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摘　要：从瘤背石磺不同频率声音基因转录组中将有显著差异表达的基因与ＩＭＰＣ人类听觉感知和耳聋相关
基因对比发掘出与听力相关的基因 ＮＸＮ。利用 ｃＤＮＡ末端快速扩增（ＲＡＣＥ）技术克隆获得 ＯｒＮＸＮ基因
ｃＤＮＡ全长序列，并对其序列进行生物信息学分析；利用实时定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）技术分析ＯｒＮＸＮ在瘤背石磺不
同组织、不同声音频率及不同潮汐节点的表达水平。结果显示，ＯｒＮＸＮ基因ｃＤＮＡ全长为１５９３ｂｐ，开放阅读
框长度为 ４３２ｂｐ，共编码 １４３个氨基酸，相对分子质量为 １５．５７ｋｕ；结构域预测分析表明，ＯｒＮＸＮ含有
Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ家族典型的硫氧还蛋白结构；多序列比对以及进化树构建结果表明，ＯｒＮＸＮ与其他物种的相似度
较高，保守性较强；荧光定量结果表明，在瘤背石磺７个组织中ＯｒＮＸＮ在肠、神经节、性腺和腹足中均有表达，
在肠中表达量最高，其次为神经节。不同声音频率刺激下，ＯｒＮＸＮ在２００和５０Ｈｚ处有差异表达，在不同潮汐
节点，ＯｒＮＸＮ表达量均不同，表达量基本与潮汐水位变化一致。研究表明，ＯｒＮＸＮ可能在瘤背石磺参与感知
潮汐节率时对潮汐发出的低频声音产生了响应。

关键词：瘤背石磺；ＯｒＮＸＮ；基因筛选；低频听力；潮汐
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　　瘤背石磺隶属软体动物门（Ｍｏｌｌｕｓｃａ）腹足纲
（Ｇａｓｔｒｏｐｏｄａ）肺 螺 亚 纲 （Ｐｕｌｍｏｎａｔａ）柄 眼 目
（Ｓｔｙｌｏｍｍａｔｏｐｈｏｒａ）［１］，广泛分布于我国江苏、上
海、广州等东南沿海地区［２］。瘤背石磺作为由海

洋向陆地过渡的贝类生物，在水下主要用表皮和

鳃呼吸，陆上用肺囊呼吸，导致水下摄氧能力有

限。野生瘤背石磺在海边栖息模式一般为潮水

退去时出来摄食，潮水即将上涨前返回栖息洞穴

中规避海浪［３］，具有准确感知潮汐水位的独特能

力［４］，因此，有研究者［５］提出瘤背石磺可以通过

其特殊结构平衡囊和耳石感知潮汐产生的低频

声音去准确规避潮水对自身生存环境所造成的

威胁。然而，对于瘤背石磺如何感知低频声音的

相关研究却较少。

ＮＸＮ基因全名为核氧化还原蛋白基因，于
１９９６年被ＫＵＲＯＯＫＡ等［６］首次发现并克隆所得。

ＮＸＮ是一种氧化还原蛋白，ＮＸＮ含有３个硫氧还

蛋白结构域，中心结构域包括 １个催化活性的
ＷＣＰＰＣ（ＴｒｐＣｙｓＰｒｏＣｙｓ）结构，该结构参与靶蛋
白中二硫键的氧化和还原［６］，该结构最初是在细

胞核中检测到的，但后来主要定位于细胞质［６７］。

最近的一项蛋白质组学研究发现，在缺乏ＮＸＮ的
神经细胞中还原蛋白的比例较高，研究［８］表明缺

乏ＮＸＮ的神经细胞培养条件下，ＮＸＮ具有明显
的氧化酶样活性。目前对 ＮＸＮ的研究主要集中
于其在 ＷＮＴ信号通路中的作用［９］，ＮＸＮ借助氧
化还原功能与ＷＮＴ抑制剂ＤＶＬ相互作用从而抑
制ＷＮＴ信号通路［１０１１］。ＮＸＮ参与调节的 ＷＮＴ
信号通路调节胃肠上皮细胞的生理性自我更

新［１２１３］，氧化还原稳态的丧失导致了多种胃肠道

疾病的产生与恶化，氧化还原信号在胃肠道生理

和病理中起着重要作用［１４］。在小鼠体内胚胎期

ＮＸＮ基因的缺失导致颅骨缺陷以及畸形，这说明
ＮＸＮ相比其他氧化还原蛋白具有独特功能，在小
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鼠体内主要分布在脑和心脏，主要在海马神经元

表达。最新研究［１５］发现 ＮＸＮ参与钙调激酶
Ｃａｍｋ２的相互作用，以维持 Ｃａｍｋ２的氧化状态，
从而保持其活性。此外，ＮＸＮ支持其他突触和线
粒体蛋白的氧化，以及线粒体自身呼吸。ＮＸＮ的
促氧化功能缺陷会导致小鼠探索动力的丧失和

奖励兴趣的降低，并且 ＮＸＮ缺陷的小鼠在社交、
学习记忆方面均存在缺陷，小鼠的探索行为需要

依赖ＮＸＮ的氧化功能［１５］。有研究者［８］利用缺失

ＮＸＮ的 ＳＨＳＹ５Ｙ神经母细胞瘤细胞，对神经源
性细胞中受影响的生物学过程和分子功能进行

分析，结果表明，ＮＸＮ在代谢途径、细胞形态和信
号转导的氧化还原调节中具有多种功能。ＮＸＮ
在结构和功能上都是特别的，但迄今为止对其结

构和功能的研究很少。

无论是ＮＸＮ基因还是瘤背石磺低频听力相
关基因的筛选研究都很少，本文从小鼠表型数据

库中选择与听觉脑干反应相关的基因，与 １００、
３００、５００Ｈｚ低频声音处理瘤背石磺转录组中具
有显著差异表达的基因进行比对，进行关于低频

声音的初步筛选，以获得瘤背石磺体内可能与声

音相关的基因ＯｒＮＸＮ，并克隆其全长，以ｑＰＣＲ技
术验证其在低频声音处理下是否有差异表达，并

结合潮汐对其感知低频声音躲避潮水的功能进

行探究。实验对贝类动物瘤背石磺进化发展中

产生的独特低频声音感知能力进行初步探究，也

为深入研究低频听力相关基因的进化做了铺垫。

１　材料与方法

１．１　实验材料
２０２１年５月从盐城采集瘤背石磺，于实验室

内培养，每日浇水以防土壤干涸，每日定时投喂

适量玉米粉，维持培养温度２５℃，暂养７ｄ后取
生物学表现健康，大小均匀的瘤背石磺进行实

验。

１．２　候选基因法筛选低频声音相关基因
从本实验室曾进行低频声音处理转录组中

筛选显著性差异的注释基因，对比 ＩＭＰＣ（国际小
鼠表型分型协会 ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｍｏｕｓｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅ．
ｏｒｇ／）中与ＡＢＲ类别相关的基因，包括影响小鼠
与人类听觉感知和耳聋相关基因，共 ２８９个，通
过Ｅｘｃｅｌ中ｉｆｃｏｕｎｔ算法筛得转录组中与声音刺
激相关的具有显著差异的基因。

１．３　ＲＮＡ提取并反转ｃＤＮＡ
使用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取神经节、肝、肠、口器、性

腺、背皮、腹足总 ＲＮＡ，神经节构造如图１所示，
取瘤背石磺完整神经节进行后续实验，通过 １０
ｍｇ／ｍＬ琼脂糖凝胶电泳以及ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１０００
（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＵＳ）紫外分光光度计测定各组
织 ＲＮＡ 质 量 浓 度 并 分 析 纯 度。 使 用

ＨｉＳｃｒｉｐｔＲＱＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ（Ｖａｚｙｍｅ，美
国）试剂按说明书操作反转录合成 ｃＤＮＡ，－２０
℃保存。

图１　瘤背石磺神经环示意图［１６］

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｇａｎｇｌｉｏｎｏｆＯ．ｒｅｅｖｅｓｉｉ［１６］

１．４　ＯｒＮＸＮ片段验证与克隆
从本实验室构建的瘤背石磺转录组文库中

筛选获得注释为 ＮＸＮ基因的 ｕｎｉｇｅｎｅ序列，利用
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计特异性引物 ＮＸＮ
１Ｆ、ＮＸＮ１Ｒ、ＯｕｔｅｒＰｒｉｍｅｒ、ＩｎｎｅｒＰｒｉｍｅｒ（表 １），
ＮＸＮ１Ｆ、ＮＸＮ１Ｒ按照上下游引物各 ０．６μＬ、
ｃＤＮＡ模板０．８μＬ、２×ＳｕｐｅｒＴａｑＭｉｘ（ｎｏｖｏｐｒｏｔｅｉｎ，
苏州）１０μＬ、ｄｄＨ２Ｏ８μＬ普通 ＰＣＲ体系进行片
段验证。参照生工３′ＲＡＣＥ、５′ＲＡＣＥ试剂盒（ＢＢＩ
公司）的说明书，制备５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ模板。
用巢式ＰＣＲ对３′和５′进行扩增。获得 ＰＣＲ产物
后，经过割胶回收试剂盒（天根，北京）回收目的

条带，并与 ｐＧＥＭＴＥａｓｙｖｅｃｔｏｒ（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国）
进行连接，接着转化到感受态 ＤＨ５α大肠杆菌细
胞后涂布于含有氨苄的选择性培养基上，３７℃
培养 １６～２４ｈ，经过和蓝白斑筛选后，选取白斑
菌落，进行菌液 ＰＣＲ反应检测，挑取与目的片段
一致的菌液送上海生工公司测序。

１．５　基因生物学分析
利用ＮＣＢＩＯＲＦｆｉｎｄｅｒ寻找序列中开放阅读

框（ＯＲＦ），在ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ上预测基因ＯｒＮＸＮ编

１１
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码蛋白的二级结构，ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ建立蛋白三级结
构模型，ＮＣＢＩＢｌａｓｔ比对同源性，ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．
ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／上查找蛋白结构域，ＰｒｏｔＰａｒａｍ
上估测蛋白理化性质，ＭＥＧＡＸ构建进化树，
ｂｉｏｅｄｉｔ进行多重序列比对。
１．６　组织差异表达分析

选取９只健康有活力的瘤背石磺分成３个样
品组，每组３只瘤背石磺进行混样，解剖取瘤背
石磺的神经节、口器、肝、肠、性腺、背皮和腹足等

７个组织进行 ＲＮＡ提取，检测完 ＲＮＡ质量浓度
及ＯＤ值合格后，用 ＨｉＳｃｒｉｐｔＲⅡ ＱＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ
ｆｏｒｑＰＣＲ（＋ｇＤＮＡｗｉｐｅｒ）试剂盒反转录７个组织

ＲＮＡ制备ｃＤＮＡ，运用ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ网站在线工具，在
ＯｒＮＸＮ开放阅读框范围内设计荧光定量引物ＲＴ
ＮＸＮＦ和 ＲＴＮＸＮＲ，选择 βａｃｔｉｎ作为内参引
物。荧 光 定 量 反 应 在 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ ６ Ｆｌｅｘ
（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＵＳ）中 进 行，按 ＴａｑＰｒｏ
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ说明书配制ＰＣＲ
体系：２×ＴａｑＰｒｏＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ１０μＬ、ＲＴＮＸＮＦ０．４μＬ、ＲＴＮＸＮＲ０．４
μＬ、模板ｃＤＮＡ２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ７．２μＬ。按照说明
书三步法进行程序设置。得出基因的相对表达

量使用 ＳＰＳＳ１９．０进行单因素方差分析（Ｏｎｅ
ＷａｙＡＮＯＶＡ），Ｐ＜０．０５表示具有显著性差异。

表１　引物名称及序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ 序列（５′３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） 用途 Ｕｓａｇｅ

ＮＸＮ１Ｆ ＡＡＣＡＡＧＡＡＧＣＡＧＣＧＡＡＧＡＴＧＧＣ ＰＣＲ
ＮＸＮ１Ｒ ＴＴＴＣＣＴＣＣＴＡＣＡＧＣＧＧＴＡＡＧＣＡ ＰＣＲ
ＮＸＮ５′ＲＡＣＥｏｕｔｅｒ ＡＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＡＣＴＴＣＧＧＴＣＡＡＧ ５′ＲＡＣＥ
ＮＸＮ５′ＲＡＣＥｉｎｎｅｒ ＧＣＡＧＡＧＡＡＧＴＡＧＡＣＧＣＣＧＡＴＣＡＣＡＴＣ ５′ＲＡＣＥ
ＮＸＮ３′ＲＡＣＥｏｕｔｅｒ ＡＣＣＧＡＡＧＴＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＧＴＡＡＡＧＡ ３′ＲＡＣＥ
ＮＸＮ３′ＲＡＣＥｉｎｎｅｒ ＧＧＣＡＡＡＧＴＣＣＡＡＡＡＴＧＡＴＣＣＣＡＡＣＧＧ ３′ＲＡＣＥ
ＲＴＮＸＮＦ ＡＣＴＡＣＴＴＣＡＧＣＡＣＣＡＴＧＣＣＴ ｑＲＴＰＣＲ
ＲＴＮＸＮＲ ＣＴＧＧＴＣＴＣＣＧＴＴＧＧＧＡＴＣＡＴ ｑＲＴＰＣＲ
βａｃｔｉｎＦ ＧＴＣＣＡＣＣＧＣＡＡＧＴＧＣＴＴＣＴ ｑＲＴＰＣＲ
βａｃｔｉｎＲ ＣＧＧＴＣＧＴＧＧＴＴＧＴＴＴＣＡＴＴ ｑＲＴＰＣＲ

１．７　不同频率声音刺激下瘤背石磺 ＯｒＮＸＮ相
对表达量检测

潮汐能发出０～２００Ｈｚ的声音［１７］，而一次潮

汐高潮到低潮持续６ｈ，本实验使用 ＳＡＳＧ０２０型
扫描信号发生器（ＳＨＩＡＯ，无锡），ＳＡＰＡ功率放
大器（ＳＨＩＡＯ，无锡）以５０、１００、１５０和２００Ｈｚ等
４组不同频率的低频声音刺激瘤背石磺持续６ｈ，
每个样本组９个样品，３个样品混样，分为３个平
行组，样本放在贴有隔声海绵的泡沫培养箱中，

培养箱底部铺３ｃｍ东海潮间带泥土，保持室内温
度２５℃，暂养７日以适应环境再进行实验。将每
组９只瘤背石磺快速进行解剖，取神经结组织后
提取 ＲＮＡ反转 ｃＤＮＡ保存，以ｑＰＣＲ检测ＯｒＮＸＮ
基因在不同频率声音刺激后６ｈ的表达量，反应
体系、引物和反应程序与１．５节相同。得出基因
的相对表达量使用ＳＰＳＳ１９．０进行单因素方差分
析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），Ｐ＜０．０５表示具有显著

性差异。

１．８　潮汐节律刺激下瘤背石磺 ＯｒＮＸＮ相对表
达量检测

为探究瘤背石磺在潮汐刺激下低频听力相

关基因ＯｒＮＸＮ表达情况，取７月当月最高潮水位
即７月２５日作为采样时期。在７月２５日当日采
样第１次高潮点１２：１３，落潮期１４：００、１７：００，低
潮点１８：４１，涨潮期２０：００、２２：００，第２次高潮点
２４：００等７个时间点，７个潮汐时间点代表了１次
完整潮汐。每个时间点取９只瘤背石磺，分成３
个样品组，每个样品组３只瘤背石磺混样，取其
神经节，使用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ＲＮＡ，反转为 ｃＤＮＡ，
以ｑＰＣＲ检测 ＯｒＮＸＮ基因在潮汐节点刺激时的
表达量，反应体系、引物和反应程序与１．５节相
同。得出基因的相对表达量使用ＳＰＳＳ１９．０进行
单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），Ｐ＜０．０５
表示具有显著性差异。
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２　结果与分析

２．１　候选基因筛选
在Ｅｘｃｅｌ表中运用 ｃｏｕｎｔｉｆ算法对比２个数

据表间重复出现的基因，筛得与听觉感知相关并

在声音处理后具有显著差异的５个基因：ＣＤＩＰＴ、
ＲＲＢＰ１、ＮＸＮ、ＨＥＲＣ１、ＲＡＢ１０。其中 ＮＸＮ在 ＡＢＲ
实验中受到声音刺激的阈值最低，为６ｋＨｚ。
２．２　ＯｒＮＸＮ基因ｃＤＮＡ全长及氨基酸序列分析

ＲＡＣＥ所得 ＯｒＮＸＮ全长１５９３ｂｐ，开放阅读
框ＯＲＦ长度为４３２ｂｐ，共编码１４３个氨基酸，５′
端非编码区长１７１ｂｐ，３′非编码区长９９０ｂｐ（图
２）。使用 ｓｍａｒｔ网站在线工具预测蛋白的结构
域，结果显示在蛋白序列中含有一个硫氧还蛋白

结构（１９～９０ａａ），包括１个催化活性的 ＷＣＰＰＣ
（ＴｒｐＣｙｓＰｒｏＣｙｓ）结构，该结构参与靶蛋白中二
硫键的氧化和还原，符合核氧化还原蛋白的特征

（图３）。ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＯＫ５６３７２８。
　　通过 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ在线工具预测
ＯｒＮＸＮ共编码１４３个氨基酸，等电点为４．８３，相
对分子质量为 １５．５７０ｋｕ，带负电的残基总数
（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为２１个、带正电的残基总数（Ａｒｇ＋
Ｌｙｓ）为１５个，天冬氨酸（Ａｓｐ）与甘氨酸（Ｇｌｙ）含
量最高，占比为９．８％和１０．５％（表２）。分子式
为 Ｃ７０３Ｈ１０８７Ｎ１７７Ｏ２１２Ｓ５，总原子数为 ２１８４
个，脂肪指数８３．６５，平均亲水指数 －０．１５５，信号
肽预测该蛋白质序列无信号肽，蛋白质二级结构

中α螺旋和 β折叠分别占 １２．５８％和 ２６．５７％
（图４），三级机构中同时含有螺旋与折叠（图５）。
２．３　ＮＸＮ基因系统发育分析

ＮＣＢＩ上对比ＯｒＮＸＮ氨基酸序列获得相似序
列，来自青翼海兔（Ｅｌｙｓｉａｍａｒｇｉｎａｔａ）、加州海兔
（Ａｐｌｙｓｉａ ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）、鸭 嘴 海 豆 芽 （Ｌｉｎｇｕｌａ
ａｎａｔｉｎａ）、光滑双脐螺（Ｂｉｏｍｐｈａｌａｒｉａｇｌａｂｒａｔａ）、虾
夷扇 贝 （Ｍｉｚｕｈｏｐｅｃｔｅｎｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ）、美 洲 牡 蛎
（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｖｉｒｇｉｎｉｃａ）、宙 斯 盾 巨 佩 托 螺
（Ｇｉｇａｎｔｏｐｅｌｔａａｅｇｉｓ）、多孔鹿角珊瑚（Ａｃｒｏｐｏｒａ
ｍｉｌｌｅｐｏｒａ）、萼形柱珊瑚（Ｓｔｙｌｏｐｈｏｒａｐｉｓｔｉｌｌａｔａ）、星
状海葵（Ｎｅｍａｔｏｓｔｅｌｌａｖｅｃｔｅｎｓｉｓ）、柄海鞘（Ｓｔｙｅｌａ
ｃｌａｖａ）、棘冠海星（Ａｃａｎｔｈａｓｔｅｒｐｌａｎｃｉ）和长牡蛎
（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ）。通过 ＤＮＡＭＡＮ将序列进行
多重比对，发现具有高度同源性（图 ６）。利用
ＭＥＧＡ软件构建系统进化树，结果表明：瘤背石磺

和青翼海兔先合为一支，然后与光滑双脐螺合为

一支，接着与加州海兔合为一大支；鸭嘴海豆芽

和虾夷扇贝合并为一支；另一大分支包括鱼类、

鸟类、两栖类。进化树结果显示瘤背石磺ＯｒＮＸＮ
蛋白的分子进化地位与其生物学分类一致（图７）。
２．４　ＮＸＮ基因在瘤背石磺体内组织分布

本实验取瘤背石磺背皮、肠、肌肉、口器、神

经节、性腺、腹足等７个组织的样本进行荧光定
量 ｑＰＣＲ检测 ＯｒＮＸＮ在组织间的分布情况（图
８），结果表明ＯｒＮＸＮ基因在瘤背石磺肠内表达最
高，神经节组织中表达量其次，性腺和腹足中也有

表达，而背皮、肌肉和口器中表达量低（Ｐ＜０．０５）。

３′ＵＴＲ和 ５′ＵＴＲ以小写字母标示，方框标出位置为起始密
码子与终止密码子，加尾信号以双下划线标示，波浪线标出

ｐｏｌｙＡ结构，红色字体为催化活性的ＷＣＰＰＣ结构。
３′ＵＴＲａｎｄ５′ＵＴＲ ａｒｅｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ，ｂｏｘ
ｐｏｓｉｔｉｏｎｓｆｏｒｓｔａｒｔａｎｄｓｔｏｐｃｏｄｏｎｓ，ａｎｄｅｎｄｓｉｇｎａｌｓｉｓｍａｒｋｅｄｂｙ
ｄｏｕｂｌｅｕｎｄｅｒｓｃｏｒｅｓｗｈｉｌｅｔｈｅｐｏｌｙＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｓｓｈｏｗｎｗｉｔｈｗａｖｙ
ｌｉｎｅｓ，ｔｈｅｒｅｄｆｏｎｔｓｈｏｗｓｔｈｅｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＷＣＰＰＣ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．

图２　ＯｒＮＸＮｃＤＮＡ完整序列以及编码氨基酸序列
Ｆｉｇ．２　ＦｕｌｌｃＤＮＡｌｅｎｇｔｈａｎｄｅｎｃｏｄｅｄａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＯｒＮＸＮｇｅｎｅ
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图３　ＯｒＮＸＮ的蛋白结构域分析
Ｆｉｇ．３　ＰｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＯｒＮＸＮ

图中红色部分表示α螺旋，蓝色部分表示β折叠。
Ａｌｐｈａｈｅｌｉｃｅｓａｒｅｓｈｏｗｎｉｎｒｅｄａｎｄｂｅｔａｆｏｌｄｓａｒｅｓｈｏｗｎｉｎｂｌｕｅ．

图４　ＯｒＮＸＮ的二级结构预测
Ｆｉｇ．４　ＳｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＯｒＮＸＮ

图５　ＯｒＮＸＮ的三级结构预测
Ｆｉｇ．５　ＴｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＯｒＮＸＮ

２．５　ＯｒＮＸＮ基因在低频声音刺激下表达差异
以５０、１００、１５０和２００Ｈｚ等４种频率低频声

音持续刺激瘤背石磺 ６ｈ，结果显示：瘤背石磺
ＯｒＮＸＮ基因在５０和２００Ｈｚ频率下刺激６ｈ表达
量显著增高（图９）；１００与１５０Ｈｚ频率下 ＯｒＮＸＮ
基因的表达无显著差异（Ｐ＞０．０５）。
２．６　ＮＸＮ基因在不同潮汐时间点表达差异

第一次高潮时（１２：１３）潮水高度为４３５ｃｍ，
低潮点（１８：４１）时潮水位置为５３ｃｍ（图１０），荧
光定量结果显示 ＯｒＮＸＮ表达量随着潮水涨潮落
差呈现基本一致的趋势（图１１），在１２：１３高潮点

时表达量最高（Ｐ＜０．０５），１４：００落潮点时表达
量显著下降（Ｐ＜０．０５），在低潮点１８：４１左右表
达量降低到底部（Ｐ＜０．０５），最高表达量约为最
低点的３５倍；在１７：００～２０：００潮水位低于１２０
ｃｍ，基因表达量都显著降低（Ｐ＜０．０５）。随着潮
水上涨，ＯｒＮＸＮ表达量逐渐升高（Ｐ＜０．０５），至
２４：００高潮点，表达再次升高（Ｐ＜０．０５）。

表２　瘤背石磺ＯｒＮＸＮ编码蛋白的氨基酸成分
Ｔａｂ．２　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆ
ＯｎｃｈｉｄｉｕｍｒｅｅｖｅｓｉｉＯｒＮＸＮｐｒｏｔｅｉｎ

氨基酸

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ
含量

Ｃｏｎｔｅｎｔ／（ｇ／Ｎ）
百分比

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％
Ａｌａ（Ａ） ９ ６．３
Ａｒｇ（Ｒ） ３ ２．１
Ａｓｎ（Ｎ） ３ ２．１
Ａｓｐ（Ｄ） １４ ９．８
Ｃｙｓ（Ｃ） ３ ２．１
Ｇｌｎ（Ｑ） ３ ２．１
Ｇｌｕ（Ｅ） ７ ４．９
Ｇｌｙ（Ｇ） １５ １０．５
Ｈｉｓ（Ｈ） ２ １．４
ＩＬＥ（Ｉ） ８ ５．６
Ｌｅｕ（Ｌ） １３ ９．０
Ｌｙｓ（Ｋ） １２ ８．４
Ｍｅｔ（Ｍ） ２ １．４
Ｐｈｅ（Ｆ） ８ ５．６
Ｐｒｏ（Ｐ） ８ ５．６
Ｓｅｒ（ｓ） ９ ６．３
Ｔｈｒ（Ｔ） ８ ５．６
Ｔｒｐ（Ｗ） ３ ２．１
Ｔｙｒ（Ｙ） ３ ２．１
Ｖａｌ（Ｖ） １０ ７．０
Ｐｙｌ（Ｏ） ０ ０．０
Ｓｅｃ（Ｕ） ０ ０．０

３　讨论

此前就有研究者［１８］利用小鼠表型数据库对

比筛选不同菊头蝠亚种之间听力频率变异相关

基因，通过转录组与小鼠表型数据库联合筛选数

据，得出与瘤背石磺听力相关的基因，结果来源

更加可靠，并且候选数据多，能为后续瘤背石磺

低频听力相关研究提供更多思路。

本文克隆了瘤背石磺ＯｒＮＸＮ基因全长１５９３
ｂｐ，ＯＲＦ框内共有１４３个氨基酸，蛋白结构预测
显示其中包含ＮＸＮ特有的硫氧还蛋白结构域，中
心结构域包括一个具有催化活性的 ＷＣＰＰＣ结
构。同源比较和进化树结果均表明，ＯｒＮＸＮ与青
翼海兔、加州海兔、光滑双脐螺氨基酸序列相似
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度高，在进化树位置相近合为一支，说明 ＮＸＮ基
因在软体动物体内保守。

组织定量结果显示，ＯｒＮＸＮ基因在肠组织内
表达量最高，ＮＸＮ参与调节胃肠上皮细胞更新，
同时ＮＸＮ氧化功能的缺失导致肠胃内疾病的发
生与恶化［１４］，瘤背石磺作为潮间带的偏植食性的

杂食动物并且吞食量大，摄食与排泄可同时进

行，这需要胃肠道具有强大的氧化还原功能以及

稳定的环境做支撑［１９］。此前研究［１５］显示在成年

小鼠大脑皮质、小脑、海马和脑室下区域以及在

周围神经系统感觉神经节和神经中 ＮＸＮ皆高表
达，与本文中定量结果一致，瘤背石磺长期处于

潮间带，感觉神经对潮水产生的低频听力敏感，

ＯｒＮＸＮ在神经节中的高表达符合其参与低频听
力感知之推论。有研究者利用吗啉诺反义寡核

苷酸（ＭＯ）注射非洲爪蟾以下调 ＮＸＮ的表达，导
致非洲爪蟾头部畸形［２０］，而 ＮＸＮ缺陷的小鼠头
部发育也畸形［２１］，上述研究表明，ＮＸＮ对大脑发
育至关重要，因此ＯｒＮＸＮ在神经节内的高表达也
印证ＯｒＮＸＮ参与瘤背石磺神经节的早期发育与
形成。此外，ＮＸＮ在神经节中的高表达量与ＮＸＮ
参与调控神经细胞生理活动有直接关系，ＮＸＮ支
持其他突触和线粒体蛋白的氧化，低频听力刺激

作为外界信号直接影响突触蛋白活动，ＮＸＮ在神
经节中高表达显示 ＯｒＮＸＮ或参与瘤背石磺低频
听力感知。

图６　瘤背石磺ＯｒＮＸＮ与其他物种ＮＸＮ氨基酸序列比对
Ｆｉｇ．６　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎＯｎｃｈｉｄｉｕｍｒｅｅｖｅｓｉｉＯｒＮＸＮａｎｄＮＸＮｏｆｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ
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图７　ＯｒＮＸＮ氨基酸序列进化树
Ｆｉｇ．７　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｔｒｅｅｏｆＯｒＮＸＮ

图中不同小写字母代表处理组之间差异性显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｒｅａｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．

图８　ＯｒＮＸＮ基因在不同组织中的相对表达量
Ｆｉｇ．８　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＯｒＮＸＮｇｅｎｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ

图中不同小写字母代表处理组之间差异性显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｒｅａｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．

图９　ＯｒＮＸＮ基因在不同频率低频声音
刺激下的相对表达量

Ｆｉｇ．９　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｒＮＸＮ
ｇｅｎｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ
ｏｆｌｏｗｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｏｕｎｄｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ
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１期 陈锡林，等：瘤背石磺低频听力相关基因ＯｒＮＸＮ克隆及表达分析

图１０　芦潮港２０２１年７月２５日潮位变化图
Ｆｉｇ．１０　ＴｉｄｅｃｈａｎｇｅｓｏｆＬｕｃｈａｏｇａｎｇ

ｏｎＪｕｌｙ２５，２０２１

图中不同小写字母代表处理组之间差异性显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｒｅａｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．

图１１　ＯｒＮＸＮ基因在不同潮汐
时间点刺激下的相对表达量

Ｆｉｇ．１１　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＯｒＮＸＮｇｅｎｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｄａｌｔｉｍｉｎｇ

　　低频声音刺激结果表明ＯｒＮＸＮ基因在５０和
２００Ｈｚ下表达量有显著升高，瘤背石磺在响应低
频声音的刺激时，突触及线粒体蛋白氧化呼吸加

剧，影响 ＯｒＮＸＮ的表达。前人研究［２２］发现 ＮＸＮ
通过维持Ｃａｍｋ２的氧化状态，从而保持其活性，
而Ｃａｍｋ２主要定位于突触后部位和树突棘，参与
神经元可塑性的功能和结构形式。长期潮汐低

频声音刺激下，瘤背石磺体内神经元可塑性改

变，形成与低频听力相联系的长期记忆。低频听

力条件触发时，长时程增强效应通过Ｃａｍｋ２间接
使得ＯｒＮＸＮ的表达量发生变化。ＮＸＮ基因参与

生物大脑早期发育过程，瘤背石磺在早期发育过

程中形成具有特殊听觉功能的耳石［５］，ＮＸＮ可能
参与瘤背石磺耳石的发育与功能的形成。也有

研究表明，ＮＸＮ与 ＰＰ２Ａ相互作用并影响其活
性［２３］，而 ＰＰ２Ａ是哺乳动物细胞响应外界信号的
主要调节因素［２４］，ＮＸＮ通过ＰＰ２Ａ参与哺乳动物
细胞响应外界信号，而在软体动物瘤背石磺体

内，ＮＸＮ也对５０和２００Ｈｚ两个特殊频率产生响
应，证明ＯｒＮＸＮ可能参与瘤背石磺对低频声音信
号的响应。

不同潮汐节点下，瘤背石磺ＯｒＮＸＮ相对表达
量与潮水呈现基本一致的趋势，低潮点时 ＯｒＮＸＮ
显著降低，高潮点 ＯｒＮＸＮ表达量升至最高，故推
测ＯｒＮＸＮ在潮汐胁迫下主要参与感知潮汐功能，
潮汐发出的声音为０～２００Ｈｚ的低频声音，瘤背
石磺感知潮汐的功能可能是由于感知到潮汐发

出低频声音。此前有研究表明 ＯｒＮＸＮ在视网膜
和松果体内有高表达［２５］，瘤背石磺体表也分布着

背眼，能感受到光信号［３］，夜晚 ２４：００高潮水位
为５２６ｃｍ，白天１２：３５时高潮水位为４３５ｃｍ，低
于夜晚水位，而夜晚 ＯｒＮＸＮ的表达量却低于白
天，可能是由于ＯｒＮＸＮ在松果体感光细胞内参与
光信号的处理，受光信号刺激产生不同表达，这

与之前在小鼠体内 ＮＸＮ的感光性研究结果一
致［２６］。

本实验从瘤背石磺不同声音频率刺激转录

组中利用比较转录组法筛选 ＯｒＮＸＮ基因并进行
全序列克隆、蛋白质结构分析、系统进化树比较

以及低频声音与潮汐刺激表达水平的分析。结

果显示，瘤背石磺 ＯｒＮＸＮ基因的结构存在
ＷＣＰＰＣ结构，并在对应编码的氨基酸序列中第
１９位至９０位之间存在硫氧还蛋白结构。系统进
化树显示，瘤背石磺 ＯｒＮＸＮ基因与青翼海兔、加
州海兔、光滑双脐螺合并为一支，符合形态学分

类。荧光定量结果显示：ＯｒＮＸＮ基因在瘤背石磺
肠组织中的表达量最高，推测可能参与胃肠道氧

化还原以及肠道上皮更新反应；在神经节中的高

表达可能是由于 ＯｒＮＸＮ参与神经细胞的发育并
在神经节中参与响应低频听力信号；不同频率声

音刺激与潮汐刺激下的表达揭示了 ＯｒＮＸＮ基因
对外界低频听力信号的响应。本实验为探究海

洋软体动物在两栖进化过程中对环境的适应过

程提供分子依据。
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１期 陈锡林，等：瘤背石磺低频听力相关基因ＯｒＮＸＮ克隆及表达分析

Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＯｒＮＸＮ ｇｅｎｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｏｗ
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２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＭａｒｉｎｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｇｅｎｅｓｗｉｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｏｕｎｄ
ｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｏｆＯｎｃｈｉｄｉｕｍｒｅｅｖｅｓｉｉ．Ｗｅｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅｓｅｇｅｎｅｓｗｉｔｈｔｈｅｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｈｕｍａｎａｕｄｉｔｏｒｙ
ｐｅｒｃｅｐｔｉｏｎａｎｄｄｅａｆｎｅｓｓｉｎＩＭＰＣ，ａｎｄｔｈｅｈｅａｒｉｎｇｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅＮＸＮｗａｓｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ．ＴｈｅｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ
ＯｒＮＸＮｇｅｎｅｗａｓｃｌｏｎｅｄｂｙｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ（ＲＡＣＥ）ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ａｎｄｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓ
ａｎａｌｙｚｅｄｂｙｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ；ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ（ｑＰＣＲ）ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｏｕｎｄｓ，ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｄｅｎｏｄｅｓ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｔｈａｔｔｈｅ
ｌｅｎｇｔｈｏｆＯｒＮＸＮｉｓ１５９３ｂｐｗｉｔｈ４３２ｂｐｏｆｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ．ＯｒＮＸＮｐｒｏｔｅｉｎｉｓｅｎｃｏｄｅｄｂｙ１４３ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ．ＴｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｏｆＯｒＮＸＮｉｓ１５．５７ｋｕ．ＤｏｍａｉｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｓｔｈａｔＯｒＮＸＮｃｏｎｔａｉｎｓａ
ｔｙｐｉｃａｌｓｕｌｆｕｒｒｅｄｏｘｐｒｏｔｅｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅＴｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｆａｍｉｌｙ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔａｎｄ
ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＯｒＮＸＮｈａｓｈｉｇｈｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｗｉｔｈｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ．ＴｈｅｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｔｈａｔＯｒＮＸＮｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎｅ，ｇａｎｇｌｉａ，ｇｏｎａｄｓａｎｄｇａｓｔｒｏｐｏｄｓｏｆＯ．ｒｅｅｖｅｓｉｉ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｓｈｉｇｈｅｓｔｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎｅ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｇａｎｇｌｉａ．ＯｒＮＸＮｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙａｔ２００ａｎｄ５０Ｈｚｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｕｎｄｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＯｒＮＸＮｉｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｄａｌ
ｎｏｄｅｓ，ａｎｄｉｔｂａｓｉｃａｌｌｙｃｈａｎｇｅｓｗｉｔｈｔｈｅｔｉｄｅｗａｔｅｒｌｅｖｅｌ．ＳｔｕｄｉｅｓｈａｖｅｓｈｏｗｎｔｈａｔＯｒＮＸＮｍａｙｒｅｓｐｏｎｄｔｏｔｈｅ
ｌｏｗｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｏｕｎｄｅｍｉｔｔｅｄｂｙｔｈｅｔｉｄｅｗｈｅｎＯ．ｒｅｅｖｅｓｉｉｓｅｎｓｅｓｔｈｅｔｉｄａｌｎｏｄｅｒａｔｅ．
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