
书书书

畜牧兽医学报
!

!""#

!

$"

"

%

#$

#&'!#%"

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

大白猪骨桥蛋白基因的克隆!表达及功能分析

张冬杰"

!

#

!刘
!

娣#

"

!汪晓鸿#

!杨国伟#

"

"$

东北林业大学博士后流动站!哈尔滨
"%&&'&

%

#$

黑龙江省农业科学院畜牧研究所博士后工作分站!哈尔滨
"%&&()

#

摘
!

要"应用
*+!,-*

方法克隆了全长
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的大白猪
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#基因&运用生物信息学工具进行的分

析显示$

1,8

蛋白一级结构中天冬氨酸'谷氨酸'丝氨酸所占比例最高!含有特异的
9:

;

!<=

>

!92

0

序列"

*<?

#!二

级结构中
!

螺旋占很大比例!并且亲水性较强!

1,8

信号标签位于第一个同源区!共有的保守性序列为(

@A

)

!B!

(

+9
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!B

"

#

#

!

(

<9
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!C!C!D!D!@

&基于蛋白序列所构建的
#

个分子进化树均表明猪与牛的亲缘关系最近!而与鸡最

远&在
E*89

水平上!

./0

基因在猪体各组织中广泛表达!胃'肾'肺'小肠和卵巢相对较高!而心'脾和大肠则相

对较低%在蛋白水平上!不同组织内该蛋白的大小不同!出现了
F&GH

!

F&

和
'%GH

!

F&

'

'%

和
#'GHI

种蛋白&

关键词"大白猪%骨桥蛋白基因%生物信息学%反转录
,-*

%蛋白质斑点杂交

中图分类号"

C(#($(.

#

AI''$"I

!!!!

文献标识码"

9

!!!!

文章编号"

&I))!).)'

$

#&&.

%

&F!&.)%!&)

收稿日期"

#&&(!&I!#"

基金项目"黑龙江省科技攻关项目"

<J&%J"&)

#%黑龙江省博士后基金"

K*J&F!I.#

#

作者简介"张冬杰"

".(&!

#!女!黑龙江哈尔滨人!助理研究员!博士!主要从事动物分子遗传研究!

D!EL7=

$

M

N

OPL6

;

("&.

"

")IQR5E

"

通讯作者"刘
!

娣!

D!EL7=

$

=7HM7".)I

"

")IQR5E

()*+,+

-

!

./

0

1233,*+4+567+89,*+4):+4)

;

3,3*<=392*

0

*+9,+>2+2,+?41

-

2@A,92B,

-

ST98<?56

;

!

N

74

"

!

#

!

KUV?7

#

"

!

W98<X7L5!P56

;

#

!

Y98<<H5!Z47

#

"

"$/+1#2+"#+'$34&1&$'",-#$#(+)

!

0+'#,&$1#5+'&1#'

6

7)(8&'1(#

6

!

9$':()"%&&'&

!

;,()$

%

#$/+1#2+"#+'$34&1&$'",;&)#&'

!

9&(3+)

<=

($)

<

!"$2&>

6

+

?

!

<

'("@3#@'&-"(&)"&1

!

9$':()"%&&()

!

;,()$

#

:C391489

$

+P412345

0

56376R?897627O45[.&./

0

ZL2R=564M/

>

*+!,-*L6ML6L=

>

O4M/

>

/7576!

[5:EL37R2Q+P4:42H=322P5Z4M3PL392

0

!

<=HL6MC4:5RRH

0

74M3P4P7

;

P423

0

:5

0

5:3756L6M3P4

2

0

4R7L=24

\

H46R49:

;

!<=

>

!92

0

"

*<?

#

4B7234M761,8

0

:7EL:

>

23:HR3H:4

!

!

P4=7B5RRH

0

74M3P4

P7

;

P4:

0

:5

0

5:37567624R56ML:

>

23:HR3H:4L6MP

>

M:5

0

P7=4ZL2/4334:

!

1,827

;

6L3H:44B7234M763P4

[7:23P5E5=5

;

5H2:4

;

756L6M3P4EH3HL=R5624:]L37]424

\

H46R4ZL2

(

@A

)

!B!

(

+9

)

!B

"

#

#

!

(

<9

)

!C!

C!D!D!@761,824R56ML:

>

23:HR3H:4Q+Z5

0

P

>

=5

;

4637R3:442R5623:HR34M/L24M561,8

0

:53476

24

\

H46R42P5Z4M3PL33P4:4=L37562P7

0

/43Z446

0

7

;

L6MR5Z ZL23P4R=52423

!

/H3M723L63[:5E

RP7RG46Q./0 E*89ZL24B

0

:4224M76EL6

>

3722H425[

0

7

;

$

P7

;

P4:76235ELRP

!

G7M64

>

!

=H6

;

!

2EL==763423764L6M5]L:

>

!

=5Z4:76P4L:3

!

2

0

=446L6M=L:

;

4763423764Q+P4

0

:5347627O4ZL2M7[[4:!

46376M7[[4:4633722H42

$

F&GH

!

F&L6M'%GH

!

F&

!

'%L6M#'GHQ

D2

;

E*153

$

KL:

;

4WP734

0

7

;

%

./0

;

464

%

/7576[5:EL37R2

%

*+!,-*

%

W4234:6!/=53

!!

骨桥蛋白"
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#最初因其富含唾

液酸!而被命名为唾液酸蛋白"

27L=5

0

:53476

#&由于

这种唾液酸蛋白是细胞在骨基质中的产物!并能在

细胞与基质中的矿质形成一种桥连!人们将其命名

为骨桥蛋白&

1,8

作为一种基质功能性非胶原蛋

白!主要通过两种机制发挥细胞信号分子的作用&

一是以分子内
*<?

基元与
7634

;

:76

家族分子结合%

二是与细胞表面黏附性糖蛋白
-?''

以非
*<?

依

赖方式结合&它具有多种生理功能!比如刺激骨的

钙化!参与细胞的移动!在胚胎着床'生长发育及分

化等方面起着重要作用(

"

)

&本研究主要从大白猪体

内克隆
./0

基因!根据预测的氨基酸序列!利用生

物信息学方法预测
1,8

蛋白的二维空间结构!并

对其功能域进行分析!同时在
E*89

和蛋白水平上
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分析
1,8

在大白猪不同组织的表达差异&上述工

作有助于推动后续的猪
1,8

蛋白功能性研究!同

时也对运用生物信息学方法进行蛋白质结构和功能

预测进行了有益的尝试&

F

!

材料与方法

FQF*89

提取和
*+!,-*

剖取大白猪的心'肝'胃'脾'肾'肺'大肠'小肠'

肌肉'子宫和卵巢共
""

个组织!液氮速冻后于

(̂&_

分藏&总
*89

的提取使用
+*US1K

试剂

盒"

U6]73:5

;
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#&以肝脏组织
E*89

为模板!使用

JRLJDC+ *89 ,-* @73 4̀:Q"Q"

"

+L@L*L
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#反转录试剂盒!在
1=7

;

5!M

"

+

#

"(

引导下延

伸出第一条
R?89

链&用基因特异性引物
1,8"

"

%a!<++<9+-+-9<99<9-<-9-+-!Ia

#和
1,8#

"

%a!9+<9<99++<-9<+<9+9<--++!Ia

#

%F

_

退火进行
,-*

扩增&扩增片段经纯化后克隆入

0

b?"(!+

载体"

+L@L*L

#!然后送交上海生物工程

技术服务有限公司测序&

FG!

!

=BH

的生物信息学分析

使用
?89C3L:

软件的
,:534L6

程序对
./0

基

因编码的蛋白序列进行预测&分别在网络服务器

JK9C+

"

J=L23

0
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+J=L23X
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#和
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"
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0
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ZZZQ2L6!

;

4:QLRQHG

*

C5[3ZL:4

*

,[LE

*#上执行序列同源性搜

索!寻 找 已 有 的
1,8

相 关 氨 基 酸 序 列%应 用

b4

;

9=7

;

6

"

?89C3L:%Q&

#软件的
-=H23L=W

计算方

法!对包括大白猪在内的相关物种的多肽序列进行

比对分析%利用
KL24

;

464

的
,:534L6

分析
1,8

蛋

白质的二级结构%基于
DJU

的
U634:,:5

和
,:52734

的
E537[

数据库对
./0

基因的结构和功能域进行

预测&

FGI

!

分子进化树的构建

使用
-=H23L=B

程序以从
CZ722!,:53

数据库检

索到的人'牛'水牛'猕猴'猩猩的
./0

基因与本研

究克隆所得到的猪
./0

基因进行多重序列比对!

构建分子进化树&

FG$

!

半定量
JKLB(J

根据
<46JL6G

上猪
!

A$"#()

的
R?89

序列

"

V&FF()

#设计特异性引物
LR376"

"

%a!-<<<9--+!

<9--<9-9+--9!Ia

#和
LR376#

"

%a!<<<--<+!

<9+-+--++-+<!Ia

#%根据
./0

的
R?89

序列

"

8b

+

#"'&#I

#设计特异性引物
1,8I

"

%a!9+9<-!

-++-+<--+-+<<!Ia

#和
1,8'

"

%a!-+<-<!

<99-++-++9<9++!Ia

#&依照上述方法从不同

组织的
E*89

反转录得到
R?89

!分别在
1,8I

*

1,8'

"退火温度
%F_

#和
LR376"

*

LR376#

"退火温度

%(_

#引导下!以不同的
R?89

为模板进行
#%

#

I%

个循环不等的特异性
,-*

扩增&扩增片段经琼脂

糖凝胶电泳分离后!以
9JU

"

J75!*9?

#凝胶成像系

统获取电泳条带信息!之后以软件
AHL6373

>

164

分

析统计电泳条带亮度差异&

FG'

!

总蛋白的提取和
@23921+LC)*9

总蛋白的提取方法及
W4234:6!/=53

的操作流

程见参考文献(
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)!其中一抗是鼠抗人
1,8

"

-4==!

CR746R4

#多克隆抗体%二抗是辣根过氧化物酶标记

的羊抗鼠
U

;

<

"华特生#&

?9J

显色&

!

!

结
!

果

!GF

!

!"#

基因的克隆和序列分析

通过
*+!,-*

最终得到
"

条长度为
.&./

0

的

扩增片段"图
"

#!为
./0

基因完整的开放读码框!

编码
I&I

个氨基酸!其中天冬氨酸'谷氨酸'丝氨酸

所占比例最高"图
#

#&

图
F

!

!"#

基因的
JKLB(J

扩增结果

6,

-

MF

!

JKLB(J1237)9*<

0

*18,+2!"#

-

2+2

!G!

!

=BH

高级结构预测分析

二级结构中的
!

螺旋'

$

折叠'

+H:6

转角'

-57=

卷曲螺旋'亲水性分布如图
I

所示!可以看出二级结

构中
!

螺旋占很大比例!并且亲水性较强&

./0

基因的结构和功能域的预测结果显示!在

其结构上存在骨桥蛋白的结构域!而
,:52734

数据库

则提供了
./0

基因的骨桥蛋白的信号标签!其共

有的保守序列为(

@A

)

!B!

(

+9

)

!B

"

#

#

!

(

<9

)

!C!C!D!

D!@

&其中的
C!C!D!D!@

结构序列是
1,8

作为细胞

内某些蛋白激酶底物!发生磷酸化修饰的结构基础&

)).
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信号序列标签"

@A+8C<CCDD@

#和
*<?

序列"
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;
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>

!92

0

!细胞黏附序列#用方框标出

+P427

;

6L3H:424

\

H46R4

"

@A+8C<CCDD@

#

L6M*<?
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9:
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!

24

\

H46R4[5:R4==L33LRP!

E463

#

24
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H46R4L:4/5B4M

图
!

!

!"#

基因的氨基酸组成

6,

-

M!

!

:N,+*48,538*N

0

*3,9,*+*<!"#

-

2+2

!

图
I

!

!"#

基因的二级结构分析

6,

-

MI

!

:+4)

;

3,3*<328*+541

;

391789712*<!"#

!

!GI

!

分子进化树的构建

多重序列比对结果表明
1,8

在进化上相对保

守!存在
I

个主要同源区!

1,8

信号标签位于第一个

同源区!用框线标出"图
'

#&使用
bD<9IQ"

程序!采

用
847

;

P/5:!c57676

;

算法!自抽样值"

J55323:L

0

#设为

"&&&

!构建分子进化树如图
%

&在
CZ722!,:53

数据库

图
$

!

&

个物种的
!"#

基因编码区之间的同源性比较

6,

-

M$

!

O7)9,L4),

-

+N2+9*<9A2!"#(PQ*<3,/3

0

28,23

F).
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检索到
1,8

信号标签序列的比对结果"图
)

#!但没

有找到相关基因的完整序列!根据获得的
1,8

信

号标签的保守序列!采用
847

;

P/5:!c57676

;

算法!

J55323:L

0

设为
"&&&

!构建分子进化树"图
F

#&

图
'

!

基于
H2,

-

AC*1LR*,+,+

-

算法的
!"#

基因的分子

进化树

6,

-

M'

!
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;
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2+9,891228*+39178925E,9AH2,

-

AC*1LR*,+L
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-

N29A*5C4325*+!"#

-

2+2

图
&

!

&

个物种的
=BH

信号标签序列的同源性比较
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-

M&

!

O7)9,L4),

-

+N2+9*<9A2=BH3,

-

+49712*<3,/3

0

28,23

从获得的
#

个进化树均可看出猪与牛的同源性

最高!划归为一类!而人与猩猩'猕猴划归为一类!大

小鼠之间的
1,8

信号序列存在差异!鸡的差异最

为明显!第一个位点为
A

!其它为
@

&

图
%

!

基于
H2,

-

AC*1LR*,+,+

-

算法的
=BH

信号标签的

分子进化树

6,

-

M%

!

BA

;

)*

-

2+9,891228*+39178925E,9AH2,

-

AC*1LR*,+L

,+

-

N29A*5C4325*+=BH3,

-

+49712

!

!G$

!

!"#

在
NJH:

水平上的检测

如图
(9

所示!大白猪不同组织中
./0

的
*+!

,-*

电泳分离条带的亮度存在明显的差异!但作为

内参的各组织的
!

A$"#()

对应的条带却没有亮度上

的明显差异&为更直观地说明问题!换算出凝胶中不

同组织的
./0

对
!

A$"#()

扩增条带的光密度的比值!

再量化成柱状图表示"图
(J

#&对大白猪
""

种组织

考察后发现!胃'肾'肺'小肠和卵巢"图
(J

!

I

'

%

'

)

'

(

和
""

泳道#中
1,8

的
E*89

丰度较高!而在心!脾

和大肠"图
(J

!

"

'

'

和
F

泳道#中相对较低&

9Q

不同组织
!

A$"#()

和
./0

的
*+!,-*

扩增结果及量化统计分析&

"Q
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#Q

肝%
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'Q
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(Q

小肠%

.Q

肌肉%

"&Q

子宫%

""Q

卵巢%

bQ?K#&&&EL:G4:

&

JQ

量化成柱状图表示的不同组织

的
./0

对
!

A$"#()

的扩增条带光密度的比值&

J

图中各柱编号与
9

中电泳孔道编号相对应
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图
S

!

!"#

在大白猪不同组织内
NJH:

水平上的表达

6,

-
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./

0

1233,*+*<!"# NJH:,+5,<<212+99,33723*<?41
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2@A,92

0

,

-

3

!G'

!

=BH

在蛋白水平上的检测

骨桥蛋白在大白猪所检测的
(

个组织中表达情

况不同!心'肺'子宫表达
F&

和
'%GH

的蛋白!胃'

肾'小肠表达
F&

'

'%

和
#'GH

的蛋白!而肝和肌肉只

表达
F&GH

的蛋白"图
.

#&

I

!

讨
!

论

IGF

!

!"#

基因的序列和结构分析

通过对
./0

基因多肽序列的分析!我们发现

该基因所编码的氨基酸中!天冬氨酸'谷氨酸和丝氨

().
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子质量标准
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图
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=BH

在大白猪不同组织内蛋白水平上的表达
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2@A,92

0
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3

酸所占比例最高!分别 占到
"I$#d

'

""$#d

和

"I$)d

!略低于大鼠"天冬氨酸!谷氨酸和丝氨酸分

别占
".d

'

"Fd

和
#'d

#&其中也含有人们早在大

鼠上发现的特异的
9:

;

!<=

>

!92

0

序列"

*<?

#"图

#

#

(

I

)

!这个序列是蛋白质分子中与细胞黏附有关的

重要功能域!是
1,8

分子发挥黏附功能的结构基

础(

'

)

!具有高度保守性!如果变异或缺失!将丧失促

黏附功能&其氨基端有
.

个天冬氨酸!组成一个高

度酸性区域!它对羟基磷灰石有结合能力!是联系骨

细胞与羟基磷灰石间的,桥梁-&含有
*<?

氨基端

的
1,8

分子片段比全长
1,8

分子促黏附作用更

强!其增强的促黏附作用可被不含有
*<?

的
1,8

羧基端片段所抑制&不同种属的
./0R?89

序列

比对显示!该基因具有中度同源性!在氨基末端区

域'羧基末端区域和含
*<?

基元的
%&

个氨基酸序

列区域呈高度保守&

IG!

!

分子进化分析

目前只在
)

个物种上获得了
./0

基因的完整

序列!还有
"#

个带有完整信号标签结构域的序列&

根据本试验所测得的序列!同时结合这些已有序列

构建的进化树表明!

./0

基因在进化上比较保守!

符合进化关系!猩猩和鸡的变异程度较大!猪与牛和

水牛的最为接近&

IGI

!

!"#

基因的表达

本研究采用
*+!,-*

技术检测了
./0

基因在

大白猪不同组织的表达情况!

*+!,-*

技术自身因

其灵敏度高'操作简单和价格低廉等优点而被广泛

采用!但它同时也具有假阳性率过高的缺点&本试

验中为了最大限度的降低这种假阳性结果!对每个

组织扩增出的阳性条带都进行了克隆测序!在一定

程度上保证了结果的准确性&

J:5Z6

等(

%

)曾报道过人的
1,8

广泛分布于消

化系统!特别是与外界相通的腔道的上皮表面!比

如$胃'小肠'阑尾'大肠'胆囊上皮'肝内胆管'胰腺'

唾液腺管和唾液腺粘液细胞%大鼠'小鼠及人的肾脏

均有
1,8

的表达%兔子的整个生殖周期子宫内

1,8

的表达具有波动性(

)

)

&综合前人的研究结果!

我们可以看出
./0

基因的表达具有组织细胞特异

性!并且受多种激素'生长因子'肿瘤促进剂及原癌

基因表达产物的调控&本研究所检测的
""

个组织

中!在
E*89

水平上均表达该基因!但表达水平存

在明显差异!胃'肾'肺'小肠和卵巢中的
E*89

丰

度较高!而在心'脾和大肠中相对较低!这与已有的

研究结果基本一致&至于
1,8

在各种组织中表达

水平的高低则与大白猪的健康状况'采样日龄以及

饲喂条件等诸多外在因素有关!同时也与各个组织

内的调控网络有关!因此推测它在各个组织的表达

在整个生长发育期内是变化的&

在蛋白水平上的表达经
W4234:6!/=53

检测后

发现!不同组织内该蛋白的大小不同!出现了
F&

GH

!

F&

和
'%GH

!

F&

'

'%

和
#'GH

这
I

种蛋白&这种

情况在人'鼠和羊上都曾有过报道&例如大鼠成熟

的成骨细胞中合成
''GH

的
1,8

!而未分化成熟的

前成骨细胞则合成一种
%%GH

的低磷酸化蛋白(

F

)

&

在羊的子宫内膜提取物中就检测到了
F&

'

'%

和
#'

GH

这
I

种蛋白(

(

)

&本研究结果表明!在同一物种的

不同组织中!

1,8

的大小与形式也不完全相同!推

测这可能是
E*89

不同剪切的结果&

目前!关于
./0

基因的研究集中于它在人类

的病理和生理过程中所起的作用!例如!

XH

等研究

报道!

./0

基因的突变可能导致全身性红斑狼

疮(

.

)

%

1,8!R

可能是乳腺癌的一个可选择性生物标

.).
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)

&其次是在骨组织的病理和生理中所起作用

的研究!如
e:L6O46

等研究发现骨桥蛋白的缺失会

最终导致骨质疏松(

""

)

&

1,8

的另外一个研究热点

集中在神经疾病方面(

"#

)

&由此可见!

1,8

在人全

身性疾病的进化和发展中起着重要的作用!而在猪

病中可能起到的作用还需进一步研究&
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