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 昆虫化学感受蛋白基因的进化分析
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摘要 从基因库中调取已完成测序的昆虫化学感受蛋白(chemosensoryproteins,CSPs)基因序列和氨基

酸序列,共涉及昆虫7个目23个种的59个基因。应用 MEGA5.0形成了这59个基因的系统发育关系树,并计

算CSPs基因在昆虫中的核苷酸替换速率。对非同义替换速率和同义替换速率进行比较的结果显示,CSPs基

因在昆虫中总体上受到负选择作用。用PAML软件位点-特异模型检测到6个受到正选择作用的位点,其中5
个位于功能重要的区域。
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  昆虫化学感受蛋白(chemosensoryproteins,

CSPs)或 称 为 感 受 器 官 蛋 白(sensoryappendage
proteins,SAPs),是存在于化学感受器中一类主要

的可溶性结合蛋白,其相对分子质量较小,平均仅约

13ku,多肽链全长约100~110个氨基酸,有4个保

守的半胱氨酸位点,形成2对二硫键、6个α-螺旋以

及蛋白中心的1个亲水性孔道[1-3]。CSPs广泛存在

于昆虫不同器官中,不仅在感受器官中(触角、喙、下
颚须和跗节)分布[4],而且在身体其他部分的感受器

中也有CSPs的表达[5]。近年来,关于昆虫CSPs的

功能研究发现,CSPs不仅可以溶解运输不同化学感

受器亲脂性配体[3,6],而且具有部分嗅觉功能、调节

生长发育、参与体内免疫及调节生理节律等多种生

理功能[4,7-9]。这些均反映了昆虫在长期进化过程中

对大量不同类型环境化学分子刺激的适应和进

化[10]。可见,CSPs在昆虫中可能具有复杂的进化

过程。为了弄清CSPs基因在昆虫中进化的详细情

况,笔者对目前已知不同种CSPs基因的有关信息

进行较全面的系统分析,旨在为其他物种的相关研

究提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 数据来源

通过对数据库的搜索和文献的追踪,获得昆虫

7个目23个物种的59个化学感受蛋白基因和蛋白

序列(前面为基因名称,括号内为注册号)。
烟芽夜蛾(Heliothisvirescens)CSPs:HvirC-

SP1(AY101512),HvirCSP2(AY101511),HvirC-
SP3(AY101513);甘蓝夜蛾(Mamestrabrassicae)

CSPs:MbraCSPA1 (AF211177),MbraCSPA2
(AF211178),MbraCSPA4(AF211180),MbraCS-
PA5(AF211181),MbraCSPA6(AF255918),Mb-
raCSPB1(AF211182),MbraCSPB2(AF211183),

MbraCSPB3 ( AF255919 ), MbraCSPB4
(AF255920);烟草天蛾(Manducasexta)CSPs:

MsexSAP1(AF117574),MsexSAP2(AF117592),

MsexSAP3(AF117585),MsexSAP4(AF117599),

MsexSAP5(AF117594);粉纹夜蛾(Trichoplusia
ni)CSPs:TniCSP(AY456191);云杉色卷蛾(Cho-
ristoneura fumiferana ) CSPs: CfumCSP1
(AY426538),CfumCSP2 (AY426539); 家 蚕

(Bombyxmori)CSPs:BmorCSP1(AF509239),

BmorCSP2(AF509238);小地老虎(Agrotisipsi-
lon)CSPs:AipsCSP(AY301978);仙人掌螟(Cac-
toblastiscactorum)CSPs:CcacCLP1(U95046);棉

铃 虫(Helicoverpaarmigera)CSPs:HarmCSP
(AF368375);美 洲 棉 铃 虫 (Helicoverpazea)

CSPs:HzeaCSP(AF448448);黑腹果蝇(Drosoph-
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ilamelanogaster)CSPs:DmelOS-D(U02546);飞

蝗 (Locusta migratoria)CSPs:LmigCSPI-1
(AY149648),LmigCSPI-5(AY149652),LmigC-
SPII-10(AY149658),LmigOS-D1(AJ251075),

LmigOS-D2 ( AJ251076 ), LmigOS-D3
(AJ251077),LmigOS-D4(AJ251078),LmigOS-
D5(AJ251079);沙 漠 蝗(Schistocercagregaria)

CSPs: SgreOS-D (AY301979 ), SgreCSP1
(AF070961),SgreCSP2(AF070962),SgreCSP3
(AF070963),SgreCSP4(AF070964),SgreCSP5
(AF070965); 竹 节 虫 (Eurycanthacalcarata)

CSPs: EcalCSP1 (AF139196 ), EcalCSP2
(AF139197),EcalCSP3(AF139198);欧 洲 马 蜂

(Polistes dominulus ) CSPs: PdomCSP1
(AY297027);美洲大蠊(Periplanetaamericana)

CSPs:PameP10(AF030340);阿根廷蚂蚁(Line-
pithemahumile)CSPs:LhumCSP(AY129672);
冈比亚按蚊(Anophelesgambiae)CSPs:AgamIR7
(AJ697730),AgamSAP1(AJ697731);意大利蜜蜂

(Apismellifera)CSP:AmelASP3C(AF481963);
赤拟谷盗(Triboliumcastaneum)CSPs:TcasCSP1
(DQ855488)。

小菜蛾(Plutellaxylostella)CSPs:PxylCSP1
(EF186791)、PxylCSP2(EF186792)、PxylCSP3
(EF202828)、PxylCSP4(EF202829)基因由笔者所

在实验 室 克 隆 得 到,甜 菜 夜 蛾(Spodopteraex-
igua)CSPs:SexiCSP1(EF186793)、SexiCSP2
(EF186794)、SexiCSP3(EF186795)基因由笔者所

在实验室克隆得到,斜纹夜蛾(Spodopteralitura)

CSPs:CSPSlit(DQ007458)基因由笔者所在实验室

克隆得到。
1.2 研究方法

用ClustalX2.0程序[11]对CSPs基因编码序

列进行多重序列比对。将比对结果去除起始和终止

密码子后进行下一步分析。使用整合在 MEGA
5.0[12]中的不均衡指数(disparityindex)分析[13]对

比对结果进行核苷酸替换同质性检测(重复8000
次的 Monte-Carlo检测)。最适核苷酸替换模型通

过 Modeltest3.7[14]对多个模型进行比较获得。根

据选定的最适替换模型,使用DAMBEV.4.5.2[15]

对核苷酸替换(转换/颠换)的饱和性(substitution
saturation)进行检测;使用 MEGA5.0构建NJ树,
并进行1000次Bootstrap检验。用PAML4.4[16]

来分析CSPs基因在进化过程中选择压力的变化。
分析使用3种模型:Ⅰ.支-特异(branch-specific)
模型[17]。它允许非同义替换和同义替换的比值ω
在不同支系上有变化,其中单一比率(oneratio)模
型假定所有进化支的ω值都是一致的,而自由比率

(freeratio)模型假定各支的ω值各不相同。比较这

2个模型的2倍似然率(likelihoodratiotest,LRT)
对数差的χ2 分布可以检验ω值在不同支上是否有

变化。自由度等于这2个模型所包含参数数目的

差。Ⅱ.位点-特异(site-specific)模型[18]。它假

定各进化支有固定的ω 值,但不同位点之间可以有

变化。采用的2对成对比较模型分别是 M1a和

M2a以 及 M8a和 M8[19]。Ⅲ.支-位 点-特 异

(branch-site-specific)模型。它将进化树上的支系

分成前景支(foreground)和后景支(background)两
类,允许ω在两类支系上有变化且前景支ω 大于后

景支ω,再假定在每一类支系上有固定的ω值,但不

同位点之间可以有变化[20]。

2 结果与分析

2.1 氨基酸序列分析

昆虫59个CSPs的氨基酸序列比对结果显示,
对于CSPs结构维持必需的4个半胱氨酸残基(Cys
29,36,55,58)在几乎所有序列中高度保守,仅有

PdomCSP1、LhumCSP和 MsexSAP1中 第 Cys36
被Val36、Met36和Val36分别代替;所有序列均保

持 了 “----YTD-D----IL-N-R----Y---C----GKC----
KELK----C—C---Q---G------W---L----DP----”的 类

似结构模式。
2.2 核苷酸替换模型的选择

对59条核苷酸序列进行不均衡指标分析,结果

显示所有序列在替换方式上不存在显著差异。如果

出现替换方式上存在明显差异的序列,在构建进化

树及其分析时应该予以考虑,并通过比较在删除和

保留该序列的情况下所得到的结果;如果出现不同

的序列,则在分析中采用剔除该序列后所获得的结

果。在使用Modeltest3.7选择最适替换模型时,阶
层式似然率检测(hierarchicallikelihoodratiotests,

hLRTs)和 Akaike信息量准则 (Akaikeinforma-
tioncriterion,AIC)所得到的结果不一致。由于

CSP 基因序列较短,为了避免更多的参数估计带来

的误差,选用参数较少的模型,即采用hLRTs的结

果,选用 Kimura二参数(K80)为最适模型。使用
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DAMBEV.4.5.2对核苷酸替换(转换/颠换)的饱

和性进行检测,替换模型采用K80,结果表明核苷酸

替换并未饱和(图1),说明获得的基因可靠度高,用
这些基因得到的进化树是可靠的。

 s:转换 Transition;v:颠换Transversion;1st,2nd,3rd:分别表示密码子的第1,2,3位1st,2nd,and3rdnucleo-
tidesiteofcodon;all:整个密码子 Acodon.

图1 转换/颠换饱和性分析结果(K80距离)

Fig.1 Theresultofsubstitutionsaturation(K80distance)

2.3 进化分析

利用 MEGA5.0构建NJ进化树结果表明,目
前已知的昆虫CSPs大致划分为3个不同的群体,
即CSP1、CSP2和CSP3(图2)。CSP1和CSP2
群体主要以鳞翅目昆虫为主,CSP3群体以直翅目

昆虫为主要代表,这一结果与Picimbon提出的蛾类

CSPs遗传进化关系一致[21]。使用整合在 MEGA

5.0中的Pamilo-Bianchi-Li法[22]计算所获得昆虫

的CSPs基因成熟蛋白编码区的每非同义位点的非

同义代替数Kn=0.503,每同义位点的同义替换数

Ks=1.355,Kn/Ks显著小于1(Z-test,P<0.05),
说明昆虫CSPs基因在进化中总体上体现受到负选

择。但是传统的“特定(adhoc)”方法对达尔文正选

择的检测过于严格,在长期较强负选择和中性漂变

的掩盖下,使得正选择作用难以检测出来;而使用基

于最大似然法(themethodofmaximumlikelihood)
估计的正选择检测方法使得检测的灵敏性提高,可
检测出处于上述一定掩盖下的正选择位点[23]。

正选择作用可能仅作用于物种进化的某一阶

段,即CSPs基因在昆虫某些支系的进化过程中可

能呈现插曲式的进化模式。采用支-特异模型进行

检测,未能有效检测出受到正选择的支系,说明ω
值在各支系上的分布并非差异显著。另外,由于正

选择可能仅作用于部分位点,用位点-特异模型进

行检测,其中M1和M2以及M7和M8组模型分别

检测出28个和6个潜在的正选择位点,并且后一组

结果包含于前一组的结果之中。为了减少假阳性的

问题,采取了 M7和 M8一组的结果,氨基酸序列对

比分析表明,6个位点 (11I,15E,39D,73L,81W
和94Y)均位于成熟蛋白区段。

值得注意的是,氨基酸Glu(E)和Asp(D)是常

见的电子受体和供体基团,这些位点的改变常会影

响分子间的相互作用,因此位点15E和39D可能对

CSPs在不同物种、同种物种的不同部位中的功能

产生影响。其中,位点15E位于α2螺旋内,39D位

于α3螺旋内,73L和81W 位于α5螺旋内,94Y位

于α6螺旋内,这些位于α螺旋被认为是CSPs活性

结构域的关键组成部分,在与 RhodojaponinⅢ和

C14-C18烷基链化合物[3,24]结合时起到重要的作

用。而通过对昆虫CSPs基因序列的比较,发现位
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于α螺旋内的氨基酸残基大部分较为保守,仅有少

部分氨基酸残基发生替换,联系其功能以及潜在正

选择位点检测结果,可以推测这是α螺旋内的少量

发生替换的氨基酸残基可能在一定程度上决定

CSPs分子对配体分子结合活性的大小,而且可能行

使不同的功能。

  主要亚家族分别用红色(CSP1)、蓝色(CSP2)、紫红色(CSP3)表示;“△”代表鳞翅目、“▲”代表双翅目、“◇”代表鞘翅目、“◆”

代表直翅目、“○”代表竹节虫目、“●”代表膜翅目、“□”代表蜚蠊目。Themainsubfamiliesarehighlightedinred(CSP1),blue
(CSP2)andpurplishred(CSP3);“△”Lepidoptera,“▲”Diptera,“◇”Coleoptera,“◆”Orthoptera,“○”Phasmida,“●”Hy-
menoptera,and“□”Blattaria.

图2 昆虫CSPs的系统进化树

Fig.2 NeighborjoiningphylogenyofCSPsfrominsects
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Evolutionanalysisoftheinsectchemosensoryproteingenefamily

LIUXiao-lei WENGQun-fang HUMei-ying LIYa-nan YIXin
LaboratoryofInsectToxicology,SouthChinaAgriculturalUniversity/KeyLaboratoryof

NaturalPesticideandChemicalBiology,MinistryofEducationofChina,Guangzhou510642,China

  Abstract Thephylogenetictreesoftheinsectchemosensoryproteins(CSPs)genefrom59se-
quencesofCSPsin23speciesunder7orderspublishedinGeneBankweregeneratedbyMEGA5.0.
CompletecomparisonsofCSPssequenceswereusedtodeterminetheratesofsynonymous(Ks)and
nonsynonymous(Kn)codonsubstitutionsandtheratioofKn/Kswascalculatedtoestimateoftheselec-
tionpressureonCSPsgenesininsects.TheKn/Ksratiowasfarlessthan1,suggestingthatCSPsmay
beevolvingundernegativeselection.Bythesite-specificmodelinPAML4.4,6aminoacidsitesunder-
goingpositiveselectionweredetected,5ofthemwereintheimportantfunctionregions.
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