/ATTTG 

AAATT/AATTT 

2 

1 

1 

1.79 

0.89 

0.89 

− 

1 

− 

− 

0.79 

− 

六核苷酸 AAGTAG/ACTTCT 

AGATGG/ATCTCC 

− 

− 

− 

− 

1 

1 

0.79 

0.79 

 

密码子使用偏好性又称相对同义密码子使用

度，表示对于某一特定密码子在编码对应氨基酸的

同义密码子之间的使用频率。当 RSCU＞1 时，表

示该密码子使用频率较高；当 RSCU＝1 时，表示

该密码子没有偏好性；当 RSCU＜1 时，表示该密

码子使用频率较低。由表 5 可知，尖刀唇石斛共编

码 53 262 个氨基酸，其中编码亮氨酸（Leu）的密

码子数量最多，达到 5592 个，占比 10.50%，编码

色氨酸（Trp）的密码子数量最少，仅有 733 个，占

比 1.38%；翅梗石斛共编码 53 217 个氨基酸，数量

最多为编码亮氨酸的密码子，达到 5560 个，占比

10.45%，数量最少为编码色氨酸密码子，仅有 718

个，占比 1.35%。RSCU 分析结果表明，在尖刀唇

石斛的 64 种密码子中，RSCU 大于 1 的密码子有

31 种，其中 28 种以 A/U 结尾，3 种以 G/C 结尾，

RSCU 最大值为 2.19，为编码精氨酸（Arg）的 AGA，

最小值为 0.42，为编码精氨酸的 CGC。在翅梗石斛

的 64 种密码子中，RSCU 大于 1 的密码子有 31 种，

其中 28 种以 A/U 结尾，3 种以 G/C 结尾，RSCU

最大值为 2.18，为编码精氨酸的 AGA，最小值为

0.44，为编码精氨酸的 CGC。二者比较分析可以看

出，尖刀唇石斛和翅梗石斛的密码子使用偏好性有

细微的差别，但总体上大致相同。二者均以编码亮

氨酸的密码子数量最多，编码色氨酸的密码子数量

最少，偏好性最强的密码子均为 AGA，最弱的均为

CGC，且RSCU大于 1的密码子几乎都已A/U 结尾，

表明 2 种石斛属植物均偏好使用 A/U 结尾的密码

子，这与 SSR 分析结果一致。 

3.3  10 种石斛属植物叶绿体全基因组的 SC/IR 边

界变化分析 

将尖刀唇石斛、翅梗石斛、长距石斛、束花石

斛、梳唇石斛、反瓣石斛、景洪石斛、西畴石斛、

重唇石斛和竹枝石斛在内的 10 种石斛属植物的叶

绿体基因序列的 SC/IR 边界进行分析（图 2）。结果

显示，石斛属植物叶绿体全基因组均存在 4 个边界，

即为 LSC-IRb、SSC-IRb、SSC-IRa、LSC-IRa。其

中 LSC-IRb 边界较为保守，大部分位于 rpl22 基因

编码区内，仅尖刀唇石斛位于 rpl22 基因右侧非编

码区；SSC-IRb 边界存在较大的分化，尖刀唇石斛

和翅梗石斛位于 ndhF 基因编码区内，左侧缺失 ycf1

基因，梳唇石斛和重唇石斛均位于 ndhF 基因左侧

非编码区内，且梳唇石斛边界左侧缺失 ycf1 基因，

长距石斛的 ycf1和 ndhF基因均缺失，边界位于 trnN

基因右侧非编码区，景洪石斛边界位于 ycf1 和 ndhF

基因交界处，其余石斛均位于 ycf1 基因和 ndhF 基

因重叠区，且向 ndhF 基因编码区内扩展；SSC-IRa

边界大部分位于 ycf1 基因内侧，只有长距石斛 ycf1

基因缺失，边界位于 rps15 和 trnN 基因交界处；

LSC-IRa 边界大部分位于 rpl22 基因和 psbA 基因之

间的非编码区，并偏向于靠近 rpl22 基因，尖刀唇

石斛、翅梗石斛和梳唇石斛缺少 rpl22 基因，边界

位于 rps19和psbA基因之间的非编码区。总体上看，

石斛属植物叶绿体全基因序列的 4 个边界中，

SSC-IR 边界变化较大，LSC-IR 边界则较为保守。

尖刀唇石斛和翅梗石斛的边界变化相似，长距石斛

边界区域变化较大。 

3.4  石斛属植物叶绿体基因组变异分析 

以尖刀唇石斛叶绿体全基因组为参考序列，使

用 mVISTA 在线工具将 10 种石斛的叶绿体基因组

进行全长序列比对（图 3）。结果表明：长距石斛叶

绿体基因的变异性大，而其余石斛的基因序列则较

为保守。整体上看，变异多发生在 LSC 区和 SSC 
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表 5  尖刀唇石斛、翅梗石斛叶绿体基因组密码子使用情况 

Table 5  Codon usage in chloroplast genome of D. heterocarpum and D. trigonopus 

氨基酸 密码子 
尖刀唇石斛 翅梗石斛 

氨基酸 密码子 
尖刀唇石斛 翅梗石斛 

数量 RSCU 数量 RSCU 数量 RSCU 数量 RSCU 
Ala GCA 465 1.19 487 1.22 Pro CCA 764 1.28 745 1.26 

GCC 349 0.89 369 0.93 CCC 588 0.99 577 0.97 
GCG 237 0.61 240 0.60 CCG 366 0.61 375 0.63 
GCU 515 1.32 497 1.25 CCU 668 1.12 676 1.14 

Cys UGC 390 0.70 440 0.81 Gln CAA 1068 1.36 1102 1.38 
UGU 729 1.30 651 1.19 CAG 497 0.64 499 0.62 

Asp GAC 435 0.55 427 0.54 Arg AGA 1234 2.19 1213 2.18 
GAU 1134 1.45 1164 1.46 AGG 600 1.06 571 1.03 

Glu GAA 1475 1.40 1426 1.39 CGA 579 1.03 566 1.02 
GAG 626 0.60 633 0.61 CGC 235 0.42 247 0.44 

Phe UUC 1582 0.74 1603 0.84 CGG 363 0.64 362 0.65 
UUU 2159 1.15 2205 1.16 CGU 371 0.66 382 0.69 

Gly GGA 842 1.50 797 1.43 Ser AGC 439 0.52 402 0.50 
GGC 318 0.57 362 0.65 AGU 734 0.87 669 0.84 
GGG 557 1.00 531 0.96 UCA 995 1.18 969 1.21 
GGU 521 0.93 534 0.96 UCC 933 1.11 898 1.12 

His CAC 395 0.58 401 0.59 UCG 578 0.69 575 0.72 
CAU 957 1.42 958 1.41 UCU 1380 1.64 1292 1.61 

Ile AUA 1546 1.02 1632 1.06 Thr ACA 686 1.23 678 1.19 
AUC 1212 0.80 1156 0.75 ACC 528 0.94 541 0.95 
AUU 1804 1.19 1835 1.19 ACG 364 0.65 359 0.63 

Lys AAA 2085 1.29 2115 1.30 ACU 660 1.18 700 1.23 
AAG 1136 0.71 1131 0.70 Val GUA 727 1.28 750 1.27 

Leu CUA 887 0.95 891 0.96 GUC 420 0.74 412 0.70 
CUC 712 0.76 683 0.74 GUG 407 0.72 437 0.74 
CUG 543 0.58 548 0.59 GUU 721 1.27 767 1.30 
CUU 1220 1.31 1233 1.33 Trp UGG 733 1.00 718 1.00 
UUA 1116 1.20 1100 1.19 Tyr UAC 695 0.62 695 0.60 
UUG 1114 1.20 1105 1.19 UAU 1535 1.38 1608 1.40 

Met AUG 874 1.00 925 1.00 Terminater UAA 1073 1.08 1058 1.09 
Asn AAC 691 0.56 689 0.56 UAG 864 0.87 823 0.85 

AAU 1783 1.44 1760 1.44 UGA 1048 1.05 1023 1.06 

 

图 2  10 种石斛属植物叶绿体基因组的 IR/SC 边界变化情况 

Fig. 2  Changes of IR/SC boundary of chloroplast genomes of ten Dendrobium species

尖刀唇石斛 159 786 bp 

 

翅梗石斛 153 327 bp 

 

长距石斛 160 024 bp 

 

束花石斛 151 790 bp 

 

梳唇石斛 153 059 bp 

 

反瓣石斛 152 026 bp 

 

景洪石斛 151 294 bp 

 

西畴石斛 152 052 bp 

 

重唇石斛 151 939 bp 

 

竹枝石斛 151 104 bp 

JLB                JSB                   JSA                JLA 
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图 3  石斛属植物叶绿体基因组全局比对分析 

Fig. 3  Global alignment analysis of Dendrobium chloroplast genomes 

翅梗石斛 
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束花石斛 

梳唇石斛 

反瓣石斛 

景洪石斛 

西畴石斛 

重唇石斛 

竹枝石斛 
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区，而且在相邻基因的间隔区，发生变异的机率更

大，而 IR 区的变异程度整体较低，绝大部分基因序

列的相似度均保持在较高水平。 

使用DnaSP6软件对 10种石斛属药用植物叶绿

体基因组高变异位点进行筛选分析（图 4）。结果表

明：LSC 区的变异性整体较高，IR 区的核苷酸变异

性显著低于 LSC 区和 SSC 区，表明 IR 区为叶绿体

基因组中最为保守的区域，且变异较多发生在相邻

基因间隔区，这与全长序列比对分析结果保持一致。

此外，还筛选出来 4 个高变异片段，分别为：

ndhJ-trnV-UAC、clpP-psbB、rpl16、rpl32-trnL-UAG。 

3.5  石斛属植物叶绿体基因序列的系统发育分析 

以碧玉兰和虎头兰为外类群，使用 MAFFT 软

件对 22 条石斛属植物的叶绿体基因序列进行多重

比对，基于比对结果建立 ML 系统发育树（图 5），分

支节点上的数字代表该分支的可信度。结果表明，在

石斛属这一大类分支中，尖刀唇石斛、反瓣石斛、

翅梗石斛、梳唇石斛和长距石斛聚为一支，且支持

率高达 96%，其次才与其他石斛相聚，其中翅梗石

斛与梳唇石斛和长距石斛的亲缘关系十分相近，支

持率达到 100%，竹枝石斛与其他石斛的亲缘关系

相对较远。 

 

图 4  10 种石斛属植物叶绿体基因组核苷酸变异性分析 

Fig. 4  Analysis of nucleotide variability in chloroplast genome of ten species of Dendrobium

 
图 5  基于叶绿体基因组构建石斛属及其他植物的 ML 树 

Fig. 5  Construction of ML trees of Dendrobium and other 

species based on chloroplast genome 

4  讨论 

4.1  叶绿体基因序列特征 

对比尖刀唇石斛和翅梗石斛的叶绿体全基因组

发现，二者同为石斛属植株，在序列构成上差异不

大，翅梗石斛的序列全长稍短于尖刀唇石斛，可能

是由基因缺失所引起，二者在遗传系统基因组成上

差异较小，其他功能基因组成也相对保守。将二者

与石斛属其它叶绿体基因序列比较可以看出，大多

数石斛叶绿体基因在总基因数、总 GC 含量等方面

都与尖刀唇石斛和翅梗石斛相近，且较为保守。有

研究表明，叶绿体基因组 IR/SC 边界区域的变异是

叶绿体基因组结构变异的主要驱动力[30]，其边界的

收缩与扩张对叶绿体基因组的演化影响深远[31-32]。

从对 10 种石斛属植物的叶绿体基因组 IR/SC 边界

分析结果可以看出，SSC/IR 边界区域差异性较大，

而在通常认为比较保守的 LSC/IR 区域也存在细微

的差异，其中长距石斛的差异性尤其明显。 

西畴石斛（LC193520） 

球花石斛（NC_047439） 

重唇石斛（LC192959） 

肿节石斛（NC_029705） 

大苞鞘石斛（LC192961） 

杯鞘石斛（LC192958） 

紫瓣石斛（LC193518） 

报春石斛（NC_035321） 

兜唇石斛（LC192953） 
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针叶石斛（NC_045854） 
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虎头兰（NC_053268） 
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大多数植物的叶绿体全基因组都富含 SSR 位

点，SSR 位点具有可稳定遗传、多态性广泛、丰度

高、分布广等特点，因此常被用作物种鉴定、遗传

多样性分析及分子标记辅助育种等方面[33-35]。通过

对尖刀唇石斛和翅梗石斛的 SSR 位点检测结果可

以看出，翅梗石斛的 SSR 位点多于尖刀唇石斛，且

二者的重复序列存在较大的变化，因此可以看出石

斛属种间叶绿体基因组的 SSR 多态信息含量丰富，

可为石斛属植物种间鉴别提供参考依据[27]。总体上

对尖刀唇石斛和翅梗石斛的 SSR 位点信息和密码

子偏好性信息进行分析可以看出：二者均以三核苷

酸重复居多，其次为单核苷酸，且具有碱基偏好性，

偏好使用 A/T 碱基。偏好性最大的密码子均为

AGA，且 RSCU 大于 1 的大都以 A/U 结尾，这与

二者叶绿体全基因组富含 A/T 碱基的结果相一致，

这与杜致辉等[25]及朱斌等[27]对黑喉石斛和球花石

斛的分析结果相符，这种现象还可能广泛存在与其

他石斛属植物中。McCoy 等[36]和 Niu 等[37]研究表

明，A/T 碱基中氮原子含量明显少于 G/C 碱基，因

此，在碱基突变过程中，A/T 碱基消耗的能量比 G/C

少，这种优势就导致了 SSR 和密码子中 A/T 碱基偏

好性的结果。此外，Mukhopadhyay 等[38]证明了这种

碱基偏好性还与叶绿体基因组各分区的变异程度相

关联。从对 10 种石斛属植物的核苷酸变异性结果分

析可以发现，GC 含量较高的 IR 区变异程度显著低于

GC 含量较低的 LSC 区和 SSC 区，因此可以推断，碱

基偏好性可能与序列的变异程度呈正相关。 

4.2  石斛属植物的物种鉴定 

石斛属植物在全球约有 1500 个种，产于中国的

共有 76 种[39]，大部分石斛种间表型较为相似，在相

同生境中，不同种类的石斛之间可以相互杂交[40]，因

此，造成石斛属植株之间亲缘关系较为复杂，难以

依据简单的形态和解剖学特征将其准确区分。叶绿

体基因序列与线粒体基因序列和核基因序列相比，

基因组小且结构较为保守，更加适合作为物种鉴定

的依据，与 DNA 通用条形码相比，叶绿体基因全

长序列具有更加丰富的遗传信息，可以更加准确地

鉴定物种。随着测序技术的飞跃发展，叶绿体基因

测序技术逐渐成熟，测序成本也在不断降低，因此，

以叶绿体全基因组对物种进行分析的手段已被广泛

采用，目前，已有大量的石斛属植物叶绿体全基因

序列被测得，这也使得基于叶绿体基因组探究石斛

亲缘关系成为可能。本研究以 2 种兰属植物作为外

类群，将其与 22 种石斛属植物的叶绿体全基因序列

结合，构建 ML 树。建树结果可以看出：石斛属种

间近缘关系的支持率较高，石斛组的尖刀唇石斛与

心叶组的反瓣石斛、黑毛组的翅梗石斛和长距石斛

以及草叶组的梳唇石斛聚为一支，表明这五者亲缘

关系较近，这与形态学分类的结果相违背[2]，因此，

对于石斛属这类种系关系复杂的物种而言，仅凭简

单宏观的形态特征，还无法将其准确分类，还应在

分子水平上对它们进行更加准确地定义。 

本研究采用生物信息学方法对已注释完成的尖

刀唇石斛和翅梗石斛叶绿体全基因组进行了全方位

比对分析。总体上看，尖刀唇石斛和翅梗石斛与其

他石斛的叶绿体全基因序列相似度较高，通过基因

组成、IR 边界比对、全长序列比对及 ML 建树所得

的结果可以看出，石斛属植株叶绿体基因序列大体

相似，但不同种类的叶绿体基因序列之间都会存在

微小的变化，而这些变化将作为物种鉴定强有力的

依据。通过对尖刀唇石斛和翅梗石斛的叶绿体基因

序列进行比较分析，揭示了石斛属间物种亲缘关系，

为石斛属药用植物的准确鉴定、开发利用及其资源

保护提供了科学依据。 
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