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　 　 摘要:　 为了解莲藕多酚氧化酶(ＰＰＯ)基因密码子使用偏好性、不同物种中 ＰＰＯ 基因同源关系及异源表达受

体ꎬ本研究运用 ＣｏｎｄｏｎＷ 和 ＥＭＢＯＳＳ 程序对莲藕 ＰＰＯ 基因密码子进行分析ꎮ 结果表明ꎬ莲藕 ＰＰＯ 基因偏好性较

弱但偏好于 Ｇ / Ｃ 结尾的密码子ꎬ其中高频密码子有 ２４ 个(同义密码子相对使用度>１)ꎬ偏好性最强的有 ３ 个(同义

密码子相对使用度>２)ꎮ 用 ＳＰＳＳ 和 ＭＥＧＡ 软件对 ３４ 种单子叶和双子叶植物的 ＰＰＯ 密码子进行偏性比较和聚类

分析ꎬ发现不同物种 ＰＰＯ 基因存在不同密码子偏好模式ꎬ多数单子叶植物 ＰＰＯ 基因密码子偏好性比双子叶植物

强ꎮ ＰＰＯ 密码子相关性分析结果表明ꎬ莲藕 ＰＰＯ 密码子使用偏好主要受突变压力的影响ꎮ 在异源转化受体选择

中ꎬ大肠杆菌真核表达系统适合莲藕 ＰＰＯ 的异源表达ꎬ拟南芥则是莲藕 ＰＰＯ 转基因的理想受体ꎮ 莲藕 ＰＰＯ 密码

子偏好模式分析为后续的 ＰＰＯ 基因遗传转化研究提供了理论依据ꎮ
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　 　 密码子是在信使 ＲＮＡ 上相邻的 ３ 个核苷酸残基

组成的基本单位ꎬ在合成蛋白质过程中ꎬ信使 ＲＮＡ 上

每个三联体核苷酸会编码对应某一个氨基酸ꎬ而一种

氨基酸会有一种或多种密码子ꎬ称为密码子简并

性[１]ꎬ这是氨基酸合成的规律ꎮ 其中对应同一种氨基

酸的密码子称为同义密码子[２]ꎮ 在生物长期进化过

８３４



程中ꎬ不同物种的密码子使用频率存在着较大差异ꎬ
各种生物偏好使用同义密码子ꎬ称为密码子偏好

性[３]ꎮ 在转基因研究中ꎬ在外源基因[４]的表达和翻译

水平等方面会受到不同物种密码子偏好性差异的影

响ꎮ 研究密码子偏好性ꎬ便于选择合适的宿主表达系

统[５]ꎬ以达到提高基因表达水平的目的[６]ꎮ 莲藕(Ｎｅ￣
ｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ Ｇａｅｒｔｎ)是莲的地下茎ꎬ属木兰亚纲ꎬ盛
产于湖北等地ꎬ有较高的营养价值ꎮ 莲藕味甘多液可

清热凉血ꎬ含有黏液蛋白和膳食纤维ꎬ可通便止泻、健
脾开胃ꎮ 同时含有铁、钙等多种微量元素ꎬ可补气益

血、增强人体免疫力ꎬ并富含大量单宁酸ꎬ可以止血散

瘀[７]ꎮ 然而莲藕不耐储存ꎬ极易发生褐变现象ꎬ这与

多酚氧化酶(ＰＰＯ)的含量和活性密切相关ꎮ 多酚氧

化酶在自然界中分布极其广泛ꎬ在植物[８]、动物[９] 和

真菌[１０]中均可检测到且发挥重要作用ꎬ如增强抗性

等ꎮ 多酚氧化酶主要特点是存在分子氧时能催化酚

类物质生成有色醌进而形成黑色素ꎮ 密码子偏好性

在芍药[１１]、小麦[１２]、杉木[１３]、橄榄[１４] 等植物中均有

研究ꎬ目前莲藕 ＰＰＯ 基因密码子使用偏好性还未见

相关研究ꎮ 通过对莲藕 ＰＰＯ 基因密码子使用偏好

性的分析ꎬ讨论其形成的主要因素ꎬ再与拟南芥、烟
草、酵母和大肠杆菌基因组密码子进行比较分析ꎬ为
莲藕 ＰＰＯ 后续的基因研究中选择最佳受体提供依

据ꎬ也为深入研究莲藕 ＰＰＯ 的转基因受体、功能验

证、蛋白质结构等提供基础数据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 数据来源

莲藕 ＰＰＯ 基因序列全长２ ０６９ ｂｐ(ＧｅｎＢａｎｋ 登

录号为 ＦＪ９９９６３５.１)ꎬ其开放阅读框为 １ ７９４ ｂｐꎬ编
码 ５９７ 个氨基酸ꎮ 凤梨、油棕、小麦、玉米、木薯、川
桑、可可等 ３４ 种植物的 ＰＰＯ 基因序列来源于 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｅｎｂａｎｋ / )ꎬ登
录号见表 １ꎮ 大肠杆菌 (Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)、酵母菌

(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)、拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉ￣
ａｎａ)和烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)等生物基因的密码

子偏好性数据来源于密码子使用数据库 Ｃｏｄｏｎ Ｕｓ￣
ａｇｅ Ｄａｔａｂａｓｅ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｋａｚｕｓａ.ｏｒ.ｊｐ / ｃｏｄｏｎ / )ꎮ

表 １　 ＰＰＯ 基因的编码区来源

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｏｘｉｄａｓｅ(ＰＰＯ) ｇｅｎｅ

物种　 　 　 　 　 　 登录号　 　 　 　 物种　 　 　 　 　 　 　 　 　 登录号　 　 　 　

凤梨 (Ａｎａｎａｓ ｃｏｍｏｓｕｓ) ＡＹ１４９８８２.１ 莲 (Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ) ＦＪ９９９６３５.１
二穗短柄草 (Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔｅｃｈｙｏｎ) ＸＭ＿０１０２２８９７２.３ 苹果 (Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ) ＢＡＡ２１６７７.１
小麦 (Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ) ＨＱ２２８１５２.１ 木薯 (Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ) ＸＭ＿０２１７４４１５３.１
玉米 (Ｚｅａ ｍａｙｓ) ＸＭ＿００８６６５２６８.３ 川桑 (Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ) ＸＰ＿０１０１００５７０.１
谷子 (Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ) ＬＣ００８４３５.１ 毛果杨 (Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ) ＡＥＨ４１４２４.１
高粱 (Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ) ＫＪ４２５５７５.１ 可可 (Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ) ＥＸＯ９７９９０.１
日本水稻 (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｇｒｏｕｐ ＡＢＧ２３０５６.１ 白梨 (Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ) ＡＥＧ７８２９２.１
节节麦 (Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉ ｓｕｂｓｐ. Ｔａｕｓｃｈｉｉ) ＸＰ＿０２０１７６７５０.１ 沙梨 (Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ) ＢＡＢ６４５３０.１
大麦 (Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ ｓｕｂｓｐ. Ｖｕｌｇａｒｅ) ＢＡＪ１０８７１.１ 榅桲 (Ｃｙｄｏｎｉａ ｏｂｌｏｎｇａ) ＡＢＹ８４８５０.１
二型花属 (Ｄｉｃｈａｎｔｈｅｌｉｕｍ ｏｌｉｇｏｓａｎｔｈｅｓ) ＯＥＬ１７５６４.１ 橡胶树 (Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ) ＸＰ＿０２１６４９１９３.１
大叶藻 (Ｚｏｓｔｅｒａ ｍａｒｉｎａ) ＫＭＺ５８０３６.１ 鲁桑 (Ｍｏｒｕｓ ａｌｂａ ｖａｒ. ｍｕｌｔｉｃａｕｌｉｓ) ＡＬＦ１２２８６.１
油棕 (Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ) ＸＰ＿０１０９１０９２８.１ 毛叶番荔枝 (Ａｎｎｏｎａ ｃｈｅｒｉｍｏｌｉａ) ＡＡＯ１６８６５.１
枣 (Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ) ＡＤＲ７８８３６.１ 蓝花耧斗菜 (Ａｑｕｉｌｅｇｉａ ｃｏｅｒｕｌｅ) ＰＩＡ３０６６８.１
金花茶 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｎｉｔｉｄｉｓｓｉｍａ ) ＡＣＭ４３５０５.１ 蓟罂粟 (Ａｒｇｅｍｏｎｅ ｍｅｘｉｃａｎａ ) ＡＣＪ７６７８６.１
猕猴桃 (Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ＰＳＳ２４６６０.１ 西洋蒲公英 (Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ) ＣＡＱ７６６９４.１
橄榄 (Ｃａｎａｒｉｕｍ ａｌｂｕｍ) ＡＥＹ７８５２８.１ 胡桃 (Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ) ＡＣＮ８６３１０.１
甜樱桃 (Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ) ＸＰ＿０２１８３０８０６.１ 葡萄 (Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ) ＡＡＢ４１０２２.１

１.２　 数据统计分析

采用 ＣｏｎｄｏｎＷ 软件和 ＣＨＩＰＳ 在线程序对 ＰＰＯ
基因的编码序列(ＣＤＳ)的有效密码子数(ＥＮｃ)、同
义密码子相对使用度 ( ＲＳＣＵ)、密码子适应指数

(ＣＡＩ)、第 ３ 位碱基 Ｇ＋Ｃ 含量(ＧＣ３ｓ)和总 Ｇ＋Ｃ 含

量(ＧＣ)等密码子偏好性参数进行统计ꎮ 将 ３４ 种植

物的 ＰＰＯ 基因的密码子使用偏性用 ＳＰＳＳ 软件进行

关联分析ꎬ进一步对 ＰＰＯ 密码子进行中性绘图分

９３４惠小涵等:莲藕 ＰＰＯ 基因密码子偏好性特征分析



析、ＥＮｃ￣ｐｌｏｔ 分析以及 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析ꎮ 利用 ＭＥＧＡ
软件并结合组间邻接法(Ｎｅｉｇｈ￣ｂｏｕｒ ｊｏｉｎｉｎｇ) 构建

ＰＰＯ 基因 ＣＤＳ 系统发育树ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 莲藕 ＰＰＯ 密码子的偏好性分析

２.１.１　 莲藕 ＰＰＯ 的 ＥＮｃ、ＧＣ、ＧＣ３ｓ 和 ＣＡＩ 分析　 由

ＣｏｎｄｏｎＷ 程序分析莲藕 ＰＰＯ 基因密码子的 ＧＣ 和

有效密码子数[１５]ꎮ 结果显示莲藕 ＰＰＯ 基因中密码

子的 ＧＣ 和 ＧＣ３ｓ 分别为 ５１􀆰 ８％和 ６６􀆰 ３％ꎬ说明莲藕

ＰＰＯ 基因中的密码子比较偏好以 Ｇ / Ｃ 结尾ꎮ ＥＮｃ
值为 ５２􀆰 １２ꎬ大于 ３５[１６]ꎬ接近 ６１ꎬ说明莲藕 ＰＰＯ 密

码子偏好性较弱ꎬ基因表达水平偏低ꎮ 莲藕 ＰＰＯ 的

ＣＡＩ 为 ０􀆰 ２０４ꎬ远小于 １ꎬ进一步证明莲藕 ＰＰＯ 对密

码子的偏好性弱ꎮ
２.１.２　 莲藕 ＰＰＯ 同义密码子相对使用度　 利用 Ｃｏｎ￣
ｄｏｎＷ、ＥＭＢＯＳＳ 在线程序分析各基因的 ＲＳＣＵ 值[１７]ꎮ
同义密码子的相对使用度(ＲＳＣＵ)是指在不影响基因

编码的氨基酸组成情况下ꎬ密码子的实际频率与期望

密码子频率的比值ꎬ它能够直接反应密码子的使用偏

好性[１８]ꎮ 若 ＲＳＣＵ 大于 １ 则表示密码子的偏好性较

强ꎬＲＳＣＵ 小于 １ 则表示密码子偏好性较弱ꎬＲＳＣＵ 值

接近于 １ 则表示密码子没有偏好性[１９]ꎮ 计算结果

(表 ２)表明ꎬ在莲 ＰＰＯ 基因密码子中ꎬＲＳＣＵ<１ 的有

３５ 个密码子ꎬＲＳＣＵ＝ １ 的有 ３ 个密码子ꎬＲＳＣＵ>１ 的

有 ２４ 个密码子ꎬ其中 ＣＡＧ、ＵＣＧ、ＡＧＧ ３ 个密码子的

ＲＳＣＵ 值均大于 ２ꎬ说明莲藕 ＰＰＯ 密码子中共有 ２４ 个

具有偏好性ꎬ其中有 ３ 个偏好性极强ꎮ
２.２　 不同物种间 ＰＰＯ 密码子偏好性分析

２.２.１　 不同物种间 ＥＮｃ、ＲＳＣＵ 及 ＧＣ 分析　 不同物

种间 ＰＰＯ 基因密码子偏好性参数如表 ３ 所示ꎬ发现

单子叶、双子叶植物 ＰＰＯ 基因的 ＣＡＩ 值相近ꎮ 且范

围为０.１６５~ ０􀆰 ３１８ꎬ远小于 １ꎬ表明这 ３４ 个物种 ＰＰＯ
密码子使用偏好性都较弱ꎮ 单子叶植物凤梨、二穗短

柄草、小麦等 ＰＰＯ 基因的 ＥＮｃ 值为３１.００~ ３８􀆰 ００ꎬ平
均值为 ３６􀆰 ８５ꎬ双子叶植物莲、苹果、木薯等 ＰＰＯ 基因

的 ＥＮｃ 值为４９.００~５６􀆰 ００ꎬ平均值为 ５３􀆰 ０８ꎬ表明这些

物种的 ＰＰＯ 密码子偏好性及基因表达水平有差异ꎬ
单子叶植物的 ＰＰＯ 基因表达高于双子叶植物ꎬ与基

于 ＣＡＩ 的分析结果相同ꎮ ３４ 个物种的 ＧＣ３ｓ 为

０.１７４~０􀆰 ９４７ꎬ均值为 ０􀆰 ６８２ꎬＧＣ 为０.３４２~０􀆰 ７０４ꎬ均值

为 ０􀆰 ５６９ꎮ 表明不同物种 ＰＰＯ 更偏向于 Ｇ / Ｃ 结尾的

密码子ꎮ 其中有 １０ 种单子叶植物的 ＧＣ３ｓ 含量均大

于 ０􀆰 ８ꎬ偏向于Ｇ / Ｃ 结尾的密码子ꎬ谷子(Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉ￣
ｃａ)对 Ｇ / Ｃ 结尾的密码子的偏性最强ꎮ 双子叶植物

中的 ＧＣ 含量均分布在 ０􀆰 ５ 左右ꎬ其中蓟罂粟(Ａｒｇｅ￣
ｍｏｎｅ ｍｅｘｉｃａｎ)的 ＧＣ３ｓ 为 ０.３４２ꎬ偏向于 Ａ / Ｕ 结尾的

密码子ꎮ ３４ 个物种 ＰＰＯ 密码子偏好性的 ＲＳＣＵ
值[２０]分析结果表明ꎬＲＣＳＵ 值>１􀆰 ０ 的密码子数最多

有 ３１ 个(大叶藻、橡胶树和木薯)ꎻ最少的有 ２４ 个(莲
藕)ꎮ ＲＳＣＵ 值>１􀆰 ５ 的密码子数最多有 ２５ 个(大麦)ꎻ
最少有 ６ 个(可可、金茶花和葡萄)ꎮ

表 ２　 莲藕 ＰＰＯ 的密码子偏性分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｄｏｎ ｂｉａｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＰＯ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌｏｔｕｓ ｒｏｏｔ

氨基酸 密码子 数目
相对同一
密码子
使用度

氨基酸 密码子 数目
相对同一
密码子
使用度

Ｐｈｅ ＵＵＵ ５ ０.４３ Ｓｅｒ ＵＣＵ ５ ０.８１
ＵＵＣ １８ １.５７ ＵＣＣ ６ ０.９７

Ｌｅｕ ＵＵＡ ２ ０.２３ ＵＣＡ ３ ０.４９
ＵＵＧ １３ １.４７ ＵＣＧ １３ ２.１１
ＣＵＵ ８ ０.９１ Ｐｒｏ ＣＣＵ ８ ０.７０
ＣＵＣ １２ １.３６ ＣＣＣ １７ １.４８
ＣＵＡ ３ ０.３４ ＣＣＡ １２ １.０４
ＣＵＧ １５ １.７０ ＣＣＧ ９ ０.７８

Ｉｌｅ ＡＵＵ ７ ０.９１ Ｔｈｒ ＡＣＵ ３ ０.４６
ＡＵＣ ９ １.１７ ＡＣＣ １２ １.８５
ＡＵＡ ７ ０.９１ ＡＣＡ ２ ０.３１

Ｍｅｔ ＡＵＧ １８ １.００ ＡＣＧ ９ １.３８
Ｖａｌ ＧＵＵ ８ ０.８６ Ａｌａ ＧＣＵ １４ １.３０

ＧＵＣ ８ ０.８６ ＧＣＣ ２０ １.８６
ＧＵＡ ５ ０.５４ ＧＣＡ ４ ０.３７
ＧＵＧ １６ １.７３ ＧＣＧ ５ ０.４７

Ｔｙｒ ＵＡＵ ５ ０.４５ Ｃｙｓ ＵＧＵ ２ ０.４４
ＵＡＣ １７ １.５５ ＵＧＣ ７ １.５６
ＵＡＧ ０ ０ Ｔｒｐ ＵＧＧ ８ １.００

Ｈｉｓ ＣＡＵ ２ ０.３３ Ａｒｇ ＣＧＵ ６ １.００
ＣＡＣ １０ １.６７ ＣＧＣ ４ ０.６７

Ｇｌｎ ＣＡＡ ７ ０.８２ ＣＧＡ ３ ０.５０
ＣＡＧ １０ ２.２８ ＣＧＡ ４ ０.６７

Ａｓｎ ＡＡＵ １１ ０.８１ Ｓｅｒ ＡＧＵ ５ ０.８１
ＡＡＣ １６ １.１９ ＡＧＣ ５ ０.８１

Ｌｙｓ ＡＡＡ １１ ０.４８ Ａｒｇ ＡＧＡ ５ ０.８１
ＡＡＧ ３５ １.５２ ＡＧＧ １４ ２.３３

Ａｓｐ ＧＡＵ １１ ０.５１ Ｇｌｙ ＧＧＵ ９ ０.９５
ＧＡＣ ３２ １.４９ ＧＧＣ ９ ０.９５

Ｇｌｕ ＧＡＡ １２ ０.７３ ＧＧＡ １１ １.１６
ＧＡＧ ２１ １.２７ ＧＧＧ ９ ０.９５

Ｐｈｅ:苯丙氨酸ꎻＬｅｕ:亮氨酸ꎻＩｌｅ:异亮氨酸ꎻＭｅｔ:蛋氨酸ꎻＶａｌ:缬氨酸ꎻ
Ｔｙｒ:酪氨酸ꎻＨｉｓ:组氨酸ꎻＧｌｕ:谷氨酰胺ꎻＡｓｕ:天冬酰胺ꎻＬｙｓ:赖氨酸ꎻ
Ａｓｐ:天冬氨酸ꎻＧｌｕ:谷氨酸ꎻＳｅｒ:丝氨酸ꎻＰｒｏ:脯氨酸ꎻＴｈｒ:苏氨酸ꎻ
Ａｌａ:丙氨酸ꎻＣｙｓ:半胱氨酸ꎻＴｒｐ:色氨酸ꎻＡｒｇ:精氨酸ꎻＧｌｙ:甘氨酸ꎮ
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表 ３　 不同物种间 ＰＰＯ 的偏好性参数分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＰＯ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

物种　 　 　 ＥＮｃ ＧＣ ＧＣ３ｓ ＣＡＩ ＲＳＣＵ>１.０ ＲＳＣＵ>１.５

凤梨 (Ａｎａｎａｓ ｃｏｍｏｓｕｓ) ３８.８８ ０.６３８ ０.８４６ ０.２６８ ２５ ２３

二穗短柄草 (Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔｅｃｈｙｏｎ) ３６.２９ ０.６６６ ０.８８５ ０.２９３ ２７ ２０

小麦 (Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ) ３１.３０ ０.６８６ ０.９４７ ０.２９３ ２７ ２４

玉米 (Ｚｅａ ｍａｙｓ) ３５.８３ ０.６６９ ０.８８９ ０.２９６ ２８ ２４

谷子 (Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ) ３１.２９ ０.７０２ ０.９５３ ０.３００ ２７ ２３

高粱 (Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ) ３４.４０ ０.６７２ ０.８９５ ０.３１８ ２７ ２３

日本水稻 (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｇｒｏｕｐ) ３１.４７ ０.６９２ ０.９４３ ０.２９５ ２６ ２４

节节麦 (Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉ ｓｕｂｓｐ. Ｔａｕｓｃｈｉｉ) ３１.２６ ０.６８６ ０.９４７ ０.２９８ ２７ ２４

大麦 (Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ ｓｕｂｓｐ. Ｖｕｌｇａｒｅ) ３３.４７ ０.６８５ ０.９１７ ０.２７９ ２５ ２５

二型花属 (Ｄｉｃｈａｎｔｈｅｌｉｕｍ ｏｌｉｇｏｓａｎｔｈｅｓ) ３１.５５ ０.７０４ ０.９４６ ０.２９３ ２７ ２４

大叶藻 (Ｚｏｓｔｅｒａ ｍａｒｉｎａ) ５４.３９ ０.４９９ ０.４８９ ０.２１０ ３１ １１

油棕 (Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ) ５２.０８ ０.５６３ ０.６７７ ０.２２３ ２８ １０

莲 (Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ) ５２.９８ ０.５４０ ０.６５７ ０.２０３ ２４ １２

苹果 (Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ) ５６.２９ ０.５０５ ０.５５４ ０.１９７ ２７ ８

木薯 (Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ) ４９.８７ ０.４２５ ０.３６０ ０.２０６ ３１ １０

川桑 (Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ) ５６.２９ ０.５０５ ０.５５４ ０.１９７ ２７ ８

毛果杨 (Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ) ５４.８９ ０.４４８ ０.３８８ ０.２０１ ２８ ８

可可 (Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ) ５６.２５ ０.４５３ ０.４４１ ０.２０８ ２７ ６

白梨 (Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ) ５２.１７ ０.５２６ ０.６２０ ０.２２７ ２６ ８

沙梨 (Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ) ５２.４２ ０.５２４ ０.６２１ ０.２３０ ２６ ８

榅桲 (Ｃｙｄｏｎｉａ ｏｂｌｏｎｇａ) ５２.６２ ０.５２４ ０.６３５ ０.２３２ ２６ ９

橡胶树 (Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ) ５２.７３ ０.４３０ ０.３７２ ０.２０５ ３１ １３

鲁桑 (Ｍｏｒｕｓ ａｌｂａ ｖａｒ. ｍｕｌｔｉｃａｕｌｉｓ) ５６.７１ ０.５０８ ０.５６１ ０.２０４ ２９ ８

毛叶番荔枝 (Ａｎｎｏｎａ ｃｈｅｒｉｍｏｌｉａ) ４４.２６ ０.５９４ ０.７８１ ０.２４０ ３０ １７

蓝花耧斗菜 (Ａｑｕｉｌｅｇｉａ ｃｏｅｒｕｌｅａ) ４８.７７ ０.４２１ ０.３１７ ０.１６５ ２５ １５

蓟罂粟 (Ａｒｇｅｍｏｎｅ ｍｅｘｉｃａｎａ) ３８.６７ ０.３４２ ０.１７４ ０.１８４ ２８ ２１

西洋蒲公英 (Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ) ５６.１６ ０.４６２ ０.４４１ ０.２２７ ２７ １０

胡桃 (Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ) ５６.０９ ０.４８６ ０.５０５ ０.２３８ ２７ ８

葡萄 (Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ) ５７.９２ ０.４８８ ０.５０９ ０.２１３ ２９ ６

枣 (Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ) ５８.２３ ０.４６１ ０.４３８ ０.２１０ ２７ ７

金花茶 (Ｃａｍｅｌｌｉａ ｎｉｔｉｄｉｓｓｉｍａ) ５７.４１ ０.４８７ ０.４９０ ０.１８９ ２９ ６

猕猴桃 (Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ) ５１.７５ ０.５６１ ０.７０２ ０.２０１ ２６ １３

橄榄 (Ｃａｎａｒｉｕｍ ａｌｂｕｍ) ５１.６４ ０.４３２ ０.３７３ ０.２１６ ２８ ９

甜樱桃 (Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ) ５３.５８ ０.５１０ ０.５７８ ０.１８２ ２８ ８
ＥＮｃ:有效密码子数ꎻＧＣ:Ｇ＋Ｃ 含量ꎻＧＣ３ｓ:第 ３ 位 Ｇ＋Ｃ 含量ꎻＣＡＩ:密码子适应指数ꎻＲＳＣＵ:同义密码子相对使用度ꎮ

２.２.２　 ＰＰＯ 碱基组成分析 　 用 ＳＰＳＳ 软件对 ＰＰＯ
密码子成分进行相关性分析[２１]ꎬ对 ＧＣ、ＧＣ３ｓ、ＥＮｃ、
ＣＡＩ、密码子偏爱指数(ＣＢＩ)、最优密码子使用频率

(Ｆｏｐ)、第 ３ 位碱基 Ｕ 含量(Ｕ３ｓ)、第 ３ 位碱基 Ａ 含

量(Ａ３ｓ)之间的两两相关性进行分析[２２]ꎮ 表 ４ 中

ＥＮｃ 与 Ｕ３ｓ、Ａ３ｓ 这两个参数呈正相关ꎬＥＮｃ 和 ＧＣ、
ＧＣ３ｓ、ＣＡＩ、ＣＢＩ、Ｆｏｐ 这 ５ 个参数呈负相关ꎬ说明 ＰＰＯ
密码子偏好性越强ꎬ其碱基中 ＧＣ 越高ꎮ 如图 １Ａ 所

示ꎬＰＰＯ 分布在中性分析图回归线的两侧ꎬ第 １、２
位碱基 Ｇ＋Ｃ 含量(ＧＣ１２)和 ＧＣ３ｓ 的线性回归系数

(斜率)为０.０９６ ８ꎬ且在相关性分析中存在极显著相

关(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 由此推断ꎬ密码子的偏好性主要受突

变影响ꎮ 如图 １Ｂ 所示ꎬ在 ＥＮｃ￣ｐｌｏｔ 分析中ꎬＰＰＯ 基

因密码子分布在标准曲线附近ꎬ再次验证其密码子

偏好性仅受突变影响ꎮ 此外ꎬ图 １Ｃ 显示ꎬ在 ＰＲ２￣
ｐｌｏｔ 分析中ꎬ基因较多集中在图的中间位置ꎬ即密码

１４４惠小涵等:莲藕 ＰＰＯ 基因密码子偏好性特征分析



子 Ｃ＋Ｇ 和 Ａ＋Ｕ 频率基本相同ꎬ同时有较少的基因

出现在平面图的其他位置ꎬ表明多数物种 ＰＰＯ 密码

子偏好模式主要受突变压力作用ꎮ

表 ４　 ＰＰＯ 密码子成分相关分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＰＯ ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

参数　 　 ＧＣ ＧＣ３ｓ ＥＮｃ ＣＡＩ ＣＢＩ Ｆｏｐ Ｕ３ｓ Ａ３ｓ

ＧＣ １.０００

ＧＣ３ｓ ０.９９４∗∗ １.０００

ＥＮｃ －０.７８１ －０.７４９ １.０００

ＣＡＩ ０.８９５∗∗ ０.８７６∗∗ －０.８３６∗∗ １.０００

ＣＢＩ ０.９６３∗∗ ０.９４７∗∗ －０.８３３∗∗ ０.９６２∗∗ １.０００

Ｆｏｐ ０.９６４∗∗ ０.９４９∗∗ －０.８３０∗∗ ０.９６７∗∗ ０.９９９∗∗ １.０００

Ｕ３ｓ －０.９９１∗∗ －０.９９８∗∗ ０.７４１∗∗ －０.８７２∗∗ －０.９４５∗∗ －０.９４８∗∗ １.０００

Ａ３ｓ －０.９９２∗∗ －０.９９５∗∗ ０.７５２∗∗ －０.８６９∗∗ －０.９４１∗∗ －０.９４４∗∗ ０.９８８∗∗ １.０００

ＧＣ、ＧＣ３ｓ、ＥＮｃ、ＣＡＩ 见表 ３ 注ꎻＣＢＩ:密码子偏爱指数ꎻＦｏｐ:最优密码子使用频率ꎻＵ３ｓ:第 ３ 位碱基 Ｕ 含量ꎻＡ３ｓ:第 ３ 位碱基 Ａ 含量ꎮ∗∗表示在 ０.０１
水平上显著相关ꎮ

图 １　 ＰＰＯ 中性分析图(Ａ)、ＥＮｃ￣ｐｌｏｔ 分析图(Ｂ)、ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析(Ｃ)
Ｆｉｇ.１　 Ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｐｌｏｔ (Ａ)ꎬ ＥＮｃ￣ｐｌｏｔ (Ｂ) ａｎｄ ＰＲ２￣ｐｌｏｔ (Ｃ) ｏｆ ＰＰＯ

２.２.３　 密码子选用偏好性和 ＣＤＳ 序列的系统聚类

　 ３４ 个物种 ＰＰＯ 基因的密码子通过邻接法[２３]进行

系统聚类分析[２４]ꎬ如图 ２ 所示ꎮ 在系统发育树中ꎬ
３４ 个物种大致按照原本的单子叶和双子叶植物进

行分类ꎬ说明单子叶植物和双子叶植物的 ＰＰＯ 密码

子偏好模式不同ꎮ 单子叶植物玉米、高粱、大麦、节
节麦归为一小类ꎬ且同属禾本科ꎬ表明亲缘关系相近

的物种表现出相近的 ＰＰＯ 密码子使用偏好性ꎮ 但

是同属蔷薇科的苹果和白梨、沙梨没有优先聚类ꎬ且
遗传距离大于不同属苹果和川桑ꎬ同属禾本科的小

麦和日本水稻也遗传距离较远ꎬ表明不同物种 ＰＰＯ
密码子偏好性的差异与物种进化没有必然联系ꎮ 整

体来看ꎬ莲藕 ＰＰＯ 与其他植物 ＰＰＯ 有较高同源性ꎮ
其中莲藕 ＰＰＯ 与葡萄 ＰＰＯ 的亲缘关系最近ꎬ与猕

猴桃 ＰＰＯ 的亲缘关系相对于其他植物较近ꎮ
２.３　 莲藕 ＰＰＯ 基因受体系统的选择

探究相关基因的功能特征常用的研究植物为拟

南芥[２５] 和烟草[２６]ꎬ基因原核表达和真核表达系统

常用大肠杆菌[２７￣３０]和酵母菌[３１]为受体ꎮ 目前ꎬ莲藕

的遗传转换没有成熟体系ꎬＰＰＯ 相关基因的调控网

络并不明确ꎬ莲藕 ＰＰＯ 基因的研究通常需要异源表

达[３２]ꎬ借助如大肠杆菌、酵母菌等遗传转换体系成

熟的受体ꎮ 不同物种存在密码子使用模式差异ꎬ在
异源表达过程中ꎬ应采用密码子使用模式较为相似

的受体ꎬ提高转录、翻译效率ꎬ进而提高表达量ꎮ 将

莲藕 ＰＰＯ 密码子分别与大肠杆菌、酵母菌、拟南芥、
烟草基因组密码子使用频率进行对比分析ꎮ 结果表

明莲藕 ＰＰＯ 基因与大肠杆菌有 ２０ 组密码子有较大

的差别ꎬ而与酵母有 ２７ 组密码子存在较大差别(表
５)ꎬ说明大肠杆菌真核异源表达系统更适用于莲藕

ＰＰＯ 异源表达ꎮ 莲藕 ＰＰＯ 基因与拟南芥基因密码

子存在较大差别的有 １９ 组ꎬ与烟草基因密码子存在

较大差别的有 ２１ 组ꎬ说明在莲藕 ＰＰＯ 基因遗传转

化试验中ꎬ拟南芥更适合作为异源受体ꎮ
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图 ２　 莲藕基于 ＰＰＯ 密码子 ＣＤＳ 序列的系统聚类

Ｆｉｇ.２　 Ｓｙｓｔｅｍ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｏｔｕｓ ｒｏｏｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＣＤＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰＰＯ ｃｏｄｏｎ

表 ５　 莲藕 ＰＰＯ 基因与部分模式生物基因组密码子使用偏性比较

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰＰＯ ｉｎ ｌｏｔｕｓ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｏｄｅｌ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ

密码子 氨基酸

密码子使用频率 (％)

ＰＰＯ 拟南芥
基因组(Ａｔ)

烟草
基因组(Ｎｔ)

大肠杆菌
基因组(Ｅｃ)

酵母菌
基因组(Ｓｃ)

密码子使用频率比值

ＰＰＯ / Ａｔ ＰＰＯ / Ｎｔ ＰＰＯ / Ｅｃ ＰＰＯ / Ｓｃ

ＧＣＡ Ａｌａ ０.０６７ ０.１７５ ０.２３１ ０.２０６ ０.１６１ ０.３８ ０.２９ ０.３３ ０.４２

ＧＣＣ Ａｌａ ０.３３４ ０.１０３ ０.１２５ ０.２５５ ０.１２５ ３.２４ ２.６７ １.３１ ２.６７

ＧＣＧ Ａｌａ ０.０８４ ０.０９０ ０.０５８ ０.３１７ ０.０６１ ０.９３ １.４５ ０.２６ １.３８

ＧＣＵ Ａｌａ ０.２３４ ０.２８３ ０.３１２ ０.１５６ ０.２１１ ０.８３ ０.７５ １.５０ １.１１

ＵＧＣ Ｃｙｓ ０.１１７ ０.０７２ ０.０７２ ０.０６９ ０.０４７ １.６３ １.６３ １.７０ ２.４９

ＵＧＵ Ｃｙｓ ０.０３３ ０.１０５ ０.０９８ ０.０５５ ０.０８０ ０.３１ ０.３４ ０.６０ ０.４１

ＧＡＣ Ａｓｐ ０.５３５ ０.１７２ ０.１６９ ０.１８６ ０.２０２ ３.１１ ３.１７ ２.８８ ２.６５

ＧＡＵ Ａｓｐ ０.１８４ ０.３６７ ０.３６９ ０.３２１ ０.３７８ ０.５０ ０.５０ ０.５７ ０.４９

ＧＡＡ Ｇｌｔ ０.２０１ ０.３４３ ０.３６０ ０.３８２ ０.４８５ ０.５９ ０.５６ ０.５３ ０.４１

ＧＡＧ Ｇｌｔ ０.３５１ ０.３２３ ０.２９４ ０.１７７ ０.１９１ １.０９ １.１９ １.９８ １.８４

ＵＵＣ Ｐｈｅ ０.３０１ ０.２０７ ０.１８０ ０.１６９ ０.１８２ １.４５ １.６７ １.７８ １.６５

ＵＵＵ Ｐｈｅ ０.０８４ ０.２１８ ０.２５１ ０.２３２ ０.２６１ ０.３９ ０.３３ ０.３６ ０.３２

ＧＧＡ Ｇｌｙ ０.１８４ ０.２４２ ０.２３２ ０.０９０ ０.１０９ ０.７６ ０.７９ ２.０４ １.６９

ＧＧＣ Ｇｌｙ ０.１５１ ０.０９２ ０.１１２ ０.２７９ ０.０９７ １.６４ １.３５ ０.５４ １.５６

ＧＧＧ Ｇｌｙ ０.１５１ ０.１０２ ０.１０５ ０.１１３ ０.０６０ １.４８ １.４４ １.３４ ２.５２

ＧＧＵ Ｇｌｙ ０.１５１ ０.２２２ ０.２２３ ０.２４４ ０.２４０ ０.６８ ０.６８ ０.６２ ０.６３

ＣＡＣ Ｈｉｓ ０.１６７ ０.０８７ ０.０８７ ０.０９８ ０.０７７ １.９２ １.９２ １.７０ ２.１７

３４４惠小涵等:莲藕 ＰＰＯ 基因密码子偏好性特征分析



续表５　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ５

密码子 氨基酸

密码子使用频率 (％)

ＰＰＯ 拟南芥
基因组(Ａｔ)

烟草
基因组(Ｎｔ)

大肠杆菌
基因组(Ｅｃ)

酵母菌
基因组(Ｓｃ)

密码子使用频率比值

ＰＰＯ / Ａｔ ＰＰＯ / Ｎｔ ＰＰＯ / Ｅｃ ＰＰＯ / Ｓｃ

ＣＡＵ Ｈｉｓ ０.０３３ １.３８０ ０.１３４ ０.１３６ ０.１３７ ０.０２ ０.２５ ０.２４ ０.２４

ＡＵＡ Ｉｌｅ ０.１１７ ０.１２６ ０.１４０ ０.０５４ ０.１７８ ０.９３ ０.８４ ２.１７ ０.６６

ＡＵＣ Ｉｌｅ ０.１５１ ０.１８５ ０.１３９ ０.２４２ ０.１７０ ０.８２ １.０９ ０.６２ ０.８９

ＡＵＵ Ｉｌｅ ０.１１７ ０.２１５ ０.２７８ ０.２９８ ０.３０４ ０.５４ ０.４２ ０.３９ ０.３８

ＡＡＡ Ｌｙｓ ０.１８４ ０.３０８ ０.３２６ ０.３３２ ０.４２２ ０.６０ ０.５６ ０.５５ ０.４４

ＡＡＧ Ｌｙｓ ０.５８５ ０.３２７ ０.３３５ ０.１０７ ０.３０７ １.７９ １.７５ ５.４７ １.９１

ＣＵＡ Ｌｅｕ ０.０５０ ０.０９９ ０.０９４ ０.０４０ ０.１３１ ０.５１ ０.５３ １.２５ ０.３８

ＣＵＣ Ｌｅｕ ０.２０１ ０.１６１ ０.１２３ ０.１１０ ０.０５４ １.２５ １.６３ １.８３ ３.７２

ＣＵＧ Ｌｅｕ ０.２５１ ０.０９８ ０.１０２ ０.５０９ ０.１０４ ２.５６ ２.４６ ０.４９ ２.４１

ＣＵＵ Ｌｅｕ ０.１３５ ０.２４１ ０.２４０ ０.１１７ ０.１２１ ０.５６ ０.５６ １.１５ １.１２

ＵＵＡ Ｌｅｕ ０.０３３ ０.１２７ ０.１３４ ０.１３９ ０.２６７ ０.２６ ０.２５ ０.２４ ０.１２

ＵＵＧ Ｌｅｕ ０.２１７ ０.２０９ ０.２２３ ０.１４０ ０.２７０ １.０４ ０.９７ １.５５ ０.８０

ＡＵＧ Ｍｅｔ ０.３０１ ０.２４５ ０.２５０ ０.２７０ ０.２０９ １.２３ １.２０ １.１１ １.４４

ＡＡＣ Ａｓｎ ０.２６８ ０.２０９ ０.１７９ ０.２１４ ０.２４９ １.２８ １.５０ １.２５ １.０８
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３　 讨 论

用生物信息学方法对莲藕 ＰＰＯ 密码子偏好模

式进行了系统分析研究ꎬＥＮｃ 为 ５２􀆰 １２ 以及 ＣＡＩ 为

０􀆰 ２０４ 均表明莲藕 ＰＰＯ 基因密码子偏好性较弱ꎬ基
因表达水平偏低ꎮ ＧＣ３ｓ 为 ６６􀆰 ３％ꎬ表明 ＰＰＯ 基因

密码子较偏好以 Ｇ / Ｃ 结尾的密码子ꎮ 这一结果不

符合大部分双子叶植物密码子偏好使用 Ａ / Ｕ 结尾

的特征[３３]ꎬ这可能是在进化过程中受突变的影响ꎬ
密码子偏好由 Ａ、Ｕ 变为 Ｇ、Ｃꎬ密码子偏好性产生变

化的具体机制和原因还有待深入研究ꎮ
中性绘图分析、ＥＮｃ￣ｐｌｏｔ 分析和 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析

结果表明ꎬ多数物种 ＰＰＯ 密码子偏好模式主要受突

变压力影响ꎬ其中少数物种 ＰＰＯ 受突变作用压力和

其他因素的综合作用ꎮ ３４ 个物种 ＰＰＯ 基因的偏好

性分析结果显示ꎬ不同物种 ＰＰＯ 基因的 ＥＮｃ 值和

ＣＡＩ 值均不相同ꎬＰＰＯ 基因在各物种内密码子使用

偏好性较弱ꎬ单子叶植物 ＰＰＯ 基因表达高于双子叶

植物ꎬ但基因表达量普遍不高ꎮ 经过长期的自然进

化ꎬ在突变压力、自然选择和基因功能等各方面综合

影响下[３４]ꎬ密码子的偏好模式会出现差异ꎬ整体来

说ꎬ亲缘关系相近的物种的基因密码子偏好模式比

较相似ꎮ 分析不同物种基因的密码子偏好模式和聚

类对物种间系统分类和亲缘关系研究有重要的参考

意义ꎮ
表达翻译水平与密码子偏好性相关ꎬ本研究结

果对莲藕 ＰＰＯ 基因进行简并引物设计、点突变引入

等试验提供了参考价值ꎮ 目前ꎬ莲藕的遗传转换没

有成熟体系ꎬＰＰＯ 相关基因的调控网络并不明确ꎬ
莲藕 ＰＰＯ 基因的研究通常需要异源表达ꎬ借助如大

肠杆菌、酵母菌等遗传转换体系成熟的受体ꎮ 本研

究通过比较莲藕与拟南芥、拟南芥、大肠杆菌、酵母

菌的 ＰＰＯ 基因密码子使用模式的差异ꎬ发现大肠杆

菌真核异源表达系统更适用于莲藕 ＰＰＯ 异源表达

试验ꎬ在莲藕 ＰＰＯ 基因遗传转化功能验证中ꎬ拟南

芥更适用于异源受体ꎮ
通过对莲藕多酚氧化酶密码子的分析发现ꎬ该

基因密码子偏好性较弱ꎬ但较偏好以 Ｇ / Ｃ 结尾的密

码子ꎮ 这种使用偏好模式主要受突变压力作用ꎬ其
次受多种因素共同影响ꎮ 通过比较密码子使用频率

发现ꎬ大肠杆菌和拟南芥可作为莲藕目标基因异源

转化的受体ꎮ 本试验结果初步揭示了莲藕 ＰＰＯ 密

码子使用规律ꎬ对以后进一步开展转基因功能验证

模式作物的筛选有重要的指导作用ꎬ同时也可为研

究莲藕分子进化提供一定的科学依据ꎮ
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