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　 　 摘要:　 为探索黄精属植物叶绿体基因组的进化、密码子选择倾向和相关影响要素ꎮ 本研究利用 ＭＩＳＡ、ＩＲｓｃｏｐｅ、
ｍＶＩＳＴＡ 等在线工具分析 ８ 种黄精属植物叶绿体基因组特征ꎻ利用 ＣｏｄｏｎＷ １.４.２、ＣＵＳＰ、Ｅｘｃｅｌ、ＭＥＧＡ１１ 等软件进行密

码子偏好性和系统发育分析ꎮ 结果表明ꎬ碱基 Ａ 和碱基 Ｔ 组成的单核苷酸重复序列被频繁使用ꎻ叶绿体基因组界限

稳定ꎬ区域组成差异小ꎮ 密码子中 ＧＣ 含量从第 １ 碱基位到第 ３ 碱基位递减ꎬ末位偏好碱基 Ａ 或碱基 Ｕꎻ叶绿体基因

组中密码子的选择倾向受多因素共同作用ꎬ其中自然选择是主要原因ꎮ 最终筛选出 ８ 种黄精属植物共有 ９ 个相同的

最优密码子ꎮ 系统发育研究结果揭示独花黄精和距药黄精与黄精属其他 ６ 种植物的关系较远ꎮ 本研究结果为黄精

属植物的系统发育分析提供了支持ꎬ并为黄精药材的鉴定、品种优化及遗传育种工作奠定了理论基础ꎮ
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　 　 传统药材黄精素有“仙人余粮”和“百岁草”的
美誉ꎮ «名医别录»首次记载黄精“味甘平无毒ꎬ能
补中益气、祛风湿、安五脏” [１]ꎬ而«抱朴子内篇»指
出“花效优于实ꎬ实效优于根ꎬ但花不易得” [２]ꎬ可见
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在当时黄精的花、果实和根茎皆可入药ꎬ而现在仅取

干燥根茎入药[３]ꎮ 经考证古籍中记载的可以当药

材使用的“兖州黄精”、“永康军黄精”实为现代命名

的多花黄精 (Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅｍａ)ꎬ “荆门军黄

精” 则为现代的独花黄精 (Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｈｏｏｋｅｒｉ)ꎮ
“滁州黄精”、“解州黄精”和“相州黄精”等均为轮

生叶形态[４]ꎬ表明古代有多种黄精属植物被用作药

材ꎬ而中华人民共和国药典将黄精的正宗来源限定

为 滇 黄 精 ( Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｋｉｎｇｉａｎｕｍ Ｃｏｌｌｅｔｔ ＆
Ｈｅｍｓｌ.)、黄精(Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ Ｒｅｄｏｕｔé)和多

花黄精(Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅｍａ)３ 种[３]ꎮ
密码子负责识别和传递重要的遗传信息ꎮ 除了

蛋氨酸和色氨酸各有一个密码子ꎬ其他氨基酸由多个

同义密码子编码[５]ꎮ 在物种的长期进化过程中ꎬ由于

自然选择和适应性演化ꎬ某些同义密码子被频繁选择

和使用ꎬ从而形成了所谓的密码子偏好性ꎮ 生物遗传

信息传递中的密码子偏好性可通过分析确定ꎬ有助于

优化基因效率和产物准确性ꎬ预测基因功能和表达ꎬ
并提供科学依据探索物种间关系和遗传进化[５￣６]ꎮ 研

究发现ꎬ物种间遗传距离与密码子偏好性相关ꎬ遗传

距离近的物种在密码子偏好上更相似[７]ꎬ且密码子偏

好性与基因表达水平密切相关[８]ꎮ
叶绿体的遗传信息明显表现为较低的核苷酸替

代率和单亲遗传特性[９]ꎮ 尽管已有部分黄精属植

物的叶绿体基因组序列被公开ꎬ但关于其密码子偏

好性的研究较少[１０￣１１]ꎮ 为此ꎬ本研究针对黄精属 ８
种药用植物ꎬ深入研究其叶绿体基因组密码子偏好ꎬ
并分析影响因素ꎮ 通过比较基因组、系统发育和结

构分析ꎬ旨在为黄精属植物的分子育种和进化研究

提供理论支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 数据材料的获取

自美国国家生物技术信息中心[ＧｅｎＢａｎｋ( ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )]获取黄精[Ｐｏｌｙｇｏｎａ￣
ｔｕｍ ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ Ｒｅｄｏｕｔé ( ＯＱ５３２９７２. １)]、 棒丝黄精

[Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃａｔｈｃａｒｔｉｉ Ｂａｋｅｒ(ＯＰ４２８７２６.１)]、滇黄

精 [ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｋｉｎｇｉａｎｕｍ Ｃｏｌｌｅｔｔ ＆ Ｈｅｍｓｌ.
(ＯＲ９９２３８９.１)]、点花黄精[Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｐｕｎｃｔａｔｕｍ
Ｒｏｙｌｅ ｅｘ Ｋｕｎｔｈ(ＯＱ５３２９７４.１)]、距药黄精[Ｐｏｌｙｇｏ￣
ｎａｔｕｍ ｆｒａｎｃｈｅｔｉｉ Ｈｕａ(ＯＰ６１５２５３.１)]、独花黄精[Ｐｏ￣
ｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｈｏｏｋｅｒｉ Ｂａｋｅｒ(ＯＲ６５６５３９. １)]、长梗黄精

[Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｆｉｌｉｐｅｓ Ｍｅｒｒ. ｅｘ Ｃ. Ｊｅｆｆｒｅｙ ＆ ＭｃＥｗａｎ
(ＯＲ６５６５４０.１)]、五叶黄精[Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ａｃｕｍｉｎａｔｉ￣
ｆｏｌｉｕｍ Ｋｏｍ.(ＯＰ４２８７２９.１)]的完整叶绿体基因组ꎮ
利用 ＣＰＧＡＶＡＳ ２ 在线软件对核苷酸序列进行注

释ꎬ删除重复的以及长度不足 ３００ ｂｐ 的序列ꎬ人工

筛选出起始密码子为 ＡＴＧꎬ终止密码子为 ＴＡＡ、ＴＧＡ
或 ＴＡＧ 的序列ꎬ得到 ８ 种黄精植物叶绿体的完整编

码区序列(ＣＤＳ)４１６ 条ꎮ
１.２　 叶绿体基因组特征分析

采用 ＭＩＳＡ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂｂｌａｓｔ.ｉｐｋ￣ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ.ｄｅ /
ｍｉｓａ) [１２]工具鉴定 ８ 种黄精属植物叶绿体基因组中

的简单重复序列(ＳＳＲ)ꎮ 使用 ＩＲｓｃｏｐｅ[１３] 可视化工

具绘制 ＩＲ 边界对比图ꎬ以便对比叶绿体基因组结构

的边界差异ꎮ 使用 ｍＶＩＳＴＡ[１４]工具进行叶绿体基因

组的全序列比对ꎬ分析变异情况ꎮ
１.３　 密码子使用偏好分析

使用 ＣｏｄｏｎＷ １.４.２ 和 ＥＭＢＯＳＳ 的 ＣＵＳＰ 程序对

４１６ 条编码序列(ＣＤＳ)进行密码子使用指数分析ꎬ衡量

密码子使用偏好和基因表达效率ꎮ 以密码子第 ３ 位上

的 ＧＣ 含量(ＧＣ３)为横坐标、ＧＣ１２(ＧＣ１ 和 ＧＣ２ 的平均

值ꎬＧＣ１:密码子第 １ 位上的 ＧＣ 含量ꎻＧＣ２:密码子第 ２
位上的 ＧＣ 含量)为纵坐标绘制散点图进行相关性分

析[１５]ꎮ 以Ｇ３ / (Ｇ３＋Ｃ３)为横轴ꎬＡ３ / (Ａ３＋Ｔ３)为纵轴绘制

散点图ꎬ中心点代表 Ａ＝Ｔ 和 Ｃ＝Ｇꎬ分析第 ３ 位碱基的

含量和关系[１６]ꎮ 依据有效密码子数(ＥＮＣ)＝ ２＋ＧＣ３ｓ＋
２９/ [ＧＣ２

３ｓ＋(１－ＧＣ３ｓ)２](ＧＣ３ｓ:同义密码子第 ３ 位 ＧＣ 含

量)[１７]计算出有效密码子数的期望值ꎬ绘制以 ＧＣ３ 和

理论 ＥＮＣ 值为坐标的标准曲线图ꎬ并用表格列出 ＥＮＣ
比值[ＥＮＣ 比值＝(ＥＮＣ 预期－ＥＮＣ 实际) / ＥＮＣ 预期]ꎮ
ＥＮＣ 比值反映了密码子使用的偏差程度ꎬＥＮＣ 比值越

低ꎬ表示密码子偏好性越明显ꎮ 同义密码子使用分析

(ＣＯＡ)是一种评估相对同义密码子使用率(ＲＳＣＵ 值)
变化和基因在多维空间分布的方法ꎮ 通过 ＣｏｄｏｎＷ
１.４.２软件可以将基因映射到 ５８ 个同义密码子的 ５８ 维

向量空间ꎬ并利用散点图(以 Ａｘｉｓ１ 和 Ａｘｉｓ２ 为坐标轴)
进行可视化分析ꎮ 分析密码子偏好性时ꎬ需关注基因

在图像上的分布离散度和各轴的贡献率ꎬ以识别影响

因素[１８]ꎮ 按照 ＥＮＣ 比值选出最高 １０％和最低 １０％的

基因ꎬ即本研究中 ＥＮＣ 比值最高和最低各 ５ 条 ＣＤＳꎬ构
建出高、低表达库ꎬ并利用 ＲＳＣＵ 值ꎬ计算出相应高低表

达库的 ＲＳＣＵ 差值(△ＲＳＣＵ)ꎮ ＲＳＣＵ 值超过 １ 的密码

子定义为常用密码子ꎬ△ＲＳＣＵ 值≥０􀆰 ０８ 的为高表达密
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码子ꎮ 密码子需同时满足这两个条件才被视为最佳密

码子[１９]ꎮ
１.４　 系统发育分析

利用 ＭＥＧＡ １１ 软件[２０]基于精选的黄精属植物

叶绿体基因编码区序列(ＣＤＳ)ꎬ通过邻接法构建系

统发育树ꎬ并用１ ０００次 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 测试其稳定性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＳＳＲ 分析

从表 １ 可知ꎬ在黄精属植物叶绿体基因组中发

现了４４~ ４９ 个 ＳＳＲ 位点ꎬ涵盖单核苷酸、双核苷酸

和三核苷酸 ３ 种重复序列ꎮ 黄精有 ２ 种核苷酸重复

序列ꎬＳＳＲ 位点 ４４ 个ꎮ 棒丝黄精、滇黄精、距药黄

精、五叶黄精有 ３ 种核苷酸重复序列ꎬＳＳＲ 位点分别

为 ４９ 个、４８ 个、４５ 个、４７ 个ꎮ 点花黄精、独花黄精、
长梗黄精有 ４ 种核苷酸重复序列ꎬＳＳＲ 位点分别为

４６ 个、４７ 个、４４ 个ꎮ 且 ８ 种黄精属植物叶绿体基因

组均为以碱基 Ａ 和碱基 Ｔ 组成的单核苷酸重复序

列次数最多ꎬ占比最大ꎬ这表明在碱基序列形成过程

中碱基 Ａ 和碱基 Ｔ 使用最频繁ꎮ

表 １　 黄精属植物叶绿体基因组的 ＳＳＲ 分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ＳＳＲｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ

ＳＳＲ 类型　 　 黄精 棒丝黄精 滇黄精 点花黄精 独花黄精 距药黄精 长梗黄精 五叶黄精

Ａ / Ｔ ４０ ４５ ４３ ４０ ４２ ３８ ３８ ４１

Ｃ / Ｇ ０ ０ ０ １ １ ２ １ ４

ＡＴ / ＡＴ ４ ３ ４ ４ ３ ５ ４ ５

ＡＡＴ / ＡＴＴ ０ １ １ １ １ ０ １ ０

总计 ４４ ４９ ４８ ４６ ４７ ４５ ４４ ４７

Ａ / Ｔ 占比(％) ９０.９１ ９１.８４ ８９.５８ ８６.９６ ８９.３６ ８４.４４ ８６.３６ ８７.２３

２.２　 ＬＳＣ 区、ＳＳＣ 区、ＩＲａ 区、ＩＲｂ 区的收缩和扩张

分析

　 　 ８ 种黄精属植物叶绿体基因组均呈现典型的四

分体环状结构ꎬ具有 ＳＳＣ 区、ＬＳＣ 区、ＩＲａ 区、ＩＲｂ 区

４ 个区域ꎬＩＲａ 区、ＩＲｂ 区的边界区域并非完全固定ꎬ
这些边界区域时常经历着细微的变异[２１]ꎮ 本研究

揭示了黄精属植物叶绿体基因组的 ４ 个界定区域ꎮ
黄精的 ＪＬＢ(ＬＳＣ / ＩＲｂ)位于 ｒｐｓ１９ 基因内ꎬ并扩展至

ＩＲｂ 区 ２１９ ｂｐꎻ其他 ７ 种黄精属植物的 ＪＬＢ(ＬＳＣ /
ＩＲｂ)则界定在 ｒｐｌ２２ 基因与 ｒｐｓ１９ 基因之间ꎮ 棒丝

黄精、滇黄精、长梗黄精、五叶黄精的 ＪＳＢ(ＩＲｂ / ＳＳＣ)
缺失 ｙｃｆ１ 基因ꎬ黄精、点花黄精、独花黄精和距药黄

精的 ＪＳＢ 边界在 ｙｃｆ１ 基因和 ｎｄｈＦ 基因之间ꎬ８ 种黄

精属植物的 ＪＳＢ 边界在 ｎｄｈＦ 基因内并向 ＳＳＣ 区有

２ １７６~ ２ １８９ ｂｐ 的扩张ꎮ ８ 种黄精属植物的 ＪＳＡ
(ＳＳＣ / ＩＲａ)边界均跨越 ｙｃｆ１ 基因ꎬ并向 ＩＲａ 区域有

８８３~８９６ ｂｐ 的扩张ꎮ 在 ＪＬＡ( ＩＲａ / ＬＳＣ)边界处ꎬ除
黄精的边界在 ｒｐｓ１９ 基因中间且向 ＬＳＣ 区扩张了 ２６
ｂｐꎬ其余 ７ 种黄精属植物的 ＪＬＡ 边界均在 ｒｐｓ１９ 基

因与 ｐｓｂＡ 基因之间ꎮ 综合以上分析结果ꎬ进化过程

中黄精属 ８ 种植物叶绿体基因组中 ＩＲ 区的变化幅

度较小ꎬ叶绿体基因组较为保守ꎮ
２.３　 叶绿体基因组序列变异分析

基于注释后的黄精叶绿体基因组对比其余 ７ 种

黄精属植物叶绿体基因组比较分析ꎮ 黄精属植物叶

绿体基因组的 ４ 个区间构成相似ꎻ结合边界分析ꎬ８
种黄精属植物的 ＬＳＣ 区和 ＳＳＣ 区差异较大ꎬ其中

ＬＳＣ 区变异程度最大ꎬＩＲ 区间最保守ꎮ 非基因编码

区变异程度较高ꎬ基因编码区较为保守ꎬ但 ｙｃｆ１、
ｐｓｂＮ、ｒｐｌ１６、ｙｃｆ２ 等基因编码区变异程度较大ꎬ存在

显著差异ꎮ
２.４　 密码子的碱基组成

８ 种黄精属植物叶绿体基因组的 ＣＤＳ 数量分别

为:黄精 ５２ 条、棒丝黄精 ５１ 条、滇黄精 ５１ 条、点花黄

精 ５１ 条、独花黄精 ５３ 条、距药黄精 ５３ 条、长梗黄精

５３ 条、五叶黄精 ５２ 条ꎮ ＧＣ 含量(ＧＣａｌｌ)的平均值分

别 为 ３８􀆰 ２８％、 ３８􀆰 ３０％、 ３８􀆰 ３３％、 ３８􀆰 ３４％、 ３８􀆰 ２８％、
３８􀆰 ３０％、３８􀆰 ３０％、３８􀆰 ３５％ꎬ含量基本一致ꎮ ＧＣ３、ＧＣ２、
ＧＣ１ 含量分别在３９􀆰 ３４％~４６􀆰 ８８％、３９􀆰 ３９％~３９􀆰 ６２％、
２８􀆰 ４７％~２８􀆰 ８９％ꎬ在 ８ 种黄精属植物的叶绿体基因

组中ꎬ第一密码子位置的 ＧＣ 含量最高ꎬ第 ３ 位置 ＧＣ
含量最低ꎬ表明 Ｇ、Ｃ 在 ３ 个碱基位置上的含量不均
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匀ꎬ更多分布在第 １ 个碱基位置上ꎬ且密码子以碱基

Ａ 或碱基 Ｕ 结尾的频率偏高ꎮ ＥＮＣ 比值衡量密码子

使用频率与同义密码子平均频率的偏差ꎬ超过 ３５ 视

为偏好性低ꎮ 本研究中 ８ 种黄精属植物叶绿体基因

组 ＥＮＣ 比值平均为４８􀆰 ５０％~４８􀆰 ０２％ꎬ表明它们密码

子使用偏好性较低ꎮ 密码子适应指数(ＣＡＩ)接近 １
时ꎬ表示基因密码子偏好性强ꎬ８ 种黄精属植物叶绿

体基因组 ＣＡＩ 均为 ０􀆰 １７ꎬ表明叶绿体基因密码子偏好

性较弱ꎮ 密码子偏好指数(ＣＢＩ)反映高表达密码子

比例ꎬ０~１ 范围内数值越大表示偏好性越强ꎬ小于 ０
则表示偏好性更弱ꎬ本研究中 ８ 种黄精属植物叶绿体

基因组 ＣＢＩ 值均为－０􀆰 ０９ꎬ表明偏好性低于平均水平ꎮ
最佳密码子频率(Ｆｏｐ)衡量最优密码子使用频率ꎬ０~
１ 范围内数值越大表示偏好性越强ꎬ０ 表示未使用最

优密码子ꎬ１ 表示仅使用最优密码子ꎬ本研究中 ８ 种

黄精属植物叶绿体基因组 Ｆｏｐ 均为 ０􀆰 ３６ꎬ显示密码子

偏好性较弱ꎮ
相关性分析结果显示(图 １)ꎬ８ 种黄精属植物的

叶绿体基因组 ＧＣ１ 与 ＧＣ２ 均呈极显著相关 (Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬＧＣ１、ＧＣ２与 ＧＣ３之间无显著相关性ꎬ表明密码

子的第 １ 位和第 ２ 位碱基组成相似ꎬ而第 １ 位、第 ２
位碱基组成与第 ３ 位碱基组成不同ꎮ ８ 种黄精属植

物叶绿体基因组的 ＧＣ３ 与 ＧＣ３ｓ之间极显著相关(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ显示同义突变主要发生在密码子第 ３ 位碱基ꎮ
黄精叶绿体基因组的 ＧＣ 与 ＧＣ３之间相关性不显著

(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ且其他 ７ 种黄精属植物叶绿体基因组的

ＧＣ 与 ＧＣ３均呈极显著相关(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ第 ３ 位碱基对

ＧＣ 含量有关键影响ꎬ且在 ８ 种黄精属植物叶绿体基

因组中ꎬＧＣ３ 与 ＥＮＣ 比值极显著相关(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ显示

第 ３ 位碱基显著影响密码子偏好性ꎮ ＣＡＩ、ＣＢＩ 和 Ｆｏｐ
指代了基因的表达水平ꎬ三者与 ＧＣ１、ＧＣ２、ＧＣ３、ＧＣ３ｓ、
ＧＣ１２两两之间呈现正相关关系ꎬ有的呈现出显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)或极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)相关性ꎬ这显示了构成密码

子的 Ｇ、Ｃ 碱基对基因表达具有影响ꎮ
２.５　 中性绘图分析

黄精属 ８ 种植物叶绿体基因组密码子 ＧＣ１２为

３２.６４％~ ５５􀆰 ７６％ꎬＧＣ３ 为２１.５０％~ ３９􀆰 ６１％ꎬ说明碱

基 Ｇ、Ｃ 多出现在密码子碱基位的前 ２ 位ꎬ第 ３ 位碱

基 Ａ、Ｔ 的使用频率高于碱基 Ｇ、Ｃꎮ 基因位点几乎

完全分布在对角线上半部分(图 ２)ꎬ且 ８ 种黄精属

植物叶绿体基因组的 ＧＣ３ 与 ＧＣ１２回归系数均较小ꎬ
范围为０.０７８ １~０􀆰 １５８ ０ꎬ表示密码子使用偏好性受自

然选择影响较大ꎬ受突变影响较小ꎮ
２.６　 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析

如图 ３ 所示ꎬ８ 种黄精属植物叶绿体基因位点在

４ 个区域的分布不均ꎬ较多基因位点沿中线以下分

布ꎬ主要位于 Ｇ３ / (Ｇ３ ＋Ｃ３) <０􀆰 ５ 和 Ａ３ / (Ａ３ ＋Ｔ３) <０􀆰 ５
的区域ꎬ Ｇ３ / (Ｇ３ ＋ Ｃ３ ) 平均值为 ０.４９０ ８~ ０.４９５ ５ꎬ
Ａ３ / (Ａ３＋Ｔ３)为０.４８１ ５~０.４８３ １ꎬ这说明在密码子的第

３ 位上碱基 Ｃ 的使用频率高于碱基 Ｇꎬ碱基 Ｔ 的使用

频率高于碱基 Ａꎮ 长梗黄精叶绿体的基因位点多在

Ａ３ / (Ａ３＋Ｔ３)<０􀆰 ５ 区域ꎬ在 Ｇ３ / (Ｇ３＋Ｃ３)＝ ０.５ 线两侧

均匀分布ꎬ显示密码子第 ３ 位上碱基 Ｔ 多于ＡꎬＣ 与Ｇ
相当ꎮ 这暗示长梗黄精叶绿体基因组的密码子偏好

受突变压力、自然选择等因素的影响ꎬ突变压力影响

较大ꎮ
２.７　 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析

从图 ４、表 ２ 和表 ３ 可以看出ꎬ８ 种黄精属植物

的大多数叶绿体基因偏离 ＥＮＣ 期望值标准曲线ꎬ大
部分位于标准曲线的上方或附近ꎻ位于 －０.０５０~
０􀆰 ０５０ 区 间 的 基 因 数 量 最 多ꎬ 占 比 为 ５８.８２％~
６２􀆰 ２６％ꎬ即实际 ＥＮＣ 与期望 ＥＮＣ 接近ꎻ其中距药黄

精叶绿体基因组中位于－０.０５~ ０􀆰 ０５ 区间的基因有

３３ 个(占比为 ６２􀆰 ２６％)ꎬ五叶黄精、独花黄精和长梗

黄精叶绿体基因组中位于－０.０５０~ ０􀆰 ０５０ 区间的基

因 有 ３２ 个 ( 占 比 分 别 为 ６１􀆰 ５４％、 ６０􀆰 ３８％、
６０􀆰 ３８％)ꎬ黄精、棒丝黄精和滇黄精叶绿体基因组中

位于－０.０５０~０􀆰 ０５０ 区间的基因有 ３１ 个(占比分别

为 ５９􀆰 ６２％、６０􀆰 ７８％、６０􀆰 ７８％)ꎬ点花黄精叶绿体基

因组中位于－０.０５０~ ０􀆰 ０５０ 区间的基因有 ３０ 个(占
比为 ５８􀆰 ８２％)ꎮ 位于曲线下部分的基因密码子偏

好不仅受自然选择影响ꎬ更受突变压力影响ꎮ
２.８　 对应分析

从图 ５ 可知ꎬ基因位点在轴 １、轴 ２ 上零散分

布ꎬ８ 种黄精属植物叶绿体基因密码子使用并未展

现出明显的偏好性ꎮ ８ 种黄精属植物叶绿体基因前

４ 主成分轴的累积变异贡献率分别为:３５􀆰 １５％、
３７􀆰 ９１％、 ３５􀆰 ４４％、 ３５􀆰 ０３％、 ３５􀆰 ７０％、 ３４􀆰 ９３％、
３４􀆰 ４８％、３５􀆰 ００％ꎮ 其中第 １ 轴可解释变异占比最

高ꎬ 分 别 为 １０􀆰 ２９％、 １１􀆰 ３８％、 １０􀆰 ５１％、 １０􀆰 １６％、
１０􀆰 １７％、１０􀆰 ３４％、９􀆰 ９９％、１０􀆰 ２５％ꎬ表明第 １ 轴对密

码子偏好性的贡献率较大ꎬ但仅代表部分变异的总

和ꎮ 说明黄精属植物叶绿体基因的密码子偏好性受

多因素影响ꎮ
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ＧＣ:鸟嘌呤和胞嘧啶的含量ꎻＧＣ１:密码子第 １ 位上 ＧＣ 含量ꎻＧＣ２:密码子第 ２ 位上 ＧＣ 含量ꎻＧＣ３:密码子第 ３ 位上 ＧＣ 含量ꎻＧＣ１２:第 １、第 ２

位上碱基 ＧＣ 平均含量ꎻＣＡＩ:密码子适应指数ꎻＣＢＩ:密码子偏好指数ꎻＦｏｐ:最佳密码子频率ꎻＥＮＣ 比值:有效密码子数ꎻＧＣ３ｓ:同义密码子第 ３

位上 ＧＣ 含量ꎻ∗表示二者之间显著相关(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示二者之间极显著相关(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 １　 黄精属植物叶绿体基因组中密码子使用特性的相关性分析

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ
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ＧＣ１２:第 １、第 ２ 位上碱基 ＧＣ 平均含量ꎻＧＣ３:密码子第 ３ 位上 ＧＣ 含量ꎮ

图 ２　 黄精属植物叶绿体基因组中性绘图分析结果

Ｆｉｇ.２　 Ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｉｎ ｅｉｇｈｔ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ

Ａ３:密码子第 ３ 位上 Ａ 碱基含量ꎻＴ３:密码子第 ３ 位上 Ｔ 碱基含量ꎻＧ３:密码子第 ３ 位上 Ｃ 碱基含量ꎻＣ３:密码子第 ３ 位上 Ｇ 碱基含量ꎮ

图 ３　 黄精属植物叶绿体基因组 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析结果

Ｆｉｇ.３　 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｉｎ ｅｉｇｈｔ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ
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ＥＮＣ:有效密码子数ꎻＧＣ３ｓ:同义密码子第 ３ 位上 ＧＣ 含量ꎮ

图 ４　 黄精属 ８ 种植物叶绿体基因组的 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析结果

Ｆｉｇ.４　 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｉｎ ｅｉｇｈｔ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ

表 ２　 黄精、棒丝黄精、滇黄精和点花黄精叶绿体基因组的 ＥＮＣ 比值频数分布

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓ (ＥＮＣ ｖａｌｕｅｓ) ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｓｉｂｉｒｉｃｕｍꎬ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ
ｃａｔｈｃａｒｔｉｉꎬ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｋｉｎｇｉａｎｕｍ ａｎｄ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｐｕｎｃｔａｔｕｍ

黄精

ＥＮＣ
比值范围

ＥＮＣ
比值

中间值

基因数
(个) 频率

棒丝黄精

ＥＮＣ
比值范围

ＥＮＣ
比值

中间值

基因数
(个) 频率

滇黄精

ＥＮＣ
比值范围

ＥＮＣ
比值

中间值

基因数
(个) 频率

点花黄精

ＥＮＣ
比值范围

ＥＮＣ
比值

中间值

基因数
(个) 频率

－０.２５０~－０.１５１ －０.２ ２ ０.０３８ ５ －０.２５０~－０.１５１ －０.２ ２ ０.０３９ ２ －０.２５０~－０.１５１ －０.２ ２ ０.０３９ ２ －０.２５０~－０.１５１ －０.２ ２ ０.０３９ ２
－０.１５０~－０.０５１ －０.１ ７ ０.１３４ ６ －０.１５０~－０.０５１ －０.１ ６ ０.１１７ ６ －０.１５０~－０.０５１ －０.１ ６ ０.１１７ ６ －０.１５０~－０.０５１ －０.１ ６ ０.１１７ ６
－０.０５０~０.０５０　 ０ ３１ ０.５９６ ２ －０.０５０~０.０５０　 ０ ３１ ０.６０７ ８ －０.０５０~０.０５０　 ０ ３１ ０.６０７ ８ －０.０５０~０.０５０　 ０ ３０ ０.５８８ ２
０.０５１~０.１５０ ０.１ １０ ０.１９２ ３ ０.０５１~０.１５０ ０.１ １０ ０.１９６ １ ０.０５１~０.１５０ ０.１ １０ ０.１９６ １ ０.０５１~０.１５０ ０.１ １１ ０.２１５ ７
０.１５１~０.２５０ ０.２ ２ ０.０３８ ５ ０.１５１~０.２５０ ０.２ ２ ０.０３９ ２ ０.１５１~０.２５０ ０.２ ２ ０.０３９ ２ ０.１５１~０.２５０ ０.２ ２ ０.０３９ ２

ＥＮＣ:有效密码子数ꎻＥＮＣ 比值:有效密码子数的预期值与实际值的差值ꎬ除以有效密码子数的预期值ꎮ

表 ３　 独花黄精、距药黄精、长梗黄精和五叶黄精叶绿体基因组的 ＥＮＣ 比值频数分布

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓ (ＥＮＣ ｖａｌｕｅｓ) ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｈｏｏｋｅｒｉꎬ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ
ｆｒａｎｃｈｅｔｉｉꎬ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｆｉｌｉｐｅｓ ａｎｄ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ａｃｕｍｉｎａｔｉｆｏｌｉｕｍ

独花黄精

ＥＮＣ
比值范围

ＥＮＣ
比值

中间值

基因数
(个) 频率

距药黄精

ＥＮＣ
比值范围

ＥＮＣ
比值

中间值

基因数
(个) 频率

长梗黄精

ＥＮＣ
比值范围

ＥＮＣ
比值

中间值

基因数
(个) 频率

五叶黄精

ＥＮＣ
比值范围

ＥＮＣ
比值

中间值

基因数
(个) 频率

－０.２５０~－０.１５１ －０.２ ２ ０.０３７ ７ －０.２５０~－０.１５１ －０.２ ２ ０.０３７ ７ －０.２５０~－０.１５１ －０.２ １ ０.０１８ ９ －０.２５０~－０.１５１ －０.２ １ ０.０１９ ２
－０.１５０~－０.０５１ －０.１ ８ ０.１５０ ９ －０.１５０~－０.０５１ －０.１ ７ ０.１３２ １ －０.１５０~－０.０５１ －０.１ ８ ０.１５０ ９ －０.１５０~－０.０５１ －０.１ ７ ０.１３４ ６
－０.０５０~０.０５０　 ０ ３２ ０.６０３ ８ －０.０５０~０.０５０　 ０ ３３ ０.６２２ ６ －０.０５０~０.０５０　 ０ ３２ ０.６０３ ８ －０.０５０~０.０５０　 ０ ３２ ０.６１５ ４
０.０５１~０.１５０ ０.１ ９ ０.１６９ ８ ０.０５１~０.１５０ ０.１ ９ ０.１６９ ８ ０.０５１~０.１５０ ０.１ １０ ０.１８８ ７ ０.０５１~０.１５０ ０.１ １０ ０.１９２ ３
０.１５１~０.２５０ ０.２ ２ ０.０３７ ７ ０.１５１~０.２５０ ０.２ ２ ０.０３７ ７ ０.１５１~０.２５０ ０.２ ２ ０.０３７ ７ ０.１５１~０.２５０ ０.２ ２ ０.０３５ ８

ＥＮＣ:有效密码子数ꎻＥＮＣ 比值:有效密码子数的预期值与实际值的差值ꎬ除以有效密码子数的预期值ꎮ

２.９　 最优密码子筛选

根据ＲＳＣＵ> １ 为标准筛选高频率密码子 (图

６)ꎬ其中点花黄精叶绿体基因具有 ３１ 个高频密码

子ꎬ其他 ７ 种黄精属植物叶绿体基因各有 ３０ 个高频

率密码子ꎮ 根据 ＥＮＣ 建立高低表达库ꎬ以同时满足

ＲＳＣＵ>１ 且△ＲＳＣＵ≥０.０８ 筛选出叶绿体基因最优
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密码子ꎬ点花黄精叶绿体基因有 １０ 个最优密码子ꎬ
长梗黄精叶绿体基因有 １２ 个最优密码子ꎬ其他 ６ 种

黄精属植物叶绿体基因均有 １１ 个最优密码子(图

７)ꎮ 这 ８ 种黄精属植物叶绿体基因共有 ９ 个相同的

最佳密码子ꎬ分别为 ＣＵＵ、ＵＡＵ、ＣＡＵ、ＡＡＵ、ＧＡＵ、
ＵＣＡ、ＣＣＡ、ＡＣＡ、ＧＧＡꎮ

图 ５　 黄精属 ８ 种植物叶绿体基因组的对应分析结果

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＣＯＡ) ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ｅｉｇｈｔ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ

ＲＳＣＵ:相对同义密码子使用数ꎮ
图 ６　 黄精属植物叶绿体基因组同义密码子分析结果

Ｆｉｇ.６　 Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ

黑色背景:相对同义密码子使用数(ＲＳＣＵ)>１ 和相对同义密码子使用数差异(△ＲＳＣＵ)≥０.０８ꎻ白色背景:ＲＳＣＵ>１ꎮ
图 ７　 黄精属植物叶绿体基因组最优密码子分析结果

Ｆｉｇ.７　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ

１１７１郑梦迪等:黄精属植物叶绿体基因组系统发育与密码子使用偏好分析



２.１０　 系统发育分析

从图 ８ 可知ꎬ基于邻接(ＮＪ)法构建的系统发育

树将 ８ 种黄精属植物分为 ２ 大分支ꎬ独花黄精和距

药黄精以具有 １００％的支持率独立为 １ 个分支ꎬ表明

它们亲缘关系密切ꎮ 其他 ６ 种独立为另一分支ꎬ其
中长梗黄精单独为 １ 个亚分支得到支持ꎬ其与滇黄

精、棒丝黄精、点花黄精、五叶黄精和黄精的亲缘关

系较远ꎮ

图 ８　 基于叶绿体基因组编码区序列的黄精属植物的系统发育分析结果

Ｆｉｇ.８　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

３　 讨 论

数千年来ꎬ黄精的药用和食用价值得到中国人民

广泛认可[２２￣２６]ꎮ 黄精作为一种集药用、食用、观赏和保

健于一体的植物ꎬ具有显著的经济价值和社会价值ꎮ
本研究对黄精属植物的叶绿体基因组进行了详细注

释ꎬ发现 ８ 种黄精属植物叶绿体基因组均呈现典型的

四分体环状结构ꎬ４ 个区域(ＳＳＣ 区、ＬＳＣ 区、ＩＲａ 区、ＩＲｂ
区)虽存在部分扩张与收缩情况ꎬ但整体仍然较为保

守ꎮ 基于黄精叶绿体基因组对其他 ７ 种黄精属植物叶

绿体基因组进行变异分析ꎬ结果显示 ＬＳＣ 区具有丰富

的序列多样性ꎬ且 ｙｃｆ１、ｐｓｂＮ、ｒｐｌ１６、ｙｃｆ２ 等基因编码区

有明显变异ꎮ ＳＳＲ 是植物叶绿体基因组不可或缺的一

部分ꎬ其在基因表达、转录调控、染色体结构和生理代

谢的研究中有着重要作用[２７]ꎻ８ 种黄精属植物叶绿体

基因组的单核苷酸重复次数最多ꎬ其中以 Ａ 和 Ｔ 组成

的单核苷酸重复序列占比最多ꎬ即黄精属植物叶绿体

基因组的碱基组成中 Ａ 和 Ｔ 被频繁使用ꎮ
　 　 生物进化过程中ꎬ密码子的使用偏好是基因突

变、自然选择和遗传漂移等多种因素综合作用的产

物ꎬ它在研究物种的进化历程以及药用植物的分子育

种中占据举足轻重的地位[５]ꎮ 密码子使用偏好性显

著受到其 ＧＣ 含量的影响ꎬ特别是由于密码子第 ３ 碱

基位的 ＧＣ３ 在选择过程中受到的压力较小ꎬＧＣ３ 常被

作为衡量密码子偏好性的关键指标ꎮ 当自然选择成

为密码子偏好性形成的关键因素时ꎬＧＣ３ 与密码子前

两个碱基位 ＧＣ１２之间通常不会展现出明显的相关

性[２７]ꎮ 研究发现ꎬ８ 种黄精属植物叶绿体基因的密码

子 ＧＣ 含量在不同碱基位置呈ＧＣ１>ＧＣ２>ＧＣ３ 的梯度

分布ꎬ且密码子末位多为碱基 Ａ 或碱基 Ｔꎮ 此外ꎬ
ＥＮＣ 比值均大于 ３５ꎬＣＡＩ 均远小于 １ꎬＣＢＩ 均小于 ０ꎬ
Ｆｏｐ 均远小于 １ꎮ 总体来看ꎬ这 ８ 种黄精属植物叶绿

体基因组显示出较低的密码子使用偏好性ꎮ 相关性

分析结果显示ꎬＧＣ３、ＧＣ３ｓ与 ＥＮＣ 比值的相关性为极

显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ说明黄精属植物叶绿体基因的有效

密码子使用及密码子偏好性主要受 ＧＣ３ 变化的影响ꎮ
综合中性绘图分析、ＲＰ２￣ｐｌｏｔ 分析、ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分

析和对应分析的数据可以得出:８ 种黄精属植物叶

绿体基因的密码子使用偏好性是由碱基突变和自然

选择等多种因素共同塑造的ꎬ其中ꎬ中性绘图分析结

果说明自然选择压力是主要因素ꎬ而 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析

结果表明突变压力影响较大ꎬＲＰ２￣ｐｌｏｔ 分析结果显

示长梗黄精叶绿体基因更多受到突变压力的影响ꎮ
基于叶绿体基因组的 ＣＤＳ 序列构建的系统发育

树显示ꎬ独花黄精和距药黄精聚为一分支ꎬ独立于其

他 ６ 种黄精属植物ꎬ而在另一分支内ꎬ长梗黄精又以

１００％的支持率区别于其他 ５ 种黄精属植物ꎬ其中棒

丝黄精与滇黄精的亲缘关系最近ꎮ 系统发育树分析
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结果可为今后扩大黄精药源的探索提供理论依据ꎮ

４　 结 论

本研究对 ８ 种黄精属植物叶绿体基因组特征、密
码子偏好性和系统发育进行分析ꎬ结果显示基因突变

和自然选择共同影响 ８ 种黄精属植物叶绿体基因密码

子的使用偏好ꎻ８ 种黄精属植物叶绿体基因共有 ９ 个相

同的最优密码子ꎬ最优密码子倾向于碱基 Ａ 或碱基 Ｕ
结尾ꎬ具体为 ＣＵＵ、ＵＡＵ、ＣＡＵ、ＡＡＵ、ＧＡＵ、ＵＣＡ、ＣＣＡ、
ＡＣＡ 和 ＧＧＡꎮ 因此ꎬ筛选出的最优密码子将有助于后

续黄精属植物分子育种研究ꎬ选取最优密码子用于基

因表达载体的构建ꎬ提高基因的表达效率ꎮ 本研究结

果将为物种进化研究和药材种质鉴定提供重要的理论

基础ꎬ并通过科学的方法推动黄精种植向规模化、产业

化方向迈进ꎬ为乡村经济发展贡献力量ꎮ
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