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要!本试验旨在克隆猪
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基因
ZJG

序列并对其进行分析!研究该基因在猪的不同阶段各种组织"心&肝&

脾&肺&肾&背最长肌&背部脂肪#中的发育性表达规律'以豫南黑猪为材料!利用
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技术克隆猪
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基因

ZJG

区域!利用生物信息学方法预测蛋白结构!应用
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检测豫南黑猪
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日龄上述组织中
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基因的

发育性表达'结果表明!猪
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基因的
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个氨基酸!跨膜序列为
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位氨基酸!该肽

链没有信号肽!为跨膜非分泌型蛋白!在
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位氨基酸的位置存在亮氨酸拉链结构域!核苷酸和氨基酸序列

同其他种属间的保守性很高'
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基因拥有广泛的组织表达谱!在心&肝&脾&肾&肺&背最长肌和背部脂肪的不同

发育阶段均有不同程度的表达!而其在肺中的表达量均高于同时期其他组织内的表达量!推测猪
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基因可能与

肺部组织的发育有关(其在背部脂肪不同发育阶段的变化趋势表明其可能参与调控猪脂肪的生成进而影响瘦肉

率'本研究结果将为进一步研究猪
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结构及其多功能奠定基础'
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与细胞增殖&分

化和转化调控!细胞凋亡的发生!胚胎发育及器官发

生以及体内免疫系统的调控功能相关*
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'近年来!

随着
7:%

研究的日趋深入!人们发现
A+:

基因家族

在细胞的增殖分化!动物体的新陈代谢&生长性状&

免疫系统应答等生理活动中起着重要的调节作

用*
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年首次克隆出小鼠

A+:?0

基因的
3J67

序列!并指出其在卵巢&胃&大

肠&小肠&肺&心等内脏器官中呈现高表达状态!随后

的研究更显示出该基因与人和动物的脂肪代谢*
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骨骼发育*
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+以及疾病和癌症的发生相关*

(!%&

+

!因此

该基因也引起了动物育种界以及医学界的广泛关

注'然而目前关于
Y#,?0

的相关研究都集中在国

外!且多数以人&牛&小鼠为主!猪上关于该基因的研

究未见报导'本试验旨在揭示猪
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的结构与功

能!为进一步研究猪
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的生物学功能提供参考'
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头!屠宰后立即取

心&肝&脾&肺&肾&背最长肌&背部脂肪
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种组织样

品!迅速放入液氮中!

b(&k

保存!用于组织表达特

性分析(同时!选取产仔母猪新鲜胎衣样品组织!放

入液氮!
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保存!用于
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基因
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基因
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区的
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引物!同时设计该基因以及内参基因
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#的荧光定量
:Z5

引物!由生工生物

工程"上海#股份有限公司合成!引物序列信息见

表
%

'

#G!

!

猪
(+,;!

基因
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区扩增及产物的克隆与测序

提取样品组织总
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琼脂糖凝胶电泳检
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试剂盒及特异性引物对豫

南黑猪总
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进行去除基因组
J67

以及反转录

反应!利用
5=!:Z5

方法扩增目的片段!反应结束

后取
:Z5

反应液
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L

进行琼脂糖凝胶电泳检测'

将产物进行凝胶回收后!将
:Z5

产物与
Q

=70

载体

连接!然后转化大肠杆菌
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物"大连#工程有限公司测序'
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基因克隆&结构预测及其
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发育性表达变化
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多物种种间
(+,;!

进化分析

应用
J67GPA4

软件对
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个不同物种间
A+:?0

ZJG

区域的核苷酸及氨基酸序列进行同源性比较!

构建
A+:?0

基因序列的进化关系树!

Y#,?0

核苷酸及

氨基酸序列信息来源于
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猪
W.2;!

蛋白结构和功能预测

用
@D:7G

E

!:4#P:A4A2 =##?

工具对猪
Y#,?0

蛋白基本理化性质进行包括氨基酸组成&元素组成&

等电点&分子量等的预测!应用
:4#PG3A?>

的在线版

本对猪
Y#,?0

蛋白质进行疏水区域预测!应用
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在线软件分析猪
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蛋白的跨膜区!应用
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的信号肽分析!

应用
:HJ

在线软件对猪
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的二级结构进行预

测!应用
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构域进行预测'
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基因组织表达特性分析
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在
:Z5

反应过程中!设定无
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!

猪
(+,;!

基因的克隆

猪胎衣中的总
567

提取后!经测定
OJ

值符

合要求'反转录后进行
:Z5

!产物经凝胶电泳显示

获得长度为
%)09[

Q

的片段"图
%

#!将产物回收与

载体连接后!选取阳性质粒进行测序'结果表明!所

得片段长度为
%)09[

Q

!其中包括猪
A+:?0

基因

ZJG

区
/()[

Q

"图
0

#!将序列提交
6ZXK

!获得登录

号
\<%/%**&

'通过
XL7G=

在线比对!与
I>-!

XA-V

牛的
A+:?0

基因同源性为
/%c

!所得片段即为

猪的
A+:?0

基因'

图
#

!

猪胎衣组织目的片段
/HQ6N/

结果

W+

7

G#

!

H53/HQ6N/-32:;<2.I(+,;!.I<53

A

+

7

4I<3-B+-<5

!G!

!

多物种间
W.2;!

的同源性比较以及进化分析

利用
J67GPA4

软件!对猪与牛&人&猕猴&大猩

猩&鼹鼠&树闙&绵羊以及虎鲸的
A+:?0

基因的
ZJG

区域核苷酸及氨基酸序列进行比对!结果如表
0

所

示$猪与牛&人&猕猴&大猩猩&星鼻鼹鼠&树闙&绵羊!

虎鲸的核苷酸序列同源性分别为
/%c

&

/0c

&

/0c

&

%&&c

&

/%c

&

/0c

&

/)c

&

/)c

(猪与牛&人&猕猴&大

猩猩&星鼻鼹鼠&树闙&绵羊&虎鲸的氨基酸序列同源

性分 别为
/1c

&

/9c

&

/.c

&

%&&c

&

/1c

&

/.c

&

/1c

&

/.c

'利用
I>-XA-V

公布的核苷酸序列!采

*%0
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用
J672A-

软件建立了系统进化树"图
*

#'该进

化树显示!猪
Y#,?0

与大猩猩
Y#,?0

在一个小分枝

上!

0

个物种的分子进化地位最近!同时与其他哺乳

动物在一个大分枝上'

上行表示猪
A+:?0

核苷酸序列!下行表示推测的猪
Y#,?0

氨基酸序列(起始密码子
7=I

用下划线标出!-

"

.代表终

止密码子
=77

=B>F

QQ

>4?$->,B#SPB>-F3?>#P$">,>

U

F>-3>,A-"PB>?#S>4?$->,B#SPB>">"F3>"A2$-#A3$",>

U

F>-3>,

(

=B>$-$P$A?

3#">7=I$,F-">4?$->"

!

"

$-"$3AP>PB>P>42$-A?3#">=77

图
!

!

猪
W.2;!

核苷酸序列及推测氨基酸序列

W+

7

G!

!

0:,;3.<+F323

Y

:38,3248FF3F:,3F4*+8.4,+F23

Y

:38,32.I

A

+

7

W.2;!

表
!

!

猪
W.2;!

与其他动物的核苷酸和氨基酸序列一致性比较

H4B;3!

!

N.*

A

4-+2.8.I8:,;3.<+F348F4*+8.4,+F.IW.2;!B3<E338

A

+

7

48F.<53-48+*4;2

物种
G

Q

>3$>,

核苷酸一致性%
c 6F3?>#P$">$">-P$P

E

氨基酸一致性%
c 72$-#A3$",$">-P$P

E

牛
6+:#$;';: /% /1

人
D+2+:$

J

(&): /0 /9

猕猴
>$"$"$>;/$##$ /0 /.

大猩猩
L+'(//$ %&& %&&

星鼻鼹鼠
.+)3

5

/;'$"'(:#$#$ /% /1

树闙
4;

J

$($",()&):(: /0 /.

绵羊
G9(:$'(&: /) /1

虎鲸
G'"();:+'"$ /) /.

)%0
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期 范兴兴等$猪
A+:?0

基因克隆&结构预测及其
2567

发育性表达变化

所引用的序列均来自
I>-XA-V

数据库'登录号如下$牛

"

6<

)

&&%%/0/1&'%

#&人 "

XZ&009/%'%

#&猕 猴 "

6<

)

&&%0.&/%%'%

#&大猩猩"

;<

)

&&)&0/&*.'%

#&星鼻鼹鼠

"

;<

)

&&).(.***'%

#&树闙"

;<

)

&&.%.0%0/'%

#&绵羊"

;<

)

&&)&&19(.'%

#&虎鲸"

;<

)

&&)0.(%.('%

#

7??,>

U

F>-3>,3#2>R4#2PB>I>-XA-V"APA[A,>'6+:4$;E

';:

"

6<

)

&&%%/0/1&'%

#!

D+2+:$

J

(&):

"

XZ&009/%'%

#!

>$"$"$>;/$##$

"

6<

)

&&%0.&/%%'%

#!

L+'(//$

"

;<

)

&&)&0/&*.'%

#!

.+)3

5

/;'$"'(:#$#$

"

;<

)

&&).(.***'%

#!

4;

J

$($",()&):(:

"

;<

)

&&.%.0%0/'%

#!

G9(:$'(&:

"

;<

)

&&)&&19(.'%

#!

G'"();:+'"$

"

;<

)

&&)0.(%.('%

#

图
J

!

猪
W.2;!

与其他动物之间系统进化树的构建

W+

7

GJ

!

65

D

;.

7

383<+,<-33.IW.2;!B3<E338

A

+

7

48F.<53-48+*4;2

!GJ

!

猪
W.2;!

蛋白理化性质分析以及结构与功能

的预测

!!

利用在线软件分析可知!猪
Y#,?0

蛋白由
*09

个氨基酸组成!分子质量为
*1'**VF

!理论等电点为

.')0

!分子式为
Z

%1%0

H

0))9

6

))/

O

1&)

G

%%

!原子总数为
)/0*

!

6

端为蛋氨酸!估计半衰期为
*&B

!蛋白质的不稳定

指数为
(/'/)

!表明此蛋白的性质不稳定!脂溶系数

为
..'1%

'虽为亲水性蛋白!但在
)0

&

))

$

1)

&

.)

$

90

&

(1

$

/1

&

/(

$

%&&

&

%&0

$

%&9

&

%(%

$

%/0

&

0&1

&

0%*

&

0%1

$

00)

&

0).

$

01)

&

0.)

$

090

&

099

$

0(.

&

*0%

$

*0*

等位点具有疏水性!最大疏水区位于第
0%(

位氨基

酸!最大疏水值为
0'%.9

!最大亲水区位于第
%0)

位

氨基酸!最大亲水值为
b*'01.

!其亲水性平均值为

b&'../

(

Y#,?0

包 括
#

!

螺 旋
.*

个!百 分 比 为

%/j09c

!多集中在序列的中间区域!

"

!

折叠共
0

个!

位于第
1(

和
1/

位氨基酸!占
&'.%c

!延伸主链占

9'*)c

!无规则卷曲
0*(

个!占
90'9(c

(

Y#,?0

蛋白

存在
*.

个磷酸化位点!其中丝氨酸
0/

个!苏氨酸
1

个!络氨酸
0

个(

Y#,?0

的跨膜序列为
%9

$

**

位氨基

酸!序列为
GIG:7H7@GNGGIIII8

!该蛋白为跨

膜蛋白!

G$

C

-A%:)'&

信号肽预测工具分析发现存在

信号肽的概率为
&

!说明该蛋白不存在信号肽!为非

分泌型蛋白"图
)

#'

Y#,?0

蛋白在
%00

$

%(9

位氨基

酸的位置含有亮氨酸拉链域'

7'

猪
Y#,?0

氨基酸序列理化性质(

X'

猪
Y#,?0

氨基酸二级结构预测图'

7

图中上行字母表示推测的猪
Y#,?0

氨基酸序

列(下行中的下划线表示延伸主链!波浪线表示无规则卷曲!双划线表示
#

!

螺旋!加重加粗下划线表示
"

!

折叠(上行中

字母加粗斜体表示该位点为酪氨酸磷酸化位点!字母外加方框表示丝氨酸磷酸化位点!字母本身只加粗表示苏氨酸磷

酸化位点'

X

图中
5

表示无规则卷曲!

X

表示
"

!

折叠!

7

表示
#

!

螺旋!

@

表示延伸主链

7'=B>

Q

B

E

,$3#3B>2$3A?

Q

4#

Q

>4P$>,#RY#,?0A2$-#A3$",>

U

F>-3>$-

Q

$

C

(

X'=B>

Q

4>"$3P$#-

C

4A

Q

B#RY#,?0A2$-#A3$"

,>

U

F>-3>$-

Q

$

C

'=B>F

QQ

>4?$->,B#S>"">"F3>"A2$-#A3$",>

U

F>-3>,

(

=B>?#S>4?$->>DP>-">",P4A-"SA,F-">4!

?$->"

!

4A-"#23#$?SA,2A4V>"[

E

SAT

E

?$->,

!

A?

Q

BAB>?$DSA,"#F[?>F-">4?$->"

!

[>PAPF4-SA,[#?"F-">4?$->"

(

=B>

[#?"$PA?$3?>PP>4$-"$3AP>"=

E

4

Q

B#,

Q

B#4

E

?AP$#-,$P>,

!

PB>[?#3V>"?>PP>4,B#S>"G>4

Q

B#,

Q

B#4

E

?AP$#-,$P>,

!

PB>#-?

E

[#?"?>PP>4$-"$3AP>"=B

EQ

B#,

Q

B#4

E

?AP$#-,$P>,'K-Y$

C

'X

!

5,B#S>"4A-"#23#$?

!

[>PAPF4-SA,,B#S>"[

E

X

!

A?

Q

BA

B>?$DSA,,B#S>"[

E

7

!

PB>>DP>-">",P4A-"SA,,B#S>"[

E

@'

图
%

!

猪
W.2;!

氨基酸序列理化性质分析及二级结构预测

W+

7

G%

!

65

D

2+,4;48F,53*+,4;

A

-.

A

3-<+32484;

D

2+248F23,.8F4-

D

2<-:,<:-3

A

-3F+,<+.8.I

A

+

7

W.2;!4*+8.4,+F223

Y

:38,3

1%0
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猪
(+,;!*/01

组织表达特性

A+:?0

基因在不同时期猪心&肝&脾&肺&肾&背

最长肌&背部脂肪中的发育性表达量见表
*

'结果

表明!

A+:?0

基因在上述
9

种组织的
)

个不同时期

"

9

&

*&

&

.&

和
%(&

日龄#都有不同程度的表达$肺不

同时期的表达量均不同程度的高于同时期的其他组

织表达量!其中
9

日龄为表达量最高值!且显著高于

其他日龄"

<

%

&'&1

#!随后
*&

日龄表达量骤然下降

"

<

%

&'&1

#并达到最低值!随后开始逐渐上升'其

余组织在
9

日龄为表达量最大值的还有肝&脾和肾!

肝在
9

日龄后表达量逐渐下降!且到
.&

日龄时为最

低值!

%(&

日龄时又有回升(脾则表现出先降低后升

高!随后再降低的曲折线表达模式(肾则是从
9

日龄

后!表达量一直呈下降的趋势'心和背部脂肪在
)

个不同发育时期呈现出一致的变化规律!均为
*&

日

龄时表达量降低!随后逐渐增加!直到
%(&

日龄时表

达含量达到最高值'背最长肌内的表达量在
*&

日

龄时达到最大值!随后又逐渐降低直至
%(&

日龄时

达到最低值'

表
J

!

猪
(+,;!

基因的组织表达量

H4B;3J

!

H533P

A

-322+.8.I

A

+

7

(+,;!+8F+II3-38<<+22:32

组织
=$,,F> 9

日龄
9" *&

日龄
*&" .&

日龄
.&" %(&

日龄
%(&"

心
H>A4P

&'&%(q&'&&%&

A[

&'&&9%q&'&&%*

A

&'&%/q&'&&))

A[

&'&0.q&'&&*/

[

肝
L$T>4

&'&9.q&'&0%

[

&'&*9q&'&&*.

A

&'&%%q&'&&1.

A

&'&*.q&'&&)%

A

脾
G

Q

?>>-

&'00q&'&)0

[

&'&.)q&'&%*

A

&'0%q&'&.1

[

&'%0q&'&%0

A[

肺
LF-

C

%')q&'%9

3

&'0%q&'&0*

A

&'11q&'%0

A[

&'(9q&'&1/

[

肾
\$"->

E

&'&/1q&'&%

[

&'&.*q&'&*.

A[

&'&1(q&'&&1%

A[

&'&00q&'&&0%

A

背最长肌
L#-

C

$,,$2F,2F,3?>

&'&&9%q&'&&&0%

[

&'&%1q&'&&&1%

3

&'&&)%q&'&&%%

A

&'&&*9q&'&&&/1

A

背部脂肪
XA3VRAP

&'&0%q&'&&)(

A

&'&((q&'&&)*

[

&'&)%q&'&&%1

A

&'%)q&'&%0

3

同行数据后所标数字相同表示差异不显著"

<

'

&'&1

#!所标字母不同表示差异显著"

<

%

&'&1

#

K-PB>,A2>P$,,F>

!

TA?F>,S$PBPB>,A2>?>PP>4,B#S-#,$

C

-$R$3A-P"$RR>4>-3>

"

<

'

&'&1

#(

TA?F>S$PBPB>"$RR>4>-P?>PP>4,B#S,$

C

!

-$R$3A-P"$RR>4>-3>

"

<

%

&'&1

#

J

!

讨
!

论

本试验通过
5=!:Z5

技术获得猪
A+:?0

基因的

ZJG

区!其包含
/()

个碱基!编码
*09

个氨基酸'

人
A+:?0

全长
01'%9V[

!

3J67

为
/(%[

Q

!编码由

*0.

个氨基酸残基组成的蛋白*

%%

+

'小鼠的
A+:?0

全

长
00'&1V[

!编码由
*0.

个氨基酸残基组成的蛋

白*

%0

+

'研究预测猪
A+:?0

基因编码蛋白质的理论

分子量为
*1'**VF

!为跨膜非分泌型蛋白!具有
%)

个疏水区!但其属于亲水性蛋白!由此可推测!

Y#,?0

可能存在膜结合形式!并作为机体某些调控机制的

载体通道'通过不同脊椎动物种间
A+:?0

基因的同

源性比较!发现
A+:?0

基因物种间的同源性很高!尤

其与大猩猩核苷酸序列的同源性高达
%&&c

!与虎

鲸的同源性也高达
/)c

!这表明该基因的进化保守

性非常高'同时发现!

Y#,?0

蛋白在
%00

$

%(9

位氨

基酸含有亮氨酸拉链结构域!正是通过该区域!

Y#,?0

蛋白与
P;)

基因家族编码的蛋白聚合成

7:%

!进而发挥其作用'

本试验利用实时荧光定量
:Z5

技术对
9

&

*&

&

.&

和
%(&

日龄豫南黑猪的心&肝&脾&肺&肾&背最长

肌以及背部脂肪中
A+:?0

基因的表达规律进行了研

究!结果显示!

A+:?0

基因拥有广泛的表达谱!在上

述组织的不同发育阶段均有不同程度的表达!

9

日

龄肺内的表达量明显高于其他组织!因此推测该基

因与胚胎肺部组织的早期发育相关'一些病理的研

究发现!

A+:?0

基因的不同表达量与肺部组织的阶

段性发育调节或病变相关!

5'@R>4?

等*

%*

+发现!

A+:?0

基因参与调控肺纤维化病变过程中的细胞外

基质生成!并认为该基因是引起肺纤维化的一种致

病因子!

A+:?0

转基因小鼠较正常小鼠更易患上严

重的非特异间质性肺炎等肺病!本试验中!肺
A+:?0

基因的表达量在
*&

日龄下降&后又上升的规律!反

映出该基因可能在猪肺的发育过程中有某些特殊意

义!其在病理研究中的发现提示该基因可能参与猪

.%0
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期 范兴兴等$猪
A+:?0

基因克隆&结构预测及其
2567

发育性表达变化

肺部疾病的发生!这还需要更深入的试验佐证'

Z'̀ 4A--

等*

0

+证实!哺乳动物类细胞
A+:?0

基

因的敲除会导致瘦素基因"

L>

Q

P$-

!

L@:

#表达量的

降低!

A+:?0

的过量表达会促进小鼠脂肪细胞内

M@<

基因表达量的增加!而瘦素与哺乳动物的能量

代谢&脂肪生成息息相关'

Z'̀ 4A--

*

%)

+发现
A+:?0

基因对离体培养的细胞以及小鼠体内
M@<

基因的

表达发挥重要的调控作用'本试验中!背部脂肪内

A+:?0

基因在
*&

日龄时的表达量较
9

日龄显著升

高!

.&

日龄时又有显著下降!

%(&

日龄的表达量显著

上升!结合猪的整个生长阶段分析其原因$

*&

日龄

是仔猪的哺育阶段!体内脂肪或者细胞分裂有较快

且明显的增加!因而
A+:?0

表达量升高(随后
.&

日

龄保育阶段!仔猪的饲料结构&生长环境发生变化!

导致仔猪掉膘!其体内脂肪的蓄积略有降低!因而

A+:?0

表达量降低(

%(&

日龄时
A+:?0

基因的表达量

骤然上升!这可能是由于育肥猪此阶段生长迅速&营

养充足&体内脂肪快速蓄积*

%1

+

(综合该基因的变化

趋势与猪脂肪的生长规律!推测该基因可能通过与

M@<

基因的相互协调作用影响猪的脂肪生成!同时

参与调控育肥期猪的瘦肉率!进而影响其生长速度!

这种推测如果得到证实!将对猪育种工作发挥一定

的作用'

6'5>$3B

等发现!

A+:?0

转基因小鼠从
%0

周开

始!皮肤发生纤维化病变!成肌纤维细胞的分化增

强*

%.

+

!另外!

A+:?0

基因的沉默表达促进了肌肉肌酸

激酶和肌球蛋白重链表达含量的升高*

%9

+

'猪肉品

质的评判指标中!嫩度是肉的主要食用品质之一!而

嫩度是由肌肉中各种蛋白质的结构决定的'同时肌

肉系水力是一项重要的肉质性状!它不仅影响肉的

色香味&营养成分&多汁性&嫩度等食用品质!而且有

着重要的经济价值!而系水力大部分是由肌肉的纤

维结构和毛细血管张力而定'本试验中!肌肉内

A+:?0

基因的表达量在
*&

日龄达到最大值!而此时

正是肌肉细胞的快速分裂增长期*

%1

+

!

.&

和
%(&

日龄

该基因的表达量较
*&

日龄有显著降低!原因可能是

肌肉的生长速度降低!因此推测
A+:?0

基因可能参

与猪肌肉生成的调控过程!进而对猪肉的品质产生

一定的影响'

A+:?0

基因在脾&肾&肝&心等组织中也有适量

表达'但
)

种内脏中
A+:?0

的表达规律却不尽相

同$脾呈现
*&

日龄稍有下降&

.&

日龄小幅上升&

%(&

日龄再降低的曲折线表达规律(

9

日龄的肾表达量

最高!随后其表达量缓慢降低(肝是自
9

日龄后开始

降低!

.&

日龄为最低表达量!随后的
%(&

日龄又有

所回升(心内
*&

日龄为最低表达量!后又有所回升!

直到
%(&

日龄时其表达量达到最大值'

A+:?0

基因

在不同内脏组织中表达规律的差异性也预示着该基

因可能参与多种内脏的发育过程!这需要更深入的

试验验证'

%

!

结
!

论

本试验成功克隆猪
A+:?0

基因
ZJG

区!分析其

种间高度保守性!该基因编码肽链无信号肽!为跨膜

非分泌型蛋白!第
%00

$

%(9

位氨基酸位点存在亮氨

酸链结构域'猪
A+:?0

基因在肺组织内的表达量均

高于同时期在心&肝&肾&脾&背最长肌和背部脂肪内

的表达量!推测该基因可能参与肺组织的生长发育

过程(另外该基因在脂肪组织内的表达变化规律与

猪发育阶段的脂肪生长规律一致!预测该基因可能

参与猪的脂肪生长调控进而影响瘦肉率(该基因在

猪的心&肝&脾&肾&背最长肌中的功能作用!还需要

进一步的研究证实'

参考文献"

/3I3-38,32

#!

*

%

+

!

ZHK6@6Ô N
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