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葡萄基因组密码子使用偏好模式研究

续 晨，蔡小宁，钱保俐，责爱玲

(南京晓庄学院生物化工与环境工程学院.南京 211171)

摘 要:根据完整基因组序列.运用多元统计分析和对应分析的方法，探讨了葡萄全基因组序列密码子的使用模式

和影响密码子使用的各种可能因素。结果显示:筒萄密码子偏好性主要受到碱基差异 (r= 0.925) 和自然选择 (r=

0.193 )共同作用的影响.突变压力占了主导因素，自然选择的作用较小。同时基因长度和蛋白质疏水性也对密码

子的偏好性街所影响。确定了葡萄的 20 个最优密码子。
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Abstract: In this study. trends in sy口onymous codon usage in Vitis vinifera have been firstly examined 

through the multivariate statistical analysis 0口 1374 cD:\IA sequences. The results showed that the genes 

positions on the primary axis were strongly negatively correlated with GC3s. GC content of individual gene 

and gene expression level. which indicated that nucleotide composition and gene expression level were the 

main factors in shaping the codon usage of V. vinifera. and the variation in codon usage among genes may 

be due to mutational bias Cr=O. 925) at the DNA level and natural selection Cr=O.193) acting at the level 

of mRNA translation. At the same time , CDS length and the hydrophobicity of each protein were. respec

tively , significantly correlated with codon bias. 
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密码子是连接 D\JA 和蛋白质的桥梁。每种氨

基酸至少对应一个密码子，最多对应 6 种密码子。

编码同一种氨基酸的密码子称为同义密码子。在蛋

白质的合成过程中，同义密码子的使用概率并不相

同。某一物种或某一基因通常倾向于使用一种或几

种特定的同义密码子.这些密码子被称为最优密码

子，此现象被称为密码子偏好性。密码子使用偏好

性在不同的生物体中存在着很大的差异1.甚至在

同一个生物体基因组的不同基因之间都存在很大的

差异。密码子使用偏好性的分析是一个错综复杂的
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问题，因为密码子使用偏好性的产生与基因表达水

平刀、tRNA 丰度工、基因长度 :1 、 GC 含量町等众多

因素有关[吓 71.到日前为止，密码子的偏好性模式并

无定论。密码子偏好性分析由最初的分析方法的建

立，软件的开发.扩展到对低等生物进行密码子与基

因表达关系分析，当前随着不同高等真核基因组序

列的破译.人们开始关注高等植物、哺乳动物和人的

基因组密码子的偏好性，从而密码子偏好性问题会

更加深入到广泛的生物学领域.用于描述进化规律，

阐释分化机理，揭示出更多的生物学意义问。通过
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密码子使用偏好性找出密码子使用的一些规律，这

将对分子水平上的进化研究，转基因中外源基因的

改造，新基因的发现具有重要指导意义。

葡萄 (Vitis vlnlfera) 几乎占全世界水果产量

的四分之一，有"水果之神"的称号。 Patrick 9J 领导

科学家团队完成的葡萄全基因组测序工作为葡萄重

要园艺性状功能基因组研究打下基础。葡萄基因组

的测序是人类完成全基因组测序的第四种开花植

物、第二种木本植物，也是科学家首次成功破译的水

果类植物基因组。同时也为分析其密码子使用模式

提供了丰富的数据。因此，本研究以葡萄全基因组

序列为基础，对可能影响葡萄全基因组密码子偏好

性的各种因素进行了分析.试图揭示密码子使用模

式与分子进化之间的关系.为提升葡萄育种水平、重

要性状研究和分子进化研究等提供基础理论数据。

1 材料和方法

1. 1 数据获得

葡萄完整的 cDNA 序列从 NCBI 数据库下载

(http://www. ncbi. nlm. nih. gov/) 。为了做到最

低限度的取样误差，编写 C 程序对序列进行筛选处

理，提取满足下列条件的 CDS 序列共 1 376 条:选

择长度大于或者等于 300 bp C1 00 个氨基酸) ，碱基

数全长为 3 的倍数，并且拥有正确的起始密码子和

终止密码子的序列。

1. 2 同义密码子偏好性分析

使用 CodonW (1. 4. 2) 进行密码子偏性分析。

密码子偏性的度量指标包括:相对密码子使用度

(relative synonymous codon usage , RSCU) 、有效密

码子数 (effective number of codons. Nc) 、密码子适

应指数(codon adaptation index ， CAD ，密码子偏好

性指数(codon bias index , CBI) 和最优密码子使用

频率 (frequency of optimal codons. Fop) 0 RSCU 

值的计算方法为某一密码子所使用的频率与其在元

偏使用时预期频率之间的比值。 Nc 值被认为是在

评价基因整体密码子偏爱性用法中最具有参考价值

的参数之一，目前被广泛用于评价基因密码子偏爱

性.其取值范围为 20 (每个氨基酸只使用一个密码

子的极端情况)到 61 (各个密码子均被平均使用)。

CAI 值反映编码区同义密码子与密码子最佳使用相

符合的程度~IυJ.取值范围在 0~1 之间.表达量较高

的基因具有较高 CAI 值，表达量较低的基因具有较

低的 CAI 值。统计全部 CDS 序列的碱基组成参

数:鸟瞟岭和胞暗院含量 (G十 C 含量) ;同义密码子

第 3 位的 G十C 含量 CGC3s) ;同义密码子在第 3 位

上腺瞟岭、胸腺唔皖、鸟瞟岭和胞略睫的出现频率

(A3s 、 T3s 、 G3s 、 C3s) ， CDS 序列碱基数 CNumber) , 

该基因所表达蛋白质的疏水性 C Gravy). 及蛋白质

中的芳香族氨基酸的含量CAmoro) 。

使用对应分析探究样本各变量之间的关系，对

应分析样本中所有基因按密码子的使用频率分布在

一个 59 维 (64 个密码子去除 3 个终止密码子以及

甲硫氨酸和色氨酸的密码子)的向量空间，通过矩阵

数据转换，鉴定出影响密码子使用偏性的主要因素。

对应分析使用 CodonW( 1. 4. 2)完成，各变量间的相

关性分析使用 SPSS 14. 。完成[l1 J 。

1. 3 测定最优密码子

本文首先确定了葡萄基因组中的高频密码子，

将检测到的基因如某一密码子相对同义密码子使用

频率单值超过 60% 或者超过该组同义密码子平均

占有频率的1. 5 倍的密码子即为高频密码子[12J 。

最后采用 Stenico 等[1町的高表达优越密码子分析方

法，先计算每个基因的密码子有效数 (Nc) 和相对同

义密码子用法(RSCU) .然后再根据各 Nc 值确定高

表达和低表达样本组.计算出这两个样本组中各个

密码子各自的值，最后通过卡方检验确定出高表达

基因的优越密码子.确定葡萄全基因组最优密码子。

2 结果与分析

2. 1 最优密码子的确定

本研究对葡萄全基因组 1 376 个基因进行了初

步分析，结果如表 1 显示，通过高频密码子分析法，

通过高频密码子(同义密码子中出现次数最高的密

码子)和相对同义密码子使用频率 (RSCU) 比较直

观地反映了密码子的偏好性，确定了 UUG 、 UCU

等 20 个密码子为高频密码子。使用高频密码子分

析法可以明显地看出高频密码子大部分以 A 或 U

结尾。采用高表达最优密码子分析方法[IG ，根据

高、低表达样本组中相应密码子的出现次数和

RSCU 值，通过计算基因之间同义密码子相对使用

频率之差.并经卡平方测验，最终确定了 UUG 、

UCU 等 20 个密码子为葡萄的高表达优越密码子。

它们的使用频率随基因的表达水平升高而增加，且

在高、低表达基因样本组间的使用频率差异大，显著

性测验结果均呈极显著水平。结果发现所确定的

20 个高表达优越密码子与高频密码子分析法确定

的 20 个高频密码子完全相同(表 1 中打头的密码

子)。这 20 个密码子不仅在葡萄全基因组中出现
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频率高，且在高表达基因中的使用频率也高，综合两

种评定方法，最终确定了这 20 种密码子为葡萄最优

密码子。

2.2 Nc 和 GC3s 的关联分析

有效密码子使用个数(Nc) 和 GC3s 的百分比通

常用来研究生物体密码子使用的变异，葡萄全基因

组中， Nc 值变异范围从 38. 240~6 1. 000 ，平均值为

52.898 ，标准差为 3. 295 0 GC3s 含量变异范围从

24. 50% ~ 82.30% ，平均值为 4 1. 46% ，标准差为

7.640 。图 l 使用 Nc 与 GC3s 绘制散点图( Nc

p]ot)[1 气J. 图中的连续标准曲线显示了无选择压力而

在突变压的情况下 Nc 和 GC3日的函数关系，如果某

基因的密码子偏好是由碱基组成决定.即不受或少

受翻译选择影响，则代表该基因的数据点应该落在

表 1 葡萄基因组的密码子使用模式

全基因组序列 Genome

Table 1 Codon usage of the genome m V. v lrI zfera 
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Continued Table 1 续表 1
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密码子使用的对应分析

为了调查各种可能的不同因素对密码子偏好性

的不同影响趋势，作了各种因子的多元统计分析，其

中包含了 G十 C 含量和碱基在第三位置上的含量

(GC3s 、 G3s 、 T3s 、 C3s 等) ，高表达基因密码子偏性

有关的适应指数 (CAI 、 CBI 、 Fop 、 Nc) 等一些数值

之间的相关分析，GC 、 GC3s 、 G3s 、 T3s 、 C3s 与 CAI 、

CBI 、 Fop 、 Nc 有极显著的相关性.表明碱基组成变

异对密码子偏好性有重要影响。

根据 59 个有义密码子的用法，将所有基因所代

表的点标定在一个 58 维的超维空间里进行对应分

析.两主轴分别能解释基因总变异12.63% 和6.41%

的数据，第一轴的贡献率约为第二轴的 2 倍，第→轴

总贡献率超过 10% ，说明第一轴是密码子偏好性的

主要贡献者。因此本研究对第一、二向量主轴( ax

is1 ， axis2)与其他因子之间也做了相关分析。从表

2 中可以看出大部分数值为极显著相关.说明密码

子偏好性与很多因素有明显相关性。其中第→主轴

与所有的数值都呈极显著相关，并且第一轴上基因

的位置与 GC3日、 T3s 、 C3s 、 G3 日、 GC 含量有很强的

线性相关性 Cr=O. 925.P<O. 01;r 工 0.815 ， P< 
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图 1 葡萄中 Nc 值和 GC3s 的关系曲线

标准曲线表示了随机密码子用法中 Nc 和 (;C3日的预期曲线

Flg. 1 Nc- plot (Nc values vs GC3s) of the V. vimfera genes 

The contlnuous curve reprc~ents the expected cun-e 

between GC3, and 'lc under random codon u,age 

标准曲线附近;如果某基因中密码子偏好性严重，且

与表达水平有较强的显著关系 .Nc 值偏低.则数据

点远远落在标准曲线下方。从图 1 来看实际观测值

大部分远远低于标准曲线值，表明其值明显比期望

值低，也就是说，除了 GC3s 含量这一由于中性碱基

突变而引起的序列背景差异外.还存在其他因素对

密码子的使用也具有重要影响.如弱选择效应等。
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表 2 各因子的相关系数

Table 2 Correlation cocfflcients of Ihc factors 
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性。说明影响葡萄基因表达的密码子偏性的主要因

素为碱基组成的变异。第一轴虽然与 CAI ， CBI 、

Fop 、 Nc 也是极显著相关 Cr=O. 193 , P<0. 01;r= 

0.629 , P<O. 01; r= 0.55 1, P<O. 01)，但是很明显

I rl 小于 0.8 ，比前一组相关系数偏小，所以认为基

因的表达可能是塑造葡萄基因组密码子使用的次要

因素。表明了突变引起的序列差异比自然选择表达

对密码子偏好性的影响要大。即不是由单一因素决

定密码子的偏好性.而是碱基突变和自然选择一起

决定的。另外，基因长度及氨基酸的疏水性对密码

子第一主轴也有显著影响，表明这些因素都与密码

子使用偏好性相关。其中 CDS 长度与向量主轴呈

负相关.可以解释为在自然选择压力下缩短表达量

高的基因对生物体本身有利，可以减少物质、能量和

时间的消耗。相反地，对于大的基因.可能存在更多

的更严紧的调控因子.因而在自然选择过程中承受

着更大的选择压。

从表 2 可知，基因长度与 GC3s 、 Nc 呈极显著负

相关Cr= 一 0.349 , P<O. 01 ;r= ~O. 173 , P<O. 01). 

学

基因越长能够容纳的密码子越多。如图 2 、 3 所示，

基因长度越长， GC3s 值越小，也就是随着基因长度

的增加，以 GC 结尾的密码子的量减少，表明了随着

基因长度的增加，更倾向于选择使用以 AU 结尾的

同义密码子。可能由于越长的基因翻译的时间越长

越需要消耗更多的能量，较长的基因为了节约时间

能量需要特异地进行选择使用密码子。因此基因长

度也影响着密码子的偏性。

同样从表 2 数据可以看出，不同基因所形成蛋

白质的正在水性也对密码子有一定的影响，但相关系

数很小.相关性不高。

在长期的进化过程中，每种生物体都形成了为

自己特有的密码子用法。中性理论和"选择突变

漂变"是密码子偏好性解释的两个经典模型。中性

理论认为在密码子第三位上的突变是中性选择的结

果，同义密码子突变并不影响生存适合度.这种对密

码子的选择仅仅和突变有关，不受自然选择压力影

响;"选择→突变漂变"模型则认为，突变的发生是有

方向的，同义密码子使用的偏好性反映了对最优密

码子的选择和对非同义密码子的‘突变漂变'两方

面的作用。在本研究中，葡萄基因组是偏向使用以

A 或 U 结尾的密码子。从本研究中可以发现葡萄

基因序列碱基相关的因素 C T3s 、 C3s 、 A3s 、 G3s 、

GC3s 、 GC)和第一向量主轴间的相关系数均呈极显

著相关Cr= ~O. 843 ,P<O. 01; r=O. 868 , P<O. 01; 

r=~O. 735 , P<0. 01;r=0. 482 , P<0. 01;r= 

0.925 , P<O. 01 ;r= 0.815 , P<O. 01) ，说明密码子

使用偏好性受碱基差异较大，得到葡萄密码子偏好

性主要受到碱基差异 (r=0.925) 和自然选择 Cr=

0.193)共同作用的影响，但是碱基差异占了主导因

素，两者影响程度差异悬殊。虽然自然选择的作用

较小，但是不可忽视。葡萄密码子偏好性是突变压

和选择压共同作用的结果，印证了后者。目前进行

了全基因组测序的植物并不多。在水稻:1'] 的研究

中.其基因表达水平 Cr= ~O. 608) 明显大于碱基组

成Cr=0.344)对它的影响。杨树[17J 的研究则是其

影响因素很复杂，都有些相关但相关性较小 Cr<

O. 3) 。对蝴蝶兰叶绿体的研究[11] 表明.其受碱基差

异(r=0.614) 和自然选择 Cr=0.508) 共同影响，并

且两者影响程度差别不大。密码子使用模式是一个

复杂的问题，有待更多的全基因组测序结果的分析

和基因组之间密码子使用的比较。
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葡萄大约出现在 1 300 000 ~ 2 000 000年前，与

其他已测序的开花植物(杨树、水稻、拟南芥)相比是

更古老的植物，也是较早的栽培植物.其己有 7 000 

多年的栽培史，在进化上除了自然选择和基因突变

外.人工选择的展迹是否可以在密码子模式中被发

现，如何被发现.还是在葡笛进化的历史长河中栽培

中的人工选择时间可忽略不计还需进一步探讨。
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