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基于转录组数据分析药用真菌猪苓密码子使用偏好性
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摘要: 本研究以猪苓转录组数据 (SRP058382) 为基础, 利用BLASTx和ESTScan对猪苓的CDS进行预测, 共筛

选出 332条 unigenes, 再利用CodonW分析这些基因密码子使用偏向性。结果显示, 猪苓基因密码子GC含量范围在

44.51%～64.6%, 平均含量为 53.57%, GC3平均含量为 57.98%, 说明猪苓基因偏向使用以G或C结尾的密码子; ENC

值在 38.46到 61之间, 说明其密码子偏向性较弱; 中性绘图分析及ENC-plot曲线分析显示, 猪苓基因GC12与GC3

的回归系数为 0.075, 说明GC12和GC3的相关性微弱, 并且大部分基因ENC值偏离了理论值。这些分析表明在猪

苓基因的密码子使用偏向性的形成过程中, 突变和选择压力等诸多因素都发挥着重要作用。通过高表达优越密码

子分析确定了猪苓基因中 22个最优密码子, 多以G或C结尾。研究结果为猪苓的转基因研究中载体的选择及分子

进化研究提供理论依据。
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Abstract: We obtained 332 coding sequences from the Polyporus umbellatus transcriptome based on the

BLASTx and ESTScan analyses. The codon usage patterns of P. umbellatus were calculated and statistically

analyzed using CodonW. The results showed that the average GC content of genes was 53.57% and the average

GC3 content was 57.98%, suggesting that genes favored codons ending with G or C. The effective number of

codons (ENC) value range from 38.46 to 61, which indicates that these genes have low codon usage bias. The

neutrality plot and ENC-plot analysis revealed that many factors such as mutation and selective pressure play an

important role in shaping codon usage bias in P. umbellatus genes. Twenty-two optimal codons were identified as

being biased toward codons ending with G or C using the high expression superior codon analysis method. This

study will lay a foundation for future research on genetic engineering and molecular evolution in P. umbellatus.
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密码子是遗传信息传递的基本单位, 每一种氨基

酸至少对应一种密码子 (如甲硫氨酸和色氨酸都只有

一个密码子 , 其他的氨基酸都对应 2～6 种密码子)。

编码同一种氨基酸的密码子称为同义密码子。在早期

的研究中显示, 蛋白质翻译过程中, 密码子的使用并不

是随机发生的, 并且发现特定物种甚至特定基因通常

会偏向于使用一种或几种固定的密码子, 这种现象被

称为密码子使用偏好性[1,2]。在密码子偏好性的形成

过程中受到多种因素的影响, 例如GC含量、基因表达

量、tRNA丰度及突变压力等[3,4]。不同物种之间存在

着密码子使用偏好性的差异, 即使在同种生物中, 不同

基因的密码子使用偏好性也不相同。通过分析物种的

密码子使用偏好性, 揭示物种密码子使用偏好性的特

征, 对于生物的分子进化机制及基因工程等研究等都

具有重要的意义。例如研究植物的叶绿体基因组的序

列特征密码子碱基的组成规律, 不仅叶绿体遗传转化

效率的提高, 也有利于目的基因的高效稳定表达[5]。

猪苓 (Polyporus umbellatus) 是我国传统珍贵药用

真菌, 其药用记载最早出现在《神农本草经》上, 被列为

中品[6]。猪苓性味归经及功效[7]与现代药理学证明, 猪

苓的主要活性成分是猪苓多糖、麦角甾醇等, 对膀胱

癌、急性肾炎和水肿都具有良好的疗效[8]。目前, 猪苓

的研究主要集中在其有效药用活性成分、药理作用及

其栽培技术等方面[9,10]。课题组在长期研究猪苓栽培、

资源等基础上, 利用二代高通量测序技术研究猪苓转

录组, 揭示了猪苓防御蜜环菌入侵的分子机制[11]。为

了进一步深入认识猪苓分子系统学及功能基因组学,

本研究基于本课题组完成的猪苓转录组数据, 对猪苓

的密码子使用偏向性进行了系统研究, 并分析影响猪

苓基因密码子使用偏好性的因素, 进一步对筛选出的

猪苓基因密码子使用模式及最优密码子进行了分析,

为下一步开展猪苓系统进化的分子机制、基于密码子

改造的基因功能验证研究提供理论依据。

材料与方法

猪苓转录组 在 NCBI 序列片段存档 (sequence

read archive, SRA) 数据库选取之前本课题组发表的猪

苓转录组数据 (SRP058382)[11]。利用Trinity 2.2.0软件

拼接组装转录谱[12], 应用 BLASTx和 ESTScan软件分

析猪苓转录组中的编码序列 (coding sequences, CDS)。

由于短序列无法正确计算有效密码子数, 为了减少样

本误差, 本研究选择以ATG为起始密码子的非重复且

长度大于 300 bp的序列进行分析, 最终得到 332条用

于之后密码子偏好性分析的猪苓CDS序列。

密码子偏好性分析 利用 CodonW 1.4.2 (http://

codonw.sourceforge.net/) 软件计算密码子组成和使用

偏好性分析。密码子组成的度量指标包括G+C含量

(鸟嘌呤和胞嘧啶含量); A3s、T3s、G3s、C3s (同义密码

子在第 3位上腺嘌呤、胸腺嘧啶、鸟嘌呤和胞嘧啶的出

现频率); GC3s (同义密码子第 3 位的 G+C 含量) 等。

密码子使用偏好性的度量指标包括: 同义密码子相对

使用度 (relative synonymous codon usage, RSCU)、有

效密码子数 (effective number of codons, ENC)、密码子

适应指数 (codon adaption index, CAI) 等。

ENC可用于检测单个基因CDS区密码子偏好程

度, 它的取值范围在 20到 61之间, 这个值越接近 20表

示该基因所有氨基酸越偏向使用其同义密码子的某一

密码子, 这个值越接近 61表示该基因所有氨基酸的各

同义密码子越被平均使用, 所以 ENC的值越低, 表明

该基因的密码子使用偏好性越强[13]。

CAI可以检测猪苓基因编码区同义密码子与密码

子最佳使用相符合程度, 范围在 0到 1之间。CAI值较

高, 基因具有较高的表达量, CAI值较低, 基因具有较

低的表达量[14]。

RSCU是对 59个同义密码子 (不包括 3个终止密

码子 TAG、TGG、TGA和仅由一个密码子编码的甲硫

氨酸ATG及色氨酸TGG密码子) 的使用偏好性评估。

RSCU值是用同义密码子的实际观测值和同义密码子

平均使用期望值之间的比值获得的[15]。

中性绘图分析 在生物体编码氨基酸的过程中,

除了编码精氨酸、亮氨酸和丝氨酸的密码子外, 在密码

子第三位的碱基经常会出现同义突变, 中性绘图是以

GC12 (密码子第一、二位 GC 含量的平均值) 为纵坐

标, 以GC3 (密码子第三位GC含量) 为横坐标, 每个散

点代表一个基因, 分析密码子 3个位点碱基组成之间

的相关性, 确定影响密码子偏好性的因素。

ENC-plot 绘图 采用 ENC 绘图分析 ENC 值和

GC3分布的关系, 主要用于检测碱基组成对密码子偏

好性的影响。本文利用 GC3 为横坐标 , ENC 为纵坐

标, 创建二维散点图, 并在图中附加 ENC值的标准曲

线。如果基因的点分布在标准曲线附近, 这表明密码

子的使用偏好性主要受到了突变作用的影响, 如果基

因点主要分布在期望曲线下方, 表明密码子使用偏好

性主要受选择压力的影响。

PR2 (parity rule 2) 奇偶偏好分析 奇偶规则表

明, 在DNA的两条互补链之间如果不存在任何突变或

者选择压力上的偏倚, 那么碱基含量上应该存在A=T

和G=C关系。这种方法主要针对 4个密码子编码的氨

基酸, 包括 Ser、Leu、Pro、Arg、Thr、Val、Ala和Gly。分

别以基因中上述氨基酸对应密码子A3/(A3+T3) 为纵
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坐标, 以G3/(G3+C3) 为横坐标作图, 以 (0.5,0.5) 坐标

为中心, 从这个中心出发的矢量表示了 PR2偏倚的程

度和方向[16]。

最优密码子分析 对于最优密码子的确定, 以ENC

值进行排序然后作为偏性标准 , 选取 ENC 最大值和

ENC最小值各 10%的基因, 分别构建高低偏性库, 之

后以△RSCU值为标准确定最优密码子, 取△RSCU>

0.08的密码子作为高表达优越密码子。

对应性分析 对应性分析是指采用多元统计方法

研究不同基因密码子变异趋势。利用CodonW软件的

RSCU对应分析功能, 将所有基因分布到 59维向量空

间, 从而得到密码子使用偏好性的特征。通过分析基

因位置探究基因向量及基因间值的变异程度, 推测导

致密码子偏好发生的原因。

结果

1 密码子组成分析

利用CodonW软件分析猪苓转录组中所有候选基

因的编码区序列GC含量。将猪苓转录组候选基因的

CDS 序列作为一个整体进行分析 , 结果如图 1 所示 ,

GC 含量范围在 44.51%～64.6%, 主要分布在 50%～

60%之间, 平均含量为 53.57%, GC1、GC2、GC3平均含

量分别为 56.28%、45.48%和 57.98%。总体来看, GC2

的值最小, GC1和GC3的值相近, 说明猪苓的CDS的

密码子更倾向于使用鸟嘌呤 (G) 和胞嘧啶 (C) 这两种

碱基。

2 中性绘图分析

猪苓转录组 CDS 中性绘图分析结果 (图 2) 显

示, GC12 的取值范围为 0.407～0.705, GC3 的范围为

0.356～0.771。GC12与GC3的回归系数为0.075, 说明

GC12和 GC3的相关性微弱。密码子第一、二位碱基

和第三位碱基受突变的影响不同, 表明猪苓的CDS在

进化过程中受到一定的突变压力, 影响了CDS本身的

碱基组成。

3 ENC-plot绘图分析

本研究显示猪苓CDS的ENC取值范围为 38.46～

61, 因此认为猪苓CDS的密码子偏向性较弱。以GC3

为横坐标, ENC为纵坐标作图 (图 3), 图 3中各点为基

因分布情况。代表基因的大部分点都分布在远离期望

曲线的地方, 只有小部分的基因点分布在期望曲线周

围, 说明除了突变压力在猪苓密码子偏向性的形成中

起到重要作用外, 其他因素比如遗传选择作用也在猪

苓密码子偏向性的形成中起到重要作用。

为了准确的区分期望ENC与观测ENC之间的区

别, 本研究进行了 (ENCexp-ENCobs)/ENCexp计算[17],

如图 4所示, (ENCexp-ENCobs)/ENCexp的比值主要分

布在 0.00～0.10之间, 说明期望ENC与观测ENC之间

存在很小差异。因此, 这个结果说明突变不是影响猪

苓密码子偏向性形成的唯一因素, 但确实是一个很重

要的因素。

4 对应性分析

对应性分析结果表明, 第一向量轴的差异占11.31%,

Figure 1 Distribution of the GC content of coding sequences

(CDS) in Polyporus umbellatus

Figure 2 Neutrality plot (GC12 vs GC3)

Figure 3 Neutrality plot (ENC vs GC3). ENC: Effective number

of codons

Figure 4 Frequency distribution of the ENC ratio
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第二向量轴占 9.64%的差异, 说明第一轴对猪苓转录

组密码子偏向性造成的影响最大。为了进一步说明

GC含量对猪苓密码子偏向性的影响, GC含量不同的

基因被着上不同的颜色, GC含量高于60%的基因被标

记为红色, GC含量在 45%～60%之间的基因被标记为

蓝色, GC含量低于45%的基因被标记为绿色。如图5所

示, GC含量高于 60%的基因在坐标系中分布的比较

分散, 而GC含量小于60%的基因则分布的比较集中。

另外 , 本研究做了 6 个参数的相关性分析 , 包括

GC12、GC3、GCall、ENC、CAI 以及 Axis 1。如表 1 所

示 , Axis 1 与 3 个重要的参数存在显著相关性 , 包括

GCall、ENC 及 Axis 1 (r = 0.679, r = 0.466, r = 0.437,

r = 0.218; P < 0.01), 说明突变压力及遗传选择作用在

猪苓密码子偏向性形成过程中起到重要作用。

5 PR2奇偶偏好分析

采用PR2-plot分析了猪苓转录组 332条CDS嘌呤

(A和G) 与嘧啶 (T和C) 之间的关系, 结果如图 6所示,

大部分基因位于 y轴 0.5以下, 矢量向下及左右两侧偏

倚, 表明猪苓转录组基因的密码子第三位中T、G和C

含量较高, 在密码子第三位A、T、C和G使用频率并不

相等, 表明猪苓密码子偏向性不仅仅由突变引起, 还有

其他因素影响, 比如说遗传选择因素。

6 基因表达水平对密码子偏好性的影响

猪苓CDS的CAI取值范围为 0.13～0.372, 说明猪

苓基因表达水平不高。同时, 对CAI和其他几个重要

参数 (ENC、GC3、GC) 进行了相关性分析 (图 7, 表 1),

结果显示 CAI 值与 ENC 之间存在显著的负相关性

(r = -0.529, P < 0.01), CAI值与GC含量之间存在显著

的正相关性 (r =0.106, P < 0.01)。因此, 猪苓密码子偏

好性的形成过程中受到基因表达水平的影响, GC含量

高且表达水平高, 基因的密码子偏好性的程度越高。

7 最优密码子分析

以 ENC值为偏性标准, 建立偏性库, 确定了猪苓

CDS密码子最优密码子为 23个 (表 2)。在这些最优密

码子中, 以G (7个) 或C (14个) 结尾的较多, 表明G或

C结尾的密码子为猪苓转录组CDS的偏好使用。

讨论

研究物种的密码子使用偏好性对于指导基因工程

相关的研究, 如重要基因在异源生物中的表达起到重

要的作用, 但是由于缺少多数高等生物的基因组数据,

使得我们不能基于基因组数据对生物密码子使用偏好

性进行研究。在 2015年郭顺星等公布了药用真菌猪

苓的转录组数据[11], 为猪苓的密码子使用偏好性奠定

了基础。本研究为了了解猪苓转录组CDS密码子使

用的偏好性特点 , 首先对预测猪苓 CDS 序列进行筛

选 , 去除编码区小于 300 bp 的序列 , 最后得到 332 条

CDS密码子使用偏好性分析。

密码子使用偏好性与选择压相关, 通过影响RNA

转录与翻译等多种过程以决定整体编译的合理性[18]。

Figure 5 Correspondence analysis: genes with GC content high‐

er than 60%, within 45%-60% and lower than 45% were plotted as

red, blue and green dots, respectively

Table 1 Correlation analysis of Polyporus umbellatus gene-relat‐

ed parameters. ⁎P<0.05; ⁎⁎P<0.01. CAI: Codon adaption index

Parameters
GC12
GC3
GCall
ENC
CAI

GC3
0.141*

GCall
0.086
0.041

ENC
-0.058
-0.135*

-0.357**

CAI
0.055**

0.100
0.106**

-0.529**

Axis1
0.091
0.018
0.679**

0.466**

0.437**

Figure 6 Parity rule 2 (PR2)-bias plot [A3/(A3+T3) vs G3/(C3+

G3)]

Figure 7 Neutrality plot (ENC vs CAI)
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编码序列GC含量、转录终止子、转录因子识别序列、

隐藏的终止密码、重复序列、CpG二核苷酸偏向性和隐

藏的剪接信号等基因序列特征, 都与密码子使用偏好

性相关[19]。刘思思等[20]最新研究指出, GC含量和突变

压力的平衡调节在基因组的碱基组成中起到重要的作

用, 这种调节是影响密码子使用偏好性的最普遍的作

用之一。ENC⁃plot绘图分析结果表明, 猪苓部分CDS

分布于标准曲线附近, 基因的实际ENC值与理论ENC

值基本保持一致, 表明这些CDS的密码子使用偏向性

受到GC含量 (突变) 的影响比较大; 而大多数CDS分

布的离标准曲线较远, 表明实际ENC值与理论ENC值

存在较大的差异, 受遗传选择的影响较大。因此, 猪苓

转录组CDS密码子使用偏好性受到突变的影响, 更多

的是受到了选择的作用。

本研究重点分析了猪苓转录组中 CDS密码子使

用特点, 发现猪苓CDS的最优密码子有 23个。在这些

最优密码子中, 以G或C结尾的较多, 表明G或C结尾

的密码子为猪苓密码子CDS的偏好使用。GC含量被

认为是衡量基因组结构进化的重要因素, 基因组不同

简并密码子变化的方向和幅度与密码子自身的GC含

量相关 , GC 含量会影响基因的密码子使用偏向

性[21,22]。从猪苓 CDS 中的 GC 含量可以看出 , 其偏好

使用 G 或 C 碱基结尾的密码子。猪苓转录组的 CDS

在密码子使用上的这一特征与赤芝基因[23]、大豆[24]、石

榴[25]基因密码子使用规律相同。由此推断猪苓 CDS

的密码子偏好性的产生与猪苓CDS进化过程中GC到

AT突变压力要比AT到GC突变压力高有关。

本研究对猪苓转录组数据中的 CDS进行了密码

子偏好性及其偏好程度研究, 结果显示猪苓的CDS密

码子偏好性较弱, 突变压力和遗传选择都对其密码子

使用偏好性产生影响, 这些结果可为猪苓的分子进化

研究提供理论基础; 另外, 通过最优密码子分析共计得

到 21个偏好以G或C结尾的最优密码子, 这个结果可

为猪苓基因在进行转基因研究时宿主的选择提供

依据。

Table 2 Optimal codons of Polyporus umbellatus genes based on the RSCU values. RSCU: Relative synonymous codon usage; *Optimal

codons

Amino

acid

Phe

Leu

Ile

Met

Val

Tyr

TER

His

Gln

Asn

Lys

Asp

Glu

Codon

UUU

UUC*

UUA

UUG

CUU

CUC*

CUA

CUG

AUU

AUC*

AUA

AUG

GUU

GUC*

GUA

GUG

UAU

UAC*

UAA

UAG

UGA

CAU

CAC*

CAA

CAG*

AAU

AAC*

AAA

AAG*

GAU

GAC*

GAA

High

RSCU

0.53

1.47

0.09

0.72

0.94

3.03

0.26

0.97

0.91

1.91

0.18

1.00

0.59

2.07

0.43

0.90

0.51

1.49

0.75

0.75

1.50

0.57

1.43

0.69

1.31

0.51

1.49

0.45

1.55

0.62

1.38

0.61

N

43

119

5

39

51

165

14

53

54

114

11

60

40

140

29

61

30

87

4

4

8

29

72

45

86

39

114

40

139

60

134

51

Low

RSCU

1.07

0.93

0.57

1.33

1.47

0.90

0.63

1.10

1.36

0.88

0.77

1.00

1.05

1.05

0.74

1.17

1.11

0.89

1.50

1.13

0.38

1.34

0.66

1.12

0.88

1.13

0.87

0.79

1.21

1.19

0.81

1.11

N

71

62

32

74

82

50

35

61

76

49

43

91

69

69

49

77

62

50

8

6

2

51

25

74

58

71

55

71

109

63

43

107

Amino

acid

Ser

Arg

Pro

Thr

Ala

Cys

Trp

Gly

Codon

GAG*

UCU

UCC*

UCA

UCG*

AGU

AGC

AGA

AGG

CGU*

CGC*

CGA

CGG

CCU

CCC*

CCA

CCG*

ACU

ACC*

ACA

ACG*

GCU

GCC*

GCA

GCG*

UGU

UGC*

UGG

GGU

GGC*

GGA

GGG

High

RSCU

1.39

1.18

1.71

0.55

0.62

0.28

1.16

0.23

0.44

1.61

2.55

0.47

0.70

0.80

1.57

0.52

1.10

0.74

1.73

0.50

1.03

0.94

1.44

0.59

1.02

0.40

1.60

1.00

1.22

1.56

0.66

0.56

N

115

54

78

25

28

13

53

8

15

55

87

16

24

46

90

30

63

40

94

27

56

85

130

53

92

12

48

43

74

95

40

34

Low

RSCU

0.89

1.10

1.21

1.37

1.12

0.79

0.90

1.36

1.36

0.66

0.33

1.45

0.84

1.27

0.90

1.31

0.52

1.34

0.82

1.20

0.64

1.12

0.94

1.44

0.50

0.72

1.28

1.00

1.26

0.87

1.31

0.56

N

85

50

55

62

51

36

41

29

29

14

7

31

18

58

41

60

24

57

35

51

27

69

58

89

31

25

44

61

77

53

80

34
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