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摘　 要: 以念珠藻属(Ｎｏｓｔｏｃ)及其近缘类群 ｈｅｔＲ 基因的 ５１ 条序列为研究对象ꎬ 对 ｈｅｔＲ 基因的编码蛋白进行生

物信息学分析和系统发育分析ꎬ 并使用分支模型、 位点模型和分支￣位点模型进行该基因位点的适应性进化研究ꎮ
系统发育分析结果显示ꎬ ５１ 条 ｈｅｔＲ 基因蛋白序列可分为 ４ 个大分支ꎮ 适应性进化分析结果表明ꎬ 在 ３ 种进化模

型中ꎬ 大多数分支及藻株都没有检测到统计学上具有显著性的正选择位点ꎬ 说明检测的位点大多处于负选择压

力下ꎮ 但在普通念珠藻(Ｎｏｓｔｏｃ ｃｏｍｍｕｎｅꎬ ＣＨＡＢ２８０２)中检测到正选择位点(１２６Ｔ)ꎬ 提示念珠藻属植物 ｈｅｔＲ

基因发生了适应性改变ꎮ
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　 　 念珠藻属(Ｎｏｓｔｏｃ)是蓝藻门或蓝细菌中的重

要类群ꎮ 该属物种是一类不分枝、 具有异形胞且能

进行光合作用的丝状固氮蓝藻ꎮ 由于其属于古老且

多样化的原核生物群ꎬ 同时能忍受多种极端环境ꎬ
因此在全世界的各种生境中分布广泛[１ꎬ ２]ꎮ 作为天

然产品的丰富生产者ꎬ 念珠藻属具有非常高的经济
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价值和应用价值ꎮ 念珠藻属的生物活性和实用性在

药物开发和生物技术应用中得到广范认可ꎬ 同时还

具有其他生物医学方向巨大的利用价值ꎮ 因此ꎬ 念

珠藻属被视为新药物的潜在开发来源[３]ꎮ
异形胞(ｈｅｔｅｒｏｃｙｓｔ)是由一些丝状蓝藻的营养

细胞分化出来的一种特殊细胞ꎮ 在固氮酶的催化

下ꎬ 异形胞可把大气中的 Ｎ２转化为藻种可利用的

氮素化合物[４]ꎬ 具有固氮作用ꎮ 念珠藻属的 ｈｅｔＲ
基因是操纵异形胞分化的主要基因ꎬ 在异形胞分化

阶段发挥着极其重要的功能ꎮ 同时ꎬ 该基因对于蓝

藻厚壁孢子(ａｋｉｎｅｔｅ)的形成也是必需的[５]ꎮ 因此

ＨｅｔＲ 在蓝藻细胞分化阶段是一个重要的调控因子ꎬ
而不仅仅局限于异形胞的分化阶段ꎮ

物种在进化过程中发挥重要功能的蛋白质可能

会受到较强烈的选择压力ꎮ 遗传水平上适应性进化

的剖析及关键功能位点和氨基酸结构的识别ꎬ 可为

探索植物进化的奥秘提供证据ꎬ 还能更加深刻地了

解基因结构和功能的变异[６]ꎮ 在适应性进化研究

中ꎬ 蛋白质水平上的选择压力可以通过核苷酸的非

同义替换率(ｄＮ)与同义替换率(ｄＳ)的比值(ω)来
度量ꎬ 并进一步判断选择压力在非同义替换的稳固

进程中起遏制或促进作用ꎮ 一些核苷酸的替代不会

引起氨基酸变化ꎬ 称为同义替换ꎻ 而更多情况下密

码子的替代会引起氨基酸变化ꎬ 称为非同义替换ꎮ
当 ω ＝ １ꎬ 即 ｄＮ ＝ ｄＳ 时ꎬ 表明选择对适合度无

影响ꎻ 当 ω < １ꎬ 即 ｄＮ < ｄＳ 时ꎬ 表明非同义突变

有害ꎻ 当 ω > １ꎬ 即 ｄＮ > ｄＳ 时ꎬ 表明非同义突变

有利ꎮ 目前对于基因的适应性进化研究多集中在高

等植物中ꎬ 如森林等[７] 和周媛等[８] 对凤尾蕨科

(Ｐｔｅｒｉｄａｃｅａｅ)植物 ｒｂｃＬ 基因进行了适应性进化分

析ꎬ 并在氨基酸水平上检测到多个正选择位点ꎬ 其

中一些位点对核酮糖￣１ꎬ５￣二磷酸羧化酶 /加氧酶

(Ｒｕｂｉｓｃｏ) 行使正常功能起关键作用ꎮ 陈晓霞

等[９]、 许可等[１０]和吴筱娉等[１１] 对细鳞苔科(Ｌｅｊｅ￣
ｕｎｅａｃｅａｅ)ｐｓｂＡ 基因、 蕨类植物 ｐｓｂＤ 和 ｐｓａＡ
基因进化适应性进行了分析ꎬ 进一步检验了统计学

上正选择位点的显著性ꎬ 结果显示这些正选择位点

的 Ｐ 值大于 ０􀆰０５ꎬ 说明负选择对这些基因起核心

作用ꎮ 此外ꎬ 巩超彦等[１２]和韩雨昕等[１３] 分别对红

藻进化中的重要类群ꎬ 即串珠藻目(Ｂａｔｒａｃｈｏｓｐｅｒ￣
ｍａｌｅｓ)和弯枝藻属(Ｃｏｍｐｓｏｐｏｇｏｎ)植物的 ｒｂｃＬ
基因进行了适应性进化研究ꎬ 仅在串珠藻目植物中

检测到正选择位点ꎮ 目前ꎬ 对蓝藻中重要功能基因

的适应性进化的研究报道较少ꎮ
本研究以念珠藻属植物及其近缘类群的 ｈｅｔＲ

基因序列为对象ꎬ 采用位点模型、 分支模型和分

支￣位点模型对念珠藻属 ｈｅｔＲ 基因进行适应性进化

分析ꎬ 探讨环境压力下念珠藻属植物 ＨｅｔＲ 是否有

正选择发生ꎬ 以期为深入开展念珠藻属植物的分子

进化研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 基因序列测定及系统发育树构建

本研究共测定了 ３１ 株念珠藻属植物 ｈｅｔＲ 基因

的序列(表 １)ꎬ 将所测序列和 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库

(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )中的基因序列进

行对位排列ꎮ 采用 ＭＥＧＡ ６􀆰０６ 软件[１４]中的 Ｋｉｍｕ￣
ｒａ２￣ｐａｒａｍｅｔｅｒ 模型分析每条序列的特征ꎬ 使用

表 １　 本研究所用的念珠藻藻株信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｎｏｓｔｏｃ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

藻株
Ｓｔｒａｉｎ

样品采集地
Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

ＣＨＡＢ ２８０１ Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ Ｋüｔｚ 湖北省鹤峰市稻田

ＣＨＡＢ ２８０２ Ｎｏｓｔｏｃ ｃｏｍｍｕｎｅ Ｖａｕｃｈ 山西省忻州市神池县山坡

ＣＨＡＢ ２８０３ Ｎｏｓｔｏｃ ｃｏｍｍｕｎｅ Ｖａｕｃｈ 山西省忻州市偏关县山坡

ＣＨＡＢ ２８０４ Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐ. 浙江省宁波市东钱湖湖边

ＣＨＡＢ ２８０５ Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐ. 云南省大理州洱源县海
西海湖边

ＣＨＡＢ ２８０６ Ｎｏｓｔｏｃ ｃｏｍｍｕｎｅ Ｖａｕｃｈ 湖南省永州市

ＣＨＡＢ ２８０７ Ｎｏｓｔｏｃ ｃｏｍｍｕｎｅ Ｖａｕｃｈ 日本广岛大学校园土地

ＣＨＡＢ ２８１３ Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐ. 吉林省白山市靖宇县

ＣＨＡＢ ２８１４ Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐ. 苏铁共生念珠藻

ＣＨＡＢ ２８１５ Ｎｏｓｔｏｃ ｆｌａｇｅｌｌｉｆｏｒｍｅ Ｂｏｒｎ
ｅｔ Ｆｌａｈ 宁夏回族自治区土地

ＣＨＡＢ ２８１６ Ｎｏｓｔｏｃ ｆｌａｇｅｌｌｉｆｏｒｍｅ Ｂｏｒｎ
ｅｔ Ｆｌａｈ 内蒙古自治区土地

ＣＨＡＢ ２８１７ Ｎｏｓｔｏｃ ｆｌａｇｅｌｌｉｆｏｒｍｅ Ｂｏｒｎ
ｅｔ Ｆｌａｈ 甘肃省

ＣＨＡＢ ２８１８ Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐ. 中国科学院水生生物研
究所院内

ＣＨＡＢ ２８２０ Ｎｏｓｔｏｃ ｃｏｍｍｕｎｅ Ｖａｕｃｈ 南京师范大学校园土地

ＣＨＡＢ ２８２１ Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ Ｋüｔｚ 湖北省鹤峰市稻田

ＣＨＡＢ ２８２２ Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ Ｋüｔｚ 湖北省鹤峰市稻田

ＣＨＡＢ ２８２３ Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ Ｋüｔｚ 菲律宾

ＦＡＣＨＢ ８８ Ｎｏｓｔｏｃ ｐａｌｕｄｏｓｕｍ Ｋüｔｚ 湖北省武汉市武昌区水
稻田

ＦＡＣＨＢ ２６１ Ｎｏｓｔｏｃ ｃｏｍｍｕｎｅ Ｖａｕｃｈ 美国

ＦＡＣＨＢ ３１６
Ｎｏｓｔｏｃ ｍｕｓｃｏｒｕｍ Ｃ.
Ａｇａｒｄｈ ｅｘ Ｂｏｒｎｅｔ ＆
Ｆｌａｈａｕｌｔ

美国

ＦＡＣＨＢ ８３８ Ｎｏｓｔｏｃ ｆｌａｇｅｌｌｉｆｏｒｍｅ Ｂｏｒｎ
ｅｔ Ｆｌａｈ 中国科学院植物研究所

ＸＡ００９￣ＸＡ０１９ Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐ. 新疆古尔班通古特沙漠
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ＰｈｙＭＬ ３􀆰０ 软件[１５]构建最大似然树(ＭＬ)ꎬ 最后通

过 Ｍｏｄｅｌｔｅｓｔ(Ｖｅｒｓｉｏｎ ３􀆰７)软件[１６] 计算获得最适

取代模型及相关参数ꎮ
１􀆰 ２　 适应性进化分析

以构建的最大似然树为本原数据ꎬ 运行 ＰＡＭＬ
４􀆰９ 软件包[１７]中 ｃｏｄｅｍｌ 模块中的 ３ 种模型(位点

模型、 分支模型和分支￣位点模型)进行适应性进化

分析[７－１１]ꎮ
分支模型中ꎬ 主要使用单比率模型、 自由比率

模型和二比率模型进行检测ꎮ 位点模型中ꎬ 主要检

测 ｈｅｔＲ 基因的正选择和负选择位点存在与否ꎬ 如

果 ω > １ꎬ 说明存在正选择位点ꎻ 如果 ω < １ꎬ 则

不存在正选择位点ꎮ 采用的 ３ 对比较模型分别为:
Ｍ１ａ 和Ｍ２ａ、 Ｍ０ 和Ｍ３、 Ｍ７ 和Ｍ８ꎮ 然后按照 χ２

分布对这 ３ 对模型进行 ＬＲＴ ( ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｒａｔｉｏ ｔｅｓｔ)
检验ꎬ 通过比较模型间的差异显著性来检验正选择

位点ꎮ 分支￣位点模型中ꎬ 将系统发育树的支系分

为前景支和背景支ꎬ 仅允许前景支中出现正选择位

点ꎬ 并对其进行 ＬＲＴ 检验ꎮ 在 ｔｅｓｔ １ 中将 Ｍａ 和

Ｍ１ａ 进行似然比检验ꎬ 在 ｔｅｓｔ ２ 中将 Ｍａ 和无效模

型(ω 设置为 １)进行比较ꎮ 经比较发现选择 ｔｅｓｔ ２
算法更具有准确性ꎮ
１􀆰 ３　 三维结构建模

从 ＮＣＢＩ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / )中选取代表物种普通念珠藻(Ｎｏｓｔｏｃ ｃｏｍ￣
ｍｕｎｅ)ꎮ 以其 ｈｅｔＲ 基因序列(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:
ＡＰ０１８３２６)为参比序列ꎬ 翻译成氨基酸序列后提

交瑞士生物信息研究所网站 (Ｅｕｒｏｐｅａｎ ｂｉｏｉｎｆｏｒ￣
ｍａｔｉｃｓ ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｉｓｂ￣ｓｉｂ. ｃｎ / )ꎬ 利用

在线软件 Ｓｗｉｓｓ￣ｍｏｄｅｌꎬ 基于同源建模原理来预测

ＨｅｔＲ 蛋白的三维结构ꎮ
将用于建模的 ＡＰ０１８３２６ 序列和鉴定出正

选择位点的 ＨｅｔＲ 蛋白对应的氨基酸序列放入

ＢｉｏＥｄｉｔ 软件[１８ꎬ １９] 中进行比对ꎬ 定位正选择位点ꎮ
运用 Ｒａｓｗｉｎ 软件[２０] 将正选择位点标记在构建的

ＨｅｔＲ 蛋白参考三维模型中ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 系统发育分析

本研究用于 ｈｅｔＲ 基因序列分析的蓝藻共有 ５１
株ꎬ 选择集胞藻(Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ ｓｐ. ＰＣＣ ６８０３)为
外类群ꎮ 经 ＭｏｄｅｌＴｅｓｔ 软件计算结果ꎬ 采用念珠

藻 ｈｅｔＲ 基因序列构建 ＭＬ 系统发育树的最优进化

模型为 ＧＴＲ ＋ Ｉ ＋ Ｇꎮ 系统进化树分析结果显示

(图 １)ꎬ 本研究测定序列的念珠藻和中国科学院水

生生物研究所淡水藻种库(以下简称: 淡水藻种

库)保存的 ２ 株念珠藻聚为 ４ 个大的分支 Ａ~Ｄꎮ 其

中ꎬ Ａ 分支包含 ２５ 株本研究所测定的念珠藻(Ｅ、
Ｆ、 Ｇ ３ 个小分支 ω 值均大于 １)ꎻ Ｂ 分支包含 １ 株

与苏铁(Ｃｙｃａｓ)共生的念珠藻ꎻ Ｃ 分支包含 ２ 株淡

水藻种库保存的念珠藻ꎻ Ｄ 分支包含 ３ 株未能定种

的念珠藻ꎮ 因此ꎬ 选择含有本研究测定的和淡水藻

种库保存的念珠藻所在的分支ꎬ 并以这 ６ 个分支进

一步进行适应性进化分析ꎮ
２􀆰 ２　 适应性进化分析

适应性进化分析中各模型选择位点的鉴定结果

见表 ２ 和表 ３ꎮ 分支模型中ꎬ 二比率模型指定 Ａ~
Ｄ ４ 个分支为前景支ꎬ 其他是背景支ꎮ 前景支 Ｃ 的

ω 估计值为 １６􀆰４９５０４ꎬ 表明此分支可能存在正选

择位点ꎻ 前景支 Ａ、 Ｂ、 Ｄ 的 ω 估计值均小于 １ꎬ
表明大多数分支均处于负选择压力下ꎮ 自由比率模

型中ꎬ 检测到大多数分支 ω 值远小于 １ꎬ 仅有 ３ 个

小分支的 ω 值大于 １(ＣＨＡＢ２８０２ 分支的 ω 值为

１􀆰３４５４ꎬ ＣＨＡＢ２８１５ 和 ＣＨＡＢ２８２３ 分支的 ω 值为

９９９􀆰００００)ꎬ 因此对这 ３ 个分支进行了分支￣位点

模型检测ꎮ 对分支模型中二比率模型 Ａ~Ｄ 以及自

由比率模型 Ｈ 进行 ＬＲＴ 检验(表 ２)ꎬ 结果表明各

分支后验概率均不具有可靠性ꎮ
位点模型中ꎬ 模型 Ｍ３(离散)、 Ｍ２ａ (选择)

和 Ｍ８ (β ＆ ω)允许 ω 值 > １ꎬ 与其对应的零假设

模型为 Ｍ１ａ (近中性)模型、 Ｍ０(单一比值)模型

和 Ｍ７(β)模型ꎮ 经 ＬＲＴ 检验ꎬ Ｍ３ 模型显著优于

Ｍ０ 零假设模型(Ｐ < ０􀆰０１)ꎬ 表明各位点间经受

的选择压力具有差异性ꎮ 在位点模型中均没有检

测出正选择位点ꎬ 表明 ｈｅｔＲ 基因处于强烈负选

择压力下ꎮ
分支￣位点模型中ꎬ 指定 ７ 个分支为前景支ꎬ

其中分支 Ｅ 的序列代号为 ＣＨＡＢ２８０２ꎬ 分支 Ｆ 为

ＣＨＡＢ２８１５ꎬ 分支 Ｇ 为 ＣＨＡＢ２８２３ꎮ 在分支 Ａ 检

测出 ９５ Ｋ(后验概率为 ８８􀆰６％)、 分支 Ｂ 检测出 ４３
Ｅ(后验概率为 ５５􀆰７％)、 分支 Ｃ 检测出 ４５ Ｙ (后
验概率为 ６４􀆰９％) 和 ８１ Ｖ (后验概率为 ７４􀆰１％)、
分支 Ｄ 检测出 ４０ Ｖ(后验概率为 ５３􀆰４％)、 分支 Ｅ
检测出 １２６ Ｔ(后验概率为 ９９􀆰７％)、 分支 Ｆ 检测出
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节点处的数字代表最大似然法歩靴值ꎬ Ａ~Ｇ 代表选定的分支ꎮ
Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｎｏｔｅｄ ｏｎ ｎｏｄｅｓ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｒｅ ｍａｒｋｅｄ ａｓ Ａ－Ｇ.

图 １　 基于 ｈｅｔＲ基因蛋白序列构建的系统发育树
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｈｅｔＲ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

１１ Ｅ(后验概率为 ９８􀆰２％)、 分支 Ｇ 检测出 ７１ Ｌ
(后验概率为 ９８􀆰４％)为正选择位点ꎮ 但经似然比

检验ꎬ 仅分支 Ｅ 的后验概率小于 ０􀆰０５ꎬ 支持其检

测出正选择位点的结论ꎻ 其余分支不可靠ꎬ 拒绝其

存在正选择位点ꎮ
２􀆰 ３　 正选择位点定位

本研究基于同源建模原理ꎬ 对 ＰＤＢ 数据库

进行 Ｂｌａｓｔ 搜索ꎬ 发现普通念珠藻与 Ｆｉｓｃｈｅｒｅｌｌａ
属藻类(ＰＤＢＩＤ: ４Ｊ００)ＨｅｔＲ 蛋白的结构相似度

高达 ９２􀆰３６％ꎬ 满足同源建模的可靠性条件ꎮ 基

于此来预测 ＨｅｔＲ 蛋白的三维结构ꎮ 经对位排列

(图 ２) ꎬ 确定被检测出的正选择位点的相对位

置ꎮ 在 ＨｅｔＲ 蛋白三维预测结构中标示出正选择

位点(图 ３) ꎮ
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表 ２　 各模型参数的估计值和对数似然值
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｅｓｔｉｍａｔｅｓ ａｎｄ ｌｏｇ￣ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｓ

模型
Ｍｏｄｅｌ

参数数量
Ｎｕｍｂｅｒ

对数似然值
ｌｎＬ

参数估计值
Ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｖａｌｕｅ

正选择位点
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

分支模型
Ｂｒａｎｃｈ ｍｏｄｅｌ

单比率模型 Ｍ０
Ｏｎｅ￣ｒａｔｉｏ ｍｏｄｅｌ Ｍ０

二比率模型 Ａ
Ｔｗｏ￣ｒａｔｉｏｓ ｍｏｄｅｌ Ａ

二比率模型 Ｂ
Ｔｗｏ￣ｒａｔｉｏｓ ｍｏｄｅｌ Ｂ

二比率模型 Ｃ
Ｔｗｏ￣ｒａｔｉｏｓ ｍｏｄｅｌ Ｃ

二比率模型 Ｄ
Ｔｗｏ￣ｒａｔｉｏｓ ｍｏｄｅｌ Ｄ

自由比率模型 Ｈ
Ｆｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ ｍｏｄｅｌ Ｈ

１０１ －３９１４.９１７３３５ ω＝０.０６１１２ 无应答
Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

１０２ －３９１４.１３８９９８ ω０ ＝０.０５８５４ꎬ ω１ ＝０.０９１４４
无应答

Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

１０２ －３９１４.９１６９０４ ω０ ＝０.０６１０９ꎬ ω１ ＝０.０６２５０
无应答

Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

１０２ －３９１４.９１７３１２ ω０ ＝０.０６１１２ꎬ ω１ ＝１６.４９５０４
无应答

Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

１０２ －３９１４.８７９８７４ ω０ ＝０.０６０８８ꎬ ω１ ＝０.０７５９２
无应答

Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

１９９ －３８５５.８５２５９４ 无应答
Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

位点模型
Ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ

Ｍ１ａ: 近中性

Ｍ１ａ: Ｎｅａｒ ｎｅｕｔｒａｌ

Ｍ２ａ: 选择

Ｍ２ａ: Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

Ｍ３: 离散

Ｍ３: Ｄｉｓｃｒｅｔｅ

Ｍ７ (β)

Ｍ８ (β ＆ ω)

１０２ －３８８５.２８２４５６

１０４ －３８８５.２８２４５６

１０５ －３８４８.８３０９９３

１０２ －３８５６.３５５３０４

１０４ －３８５６.３５６３５７

ｐ０ ＝０.９１３８４ꎬ ｐ１ ＝０.０８６１６
ω０ ＝０.０３４９４ꎬ ω１ ＝１.０００００

ｐ０ ＝０.９１３８４ꎬ ｐ１ ＝０.０４１９６
ｐ２ ＝０.０４４２０ꎬ ω０ ＝ ０.０３４９４
ω１ ＝１.０００００ꎬ ω２ ＝１.０００００

ｐ０ ＝０.２６１６５ꎬ ｐ１ ＝０.６０４１１
ｐ２ ＝ ０.１３４２４ꎬ ω０ ＝ ０.０００００
ω１ ＝ ０.０３０６２ꎬ ω２ ＝ ０.３３５９９

ｐ＝０.３６３７８ꎬ ｑ＝４.７２４３７

ｐ０ ＝０.９９９９９ꎬ ｐ＝０.３６３７８ꎬ
ｑ＝４.７２４４３
ｐ１ ＝０.００００１ꎬ ω＝１.０００００

无应答
Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

无应答
Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

无
Ｎｏｎｅ

无
Ｎｏｎｅ

分支￣位点模型
Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ

备择假设 ａ
Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌ ａ

零假设 ａ０
Ｎｕｌｌ ｍｏｄｅｌ ａ０

备择假设 ｂ
Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌ ｂ

零假设 ｂ０
Ｎｕｌｌ ｍｏｄｅｌ ｂ０

备择假设 ｃ
Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌ ｃ

零假设 ｃ０
Ｎｕｌｌ ｍｏｄｅｌ ｃ０

备择假设 ｄ
Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌ ｄ

１０４ －３８８４.２９５９８４

１０３ －３８８４.２９５９８４

１０４ －３８８５.２８２４５６

１０３ －３８８５.２８２４５６

１０４ －３８８４.２８５９５９

１０３ －３８８４.２８６６１

１０４ －３８８５.２８１６５８

ｐ２ａ ＝０.０３８０６ꎬ ｐ２ｂ ＝０.００３３５
ωｂ１ ＝０.０３４１３ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝１.０００００ꎬ ωｆ２ ＝１.０００００

ｐ２ａ ＝０.０３８０６ꎬ ｐ２ｂ ＝０.００３３５
ωｂ１ ＝０.０３４１３ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝１.０００００ꎬ ωｆ２ ＝１.０００００

ｐ２ａ ＝０.０００００ꎬ ｐ２ｂ ＝０.０００００
ωｂ１ ＝０.０３４９４ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝１.０００００ꎬ ωｆ２ ＝１.０００００

ｐ２ａ ＝０.０００００ꎬ ｐ２ｂ ＝０.０００００
ωｂ１ ＝０.０３４９４ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝１.０００００ꎬ ωｆ２ ＝１.０００００

ｐ２ａ ＝０.０１４７０ꎬ ｐ２ｂ ＝０.００１３６
ωｂ１ ＝０.０３３３５ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝１.０４１５６ꎬ ωｆ２ ＝１.０４１５６

ｐ２ａ ＝０.０１５０２ꎬ ｐ２ｂ ＝０.００１３９
ωｂ１ ＝０.０３３３４ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝１.０００００ꎬ ωｆ２ ＝１.０００００

ｐ２ａ ＝０.００１５５ꎬ ｐ２ｂ ＝０.０００１５
ωｂ１ ＝０.０３４８８ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝１.０００００ꎬ ωｆ２ ＝１.０００００

９５ Ｋꎬ ０.８８６

无应答
Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

４３ Ｅꎬ ０.５５７

无应答
Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

４５ Ｙꎬ ０.６４９ꎻ
８１ Ｖꎬ ０.７４７

无应答
Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

４０ Ｖꎬ ０.５３４
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续表 ２

模型
Ｍｏｄｅｌ

参数数量
Ｎｕｍｂｅｒ

对数似然值
ｌｎＬ

参数估计值
Ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｖａｌｕｅ

正选择位点
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

分支￣位点模型
Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ

零假设 ｄ０
Ｎｕｌｌ ｍｏｄｅｌ ｄ０

备择假设 ｅ
Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌ ｅ

ＣＨＡＢ２８０２

零假设 ｅ０
Ｎｕｌｌ ｍｏｄｅｌ ｅ０
ＣＨＡＢ２８０２

备择假设 ｆ
Ｎｕｌｌ ｍｏｄｅｌ ｆ
ＣＨＡＢ２８１５

零假设 ｆ０
Ｎｕｌｌ ｍｏｄｅｌ ｆ０
ＣＨＡＢ２８１５

备择假设 ｇ
Ｎｕｌｌ ｍｏｄｅｌ ｇ
ＣＨＡＢ２８２３

零假设 ｇ０
Ｎｕｌｌ ｍｏｄｅｌ ｇ０
ＣＨＡＢ２８２３

１０３ －３８８５.２８１６５８

１０４ －３８８１.０３００４６

１０３ －３８８４.７１１１７８

１０４ －３８８２.５３７１４１

１０３ －３８８２.８８７５８６

１０４ －３８８２.５４６２２５

１０３ －３８８２.８９２２２４

ｐ２ａ ＝０.００１５５ꎬ ｐ２ｂ ＝０.０００１５
ωｂ１ ＝０.０３４８８ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝１.０００００ꎬ ωｆ２ ＝１.０００００

ｐ２ａ ＝０.００７９１ꎬ ｐ２ｂ ＝０.０００７５
ωｂ１ ＝０.０３４１１ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝９９９.０００００ꎬ ωｆ２ ＝９９９.０００００

ｐ２ａ ＝０.１０１０９ꎬ ｐ２ｂ ＝０.００９６０
ωｂ１ ＝０.０３４２５ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝１.０００００ꎬ ωｆ２ ＝１.０００００

ｐ２ａ ＝０.９１３１８ꎬ ｐ２ｂ ＝０.０８６８２
ωｂ１ ＝０.０３４０４ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝１１５.６２４９６ꎬ ωｆ２ ＝１１５.６２４９６

ｐ２ａ ＝０.９１３１８ꎬ ｐ２ｂ ＝０.０８６８２
ωｂ１ ＝０.０３４０４ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝１.０００００ꎬ ωｆ２ ＝１.０００００

ｐ２ａ ＝０.９１３１７ꎬ ｐ２ｂ ＝０.０８６８３
ωｂ１ ＝０.０３４０４ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝１２７.１８８０６ꎬ ωｆ２ ＝１２７.１８８０６

ｐ２ａ ＝０.９１３１８ꎬ ｐ２ｂ ＝０.０８６８２
ωｂ１ ＝０.０３４０４ꎬ ωｂ２ ＝１.０００００
ωｆ１ ＝１.０００００ꎬ ωｆ２ ＝１.０００００

无应答
Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

１２６ Ｔꎬ ０.９９７∗∗

无应答
Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

１１ Ｅꎬ ０.９８２∗

无应答
Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

７１ Ｌꎬ ０.９８４∗

无应答
Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ

　 　 注: 在 ９５％和 ９９％后验概率下检测出的正选择位点分别用“∗”和“∗∗”标出ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｉｔｅｓ ｗｉｔｈ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ９５％ ａｎｄ ９９％ ａｒｅ ｍａｒｋｅｄ ａｓ “∗” ａｎｄ “∗∗”ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

表 ３　 ＬＲＴ 检验统计量
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｒａｔｉｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

模型比较
Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｄｅｌｓ ２Δｌ 自由度

ｄ􀆰 ｆ. Ｐ￣ｖａｌｕｅ

分支模型
Ｂｒａｎｃｈ ｍｏｄｅｌ

Ｍ０ ｖｓ. Ａ １.５５６６７４ １ ０.２１２
Ｍ０ ｖｓ. Ｂ ０.０００８６２ １ ０.９７７
Ｍ０ ｖｓ. Ｃ ０ １ １
Ｍ０ ｖｓ. Ｄ ０.０７４９２２ １ ０.７８
Ｍ０ ｖｓ. Ｈ １１８.１２９４８２ ９８ ０.０８１３

位点模型
Ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ

Ｍ０ ｖｓ. Ｍ３ １３２.１７２６８４ ４ ０∗∗

Ｍ１ａ ｖｓ. Ｍ２ａ ０ ２ １
Ｍ７ ｖｓ. Ｍ８ ０.００２１０６ ２ １

分支￣位点模型
Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ

ａ ｖｓ. ａ０ ０ １ １
ｂ ｖｓ. ｂ０ ０ １ １
ｃ ｖｓ. ｃ０ ０.００１３０２ １ ０.９７
ｄ ｖｓ. ｄ０ ０ １ １
ｅ ｖｓ. ｅ０ ７.３６２２６４ １ ０.００６７∗∗

ｆ ｖｓ. ｆ０ ０.７００８９ １ ０.４０２５
ｇ ｖｓ. ｇ０ ０.６９１９９８ １ ０.４０５５

　 　 ∗∗: 表示在 Ｐ < ０􀆰０１ 水平上差异极显著ꎮ
∗∗: Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ < ０􀆰０１.
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图 ２　 ＨｅｔＲ氨基酸序列对位排列
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＨｅｔＲ

126 T
C!"

126 T
C!"

C!"
126 T

C!"
126 TN!" N!"

N!"N!"

正选择位点用红色圆圈标出ꎮ
Ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｉｔｅｓ ａｒｅ ｉｎ ｒｅｄ ｃｉｒｃｌｅｓ.

图 ３　 普通念珠藻 ＨｅｔＲ正选择位点的空间位置
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｐａｔｉａｌ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＨｅｔＲ ｉｎ Ｎｏｓｔｏｃ ｃｏｍｍｕｎｅ

３　 讨论

念珠藻属是蓝藻门中极其重要的类群ꎬ 它可以

分化出异形胞固定大气中的氮气ꎮ ｈｅｔＲ 基因是念

珠藻异形胞分化和厚壁孢子形成中的关键基因ꎮ 这

提示 ＨｅｔＲ 在念珠藻细胞分化过程中是重要的调控

因子ꎬ 而不仅局限于异形胞的分化过程ꎮ 由于各模

型中正选择 /负选择位点判断的统计方法的进一步

改进ꎬ 对基因序列正选择作用重要位点的研究已成

为热点[６ꎬ ２１]ꎮ 研究正选择位点不仅有助于预测基

因的功能区ꎬ 还可为攻克一些生物技术问题提供新

依据ꎮ 目前ꎬ 在分子适应性进化研究中ꎬ 主要度量

基于密码子置换模型计算出的非同义替换率(ｄＮ)
和同义替换率(ｄＳ)的比值(ω)ꎬ 通过这项指标来

判断自然选择压力[２２ꎬ ２３]ꎮ 研究表明ꎬ 基于 ω 比值

开发的 ＤＮＡ 编码序列进化模型是检验分子适应的

实用方法ꎮ 当 ｄＮ > ｄＳꎬ 即 ω > １ꎬ 且计算出模型

间具有显著性差异ꎬ 则认为非同义突变有利于选

择ꎬ 即编码序列在相应的位点或分支发生过正选

择ꎮ 这种依托 ＭＬ 方法建立模型来检测正选择位点

的手段ꎬ 可更灵敏地识别被较强负选择和中性漂变

作用掩盖的正选择位点[２４]ꎮ 同时ꎬ 也可独立分析

不同支系和位点来确定氨基酸的正选择作用[２５ ꎬ２６]ꎮ

当基因经受正选择时ꎬ 表明该物种与环境中某

关键因素的适应性ꎬ 提示在该进化时间点可能产生

一些蛋白新功能ꎻ 而当基因处于强烈负选择时ꎬ 则

意味着该物种的蛋白质保持原有的重要功能且趋于

稳定[１１]ꎮ 本研究在分支模型和位点模型均没有检

测出正选择位点ꎬ 表明 ｈｅｔＲ 基因处于强烈负选择

压力下ꎮ 可能的原因是ꎬ 对于念珠藻属植物来说ꎬ
ｈｅｔＲ 基因发挥着非常重要的作用ꎬ 在长期的进化

过程中ꎬ 该基因在结构甚至是功能上已经具有一定

的稳定性ꎮ 也可能是由于 ｈｅｔＲ 基因发生了较早的

适应性进化ꎬ 而普遍的中性替换位点或者净化选择

掩盖了后期的适应性进化信号ꎮ 巩超彦等[１２] 和韩

雨昕等[１３]分别对藻类植物进化中的重要类群即串

珠藻目和弯枝藻属植物的 ｒｂｃＬ 基因进行了适应性

进化研究ꎬ 均并未能在位点模型下发现正选择位

点ꎮ 这些结果显示藻类 ｈｅｔＲ 和 ｒｂｃＬ 基因序列数据

可能包含的变异太少ꎬ 适应性信号被淹没于极其普

遍的净化选择之中ꎮ
本研究分支￣位点模型的检验结果表明ꎬ 分支

Ａ~Ｇ 均检测出正选择位点ꎬ 但经似然比检验后发

现仅有分支 Ｅ(ＣＨＡＢ２８０２)的后验概率小于 ０􀆰０５ꎬ
支持其检测出正选择位点的结论ꎮ 其余分支不可

靠ꎬ 拒绝其存在正选择位点ꎮ Ｚｈａｎｇ[２７] 的研究检
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验出分支￣位点模型的似然比检验可能存在假阳性ꎬ
随后对分支￣位点模型进行了改进ꎬ 构建了两个

( ｔｅｓｔ １ 和 ｔｅｓｔ ２) ＬＲＴ 检验ꎮ 通过大量数据验证

ｔｅｓｔ ２ 应用于实际数据分析较为可靠ꎬ 因此假阳性

问题迎刃而解[２８]ꎮ 通过大量相关文献的分析ꎬ 本

研究选取的序列数量较少和系统发育树分支较短可

能导致了假阳性结果的存在ꎬ 同时选择压力放松也

会出现这一结果ꎮ
本研究采用分支模型、 位点模型以及分支￣位

点模型对念珠藻属 ｈｅｔＲ 基因的选择位点进行检

测ꎬ 发现绝大多数藻株未发现正选择位点ꎬ 说明

所检测物种的很多位点处于负选择压力下ꎬ 仅有

ＣＨＡＢ２８０２ 这株藻在分支￣位点模型中检测到一个

正选择位点(１２６Ｔ)ꎬ 提示念珠藻属植物 ｈｅｔＲ 基因

发生了适应性变化ꎮ 同时ꎬ 此结果表明ꎬ ｈｅｔＲ 基

因变异较小而不宜作为种水平的分类研究ꎮ 而在高

等植物研究中发现ꎬ 很多基因普遍存在多个正选择

位点[７–１１]ꎮ 可能念珠藻 ｈｅｔＲ 基因数据较少是造成

这一结果的重要原因ꎮ 通过查阅文献ꎬ 发现目前对

藻类的适应性进化研究较少ꎬ 今后可加强对藻类其

他类群的重要基因适应性进化分析ꎬ 并推断其在环

境条件影响下分子水平的变化ꎮ

参考文献:
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