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摘　 要: 以 ６８ 种蕨类植物和 ２ 种石松类植物的 ｒｐｓ１２ 基因为对象ꎬ 在系统发育背景下ꎬ 结合最大似然法ꎬ 使用

ＨｙＰｈｙ 和 ＰＡＭＬ 软件对该基因进行进化速率和适应性进化研究ꎮ 结果显示: 位于 ＩＲ 区的外显子 ２~３ꎬ 其替换率

明显降低ꎬ ｒｐｓ１２ 基因编码序列的替换率也随之降低ꎬ 且 ｒｐｓ１２ 基因密码子第 ３ 位的 ＧＣ 含量明显升高ꎻ 在蕨类

植物的进化过程中ꎬ ３′￣ｒｐｓ１２ 更倾向定位于 ＩＲ 区ꎬ 以保持较低的替换率ꎻ ｒｐｓ１２ 基因编码的 １２３ 个氨基酸位点

中ꎬ 共检测到 ４ 个正选择位点和 １１６ 个负选择位点ꎮ 研究结果表明基因序列进入到 ＩＲ 区后ꎬ 显示出降低的替换

率ꎻ 强烈的负选择压力表明 ＲＰＳ１２ 蛋白的高度保守性以及 ｒｐｓ１２ 基因的功能和结构已经趋于稳定ꎮ
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ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒｐｓ１２ ｗｅｒｅ ｍｏｓｔｌｙ ｓｔａｂｉｌｉｚｅｄ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｆｅｒｎｓꎻ Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔꎻ Ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ ｒｅｇｉｏｎꎻ ｒｐｓ１２ ｇｅｎｅꎻ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｒａｔｅꎻ ＧＣ
ｃｏｎｔｅｎｔꎻ Ａｄａｐｔｉｖｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

　 　 蕨类植物是维管植物的第二大类群ꎬ 约有

１２ ０００种ꎮ 典型的叶绿体基因组一般为四区结构ꎬ
即由两个序列完全相同、 方向相反的反向重复区

( ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔｓꎬ ＩＲａ 和 ＩＲｂ )、 大 单 拷 贝 区

( ｌａｒｇｅ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙꎬ ＬＳＣ) 和小单拷贝区 ( ｓｍａｌｌ
ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙꎬ ＳＳＣ)４ 个部分组成[１]ꎮ ｒｐｓ１２ 基因

编码叶绿体核糖体 ３０Ｓ 小亚基 Ｓ１２ 蛋白[２]ꎮ １９８７
年 Ｚａｉｔａ 等[３] 鉴定出烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ.)
的 ｒｐｓ１２ 基因及其转录过程中存在的反式剪接作

用ꎮ 该基因由 ５′￣ｒｐｓ１２ 和 ３′￣ｒｐｓ１２ 两部分组成ꎬ
５′￣ｒｐｓ１２ 只含有外显子 １(ｅｘｏｎ １)ꎬ ３′￣ｒｐｓ１２ 含有

外显子 ２(ｅｘｏｎ ２)、 内含子 ( ｉｎｔｒｏｎ) 和外显子 ３
(ｅｘｏｎ ３)ꎬ ５′￣ｒｐｓ１２ 位于 ＬＳＣ 区ꎬ ３′￣ｒｐｓ１２ 位于

ＩＲ 区ꎬ 且两部分在基因组上相距甚远ꎮ 研究发现ꎬ
在一些物种谱系中ꎬ 丢失了内含子或 ３′￣ｒｐｓ１２ 进

入到 ＬＳＣ 区ꎮ
ＩＲ 区与 ＳＣ 区的分子进化模式存在差异ꎬ 且

ＩＲ 区经常会发生扩张、 收缩甚至完全丢失ꎬ 使一

些基因序列进入或离开 ＩＲ 区ꎮ 在一些被子植物中

观察到 ＩＲ 区的同义替换率、 非同义替换率比 ＳＣ
区低[４ꎬ ５]ꎻ 在苏铁(Ｃｙｃａｓ ｒｅｖｏｌｕｔａ Ｔｈｕｎｂ.)中发现

ＩＲ 区具有低的替换率[６]ꎻ 在一些丢失 ＩＲ 区的豆科

植物中ꎬ 原位于 ＩＲ 区的基因显示出与位于 ＳＣ 区

的基因具有相似的同义替换率[７]ꎮ 位于 ＳＣ 区的基

因ꎬ 其同义替换率是 ＩＲ 区基因的 ３７ 倍ꎬ 基因从

ＳＣ 区转移到 ＩＲ 区或从 ＩＲ 区转移到 ＳＣ 区后ꎬ 都

表现出与转移后所在区域基因一致的替换率[８]ꎻ
从 ＳＣ 区转移进入到 ＩＲ 区的基因序列ꎬ 其替换率

降低ꎬ 密码子第 ３ 位的 ＧＣ 含量升高[９]ꎮ 也有一

些例外ꎬ 比如银杏(Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ Ｌ.)的 ｙｃｆ２ 基因

从 ＩＲ 区转移进入 ＳＣ 区后ꎬ 其替换率并没有增

加[１０]ꎮ 这些研究通过比较不同的基因或者不同物

种中的相同基因探讨了 ＩＲ 区的性质ꎬ 但是不同基

因的生物功能不同ꎬ 经受的选择压力也不同ꎬ 其替

换率可能存在本质上的差别ꎬ 从而影响研究结果ꎮ
ｒｐｓ１２ 基因提供了一个天然的条件ꎬ 可以通过比较

该基因两部分的进化速率差异ꎬ 探究基因序列位于

ＩＲ 区后替换率的变化ꎮ

非同义替换率 ( ｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ
ｒａｔｅꎬ ｄＮ)和同义替换率(ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ
ｒａｔｅꎬ ｄＳ)的比值ω(ｄＮ / ｄＳ)可在蛋白质水平上去

度量选择压力ꎮ 若 ｄＮ ＝ｄＳ(ω ＝ １)即为中性进

化ꎻ 若 ｄＮ < ｄＳ (ω < １)即受到负选择(净化选

择)作用ꎻ 若 ｄＮ > ｄＳ(ω > １)即受到正选择作用ꎮ
已有报道对 ｒｂｃＬ[１１]、 ｍａｔＫ[１２]及 ｒｐｓ４[１３]等叶绿体

基因进行了适应性进化分析ꎬ 但是蕨类植物 ｒｐｓ１２
基因是否发生适应性进化的相关研究则尚少ꎮ 本研

究以 ６８ 种蕨类植物和 ２ 种石松类植物的 ｒｐｓ１２ 基

因为对象ꎬ 在系统发育关系的背景下ꎬ 结合最大似

然法ꎬ 通过分析 ｒｐｓ１２ 基因的进化速率ꎬ 探讨当基

因序列位于反向重复区后ꎬ 其进化速率的变化ꎬ 并

对 ｒｐｓ１２ 基因的适应性进化进行分析ꎬ 以期为阐明

ｒｐｓ１２ 基因结构的改变和功能变异研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 序列数据

选取的 ７０ 种植物序列数据来自 ＮＣＢＩ 的 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )数据库(表
１)ꎮ 其中黑桫椤(Ａｌｓｏｐｈｉｌａ ｐｏｄｏｐｈｙｌｌａ Ｈｏｏｋ.)的

叶绿体全基因组序列已发表[１４]ꎮ 从 ＮＣＢＩ 中下载

７０ 种植物的叶绿体基因组全序列数据ꎬ 采用软件

Ｇｅｎｉｏｕｓ Ｐｒｉｍｅ ２０１９１３[１５] 分别提取 ｒｂｃＬ、 ｍａｔＫ
以及 ｒｐｓ１２ 基因序列数据ꎬ 并用 ＭＥＧＡ ７０[１６] 软

件中的 ＣｌｕｓｔａｌＷ 模块进行序列比对并进行手工

校正ꎮ
１ ２　 分析方法

１ ２ １　 系统发育树的构建

基于 ｒｂｃＬ 基因、 ｍａｔＫ 基因以及两者的串联

数据集ꎬ 分别采用最大简约法、 最大似然法和贝叶

斯法构建系统发育树[１７ꎬ １８]ꎬ 并结合 ＰＰＧ(Ｐｔｅｒｉｄｏ￣
ｐｈｙｔｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｇｒｏｕｐ)已发表的蕨类系统发育关

系[１９]ꎬ 构建 ７０ 种植物的系统树ꎮ 采用 Ｍｏｄｅｌｔｅｓｔ
３７ 软件[２０] 进行核苷酸替换模型的选择ꎻ ＭＥＧＡ
７０ 软件构建最大似然树ꎻ ＰＡＵＰ ４０ 软件[２１] 构建

最大简约树ꎻ ＭｒＢａｙｅｓ ３２６ 软件 [２２] 构建贝叶

斯树ꎮ
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表 １　 植物材料及其叶绿体基因组全序列的ＧｅｎＢａｎｋ登录号
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｌａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｎｏ. 物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 登陆号
ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ. Ｎｏ. 物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ
ＧｅｎＢａｎｋ 登陆号
ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ.

１ Ａｔｈｙｒｉｕｍ ａｎｉｓｏｐｔｅｒｕｍ Ｃｈｒｉｓｔ ＮＣ＿０３５７３８
２ Ａｔｈｙｒｉｕｍ ｏｐａｃｕｍ (Ｄ. Ｄｏｎ) Ｃｏｐｅｌ. ＫＹ４２７３３５
３ Ａｎｉｓｏｃａｍｐｉｕｍ ｓｈｅａｒｅｒｉ (Ｂａｋｅｒ) Ｃｈｉｎｇ ＫＹ４２７３３０
４ Ａｔｈｙｒｉｕｍ ｓｉｎｅｎｓｅ Ｒｕｐｒ. ＫＹ４２７３３３
５ Ｄｉｐｌａｚｉｕｍ ｂｅｌｌｕｍ (Ｃ. Ｂ. Ｃｌａｒｋｅ) Ｂｉｒ ＫＹ４２７３４３
６ Ｄｉｐｌａｚｉｕｍ ｄｉｌａｔａｔｕｍ Ｂｌｕｍｅ ＫＹ４２７３４４

７
Ｄｉｐｌａｚｉｕｍ ｄｕｓｈａｎｅｎｓｅ (Ｃｈｉｎｇ ｅｘ Ｗ. Ｍ.
Ｃｈｕ ＆ Ｚ. Ｒ. Ｈｅ) Ｒ. Ｗｅｉ ＆ Ｘ.Ｃ .Ｚｈａｎｇ
Ｘ.Ｃ.Ｚｈａｎｇ Ｘ.Ｃ.Ｚｈａｎｇ

ＫＹ４２７３４５

８ Ｄｉｐｌａｚｉｕｍ ｓｔｒｉａｔｕｍ (Ｌ.) Ｃ. Ｐｒｅｓｌ ＫＹ４２７３４６
９ Ｄｅｐａｒｉａ ｌａｎｃｅａ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｆｒａｓｅｒ￣Ｊｅｎｋ. ＫＹ４２７３３８

１０ Ｄｅｐａｒｉａ ｐｙｃｎｏｓｏｒａ (Ｈ. Ｃｈｒｉｓｔ) Ｍ. Ｋａｔｏ ＫＹ４２７３３９
１１ Ｄｅｐａｒｉａ ｖｉｒｉｄｉｆｒｏｎｓ (Ｍａｋｉｎｏ) Ｍ. Ｋａｔｏ ＫＹ４２７３４０

１２ Ａｕｓｔｒｏｂｌｅｃｈｎｕｍ ｍｅｌａｎｏｃａｕｌｏｎ (Ｂｒａｃｋ.)
Ｇａｓｐｅｒ ＆ Ｖ. Ａ. Ｏ. Ｄｉｔｔｒｉｃｈ ＫＹ４２７３３４

１３ Ｗｏｏｄｗａｒｄｉａ ｕｎｉｇｅｍｍａｔａ (Ｍａｋｉｎｏ) Ｎａｋａｉ ＮＣ＿０２８５４３
１４ Ｍａｔｔｅｕｃｃｉａ ｓｔｒｕｔｈｉｏｐｔｅｒｉｓ (Ｌ.) Ｔｏｄ. ＫＹ４２７３５３
１５ Ｏｎｏｃｌｅａ ｓｅｎｓｉｂｉｌｉｓ Ｌ. ＫＹ４２７３５４
１６ Ｗｏｏｄｓｉａ ｍａｃｒｏｃｈｌａｅｎａ Ｍｅｔｔ. ｅｘ Ｋｕｈｎ ＫＹ４２７３５８
１７ Ｗｏｏｄｓｉａ ｐｏｌｙｓｔｉｃｈｏｉｄｅｓ Ｄ. Ｃ. Ｅａｔｏｎ ＫＹ４２７３５９
１８ Ａｍｐｅｌｏｐｔｅｒｉｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａ (Ｒｅｔｚ.) Ｃｏｐｅｌ. ＫＹ４２７３２９
１９ Ｃｈｒｉｓｔｅｌｌａ ａｐｐｅｎｄｉｃｕｌａｔａ (Ｃ. Ｐｒｅｓｌ) Ｈｏｌｔｔｕｍ ＫＹ４２７３３６

２０ Ｓｔｅｇｎｏｇｒａｍｍａ ｓａｇｉｔｔｉｆｏｌｉａ (Ｃｈｉｎｇ) Ｌ. Ｊ.
Ｈｅ ＆ Ｘ. Ｃ. Ｚｈａｎｇ ＫＹ４２７３５７

２１ Ｍａｃｒｏｔｈｅｌｙｐｔｅｒｉｓ ｔｏｒｒｅｓｉａｎａ (Ｇａｕｄｉｃｈ.)
Ｃｈｉｎｇ ＫＹ４２７３５２

２２ Ｐｓｅｕｄｏｐｈｅｇｏｐｔｅｒｉｓ ａｕｒｉｔａ (Ｈｏｏｋ.)
Ｃｈｉｎｇ ＫＹ４２７３５５

２３ Ａｓｐｌｅｎｉｕｍ ｐｅｋｉｎｅｎｓｅ Ｈａｎｃｅ ＫＹ４２７３３１

２４ Ａｓｐｌｅｎｉｕｍ ｐｒｏｌｏｎｇａｔｕｍ Ｈｏｏｋ. ＫＹ４２７３３２

２５ Ｈｙｍｅｎａｓｐｌｅｎｉｕｍ ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｅ (Ｌａｍ.) Ｈａｙａｔａ ＫＹ４２７３５０

２６ Ｄｉｐｌａｚｉｏｐｓｉｓ ｃａｖａｌｅｒｉａｎａ (Ｃｈｒｉｓｔ) Ｃ. Ｃｈｒ. ＫＹ４２７３４１

２７ Ｄｉｐｌａｚｉｏｐｓｉｓ ｊａｖａｎｉｃａ (Ｂｌｕｍｅ) Ｃ. Ｃｈｒ. ＫＹ４２７３４２

２８ Ｈｏｍａｌｏｓｏｒｕｓ ｐｙｃｎｏｃａｒｐｏｓ (Ｓｐｒｅｎｇ.) Ｐｉｃ.
Ｓｅｒｍ ＫＹ４２７３４９

２９ Ｒｈａｃｈｉｄｏｓｏｒｕｓ ｃｏｎｓｉｍｉｌｉｓ Ｃｈｉｎｇ ＫＹ４２７３５６
３０ Ｃｙｓｔｏｐｔｅｒｉｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｃｈｉｎｇ ＫＹ４２７３３７

３１ Ｃｙｒｔｏｍｉｕｍ ｄｅｖｅｘｉｓｃａｐｕｌａｅ (Ｋｏｉｄｚ.)
Ｋｏｉｄｚ. ＆ Ｃｈｉｎｇ ＮＣ＿０２８５４２

３２ Ｃｙｒｔｏｍｉｕｍ ｆａｌｃａｔｕｍ (Ｌ. ｆ.) Ｃ. Ｐｒｅｓｌ ＮＣ＿０２８７０５
３３ Ｄｒｙｏｐｔｅｒｉｓ ｄｅｃｉｐｉｅｎｓ (Ｈｏｏｋ.) Ｏ. Ｋｕｎｔｚｅ ＫＹ４２７３４８
３４ Ｌｅｐｉｓｏｒｕｓ ｃｌａｔｈｒａｔｕｓ (Ｃ. Ｂ. Ｃｌａｒｋｅ) Ｃｈｉｎｇ ＮＣ＿０３５７３９

３５ Ｄｒｙｎａｒｉａ ｒｏｏｓｉｉ (Ｋｕｎｚｅ ｅｘ Ｍｅｔｔ.)
Ｈｏｖｅｎｋａｍｐ ＆ Ｓ. Ｌｉｎｄｓ. ＫＹ０７５８５３

３６ Ｈｙｐｏｄｅｍａｔｉｕｍ ｃｒｅｎａｔｕｍ (Ｆｏｒｓｓｋ.) Ｋｕｈｎ ＫＹ４２７３５１
３７ Ｐｔｅｒｉｄｉｕｍ ａｑｕｉｌｉｎｕｍ (Ｌ.) Ｋｕｈｎ. ＮＣ＿０１４３４８
３８ Ａｄｉａｎｔｕｍ ｃａｐｉｌｌｕｓ￣ｖｅｎｅｒｉｓ (Ｌ.) Ｈｏｏｋ. ＮＣ＿００４７６６
３９ Ｃｈｅｉｌａｎｔｈｅｓ ｌｉｎｄｈｅｉｍｅｒｉ Ｈｏｏｋ. ＮＣ＿０１４５９２
４０ Ｏｄｏｎｔｏｓｏｒｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌ.) Ｊ. Ｓｍ. ＭＧ９１３６０８
４１ Ｃｉｂｏｔｉｕｍ ｂａｒｏｍｅｔｚ (Ｌ.) Ｊ. Ｓｍ. ＭＨ１０５０６６
４２ Ａｌｓｏｐｈｉｌａ ｐｏｄｏｐｈｙｌｌａ Ｈｏｏｋ. ＭＧ２６２３８９

４３ Ａｌｓｏｐｈｉｌａ ｓｐｉｎｕｌｏｓａ (Ｗａｌｌ. ｅｘ Ｈｏｏｋ.)
Ｒ. Ｍ. Ｔｒｙｏｎ ＮＣ＿０１２８１８

４４ Ｄｉｃｋｓｏｎｉａ ｓｑｕａｒｒｏｓａ (Ｆｏｒｓｔ.) Ｓｗ. ＫＪ５６９６９８
４５ Ａｚｏｌｌａ ｆｉｌｉｃｕｌｏｉｄｅｓ Ｌａｍ. ＭＦ１７７０９４
４６ Ａｚｏｌｌａ ｍｅｘｉｃａｎａ Ｃ. Ｐｒｅｓｌ ＭＦ１７７０８８
４７ Ａｚｏｌｌａ ｍｉｃｒｏｐｈｙｌｌａ Ｋａｕｌｆ. ＭＦ１７７０８９
４８ Ａｚｏｌｌａ ｎｉｌｏｔｉｃａ Ｄｅｃｎｅ. ｅｘ Ｍｅｔｔ ＭＦ１７７０９０
４９ Ａｚｏｌｌａ ｒｕｂｒａ Ｒ.Ｂｒ. ＭＦ１７７０９１
５０ Ｓａｌｖｉｎｉａ ｃｕｃｕｌｌａｔａ Ｒｏｘｂ. ＭＦ１７７０９５
５１ Ｍａｒｓｉｌｅａ ｃｒｅｎａｔａ Ｌ. ＮＣ＿０２２１３７
５２ Ｓｃｈｉｚａｅａ ｅｌｅｇａｎｓ (Ｖａｈｌ) Ｓｗ. ＫＸ２５８６６０
５３ Ｓｃｈｉｚａｅａ ｐｅｃｔｉｎａｔａ (Ｖａｈｌ) Ｓｗ. ＫＸ２５８６６１
５４ Ａｃｔｉｎｏｓｔａｃｈｙｓ ｐｅｎｎｕｌａ (Ｓｗ.) Ｈｏｏｋ. ＫＵ７６４５１８
５５ Ｌｙｇｏｄｉｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｓｗ. ＮＣ＿０２２１３６

５６ Ｄｉｐｌｏｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌａｕｃｕｍ (Ｔｈｕｎｂ. ｅｘ
Ｈｏｕｔｔ.) Ｎａｋａｉ. ＮＣ＿０２４１５８

５７ Ｈｙｍｅｎｏｐｈｙｌｌｕｍ ｈｏｌｏｃｈｉｌｕｍ (Ｂｏｓｃｈ)
Ｃ. Ｃｈｒ. ＭＨ２６５１２４

５８ Ｏｓｍｕｎｄａｓｔｒｕｍ ｃｉｎｎａｍｏｍｅｕｍ (Ｌ.) Ｃ.
Ｐｒｅｓｌ ＮＣ＿０２４１５７

５９ Ａｎｇｉｏｐｔｅｒｉｓ ａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａ Ｃ. Ｐｒｅｓｌ ＮＣ＿０２６３００
６０ Ａｎｇｉｏｐｔｅｒｉｓ ｅｖｅｃｔａ (Ｇ.Ｆｏｒｓｔ.) Ｈｏｆｆｍ. ＮＣ＿００８８２９
６１ Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｓｗ. ＫＭ８１７７８９
６２ Ｈｅｌｍｉｎｔｈｏｓｔａｃｈｙｓ ｚｅｙｌａｎｉｃａ (Ｌ.) Ｈｏｏｋ. ＫＭ８１７７８８

６３ Ｍａｎｋｙｕａ ｃｈｅｊｕｅｎｓｉｓ Ｂ. Ｙ. Ｓｕｎꎬ Ｍ. Ｈ. Ｋｉｍ
＆ Ｃ. Ｈ. Ｋｉｍ ＮＣ＿０１７００６

６４ Ｏｐｈｉｏｇｌｏｓｓｕｍ ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃｕｍ Ｐｒａｎｔｌ ＮＣ＿０２０１４７
６５ Ｐｓｉｌｏｔｕｍ ｎｕｄｕｍ (Ｌ.) Ｐ. Ｂｅａｕｖ. ＮＣ＿００３３８６
６６ Ｔｍｅｓｉｐｔｅｒｉｓ ｅｌｏｎｇａｔａ Ｄａｎｇｕｙ ＫＪ５６９６９９

６７ Ｅｑｕｉｓｅｔｕｍ ａｒｖｅｎｓｅ Ｌ. ＮＣ＿０１４６９９

６８ Ｅｑｕｉｓｅｔｕｍ ｈｙｅｍａｌｅ Ｌ. ＮＣ＿０２０１４６

６９ Ｉｓｏｅｔｅｓ ｆｌａｃｃｉｄａ Ａ. Ｂｒａｕｎ ＧＵ１９１３３３

７０ Ｈｕｐｅｒｚｉａ ｌｕｃｉｄｕｌａ (Ｍｉｃｈｘ.) Ｔｒｅｖｉｓ. ＡＹ６６０５６６

１ ２ ２　 进化速率分析

使用软件 ＨｙＰｈｙ ２２４[２３] 计算每个物种分支

的转换率( ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ｔｒｓｔ)、 颠换率( ｔｒａｎｓｖｅｒ￣
ｓｉｏｎｒａｔｅꎬ ｔｒｓｖ)、 颠换率与转换率的比值 ( ｔｒｓｖ /

ｔｒｓｔ)、 同义替换率(ｄＳ)、 非同义替换率(ｄＮ)、 非

同义替换率与同义替换率的比值(ω)ꎮ 调用约束模

块进行假设约束ꎮ 使用 ＳＰＳＳ ２２ 软件进行相关性

检验ꎬ 包括威尔科克森符号秩检验 (Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
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ｔｅｓｔ)、 曼￣惠特尼秩和检验(Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ ｔｅｓｔ)
以及 ｔ 检验( ｔ￣ｔｅｓｔ)ꎮ
１ ２ ３　 选择压力分析

使用 ＨｙＰｈｙ 软件ꎬ 选用密码子模型ꎬ 调用类

别处理器ꎬ 执行后验贝叶斯分析ꎬ 设定贝叶斯因

子ꎬ 检测位点经受的选择压力ꎮ
１ ２ ４　 氨基酸正选择位点的鉴定

使用软件 ＰＡＭＬ ４９ 的 ｃｏｄｅｍｌ 程序进 行

ｒｐｓ１２ 基因的氨基酸正选择位点的鉴定分析[２４]ꎮ
包含 ３ 种模型: (１)分支模型ꎮ 它允许非同义替换

和同义替换的比值 ω 在不同分支上有变化ꎬ 其中

单比率模型(ｏｎｅ ｒａｔｉｏꎬ Ｍ０)假定所有进化支的 ω
值都一致ꎬ 自由比率模型(Ｆｒｅｅ ｒａｔｉｏꎬ Ｆ)假定各支

的 ω 值各不相同ꎻ 还有居于两者之间的二比率模

型( ｔｗｏ ｒａｔｉｏꎬ Ｍｏｄｅｌ ２)假定前景支与背景支的 ω
值不同ꎮ (２)位点模型ꎮ 该模型假定不同的位点有

不同的 ω 值ꎬ 而在系统树的不同分支上没有差异ꎮ
主要包含 ４ 对嵌套模型: Ｍ１ａ(近中性)和 Ｍ２ａ(正
选择)、 Ｍ０ 和 Ｍ３ (离散)、 Ｍ７ ( β) 和 Ｍ８ ( β 和

ω)、 Ｍ８ 和 Ｍ８ａ(β 和 ω ＝１)ꎮ (３) 分支￣位点模

型[２５]ꎮ 允许 ω 同时在分支和位点间存在差异ꎬ 可

以检测指定分支上的正选择位点ꎮ 该模型将系统发

育分支分为前景支和背景支ꎬ 仅允许前景支中出现

正选择位点的分支ꎮ 模型 Ａ 对 ＭＡ 和零假设(ＭＡ
中 ω２值设置为 １)进行比较ꎮ

将推测的氨基酸序列提交到瑞士生物信息研究

所 ( Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄｅｌꎬ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘ￣
ｐａｓｙ.ｏｒｇ / )ꎬ 基于同源建模原理预测槲蕨 Ｄｒｙｎａｒｉａ
ｒｏｏｓｉｉ ＲＰＳ１２ 蛋白的三维结构ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ｒｐｓ１２基因特征分析

研究结果显示ꎬ ７０ 种植物的 ｒｐｓ１２ 基因大小

为 ３７２ ~９７１ ｂｐꎮ 编码序列 ( ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ
ｒｐｓ１２￣ｃｄｓ)的大小均为 ３７２ ｂｐꎬ 其中外显子 １ 为

１１４ ｂｐ、 外显子 ２ 为 ２３２ ｂｐ、 外显子 ３ 为 ２６ ｂｐꎮ
其中 ５６ 种植物含有内含子ꎬ 大小为 ４４７~５９９ ｂｐꎮ
根据 ｒｐｓ１２ 在基因组上的定位ꎬ 将 ７０ 种植物分成

两类ꎬ 一类是外显子 ２~３ 位于 ＩＲ 区的 ６１ 种植物

( ＩＲ￣６１)ꎬ 另一类是外显子 ２~３ 位于 ＬＳＣ 区的 ９ 种

植物(ＬＳＣ￣９)ꎮ ７０ 种植物的 ｒｐｓ１２ 特征分析详见

附件 １￣１１)ꎮ
２ ３　 密码子 ＧＣ 含量

本研究对 ｒｐｓ１２ 密码子每一位上的 ＧＣ 含量

( ｒｐｓ１２ 基因密码子每位上的 ＧＣ 含量与其对应物

种的叶绿体基因组 ＧＣ 含量的比值)及相对值进行

了计算ꎬ 结果见附件 １￣２１)ꎮ 进一步分析显示(图
１)ꎬ ＬＳＣ￣９ 密码子第 １ 位和第 ２ 位的 ＧＣ 含量高

于 ＩＲ￣６１(Ｐ１ ＝０.００３ꎬ Ｐ２ ＝０.０３３)ꎻ ＩＲ￣６１ 密码子

第 ３ 位的 ＧＣ 含量显著高于 ＬＳＣ￣９(Ｐ３ ＝ ０)ꎮ

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

!"#$�%1 !"#$�%2 !"#$�%3

&
'
��
�(

)
G

C
R

el
at

iv
e 

G
C

 c
on

te
nt

First codon
position

Second codon
position

Third codon
position

LSC-9
IR-61
t- test

ＩＲ￣６１: ＩＲ￣６１ 的相对 ＧＣ 含量均值ꎻ ＬＳＣ￣９: ＬＳＣ 的相对
ＧＣ 含量均值ꎻ ｔ￣ｔｅｓｔ: ｔ 检验 Ｐ 值ꎮ
ＩＲ￣６１: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｍｅａｎ ｏｆ ＩＲ￣６１ꎻ ＬＳＣ￣９: Ｒｅｌａ￣
ｔｉｖｅ ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｍｅａｎ ｏｆ ＬＳＣꎻ ｔ￣ｔｅｓｔ: Ｐ ｏｆ ｔ￣ｔｅｓｔ.

图 １　 ｒｐｓ１２ 基因密码子每位的相对 ＧＣ
含量均值及 ｔ检验

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｒｐｓ１２ ｇｅｎｅ
ｃｏｄｏｎ ａｎｄ ｔ￣ｔｅｓｔｓ

２ ４　 系统发育树

对 ７０ 种植物的系统发育树分析结果详见附件

１￣３１)ꎮ 研究发现ꎬ ７０ 种植物的外显子 １ 位于

ＬＳＣꎬ 蕨类植物的进化类群(水龙骨目 Ｐｏｌｙｐｏｄｉａ￣
ｌｅｓ 、 桫椤目 Ｃｙａｔｈｅａｌｅｓ 、 槐叶苹目 Ｓａｌｖｉｎｉａｌｅｓ、
莎草蕨目 Ｓｃｈｉｚａｅａｌｅｓ)与祖先类群石松类(Ｌｙｃｏ￣
ｐｈｙｔｅｓ)植物的外显子 ２~３ 都位于 ＩＲ 区ꎻ 在蕨类

基部类群中ꎬ 外显子 ２ ~３ 多次进入和离开 ＩＲ 区

(图 ２)ꎮ
２ ５　 进化速率分析

２ ５ １　 物种分支内外显子 １与外显子 ２~３的参数

均值比较

分析结果显示(图 ３: ａ)ꎬ ＩＲ￣６１ 外显子 １ 的

参数均值是外显子 ２~３ 的 ２~６ 倍ꎬ 且存在差异(ω

１) 如需查阅附件内容请登录«植物科学学报»网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｐｌａｎｔｓｃｉｅｎｃｅ.ｃｎ)查看本期文章附件ꎮ
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除外)ꎮ ＬＳＣ￣９ 外显子 ２~３ 的 ｔｒｓｔ 和 ｄＳ 均值为外

显子 １ 的 ２~３ 倍ꎬ 也存在差异(图 ３: ｂ)ꎮ
２ ５ ２　 物种分支间基因序列的参数均值比较

研究发现ꎬ ｒｐｓ１２￣ｃｄｓ(图 ４: ａ)中 ＬＳＣ￣９ 的

IRLSC
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Osmundales
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Marattiales

Geleicheniales
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intron

exon 1
exon 2

exon 3

图 ２　 ｒｐｓ１２ 基因在 ７０ 种植物叶绿体基因组中的定位
Ｆｉｇ ２　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｐｓ１２ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ７０ ｐｌａｎｔｓ
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ａ: ＩＲ￣６１ꎻ ｂ: ＬＳＣ￣９ꎮ ｅｘｏｎ １: 外显子 １ 的参数均值ꎻ ｅｘｏｎ ２~３: 外显子 ２~３ 的参数均值ꎻ Ｐ: 威尔科克森符号
秩检验 Ｐ 值ꎮ ｔｒｓｔ: 转换率ꎻ ｔｒｓｖ: 颠换率ꎻ ｔｒｓｖ / ｔｒｓｔ: 颠换率 /转换率ꎻ ｄＳ: 同义替换率ꎻ ｄＮ: 非同义替换率ꎻ
ω: 非同义替换率 /同义替换率ꎮ 下同ꎮ
ａ: ＩＲ￣６１ꎻ ｂ: ＬＳＣ￣９. ｅｘｏｎ １: Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｍｅａｎ ｏｆ ｅｘｏｎ １ꎻ ｅｘｏｎ ２－３: Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｍｅａｎ ｏｆ ｅｘｏｎ ２－３ꎻ Ｐ: Ｐ￣ｖａｌｕｅ ｏｆ
Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｔｅｓｔ. ｔｒｓｔ: Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｒａｔｅꎻ ｔｒｓｖ: Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ ｒａｔｅꎻ ｔｒｓｖ / ｔｒｓｔ: Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ ｒａｔｅ / Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｒａｔｅꎻ ｄＳ:
Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｒａｔｅꎻ ｄＮ: Ｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｒａｔｅꎻ ω: ｄＮ / ｄＳ. Ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ３　 外显子 １ 与外显子 ２~３ 的参数均值比较及Ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验
Ｆｉｇ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｅａｎ ｖａｌｕｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｘｏｎ １ ａｎｄ ｅｘｏｎ ２－３ ａｎｄ Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｔｅｓｔｓ
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ａ: ｒｐｓ１２￣ｃｄｓꎻ ｂ: 外显子 １ꎻ ｃ: 外显子 ２~３ꎮ ＩＲ￣６１: ６１ 个物种的参数均值ꎻ ＬＳＣ￣９: ９ 个物种的参数均值ꎻ Ｐ: 曼￣惠特尼秩和
检验 Ｐ 值ꎮ
ａ: ｒｐｓ１２￣ｃｄｓꎻ ｂ: ｅｘｏｎ １ꎻ ｃ: ｅｘｏｎ ２ －３. ＩＲ￣６１: Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｍｅａｎ ｏｆ ６１ ｓｐｅｃｉｅｓꎻ ＬＳＣ￣９: Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｍｅａｎ ｏｆ ｎｉｎｅ ｓｐｅｃｉｅｓꎻ
Ｐ: Ｐ￣ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ ｔｅｓｔ.

图 ４　 ＩＲ￣６１ 与 ＬＳＣ￣９间参数均值比较及 Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ检验
Ｆｉｇ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｅａｎ ｖａｌｕｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＩＲ￣６１ ａｎｄ ＬＳＣ￣９ ａｎｄ Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ ｔｅｓｔｓ
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参数均值是 ＩＲ￣６１ 的 ３ ~５ 倍ꎬ 且存在差异(ω 除

外)ꎮ 外显子 １ 中(图 ４: ｂ)ꎬ ＬＳＣ￣９ 的 ｔｒｓｖ 和 ｄＮ
均值为 ＩＲ￣６１ 的 ２~３ 倍ꎬ 且存在差异ꎮ 外显子 ２~
３ 中(图 ４: ｃ)ꎬ ＬＳＣ￣９ 的参数均值为 ＩＲ￣６１ 的４~
１０ 倍ꎬ 也存在差异ꎮ
２ ５ ３　 假设检验

ＩＲ￣６１ 的 ６１ 个物种分支中ꎬ 分别有 ８０％、
９０％、 ７０％和 ７０％的物种分支接受外显子 １ 的 ｔｒｓｔ、
ｔｒｓｖ、 ｄＳ、 ｄＮ 等于外显子 ２~３ 的假设(图 ５)ꎮ
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Ａｃｃｅｐｔ: Ｐ > ０.０５ 的物种分支占比ꎻ Ｒｅｆｕｓｅ: Ｐ < ０.０５ 的物种分
支占比ꎻ Ｎｕｌｌ: 不能进行有效约束假设的物种分支占比ꎮ ｔｒｓｔ: 转
换率ꎻ ｔｒｓｖ: 颠换率ꎻ ｄＳ: 同义替换率ꎻ ｄＮ: 非同义替换率ꎮ
Ａｃｃｅｐｔ: Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｗｉｔｈ Ｐ > ０.０５ꎻ Ｒｅｆｕｓｅ:
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｗｉｔｈ Ｐ < ０.０５ꎻ Ｎｕｌｌ: Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｔｈａｔ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄ ｂｙ
ａｓｓｕｍｐｔｉｏｎｓ. ｔｒｓｔ: Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｒａｔｅꎻ ｔｒｓｖ: Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ ｒａｔｅꎻ ｄＳ:
Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｒａｔｅꎻ ｄＮ: Ｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ
ｒａｔｅ.

图 ５　 假设检验
Ｆｉｇ ５　 Ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ ｔｅｓｔｉｎｇ

２ ６　 选择压力

在贝叶斯因子大于 １ 的条件下ꎬ 本研究检测到

３ 个正选择位点(１７、 ７４、 １０８)ꎻ 在贝叶斯因子大

于 ２０ 的条件下ꎬ 检测到 １１６ 个负选择位点(１ ~
１６、 １８~２４、 ２６ ~５９、 ６１ ~７３、 ７５ ~８０、 ８２ ~９７、
９９~１０７、 １０９~１２３)ꎮ
２ ７　 正选择氨基酸位点的鉴定

２ ７ １　 分支模型

本研究中ꎬ 分支模型的参数估计值和对数似然

值详见附件 １￣４２)ꎻ 似然比检验结果显示(表 ２)ꎬ
对于 ｒｐｓ１２￣ｃｄｓ: Ｍ０ 与 Ｆ 检验结果不存在差异

(Ｐ ＝ ０９１８)ꎻ 对于 ｒｐｓ１２￣ｃｄｓ、 外显子 １、 外显

子 ２~３: Ｍ０ 与 Ｍｏｄｅｌ ２ 的检验结果也不存在差异

(Ｐｒｐｓ１２ ￣ｃｄｓ ＝ ０８７０ꎬ Ｐ外显子１ ＝ ０９６３ꎬ Ｐ外显子２~３ ＝
００９６)ꎮ
２ ７ ２　 位点模型

位点模型下ꎬ 各个模型的参数估计值和对数似

然值详见附件 １－４１)ꎻ ４ 对嵌套模型的似然比检验

结果见表 ２ꎮ 本研究以模型 Ｍ２ａ 的结果为准ꎬ 以

后验概率大于 ９５％为标准ꎬ 检测到一个可能的正

选择位点 １６Ｇ(后验概率为 ９８％)(附件 １￣４２))ꎮ
２ ７ ３　 分支￣位点模型

根据分支模型结果设置两种前景支ꎬ 其中ꎬ
ａ: 将分支模型中 Ｆ 模型检测到的 １１ 个 ω > １ 的

表 ２　 似然比值检验统计
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｒａｔｉｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

模型
Ｍｏｄｅｌ

模型比较
Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ２Δｌ 自由度

ｄ ｆ. Ｐ

分支模型 Ｂｒａｎｃｈ ｍｏｄｅｌ

　 ｒｐｓ１２ 编码序列 ( ｒｐｓ１２￣ｃｄｓ)
Ｍ０￣Ｍｏｄｅｌ ２ ０.０２７ １ ０.８７０
Ｍ０￣Ｆ １１３.６７５ １３５ ０.９１８

　 外显子 １(ｅｘｏｎ １) Ｍ０￣Ｍｏｄｅｌ ２ ０.００２ １ ０.９６３
　 外显子 ２~３(ｅｘｏｎ ２－３) Ｍ０￣Ｍｏｄｅｌ ２ ２.７６６ １ ０.０９６

位点模型 Ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ
Ｍ０￣Ｍ３ ３２４.７４８ ４ ０.０００∗∗

Ｍ１ａ￣Ｍ２ａ ７.６４４ ２ ０.０２２∗

Ｍ７￣Ｍ８ １７.４３９ ２ ０.０００∗∗

Ｍ８￣Ｍ８ａ ５.３５１ １ ０.０２１∗

分支￣位点模型 Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ
　 ａ 型 Ａ: 零假设—备选假设 ａ　 Ｍｏｄｅｌ Ａ: Ｎｕｌｌ—ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ａ ０.７５１ １ ０.３８６
　 ｂ 模型 Ａ: 零假设—备选假设 ｂ　 Ｍｏｄｅｌ Ａ: Ｎｕｌｌ—ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｂ ０.０００ １ １.０００

　 　 注: ２Δｌ: 表示两个模型对数似然值的差值乘以 ２ꎮ Ｍ０: 单比率ꎻ Ｆ: 自由比率ꎻ Ｍｏｄｅｌ ２: 二比率ꎻ Ｍ１ａ: 近中性ꎻ Ｍ２ａ: 正选择ꎻ
Ｍ３: 离散ꎻ Ｍ７: βꎻ Ｍ８: β 和 ωꎻ Ｍ８ａ: β 和 ω ＝ １ꎮ ∗: Ｐ < ００５ꎻ ∗∗: Ｐ < ００１ ꎮ

Ｎｏｔｅｓ: ２Δｌ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｏｆ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｓ ｍｕｌｔｉｐｌｉｅｄ ｂｙ ２. Ｍ０: Ｏｎｅ ｒａｔｉｏꎻ Ｆ: Ｆｒｅｅ ｒａｔｉｏꎻ Ｍｏｄｅｌ
２: Ｔｗｏ ｒａｔｉｏꎻ Ｍ１ａ: Ｎｅｕｔｒａｌꎻ Ｍ２ａ: Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎꎻ Ｍ３: Ｄｉｓｃｒｅｔｅꎻ Ｍ７: βꎻ Ｍ８: β ＆ ωꎻ Ｍ８ａ: β ＆ ω ＝ １. ∗: Ｐ < ００５ꎻ ∗∗: Ｐ < ００１.

２) 如需查阅附件内容请登录«植物科学学报»网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｐｌａｎｔｓｃｉｅｎｃｅ.ｃｎ)查看本期文章附件ꎮ
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物种分支设为前景支ꎻ ｂ: Ｆ 模型检测出的可能存在

正选择的 １１ 个物种分支均属于薄囊蕨类ꎬ 故将整个

薄囊蕨类设为前景支ꎮ 模型 Ａ 的检测结果见附件１￣４ꎬ
模型 Ａ 与零假设模型检验结果不存在差异(Ｐａ ＝
０３８６ꎬ Ｐｂ＝１)ꎬ 模型 Ａ 的结果均不予接受(表 ２)ꎮ
２ ８　 ＲＰＳ１２蛋白质三维结构

将 ７０ 种植物的 ＲＰＳ１２ 蛋白序列与 Ｅｓｃｈｅｒｉ￣
ｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＦＶＥＣ１４１２ (ＥＦＥ９８７７１)、 地钱(Ｍａｒｃｈａ￣

ｎｔｉａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ Ｌ.) ( ＡＺＵ９５１９９ )、 苏 铁 ( ＹＰ＿
００７４７４５９９)、 烟草(ＡＭＭ０５６１６)、 Ｐｉｓｕｍ ｆｕｌｖｕｍ
Ｓｉｂｔｈ. ＆ Ｓｍ. (ＡＵＭ８２２９４)等 ７５ 条 ＲＰＳ１２ 蛋白

序列进行比对ꎬ 以槲蕨为参考序列ꎬ 分析结果显示

(图 ６)ꎬ 完全一致的位点有 ６０ 个ꎬ 且这些一致位

点都检测到受负选择作用ꎻ 位于 α￣螺旋区和 β￣折
叠区的 ４２ 个位点都检测到受负选择作用ꎮ 槲蕨

ＲＰＳ１２ 蛋白的三维结构预测结果表明(图 ７) ꎬ 位

M

数字 １~１２３ 表示氨基酸位点编号ꎻ 蓝色表示位于 α￣螺旋区的位点ꎻ 绿色表示位于 β￣折叠区的位点ꎻ 红
色表示 ＨｙＰｈｙ 与 ＰＡＭＬ 软件中检测到的经受正选择作用的位点ꎻ “∗”表示氨基酸序列比对中完全一致
的位点ꎻ 灰色区域表示 ＨｙＰｈｙ 软件中检测到的经受负选择作用的位点ꎮ
Ｎｕｍｂｅｒｓ １－１２３ ｉｎｄｉｃａｔｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｉｔｅ ｎｕｍｂｅｒｓꎻ Ｂｌｕｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｔｅｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ α￣ｈｅｌｉｘ ｒｅｇｉｏｎꎻ
Ｇｒｅｅｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｔｅｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ β￣ｓｈｅｅｔ ｒｅｇｉｏｎꎻ Ｒｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｔｅｓ ｔｈａｔ ｈａｖｅ ｕｎｄｅｒｇｏｎｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＨｙＰｈｙ ａｎｄ ＰＡＭＬꎻ “∗” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｓｉｔｅ ｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔꎻ Ｇｒａｙ ａｒｅａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｉｔｅｓ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＨｙＰｈｙ.

图 ６　 蛋白序列比对(以槲蕨为参考序列)
Ｆｉｇ ６　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ (ｗｉｔｈ Ｄｒｙｎａｒｉａ ｒｏｏｓｉｉ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)

16G 17G

74L 108K

图 ７　 槲蕨 ＲＰＳ１２ 蛋白正选择位点的空间位置
Ｆｉｇ ７　 Ｓｐａｔｉａｌ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ＲＰＳ１２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｄｒｙｎａｒｉａ ｒｏｏｓｉｉ

７　 第 １ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 平晶耀等: 蕨类植物叶绿体 ｒｐｓ１２ 基因的分子进化研究
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点 １６Ｇ、 ７４Ｌ 和 ９８Ｖ 位于蛋白质的环上或者不规

则区ꎻ 位点 １０８Ｋ 位于 π 螺旋区ꎮ

３　 讨论

３ １　 反向重复区内基因序列替换率的降低

本研究结果显示ꎬ 当外显子 ２ ~３ 位于 ＩＲ 区

时ꎬ 其替换率降低ꎬ ｒｐｓ１２ 基因编码序列的替换率

和外显子 １ 序列的颠换率和非同义替换率也随之降

低ꎮ 同时ꎬ ｒｐｓ１２ 基因密码子第 ３ 位的 ＧＣ 含量显

著升高ꎬ 这与前人[９] 研究结果一致ꎬ 说明反向重

复区内基因转换存在 ＧＣ 偏好ꎮ 假设检验结果暗示

替换率的降低可能与 ＩＲ 区有关ꎻ 分支模型中 Ｍ０ 与

Ｍｏｄｅｌ ２ 的检验结果显示替换率的降低不是由序列

所经受的选择压力引起的ꎬ 表明替换率的降低是

ＩＲ 区的一种特性ꎮ 在蕨类的进化过程中ꎬ ３′￣ｒｐｓ１２
多次进入和离开 ＩＲ 区ꎬ 且 ３′￣ｒｐｓ１２ 更倾向定位于

ＩＲ 区ꎬ 以保持较低的进化速率ꎮ 在其他植物中也

发现了 ＩＲ 区这种低的替换率模式[４－９]ꎬ 这可能是

质体基因组的一个标志特征ꎮ ＩＲ 区低的替换率可

能是由于其双拷贝相关的修复机制[７]ꎮ 比如基因

转换偏向于一个新的突变[２６]ꎬ 有偏倚的基因转换

可以在整个基因组中发生ꎬ ＩＲ 区由于其双拷贝的

性质ꎬ 发生基因转换的频率相对更高ꎬ 同时 ＩＲ 区

的两个拷贝间也可以进行基因转换[２７]ꎬ 最终导致

被检测到的替换数目较少ꎬ 从而表现出降低的替

换率ꎮ
３ ２　 适应性进化

本研究共检测到 ４ 个正选择位点(占 ３２５％)
和 １１６ 个负选择位点(占 ９４３１％)ꎮ 正选择位点都

位于该蛋白的一般结构域中ꎬ 其中 ９８Ｖ、 ７４Ｌ 为疏

水性氨基酸残基ꎬ 对于维持分子的热稳定性有重要

作用ꎻ １０８Ｋ 为亲水性氨基酸残基ꎬ 可能参与蛋白

质在高盐浓度下的结构稳定ꎻ ７４Ｌ 参与氨酰￣ｔＲＮＡ
的相互作用ꎬ 这些位点具体的功能有待进一步验

证ꎮ 与 Ｓ８、 Ｓ１７、 １６Ｓ ｒＲＮＡ、 ２３Ｓ ｒＲＮＡ、 链霉

素、 氨酰￣ｔＲＮＡ 等相互作用的绝大多数位点都检测

到受强烈的负选择作用ꎮ 氨基酸序列比对和蛋白质

三维结构的预测结果显示了 ＲＰＳ１２ 的高度保守性ꎮ
某个基因如果受到正选择作用ꎬ 表明这个群体需要

产生新的基因功能去适应外界环境ꎻ 如果其受到负

选择作用则说明该基因保持原有的功能且趋于稳

定ꎮ ＲＰＳ１２ 的大多数主要功能位点受到强烈的负

选择作用ꎬ 由此推断 ｒｐｓ１２ 基因进化保守ꎬ 无论在

低等的原核生物还是高等的陆生植物叶绿体中ꎬ 它

在核糖体小亚基形成过程中都扮演着重要的角色ꎬ
且已经基本趋于稳定ꎬ 强烈的负选择压力有助于维

持 ｒｐｓ１２ 基因功能与结构的稳定ꎮ
本研究以蕨类植物叶绿体 ｒｐｓ１２ 基因为对象ꎬ

利用其在基因组上的特殊定位ꎬ 探讨了 ＩＲ 区替换

率和 ＧＣ 含量的变化ꎮ 研究结果为基因位于 ＩＲ 区

后具有降低的替换率和升高的 ＧＣ 含量提供了有力

的证据ꎬ 同时ꎬ 通过对 ｒｐｓ１２ 基因的进化分析ꎬ 发

现了该基因的高度保守特征ꎬ 可为认识 ｒｐｓ１２ 基因

结构的改变和功能变异提供参考ꎮ 通过对 ＩＲ 区的

研究ꎬ 可以为了解叶绿体基因组的基本特征和基因

组内的替换率异质性提供参考ꎮ
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