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大熊猫与北极熊基因组中V1R 基因的分布与序列分析
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摘要:【目的】对大熊猫(Ailuropodamelanoleuca)和北极熊(Ursusmaritimus)的犁鼻器受体基因V1R 进行筛选和生物信

息学分析。【方法】用已报道过的小鼠(Musmusculus)和大鼠(Ruttusnorvegicus)全长V1R 基因作为查询序列,分别检索

大熊猫和北极熊基因组序列,并将得到的大熊猫和北极熊V1R 基因序列与从NCBI下载已报道的狗(Canislupus)、大鼠、

小鼠和猫(Feliscatus)的V1R 基因序列一起用邻接法重建系统发育关系(Bootstrap值设为1000)。【结果】大熊猫基因组

中共有72个V1R 基因,其中13个V1R 基因序列包含完整的开放阅读框架;北极熊基因组中有24个V1R 基因;大熊猫

和北极熊V1R 基因在整个基因组上分布并不集中,从系统发育树上看,不同物种之间V1R 基因有很大分化。【结论】不同

的物种之间的V1R 基因存在一定的分化,大熊猫和北极熊在进化过程中均存在V1R 基因的大量丢失情况。
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哺乳动物拥有两套嗅觉系统即主要嗅觉系统(Mainolfactorysystem,MOS)和犁鼻器系统(Vomeronasal
system,VNS)。虽然二者均能感知嗅觉,但它们感知的气味不同。MOS主要感知空气中易挥发的普通气味分

子,而VNS主要感知动物种群内不易挥发的信息素[1-2]。信息素是由某一生物个体释放并被同一物种内另一个

体感知和识别的化学物质,与动物繁殖和社会行为调控密切相关[3]。犁鼻器可以通过感知信息素而引起与群居

和生殖等相关的一系列生理和行为变化[4]。VNS由犁鼻器发出的神经投射到副嗅球,副嗅球发出的神经轴突投

射到杏仁内侧核、内侧视前区、终纹床核、下丘脑腹内侧核等高级神经中枢[5]。
研究表明,哺乳动物犁鼻器VNS依赖于犁鼻器受体1(V1R)和犁鼻器受体2(V2R)两类信息素受体来感知

信息素,它们都属于G蛋白偶联受体(GPCR),在犁鼻神经元中产生,能够直接识别加味剂和信息素配体[1,3,6]。
因此对两类受体的基因进行研究将有助于了解哺乳动物感知信息素的过程。V1R 和V2R 基因分别与感觉神经

元中的蛋白Gαi2和Gα0发生共表达,有关细胞体分别位于犁鼻上皮的顶端和基底部分[7]。研究表明,V2R 基因有

多个外显子编码,具有1个很长而且高度变化的膜外氨基端组成的复杂基因结构[8]。相比之下,由于V1R 基因

缺乏内部编码区域,故结构相对简单,是单外显子,不存在内含子,比较易于通过生物信息学方法将之从基因组

序列中鉴别出来。不同位置和结构存在区别表明V1R 和V2R 基因具有不同的生理功能。此外,比较分析不同

哺乳动物V1R 基因家族的大小和多样性差异可以帮助了解由犁鼻器官(VNO)介导的、与信息素相关的社会和

性行为所存在的相对复杂性和物种特异性。目前,有很多科学家对许多哺乳动物的犁鼻器形态、机能以及犁鼻

器受体V1R进行了深入的探讨及研究[9]。
大熊猫(Ailuropodamelanoleuca),被誉为中国“国宝”,有“活化石”之称,具有极为珍贵的遗传学价值。大

熊猫偏爱食竹,所食用竹类多达50余种。大熊猫对食物种类的选择以及发情场地的产生均需要嗅觉的帮

助[10-12]。目前还未见详细报道与大熊猫犁鼻器受体基因家族相关的研究。本研究运用生物信息学的方法对大

熊猫的V1R 基因分布和序列进行分析,并选择作为大熊猫近亲的北极熊(Ursusmaritimus)V1R 基因进行共同
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分析,为准确定位和研究V1R 基因的功能结构域以及哺乳动物犁鼻器受体基因的相关研究提供一定的帮助,并
为二者嗅觉系统的相关研究提供了基础信息。

1材料与方法

1.1V1R 基因的识别

通过文献资料查找到已研究较为详细的小鼠和大鼠全长V1R 基因作为查询序列(Query),分别检索大熊猫

(http://genome.ucsc.edu/)[13]和北极熊基因组序列(http://gigadb.org/polar-bear/)。用TBLASTN精确的

搜索含有这些基因同源片段的基因组序列区域,V1R 基因序列的鉴别方法主要参考Niimura[14]的研究。本研究

中,查询序列分别由128个小鼠V1R 基因序列和大鼠的95个完整的V1R 基因序列组成[15-16]。
以查询序列为参照,分别对大熊猫和北极熊的基因组序列数据库进行TBLASTN比对,E 值标准设定为小

于1×10-5,初步获得候选基因。经过比对,如果出现1条以上的参照序列匹配上一条基因组中序列的情况,选
择最小E 值作为最佳的比对序列,并提取该序列的具体序列信息,然后将得到的序列分别向两端延伸,获得1kb
侧翼序列。本研究还将已识别的完整V1R 基因序列与编码V2R、嗅觉受体、味觉受体、Ca2+感觉受体的氨基酸

序列等非V1R 的基因序列数据用BLAST进行比对,以保证V1R 基因鉴定结果的准确性,也增加了基因预测的

可信度。根据以上步骤,笔者确认最后获得的都是V1R 基因序列。
为便于分析,以参照序列为标准,将获得的V1R 基因序列分为两类:完整基因和假基因。如果获得的V1R

基因序列不具有完整的开放阅读框(ORF,有提前终止密码子、移码突变、分散的重复序列等),则被注释为假基

因。另外,将已识别的完整V1R 基因序列翻译成与之对应的氨基酸序列,用TMHMM2.0(http://www.cbs.
dtu.dk/services/TMHMM)[17]进行跨膜结构预测,以检验这些序列是否具备 G 蛋白偶联受体最基本的特

征———是否存在7个跨膜结构域。为了保证基因序列是独立的基因位点而不是等位基因,在本研究中所有基因

在氨基酸序列水平上至少有2%差异可以被认为是2个不同的基因;另外,把氨基酸序列一致性在40%以上的序

列定义为1个基因家族[15]。

1.2系统发育分析

从NCBI下载已报道的小鼠(Musmusculus)、大鼠(Ruttusnorvegicus)、狗(Canislupus)和猫(Feliscatus)
的V1R 基因完整序列。这些序列包括小鼠V1R 基因家族共127条、大鼠V1R 基因家族共14条、狗V1R 基因家

族共9条以及猫V1R 基因家族共18条,共计168条完整DNA序列。将这些DNA序列与已识别得到大熊猫和

北极熊的V1R 基因序列均翻译为与之对应的氨基酸序列,用ClustalX1.83对它们进行比对,同时进行人工调

整以减少缺失(Gap)。然后,用邻接(Neighbor-joining,NJ)法构建了V1R的氨基酸序列系统进化树,序列间距

离用泊松分布模型(Poissondistance)进行估计[18-19]。本研究的系统发育关系的构建和遗传距离计算等分析用

MEGA5.0进行[20]。

2结果

2.1大熊猫V1R 基因

本研究结果显示,在大熊猫基因组中共搜索到72个V1R 基因,其中只有13个V1R 基因序列包含完整的

ORF,表明大熊猫基因组中大部分V1R 基因都是假基因,相关具体信息如表1所示,这13个完整V1R 基因平均

长度约为942bp。其中,基因GAPV1R12 的长度最短,仅867bp,编码288个氨基酸;基因GAPV1R8 的长度最

长,为1029bp,编码342个氨基酸。由于大熊猫基因组序列信息的染色体定位尚未完成,因此不能确定本研究

所鉴定的这些V1R 基因在染色体上的位置,但从它们的基因序列起始点信息可见,大熊猫V1R 基因在整个基因

组上分布并不集中。

2.2北极熊V1R 基因

本研究共识别24个北极熊V1R 完整基因,67个V1R 假基因。北极熊24个完整的V1R 基具体信息如表2
所示,它们的长度集中在900~1056bp范围内,平均长度约为921bp,其中基因POBV1R23 和POBV1R24 的

序列长度最长,为1056bp,编码351个氨基酸;POBV1R2 基因的序列长度最短,为900bp,编码299个氨基酸。
基因POBV1R3,POBV1R4,POBV1R5,POBV1R17,POBV1R19 和POBV1R21 的长度均为957bp。同样地,
北极熊的V1R 基因在基因组上的分布也比较广泛,并不集中。
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表1 大熊猫基因组中完整V1R 基因的信息

Tab.1 TheinformationofintactV1Rgenesinthegiantpandagenome

基因名称 起始点 终止点 长度/bp 氨基酸数目/个 基因名称 起始点 终止点 长度/bp 氨基酸数目/个

GAPV1R5 846388 847290  903 300 GAPV1R2 113480 114409  930 309

GAPV1R6 233270 234208 939 312 GAPV1R10 3390 4346 957 318

GAPV1R7 188955 189971 1017 338 GAPV1R13 8311 9198 888 295

GAPV1R1 250517 251452 936 311 GAPV1R11 45143 46099 957 318

GAPV1R3 413245 414174 930 309 GAPV1R8 16892 17920 1029 342

GAPV1R4 486881 487819 939 312 GAPV1R9 10031 10987 957 318

GAPV1R12 3110 3976 867 288

表2 北极熊基因组中完整V1R 基因的信息

Tab.2 TheinformationofintactV1Rgenesinthepolarbeargenome

基因名称 起始点 终止点 长度/bp 氨基酸数目/个 基因名称 起始点 终止点 长度/bp 氨基酸数目/个

POBV1R1 19438360 19439289  930 309 POBV1R13 1159489 1160418  930 309

POBV1R2 19422093 19422992 900 299 POBV1R14 562218 563150 933 310

POBV1R3 4700421 4701377 957 318 POBV1R15 12996 13967 972 323

POBV1R4 4730928 4731884 957 318 POBV1R16 40389 41309 921 306

POBV1R5 4760201 4761157 957 318 POBV1R17 7684 8640 957 318

POBV1R6 4842931 4843908 978 325 POBV1R18 42413 43360 948 315

POBV1R7 4940807 4941838 1032 343 POBV1R19 68959 69915 957 318

POBV1R8 1734469 1735449 981 326 POBV1R20 103403 104371 969 322

POBV1R9 1199926 1200873 948 315 POBV1R21 150417 151373 957 318

POBV1R10 1101684 1102622 939 312 POBV1R22 211740 212693 954 317

POBV1R11 1066962 1067900 939 312 POBV1R23 299684 300739 1056 351

POBV1R12 1310097 1311017 921 306 POBV1R24 340377 341432 1056 351

2.3基于大熊猫与北极熊的V1R 基因所编码的氨基酸序列而构建的系统进化树

为了解大熊猫和北极熊V1R 基因家族与已报道的狗、大鼠、小鼠和猫的V1R 基因之间的系统进化关系,基
于上述物种V1R 基因编码的氨基酸序列,用NJ法构建了的系统进化树。从中可以看出,不同物种之间V1R 基

因有很大分化。整体上来看,同一物种的V1R 基因聚在一支,但也有个别基因会与非同一物种的V1R 基因聚在

一支。如图1所示,大熊猫和北极熊的多数V1R 基因在1个大的分支上,北极熊的13个V1R 基因如

POBV1R17,POBV1R24,POBV1R20,POBV1R23,POBV1R4,POBV1R22,POBV1R5,POBV1R6,POBV1R3,

POBV1R7,POBV1R21,POBV1R18 和POBV1R19 与大熊猫的5个V1R 基因如GAPV1R11,GAPV1R8,

GAPV1R9,GAPV1R10 和GAPV1R13 聚在同一个大的分支上,并且这一支与猫的CATV1R2 基因聚在一起。
除了上述基因以外,其他的大熊猫和北极熊的V1R 基因分布比较分散。北极熊的POBV1R10 基因和大熊

猫的GAPV1R6 基因聚在同一支,而且有较高的支持率;类似地情况还存在于 POBV1R8 和GAPV1R5,

POBV1R12 和GAPV1R1,POBV1R9 和GAPV1R12 等基因之间。另外北极熊的POBV1R14 基因和大熊猫的

GAPV1R2 基因属同一进化支,并与狗的DOGV1R1 基因聚于同一分支。类似地,北极熊的POBV1R11 基因和

大熊猫的GAPV1R4 基因属于同一分支,并和狗的DOGV1R2 基因聚于一支;北极熊的POBV1R13 基因和大熊

猫的GAPV1R3 基因属于同一分支并和猫的CATV1R12 基因聚于一支;北极熊的POBV1R1 基因和POBV1R2
基因属于同一分支并且和狗的DOGV1R9 基因聚于一支。
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注:图中GAP,POB,DOG,MUS,RAT和CAT分别表示大熊猫、北极熊、狗、小鼠、大鼠和猫;数字表示为进化树分支可信度,即Bootstrap

图1 以V1R 基因编码的氨基酸序列构建的系统进化树

Fig.1 ThesystemicphylogenetictreebasedonthesequencesofaminoacidsencodedbyV1Rgenes

3讨论

目前对大熊猫犁鼻器的认识主要在宏观方面,缺乏对该物种VNS的遗传学研究。V1R在哺乳动物犁鼻系

统中具有重要作用。本研究利用基因组测序结果,采用比较基因组学的方法,对大熊猫和北极熊的V1R 基因的

分布和序列进行分析,以期加深对二者犁鼻嗅觉系统认识。
本研究在大熊猫基因组中共搜索到72个V1R 基因,其中只有13个V1R 基因序列包含完整的ORF;在北极

熊中共搜索到91个V1R 基因,其中有24个V1R 功能基因。由于V1R 的结构相对比较简单,科学家们在大鼠、
小鼠、人(Homosapiens)、猪(Susscrofadomesticus)、牛(Bostaurus)、狗、兔(Oryctolaguscuniculus)、鸭嘴兽

(Ornithorhynchusanatinus)等多种哺乳动物中做了相关研究[15-16,21-25]。研究表明,鸭嘴兽V1R 基因家族中有大

约270个完整基因和580个假基因,在所报道过的脊椎动物中具有最庞大的V1R 基因家族[24];鼠狐猴(Cheiro-
galeusmajor)有大约210个完整的V1R 基因,兔有大约160个完整的V1R 基因,所有的啮齿类动物如啮齿目

(Rodentia)和兔形目(Lagomorpha)具有约60到120个完整的V1R 基因[23]。相比之下,灵长类动物除了阔鼻猴

(Platyrrhinids)外均仅有不到10个完整的V1R 基因,猫和狗约有10~30个完整的V1R 基因,小棕蝠(Myotis
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lucifugus)中没有完整的V1R 基因[3],猪的25个V1R 基因中功能基因有10个[22]。因此,不同哺乳动物谱系中

V1R 基因家族的基因数量存在差异。本研究还利用大熊猫和北极熊的V1R 基因家族与已报道的狗、大鼠、小鼠

和猫的V1R 基因,通过NJ法构建了上述物种V1R 基因编码的氨基酸序列的系统进化树。结果表明,不同的物

种之间的V1R 基因存在很大的分化。这与基因的快速新生和消亡有关,不同物种V1R 基因的差异反映出不同

物种对信息素的感受能力不同[26]。通过对不同物种V1R 基因家族的大小和多样性的差异性深入细致地研究,
将有助于对VNO介导的信息素相关的社会和性行为的相对复杂性和物种特异性有进一步的了解。

虽然犁鼻器是嗅觉系统的重要组成部分并起着重要作用,但已有研究表明,某些物种犁鼻器的功能已大部

分丧失了。例如,人的基因组中共鉴定出了120个V1R 基因,仅有5个基因是完整的,而且它们很大可能是假基

因进化的残留物,表明人的犁鼻器功能逐渐丧失[27]。而本研究的结果显示,大熊猫和北极熊基因组中分别仅有

13个和24个完整V1R 基因序列,这表明二者在进化过程中均存在V1R 基因的大量丢失情况。这一研究结果

也支持了韩宝银等人[3]的观点,即:在哺乳动物进化过程中,大部分V1R 基因是处于假基因化过程中,有些哺乳

动物的犁鼻器功能甚至已经丧失或者受到强烈地进化选择和功能限制。
随着越来越多物种的基因组被测序并公开,多物种V1R 基因家族的比较分析将为深入了解这一重要基因家

族提供新的视角。本研究获得了大熊猫和北极熊V1R 基因家族的基础信息,这将有助于进一步研究它们的

VNS,为详细地揭示信息素受体即犁鼻器的功能以及信息素感知的分子机制奠定了基础。
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AnimalSciences

DistributionandSequenceAnalysisofV1R GeneinGiantPandaandPolarBearGenome

HUANGJie1,YANGBo2,CAOYaru1,TANGDan2,HUANGYan2,YANGChengzhong3

(1.CollegeofBiologyandFood,ShangqiuNormalUniversity,ShangqiuHenan476000;

2.ChinaConservationandResearchCentrefortheGiantPanda,DujiangyanSihuan611830;

3.ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Themammalianvomitingsystem(VNS)mainlysensespheromones,andpheromonesplayaregulatoryrolein
animalbreedingandsocialbehavior.Inordertostudythedistributionandmolecularevolutionofthereceptorsofthegiantpanda
(Ailuropodamelanoleuca)andthepolarbear(Ursusmaritimus).[Methods]Thegiantpandaandthepolarbeargenomesequences
wereretrievedusingreportedV1Rgenesofthemouse(Musmusculus)andrat(Ruttusnorvegicus)wereusedasquerysequences.
ThephylogenetictreewereestablishedbyNJmethod(Bootstrapsetto1000)usingtheobtainedgiantpandaandpolarbearV1R
genes,andtheV1Rsequencesofdogs(Canislupus),miceandcats(Feliscatus)whichdownloadedfromNCBI.[Findings]There-
sultsshowedthattherewere72V1Rgenesinthegiantpandagenome,amongwhich13sequencesofV1Rgenecontainedcomplete
openreadingframe(ORF).TwentyfourV1Rgeneswerefoundinpolarbear,whiletheV1Rgenesofgiantpandaandpolarbear
werenotconcentrateinthewholegenome.TheV1Rgenesofdifferentspecieswerewelldifferentiatedinthephylogenetictree.
[Conclusions]BoththegiantpandaandthepolarbearhadlostagreatnumberofV1Rgenesduringevolution.Thisstudywillhelp
thestudyofthefunctionofpheromonereceptorsandpheromone-sensitizedmoleculesmechanism.
Keywords:vomeronas;V1Rgenefamily;giantpanda;polarbear
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