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膜蕨科植物 ｒｂｃＬ 基因的适应性进化和共进化分析
王春波ꎬ 郭治友∗

( 黔南民族师范学院 生物科学与农学院ꎬ 贵州 都匀 ５５８０００ )

摘　 要: 膜蕨科植物是薄囊蕨类中种类最多的科ꎬ主要分布在潮湿的热带地区ꎬ拥有陆生、附生、半附生和攀

生等多种生态型ꎮ 为进一步了解膜蕨科植物辐射式物种分化的分子适应机制ꎬ该研究在时间框架下采用位点

模型对膜蕨科植物 ｒｂｃＬ 基因的进化式样进行分析ꎮ 结果表明:共鉴定出 ６ 个氨基酸正选择位点(１２５Ｉ、２２７Ｌ、
２３１Ａ、２５８Ｆ、３０４Ｓ 和 ３５１Ｌ)ꎬ其中位点 ３０４Ｓ 位于环六上ꎬ对维持 Ｒｕｂｉｓｃｏ 功能有重要作用ꎮ 此外ꎬ还计算了

Ｒｕｂｉｓｃｏ 大亚基内部氨基酸位点之间的共进化关系ꎬ共检测出 ３９ 组(３５ 个氨基酸)共进化位点ꎬ其中位点在 α
螺旋上的占 ４６％ꎬ在 β 折叠上的占 １４％ꎮ 膜蕨科植物 ｒｂｃＬ 基因这种复杂的进化式样可能与其起源较早有关ꎮ
鉴于此ꎬ基于 ＵＣＬＤ 分子钟模型对膜蕨科植物的分化时间进行了估计ꎬ结果显示膜蕨科植物首次发生分歧的

时间在三叠纪早期ꎬ瓶蕨属和膜蕨属的分歧时间分别发生在侏罗纪早期和白垩纪晚期ꎬ并且得出陆生生态型

是其它生态型进化的基础ꎬ推测最近几次最热事件可能对物种分化的形成产生一定的作用ꎮ 该研究结果对认

识膜蕨科植物如何应对被子植物兴起所导致的陆地生态系统改变具重要意义ꎮ
关键词: 膜蕨科ꎬ ｒｂｃＬ 基因ꎬ 共进化ꎬ 正选择位点ꎬ 生态型
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　 　 核酮糖￣１ꎬ５￣二磷酸羧化酶 /加氧酶(简称 Ｒｕｂｉ￣
ｓｃｏ)ꎬ是叶绿体基质中的可溶性蛋白ꎮ 该酶在植物

光合作用中发挥重要作用ꎬ既是固定 ＣＯ２ 的羧化

酶ꎬ也是光呼吸途径中的加氧酶(Ｒｏｗａｎ ＆ Ａｔｈｅｎａꎬ
２００６ꎻ张江洪等ꎬ２００２)ꎮ 光呼吸代谢途径消耗光合

作用过程中合成的有机物ꎬ由此造成的损失非常高ꎮ
现已知ꎬ叶绿体 ｒｂｃＬ 基因编码 Ｒｕｂｉｓｃｏ 大亚基ꎬ且大

亚基的 Ｃ 末端与催化固定 ＣＯ２密切相关(Ｓｐｒｅｉｔｚｅｒ ＆
Ｓａｌｖｕｃｃｉｍꎬ２００２ꎻＣｕｒｍｉｐｍ ｅｔ ａｌꎬ１９９２)ꎮ 鉴于此ꎬ若
能深入了解 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的结构并对其进行改造ꎬ适当

增强与 ＣＯ２的亲合力ꎬ则能提高植物的光合效率(蒋
德安等ꎬ２００１ꎻ洪健等ꎬ２００４)ꎮ

基因序列适应性进化分析可为深入理解蛋白质

的结构和功能提供参考信息ꎮ 将蛋白质编码序列分

为同义置换(ｄＮ)和非同义置换(ｄＳ)ꎮ ω ＝ ｄＮ / ｄＳ 可

用来判断蛋白质中氨基酸位点的进化方式(Ｙａｎｇꎬ
２００７)ꎮ 当 ω＝ １ 表示为中性进化ꎻ ω<１ 说明受到负

选择ꎻ ω>１ 表明发生了正向选择ꎬ也即暗示蛋白质

发生了适应性进化ꎮ 与此同时ꎬ蛋白质内部氨基酸

位点并不是孤立存在ꎬ单独进化的ꎬ它们之间存在一

种共进化关系ꎮ 氨基酸位点间的这种共进化关系的

复杂性与它们在结构和功能上的联系成正比ꎬ正是

这种分子内部氨基酸位点间的共进化关系网促成了

蛋白质的进化ꎮ 近年来有文献报道ꎬ发生正选择的

位点多数都伴随着与其它氨基酸之间的复杂的共进

化关系ꎬ鉴于此ꎬ我们计算了 Ｒｕｂｉｓｃｏ 大亚基内部各

氨基酸位点间的共进化关系ꎬ以期为研究其功能提

供精确的位点参考信息ꎮ
膜蕨科植物有 ７５０~８００ 种ꎬ是薄囊蕨类中种类

最多的科ꎬ主要分布在潮湿的热带地区ꎬ拥有多种生

态型(陆生、附生、半附生和攀生等)ꎮ 考虑到膜蕨

科植物生境的异质性(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ２００６)ꎬ推测在物

种发生辐射式分化的过程中ꎬ参与光合作用的关键

基因可能也发生了某种程度的适应性进化ꎮ 鉴于

此ꎬ本研究的目的是①揭示膜蕨科植物 ｒｂｃＬ 基因编

码的氨基酸位点发生适应性进化式样并进一步检测

各氨基酸位点间的共进化关系ꎻ②对膜蕨科植物分

歧时间进行估计ꎻ③初步探讨膜蕨科植物不同生态

型之间的进化关系ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 序列数据

由 ＧｅｎＢａｎｋ 获得膜蕨科 １３９ 种植物的 ｒｂｃＬ 基

因序列(表 １)ꎬ根据文献以 ４ 种植物(水蕨ꎬ楔叶铁

线蕨ꎬ凤丫蕨和沼泽蕨)为外类群(Ｑｉｎꎬ１９７８)ꎮ 使

用 ＣｌｕｓｔａｌＷ(Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ｅｔ ａｌꎬ１９９４)软件对序列进行

比对ꎬ共获得 ４０２ 个密码子ꎮ
１.２ 统计分析

运行 Ｍｏｄｅｌｔｅｓｔ ３.７(Ｐｏｓ ＆ Ｃｒａｎｄａｌｌꎬ１９９８)软件

选取核苷酸进化模型ꎮ 采用 Ｍｒｂａｙｅｓ ３.１.２(Ｈｕｌｓｅｎ￣
ｂｅｃｋ ＆ Ｒｏｎｑｕｉｓｔꎬ２００１)软件构建膜蕨科植物系统发

育树ꎮ 根据 ＭＣＭＣ(Ｍａｒｋｏｖ Ｃｈａｉｎ Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ)理论

计算 １５ ０００ ０００ 代ꎬ每 １００ 代取样 １ 次ꎬ总共产生

１５０ ０００ 棵树ꎬ运算过程按照 ４ 条链同时运行(３ 条

热链和 １ 条冷链)ꎬ这样最开始的 ３７ ５００ 棵树作为

预热样本被摒弃掉ꎬ用余下的样本在时间框架下构

建一致树ꎮ 使用 Ｔｒａｃｅｒ ｖ１. ４. １ ( Ｒａｍｂａｕｔ ＆ Ｄｒｕｍ￣
ｍｏｎｄａꎬ２００８) 软件检测运算的收敛程度ꎮ 最后用

Ｆｉｇｔｒｅｅ ｖ１.２.３(Ｒａｍｂａｕｔ ＆ Ｄｒｕｍｍｏｎｄａꎬ２００９)软件查

看膜蕨科植物的系统发育关系ꎮ
利用 ＢＥＡＳＴ ｖ２.２.１ 软件估计膜蕨科植物的分

歧时间(Ｄｒｕｍｍｏｎｄ ＆ Ｒａｍｂａｕｔꎬ２００７)ꎮ 根据所得的

系统发育关系将所有植物划分为 ５ 个类群集ꎮ 为准

确估计膜蕨科植物的分歧时间ꎬ本研究基于最近共

同祖先时间(ｔＭＲＣＡ)值校正主要分支的分歧时间ꎬ
由于没有可用化石记录的报道ꎬ我们采用外类群水

蕨属ꎬ楔叶铁线蕨属和凤丫蕨属的分歧时间进行单

点校正(Ｐｒｙｅｒ ｅｔ ａｌꎬ２００４ꎻＳｃｈｎｅｉｄｅｒ ｅｔ ａｌꎬ２００４) (图
１)ꎮ 采用 Ｍｏｄｅｌｔｅｓｔ ３.７ 软件选取核苷酸进化模型并

计算 ３０ ０００ ０００ 代ꎬ每 １ ０００ 代取样 １ 次ꎬ最开始的

７ ５００棵树作为预热样本被摒弃掉ꎬ用 Ｆｉｇｔｒｅｅ ｖ１.２.３
(Ｒａｍｂａｕｔ ＆ Ｄｒｕｍｍｏｎｄａꎬ２００９)软件查看剩余样本

重建的最大置信度时间树ꎮ

６４１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



表 １　 植物材料及其 ｒｂｃＬ 基因 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｌａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｂｃＬ ｇｅｎｅ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ

植物
Ｓｐｅｃｉｅｓ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

植物
Ｓｐｅｃｉｅｓ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

植物
Ｓｐｅｃｉｅｓ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

Ａｂｒｏｄｉｃｔｙｕｍ ｂｏｎｉｎｅｎｓｅ ＡＢ２５７４７２ Ｈｙｍｅｎｏｐｈｙｌｌｕｍ ｍｎｉｏｉｄｅｓ ＡＢ２１７８４９ Ｔ. ｅｌｏｎｇａｔｕｍ ＡＹ１７５８０２
荷叶铁线蕨
Ｃａｒｄｉｏｍａｎｅｓ ｒｅｎｉｆｏｒｍｅ

ＣＲＵ３０８３３ Ｈ. ｎｉｔｉｄｕｌｕｍ ＡＢ１６２６８３ Ｔ. ｐｏｌｙｐｏｄｉｏｉｄｅｓ ＡＹ１７５７９５

翅柄假脉蕨
Ｃｒｅｐｉｄｏｍａｎｅｓ ｌａｔｅａｌａｔｕｍ

ＡＢ０６４２９７ Ｈ. ｏｏｉｄｅｓ ＡＢ１９１４４９ Ｔ. ｅｎｄｌｉｃｈｅｒｉａｎｕｍ ＡＹ１７５７８７

Ｃ. ｓｃｈｍｉｄｔｉａｎｕｍ ｖａｒ. ｌａｔｉｆｒｏｎｓ. ＡＢ３７８４９４ Ｈ. ｐａｌｍａｔｉｆｉｄｕｍ ＡＢ１６２６８２ Ｔ. ｐｕｎｃｔａｔｕｍ ＡＢ２５７４９２
Ｃ. ｖｉｔｉｅｎｓｅ ＡＢ１６２６８９ Ｈ. ｐｅｃｔｉｎａｔｕｍ ＡＹ０９５１１５ Ｔ. ｅｒｏｓｕｍ ＡＢ２５７４９５
Ｄｉｄｙｍｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｒａｕｓｉｉ ＥＦ４６３２２８ Ｈ. ｐｏｌｙａｎｔｈｏｓ ＥＵ１２２９８２ 南洋瓶蕨 Ｔ. ｒａｄｉｃａｎｓ Ｙ０９２０１
Ｈｙｍｅｎｏｐｈｙｌｌｕｍ ａｃａｎｔｈｏｉｄｅｓ ＡＢ０６４２９１ Ｈ. ｐｕｌｃｈｅｒｒｉｍｕｍ ＡＢ１９１４５１ Ｔ. ｅｘｓｅｃｔｕｍ ＡＢ２５７４５８
Ｈ. ａｒｍｓｔｒｏｎｇｉｉ ＡＹ０９５１０９ Ｈ. ｒａｒｕｍ ＡＢ２１７８４５ Ｔ. ｒｅｐｔａｎｓ ＡＢ２５７４９３
Ｈ. ａｕｓｔｒａｌｅ ＡＢ１９１４３９ Ｈ. ｒｏｌａｎｄｉ￣ｐｒｉｎｃｉｐｉｓ ＡＢ０６４２８６ Ｔ. ｆａｌｌａｘ ＡＢ２５７４５９
Ｈ. ｂａｄｉｕｍ ＡＢ１９１４４０ Ｈ. ｓａｎｇｕｉｎｏｌｅｎｔｕｍ ＡＢ１９１４５２ 线片长筒蕨 Ｔ. ｒｉｇｉｄｕｍ ＡＹ０９５１０８
Ｈ. ｂａｉｌｅｙａｎｕｍ ＡＢ１９１４４１ Ｈ. ｓｉｂｔｈｏｒｐｉｏｉｄｅｓ ＡＹ０９５１１７ Ｔ. ｆｌａｖｏｆｕｓｃｕｍ ＡＹ１７５８０４
Ｈ. ｂａｒｂａｔｕｍ ＡＢ０６４２８７ Ｈ. ｓｕｂｄｉｍｉｄｉａｔｕｍ ＡＢ０６４２９０ Ｔ. ｒｏｂｕｓｔｕｍ ＡＹ１７５７９６
Ｈ. ｂｒａｉｔｈｗａｉｔｉｉ ＡＢ１６２６８７ Ｈ. ｔｅｎｅｌｌｕｍ ＡＹ０９５１１６ Ｔ. ｇａｌｅｏｔｔｉｉ ＡＹ１７５７９４
Ｈ. ｃｒｕｅｎｔｕｍ ＡＹ０９５１０７ Ｍａｃｒｏｇｌｅｎａ ｂｒａｓｓｉｉ ＡＢ２５７４８３ Ｔ. ｒｏｒａｉｍｅｎｓｅ ＥＦ０１６１２７
Ｈ. ｃａｕｄｉｃｕｌａｔｕｍ ＡＢ１９１４４２ Ｐｏｌｙｐｈｌｅｂｉｕｍ ｂｏｒｂｏｎｉｃｕｍ ＥＵ３４８７５１ Ｔ. ｇｏｕｒｌｉａｎｕｍ Ｙ０９１９４
Ｈ. ｃｏｒｒｕｇａｔｕｍ ＡＢ１９１４４３ Ｐ. ｅｎｄｌｉｃｈｅｒｉａｎｕｍ ＥＦ４６３２２９ Ｔ. ｒｕｐｅｓｔｒｅ ＡＢ２５７４６４
Ｈ. ｃｕｎｅａｔｕｍ ＡＹ７７５４０１ Ｓｐｈａｅｒｏｃｉｏｎｉｕｍ ｐｉｌｏｓｉｓｓｉｍｕｍ ＡＢ０６４３０８ Ｔ. ｇｒａｎｄｅ ＡＢ２５７４８７
Ｈ. ｄｅｍｉｓｓｕｍ ＡＹ７７５４０２ Ｓｅｒｐｙｌｌｏｐｓｉｓ ｃａｅｓｐｉｔｏｓａ ＡＢ１９１４５６ Ｔ. ｓｃａｎｄｅｎｓ ＡＢ２５７４６３
Ｈ. ｄｉｇｉｔａｔｕｍ ＡＢ１６２６７９ Ｔｒｉｃｈｏｍａｎｅｓ ａｌａｔｕｍ Ｙ０９１８９ Ｔ. ｈｉｌｄｅｂｒａｎｄｔｉｉ ＡＹ１７５７８８
Ｈ. ｄｉｌａｔａｔｕｍ ＡＹ０９５１１１ Ｔｒｉｃｈｏｍａｎｅｓ ｃｆ. ｍｏｔｌｅｙｉ ＡＢ２５７４９７ Ｔ. ｓｃｈｌｅｃｈｔｅｒｉ ＡＢ２５７４８１
Ｈ. ｄｉｍｉｄｉａｔｕｍ ＡＢ０６４２８９ Ｔ. ｃｈｒｉｓｔｉｉ ＡＢ２５７４６６ Ｔ. ｈｏｌｏｐｔｅｒｕｍ ＡＢ２５７４９９
Ｈ. ｅｘｉｇｕｕｍ ＡＢ２５７４８８ Ｔ. ｃｏｌｅｎｓｏｉ ＡＢ２５７４５６ Ｔ. ｓｃｈｍｉｄｉａｎｕｍ ＡＢ２５７４６５
Ｈ. ｆｌｅｘｕｏｓｕｍ ＡＢ２１７８５０ Ｔ. ａｎｇｕｓｔａｔｕｍ ＡＹ１７５７８３ Ｔ. ｈｏｓｔｍａｎｎｉａｎｕｍ ＡＢ２５７５００
Ｈ. ｆｒａｎｋｌｉｎｉａｅ ＡＢ１６２６９０ Ｔ. ａｎｋｅｒｓｉｉ ＡＹ１７５８００ Ｔｒｉｃｈｏｍａｎｅｓ ｓｐ. ‘ＩＳＥＭ￣Ｈ２９０１’ Ｙ０９２０２
Ｈ. ｆｕｃｉｆｏｒｍｅ ＡＢ１９１４４６ Ｔ. ａｒｂｕｓｃｕｌａ ＡＹ１７５７９１ Ｔ. ｈｙｍｅｎｏｉｄｅｓ ＡＢ２５７４８９
Ｈ. ｆｕｓｃｕｍ ＡＢ０６４３０４ Ｔ. ａｓａｅ￣ｇｒａｙｉ ＡＢ２５７４７６ Ｔ. ｓｔｒｉｃｔｕｍ ＡＢ２５７４８２
Ｈ. ｈｅｉｍｉｉ ＡＹ７７５４０４ Ｔ. ａｔｒｏｖｉｒｅｎｓ ＡＢ２５７４８４ Ｔ. ｈｙｍｅｎｏｐｈｙｌｌｏｉｄｅｓ ＡＢ２５７４６０
Ｈ. ｈｉｒｓｕｔｕｍ ＡＹ７７５４０７ 瓶蕨 Ｔ. ａｕｒｉｃｕｌａｔｕｍ ＡＢ２５７４５５ 盾型单叶假脉蕨 Ｔ. ｔａｈｉｔｅｎｓｅ ＡＢ２５７４９８
Ｈ. ｈｙｇｒｏｍｅｔｒｉｃｕｍ ＡＹ０９５１１３ 叉脉单叶假脉蕨

Ｔ. ｂｉｍａｒｇｉｎａｔｕｍ
ＡＢ２５７４９４ Ｔ. ｉｎｇａｅ ＡＢ２５７４６１

Ｈ. ｉｎａｅｑｕａｌｅ ＡＹ０９５１１２ Ｔ. ｂｉｐｕｎｃｔａｔｕｍ Ｙ０９１９０ Ｔ. ｔｒｉｇｏｎｕｍ ＡＹ１７５７９９
抓哇蕗蕨 Ｈ. ｊａｖａｎｉｃｕｍ ＡＢ１９１４４７ Ｔ. ｂｏｒｂｏｎｉｃｕｍ ＡＹ１７５７８２ Ｔ. ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｍ ＡＹ１７５７８５
Ｈ. ｌａｎｃｅｏｌａｔｕｍ ＡＦ２７５６４６ Ｔ. ｂｏｒｙａｎｕｍ ＡＢ２５７４８５ Ｔ. ｖｅｎｏｓｕｍ ＡＹ１７５７８６
Ｈ. ｌｅｒａｔｉｉ ＡＢ１９１４４８ Ｔ. ｃａｐｉｌｌａｃｅｕｍ ＡＹ１７５７８４ Ｔ. ｊａｖａｎｉｃｕｍ Ｙ０９１９５
Ｈ. ｌｙａｌｌｉｉ ＡＢ１６２６８４ Ｔ. ｌｙａｌｌｉｉ ＡＢ１６２６８５ Ｔ. ｖｉｅｉｌｌａｒｄｉｉ ＡＢ２５７４７１
Ｈ. ｍａｒｇｉｎａｔｕｍ ＡＢ１６２６９２ Ｔ. ｍａｎｎｉｉ ＡＢ２５７４７４ Ｔ. ｊｏｈｎｓｔｏｎｅｎｓｅ ＡＢ２５７４６２
Ｈ. ｔｕｎｂｒｉｇｅｎｓｅ ＥＵ５５３５４７ Ｔ. ｃａｕｄａｔｕｍ ＡＹ１７５８０５ Ｔ. ｗａｌｌｅｒｉ ＡＢ２５７４６９
Ｈ. ｗｒｉｇｈｔｉｉ ＡＢ０６４２９４ Ｔｒｉｃｈｏｍａｎｅｓ ｃｆ. ａｃｕｔｕｍ ＡＢ２５７４７３ Ｔ. ｋａｐｐｌｅｒｉａｎｕｍ ＡＢ２５７４９６
Ｈ. ｖｉｌｌｏｓｕｍ ＡＢ１９１４５４ Ｔ. ｍａｘｉｍｕｍ ＡＹ１７５７８１ Ｔ. ｌｕｃｅｎｓ ＡＹ１７５７９２
Ｔｔｉｃｈｏｍａｎｅｓ ｃｒｉｎｉｔｕｍ ＡＢ２５７５０１ Ｔ. ｍｅｉｆｏｌｉｕｍ ＡＢ２５７４７９ Ｔ. ｋｒａｕｓｉｉ Ｙ０９１９６
Ｔ.ｃｒｉｓｐｕｍ ＡＹ１７５７８９ Ｔ. ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｍ Ｙ０９１９７ 水蕨 Ｃｅｒａｔｏｐｔｅｒｉｓ ｒｉｃｈａｒｄｉｉ ＥＵ３５２２９７
Ｔ. ｃｙｒｔｏｔｈｅｃａ ＡＢ２５７４５７ Ｔ. ｍｏｕｇｅｏｔｉｉ ＡＹ１７５７９３ 柯氏假脉蕨

Ｔｒｉｃｈｏｍａｎｅｓ ｋｕｒｚｉｉ
ＡＢ２５７４６７

Ｔ. ｄｅｎｔａｔｕｍ ＡＢ２５７４７７ 线片长筒蕨
Ｔ. ｏｂｓｃｕｒｕｍ

ＡＢ２５７４８０ 　
楔叶铁线蕨 ＡＲＵ０５９０６

Ｔ. ｄｉａｐｈａｎｕｍ Ｙ０９１９１ Ｔ. ｏｓｍｕｎｄｏｉｄｅｓ Ｙ０９１９８ Ａｄｉａｎｔｕｍ ｒａｄｄｉａｎｕｍ
Ｔ. ｄｉｇｉｔａｔｕｍ ＡＹ０９５１１４ Ｔ. ｏｖａｌｅ ＡＢ２５７４９１ Ｔｒｉｃｈｏｍａｎｅｓ ｌａｅｔｕｍ ＡＢ２５７４７８
Ｔ. ｄｉｖｅｒｓｉｆｒｏｎｓ ＡＹ１７５７９８ 毛叶蕨 Ｔ. ｐａｌｌｉｄｕｍ ＡＢ１９１４５７ 凤丫蕨 Ｃｏｎｉｏｇｒａｍｍｅ ｊａｐｏｎｉｃａ ＤＱ４３２６５８
Ｔ. ｅｇｌｅｒｉｉ ＡＹ１７５７９７ Ｔ. ｐｉｌｏｓｕｍ ＡＹ１７５７９０ 阔边假脉蕨 ＡＢ２５７４６８
Ｔ. ｅｋｍａｎｉｉ Ｙ０９１９２ Ｔ. ｐｉｎｎａｔｉｎｅｒｖｉｕｍ Ｙ０９１９９ Ｔｒｉｃｈｏｍａｎｅｓ ｌａｔｅｍａｒｇｉｎａｌｅ
Ｔ. ｅｌｅｇａｎｓ Ｙ０９１９３ Ｔ. ｐｉｎｎａｔｕｍ Ｙ０９２００ 沼泽蕨 Ｔｈｅｌｙｐｔｅｒｉｓ ｐａｌｕｓｔｒｉｓ ＴＰＵ０５９４７

７４１２ 期 王春波等: 膜蕨科植物 ｒｂｃＬ 基因的适应性进化和共进化分析



图 １　 基于膜蕨科 ｒｂｃＬ 基因序列数据和 ＵＣＬＤ 分子钟模型构建的系统发育树　 不同的颜色代表不同的生态型ꎬ粗线表示该

分支后验概率大于 ０.９ꎻ系统树下端为地质年代表ꎻ分支点的数字为估测的分歧时间(单位:百万年)ꎮ
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｈｙｍｅｎｏｐｈｙｌｌａｃｅａｅ ｒｂｃＬ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｕｎｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｌｏｇｎｏｒｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｒｅｌａｘｅｄ ｃｌｏｃｋ ｍｏｄｅｌ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｃｏｔｙｐｅｓꎬ ｈｅａｖｉｌｙ ｔｈｉｃｋｅｎｅｄ ｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ≥９０％ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅꎻ Ｇｅｏｌｏｇｉｃ ｔｉｍｅｓｃａｌｅ ｉｓ ｌａ￣
ｂｅｌｌｅｄ ｂｅｌｏｗ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅꎻ Ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｎｏｄｅ ｕｎｄｅｒ ＵＣＬＤ ａｒｅ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄ ｂｅｓｉｄｅ ｔｈｅｍ (Ｕｎｉｔ: Ｍｉｌｌｉｏｎ ｙｅａｒｓ).
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表 ２　 各类位点间可变 ω比值模型下的参数估计值和对数似然值
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｅｓｔｉｍａｔｅｓ ａｎｄ ｌｏｇ￣ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｖａｌｕｅｓ ｕｎｄｅｒ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｖａｒｉａｂｌｅ ω ｒａｔｉｏｓ

模型
Ｍｏｄｅｌ

参数数目
ｐ∗

似然值
ℓ

参数估计值
Ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｐａｒａｍｅｔｅｒ

正选择位点
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

Ｍ０ 单一比值 Ｏｎｅ ｒａｔｉｏ １ －１６ ５３４.９６ ω ＝ ０.０９９ 无 Ｎｏｎｅ

Ｍ１ａ 近中性 Ｎｅａｒ ｎｅｕｔｒａｌ ２ －１５ ６９７.９５ ｐ０ ＝ ０.８８７ꎬ ω０ ＝ ０.０２４ 不允许 Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

ｐ１ ＝ ０.１１３ꎬ ω１ ＝ １

Ｍ２ａ 选择 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ４ －１５ ６３４.３６ ｐ０ ＝ ０.８８６ꎬ ω０ ＝ ０.０２５ Ｐ>９９％: １２５Ｉꎬ ２２７Ｌꎬ ２３１Ａꎬ ３０４Ｓ

ｐ１ ＝ ０.０９９ꎬ ω１ ＝ １ Ｐ>９５％:３５１Ｌ

ｐ２ ＝ ０.０１５ꎬ ω２ ＝ ３.５６７

Ｍ３ 离散 Ｄｉｓｃｒｅｔｅ ５ －１６ ３９８.３８ ｐ０ ＝ ０.８９５ꎬ ω０ ＝ ０.０２４ 无 Ｎｏｎｅ

ｐ１ ＝ ０.０９８ꎬ ω１ ＝ １

ｐ２ ＝ ０.０１５ꎬ ω２ ＝ ３.２８５

Ｍ７:ｂｅｔａ ２ －１５ ６５５.６９８ ｐ＝ ０.０９５ꎬ ｑ ＝ ０.５０２ 不允许 Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

Ｍ８:ｂｅｔａ 和 ωｂｅｔａ ＆ ω
ｂｅｔａꎬ ωｂｅｔａ ＆ ω

４ －１５ ５７８.７８８ ｐ０ ＝ ０.９８２ꎬ ｐ ＝ ０.１２２ꎬ ｑ ＝ ０.９９
ｐ１ ＝ ０.０１７ꎬ ω ＝ ３.０４６

Ｐ>９９％: １２５Ｉꎬ ２２７Ｌꎬ
２３１Ａꎬ ２５８Ｆꎬ ３０４Ｓꎬ ３５１Ｌ

图 ２　 膜蕨科 ｒｂｃＬ 大亚基正选择位点的空间位置　 红色区域代表 α 螺旋ꎬ
黄色区域代表 β 折叠ꎻ白色箭头所指为正选择位点ꎮ

Ｆｉｇ. ２　 Ｓｐａｔｉａｌ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｂｃＬ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ Ｈｙｍｅｎｏｐｈｙｌｌａｃｅａｅ　 Ｒｅｄ ｒｅｇｉｏｎ. α￣ｈｅｌｉｘꎻ
Ｙｅｌｌｏｗ￣ｒｅｇｉｏｎ. β￣ｓｈｅｅｔ. Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｉｔｅｓ ｕｎｄｅｒ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ａｒｅ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗｓ.

表 ３　 似然比值检验统计量 (２△ℓ)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｒａｔｉｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ (２△ℓ)

模型比较
Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ２△ℓ 自由度

ｄｆ ｘ２
５％

Ｍ０￣Ｍ３ １３６.４３ ４ ９.４９

Ｍ１ａ￣Ｍ２ａ １２７.１８ ２ ５.９９

Ｍ７￣Ｍ８ １５３.８３ ２ ５.９９

Ｍ８ａ￣Ｍ８ ４７.０２ １ ３.８４

　 　 采用位点模型进行适应性进化分析ꎬ根据 ｄＮ
和 ｄＳ 的比值( ω>１)来判断氨基酸位点是否发生正

向选择(Ｙａｎｇꎬ２００７)ꎮ 其中ꎬＭ０ 模型设定系统树上

所有的位点及分支具有同样的 ω 值ꎬ即单一比值ꎮ
近中性 Ｍ１ａ 模型假设蛋白质具保守(０< ω<１)和中

性( ω＝ １)两类位点ꎮ Ｍ２ａ(选择)模型中 ω 值可以

大于 １ꎬ为自由参数ꎬ由此衍生出第三类位点ꎮ Ｍ３
模型可以根据离散型分布分别计算出三类位点的 ω
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图 ３　 氨基酸位点共进化网络图

Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｉｔｅｓ

比值(ω１、ω２和 ω３)及其所占比例(ｐ０、ｐ１和 ｐ２)ꎮ Ｍ７
模型允许 ω 值在 ０ 到 １ 之间ꎬ符合 ｂｅｔａ 分布(ｐꎬｑ)ꎮ
Ｍ８(ｂｅｔａ 和 ω)模型允许 ω 值大于 １ꎬ其数值和比例

可由数据计算获得ꎬ这样ꎬＭ８ 在 Ｍ７ 基础上新增了

一类位点ꎮ 与 Ｍ８ 模型类似ꎬＭ８ａ(ｂｅｔａ 和 ω ＝ １)模
型设定 ω 值固定为 １ꎮ 在此设定基础上对模型进行

成对比较(Ｍ１ａ￣Ｍ２ａ、Ｍ７￣Ｍ８ 和 Ｍ８￣Ｍ８ａ)ꎬ根据比较

的结果便可判定位点是否发生过正向选择(Ｎｉｅｌｓｅｎ
＆ Ｙａｎｇꎬ１９９８)ꎮ 以上各种模型的参数利用 ＰＡＭＬ４
软件计算获得(Ｙａｎｇꎬ２００７)ꎮ

同时ꎬ用 ＣＡＰＳ ｖ１. ０ ( ｃｏｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ) 计算Ｒｕｂｉｓｃｏ 大亚基内部氨基酸位

点之间的共进化关系(Ｆａｒｅｓꎬ２００６)ꎮ ＣＡＰＳ 既能计算

分子内共进化又能计算分子间共进化ꎬ本研究属于分

子内共进化ꎮ ＣＡＰＳ 通过检测氨基酸位点的进化速率

相关性来揭示它们之间是否存在共进化关系ꎮ 计算

中设置 α 值为 ０.００１ꎬ随机抽样值设置为１ ０００ ０００ꎬ以
此减少假阳性ꎮ 此外ꎬ为了消除系统发育拓扑结构的

影响ꎬ我们采用 ＣＡＰＳ ｖ１.０ 中的亚程序ꎬ通过去掉一

些明显具有系统发育关系(后验概率>７５％)的分支来

鉴定出结构和功能共进化位点ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 膜蕨科的系统发育和分化时间

膜蕨科植物的系统发育关系如图 １ꎬ主要聚为

两大类群(后验概率值为 １.００):类群 １ 包括除膜蕨

属之外的膜蕨科大部分属(后验概率值为 ０.９７)ꎻ类
群 ２ 主要由膜蕨属、簇生蕨属、细口团扇蕨属、肾膜

蕨属组成(后验概率值为 １.００)ꎬ其中肾膜蕨属首先

分化出来ꎬ这与传统分类学的观点是一致的(张巧

艳等ꎬ２００６)ꎮ
ＢＥＡＳＴ 软件计算结果显示膜蕨科的首次分歧

时间发生在三叠纪早期(约 ２３３ Ｍａꎻ图 １)ꎬ瓶蕨属

的分歧时间发生在侏罗纪早期(约 ２０１ Ｍａ)ꎬ膜蕨属

的分歧时间发生在白垩纪晚期(约 ８３ Ｍａ)ꎮ 结果与

以往的研究基本一致(Ｐｒｙｅｒ ｅｔ ａｌꎬ２００４)ꎮ 其次ꎬ图 １
很清晰地反映了不同种生态型之间的亲缘关系ꎬ陆
生生态型是其它几种生态型演化的基础ꎮ
２.２ 膜蕨科 ｒｂｃＬ基因正选择位点的鉴定和空间位置

利用 ＰＡＭＬ４ 软件计算各种模型的参数值(表
２ꎬ表 ３)ꎮ 在 ９５％水平上ꎬ模型 Ｍ２ａ 鉴定出 ５ 个氨基

酸位点(１２５Ｉ、２２７Ｌ、２３１Ａ、３０４Ｓ 和 ３５１Ｌ)受到正向

选择ꎬ而模型 Ｍ８ 鉴定出有 ６ 个氨基酸位点(１２５Ｉ、
２２７Ｌ、２３１Ａ、２５８Ｆ、３０４Ｓ 和 ３５１Ｌ)受到正向选择ꎮ

为了更精确地定位上述 ６ 个氨基酸正选择位点

的空间位置ꎬ采用参考序列(烟草 Ｒｕｂｉｓｃｏ 大亚基ꎬ
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登录号为 ＣＡＡ７７３６１)作为基准进行比对ꎬ结果显示

１２５Ｉ、２２７Ｌ、２３１Ａ、２５８Ｆ、３０４Ｓ 和 ３５１Ｌ 六个正选择位

点分别对应于烟草 Ｒｕｂｉｓｃｏ 大亚基的 １４９Ｑ、２５１Ｉ、
２５５Ｖ、２８２Ｈ、３２８Ｓ 和 ３７５Ｌꎮ 用 ｒａｓｗｉｎ 软件(Ｒｏｇｅｒ ｅｔ
ａｌꎬ１９９５)将这六个位点标定在 Ｒｕｂｉｓｃｏ 晶体结构图

中ꎬ其中 １２５Ｉ 位于 Ｒｕｂｉｓｃｏ 大亚基 Ｎ 末端的环上ꎬ
２２７Ｌ 和 ２３１Ａ 位于羧基末端 α / β 桶结构域的第 ３
个 α 螺旋上ꎬ２５８Ｆ 位于第 ４ 个 α 螺旋上ꎬ３０４Ｓ 位于

α / β 桶中的环 ６ 上ꎬ对维持 Ｒｕｂｉｓｃｏ 功能有重要作

用ꎮ ３５１Ｓ 在 α / β 桶的第 ７ 个 β 折叠上(图 ２)ꎮ
２.３ Ｒｕｂｉｓｃｏ 大亚基内部氨基酸位点之间共进化

分析

为了研究 Ｒｕｂｉｓｃｏ 大亚基内部氨基酸位点之间

的关系ꎬ用 ＣＡＰＳ ｖ１.０ 软件进行共进化分析ꎬ共鉴定

出 ３９ 组(３５ 个氨基酸)共进化位点(图 ３)ꎬ为确定

这些位点在 Ｒｕｂｉｓｃｏ 大亚基内部的分布ꎬ同样用

ｒａｓｗｉｎ 软件进行标定ꎬ结果显示其中位点在 α 螺旋

上的占 ４６％ꎬ１４％的位点在 β 折叠上ꎮ 其中大部分

位点间伴随着疏水性共进化、分子量共进化和疏水

性兼分子量共进化(Ｐ < ０.０１)ꎮ 另外ꎬ用 ＣＡＰＳ ｖ１.０
的亚程序ꎬ在去掉一些明显具有系统发育关系的分

支后ꎬ所得结果也是 ３９ 组结构和功能共进化位点ꎮ

３　 讨论

本研究虽然构建系统进化树的目的是为随后计

算的需要ꎬ但仍能给出一些颇具系统分类意义的信

息ꎮ 首先ꎬ从系统树上可以看出ꎬ膜蕨科主要分为两

大类群:既瓶蕨属和膜蕨属ꎬ这与传统分类学是一致

的ꎮ 其次ꎬ对于假脉蕨属的分类问题一直存在争论ꎬ
虽然本研究数据有限ꎬ不同属之间种类数量的差异

比较大ꎬ但我们仍然建议将假脉蕨属归为瓶蕨属这

一大类ꎮ 此外ꎬ鉴于膜蕨科植物生态型的多样性ꎬ我
们对其演化关系进行了初步分析ꎬ结果与以往的化

石证据一致 (Ａｘｓｍｉｔｈ ｅｔ ａｌꎬ２００１ꎻＤｕｂｕｉｓｓｏｎ ｅｔ ａｌꎬ
２００３)ꎬ即陆生生态型是其它生态型演化的基础ꎮ
与此同时ꎬＰｒｙｅｒ ｅｔ ａｌ(２００４)提出ꎬ最近几次的最热

事件可能是造成生态型多样性的原因ꎮ
Ｒｕｂｉｓｃｏ 的大亚基由 Ｎ 和 Ｃ 两个结构域组成ꎮ

Ｎ 结构域从 Ｎ 末端开始ꎬ包括 １３７ 个氨基酸ꎬ其中含

有 ５ 股 β 折叠ꎻＣ 结构域中含有丰富的 α 螺旋ꎬ其中

以 α / β 桶状结构域(α / β ｂａｒｒｅｌ ｄｏｍａｉｎ)最为重要ꎬ
包括 ８ 个 α 螺旋和 ８ 个 β 折叠ꎬ彼此连接成 ８ 个环ꎬ

形成了漏滴状的活性中心ꎬ由两个大亚基参与组成ꎬ
Ｍｇ２＋也参与其中 ( Ｋｎｉｇｈｔ ｅｔ ａｌꎬ １９９０ꎻ Ｓｏｐｅｒｔ ｅｔ ａｌꎬ
１９８８ꎻＷａｎ ｅｔ ａｌꎬ２０１１)ꎮ 本研究鉴定出的 ６ 个正向

选择位点中ꎬ２２７Ｌ 和 ２３１Ａ 位于 α / β 桶结构域的第

３ 个 α 螺旋上ꎬ２５８Ｆ 位于第 ４ 个 α 螺旋上ꎬ３５１Ｓ 在

α / β 桶的第 ７ 个 β 折叠上ꎮ 其中ꎬ位点 ２３１Ａ 侧链

由一个甲基构成ꎬ相对较短ꎬ由此可以预留出更为宽

阔的空间ꎬ便于进行催化反应(Ｐｅｒｓｓｏｎ ｅｔ ａｌꎬ２００１)ꎮ
另外ꎬα / β 桶结构域上的环 ６ 对 Ｒｕｂｉｓｃｏ 维持活性

状态非常关键(Ｃｈｅｎ ＆ Ｓｐｒｅｉｔｚｅｒꎬ１９８９)ꎮ 而本研究

鉴定出的位点 ３０４Ｓ 就位于环 ６ 上ꎮ 至于位点 １２５Ｉꎬ
它并不位于酶活性中心区域ꎬ推测是在亚基间相互

结合时起作用ꎮ 这些被鉴定出的正向选择位点可为

后续的基因工程实验提供参考ꎬ推进 Ｒｕｂｉｓｃｏ 催化

机制研究的进程(森林等ꎬ２０１０)ꎮ
为进一步加深对 Ｒｕｂｉｓｃｏ 大亚基的了解ꎬ我们

研究了 Ｒｕｂｉｓｃｏ 大亚基内部氨基酸位点间的共进化

关系ꎬ结果显示疏水性、分子量和疏水性兼分子量共

进化位点皆为 ３９ 组ꎬ这可能与 ｒｂｃＬ 基因高度保守

有关ꎮ 为排除系统发育拓扑结构的影响ꎬ在去掉一

些明显具有系统发育关系的分支后ꎬ得到的结果也

是 ３９ 组共进化位点ꎬ进一步证明 ｒｂｃＬ 基因的高度

保守性ꎮ 另外ꎬＲｕｂｉｓｃｏ 活性中心的 ３ 个赖氨酸残基

(Ｌｙｓ１７５、Ｌｙｓ２０１ 和 Ｌｙｓ３３４)高度保守且与 Ｒｕｂｉｓｃｏ
活性状态密切相关(熊晓然等ꎬ２００３)ꎮ 本研究的共

进化位点中没有这 ３ 个氨基酸ꎬ且在这 ３ 个位点 ８Å
范围内并无发现任何其它氨基酸ꎬ说明在 Ｒｕｂｉｓｃｏ
大亚基空间结构中并没有其它氨基酸与这 ３ 个氨基

酸相互作用ꎬ再次证明了这 ３ 个位点的高度保守性ꎬ
不受其它氨基酸的影响ꎬ对维持 Ｒｕｂｉｓｃｏ 功能的正

常工作起到重要作用ꎮ 同时ꎬ我们发现用 ｐａｍｌ 检测

出的 ６ 个正选择位点ꎬ除位点 ３５１Ｌ 外都存在共进化

氨基酸位点ꎮ 另外ꎬ这些与正选择位点存在共进化

关系的氨基酸位点很少在 α / β 桶上ꎬ即不在活性中

心ꎬ这可能是为了更好地维护 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的功能而减

少正选择位点带来的影响ꎮ 与其它正选择位点相

比ꎬ与 １２５Ｉ 共进化的位点只有 ３ 个ꎬ３５１Ｌ 在 Ｒｕｂｉｓｃｏ
大亚基内部没有检测出共进化氨基酸位点ꎬ且这两

个氨基酸分别位于 Ｒｕｂｉｓｃｏ 大亚基结构的 Ｃ 端和 Ｎ
端ꎮ 我们推测与这两个正选择位点共进化的氨基酸

可能位于 Ｒｕｂｉｓｃｏ 小亚基上ꎬ这需要计算分子间共

进化来证明(Ｒｕｂｉｓｃｏ 大、小亚基之间的共进化)ꎬ这
是我们下一步研究的方向ꎮ
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