
书书书

畜牧兽医学报　２０１３，４４（７）：１０００１００７

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

ｄｏｉ：１０．１１８４３／ｊ．ｉｓｓｎ．０３６６６９６４．２０１３．０７．００２

猪犅犘犐基因部分犮犛犖犘狊检测及其对

蛋白结构功能的影响

吴正常１，王　靖１，朱世平１，赵乔辉１，刘　璐１，訾　臣１，吴圣龙１
，２，包文斌１，２

（１．扬州大学动物科学与技术学院，江苏省动物遗传繁育与分子设计重点实验室，扬州２２５００９；

２．江苏省现代种猪分子选育工程技术研究中心，常州２１３１４９）

摘　要：本试验以９８头苏太猪为研究对象，检测犅犘犐基因部分编码区的单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ），并预测分析碱基

突变对ＢＰＩ蛋白结构和功能的影响。利用ＰＣＲＳＳＣＰ和ＰＣＲＲＦＬＰ结合测序的方法检测犅犘犐基因外显子１、４和

１０的ＳＮＰｓ，运用生物信息学比较分析原蛋白和突变型蛋白的理化性质和结构。结果表明，以犅犘犐基因ｃＤＮＡ序

列作为参照，犅犘犐外显子１、４和１０存在６个ＳＮＰｓ，３个同义突变（ｃ．２４Ａ＞Ｇ、ｃ．５４Ｔ＞Ｃ和ｃ．５２２Ｃ＞Ｔ）和３个错

义突变（ｃ．４３３Ｃ＞Ｔ（Ａｒｇ１４５Ｔｒｐ）、ｃ．１０６０Ａ＞Ｇ（Ｔｈｒ３５４Ａｌａ）和ｃ．１１５１Ｔ＞Ｇ（Ｌｅｕ３８４Ａｒｇ））。３种错义突变未改变

ＢＰＩ蛋白的理化性质、信号肽、跨膜区、糖基化位点以及二、三级结构，但是导致磷酸化位点的改变或存在其他潜在

功能位点区域。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验发现，ＢＰＩ蛋白的分子量为５３ｋｕ，苏太猪Ｆ１８大肠杆菌抗性型猪的ＢＰＩ蛋白表

达量显著高于敏感型猪。猪犅犘犐外显子４和１０的碱基突变不同程度影响到蛋白功能，并可能对机体疾病的抗性／

易感性产生影响。
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１０ｏｆｐｉｇ犅犘犐ｇｅｎｅａｆｆｅｃｔｐｒｏｔｅｉｎｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｏｎｅｗａｙｏｒａｎｏｔｈｅｒ，ｗｈｉｃｈｍａｙｈａｖｅａｎｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ／ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｐｉｇｄｉｓｅａｓｅ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｐｉｇ；犅犘犐ｇｅｎｅ；ＳＮＰｓ；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ；ｐｒｏｔｅｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ

　　杀菌通透性增强蛋白（Ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ／ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉ

ｔｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＰＩ）属于抗菌类蛋白，具有

中和内毒素、杀灭革兰阴性菌和促进补体活化增强

调理（第１４２～１６９氨基酸）等功能
［１］，而编码区是基

因负责编码功能蛋白的关键区域，其中碱基发生突

变往往会影响到蛋白结构和功能，从而引起某种疾

病或抗性／易感性的改变。人犅犘犐基因 Ａ６４５Ｇ突

变引起第２１６号氨基酸改变（Ｌｙｓ→Ｇｌｕ），与心肌梗

塞［２］、克罗恩病［３］以及肉芽肿病［４］等有关。

ＢＰＩ蛋白经蛋白酶水解后裂解为２５ｋｕ的Ｎ端

和３０ｋｕ的Ｃ端，Ｎ末端片段具有完整ＢＰＩ分子杀

菌及结合／中和内毒素的全部生物学活性［５］，而ＢＰＩ

蛋白Ｎ端杀菌活性区主要由外显子１编码。Ｋ．Ｔ．

Ｃｈｒｉｓｔｏｐｈｅｒ等人研究发现，猪犅犘犐第４和１０外显

子的ＲＦＬＰ多态性与沙门氏菌的易感性有关
［６］。鉴

于前人的研究基础和ＢＰＩ蛋白的功能特点，本研究

将犅犘犐基因外显子１、４和１０作为检测目标，通过

ＰＣＲＳＳＣＰ或ＰＣＲＲＦＬＰ检测犅犘犐外显子１、４和

１０的多态性，利用测序技术检测确定ＳＮＰｓ位点，

并通过生物信息学对突变型蛋白和原蛋白（来自

ＧｅｎＢａｎｋ数据库的 ＮＰ＿００１１５２７７９．１）进行预测比

较，分析所检测到的猪犅犘犐基因编码区部分碱基突

变对蛋白结构和功能的影响，并对ＢＰＩ蛋白的功能

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证，从而为进一步探究ＢＰＩ蛋

白功能和选择有效遗传标记奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　犅犘犐基因编码区序列来源

目前公布的猪犅犘犐基因并没有其外显子的注

释，课题组通过ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ找到猪的２１条染

色体的 ｍａｐｖｉｅｗ，经过ｂｌａｓｔｓｅａｒｃｈａｇａｉｎｓｔｐｉｇｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｓ，找１段ｒｅｆｓｅｑ序列（非冗余的）犅犘犐ｍＲＮＡ

序 列 ＥＦ４３６２７８ 并 选 择 高 通 量 测 试 数 据 库

（ＨＴＧＳ），从而找到１条同源性达到９９％的序列，

这是１段包含犅犘犐全序列的高通量测试序列，序列

号为ＦＰ３３９５７９．２，但并未注释。然后通过ＮＣＢＩ上

的ｓｐｉｄｅｙ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＩＥＢ／

Ｒｅｓｅａｒｃｈ／Ｏｓｔｅｌｌ／Ｓｐｉｄｅｙ／）进行非冗余 ｍＲＮＡ与此

高通量结果比对，得出犅犘犐所有１５个外显子的全

部序列信息。以ｍＲＮＡ序列参照，本试验检测目标

外显子１、４和１０分别位于９～２２５ｂｐ（片段为２１７

ｂｐ）、４７０～６３２ｂｐ（片段为１６３ｂｐ）和１０８９～１２５６

ｂｐ（片段为１６８ｂｐ）。

１．２　多态性分析

选取苏太猪（来自江苏省苏州市苏太猪育种中

心）９８头，每个个体采耳组织块约１．０ｇ，按照常规

苯酚氯仿法提取ＤＮＡ。以犅犘犐基因序列为参照

设计引物Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３（表１），分别扩增犅犘犐外显子

１、４和１０，引物由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成。

采用ＰＣＲＳＳＣＰ方法分析猪犅犘犐外显子１和４

多态性：基因组ＤＮＡ（１００ｎｇ·μＬ
－１）１．０μＬ，１０×

Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋）２．０μＬ，ｄＮＴＰ混合物１．５μＬ，上下游

引物 （１０μｍｏｌ·μＬ
－１）各 １．０μＬ，犜犪狇 酶 （５

Ｕ·μＬ
－１）０．２μＬ，加灭菌蒸馏水补足至２０μＬ。

ＰＣＲ扩增条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０

ｓ，退火３０ｓ（退火温度见表１），７２℃延伸３０ｓ，共进

行３０个循环；然后７２℃延伸８ｍｉｎ，最后放入４℃

保存备用。取７μＬ上样缓冲液与４μＬＰＣＲ产物

混和，９８℃变性１５ｍｉｎ，冰浴１０ｍｉｎ。然后将冰浴

的变性混合样全部点入１２％非变性聚丙烯酰胺凝

胶中，１１０Ｖ电泳过夜，银染显色。采用ＰＣＲＲＦＬＰ

方法分析猪犅犘犐外显子１０多态性，具体方法参考

文献［７］。根据多态分析结果，选取不同基因型的
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ＰＣＲ产物，交由上海生工生物工程技术服务有限公

司用ＡＢＩＰＲＩＳＭ３７７ＤＮＡ自动测序仪完成序列测

定。

表１　犘犆犚引物的信息

犜犪犫犾犲１　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犘犆犚狆狉犻犿犲狉狊

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

退火温度／℃

Ｔｍ

产物长度／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｌｅｎｇｔｈ

Ｐ１
Ｆ：ＧＣＡＴＣＣＡＡＴＴＡＣＣＧＴＡＧＴＣ

Ｒ：ＴＣＣＴＣＣＴＣＴＣＴＧＣＡＣＴＣＴＡＣＴ
外显子１ ５９．３ ２４９

Ｐ２
Ｆ：ＴＣＡＧＧＴＴＧＧＴＴＡＣＣＧＣＡＧＡＧ

Ｒ：ＡＣＣＣＴＧＴＴＧＡＴＧＴＧＧＣＴＴＣＴ
外显子４ ６２．４ ２００

Ｐ３
Ｆ：ＣＣＣＡＡＣＡＴＧＧＡＧＡＴＧＣＡＧＴＴＣ

Ｒ：ＣＡＡＴＧＡＡＴＣＡＡＴＧＡＧＣＡＣＡＣＣ
外显子１０ ５７ ４４５

１．３　生物信息学分析

首先利用ＤＮＡＭＡＮ软件分析ＳＮＰｓ位点，其

次利用在线预测和软件分析突变前后ＢＰＩ蛋白质

的结构和功能，具体蛋白预测分析方法见表２。

表２　蛋白结构功能预测方法及相关网址

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犿犲狋犺狅犱狅犳狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀犪犫狅狌狋狆狉狅狋犲犻狀狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅狉犳狌狀犮狋犻狅狀犪狀犱狉犲犾犪狋犲犱狑犲犫狊犻狋犲狊

蛋白结构功能

Ｐｒｏｔｅｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎ

预测网址及相关软件

Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｗｅｂｓｉｔｅｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｓｏｆｔｗａｒｅｓ

蛋白质的理化性质

Ｐｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎ
ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）

二硫键Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄｓ Ｓｃｒａｔｃｈ（ｈｔｔｐ：／／ｓｃｒａｔｃｈ．ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ．ｉｃｓ．ｕｃｉ．ｅｄｕ／）

信号肽Ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ ＳｉｇｎａｌＰ４．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）

跨膜区Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｇｉｏｎ ＴＭＨＭＭ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ２．０／）

Ｏ糖基化位点Ｏｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ＮｅｔＯＧｌｙｃ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＯＧｌｙｃ／）

Ｎ糖基化位点Ｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ＮｅｔＮＧｌｙｃ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＮＧｌｙｃ／）

磷酸化位点Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ＮｅｔＰｈｏｓ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）

功能区域Ｆｕｎｃｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）

二级结构Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ａｎｔｈｅｐｒｏ蛋白分析软件基于Ｇａｒｎｉｅｒ方法

三级结构Ｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）

１．４　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋验证

本课题组前期在苏太猪群体中已经建立了Ｆ１８

大肠杆菌抗性型和敏感型群体，从中选取３头抗性

型猪和３头敏感型猪作为试验对象。对于核转运试

验，细胞核和细胞质分离都通过厂家生产的 ＮＥ

ＰＥＲ试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ）获得，蛋白质水平的标准化通

过ＢＣＡ试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ）完成。ＳＤＳＰＡＧＥ（聚丙烯

酰胺凝胶电泳）：取１０μＬ蛋白质上样，制成１０％凝

胶，跑胶条件为１６０Ｖ，７０ｍｉｎ。Ｂｌｏｔｔｉｎｇ（蛋白印

迹）：蛋白质转移到ＰＶＤＦ膜（聚丙烯二氟乙烯膜）

２００１



　７期 吴正常等：猪犅犘犐基因部分ｃＳＮＰｓ检测及其对蛋白结构功能的影响

上，与相关抗体进行免疫印迹，ＢＰＩ抗体（ＡＢｍａｒｔ，

１∶５００）作为一抗，兔原抗体（１∶３０００）ｌｇＧ作为二

抗，βａｃｔｉｎ（β肌动蛋白）作为参照。

２　结　果

２．１　犛犖犘狊位点分析

对猪 犅犘犐基因外显子１、４和１０分别进行

ＰＣＲＳＳＣＰ／ＲＦＬＰ分析，结果见图１，选取不同基因

型的个体进行直接测序和序列比对，结果表明：犅犘犐

基因ｃＤＮＡ全长序列中３个外显子共检测到６个

ＳＮＰｓ位点，位点信息见表３。

１．外显子１检测出２种基因型：ＡＡ和ＡＣ；２．外显子４
检测出３种不同基因型：ＡＡ、ＧＧ和 ＡＧ；３．外显子１０
检测出３种不同基因型：ＡＡ、ＴＴ和 ＡＴ，Ｍ．ＤＮＡ相对

分子质量标准ｐＢＲ３２２ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

１．ＧｅｎｏｔｙｐｅＡＡａｎｄＡＣｉｎｅｘｏｎ１；２．ＧｅｎｏｔｙｐｅＡＡ，

ＧＧａｎｄＡＧｉｎｅｘｏｎ４；３．ＧｅｎｏｔｙｐｅＡＡ，ＴＴａｎｄＡＴｉｎ

ｅｘｏｎ１０，Ｍ．ｐＢＲ３２２ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图１　犅犘犐外显子１、４和１０犘犆犚犛犛犆犘／犚犉犔犘分析

犉犻犵．１　犜犺犲犘犆犚犛犛犆犘／犚犉犔犘犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犅犘犐犵犲狀犲犻狀犲狓狅狀

１，４犪狀犱１０

表３　猪犅犘犐基因外显子１、４和１０的犛犖犘狊分析

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犛犖犘狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆犻犵犅犘犐犵犲狀犲犻狀犲狓狅狀１，４犪狀犱

１０

犅犘犐外显子

犅犘犐ｅｘｏｎ

突变位点

Ｍｕｔａｔｉｏｎａｌｓｉｔｅ

碱基变化

Ｂａｓｅｃｈａｎｇｅ

氨基酸变化

Ａｍｉｎｏａｃｉｄｃｈａｎｇｅ

外显子１

Ｅｘｏｎ１

ｃ．２４ Ａ→Ｇ 同义突变

ｃ．５４ Ｔ→Ｃ 同义突变

外显子４

Ｅｘｏｎ４

ｃ．４３３ Ｃ→Ｔ Ａｒｇ１４５Ｔｒｐ

ｃ．５２２ Ｃ→Ｔ 同义突变

外显子１０

Ｅｘｏｎ１０

ｃ．１０６０ Ａ→Ｇ Ｔｈｒ３５４Ａｌａ

ｃ．１１５１ Ｔ→Ｇ Ｌｅｕ３８４Ａｒｇ

２．２　犅犘犐蛋白结构和功能的生物信息学分析

２．２．１　ＢＰＩ蛋白理化性质　　猪ＢＰＩ蛋白的理化

性质分析预测结果表明，ＢＰＩ原蛋白序列（来自

ＧｅｎＢａｎｋ数据库，ＮＰ＿００１１５２７７９．１）分子式为Ｃ２４３３

Ｈ３８６６Ｎ６４０Ｏ６７１Ｓ１７，分子质量约为５３．３６ｋｕ，原子总数

为７６２７，理论等电点ｐＩ为９．６９，带正电荷和负电荷

的氨基酸残基数分别为５１和３２个。ＢＰＩ蛋白包含

２０种常见的氨基酸，其中Ｌｅｕ含量最高（１３．３％），

Ｔｒｐ和Ｃｙｓ含量最低（１％），未发现特殊的吡咯赖氨

酸（Ｐｙｌ）和硒半胱氨酸（Ｓｅｃ）。蛋白质中脂肪链氨基

酸含量表示脂溶指数（Ａｌｉｐｈａｔｉｃｉｎｄｅｘ），主要由

Ｌｅｕ、Ｉｌｅ和Ｖａｌ组成，可以代表蛋白的稳定性，本研

究发现该ＢＰＩ蛋白脂溶指数为１００．５６，表明该蛋白

是脂溶性蛋白。不稳定系数（Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘ）为

３２．７０（＜４０），表明ＢＰＩ蛋白稳定。总平均亲水性

（ＧＲＡＶＹ）为０．１０８，说明该蛋白疏水性较强。３种

突变型蛋白与原蛋白的理化性质进行比较发现（表

４），蛋白质分子量、理论等电点、脂溶指数、不稳定系

数以及总平均亲水性略微发生改变，突变后的ＢＰＩ

蛋白仍然是稳定的脂溶性蛋白。

２．２．２　二硫键、信号肽及跨膜区等特殊结构预测　

　预测结果表明，３种突变型ＢＰＩ蛋白均不存在二

硫键，与原蛋白分析结果相同。用ＴＭＨＭＭＳｅｒｖ

ｅｒｖ．２．０预测３种突变型ＢＰＩ蛋白发现，跨膜螺旋

数均为１，跨膜区域位于１２～３４位氨基酸，与原蛋

白预测结果完全一致，表明这些突变位点并没有对

跨膜结构造成影响。

信号肽是分泌蛋白Ｎ端１０～３５位氨基酸的疏

水性区域，介导蛋白质肽链进入内质网腔［８］。本研

究采用在线工具ＳｉｇｎａｌＰ４．０预测猪ＢＰＩ蛋白信号

肽，在线输入前７０个氨基酸，并基于神经网络模型

ＮＮ进行分析，信号肽剪切位点预测通过Ｙ最大值

（Ｙｓｃｏｒｅｍａｘｉｍｕｍ）来判断，是否为分泌蛋白通过Ｓ

平均值（Ｍｅａｎｓｓｃｏｒｅ）来判断，若Ｓ平均值大于０．５，

则为分泌蛋白，存在信号肽。ＳｉｇｎａｌＰ４．０预测３种

突变型ＢＰＩ蛋白的信号肽发现，３种突变型ＢＰＩ蛋

白均存在信号肽，Ｙ值为０．６９８，Ｓ平均值为０．９４７

（＞０．５），并且剪切位点都位于２７～２８位氨基酸，与

原蛋白预测结果完全一致。

２．２．３　糖基化和磷酸化位点预测　　通过对３种

ＢＰＩ突变型蛋白的Ｏ糖基化位点预测发现，均存在

２个Ｏ糖基化位点和５个Ｎ糖基化位点，且糖基化

潜力值和位点均一样。Ｔｈｒ２５和Ｔｈｒ４３８的Ｏ糖基
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化潜力值分别为０．５５１和０．６０４（均大于０．５），表明

这２个位点的苏氨酸为Ｏ糖基化位点（图２）；通过

对突变型猪 ＢＰＩ蛋白 Ｎ糖基化位点预测发现，

Ａｓｎ２３３、Ａｓｎ３０４、Ａｓｎ３０８、Ａｓｎ３７６和Ａｓｎ３８８的

Ｎ糖基化潜力值分别为０．６６２６、０．７１６３、０．５００８、

０．５０３４以及０．５２８３（均大于０．５），表明这５个位

点的天冬酰胺为 Ｎ糖基化位点（图３）。经比较发

现，突变型蛋白的糖基化位点与原蛋白完全相同。

表４　犅犘犐蛋白的理化性质分析

犜犪犫犾犲４　犜犺犲狆犺狔狊犻犮犪犾犪狀犱犮犺犲犿犻犮犪犾狆狉狅狆犲狉狋犻犲狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犅犘犐狆狉狅狋犲犻狀

理化性质

Ｐｈｙｓｉｃａｌａｎｄ

ｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｙ

蛋白类型Ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｐｅ

原蛋白

Ｏｒｉｇｉｎａｌｐｒｏｔｅｉｎ

Ａｒｇ１４５Ｔｒｐ突变型蛋白

ＭｕｔａｎｔＰＡｒｇ１４５Ｔｒｐ

Ｔｈｒ３５４Ａｌａ突变型蛋白

ＭｕｔａｎｔＰＴｈｒ３５４Ａｌａ

Ｌｅｕ３８４Ａｒｇ突变型蛋白

ＭｕｔａｎｔＰＬｅｕ３８４Ａｒｇ

分子量／ｕ

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ
５３３６４．３ ５３３９４．３ ５３３３４．３ ５３４０７．３

理论等电点

Ｔｈｅｏｒｙｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｐｏｉｎｔ
９．６９ ９．６４ ９．６９ ９．７３

脂溶性指数

Ａｌｉｐｈａｔｉｃｉｎｄｅｘ
１００．５６ １００．５６ １００．７７ ９９．７５

不稳定系数

Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘ
３２．７０ ３３．０５ ３２．７０ ３２．７０

总平均亲水性

Ｇｒａｎｄａｖｅｒａｇｅｏｆｈｙｄｒｏｐａｔｈｙ
０．１０８ ０．１１６ ０．１１４ ０．０９１

图２　犅犘犐蛋白的犗糖基化位点预测

犉犻犵．２　犘狉犲犱犻犮狋犲犱犗犵犾狔犮狅狊狔犾犪狋犻狅狀狊犻狋犲狊狅犳犅犘犐狆狉狅狋犲犻狀

图３　犅犘犐蛋白的犖糖基化位点预测

犉犻犵．３　犘狉犲犱犻犮狋犲犱犖犵犾狔犮狅狊狔犾犪狋犻狅狀狊犻狋犲狊狅犳犅犘犐狆狉狅狋犲犻狀

　　磷酸化位点预测分析发现，ＢＰＩ原蛋白中有１９

个丝氨酸（Ｓｅｒ９３，９８，１０６，１１１，１１５，１３４，１３９，

１５２，１５５，１６０，１６１，１７４，１７７，１９９，２１１，３１９，

３５８，３９２，４８３位）、５个苏氨酸（Ｔｈｒ８，３７，５１，

２１９，３５４位）和２个酪氨酸（Ｔｙｒ４３，７２位）存在潜

在的磷酸化位点（阈值大于０．５）（图４），经比较发

现，Ｔｈｒ３５４Ａｌａ突变型蛋白少了１个Ｓｅｒ３５８和１个

Ｔｈｒ３５４，而其他突变型蛋白的磷酸化位点与原蛋白

完全一致。

图４　犅犘犐蛋白的磷酸化位点预测

犉犻犵．４　犘狉犲犱犻犮狋犲犱狆犺狅狊狆犺狅狉狔犾犪狋犻狅狀狊犻狋犲狊狅犳犅犘犐狆狉狅狋犲犻狀

２．２．４　功能位点区域预测　　用ＳＭＡＲＴ预测猪

ＢＰＩ蛋白的功能位点区域，结果主要从保守功能域

和潜在功能域两方面来分析，原蛋白和３种突变型

蛋白的保守功能区域完全一致，都具有２个锌指结

构域ＢＰＩ１（Ｎ端保守区域）和ＢＰＩ２（Ｃ端保守区域），
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以及１个跨膜区域（位于１２～３４位氨基酸）。原蛋

白的潜在功能域只存在３个ＬＣＲ（Ｌｏｗｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ

ｒｅｇｉｏｎ），而３种突变型蛋白除了ＬＣＲ区域，还存在

其他潜在功能位点区域，具体信息见表５和表６。

表５　犅犘犐蛋白的功能域预测

犜犪犫犾犲５　犜犺犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犅犘犐狆狉狅狋犲犻狀犳狌狀犮狋犻狅狀犱狅犿犪犻狀狊

蛋白类型

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｐｅ

功能区域Ｆｕｎｃｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ

保守的功能域

Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ

潜在的功能域

Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ

原蛋白 Ｏｒｉｇｉｎａｌｐｒｏｔｅｉｎ 跨膜区，ＢＰＩ１和ＢＰＩ２ ＬＣＲ

Ａｒｇ１４５Ｔｒｐ突变型蛋白

ＭｕｔａｎｔＰＡｒｇ１４５Ｔｒｐ
跨膜区，ＢＰＩ１和ＢＰＩ２ ＬＣＲ，ＢＨ４，ＷＧＲ，ＺｎＦ＿ＺＺ，ＩＧ＿ＦＬＭＮ

Ｔｈｒ３５４Ａｌａ突变型蛋白

ＭｕｔａｎｔＰＴｈｒ３５４Ａｌａ
跨膜区，ＢＰＩ１和ＢＰＩ２ ＬＣＲ，ＢＨ４，ＷＧＲ，ＺｎＦ＿ＺＺ，ＡｒｆＧａｐ

Ｌｅｕ３８４Ａｒｇ突变型蛋白

ＭｕｔａｎｔＰＬｅｕ３８４Ａｒｇ
跨膜区，ＢＰＩ１和ＢＰＩ２ ＬＣＲ，ＢＨ４，ＷＧＲ，ＺｎＦ＿ＺＺ，ＡｒｆＧａｐ，ＩＧ＿ＦＬＭＮ

表６　犅犘犐蛋白潜在的功能域信息

犜犪犫犾犲６　犜犺犲犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀犪犫狅狌狋犅犘犐狆狉狅狋犲犻狀狆狅狋犲狀狋犻犪犾犳狌狀犮狋犻狅狀犱狅犿犪犻狀狊

潜在的功能域

Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ

名称

Ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ

功能注释

Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ

ＢＨ４ Ｂｃｌ２同源区域４ 参与细胞凋亡过程，ＧＯ：００４２９８１

ＷＧＲ 核酸结合区域
较保守的ｍｏｔｉｆ，主要参与ｐｏｌｙＡ聚合酶合成

以及大肠杆菌钼酸盐代谢

ＡｒｆＧａｐ ＧＴＰ酶（ＡＲＦ）激活蛋白区域 ＧＴＰ酶ＡＲＦ促进ＧＴＰ的水解作用，ＧＯ：０００８０６０

ＺｎＦ＿ＺＺ 锌离子结合蛋白区域
主要是肌营养不良蛋白和反应元件结合蛋白，

参与锌离子相互作用和非共价结合，ＧＯ：０００８２７０

ＩＧ＿ＦＬＭＮ 细丝型免疫球蛋白功能区域 参与蛋白结合，ＧＯ：０００５５１５

２．２．５　ＢＰＩ蛋白空间结构预测　　利用Ａｎｔｈｅｐｒｏ

蛋白分析软件基于Ｇａｒｎｉｅｒ方法对ＢＰＩ蛋白进行二级

结构预测，结果表明，３种突变型蛋白的二级结构元

件均由３２％的α螺旋（Ｈｅｌｉｘ），３１％的β折叠（Ｓｈｅｅｔ），

１７％的β转角（Ｔｕｒｎ）和２０％的自由卷曲（ｃｏｉｌ）构成，

每个二级结构元件的比例与原蛋白完全一致。

ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ根据同源建模分析ＢＰＩ蛋白

的三级结构，发现Ｃ末端区和Ｎ末端区结构非常相

似，并形成特殊的“飞回棒”状，原蛋白模型残基由

２９～４８２个氨基酸组成，与ＰＤＢ蛋白质数据库中模

板１ｂｐ１Ａ（２．４０?）的相似性为６４．１％，衡量其机误

的校准值为３．０６ｅ１６７。模型质量评分的复合评分

函数ＱＭＥＡＮ的Ｚ值为－０．９５，该数值偏低，说明

该ＢＰＩ蛋白为跨膜蛋白。３种突变型蛋白的三级结

构分析情况与原蛋白大体一致。

２．３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析结果

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验结果显示（图５），在５３ｋｕ处

发现１个目的条带，同时可以看出抗性型猪的ＢＰＩ

图５　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析犅犘犐蛋白在抗性组和敏感型组

的表达差异

犉犻犵．５　犇犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犅犘犐狆狉狅狋犲犻狀犫犲狋狑犲犲狀

狉犲狊犻狊狋犪狀狋犪狀犱狊狌狊犮犲狆狋犻犫犾犲犵狉狅狌狆狊犪狀犪犾狔狕犲犱犫狔犠犲狊狋

犲狉狀犫犾狅狋
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蛋白表达水平高于敏感型猪，前面通过生物信息学

预测发现 ＢＰＩ蛋白的分子量约为５３．３６ｋｕ，与

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验结果基本一致。

３　讨　论

关于ＢＰＩ蛋白结构的研究发现，人完整的ＢＰＩ

蛋白的分子量为５５ｋｕ（Ｎ端２５ｋｕ，Ｃ端３０ｋｕ），由

４５６个氨基酸组成
［９］，是等电点为９．０～１０．０的碱

性蛋白［１０］。在一级结构中，带电残基分布不对称，Ｎ

端酸性氨基酸残基比碱性氨基酸残基少１６个，Ｃ端

酸性残基却比碱性残基多２个
［１１］，这种差异使ＢＰＩ

分子带正电荷的 Ｎ端与革兰氏阴性菌带负电荷的

内毒素结合更稳定。人ＢＰＩ蛋白三维分子结构显

示，Ｃ末端区和Ｎ末端区主要包含α螺旋和１个反

平行β折叠，Ｃ末端区和 Ｎ末端区结构非常相似，

并形成了特殊的“飞回棒”状，由各２００个氨基酸左

右的Ｎ末端区和Ｃ末端区及中间２１个氨基酸的连

接区组成［１２］。本试验中对猪ＢＰＩ蛋白结构和功能

进行预测分析，发现猪ＢＰＩ蛋白的基本理化性质

（分子量、等电点以及氨基酸组成）与人的ＢＰＩ基本

相同，二级结构（主要是α螺旋和β折叠）和三级结

构（呈“飞回棒”状）也与人的ＢＰＩ相似。

糖基化和磷酸化是真核生物常见的蛋白质翻译

后修饰过程，真核细胞中的蛋白质磷酸化可以改变

激酶、离子通路等，从而改变细胞应激或新陈代谢。

磷酸化也能够调节许多蛋白质在信号转导中的作

用，调节转移因子与共激活剂和ＤＮＡ的结合吸引

力，改变基因表达、细胞生长和分化［１３］，本研究在猪

ＢＰＩ原蛋白中共发现有２６个（１９个Ｓｅｒ，５个Ｔｈｒ以

及２个Ｔｙｒ）潜在的磷酸化位点，而Ｔｈｒ３５４Ａｌａ突变

型蛋白少了１个Ｓｅｒ３５８和１个Ｔｈｒ３５４，可能影响到某

些代谢调控过程。糖基化主要是修饰天冬酰胺上的

Ｎ端，其氨基酸的特征序列为ＡｓｎＸＳｅｒ／Ｔｈｒ（Ｘ代

表任何一种氨基酸）。蛋白糖基化影响免疫分子的

结构和功能，从而影响机体对抗原的应答反应［１４］，

同时蛋白糖基化作用与某些疾病也有紧密关系，如

艾滋病患者所携带的 ＨＩＶｇｐ１２０位点上的寡甘露

糖位点可以成为潜在的治疗靶位点［１５］。本研究在

猪ＢＰＩ蛋白中共发现有７个糖基化位点（２个Ｏ糖

基化位点和５个Ｎ糖基化位点）并结合蛋白二级结

构分析结果来看，其中Ｔｈｒ４３８位于α螺旋（Ｈｅｌｉｘ）

上，Ｔｈｒ２５、Ａｓｎ２３３和 Ａｓｎ３０４位于凹面β折叠片

上，这些位点的糖基化可能会影响ＢＰＩ与病原相关

分子的连接绑定。

功能域是蛋白质分子中能独立存在的功能单

位，主要从保守功能域和潜在功能域两方面来分析。

保守功能域是指在生物进化或者一个蛋白家族中具

有不变或者相同的功能区域，是蛋白核心作用区域，

还具有起介导蛋白之间相互作用的功能。本试验发

现３种错义突变，即 Ａｒｇ１４５Ｔｒｐ位于外显子４，

Ｔｈｒ３５４Ａｌａ和Ｌｅｕ３８４Ａｒｇ位于外显子１０。本研究

进一步发现，猪ＢＰＩ蛋白存在２个保守功能域ＢＰＩ１

（Ｎ端区域）和ＢＰＩ２（Ｃ端区域），Ａｒｇ１４５Ｔｒｐ突变发

生在ＢＰＩ１区域，Ｔｈｒ３５４Ａｌａ和Ｌｅｕ３８４Ａｒｇ突变发

生在ＢＰＩ２区域。研究发现，Ｎ末端区具有ＢＰＩ的

全部杀菌活性和中和ＬＰＳ活性
［５，１６］，Ｃ末端区主要

起到增强ＢＰＩ的稳定性，以及增强机体细胞免疫的

调理作用［１７］，因此这些突变可能与机体抗病或易感

性有关。Ｋ．Ｔ．Ｃｈｒｉｓｔｏｐｈｅｒ等
［６］研究发现，猪犅犘犐

基因第４和１０外显子的ＲＦＬＰ多态性与沙门氏菌

的易感性有关，这进一步说明该ＢＰＩ蛋白的保守功

能域影响了ＢＰＩ蛋白的主要功能。除此之外，本研

究还在３种突变蛋白中发现了一些潜在的功能域，

如ＧＴＰ酶激活蛋白区域 ＡｒｆＧａｐ和细丝型免疫球

蛋白功能区域ＩＧ＿ＦＬＭＮ 等，ＧＴＰ酶激活蛋白与

Ｒａｓ蛋白及Ｇ蛋白α亚基结合，可以激活其ＧＴＰ酶

活性，促进其从活化型转化为非活化型，终止信号转

导；ＩＧ＿ＦＬＭＮ区域对机体的免疫调控等起一定的

作用。本课题组前期在苏太猪群体中建立了大肠杆

菌病抗性和敏感性资源家系群体，并发现犅犘犐基因

对苏太断奶仔猪抗肠道大肠杆菌Ｆ１８菌株的感染

可能具有直接作用，并且个体对大肠杆菌Ｆ１８菌株

的抗性可能与犅犘犐 基因在肠道中表达量上调有

关［１８］，同时本试验通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析发现，苏

太猪抗性型猪的ＢＰＩ蛋白表达量高于敏感型猪，这

进一步说明Ｆ１８大肠杆菌与犅犘犐基因的表达水平

有着密切的关系。此外本试验还在苏太猪群体中检

测出犅犘犐基因编码区多态性，进一步发现存在于外

显子４和１０的３个错义突变影响了ＢＰＩ的蛋白功

能，下一步我们将重点分析这些变异位点对基因表

达和大肠杆菌抗性的影响，为有效分子标记的筛选

和确定提供更加直接的依据和指导。

４　结　论

本研究采用ＰＣＲＳＳＣＰ／ＲＦＬＰ方法检测出猪

犅犘犐基因外显子１、４和１０存在６个ＳＮＰｓ，即３个
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同义突变（ｃ．２４Ａ＞Ｇ和ｃ．５４Ｔ＞Ｃ位于外显子１，ｃ．

５２２Ｃ＞Ｔ位于外显子４）和３个错义突变（ｃ．４３３Ｃ＞Ｔ

（Ａｒｇ１４５Ｔｒｐ）位 于 外 显 子 ４，ｃ．１０６０Ａ ＞ Ｇ

（Ｔｈｒ３５４Ａｌａ）和ｃ．１１５１Ｔ＞Ｇ（Ｌｅｕ３８４Ａｒｇ）位于外

显子１０）。功能位点区域研究发现，ＢＰＩ蛋白存在２

个保守功能域ＢＰＩ１（Ｎ端区域）和ＢＰＩ２（Ｃ端区域），

Ａｒｇ１４５Ｔｒｐ突变发生在ＢＰＩ１区域，Ｔｈｒ３５４Ａｌａ和

Ｌｅｕ３８４Ａｒｇ突变发生在ＢＰＩ２区域，这３种错义突

变未改变ＢＰＩ蛋白的理化性质、信号肽、跨膜结构、

糖基化位点以及二、三级结构，但是导致磷酸化位点

的改变或存在其他潜在功能位点区域，从而影响了

ＢＰＩ蛋白的功能。经 Ｗｅｒｔｅｒｎｂｏｌｔ验证，发现ＢＰＩ

蛋白分子量为５３ｋｕ，苏太猪Ｆ１８大肠杆菌抗性型

猪的ＢＰＩ蛋白表达量显著高于敏感型猪。
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