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鲈形目 ＴＬＲ１ 和 ＴＬＲ９ 基因的选择压力分析
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陈淑吟２ꎬ张志勇２ꎬ徐士霞１

(１.南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏省生物多样性重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)
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[摘要] 　 鲈形目(Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ)是鱼类中物种丰富度最高的一个目ꎬ分布在多个水域ꎬ在渔业经济发展中占据着

重要地位. 然而ꎬ高密度的养殖模式加剧了病原微生物引起的鱼类病害. Ｔｏｌｌ 样受体(Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＴＬＲｓ)是
先天免疫中的重要蛋白质分子ꎬ在病毒以及细菌防御中起重要作用. 本文以 ＴＬＲ１ 和 ＬＴＲ９ 为候选基因ꎬ共下载

了鲈形目 １７ 个代表物种的同源序列ꎬ通过进化分析探讨该目物种先天性免疫的分子进化基础. 选择压力分析发

现 ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 基因中分别有 １６ 和 ８ 个正选择位点被两种方法同时检测到ꎬ且 ８６％的位点位于蛋白质富含亮氨

酸重复序列(Ｌｅｕｃｉｎｅ ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔꎬＬＲＲ)结构域. 上述结果提示鲈形目物种面临较高的病原微生物感染的挑战ꎬ而
这些正选择位点可能导致基因进化出重要的功能改变以抵抗病原体的侵袭. 另外ꎬＦｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ 以及 Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ 模

型检测发现基因的正选择具有物种特异性ꎬ如 ＴＬＲ１ 在鲷科的最近共同祖先支以及鲈科最近共同祖先支等受到

显著正选择ꎬＴＬＲ９ 也在鲷科的最近共同祖先支受到显著正选择ꎬ且这些谱系被报道经常受到病原体的威胁ꎬ因
此ꎬ鲈形目多个谱系受到正选择可能是在长期抵抗病原微生物侵袭中进化的结果. 以上研究结果表明ꎬ在长期抵

御病原微生物过程中ꎬ鲈形目物种的 ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 基因可能发生了适应性功能改变.
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刘　 兴ꎬ等:鲈形目 ＴＬＲ１ 和 ＴＬＲ９ 基因的选择压力分析

ＴＬＲ１ ａｎｄ ＴＬＲ９ ｏｆ Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ｍａｙ ｈａｖｅ ｃｈａｎｇｅｄ ｔｈｅｉｒ ａｄａｐｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＰｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓꎬＴＬＲ１ꎬＴＬＲ９ꎬａｄａｐｔｉｖｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ

鲈形目(Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ)是鱼类中物种丰富度最高的一个目ꎬ包括 ２５ 个亚目、１６０ 科、１ ５３９ 属、１０ ０３３
种[１] . 鲈形目物种分布广泛ꎬ大多生活在海洋ꎬ仅有少数(如鲈科、丽鲷科等)生活在淡水水域[１] . 鲈形目多个

物种是中国重要的海水养殖鱼类ꎬ具有重要食用价值和经济价值. 据报道高密度养殖模式会引起鲈形目物种

病害频繁发生ꎬ尤其是受到多种细菌、病毒等病原微生物威胁[２] . 鱼类病害的爆发会导致其产量和品质的下

降ꎬ从而造成较为严重的经济损失. 因此ꎬ研究鲈形目免疫基因的进化不仅有助于理解宿主和病原体间的作

用机制ꎬ也为物种遗传育种及疾病防治提供重要的参考依据.
先天性免疫在抵抗外界病原体入侵方面起着重要作用ꎬ是动物的主要防御机制ꎬ代表着抵御病原体入

侵的第一道防线ꎬ在维持生物体生长、发育和生存过程中发挥最重要作用[３－４] . 鱼类属于变温动物ꎬ其淋巴

细胞增殖缓慢导致适应性免疫相对滞后且免疫应答能效较低ꎬ因此鱼类先天性免疫在抵御病原体感染的

过程中扮演更为重要的角色[５] . 研究表明ꎬ先天性免疫系统主要通过免疫细胞表面的模式识别受体

(ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＰＲＲ)并结合病原体中存在的病原体相关分子模式(ｐａｔｈｏｇｅｎ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃ￣
ｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎꎬＰＡＭＰ)ꎬ包括微生物的 ＣｐＧ ＯＤＮ、脂蛋白、ｄｓＲＮＡ 等ꎬ从而引发一系列的免疫反应ꎬ以消灭入

侵的病原体[６] . 其中ꎬ抗原呈递细胞上表达的 Ｔｏｌｌ 样受体(Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＴＬＲｓ)家族是关键的 ＰＲＲꎬ在
诱导先天性免疫应答以及适应性免疫应答中起着重要作用[３] . 根据不同 ＴＬＲｓ 识别不同病原相关分子模

式ꎬ鱼类 ＴＬＲ 通常分为两类ꎬ第一类包括 ＴＬＲ１、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５ 和 ＴＬＲ９ꎬ主要参与机体对细菌的识别ꎬ
被称为非病毒型 ＴＬＲｓꎻ第二类包括 ＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８ 和 ＴＬＲ２２ꎬ主要参与病毒的识别ꎬ被称为病毒型

ＴＬＲｓ[７] .
到目前为止ꎬ鱼类中已经鉴定出大约 ２３ 种 ＴＬＲｓ[８]ꎬ典型的 ＴＬＲｓ 蛋白结构包括亮氨酸重复区

(ＬＲＲｓ)、跨膜结构域(ＴＭ)、胞内 Ｔｏｌｌ / ＩＬ￣１ 受体结构域(ＴＩＲ)ꎬ其中 ＬＲＲｓ 区通过与相应的配体结合ꎬ使得

Ｔｏｌｌ 样受体被激活ꎬ进一步通过 ＴＩＲ 结构域与接头分子ＭｙＤ８８(髓样分化因子)结合ꎬ诱导产生炎症细胞因

子抵御病原菌的入侵ꎬＴＩＲ 区相对保守ꎬ与分子信号转导有关[３] . ＴＬＲｓ 在鱼类免疫中的作用已被广泛研

究ꎬ病原体感染后 ＴＬＲｓ 相关基因表达量会发生不同的变化来适应特定的生存环境. 大西洋鲷( Ｓｐａｒｕｓ
ａｕｒａｔａ)被嗜水气单胞菌感染后ꎬＴＬＲ２ 表达发生上调[９]ꎻ大黄鱼(Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ)被嗜水气单胞菌感染

后ꎬＴＬＲ１、ＴＬＲ３ 表达上调ꎬＴＬＲ２、ＴＬＲ２２ 表达下调[１０]ꎻ海鱼分枝杆菌也被证实可以诱导斑马鱼 ＴＬＲ９ 表达

上调[１１] . 值得注意的是ꎬＴＬＲ９ 与其他非病毒型 ＴＬＲｓ 不同ꎬ该受体只存在于细胞内部ꎬ也是识别细菌和病

毒 ＤＮＡ 中 ＣｐＧ ＯＤＮ 的主要受体ꎬ通过与 ＣｐＧ 特定的序列结合最终引起免疫器官的功能性成熟ꎬ进而产

生一系列免疫效应细胞[１２]ꎬ此外ꎬ该受体也被认为能与其配体协同进化ꎬ因此是研究鱼类抗病原体免疫适

应的重要模型. 在非病毒型 ＴＬＲｓ 中ꎬＴＬＲ１ 似乎也拥有独特的抗病原免疫机制ꎬ尽管目前 ＴＬＲ１ 在大黄鱼、
绿河豚(Ｔｅｔｒａｏｄｏｎ ｎｉｇｒｏｖｉｒｉｄｉｓ)、斑马鱼等物种中鉴定出来ꎬ并且病原感染实验也表明该受体在鱼类病原免

疫中发挥着重要作用ꎬ但是目前鱼类 ＴＬＲ１ 的配体还未明确ꎬ相关研究表明 ＴＬＲ１ 可能需要与 ＴＬＲ２ 形成异

源二聚体发挥作用ꎬ因此 ＴＬＲ１ 仍需要更深入的研究[１３－１４] . 目前国内外对鲈形目 ＴＬＲｓ 家族研究大多局限

在免疫学实验中ꎬ然而其分子进化基础仍不完全清楚. 本研究以 １７ 种鲈形目物种的 ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 为候选基

因ꎬ尝试通过分析这两个基因分子进化揭示其先天性免疫机制. 研究结果对于鲈形目鱼类的遗传育种以

及疾病防治具有一定的指导意义.

１　 材料与方法

１.１　 ＴＬＲ１ 和 ＴＬＲ９ 序列获得与比对

本研究共选取 １７ 种鲈形目物种ꎬ涵盖攀鲈科、鲹科、狼鳚科、鲈科、鮨科、花鲈科、鳄冰鱼科、龙科、南
极鱼科、石首鱼科、鲷科ꎬ并选取斑马鱼作为外群. 除了真鲷以及黑鲷 ＴＬＲ１ 基因外ꎬ本研究所使用物种的

ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 基因序列信息均来自 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )数据库(表 １). 进一步ꎬ以大西洋鲷

ＴＬＲ１ 作为参考序列在真鲷(Ｐａｇｒｕｓ ｍａｊｏｒ)以及黑鲷(Ａｃａｎｔｈｏｐａｇｒｕｓ ｓｃｈｌｅｇｅｌｉｉ)基因组中进行本地 Ｂｌａｓｔ[１５]以
—９６—
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获取对应的 ＴＬＲ１ 基因ꎬＥ￣ｖａｌｕｅ 值设定为 １ｅ－５ꎬ其中真鲷基因组来自 ＮＣＢＩ 数据库ꎬ黑鲷基因组为江苏省

海洋水产研究所与南京师范大学合作测序数据(未发表). 使用 Ｐｒａｎｋ[１６]软件对每一个基因基于密码子水

平进行多序列比对ꎬ然后使用 Ｇｂｌｏｃｋｓ[１７]软件对序列非保守区域进行比对和人工校对.
表 １　 本文研究所选物种基因序列登录号

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

物种名 拉丁名 科 ＴＬＲ１ 登录号 ＴＬＲ９ 登录号

真鲷 Ｐａｇｒｕｓ ｍａｊｏｒ 鲷科 本地 ｂｌａｓｔ∗ ＥＵ２５６３３４.１
黑鲷 Ａｃａｎｔｈｏｐａｇｒｕｓ ｓｃｈｌｅｇｅｌｉｉ 鲷科 本地 ｂｌａｓｔ∗ ＥＵ２５６３３３.２

大西洋鲷 Ｓｐａｒｕｓ ａｕｒａｔａ 鲷科 ＸＭ＿０３０３９６３１５.１ ＸＭ＿０３０４２１９６４.１
鮸鱼 Ｍｉｉｃｈｔｈｙｓ ｍｉｉｕｙ 石首鱼科 ＫＰ３４０８９９.１ ＫＲ７０９２５２.１

白梭吻鲈 Ｓａｎｄｅｒ ｌｕｃｉｏｐｅｒｃａ 河鲈科 ＸＭ＿０３１３１９３１７.１ ＸＭ＿０３１３１６３３５.１
黄鲈 Ｐｅｒｃａ ｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ 河鲈科 ＸＭ＿０２８５８９３７７.１ ＸＭ＿０２８５８４０７６.１

橙胸镖鲈 Ｅｔｈｅｏｓｔｏｍａ ｓｐｅｃｔａｂｉｌｅ 河鲈科 ＸＭ＿０３２５２８６００.１ ＸＭ＿０３２５２１５８２.１
斜带石斑鱼 Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｃｏｉｏｉｄｅｓ 鮨科 ＨＭ３５７２２９.１ ＧＱ３５８２０１.１
鞍带石斑鱼 Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｌａｎｃｅｏｌａｔｕｓ 鮨科 ＸＭ＿０３３６３２９８０.１ ＸＭ＿０３３６２９９８７.１

黄尾鰤 Ｓｅｒｉｏｌａ ｌａｌａｎｄｉ 鲹科 ＸＭ＿０２３３９６０８４.１ ＫＲ３６４００１.２
卵形鲳鲹 Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｕｓ ｏｖａｔｕｓ 鲹科 ＭＧ７６２９７１.１ ＫＵ９７５０４８.１
龟壳攀鲈 Ａｎａｂａｓ ｔｅｓｔｕｄｉｎｅｕｓ 攀鲈科 ＸＭ＿０２６３５７３４７.１ ＸＭ＿０２６３６７６１３.１

眼斑鳗狼鱼 Ａｎａｒｒｈｉｃｈｔｈｙｓ ｏｃｅｌｌａｔｕｓ 狼鳚科 ＸＭ＿０３１８５８２０８.１ ＸＭ＿０３１８４４８５６.１
南乔治亚拟冰鱼 Ｐｓｅｕｄｏｃｈａｅｎｉｃｈｔｈｙｓ ｇｅｏｒｇｉａｎｕｓ 鳄冰鱼科 ＸＭ＿０３４０９２８２４.１ ＸＭ＿０３４０８６５８０.１

尖头裸龙 Ｇｙｍｎｏｄｒａｃｏ ａｃｕｔｉｃｅｐｓ 龙科 ＸＭ＿０３４２３０８７３.１ ＸＭ＿０３４２０７４８９.１
伯氏肩孔南极鱼 Ｔｒｅｍａｔｏｍｕｓ ｂｅｒｎａｃｃｈｉｉ 南极鱼科 ＸＭ＿０３４１３４０８１.１ ＸＭ＿０３４１４５０４５.１

日本真鲈 Ｌａｔｅｏｌａｂｒａｘ＿ｊａｐｏｎｉｃｕｓ 花鲈科 ＫＹ８８３３７０.１ ＭＫ２７３０５３.１
斑马鱼 Ｄａｎｉｏ＿ｒｅｒｉｏ 鲤科 ＮＭ＿００１１３０５９３.１ ＮＭ＿００１１３０５９４.１

　 　 注:∗基因序列采用 Ｂｌａｓｔ 获得.

１.２　 ＴＬＲ９ 和 ＴＬＲ１ 基因树重建

为探讨 ＴＬＲｓ 在鲈形目物种内部的系统发生关系ꎬ通过 Ｍｏｄｅｌｇｅｎｅｒａｔｏｒ[１８]软件选择最佳核苷酸替换模型ꎬ
使用 ＲＡｘＭＬ[１９]软件构建最大似然系统发生树ꎬ斑马鱼作为外群ꎬ自展 １ ０００ 次估计节点的支持度(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｖａｌｕｅ). 另外ꎬ为了使得树的结果更加可靠ꎬ也使用了 Ｍｒｂａｙｅｓ[２０]软件基于贝叶斯法进行构树ꎬ其中后验概率

借助马尔科夫链蒙特卡洛方法(ｍａｒｋｏｖ ｃｈａｉｎ ｍｏｎｔｅ ｃａｒｌｏꎬＭＣＭＣ)运行 １０００００ 代进行估计.
１.３　 分子进化分析

为了探究 ＴＬＲ１ 和 ＴＬＲ９ 在鲈形目中的进化模式ꎬ本研究使用 ＰＡＭＬ４.７(ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ ｍａｘｉ￣
ｍｕｍ ＬｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬＰＡＭＬ)软件[２１]中 ＣＯＤＥＭＬ 程序对非同义替换率(ｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓꎬｄＮ)和同义替代率(ｓｙｎ￣
ｏｎｙｍｏｕｓꎬｄＳ)的比值(ω＝ｄＮ / ｄＳ)进行评估. ω 值为衡量选择压力的重要指标ꎬ其中 ω<１、＝ １ 和>１ 分别意味

着受纯化选择(Ｐｕｒｉｆｙ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ)、中性选择(Ｎｅｕｔｒａｌ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ)和正选择(Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ). 使用目前公认

的鲈形目系统发生关系[２２] 以及 ＴｉｍｅＴｒｅｅ 网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｔｉｍｅｔｒｅｅ.ｏｒｇ / )的系统发育树作为 ＰＡＭＬ 分析

的输入树(图 １).
运用基于最大似然法的 ＰＡＭＬ４.７ 软件包[２１] 和 Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ[２３] 进行评估鲈形目物种中 ＴＬＲ１ 和 ＴＬＲ９

两个基因座中受正选择作用的位点. 首先ꎬ运用 ＰＡＭＬ 软件包中的位点模型(Ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ)中的两对模型:
Ｍ１ａ(中性模型)ｖｓ. Ｍ２ａ(正选择模型)、 Ｍ８ａ(中性模型ꎬｂｅｔａ 分布:０<ω０<１ 和 ω１ ＝ １)ｖｓ. Ｍ８(正选择模型ꎻ
ｂｅｔａ 分布:０<ω０<１ 和 ω１>１)进行检测. 运用似然比检验( ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｒａｔｉｏ ｔｅｓｔꎬＬＲＴ)评估嵌套模型中的最佳

模型ꎬ并通过 ２ΔｌｎＬ 值与自由度之间的卡方分布(Ｃｈｉ￣ｓｑｕａｒｅ ｔｅｓｔꎬχ２)关系检测上述两个模型的显著性. 当

模型通过 ＬＲＴ 检验且 Ｐ 值显著时ꎬ运用贝叶斯经验贝叶斯法[２４](ｂａｙｅｓ ｅｍｐｉｒｉｃａｌ ｂａｙｅｓꎬＢＥＢ)检测正选择

位点ꎬ其中后验概率(ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｉｅｓꎬＰＰ)值大于 ０.９ 的位点作为潜在的正选择位点. 另外ꎬ基于同义

替代的 Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ[２３]方法进一步用于正选择位点的检测ꎬ运用了三种最大似然法ꎬ包括固定效应似然法

(ｆｉｘｅｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬＦＥＬ)、随机效应似然法(ｒａｎｄｏｍ ｅｆｆｅｃｔｓ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬＲＥＬ)、快速无约束贝叶斯估算法

( ｆａｓｔ ｕｎｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄ ｂａｙｅｓｉａｎ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｉｏｎꎬＦＵＢＡＲ). ＦＥＬ 显著性水平设置为 ０.２ꎬＲＥＬ 贝叶斯显著水平设置

为 ５０ꎬＦＵＢＡＲ 中后验概率固定阈值 ０.８.
—０７—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



刘　 兴ꎬ等:鲈形目 ＴＬＲ１ 和 ＴＬＲ９ 基因的选择压力分析

图 １　 本研究用于 ＰＡＭＬ 分析的输入树. Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ、Ｆｒｅｅ ｒａｔｉｏ 结果分别使用圆圈以及三角符号标记

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｉｎｐｕｔ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ＰＡＭＬ ａｎａｌｙｓｅｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ａｎｄ Ｆｒｅｅ ｒａｔｉｏ
ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ｃｉｒｃｌｅｓ ａｎｄ ｔｒｉａｎｇｌｅｓꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

为了进一步检测正选择是否局限于特定的进化谱系ꎬ运用 ＰＡＭＬ４.７ 软件包中的自由比率模型(Ｆｒｅｅ￣
ｒａｔｉｏ ｍｏｄｅｌ)和支位点模型(Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ)进行检测. 自由比率模型假设每一支系具有独立的 ω 值ꎬ该
模型与零假设———单一比率模型(Ｏｎｅ￣ｒａｔｉｏ ｍｏｄｅｌ)即所有支系具有相同的 ω 值进行比较. 支位点模型

(Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ)是最严格的选择压力检测的方法ꎬ不仅能够检测受正选择的支系还能检测受正选择的

位点. 该模型需要将进化谱系分为前景支( ｆｏｒｅｇｒｏｕｎｄ ｂｒａｎｃｈꎬ即感兴趣的支系)与背景支( ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ
ｂｒａｎｃｈꎬ即其余的支系). 本研究中ꎬ将 １７ 种鲈形目物种分别标记为前景支ꎬ零假设 Ｍａ０(中性模型:０<ω０<１ꎬ
ω１ ＝１ 和 ω２ ＝１)和备择假设Ｍａ(正选择模型:０<ω０<１ꎬω１>１ 和 ω２≥１)进行比较. 运用 ＬＲＴ 检测嵌套模型的

显著性ꎬＰ<０.０５ 时则为模型显著ꎬ且所检测的位点 ＰＰ>０.９ 时ꎬ被认为是正选择位点.
１.４　 ＴＬＲ１ 和 ＴＬＲ９ 蛋白三维结构预测

通过 ＭＥＧＡ[２２] 软件将 ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 完整核苷酸序列翻译为氨基酸序列ꎬ利用 ＳＭＡＲＴ 网站( ｈｔｔｐ: / /
ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )预测蛋白关键结构域. 蛋白质结构域中氨基酸的变化可能引起蛋白质空间构型

的改变ꎬ进而影响蛋白质功能. 为了进一步为探究正选择位点在蛋白质三维结构上的空间分布ꎬ本研究使

用 Ｉ￣ＴＡＳＳＥＲ(Ｉｔｅｒａｔｉｖｅ Ｔｈｒｅａｄｉｎｇ ＡＳＳＥｍｂｌｙ Ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ)网站对黑鲷 ＴＬＲ１ 和 ＴＬＲ９ 蛋白三维结构进行预测ꎬ
并通过 ＥＺＭＯＬ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｓｂｇ.ｂｉｏ.ｉｃ.ａｃ.ｕｋ / ｅｚｍｏｌ / )网站定位正选择位点在蛋白质三维结构上的位置ꎬ从
而更直观地分析位点对蛋白质生物学功能的影响.

２　 结果与讨论

２.１　 系统发育树的构建

为了探讨鲈形目 ＴＬＲｓ 的系统发生关系ꎬ首先ꎬ基于 Ｍｏｄｅｌｇｅｎｅｒａｔｏｒ[１９]软件分析ꎬ发现 ＧＴＲ＋ＧＡＭＭＡ＋Ｉ
模型为核苷酸替代的最佳模型. 其次ꎬ使用 ＲＡｘＭＬ 软件构建基因最大似然树(图 ２). 基因树的拓扑结构

—１７—
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显示鲈形目 ＴＬＲｓ 的基因根据 ＴＬＲ１ 和 ＴＬＲ９ 两个基因座聚成了两个基因簇. 但是ꎬ基因树的拓扑结构与物

种树存在差异ꎬ在 ＴＬＲ１ 物种树中ꎬ日本真鲈(Ｌａｔｅｏｌａｂｒａｘ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ)与鮸鱼(Ｍｉｉｃｈｔｈｙｓ ｍｉｉｕｙ)聚在一起ꎬ而在

基因树中ꎬ鮸鱼与鲷科的大西洋鲷拓扑关系最近. 在 ＴＬＲ９ 基因树中ꎬ除了两个鮨科物种斜带石斑鱼

(Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｃｏｉｏｉｄｅｓ)以及鞍带石斑鱼(Ｅ. ｌａｎｃｅｏｌａｔｕｓ)没有与黄鲈(Ｐｅｒｃａ ｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ)聚在一起ꎬ基因树与物

种树其他物种亲缘关系基本一致. 同时ꎬ贝叶斯树也同样支持了最大似然法构建的基因树ꎬ两种方法得到

的物种基因树在整体拓扑结构上基本一致(图 ３). 综上ꎬ基因树与物种树的拓扑差异表明在鱼类进化过程

中ꎬＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 基因已经发生了独特的进化ꎬ以适应不同生境下病原微生物的侵染.

红色和蓝色三角形、五角星分别代表鲈形目 ＴＬＲ１ 以及 ＴＬＲ９ 支系. 节点数字表示支持度大于 ５０％
图 ２　 最大似然法构建鲈形目 ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＬＲ１ ａｎｄ ＴＬＲ９ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ ｂｙ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｍｅｔｈｏｄ

２.２　 选择压力分析

为了检测 ＴＬＲ１ 和 ＴＬＲ９ 两个基因座在鲈形目物种中是否存在正选择位点ꎬ首先运用 ＰＡＭＬ４.７ 软件中

位点模型(Ｍ１ａ ｖｓ. Ｍ２ａ、Ｍ８ａ ｖｓ. Ｍ８)进行检测. ＬＲＴ 结果显示正选择模型 Ｍ２ａ 和 Ｍ８ 均显著优于中性模

型 Ｍ１ａ 和 Ｍ８ａ. 在 ＴＬＲ１ 基因座位中ꎬ正选择模型 Ｍ２ａ、Ｍ８ 中 ω 值分别为 ２.５５ 和 ２.０５ꎬ提示 ＴＬＲ１ 受正选

择ꎬ并且Ｍ２ａꎬＭ８ 通过 ＢＥＢ 方法分别检测到 ３ 个、４７ 个正选择位点的后验概率大于 ０.９ꎬ在 ＴＬＲ９ 检测结果

中ꎬＭ２ａ、Ｍ８ 模型分别检测到 ３、３０ 个正选择位点. 当后验概率提高到 ０.９５ 时ꎬ在 ＴＬＲ１ 检测结果中ꎬＭ２ａꎬ
Ｍ８ 分别筛选到 １ 个、２０ 个正选择位点ꎬ而在 ＴＬＲ９ 中ꎬＭ２ａ 模型未检测到后验概率大于 ０.９５ 的位点ꎬＭ８
模型则检测到 １０ 个正选择位点. 另外ꎬ采用 ＤａｔａＭｏｎｋｅｙ 网站中的三种最大似然法 ( ＦＥＬ、ＲＥＬ 以及

ＦＵＢＡＲ)进一步对两个基因座位进行选择压力检测. 结果表明ꎬ运用三种方法在 ＴＬＲ１ 基因座位(ＦＥＬ:２８ꎬ
ＲＥＬ:８ꎬＦＵＢＡＲ:１３)以及 ＴＬＲ９ 基因座位(ＦＥＬ:２４ꎬＲＥＬ:６ꎬＦＵＢＡＲ:３)共检测 ５３ 个正选择位点. 综合以上五种

最大似然法ꎬＴＬＲ１ 与 ＴＬＲ９ 中被两种以上方法同时检测到的正选择位点分别为 １６ 和 ８ 个ꎬ提示这些位点为

强烈的正选择位点ꎬ同时被三种以上方法检测到的正选择位点分别为 ７ 个和 ３ 个(表 ２).
—２７—
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红色和蓝色五角星三角形、五角星分别代表鲈形目 ＴＬＲ１ 以及 ＴＬＲ９ 支系. 节点数字表示后验概率

图 ３　 贝叶斯法构建鲈形目 ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＬＲ１ ａｎｄ ＴＬＲ９ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ ｂｙ Ｂａｙｅｓｉａｎ ｍｅｔｈｏｄ

表 ２　 ＰＡＭＬ 和 Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ 检测到的正选择位点

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｉｔｅｓ ｕｎｄｅｒ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＡＭＬ ａｎｄ Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ

Ｇｅｎｅ
ＰＡＭＬ

Ｍ１ａ Ｍ８

Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ

ＦＥＬ ＦＵＢＡＲ ＲＥＬ
Ｔｏｔａｌ ｎｏ.
ｏｆ ｓｉｔｅｓ

ＴＬＲ１ ２３６ ５ꎬ４８ꎬ５８ꎬ６１ꎬ１５６ꎬ１７７ꎬ
１９５ꎬ２０７ꎬ２２３ꎬ２２６ꎬ２３６ꎬ
２５１ꎬ２６４ꎬ２７１ꎬ２７９ꎬ２８９ꎬ
３０５ꎬ３６４ꎬ５６８ꎬ５７８

４６ꎬ４８ꎬ１１１ꎬ１２０ꎬ１２５ꎬ１２８ꎬ
１６４ꎬ１７７ꎬ１９５ꎬ２０５ꎬ２１４ꎬ２３６ꎬ
２３９ꎬ２５１ꎬ３３１ꎬ３６４ꎬ３６５ꎬ４０９ꎬ
４１８ꎬ４２１ꎬ５１５ꎬ５５３ꎬ５６４ꎬ５９２ꎬ
６０４ꎬ６３５ꎬ７３０ꎬ７３６

１１１ꎬ１２０ꎬ１２５ꎬ１９５ꎬ
２０５ꎬ２１４ꎬ２３６ꎬ２５１ꎬ
３６４ꎬ４１８ꎬ４２１ꎬ５６４ꎬ
５９２

４８ꎬ１２０ꎬ１７７ꎬ
１９５ꎬ２３６ꎬ２３９ꎬ
２５１ꎬ２５３

１６(７)

ＴＬＲ９ ＮＡ ４１ꎬ１２２ꎬ２４２ꎬ２６９ꎬ３４８ꎬ
４３２ꎬ４９５ꎬ５４５ꎬ６９２ꎬ７１６

１４ꎬ２９ꎬ４１ꎬ８１ꎬ２１０ꎬ２４２ꎬ３２７ꎬ
３７４ꎬ３９１ꎬ４０６ꎬ４２８ꎬ４５３ꎬ４７０ꎬ
４８７ꎬ５１４ꎬ６１３ꎬ６２０ꎬ６９２ꎬ７３０ꎬ
７３３ꎬ７５３ꎬ８１１ꎬ８１９ꎬ８５８

１４ꎬ２４２ꎬ３２７ １４ꎬ４１ꎬ２４２ꎬ
４２８ꎬ７３０ꎬ８１９

８(３)

　 　 注:被两种以上方法检测到的位点标粗ꎬ被三种以上方法检测到的位点标粗并且斜体.

运用单一比率模型(Ｏｎｅ￣ｒａｔｉｏ ｍｏｄｅｌ)假设所有支系具有相同的进化速率ꎬ结果显示鲈形目物种 ＴＬＲ１
和 ＴＬＲ９ 的 ω 值分别为 ０.３８ 与 ０.３６ꎬ显著小于 １ꎬ提示这两个基因整体受到强烈的选择约束. 为了进一步

探究正选择是否局限于鲈形目特异的支系ꎬ运用自由比率模型(Ｆｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ ｍｏｄｅｌ)进行检测. ＬＲＴ 结果显示

嵌套模型(Ｏｎｅ ｒａｔｉｏ ｖｓ. Ｆｒｅｅ ｒａｔｉｏ)差异显著(Ｐ<０.０１)ꎬ说明自由比率模型显著优于单一比率模型. Ｆｒｅｅ￣
ｒａｔｉｏ 模型发现 ＴＬＲ１ 在日本真鲈显著受正选择ꎻ而 ＴＬＲ９ 基因座位中则检测到多个正选择支系ꎬ例如黄鲈

与白梭吻鲈(Ｓａｎｄｅｒ ｌｕｃｉｏｐｅｒｃａ)最近共同祖先支ꎬ日本真鲈、鮸鱼、真鲷、大西洋鲷以及黑鲷的最近共同祖先

—３７—
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支(图 ２、表 ３). Ｆｒｅｅ ｒａｔｉｏ 模型检测到一些支系中存在正选择信号(ω>１)ꎬ据报道这些支系长期受到病原

微生物的侵袭ꎬ比如鲷科支系已被报道经常受到虹彩病毒侵袭ꎬ引起组织细胞肿大坏死[２５] .
运用最严格的支位点模型(Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ)检测选择压力ꎬ结果提示在 ＴＬＲ１ 基因座位中ꎬ正选择分

别发生在龟壳攀鲈(Ａｎａｂａｓ ｔｅｓｔｕｄｉｎｅｕｓ)、鮸鱼、卵形鲳鲹(Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｕｓ ｏｖａｔｕｓ)、伯氏肩孔南极鱼(Ｔｒｅｍａｔｏｍｕｓ
ｂｅｒｎａｃｃｈｉｉ)以及南乔治亚拟冰鱼(Ｐｓｅｕｄｏｃｈａｅｎｉｃｈｔｈｙｓ ｇｅｏｒｇｉａｎｕｓ)、尖头裸龙(Ｇｙｍｎｏｄｒａｃｏ ａｃｕｔｉｃｅｐｓ)最近共

同祖先支ꎬ斜带石斑鱼和鞍带石斑鱼最近共同祖先支ꎬ真鲷、黑鲷及大西洋鲷最近共同祖先支ꎻ在 ＴＬＲ９
中ꎬ黄鲈、白梭吻鲈以及橙胸镖鲈(Ｅｔｈｅｏｓｔｏｍａ ｓｐｅｃｔａｂｉｌｅ)最近共同祖先支ꎬ真鲷、黑鲷及大西洋鲷最近共同

祖先支也分别检测到正选择位点(表 ４).
表 ３　 基因位点模型和分支模型检测结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｆｏｒ ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｂｒａｎｃｈ ｍｏｄｅｌ(ＰＡＭＬ) ｔｅｓｔｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ

基因
Ｇｅｎｅ

模型
Ｍｏｄｅｌ

－Ｌｎ 值
－ＬｎＬ

ＬＲＴ 值
２ΔｌｎＬ

ω
(ｄＮ / ｄＳ)

正选择位点 / 支系(ｐｐ>０.９５)
Ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｉｔｅｓ / ｂｒａｎｃｈｅｓ

Ｐ
ｖａｌｕｅ

ＴＬＲ１ Ｍ１ａ
Ｍ２ａ

１ ３８９７.２８
１ ３８７７.９４ ３８.６８

１
２.５５ ２３６(０.９８７) <０.０１

Ｍ８ａ
Ｍ８

１３ ８９６.７９
１３ ８７８.９９ ３５.６０

１
２.０５

５(０.９５３)ꎻ４８(０.９８０)ꎻ５８(０.９８４)ꎻ６１(０.９５９)ꎻ
１５６(０.９８２)ꎻ１７７(０.９６８)ꎻ１９５(０.９５１)ꎻ２０７(０.９７０)ꎻ
２２３(０.９６４)ꎻ２２６(０.９８０)ꎻ２３６(０.９９６)ꎻ２５１(０.９８４)ꎻ
２６４(０.９９０)ꎻ２７１(０.９９０)ꎻ２７９(０.９９５)ꎻ２８９(０.９７０)ꎻ
３０５(０.９８２)ꎻ３６４(０.９５７)ꎻ５６８(０.９６１)ꎻ５７８(０.９８４)

<０.０１

ｏｎｅ １９ ２１９.５９ ０.３８
Ｆｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ １９ ０９０.３７ ２５８.４４ Ｌ. ｊａｐｏｎｉｃｕｓ <０.０１

ＴＬＲ９ Ｍ１ａ
Ｍ２ａ

１８ ９７９.４４
１８ ９６５.５０ ２７.８８

１
２.０１ ＮＡ <０.０１

Ｍ８ａ
Ｍ８

１８ ９７１.５１
１８ ９５１.２９ ４０.４４

１
１.５９

４１(０.９６４)ꎻ１２２(０.９５５)ꎻ２４２(０.９８６)ꎻ２６９(０.９５７)ꎻ
３４８(０.９５３)ꎻ４３２(０.９６４)ꎻ４９５(０.９５５)ꎻ５４５(０.９５６)ꎻ
６９２(０.９７９)ꎻ７１６(０.９６７)

<０.０１

ｏｎｅ ２２ ７２１.９３ ０.３６
Ｆｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ ２２ ６１３.３４ ２１７.１８ ＬＣＡ ｏｆ Ｓ. ｌｕｃｉｏｐｅｒｃａꎻＬＣＡ ｏｆ

Ｓｐａｒｉｄａｅ ａｎｄ Ｌａｔｅｏｌａｂｒａｃｉｄａｅ
<０.０１

　 　 注:ＬＣＡ(Ｌａｓｔ ｃｏｍｍｏｎ ａｎｃｅｓｔｏｒｓ)ꎬ最近共同祖先支ꎻＰＰ(Ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ)ꎬ后验概率.

表 ４　 ＴＬＲ１ 和 ＴＬＲ９ 基因支位点模型检测结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｆｏｒ Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ ｔｅｓｔ ｏｆ ｇｅｎｅｓ

基因
ｇｅｎｅ

　 支位点模型
　 Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ

－Ｌｎ 值
－ＬｎＬ Ｐ ｖａｌｕｅ ω

(ｄＮ / ｄＳ)
正选择位点(ＰＰ)

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｉｔｅｓ
ＴＬＲ１ Ａ. ｔｅｓｔｕｄｉｎｅｕｓ

Ｍａ０ １８ ６９７.１４ ω０ ＝ ０.０８８ ３８ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ １３.２３９ ９０
Ｍａ １８ ６９２.２６ <０.０１ ω０ ＝ ０.０８７ ７８ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ １.０００ ００ ４４９(０.９９４)

Ｍ. ｍｉｉｕｙ
Ｍａ０ １８ ６９４.６０ ω０ ＝ ０.０８４ １７ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ １.０００ ００
Ｍａ １８ ６９２.３６ ０.０３４ ω０ ＝ ０.０８４ ６３ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ ６.０８３ ４３ ５８３(０.９９３)ꎻ７６６(０.９６７)

Ｔ. ｏｖａｔｕｓ
Ｍａ０ １８ ６９４.５５ ω０ ＝ ０.０８４ ３６ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ １.０００ ００
Ｍａ １８ ６９２.５２ ０.０４４ ω０ ＝ ０.０８４ ９７ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ ６.５９２ ３８ ３(０.９７２)ꎻ４５２(０.９８５)

ＬＣＡ ｏｆ Ｐ. ｇｅｏｒｇｉａｎｕｓ
Ｍａ０ １８ ６９５.１７ ω０ ＝ ０.０８６ ８０ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ ８５.８７３ ２１
Ｍａ １８ ６９２.３８ ０.０１８ ω０ ＝ ０.０８６ ６７ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ １.０００ ００ ３３２(０.９９５)

ＬＣＡ ｏｆ Ｅ. ｃｏｉｏｉｄｅｓ
Ｍａ０ １８ ６９７.２６ ω０ ＝ ０.０８７ ３３ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ １.０００ ００
Ｍａ １８ ６９２.５１ <０.０１ ω０ ＝ ０.０８７ ７８ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ ３３.５５２ ９３ ７７３(０.９４５)

ＬＣＡ ｏｆ Ｐ. ｍａｊｏｒ
Ｍａ０ １８ ６９６.０８ ω０ ＝ ０.０８６ ２４ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ １.０００ ００
Ｍａ １８ ６９２.１５ <０.０１ ω０ ＝ ０.０８７ ８４ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ ３７.５０３ ８４ １５５(０.９８５)

Ｔ. ｂｅｒｎａｃｃｈｉｉ
Ｍａ０ １８ ６９４.７９ ω０ ＝ ０.０８５ ９６ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ ３７.０１４ １３
Ｍａ １８ ６９２.１９ ０.０２２ ω０ ＝ ０.０８５ ８０ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ １.０００ ００ １５１(０.９４７)ꎻ３５６(０.９４４)ꎻ

５２３(０.９４５)

—４７—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



刘　 兴ꎬ等:鲈形目 ＴＬＲ１ 和 ＴＬＲ９ 基因的选择压力分析

续表 ４　 Ｔａｂｌｅ ４ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ

基因
ｇｅｎｅ

　 支位点模型
　 Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ

－Ｌｎ 值
－ＬｎＬ Ｐ ｖａｌｕｅ ω

(ｄＮ / ｄＳ)
正选择位点(ＰＰ)

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｉｔｅｓ

ＴＬＲ９ ＬＣＡ ｏｆ Ｅ. ｓｐｅｃｔａｂｉｌｅ
Ｍａ０ ２２ ０１０.８７ ω０ ＝ ０.０８５ ８１ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ １.０００ ００
Ｍａ ２２ ００６.７２ <０.０１ ω０ ＝ ０.０８５ ７８ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ ５２.６０１ ６１ ７９０(０.９８３)

ＬＣＡ ｏｆ Ｐ. ｍａｊｏｒ
Ｍａ０ ２２ ０１１.３９ ω０ ＝ ０.０８６ ４９ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ １.０００ ００
Ｍａ ２２ ００４.１８ <０.０１ ω０ ＝ ０.０８６ ６２ꎬω１ ＝ １.０００ ００ꎬω２ ＝ ７５.６８０ ３４ １２４(０.９６６)

　 　 注:ＬＣＡ(Ｌａｓｔ ｃｏｍｍｏｎ ａｎｃｅｓｔｏｒｓ)ꎬ最近共同祖先支ꎻＰＰ(Ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ)ꎬ后验概率

２.３　 ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 结构预测以及正选择位点标注在三维结构中

本研究选取了亲缘关系较远的大西洋鲷(鲷科)、伯氏肩孔南极鱼(南极鱼科)、龟壳攀鲈(攀鲈科)三
个物种为代表进行氨基酸序列分析. 利用 ＳＭＡＲＴ 网站分别预测 ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 蛋白结构域并通过 ＩＢＳ[２６]软

件对结构域进行可视化(图 ４). 龟壳攀鲈、大西洋鲷、伯氏肩孔南极鱼三个物种中ꎬＴＬＲ１ 编码序列长度相

似ꎬ分别为 ７９８、８０２、８０２ 个氨基酸ꎬ其中大西洋鲷具有最多的亮氨酸重复区(１３ 个)ꎬ但值得注意的是ꎬ此
物种未检测到羧基端亮氨酸重复区ꎻ伯氏肩孔南极鱼亮氨酸重复区数量最少(４ 个)并且未检测到跨膜

区. ＴＬＲ９ 在三个物种中相对更为保守ꎬ都含有典型的 ＴＬＲｓ 蛋白结构域(ＬＲＲ、ＴＭ、ＴＩＲ)ꎬ其中亮氨酸重复

区数量分别为 １２、１３、１５ 个. 为了进一步探究正选择位点对蛋白质功能的影响ꎬ将这些位点标注在蛋白三

维结构中ꎬ首先利用 Ｉ￣ＴＡＳＳＥＲ 网站预测了黑鲷蛋白三维结构模型并通过 ＥＺＭＯＬ 在线网站将同时被两种

最大似然法鉴定到的正选择位点(ＴＬＲ１:１６ 和 ＴＬＲ９:８)标注到三维模型中(图 ５)ꎬ发现 ５８％的正选择位

点位于蛋白质重要功能域ꎬ且 ８６％强烈的正选择位点位于病原体识别区域亮氨酸重复区(ＬＲＲｓ).

ＳＰ:信号肽ꎻＬＲＲ:亮氨酸重复区ꎻＴＭ:跨膜区ꎻＬＲＲＣＴ:羧基端亮氨酸重复区ꎻＴＩＲ:Ｔｏｌｌ / ＩＬ￣１ 受体结构域.
图 ４　 不同物种 ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 蛋白结构比较

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ ｄｏｍａｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ

３　 结论

ＴＬＲｓ 是进化保守的蛋白质ꎬ传统上受到强烈的功能约束. 然而ꎬ最近的研究已经在一些脊椎动物群体

中发现正选择的证据ꎬ如鸟类中 ＴＬＲ３、４、５ 和 １５ 基因、啮齿动物的 ＴＬＲ４ 基因等[２７－２９] . 相对于恒温哺乳类、
鸟类物种ꎬ生活在水体中的鱼类因没有自我调节体温的机制ꎬ当面临病原微生物入侵时ꎬ低温诱导的淋巴
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图 ５　 基因正选择位点在蛋白三维结构中的标注

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

细胞的增值减少将导致适应性免疫相对滞后且免疫应答能效较低ꎬ因此对栖息于病原体较多的水环境鱼

类而言ꎬ先天性免疫在抵御病原体侵染的过程中扮演更为重要的角色[２８] . 作为 Ｔｏｌｌ 样受体基因家族中的

重要成员ꎬＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 分别可以识别三酰基脂肽、细菌与病毒非甲基化的 ＣｐＧ 寡核苷酸序列ꎬ尽管在鱼类

免疫识别应答方面的功能已被广泛的研究ꎬ但是基因的分子进化基础尚不清楚. 目前ꎬ已经报道了鲈形目

物种容易受到不同的病原微生物的感染ꎬ包括真鲷虹彩病毒(ＲＳＩＶ)、鲈鱼虹彩病毒(ＷＶＩＶ)、淋巴囊肿病

毒(ＬＣＤＶ)、红细胞坏死病毒 ( ＶＥＮＶ)、传染性胰腺坏死病病毒 ( ＩＰＮＶ)、流行性造血器官坏死病毒

(ＥＨＮＶ)、神经坏死症病毒(ＮＮＶ)等[２５ꎬ３０] . 本研究通过分析鲈形目物种先天免疫相关基因 ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 的

进化模式ꎬ发现物种普遍受到显著的正选择. 在位点模型中ꎬＴＬＲ１ 与 ＴＬＲ９ 中被两种以上方法检测到的正

选择位点分别为 １８、６ 个ꎬ且 ８６％位点处于 ＬＲＲ 区. 已报道 ＬＲＲ 结构域在识别病原体组分中发挥核心作

用ꎬ且 ＬＲＲ 和 ＬＲＲ＿ＣＴ 区域还参与病原体刺激后的信号转导过程[３１] . 该区检测到更多正选择位点可能有

利于物种在进化过程中识别不同的配体进而有效的抵抗病原微生物. 另外ꎬ相比于 ＬＲＲ 区ꎬＴＩＲ 区具有更

高的保守性ꎬ并且在信号转导过程中发挥重要作用. 鲈形目物种在 ＴＩＲ 结构域未检测到正选择位点ꎬ提示

该区域可能受到强烈的功能约束.
特别重要的是ꎬ也在鲈形目一些支系中检测到特有的正选择信号ꎬ并且检测到的正选择位点与位点模

型所检测到的位点不同ꎬ这些支系可能经历了更多的选择来应对不同病原体的感染. 两个基因在鲷科的

最近共同祖先支均检测到正选择信号ꎬ之前研究也证明鲷科物种经常感染淋巴囊肿病、病毒性表皮坏死病

等[２５] . 石斑鱼属是环境适应能力较强的暖水性鱼类ꎬ尤其是斜带石斑鱼ꎬ生活温度可以在 １１ ~ ４１ ℃之

间. 目前ꎬ病毒性神经坏死症是石斑鱼流行病之一[３２]ꎬ研究也在两个石斑鱼属物种(斜带石斑鱼、鞍带石

斑鱼)的祖先支检测到 ＴＬＲ１ 基因正选择的信号ꎬ可能与其独特的环境适应能力有关. 另外ꎬ河鲈科物种被

列为病毒性出血性败血症的易感物种[３３] . 作为全球有鳍鱼类致病性最强的病毒性疾病之一ꎬ宿主致死率

可高达 ９０％ꎬ在河鲈科物种的祖先支中也检测到 ＴＬＲ９ 基因存在正选择信号. 这些物种检测到显著的正选

择信号ꎬ表明随着时间的推移ꎬ物种抗病毒免疫反应可能已经发生了进化(图 １ꎬ表 ４)ꎬ提示鲈形目物种

ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 的分子进化可能是由环境中的病原微生物介导的选择压力所驱动的ꎬ从而具有较强的抵御病

原微生物侵袭的能力.
另外ꎬ两个基因受正选择的比例也明显不同ꎬ在 ＴＬＲ１ 中检测到更多的正选择信号ꎬ并且系统发育树

也表明 ＴＬＲ１ 基因树与物种树相比ꎬ发生了更多的拓扑结构变化ꎬ表明鱼类在适应病原微生物的过程中ꎬ
ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 基因受到不同的选择机制且 ＴＬＲ１ 进化更为明显. 本研究也发现 ５８％的正选择位点位于蛋白

质重要功能域ꎬ并且大多数位于病原体识别区域亮氨酸重复区(ＬＲＲｓ)ꎬ该区域的进化有利于识别不同病

原体 ＰＡＭＰꎬ从而在抗病原免疫过程中发挥重要作用(图 ４). 以上研究结果从进化的角度初步揭示了鲈形

目物种先天性免疫基因 ＴＬＲ１、ＴＬＲ９ 与病原体的相关性ꎬ为物种的疾病防治与预防提供理论依据.

[参考文献]
[１]　 陈大刚ꎬ张美昭. 中国海洋鱼类[Ｍ]. 山东:中国海洋大学出版社ꎬ２０１５.
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