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忍冬属囊管组植物叶绿体基因组进化分析  
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摘  要：目的  揭示忍冬属囊管组 16 种植物叶绿体基因组特征及系统发育关系。方法  以 16 种囊管组植物为研究材料，利用

CodonW、EMBOSS、Excel 等软件分析其叶绿体基因组密码子使用偏好性；利用 IRscope、mVISTA、DNAsp 进行叶绿体基因

组比较分析；利用 PhyloSuite 基于最大似然法及贝叶斯法 2 种方法构建系统发育树。结果  结果显示 ENC 值为 46.54～47.37，

均大于 35，密码子偏好性较弱。GCall 含量范围为 38.92%～39.22%，均小于 40%，具有明显的 A/U 偏好性，且 GC1＞GC2＞

GC3，密码子第 3 位碱基以 A/U 为主。通过中性绘图、ENC-plot 及 PR2-plot 分析，发现影响密码子使用偏好性的主要因素

是自然选择。筛选出最优密码子 7 个，且密码子第 3 位均以 A/U 结尾。16 种囊管组植物中均出现 ycf1 假基因。IR 边界保

守，差异较小。变异主要集中在非编码区，且单拷贝区域核苷酸多态性大于反向重复区域，存在更多的变异位点。系统发育

分析结果显示，红花亚组与紫花亚组内物种系统发育位置与《中国植物志》存在差异。结论  揭示了影响忍冬属囊管组植物

密码子偏好性的因素。结合叶绿体基因组比较分析，系统发育分析，有助于进一步理解忍冬属植物的进化和适应机制。 
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Abstract: Objective  To explore the characteristic of chloroplast genomes and phylogenic relationship of 16 species of Sect. Isika (Lonicera). 

Methods  The codon usage bias parameters of 16 Sect. Isika plants were analyzed by CodonW, EMBOSS, and Excel. Comparative analysis 

of chloroplast genome was performed using IRscope, mVISTA and DNAsp. And the phylogenetic tree was constructed by PhyloSuite using 

maximum likelihood method and Bayesian method. Results  The results showed that the ENC values were 46.54—47.37, all of which were 

greater than 35, indicating a weak codon bias. The GCall content ranged from 38.92% to 39.22%, all values being less than 40%, which revealed 

a clear A/U bias as well as GC1>GC2>GC3 pattern, and the third position of codon tends to use A/U base. Through the analysis of neutrality 

plot, ENC-plot and PR2-plot, it was determined that natural selection was the primary factor influencing codon usage bias. Seven optimal 

codons of 16 Sect. Isika plants were screened out, and the third position of the codons all ended with A/U. The ycf1 pseudogenes were found 

in all 16 Sect. Isika plants. The IR boundaries were conserved, with little difference. The variable regions were mainly in the non-coding regions 

and the nucleotide polymorphism of the single-copy region was greater than that of the inverted repeat region, and there were more variable 

sites. The results of phylogenetic analyses showed that the phylogenetic positions of the species within the safflower subgroup and the purple 

flower subgroup differed from those of Flora Reipublicae Popularis Sinicae. Conclusion  Factors affecting the codon bias of Sect. Isika 

(Lonicera) were revealed. By combining comparative chloroplast genome analysis and phylogenetic analysis, the study could enhance the 

understanding about evolutionary and adaptive mechanisms of this genus. 

Key words: Lonicera L., Sect. Isika, chloroplast genome, codon usage bias, phylogenetic evolution 

                                                        
收稿日期：2023-12-02 

基金项目：青海省自然科学基金资助项目（2024-ZJ-723）；西宁植物多样性资源调查与种质资源圃建设（2023-Z-13）；生态环境工程学院研究

生三江源一流学科建设科技创新项目（2023-stxy-Y21） 

作者简介：张晶晶，硕士研究生，研究方向为植物系统进化。Tel: 15833929266  E-mail: jiuchangan666@sina.com 

*通信作者：刘海瑞，硕士生导师，副教授，研究方向为植物分子系统学。Tel: 13709760916  E-mail: lhrbotany@163.com 



·3086· 中草药 2024 年 5 月 第 55 卷 第 9 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 May Vol. 55 No. 9 

   

忍冬属 Lonicera L.植物具有药用和观赏价值，

属内有《中国药典》2020 年版收载的著名中药植物

—金银花，可以清热解毒、消炎退肿[1]。囊管组（Sect. 

Isika ） 隶 属 于 忍 冬 属 忍 冬 亚 属 Subgen. 

Chamaecerasus，组下有 8 个亚组，在我国分布有 51

种 3 亚种和 7 变种，物种多，在属内占比大，且变

异明显，全国各省均有分布，在忍冬属内占据着重

要的地位[2]。组内有不少入药物种，具有重要的资

源利用价值，如蓝果忍冬 L. caerulea Linn.富含多种

微量元素和人体所需的氨基酸，有较好的医疗保健

价值，且果实酸甜可口，被广泛引种栽培用作保健

水果[3]；唐古特忍冬 L. tangutica Maxim.在青海、甘

肃、宁夏等地作金银花用，有效成分含量高，适应

性强[4]。加强忍冬属植物叶绿体基因组的基础研究

对其高效利用具有重要意义。近年来，对忍冬属的

研究主要集中于成分开发以及基于叶绿体基因片段

的系统发育研究[5-6]，然而基于叶绿体全基因组进化

特征和遗传多样性的研究较少。同时有关忍冬属密

码子偏好性的研究尚不完整，仅何志敏探讨忍冬属

木犀草苷关键合成酶基因 FNSⅡ在进化过程中形成

的密码子使用模式，为实现异源高表达提供依据[7]。

另外，张加强[8]基于叶绿体全基因组探究金银花大

毛花单个物种密码子使用偏好性影响因素。本实验

利用生物信息学方法对 16 种囊管组植物进行分析，

所用物种覆盖组内所有亚组，分析更加全面，将为

忍冬属植物遗传进化研究提供参考。 

叶绿体是植物重要的半自主细胞器，具有独立

的遗传系统，可以独立复制，转录和翻译，在次级

代谢产物合成和植物发育中起着重要的作用[9]。与

核基因组和线粒体基因组相比，叶绿体基因组结构

保守，变异率低[10]，核苷酸替换率适中、适用于不

同阶元的系统进化研究。同时叶绿体中蕴含着丰富

的变异位点信息，可以用于揭示物种的起源，是当

前研究系统发育的有力工具[11]。 

密码子是核酸和蛋白质传递遗传信息的桥梁，

在生物遗传变异中有着至关重要的地位。密码子具

有简并性，除个别氨基酸外，大多数的氨基酸均由

2～6 个密码子编码，不止具有单一密码子，由前后

相连的 3 个核苷酸组成，64 个密码子共编码 20 种

氨基酸[12]。密码子使用偏好性是对同义密码子编码

氨基酸时不同的使用频率进行定义，也是影响外源

基因表达量的重要因素。密码子偏好性会受到多种

因素的影响，而造成密码子偏倚的主要因素则是自

然选择以及基因突变[13]，亲缘关系较远的物种偏好

性大，且蛋白质表达或者基因功能也存在差异。因

此，研究囊管组物种密码子使用偏好性，有助于理

解生物与环境适应的机制，为植物品种改良等提供

参考[14]。 

本研究拟探究囊管组植物的密码子使用偏好

性，囊管组植物的叶绿体基因组基本特征及比较分

析以及囊管组植物的亲缘关系，以期为后续品种改

良以及开发优质种质资源奠定基础。 

1  材料 

测序对象采自湖北省恩施市芭蕉乡（地理坐标：

42°05′N，128°04′E）。经青海大学刘海瑞副教授鉴定

为忍冬属蕊帽忍冬 Lonicera pileata Oliv. var. linearis 

Rehd.，凭证标本存放于青海大学生态环境工程学

院。从 NCBI 数据库（ www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

genome）下载其余 15 种囊管组内已公布的叶绿

体基因组数据，包括蕊被忍冬 L. gynochlamydea 

Hemsl.（NC064373）、紫花忍冬 L. maximowiczii 

(Rupr.) Regel（NC050941）、下江忍冬 L. modesta 

Rehder （ MW801018 ）、红脉忍冬 L. nervosa 

Maxim.（NC040961）、华北忍冬 L. tatarinowii 

Maxim.（MN524606）、郁香忍冬 L. fragrantissima 

Lindl. ex Paxton （ NC058578）、早花忍冬 L. 

praeflorens Batalin（NC039635）、北京忍冬 L. 

elisae Franch. （ MN524603 ）、 葱 皮 忍 冬 L. 

ferdinandii Franch.（MW242825）、唐古特忍冬 L. 

tangutica Maxim.（ OP388440）、四川忍冬 L. 

szechuanica Maxim.（OP388441）、丁香叶忍冬 L. 

oblata K. S. Hao ex P. S. Hsu（NC064932）、蓝果

忍冬 L. caerulea Linn.（OP345475）、刚毛忍冬 L. 

hispida Pall. ex Roem.（MN524605）、冠果忍冬 L. 

stephanocarpa Franch.（NC037954）。外类群选择

糯米条 Abelia chinensis R. Br.（NC045043、锦带

花 Weigela florida (Bunge) A. DC.（MW788539）、

鬼吹箫 Leycesteria formosa Wall.（NC057000）。 

2  方法 

2.1  叶绿体基因组测序、组装及注释 

用改良的 CTAB法从蕊帽忍冬新鲜嫩叶组织

中提取 DNA[15]，测序平台选择 Illumina NovaSeq 

6000。采用 SPAdes 进行拼接组装，获得完整叶

绿体基因组。利用 Geseq 和 Sequin v15.50 对叶

绿体基因组进行注释和修正。完成后向 NCBI 数

据库进行提交，获得登录号 OR146745。 
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2.2  叶绿体基因组结构基本特征 

用 Chloroplot （ http://irscope.shinyapps.io/ 

Chloroplot/）进行基因组图谱的绘制[16]。 

2.3  密码子偏好性分析 

2.3.1  密码子组成分析   利用 16种囊管组物种

的叶绿体基因组蛋白质编码序列进行密码子偏

好性分析。用 CodonW 1.4.2 软件，计算 RSCU

以 及 ENC 值， 并使 用在 线网 站 EMBOSS

（ http://emboss.toulouse.inra.fr/cgibin/emboss/

cusp），计算不同位置（GC1、GC2、GC3、GC3S、

GCall）GC 含量 17]。  

2.3.2  中性绘图分析   同义密码子突变位点为

GC3，作为横坐标；非同义密码子突变位点为 GC1、

GC2，取 2 个位点的平均值为纵坐标，在 Excel 中绘

制散点图，分析两者之间的相关性[18]。 

2.3.3  ENC-plot 分析  ENC 值能表明密码子偏离

随机选择的程度，作为纵坐标；以 GC3 为横坐标，

在 Excel 中绘制散点图，以公式 ENC=2＋GC3＋

29/[GC3
2＋(1−GC3)2]绘制标准曲线[19]。 

2.3.4  PR2-plot 分析  以 G3/(G3＋C3)为横坐标；

A3/(A3＋T3)为纵坐标，绘制散点图，对密码子第 3

位碱基上的 A、T、C、G 含量进行分析，避免 A/T 

和 C/G 之间突变的不平衡[20]。 

2.3.5  同义密码子分析  利用 TBtools 对整理后的

同义密码子数据进行热图绘制[21]。 

2.3.6  最优密码子分析  最优密码子由 ENC 值和

RSCU 值共同确定[22]，筛选出高低表达基因构建表

达库，利用 CodonW 1.4.2 软件计算 ΔRSCU 值。同

时满足 RSCU＞1 和 ΔRSCU≥0.08 的密码子即为最

优密码子[23]。 

2.4  叶绿体基因组比较分析 

2.4.1  序列差异性分析   以蕊帽忍冬基因组注

释文件作参考，Python3.10.1 运行脚本对所有物

种 注 释 得 到 gbk 文 件 ， 用 mVISTA

（https://genome.lbl.gov/vista/mvista/submit. shtml）

进行全序列差异性分析，选择全局比对模式，最

小差异设置为 0.5，估测序列差异、统计倒位、

缺失情况 [24]。  

2.4.2  边界分析   用 IRscope （ https://irscope. 

shinyapps.io/irapp/）对 LSC，SSC 和 IR 区域边界进

行差异分析，包括边界收缩可视化等[25]。并对边界

基因定位，显示边界基因种类及大小差异进行分析，

评估叶绿体基因组边界稳定性。 

2.4.3  核苷酸多态性  MAFFT 中比对后，利用

DnaSP6.0 软件计算序列核苷酸多态性（𝑝𝑖）[26]。序

列类型选择植物叶绿体基因，窗口长度参数设为

600，步长参数设为 200。分析结果运用 R3.4.4 进行

绘图，再根据基因注释文件进行标注，呈现出叶绿

体基因组间的变异情况 

2.5  系统发育分析 

基于叶绿体全基因组序列，利用 MAFFT 对

囊管组及其外类群叶绿体基因组进行全序列比

对。用 PhyloSuite 基于最大似然法（maximum 

likelihood，ML）构建系统发育树（GTR＋R，

5 000 次）[27]。基于贝叶斯法（Bayes）构建 BI 树

（GTR＋I＋G，10 000 000 次）[24]。导入 FigTree 进

行可视化及树形优化。 

3  结果与分析 

3.1  叶绿体基因组结构特征 

蕊帽忍冬叶绿体基因组全长为 154 759 bp（图

1），呈典型的四分体结构。包含的基因类型与数目

与忍冬属内物种基本一致，共有 130 个基因，其中

蛋白编码基因 85 个，转运 RNA（tRNA）基因 37

个，核糖体 RNA（rRNA）基因 8 个。4 类叶绿体基

因统计详情见表 1。 

3.2  密码子偏好性分析 

3.2.1  密码子组成分析   由表 2 可知，囊管组

内的物种 GCall 含量范围为 38.92%（四川忍

冬）～39.22%（葱皮忍冬），且 16 种囊管组物种

的 GCall 含量小于 40%，说明 A/U 碱基多于 G/C

碱基，对 A/U 结尾的密码子有更高的偏好性。

GC 含量在不同位置分布不同，GC1＞GC2＞

GC3，密码子第３位碱基以 A/U 为主。16 种囊

管组植物叶绿体基因组 ENC 值整体相差不大，

范围为 46.54（冠果忍冬）～47.37（唐古特忍冬），

均大于 35，表明 16 种囊管组植物的密码子偏好

性较弱。  

3.2.2  中性绘图分析  中性分析（图 2）可用 GC12

和 GC3的相关性来表示密码子使用偏差值的大小，

估算自然选择和突变压力对密码子偏好性的影响程

度。16 种忍冬属植物中性图斜率为 0.0748（唐古特

忍冬）～0.308（紫花忍冬，丁香叶忍冬），表明突变

压力的影响占 7.48%～30.80%，选择压力占比为

69.20%～92.52%，选择压力与突变压力数值相差很

大，表明囊管组植物主要受选择压力影响，突变压

力影响较小。 
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图 1  叶绿体基因组图谱 

Fig. 1  Chloroplast genome map 

表 1  蕊帽忍冬叶绿体基因组基因 

Table 1  Gene of chloroplast genome in L. ligustrina var. pileata 

组 基因类别 基因 

光合作用有关 光系统Ⅰ psaA、psaB、psaC、psaI、psaJ 

光系统Ⅱ psbA、psbB、psbC、psbD、psbE、psbF、psbH、psbI、psbJ、psbK、psbL、

psbM、psbN、psbT、psbZ 

NADH 氧化还原酶基因 ndhA*、ndhB*(2)、ndhC、ndhD、ndhE、ndhF、ndhG、ndhH、ndhI、ndhJ、

ndhK 

细胞色素 b/f 复合体 petA、petB*、petD*、petG、petL、petN 

ATP 酶 atpA、atpB、atpE、atpF*、atpH、atpI 

二磷酸核酮糖羧化酶大亚基 rbcL 

自我复制基因 核糖体蛋白大亚基 rpl14、rpl16*、rpl2*(2)、rpl20、rpl22、rpl23、rpl32、rpl33、rpl36 

核糖体蛋白小亚基 rps11、rps12**(2)、rps14、rps15、rps16*、rps18、rps19、rps2、rps3、rps4、

rps7(2)、rps8 

RNA 聚合酶 rpoA、rpoB、rpoC1*、rpoC2 

核糖体 RNAs rrn16(2)、rrn23(2)、rrn4.5(2)、rrn5(2) 

转运 RNAs trnA-UGC*(2)、trnC-GCA、trnD-GUC、trnE-UUC、trnF-GAA、trnG-GCC、

trnG-UCC*、trnH-GUG*、trnI-CAU(2)、trnI-GAU*(2)、trnK-UUU*、trnL-

CAA(2)、trnL-UAA*、trnL-UAG、trnM-CAU、trnN-GUU(2)、trnP-UGG、

trnQ-UUG、trnR-ACG(2)、trnR-UCU、trnS-GCU、trnS-GGA、trnS-UGA、

trnT-GGU、trnT-UGU、trnV-GAC(2)、trnV-UAC*、trnW-CCA、trnY-GUA、

trnfM-CAU 

其他基因 成熟酶 matK 

蛋白酶 clpP 

包膜蛋白基因 cemA 

C 型细胞色素合成基因 ccsA 

转录起始因子 infA 

未知基因 假定叶绿体阅读框 ycf1、ycf15(2)、ycf2(2)、ycf3**、ycf4 

*-内含子为 1：**-内含子为 2：(n):多拷贝基因，n 为拷贝数。 

*-contains an intron; *-containing two introns; (n): multi copy gene, n is copy number. 

photosystem I 
photosystem II 
cytochrome b/f complex 
ATP synthesis 
NADH dehydrogenase 
RubisCO larg subunit 
RNA polymerase 
small ribosomal protein 
large ribosomal protein 
clpP, matK,infA 
hypothetical reading frame 
transfer RNA 
ribosomal RNA 
other 
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表 2  16 种囊管组植物叶绿体基因组密码子参数特征 

Table 2  Codon characteristics of 16 Sect. Isika chloroplast genome 

物种 NCBI 登录号 GCall/% GC1/% GC2/% GC3/% GC3S/% ENC 

蕊帽忍冬  OR146745 39.15 47.68 39.74 30.04 30.09 47.13 

蕊被忍冬  NC064373 38.99 47.48 39.45 30.07 30.08 47.36 

紫花忍冬  NC050941 39.20 47.78 39.82 29.99 30.03 46.81 

下江忍冬  MW801018 39.04 47.63 39.57 29.91 29.97 46.84 

红脉忍冬 NC040961 39.04 47.63 39.57 29.91 29.95 46.84 

华北忍冬  MN524606 39.15 47.74 39.82 29.90 29.95 47.02 

郁香忍冬  NC058578 39.05 47.54 39.71 29.89 29.94 47.01 

早花忍冬  NC039635 39.04 47.49 39.61 30.04 30.06 47.02 

北京忍冬 MN524603 39.05 47.39 39.46 30.31 30.32 47.34 

葱皮忍冬  MW242825 39.22 47.79 40.09 29.77 29.84 46.55 

唐古特忍冬  OP388440 39.07 47.60 39.56 30.03 30.04 47.37 

四川忍冬  OP388441 38.92 47.49 39.47 29.80 29.84 47.17 

丁香叶忍冬  NC064932 39.09 47.75 39.68 29.85 29.88 47.18 

蓝果忍冬 OP345475 39.04 47.48 39.71 29.92 29.97 47.02 

刚毛忍冬 MN524605 39.16 47.64 39.91 29.94 29.99 47.09 

冠果忍冬  NC037954 39.17 47.83 40.21 29.48 29.57 46.54 

 

3.2.3  ENC-plot 分析  ENC-plot 是对密码子的

ENC 和 GC3 进行关联性分析（图 3）。囊管组 16

种植物的基因分布很接近，大部分基因都与标准

曲线有一定的距离，只有小部分基因在标准曲线

上，且大多数基因点都位于曲线以下，只有极少

数的点位于曲线上方，说明 16 种囊管组植物主要

受到选择压力影响，突变压力影响较小。唐古特

忍冬和蓝果忍冬位于曲线上方的点数量多于其他

物种，说明突变压力的影响相较于其他同组的物

种来说更大。 

3.2.4  PR2-plot 分析  PR2-plot 又被称为偏倚性分

析（图 4），中心点代表 A 和 T、C 和 G 的使用频率

一样，表明密码子使用偏好性完全受基因突变影响，

通过判断散点与中心点（A＝T，C＝G）的矢量距

离，来确定偏移的程度和方向。16 种囊管组植物坐

标点分布相似，不均匀地分布在 4 个区域内，主要

分布在右下角 TG 区，极少数基因分布在左上角 AC

区，表明第 3 位密码子使用频率表现 T＞A，G＞C。

进一步说明 16 种囊管组植物叶绿体基因主要受到

自然选择影响。 

3.2.5  同义密码子分析  16 种囊管组植物叶基因

组的 RSCU 值极为相似，相差较小（图 5），一定程

度上说明其叶绿体基因组进化较为保守。57 个同义

密码子中共有的 RSCU＞1 即使用偏好性强的密码

子数为 29 个。RSCU 值最高的为编码精氨酸的密码

子 AGA。密码子 RSCU≥2 时，有极强偏好性，冠

果忍冬的 AGA 密码子 RSCU 值为 2.07＞2，早花忍

冬 RSCU 值为 2.00＝2，说明这 2 个物种有极强的

偏好性。经统计以 A/U 结尾的有 24 个，说明高频

密码子偏好使用 A/U 结尾，因此偏好使用 G/C 结尾

的为负偏倚密码子。 

3.2.6  最优密码子分析  根据RSCU 值确定最优密

码子（表 3），16 种囊管组植物的最优密码子介于 15

个（蓝果忍冬）～19 个（冠果忍冬、刚毛忍冬和丁

香叶忍冬）之间。经筛选共同的最优密码子有 7 个，

分别是 CGA（精氨酸）、UGU（半胱氨酸）、CAA（谷

酰胺酸）、GGU（甘氨酸）、UUA（亮氨酸）、AAA

（赖氨酸）、GUA（亮氨酸），密码子第 3 位均以 A/U

结尾，有明显的 A/U 偏好性。 

3.3  叶绿体基因组比较分析 

3.3.1  序列差异  本研究以蕊帽忍冬的叶绿体全基

因组序列作为参考，对 16 种囊管组植物的叶绿体

基因组进行比对（图 6）。结果表明，编码区（Exon）

差异较小，其基因组成和排列顺序的相似度都较高；

差异主要集中在非编码区（CNS），序列的变异程度

也相对较高。差异存在于 psbM-petN、rbcL-psaI、 
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图 2  16 种囊管组植物中性绘图分析 

Fig. 2  Analysis of neutrality plot 16 Sect. Isika species 

rpl32-trnH-GUG 和 trnN-GUU-ycf1 4 基因间隔区。 

3.3.2  边界分析  叶绿体基因组长度差异较小（分

布在 154 553～163 413 bp）且序列高度相似（图 7）。

除北京忍冬和冠果忍冬 rpl23 基因位于 LSC 区，距

边界 99 bp 外，其余物种 rpl23 基因均横跨 JLB

（LSC/IRb）边界。在 IRb 区域内，葱皮忍冬，紫花

忍冬，丁香叶忍冬以及下江忍冬的 trnH 基因距

JLB 边界 286 bp，其余物种 trnI 基因距 JLB 边界

74～286 bp。蕊帽忍冬，蕊被忍冬以及下江忍冬的

JSB 边界在 ndhF 基因内部，其余物种此基因距

JSB（SSC/IRb）边界 5～151 bp。四川忍冬较为特

殊，rps15 基因位于 SSC 区内，距 JSB 边界 132 bp，

ndhF 基因位于位于 SSC 区内，距 JSA（SSC/IRa）

边界 47 bp。其余 15 种囊管组物种中，JSA 边界附

近分布的基因一致，但基因序列长度与距边界的距

离稍有不同。JLA（LSC/IRa）边界在 trnH 基因内

部，其余物种此基因距边界 0～459 bp，冠果忍冬和

北京忍冬发生了明显的边界收缩。 

3.3.3  核苷酸多态性  囊管组物种变异程度处于较

低水平（图 8），单拷贝区域（LSC、SSC）核苷酸多

态性大于反向重复区域（IR），存在更多的变异位点。

囊管组物种𝑝𝑖介于 0～0.152，平均值为 0.012 8。核酸

高变异区域有 4 个，其中 1 个位于 LSC 区，3 个位于

SSC 区，反向重复区域序列核酸变异程度均处于较低

水平。位于 LSC 区的 rbcL-psaI 基因在囊管组物种有

明显差异，𝑝𝑖值达到了 0.078 6；SSC 区的 trnN-ndhF

基因以及 rps15-trnN 基因变异较大，𝑝𝑖值为 0.138；

rpl32-trnL 变异较小，𝑝𝑖值为 0.077 1。 

3.4  系统发育关系 

为明确囊管组的系统发育关系，阐述蕊帽忍冬的

系统发育位置，本研究选择 16 个囊管组物种及 3 个

外类群物种基于 2 种不同的算法构建系统发育树（图

9），树形完全一致，BI 树后验概率都为 1，ML 树除

单个节点的支持率较低外，其余均大于 85，说明基于 
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图 3  16 种囊管组植物 ENC 与 GC3关联分析 

Fig. 3  Analysis of ENc and GC3 relationship 16 Sect. Isika species 

叶绿体全基因组构建的系统发育树可信度较高。结果

显示，囊管组物种聚为一支，属间亲缘关系显示，忍

冬属与鬼吹箫的亲缘关系较近，与北极花属以及锦带

花属亲缘关系较远。组内亲缘关系显示，同属于紫花

亚组的四川忍冬与唐古特忍冬显示并未聚为一支，而

四川忍冬与红花亚组的红脉忍冬聚为一支，与唐古特

忍冬距离较远。红花亚组除华北忍冬外，其余物种聚

为一支，而华北忍冬与郁香亚组的早花忍冬亲缘关系

更为相近。蕊帽亚组的蕊帽忍冬与短冠亚组的丁香叶

忍冬聚为一支，而与同亚组的蕊被忍冬相距较远。 

4  讨论 

忍冬属植物具有重要的药用价值和资源利用价

值，对于金银花有效成分的开发以及选育优质新品

种一直是研究的重点，因此对于其遗传信息的研究

尤为重要。本研究完成了蕊帽忍冬叶绿体全基因组

的测序，组装和注释工作，结合 NCBI 下载的其余

15 种囊管组植物的序列进行叶绿体基因组特征，

比较分析以及系统发育分析。16 种囊管组植物叶

绿体基因组高度保守，呈典型的四分体结构，长度

为 154 553～163 413 bp，同大多数被子植物叶绿体

基因组相似[28]。 

密码子偏好性分析是一种可以揭示植物进化历

史，为提高异源基因表达效率提供参考[29]。密码子

的第 3 位碱基改变并不会影响编码氨基酸的种类，

GC3 含量高表明由基因突变主导，反之则由自然选

择影响，因此 GC3 含量被作为判定物种进化主导因

素的一种指标[31]。本研究 GCall 含量为 38.92%～

39.22%，均小于 40%，具有明显的 A/U 偏好性，说

明囊管组物种主要受自然选择影响。与线粒体或者

核基因相比，叶绿体基因高度保守，其 GC 含量在 
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图 4  16 种囊管组植物偏倚性分析 

Fig. 4  Analysis of bias-plot of 16 Sect. Isika species

 

图 5  16 种囊管组植物同义密码子分析 

Fig. 5  Synonymous codon analysis of 16 Sect. Isika species 

不同物种间相差极小，且 GC1＞GC2＞GC3，与本研

究结果一致[30]。密码子第 3 位碱基以 A/U 为主，与

酸枣[32]、巴山松[33]、茄科[34]等双子叶植物研究结论

一致[35]；而单子叶植物如石斛属[35]、杓兰[36]等也存

在类似的现象，说明不同物种间的密码子使用偏好

性存在着相似性。另外像烟草[37]此类双子叶植物的 
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表 3  16 种囊管组植物最优密码子分析 

Table 3  Optimal codon analysis of 16 Sect. Isika species 

物种 最优密码子 个数 

紫花忍冬 GCU, CGA, UGU, CAA, GAA, GGU, AUU, CUA, UUA, AAA, CCA, CCU, UCA, ACU, UAU, GUA, GUU 17 

早花忍冬 GCU, AGA, CGA, CGA, UGU, CAA, GAA, GGU, AUU, CUA, UUA, AAA, UUC, CCU, UCU, ACU, GUA, GUU 17 

郁香忍冬 GCU, CGA, CGA, UGU, CAA, GAA, GGU, AUU, CUA, UUA, AAA, UUC, CCU, UCU, ACU, UAU, GUA, GUU 17 

下江忍冬 GCU, CGA, CGA, UGU, CAA, GAA, GGU, AUU, CUA, UUA, AAA, UUC, CCU, UCU, ACU, UAU, GUA, GUU 17 

唐古特忍冬 GCU, AGA, CGA, CGA, UGU, CAA, GAA, GGU, AUU, CUA, UUA, AAA, UUC, CCA, CCU, ACU, UAU, GUA, GUU 18 

四川忍冬 GCU, AGA, CGA, CGA, UGU, CAA, GAA, GGU, AUU, CUA, UUA, AAA, UUC, CCU, UCC, ACU, UAU, GUA, GUU 18 

蕊帽忍冬 GCU, AGA, CGA, CGA, UGU, CAA, GAA, GGU, CUA, UUA, AAA, UUC, CCU, UCC, ACU, UAU, GUA 16 

蕊被忍冬 GCU, AGA, CGA, CGA, UGU, CAA, GAA, GGU, AUU, CUA, UUA, AAA, UUC, CCU, ACU, GUA, GUU 16 

蓝果忍冬 GCU, AGA, CGA, CGA, UGU, CAA, GGU, CUA, UUA, AAA, CCA, CCU, AGU, ACA, ACU, GUA 15 

华北忍冬 GCA, AGA, CGA, CGA, UGU, CAA, GAA, GGU, CAU, AUA, UUA, UUG, AAA, UUU, UCC, ACA, UAU, GUA 17 

红脉忍冬 GCU, AGA, CGA, CGA, UGU, CAA, GGU, CUU, CUA, UUA, AAA, CCA, CCU, UCA, UCU, ACU, GUA 16 

冠果忍冬 GCU, AGA, CGA, CGA, UGU, CAA, GAA, GGU, AUU, CUA, UUA, AAA, CCA, CCU, UCU, ACC, ACU, UAU, GUA, GUU 19 

刚毛忍冬 GCU, AGA, CGA, CGA, UGU, CAA, GAA, GGU, AUU, CUA, UUA, AAA, CCA, CCU, UCU, ACC, ACU, UAU, GUA, GUU 19 

丁香叶忍冬 GCA, GCU, AGA, CGA, CGA, UGU, CAA, GGU, CAU, AUA, UUA, UUG, AAA, UUU, CCU, UCA, UCC, ACC, UAU, GUA 19 

葱皮忍冬 GCA, AGA, CGA, CGA, AAU, UGU, CAA, GAA, GGU, CAU, AUA, UUA, AAA, UUU, CCC, UCC, ACA, UAU, GUA 18 

北京忍冬 GCA, AGA, CGA, CGA, UGU, CAA, GAA, GGU, CAU, AUA, UUA, AAA, UUU, UCC, ACA, UAU, GUA 16 

下划线为 16 个囊管组物种共有的最优密码子。 

The underlines represent the optimal codons shared by the 16 Sect. Isika species. 

 

图 6  16 种囊管组植物 cp DNA 序列比对 

Fig. 6  Comparison of chloroplast genome sequences of 16 Sect. Isika species
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图 7  16 种囊管组物种叶绿体基因组的 LSC、SSC 和 IR 边缘区的比较 

Fig. 7  Comparison of LSC, SSC, and IR border regions among 16 Sect. Isika species

 

图 8  16 种囊管组物种核苷酸多态性 

Fig. 8  Nucleotide polymorphism of 16 Sect. Isika species 

核基因，其 GC3值则高于 GC2 值；而玉米[38]此类单

子叶植物的核基因组 GC3 值为 69.77%，更倾向于

G/C 结尾的密码子，与叶绿体基因明显不同。这也

证明叶绿体基因组可能是独立于核基因组进化和起

源的，保守性更强。有效密码子数（ENC）在 20～

61，当 ENC 值低于 35 时，认为密码子使用偏好性 
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图 9  16 种囊管组植物系统进化树 

Fig. 9  Phylogenetic tree of 16 Sect. Isika species 

较强且基因表达量较高，反之则表明密码子偏好性较

弱即每个氨基酸均匀使用所有的同义密码子 [39]。

在 16 种囊管组植物中，ENC 值（46.54～47.37）

均大于 35，说明密码子偏好性较弱。57 个同义密

码子中 RSCU＞1 即高频密码子为 29 个，具有明显

的 A/U 偏好性。不同物种同义密码子的使用偏好性

存在差异，这是环境与植物在漫长的适应演变中产

生的进化结果[40]。自然选择会使植物在对环境的适

应中优先编码最优密码子，而基因突变则会产生一

部分非偏好性密码子。本研究筛选出 7 个共同最优

密码子，第 3 位均以 A/U 结尾，这与王杰敏[41]关于

忍冬属叶绿体基因组密码子使用偏好分析的结果一

致。且表现形式为 NNA 或 NNU 的模式，与油茶[42]

等陆地物种最优密码子使用偏好性结果一致。不同

物种间密码子使用偏好性相同，也是叶绿体基因组

保守性的体现。同时研究还发现，紫花忍冬与下江

忍冬共享 17 个相同的最优密码子，因此两者的亲

缘关系较其与同亚组的其余物种，红脉忍冬以及华

北忍冬更相近。这也验证了 Liu 等[43]的结论，遗传

距离越小，密码子使用偏好性越相似。 

ENC-plot 分析、中性绘图分析结果均表明影响

16 种囊管组植物叶绿体基因组密码子使用偏好性

的主要因素为自然选择，而突变压力则影响较小，

这与蝴蝶兰[44]、阳春砂[40]等植物的研究结果类似。

PR2-plot 分析显示第 3 位密码子使用频率表现 T＞

A，G＞C，也可以证明囊管组植物受自然选择影响。

这与金银花大毛花[8]、灯盏花[14]等多数植物研究结

果一致。但乳油木[45]受到突变压力的影响超过了自

然选择；而菠萝[46]选择和突变影响相对均衡，受多

种因素影响。推测虽然密码子使用偏好性影响因子

在不同物种间存在差异，但都是由突变压力和自然

选择共同作用的结果。环境和人为因素都会对自然

选择产生影响，使不同的密码子有不同的翻译效率

和折叠性，影响蛋白质的功能和表达 [30]。例如严

寒和干旱会使 GC 含量高的密码子使用频率增

加 [47]，而杂交、引种驯化等人类活动会改变物种

基因流、种群结构和遗传多样性，导致密码子改

变 [48]。同时密码子偏好性可能通过影响 mRNA

的稳定性和翻译效率来影响蛋白质的合成速度

和量，进而影响植物的形态和生理特性。虽然，

目前已有相关研究在探索密码子偏好性在植物

基因表达和进化中的作用 [49]，但这是一个复杂

的过程，涉及到多重因素，调控植物形态和生理

特性的机制还需要深入研究。  

IR 区边界的收缩和扩张会造成叶绿体基因组

长度差异，影响植物进化[33]。16 种囊管组植物 IR

区差异较小，虽存在部分扩张或收缩情况，但整体

边界较为保守且存在 ycf1 假基因。LSC/IRb 边界位

置一般为 rpl23 及 trnH、trnI 基因簇，除北京忍冬

和冠果忍冬 rpl23 距边界 99 bp 外，其余物种该基因

均横跨 JLB 边界，且进入 IRb 区的基因长度一致，

这与 Liu 等[50]对于忍冬属 7 个物种的研究结果一

致，进一步验证了叶绿体基因组的保守性。冠果忍

冬和北京忍冬 trnH 基因在 LSC/IRa 边界中发生了
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明显的边界收缩，其余物种该基因均在 JLA 边界内

部。囊管组植物叶绿体基因组全序列比对及核苷酸

多态性结果显示，编码区序列更保守，变异主要集

中在非编码区，IR 区遗传多态性比 SC 区低，这与

大多数被子植物研究结果类似[28]。位于 LSC 区的

rbcL-psaI 基因为高变区域，这与全序列比对结果相

一致。变异率高的区域被认为是进化分析的潜在分

子标记，姚辉等 [51]利用高变异基因间隔区序列

psbK-psbI 对 18 种药用石斛及其混伪品进行成功辨

别。本研究筛选出高变区域 rbcL-psaI、trnN-ndhF、

rps15-trnN 和 rpl32-trnL，可作为忍冬属植物 DNA

条形码的候选片段，结合核基因片段联合分析，将

为后续物种鉴定等研究奠定基础。 

基于叶绿体全基因组的系统进化关系表明，囊管

组内物种聚为一支，且属间亲缘关系表明忍冬属与鬼

吹箫属亲缘关系较近，这与 Nina 基于 ITS 序列[52]、

Nakaji 利用 5 个叶绿体基因组非编码区序列[6]构建

的系统发育树结果一致。红花亚组的聚类情况与《中

国植物志》囊管组内的亚组划分相悖[45]，华北忍冬

与早花忍冬亲缘关系更为相近，而与同亚组的下江

忍冬、红脉忍冬和紫花忍冬相距较远。蕊帽忍冬与

丁香叶忍冬聚为一支，而与同亚组的蕊被忍冬亲缘

关系较远，通过全序列比对结果也可以看出丁香叶

忍冬与蕊帽忍冬的序列更为相似[53]。但本研究所用

物种量较小，部分物种系统发育位置的确定仍有争

议，应完善该属物种取样覆盖度，以便从分子层面

明确属内植物分类地位，为后续忍冬属植物系统发

育，资源鉴定及进化等研究提供参考。 
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