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Abstract 
Actinidia arguta is one of the most complex species in the genus of Actinidia with different ploidy. 
In this paper, we choose seven representative wild populations of A. arguta in four provinces of 
China. We use 21 pairs of chloroplast genome hypervariable segments to analyse genetic diversity 
of seven populations. The result shows that seven pairs within twenty one pairs of primer frag-
ment can amplify samples successfully. The No. 13 fragments rpl32-trnL had the best resolution 
ratio. We used the fragment rpl32-trnL to build the phylogenetic tree of seven populations with 
MP algorithm and NJ method. The experimental results show that two populations from Changbai 
Mountain are located at the base of the tree. Three populations from the Dabie Mountains are not 
in the same branch. At last, the average polymorphic locus of 21 fragments is 27.16. This study 
provided basis for the development and application of chloroplast genome in Actinidia species. 
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摘  要 

软枣猕猴桃是猕猴桃属内倍性最复杂的物种之一，本研究针对分布在国内4个省份具有代表性的7个野生

软枣猕猴桃居群，选用21对叶绿体基因组高变片段对7个居群的软枣猕猴桃进行序列比对、系统构建和

多态性分析。研究发现，21对引物中有7对引物在7个软枣猕猴桃居群样本中均能扩增成功，第13号片

段rpl32-trnL的分辨率最好。利用片段rpl32-trnL对7个软枣猕猴桃居群分别采用MP算法和NJ法构建的

系统进化树表明，来自长白山的2个居群位于系统树最基部，来自大别山的3个居群并未处于同一支中，

21个片段的平均多态位点数达到27.16。本研究为猕猴桃属叶绿体基因组的开发和应用奠定了基础。 
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1. 引言 

叶绿体是绿色植物进行光合作用的重要细胞器，具有完整的遗传信息系统，其遗传物质被称作叶绿

体基因组[1]。对叶绿体基因组的比较分析从上世纪 90 年代首次获得烟草[2]和地钱[3]叶绿体基因组的完

整序列以后得到迅速发展，越来越多物种的叶绿体基因组被测定。目前叶绿体系统分析被广泛应用于比

较基因组学系统发育研究，在裸子植物中，叶绿体基因组一般是父系遗传，而大多数被子植物的叶绿体

基因组为母系遗传[1]。现有的叶绿体基因组研究的层次主要在目和科间水平进行，在亚种间的变异及进

化的研究相对较少[4]-[6]。 
叶绿体基因组 DNA (chloroplast DNA, cpDNA)一般为双链环状结构，由四部分组成：两个序列完全

相同、单方向相反的重复序列(inverted repeat sequence) IRA 和 IRB，大的单拷贝区(large single-copy re-
gion, LSC)和小的单拷贝区(small single-copy region, SSC)。LSC 和 SSC 位于两个重复区之间[1]。由于叶

绿体基因组是仅次于核基因组的第二大基因组，且叶绿体的核酸置换率适中，故叶绿体基因组在种级以

上较高阶元的系统发育研究有着显著的优势，加上被子植物叶绿体基因组较小，长度在 115~165 kb 之间，

总量约占植物总 DNA 量的 10%~20% [7]，且多为单拷贝闭合环状双链 DNA，在分子水平上差异明显，

无论是在序列上还是在结构上都是相当保守的，分子性状的同源关系更容易确定。 
软枣猕猴桃(Actinidia arguta)为猕猴桃科猕猴桃属多年生落叶大藤本，雌雄异株。其典型特征是茎叶

不具毛，浆果表面无斑点，属 9 种光果猕猴桃种类之一，软具有很高的营养价值[8]。软枣猕猴桃广布于

东北、华北、西北及长江流域，是猕猴桃属中在中国地域分布最广泛的种类之一，在朝鲜、日本、俄罗

斯亦有分布[9]。对软枣猕猴桃的开发利用中，日本的研究处于领先地位，片冈等人[10]对日本境内分布

的软枣猕猴桃资源进行了详细的调查，发现日本各州县分布的软枣猕猴桃有 2、4、6、7 和 8 倍体，倍性

变化差异较大。我国软枣猕猴桃资源非常丰富，但一直以来有关猕猴桃属植物的研究多集中在新品种的

选育及种间系统发育的研究[11]-[13]，种下特别是软枣猕猴桃种内遗传多样性的研究比较少，利用叶绿体

基因组标记对软枣猕猴桃的研究尚未见报道。本文选择全国不同地域的软枣猕猴桃作为研究对象，通过

分析 7 个软枣猕猴桃居群叶绿体基因组的位点变异来探讨猕猴桃属植物种内遗传多样性的变化，以及叶
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绿体基因组序列比对是否对猕猴桃系统发育的适用性。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料 

DNA 纯化试剂盒：上海百蕊生物科技有限公司生产； 
PCR 仪：上海伯乐生命医学产品有限公司。 
7 个居群的软枣猕猴桃实验材料见表 1，随机取样，叶片分子材料由中科院武汉植物园王彦昌提供。

CTAB 法提取基因组总 DNA，用 DNA 纯化试剂盒进行纯化。 

2.2. 引物的选择、PCR 扩增和测序 

本文选用的叶绿体基因间隔区 21 对引物编号及其结构见图 1，每对引物扩增大小在 0.75 kb~2.0 kb。
其中编号 4-5 号引物为内含子区，7 号和 18 号引物为编码区，其余的 17 对均为基因间隔区[14]。图中大

的方框代表编码基因，小的空心代表基因间隔区，小的实心区域代表内含子区，数字代表对应片段长度。 
PCR 反应程序为 94℃ 3 min，然后 34 个循环，94℃ 30 s，52℃ 30 s，72℃ 2 min，最后 72℃ 5 min。

PCR 扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分离，割取目的条带，经凝胶回收试剂盒纯化，纯化产物送至上海

桑尼测序公司进行测序。 

2.3. 比对方法 

多序列的比对采用软件 ClustalX 2.0 做初步比对[15]，然后用 BioEdit Se-Al 2.0 对比对结果进行手工

调整，再用MEGA 5.10的邻接法(neighbor-joining)中的Kimura 2-parametery遗传距离[16]，步展值(Bootstrap)
的可靠性设置为 1000次。Maximum parsimony(最大简约法)采取 Subtree-Pruning-Regrafting法进行搜索，

步展值(Bootstrap)的可靠性设置为 1000 次。 

2.4. 序列单核苷酸多态性和 Indel 的检测 

根据 Caicedo 等人的方法[17]，将长度大于一个碱基的插入\缺失作为单碱基的插入\缺失处理。用

DnaSP ver. 5.10 软件对核苷酸的多样性(π)、多态性位点数(S)、插入\缺失(Indel)和单倍型多态性(h)进行分

析[18]。 
 
Table 1. Collection information of Actinidia arguta 
表 1. 软枣猕猴桃采集信息 

居群

编号 省份 采集地点 经度 E 纬度 N 海拔(米) 

A 吉林省 长白山图们市 127˚30'42"~127˚31'51" 41˚49'38"~41˚57'46" 2691 

B 吉林省 长白山安图县 127˚11'13"~127˚11'21" 41˚21'43"~41˚32'55" 2150 

C 安徽省 大别山佛子岭 116˚03'24"~116˚18'31" 31˚32'19"~31˚44'25" 1755 

D 安徽省 大别山汤池镇 115˚11'27"~115˚26'31" 31˚07'47"~31˚18'58" 1760 

E 安徽省 大别山金寨县 115˚57'54"~115˚58'51" 30˚47'19"~30˚56'27" 1777 

F 陕西省 秦岭眉县 107˚41'58"~107˚42'53" 34˚04'19"~34˚05'23" 1070 

G 四川省 曾家山朝天区 105˚22'27"~105˚30'08" 32˚62'42"~32˚63'03" 1400 
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Figure 1. The structure of twenty one pairs of primer fragments (From Dong Wen-pan) 
图 1. 21 对片段引物编号及其结构(引自董文攀[14]) 

 
3. 实验结果 

3.1. 引物通用性的验证 

利用上述 21 对引物对 7 个居群的软枣猕猴桃扩增的琼脂糖电泳如图 2 所示。从实验结果来看，21
对引物中有 7 对引物第 9、10、11、13、17、19、20 对引物在 7 个软枣猕猴桃居群样本中均能扩增成功，

第 5 对引物在 7 个样本中成功扩增 6 个，第 4、7 对引物则在 7 个样本中均没有扩增成功。 

3.2. 居群间的遗传多样性分析 

7 个软枣猕猴桃种内居群间的遗传多样性分析见表 2 和表 3。从表 2 可以看出，21 个高变叶绿体基

因组片段扩增结果在 7 个软枣猕猴桃样本中差异较大。 
从多态性位点(polymorphic sites)S 值来看，变异最大的片段为第 13 号引物 rpl32-trnL，其 S 值为 111，

其次为第 20 号 trnSGCU-trnGGCC和第 2 号 accD-psal。根据核苷酸多样性 π值的大小判断，第 1 (rbcL-accD)、
2 (accD-psal)、6 (ndhC-trnV)、8 (petA-psbJ)、12 (psbE-petL)、13 (rpl32-trnL)、14 (rpoB-trnC)、16 (trnT-  
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Figure 2. Agarose gel electrophoresis of twenty one pairs primer amplified to seven 
populations of Actinidia arguta. The top numbers are the serial numbers. The right 
numbers represent the size of marker (bp). Letters represent different populations 
图 2. 21 对引物 7 个居群的软枣猕猴桃扩增的琼脂糖电泳图；顶端数字表示引物序

号，右侧数字表示 marker 的大小(bp)。字母表示软枣猕猴桃居群编号 
 
psbD)、20 (trnSGCU-trnGGCC)是变异比较大的位点，其 π均值大于 0.01，剩下的片段的平均 π值为 0.0049。
其中第 11 号 petB-petD 片段中发生插入\缺失的信息最多。 

从表 3 的结果可知，单倍型多态性水平(h)的变化范围为 0.076~0.050，而核苷酸多态性水平(π)变化范

围为 0.00066~0.12003。 
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Table 2. Comparative analysis of twenty one pairs primer to seven populations of Actinidia arguta 
表 2. 7 个软枣猕猴桃样本中的 21 个高变片段 

序号 引物 分析 
比对 

居群编号 

A B C D E F G 

1 rbcL-accD L 180 - 175 - 175 - - 

  π 0 - 0.17143 - 0.16571 - - 

  I 0 - 3 - 3 - - 

  GC% 40.34 - 32.57 - 32.57 - - 

2 accD-psal L 811 - 431 - 429 - - 

  π 0 - 0.14508 - 0.12821 - - 

  I 0 - 5 - 2 - - 

  GC% 26.40 - 31.01 - 29.37 - - 

3 atpH-atpl L 1052 1000 913 - - 994 - 

  π 0 0.01200 0.00264 - - 0.01511 - 

  I 0 4 5 - - 9 - 

  GC% 33.75 33.80 36.17 - - 34.21 - 

4 alpP L - - - - - - - 

  π - - - - - - - 

  I - - - - - - - 

  GC% - - - - - - - 

5 ndhA L 1036 1025 1027 1158 1018 1038 - 

  π 0 0.01082 0.00686 0.00870 0.00889 0.00581 - 

  I 0 8 8 8 9 6 - 

  GC% 29.15 29.66 29.02 29.53 29.67 29.09 - 

6 ndhC-trnV L 864 1028 923 - 970 1065 - 

  π 0 0.02450 0.02462 - 0.02791 0.02591 - 

  I 0 8 8 - 5 10 - 

  GC% 29.05 29.47 29.25 - 29.90 29.58 - 

7 ndhF L - - - - - - - 

  π - - - - - - - 

  I - - - - - - - 

  GC% - - - - - - - 

8 petA-psbJ L 990 - 1014 - 843 1080 - 

  π 0 - 0.00236 - 0.05470 0.00236 - 

  I 0 - 0 - 0 0 - 

  GC% 31.52 - 32.05 - 32.62 32.04 - 

9 petN-psbM L 860 883 880 876 881 881 861 

  π 0 0.01101 0.01258 0.01102 0.01101 0.01101 0.01101 

  I 0 2 2 3 2 2 1 

  GC% 29.56 29.67 29.77 29.91 29.63 29.74 29.85 

10 psbM-trnD L 739 732 736 734 736 730 719 

  π 0 0.00686 0.01236 0.01236 0.01511 0.01374 0.02232 

  I 0 0 2 1 1 1 4 

  GC% 36.13 36.20 36.41 36.51 36.41 36.58 36.72 
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Continued 

11 petB-petD L 846 860 988 1044 860 1002 1047 
  π 0 0.00118 0.03444 0.03444 0.00697 0.03677 0.04038 
  I 0 2 6 6 3 7 6 
  GC% 35.70 35.70 34.62 34.96 35.68 34.13 34.67 

12 psbE-petL L 803 - 803 - 981 1057 - 

  π 0 - 0.01761 - 0.01258 0.01509 - 

  I 0 - 1 - 1 0 - 

  GC% 35.37 - 36.36 - 34.86 35.00 - 

13 rpl32-trnL L 875 765 934 766 918 759 764 

  π 0 0.02914 0.12267 0.13405 0.12550 0.13182 0.12650 

  I 0 3 5 6 6 3 5 

  GC% 28.23 26.01 26.23 24.67 24.51 24.64 24.21 

14 rpoB-trnC L 1055 - 819 - - - - 

  π 0 - 0.03917 - - - - 

  I 0 - 3 - - - - 

  GC% 29.38 - 30.16 - - - - 

15 rps16-trnQ L 1067 - 869 - 1028 - - 

  π 0 - 0.01293 - 0.00393 - - 
  I 0 - 6 - 10 - - 

  GC% 33.74 - 32.91 - 33.66 - - 

16 trnT-psbD L 962 - 966 - - - - 

  π 0 - 0.01143 - - - - 

  I 0 - 2 - - - - 

  GC% 30.25 - 30.64 - - - - 

17 trnH-psbA L 831 823 821 826 830 823 805 

  π 0 0.00122 0.00122 0.00244 0.00122 0.00122 0.00623 

  I 0 0 1 0 0 0 1 
  GC% 33.81 33.54 33.62 33.41 33.73 33.54 33.79 

18 trnK L 1026 1078 989 - 1027 - - 

  π 0 0.00408 0.01026 - 0.00921 - - 

  I 0 7 9 - 6 - - 

  GC% 34.02 34.32 34.38 - 34.27 - - 

19 trnW-psaJ L 702 696 695 695 643 694 644 

  π 0 0 0 0 0.00230 0 0 

  I 0 0 0 0 1 1 1 

  GC% 32.34 32.61 32.66 32.52 33.03 32.56 32.14 

20 trnSGCU-trnGGCC L 682 687 688 642 687 688 656 

  π 0 0.00474 0.00158 0.00473 0.00790 0.00632 0.13171 

  I 0 1 0 0 1 1 10 

  GC% 29.47 31.00 29.80 29.44 28.68 30.23 29.88 

21 trnSUGA-trnGUCC L 1031 - - - 719 - - 

  π 0 - - - 0.00279 - - 
  I 0 - - - 3 - - 
  GC% 35.60 - - - 34.21 - - 

L：片段长度；π：同一片段的核苷酸多态性；I：片段中插入\缺失的总数；GC%：片段中的 GC 含量。 
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Table 3. The genetic information of twenty one pairs primer of Actinidia arguta 
表 3. 软枣猕猴桃样品 21 个基因序列信息 

序号 基因片段 比对后长度 
SNP 

Indel H h 
S π Frequency 

1 rbcL-accD 176 40 0.09633 1/5 3 7 0.076 

2 accD-psal 429 67 0.12003 1/6 6 3 0.272 

3 atpH-atpl 913 3 0.00198 1/304 8 4 0.177 

4 alpP 0 - - - - - - 

5 ndhA 1015 13 0.00498 1/78 11 4 0.172 

6 ndhC-trnV 868 29 0.01588 1/30 16 5 0.126 

7 ndhF 0 - - - - - - 

8 petA-psbJ 846 47 0.02814 1/18 6 4 0.177 

9 petN-psbM 867 8 0.00360 1/108 8 3 0.209 

10 psbM-trnD 728 7 0.00990 1/104 13 7 0.076 

11 petB-petD 868 10 0.00558 1/87 26 4 0.130 

12 psbE-petL 795 18 0.01216 1/44 2 4 0.177 

13 rpl32-trnL 754 111 0.07559 1/7 16 7 0.076 

14 rpoB-trnC 817 32 0.03917 1/25 3 2 0.500 

15 rps16-trnQ 853 11 0.00862 1/77 7 2 0.314 

16 trnT-psbD 962 11 0.01143 1/87 4 2 0.500 

17 trnH-psbA 821 6 0.00285 1/137 19 5 0.103 

18 trnK 987 15 0.00803 1/66 12 4 0.177 

19 trnW-psaJ 643 1 0.00066 1/643 1 2 0.196 

20 trnSGCU-trnGGCC 633 85 0.04311 1/7 21 7 0.076 

21 trnSUGA-trnGUCC 719 2 0.00279 1/359 3 2 0.500 

 
3.3. 七个软枣猕猴桃居群的系统发育关系 

从成功扩增、测序包含 7 个样本的 21 个高变片段的基因序列来看(表 3)，第 13 号片段 rpl32-trnL 的

分辨率最好。我们使用片段 rpl32-trnL 对七个软枣猕猴桃居群分别采用 MP 算法和 NJ 法构建了系统进化

树(图 3)。从图 3 可以看出，居群 A 和 B 位于 7 个居群中最基部位置，它们均来自于长白山，与其他的

居群呈姐妹类群关系。居群 F、D、G 关系密切，聚为一支。D 与 C、E 都取自于大别山，但并未处于同

一支中。 

4. 分析与讨论 

叶绿体基因组常被看作是一个独立的遗传单位，由于其不经过遗传重组，所以有利于进行遗传分析。

一些叶绿体基因组的非编码区具有较快的进化速率，可区分出种内多种单倍型，适于植物近缘种间和种

内的亲缘关系和遗传多样性的研究[19]。叶绿体基因组在绝大多数被子植物中为母系遗传，其叶绿体基因

组只能通过种子进行传播，能真实地反映由于种子扩散而引起的遗传结构差异[20]。 
前人利用其他的分子标记，对不同地域的软枣猕猴桃遗传结构进行了研究，黄岳等[21]以长白山区多

个取样点采集的软枣猕猴桃样品叶片为试验材料，利用 RAPD 技术对其进行遗传多样性分析，聚类分析

结果表明，长白山区野生软枣猕猴桃各居群存在一定程度的地理区域聚类趋势，表明遗传变异与地理距

离间没有显著的相关性。本研究则是基于叶绿体基因组的核苷酸变异对软枣猕猴桃的居群遗传结构进行

分析。由于叶绿体基因组的有效群体大小(effective population size)远小于核基因组，遗传漂变对叶绿体基 
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Figure 3. Phylogenetic tree of seven populations of Actinidia 
arguta by using rpl32-trnL. The different numbers represent NJ 
and MP calculation method 
图 3. 利用 rpl32-trnL片段构建的 7个软枣猕猴桃居群间系统

发育树；树枝上的数值分别表示 NJ 和 MP 法的支持率 
 
因组居群遗传结构的作用更为强烈。因此，基于叶绿体基因组核苷酸变异的检测往往表现出更高的居群

分化水平。 
本研究发现叶绿体基因组中分辨率最高的片段位于第 13 号 rpl32-trnL 基因上，说明位于基因间隔区

的 rpl32-trnL 片段属于叶绿体基因组高变区。根据 Shaw 等[22]通过对不同植物叶绿体基因组上的 34 个非

编码区域的序列进行比对，发现 rpl32-trnl 区段的变异最为丰富，非常适合对较低分类单元植物的亲缘关

系进行研究。刘阳等通过利用 rpl32-trnl 区段对云南地区栽培的大叶茶 9 个居群和大理茶 3 个居群的遗传

多样性和居群遗传结构进行比较，发现栽培大理茶和栽培大叶茶的 rpl32-trnL 片段的遗传变异都主要存在

于居群间[19]。该片段在种内水平上表现了很好的多态性，也有研究表明 rpl32-trnL 片段在物种水平上也

具有很好的多态性。本研究恰好验证了 rpl32-trnl 区段也可以在软枣猕猴桃居群间起到很好的分类效果，

为获得叶绿体基因组在猕猴桃不同居群的比较分析的普通引物奠定了基础。 
值得注意的是选用的 21 对引物高变片段中，第 4 号(alpP)和第 7 号(ndhF)片段在 7 个居群中均未扩增

成功，说明这两个片段在软枣猕猴桃居群内全部发生丢失。而在董文攀[14]的研究中，这 2 个片段在蜡梅

科大部分样本中都成功扩增，说明这两个片段在不同科的植物中存在较大的差异。有研究显示第 17 号

trnH-psbA 片段也具有较好的多态性，被建议列为 DNA 条形码的候选片段[23]，在蜡梅科叶绿体基因组

研究中发现该片段在各个类群中的长度差异很大[14]，太大的差异可能带来比对结果的不准确，但在本研

究中，trnH-psbA 片段长度的变化在 7 个居群中较为稳定，但核苷酸多态性水平较低，不太适合软枣猕猴

桃种内的遗传变异的比对。此外，第 5 号(ndhA)、6 (ndhC-trnV)、9 (petN-psbM)、10 (psbM-trnD)、11 
(petB-trnD)和 17 (trnH-psbA)片段在不同的类群中表示的多态性也不同，其中第 9 和第 10 两个片段受到的

关注度比较高，乐霁培等将两个核基因组片段(LEAFY 和 G3PDH)和第 9~10 号两个叶绿体基因间间隔区

片段与现有的标记结合，以提高系统发育结果的准确性，结果发现根据叶绿体基因组构建的系统进化树

与核基因组系统进化树结果不一致性[24]，也许是由于祖多态性不完整的谱系分类所致。从序列多态性比

对结果来看，第20号(trnSGCU-trnGGCC)的序列多态性比21号(trnSUGA-trnGUCC)要高，在第21号中存在poly(T)
结构，而在第 20 号中存在(AT)n 的重复。根据权旭等[25]的研究发现，在某些种内的 trnSUGA-trnGUCC 片

段中甚至会出现大片段的插入和缺失。在很多类群中 trnSUGA基因被认为是起源于线粒体基因[25]，但是

属于基因间隔区的 trnSUGA-trnGUCC 是仅在叶绿体基因组中所有的[14]。 
本研究的不足之处在于居群样本数量稍偏小，此外，如果选取样本的地域分布更广泛的话，其分析

更加能够体现软枣猕猴桃的居群变异情况。中国是全球野生猕猴桃资源最丰富的国家，软枣猕猴桃是分

布最广泛的猕猴桃之一，也是猕猴桃属植物中应用开发比较多的种类。本研究利用基于叶绿体基因组的

21 对引物高变片段，对来自于吉林、安徽、四川和陕西四省份的 7 个软枣猕猴桃居群进行了遗传结构分
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析，探讨了猕猴桃属植物种内遗传多样性的变化，为猕猴桃属植物叶绿体基因组的进化研究提供基础依

据。 
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