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摘 要 本研究以葡萄、桃和可可为研究对象，基于比较基因组学，利用基因同源共线性方法对基因组内的

结构和基因组间同源信息进行比对分析，确定了物种基因组内和基因组间的同源片段。通过统计 3 个物种基

因组间的同源共线基因的保留情况发现，葡萄基因组的保留情况最好，桃次之(为 73.4%)，可可最差(为 68.9%)，
其丢失均可能是由于双子叶植物共有的三倍化导致基因组稳定性遭到破坏。另外，共线基因间的同义核苷酸

替换率的频数分布证实，葡萄、桃和可可仅经历过一次古老的全基因组三倍化，并未经历最近的全基因组加

倍，且可可基因组进化最快，葡萄基因组进化最保守；3 个物种的分歧时间分别为：葡萄(~110 Mya)、可可

(~90 Mya)、桃(~80 Mya)。本研究将为 3 个物种及双子叶植物基因组的结构、功能和进化等研究提供重要的

理论依据。
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Abstract In this study, Vitis vinifera, Prunus persica and Theobroma cacao were selected as the research objects.
Based on the comparative genomics, the genomic structure and gene homology information were comparatively
analyzed by homologous genes collinearity method to determine homologous fragments within and between
selected genomes. The statistics of the retention of homologous collinear genes among three species genomes
showed that Vitis vinifera genes retained the best, followed by Prunus persica better (about 73.4%) and Theobroma
cacao came last (about 68.9%), all of which could be due to common triploidization of dicotyledons leading to the
destruction of genomic stability. In addition, the frequency distribution of synonymous nucleotide substitution rates
between collinear homologous genes indicated that Vitis vinifera, Prunus persica and Theobroma cacao genomes
had only experienced an ancient whole-genome triploidization without other whole-genome polyploidization
recently. It was found that Theobroma cacao genome evolved most fastly and Vitis vinifera evolved most
conservatively. The differentiation time of three species were also estimated that Vitis vinifera(~110 Mya), The-
obroma cacao (~90 Mya) and Prunus persica (~80 Mya). This study would provide important theoretical basis for
researches on genomic structure, function and evolution of three species and dicotyledons..
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葡 萄 (Vitis vinifera, 2n =38)、桃 (Prunus persica,
2n=16)和可可(Theobroma cacao, 2n=20)是 3 种具有

极高经济价值和科学研究价值的双子叶植物。其中，

葡萄作为最古老的双子叶植物之一，对于研究开花

植物祖先的遗传性状和特征起着相当重要的作用

(Jailon et al., 2007)；桃作为一种已经被种植了四千多

年并且具有高度遗传特征的树种和水果，对于基因

组学的研究至关重要(Verde et al., 2013)；可可作为巧

克力的来源和重要的热带果树经济作物，在各方面

都颇有研究价值，在基因组进化方面尤为突出(Ar-
gout et al., 2011)。这 3 个物种的经济价值驱动着科学

研究的进一步实践，同时全基因组测序的完成更为

其进化和基因功能等研究提供了便利。
植物基因组进化过程中的一个重要特征，即全基

因组加倍，极大地影响了植物基因组的结构和基因

功能的变化。越来越多的研究表明几乎所有的被子

植物都经历过全基因组加倍，而双子叶植物也不例外，

葡萄、桃和可可也是如此。全基因组加倍一般包括两

种：全基因组三倍化(whole genome triplication, WGT,
γ)和全基因组二倍化(whole genome duplication,WGD,
α or β)。葡萄、桃和可可等双子叶植物的共同祖先在

130~150 百万年前(million years ago, Mya)经历过一

次古老全基因组的三倍化，成为六倍体祖先，葡萄、
桃和可可的全基因组的测序发现他们均没有经历过

最近的全基因组加倍(Jailon et al., 2007; Argout et al.,
2011; Verde et al., 2013)。基因组发生加倍后极其不

稳定，会发生基因丢失、倒位、易位、染色体断裂和重

排等一系列遗传现象，同时也会产生大量的同源染色

体片段并且伴随产生新的基因(Tang et al., 2010)。葡

萄的化石证据表明其大约分化产生于 100~120 Mya
(Manchester et al., 2013)，桃和可可的化石证据表明

两者大约分化产生于 60~90 Mya (图 1) (Motamayor
et al., 2002; Su et al., 2015)，然而对于他们之间更为

准确的物种分化时间和基因组进化过程还有待于进

一步通过基因组比较来详细分析。
研究对葡萄、桃和可可的全基因组进行了深入

的比较基因组学分析，对 3 个物种的基因组进行了

同源结构的比较分析，确定了基因组分别经历的加

倍事件以及 3 个物种基因组内和基因组间的同源共

线片段；通过分析基因组间的同义核苷酸替换率的

频数分布情况，比较了 3 个物种的进化速率，大致确

定了各物种的分化时间，从而为 3 个物种基因组相

关的进化研究提供理论依据。

图 1 葡萄, 桃和可可的系统进化关系

注: 左侧为系统进化树, 右侧 Ks 为对应进化事件的同义核酸

替换率

Figure 1 Phylogenetic evolution relationship between grape,
peach and cacao
Note: The left part was the phylogenetic evolution tree and the
right part was synonymous nucleotide substitution rate (Ks) cor-
responding to the evolution events

1 结果与分析

1.1基因组内同源结构

3 个物种基因组中存在大量的由同源基因构成

的片段(图 2)。其中，葡萄和桃的基因组中有较多的同

源片段，可可中的较少；葡萄中的同源片段多以短片段

存在，而桃中的同源片段较长。葡萄中较长的同源基因

片段分别存在于 Vv1-Vv14、Vv1-Vv17、Vv3-Vv18、
Vv4-Vv11、Vv5-Vv7、Vv6-Vv8、Vv8-Vv13、Vv9-V-
v11、Vv15-Vv16；桃的基因组中较长的共线性基因片

段分别存在于 Pp1-Pp3、Pp1-Pp5、Pp1-Pp8、Pp2-Pp5、
Pp2-Pp6、Pp3-Pp5、Pp3-Pp7、Pp4-Pp4；可 可 基 因 组

中较长的共线性基因片段分别存在于 Tc01-Tc02、T-
c01-Tc05、Tc01-Tc08、Tc02-Tc03、Tc04-Tc09、Tc04-

Tc10、Tc06-Tc07、Tc09-Tc09、Tc09-Tc10。
上述 3 个物种基因组的同源片段中的基因是由

全基因组加倍产生的，是在进化历程中保留下来的

较好的同源片段。桃基因组的染色体片段较长，但同

源片段较少，在点图中呈现红色的线；可可基因组的

同源片段较短，且同源片段数量最少，大部分呈蓝色

的线，这些均是由葡萄、桃和可可的共同祖先加倍产

生的重复基因所造成。例如(图 2A)，葡萄的每条染色

体的同源片段在基因组内呈现 1: 2 的对应关系，分别

用红色矩形框和蓝色矩形框加以区分。这次发生在

约 130 Mya 的双子叶植物祖先中的三倍化事件，使

物种的每条染色体形成另外的两个同源拷贝，之后

又经历一系列的染色体片段的断裂、融合等过程才

形成现在的 19 条葡萄的染色体。桃、可可与葡萄类
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似，其祖先基因组也经历了这次全基因组的三倍化

事件，故对应在同源性阵图(图 2B)上即为基因组内

的片段呈现 1: 2 的同源关系。
在葡萄和桃基因组内的同源性点阵图中发现，

3个物种都经历了古老的双子叶植物祖先基因组的

三倍化事件，此后没有再发生共有的或独立的全基

因组加倍事件，这与之前葡萄、桃和可可的研究结

论一致 (Jailon et al., 2007; Argout et al., 2011; Verde
et al., 2013)。

图 2 葡萄和桃各自基因组内同源性

注: 每个点代表一对同源基因, 根据基因对在染色体上的位置

打点; 其中最相似的基因打点为红色, 相似性次之的基因打点

为蓝色, 其他为灰色, 有色框中标出的是同源片段

Figure 2 Homologous dot plots of grape and peach genomes
Note: Each dot represents a pair of homologous genes and dots
were made on the chromosome in accordance with gene pairs;
Red dots were the most similar gene pairs, blue dots were the less
similar gene pairs and gray dots were the other similar gene pairs,
The fragments marked with color frame were homologous

图 3 葡萄, 桃间同源基因结构

注: 红色的短线是 Blastp 比对两物种基因组序列获得的最相

似的基因对, 表示物种间直系同源染色体片段; 蓝色的线是由

次好相似基因构成, 表示种间旁系同源染色体片段

Figure 3 Homologous dot plots between grape and peach genomes
Note: Red short lines meant the most similar gene pairs obtained
from comparsion of two species' genomic sequences and repre-
sented orthology chromosome fragments between species; Blue
short lines consisted of less similar gene pairs and represented
paralogy chromosome fragments between species

1.2 基因组间同源结构

葡萄的每条染色体均对应 3 条完整的桃染色体

片段(图 3)，如葡萄 1 号染色体对应桃的 3 条染色体

分别为 1、3 和 5 号；桃的每条染色体也均对应 3 条完

整的葡萄染色体片段，如桃 4 号染色体对应葡萄 3 条

染色体分别为 10、12 和 19 号染色体。在这两种情况

下，3 条同源染色体都可以明显地分为一条最好的

(红色实线框)和两组较差的(有色虚线框)。这说明两

个物种基因组间的同源片段表现为 1: 1 的最好直系

同源关系以及 1: 2 的次好种外旁系同源关系。这与二

者在基因组内的同源比对结果保持一致，古老的双子

叶祖先在经历过一次三倍化事件后，依次分化为葡

萄和桃，且葡萄和桃没有发生独立的全基因组加倍

事件，而可可的情况与前两者类似(未展示)，也没有

经历最近的基因组加倍，仅经历了古老祖先的三倍化。

1.3 同源共线基因的推断与统计

采用以往的研究方法(李育先等, 2016)，搜索并
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获取了葡萄、桃、可可基因组内和基因组间的同源共

线片段和同源共线基因对的数量(表 1)。
在物种基因组内，利用前述方法，分别在葡萄、

桃、可可基因组中推断出 84、73、95 个旁系同源片段

(表 1)，这些同源片段分别含有 2 017、3 640、2 652 个

旁系同源基因对，各占自身基因组的 7.6%、12.7%、
9.0%。其中，桃保留了较多的同源片段和同源基因，

可能是由于桃基因组测序比较完善，大部分基因都

锚定到了染色体上。葡萄基因组中，同源基因对含量

大于 10 的片段有 256 个，大于 50 的片段有 14 个，最

长的同源片段位于 7 号和 5 号染色体之间，含有 70 个

基因对；桃基因组中，同源基因对含量大于 10 的片

段有 261 个，大于 50 的片段有 55 个，最长的同源片

段位于 1 号和 5 号染色体之间，含有 191 个基因对；

而可可基因组中，同源基因对含量大于 10 的片段有

1 008 个，大于 50 的片段有 27 个，最长的同源片段

位于 1 号和 3 号染色体之间，含有 122 个基因对。以

上数据表明，3 个物种均没有发生独立的基因组加倍

现象，同源基因和同源片段数量相差并不大。
在 3 个物种基因组间，分别在葡萄、桃、可可中

搜索到了不同的直系同源片段(表 1)，并且基于同源

片段的搜索与同义核苷酸置换率(Ks)的比较，区分了

种间直系同源片段(由物种分化形成)和种外旁系同

源片段 (由基因或基因组的加倍产生)。表中数据显

表 1 葡萄, 桃和可可基因组内, 间的同源片段, 基因对的含量

Table 1 Numbers of homologous fragments and gene pairs within
and between grape, peach and cacao genomes

物种

Species
葡萄

Grape
桃

Peach
可可

Cacao

葡萄

Grape
84/2 017*

108/2 947

87/1 923

桃

Peach
93/6 778

73/3 640

91/3 639

可可

Cacao
101/5 826

102/8 740

95/2 652

注: 上表中处于主对角线的数字代表物种内旁系同源片段和

基因对的数量; 主对角线上侧的数字代表物种间直系同源片

段和基因对的数量; 主对角线下侧的数字代表物种间种外旁

系同源片段和基因对的数量; 同源片段/同源基因对 *
Note: Numbers on the main diagonal indicated paralogous frag-
ments and gene pairs within a genome; Numbers above the main
diagonal indicated orthologous fragments and gene pairs between
two genomes; Numbers below the main diagonal indicated
out-paralogous fragments and gene pairs between two genomes;
Homologous fragments/homologous gene pairs *

示，在葡萄、桃和可可之间，有 93~102 个直系同源片

段，含有 5 826~8 740 个直系同源基因对；有 87~108 个

种外旁系同源片段，含有 1 923~3 639 个种外旁系同

源基因对。由此结果也显示，桃和可可之间的直系和

种外旁系同源基因比其他的要多，也在一定程度上

说明桃和可可的分化时间要晚一些，基因组的进化

上具有一定的相似性。

1.4 多基因组联合比对图谱的构建

利用推断的不同物种的直系和旁系同源关系，

建立了葡萄、桃和可可的多基因组联合比对列表，并

依此构建了圈状图来进行相应的展示(图 4)。
由于葡萄、桃和可可的基因组只经历了古老的

双子叶植物祖先的三倍化事件(ECT, γ 事件)而并未

经历独立的基因组加倍，葡萄、桃和可可的基因组均

可以分成 3 组旁系同源片段，其中每组的一条葡萄

染色体片段与桃和可可的一套染色体片段是直系同

源的关系。每圈葡萄(V)与其相邻的桃圈(P) 和可可

(T)圈即是 3 个物种中最好的直系同源关系(图 4 中

的第 1, 2, 3 圈的染色体片段之间)；葡萄、桃和可可它

们自己的 3 圈染色体片段分别代表了物种基因组内

的旁系同源关系 (图 4 中的第 1, 4, 7 圈, 第 2, 5, 8
圈, 第 3, 6, 9 圈的染色体片段之间)；每个物种的一圈

与其他物种的另外两圈染色体片段之间即为种外旁

系同源关系(图 4 中的第 1 圈的葡萄染色体片段与第

5, 8 圈的桃的染色体片段)。葡萄、桃和可可基因组

内，它们自己的旁系同源基因都发生了大规模的丢

失，然而 3 个物种间的直系同源基因则是保持了相

对的完整性，比如葡萄的后面两组(第 4, 第 7 圈)旁
系同源基因很明显不如第一组(第 1 圈)的完整。而

相对于葡萄的染色体(第 1 圈)，桃和可可的染色体

(第 2, 第 3 圈)则保留了大部分的直系同源基因。以

上结果表明，在物种经历全基因组加倍事件之后，由

于进化的需要，可能伴随着大量基因片段的丢失，所

以物种基因组内的旁系同源基因才发生了大规模

的丢失。

1.5 共线性基因保留情况统计

葡萄、桃和可可由于只经历了古老双子叶植物

祖先的三倍化，三者之间的同源共线基因理论上应

该是相同的，但统计结果(表 2)显示是不同的，这说

明 3 个物种基因组的稳定性在三倍化后可能遭到破

坏，从而导致了各自的基因有不同程度的丢失，其中

葡萄的丢失最少，桃的次之(26.4%)，可可丢失最为严

重(31.1%)。葡萄作为双子叶植物中的模式物种，其染
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图 5 物种基因组同源基因对的同义核苷酸替换率频数分布

折线

Figure 5 Distribution line graph of synonymous nucleotide substi-
tution rate frequency of homologous gene pairs between grape,
peach and cacao

图 4 葡萄, 桃和可可基因组的同源比对

注: 上面的 9 个圈展示了葡萄(V), 桃(P)和可可(T)的基因组的

直系同源, 旁系同源, 种外旁系同源的相关信息; 最里边一圈

的不同颜色代表葡萄的 19 条染色体, 每条染色体由众多短线

组成, 每条短线代表一个基因, 每条短线的颜色对应葡萄的特

定染色体; 3 个物种共同祖先基因组的三倍化导致每个物种

染色体至少有 3 圈, 其中最里面的连线代表葡萄基因组内的

旁系同源关系, 其他 8 圈代表葡萄与桃和可可基因间的直系

同源和种外旁系同源关系

Figure 4 Homologous alignment of grape, peach and cacao
genomes
Note: Genomic paralogy, orthology and out-paralogy information
within and between grape (V), peach (P) and cacao (T) were dis-
played in nine circles; The inner circle represented 19 grape chro-
mosomes with different colour, Each grape chromosome consist-
ed of many short lines and each of them represented a gene, A
gene short line was colored in correspondence to its source chro-
mosome of grape; Each chromosome was composed of at least
three circles due to the whole genome triplication of three
species' common ancestor, The curvy lines in the inner circle
showed paralogy relation within grape genome and the other
eight circles showed orthology and outparalogy relation between
grape, peach and cacao genes

色体有 19 条，可能发生了多条祖先染色体的融合，

但保留了大量的祖先基因，基因组比较稳定。桃仅有

8 条染色体，但同源共线性基因保留的相对较好，可

能是由于其功能需要，也可能是由于基因组组装质量

较好。而可可的同源共线性基因的大量丢失，可能由

于基因组进化速率过快，稳定性处于较低水平所致。

1.6 推断物种发生的主要进化事件

物种发生的主要进化事件的时间和年代的推断

主要依据祖先在全基因组加倍事件产生的重复基

表 2 葡萄, 桃和可可基因组间共线性基因保留情况统计

Table 2 Statistics of collinear genes retention between grape,
peach and cacao genomes

注: 保留的共线性基因数(所占比例)/两物种间的共线性基因

总数

Note: The reserved collinear gene number (rate)/the total number
of collinear gene between two species

物种

Species
葡萄

Grape
桃

Peach
可可

Cacao

葡萄

Grape
-

-

-

桃

Peach
6 164 (73.4%)/
8 4021
-

-

可可

Cacao
4 044 (68.9%)/
5 872
2 706 (72.0%)/
3 760
-

因，而这里采用了以往研究中的类似方法来估计物

种的主要进化事件(张琼等, 2014; Wang et al., 2015b)。
通过计算葡萄、桃和可可基因组内的同义核酸替换

率(Ks)来估计各物种发生的主要进化事件，以不同物

种基因组间的同义核酸替换率来为各个物种的分化

时间以及进化速率等提供依据。采用统计学方法绘

制物种间和物种内的共线性基因同义核酸替换率

(Ks)频数折线图(图 5)，其中的共线性基因利用的是

物种间和物种内的重复基因。Ks 频数分布图显示，葡

萄和可可仅有一个最大峰值，分别对应 ECT 事件。
而桃的存在两个峰值，较大的峰值才对应 ECT 事

件。古老的 ECT 事件所对应的 Ks 峰值在不同物种

中的分布也不尽相同，这也是由不同物种进化速率

的不同导致的。显然，葡萄在此峰值时的 Ks 约为

1.1，桃的约为 1.2，可可的约为 1.3。这也说明，由这次

葡萄、桃和可可基因组的进化分析
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古老三倍化产生的基因在葡萄中的进化速率最慢，

在可可中进化最快。
以上表明葡萄的进化速率最慢，因此选择葡萄作

为判断物种进化速率的标准。结果表明，古老的 ECT
发生于 130 Mya，此后的葡萄分化产生于 110 Mya，

可可分化产生于 90 Mya，桃分化产生于 80 Mya。

2 讨论

研究对葡萄、桃和可可的全基因组进行了比较

基因组学分析，表明 3 个物种都仅经历了一次古老

的双子叶植物祖先的三倍化事件，而后并未经历共

有或单独的基因组加倍，这与文献(Jailon et al., 2007)
得出的结论一致；尽管与葡萄相比，桃中祖先三倍化

的染色体片段呈现碎片化，但也并未经历最近的全

基因组加倍(Verde et al., 2013)；可可的 10 条染色体

是由于祖先的 21 条染色体中的 11 条发生了融合，

这说明可可也没有经历最近的基因组加倍(Argout et
al., 2011)。

通过推断并统计物种基因组内和基因组间的同

源共线性片段，发现物种基因组内同源片段相差不

大，而物种基因组间直系要明显多于种外旁系同源

片段，文献(Wang et al., 2015b)也有类似结论，这可能

是由物种分化时同源基因的分离所致。同时，这一结

论在统计学上也是保守的，本研究在推断染色体同

源性时使用了严格的阈值限制：包括严格的 BLAST
E-values 选取、去除大的重复基因家族、限制同源共

线性片段的大小以及显著性检验，而且，这一过程

已经被广泛应用于解析许多植物基因组的进化史

上(Wang et al., 2006；Ming et al., 2008; Paterson et al.,
2009a; Paterson et al., 2009b; Wang et al., 2009; Wang
et al., 2011a; 2011b; Paterson et al., 2012; Lee et al.,
2013)。

从多物种基因组的联合比对和基因组间共线性

基因的保留情况统计，发现各物种基因组在双子叶植

物共同三倍化后稳定性明显降低(Wang et al., 2015b)，
从而导致了大规模的基因丢失，且随着物种的不断

进化，基因丢失仍在继续。同时，各物种基因丢失的

分布也说明了该过程具有随机性。
通过分析 3 个物种同源基因对的同义核酸替换

率，3 个物种较大的 Ks 频数分布峰值也验证了上述

的 3 个物种只经历了古老双子叶植物祖先的三倍

化，同时也估计了 3 个物种的分化时间和顺序：即依

次为葡萄(~110 Mya)、可可(~90 Mya)、桃(~80 Mya)；
且可可的基因组进化速率最快，桃的基因组次之，葡

萄基因组进化最保守。

3 材料与方法

3.1数据来源

3 个物种葡萄、桃和可可的全基因组数据(表 3)，
来源于各物种基因组测序的公共数据库。

3.2 基因组同源性分析

为展示基因组内与基因组间的同源性，利用

BLAST (Altschul et al., 1990)软件包中 blastp 子程序

分别对葡萄、桃和可可的蛋白序列进行基因组内和

基因组间的搜索比对，其中 E-value≤1e-5；同时结合

3 个物种中基因在染色体上的位置信息，编写 Perl 脚

本绘制同源结构点阵图，将基因间的最好匹配、次好

匹配以及其他匹配用不同的颜色标识出来，用以区

分直系同源和旁系同源对。

3.3 共线性基因的推断

利用共线性分析工具 MCscan (Tang et al., 2008)
和 ColinearScan (Wang et al., 2006)，寻找 3 个物种基

因组内和基因组间的同源共线基因片段。通过比较同

源序列相似性和共线性基因数量，区分直系和旁系同

源基因。通过检查在全基因组水平上的DNA序列的同

一性和染色体之间共线性基因数量所反映出的 DNA
相似性，从而区分了直系和种外旁系同源区域。

3.4 多基因组联合比对图谱的构建

因葡萄基因组更古老，故以葡萄基因组中的共

线性基因作参考来建立 3 个物种基因组的联合比对

列表，然后通过搜索上述已生成的同源共线基因片

段结果，并结合物种基因组内的共线性基因对加以补

充，防止同源片段丢失。相关研究(Wang et al., 2015a;
2015b)表明，此方法比直接参考基因间的相似性来判

断直系和旁系同源基因要准确的多。通过 MCSCAN
软件包中的 Circular Comparer.py 程序并以已产生

的多重比对列表作为输入来生成多基因组联合比

对图谱。

3.5 基因组间共线性基因的保留情况统计

利用物种间双向 blastp 结果中的最好匹配基因

对，搜索上述多基因组联合比对列表，从而统计得出

基因组间共线性基因的保留和丢失情况。

3.6 同义核苷酸替换率(Ks)

通过运行 BioPerl (http://bioperl.org/index.html)生
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表 3 全基因组数据来源

Table 3 The whole genome data sources

物种

Species
葡萄

Grape
桃

Peach
可可

Cacao

缩写

Abbreviation
Vv

Pp

Tc

版本

Version
Genoscope (Aug 2007)

Version 1.0

Version 1.1

数据来源

Data sources
PGDD (http://chibba.agtec.uga.edu/duplication/)

PGDD (http://chibba.agtec.uga.edu/duplication/)

CocoaGen DB (http://cocoagendb.cirad.fr/)

基因

Genes
26 346

28 689

29 452

物统计学软件包中包含的 Nei-Gojobori 方法来估计

同源基因之间的同义核苷酸替换率(Ks)。
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