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三种蝙蝠线粒体解偶联蛋白２（犝犆犘２）

基因的克隆和进化分析
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摘要：根据几种哺乳动物犝犆犘２基因的保守区设计一对简并引物，扩增马铁菊头蝠（犚犺犻狀狅犾狅

狆犺狌狊犳犲狉狉狌犿犲狇狌犻狀狌犿）、长翼蝠（犕犻狀犻狅狆狋犲狉狌狊犳狌犾犻犵犻狀狅狊狌狊）和犬蝠（犆狔狀狅狆狋犲狉狌狊狊狆犺犻狀狓）的犝犆犘２

基因的全部编码区序列．测序结果表明，三种蝙蝠犝犆犘２ 编码区全长９３０ｂｐ，编码３０９个氨基

酸，推测的氨基酸序列包含线粒体内膜载体蛋白的３个特征结构及解偶联蛋白（ＵＣＰｓ）的特征

序列．序列分析表明，蝙蝠与其它哺乳动物犝犆犘２ 的氨基酸推导序列有很高的同源性，为

９０．６％～９７．０％．进化分析表明，犝犆犘２基因在哺乳动物中进化过程中非常保守，受到强烈的纯

化选择压力作用（ω＝０．０６３）．Ｂｒａｎｃｈｓｐｅｃｉｆｉｃ模型分析表明，犝犆犘２基因在蝙蝠支系与其它不能

飞行的哺乳动物、冬眠蝙蝠与非冬眠蝙蝠的进化过程所受到的选择压力无明显差异（犘＞０．０５）．

这说明在整个哺乳动物进化过程中犝犆犘２对其能量代谢的调控均起到了重要作用．然而，犝犆犘２

如何参与哺乳动物能量调控仍有待于进一步研究．
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０　引　　言

哺乳动物机体摄入的能量除有一部分以脂肪的形式储存外，大部分能量以热能的形式

散发，用以维持体温恒定或转变为化学能维持生命代谢所需．线粒体作为机体的能量加工

厂，主要通过位于线粒体内膜上的解偶联蛋白（Ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＵＣＰｓ）来控制所产生

的能量最终是以热能的形式散发还是转化为 ＡＴＰ维持代谢
［１，２］．ＵＣＰ蛋白家族包括

ＵＣＰ１，ＵＣＰ２，ＵＣＰ３，ＵＣＰ４和ＵＣＰ５五个成员，五种蛋白在结构和功能上相似，都可以作

为质子通道驱散呼吸时形成的 Ｈ＋梯度，从而增加呼吸，阻止 ＡＴＰ形成，通过将呼吸链与

ＡＴＰ产生过程解偶联来调节体内能量平衡
［３］．

五种解偶联蛋白中，ＵＣＰ２在组织中的分布最广，如白色脂肪组织（ｗｈｉｔｅａｄｉｐｏｓｅｔｉｓ

ｓｕｅ，ＷＡＴ）、棕色脂肪组织（ｂｒｏｗｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ，ＢＡＴ）、肌肉、心、肺、肾和淋巴细胞等均

有表达［４］．ＵＣＰ２与 ＵＣＰ１氨基酸的同源性达到５６％，分子量为３３．２１８ｋＤ．大鼠和人的

犝犆犘２基因分别位于７号染色体和１１号染色体１１ｑ１３，长６．４ｋｂ，编码区由６个外显子组

成，共９３０ｂｐ，３０９个氨基酸
［５］．作为解偶联蛋白家族的重要成员，犝犆犘２在能量平衡和体温

调节中起着重要的作用，冷暴露和高脂饮食均可使犝犆犘２ 在ＢＡＴ，ＷＡＴ中表达增加
［６８］．

Ｂｏｙｅｒ等人通过比较北极地松鼠冬眠前和冬眠期犝犆犘２在ＢＡＴ，ＷＡＴ和骨骼肌中ｍＲＮＡ

的表达量，发现犝犆犘２在冬眠期 ＷＡＴ中的表达量是冬眠前的１．６倍；此外犝犆犘２在冬眠期

地松鼠各组织中的表达量也随着环境温度的变化而变化，当环境温度在０℃以下时，犝犆犘２

在地松鼠 ＷＡＴ，ＢＡＴ和骨骼肌中表达量是环境温度０℃以上时的两倍
［９］，这些结果表明

犝犆犘２在调节动物冬眠过程时的体温稳定和能量消耗过程中可能起重要作用．

蝙蝠属于哺乳动物翼手目（Ｃｈｉｒｏｐｔｅｒａ），其中包括２个亚目（大蝙蝠亚目和小蝙蝠亚

目），现生种类有１１１７种，分为１９个科
［１０］．作为现存世界上唯一一类真正具有飞行能力的

哺乳动物，蝙蝠在飞行过程中消耗大量的能量．研究表明，蝙蝠在飞行时其代谢速率与小型

鸟类相近，略高于有记录的剧烈运动状态的陆地哺乳动物，并且在由静止到飞行的瞬间，蝙

蝠的代谢速率提高了３～４倍，而捕食状态下其代谢速率是休憩状态下的４０倍
［１０，１１］．此外，

蝙蝠在地球上分布十分广泛，由于不同的地理区域具有不同的气候条件与自然环境，使得各

种蝙蝠由于地理分布位置不同而形成了冬眠、迁徙和非冬眠等多种适应性行为［１２］．本文通

过克隆两种冬眠蝙蝠和一种非冬眠蝙蝠的犝犆犘２基因，利用分子进化分析方法，比较犝犆犘２

９３
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基因在蝙蝠与其它哺乳动物之间的进化差异，以及比较蝙蝠内部冬眠与非冬眠蝙蝠间的进

化差异，从而分析犝犆犘２基因如何参与蝙蝠的飞行及冬眠状态能量代谢调控，为揭示蝙蝠

的飞行及冬眠的分子生物学机制提供科学依据．

１　材料与方法

１．１　材料

实验用马铁菊头蝠（犚犺犻狀狅犾狅狆犺狌狊犳犲狉狉狌犿犲狇狌犻狀狌犿）于２００４年１１月取自北京房山区

（３９°４８′Ｎ，１１５°４２′Ｅ）；实验用长翼蝠（犕犻狀犻狅狆狋犲狉狌狊犳狌犾犻犵犻狀狅狊狌狊）于２００６年１０月取自安徽省

六安市（３１°３２′Ｎ，１１６°０８′Ｅ）；犬蝠（犆狔狀狅狆狋犲狉狌狊狊狆犺犻狀狓）于２００７年３月取自广东省广州市

（２３°０９′Ｎ，１１３°２０′Ｅ）．其中马铁菊头蝠和长翼蝠具有冬眠习性，犬蝠不具有冬眠习性．所有

实验动物均采用断颈处死并迅速取其肌肉组织放入液氮中保存．

１．２　方法

１．２．１　总 ＲＮＡ提取

用大连宝生物工程有限公司的ＴａＫａＲａＲＮＡｉｓｏＲｅａｇｅｎｔ试剂盒提取三种蝙蝠肌肉组

织样品的总ＲＮＡ．所有操作步骤按试剂盒说明书和 ＲＮＡ提取标准操作进行．提取的总

ＲＮＡ用１％琼脂糖凝胶电泳鉴定质量，并用紫外分光光度法测定犗犇２６０值进行定量．

１．２．２逆转录

用ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ
ＴＭ ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍｆｏｒＲＴＰＣＲ 试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，

ＵＳＡ），根据说明书逆转录合成样品的ｃＤＮＡ．

１．２．３　引物设计

根据已知哺乳动物的犝犆犘２ 基因序列设计简并引物Ｆ１（５’ＡＴＧＧＫＧＲＲＣＣＹＳ

ＡＣＲＲＣＹＴＣＳＧＡＭ ＧＴＲＣＭ３’）／Ｒ１（５’ＣＡＧＧＡＧＳＡＣＴＧＲＧＲＣ ＷＡＹＲＲＧ

ＫＡＧＭＴＧＡ３’），扩增蝙蝠犝犆犘２基因的全部编码区序列．所有引物均由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司

ＰＡＧＥ纯化方式合成．

１．２．４　ＰＣＲ扩增

以马铁菊头蝠、长翼蝠和犬蝠的肌肉组织一链ｃＤＮＡ为模板，Ｆ１／Ｒ１扩增犝犆犘２基因．

在５０μＬ反应体系中加２μＬ的ｃＤＮＡ样品作为模板，１０μｍｏｌ／Ｌ浓度的正、反义引物各１μＬ，

２×ＰｒｅｍｉｘＴａｑ（ＴａＫａＲａ）２５μＬ．ＰＣＲ扩增反应在ＰＴＣ２００型ＰＣＲ仪上进行．具体反应条

件是：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０个循环，最后

７２℃延伸２０ｍｉｎ．

１．２．５　克隆和测序

ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳（见图１），回收、纯化后克隆到ＰＭＤ１９Ｔ载体（ＴａＫａＲａ）

上，常规转化，蓝白斑筛选，以通用引物 Ｍ１３进行ＰＣＲ鉴定阳性克隆．多克隆测序由英杰生

命技术有限公司完成．

１．２．６　不同位点核苷酸变化情况分析

ＳＷＡＡＰ软件
［１３］是一种针对每个核苷酸位点进行分析的软件，该软件将所比对序列的

不同位点进行分别处理，分别计算出各个不同位点的核酸变化情况，然后按照位点的顺序输

出结果，从而根据各个位点的进化速率更直观地确定哪个区域受到何种选择压力作用．

０４



第６期 左学国，等：三种蝙蝠线粒体解偶联蛋白２（犝犆犘２）基因的克隆和进化分析

图１　ＰＣＲ扩增结果电泳图

Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

１．３　进化分析

１．３．１　犝犆犘２基因序列比对和建树

从ＮＣＢＩ公共数据库中检索并下载了包括食肉动物、奇蹄动物、偶蹄动物、灵长类和啮

齿动物在内的１４个物种的犝犆犘２基因编码序列，ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为：犈狇狌狌狊犮犪犫犪犾犾狌狊，

ＸＭ＿００１４９８４８０；犛狌狊狊犮狉狅犳犪，ＮＭ＿２１４２８９；犅狅狊狋犪狌狉狌狊，ＸＭ＿００１２５４２８８；犕狌狊犿狌狊犮狌犾狌狊，

ＢＣ０１２９６７；犚犪狋狋狌狊狀狅狉狏犲犵犻犮狌狊，ＢＣ０６２２３０．１；犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊，ＮＭ＿００３３５５；犘犪狀狋狉狅犵犾狅犱狔狋犲狊，

ＸＭ＿５０８６３５．２；犘狅狀犵狅犪犫犲犾犻犻，ＣＲ８６０９５５；犕犪犮犪犮犪犿狌犾犪狋狋犪，ＸＭ＿００１１１５５５９．１；犆犪狀犻狊犾狌狆狌狊，

ＮＭ＿００１００３０４８．１；犇犻犮狉狅狊狋狅狀狔狓犵狉狅犲狀犾犪狀犱犻犮狌狊，ＡＹ４８４５１８．１；犃狀狋犲犮犺犻狀狌狊犳犾犪狏犻狆犲狊，ＡＹ２３３００３．

１；犕狅狀狅犱犲犾狆犺犻狊犱狅犿犲狊狋犻犮犪，ＸＭ００１３６２９２９．１；犘犺狅犱狅狆狌狊狊狌狀犵狅狉狌狊，ＡＦ２７１２６４．１．

利用ＭＥＧＡ３．１程序对不同动物犝犆犘２的蛋白质序列进行ＢＬＡＳＴ分析，计算物种间

的遗传距离．在此基础上，采用Ｔ＿Ｃｏｆｆｅｅ程序以保证在ＢＬＡＳＴ过程中ｃＤＮＡ的各密码子

碱基均为３的整数倍．根据ｃＤＮＡ的ＢＬＡＳＴ结果，并构建种间系统 ＭＬ发生树．

１．３．２　选择压力分析

将１７个物种的犝犆犘２基因全部编码序列用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８１软件
［１４］进行比对，比对结果

经 ＭＥＧＡ３
［１５］格式转换后，应用ＰＡＭＬ４．０软件包中的ＣＯＤＥＭＬ

［１６］程序、分别根据犝犆犘２

基因树和物种树进行选择压力分析．本文选用了该程序中的碱基位点模型（ｓｉｔｅｍｏｄｅｌｓ）和

特定枝系模型（ｂｒａｎｃｈｓｐｅｃｉｆｉｃｍｏｄｅｌｓ），两种模型都是基于最大似然法．

碱基位点模型可以检测各个氨基酸位点在进化过程中所受到的自然选择压力，非同义

替换率和同义替换率的比值（ω＝犱Ｎ／犱Ｓ）可以用来估算各个氨基酸位点所受到的选择压力．

其中，Ｍ０（ｏｎｅｒａｔｉｏｍｏｄｅｌ）假定所有枝系的非同义替换与同义替换比率相同．Ｍ１ａ，Ｍ２ａ和

Ｍ３是在 Ｍ０基础上派生出的模型，Ｍ１ａ（Ｎｅａｒｌｙｎｅｕｔｒａｌｍｏｄｅｌ）按照基因中各个氨基酸位

点受到的自然选择压力不同将其分为两大类（ω１＝０和ω２＝１）；Ｍ２ａ（ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

ｍｏｄｅｌ）和 Ｍ３（ｄｉｓｃｒｅｔｅｍｏｄｅｌ）在 Ｍ１ａ的基础上引入额外的参数即ω３＞１，可以检测受到

正选择的位点［１７，１８］．Ｍ７假设所分析的数据符合β分布，Ｍ８是在 Ｍ７基础上引入额外的参

数派生出的模型，也可检测受到正选择的位点［１７］．

特定枝系模型是将所选定的枝系作为研究对象，其余枝系作为背景，对该枝系所受选择

压力进行分析，包含ｔｗｏｒａｔｉｏｍｏｄｅｌ和ｔｈｒｅｅｒａｔｉｏｍｏｄｅｌ两种模型
［１９］．应用特定枝系模型

中的ｔｗｏｒａｔｉｏｍｏｄｅｌ分析犝犆犘２基因在蝙蝠与其它哺乳动物进化过程中所受选择压力的

差异，把蝙蝠枝设为检测枝，其余枝系设为背景枝；应用特定枝系模型中的ｔｈｒｅｅｒａｔｉｏｍｏｄｅｌ
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分析犝犆犘２基因在冬眠蝙蝠和非冬眠蝙蝠进化中所受选择压力差异，将冬眠蝙蝠和非冬眠

蝙蝠分别设为检测枝（ａ和ｂ），其余枝系设为背景枝．

上述模型均需要进行似然率检验（ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄｒａｔｉｏｔｅｓｔ，ＬＲＴ＝２Δ犾），从而判定犝犆犘２

基因在进化中受到何种选择压力，以及犝犆犘２基因在翼手目和和其它哺乳动物、冬眠蝙蝠

和非冬眠蝙蝠中进化压力是否相同．

２　结　　果

２．１　序列分析

２．１．１　三种蝙蝠犝犆犘２编码区序列结构分析

通过分子克隆，结果得到三种蝙蝠犝犆犘２ｃＤＮＡ片段共９３０ｂｐ，编码３０９个氨基酸，

ＧｅｎＢａｎｋ收录号为ＦＪ２０１９９７（犚．犳犲狉狉狌犿犲狇狌犻狀狌犿），ＦＪ２０１９９８（犆．狊狆犺犻狀狓）和ＦＪ２０１９９９（犕．

犳狌犾犻犵犻狀狅狊狌狊）．

作为一种线粒体内膜跨膜蛋白，ＵＣＰ２的６个ＴＭ区域，主要作用是改变膜内外的 Ｈ＋

和Ｃｌ等离子在膜内外的梯度，从而实现ＵＣＰ２对能量代谢过程的调节，因此其膜蛋白的结

构与其功能密切相关［２０］．本次克隆得到的三种蝙蝠物种犝犆犘２基因的ＣＤＳ区由３０９个氨

基酸组成，根据１７种哺乳动物犝犆犘２基因的推导氨基酸序列比对分析表明，蝙蝠的犝犆犘２

基因也具有３个线粒体内膜载体蛋白特征结构域，６个跨膜α螺旋结构域（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ

ｄｏｍａｉｎ，ＴＭ），嘌呤结合区域（ｐｕｒｉｎｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＰＮＢＤ）以及解偶联蛋白

的特征序列．其中ＴＭ１－ＴＭ６示６个跨膜功能区，其位置分别为１１～３２，７９～１０１，１２１～

１３７，１８２～１９７，２１７～２３４，２６９～２９１（见图２）．

经过比对１７种哺乳动物犝犆犘２ 的ＴＭ 区，发现ＴＭ１和ＴＭ３在１７个物种中完全相

同，并没有任何差异；ＴＭ２，ＴＭ４，ＴＭ５和ＴＭ６４个区域中分别只有１个氨基酸位点差异．

ＴＭ２中为狗和牛的第８０位点由 Ｎ（天冬酰胺）变为Ｓ（丝氨酸），ＴＭ４中为三种蝙蝠的第

１８３号位点由缬氨酸（Ｖ）变为异亮氨酸（Ｉ），ＴＭ５中为犬蝠、马铁菊头蝠和马等３个物种第

２３０号位点由缬氨酸（Ｖ）变为异亮氨酸（Ｉ），ＴＭ６中为牛的第２７４号位点由蛋氨酸（Ｍ）变为

苏氨酸（Ｔ）．此外，３个线粒体内膜载体蛋白特征结构域，在所比较的１７个物种完全相同；解

偶联蛋白特征序列位于它们的第一、二、四α螺旋区及第３与第４跨膜α螺旋结构域之间的

编码序列上［２１］，并且位于第一、二α螺旋区上的解偶联蛋白特征序列在所有１７个物种中完

全相同，而位于第四α螺旋区上的特征序列在不同物种变化较大，位于第二基质区上的特

征序列只有１个氨基酸位点有差异，为大鼠的第１９２位点由丙氨酸（Ａ）变为苏氨酸（Ｔ）；

ＰＮＢＤ的核苷酸序列在本实验研究的所有物种中一致，ＵＣＰｓ即通过此区域与嘌呤核苷酸

结合，从而抑制Ｈ＋转运活性，防止解偶联的发生［２２］（见图２）．

２．１．２　蝙蝠ＵＣＰ２编码区序列的同源性分析

通过ＧｅｎＢａｎｋ检索，三种蝙蝠犝犆犘２与人犝犆犘２同源性分别是长翼蝠９８．７％、马铁菊

头蝠９８．７％和犬蝠９７．７％，平均为９８．４％；而人的其它犝犆犘狊与三种蝙蝠犝犆犘２基因的同源

性平均值分别是８０．６％（犺犝犆犘１），８６．９％ （犺犝犆犘３），５７．０％（犺犝犆犘４）和５６．５％（犺犝犆犘５）

（见表１）．三种蝙蝠犝犆犘２与环颈旅鼠的犝犆犘２的同源性最低，分别是９３．５％（长翼蝠环颈

旅鼠），９３．５％（马铁菊头蝠环颈旅鼠）和９０．６％（犬蝠环颈旅鼠）；与马的同源性最高，分别

是９７．０％（长翼蝠马），９７．０％（马铁菊头蝠马）和９４．１％（犬蝠马），表明翼手目犝犆犘２ 基

因与奇蹄动物犝犆犘２基因的进化速率相近，而与啮齿类、灵长类的犝犆犘２基因进化速率差
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异较大，这与哺乳动物内物种进化关系是一致的．

图２　１７种哺乳动物的ＵＣＰ２氨基酸序列的排列比对

Ｆｉｇ．２　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＵＣＰ２ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｅｖｅｎｔｅｅｎｍａｍｍａｌｓ

注：ＴＭ１－ＴＭ６　６个α跨膜结构域；黑粗线　线粒体内膜载体蛋白特征结构域；虚线　解偶联蛋白特征序列；

箭头　可能的剪切位点；红色阴影　相同的位点；蓝色　相似的位点

表１　蝙蝠犝犆犘２与人犝犆犘狊同源性比较

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｏｍｏｌｏｇｙｏｆｂａｔｓ犝犆犘２ｗｉｔｈｈｕｍａｎ犝犆犘狊 ％

犺犝犆犘２ 犺犝犆犘１ 犺犝犆犘３ 犺犝犆犘４ 犺犝犆犘５

犿犝犆犘２ ９８．７ ８０．４ ８７．３ ５６．８ ５６．４

狉犝犆犘２ ９８．７ ８０．４ ８６．９ ５７．１ ５７．２

犮犝犆犘２ ９７．７ ８１．１ ８６．３ ５７．１ ５５．８

平均 ９８．４ ８０．６ ８６．９ ５７．０ ５６．５

注：犿 长翼蝠，狉马铁菊头蝠，犮犬蝠，犺人

２．１．３　不同位点核苷酸变化情况分析

通过将１７个物种的犝犆犘２基因序列进行比对，然后用ＳＷＡＡＰ１．０．２软件进行数据分

析处理，并将最后的比较结果用Ｅｘｃｅｌ软件绘制点线图，研究在不同核苷酸位点中的犱Ｎ／犱Ｓ

值的变化趋势．从图３中可以看出，在大约１９０左右的核苷酸位点处，具有较大差异，即约在

蛋白质６４号位点处具有最大的变化速率．然而在犝犆犘２基因的６个ＴＭ 功能区域，并没有

出现很大的犱Ｎ／犱Ｓ 值的波动，说明在进化过程中，犝犆犘２基因的６个ＴＭ 功能区域非常保

守，受到强烈的纯化选择压力作用．
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图３　ＳＷＡＡＰ１．０．２软件分析１７个哺乳动物物种中核苷酸序列中犱Ｎ／犱Ｓ 值的变化趋势

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ犱Ｎ／犱Ｓｏｆ犝犆犘２ａｍｏｎｇ１７ｍａｍｍａｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＳＷＡＡＰ１．０．２

注：花括号所标示区域分别为跨膜结构域ＴＭ１－ＴＭ６

２．２　进化分析

将已知的１７个物种的哺乳动物犝犆犘２编码区核苷酸序列用ＰＡＵＰ４．０软件构建 ＭＬ

树，其结果如图４Ａ所示．随后参照 Ｍｕｒｐｈｙ等人归纳的哺乳物种进化关系
［２３］，对基因树

（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ＜６０的支系）进行修改（见图４Ｂ）．应用ＰＡＭＬ软件包中的ＣＯＤＥＭＬ程序，根

据修改后的基因树（见图４Ｂ），对哺乳动物犝犆犘２基因各个氨基酸位点在进化过程中受到

的选择压力进行检测．检测结果表明所有模型的ω值平均为０．０６３，这意味着只有６．３％的

非同义替换在基因进化过程中被固定下来，说明该基因在哺乳动物进化过程中是极度保守

的；模型 Ｍ２ａ，Ｍ３和 Ｍ８可以检测潜在的受到正向自然选择压力的位点．对所有模型进行

了ＬＲＴ检验，仅 Ｍ３／Ｍ０具有统计学意义，说明犝犆犘２基因在进化过程中部分位点受到选

择压力的作用．用Ｂｒａｎｃｈｓｐｅｃｉｆｉｃｍｏｄｅｌｓ对犝犆犘２基因进行分析，发现冬眠蝙蝠和非冬眠

蝙蝠之间、蝙蝠和其它哺乳动物之间并无显著差异（犘＞０．０５）．进化分析结果表明，哺乳动

物犝犆犘２基因在进化过程中受到强烈的纯化选择压力的作用和功能限制．

此外，用ＰＡＭＬ软件根据哺乳动物犝犆犘２基因树（见图４Ａ）进行了相同的检验，得到

与上述一致的结果．

图４　１７个物种犝犆犘２基因编码区核苷酸序列构建的 ＭＬ树和分类进化树

Ｆｉｇ．４　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｃｏｄｉｎｇｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ犝犆犘２ｇｅｎｅｆｒｏｍ

１７ｓｐｅｃｉｅｓｂｙＭＬｍｅｔｈｏｄａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅ

注：Ａ１７个物种犝犆犘２基因编码区核苷酸序列构建的 ＭＬ树，Ｂ参照文献［２３］所

绘制的１７个哺乳动物传统物种分类进化树

４４



第６期 左学国，等：三种蝙蝠线粒体解偶联蛋白２（犝犆犘２）基因的克隆和进化分析

３　讨　　论

解偶联蛋白（ＵＣＰｓ）作为线粒体内膜的质子载体可以将内膜外侧的Ｈ＋运回内侧，降低物

质氧化过程与Ｈ＋形成的膜两侧电化学梯度，使氧化过程与磷酸化过程脱偶联，即ＵＣＰｓ能使

氧化磷酸化产生的质子流改道离开线粒体的三磷酸腺苷合成，质子可通过ＵＣＰｓ进入基质，而

不参与ＡＴＰ的合成，即发生了质子渗透，导致储存在质子电化学势能中的自由能被消耗，从而

使氧化磷酸化解偶联，把能量变作热量消耗掉，而不是利用它们或将它们贮存起来［２０］．ＵＣＰ２

是解偶联蛋白家族的重要成员，广泛分布在哺乳动物的多种组织，在能量平衡和体温调节中起

着重要的作用，冷暴露和高脂饮食均可使ＵＣＰ２在ＢＡＴ和 ＷＡＴ 中表达增加
［６８］．

序列同源性比较结果表明，犝犆犘２ 基因在物种间的同源性平均为９４．７％，表明犝犆犘２

基因在哺乳动物内部有较高的保守性．犝犆犘２基因在蝙蝠物种和非蝙蝠物种中并无显著差

异（犘＞０．０５），表明犝犆犘２基因并不是通过序列差异导致功能变化来参与飞行哺乳动物的

能量调控．序列比对表明，犝犆犘２基因在翼手目、偶蹄目、奇蹄目和食肉目物种中略有变化，

而在灵长目、啮齿目中则没有变化（见图２）．在整体的进化过程中，翼手目动物表现出与其

它类哺乳动物更大的氨基酸序列差异，暗示该差异可能对于 ＵＣＰ２蛋白结构和功能有一定

程度的改变，以适应翼手目动物特定的生理习性、生存环境和能量需求等方面的需要．而这

些小的变化是否会引起其功能的重大变化，从而导致蝙蝠物种具有某些与飞行有关的特殊

适应，还有待进一步研究探索．

核酸和氨基酸序列比对结果表明，该基因在哺乳动物中有着高度的保守性，预示着其在

能量代谢调控过程中起到重要的调控作用，因此在物种进化过程中受到强烈的纯化选择压

力．为进一步验证这个假说，本文构建了哺乳动物犝犆犘２基因树（见图４Ａ），其中偶蹄目、食

肉目以及奇蹄目三者的拓扑结构与物种进化关系不一致，可能是由于基因进化速度与物种

进化速度不一致造成的．随后根据 Ｍｕｒｐｈｙ
［２３］等人的研究结果对基因树进行修改，得到哺乳

动物犝犆犘２的物种树，分别以物种树（见图４Ｂ）和基因树（见图４Ａ）为基础，应用最大似然

法中的碱基位点模型对１７种哺乳动物的犝犆犘２基因在进化过程中受到的选择压力进行检

测，二者结果一致，表明犝犆犘２基因在进化过程中经历了强烈的纯化选择和功能限制．蝙蝠

是唯一会飞行的哺乳动物，这必然要求蝙蝠有与飞行相适应的生理功能和分子调控．犝犆犘２

可以调节ＡＴＰ的产生速度，如当ＡＴＰ需求增加时，质子泄漏和ＡＴＰ合成之间可以快速转

换，而无需依赖于底物代谢和线粒体呼吸的增加，使 ＡＴＰ可以快速大量产生
［２４］．犝犆犘２基

因可能并非通过序列差异来改变蛋白质的结构和功能进而参与蝙蝠冬眠状态的调控．结合

前人研究结果表明，犝犆犘２可能通过时空差异表达来调控动物冬眠期的能量代谢
［９，２５，２６］．然

而，犝犆犘２是如何参与蝙蝠冬眠的能量消耗和体温调节还有待进一步研究．

致谢：感谢中国科学院动物研究所张劲硕博士和华攀玉博士对本研究蝙蝠样品的采集给予的帮助；感谢审

稿人对文章的改进．
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