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摘要：本研究对金花菜 (Medicago polymorpha, JHC, 江苏 ) 叶绿体基因组进行 BGISEQ-500 平台测序，对其基因进行

Noveplastys 组装和 GeSeq 注释，最后通过 MISA、REPuter、Gview、VISTA tools、IRscope 和 DNADnaSP6.0 等软件对其

序列特征、基因种类、密码子偏好性以及系统发育进行分析。结果表明，JHC 叶绿体基因组大小为 124 163 bp，无四

分体结构，基因组总 GC 含量为 34.09%，共注释出 111 个基因 (76 个 CDS 基因、30 个 tRNA 基因、4 个 rRNA 基因、

1 个假基因)、91 个 SSR 位点和 148 个长重复序列；JHC 叶绿体基因组的第三位密码子偏好以 A 和 U 作为末尾碱基，

UUA、GCU、UAA、ACU、CCU、GAA、GUA、AUU、UGU、GGU、UUU、CUU 为 JHC 叶绿体基因组的最优密码

子；JHC 与 MZ772862 (云南) 亲缘关系较近，与 MW971560 (美国)、NC_042848 (美国) 关系较远，表明中国金花菜与

美国金花菜的起源存在差异。

关键词：金花菜；叶绿体基因组；中性绘图分析；ENC-plot 分析；PR2-plot 分析；最优密码子；系统发育分析
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Abstract: We  performed  BGISEQ-500  platform  sequencing  of  the  chloroplast  genome  of Medicago  polymorpha  (JHC,
Jiangsu)  and  assembled  its  genes  using  Noveplastys  assembly  and  GeSeq  annotation.  we  then  analyzed  its  sequence

characteristics,  gene  types,  codon  preferences,  and  phylogeny  using  MISA,  REPuter,  Gview,  VISTA  tools,  IRscope,  and

DNADnaSP6.0. The JHC chloroplast genome size was 124 163 bp. No tetrad structure was observed, and total genomic GC

content was 34.09%. A total of 111 genes, including 76 CDS genes, 30 tRNA genes, 4 rRNA genes, and 1 pseudogene, were
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annotated from the chloroplast genome of JHC. A total of 91 SSR loci and a total of 148 long repeat sequences were also
detected. The third position in JHC chloroplast genome codons preferentially used A and U, and UUA, GCU, UAA, ACU,
CCU, GAA, GUA, AUU, UGU, GGU, UUU, CUU were the optimal codons of the chloroplast  genome of JHC. JHC was
closely related to MZ772862 (Yunnan), and was more distantly related to MW971560 (the United States) and NC_ 042848
the United States), indicating that the origins of American and Chinese Medicago polymorpha strains are different.

Keywords: Medicago  polymorpha;  chloroplast  genome;  neutral  drawing  analysis;  ENC-plot  analysis;  PR2-plot  analysis;
optimal codons; phylogenetic analysis
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金花菜 (Medicago polymorpha)又称草头
[1]
、南苜

蓿
[2]
、肥田草等，为一年或二年生豆科苜蓿属牧草，

原产于地中海地区，广泛分布于欧洲、亚洲和非洲

北部，在我国主要栽培或野生于长江流域以南，适

应性较强
[3]
。金花菜纤维量低、高蛋白质、适口性好

[4]
，

是一种兼具菜用、饲用、药用、绿肥、边坡绿化等用

途的多功能牧草
[5]
。金花菜品种在国外主要有

‘Santiago’‘Serena’‘Scimitar’‘Cavalier’‘Armadillo’
‘Anglona’等[6]

；我国尚未引入上述品种，国内现有的

金花菜品种均为菜用和饲用品种，主要有‘淮扬’金
花菜

[7]
、‘楚雄’南苜蓿

[8]
、‘川南’金花菜

[6] 3个品种。

叶绿体是细胞内一种半自主的特殊细胞器，其

功能是完成光合作用，并进行代谢反应为植物提供

碳水化合物。叶绿体基因组的基本结构一般包括

1个 LSC区、1个 SSC区和 2个 IR区，一般呈现典

型的四分体结构。叶绿体基因组结构简单、遗传保

守、自我复制、独立进化、突变较低、母体遗传，常

作为系统发育进化分析、DNA条形码的主要工具。

核酸与蛋白质之间的遗传信息传递一般通过密码

子来传递
[9]
，而密码子可以通过 tRNA的转运完成

mRNA遗传信息的翻译和相应氨基酸的合成
[10]
，这

些可以翻译 mRNA遗传信息并指导相应氨基酸合

成的密码子称为同义密码子
[11-14]
。苜蓿属有些物种

的叶绿体基因组序列特征和密码子偏好性分析目

前已有研究。Fitter等 [15]
通过序列分析证实了紫花

苜蓿 (M. sativa ‘Regen S’)叶绿体基因组的异质性；

杨国锋等
[16]

对蒺藜苜蓿 (M. truncatula)叶绿体基因

组全序列密码子进行了分析，发现内部突变是影响

蒺藜苜蓿叶绿体基因组密码子偏好性的主要因素，

并确定了 UUA、UUG、CCU等 23个密码子为最优

密码子。喻凤和韩明
[17]

研究了紫花苜蓿叶绿体基

因组的密码子偏好性，指出自然选择可以显著影响

紫花苜蓿叶绿体基因组的密码子偏好性，并发现紫

花苜蓿叶绿体基因组有 17个最优密码子；孙志轩等
[18]

对‘德钦’紫花苜蓿叶绿体基因组进行测序和分析，

最后 115个 SSRs位点被鉴定出来，同时指出 clpP
基因与其他紫花苜蓿存在差异，具有不同的 SSRs
位点；田春育等

[19]
分析了苜蓿属 24个种 1个亚种

叶绿体基因组结构比较及亲缘关系，发现苜蓿属物

种叶绿体基因组的反向重复序列没有注释到，推测

反向重复序列的没有注释到可能是由于某些基因

在进化过程中发生了丢失，或者是由于某些基因转

移到了核基因组。

目前针对金花菜的研究大多集中在逆境胁迫
[4]
、

种子萌发
[20]
、栽培种植

[21]
、农艺性状

[22]
等方面，而

金花菜叶绿体基因组方面的研究尚无专家学者涉

及，本文采用 BGISEQ-500平台对金花菜 (江苏 )的
叶绿体全基因组进行第二代高通量测序，采用相关

软件对其叶绿体基因进行组装、注释，采用相关软

件分析其叶绿体基因的密码子偏性特征，并对最优

密码子的偏性特点进行深入分析，为金花菜的遗传

育种和物种鉴定提供理论基础和分子生物学依据。 

1    材料与方法
 

1.1    材料

金花菜 (JHC)试管苗 (种子购买于江苏沭阳县，

无菌苗由上饶师范学院植物组织培养室提供)。 

1.2    方法

DNA的提取和测序。植物基因组 DNA 提取试

剂盒法用于金花菜试管苗叶片组织的 DNA提取；

琼脂糖凝胶电泳法检测 DNA 的完整性；用分光光

度计法检测提取的 DNA浓度和纯度；机械打断 (超
声波 )法将 DNA片段化；BGISEQ-500平台质检合
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格文库的测序。

叶绿体全基因组的组装与注释。 SOAPnuke
(version：1.3.0)软件用于金花菜叶绿体基因组 Raw
Data的数据过滤；Noveplastys软件用于叶绿体基因

组核心模块的组装；CAP3软件用于叶绿体 contigs
的环化、连接和调整；GeSeq、 tRNAscan-SE等软件

用于叶绿体基因组的注释；OGDRAW软件用于叶

绿体基因组的图谱绘制；金花菜叶绿体基因组序列

注释完成后提交到 NCBI；金花菜叶绿体基因组的

登录号为 OP589400。
叶绿体基因组的序列分析。JSHYCloud 在线工

具集用于金花菜叶绿体基因组、大单拷贝区、小单

拷贝区和反向重复区 GC含量的分析和统计；MISA
(MIcroSAtellite identification tool)软件用于叶绿体基

因组 SSR (简单重复序列 )的分析和鉴定；REPuter
软件用于叶绿体基因组 Longrepeat (长重复序列)分
析；CodonW软件用于叶绿体基因组密码子使用情

况的分析。 ΔRSCU大于等于 0.08且 RSCU大于

1的高表达高频率密码子作为金花菜叶绿体基因组

最优密码子的筛选原则；Gview、VISTA tools、IRscope
和DNADnaSP6.0软件用于金花菜及其 9个近缘种 [M.
radiata NC_042854、花苜蓿(M. ruthenica MW703984)、
刺 果 苜 蓿 (M.  intertexta  NC_042851)、南 苜 蓿 (M.
polymorpha  MW971560)、 蒺 藜 苜 蓿 (M.  truncatula
JX512022)、木本苜蓿 (M.  arborea  NC_042856)、M.
marina NC_042845、野苜蓿 (M.  falcata MW271003)、
紫花苜蓿 (M. sativa MN218692)]的相关图形 (变异

圈 图 、 mVIST结 构 变 异 图 )的 绘 制 、 基 因 组

Pi的计算、Neutrality-plot analysis、ENC-plot analysis、
PR2-bias-plot analysis和 optimal codons analysis；mafft
7.0软件用于金花菜及其 45个近缘种和 2个外类群

物种 (表 1)的序列比对；fasttree 2.1.10软件用于金花

菜及其 45个近缘种和 2个外类群物种进化树的构建。 

2    结果与分析
 

2.1    金花菜叶绿体基因组的序列分析

金花菜叶绿体基因组的完整长度为 124 163 bp，
其结构为环状 (图 1)，没有 IR区域 (丢失一个 IR拷

贝)，不存在 LSC、SSC、IR区域区分，无四分体结构。

基因组的总 GC含量为 34.09%，A含量为 32.94%，
T含量为 32.96%，C含量为 16.49%，G含量为 17.6%。 

2.2    金花菜叶绿体基因的类型分析

经过注释 (表 2)，金花菜叶绿体基因组有 111个
基因 (76个 CDS基因、30个 tRNA基因、4个 rRNA
基因和 1个假基因 )。10个 CDS基因和 6个 tRNA
基因含有 2个外显子，pafI 基因含有 3个外显子。 

2.3    金花菜叶绿体基因组重复序列分析

通过检测，共有 91个 SSR位点 (36个单碱基重

复、13个双碱基重复、2个三碱基重复)在金花菜叶

绿体基因组中得到鉴定 (表 3)。当重复单元为

A/T且重复频率为 10时，金花菜叶绿体基因组有

33个 SSR位点，数量最多；当重复单元为 C/G且重

复 频 率 为 12时 ，金 花 菜 叶 绿 体 基 因 组 有 1个
SSR位点 ；当重复单元为 AT/AT且重复频率为

6时，金花菜叶绿体基因组有 11个 SSR位点，数量

最多；当重复单元为 AAT/ATT或 ATC/ATG且重复

频率为 5时，金花菜叶绿体基因组有 1个 SSR位点。 

2.4    金花菜叶绿体基因组长重复序列分析

金花菜叶绿体基因组长重复序列 (Longrepeat)
分析如附表 1所列。共有 61个 Longrepeat (117个正

向重复、20个回文重复、1个反向重复和 10个互补

重复)在金花菜叶绿体基因组中得到鉴定，其中，30～
39 bp 正向重复 61个， 40～ 49 bp 正向重复 32个，
50～59 bp 正向重复 8个，60～69 bp 正向重复 9个，
70～79 bp 正向重复 4个，80～89 bp 正向重复 2个，
90～99 bp 正向重复 1个，30～39 bp 回文重复 16个，
40～49 bp 回文重复 4个，30～39 bp 反向重复 1个、
30～39 bp 互补重复 10个。 

2.5    金花菜叶绿体基因组比对分析

以金花菜 (JHC)为参考，利用Gview、VISTA tools
和 DNADnaSP6.0软件计算和绘制金花菜 10个近缘

种叶绿体基因组的变异圈图 (图 2)和 Pi多样性指数

分析图 (图 3)。如图 2所示，JHC及其 9个近缘种的

叶绿体基因组变化较大，但 JHC和南苜蓿MW971560
叶绿体基因组的序列没有明显的变化，比较保守，

叶绿体基因组的结构也没有明显的变化，比较稳

定。如图 3所示，在核苷酸多样性方面，JHC及其

9个近缘种叶绿体基因组的 Pi变化范围为 0～0.310 0，
变异率最高的基因有 accD、 trnP-UGG-psaJ、 rps12-
exon1-clpP1、psaJ-trnI-CAU、ycf2。 
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表 1   金花菜 45 个近缘种和 2 个外类群物种的产地或来源

Table 1   Origin or source of 45 closely related species and 2 species level taxa of Medicago polymorpha

序号
Number

近缘种或外
类群物种

Related species or
outgroup species

产地或来源
Origin or
source

序号
Number

近缘种或外
类群物种

Related species or
outgroup species

产地或来源
Origin or
source

序号
Number

近缘种或外
类群物种

Related species or
outgroup species

产地或来源
Origin or
source

1
紫花苜蓿

Medicago sativa
KU321683

中国
China 17

蒺藜苜蓿
Medicago truncatula

JX512023

美国
USA 33 Medicago intertexta

NC_042851
美国
USA

2
紫花苜蓿

Medicago sativa
MN218692

云南省德钦县
Deqin County,
Yunnan Province

18
蒺藜苜蓿

Medicago truncatula
JX512024

美国
USA 34 Medicago orbicularis

NC_042850
美国
USA

3
紫花苜蓿

Medicago sativa
NC_042841

美国
USA 19

蒺藜苜蓿
Medicago truncatula

JX512022

美国
USA 35

天蓝苜蓿
Medicago lupulina

NC_042847

美国
USA

4
紫花苜蓿

Medicago sativa
MZ983396

中国
China 20

蒺藜苜蓿
Medicago truncatula
f. tricycla KF241982

美国
USA 36 Medicago tenoreana

NC_057658
美国
USA

5
野苜蓿

Medicago falcata
MW271002

中国
China 21 Medicago scutellata

MZ895077
中国
China 37 Medicago disciformis

NC_057655
美国
USA

6
野苜蓿

Medicago falcata
NC_032066

中国
China 22

早花苜蓿
Medicago praecox

NC_057657

美国
USA 38

小苜蓿
Medicago minima

NC_042849

美国
USA

7
野苜蓿

Medicago falcata
MK460490

美国
USA 23

金花菜
Medicago

polymorpha
MZ772862

中国
China 39 Medicago coronata

NC_057660
美国
USA

8
野苜蓿

Medicago falcata
MW271003

中国
China 24

金花菜
Medicago

polymorpha
MW971560

美国
USA 40

Medicago
suffruticosa
NC_042843

美国
USA

9
Medicago

tetraprostra
NC_042844

美国
USA 25

金花菜
Medicago

polymorpha
NC_042848

美国
USA 41 Medicago biflora

NC_042415
美国
USA

10

紫花苜蓿
Medicago sativa
subsp. Glomerata

MK460494

美国
USA 26

褐斑苜蓿
Medicago arabica

MT584354

美国
USA 42

毛荚苜蓿
Medicago

edgeworthii
NC_042415

中国
China

11 Medicago hybrida
NC_027153

加拿大
Canada 27

褐斑苜蓿
Medicago arabica

NC_057661

美国
USA 43

花苜蓿
Medicago ruthenica

NC_053371

中国
China

12 Medicago papillosa
NC_027154

加拿大
Canada 28

褐斑苜蓿
Medicago arabica

MZ905469

中国
China 44 Medicago radiata

NC_042854
美国
USA

13 Medicago cretacea
NC_042842

美国
USA 29

Medicago
secundiflora
NC_057656

美国
USA 45

Medicago
monspeliaca
NC_042855

美国
USA

14 Medicago marina
NC_042845

美国
USA 30

Medicago
blancheana
NC_042852

美国
USA 46

白花草木樨
Melilotus albus
NC_041419

中国
China

15
木本苜蓿

Medicago arborea
NC_042856

美国
USA 31 Medicago laciniata

NC_042853
美国
USA 47

胡卢巴
Trigonella foenum-

graecum NC_042857

美国
USA

16 Medicago pironae
NC_042846

美国
USA 32 Medicago sauvagei

NC_057659
美国
USA
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2.6    金花菜叶绿体基因组密码子使用偏性分析
 

2.6.1    同义密码子的偏性分析

金花菜叶绿体基因组密码子各位点上的 GC含

量 (图 4)表明，3个位置 GC含量的平均值为 36.81%，

GC1、GC2、GC3 分别为 45.21%、38.75%、26.46%，呈

GC3  <  GC2  <  GC1 的趋势 ；金花菜叶绿体基因组

76个 CDS 基因的平均 ENC值为 45.11，ENC值 > 35

的基因有 71个，ENC值  < 35的基因有 5个，因此，

在密码子偏性方面，金花菜叶绿体基因组表现为较

弱。在相关性方面 (表 4)，GCall 与 GC1、GC2 极显著

正相关 (P  <  0.01)； GC1 与 GC2 显著正相关 (P  <
0.05)；ENC 与 GC1、GC2 均不相关 (P > 0.05)，但与

GC3 显著相关 (P < 0.05)。金花菜叶绿体基因组共

有32个RSCU > 1 的密码子，除AUG、UUG和UGG外，

其余密码子均以 A、U结尾 (表 5)。 
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光系统 I Photosystem I
光系统 II Photosystem II
细胞色素b/f复合体 Cytochrome b/f complex

ATP合成酶 ATP synthase

NADH脱氢酶 NADH dehydrogenase

核糖体大亚基 RubisCO large subunit 

光系统组装/稳定因子 Photosystem assembly/stability factors

RNA 聚合酶 RNA polymerase

核糖体小亚基蛋白质 Ribosomal proteins (SSU)

核糖体大亚基蛋白质 Ribosomal proteins (LSU)

转运 RNA Transfer RNAs

核糖体 RNA Ribosomal RNAs

clpP, matK 基因 clpP, matK

其他基因 Other genes

假设叶绿体阅读框架 (ycf) Hypothetical chloroplast reading frames (ycf)

开放阅读框 ORFs

复制起点 Origin of replication

多顺反子转录本 Polycistronic transcripts

内含子 Introns
 

图 1   金花菜叶绿体基因组图谱

Figure 1    Medicago polymorpha chloroplast genome map
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表 2   金花菜叶绿体基因的类型分析

Table 2   Type analysis of chloroplast genes in Medicago polymorpha

基因功能
Gene function

基因类型
Gene type

基因名
Gene name

基因数量
Number of genes

光合作用
Photosynthesis

光系统Ⅰ photosystem Ⅰ psaA, psaB, psaC, psaI, psaJ 5

光系统Ⅱ photosystem Ⅱ psaJ, psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH, psbI, psbK,
psbL, psbM, psbT, psbZ, psbN

15

NADH 脱氢酶
NADH dehydrogenase

ndhA, ndhB, ndhC, ndhD, ndhE, ndhF, ndhG, ndhH, ndhI, ndhJ,
ndhK

11

细胞色素b /f 复合体
cytochrome b/f complex

petA, petB, petD, petG, petL, petN 6

ATP 合成酶 ATP synthase atpA, atpB, atpE, atpF, atpH, atpI 6

自我复制
Self-replication

核糖体大亚基蛋白质
Proteins of large ribosomal subunit

rpl14, rpl16, rpl2, rpl20, rpl23, rpl32, rpl33, rpl36 8

核糖体小亚基蛋白质
Proteins of small ribosomal subunit

rps11, rps12, rps14, rps15, rps18, rps19, rps2, rps3, rps4, rps7,
rps8

11

核糖体大亚基 Large subunit of
rubisco

rbcL 1

RNA 聚合酶 RNA polymerase rpoA, rpoB, rpoC1, rpoC2 4

核糖体 RNA Ribosomal RNAs rrn16, rrn23, rrn4.5, rrn5 4

转运
RNA Transfer RNAs

trnA-UGC, trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-UUC, trnF-GAA, trnG-
GCC, trnG-UCC, trnH-GUG, trnI-CAU, trnI-GAU, trnK-UUU,
trnL-CAA, trnL-UAA, trnL-UAG, trnM-CAU, trnN-GUU, trnP-
UGG, trnQ-UUG, trnR-ACG, trnR-UCU, trnS-GCU, trnS-GGA,
trnS-UGA, trnT-GGU, trnT-UGU, trnV-GAC, trnV-UAC, trnW-
CCA, trnY-GUA, trnfM-CAU

30

其他基因
Other genes

成熟酶 Maturase matK 1

蛋白酶
Protease

clpP1 1

囊膜蛋白 Envelope membrane
protein

cemA 1

乙酰辅酶A 羧化酶 Acetyl-CoA
carboxylase

accD 1

c-型细胞色素合成基因
c-type cytochrome synthesis gene

ccsA 1

翻译起始因子
Translation initiation factor

infA 1

未知功能基因
Unknown function

gene

保守假设叶绿体阅读框架
Conserved hypothetical chloroplast
Reading Frames

ycf1, ycf2, ycf3, ycf4 4

 

表 3   金花菜叶绿体基因组中简单重复序列的类型及分布

Table 3   Type and distribution of simple repeat sequences within the Medicago polymorpha chloroplast genome

重复单元碱基类型
Repetitive unit
base type

重复单元重复次数 Repeat number of repeat units 总数
Total5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

A/T − − − − − 33 15 10 8 5 − 2 − 1 1 75

C/G − − − − − − − 1 − − − − − − − 1

AT/AT − 11 1 1 − − − − − − − − − − − 13

AAT/ATT 1 − − − − − − − − − − − − − − 1

ATC/ATG 1 − − − − − − − − − − − − − − 1

第 4 期 尹明华　等：金花菜叶绿体基因组特征及密码子偏好性分析 889

 

 
http://cykx.lzu.edu.cn

 

http://cykx.lzu.edu.cn


2.6.2    Neutrality-plot和ENC-plot以及PR2-bias-plot 分析

中性绘图分析 (GC3～GC12)表明，对于金花菜

及其 9个近缘种植物来说，其叶绿体基因的 GC3 含

量和GC12 含量分别为 0.127 0～0.425 0以及 0.215 7～

0.646 3，GC3 含量和 GC12 含量均分布在对角线上

方。GC3 含量和 GC12 含量的相关系数 (r)为 0.131 07，
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图 2   金花菜及其 9 个近缘种叶绿体基因组变异圈图

Figure 2    Chloroplast genome variation circle diagram for Medicago polymorpha and nine closely related species
 物种从内向外第 3圈开始依次为：Medicago radiata NC_042854、花苜 MW703984、刺果苜蓿 NC_042851、南苜蓿 MW971560、金花菜

JHC、蒺藜苜蓿 JX512022、木本苜蓿 NC_042856、Medicago marina NC_042845、野苜蓿 MW271003、紫花苜蓿 MN218692。右上角 GC和

GC skew是最内两圈，CDS、rRNA、tRNA圆圈中心位置。

 Species start from inner to outer ring: Medicago radiata NC_042854, M. ruthenica MW703984, M. intertexta NC_042851, M. polymorpha MW971560,
M. polymorpha (JHC), M. truncatula JX512022, M. arborea NC_042856, M. marina NC_042845, M. falcata MW271003, M. sativa MN218692. GC and
GC skew are the two innermost circles in the upper right corner; CDS, rRNA, and tRNA circles are in the center.
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图 3   金花菜及其 9 个近缘种叶绿体基因组 Pi 多样性指数分析

Figure 3    Pi diversity index analysis of the chloroplast genomes of Medicago polymorpha and nine related species
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其中 R2 等于 0.017  18，具有显著的相关性 (P  <
0.05)，回归斜率等于  0.177 677 7。ENC-plot analysis
表明，分布在 ENC-plot期望曲线上方的基因比较少，

分布在 ENC-plot曲线附近的基因也比较少，分布在

ENC-plot期望曲线下方基因比较多 ，远离 ENC-
plot曲线基因也比较多 ，因此 ，与理论 ENC值

相比 ，金花菜叶绿体基因组大多数基因的实际

ENC值具有显著差异。ENC比值频数即 (ENCexp-
ENCobs)/ENCexp (表 6)分析表明，在金花菜叶绿体

基因组基因中，8% (6个 )基因的 ENC比值频数为

0～0.1，表明这 6个基因分布在 ENC-plot期望曲线

上或者分布在 ENC-plot曲线附近 ， ENCobs值与

ENCexp值比较一致；92%基因的 ENC比值频数在

0～0.1这个区间之外，均离 ENC-plot期望曲线比较

远，ENCobs值与 ENCexp值具有较大差异。 PR2-
bias-plot analysis表明，金花菜叶绿体基因组的基因

在坐标内 G3/GC3 轴和 A3/AU3轴隔成的 4个区域

内的分布量出现明显的不均衡。大部分基因分布

在 G3/GC3 轴的上面，少部分基因分布在 G3/GC3 轴

的下面；大部分基因分布在 A3/AU3轴的左边部分，
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图 4   金花菜及其 9 个近缘种叶绿体基因组密码子的偏性分析

Figure 4    Partial chloroplast genome codon analysis for Medicago polymorpha and nine closely related species
 物种同图 2。密码子第 1、2、3位的 GC含量分别用 GC1、GC2、GC3 表示；密码子总 GC含量用 GCall 表示。表 4同。

 The species are the same as Figure 2. GC content at first, second, and third codon positions are represented as GC1,  GC2,  and GC3,  respectively; Total
codon GC content is represented by GCall. This is applicable for Table 4 as well.

 

表 4   金花菜叶绿体基因组 GCall、GC1、GC2、GC3 和 ENC 的相关性分析

Table 4   Correlation analysis of the chloroplast genome GCall, GC1, GC2, GC3, and ENC in Medicago polymorpha

指标 Parameter GCall GC1 GC2 GC3 ENC

GCall 1

GC1 0.807 080 845** 1

GC2 0.751 657 748** 0.379 814 149* 1

GC3 0.453 207 251* 0.124 498 687 0.072 925 809 1

ENC 0.002 157 050 −0.074 635 309 −0.074 619 818 0.239 857 869* 1

　*和**分别表示相关性在0.05和0.01水平上显著相关；ENC 表示有效密码子数。

　* and ** indicate significant correlation at the 0.05 and 0.01 levels, respectively; ENC indicates the number of valid codons.
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表 5   金花菜叶绿体基因组密码子的相对同义密码子使用度

Table 5   Relative synonymouscodon usagec (RSCU) of chloroplast genome codons in Medicago polymorpha

密码子
Codon

氨基酸
Amino acid

相对同义密码子使用度
Relative synonymous
codon usage (RSCU) 密码子

Codon
氨基酸

Amino acid

相对同义密码子使用度
Relative synonymous
codon usage (RSCU)

频度
Frequency

数量
Number

频度
Frequency

数量
Number

GCA Ala 1.143 330 349 AAA Lys 1.556 100 957

GCC Ala 0.573 301 175 AAG Lys 0.443 902 273

GCG Ala 0.412 776 126 AUG Met 1.992 030 500

GCU Ala 1.870 600 571 GUG Met 0.007 968 2

AGA Arg 1.768 370 369 UUC Phe 0.588 417 381

AGG Arg 0.666 134 139 UUU Phe 1.411 580 914

CGA Arg 1.389 780 290 CCA Pro 1.280 700 292

CGC Arg 0.383 387 80 CCC Pro 0.671 053 153

CGG Arg 0.388 179 81 CCG Pro 0.447 368 102

CGU Arg 1.404 150 293 CCU Pro 1.600 880 365

AAC Asn 0.445 076 235 AGC Ser 0.314 803 84

AAU Asn 1.554 920 821 AGU Ser 1.315 430 351

GAC Asp 0.388 708 179 UCA Ser 1.195 500 319

GAU Asp 1.611 290 742 UCC Ser 0.824 485 220

UGC Cys 0.489 627 59 UCG Ser 0.520 924 139

UGU Cys 1.510 370 182 UCU Ser 1.828 860 488

CAA Gln 1.613 070 617 UAA Ter 1.815 790 46

CAG Gln 0.386 928 148 UAG Ter 0.434 211 11

GAA Glu 1.560 400 930 UGA Ter 0.750 000 19

GAG Glu 0.439 597 262 ACA Thr 1.231 600 343

GGA Gly 1.645 470 608 ACC Thr 0.667 864 186

GGC Gly 0.341 001 126 ACG Thr 0.445 242 124

GGG Gly 0.581 867 215 ACU Thr 1.655 300 461

GGU Gly 1.431 660 529 UGG Trp 1.000 000 383

CAC His 0.453 441 112 UAC Tyr 0.335 749 139

CAU His 1.546 560 382 UAU Tyr 1.664 250 689

AUA Ile 0.952 549 629 GUA Val 1.530 180 469

AUC Ile 0.519 435 343 GUC Val 0.440 457 135

AUU Ile 1.528 020 1 009 GUG Val 0.486 134 149

CUA Leu 0.834 693 324 GUU Val 1.543 230 473

CUC Leu 0.314 298 122

CUG Leu 0.350 365 136

CUU Leu 1.231 430 478

UUA Leu 2.060 970 800

UUG Leu 1.208 240 469
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少部分基因分布在 A3/AU3轴的右边部分。因此，

金花菜叶绿体基因组的同义密码子第 3位上碱基

(A、T、G、C)具有 C大于 G、T大于 A的现象。因此，

与突变压力相比，自然选择显著影响了金花菜叶绿

体基因组同义密码子的使用偏好性。 

2.6.3    最优密码子确定

如表 7可知，金花菜叶绿体基因组的最优密码

子 (满足条件 RSCU > 1和 ΔRSCU ≥ 0.08的密码子)
有 12个 (UUA、GCU、UAA、ACU、CCU、GAA、GUA、
AUU、UGU、GGU、UUU、CUU)，12个最优密码子均

以 A、U结尾。 

2.7    苜蓿属植物的系统发育分析

苜蓿属在聚类图中聚成一个大类 (图 5)；草木

樨属和胡卢巴属聚为另一大类。在苜蓿属中，金花

菜 (M. polymorpha，JHC，产地：江苏)与 M. polymorpha
MZ772862 (产地 ：云南 )、M. polymorpha MW971560
(产地：美国)、M. polymorpha NC_042848 (产地：美国)
单独聚为一分支。在这个分支中，金花菜 (JHC)与
M. polymorpha MZ772862聚为一小分支。说明金花

菜 (JHC，产地 ：江苏 )与 M.  polymorpha MZ772862
(产 地 ：云 南 )亲 缘 关 系 较 近 ，与 M.  polymorpha
MW971560 (产地：美国 )、M. polymorpha NC_042848
(产地：美国)关系较远，表明中国金花菜与美国金

花菜的起源存在差异。 

3    讨论

分子测序技术的发展快速推动了叶绿体基因组

学的发展。研究表明，IR区域基因高度保守，碱基

突变频率低于 LSC和 SSC，IR的保守性可以稳定叶

绿体基因组结构
[23]
。IR区域的扩张或缩减，可显著

影响叶绿体基因组的大小
[24]
。随着叶绿体基因组数

据的不断积累，豆科植物的叶绿体基因组发生 IR区

丢失，已成为豆科蝶形花亚科植物的指示特征
[25-27]
。

本研究结果也证实了这一观点。王晓娟等
[28]

测定

云南金花菜 (南苜蓿 )叶绿体基因组为 124 349 bp，
总 GC含量为 34.1%。在本研究中，江苏金花菜叶绿

体基因组长度为 124 163 bp，基因组的总 GC含量

为 34.09%，与云南金花菜 (南苜蓿)一样，江苏金花

菜缺失了反向重复序列区，研究表明，这种反向重

复序列区缺失属于反向重复序列缺失支 (inverted
repeat-lacking clade，IRLC) (豆科蝶形花亚科车轴草

族) [29]。云南金花菜 (南苜蓿)的叶绿体基因组主要

有蛋白编码基因 (77个)、tRNA基因 (30个)和 rRNA
基因 (4个) 3类基因

[28]
。本研究结果与此结果基本

一致。假基因是 infA，一般在 rpl36 和 rps8 基因之

间，有研究表明基因丢失或转移后留下的一些残余

碱基可能是形成假基因 infA 的主要原因
[30]
。

叶绿体基因组的简单重复序列 (SSR)用途广

泛，在种群多样性、遗传稳定性、物种道地性鉴定和

系统进化分析方面具有重要作用
[31]
。云南金花菜

(南苜蓿)叶绿体基因组的简单重复序列 (SSR)位点

超过 100  [28]。田春育等
[19]

的研究表明，Medicago
polymorpha NC_042848 (MK460498) (产地：美国 )含
有 7种简单重复序列 (SSR)类型。在本研究中，江

苏金花菜叶绿体基因组只检测到 91个 SSR位点，

与云南金花菜 (南苜蓿) [28] 相同，江苏金花菜叶绿体

基因组的单碱基简单重复序列数量最多，二碱基简

单重复序列数量排在其次，单碱基简单重复序列大

多为 A/T，二碱基简单重复序列大多为 AT/TA。江

苏金花菜叶绿体基因组含有 3种碱基重复类型，即

从单碱基重复到三碱基重复 3种重复类型 ，与

Medicago polymorpha NC_042848 (MK460498) (产地：

美国)不一致。

片段重复、缺失和重排一般是由叶绿体基因组

的重复序列导致的
[32]
。物种的突变频率和进化速率

之间的差异也可通过重复序列类型和数目的差异

来反映
[33-35]
。田春育等

[19]
表明，苜蓿属植物叶绿

体基因组的长重复序列主要为正向重复 (forward
repeats，F)和回文重复 (palindromic repeats，P)，F和

 

表 6   金花菜叶绿体基因组密码子 ENC 比值频数分布

Table 6   Codon ENC ratio frequency distribution in the
Medicago polymorpha chloroplast genome

区间
Section

组限
Group limit

频数
Number

频率
Frequency

−0.1～0.0 −0.1 4 0.533 3

0.0～0.1 0 6 0.080 0

0.1～0.2 0.1 38 0.506 7

0.2～0.3 0.2 20 0.266 7

0.3～0.4 0.3 3 0.040 0

> 0.4 0.4 4 0.053 3

合计 Total 75 1.000 0
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表 7   金花菜叶绿体基因的最优密码子

Table 7   Optimal codons in the Medicago polymorpha chloroplast genome

密码子
Codon

氨基酸
Amino acid

相对同义密码子使用度
Relative synonymous
codon usage (RSCU)

RSCU高表达
RSCU high
expression

RSCU低表达
RSCU low
expression RSCU差值

ΔRSCU
频度

Frequency
数量

Number
频度

Frequency
数量

Number
频度

Frequency
数量

Number

UUA* Leu 2.060 970 800 1.370 080 58 1.615 380 7 0.245 300

AUG Met 1.992 030 500 1.000 000 45 1.000 000 6 0.000 000

GCU* Ala 1.870 600 571 1.600 000 26 1.875 000 5 0.275 000

UCU Ser 1.828 860 488 1.631 070 56 1.166 670 7 −0.464 400

UAA* Ter 1.815 790 46 1.200 000 3 1.800 000 3 0.600 000

AGA Arg 1.768 370 369 1.808 820 41 1.200 000 3 −0.608 820

UAU Tyr 1.664 250 689 1.674 420 72 1.500 000 3 −0.174 420

ACU* Thr 1.655 300 461 1.234 040 29 1.714 290 8 0.480 250

GGA Gly 1.645 470 608 1.706 670 32 0.857 143 9 −0.849 527

CAA Gln 1.613 070 617 1.371 430 48 1.000 000 2 −0.371 430

GAU Asp 1.611 290 742 1.639 340 100 1.000 000 6 −0.639 340

CCU* Pro 1.600 880 365 1.292 930 32 2.142 860 5 0.849 930

GAA* Glu 1.560 400 930 1.292 310 84 1.666 670 5 0.374 360

AAA Lys 1.556 100 957 1.364 160 118 1.166 670 7 −0.197 490

AAU Asn 1.554 920 821 1.594 200 110 1.000 000 8 −0.594 200

CAU His 1.546 560 382 1.489 360 35 0.666 667 1 −0.822 693

GUU Val 1.543 230 473 1.733 330 39 1.666 670 10 −0.066 660

GUA* Val 1.530 180 469 0.933 333 21 1.666 670 10 0.733 337

AUU* Ile 1.528 020 1 009 1.411 760 80 1.560 000 13 0.148 240

UGU* Cys 1.510 370 182 1.153 850 15 1.600 000 4 0.446 150

GGU* Gly 1.431 660 529 1.013 330 19 1.142 860 12 0.129 530

UUU* Phe 1.411 580 914 1.182 390 94 1.294 120 11 0.111 730

CGU Arg 1.404 150 293 0.750 000 17 0.800 000 2 0.050 000

CGA Arg 1.389 780 290 1.235 290 28 1.200 000 3 −0.035 290

AGU Ser 1.315 430 351 1.135 920 39 −1.135 920

CCA Pro 1.280 700 292 1.535 350 38 0.428 571 1 −1.106 779

ACA Thr 1.231 600 343 1.361 700 32 0.857 143 4 −0.504 557

CUU* Leu 1.231 430 478 1.417 320 60 1.615 380 7 0.198 060

UUG Leu 1.208 240 469 1.322 830 56 1.153 850 5 −0.168 980

UCA Ser 1.195 500 319 1.368 930 47 1.000 000 6 −0.368 930

GCA Ala 1.143 330 349 1.230 770 20 0.375 000 1 −0.855 770

　*表示最优密码子。

　* represents the optimal codon.
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图 5   基于叶绿体基因组的金花菜 (JHC) 及其 45 个近缘种和 2 个外类群物种的系统发育树

Figure 5    Phylogenetic tree of Medicago polymorpha (JHC) and its 45 closely related species and
2 species level taxa based on their chloroplast genomes

第 4 期 尹明华　等：金花菜叶绿体基因组特征及密码子偏好性分析 895

 

 
http://cykx.lzu.edu.cn

 

http://cykx.lzu.edu.cn


P极少出现，表明在突变频率及进化速率方面，苜蓿

属物种存在种间差异，推测亲缘关系可能与长重复

序列类型和数量相关。本研究结果证实了该结论。

目前叶绿体基因组的密码子偏好性也引起了专

家的较多关注
[36]
。外源基因的表达水平一般由物种

的密码子偏好性来决定
[37]
，以 A/T结尾属于双子叶

植物密码子偏好性的显著特征，以 G/C结尾属于单

子叶植物密码子偏好性的显著特征
[38]
。本研究结果

表明，江苏金花菜叶绿体基因组 32个 RSCU > 1的
密码子除 AUG、UUG、UGG外，其余都以 A、U结

尾，江苏金花菜叶绿体基因组密码子偏好以 A、U结

尾。杨国锋等
[16]

通过Neutrality-plot analysis、ENC-plot
analysis，发现内部突变可以显著影响蒺藜苜蓿叶绿

体基因组的密码子偏好性。本研究结果与此不一

致。本研究表明，自然选择可以显著影响江苏金花

菜叶绿体基因组的密码子使用偏好性，这与紫花苜

蓿叶绿体基因组密码子偏好性分析的研究结果
[17]

一致。

研究表明，布朗其苜蓿 M. blancheana NC_042852
与 M.  polymorpha  NC_042848  (MK460498)(美国 )聚
为一类

[19]
。M.  polymorpha MZ772862  (云南 )与 M.

polymorpha NC_042848  (MK460498)  (美国 )聚为一

类
[18]
。本研究中，金花菜 (JHC，江苏)与 M. polymorpha

MZ772862  (云 南 )、 M.  polymorpha  MW971560  (美
国)、M. polymorpha NC_042848 (美国)单独聚为一分支。

在这个分支中，JHC与 M. MZ772862聚为一小分支。

说明 JHC与 MZ772862  (云南 )亲缘关系较近 ，与

MW971560 (美国)、NC_042848 (美国)关系较远，表

明中国金花菜与美国金花菜的起源存在差异。 

4    结论

金花菜叶绿体基因组大小为 124 163 bp，无四分

体结构，基因组总 GC含量为 34.09%；金花菜叶绿体

基因组共注释出 111个基因 (76个 CDS基因、30个
tRNA基因 、 4个 rRNA基因 、 1个假基因 )、 91个
SSR位点 (单碱基重复 36个，双碱基重复 13个，三
碱基重复 2个)、148个长重复序列，(117个正向重

复、20个回文重复、1个反向重复、10个互补重复)；
金花菜叶绿体基因组核苷酸多样性的变化范围为

0～0.310 0，基因 accD、 trnP-UGG-psaJ、rps12-exon1-
clpP1、psaJ-trnI-CAU、ycf2 变异率最高；与突变压力

相比，自然选择显著影响金花菜叶绿体基因组密码

子的使用偏性；金花菜叶绿体基因组第三位密码子

偏好以 A和 U作为末尾碱基，UUA、GCU、UAA、
ACU、CCU、GAA、GUA、AUU、UGU、GGU、UUU、
CUU为金花菜叶绿体基因组的最优密码子；金花

菜 (JHC，江苏 )与 Medicago  polymorpha  MZ772862
(云 南 )亲 缘 关 系 较 近 ，与 Medicago  polymorpha
MW971560 (美国)、Medicago polymorpha NC_042848
(美国)关系较远。
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