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摘要: EYA4 基因是与果蝇( Drosophila melanogaster )的无眼基因 eya 同源的 4 个脊椎动物转录激活因子

eya 基因家族( EYA1�4 )的一员。相关的研究表明 EYA4 基因与非综合征听觉障碍有关。蝙蝠特化的听

觉系统在回声定位生理过程中负责回声信息的接收和处理, 并起到重要作用。利用 RT�PCR技术,通过

克隆测序得到 3 种蝙蝠 (大足鼠耳蝠 Myotis ricketti, 黑髯墓蝠 Taphozous melanopogon , 棕果蝠 Rousettus

leschenaulti) EYA4 基因的开放阅读框序列。通过比对分析,发现这 3 种蝙蝠均没有第五外显子, 而在第十

一外显子与第十二外显子之间有一个其他哺乳动物所没有的外显子 exon b。此外, 实验结果还显示, 在

棕果蝠中没有发现其他已知哺乳动物 EYA4 基因的第二十外显子; 在黑髯墓蝠 EYA4 基因中缺少第十九

外显子,而且与其他哺乳动物相比, 黑髯墓蝠 EYA4 基因具有较短的第十六外显子, 即缺少了 30 个碱基;

大足鼠耳蝠与非蝙蝠哺乳动物一样存在第十九和第二十外显子的可变剪接模式, 且在第二与第三外显

子中间存在外显子 exon a。
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Abstract: EYA4 , homologous to eyes absent ( eya ) gene of Drosophila, is a member of the four vertebrate

transcriptional activators of eya gene family. Previous studies have indicated that EYA4 gene is interrelated with

sensorineural hearing loss. The specialized auditory system of bat that receives and processes echo information has an

important role in echolocation. Using the RT�PCR method, the open reading frame ( ORF) of EYA4 gene was cloned

and sequenced in three species of bats ( Myotis ricketti, Taphoz ous melanopogon, and Rousettus leschenaulti ) .

Sequence alignment indicates that the EYA4 gene of all these three bats does not have exon 5 but has a unique exon b

between exon 11 and exon 12. Compared to the EYA4 gene of other mammals, R . leschenaulti does not have exon 20

and T . melanopogon does not have exon 19. Moreover, T . melanopogon has a 30 bp deleted exon 16. M . ricketti

has variable splicing of exon 19, exon 20 and exon a between exon 2 and exon 3.
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� � Eyes absent 4 ( EYA4 ) 基因是与果 蝇

(Drosophila melanogaster )的无眼基因 eye absent

( eya)同源的 4 个脊椎动物转录激活因子 eya

基因家族( EYA1�4)的一员。 eya 基因家族是一

个进化上比较保守的基因家族,因其特有的 C

端编码 271个氨基酸的保守性较高的 EYA 结

构域而得名, 其普遍存在于从果蝇到人类的各

种生物体中
[ 1]
。所有的 eya蛋白家族成员都具

有一个由 271个氨基酸残基组成的、高度保守

的C�末端的 eya同源区域( eyaHR)和 N�末端组
成, N�末端是一个富含脯氨酸�丝氨酸�苏氨酸
( proline�serine�threonine, PST)的转录活性区域,

叫做 eya可变区域( eyaVR)
[ 2]
。虽然缺少 DNA

结合区域, 但作为转录共激活因子 eya 蛋白家

族仍然能与转录因子 Six 和 Dach 相互作

用
[ 3~ 5]

,这其中 C�末端的 eyaHR 能调节so ( sine

oculis)蛋白家族成员( Six1- Six6)之间的相互作

用
[ 6~ 8]

,除此之外, eyaHR的磷酸酶活性还能释

放由 Dach�Six 共调节的基因的转录阻遏 [9~ 11]
。

eya蛋白的结构是与其功能重要性相对应

的。EYA4蛋白具有 eya 蛋白家族的功能性和

结构性特征, EYA4 基因突变导致蛋白结构的改

变,从而导致其在相应组织中的功能缺陷,引发

相应的突变病症。对患有听觉障碍遗传病家系

的研究发现, 美国某一个家族成员的 EYA4 基

因的1 468位点插入突变 ( 1468insAA) , 比利时

某一个家族成员的 EYA4 基因 2 200位点的无

义突变( 2200C ∀T) [12] , 匈牙利某一个家族成员
在 EYA4 基因 1 558 位点的 4 bp 插入突变

( 1558insTTTG)
[ 13]

,北美高加索人群某一个家族

LMG265的 1 490位点插入突变( 1490insAA)
[ 14]

,

美国某一个家族的 EYA4 基因出现明显的剪接

位点突变( 1282�12T ∀A)
[ 15]

,这些位点的突变导

致 eya基因的移码突变,转录提前终止,产生缺

失了部分或者全部 eyaHR的突变体, 从而产生

了临床症状为语后的、进行性的、常染色体显性

遗传的非综合征听觉障碍 ( sensorineural hearing

loss, SNHL)。一个对人 EYA4 基因突变的研究

发现,因突变删除 4 846 bp的 EYA4 转录产物产

生了缺失全部 eyaHR和部分 eyaVR的 E193,导

致 SNHL 和扩张性心肌病 ( dominant dilated

cardiomyopathy, DCM)
[ 16]
。这表明 EYA4蛋白翻

译提前终止如果只影响 eyaHR就只产生 SNHL

一种症状,如果影响到了 eyaVR就会产生 SNHL

和 DCM两种症状。

蝙蝠是众多哺乳动物中比较特殊的一类,

能够以回声定位捕食和探知环境。蝙蝠独特的

回声定位依赖于发声、听觉和运动 3个系统的

协调活动来完成。在这 3个系统中听觉系统尤

其重要,它在回声信息的接收、处理过程中起着

重要的作用。蝙蝠的听觉传导通路与一般的哺

乳动物基本相似, 但与其特殊的回声定位功能

相适应, 听觉系统的结构还是出现了一些明显

的特化现象,这种特化从外周听觉器官特别是

耳蜗基底膜开始贯穿了整个听觉系统。转录激

活因子 eya 在听觉的生理过程中起到重要作

用,而 EYA4 基因突变对听觉的影响也是一个

热门研究领域。我们以 3种蝙蝠,大足鼠耳蝠

(Myotis ricketti )、黑髯墓蝠 ( Taphozous melanopo�
gon)和棕果蝠( Rousettus leschenaulti )的脑组织

RNA为材料,通过 RT�PCR和基因克隆技术,获

得这3种蝙蝠 EYA4 基因的开放阅读框( opening

reading frame, ORF)序列。在与 GenBank已有的

数据比对分析后, 得到每种蝙蝠 ORF 的外显子

组合情况。利用 Sliding windows方法,分析了已

知哺乳动物 EYA4 基因与蝙蝠 EYA4 基因不同

区域的进化速率差异。

1 � 材料与方法

1�1 � 材料 � 大足鼠耳蝠雄性成体于 2005年 12

月采自江西鹰潭,黑髯墓蝠雄性成体于 2005年

10月采自广西桂林,棕果蝠雌性成体于 2005年

10月采自广西桂林, 取上述 3种蝙蝠 (每种一

只)的全脑组织, - 80 # 低温保存, 以防 RNA

的降解。
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1�2 � 方法
1�2�1 � 总 RNA提取 � 用大连宝生物工程有限

公司的TaKaRa RNAiso Reagent试剂盒提取所有

全脑组织样品的总 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量 OD260值进行定量。

1�2�2 � 逆转录 � 用 StrataScript 5�0多温度逆转
录酶( Stratagene, Germany) , 根据说明书用随机

引物逆转录得到各个样品的 cDNA。

1�2�3 � 引物设计 � 根据 GenBank已有的哺乳

动物 EYA4 基因的 UTR区和编码序列( CDS)的

保守区设计引物, 依据序列包括小鼠 ( Mus

musculus, NM- 010167)、马( Equus caballus, XM-

001504359)、人( Homo sapiens, NM- 004100)、黑

猩猩 ( Pan troglodytes, XM- 001169736)及大鼠

( Rattus norvegicus, XM- 001054306)。引物序列

分别为 F1: 5%TCC TGT TTK CAS CAG AGA CAC

A 3%; F2: 5% GGC CAA AAC CAG TAT GCA CAG

3%; R1: 5% CAA GTC CCA GAC AAA YAC ACG

CTC 3%; R2: 5% GTA AAG CCA GAG GCA TTG

AAT CAC 3%。引物由美国英杰生命技术有限公
司( Invitrogen)合成。

1�2�4 � PCR 扩增 � 引物 F1 和 R1 组合扩增

EYA4 基因的 eyaHR区,预计扩增得到的目标片

段大小为 1 342 bp; 引物 F2 和 R2 组合扩增

EYA4 基因 eyaVR区,预计扩增得到的目标片段

大小为 1 181 bp; 引物 F1和 R2组合扩增 EYA4

基因全序列,预计扩增得到的目标片段大小为

2 209 bp。扩增条件: 95 # , 5 min; 95 # 变性 45

s, 50 # 退火50 s, 72 # 延伸2~ 3min, 35个循环;

最后总延伸 10 min。

1�2�5 � 克隆和测序 � PCR 产物经琼脂糖凝胶
电泳(图 1, 2) ,回收、纯化后克隆到 PMD�19T 载
体(TaKaRa)上,常规转化,蓝白斑筛选挑取白斑

菌落, 以通用引物 M13 进行 PCR, 鉴定阳性克

隆。多克隆测序由美国英杰生命技术有限公司

完成。

图 1 � 大足鼠耳蝠和黑髯墓蝠的阳性克隆电泳图

Fig� 1� Electrophoretogram of positive clones of Myotis ricketti and Taphozous melanopogon
�

1�3 � 数据分析 � 通过 GenBank 搜索和比对, 找

到已发表的其他非蝙蝠哺乳动物 EYA4 基因的

编码区序列, 同时包括不同的转录本。物种及

序列号同1�2�3节。
使用 BioEdit

[ 17]
和 Clastal X

[ 18]
软件分别比

对核苷酸及氨基酸序列并校正,以获得正确的
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图 2� 棕果蝠的阳性克隆电泳图

Fig�2 � Electrophoretogram of positive clones

of Rousettus leschenaulti
�

序列对位排列。应用软件Swapp 1�0�0[ 19] 估算

分析不同物种 EYA4 基因编码区不同区域的进

化速率。对于核苷酸的同义替换 ( synonymous

subst itut ion) 和非 同 义 替换 ( non�synonymous
subst itut ion)的估算使用 Nei and Gojobori法

[ 20]
。

在使用 Swapp 1�0�0软件中的sliding windows 方

法分析时, sliding windows的参数设定为: window

大小为30个核苷酸碱基; window 的移动间隔为

3个核苷酸碱基。

图 3 � 3 种蝙蝠 EYA4 基因开放阅读框( ORF)的外显子

Fig�3� Exon of EYA4 gene open reading frame ( ORF) in three species of bats

& Exon∋表示克隆得到的蝙蝠 EYA4 基因开放阅读框(ORF)的所有外显子以及每个外显子的大小,根据人的 EYA4 基因的结构标

出 eya可变区域( eyaVR)和 eya同源区域( eyaHR)的位置。exon a只存在于大足鼠耳蝠 EYA4 基因中, exon b 在 3种蝙蝠 EYA4 基

因中均有发现;黑髯墓蝠的第十六外显子缺失 30 bp。

& Exon∋ represented all exons and its length of the open reading frame ( ORF) of bat EYA4 gene from experiment� EyaVR and eyaHR location

was marked according to people( s EYA4 gene structure;Exon a only exist in EYA4 gene of Myotis ricketti . Exon b exists in all three bats in this

paper� Exon 16 of Taphozous melanopogon had a 30 bp deleted� �

2 � 结果与分析

通过 RT�PCR和基因克隆技术, 分别从大
足鼠耳蝠、黑髯墓蝠、棕果蝠的脑组织中扩增得

到了 EYA4 基因的 ORF 序列(图 3) , 其中大足

鼠耳蝠和黑髯墓蝠的 ORF 序列分别是由两对

引物 ( F1�R1及 F2�R2组合)扩增得到, 棕果蝠

是 F1�R2引物组合扩增得到。通过与 GenBank

中其他已知的非蝙蝠哺乳动物(人、黑猩猩、马、

大鼠、小鼠)的 EYA4 基因不同转录本比对分

析,发现蝙蝠具有 2个独特的外显子, exon a只

存在于大足鼠耳蝠, 位于第二与第三外显子之

间; exon b在 3种蝙蝠中都存在,位于第十一与

第十二外显子之间; exon a 及 exon b 长度分别

是 42 bp和 18 bp。与其他哺乳动物 EYA4 基因

的 ORF序列相比, 3种蝙蝠均没有第五外显子;

在棕果蝠中未发现第二十外显子;黑髯墓蝠缺

少第十九外显子, 而且第十六外显子从 5%的第

106 bp到 135 bp缺失30 bp。同时还发现,与其

他非蝙蝠哺乳动物 EYA4 基因的 ORF 序列相

比,大足鼠耳蝠同样存在第十九和第二十外显

子的可变剪接模式; 第十九外显子和第二十外

显子等长, 均为 101 bp。GenBank中 EYA4 基因

不同转录本资料以及在对人 EYA4 基因的研究
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表明
[ 3]
, 不同的 EYA4 基因 mRNA 转录本只选

择性剪接其中一个。

通过对这 3种蝙蝠与其他已知的非蝙蝠哺

乳动物(人、黑猩猩、马、大鼠、小鼠)的 EYA4 基

因的比对分析显示, EYA4 基因在哺乳动物中的

进化中相当保守。在全长序列 617 个氨基酸

中, 保守位点数目为 576, 占到全序列的

93�35%。
序列经比对删除后, 对所有哺乳动物 EYA4

基因共同转录区的进化速率进行了估算, 其中

共有 1 851个核苷酸、671个氨基酸位点参与分

析。应用 sliding windows 方法估算 EYA4 基因

不同功能区的核苷酸同义替换和非同义替换率

的比率(图 4)。分析结果显示, 蝙蝠与其他非

蝙蝠哺乳动物一样, Ka�Ks值在 eyaVR 变化比

较大,在 eyaHR变化较小, 蝙蝠 EYA4 基因的进

化与其他哺乳动物保持一致。Ka�Ks 最大比值
出现在 eyaVR的第十一外显子区域内,在所有

EYA4 基因突变引起的疾病中,所有的插入突变

均发生在这个外显子上面, 成为发病最多的区

域
[13~ 16]

。

图 4� EYA4 基因可变区域和同源区域的进化速率

Fig�4� Evolutionary rate of eyaVR and eyaHR in EYA4 gene
�

3 � 讨 � 论

EYA4的结构包括一个由 271个氨基酸残

基组成的、高度保守的 C�末端的 eyaHR和一个

富含脯氨酸�丝氨酸�苏氨酸 ( PST ) ( 34% ~

41% )、能够激活目的基因转录的 N�末端活性
区域 eyaVR

[ 2]
。EyaVR是仅有一个转录活性功

能区域的可变区域, 在此区域很容易发生插入

突变, 引 起 听觉 障 碍 和心 脏 疾 病
[ 13~ 16]

。

GenBank里已有数据显示哺乳动物之间、同种

个体的不同转录本间的 eyaVR变化很大。在蝙

蝠 EYA4 基因的 eyaVR中, 本实验发现蝙蝠独

有的 2个外显子 exon a和 exon b, 二者均位于

eya VR,而且 exon a富含丝氨酸( 4�14)。
在 3种蝙蝠 EYA4 基因序列中没有发现第

五外显子。Borsani等人
[ 3]
对人的骨骼肌和小鼠

胚胎 EYA4 基因 cDNA 文库的研究也发现没有

第五外显子的转录本。GenBank 已有数据显示

人、小鼠、黑猩猩、马都有缺少第五外显子的转

录本。我们所得到的 3 种蝙蝠的 ORF 序列中
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均没有发现与其他哺乳动物相对应的第五外显

子。对这一现象有两种可能的解释, 一是蝙蝠

EYA4 基因的表达具有组织表达差异性,在脑组

织中存在特定的表达模式
[ 5, 6, 12,16]

; 第二种解释

是蝙蝠 EYA4 基因的表达模式在脑中具有不同

时期的特异性; 相关研究表明 EYA4 基因在内

耳中的表达组织中会随时间的变化和组织的分

化,在不同组织间发生转移
[ 12]
。

与其他非蝙蝠哺乳动物 EYA4 基因的 ORF

序列相比, 黑髯墓蝠的第十六外显子缺少 30

bp。通过对 GenBank中哺乳动物不同转录本的

比对分析, 发现在黑猩猩和马中也有第十六外

显子长度与其他哺乳动物不同的转录本。

Wayne等人
[12]
发现可能是第十六外显子存在模

糊剪接受体位点导致其刚开始的 68 bp在转录

剪接时丢失, 产生一个编码提前终止的含有

452个氨基酸残基的转录产物, 导致了人的迟

发性耳聋, 可见这个区域的保守性和功能的重

要性。我们发现在不同蝙蝠物种中也存在该外

显子的长度可变性, 但对这一现象的生物学功

能的理解, 还需要对蝙蝠 EYA4 基因做进一步

的表达和功能方面的研究。

Exon a 位于 EYA4 基因包含起始密码子的

第二外显子和第三外显子之间。对果蝇 eya 基

因
[ 4,21]
和人 EYA1 基因

[ 22]
的研究也发现有不同

起始密码子的可变剪接体转录本。GenBank 转

录本资料显示, 不同物种转录本ATG起始密码

子多数位于第二外显子上,也有在其他外显子

上面的, 比如人、黑猩猩和狗 ( Canis familiaris )

都有起始密码子在第四外显子的转录本。这些

说明 EYA4 基因不同转录本的起始密码子是不

一样的。这样一来, 没有相关蛋白结构和功能

的研究支持, 暂时还不能确定 exon a 是否属于

蝙蝠 EYA4 基因的蛋白编码区序列。

Exon b位于 EYA4 基因的第十一外显子与

第十二外显子之间。对不同哺乳动物的进化速

率估算结果显示, Ka�Ks值最大比值出现在第
十一外显子的 3%端, 说明第十一外显子的 3%端

区域是碱基替换比较频繁的地方。对第十一外

显子 3%端区域的基因突变研究发现, 该区域的

碱基突变导致非综合征听觉障碍
[ 13~ 16]

。exon b

位于第十一外显子的 3%端之后。exon b的存在

使得蝙蝠 EYA4 基因的结构与其他非蝙蝠哺乳

动物存在差异, 可能对蝙蝠特化的听觉有一定

的功能方面的贡献。

与其他哺乳动物相比, 大足鼠耳蝠的 EYA4

基因在 eyaHR中存在第十九外显子和第二十外

显子的可变剪接模式,第十九外显子和第二十

外显子长度相等, 同源性也高
[3, 12]
。大足鼠耳

蝠第十九外显子和第二十外显子核苷酸同源性

为 69%,氨基酸同源性为 67%; 大足鼠耳蝠与

黑髯墓蝠第十九外显子核苷酸同源性为 99% ,

氨基酸同源性为 100% ; 大足鼠耳蝠与棕果蝠

第二十外显子核苷酸同源性为 99% ,氨基酸同

源性为 100%。这表明第十九外显子和第二十

外显子的可变剪接尽管发生在 eyaHR, 但由于

两个外显子的同源性和高保守性, 使得 eyaHR

域在整个物种进化过程中仍然保持其高度的保

守性。虽然 Borsani等
[ 3]
和 Zhang 等

[ 23]
也发现

第十九外显子和第二十外显子的可变剪接体转

录本, 但是具有第十九外显子或第二十外显子

的不同转录本剪接体的功能仍需更多的实验工

作验证。

通过 RT�PCR技术,得到了 3种蝙蝠 EYA4

基因的 ORF 序列。Slinding wildows分析表明, 3

种蝙蝠的 eyaHR和 eyaVR域与其他哺乳动物的

进化保持一致。蝙蝠 EYA4 基因的 ORF序列中

有其他非蝙蝠蝠哺乳动物所不具有的两个外显

子 exon a和 exon b。与其他非蝙蝠 EYA4 基因

的ORF 序列相比, 这 3种蝙蝠 EYA4 基因的外

显中均未发现第五外显子; 在棕果蝠中没有发

现第二十外显子;黑髯墓蝠缺少第十九外显子,

而且第十六外显子缺失 30 bp;第十九外显子和

第二十外显子的可变剪接模式在蝙蝠同样存在

于大足鼠耳蝠中, 与以前的研究结果一致。总

之,在蝙蝠 EYA4 基因 ORF 的序列中中发现了

两个新的外显子。进化分析表明 3种蝙蝠的

eyaHR和 eyaVR域与其他哺乳动物的进化速率

保持一致。本工作是首次在翼手目类群研究

EYA4 基因,只是研究蝙蝠 EYA4 基因的一个开
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端, 对这个基因在蝙蝠中的深入研究起到一个

提示作用。
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