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摘要：苦味的感知是机体有效的自我保护机制之一。文章采用PCR和克隆测序方法首次从猪獾基因组中获得一全长为1 169 bp

的苦味受体T2R2基因DNA序列（GenBank登录号: FJ812727）。该序列含有完整的1个外显子（无内含子），大小为915 bp，编

码304个氨基酸残基。其蛋白质等电点为9.76，分子量为34.74 kDa。拓扑结构预测显示猪獾T2R2蛋白上含有N−糖基化位点、

N-肉豆蔻酰化位点各1个，蛋白激酶C磷酸化位点2个。整个蛋白质多肽链含有7个跨膜螺旋区，4个细胞外区和4个细胞内区。

亲水性/疏水性分析表明，猪獾T2R2蛋白质为一疏水性蛋白，其亲水性区段所占比例较小。种间相似性比较显示，猪獾T2R2

基因与犬、猫、牛、马、黑猩猩和小鼠的T2R2基因cDNA序列相似性分别为91.4%、90.6%、84.4%、85.4%、83.8%、72.1%， 

氨基酸序列相似性分别为85.5%、85.8%、74.0%、77.6%、75.3%、61.5%。核苷酸替换计算和选择性检验结果表明，猪獾T2R2

基因与犬、猫、牛、马、黑猩猩和小鼠间存在着强烈的纯净化选择(Purifying selection)，即强烈的功能束缚（Functional 

constraint），进一步分析发现该选择作用实际上主要存在于跨膜区。猪獾、犬、猫、牛、马、黑猩猩和小鼠的T2R2基因外显

子核苷酸序列构建的基因树与其物种树的拓扑结构是相一致的，表明T2R2基因适合于构建不同物种间的系统进化树。 
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Abstract: Recognition of natural bitter toxins through taste is one of the most effective mechanisms of self-safety. An approximate 1 

169 bp sequence of the bitter taste receptor T2R2 gene was obtained by PCR and cloning technique from hog-badger genomic DNA

（GenBank accession number : FJ812727）. This sequence contains a complete single exon (without intron) 915 bp in size, which 

encodes 304 amino acid residues. The isoelectric point （pI） of the protein is 9.76 and its molecular weight is 34.74 kDa. Topology 

prediction showed that the T2R2 protein contained one N-glycosylation site, one N-myristoylation site, and two potential protein 

kinase C phosphorylation sites. Additionally, the whole peptide chains were comprised of seven transmembrane helix regions, four 

extracellular regions, and four intracellular regions. The T2R2 is a hydrophobic protein with a few hydrophilic components. 

Homology analysis of the T2R2 gene sequences by Clustal W indicated that the cDNA sequence homology of T2R2 gene in hog 
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badger with dog, cat, cattle, horse, chimpanzee, and mouse is 91.4%, 90.6%, 84.4%, 85.4%, 83.8%and 72.1%, respectively, and the 

homology of amino acid sequence is 85.5%, 85.8%, 74.0%, 77.6%, 75.3% and 61.5%, respectively. The results of nucleotide acid 

substitution computation and selective test showed that strong purifying selection (functional constraint) occurred between hog 

badger and the six species, respectively, which mainly existed in the transmembrane regions of T2R2. In addition, the 

Neighbour-Joining tree of T2R2 gene exons from these seven species is consistent with their species tree, indicating that the T2R2 

gene is suitable for constructing molecular phylogenetic tree among different species likewise.  
Keywords: Hog Badger; bitter taste receptor; T2R2 gene; cloning; molecular phylogenetic analysis 

 

猪獾(Arctonyx collaris)，俗名猪鼻狸、地猪、沙獾，属哺乳纲(Mammalia)，食肉目(Carnivora)，鼬科

(Mustelidae)，猪獾属(Arctonyx)，在我国广泛分布于华南、西南、华东、华北、东北及陕西、甘肃等地，尤

以南方较为多见。穴居，多挖洞于荒原或栖居于岩石裂隙和树洞中。生活力强，喜群居，昼伏夜出。食性

杂，喜食各种动植物性饲料，动物性饲料中尤喜食蚯蚓、青虾、泥鳅、天牛、鼠类等，植物性饲料中尤喜

食玉米、小麦、红苕、花生等农作物[1]。猪獾具有很高的经济价值。据《本草纲目》记载：獾油不仅是治

疗烫伤的特效良药，而且对痔疮和胃溃疡也有较好的疗效；獾毛刚硬挺拔，多用作刷；獾皮具有皮板致密

的特点，制成的皮服、皮帽畅销国内外。该物种已被列入国家林业局2000年8月1日发布的《国家保护的有

益的或者有重要经济、科学研究价值的陆生野生动物名录》。《中国物种红色名录》评估等级为：易危物种

（Vunerable, VU）。近年来，对猪獾的保护与人工养殖利用研究引起了人们的普遍关注，但有关其分子遗

传学方面的报道较少。 

味觉为动物判断所摄取食物的特性和质量提供宝贵的信息。许多自然的有机物包括咖啡因、尼古丁、

番木鳖碱以及众多的化学合成药物都是苦味物质。比较淡的苦味产生不愉快感，而强烈的苦味会引起恶心、

呕吐以及心理上的厌恶感。因此苦味的感知是机体有效的自我保护机制之一，可以防止潜在性有害物质的

摄入[2]。苦味物质的感知主要是由苦味受体（Taste receptor type 2, T2R）介导的，该受体属于G蛋白偶联受

体超家族，是由一条多肽链形成的7个跨膜螺旋结构，有相应的3个细胞内环和3个细胞外环[3,4]。T2Rs的细

胞外N端很短，可能是配体结合区，具有明显的多态性，可以结合不同结构的苦味物质。细胞内的3个环状

结构则高度保守，是细胞内G蛋白偶联区域。T2Rs由一个含有多个成员的基因家族所编码。已有研究表明，

在人中含有25个推导性功能基因和8个假基因，在小鼠中含有33个推导性功能基因和3个假基因[5,6]。近年来，

学者们通过灵长类和一些模式生物中T2Rs基因家族的进化分析[7~12]，发现T2R基因家族在不同的物种谱系

中存在着不同的进化模式，或许是构成动物适应不同食物环境的分子基础。T2R2基因为T2Rs基因家族的成

员之一，在人类中为假基因，在其他哺乳动物中为推导性功能基因,基因内部无内含子。猪獾为食肉目中的

杂食性动物，食性较特殊。本研究通过克隆猪獾苦味受体T2R2基因组DNA序列，分析该基因的核苷酸及其

cDNA所编码蛋白的序列特征，并与其他哺乳动物物种进行比较分析，为进一步对T2R2基因的表达调控、

基因多态性及猪獾属动物味觉受体的分子进化适应等方面研究奠定基础，旨在为猪獾遗传资源的保护与开

发利用提供科学依据。 

1 材料和方法 

1.1 材料 
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猪獾来自于四川雅安碧峰动物园 1 死亡个体，取其腿部肌肉，用无水乙醇保存带回贮存于-80℃超低温

冰箱。PCR 所需 10×LaBuffer、dNTP、LaTaq DNA 聚合酶、pMD 18-T Vector、大肠杆菌 DH5α购自宝生

物工程（大连）有限公司；DNA 凝胶纯化试剂盒，小量质粒提取试剂盒购自上海生工生物工程技术服务

有限公司。 

1.2 方法 

1.2.1 标本的预处理   

取乙醇保存的猪獾腿部肌肉组织少许（约 30~50 mg），放入 1.5 mL 离心管中，加入 0.9%生理盐水 100 

μL, 剪碎材料；加入 700~800 μL 生理盐水，浸泡 12~24 h，其间更换生理盐水 3 次；然后用 1×TE 溶液置

换 2 次；最后将 TE 溶液吸干净，将标本烘干备用。 

1.2.2 基因组 DNA 提取   

经预处理后的猪獾肌肉组织DNA的提取按常规酚-氯仿法进行[13]。所提DNA经 0.8%琼脂糖凝胶电泳，

GreenView核酸染料染色，于紫外透射仪上观察估计浓度和纯度。 

1.2.3 引物设计与合成   

从 GenBank 数据库中查找出犬 T2R2 基因完全编码序列（GenBank 登录号：AB249685），再以此为基

础从犬全基因组序列中找出比该序列上下游各长出约 300 bp 的一段序列，以同样的方法得到猫的相同长度

的相应同源序列。利用生物软件 Primer 5.0，基于犬、猫 T2R2 编码序列两端相对保守区域设计 1 对特异性

引物，上游引物（ T2R2f ） : 5´-AGATCAGATTTCTCAGGGCTGTATG -3´ ；下游引物（ T2R2´ ） : 

5´-AATTAGTGCTTCACCTGTCCTGGG-3´，并由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 

1.2.4 PCR 扩增   

用设计的引物扩增猪獾T2R2 基因，当模板DNA浓度为 50 ng/μL 时，通过设置Mg2+浓度梯度、温度

梯度等，经多次反复试验，配置了一套有效扩增猪獾T2R2 基因的PCR反应体系：基因组 DNA (50 ng/μL) 

5 μL，10×LaBufferⅡ 2 μL，dNTP(2.5 mmol/L) 1.6 μL，MgCl2(25 mmol/L) 2 μL, Primer(10 µmol/L)各 1 

μL，LaTaq DNA Polymerase (5 U/μL) 0.2 μL，ddH2O 7.2 μL，总体积 20 μL。 

PCR反应条件为: 94℃预变性5 min；（94℃ 35 s；54℃ 30 s；72℃ 45 s）30个循环后，72℃延伸 5 min， 

4℃保存。 

1.2.5 克隆测序   

PCR 产物经 l％琼脂糖凝胶电泳，用试剂盒对凝胶产物进行回收，采用 pMD18-T Vector 连接，连接产

物转化感受态 DH5ɑ，挑取阳性克隆，提取重组质粒，经酶切、PCR 鉴定后送上海生工生物工程技术服务

有限公司测序。 

1.2.6 序列分析   

所测序列用Chromosoma 1.62、DNAStar软件包中SeqMan, EditSeq, Megalign软件(DNASTARInc,1996)

进行人工校对、编辑，确保序列无误。序列确定后，DNA序列的ORF查找和编码预测分别采用ORF finder 软
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件(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorffgorf.htm1)和GenScan软件(http://genes.Mit.edu/GENSCAN.htm1)。序列的

相似性比较采用Blast 2.1 软件(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)。多序列的比较分析采用Clustal W 软件

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw)。蛋白质的结构与特征预测采用PredictProtein 软件

(http://cubic.bioc.columbia.edu/predictproteinf)。氨基酸序列疏水性分析采用DNAMAN软件, Kyte and 

Doolittle运算法则[14]被应用; 采用MEGA 4.1软件[15]计算序列间碱基对的差异、转换/颠换数及其比值, 并运

用Kimura双参数模型构建分子进化树，采用的搜索方法为:用NJ(Neighbor-Joining)法建立起始树，搜索时采

用近邻交换算法(Close-Neighbor-Interchange,CND)。进行数据分析时还从GenBank中引用了6种哺乳动物的

T2R2基因序列：犬（Canis familiaris, AB249685）、猫（Felis catus, ACBE01074008）、牛（Bos taurus， 

NW_001494849.2)、马（Equus caballus, NW_001867413.1)、黑猩猩（Pan troglodytes, NW_001237933.1)和

小鼠（Mus musculus, AC121573)。 

2 结果与分析 

2.1 测序结果和序列特性 

将阳性重组质粒进行测序，测序结果经人工校对、序列拼接，除去质粒载体序列和引物序列，所需序

列为1 169 bp。与GenBank中犬T2R2基因序列比较后，确认本实验所克隆序列是猪獾T2R2基因DNA序列，

含有完整的1个外显子，大小为915 bp，无内含子。1-103为5’端侧翼区，1019-1169为3’端侧翼区；5’端侧

翼区和3’端侧翼区分别为103 bp、151 bp。将该序列提交到GenBank，登录号为FJ812727。猪獾T2R2基因的

编码区序列和预测的氨基酸序列（如图1所示），ORF序列为915 bp，编码304个氨基酸残基，起始密码子

和终止密码子分别为ATG和TGA。A、T、G、C的平均含量分别为26.89%、33.99%、18.69%、20.44%，A+T

含量较高，为61.87%，G+C含量为39.13%。对猪獾T2R2蛋白质进一步预测分析发现，猪獾T2R2蛋白的分

子量为34.74 kDa，pI为9.76，在pH7.0时的带电荷量为19.79。该蛋白含有143个非极性氨基酸残基（丙氨酸、

异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、色氨酸、缬氨酸）和77个极性氨基酸残基（天冬酰胺、半胱氨酸、谷氨酰

胺、丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸），以及10个带负电荷的氨基酸残基(天冬氨酸和谷氨酸)和29个带正电荷的

氨基酸残基(精氨酸和赖氨酸)。氨基酸序列比较显示(图2)，猪獾T2R2蛋白上有1个N一糖基化位点

（253NMTF），2个蛋白激酶C磷酸化位点(168TLK,211THR)和1个N-肉豆蔻酰化位点（137GSFLAS）。整

个蛋白质多肽链含有7个跨膜螺旋区（位于7-31, 48-72, 85-109, 130-150, 181-205, 236-258, 271-288，合计为

162个氨基酸），4个细胞外区（位于1-6，73-84，151-180，259-270，合计为60个氨基酸）和4个细胞内区

（位于32-47，110-129，206-235，289-304，合计为82个氨基酸）。 

采用DNAMAN软件按默认值参数对猪獾T2R2蛋白质氨基酸序列进行疏水性分析（图3）。由分析图谱

可知，猪獾T2R2蛋白质氨基酸序列的大部分区段都为疏水区，亲水区段只有13个，其中大的区段只有4个

（位于32-43，152-164，168-179，207-231），包含的氨基酸残基数为12~25个，其余8个均为小区段（位于

55，79-80，115-117，126，130，258-263，276-278，286-294，300-304），包含的氨基酸残基数仅为1~9

个，所有亲水性氨基酸残基数（94个）占总氨基酸残基数（304个）的比例约30.92%。结合胞内外所处位

置，在13个亲水区段中，有4个区段位于胞外区域（79-80，152-164，168-179，258-263），3个区段位于跨

膜区域（55，130，276-278），6个区段均位于胞内区域（32-43，115-117，126，207-231，286-294，300-304）。
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进一步的疏水性预测可知，GRAVY （Grand average of hydropathicity）值为0.71。这些结果表明，猪獾T2R2

蛋白质为疏水性蛋白，其亲水性区段所占比例较小。 

 

 
图 1 猪獾 T2R2 基因编码区序列和由此推导的氨基酸序列 

*表示终止密码子。 
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图 2 猪獾与另外 6 个物种 T2R2 蛋白的氨基酸序列比较  

小圆点表示与野猪的核苷酸位点一致，短横线表示缺失，*号表示终止密码子，灰色突出显示为变异位点；序列上边的 o 表

示胞外区，t 表示跨膜区，i 表示胞内区；下划线      为 N−糖基化位点 （253NMTF），      为蛋白激酶 C 磷酸化位点

(168TLK，211THR),     为 N-肉豆蔻酰化位点（137GSFLAS）。 
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图 3 猪獾T2R2蛋白的疏水性分析图 
 

2.2 序列比较与进化分析 

将猪獾T2R2基因的外显子核苷酸序列与犬、猫、牛、马、黑猩猩和小鼠的相应相似序列进行比较，相

似性分别为91.4%、90.6%、84.4%、85.4%、83.8%、72.1%。进一步进行氨基酸序列比较（图2），可知猪

獾与犬、猫、牛、马、黑猩猩和小鼠T2R2基因编码的氨基酸序列相似性分别为85.5%、85.8%、74.0%、77.6%、

75.3%、61.5%。在完全编码区核苷酸序列（915）的比对中，检出393个核苷酸变异位点，占分析位点总数

的42.95%。其中简约信息位点124个，占变异位点总数的31.55%，单个变异位点269个，占变异位点总数的

68.45%；在氨基酸序列（304 AA）的比较中，检出170个氨基酸变异位点，占分析位点总数的55.92%。其

中简约信息位点57个，占变异位点总数的33.53%，单个变异位点113个，占变异位点总数的66.47%。另外，

当分别按胞外区、跨膜区、胞内区进行分析时（表1），其核苷酸变异位点数占各区域总核苷酸数的百分

比分别为69.5%、33.33%、33.33%，氨基酸变异位点数占各区域总残基数的百分别分别为78.33%、46.91%、

56.10%，可看出胞外区的变异位率远大于跨膜区和胞内区。 

 表 1 猪獾 T2R2 基因不同区域核苷酸（DNA）及其氨基酸(AA)序列的总长度及变异位点数 

 完整编码区 
Complete Region 

胞外编码区 
Outside Region 

跨膜编码区 
Transmembrane Region 

胞内编码区 
Inside Region 

 TS VS VS% TS VS VS% TS VS VS% TS VS VS% 

DNA 915 393 42.95 141 98 69.5 558 186 33.33 330 110 33.33 

AA 304 170 55.92 60 47 78.33 162 76 46.91 82 46 56.10 

注：TS为各区域总位点数，VS为各区域变异位点数，VS%为各区域变异位点数占该区域总长度的百分比。 
 

为进一步研究猪獾T2R2基因与犬、猫、牛、马、黑猩猩和小鼠间的变异情况，采用MEGA 4.1软件计

算猪獾与其余6个物种T2R2基因蛋白质编码序列间碱基对的差异、非同义替换速率（dN）和同义替换速率

（dS）, 单尾Z-检验被用于检测偏离中性的期望值，结果见表2。从表2可看出，将猪獾T2R2基因的完整编
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码序列与其他6个物种间的同源序列进行核苷酸替换计算结果都表现为dN < dS，即ω（dN/dS）< 1，选择性

检验为显著（P < 0.05）。这表明，猪獾T2R2基因与犬、猫、牛、马、黑猩猩和小鼠间存在着强烈的纯净

化选择(Purifying selection)，即强烈的功能束缚（Functional constraint）。将猪獾T2R2基因按其编码的蛋白

质所处细胞的位置分成三个区域（胞外编码区、跨膜编码区和胞内编码区）来分别考察时，发现在跨膜编

码区所表现的结果与完整编码区的结果完全一致，其余两个区域的结果与完整编码区的则有所不同。对于

胞外编码区，猪獾与猫、牛间的dN > dS(ω>1)，而与犬、马、黑猩猩和小鼠间的dN < dS(ω<1)，但选择性

检验均不显著（P > 0.05）；对于胞内编码区，猪獾与犬、猫、牛、马、黑猩猩和小鼠间的dN < dS(ω<1)，

选择性检验表现为：与黑猩猩、小鼠间显著（P < 0.05，显示出强烈的纯净化选择），其余均不显著（P > 

0.05）。该结果表明，猪獾T2R2基因与犬、猫、牛、马、黑猩猩和小鼠间存在的强烈纯净化选择实际上主

要作用于跨膜编码区。 

表 2 猪獾和其他物种间 T2R2 基因不同区域每个位点的平均非同义(dN)替换数目和平均同义(dS)替换数目（±SE） 

 完整编码区 
Complete Region 

胞外编码区 
Outside Region 

跨膜编码区 
Transmembrane Region 

胞内编码区 
Inside Region 

C.familaris(犬) 
0.0734±0.0111 
0.1449±0.03 

0.5066 

0.1382±0.0399 
0.1798±0.0777 

0.7686 

0.0583±0.0134 
0.1622±0.0442 

0.3594 

0.0624±0.0195 
0.0835±0.0454 

0.7473 

F.catus(猫) 
0.0738±0.0119 
0.1981±0.0352 

0.3725 

0.1506±0.0442 
0.1466±0.0688 

1.0273 

0.0672±0.0144 
0.2604±0.0575 

0.2581 

0.0353±0.0153 
0.1214±0.0615 

0.2908 

B.taurus(牛) 
0.143±0.0159 
0.283±0.0433 

0.5053 

0.2717±0.0659 
0.193±0.1020 

1.4078 

0.0672±0.0175 
0.3375±0.0657 

0.1991 

0.0353±0.0275 
0.2688±0.1000 

0.1313 

E.caballus(马) 
0.1247±0.0156 
0.2518±0.0401 

0.4952 

0.2526±0.0648 
0.3925±0.1433 

0.6436 

0.0672±0.0176 
0.2707±0.0536 

0.2482 

0.0353±0.0222 
0.1362±0.0621 

0.2592 

P.troglodytes(黑猩猩) 
0.139±0.0167 
0.3046±0.0447 

0.4563 

0.3333±0.1009 
0.5123±0.2032 

0.6506 

0.0672±0.0172 
0.2884±0.0578 

0.2330 

0.0353±0.0250 
0.2291±0.0807 

0.1541 

M.musculus(小鼠) 
0.2589±0.0248 
0.7057±0.0865 

0.3669 

0.5001±0.1505 
0.5157±0.2204 

0.9697 

0.0672±0.0259 
0.7661±0.1500 

0.0877 

0.0353±0.0581 
0.7992±0.2634 

0.0442 

注：对于每一物种，第一行的数值为 dN±SE，第二行为 dS±SE，第三行为 ω值（ω=dN/dS）; 突出显示为 dN/dS 值显著小于

1（纯化性选择检验，P < 0.05）;下划线为 dN/dS>1 的值(但不显著，P > 0.05)。 
 

2.3 基于 T2R2 基因外显子构建的进化树 

以猪獾、犬、猫、牛、马、黑猩猩和小鼠7个物种的T2R2基因外显子核苷酸序列为数据，借助MEGA 4.1

软件，基于Kimura双参数模型，用NJ（Neighbor-Joining）法和ME(Minimum evolution)法两种方法构建了

T2R2基因树(图4)，并采用自展(Bootstrap)检验法来评价树中分支的置信度，自展检验重复1 000次。两棵基

因树的拓扑结构完全一致。从这两棵基因树可看出，猪獾首先与犬聚在一起，然后依次与猫、牛、马、黑

猩猩聚在一起，最后再与小鼠聚在一起。这表明，在这7个物种中，猪獾与犬的亲缘关系最近，与猫、牛、

马、黑猩猩的亲缘关系依次较近，而与小鼠的亲缘关系最远。显示出与同源性比较相类似的结果。整个基

因树的拓扑结构也与这7个物种树的拓扑结构是一致的。 
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图 4  7 个物种 T2R2 基因外显子构建的 NJ 树（a）和 ME 树(b) 

分枝节点上的数字为大于 50%的自展值。 
 

3 讨 论 
猪獾在动物分类学上属于食肉目（Carnivora）动物，但与典型的食肉动物犬、猫、虎、豹等相比，它

却喜食各类动植物饲料，即在食性上属于杂食性动物。可以推测，猪獾在与其他典型食肉动物分道扬飙后

走上杂食性道路的长期进化历程中，在分子水平上必定要表现出对这种食性泛化的进化性适应。 

本研究对猪獾T2R2基因的研究结果表明，猪獾该基因的结构与犬、猫、牛、马、黑猩猩和小鼠等其它

哺乳动物种类的一样，基因内部无内含子，即整个阅读框架只由1个外显子组成，其起始密码子ATG上游

的第3个核苷酸是腺嘌呤，紧跟在ATG后面的核苷酸是鸟嘌呤,这与“Kozak序列”特征一致[16]，符合大多数真

核生物起始密码子所具有的结构特征，说明本研究得到的T2R2基因结构是正确的。猪獾与犬、猫、牛、马、

黑猩猩和小鼠等6个物种T2R2基因编码区核苷酸序列间相似性平均达84.6%；氨基酸序列间相似性平均达

76.6%。在完全编码区核苷酸序列（915 bp）的比对中，检出393个核苷酸变异位点，占分析位点总数的

42.95%。蛋白质高级结构预测表明，猪獾T2R2蛋白质和其它物种的类似，为跨膜螺旋蛋白，也含有7个跨

膜螺旋区、4个细胞外区和4个细胞内区。这表明猪獾与6个物种间特别是与同为食肉目的犬、猫在该基因

编码区核苷酸序列及其编码的氨基酸序列上均具有较高的保守性。说明在猪獾功能基因组学的研究中，可

以利用犬、猫等其它哺乳动物中已经克隆和定位的基因来开展比较基因组学研究，快速地克隆、定位和分

析猪獾经济性状的功能基因。 
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本研究分别按胞外区、跨膜区、胞内区进行比较分析时，发现T2R2基因种间的变异位点主要发生在胞

外区，其核苷酸变异位点数占该区域总核苷酸数的百分比高达69.5%，相应的氨基酸变异位点百分比高达

78.33%。相比之下，跨膜区和胞内区的的变异率则较低，核苷酸变异位点百分比均为33.33%，相应的氨基

酸变异位点百分比分别为46.91%和56.10%。进一步采用MEGA 4.1软件计算猪獾与其余6个物种T2R2基因蛋

白质编码序列间碱基对的差异、平均非同义替换速率（dN）和同义替换速率（dS）, 单尾Z-检验被用于检

测偏离中性的期望值。结果显示，猪獾T2R2基因与犬、猫、牛、马、黑猩猩和小鼠间存在着强烈的纯净化

选择(Purifying selection)，即强烈的功能束缚（Functional constraint），但按３个区域分别考察时，发现这

种选择作用实际上主要作用于跨膜区（dN 显著小于dS），这也说明T2R2基因种间的进化保守性主要体现

于跨膜编码区，胞外区的变异则较大，胞内区次之。Shi 等[6]对于人鼠间苦味受体基因家族其他成员的分

子进化研究中也得出类似的结论。 

关于味觉传导的分子生理学研究结果表明苦味受体（T2R）分子的胞外区主要涉及到苦味物质分子的

结合Gilbertson 等[17]，而Kim等[18]对与苯硫脲（Phenylthiocarbamide, PTC）苦味感知相关的的苦味受体T2R38

的研究结果则表明，PTC味感知者和PTC味非感知者间的差异仅仅是由于T2R38氨基酸序列上3个氨基酸的

替换所致，即Pro-49变成Ala、Ala-262变成Val以及Val-269变成Ile。由此可推测，T2R2分子胞外区物种间的

高度变异可能意味着该受体是对于介导不同苦味物质或苦味感知敏感性的一种进化性适应。当然，这仅属

于初步探索，有待于进一步研究。 

在真核生物系统进化研究中，多数学者采用mtDNA作为研究对象，并且获得了丰富的研究成果，但它

们并不是分子进化研究中的金钥匙，也存在着一些缺陷和特例[19]，例如在物种亲缘关系较远的情况下，

mtDNA不能真实反映物种间亲缘关系变化的问题。因此必须采用基于多个独立进化(不连锁)的基因组信息，

即挖掘具有不同遗传特征的分子标记，如核基因序列，来验证线粒体研究结果或填补空白。本研究中以猪

獾、犬、猫、牛、马、黑猩猩和小鼠7个物种的T2R2基因外显子核苷酸序列为数据，基于Kimura双参数模

型，用NJ（Neighbor-joining）法和ME（Minimum evolution）法两种方法构建了T2R2基因树(图4)。两棵树

的拓扑结构完全一致，各分支也均获得了较高的置信度。从该基因树可看出，在7个物种中，猪獾与犬的

亲缘关系最近，与猫、牛、马、黑猩猩的亲缘关系依次较近，而与小鼠的亲缘关系最远。整个基因树的拓

扑结构也与这7个物种树的拓扑结构是一致的，例如猪獾、犬、猫虽同为食肉目，但已有多种证据[20]表明

前二者同属于犬形超科（Feliformia），而后者另属于猫形超科(Caniformia)。这个结果表明T2R2基因可考

虑作为哺乳动物分子系统进化树构建的一个核内候选基因。 
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