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紫花苜蓿叶绿体基因组密码子偏好性分析
喻　 凤∗ꎬ 韩　 明

( 贵州师范大学 生命科学学院ꎬ 贵阳 ５５００２５ )

摘　 要: 为分析紫花苜蓿叶绿体基因组密码子偏好性的使用模式ꎬ该文以紫花苜蓿叶绿体基因组中筛选到的

４９ 条蛋白质编码序列为研究对象ꎬ利用 ＣｏｄｏｎＷ、ＣＵＳＰ、ＣＨＩＰＳ、ＳＰＳＳ 等软件对其密码子的使用模式和偏好性

进行研究ꎮ 结果表明:(１)紫花苜蓿叶绿体基因的第 ３ 位密码子的平均 ＧＣ 含量为 ２６.４４％ꎬ有效密码子数

(ＥＮＣ)在 ４０.６ ~ ５１. ４１ 之间ꎬ多数密码子的偏好性较弱ꎮ (２)相对同义密码子使用度(ＲＳＣＵ)分析发现ꎬ
ＲＳＣＵ>１ 的密码子数目有 ３０ 个ꎬ以 Ａ、Ｕ 结尾的有 ２９ 个ꎬ说明了紫花苜蓿叶绿体基因组 Ａ 或 Ｕ 出现的频率较

高ꎮ (３)中性分析发现ꎬＧＣ３ 与 ＧＣ１２ 的相关性不显著ꎬ表明密码子偏性主要受自然选择的影响ꎻＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分

析发现一部分基因落在曲线的下方及周围ꎬ表明突变也影响了部分密码子偏性的形成ꎮ 此外ꎬ有 １７ 个密码子

被鉴定为紫花苜蓿叶绿体基因组的最优密码子ꎮ 紫花苜蓿叶绿体基因组的密码子偏好性可能受自然选择和

突变的共同作用ꎮ 该研究将为紫花苜蓿叶绿体基因工程的开展和目标性状的遗传改良奠定基础ꎮ
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　 　 紫花苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ)是一种多年生豆科

牧草ꎬ由于其具有适口性好、蛋白质含量高等优

点ꎬ享有 “牧 草 之 王” 的 美 誉 (杨 青 川 和 孙 彦ꎬ
２０１１)ꎮ 其栽培范围广布世界各地ꎬ是一种备受关

注的世界性优质牧草ꎮ 李刚(２０１９)研究表明ꎬ以
紫花苜蓿作为饲料饲养的畜禽ꎬ可以提高畜禽的

生产繁殖、肉品质以及机体的免疫力ꎮ 近年来ꎬ随
着我国畜牧业的发展ꎬ对优质牧草的需求量也日

益增加ꎮ 但是ꎬ我国紫花苜蓿等牧草产业的发展

相对滞后ꎬ产量不足以满足我国市场需求ꎬ仍需进

口大量牧草ꎮ 这使得紫花苜蓿在我国的种植面积

不断增加ꎬ然而ꎬ种植过程中田间病虫害和杂草等

问题却时有发生ꎬ严重时会导致大幅减产和品质

下降ꎬ制约着我国苜蓿产业的发展 (边佳辉等ꎬ
２０２０)ꎮ 传统的育种方法在解决这些难题时收效

甚微ꎬ而基因工程育种技术的应用却成功获得了

大量具有抗病虫和抗除草剂等优良品质的作物材

料(杨朝国等ꎬ２０１０ꎻ郭三堆等ꎬ２０１５)ꎮ 由于紫花

苜蓿为四倍体植物ꎬ遗传背景复杂ꎬ与利用核基因

工程相比ꎬ叶绿体基因工程则具有外源基因可以

定点整合、基因拷贝数多、母系遗传等优点(程霞

英ꎬ２００４ꎻ周菲等ꎬ２０１５ꎻＪｉｎ ＆ Ｄａｎｉｅｌｌꎬ ２０１５)ꎮ 因

此ꎬ利用叶绿体基因工程引入抗病、抗虫、抗除草

剂等基因到紫花苜蓿中对其进行遗传性状改良ꎬ
将对畜牧业的可持续发展具有十分重要的意义ꎮ

在叶绿体基因工程育种中ꎬ有一个关键的环

节就是外源基因的表达ꎮ 有研究表明外源基因的

表达 水 平 会 受 到 物 种 密 码 子 偏 好 性 的 影 响

( Ｈｅｒｓｈｂｅｒｇ ＆ Ｐｅｔｒｏｖꎬ ２００８ꎻ Ｐｌｏｔｋｉｎ ＆ Ｋｕｄｌａꎬ
２０１１ꎻＱｕａｘ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 对某一种生物体的密码

子偏好性使用模式进行研究ꎬ根据该生物的最优

密码子来设计外源基因表达载体ꎬ可以起到优化

外源基因在叶绿体基因组中表达的作用ꎮ 因此ꎬ
本文将分析紫花苜蓿叶绿体基因组密码子偏好性

的特征及其密码子偏性的影响因素ꎬ并确定其最

优密码子ꎬ为紫花苜蓿叶绿体基因工程的开展和

目标性状的遗传改良奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 叶绿体基因组序列的获得

完整的紫花苜蓿叶绿体基因组下载于 ＮＣＢＩ
数据库(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＵ３２１６８３. １) ( Ｔａｏ ｅｔ

ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ从该叶绿体基因组中共获得 ７５ 条编

码蛋白质的基因序列ꎮ 为了更加准确分析密码子

偏好性ꎬ首先剔除小于 ３００ ｂｐ 的基因编码序列ꎬ其
次选择起始密码子为 ＡＴＧꎬ终止密码子为 ＴＡＡ、
ＴＡＧ、ＴＧＡ 的基因编码序列ꎬ最终一共获得 ４９ 条

序列用于后续的数据分析(杨国锋等ꎬ２０１５ꎻ刘慧

等ꎬ２０１７)ꎮ
１.２ 分析方法

１.２.１ 相对同义密码子使用度分析 　 使用 ＣｏｄｏｎＷ
软件对筛选出的 ４９ 条序列的相对同义密码子使

用度( ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅꎬ ＲＳＣＵ)进行

计算ꎮ 当 ＲＳＣＵ 值等于 １ꎬ表示该密码子使用无偏

好性ꎻＲＳＣＵ 值大于 １ꎬ表示该密码子的使用频率比

其他同义密码子高ꎬ反之亦然(Ｓｈａｒｐ ＆ Ｌｉꎬ １９８７)ꎮ
１.２.２ 中性绘图分析 　 为了分析有关密码子偏好

性的影响因素ꎬ利用 ＭＥＧＡ ６ 软件分别统计密码

子 ３ 个位置的 ＧＣ 含量ꎬＧＣ１、ＧＣ２ 和 ＧＣ３ 分别表

示为第一位、第二位和第三位密码子的 ＧＣ 含量ꎮ
ＧＣ３ｓ 表示同义密码子第三位的 ＧＣ 含量ꎬＧＣ１２ 则

表示第一位和第二位密码子的 ＧＣ 含量的平均值ꎮ
中性绘图分析时ꎬ以 ＧＣ３ 为横坐标、ＧＣ１２ 为纵坐

标进行绘图ꎮ
１.２.３ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图分析　 为了进一步分析碱基组

成对密码子偏好性的影响ꎬＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图分析以

ＧＣ３ｓ 为横坐标、有效密码子数( ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｃｏｄｏｎꎬＥＮＣ)为纵坐标进行绘制散点图ꎮ 绘图中的

ＥＮＣ 标准曲线计算公式为 ＥＮＣ ＝ ２ ＋ ＧＣ３ｓ ＋ ２９ /
[ＧＣ３ｓ２＋(１－ＧＣ３ｓ) ２](Ｗｒｉｇｈｔꎬ １９９０)ꎮ
１.２.４ 奇偶偏好(ｐａｒｉｔｙ ｒｕｌｅ ２ꎬ ＰＲ２)分析　 为了评

估密码子第三位碱基 Ａ 与 Ｔ 或 Ｃ 与 Ｇ 之间的组成

偏差是否对密码子偏好性产生影响ꎬ对具有 ４ 个

同义密码子编码的氨基酸的各密码子第三位的碱

基组成进行作图分析ꎮ 计算每个基因 Ａ３ / ( Ａ３ ＋
Ｔ３) 和 Ｇ３ / (Ｇ３＋Ｃ３)后ꎬ分别以 Ａ３ / ( Ａ３＋Ｔ３) 和

Ｇ３ / (Ｇ３＋Ｃ３)为纵坐标和横坐标作图ꎬ平面图中心

表示 Ａ＝Ｔꎬ同时 Ｇ＝Ｃ(Ｓｕｅｏｋａꎬ ２００１)ꎮ
１.２.５ 最优密码子的确定 　 本文以 ＥＮＣ 值为偏好

性标准确定最优密码子ꎮ 首先ꎬ将 ＥＮＣ 值进行排

序ꎻ然后ꎬ从 ＥＮＣ 值最高和最低的两极各选 １０％
的基因ꎬ分别建成高低偏性库(低 ＥＮＣ 值对应高

偏性库)ꎬ并分别计算 ＲＳＣＵ 值 和 高 低 两 库 的

ΔＲＳＣＵꎻ最后ꎬ选取两库 ΔＲＳＣＵ>０.０８ꎬ且 ＲＳＣＵ>１
的密码子定义为最优密码子(王鹏良等ꎬ２０１９)ꎮ

０７０２ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



２　 结果与分析

２.１ 密码子组成分析

将紫花苜蓿叶绿体基因组中的 ４９ 条编码序列

作为一个整体进行碱基组成分析ꎬ结果表明其平

均 ＧＣ 含量为 ３７.２０％ꎬＧＣ１、ＧＣ２、ＧＣ３ 含量分别为

４６.５７％、３８.５９％和 ２６.４４％(表 １)ꎮ 由此可以看出

密码子不同位置的碱基组成的 ＧＣ 分布并不均匀ꎬ
其中 ＧＣ１ 含量最高ꎬ而 ＧＣ３ 含量最低ꎮ

有效密码子数测量的是某基因的密码子偏好

程度ꎬ理论上的取值范围为 ２１ ~ ６０ꎮ 当某一个基

因平均地使用每一个密码子ꎬ则其有效密码子数

为 ６０ꎻ当某一个基因只使用每组同义密码子中的

一个ꎬ则其有效密码子数为 ２０ꎮ 参考前人研究以

ＥＮＣ 值为 ３５ 作为偏性强弱的区分标准(Ｃｏｍｅｒｏｎ ＆
Ａｇｕａｄéꎬ １９８８)ꎮ 本研究结果显示ꎬ紫花苜蓿叶绿

体基因组 ＥＮＣ 取值范围都在 ４０.６ 以上ꎬ因此紫花

苜蓿叶绿体基因密码子偏性普遍较弱(表 １)ꎮ
碱基组成和有效密码子数的相关性分析结果

显示:ＧＣａｌｌ 和 ＧＣ１、ＧＣ２、ＧＣ３ 的相关性都达到了

极显著水平ꎬ并且第一位碱基组成和第二位碱基

组成的相关性也达到了极显著水平ꎬ但两者与第

三位碱基组成的相关性均未达到显著水平 (表

２)ꎮ 表明紫花苜蓿叶绿体编码基因密码子第一位

和第二位碱基组成较相似ꎬ但与第三位碱基组成

却存在差异ꎻ而有效密码子数仅与 ＧＣ３ 的相关性

达到极显著水平ꎬ说明密码子第三位上的碱基组

成对紫花苜蓿叶绿体编码基因的密码子偏好性影

响显著ꎮ
２.２ 中性绘图分析

中性绘图分析结果如图 １ 所示ꎬ由图 １ 可知ꎬ
ＧＣ１２ 分布于 ０.３２１ ８ ~ ０.５３２ ４ 之间ꎬＧＣ３ 分布于

０.１９８ ４ ~ ０.３３４ ６ 之间ꎬ几乎各基因的坐标点都未

落在对角线上或沿着对角线分布ꎮ ＧＣ１２ 和 ＧＣ３
的相关系数为 ０.１１３ ３ꎬ统计结果表明两者的相关

性不显著ꎮ 回归曲线斜率为 ０. １８１ ２ꎬ表明 ＧＣ１２
和 ＧＣ３ 的相关性较弱ꎮ 进一步说明突变对密码子

偏性形成的影响较弱ꎬ其他因素(如选择)可能对

密码子的偏好性形成影响较大ꎮ
２.３ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图分析

为了进一步分析碱基组成对密码子偏好性的

影响ꎬ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图以有效密码子数为纵坐标ꎬ

表 １　 紫花苜蓿叶绿体基因组

密码子不同位置的 ＧＣ 含量
Ｔａｂｌｅ １　 ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｄｏｎ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ

基因
Ｇｅｎｅ

ＧＣ 含量 ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

ＧＣａｌｌ ＧＣ１ ＧＣ２ ＧＣ３ ＧＣ３ｓ
ＥＮＣ

ｃｌｐＰ ３８.９５ ５５.６１ ３４.１８ ２７.０４ ２２.００ ５０.１３
ｐｓｂＢ ４２.７６ ５５.２１ ４５.９７ ２７.１１ ２３.１０ ４５.２８
ｐｅｔＢ ４０.５９ ４７.６９ ４１.６７ ３２.４１ ２６.６０ ４４.９７
ｐｅｔＤ ３９.５４ ５１.５５ ３７.８９ ２９.１９ ２６.１０ ４６.５７
ｒｐｏＡ ３１.９４ ４３.７１ ２９.９４ ２２.１６ ２０.６０ ４３.２０
ｒｐｓ１１ ４２.４５ ５２.５２ ５３.９６ ２０.８６ １８.７０ ４５.４９
ｒｐｌ１４ ３５.２３ ４７.１５ ３８.２１ ２０.３３ １９.２０ ４５.６５
ｒｐｌ１６ ４３.３８ ５１.４７ ５０.７４ ２７.９４ ２３.００ ４２.２７
ｒｐｓ３ ３４.２６ ４４.６５ ３４.８８ ２３.２６ ２１.２０ ４５.６３
ｒｐｌ２ ４２.１５ ５１.４５ ４７.４６ ２７.５４ ２５.７０ ５１.２４
ｙｃｆ２ ３５.４２ ４０.６７ ３２.１４ ３３.４６ ３１.１０ ５１.４１
ｎｄｈＢ ３６.１７ ４１.５８ ３８.５４ ２８.４０ ２４.４０ ４７.５１
ｒｐｓ７ ４０.６０ ５１.２８ ４４.８７ ２５.６４ ２２.３０ ４３.１７
ｒｐｓ１２ ４２.２０ ５２.４２ ４８.３９ ２５.８１ ２５.４０ ４３.６０
ｙｃｆ１ ３０.６３ ３７.２８ ２７.７３ ２６.８７ ２４.６０ ４８.５８
ｎｄｈＨ ３６.５５ ５１.０２ ３５.２８ ２３.３５ １７.８０ ４７.７３
ｎｄｈＡ ３２.９７ ４１.０３ ３８.０４ １９.８４ １７.２０ ４２.０２
ｎｄｈＩ ３３.５４ ４２.５９ ３５.１９ ２２.８４ １９.５０ ４３.９３
ｎｄｈＧ ３２.５８ ４１.８１ ３３.３３ ２２.６０ ２０.００ ４５.０４
ｎｄｈＥ ３３.９９ ４２.１６ ３３.３３ ２６.４７ ２２.７０ ５０.３０
ｃｃｓＡ ３１.７９ ３３.９５ ３５.１９ ２６.２３ ２１.２０ ４８.０５
ｎｄｈＦ ３０.８７ ３６.１１ ３４.６３ ２１.８８ １８.３０ ４３.６１
ｐｓｂＡ ４１.６２ ５０.００ ４２.９４ ３１.９２ ２７.５０ ４１.４８
ｍａｔＫ ３０.４４ ３６.０９ ３０.３７ ２４.８５ ２３.１０ ４８.２３
ｒｂｃＬ ４２.５１ ５７.３５ ４３.７０ ２６.４７ ２３.５０ ４４.９２
ａｔｐＢ ４２.２３ ５７.４３ ４１.７５ ２７.４９ ２５.６０ ４６.９９
ａｔｐＥ ３８.６５ ４８.５５ ３７.６８ ２９.７１ ２６.５０ ５０.６７
ｎｄｈＣ ３３.８８ ４４.６３ ３１.４０ ２５.６２ １９.８０ ４１.７５
ｎｄｈＫ ３６.９９ ４２.５４ ４２.１１ ２６.３２ ２３.７０ ５１.３６
ｎｄｈＪ ３７.９５ ４９.６９ ３６.４８ ２７.６７ ２３.５０ ４４.１２
ｒｐｓ４ ３７.１３ ５１.４９ ３８.１２ ２１.７８ ２０.３０ ４３.５５
ｙｃｆ３ ３８.８６ ４６.７５ ３８.４６ ３１.３６ ２８.６０ ５０.８２
ｐｓａＡ ４１.３７ ５１.９１ ４２.６９ ２９.５１ ２５.３０ ４９.２９
ｐｓａＢ ４０.４５ ４８.７１ ４２.９９ ２９.６６ ２５.００ ４７.８２
ｒｐｓ１４ ４０.５９ ４５.５４ ４６.５３ ２９.７０ ２７.１０ ４５.４２
ｐｓｂＣ ４２.４８ ５２.９５ ４６.２０ ２８.２７ ２４.３０ ４３.７０
ｐｓｂＤ ４２.６６ ５２.５４ ４３.２２ ３２.２０ ２７.８０ ４５.６３
ｒｐｏＢ ３７.８５ ４９.５８ ３７.８２ ２６.１４ ２３.９０ ４７.７７
ｒｐｏＣ１ ３６.２８ ４８.４８ ３７.５９ ２２.７９ ２０.２０ ４５.８６
ｒｐｏＣ２ ３４.２６ ４３.１１ ３５.４５ ２４.２２ ２２.２０ ４６.５０
ｒｐｓ２ ３６.９９ ４３.８８ ４２.１９ ２４.８９ ２１.００ ４５.６７
ａｔｐＩ ３５.３５ ４６.７７ ３５.０８ ２４.１９ ２１.８０ ４３.６５
ａｔｐＦ ３６.１０ ４５.０８ ３３.１６ ３０.０５ ２８.７０ ５１.１５
ａｔｐＡ ３９.３３ ５４.７９ ３９.７３ ２３.４８ ２２.００ ４４.６１
ａｃｃＤ ３５.１１ ４３.９１ ３５.７３ ２５.７１ ２２.９０ ４４.１７
ｃｅｍＡ ３１.８８ ３５.６５ ２８.７０ ３１.３０ ２７.６０ ４６.７７
ｐｅｔＡ ３８.２１ ５２.３４ ３６.１４ ２６.１７ ２４.８０ ４９.０７
ｒｐｓ１８ ３０.９３ ３３.３３ ３６.０４ ２３.４２ ２１.３０ ４０.６０
ｒｐｌ２０ ３４.２７ ３５.９２ ３７.３２ ２９.５８ ２６.５０ ４９.８６

平均值
Ａｖｅｒａｇｅ ３７.２０ ４６.５７ ３８.５９ ２６.４４ ２３.３７ ４６.２６

　 注: ＧＣ１、ＧＣ２、ＧＣ３ 分别表示密码子第一位、第二位和第三
位碱基 ＧＣ 含量ꎻ ＧＣ３ｓ 表示同义密码子第三位碱基 ＧＣ 含量ꎻ
ＧＣａｌｌ 表示密码子总 ＧＣ 含量ꎮ
　 Ｎｏｔｅｓ: ＧＣ１ꎬ ＧＣ２ꎬ ＧＣ３ ｍｅａｎ ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔꎬ ｓｅｃｏｎｄꎬ
ｔｈｉｒｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ＧＣ３ｓ ｍｅａｎｓ ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎｓꎻ ＧＣａｌｌ ｍｅａｎｓ ｔｏｔａｌ ＧＣ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｄｏｎｓ.
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表 ２　 紫花苜蓿叶绿体基因组中相关参数的相关性分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｎ

ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ

ＧＣ１ ＧＣ２ ＧＣ３ ＧＣａｌｌ ＥＮＣ

ＧＣ２ ０.５９９∗∗ ０.１０６ ０.８４８∗∗ －０.１７７

ＧＣ３ ０.０９７ ０.１０６ ０.３９４∗∗ ０.４１０∗∗

ＧＣａｌｌ ０.８６５∗∗ ０.８４８∗∗ ０.３９４∗∗ ０.００２

ＥＮＣ －０.５５０ －０.１７７ ０.４１０∗∗ ０.００２

　 注: ∗∗ 表示在 ０.０１ 水平上显著相关ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ∗∗ ｍｅａｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ｔｈｅ ０.０１ ｌｅｖｅｌ.

图 １　 紫花苜蓿叶绿体基因中性绘图分析
Ｆｉｇ. １　 Ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｅｓ

ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ

图 ２　 紫花苜蓿叶绿体基因的 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析
Ｆｉｇ. ２　 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ

ＧＣ３ｓ 为横坐标ꎬ定位所有基因的坐标系ꎬ同时添

加标准曲线ꎮ 结果显示大部分基因沿标准曲线分

布或位于标准曲线附近(图 ２)ꎮ 为了进一步反映

差异ꎬ根据 ＥＮＣｅｘｐ公式求出 ＥＮＣ 的理论值ꎬ再根据

公式 ＥＮＣ ｒａｔｉｏ ＝ ( ＥＮＣｅｘｐ － ＥＮＣｏｂｓ ) / ＥＮＣｅｘｐ 求 算 出

ＥＮＣ 比值ꎮ 在此基础上分析所有参与研究基因的

ＥＮＣ 频数分布(表 ３)ꎮ 统计结果表明ꎬ大多数基

因的 ＥＮＣ 比值分布在－０.０５ ~ ０.１５ 之间ꎬ该范围内

实际 ＥＮＣ 与期望 ＥＮＣ 值相差较小ꎮ 因此ꎬ这说明

突变对紫花苜蓿叶绿体基因组的部分基因密码子

偏好性的形成影响较大ꎮ

表 ３　 ＥＮＣ 比值频数分布
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＥＮＣ ｒａｔｉｏ

组限
Ｃｌａｓｓ ｂｏｕｎｄａｒｙ

组中值
Ｃｌａｓｓ ｍｉｄｄｌｅ

ｖａｌｕｅ

组数
Ｎｕｍｂｅｒ

组频
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

－０.１５~ －０.０５ －０.１ ４ ０.０８１ ６

－０.０５~ ０.０５ ０ ２９ ０.５９１ ８

０.０５~ ０.１５ ０.１ １５ ０.３０６ １

０.１５~ ０.２５ ０.２ １ ０.０２０ ４

２.４ ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析

利用 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 绘图分析了紫花苜蓿叶绿体基

因组中部分氨基酸家族中密码子第三位碱基 Ａ 与

Ｔ、Ｃ 与 Ｇ 之间的关系(图 ３)ꎮ 结果显示ꎬ大部分

基因分布在图的右下方ꎬ表明密码子第三位碱基 Ｔ
的使用频率高于 ＡꎬＧ 的使用频率高于 Ｃꎮ 如果密

码子使用模式仅受到突变的影响ꎬ则 Ａ 和 Ｔ、Ｇ 和

Ｃ 的碱基使用频率理论上应该相等ꎮ 但本研究的

图 ３　 紫花苜蓿叶绿体基因的 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析
Ｆｉｇ. ３　 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ

２７０２ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



结果显示 Ａ 和 Ｔ、Ｇ 和 Ｃ 的使用存在不均衡ꎬ表明紫

花苜蓿叶绿体密码子的使用模式不仅只受到突变

的影响ꎬ还可能受到其他因素ꎬ如选择等的影响ꎮ
２.５ 相对同义密码子使用度分析

紫花苜蓿叶绿体基因组中各氨基酸的相对同

义密码子的使用度分析如表 ４ 所示ꎬ结果显示共

有 ３０ 个密码子的 ＲＳＣＵ 大于 １ꎮ 其中以 Ｕ 或 Ａ 结

尾的密码子占比为 ９６.６７％ꎬ以 Ｕ 结尾的为 １３ 个ꎬ
以 Ａ 结尾的为 １６ 个ꎬ说明紫花苜蓿偏爱使用结尾

为 Ｕ 和 Ａ 的密码子ꎮ

表 ４　 紫花苜蓿叶绿体基因组中各氨基酸的 ＲＳＣＵ 分析
Ｔａｂｌｅ ４　 ＲＳＣＵ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

密码子
Ｃｏｄｏｎ

数目
Ｎｕｍｂｅｒ ＲＳＣＵ 氨基酸

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
密码子
Ｃｏｄｏｎ

数目
Ｎｕｍｂｅｒ ＲＳＣＵ

苯丙氨酸 Ｐｈｅ ＵＵＵ ８１４ １.４２ 苏氨酸 Ｔｈｒ ＡＣＵ ４２１ １.７０

ＵＵＣ ３３０ ０.５８ ＡＣＣ １６４ ０.６６

丝氨酸 Ｓｅｒ ＵＣＵ ４３６ １.７７ ＡＣＡ ３０８ １.２５

ＵＣＣ ２１７ ０.８８ ＡＣＧ ９６ ０.３９

ＵＣＡ ２８７ １.１７ 天冬酰胺 Ａｓｎ ＡＡＵ ７８４ １.５８

ＵＣＧ １３５ ０.５５ ＡＡＣ ２０８ ０.４２

酪氨酸 Ｔｙｒ ＵＡＵ ６２９ １.６６ 赖氨酸 Ｌｙｓ ＡＡＡ ８７６ １.５９

ＵＡＣ １２８ ０.３４ ＡＡＧ ２２９ ０.４１

色氨酸 Ｔｒｐ ＵＧＧ ３４６ １.００ 丝氨酸 Ｓｅｒ ＡＧＵ ３２５ １.３２

半胱氨酸 Ｃｙｓ ＵＧＵ １５７ １.５０ ＡＧＣ ７４ ０.３０

ＵＧＣ ５２ ０.５０ 精氨酸 Ａｒｇ ＡＧＡ ３３１ １.７５

亮氨酸 Ｌｅｕ ＵＵＡ ７１４ ２.０５ ＡＧＧ １２５ ０.６６

ＵＵＧ ４３２ １.２４ 缬氨酸 Ｖａｌ ＧＵＵ ４１３ １.５１

ＣＵＵ ４３６ １.２５ ＧＵＣ １１３ ０.４１

ＣＵＣ １００ ０.２９ ＧＵＡ ４２６ １.５６

ＣＵＡ ２８９ ０.８３ ＧＵＧ １４１ ０.５２

ＣＵＧ １１９ ０.３４ 丙氨酸 Ａｌａ ＧＣＵ ５１７ １.８８

脯氨酸 Ｐｒｏ ＣＣＵ ３４１ １.６８ ＧＣＣ １４７ ０.５４

ＣＣＣ １４１ ０.６９ ＧＣＡ ３１４ １.１４

ＣＣＡ ２４１ １.１８ ＧＣＧ １２１ ０.４４

ＣＣＧ ９１ ０.４５ 天冬氨酸 Ａｓｐ ＧＡＵ ６９９ １.６１

组氨酸 Ｈｉｓ ＣＡＵ ３６３ １.５５ ＧＡＣ １６７ ０.３９

ＣＡＣ １０４ ０.４５ 谷氨酸 Ｇｌｕ ＧＡＡ ８５８ １.５５

谷氨酰胺 Ｇｌｎ ＣＡＡ ５７４ １.６１ ＧＡＧ ２４７ ０.４５

ＣＡＧ １４０ ０.３９ 甘氨酸 Ｇｌｙ ＧＧＵ ４７３ １.４０

精氨酸 Ａｒｇ ＣＧＵ ２７１ １.４４ ＧＧＣ １１９ ０.３５

ＣＧＣ ８１ ０.４３ ＧＧＡ ５５９ １.６６

ＣＧＡ ２５４ １.３５ ＧＧＧ １９６ ０.５８

ＣＧＧ ７１ ０.３８ 甲硫氨酸 Ｍｅｔ ＡＵＧ ４３２ １.００

异亮氨酸 Ｉｌｅ ＡＵＵ ９０１ １.５３ 终止密码子 ＴＥＲ ＵＡＡ ３０ １.８４

ＡＵＣ ２９７ ０.５１ ＵＡＧ ８ ０.４９

ＡＵＡ ５６５ ０.９６ ＵＧＡ １１ ０.６７

２.６ 最优密码子的确定

本文根据 ΔＲＳＣＵ 法确定最优密码子ꎮ 首先

将 ＥＮＣ 值进行排序ꎬ然后从 ＥＮＣ 值最高和最低的

两极各选 １０％的基因ꎬ最后分别建成高低偏性库ꎬ
并分别计算 ＲＳＣＵ 值和高低两库的 ΔＲＳＣＵ (表

５)ꎮ 结果发现两库 ΔＲＳＣＵ>０.０８ 的一共有 ２７ 个

３７０２１２ 期 喻凤等: 紫花苜蓿叶绿体基因组密码子偏好性分析



高表达密码子(表 ５ 中∗标明)ꎮ 选取表 ５ 中的高

表达密码子和表 ４ 中的高频密码子相结合进行分

析ꎬ将其共有密码子定义为最优密码子ꎮ 最终确

定了紫花苜蓿叶绿体基因组的最优密码子 １７ 个

(ＵＧＵ、 ＵＵＡ、 ＣＣＵ、 ＣＣＡ、 ＣＡＡ、 ＣＧＵ、 ＡＣＵ、 ＡＣＡ、
ＡＡＡ、ＡＧＡ、ＧＵＵ、ＧＵＡ、ＧＣＵ、ＧＡＵ、ＧＡＡ、ＧＧＵ 和

ＵＡＡ)ꎬ在这 １７ 个最优密码子中ꎬ全以 Ａ 或 Ｕ 结

尾ꎬ此结果与 ＧＣａｌｌ 和 ＧＣ３ 的高 Ａ、Ｔ 含量一致ꎮ

表 ５　 紫花苜蓿叶绿体基因组最优密码子分析
Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

密码子
Ｃｏｄｏｎ

高表达基因
Ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｇｅｎｅ

数目
Ｎｕｍｂｅｒ ＲＳＣＵ

低表达基因
Ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｇｅｎｅ

数目
Ｎｕｍｂｅｒ ＲＳＣＵ

△ＲＳＣＵ
氨基酸
Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

密码子
Ｃｏｄｏｎ

高表达基因
Ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｇｅｎｅ

数目
Ｎｕｍｂｅｒ ＲＳＣＵ

低表达基因
Ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｇｅｎｅ

数目
Ｎｕｍｂｅｒ ＲＳＣＵ

△ＲＳＣＵ

苯丙氨酸
Ｐｈｅ

丝氨酸
Ｓｅｒ

ＵＵＵ ４８ １.２８ １０１ １.２０ ０.０８

ＵＵＣ ２７ ０.７２ ６７ ０.８０ －０.０８

ＵＣＵ∗ ３７ ２.２４ ６８ １.７５ ０.４９

ＵＣＣ １１ ０.６７ ３５ ０.９０ －０.２３

ＵＣＡ １９ １.１５ ５４ １.３９ －０.２４

ＵＣＧ ９ ０.５５ ２１ ０.５４ ０.０１

苏氨酸
Ｔｈｒ

天冬酰胺
Ａｓｎ

ＡＣＵ∗ １７ １.４５ ４１ １.３１ ０.１４

ＡＣＣ １０ ０.８５ ２６ ０.８３ ０.０２

ＡＣＡ∗ １７ １.４５ ４２ １.３４ ０.１１

ＡＣＧ ３ ０.２６ １６ ０.５１ －０.２５

ＡＡＵ ２７ １.２０ １４２ １.５９ －０.３９

ＡＡＣ∗ １８ ０.８０ ３７ ０.４１ ０.３９

酪氨酸
Ｔｙｒ

ＵＡＵ ３０ １.４３ ９９ １.６６ －０.２３

ＵＡＣ∗ １２ ０.５７ ２０ ０.３４ ０.２３

赖氨酸
Ｌｙｓ

ＡＡＡ∗ ３５ １.７９ １３３ １.３７ ０.４２

ＡＡＧ ４ ０.２１ ６１ ０.６３ －０.４２

色氨酸 Ｔｒｐ

半胱氨酸
Ｃｙｓ

亮氨酸
Ｌｅｕ

脯氨酸
Ｐｒｏ

组氨酸
Ｈｉｓ

谷氨酰胺
Ｇｌｎ

精氨酸
Ａｒｇ

ＵＧＧ∗ ２６ ２.００ ４０ １.９０ ０.１０

ＵＧＵ∗ ４ ２.００ ２１ １.３５ ０.６５

ＵＧＣ ０ ０.００ １０ ０.６５ －０.６５

ＵＵＡ∗ ４０ ２.００ ８３ １.６８ ０.３２

ＵＵＧ ２０ １.００ ６５ １.３２ －０.３２

ＣＵＵ ２８ １.４０ ６７ １.３６ ０.０４

ＣＵＣ ３ ０.１５ １９ ０.３９ －０.２４

ＣＵＡ∗ ２６ １.３０ ４１ ０.８３ ０.４７

ＣＵＧ ３ ０.１５ ２１ ０.４３ －０.２８

ＣＣＵ∗ ２４ ２.０４ ４３ １.６１ ０.４３

ＣＣＣ ６ ０.５１ ２１ ０.７９ －０.２８

ＣＣＡ∗ １３ １.１１ ２５ ０.９３ ０.１８

ＣＣＧ ４ ０.３４ １８ ０.６７ －０.３３

ＣＡＵ ７ １.２７ ５２ １.５１ －０.２４

ＣＡＣ∗ ４ ０.７３ １７ ０.４９ ０.２４

ＣＡＡ∗ ２６ １.７９ ６８ １.４０ ０.３９

ＣＡＧ ３ ０.２１ ２９ ０.６０ －０.３９

ＣＧＵ∗ １８ １.８５ ２６ １.１１ ０.７４

ＣＧＣ ６ ０.６２ １３ ０.５５ ０.０７

ＣＧＡ １３ １.３３ ４１ １.７４ －０.４１

ＣＧＧ ２ ０.２１ １４ ０.６０ －０.３９

丝氨酸
Ｓｅｒ

精氨酸
Ａｒｇ

缬氨酸
Ｖａｌ

丙氨酸
Ａｌａ

天冬氨酸
Ａｓｐ

谷氨酸
Ｇｌｕ

甘氨酸
Ｇｌｙ

甲硫氨酸
Ｍｅｔ

ＡＧＵ １８ １.０９ ４７ １.２１ －０.１２

ＡＧＣ∗ ５ ０.３０ ８ ０.２１ ０.０９

ＡＧＡ∗ １６ ２.５６ ５４ ２.３０ ０.２６

ＡＧＧ ４ ０.６４ ３７ １.５７ －０.９３

ＧＵＵ∗ ３０ １.８２ ４４ １.６４ ０.１８

ＧＵＣ∗ ８ ０.４８ ９ ０.３４ ０.１４

ＧＵＡ∗ ２６ １.５８ ３１ １.１６ ０.４２

ＧＵＧ ２ ０.１２ ２３ ０.８６ －０.７４

ＧＣＵ∗ ４２ １.４７ ３７ １.４７ ０.８３

ＧＣＣ ３ ０.７９ ２０ ０.７９ －０.６３

ＧＣＡ ２１ １.０７ ２７ １.０７ ０.０８

ＧＣＧ ７ ０.６７ １７ ０.６７ －０.２９

ＧＡＵ∗ ２３ １.７７ １２０ １.６６ ０.１１

ＧＡＣ ３ ０.２３ ２５ ０.３４ －０.１１

ＧＡＡ∗ ４３ １.５９ １０６ １.２７ ０.３２

ＧＡＧ １１ ０.４１ ６１ ０.７３ －０.３２

ＧＧＵ∗ ４０ １.９０ ３４ ０.９６ ０.９４

ＧＧＣ ６ ０.２９ １５ ０.４２ －０.１３

ＧＧＡ ２９ １.３８ ６４ １.８０ －０.４２

ＧＧＧ ９ ０.４３ ２９ ０.８２ －０.３９

ＡＵＧ∗ ２８ ０.９７ ５０ ０.８１ ０.１６

异亮氨酸
Ｉｌｅ

ＡＵＵ ５８ １.４３ ９３ １.４３ ０.００

ＡＵＣ ２３ ０.５７ ３７ ０.５７ ０.００

ＡＵＡ ３０ １.０３ ７４ １.１９ －０.１６

终止密码子
ＴＥＲ

ＵＡＡ∗ ４ ０.６４ ２ ０.０９ ０.５５

ＵＡＧ∗ １ ０.１６ １ ０.０４ ０.１２

ＵＧＡ ０ ０.００ ２ ０.１０ －０.１０

　 注: ∗ 表示高表达密码子ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ∗ ｍｅａｎｓ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｄｏｎｓ.
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３　 讨论与结论

在长期进化过程中ꎬ特定物种为了适应自身

的基因组环境ꎬ往往形成了一套具有偏好性的密

码子使用模式(李平等ꎬ２０１１)ꎮ 密码子的使用偏

好性受到基因组大小、ＣｐＧ 岛、ＧＣ 分布的位置、基
因密度、基因序列长度、基因表达水平、 ｔＲＮＡ 丰

度、蛋白质二级结构以及密码子变异偏好性等多

种因素影响 ( Ｈａｎｓｏｎ ＆ Ｃｏｌｌｅｒꎬ ２０１８ꎻＰａｕｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎮ 其中ꎬ自然选择和突变是影响密码子使用

偏性的两个主要因素ꎬ也是目前备受关注的两个

因素(Ｓｈａｒｐ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻＲａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ石元豹

等ꎬ２０１８)ꎮ 由于密码子第三位碱基突变通常受到

的选择压较第一位、第二位上的碱基小ꎬ因此ꎬ分
析密码子第三位碱基的碱基组成对密码子的使用

模式研究具有重要意义(原晓龙等ꎬ２０２１)ꎮ 本研

究表明紫花苜蓿叶绿体基因组各基因第三位密码

子碱 基 富 含 Ａ 和 Ｔꎬ 与 蒺 藜 苜 蓿 ( Ｍｅｄｉｃａｇｏ
ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ)(杨国锋等ꎬ２０１５)、酸枣(Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ
ｖａｒ. ｓｐｉｎｏｓａ ) ( 胡 晓 艳 等ꎬ ２０１９ ) 和 蝴 蝶 兰

(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ａｐｈｒｏｄｉｔｅ ｓｕｂｓｐ. ｆｏｒｍｏｓａｎａ)(续晨等ꎬ
２０１０)等植物叶绿体基因组第三位密码子使用偏

性相似ꎬ表明这类植物的叶绿体基因组密码子使

用模式具有高度相似性ꎮ 这提示我们高等植物叶

绿体基因组可能含有较高的 Ａ、Ｔ 碱基含量ꎬ且密

码子使用模式的偏好性在进化上存在一定的保

守性ꎮ
紫花苜蓿的叶绿体基因组编码基因的 ＥＮＣ 值

都大于 ４０.６ꎬ说明紫花苜蓿基因组存在较弱的密

码子偏性ꎮ 中性绘图分析结果表明紫花苜蓿叶绿

体基因组密码子 ＧＣ１２ 与 ＧＣ３ 相关性不显著ꎬ表
明密码子的使用偏性可能更多受到选择的影响ꎻ
而 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图分析表明突变是部分基因密码子

偏好性形成的重要因素ꎻＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析的结果则进

一步显示密码子的偏好性不仅受到突变的影响还

受到选择的影响ꎮ 因此ꎬ在长期的进化过程中ꎬ紫
花苜蓿叶绿体基因组密码子的使用偏性更多地受

到选择的影响ꎬ而突变也是部分基因的密码子偏

性形 成 的 重 要 因 素ꎮ 这 与 前 人 对 剑 麻 ( Ａｇａｖｅ
ｈｙｂｒｉｄ)(金刚等ꎬ２０１８)、糜子(Ｐａｎｉｃｕｍ ｍｉｌｉａｃｅｕｍ)
(刘慧等ꎬ２０１７)和梧桐属植物(陆奇丰等ꎬ２０２０)
的叶绿体基因组密码子偏性影响因素分析结果相

似ꎬ表明影响植物叶绿体基因组密码子偏性的因

素是综合性的ꎮ 但具体的影响机制还有待通过进

一步的深入研究来揭示ꎮ
本研究将高表达的高频密码子定义为最优密

码子ꎬ在紫花苜蓿叶绿体基因组中确定的 １７ 个最

优密 码 子 分 别 为 ＵＧＵ、 ＵＵＡ、 ＣＣＵ、 ＣＣＡ、 ＣＡＡ、
ＣＧＵ、 ＡＣＵ、 ＡＣＡ、 ＡＡＡ、 ＡＧＡ、 ＧＵＵ、 ＧＵＡ、 ＧＣＵ、
ＧＡＵ、ＧＡＡ、ＧＧＵ 和 ＵＡＡꎮ 这些最优密码子都以 Ａ
或 Ｕ 碱 基 结 尾ꎬ 这 与 蒺 藜 苜 蓿 ( Ｍｅｄｉｃａｇｏ
ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ) ( 杨 国 锋 等ꎬ ２０１５ )、 巨 桉 ( Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ
ｇｒａｎｄｉｓ) ( 王 鹏 良 等ꎬ ２０１９ )、 糜 子 ( Ｐａｎｉｃｕｍ
ｍｉｌｉａｃｅｕｍ)(刘慧等ꎬ２０１７) 和籽粒苋 ( Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ
ｈｙｐｏｃｈｏｎｄｒｉａｃｕｓ)(冯瑞云等ꎬ２０１９)等物种叶绿体

基因组最优密码子分析结果一致ꎮ 同时最优密码

子的结果提示在紫花苜蓿的叶绿体基因工程的外

源基因载体的设计时ꎬ选用这些 Ａ 或 Ｕ 碱基结尾

最优密码子或可提高外源基因的表达效率ꎮ
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