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茶树 CBF1 基因密码子使用特性分析 

郭秀丽, 王玉, 杨路成, 丁兆堂 

青岛农业大学茶叶研究所, 青岛 266109 

摘要: 转录因子 CBF(C-repeat-binding factor)广泛存在于各种植物中, 是植物抗逆过程中一个重要的调节因子。

文章运用 CHIPS、CUSP 和 CodonW 在线程序对茶树(Camellia sinensis)CBF1 基因(CsCBF1)序列进行分析, 并

与茶树基因、模式植物基因组和其他植物 CBF 基因进行比较, 对了解 CsCBF1 基因密码子使用特性, 并为其选

择合适的表达系统具有重要意义。结果表明：CsCBF1 基因与 70 个茶树基因对密码子的使用有明显的差异, 

CsCBF1 基因偏好使用以 G/C 结尾的密码子, 而筛选的 70 个茶树基因偏好使用以 A/T 结尾的密码子。在密码

子使用频率上 , CsCBF1 基因与拟南芥 (Arabidopsis thaliana)、烟草 (Nicotiana tobacum)的差异小于与小麦

(Triticum aestivum)、玉米(Zea mays)的差异; 因此, 拟南芥、烟草更适合作为 CsCBF1 基因的外源表达宿主。通

过分析 40 种植物 CBF 基因编码特点可知大部分 CBF 基因偏好使用以 G/C 结尾的密码子, 这可能与基因的特殊

功能有关。 
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Analysis of codon use features of CBF gene in Camellia sinensis 
GUO Xiu-Li, WANG Yu, YANG Lu-Cheng, DING Zhao-Tang 
Tea Research Institute, Qingdao Agricultural University, Qingdao 266109, China 

Abstract:  CBF (C-repeat-binding factor) transcription factor exists widely in all kinds of plants. It is an important regu-
lative factor in the process of plant resistance adversity. In this paper, Camellia sinensis CBF1 gene sequence was analyzed 
by Codon W, CHIPS, and CUSP programs online, and then compared with C. sinensis genes, genomes in other species, and 
CBF genes from 39 plant species. It is important to identify the codon usage of CsCBF1 gene and select appropriate expres-
sion systems. The results showed that CsCBF1 gene and selected 70 C. sinensis genes had distinct usage differences. 
CsCBF1 gene was bias toward the synonymous codons with G and C at the third codon position, but 70 C. sinensis genes 
were bias toward the synonymous codons with A and T. The differences in codon usage frequency between CsCBF1 gene 
and dicotyledons such as Arabidopsis thaliana and Nicotiana tobacum were less than monocotyledons such as wheat 
(Triticum aestivum) and corn (Zea mays). Therefore, A. thaliana and N. tobacum expression systems may be more suitable 
for the expression of CsCBF1 gene. The analysis results of CBF genes from 40 plant species also showed that most of the 



 
第 12期 郭秀丽等: 茶树 CBF1基因密码子使用特性分析 1615 

 

 

CBF genes were bias toward the synonymous codons with G and C at the third codon position. The reason of this phe-
nomenon is possible due to special functions of these genes. 

Keywords: Camellia sinensis; CBF1 gene; codon bias 

核酸是蛋白质合成的模板, 编码天然蛋白质 20
种基本氨基酸的密码子共 61 种, 每种氨基酸可由
1~6个密码子编码, 这些密码子称为同义密码子。研
究表明基因在同义密码子的使用上, 会优先使用其
中的一些密码子, 即存在密码子使用偏性[1]。不同物

种之间或同一物种的基因家族间的密码子使用特点

可能存在差异, 表明这些基因组以及基因进化过程
中承受的压力不同。密码子偏性的分析有助于揭示

有关物种间或某一物种的基因家族间的基因进化规

律; 了解转录和翻译进程中的调控机制; 在预测外
源基因的最适宿主和通过改良外源基因以提高其表

达水平等方面具有重要意义[2]。对于密码子偏性现

象, 目前主要有 2种理论：中性理论和“选择-突变-
漂变”学说[3]。中性理论认为：密码子第三位核苷

酸的突变是中性选择的结果, 同义密码子的突变并
不影响生存适合度, 这种对密码子的选择仅仅和突
变有关, 并不受自然选择压力影响; “选择-突变-漂
变”学说则认为：突变的发生是有方向的, 同义密
码子的使用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[4]。研究发

现密码子的使用除了受到选择和突变的影响外, 还
受其他因素影响[5], 如碱基组成[6]、基因表达水平[7]、

tRNA丰度[8]、基因长度[9]、mRNA二级结构[10,11]、

蛋白质的疏水性、氨基酸保守性[6]以及密码子-反密
码子间结合强度[12]。 

CBF(C-repeat-binding factor)是低温响应基因表
达调控网络的重要转录激活因子, 被认为是植物冷
驯化过程中基因表达的“主开关”。目前茶树

(Camellia sinensis)中已经发现的与抗寒调控途径有
关的基因很少 , 只有CBF1、 ICE1[13]、RAV[14]、

ERF[15]、CsCOR[16]5个。其中对茶树CBF1(CsCBF1)
基因的研究较为深入, 已经完成克隆和在低温条件
下的表达模式分析。但由于缺乏密码子偏好性的分

析, CsCBF1基因还无法在表达水平进行预测, 也没
有建立合适的外源表达系统。本研究分析了CsCBF1

基因的密码子偏好性, 并将其与不同物种的密码子
偏好性进行比较研究, 对CsCBF1 基因选择合适的
表达系统以及提高CsCBF1 基因在外源表达系统中
的表达具有重要意义, 并为通过将CsCBF1 基因转
入模式植物中进行功能验证奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  目的基因的获取 

本研究所分析的 CsCBF1 基因是本实验室自主
克隆所得, 其 cDNA全长 780 bp, 编码 259个氨基酸, 
GenBank 序列号为 JX028828。拟南芥(Arabidopsis 
thaliana)、扁桃(Prunus tenella)等 39 种植物的 CBF
基因序列以及筛选的 70 个茶树基因序列均来源于
GenBank。 

1.2  目的基因的筛选 

筛选CDS的原则如下[17]：(1)编码蛋白质的基因, 
并且编码序列完整; (2)编码序列长度大于 300 bp; (3)
在细胞质中翻译, 排除细胞器中翻译的基因; (4)排
除位于质粒、转座子、病毒上的基因; (5)对多拷贝基
因只统计一次。 

1.3  有效密码字数 (Effective number of codons, 
ENc)、GC3s的计算 

ENc是一个基因的密码子使用频率与同义密码子
平均使用频率偏差的量化值, 该值的范围在 20到 61
之间, 越靠近 20偏好性越强。此值能可以反映同义密
码子非均衡使用的偏好程度[18]。GC3s则表示密码子的
第 3 位碱基中G+C出现的频率。本研究运用CodonW
在线程序(http://mobyle. pasteur.fr/data/jobs/codonw)
对每条CDS序列进行ENc、GC含量、GC3s统计。 

1.4  同义密码子相对使用度(Relative synonymous 
codon usage, RSCU )的计算 

RSCU是某一特定的密码子在编码对应氨基酸
的同义密码子中的相对概率。RSCU值与基因长度和
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氨基酸丰度无关, 它能直观地反映出密码子使用的
偏好性程度[19]。如果某一密码子的RSCU值等于 1, 
表明该密码子的使用没有偏好。而当RSCU值大于
1, 则表明该密码子的使用频率较高, 反之亦然[20]。本

研究应用CodonW在线程序计算各基因CDS序列的
RSCU值。 

1.5  密码子使用频率(Frequency)的计算 

Frequency代表该密码子在编码基因总密码子
中出现的频率, 即在 1 000个密码子中出现的次数。
密码子使用频率的比值是衡量物种间密码子使用偏

性差异的指标之一。比值在 0.5～2.0 之间, 表示二
者的密码子偏好性较为接近, 反之表示偏好性差异
较大[20]。本研究运用EMBOSS 在线程序中的CUSP
计算CsCBF1 基因CDS区的密码子使用频率。拟南
芥、烟草等基因组的密码子使用频率数据从Codon 
Usage Database(http://www.kazusa.or.jp/codon)上获得。 

1.6  CBF基因的聚类分析方法 

聚类分析是指根据所给样品的特征, 按照模式
所在空间的相邻性或相似性对若干样品进行分类的

分析方法。我们对基于密码子使用偏性的欧氏平方

距离系数进行聚类分析。在聚类过程中 , 将单个
mRNA序列中不同的相对使用概率组成的变量组看
成是多维空间中的一个点。不考虑色氨酸 (Trp)和甲
硫氨酸(Met)以及 3 个终止密码子。所以, 这个空间
的维数是 59。每一个基因序列可以看成是由 59 个
变量组成的空间向量[21]。计算 2 个基因a和b之间的
密码子使用偏性的欧氏距离系数, 公式如下： 

Dab= ( )
59

2

1i
RSCUai RSCUbi

=
−∑  

我们利用  SPSS18. 0 系统多元分析软件来实
现对密码子使用偏性的聚类。为更清晰地反映聚类

结果, 事先设定聚类类数为 8, 这样聚类后, 各样本序
列将按照各自的密码子使用偏性分布到 8个大类中。
而基于基因 CDS的聚类分析采用MEGA4分析软件。 

2  结果与分析 

2.1  CsCBF1基因密码子偏好性分析 

2.1.1  有效密码子数(ENc)和 GC 含量分析 

本研究通过在线程序计算 CsCBF1 基因的 ENc

值、GC含量和 GC3s值分别为 51.37、0.523、0.519, 
发现 ENc 值偏大, 说明 CsCBF1 基因中各密码子没
有明显的偏好性; CsCBF1基因编码区GC>0.5, 表明
CsCBF1 基因在整个编码区序列中 G+C 含量大于
A+T; GC3s>0.5, 表明 CsCBF1基因偏好使用以 G/C
结尾的密码子。 

2.1.2  与茶树其他基因密码子偏好性进行比较 

CodonW在线程序计算结果 (表 1)表明 , 在
CsCBF1基因的密码子中, 有 22种密码子的RSCU值
≥1.2, 为CsCBF1 基因的偏好性密码子; 其中偏好
性较强的有TTG、CAG、AGG、TCA(RUSC>2)。以
G/C结尾的占多数 ,为 12 种。而编码Phe的密码子
TTC、TTT的RSCU值等于 1, 说明在CsCBF1基因中
Phe的使用没有偏好性。从GenBank中筛选了 70 个
茶树基因, 共有 28291 个密码子, 其中 15 种密码子
的RSCU值≥1.2, 其中以A/T结尾的有 12 种, 占多
数。说明这 70 个茶树基因总体偏好使用以A/T结尾
的密码子, CsCBF1与之相比存在明显的差异。但Lys
在CsCBF1 基因和所筛选的 70 个茶树基因中都偏爱
使用AAG密码子, 而不是AAA, 这与玉米、小麦等
单子叶植物和拟南芥、杨树、柑橘等双子叶植物相

同 , 可见  Lys 的偏爱密码子在植物中具有较高的
保守性[22~24]。 

2.2  与其他物种基因组密码子偏好性的比较 

转基因研究常常需要进行基因的异源表达, 虽
然影响外源基因在宿主中表达的因素较多, 但是选
用合适的密码子是影响表达的重要因素之一。如果

外源基因含有大量与宿主表达系统差异较大的罕见

密码子 , 特别是当罕见密码子成连续分布的时候 , 
就会造成表达量极低或翻译提前终止[25]。由于考虑

到CsCBF1 基因密码子与宿主密码子使用偏性的差
异将影响到表达水平, 所以CsCBF1 基因在异源宿
主内表达时必须要考虑密码子偏好性。因此本研究

将CsCBF1基因与拟南芥、烟草、小麦、玉米、大肠
杆菌、酵母菌密码子使用频率进行比较(表 2), 其中
C/A、C/N、C/T、C/Z、C/E、C/Y分别表示CsCBF1
基因与拟南芥、烟草、小麦、玉米、大肠杆菌、酵

母的每种密码子使用频率的比值。在茶树与双子叶

植物拟南芥、烟草的密码子使用频率比值中, ≥2.0或
≤0.5的密码子分别有 22、20种; 而与单子叶植物小 
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表 1  CodonW 程序分析 CsCBF1 基因和 70 个茶树基因的密码子偏好性 

密码子 氨基酸 个数(CBF1 基因) 
同义密码子相对 
使用度 (CBF1基因) 

个数(70个茶树基因) 
同义密码子相对 

使用度(70个茶树基因) 

GCA A(Ala) 9 1.16 590 1.17 

GCC A 4 0.52 465 0.92 

GCG A 7 0.90 225 0.45 

GCT A 11 1.42 740 1.47

TGC C(Cys) 3 1.50 230 0.92 

TGT C 1 0.50 268 1.08 

GAC D(Asp) 12 1.26 540 0.74 

GAT D 7 0.74 928 1.26

GAA E(Glu) 10 0.95 841 0.86 

GAG E 11 1.05 1122 1.14 

TTC F(Phe) 4 1.00 591 0.97 

TTT F 4 1.00 622 1.03 

GGA G(Gly) 4 0.94 571 1.17 

GGC G 2 0.47 366 0.75 

GGG G 4 0.94 404 0.83 

GGT G 7 1.65 605 1.24

CAC H(His) 5 1.67 332 0.98 

CAT H 1 0.33 343 1.02 

ATA I(Ile) 2 0.86 285 0.58 

ATC I 1 0.43 501 1.02 

ATT I 4 1.71 684 1.40

AAA K(Lys) 4 0.57 784 0.81 

AAG K 10 1.43 1157 1.19 

CTA L(Leu) 1 0.32 271 0.62 

CTC L 2 0.63 523 1.19 

CTG L 1 0.32 329 0.75 

CTT L 5 1.58 587 1.33

TTA L 0 0.00 238 0.54 

TTG L 10 3.16 692 1.57

ATG M(Met) 9 1.00 665 1.00 

AAC N(Asn) 2 0.50 532 0.92 

AAT N 6 1.50 627 1.08 

CCA P(Pro) 7 1.40 529 1.35

CCC P 3 0.60 265 0.67 

CCG P 6 1.20 229 0.58 

CCT P 4 0.80 548 1.40

CAA Q(Gln) 0 0.00 497 1.12 

CAG Q 2 2.00 392 0.88 

AGA R(Arg) 2 0.80 327 1.56

AGG R 8 3.20 362 1.73

CGA R 1 0.40 150 0.72 

CGC R 1 0.40 108 0.52 

CGG R 3 1.20 144 0.69 
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续表 1 

密码子 氨基酸 个数(CBF1 基因) 
同义密码子相对 
使用度 (CBF1基因) 

个数(70个茶树基因) 
同义密码子相对 

使用度(70个茶树基因) 

CGT R 0 0.00 163 0.78 

AGC S(Ser) 1 0.30 342 0.96 

AGT S 1 0.30 311 0.87 

TCA S 8 2.40 428 1.20

TCC S 2 0.60 316 0.89 

TCG S 4 1.20 232 0.65 

TCT S 4 1.20 506 1.42

ACA T(Thr) 6 1.50 450 1.18 

ACC T 1 0.25 413 1.09 

ACG T 2 0.50 157 0.41 

ACT T 7 1.75 499 1.31

GTA V(Val) 3 0.86 236 0.47 

GTC V 2 0.57 405 0.81 

GTG V 5 1.43 639 1.28

GTT V 4 1.14 724 1.45

TGG W(Trp) 6 1.00 363 1.00 

TAC Y(Tyr) 2 1.33 440 1.06 

TAT Y 1 0.67 288 0.94 

注：≥1.2的 RSCU值用下划线表示, 说明该密码子使用具有较强的偏好性。 

 
表 2  CsCBF1 基因与 6 个物种基因组的密码子频率的比值 

密码子 氨基酸 C/A C/N C/T C/Z C/E C/Y 

GCA A(Ala) 1.98 1.50 2.25 2.07 1.68 2.15

GCC A 1.49 1.23 0.47 0.49 0.6 1.23 

GCG A 2.99 4.64 1.21 1.16 0.85 4.41

GCT A 1.49 1.36 2.58 2.01 2.71 2.01

TGC C(Cys) 1.6 1.60 0.85 0.95 1.67 2.45

TGT C 0.37 0.39 0.75 0.69 0.7 0.48

GAC D(Asp) 2.68 2.73 1.59 1.44 2.48 2.28

GAT D 0.74 0.73 1.57 1.18 0.84 0.71 

GAA E(Glu) 1.12 1.07 2.51 1.93 1.01 0.79 

GAG E 1.31 1.44 1.11 1.04 2.39 2.22

TTC F(Phe) 0.71 0.85 0.62 0.61 0.91 0.85 

TTT F 0.74 0.61 1.25 1.22 0.66 0.59 

GGA G(Gly) 0.64 0.66 1.03 1.15 1.71 1.41 

GGC G 0.84 0.69 0.25 0.25 0.28 0.79

GGG G 1.51 1.47 0.86 1 1.36 2.56

GGT G 1.21 1.21 1.97 1.91 1.1 1.12 

CAC H(His) 2.21 2.21 1.39 1.29 1.96 2.5

CAT H 0.28 0.29 0.46 0.38 0.28 0.28

ATA I(Ile) 0.61 0.55 1.15 0.92 1.42 0.43

ATC I 0.21 0.28 0.16 0.17 0.16 0.23

ATT I 0.72 0.55 1.31 1.11 0.52 0.51 
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续表 2 

密码子 氨基酸 C/A C/N C/T C/Z C/E C/Y 

AAA K(Lys) 0.5 0.47 1.47 1.02 0.46 0.36

AAG K 1.18 1.15 1.02 0.98 3.59 1.25 

CTA L(Leu) 0.39 0.41 0.52 0.53 0.96 0.29

CTC L 0.48 0.63 0.28 0.3 0.7 1.42 

CTG L 0.39 0.38 0.17 0.15 0.08 0.37

CTT L 0.8 0.80 1.56 1.22 1.64 1.59 

TTA L 0 0.00 0 0 0 0 

TTG L 1.84 1.72 3.18 2.96 2.75 1.42 

ATG M(Met) 1.41 1.38 1.42 1.43 1.28 1.66 

AAC N(Asn) 0.37 0.43 0.36 0.35 0.36 0.31

AAT N 1.03 0.82 2.2 1.71 1.24 0.64 

CCA P(Pro) 1.67 1.36 1.15 1.95 3.17 1.48 

CCC P 2.18 1.75 0.79 0.85 1.99 1.7 

CCG P 2.68 4.62 1.41 1.46 1.06 4.35

CCT P 0.82 0.82 1.31 1.22 2.11 1.13 

CAA Q(Gln) 0 0.00 0 0 0 0 

CAG Q 0.51 0.51 0.2 0.32 0.26 0.64 

AGA R(Arg) 0.4 0.48 1.15 0.87 2.65 0.36

AGG R 2.8 2.52 2.37 2.08 16.19 3.34

CGA R 0.61 0.73 1.28 0.87 0.99 1.28 

CGC R 1.01 0.99 0.3 0.27 0.18 1.48 

CGG R 2.35 3.12 1.3 1.21 1.83 6.79

CGT R 0 0.00 0 0 0 0 

AGC S(Ser) 0.34 0.39 0.23 0.23 0.24 0.40

AGT S 0.27 0.29 0.58 0.49 0.4 0.27

TCA S 1.68 1.75 2.90 2.80 3.94 1.64 

TCC S 0.69 0.75 0.43 0.47 0.86 0.54

TCG S 1.65 2.90 1.44 1.44 1.77 1.81 

TCT S 0.61 0.77 1.49 1.28 1.77 0.65 

ACA T(Thr) 1.47 1.33 2.54 2.2 2.81 1.3 

ACC T 0.37 0.40 0.2 0.23 0.17 0.31

ACG T 1 1.71 0.79 0.7 0.52 0.97 

ACT T 1.54 1.33 2.93 2.52 2.96 1.33 

GTA V(Val) 1.17 1.01 2.18 1.80 1.04 0.98 

GTC V 0.6 0.69 0.36 0.37 0.51 0.66 

GTG V 1.11 1.14 0.77 0.75 0.75 1.81

GTT V 0.57 0.57 1.08 0.98 0.83 0.7 

TGG W(Trp) 1.85 1.89 1.92 1.78 1.52 2.24

TAC Y(Tyr) 0.56 0.57 0.37 0.4 0.64 0.53 

TAT Y 0.26 0.22 0.46 0.4 0.23 0.2

TAA * 4.27 3.50 6.41 7.69 1.92 3.85
TAG * 0 0.00 0 0 0 0 
TGA * 0 0.00 0 0 0 0 

*：终止密码子; 下划线：表示两个物种密码子比较具有明显偏差(≤0. 5, ≥2)的分值。 
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麦、玉米密码子使用频率比值中, ≥2.0 或≤0.5 的
密码子分别有 26、24种。表明虽然 CsCBF1基因与
这 4 个物种的密码子使用偏好性存在不同程度的差
异, 但与双子叶植物的差异普遍小于与单子叶植物
的差异。酵母和大肠杆菌分别作为真核和原核表达

系统, 广泛用于基因的表达研究。为了解 CsCBF1
基因在这两类表达系统中的表达情况, 有必要进行
密码子偏好性比较。结果表明, CsCBF1基因与大肠 

杆菌、酵母的密子使用频率比值中, ≥2.0 或≤0.5
的密码子分别有 25、29个, 说明对 CsCBF1基因而
言, 大肠杆菌表达系统可能要优于酵母表达系统。 

2.3  与其他植物 CBF基因密码子偏好性的比较 

2.3.1  ENc、GC 及 GC3s 含量分析  

各物种 CBF 基因的 ENc 值、GC 和 GC3s 含量
计算结果见表 3。所选的 40 种植物的 CBF 基因的 

 
表 3  39 个物种 CBF 的 ENC、GC 和 GC3s 

物种 序列登录号 ENc GC GC3s 
玉米(Zea mays) NM_001158421 35.95 0.713 0.889 
拟南芥(Arabidopsis thaliana) NM_118681 54.43 0.507 0.460 
扁桃 (Prunus tenella) HQ908653 51.85 0.526 0.602 
沙冬青(Ammopiptanthus mongolicus) EU840990 47.18 0.591 0.671 
毛果杨(Populus trichocarpa) EF151456 37.58 0.502 0.404 
黄瓜 (Cucumis sativus) DQ776899 54.45 0.505 0.455 
水稻(Oryza sativa) AF243384 60.54 0.586 0.639 
辣椒(Capsicum frutescens) HM748942 48.87 0.436 0.304 
蓝桉(Eucalyptus globulus) DQ523829 42.63 0.624 0.808 
碧桃(Prunus persica) HM228387 55.75 0.532 0.609 
小麦(Tritium aestivum) AF376136 34.39 0.712 0.925 
紫茎泽兰(Ageratina adenophora) EF413000 54.53 0.519 0.541 
柑橘(Citrus trifoliate) FJ861083 40.21 0.561 0.627 
马蔺(Iris lacteal) DQ131497 55.50 0.513 0.475 
甜橙(Citrus Sinensis) FJ861084 37.13 0.558 0.622 
川椒(Capsicum annuum) AY368482 49.61 0.459 0.372 
马铃薯(Solanum tuberosum) DQ887515 40.43 0.421 0.289 
冈尼桉(Eucalyptus gunnii) DQ241821 41.69 0.624 0.822 
甜樱桃(Prunus avium) AB121674 51.55 0.546 0.647 
西红柿(Solanum lycopersicum) NM_001247194 47.31 0.433 0.337 
小盐芥(Thellungiella halophila) EF520733 50.63 0.578 0.633 
沙棘(Hippophae rhamnoides) EF502044 60.17 0.550 0.557 
大豆(Glycine max) NM_001248578 48.98 0.564 0.628 
大白菜(Brassica rapa) DQ022954 59.01 0.542 0.603 
甘蓝型油菜(Brassica napus) AY437878 57.99 0.540 0.571 
黑麦草(Lolium perenne) AY960831 49.15 0.688 0.637 
葡萄(Vitis riparia) AY390370 56.71 0.499 0.464 
梨(Pyrus Pyrifolia) HQ622623 50.74 0.588 0.643 
榛子(Corylus heterophylla) HQ639413 57.55 0.530 0.526 
滨藜(Atriplex halimus) JF451138 61.00 0.503 0.479 
籼稻(Oryza Sativa indica) HM807364 57.91 0.476 0.429 
东方山羊豆(Galega orientalis) FJ223566 47.34 0.451 0.376 
芦荟(Aloe vera) DQ981484 41.97 0.581 0.726 
箬棕(Sabal palmetto) DQ497730 46.35 0.643 0.769 
苜蓿(Medicago sativa) EU233782 58.09 0.449 0.420 
紫衫(Taxus cuspidate) EU549861 45.13 0.455 0.344 
可可椰子(Coco nucifera) DQ497739 44.72 0.645 0.772 
散尾葵(Dypsis lutescens) DQ497738 51.64 0.635 0.753 
洲油棕榈(Elaeis Oleifera) DQ497734 44.08 0.629 0.740 
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ENc值介于 34.39到 61.00之间, 平均值为 49.52。大
部分已知的CBF基因均一性较好, 偏好性不强。一般
来说, ENc值越小表明该基因的表达水平越高, ENc
值小于 30 或大于 55 的基因可被预测为高表达或低
表达基因 [ 19 ] 。从数据看 , 扁桃、川椒(Capsicum 
annuum)、甜樱桃(Prunus avium)、小盐芥(Thellungiella 
halophila)、黑麦草(Lolium perenne)、梨(Pyrus Pyri-
folia)、散尾葵(Dypsis lutescens)、茶树CBF基因的ENc
值均在 50 左右, 其表达水平一般; 而水稻(Oryza 
sativa)等 11 种植物CBF基因的ENc值均大于 55, 表
达水平较低; 玉米、毛果杨(Populus trichocarpa)、
小麦、甜橙(Citrus Sinensis)4 种植物的CBF基因的 

ENc 值在 35 左右, 表达水平较高。在 40 种植物中
只有 9种植物的GC含量小于 0.5, 预示大部分CBF基
因对 GC有一定的偏好性。GC3s值大于 0.5的占 66%, 
说明大部分 CBF基因偏好以 G/C结尾的密码子。 

2.3.2  基于 CBF 基因密码子偏好性的聚类分析  

基于 CBF基因密码子偏好性的聚类分析结果将
各样本序列将按照各自的密码子使用偏性分布到 8
个大类中。聚类分析结果见图 1。参照图 1 可以看
出, 在 40条样本序列中, 有 29条被分在第 1大类和
第 2大类中, 而毛果杨、黑麦草、芦荟(Aloe vera)、
洲油棕榈(Elaeis Oleifera)这 4 个植物各成一类。表 

 

 
 

图 1 基于 CBF基因的相对同义密码子使用度的聚类树状图 
1：Camellia sinensis; 2：Zea mays; 3：Arabidopsis thaliana; 4：Prunus tenella; 5：Ammopiptanthus mongolicus 6：Populus trichocarpa; 7：
Cucumis sativus; 8：Oryza sativa; 9：Capsicum frutescens; 10：Eucalyptus globulus; 11：Prunus persica; 12：Tritium aestivum; 13：Ageratina 
adenophora; 14：Citrus trifoliate; 15.Iris lacteal; 16：Citrus Sinensis; 17：Capsicum annuum; 18：Solanum tuberosum; 19：Eucalyptus gunnii;  
20：Prunus avium; 21：Solanum lycopersicum;  22：Thellungiella halophila; 23：Hippophae rhamnoides; 24：Glycine max; 25：Brassica 
rapa ; 26：Brassica napus; 27：Lolium perenne; 28：Vitis riparia; 29：Pyrus Pyrifolia;  30：Corylus heterophylla; 31：Atriplex halimus; 32：
Oryza Sativa indica;  33：Galega orientalis;  34：Aloe vera; 35：Sabal palmetto; 36：Medicago sativa; 37：Taxus cuspidate; 38：Coco 
nucifera ; 39：Dypsis lutescens; 40：Elaeis Oleifera。 
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图 2  基于 CBF 基因 CDS 的聚类树状图 
 
明这 4种植物 CBF基因在密码子使用上与其他植物
CBF 基因具有明显的差异性。从图 1 中可以看出在
第 1、2大类内部形成了若干个聚类中心, 茶树与葡
萄(Vitis riparia)、苜蓿(Medicago sativa)被分成一小
类, 说明他们对密码子的用法相似。同时也可以看
出, 基于 RSCU 的聚类没有反映出植物之间的亲缘
关系, 比如水稻没有和同为禾本科的玉米、小麦单
独聚成一小类, 而是和箬棕(Sabal palmetto)、可可椰
子(Coco nucifera)、散尾葵首先聚在一起。这一聚类
结果与基于 CBF 基因的 CDS 构建的系统进化树(图
2)不一致, 基于 CDS的系统进化树更接近这 40种植
物的真实系统分类, 表明 CBF基因 CDS的差异大小
与物种的亲缘关系远近有一定关系。 

3  讨 论 

同一物种的不同基因对密码子的用法特征都可

能存在差异。本研究通过分析 CsCBF基因的密码子
用法特征, 发现该基因偏好使用以 G/C 结尾的密码
子, 对 22 种密码子具有偏好性, 其中使用频率最高
的是 AGG(3.20), 其次是 TTG(3.16)。而将 CsCBF1
基因与筛选的 70个茶树基因密码子用法比较, 发现
筛选的 70 个茶树基因偏好使用的密码子有 15 种, 
大多以 A/T 结尾。但没有表现出特别的密码子偏好
性。可见 CsCBF1 与茶树其他基因在密码子使用上
有较大差异, 这可能与基因表达水平、蛋白质结构
和功能等因素有关, 引起 CsCBF1 密码子偏好性的
因素及各因素所起作用的大小等还需要进一步分析

研究。 
转基因研究常常需要进行基因的异源表达, 而

不同物种基因间密码子用法差异较大, 因而, 分析
外源基因与宿主系统的密码子特性, 并对一些密码
子进行改造, 采用符合宿主基因组的密码子, 对提
高转录、翻译效率, 进而提高表达量有重要意义[25]。

本研究通过将CsCBF1 的密码子用法与 4 种模式植
物基因组密码子用法比较, 发现CsCBF1 基因与单
子叶植物小麦、玉米的密码子偏好性差异大于与同

为双子叶植物的拟南芥、烟草的密码子偏好性差异。

因此拟南芥和烟草更适合作为CsCBF1 基因的外源
表达系统。若CsCBF1基因要在拟南芥和烟草中高效
表达, 还需对部分偏好性差异较大的密码子进行改
造。 

通过比较不同物种的CBF基因可知, CsCBF1基
因的密码子用法与葡萄、苜蓿的密码子的用法相似, 
在聚类分析中被聚为一类; 而与毛果杨、黑麦草、
芦荟、洲油棕榈这 4 种植物的CBF基因密码子用法
差异显著。同时也发现了大部分CBF基因对G/C有一
定的偏好性, 可能与CBF基因的独特功能有关。玉
米、毛果杨、小麦、甜橙这 4 种植物的CBF基因表
达水平较高, 其他植物的CBF基因表达水平一般。密
码子偏好性分析既可以为基因表达选择合适的宿主

表达系统, 同时也可为通过改造密码子提高基因的
表达量提供依据。但基于基因RSCU的聚类分析与基
于 CDS 的进化分析结果可能存在一定差异, 晁岳
恩等[26]、刘汉梅等[27]的研究中也曾出现这种现象。
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由于单基因在进化上有可能存在较大的突变, 导致
其密码子使用偏爱性发生较大变化, 而表现出与真
实的分类地位存在差异。Christianson[28]认为密码子

偏好性的聚类并不一定完全和真实的系统发育关系

对应, 在较小的分类单元里这一指标比较可靠, 而
在分歧较大的分类单元里, 这一方法主要还是作为
传统系统树构建方法的补充和参考。 
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