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摘要：二氢吡啶二羧酸合成酶（ＤＨＤＰＳ）是赖氨酸生物合成途径的关键酶，探讨ＤＨＤＰＳ在不同植

物中所受到的选择压力及其功能分歧，以期为阐明赖氨酸积累的分子机制奠定基础，并为植物逆境

适应性研究提供线索。利用模式植物基因组数据库，通过生物信息学手段，鉴定并获得水稻、拟南

芥和大豆等１１个物种的ＤＨＤＰＳ基因的核酸和蛋白全序列；利用Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ、ＰＡＭＬ和ＤＩＶＥＲＧＥ
等工具剖析了２１条ＤＨＤＰＳ基因的序列、功能分歧、选择压力及进化关系，并计算了相关参数。

系统进化树揭示了植物ＤＨＤＰＳ基因能被划分为５个类群，其中，杨树的２个ＤＨＤＰＳ蛋白单独形

成了Ｅ类群，剩余的４个类群至少包括２个物种的ＤＨＤＰＳ蛋白。基于位点模型的选择压力检测

显示，Ｍ８模型虽然能签定出正选择位点，但这些位点均未达到显著水平，说明植物ＤＨＤＰＳ基因

主要受控于纯净选择。类群间功能分歧研究显示：类群之间存在Ⅰ型功能分歧，不存在Ⅱ型功能分

歧；总共鉴定了２７３个功能分歧位点，其中，Ⅰ型功能分歧位点２１４个，Ⅱ型功能分歧位点５９个；似

然比检测表明，Ⅰ型功能分歧位点均达到显著水平，但Ⅱ型功能分歧位点均不显著。因此，在长期

进化过程中，ＤＨＤＰＳ基因类群间发生Ⅰ型功能分化，同时，单个类群内纯净选择起着主导作用。
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　　植物赖氨酸合成相关酶活性和赖氨酸合成调控
机制的研究揭示了天冬氨酸激酶（ＡＫ）和二氢吡啶
二羧酸合成酶（ＤＨＤＰＳ）基因是控制植物种子赖氨
酸合成的关键基因［１］。有研究表明，这２种酶的活
性都受到末端产物的反馈抑制，因此，它们已成为限
制赖氨酸积累的瓶颈［２］。近年来，反馈抑制不敏感
的ＡＫ和ＤＨＤＰＳ的发现，为利用基因工程手段提
高植物赖氨酸含量开辟了新途径。目前，已在大肠
杆菌、烟草等中发现不受赖氨酸反 馈 调 节 的

ＤＨＤＰＳ基因［３－４］。许多研究已将高赖氨酸蛋白基
因成功转化到水稻［５］、生菜［６］和马铃薯［７］等物种中，
结果显示，转基因植物种子总赖氨酸含量有不同程
度提高。尽管对ＤＨＤＰＳ基因已有较多研究，但未
见植物ＤＨＤＰＳ基因的适应性进化和功能分歧研
究的报道。本研究以赖氨酸合成途径关键酶

ＤＨＤＰＳ的基因为研究对象，系统分析了植物

ＤＨＤＰＳ基因的选择压力、功能分歧及亲缘进化关
系，以期为探索植物赖氨酸合成的分子机制奠定基
础，为植物ＤＨＤＰＳ基因功能研究提供线索。

１　材料和方法

１．１　数据获取与进化树构建
本研究涉及的拟南芥、水稻与衣藻等１１种植物

ＤＨＤＰＳ基因的相关序列来自公共数据库Ｇｒｅｅｎｐｈｙｌ
（ｈｔｔｐ：／／ｇｒｅｅｎｐｈｙｌ．ｃｉｒａｄ．ｆｒ／ｖ２／）和 ＣｏＧｅ（ｈｔｔｐ：／／

ｓｙｎｔｅｎｙ．ｃｎｒ．ｂｅｒｋｅｌｅｙ．ｅｄｕ／ＣｏＧｅ／）。植物ＤＨＤＰＳ基
因氨基酸序列的多重比对由Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ软件完成，参
数为默认值［８］。采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ　ｍｅｔｈ－
ｏｄ）构建系统发生树［９］，其输出借助于 ＭＥＧＡ软件完
成［１０］。此外，以中性进化率６．０３×１０－９为标准，推算
了同一进化支上同源基因对的分歧时间。

１．２　植物ＤＨＤＰＳ基因的选择压力检测
按照ＰＡＭＬ　３．１５（ｈｔｔｐ：／／ａｂａｃｕｓ．ｇｅｎｅ．ｕｃｌ．

ａｃ．ｕｋ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ｐａｍｌ．ｈｔｍｌ）软件的格式要求，建立
正确 的 序 列 比 对 和 进 化 树 文 件。然 后，利 用

ＣＯＤＥＭＬ程序中的位点特异模型分别对植物

ＤＨＤＰＳ基因不同类群的选择压力进行检测，并寻
找受到正选择作用的密码子位点［１１］。

１．３　植物ＤＨＤＰＳ基因的功能分化研究
根据 前 面 所 构 建 的 系 统 发 生 树，对 植 物

ＤＨＤＰＳ 基因进行分类。然后，利用 ＤＩＶＥＲＧＥ
２．０软件对不同类群之间的功能分歧系数进行评

价，并鉴定发生功能分歧的氨基酸位点［１２］。

２　结果与分析

２．１　植物ＤＨＤＰＳ基因的进化分析
为了解不同模式植物ＤＨＤＰＳ基因成员间的进

化关系，将莱茵衣藻、拟南芥、水稻等１１个物种的

ＤＨＤＰＳ蛋白序列用于构建基因进化树。基因进化树

揭示了植物ＤＨＤＰＳ基因具有５个类群，分别被命名
为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ和Ｅ类群（图１）。尽管基因进化树并不
能完全揭示物种之间的进化关系，但它可以揭示基因

之间的系统发生关系。从图１可以看出，有７对同物

种的ＤＨＤＰＳ同源基因均位于进化树的同一分支，这
说明这些基因均起源于物种分化之后（表１）。此外，

还发现大豆２个ＤＨＤＰＳ基因和拟南芥该基因聚在
一起，可以推断这些基因起源于物种分化之前。

为推算同一进化支上的同源基因对的分歧时

间，利用计算公式 Ｔ＝ Ｋｓ／（２×λ）（λ＝ ６．０３×

１０－９）［１３］推算植物ＤＨＤＰＳ同源基因对的分歧时间
（表１）。对同源基因对的分歧时间和物种形成的大

致时 间 进 行 比 较 分 析，结 果 显 示，除 了 Ｇｌｙ－
ｍａ０１ｇ３４６１０．１ 和Ｇｌｙｍａ０３ｇ０２５５０．１ 起源于物种
形成前以外，剩余的６个同源基因对很可能起源于

物种形成后。
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图１　１１个模式物种ＤＨＤＰＳ氨基酸序列的进化树

表１　不同植物同源ＤＨＤＰＳ基因对的分歧时间

基因１ 基因２
同义替

代率

分歧时间

／百万年

Ｓｅｌｍｏ＿１１７２７５ Ｓｅｌｍｏ＿１７９１２５　 ０．０１８　４　 １．５３
Ｇｌｙｍａ０９ｇ４０４６０．１ Ｇｌｙｍａ１８ｇ４５３８０．１　 ０．１０９　７　 ９．１０
Ｏｓ０４ｇ１８２００．１ Ｏｓ０４ｇ４８５４０．１　 ０．３６３　１　 ３０．１１
Ｐｏｐａｌ＿６６３８３２ Ｐｏｐａｌ＿８１６５６６　 ０．３７８　９　 ３１．４２

Ｇｌｙｍａ０１ｇ３４６１０．１ Ｇｌｙｍａ０３ｇ０２５５０．１　 ０．６３４　６　 ５２．６２
Ａｔ２ｇ４５４４０．１ Ａｔ３ｇ６０８８０．１　 ０．９２５　３　 ７６．７３
Ｐｈｙｐａ＿１１８１２８ Ｐｈｙｐａ＿１２９６３７　 １．１０５　４　 ９１．６６

２．２　植物ＤＨＤＰＳ基因的选择压力
利用 Ｍ０＆Ｍ３和 Ｍ７＆Ｍ８　２对模型，分别对植

物ＤＨＤＰＳ基因进化树的５个类群进行选择压力分
析，结果见表２。似然比检验表明：Ｍ３显著优于Ｍ０，

说明位点间承受的选择压力具有异质性；但 Ｍ８并不
优于 Ｍ７，这说明ＤＨＤＰＳ基因没有经历正选择。Ｍ３
模型在５个类群中都能检测到正选择位点，均达到极
显著水平；Ｍ８模型在这些类群中虽然能检测到正选
择位点，但均未达到显著水平（表２）。Ｍ８模型在５
个类群中没有检测到正选择位点。选择压力检测结
果显示，不同类群Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ和Ｅ所包括的ＤＨＤＰＳ
基因均受制于净化选择，具有较高的保守性。

２．３　植物ＤＨＤＰＳ基因的功能分化
为了保证不同类群中序列大于或等于４个序

列，本研究对水稻、拟南芥和杨树ＤＨＤＰＳ基因进
行重复处理（不会影响基于进化速率相关的功能分
歧系数）。将上述进化树的５个类群进行两两组合，
利用ＤＩＶＥＲＧＥ软件对任意２个组之间的功能分歧
系数进行计算（表３）。Ⅰ型功能分歧分析显示：除
了Ｂ与Ｃ或Ｄ类群之间的Ⅰ型功能分歧系数较小
以外，其他类群之间的Ⅰ型功能分歧系数均大于

０．５；尽管Ｂ与Ｃ或Ｄ类群之间Ⅰ型功能分歧度较
小，但似然比检验表明它们之间Ⅰ型功能分歧已达
显著水平；大多数类群组合之间都能够检测到Ⅰ型
功能分歧位点，尽管Ｂ与Ｄ、Ｃ与Ｄ类群之间Ⅰ型功
能分歧已达显著水平，但并没有检测到相应的Ⅰ型
功能分歧位点。Ⅱ型功能分歧分析显示：具有Ⅱ型
功能分歧位点的类群组合的Ⅱ型功能分歧系数都比
较小，虽然ＤＩＶＥＲＧＥＲ软件并没有给出显著性检
验，但是可以看出它们的标准差都相对较大，因此，

Ⅱ型功能分歧位点的识别需要进一步确证（表３）。

表２　检测ＤＨＤＰＳ基因编码区位点的选择压力

类群
序列

数

Ｍ０模型
的ω

Ｍ３和 Ｍ０似然比
２Δｌ＝２（ｌｎＬＭ３－ｌｎＬＭ０）

Ｍ８和 Ｍ７似然比
２Δｌ＝２（ｌｎＬＭ８－ｌｎＬＭ７）

Ｍ８模型评价
正选择位点

（Ｍ８模型）

Ａ　 ５　 ０．２６０　 ４７．７８２ ０．１２２ ｐ１＝０．０４２８，ω＝３．３７９
β（ｐ＝０．３５７，ｑ＝０．４９１）

５８Ｆ，５９Ｖ，
７４Ｇ，７８Ｒ

Ｂ　 ５　 ０．０６７５　 １７０．６２４ １．０２３ ｐ１＝０．００５　５４，ω＝９．２２６
β（ｐ＝０．２６９，ｑ＝２．８０４）

４０Ａ，１１５Ａ，１２４Ｔ，
１９０Ｋ，２４７Ｓ

Ｃ　 ４　 ０．０６８８　 ４５．４０７ ０ ｐ１＝０．０００　０１，ω＝１．０
β（ｐ＝０．３１７，ｑ＝３．２４４）

２１Ｖ，１７６Ｌ，３１１Ｖ

Ｄ　 ４　 ０．０９６２　 ６５．７１４ ０．３３７ ｐ１＝０．０４７，ω＝１．０
β（ｐ＝０．２７７，ｑ＝２．９２８）

１Ｍ，４Ｎ，７Ａ，１０Ｋ，１４Ｌ，
８Ｃ，１９Ｋ，２６Ｋ，１８９Ｓ，
２４５Ｄ，２６９Ｋ，２７７Ａ

Ｅ　 ３　 ０．０７５４　 ５６．８３６ ０ ｐ１＝０．００００１，ω＝１．０
β（ｐ＝０．２１０，ｑ＝１．６０）

２９Ｓ，３８Ｌ，１７７Ｃ，３４２Ｎ，３５８Ｙ

　注：ｌｎＬ是最大似然值的对数，２Δｌ是 Ｍ３和 Ｍ０及 Ｍ８和 Ｍ７间ｌｎＬ之差的２倍，＊表示似然比检验显著，＊＊表示似然比检验极显著。

表３　植物ＤＨＤＰＳ基因组间的功能分化

组间比较
Ⅰ型功能分歧系数

θⅠ±Ｓ．Ｅ．ａ ＬＲＴ　 Ｐ　 Ｑｋ≥０．９５ｂ
Ⅱ型功能分歧系数

θⅡ±Ｓ．Ｅ．ａ Ｑｋ≥０．９５ｂ

Ａ／Ｂ　 ０．９９９±０．１９９　 ２５．３１６　 Ｐ＜０．０１　 ６７　 ０．５８０±０．１３９　 ０
Ａ／Ｃ　 ０．９９９±０．２９１　 １１．７５４　 Ｐ＜０．０１　 ６７　 ０．２３４±０．１４９　 ０
Ａ／Ｄ　 ０．９９９±０．３５３　 ７．９９８　 Ｐ＜０．０１　 ６７　 ０．１８２±０．１７１　 １４
Ａ／Ｅ　 ０．８１８±０．２３５　 １２．０６５　 Ｐ＜０．０１　 ２　 ０．３４０±０．１２４　 ０

６３ 河南农业科学 第４１卷　



续表３　植物ＤＨＤＰＳ基因组间的功能分化

组间比较
Ⅰ型功能分歧系数

θⅠ±Ｓ．Ｅ．ａ ＬＲＴ　 Ｐ　 Ｑｋ≥０．９５ｂ
Ⅱ型功能分歧系数

θⅡ±Ｓ．Ｅ．ａ Ｑｋ≥０．９５ｂ

Ｂ／Ｃ　 ０．１８６±０．０８４　 ４．８８４　 Ｐ＜０．０５　 １　 ０．０７１±０．１４７　 ７
Ｂ／Ｄ　 ０．４１８±０．１８８　 ４．９７１　 Ｐ＜０．０５　 ０　 ０．０７４±０．１６２　 ９
Ｂ／Ｅ　 ０．７９０±０．１６７　 ２２．３７３　 Ｐ＜０．０１　 ２　 ０．１７８±０．１２６　 １１
Ｃ／Ｄ　 ０．５１０±０．１６８　 ９．２５３　 Ｐ＜０．０１　 ０　 ０．０４８±０．０９３　 ５
Ｃ／Ｅ　 ０．７７８±０．１７２　 ２０．３９０　 Ｐ＜０．０１　 ５　 ０．０９１±０．０７０　 ７
Ｄ／Ｅ　 ０．８１９±０．２２０　 １３．９１７　 Ｐ＜０．０１　 ３　 ０．０９５±０．０８０　 ６

　 注：ａ为类群间的功能分歧系数与标准误，ｂ为满足后验概率Ｑｋ≥０．９５的氨基酸位点个数。

３　讨论

基因重复在植物进化过程中扮演着十分重要的

角色［１４］。正如孙红正等所综述的那样，尽管不同的
重复基因进化模型被提出，但每一种模型都不可能很
好地解释所有重复基因的进化模式［１５－１７］。无论重复
基因采用哪一种进化模型，最终人们关注的是基因的
进化命运，即选择压力和功能分歧。显然，本研究对
象ＤＨＤＰＳ基因在进化过程中经历了重复扩增，尤其
是在突变体植物中。因此，考察植物ＤＨＤＰＳ基因的
选择压力和功能分歧成为本研究的重点内容。

ＤＨＤＰＳ基因的功能歧化分析揭示了不同类群之间
具有较高的Ⅰ型功能分歧系数，这充分说明植物

ＤＨＤＰＳ基因不同类群之间已经经历了Ⅰ型功能分
化。进化树显示，除了大豆ＤＨＤＰＳ同源基因对属于

２个不同类群外，其他植物ＤＨＤＰＳ同源基因对均被
划入同一类群，并位于进化树末端的同一分支，因此，
推测植物ＤＨＤＰＳ基因功能分化主要原因是物种分
化引起的，但大豆的两类基因之间的功能分化则是由
基因重复后适应性进化引起的。同一类群内正选择
压力分析表明，虽然 Ｍ８模型在植物ＤＨＤＰＳ基因中
检测到正选择位点，但是没有达到显著水平，故而该
基因主要受制于纯净选择作用，具有较高的保守性。
虽然本研究结论需要试验证据的支持，但它为植物

ＤＨＤＰＳ基因功能研究提供了线索。
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