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摘 要 基因表达的有效性受到在基因的编码序列(cds)中使用的密码子的性质的影响。这是由于大多数基因和生物体不均

匀使用同义密码子。优先使用某些同义密码子这种现象称为密码子使用偏移 (CUB)。我们分析了在每个密码子位点的标准

化的 AT和 GC频率。我们观察到基因表达(通过 CAI测量)和任何密码子位点处的 GC含量之间的相关性非常弱，除了 GC2

显示与基因表达中度正相关。我们还测量了三个密码子位点的 CAI和 AT含量之间的相关性。AT2与基因表达呈中度负相关。

我们进一步观察到 RCBS(基因表达的测量)和 cds长度之间的强相关性，表明自然选择可能有利于较短基因在更高水平表达。

对于该分析，我们最初下载茶树的 350个编码序列，其中仅发现十个 cds以起始密码子 ATG开始，并且长度为三个碱基的

精确倍数并且缺乏 N(任何未知碱基)。我们对这十个 cds的分析显示，在确定基因表达性方面，茶树中同义密码子的第二个

位置可能比第三个位置发挥更显着的作用，这从 CUB和相关分析中可以看出。 

关键词 基因表达；相对密码子使用偏移(RCBS)；密码子适应指数(CAI)；密码子使用偏移(CUB) 
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Abstract The effectiveness of the gene expression is influenced by the nature of codons used throughout the coding sequence 
(cds) of the gene. This is due to the fact that most genes and organisms do not use synonymous codons uniformly. Certain 

synonymous codons are used preferentially and this phenomenon is called codon usage bias (CUB). We analyzed normalized AT and 

GC frequency at each codon site. We observed that the correlations between gene expression (measured by CAI) and GC content at 

any codon site were very weak except GC2s showed moderate positive correlation with gene expression. We also measured the 

correlations between CAI and AT content at three codon sites. AT2s showed moderate negative correlation with gene expression. We 

further observed a strong correlation between RCBS (a measure of gene expression) and cds length indicating that natural selection is 

probably operating in favor of shorter genes to be expressed at higher level. For this analysis, we initially downloaded 350 coding 

sequences of Camellia sinensis, out of which only ten cds were found to begin with the initiator codon ATG, and length as exact 

multiple of three bases and devoid of N (any unknown base). Our analysis on these ten cds revealed that the second position of 

synonymous codons in Camellia sinensis possibly plays a more prominent role than the third position in determining the gene 

expressivity as evident from the CUB and the correlation analyses. 
Keywords Gene expression; Relative codon usage bias (RCBS); Codon adaptation index (CAI); Codon usage bias (CUB) 
基因表达的有效性受到整个基因中所使用密

码子的性质影响。由于进化过程，即始终保守的基

因在编码序列中几乎没有保持不变。这是由于大多

数基因和生物体不使用同义密码子这一事实。优先

使用某些同义密码子，称为密码子使用偏好(CUB)
的现象。 
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密码子偏移 ，同义密码子的不等同使用，在
物种之间变化很大，在某些情况下，还报道了同一

生物体内不同基因之间密码子使用偏移 的显着变
化(Bernardi, 1993)。以前的密码子使用分析表明，
密码子使用偏移 非常复杂，并且与各种生物因子
如基因表达水平相关(Gouy and Gautier, 1982; Sharp 
and Li, 1986; Sharp et al., 1986; Sharp and Li, 1987)，
基因长度(Bains, 1987; Eyre-Walker, 1996)，基因翻
译起始信号(Ma, 2002)，蛋白质氨基酸组成(Lobry 
and Gautier, 1994)，蛋白质结构(D'Onofrio et al., 
2002)，tRNA丰度(Ikemura, 1981, 1982)，突变频率
和模式 (Sueoka, 1999)和 GC 组成 (Sueoka and 
Kawanishi, 2000)。GC偏移的影响对密码子偏移 具
有主要影响，导致第三个密码子位置的 GC%(也称
为GC3和GC偏移)之间的密切关联(Sueoka, 1988)。
由于所有氨基酸(除甲硫氨酸和色氨酸外)在第三位
置允许 GC改变的同义取代，这导致了一种普遍的
想法，即使用同义 G/C-末端密码子应当随着 GC偏
好增加而频率增加，而使用 A/T终止密码子应该减
少(Wan et al., 2004)。 
茶(Camellia sinensis)是世界上最受欢迎的饮料

之一，归因于其多样化的品种和品质、味道和促进

作用，也对人体健康有益处。它由于有迷人的香气、

愉快的味道和许多药用的好处吸引了民众许多注

意，从公元前 3000已经在社会上开始消费(Kliman 
and Bernal, 2005)。 在茶叶中也发现了许多次生代
谢物，例如多酚、生物碱(例如咖啡因)、维生素(A，
B1，B2，E，C)、多糖、挥发油和矿物质(Lin et al., 
2003)。 
尽管它在遗传学的几个领域中具有根本的重

要性，但是长期以来一直在努力测量 CUB。测序技
术的进步提供了不同的生物丰富的基因组数据。随

着许多生物体的全基因组测序的出现，CUB的研究
再次引起学者关注。在本文中，我们提出了通过分

析密码子适应指数(CAI)研究茶树 CUB、相对密码
子使用偏性(RCBS)、优化密码子频率(Fop)、相对
同义密码子的使用价值(Fop)、有效密码子数目
(ENc)、GC含量、GC偏移和 AT偏移。 
 
1结果 
1.1总密码子使用分析 
由于全基因组序列不可用于茶树，在本研究中

仅使用 10 个基因。表 1 显示了所选择的基因及其
登录号以及总体 RCBS、CAI、GC%、GC1s、GC2s
和 GC3s值。发现茶树的编码序列富含 A和/或 T。
但是在铜绿假单胞菌 中，以 G和/或 C结束的密码
子在整个编码区中明显占优势(Gupta and Ghosh, 
2001)。然而，总体密码子使用值可能掩盖了基因中
密码子使用偏移 的一些异质性，这可能叠加在这
个生物的极端基因组组成上。 
1.2密码子使用变异 
在第三同义密码子位置(GC3s)处由基因使用

的密码子的有效数目(Nc)和(G + C)百分比用于研
究茶树中的基因之间的密码子使用变异。

Wright(1990)建议 Nc对 GC3s的图可以有效地用于
探索基因之间的密码子使用变异。Wright(1990)证
明，如果基因的密码子使用偏差具有除基因组 GC
组成以外的某些影响，则基因的实际分布与未选择

下的预期分布的比较可以是指示性的。 
图 1显示了茶树中不同基因的 Nc分布。Nc的

平均值和标准偏差值分别为 15.2和 0.42637，表明
基因中密码子使用偏差有很大的变化。基因中密码

子使用偏差的变化从第二个同义密码子位置的(G + 
C)分布进一步证实，如图 2所示。这些结果表明，
除了组成约束，其他趋势可能影响总体密码子使用

茶树中的基因变异。 
1.3 RCBS和 CAI值之间的关系 

每个基因已经演变出适应密码子使用模式的

基因表达水平，并且 RCBS 值>0.5 和 CAI 值>0.5
表现出有利的密码子使用。因此，我们选择这两个

指数作为基于书面证据的有效表达度量。CAI 和
RCBS 基因的表达水平已经显示。从我们的分析，
我们已经发现十个基因中的六个具有 RCBS和 CAI
值，每个大于 0.5，表明这六个茶树中的基因可以
作为高度表达的基因。 
当我们将它们绘制在图上时，RCBS和 CAI显

示类似的模式(图 3)。我们进一步分析了编码区的长
度和基因的表达水平之间的关系。与以前的其他研

究 (Ikemura, 1981; Ikemura, 1982; Moriyama and 
Powell, 1998)一致，我们的数据支持较小尺寸的高
度表达的基因。我们观察到 RCBS随编码的蛋白质
的长度减少。在 RCBS和蛋白质长度之间观察到显
着的负相关。在图 4中，我们将 RCBS作为基因长
度的函数。 
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表 1 RCBS, CAI, CDS长度, GC含量分析和茶树中基因的登录号 

Table 1 RCBS, CAI, CDS length, GC content analysis and accession number for Camellia sinensis genes 

 

GC含量的理想百分比范围在 30％至 70％之间
(图 5和图 6)。在该范围之外的任何峰对转录和翻译
效率有不利影响。在十个基因中，发现基因多酚氧

化酶(PPO)具有在 32％至 75％的理想范围之外的
GC含量。这些结果表明，存在于基因的 CDS序列
中的 GC 含量影响该特定基因的表达性。通过将
GCI值对 GC含量作图，再次证实了基因中 GC含
量的差异，并且发现由于它们的 GC含量，两个基
因显示与基因表达性呈负相关性(图 7)。 
1.4 GC和 AT含量与基因表达模式的关系 
我们分析了在每个密码子位点的标准化的 AT 和
GC频率。我们观察到通过 CAI测量的基因表达和
在任何密码子位点的 GC含量之间的相关性非常弱
(rGC1 = 0.069，rGC2 = 0.604和 rGC3 = 0.186)(图 8)。
因此，与其他相矛盾的是，第三个密码子位置的

GC 含量是茶树中基因表达的非常差的预测因子
(Sharp and Lloyad, 1993; Gerton et al., 2000; Marin et 
al., 2003)。但在第二个密码子位置，GC 含量显示
与基因表达中度正相关。由于茶树的编码序列富含

AT，我们还分析了每个密码子位点的 AT频率，发
现第二个密码子位置显示与基因表达的中度负相

关。 
 
2讨论 
简而言之，我们已经提出了基因的表达测量，设计

了从相对密码子偏好和密码子适应指数来预测基

因表达水平。基于基因表达和密码子组成是强相关

的假设，已经定义了密码子适应指数以提供对基因

中密码子偏好程度的直观有意义的测量。我们概述

了一个简单的方法来评估基因中密码子偏移 指数
的强度，作为其可能的表达水平的指导，并结合茶

树基因分析进行说明。 
本研究的目的是：(a)分析 CAI、RCBS、GC偏

差、GC含量、茶树的基因的密码子的相对位置。 (b)
将上述参数与基因表达模式相关联。根据我们在本

研究中提到的目标，我们从茶树中选择十个基因进

行 CUB 分析。使用由我们开发的 perl 程序来检索
具有正确的初始和终止密码子的准确编码序列。为

了使取样误差最小化，我们仅取得大于或等于

1000bp的那些编码序列。通过使用由我们开发的基
于 PERL 的程序计算所有上述用于 CUB 分析的参
数。 
在分析茶树的编码序列后，发现基因富含 AT。

但是在铜绿假单胞菌的情况下，显然在整个编码区

中以 G 和/或 C 结尾的密码子占主导。我们还通过
分析密码子的有效数(Nc)来预测密码子使用的异质
性。Nc的平均值和标准偏差分别为 15.2和 0.42637，
说明茶树中的基因密码子使用偏差存在较大差异。

基因之间密码子使用偏差的变化从第三同义密码

子位置处的(G + C)的分布进一步证实。这些结果表
明，除了组成限制，其他趋势可能会影响茶树中基

因的总体密码子使用变异。 

每个基因已经演变出适应密码子使用模式的
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图 1茶树基因的 Nc分布 

Figure 1 Nc distribution of Camellia sinensis genes 

 

图 2茶树基因的 GC3s分布 

Figure 2 GC3s distribution of Camellia sinensis genes 

基因表达水平，并且 RCBS 值>0.5 和 CAI 值
>0.5表现出有利的密码子使用。我们计算了这些基
因的 CAI和 RCBS值，发现茶树中 10个基因中有
6 个是高度表达的基因。我们还分析了 GC 含量对
密码子相对位置的分布;结果显示，除了基因 PPO，
所有其他基因具有理想的 GC百分比。 
我们分析了在每个密码子位点的标准化的 AT

和 GC频率。我们观察到通过 CAI测量的基因表达
和在任何密码子位点的 GC含量之间的相关性非常
弱。GC2与基因表达呈中度正相关(0.604)。我们还
测量了在任何密码子位点的 CAI和 AT含量之间的
相关性。AT2与基因表达显示中度负相关(-0.604)。 
此外，我们的分析进一步揭示了在确定基因表

达水平上茶树中同义密码子的第二个位置比第三

个位置发挥更显著的作用，如由 CHAI和 GC2s之
间的正相关系数(0.064)与具有 GC1和 GC3的 CAI
的相关系数(0.069 和 0.187)相比所揭示的现象。这
与以下事实矛盾：大肠杆菌中密码子的第三位置在

确定基因表达中起主要作用，尽管茶树和大肠杆菌

都是富含 AT的。与具有 AT1和 AT3的 CAI的相关
系数(-0.069 和-0.172)相比，CAI 和 AT2s 之间的最
高负相关性(-0.064)进一步证实了这一点。这可能是
由于本研究用了少量的编码序列，并且只有具有高

CAI和 RCBS的基因。 
cds 的组成偏差在形成密码子使用中起关键作

 

图 3 RBCS和 CAI值之间的关系 

Figure 3 The relationship between RCBS and CAI values 

 

图 4 CARBS和蛋白质长度之间的关系 

Figure 4 Relationship between RCBS and protein length 

 

图 5基因 AMP脱氨酶 CDS长度的密码子使用频率分布 

Figure 5 The distribution of codon usage frequency along the 

length of the CDS for the gene AMP deaminese 

 

图 6 硬脂酰基载体蛋白去饱和酶基因的 GC 含量的百分比

范围 

Figure 6 The percentage range of GC content for the Stearoyl 

acyl carrier protein desaturase gene 
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图 7茶树基因中 GC含量 CAI图 

Figure 7 CAI plotted against the GC content for Camellia 

sinensis genes 

 

 

图 8不同密码子位置的 CIA和 GC / AT含量之间的相关性 

Figure 8 Correlation between CAI and GC/AT content at 

different codon positions 

用。GC含量对密码子使用偏差具有主要影响，
致使在第三密码子位置的 GC％之间的密切关联，
也称为 GC3 生物学。由于所有氨基酸(甲硫氨酸和
色氨酸除外)允许在密码子第三位置进行 GC 改变
的同义取代，这提出了即使用同义 G / C-末端密码
子可以增加基因的表达能力，而使用的 A / T终止
密码子可以降低基因表达的水平的普遍观点。对于

该分析，我们最初下载茶树的 350个编码序列，其
中仅发现十个 cds以起始密码子 ATG开始，并且长
度为三个碱基的精确倍数并且缺乏 N(任何未知碱
基)。从 cds的 CUB分析和在三个密码子位点的 GC 
/ AT含量与 CAI值之间的相关分析显而易见，结果
表明，在决定基因表现力方面，茶树中同义密码子

的第二位置可能起到比第三位密码子更突出的作

用。 
 
3材料与方法 

3.1数据收集 
从 NCBI(www.ncbi.nlm.nih.gov)下载 Camellia 

sinensis的编码序列(cds)。为了使抽样误差最小化，
我们只取得大于或等于 1000bp 并具有正确的初始
和终止密码子并缺少 N(任何未知碱基)的 cds。使用
我们开发的 perl中的程序来检索精确的编码序列。
最后，选择 10个序列用于 CUB分析。 
3.2模型 
使用相对密码子使用偏移 和密码子适应指数

来研究基因之间的总体密码子使用变化。 RCBS是
在随机密码子使用的假设下，观察到的密码子的频

率与期望频率的差异，其中基础组合物在序列中的

三个位点存在偏移。RCBS 是指示基因中每个密码
子的 RCB 的影响的基因的总得分。RCB 反映了基
因表达的水平。基因的表达量度由 RCBS 表示
(Hertog et al., 1993)。RCBS值接近 0表示密码子缺
乏偏移，因此可用于比较不同组的基因。 
基因表达水平与基因的密码子使用差异有关，

该基因密码子在三个密码子位点处偏向核苷酸成

分。令 f(x，y，z)为基因的密码子三联体(x，y，z)
的归一化密码子频率。然后，基因中密码子三联体

(x，y，z)的相对密码子偏移(RCB)定义为： 

 

其中，f1(x)是在第一密码子位置的 x的归一化
频率，f2(y)是在第二密码子位置的 y的归一化频率， 
f3(z)是基因的第三个密码子位置处的 z的归一化频
率。频率 f1，f2，f3已经从基因的密码子样品集合
导出，并且频率的归一化在密码子的基因长度上进

行，以试图补偿 RCB 与密码子总数的预期增加，
以这样的方式定量基因的密码子偏好的程度，使得

可以在基因组内和基因组之间进行比较。如前所

述，dxyz 包含比其他更多的定量信息，因为它考虑

了密码子使用以及基本组成偏差。基因的表达量度

为： 

 
其中，di

xyz 是基因的第 i 个密码子的使用差异。L
是基因中的密码子数。 
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基因表现力再次通过计算参数密码子适应指

数来测定(Sharp and Li, 1986)。它基本上测量从给定
基因到参考基因的氨基酸密码子用途的距离。CAI
将翻译最佳密码子定义为在高度表达的基因中频

繁出现的那些密码子。 

 
其中，L是基因 g的长度，wc(1)是密码子 c在参考
基因(不是 g)中的相对适应性。相对适应性定义为： 

 
其中，fc是密码子 c的频率，密码子 c是基因

g 中的 lth密码子。a 是由 c 编码的氨基酸，{Ca}是
编码氨基酸 a的同义密码子集合。某些密码子将在
基因中出现多次。因此，我们可以重写方程式来对

密码子而不是长度求和，并且使用计数而不是频

率。这使得对实际基因的依赖更清楚。更常见的公

式是： 

 
有效密码子数(Nc)是序列中使用的不同密码子

的总数(Wright, 1990)。Nc的值范围从 20(其中每个
氨基酸只使用一个密码子)至 61(对于标准遗传密
码)，其中所有可能的同义密码子以相同的频率使
用。Nc测量偏向使用较小的密码子子集，远离等同
使用同义密码子。例如，如上所述，高度表达的基

因选择使用较少的密码子。Nc的基本思想类似于来
自群体遗传学的接合性概念，其涉及来自两个生物

体的基因的相似性。 
在密码子使用的环境中，多个同义密码子以类

似于多个等位基因的方式进行处理。氨基酸 Za 的
纯合性测量相似性程度，并基于相对密码子频率计

算： 

 
氨基酸的有效密码子的数目是纯合性的倒数： 

 

The value of Na ranges from 1 to the number of 
synonymous codons ka (the codon degeneracy). With 
equal codon usage, homozygosity is minimal and the 
value of Na is the number of synonymous codons. The 
overall number of effective codons for a gene (Nc) is a 
sum of average homozygosities Za for different 
redundancy classes k (in set K of all redundancy 
classes):  
Na的值的范围从 1到同义密码子 ka的数目(密码子
简并性)。使用相等的密码子，纯合性是最小的，
Na的值是同义密码子的数目。基因的有效密码子的
总数(Nc)是不同冗余类 k(所有冗余类别的集合 K)
的平均纯合子 Za的总和： 

 

每个冗余类别： 

 
当密码子使用模式比预期更均匀时，可以发生

Nc>61，在这种情况下将其重新调整为 61.如果没有
观察到氨基酸或非常罕见，则将该值替换为同一冗

余类别中氨基酸的平均纯合性。如果 Ile 氨基酸缺
失(具有三个同义密码子的冗余类中的唯一成员)，
则从其他冗余类别的平均纯合性估计相应的 Z。 

例如，在异亮氨酸的情况下： 

 
当基因的氨基酸之间存在大的差异时，可以使用所

有单个氨基酸的 Nc 之和，而不是采用每个冗余类
别的平均值的总和： 

 

GC3s是(G + C)的频率，A3s，T3s，G3s和 C3s是
A，T，G和C在密码子的同义第三位置的分布(Gupta 
and Ghosh, 2001)。GC偏移和 AT偏移分别定义为
DNA序列的(G-C)与(G + C)和(A-T)与(A + T)的比
率(Wright, 1990)。 
3.3分析 
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所有上述参数通过使用我们开发的 PERL程序
计算。此后我们测量了所有上述参数与茶树的基因

表达性之间的相关性。 
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