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摘要: 植物由水生走向陆生的进化过程中经历了非常复杂的演化, 期间产生的大量基因的进化路线可能互不相

同, 因此仅仅使用系统发育树无法呈现真实的演化关系。系统发育网络图能够清楚地展示包括垂直演化和水平演

化在内的复杂网状进化关系。本文选取莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii)和4种陆生植物, 利用系统基因组学的

方法, 筛选得到1,668个一对一直系同源基因, 重新构建了陆生植物的系统发育网状进化关系。结果发现, 使用不

同的分析策略所得到的系统发育树不同; 对1,668个基因单独分析, 发现存在15种不同的拓扑结构; 对5个物种筛

选得到的直系同源基因进行系统发育网络分析显示, 在非常稳健的系统发育网络图中, 仅仅5个物种就存在9个不

同的分离支, 暗示着非常复杂的网状进化关系; 而且藻类植物与苔藓植物和石松类植物的分离支之间差异很小, 

这可能是产生系统发育树冲突的原因之一, 也暗示着早期陆生植物发生了复杂的辐射演化。 
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Abstract: Plants from aquatic to terrestrial ecosystems have undergone a very complex evolution, and their 
evolutionary pathways of large numbers of genes may be different from one another, so that traditional phy-
logenetic trees cannot show true evolutionary relationships. The phylogenetic network graph is a good solu-
tion to show the complex relationships of reticulate evolution, including vertical evolution and horizontal 
evolution. In this paper, we selected Chlamydomonas reinhardtii and four terrestrial plants, and screened 
1,668 one-to-one orthologous genes to reconstruct the phylogenetic relationship of terrestrial plants based on 
phylogenomics. Results showed that phylogenetic trees were different based on different analysis strategies. 
The 1,668 genes were analyzed separately and 15 different topologies were found. The phylogenetic network 
of the orthologous genes obtained from the five species was analyzed, and the results showed that in a very 
robust phylogenetic network map, only five species have nine different split branches, suggesting a very 
complex evolutionary relationship network. Futhermore, the difference in split branches between algae and 
bryophytes or lycophytes is very small, which may be one of the reasons influencing the phylogenetic tree 
conflict, and implies that early terrestrial plants underwent a complex radiate evolution. 
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在距今约4.8亿年前的奥陶纪(Ordovician)时期, 

藻类植物(绿藻)由水生向陆生发展产生了早期陆地

植物。这一重大的进化历史事件(李承森 , 1994; 

Kenrick & Crane, 1997; Wellman et al, 2003; Steemans 

et al, 2009; Rubinstein et al, 2010; Wickett et al, 2014)

引起了包括现存植物和化石植物在形态、生理、生

殖和生态等性状上的极大多样化。而重建早期陆生植

物的系统演化关系, 一直以来都是植物系统发育学

研究的基本内容, 对于理解植物胚胎、维管组织、种

子和花等的发育和演化都至关重要(Wickett et al, 

2014)。 

虽然现在利用大量的分子数据研究早期陆生

植物的演化已得到相对普遍认同的观点, 但是石松

类植物(lycophytes)和苔藓植物(bryophytes)的关系

在早期研究中饱受争议。在志留纪(Silurian)和早泥

盆纪(Lower Devonian)时期, 出现了大量结构非常

简单的石松类植物的祖先——裸蕨类(psilophytes)

植物。基于现存形式和化石形式的形态比较研究, 

得出了两种假设: (1)石松类植物直接起源于藻类植

物; (2)石松类植物和苔藓植物的关系更为紧密。 

支持第一种假设的研究者认为苔藓植物和石

松类植物的相似性是由于平行进化引起的, 而不是

由于二者之间的系统演化所关联 (Scott, 1900; 

Eames, 1936)。石松类植物可能起源于一群复杂的

藻类, 这些藻类的生长接近于从海洋转运而来的潮

汐的上限, 很可能是在潮间带生长旺盛的具有游动

生殖细胞的褐藻类(phaerophyta)植物(Church, 1919; 

Arnold, 2013)。另一种观点认为这些藻类可能是绿藻

(chlorophyta)。这些绿藻被认为是一类细丝状的胶毛

藻类型(Bohlin, 1901; Fritsch, 1916), 但是其祖先绿

藻是具有同形生活史的直立薄壁细胞形式, 其生活

史由两种相似的无性世代交替进行(Fritsch, 1945)。 

支持第二种假设的研究者认为石松类植物和

苔藓植物之间存在很多相似的特征, 暗示二者之间

存在某种系统演化关系。一些研究认为石松类植物

和苔藓植物是由一种非常原始的陆生颈卵器植物

演化而来的两条不同进化路线(Bower, 1935; Zim-

mermann, 1938); 另一些研究认为石松类植物是由

苔藓植物演化而来(Campbell, 1899)。 

系统发育学(phylogenetics)试图利用各种性状

(包括化石、形态、分子等)重新构建地球上所有生

物的演化历史, 并以系统发育树的形式呈现。随着

分子数据的增加, 特别是基因组时代的来临, 各个

不同类群的系统发育树得以重建并有非常高的统

计学支持(Dunn et al, 2008; Regier et al, 2010; Misof 

et al, 2014; Wickett et al, 2014)。然而, 与此同时, 不

同基因构建的系统发育树之间各不一致, 即基因树

冲突(conflicting gene trees)现象也日益突出(邹新慧

和葛颂, 2008)。在物种演化历程中, 不同基因可能

有不同的进化路线 , 主要分为两种 : 垂直演化

(vertical evolutionary processes)和水平演化(horizo-

ntal evolutionary processes)。垂直演化, 即遗传信息

直接由亲代传递给子代, 主要包括核酸替换(DNA 

substitutions)、插入(insertions)、删除(deletions)和基

因复制(genic duplications)、易位(translocations)、倒

位 (inversions); 水平演化主要包括重组 (recom-

bination)、杂交 (hybridization)、基因渐渗 (introg-

ression)、基因水平转移(horizontal gene transfer)和基

因组融合(genome fusion)等。系统发育树只能呈现

垂直演化过程, 而对于相对复杂的水平演化过程, 

系统发育树则无法展示。此外, 即使是垂直演化, 

如果存在不完全的谱系分选 (incomplete lineage 

sorting)等进化历史事件, 基因演化树和物种演化

树可能截然不同。 

随着系统发育学研究的深入, 系统发育网络

(phylogenetic network)可以很好地展现复杂的网状

进化(reticulate evolution)关系(Huson & Bryant, 2006; 

Nakhleh, 2010; Huson & Scornavacca, 2011)。理论上, 

当进化过程中存在网状进化事件时, 有根的系统发

育网络可以清楚地呈现物种演化, 但是这种系统发

育网络分析所涉及的计算很困难, 至今仍然没有一

种成熟和广泛使用的分析工具(Tofigh et al, 2011)。

值得庆幸的是, 已经有大量的分析工具用于计算无

根的系统发育网络, 以此来呈现系统发育分析和谱

系地理学研究中存在的网状进化事件(Bandelt et al, 

1999; Clement et al, 2000; Bryant & Moulton, 2004; 

Huson & Bryant, 2006)。 

本文以早期陆生植物演化分析为例, 利用系统

基因组学和系统发育网络分析早期陆生植物演化

过程中可能存在的网状进化关系。 

1  材料与方法 

1.1  转录组测序 

转录组测序样品取自上海辰山植物园的蕨类
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温室内单个福建观音座莲(Angiopteris fokiensis)植

株的营养叶, 取样后迅速将样品放到液氮中冷冻。

利用TRIzol® Reagent试剂(Invitrogen, 上海)提取总

RNA, 然后利用Plant RNA Purification Reagent试剂

(Invitrogen, 上海)对提取的总RNA进行纯化, 之后

用Agilent 2100检测RNA提取质量。利用带有Oligo 

dT的磁力架(Invitrogen, 上海)与ployA进行A-T碱基

配对, 从总RNA中分离出mRNA。利用金属离子将

获得的mRNA随机断裂成200 bp左右的小片段。以

这些小片段mRNA为模板, 用随机引物合成第一条

cDNA链, 然后加入缓冲液、dNTPs、RNase H和DNA 

polymerase I合成第二条cDNA链。对双链cDNA进行

加工修饰, 末端加poly (A)并连接测序接头adaptor, 

得到完整的cDNA。利用PCR进行cDNA扩增, 构建

测序文库, 用Illumina HiSeq 2500进行测序。 

1.2  序列组装和ORF预测 

利用Illumina双末端测序(paired-end, PE)方法进

行高通量测序, 得到的原始图像数据经过Base Call-

ing转化为序列数据, 即原始序列读取片段(raw reads), 

以FASTQ格式储存。对原始序列进行质量评估和可

信度分析, 并去除制备文库时产生的接头序列、两

端低质量序列(Q < 20 bp)、含N > 10%的序列以及修

剪后长度小于20 bp的序列, 得到有效数据(clean 

data)。利用Trinity (http://trinityrnaseq.source-forge.net/, 

版本号 trinityrnaseq-r2013-02-25) (Grabherr et al, 

2011)对所有有效数据进行从头组装。由于Trinity组

装结果中含有大量的冗余序列, 利用CD-HIT (Fu et 

al, 2012)去除重复序列, 得到unigene序列。利用

Trinity中的transcoder工具对unigene进行开放阅读

框(open reading frame, ORF)预测, 得到序列中最佳

的ORF区域, 使用pfam (http://pfam.xfam.org/)数据

库对预测结果进行校正, 将比对结果保留到pfam数

据库的蛋白序列中。 

1.3  转录组数据完整性评估 

使用转录组数据进行系统发育分析, 评估测序

组装得到的转录序列是否覆盖所有可能的转录本

是非常重要的。这直接关系到系统发育分析中数据

的大小和完整性, 从而影响系统发育树的拓扑结

构。我们选取由30个植物基因组筛选得到的1,440

个普遍存在于植物中的单拷贝直系同源基因组成

的数据集, 使用BUSCO v2 (Simão et al, 2015)软件

评估福建观音座莲转录组数据的完整性。 

1.4  直系同源基因筛选 

从EnsemblPlants (http://plants.ensembl.org/index. 

html)数据库网站上下载得到莱茵衣藻 (Chlamy-
domonas reinhardtii) 、 小 立 碗 藓 (Physcomitrella 
patens)、江南卷柏(Selaginella moellendorffii)的基因

组数据, 从congenie (http://congenie.org/)网站获得

欧洲云杉(Picea abies)的基因组数据。对5个物种(莱

茵衣藻、小立碗藓、江南卷柏、福建观音座莲和欧

洲云杉)基因的蛋白序列使用OrthoMCL (Li et al, 

2003)软件筛选同源基因(E value ≤ 1e-10, inflation = 

2.5), 运用Agalma (Dunn et al, 2013)系统发育基因

组学分析流程筛选一对一直系同源基因。其大致流

程如下: (1)对每个同源基因聚类组中的序列使用

MUSCLE (Edgar, 2004)软件对齐; (2)使用GBlocks 

(Talavera & Castresana, 2007)软件筛选基因序列的

保守区域; (3)使用RAxML (Stamatakis, 2014)软件对

筛选得到的保守序列构建最大似然树, 自举检验

100次; (4)使用DendroPy (Sukumaran & Holder, 2010)

软件对单基因树进行修剪, 得到每个类群只保留一

条序列的一对一直系同源基因矩阵。 

1.5  系统发育与网状进化分析 

系统发育分析分别使用串联和联合分析。串联

矩阵的方法: (1)对每个筛选得到的直系同源基因使

用MUSCLE软件比对, 形成序列矩阵; (2)对每个矩

阵使用GBlock软件进行序列保守区域的筛选; (3)将

筛选之后的保守序列矩阵串联成多基因超级矩阵

(supermatrix); (4)使用RAxML软件进行最大似然法

分析 , 选择执行快速支持度分析并以Prottest 3 

(Darriba et al, 2011)软件搜索的PROTCATJTT为最

佳模型自举检验1,000次。联合基因树的方法: (1)对

每个直系同源基因单独使用RAxML软件进行最大

似然法分析, 自举检验100次; (2)将单基因树根据拓

扑结构进行分类, 并统计不同拓扑结构的基因数量; 

(3)使用ASTRAL (Mirarab et al, 2014)软件将多个单

基因树整合成超级物种树(supertree)。 

对筛选得到的蛋白超级矩阵, 使用SplitsTree4

软件(Huson & Bryant, 2006)推测5个类群的系统发

育网络关系。 

2  结果 

2.1  转录组组装和ORF预测 

采用Illumina HiSeq 2500高通量测序平台对福
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建观音座莲进行转录组测序, 得到4.5 Gb原始数据

(raw data), 原始数据已上传至NCBI的SRA数据库

(SAMN03575909)。为了保证后续生物信息分析的

准确性, 对原始数据进行过滤去杂, 获得了4.4 Gb

有效数据(clean data)。对有效数据进行de novo拼接

组装, 共得到63,262个转录本。去除冗余序列后得

到57,637条单基因簇(unigene), N50为1,629 bp。从

unigene中预测得到35,972条ORF, 占总unigene的

62.41%。详细结果见附录1。 

2.2  转录组数据完整性评估 

使用植物直系同源基因数据集对福建观音座

莲的转录组数据完整性进行评估, 在由30个植物基

因组筛选得到的1,440个植物单拷贝直系同源基因

中, 完全匹配到的单拷贝直系同源基因(complete)有

956个, 占总BUSCO的66.4%; 部分片段匹配到的单

拷贝直系同源基因(fragment)有85个, 占总BUSCO

的5.9%; 没有匹配到的植物单拷贝直系同源基因

(missing)有399个, 占总BUSCO的27.7% (表1)。 

2.3  系统发育分析 

我们筛选得到1,668个100%类群覆盖的一对一

单拷贝直系同源基因。首先, 使用串联矩阵的方法, 

将每个单基因蛋白序列矩阵串联成多基因超级矩

阵, 包含324,365个保守的氨基酸位点; 以莱茵衣藻

为外类群, 使用最大似然法重建得到5个类群的系

统发育关系为: (莱茵衣藻, (江南卷柏, (小立碗藓, 

(福建观音座莲, 欧洲云杉)))) (图1)。然后, 使用联合

基因树的方法, 以莱茵衣藻为外类群, 使用最大似

然法对每个单基因蛋白序列矩阵构建系统发育树, 

得到1,668棵单基因树, 包括15种树形(图2)。对所有

单基因树联合得到超级物种树为: (莱茵衣藻, (小立

碗藓, (江南卷柏, (福建观音座莲, 欧洲云杉))))(图1)。 

2.4  网状进化 

不同的基因可能存在不同的演化历史, 我们使

用1,668个基因构建5个植物的系统发育网络, 结果

发现存在9个分离支(split branch), 除了物种分离支

外, 还存在4种网络分离支, 除了最短的分离支(图3

箭头标示)支持率仅为21.6%外, 其他支都是100%

的支持率(图3)。结果显示, 小立碗藓和莱茵衣藻亲

缘关系更近一些, 而江南卷柏更远, 然而这种结果

也不太稳定(最短分离支的支持率低, BS = 21.6%)。 
 

表1  转录组和基因组组装完整性评估结果统计 
Table 1  The assessment results of assembly completeness of transcriptome and genome 

物种 Species 分类 Classification BUSCO评估结果 BUSCO results 

福建观音座莲 Angiopteris fokiensis 真蕨类植物 Monilophytes C: 66.4% [S: 43.2%, D: 23.2%], F: 5.9%, M: 27.7%, n: 1440 

欧洲云杉 Picea abies 种子植物 Spermatophytes C: 34.0% [S: 28.9%, D: 5.1%], F: 7.4%, M: 58.6%, n: 1,440 

江南卷柏 Selaginella moellendorffii 石松类植物 Lycophytes C: 63.2% [S: 10.0%, D: 53.2%], F: 4.7%, M: 32.1%, n: 1,440 

小立碗藓 Physcomitrella patens 苔藓植物 Bryophytes C: 70.1% [S: 46.0%, D: 24.1%], F: 2.6%, M: 27.3%, n: 1,440 

莱茵衣藻 Chlamydomonas reintmrdtii 藻类植物 Thallophytes C: 18.8% [S: 17.9%, D: 0.9%], F: 1.7%, M: 79.5%, n: 1,440 

C: 完全匹配的BUSCOs; S: 完全匹配的单拷贝BUSCOs; D: 完全匹配的有副本的BUSCOs; F: BUSCOs部分片段; M: 缺失的BUSCOs; n: 总
BUSCOs数目。 
C, Complete BUSCOs; S, Complete and single-copy BUSCOs; D, Complete and duplicated BUSCOs; F, Fragmented BUSCOs; M, Missing BUSCOs; 
n, Total BUSCO groups searched. 

 

 
 

图1  基于串联和联合的方法分析得到的系统发育树。(A)使用串联矩阵构建的最大似然树; (B)使用联合基因树构建的物种树。 
Fig. 1  The phylogenetic trees based on concatenation and coalescence methods. (A) The maximum likelihood tree based on con-
catenation method; (B) The species tree based on coalescence method. 
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图2  使用最大似然法构建的15种拓扑结构的基因树。数字表示每种拓扑结构的数量。 
Fig. 2  Fifteen topological structure of gene trees based on maximum likelihood method. The numbers mean the amount of the top-
ological structure. 

 

 
 

图3  基于1,668个基因构建的早期陆生植物的系统发育网络。数字表示每个分离支的支持率, 除了最短分离支(箭头)之外, 其
他分离支的支持率都为100%; 平行的分离支为同一种分离支。 
Fig. 3  The phylogenetic network of early land plants based on 1,668 genes. The numbers mean the bootstrap support of each split 
branch. In addition to the shortest split branch (arrow), the bootstrap support of other split branches is 100%. The parallel split 
branches are the same type of split branch. 
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3  讨论  

早在1859年达尔文在《物种起源》一书中就提

出, 地球上所有的生物都起源于一个共同祖先。并

且其曾使用简单的系统树来表示地球上物种的演

化过程。随着系统发育分析的发展, 人们开始使用

各种性状来构建地球上不同类群生物的演化历史, 

试图实现构建整个地球生命之树的伟大理想。随着

分子生物学的迅猛发展, 越来越多的分子数据得到

积累, 使得分子数据成为系统发育分析的主要性

状。人们开始联合使用多个基因和DNA片段进行系

统发育分析, 然而随着研究的深入, 不同的研究者

使用不同的基因序列对同一类群进行系统发育分

析所得到的系统演化树却互不相同。Cranston等

(2009)在6个水稻物种中筛选得到307个直系同源基

因, 研究发现这些基因之间存在高度的不一致性, 

仅有8个基因树与串联分析的物种树一致(Cranston 

et al, 2009); Salichos和Rokas (2013)从23种酵母基因

组中筛选得到1,070个直系同源基因, 其中没有一

种基因树与串联分析的物种树一致 (Salichos & 

Rokas, 2013)。 

本研究中, 我们从5个物种的基因组和转录组

中筛选得到1,668个一对一直系同源基因, 将这些

基因串联组建成包含324,365个保守氨基酸位点的

超级矩阵, 运用最大似然法重建了植物的演化关

系。结果和以往研究不同的是, 石松类植物首先在

藻类植物之后演化出来。随后, 使用联合基因树的

方法, 首先用最大似然法构建1,668个单基因树, 然

后整合成为超级物种树。和串联矩阵的结果不同, 

苔藓植物首先在藻类植物之后演化出来。由此可见, 

即使是相同的数据, 不同的分析策略所得到的系统

发育树也是自相矛盾的。将构建得到的1,668个基因

树进行分类, 得到15种不同的拓扑结构, 即这些基

因可能存在15种不同的进化过程。进一步统计发现, 

支持串联矩阵方法的分析结果的基因有296个, 少

于支持联合基因树方法的分析结果的基因(323个)。

由此可见, 这1,668个基因数据本身就存在不确定

性, 这些经历不同进化过程的基因的信息含量没有

明显的差异, 这可能也造成了两种分析策略所得到

的结果有所不同。 

不同的基因分析得到不同的系统树, 这种不一

致性可能是由于基因进化历史重建过程分析错误

造成, 更有可能是由于存在复杂的生物学过程引起

(Woodhams et al, 2016)。这些进化事件在生物演化

过程中时常发生, 特别是杂交物种形成事件, Mallet 

(2005)估计平均大约25%的植物和10%的动物与另

外至少一个物种发生了杂交。随着研究的深入, 人

们已经开始尝试在不完全谱系分选 (Degnan & 

Rosenberg, 2009; Nakhleh, 2013; Mirarab et al, 

2016)、杂交(Nakhleh, 2010; Woodhams et al, 2016)、

基因水平转移(Szöllősi et al, 2012)等进化事件存在

的情况下重建物种演化关系。更多的研究者认为在

存在复杂的网状进化事件时, 应该使用系统发育网

络来重建物种演化过程中基因网络关系, 从而理解

基因树冲突的原因和物种演化关系(Sneath, 1975; 

Syvanen, 1985; Delwiche & Palmer, 1996; Griffiths & 

Marjoram, 1996; Rieseberg, 1997; Doolittle, 1999; 

Huson & Bryant, 2006; Huson & Scornavacca, 2011)。

本研究中, 我们的取样类群相对较少, 因此1,668个

基因只得到了15种不同的演化路线, 这在一定程度

上预示着早期陆生植物在进化过程中存在着非常

复杂的网状演化关系。随后我们对这1,668个基因进

行系统发育网络分析, 发现早期陆生植物之间确实

存在复杂的网状进化关系。仅仅在5个类群之间就

出现9个分离支, 除了最短的分离支(图3箭头标示, 

BS = 21.6%)外, 其他分离支都得到100%的统计学

支持。虽然系统发育网络图中, 物种间的分离支差

异不大, 但总体上仍能看出在藻类植物演化之后苔

藓植物先分化出来。 
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附录1  福建观音座莲转录组测序和组装结果统计 
Appendix 1  The results of transcriptome sequence and assemble of Angiopteris fokiensis  

原始数据 Rawdata (G) 4.5 Q30 值 Q30 (%) 91.85 

有效数据 Cleandata (G) 4.4 单基因簇数量 Number of unigenes 57,637 

总碱基含量 Total bases (bp) 3,415,761,579 N50 值 N50 (bp) 1,629 

Q20 值 Q20 (%) 96.1 GC 含量 GC content 0.45 

 




