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山羊溶酶体α犃犕犃基因的克隆、生物信息学

及组织表达谱分析
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摘　要：本研究旨在对山羊溶酶体α甘露糖苷酶（αＡＭＡ）基因进行组织表达谱和生物信息学分析。参考牛α

犃犕犃 基因序列设计引物，采用ＰＣＲ技术克隆山羊α犃犕犃 基因序列，并利用荧光定量ＲＴＰＣＲ进行组织表达谱分

析以及进行生物信息学预测。首次获得了山羊α犃犕犃 基因，含有完整犆犇犛编码区３０００ｂｐ，编码９９９个氨基酸，

其中前５０个氨基酸为信号肽序列。其编码区的核苷酸序列和预测氨基酸序列与牛的α犃犕犃 相似性最高，分别为

９５．９３％和９４．７９％。组织表达谱分析表明αＡＭＡ在山羊各组织均不同程度的表达，其中在肺脏、肝脏、小脑表达

量较高。生物信息学预测发现，αＡＭＡ蛋白属于糖苷水解酶３８家族成员，有２个保守的结构域，存在９个Ｎ糖基

化位点。ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ同源建模山羊αＡＭＡ具有良好的可信度。本研究为探讨酶的作用机理及疯草解毒剂的

研制提供了理论依据。
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　　α甘露糖苷酶（ＥＣ３．２．１．２４）（αｍａｎｎｏｓｉｄａｓｅ，

αＡＭＡ）是糖苷水解酶家族成员之一，广泛存在于

微生物、动物、植物体内，真核细胞中蛋白质需要经

糖苷水解酶加工后才能发挥生物活性［１］。溶酶体酸

性αＡＭＡ具有外切甘露糖苷酶活性，有广泛的底

物特异性，催化天冬酰胺连接的α１，２、α１，３、α１，６

高甘露聚糖的水解［２］。αＡＭＡ活性异常可造成细

胞内低聚糖大量蓄积，使细胞形成广泛的空泡变性，

神经系统尤其是小脑蒲肯野氏细胞最为敏感，出现

以运动失调为主的神经症状［３］。人类和家畜致命的

遗传性疾病甘露糖苷酶贮积症和先天性红细胞生成

异常性贫血Ⅱ型就是由于α犃犕犃 基因突变引起

的［４］。Ｍｉａｇｏ等发现人高尔基体α犃犕犃 基因突变

可引起先天性红细胞生成异常性贫血Ⅱ型
［５］；Ｔｏｌ

ｌｅｒｓｒｕｄ等发现牛溶酶体α犃犕犃 基因第９６１位ＴＣ

的转换或者第６６２位ＧＣ转换均导致了甘露糖苷

酶贮积症［６］。

疯草是我国西部草场主要有毒植物，其严重危

害草地畜牧业，造成马、山羊、绵羊等动物的中毒死

亡［７］，同时破坏草地生态，分布范围涉及到我国四

川、陕西、山西、云南、内蒙古、甘肃、宁夏、青海、新

疆、西藏等省区，危害面积达４００余万公顷
［８］，每年

经济损失数以亿计，已成为我国西部草原中亟待研

究解决的热点问题［９］。疯草主要毒性成分苦马豆素

（Ｓｗａｉｎｓｏｎｉｎｅ，ＳＷ）能够抑制细胞中αＡＭＡ活性，

导致动物死亡，但有关α犃犕犃 基因与疯草中毒机

制的研究较少，目前，已报道了人、小鼠、大鼠、牛等

对疯草不敏感动物的溶酶体α犃犕犃 基因序列
［１０］，

尚未见到敏感动物山羊溶酶体α犃犕犃 基因的研究

报道，本研究克隆了山羊溶酶体α犃犕犃 基因序列

并进行组织表达谱的分析，同时用生物信息学软件

对溶酶体αＡＭＡ蛋白进行结构和功能的预测，为

进一步探究酶的作用机理和ＳＷ 抑制αＡＭＡ的分

子机制、预防和治疗家畜疯草中毒等奠定基础。

１　材料和方法

１．１　试验材料和试剂

试验用羊是本课题组在西北农林科技大学动物

房饲养的莎能奶山羊３只。７月龄屠宰，取其心、

肝、脾、肺、肾、大脑、小脑、肌肉、卵巢组织。组织样

置于液氮中冻存，用于总 ＲＮＡ 的提取。Ｔｒｉｚｏｌ试

剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒和 ＤＮＡ

片段回收纯化试剂盒购自ＴｒａｎｓＧｅｎ公司，转化载

体ｐＭＤ１９Ｔ和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光定量 ＰＣＲ试剂

购自大连宝生物公司，检测仪器为美国Ｂｉｏｒａｄ伯

乐ｉＱ５，ＲＮａｓｅｆｒｅｅＤＮａｓｅ酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，

大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞购自天根生化科技有限

公司。

１．２　总犚犖犃的提取及逆转录反应

Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，取等量各组织总ＲＮＡ，

进行逆转录反应。逆转录体系为２０μＬ，其中总

ＲＮＡ２μｇ，用ＲＮａｓｅｆｒｅｅＤＮａｓｅ处理以去除ＲＮＡ

中的ＤＮＡ污染。逆转录具体过程参照 ＴｒａｎｓＧｅｎ

说明书。

１．３　山羊溶酶体α犃犕犃 基因的克隆

根据ＧｅｎＢａｎｋ发表的牛溶酶体α犃犕犃ｍＲＮＡ

序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＮＭ＿１７４５６１．２），设计特

异性引物αＡＭＡ１、αＡＭＡ２和αＡＭＡ３扩增山

羊溶酶体α犃犕犃 基因，引物由南京金斯瑞公司合

成，引物序列及特征见表１。ＰＣＲ反应体系为２５

μＬ，其中模板ＤＮＡ２μＬ，上下游引物各０．５μＬ（１０

μＬ·Ｌ
－１），ＳｕｐｅｒＭｉｘＩＩ酶１２．５μＬ，超纯水９．５

μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

３０ｓ，退火３０ｓ（退火温度见表１），７２℃延伸１～２

ｋｂ·ｍｉｎ－１，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保

存。采用凝胶回收试剂盒回收目的片段，具体步骤

参见ＴｒａｎｓＧｅｎ说明书。ＰＣＲ产物纯化回收后，分

别克隆到ｐＭＤ１９Ｔ载体中，转化到大肠杆菌ＤＨ５α

感受态细胞，随机挑选阳性克隆送华大基因公司

测序。

１．４　荧光定量犚犜犘犆犚（狇犚犜犘犆犚）检测不同组织

犿犚犖犃表达水平

　　选择犌犃犘犇犎 为ｑＲＴＰＣＲ试验的内参基因，

以 山 羊 的 犌犃犘犇犎 基 因 （ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：

ＡＪ４３１２０７）为模板设计引物。根据克隆后山羊溶酶

体α犃犕犃 基因序列设计ｑＲＴＰＣＲ引物αＡＭＡ

４。ｑＲＴＰＣＲ引物的序列及退火温度见表１。进行

ＰＣＲ反应时，以 ＲＮＡ 为模板的体系和用 ＲＮａｓｅ

ｆｒｅｅＤＮａｓｅ处理过的 ＲＮＡ 为模板的体系进行对

照，以排除ＤＮＡ污染造成的假阳性。ｑＰＣＲ反应体

系：ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ犈狓犜犪狇
ＴＭＩＩ１２．５μＬ，上下游引

物（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）各１μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，加水

到２５μＬ。反应条件：９５℃３０ｓ预变性，随后９５℃

５ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环。荧光素设定为ＳＹＢＲ

Ｇｒｅｅｎ，反应结束后进行熔解曲线分析。ｑＰＣＲ结果

用ＢｉｏＲａｄｉＱ５软件的比较Ｃｔ法（２△△Ｃｔ法）进行分

７２８
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析［１１］，计算溶酶体α犃犕犃 基因在山羊各组织中的 相对表达量，采用ＳＰＳＳ软件进行统计分析。

表１　克隆和荧光定量犘犆犚引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犮犾狅狀犻狀犵犪狀犱狇犚犜犘犆犚

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

片段长度／ｂｐ

Ｌｅｎｇｔｈｏｆｆｒａｇｍｅｎｔ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

克隆ＰＣＲ

ＣｌｏｎｉｎｇＰＣＲ

αＡＭＡ１
Ｆ：ＣＴＧＣＡＧＡＧＣＣＡＴＧＧＴＴＧＧＴＧ

Ｒ：ＣＣＣＧＣＡＣＴＴＴＣＴＴＧＴＣＴＴＧＡＴＡＡＴ
６８０ ５７

αＡＭＡ２
Ｆ：ＧＣＴＧＧＧＴＧＡＴＧＡＡＣＧＡＴＧＡ

Ｒ：ＣＣＡＴＴＧＣＴＧＴＣＡＧＴＧＴＡＧＡＡＧＡＧＴ
１８５０ ５５

αＡＭＡ３
Ｆ：ＧＧＴＧＣＣＴＡＣＡＴＣＴＴＣＡＧＡＣ

Ｒ：ＣＧＧＴＡＧＴＧＡＣＡＴＴＴＴＡＡＴＧＧＣＴＴＴＣ
１１８０ ５６

荧光定量ＰＣＲ

ｑＰＣＲ

αＡＭＡ４
Ｆ：ＧＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＣＴＴＲ

Ｒ：ＧＴＴＣＡＣＧＣＣＣＡＴＣＡＣＡＡＡＣＡ
９３ ６０

ＧＡＰＤＨ
Ｆ：ＴＧＡＣＣＣＴＧＧＡＣＴＴＧＡＣＧＡＡＣＲ

Ｒ：ＡＡＧＧＡＧＡＡＧＧＡＴＧＧＧＧＴＧＴＧ
１４４ ６０

１．５　生物信息学分析

用 ＤＮＡＭＡＮ６．０对不同物种的溶酶体α

犃犕犃 基因序列进行同源性比对，构建溶酶体α

犃犕犃 基因核苷酸的进化关系树，分析不同物种之

间的序列差异；用ＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ进行氨基酸组成、

理化性质分析［１２］；用 ＮＣＢＩ的ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎｓ

程序预测结构域［１３］；用ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．２．０预

测蛋白的跨膜结构；用ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ预测二级结

构和糖基化位点；用 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ 预测三维

结构［１４］。

２　结　果

２．１　山羊溶酶体α犃犕犃 基因序列

αＡＭＡ１、２、３的３对引物ＰＣＲ扩增产物，在

１％琼脂糖凝胶电泳中分别可见目的片段大小的特

异性条带（图１）。克隆和测序结果获得山羊溶酶体

α犃犕犃 基因３０７８ｂｐ的核苷酸序列，序列分析发现

包括３０００ｂｐ的ＣＤＳ编码区，共编码９９９个氨基

酸，通过ＢｌａｓｔＮ比对将此ｍＲＮＡ序列已提交Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ（ＪＮ６０２３６９）

２．２　山羊溶酶体α犃犕犃 基因的组织表达谱分析

对于各组织样本的目的和内参基因检测结果显

示，所获得的熔解曲线熔解峰单一，说明该方法具有

良好的特异性（图２、图３）。ｑＲＴＰＣＲ结果表明，该

基因在心、肝、脾、肺、肾、大脑、小脑、肌肉、卵巢９个

组织中均有表达，但不同组织表达量存在明显的差

异；在肺脏和肝脏中表达量明显高于其他组织（犘＜

０．０５），肌肉和心脏组织中的表达量最低，小脑、大脑

和卵巢组织中也有较高表达（图４）。

１、２、３．分别为αＡＭＡ３、２、１的ＰＣＲ产物；Ｍ．ＤＮＡ相

对分子质量标准

１，２，３．ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ αＡＭＡ３，２，１； Ｍ．

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

图１　α犃犕犃基因的犘犆犚产物电泳

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳α犃犕犃犵犲狀犲犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊

２．３　不同物种α犃犕犃 基因的相似性比较

克隆的山羊溶酶体α犃犕犃 基因的ＣＤＳ编码区

序列与食蟹猴（ＡＢ１２５１７８．１）、牛（ＮＭ＿１７４５６１．２）、

豚鼠（ＡＹ０３６１５４．１）、猫（ＮＭ＿００１００９２２２．１）、人

（Ｕ６８５６７．１）、小家鼠 （Ｕ２９９４７．１）、褐鼠 （ＮＭ＿

１９９４０４．１）、猩猩（ＮＭ＿００１１３３９３４．１）的α犃犕犃 基

因的相应序列进行比对，结果表明，该序列山羊与牛

的相似性最高，为９５．９３％；与小家鼠、褐鼠、豚鼠和

人相应序列之间的相似性较低，分别为７２．６０％、

８２８
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７３．８７％、７６．６８％和７９．９８％；与猫、猩猩和食蟹猴

相应序列的相似性分别为８３．８６％、８１．４９％和

８１．１０％。用ＤＮＡＭＡＮ软件将各物种的α犃犕犃 基

因的核苷酸序列作进化树分析，结果表明山羊α

犃犕犃基因在分子进化上与牛的α犃犕犃基因较近（图

５）。通过ＢｌａｓｔＰ比对，其编码的氨基酸序列与牛相应

序列（ＮＰ＿７７６９８６．２）的相似性最高，为９４．７９％；与

猫、猩猩、食蟹猴、人、豚鼠、褐鼠和小家鼠相应序列之

间的相似性较低，分别为８２．６６％、７９．２７％、７８．８７％、

７８．１８％、７５．２７％、７２．１３％和７１．５３％。

图２　犌犃犘犇犎基因的扩增曲线和熔解曲线

犉犻犵．２　犇犻狊狊狅犮犻犪狋犻狅狀犪狀犱犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犮狌狉狏犲狅犳犌犃犘犇犎

图３　α犃犕犃基因的扩增曲线和熔解曲线

犉犻犵．３　犇犻狊狊狅犮犻犪狋犻狅狀犪狀犱犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犮狌狉狏犲狅犳α犃犕犃

２．４　山羊α犃犕犃氨基酸序列的生物信息学分析

克隆的山羊α犃犕犃 基因序列包含有１个完整

的ＣＤＳ编码区，编码９９９个氨基酸残基。利用Ｓｉｇ

ｎａｌＰ３．０预测山羊的α犃犕犃 基因编码蛋白在５０—

５１ａａ处存在潜在的裂解位点，结合已知牛αＡＭＡ

的信号肽定位，确定山羊αＡＭＡ蛋白信号肽序列

应定位于１—５０ａａ。用Ｐｒｏａｒａｍｔｏｏｌ程序分析去除

信号肽后的成熟蛋白，结果显示其分子结构为Ｃ４８２５

Ｈ７４４０Ｎ１３５０Ｏ１３９２Ｓ２９，理论ｐＩ值为８．０１，相对分子质量

为１０７．５６ｋｕ，体外半衰期哺乳动物细胞为４．４ｈ、酵

母大于２０ｈ，不稳定系数为３８．１８，属于稳定型蛋白。

以ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．２．０预测山羊αＡＭＡ蛋白为

非跨膜蛋白。二级结构预测结果表明山羊αＡＭＡ

蛋白α螺旋结构占２３．１３％，β折叠结构占２４．０４％。

图４　α犃犕犃在山羊各组织中的相对表达量

犉犻犵．４　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳α犃犕犃

犵犲狀犲犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻狊狊狌犲狊

　　用ＮＣＢＩ的ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎｓ程序预测山羊

９２８



畜　牧　兽　医　学　报 ４３卷　

αＡＭＡ蛋白为糖苷水解酶３８家族成员，有２个保

守的结构域分别为糖苷水解酶３８家族Ｎ端结构域

和αＡＭＡ 中间结构域。ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ预测山羊

αＡＭＡ蛋白存在９个 Ｎ糖基化位点分别为１３４、

３４７、３７１、４９９、６３４、６４０、６８１、７５５和９１９位天冬酰

胺。蛋白糖基化和很多疾病有紧密关系，在疾病诊

断治疗和药物研制等方面有重要意义。

图５　α犃犕犃基因核苷酸的进化树

犉犻犵．５　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犳狉狅犿α犃犕犃犵犲狀犲

狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狆犲犮犻犲狊

　　以牛αＡＭＡ蛋白晶体结构（ＰＤＢ：１Ｏ７Ｄ）为模

型，利用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ蛋白质结构同源建模工具

对山羊αＡＭＡ蛋白的三维结构进行预测。如图６

左图所示预测所得山羊αＡＭＡ蛋白与模板蛋白三

维结构均方根偏差（Ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｄｅｖｉａｔｉｏｎ，

ＲＭＳＤ）分别为０．５５１?，说明与模板很好的重叠在

一起。利用ＰＲＯＣＨＥＣＫ软件检查同源建模结果

的质量。如图６右图所示同源建模山羊αＡＭＡ蛋

白α碳与酰胺平面交角图，预测结果显示其与模板

相似，其中９９．１％的氨基酸在喜好或者允许的位

置，相对小百分比的氨基酸存在扭转的角度，一个模

型如果大于９０％的数据点在喜好的区域，说明模型

是正确的。另外，９９．８％的键长和９８．３％的键角在

允许的范围内，证明模型基本符合几何学和立体化

学。总体而言，评估结果表明此模型可用于山羊α

ＡＭＡ蛋白结构及疯草中毒机制的研究。

图６　山羊α犃犕犃蛋白的同源建模和α碳与酰胺平面交角图

犉犻犵．６　犎狅犿狅犾狅犵狔犿狅犱犲犾犵狅犪狋α犃犕犃狆狉狅狋犲犻狀犪狀犱狋犺犲狉犪犿犪犮犺犪狀犱狉犪狀狆犾狅狋

３　讨　论

αＡＭＡ属于糖苷水解酶家族，在寡糖链合成、

代谢过程中起着重要的作用。本研究根据 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ上登录的牛溶酶体α犃犕犃 ｍＲＮＡ基因序列，

设计３对特异性引物，首次成功克隆了山羊α犃犕犃

ｃＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ：ＪＮ６０２３６９），含有３０００ｂｐ

完整开放阅读框。采用ｑＲＴＰＣＲ研究山羊α犃犕犃

基因的组织表达谱，结果显示在所检测的山羊组织

中均有表达，由此推断山羊α犃犕犃 基因可能是一

个广泛表达的基因，其中在肺、肝、小脑、卵巢、大脑

组织中表达量较高。文献中也报道疯草中毒时，α

ＡＭＡ活性异常时能迅速引起肺、小脑、肝、大脑等

细胞的空泡变性，并检测出低聚糖［９，１５］。

目前治疗甘露糖苷酶贮积症的方法有骨髓移

植、酶 替 代 疗 法 （Ｅｎｚｙｍｅｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙ，

ＥＲＴ）、底物整复疗法、基因疗法等。在疯草中毒研

究方面，主要集中于疯草毒素苦马豆素的来源、毒性

及脱毒等方面的研究。根据本研究所得敏感动物山

羊αＡＭＡ的信息，在动物疯草中毒的研究上也可

以借鉴ＥＲＴ方法。根据所得山羊溶酶体α犃犕犃

基因序列，可以通过酵母表达获得大量本源α

ＡＭＡ。Ｃｒａｗｌｅｙ等用ＥＲＴ方法在豚鼠模型上的研

究有较好的预期结果，但是多次注射人源αＡＭＡ

蛋白导致了体液免疫反应，故使用本源αＡＭＡ可

能会产生较长时间的疗效［１６］。另外，可以通过对山

羊溶酶体α犃犕犃 基因定点突变等改造方法，得到

对ＳＷ免疫的蛋白，更利于ＥＲＴ方法的治疗效果。

在三维结构方面，预测山羊αＡＭＡ蛋白包括２个

结构域，其中包括活性位点的Ｎ端结构域由肽ａ和

肽ｂ组成，同源建模所得结构表明活性位点组成一

个包含Ｚｎ２＋的凹槽区，推断这个结构使其有利于与

其它分子进行结合，并且Ｚｎ２＋对酶的活性有重要的

影响［１７］。ＰＲＯＣＨＥＣＫ软件检查同源建模结果可

０３８
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信度很高，因此可以利用此模型可以研究ＳＷ 抑制

αＡＭＡ活性的作用部位与方式，揭示ＳＷ毒性作用

的分子机制，为动物疯草中毒病防治提供重要的理

论依据。
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