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　 　 摘要:　 为明确山楂属植物叶绿体基因组结构与编码蛋白质的基因密码子偏好性特征ꎬ本研究利用第二代高

通量测序技术对云南山楂[Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｓｃａｂｒｉｆｏｌｉａ (Ｆｒａｎｃｈ.) Ｒｅｈｄ.]的叶绿体基因组进行测序、组装和注释ꎬ并对山楂

属 １１ 个种植物的叶绿体基因组结构、遗传多样性以及密码子偏好性进行了分析ꎮ 结果显示ꎬ山楂属植物的叶绿体

基因组长度为１５９ ６０７~ １５９ ８７５ ｂｐꎬＧ＋Ｃ 含量为３６.６％~ ３６􀆰 ７％ꎬ为标准的四分体结构ꎬＧ＋Ｃ 含量和结构变异均保

守ꎬ边界扩张收缩稳定ꎬ未发现基因组的倒置和重排现象ꎬ１１ 个种植物的简单重复序列和离散重复序列的种类和数

量存在一定的差异ꎮ 综合中性绘图分析、有效密码子数分析(ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ)、奇偶校验分析(ＰＲ２￣ｐｌｏｔ)和对应性(ＣＯＡ)
分析的结果ꎬ发现山楂属植物叶绿体基因组密码子使用不但受到碱基突变的影响ꎬ还受到选择压力的深刻影响ꎮ
对叶绿体基因组的最优密码子进行筛选ꎬ最优密码子数量为１７~ ２０ 个ꎬ其中 Ｃ. ｋａｎｓｕｅｎｓｉｓ、Ｃ. ｏｒｅｓｂｉａ、Ｃ. ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ
的最优密码子数量最多ꎬＣ. ｍａｒｓｈａｌｌｉｉ 的最优密码子数量最少ꎬ分析它们的最优密码子数据发现ꎬ山楂属植物的最

优密码子大多以 Ａ 或 Ｕ 作为第三位碱基ꎮ 基于 ＣＤＳ(蛋白质编码序列)和叶绿体全基因组构建的系统发育关系既

具有一定的相似性ꎬ也存在一些差异ꎮ 本研究结果为山楂属植物的系统发育研究和分子标记开发等工作提供了参

考依据ꎮ
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　 　 山楂属(Ｃｒａｔａｅｇｕｓ Ｌ.)为蔷薇科中起源相对古

老的属ꎬ多为小乔木或落叶灌木ꎬ主要分布于温带地

区ꎮ 山楂属植物有着非常高的经济价值ꎬ研究结果

表明ꎬ山楂作为果树在中国的种植历史可追溯至汉

代[１]ꎮ 山楂的果实含有丰富的营养物质ꎬ具有健胃

消食、抗菌消炎等功效ꎬ是一种优良的水果[２]ꎮ 除

了作为经济果树ꎬ山楂还是一类出色的园林景观植

物和街道绿化树种ꎮ 通常认为ꎬ山楂属中有 １８ 个种

原产于中国ꎬ山楂属植物中广泛存在的无融合生殖

和种间杂交现象使其外形特征发生了高度变异[３]ꎬ
进而为山楂属植物的传统分类学鉴定造成困难ꎮ

叶绿体是植物细胞中重要的细胞器之一ꎬ对于

研究植物体的光合作用和生长发育具有非常重要的

意义ꎮ 叶绿体基因组是独立于核基因组的母系遗

传ꎬ其核苷酸置换率与核基因组及线粒体基因组相

比更适宜应用于多层次的系统发育研究[４]ꎮ 随着

第二代高通量测序技术的不断完善ꎬ针对叶绿体基

因组的报道也逐渐增多ꎬ目前的研究结果表明ꎬ陆地

高等植物的叶绿体基因组长度一般介于 １２０ ~ ２００
ｋｂꎬ包含大单拷贝区(ＬＳＣ)、小单拷贝区(ＳＳＣ)、反
向重复区 ａ(ＩＲａ)和反向重复区 ｂ(ＩＲｂ)ꎮ 密码子偏

好性是指编码相同氨基酸的同义密码子频率存在差

异[５]ꎬ这种现象普遍出现在所有原核生物和真核生

物中[６]ꎮ 一般来说ꎬ密码子使用模式能够反映基因

组的起源和进化模式ꎬ不同的基因组有其独特的密

码子使用偏好性ꎬ这也使得解释这种偏好性目前还

存在一定的困难[７￣８]ꎮ
山楂属植物具有出色的经济价值和科研价值ꎬ

目前已有许多针对山楂属植物的相关研究ꎮ 例如ꎬ
有许多学者围绕山楂属植物的营养价值进行了相关

研究ꎬ均发现其有着良好的营养价值和抗氧化活

性[９￣１２]ꎬ在分子层面ꎬ张枭等[１３] 利用 ＳＳＲ 分子标记

构建了部分山楂属植物的分子条形码ꎬ为山楂属植

物的资源鉴定提供了分子层面的手段ꎬＬｉｓｔｏｎ 等[３]

基于叶绿体基因组和 ２５７ 个核基因组对山楂属植物

亚属间的杂交状况进行了评估ꎬ证实了杂交在山楂

进化中的重要作用ꎮ 具体到叶绿体基因组层面ꎬ近
年来ꎬ针对山楂属植物叶绿体基因组的研究正逐渐

被重视ꎬ部分山楂属植物的叶绿体基因组数据相继

被发表在国家生物技术信息中心(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ
ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ＮＣＢＩ)公共数据库中ꎬ
也有学者对其叶绿体基因组进行了属内的比较分

析[１４￣１５]ꎮ 然而ꎬ目前针对山楂属植物叶绿体基因组

特征和密码子偏好性的综合分析相对较少ꎮ 本研究

拟通过对云南山楂叶绿体基因组的测序、组装和注

释ꎬ综合分析山楂属 １１ 个种的植物叶绿体基因组特

征、密码子偏好性、最优密码子和系统发育关系ꎬ深
入研究山楂属植物的叶绿体基因组特征ꎬ弥补目前

对于山楂属植物密码子特征和偏好性研究的空白ꎮ
本研究旨在为山楂属植物的叶绿体基因组特征、系
统发育关系和密码子偏好性研究提供新的参考依

据ꎬ以期为山楂属植物的育种和分子标记研究提供

参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本研究所使用的新鲜植物叶片采集于云南省大

理白族自治州洱源县罗平山(９９°５２′１９􀆰 １５″Ｅꎬ ２５°
５９′５３􀆰 ３４″Ｎꎬ海拔２ １０５ ｍ)ꎬ经西南林业大学标本馆

树木学教研室李双智副教授鉴定为蔷薇科山楂属植

物云南山楂[Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｓｃａｂｒｉｆｏｌｉａ (Ｆｒａｎｃｈ.) Ｒｅｈｄ.]ꎮ
使用改良过的 ＣＴＡＢ (十六烷基三甲基溴化铵)
法[１６]从使用硅胶干燥的叶片中提取 ＤＮＡꎬ提取后

的 ＤＮＡ 送至天津诺禾致源生物科技有限公司进行

叶绿体基因组测序ꎬ使用 ＧｅｔＯｒｇａｎｅｌｌｅ 软件[１７] 组装

得到完整的叶绿体基因组ꎬ并使用拼接路径可视化

软件 Ｂａｎｄａｇｅ[１８] 验证其成环性ꎮ 以山楂[Ｃｒａｔａｅｇｕｓ
ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ(ＮＣ＿０６５４８６)]叶绿体基因组为参考ꎬ使

５０５赵振宁等:山楂属植物叶绿体基因组特征与密码子偏好性分析



用 ＣＰＧＡＶＡＳ２ 在线工具( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｈｅｒｂａｌｇｅｎｏｍ￣
ｉｃｓ.ｏｒｇ / ｃｐｇａｖａｓ / ) [１９]对云南山楂叶绿体基因组进行

注释ꎬ并使用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ Ｐｒｉｍｅ 软件[２０] 对其进行手动

调整ꎮ 注释过的云南山楂叶绿体基因组上传到

ＧｅｎＢａｎｋ 公共数据库ꎬ登录号为 ＯＰ０２１６５９ꎬ其余 １０
个山楂属植物叶绿体基因组下载于 ＮＣＢＩ 公共数据

库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )(表 １)ꎮ

表 １　 山楂属植物叶绿体基因组信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｒａ￣

ｔａｅｇｕｓ

编号 物种 登录号 长度(ｂｐ)

１ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｍａｘｉｍｏｗｉｃｚｉｉ ＮＣ＿０６５４８５ １５９ ８７５

２ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｋａｎｓｕｅｎｓｉｓ ＮＣ＿０３９３７４ １５９ ８６５

３ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｏｒｅｓｂｉａ ＮＣ＿０６５６７１ １５９ ８５１

４ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｃｈｕｎｇｔｉｅｎｅｎｓｉｓ ＮＣ＿０６５６７０ １５９ ８４７

５ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｒｈｉｐｉｄｏｐｈｙｌｌａ ＮＣ＿０６２３４５ １５９ ７８６

６ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ ＮＣ＿０５４１５５ １５９ ７６６

７ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｃｕｎｅａｔａ ＮＣ＿０５８８９６ １５９ ７３０

８ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｍａｒｓｈａｌｌｉｉ ＭＫ９２０２９３ １５９ ６６０

９ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ ＮＣ＿０６５４８６ １５９ ６５６

１０ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｓｃａｂｒｉｆｏｌｉａ ＯＰ０２１６５９ １５９ ６３７

１１ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ ＭＷ９６３３３９ １５９ ６０７

１.２　 试验方法

１.２.１ 　 重复序列分析 　 简单重复序列( Ｓｉｍｐｌｅ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔꎬＳＳＲ)在植物叶绿体基因组中有着广

泛分布ꎬ其作为一种重要的分子标记常被用作鉴定

植物品种和构建 ＤＮＡ 指纹图谱[２１]ꎮ 使用 ＭＩＳＡ￣
ｗｅｂ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂｂｌａｓｔ. ｉｐｋ￣ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ. ｄｅ / ｍｉｓａ / )对山

楂属植物简单重复序列的种类和数量进行在线分

析[２２]ꎬ将单核苷酸、二核苷酸、三核苷酸、四核苷酸、
五核苷酸、六核苷酸参数分别设置为 １０、５、４、３、３、
３ꎬ相邻 ＳＳＲ 间的最小距离为 １００ ｂｐꎮ

使用 ＲＥＰｕｔｅｒ 在线工具 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｂｉｓｅｒｖ. ｃｅ￣
ｂｉｔｅｃ.ｕｎｉ￣ｂｉｅｌｅｆｅｌｄ.ｄｅ / ｒｅｐｕｔｅｒ)分别鉴定 １１ 种山楂属

植物的离散重复序列[２３]ꎬ 设置参数: 海明距离

(Ｈａｍｍｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ)为 ３ꎬ鉴定类型选择正向重复序

列(Ｆｏｒｗａｒｄ ｒｅｐｅａｔꎬ Ｆ)、回文重复序列(Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ
ｒｅｐｅａｔꎬ Ｐ)、反向重复序列(Ｒｅｖｅｒｓｅ ｒｅｐｅａｔꎬ Ｒ)和互

补重复序列(Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｒｅｐｅａｔꎬ Ｃ)４ 种ꎬ最小重复

长度 ３０ ｂｐꎬ最大重复长度 ３００ ｂｐꎮ

１.２.２　 边界扩张收缩分析 　 叶绿体基因组为环状

结构ꎬ分为 ４ 个区域ꎬ分别为大单拷贝区(ＬＳＣ)、小
单拷贝区(ＳＳＣ)、反向重复区 ａ( ＩＲａ)和反向重复区

ｂ(ＩＲｂ)ꎬ其中反向重复区相对比较保守ꎬ其收缩与

扩张会影响叶绿体基因组 Ｇ＋Ｃ 含量和基因组大小ꎬ
边界扩展和收缩能够展现植物的遗传进化[２４]ꎻ分析

叶绿体基因组区域边界的信息ꎬ对揭示叶绿体基因

组的结构差异和进化关系具有重要的参考价值[２５]ꎮ
使用在线工具 ＣＰＪＳｄｒａｗ( ｈｔｔｐ: / / ｃｌｏｕｄ. ｇｅｎｅｐｉｏｎｅｅｒ.
ｃｏｍ:９９２９)对注释过的山楂属植物叶绿体基因组边

界可视化ꎬ分析其边界的扩张收缩情况ꎮ
１.２.３　 共线性比较分析　 以山楂属 １１ 个种的植物

叶绿体基因组为研究对象ꎬ利用 ＭＡＵＶＥ(ｈｔｔｐ: / /
ｄａｒｌｉｎｇｌａｂ.ｏｒｇ / ｍａｕｖｅ / ｍａｕｖｅ. ｈｔｍｌ) 工具对多重基因

组的保守区域、局部共线性和基因组重排倒置现象

进行鉴定ꎬ用以阐述山楂属植物的叶绿体在物种演

化过程中发生的结构变异事件[２６]ꎮ
１.３　 密码子偏好性分析

１.３. １ 　 密码子相关参数的计算 　 使用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ
Ｐｒｉｍｅ 软件手动提取每个山楂属植物叶绿体基因组

中的蛋白质编码序列(Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ＣＤＳ)ꎬ由于

编码长度较短的蛋白质的基因会使密码子偏好性的

数据存在较大的估计误差ꎬ因此在统计密码子偏好

性时ꎬ常去除长度在 ３００ ｂｐ 以下的序列ꎬ从而避免

产生统计误差[２７]ꎬ本研究筛选了山楂属植物叶绿体

基因组中具有代表性的 ４８ 个 ＣＤＳꎮ 利用 ＣＵＳＰ 在

线工具 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. Ｂｉｏｉｎ ｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｎｌ / ｅｍｂｏｓｓ￣ｅｘ￣
ｐｌｏｒｅｒ / )和 Ｃｏｎｄｏｎ Ｗ １.４.２ 统计得到了叶绿体基因

组的相对同义密码子使用度(ＲＳＣＵ)ꎬ密码子第一、
第二和第三位的 Ｇ＋Ｃ 含量(ＧＣ１、ＧＣ２、ＧＣ３)等一系

列信息ꎮ
１.３.２　 中性绘图分析 　 使用 ＧＣ１ 与 ＧＣ２ 的平均值

(ＧＣ１２)与 ＧＣ３作为数据绘制中性对比图ꎬ中性对比

图可以用来检测密码子突变压力和选择压力的平

衡ꎬ从而揭示 ＧＣ１２和 ＧＣ３的关系[２８]ꎮ 在密码子偏好

中性对比中ꎬ每个离散点表示 １ 个基因ꎬ若 ＧＣ１２与

ＧＣ３为中性ꎬ则这些点应位于对角线上ꎬ若不为中

性ꎬ这些点应出现在横坐标的平行线上[２９]ꎮ
１.３.３ 　 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析 　 有效密码子数分析(ＥＮＣ￣
ｐｌｏｔ)用于分析密码子使用受到选择压力和突变压

力的影响程度ꎬ根据各组基因密码子的 ＧＣ３和有效

密码子数(ＥＮＣ)ꎬ首先计算出预期 ＥＮＣ(预期ＥＮＣ＝
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ＧＣ３＋２＋２９ / [ＧＣ３
２ ＋(１－ＧＣ３) ２])ꎬ然后使用 Ｒ 语言

绘制 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 图ꎬ通过比较预期 ＥＮＣ 与实际 ＥＮＣ
得出突变压力和选择压力对密码子使用偏好性的影

响程度[８]ꎮ
１.３.４　 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 分析　 奇偶校验分析(ＰＲ２￣ｐｌｏｔ)用
于展现突变压力与选择压力对于密码子使用的影响

程度ꎬ分析密码子第三位碱基的 Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ 含量(分
别为 Ａ３、Ｔ３、Ｃ３、Ｇ３)ꎬ并分别以 Ｇ３ / (Ｇ３ ＋Ｃ３)和 Ａ３ /
(Ａ３＋Ｔ３)为横坐标和纵坐标进行 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 绘图ꎬ各
个基因的密码子偏好性通过其与中心点的方向和矢

量偏差表示ꎬ而图中中心点表示 Ａ ＝ Ｔ 和 Ｃ ＝Ｇꎬ即此

时基因的密码子使用无偏好性[３０]ꎮ
１.３.５　 最优密码子确定 　 最优密码子表示基因组

中使用频率最高的密码子ꎬ以 ＥＮＣ 为首选标准ꎬ将
４８ 条叶绿体基因组按照 ＥＮＣ 进行排序ꎬＥＮＣ 最高

的 ５ 个基因组归为高表达基因组ꎬＥＮＣ 最低的 ５ 个

基因组为低表达基因组ꎮ 将同时满足高频[ＲＳＣＵ
(同义密码子相对使用度) > １]和高表达[ΔＲＳＣＵ
(同义密码子相对使用度之差)≥０􀆰 ０８]的密码子作

为最优密码子ꎮ
１.３.６　 对应性分析　 使用 ＣｏｄｏｎＷ １.４.２ 基于 ＲＳＣＵ
对山楂属 １１ 个种进行对应性分析ꎬ将山楂属这 １１
个种所共有的 ４８ 个编码蛋白质的基因组按照基因

功能分为 ５ 种类型ꎬ通过分析其变异情况得到影响

其密码子偏好性的主要影响因素ꎮ

１.４　 系统发育分析

基于山楂属 １１ 个种构建叶绿体全基因组系统

发育树和 ＣＤＳ 系统发育树ꎮ 先将山楂属 １１ 个种植

物叶绿体全基因组和 ＣＤＳ 通过 ＭＡＦＦＴ ｖ.７ 软件进

行比对[３１]ꎬ比对结果通过 ｔｒｉｍＡｌ[３２] 进行修饰ꎬ修改

后的比对文件基于 ＲＡｘＭＬｖ.８ 中的 ＧＴＲ＋Ｉ＋Ｇ 模型ꎬ
采用最大似然法进行系统发育分析[３３]ꎬ设置 １ ０００
次自展值重复ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 叶绿体基因组结构

山楂属植物叶绿体基因组呈现标准的四分体结

构ꎬ分别为大单拷贝区、小单拷贝区、反向重复区 ａ
和反向重复区 ｂꎬ叶绿体基因组全长为１５９ ６０７~
１５９ ８７５ ｂｐ(图 １)ꎮ ＬＳＣ 长度为８７ ６０１~ ８７ ８７４ ｂｐꎬ
ＳＳＣ 长度为１９ １３９~ １９ ３１２ ｂｐꎬ单个反向重复区长

度为 ２６ ３４７~ ２６ ３８５ ｂｐꎮ 各个种的 Ｇ＋ Ｃ 含量为

３６.６％~３６􀆰 ７％ꎬ基因总数为１２７~ １３２ 个ꎬ其中 ｒＲＮＡ
数量均为 ８ 个ꎬｔＲＮＡ 数量除 Ｃ. ｓｃａｂｒｉｆｏｌｉａ 为 ３６ 个外

其余均为 ３７ 个ꎬ编码蛋白质的基因数量为８３~８５ 个

(表 ２)ꎮ 综合来看ꎬ山楂属植物的叶绿体基因组 Ｇ＋
Ｃ 含量相近ꎬ基因种类和数量相近ꎬ未发现 ＩＲ 区丢

失现象ꎬ叶绿体基因组长度变异较小ꎬ结构未发现明

显差异ꎮ

表 ２　 山楂属植物叶绿体基因组结构信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ

物种　 　 　 Ｇ＋Ｃ 含量
(％) ｔＲＮＡ 编码蛋白质的

基因数量(个)
基因总数

(个)
ＬＳＣ 长度
(ｂｐ)

ＳＳＣ 长度
(ｂｐ)

ＩＲ 长度
(ｂｐ)

Ｃ. ｍａｘｉｍｏｗｉｃｚｉｉ ３６.６ ３７ ８５ １３２ ８７ ８７４ １９ ２３３ ２６ ３８４

Ｃ. ｋａｎｓｕｅｎｓｉｓ ３６.６ ３７ ８５ １３２ ８７ ８１５ １９ ２８２ ２６ ３８４

Ｃ. ｏｒｅｓｂｉａ ３６.６ ３７ ８４ １３２ ８７ ８１９ １９ ２６４ ２６ ３８４

Ｃ. ｃｈｕｎｇｔｉｅｎｅｎｓｉｓ ３６.６ ３７ ８４ １３２ ８７ ８１５ １９ ２６４ ２６ ３８４

Ｃ. ｒｈｉｐｉｄｏｐｈｙｌｌａ ３６.７ ３７ ８３ １２８ ８７ ７７７ １９ ２４１ ２６ ３８４

Ｃ. ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ ３６.６ ３７ ８５ １３２ ８７ ８５２ １９ １４４ ２６ ３８５

Ｃ. ｃｕｎｅａｔａ ３６.６ ３７ ８４ １２９ ８７ ７７８ １９ １８４ ２６ ３８４

Ｃ. ｍａｒｓｈａｌｌｉｉ ３６.６ ３７ ８５ １３２ ８７ ６９８ １９ ２３２ ２６ ３６５

Ｃ. ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ ３６.７ ３７ ８５ １３２ ８７ ７４９ １９ １３９ ２６ ３８４

Ｃ. ｓｃａｂｒｉｆｏｌｉａ ３６.７ ３６ ８３ １２７ ８７ ７３０ １９ １３９ ２６ ３８４

Ｃ. ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ ３６.６ ３７ ８５ １３１ ８７ ６０１ １９ ３１２ ２６ ３４７

ＬＳＣ:大单拷贝区ꎻＳＳＣ:小单拷贝区ꎻＩＲ:反向重复区ꎮ
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图 １　 山楂属植物叶绿体基因组图谱

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｍａｐ ｏｆ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ

２.１.１　 重复序列分析　 如图 ２Ａ 所示ꎬ在本研究中ꎬ单
核苷酸、二核苷酸、四核苷酸和复合重复序列均在山

楂属植物中被检测到ꎬ在本研究所选取的山楂属植物

中ꎬ检测到的单核苷酸重复序列数量介于４１~ ５５ꎬ在
各个种中单核苷酸重复序列数量均排第一位ꎬ而单核

苷酸重复序列数量最多的物种为 Ｃ. ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓꎬ最少

的物种为 Ｃ. ｍａｒｓｈａｌｌｉｉꎮ 山楂属植物中二核苷酸重复

序列数量总体差异不大ꎬＣ. ｏｒｅｓｂｉａ 被检测到的二核

苷酸重复序列数量最少ꎬ为 １３ 个ꎬＣ. ｍａｘｉｍｏｗｉｃｚｉｉ、Ｃ.
ｋａｎｓｕｅｎｓｉｓ、Ｃ. ｃｕｎｅａｔａ、和 Ｃ. ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ 数量最多ꎬ
为 １５ 个ꎬ其余物种则为 １４ 个ꎮ 三核苷酸重复序列仅

在 Ｃ. ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ、Ｃ. ｃｕｎｅａｔａ、Ｃ. ｍａｒｓｈａｌｌｉｉ、Ｃ. ｐｉｎｎａｔｉｆｉ￣
ｄａ 和 Ｃ. ｓｃａｂｒｉｆｏｌｉａ 中被检测到ꎬ四核苷酸重复序列数

量为３~５ 个ꎬ各物种之间差异不大ꎮ 五核苷酸重复序

列仅在 Ｃ. ｍａｒｓｈａｌｌｉｉ 中被检测到ꎬ六核苷酸重复序列

仅在 Ｃ. ｃｕｎｅａｔａ 和 Ｃ. ｍａｒｓｈａｌｌｉｉ 中被检测到ꎮ 这一结
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果说明山楂属植物的简单重复序列的类型和数量有

部分相似之处ꎬ但总体来看也有一定的差异ꎮ
使用 ＲＥｐｕｔｅｒ 在线工具对 １１ 种山楂属植物叶绿

体基因组的离散重复序列进行分析ꎬ统计结果如图

２Ｂ 所示ꎬ结果显示山楂属植物离散重复序列具有一

定相似性ꎬ回文重复序列为２３~ ２８ꎬ正向重复序列为

２０~２９ꎬ其中 Ｃ. ｋａｎｓｕｅｎｓｉｓ 的回文重复序列与反向重

复序列的数量均为最多ꎬ而 Ｃ. ｍａｒｓｈａｌｌｉｉ 的 ２ 种重复

序列的数量均为最少ꎮ 反向重复序列为３~１１ 个ꎬ其
中 Ｃ. ｋａｎｓｕｅｎｓｉｓ 的反向重复序列数量远高于其他 １０
个种ꎬ为 １１ 个ꎮ 互补重复序列在 Ｃ. ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ 中检

测到的数量最多ꎬ为 ５ 个ꎬ而在 Ｃ. ｍａｘｉｍｏｗｉｃｚｉｉ 与 Ｃ.
ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ 中并未检测出互补重复序列ꎮ 总的来说

山楂属植物的离散重复序列存在着一定的差别ꎮ

图 Ａ:简单重复序列ꎻ图 Ｂ:离散重复序列ꎮ 图 Ａ 中ꎬＰ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４、Ｐ５、Ｐ６ 和 ｃ 分别表示单核苷酸、二核苷酸、三核苷酸、四核苷酸、五核苷

酸、六核苷酸和复合重复序列ꎻ图 Ｂ 中ꎬＰ:回文重复序列ꎻＦ:正向重复序列ꎻＲ:反向重复序列ꎻＣ:互补重复序列ꎮ
图 ２　 山楂属植物叶绿体基因组重复序列

Ｆｉｇ.２　 Ｒｅｐｅａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ

２.１.２　 边界扩张收缩分析　 对山楂属植物的边界

扩张收缩分析结果(图 ３)表明ꎬ山楂属 １１ 个种植

物的大单拷贝区与反向重复区 ｂ 的边界( ＪＬＢ)均

位于 ｒｐｓ１９ 基因中ꎬ除 Ｃ. ｍａｒｓｈａｌｌｉｉ 和 Ｃ. ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉ￣
ｄｅｒｉ 外ꎬ其余 ９ 个种的 ｒｐｓ１９ 基因均有 １２０ ｂｐ 位于

ＩＲｂ 区域中ꎻ反向重复区 ｂ 与小单拷贝区的边界

(ＪＳＢ)均位于 ｎｄｈＦ 中ꎬ且 ｎｄｈＦ 位于 ＩＲｂ 的长度均

为 １２ ｂｐꎻＪＳＡ 均存在于 ｙｃｆ１ 基因中ꎬ且均有１ ０７４
ｂｐ 位于 ＩＲａ 中ꎬｒｐｌ２ 为 １１ 个种植物的共有基因ꎬ均
位于大单拷贝区与反向重复区 ａ( ＪＬＡ)的左侧ꎬ其
中有 ９ 个种植物 ｒｐｌ２ 基因与 ＪＬＡ 距离为 １９０ ｂｐꎬ
而 Ｃ. ｍａｒｓｈａｌｌｉｉ 和 Ｃ. ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ 的 ｒｐｌ２ 基因与

ＪＬＡ 的距离则发生了变异ꎬ与其余 ９ 个种植物略有

不同ꎮ 总的来说ꎬ山楂属植物的叶绿体基因组进

化关系保守ꎬ结构差异较小ꎬ边界扩张收缩幅度较

为稳定ꎬ只发生了较小的变异ꎮ
２.１.３　 共线性分析 　 使用 Ｍａｕｖｅ 软件ꎬ采用多重

基因组比较法对山楂属 １１ 个种植物的叶绿体基

因组进行共线性分析ꎬ山楂属植物叶绿体基因组

结构与各个基因的排列顺序基本一致ꎬ共线性良

好ꎬ未发现倒置和重排现象ꎬ叶绿体基因组之间具

有高度相似性ꎮ

２.２　 密码子偏好性

２.２.１　 密码子组成分析 　 在研究密码子的使用偏

好性时ꎬＥＮＣ 常用于评价物种密码子偏好性的大

小ꎬ其值为２０~６１ꎬＥＮＣ 值越大表示密码子的偏好性

越弱ꎮ 一般认为ꎬＥＮＣ 值在 ３５ 以下时可表明其密

码子偏性现象较为显著[３４]ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ山楂属 １１
个种植物的叶绿体基因组平均 ＥＮＣ 为 ４６.６１~
４７􀆰 ５５ꎬ均大于 ３５ꎬ密码子偏好性较弱ꎬ密码子总 Ｇ＋
Ｃ 含量与第一、第二、第三位的 Ｇ＋Ｃ 含量均小于

５０％ꎬ且呈现出ＧＣ１>ＧＣ２>ＧＣ３的趋势ꎬ说明山楂属植

物的叶绿体基因组富含 Ａ 和 Ｔ ２ 种碱基ꎬ且偏好于

使用 Ａ、Ｔ 作为密码子第三位结尾碱基ꎮ
２.２.２　 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 绘图分析 　 若密码子的偏好性只

受突变压力的影响ꎬ则 Ａ、Ｔ 与 Ｃ、Ｇ 的使用频率应

该是完全相等的ꎮ 由图 ４ 可知ꎬ图中坐标点的分

布并不均匀ꎬ可以明显看出ꎬ右侧的坐标点多于左

侧ꎬ下方的坐标点多于上方ꎬ而分布于右下角区域

的基因数量最多ꎬ说明山楂属植物叶绿体基因组

密码子第三位碱基对于 Ｔ 的使用率大于 Ａꎬ对于 Ｇ
的使用率大于 Ｃꎬ说明其密码子偏好性不只受到突

变的影响ꎬ而是选择压力和突变压力共同作用的

结果ꎮ
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ＪＬＢ 表示 ＬＳＣ 与 ＩＲｂ 的边界ꎬＪＳＢ 表示 ＳＳＣ 与 ＩＲｂ 的边界ꎬＪＳＡ 表示 ＳＳＣ 与 ＩＲａ 的边界ꎬＪＬＡ 表示 ＬＳＣ 与 ＩＲａ 的边界ꎮ ＬＳＣ:大单拷贝区ꎻＳＳＣ:
小单拷贝区ꎻＩＲａ:反向重复区 ａꎻＩＲｂ:反向重复区 ｂ(ＩＲｂ)ꎮ

图 ３　 山楂属植物叶绿体基因组边界

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｂｏｕｎｄａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ
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表 ３　 山楂属植物叶绿体基因组密码子参数特征

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｎｄｏｎ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ

物种　 　 　 ＧＣ１(％) ＧＣ２(％) ＧＣ３(％) ＧＣａｌｌ(％) ＥＮＣ(％) ＧＣ３ｓ(％)

Ｃ. ｍａｘｉｍｏｗｉｃｚｉｉ ４５.８２ ３７.６９ ２９.１１ ３７.５５ ４６.６１ ２９.２２
Ｃ. ｋａｎｓｕｅｎｓｉｓ ４５.８４ ３７.７３ ２９.１３ ３７.６４ ４７.３２ ２９.２１
Ｃ. ｏｒｅｓｂｉａ ４５.８６ ３７.７６ ２９.１２ ３７.５６ ４７.５５ ２９.２３
Ｃ. ｃｈｕｎｇｔｉｅｎｅｎｓｉｓ ４５.８８ ３７.７９ ２９.１５ ３７.５８ ４７.３０ ２９.２２
Ｃ. ｒｈｉｐｉｄｏｐｈｙｌｌａ ４５.８５ ３７.７８ ２９.１６ ３７.５５ ４６.９５ ２９.２５
Ｃ. ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ ４５.８８ ３７.７６ ２９.１９ ３７.６５ ４７.３７ ２９.３０
Ｃ. ｃｕｎｅａｔａ ４５.８４ ３７.７５ ２９.１８ ３７.６６ ４７.１２ ２９.３３
Ｃ. ｍａｒｓｈａｌｌｉｉ ４５.８１ ３７.７４ ２９.１７ ３７.６４ ４７.２８ ２９.２５
Ｃ. ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ ４５.８３ ３７.７５ ２９.１５ ３７.６２ ４７.４３ ２９.２６
Ｃ. ｓｃａｂｒｉｆｏｌｉａ ４５.８６ ３７.８６ ２９.１６ ３７.６１ ４６.７５ ２９.２４
Ｃ. ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ ４５.８７ ３７.７７ ２９.１２ ３７.５９ ４７.３２ ２９.２８

ＧＣ１、ＧＣ２、ＧＣ３分别表示密码子第一、第二、第三位碱基的 Ｇ＋Ｃ 含量ꎻＧＣａｌｌ表示密码子总的 Ｇ＋Ｃ 含量ꎻＥＮＣ 表示有效密码子数ꎻＧＣ３ｓ表示同义密
码子第三位的 Ｇ＋Ｃ 含量ꎮ

横坐标表示 Ｇ、Ｃ 碱基偏好性ꎬ纵坐标表示 Ａ、Ｔ 碱基偏好性ꎮ
图 ４　 山楂属植物叶绿体基因组奇偶偏好性

Ｆｉｇ.４　 Ｐａｒｉｔｙ ｒｕｌｅ ２ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｆｒｏｍ Ｃｒａ￣
ｔａｅｇｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.２.３　 中性绘图分析 　 山楂属植物中性绘图分析

见图 ５ꎬ各基因的 ＧＣ３取值为２０.７４％~ ３６􀆰 ５４％ꎬＧＣ１２

的值则介于３１.７５％~ ５３􀆰 ９６％ꎬ回归系数为０.３６４~
０􀆰 ３８８ꎬＧＣ１２与 ＧＣ３的相关系数为０.３２４~ ０􀆰 ５２５ꎬ双尾

检验均未达到显著水平(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬＧＣ１２与 ＧＣ３之间

相关性不显著ꎬ选择压力对其密码子的偏好性具有

显著影响ꎬ说明山楂属植物叶绿体基因组密码子的

第一、第二位碱基与第三位碱基的组成相关性较弱ꎬ
密码子受选择压力的影响较大ꎮ

２.２.４　 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图分析　 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 绘图能够揭示

基因组密码子的 ＥＮＣ 与 ＧＣ３之间的联系ꎬ如图 ６ 所

示ꎬ坐标点大多分布在标准 ＥＮＣ 曲线下方ꎬ且大多

与预期 ＥＮＣ 差距很大ꎬ即大部分基因的实际 ＥＮＣ
小于预期值ꎬ这部分基因主要受到自然选择的影响ꎮ
仅有少数基因靠近标准曲线ꎬ即只有少数基因的密

码子偏好性主要受到突变压力的影响ꎮ 总的来说ꎬ
在本研究中ꎬ自然选择压力是供试山楂属植物叶绿

体基因组密码子偏好性的主要影响因素ꎮ
２.２.５　 山楂属植物最优密码子　 对 ４８ 个 ＣＤＳ 基因

按照 ＥＮＣ 进行排序ꎬ根据高表达基因和低表达基因

中密码子的 ＲＳＣＵ 和△ＲＳＣＵ 来确定其最优密码子ꎬ
筛选得到的最优密码子如表 ４ 所示ꎬ最优密码子数量

介于 １７~２０ 个ꎬＣ. ｋａｎｓｕｅｎｓｉｓ、Ｃ. ｏｒｅｓｂｉａ、Ｃ. ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ
的最优密码子数量最多ꎬＣ. ｍａｒｓｈａｌｌｉｉ 的最优密码子

数量最少ꎬ分析它们的最优密码子数据可知ꎬ山楂属

１１ 个种植物的最优密码子都大多以 Ａ 或 Ｕ 作为第三

位碱基ꎬ说明其最优密码子偏向于使用 Ａ 和 Ｕ 作为

结尾ꎮ 对其共有最优密码子进行分析ꎬ发现其共有最

优密码子有 １３ 个ꎬ分别为 ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ、ＣＧＡ、
ＵＧＵ、 ＣＡＡ、 ＵＵＡ、 ＵＵＵ、 ＡＧＵ、 ＵＣＵ、 ＡＣＡ、 ＵＡＵ 和

ＧＵＵꎬ其中有 ６ 个以 Ａ 作为末碱基ꎬ７ 个以 Ｕ 作为末

位碱基ꎬ共有密码子的第三位碱基均为 Ａ 和 Ｕꎮ 差异

密码子有 ７ 个ꎬ分别为 ＧＡＣ、ＧＡＡ、ＧＧＡ、ＡＵＡ、ＣＵＵ、
ＡＡＡ 和 ＡＣＣꎬ存在差异的最优密码子中ꎬ有 ４ 个以 Ａ
作为第三位碱基ꎬ２ 个以 Ｃ 作为末位碱基ꎬ１ 个以 Ｕ
作为末位碱基ꎮ 分析山楂属 １１ 个种植物的最优密码

子发现ꎬ不存在以 Ｇ 作为末位碱基的最优密码子ꎮ
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Ａ:Ｃ. ｍａｘｉｍｏｗｉｃｚｉｉꎻＢ:Ｃ.ｋａｎｓｕｅｎｓｉｓꎻＣ:Ｃ.ｏｒｅｓｂｉａꎻＤ:Ｃ.ｃｈｕｎｇｔｉｅｎｅｎｓｉｓꎻＥ:Ｃ.ｒｈｉｐｉｄｏｐｈｙｌｌａꎻＦ:Ｃ.ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓꎻＧ:Ｃ.ｃｕｎｅａｔａꎻＨ:Ｃ.ｍａｒｓｈａｌｌｉｉꎻＩ:Ｃ.ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａꎻ

Ｊ:Ｃ.ｓｃａｂｒｉｆｏｌｉａꎻＫ:Ｃ.ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉꎮ ＧＣ３表示密码子第三位碱基的 Ｇ＋Ｃ 含量ꎬＧ１２表示密码子第一、第二位碱基的 Ｇ＋Ｃ 含量的平均值ꎬＲ２表示决

定系数ꎮ
图 ５　 山楂属植物叶绿体基因组中性绘图

Ｆｉｇ.５　 Ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｆｒｏｍ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ

表 ４　 山楂属植物叶绿体基因组最优密码子

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ

物种 最优密码子

Ｃ. ｍａｘｉｍｏｗｉｃｚｉｉ ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ、ＣＧＡ、ＧＡＣ、ＵＧＵ、ＣＡＡ、ＧＡＡ、ＧＧＡ、ＡＵＡ、ＣＵＵ、ＵＵＡ、ＡＡＡ、ＵＵＵ、ＡＧＵ、ＵＣＵ、ＡＣＡ、ＵＡＵ、ＧＵＵ

Ｃ. ｋａｎｓｕｅｎｓｉｓ ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ、ＣＧＡ、ＧＡＣ、ＵＧＵ、ＣＡＡ、ＧＡＡ、ＧＧＡ、ＡＵＡ、ＣＵＵ、ＵＵＡ、ＡＡＡ、ＵＵＵ、ＡＧＵ、ＵＣＵ、ＡＣＡ、ＡＣＣ、ＵＡＵ、ＧＵＵ

Ｃ. ｏｒｅｓｂｉａ ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ、ＣＧＡ、ＧＡＣ、ＵＧＵ、ＣＡＡ、ＧＡＡ、ＧＧＡ、ＡＵＡ、ＣＵＵ、ＵＵＡ、ＡＡＡ、ＵＵＵ、ＡＧＵ、ＵＣＵ、ＡＣＡ、ＡＣＣ、ＵＡＵ、ＧＵＵ

Ｃ. ｃｈｕｎｇｔｉｅｎｅｎｓｉｓ ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ、ＣＧＡ、ＧＡＣ、ＵＧＵ、ＣＡＡ、ＧＡＡ、ＧＧＡ、ＡＵＡ、ＣＵＵ、ＵＵＡ、ＵＵＵ、ＡＧＵ、ＵＣＵ、ＡＣＡ、ＡＣＣ、ＵＡＵ、ＧＵＵ

Ｃ. ｒｈｉｐｉｄｏｐｈｙｌｌａ ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ、ＣＧＡ、ＧＡＣ、ＵＧＵ、ＣＡＡ、ＧＡＡ、ＧＧＡ、ＡＵＡ、ＣＵＵ、ＵＵＡ、ＵＵＵ、ＡＧＵ、ＵＣＵ、ＡＣＡ、ＡＣＣ、ＵＡＵ、ＧＵＵ

Ｃ. ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ、ＣＧＡ、ＧＡＣ、ＵＧＵ、ＣＡＡ、ＧＡＡ、ＧＧＡ、ＣＵＵ、ＵＵＡ、ＡＡＡ、ＵＵＵ、ＡＧＵ、ＵＣＵ、ＡＣＡ、ＡＣＣ、ＵＡＵ、ＧＵＵ

Ｃ. ｃｕｎｅａｔａ ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ、ＣＧＡ、ＧＡＣ、ＵＧＵ、ＣＡＡ、ＧＡＡ、ＧＧＡ、ＡＵＡ、ＵＵＡ、ＡＡＡ、ＵＵＵ、ＡＧＵ、ＵＣＵ、ＡＣＡ、ＡＣＣ、ＵＡＵ、ＧＵＵ

Ｃ. ｍａｒｓｈａｌｌｉｉ ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ、ＣＧＡ、ＧＡＣ、ＵＧＵ、ＣＡＡ、ＣＵＵ、ＵＵＡ、ＡＡＡ、ＵＵＵ、ＡＧＵ、ＵＣＵ、ＡＣＡ、ＡＣＣ、ＵＡＵ、ＧＵＵ

Ｃ. ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ、ＣＧＡ、ＧＡＣ、ＵＧＵ、ＣＡＡ、ＧＡＡ、ＧＧＡ、ＡＵＡ、ＣＵＵ、ＵＵＡ、ＡＡＡ、ＵＵＵ、ＡＧＵ、ＵＣＵ、ＡＣＡ、ＡＣＣ、ＵＡＵ、ＧＵＵ

Ｃ. ｓｃａｂｒｉｆｏｌｉａ ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ、ＣＧＡ、ＵＧＵ、ＣＡＡ、ＧＡＡ、ＡＵＡ、ＣＵＵ、ＵＵＡ、ＡＡＡ、ＵＵＵ、ＡＧＵ、ＵＣＵ、ＡＣＡ、ＡＣＣ、ＵＡＵ、ＧＵＵ

Ｃ. ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ ＧＣＡ、ＧＣＵ、ＡＧＡ、ＣＧＡ、ＵＧＵ、ＣＡＡ、ＧＡＡ、ＧＧＡ、ＡＵＡ、ＣＵＵ、ＵＵＡ、ＡＡＡ、ＵＵＵ、ＡＧＵ、ＵＣＵ、ＡＣＡ、ＡＣＣ、ＵＡＵ、ＧＵＵ
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Ａ~Ｋ 见图 ５ 注ꎮ ＧＣ３ 表示密码子第三位碱基 Ｇ＋Ｃ 含量ꎬＥＮＣ 表示有效密码子数ꎮ

图 ６　 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ.６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ

２.２.６　 对应性分析　 基于 ＲＳＣＵ 对山楂属植物叶绿

体基因组 ４８ 个共有 ＣＤＳ 进行对应性分析ꎬ结果显

示ꎬ其第一轴贡献率为１１.６９％~ １２􀆰 ０２％ꎬ第二轴贡

献率为 ８.７８％~ ８􀆰 ９４％ꎬ第三轴贡献率为 ８.２２％~
８􀆰 ３７％ꎬ第四轴贡献率为７.７４％~ ８􀆰 ０２％ꎬ前四轴累

计贡献率为３６.７１％~３７􀆰 ２３％ꎬ第一轴对变异的贡献

率与其他 ３ 个轴相差较大ꎬ为影响其变异的主要因

素ꎮ 为了深入分析其密码子偏好性特征ꎬ使用 ４８ 个

ＣＤＳ 的第一轴和第二轴建立平面坐标系ꎬ结果(图
７)显示ꎬ山楂属 １１ 个种植物的 ＣＤＳ 序列在平面中

的分布相似性很高ꎬ均显示遗传系统相关基因与保

守性开放阅读框的分布相对更加集中ꎬ说明这 ２ 类

功能的基因内部存在相似的密码子使用偏好性ꎮ 而

其余 ３ 种功能的基因分布相对更加分散ꎬ说明这 ３
种基因的密码子偏好性差异较大ꎮ
２.３　 系统发育分析

对基于叶绿体 ＣＤＳ 构建的系统进化树(图 ８Ａ)

与基于叶绿体全基因组构建的系统发育树(图 ８Ｂ)
进行分析ꎬ结果显示ꎬ２ 种系统发育树具有很高的相

似性ꎬＣ. ｋａｎｓｕｅｎｓｉｓ、Ｃ. ｏｒｅｓｂｉａ、Ｃ. ｃｈｕｎｇｔｉｅｎｅｎｓｉｓ、Ｃ.
ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ、Ｃ. ｍａｘｉｍｏｗｉｃｚｉｉ、Ｃ. ｒｈｉｐｉｄｏｐｈｙｌｌａ 和 Ｃ.
ｍａｒｓｈａｌｌｉｉ 在 ２ 种系统进化树中具有相同的系统发

育位置ꎮ 但 ２ 种系统发育树也显现出了一定的差

异ꎬ基于叶绿体 ＣＤＳ 构建的系统发育树显示 Ｃ. ｓｃａ￣
ｂｒｉｆｏｌｉａ 被单独归为一个远缘分支ꎬ显示其与另外 １０
个种的亲缘关系较远ꎻ基于叶绿体全基因组序列构

建的系统发育树(图 ８Ｂ)则将 Ｃ. ｃｕｎｅａｔａ 单独归为

一个远缘分支ꎮ 除此之外ꎬ基于叶绿体 ＣＤＳ 构建的

系统发育关系显示ꎬＣ. ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ 与 Ｃ. ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ 亲

缘关系密切ꎬ聚为一类ꎬ而基于叶绿体全基因组构建

的系统发育树则为 Ｃ. ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ、Ｃ. ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ 和 Ｃ.
ｓｃａｂｒｉｆｏｌｉａ 聚为一支ꎮ 总的来说ꎬ叶绿体基因组的 ２
种系统发育树展现出来的系统发育关系既存在着部

分差异ꎬ也存在着一定的相似性ꎮ
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Ａ~Ｋ 见图 ５ 注ꎮ Ａｘｉｓ１ 表示第一向量轴ꎬＡｘｉｓ２ 表示第二向量轴ꎮ
图 ７　 基于 ＲＳＣＵ 的基因对应性分析

Ｆｉｇ.７　 Ｇｅｎｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＲＳＣＵ

３　 讨论与结论

植物叶绿体全基因组长度大多为１２０~ ２００ ｋｂꎬ

包含植物体丰富的遗传学信息[３５]ꎮ 随着第二代高

通量测序技术的发展和测序成本的降低ꎬ已有大量

的叶绿体基因组数据被上传至 ＧｅｎＢａｎｋ 公共数据
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Ａ:基于叶绿体基因组 ＣＤＳ 序列的系统进化树ꎻＢ:基于叶绿体全基因组序列的系统进化树ꎮ
图 ８　 基于 ＣＤＳ 序列和叶绿体全基因组构建的山楂属物种系统发育树

Ｆｉｇ.８　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＣＤＳ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ

库ꎬ为植物的系统发育和分子标记研究提供了重要

的参考ꎮ 本研究对山楂属 １１ 个种的植物叶绿体基

因组进行了系统发育与密码子偏好性分析ꎬ对于深

入研究山楂属植物的进化关系具有一定的意义ꎮ 本

研究选取了山楂属 １１ 个种的植物叶绿体基因组进

行分析ꎬ结果显示ꎬ山楂属植物的叶绿体基因组结构

保守ꎬ叶绿体基因组长度变异较小ꎬ未发现任何基因

组倒置和重排现象ꎬ这与悬钩子属植物叶绿体基因

组的情况相似[３６]ꎬ但在樟科植物的研究中发现ꎬＩＲ
区存在着部分基因重排现象[３７]ꎬ这与本研究的结果

存在一定的差异ꎮ 重复序列包含植物体的重要进化

信息ꎬ是控制植物体生长发育的重要部分ꎬ重复序列

的差异会对植物的遗传发育产生重要影响[３８]ꎬ对所

选取的山楂属植物的离散重复序列进行分析ꎬ发现

正向重复序列、回文重复序列、反向重复序列 ３ 种离

散重复序列在山楂属 １１ 个种植物中均有分布ꎬ而互

补重复序列在 Ｃ. ｍａｘｉｍｏｗｉｃｚｉｉ 与 Ｃ. ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ 中
并未检测出ꎬ推断 Ｃ. ｍａｘｉｍｏｗｉｃｚｉｉ 与 Ｃ. ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ
在系统发育关系上可能存在着一定的相似性ꎬ这种

推断与本研究中 ２ 种系统进化树展现的系统发育关

系也相吻合ꎮ
分子进化中性理论认为ꎬ基因的碱基突变对密

码子的影响是中性的或近似中性的[３９]ꎮ 但如果基

因组的密码子受到外界环境选择的影响ꎬ则会导致

密码子的使用和碱基组成出现偏向性[４０]ꎮ 本研究

中选取的山楂属植物叶绿体基因组密码子的 ＧＣ１２

与 ＧＣ３的相关系数为０.３２４~０􀆰 ５２５ꎬ相关性均未达到

显著水平(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬＧＣ１２与 ＧＣ３之间相关性较弱ꎬ
山楂属植物叶绿体基因组密码子的第一、第二位碱

基与第 ３ 位碱基差异较大ꎬ说明选择压力对其密码

子有着非常大的影响ꎬ而 ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 和 ＰＲ２￣ｐｌｏｔ 绘图

分析结果也表明ꎬ山楂属植物叶绿体基因组的密码

子受选择压力的影响较大ꎮ 综合以上分析可以看

出ꎬ本研究中的山楂属植物密码子使用受自然选择

因素的影响远大于碱基突变ꎬ而影响密码子使用偏

好性的主要因素在不同植物物种中也可能存在差

异ꎮ 对应性分析结果显示ꎬ遗传系统相关基因与保

守性开放阅读框 ２ 种功能的基因呈现出相似的密码

子使用偏性ꎬ而其余 ３ 种功能基因的密码子偏好性

存在较大差异ꎬ推测这 ３ 种功能基因的密码子偏好

性可能受到多种因素的共同影响ꎮ 另外ꎬ本研究在

山楂属 １１ 个物种中筛选得到１７~２０ 个最优密码子ꎬ
在这 １１ 个物种中ꎬ均以 Ａ、Ｕ 作为结尾的最优密码

子数量最多ꎬ这一结果与乌头属植物[４１] 和睡莲属植

物[４２]的情况相似ꎮ 分析其共有密码子发现ꎬ其共有

最优密码子有 １３ 个ꎬ且均以 Ａ 和 Ｕ 作为结尾ꎬ所有

物种中均未发现以 Ｇ 作为末位碱基的最优密码子ꎮ
最优密码子的筛选结果可以为后续山楂属植物的遗

传育种工作提供重要的参考依据ꎮ
基于 ＣＤＳ 和叶绿体全基因组构建的 ２ 种系统
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发育树展现出来的系统发育关系具有相似性ꎬ这也

说明了编码蛋白质氨基酸序列的碱基突变与生物的

进化历程存在一定联系ꎬ基于叶绿体基因组 ＣＤＳ 的

系统发育关系能在一定程度上对物种的系统发育关

系和生物进化历程进行补充ꎮ 但 Ｃ. ｃｕｎｅａｔａ、Ｃ. ｈｕ￣
ｐｅｈｅｎｓｉｓ、Ｃ. ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ 和 Ｃ. ｓｃａｂｒｉｆｏｌｉａ 在 ２ 种系统发

育树中的位置存在一定的差别ꎬ推测可能是其存在

较为特殊的生物进化历程或非编码区碱基序列存在

较大差异所导致的ꎮ 此外ꎬ本研究也对山楂属植物

的简单重复序列进行了鉴定和分析ꎬ可以为后续山

楂属植物的分子标记研究提供一定的参考ꎮ 总之ꎬ
本研究对山楂属 １１ 个种植物的叶绿体基因组特征、
密码子偏好性及系统发育关系进行了分析ꎬ对后续

山楂属植物密码子优化、基因组改造以及探索其系

统进化关系和增加外源基因表达量具有重要的参考

价值ꎮ
本研究使用生物信息学手段ꎬ对山楂属植物叶

绿体基因组进行分析ꎬ发现山楂属植物叶绿体基因

组结构保守ꎬ未发现基因倒置和重排现象ꎬ边界扩张

收缩幅度小ꎬ长度变异保守ꎮ 对其简单重复序列与

离散重复序列进行鉴定ꎬ重复序列的种类和数量存

在一定的差异ꎮ 对其密码子偏好性进行分析ꎬ结果

显示ꎬ选择压力均对其密码子偏好性产生深刻的影

响ꎬ筛选得到的最优密码子数量为１７~２０ 个ꎬ使用山

楂属 １１ 个种植物的叶绿体全基因组和 ＣＤＳ 分别构

建系统发育树ꎬ发现这 ２ 种山楂属系统发育树展现

出的系统发育关系存在一定相似性ꎮ
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