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松科（Pinaceae Lindl.）含10属约235种，是现存裸子植物

中最大的一个类群，也是最为古老的一个类群. 为了阐明松

科植物的系统发育关系，国内外学者从形态学、解剖学、古

植物学等方面进行了很多研究，认为松科属间界限明确，但

属间和种间演化关系存在分歧，其原因可能是地质历史时期

松科曾是很庞大的类群，中生代以后其中的许多类群相继灭

绝，近代松科植物只是少数喜温性植物的后裔，属间存在很

大的间断性 [1]. 由于松科植物种间基因交流频繁，分子进化和

形态进化不平行，作为分类依据的枝条和叶缘等在进化中发

生了很大的变化，利用传统方法构建松科演化的系列过程较

为困难. 

随着生物技术的快速发展及向生命科学领域的强力渗
透，分类学家越来越重视分 子数据在系统发育中的应用，
期望以此来澄清分类与进化中的遗留问题 [2~4]. 叶绿体DNA
（cpDNA）非编码区不参与基因的转录翻译过程，在功能上
限制较少，比编码区能提供更多的遗传变异的信息，适用于
不同阶元的系统发育、谱系地理和遗传结构的研究[5~8]；但是
由于同一cpDNA片段在不同植物类群中进化速率存在差异，
所以选择合适的DNA序列是一个至关重要的问题 . 十分稳
定保守、没有碱基变异的序列片段不能为系统学研究提供信
息；有碱基变异的序列也不一定能理想解决所存在的问题，
如ITS序列在松科属间和属内均有相当的变异，尤其长度变
异显著，在松科中的变异幅度为1 550~3 125 bp [9]，信息含量
丰富，理论上讲，通过测序— 排序—比对，就可针对性地解
决目的问题，但是过长的片段给排序带来困难，限制了其在
松科属间系统发育中的应用；5S rDNA基因长度过短，而且极
度保守，不能提供足够的系统学信息 [10]；也有一些片段长度
适中，但其结构比较复杂 [11]，且A/T含量太高，PCR扩增就存
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摘  要   对全国分布区12个天然油松种群进行取样，测定了叶绿体DNA trnT-trnL、trnS-trnG、trnL-trnF基因间隔序列，

分析了序列碱基组成特点及在松科系统分类中的意义. 测序结果显示，3个片段碱基序列均富含A/T，长度依次为448 
bp、636 bp和421 bp，所测片段在种群水平上十分保守，没有发现具有种内鉴别意义的碱基变异. 但此片段适合于松科

属间和种间的系统学分析，运用PHYLIP软件构建松科植物的邻接系统树，支持松科分为两个亚科的分类系统，拓扑

结构表明松属与银杉属的关系最近. 由于叶绿体DNA序列长度适中，扩增和测序较为容易，适合作为研究松科植物系

统进化较为理想的分子标记. 图2 表2 参24
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在一定困难. 
本研究通过筛选油松（Pinus tabulaeformis Carr.）叶绿

体基因间隔序列引物，寻找适合于松科植物系统分析的目的

基因片段，分析了扩增产物的序列组成特征，并与GenBank
中松科其它属植物的相应序列一起进行了比较，推断了松科

植物各属间的演化关系，探讨了叶绿体基因间隔序列应用于

松科植物系统进化分析的可行性. 

1  材料与方法
1.1  试验材料

样品收集自全国12个不同的油松种群，于山西省境内的

历山、紫团山、灵空山、芦芽山和关 帝山各选择1个油松种

群，另外选取地理距离较远的，分别位于甘肃天水、青海互

助、内蒙宁城、四川理县、辽宁千山、河北雾灵山和陕西洛南

其它7个种群作为研究对象，每个种群选取1~3个代表性植

株，取针叶提取DNA，进行目的基因的扩增和测序分析. 取样

地自然概况见表1. 

 1.2  试验方法
采 用 改 进 的  CTA B 法 提 取 油 松 针 叶总 DNA  [12].  扩

增 引 物 参 考 Ta b e r l e t 和 H a m i l t o n的 设 计 [13 ~14]，筛 选 出 3
对 适 合 于 扩 增 油 松 叶 绿 体 目 的 基 因 的 引 物，分 别 为：

t r nT- t r n L（F：5’-  CAT TACA A ATG CGATG CTCT-3’，
R :  5 ’ -  T C T A C C G A T T T C G C C A T A T C - 3 ’），t r n S -
t r n G（F：5 ’ - G C C G C T T T A G T C C A C T C A G C - 3 ’，

R :  5’- G A AC G A AT CACAC T T T TAC CAC -3’），t r n L -
t r n F（F：5 ’ - G G T T C A AG T C C C T C T A T C C C -3’，R : 
5’-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3’）. PCR扩增反应液总

体积为15 μL体系，包括10×PCR 缓冲液 1.5 μL，2.0 mmol/L 
dNTP 1.5 μL，2.0 μmol/L的引物各1.5 μL，TaqDNA聚合酶0.5 
U，DNA模板50 ng，加ddH2O至15 μL. PCR扩增条件：94 ℃预

变性5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 1 min，72 ℃ 1.5 min，35个循环；

72 ℃延伸7 min. 用低熔点的琼脂糖回收PCR扩增产物的目的

片段，纯化回收产物，与pGEM-T easy载体（Promega公司）连

接，转化DH5α感受态细胞，进行蓝白菌落筛选. 提取阳性克

隆的质粒进行鉴定，选取含目的基因片段的质粒进行测序. 

序列对比采用BioEdit 软件完成 [15]，并加以适当的手工

校对. 排好的序列用PHYLIP（3.66）软件包进行系统发育分

析 [16]，邻接法（Neighbor-joining）分析时，选取裸子植物苏铁

（Cycas revolute）和银杏（Ginkgo biloba）为外类群[17]，各节点

的置信度以自举检验分析，bootstrap进行100次重复. 

2  结 果
2.1  油松cpDNA基因间隔区序列特征

测定了12个油松种群叶绿体trnT-trnL、trnS-trnG、trnL-
trnF基因间隔序列，以BioEdit软件进行对位排列，结果显

示 这 3个片段 十分 保 守，序 列 在 种 群 间 具100%的同 源性 . 
cpDNA trnT-trnL序列全长448 bp，核苷酸的组成为A（149）、

T（121）、G（108）、C（70），A＋T共270个碱基，占60.27%；

cpDNA t rnS-trnG序列长度为636 bp，核 苷酸的组 成 为A
（210）、T（202）、G（114）、C（110），A＋T共412个碱基，占

64.78%；cpDNA trnL-trnF序列全长421 bp，核苷酸的组成为

A（131）、T（146）、G（67）、C（77），A＋T共277个碱基，占

65.79%. 3个片段均富含A/T，许多非编码区和假基因序列都

具此性质[18]，油松叶绿体基因间隔序列符合非编码区碱基组

成的一般规律. 
本试验选取的12个种群，基本覆盖天然油松的主要分

布区，测序结果没有发现具有种内鉴别意义的变异位点. 通
过GenBank查询，下载与叶绿体 trnT-trnL片断相关的松科植

物15种（表2）. 

油松叶绿体trnT-trnL的间隔序列长度为448 bp，为了判

断序列间的同源性，将无法排序的部分舍弃，只比较相对保

守的部分. 油松可比较序列为413 bp，共同进行分支分析的其

它物种的序列长度介于395~419 bp，显示了trnT-trnL基因片段

在松科属间的长度多态性. 为了便于比较，各属分别选取一

个物种，共9种植物，分属于松科9属，序列对比结果如图1. 该
DNA片段在许多位点发生插入、缺失和碱基的替换，尤其是

一些有规律的碱基变化，反映着物种的进化历史. 

表1  取样地自然概况
Table 1  Natural conditions and locations of all the populations of P. tabulaeformis studied in this study

样地
Population

code

经度/纬度
Longitude/

latitude

样地
Population

code

经度/纬度
Longitude/

latitude

样地
Population

code

经度/纬度
Longitude/

latitude
山西历山 (LS)
Mt. Lishan, Shanxi 111°58 E /35°25''N 山西关帝山 (GD)

Mt. Guandi, Shanxi 111°30'E/37°47' N 四川理县 (SC)
Lixian, Sichuan 103°15'E/31°23' N

山西灵空山 (LK)
Mt. Lingkong, Shanxi 112°13'E/36°37' N 甘肃天水 (GS)

Tianshui, Gansu 105°57'E/34°33' N 辽宁千山 (LN)
Mt. Qianshan, Liaoning 123°04'E/40°55' N

山西紫团山 (ZT)
Mt. Zituan, Shanxi 113°26'E/35°53' N 青海互助 (QH)

Huzhu, Qinghai 102°00'E/37°18' N 陕西洛南 (SX)
Luonan, Shaanxi 110°15'E/34°11' N

山西芦芽山 (LY)
Mt. Luya, Shanxi 111°53'E/38°35' N 内蒙宁城 (NM)

Ningcheng, Inner Mongolia 118°27'E/41°23' N 河北雾灵山 (HB)
Mt. Wuling, Hebei 117°17'E/40°29' N

表2　来源于GenBank的物种名称和序列注册号
Table 2  Species and their accession numbers from GenBank

种名 Species 
序列号 

Access No. 种名 Species 
序列号 

Access No.
Pinus thunbergii D17510  Pseudotsuga sinensis AF440504
P. tropicalis AB097065  P. menziesii AF440503
P. strobus DQ010640  Abies kawakamii DQ112528
P. bungeana DQ010641  Keteleeria evelyniana EF395417
Picea meyeri DQ010623  Tsuga mertensiana EF395447
P. glauca DQ010605  Cedrus deodara DQ983638
Cathaya argyrophylla DQ010639  Ginkgo biloba (outgroup 1) AY145323
Larix kaempferi DQ087863  Cycas revolute (outgroup 2) AF531181
L. occidentalis DQ087866
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2.2  基于trnT-trnL序列构建邻接系统树
序 列 对 比 结 果 显 示 ，松 属 中 的 华 山 松（ P i n u s 

armandii）、白皮松（P. bungeana）和红松（P. koraiensis）序列

具有100%同源性，云杉属（Picea）中的青杄（P. wilsonii）和白

杄（P. meyeri）100%同源. 构建系统树时，序列同源的物种选

取一种，16个松科植物trnT-trnL的邻接系统树见图2. 从图中

可以看出，（1）松科9属植物分为两个主要分支：一个分支是

冷杉属（Abies）、油杉属（Keteleeria）、雪杉属（Cedrus）、铁

杉属（Tsuga）的物种，其中油杉属与冷杉属更近缘；另一分

支由两个亚分支组成，一个亚分支是黄杉属（Pseudotsuga）、

落 叶 松 属（L a r i x）的 物 种，一 个 亚 分 支 是 松 属、银 杉 属

（Cathaya）、云杉属的物种，而且松属与银杉属的关系近于

与云杉属的关系；（2）松属的5个种形成一个单系群，获得很

高的bootstrap值，强烈支持松属种间的亲缘关系. 分属于黄杉

属、云杉属和落叶松属的物种也聚为一支，且得到100%的有

力支持，来自同一属的物种均能很好地组成一个单系群. 进
一步验证松科属间具有明显的界限，同时也表明此序列片段

适用于松科种以上系统发育研究；（3）系统树同时显示出松

属是与古老的外种群距离最远的一个类群. 
2.3   叶绿体DNA trnS-trnG和trnL-trnF序列的系统学

意义 
叶绿体DNA trnS-trnG和trnL-trnF片段显示了与trnT-trnL

共同的特征，物种水平上同样十分稳定. 通过GenBank查询，

与trnS-trnG片段相关的松科植物分属于松科3属共14种；与

trnL-trnF相关的仅有松属植物9个物种，由于3个片段不能作

联合分析，在此仅作简单分析. 油松叶绿体 trnS-trnG的可比

较序列为620 bp，一起分析的其它属物种序列长度变化范围

较大，而且随着分类阶元的提高，trnS-trnG序列的差异越明

显. 本研究涉及到的物种中，凡属同一物种的个体均具有完

全一致的序列，此片段序列长度多态性主要体现在属间. 基
于L. Peroffskyana作为外种群构建的系统邻接树，同属物种同

源性很高. 油松trnL-trnF全序列长为421 bp，舍弃无法排序的

部分，可比较序列为388 bp，共同进行分析的其它物种的序列

长度介于382~393 bp之间，显示了trnL-trnF片段在松科属间的

图1　松科9种植物的trnT-trnL基因间隔序列差异比较
Fig. 1  The sequences alignment of the cpDNA trnT-trnL regions among 9 species of Pinaceae and their variable sites based on the alignment

数字表示序列位点，黑点表示同油松序列一致
The numbers indicate the sequence sites, and the dots show the identical bases to that of P. tabulaeformis
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长度多态性（未列出）. 

3  讨 论
3.1  油松cpDNA间隔序列的系统学意义

油松是中国北方广泛分布的针叶树种，天然分布范围介

于北纬31º00’´~41º00’、东经101º30’~124º25’. 本研究所采样品

跨约21个经度带、10个纬度带，3对引物所测序列均无任何碱

基变异，在物种水平稳定保守，但在种间和属间存在丰富的

碱基差异，说明所测序列的保守性是相对的. 3个cpDNA片段

适合作为物种以上的遗传结构分析和系统学研究. 
表型性状由于受环境因素的影响可能呈现不稳定性 [19]，

松科植物表型进化与分子进化不同步，依据表型进行研究的

可靠性和有效性会受到影响. 而且松科许多植物核型一致性

较高，染色体的变化主要表现在分子水平的结构变异和序列

不同，对于松科植物的起源、物种间的亲缘关系等问题的深

入了解，很难通过常规的遗传标记方法得到解决. 油松叶绿

体trnL-trnF、trnT-trnL和trnS-trnG序列片段长度适中，扩增和

测序都很容易，引物在同科不同属间也具有很高的通用性，

所以认为这3个片段是研究松科植物属间和部分种间系统学

关系的较为理想的分子标记. 
3.2  松科植物各属间的关系

《中国植物志》根据长、短枝及叶等形态学性状将松科

植物划分为3个亚科. 松亚科 （Pinoideae）仅松属一个属，落

叶松亚科（Laricoideae）含雪松属、金钱松属（Pseudolarix）
和落叶松属，冷杉亚科（Abietoideae）含油杉属、冷杉属、铁

杉属、云杉属、银杉属、黄杉属[20]. 李楠在综合了松科属间36
个分类性状，筛选出有序进化性状20个，认为松科分为3个

类群较为合适  [21]. Hu等根据解剖学、传粉学和形态学等特

征将松科分为两个类群，一个类群包括云杉属、落叶松属、

黄杉属、银杉属和松属，另一个类群包括铁杉属、冷杉属、

雪松属、油杉属和金钱松属[22]. 这一结果也得到3个基因片段

（marK、nad5、4CL）联合分析的支持 [17]. 我们的聚类结果也

认为松科分为这两个类群是合适的，但是亚分支中属间关系

有所不同，如图2中松属～银杉属～云杉属亚分支中，松属与

银杉先聚为一支，再与云杉相聚，即油松与银杉的关系近于

与云杉的关系. 比较松属的胚胎发育、花粉形态、染色体数目

和核型等方面的特征，均与银杉属接近 [23]，其它属间关系同

已往的分类也有较好的吻合，说明松科植物叶绿体trnT-trnL
间隔序列包含着松科进化的分子信息. 

油松cpDNA trnT-trnL、trnS-trnG和trnL-trnF间隔序列在

一定程度上反映了松科系统关系，但由于只涉及整个基因组

很少的一部分，作为系统进化分析有一定的局限性；且由于3
个片段不能进行联合分析，使其信息含量降低. 只有收集更

多属的物种，设计更多的引物，将多个序列拼接起来进行联

合分析，使构建的基因树更真实地反映物种树[24]，对揭示松

科物种的形成及适应机制，确定各属间的演化关系可能更有

价值. 
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