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　 　 摘要:　 利用 ＣｏｄｏｎＷ软件分析苜蓿质膜内在蛋白编码基因(ＭｓＰＩＰｓ)的密码子组成ꎬ发现它们的密码子在碱

基使用中存在偏倚ꎬ偏好使用以 Ｔ / Ａ结尾的密码子ꎬ其中 Ｔ结尾的密码子出现频率为 ４７％ꎮ ＭｓＰＩＰｓ 密码子的平均

有效密码子数(ＥＮＣ)为 ４５􀆰 ４７个ꎬ偏好性较弱ꎮ 通过主成分分析(ＰＣＡ)、对应性分析(ＣＯＡ)、偏倚分析(ＰＲ２)、有
效密码子数分析(ＥＮＣ ｐｌｏｔ)和中性分析等多重分析方法对苜蓿 ＭｓＰＩＰｓ 密码子偏好性的成因进行分析ꎬ发现苜蓿

ＭｓＰＩＰｓ 的偏好性主要受自然选择的影响ꎮ
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　 　 密码子在遗传信息传递过程中起着至关重要的

作用[１]ꎮ 编码不同氨基酸的密码子的准确识别是保

证基因信息准确表达的关键[２]ꎮ 除了甲硫氨酸

(Ｍｅｔ)和色氨酸(Ｔｒｐ)由唯一的密码子编码外ꎬ大部

分氨基酸均由２~６个同义密码子编码ꎬ同义密码子在

不同植物体内的使用频率有差异ꎬ形成了密码子使用

偏性[３]ꎮ 密码子使用偏性受群体中突变压力、选择压

力和基因漂变的影响ꎬ对研究基因功能、物种进化等

具有重要科学意义[４]ꎮ
质膜内在蛋白( Ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｐｒｏ￣

ｔｅｉｎｓꎬＰＩＰｓ)定位在质膜上ꎬ是水通道蛋白(Ａｑｕａｐｏｒ￣
ｉｎｓꎬＡＱＰｓ)的亚家族成员ꎬ属于主要内在膜蛋白

(Ｍａｊｏｒ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＭＩＰ)家族[５]ꎮ 目前ꎬ研究者

们已经从拟南芥、玉米和番茄等中分别鉴定到 １３
个、１３个和 １８个 ＰＩＰｓ 基因[６]ꎮ 在植物生长发育过

程中ꎬＰＩＰｓ 主要负责植物体内水分的吸收和运输ꎬ
也参与植物体内营养及元素的运输及细胞生长分化

过程[７]ꎮ 在干旱和盐等非生物胁迫下ꎬ通过活性和

表达情况的改变ꎬＰＩＰｓ 在植物对非生物胁迫的应答
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过程中发挥着重要作用[８]ꎮ 对 ＰＩＰｓ 基因家族密码

子使用偏性的分析可为该家族编码蛋白结构和功能

研究提供基础数据ꎮ
２０２０年ꎬ苜蓿基因组全序列的公布[９]使得利用

生物信息学手段在全基因组水平上研究苜蓿成为可

能ꎬ但是苜蓿 ＰＩＰｓ 基因家族尚未见报道ꎬ且 ＰＩＰｓ 的
密码子使用偏性规律也不清楚ꎮ 本研究以从苜蓿基

因组中鉴定到的 ＰＩＰｓ 基因家族为基础ꎬ进行密码子

偏好性分析ꎬ明确该基因家族的密码子使用规律ꎬ为
进一步展开功能研究和苜蓿抗性改良提供理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 数据来源

在苜蓿基因组的 Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ 数据库[９]中搜索包

含“ＰＩＰ”和编码序列(ＣＤＳ)长度大于 ３００ ｂｐ 的序

列ꎬ并在 ＮＣＢＩ网站上进行这些序列的 ＢＬＡＳＴ搜索ꎬ
进一步鉴定 ＰＩＰ 序列ꎮ 筛选出的 ２６个 ＭｓＰＩＰｓ 基因

序列按照 ＭｓＰＩＰ１~ＭｓＰＩＰ２６ 进行命名(表 １)ꎮ
１.２　 苜蓿 ＰＩＰｓ 基因家族密码子组成分析

采用 ＣｏｎｄｏｎＷ １.３软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ.ｎｅｔ /
ｐｒｏｊｅｃｔｓ / ｃｏｄｏｎｗ / )分析计算苜蓿 ＰＩＰｓ 基因家族基因

的密码子组成ꎬ包括同义密码子相对使用度(Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｖａｌｕｅꎬＲＳＣＵ)值、有效密码子

数(Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓꎬＥＮＣ)、Ｇ＋Ｃ 含量、第 ３
位碱基组成(Ａ３Ｓ、Ｔ３Ｓ、Ｇ３Ｓ和 Ｃ３Ｓ)等指标[１０]ꎮ 第 １ 位

碱基的 Ｇ＋Ｃ 含量(ＧＣ１)、第 ２ 位碱基的 Ｇ＋Ｃ 含量

(ＧＣ２)、第 ３位碱基的 Ｇ＋Ｃ含量(ＧＣ３)及第 １和 ２位
碱基的 Ｇ＋Ｃ含量(ＧＣ１２)通过 ＥＭＢＯＳＳ (ｈｔｔｐ: / / ｉｍｅｄ.
ｍｅｄ. ｕｃｍ. ｅｓ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｅｍｂｏｓｓ. ｐｌ? ＿ ａｃｔｉｏｎ ＝ ｉｎｐｕｔ＆ ＿
ａｐｐ＝ｃｕｓｐ)的 Ｃｕｓｐ功能计算得到[１１]ꎮ
１.３　 最优密码子的确定

以 ＥＮＣ 值为标准对上述筛选出的 ＰＩＰｓ 序列进

行排序ꎬ从排序结果的两端各选取 ５％的基因建立

高低偏性库ꎬ计算高低偏性库的△ＲＳＣＵ 值ꎬ计算公

式为:△ＲＳＣＵ ＝ ＲＳＣＵ高偏性 － ＲＳＣＵ低偏性ꎮ 具有最高

ＲＳＣＵ 值的密码子被称为高频密码子ꎬ具有最大

△ＲＳＣＵ 值的密码子被称为高表达密码子ꎬ同时满

足最高 ＲＳＣＵ 值和最大△ＲＳＣＵ 值的密码子被确定

为最优密码子[１２]ꎮ
１.４　 苜蓿 ＭｓＰＩＰｓ 基因家族密码子的偏好性分析

按照Ｗｅｉ等[１３]的方法进行主成分分析(Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＰＣＡ)ꎬ将密码子的使用频率分布在

一个 ５９ 维的向量空间中ꎮ 利用对应性分析(Ｃｏｒｒｅ￣
ｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＣＯＡ)ꎬ比较 ２ 个或更多类别的变量

数据ꎬ为密码子使用趋势和基因的主要变化研究提供

直观结果ꎮ 利用偏倚分析(Ｐａｒｉｔｙ ｒｕｌｅ ２ ｐｌｏｔ ｍａｐｐｉｎｇ ａ￣
ｎａｌｙｓｉｓꎬＰＲ２)分析各个密码子第 ３ 位碱基组成(Ａ３Ｓ、
Ｔ３Ｓ、Ｇ３Ｓ和 Ｃ３Ｓ)的情况ꎮ 利用 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析展示 ＥＮＣ
和 ＧＣ３的函数关系ꎬ使用中性分析(Ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｐｌｏｔ ｍａｐ￣
ｐｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ)展示 ＧＣ１２和 ＧＣ３的函数关系ꎮ
１.５　 数据统计分析

使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６制图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 苜蓿ＭｓＰＩＰｓ家族基因 ＣＤＳ 序列的密码子组成

从苜蓿基因组中筛选到 ２６ 条 ＭｓＰＩＰｓ 基因ꎬ总
ＧＣ 含量为 ３８％~ ５０％ꎬ平均 值 为 ４５％ (表 １ )ꎮ
ＭｓＰＩＰｓ 的密码子第 ３位碱基上 Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ 出现的平

均频率分别为 ２８％、４７％、２６％和 １７％ꎬ表明苜蓿

ＭｓＰＩＰｓ 偏好使用以 Ｔ / Ａ 结尾的密码子ꎮ ＭｓＰＩＰｓ 的
ＥＮＣ 为３８.８７~４９􀆰 ５４个ꎬ平均值为 ４５􀆰 ４７ 个ꎬ表明苜

蓿 ＭｓＰＩＰｓ 对密码子使用的偏好性较弱ꎮ
２.２　 苜蓿 ＭｓＰＩＰｓ 的最优密码子

将苜蓿 ＭｓＰＩＰｓ 各成员氨基酸对应密码子的

ＲＳＣＵ 值整理求平均值后ꎬ得到 ＭｓＰＩＰｓ 家族密码子

的 ＲＳＣＵ 分析结果ꎮ 各氨基酸中具有最高ＲＳＣＵ值

的 ２０个密码子被确定为高频密码子(表 ２)ꎮ ２７ 个

密码子被确定为高表达密码子(△ＲＳＣＵ>０􀆰 ０８)(表
３)ꎮ １０ 个密码子被确定为最优密码子ꎬ分别是

ＵＵＵ、ＧＵＵ、ＣＣＡ、ＡＣＵ、ＧＣＵ、ＵＡＣ、ＣＡＡ、ＡＡＡ、ＵＧＵ
和 ＧＧＵꎮ
２.３　 苜蓿 ＭｓＰＩＰｓ 密码子的偏好性

基于 ＲＳＣＵ 值的 ＰＣＡ 结果显示ꎬ２６ 个 ＭｓＰＩＰｓ
的密码子使用频率分布在 ２５个轴上ꎬ向量轴１~４分
别解释了 ２０􀆰 ６５％、１６􀆰 １８％、１４􀆰 ５７％和 １３􀆰 ８１％的轴

贡献ꎬ累计贡献率为 ６５􀆰 ２１％ꎬ表明向量轴１~ ４ 对密

码子偏好性有重要影响(图 １)ꎮ 以第 １ 和第 ２ 向量

轴将 ＭｓＰＩＰｓ 分布在图上ꎬ可以看出大部分成员分布

在向量轴 １ 的右半轴上(图 ２)ꎮ 进一步通过 ＣＯＡ
分别分析了 Ｇ＋Ｃ含量(ＧＣ)、ＥＮＣ 值、ＧＣ３Ｓ和向量轴

１~４ 的相关性ꎮ 结果表明ꎬＧＣ３Ｓ与向量轴 １ 和轴 ３
呈极显著负相关ꎬＥＮＣ 值与向量轴 ２ 和轴 ４ 呈显著

或极显著正相关ꎬＧ＋Ｃ 含量与向量轴 ３ 也呈显著负

相关(表 ４)ꎮ
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表 １　 苜蓿 ＭｓＰＩＰｓ基因序列密码子组成及使用参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｄｏｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｓａｇｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＭＳＰＩＰｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｌｆａｌｆａ

基因　 　 　 　 编号　 　 　 Ｔ３Ｓ(％) Ｃ３Ｓ(％) Ａ３Ｓ(％) Ｇ３Ｓ(％) ＧＣ３Ｓ(％) ＧＣ(％) ＥＮＣ(个)

ＭｓＰＩＰ１ ＭＳ.ｇｅｎｅ０８６３４.ｔ１ ４４ ２９ ３０ １６ ３７ ４６ ４９.５４

ＭｓＰＩＰ２ ＭＳ.ｇｅｎｅ０８８７２.ｔ１ ４５ ２９ ２８ １６ ３７ ４６ ４９.３６

ＭｓＰＩＰ３ ＭＳ.ｇｅｎｅ２００６３.ｔ１ ４１ ３２ ２９ １６ ４０ ４７ ４７.８６

ＭｓＰＩＰ４ ＭＳ.ｇｅｎｅ２２４３４.ｔ１ ４１ ３２ ２９ １６ ４０ ４７ ４７.８６

ＭｓＰＩＰ５ ＭＳ.ｇｅｎｅ３１２９３.ｔ１ ４７ ２６ ２８ １４ ３４ ４４ ４６.８１

ＭｓＰＩＰ６ ＭＳ.ｇｅｎｅ３３４８６.ｔ１ ５２ １７ ３４ １７ ２７ ４２ ４７.６４

ＭｓＰＩＰ７ ＭＳ.ｇｅｎｅ３４０３２.ｔ１ ５６ ２１ ２４ １３ ２９ ４４ ４３.０２

ＭｓＰＩＰ８ ＭＳ.ｇｅｎｅ５４７９２.ｔ１ ５６ ２１ ２４ １３ ２９ ４４ ４３.０２

ＭｓＰＩＰ９ ＭＳ.ｇｅｎｅ５６６７２.ｔ１ ４７ ２２ ３０ ２０ ３４ ４５ ４２.４２

ＭｓＰＩＰ１０ ＭＳ.ｇｅｎｅ６９２４８.ｔ１ ４８ ２６ ２４ ２０ ３８ ４５ ３８.８７

ＭｓＰＩＰ１１ ＭＳ.ｇｅｎｅ８０６６４.ｔ１ ４９ ２５ ２５ １６ ３５ ４６ ４５.０６

ＭｓＰＩＰ１２ ＭＳ.ｇｅｎｅ８０６６５.ｔ１ ４８ ２４ ２５ １９ ３５ ４６ ４１.１９

ＭｓＰＩＰ１３ ＭＳ.ｇｅｎｅ００７４３２.ｔ１ ４１ ３２ ２８ １６ ４１ ４８ ４７.９０

ＭｓＰＩＰ１４ ＭＳ.ｇｅｎｅ００７５１５.ｔ１ ４１ ３２ ２９ １６ ４０ ４７ ４７.９０

ＭｓＰＩＰ１５ ＭＳ.ｇｅｎｅ００７６６０.ｔ１ ４４ ２９ ３１ １５ ３７ ４６ ４７.５０

ＭｓＰＩＰ１６ ＭＳ.ｇｅｎｅ０１４２０６.ｔ１ ３７ ４０ ２２ １６ ４９ ５０ ４６.８４

ＭｓＰＩＰ１７ ＭＳ.ｇｅｎｅ０２４６３７.ｔ１ ４８ １８ ２８ ２６ ３５ ４５ ４６.０８

ＭｓＰＩＰ１８ ＭＳ.ｇｅｎｅ０２８７２２.ｔ１ ４８ ２５ ３０ １５ ３３ ４４ ４５.４０

ＭｓＰＩＰ１９ ＭＳ.ｇｅｎｅ０３０３８１.ｔ１ ５２ ２１ ２４ １９ ３３ ４４ ４８.１６

ＭｓＰＩＰ２０ ＭＳ.ｇｅｎｅ０３１９９６.ｔ１ ４７ ２７ ２５ ２０ ３８ ４５ ３９.０５

ＭｓＰＩＰ２１ ＭＳ.ｇｅｎｅ０３７４３７.ｔ１ ５１ １６ ３６ １７ ２６ ４２ ４４.７８

ＭｓＰＩＰ２２ ＭＳ.ｇｅｎｅ０４８８１７.ｔ１ ４６ ２６ ２７ ２２ ３８ ４５ ４７.５４

ＭｓＰＩＰ２３ ＭＳ.ｇｅｎｅ０５０１３３.ｔ１ ４５ ２９ ２９ １６ ３７ ４６ ４８.２２

ＭｓＰＩＰ２４ ＭＳ.ｇｅｎｅ０５７３２２.ｔ１ ４６ ２７ ２４ ２１ ３９ ４６ ３９.１８

ＭｓＰＩＰ２５ ＭＳ.ｇｅｎｅ０６９７７１.ｔ１ ５４ ２０ ３６ ０９ ２４ ３８ ４５.７０

ＭｓＰＩＰ２６ ＭＳ.ｇｅｎｅ０７４３３８.ｔ１ ４８ ２５ ３１ １４ ３２ ４４ ４５.２０
Ｔ３Ｓ:第 ３位碱基上 Ｔ出现的频率ꎻＣ３Ｓ:第 ３位碱基上 Ｇ出现的频率ꎻＡ３Ｓ:第 ３位碱基上 Ａ出现的频率ꎻＧ３Ｓ:第 ３位碱基上 Ｇ出现的频率ꎻＧＣ３Ｓ:
第 ３位碱基上 Ｇ＋Ｃ出现的频率ꎻＧＣ:Ｇ＋Ｃ含量ꎻＥＮＣ:有效密码子数ꎮ

表 ２　 苜蓿 ＭｓＰＩＰｓ同义密码子相对使用度(ＲＳＣＵ)分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｖａｌｕｅ (ＲＳＣＵ) ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎｓ ｆｒｏｍ ＭｓＰＩＰｓ ｉｎ ａｌｆａｌｆａ

氨基酸 密码子 数量(个) ＲＳＣＵ 值 氨基酸　 　 密码子 数量(个) ＲＳＣＵ 值

Ｐｈｅ ＵＵＵ ２４１ １.０１ Ｔｙｒ ＵＡＵ ６４ ０.４６

ＵＵＣ ２３５ ０.９９ ＵＡＣ ２１４ １.５４

Ｌｅｕ ＵＵＡ ６５ ０.６６ ＴＥＲ ＵＡＡ １６ １.８５

ＵＵＧ １７９ １.９５ ＵＡＧ １ ０.１２

ＣＵＵ １８３ ２.０２ Ｈｉｓ ＣＡＵ ７５ ０.９８

ＣＵＣ ５９ ０.５８ ＣＡＣ ７７ １.０２

ＣＵＡ ４１ ０.４５ Ｇｌｎ ＣＡＡ １０８ １.４４

ＣＵＧ ３４ ０.３５ ＣＡＧ ４４ ０.５６

Ｉｌｅ ＡＵＵ ３１５ １.６６ Ａｓｎ ＡＡＵ ８０ ０.６７

ＡＵＣ １７９ ０.９４ ＡＡＣ １４４ １.３３

ＡＵＡ ７６ ０.４０ Ｌｙｓ ＡＡＡ １５６ １.１０

Ｍｅｔ ＡＵＧ １１６ １.００ ＡＡＧ １１９ ０.９０

５９３１张海霞等:苜蓿质膜内在蛋白编码基因 ＭｓＰＩＰｓ 家族的密码子偏好性分析



续表２　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ２

氨基酸 密码子 数量(个) ＲＳＣＵ 值 氨基酸　 　 密码子 数量(个) ＲＳＣＵ 值

Ｖａｌ ＧＵＵ ３１６ ２.１５ Ａｓｐ ＧＡＵ １５８ １.１６

ＧＵＣ ８２ ０.５７ ＧＡＣ １１１ ０.８４

ＧＵＡ ４８ ０.３３ Ｇｌｕ ＧＡＡ ８３ １.０３

ＧＵＧ １３３ ０.９５ ＧＡＧ １０４ ０.９７

Ｓｅｒ ＵＣＵ １１７ １.９２ Ｃｙｓ ＵＧＵ ７９ １.６１

ＵＣＣ ５２ ０.８３ ＵＧＣ ２０ ０.３９

ＵＣＡ ８６ １.４４ ＴＥＲ ＵＧＡ ９ １.０４

ＵＣＧ １ ０.０２ Ｔｒｐ ＵＧＧ １１９ １.００

ＡＧＵ ６８ １.１０ Ａｒｇ ＣＧＵ １８ ０.５６

ＡＧＣ ４３ ０.７０ ＣＧＣ ５ ０.１１

Ｐｒｏ ＣＣＵ １１１ １.３０ ＣＧＡ ５ ０.１０

ＣＣＣ ３２ ０.３９ ＣＧＧ ５ ０.１３

ＣＣＡ １８６ ２.１０ ＡＧＡ １２９ ３.１７

ＣＣＧ １９ ０.２２ ＡＧＧ ７７ １.９３

Ｔｈｒ ＡＣＵ ２０１ １.９８ Ｇｌｙ ＧＧＵ ４０９ ２.０４

ＡＣＣ １２２ １.２０ ＧＧＣ ９３ ０.４５

ＡＣＡ ７６ ０.７６ ＧＧＡ ２４３ １.２１

ＡＣＧ ６ ０.０６ ＧＧＧ ６１ ０.３０

Ａｌａ ＧＣＵ ４７３ ２.２８

ＧＣＣ １４８ ０.６９

ＧＣＡ ２０６ ０.９７

ＧＣＧ １５ ０.０６
ＴＥＲ:终止子ꎻＰｈｅ:苯丙氨酸ꎻＬｅｕ:亮氨酸ꎻＩｌｅ:异亮氨酸ꎻＭｅｔ:甲硫氨酸ꎻＶａｌ:缬氨酸ꎻＳｅｒ:丝氨酸ꎻＴｙｒ:酪氨酸ꎻＨｉｓ:组氨酸ꎻＧｌｎ:谷氨酰胺ꎻＡｓｎ:
天冬酰胺ꎻＬｙｓ:赖氨酸ꎻＡｓｐ:天冬氨酸ꎻＧｌｕ:谷氨酸ꎻＣｙｓ:半胱氨酸ꎻＰｒｏ:脯氨酸ꎻＴｈｒ:苏氨酸ꎻＡｌａ:丙氨酸ꎻＴｒｐ:色氨酸ꎻＡｒｇ:精氨酸ꎻＧｌｙ:甘氨酸ꎮ

表 ３　 苜蓿 ＭｓＰＩＰｓ高、低表达基因的密码子使用统计

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓ ｉｎ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＭｓＰＩＰｓ ｉｎ ａｌｆａｌｆａ

氨基酸 密码子

高表达基因

出现次数
(次)

ＲＳＣＵ
值

低表达基因

出现次数
(次)

ＲＳＣＵ
值

△ＲＳＣＵ 氨基酸 密码子

高表达基因

出现次数
(次)

ＲＳＣＵ
值

低表达基因

出现次数
(次)

ＲＳＣＵ
值

△ＲＳＣＵ

Ｐｈｅ ＵＵＵ∗ ６ １.００ ７ ０.８２ ０.１８ Ｓｅｒ ＵＣＵ ６ １.７１ ６ ２.２５ －０.５４

ＵＵＣ ６ １.００ １０ １.１８ －０.１８ ＵＣＣ ２ ０.５７ ４ １.５０ －０.９３

Ｌｅｕ ＵＵＡ∗ ５ １.２５ ２ ０.４６ ０.７９ ＵＣＡ∗ ４ １.１４ １ ０.３８ ０.７６

ＵＵＧ ６ １.５０ ７ １.６２ －０.１２ ＵＣＧ ０ ０ ０ ０ ０

ＣＵＵ ５ １.２５ ６ １.３８ －０.１３ ＡＧＵ∗ ６ １.７１ １ ０.３８ １.３３

ＣＵＣ ２ ０.５０ ９ ２.０８ －１.５８ ＡＧＣ ３ ０.８６ ４ １.５０ －０.６４

ＣＵＡ∗ ６ １.５０ ２ ０.４６ １.０４ Ｐｒｏ ＣＣＵ∗ ６ １.８５ ７ １.６５ ０.２０

ＣＵＧ ０ ０ ０ ０ ０ ＣＣＣ １ ０.３１ ３ ０.７１ －０.４０

Ｉｌｅ ＡＵＵ∗ ６ １.３８ ６ ０.９０ ０.４８ ＣＣＡ∗ ６ １.８５ ６ １.４１ ０.４４

ＡＵＣ ５ １.１５ １０ １.５０ －０.３５ ＣＣＧ ０ ０ １ ０.２４ －０.２４

ＡＵＡ ２ ０.４６ ４ ０.６０ －０.１４ Ｔｈｒ ＡＣＵ∗ ９ ２.２５ ６ １.８５ ０.４０

Ｍｅｔ ＡＵＧ ３ １.００ ５ １.００ ０ ＡＣＣ ５ １.２５ ６ １.８５ －０.６０

Ｖａｌ ＧＵＵ∗ ９ ２.２５ ９ １.４４ ０.８１ ＡＣＡ∗ ２ ０.５０ １ ０.３１ ０.１９

ＧＵＣ ２ ０.５０ ８ １.２８ －０.７８ ＡＣＧ ０ ０ ０ ０ ０

ＧＵＡ∗ ４ １.００ ３ ０.４８ ０.５２ Ａｌａ ＧＣＵ∗ ８ ２.９１ １９ ２.１７ ０.７４
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续表３　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ３

氨基酸 密码子

高表达基因

出现次数
(次)

ＲＳＣＵ
值

低表达基因

出现次数
(次)

ＲＳＣＵ
值

△ＲＳＣＵ 氨基酸 密码子

高表达基因

出现次数
(次)

ＲＳＣＵ
值

低表达基因

出现次数
(次)

ＲＳＣＵ
值

△ＲＳＣＵ

ＧＵＧ １ ０.２５ ５ ０.８０ －０.５５ ＧＣＣ ０ ０ ４ ０.４６ －０.４６

Ｔｙｒ ＵＡＵ∗ ５ １.６７ ０ ０ １.６７ ＧＣＡ∗ ３ １.０９ ７ ０.８０ ０.２９

ＵＡＣ １ ０.３３ １０ ２.００ －１.６７ ＧＣＧ ０ ０ ５ ０.５７ －０.５７

ＴＥＲ ＵＡＡ ０ ０ １ ３.００ －３.００ Ｃｙｓ ＵＧＵ∗ ５ ２.００ ３ １.５０ ０.５０

ＵＡＧ∗ １ ３.００ ０ ０ ３.００ ＵＧＣ ０ ０ １ ０.５０ －０.５０

Ｈｉｓ ＣＡＵ∗ ３ ２.００ ４ ０.７３ １.２７ ＴＥＲ ＵＧＡ ０ ０ ０ ０ ０

ＣＡＣ ０ ０ ７ １.２７ －１.２７ Ｔｒｐ ＵＧＧ １ １.００ ５ １ ０

Ｇｌｎ ＣＡＡ∗ ５ ２.００ ２ １.３３ ０.６７ Ａｒｇ ＣＧＵ∗ １ ３.００ １ ０.７５ ２.２５

ＣＡＧ ０ ０ １ ０.６７ －０.６７ ＣＧＣ ０ ０ ０ ０ ０

Ａｓｎ ＡＡＵ∗ ８ １.００ １ ０.２５ ０.７５ ＣＧＡ ０ ０ ０ ０ ０

ＡＡＣ ８ １.００ ７ １.７５ －０.７５ ＣＧＧ ０ ０ １ ０.７５ －０.７５

Ｌｙｓ ＡＡＡ∗ ７ １.４０ ７ １.１７ ０.２３ ＡＧＡ ０ ０ ５ ３.７５ －３.７５

ＡＡＧ ３ ０.６０ ５ ０.８３ －０.２３ ＡＧＧ∗ １ ３ １ ０.７５ ２.２５

Ａｓｐ ＧＡＵ∗ ９ １.６４ １ ０.２５ １.３９ Ｇｌｙ ＧＧＵ∗ １２ ２.０９ １４ １.９３ ０.１６

ＧＡＣ ２ ０.３６ ７ １.７５ －１.３９ ＧＧＣ １ ０.１７ １０ １.３８ －１.２１

Ｇｌｕ ＧＡＡ ４ １.１４ ４ １.３３ －０.１９ ＧＧＡ∗ １０ １.７４ ３ ０.４１ １.３３

ＧＡＧ∗ ３ ０.８６ ２ ０.６７ ０.１９ ＧＧＧ ０ ０ ２ ０.２８ －０.２８
各氨基酸符号对应的中文名称见表 ２注ꎮ 标注∗的为高表达密码子ꎮ ＲＳＣＵ:同义密码子相对使用度ꎮ

图 １　 苜蓿 ＭｓＰＩＰｓ密码子使用频率的主成分分析

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｉｎ ＭｓＰＩＰｓ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ

图 ２　 苜蓿 ＭｓＰＩＰｓ密码子基于 ＲＳＣＵ 值的对应性分析

Ｆｉｇ. ２ 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＲＳＣＵ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ
ＭｓＰＩＰｓ ｃｏｄｏｎｓ ｉｎ ａｌｆａｌｆａ

表 ４　 影响苜蓿 ＭｓＰＩＰｓ密码子偏好性重要指标的相关性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃｅｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｃｏｄｏｎ ｂｉａｓ

ｏｆ ＭｓＰＩＰｓ ｉｎ ａｌｆａｌｆａ

指标 ＧＣ ＥＮＣ ＧＣ３Ｓ 向量轴 １向量轴 ２向量轴 ３向量轴 ４

ＧＣ １.０００

ＥＮＣ ０.１４９ １.０００

ＧＣ３Ｓ ０.９４５∗∗ ０.１１３ １.０００

向量轴 １ －０.８３２ －０.３３４ －０.７９８∗∗ １.０００

向量轴 ２ ０.０２２ ０.５１５∗∗ ０.０６１ ０ １.０００

向量轴 ３ －０.４９５∗ ０.３０５ －０.５１７∗∗ ０ ０ １.０００

向量轴 ４ －０.１０４ ０.４４３∗ －０.０６１ ０ ０ ０ １.０００

ＧＣ:Ｇ＋Ｃ含量ꎻＥＮＣ:有效密码子数ꎻＧＣ３Ｓ:第 ３ 位碱基上 Ｇ、Ｃ 的组
成ꎻ∗:显著相关(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗∗:极显著相关(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

７９３１张海霞等:苜蓿质膜内在蛋白编码基因 ＭｓＰＩＰｓ 家族的密码子偏好性分析



　 　 通过 ＰＲ２分析组成 ＭｓＰＩＰｓ氨基酸的第 ３ 位密

码子中 Ａ / Ｇ和 Ｔ / Ｃ 的关系(图 ３)ꎮ 除 ＭｓＰＩＰ１７ 和

ＭｓＰＩＰ２１ 分布在第 ４ 象限ꎬＭｓＰＩＰ６ 分布在中轴线

上ꎬ其余 ＭｓＰＩＰｓ 均分布在第 ３象限ꎬ表明 ＭｓＰＩＰｓ 的
密码子组成存在偏倚ꎬ且大部分 ＭｓＰＩＰｓ 结尾 Ｔ的使

用频率高于 ＡꎬＣ的使用频率高于 Ｇꎮ
如果基因密码子的组成完全受突变的影响ꎬ则

ＥＮＣ 的分析图中ꎬ所有基因应该落在标准曲线上ꎮ
但是从 ＥＮＣ 的分析结果可见ꎬＭｓＰＩＰｓ 的所有基因

成员均分布在预期 ＥＮＣ 值的下方 (图 ４)ꎬ表明

ＭｓＰＩＰｓ 的密码子偏好受其他因素影响ꎮ 此外ꎬ由表

４ 可见ꎬ ＥＮＣ 和 ＧＣ３ｓ 之间并无显著相关性 ( ｒ ＝
０􀆰 １１３)ꎬ表明第 ３位碱基上的 Ｇ / Ｃ含量对密码子的

使用模式影响较小ꎮ
中性分析图将 ＧＣ１２和 ＧＣ３的关系可视化ꎬ并可

进一步帮助评估密码子组成受突变和选择压力影响

的程度ꎮ 由图 ５可见ꎬＭｓＰＩＰｓ 的所有基因成员均分

布在对角线上方ꎮ

Ａ３ / (Ａ３＋Ｔ３):第 ３位碱基上 Ａ的组成占第 ３位碱基上 Ａ、Ｔ组成

的百分比ꎻＧ３ / (Ｇ３＋Ｃ３):第 ３ 位碱基上 Ｇ 的组成占第 ３ 位碱基

上 Ｇ、Ｃ组成的百分比ꎮ
图 ３　 利用 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 绘图分析各个密码子第 ３ 位碱基组成

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｂａｓｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｄｏｎ ｂｙ ｕｓｉｎｇ
ＰＲ２￣ｐｌｏｔ ｍａｐｐｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ

３　 讨 论

密码子偏好性是多因素共同作用的结果ꎬ受自

然选择、碱基组成、基因表达水平、蛋白质二级结构

等因素的影响[１４￣１６]ꎬ其中自然选择和突变是主导密

码子偏好性的 ２ 类主要因素ꎮ 杨国锋等[１７]发现蒺

ＥＮＣ:有效密码子数ꎻＧＣ３Ｓ:第 ３位碱基上 Ｇ、Ｃ的组成ꎮ

图 ４　 利用 ＥＮＣ 绘图分析 ＥＮＣ 和 ＧＣ３的函数关系

Ｆｉｇ. ４ 　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓ
(ＥＮＣ) ａｎｄ ＧＣ３ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＥＮＣ ｍａｐｐｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＧＣ１２:第 １和 ２位碱基的 Ｇ＋Ｃ含量ꎻＧＣ３:第 ３位碱基的 Ｇ＋Ｃ含量ꎮ

图 ５　 利用中性绘图分析 ＧＣ１２和 ＧＣ３的函数关系

Ｆｉｇ.５　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＣ１２ ａｎｄ ＧＣ３ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ

ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

藜苜蓿叶绿体基因组的密码子偏好性主要受到突变

的影响ꎮ 屈蒙蒙等[１８]对香蕉质膜内在蛋白(ＰＩＰｓ)
的密码子偏好性分析结果表明ꎬ该家族基因受自然

选择的影响较大ꎮ 可见ꎬ不同物种、不同基因类型的

同义密码子偏好性不同ꎮ
本研究结果表明ꎬ苜蓿 ＭｓＰＩＰｓ 家族基因的密码

子多以 Ｔ / Ａ 结尾ꎮ 在得到的 １０ 个最优密码子中ꎬ
有 ９个也是以 Ｔ / Ａ结尾ꎮ 通过 ＰＲ２分析ꎬ进一步证

实密码子的第 ３位碱基组成存在偏倚ꎮ 本研究结果

与其他学者在翠雀[１]、沙枣[１２]、蒺藜苜蓿[１７]等植物

中的研究结果一致ꎮ ＥＮＣ 值直接反映密码子偏好
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性ꎬ以 ３５ 为界ꎬＥＮＣ 值≤３５ 表示密码子偏好性强ꎬ
ＥＮＣ 值> ３５ 则表示密码子偏好性弱[１９]ꎮ 苜蓿

ＭｓＰＩＰｓ 密码子的平均 ＥＮＣ 值为 ４５􀆰 ４７ꎬ表明 ＭｓＰＩＰｓ
存在密码子偏好性ꎬ只是程度较弱ꎮ

通过 ＰＣＡ、ＣＯＡ、ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ和中性分析ꎬ进一步分

析造成 ＭｓＰＩＰｓ 密码子偏好性的主要原因ꎮ 从 ＰＣＡ
和 ＣＯＡ的结果可见ꎬＭｓＰＩＰｓ 的成员主要分布在轴 １
的右半轴上ꎬ而轴 １与 ＧＣ３ｓ呈显著负相关关系ꎬ这表

明第 ３位碱基组成(主要是 Ａ / Ｔ 结尾)对 ＭｓＰＩＰｓ 的
密码子偏好性有影响ꎮ 轴 １仅解释 ２０􀆰 ６５％的密码子

使用频率差异ꎬ可见除碱基组成外ꎬ还有其他因素对

ＭｓＰＩＰｓ 的密码子偏好性产生影响ꎮ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析能

通过基因和标准曲线的分布关系直接反映自然选择

和突变因素中的主导因素ꎬ如果基因落在标准曲线

上ꎬ则表明基因的密码子偏好性完全受突变的影响ꎬ
反之则主要受自然选择的影响[２０]ꎮ 本研究结果表

明ꎬＭｓＰＩＰｓ 所有成员均落在标准曲线下方ꎬ表明它们

可能主要受到自然选择的影响ꎮ 这一推测也被中性

分析进一步证实ꎮ 中性分析能有效地比较自然选择

和突变对密码子偏好性的影响程度ꎬ当 ＧＣ１２和 ＧＣ３数
值相同时ꎬ基因会分布在回归曲线上ꎬ且该基因不同

位置的碱基组成无差异ꎬ密码子使用更多地受突变影

响ꎬ反之则主要受自然选择的影响[２１]ꎮ ＭｓＰＩＰｓ 的中

性分析中ꎬ所有基因均分布在回归曲线的上方ꎬ表明

所有成员主要受到自然选择的影响ꎮ

４　 结 论

苜蓿质膜水通道蛋白家族编码基因(ＭｓＰＩＰｓ)
的密码子偏好性较弱ꎬ碱基使用存在偏倚ꎬ偏好使用

以 Ａ / Ｔ结尾的密码子ꎬ且偏好性主要受自然选择的

影响ꎮ 本研究结果可为通过密码子改造 ＭｓＰＩＰｓ 提
供理论依据ꎮ
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