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微藻中二酰基甘油酰基转移酶基因(DGAT)
结构及进化分析

杨　晓　梁成伟

青岛科技大学海洋科学与生物工程学院,青岛２６６０４２

摘要　从数据库中获取微藻及高等植物中的二酰基甘油酰基转移酶基因(DGAT),对４种酶通过基因和蛋

白质结构的比较及系统发育树的构建进行多样性和进化程度分析.为了进一步分析微藻中 DGAT 的进化过

程,对其进行正选择位点的检验,推测其在进化过程中受到的选择压力.结果显示:微藻中不同类型 DGAT的

基因结构及蛋白质结构差异较大,微藻与其他高等植物相比,同一种类型的 DGAT的蛋白质结构和基因结构也

有较大差别.同时发现微藻中DGAT 同其他高等植物中的DGAT 有不同的进化过程.选择压力分析结果显

示,微藻及高等植物的DGAT２和WS/DGAT 存在可信度较高的正选择位点,DGAT１和 DGAT３未发现正选

择位点.对微藻中DGAT 的进化研究有助于破译其在油脂积累中的作用,推动可再生能源的研究.
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　　能源是人类生存与发展的生物基础,传统的能

源有水、木材、石油、天然气和煤炭等[１].但是随着

经济迅速发展,石油、煤炭等过度消耗,能源面临枯

竭的危机,许多国家把研究的重点转移到可再生生

物能源的开发利用上,以此替代化石能源[２].微藻

是第３代生物能源的潜在资源,它们有着以自养方

式生产、不占用农业土地资源、可以在海水或废水中

培养等优点,与陆地高等植物相比,微藻光合能力

强,许多微藻脂质含量超过其干质量的５０％,因此,
被看作当今最具有开发前途的能源之一[３].小球藻

含油率 ８％ ~３２％,三角褐指藻含油率为２０％~
３０％,微拟球藻含油率３１％~６８％[４Ｇ６],莱茵衣藻也

是开发可再生柴油的重点研究对象.Xiao等[７]发

现NannochloropsisoceanicIMET１通过半连续培

养油脂含量高达自身干质量的６９％.Moheimani
等[８]通过跑道池长期半连续培养颗石藻(PleuroＧ
chrysis carterae) 后 测 得 生 物 质 产 率 为

０．１９g/(L􀅰d),含油率占３０％.Chiu等[９]通过柱

式反应器培养微拟球藻(NannochloropsisoceaniＧ
ca)同样得到较高的产油率.在微藻及高等植物的

TAG生物合成途径中,DGAT 是二脂酰甘油向三

脂酰甘油转换的关键酶,是植物油脂储存积累的关

键限速酶.一些研究已经证明植物中 DGAT 在控

制脂肪酸转变为甘油三酯的质量和数量上扮演着重

要的角色.微拟球藻高产油藻DGAT 基因转录本

的绝对丰度明显高于其他低产油微藻[１０].张晓

舟[１１]通过诱变使得莱茵衣藻突变菌株油脂含量显

著提高,实时荧光定量 PCR 结果显示突变菌株的

DGAT１、DGAT２、DGAT３基因转录水平极显著提

高.最近,在对欧洲油菜(Brassicanapus)DGAT１
的研究中证明抑制DGAT１基因的表达可以减少种

子中油含量并且抑制发芽率,还会导致严重的发育

异常[１２].此外,大豆(Glycinemax)中 DGAT２不

同程度的表达使种子油含量不同程度地增加[１３].
正反向基因研究结果揭示了在一些植物中DGAT
的突变将直接影响油含量.根据细胞、结构和亚细

胞定位可将DGAT分为４种不同的类型:DGAT１、

DGAT２、DGAT３(CytoDGAT)和 WS/DGAT.一

些高等植物中的DGAT１和 DGAT２已得到广泛的

研究.TurchettoＧZolet等[１４]通过系统发育树、基因

结构和表达分析揭示高等植物 DGAT 的多样性和

进化过程,发现DGAT１、DGAT２、DGAT３和WS/
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DGAT 是有很大差异的基因并在植物中有不同的

来源,它们在不同器官和组织中有不同的表达模式.

Fei等[１５]发现绿藻的DGAT３对低温和磷缺乏有着

显著的反应,并通过诱变研究DGAT３的启动子原

件.Wei等[１６]研究发现微拟球 藻 DGAT１ 中 的

NoDGAT１A可以通过过表达而促进 TAG的积累,
推动了微藻遗传工程的研究.

尽管DGAT被认为是油脂合成途径中重要的

限速酶,但是其在微藻中的研究还不是很广泛,本研

究选取几种具有代表性的高产油脂微藻,从微观的

角度,分析微藻中 DGAT 蛋白质结构、基因结构及

进化关系,并同高等植物的 DGAT 进行比较,旨在

为探明DGAT在微藻高产油脂方面的作用提供理

论依据.

1　材料与方法

以 TurchettoＧZolet等[１４]报道的来自玉米(Zea
mays,NP_００１２８８５５３．１)、麻风树(JatrophacurＧ
cas,NP_００１２９２９７３．１)、黏 红 酵 母 (Rhodotorula
glutinis,ABC４１５４６．１)及 拟 南 芥 (Arabidopsis

thaliana,AED９６３４６．２)中的 DGAT 为目标序列;
在 NCBI和Phytozome数据库中通过同源性搜索,
获得微拟球藻(Nannochloropsisoceanica)、莱茵衣

藻 (Chlamydomonasreinhardtii)、团 藻 (Volvox
carterif．nagariensis)、三角褐指藻(PhaeodactyＧ
lumtricornutum)及小球藻(Chlorellavariabilis)
这５种微藻和２７种高等植物的DGAT 编码区序列

和蛋白质序列,并得到相应的 DGAT 的基因组序

列,在微藻中未找到WS/DGAT 序列,同时原始单

细胞微藻如蓝藻中迄今为止未发现DGAT,故不纳

入研究范围.本研究中所用到的 DGAT 序列所属

的物种名、基因ID、序列号及蛋白质长度见表１.
1.1　序列比对和进化分析

微藻及高等植物中DGAT 的编码区序列和蛋

白质序列在分子进化遗传分析软件中通过 ClustＧ
alW 采 用 默 认 设 置 进 行 比 对 (MEGA version
７．０)[１７],多重比对需要在最后的分析中手动对齐,
采用 MEGA７．０软件中的最大似然法(maximum
likelihood,ML)进行蛋白质序列比对后进化模型的

构建.
表１　本研究中所用到的DGAT序列所属物种名、基因ID、序列号及蛋白质长度

Table１　Species,genename,accessionnumbersandproteinlengthofDGATsequencesretrievedinthisstudy
物种

Species
分类术语

Taxaterminologies
基因ID
GeneID

数据库

Database
序列号

Access
长度(aa)
Length

Chlorellavulgaris Cvu DGAT１ NCBI ALP１３８６５．１ ４６０
DGAT１ NCBI ALP１３８６３．１ ４６０

Chlorellavariabilis Cva DGAT１ NCBI XP_００５８４２８０９．１ ４４５
Solanumpennellii Spe DGAT１ NCBI XP_０１５０５９２８９．１ ５１６
Solanumlycopersicum Sly DGAT２ NCBI XP_０１０３１７０５８．１ ３０４

WS/DGAT Phytozome Solyc０１g０１１４３０．２．１ ５０６
Medicagotruncatula Mtr DGAT１ NCBI XP_００３５９５２３１．２ ５３９

DGAT２ NCBI XP_００３６１２４３６．１ ３２１
DGAT３ NCBI XP_００３６０９８９０．１ ３４１

WS/DGAT Phytozome Mtr_XP_００３５８８５２２．１ ４８３
Zeamays Zma DGAT１ NCBI NP_００１２８８５５３．１ ４９４
Perillafrutescens Pfr DGAT１ NCBI AAG２３６９６．１ ５３４
Xanthocerassorbifolium Xso DGAT１ NCBI AGO３２０４８．１ ５１８

DGAT２ NCBI AGO３２０４９．１ ３３３
Sesamumindicum Sin DGAT１ NCBI NP_００１２９１３３４．１ ５４３

DGAT２ NCBI XP_０１１０９８００９．１ ３３５
Oleaeuropaea Oeu DGAT１ NCBI AAS０１６０６．１ ５３２
Nicotianatabacum Nta DGAT１ NCBI NP_００１３１３０１４．１ ５３２

DGAT２ NCBI NP_００１３１２２１９．１ ３３２
Lotusjaponicus Lja DGAT１ NCBI AAW５１４５６．１ ５１１
Jatrophacurcas Jcu DGAT１ NCBI NP_００１２９２９７３．１ ３５２
Punicagranatum Pgr DGAT１ NCBI AFX７１９２４．１ ５４０
Volvoxcarteri Vca DGAT１ NCBI XP_００２９５７４１８．１ ４６４

DGAT２ NCBI XP_００２９４７２１５．１ ３２５
DGAT３ NCBI XP_００２９４６８０８．１ ３７０

Chlamydomonasreinhardt Cre DGAT１ NCBI XP_００１６９２５９３．１ ３８７
DGAT２ NCBI XP_００１６９４９０４．１ ３２４
DGAT２ NCBI XP_００１６９１４４７．１ ３４６
DGAT３ NCBI XP_００１６９１３４２．１ ３４６

１３
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续表１ContinuedTable１
物种

Species
分类术语

Taxaterminologies
基因ID
GeneID

数据库

Database
序列号

Access
长度(aa)
Length

Goniumpectorale Gpe DGAT１ NCBI KXZ５３６５１．１ ２７７
DGAT３ NCBI KXZ５４５０５．１ ３１４

Verniciafordii Vfo DGAT３ NCBI AGL８１３０９．１ ２７８
Ricinuscommunis Rco DGAT２ NCBI NP_００１３１０６１６．１ ３４０

WS/DGAT Phytozome Sco_２９７４２．m００１４２０ ５０６
Solanumtuberosum Stu DGAT２ NCBI XP_００６３６５０１５．１ ３３３
Nannochloropsisoceanica Noc DGAT２ NCBI AQT１９７０９．１ ３６３

DGAT２ NCBI EWM２３１８７．１ ３６０
Phaeodactylumtricornutu Ptr DGAT２ NCBI AFM３７３１４．１ ３２９

DGAT２ NCBI AFQ２３６５９．１ ３５９
Emilianiahuxleyi Ehu DGAT２ NCBI XP_００５７６０７０２．１ ３３４
Camelinasativa Csa DGAT３ NCBI AQM５２３７２．１ ２８５

WS/DGAT NCBI XP_０１９０９１４５０．１ ４６９
Rhodotorulaglutinis Rgl DGAT３ NCBI ABC４１５４６．１ ２２１
Glycinemax Gma DGAT３ NCBI XP_００３５４２４０３．１ ３２７

WS/DGAT Phytozome Glyma．０９G１９６４００．１ ４８０
Cicerarietinum Car DGAT３ NCBI XP_０１２５７３３４６．１ ３１５
Vignaangularis Van DGAT３ NCBI XP_０１７４２３０００．１ ３３０
Phaseolusvulgaris Pvu DGAT３ NCBI XP_００７１５４４８７．１ ３２８
Vitisvinifera Vvi DGAT３ NCBI XP_００２２６９５８２．１ ３６２
Arabidopsisthaliana Ath DGAT３ Phytozome AT１G４８３００．１ ２８５

WS/DGAT Phytozome AED９１８０７．１ ４８０
WS/DGAT Phytozome AED９２２８２．１ ４８８
WS/DGAT Phytozome AAU９００６６．１ ４８１
WS/DGAT Phytozome AAT６９１５６．１ ２０６
WS/DGAT Phytozome AEE３５２７５．１ ４７０

Raphanussativus Rsa WS/DGAT NCBI XP_０１８４７５４０６．１ ４８１
Noccaeacaerulescens Nca WS/DGAT NCBI JAU６５１５７．１ ４８３
Brassicanapus Bna WS/DGAT NCBI XP_０１３６７４５３１．１ ４７６
Brassicarapa Bra WS/DGAT NCBI XP_００９１３１２８２．１ ４７９
Manihotesculenta Mes WS/DGAT Phytozome Mes_OAY４９０１５．１ ５１５
Arabidopsislyrata Aly WS/DGAT Phytozome AL７G４５９００．t１ ５００

1.2　基因和蛋白质结构分析

对 DGAT１、DGAT２、DGAT３ 及 WS/DGAT
基因结构的比较,主要通过 GSDS２．０[１８]服务器分析

DGAT 编码区序列及对应基因组序列.除此之外,
还通过跨膜预测服务器 TMHMMＧ２．０和SMART[１９]

数据库对DGAT 蛋白质序列进行跨膜结构预测.
1.3　正选择位点检验

采用 PAML 软件包估算微藻及高等植物的

DGAT 在进化中受到的选择压力[２０].在蛋白质水

平上,可以用dN 和dS 的比值ω 来表示选择压力,
进而判断自然选择对同义突变的固定是起推动作用

还是阻碍作用[２１].如果ω＝１即同义替换率与非同

义替换率相等,则被认为是中性进化.如果ω＜１,
即dN＜dS,则代表净化选择;与之相反,若ω＞１,
即dN＞dS,代表正选择.ω＞１的显著性可被当作

蛋白质发生适应性进化的证据[２２].采用位点模型、
分支模型进行分析.

１)位点特异性模型.通过位点模型(sitemodＧ
el)研究位点特异性选择情况,采用以下６个最大似

然模型:M０(单一ω)、M１a(近中性)、M２a(正选择)、

M３(离散)、M７(β)和 M８(β&ω)[２３].

２)分支特异性模型.在 DGAT１、DGAT２及

DGAT３的树文件中单独标出藻类分支依次为a、b、

c.通过分支位点模型研究藻类与高等植物选择压

力的不同,由于未找到微藻的WS/DGAT 序列,故
在此对其不作分析.设置 model＝０,Nsite＝０与

M０模型进行比较,并通过 LRTs是否显著判断可

信度[１８],后 验 概 率 通 过 PAML 中 贝 叶 斯 检 验

(BEB)计算得到[２４].

2　结果与分析

2.1　序列比对和进化分析

为研究微藻中４种 DGAT 类型的系统发育关

系,分析微藻与其他高等植物 DGAT 的进化关系,
通过 NCBI及 Phytozome数据库以 TurchettoＧZoＧ
let等[１４]报道的部分序列作为目标序列进行同源性

搜索,获得了５种微藻及２７种高等植物的 DGAT
序列,通过 ML法构建系统发育树,结果如图１所

２３
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示.从树的拓扑结构可以看出４种 DGAT 基本单

独成支,且在 DGAT１、DGAT２及 DGAT３分支中

均观察到藻类属于单独的分支.值得注意的是,小
球藻的 DGAT１ 单独成支,与玉米、蒺藜状苜蓿

(Medicagotruncatula)等其他高等植物的 DGAT１
有共同的起源,相较于其他高等植物 DGAT１,团藻

与莱茵衣藻的DGAT１与其自身 DGAT２亲缘关系

更近,与其他微藻及高等植物DGAT１有共同起源.
三角褐指藻、微拟球藻、团藻及莱茵衣藻的 DGAT２
有明显的独立分支,这与 TurchettoＧZolet[１４]等观察

到的结果相符.莱茵衣藻和小球藻的 DGAT３也有

单独的分支,与拟南芥、大豆等高等植物有共同的起

源,结果与 DGAT２相似.WS/DGAT 序列,不仅

与DGAT１序列关系相近,且有共同的起源.通过

分析系统发育树可知,不仅微藻与其他高等植物的

DGAT１进化路线不同,不同微藻中的 DGAT１进

化路线也不同.此外,DGAT３在 DGAT１、DGAT２
及 WS/DGAT进化之前就已经存在了,提示我们微

藻及高等植物的 DGAT在进化过程中可能首先进

化出了DGAT３,随着时间推移再相继进化出 WS/

DGAT、DGAT１及DGAT２.系统发育树所表现出

来的微藻单独成支,说明在漫长的进化过程中,微藻

可能由于环境等因素形成独立进化路线,因此,微藻

中DGAT的生物功能与高等植物中 DGAT的功能

可能存在差别.
2.2　基因和蛋白质结构分析

１)蛋白质跨膜域分析.从 NCBI及 PhytoＧ
zome数据库中得到５种微藻和２７种高等植物的蛋

白质序列,通过跨膜预测服务器 TMHMMＧ２．０和

SMART数据库来分析其蛋白质结构,结果如图２
所示.可以看出不同 DGAT 类型有明显的结构模

式的区分.其中,大部分高等植物的 DGAT１都有

８~９个跨膜域,而团藻和莱茵衣藻的 DGAT１跨膜

域只有５个和３个,系统发育分析中团藻和莱茵衣

藻的 DGAT１与 DGAT２亲缘关系较近,而大多数

植物的DGAT２的跨膜域数量在１~４个,与系统发

育树结果一致.三角褐指藻的 DGAT２有２~４个

跨膜域,莱茵衣藻有２~３个跨膜域,微拟球藻及团

藻的DGAT２的跨膜域数量分别为１个和２个,与
其他高等植物跨膜域数量相差不大,系统发育树提

示的这４种微藻与其他高等植物进化路线不同这一

点没有从跨膜域数量上体现出来.微藻及高等植物

的DGAT３均未检测到跨膜域.有趣的是,一些与

拟南芥同源的 WS/DGAT 蛋白质序列有２到３个

跨膜区,其他则没有.微藻中DGAT跨膜域的分析

结果与系统发育树得到的结果基本一致,显示出微

藻与其他高等植物相比经历了不同的进化过程,而

４种DGAT类型也经历了不同的进化过程.

２)基因结构分析.将从NCBI及Phytozome数

据库中得到的４种DGAT 类型的编码区序列及对

应的基因组序列,通过 GSDS服务器分析微藻及其

他高等植物DGAT 的基因结构,结果如图３所示,
分析可知不同 DGAT 的基因结构有明显的区别.
微藻及高等植物的DGAT１的内含子较多,数量在

７~１５个,其中变异型小球藻、团藻及莱茵衣藻的内

含子为７~８个,明显低于其他高等植物,这也与我

们通过系统发育树所得到的微藻有独立分支的结果

相符.团藻的DGAT２有６个内含子,莱茵衣藻２
个不同种的 DGAT２分别有８个和１２个内含子,
大多数高等植物的内含子为８个.提示我们不仅微

藻的内含子与其他高等植物不同,同一种微藻的

DGAT 也有不同的内含子数量.本研究中除了团

藻含有３个内含子,大多物种的DGAT３基因含有

１个内含子,表明在植物进化过程中内含子发生了

获得/缺失事件.大多数物种的WS/DGAT 基因有

６个内含子.４种DGAT 中微藻与其他高等植物内

含子差异较大,提示我们在进化过程中微藻及高等

植物发生了不同程度的分化.内含子的缺失和获得

是DGAT 基因进化的模式,通过分析４种 DGAT
的内含子数量似乎进一步验证了系统发育树得出的

结果,随着微藻及高等植物分化的进行,先分化出的

DGAT３ 内 含 子 数 量 最 少,WS/DGAT 其 次,

DGAT１和DGAT２数量差距不大.
2.3　正选择位点检验

１)位点特异模型.通过PAML软件包,采用

M０(单一ω)、M１a(近中性)、M２a(正选择)、M３(离
散)、M７(β)、及 M８(β &ω)６个模型分析的结果如

表２ 所示.４ 种 DGAT 类型中只 有 DGAT２ 和

WS/DGAT 的 M８模型中发现ω＞１的正选择位

点,大部分位点在进化过程中受到负选择作用.其

中,DGAT２中 M８模型的４M 及５A检测到可能存

在正选择位点,经过LRT检验对 M８与 M７进行比

３３
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　a,b,c分别为微藻在 DGAT１、DGAT２及 DGAT３的分支.a,b,carethebranchesofDGAT１,DGAT２,andDGAT３ofmicroalgae,

respectively．

图１　植物中DGAT１、DGAT２、DGAT３及 WS/DGAT蛋白质序列的进化树

Fig．１　PhylogeneticrelationshipamongplantDGAT１,DGAT２,DGAT３,WS/DGATproteinsequence

４３
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图２　植物中DGAT１、DGAT２、DGAT３及 WS/DGAT跨膜域的预测

Fig．２　PredictedtransmembrancedomainforDGAT１,DGAT２,DGAT３andWS/DGATfromplants
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图３　植物中DGAT１、DGAT２、DGAT３、WS/DGAT基因结构的分析

Fig．３　TheanalysisofgenestructureinDGAT１,DGAT２,DGAT３,WS/DGATfromplants

较发现前者显著优于后者,故结果具有一定的可信

度.同样,在WS/DGAT 中的 M８模型中,可能存

在５个正选择位点,经过 M８与 M７的比较得到的结

果具 有 显 著 性,同 样 具 有 较 高 的 可 信 度.综 合

DGAT１、DGAT２、DGAT３及WS/DGAT 来看,负
选择对DGAT 基因的进化起到了重要的作用.

２)分支特异模型.在系统发育树(图１)中单独

标注微藻分支依次为a、b、c,由于未找到微藻的

WS/DGAT 序列,故不对其进行分支特异模型的分

析.根据分支特异模型,设置 model＝０,Nsite＝
０与 M０模型进行比较,并通过LRTs显著性判断结

果的可信度,结果如表３所示,微藻分支用方框单独

标注.
由于分支模型中参数较多,所以有可能会导致

ω 值不精确.然而,该模型的优势在于,缺少序列信

息时,估测ω 值时不会受到影响.分支特异模型对

６３
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微藻中３种 DGAT 类型的参数估计如表３所示,

DGAT１中微藻分支ω＝０．０８６２６,而其他高等植物

分支ω＝０．２７７０４,M０模型总体的ω＝０．０８７０２.

DGAT２中微藻分支和高等植物分支 ω 分 别 为

０．００５２２和 ０．１６５５０,M０ 模 型 ω ＝０．１６３４９.

DGAT３中微藻分支ω＝０．０１１５７,高等植物分支

ω＝０．２４５４０,medel＝０时ω＝０．２３８０４.藻类分支

与高等植物分支有不同的ω 值,且ω＜１,提示我们

藻类与其他高等植物有不同的进化过程.通过分析

进化过程中的选择压力,微藻与其他高等植物有不

同的选择压力,但又差别不大,可以以此来进一步分

析DGAT 在微藻中的生物功能.

3　讨　论

本研究通过NCBI和Phytozome数据库同源性

搜索获得微藻中的３种DGAT类型,未发现微藻的

WS/DGAT 序列,采用最大似然性算法对微藻及高

等植物的DGAT构建进化树,得到分支较为明显的

表２　位点特异模型对４种DGAT基因的参数估计

Table２　ParameterestimatesforthefourDGATsgenesundersiteＧspecificmodel

基因类型

Type

模型

Model
lnL

参数估计值

Estimatesofparameters

P 值

Pvalue

正向选择位点

Positivesites

DGAT１

M３ －１１５４５．７７９７１０
P０＝０．２８０８３ P１＝０．６０３９２ P２＝０．１１５２６ []
ω０＝０．０４１５０ ω１＝０．１７８６９ ω２＝０．５１２９５

M０ －１１７００．０４０９００ Notallowed
M２a －１１６５０．１７７６７０ P０＝０．９０６０９ P１＝０．００３６３ P２＝０．０９０２８ []

ω０＝０．１４８３５ ω１＝１．０００００ ω２＝１．０００００
M１a －１１６５０．１７７６７０ P０＝０．９０６０９ P１＝０．０９３９１ Notallowed

ω０＝０．１４８３５ ω１＝１．０００００
M８ －１１５４８．４３５２９０ P０＝０．９９３２１ P＝１．１４３１５ q＝５．２６３９７ ４M∗∗ ,５A∗∗

(P１＝０．００６７９) ω＝３．２７８９０
M７ －１１５５２．９５４３００ P＝１．１１３４３ q＝４．８７２２９ ０．００２６４５ Notallowed

DGAT２

M３ －３７９５．０９９４９６ P０＝０．３３８２２ P１＝０．５３９４７ P２＝０．１２２３０ []
ω０＝０．０４３５８ ω１＝０．３４６８２ ω２＝０．７３５１３

M０ －３８５４．７７４４５９ ω０＝０．２３８０４ Notallowed
M２a －３８２２．９９０５５４ P０＝０．５３７８７ P１＝０．０４５８４ P２＝０．４１６２９ []

ω０＝０．１３９９６ ω１＝１．０００００ ω２＝１．０００００
M１a －３８２２．９９０５５４ P０＝０．５３７８７ P１＝０．４６２１３ Notallowed

ω０＝０．１３９９６ ω１＝１．０００００
M８ －３７９６．４３５１９９ P０＝０．９９９９９ P＝０．６９６９４ q＝１．５８３０４

(P１＝０．００００１)ω＝１９．６４８６３
M７ －３７９６．４３４０７ P＝０．６９６９４ q＝１．５８３０４ Notallowed

DGAT３

M３ －３７９５．０９９４９６ P０＝０．３３８２２ P１＝０．５３９４７ P２＝０．１２２３０ []
ω０＝０．０４３５８ ω１＝０．３４６８２ ω２＝０．７３５１３

M０ －３８５４．７７４４５９ ω０＝０．２３８０４ Notallowed
M２a －３８２２．９９０５５４ P０＝０．５３７８７ P１＝０．０４５８４ P２＝０．４１６２９ []

ω０＝０．１３９９６ ω１＝１．０００００ ω２＝１．０００００
M１a －３８２２．９９０５５４ P０＝０．５３７８７ P１＝０．４６２１３ Notallowed

ω０＝０．１３９９６ ω１＝１．０００００
M８ －３７９６．４３５１９９ P０＝０．９９９９９ P＝０．６９６９４ q＝１．５８３０４

(P１＝０．００００１)ω＝１９．６４８６３
M７ －３７９６．４３４０７０ P＝０．６９６９４ q＝１．５８３０４ Notallowed

WS/DGAT

M３ －１３４５８．５８２２７９ P０＝０．５２４７８ P１＝０．４７５２２ P２＝０．０００００ []
ω０＝０．０９７７５ ω１＝０．４２４６０ ω２＝７１．０５７０４

M０ －１３６１９．２０３９７７ ω０＝０．２２８３２ Notallowed
M２a －１３５１０．０１７４１９ P０＝０．８２２０８ P１＝０．１６１１５ P２＝０．０１６７７ []

ω０＝０．１８８８９ ω１＝１．０００００ ω２＝１．０００００
M１a －１３５１０．０１７４１９ P０＝０．８２２０８ P１＝０．１７７９２ Notallowed

ω０＝０．１８８８９ ω１＝１．０００００

M８ －１３４４３．１３３３３１ P０＝０．９５１７４ P＝１．０７７０７ q＝３．４４０９２

２E∗∗ ,１６６E∗∗ ,

１９７S∗∗ ,２６４T∗∗ ,

４１５A∗∗
(P１＝０．０４８２６) ω＝１．０００００ ０．００８３７４

M７ －１３４４６．６０９１９８ P＝０．９３２７０ q＝２．５１７８７ Notallowed

　注:在９５％和９９％后验概率下推测出的正选择位点分别用∗和∗∗标出.Note:Thepositivelyselectedsiteswerein∗ and∗∗under

９５％and９９％ posteriorprobabilityvalues,respectively．

７３



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３７卷　

表３　分支特异模型对４种DGAT类型的参数估计

Table３　ParameterestimatesfortheDGATgenesunderbranchＧspecificmodel

类型

Type
模型

Model
lnL

参数估计值

Estimatesofparameters
P 值

Pvalue

DGAT１
Model２ －７４３３．８００７５６ ω１＝０．０８６２６ ω２＝０．２７７０４

０．３９２５５９２４２
Model０ －７４３４．１６６２５６ ω＝０．０８７０２

DGAT２
Model２ －１１６９８．０４４０７０ ω１＝０．１６５５０ ω２＝０．００５２２

０．０４５６７２０８１
Model０ －１１７００．０４０９００ ω＝０．１６３４９

DGAT３
Model２ －３８５２．０４０８１８ ω１＝０．２４５４０

ω２＝０．０１１５７ ０．０１９３７５７３６
Model０ －３８５４．７７４４５９ ω＝０．２３８０４

　注:黑框内为微藻分支数据.Note:Themicroalgaebranchdatamarkedbyblackbox．

拓扑结构.小球藻的 DGAT１单独成支,与其他高

等植物的 DGAT１有共同起源,与 Turchetto－ZoＧ
let 等[１４] 研 究 结 果 一 致. 团 藻 及 莱 茵 衣 藻 的

DGAT１与 DGAT２亲缘关系较近.团藻、莱茵衣

藻、微拟球藻及三角褐指藻的 DGAT２亲缘关系较

近且有独立的分支,与其他高等植物有共同起源,郝
敬云等[２５]通过构建系统发育树对莱茵衣藻 DGAT
蛋白进行鉴定和分析,莱茵衣藻 DGAT２与三角褐

指藻DGAT２亲缘关系非常近且与其他高等植物有

共同起源,与本研究结果一致.团藻和莱茵衣藻的

DGAT３同样观察到独立分支,提示我们微藻与高

等植物有独立的进化路线.
在微藻的 DGAT 的蛋白质结构分析中,除了

DGAT３中未发现跨膜域外,其他３种 DGAT的蛋

白质结构均呈现出与系统发育分析一致的结果,即
团藻、莱茵衣藻、微拟球藻、小球藻及三角褐指藻的

跨膜域数量与其他高等植物有较大差别.在基因结

构分析中,微藻中不同DGAT类型内含子数目有较

大差异,同时微藻与其他高等植物同一种 DGAT类

型中内含子数目也有一定差异.郭宁等[２６]在对棉

花与模式植物DGAT１基因的聚类与基因结构分析

中发现,莱茵衣藻的 DGAT１内含子数量与棉花等

高等植物内含子数量有较大差距.通过系统发育树

得知的最先分化出的 DGAT３的内含子数量最少,
随着分化的进行,内含子数量逐渐增多.

在利用不同模型分析 DGAT 不同位点及不同

分支的选择压力中,通过位点模型观察到 DGAT２
及WS/DGAT 均在 M８模型下发现较少的正选择

位点,且通过LRT检验发现结果可信度较高,提示

我们４种DGAT 类型在进化过程中受到较强的负选

择作用.通过分支模型发现藻类与其他高等植物的

ω值不同,说明微藻和高等植物有不同的进化过程.
通过环境选择等因素造就了微藻与其他高等植

物不同的DGAT 结构和进化,而DGAT 又是合成

三酰基甘油的最后一步,这为后续微藻产油脂基因

工程改造提供了理论依据,为陶高微藻油脂提供了

可能的策略.

参 考 文 献

[１]　翟映雪,梁成伟,张伟,等．微藻油脂的研究进展[J]．食品工业

科技,２０１４,３５(１７):３７０Ｇ３７４．
[２]　SHARMAKK,SCHUHMANNH,SCHENKPM,etal．High

lipidinductioninmicroalgaeforbiodieselproduction[J]．EngerＧ

gies,２０１２,５(５):１５３２Ｇ１５５３．
[３]　WLJFFELSR H,BARBOSA MJ．Anoutlookonmicroalgal

biofuels[J]．Science,２０１０,３２９(５９９３):７９６Ｇ７９９．
[４]　CHISTIY．Biodieselfrom microalgae[J]．BiotechnologyadＧ

vances,２００７,２５(３):２９４Ｇ３０６．
[５]　TRANN H,BARTLETTJR,KANNANGARAGSK,etal．

Catalyticupgradingofbiorefineryoilfrommicroalgae[J]．Fuel,

２０１０,８９(２):２６５Ｇ２７４．
[６]　BROWNAC,KNIGHTSBA,CONWAY E．Hydrocarboncontent

anditsrelationshiptophysiologicalstateingreenalgaeBotryococＧ
cusbraunii[J]．Phytochemistry,１９６９,８(３):５４３Ｇ５４７．

[７]　XIAOY,ZHANGJ,CUIJ,etal．MetabolicprofilesofNannoＧ
chloropsisoceanicIMET１undernitrogenＧdeficiencystress[J]．

BioresourceTechnol,２０１３,１３０:７３１Ｇ７３８．
[８]　MOHEIMANIN,RBOROWITZKA M A．ThelongＧtermculＧ

tureofthecoccolithophorePleurochrysiscarterae(HaptophyＧ

ta)inoutdoorracewayponds[J]．Journalofappliedphycology,

２００６,１８(６):７０３Ｇ７１２．
[９]　CHIUSY,KAOCY,TSAIMT,etal．Lipidaccumulationand

CO２utilizationofNannchloropsisoculatainresponsetoCO２

aeration[J]．Bioresourcetechnology,２００９,１００:８３３Ｇ８３８．
[１０]WANGDM,NINGK,LIJ,etal．NannochloropsisgenomesreＧ

vealevolutionofmicroalgaloleaginoustraits[J]．PLoSgenetＧ

ics,２０１４,１０(１):２Ｇ１３．
[１１]张晓舟．莱茵衣藻高产油脂藻株的诱变筛选及其油脂代谢关键

酶基因的转录分析[D]．青岛:中国海洋大学,２０１３．
[１２]LOCKYY,SNYDERCL,ZHU W,etal．AntisensesuppresＧ

sionoftype１diacylglycerolacyltransferaseadverselyaffects

plantdevelopmentinBrassicanapus[J]．PhysiolPlant,２００９,

１３７(１):６１Ｇ７１．
[１３]LARDIZABALK,EFFERTZR,LEVERINGC,etal．ExpresＧ

８３



　第６期 杨　晓 等:微藻中二酰基甘油酰基转移酶基因(DGAT)结构及进化分析 　

sionofUmbelopsisramannianaDGAT２Ainseedincreasesoil

insoybean[J]．PlantPhysiol,１４８(１):８９Ｇ９６．
[１４]TURCHETTOＧZOLETAC,MARASCHINFS,DEMORAIS

GL,etal．EvolutionaryviewofacylＧCoAdiacylglycerolacylＧ

transferase(DGAT),akeyenzymeinneutrallipidbiosyntheＧ

sis[J]．BioMedcentralacademicevolutionarybiology,２０１１,１１:

http://www．biomedcentral．com/１４７r２１４８/１１/２６３．
[１５]FEIX,LIP,LIX,etal．LowＧtemperatureＧandphosphatedefiＧ

ciencyＧresponsive elements control DGAT３ expression in

Chlamydomonasreinhardtii[J]．JournalofeukaryoticmicrobiＧ

ology,２０１７,１３:２１４Ｇ２３８．
[１６]WEIH,SHIY,MAX,etal．AtypeＧIdiacylglycerolacyltransＧ

ferase modulatestriacylglycerolbiosynthesisandfattyacid

compositionintheoleaginousmicroalga,NannochloropsisoceＧ
anica[J]．BiotechnolBiofuels,２０１７,５(１０):１７４Ｇ１８４．

[１７]KUMARS,STECHERG,TAMURA K．MolecularevolutionＧ

arygeneticsanalysis(MEGA)Version７．０forbiggerdatasets
[J]．Molecularbiologyandevolution,２０１６,３３(７):１８７０Ｇ１８７４．

[１８]HUB,JINJP,GUO A Y,etal．GSDS２．０:anupgradedgene

featurevisualizationserver[J]．Bioinformatics,２０１５,３１(８):

１２９６Ｇ１２９７．

[１９]LETUNICI,COPLEYRR,SCHMIDTS,etal．SMART４．０:

towardsgenomicdataintegration[J]．NucleicAcidsRes,２００４,

３２(１):１４２Ｇ１４４．
[２０]YANGZ．PAML:aprogrampackageforphylogeneticanalysis

bymaximumlikelihood[J]．ComputerapplicationsinthebioＧ

sciences,１９９７,１３:５５５Ｇ５５６．
[２１]陈洁,张丽君,王艇．蕨类植物rbcl基因正选择和负选择位点的

鉴定[J]．西北植物学报,２００９,２９(１２):２３９１Ｇ２４００．
[２２]YANGZ,BIELAWSKIJP．StatisticmethodfordetectingmoＧ

lecularadaptation[J]．Trendsecologyevolution,２０００,１５(１２):

４９６Ｇ５０３．
[２３]梁成伟,程江峰,苏忠亮,等．八氢番茄红素脱氢酶(PDS)基因分

子进化特征[J]．青岛科技大学学报(自然科学报),２００９,３０
(５):４０８Ｇ４１１．

[２４]李丽莎,李祥龙,周荣艳,等．酪氨酸相关蛋白酶１基因编码区

系统发育分析和正选择位点检测[J]中国畜牧兽医,２０１５,４２
(９):２４２７Ｇ２４３５．

[２５]郝敬云,周广航,邵雪梅,等．莱茵衣藻DGAT２基因家族的鉴定

与功能分析[J]．分子植物育种,２０１６,１４(９):２３４３Ｇ２３５２．
[２６]郭宁,胡利宗,解恒昌,等．棉花与模式植物DGAT１基因的鉴定

与比较分析[J]．广东农业科学,２０１５,１５:９８Ｇ１０４．

Structureandevolutionofdiacylglycerolacyltransferase
(DGAT)inmicroalgae

YANGXiao　LIANGChengwei

CollegeofMarineScienceandBiologicalEngineering,QingdaoUniversity
ofScienceandTechnology,Qingdao２６６０４２,China

Abstract　MicroalgaeisthethirdgenerationofpotentialbioＧenergyresources,andthepresenceof
greaseinmicroalgaeismainlytriacylglycerol．Diacylglycerolacyltransferase(DGAT)isakeyrateＧlimitＧ
ingenzymeinthecontrolofTAGsynthesis．DGATisdividedintoDGAT１,DGAT２,DGAT３andWS/
DGAT．TheDGATofmicroalgaeandhigherplantswasobtainedfromthedatabase．ThediversityandeＧ
volutionofthefourDGATtypesandgeneandproteinstructureswasanalyzedwithphylogeneticmethＧ
ods．InordertofurtheranalyzetheevolutionofDGATinmicroalgae,thepositiveselectionsiteswereseＧ
lectedtoestimatetheselectionpressureintheevolutionaryprocess．ResultshowedthatthegeneticstrucＧ
tureandproteinstructureofdifferentDGAT typesinmicroalgaeweredifferent．InthesameDGAT
type,thegenestructureandproteinstructureofmicroalgaewasdifferentfromthatofotherhigher
plants．Itwasfoundthatmicroalgaedidhavedifferentevolutionaryprocesseswithotherhigherplants．
TherewasapositiveselectionsitesofDGAT２andWS/DGAT．ThepositiveselectionsitesofDGAT１
andDGAT３werenotfound．ItwillhelpustodecipheritsfunctionalroleinplantsandpromotethereＧ
searchofrenewableenergy．

Keywords　microalgae;diacylglycerolacyltransferase;genestructure;positiveselectionsite;phyＧ
logeny
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