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念珠藻类(蓝藻)psbA基因的进化分析
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摘 要:蓝藻psbA基因家族编码不同形式的D1蛋白,该蛋白是光系统II反应中心的重要组成部分.以39条

念珠藻属(Nostoc)及与其同源性较高的psbA基因序列为研究对象,构建最大似然树进行系统发育分析,然后运行

PAML4.9软件,使用分支模型、位点模型和分支 位点模型估测氨基酸位点ω 值,进一步探讨psbA基因所受到的选

择压力.结果表明:(1)系统发育树呈现出内类群中念珠藻分为2个大分支.(2)在分支 位点模型和位点模型下检测

出13S,42V,75S,152R和255K为统计学上显著的正选择位点,绝大多数为负选择位点.揭示了念珠藻psbA基因所

经历的正选择可能在其适应极端环境中起着重要作用.
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念珠藻是由胶质外鞘包被的丝状固氮蓝藻,自身能合成多种特殊的化合物,有助于其在各种高度竞争的

生态位中生存下来,尤其可在极度干旱、高温和寒冷等环境中生活[1-2].该类蓝藻含有具免疫调节作用和抗

氧化活性的三萜类氨基酸、肽类、多不饱和脂肪酸和色素等天然产物[1,3].在医学中,还有很多用于不同治疗

目的的新型药物化合物,而高度多样化的生态系统中生长的念珠藻成为了化学合成的替代品,在食品、医药

和化妆品等行业具有极高的推广价值,经济效益可观[3-4].
植物类囊体膜蛋白D1是光系统II反应中心的核心.在光照条件下,光合作用中水的分解涉及多步氧化

和光化学反应,这些反应主要导致蓝藻、绿藻和高等植物光系统II反应中心D1蛋白的光致光损伤,促进新

的D1蛋白来替换损失蛋白以维持其正常的生理功能.因此,D1蛋白比其他光系统II蛋白有更高的周转

率[5].而蓝藻psbA基因家族编码不同形式的D1蛋白,每种亚型的不同调节确保其适应不断变化的环境条

件[6].另一方面,由于psbA基因保守性较强,植物分类学家把它作为一个重要的分子标记,尤其是属以上水

平有较好的区分度[7].但是对其功能研究还较少,尤其是藻类psbA基因是否存在正选择很少受到关注.
自然选择不断推动物种进化,维持着生态系统的物种多样性,而物种在进化过程中核心蛋白往往要承受

巨大的选择压力.判断选择压力的分子进化参数用ω 来表示,也就是核苷酸非同义替换率(dN)与同义替换

率(dS)的比值.计算所得结果中,若ω=1,即dN=dS,表明选择不影响适合度,属于中性进化;ω<1,即
dN<dS,表明非同义突变降低了固定速率;ω>1,即dN>dS,暗示蛋白质可能发生了适应性进化[8-9].目前

已有大 量 文 献 报 道 了 蕨 类 植 物 多 个 科 属rbcL[10-12],psaA[13],psbA[14],psbD[15],rps4[16],rps12[17],

rpoC1[18],matK[19]等基因的适应性进化研究成果,结果表明matK,rpoC1,psaA,rbcL和rps12等5个基

因中均存在正选择位点.森林等[20]对裸子植物4亚纲53个代表种的psbA基因展开了适应性进化研究,检
测到了3个正选择位点.目前对于低等植物基因的适应性进化研究仅集中到几种藻类上,MILLER等[21]分

析了特殊生境下生长的聚球藻(蓝藻门)rbcL基因的适应性进化情况,发现正选择位点389位氨基酸与多个
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蛋白活性位点相关.巩超彦等[22]对淡水红藻中的psaA基因(主要编码光系统Ⅰ反应中心蛋白)适应性进化

研究中发现处于强烈的负选择作用下的位点占比较大.LIANG等[23]发现雨生红球藻(Haematococcusplu-
vialis)PDS基因正选择位点所占比例为7.9%.此外,王捷等[24-25]也对念珠藻固氮作用相关基因hetR和

nifH进行了适应性进化分析,在nifH基因中发现14个位点经历了正选择,而在hetR基因中仅发现1个

位点经历了正选择.生物分子水平上正选择和负选择位点的准确剖析,不仅能深度挖掘基因结构和功能变

异,还可进一步揭示其进化历程.
念珠藻可在多种逆境条件下生存,而逆境条件下的选择压力往往可以导致植物的光合作用相关基因发

生进化[10-15],因此本研究主要分析环境胁迫下念珠藻psbA基因在进化过程中的选择压力,为探索其精确

的功能位点及进化历程提供一定的证据.

1 材料和方法

1.1 测序及系统树构建

本研究共选取了39条蓝藻psbA基因序列,其中测定了31株形态多样化的念珠藻基因序列(31株念珠

藻样品以及PCR扩增条件的详细信息参考文献[24-26]),正、反向测序工作均由北京华大基因科技有限公

司完成,其余8条同源性较高的基因序列是从GenBank数据库中下载获得.使用ClustalXversion2.0[27]软
件将以上39条序列进行对齐排列,并逐一仔细检查校正.运用 MEGA7.0[28]软件中的K2P(Kimura2-param-
eter)模型来分析每一条序列,然后通过 Modeltest(Version3.7)[29]软件计算并获得最优进化模型,最后使用

PhyML3.0[30]软件构建最大似然树.
1.2 选择压力分析

基于念珠藻属psbA基因构建最大似然树的本源数据,打开PAML4.9软件包,分别运行位点模型、分支

模型和分支 位点模型等3种模型中Codeml模块,以此结果来分析psbA基因在其演化历程中是否经受正

选择作用[13-14].分支模型中采用两种极端模型来检测各分支的选择压力,这两种模型为简单的单比率模型

和最全面的自由比率模型.这两种极端模型之间还存在一些其他模型,本研究还使用了二比率模型进行了分

析.位点模型主要通过ω 值来估测psbA基因是否经历了正选择,如果ω>1,说明可能存在正选择位点,如果

ω<1,则不存在正选择位点.主要分析3对模型(M1a和 M2a,M0和 M3,M7和 M8),每对模型两两之间比

较,然后依χ2 分布进行LRT(likelihoodratiotest)检验并确定位点是否发生过正选择.分支 位点模型可检

验指定分支中位点的进化方式,经查阅文献发现,选择test2算法检验前景分支(所指定的分支)中的正选择

位点更具有准确性[15-16].
1.3 三维结构建模

以普通念珠藻(NostoccommuneHK-02)PsbA氨基酸序列(GenBank登录号:AP018326)为参比序列,
提交瑞士生物信息研究所网站[24],基于同源建模原理来预测PsbA蛋白的三维结构.然后用BioEdit[31-32]软
件比对建模序列(AP018326)和鉴定出正选择位点的氨基酸序列,直观展现正选择位点.最后运用Raswin[33]

软件将正选择位点标记于晶体结构中.

2 实验结果

2.1 系统发育分析

选取无类囊体蓝藻GloeobacterviolaceusPCC7421(GenBank登录号:BA000045)为外类群,利用最大

似然法重建了念珠藻psbA基因的谱系关系.结果显示,内类群中的念珠藻明显聚集到2个大的分支E和F
上,本研究所测序的大部分念珠藻藻株聚到E分支中,而E分支又包含A,B,C和D4个较小的分支,其中

A分支包含3株新疆古尔班通古特沙漠采集到的念珠藻(XA013,XA017和XA019),吉林省靖宇县采集到

的未定种念珠藻(CHAB2813),我国山西忻州市神池县山坡、宁夏回族自治区土地和湖北省鹤峰市稻田等地

分别采集到的普通念珠藻(Nostoccommune)、发状念珠藻(Nostocflagelliforme)和拟球状念珠藻(Nostoc
sphaeroides),以及中国淡水藻种库保存的来源于美国的1株普通念珠藻(FACHB261)和中国科学院植物
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研究所的1株发状念珠藻(FACHB838).B分支包含C和D两个小的分支,其中C分支包含7株新疆古尔班

通古特沙漠采集到的念珠藻(XA009,XA010,XA011,XA012,XA014,XA015和XA016)、湖南省永州市采

集到的普通念珠藻(CHAB2806)和中国淡水藻种库保存的来源于美国的1株灰色念珠藻(Nostocmusco-
rum,FACHB316).D分支包含分别采集于浙江省宁波市东钱湖湖边、云南省洱源海西海湖边以及中国科学

院水生生物研究所苏铁共生和土体上未定种的4株念珠藻、湖北省武昌区水稻田中采集到的1株沼泽念珠

藻(Nostocpaludosum,FACHB88).F分支包含分别来自于我国以及日本的3株普通念珠藻(CHAB2803,

CHAB2807和CHAB2820),还有来自于我国内蒙古自治区和甘肃省的2株发状念珠藻.根据所计算出的树

型结构,分析以上6个分支中位点的进化方式.

2.2 选择压力分析

三种模型下所计算出的估计值、似然值和正选择位点等结果详见附表1和附表2.分支模型中计算了单

比率模型、二比率模型和自由比率模型,其中单比率模型结果显示似然值为-7156.439702,ω 估计值为

0.07581.自由比率模型结果显示 A,B,C,D和E分支ω 值小于1,仅有F分支的ω 值大于1(ω 值为

999.00000),说明该分支位点可能经历了正选择,需对F分支进行进一步的分支 位点模型检测验证.二比率
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模型指定的前景支F的ω 估计值大于1,数值同样为999.00000,表明这个分支可能存在正选择位点,前景

支A,B,C,D,E的ω 估计值均小于1,表明这几个分支可能均不存在正选择位点.LRT检验发现(见附表2),

B,C,E和F分支的后验概率均大于0.05,说明上述结果不可靠.位点模型下,鉴定出255K为具有统计学意

义的正向选择位点,在两个模型 M2a和 M8中都有检出,后验概率均大于99%.分支 位点模型中,在前景支

B检测出位点75S(后验概率为100%)经历了正选择,前景支E检测出位点94S(后验概率为99.7%)经历了

正向选择,分支F检测出13S(后验概率为96.8%),42V(后验概率为95.5%),75S(后验概率为99.7%)和

152R(后验概率为99.7%)等5个正选择位点,其余分支均未检出正选择位点.经似然比检验发现(表2),A,

C,D和E分支的后验概率均大于0.05,拒绝检出正选择位点.
2.3 正选择位点定位

经同PDB数据库中蛋白序列比对发现,与一株嗜热蓝藻(Thermosynechococcusvulcanus,PDBID:

6JLK)的PsbA蛋白结构相似度高达88.95%.基于此来预测念珠藻PsbA蛋白的三维结构.经对位排列,
图2直观展示了不同藻株的氨基酸序列所检测出的正选择位点.图3中标示出13S,42V,75S,152R和255K
等5个正选择位点.

3 讨 论

蓝藻psbA基因家族编码不同形式的D1蛋白,每种亚型的不同调节确保其适应不断变化的环境条

件[6].当念珠藻的某些基因经受强烈的正选择压力时,则暗示该藻已适应所生存环境中的一些关键影响因子,
并预示着在该进化时间点可能激发出部分蛋白的新功能,而强烈的负选择压力会使该藻的蛋白维系其固有的

重要功能且变得高度保守[12-16].正选择位点的筛选将有助于预测基因功能区或解决遗传育种等生物技术难题.
由于psbA基因保守性较强,植物分类学家把它作为一个重要的分子标记用于植物系统发育分析中,尤

其是属以上水平有较好的区分度[7].所构建的 ML系统发育树显示,内类群中的念珠藻明显聚集到2个大的

分支E和F上,本研究所测序的大部分念珠藻藻株聚到E分支中,而E分支又包含A,B,C和D4个较小的

分支,其中A分支包含3株新疆古尔班通古特沙漠采集到的念珠藻(XA013,XA017和XA019)、吉林省靖

宇县采集到的未定种念珠藻(CHAB2813),我国山西忻州市神池县山坡、宁夏回族自治区土地和湖北省鹤峰

市稻田等地分别采集到的普通念珠藻、发状念珠藻和拟球状念珠藻,以及中国淡水藻种库保存的来源于美国

的1株普通念珠藻(FACHB261)和中国科学院植物研究所的1株发状念珠藻(FACHB838).普通念珠藻、发
状念珠藻和拟球状念珠藻野外形态分别呈现片状、头发丝状和圆球状等,但是在实验室纯化培养条件下都长

成圆球状,难以辨认.现系统发育树中的3种近似藻类聚为一支,且有较高的支持率.猜测这3种念珠藻是否

711第1期              魏爱丽,等:念珠藻类(蓝藻)psbA基因的进化分析



属于同一种念珠藻,可进行二代测序或结合其他相关生理生化手段分析.B分支包含C和D两个小的分支,
其中C分支包含7株新疆古尔班通古特沙漠采集到的念珠藻(XA009,XA010,XA011,XA012,XA014,XA015
和XA016)、湖南省永州市采集到的普通念珠藻(CHAB2806)和中国淡水藻种库保存的来源于美国的1株灰色

念珠藻(FACHB316).D分支包含分别采集于浙江省宁波市东钱湖湖边、云南省洱源海西海湖边以及中国科学

院水生生物研究所苏铁共生和土体上未定种的四株念珠藻、湖北省武昌区水稻田中采集到的1株沼泽念珠藻

(FACHB88).这几株未定种的念珠藻也可能是新种,可以进一步进行多基因分析.F分支包含分别来自于我国以

及日本的3株普通念珠藻(CHAB2803,CHAB2807和CHAB2820),还有来自于我国内蒙古自治区和甘肃省的2
株发状念珠藻.可以看出以上6分支中不同的系统发育位置分布着同一物种,不同国家、省份采集到的藻种聚到

不同的分支上,表明利用psbA单一基因的系统发育分析具有一定的局限性,未能呈现出念珠藻的进化关系.根
据系统发育树树形结构,选定以上6个分支分析念珠藻psbA基因是否经历了正选择.

本研究分支模型中,自由比率模型结果显示 A,B,C,D和E分支ω 值小于1,仅有F分支的ω 值大

于1(ω 值为999.00000),说明该分支位点可能经历了正选择,需对F分支进行进一步的分支 位点模型检测

验证.二比率模型指定的前景支F的ω 估计值大于1,数值同样为999.00000,表明这个分支可能存在正选择

位点.前景支A,B,C,D,E的ω 估计值均小于1,表明这几个分支可能均不存在正选择位点.LRT检验发现

(见附表2),B,C,E和F分支的后验概率均大于0.05,说明上述结果不可靠.位点模型下,鉴定出255K为具

有统计学意义的正向选择位点,在两个模型M2a和M8中都有检出,后验概率均大于99%.巩超彦等[33]和韩

雨昕等[34]分别对不同红藻rbcL基因适应性进化研究中,均并未能在位点模型下发现正选择位点.分支 位点

模型中,在前景支B检测出位点75S(后验概率为100%)经历了正选择,前景支E检测出位点94S(后验概率

为99.7%)经历了正向选择,分支F检测出13S(后验概率为96.8%),42V(后验概率为95.5%),75S(后验概

率为99.7%)和152R(后验概率为99.7%)等5个正选择位点,其余分支均未检出正选择位点.经似然比检验

发现(附表2),A,C,D和E分支的后验概率均大于0.05,拒绝检出正选择位点.
本文采用分支模型、位点模型以及分支 位点模型探讨了环境胁迫下的念珠藻psbA基因在进化过程中

的选择压力,发现13S,42V,75S,152R和255K等5个位点经受了正向选择压力,绝大多数为负选择位点.大
量文献表明高等植物在进化过程中大多数基因处于正向选择压力之下[10,20].相比低等植物,蓝藻在地球上出

现已有35亿年之久,分布广泛,种类繁多,有更广阔的研究前景.目前对蓝藻甚至更多藻类基因的选择压力

研究较少,而藻类重要基因选择压力分析的新发现可推断其分子水平的进化.
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EvolutionaryanalysisonpsbAgeneofNostoc-like(Cyanobacteria)

WeiAili1,YangXie1,WangJie1,GongChaoyan2,WangQinghua1,LiYanhui1

(1.DepartmentofBiology,TaiyuanNormalUniversity,Jinzhong030619,China;2.LaboratoryManagementCenter,

ShanxiUniversityofChineseMedicine,Jinzhong030619,China)

  Abstract:ThepsbAgenefamilyincyanobacteriaencodesdifferentformsoftheD1proteinwhichispartofthePhoto-
systemIIreactioncenter.Inthisstudy,39psbAgenesequenceswithhighhomologyofNostocwereusedtoconstructamaxi-
mumlikelihoodtreeforphylogeneticanalysis.ThenusingPAML4.9software,thebranchmodel,sitemodelandbranch-site
modelswereestimatedωvalues,toexploretheselectivepressureofthepsbAgene.Ourresultsindicatethat:(1)thephyloge-
netictreeshowingtheinnergroupcouldbedividedintotwolargebranchesofNostoc.(2)fivesignificantpositivelyselected
sitessuchas13S,42V,75S,152Rand255Kweredetectedinbranch-sitemodelsandsitemodel,indicatingthatmostofthe
siteswereundernegativeselectionpressure.Therefore,theresultsshowedthatpositiveselectionofpsbAmighthaveplayedan
importantroleintheadaptionofNostoctotheextremeenvironments.

Keywords:Nostoc;psbAgene;positiveselection;purifyingselection
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附表Ⅰ 各模型参数估计值和对数似然值

Attachedtab.Ⅰ Parameterestimatesandlog-likelihoodvaluesfordifferentmodels

模型 数量 似然值 估计值 正选择位点

分支模型 单比率模型 M0 77 -7156.439702 ω=0.07581 无

二比率模型 A 78 -7156.437454 ω0=0.07576,ω1=0.07925 无

二比率模型B 78 -7156.035993 ω0=0.07649,ω1=0.04220 无

二比率模型C 78 -7156.301649 ω0=0.07543,ω1=0.11024 无

二比率模型 D 78 -7156.437011 ω0=0.07585,ω1=0.07086 无

二比率模型E 78 -7156.107373 ω0=0.07512,ω1=0.13604 无

二比率模型F 78 -7154.590676 ω0=0.07417,ω1=999.00000 无

自由比率模型 H

 

151

 

-7094.214857

 

ωA=0.104062,ωB=0.0395887,ωC=0.110542,ωD=

0.0776213,ωE=0.120435,ωF=999.00000

无

 

位点模型 M1a:近中性 78 -6982.621498 P0=0.91711,P1=0.08289,ω0=0.04235,ω1=1.00000 无应答

M2a:选择

 

80

 

-6975.978165

 

P0=0.91683,P1=0.07926,P2=0.00391,

ω0=0.04276,ω1=1.00000,ω2=4.62829
255K1.000**

 

M3:离散 81 -6941.903208
P0=0.46290,P1=0.45239,P2=0.08471,

ω0=0.00000,ω1=0.07957,ω2=0.61834
无

M7(β) 78 -6952.802586 P=0.21643,q=1.78736 无应答

M8(β&ω) 80 -6937.617455
P0=0.99608,P=0.23924,q=2.30622,

P1=0.00392,ω=4.17644
255K1.000**

分支 位点

模型

备择假设a

 

80

 

-6982.621826

 

P2a=0.00001,P2b=0.00000,ωb1=0.04235,

ωb2=1.00000,ωf1=1.00000,ωf2=1.00000

208I0.572

 

零假设a0

 

79

 

-6982.621564

 

P2a=0.00000,P2b=0.00000,ωb1=0.04235,

ωb2=1.00000,ωf1=1.00000,ωf2=1.00000

无应答

 

备择假设b

 

80

 

-6975.747374

 

P2a=0.00715,P2b=0.00064,ωb1=0.04183,

ωb2=1.00000,ωf1=999.00000,ωf2=999.00000

75S1.000**

217V0.839

零假设b0

 

79

 

-6981.110664

 

P2a=0.02811,P2b=0.00250,ωb1=0.04189,

ωb2=1.00000,ωf1=1.00000,ωf2=1.00000

无应答

 

备择假设c

 

80

 

-6982.621577

 

P2a=0.00000,P2b=0.00000,ωb1=0.04235,

ωb2=1.00000,ωf1=1.00000,ωf2=1.00000

无

 

零假设c0

 

79

 

-6982.621644

 

P2a=0.00000,P2b=0.00000,ωb1=0.04235,

ωb2=1.00000,ωf1=1.00000,ωf2=1.00000

无应答

 

备择假设d

 

80

 

-6982.621633

 

P2a=0.00001P2b=0.00000,ωb1=0.04235,

ωb2=1.00000,ωf1=1.00000,ωf2=1.00000

无

 

零假设d0

 

79

 

-6982.621589

 

P2a=0.00000,P2b=0.00000,ωb1=0.04235,

ωb2=1.00000,ωf1=1.00000,ωf2=1.00000

无应答

 

备择假设e

 

 

80

 

 

-6978.593911

 

 

P2a=0.01413,P2b=0.00128,

ωb1=0.04121,ωb2=1.00000,

ωf1=14.41729,ωf2=14.41729

29L0.544

78V0.568

94S0.997**

零假设e0

 

79

 

-6979.891571

 

P2a=0.06872,P2b=0.00623,ωb1=0.04100,

ωb2=1.00000,ωf1=1.00000,ωf2=1.00000

无应答

 



(续表)

模型 数量 似然值 估计值 正选择位点

备择假设f

 

 

 

 

 

80

 

 

 

 

 

-6976.107738

 

 

 

 

 

P2a=0.03891,P2b=0.00347,

ωb1=0.04089,ωb2=1.00000,

ωf1=999.00000,ωf2=999.00000

 

 

 

13S0.968*

42V0.955*

44F0.848

75S0.997**

152R0.986*

208I0.827

零假设f0

 

79

 

-6978.211613

 

P2a=0.26171,P2b=0.02332,ωb1=0.04094,

ωb2=1.00000,ωf1=1.00000,ωf2=1.00000

无应答

 

  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.

附表Ⅱ LRT检验统计量

Attachedtab.Ⅱ Likelihoodratiostatistics

模型比较 2ΔL 自由度 P

分支模型 M0vs.A 0.004496 1 0.946

M0vs.B 0.807418 1 0.369

M0vs.C 0.276106 1 0.599

M0vs.D 0.005382 1 0.942

M0vs.E 0.664658 1 0.415

M0vs.F 3.698052 1 0.054

M0vs.H 124.449690 74 0.0002**

位点模型 M0vs.M3 429.072988 4 0.000**

M1avs.M2a 13.286666 2 0.001**

M7vs.M8 30.370262 2 0.000**

分支 位点模型 avs.a0 0.000524 1 0.982

bvs.b0 10.726580 1 0.001**

cvs.c0 0.000134 1 0.991

dvs.d0 0.000088 1 0.992

evs.e0 2.595320 1 0.107

fvs.f0 4.207750 1 0.040

  注:**表示P<0.01.


