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　 　 摘要:　 本研究首次解析了茶树品种白毫早(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｂａｉｈａｏｚａｏ)的完整叶绿体基因组特征ꎮ 采用 Ｉｌｌｕｍｉ￣
ｎａ 高通量测序技术对白毫早的叶绿体基因组进行从头组装ꎬ并借助 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ 平台进行基因注释及微卫星标记检测ꎮ 同

时基于 ＩＲｓｃｏｐｅ 工具实现基因组结构的可视化分析ꎮ 在密码子使用偏好性评估中ꎬ综合采用相对同义密码子使用度

(ＲＳＣＵ)、有效密码子数(ＥＮＣ)及中性绘图法系统解析密码子选择模式及其演化驱动力ꎮ 结果表明ꎬ白毫早茶树叶绿体基

因组是总长度为１５７ ０２５ ｂｐ 的典型四分体环状结构ꎬ含有大小为８６ ５８６ ｂｐ 的大单拷贝区(ＬＳＣ)、１８ ２７７ ｂｐ 的小单拷贝区

(ＳＳＣ)及 １对大小各为２６ ０８１ ｂｐ 的反向重复序列(ＩＲ)区域ꎻ全基因组的 Ｇ＋Ｃ 含量为 ３７􀆰 ３０％ꎬ其中 ＩＲ 区域的Ｇ＋Ｃ 含量最

高(４２􀆰 ９５％)ꎬＳＳＣ 区域的 Ｇ＋Ｃ 含量最低(３０􀆰 ５５％)ꎮ 白毫早的叶绿体环状基因组共注释了 １３３ 个功能基因ꎬ包括 ８７ 个蛋

白质编码基因、３７个转运核糖核酸(ｔＲＮＡ)基因、８个核糖体核糖核酸(ｒＲＮＡ)基因及 １ 个假基因ꎬ基因中内含子与外显子

的分布呈现显著差异ꎬ如 ｔｒｎＫ￣ＵＵＵ的内含子最大ꎬ为２ ４８８ ｂｐꎬｙｃｆ２的外显子最长ꎬ为６ ８９７ ｂｐꎮ 此外ꎬ本研究检测到 ２４７个

简单重复序列(ＳＳＲ)位点ꎬ其中单核苷酸重复占比较高(占比为 ６３􀆰 ５６％)ꎬ且表现出明显的 Ａ/ Ｔ 偏好性(９７􀆰 ４５％)ꎻ本研究

鉴定出 ４０个长重复序列ꎬ包含 ２０个正向重复序列、２０个回文重复序列ꎮ 密码子偏好性分析结果显示ꎬ密码子第 ３ 位碱基

中 Ｇ＋Ｃ 的平均含量(ＧＣ３值)(２７􀆰 ５９％)显著低于密码子第 １位碱基中 Ｇ＋Ｃ 的平均含量(ＧＣ１值)(４６􀆰 ８５％)、密码子第 ２ 位

碱基中 Ｇ＋Ｃ 的平均含量(ＧＣ２)(３９􀆰 ５０％)ꎮ ＥＮＣ 的均值为 ４４􀆰 ５７ꎬ表明密码子的偏好性较弱ꎮ 中性回归分析结果显示ꎬ校
正决定系数(Ｒ２

ａｄｊ)＝ ０􀆰 ０１６ ０ꎬ自然选择是起主导作用的进化动力(贡献率为 ９１􀆰 ４７％)ꎮ ９０％最优密码子以 Ａ/ Ｔ 结尾ꎬ这一

特征与通过奇偶规则 ２(ＰＲ２)分析得出的密码子第 ３位的 Ｇ 含量(Ｇ３)>密码子第 ３ 位碱基中的 Ｃ 含量(Ｃ３)、密码子第 ３
位的 Ｔ 含量(Ｔ３)>密码子第 ３位的 Ａ 含量(Ａ３)的偏好性结果一致ꎮ 基于 ３１ 个保守蛋白质编码基因构建系统发育树ꎬ结
果显示ꎬ白毫早茶树与福鼎白毫茶树形成高支持的分支[自举值(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)＝ １００％]ꎬ属于山茶属核心类群ꎮ 本研究结果

为茶树遗传资源评价及叶绿体基因组进化机制的研究提供了参考ꎮ
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Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｂｉａｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
ｇｅｎｏｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｂａｉｈａｏｚａｏ
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(１. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｈｕｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ

Ｈｕｍａｎｉｔｉｅｓꎬ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｌｏｕｄｉ ４１７０００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ

２.Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｐｒｏ￣

ｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｈｕｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｈｕｍａｎｉ￣
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ｔｒｏｌ ｉｎ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｈｕｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｈｕｍａｎｉｔｉｅｓꎬ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｌｏｕｄｉ ４１７０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｒｅｐｏｒｔｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｂａｉｈａｏｚａｏ.
Ｕｓｉｎｇ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ｗｅ ｄｅ ｎｏｖｏ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ａｎｄ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉ￣
ｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｇｅｎｅｉｏｕｓ. Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ ｇｅｎｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＩＲｓｃｏｐｅ ｔｏｏｌ. Ｉｎ ｔｈｅ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｂｉａｓꎬ ｗｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ (ＲＳＣＵ)ꎬ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍ￣
ｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓ (ＥＮＣ)ꎬ ａｎｄ ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ａｎａｌｙｚｅ ｃｏｄｏｎ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｄｒｉｖｉｎｇ
ｆｏｒｃｅｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｂａｉｈａｏｚａｏ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｔｙｐｉｃａｌ ｑｕａｄｒｉｐａｒｔｉｔｅ ｃｉｒｃｕ￣
ｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ａ ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ １５７ ０２５ ｂｐꎬ ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ ａ ｌａｒｇｅ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｏｐｙ (ＬＳＣ) ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ８６ ５８６ ｂｐꎬ ａ ｓｍａｌｌ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｏｐｙ
(ＳＳＣ) ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ １８ ２７７ ｂｐꎬ ａｎｄ ａ ｐａｉｒ ｏｆ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ (ＩＲ) ｒｅｇｉｏｎｓ ｅａｃｈ ２６ ０８１ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈ. Ｔｈｅ ｏｖｅｒａｌｌ Ｇ＋Ｃ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｗａｓ ３７􀆰 ３０％ꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＩＲ ｒｅｇｉｏｎｓ ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｖａｌｕｅ (４２􀆰 ９５％) ａｎｄ ｔｈｅ ＳＳＣ ｒｅｇｉｏｎ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｌｏｗ￣
ｅｓｔ (３０.５５％). Ｔｈｅ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｗａｓ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｗｉｔｈ １３３ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓꎬ ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ ８７ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓꎬ ３７
ｔｒａｎｓｆｅｒ ＲＮＡ (ｔＲＮＡ) ｇｅｎｅｓꎬ ｅｉｇｈｔ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ (ｒＲＮＡ) ｇｅｎｅｓꎬ ａｎｄ ｏｎｅ ｐｓｅｕｄｏｇｅｎｅ. Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ
ｍａｒｋｅｄ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｉｎｔｒｏｎ ａｎｄ ｅｘｏｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ ｉｎｔｒｏｎ (２ ４８８ ｂｐ) ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｒｎＫ￣ＵＵＵꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｏｎｇｅｓｔ ｅｘ￣
ｏｎ (６ ８９７ ｂｐ) ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｙｃｆ２. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ２４７ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ (ＳＳＲ) ｌｏｃｉ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄꎬ ｗｉｔｈ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｒｅ￣
ｐｅａｔｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｊｏｒｉｔｙ (６３􀆰 ５６％) ａｎｄ ｓｈｏｗｉｎｇ ａ ｐｒｏｎｏｕｎｃｅｄ Ａ/ Ｔ ｂｉａｓ (９７.４５％). Ｗｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ４０ ｌｏｎｇ ｒｅｐｅａｔ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ ２０ ｆｏｒｗａｒｄ ｒｅｐｅａｔｓ ａｎｄ ２０ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ. Ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｂｉａｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ Ｇ＋Ｃ ｃｏｎ￣
ｔｅｎｔ ａｔ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｃｏｄｏｎ ｐｏｓｉｔｉｏｎ (ＧＣ３ꎬ ２７􀆰 ５９％) ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ａｔ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ (ＧＣ１ꎬ ４６􀆰 ８５％) ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄ (ＧＣ２ꎬ
３９􀆰 ５０％) ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ. Ｔｈｅ ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＥＮＣ ｗａｓ ４４􀆰 ５７ꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｄｏｎ ｂｉａｓ ｗａｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｗｅａｋ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｕ￣
ｔｒａｌｉｔｙ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｄｊｕｓｔｅｄ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ (Ｒ２

ａｄｊ) ｖａｌｕｅ ｗａｓ ０.０１６ ０ꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｎａｔｕｒａｌ
ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｆｏｒｃｅ (ｗｉｔｈ ａ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ９１􀆰 ４７％). Ｎｉｎｅｔｙ ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎｓ ｅｎｄｅｄ ｗｉｔｈ
Ａ/ Ｔꎬ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｉａｓ ｐａｔｔｅｒｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐａｒｉｔｙ ｒｕｌｅ ２ (ＰＲ２) ａｎａｌｙｓｉｓ: Ｇ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｔ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎ (Ｇ３) > Ｃ ｃｏｎ￣
ｔｅｎｔ ａｔ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎ (Ｃ３)ꎬ ａｎｄ Ｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｔ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎ (Ｔ３) > Ａ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｔ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎ (Ａ３). Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ３１ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｂａｉｈａｏｚａｏ ｆｏｒｍｅｄ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ
ｃｌａｄｅ (ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅ ＝ １００％) ｗｉｔｈ Ｃ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｆｕｄｉｎｇ Ｂａｉｈａｏꎬ ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｒｅ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｌａｄｅ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｔｅａ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓꎻ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅꎻ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｂｉａｓꎻ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎｓ

　 　 茶科(Ｔｈｅａｃｅａｅ)植物是重要的经济作物ꎬ其中

茶树(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)因其所产茶叶的饮用价值及

茶籽的工业用途ꎬ在全球范围内具有较好的生态和

经济意义[１]ꎮ 中国作为茶树的起源中心ꎬ拥有较高

的茶树种质资源多样性ꎬ但是目前关于茶树的分类、
起源与进化机制仍存在诸多争议[２]ꎮ 近年来ꎬ叶绿

体基因组因其结构稳定、进化速率适中且单亲遗传

的特性ꎬ成为解析植物系统发育、基因表达调控及适

应性进化的重要媒介[１￣２]ꎮ
叶绿体基因组的密码子使用偏好性(Ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ

ｂｉａｓꎬ ＣＵＢ)是遗传信息传递中的关键特征ꎬ反映了同

义密码子的非随机使用模式[３]ꎮ 研究发现ꎬ高等植物

叶绿体基因组普遍存在第 ３ 密码子位点的腺嘌呤

(Ａ) /胸腺嘧啶(Ｔ)使用偏好性ꎬ这可能与突变压力和

自然选择的共同作用有关[１ꎬ４]ꎮ 例如ꎬ在茶科植物中ꎬ
绝大多数(约 ９６.５５％)高频使用的密码子(即同义密

码子中明显更受偏爱的类型)以碱基 Ａ 或 Ｔ 结尾ꎮ
这种密码子的偏好模式越强ꎬ基因的表达水平就越

高[１]ꎮ 然而ꎬ目前对特定茶树品种(如茶树品种白毫

早)叶绿体基因组 ＣＵＢ 的研究仍较匮乏ꎬ其基因组结

构特征与密码子偏好模式的关联尚未明晰[２ꎬ５]ꎮ
高通量测序分析结果表明ꎬ不同茶树品种的叶

绿体基因组具有高度保守的四分体环状结构ꎬ包括

大单拷贝区(ＬＳＣ)、小单拷贝区(ＳＳＣ)、反向重复区

(ＩＲａ / ＩＲｂ)及１３０~ １４６ 个功能基因[含蛋白质编码

基因、转运核糖核酸(ｔＲＮＡ)基因及核糖体核糖核酸

(ｒＲＮＡ)基因] [６]ꎮ 基因组中同时存在高变异区域

(如 ｐｓｂＡ、ｍａｔＫ、ｐｅｔＮ￣ｐｓｂＭ、ｔｒｎＫ￣ｒｐｓ１６ 等)ꎬ其序列差

异度>１􀆰 ５％ꎬ可作为系统发育分子标记用于物种分

类与遗传分化研究[４]ꎮ 然而ꎬ目前关于重要的茶树

栽培品种白毫早叶绿体基因组的组装、注释及密码

子偏好性的分析仍未见系统报道ꎮ 此外ꎬ现有研究
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多聚焦于物种间的比较ꎬ关于品种内 ＣＵＢ 的驱动因

素(如自然选择与突变压力的相对贡献)及其对基

因异源表达的指导意义仍需深入探讨[７￣８]ꎮ
本研究拟以茶树品种白毫早为研究对象ꎬ结合

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序与生物信息学工具ꎬ系统解析其叶绿体

基因组的结构特征、高变异区域及密码子使用模

式[７ꎬ９]ꎮ 通过中性绘图、有效密码子数(ＥＮＣ)计算、所
有密码子第 ３ 位碱基中 Ｇ＋Ｃ 的平均含量占第 ３ 位碱

基总含量的比例(ＧＣ３ｓ值)分析及奇偶规则 ２(ＰＲ２)偏
倚性检验ꎬ明确 ＣＵＢ 的主要驱动机制ꎮ 研究结果以

期能够丰富茶树的叶绿体基因组数据库ꎬ为茶树的分

子育种、系统进化分析及功能基因挖掘奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

茶树品种白毫早 (Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｂａｉｈａ￣
ｏｚａｏ)的幼嫩叶片样本于 ２０２２ 年 ６ 月采自湖南省娄底

市新化县川坳村桃花源农业开发有限公司的标准化

种植园(１１１.２８°Ｅꎬ２７.７３°Ｎ)ꎮ 样本经液氮速冻后用

干冰保存ꎬ并转运至南京集思慧远生物科技有限公司

进行叶绿体基因组测序ꎮ 本研究所获得的叶绿体基

因组序列已提交至美国国家生物技术信息中心(ＮＣ￣
ＢＩ)数据库(登录号:ＰＱ０６６５９６)ꎬ数据开放获取ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 ＤＮＡ 提取与测序 　 采用改良十六烷基三甲

基溴化铵(ＣＴＡＢ)法提取茶树叶片总脱氧核糖核酸

(ＤＮＡ) [１０￣１１]ꎬ经纯度及完整性检测合格后ꎬ用超声

波机械打断法进行 ＤＮＡ 的片段化处理ꎮ 片段化产

物经末端修复、３′端加 Ａ、测序接头连接及琼脂糖凝

胶电泳筛选后ꎬ构建 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序文库ꎮ 文库质检

合格后ꎬ用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 平台进行双端测

序ꎮ 原始数据用 ｆａｓｔｐ( ｖ ０.２０.０)进行质量控制ꎬ具
体步骤如下:(１)剔除含接头及引物序列的短序列

数据片段(Ｒｅａｄｓ)ꎻ(２)移除整体碱基平均错误率高

于 ３１.６％的低质量测序数据ꎻ(３)去除 Ｎ 端碱基数

超过 ５ 个的低置信度 Ｒｅａｄｓ[１０]ꎮ 获得的高质量测序

数据用于后续组装与分析ꎮ
１.２.２　 叶绿体基因组组装　 为了降低序列的复杂性ꎬ
首先用 Ｂｏｗｔｉｅ２ ｖ２. ２. ４ 的高灵敏度局部比对模式

(Ｖｅｒｙ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ￣ｌｏｃａｌ)对原始测序数据与自建叶绿体

基因组数据库进行比对ꎬ筛选出特异性叶绿体 ＤＮＡ
序列[１２]ꎮ 然后ꎬ基于二代测序数据特征ꎬ采用无参考

基因组的从头组装(Ｄｅ ｎｏｖｏ)策略ꎬ用 ＳＰＡｄｅｓ ｖ３.１０.１
软件将 ＤＮＡ 序列分割成不同 ｋ￣ｍｅｒ 值(５５、８７、１２１)的
连续短片段进行迭代组装ꎬ获得初始输入(ＳＥＥＤ)序
列[１３]ꎮ 针对由基因组重复序列造成的组装间隙ꎬ用
ＳＳＰＡＣＥ ｖ２. ０ 构建支架 ( Ｓｃａｆｆｏｌｄｓ)ꎬ并用 ＧａｐＦｉｌｌｅｒ
ｖ２.１.１进行间隙填补[１４]ꎮ 对于持续性缺口区域ꎬ采用

引物设计软件(Ｐｒｉｍｅｒ ５.０)结合聚合酶链式反应

(ＰＣＲ)扩增技术验证的方法进行序列补全ꎬ确保基因

组的完整性ꎮ 最后ꎬ用 Ｂｏｗｔｉｅ２ 对组装序列进行二次

比对校正ꎬ并基于叶绿体典型的环状四分体结构[大
单拷贝区(ＬＳＣ)、小单拷贝区(ＳＳＣ)及反向重复区

(ＩＲａ / ＩＲｂ)]对基因组坐标进行标准化重排ꎬ以消除

因反向重复区边界滑动导致的基因位置偏移[１５]ꎮ
１.２.３　 叶绿体基因组的注释　 本研究基于 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ
平台ꎬ采用双策略整合分析流程对叶绿体基因组进

行系统注释ꎮ 首先ꎬ运用 ｐｒｏｄｉｇａｌ ｖ２.６.３ 预测蛋白质

的编码区ꎬ通过 ｈｍｍｅｒ ｖ３. １ｂ２ 鉴定核糖体 ＲＮＡ
(ｒＲＮＡ)编码区ꎬ并用 ａｒａｇｏｒｎ ｖ１.２.３８ 预测转运 ＲＮＡ
(ｔＲＮＡ)编码区[１２]ꎮ 同时ꎬ基于 ＮＣＢＩ 数据库获取近

缘物种的叶绿体基因序列ꎬ用 ＢＬＡＳＴ ｖ２.６ 进行同源

比对ꎬ获取保守基因的注释结果[１２]ꎮ 然后ꎬ通过人

工校验消除注释差异ꎬ重点修正起始密码子 /终止密

码子定位误差、反密码子错误及基因冗余问题[１６]ꎬ
并用 ｔＲＮＡｓｃａｎ￣ＳＥ １. ２３ 对 ｔＲＮＡ 进 行 二 次 验

证[１１ꎬ １７]ꎮ 针对反向重复序列( ＩＲ)区域ꎬ采用双重

同源性阈值法验证其边界完整性ꎬ确保发生转剪接

的基因座(或产生转剪接转录本的基因)及 ｒＲＮＡ 基

因的定位正确[１６]ꎮ 最后ꎬ整合多证据注释结果ꎬ精
确定义多外显子基因的剪接位点ꎬ形成标准化基因

组注释文件[１２ꎬ１６]ꎬ并借助 ＩＲｓｃｏｐｅ 工具实现基因组

结构的可视化分析ꎮ
１.２.４　 叶绿体基因组的特征分析 　 散在重复序列

(Ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｒｅｐｅａｔｓ)用 ｖｍａｔｃｈ ｖ２.３.０ 软件结合开源

动态脚本编辑语言(Ｐｅｒｌ)进行系统鉴定ꎬ参数设置

如下:最小重复单元长度为 ３０ ｂｐꎬ海明距离阈值为

３ꎬ涵盖正向、回文、反向及互补 ４ 种重复类型[１６￣１７]ꎮ
简单重复序列( ＳＳＲ)的分析用 ＭＩＳＡ ｖ１. ０ 工具完

成ꎬ长重复序列的分析借助 ＲＥＰｕｔｅｒꎬ检测标准为单

核苷酸重复次数≥８ 次ꎬ二核苷酸重复次数≥５ 次ꎬ
三核苷酸至六核苷酸重复次数均≥３ 次ꎬ以明确叶

绿体简单重复序列的分布特征[１１ꎬ １６]ꎮ 基于近缘物

种叶绿体基因组数据ꎬ用 ＣＧＶＩＥＷ 软件进行全基因
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组结构的共线性比较ꎬ以揭示基因组重排及重复序

列的演化规律[１７]ꎮ
１.２.５　 密码子偏好性分析

１.２.５.１　 中性分析　 使用密码子第 ３ 位碱基中 Ｇ＋Ｃ
的平均含量(ＧＣ３值)与密码子第 １、第 ２ 位碱基中

Ｇ＋Ｃ 的平均含量(ＧＣ１２值)之间的线性回归模型ꎬ评
估突变压力和自然选择在密码子使用偏好中的相对

贡献ꎮ 如果回归斜率趋近 １ 且决定系数(Ｒ２)>０􀆰 ５ꎬ
表明密码子偏好性由突变压力主导ꎻ反之则提示自

然选择占主导地位[１８]ꎮ
１.２.５.２　 ＥＮＣ￣ＧＣ３分析　 基于 ＥＮＣ 值与 ＧＣ３值的分

布关系ꎬ通过理论曲线 ＥＮＣ ＝ ２ ＋ＧＣ３ ＋ ２９ / [ＧＣ３
２ ＋

(１－ＧＣ３) ２]评估核苷酸组成对密码子使用的限制效

应ꎮ 若数据点位置显著低于理论曲线ꎬ表明存在翻

译优化或自然选择压力[１９]ꎮ
１.２.５.３　 ＰＲ２ 分析　 以密码子第 ３ 位碱基中 Ｇ 含量占

Ｇ＋Ｃ 含量的比例[Ｇ３ / (Ｇ３＋Ｃ３)]和密码子第 ３ 位碱基

中 Ａ 含量占 Ａ＋Ｔ 含量的比例[Ａ３ / (Ａ３＋Ｔ３)]的偏离程

度为指标ꎬ基于二等分规则(ＰＲ２)的偏差图ꎬ评估突变

压力与选择压力在功能位点间的非对称程度ꎮ 中心点

(０􀆰 ５ꎬ０􀆰 ５)用于表征无偏状态ꎬ显著偏离中心点则反映

选择或突变压力具有非对称作用[１８ꎬ ２０]ꎮ
１.２.５.４　 最优密码子的筛选　 依据 ＥＮＣ 值降序排列ꎬ
取前十分位组(ＥＮＣ 值≥９０％分位数)作为高表达组ꎬ
后十分位组(ＥＮＣ 值≤１０％分位数)作为低表达组ꎬ用
ＣｏｄｏｎＷ 计 算 相 对 同 义 密 码 子 使 用 度 的 变 化

(△ＲＳＣＵ)ꎬ△ＲＳＣＵ ＝ ＲＳＣＵ高 －ＲＳＣＵ低ꎮ 最优密码子

的筛选标准为△ＲＳＣＵ≥０􀆰 ０８ 且ＲＳＣＵ高>１􀆰 ００ꎬ以确定

受翻译优化驱动的核心最优密码子[２１￣２２]ꎮ
１.２.６　 叶绿体基因组的系统发育分析　 首先对环形叶

绿体基因组进行同源起点校正ꎬ用 ＭＡＦＦＴ 软件

(ｖ７.４２７)的自动优化模式进行多序列比对ꎬ该算法利用

动态选择比对策略提升序列的匹配精度[９]ꎮ 随后基于

广义时间可逆 Ｇａｍｍａ 模型(ＧＴＲＧＡＭＭＡ 核苷酸替代

模型)ꎬ用 ＲＡｘＭＬ ｖ８.２.１０ 软件进行最大似然法分析ꎬ设
置快速自举检验(Ｒａｐｉｄ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)重复次数为１ ０００次ꎬ
以评估节点支持率ꎬ构建系统发育树[６ꎬ２３]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 茶树品种白毫早叶绿体基因组的结构特征

本研究基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 高通量测序

平台对白毫早茶树(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ.Ｂａｉｈａｏｚａｏ)

的叶绿体基因组进行深度测序ꎮ 结果显示ꎬ测序数

据质量优异ꎬ质量数大于 ２０ 的碱基所占百分比

(Ｑ２０)和质量数大于 ３０ 的碱基所占百分比(Ｑ３０)分
别达到 ９７􀆰 ００％、９２􀆰 ２７％(对应碱基错误率分别低于

１􀆰 ０％、０􀆰 １％)ꎬ累计获得大小为１６ １４０ ５８１ ４００ ｂｐ
的高质量序列ꎬ为后续基因组组装提供了基础[２４]ꎮ

白毫早茶树的叶绿体基因组呈现典型的四分体

环状结构ꎬ总长度为１５７ ０２５ ｂｐꎬ由大小为８６ ５８６ ｂｐ
的大单拷贝区(ＬＳＣ)、大小为 １８ ２７７ ｂｐ 的小单拷贝

区(ＳＳＣ)和 １ 对大小各为２６ ０８１ ｂｐ 的反向重复区

(ＩＲａ / ＩＲｂ) 组 成ꎮ 其 全 基 因 组 的 Ｇ ＋ Ｃ 含 量 为

３７􀆰 ３０％ꎬ与菊科植物藜蒿(Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｓｅｌｅｎｇｅｎｓｉｓ)物种

具有较高的相似度(相似度为 ３７􀆰 ５％) [２５]ꎮ 区域 Ｇ＋Ｃ
含量分析结果显示ꎬＩＲ 区富含核糖体 ＲＮＡ 基因ꎬＧ＋Ｃ
含量最高(４２􀆰 ９５％)ꎬ显著高于 ＬＳＣ 区(３５􀆰 ３３％)、ＳＳＣ
区(３０􀆰 ５５％)ꎬ该特征与木姜子属(Ｌｉｔｓｅａ)植物(ＩＲ 区

的Ｇ＋Ｃ 含量为 ４２􀆰 ６８％)、腺果藤科(Ｂｉｅｂｅｒｓｔｅｉｎｉａｃｅ￣
ａｅ)植物(ＩＲ 区的 Ｇ＋Ｃ 含量为 ４２􀆰 ６８％)的叶绿体基

因组规律一致[２６￣２７]ꎮ 值得注意的是ꎬＳＳＣ 区的 Ｇ＋Ｃ
含量(３０􀆰 ５５％)接近清风藤属(Ｓａｂｉａ)物种的 Ｇ＋Ｃ 含

量(３２􀆰 ００％)ꎬ表明该区域在进化过程中可能承受了

更强的 Ａ / Ｔ 碱基选择压力[２８]ꎮ
２.２　 茶树品种白毫早叶绿体基因组的基因组成

白毫早茶树叶绿体基因组的基因组成分析结果

显示ꎬ其环状基因组共注释了 １３３ 个功能基因ꎬ包括

８７ 个蛋白质编码基因、３７ 个转运核糖核酸(ｔＲＮＡ)基
因、８ 个核糖体核糖核酸(ｒＲＮＡ)基因及 １ 个假基因

(表 １)ꎬ基因总数及功能分类(包括蛋白质编码基因、
ｔＲＮＡ 基因、ｒＲＮＡ 基因和假基因)在系统发育近缘物

种间高度保守ꎬ体现了叶绿体基因组的保守结构特

征[２９￣３１]ꎮ 由表 １ 可知ꎬ光系统Ⅰ亚基与光系统Ⅱ亚基构

成光能捕获与转化的核心单元ꎮ 其中光系统Ⅰ亚基编

码基因包含 ｐｓａＡ、ｐｓａＢ 等 ５ 个ꎬ参与光能吸收与电子

传递ꎻ光系统Ⅱ亚基编码基因则包含 １５ 个ꎬ负责水的

光解与氧气释放ꎮ 值得注意的是ꎬ光系统Ⅱ亚基编码

基因数量明显多于光系统Ⅰ亚基编码基因ꎬ暗示其在

光反应中承担更复杂的调控功能ꎮ 在能量代谢相关

基因中ꎬＮＡＤＨ 脱氢酶亚基编码基因(ｎｄｈ 基因家族)
包含 １２ 个成员ꎬ其中 ｎｄｈＢ 有 ２ 个拷贝ꎬｎｄｈＡ、ｎｄｈＢ
各有 １ 个内含子ꎬ提示其可能通过基因重复与可变剪

接实现功能的多样性ꎬ该基因可能在电子传递链中起

到关键作用ꎮ 细胞色素 ｂ / ｆ 复合体编码基因(ｐｅｔ 基
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因家族)与 ＡＴＰ 合酶亚基编码基因(ａｔｐ 基因家族)各
包含 ６ 个ꎬ共同构成质子梯度驱动的 ＡＴＰ 合成系统ꎮ

白毫早茶树叶绿体 ｃｌｐＰ、ｙｃｆ３ 基因各含有 ２ 个

内含子ꎬａｔｐＦ、ｎｄｈＡ、ｎｄｈＢ 等基因含有单内含子ꎮ 白

毫早茶树叶绿体基因组的内含子长度差异显著ꎬ其
中 ｔｒｎＫ￣ＵＵＵ 的内含子最大ꎬ大小为２ ４８８ ｂｐꎬ ｔｒｎＬ￣
ＵＡＡ 的内含子最小ꎬ大小为 ５２３ ｂｐꎻ外显子长度差异

亦明显ꎬ其中 ｔｒｎＧ￣ＧＣＣ 的外显子长度仅为 ６０ ｂｐꎬ而
ｙｃｆ２ 的外显子长度达６ ８９７ ｂｐꎬ提示不同基因在进化

过程中受到的选择压力不同[３２￣３３]ꎮ
此外ꎬＬＳＣ 区的基因密度(１４３ 个基因中含有 ３５

个外显子、１９ 个内含子)显著高于 ＳＳＣ 区和 ＩＲ 区ꎬ
与多数被子植物叶绿体基因组的区域功能分工模式

相符[３４]ꎮ 假基因的存在及部分基因内含子数量的

变异可能反映基因组重排或自然选择驱动的功能存

在冗余[３１]ꎮ 本结果可为后续密码子偏好性分析及

系统发育研究提供结构基础ꎬ亦可为茶树属叶绿体

基因组演化研究补充数据[６]ꎮ

表 １　 茶树品种白毫早叶绿体基因组的组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｂａｉｈａｏｚａｏ

基因编码产物 / 功能　 　 　 　 基因名称　 　 　 　 　 　 数量(个)

光系统Ⅰ亚基 ｐｓａＡ、ｐｓａＢ、ｐｓａＣ、ｐｓａＩ、ｐｓａＪ ５

光系统Ⅱ亚基 ｐｓｂＡ、ｐｓｂＢ、ｐｓｂＣ、ｐｓｂＤ、ｐｓｂＥ、ｐｓｂＦ、ｐｓｂＨ、ｐｓｂＩ、ｐｓｂＪ、ｐｓｂＫ、ｐｓｂＬ、ｐｓｂＭ、ｐｓｂＮ、ｐｓｂＴ、ｐｓｂＺ １５

ＮＡＤＨ 脱氢酶亚基 ｎｄｈＡ∗、ｎｄｈＢ∗(２)、ｎｄｈＣ、ｎｄｈＤ、ｎｄｈＥ、ｎｄｈＦ、ｎｄｈＧ、ｎｄｈＨ、ｎｄｈＩ、ｎｄｈＪ、ｎｄｈＫ １２

细胞色素 ｂ / ｆ 复合体亚基 ｐｅｔＡ、ｐｅｔＢ∗、ｐｅｔＤ∗、ｐｅｔＧ、ｐｅｔＬ、ｐｅｔＮ ６

ＡＴＰ 合酶亚基 ａｔｐＡ、ａｔｐＢ、ａｔｐＥ、ａｔｐＦ∗、ａｔｐＨ、ａｔｐＩ ６

核糖双加氧酶大亚基 ｒｂｃＬ １

大核糖体亚基蛋白 ｒｐｌ１４、ｒｐｌ１６∗、ｒｐｌ２∗(２)、ｒｐｌ２０、ｒｐｌ２２、ｒｐｌ２３(２)、ｒｐｌ３２、ｒｐｌ３３、ｒｐｌ３６ １１

小核糖体亚基蛋白 ｒｐｓ１１、ｒｐｓ１２∗∗(２)、ｒｐｓ１４、ｒｐｓ１５、ｒｐｓ１６∗、ｒｐｓ１８、ｒｐｓ１９、ｒｐｓ２、ｒｐｓ３、ｒｐｓ４、ｒｐｓ７(２)、ｒｐｓ８ １４

ＲＮＡ 聚合酶亚基 ｒｐｏＡ、ｒｐｏＢ、ｒｐｏＣ１∗、ｒｐｏＣ２ ４

核糖体 ＲＮＡ ｒｒｎ１６(２)、ｒｒｎ２３(２)、ｒｒｎ４.５(２)、ｒｒｎ５(２) ８
转运 ＲＮＡ ｔｒｎＡ￣ＵＧＣ∗(２)、ｔｒｎＣ￣ＧＣＡ、ｔｒｎＤ￣ＧＵＣ、ｔｒｎＥ￣ＵＵＣ、ｔｒｎＦ￣ＧＡＡ、ｔｒｎＧ￣ＧＣＣ∗、ｔｒｎＧ￣ＵＣＣ、ｔｒｎＨ￣ＧＵＧ、ｔｒｎＩ￣ＣＡＵ(２)、ｔｒ￣

ｎＩ￣ＧＡＵ∗(２)、 ｔｒｎＫ￣ＵＵＵ∗、 ｔｒｎＬ￣ＣＡＡ(２)、 ｔｒｎＬ￣ＵＡＡ∗、 ｔｒｎＬ￣ＵＡＧ、 ｔｒｎＭ￣ＣＡＵ、 ｔｒｎＮ￣ＧＵＵ(２)、 ｔｒｎＰ￣ＵＧＧ、 ｔｒｎＱ￣
ＵＵＧ、ｔｒｎＲ￣ＡＣＧ(２)、 ｔｒｎＲ￣ＵＣＵ、 ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ、 ｔｒｎＳ￣ＧＧＡ、 ｔｒｎＳ￣ＵＧＡ、 ｔｒｎＴ￣ＧＧＵ、 ｔｒｎＴ￣ＵＧＵ、 ｔｒｎＶ￣ＧＡＣ (２)、 ｔｒｎＶ￣
ＵＡＣ∗、ｔｒｎＷ￣ＣＣＡ、ｔｒｎＹ￣ＧＵＡ、ｔｒｎｆＭ￣ＣＡＵ

３７

成熟酶 ｍａｔＫ １

蛋白酶 ｃｌｐＰ∗∗ １

包膜膜蛋白 ｃｅｍＡ １

乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 ａｃｃＤ １

ｃ 型细胞色素合成基因 ｃｃｓＡ １

翻译起始因子 ｉｎｆＡ １

保守的假设叶绿体开放阅读框 ｙｃｆ１＃、ｏｒｆ４２(２)、ｙｃｆ１、ｙｃｆ２(２)、ｙｃｆ３∗∗、ｙｃｆ４ ８

基因名称后面标有∗表示该基因有 １ 个内含子ꎬ标有∗∗表示该基因有 ２ 个内含子ꎬ标有(２)表示该基因有 ２ 个拷贝ꎬ标有＃表示该基因为假基
因ꎮ ＮＡＤＨ 表示还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸ꎬＡＴＰ 表示三磷酸腺苷ꎬＲＮＡ 表示核糖核酸ꎮ

２.３　 简单重复序列(ＳＳＲ)和长重复序列

本研究对白毫早茶树叶绿体基因组中的简单重

复序列(ＳＳＲ)和长重复序列进行了系统分析ꎮ 由表

２ 可以看出ꎬ从叶绿体基因组中共检测到 ２４７ 个

ＳＳＲ 位点ꎬ其中单核苷酸重复(６３􀆰 ５６％)占绝对优

势ꎬ显著高于二核苷酸重复(１􀆰 ６２％)、三核苷酸重复

(２９􀆰 １５％)、四核苷酸重复(４􀆰 ８６％)及五核苷酸重

复(０􀆰 ８１％)ꎮ 值得注意的是ꎬ单核苷酸重复中 Ａ / Ｔ
型占比高达 ９７􀆰 ４５％ꎬ这种 Ａ / Ｔ 偏倚性与叶绿体基

因组整体表现出的较高的 Ａ、Ｔ 含量特征[３５￣３６]一致ꎬ
反映了植物叶绿体 ＳＳＲ 的进化保守性[３７]ꎮ
　 　 由表 ３ 可以看出ꎬ通过对长重复序列分析ꎬ共
鉴定出 ４０ 个长重复序列ꎬ包括 ２０ 个正向重复序列

和 ２０ 个回文重复序列ꎬ未检测到反向重复序列或

互补重复序列ꎮ 其中ꎬ正向重复序列的长度为３０ ~
８２ ｂｐꎮ 这一分布模式与部分物种中同时存在正

向、反向及回文重复序列的研究结果[３８]形成对比ꎬ
提示白毫早茶树可能存在叶绿体基因组长重复序
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列类型的特异性ꎮ 此外ꎬ回文重复的序列长度跨

度较大ꎬ范围为３０ ~ ２６ ０８１ ｂｐꎬ可能与其在基因组

结构重排或调控元件中的功能相关[３７] ꎮ

表 ２　 茶树品种白毫早叶绿体基因组中简单重复序列(ＳＳＲ)的类型及数量分布

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ (ＳＳＲｓ) ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｂａｉｈａｏｚａｏ

重复单元碱基类型　 　 　 　
重复次数

３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７

总 ＳＳＲ
数量
(个)

Ａ / Ｔ ５８ ４４ １４ １５ ９ ６ ４ １ １ １ １５３

Ｃ / Ｇ ４ ４

ＡＴ / ＡＴ ４ ４

ＡＡＴ / ＡＡＧ/ ＡＡＣ/ ＡＣＣ / ＡＧＡ/ ＡＧＣ/ ＡＴＡ/ ＡＴＣ / ＡＴＧ/ ＡＴＴ ２５ ２５

ＴＡＡ / ＴＣＡ / ＴＣＴ / ＴＧＡ / ＴＧＣ / ＴＴＡ / ＴＴＣ / ＴＴＧ ２７ １ ２８

ＣＡＡ / ＣＡＧ / ＣＴＣ / ＣＴＧ / ＣＴＴ ９ ９

ＧＡＡ / ＧＡＧ / ＧＡＴ / ＧＣＡ / ＧＣＴ / ＧＧＡ / ＧＧＴ １０ １０

ＡＡＡＴ / ＡＡＴＡ / ＡＧＡＴ / ＡＴＡＧ ５ ５

ＣＣＣＴ １ １

ＧＡＡＡ / ＧＡＧＧ / ＧＴＣＴ ３ ３

ＴＣＴＡ / ＴＣＴＴ / ＴＴＴＣ ３ ３

ＡＡＡＡＡＧ / ＣＴＴＴＴＴ ２ ２

表 ３　 茶树品种白毫早叶绿体基因组中长重复序列

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｏｎｇ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｂａｉｈａｏｚａｏ

编号
第 １ 部分的重复

长度(ｂｐ)
第 １ 部分的起始

位置(ｂｐ)
第 ２ 部分的重复

长度(ｂｐ)
第 ２ 部分的起始

位置(ｂｐ) 匹配方向
２ 个重复序列
间的距离(ｂｐ) Ｅ 值

１ ２６ ０８１ ８６ ５８７ ２６ ０８１ １３０ ９４５ Ｐ ０ ０

２ ８２ ９３ ８５４ ８２ ９３ ８７２ Ｆ －３ ７.０９×１０－３４

３ ８２ ９３ ８５４ ８２ １４９ ６５９ Ｐ －３ ７.０９×１０－３４

４ ８２ ９３ ８７２ ８２ １４９ ６７７ Ｐ －３ ７.０９×１０－３４

５ ８２ １４９ ６５９ ８２ １４９ ６７７ Ｆ －３ ７.０９×１０－３４

６ ７０ ９３ ８６６ ７０ ９３ ８８４ Ｆ －２ １.０８×１０－２８

７ ７０ ９３ ８６６ ７０ １４９ ６５９ Ｐ －２ １.０８×１０－２８

８ ７０ ９３ ８８４ ７０ １４９ ６７７ Ｐ －２ １.０８×１０－２８

９ ６０ ９３ ８７６ ６０ ９３ ８９４ Ｆ －１ ９.３９×１０－２５

１０ ６０ ９３ ８７６ ６０ １４９ ６５９ Ｐ －１ ９.３９×１０－２５

１１ ６０ ９３ ８９４ ６０ １４９ ６７７ Ｐ －１ ９.３９×１０－２５

１２ ６０ ９３ ８５４ ６０ ９３ ８９０ Ｆ －３ ４.８２×１０－２１

１３ ６０ ９３ ８５４ ６０ １４９ ６６３ Ｐ －３ ４.８２×１０－２１

１４ ６０ ９３ ８９０ ６０ １４９ ６９９ Ｐ －３ ４.８２×１０－２１

１５ ６０ １４９ ６５９ ６０ １４９ ６９５ Ｆ －３ ４.８２×１０－２１

１６ ５２ ９３ ８６６ ５２ ９３ ９０２ Ｆ －２ ４.０８×１０－１８

１７ ５０ ７６ ６９５ ５０ ７６ ６９５ Ｐ －２ ６.０３×１０－１７

１８ ４２ ７９ １４６ ４２ ７９ １４６ Ｐ ０ ３.５９×１０－１６

１９ ４２ １００ ９３７ ４２ １２２ ８６９ Ｆ ０ ３.５９×１０－１６

２０ ４２ １２２ ８６９ ４２ １４２ ６３４ Ｐ ０ ３.５９×１０－１６
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续表３　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ３

编号 第 １ 部分的重复
长度(ｂｐ)

第 １ 部分的起始
位置(ｂｐ)

第 ２ 部分的重复
长度(ｂｐ)

第 ２ 部分的起始
位置(ｂｐ) 匹配方向 ２ 个重复序列

间的距离(ｂｐ) Ｅ 值

２１ ４２ ９３ ８７６ ４２ ９３ ９１２ Ｆ －１ ４.５２×１０－１４

２２ ４２ ４５ ５８２ ４２ １２２ ８６８ Ｆ －３ １.１１×１０－１０

２３ ４２ ９３ ８５４ ４２ ９３ ９０８ Ｆ －３ １.１１×１０－１０

２４ ４２ １４９ ６５９ ４２ １４９ ７１３ Ｆ －３ １.１１×１０－１０

２５ ３９ ４５ ５８５ ３９ １００ ９３９ Ｆ －２ １.５３×１０－１０

２６ ３９ ４５ ５８５ ３９ １４２ ６３５ Ｐ －２ １.５３×１０－１０

２７ ３８ ６０ ７５８ ３８ ６０ ７７４ Ｆ －３ ２.０９×１０－８

２８ ３５ ４０ ５３９ ３５ ４２ ７６３ Ｆ －３ １.０４×１０－６

２９ ３４ ９３ ８６６ ３４ ９３ ９２０ Ｆ －２ １.１９×１０－７

３０ ３２ ９ ０４８ ３２ ３７ ３８１ Ｆ －３ ５.０３×１０－５

３１ ３１ ３８ ７０４ ３１ ３８ ７０４ Ｐ －３ １.８３×１０－４

３２ ３０ ９ ０５０ ３０ ４７ ２９８ Ｐ ０ ６.０１×１０－９

３３ ３０ １４ ２０３ ３０ １４ ２０３ Ｐ －２ ２.３５×１０－５

３４ ３０ ３７ ３８３ ３０ ４７ ２９８ Ｐ －３ ６.５９×１０－４

３５ ３０ ４５ ５９７ ３０ １００ ９５１ Ｆ －３ ６.５９×１０－４

３６ ３０ ４５ ５９７ ３０ １４２ ６３２ Ｐ －３ ６.５９×１０－４

３７ ３０ ９１ ４１８ ３０ ９１ ４６０ Ｆ －３ ６.５９×１０－４

３８ ３０ ９１ ４１８ ３０ １５２ １２３ Ｐ －３ ６.５９×１０－４

３９ ３０ ９１ ４６０ ３０ １５２ １６５ Ｐ －３ ６.５９×１０－４

４０ ３０ １５２ １２３ ３０ １５２ １６５ Ｆ －３ ６.５９×１０－４

Ｐ:回文重复ꎻ Ｆ:正向重复ꎻＥ 值:评估 ２ 个序列比对结果统计学显著性的指标ꎬ当 Ｅ 值小于 １.０×１０－１０时ꎬ认为比对结果具有显著性意义ꎮ

　 　 与已报道的植物叶绿体 ＳＳＲ 特征相比ꎬ本研究

发现的 ＳＳＲ 总数(２４７ 个)显著高于豆科胡枝子属

(Ｌｅｓｐｅｄｅｚａ)植物(７５~７８ 个单核苷酸重复) [１１]ꎬ但低

于甘蔗(２ １９９个单核苷酸重复) [３９]ꎬ表明 ＳＳＲ 的丰

度存在显著的物种特异性ꎮ 值得注意的是ꎬ四核苷

酸重复(１２ 个)和五核苷酸重复(２ 个)的检出ꎬ补充

了部分研究中“叶绿体 ＳＳＲ 以单核苷酸 /双核苷酸 /
三核苷酸为主”的结果[４０￣４１]ꎮ
２.４　 茶树品种白毫早叶绿体基因组密码子使用偏

好性

２.４.１　 同义密码子的偏好性　 由图 １ 可以看出ꎬ白
毫早茶树叶绿体基因组中 ５２ 个蛋白质编码基因的

ＧＣ３均值为 ２７􀆰 ５９％ꎬ显著低于 ＧＣ１的均值(４６􀆰 ８５％)
和 ＧＣ２的均值(３９􀆰 ５０％)ꎬ呈现 ＧＣ１ >ＧＣ２ >ＧＣ３的规

律ꎮ 该模式与多种被子植物[如向日葵(Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ
ａｎｎｕｕｓ Ｊ￣０１) [４２]]及单子叶植物叶绿体基因组的碱

基组成特征[４３￣４４]一致ꎬ反映了第 ３ 位密码子对 Ａ / Ｔ
的显著偏好ꎬ可能与叶绿体基因组中普遍存在的 Ａ /
Ｔ 偏向性突变压力相关ꎮ 进一步分析发现ꎬ基因组

的 ＥＮＣ 值为 ３４􀆰 ２４ ~ ５３􀆰 １６ꎬ均值为 ４４􀆰 ５７ꎬ其中 ５１
个基因的 ＥＮＣ 值>３５􀆰 ００ꎬ表明整体密码子的偏好性

较弱ꎬ提示同义密码子的使用主要受到突变￣漂变平

衡影响而非受到强选择性压力影响[４２ꎬ４５]ꎮ 值得注

意的是ꎬ仅 ｒｐｓ１４ 基因的 ＥＮＣ 值(３４􀆰 ２４)显著低于其

他基因ꎬ可能由于其功能需求(如翻译效率或 ｍＲＮＡ
稳定性)受到局部自然选择的影响ꎮ
２.４.２　 中性分析(ＧＣ３￣ＧＣ１２分析) 　 如表 ４ 所示ꎬ白
毫早茶树叶绿体基因组 ＧＣ３值(１９.８５％~ ３７􀆰 ０２％)
整体低于 ＧＣ１２ 值(３２.１１％~ ５５􀆰 ０４％)ꎬ该差异与茶

科植物叶绿体基因组中普遍观察到的 ＧＣ３偏向性一

致ꎬ回归分析结果显示其差异主要源于弱选择约束

下的 Ａ / Ｔ 偏向突变压力[１ꎬ４６]ꎮ 通过构建 ＧＣ１２(Ｙ)与
ＧＣ３(ｘ)的中性回归模型ꎬ发现二者的线性回归方程

为 Ｙ＝ ０.４０８ ０＋ ０.０８５ ３ｘꎬ 对 应 的 校 正 决 定 系 数

(Ｒ２
ａｄｊ)＝ ０.０１６ ０ꎬ回归斜率为０.０８５ ３ꎬ表明自然选择

对密码子偏好形成的贡献率为 ９１.４７％ꎬ显著高于突

变 压 力 的 贡 献 ( ８􀆰 ５３％) [４７￣４８]ꎮ 低 Ｒ２
ａｄｊ (Ｒ２

ａｄｊ<
０􀆰 ０５０ ０)提示 ＧＣ１２与 ＧＣ３间无显著相关性ꎬ进一步

支持叶绿体基因组密码子的偏好性主要受到自然选

择驱动而非受到突变偏置主导的假设[４４ꎬ４７]ꎮ 该研

究结果反映了叶绿体基因在进化过程中受翻译效率

优化等选择压力约束的保守性[１ꎬ４９]ꎮ
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ＧＣ３:密码子第 ３ 位碱基中 Ｇ＋Ｃ 的平均含量ꎻＧＣａｌｌ:密码子所有碱基位中 Ｇ＋Ｃ 的平均含量ꎻＥＮＣ:有效密码子数ꎻＧＣ３ｓ:所有密码子第 ３ 位碱

基中 Ｇ＋Ｃ 含量占第 ３ 位碱基总含量的比例ꎮ
图 １　 Ｇ＋Ｃ 含量与有效密码子数(ＥＮＣ 值)在茶树品种白毫早叶绿体基因间的对比分析结果

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｇ＋Ｃ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓ (ＥＮＣ ｖａｌｕｅｓ) ａｍｏｎｇ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ
ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｂａｉｈａｏｚａｏ
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２.４.３　 ＧＣ３￣ＥＮＣ 分析　 由表 ４ 还可以看出ꎬ５２ 个基

因的 ＥＮＣ 值多数分布在３９.００~ ５４􀆰 ００ꎬ平均值为

４４􀆰 ５７ꎬ其中 ２９ 个基因的 ＥＮＣ 值>４５􀆰 ００ꎬ表明白毫

早茶树叶绿体基因组的整体密码子偏好性较弱[５０]ꎮ
值得注意的是ꎬ所有基因的实测 ＥＮＣ 值均极显著低

于基于 ＧＣ３组成的理论预期值[假设当密码子的使

用仅由突变压力(即 Ｇ＋Ｃ 含量)驱动ꎬ不受自然选

择影响时ꎬ通过数学模型计算出的 ＥＮＣ 的预测值]
(Ｐ<０.０１)ꎬ提示密码子使用模式受到非突变压力因

素的 强 烈 影 响[５１￣５２]ꎮ ＧＣ３ 值 分 布 范 围 狭 窄

(１９.８５％~３７􀆰 ０２％)ꎬ这一现象与茶科植物(Ｔｈｅａｃｅ￣
ａｅ)及向日葵(Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ)叶绿体基因组的

ＧＣ３分布模式相似ꎬ均呈现对 Ａ / Ｔ 的偏好性[１]ꎮ

表 ４　 茶树品种白毫早叶绿体基因组密码子分析结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｂａｉｈａｏｚａｏ

基因编码产物　 　 　 　 基因 ＧＣ１２ ＧＣ３ ＥＮＣ
Ｇ３ /

(Ｇ３＋Ｃ３)
Ａ３ /

(Ａ３＋Ｔ３)
基因编码产物　 　 　 　 基因 ＧＣ１２ ＧＣ３ ＥＮＣ

Ｇ３ /
(Ｇ３＋Ｃ３)

Ａ３ /
(Ａ３＋Ｔ３)

乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 ａｃｃＤ ３８.３３ ２９.５８ ４５.２８ ０.５４ ０.３４ ｐｓｂＢ ５０.５９ ３１.２４ ４４.４２ ０.５３ ０.３９

ＡＴＰ 合酶亚基 ａｔｐＡ ４７.８４ ２４.０２ ４１.８６ ０.５５ ０.４８ ｐｓｂＣ ４９.７９ ３１.６５ ４１.２８ ０.４６ ０.４４

ａｔｐＢ ４９.００ ２８.４６ ４４.６５ ０.５３ ０.４６ ｐｓｂＤ ４７.４６ ３１.６４ ４３.３８ ０.４３ ０.３７

ａｔｐＥ ４４.０３ ２７.６１ ４３.１１ ０.６２ ０.４４ 核糖双加氧酶大亚基 ｒｂｃＬ ５１.１６ ３０.０４ ４６.２９ ０.５０ ０.４２

ａｔｐＦ ４０.００ ３５.６８ ４２.７９ ０.６２ ０.５０ 大核糖体亚基蛋白 ｒｐｌ１４ ４６.３５ ２６.０２ ４２.８４ ０.５３ ０.４９

ａｔｐＩ ４３.５５ ２６.６１ ４４.９５ ０.４４ ０.４３ ｒｐｌ１６ ５１.８４ １９.８５ ３５.３９ ０.６３ ０.５９

ｃ 型细胞色素 ｃｃｓＡ ３５.２５ ２４.２２ ４４.８１ ０.５０ ０.４６ ｒｐｌ２ ４８.９１ ３２.３６ ５１.７４ ０.５１ ０.４９

包膜膜蛋白 ｃｅｍＡ ３２.５４ ３１.４７ ４９.６８ ０.４８ ０.４３ ｒｐｌ２０ ４１.１０ ２５.４２ ４８.８０ ０.６３ ０.４９

蛋白酶 ｃｌｐＰ ４８.２２ ２５.５１ ４６.５７ ０.５６ ０.４９ ｒｐｌ２２ ３９.１１ ２５.００ ４０.８８ ０.５６ ０.５４

成熟酶 ｍａｔＫ ３５.４０ ２７.６０ ４５.２４ ０.５４ ０.４３ ＲＮＡ 聚合酶亚基 ｒｐｏＡ ３８.３９ ２５.３０ ４６.１３ ０.５６ ０.４７

ＮＡＤＨ 脱氢酶亚基 ｎｄｈＡ ４０.３９ ２０.６０ ３９.２２ ０.４９ ０.４９ ｒｐｏＢ ４４.２１ ２７.７３ ４６.０６ ０.６４ ０.４９

ｎｄｈＢ ４０.０２ ３１.１２ ４５.４６ ０.４２ ０.４６ ｒｐｏＣ１ ４３.６４ ２８.３６ ４８.５８ ０.５５ ０.４８

ｎｄｈＣ ４０.０８ ２４.７９ ４７.８９ ０.６７ ０.４１ ｒｐｏＣ２ ４１.８４ ２８.４８ ４６.６６ ０.５３ ０.４８

ｎｄｈＥ ３６.２８ ２４.５１ ４０.２０ ０.５６ ０.３５ 小核糖体亚基蛋白 ｒｐｓ１１ ５５.０４ ２０.８６ ４７.２２ ０.５９ ０.４８

ｎｄｈＦ ３６.３２ ２２.８３ ４０.６９ ０.６０ ０.３９ ｒｐｓ１２ ５０.００ ２７.４２ ４３.２８ ０.４４ ０.５３

ｎｄｈＧ ３７.５７ ２２.０３ ３９.８３ ０.５４ ０.４１ ｒｐｓ１４ ４５.５４ ３１.６８ ３４.２４ ０.７２ ０.５８

ｎｄｈＨ ４３.４０ ２４.６２ ４５.４０ ０.６１ ０.４９ ｒｐｓ１８ ３９.２２ ２６.４７ ３５.７４ ０.６７ ０.４７

ｎｄｈＩ ３９.８８ ２７.９８ ４８.８７ ０.４９ ０.４４ ｒｐｓ２ ４２.６２ ２８.２７ ４８.７３ ０.５８ ０.４５

ｎｄｈＪ ４４.０３ ３１.４５ ４７.４９ ０.６０ ０.４０ ｒｐｓ３ ３９.２７ ２２.８３ ４６.４３ ０.３８ ０.６０

ｎｄｈＫ ４１.８７ ２５.８０ ４５.１４ ０.５５ ０.４３ ｒｐｓ４ ４３.５７ ２５.７４ ４７.４１ ０.４８ ０.５１

细胞色素 ｂ / ｆ 复合体亚基 ｐｅｔＡ ４４.７１ ２８.３５ ４６.９２ ０.５６ ０.４３ ｒｐｓ７ ４８.７２ ２３.０８ ４５.２７ ０.５６ ０.５８

ｐｅｔＢ ４５.１４ ３０.５６ ４２.５７ ０.５９ ０.４０ ｒｐｓ８ ４１.５５ ２７.２１ ３８.４４ ０.４９ ０.５２

ｐｅｔＤ ４５.０３ ２７.３３ ４１.２６ ０.５５ ０.５０ 保守的假定叶绿体开放
阅读框编码产物

ｙｃｆ１ ３２.１１ ２５.２０ ４６.３８ ０.５４ ０.５２

光系统Ⅰ亚基 ｐｓａＡ ４７.８７ ３１.８２ ４６.９６ ０.４９ ０.４２ ｙｃｆ２ ３８.０２ ３７.０２ ５１.２０ ０.５４ ０.４３

ｐｓａＢ ４５.９２ ３０.６１ ４５.６７ ０.５６ ０.３８ ｙｃｆ３ ４３.２０ ２８.９９ ５３.１６ ０.５５ ０.４７

光系统Ⅱ亚基 ｐｓｂＡ ４６.６１ ３２.４９ ３９.０９ ０.３３ ０.３３ ｙｃｆ４ ４２.７０ ２９.１９ ４６.０９ ０.５４ ０.４１
ＮＡＤＨ:还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸ꎻＡＴＰ:三磷酸腺苷ꎻＥＮＣ:有效密码子数ꎻＧＣ１２:密码子第 １、２ 位碱基中 Ｇ＋Ｃ 的平均含量ꎻＧＣ３:密码子第 ３
位碱基中 Ｇ＋Ｃ 的平均含量ꎻＧ３ / (Ｇ３＋Ｃ３):密码子第 ３ 位碱基中 Ｇ 含量占 Ｇ＋Ｃ 总含量的比例ꎻＡ３ / (Ａ３＋Ｔ３):密码子第 ３ 位碱基中 Ａ 含量占 Ａ＋Ｔ
总含量的比例ꎮ

２.４.４　 ＰＲ２ 分析　 根据 ＰＲ２ 偏倚分析结果ꎬ白毫早

茶树叶绿体基因组中密码子第 ３ 位碱基使用偏好性

呈现显著特异性ꎮ 通过计算 Ｇ３ / (Ｇ３ ＋Ｃ３ ) 和 Ａ３ /
(Ａ３＋Ｔ３)发现ꎬ基因密码子第 ３ 位普遍存在 Ｇ３ >Ｃ３
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[Ｇ３ / (Ｇ３＋Ｃ３)均值>０􀆰 ５０]和 Ｔ３> Ａ３[Ａ３ / (Ａ３＋Ｔ３)均
值<０􀆰 ５０]的特点(表 ４)ꎮ 值得注意的是ꎬｐｓｂＡ 基因

的 Ｇ３ / (Ｇ３＋Ｃ３)值和 Ａ３ / (Ａ３ ＋Ｔ３)值均最低(０.３３)ꎬ
表明其密码子第 ３ 位对 Ｃ、Ｔ 的偏好性最强ꎬ这与叶

绿体 ｐｓｂＡ 基因密码子普遍存在以 Ｃ 结尾的偏好性

一致[５３]ꎮ 然而ꎬ ｒｐｓ１４ 基因的 Ｇ３ / (Ｇ３ ＋Ｃ３)值最高

(０􀆰 ７２)ꎬｒｐｓ３ 基因的 Ａ３ / (Ａ３ ＋Ｔ３)值最高(０.６０)ꎬ提
示核糖体蛋白质编码基因可能受到不同于其他功能

基因的选择性压力[２７ꎬ５４]ꎮ
２.４.５　 最优密码子的确定　 根据筛选标准(ＲＳＣＵ>
１􀆰 ００ 且△ＲＳＣＵ≥０􀆰 ０８)ꎬ本研究一共从白毫早茶树

叶绿体基因组中鉴定出 ２０ 个最优密码子ꎬ其中 ９０％
的密码子以 Ａ 或 Ｔ 结尾(如 ＧＣＡ、ＧＣＴ、ＣＧＡ 等)ꎬ比
例显著高于以 Ｇ / Ｃ 结尾的密码子(表 ５)ꎮ 这一结

果表明ꎬ白毫早茶树叶绿体基因组表现出对 Ａ / Ｔ 结

尾密码子的强烈偏好ꎬ与蕨类植物铁线蕨(Ａｄｉａｎｔｕｍ
ｃａｐｉｌｌｕｓ￣ｖｅｎｅｒｉｓ) ( ７５％ 以 Ａ / Ｔ 结尾)、理查德水蕨

(Ｃｅｒａｔｏｐｔｅｒｉｓ ｒｉｃｈａｒｄｉｉ)(８９％以 Ａ / Ｔ 结尾)等物种的

叶绿体密码子使用模式高度一致[５１]ꎮ 进一步分析

发现ꎬ这种偏好性可能与叶绿体基因组固有的高 Ａ /
Ｔ 含量和突变偏置密切相关[４４ꎬ４９]ꎬ同时自然选择压

力可能通过优化翻译效率强化了该趋势[４４ꎬ５５]ꎮ 值

得注意的是ꎬ本研究筛选的最优密码子中ꎬＧＣＡ(编
码丙氨酸)、ＧＣＴ(编码丙氨酸)等高频密码子与柴

胡(Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍ ｆａｌｃａｔｕｍ)叶绿体基因组中高表达密

码子存在重叠[５６]ꎬ提示不同物种间在叶绿体基因表

达调控机制方面存在一定的保守性ꎮ

表 ５　 茶树品种白毫早叶绿体基因的最优密码子

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｂａｉｈａｏｚａｏ

氨基酸　 　 　 　 　 密码子　
基因组

数量(个) ＲＳＣＵ

高表达基因

数量(个) ＲＳＣＵ

低表达基因

数量(个) ＲＳＣＵ
△ＲＳＣＵ

丙氨酸(Ａｌａ) ＧＣＡ∗ ４２ １.１５ １７ １.１５ ２５ １.０２ ０.１３

ＧＣＴ∗∗∗ ７８ １.８４ ３７ ２.５１ ４１ １.６７ ０.８４

精氨酸(Ａｒｇ) ＣＧＡ∗∗ ７２ １.４２ ２６ １.８４ ４６ １.３７ ０.４７

ＣＧＴ∗∗ ５３ １.３９ ２０ １.４１ ３３ ０.９９ ０.４２

半胱氨酸(Ｃｙｓ) ＴＧＴ∗∗∗ ３６ １.５２ ６ ２.００ ３０ １.４３ ０.５７

谷酰胺酸(Ｇｌｎ) ＣＡＡ∗∗ １０１ １.５３ １９ １.７３ ８２ １.４３ ０.３０

谷氨酸(Ｇｌｕ) ＧＡＡ∗ １５３ １.５３ ３３ １.５３ １２０ １.３４ ０.１９

甘氨酸(Ｇｌｙ) ＧＧＴ∗∗∗ ７０ １.３０ ３１ １.９１ ３９ １.０４ ０.８７

亮氨酸(Ｌｅｕ) ＣＴＡ∗ ６１ ０.７８ １３ １.１５ ４８ ０.９０ ０.２５

ＣＴＴ∗ ９４ １.２５ １８ １.５９ ７６ １.４３ ０.１６

ＴＴＡ∗∗ ８２ １.９８ １８ １.５９ ６４ １.２０ ０.３９

ＴＴＧ∗ ９４ １.２３ １８ １.５９ ７６ １.４３ ０.１６

赖氨酸(Ｌｙｓ) ＡＡＡ∗∗ １５８ １.５３ ３１ １.７２ １２７ １.３０ ０.４２

脯氨酸(Ｐｒｏ) ＣＣＴ∗∗ ５８ １.６５ １５ １.７６ ４３ １.３８ ０.３８

丝氨酸(Ｓｅｒ) ＡＧＴ∗∗ ６９ １.３０ １７ １.５２ ５２ １.０５ ０.４７

ＴＣＴ∗∗ １０１ １.７９ ２２ １.９７ ７９ １.６０ ０.３７

苏氨酸(Ｔｈｒ) ＡＣＣ∗∗ ３５ ０.７４ １１ １.０７ ２４ ０.７１ ０.３６

ＡＣＴ∗∗∗ ６４ １.６５ ２０ １.９５ ４４ １.３０ ０.６５

缬氨酸(Ｖａｌ) ＧＴＡ∗∗∗ ５５ １.５３ １８ １.８５ ３７ １.２５ ０.６０

ＧＴＴ∗∗∗ ５９ １.４８ １９ １.９５ ４０ １.３６ ０.５９
ＲＳＣＵ:相对同义密码子使用频率ꎻ△ＲＳＣＵ:相对同义密码子使用度差异ꎬ△ＲＳＣＵ ＝ ＲＳＣＵ高 －ＲＳＣＵ低ꎻ∗表示 ０.０８≤△ＲＳＣＵ< ０.３０ꎻ∗∗表示
０.３０≤△ＲＳＣＵ<０.５０ꎻ∗∗∗表示△ＲＳＣＵ≥０.５０ꎮ

２.５　 系统发育分析

为了明确白毫早茶树的进化地位ꎬ本研究选取

禾本科的玉蜀黍属(Ｚｅａ)、甘蔗属( Ｓａｃｃｈａｒｕｍ)、小

麦属(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ)及稻属(Ｏｒｙｚａ)植物作为外群ꎬ基于

３１ 个保守蛋白质编码基因的联合比对数据矩阵ꎬ采
用最大似然法(ＭＬ)构建系统发育树ꎮ 图 ２ 结果显
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示ꎬ白毫早茶树与福鼎白毫茶树(Ｃ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｆｕ￣
ｄｉｎｇ Ｂａｉｈａｏ) 形成高度支持的分支 [自举值 ( ｂｏｏｔ￣
ｓｔｒａｐ) ＝ １００％]ꎬ并与山茶属中的茶 ( Ｃ. ｓｉｎｅｎｓｉｓꎬ
ＯＬ４５０４２８.１)聚为一类ꎬ证实其分类地位属于山茶

属的核心类群[５７￣５８]ꎮ 值得注意的是ꎬ白毫早茶树所

在的山茶属(Ｃａｍｅｌｌｉａ)与多瓣茶属(Ｐｏｌｙｓｐｏｒａ)构成

姐妹群ꎬ而紫茎属(Ｓｔｅｗａｒｔｉａ)则位于较远分支ꎬ表明

白毫早茶树与多瓣茶属植物的遗传分化程度低于其

与紫茎属植物的分化程度ꎮ 这一结果与叶绿体基因

组的结构保守性特征一致ꎬ进一步支持叶绿体蛋白

质编码基因在解析山茶属近缘物种关系方面的有效

性[５７ꎬ５９]ꎮ

图 ２　 基于叶绿体基因组的茶树品种白毫早的系统进化分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｂａｉｈａｏｚａｏ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｔｓ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ

３　 讨 论

本研究揭示了白毫早茶树叶绿体基因组的典型

四分体结构(ＬＳＣ / ＳＳＣ / ＩＲａ / ＩＲｂ)及其独特的组成特

征ꎬ其总长度为１５７ ０２５ ｂｐꎬ与多数被子植物叶绿体基

因 组 规 模 相 当[３０ꎬ３２ꎬ６０]ꎬ 而 ＩＲ 区 的 Ｇ＋ Ｃ 含 量 为

４２􀆰 ９５％ꎬ 显 著 高 于 ＬＳＣ 区 ( ３５􀆰 ３３％) 和 ＳＳＣ 区

(３０􀆰 ５５％)ꎮ 值得注意的是ꎬ基因注释结果显示ꎬｔｒｎＫ￣
ＵＵＵ 的内含子大小为 ２ ４８８ ｂｐꎬ远超多数植物叶绿体

基因的内含子长度[如金腰属(Ｃｈｒｙｓｏｓｐｌｅｎｉｕｍ)植物

的最大内含子长度仅为 ５２３ ｂｐ[６１] ]ꎬ可能与其特殊的

ＲＮＡ 编辑机制相关ꎮ
在密码子偏好性方面ꎬＧＣ３的均值(２７􀆰 ５９％)显

著低于 ＧＣ１(４６􀆰 ８５％)和 ＧＣ２(３９􀆰 ５０％)ꎬ呈现 ＧＣ１ >
ＧＣ２>ＧＣ３的递减规律ꎬ与双子叶植物线粒体基因组

中观察到的嘧啶偏好性(Ｔ３ / Ｃ３优势) [６２] 一致ꎮ ＥＮＣ
值分布(均值为 ４４􀆰 ５７)及 ＧＣ１２ 与 ＧＣ３ 呈低相关性

(Ｒ２
ａｄｊ ＝ ０􀆰 ０１６ ０)ꎬ表明自然选择的贡献率显著高于

突变压力ꎮ 值得注意的是ꎬ最优密码子中 ９０％以 Ａ /
Ｔ 结尾ꎬ与普通小麦叶绿体基因组中以 Ａ / Ｔ 结尾的

密码子占优势形成呼应[６２]ꎬ提示翻译效率优化可能

驱动密码子选择ꎬ这与茶树 ＣｓＮＲＴ１􀆰 １ 基因中以 Ａ /
Ｔ 结尾的密码子占比高达 ８５％的研究结果相互印

证ꎬ凸显了山茶科植物叶绿体基因组在密码子选择

机制上的趋同演化特征[６３]ꎮ
ＳＳＲ 分析结果显示ꎬ在 ２４７ 个简单重复中ꎬ单核
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苷酸重复占比为 ６３􀆰 ５６％(Ａ / Ｔ 占绝对优势)ꎬ与山

楂属植物叶绿体基因组的 ＳＳＲ 类型分布(单核苷酸

重复占比为 ６５􀆰 ２０％)相比更为保守ꎬ反映了二者在

微卫星序列演化过程中均受到 Ａ、Ｔ 碱基优势的强

烈驱动[６４]ꎮ

４　 结 论

本研究基于白毫早茶树叶绿体基因组的结构与

进化特征研究ꎬ为山茶属系统分类提供了分子证据ꎮ
白毫早茶树叶绿体基因组呈现典型四分体环状结构

(总长１５７ ０２５ ｂｐ)ꎬ包括大单拷贝区(ＬＳＣ)、小单拷

贝区(ＳＳＣ)和 １ 对倒置重复区( ＩＲ)ꎮ Ｇ＋Ｃ 含量分

布具有显著的区域保守性:ＩＲ 区(４２􀆰 ９５％) 因富含

ｒＲＮＡ 基因而较高ꎬ ＳＳＣ 区(３０􀆰 ５５％) 因 Ａ / Ｔ 偏向

基因富集而最低ꎮ 白毫早叶绿体 １３３ 个功能基因的

数量与组成与山茶属物种高度一致ꎬ印证了该属基

因组的进化保守性ꎮ ＳＳＲ 分析结果显示ꎬ在单核苷

酸重复中单核苷酸 Ａ / Ｔ 重复占比 ９７􀆰 ４５％ꎬ此类重

复可作为高变异位点用于后续群体遗传研究ꎮ 密码

子偏好性分析结果表明ꎬ自然选择是主要驱动因素ꎬ
贡献率为 ９１􀆰 ４７％ꎬ９０％最优密码子以 Ａ / Ｔ 结尾ꎬ反
映叶绿体基因组受到翻译选择压力影响的进化特

征ꎮ 系统发育分析结果进一步证实ꎬ白毫早茶树与

福鼎白毫茶树形成高度支持的分支 ( ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝
１００％)ꎬ支持其归属于山茶属核心类群ꎮ 本研究从

基因组层面揭示了茶树品种白毫早的分子标记与进

化保守性ꎬ为山茶属系统分类及叶绿体功能进化研

究提供了数据支撑ꎮ
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