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基于叶绿体基因组构建的系统发育关系应慎用于

物种鉴定和生物地理学研究: 以枫杨属为例 
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摘要: 叶绿体基因组因其结构保守、母系单亲遗传以及拷贝数高等特点, 曾被广泛应用于植物物种的识别、界定以及系统发

育关系的重建。然而, 叶绿体基因组无法有效反映花粉介导的基因流, 对遗传漂变较为敏感, 且容易受到不完全谱系分选和

杂交事件的影响。因此, 在植物鉴定和种群演化历史研究中, 如果仅依赖叶绿体基因组证据, 可能导致结论存在偏差或不够

全面。本研究对枫杨属(Pterocarya)的7个个体进行了叶绿体全基因组测序、组装与注释, 并结合已发表数据开展了比较基因

组与系统发育分析。结果显示, 叶绿体基因组长度介于160,176–160,318 bp, 均具典型四分体结构, 编码131个基因(86个蛋白

编码基因、8个rRNA和37个tRNA)。简单重复序列(SSRs)位点数量为87–96个, 以单核苷酸重复为主。比较基因组分析结果表

明, 枫杨属物种间的叶绿体基因组整体呈现高度保守性, 其中, 反向重复区和编码区的序列保守性高于单拷贝区和非编码

区。值得注意的是, 在编码区中, ndhF基因的序列变异程度显著高于其他蛋白编码基因。系统发育分析结果显示, 基于不同

数据分区(全基因组、蛋白质编码序列、高变区与滑窗)构建的系统树呈现2–5分支的多种拓扑结构。枫杨(P. stenoptera)、甘

肃枫杨(P. macroptera var. macroptera)和华西枫杨(P. insignis)等物种个体在不同分析中均出现谱系混杂与跨分支分布现象。这些

结果表明, 叶绿体基因组在解析枫杨属物种鉴定及生物地理历史方面存在明显局限, 单纯依赖其数据易导致系统性偏差。因此, 

未来的植物系统发育研究有必要整合核基因组数据并采用多物种溯祖分析方法, 以实现更准确的物种鉴定与演化关系重建。 
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王姗姗, 刘琦, 李玉, 王天瑞, 戴锡玲, Gregor Kozlowski, 许瑾, 宋以刚 (2026) 基于叶绿体基因组构建的系统发育关系应慎用于物种鉴定和生物地理

学研究: 以枫杨属为例. 生物多样性, 34, 25475. doi: 10.17520/biods.2025475; cstr: 32101.14.biods.2025475. 
Wang SS, Liu Q, Li Y, Wang TR, Dai XL, Kozlowski G, Xu J, Song YG (2026) Cautions on using chloroplast genome-based phylogeny for species 
identification and biogeography: A case study of Pterocarya. Biodiversity Science, 34, 25475. doi: 10.17520/biods.2025475; cstr: 32101.14.biods.2025475. 

Cautions on using chloroplast genome-based phylogeny for species identification 
and biogeography: A case study of Pterocarya 
Shanshan Wang1,2, Qi Liu2,3, Yu Li2, Tianrui Wang2, Xiling Dai3, Gregor Kozlowski2,4,5, Jin Xu1*, Yigang Song 2* 
1 School of Urban Construction and Ecological Technology, Shanghai Institute of Technology, Shanghai 201418, China 
2 Key Laboratory of National Forestry and Grassland Administration on East China Plant Conservation and Utilization, Shanghai 
Chenshan Botanical Garden, Shanghai 201602, China 
3 College of Life Sciences, Shanghai Normal University, Shanghai 200234, China 
4 Department of Biology and Botanic Garden, University of Fribourg, Fribourg 1700, Switzerland 
5 Natural History Museum Fribourg, Fribourg 1700, Switzerland 

ABSTRACT 

Aim: The chloroplast genome has been widely used for plant species identification, delimitation, and phylogenetic 

•遗传多样性及保护专题•  
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reconstruction due to its structural conservation, maternal uniparental inheritance, and high copy number. However, the 
chloroplast genome cannot effectively reflect pollen-mediated gene flow, is sensitive to genetic drift, and is susceptible 
to incomplete lineage sorting and hybridization events. Therefore, in plant identification and population evolutionary 
history studies, relying solely on chloroplast genome evidence may lead to biased or incomplete conclusions. 
Methods: This study performed whole-chloroplast genome sequencing, assembly, and annotation for seven Pterocarya 
individuals, and conducted comparative genomic and phylogenetic analyses incorporating published data. 
Results: The chloroplast genome ranged in length from 160,176 to 160,318 bp and exhibited a typical quadripartite 
structure, encoding 131 genes (86 protein-coding genes, 8 rRNAs, and 37 tRNAs). The number of simple sequence 
repeats (SSRs) loci ranged from 87 to 96, dominated by mononucleotide repeats. Comparative genomic analysis 
indicated that chloroplast genomes among Pterocarya species were highly conserved overall. The sequence 
conservation of the inverted repeat regions and coding regions was higher than that of the single-copy regions and 
non-coding regions. Notably, within the coding regions, the ndhF gene exhibited significantly higher sequence variation 
than other protein-coding genes. The results of phylogenetic analysis showed that the phylogenetic trees constructed 
based on different data partitions (whole genome, protein-coding sequence, hypervariable regions, and sliding windows) 
exhibited various topological structures with two to five major clades. Individuals of species such as P. stenoptera, P. 
macroptera var. macroptera, and P. insignis consistently showed lineage admixture and cross-clade distribution across 
different analyses. 
Conclusion: The chloroplast genome exhibits significant limitations in resolving species identification and 
biogeographic history within the genus Pterocarya, and relying solely on its data may lead to systematic bias. 
Therefore, future studies on plant phylogenetics should integrate nuclear genomic data and employ multispecies 
coalescent methods to achieve more accurate species identification and evolutionary relationship reconstruction. 
Key words: chloroplast genome; Pterocarya; phylogenetic analysis; biogeography 

叶绿体基因组凭借其结构高度保守、通常呈母

系单亲遗传、细胞内拷贝数极高且易于获取等独特

优势, 无可争议地成为重建植物生命之树, 尤其是

解决属及以上阶元系统发育关系的经典工具(Zhang 

et al., 2022)。在物种鉴定领域, 叶绿体基因组中的

多个质体区域(如trnH-psbA、matK、rbcL等)已被确

立为核心植物DNA条形码, 为物种, 特别是近缘种

和隐存种的快速、准确鉴别提供了关键分子证据

(Chase et al., 2007; Kress & Erickson, 2007; Zhang et 

al., 2012)。基于叶绿体基因组的系统发育与谱系地

理分析, 为追溯类群起源中心、推断大陆扩散路线

等宏观进化历史研究提供了关键证据(Chen et al., 

2025; Li PW et al., 2025)。 

随着植物系统学与生物地理学研究焦点逐渐

从宏观历史格局下移至物种内部的种群动态与近

期分化过程(Cao et al., 2022; Dong et al., 2024), 叶

绿体基因组的应用场景也发生了深刻变化。在过去

二三十年间, 利用叶绿体片段或完整基因组开展种

群水平的遗传学研究已成为一种广泛范式(Avise, 

2000; Yan et al., 2023)。这类研究试图通过母系遗传

的叶绿体谱系来描绘种群的遗传结构、历史动态和

基因流模式(刘家奇等, 2021; 张健和张宏祥, 2024; 

Liu et al., 2025)。这种研究范式的广泛应用在本质上

预设了一个关键前提: 即适用于解析长期、深度分

化历史的叶绿体基因组, 其进化历史同样能够准确

反映近期分化且可能存在复杂基因流的种群整体

历史。 

然而, 将叶绿体基因组谱系简单等同于种群历

史的研究方法正面临日益增多的理论质疑与实证

挑战(Wu et al., 2014; Arredondo et al., 2021)。叶绿体

基因组因其固有的生物学特性, 在揭示物种进化历

史方面存在本质性局限: 首先, 在被子植物中叶绿

体基因组大多呈现母系遗传特性, 其基因流仅能通

过种子传播实现, 无法捕获由花粉介导的父系基因

流(胡颖等, 2019; Xu et al., 2020), 导致基于叶绿体

基因组推断的基因流格局和地理隔离模式存在严

重偏差, 往往显著低估种群间的实际遗传连通性

(Petit et al., 2005)。其次, 叶绿体基因组的单倍体与

非重组性质使其有效种群大小(effective population 

size, Ne)理论上仅为核基因组的1/4, 这一特征使叶

绿体基因组更容易受遗传漂变影响, 因此其显示出

的种群结构可能只是遗传漂变造成的假象, 而非真

实的进化历史(付涛等, 2018; 胡颖等, 2019)。此外, 

在近期经历快速分化的类群中, 叶绿体基因组与核

基因组谱系之间常因不完全谱系分选(incomplete 

lineage sorting, ILS)而出现不一致(O’Donnell et al., 
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2025; Shen et al., 2025), 这不仅会影响系统发育关

系的重建, 也会增加单纯依赖叶绿体基因组进行物

种鉴定的误判风险(Wu et al., 2025)。而叶绿体基因

组通过杂交导致的跨物种水平转移(即“细胞质捕

获”)更可能进一步引入误差, 从而得出误导性的系

统发育关系与生物地理推论(王茜等, 2019; Shen et 

al., 2025)。 

枫杨属(Pterocarya)是胡桃科中阐释上述叶绿

体基因组局限性与推断偏差的经典范例。该属包含

8个分类群, 其现代地理分布呈现出典型的东亚至

地中海东缘的间断性格局(匡可任等, 1979)。其中, 

东亚地区有枫杨 (P. stenoptera) 、越南枫杨 (P. 

tonkinensis) 、 甘 肃 枫 杨 (P. macroptera var. 

macroptera)、华西枫杨(P. macroptera var. insignis)、

云南枫杨(P. macroptera var. delavayi)、湖北枫杨(P. 

hupehensis)和水胡桃(P. rhoifolia), 而地中海东缘

( 以高加索地区为核心 ) 仅有高加索枫杨 (P. 

fraxinifolia) 1个物种(Kozlowski et al., 2018)。化石记

录表明枫杨属在新生代曾经广泛分布在北半球, 但

随着气候变冷(尤其是第四纪末次冰盛期的到来), 

枫杨属在北美、西伯利亚和欧洲大陆地区陆续消失, 

最终形成了当前这一新生代孑遗植物属的间断性

分布格局(Song et al., 2020, 2021)。早期研究多依赖

少数叶绿体片段(如trnH-psbA), 导致部分节点支持

率较低(Song et al., 2020)。近期研究通过整合化石校

准与转录组数据, 将枫杨属的起源时间推至始新世

早期, 并揭示其现存东亚–地中海间断分布格局与

渐新世气候变冷和青藏高原隆升相关(Yan et al., 

2024)。近年来, 随着枫杨、湖北枫杨、甘肃枫杨、

华西枫杨、云南枫杨、越南枫杨以及高加索枫杨的

叶绿体基因组相继发表(Mu et al., 2020; Yan et al., 

2021; Zhou et al., 2021), 该属的系统发育研究取得

了新进展。然而枫杨属是一类典型的风媒异花授粉

植物(Lu et al., 2024), 这意味着单独使用叶绿体基

因组构建的系统发育树可能无法准确揭示其演化

历史与分布格局的成因。 

本研究基于高通量测序技术, 对采自不同种群

的水胡桃、甘肃枫杨、华西枫杨和云南枫杨的多个

个体进行了叶绿体全基因组测序, 旨在通过获取枫

杨属代表性物种的完整叶绿体基因组, 达成以下两

个目的: 首先, 在方法学层面, 系统评估叶绿体基

因组数据在枫杨属物种水平上的系统发育分辨率

及其应用局限; 其次, 在进化生物学层面, 基于所

获数据深入探讨可能造成其谱系历史复杂性的关

键进化机制。具体而言, 本研究将依次解决以下3

个关键科学问题: (1)解析枫杨属叶绿体基因组的

结构与序列变异特征; (2)揭示基于叶绿体基因组

的枫杨属系统发育拓扑结构, 并评估其与现有分

类框架和核基因系统发育的异同; (3)探讨上述发

现对理解枫杨属物种分化模式与演化历史复杂性

的启示。 

 

1.1  植物样品采集、DNA提取与测序 

分别从野外自然分布区域内采集水胡桃、甘肃

枫杨、华西枫杨和云南枫杨的个体标本与叶片材料

(表1)。在每个个体样本上采集完整的新鲜成熟叶片, 

用硅胶迅速干燥后带回实验室储存备用, 凭证标本

存放于上海辰山植物园标本馆(CSH)。 

利用改良的CTAB法(Doyle & Doyle, 1987)提

取植物叶片的总DNA, 检测合格后进行机械打断和

纯化处理。将纯化后的DNA片段进行末端修饰、接

头连接、连接产物片段分选纯化和PCR扩增。然后, 

利用全基因组鸟枪法(Pachter et al., 1999)构建平均

长度为350 bp的DNA文库。最终, 在武汉贝纳科技

有限公司使用Illumina NovaSeq6000 (Illumina, San 

Diego)平台进行定量DNA的双端测序, reads长度为

150 bp, 样本数据量为5 GB。 

1.2  叶绿体基因组组装、注释与获取 

高通量测序得到的原始图像数据文件经碱基

识别(base calling)分析(Ewing & Green, 1998)转化为

原始数据 (raw data), 使用过滤软件 SOAPnuke 

Toolkit v.1.3.0进行低质量数据过滤以获得有效数据

(clean data) (Chen et al., 2018)。基于有效数据, 使用

GetOrganelle v.1.7.6.1软件进行叶绿体基因组组装

(Jin et al., 2020)。使用美国国家生物技术信息中心

(National Center for Biotechnology Information, 

NCBI)的BLAST+ v.2.13.0在线软件(https://blast.ncbi. 

nlm.nih.gov/Blast.cgi)比对组装序列, 获得相似度最

高的基因组序列。以此为参考基因组, 利用专门针

对叶绿体基因组的在线注释软件 CPGAVAS2 

(http://47.96.249.172:16019/analyzer/annotate)进行叶 

1  材料与方法 
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表1  枫杨属植物材料野外采样的基本信息  
Table 1  Basic information on field sampling of plant materials of Pterocarya 

物种 
Species 

采集地 
Location 

缩写 
Abbreviation

纬度 
Latitude 

经度 
Longitude

海拔 
Altitude (m)

标本号 
Specimen no. 

登录号 
GenBank no.

来源 
Source 

水胡桃 
P. rhoifolia 

Niigata University Forest, Sado City, 
Niigata, Japan 

PR_NS 38.23° N 138.40° E 370 NUF3 PV130126 自测 This 
study 

甘肃枫杨 
P. macroptera var. 
macroptera 

甘肃省天水市党川乡 Dangchuan 
Township, Tianshui City, Gansu 
Province, China 

PMM_TS 34.27° N 106.06° E 1,503 DM15793-2 PV130121 自测 This 
study 

甘肃枫杨 
P. macroptera var. 
macroptera 

四川省冕宁县森荣乡 Senrong 
Township, Mianning County, 
Sichuan Province, China 

PMM_MN 28.35° N 101.98° E 2,620 DM17327 PV130122 自测 This 
study 

甘肃枫杨 
P. macroptera var. 
macroptera 

四川省峨眉山景区 Emei Mountain 
Scenic Area, Sichuan Province, 
China 

PMM_EM 29.54° N 103.34° E 2,055 LXC00013 PV130125 自测 This 
study 

华西枫杨 
P. macroptera var. 
insignis 

浙江省西天目山 West Tianmu 
Mountain, Zhejiang Province, China 

PMI_TM 28.35° N 118.87° E 950 SYG00006-3 PV130127 自测 This 
study 

云南枫杨 
P. macroptera var. 
delavayi 

云南省迪庆藏族自治州维西傈僳族

自治县 Weixi Lisu Autonomous 
County, Diqing Tibetan Autonomous 
Prefecture, Yunnan Province, China 

PMD_DQ 27.76° N 99.02° E 2,240 DM21298 PV130123 自测 This 
study 

云南枫杨 
P. macroptera var. 
delavayi 

云南省怒江傈僳族自治州贡山独龙

族怒族自治县 Gongshan Derung 
and Nu Autonomous County, 
Nujiang Lisu Autonomous 
Prefecture, Yunnan Province, China 

PMD_NJ 28.07° N 98.74° E 2,899 DM21322 PV130124 自测 This 
study 

表格中的“缩写”由物种和地名缩写组成, 例如, PR_NS中的“PR”代表物种, “NS”代表地名。 
Abbreviations in the table consist of species and place name. For example, in PR_NS, ‘PR’ represents the species and ‘NS’ represents a place name. 

 
绿体基因注释 (Shi et al., 2019)。随后 , 使用

OrganellarGenomeDRAW (OGDRAW) v1.3.1 

(https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/OGDraw.html)

绘制叶绿体基因组谱图(Lohse et al., 2013)。组装注

释好的7个叶绿体基因组序列信息已上传至NCBI数

据库, GenBank登录号为PV130121–PV130127。 

1.3  重复序列与SSRs分析 

从在线软件MIcroSAtellite (MISA, https://webbl 

ast.ipk-gatersleben.de/misa/) (Beier et al., 2017)下载其

本地运行脚本, 并在适当修改后对17个叶绿体基因

组中的简单重复序列(simple sequence repeats, SSRs)

进行批量分析。MISA配置文件中的参数设置为: 单

核苷酸重复不少于10次, 二核苷酸不少于5次, 三

核苷酸不少于4次, 四、五和六核苷酸重复均不少于

3次(即1-10、2-5、3-4、4-3、5-3和6-3) (Zhao et al., 

2019)。 

利用在线工具Tandem Repeats Finder (TRF, 

https://tandem.bu.edu/trf/trf.html) (Benson, 1999)检

测17个枫杨属叶绿体基因组中长度不少于10 bp的

串联重复序列(tandem repeat sequences)。Match、

Mismatch和Indel 3个对齐参数分别设置为2、7、7, 

最低对齐分数和最大周期分别设置为80和500。 

利用Vmatch v2.3.1软件(http://www.vmatch.de/)

预测叶绿体基因组的散在重复序列(dispersed repeat 

sequences), 包 括 正 向 重 复 序 列 (direct repeat 

sequences, D)和回文重复序列(palindromic repeat 

sequences, P) (Kurtz, 2003)。在分析过程中, 最小重

复长度阈值设定为30 bp (-l 30), 允许的最大汉明距

离为3 (-h 3) (Liang et al., 2019)。此外, 保留每个重

复序列的最佳匹配结果(-best 50), 并输出其在基因

组中的绝对位置信息(-absolute), 以便后续统计与

可视化分析。 

1.4  叶绿体基因组结构比较与序列差异分析 

从NCBI数据库下载10个已发表的枫杨属物种

个 体 的 叶 绿 体 基 因 组 序 列 , 包 括 枫 杨

(MN262640.1)、湖北枫杨(MH188293.1)、高加索枫

杨(MH188291.1)和越南枫杨(MH188288.1) 4个物种

(附录1)。结合本研究测序并组装的4个物种(水胡
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桃、甘肃枫杨、华西枫杨和云南枫杨), 共8个分类群, 

对整个枫杨属进行比较基因组学分析, 探讨其物种

间叶绿体基因组的变异关系。 

使用在线工具IRscope (https://irscope.shinyapps. 

io/irapp/) (Amiryousefi et al., 2018)可视化叶绿体基

因组连接位点边界上的基因, 分析4个边界区域IRa 

(反向重复区a, inverted repeat a)/LSC (大单拷贝区, 

large single copy) (JLA)、LSC/IRb (反向重复区b, 

inverted repeat b) (JLB)、IRb/SSC (小单拷贝区, 

small single copy) (JSB)和SSC/IRa (JSA)的基因分

布, 观察IR的扩张与收缩情况, 比较叶绿体基因组

结构的差异性。 

利用比较基因组学工具mVISTA (https://genom 

e.lbl.gov/vista/mvista/submit.shtml) (Frazer et al., 

2004), 以枫杨的叶绿体基因组为参考序列, 采用

Shuffle-LAGAN模型进行对齐, 与其余几个物种的

叶绿体全基因组序列进行可视化比对分析, 评估各

基因组序列之间的整体相似性和差异性。 

通过MAFFT v7.487软件 (Katoh & Standley, 

2013)对所有物种的叶绿体全基因组序列进行多序

列比对, 然后使用DnaSP v.6.12.03软件(Rozas et al., 

2017)计算其单核苷酸多态性 (single nucleotide 

polymorphism, SNP)和插入/删除(insertion/deletion, 

indel)位点。再进一步进行滑动窗口分析(窗口长度

为800 bp, 步长为200 bp), 计算叶绿体基因组之间

的核苷酸多样性(nucleotide diversity, Pi), 综合研究

物种之间的高变异热点区域(Gou et al., 2020)。 

1.5  系统发育分析 

为探究枫杨属植物的系统亲缘关系, 本研究整

合了所有已公布的枫杨属叶绿体基因组(附录1)及

新测序数据。基于4类数据集——全基因组、蛋白质

编码序列(coding sequence, CDS)、高变区及滑动窗

口 分 析 数 据 —— 采 用 最 大 似 然 法 (maximum 

likelihood method, ML)构建系统发育树。使用马尾

树(Rhoiptelea chiliantha)和杨梅(Morella rubra)作为

外类群为该系统发育树定根。CDS数据集通过自定

义Python脚本(基于Biopython库)构建 , 该脚本从

GenBank格式文件中提取所有CDS特征的核苷酸序

列并记录基因名称, 确保数据提取的标准化。利用

IQtree v.2.1.3软件构建系统发育树, 碱基替换模型

选择K3Pu + F + I + G4, bootstrap抽样重复1,000次

(Nguyen et al., 2015)。最后用FigTree v.1.4.3软件对

系统发育树进行可视化绘图。 

 

2.1  枫杨属叶绿体基因组基本特征 

对高通量测序得到的序列进行低质量数据过

滤后获得有效数据, 然后对每个叶绿体基因组进行

组装注释 , 获得水胡桃 (PR_NS) 、甘肃枫杨

(PMM_TS、PMM_MN、PMM_EM)、华西枫杨

(PMI_TM)和云南枫杨(PMD_DQ、PMD_NJ) 7个个

体的叶绿体全基因组。与典型被子植物叶绿体基因

组相似, 这7个个体的叶绿体基因组均为闭合环状

的四分体结构, 由1个LSC、1个SSC和2个IR (IRa和

IRb)构成(图1)。枫杨属这7个个体的叶绿体基因组

高度保守 , 总长度相差较小 , 介于 160,176 bp 

(PMD_DQ)到160,318 bp (PMM_EM)之间, 仅相差

142 bp。其中LSC长度在89,701–89,810 bp之间; SSC

长 度 在 18,412–18,459 bp 之 间 ; IR 长 度 在

26,014–26,031 bp之间(表2)。除PMM_EM叶绿体基

因组的GC含量为36.10%外, 其他个体的叶绿体基

因组 GC 含量均为 36.20% 。其 IR 的 GC 含量在

42.54%–42.57%之间 , 均显著高于LSC (最高为

33.79%)和SSC (最高为29.89%) (表2)。 

本研究中, 这7个个体的叶绿体基因组注释到

的基因总数均为131个, 包括86个蛋白质编码基因

(protein-coding genes, PCGs)、37个转运RNA基因

(tRNAs)和8个核糖体RNA基因(rRNAs) (图1, 附录

2)。其中有20个基因存在两个拷贝, 包括8个蛋白质

编码基因(rps7、rps8、rps12、ndhB、rpl2、rpl23、

ycf1和ycf2)、8个tRNA基因(trnA-UGC、trnI-CAU、

trnI-GAU 、 trnL-CAA 、 trnN-GUU 、 trnR-ACG 、

trnS-GCU和 trnV-GAC)和4个 rRNA基因 (rrn4.5S、

rrn5S、rrn16S和rrn23S) (附录2)。此外, 有17个基因

含有内含子, 其中14个只含有1个内含子, 包括8个

蛋白质编码基因(rps16、rpl2、rpl16、atpF、petB、

petD、ndhA和ndhB)和6个 tRNA基因(trnA-UGC、

trnG-GCC 、 trnI-GAU 、 trnK-UUU 、 trnL-UAA 和

trnV-UAC); 而其余3个含有2个内含子(rps12、clpP

和ycf3)。 

2.2  重复序列 

利用MISA软件在这17个叶绿体基因组中检测 

2  结果 
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图1  以水胡桃为例展示枫杨属植物叶绿体基因组的基因组图谱(其他6个个体的叶绿体基因组图谱相似)。外圈显示质体上的

基因结构。圆圈外的基因是逆时针转录, 而圆圈内的基因是顺时针转录。基因功能分类由不同颜色区分。 
Fig. 1  Genomic map of the Pterocarya rhoifolia chloroplast genome (the chloroplast genome maps of other six individuals are 
similar). The outer circle shows the gene structure on the plastome. Genes outside the circle are transcribed counterclockwise, while 
genes inside the circle are transcribed clockwise. Genes are color-coded according to their functional categories.  

 
到87–96个SSRs位点 ,  其中枫杨和华西枫杨的

SSRs位点数最多(均为96个), 而湖北枫杨的SSRs

位点数最少(87个)。在所有的SSRs位点中, 均包括

单核苷酸(数量最多)、二核苷酸、三核苷酸、四核

苷酸类型, 而五核苷酸和六核苷酸类型仅在个别

物种中出现(图2A)。SSRs绝大部分由腺嘌呤(A)和

胸腺嘧啶(T)两种碱基构成, 具有较强的A/T碱基

偏向性。SSRs位点主要分布于LSC (占总数的 
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表2  本研究新测序的7个个体的叶绿体基因组特征比较 
Table 2  Comparison of chloroplast genomic characteristics of seven newly sequenced individuals in this study 

基因组特征 
Genome characteristics 

水胡桃 
PR_NS 

甘肃枫杨
PMM_TS 

甘肃枫杨
PMM_MN

甘肃枫杨
PMM_EM 

华西枫杨
PMI_TM 

云南枫杨
PMD_DQ 

云南枫杨
PMD_NJ 

序列全长 Genome size (bp) 160,209 160,210 160,238 160,318 160,236 160,176 160,232 

大单拷贝区长度 Large single copy (LSC) length (bp) 89,708 89,731 89,770 89,810 89,768 89,701 89,757 

小单拷贝区长度 Small single copy (SSC) length (bp) 18,459 18,451 18,412 18,446 18,412 18,443 18,443 

反向重复区长度 Inverted repeat (IR) length (bp) 26,021 26,014 26,028 26,031 26,028 26,016 26,016 

GC含量 GC content (%) 36.20 36.20 36.20 36.10 36.20 36.20 36.20 

大单拷贝区GC含量 GC content of LSC (%) 33.77 33.77 33.78 33.72 33.72 33.77 33.79 

小单拷贝区GC含量 GC content of SSC (%) 29.86 29.86 29.86 29.85 29.85 29.89 29.87 

反向重复区GC含量 GC content of IR (%) 42.57 42.57 42.56 42.57 42.57 42.54 42.55 

A碱基占比 A base content (%) 31.60 31.50 31.60 31.60 31.60 31.50 31.60 

T碱基占比 T base content (%) 32.30 32.30 32.30 32.30 32.30 32.30 32.30 

C碱基占比 C base content (%) 18.40 18.40 18.40 18.40 18.40 18.40 18.40 

G碱基占比 G base content (%) 17.80 17.80 17.80 17.80 17.80 17.80 17.80 

基因总数 No. of total genes 131 131 131 131 131 131 131 

蛋白质编码基因数 No. of protein coding genes 86 86 86 86 86 86 86 

tRNA基因数 No. of tRNA genes 37 37 37 37 37 37 37 

rRNA基因数 No. of rRNA genes 8 8 8 8 8 8 8 

物种缩写含义见表1。The abbreviations of species see Table 1. 
 

 

图2  17个个体的叶绿体基因组简单重复序列(SSRs)分析。(A)不同SSRs类型的数量; (B)大单拷贝区(LSC)、反向重复区(IRs)
和小单拷贝区(SSC)的SSRs数量; (C)基因间隔区(IGS)、基因编码区(CDS)及内含子区的SSRs数量。 
Fig. 2  Simple sequence repeat (SSRs) analysis of the chloroplast genomes of 17 individuals. (A) Number of SSRs in different types; 
(B) Number of SSRs in the large single copy (LSC), inverted repeats (IRs) and small single copy (SSC); (C) Number of SSRs in the 
intergenic spacer (IGS), coding sequence (CDS) and intron regions. 
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76%), 其次为SSC (占16%), IR最少(占8%) (图

2B)。另外, SSRs位点大部分分布于叶绿体基因组

的非编码区上 , 且基因间隔区(intergenic spacer, 

IGS)分布最多 (占70%), 其次为内含子 (占16%), 

而在基因编码区分布最少(占14%) (图2C)。 

通过Tandem Repeats Finder软件鉴定的串联重

复序列在6–13个(图3A), 长度在5–47 bp之间, 主要

集中在20–30 bp (图3B)。17个个体的叶绿体基因组

的串联重复序列绝大多数都分布于基因间隔区, 占

总数的70%以上, 而其余串联重复序列都分布在

ycf2基因区中。 

利用Vmatch v2.3.1软件鉴定出的散在重复序

列在32–47个, 其中回文重复数量最多(17–27个), 

正向重复其次(13–20个) (图3A)。散在重复序列长

度在30–54 bp之间, 且主要分布于30–45 bp (图

3C)。 

 

 

图3  17个个体的叶绿体基因组重复序列分析(包括串联重复和散在重复)。(A)不同重复序列类型的分布数量; (B)不同长度分

布范围内串联重复序列的数量; (C)不同长度分布范围内散在重复序列的数量。  
Fig. 3  Analysis of repeat sequences in the chloroplast genomes of 17 individuals, including tandem and dispersed repeats. (A) 
Distribution and counts of different repeat sequence types; (B) Counts of tandem repeats across different length ranges; (C) Counts of 
dispersed repeats across different length ranges. 
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2.3  枫杨属叶绿体基因组的结构比较与序列差异 

2.3.1  IR的扩张与收缩 

使用在线软件IRscope比较枫杨属8个分类群

的叶绿体基因组IR的扩张与收缩情况(图4)。在8个

分类群的叶绿体基因组中, 分布于各边界附近的

基因基本一致, 但距边界的距离存在差异。其中

rps19基因位于JLB附近, 在水胡桃、甘肃枫杨、华

西枫杨和云南枫杨中距边界均收缩1 bp, 在枫杨中

收缩7 bp, 而在高加索枫杨、湖北枫杨和越南枫杨

中距边界扩张了3 bp。trnH基因在JLA附近, 除甘

肃枫杨距边界的距离为47 bp以外, 其余物种均为

41 bp。ndhF基因在枫杨、高加索枫杨和越南枫杨

的JSB附近被检测到; 而湖北枫杨、云南枫杨、华

西枫杨、甘肃枫杨及水胡桃未在JSB附近检测到

ndhF基因。值得注意的是, 在越南枫杨中, ndhF基

因跨越了IRb和SSC两个区域。高等植物叶绿体基

因组中的重复基因ycf1横跨SSC和IRa、IRb (图1)。

在枫杨属中, ycf1基因位于IRa和IRb的重复序列长

度在1,137–1,443 bp之间, 但在JSB附近的ycf1基因

剩余3–27 bp, 而在JSA附近的ycf1基因剩余4,206– 

4,512 bp。 

2.3.2  叶绿体基因组序列差异可视化 

选取枫杨的叶绿体基因组作为参考序列, 利用

mVISTA对枫杨属8个分类群的叶绿体全基因组序

列进行可视化比较分析(图5)。结果表明, 枫杨属植

物的叶绿体基因组拥有高度的序列相似性, 具有高

度保守性。非编码区相比于编码区具有更高的分化

变异水平; 单拷贝区的分化变异水平显著高于反向

重复区。4个rRNA基因最为保守, 几乎没有发生变

异。编码区中ndhF基因发生了较大变异, 而非编码

区变异较大的主要有ndhC–trnV-UAC和petA–psbJ

等基因间隔区。这些区域具有高度可变性, 为枫杨

属的遗传进化分析提供了有用的数据信息。 

2.3.3  叶绿体基因组高变区 

利用软件DnaSP计算枫杨属8个分类群叶绿体

基因组序列之间的核苷酸多态性并进行统计分析 

 

 

图4  枫杨属叶绿体基因组反向重复区(IR)边界的扩张与收缩分析: IRa/LSC (JLA)、LSC/IRb (JLB)、IRb/SSC (JSB)和
SSC/IRa (JSA)。LSC: 大单拷贝区; SSC: 小单拷贝区; IRa: 反向重复区a; IRb: 反向重复区b。 
Fig. 4  Analysis of the contraction and expansion of the inverted repeat (IR) region boundaries in the chloroplast genomes of 
Pterocarya species: IRa/LSC (JLA), LSC/IRb (JLB), IRb/SSC (JSB), SSC/IRa (JSA). LSC, Large single copy; SSC, Small single 
copy; IRa, Inverted repeat a; IRb, Inverted repeat b. 
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图5  以枫杨(Pterocarya stenoptera)为参考序列的枫杨属(Pterocarya) 8个分类群的叶绿体基因组序列差异可视化比对。上面

的灰色箭头显示了参考序列基因的位置, 方向为正向或反向。对齐相似度百分比显示在图的右侧(垂直轴)。 
Fig. 5  Visualization of the eight chloroplast genomes of Pterocarya with Pterocarya stenoptera as a reference using mVISTA. The 
gray arrows above show the position of the reference sequence genes, in either the forward or reverse direction. Alignment similarity 
percentages are shown on the right side of the figure (vertical axis).  

 
发现, 全基因组序列中共检测到467个变异多态性

位点(variable polymorphic sites), 包括202个单核

苷酸多态性位点和265个简约信息位点(parsimony 

informative sites), 还检测到120个indels事件。基因

组IR的核苷酸多态性显著低于LSC和SSC。对叶绿

体基因组序列进一步进行滑动窗口分析, 发现枫

杨属叶绿体基因组核苷酸多样性值 (Pi值 )为

0–0.04196, 平均值为0.00120。通过将基因的分布

位置与滑动窗口分析的结果进行匹配, 筛选出一

个具有较大Pi值的蛋白质编码基因, 为位于SSC区

域的ndhF基因(Pi > 0.01) (图6, 附录3)。 

2.4  叶绿体基因组系统发育分析 

基于枫杨属17个个体的叶绿体全基因组、

CDS、高变区(ndhF)及10 kb滑动窗口的系统发育分

析表明, 各分支节点均具有较高的分辨率(图7, 附

录4)。这些系统发育树主要呈现4种拓扑结构: (1)叶

绿体全基因组、CDS及14个滑动窗口(Window_2–4、

6–12、14–17)的分析结果将全部个体划分为两个明

显支系; (2)高变区(ndhF)和Window_13的分析结果

呈现3个支系; (3)滑动窗口Window_5的分析结果显

示出4个支系; (4)滑动窗口Window_1的分析结果则

形成5个支系。在系统发育关系中, 云南枫杨的3个

个体在多数分析中(除CDS、ndhF及Window_2、3、

6、8、11、14、16外)能稳定聚为一个单系群。相比

之下, 采自不同种群的3个枫杨、3个甘肃枫杨和4

个华西枫杨个体都没有形成一个单系, 同一物种的 
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图6  枫杨属叶绿体基因组的滑动窗口分析。X轴表示核苷酸位置, Y轴表示每个窗口的核苷酸多样性(Pi)值。SNP: 单核苷酸

多态性。 
Fig. 6  Sliding window analysis of chloroplast genome of Pterocarya. The X-axis represents the nucleotide positions and the Y-axis 
represents the value of nucleotide diversity (Pi) per window. SNP, Single nucleotide polymorphism. 

 
不同个体分散在不同的支系中。对于仅有1个个体

的物种, 湖北枫杨和水胡桃在大多数分析中位于上

部支系(除Window_5中水胡桃单独成支, 以及滑动

窗口Window_3和Window_17中位于下部支系外), 

而越南枫杨则稳定地位于下部支系。 

 

3.1  枫杨属及胡桃科的叶绿体基因组结构变异 

本研究对枫杨属的叶绿体基因组进行了测序、

注释及比较分析。结果显示, 枫杨属的叶绿体基因

组与大多数陆生植物的叶绿体基因组一样, 呈现出

高度的保守性, 这体现在其大小、四分体结构以及

GC含量的稳定性上(Ruhlman & Jansen, 2021)。枫杨

属在基因总数和独特基因数上与胡桃科其他属存

在细微差异(Mo et al., 2020; Luo et al., 2022)。综合

多篇文献的注释结果, 枫杨属表现出以下可能特

征: 与近缘属相比, 其多次被注释出含有一个额

外的rps8基因(Hu et al., 2017b; Geng et al., 2019; 

Luo et al., 2022), 而缺失infA和ycf15基因(Yan et al., 

2017; Huang et al., 2024; 李廷章等, 2024)。在tRNA

基因方面, 枫杨属均被注释为缺少trnS-GGA但拥

有trnG-UCC, 此模式与化香树属(Platycarya)、山

核桃属(Carya)及胡桃属(Juglans)的注释结果相异

(Hu et al., 2017a; Yan et al., 2017; Mo et al., 2020)。

这些基于已有注释的发现为枫杨属的独特性提供

了线索, 但其最终确认需依赖未来更一致的数据

分析方法。 

根据多种叶绿体基因组分析结果, 重复序列在

诱导插入和替换过程中扮演着不可或缺的角色(Yan 

et al., 2019)。这些序列不仅在叶绿体基因组序列的

重排与稳定性维护中发挥着关键作用, 而且还能够

影响相似物种乃至不同物种间拷贝数的差异(Wang 

et al., 2020)。在对枫杨的研究中, 我们观察到正向

重复序列与回文重复序列的含量较为丰富, 这一发

现与山核桃(Carya cathayensis)中的研究结果相吻

合(Shen et al., 2022)。此外, 枫杨的SSRs中, 所有重

复单元的A和T碱基含量显著较高, 这表明枫杨对

AT碱基组合具有强烈的偏好性, 这与其他物种叶

绿体基因组的研究结果相一致(Lee et al., 2025; 

Zhang et al., 2025)。这些质体SSRs有望成为枫杨属

的候选分子标记, 对于推动群体遗传学和进化研究

具有重要意义。  

3  讨论 
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图7  基于不同数据集构建的枫杨属最大似然法系统发育树。(A)基于17个枫杨属个体的叶绿体全基因组序列; (B)基于17个枫

杨属个体的蛋白质编码序列(CDS); (C)基于17个枫杨属个体的高变区ndhF序列。自展支持率(BS)值标记于进化树的分支。 
Fig. 7  Maximum likelihood phylogenetic trees of Pterocarya based on different datasets. (A) Based on the complete chloroplast 
genomes of 17 individuals of Pterocarya; (B) Based on the coding sequences (CDS) of 17 individuals of Pterocarya; (C) Based on 
the highly variable ndhF region sequences of 17 individuals of Pterocarya. The bootstrap support values (BS) are labeled at branches 
in the evolutionary tree. 
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3.2  枫杨属的叶绿体比较基因组学 

叶绿体序列之间的边界位置是叶绿体基因组

进化研究的关键组成部分, 其中IR边界的收缩与扩

张被视为被子植物叶绿体基因组变异的主要驱动

力(Hansen et al., 2007; Huang et al., 2014)。尽管枫杨

属的叶绿体基因组结构和基因排列顺序高度保守,

但在IRb/SSC (JSB)区域却观察到了一定的差异性。

具体而言, 在越南枫杨、高加索枫杨和枫杨中检测

到ndhF基因的存在, 而在其他枫杨种类中未检测到

该基因。这一发现与胡桃科其他属不一致, 因为在

已发表的研究中, 青钱柳属(Cyclocarya)、山核桃

属、化香树属的JSB区域均能检测到ndhF基因的存

在(李廷章等, 2024)。 

利用mVISTA和DnaSP v6.12.03软件进行分析

发现, 枫杨属叶绿体基因组中的LSC和SSC序列多

样性显著高于IR, 这符合叶绿体基因组的普遍规律

(Han et al., 2016; He et al., 2017)。序列比对进一步揭

示了基因间隔区(如ndhC–trnV-UAC和petA–psbJ)以

及编码区(如ndhF)存在显著变异。然而, 与通常观

察到的多个高变区不同, 本研究中ndhF基因表现出

尤为突出的高变异性(Pi > 0.01), 成为一个显著的

变异热点。鉴于枫杨属为喜光植物, ndhF基因的主

要功能与植物的光合作用有关(李景剑等, 2016), 因

此我们推测ndhF基因可能是枫杨属在叶绿体水平

进化适应过程中的重要遗传基础(陈淑瑾, 2015), 其

在理论上具有成为DNA条形码的潜力, 然而本研究

结果显示, 单独使用ndhF基因序列构建的系统发育

树难以有效区分枫杨属的不同物种。这一结果符合

植物分子系统学的普遍经验, 即多位点组合通常优

于单基因标记(Fazekas et al., 2008; Jiang et al., 2022; 

Ma et al., 2024)。为此, 我们进一步将ndhF与本研究

中筛选出的其他高变区 ( 如 ndhC–trnV-UAC 、

petA–psbJ)进行联合分析(附录5), 但其物种区分能

力依然有限。令人深思的是, 即使我们采用完整的

叶绿体基因组数据进行系统发育重建, 依然未能有

效区分枫杨属的不同物种。这一系列结果共同指向

一个结论: 对于枫杨属而言, 叶绿体基因组的整体

进化速率可能不足以记录其近期物种分化的历史, 

其序列变异未能积累出足够用于物种鉴定的系统

发育信号。因此, 未来解析该属的系统发育关系, 

可能需要转向核基因组标记, 以获取更高分辨率的

进化信息。 

3.3  叶绿体系统发育信号的复杂性及其对推断演

化的启示 

叶绿体基因组因其易于获取、处理便捷且蕴含

丰富系统发育信息的特点, 在植物系统基因组学中

得到广泛应用(如重建系统发育关系、推断网状进化

及界定分类群系统位置等) (Dong et al., 2023)。然而, 

受其自身遗传特性的限制, 叶绿体基因组在系统发

育推断中能力有限, 有时甚至会导致结论偏差, 这

一点在枫杨属系统发育研究中表现得尤为明显。近

年来, 叶绿体基因组虽为探讨该属的核质冲突和生

物地理学问题提供了关键证据(Yang et al., 2021, 

2023; Zhou et al., 2021; Yan et al., 2024), 但本研究

基于叶绿体全基因组及其分区序列的系统发育分

析, 却揭示了其推断结果的高度复杂性: 全基因组

与多数滑动窗口支持二分支结构, 而ndhF高变区与

Window_13 形成 3 分支 , Window_5 显示 4 分支 , 

Window_1甚至解析出5分支。值得注意的是, 除云

南枫杨在多数分析中保持单系性外, 其他物种如枫

杨和甘肃枫杨的个体均分散在不同支系中。这一复

杂的拓扑结构与基于核基因组的清晰结论形成了

直接冲突(附录6) (Song et al., 2020)——后者将枫杨

属 清 晰 地 划 分 为 两 个 组 : 水 胡 桃 组 (Section 

Platyptera), 包括水胡桃、甘肃枫杨和云南枫杨; 枫

杨组(Section Pterocarya), 包括高加索枫杨、湖北枫

杨和枫杨。显然, 本研究的叶绿体系统发育树未能

完全支持现有的分类体系。 

上述叶绿体系统发育拓扑结构的不一致性与

核基因框架的冲突表明, 枫杨属的演化历史可能比

现有分类体系所反映的更为复杂。在植物系统学中, 

此类核质冲突常被归因于不完全谱系分选或由杂

交导致的叶绿体捕获等进化机制(Rieseberg & Soltis, 

1991; Degnan & Rosenberg, 2009; Li XP et al., 2025; 

Wu et al., 2025; Zhang et al., 2026)。枫杨属作为风媒

异花授粉植物(Lu et al., 2024), 其花粉易于远距离

传播, 为种间基因流提供了条件, 这从生物学特性

上增加了上述机制发生的可能性。例如, 本研究中

湖北枫杨与枫杨在叶绿体树中聚为一支而在核基

因树中分离的模式, 就与壳斗科栎属(Quercus)等类

群中因历史基因流导致的核质冲突案例相似(Hipp 

et al., 2020; Zhou et al., 2022)。 
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然而, 需要指出的是, 仅凭本研究的叶绿体数

据可能无法区分这些潜在机制的具体贡献。这一系

列复杂的信号恰恰说明, 依赖单一的、母系遗传的

叶绿体基因组来推断枫杨属的物种分化历史存在

固有风险。其系统发育树可能更多地反映了通过种

子传播的母系谱系历史, 而无法捕捉由花粉流介导

的或物种快速分化过程中产生的完整进化图景。因

此, 本研究最重要的启示在于: 对于枫杨属这类可

能存在复杂进化动态的类群, 基于叶绿体基因组的

系统发育分析应被视为一个初步的、需要谨慎解读

的视角, 而非定论。未来研究应整合核基因组数据

(如SNPs或低拷贝基因 )以提高系统发育分辨率

(Hollingsworth et al., 2016), 并结合溯祖模型(Pei et 

al., 2020)来准确解析不完全谱系分选、基因流等过

程的相对作用, 从而重建该属可靠的物种树并准

确推断其生物地理历史。这一整合性策略不仅是解

决枫杨属系统发育难题的关键, 也对研究其他具

有类似生物学特性的植物类群具有重要的方法论

意义。 
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