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摘要  多倍化或全基因组复制(WGD)是物种多样性发生的重要驱动力。目前, 在蕨类、菊科以及豆科等类群丰富的植物中

已多次报道全基因组复制事件, 而兰科(Orchidaceae)全基因组复制事件报道极少, 与其丰富的物种多样性存在矛盾, 推测

与前期样本量小但类群跨度大的研究策略有关。选取染色体数目变异丰富且多样性较高的兜兰属(Paphiopedilum)为兰科植

物代表类群, 基于共享数据库中4种兜兰的转录组数据, 采用同义替换率(Ks)、系统发生基因组学以及相对定年的方法分析

兜兰属植物是否发生过全基因组复制事件。结果表明 , 在4种兜兰中均检测到3次全基因组复制事件 , 分别发生在

110.17–119.77 Mya (WGD1)、60.95–74.19 Mya (WGD2)和38.19–45.85 Mya (WGD3)。其中, WGD3为新检测到的全基

因组复制事件, 推测其发生在杓兰亚科(Cypripedioideae)与姐妹类群分化后, 兜兰属与姐妹类群分化之前。此外, 3次全基

因组复制事件发生后优先保留的基因拷贝在功能上多与当时的环境胁迫响应相关, 推测全基因组复制提高了兜兰属植物祖

先对当时极端环境变化的适应性。 
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多倍化 (polyploid)或全基因组复制 (whole-ge-

nome duplication, WGD)是物种多样性发生的重要驱

动力(De Bodt et al., 2005; Van de Peer et al., 2017; 

Mandáková and Lysak, 2018), 在植物演化历史中普

遍存在, 尤其是维管束植物中多样性最高的类群被子

植物和第二大类群蕨类反复发生过多轮全基因组复制

(One Thousand Plant Transcriptomes Initiative, 

2019; 汪浩等, 2019; Huang et al., 2020; 王婷等, 

2021)。基于现有证据, 在蕨类植物、被子植物第一大

科菊科(Asteraceae)、第三大科豆科(Fabaceae)中分

别检测到19、41、28次全基因组复制事件(Huang et 

al., 2020; Zhang et al., 2021a; Zhao et al., 2021), 

推测多倍化与蕨类植物和被子植物物种多样性较高

类群的物种形成和多样化有关(De Bodt et al., 2005; 

Van de Peer et al., 2017; Mandáková and Lysak, 

2018; Ren et al., 2018)。 

全基因组复制使得染色体和基因组内全部基因均

发生加倍, 为新性状演化和物种多样化提供了遗传材

料(De Bodt et al., 2005; Wu et al., 2020)。而全基因

组复制后的基因丢失、沉默、亚功能化和新功能化等

基因水平的变异, 以及染色体重组等染色体水平变异

促进了表型和物种的多样化(Wendel, 2000; Adams 

and Wendel, 2005; Mandáková and Lysak, 2018)。

此外, 全基因组复制及后续变异导致一些类群染色体

数目变异(Mandáková and Lysak, 2018)。以单子叶

植物禾本科为例, 禾本科祖先的染色体基数为7条, 而

在经历了全基因组复制事件后(Paterson et al., 2004; 

Salse et al., 2008), 水稻(Oryza sativa)、高粱(Sorg-

hum bicolor)和谷子(Setaria italica)的染色体基数并

未达到加倍后的14条, 而是表现为染色体数目不同

程度地减少, 分别为12、10和9条(Murat et al., 2017; 

王振怡和王希胤, 2020)。因此, 染色体数目的变化是
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全基因组复制发生及后续演化进程的重要特征之一。 

兰科(Orchidaceae)含700余属、约26 000种, 为

被子植物第二大科, 单子叶植物第一大科, 是陆生植

物中极具多样性的类群之一(Chase et al., 2015; Li et 

al., 2016), 同时表现出染色体数目变化较大(染色体

基数从x=6到x=120)的特点(Da Conceição et al., 

2006; 王筠竹等, 2019), 表明兰科植物的演化过程

可能存在多次全基因组复制事件。然而, 目前在兰科

植物中已见报道的全基因组复制事件非常有限。基于

兰科植物基因组证据(Cai et al., 2015; Zhang et al., 

2016, 2017; Yuan et al., 2018; Hasing et al., 2020)

以及千种植物转录组项目等转录组分析(One Thou-

sand Plant Transcriptomes Initiative, 2019), 目前仅

检测到1次兰科植物特异发生的全基因组复制事件, 

与蕨类(Huang et al., 2020)、菊科(Zhang et al., 

2021a)和豆科(Zhao et al., 2021)等物种多样性丰富

的类群多倍化研究结果不符。 

分析上述情况的原因, 我们推测可能与兰科植物

种类及类群众多、前期研究样本量小但种类跨度大的

研究策略有关。例如, 千种植物转录组项目囊括了兰

科7个样本, 但却跨了香荚兰亚科(Vanilloideae)、兰

亚科(Orchidoideae)和树兰亚科(Epidendroideae) 3

个亚科7个属(One Thousand Plant Transcriptomes 

Initiative, 2019); 分析全基因组复制事件的5套全基

因组数据同样覆盖了拟兰亚科(Apostasioideae)、香

荚兰亚科、树兰亚科3个亚科5个属(Cai et al., 2015; 

Zhang et al., 2016, 2017; Yuan et al., 2018; Hasing 

et al., 2020); 关于杓兰亚科基因组进化的研究包括

13个兰科植物转录组和基因组数据, 覆盖了兰科所有

亚科 (拟兰亚科、香荚兰亚科、杓兰亚科 (Cyprip-

edioideae)、兰亚科和树兰亚科) 13个属(Unruh et al., 

2018)。对于兰科这样包含26 000多种的特大类群, 

解析其全基因组复制历史需要借助更精细的尺度。 

杓兰亚科具有囊状或倒盔状唇瓣、2个可育雄蕊

和1个盾状退化雄蕊等特征, 是兰科多样性的重要代

表类群之一, 包括杓兰属(Cypripedium)、南美杓兰属

(Selenipedium)、美洲兜兰属(Phragmipedium)、镊

萼兜兰属(Mexipedium)及兜兰属(Paphiopedilum) 5

个属(Cox et al., 1997; Chen et al., 2009)。其中, 兜

兰属是杓兰亚科最大的属, 约100多种, 占杓兰亚科

总物种数一半以上(Govaerts et al., 2021)。兜兰属植

物的基因组普遍较大并存在一定程度的变异(16.5– 

35.9 pg/C), 且染色体数目变异丰富(2n=26–42) (Leit 

ch et al., 2009)。因此, 我们推测兜兰属可能存在全

基因组复制事件, 然而, 在过去样本量小、跨大尺度

的研究中并未检测到兜兰属特异发生的全基因组复

制事件。因此, 本研究基于NCBI共享数据, 即杏黄兜

兰(Paphiopedilum armeniacum)、同色兜兰(P. con-

color)、带叶兜兰(P. hirsutissimum)以及麻栗坡兜兰

(P. malipoense)的转录组数据, 采用经典的同义替换

率(Ks)、系统发生基因组学以及相对定年的方法对其

进行全基因组复制事件检测, 进而开展以下研究: (1) 

过去未检测到全基因组复制事件历史的兜兰属植物

是否发生了全基因组复制事件; (2) 若发生了全基因

组复制事件, 进一步分析其发生时间, 以及是否为兜

兰属内发生的全基因组复制事件; (3) 全基因组复制

事件的发生对于兜兰属植物适应性演化的意义。 

1  材料与方法 

1.1  测序数据下载 

从NCBI网站SRA数据库检索下载杏黄兜兰(Paphio-

pedilum armeniacum S.C.Chen & F.Y.Liu) (2n=26)、

同色兜兰(P. concolor (Lindl. ex Bateman) Pfitzer) 

(2n=26)、带叶兜兰(P. hirsutissimum (Lindl. ex Ho-

ok.) Stein) (2n=26)以及麻栗坡兜兰(P. malipoense 

S.C. Chen & Z.H.Tsi) (2n=26)转录组测序的原始数

据(raw data) (Cox et al., 1998; 杨志娟, 2006; Li et 

al., 2014; Zhang et al., 2017; Fang et al., 2020), 用

于后续的组装与分析。同时, 从NCBI网站Genome数

据库下载深圳拟兰(Apostasia shenzhenica Z.J.Liu & 

L.J. Chen)基因组数据(GCA_002786265.1) (Zhang 

et al., 2017)用于物种间直系同源基因的Ks分析。将拟

兰作为基于系统发生基因组学检测全基因组复制事

件的外类群。 

1.2  测序数据提取和质控 

借助SRA Toolkit v2.10.8中的fastq-dump命令从原始

数据中提取获得 fastq文件 , 参数为 --gzip --split-e 

(https://github.com/ncbi/sra-tools) (Leinonen et al., 

2011)。利用Trimmomatic v0.39软件对fastq文件进行

质控处理(参数设置: PE ILLUMINACLIP: TruSeq3- 
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PE.fa:2: 30:10 LEADING:3 TRAILING:3 SLIDING-

WINDOW: 4:15 MINLEN:50 TOPHRED33) (Bolger 

et al., 2014), 过滤去除接头序列及低质量碱基等, 获

取高质量数据(clean data)用于后续组装。 

1.3  转录组组装和质量评估 

采用Trinity v2.11.0对高质量数据进行de novo组装

(Haas et al., 2013), 参数设置为--seqType fq --min_ 

kmer_cov 2 --normalize_reads --bflyCalculateCPU。

随后 , 利用cd-hit v4.8.1将相似性≥95%的转录本

(transcript)聚为一组(参数: -c 0.95), 每一组聚类中输

出最长序列 , 得到非冗余的单基因簇(unigene) (Li 

and Godzik, 2006)。基于embryophyta_odb10数据

库, 利用BUSCO v4.0.6软件对组装获得的转录本进

行完整性评估(Simão et al., 2015)。 

1.4  蛋白编码区及转录因子预测 

在默认设置条件下 , 利用TransDecoder v5.5.0对

unigene序列进行蛋白编码区预测 (https://github. 

com/TransDecoder/TransDecoder/releases/tag/T-

ransDecoder-v5.5.0), 获得蛋白编码序列(protein co 

ding sequence, CDS)和相应的蛋白序列。利用iTAK

软件, 基于软件内置数据库进行植物转录因子(trans-

cription factors, TFs)预测(Zheng et al., 2016)。 

1.5  全基因组复制事件检测 

根据文献报道的方法计算物种内旁系同源基因对的

Ks值(Sollars et al., 2017), 并对其进行正态分布拟

合, 以检测全基因组复制事件。首先, 分别对各物种

的蛋白序列进行 all against all序列相似性比对

(BLASTP), 阈值设置为e–5。然后, 应用脚本KSPlot-

ter.py计算每个物种的Ks值(https://github.com/Endy-

mionCooper/KSPlotting)。主要步骤为 : 使用mcl-

blastline pipeline构建基因家族(Enright et al., 2002), 

借助MUSCLE对每个基因家族进行比对 (Edgar, 

2004), 最后利用CODEML软件(PAML包)计算每个

物种的 Ks 值 (Goldman and Yang, 1994; Yang, 

2007)。为避免随机误差和同义替换饱和效应的影响

(Blanc and Wolfe, 2004; Schlueter et al., 2004; Cui 

et al., 2006), 本研究仅保留0.1–5之间的Ks值用于后

续分析。最后, 借助R包mclust中的高斯混合模型对

保留的Ks值进行正态分布拟合(Scrucca et al., 2016), 

以排除假阳性峰。 

为分析全基因组复制事件与类群分化间的时间

关系, 利用wgd软件, 采用wf2流程分别计算4种兜兰

与深圳拟兰、3种兜兰与杏黄兜兰(位于兜兰基部类群)

间直系同源基因的Ks值(Zwaenepoel and Van De 

Peer, 2019)。若物种内旁系同源基因的Ks峰值(代表

全基因组复制事件)小于物种间直系同源基因的Ks峰

值(代表类群分化事件), 则认为全基因组复制事件发

生在类群分化事件后; 反之, 则认为全基因组复制事

件发生在类群分化事件前(One Thousand Plant Tran 

scriptomes Initiative, 2019)。 

为验证Ks法检测结果的准确性, 应用tree2gd软

件, 基于系统发生基因组学的方法再次检测全基因组

复制事件(Zhang et al., 2020; Zhao et al., 2021)。(1) 

以4种兜兰和深圳拟兰的蛋白序列为输入文件, 利用

OrthoFinder v2.5.2筛选单拷贝直系同源基因(Emms 

and Kelly, 2019)。(2) 利用单拷贝直系同源基因构建

物种树。首先, 采用MUSCLE v3.8.31对筛选得到的

302个单拷贝直系同源基因进行多序列比对(Edgar, 

2004); 随后, 基于比对结果使用Gblocks v0.91b筛选

保守区域(Castresana, 2000; Talavera and Castre-

sana, 2007), 并将筛选获得的保守区域串联形成多

基因矩阵; 最后, 以ProtTest v3.4.2确定的PROTGA-

MMAJTTF为最优替代模型(Darriba et al., 2011), 利

用RAxML v8.2.12软件, 采用最大似然法、基于保守

序列矩阵、以深圳拟兰为外类群、在自举检验1 000

次的设置下构建系统发生树(Stamatakis, 2014)。(3) 

以第(2)步构建的系统发生树为物种树, 利用tree2gd 

v1.0.39软件, 基于默认参数检测全基因组复制事件

(https://github.com/Dee-chen/Tree2gd) (Zhang et al., 

2020)。 

1.6  全基因组复制事件相对定年 

基于同义替换速度恒定的假定前提, 根据物种内旁系

同源基因Ks分布的峰值和公式T=Ks/2r, 采用深圳拟

兰的绝对定年时间, 推算4种兜兰全基因组复制事件

的发生时间 (Badouin et al., 2017; Zhang et al., 

2017)。先依据深圳拟兰的绝对定年信息(Ks=1, T=74 

Mya) (Zhang et al., 2017)和公式T=Ks/2r, 推算出深

圳拟兰的r=6.76×10–9 (同义替换/位点/年); 然后根据
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正态分布拟合得到的Ks峰值, 采用深圳拟兰的r值, 

推算4种兜兰全基因组复制事件的发生时间。 

1.7  转录组功能注释和复制基因功能富集分析 

首先, 分别对每种兜兰的所有蛋白序列进行功能注

释。使用eggNOG-mapper v2.0.6软件, 基于eggNOG 

v5.0.1数据库对预测获得的蛋白序列进行功能注释

(Huerta-Cepas et al., 2017, 2019), 注释结果用于分

析保留复制基因的功能富集。然后, 根据高斯混合模

型拟合显著存在的峰值 , 分别提取4种兜兰各峰值

95%置信区间的基因作为全基因组复制事件中保留

的复制基因, 对其进行GO功能富集分析。借助R包

AnnotationForge, 基于4种兜兰的功能注释结果, 为

每个物种分别构建数据库(https://bioconductor.org/ 

packages/AnnotationForge/); 利用clusterProfiler分

别对每种兜兰各全基因组复制事件中保留的复制基

因进行GO功能富集分析(P<0.05) (Yu et al., 2012)。

GO 功能富集结果采用R 包 ggplot2 (https://github. 

com/tidyverse/ggplot2) 和 pheatmap (https://github. 

com/raivokolde/pheatmap)进行可视化。 

2  结果与讨论 

2.1  原始数据下载、组装和质量评估 

从NCBI网站下载麻栗坡兜兰、同色兜兰、带叶兜兰

以及杏黄兜兰的转录组原始数据, 用于测序的组织分

别为茎、叶或种子, 原始数据量为3–14.1 Gb, 总数据

量为28.7 Gb。对获得的原始数据进行提取、质控及

组装, 分别组装得到76 006 (带叶兜兰) –239 105 (麻

栗坡兜兰 )个转录本 , 去冗余后对应获得62 565– 

201 606个unigenes。具体信息见表1。 

为评估组装的完整性, 基于包含1 614个单拷贝

基因的embryophyta_odb10数据库进行BUSCO评

估, 完整覆盖基因的比例(complete BUSCOs)分别

为麻栗坡兜兰(94.0%)>杏黄兜兰(92.5%)>同色兜兰

(88.5%)>带叶兜兰(86.9%) (图1)。BUSCO评估结果

显示, 组装完整性较高, 可用于后续分析。 

2.2  蛋白编码区和转录因子预测 

对4种兜兰转录组的unigenes序列进行蛋白编码区预

测 , 共预测到228 075个CDS, 其中带叶兜兰获得

CDS的数量最少(33 207个), 平均长度最长(994.9 

bp); 麻栗坡兜兰获得CDS的数量最多(79 854个), 

平均长度最短(829.1 bp) (表2)。对4种兜兰的CDS进

行转录因子预测 , 分别预测到1 181(带叶兜兰 )– 

2 586 (麻栗坡兜兰)个转录因子, 共预测到7 731个转

录因子, 归属于70个转录因子家族(附表1; 表2)。 

2.3  全基因组复制事件检测 

基于预测的蛋白序列, 分别计算4种兜兰种内旁系同

源基因的Ks值, Ks值密度分布如图2所示。后续采用高

斯混合模型对Ks值进行正态分布拟合(图2; 表3)。结

果显示, 麻栗坡兜兰、同色兜兰以及杏黄兜兰均拟合

到9个Ks峰, 带叶兜兰拟合到7个Ks峰; 同时, 4种兜兰

在Ks为1.5、0.8以及0.5左右均以较大比例拟合到3个

Ks峰(分别为WGD1、WGD2和WGD3), 推测4种兜兰

均至少经历了3次全基因组复制事件。 

除计算物种内旁系同源基因的Ks值外, 我们还分 

 
表1  转录组原始数据和de novo组装结果 

Table 1  The statistics of raw data and de novo assembly  

 Paphiopedilum concolor P. hirsutissimum P. malipoense P. armeniacum 

Accession number SRR1405683 SRR1405685 SRR5722160 SRR9842184 

Tissues Leaf Leaf Stem Seed 

Bases (Gb) 3.6 3 14.1 8 

Number of transcripts 156581 76006 239105 164515 

Average length of transcript (bp) 907.1 1162.3 884.5 993.2 

N50 of transcript (bp) 1486 1971 1627 1856 

Number of unigenes  116919 62565 201606 139203 

Average length of unigene (bp) 863.3 1071.1 815.6 906.4 

N50 of unigene (bp) 1438 1829 1480 1704 

Source of raw data Li et al., 2014 Li et al., 2014 Zhang et al., 2017 Fang et al., 2020
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图1  BUSCO评估结果 

C: 完整覆盖的基因数; S: 完整覆盖且为单拷贝的基因数; D: 完整覆盖且为多拷贝的基因数; F: 未完整覆盖的基因数; M: 缺失基

因数 

 

Figure 1  BUSCO assessment results 

C: Complete BUSCOs; S: Complete and single-copy BUSCOs; D: Complete and duplicated BUSCOs; F: Fragmented 

BUSCOs; M: Missing BUSCOs 

 

表2  蛋白编码区和转录因子预测结果 

Table 2  The summary of protein coding sequence and transcription factor prediction 

 Paphiopedilum concolor P. hirsutissimum P. malipoense P. armeniacum

Number of protein coding sequences  56439 33207 79854 58575 

Average length of protein coding sequence (bp) 936.1 994.9 829.1 914.7 

N50 of protein coding sequence (bp) 1209 1308 1089 1215 

Number of CDS identified as transcription factor 1950 1181 2586 2014 

Number of transcription factor families 66 67 67 68 

 

别计算了4种兜兰与兰科基部代表物种深圳拟兰、3

种兜兰与兜兰基部代表物种杏黄兜兰间直系同源基

因的Ks值(图2), 结果发现4种兜兰与深圳拟兰间直系

同源基因的Ks峰值均小于全基因组复制事件WGD1

和WGD2的Ks峰值, 大于全基因组复制事件WGD3的

Ks峰值, 推测全基因组复制事件WGD1和WGD2发生

在兜兰属与深圳拟兰分化事件之前, 而WGD3则发生

在之后。杏黄兜兰与其它3种兜兰间直系同源基因的

Ks峰值均小于全基因组复制事件WGD1、WGD2和

WGD3, 推测3次全基因组复制事件均发生在兜兰属

分化之前。 

应用tree2gd v1.0.39软件, 基于系统发生基因组

学方法再次进行全基因组复制事件检测, 判定标准参

照Zhang等(2020)所述方法。满足以下任一条件则认

为发生了全基因组复制事件 : (1) 复制基因 (gene 

duplication, GD) >500个, 其中(AB)(AB)类型的复制

基因>250个; (2) 复制基因>1 500个, 其中(AB)(AB)

类型的复制基因>100个, 且(AB)(AB)类型的复制基

因与(AB)A类型或(AB)B类型的复制基因之和>1 000

个。tree2gd分析结果(图3)表明, 4种兜兰的祖先(即结

点2)保留了556个复制基因, 其中(AB)(AB)类型的复

制基因为274个, 满足全基因组复制事件的判定条件, 

推测在兜兰属与深圳拟兰分化之后、兜兰属分化之前

(即结点3与结点2之间)发生了1次全基因组复制事件, 
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图2  4种兜兰的Ks密度分布 

灰色直方图: 物种内旁系同源基因的Ks密度分布; 红色曲线: 4种兜兰与深圳拟兰间直系同源基因的Ks密度分布; 绿色曲线: 杏黄

兜兰与其它3种兜兰间直系同源基因的Ks密度分布; 蓝色虚线: 物种内旁系同源基因Ks值的高斯混合模型拟合结果; 灰色虚线: 高

斯混合模型显著拟合到的Ks峰值。 
 

Figure 2  The density plot of Ks from four species of Paphiopedilum 

Histograms filled in grey: The density distributions of intraspecies paralogue Ks values; Red solid curves: The Ks density plots of 

interspecies orthologues between four species of Paphiopedilum and Apostasia shenzhenica; Green solid curves: The Ks den-

sity plots of interspecies orthologues between P. armeniacum and other three species of Paphiopedilum; Blue dashed curves: 

The fitting results based on Gaussian mixture modeling of intraspecies paralogue Ks values; Grey dashed lines: The Ks values 

of significant peaks identified by Gaussian mixture modeling. 
 

表3  基于高斯混合模型拟合的Ks结果 

Table 3  The Ks value based on Gaussian mixture modeling 

Species No. of components No. of duplicates BIC Variance Mean (Ks) Proportion 

Paphiopedilum 
concolor 

9 207 –4673.731 0.0000 0.1077 0.0527 

9 385 –4673.731 0.0002 0.1314 0.1048 

9 416 –4673.731 0.0007 0.1740 0.1194 

9 311 –4673.731 0.0026 0.2517 0.0964 

9 522 –4673.731 0.0175 0.5161 0.1544 

9 642 –4673.731 0.0241 0.8236 0.1741 

9 567 –4673.731 0.1557 1.5043 0.1594 

9 300 –4673.731 0.5765 2.4529 0.1148 

9 90 –4673.731 0.1277 4.3036 0.0240 

P. hirsutissimum 7 196 –4604.688 0.0001 0.1146 0.0632 

7 277 –4604.688 0.0005 0.1504 0.0991 

7 290 –4604.688 0.0026 0.2292 0.1109 

7 558 –4604.688 0.0282 0.5407 0.2162 

7 508 –4604.688 0.0260 0.8544 0.1693 

7 585 –4604.688 0.2594 1.5894 0.2351 

7 236 –4604.688 0.8550 3.0527 0.1062 
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表3  (续) 
Table 3  (continued) 

Species No. of components No. of duplicates BIC Variance Mean (Ks) Proportion 

P. malipoense 9 377 –14027.68 0.0000 0.1081 0.0399 

9 751 –14027.68 0.0003 0.1362 0.0890 

9 820 –14027.68 0.0016 0.2006 0.1005 

9 579 –14027.68 0.0067 0.3290 0.0768 

9 1611 –14027.68 0.0287 0.6196 0.1983 

9 1464 –14027.68 0.0447 1.0026 0.1778 

9 1634 –14027.68 0.1002 1.6186 0.1952 

9 683 –14027.68 0.5901 2.6205 0.1105 

9 105 –14027.68 0.0568 4.5773 0.0121 

P. armeniacum 9 206 –8261.607 0.0000 0.1063 0.0359 

9 472 –8261.607 0.0002 0.1296 0.0870 

9 478 –8261.607 0.0008 0.1744 0.0950 

9 400 –8261.607 0.0039 0.2729 0.0849 

9 1089 –8261.607 0.0213 0.5664 0.2105 

9 778 –8261.607 0.0287 0.8825 0.1457 

9 999 –8261.607 0.1443 1.4888 0.1980 

9 455 –8261.607 0.5375 2.4393 0.1195 

9 120 –8261.607 0.1481 4.3256 0.0234 

BIC: 贝叶斯信息标准  BIC: Bayesian information criterion 

 

 

图3  基于系统发生基因组学的全基因组复制检测结果 

(A) 各结点的复制基因家族情况统计, 其中Node ID对应(B)中相应结点; GD number为各结点复制基因家族数量; GD type为复制

基因家族每种类型的数量; (B) 结点下方黄色方框内数字为复制基因家族的数量/基因家族的数量, 绿色方框内数字为(AB)(AB)类

型复制基因家族占复制基因家族的比例; 分支上方绿色数字、下方红色数字分别表示基因家族的扩张和收缩。 
 

Figure 3  The detection of whole-genome duplication based on phylogenomics 

(A) The statistics of duplicated gene families, Node ID corresponds to the node number in (B); GD number is the number of 

duplicated gene families at each node; GD type is the number of each type of duplicated gene families; (B) The numbers in 

yellow box below nodes is the number of duplicated gene families/gene families, the corresponding green box is the percentage 

of (AB)(AB) types; numbers above (green) and below (red) branches indicate the expansion and contraction of gene families, 

respectively. 
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与采用Ks检测到的WGD3相一致。由于tree2gd软件

主要基于系统发生基因组学方法进行检测, 因此受样

本限制(仅4种兜兰和深圳拟兰)无法检测到兜兰属以

外的全基因组复制事件。 

2.4  全基因组复制事件的相对定年 

根据高斯混合模型拟合到的Ks峰 , 采用深圳拟兰

r=6.76×10–9 (同义替换/位点/年), 计算4种兜兰发生3

次全基因组复制事件的时间 , 结果分别为110.17– 

119.77、60.95–74.19和38.19–45.85 Mya (表4)。 

2.5  转录组功能注释和复制基因的功能富集分析 

对4种兜兰的CDS序列进行功能注释, 结果显示, 共

有102 214个CDS注释到GO数据库(包括同色兜兰

27 528个 , 带叶兜兰15 721个 , 麻栗坡兜兰33 522

个, 杏黄兜兰25 443个), 占CDS总数的44.82%。对4

种兜兰的功能注释结果进行二级分类统计(图4), 结

果共注释到26个生物学过程 (biological process, 

BP)、4种细胞组分(cellular component, CC)及17类

分子功能(molecular function, MF)。在生物学过程中, 

参与细胞进程(cellular process)和代谢过程(meta-

bolic process)的基因数量最多; 在细胞组分中, 表达

细胞解剖实体(cellular anatomical entity)和含蛋白复

合体组分(protein-containing complex)的基因数量最

多; 在分子功能中, 参与催化活性(catalytic activity)

和结合功能(binding)的基因数量最多。 

分别提取4种兜兰各全基因组复制事件保留的复

制基因进行GO功能富集分析, 发现有1 694个GO条

目得到显著富集(P<0.05)。基于GO条目间的关系, 在

二级节点对其进行分类统计(图4), 共富集到20个生

物学过程、2种细胞组分和12类分子功能; 其中, 70%

生物学过程、100%细胞组分和50%分子功能在3次全

基因组复制事件中均得到富集。对3次全基因组复制

事件进行比较分析, 发现WGD1无特异富集的生物学

过程; WGD2特异富集了节律过程(rhythmic process)

和移动(locomotion)的生物学过程; WGD3特异富集

了色素沉积 (pigmentation)、种内个体间相互作用

(intraspecies interaction between organisms)和反应

(behavior)的生物学过程。 

为分析各全基因组复制事件的功能保留模式, 我

们提取4种兜兰中3种及以上物种共有的功能进行比

较分析(图5), 发现在WGD1共同富集了36个GO条

目, 包括脂类代谢、单糖代谢、苯丙烷类的合成与代

谢、叶片发育和衰老调控、活性氧代谢过程调控等生

物学过程, 以及氧化还原酶活性等分子功能。相较其

它2次全基因组复制事件, WGD1特异富集了次生代

谢过程、单糖代谢过程、叶片发育和衰老调控以及受

伤的应激反应等生物学过程。在WGD2共同富集了3

个GO条目, 仅包括脱落酸激活的信号通路1个生物

学过程。在WGD3共同富集了40个GO条目, 包括酶联

受体蛋白信号通路、根表皮细胞分化, 以及特异富集

了行为、植物表皮和保卫细胞的形态发生、毛状体分 

 
表4  基于Ks峰值对全基因组复制(WGD)事件进行定年 

Table 4  Dating the whole-genome duplication (WGD) event using Ks distribution peaks 

Species Name of WGD Mean (Ks) 
Age of WGD calculated by Ks 

mean value (Mya) 
Age of WGD with 95% confidence 

interval (Mya) 

Paphiopedilum 
concolor 

WGD3 0.5161  38.19 37.35–39.03 

WGD2 0.8236  60.95 60.06–61.83 

WGD1 1.5043  111.32 108.91–113.72 

P. hirsutissimum WGD3 0.5407  40.01  38.98–41.04 

WGD2 0.8544  63.22 62.19–64.26 

WGD1 1.5894  117.61 114.56–120.67 

P. malipoense WGD3 0.6196  45.85 45.24–46.46 

WGD2 1.0026  74.19 73.39–74.99 

WGD1 1.6186  119.77 118.64–120.91 

P. armeniacum WGD3 0.5664  41.92 41.28–42.56 

WGD2 0.8825  65.31 64.43–66.19 

WGD1 1.4888  110.17 108.42–111.91 
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图4  转录组GO功能注释和复制基因功能富集的二级分类统计 

Transcriptome: 转录组功能注释结果; WGD1: 全基因组复制事件WGD1中复制基因的功能富集结果(P<0.05); WGD2: 全基因组

复制事件WGD2中复制基因的功能富集结果(P<0.05); WGD3: 全基因组复制事件WGD3中复制基因的功能富集结果(P<0.05); 

BP: 生物学过程; CC: 细胞组分; MF: 分子功能 

 

Figure 4  The level 2 GO categories of transcriptome functional annotation and duplicated gene functional enrichment  

Transcriptome: Results of transcriptome functional annotation; WGD1: Functional enrichment of duplicated gene from whole- 

genome duplication (WGD) event WGD1 (P<0.05); WGD2: Functional enrichment of duplicated gene from WGD2 (P<0.05); 

WGD3: Functional enrichment of duplicated gene from WGD3 (P<0.05); BP: Biological process; CC: Cellular component; MF: 

Molecular function 
 

化、细胞壁β-葡聚糖和纤维素代谢过程、甘油酯和甘

油磷脂代谢过程、细胞防御反应、色素沉着和细胞发

育的正向调控等生物学过程。 

2.6  讨论 

2.6.1  兰科植物的全基因组复制历史 

目前, 在兰科植物中仅检测到2次全基因组复制事件, 

一次为大多数单子叶植物共享(110–135 Mya), 另一

次为现存兰科植物共享(72–78 Mya)(Cai et al., 

2015; Ming et al., 2015; Zhang et al., 2016, 2017; 

Yuan et al., 2018; One Thousand Plant Trans-

criptomes Initiative, 2019; Hasing et al., 2020)。兜 

兰属是兰科多样性的重要代表类群, 本研究基于4种

兜兰的转录组数据, 检测到3次全基因组复制事件, 

分别发生在110.17–119.77 Mya  (WGD1)、60.95– 

74.19 Mya (WGD2)和38.19–45.85 Mya (WGD3)。其

中, WGD1和WGD2发生时间与前期研究得出的2次

全基因组复制事件相近, 且物种间Ks分析表明, 二者

均发生在兜兰属与深圳拟兰分化事件之前(图2), 因此

推测WGD1为大多数单子叶植物共享、WGD2为现存

兰科植物共享的全基因组复制事件。而本研究中检测

到的全基因组复制事件WGD3 (38.19–45.85 Mya), 

在蓝莓(blueberry)、茶树(Camellia sinensis var. 

sinensis)和胡萝卜(Daucus carota)中同一时期也检 
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图5  基于GO功能注释结果的3种及以上兜兰物种共同富集的GO条目 

BP、CC和MF同图4。 
 

Figure 5  The shared GO terms of 3 or more Paphiopedilum species based on the results of GO functional enrichment 

BP, CC, and MF see Figure 4.
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测到了全基因组复制事件(Iorizzo et al., 2016; Wei et 

al., 2018; Wang et al., 2020), 豆科中更是在该段时

间检测到大量全基因组复制事件(17次, 23–55 Mya) 

(Zhao et al., 2021), 但在兰科植物中尚未见报道。 

综合类群分化的时间信息、物种间Ks检测结果以

及tree2gd检测结果, 进一步分析WGD3在兰科中的

系统发生位置。兰科5个亚科的亲缘关系为(拟兰亚科

(香荚兰亚科(杓兰亚科(兰亚科, 树兰亚科)))), 其中

杓兰亚科与姐妹类群的分化时间约为64.97 Mya 

(48.54–84.93 Mya) (Kim et al., 2020), 冠群时间为

33 Mya (19–50 Mya) (Gustafsson et al., 2010), 而

WGD3的发生时间为38.19–45.85 Mya, 初步推测

WGD3为杓兰亚科特异发生的全基因组复制事件。杓

兰亚科包含5个属, 其亲缘关系为(杓兰属(南美杓兰

属(兜兰属(美洲兜兰属, 镊萼兜兰属)))), 兜兰属与姐

妹类群的分化时间为29.9 Mya (14.6–39.1 Mya) 

(http://www.timetree.org/), 冠群时间为 7.09 Mya 

(5.88–8.41 Mya) (Tsai et al., 2020), 且物种间Ks分

析结果(图2)和tree2gd检测结果(图3)均提示WGD3

发生在兜兰物种间分化之前, 推测WGD3可能发生在

兜兰属与美洲兜兰属、镊萼兜兰属分化之前。综上, 初

步推测WGD3发生在杓兰亚科与姐妹类群分化之后, 

兜兰属与美洲兜兰属、镊萼兜兰属分化之前。 

 

2.6.2  全基因组复制事件对兜兰属植物适应性演化

的意义 

多倍化或全基因组复制, 特别是在稳定环境下, 常被

认为是进化的终点(Comai, 2005; Oberlander et al., 

2016)。然而, 在植物的演化过程中, 全基因组复制并

非随机发生, 而是与全球气候变化、地质变化或者大

规模灭绝等密切相关, 发生全基因组复制的个体在胁

迫或极端环境条件下具有较二倍体祖先更强的适应

性(Van de Peer et al., 2017, 2021; Ren et al., 2018; 

Wu et al., 2020)。与上述研究结果相似, 本研究检测

到的3次全基因组复制事件发生时期出现了全球气候

变化或大规模灭绝事件, 推测全基因组复制事件提高

了兜兰属植物祖先应对极端环境变化的适应性。例如, 

WGD1 (110.17–119.77 Mya)发生在白垩纪(Creta-

ceous)阿普特阶(Aptian)至阿尔布阶(Albian), 随后出

现了超级温室期 (83.6–93.9 Mya) (Klages et al., 

2020); WGD2 (60.95–74.19 Mya)发生在白垩纪与古

近纪(Paleogene)交界, 出现了白垩纪-古近纪灭绝事

件(K-Pg灭绝事件) (Vellekoop et al., 2016); WGD3 

(38.19–45.85 Mya)发生在古近纪始新世(Eocene), 

发生了古新世-始新世极热事件(56 Mya)和始新世-渐

新世 (Oligocene)全球变冷 (Zachos et al., 2001; 

McInerney and Wing, 2011)。 

全基因组复制事件保留了部分复制基因, 对保留

的复制基因进行功能分析可为阐明全基因组复制事

件对植物适应性演化的促进作用提供遗传证据。本研

究分别对4种兜兰3次全基因组复制后的保留复制基

因进行了GO功能富集分析, 发现3次全基因组复制

事件富集到的功能存在差异(图4, 图5)。WGD1富集

了脂类代谢、软木脂的生物合成、苯丙烷类的合成与

代谢, 以及氧化还原酶活性和活性氧代谢过程的调控

等功能(图5), 这可能与兜兰属植物应对超级温室期

的干旱环境以及抵御干旱引起的活性氧失衡有关

(Upchurch, 2008; Das and Roychoudhury, 2014; 

Brunner et al., 2015; Zhang et al., 2021b)。在K-Pg

灭绝时期, 大气中充满了灰尘、硫酸盐气溶胶及碳黑

颗粒, 黑暗和低温成为主要的胁迫因子(Vellekoop et 

al., 2016)。推测WGD2富集的脱落酸激活的信号通路

以及昼夜节律等功能提高了兜兰属植物祖先对当时

剧变环境的适应性 (图4, 图5) (杨有新等 , 2014; 

Vishwakarma et al., 2017)。WGD3之后, 兜兰属植

物祖先经历了全球温度骤降, 推测富集的磷脂代谢、

酶联受体蛋白信号通路、色素沉着, 以及保卫细胞分

化与发育、根表皮细胞分化与毛状体分化等功能, 可

能与应对低温引起的植物萎蔫、叶绿素含量减少以及

细胞膜发生相变有关(王芳等, 2019)。综上, 推测保

留的复制基因在功能上与当时特定的胁迫因子相关。 

上述分析结果与前人有关被子植物主要分支的

研究结论一致(Wu et al., 2020)。Wu等(2020)对包括

被子植物主要分支在内的25个物种(双子叶植物10

种, 单子叶植物12种, 基部被子植物、石松类植物和

苔藓各1种)在3个历史时期(约120 Mya、约66 Mya及

<20 Mya)发生全基因组复制后的保留复制基因进行

了功能富集分析, 发现不同时期多倍化后的保留复制

基因在功能上与当时的环境压力一致。(1) 在约120 

Mya发生全基因组复制事件后的复制基因主要在响

应缺水和盐胁迫的功能上显著富集, 当时地球正处于

干旱环境; (2) 在K-Pg灭绝时期(约66 Mya)发生了全
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球变冷、黑暗、酸雨和野火等, 该时期富集到了与冷、

热、渗透、盐和水等胁迫相关的功能, 以及脱落酸激

活的信号通路等与胁迫响应相关的其它生物学过程; 

(3) 在约20 Mya发生全基因组复制事件后的复制基

因主要在响应盐胁迫、缺水和机械伤害的功能上显著

富集, 与当时CO2浓度低和相对低温有关。 
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Abstract  Polyploidization or whole-genome duplication (WGD) is a major driving force in species diversification. 

Repeated WGD has been found in species-rich groups or families such as ferns, Asteraceae or Fabaceae. However, 

there is a paradox between the abundant species diversity of Orchidaceae and the rarely discovered WGD events. We 

hypothesized that it could be due to the early research strategy of a small sample size of species belonging to not 

closely related groups. Paphiopedilum has a rich variation on chromosome number and morphology. Here, we select it 

as the representative group of orchids, and use the synonymous substitution rate (Ks), phylogenomic and relative da-

ting methods to detect whether WGD events have been occurred in P. armeniacum, P. concolor, P. hirsutissimum or P. 

malipoense based on the shared transcriptome data. The result shows that three WGDs are detected in all four species of 

Paphiopedilum, which occurred in 110.17–119.77 Mya (WGD1), 60.95–74.19 Mya (WGD2), and 38.19–45.85 Mya 

(WGD3), respectively. WGD3 is a newly detected whole-genome duplication event in orchids and speculated to occur 

after the differentiation of Cypripedioideae and its sister groups, but before the differentiation of Paphiopedilum and its 

sister groups. In addition, the retained duplicated genes of three WGDs are functionally related with the environmental 

stress response at that time. It is speculated that WGD has improved the adaptability of the ancestors of Paphio-

pedilum to extreme environmental changes. 
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附表 1 4种兜兰转录因子家族
Appendix table 1 Transcription factor family in the four Paphiopedilum species

TF family
Member number

P. concolor P. hirsutissimum P. malipoense P. armeniacum
AP2/ERF-AP2 24 13 23 24
AP2/ERF-ERF 106 61 131 105
AP2/ERF-RAV 3 1 2 1
Alfin-like 20 10 16 15
B3 47 24 78 74
B3-ARF 35 27 41 38
BBR-BPC 24 11 15 15
BES1 17 14 18 16
BSD 4 3 1 4
C2C2-CO-like 8 6 7 5
C2C2-Dof 25 11 40 30
C2C2-GATA 38 28 43 41
C2C2-LSD 16 20 15 13
C2C2-YABBY 4 3 5 5
C2H2 96 77 181 138
C3H 149 90 153 115
CAMTA 8 7 12 14
CPP 9 10 17 8
CSD 7 2 7 3
DBB 9 4 10 8
DBP 5 2 7 9
DDT 19 8 15 17
E2F-DP 13 8 22 22
EIL 4 2 3 2
FAR1 62 38 79 72
GARP-ARR-B 14 9 5 9
GARP-G2-like 55 30 88 67
GRAS 69 39 53 47
GRF 5 2 24 16
GeBP 20 11 15 17
HB-BELL 21 18 29 21
HB-HD-ZIP 55 23 53 43
HB-KNOX 5 4 14 10
HB-PHD 1 1 3 2
HB-WOX 2 2 3 12
HB-other 35 15 41 36
HRT 2 1 1 1
HSF 23 16 31 29
LFY / / / 1
LIM 7 5 8 5
LOB 3 3 18 20
MADS-M-type 9 9 27 20
MADS-MIKC 18 10 39 46
MYB 56 32 105 77



TF family
Member number

P. concolor P. hirsutissimum P. malipoense P. armeniacum
MYB-related 88 64 155 94
NAC 103 49 115 103
NF-X1 4 5 6 2
NF-YA 30 19 29 18
NF-YB 23 14 30 19
NF-YC 27 17 36 24
OFP 2 2 12 13
PLATZ 8 8 16 10
RWP-RK 6 3 5 7
SAP / / / 1
S1Fa-like 2 1 / /
SBP 33 23 48 26
SRS / 1 3 5
STAT 4 2 2 3
TCP 34 27 32 29
TUB 25 15 28 26
Tify 32 9 55 28
Trihelix 38 32 46 38
ULT 3 2 3 6
VOZ 2 1 4 2
WRKY 83 23 106 56
Whirly 7 3 4 4
bHLH 121 72 168 111
bZIP 115 67 146 103
zf-HD 8 12 22 13
zn-clus / / 17 /




