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澳洲坚果光壳种叶绿体基因组的
密码子使用偏好性及其影响因素分析

蔡元保ꎬ 杨祥燕∗

(广西壮族自治区农业科学院ꎬ 广西壮族自治区亚热带作物研究所ꎬ 南宁 ５３０００１)

摘　 要: 为确定澳洲坚果光壳种(Ｍａｃａｄａｍｉａ ｉｎｔｅｇｒｉｆｏｌｉａ Ｍａｉｄｅｎ ＆ Ｂｅｔｃｈｅ)叶绿体基因组密码子偏好性形成的主

要影响因素ꎬ 本研究通过其叶绿体基因组的 ５１ 条蛋白编码序列ꎬ 系统分析其密码子的使用模式及其特征ꎮ 密码

子偏好性参数分析结果显示ꎬ 叶绿体基因密码子 ３ 位碱基的 ＧＣ 含量次序为 ＧＣ１ > ＧＣ２ > ＧＣ３ꎻ 有效密码子数

ＥＮＣ 均值为 ４８􀆰８０(> 阈值 ４５)ꎬ 其密码子偏性较弱ꎻ ＧＣ３ 与 ＥＮＣ 呈显著相关ꎬ 影响其偏好性ꎮ 中性绘图分析

结果表明ꎬ ＧＣ１２ 与 ＧＣ３ 的相关系数和回归曲线斜率分别为 ０􀆰１８６ 和 ０􀆰２６５ꎬ 两者相关性不显著ꎮ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分
析发现大部分基因接近于标准曲线ꎬ 其 ＥＮＣ 比值位于－０􀆰０５ ~ ０􀆰０５ꎬ 与期望值差异较小ꎮ ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 偏倚分析表

明密码子第 ３ 位碱基的使用频率不均等ꎬ 嘧啶 Ｔ / Ｃ 高于嘌呤 Ａ / Ｇꎮ ＲＳＣＵ 分析发现 ２９ 个高频密码子、 １９ 个高

表达密码子及 １６ 个最优密码子中绝大多数偏好使用以 Ａ 或 Ｕ 结尾ꎮ 系统进化分析结果显示ꎬ 澳洲坚果光壳种和

三叶澳洲坚果(Ｍ. ｔｅｒｎｉｆｏｌｉａ Ｆ. Ｍｕｅｌｌｅｒ)的亲缘关系最近ꎮ 研究结果说明ꎬ 作为主要因素的自然选择和碱基突变

相对均衡地共同影响澳洲坚果光壳种叶绿体基因组较弱的密码子使用偏好性ꎬ 且影响其偏好性的密码子第 ３ 位

碱基偏好使用 Ａ 或 Ｕꎮ
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　 　 相对于细胞核基因组ꎬ 叶绿体基因组较小、 结

构稳定ꎬ 具有基因拷贝数多、 遗传信息相对保守等

优势ꎬ 已被广泛用于植物适应性和多样性研究、 系

统演化分析、 ＤＮＡ 条码开发、 遗传工程研究

等[１－３]ꎬ 尤其是通过叶绿体基因工程实现外源基因

的定点整合及高效稳定表达[４]ꎮ
同义密码子在蛋白翻译中的不均衡使用造成

叶绿体基因组存在密码子使用偏好性[５ꎬ ６] ꎮ 物种

在长期进化中ꎬ 影响其密码子偏好性的主要因素

是碱基突变和自然选择压力ꎬ 以及遗传漂移、 基

因序列长度及其表达水平、 蛋白质疏水性、 ｔＲＮＡ
丰度等其他因素[７－９] ꎮ 密码子偏好性可以通过调

整翻译的效率和准确性从而影响基因的表达量ꎻ
且基因的密码子偏好性越强ꎬ 其表达量就越

高[９ꎬ １０] ꎮ 此外ꎬ 不同物种的密码子使用模式还存

在一定的差异[１１] ꎮ 因此ꎬ 开展叶绿体基因组的密

码子使用模式研究ꎬ 选用最优密码子改良外源基

因和表达载体ꎬ 可以增强叶绿体遗传转化效率和

外源基因的表达量ꎬ 对于植物重要性状的遗传改

良及其叶绿体基因工程的推广应用具有重要的指

导意义[１２ꎬ １３] ꎮ
随着多种植物叶绿体基因组被公开ꎬ 其密码子

使用模式研究也日益增加ꎬ 如双子叶植物豌豆(Ｐｉ￣
ｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌ.) [７]、 刺 榆 ( Ｈｅｍｉｐｔｅｌｅａ ｄａｖｉｄｉｉ

(Ｈａｎｃｅ) Ｐｌａｎｃｈ.) [１４]、 茄属 ( Ｓｏｌａｎｕｍ) [５] 植物

等ꎻ 单子叶植物水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.) [８]、 小麦

( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.) [１１]ꎬ 及 糜 子 ( Ｐａｎｉｃｕｍ

ｍｉｌｉａｃｅｕｍ Ｌ.) [１５]等黍属(Ｐａｎｉｃｕｍ)植物[１６]ꎮ 澳洲

坚果光壳种 (Ｍａｃａｄａｍｉａ ｉｎｔｅｇｒｉｆｏｌｉａ Ｍａｉｄｅｎ ＆

Ｂｅｔｃｈｅ)原产于澳洲亚热带雨林ꎬ 属于山龙眼科澳

洲坚果属ꎬ 且光壳种及其杂交种是澳洲坚果属最主

要的栽培和食用种ꎮ 虽然澳洲坚果属有多个物种的

叶绿体基因组被公开ꎬ 但国内外对其基因组的深入

研究并不多[１７－１９]ꎮ 目前ꎬ 基于澳洲坚果光壳种叶

绿体基因组序列ꎬ 已明确了澳洲坚果属在真双子叶

植物中的分子系统进化地位[１７ꎬ ２０]ꎬ 并揭示了澳洲

坚果驯化的野生起源[２１]ꎮ 但是ꎬ 国内外关于澳洲

坚果属植物叶绿体基因组密码子使用模式研究尚未

见报道ꎮ 本研究通过分析澳洲坚果光壳种叶绿体基

因组密码子的使用模式及其特征ꎬ 探讨其密码子使

用偏好性的主要影响因素ꎬ 并筛选出最优密码子ꎬ
以期为利用叶绿体基因工程改良澳洲坚果重要农艺

性状提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 研究材料

根据澳洲坚果叶绿体基因组 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

(ＮＣ ＿ ０２５２８８􀆰１)ꎬ 从 ＮＣＢＩ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )数据库获取澳洲坚果光壳种叶绿体

全基因组序列ꎬ 其全长为 １５９ ７１４ ｂｐꎬ 其中共包

含 ８８ 条基因编码序列ꎮ 为了减小重复序列和短序

列变异所引起的分析误差ꎬ 采用 Ｃ 语言程序ꎬ 删

除重复基因序列和长度< ３００ ｂｐ 的基因序列ꎬ 最

终筛选出 ５１ 个基因的编码区 ＣＤＳ 序列应用在本研

究的统计分析ꎮ
１􀆰 ２　 研究方法

１􀆰 ２􀆰 １　 密码子偏好性参数计算

通过 ＣｏｄｏｎＷ１􀆰４􀆰２ 软件计算澳洲坚果光壳种

５１ 条基因序列的密码子偏好性参数ꎬ 包括有效密
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码子数(Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓꎬ ＥＮＣ)、 密

码子适应指数(Ｃｏｄｏｎ ａｄａｐｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬ ＣＡＩ)、 密

码子偏好性指数(Ｃｏｄｏｎ ｂｉａｓ ｉｎｄｅｘꎬ ＣＢＩ)、 最优

密码子使用频率(Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎｓꎬ
ＦＯＰ)、 氨 基 酸 长 度 ( Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄꎬ
Ｌａａ)、 蛋白质疏水性 (Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏ￣
ｐａｔｈｉｃｉｔｙꎬ Ｇｒａｖｙ)、 蛋白质芳香性(Ａｒｏｍａｔｉｃｉｔｙ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬ Ａｒｏｍｏ)、 同义密码子相对使用度(Ｒｅｌａ￣
ｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅꎬ ＲＳＣＵ)等ꎮ 通过

ＣＵＳＰ 软件计算 ５１ 条基因序列的总 ＧＣ 含量及密

码子第 １、 ２、 ３ 位碱基 ＧＣ 含量ꎬ 分别用 ＧＣａｌｌ、
ＧＣ１、 ＧＣ２、 ＧＣ３ 来表示ꎮ 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰０ 软件

对这些参数进行相关性分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 中性绘图分析

利用中性绘图分析来判断密码子第 １、 ２ 与第

３ 位碱基组成的相关性ꎬ 从而推测出密码子偏好性

的影响因素ꎮ 以各基因的 ＧＣ３ 为横坐标ꎬ ＧＣ１２
(ＧＣ１ 和 ＧＣ２ 的平均值)为纵坐标ꎬ 绘制各基因的

散点图及其回归曲线ꎬ 并分析 ＧＣ３ 和 ＧＣ１２ 的相

关性以确认密码子 ３ 个位置的碱基组成差异性ꎮ 若

相关性显著ꎬ 说明 ３ 个位置的碱基组成相似ꎬ 则碱

基突变是其主要的影响因素ꎻ 若相关性不显著ꎬ 说

明 ３ 个位置的碱基组成差异较大ꎬ 则偏好性受自然

选择因素的影响更大[７]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析

通过 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析各基因的密码子偏好情况

及与碱基组成间的关系ꎮ 采用 Ｒ 语言程序ꎬ 将各

基因的 ＧＣ３ 和 ＥＮＣ 实际值分别作为横坐标和纵

坐标ꎬ 构建两者的散点图ꎬ 并在图中根据标准曲

线方程 ＥＮＣ ＝ ２ ＋ ＧＣ３ ＋ ２９ / [ＧＣ３２ ＋ ( １ －
ＧＣ３) ２]ꎬ 绘制标准曲线(表示密码子偏好性仅由

碱基组成决定)ꎮ 通过散点位置即可判断该基因密

码子偏好性的影响因素ꎬ 当散点在标准曲线上或附

近时ꎬ 说明其偏好性受碱基突变因素的影响较大ꎻ
当散点远离标准曲线时ꎬ 说明其偏好性更多地受自

然选择因素的影响[８]ꎮ 通过标准曲线计算 ＥＮＣ 期

望值ꎬ 并根据 ＥＮＣ 比值 ＝(ＥＮＣ 期望 － ＥＮＣ 实

际) / ＥＮＣ 期望ꎬ 统计 ＥＮＣ 比值频数及量化分析ꎬ
更好评估碱基突变和自然选择对密码子偏好性的影

响程度ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 偏倚分析

通过 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 偏倚分析ꎬ 探讨各基因密码子

第 ３ 位上的 Ａ / Ｔ 和 Ｇ / Ｃ 之间突变的平衡情况ꎮ 以

４ 种同义密码子编码的氨基酸为分析对象ꎬ 通过

ＣｏｄｏｎＷ１􀆰４􀆰２ 软件分析密码子第 ３ 位的碱基组成

情况ꎬ 将 Ｇ３ / (Ｇ３ ＋ Ｃ３)、 Ａ３ / (Ａ３ ＋ Ｔ３)分别设

为横坐标和纵坐标ꎬ 绘制平面图ꎬ 其中心点表示无

偏倚时的密码子使用状态(即 Ａ ＝ Ｔ 且 Ｃ ＝ Ｇ)ꎬ
各基因的散点与中心点的矢量距离表示其偏好性的

方向和程度[１１]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 叶绿体基因组最优密码子筛选

将 ５１ 个澳洲坚果光壳种叶绿体基因按照 ＥＮＣ
值从小到大排序ꎬ 选择两端 １０％的基因(各取 ５ 个

基因)ꎬ 分别构建高表达和低表达基因库ꎬ 并计算

两基因库的 ΔＲＳＣＵ 值ꎮ 将 ΔＲＳＣＵ≥０􀆰０８ 的密码

子定义为高表达密码子ꎬ 将 ＲＳＣＵ 值>１ 的密码子

定义为高频率密码子ꎻ 最后筛选出高表达密码子和

高频率密码子的交集ꎬ 确定为澳洲坚果光壳种最优

密码子[５]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 基于叶绿体基因组的系统发育分析

从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中下载 １２ 种山龙眼目植

物的叶绿体基因组序列ꎬ 包括莲属(Ｎｅｌｕｍｂｏ)的

黄莲(Ｎ. ｌｕｔｅａ Ｐｅｒｓ.ꎬ 登录号 ＪＱ３３６９９２􀆰１)和荷花

(Ｎ. ｎｕｃｉｆｅｒａ Ｇａｅｒｔｎ.ꎬ 登录号 ＪＱ３３６９９３􀆰１)、 悬铃

木属(Ｐｌａｔａｎｕｓ)的球悬铃木(Ｐ. ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ Ｌ.ꎬ 登

录号 ＤＱ９２３１１６􀆰１)、 泡花树属(Ｍｅｌｉｏｓｍａ)的红柴

枝(Ｍ. ｏｌｄｈａｍｉｉ Ｍａｘｉｍ.ꎬ 登录号 ＭＺ４９１８５５􀆰１)、 清

风藤属(Ｓａｂｉａ)的小花清风藤(Ｓ. ｐａｒｖｉｆｌｏｒａ Ｗａｌｌ. ｅｘ
Ｒｏｘｂ.ꎬ 登录号 ＭＷ５６６７５１􀆰１) 和云南清风藤 ( Ｓ.
ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ Ｆｒａｎｃｈꎬ 登录号 ＮＣ＿０２９４３１􀆰１)ꎬ 以

及银 桦 属 ( Ｇｒｅｖｉｌｌｅａ ) 的 银 桦 ( Ｇ. ｒｏｂｕｓｔａ Ａ.
Ｃｕｎｎ.ꎬ 登录号 ＯＫ０５４５８６􀆰１)、 帝王花属 ( Ｐｒｏ￣
ｔｅａ)的乞力马扎罗帝王花(Ｐ. ｋｉｌｉｍａｎｄｓｃｈａｒｉｃａ Ｅｎ￣
ｇｌ.ꎬ 登录号 ＭＨ３６２７６５􀆰１)、 山龙眼属(Ｈｅｌｉｃｉａ)的
深绿山龙眼 (Ｈ. ｎｉｌａｇｉｒｉｃａ Ｂｅｄｄ.ꎬ 登录号 ＮＣ ＿
０５７２７１􀆰１)和瑞丽山龙眼 (Ｈ. ｓｈｗｅｌｉｅｎｓｉｓ Ｗ. Ｗ.
Ｓｍｉｔｈꎬ 登录号 ＮＣ＿０４５９４２􀆰１)、 澳洲坚果属的澳

洲坚果光壳种(登录号 ＮＣ＿０２５２８８􀆰１)和三叶澳洲坚

果(Ｍ􀆰 ｔｅｒｎｉｆｏｌｉａ Ｆ􀆰 Ｍｕｅｌｌｅｒꎬ 登录号 ＮＣ＿０３６４１６􀆰１)ꎮ
采用 ＣｌｕｓｔａｌＸ ２􀆰１ 软件对所有物种的叶绿体基因组

序列进行比对ꎬ 采用 ＭＥＧＡ ７􀆰０ 软件的最大似然法

(Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬ ＭＬ) 和邻接法 (Ｎｅｉｇｈｂｏｒ
ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ＮＪ)构建系统发育树ꎮ
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２　 结果与分析

２􀆰 １　 起始密码子的使用模式分析

本研究发现ꎬ 在澳洲坚果光壳种叶绿体基因组

中ꎬ 编码蛋白的基因共有 ８８ 个ꎬ 其中 ８３ 个基因

(占 ９４􀆰３２％)的起始密码子是 ＡＵＧꎻ 此外ꎬ 基因

ｐｓｂＬ、 ｒｐｌ２ 和 ｎｄｈＤ 的起始密码子是 ＡＣＧꎬ 基因

ｒｐｌ１６ 和 ｒｐｓ１９ 的起始密码子分别是 ＡＵＣ 和 ＧＵＧꎮ
但蛋白翻译过程中起始密码子 ＡＣＧ、 ＡＵＣ 和

ＧＵＧ 无义ꎬ 而是作为非起始密码子分别编码苏氨

酸、 异亮氨酸和缬氨酸ꎮ 此外ꎬ 其余遗传密码的使

用情况与核基因一致ꎮ
２􀆰 ２　 密码子碱基组成和 ＥＮＣ 值分析

密码子碱基组成和 ＥＮＣ 值分析结果显示

(表 １) ꎬ ５１ 个基因密码子的平均 ＧＣ 总含量为

３８􀆰 ９５％ꎬ 在 ３ 个位置上的 ＧＣ 含量次序为 ＧＣ１
(４７􀆰１４％)> ＧＣ２(３９􀆰９７％)> ＧＣ３(２９􀆰７２％)ꎻ 除

了基因 ｍａｔＫ、 ａｔｐＦ、 ｃｅｍＡ 和 ｙｃｆ２ 外ꎬ 其余 ４７
个基因(占 ９２􀆰１６％)密码子的 ＧＣ１ 和 ＧＣ２ 明显高

于 ＧＣ３ꎮ 这说明密码子 ３ 个位置的碱基组成有差

异(尤其是 ＧＣ 分布不均匀)ꎬ 第 ３ 位碱基富含 Ａ
或 Ｕꎮ 此外ꎬ 澳洲坚果光壳种叶绿体基因的 ＥＮＣ
值介于 ３９􀆰７８ ~ ５９􀆰３９ꎬ 均值为 ４８􀆰８０ꎬ 有 ４３ 个

基因(占 ８４􀆰３１％)的 ＥＮＣ 值高于阈值 ４５(此值作

为区分密码子偏好性强弱的分界点) [８] ꎬ 说明澳

洲坚果光壳种叶绿体基因的密码子使用偏性普遍

较弱ꎮ
２􀆰 ３　 密码子偏好性参数的相关性分析

密码子偏好性参数的相关性分析结果显示(表
２)ꎬ ＧＣａｌｌ与所有位置 ＧＣ 含量均呈极显著正相关ꎬ

表 １　 澳洲坚果光壳种叶绿体基因组密码子的 ＧＣ含量和 ＥＮＣ值
Ｔａｂｌｅ １　 ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ＥＮＣ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｄｏｎｓ ｉｎ Ｍａｃａｄａｍｉａ ｉｎｔｅｇｒｉｆｏｌｉａ

基因
Ｇｅｎｅｓ

ＧＣ１
/ ％

ＧＣ２
/ ％

ＧＣ３
/ ％

ＧＣａｌｌ

/ ％
ＥＮＣ 基因

Ｇｅｎｅｓ
ＧＣ１
/ ％

ＧＣ２
/ ％

ＧＣ３
/ ％

ＧＣａｌｌ

/ ％
ＥＮＣ

ｐｓｂＡ ５０.００ ４３.２２ ３５.３１ ４２.８４ ４２.９２ ｒｐｌ２０ ３７.２９ ４４.０７ ２２.８８ ３４.７５ ４３.０６
ｍａｔＫ ４１.１８ ３１.５７ ３０.２０ ３４.３１ ５４.３６ ｃｌｐＰ ５８.１３ ３７.９３ ３２.５１ ４２.８６ ５３.６６
ａｔｐＡ ５５.３１ ４０.５５ ２８.９４ ４１.６０ ４８.３９ ｐｓｂＢ ５４.２２ ４５.９７ ３１.８３ ４４.０１ ４９.５０
ａｔｐＦ ４７.２５ ３５.７１ ３４.６２ ３９.１９ ４１.５２ ｐｅｔＢ ４８.６１ ４１.６７ ３１.４８ ４０.５９ ４１.８４
ａｔｐＩ ５１.２１ ３７.５０ ２７.０２ ３８.５８ ４７.２１ ｐｅｔＤ ４８.９４ ３９.８９ ２５.５３ ３８.１２ ４２.８４
ｒｐｓ２ ４５.１５ ４３.８８ ２７.００ ３８.６８ ４７.２１ ｒｐｏＡ ４７.１１ ３４.３５ ２９.４８ ３６.９８ ５０.７９
ｒｐｏＣ２ ４６.２４ ３８.６４ ３１.１８ ３８.６９ ５１.３７ ｒｐｓ１１ ５４.９６ ５４.９６ ２６.７２ ４５.５５ ４８.３１
ｒｐｏＣ１ ５０.９５ ３７.９２ ２７.２３ ３８.７０ ４９.２３ ｒｐｓ８ ４２.１１ ４２.８６ ３０.８３ ３８.６０ ４９.９９
ｒｐｏＢ ５１.４５ ３８.００ ３０.４４ ３９.９６ ５０.７３ ｒｐｌ１４ ５４.４７ ３８.２１ ２７.６４ ４０.１１ ５４.４９
ｐｓｂＤ ５２.８２ ４３.５０ ３３.３３ ４３.２２ ４６.２０ ｒｐｌ１６ ５１.０９ ５１.８２ ２７.０１ ４３.３１ ３９.７８
ｐｓｂＣ ５４.０１ ４６.２０ ３４.６０ ４４.９４ ４７.０１ ｒｐｓ３ ４７.２２ ３２.８７ ２６.３９ ３５.４９ ４７.８９
ｐｓａＢ ４８.４４ ４３.２７ ３３.８８ ４１.８６ ５０.３４ ｒｐｌ２２ ３９.３１ ４１.３８ ２５.５２ ３５.４０ ４４.８７
ｐｓａＡ ５２.７３ ４３.６８ ３３.６９ ４３.３６ ４８.９０ ｒｐｌ２ ５０.３６ ４８.９３ ３２.８６ ４４.０５ ５４.８７
ｙｃｆ３ ４７.９３ ３９.０５ ３０.７７ ３９.２５ ５４.５４ ｙｃｆ２ ４１.４９ ３５.３８ ３７.０１ ３７.９６ ５３.４０
ｒｐｓ４ ５０.００ ３９.１１ ２６.２４ ３８.４５ ５１.４１ ｎｄｈＢ ４２.０７ ３９.５３ ３０.９２ ３７.５１ ４６.４１
ｎｄｈＪ ５０.３１ ４０.２５ ３４.５９ ４１.７２ ５９.３９ ｒｐｓ７ ５３.２１ ４５.５１ ２３.０８ ４０.６０ ４５.８５
ｎｄｈＫ ４２.６１ ４３.６６ ３１.６９ ３９.３２ ５１.１６ ｎｄｈＦ ３６.７６ ３５.８１ ２５.００ ３２.５２ ４５.７７
ｎｄｈＣ ４８.７６ ３３.８８ ３０.５８ ３７.７４ ４７.２９ ｃｃｓＡ ３４.１６ ３８.２０ ２９.１９ ３３.８５ ４７.０３
ａｔｐＥ ５０.７５ ４２.５４ ３１.３４ ４１.５４ ４８.８５ ｎｄｈＤ ４０.０４ ３７.８５ ２８.６９ ３５.５２ ４８.４１
ａｔｐＢ ５７.１１ ４１.６８ ３０.４６ ４３.０９ ４７.７７ ｎｄｈＥ ３８.６１ ３４.６５ ２８.７１ ３３.９９ ５４.３８
ｒｂｃＬ ５８.８２ ４３.７０ ３３.８２ ４５.４５ ５２.５２ ｎｄｈＧ ４５.２０ ３５.０３ ２５.９９ ３５.４０ ４８.５２
ａｃｃＤ ４１.１２ ３５.７３ ２９.５４ ３５.４６ ５０.８９ ｎｄｈＩ ４１.４４ ３８.１２ ２９.２８ ３６.２８ ４８.７９
ｙｃｆ４ ４３.７８ ４１.６２ ３２.９７ ３９.４６ ５０.５４ ｎｄｈＡ ４４.５１ ４０.６６ ２５.８２ ３７.００ ４５.２６
ｃｅｍＡ ３８.７０ ３０.４３ ３２.１７ ３３.７７ ４８.２８ ｎｄｈＨ ５１.２７ ３６.５５ ２６.４０ ３８.０７ ４８.１５
ｐｅｔＡ ５２.６５ ３６.４５ ３１.１５ ４０.０８ ５５.３７ ｙｃｆ１ ３６.１９ ２９.４７ ２６.８１ ３０.８２ ４８.２３
ｒｐｓ１８ ３６.２７ ４５.１０ ２５.４９ ３５.６２ ４３.１９ Ｍｅａｎ ４７.１４ ３９.９７ ２９.７２ ３８.９５ ４８.８０

　 　 注: ＧＣ１、 ＧＣ２、 ＧＣ３ 和 ＧＣａｌｌ分别表示密码子第 １、 ２、 ３ 位碱基 ＧＣ 含量及总 ＧＣ 含量ꎬ ＥＮＣ 表示有效密码子数ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅｓ: ＧＣ１ꎬ ＧＣ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｆｉｒｓｔ ｃｏｄｏｎ ｐｏｓｉｔｉｏｎꎻ ＧＣ２ꎬ ＧＣ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄ ｃｏｄｏｎ ｐｏｓｉｔｉｏｎꎻ ＧＣ３ꎬ ＧＣ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｉｒｄ ｃｏｄｏｎ ｐｏｓｉｔｉｏｎꎻ

ＧＣａｌｌꎬ ＧＣ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｅｎｅꎻ ＥＮＣꎬ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓ. Ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.
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表 ２　 澳洲坚果光壳种叶绿体基因组主要参数的相关性分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍａｉｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｍａｃａｄａｍｉａ ｉｎｔｅｇｒｉｆｏｌｉａ

参数
Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ＧＣ１ ＧＣ２ ＧＣ３ ＧＣａｌｌ ＥＮＣ ＣＡＩ ＣＢＩ ＦＯＰ Ｌａａ Ｇｒａｖｙ

ＧＣ２ ０.３９０∗∗

ＧＣ３ ０.２６１ ０.０２３
ＧＣａｌｌ ０.８６１∗∗ ０.７１４∗∗ ０.４７９∗∗

ＥＮＣ ０.１６２ －０.２４２ ０.３５５∗ ０.０９２
ＣＡＩ ０.４１９∗∗ ０.０４５ ０.４２８∗∗ ０.４０４∗∗ －０.１１５
ＣＢＩ ０.４１１∗∗ ０.１９６ ０.３３１∗ ０.４４０∗∗ －０.２４１ ０.７７４∗∗

ＦＯＰ ０.３９４∗∗ ０.２１２ ０.３８４∗∗ ０.４５５∗∗ －０.１９６ ０.８００∗∗ ０.９７６∗∗

Ｌａａ －０.１４６ －０.２８８∗ ０.２６４ －０.１４１ ０.１７０ ０.００３ －０.０９９ －０.０４６
Ｇｒａｖｙ －０.０１６ －０.２１８ ０.０８１ －０.０８８ －０.１５４ ０.２３５ ０.１４２ ０.００７ －０.１４４
Ａｒｏｍｏ －０.２８３∗ －０.２９５∗ ０.２９１∗ －０.２１７ －０.０５３ ０.２６９ ０.０９６ ０.０７８ ０.１６９ ０.５３９∗∗

　 　 注: ＣＡＩ 为密码子适应指数ꎬ ＣＢＩ 为密码子偏好性指数ꎬ ＦＯＰ 为最优密码子使用频率ꎬ Ｌａａ 为氨基酸长度ꎬ Ｇｒａｖｙ 为蛋白质疏水性ꎬ
Ａｒｏｍｏ 为蛋白质芳香性ꎮ∗ꎬ Ｐ < ０􀆰０５ꎻ∗∗ꎬ Ｐ < ０􀆰０１ꎮ

Ｎｏｔｅｓ: ＣＡＩꎬ ｃｏｄｏｎ ａｄａｐｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎻ ＣＢＩꎬ ｃｏｄｏｎ ｂｉａｓ ｉｎｄｅｘꎻ ＦＯＰꎬ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎｓꎻ Ｌａａꎬ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄꎻ Ｇｒａｖｙꎬ
ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙꎻ Ａｒｏｍｏꎬ ａｒｏｍａｔｉｃｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ.

ＧＣ１ 与 ＧＣ２ 呈极显著正相关ꎬ 但 ＧＣ１、 ＧＣ２ 与

ＧＣ３ 的相关性都不显著ꎬ 表明澳洲坚果光壳种叶

绿体密码子第 １、 ２ 位的碱基组成相似ꎬ 但与第 ３
位存在明显差异ꎮ ＥＮＣ 只与 ＧＣ３ 呈显著正相关ꎬ
表明密码子第 ３ 位碱基的 ＧＣ 含量直接影响其偏好

性和基因的表达量ꎮ
相关性分析结果也表明(表 ２)ꎬ ＣＡＩ、 ＣＢＩ 及

ＦＯＰ 三者之间呈极显著高度正相关ꎻ 三者与 ＧＣ
含量指标(ＧＣ１、 ＧＣ３ 和 ＧＣａｌｌ)呈显著或极显著正

相关ꎬ 说明碱基组成(尤其是 ＧＣ 含量)影响叶绿

体基因的表达水平ꎻ 但三者与 ＥＮＣ 的相关性都不

显著ꎬ 说明叶绿体基因的表达水平与密码子偏性无

直接相关性ꎮ
此外ꎬ 氨基酸长度(Ｌａａ)只与 ＧＣ２ 呈显著负

相关ꎬ 表明密码子 ３ 个位置中第 ２ 位碱基组成影响

氨基酸长度ꎮ 氨基酸长度(Ｌａａ)与 ＥＮＣ 相关性不

显著ꎬ 表明基因序列长度影响密码子的使用偏好性

很小ꎮ Ｇｒａｖｙ 只与 Ａｒｏｍｏ 极显著相关ꎬ 与其他参

数都不相关ꎻ Ａｒｏｍｏ 还与 ＧＣ 含量指标 (ＧＣ１、
ＧＣ２ 和 ＧＣ３)显著相关ꎮ
２􀆰 ４　 中性绘图分析

中性绘图分析表明(图 １)ꎬ 各基因 ＧＣ１２ 值在

０􀆰３２８３ ~ ０􀆰５４９６ꎬ ＧＣ３ 值在 ０􀆰２２８８ ~ ０􀆰３７０１ꎻ
仅 ２ 个基因(ｃｅｍＡ 和 ｙｃｆ２)坐落在对角线附近ꎬ
其余基因(尤其是基因 ｒｐｓ１１、 ｒｐｌ１６ 和 ｒｐｓ７)均坐

落在对角线上方的较远位置ꎮ ＧＣ１２ 与 ＧＣ３ 的相

关系数只有 ０􀆰１８６ꎬ 回归曲线斜率为 ０􀆰２６５(其突变

对偏好性的效应占 ２６􀆰５０％)ꎬ 两者相关性不显著ꎮ
说明大部分基因密码子第 ３ 位与第 １、 ２ 位的碱基

组成存在明显差异ꎬ 其进化方式也有所不同ꎮ 由此

可见ꎬ 除了突变压力的较弱作用外ꎬ 澳洲坚果光壳

种叶绿体基因组的密码子偏好性形成中主要受自然

选择因素的影响ꎬ 尤其是密码子第 ３ 位碱基ꎮ
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图 １　 澳洲坚果光壳种叶绿体基因的中性绘图分析
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｎｅｕｔｒａｌ￣ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｍａｃａｄａｍｉａ ｉｎｔｅｇｒｉｆｏｌｉａ

２􀆰 ５　 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析

ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析发现大部分基因坐落在标准曲

线上或其附近(图 ２)ꎬ 说明碱基突变对其密码子偏

好性产生较大影响ꎻ 少数基因(尤其是基因 ｒｐｌ１６、
ｐｅｔＢ、 ｐｓｂＡ 和 ａｔｐＦ)远离标准曲线ꎬ 说明其偏好
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性的影响因素更多来自自然选择效应ꎮ 在此基础上

采用 ＥＮＣ 比值频数分析(表 ３)ꎬ 可见 ＥＮＣ 比值位

于－０􀆰０５ ~ ０􀆰０５ 的基因有 ３１ 个(占 ６０􀆰８％)ꎬ 在该

范围内实际 ＥＮＣ 值和期望 ＥＮＣ 值的差异较小ꎬ 接

近标准曲线ꎮ 说明碱基突变是澳洲坚果光壳种叶绿

体基因密码子偏性的重要影响因素ꎬ 但自然选择对

其偏性也有较弱影响ꎮ

1.00.90.80.70.60.50.40.30.20.10
GC3
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图 ２　 澳洲坚果光壳种叶绿体基因的 ＥＮＣ￣ｐｏｌｔ绘图分析
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｍａｃａｄａｍｉａ ｉｎｔｅｇｒｉｆｏｌｉａ

表 ３　 ＥＮＣ比值频数分布
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＥＮＣ ｒａｔｉｏ

组限
Ｃｌａｓｓ ｌｉｍｉｔｓ

中值
Ｍｉｄ￣
ｖａｌｕｅ

频数
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ｎｏ.

组频 / ％
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

－０.１５ ~ －０.０５ －０.１０ ７ １３.７

－０.０５ ~ ０.０５ ０ ３１ ６０.８

０.０５ ~ ０.１５ ０.１０ １０ １９.６

０.１５ ~ ０.２５ ０.２０ ３ ５.９

合计 Ｔｏｔａｌ　 　 ５１ １００.０

２􀆰 ６　 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 偏倚分析

ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 偏倚分析结果显示(图 ３)ꎬ 各基因在

ＰＲ２ 平面图 ４ 个区域的位点分布不均匀ꎬ 大多数

基因坐落在图的下半部ꎬ 尤其是左下方区域ꎬ 表明

该区域基因密码子第 ３ 位的碱基存在偏性(使用频

率 Ｔ 高于 Ａꎬ Ｃ 高于 Ｇ)ꎬ 即密码子第 ３ 位嘧啶 Ｔ /
Ｃ 的使用普遍比嘌呤 Ａ / Ｇ 更频繁ꎻ 尤其图下半部

的基因 ｐｓｂＤ、 ｐｓｂＡ、 ｒｐｓ８ 和 ｐｅｔＢ 偏离中心点最

远ꎮ 因此ꎬ ４ 种碱基的使用频率不均等ꎬ 表明澳洲

坚果光壳种叶绿体基因组的密码子偏好性受多种因

素的综合作用ꎬ 受碱基突变影响的同时ꎬ 还受到自

然选择等影响ꎮ
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图 ３　 澳洲坚果光壳种叶绿体基因的 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ分析
Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｍａｃａｄａｍｉａ ｉｎｔｅｇｒｉｆｏｌｉａ

２􀆰 ７　 密码子 ＲＳＣＵ 分析及最优密码子筛选

各氨基酸的 ＲＳＣＵ 分析结果表明(表 ４)ꎬ 有

２９ 个密码子的 ＲＳＣＵ 值>１ꎬ 被确定为高频密码

子ꎬ 其中除了 ＵＵＧ 以 Ｇ 结尾外ꎬ 其余以 Ａ 或 Ｕ
结尾的密码子占 ９６􀆰５５％(分别有 １２ 个和 １６ 个)ꎬ
说明澳洲坚果光壳种叶绿体基因组偏好使用以 Ａ
或 Ｕ 结尾的密码子ꎮ

根据 ５１ 个基因密码子的 ＥＮＣ 值分别构建高表

达基 因 库 ( 基 因 ｒｐｌ１６、 ａｔｐＦ、 ｐｅｔＢ、 ｐｅｔＤ 和

ｐｓｂＡ)和低表达基因库(基因 ｒｐｌ１４、 ｙｃｆ３、 ｒｐｌ２、
ｐｅｔＡ 和 ｎｄｈＪ)ꎮ 高、 低表达基因库的 ＲＳＣＵ 分析

发现有 １９ 个密码子的 ΔＲＳＣＵ≥０􀆰０８ꎬ 被确定为

高表达密码子(有 ８４􀆰２１％的密码子以 Ａ 或 Ｕ 结

尾)ꎮ 同时满足高频密、 高表达密码子的筛选标

准ꎬ 最后评定 １６ 个澳洲坚果光壳种叶绿体基因组

的最 优 密 码 子ꎬ 即 ＵＵＡ、 ＣＵＵ、 ＡＵＵ、 ＧＵＵ、
ＧＵＡ、 ＡＧＵ、 ＣＣＵ、 ＡＣＵ、 ＧＣＵ、 ＣＡＡ、 ＡＡＡ、
ＧＡＵ、 ＵＧＵ、 ＣＧＵ、 ＣＧＡ、 ＧＧＵꎮ 这些最优密码

子全部以 Ａ 或 Ｕ 结尾ꎬ 分别有 ５ 个和 １１ 个ꎬ 说明

澳洲坚果光壳种叶绿体基因组的最优密码子第 ３ 位

也偏好使用 Ａ 或 Ｕꎮ
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表 ４　 澳洲坚果光壳种叶绿体基因组 ＲＳＣＵ分析及最优密码子确定
Ｔａｂｌｅ ４　 ＲＳＣＵ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｍａｃａｄａｍｉａ ｉｎｔｅｇｒｉｆｏｌｉａ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

密码子
Ｃｏｄｏｎ

基因组
Ｇｅｎｏｍｅ

高表达基因
Ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

低表达基因
Ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

数目 Ｎｏ. ＲＳＣＵ 数目 Ｎｏ. ＲＳＣＵ 数目 Ｎｏ. ＲＳＣＵ
ΔＲＳＣＵ

Ｐｈｅ ＵＵＵ ７３７ １.１８ ３３ １.０３ ２３ １.０７ －０.０４

ＵＵＣ ５０７ ０.８２ ３１ ０.９７ ２０ ０.９３ ０.０４

Ｌｅｕ ＵＵＡ∗∗∗ ６１２ １.６０ ３４ １.９８ ２０ １.２１ ０.７７

ＵＵＧ ５１４ １.３５ ２７ １.５７ ２５ １.５２ ０.０５

ＣＵＵ∗ ４３９ １.１５ １８ １.０５ １５ ０.９１ ０.１４

ＣＵＣ ２０４ ０.５３ ２ ０.１２ ９ ０.５５ －０.４３

ＣＵＡ ３４７ ０.９１ １７ ０.９９ １８ １.０９ －０.１０

ＣＵＧ １７６ ０.４６ ５ ０.２９ １２ ０.７３ －０.４４

Ｉｌｅ ＡＵＵ∗∗ ８３１ １.３４ ４１ １.４５ ３３ １.０４ ０.４１

ＡＵＣ ４６３ ０.７５ ２１ ０.７４ ２７ ０.８５ －０.１１

ＡＵＡ ５６６ ０.９１ ２３ ０.８１ ３５ １.１１ －０.３０

Ｖａｌ ＧＵＵ∗∗ ３８３ １.２９ ２４ １.２３ １２ ０.８６ ０.３７

ＧＵＣ １７５ ０.５９ ５ ０.２６ ９ ０.６４ －０.３８

ＧＵＡ∗∗∗ ４３４ １.４６ ４１ ２.１０ ２１ １.５０ ０.６０

ＧＵＧ １９８ ０.６７ ８ ０.４１ １４ １.００ －０.５９

Ｓｅｒ ＵＣＵ ３９５ １.６３ ２３ ２.００ １８ １.９６ ０.０４

ＵＣＣ∗ ２３６ ０.９７ １２ １.０４ ８ ０.８７ ０.１７

ＵＣＡ ３０５ １.２６ ９ ０.７８ １０ １.０９ －０.３１

ＵＣＧ １５６ ０.６４ ３ ０.２６ ４ ０.４４ －０.１８

ＡＧＵ∗∗∗ ２６８ １.１１ １８ １.５７ ９ ０.９８ ０.５９

ＡＧＣ ９５ ０.３９ ４ ０.３５ ６ ０.６５ －０.３０

Ｐｒｏ ＣＣＵ∗∗∗ ２９１ １.３６ ２６ １.８６ １４ １.１２ ０.７４

ＣＣＣ １９５ ０.９１ １１ ０.７９ ９ ０.７２ ０.０７

ＣＣＡ ２４９ １.１６ １６ １.１４ １６ １.２８ －０.１４

ＣＣＧ １２１ ０.５７ ３ ０.２１ １１ ０.８８ －０.６７

Ｔｈｒ ＡＣＵ∗∗∗ ３３７ １.４４ ３０ １.９７ ８ ０.８２ １.１５

ＡＣＣ １８８ ０.８０ １６ １.０５ １２ １.２３ －０.１８

ＡＣＡ ２９４ １.２５ １１ ０.７２ １２ １.２３ －０.５１

ＡＣＧ １１９ ０.５１ ４ ０.２６ ７ ０.７２ －０.４６

Ａｌａ ＧＣＵ∗∗∗ ４１２ １.６３ ４０ １.９３ １９ １.２５ ０.６８

ＧＣＣ １６８ ０.６７ １２ ０.５８ １６ １.０５ －０.４７

ＧＣＡ ２８６ １.１３ ２１ １.０１ １５ ０.９８ ０.０３

ＧＣＧ １４２ ０.５６ １０ ０.４８ １１ ０.７２ －０.２４

Ｔｙｒ ＵＡＵ ６１５ １.５１ ２１ １.１４ ２６ １.２１ －０.０７

ＵＡＣ １９９ ０.４９ １６ ０.８６ １７ ０.７９ ０.０７

Ｈｉｓ ＣＡＵ ３７０ １.４０ １０ １.０５ ２２ １.４７ －０.４２

ＣＡＣ∗∗ １５７ ０.６０ ９ ０.９５ ８ ０.５３ ０.４２

Ｇｌｎ ＣＡＡ∗∗∗ ５５２ １.４０ ２３ １.５９ １０ ０.７７ ０.８２

ＣＡＧ ２３５ ０.６０ ６ ０.４１ １６ １.２３ －０.８２

Ａｓｎ ＡＡＵ ６６２ １.４７ ３４ １.３１ ３６ １.３１ ０

ＡＡＣ ２４１ ０.５３ １８ ０.６９ １９ ０.６９ ０

Ｌｙｓ ＡＡＡ∗∗ ７７９ １.４２ ２７ １.６９ ４５ １.３２ ０.３７

ＡＡＧ ３２０ ０.５８ ５ ０.３１ ２３ ０.６８ －０.３７
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　 　 续表 ４

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

密码子
Ｃｏｄｏｎ

基因组
Ｇｅｎｏｍｅ

高表达基因
Ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ

低表达基因
Ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ

数目 Ｎｏ. ＲＳＣＵ 数目 Ｎｏ. ＲＳＣＵ 数目 Ｎｏ. ＲＳＣＵ
ΔＲＳＣＵ

Ａｓｐ ＧＡＵ∗ ５５２ １.５２ １７ １.４８ １６ １.１９ ０.２９

ＧＡＣ １７２ ０.４８ ６ ０.５２ １１ ０.８１ －０.２９

Ｇｌｕ ＧＡＡ ７３８ １.４４ ４７ １.５７ ３３ １.５０ ０.０７

ＧＡＧ ２８４ ０.５６ １３ ０.４３ １１ ０.５０ －０.０７

Ｃｙｓ ＵＧＵ∗∗∗ １９５ １.３５ ８ ２.００ １０ １.４３ ０.５７

ＵＧＣ ９４ ０.６５ ０ ０ ４ ０.５７ －０.５７

Ｔｒｐ ＵＧＧ ３７１ １.００ ２３ １.００ １３ １.００ ０

Ａｒｇ ＣＧＵ∗∗∗ ２３５ １.１０ ２４ ２.３２ １１ ０.７３ １.５９

ＣＧＣ∗∗ ８６ ０.４０ ６ ０.５８ ４ ０.２７ ０.３１

ＣＧＡ∗ ２８４ １.３３ １５ １.４５ １８ １.２０ ０.２５

ＣＧＧ １３４ ０.６３ ３ ０.２９ １４ ０.９３ －０.６４

ＡＧＡ ３７９ １.７７ １２ １.１６ ２８ １.８７ －０.７１

ＡＧＧ １６７ ０.７８ ２ ０.１９ １５ １.００ －０.８１

Ｇｌｙ ＧＧＵ∗∗∗ ４５０ １.３１ ４８ ２.０９ ２１ １.１２ ０.９７

ＧＧＣ １６３ ０.４７ １０ ０.４３ ９ ０.４８ －０.０５

ＧＧＡ ５０１ １.４５ ２４ １.０４ ３０ １.６０ －０.５６

ＧＧＧ ２６４ ０.７７ １０ ０.４３ １５ ０.８０ －０.３７

　 　 注: ∗ꎬ ΔＲＳＣＵ ≥ ０.０８ꎻ ∗∗ꎬ ΔＲＳＣＵ ≥ ０.３ꎻ ∗∗∗ꎬ ΔＲＳＣＵ ≥ ０.５ꎮ 高频密码子(即 ＲＳＣＵ > １)用下划线标出ꎻ 最优密码子加粗表示ꎮ
Ｎｏｔｅｓ: Ｈｉｇｈ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｃｏｄｏｎｓ ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ (ＲＳＣＵ > １)ꎻ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎｓ ａｒｅ ｉｎ ｂｏｌｄ.

２􀆰 ８　 基于叶绿体基因组的系统发育分析

基于叶绿体基因组的聚类分析结果如图 ４ 所

示ꎬ １２ 种山龙眼目植物都以 １００％的支持率被聚

成两大分支ꎬ 清风藤科、 莲科和悬铃木科聚成一

支ꎻ 山龙眼科与这些科的遗传距离较远ꎬ 被单独聚

成一支ꎬ 其中与悬铃木科的亲缘关系最近ꎮ 同属于

山龙眼科的帝王花属、 银桦属、 山龙眼属和澳洲坚

果属中ꎬ 澳洲坚果属和山龙眼属的遗传距离最近ꎬ
其亲缘关系最为紧密ꎬ 其中澳洲坚果光壳种和三叶

澳洲坚果的亲缘关系最近ꎮ

图 ４　 基于叶绿体基因组的 １２ 种山龙眼目植物系统发育树
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ １２ Ｐｒｏｔｅａｌｅｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ

６３２ 植 物 科 学 学 报 第 ４０ 卷　

© Plant Science Journal    http://www.plantscience.cn



３　 讨论

密码子使用模式是基因组进化关系研究的主要

指标之一ꎮ 本研究中ꎬ ＡＣＧ、 ＡＵＣ 和 ＧＵＧ 是澳

洲坚果光壳种叶绿体极少数基因的起始密码子ꎬ 在

水稻、 棉花(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｅｒｂａｃｅｕｍ Ｌ.)、 小麦等

植物中也有类似的起始密码子使用情况[８ꎬ １１]ꎮ 而

这些密码子又是一些原核生物的起始密码子ꎬ 这又

为叶绿体进化的内吞假说提供一个重要的佐证ꎮ 在

长期进化中ꎬ 同义密码子 ３ 个位置中只有第 ３ 位的

碱基突变通常受环境的选择压力小ꎬ 其碱基组成

(尤其是 ＧＣ 含量)影响着密码子偏好性[６]ꎮ 本研

究表明澳洲坚果光壳种叶绿体基因中ꎬ 密码子 ３ 位

碱基的 ＧＣ 含量依次为第 １ 位 > 第 ２ 位 > 第 ３ 位ꎻ
尤其是第 ３ 位碱基的 ＧＣ 含量普遍低于前两位ꎬ 且

富含 Ａ 和 Ｕꎬ 直接影响其密码子偏好性ꎮ 这和水

稻[８]、 大 花 飞 燕 草 ( Ｄｅｌｐｈｉｎｉｕｍ ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ
Ｌ.) [２２]、 大戟科植物[６]、 黍属(Ｐａｎｉｃｕｍ)植物[１６]

等众多物种密码子碱基组成的变化趋势及使用模式

极其相似ꎬ 进一步说明进化史中高等植物叶绿体基

因组的密码子相对保守ꎬ 其使用规律高度相似ꎮ
影响不同物种密码子偏好性形成的多种因素

中ꎬ 突变和选择是最为重要的两个驱动力[７ꎬ １４ꎬ ２３]ꎮ
中性绘图和 ＥＮＣ－ｐｌｏｔ 绘图综合分析表明ꎬ 碱基突

变和自然选择这两大重要因素ꎬ 相对均衡且共同影

响澳洲坚果光壳种叶绿体基因组较弱的密码子偏

性ꎮ 而且ꎬ ＰＲ２－ｐｌｏｔ 分析的碱基使用不平衡结果

也进一步证实了该结论ꎬ 这也符合“突变－选择－漂
变”的理论观点[２４]ꎮ 高等植物叶绿体基因组较弱的

密码子偏好性中ꎬ 大多数植物受到突变和选择共同

影响ꎬ 只是其作用大小不同而已ꎻ 只有少数植物与

本研究的澳洲坚果光壳种一样ꎬ 受突变和选择的相

对均 衡 影 响ꎬ 如 陆 地 棉 ( Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ
Ｌ.) [２５]、 凉粉草 (Ｍｅｓｏｎａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｂｅｎｔｈ.) [２６]、
咖啡(Ｃｏｆｆｅａ ａｒａｂｉｃａ Ｌ.) [２７]、 菠萝 (Ａｎａｎａｓ ｃｏ￣
ｍｏｓｕｓ (Ｌ.) Ｍｅｒｒ.) [２８]等ꎮ 至于突变和选择相对均

衡影响叶绿体基因组密码子偏性的分子作用机制还

有待进一步研究ꎮ
高等种子植物核基因组的密码子使用模式研究

表明ꎬ 大多数双子叶植物更趋向使用 Ａ 或 Ｕ 结尾ꎬ
单子叶植物更偏好使用 Ｇ 或 Ｃ 结尾[２９]ꎮ 本研究中

澳洲坚果光壳种作为双子叶植物ꎬ 其叶绿体基因组

的密码子、 高频密码子、 高表达密码子和最优密码

子都偏好使用 Ａ 或 Ｕ 结尾ꎬ 和豌豆[７]、 刺榆[１４]、
茄属植物[５] 等多种双子叶植物相似ꎬ 说明这些双

子叶植物叶绿体基因组的密码子使用模式与核基因

组一样ꎬ 偏好使用 Ａ 或 Ｕ 结尾ꎮ 在蛋白翻译的过

程中最优密码子能够有效提高其速率与精准度ꎬ 由

此诱导基因的高效表达[３ꎬ ９ꎬ ３０]ꎮ 本研究筛选出澳洲

坚果光壳种叶绿体基因组的最优密码子有 １６ 个ꎬ
与大多数藻类和陆生植物的最优密码子偏好 ＮＮＡ
型、 ＮＮＵ 型的使用模式相符[３１]ꎻ 且最优密码子数

量较多ꎬ 其偏好性主要受强正向选择和突变压力的

共同作用[１６ꎬ ３２]ꎮ
与其他物种相比ꎬ 澳洲坚果光壳种和三叶澳洲

坚果的亲缘关系最近ꎬ 在叶绿体基因组进化上具有

类似的进化位置与历程ꎬ 推测它们具有相似的密码

子使用偏好性ꎮ 光壳种是澳洲坚果属中最主要的栽

培和食用种ꎬ 其他近缘种可作为光壳种的杂交育种

对象ꎮ 因此ꎬ 根据本研究的澳洲坚果光壳种叶绿体

基因组密码子的使用偏好性及其最优密码子ꎬ 可为

澳洲坚果遗传育种及叶绿体基因工程的外源基因高

效、 稳定表达提供科学依据ꎮ
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