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摘要：研究哺乳动物谷胱甘肽过氧化物酶基因家族（!"#）的亲缘关系和进化选择压力性质。从 61KC 等网站获取哺
乳动物 !"#基因编码区核酸序列和 LMN蛋白氨基酸序列，并用 &OLP、1/-;<’/构建亲缘关系树，用 >53.’/M和 Q’(3:<M
分析信号肽和亚细胞定位信息；用 D :;<57’<,(和 MP&R分析其 !"#基因家族进化先后顺序和选择压力；用 A59:(3: 分
析 LMN 蛋白家族功能分歧。结果表明，LMN 蛋白家族进化中形成两个亚类，其一包括 LMN$ 和 LMN"，其二包括
LMN%、LMNE 和 LMNG；各 LMN蛋白成员均有高度保守的 LMN蛋白家族基序和高度保守的硒代半胱氨酸或半胱氨酸
残基，氨基端信号肽分析显示，LMN$ 蛋白为胞浆线粒体型，其余家族成员均为胞外分泌型；哺乳动物 !"#$ 基因进化
上受到严格的负选择作用，!"#基因家族成员保守区也受到负选择作用，但用枝位点模型却检出了正选择作用，LMN
蛋白家族内存在轻微的功能分歧。哺乳动物 LMN蛋白家族的进化上的负选择作用表明其在哺乳动物清除自由基抗
氧化方面的关键作用。
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! ! 动物细胞在氧化磷酸化产能代谢中产生了大量
高反应活性的超氧自由基和过氧化物，如不及时清

除会攻击细胞中膜结构、酶和 A6P，加重动脉粥样
硬化及诱发恶性肿瘤。机体清除自由基和过氧化物

的系统包括维生素 O、维生素 1、谷胱甘肽 L>U等非
酶还原性成分及超氧化物歧化酶（>BA）、过氧化氢
酶（1PQ）、谷胱甘肽过氧化物酶（LMN）等酶防御系
统，其中因部分家族成员含稀有的硒代半胱氨酸

（>:?）而著称的 LMN蛋白家族在清除细胞内生物膜
中的磷脂氢过氧化物和过氧化氢方面起主要作

用［$］。从人和小鼠体内分别鉴定出 V 个 LMN 蛋白
家族成员，其它哺乳动物中也陆续发现 LMN蛋白成
员的存在。依效应部位及氨基酸序列不同，LMN 蛋
白家族大致分为 I 类：胞浆型（?LMN）、胃肠型（35LF
MN）、血浆型（WLMN）和磷脂氢谷胱甘肽过氧化物酶
（W2LMN），除磷脂氢型为单体外，其它家族成员均含
I 个亚基，不同类型的家族成员在氨基酸序列和催
化机制上也各自保守［"］。

LMN蛋白家族广泛存在于从微生物、植物、无
脊椎生物、海洋生物直到高等哺乳动物的全生命界，

在植物的胁迫反应和动物的清除自由基抗氧化方面

发挥关键作用，随着大量生物 !"#基因序列的破译，
对其生物信息学的分析成为可能，寄生性吸虫和拟

南芥中 !"#基因生物信息学已陆续开展［%FI］，哺乳动
物的相关研究则还未见报道。本文尝试对常见哺乳

动物 !"#基因家族的结构域、进化先后顺序、进化选
择压力和蛋白质功能分歧加以分析，以期对哺乳动

物 LMN蛋白家族的深入研究有所裨益。

$ 材料和方法
$T $ 基因序列获取
在 61KC网站通过关键词“LWX”搜索各数据库

中人（$%&% ’(")*+’）、小鼠（,-’ &-’.-/-’）等哺乳动
物的 !"# 基因家族成员，并通过获得的 L:.: CA 的
网页获取各基因的 1A>和氨基酸序列，同一基因有
差异剪接体的选取其序列较完整者。由于大多数哺

乳动物 !"# 基因家族成员未完全破译，主要选取了
人和小鼠的 !"#$ Y !"#V 成员及搜索到的常见哺乳
动物的 !"#$ 基因，同时选用青蟹（0.1//( "(2(&(&%3
’()+）!"#$ 基因、人和小鼠的 4/5$ 基因作为构建亲缘
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关系树的外枝。选用的各基因 !"#$ 收录号如下，
人（%&）!"# 基因家族：!"#’（#()***+,’- .）、!"#.
（#()**.*,/- .）、!"#/（#()**.*,0- /）、!"#0（#()
**.*,+- /）、!"#+（ #()**’+*1- .）、!"#2（ #()
’,.3*’- ’）、!"#3（ #()*’+212- 0）、!"#,（ #()
**’**,/13- .）；小鼠（(&）!"# 基因家族：!"#’（#()
**,’2*- 2）、!"#.（ #()*/*233- .）、!"#/（ #()
**’*,/1.1- ’）、!"#0（#()**’*/330’- .）、!"#+（#()
*’*/0/- .）、!"#2（ #()’0+0+’- /）、!"#3（ #()
*.0’1,- /）、!"#,（#()*.3’.3- .）；其它哺乳动物
!"#’ 基 因：大 鼠（ "4，$%&&’( )*++,-./’(）（ #()
*/*,.2- /）、狗（ 56，0%).( 1’"’( 2%3.1.%+.(）（ #()
**’’’+’’1- ’）、黑猩猩（789，4%) &+*-1*56&,(）（#()
**’*33+’. - .）、马（ %:，78’’( /%9%11’(）（ #()
**’’22031- ’）、恒河猴（(;，:%/%/% 3’1%&&%）（#()
**’’+1.1,）、牛（<=，;*( &%+’+(）（#()’30*32- /）、狨
猴（ 7>，0%11.&<+.# =%//<’(）（$?1220*/- ’）、兔（"@，
>+6/&*1%-’( /’)./’1’(）（#()**’*,+000- ’）、猪（ AB，
?’( (/+*2%）（#().’0.*’- ’）；亲缘树外围枝基因：青
蟹（ 7@）!"#’（ C#+2+.,2- ’）、人（ %&）@12’（ #()
**2+2/- /）、小鼠（(&）@12’（#()*’*2/+- .）。
’- . 亲缘树构建及氨基酸序列分析
哺乳动物 DAE蛋白氨基酸序列经 7F&G4HF E .- ’

比对后用 (ID$ +- * 中的 #C（#JKB8@6:L>6KMKMB）法构
建亲缘关系树，亲缘树的可靠性用 (ID$ +- * 中的
陷阱法（N664G4:H9，重复数 ) O ’ ***）来验证。DAE
蛋白成员信号肽的有无用在线软件 PKBMHFA 0- * 分
析，亚细胞定位用在线软件 QH:BJ4A ’- ’ 分析。
’- / 进化顺序和选择压力分析
各 !"#基因核酸序列经 7F&G4HF E .- ’ 比对并经

NK6JRK4去除起始密码子、终止密码子和内部特征性
的硒代半胱氨酸密码子（同终止密码子，应去除）后

用 S JG4K!H46: 2- * 计算两两比较的同义突变率
@(［+］，该值用来表示基因的分化距离，进一步确定
!"#’ 基因所表现的各哺乳动物分化先后顺序和 !"#
家族成员分化先后顺序（以人为例）。!"#’ 直系同
源基因和人 !"#基因家族成员进化上的选择压力用
A$(T 0- 0 分析［2］，其中的枝模型 (* 和 (/ 的差异
显著程度可以确定各基因是否以同一速率进化，位

点模型的 (’ 和 (. 之间以及 (3 和 (, 之间的差异
程度用来确定各基因进化上是否存在正选择作用，

其中 (’ 和 (. 的比较结果更为可靠，并用软件中贝
叶斯模型（NIN）确定正选择位点，而枝L位点模型

($和 ($’ 的差异程度则用来进一步确定前景枝
相比较于背景枝后正选择的存在及正选择位点的确

认。

’- 0 功能分歧
5KUJ:BJ .- * 采用 (ID$ +- * 构建的亲缘关系树

来分析哺乳动物 DAE’ 蛋白及人 DAE 蛋白家族成
员氨基酸序列间的 V型功能分歧，V型功能分歧往往
导致蛋白质功能的改变，功能分歧系数 ! 值在 * W ’
波动，!值越大则选取的不同亚类间的功能分歧就
越大，并用似然比检验来确定功能分歧的显著程

度［3］。但 ! 值小并不代表没有功能分歧位点，可能
是极少数功能分歧显著的位点被整体湮没了。

. 结果和分析

.- ’ 亲缘关系与结构域分析
进化亲缘关系树分析表明，人、黑猩猩、狨猴和

恒河猴 DAE’ 蛋白进化距离最为接近（图 ’$）；其次
依次是狗和马、牛和猪、兔；和灵长类亲缘关系最远

的是啮齿类的小鼠和大鼠。这与哺乳动物的进化分

类较为接近，且陷阱法 ;**&(&+%" 值多在 2*X以上，
可信度较高。图 ’N 和图 ’7 树形结构高度一致且
;**&(&+%"值多在 3*X以上，表明以人和小鼠为例的
DAE 蛋白家族成员进化关系树较为可信；其中
DAE/、DAE+ 和 DAE2 构成第一亚类，DAE’ 和 DAE.
亲缘关系也高度接近，而 DAE0、DAE3 和 DAE, 与前
两类亲缘关系则较远，且其内部亲缘关系也较为松

散。这与 (H:BKG等［,］对动物 DAE 蛋白家族的进化
分类高度一致。

人 DAE蛋白家族成员氨基酸序列比对结果与
亲缘关系树基本一致（图 .），人 DAE 蛋白家族所有
成员均有 DAE蛋白的 / 个特征保守序列，如图 .$、
N、7框所示。其中 $ 框（#Y$PEZ [ 7D，E 指非保守
可变氨基酸）是 DAE 蛋白的催化活性区，当中含硒
代半胱氨酸 Z的 DAE’、DAE.、DAE/、DAE0 和 DAE2
为硒L依赖谷胱甘肽过氧化物酶（ GDAE），取代以半
胱氨酸的 DAE+、DAE3 和 DAE, 为硒L非依赖类型
（GKDAE）；N框（\A7#]\D）为 DAE 蛋白家族的标志
性基序，7框中 DAE0 所特有的序列 S^#\QST\ 表
明其属于磷脂氢谷胱甘肽过氧化物酶（T%DAE）；此
外，N框和 7框中还有另外两个标志性保守氨基酸
] 和 （̂图 . 箭头所指）［0］，DAE’、DAE.、DAE/、
DAE+、DAE2 等蛋白邻近的亲缘关系也可由它们共
有的保守序列佐证（图 . 中 V 框和 VV 框）。DAE 蛋
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白大多分泌到细胞外或进入线粒体发挥清除自由基

抗氧化的作用。!"#$%&’ () * 分析表明，人 +’,-、
+’,(、+’,.、+’,/、+’,0 等蛋白的氨基端均有信
号肽序列；进一步的 1%2#34’ 5) 5 分析表明，它们均
为胞外分泌型。+’,5 蛋白定位为线粒体型，+’,6
蛋白虽无明显的信号肽序列，但亚细胞定位分析表

明其可能也是分泌到细胞外发挥作用。

7) 7 进化分析
哺乳动物同源基因同义突变和中性突变往往以

相近速率进化［8］。9 3:4";%4<2 /) * 计算的直系同源
基因间或基因家族成员间突变未饱和 =>! 的 !" 值
可代表同源基因大致的分化时间；而从直系同源基

因两两比较的 !" 值大小能推导出各哺乳动物大致
的分化时间；同样也可由基因家族成员间两两比较

的 !"值大小推出各成员大致的分化时间和先后顺
序。从哺乳动物 #$%5 基因的 !" 值可以看出，( 种
灵长类动物即人、黑猩猩、恒河猴和狨猴亲缘关系非

常接近（!" ? *) 7）；牛和猪、牛和马、狗和马、大鼠和
小鼠亲缘关系也都分别较为接近（!" ? *) -）。这与
哺乳动物实际分类基本一致。以黑猩猩为例，几种

哺乳动物分化的先后顺序大致为：啮齿类和牛、猪几

乎同时分别分化出去，其次狗和马分离出去，然后是

兔分化出去，最后是狨猴、恒河猴、人依次分化出去

（表 5）。
表 7 中有效 !" 值表明，人 #$%5 和 #$%7 基因

（!" @ *) 860 8*）、#$%-、#$%. 和 #$%/ 基因（ !" ?
*) 6）分别构成 #$%基因家族进化亲缘关系密切的两
个亚类，与以氨基酸序列为基础的亲缘关系树的结

果基本一致，以 #$%5 基因为例，人 #$% 基因家族分
化的先后顺序为：#$%6 先分化出去，其次是 #$%(、
+AB0，然后 #$%-、#$%. 和 #$%/ 分离，最后是 #$%5 和
#$%7 的分离。表 7 中的 !"值大多较大，提示 #$%基
因家族是一个哺乳动物分化前就已经形成的古老的

基因家族。

注：C为哺乳动物 +’,5 蛋白亲缘关系树，D、=分别为人、小鼠的 +’,蛋白家族亲缘关系树。

图 5E 哺乳动物 +’,5 和 +’,蛋白家族亲缘关系树
F"#) 5E ’GH&<#3$34"I 4233: <J ;%;;%&"%$ +’,5 %$K +’, A2<43"$ J%;"&H

E E ’CLM中的同一模型 L* 和离散模型 L- 比较
分析表明（表 -），哺乳动物 #$%5 基因和人 #$% 基因
家族成员各自群内都以不同速率进化（ $ ? *) *5）；
在位点模型中，各氨基酸位点的错义突变率（&’ 或
!(）和同义突变率（&)或 !"）比值 ! 在小于 5、等于
5 及大于 5 时分别代表该氨基酸位点经历了负选择
（净化选择）、中性选择和正选择作用，表 - 表明哺
乳动物 #$%5 基因和人 #$% 基因家族成员各自整体
上都未经历正选择作用（$ @ 5）。

位点模型从整体上分析正选择的存在，可能会

湮没个别前景枝中存在的正选择作用，而枝N位点模
型的 LC和 LC5 比对则可以弥补，表 ( 表明，哺乳
动物 #$%5 基因各前景枝仍未检出正选择，但兔、大
鼠、小鼠前景枝却发现将近显著水平的正选择位点

5(-C（后验概率 $ @ *) 66-）；人 #$% 基因家族中，(
个前景枝均检出正选择作用，和中性模型差异达到

显著或极显著水平，并分别检出 -、5、. 和 5 个正选
择位点（表 (）。
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图 !" 人 #$%蛋白家族氨基酸序列多重比对

&’() !" *+,-’.,/ 01’23 04’5 0,’(21/2- 36 7+102 #$% .83-/’2 601’,9

表 :" 哺乳动物 !"#: 基因进化 $%值

;0<) :" ;7/ $% =0,+/> 36 10110,’02 !"#: (/2/>

人 恒河猴 狨猴 牛 猪 狗 马 兔 小鼠 大鼠

黑猩猩 ?) ?:? ! ?) ?@A @ ?) :BB C ?) DE! E ?) CA! B ?) ABA C ?) AEE B ?) A!? ! ?) D!D ? ?) C!C E

人 ?) ?@D A ?) :B@ C ?) D@A ! ?) CCC A ?) ABD D ?) AEB F ?) A!: ? ?) D!: : ?) C!: F

恒河猴 ?) :@: D ?) DB: D ?) C:? ! ?) D?B @ ?) A!@ F ?) A!: : ?) DFD @ ?) C!A :

狨猴 ?) CD: A ?) CF! D ?) DCF A ?) D!A D ?) AEE : ?) D@C C ?) CDC E

牛 ?) !ED B ?) A@! C ?) !BC @ ?) AEB F ?) C@A ? ?) FA@ @

猪 ?) DDB @ ?) AAD E ?) DAA @ ?) CB: : ?) C@: B

狗 ?) !FF D ?) A!E C ?) CC@ ! ?) FCD A

马 ?) A:E ! ?) DCF B ?) C?B :

兔 ?) DCE ? ?) DB! C

小鼠 ?) :DC !

表 !" 人 !"#基因家族分化顺序相关的 $%值

;0<) !" ;7/ $% =0,+/> 36 7+102 !"# (/2/ 601’,9

#.G! !"#A !"#C !"#F !"#D !"#E" !"#B

!"#: ?) @BE @? :) FC! :F ?) B!B ::（HI） :) E!@ :! ?) F!CB A（HI） :) !F: AA" " ?) @EF EB（HI）

!"#! :) AFA A! ?) EEB FB（HI） :) ACB FD :) CDE @C :) CFE DB ?) EFF BE（HI）

!"#A ?) EC? @? ?) F!A ?B ?) EDF DB（HI） :) F:F F! ?) EEE ?@（HI）

!"#C ?) DEE :! ?) E@F F@（HI） ?) EBD B:（HI） ?) @DC B?（HI）

!"#F ?) B!! D!（HI） :) BCD !! ?) E@E !@（HI）

!"#D ?) EF: @A（HI） ?) BDE AC（HI）

!"#E :) @@! :?

" " 注：HI表示非常用模型计算的无效数据。
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表 !" !"#基因家族位点模型分析结果

#$%& !" ’()*+,) -. +/0(+/1--2 3$,/- ,(), -. !"# 4(5( .$6/+7 .-3 )/,( 6-2(+

模型 自由度（$%）
哺乳动物 !"#8 人 !"#基因家族

似然比检验值（&’(） 相似概率（"） 似然比检验值（&’(） 相似概率（"）

9! :) 9; < =>& ?@; ? A ;& ;8 8;8& ?>B ! A ;& ;8

9@ :) 98 @ ; 8 ; 8

9> :) 9? @ @& ==C < D ;& ;B ;& 8C@ C D ;& ;B

表 <" !"#基因家族枝位点模型（9E :) 9E8）似然比检验结果（$% F 8）
#$%& <" ’()*+,) -. +/0(+/1--2 3$,/- ,(), -. !"# 4(5( .$6/+7 .-3 %3$5G1H)/,( 6-2(+（9E :) 9E8，$% F 8）

背景枝 前景枝 似然比检验值（&’(） 相似概率（"） 正选择位点及概率

哺乳动物 !"#8 基因

!"#8（人、黑猩猩、恒河猴和狨猴） ; 8

IJK8（牛、猪、狗和马） ; 8

!"#8（兔、大鼠和小鼠） !& <@@ C D ;& ;B 8<!E（;& >>!）

人 !"#基因家族

!"#8 >& =!8 ; A ;& ;8 !<L（;& >@?），8@8M（;& >8C），8B!N（;& >@8）

!"#@ <& @<? @ A ;& ;B 8<>O（;& >?;）

!"#!、!"#B 和 !"#= C& B;> C A ;& ;8 =;P!，>>Q!，8;CR!，88!M!，8<?M!!

!"#<、!"#? 和 !"#> <& B;C C A ;& ;B 8B<S!

" " 注：“!”表示 " D ;& CB，“!!”表示 " D ;& CC。

@& ! 蛋白质功能分歧
N/:(34( @& ; 以 9QIE 的亲缘关系树为基础计

算不同亚类的蛋白质之间功能分歧程度，分别计算

氨基酸位点间的 T 型功能分歧系数 !T，并求出所有

参比氨基酸功能分歧系数的中位数代表亲缘关系树

亚类间的蛋白质功能分歧程度。表 B 表明，哺乳动
物直系同源基因 !"#8 之间不存在功能分歧，提示

!"#8 基因进化上的高度保守性；人 !"# 基因家族中
!"#!、!"# B 和 !"# = 这一亚类与 !"#<、!"#? 和 !"#>
组成的亚类间存在显著的功能分歧（" A ;& ;B），T 型
功能分歧系数 !T（;& @C= ;!<）较小可能是中位数湮
没了少数显著功能分歧位点，当后验概率阈值设为

;& ?; 时，检出 8@;、8?C 两个功能分歧氨基酸位点。

表 B" 人 !"#基因家族和哺乳动物 !"#8 的 T型功能分歧
#$%& B" #7J( T .*5G,/-5$+ 2/:(34(5G( -. 1*6$5 !"# .$6/+7 $52 6$66$+/$5 !"#8

类" 别
!型功能分

歧系数（!T）
似然比检

验值（&’(）

差异显著

检验（"）

位点后验概

率阈值（)*）

功能分歧

位点

!"#!、!"# B 和 !"# = :) !"#<、!"#? 和 !"#> ;& @C= ;!< B& >B; ;<C A ;& ;B ;& ?; 8@;，8?C

!"#8（牛和猪）:) !"#8（兔、大鼠和小鼠）:) !"#8（狗和马） ; ; 8

! 讨论
!"#基因家族成员的亲缘关系和进化顺序表

明，!"#>、!"#< 和 !"#? 较早分化出来，而后两个近
缘亚类即 !"#!、!"#B、和 !"#= 组成的亚类与 !"#8 和
!"#@ 组成的亚类依次分化出来，这与 #-JJ- 等［8;］研
究的 !"#8 基因是该家族最新成员的结果一致。作
为 !"#基因家族新成员，!"#8 基因广泛存在于从微
生物、植物、无脊椎动物直到高等哺乳动物的全生命

界。这表明，其它的家族老成员可能也存在于各生

物界，!"#基因家族可能在物种分化前就已完成家
族扩张和形成，是一个非常古老的关键基因家族，在

清除生物体内各种产能代谢产生的有害自由基和过

氧化物方面发挥不可替代的主要作用，这从其家族

进化上严格的负选择作用也可以看出。IRU 蛋白
家族成员依是否含硒代半胱氨酸可分为硒H依赖谷
胱甘肽过氧化物酶（)IRU）和硒H非依赖型两类（ )/IH
RU），其中硒依赖型通过无机硒原子从还原性谷胱
甘肽获得电子并还原过氧化物或清除各类自由基，

同时谷胱甘肽由还原型被氧化为氧化型，再由体内

谷胱甘肽还原酶系统催化还原并循环利用；硒—非

依赖性 IRU蛋白又称谷胱甘肽转硫酶（IV#），主要
通过转硫作用催化内外源的亲电子集团和还原性谷

胱甘肽的巯基偶联以增加其疏水性，进而容易透过
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细胞膜并分解排出体外，减轻对酶蛋白和 !"#的氧
化损伤［$］。
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