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樟树叶绿体基因组密码子偏好性分析
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摘　 要: 为分析樟树(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ)叶绿体基因组密码子偏好性使用模式ꎬ该研究利用 ＣｏｄｏｎＷ、
ＥＭＢＯＳＳ、Ｒ 语言等软件和程序ꎬ对 ５３ 条樟树叶绿体基因组密码子使用模式及偏好性进行了系统分析ꎮ 结

果表明:樟树叶绿体基因的有效密码子数(ＥＮＣ)在 ３６.８２ ~ ５９.３０ 之间ꎬ表明密码子的偏好性较弱ꎮ 相对同

义密码子使用度(ＲＳＣＵ)分析发现 ＲＳＣＵ>１ 的密码子有 ３２ 个ꎬ其中 ２８ 个以 Ａ、Ｕ 结尾ꎬ表明第 ３ 位密码子偏

好使用 Ａ 和 Ｕ 碱基ꎮ 中性绘图分析发现 ＧＣ３与 ＧＣ１２的相关性不显著ꎬ回归曲线斜率为 ０.０４９ꎬ说明密码子偏

好性主要受到自然选择的影响ꎮ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析发现大部分基因落在曲线的下方ꎬ同样表明选择是影响密码

子偏好性的主要因素ꎮ 该研究发现共有 ９ 个密码子(ＵＵＵ、ＣＵＵ、ＵＣＡ、ＡＣＡ、ＵＡＵ、ＡＡＵ、ＧＡＵ、ＵＧＡ、ＧＧＡ)被
鉴定为樟树叶绿体基因组的最优密码子ꎮ
关键词: 樟树ꎬ 叶绿体基因组ꎬ 密码子偏好性
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　 　 编码相同氨基酸的不同密码子被称为同义密

码子ꎮ 在生物体中ꎬ同义密码子的出现具有非随

机性ꎬ即某一物种通常倾向于使用一种或几种特

定的密码子ꎬ该现象被称为密码子使用偏好性( ｃｏ￣
ｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｂｉａｓꎬ ＣＵＢ)(Ｇｒａｎｔｈａｍ ｅｔ ａｌꎬ １９８０ꎻ Ｍａｒíｎ
ｅｔ ａｌꎬ １９８９)ꎮ 密码子使用模式的分析从分子生物

学层面揭示了基因调控、基因表达、蛋白质二级结

构、选择性转录等现象ꎮ 其中ꎬ不同生物体密码子

使用产生偏好性是突变压力和自然选择下的结果

(Ｄｕｒｅｔ ＆ Ｍｏｕｃｈｉｒｏｕｄꎬ １９９９ꎻ Ｇｕ ｅｔ ａｌꎬ ２００４ꎻ Ｍｇ ＆
Ｄｅ Ｆａｒｉａｓꎬ ２００６)ꎮ 利用不同物种在密码子使用上

的偏好性ꎬ可以提高蛋白表达的效率和准确性

(Ｇｅｒｒｉｔ ＆ Ｄｉａｒｍａｉｄꎬ ２０１６ꎻ Ｌｅｅ ｅｔ ａｌꎬ ２００９)ꎮ 叶绿

体是植物生命活动的代谢中心ꎬ在植物光合作用

和生物合成中具有重要作用 ( Ｎｅｕｈａｕｓ ＆ Ｅｍｅｓꎬ
２０００)ꎮ 植物叶绿体基因组规模小、拷贝数多ꎬ且
在分子水平上多个基因的功能得到验证ꎬ已成为

当今生物学领域的研究热点 ( Ｘｕ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１)ꎮ
１９８６ 年首次公布了烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ) ( Ｓｈｉ￣
ｎｏｚａｋｉ ｅｔ ａｌꎬ １９８６) 和地钱 ( Ｏｈｙａｍａ ｅｔ ａｌꎬ １９８６)
(Ｍａｒｃｈａｎｔｉａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ)的叶绿体基因组ꎮ 目前ꎬ
在 ＮＣＢＩ 网站上的细胞器基因组数据库中已有包

括拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)(Ｓａｔｏ ｅｔ ａｌꎬ １９９９)、
水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ) (Ｈｉｒａｔｓｕｋａ ｅｔ ａｌꎬ １９８９)、草莓

(Ｆｒａｇａｒｉａ × ａｎａｎａｓｓａ) (Ｃｈｅｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２０１７)和连翘

(Ｆｏｒｓｙｔｈｉａ ｓｕｓｐｅｎｓａｉｓ)(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２０１７)等在内的

约 ８００ 种植物完整的叶绿体基因组信息ꎮ
樟属植物全世界有 ２５０ ~ ３００ 种ꎬ我国约有 ４６

种ꎬ主要分布在南方各省区ꎮ 这些植物不仅可用

于提取精油作为化工及医药上的重要原料ꎬ同时

还是重要家具、建筑及雕刻等用材树种ꎮ 作为樟

属植物中的代表性植物ꎬ樟树(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍ￣
ｐｈｏｒａ)集材用、药用、香料、油用、生态环境建设和

生态文化等于一体ꎬ极具开发和利用价值ꎮ Ｃｈｅｎ
ｅｔ ａｌ( ２０１７)的研究表明樟树叶绿体基因组全长

１５２ ５７０ ｂｐꎬ具有特征性的保守四联体结构ꎬ在编

码区和非编码区都检测到共 ４０ 个重复结构和 ８３

个简单重复序列ꎮ 目前ꎬ关于樟树叶绿体密码子

使用偏好性的研究还未见报道ꎮ 本研究通过对樟

树叶绿体基因组中 ５３ 个基因的密码子使用偏好

性进行分析ꎬ在揭示影响密码子偏好性最主要因

素的同时还找出了最优密码子ꎬ旨在为樟科植物

叶绿体基因组学的研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 序列的获取

在 ＮＣＢＩ 数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / )中下载樟树及其他樟科植物的叶绿体基因

组信息ꎮ 樟树叶绿体基因组序列的 ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号为 ＭＦ１５６７１６.１ꎬ共注释 ８３ 条蛋白质编码基因序

列ꎮ 为避免计算密码子偏好性时出现样本偏差ꎬ
在剔除重复序列后ꎬ最终获得 ５３ 条编码区长度大

于 ３００ ｂｐ 且以 ＡＴＧ 为起始密码子ꎬＴＡＡ、ＴＧＡ 或

ＴＡＧ 为终止密码子的基因序列用于后续分析ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 密码子偏好性分析 　 用 ＣｏｄｏｎＷ１.４.２(ｈｔｔｐ:/ /
ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ.ｎｅｔ / ｐｒｏｊｅｃｔｓ / ｃｏｄｏｎｗ)和 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 统计

各基因的密码子出现次数( ｃｏｄｏｎ ｎｕｍｂｅｒꎬＣＮ)、有
效密码子数( ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎꎬ ＥＮＣ) (Ｎｏ￣
ｖｅｍｂｒｅꎬ ２００２)和同义密码子相对使用度( ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｎｄｏｎ ｕｓａｇｅꎬ ＲＳＣＵ ) ( Ｓｈａｒｐ ＆ Ｌｉꎬ
１９８６)ꎮ 用 ＥＭＢＯＳＳ(ｈｔｔｐ: / / ｉｍｅｄ.ｍｅｄ.ｕｃｍ.ｅｓ / ＥＭ￣
ＢＯＳＳ / )中的 ＣＵＳＰ 程序分析樟树叶绿体基因组中

各基因的 ＧＣ 总含量和密码子第 １ 位、第 ２ 位、第 ３
位的 ＧＣ 含量ꎬ分别用 ＧＣａｌｌ、ＧＣ１、ＧＣ２和 ＧＣ３表示ꎮ
ＧＣ３Ｓ表示同义密码子第 ３ 位的 ＧＣ 含量ꎮ 樟树叶

绿体基因组中各基因的部分参数的相关性及显著

性用 Ｒ 语言分析ꎮ
１.２.２ 中性绘图分析 　 中性绘图法的作用为初步

判断选择或突变对密码子使用偏好性的影响ꎮ 在

Ｏｒｉｇｉｎ ９.１ 软件中ꎬ绘制散点图并做直线拟合分析ꎮ
在直线拟合分析中ꎬ当回归系数接近 １ 时ꎬ 表明

ＧＣ１２与 ＧＣ３间的相关性显著ꎬ密码子的碱基组成在

７４３１１０ 期 秦政等: 樟树叶绿体基因组密码子偏好性分析



３ 个位置上无差异ꎬ密码子偏好性的主要决定因素

为突变ꎻ当回归系数接近 ０ 时ꎬＧＣ１２与 ＧＣ３之间相

关性不显著ꎬ说明密码子 ３ 个位置上的碱基组成

不同ꎬ密码子的使用更多地受到选择影响ꎮ
１.２.３ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图分析　 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图用于分析

突变在密码子使用模式中的作用ꎮ 当实际 ＥＮＣ 值

与预期 ＥＮＣ 值差异较小时ꎬ表明突变对密码子偏

好性影响较大ꎬ反之选择为影响密码子偏好性的

主要因素ꎮ 此外ꎬ还可根据 ＥＮＣ 值的高低推断密

码子偏好性的强弱ꎮ ＥＮＣ 值的理论范围在 ２０ ~
６０ꎬ值越小表示偏好性越强ꎮ 当 ＥＮＣ 值为 ２０ 和

６０ 两个极值时ꎬ表示同义密码子具有完全偏好性

或没有偏好性ꎮ 用 Ｒ 语言绘制二维散点图ꎬ并在

图中构建出 ＥＮＣ 值的期望曲线ꎮ
１.２.４ ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析 　 为了避免密码子第 ３ 位的

ＡＴ 和 ＧＣ 之间突变不平衡ꎬＰＲ２ 偏好性分析(ＰＲ２￣
ｂｉａｓ ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ)仅对 ４ 种密码子编码的氨基酸做

密码子第 ３ 位上 Ａ、Ｔ、Ｃ 和 Ｇ 这 ４ 种碱基的组成情

况分析( Ｓｕｅｏｋａꎬ １９９９)ꎬ并以 Ａ３ / ( Ａ３ ＋Ｔ３ ) ｜ ４ 和

Ｇ３ / (Ｇ３＋Ｃ３) ｜ ４ 的值进行绘图ꎮ 其中ꎬ“ ｜ ４”表示

四密码子氨基酸ꎬ分别为丙氨酸、精氨酸( ＣＧＡꎬ
ＣＧＴꎬＣＧＧꎬ ＣＧＣ)、 甘 氨 酸、 亮 氨 酸 ( ＣＴＡꎬ ＣＴＴꎬ
ＣＴＧꎬＣＴＣ)、 脯 氨 酸、 丝 氨 酸 ( ＴＣＡꎬ ＴＣＴꎬ ＴＣＧꎬ
ＴＣＣ)、苏氨酸和缬氨酸ꎮ ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 图的中心点为

Ａ＝ＴꎬＣ ＝Ｇꎬ以该点发出的矢量表示碱基偏移的程

度和方向ꎮ
１.２.５ 最优密码子分析 　 对前期筛选出的 ５３ 条基

因的 ＥＮＣ 值从小到大进行排序ꎬ两端各选出 １０％
的基因建库ꎬ在高低两个基因库中将对应密码子

的 ＲＳＣＵ 值相减得到 ΔＲＳＣＵꎬ选取 ΔＲＳＣＵ > ０.０８
的密码子作为高表达密码子ꎮ 将前文分析中

ＲＳＣＵ 值大于 １ 的高频率密码子与 ΔＲＳＣＵ > ０.０８
高表达密码子的结果相结合ꎬ从而确定出最优密

码子(胡莎莎等ꎬ ２０１６ꎻ 罗洪等ꎬ ２０１５)ꎮ
１.２.６ 系统进化树的构建与分析 　 使用 ＭＡＦＦＴ
７. ３９７ ( Ｋａｔｏｈ ＆ Ｓｔａｎｄｌｅｙꎬ ２０１３ ) ( ｈｔｔｐｓ: / / ｍａｆｆｔ.
ｃｂｒｃ.ｊｐ / ａｌｉｇｎｍｅｎｔ / ｓｏｆｔｗａｒｅ / )将樟树与其他八种樟

科植物的叶绿体基因组序列做多序列比对分析ꎮ
选择银杏和云杉作为外类群ꎮ 用 ＢｉｏＥｄｉｔ 手工校正

比对 结 果 后 导 入 ＭＥＧＡ７. ０ 中 用 系 统 邻 接 法

(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ＮＪ) 构建进化树ꎮ 用 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｍｅｔｈｏｄ 进行重复检验 １ ０００ 次得出结果ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 樟树叶绿体基因组密码子偏好性分析

利用 ＣｏｄｏｎＷ１.４.２ 分析樟树叶绿体基因组中

５３ 条候选基因的密码子组成 (表 １)ꎮ 表 １ 结果显

示ꎬ平均 ＧＣ 含量为 ３９. １％ꎬ且分布趋势为 ＧＣ１

(４６.８１％)>ＧＣ２(３８.７７％) >ＧＣ３(３１.７７％)ꎬ表明在

密码子的 ３ 个位置上 ＧＣ 并不是均匀分布ꎬ且第 ３
位密码子偏好使用 Ａ 和 Ｕ 碱基ꎮ 叶绿体基因组

ＥＮＣ 的取值范围为 ３６.８２ ~ ５９.３ꎬ且大部分在 ４５ 以

上ꎬ说明樟树叶绿体基因组密码子偏好性较弱ꎮ
图 １ 结果显示ꎬＲＳＣＵ 值大于 １ 的密码子数目

为 ３４ 个ꎮ 其中ꎬ第 ３ 位上的碱基为 Ｕ、Ａ 和 Ｇ 的数

目分别为 １６、１３ 和 ２ꎬ说明 Ｕ 和 Ａ 为叶绿体基因组

密码子的偏好碱基ꎮ ５３ 条基因的 ＧＣ 含量、ＥＮＣ 和

ＣＮ 间相关性分析结果(表 ２)显示ꎬＧＣａｌｌ与 ＧＣ１、ＧＣ２

和 ＧＣ３呈极显著相关ꎬ但 ＧＣ１、ＧＣ２和 ＧＣ３的相关性

水平不显著ꎮ ＥＮＣ 与 ＧＣ３相关系数为 ０.２７ꎬ呈显著

相关ꎬ说明密码子的使用偏好性受第 ３ 位碱基的影

响较大ꎮ ＣＮ 与 ＧＣ３、ＥＮＣ 显著相关ꎬ表明 ＧＣ３和密

码子的偏好性受基因序列长度的影响ꎮ
２.２ 中性绘图分析

中性绘图分析结果(图 ２)显示ꎬＧＣ１２和 ＧＣ３的

分布范围都较为集中ꎬ ＧＣ１２ 的范围在 ０.３４３ １ ~
０.５４５ ８ꎬＧＣ３在０.２２４ ４ ~ ０.５２１ ４ꎮ ＧＣ１２与 ＧＣ３的相

关系数为 ０.１４３ꎬ回归系数为 ０.０４９ꎬ说明两者的相

关性不显著ꎬ密码子第 ３ 位与第 １ 位、第 ２ 位的进

化方式可能存在一定差异ꎮ 因此ꎬ樟树叶绿体基

因密码子偏好性主要受到选择的影响ꎮ
２.３ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图

从图 ３ 可以看出ꎬ大部分基因落在期望曲线的

下方ꎬ表示 ＥＮＣ 实际值与 ＥＮＣ 预期值之间差异较

大ꎬ说明樟树叶绿体基因组密码子偏好性更多受

选择的影响ꎮ
２.４ ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析

通过 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 绘图进一步分析樟树叶绿体基

因组密码子偏好性的影响(图 ４)ꎮ 当 Ａ、 Ｔ、 Ｃ 和 Ｇ

８４３１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



表 １　 樟树叶绿体基因组各基因密码子不同位置的 ＧＣ 含量
Ｔａｂｌｅ １　 ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ

基因
Ｇｅｎｅ

ＧＣ 含量 ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ(％)

ＧＣａｌｌ ＧＣ１ ＧＣ２ ＧＣ３

ＥＮＣ 基因
Ｇｅｎｅ

ＧＣ 含量 ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ(％)

ＧＣａｌｌ ＧＣ１ ＧＣ２ ＧＣ３

ＥＮＣ

ｒｐｓ１２ ４１.９４ ５１.６１ ４８.３９ ２５.８１ ４２.３１ ｒｐｌ２０ ４０.１１ ３９.８３ ５１.６９ ２８.８１ ４７.０４
ｐｓｂＡ ４２.２８ ４９.７２ ４３.７９ ３３.３３ ４２.６２ ｒｐｓ１２ ４１.４６ ４７.９０ ４８.７４ ２７.７３ ４５.１９
ｍａｔＫ ３６.１８ ４３.８８ ３２.６２ ３２.０４ ５２.９３ ｃｌｐＰ ４３.０７ ５８.９１ ３７.６２ ３２.６７ ５５.３２
ａｔｐＡ ４２.３９ ５６.３０ ４０.５５ ３０.３１ ４９.８２ ｐｓｂＢ ４４.８６ ５４.８１ ４５.９７ ３３.７９ ５２.９３
ａｔｐＦ ３９.２８ ５１.３５ ３５.１４ ３１.３５ ５０.２５ ｐｅｔＢ ４０.９０ ４９.５４ ４１.６７ ３１.４８ ４５.２８
ａｔｐＩ ３９.２５ ５０.００ ３７.５０ ３０.２４ ４６.５４ ｐｅｔＤ ４０.０８ ５１.５３ ３９.２６ ２９.４５ ４４.７２
ｒｐｓ２ ３９.３８ ４１.３５ ４３.４６ ３３.３３ ５２.５３ ｒｐｏＡ ３６.６７ ４６.４７ ３４.１２ ２９.４１ ４９.３５
ｒｐｏＣ２ ３８.７２ ４６.６１ ３８.３１ ３１.２４ ５１.１８ ｒｐｓ１１ ４４.５３ ５４.２０ ５４.９６ ２４.４３ ４９.２９
ｒｐｏＣ１ ３９.６７ ５１.０２ ３９.０４ ２８.９５ ５０.５８ ｒｐｓ８ ３６.５９ ４２.１１ ４０.６０ ２７.０７ ４８.４４
ｒｐｏＢ ４０.５６ ５０.３３ ３９.３０ ３２.０５ ５１.４３ ｒｐｌ１４ ４０.３８ ５５.２８ ３６.５９ ２９.２７ ４４.７１
ｐｓｂＤ ４２.８４ ５１.６９ ４３.５０ ３３.３３ ４５.３７ ｒｐｌ１６ ４４.４４ ５１.１１ ５４.８１ ２７.４１ ３６.９８
ｐｓｂＣ ４４.８０ ５４.２２ ４５.９９ ３４.１８ ４７.３１ ｒｐｓ３ ３７.２５ ５０.２３ ３３.４８ ２８.０５ ５３.４７
ｒｐｓ１４ ４２.２４ ４３.５６ ４７.５２ ３５.６４ ３７.８９ ｒｐｌ２２ ３８.１２ ４１.４９ ４２.５５ ３０.３２ ５０.０８
ｐｓａＢ ４２.２７ ４９.１２ ４２.７２ ３４.９７ ５１.２７ ｙｃｆ２ ３７.３８ ４１.２７ ３３.８２ ３７.０５ ５３.７２
ｐｓａＡ ４３.６３ ５３.００ ４３.５４ ３４.３５ ５１.０９ ｒｐｓ７ ３９.９６ ５３.２１ ４４.２３ ２２.４４ ４７.５７
ｙｃｆ３ ３９.０５ ４７.３４ ４０.２４ ２９.５９ ５４.４４ ｙｃｆ６８ ５０.４３ ４７.８６ ５１.２８ ５２.１４ ４７.８８
ｒｐｓ４ ３９.１１ ５０.００ ４０.５９ ２６.７３ ５１.３５ ｙｃｆ１ ３２.７５ ３８.３１ ３０.３１ ２９.６２ ４９.５０
ｎｄｈＪ ４２.１４ ５１.５７ ３８.３６ ３６.４８ ５４.１ ｎｄｈＨ ３９.６８ ５２.０３ ３６.２９ ３０.７１ ５１.９４
ｎｄｈＫ ３８.８１ ４２.３１ ４３.７１ ３０.４２ ５０.８１ ｎｄｈＡ ３７.８６ ４６.２０ ４０.７６ ２６.６３ ４５.４８
ｎｄｈＣ ３８.２９ ４９.５９ ３４.７１ ３０.５８ ４７.３７ ｎｄｈＩ ３５.７３ ３９.７８ ３９.２３ ２８.１８ ５１.４
ａｔｐＥ ４１.７３ ５０.３７ ４０.７４ ３４.０７ ５０.２４ ｎｄｈＧ ３７.２９ ４６.８９ ３５.５９ ２９.３８ ４６.１８
ａｔｐＢ ４３.０２ ５６.９１ ４１.６８ ３０.４６ ４８.６３ ｎｄｈＥ ３４.３１ ４０.２０ ３５.２９ ２７.４５ ４８.２３
ｒｂｃＬ ４５.７３ ５８.６１ ４３.９１ ３４.６６ ５１.３７ ｃｃｓＡ ３４.６０ ３４.７０ ４０.０６ ２９.０２ ５０.１４
ａｃｃＤ ３７.０４ ４１.２７ ３９.８８ ２９.９６ ４７.０１ ｎｄｈＦ ３４.８１ ３８.２６ ３７.９９ ２８.１９ ４７.９０
ｙｃｆ４ ４０.７２ ４３.７８ ４２.１６ ３６.２２ ５９.３０ ｙｃｆ１ ３４.９０ ３８.７８ ３１.６３ ３４.２９ ５３.６２
ｐｅｔＡ ４１.１２ ５３.２７ ３６.１４ ３３.９６ ５４.９９ ｒｐｓ７ ３９.９６ ５３.２１ ４４.２３ ２２.４４ ４７.５７
ｒｐｓ１８ ３４.６４ ３５.２９ ４３.１４ ２５.４９ ３６.８２ 合计 Ｔｏｔａｌ ４０.６２ ４９.０４ ４０.９９ ３１.８４ ４９.２４

四种碱基的使用频率ꎬ即 Ａ ＝ ＴꎬＣ ＝ Ｇ 时ꎬ密码子使

用偏好性不受选择和突变影响( Ｓｕｅｏｋａꎬ ２００１)ꎮ
图 ４ 显示ꎬ４ 个区域中的基因位点分布不均匀ꎬ左
上方位置的个数较多ꎬ说明在第 ３ 位碱基的选择

上密码子具有偏好性ꎬ且碱基 Ａ 的使用频率高于

Ｔꎬ碱基 Ｃ 的使用频率高于 Ｇꎮ 因此ꎬ可推论选择

是樟树叶绿体基因组密码子偏好性的主要影响

因素ꎮ
２.５ 最优密码子的确定

对 ５３ 个候选基因的 ＥＮＣ 值进行排序后ꎬ先从

两端各选取 １０％的基因建立高、低表达基因库ꎻ然
后计算两个表达库中密码子的 ＲＳＣＵ 值和两个库

中的 ΔＲＳＣＵ 值(表 ３)ꎻ最后确定了 ２６ 个密码子为

樟树叶绿体基因组高表达密码子ꎮ 对 ２６ 个密码

子的第 ３ 位碱基进行分析ꎬ其中ꎬ以 Ｕ 结尾的有 ５
个ꎬ以 Ａ 结尾的有 ５ 个ꎬ以 Ｃ、Ｇ 结尾的分别为 ６ 个

和 １０ 个ꎮ 结合 ２６ 个高表达密码子和图 １ 的 ３２ 个

高频密码子ꎬ选取两者的公共部分ꎬ最后确定了 ９
个樟树叶绿体基因组最优密码子ꎬ分别为 ＵＵＵ、
ＣＵＵ、ＵＣＡ、ＡＣＡ、ＵＡＵ、ＡＡＵ、ＧＡＵ、ＵＧＡ、ＧＧＡꎮ 其

中ꎬ所有密码子均以 Ｕ 或 Ａ 结尾ꎮ
２.６ 系统进化树的构建与分析

比较叶绿体基因组序列可以揭示近缘物种类

群之间的系统进化关系ꎬ同时阐明植物的进化模

式( Ｋｉｍ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５)ꎮ 为深入了解樟树在樟科

植物的进化规律和关系ꎬ将樟树与其他８种樟科植
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注: Ｐｈｅ. 苯丙氨酸ꎻ Ｌｅｕ. 亮氨酸ꎻ Ｉｌｅ. 异亮氨酸ꎻ Ｍｅｔ. 蛋氨酸ꎻ Ｖａｌ. 缬氨酸ꎻ Ｓｅｒ. 丝氨酸ꎻ Ａｒｇ. 精氨酸ꎻ Ｇｌｙ. 甘氨酸ꎻ
Ｐｒｏ. 脯氨酸ꎻ Ｔｈｒ. 苏氨酸ꎻ Ａｌａ. 丙氨酸ꎻ Ｔｙｒ. 酪氨酸ꎻ Ｈｉｓ. 组氨酸ꎻ Ｇｌｎ. 谷氨酰胺ꎻ Ａｓｎ. 天冬酰胺ꎻ Ｌｙｓ. 赖氨酸ꎻ
Ａｓｐ. 天冬氨酸ꎻ Ｇｌｕ. 谷氨酸ꎻ Ｃｙｓ. 半胱氨酸ꎻ Ｔｒｐ. 色氨酸ꎻ ＴＥＲ 表示有空白或内部终止符号的氨基酸ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｐｈｅ. Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅꎻ Ｌｅｕ. Ｌｅｕｃｉｎｅꎻ Ｉｌｅ. Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅꎻ Ｍｅｔ. Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅꎻ Ｖａｌ. Ｖａｌｉｎｅꎻ Ｓｅｒ. Ｓｅｒｉｎｅꎻ Ａｒｇ. Ａｒｇｎｉｎｅꎻ Ｇｌｙ. Ｇｌｙｃｉｎｅꎻ Ｐｒｏ. Ｐｒｏｌｉｎｅꎻ
Ｔｈｒ. Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅꎻ Ａｌａ. Ａｌａｎｉｎｅꎻ Ｔｙｒ. Ｔｙｒｏｓｉｎｅꎻ Ｈｌｓ. Ｈｌｓｔｉｄｉｎｅꎻ Ｇｌｎ. Ｇｌｕｔａｍｉｎｅꎻ Ａｓｎ. Ａｓｐａｒａｇｉｎｅꎻ Ｌｙｓ. Ｌｙｓｉｎｅꎻ Ａｓｐ. Ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｇｌｕ. Ｇｌｕｔａｍｉｃ

ａｃｉｄꎻ Ｃｙｓ. Ｃｙｓｔｅｉｎｅꎻ Ｔｒｐ. Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｅꎻ ＴＥＲ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｗｉｔｈ ａ ｂｌａｎｋ ｏｒ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｙｍｂｏｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 樟树叶绿体基因组同义密码子使用频率分析
Ｆｉｇ. １　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎｓ ｕｓａｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｏｆ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ

物的叶绿体基因组序列共同构建系统进化树ꎬ选
取裸子植物的银杏和云杉为外类群(图 ５)ꎮ 图 ５

结果显示ꎬ樟科植物的叶绿体基因组单独聚为

一枝ꎬ与外类群区分明显ꎮ樟树与沉水樟的叶绿体
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表 ２　 樟树叶绿体基因组中各参数的相关性
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ

项目 Ｉｔｅｍ ＧＣａｌｌ ＧＣ１ ＧＣ２ ＧＣ３ ＥＮＣ ＣＮ

ＧＣａｌｌ １.０００
ＧＣ１ ０.７２２∗∗ １.０００
ＧＣ２ ０.６６２∗∗ ０.１９３ １.０００
ＧＣ３ ０.４８７∗∗ ０.０５８ ０.０２０ １.０００
ＥＮＣ －０.０６６ ０.０７４ －０.４２８∗∗ ０.２７４∗ １.０００
ＣＮ －０.２０７ －０.１６５ ０.３５５ ０.１８６ ０.２６２∗ １.０００

　 注: ∗表示相关性达到显著水平(Ｐ<０.０５)ꎻ ∗∗表示相关性达到极显著水平(Ｐ<０.０１)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ∗ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ０.０５ ｌｅｖｅｌꎻ ∗∗ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ０.０１ ｌｅｖｅｌ.

图 ２　 樟树叶绿体基因组中性绘图分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｏｆ

Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ

基因组亲缘关系最近ꎬ且两者均为樟科樟属植物

的成员ꎬ因此推测两者可能具有相似的密码子偏

好性模式ꎮ 用相同方法对沉水樟叶绿体基因组进

行中性绘图(图 ６)和 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图(图 ７)发现ꎬ
ＧＣ１２与 ＧＣ３的回归系数接近 ０(为 ０.０５３)ꎬ同样在

ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图中ꎬ大部分基因落在期望曲线的下

方ꎬ两者都说明选择是影响沉水樟叶绿体基因组

密码子偏好性的主要因素ꎮ 这与樟树的分析结果

类似ꎬ表明樟科或樟属植物在进化过程中自然选

择因素对叶绿体基因组密码子偏好性的影响

较大ꎮ

３　 讨论

同义密码子在不同物种间和同一物种的不同

基因间使用都具有一定偏好性ꎬ高表达量的基因通

常具有最优密码子且其密码子偏好性往往更强

( Ｇｈａｅｍｍａｇｈａｍｉ ｅｔ ａｌꎬ ２００３ꎻ Ｇｏｅｔｚ ＆ Ｆｕｇｌｓａｎｇꎬ
２００５ꎻ Ｉｎｇｖａｒｓｓｏｎꎬ ２００７)ꎮ Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ(２００８ｂ)的研究

发现植物叶绿体基因组中密码子结尾处的碱基更

偏好使用 Ａ 或 Ｔꎮ 本研究发现在樟树叶绿体基因组

中 ＧＣ３与 ＧＣ１、ＧＣ２相关不显著ꎬ且 ＧＣ３的比例为三

者中最低ꎬ因此得到类似结果ꎬ即偏好密码子多以 Ａ
或 Ｔ 结尾ꎬ这与苹果(Ｍａｌｕｓ × ｄｏｍｅｓｔｉｃａ) (金桂花

等ꎬ ２０１４)、杉木(Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ)(郑薇玮

等ꎬ ２０１６)和柿(Ｄｉｏｓｐｙｒｏｓ ｋａｋｉ) (傅建敏等ꎬ ２０１７)
等植物密码子偏好性研究结果一致ꎮ

密码子偏好性的形成原因受多种因素影响ꎬ
除了最主要的突变和自然选择 外 ( Ｒａｏ ｅｔ ａｌꎬ
２０１１)ꎬ碱基组成差异(Ｒｏｍｅｒｏ ｅｔ ａｌꎬ ２０００)、基因

编码结构(Ｒａｏ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１)、ｔＲＮＡ 丰度(Ｎｏｖｏａ ＆
Ｐｏｕｐｌａｎａꎬ ２０１２)等多种因素也会影响其偏好性ꎮ
其中 ｔＲＮＡ 的表达丰度最高ꎬ相应的密码子偏好性

就越强(Ｄｕｒｅｔꎬ ２００２ꎻ Ｈｅｒｓｈｂｅｒｇ ＆ Ｐｅｔｒｏｖꎬ ２００８)ꎮ
本研究通过对樟树叶绿体基因组三个不同位置上

的密码子碱基组成及密码子相关系数进行研究ꎬ
经中性分析、ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析和 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 等分析后

发现ꎬ选择是影响樟树叶绿体基因组密码子偏好

性的主要因素ꎬ突变对密码子的偏好性影响较小ꎮ
在陆地棉(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ)(尚明照等ꎬ ２０１１)、
糜子(Ｐａｎｉｃｕｍ ｍｉｌｉａｃｅｕｍ)(刘慧等ꎬ ２０１７)、普通油

茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ) (王鹏良等ꎬ ２０１８)等植物的

叶绿体基因组密码子偏好性分析中ꎬ也得到了与

本研究相似的结果ꎮ 然而ꎬ在对拟南芥和杨树

(Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌꎬ ２００８ａꎬ ｂ) 叶绿体基因组密码子偏好
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表 ３　 樟树叶绿体基因组最优密码子分析
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃｉｎｎｕｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

密码子
Ｃｏｄｏｎ

高表达基因
Ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ ＲＳＣＵ

低表达基因
Ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ ＲＳＣＵ

ΔＲＳＣＵ

Ｐｈｅ ＵＵＵ∗ ２８ １.０８ １６ ０.８４ ０.２４
ＵＵＣ ２４ ０.９２ ２２ １.１６ －０.２４

Ｌｅｕ ＵＵＡ １９ １.３４ １９ １.８４ －０.５
ＵＵＧ １９ １.３４ １７ １.６５ －０.３１

ＣＵＵ∗ ２３ １.６２ １５ １.４５ ０.１７
ＣＵＣ∗ ６ ０.４２ ０ ０ ０.４２
ＣＵＡ ９ ０.６４ １０ ０.９７ －０.３３

ＣＵＧ∗∗∗ ９ ０.６４ １ ０.１ ０.５４
Ｉｌｅ ＡＵＵ ３４ １.１５ ３３ １.５２ －０.３７

ＡＵＣ∗ ２６ ０.８８ １６ ０.７４ ０.１４
ＡＵＡ∗ ２９ ０.９８ １６ ０.７４ ０.２４

Ｍｅｔ ＡＵＧ ２６ １ ２２ １ ０
Ｖａｌ ＧＵＵ ２８ １.５３ １８ １.５３ ０

ＧＵＣ ６ ０.３３ ６ ０.５１ －０.１８
ＧＵＡ ２３ １.２６ ２０ １.７ －０.４４

ＧＵＧ∗∗∗ １６ ０.８８ ３ ０.２６ ０.６２
Ｓｅｒ ＵＣＵ ２０ １.８２ ２１ ２ －０.１８

ＵＣＣ １０ ０.９１ １２ １.１４ －０.２３
ＵＣＡ∗∗ １１ １ ７ ０.６７ ０.３３

ＵＣＧ ５ ０.４５ ５ ０.４８ －０.０３
Ｐｒｏ ＣＣＵ １７ １.１５ １８ １.６７ －０.５２

ＣＣＣ∗ ２１ １.４２ １３ １.２１ ０.２１
ＣＣＡ １６ １.０８ １１ １.０２ ０.０６

ＣＣＧ∗ ５ ０.３４ １ ０.０９ ０.２５
Ｔｈｒ ＡＣＵ １１ １.１６ １９ １.６５ －０.４９

ＡＣＣ １１ １.１６ １５ １.３ －０.１４
ＡＣＡ∗ １０ １.０５ １１ ０.９６ ０.０９

ＡＣＧ∗∗∗ ６ ０.６３ １ ０.０９ ０.５４
Ａｌａ ＧＣＵ ２７ １.６６ ３２ ２.２１ －０.５５

ＧＣＣ∗∗ １２ ０.７４ ６ ０.４１ ０.３３
ＧＣＡ ２１ １.２９ １８ １.２４ ０.０５

ＧＣＧ∗ ５ ０.３１ ２ ０.１４ ０.１７
Ｔｙｒ ＵＡＵ∗∗ ４５ １.７６ １７ １.４２ ０.３４

ＵＡＣ ６ ０.２４ ７ ０.５８ －０.３４
ＴＥＲ ＵＡＡ ２ １.２ ４ ２.４ －１.２

ＵＡＧ∗∗∗ １ ０.６ ０ ０ ０.６
Ｈｉｓ ＣＡＵ １１ １.３８ １５ １.３６ ０.０２

ＣＡＣ ５ ０.６３ ７ ０.６４ －０.０１
Ｇｌｎ ＣＡＡ ３０ １.３６ １９ １.３６ ０

ＣＡＧ １４ ０.６４ ９ ０.６４ ０
Ａｓｎ ＡＡＵ∗∗∗ ３８ １.７３ ２０ １.１８ ０.５５

ＡＡＣ ６ ０.２７ １４ ０.８２ －０.５５
Ｌｙｓ ＡＡＡ ２５ １.２８ ２９ １.５３ －０.２５

ＡＡＧ∗ １４ ０.７２ ９ ０.４７ ０.２５
Ａｓｐ ＧＡＵ∗∗ ３７ １.７２ １１ １.３８ ０.３４

ＧＡＣ ６ ０.２８ ５ ０.６３ －０.３５
Ｇｌｕ ＧＡＡ ５４ １.５ ２８ １.６ －０.１

ＧＡＧ １８ ０.５ ７ ０.４ ０.１
Ｃｙｓ ＵＧＵ ５ １ ７ １.７５ －０.７５

ＵＧＣ∗∗∗ ５ １ １ ０.２５ ０.７５
ＴＥＲ ＵＧＡ∗∗∗ ２ １.２ １ ０.６ ０.６
Ｔｒｐ ＵＧＧ １８ １ １５ １ ０
Ａｒｇ ＣＧＵ １４ １.２５ ２２ １.６７ －０.４２

ＣＧＣ∗ ５ ０.４５ ４ ０.３ ０.１５
ＣＧＡ １５ １.３４ １８ １.３７ －０.０３

ＣＧＧ∗∗ ６ ０.５４ ２ ０.１５ ０.３９
ＡＧＡ １６ １.４３ ２７ ２.０５ －０.６２

ＡＧＧ∗∗∗ １１ ０.９９ ６ ０.４６ ０.５３
Ｓｅｒ ＡＧＵ １４ １.２７ １３ １.２４ ０.０３

ＡＧＣ ６ ０.５５ ５ ０.４８ ０.０７
Ｇｌｙ ＧＧＵ ２２ １.１９ ２９ １.７１ －０.５２

ＧＧＣ １１ ０.５９ ９ ０.５３ ０.０６
ＧＧＡ∗ ３０ １.６２ ２３ １.３５ ０.２７
ＧＧＧ∗ １１ ０.５９ ７ ０.４１ ０.１８

　 注: ∗表示 ΔＲＳＣＵ>０.０８ꎬ∗∗表示 ΔＲＳＣＵ>０.３ꎬ∗∗∗表示 ΔＲＳＣＵ>０.５ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ∗ ｍｅａｎｓ ΔＲＳＣＵ>０.０８ꎬ∗∗ ｍｅａｎｓ ΔＲＳＣＵ>０.３ꎬ∗∗∗ ｍｅａｎｓ ΔＲＳＣＵ>０.５.
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图 ３　 樟树叶绿体基因组 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图分析
Ｆｉｇ. ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｏｆ

Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ

图 ４　 樟树叶绿体基因组 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析
Ｆｉｇ. ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＲ２￣ｐｌｏｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｏｆ
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性的研究中发现ꎬ突变是主要的影响因素ꎮ 由此

可见ꎬ植物密码子偏好性受多重因素共同影响且

影响不同植物密码子偏好性的主要因素也不同ꎮ
强正向选择和突变压力作用下往往会形成大

量的最优密码子ꎬ相反纯化选择和突变压力作用

下最优密码子数目相对较少(Ｈｅｒｓｈｂｅｒｇ ＆ Ｐｅｔｒｏｖꎬ
２００８ꎻ 宋辉等ꎬ ２０１５)ꎮ 本研究将高频密码子和高

表达密码子分析相结合ꎬ共筛选出 ９ 个樟树叶绿

体基因组中的最优密码子ꎬ且这些密码子都以 Ａ
和 Ｕ 碱基结尾ꎬ该结果与前人在蒺藜苜蓿(杨国锋

等ꎬ ２０１５)、水稻(Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌꎬ ２００８ａ)等植物中的研

究相吻合ꎮ 在系统进化树中ꎬ分枝越长的物种表

明其进化速率相对更快ꎬ进化树中异色土楠自成

一枝且分枝相对较长ꎬ这与前人发现它是在进化

中首先与其他樟科植物分离的物种的观点相吻合

(Ｈｉｎｓｉｎｇｅｒ ＆ Ｓｔｒｉｊｋꎬ ２０１７)ꎮ 同时ꎬ通过分析发现

樟树与沉水樟的密码子偏好性都主要受到选择的

影响ꎬ说明亲缘关系越近的物种可能具有越相似

的密码子偏好性ꎮ 本研究对今后提高目的基因的

表达效率具有重要作用ꎬ而樟科植物叶绿体基因

组密码子分析也将为今后被子植物的系统发育研

究提供重要的参考价值(Ｍｏｏｒｅ ｅｔ ａｌꎬ ２００７ꎻ Ｒｕｈｆｅｌ
ｅｔ ａｌꎬ ２０１４)ꎮ
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