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摘要: 甘油 － 3 － 磷酸酰基转移酶( GPAT) 基因和超氧化物歧化酶( SOD) 基因是与植物抗寒和抗逆密切相关的

2 个基因。为了研究柑橘类植物之间以及和其它植物之间上述两基因的分子进化的异同，已经获得的数种柑

橘类植物的 GPAT 基因、SOD 基因氨基酸序列和通过检索 GenBank 数据库获得的相关序列为试验数据，使用

PAUP4． 0 软件，通过最大简约法，分别构建 GPAT 基因、Fe /Mn － SOD 基因、Cu /Zn － SOD 基因和总 SOD 基因的

分子系统进化树。GPAT 基因分子系统进化树分析结果表明，GPAT 基因在单子叶和双子叶植物中的进化差异

不大，在柑橘类植物中的进化差异较大; Fe /Mn － SOD 基因分子系统进化树分析结果表明，该基因分子进化与

植物自身的抗逆能力有密切关系; Cu /Zn － SOD 基因分子系统进化树分析结果表明，该基因在进化上是相当保

守的。总 SOD 基因分子系统进化树分析结果表明，SOD 基因的进化和聚类并不是以植物的科属是否相同或相

近为依据的，而是以该基因所结合的金属离子的不同来分类的; Cu /Zn － SOD 基因和 Fe /Mn － SOD 基因来源于

不同的祖先基因，前者较后者保守。
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Abstract: GPAT and SOD are very important genes closely related with cold resistance and stress resist-
ance of plants． In order to study the similarities and differences of GPAT and SOD genes，molecular evolution，

the systemic evolution trees of GAPT gene and Fe /Mn － SOD and Cu /Zn － SOD and total SOD gene were es-
tablished by using the software of PAUP4． 0 and the method of MP in GPAT and SOD genes，amino acids se-
quences of several citrus and other plants in database of GenBank． The analysis of GPAT gene’s systemic evo-
lution tree showed that the molecular evolution difference in monocotyledons and dicotyledons was not so large
but the difference was relatively large in citrus plants． The analysis of Fe /Mn － SOD gene’s systemic evolution
tree showed that this gene’s molecular evolution had close connection with stress resistance of the plant itself．
The analysis of Cu /Zn － SOD gene’s systemic evolution tree showed that the gene’s evolution was very
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conservative． The analysis of total SOD gene’s systemic evolution tree showed that the foundation of the evolu-
tion and clustering in SOD gene was not plants，family and genus but the metallicions of SOD gene． Cu /Zn －
SOD gene and Fe /Mn － SOD gene rooted in distinct ancestral gene and the former was more conservative than
the latter．

Key words: citrus; GPAT; SOD; molecular evolution analysis

生物进化本质是遗传物质的进化。对绝大多数真核而言，核基因组是遗传物质的主要载体，不但包

含了生物体生长、发育、繁殖和适应生境所需的各种信息和指令，而且能够通过有性繁殖和无性繁殖把

这些信息和指令传递给后代，氨基酸正是基因组中的功能基因根据三联体密码子编码原则翻译而成，以

执行具体的生理生化功能。从进化的角度看，基因组不仅记录了生物进化中的各个历史事件，而且是各

类生物进一步演化的基础和起点。功能基因的上述变化使得生物学性状的产生和变化成为可能，也导

致了基因的拷贝数目在种间和种内不同个体间产生差异［1 － 3］，最终导致了所编码氨基酸的差异。因此，

在分子层面上，特别是从蛋白质方面比较同科属植物、近缘种或不同科属植物在基因分子进化上的差

异，不仅有助于全面理解遗传、变异和进化的本质，而且能够为阐明植物物种形成和物种多样性产生的

机制奠定基础。
甘油 － 3 － 磷酸酰基转移酶( Glycerol － 3 － phosphate acyltransferase，GPAT，EC2． 3． 1． 15) 基因是植物

生物膜中磷酯酰甘油生物合成过程中的第一个酰基酯化酶基因，与植物抗寒性密切相关。目前，国内外

学者已经先后从拟南芥［4］、甜椒［5］、红花［6］、水稻［7］等植物中克隆了该基因的 cDNA 全长序列或片段序

列。在柑橘类植物中，则从温州蜜柑［8］中获得了 cDNA 全长序列，从新干特早柚［9］、柠檬、飞龙枳、兴国

甜橙、莽山野橘［10］中获得了 cDNA 片段序列。
超氧化物歧化酶( Superoxide dismutase，EC1． 15． 1． 1，SOD) 基因生物体防御氧毒性的关键性屏障基

因，对生物体抗衰老、抗逆境起着至关重要的作用。根据 SOD 结合的金属离子的不同，可分为 Fe －
SOD、Mn － SOD 和 Cu /Zn － SOD 3 种类型。目前，国内外学者已经先后从白杨［11］、甘薯［12］、木薯［13］、桃
等［14］等作物中克隆出该基因的 cDNA 全长序列或片段序列。在柑橘类植物中，则从甜橙和柠檬中获得

了 cDNA 全长序列，从飞龙枳、琯溪蜜柚、岭南沙田柚、新干特早柚等 6 种柑橘类植物中获得了 cDNA 片

段序列［15］。
为了研究柑橘类植物的 GPAT 基因及 SOD 基因和其它植物的 GPAT 基因及 SOD 基因之间的分子

进化关系以及 3 种不同类型 SOD 基因的分子进化关系，本研究以本文作者已经克隆所得的数种柑橘类

植物 GPAT 基因和 SOD 基因所编码的氨基酸序列以及从 GenBank 数据库中检索出的其他植物 GPAT
基因和 SOD 基因的氨基酸序列为研究对象，运用生物信息学技术，比较分析它们之间的差异，构建上述

2 种基因的系统进化树，为深入理解不同科属植物以及同科属植物近缘种在基因层面上的异同、探讨基

因进化和生物多样性形成的机制等提供新思路。

1 材料与方法

1． 1 供试材料

1． 1． 1 GPAT 基因氨基酸序列的获得与整理 登录美国国立生物信息中心网站( www． ncbi． nlm． nih．
gov) ，用 BLAST 的方法在 GenBank 中搜寻了水稻、玉米、菠菜、红花、辣椒、芥菜、温州蜜柑等植物 GPAT
基因的氨基酸序列，结合本文作者已经克隆所得的 5 种柑橘类植物 GPAT 基因的氨基酸序列，组成分析

GPAT 基因分子进化所用的序列( 表 1) 。
1． 1． 2 SOD 基因氨基酸序列的获得与整理 登录美国国立生物信息中心网站( www． ncbi． nlm． nih．
gov) ，用 BLAST 的方法在 GenBank 中搜寻了海带、小麦、油橄榄、烟草、山茶、水稻、柠檬等植物 SOD 基

因的氨基酸序列，结合本文作者已经克隆所得的 5 种柑橘类植物 SOD 基因的氨基酸序列，并适当选取

相对古老的褐藻海带和海洋软体动物海参组成分析 SOD 基因分子进化所用的序列( 表 2) 。
1． 2 方法

序列比对和基因分子进化树的构建: 利用 CLUSTALX1． 83 软件，先对上述 2 个表格中的氨基酸序列
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表 1 GPAT 基因进化分析所用到的序列

Tab． 1 GPAT amino acids used in the molecular evolution analysis

序号

No．
氨基酸序列登录号

Amino acid accession numbers in GenBank
物种名称

Species

1 CAB45298 稻

2 AAS89974 玉米

3 Q43869 菠菜

4 Q43822 菜豆

5 Q42713 红花

6 Q39639 黄瓜

7 P10349 葫芦

8 CAD19318 芥菜

9 CAB75874 非洲油棕榈

10 AAQ63646 番茄

11 AAP79443 辣椒

12 BAB79529 温州蜜柑

13 AAK15854 芍药

14 AAD05164 蚕豆

15 ABA82122 莽山野橘

16 ABA82134 新干特早柚

17 ABA82123 柠檬

18 ABA82126 飞龙枳

19 ABA82124 兴国甜橙

20 CAA41769 豌豆

进行多重比对，生成原始的矩阵，

然后用 DAMBE 软件转换原始矩

阵的文件格式，生成相应的氨基

酸序列矩阵。在基因分子进化分

析中，采用 PAUP4． 0 软件，通过

最大简约法( Maximum － Parsimo-
ny，简 称 MP ) ，经 过 自 展 法

( Bootsrap) 1 000 次重复验证，以

保证树拓扑结构的可靠性，构建

基因分子进化树。

2 结果与分析

2． 1 GPAT 基因分子进化

选取单子叶植物水稻和双子

叶植物红花分别作为树形图外部

分枝，通过 MP 法构 建 的 GPAT
基因分子系统进化树( 图 1 ) ，其

一致性指数达 0． 857，保持性指

数达 0． 713 5( 表 3) ，表明树形可

靠。对该进化树进行分析，结果

显示: 该系统进化树分为五大分

枝，水稻和红花各为一个分枝; 黄

瓜、芥菜等 4 种植物归为一个分

枝; 菜豆、蚕豆、柑橘类植物等 12
种植物合为一个分枝; 番茄、辣椒等合为一个分枝; 分子进化自展值为 86% ～ 100%，在同科植物中的差

异更小，如在茄科植物番茄和辣椒间的自展值达 100% ; 在豆科植物菜豆、蚕豆和豌豆间的自展值达
99% ; 在芸香科植物飞龙枳、兴国甜橙、新干特早柚、温州蜜柑、柠檬和莽山野橘间的自展值为 86%。

( 图中数字为自展值)

图 1 MP 法构建的 GPAT 基因系统进化树

Fig． 1 MP phylogenetic tree of GPAT gene

( 图中数字为自展值)

图 2 MP 法构建的 Cu /Zn － SOD 基因系统进化树

Fig． 2 MP phylogenetic tree of Cu /Zn － SOD gene
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表 2 SOD 基因进化分析所用到的序列

Tab． 2 SOD amino acids used in the molecular evolution analysis

序号

No．
氨基酸序列登录号

Amino acid accession numbers in GenBank
物种名称

Species

1 AAQ22734 海带

2 CAA45416 海参

3 AAC62115 小麦

4 AAL24044 洋橄榄

5 CAC19487 桃

6 AAC35356 樟树

7 BAC75399 烟草

8 AAT68778 山茶

9 CAA03881 甜橙

10 AAQ14591 柠檬 2
11 CAH06454 向日葵

12 P09678 甘蓝

13 AAZ20281 落花生

14 CAA73929 番木瓜

15 P28759 大豆

16 AAR05657 豌豆

17 CAH69704 玉米

18 XP550626 水稻

19 AAB88870 辣椒

20 AAS48178 葫芦

21 ABA82128 飞龙枳

22 ABA82129 琯溪蜜柚

23 ABA82130 岭南沙田柚

24 ABA82132 柠檬 1
25 ABA82131 马家柚

26 ABA82133 新干特早柚

表 3 GPAT 基因系统进化树指标

Tab． 3 Index of GPAT gene’s phylogentic tree

长度 Length 一致性指数 CI 保持性指数 RI

1 409 0． 857 0． 713 5

表 4 Cu /Zn － SOD 基因系统进化树指标

Tab． 4 Index of Cu /Zn － SOD’s phylogentic tree

树长 Length 一致性指数 CI 保持性指数 RI

349 0． 813 754 0． 768 561

表 5 Fe / Mn － SOD 基因系统进化树指标

Tab． 5 Index of Mn /Fe － SOD’s phylogentic tree

树长 Length 一致性指数 CI 保持性指数 RI

533 0． 964 353 0． 941 358

2． 2 SOD 基因分子进化

选择微生物牙孢菌和芸香科

柑橘属植物甜橙分别作为树形图

外 部 分 枝，通 过 MP 法 构 建 的

Cu /Zn － SOD 基因分子系统进化树

( 图2) ，其一致性指数达 0． 813 754，

保持性指数达 0． 768 561( 表 4) ，

表明树形可靠度高。对该进化树

进行分析，结果表明: 该系统进化

树分为三大分枝，牙孢菌和甜橙

各为一个分枝; 其余 12 种植物合

为一个分枝。分子进化自展值在

81% ～100%，在单子叶植物玉米

和水稻间的自展值为 81% ; 在十

字花科植物甘蓝和芥菜间的自展

值为 99%。
选择海洋软体动物海参作为

树形图外部分枝，通过 MP 法构建

的 Fe /Mn － SOD 基因分子系统进

化树( 图3) ，其一致性指数为0． 964
353，保持性指数为 0． 941 358 ( 表

5) ，表明树形结果相当可靠。对

该进化树进行分析，结果显示: 该

系统进化树分为三大分枝，海参

单独为一个分枝; 小麦、辣椒和 6
种柑橘类植物合成一个分枝; 番

茄、豌豆、大豆、玉米、水稻等 5 种

植物合成一个分枝。基因分子进

化自展值为 80% ～ 100%，在豆

科植物豌豆和大豆间的自展值为

80% ; 在 6 种芸香科植物间的自

展值高达 100%。
把构建 Cu /Zn － SOD 基因和

Fe /Mn － SOD 基因分枝系统进化

树的材料合并，选择藻类生物海

带作 为 树 形 图 外 部 分 枝，通 过

MP 法构建的总 SOD 基因分子系

统进化树( 图 4) ，其一致性指数达

0． 884 615，保持性指数为 0． 894 628
( 表6) ，表明该进化树结果可信、
可靠。对该进化树进行分析，结

果显示: 该系统进化树分为四大

分枝，海带单独成一个分枝; 海

参、小麦、葫芦、山茶、樟树、洋橄榄、飞龙枳、琯溪蜜柚、柠檬、马家柚、岭南沙田柚、新干特早柚、辣椒和烟

草等 14 种生物合成一个分枝; 甜橙、柠檬 1、向日葵、甘蓝、落花生和番木瓜等 6 种植物归成一个分枝;
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表 6 总 SOD 基因系统进化树指标

Tab． 6 Index of totalphylogentic tree of SOD gene

树长 Length 一致性指数 CI 保持性指数 RI

884 0． 884 615 0． 894 628

玉米、大豆、豌豆和水稻合成一个

分枝。总 SOD 基因分子进化自

展值为 78% ～ 100%，在第 2 个

分枝中，6 种柑橘类植物的自展

值为 100%。

( 图中数字为自展值)

图 3 MP 法构建的 Fe /Mn － SOD 基因系统进化树

Fig． 3 MP phylogenetic tree of Fe /Mn － SOD gene

( 图中数字为自展值)

图 4 MP 法构建的总 SOD 基因系统进化树

Fig． 4 MP phylogenetic tree of total SOD gene

3 讨 论

3． 1 GPAT 基因分子进化

通过对系统进化树的分析，发现 GPAT 基因在单子叶和双子叶植物中的进化差异不大，在有的同科

植物中的差异很小，如在茄科植物番茄和辣椒间的自展值达 100%。但是，GPAT 基因在柑橘类植物中

的进化差异较大，本研究结果显示: 6 种柑橘类植物中的自展值仅为 86%，说明该基因在芸香科中的进

化差异较大。一般认为，近缘种在遗传物质上应该说是非常相似的［16］，因此 GPAT 基因在近缘种之间

的差别应该不会太大。但是通过研究我们发现事实并非想象的如此简单，基因的重复、置换或缺失在进

化过程中实际上是频繁发生的，直接导致了所编码的氨基酸产生差异［17］，并且 6 种柑橘类植物分属芸

香科的枳属和柑橘属，其生长环境差别较大。所以，我们推测近缘种植物 GPAT 基因间的差异不仅与生

长环境和自身的抗寒性有着密切的联系，并且可能存在多基因家族。如刘继梅等［18］在不同抗寒性水稻

GPAT 基因差异时发现: 抗寒性相差越大的品种其核苷酸序列差异越大; Bertrams 和 Heinz［19］在不同产

地的豌豆叶绿体中发现了 2 种不同分子量和等电点的 GPAT 基因同源异构体; Frentzen 等［20］在南瓜叶

绿体中发现了 3 种不同的 GPAT 蛋白，它们在氨基酸的 N 端有明显的差异。
3． 2 SOD 基因分子进化

SOD 基因根据结合的金属离子不同，分为 Fe － SOD 基因、Mn － SOD 基因和 Cu /Zn － SOD 基因［21］。
由于众多研究成果表明: Fe － SOD 基因和 Mn － SOD 基因同源性很高［22］。因此，我们以这 2 种 SOD 基

因的物种为试验材料，构建 Fe /Mn － SOD 基因分子系统进化树; 以 Cu /Zn － SOD 基因的物种构建 Cu /Zn
－ SOD 基因分子系统进化树，并综合上述树形图试验材料，构建总 SOD 基因分子系统进化树。

在 Fe /Mn － SOD 基因分子系统进化树中，飞龙枳和其余 5 种柑橘类植物没有聚合在一起，说明 Fe /
Mn － SOD 基因的分子进化与植物自身的抗逆能力有密切关系。张博润等［23］研究认为，不同抗性植物

体内 Fe /Mn － SOD 基因在蛋白质一级结构、空间结构、分子量、光谱性质等方面有较大差异。
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在 Cu /Zn － SOD 基因分子系统进化树中，欧洲赤松作为树形图中仅有的裸子植物并没有单独成为

一个分枝，而是与双子叶被子植物番茄和西瓜聚合成一个分枝，表明 Cu /Zn － SOD 基因在进化上是相当

保守的。Feng 等［24］根据 Cu /Zn － SOD 基因序列，绘制了系统进化树，结果显示从原始细菌到高等动植

物，其 Cu /Zn － SOD 基因的氨基酸序列都很保守。
在总 SOD 基因分子系统进化树中，属于 Cu /Zn － SOD 类型的甜橙和柠檬没有和属于 Fe /Mn － SOD

类型的飞龙枳、琯溪蜜柚等柑橘类植物聚合在一起，而是属于 2 个不同的大分枝，说明 SOD 基因进化并

不是以科属分类，而是依据 SOD 基因结合的金属离子不同来分类的。陈惠芳等［25］认为 Fe － SOD 基因

和 Mn － SOD 的基因来源于共同的祖先基因，两者基因的核苷酸和氨基酸都具有很高的相似性，两者存

在共同的保守序列，这与 Cu/Zn － SOD 基因与 Fe /Mn － SOD 基因来源于不同的祖先基因的结论是相符的。
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