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摘   要：本研究通过高通量测序技术对越南金花茶(Camellia insularis Orel & Curry)的叶绿体

(chloroplast, cp)基因组进行了测序。结果显示，越南金花茶叶绿体基因组长度为 156 882 bp，包含

132 个基因，其中，88 个编码蛋白质，36 个编码 tRNA，8 个编码 rRNA。密码子偏好性分析显示，

编码亮氨酸的密码子数量最多，且第三位密码子显示出了较高的 A/U 偏好。此外，共鉴定出了 67 个简

单重复序列(simple sequence repeats, SSR)，发现越南金花茶 SSR 偏好使用 A 和 T 碱基。除了少数可

变区域之外，越南金花茶与其近缘物种的叶绿体基因组反向重复(inverted repeat, IR)边界区域相当

保守。系统发育分析表明，越南金花茶与云南金花茶(Camellia fascicularis)亲缘关系最近。金花茶

是基因工程培育黄色山茶花的重要材料，本研究为叶绿体工程提供了基本的遗传信息，为深入研究

金花茶组植物的进化、物种鉴定和基因组育种研究提供了宝贵的资源。  
关键词：越南金花茶；叶绿体基因组；结构特征；系统发育分析 
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Abstract: In this study, the chloroplast genome of Camellia insularis Orel & Curry was 
sequenced using high-throughput sequencing technology. The results showed that the chloroplast 
genome of C. insularis was 156 882 bp in length with a typical tetrad structure, encoding 132 
genes, including 88 protein-coding genes, 36 tRNA genes, and 8 rRNA genes. Codon preference 
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analysis revealed that the highest number of codons coded for leucine, with a high A/U preference 
in the third codon position. Additionally, 67 simple sequence repeats (SSR) loci were identified, 
with a preference for A and T bases. The inverted repeat (IR) boundary regions of the chloroplast 
genome of C. insularis were relatively conserved, except for a few variable regions. Phylogenetic 
analysis indicated that C. insularis was most closely related to C. fascicularis. Yellow camellia is 
a valuable material for genetic engineering breeding. This study provides fundamental genetic 
information on chloroplast engineering and offers valuable resources for conducting in-depth 
research on the evolution, species identification, and genomic breeding of yellow Camellia. 
Keywords: Camellia insularis Orel & Curry; chloroplast genome; structural characteristic; 
phylogenetic analysis 

 
金花茶组(Sect. Chrysantha Chang)是山茶 

科(Theaceae)山茶属(Camellia)的一个组，包括 
50 余个物种，因其金黄色花朵而被称为“茶中皇

后”[1]。金花茶组植物有着极高的观赏价值和药

用价值，花瓣含有大量黄酮和营养元素，长期饮

用可以有效调节人体血脂、血糖、胆固醇，其叶

子和花已被用于食品和药用[2]。金花茶组植物分

布范围较窄，主要集中在我国的广西地区和越南

北部，大部分物种为我国特有。目前人为过度采

集造成了该物种野生种群的破坏，金花茶组的所 
有物种都已被列为国家二级重点保护野生植物[3]。

越南金花茶(Camellia insularis Orel & Curry)原产

地为越南，与我国广西本地金花茶相比，越南金

花茶叶片的药用价值更高，且单株花朵产量高，

具有较好的耐晒性，是优质的金花茶种质资源，

有着较高的利用价值[4]。越南金花茶于 2014 年引

种至我国，目前，国内对越南金花茶进行了扩繁

技术研究、化学成分及表型性状分析，为越南金

花茶种质分类和良种选育提供了依据[5-6]。 
叶绿体是细胞内非常重要的细胞器，其具

有独立的基因组。在大多数被子植物中，叶绿体

基因组呈现出典型的双链环状四分体结构，包括

一个大单拷贝(large single copy, LSC)区、一个小

单拷贝(small single copy, SSC)区和 2 个反向重

复(inverted repeat, IR)区域[7]。叶绿体基因组的编

码序列和非编码序列进化速率差异大，且测序成 
本低，拼接误差小，对于探究植物物种的系统进

化、分类和鉴定具有方便、准确等优点[8]。因此，

近 30 年来，研究者越来越倾向于利用叶绿体基因

组的比较对植物物种进行鉴定、分类和进化关系

判定[9]。山茶属植物容易杂交和异花授粉，也可能

存在种内多倍体，使得在物种水平上鉴定困难[10]。

因此，鉴定研究需要从多角度开展，其中叶绿体

基因组的分析对于研究物种鉴定和进化关系具有

重要意义。目前，金花茶组植物中已经发表的叶

绿体基因组包括金花茶、平果金花茶和毛瓣金花

茶等[11-13]，更多金花茶组物种叶绿体基因组的发

表将有助于通过序列比较鉴定遗传变异，为该组

物种的进化历史和种间关系提供新的见解。 
鉴于此，本研究对越南金花茶的叶绿体基因

组进行了测序和注释，分析了密码子偏好性、简

单重复序列(simple sequence repeats, SSR)以及

IR 扩张和收缩。此外，利用大头茶(NC_035645)
和 30 个金花茶植物的全叶绿体基因组构建了系

统发育树。本研究从分子水平上探讨了越南金花

茶的结构特征及其发育关系，为深入了解金花茶

组植物的分子生物学特性及资源保护和开发利

用提供理论基础。 

1  材料与方法  
1.1  实验材料  

越南金花茶的鲜叶采集自广西壮族自治区

南宁市金花茶公园，凭证标本 C. insularis 
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(csf001)被存放在广西壮族自治区中国科学院广

西植物研究所标本馆 (Herbarium of Guangxi 
Institute of Botany, IBK)内。 

1.2  基因组 DNA 提取及测序 
采 用 十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵 法

(cetyltrimethylammonium bromide, CTAB)[14] 提

取总 DNA，然后使用 NanoDrop 2000 分光光度

计和琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 浓度和质量。使

用 NEBNext® Ultra™ⅡDNA Library Prep Kit 制
备 350 bp 的双端文库，获得 150 bp 的双端

reads。二代测序(NGS)在 Illumina Hiseq 4000 平

台上进行，按照制造商的说明进行测序。DNA
提取和测序均由武汉迈特维尔生物科技有限公

司完成。 
1.3  叶绿体基因组组装和注释 

叶绿体基因组序列用 GetOrganelle v1.7.5.0
进行组装，设置为默认参数。然后用 CPGAVAS2
和 GeSeq 对叶绿体基因组进行注释，tRNA 用

tRNAscan-SE 软件进行注释[15-18]。将基因、内

含子和编码区边界与参考序列 C. minima 
(NC_069310)进行了比较。最后，利用在线工具

Chloroplot (https://irscope.shinyapps.io/Chloroplot/)
绘制越南金花茶叶绿体基因组圈图[19]。完整的

越 南 金 花 茶 叶 绿 体 基 因 组 序 列 已 提 交 至

GenBank，登录号为 OP271825。 
1.4  密码子偏好性分析 

从越南金花茶叶绿体基因组中提取所有的

编码序列(coding sequence, CDS)，使用 CodonW 
v1.4.4 计算相对同义密码子使用率 (relative 
synonymous codon usage, RSCU)[20]。RSCU 值是

特定密码子实际使用频率与无偏好性时理论使

用频率之间的比值，它表示了密码子在基因组

中的相对使用偏好程度。当 RSCU 值大于 1.0
时，说明该密码子的使用频率高于其他同义密

码子；而当 RSCU 值小于 1.0 时，表示该密码子

的使用频率低于其他同义密码子[21]。 

1.5  简单重复序列(SSR)分析 
使用 MISA 在线软件(https://webblast.ipk- 

gatersleben.de/misa/)预测越南金花茶叶绿体基因

组中的 SSR 标记，参数如下：单核苷酸的重复

单位>10，二核苷酸的重复单位>5，三核苷酸

的重复单位>4，四核苷酸、五核苷酸和六核苷

酸的重复单位>3，２个 SSR 之间的最小距离设

置为 100 bp[22]。 
1.6  叶绿体基因组比较分析 

基于系统发育分析的结果，使用 IRscope 
(https://irscope.shinyapps.io/irapp/)可视化越南金花

茶与其4个近缘种云南金花茶(C. fascicularis)、贵

州金花茶(C. huana)、富宁金花茶(C. mingii)和
小瓣金花茶 (C. parvipetala)叶绿体基因组的

LSC/IR/SSC 的边界变化[23]。 
1.7  系统发育分析 

从 NCBI 数据库中检索了大头茶(NC_035645)
和包括越南金花茶在内的 30 个金花茶物种的完

整叶绿体基因组(以大头茶为外群)用于构建系

统发育树。然后应用 MAFFT v7 对所有物种的

完整叶绿体基因组进行人工校正[24]，用 IQ-tree
中内置的 ModelFinder 测试最佳核苷酸替换模

型。然后用 IQ-tree 构建最大似然 (maximum 
likelihood, ML)树，自展值设置为 1 000[25]。 

2  结果与分析  
2.1  越南金花茶叶绿体基因组结构组成和

基本特征  
越南金花茶的完整叶绿体基因组序列长度

分别为 156 882 bp，具有典型的环状四分体结

构(图 1)。整个叶绿体基因组由一对长度相近的

反向重复序列(IRs) (26 040 bp)和大单拷贝(LSC) 
(86 557 bp)以及小单拷贝(SSC) (18 245 bp)组
成。越南金花茶的总 GC 含量为 37.31%，其中

IR 区的 GC 含量(42.96%)高于 LSC 区(35.33%)
和 SSC 区(30.61%) (表 1)。 
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图 1  越南金花茶叶绿体基因组图谱   物种名称和有关基因组的特定信息(长度、GC 含量和基因数量)显
示在图的中心. 不同功能的基因用不同的颜色表示. 内部的深灰色对应于 GC 含量，浅灰色对应于 AT 含量 
Figure 1  Circular gene map of Camellia insularis. The species name and specific information regarding the 
genome (length, GC content, and the number of genes) are depicted in the center of the plot. Genes with 
different functions are represented by different colors. The inner dark gray corresponds to the GC content and 
the light gray corresponds to the AT content.  

 

经基因注释分析，越南金花茶包含 132 个

编码基因(其中 113 个为独特基因)，包括 36 个

tRNA 基因、8 个 rRNA 基因和 88 个蛋白质编码

基因。内含子在基因表达调控中发挥着重要作

用，其中，越南金花茶中具有内含子的基因数

量为 16 个，基因 rps12、rps16、atpF、rpoC1、
petB 、 petD 、 rpl2 、 rpl16 、 trnI-GAU 、

trnA-UGC、 trnV-UAC、 trnL-UAA、 ndhB 和

ndhA 各含有 1 个内含子，而 clpP 和 ycf3 含有   
2 个内含子(表 2)。 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

284 

表 1  叶绿体基因注释信息统计  
Table 1  Statistics of chloroplast gene annotation 
information  
Genomic characteristics Camellia insularis 
Total CP genome size (bp) 156 882 
LSC region (bp) 86 557 
IR region (bp) 26 040 
SSC region (bp) 18 245 
Total GC content (%) 37.31 
LSC GC content (%) 35.33 
IR GC content (%) 42.96 
SSC GC content (%) 30.61 
Number of genes 132 
Protein-coding genes 88 
rRNAs 8 
tRNAs 36 

 

2.2  越南金花茶叶绿体基因组密码子偏好

性分析 
在本研究中，利用叶绿体基因组中的蛋白质

编码序列计算了越南金花茶的同义密码子相对使

用度(RSCU)。蛋白质序列包含了 26 312 个密码

子，包括终止密码子。如图 2 所示，在越南金花茶

中编码亮氨酸的密码子数量最多，而编码半胱氨酸

的密码子数量最少。此外，除了蛋氨酸(AUG)和色

氨酸(UGG) (RSCU=1.00)没有密码子偏好外，大多

数氨基酸显示出密码子偏向。越南金花茶中几乎

所有 RSCU 值较高(RSCU>1.30)的密码子在第三密

码子中显示出较高的 A/U 偏好，这种密码子的使

用模式可能是由高比例的 A/T 组成偏向所导致。 

表 2  叶绿体基因功能分类统计 
Table 2  Classification and statistics of chloroplast gene function 
Category Gene group Gene name 
Photosynthesis Subunits of photosystem I psaA, psaB, psaC, psaI, psaJ 
 Subunits of photosystem II psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH, psbI, psbJ, psbK, psbL, 

psbM, psbN, psbT, psbZ 
 Subunits of NADH dehydrogenase ndhA*, ndhB*(2), ndhC, ndhD, ndhE, ndhF, ndhG, ndhH, ndhI, ndhJ, ndhK 
 Subunits of cytochrome b/f complex petA, petB*, petD*, petG, petL, petN 
 Subunits of ATP synthase atpA, atpB, atpE, atpF*, atpH, atpI 
 Large subunit of rubisco rbcL 
 Subunits photochlorophyllide reductase – 
Self-replication Proteins of large ribosomal subunit rpl14, rpl16*, rpl2*(2), rpl20, rpl22, rpl23(2), rpl32, rpl33, rpl36 
 Proteins of small ribosomal subunit rps11, rps12*(2), rps14, rps15, rps16*, rps18, rps19, rps2, rps3, rps4, 

rps7(2), rps8 
 Subunits of RNA polymerase rpoA, rpoB, rpoC1*, rpoC2 
 Ribosomal RNAs rrn16S(2), rrn23S(2), rrn4.5S(2), rrn5S(2) 
 Transfer RNAs trnA-UGC*(2), trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-UUC, trnF-GAA, 

trnG-UCC, trnH-GUG, trnI-CAU(2), trnI-GAU*(2), trnK-UUU, 
trnL-CAA(2), trnL-UAA*, trnL-UAG, trnM-CAU, trnN-GUU(2), 
trnP-UGG, trnQ-UUG, trnR-ACG(2), trnR-UCU, trnS-GCU, 
trnS-GGA, trnS-UGA, trnT-GGU, trnT-UGU, trnV-GAC(2), 
trnV-UAC*, trnW-CCA, trnY-GUA, trnfM-CAU 

Other genes Maturase matK 
 Protease clpP** 
 Envelope membrane protein cemA 
 Acetyl-CoA carboxylase accD 
 C-type cytochrome synthesis gene ccsA 
 Translation initiation factor infA 
 Conserved hypothetical chloroplast ORF ycf1(2), ycf2(2), ycf3**, ycf4, ycf15(2) 
Gene*: Gene with one intron; Gene**: Gene with two introns; Gene(2): Number of copies of multi-copy genes. 
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图 2  越南金花茶叶绿体基因组密码子使用率   图中颜色表示 RSCU 值，随着颜色由浅黄色变为深绿

色，密码子使用率增加  
Figure 2  RSCU values of chloroplast genomes in Camellia insularis. The colors here represent RSCU values,  
and codon usage increases as the color changes from light yellow to dark green. 
 

 
 

2.3  越南金花茶叶绿体基因组 SSR 分析 
简单重复序列(SSR)由几个(通常为 1 到 6 个)

碱基组成的基序(motif)串联而成，通常重复出

现 5–50 次。本研究利用 MISA 软件在越南金花

茶叶绿体基因组中鉴定到了67个SSR位点(图3)，

其中 A/T 单核苷酸重复最多，为 48 个。此外，

A/T、AT/AT 和 AAAT/ATTT 重复基序占 82.09%，

表明越南金花茶SSR 偏好使用A 和T 碱基(图 3)。 

2.4  越南金花茶叶绿体基因组 IR/SC 边界

收缩扩张分析 
为了观察 IR 区的收缩和扩张，对越南金花

茶与其 4 个近缘种云南金花茶(C. fascicularis)、
贵州金花茶(C. huana)、富宁金花茶(C. mingii)
和小瓣金花茶(C. parvipetala)叶绿体基因组进行

了边界比较分析，发现叶绿体基因组的结构十

分保守，但也存在一些差异 (图 4)。 rpl22、
rps19、rpl2、ycf1、ndhF、trnH-GUG和 psbA等

基因存在于 LSC/IRb(JLB)、 IRb/SSC(JSB)、
SSC/IRa(JSA)和 IRa/LSC(JLA)边界的交界处。 

在 LSC/IRb边界，4种金花茶叶绿体基因组

都分布在 rps19 基因内，其中 233 bp 的 rps19 基

因位于 LSC 区，46 bp 延伸至 IRb，然而，由于

LSC区域边界的扩张，小瓣金花茶的 rps19基因

完全位于 LSC 区域，距离 LSC/IRb 边界 90 bp。
IRb/SSC 边界有很大差异，越南金花茶和贵州

金花茶的 ndhF 跨越了边界，分别有 39、28 bp
进入了 IRb区域，其余 3种金花茶叶绿体基因组

的 ndhF 基因都位于 SSC 区。此外，越南金花

茶、云南金花茶和贵州金花茶的这些边界位于

ycf1假基因内，由于 IRa区域边界的收缩，在富 
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图 3  越南金花茶叶绿体基因组的 SSRs 分布   A：单核苷酸、二核苷酸、三核苷酸、四核苷酸和六核

苷酸重复序列所占的比例. B：越南金花茶叶绿体基因组中检测到的不同类型 SSR 的大小 
Figure 3  Distribution of simple sequence repeats (SSRs) of the Camellia insularis chloroplast genome. A: The 
proportion of mononucleotide, dinucleotide, trinucleotide, tetranucleotide and hexanucleotide SSRs. B: Size of 
different SSR types detected in the C. insularis chloroplast genome.  

 
图 4  叶绿体基因组 IR/SC 边界分析   图中不同颜色表示叶绿体基因组的 4 个区域以及基因类型 
Figure 4  IR/SC boundary analysis of chloroplast genomes. The colors here represent four regions and type of 
genes of chloroplast genomes.  

 

宁金花茶和小瓣金花茶中未观察到 IRb/SSC 区

域的 ycf1 假基因。ycf1 基因也位于 SSC/IRa 边

界，这些 ycf1 基因有 1 034–1 055 bp 包含在 IRa 
区，只有小瓣金花茶除外，该物种中的 ycf1基因

完全位于 SSC 区，距离 IRa/SSC 边界 718 bp。在

IRa/LSC 边界处，trnH 完全位于 LSC 区域，然

而，除小瓣金花茶之外，rpl2 的拷贝基因被完

整保留在 IRa 区域中。 

2.5  越南金花茶叶绿体基因组系统进化分析 
使用最适模型 TVM+F+I+I+R4 对 30 种金花

茶物种的全叶绿体基因组构建系统发育树。结

果表明(图 5)，以大头茶为外群，将这 30个金花 
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图 5  越南金花茶等 30 个金花茶植物的叶绿体全基因组系统发育树构建 
Figure 5  Construction of a genome-wide phylogenetic tree of chloroplasts from 30 yellow Camellia species 
including Camellia insularis.  
 
茶物种分为了三支。第一支为显脉金花茶；第

二支为中东金花茶、柠檬金花茶、五室金花

茶、三岛金花茶、淡黄金花茶、小黄花茶、龙

州金花茶和小果金花茶；第三支包含了 21 个金

花茶物种，其中越南金花茶与云南金花茶有较

近的亲缘关系，且自展支持率为 91%。 

3  讨论 
金花茶组植物拥有美丽的花朵和广泛的

生物活性，在育种以及传统中药和商业茶叶

生产中具有极大的经济价值 [26]。近年来，越

南北部和中国南部相继报道了许多金花茶组

植物的新种 [27-30]，目前已经发现的新种数量

超过 50 种 [31]。然而，只有少数金花茶组物种

的叶绿体基因组数据被报道，这阻碍了对其进

化和分类学的理解。本研究对越南金花茶的叶

绿体基因组进行了测序和分析，越南金花茶完

整的叶绿体基因组长度为 156 882 bp，具有典

型的四方结构，包括一个大的单拷贝(86 557 bp)
和一个小的单拷贝(18 245 bp)区域，由一对长

度为 26 040 bp的反向重复区分隔开(图 1)。据统

计，越南金花茶叶绿体基因组有 132 个基因，

其中包括 88 个蛋白编码基因、36 个 tRNA 基因

和 8 个 rRNA 基因(表 1，表 2)。总的 GC 含量为

37.31%，这与其他金花茶组物种的 GC 含量

(37.32%–37.33%)存在细微的差异[32-33]。 
密码子的使用在塑造叶绿体基因组的进化

中起着至关重要的作用[34]，一个氨基酸通常由

多个密码子 (同义密码子 )编码，在植物进化

中，同义密码子在选择压力下通常表现出不同
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的使用偏好性[35-36]。本研究对越南金花茶叶绿

体基因组的相对同义密码子使用度(RSCU)进行

了统计，蛋白编码基因总共由 26 312 个密码子

编码，与大多数被子植物相同，亮氨酸和异亮

氨酸密码子是越南金花茶叶绿体中最常见的密

码子，而半胱氨酸密码子是最罕见的[37-38]。此

外，在越南金花茶中，RSCU 值大于 1.00 的密

码子大部分以 A/U 碱基结尾(图 2)，这与其他金

花茶组植物叶绿体基因组中以 A/U 结尾的密码

子使用偏好性相似[39]，反映了密码子的偏向性

使用，而这些受到偏好的密码子会被更准确和

有效地翻译[40]。因此，通过对越南金花茶密码

子使用情况的研究，将为今后采用叶绿体基因

工程改良金花茶性状的技术研究提供参考。简

单重复序列(SSR)也称微卫星，是一种广泛存在

于基因组中的 DNA 序列[41]。SSR 是常见的遗传

分子标记，在群体遗传学和系统发育分析研究中

有着广泛的应用[42-44]。利用 MISA 对越南金花

茶叶绿体基因组中的 SSR 进行鉴定，共鉴定出

67 个 SSR，其中单核苷酸 SSR 最丰富，A/T 单

核苷酸重复和 AT/TA 二核苷酸重复是最常见

的(图 3)。具有 AT 丰富度的 SSR 在其他植物

中已有报道[45-47]。本研究中涉及 SSR 的信息将

为遗传多样性研究提供分子标记，为今后金

花茶组物种的种质资源保护和合理开发提供

依据。 
IR 区边界的收缩和扩张是叶绿体基因组 

常见的进化事件，可能会导致叶绿体基因组的

大小变化[48]。将越南金花茶的叶绿体基因组与

4 个近缘物种进行了比较，发现越南金花茶、云

南金花茶和贵州金花茶的叶绿体基因组在 5 个

金花茶组植物的 IR区中差异最小，三者在 IR区

的收缩和扩张方面无明显差异(图 4)。因此，IR
区边界分析在很大程度上表明越南金花茶、云 
南金花茶和贵州金花茶的亲缘关系非常近，而

与富宁金花茶和小瓣金花茶的亲缘关系相对较

远。基于越南金花茶叶绿体基因的系统进化分析

显示，越南金花茶与云南金花茶聚为一支(91%)，
两者亲缘关系最为紧密(图 5)。本文的拓扑结构

与丁祥青等[32-33]利用叶绿体片段序列进行的 4 种

金花茶及抱茎金花茶系统发育研究结果较为相

似，这说明金花茶组物种的种间关系是高度稳

定的，未来可以利用叶绿体基因组和核基因

组，结合更多的金花茶组物种和栽培品种，更加

系统、全面地探索金花茶组植物的进化和发展。 

4  结论 
金花茶组的所有物种都是国家二级重点保

护野生植物，具有很高的观赏价值和较好的药

用开发前景。叶绿体基因组包含大量可利用的

遗传信息。目前，国内外对金花茶组植物叶绿

体基因组的研究较少。因此，通过研究越南金

花茶叶绿体基因组的遗传信息来探讨其遗传进

化和系统发育具有极其重要的意义。本研究对

越南金花茶的完整叶绿体基因组进行了测序和

组装，结果表明，越南金花茶叶绿体基因组具

有高度保守的结构，与其他被子植物相似。在

叶绿体基因组注释的基础上，分析了基因组的

结构特征、边界特征和进化关系，SSR 位点的

分析提供了潜在的遗传标记，系统发育分析表

明越南金花茶与云南金花茶亲缘关系较近。这

些结果丰富了金花茶组植物的叶绿体基因组数

据，并为金花茶组植物的进化和发展提供了重

要的遗传资源。 
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