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摘要: 高原鼢鼠是青藏高原特有的地下鼠，受到高原低氧以及洞穴低氧的双重低氧环境压力。经 ＲNA 提取、
ＲT-PCＲ、亚克隆与测序，本研究获得高原鼢鼠神经型一氧化氮合酶 ( nNOS) 的编码区序列，并对其分子特征进

行了分析。结果显示: 高原鼢鼠 nNOS 基因编码区 ( CDS) 全长 4 290 bp，编码 1 429 个氨基酸残基; CDS 与大

鼠、小鼠、兔、狗、人的同源性分别为 90%、89%、87%、87%、89% ; 结构域上，高原鼢鼠 nNOS 具有 PDZ
蛋白结构域、氧化域、还原域及钙调素结合位点等 nNOSs 所具有的典型结构域; 基于 nNOS 的最大似然树和贝

叶斯树均支持高原鼢鼠与大鼠、小鼠具有最近的亲缘关系，与形态或其它分子标记构建的进化关系相符; 分子

进化分析检测到高原鼢鼠 nNOS 中存在 3 个正选择位点———332 T、1200 G 和 1334 P，但均未达到统计显著水平。
本研究为揭示高原鼢鼠 nNOS 的表达特征及其在低氧适应中的作用与调控机制研究奠定了初步基础。
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CDS cloning and sequence analysis of neuronal nitric oxide synthase
( nNOS) from plateau zokor ( Myospalax baileyi)
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Abstract: Enduring hypoxia stress related to high altitude and subterranean burrows，the plateau zokor ( Myospalax baileyi)
has high efficiency in oxygen utilization which makes it adapt very well to the hypoxic plateau environment． Neuronal nitric
oxide synthase ( nNOS) ，one of three isoforms of nitric oxide synthase，plays an important role in the adapation to hypoxia． In
this study，the coding sequence of nNOS was cloned by ＲT-PCＲ from the brain of plateau zokor． The size of this gene is
4 290 bp in length，and encodes a protein composed of 1 429 aa． The nNOS gene of the plateau zokor was 87% to 90% ho-
mologous to human，dog，rabbit，mouse and rat． We identified typical nNOS domains，such as PDZ，oxidase，reductase do-
main and CaM binding sites within nNOSs of Plateau zokor． The molecular phylogenetic trees based on ML and Bayesian
method showed that the plateau zokor clustered with mouse and rat，which was consistent with traditional phylogenetic rela-
tionship inferred from morphological and molecular markers． Three positive selected sites of Plateau zokor ( 332 T，1200 G
and 1334 P) were identified by the PAML analysis，although statistically insignificant． Our results lay a foundation for further
exploring the expression pattern，function and regulatory mechanism of nNOS in Plateau zokor acclimatization to hypoxia．
Key words: Gene cloning; Neuronal nitric oxide synthase; Plateau zokor ( Myospalax baileyi) ; Sequence analysis
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一氧化氮 ( nitric oxide，NO) 是动物机体中重

要的细胞信使分子，广泛参与机体的多种生理、病

理过程，如心血管系统、神经系统、免疫系统、生

殖系统、消化系统等生理功能的维持及肿瘤发生过

程 ( Moncada et al. ，1991 ) 。内源性 NO 的合成由

神经型一氧化氮合酶 ( neural nitric oxide synthase，

nNOS) 、诱导型一氧化氮合成酶 ( inducible nitric
oxide synthase，iNOS ) 和内皮型一氧化氮合成酶

( endothelial nitric oxide synthase，eNOS) 3 种同工

酶催化 L － 精氨酸而产生 ( Grilli et al. ，2003) 。神

经型一氧化氮合酶 ( nNOS) 主要在动物中枢神经

系统和周围神经系统中表达，通过扩散对突触的生

成、传 递 和 联 结 产 生 一 系 列 生 理 功 能 ( Bredt
et al. ，1991 ) ; 此 外，nNOS 也 表 达 于 肾、胰 腺、
骨骼肌以及雄性性腺中 ( David et al. ，2012 ) 。在

人类，nNOS 基因的启动子和第一外显子较其它基

因表现出更多的变异体 ( Wang et al. ，2002; New-
ton et al. ，2003 ) ，暗示 nNOS 功能重 要 且 复 杂。
nNOS 基因是 HIF － 1α 信号通路的下游基因，其表

达受 HIF － 1α 的 调 控，调 节 通 路 复 杂 ( David
et al. ，2012) 。慢性低氧条 件 下，机 体 通 过 增 加

nNOS 表 达 及 其 活 性， 以 减 轻 血 管 收 缩 程 度

( Semenza，2005) 。Maiti 等 ( 2008 ) 研究发现低氧

处理后大鼠大脑皮层、海马和纹状体中 NO 水平、
nNOS 免疫反应以及 nNOS 表达量都显著增强，并

认为 nNOS 在脑组织中高表达是低氧胁迫动物不受

低氧损伤的重要原因之一。此外，nNOS 基因和贫

血之间存在相关，其大量表达可使严重贫血的小鼠

免于 死 亡 ( Tsui et al. ，2011 ) 。以 上 研 究 表 明，

nNOS 在机体的低氧适应中具有重要作用。
高原鼢鼠 ( Myospalax baileyi) 隶属于啮齿目

( Ｒodentia ) ，鼹 形 鼠 科 ( Spalacidae ) ，鼢 鼠 亚 科

( Myospalacinae ) ， 鼢 鼠 属 ( Myospalax ) ( Norris
et al. ，2004) ，主要分布在 青 藏 高 原 东 部，海 拔

2 800 － 4 200 m 的农田、山地、草甸草原等生境，

是青藏 高 原 的 特 有 种 之 一 ( 樊 乃 昌 和 施 银 柱，

1982; 张堰铭和刘季科，2002 ) 。与青藏高原其它

哺乳动物不同，高原鼢鼠受到高原低氧以及洞穴低

氧的双重低氧环境压力。研究表明，高原鼢鼠洞道

中含氧量比同地区大气中低约 20% ( 王祖望等，

1979) ，并随季节交替而发生变化。在旱季，洞道

内氧浓度为 18. 02 % ; 而在雨季，洞道中氧浓度仅

为 17. 04 % ( 曾缙祥等，1984 ) 。此外，高原鼢鼠

洞道环境还具有高二氧化碳、无光、低温、潮湿等

特点 ( 王祖望等，1979 ) 。因此，以高原鼢鼠为研

究对象探讨青藏高原土著动物的低氧适应机制具有

典型代表性和重要意义。
基于 nNOS 在低氧生理中的重要功能，本研究

以高 原 鼢 鼠 nNOS 为 研 究 对 象，首 次 克 隆 了 其

cDNA CDS 全长，并对其进行序列特征和生物信息

学分析，为进一步研究高原鼢鼠 nNOS 的组织定

位、差异表达及其在高原鼢鼠低氧适应中的作用提

供前期基础。

1 研究方法

1. 1 材料

1. 1. 1 动物样品采集

高原鼢鼠采集于青海省大通县向华乡 ( 北纬

37°07. 275'; 东经 101°47. 907') ，海拔约 3 200 m，

属于典型高寒草甸。采用地箭活捕，共捕捉高原鼢

鼠 6 只，雌雄各半。捕捉后称重，以 10% 水合氯

醛 ( 使用量: 0. 5 mL /100 g 体重) 进行麻醉后就

地解剖，迅速将各组织放入液氮中保存，带回实验

室置于 － 80℃冰箱保存。
1. 1. 2 主要试剂

Trizol 试 剂 盒 购 自 威 格 拉 斯 生 物 技 术 公 司，

pGEM-T easy 载体购自 Promega 公司，反转录试剂盒

购自 Fermentas 公司，PCＲ 所需 10 × Buffer、dNTP、
TaqDNA 聚合酶购自大连宝生物公司，大肠杆菌

DH5α 购自全式金公司，DNA 凝胶纯化试剂盒及

其他试剂耗材购自上海生工生物工程有限公司。
1. 2 方法

1. 2. 1 总 ＲNA 提取与 cDNA 第一链合成

ＲNA 提取采用 Trizol 一步法进行。100 mg 高

原鼢鼠脑组织置于预冷研钵，加入液氮迅速研磨，

经裂解、离心获得 ＲNA 沉淀。干燥的 ＲNA 沉淀以

0. 1%DEPC 水进行溶解，紫外分光光度计测定其

OD260 / 280值以确定纯度，1% 的琼脂糖凝胶电泳大

致判断其完整性。cDNA 一链合成以 ＲeverAid First
Strand cDNA Synthesis Kit ( Fermentas) 进行。
1. 2. 2 引物设计

从 GenBank 中 下 载 人 ( Homo sapiens，NM _
021257) 、小鼠 ( Mus musculus，NM_ 022414) 、大

鼠 ( Ｒattus norvegicus，NM _ 033359 ) 的 nNOS
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cDNA序列，用 Primer Premier 5. 0 ( Premier Biosoft，
USA) 软件在其高度保守区内设计引物。实验共设

计 nNOS 编码区引物 4 对; 后基于测序结果，设计

了 2 条 3’ＲACE 引物。引物相关信息见表 1。

表 1 ＲT-PCＲ 和 3’ＲACE 中使用的引物

Table 1 Primer for ＲT-PCＲ and 3’ＲACE

引物名称
Primer name

引物序列
Sequence ( 5’－ 3’)

预期片度长度
Expected size ( bp)

退火温度
Tm ( ℃ )

nz1 F: GCTCGGCTCGTCTGTAGAA
Ｒ: GCAGTCTCGGGCATCAAA 1 327 54. 5

nz4 F: TGGACTGGGCTTTCTGGT
Ｒ: CATTGTGCTCGCTGCTGT 463 55

nz7 F: GTCAAGAACTGGGAAACCG
Ｒ: GGGAGTCAGAGTAGGACGAGA 1 657 53

nz9 F: GATTCAACAGCGTCTCGTCC
Ｒ: GGCGGTTGGTCACTTCG 1 692 55

GSP1 GGTCTTTGGGTGTCGGCAATC 454 61. 5
GSP2 AGCTGGCAGAGCCCGTGTAT 302 60

1. 2. 3 PCＲ 扩增

通过模板浓度梯度、dNTP 浓度梯度、温度梯

度等试验的反复筛选，得到了有效扩增 nNOS CDS
的反应 体 系。该 体 系 总 体 积 为 25 μL，含 cDNA
0. 5 μL，10 × PCＲ Buffer 2. 5 μL，dNTP ( 2. 5 mM)

1. 2 μL，Each Primer ( 10 μM) 0. 8 μL，Taq DNA
Polymerase ( 5 U /μL) 0. 3 μL，ddH2O 19. 7 μL。

PCＲ 反 应 条 件 为: 94℃ 预 变 性 5 min，94℃
50 s，X℃1 min ( X 为不同引物的最适退火温度) ，

72℃1 min 10 s，38 个循环后，72℃ 延伸 10 min，

4℃保存。
1. 2. 4 3’ＲACE

以 dT-AP 代替 oligo dT 进行 cDNA 第一链合

成，反应体系及条件与说明书相同。通过不同浓度

梯度、温度梯度等的筛选，得到了有效扩增 nNOS
CDS 3’末端的反应体系，做巢式 PCＲ。该体系总

体积为 20 μL，反 转 录 产 物 /1st PCＲ 产 物 1 μL，

10 × Ex PCＲ Buffer 2 μL，dNTP ( 2. 5 mM) 1. 6 μL，

GSP1 /GSP2 ( 10 μM ) 0. 4 μL，ddH2O /AP ( 10 μM )

0. 4 μL，Ex Taq ( 5 U /μL) 0. 1 μL，ddH2O 14. 5 μL。
巢式 PCＲ 两 轮 反 应 条 件 一 致: 94℃ 预 变 性

3 min，94℃ 1 min，60℃ 1 min，72℃ 2 min，30
个循环后，72℃延伸 10 min，4℃保存。
1. 2. 5 PCＲ 产物亚克隆

PCＲ 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，用凝胶

回收试剂盒回收后连接到 pGEM-Teasy 载体中，连

接产物转化至 DH5α 感受态细胞中，蓝白斑实验筛

选阳性克隆。挑取阳性克隆接种于含氨苄青霉素的

LB 液体培养基中，37℃ 摇床摇菌 10 h。用通用引

物 M13 做菌液 PCＲ 鉴定，预判含目的片段的阳性

克隆送至上海生物工程有限公司进行测序 ( 或者

直接送 PCＲ 原液测序) 。
1. 2. 6 序列分析

测序结果经 Blast 比较，以确定是否为目标序

列; 采用 DNAStar 软件 包 ( DNAStar Inc. ，USA )

中 SeqMan 程序进行序列拼接，并辅以人工校正;

用在线预测服务器 ExPASy( http: / /web. expasy. org /
cgi-bin /protparam /protparam ) 、SignalP 3. 0 Server
( http: / /www. Cbs. dtu. dk /services /SignalP) 、SMAＲT
( http: / / smart. embl-heidelberg. de / ) 、SSPro4. 0 ( ht-
tp: / /distill. ucd. ie / spritz / ) 、SWISS-MODE ( http: / /
swissmodel. expasy. org / ) 进行蛋白质生物信息学特

征分析。
1. 2. 7 构建系统进化树

在 GenBank 和 Ensembl 中下载哺乳动物 nNOS
cDNA 序 列，用 MEGA5. 0 ( Tamura et al. ，2011 )

进行序列比对，以 Jmodeltest3. 7 ( Posada and Cran-
dall，1998) 获 得 核 苷 酸 进 化 的 最 佳 模 型。采 用

PAUP 4. 10b ( Swofford， 2002 ) 和 MrBayes3. 2
( Huelsenbeck and Ｒonquist，2001) 分别构建最大似

然树 ( ML 树) 和贝叶斯树 ( Bayes 树) 。ML 分析

采用启发式搜索算法和 1 000 次逐步随机叠加序列
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( Stepwise-addtion options) 进行，以自展检验分析

( Bootstrap test) 估计进化树中节点的支持率，重复

次数为 1 000。贝叶斯分析设置如下: 随机树作为

起始 树，马 尔 科 夫 链 的 蒙 特 卡 洛 方 法 ( Markov
chain Monte Carlo process) 设置 4 条链同时运行，3
条热链和 1 条冷链。共执行 5 × 106代，每 100 代保

存一棵树。根据可能性值 ( likelihood value) 及经

验估计，舍弃前 12 500 棵老化样本 ( burnin sam-
ple) ，而后的 47 500 棵树用于计算 50% 一致性树

( consensus tree) 。
1. 2. 8 PAML 分析

采用 PAML 进化分析软件 ( Yang，2007 ) 的

CODEML 程序分析高原鼢鼠 nNOS 正向选择概率，

以确定其变异位点的性质，核苷酸的最大似然树经

修饰后用于所有 CODEML 分析。将地下鼠 ( 高原

鼢鼠、裸鼹鼠) 支系作为 foreground branch，而其

他物 种 的 支 系 作 为 background branch， 分 别 用

branch model、branch site model 进行分析; 同时对

以上所有序列进行 site model 分析。所有嵌套模型

均采用似然比检验 ( LＲT) 的方法，利用卡方检验

两个模型似然函数对数值 ( LnL) 的差异，根据差

异是否显著来做出是否接受无效模型的判断。

2 结果

2. 1 测序结果和序列特性

实验获得高原鼢鼠 nNOS 编码区全长 4 290 bp，

Blast 分析显示高原鼢鼠 nNOS 编码区与大鼠、小

鼠、兔、狗、人的 nNOS 同源性较高，分别达到

90%、89%、87%、87% 和 89%，可认为该序列

即为高原鼢鼠 nNOS 基因 cDNA 序列。将其提交至

GenBank，登录 号 为 KC707555。在 4 290 个 碱 基

中，4 种 碱 基 所 占 比 例 分 别 是: A 24. 7% ; C
29. 8% ; G 27. 1% ; T 18. 4%，G + C 含 量 达

56. 9% ; A + T 含量为 43. 1% ; 其起始密码子和终

止密码子分别是 ATG 和 TAA。高原鼢鼠 nNOS 基

因共编码 1 429 个氨基酸残基，成熟的高原鼢鼠

nNOS 氨基酸序列与大鼠、小鼠、兔、狗、人的同

源性分别为 92%、94%、92%、92%、93%。高

原鼢鼠 nNOS 编码区及其编码的氨基酸序列如图 1
所示。
2. 2 蛋白性质预测

理化性质分析显示高原鼢鼠 nNOS 分子质量为

160 279. 9 Da，理论等电点是 6. 61。该蛋白共包括

22 440 个原子，分子式为 C7119H11154N198602130 S51。在

组成 nNOS 蛋白的 18 种氨基酸中，Leu ( L) 所占

比例最 高 为 9. 0%，Trp ( W ) 所 占 比 例 最 低 为

1. 5%，nNOS 蛋白不含 Pyl ( O) 、Sec ( U) 两种氨

基酸。nNOS 蛋白的不稳定性指数为 54. 25，脂肪指

数为 79. 13， 根 据 Guruprasad 方 法 ( Guruprasad
et al. ，1990) nNOS 蛋白不稳定。SignalP 3. 0 Serv-
er 在 nNOS 中未检测到信号肽结构。以 SMAＲT 服

务器进行的蛋白结构功能域分析显示: nNOS 蛋白

在第 26 － 100 位存在一 PDZ 蛋白结构域; 第346 －
717 位是比较保守的一氧化氮合酶家族 ( NOSs )

所共有 的 典 型 结 构 域，具 有 结 构 分 子 活 性; 第

757 － 930 位为黄素氧还蛋白 ( Flavodoxin1 ) 结构

域; 第 985 － 1 214 位和第 1 246 － 1 360 位则分别

是 FAD 结合位点和 NAD 结合位点，另外在氧化域

与还原域中间包含一个低分子量的钙调素 ( CaM)

结合位点。以 SSPro4. 0 服务器进行的二级结构预

测 ( Mooney et al. ，2011 ) 显示 nNOS 二级结构中

C ( 无规则卷曲) 占 50. 1%，H ( α － 螺旋) 占

31. 56%，E ( β － 折叠) 为 18. 33%。
用 SWISS-MODEL 服务器对 nNOS 蛋白三级结

构进行预测 ( Arnold et al. ，2006) : 从模型信息可

知，nNOS 蛋白 12 到 126 氨基酸残基是基于 1qav
的 B 链 进 行 建 模， 两 者 序 列 的 一 致 性 达 到

97. 391% ; 298 到 716 氨基酸残基是基于 1vag 的 A
链进行建模，两者序列的一致性为 96. 659% ; 750
到 1413 氨基酸残基是基于 1tll 的 A 链进行建模，

两者序列的一致性为 92. 771% ( 图 2) 。
2. 3 系统发育分析

基于 nNOS 基因的 ML 树和 Bayes 树得到了较

为一致的各物种的系统发生关系 ( 图 3) ，即啮齿

目与兔形目形成姊妹群，再与灵长目聚在一起形成

灵长总目，灵长总目与劳亚兽总目和非洲兽总目形

成姊妹分类，形成真兽亚纲，然后与后兽亚纲形成

姊妹分类。在构建的系统发育树中，高原鼢鼠与大

鼠、小鼠拥有更近的亲缘关系，而与同为地下鼠的

裸鼹鼠 ( Heterocephalus glaber) 亲缘关系较远，这

与形态学分类一致。
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图 1 高原鼢鼠 nNOS 基因 cDNA 序列和由此推导出的氨基酸序列． : PDZ 蛋白融合区;  : 一氧化氮合酶家

族共有的典型结构域; ……: Flavodoxin1 的结构域; _ _ _ : FAD binding 1 结构域;=: NAD 结构域; * : 终止密码子

Fig. 1 cDNA sequence and putative amino acid sequence of nNOS from plateau zokor. : PDZ domain;  : NO syn-

thase; ……: Flavodoxin1 motif; _ _ _ : FAD binding 1;=: NAD binding ; * : the stop coden
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图 2 高原鼢鼠 nNOS 蛋白三级结构模拟图 . A: 12 － 126 位氨基酸; B: 298 － 716 位氨基酸; C: 750 － 1413 位氨基酸

Fig. 2 The tertiary struction of protein model of plateau zokor nNOS. Model A is from 12 － 126 amino acid; Model B is from 298 － 716 ami-
no acid; Model C is from 750 － 1413 amino acid

图 3 基于 nNOS 基因的各物种系统发育关系． A: 最大似然树; B: 贝叶斯树; “/”表示低支持率 ( ＜ 50% )

Fig. 3 Molecular Phylogenetic tree based on cDNA sequence of nNOS． A: MLtree; B: Bayes tree． Values lower than 50 are given as‘/’
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2. 4 选择压力分析

Branch model 分析未能检测到正选择位点，在

two-ratio 模型中 ω0 = 0. 034 67，ω1 = 0. 020 72，与

one-ratio 模型中 ω = 0. 033 49 差异并不显著，且零

假设与备择假设之间 LＲT 检验结果无显著差异

( P ＞ 0. 05 ) 。Branch-site model 分析显示高原鼢鼠

和裸鼹鼠 332T /I 可能处于正向选择下，但缺乏统

计支持 ( P = 0. 559 ) ，且原假设与备择假设之间

LＲT 检验结果也无显著差异 ( P ＞ 0. 05 ) 。对包括

高原鼢鼠在内的 21 种哺乳动物的 nNOS 基因进行

Site model 分析，结果表明: M3 与 M0 模型的 ω 值

差异显著 ( P ＜ 0. 001) ; M1a 和 M2a 模型产生的最

大似然值几乎相同 ( P = 1 ) ，因而无统计学意义;

M7 与 M8 模型提示 1200 G ( P = 0. 889 ) 、1334 P
( P = 0. 938) 两个位点处于正向选择之下，但亦未

达到显著水平 ( 表 2，表 3) 。

表 2 nNOS 基因进化分析参数

Table 2 parameter estimates for evolutionary analysis of mammal nNOS gene

Nested model pairs Parameter estimates log likelihood PSS
Branch model
Two-ratio
Site model ω0 = 0. 03467，ω1 = 0. 02072 － 17 865. 56348 N. A.

M0: one-ratio
( 1degree of freedom)

ω = 0. 03349 － 17 868. 14618 N. A.

M3: discrete ( 5)
p0 = 0. 70814，p1 = 0. 26435，( p2 = 0. 02751)
ω0 = 0. 0000，ω1 = 0. 09812，
ω2 = 0. 43111

－ 17 660. 6538 none

M1a: neutral ( 1)
p0 = 0. 97618，( p1 = 0. 02382)
ω0 = 0. 02599，( ω1 = 1. 00000)

－ 17 781. 98446 N. A.

M2a: selection ( 3)

p0 = 0. 97618，p1 = 0. 02382，
p2 = 0. 00000
ω0 = 0. 02599，( ω1 = 1. 00000) ，
ω2 = 80. 89420

－ 17 781. 98463 1200 G
1334 P

M7: beta ( 2) p = 0. 14944，q = 3. 35526 － 17 664. 22413 N. A

M8: beta ＆ ω ( 4)
p0 = 0. 99664，( p1 = 0. 00336)
p = 0. 15855，q = 3. 88465，ω = 1. 04699 － 17 660. 39124 1200 G

1334 P

Branch-site model

Model A: alternative
p0 = 0. 97599，p1 = 0. 02401，
ω0 = 0. 02603，( ω1 = 1. 00000) ，
ω2 = 1. 00000

－ 17 781. 74389 332 T

Null p0 = 0. 97599，p1 = 0. 02401，
ω0 = 0. 02603，( ω1 = 1. 00000，ω2 = 1. 00000)

－ 17 781. 74388

表 3 nNOS 进化分析似然比检验统计值
Table 3 Likelihood ratio test statistics ( 2Δ) for nNOS evolution analy-
sis

2Δ df P

LＲT of branch model
One-ratio vs. two-ratio
LＲTs of site model

5. 165394 1 0. 023

M1a vs. M2a － 0. 000348 2 1

M0 ( one-ratio) vs. M3 414. 984758 4 ＜ 0. 001

M7 vs. M8 7. 665778 2 0. 0216

LＲT of branch-site model

Model A vs. Null ( Test 2) － 0. 000012 1 1

3 讨论

高原鼢鼠分布于青藏高原海拔 2 800 － 4 200 m
的地区，洞道中含氧量较同地区大气中更低，并随

季节不同而变化。高原鼢鼠在演化过程中产生了一

系列的适应机制，使之很好地适应了这种恶劣的环

境。由于长期在高海拔低氧环境中营地下生活，低

氧会 激 活 高 原 鼢 鼠 大 脑 一 系 列 调 节 通 路，通 过

nNOS 等下游基因的应答在新陈代谢过程中保护神

经组织免受低氧损伤 ( McLaren et al. ，2007 ) 。因

此，克隆并预测高原鼢鼠 nNOS 的分子特征对揭示
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高原鼢鼠的低氧适应机制具有一定意义。
本研究克隆的高原鼢鼠 nNOS CDS 及其氨基酸

序列与大鼠、小鼠、家兔、狗和人的同源比较分析

表明，高原鼢鼠与同为啮齿目的小鼠和大鼠之间同

源性更高而与食肉目狗的同源性较低。基于 nNOS
基因构建的 ML 树和 Bayes 树得到了基本一致的拓

扑结构，这一系统发育关系较好契合了哺乳动物系

统生物学关于真兽亚纲中劳亚兽总目和灵长总目以

及非洲兽总目在分类中的姊妹分类地位，以及后兽

亚纲与 真 兽 亚 纲 的 姊 妹 分 类 地 位 ( Zhou et al. ，

2012) ，且均支持高原鼢鼠是啮齿目鼹形鼠科的一

支，与同 为 鼠 超 科 的 的 大 鼠 和 小 鼠 聚 在 一 起

( Wang and Zhang，2012 ) ; 裸鼹鼠系一种地下鼠，

基于 nNOS 的系统发育关系显示其与同处于豪猪亚

目 ( Hystricomorpha ) 的豚鼠 ( Cavia porcellus ) 聚

在一起，与形态学分类结果 ( Smith 和解焱，2009 )

相符。以上暗示高原鼢鼠与裸鼹鼠尽管具有相似的

生境，均受到低氧的胁迫，但其 nNOS 基因并不存

在趋同进化现象，这可能与 nNOS 基因进化速率较

慢，具有较高的保守性有关。
结构域预测显示高原鼢鼠 nNOS 具有与其它动

物 nNOS 基本一致的构成，即均含有氧化蛋白域、
还原蛋白域以及钙调素 ( CaM ) 结合位点等结构

域，其中氧化蛋白域即一氧化氮合酶典型结构功能

域; 还原结构域包括 FMN 结构域、FAD 结合位点

和 NAD 结合位点。研究显示 NOSs 是通过进化中一

系列基因融合事件形成的大模块基因，在结构域及

功能上均十分保守 ( Ghosh et al. ，2003 ) 。本研究

预测到高原鼢鼠 nNOS 存在一个 nNOS 亚型中特有

的 PDZ 结构域 ( Alderton et al. ，2001 ) 。PDZ 结构

域是重要的蛋白结构域之一，参与多种生物学过

程。如: nNOS 可通过 PDZ 域靶向作用于脑和骨骼

肌的神经突触位点，进行突触可塑性调节 ( Vaughn
and Bjorkman，1996 ) ; 神经元中 nNOS 与膜的结合

也由 PDZ 域来调节 ( Alderton et al. ，2001 ) 。高原

鼢鼠 nNOS 结构域类型上的高度保守可能与低氧条

件下高原鼢鼠正常生理活动的维持有关。
基于地下鼠 nNOS 基因可能受到相同的选择压

力这一假设，Branch 模型分析结果显示高原鼢鼠和

裸鼹鼠支系的 ω 值低于其他背景支系，说明该基因

所受选择压力以净化选择为主。Branch site 模型确

定了一个正选择位点 322 T /I，但不具有统计学意

义，且该位点并未在 nNOS 功能域中。本研究中的

地下鼠类仅包括裸鼹鼠和高原鼢鼠两种，且物种亲

缘关系较远，不足以用来探讨高原鼢鼠 nNOS 基因

的适应性进化。Site 模型在 nNOS 的 NAD 结合域中

检测到两个正选择位点，即 1200 G 和 1344 P，但

统计上均未达到显著水平。序列比对显示在大鼠、
小鼠及灵长目动物中，nNOS 第 1334 位均为丝氨酸

( S) ，而在食肉目动物、北美鼠兔 ( Ochotona prin-
ceps) 以及高原鼢鼠则为脯氨酸 ( P) 。随后进行的

小鼠 nNOS 还原域蛋白结构 ( Garcin et al. ，2004 )

模拟突变分析显示该位点上的丝氨酸可与空间结构

上邻近的位点形成氢键，而替换为脯氨酸后无法形

成氢键 ( 未发表) ，但该位点上氨基酸残基的变化

对 nNOS 功能是否产生显著影响尚有待进一步研

究。
高原鼢鼠与其他啮齿类动物以及平原哺乳动物

nNOS 基因本质特征的相似暗示了其功能的重要性。
作为神经信号传导通路重要的调节基因，nNOS 在

高原鼢鼠低氧适应中的作用及机制尚需深入研究。
本研究对高原鼢鼠 nNOS 基因进行了克隆和分子特

征分析，为不同组织、不同氧浓度条件下的高原鼢

鼠 nNOS 的表达特征及其在低氧适应中的作用与调

控机制研究奠定了一定基础。
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