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海洋哺乳动物尿素转运蛋白关键基因

———ＳＬＣ１４Ａ２ 的分子进化

曾　 帆ꎬ吴田振ꎬ于振朋ꎬ孙林霞ꎬ郭天慧

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏省生物多样性与生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 趋同进化是进化生物学中的核心科学问题. 独立起源的海洋哺乳动物不同类群为了适应高渗的海洋

环境ꎬ产生了趋同的渗透调节适应机制ꎬ能够产生高度浓缩的尿液. 本研究选取了编码尿素转运蛋白的 ＳＬＣ１４Ａ２
基因为候选基因ꎬ进化分析发现该基因在海洋哺乳动物中发生了显著的加速进化ꎬ鉴定到 ４ 个正选择位点(３５、
４６３、５９２、５９８)至少被两种最大似然法(ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬＭＬ)方法检测到ꎬ且这些位点位于或临近重要的结构

域ꎬ表明海洋哺乳动物可能通过增强肾脏对尿素的主动运输功能从而产生高度浓缩的尿液ꎬ与先前的生理研究

结果一致. 特别重要的是ꎬ在海洋哺乳动物不同类群间鉴定了 ６ 个平行 /趋同进化位点ꎬ进一步为海洋哺乳动物

产生高度浓缩的尿液以适应海洋环境提供趋同的分子证据. 另外ꎬ正选择主要集中在鲸类进化谱系ꎬ可能与鲸类

完全营水生生活面临更大的渗透调节的压力有关. 本研究通过对 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因的进化分析初步揭示了海洋哺乳

动物为了适应高渗的海洋环境产生高度浓缩的尿液提供了趋同的分子机制.
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趋同进化(ｃｏｎｖｅｒｇｅｎｔ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ)是进化生物学的研究热点ꎬ是指亲缘关系较远的物种在自然选择的作

用下ꎬ为了适应相似的生境而产生的相同或相似的表型、生理以及行为特征[１] . 尽管自然界中趋同进化的

例子很多ꎬ但是趋同进化的分子机制研究还很少. 大熊猫(Ａｉｌｕｒｏｐｏｄａ ｍｅｌａｎｏｌｅｕｃａ)和小熊猫(Ａｉｌｕｒｕｓ ｆｕｌｇｅｎｓ
ｓｔｙａｎｉ)ꎬ亲缘关系较远ꎬ通过基因组的测定ꎬ鉴定了多个与肢体发育和蛋白消化相关的基因出现趋同信号ꎬ
为大、小熊猫演化出趋同的食竹食性以及具有抓握竹子的伪拇指提供了分子证据[２－３] . 蝙蝠和海豚在系统

发生树上相距甚远ꎬ但均演化出回声定位的能力ꎬ是趋同进化的又一典型ꎬ近些年鉴定了与听觉相关的基

因在二者之间具有平行 /趋同进化位点ꎬ且在 Ｐｅｒｅｓｔｉｎ 基因的系统发育树中聚在一起ꎬ为二者趋同进化提供

了很强的分子证据[４－５] .
海洋哺乳动物(ｍａｒｉｎｅ ｍａｍｍａｌｓ)ꎬ也称为“海兽”ꎬ是哺乳动物中进化十分独特的类群ꎬ它们由不同的

陆生祖先分别从陆地重返海洋ꎬ亲缘关系较远ꎬ但为了适应海洋环境ꎬ进化出一系列趋同的表型和生理特

征ꎬ是研究趋同进化的理想模型. 它们都拥有与鱼类类似的流线型体型以减少在水中游动时的阻力[６]ꎻ皮
下脂肪层增厚用以保持体温ꎬ减少温度散失ꎻ渗透调节能力增强用以适应高渗的海洋环境ꎻ储氧能力提高

用以增加在水中的屏息时长[７]ꎻ骨密度的变化用以适应不同的潜水深度[８] . 除此以外ꎬ海洋哺乳动物普遍

发生了味觉和嗅觉的丧失[９]ꎻ鲸类和海牛发生了毛发的缺失[１０]ꎬ为趋同进化的研究提供了理想的模型.
渗透调节是生境转换后海洋哺乳动物共同面临的一个最主要的挑战. 形态学研究表明ꎬ许多海洋哺

乳动物的肾脏演化出复肾结构ꎬ如鲸类、鳍足类、北极熊和水獭拥有数十甚至上千个小肾ꎬ且每一个小肾在

形态结构和生理作用上都相当于陆生哺乳动物的独立肾ꎬ以此增加了肾脏的表面积ꎬ提高了肾脏的排泄能

力ꎬ为海洋哺乳动物形成高浓度的浓缩尿提供了前提. 其中ꎬ完全营水生生活的鲸类的肾最为特殊ꎬ呈葡

萄状ꎬ小肾数目在种间差别很大ꎬ体型较大的须鲸可达 ６ ０００ ~ ７ ０００ 个[１１－１２]ꎬ而体型较小的淡水豚类小肾

一般仅有 ６５~１７０ 个[１３] . 前人研究发现鲸类尿液的渗透浓度以及 Ｎａ＋浓度均显著高于大小与之相近或比

之大的陆生哺乳动物ꎬ如鲸类尿液中尿素浓度比牛高 ４ 倍[１４]ꎬ提示鲸类通过排高度浓缩的尿液以调节水

盐平衡. 然而ꎬ海洋哺乳动物渗透调节的分子机制的研究才刚刚开始. 研究发现肾脏中与渗透调节相关的

基因在海洋哺乳动物中出现了高表达的现象[１５]ꎬ进一步为海洋哺乳动物具有高效的水盐调节提供了分子

证据. Ｘｕ 等发现许多与渗透调节相关的基因在鲸类谱系中显著受正选择作用ꎬ如水通道蛋白 ２
(ａｑｕａｐｏｒｉｎ２ꎬＡＱＰ２)和尿素转运蛋白(ｕｒｅａ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓꎬＵＴＡ)编码基因 ＳＬＣ１４Ａ２ 显著受到正选择ꎬ提示鲸

类可能通过增强对水和尿素的转运以产生高浓缩的尿液ꎬ以此适应高渗的海洋环境ꎬ进一步证实鲸类产生

浓缩尿是维持体内水平衡的一个有效机制. 水盐调节系统———肾素－血管紧张素－醛固酮系统(ＲＡＡＳ)中
两个关键的成员管紧张素转换酶( ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅꎬＡＣＥ)和管紧张素原( ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｏｇｅｎꎬ
ＡＧＴ)鉴定到多个正选择位点ꎬ特别是长江江豚中多个基因受正选择ꎬ提示鲸类水盐调节系统是维持渗透

调节的又一重要机制[１６－１７] .
尿素转运蛋白(Ｕｒｅａ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ)是特异性转运尿素的膜转运蛋白ꎬ对机体的渗透调节起着关键性的

作用[１８] . 其中ꎬＵＴ￣Ａ 是目前已克隆出的尿素转运蛋白亚家族之一ꎬ共 ６ 个成员(ＵＴ￣Ａ１ 至 ＵＴ￣Ａ６)ꎬ由同一

基因 ＳＬＣ１４Ａ２ 编码并经过不同的启动子启动转录后剪接形成. 在 ＵＴ￣Ａ 亚家族的成员中ꎬＵＴ￣Ａ１、ＵＴ￣Ａ２、
ＵＴ￣Ａ３ 和 ＵＴ￣Ａ４ 均在肾脏中表达ꎬ且 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因敲除后尿素转运蛋白表达缺陷的小鼠表现出严重的尿

素浓缩功能缺陷ꎬ说明此基因在机体渗透调节过程中发挥了及其重要的作用[１９－２０] . 鲸类中该基因显著受

正选择ꎬ提示鲸类通过提高尿素转运能力ꎬ从而增强了机体的水盐调节功能. 然而ꎬ该基因在其他海洋哺

乳动物中的进化以及是否与鲸类一样具有趋同的排高浓缩尿液的渗透调节机制尚不清楚. 据此ꎬ本研究

下载了 ７３ 个哺乳动物的 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因ꎬ运用比较基因组学方法探讨了以下科学问题:(１)渗透调节基因

ＳＬＣ１４Ａ２ 在海洋哺乳动物不同类群中是否受到相似的选择压力? (２)海洋哺乳动物间是否具有尿素转运

的趋同分子机制?

１　 材料与方法

１.１　 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因序列数据

本研究在哺乳动物中选取了 ７３ 个物种ꎬ涵盖了 １５ 个目ꎬ其中海洋哺乳动物包括鲸类 ２５ 个代表性物

种ꎬ鳍足类 ６ 个物种以及海牛类的 １ 个物种(海牛). ＳＬＣ１４Ａ２ 基因序列是在 ＮＣＢＩ 数据库和 ＯｒｔｈｏＭａＭ
—０８—
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(Ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ Ｍａｍｍａｌｉａｎ Ｍａｒｋｅｒｓꎬｈｔｔｐ: / / ｏｒｔｈｏｍａｍ２.ｍｂｂ.ｕｎｉｖ－ｍｏｎｔｐ２.ｆｒ / ＯｒｔｈｏＭａＭ)数据库中下载得到. 对

于基因组尚未注释的物种ꎬ通过本地 ＢＬＡＳＴꎬ最终获得了 ７３ 个哺乳动物 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因的序列. 由于本地

ＢＬＡＳＴ 可能会造成相邻外显子拼接处存在非 ３ 倍数碱基的插入或缺失ꎬ所以采用了一系列针对于存在移

码突变的序列比对方法ꎬ运用 Ｍａｃｓｅ 软件中的 ＡｌｉｇｎＳｅｑｕｅｎｃｅ、Ｅｘｐｏｒｔａｌｉｇｎｍｅｎｔ 程序、Ｈｍｍｃｌｅａｎｅｒ 程序、
Ｐｒａｎｋ 程序以及 Ｇｂｌｏｃｋｓ 程序ꎬ确定获得序列为同源序列[２１－２３] .
１.２　 选择压力分析

氨基酸的非同义替代(ｎｏｎ￣ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬｄＮ)与同义替代(ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ
ｄＳ)的比值 ω(ｄＮ / ｄＳ)常用作选择压力(ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｐｒｅｓｓｕｒｅ)的检测指标(Ｋｉｍｕｒａꎬ１９７９). 如果 ω ＝ １ 为中性选

择(ｎｅｕｔｒａｌ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ)ꎻω>１ 为正选择(ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ)ꎻω<１ 为纯化选择(ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ). 由于影响功

能基因的选择作用往往都只是发生在一些特定的支系的特定位点上ꎬ因此ꎬ为了检测海洋哺乳动物进化过

程中经历了怎样的选择压力ꎬ本研究采用了基于密码子的最大似然法 (ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬＭＬ) 的

ＰＡＭＬ４.７ 软件包中的 ｃｏｄｅＭＬ 程序ꎬ检测特定支系或者位点上所受的选择压力[２４] .
首先ꎬ仅针对 ３３ 种海洋哺乳动物 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因序列的数据集ꎬ运用位点模型(ｓｉｔｅ ｍｏｄａｌ)中的三对模

型(Ｍ７ｖｓ Ｍ８、Ｍ８ ｖｓ Ｍ８ａ 和 Ｍ１ａ ｖｓ Ｍ２ａ)检测正选择位点. 运用似然率检测法( ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄｒａｔｉｏ ｔｅｓｔｓꎬＬＲＴｓ)
评估两个模型之间是否存在显著差异ꎬ计算 ２ΔＬ 值与自由度之间的卡方分布情况ꎬ若 Ｐ 值<０.０５ꎬ则认为

两个模型之间存在显著差异. 利用经验贝叶斯(ｂａｙｅｓ ｅｍｐｉｒｉｃａｌ ｂａｙｅｓꎬＢＥＢ)方法计算 Ｍ８ 和 Ｍ２ａ 模型中的

正选择位点的后验概率(Ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ)ꎬ如果后验概率≥０.８ꎬ即认为该位点是潜在的正选择位

点[２５] . 另外ꎬ使用在线网站 Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ. ｏｒｇ / )中的固定效应似然法( ｆｉｘｅｄ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬＦＥＬ)进一步检测正选择位点ꎬ设置 ＦＥＬ 显著性水平小于 ０.２[２６] . 同时被两种 ＭＬ 方法检测的位

点ꎬ为强烈的正选择位点.
其次ꎬ在所有哺乳动物 ７３ 个物种的 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因序列的数据集中ꎬ选择分支模型(ｂｒａｎｃｈ ｍｏｄｅｌ)和

支位点模型(ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ)进一步探究正选择作用是否局限于某些特定的进化谱系. 分支模型主要包

括 ｆｒｅｅ ｒａｔｉｏ 模型和 ｔｗｏ ｒａｔｉｏ 模型. Ｆｒｅｅ ｒａｔｉｏ 模型允许系统发育树上每一个进化谱系具有不同的 ω 值ꎬ而
Ｔｗｏ ｒａｔｉｏ 模型允许前景支(即所感兴趣的支系)与背景支之间存在不同的 ω 值. 运用 ＬＲＴ 分别检测 Ｆｒｅｅ
ｒａｔｉｏ 和 Ｔｗｏ ｒａｔｉｏ 模型与零假设 ｏｎｅ ｒａｔｉｏ 模型(即假设系统发生树上所有支系具有相同的 ω 值)是否差异

显著. 如果模型显著ꎬ则通过 Ｆｒｅｅ ｒａｔｉｏ 检测 ω>１ 的正选择支系ꎬ运用 Ｔｗｏ ｒａｔｉｏ 模型检测前景支海洋哺乳

动物是否出现加速进化. 此外ꎬ进一步运用更加严格的分支位点模型(Ｍａ)分析ꎬ该模型允许在特定支上的

每一个位点都有独立的 ω 值ꎬ 将进化谱系分为前景枝 ( ｆｏｒｅｇｒｏｕｎｄꎬ 即感兴趣的枝系) 和背景枝

(ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ)ꎬ使用 ＬＲＴ 对备择假设 Ｍａ(正选择模型:０<ω０<１ꎬω１>１ 和 ω２≥１)和零假设 Ｍａ０(中性模型:
０<ω０<１ꎬω１ ＝ １ 和 ω２ ＝ １)进行比较. 当成对模型(Ｍａ ｖｓ Ｍａ０)差异显著且 ω>１ 时ꎬ接受正选择模型 Ｍａꎬ且
所检测的位点 Ｐ>０.８ 时ꎬ被认为是强烈的正选择位点. 衡量枝位点模型显著性的 Ｐ 值则通过多重检验错

误发现率(ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅꎬＦＤＲ)予以矫正ꎬ校正后的 Ｐ<０.０５ 时则为模型显著.
１.３　 海洋哺乳动物 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因平行 /趋同位点检测

为了验证海洋哺乳动物在二次入水过程中ꎬ是否发生了趋同进化ꎬ本研究使用 ＰＡＭＬｖ４.７ 中 Ｃｏｄｅｍｌ
程序对每个基因进行祖先序列重建. 通过对海洋哺乳动物各枝系中尿素转运蛋白氨基酸的序列分析ꎬ寻
找趋同氨基酸替代ꎬ得到海洋哺乳动物支系间从祖先到现生氨基酸变化. 根据预测的祖先位点的差异ꎬ编
码区基因序列的氨基酸替换事件分为平行替换和趋同替换两种模式. 如果两个进化枝具有相同的祖先氨

基酸状态ꎬ并衍生出相同的现生氨基酸ꎬ便认为该位点为平行替换位点ꎻ反之ꎬ如果两个进化枝具有不同的

祖先氨基酸状态ꎬ并衍生出相同的现生氨基酸ꎬ则为趋同替换位点ꎬ这两种模式都被认为是海洋哺乳动物

趋同进化的证据. 考虑到偶然氨基酸替代引起的干扰ꎬ本研究在 ＪＴＴ￣ｆｇｅｎ 氨基酸替换模型下进行统计检

验ꎬ比较实际观察到的趋同位点数目与随机期望出现的趋同位点数. 若观测值大于期望值ꎬ则认为存在氨

基酸趋同或平行替换ꎻ反之ꎬ则不存在[２７] .
１.４　 蛋白质三维结构

位于关键区域的氨基酸改变可能会通过影响构型ꎬ进而对蛋白质的功能产生影响. 为深入探究这些

正选择位点是否位于重要的功能域ꎬ本研究使用印太瓶鼻海豚(Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ａｄｕｎｃｕｓ)ＳＬＣ１４Ａ２ 基因的核苷酸
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序列在 Ｉ￣ＴＡＳＳＥＲ 网站上(ｈｔｔｐ: / / ｚｈａｎｇｌａｂ.ｃｃｍｂ.ｍｅｄ.ｕｍｉｃｈ.ｅｄｕ / Ｉ－ＴＡＳＳＥＲ / )进行了蛋白三维结构的预测ꎬ
并将检测到的正选择位点用 ＰｙＭＯＬ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｐｙｍｏｌ. ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ. ｎｅｔ / )定位到了其空间结构中. 使用

ｕｎｉｐｒｏｔ 网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｕｎｉｐｒｏｔ.ｏｒｇ / )查阅获取更多功能域的信息.

２　 结果与讨论

２.１　 选择压力分析

首先ꎬ运用位点模型对 ３３ 个海洋哺乳动物数据集进行选择压力分析ꎬＬＲＴｓ 结果显示在 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因

中正选择模型 Ｍ８ 显著优于中性模型 Ｍ７ 和 Ｍ８ａ(Ｐ<０.００１)ꎬ且 ω ＝ １.９５５ꎬ提示这个基因显著受正选择作

用. 然后ꎬ在 Ｍ８ 模型中ꎬ使用 ＢＥＢ 方法在 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因中鉴定到了 ９ 个显著受到正选择的位点(３５、４６２、
４６３、４６７、４６８、４６９、４７０、５１２、７４１)且后验概率均大于 ０.８. 位点模型中的 Ｍ１ａ ｖｓ. Ｍ２ａ 较 Ｍ８ ｖｓ. Ｍ８ａ 模型所

得到的结果更为稳定ꎬ因此又使用前者进一步检测ꎬ结果表明 Ｍ２ａ(ω＝ ６.５１７)模型明显优于 Ｍ１ａ 模型(Ｐ<
０.００１)ꎬ并鉴定了 ２ 个正选择的位点(３５、４６３)ꎬ这两个位点同时也被 Ｍ８ 模型鉴定到(表 １). 另外ꎬ进一步

使用 ＤａｔａＭｏｎｋｅｙ 中的 ＦＥＬ 模型鉴定了 ４ 个正选择位点(３５、９０、２７６、７３５). 综合以上 ３ 种 ＭＬ 方法ꎬ共有

２ 个位点(３５、４６３)至少被两种以上 ＭＬ 方法鉴定到ꎬ认为是强烈的正选择位点(表 １).
其次ꎬ为了检测 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因受到的正选择是否局限于特定的进化谱系ꎬ在所有哺乳动物谱系 ７３ 个

物种中ꎬＬＲＴ 检测发现 ｆｒｅｅ ｒａｔｉｏ 模型显著优于 ｏｎｅ ｒａｔｉｏ 模型(Ｐ<０.００１)ꎬ且在鲸类的多个支系中检测到显

著的正选择信号ꎬ即须鲸类的共同祖先支、瓶鼻海豚和印太瓶鼻海豚最近共同祖先以及鼠海豚和小头鼠海

豚共同祖先(ω>１ꎬＰ<０.００１)ꎬ而在其他海洋哺乳动物类群以及陆生哺乳动物中均没有鉴定出显著的正选

择. 另外ꎬ以 ３２ 种海洋哺乳动物作为前景支(ω＝ ０.１７２１１)ꎬ其他陆生哺乳动物为背景支(ω ＝ ０.１３０１２)ꎬ运
用 ｔｗｏ ｒａｔｉｏ 模型检测发现 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因在海洋哺乳动物支系具有显著的加速进化(Ｐ<０.００１)(图 １).

由于分支模型和位点模型并不能同时考虑位点和支系发生的正选择作用ꎬ因此进一步采用了更为严

格的支位点模型检测选择压力. 结果在小须鲸鉴定到显著的正选择ꎬ且鉴定了 ２ 个显著的正选择位点

(５９２、５９８ꎬ表 １). 综合 Ｍ８、Ｍ２ａ、ＦＥＬ 以及支位点模型的方法ꎬ共有 ４ 个正选择位点(３５、４６３、５９２、５９８)被
认为是强烈的正选择位点.

表 １　 在海洋哺乳动物中用两种 ＭＬ 方法检测到的正选择位点

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｉｔｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｗｏ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ(ＭＬ)ｍｅｔｈｏｄｓ ａｃｒｏｓｓ ｃｅｔａｃｅａｎ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ

ｇｅｎｅ ｍｏｄｅｌ －ｌｎＬ ２ΔＬｎ Ｌ Ｍｏｄｅｌ ｃｏｍｐａｒｅ Ｐ ｖａｌｕｅ ω ｖａｌｕｅｓ Ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ
ｓｉｔｅｓ(Ｐ>８０％)

ＳＬＣ１４Ａ２
(９３０ａａ)

Ｄａｔａｓｅｔ Ｉ Ａｌｌ ｍａｒｉｎｅ ｍａｍｍａｌｓ(３３ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ)
Ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ

Ｍ８ａ １０ ４１４.３３７ ５７１ １.０００ ００

Ｍ８ １０ ４０８.５６３ ６９３ １１.５４７ ７６ Ｍ８ ｖｓ Ｍ８ａ Ｐ<０.００１ １.９５５ ４３ ３５、４６２、４６３、４６７、４６８、
４６９、４７０、５１２、７４１

Ｍ７ １０ ４３１.９３６ １１３ ４６.７４４ ８４ Ｍ８ ｖｓ Ｍ７ Ｐ<０.００１
Ｍ１ａ １０ ４１４.４９６ ７１１ １.０００ ００
Ｍ２ａ １０ ４０６.１４１ ８２ １６.７０９ ７８ Ｍ２ａ ｖｓ Ｍ１ａ Ｐ<０.００１ ６.５１６ ５８ ３５、４６３

Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ:ＦＥＬ ｍｏｄｅｌ Ｐ<０.１ ３５、９０、２７６、７３５
Ｄａｔａｓｅｔ ＩＩ:ｍａｒｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｌａｔｉｖｅｓ(３８ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ)
Ｂｒａｎｃｈ ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ
Ｔｅｒｍｉｎａｌ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ Ｂａｌａｅｎｏｐｔｅｒａ ａｃｕｔｏｒｏｓｔｒａｔａ

Ｎｕｌｌ －１３ ３３７.４８７ ５７０ １.０００ ００
Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ －１３ ３３２.９７６ ３８７ ９.０２２ ３６６ Ｍａ ｖｓ Ｍａ０ Ｐ＝ ０.００２ ６６７ ３７４.５４０ ２４ ５９２、５９８

　 　 注:被两种 ＭＬ 方法检测到的正选择位点加粗表示.

２.２　 海洋哺乳动物 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因特异氨基酸突变位点和平行 /趋同进化分析

为了探究海洋哺乳动物适应高渗的海洋环境是否进化出了特异位点ꎬ对 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因进行扫描后发

现海洋哺乳动物具有 １１ 个特异的氨基酸突变位点. 其中ꎬ鲸类具有 ５ 个特异突变位点(Ｙ１４Ｈ、Ｔ３９８Ａ、
Ｌ４５５Ｈ、Ｑ４８５Ｒ、Ａ７０７Ｓ)ꎻ鳍足类具有 ６ 个特异突变位点(Ｇ６４Ｔ、Ｓ９９Ｇ、Ｔ１１１Ｓ、Ｋ５１８Ｍ、Ａ５２７Ｔ、Ｓ５２９Ｈꎬ图 １)ꎬ
其中第 ３９８、７０７ 位氨基酸位于尿素转运蛋白的跨膜结构域中ꎬ提示海洋哺乳动物可能通过尿素转运蛋白

—２８—
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特异的氨基酸突变ꎬ提高机体在高渗环境下的适应能力.
进一步检测 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因在海洋哺乳动物类群间是否存在趋同的分子机制ꎬ重建了该基因的祖先序

列ꎬ并进行非同义平行 /趋同氨基酸位点检测ꎬ鉴定了 ６ 个平行替换位点在海洋哺乳动物类群间表现出显

著的趋同进化信号. 如图 １ 所示ꎬ在鲸类谱系中鉴定了 ２ 个平行替换位点(Ｌ２０Ｓ、Ｒ５３２Ｓ)ꎬ如在 ２０ 位氨基

酸位点处具有一个平行氨基酸替代ꎬ中华白海豚的最近共同祖先支(ｎ)与白鲸和一角鲸最近共同祖先支

(ｖ)均为丝氨酸(Ｓ)ꎬ而其他哺乳动物支系均为亮氨酸(Ｌ). 在鲸类和鳍足类两个海洋哺乳动物类群中共

鉴定了 ４ 个平行替换位点(Ｈ１Ｐ、Ａ２１９Ｖ、Ｌ５０８Ｔ、Ｈ８１４Ｉ)ꎬ例如在第 １ 位氨基酸位点处具有一个平行氨基酸

替代ꎬ本研究中使用的鳍足类所有物种和抹香鲸(Ｐｈｙｓｅｔｅｒ ｃａｔｏｄｏｎ)支系均为 Ｐꎬ而其他哺乳动物物种此位

点为 Ｈꎻ在 ２１９ 位点处ꎬ小须鲸(Ｂａｌａｅｎｏｐｔｅｒａ ａｃｕｔｏｒｏｓｔｒａｔａ)和夏威夷僧海豹(Ｎｅｏｍｏｎａｃｈｕｓ ｓｃｈａｕｉｎｓｌａｎｄｉ)鉴
定了 １ 个平行氨基酸替代(Ａ２１９Ｖ). 这些位点经过 ＪＴＴ￣ｆｇｅｎ 氨基酸替换模型统计检验ꎬ观测值大于期望

值ꎬ表明检测到的位点是可靠的平行 /趋同氨基酸替代位点.
不同海洋哺乳动物类群之间鉴定到的平行 /趋同氨基酸提示为了适应共同的高渗环境海洋哺乳动物

可能进化出了趋同的尿素转运机制ꎬ其中第 ２１９ 和 ８１４ 位氨基酸位点位于尿素转运蛋白重要的跨膜结构

域ꎬ因此海洋哺乳动物可能通过跨膜结构域的改变ꎬ增强了对尿素的转运能力ꎬ从而对机体的水盐平衡进

行调控.

　 　 Ｆｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ 和支位点模型鉴定的正选择分别用红线和红五星标注. 右侧为 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因在海洋哺乳动物中检测到的特异氨

基酸位点(黄色)和平行 / 趋同位点(蓝色) . 字母表示祖先枝. 作为外群的陆生哺乳动物包括鲸偶蹄目、食肉目、啮齿目等.
图 １　 Ｆｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ 和支位点模型鉴定的海洋哺乳动物 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因的正选择

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｏｆ ｍａｒｉｎｅ ｍａｍｍａｌｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｂｙ ｆｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ＳＬＣ１４Ａ２ ｇｅｎｅ

２.３　 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因三维结构分析

印太瓶鼻海豚(Ｔ􀆰 ａｄｕｎｃｕｓ)的 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因核苷酸序列在 Ｉ￣ＴＡＳＳＥＲ 网站上(ｈｔｔｐ: / / ｚｈａｎｇｌａｂ. ｃｃｍｂ.
ｍｅｄ.ｕｍｉｃｈ.ｅｄｕ / Ｉ－ＴＡＳＳＥＲ / )进行了蛋白三维结构的预测ꎬ并运用 ＰｙＭＯＬ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｐｙｍｏｌ. ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ.
ｎｅｔ / )将强烈正选择位点和重要的特异氨基酸突变定位到 ３Ｄ 结构中(图 ２). 这些位点大多位于重要的结构

域或结构域附近ꎬ如第 ４６３ 位正选择位点位于蛋白激酶 Ｃ 的磷酸化位点 Ｓ４９０ 附近ꎻ第 ３５ 位正选择位点位于

蛋白的极性氨基酸(ｐｏｌａｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ)区域ꎬ此区域使得此段蛋白稳定位于膜外ꎬ同时此位点也与蛋白激酶 Ｃ
—３８—
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　 　 强烈正选择位点和位于跨膜结构域的特异氨基酸位点分别用

紫色和蓝色圆球表示.
图 ２　 ＳＬＣ１４Ａ２ 蛋白质三维结构

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ＳＬＣ１４Ａ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

的磷酸化位点 Ｓ２６ 邻近[２８]ꎬ提示正选择位点可能

与蛋白尿素转运功能相关. 另外ꎬ第 ３９８、７０７ 位特

异氨基酸位点存在于蛋白重要的跨膜结构域. 跨

膜结构域的改变通常与通道蛋白开放时间和转运

效率密切相联系[２９－３０] . 因此海洋哺乳动物可能通

过跨膜结构域的改变ꎬ增强了对尿素的转运能力ꎬ
从而对机体的水盐平衡进行调控.

３　 结论

趋同进化是进化生物学中的核心科学问

题. 海洋哺乳动物不同类群是独立起源的ꎬ由不

同的陆生祖先演化而来ꎬ亲缘关系相距甚远. 但

是ꎬ为了适应高渗的海洋环境ꎬ海洋哺乳动物产生了趋同的渗透调节适应机制ꎬ具有很强的排盐保水能力ꎬ
且能够产生高度浓缩的尿液. 先前的解剖学证据表明海洋哺乳动物具有复肾结构ꎬ通过增加肾脏表面积

以提高肾脏的排泄能力[１１－１２]ꎬ为海洋哺乳动物形成高浓度的浓缩尿提供了前提. 本研究发现尿素转运基

因———ＳＬＣ１４Ａ２ 在海洋哺乳动物发生了显著的加速进化(Ｐ<０.００１)ꎬ且有 ２ 个正选择位点至少被两种 ＭＬ
方法检测到ꎬ这两个氨基酸位点都位于蛋白激酶 Ｃ 的磷酸化位点附近ꎬ推测与蛋白尿素转运功能相关. 因

为高渗透的内环境主要通过蛋白激酶 Ｃ 介导增加 ＵＴ￣Ａ１ 和 ＵＴ￣Ａ１Ａ３ 的磷酸化ꎬ从而增强尿素的转运ꎬ且
已有研究证实敲除 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因则出现不能浓缩尿液的生理缺陷[１９] . 因此本研究在海洋哺乳动物中鉴

定的加速进化和正选择ꎬ提示可能增强了尿素转运能力从而维持了极高的渗透压以浓缩尿液ꎬ为海洋哺乳

动物产生高浓缩尿液提供了分子证据. 另外ꎬ本研究通过对 ７３ 个物种的 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因进行比较ꎬ在鲸类

和鳍足类中共鉴定出 １１ 个特异的氨基酸位点ꎬ其中 ２ 个氨基酸位于蛋白质重要的功能结构域ꎬ提示海洋

哺乳动物可能通过这些氨基酸突变使尿素转运蛋白功能发生适应性的改变ꎬ从而增强尿素转运能力以适

应高渗的海洋环境. 特别重要的是ꎬ在海洋哺乳动物三个类群间鉴定了 ６ 个平行 /趋同进化位点ꎬ且其中

两个位点位于蛋白质的跨膜结构域中ꎬ有研究表明跨膜结构域中单个氨基酸的改变即可改变通道蛋白的

动力学和渗透特性[２９－３０] . 因此ꎬ推测海洋哺乳动物可能通过改变跨膜结构域的三维结构进而影响通道蛋

白打开的时间和尿素转运的效率ꎬ进一步为海洋哺乳动物尿素转运蛋白在渗透调节中发挥重要功能以产

生高度浓缩的尿液提供趋同的分子证据.
特别需要指出的是ꎬ用 ｆｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ 模型和更严格的支位点模型鉴定的正选择均发生在鲸类谱系ꎬ可能

与鲸类完全营水生生活面临较强的渗透调节压力有关. 之前生理学研究表明ꎬ鲸类尿液中尿素浓度比其

近缘的陆生哺乳动物———牛高 ４ 倍[１４]ꎬ说明鲸类通过排高度浓缩的尿液以调节水盐平衡. 鲸类 ＳＬＣ１４Ａ２
显著的正选择进一步证实鲸类通过增强尿素转运以产生高度浓缩的尿液. 另外ꎬ比较基因组和转录组学

也在长江淡水江豚和海生江豚中分别鉴定了与尿素转运蛋白 ＳＬＣ１４Ａ２、ＡＣＥ 相关基因的特异的 ＳＮＰꎬ且
发现两类江豚存在 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因的表达差异ꎬ进一步为海生江豚产生高浓缩尿液(东亚江豚尿液:(７４.９６±
２０.０６)ｍｍｏｌ / Ｌꎻ长江江豚(４０.７±１５.７８)ｍｍｏｌ / Ｌ)提供了分子证据[１７] . 先前研究已经证实水通道蛋白 ＡＱＰ２
在鲸类中显著受正选择ꎬＡＱＰ２ 基因的表达定位于肾脏的集合管ꎬ通过主动运输对水分进行重吸收ꎬ该基

因显著的正选择提示鲸类可能通过增强水通道蛋白的功能而增强集合管对水的重吸收的能力ꎬ进一步为

产生高度浓缩尿液提供了分子证据. 渗透调节是一个综合调控的过程ꎬ肾素—血管紧张素—醛固酮系统

(ＲＡＡＳ)在哺乳动物水盐代谢调节中起重要作用. 该系统中关键基因血管紧张素转化酶 ＡＣＥ 和血管紧张

素原 ＡＧＴ 在多个研究中均证实鲸类谱系显著受正选择[１６－１７]ꎬ表明鲸类可能还通过 ＲＡＡＳ 调节系统更高效

地维持鲸类的水盐平衡.
综上ꎬ本研究通过对尿素转运蛋白编码基因 ＳＬＣ１４Ａ２ 在海洋哺乳动物中的进化分析ꎬ揭示海洋哺乳

动物 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因的进化与渗透调节机制的关系. 分析结果表明海洋哺乳动物类群间 ＳＬＣ１４Ａ２ 基因的加

速进化、正选择位点以及平行 /趋同位点的鉴定ꎬ均为海洋哺乳动物趋同的产生高度浓缩尿液以保水提供

了分子证据. 另外ꎬ正选择主要集中在鲸类进化谱系ꎬ可能与鲸类完全营水生生活面临更大的渗透调节的
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压力有关. 当然ꎬＳＬＣ１４Ａ２ 基因在海洋哺乳动物中渗透调节的具体功能ꎬ将来还需要进一步的功能验证ꎬ以
揭示该基因与渗透调节的关系.
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