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枸杞叶绿体基因组密码子偏好性分析  
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摘  要：目的  探究枸杞密码子的使用模式及影响因素。方法  基于中国枸杞 Lycium chinense、黄果枸杞 L. barbarum

和白果枸杞 L. ruthenicum 的叶绿体基因组，利用 CodonW 1.4.2 软件、Python 软件和 Excel 软件等分析枸杞密码子使用

偏性。结果  3 个枸杞叶绿体基因组具有相似的密码子使用模式，密码子第 3 位碱基平均 GC 含量为 25.68%～25.77%；3 个

枸杞的 ENC 值均在 35 以上，表明枸杞叶绿体基因组密码子偏性较弱。ENC-plot、PR2-plot 和中性分析结果显示枸杞叶绿体

基因组密码子偏性主要受自然选择影响。基于相对同义密码子分析，枸杞植物中共有最优密码子 13 个。结论  枸杞叶绿体

基因组密码子第 3 位碱基主要以 A/T 结尾，且密码子偏性主要受自然选择的影响。通过对枸杞植物的聚类分析，揭示了枸

杞植物的遗传关系以及枸杞植物密码子使用模式的影响因素，为后续探究枸杞植物的系统发育提供参考。 
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Abstract: Objective  To explore the use pattern and influencing factors of codons in Chinese wolfberry. Methods  Based on chloroplast 

genomes of L. chinese, L. barbarum and L. ruthenicum, CodonW 1.4.2 software, Python software and Excel software were used to analyze 

the codon usage bias of Chinese wolfberry. Results  The three Chinese wolfberry chloroplast genomes had similar codon usage patterns, 

and the average GC content of the third base of codon was 25.68%—25.77%. The ENC values were all above 35, indicating that the codon 

bias of Chinese wolfberry chloroplast genomes was weak. The results of ENC-plot, PR2-plot and neutral analysis showed that the codon 

bias of Chinese wolfberry chloroplast genomes was mainly affected by natural selection. Based on the analysis of relative synonymous 

codons, there were 13 optimal codons in Chinese wolfberry plants. Conclusion  The third base of codons of the L. chinese chloroplast 

genomes mainly ends with A/T, and the codon bias is mainly affected by natural selection. Through the cluster analysis of L. chinese plants, 

the genetic relationship and the influencing factors of codon usage patterns of Chinese wolfberry plants were revealed, which provided a 

reference for the subsequent exploration of the phylogenetic development of Chinese wolfberry plants. 

Key words: Chinese wolfberry; Lycium chinense Mill.; Lycium barbarum Linn. var. auranticarpum K. F. Ching; Lycium ruthenicum 

Murray; chloroplast genome; codon bias; cluster analysis 

叶绿体是一种存在于高等植物和藻类中含有光

合色素的质体，同时叶绿体基因组也为植物系统发

育研究提供了重要作用[1-2]。与核基因组相比，叶绿

体基因组具有序列高度保守和进化速率适中等优

势，可用于研究物种的起源和进化等方向[3-7]。目前，

因为高通量测序具有比较高的准确性，因此可以较
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为准确的研究生物体的系统发育和进化等[8-10]。通常

来说，发育关系越密切的物种，其密码子使用模式越

相近[11]。如白羊草 Bothriochloa ischaemum L. [12]、刺

柏属 Juniperus L.[13]、烟草 Nicotiana tabacum L. [14]

及其近缘种利用叶绿体基因组同义密码子相对使用

度（relative synonymous codon usage，RSCU）构建
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聚类分析图，分析其与近缘种的系统发育关系。 

mRNA 上相邻的 3 个碱基构成了密码子，且密

码子是连接核酸与蛋白质的纽带，在生物遗传信息

传递时具有重要作用[12]。密码子的简并性是指在编

码过程中一种氨基酸可以由 2 个或 2 个以上的密码

子编码，而这些密码子则被称为同义密码子。在自

然界中存在的氨基酸有 20 种，其中甲硫氨酸和色

氨酸由一个密码子编码外，剩余氨基酸则由 2～6 个

同义密码子编码[15]。由于同义密码子的使用频率有

所差异，形成了密码子使用的偏好性（codon usage 

bias，CUB）。而密码子使用的偏好性在不同物种或

同一物种中也有所差异 [16]，如杜仲 Eucommia 

ulmoides Oliv.密码子主要以 G/C 结尾[17]，唐古特白

刺 Nitraria tangutorum Bobr.密码子则主要使用 A/U

结尾[18]等。影响 CUB 的因素主要有突变和自然选

择等。目前对密码子偏好性的研究主要集中在分子

进化、翻译调控等方面[19-20]。研究表明，密码子偏

好性可以通过改变蛋白质结构、核苷酸序列等方式

影响外源基因的表达[21-22]。因此，研究密码子的偏

好性不仅可帮助了解物种的分子进化、环境适应和

基因组特征，还可以用来判断未知基因的表达以及

预测一些未知功能基因[23-24]。 

枸杞属 Lycium L.植物为多年生灌木，隶属于茄

科（Solanaceae）。枸杞属植物约有 80 种，以离散型

方式随机分布在各地，其中南美洲和北美洲分布较

广。我国枸杞属植物分为 7 个种和 3 个变种[25]。在

野外调查时发现枸杞果实颜色较为丰富，主要有红

果、黄果、黑果和白果等。其中，中国枸杞具有长

椭圆形或卵状披针形的叶片，并且果实呈红橘黄色，

其直径在 5～10 mm，叶片单叶互生或 2～4 枚簇生。

中国枸杞的色素主要是类胡萝卜素。黄果枸杞的叶

片较为狭窄，呈条形或狭披针形，果实呈橙黄色，

其直径为 4～8 mm，是宁夏枸杞的 1 个变种，被称

为“黄金枸杞”，种植面积较小。白果枸杞的条形或

条状披针形的叶片在短枝上 2～6 枚簇生，果实为

球状浆果，呈白色或表皮略带紫色斑点，其直径在

4～9 mm。枸杞的花期均为 5～10 月[26]。目前，在

野外调查时发现存在中国枸杞、黑果枸杞、黄果枸

杞和白果枸杞等，其中中国枸杞、黑果枸杞和黄果

枸杞的分类学地位已经清晰，并且也应用于研究中，

而对白果枸杞的分类地位尚不清楚。因此，本研究

以中国枸杞、黄果枸杞和白果枸杞的叶绿体基因组

为研究对象，分析枸杞的密码子使用的特征及其影

响因素，阐明枸杞叶绿体基因组密码子使用模式，

为枸杞属植物的系统发育关系提供理论依据。 

1  材料与仪器 

1.1  材料 

进行枸杞种质资源调查时在青海采集中国枸

杞、黄果枸杞和白果枸杞的植株并栽植到甘肃农业

大学校内实习基地（地理坐标：38°28′N，106°16′E）。

经甘肃农业大学马彦军教授鉴定为茄科中国枸杞

Lycium chinense Mill.、黄果枸杞 L. barbarum Linn. 

var. auranticarpum K. F. Ching. 和白果枸杞 L. 

ruthenicum Murray。 

1.2  仪器 

S220 型超声波 DNA 破碎仪（美国 Covaris 公

司），Thermo Qubit 4.0 荧光定量仪（Q33226），台式

高 速 低 温 离 心 机 （ Thermo Scientific Sorvall 

LegendMicro 21R），DE13805054 型 Agilent 2100 

Bioanalyzer（美国 Agilent 公司）。 

2  方法 

2.1  样品处理 

通过 Illumina 高通量测序（上海生工生物公司

测）获得高质量数据（clean data），然后进行叶绿体

全基因组序列拼接、组装与注释，最终汇总整理为完

整的注释结果。注释完成后，提交到 NCBI 数据库

（https://www. ncbi. nlm.nih. gov/genbank/）。其中国枸

杞、黄果枸杞和白果枸杞的叶绿体基因组登录号为

OP866962、OP846044 和 OP846050。中国枸杞、黄果

枸杞和白果枸杞的叶绿体基因组大小分别为155 655、

154 978、154 976 bp，其中中国枸杞和黄果枸杞含有

83 个蛋白编码基因（protein-coding genes，CDS），白

果枸杞含有 81 个蛋白编码基因（protein-coding 

genes，CDS）。根据注释信息剔除长度小于 300 bp 和

重复的蛋白质编码序列，筛选起始密码子为 ATG，

且终止密码子为 TAA、TGA 或 TAG 的序列。 

2.2  数据分析 

2.2.1  密码子组成分析  利用 CodonW 1.4.2 软件

（http://codonw. sourceforge.net）对中国枸杞、黄果枸杞

和白果枸杞的有效密码子数（effective number of 

codons，ENC）、同义密码子相对使用（ relative 

synonymous codon usage，RSCU）以及密码子 GC 值

进行分析，并利用 SPSS24.0 和 Chiplot（https://www. 

chiplot.online/#Bubble-plot）进行显著性分析。其中 GC

值包括第 1、2、3 位碱基以及三碱基中的平均含量。 

2.2.2  ENC-plot 绘图分析  ENC 值是了解密码子
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偏好性的重要参数，可以判断内源基因的表达量，

ENC 越小，密码子偏好性强，为高表达基因。使用

Python 软件绘制以 ENC 值为纵坐标，GC3 含量（密

码子第 3 位碱基的 GC 含量）为横坐标的曲线图（终

止密码子、甲硫氨酸和色氨酸除外）。同时，根据

ENC 的比值频数可以纠正 ENC-plot 分析可能存在

的错误，按照以下公式计算 ENC。 

ENC＝2＋GC3＋29/[(GC3)2＋(1－GC3)2]  

2.2.3  PR2-plot 和中性绘图分析  以 G3/(G3＋C3)

为 X 轴，A3/(A3＋T3)为 Y 轴绘制 PR2-plot 散点

图。其中 PR2-plot 图的中心点位置表明碱基含量为

A＝T、G＝C，即密码子不具有偏好性，其余点与中

心点的矢量距离则代表其偏倚程度和方向。 

以第 1、2 位碱基上的 GC 平均含量为纵坐标，

GC3 为横坐标绘制中性分析（neutrality plots）散点图。

通过直线拟合分析图进行分析。利用二者的相关性，

推断影响密码子偏好性的因素。当密码子受突变影响

时，直线斜率接近 1，二者呈显著相关；反之，则受

自然选择影响，无显著相关，GC 含量高度保守。 

2.2.4  最优密码子的确定及聚类分析  利用 ENC

值和 CodonW 软件构建高、低表达基因库和同义密

码子使用度（ relative synonymous codon usage，

RSCU）值和∆RSCU 值（∆RSCU＝RSCU 高表达－

RSCU 低表达）的计算。最优密码子的确定则是需

要同时满足高表达密码子和高频密码子的条件。 

利用 NCBI 数据库下载茄属秘鲁茄 Solanum 

peruvianum L.、智利番茄 S. chilense (Dunal) Reiche.、

多毛番茄 S. habrochaites S. Knapp & D. M. Spooner、

契斯曼尼番茄S. cheesmanii、栽培番茄S. lycopersicum 

L.、黑果枸杞 Lycium ruthenicum Murray.的叶绿体基

因组序列并计算密码子的 RSCU 值，通过聚类分析

验证 3 种枸杞叶绿体基因组密码子偏好性。 

3  结果与分析 

3.1  密码子偏性分析 

分析结果（表 1）显示，3 种枸杞植物的 RSCU

比较接近，其中有 30 个密码子的 RSCU 值大于 1，

且以 U、A 和 G 结尾的密码子分别有 16、13 和 1；

而 3 种植物 RSCU 值小于 1 的密码子中只有 3 个密

码子以 A 结尾，表明 3 种枸杞植物的密码子中主要

以 A/U 结尾。中国枸杞（OP866962）、黄果枸杞

（OP846044）和白果枸杞（OP846050）的密码子 GC

含量、ENC 值分析结果显示（表 2、3）：在 3 种枸

杞植物的 GC1 平均含量均为 49.80%，GC2 平均含

量为 39.83%～39.85%，GC3 平均含量为 25.68～

25.77%，GC 总含量（GCall_s）平均值为 38.44～

38.47%，ENC 平均值为 48.05～48.06，表明 3 种枸

杞植物的 GC 值和 ENC 无明显差异。同时 3 种枸杞

植物密码子的 GC 含量均表现为 GC1＞GC2＞

GCall_s＞GC3，且 GC1、GC2、GC3 平均含量都小

于 50%，表明 3 种枸杞不同位置的密码子 GC 含量

有所差异且更偏好使用以 A/U 结尾的密码子。 

枸杞的相关分析表明 GCall_s 和 GC1、GC2、GC3

具有极显著（P＜0.01）相关性（0.361～0.848），与 ENC

不相关；GC3 与 GC1、GC2 不具有相关性，表明密码

子的第 3 为碱基组成与第 1 位和第 2 位有所差异，而

GC3 与 GCall_s（0.361～0.362）、ENC（0.431～0.438）

有显著（P＜0.05）相关性，表明枸杞密码子的使用主

要是受 GC3 含量变化的影响（图 1）。

表 1  枸杞叶绿体基因组中各氨基酸的 RSCU 分析 

Table 1  RSCU analysis of amino acids in chloroplast genomes of L. chinense 

氨基酸 
中国枸杞 白果枸杞 黄果枸杞 

tRNA 
密码子 数量 同义密码使用度 密码子 数量 同义密码使用度 密码子 数量 同义密码使用度 

Phe UUU 737 1.31 UUU 740 1.32 UUU 740 1.32  

 UUC 384 0.69 UUC 384 0.68 UUC 384 0.68 trnF-GAA 
Ser UCU 442 1.73 UCU 440 1.72 UCU 440 1.72  

 UCC 243 0.95 UCC 244 0.96 UCC 244 0.96 trnS-GGA 
 UCA 316 1.23 UCA 312 1.22 UCA 312 1.22 trnS-UGA 
 UCG 144 0.56 UCG 144 0.56 UCG 144 0.56  

 AGU 300 1.17 AGU 302 1.18 AGU 302 1.18  

 AGC  91 0.36 AGC  89 0.35 AGC  89 0.35 trnS-GCU 
Tyr UAU 597 1.62 UAU 597 1.62 UAU 597 1.62  

 UAC 141 0.38 UAC 141 0.38 UAC 141 0.38 trnY-GUA 
Cys UGU 158 1.44 UGU 157 1.44 UGU 157 1.44  

 UGC  61 0.56 UGC  61 0.56 UGC  61 0.56 trnC-GCA 
Leu UUA 681 1.90 UUA 681 1.90 UUA 681 1.90 trnL-UAA 

 UUG 443 1.23 UUG 443 1.23 UUG 443 1.23 trnL-CAA   
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表 1（续） 

氨基酸 
中国枸杞 白果枸杞 黄果枸杞 

tRNA 
密码子 数量 同义密码使

用度 

密码子 数量 同义密码使用度 密码子 数量 同义密码使用度 

Leu CUU 462 1.29 CUU 462 1.29 CUU 462 1.29  
 

CUC 147 0.41 CUC 145 0.40 CUC 145 0.40  

 
CUA 278 0.77 CUA 281 0.78 CUA 281 0.78 trnL-UAG 

 
CUG 144 0.40 CUG 143 0.40 CUG 143 0.40  

Trp UGG 380 1.00 UGG 380 1.00 UGG 380 1.00 trnW-CCA 
Pro CCU 347 1.61 CCU 346 1.61 CCU 346 1.61 trnP-UGG 

 
CCC 156 0.72 CCC 155 0.72 CCC 155 0.72  

 
CCA 247 1.14 CCA 245 1.14 CCA 245 1.14  

 
CCG 114 0.53 CCG 116 0.54 CCG 116 0.54  

His CAU 372 1.54 CAU 370 1.54 CAU 370 1.54  

 
CAC 111 0.46 CAC 111 0.46 CAC 111 0.46 trnH-GUG 

Arg CGU 277 1.34 CGU 280 1.36 CGU 280 1.36 trnR-ACG 
 

CGC  80 0.39 CGC  79 0.38 CGC  79 0.38  

 
CGA 307 1.49 CGA 307 1.49 CGA 307 1.49  

 
CGG  88 0.43 CGG 87 0.42 CGG  87 0.42  

 
AGA 355 1.72 AGA 356 1.73 AGA 356 1.73 trnR-UCU 

 
AGG 129 0.63 AGG 129 0.63 AGG 129 0.63  

Gln CAA 566 1.50 CAA 568 1.50 CAA 568 1.50 trnQ-UUG 
 

CAG 188 0.50 CAG 188 0.50 CAG 188 0.50  

Ile AUU 843 1.47 AUU 843 1.48 AUU 843 1.48  

 
AUC 343 0.60 AUC 342 0.60 AUC 342 0.60 trnI-GAU 

 
AUA 529 0.93 AUA 526 0.92 AUA 526 0.92  

Thr ACU 406 1.57 ACU 403 1.56 ACU 403 1.56  

 
ACC 213 0.82 ACC 212 0.82 ACC 212 0.82 trnT-GGU 

 
ACA 310 1.20 ACA 311 1.21 ACA 311 1.21 trnT-UGU 

 
ACG 104 0.40 ACG 105 0.41 ACG 105 0.41  

Asn AAU 756 1.53 AAU 759 1.53 AAU 759 1.53  

 
AAC 234 0.47 AAC 233 0.47 AAC 233 0.47 trnN-GUU 

Lys AAA 808 1.53 AAA 810 1.54 AAA 810 1.54  

 
AAG 247 0.47 AAG 245 0.46 AAG 245 0.46  

Met AUG 454 1.00 AUG 455 1.00 AUG 455 1.00 trnM-CAU 
Val GUU 423 1.49 GUU 422 1.48 GUU 422 1.48  

 
GUC 131 0.46 GUC 133 0.47 GUC 133 0.47 trnV-GAC 

 
GUA 432 1.52 GUA 432 1.52 GUA 432 1.52 trnV-UAC 

 
GUG 153 0.54 GUG 152 0.53 GUG 152 0.53  

Ala GCU 506 1.78 GCU 507 1.78 GCU 507 1.78  

 
GCC 198 0.70 GCC 199 0.70 GCC 199 0.70  

 
GCA 317 1.11 GCA 321 1.12 GCA 321 1.12 trnA-UGC 

 
GCG 118 0.41 GCG 115 0.40 GCG 115 0.40  

Asp GAU 657 1.59 GAU 655 1.59 GAU 655 1.59  

 
GAC 168 0.41 GAC 171 0.41 GAC 171 0.41 trnD-GUC 

Gly GGU 461 1.29 GGU 461 1.29 GGU 461 1.29  

 
GGC 168 0.47 GGC 167 0.47 GGC 167 0.47 trnG-GCC 

 
GGA 551 1.54 GGA 550 1.54 GGA 550 1.54 trnG-UCC 

 
GGG 252 0.70 GGG 253 0.71 GGG 253 0.71  

Glu GAA 833 1.50 GAA 834 1.51 GAA 834 1.51 trnE-UUC 
 

GAG 274 0.50 GAG 271 0.49 GAG 271 0.49  

Stop  UAA  27 1.59 UAA 27 1.59 UAA 27 1.59  

 
UGA  14 0.82 UGA 14 0.82 UGA 14 0.82  

 
UAG  10 0.59 UAG 10 0.59 UAG 10 0.59  
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表 2  枸杞植物叶绿体基因组 

Table 2  Chloroplast genomes of L. Chinese plants 

物种 长度/bp GC1/% GC2% GC3/% GCall_s/% ENC 
中国枸杞 155 655 49.80 39.85 25.77 38.47 48.06 
黄果枸杞 154 978 49.80 39.83 25.68 38.44 48.05 
白果枸杞 154 976 49.80 39.83 25.68 38.44 48.05 

 

*P＜0.05；**P＜0.01。 

图 1  枸杞叶绿体基因组密码子参数的相关性分析 

Fig. 1  Correlation analysis of codon parameters in chloroplast genomes of L. Chinese

3.2  ENC-plot 分析 

根据 ENC 值和 GC3 的关联分析以及标准曲

线的距离来判断对密码子偏好性起主要作用的

因素。当突变起主要作用时，数值主要分布于曲

线附近，反之选择压力则起主导作用。根据 ENC-

plot 分析图（图 2），发现 3 种枸杞植物的 ENC

值均大于 30，且多数数值分布于曲线附近。结合

ENC 比值频数分布表（表 3）显示，3 种枸杞叶

绿体基因组分别有 20、21、21 个基因位于标准

曲线附近，分别有 31、30、30 个基因远离标准曲

线，表明影响大部分密码子偏好性的要素是自然

选择。

表 3  ENC 比值频率分布 

Table 3  Frequency distribution of ENC ratio 

组段 中国枸杞 黄果枸杞 白果枸杞 
频数 频率/% 频数 频率/% 频数 频率/% 

(−0.2，−0.1]  2 0.04  2 0.04  2 0.04 
(−0.1，0] 20 0.39 21 0.41 21 0.41 
(0，0.1] 22 0.43 21 0.41 21 0.41 
(0.1，0.2]  6 0.12  6 0.12  6 0.12 
(0.2，0.3]  1 0.02  1 0.02  1 0.02 
合计 51  51  51  

 

图 2  ENC-plot 分析图 

Fig. 2  Analysis of ENC-plot
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3.3  PR2-plot 和中性绘图分析 

当影响密码子偏好性的因素仅为突变时，因突

变具有随机性的特点会使第 3 位碱基 A/T（U）或

C/G 具有相等的概率，而自然选择则会使 A/T（U）

或 G/C 使用不均等。由图 2 可知，4 个区域内的点

分布不均匀：在垂直方向上多数基因在中线的下方；

在水平方向上基因稍微偏向于中线右侧，垂直方向

分布差异较大。（图 3）。因此，枸杞植物的密码子

第 3 位碱基 C 频率低于 G，T（U）频率大于 A，表

明了枸杞植物多数基因受到自然选择的影响。 

密码子第 3 位碱基的改变通常不会引起编码氨

基酸的改变，对密码子偏好性的研究有重要意义。

可根据枸杞植物的中性绘图分析判断影响密码子偏

好性的因素。当基因沿对角线分布且斜率接近 1 时，

碱基在 3 个位置的差异不明显，说明影响密码子偏

好性的主要因素是突变，反之则受自然选择。如

图 4 所示，回归系数在−0.003 97～−0.001 74，两

者呈负相关关系。其中黄果枸杞的回归系数为

−0.003 97，受自然选择影响最小；中国枸杞的回归

系数为−0.001 74，自然选择的影响较大。中性绘图

分析表明影响枸杞密码子偏好性的主要因素是自然

选择，与 ENC-plot 的结果相同。

 

图 3  PR2-plot 分析 

Fig. 3  Analysis of PR2-plot 

 

图 4  中性绘图分析 

Fig. 4  Analysis of neutrality plot

3.4  最优密码子的确定及聚类分析 

同时满足 RSCU＞1 且∆RSCU 值＞0.08 的密码

子即为枸杞的最优密码子。结果显示（表 4）：枸杞

叶绿体基因组中绝大多数密码子以 A 和 U 结尾，且

以 U 结尾的密码子较多。其中中国枸杞有 17 个最

优密码子，黄果枸杞和白果枸杞具有 18 个相同的

最优密码子。此外，3 种枸杞植物的共同最优密码

子有 13 个，分别是 UGU、UAA、UUG、CCU、CGA、

AUU 等。 

对 3 种枸杞植物叶绿体基因组密码子 RSCU

进行聚类分析，使用 SPSS 24.0 进行聚类分析（图

5）。在欧氏距离为 5 时，9 个物种分为 3 大类：黑

果枸杞、黄果枸杞和白果枸杞聚为一类，栽培番

茄单独聚为一类，中国枸杞与其余近缘物种聚为

一大类；在欧式距离为 10 时，黑果枸杞、黄果枸

杞和白果枸杞与栽培番茄聚为一类，中国枸杞与

其余近缘物种聚为一大类；在欧式距离为 25 时，

所有茄科植物聚为一类。由此可知，中国枸杞未

与白果枸杞、黄果枸杞聚为一类，这表明在密码

子的使用模式上它们存在一定的差异。同时从枸

杞植物的 RSCU 聚类结果来看白果枸杞与黄果枸

杞的遗传关系较近。
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表 4  枸杞植物叶绿体基因组密码子 RSCU 值 

Table 4  RSCU values of codons in chloroplast genomes of L. Chinese plants 

氨基酸 密码子 中国枸杞 黄果枸杞 白果枸杞 
高表达基因 RSCU 低表达基因 RSCU ∆RSCU 高表达基因 RSCU 低表达基因 RSCU ∆RSCU 高表达基因 RSCU 低表达基因 RSCU ∆RSCU 

Phe UUU 0.88  1.33  −0.45  1.52  1.47  0.05  1.52  1.47  0.05  
 UUC 1.12  0.67  0.45 0.48  0.53  −0.05  0.48  0.53  −0.05  
Ser UCU(1) 2.00  1.66  0.34 1.54  1.66  −0.12  1.54  1.66  −0.12  
 UCC 0.95  1.03  −0.08 1.08  1.02  0.06  1.08  1.02  0.06  
 UCA(2,3) 0.95  1.03  −0.08 1.69  1.15  0.54  1.69  1.15  0.54  
 UCG 0.29  0.52  −0.23 0.31  0.51  −0.20  0.31  0.51  −0.20  
 AGU 1.33  1.55  −0.22 1.23  1.53  −0.30  1.23  1.53  −0.30  
 AGC 0.48  0.21  0.27 0.15  0.13  0.02  0.15  0.13  0.02  
Tyr UAU(2,3) 1.38  1.59  −0.21 1.89  1.59  0.30  1.89  1.59  0.30  
 UAC 0.62  0.41  0.21 0.11  0.41  −0.30  0.11  0.41  −0.30  
Cys UGU(1,2,3) 2.00  1.00  1.00 2.00  1.00  1.00  2.00  1.00  1.00  
 UGC 0.00  1.00  −1.00 0.00  1.00  −1.00  0.00  1.00  −1.00  
Leu UUA 1.32  1.71  −0.39 1.79  1.75  0.04  1.79  1.75  0.04  
 UUG(1,2,3) 1.56  1.45  0.11 1.70  1.37  0.33  1.70  1.37  0.33  
 CUU(2,3) 1.48  1.45  0.03 1.52  1.22  0.30  1.52  1.22  0.30  
 CUC 0.08  0.33  −0.25 0.09  0.30  −0.21  0.09  0.30  −0.21  
 CUA 1.32  0.66  0.66 0.72  0.84  −0.12  0.72  0.84  −0.12  
 CUG 0.25  0.40  −0.15  0.18  0.53  −0.35  0.18  0.53  −0.35  
TER UAA(1,2,3) 2.40  1.80  0.60 2.40  1.80  0.60  2.40  1.80  0.60  
 UGA 0.00  0.60  −0.60  0.00  0.60  −0.60  0.00  0.60  −0.60  
 UAG 0.60  0.60  0.00 0.60  0.60  0.00  0.60  0.60  0.00  
Trp UGG 1.00  1.00  0.00 1.00  1.00  0.00  1.00  1.00  0.00  
Pro CCU(1,2,3) 1.94  1.43  0.51 1.58  1.18  0.40  1.58  1.18  0.40  
 CCC 0.39  0.98  −0.59 0.73  0.82  −0.09  0.73  0.82  −0.09  
 CCA 1.16  1.13  0.03 1.09  1.29  −0.20  1.09  1.29  −0.20  
 CCG 0.52  0.45  0.07 0.61  0.71  −0.10  0.61  0.71  −0.10  
His CAU(2,3) 1.37  1.67  −0.30 1.80  1.65  0.15  1.80  1.65  0.15  
 CAC 0.63  0.33  0.30 0.20  0.35  −0.15  0.20  0.35  −0.15  
Arg CGU 1.52  1.68  −0.16 1.22  1.66  −0.44  1.22  1.66  −0.44  
 CGC 0.24  0.62  −0.38 0.19  0.62  −0.43  0.19  0.62  −0.43  
 CGA(1,2,3) 2.08  1.59  0.49 2.25  1.66  0.59  2.25  1.66  0.59  
 CGG 0.08  0.35  −0.27 0.09  0.31  −0.22  0.09  0.31  −0.22  
 AGA(1,2,3) 1.36  1.24  0.12 1.50  1.34  0.16  1.50  1.34  0.16  
 AGG 0.72  0.53  0.19 0.75  0.41  0.34  0.75  0.41  0.34  
Gln CAA(1) 1.56  1.37  0.19 1.57  1.54  0.03  1.57  1.54  0.03  
 CAG 0.44  0.63  −0.19 0.43  0.46  −0.03  0.43  0.46  −0.03  
Ile AUU(1,2,3) 1.50  1.40  0.10 1.55  1.35  0.20  1.55  1.35  0.20  
 AUC 0.73  0.56  0.17 0.40  0.59  −0.19  0.40  0.59  −0.19  
 AUA 0.77  1.05  -0.28 1.05  1.06  −0.01  1.05  1.06  −0.01  
Thr ACU(1) 1.62  1.54  0.08 1.20  1.43  −0.23  1.20  1.43  −0.23  
 ACC 0.97  0.82  0.15 0.80  0.86  −0.06  0.80  0.86  −0.06  
 ACA(1,2,3) 1.30  1.03  0.27 1.87  1.00  0.87  1.87  1.00  0.87  
 ACG 0.11  0.62  −0.51 0.13  0.71  −0.58  0.13  0.71  −0.58  
Asn AAU 1.21  1.65  −0.44 1.65  1.71  −0.06  1.65  1.71  −0.06  
 AAC 0.79  0.35  0.44 0.35  0.29  0.06  0.35  0.29  0.06  
Lys AAA(1,2,3) 1.54  1.35  0.19 1.64  1.41  0.23  1.64  1.41  0.23  
 AAG 0.46  0.65  −0.19 0.36  0.59  −0.23  0.36  0.59  −0.23  
Met AUG 1.00  1.00  0.00 1.00  1.00  0.00  1.00  1.00  0.00  
Val GUU(1,2,3) 2.10  1.42  0.68 1.84  1.33  0.51  1.84  1.33  0.51  
 GUC 0.00  0.47  −0.47 0.22  0.53  −0.31  0.22  0.53  −0.31  
 GUA(1,2,3) 1.71  1.22  0.49 1.62  1.24  0.38  1.62  1.24  0.38  
 GUG 0.19  0.88  −0.69 0.32  0.89  −0.57  0.32  0.89  −0.57  
Ala GCU(1) 2.12  1.88  0.24 1.21  1.89  −0.68  1.21  1.89  −0.68  
 GCC 0.48  0.82  −0.34 0.65  0.91  −0.26  0.65  0.91  −0.26  
 GCA 1.21  0.71  0.50 1.86  0.70  1.16  1.86  0.70  1.16  
 GCG 0.18  0.59  −0.41 0.28  0.49  −0.21  0.28  0.49  −0.21  
Asp GAU 1.00  1.80  −0.80 1.13  1.82  −0.69  1.13  1.82  −0.69  
 GAC 1.00  0.20  0.80 0.88  0.18  0.70  0.88  0.18  0.70  
Gly GGU(1,2,3) 2.15  1.11  1.04 1.87  1.33  0.54  1.87  1.33  0.54  
 GGC 0.37  0.62  −0.25 0.18  0.44  −0.26  0.18  0.44  −0.26  
 GGA(2,3) 1.29  1.35  −0.06 1.69  1.33  0.36  1.69  1.33  0.36  
 GGG 0.18  0.92  −0.74 0.27  0.89  −0.62  0.27  0.89  −0.62  
Glu GAA(1,2,3) 1.58  1.37  0.21 1.57  1.45  0.12  1.57  1.45  0.12  
 GAG 0.42  0.63  −0.21 0.43  0.55  −0.12  0.43  0.55  −0.12  

1-中国枸杞的最优密码子  2-黄果枸杞的最优密码子  3-白果枸杞的最优密码子；下划线代表 3 种枸杞相同的最优密码子。 

1-The optimal codon for L. chinense. 2-The optimal codon for L. barbarum 3-The optimal codon for L. dasystemum Pojark. var. rubricaulium; The underline represents the same 

optimal codon for three types of L. chinense.  
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图 5  基于 RSCU 值的树状聚类 

Fig. 5  Cluster tree based on RSCU values 

4  讨论 

由于物种和基因的演化，造成了密码子的使用

偏性现象。并且密码子使用偏性在不同物种或同一

物种的不同基因中有明显的差异[27]。目前由于物种

基因组测序的广泛使用，使人们对密码子使用模式

的研究产生了的兴致 [27]。本研究通过对 3 种枸杞植

物的密码子使用偏性和影响因素进行分析，为枸杞

种质资源的开发和遗传育种提供参考。 

在进化时遗传关系较近的物种，它们的第 3 位

密码子碱基组成比较相同。如大多数双子叶植物的

密码子偏好使用以 A/T（U）碱基结尾，单子叶植物

则以 G/C 碱基结尾[28]。通常密码子第 3 位碱基受

到较小的选择压力，对氨基酸的对应关系影响较

小，因此密码子偏好性的研究对遗传育种具有重

要意义[29]。密码子偏性和氨基酸的组成受 GC 含量

影响。目前研究发现，大部分植物的密码子使用偏

性会随着物种的进化而降低，并且单细胞藻类的

GC 含量最高，双子叶植物的 GC 含量最低[27]。3 种

枸杞植物的密码子 GC 平均含量为 38.44%～

38.47%，且主要以 A/T（U）碱基结尾，这与大部分

被子植物的密码子偏好性相同[9, 29-30]。此外，本研究

中 3 种枸杞植物的密码子偏好性均有较弱的表达

（ENC 值＞48），推测与叶绿体基因的保守性有关。 

遗传密码子变异的主要进化力量包括 2 个因

素，即碱基突变和自然选择。在具有极高核苷酸含

量的基因组中，影响同义密码子使用模式的一个重

要因素是突变[31]。通过对枸杞 ENC-plot、中性绘图

和 PR2-plot 分析发现，GC3 和 GC1、GC2 表现为不

显著相关性，且 GC3＜GC1、GC2，说明第 3 位碱

基与第 1、2 位碱基存在差异性，且 A/T（U）碱基

有较高的使用频率，与双子叶植物的密码子偏好使

用结果一致[32-33]，这表明对枸杞密码子偏性影响较

小的是碱基突变，可能更多地取决于物种进化和人

工选择作用。 

在高表达基因组中，最优密码子的使用可以提

高翻译效率，而除最优密码子外，低表达基因可以

降低翻译效率[34]。宿主细胞通过密码子碱基的组成

影响外源基因的表达，也可通过优化密码子来提高

基因表达的水平[8]。在不同植物中，最优密码子的

种类也存在巨大差异。在单子叶植物中，如水稻

Oryza sativa L.、玉米 Zea mays L.等通常以 G/C 结

尾，而拟南芥、烟草等主要以 A/T 结尾，也有一些

以 G/C 结尾的植物，南方菟丝子的高表达基因主要

以 G/C 结尾[31]。在物种的进化过程中，遗传密码子

的偏性逐渐减少，低等植物需要更多的密码子优

化，而高等植物的密码子优化较少[30]，其主要原

因是高等植物的基因表达受到顺式作用元件等多

种因素的调控[34]。枸杞的 ENC 平均值为 48.05～

48.06，说明大多数基因在序列水平上表达潜力较低，

但也有部分 ENC 值高的基因有相对高的组织表达，

表明高等植物的基因表达受多种因素调控，由此可

知，仅通过 ENC 值来预测基因表达水平是不准确的。

从 3 种枸杞密码子中筛选出 71 个最优密码子，其中

13 个为共有最优密码子，大部分最优密码子以 A 或

U 结尾，尤其以 A 结尾，这与部分双子叶植物一致，

说明高等植物叶绿体基因组的进化相对保守。 

研究表明，根据 RSCU 值构建聚类分析图可能

与其系统发育树不相同。前者只能在一定程度上支

持系统分类，而不能真实反映物种的系统发育位置，

这种现象一般是因为筛选的 RSCU 值缺少 CDS 序

列的中低偏好密码子信息造成的；而后者包含位

点突变和基因组非编码区序列等相关遗传信息，

使种间关系更真实可靠。由于叶绿体基因在进化

时受到的外界影响较小，因此可用于研究物种进

化的进程[8]。物种间的遗传关系越近，密码子的偏

性越类似，欧式距离则越小[35]。聚类图可以反映出

某些物种的遗传关系在一定程度上与其密码子偏好

性有关。聚类结果显示，黄果枸杞和白果枸杞遗传

关系较近，单独聚为一类，而中国枸杞则与近缘物

种聚为一类，与木兰科（Magnoliaceae）[36]、玉米[37]、

番茄[38]等研究结果相似，进一步说明了 3 种果色枸

杞的遗传关系，也为异源基因表达载体的设计和基

因工程的应用和研究提供数据基础。 

综上所述，3 种枸杞植物的叶绿体基因组的密

码子碱基组成位置特征显示 GC1＞GC2＞GCall_s＞

GC3；3 种枸杞植物的叶绿体基因组密码子的使用

欧式距离 
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模式主要以 A/T（U）碱基结尾；密码子的使用偏好

性 ENC-plot、PR2-plot 和中性分析显示枸杞植物的

密码子使用模式主要受自然选择的影响；最优密码

子分析显示枸杞材料共有密码子有 13 个；聚类分析

表明 3 种枸杞的密码子使用存在一些差异，其中黄

果枸杞和白果枸杞无明显差异，说明其遗传关系较

近。3 种枸杞植物的叶绿体基因组特征为改良枸杞植

物重要性状和探究枸杞的系统发育提供基础。 
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