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　　摘要：为了解黄荆坪竹根椒（ＣａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｕｍＬ．ｃｖＨｕａｎｇＪｉｎｇｐｉｎｇ）叶绿体基因组密码子使用模式，以其５１条蛋
白编码序列（ｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＣＤＳ）为研究对象，采用ＣｏｄｏｎＷ１．４．２、ＣＵＳＰ、Ｅｘｃｅｌ２０１０、ＳＰＳＳ１６．０等软件对黄荆坪竹
根椒密码子的ＧＣ含量、有效密码子值（ＥＮＣ）、ＲＳＣＵ、中性绘图、ＥＮＣ－ｐｌｏｔ、ＰＲ２－ｐｌｏｔ、最优密码子及其影响因素进行
详细的分析。结果表明，黄荆坪竹根椒密码子第 １位（ＧＣ１）、第 ２位（ＧＣ２）、第 ３位（ＧＣ３）中的 ＧＣ含量分别为

４２６８％、３６．２５％、２７．８９％，其中 ＧＣ１＞ＧＣ２＞ＧＣ３，表明密码子第３位碱基以 Ａ／Ｕ结尾为主；ＥＮＣ值介于３４．１０％ ～

５４３１％之间，平均值为４６．５５％，表明黄荆坪竹根椒密码子偏好性较弱。相关性分析结果表明：（１）ＧＣ１与 ＧＣ２呈极显

著正相关，ＧＣａｌｌ与 ＧＣ１、ＧＣ２、ＧＣ３均为极显著正相关；（２）ＥＮＣ与 ＧＣ１、ＧＣ２均不存在显著相关关系，但与 ＧＣ３存在极显

著相关关系。ＲＳＣＵ分析结果显示：在黄荆坪竹根椒叶绿体基因组中共有３０个高频密码子的ＲＳＣＵ＞１，其中以Ｕ、Ａ、
Ｇ结尾的高频密码子数分别为１６、１３、１个，表明黄荆坪竹根椒密码子第３位偏好以Ａ或Ｕ结尾。ＥＮＣ－ｐｌｏｔ绘图分析
结果表明，黄荆坪竹根椒基因组中大多数基因位于标准曲线下方，有１３个基因的ＥＮＣ比值介于－０．０５～０．０５之间，
说明选择压力主要影响黄荆坪竹根椒密码子的偏好性；ＰＲ２－ｐｌｏｔ分析结果表明，黄荆坪竹根椒叶绿体基因组中大部
分基因位于平面图的右下方，即 Ｔ＞Ａ、Ｇ＞Ｃ，表明碱基突变、自然选择压力等多种因素共同影响黄荆坪竹根椒密码子
的偏好性。在黄荆坪竹根椒叶绿体基因组中共筛选出ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ等１９个最优密码子并全部以Ａ／Ｕ结尾。本研
究结果可为进一步开展黄荆坪竹根椒性状改良、遗传进化及叶绿体基因工程的应用提供分子理论支撑。
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　　密码子是构成原核生物与真核生物遗传信息
的基本单元，在生物体转录、翻译过程中起着非常

重要的作用。自然界中６４种密码子编码２０种氨基
酸和３种终止密码子（ＴＧＡ、ＴＡＡ和 ＴＡＧ），除甲硫
氨酸（Ｍｅｔ）和酪氨酸（Ｔｒｐ）外，其余１８种氨基酸均
有多个同义密码子与之对应。同义密码子在不同

物种叶绿体基因组中，甚至在同种物种同样基因中

的使用频率也不是均等的［１］。同义密码子使用频

率的差异性称之为密码子偏好性（ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｃｏｄｏｎ

ｕｓａｇｅｂｉａｓ，ＳＣＵＢ）。越来越多的研究表明，不同植
物中密码子的偏好性不同，例如天山雪莲（Ｓａｕｓｓｕｒｅａ
ｉｎｖｏｌｕｃｒａｔａ）［２］、 云 南 樟 （ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ
ｇｌａｎｄｕｌｉｆｅｒｕｍ）［３］、橄榄（Ｃａｎａｒｉｕｍａｌｂｕｍ）［４］。因此，
对植物密码子的偏好性进行深入探究，不仅有利于

明确植物的分类与鉴定［５］，而且还可根据最优密码

子设计植物的外源基因，进一步提高外源基因的表

达丰度及转化效率，从分子角度全面解析植物的进

化过程［６］。

叶绿体是植物进行光合作用的重要场所，为植

物的正常生长提供源源不断的营养物质。叶绿体

拥有一套完整的遗传信息，能进行母系遗传，长度

大小一般为１２０～１６０ｋｂ，具有高度保守的特征［７］。

因此，叶绿体基因组学在物种遗传分类、鉴定、进化

规律、基因工程等方面有重要的研究意义［８－９］。植

物叶绿体全基因组伴随着现代高通量测序技术的

快速发展而不断被美国国家生物技术信息中心

（ＮＣＢＩ）数据库收录，已有越来越多的学者在植物中
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开展叶绿体基因组密码子的偏好性研究，例如，萝

卜 （ＲａｐｈａｎｕｓｓａｔｉｖｕｓＬ．）［１０］、苋 菜 （Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ
ｔｒｉｃｏｌｏｒＬ．）［１１］、莲藕（ＮｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａＧａｅｒｔｎ）［１２］。
因此，分析植物密码子的偏好性及其影响因素不仅

可以确定该物种的最优密码子，然后根据最优密码

子设计基因表达载体，进一步提高外源基因的表达

水平，从而有利于阐明植物适应外界环境的分子

机制。

黄荆坪竹根椒（ＣａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｕｍＬ．ｃｖＨｕａｎｇ
Ｊｉｎｇｐｉｎｇ）是茄科（Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ）辣椒属（Ｃａｐｓｉｃｕｍ）一
年或有限多年生草本植物，主要分布在湘潭市黄荆

坪排头乡。黄荆坪竹根椒因个体细长、色泽鲜艳、

皮薄肉多、味道鲜美而深受广大消费者的青睐。近

年来，黄荆坪竹根椒规模及产业发展迅速，现已成

为湘潭市黄荆坪排头乡实现乡村振兴、农民致富的

重要支柱产业。目前有关辣椒的研究主要集中在

高产高效技术栽培［１３］、遗传育种［１４］、品质评价［１５］

等方面，随着黄荆坪竹根椒全基因组测序和拼接组

装工作的完成，目前国内外有关黄荆坪竹根椒密码

子偏好性的研究还尚未见报道。本研究对黄荆坪

竹根椒密码子的碱基组成及其各相关参数进行分

析，首次阐明黄荆坪竹根椒密码子偏好性使用的特

征，从而在黄荆坪竹根椒叶绿体基因组中遴选出最

优密码子，并明确影响黄荆坪竹根椒密码子偏好性

的主要因素，以期为今后进一步开展黄荆坪竹根椒

性状改良、进化规律及叶绿体基因工程的应用提供

分子理论支撑。

１　材料与方法

１．１　黄荆坪竹根椒叶绿体全基因序列的获得
２０２２年５月１５日采集湘潭市农业科学研究所

种苗中心的黄荆坪竹根椒幼嫩叶片，经液氮速冻后

送华智生物技术有限公司进行叶绿体基因组测序，

采用Ｉｌｌｕｍｉｎａ／ＭＧＩ测序平台完成了黄荆坪竹根椒叶
绿体基因组的测序，全长为 １５６８１７ｂｐ，包括８２个
蛋 白 编 码 基 因 （ＣＤＳ），ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为
ＯＰ９１９６５０．１。在筛选黄荆坪竹根椒蛋白编码基因
时，首先删除重复序列，然后选择 ＡＴＧ作为起始密
码子，ＴＧＡ、ＴＡＡ和ＴＡＧ为终止密码子，且以编码序
列大于 ３００ｂｐ的叶绿体基因用于密码子偏好性分
析，最后共得到５１个满足条件的ＣＤＳ序列。
１．２　中性绘图分析

参照Ｌｉｕ等的方法［１６］，计算黄荆坪竹根椒叶绿

体密码子第３位中的 ＧＣ含量（ＧＣ３），以ＧＣ３为横坐
标，密码子第１、第２位中的平均 ＧＣ含量（ＧＣ１２）为
纵坐标，制作散点图进行相关性分析。

１．３　相对同义密码子使用度分析
参照原晓龙等的方法［１７］，使用 ＣｏｄｏｎＷ软件分

别统计黄荆坪竹根椒各密码子的相对同义密码子

使用度（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｃｏｄｏｎｕｓａｇｅ，ＲＳＣＵ），将
黄荆坪竹根椒密码子的 ＲＳＣＵ＞１定义为高频密
码子。

１．４　ＥＮＣ－ｐｌｏｔ绘图分析
参照Ｆｕｇｌｓａｎｇ的方法［１８］，分别以黄荆坪竹根椒

的 ＧＣ３ｓ、有效密码子 ＥＮＣ（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｃｏｎｄｏｎ）为横坐标和纵坐标，绘制散点图，其 ＥＮＣ的
计算公式为 ＥＮＣ＝２＋ＧＣ３ｓ＋２９／［ＧＣ

２
３ｓ＋（１－

ＧＣ３ｓ）
２］。结合黄荆坪竹根椒的ＥＮＣ比值频数分布

对其差异进行定量分析，以ＥＮＣ值为 －０．０５～０．０５
区间作为具体的判断标准。

１．５　ＰＲ２－ｐｌｏｔ绘图分析
参照Ｓｕｅｏｋａ的方法［１９］，分别统计黄荆坪竹根

椒密码子第３位中碱基组成（Ｇ３、Ｃ３、Ａ３、Ｔ３）比例，
分别以Ｇ３／（Ｇ３＋Ｃ３）、Ａ３／（Ａ３＋Ｔ３）为横坐标和纵
坐标进行黄荆坪竹根椒的ＰＲ２偏倚分析。
１．６　最优密码子分析

参照原晓龙等的方法［１７］，最优密码子以黄荆坪

竹根椒的ＥＮＣ值作为衡量密码子偏性标准，分别在
两端挑选最高和最低的１０％基因构建黄荆坪竹根
椒高低基因表达库，分别计算黄荆坪竹根椒各高低

基因的ＲＳＣＵ和ΔＲＳＣＵ值，将同时符合高频率密码
子（ＲＳＣＵ＞１）和高表达密码子（ΔＲＳＣＵ≥０．０８）２
个条件的密码子定义为最优密码子。

２　结果与分析

２．１　黄荆坪竹根椒相关偏性指数分析
利用在线软件ＣｏｄｏｎＷ１．４．２和 ＣＵＳＰ软件对

黄荆坪竹根椒叶绿体中的 ５１条 ＣＤＳ序列进行分
析，其各基因不同位置的 ＧＣ含量和 ＥＮＣ值如表１
所示，５１条 ＣＤＳ密码子中的总 ＧＣ含量介于
３０．７３％～４５．３２％之间，平均 ＧＣ含量（ＧＣａｌｌ）为
３５．６１％，ＧＣ１含量介于３４．３９％ ～５８．８８％之间，平
均ＧＣ含量为 ４２．６８％，ＧＣ２含量介于 ２９．１３％ ～
５６８３％之间，平均ＧＣ含量为３６．２５％，ＧＣ３含量介
于 １８．５２％ ～３７３９％ 之间，平均 ＧＣ 含量为
２７８９％，其结果说明黄荆坪竹根椒密码子不同位置
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表１　黄荆坪竹根椒密码子不同位置的ＧＣ含量 ％　

基因 ＧＣ１ ＧＣ２ ＧＣ３ ＧＣａｌｌ ＥＮＣ
ａｃｃＤ ４０．４０ ３６．７８ ３０．２５ ３５．８１ ４７．１３
ａｔｐＡ ５５．７１ ３９．９６ ２６．７７ ４０．８１ ４６．２０
ａｔｐＢ ５７．１１ ４１．４８ ３１．０６ ４３．２２ ５１．２７
ａｔｐＥ ５３．７３ ３９．５５ ３０．６０ ４１．２９ ４９．２３
ａｔｐＦ ４６．４９ ３５．１４ ３２．４３ ３８．０２ ４３．２０
ａｔｐＩ ４９．６０ ３７．５０ ２７．４２ ３８．１７ ４４．６２
ｃｃｓＡ ３４．３９ ３８．２２ ２６．７５ ３３．１２ ４６．７５
ｃｅｍＡ ３８．７０ ２９．１３ ３３．０４ ３３．６２ ４８．５８
ｃｌｐＰ１ ５８．８８ ３８．０７ ３２．４９ ４３．１５ ５１．７５
ｍａｔＫ ３７．６５ ３２．７５ ２７．８４ ３２．７５ ４８．９９
ｎｄｈＡ ４３．９６ ３９．０１ ２４．１８ ３５．７１ ４２．０４
ｎｄｈＢ ４１．６８ ３８．５５ ３１．５１ ３７．２５ ４６．３５
ｎｄｈＣ ４６．２８ ３２．２３ ３１．４０ ３６．６４ ５１．３３
ｎｄｈＥ ３９．２２ ３２．３５ ２４．５１ ３２．０３ ４２．２６
ｎｄｈＦ ３７．５２ ３６．１７ ２６．３２ ３３．３３ ４２．３５
ｎｄｈＧ ４２．９４ ３４．４６ ２０．９０ ３２．７７ ４１．７２
ｎｄｈＨ ５１．０２ ３６．５５ ２９．１９ ３８．９２ ４８．９９
ｎｄｈＩ ４４．０５ ３５．１２ ２８．５７ ３５．９１ ５２．６５
ｎｄｈＪ ５０．９４ ３７．７４ ３５．２２ ４１．３０ ５３．９５
ｎｄｈＫ ４４．７６ ４３．１５ ２７．０２ ３８．３１ ４９．５９
ｐａｆＩ ４８．５２ ３７．８７ ３０．７７ ３９．０５ ５４．３１
ｐａｆＩＩ ４３．２４ ４０．５４ ３０．８１ ３８．２０ ５１．８３
ｐｅｔＡ ５２．３４ ３７．６９ ３３．９６ ４１．３３ ５２．５４
ｐｅｔＢ ４９．０７ ４１．６７ ３２．８７ ４１．２０ ４７．９５
ｐｅｔＤ ５０．９３ ３８．５１ ２４．２２ ３７．８９ ４１．７７
ｐｓａＡ ５２．８６ ４３．４１ ３２．４９ ４２．９２ ４７．６６
ｐｓａＢ ４８．９８ ４３．１３ ３１．５６ ４１．２２ ４６．６６
ｐｓｂＡ ４９．７２ ４３．５０ ３５．３１ ４２．８４ ４１．５８
ｐｓｂＢ ５４．８１ ４６．３７ ２９．８６ ４３．６８ ４４．８４
ｐｓｂＤ ５１．６９ ４３．５０ ３３．３３ ４２．８４ ４５．８４
ｒｂｃＬ ５８．１６ ４３．３１ ３０．１３ ４３．８６ ４８．１５
ｒｐｌ１４ ５５．２８ ３７．４０ ２４．３９ ３９．０２ ４３．２３
ｒｐｌ１６ ５１．８５ ５２．５９ １８．５２ ４０．９９ ３６．３１
ｒｐｌ２ ５０．５５ ４８．３６ ３２．３６ ４３．７６ ５１．５１
ｒｐｌ２０ ４０．８８ ４６．５４ ３５．２２ ４０．８８ ４３．９９
ｒｐｌ２２ ３９．１０ ３９．１０ ２９．４９ ３５．９０ ４８．５４
ｒｐｏＡ ４３．４９ ３２．２５ ２５．４４ ３３．７３ ４５．７０
ｒｐｏＢ ５０．８９ ３８．３８ ２７．０８ ３８．７８ ４７．１０
ｒｐｏＣ１ ５１．１７ ３７．６８ ２７．５７ ３８．８１ ４７．５８
ｒｐｏＣ２ ４６．８０ ３７．８７ ３０．７４ ３８．４７ ４８．８０
ｒｐｓ１１ ５５．４０ ５６．８３ ２３．７４ ４５．３２ ４８．５４
ｒｐｓ１２ ５１．６１ ４８．３９ ２８．２３ ４２．７４ ４３．８２
ｒｐｓ１４ ４３．５６ ４６．５３ ３３．６６ ４１．２５ ３６．３５
ｒｐｓ１８ ３７．２５ ４１．１８ ２７．４５ ３５．２９ ４５．６２
ｒｐｓ２ ４３．０４ ４３．４６ ２９．５４ ３８．６８ ４８．９６
ｒｐｓ３ ４６．１２ ３４．７０ ２５．１１ ３５．３１ ４８．８３
ｒｐｓ４ ５１．４９ ３７．１３ ２５．２５ ３７．９５ ５２．８９
ｒｐｓ７ ５１．９２ ４４．８７ ２３．０８ ３９．９６ ４２．２８
ｒｐｓ８ ４２．２２ ４０．００ ２２．９６ ３５．０６ ３４．１０
ｙｃｆ１ ３６．５０ ２９．３７ ２６．３２ ３０．７３ ４７．０２
ｙｃｆ２ ４２．２０ ３５．１１ ３７．３９ ３８．２３ ５１．１５
平均值 ４２．６８ ３６．２５ ２７．８９ ３５．６１ ４６．５５

　　注：ＧＣ１、ＧＣ２、ＧＣ３分别表示密码子第１、２、３位碱基中的ＧＣ含

量，ＧＣａｌｌ：密码子总ＧＣ含量。

的ＧＣ含量存在差异，ＧＣ１＞ＧＣ２＞ＧＣ３，表明在黄荆
坪竹根椒密码子第３位多为Ａ／Ｔ碱基；ＥＮＣ值介于
３４．１０％～５４．３１％之间，平均值为４６．５５％，其中３５
条 ＣＤＳ的 ＥＮＣ值高于４５．００％，占总编码基因数的
６８．６３％；可判断出黄荆坪竹根椒密码子的使用偏好
性较弱。

　　对黄荆坪竹根椒叶绿体密码子各项系数进行
相关性分析（表２），ＧＣａｌｌ与ＧＣ１、ＧＣ２、ＧＣ３均呈极显
著相关（Ｐ＜０．０１）；ＧＣ１与ＧＣ２呈极显著相关，但与
ＧＣ３相关性不显著，说明黄荆坪竹根椒密码子第１
位和第２位碱基组成存在相似性；ＥＮＣ与 ＧＣ３呈极
显著相关，其相关系数为０．４４８，但与ＧＣ１和ＧＣ２并
不存在显著相关性，说明 ＧＣ３碱基组成主要影响黄
荆坪竹根椒密码子的偏好性。

表２　黄荆坪竹根椒密码子的相关性分析

密码子
相关系数

ＧＣ１ ＧＣ２ ＧＣ３ ＧＣａｌｌ ＥＮＣ

ＧＣ２ ０．４４２ １．０００ －０．０２８ 　０．７５１ －０．２３７

ＧＣ３ ０．０５３ －０．０２８ １．０００ ０．３８９ ０．４４８

ＧＣａｌｌ ０．８２２ ０．７５１ ０．３８９ １．０００ ０．１３９

ＥＮＣ ０．１５８ －０．２３７ ０．４４８ ０．１３９ １．０００

　　注：表示极显著相关（Ｐ＜０．０１）。

　　根据黄荆坪竹根椒的 ＲＳＣＵ分析可知，在黄荆
坪竹根椒叶绿体基因组中共有３０个高频密码子的
ＲＳＣＵ＞１，其中以Ｕ、Ａ、Ｇ结尾的高频密码子数分别
为１６、１３、１个（表３），表明黄荆坪竹根椒密码子第３
位偏好以Ａ或Ｕ结尾。
２．２　中性绘图分析

中性绘图分析结果（图 １）表明，ＧＣ３取值介于

１８．５２％ ～３７．３９％之间，ＧＣ１２取值介于３１．７６％ ～
５７．８６％之间，黄荆坪竹根椒全部基因分布在对角线
之上，回归系数为０．０２２１，ｒ２为０．０２，说明黄荆坪
竹根椒叶绿体基因组中ＧＣ１２和 ＧＣ３的相关性显著，
说明黄荆坪竹根椒密码子第１位和第２位与第３位
的碱基组成不同但不存在显著性相关，说明自然选

择主要影响黄荆坪竹根椒偏好性的形成。

２．３　ＥＮＣ－ｐｌｏｔ绘图分析
黄荆坪竹根椒叶绿体基因组密码子的 ＥＮＣ－

ｐｌｏｔ分析结果（图２）表明，黄荆坪竹根椒少数基因
沿着标准曲线周围分布，说明黄荆坪竹根椒密码子

的实际 ＥＮＣ值与期望 ＥＮＣ值接近，大部分基因则
分布在标准曲线下方，并且与标准曲线相距较远，

表明自然选择主要影响黄荆坪竹根椒叶绿体基因
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表３　黄荆坪竹根椒叶绿体基因组相对同义密码子使用度分析

氨基酸 密码子 数量 ＲＳＣＵ 氨基酸 密码子 数量 ＲＳＣＵ
Ｔｅｒ ＵＧＡ １３ ０．７６ Ｍｅｔ ＡＵＧ ４５６ １．００

ＵＡＡ ２６ １．５３ Ａｓｎ ＡＡＵ ７８７ １．５３
ＵＡＧ １２ ０．７１ ＡＡＣ ２４２ ０．４７

Ａｌａ ＧＣＵ ４８９ １．７６ Ｐｒｏ ＣＣＣ １６７ ０．７７
ＧＣＣ １９４ ０．７０ ＣＣＵ ３３４ １．５４
ＧＣＡ ３１２ １．１３ ＣＣＧ １１８ ０．５５
ＧＣＧ １１４ ０．４１ ＣＣＡ ２４６ １．１４

Ｃｙｓ ＵＧＣ ６１ ０．５４ Ｇｌｎ ＣＡＡ ５７２ １．５１
ＵＧＵ １６６ １．４６ ＣＡＧ １８８ ０．４９

Ａｓｐ ＧＡＵ ６７２ １．５９ Ａｒｇ ＣＧＡ ３０７ １．５０
ＧＡＣ １７１ ０．４１ ＣＧＧ ９１ ０．４５

Ｇｌｕ ＧＡＧ ２８７ ０．５２ ＣＧＵ ２６６ １．３０
ＧＡＡ ８２６ １．４８ ＡＧＧ １２２ ０．６０

Ｐｈｅ ＵＵＣ ３８１ ０．６８ ＣＧＣ ８２ ０．４０
ＵＵＵ ７３７ １．３２ ＡＧＡ ３５９ １．７６

Ｇｌｙ ＧＧＡ ５３５ １．５１ Ｓｅｒ ＵＣＧ １５７ ０．６１
ＧＧＧ ２４７ ０．７０ ＵＣＡ ３０９ １．１９
ＧＧＵ ４６２ １．３１ ＡＧＵ ３２６ １．２６
ＧＧＣ １７０ ０．４８ ＡＧＣ ８９ ０．３４

Ｈｉｓ ＣＡＣ １１１ ０．４６ ＵＣＣ ２３０ ０．８９
ＣＡＵ ３７４ １．５４ ＵＣＵ ４４５ １．７２

Ｉｌｅ ＡＵＡ ５２７ ０．９２ Ｔｈｒ ＡＣＡ ３１０ １．１８
ＡＵＵ ８６５ １．５０ ＡＣＧ １１６ ０．４４
ＡＵＣ ３３５ ０．５８ ＡＣＵ ４１９ １．６０

Ｌｙｓ ＡＡＡ ８２５ １．５２ ＡＣＣ ２０４ ０．７８
ＡＡＧ ２５８ ０．４８ Ｖａｌ ＧＵＡ ４２８ １．５１

Ｌｅｕ ＣＵＣ １４２ ０．３９ ＧＵＧ １５１ ０．５３
ＣＵＵ ４５６ １．２７ ＧＵＵ ４３０ １．５２
ＣＵＧ １４３ ０．４０ ＧＵＣ １２６ ０．４４
ＵＵＧ ４４８ １．２４ Ｔｒｐ ＵＧＧ ３６６ １．００
ＣＵＡ ２７０ ０．７５ Ｔｙｒ ＵＡＣ １５４ ０．４１
ＵＵＡ ７０１ １．９５ ＵＡＵ ６０５ １．５９

组密码子的偏好性。通过计算黄荆坪竹根椒密码

子的ＥＮＣ比值（表４），ＥＮＣ比值介于－０．０５～０．０５
区间的基因共有１３个，而 ＥＮＣ比值位于这个范围
之外的基因共有３８个，且距期望 ＥＮＣ值较远，说明

表４　黄荆坪竹根椒叶绿体基因 ＥＮＣ比值频数分布

组段 组中值 组数（个） 组频

－０．１５～－０．０５ －０．１０ １ ０．０２

－０．０５～０．０５ ０．００ １３ ０．２５

０．０５～０．１５ ０．１０ ３０ ０．５９

０．１５～０．２５ ０．２０ ４ ０．０８

０．２５～０．３５ ０．３０ ３ ０．０６

合计 ５１ １．００

这些基因与标准曲线相距较远，说明选择压力主要

影响黄荆坪竹根椒密码子的偏好性。

２．４　ＰＲ２－ｐｌｏｔ分析
采用 ＰＲ２－ｐｌｏｔ绘图对黄荆坪竹根椒叶绿体基

因氨基酸 Ａ、Ｇ和 Ｔ、Ｃ之间的关系进行分析（图
３），在黄荆坪竹根椒叶绿体基因组中大多数基因位
于平面图的下半部分，说明Ａ、Ｇ、Ｔ、Ｃ４种碱基的使
用频率存在差异，即Ｔ＞Ａ，Ｇ＞Ｃ；这表明碱基突变、
自然选择压力等多种因素共同影响黄荆坪竹根椒

密码子的偏好性。

２．５　最优密码子的确定
对黄荆坪竹根椒 ５１条 ＣＤＳ的 ＥＮＣ值进行排

序，从两极分别挑选 １０％的基因建立高低表达库，
计算各密码子的 ＲＳＣＵ值、ΔＲＳＣＵ值，将同时符合
ＲＳＣＵ＞１且ΔＲＳＣＵ≥０．０８这２个条件的密码子确
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定为黄荆坪竹根椒的最优密码子（表５），结合表３
统计的３０个ＲＳＣＵ＞１的高频密码子，有２６个密码
子的ΔＲＳＣＵ≥０．０８，最终在黄荆坪竹根椒叶绿体基
因组中筛选出１９个最优密码子，分别为ＧＣＡ、ＧＣＵ、

ＡＧＡ、ＣＧＡ、ＵＧＵ、ＣＡＡ、ＧＡＡ、ＧＧＵ、ＡＵＵ、ＣＵＡ、
ＣＵＵ、ＡＡＡ、ＣＣＡ、ＣＣＵ、ＵＣＵ、ＡＣＡ、ＡＣＵ、ＧＵＡ、ＧＵＵ，
其中１０个最优密码子以Ａ结尾，９个最优密码子以
Ｕ结尾，说明黄荆坪竹根椒密码子偏好使用Ａ／Ｕ。

表５　黄荆坪竹根椒最优密码子分析

氨基酸 密码子
高表达基因 低表达基因

数目 ＲＳＣＵ 数目 ＲＳＣＵ
ΔＲＳＣＵ 氨基酸 密码子

高表达基因 低表达基因

数目 ＲＳＣＵ 数目 ＲＳＣＵ
ΔＲＳＣＵ

Ａｌａ ＧＣＡ ２０ １．２１ １４ ０．９５ ０．２６ Ｌｅｕ ＣＵＡ ２１ １．４５ １０ ０．６５ ０．８０
ＧＣＣ ５ ０．３０ １４ ０．９５ －０．６５ ＣＵＣ ０ ０．００ ４ ０．２６ －０．２６
ＧＣＧ ３ ０．１８ ７ ０．４７ －０．２９ ＣＵＧ ２ ０．１４ ５ ０．３２ －０．１８
ＧＣＵ ３８ ２．３０ ２４ １．６３ ０．６７ ＣＵＵ ２４ １．６６ ２２ １．４２ ０．２４

Ａｒｇ ＡＧＡ １６ １．３５ １１ ０．９４ ０．４１ ＵＵＡ ２４ １．６６ ２７ １．７４ －０．０８
ＡＧＧ ９ ０．７６ ６ ０．５１ ０．２５ ＵＵＧ １６ １．１０ ２５ １．６１ －０．５１
ＣＧＡ ２４ ２．０３ ２１ １．８０ ０．２３ Ｌｙｓ ＡＡＡ ２０ １．５４ ３８ １．３８ ０．１６
ＣＧＣ ３ ０．２５ ７ ０．６０ －０．３５ ＡＡＧ ６ ０．４６ １７ ０．６２ －０．１６
ＣＧＧ ３ ０．２５ ２ ０．１７ ０．０８ Ｍｅｔ ＡＵＧ ２８ １．００ ２０ １．００ ０．００
ＣＧＵ １６ １．３５ ２３ １．９７ －０．６２ Ｐｈｅ ＵＵＣ ２４ １．００ １４ ０．７２ ０．２８

Ａｓｎ ＡＡＣ １９ ０．８８ ８ ０．３１ ０．５７ ＵＵＵ ２４ １．００ ２５ １．２８ －０．２８
ＡＡＵ ２４ １．１２ ４３ １．６９ －０．５７ Ｐｒｏ ＣＣＡ １２ １．３７ １４ １．００ ０．３７

Ａｓｐ ＧＡＣ ７ ０．６７ ２ ０．１０ ０．５７ ＣＣＣ ５ ０．５７ １６ １．１４ －０．５７
ＧＡＵ １４ １．３３ ４０ １．９０ －０．５７ ＣＣＧ ４ ０．４６ ６ ０．４３ ０．０３

Ｃｙｓ ＵＧＣ ０ ０．００ ６ ０．８０ －０．８０ ＣＣＵ １４ １．６０ ２０ １．４３ ０．１７
ＵＧＵ ７ ２．００ ９ １．２０ ０．８０ Ｓｅｒ ＡＧＣ ５ ０．４２ ４ ０．４１ ０．０１

Ｇｌｎ ＣＡＡ １７ １．５５ ３７ １．４５ ０．１０ ＡＧＵ １５ １．２５ １２ １．２２ ０．０３
ＣＡＧ ５ ０．４５ １４ ０．５５ －０．１０ ＵＣＡ １３ １．０８ １０ １．０２ ０．０６

Ｇｌｕ ＧＡＡ ３４ １．５５ ４７ １．４７ ０．０８ ＵＣＣ １０ ０．８３ １１ １．１２ －０．２９
ＧＡＧ １０ ０．４５ １７ ０．５３ －０．０８ ＵＣＧ ７ ０．５８ ６ ０．６１ －０．０３

Ｇｌｙ ＧＧＡ ２５ １．３５ ２２ １．３８ －０．０３ ＵＣＵ ２２ １．８３ １６ １．６３ ０．２０
ＧＧＣ ７ ０．３８ １０ ０．６２ －０．２４ Ｔｈｒ ＡＣＡ １４ １．３０ １１ １．０２ ０．２８
ＧＧＧ ４ ０．２２ １３ ０．８１ －０．５９ ＡＣＣ ９ ０．８４ ８ ０．７４ ０．１０
ＧＧＵ ３８ ２．０５ １９ １．１９ ０．８６ ＡＣＧ ２ ０．１９ ８ ０．７４ －０．５５

Ｉｌｅ ＡＵＡ ２６ ０．８５ ３２ １．０８ －０．２３ ＡＣＵ １８ １．６７ １６ １．４９ ０．１８
ＡＵＣ １８ ０．５９ １７ ０．５７ ０．０２ Ｔｒｐ ＵＧＧ １９ １．００ １２ １．００ ０．００
ＡＵＵ ４８ １．５７ ４０ １．３５ ０．２２ Ｔｙｒ ＵＡＣ １１ ０．７１ １３ ０．４９ ０．２２

Ｖａｌ ＧＵＡ ２１ １．７９ １９ １．３１ ０．４８ ＵＡＵ ２０ １．２９ ４０ １．５１ －０．２２
ＧＵＣ １ ０．０９ ８ ０．５５ －０．４６ Ｈｉｓ ＣＡＣ ６ ０．５７ ６ ０．５７ ０．００
ＧＵＧ ４ ０．３４ ９ ０．６２ －０．２８ ＣＡＵ １５ １．４３ １５ １．４３ ０．００
ＧＵＵ ２１ １．７９ ２２ １．５２ ０．２７

　　注：、、分别表示ΔＲＳＣＵ≥０．０８、ΔＲＳＣＵ≥０．３、ΔＲＳＣＵ≥０．５。

３　结论与讨论

密码子偏好性是有效分析原核生物和真核生

物进化特征的一个重要手段［２０］。大量研究结果表

明，密码子偏好性受多种生物因素的影响，例如基

因表达丰度、基因片段大小、ｔＲＮＡ丰度、碱基组成及
突变等因素均可以影响物种密码子的使用模式［２１］。

然而，已有研究报道碱基突变和自然选择是决定物

种密码子使用偏性的重要原因，已被广泛用于阐明

物种基因组密码子使用的特异性［１７］。据报道，在植

物中，核苷酸组成在核基因组密码子偏性形成中发

挥重要作用，但自然选择则在植物线粒体基因组和

叶绿体基因组密码子偏好性形成中发挥重要作

用［２２－２３］。本研究系统分析了影响黄荆坪竹根椒密

码子偏好性的主要因素，中性分析表明，黄荆坪竹

根椒基因组中ＧＣ１２和ＧＣ３不存在显著相关性，且回
归方程斜率较低，说明自然选择可能比突变更能影

响黄荆坪竹根椒密码子偏好性的形成。

本研 究 发 现 黄 荆 坪 竹 根 椒 密 码 子 ＧＣ１
（４２６８％）＞ＧＣ２（３６．２５％）＞ＧＣ３（２７．８９％），ＧＣ３
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与ＧＣ１、ＧＣ２均不存在显著相关性，但ＧＣ１与ＧＣ２呈
极显著相关（Ｐ＜０．０１），说明黄荆坪竹根椒密码子
第３位偏好使用 Ａ或 Ｕ结尾，使用模式为 ＮＮＡ或
ＮＮＵ，其偏好性主要受自然选择因素的影响。这与
茄科同属植物番茄（Ｓｏｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ）［２４］、枸杞
（Ｌｙｃｉｕｍｂａｒｂａｒｕｍ）［２５］等研究结果相似，表明黄荆坪
竹根椒与番茄和枸杞的密码子使用模式相似。

本研究发现黄荆坪竹根椒密码子 ＥＮＣ平均值
为４６．５５＞４５，其中３５条 ＣＤＳ的 ＥＮＣ值高于４５，
可推测这些基因密码子的使用偏性较弱。对黄荆

坪竹根椒密码子的中性绘图分析表明，密码子第３
位（ＧＣ３）与密码子第１、２位（ＧＣ１２）中的 Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ
组成存在较大差异，ＧＣ３含量明显低于 ＧＣ１２，进一
步阐明自然选择对黄荆坪竹根椒密码子偏好性的

影响较大，这与秋茄（Ｋａｎｄｅｌｉａｏｂｏｖａｔａ）［２６］的研究结
果一致。利用ＥＮＣ－ｐｌｏｔ分析了影响黄荆坪竹根椒
密码子偏性因素，自然选择相比于突变因素更加能

影响黄荆坪竹根椒密码子偏好性的形成。黄荆坪

竹根椒与迎春樱桃（Ｐｒｕｎｕｓｄｉｓｃｏｉｄｅａ）［２７］、酸枣
（Ｚｉｚｉｐｈｕｓｊｕｊｕｂａｖａｒ．ｓｐｉｎｏｓａ）［２８］等植物密码子偏好
性研究结果相似，而突变是影响籽粒苋（Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ
ｈｙｐｏｃｈｏｎｄｒｉａｃｕｓ）［２９］密码子偏好性形成的主要原因，
突变和选择在芒果（ＭａｎｇｉｆｅｒａｉｎｄｉｃａｔｅＬ．）［３０］密码
子偏好性形成中起同等重要作用。可见，不同植物

在自然进化过程中影响密码子偏好性的因素可能

存在一定的差异，但具体影响密码子偏好性的机制

还有待深入研究。

在黄荆坪竹根椒叶绿体基因组中共筛选出

ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ等 １９个最优密码子，且全部以
Ａ／Ｕ结尾，再次证明了黄荆坪竹根椒密码子使用模
式为 ＮＮＡ或 ＮＮＵ，其密码子的使用模式与菠萝
（Ａｎａｎａｓｃｏｍｏｓｕｓ）［３１］、金花茶（Ｃａｍｅｌｌｉａｎｉｔｉｄｉｓｓｉｍａ）［３２］

等植物的最优密码子 ＮＮＡ、ＮＮＵ的模式相同。黄
荆坪竹根椒、菠萝和金花茶等植物密码子偏好使用

ＮＮＡ或 ＮＮＵ模式，可能是由于这些植物中密码子
第３位Ａ、Ｕ含量偏高所造成的。最优密码子分析
表明，在利用黄荆坪竹根椒进行基因工程研究设计

外源基因时，优先选择 Ａ或 Ｕ结尾的密码子，在一
定程度上可提高其外源基因的表达转化效果，为今

后开展其性状改良、种质资源保存和进化机制研究

提供理论支撑。
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ｂｉａｓｉｎＨｅｍｉｐｔｅｌｅａｄａｖｉｄｉｉ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｔｉｃｓ，２０２０，９９（１）：８．

［１７］原晓龙，刘　音，康洪梅，等．蒜头果叶绿体基因组密码子偏好性

分析［Ｊ］．西南林业大学学报（自然科学），２０２１，４１（３）：１５－２２．

［１８］ＦｕｇｌｓａｎｇＡ．Ｉｍｐａｃｔｏｆｂｉａｓｄｉｓｃｒｅｐａｎｃｙａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｕｓａｇｅｏｎ

ｅｓｔｉｍａｔｅｓｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｄｏｎｓｕｓｅｄｉｎａｇｅｎｅ，ａｎｄａｔｅｓｔ

ｆｏｒｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｎｃｏｄｏｎｕｓａｇｅ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，２００８，４１０（１）：８２－８８．

［１９］ＳｕｅｏｋａＮ．ＮｅａｒｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙｏｆＰＲ２－ｂｉａｓｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｉｎｔｈｅ

ｈｕｍａｎｇｅｎｏｍｅａｎｄｔｈｅｉｒｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｅｓ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２００１，５３（４）：４６９－４７６．
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［２０］ＷａｎｇＢ，ＹｕａｎＪ，ＬｉｕＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｄｏｎｕｓａｇｅｂｉａｓａｎｄｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ

ｆｏｒｃｅｓｉｎｇｒｅｅｎｐｌａｎｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｇｅｎｏｍｅｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＩｎｔｅｇｒａｔｉｖｅＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２０１１，５３（４）：３２４－３３４．

［２１］ＳｏｎｇＹＦ，ＹａｎｇＱＨ，ＹｉＸＧ，ｅｔａｌ．ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣｏｄｏｎ

ｕｓａｇｅｐａｔｔｅｒｎｓｉｎｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｏｍｅｓｏｆｃｈｅｒｒｉｅｓ［Ｊ］．Ｆｏｒｅｓｔｓ，

２０２２，１３（１１）：１８９１．

［２２］ＭｏｒｔｏｎＢＲ，ＷｒｉｇｈｔＳＩ．ＳｅｌｅｃｔｉｖｅｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓｏｎＣｏｄｏｎｕｓａｇｅｏｆ

ｎｕｃｌｅａｒｇｅｎｅｓｆｒｏｍＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙａｎｄ

Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，２００７，２４（１）：１２２－１２９．

［２３］ＬｉｕＱＰ，ＸｕｅＱＺ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｉｅｓｏｎｃｏｄｏｎｕｓａｇｅｐａｔｔｅｒｎｏｆ

ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｓａｎｄｔｈｅｉｒｈｏｓｔｎｕｃｌｅａｒｇｅｎｅｓｉｎｆｏｕｒｐｌａｎｔｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００５，８４（１）：５５－６２．

［２４］陆奇丰，黄至欢，骆文华．番茄 ＷＲＫＹ转录因子密码子偏性分

析［Ｊ］．分子植物育种，２０２０，１８（１８）：５９０８－５９１６．

［２５］段淋渊，戴国礼，焦恩宁，等．枸杞自交不亲和基因Ｓ－ＲＮａｓｅ密

码子偏性分析［Ｊ］．西南林业大学学报（自然科学），２０２０，４０

（２）：４４－５２．

［２６］赵　森，邓力华，陈　芬．秋茄叶绿体基因组密码子使用偏好性

分析［Ｊ］．森林与环境学报，２０２０，４０（５）：５３４－５４１．

［２７］叶　琦，宋炎峰，李　蒙，等．迎春樱桃叶绿体基因组特征及其

密码子使用偏好性分析［Ｊ］．分子植物育种，２０２２，２０（１４）：

４５７６－４５８５．

［２８］胡晓艳，许艳秋，韩有志，等．酸枣叶绿体基因组密码子使用偏

性分析［Ｊ］．森林与环境学报，２０１９，３９（６）：６２１－６２８．

［２９］喻　凤，韩　明．紫花苜蓿叶绿体基因组密码子偏好性分析

［Ｊ］．广西植物，２０２１，４１（１２）：２０６９－２０７６．

［３０］唐玉娟，赵　英，黄国弟，等．芒果叶绿体基因组密码子使用偏

好性分析［Ｊ］．热带作物学报，２０２１，４２（８）：２１４３－２１５０．

［３１］杨祥燕，蔡元保，谭秦亮，等．菠萝叶绿体基因组密码子偏好性

分析［Ｊ］．热带作物学报，２０２２，４３（３）：４３９－４４６．

［３２］耿晓姗，贾　魏，陈佳宁，等．金花茶叶绿体基因组密码子偏好

性分析［Ｊ］．分子植物育种，２０２２，２０（７）：２１９６－２２０３．

张路阳，张有建，饶聪颖，等．烟草ＤＵＦ５３８基因家族鉴定及根结线虫胁迫下表达分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２３，５１（２０）：３４－４２．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２３．２０．００６

烟草ＤＵＦ５３８基因家族鉴定及根结线虫胁迫下表达分析
张路阳１，张有建２，饶聪颖２，许燕彪２，谢　可２，李　伟２，郑　聪２

（１．河南农业大学烟草学院，河南郑州４５０００２；２．福建省南平市烟草公司，福建南平３５３０００）

　　摘要：ＤＵＦ５３８基因是没有功能注释的蛋白，在根结线虫胁迫的响应过程中，含有ＤＵＦ５３８结构域的蛋白质的基因
表达发生变化。鉴定烟草ＤＵＦ５３８基因家族，为烟草ＤＵＦ５３８基因功能研究提供理论依据，有利于筛选防御根结线虫
的有效基因。基于烟草全基因组数据，通过 ＢＬＡＳＴ对烟草 ＤＵＦ５３８基因家族进行鉴定，利用生物信息学的方法分析
了该家族成员的理化性质、基因结构、蛋白质结构域、染色体分布、系统进化及启动子，并利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ验证了
ＤＵＦ５３８基因家族在Ｋ３２６各个组织的表达情况及响应南方根结线虫侵染的表达情况。结果表明，烟草中共鉴定出８
个ＮｔＤＵＦ５３８基因，将其分为３类；已知的ＮｔＤＵＦ５３８基因位于不同的染色体上且分布不均匀，所有ＮｔＤＵＦ５３８基因均
具有保守的结构域；ＮｔＤＵＦ５３８基因家族启动子区域显著富集生长发育和激素响应的顺式元件，部分 ＮｔＤＵＦ５３８基因
还具有低温胁迫的作用元件；７个ＮｔＤＵＦ５３８基因在Ｋ３２６不同组织中存在不同程度的表达，ＮｔＤＵＦ５３８－７基因只在叶
和花中表达，其中 ＮｔＤＵＦ５３８－５和 ＮｔＤＵＦ５３８－６在遭受根结线虫侵染后表达量增加。研究结果揭示了烟草
ＮｔＤＵＦ５３８基因家族成员在根结线虫侵染过程中起到重要作用，为探究烟草ＮｔＤＵＦ５３８基因家族的生物学功能提供了
理论基础。

　　关键词：烟草；ＤＵＦ５３８基因；全基因组鉴定；生物信息学；表达分析；根结线虫
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　　烟草（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）是我国重要的经济
作物，病虫害是制约其生产的主要因素之一，每年

因为病虫害造成的经济损失到达１５％以上，其中烟
草根结线虫病是烟草上危害程度深、范围广、防治

难度大的一类病害［１－３］。目前，有关烟草根结线虫

病防治的研究和报道主要在化学防治和生物防治

方面，但是烟草根结线虫病并没有得到彻底解决。

烟草抗南方根结线虫基因的筛选为南方根结线虫

抗性育种提供了新的基因资源，具有重要的理论及
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