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沼泽型水牛犆犢犘１９犃１基因克隆、序列分析

及组织表达研究
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摘　要：旨在对沼泽型水牛犆犢犘１９Ａ１基因进行克隆、生物信息学分析及对其在水牛组织的表达规律进行系统的

探索。根据ＧｅｎＢａｎｋ已公布的牛犆犢犘１９Ａ１基因序列，设计特异性引物应用ＲＴＰＣＲ方法扩增克隆获得目的基因

片段；应用生物信息学方法，分析和预测了水牛犆犢犘１９Ａ１的理化性质、蛋白质二级及三级结构；应用ＱＲＴＰＣＲ技

术对犆犢犘１９Ａ１在水牛组织的表达进行了差异分析。测序结果表明：水牛犆犢犘１９Ａ１基因的编码区全长１５１２ｂｐ，

共编码５０３个氨基酸。多重序列比较分析显示水牛ＣＹＰ１９Ａ１核苷酸序列与牛、绵羊、猪、人、马相应序列相似性分

别为９９％、９８％、９１％、８６％和８４％，结合系统进化树分析结果推测，犆犢犘１９Ａ１基因在不同物种以及进化的过程中

具有高度保守性。定量分析结果显示：水牛犆犢犘１９Ａ１在水牛垂体、大脑、肝脏、骨骼、卵巢、肌肉和心脏组织具有不

同程度的表达，其中垂体和大脑表达量最高，骨骼和卵巢次之，肌肉表达最低。本研究成功地克隆了沼泽型水牛

犆犢犘１９Ａ１基因并研究了其在不同水牛组织中的表达规律，为阐明其在水牛性腺中参与的激素合成转化规律等研

究奠定了理论基础。

关键词：水牛；ＣＹＰ１９Ａ１；克隆分析；表达模式

中图分类号：Ｓ８２３．８＋３．２　　　　文献标志码：Ａ　　　　文章编号：０３６６６９６４（２０１３）０４０５１４０８

收稿日期：２０１２０９２１

基金项目：国家转基因重大专项（２０１１ＺＸ０８００７００３）；国家高技术研究发展计划（８６３）项目（２０１１ＡＡ１００６０７）；国家自然基金项目（３１１６０４５７）

作者简介：苏　节（１９８７），男，广西柳州人，硕士生，主要从事动物生物技术研究，Ｅｍａｉｌ：１９８９６４７１７＠ｑｑ．ｃｏｍ

通信作者：石德顺，研究员，博导，Ｅｍａｉｌ：ａｒｄｓｓｈｉ＠ｇｘｕ．ｅｄｕ．ｃｎ；崔奎青，副教授，硕导，Ｅｍａｉｌ：ｋｑｃｕｉ＠１２６．ｃｏｍ

犆犾狅狀犻狀犵犪狀犱犛犲狇狌犲狀犮犲犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犛狑犪犿狆犅狌犳犳犪犾狅犆犢犘１９犃１犌犲狀犲犪狀犱

犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犐狋狊犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犘犪狋狋犲狉狀犻狀犇犻犳犳犲狉犲狀狋犜犻狊狊狌犲狊

ＳＵＪｉｅ，ＬＩＵＱｉｎｇｙｏｕ，ＺＨＵＰｅｎｇ，ＳＨＥＮＫａｉｙｕａｎ，ＳＨＩＤｅｓｈｕｎ，ＣＵＩＫｕｉｑｉｎｇ

（犛狋犪狋犲犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犆狅狀狊犲狉狏犪狋犻狅狀犪狀犱犝狋犻犾犻狕犪狋犻狅狀狅犳犛狌犫狋狉狅狆犻犮犪犾犃犵狉狅犫犻狅狉犲狊狅狌狉犮犲狊，

犌狌犪狀犵狓犻犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犖犪狀狀犻狀犵５３０００４，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｃｌｏｎｅ，ｓｅｑｕｅｎｃｅｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆ犆犢犘１９Ａ１ｇｅｎｅｉｎｓｗａｍｐｂｕｆｆａｌｏ，ａｐａｉｒｏｆｓｐｅｃｉａｌｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｒｅｌｅａｓｅｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｂｏｖｉｎｅ犆犢犘１９Ａ１ｉｎＧｅｎＢａｎｋ．Ｔｈｅ犆犢犘１９Ａ１ｇｅｎｅｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＲＴＰＣＲ，ｉｔｓ

ｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒａｃｔｅｒａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｗａｓｓｙｓｔｅｍｉｃａｌｌｙａｎａｌｙｓｉｓｅｄｂｙｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｔｅｃｈ

ｎｉｑｕｅｓ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｂｕｆｆａｌｏ犆犢犘１９Ａ１ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅａｌｓｏａｓｓａｙｅｄｗｉｔｈ

ｑＲＴＰＣＲ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｌｏｎｅｄ１５８７ｂｐｂｕｆｆａｌｏ犆犢犘１９Ａ１ｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔｉｎｃｌｕ

ｄｉｎｇａ１５１２ｂｐｗｈｏｌｅｌｅｎｇｔｈＣＤＳ（ｃｏｄｅｄ５０３ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ）．Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｍｕｌｔｉａｌｉｇｎｅｄｒｅｓｕｌｔｓ

ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｂｕｆｆａｌｏ犆犢犘１９Ａ１ｇｅｎｅｓｈａｒｅｄ９９％，９８％，９１％，８６％ａｎｄ８４％ｏｆｓｉｍｉｌａｒｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｗｉｔｈｔｈａｔｏｆ犅狅狊狋犪狌狉狌狊，犗狏犻狊犪狉犻犲狊，犛狌狊狊犮狉狅犳犪ａｎｄ犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｉｎａｄ

ｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｂｕｆｆａｌｏ犆犢犘１９Ａ１ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎａｌｌｔｈｅ

ｓｅｖｅｎｄｅｔｅｃｔｅｄｔｉｓｓｕｅｓ，ｗｉｔｈｔｈｅｍｏｓｔａｂｕｎｄａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒａｉｎａｎｄｐｉｔｕｉｔａｒｙｇｌａｎｄ，ｆｏｌｌｏｗｅｄ

ｂｙｓｋｅｌｅｔｏｎａｎｄｏｖａｒｙ，ｔｈｅｍｉｎｉｍａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｕｓｃｌｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｔｈｅｃｌｏｎｉｎｇａｎｄａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ犆犢犘１９Ａ１ｇｅｎｅｐｒｏｖｉｄｅｄａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆ



　４期 苏　节等：沼泽型水牛犆犢犘１９Ａ１基因克隆、序列分析及组织表达研究

犆犢犘１９Ａ１ｇｅｎｅｉｎｂｕｆｆａｌｏｉｎｔｈｅｆｕｔｕｒｅ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｂｕｆｆａｌｏ；ＣＹＰ１９Ａ１；ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄａｎａｌｙｓｉｓ；ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎ

　　芳香化酶，又称“雌激素合成酶”，是一种在雌激

素生物合成过程中的关键酶，它是细胞色素Ｐ４５０

超家族中的一员，是犆犢犘１９Ａ１基因编码的产物
［１］。

芳香化酶在类固醇生成过程中参与了多种催化反

应，特别是在雄激素经过芳香化，转变成雌激素过程

中起着重要的作用［２］。研究表明犆犢犘１９Ａ１ｍＲＮＡ

的表达与卵泡发育有关，若犆犢犘１９Ａ１的表达量降

低或抑制芳香化酶活性都可能直接影响雄烯二酮和

睾酮转化成雌酮和雌二醇［３］。因此，犆犢犘１９Ａ１基因

在动物生长、发育和生殖过程中具有重要的调控作

用，特别在卵泡生长发育、成熟至排卵中性激素的合

成转换过程中都发挥关键作用。

水牛属季节性发情动物，产后卵巢长时间不活

动，卵泡闭锁率高，发情表征不明显，繁殖力普遍较

低（各地调查的繁殖率３０％～６０％）。广西本地水

牛情期人工授精受胎率仅为３０％～４０％，而本地黄

牛人工授精受胎率为７０％～８０％。中国沼泽型水

牛产犊间隔４５０ｄ以上，长于印度河流型水牛的

３７５．５ｄ，妊娠期比河流型水牛长７～１４ｄ
［４］。沼泽

型水牛繁殖力低不仅仅是中国一地的现象，越南、泰

国、菲律宾等东南亚诸国的水牛亦是如此［５］。而水

牛繁殖性状影响的相关基因研究相关报道较少，因

此亟待应用动物分子克隆和基因表达生物技术研究

阐释影响水牛繁殖性状的重要功能基因，以期建立

水牛的分子育种和基因改良技术，提高水牛的繁殖

力。作为性激素合成转换的主要基因犆犢犘１９Ａ１已

在人［６］、小鼠［７］、马［８］和猪［９］等动物中先后成功克

隆，但是在水牛中仍未见报道。本研究拟克隆水牛

犆犢犘１９Ａ１基因序列并对其进行生物信息学分析及

组织表达规律分析，为阐明其在水牛性腺中参与的

激素合成转化规律等研究中提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

试验用水牛选自广西南宁市鲁班路屠宰场，采

集其新鲜的皮肤、肾脏、肉、大脑、肝脏和卵巢等６种

组织（来自同一头１１月龄雌性沼泽型水牛）。

１．２　主要试剂

质粒提取试剂盒和琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂

盒购自天根生化科技有限公司。ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔａｓｅ（ＡＭＶ）、Ｌａ犜犪狇酶、限制性内切酶、Ｏｌｉｇｏ

ｄ（Ｔ）１８和ｐＭＤ１８ＴＶｅｃｔｏｒ均购自大连ＴａＫａＲａ公

司；Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＦａｓｔＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒ

ｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（ＲＯＸ）购自于Ｒｏｃｈｅ公司；

ＤＨ５α感受态细胞为本实验室自制。

１．３　方法

１．３．１　引物设计　　根据 ＧｅｎＢａｎｋ上已知的牛

犆犢犘１９Ａ１基因序列（登录号：ＮＭ＿１７４３０５．１），利用

Ｏｌｉｇｏ６．０软件分别设计了１对ＣＹＰ１９Ａ１特异性

引物、定量引物以及βａｃｔｉｎ内参引物，引物由上海

生工生物工程有限公司合成，其序列见表１。

表１　引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋

目的基因 Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ 引物（５′３′）Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ 产物长度／ｂｐＦｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅ

犆犢犘１９Ａ１
Ｆ：

Ｒ：

ＧＧＡＣＴＴＡＴＣＡＣＡＡＣＣＡＧＧＡＣＴ

ＣＡＧＧＧＡＣＴＧＡＣＣＡＡＡＣＴＴＣＴ
１５８７

犆犢犘１９Ａ１（ＱＲＴＰＣＲ）
Ｆ：

Ｒ：

ＴＴＣＣＣＡＡＡＧＣＣＴＡＡＴＧＡＧＴ

ＧＴＧＡＣＣＡＧＧＡＴＧＡＣＣＴＴＣＡ
１２２

β犪犮狋犻狀
Ｆ：

Ｒ：

ＡＣＣＧＣＡＡＡＴＧＣＴＴＣＴＡＧＧ

ＡＴＣＣＡＡＣＣＧＡＣＴＧＣＴＧＴＣ
１８２

１．３．２　总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ第一链的合成　　

Ｔｒｉｚｏｌ法提取水牛皮肤、肉、肾脏、大脑、肝脏和卵巢

等６种组织总ＲＮＡ。ＲＮＡ提取后，通过分光光度

计及电泳检测其纯度和完整性，并置于－８０℃下保

５１５
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存备用。按照 ＭＭＬＶ反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ公

司）进行反转录反应，反转录体系２０μＬ：２μｇｔｏｔａｌ

ＲＮＡ，１μＬＤＮａｓｅＩ，１．３μＬＤＮａｓｅＩＢｕｆｆｅｒ，１μＬＥＤ

ＴＡ，１μＬｄＮＴＰ，２μＬ随机引物，４μＬ５×ＭＭＬＶ

ｂｕｆｆｅｒ，０．５μＬＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ，０．３μＬＭＭＬＶ逆转

录酶，５μＬＲＮａｓｅＦｒｅｅＨ２Ｏ；反应条件：２５℃５ｍｉｎ，

４２℃９０ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ，４℃ 终止反应。

１．３．３　ＲＴＰＣＲ反应　　以反转录产物做模版进行

ＰＣＲ反应。反应体系２０μＬ：模版１μＬ，上下游引物

各０．５μＬ，２μＬ１０×ＬＡＢｕｆｆｅｒ，１μＬ２５ｎｍｏｌ·Ｌ
－１

ｄＮＴＰ，０．３μＬＬＡ犜犪狇，１４．７μＬｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ反应条

件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０

ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃

终止反应。ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测。

１．３．４　ＰＣＲ产物的连接与测序　　ＰＣＲ产物纯化

回收后，将目的片段与克隆载体ｐＭＤ１８Ｔ连接，然

后转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，再将菌液涂布

在含有氨苄青霉素（Ａｍｐ
＋）的ＬＢ固体培养基上，３７

℃培养过夜。通过挑取单克隆在含Ａｍｐ
＋的ＬＢ液

体培养基中培养，然后ｃｒａｃｋｉｎｇ鉴定并用天根生物

技术有限公司普通质粒小提试剂盒提取重组质粒，

将含有目的片段的重组质粒送上海生物工程有限公

司进行测序。

１．３．５　目的片段的测序及生物信息学分析　　测

定的结果用ＢＬＡＳＴ程序进行同源序列比对；分子

进化树构建用 ＭＥＧＡ５．０软件进行构建；用ＥＸ

ＰＡＳＹ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）服务器分析水牛

ＣＹＰ１９Ａ１编码蛋白氨基酸组成、理论分子质量和等

电点；利用ＳＭＡＲＴ程序（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉ

ｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ）预测ＣＹＰ１９Ａ１编码蛋白氨基酸序列可

能存在的蛋白结构域；利用ＳｉｇｎＩＰ程序（ｗｗｗ．ｃｂｓ．

ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ）进行蛋白质 Ｎ末端信号

肽预测；通过Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ服务器分析了ＣＹＰ１９Ａ１蛋

白的亚细胞定位；利用ＤＮＡＳｔａｒ中的Ｐｒｏｔｅａｎ程序

预测了ＣＹＰ１９Ａ１蛋白质二级结构；通过ＩＴＡＳＳＥＲ

程 序 （ｈｔｔｐ：／／ｚｈａｎｇｌａｂ．ｃｃｍｂ．ｍｅｄ．ｕｍｉｃｈ．ｅｄｕ／Ｉ

ＴＡＳＳＥＲ／）分析预测了ＣＹＰ１９Ａ１蛋白质三级结构。

１．３．６　ＱＲＴＰＣＲ　　反应为２０μＬ体系，１μＬＲＴ

ＰＣＲ产物１０μＬ２×ＦａｓｔＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

Ｍａｓｔｅｒ（ＲＯＸ），０．６μＬＰｒｉｍｅｒＦ／Ｒ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１），

８．４μＬＲＮａｓｅＦｒｅｅＨ２Ｏ。反应条件：９５℃１０ｍｉｎ；

９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，４０个循环。试验对每个样品

进行４次重复，运用２△△ＣＴ的方法计算目的基因的相

对表达量。用内参β犪犮狋犻狀对其进行标准化，将水牛

肝脏组织作为对照，其他为检测样品。

２　结　果

２．１　水牛犆犢犘１９犃１基因的克隆与鉴定

通过Ｔｒｉｚｏｌ法纯化获得水牛组织的总ＲＮＡ，电

泳结果可以观察到清晰的１８Ｓ和２８Ｓ条带清晰（图

略），说明获得了高质量的ＲＮＡ，可用于下一步的反

转录试验。应用设计的特异性扩增引物，经 ＲＴ

ＰＣＲ扩增获得１５８７ｂｐ左右特异性条带（图１Ａ）。

将ＰＣＲ产物连接克隆到ｐＭＤ１８Ｔ载体，选取阳性

重组质粒采用犈犮狅ＲＩ和犎犻狀ｄⅢ进行双酶切鉴定，

经过电泳检测获得约２７００（ｐＭＤ１８Ｔ）和１５８７ｂｐ

的条带（图１Ｂ），结果与预期目的片段大小吻合。

Ａ：Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准ｍａｒｋｅｒⅢ；１．样品ＲＴＰＣＲ扩增产物；２．阴性对照。Ｂ：Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准

ｍａｒｋｅｒⅢ；１．克隆酶切产物；２．重组质粒；ＭＳ．ＳｕｐｅｒｃｏｉｌＤＮＡｌａｄｄｅｒ

Ａ：Ｍ．ＭａｒｋｅｒⅢ；１．ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；２．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ｂ：Ｍ．ＭａｒｋｅｒⅢ；１．Ｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ；２．Ｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；ＭＳ．ＳｕｐｅｒｃｏｉｌＤＮＡｌａｄｄｅｒ
图１　水牛犆犢犘１９犃１基因扩增与酶切鉴定

犉犻犵．１　犃犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋犪狀犱犱犻犵犲狊狋犻狅狀狆狉狅犱狌犮狋狅犳犫狌犳犳犪犾狅犆犢犘１９犃１
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２．２　水牛犆犢犘１９犃１基因序列分析

对获得的阳性重组质粒进行测序分析，获得了

１５８７ｂｐ序列片段包含全长的水牛犆犢犘１９Ａ１基因

ＣＤＳ和部分 ＵＴＲ 区序列。应用 ＮＣＢＩ的 ＯＲＦ

Ｆｉｎｄｅｒ程序分析，水牛ＣＹＰ１９Ａ１编码区为１５１２

ｂｐ，编码５０３个氨基酸（图２）。经Ｂｌａｓｔ软件相似性

比对分析显示，水牛ＣＹＰ１９Ａ１核酸序列与牛（ＮＭ＿

１７４３０５．１）、绵羊（ＮＭ＿００１１２３０００．１）、猪（Ｕ３７３１１．１）、

图２　水牛犆犢犘１９犃１基因序列及预测编码的氨基酸序列

犉犻犵．２　犅狌犳犳犪犾狅犆犢犘１９犃１狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊
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人（ＢＣ１０７７８５．１）和马（ＮＭ＿００１０８１８０５．１）相应序列

相似性分别为９９％、９８％、９１％、８６％和８４％，表明

犆犢犘１９Ａ１基因在不同哺乳动物中具有较高的进化

保守性。

２．３　水牛犆犢犘１９犃１基因系统进化树构建

选择水牛 ＣＹＰ１９Ａ１氨基酸序列与牛（ＮＭ＿

００１０７５７４８．１）、猪（ＮＭ＿００１２４４６６０．１）、马（ＸＭ＿

００１４９７８０９．３）、大熊猫（ＸＭ＿００２９１８４１９．１）、犬（ＸＭ

＿８５９３３９．２）、家兔（ＸＭ＿００２７１１６１６．１）、黑猩猩（ＸＭ

＿５１１０３５．３）、人（ＮＭ＿００６５６５．３）、中国仓鼠（ＸＭ＿

００３５０８５５３．１）、小鼠（ＮＭ＿１８１３２２．３）、大鼠（ＮＭ＿

０３１８２４．１）、鸡（ＮＭ＿２０５３３２．４）和非洲爪蟾（ＮＭ＿

００１０８６４１．１）的序列，进行了多重序列比较（图３），

结果显示犆犢犘１９Ａ１基因在不同物种中具有较高的

保守性。应用 ＭＥＧＡ５．０软件，用 ＮＪ法构建系统

进化树（图４），结果显示哺乳动物聚成一支，两栖类

非洲爪蟾和鸟类的鸡在进化树的外围，进化树的形

态与分类学保持了较高的一致性。在哺乳动物中，

反刍类水牛与牛聚为一支，与猪的遗传距离相对较

近。

图３　不同物种间犆犢犘１９犃１氨基酸的多重序列比对

犉犻犵．３　犕狌犾狋犻狆犾犲犪犾犻犵狀犿犲狀狋犪狀犱犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犱犲犱狌犮犲犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犆犢犘１９犃１

图４　水牛犆犢犘１９犃１蛋白质进化树分析（犖犑法）

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狋犺犲犱犲犱狌犮犲犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狅犳犆犢犘１９犃１

２．４　水牛犆犢犘１９犃１蛋白特性的生物信息分析

通过ＥＸＰＡＳＹ服务器分析犆犢犘１９Ａ１基因的

氨基酸组成，其中亮氨酸含量最高（１１％），其次是缬

氨酸（８％），色氨酸含量最低（１％）。ＣＹＰ１９Ａ１蛋白
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理论分子质量为５８．０６ｋｕ，等电点为６．８７，为弱酸

性蛋白。应用ＳｉｇｎａＩＰ程序对ＣＹＰ１９Ａ１蛋白Ｎ末

端信号肽进行预测，结果显示，水牛ＣＹＰ１９Ａ１蛋白

Ｎ末端不存在信号肽。通过Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ服务器分析

预测了水牛ＣＹＰ１９Ａ１蛋白的亚细胞定位情况，结

果表明，水牛ＣＹＰ１９Ａ１蛋白位于质膜。进一步用

ＳＭＡＲＴ程序（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ）

预测了犆犢犘１９Ａ１基因的蛋白结构域，结果显示水

牛ＣＹＰ１９Ａ１具有１个转膜结构域和１个芳香酶特

有的结构域Ｐｆａｍｐ４５０（图５）。

随后又对水牛ＣＹＰ１９Ａ１蛋白二级结构和高级

结构进行了预测分析。用ＤＮＡＳｔａｒ中Ｐｒｏｔｅａｎ程

序进行蛋白质的二级结构分析，结果表明，水牛

ＣＹＰ１９Ａ１蛋白二级结构包含２４个α螺旋，３０个β

折叠，１７个Ｔ转角，１２个无规则卷曲（图６）。利用

ＩＴＡＳＳＥＲ程序模拟了水牛和人ＣＹＰ１９Ａ１蛋白质

高级结构，水牛ＣＹＰ１９Ａ１蛋白高级结构与ＰＢＤ蛋

白高级结构数据库中的人的ＣＹＰ１９Ａ１蛋白结构相

似性很高（图７）。

图５　水牛犆犢犘１９犃１蛋白质结构域示意图

犉犻犵．５　犜犺犲狆狉狅狋犲犻狀犱狅犿犪犻狀狅犳犫狌犳犳犪犾狅犆犢犘１９犃１

图６　水牛犆犢犘１９犃１蛋白质二级结构图

犉犻犵．６　犜犺犲狊犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犫狌犳犳犪犾狅犆犢犘１９犃１狆狉狅狋犲犻狀

左侧为水牛；右侧为人类

Ｔｈｅｌｅｆｔｓｉｄｅｉｓｂｕｆｆａｌｏ；Ｆｏｒｈｕｍａｎｒｉｇｈｔ
图７　水牛犆犢犘１９犃１蛋白质三级结构图

犉犻犵．７　犜犺犲狋犲狉狋犻犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犫狌犳犳犪犾狅犆犢犘１９犃１狆狉狅狋犲犻狀

２．５　水牛不同组织中犆犢犘１９犃１基因表达分析

以βａｃｔｉｎ为内参基因，应用ＱＲＴＰＣＲ技术对

水牛犆犢犘１９Ａ１基因在大脑、卵巢、肝脏、心脏、骨

骼、肌肉和垂体组织中的表达情况进行了研究，结果
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表明水牛犆犢犘１９Ａ１在水牛垂体、大脑、肝脏、骨骼、卵

巢、肌肉及心脏具有不同程度的表达，其中垂体表达

量最高（相对表达量１４．７２），骨骼（６．６７）、大脑（５．９４）

和卵巢（４．３２）次之，肌肉（０．３６）表达最低（图８）。

图８　犆犢犘１９犃１犿犚犖犃在水牛不同组织中的表达情况

犉犻犵．８　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犫狌犳犳犪犾狅犆犢犘１９犃１犿犚犖犃犻狀犱犻犳

犳犲狉犲狀狋狋犻狊狊狌犲狊

３　讨　论

犆犢犘１９Ａ１基因属于细胞色素Ｐ４５０超家族基

因中的一员，编码芳香化酶蛋白Ｐ４５０。芳香化酶蛋

白Ｐ４５０是细胞色素酶的一种，由血红蛋白和黄体

蛋白组成，是催化雄激素转化为雌激素的限速酶和

关键酶，它可以使雄激素的Ａ环芳香化，脱去１９位

上的碳原子，并将羰基转化为羟基，把雄烯二酮、睾

酮分别转化为雌酮和雌二醇［１０］。本研究首次克隆

得到了沼泽型水牛犆犢犘１９Ａ１基因ｃＤＮＡ 共１５８７

ｂｐ，其中编码序列１５１２ｂｐ，理论编码５０３个氨基

酸。运用多重比对和构建进化树分析后可知

ＣＹＰ１９Ａ１在不同哺乳动物中具有较高的保守性；通

过生物信息学的方法对ＣＹＰ１９Ａ１蛋白的二级结构

和高级结构进行分析预测，结果表明水牛ＣＹＰ１９Ａ１

蛋白具有一个穿膜结构和芳香化酶特有的结构域，

并且 三 级 结 构 与 ＰＢＤ 数 据 库 中 现 有 的 人 的

ＣＹＰ１９Ａ１蛋白结构相似。

芳香化酶存在于多个组织中，如性腺［１１］、大

脑［１２］、垂体［１３］、脂肪组织［１４］、胎盘［１５］、骨骼［１６］及子

宫内膜［１７］。芳香化酶之所以存在于多种组织中，是

因为犆犢犘１９Ａ１基因具有多达１０个组织特异性启

动子，均位于犆犢犘１９Ａ１基因外显子ＩＩ，翻译起始部

位上游的特定区域。尽管各部位芳香化酶启动子上

游的调节基因不同，但编码开放阅读框架的序列总

是一定的，所以无论剪切的方式如何，所表达的蛋白

都是一样的。水牛是我国南方重要的肉、乳和役兼

用畜种资源［１８１９］，而水牛繁殖性状影响的相关基因

研究相关报道较少，本研究应用 ＱＲＴＰＣＲ技术检

测了犆犢犘１９Ａ１基因在水牛不同组织中的 ｍＲＮＡ

的表达情况，结果显示犆犢犘１９Ａ１在不同组织间的

表达存在较大的差异。其中垂体表达量最高，骨骼、

大脑 和 卵 巢 次 之，肌 肉 表 达 最 低。由 于 是 在

犆犢犘１９Ａ１的编码区设计的定量引物，而该基因具

有大脑、骨骼、性腺特异性启动子，因此犆犢犘１９Ａ１

在大脑、骨骼、卵巢中特异性表达，这与前人的研究

相吻合［２０２１］。本研究克隆了水牛犆犢犘１９Ａ１基因及

分析了其组织表达规律，为研究犆犢犘１９Ａ１在水牛

卵泡发生、生殖调控和类固醇代谢等方面的作用提

供了一定理论基础。
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