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内蒙古农业大学兽医学院!呼和浩特
&%&&%(

(

0'

农业部动物疾病临床诊疗技术重点实验室!呼和浩特
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要!为了研究马鹿
'

!

防御素
!%
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E<""<<K

'

!"<M<-,$-!%

!

K<"BU!%

#基因的结构与功能!揭示该基因的组织表达规

律'本研究利用
\JE

结合
E4J5

"
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P

$"!76

P

8$M$:7L$#-#M:U@4<-",

#技术从马鹿舌黏膜中克隆
'&D=@;%

基因的

:U@4

全长序列并对其进行了生物信息学分析!同时采用
E<78!L$6<

9

>7-L$L7L$Q<\JE

"

ER!

9

\JE

#技术检测该基因

在各组织的表达情况'结果表明!

'&D=@;%

基因的
:U@4

全长序列为
)22N

P

!开放阅读框"

HE]

#为
%/0N

P

!编码
.)

个氨基酸'生物信息学分析表明!

K<"BU!%

蛋白的理论分子量为
.'/)O>

!有
%&

个带正电荷的氨基酸残基!无带负

电荷的氨基酸残基!理论等电点为
%&'(2

'预测
K<"BU!%

蛋白有一个分泌信号肽结构!无跨膜区!主要在细胞外发

挥生理功能(

.

个保守的半胱氨酸残基分别以
J

=

,%!J

=

,2

&

J

=

,0!J

=

,)

和
J

=

,*!J

=

,.

连接形成
*

个分子内二硫键(成

熟蛋白的三级结构是由
'

!

折叠&延伸和无规则卷曲构成'

'&D=@;%

基因编码的氨基酸序列同源性最高的是梅花鹿

'

!

防御素"

,$BU!%

#为
/(')[

!其次是水牛肠
'

!

防御素"

B5BU

#为
/0'0[

!与人
'

!

防御素
!0

"

IBU!0

#同源性最低仅为

*2'/[

'

ER!

9

\JE

结果得出!

'&D=@;%

在被检器官中均有表达!在消化系统&呼吸系统以及生殖系统的大部分器官

表达量较高!肝&肾和脾等实质性器官表达量相对较低'本试验为今后深入研究防御素基因功能以及马鹿黏膜免

疫系统提供理论依据'
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防御素是内源性抗微生物肽中的一个大家族!

哺乳动物防御素根据氨基酸空间结构和分泌部位不

同划分为
*

个亚家族$

%

!

防御素&

'

!

防御素和
.

!

防御

素*

%

+

'其中
'

!

防御素是一类富含半胱氨酸的阳离子

多肽!广泛分布于牛的骨髓以及人和多种动物"牛&

羊&猪&骆驼&驯鹿&梅花鹿&鼠等#的胃肠道&呼吸道&

泌尿生殖道&舌&牙龈&皮肤等上皮组织中*

0!)

+

'成熟

的
'

!

防御素蛋白多由
*(

&

)0

个氨基酸组成!含有
.

个保守的半胱氨酸残基!分别以
J

=

,0!J

=

,)

&

J

=

,%!

J

=

,2

和
J

=

,*!J

=

,.

的连接方式形成
*

个分子的二

硫键*

2

+

'大量资料表明!

'

!

防御素是专门抵御病原

体的前线抗菌分子!对不同的细菌&病毒&真菌感染

均有应答*

.!1

+

'防御素不但可以抵抗病原微生物!还

可以进一步发挥趋化作用!这种抗菌模式可在机体

感染病原数小时内消灭病原微生物*

(

+

'不同的防御

素在特定浓度时可以选择性趋化天然免疫系统中的

白细胞!通过吞噬方式来抵御和消灭入侵的病原微

生物!人
'

!

防御素
!%

"

IBU!%

#趋化单核细胞!

IBU!0

趋化肥大细 胞!

IBU!*

&

IBU!)

可 趋 化 巨 噬 细

胞*

(!/

+

'由此提示!

'

!

防御素在哺乳动物的天然免疫

系统中扮演重要角色'迄今为止!对防御素的研究

主要集中在人&鼠&家畜&家禽等物种中!但在特种经

济动物领域的研究还少见报道'

马鹿"

:&'531&.$

E

,31

#是仅次于驼鹿的大型鹿

类!其鹿茸产量很高!是名贵的中药材(鹿胎&鹿鞭&

鹿尾等也是名贵的滋补品'人工驯养的马鹿具有极

高的经济价值*

%&

+

'消化系统疾病是导致人工饲养

马鹿死亡的主要原因*

%%

+

!消化道黏膜免疫系统是抵

御微生物入侵的重要屏障*

%0

+

!为了探索马鹿黏膜免

疫系统的防御机制!笔者对
'&D=@;%

进行了初步研

究'

#

!

材料与方法

#F#

!

试验材料与主要试剂

%'%'%

!

试验材料
!!

内蒙古大兴安岭北敖鲁古雅

民族自治乡提供淘汰成年雌性马鹿
%

头!解剖未发

现有病理变化!迅速刮取舌&食管&胃&肠等组织的黏

膜!并切取肝&肺&肾&脾等实质器官组织共
*.

种样

品!放入液氮冷冻后
f(&r

超低温冰箱保存!用于总

E@4

的提取'

%'%'0

!

主要试剂
!!

R7_7E7E@4$,#\8>,

&

\K$6!

<K3:K$

P

L

R^

ER K<7

F

<-L _$L S$L;

F

U@4 5K7,<K

&

\K<6$gR7

9

R^

&

R7_7E7C4R7

9

U@4\#8

=

6<K7,<

&

R7_7E7 *c!]>88 E4J5 J#K< 3<L S$L; \K$6<!

3:K$

P

L

R^

ER7,<

&

R7_7E72c!]>88E4J5 J#K<3<L

S$L; \K$6<3:K$

P

L

R^

ER7,<

!

3ZBE

/

\K<6$g 5g

R7

9

R^

"

"

R8$E@7,<\8>,

#!

U@4

凝胶回收试剂盒!

\̂ U%/!R

载体!

UI2

%

感受态细胞!以上试剂均购

自大连宝生物公司'本试验所用引物均由上海生工

生物工程公司合成'

#F!

!

各样品总
<Q)

的提取

选取马鹿各器官样品!用液氮迅速研磨后!采取

E@4$,#\8>,

试剂提取总
E@4

!产物于
f(&r

超

低温冰箱保存!以备
'&D=@;%

的克隆及
ER!

9

\JE

'

.00
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0

期 田巧珍等$马鹿
'

!

防御素
!%:U@4

全长克隆&序列信息及表达分析

#F(

!

-45637#

基因
.;Q)

的克隆

%'*'%

!

'&D=@;%

基因
:U@4

保守区段的克隆
!!

选取舌组织总
E@4

!采用
\K$6<K3:K$

P

L

R̂

ERK<7

F

<-L

_$LS$L;

F

U@45K7,<K

试剂盒!按其说明书进行操作!

将反转录产物于
f0&r

保存备用'利用
U@43L7K

软

件对
A<-B7-O

中公布的牛
'

!

防御素"

0!F

&

K!F

&

J=@

&

=M=@;)

#&绵羊
'

!

防御素"

-=@;%

&

-=@;0

#&山

羊
'

!

防御素"

I=@;%

&

I=@;0

#的
:U@4

序列进行同源

性比较后!根据引物设计原则在这些
'

!

防御素保守区

设计特异性引物
\%!]

%

\%!E

"表
%

#'

表
#

!

用于
-45637#

克隆及实时荧光定量
M?<

的引物

D,@4/#

!

M61=/60:36-45637#.43-1-

>

,-*6/,4L81=/

S

5,-818,81+/M?<

引物名称

\K$6<K-76<

引物序列"

2c!*c

#

\K$6<K,<

9

><-:<

\%!] AJJ4AJ4RA4AAJRJJ4RJ4JJRAJRJJR

\%!E 44JRRRA44J4444RRR4RRJRAARRR444RR

*!A3\!] JRAAARJ4AA4RRR4JRJ44AA

*!E4J5!H>L<K!E R4JJARJARRJJ4JR4ARA4RRR

*!E4J5!D--<K!E JAJAA4RJJRJJ4JR4ARA4RRRJ4JR4R4AA

2!E4J5!H>L<K!] J4RAAJR4J4RAJRA4J4AJJR4

2!E4J5!D--<K!] JAJAA4RJJ4J4AJJR4JRA4RA4RJ4ARJA4RA

2!A3\!E J4RRAARJJRAAJJARARJRR4A

K<"!7:L$-!] JRARAJRARJRJRAR4JAJJRJR

K<"!7:L$-!E AAA4J4JJAA44JJAJRJARRAJ

!!

采用试剂盒
R7_7E7C4 R7

9

U@4\#8

=

6<K!

7,<

!以
%'*'%

中反转录得到的
:U@4

为模板!引物

\%!]

%

\%!E

!进行
\JE

反应'

2&

,

C

扩增体系$

%

,

C

:U@4

!上&下游引物"

0&

,

6#8

0

C

!%

#各
%

,

C

!

%&e

C4R7

9

B>MM<K2

,

C

!

^

F

J8

0

"

0266#8

0

C

!%

#

)

,

C

!

"@R\,

"

0'266#8

0

C

!%

#

(

,

C

!

R7_7E7C4R7

9

"

2

d

0

,

C

!%

#

&'2

,

C

和
0/'2

,

C""I

0

H

'反应条件$

/)r

变性
*6$-

!

*&

个循环的扩增"

/)r*&,

!

2.r

*&,

和
10r*6$-

#!最后
10r

延伸
%&6$-

'扩增产

物经琼脂糖凝胶电泳检测后"图
%

#!用
U@4

凝胶回

收试剂盒回收目的片段!与
P

^U%/!R

"

R7_7E7

#载

体连接!转化
UI2

%

感受态细胞!经
CB

%

46

P

平板

培养基筛选后!通过菌落
\JE

检测阳性克隆送华大

基因科技有限公司进行双向测序'测序结果经

BC43R

比对后!确定所克隆的保守区段
:U@4

序

列属于
'

!

防御素基因家族'

%'*'0

!

'&D=@;%

基因
:U@4*cE4J5

的克隆
!!

选取舌总
E@4

为模板!用
*c!]>88E4J5_$L

试剂

盒提供的
\K$6<3:K$

P

LE<Q<K,<RK7-,:K$

P

L7,<

&带有

*cE4J54"7

P

L#K

的
\#8

=

"

R

#

`引物进行反转录反

应!方法按照
*c!]>88E4J5_$L

反转录说明进行'

合成的
*c3LK7-":U@4

!

f0&r

冰箱保存备用'

根据已获得的
'&D=@;%

基因保守区段序列!按

照
*c!]>88E4J5_$L

试剂盒要求!应用
H8$

F

#.

软

件设计特异性引物
*!A3\!]

'采用
R7_7E7C4

R7

9

试剂盒!以
*c3LK7-":U@4

为模板!

\%!]

%

*!

E4J5!H>L<K!E

为引物!进行
*cH>L<K\JE

反应!

得到
*c%,L\JE

产物(以
*c%,L\JE

产物为模板!

以
*!A3\!]

%

*!E4J5!D--<K!E

为引物!进行
*cD--<K

\JE

反应!得到
*cE4J5

片段'琼脂糖凝胶电泳检

测"图
%

#!回收目的片段!克隆后测序'

%'*'*

!

'&D=@;%

基因
:U@42cE4J5

的克隆
!!

以舌总
E@4

为模板!采用
2c!]>88E4J5_$L

试剂

盒!依次去
2c

磷酸基团&去
2c

帽子&连接
2cE4J5

4"7

P

L#K

处 理
E@4

!最 后 使 用
E<Q<K,< RK7-!

,:K$

P

L7,< !̂̂ CY

"

E@7,<I

f

#&

E7-"#6/6<K,

进

行反转录反应合成
2c3LK7-":U@4

!产物于
f0&r

冰箱保存备用'

根据已获得的
'&D=@;%

基因保守区段的序列!

按照
2c!]>88E4J5_$L

试剂盒要求!应用
H8$

F

#.

100
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软件设计特异性引物
2!A3\!E

'采用
R7_7E7C4

R7

9

试剂盒$以
2c3LK7-":U@4

为模板!

2!E4J5!

H>L<K!]

%

\%!E

为引物!进行
2cH>L<K\JE

反应!得

2c%,L\JE

产物(再以其为模板!使用引物
2!

E4J5!D--<K!]

%

2!A3\!E

!进行
2cD--<K\JE

反应!

得到
2cE4J5

片段'琼脂糖凝胶电泳检测!回收目

的片段!克隆后测序'

#F%

!

-45637#

基因
.;Q)

全长序列的分析

将测序得到的各段
'&D=@;%

基因序列拼接成

完整的
:U@4

序列!采用
@JBD

的
HE]]$-"<K

程

序分析
HE]

(蛋白质理化性质预测使用
\K#\7K76

工具"

;LL

P

$%%

S<N'<g

P

7,

=

'#K

F

%

P

K#L

P

7K76

%#(采用

3$

F

-78\

在线服务器预测信号肽"

;LL

P

$%%

SSS':N,'

"L>'"O

%

,<KQ$:<,

%

3$

F

-78\

%#(用
R^I^^

程序进行

跨膜区预测"

;LL

P

$%%

SSS':N,'"L>'"O

%

,<KQ$:<,

%

R^I^^

%#(亲水性疏水性预测采用
\K#L,:78<

程

序"

;LL

P

$%%

S<N'<g

P

7,

=

'#K

F

%

P

K#L,:78<

%#(二级结构

的预测使用
\K7N$

服务器的
3#

P

67

程序"

;LL

P

,

$%%

-

P

,7!

P

K7N$'$N:

P

'MK

%#(运用
\K<"$:L\K#L<$-

服务器

分析二硫键位置 "

;LL

P

,

$%%

SSS'

P

K<"$:L

P

K#L<$-'

#K

F

%

;#6<

#(并利用
3WD33!̂ HU5C

软件"

;LL

P

,

$%%

,S$,,6#"<8'<g

P

7,

=

'#K

F

%#进行三级结构预测(使用

U@4,L7K

的
<̂

F

48$

F

-

软件进行一些哺乳动物间
'

!

防御素氨基酸序列同源性的比较'

#FR

!

-45637#

基因不同组织表达水平检测

根据
A<-B7-O

公布的马鹿
"

;$"#()

基因序列

"登录号为
UX0**).2

#!用
H8$

F

#.

软件设计特异性

引物
K<"!7:L$-!]

和
K<"!7:L$-!E

'将
%'0

中提取的

马鹿各组织
E@4

样品!采用试剂盒
\K$6<K3:K$

P

L

R^

ERK<7

F

<-L_$L

逆转录合成
:U@4

!方法参照其说

明书'以合成的
:U@4

为模板!进行
ER!

9

\JE

反

应!

0&

,

C

体系如下$

3ZBE\K<6$g5gR7

9

"

0e

#

%&

,

C

!

*!A3\!]

和
2!A3\!E

"

%&

,

6#8

0

C

!%

#各
&'(

,

C

!

适当稀释的
:U@4

模板
0

,

C

!

""I

0

H.')

,

C

'同

时设定内参基因
K<"!7:L$-!]

%

K<"!7:L$-!E

的对照试

验'扩增程序$

/2r

预变性
*&,

(

/2r

变性
2,

!

.*r

退火
*),

!

)2

个循环(熔解程序$

/2r2,

(

.&

r*&,

!

/2r%2,

'每个样品的
'&D=@;%

基因和
"

;

$"#()

基因分别做
*

个重复!反应结束后根据扩增曲

线的
JL

值计算
'&D=@;%

基因的相对表达量'

#FI

!

数据分析

每种样品重复
*

次试验'数据采用
3

P

,,0&'&

软

件进行单因素方差分析!共分为
*.

组!采用
0

!

-

JL平均

值
s

标准误的平均值"

6<7-s6<7-#M,L7-"7K"<KK#K

!

&

#

s35̂

#来计算
'&D=@;%

基因的表达水平!其中

-

JLbJL

"

'&D=@;%

#

fJL

"

"

;$"#()

#!通过
#!

检验对数据

进行统计学分析!

F

#

&'&2

为显著性差异'

!

!

结
!

果

!F#

!

-45637#

基因的
<DLM?<

和
<)?K

扩增

马鹿各样品总
E@4

经
%'2[

琼脂糖凝胶电泳

检测均有
0(3

&

%(3

&

23

三条带"图略#!

HU

0.&-6

%

HU

0(&-6

均为
%'/

&

0'&

!表明
E@4

提取满足试验要

求'舌黏膜总
E@4

经
ER!\JE

结合
E4J5

的方

法扩增得到的
'&D=@;%

基因各片段产物经
%[

琼脂

糖凝胶电泳检测结果如图
%

所示'

!F!

!

-45637#

基因的
.;Q)

全长序列及分析

将测序后拼接得到的
'&D=@;%

基因
:U@4

全

长序列在
@JBD

上进行同源性搜索!表明该基因属

于
'

!

防御素基因家族'应用
HE]]$-"<K

程序对

'&D=@;%

基因序列分析表明"图
0

#!该基因的
:U!

@4

全长序列为
)22N

P

!

HE]

长为
%/0N

P

"

%**

&

*0)N

P

#!共编码
.)

个氨基酸!起始密码子为
4RA

!

终止密码子为
R44

!

2c

非翻译区"

2cdRE

#为
%*0

N

P

!

*c

非翻译区"

*cdRE

#为
%*%N

P

'

!F(

!

6/*9;L#

蛋白的生物信息学分析

0'*'%

!

K<"BU!%

前体蛋白理化性质分析
!!

运用

\K#L

P

7K76

软件分析
K<"BU!%

前体蛋白的基本理化

性质!结果表明!分子式为
J

*&%

I

2%&

@

/(

H

1)

3

(

!分子量

为
.'/)O>

!理论等电点为
%&'(2

(含有
%.

种基本氨

基酸"图
*

#!其中含量最高的为
C<>:$-<

"

%2'.[

#(

有
%&

个带正电荷的氨基酸残基"

1

个精氨酸
4K

F

$!

-$-<!E

!

*

个赖氨酸
C

=

,$-<!_

#(没有带负电荷的氨

基酸 残 基(

0(& -6

的 摩 尔 消 光 系 数 为
*12

6#8

0

:6

f%

(该分子的平均亲水系数为
&'012

'

0'*'0

!

K<"BU!%

前体蛋白信号肽预测及跨膜结构

预测
!!

利用
3$

F

-78\)'&3<KQ<K

对
'&D=@;%

编码

的蛋白进行信号肽的预测"图
)

#!从图可以看出!该

蛋白的
@

端至第
0)

位氨基酸之间的剪切位点分值

和综合剪切分值均达到最大峰值!表明该蛋白有信

号肽结构为分泌蛋白'利用
R^I^^0'&3<KQ<K

对
'&D=@;%

编码的蛋白进行跨膜结构的预测"图

2

#!从图中看出其在第
)

&

0.

位氨基酸残基左右可

能为跨膜蛋白!但其可能性小于
([

!即认为其不存

在跨膜蛋白'因此推测!

K<"BU!%

不具有跨膜结构!

在合成后通过信号肽的引导分泌到细胞外'

(00



!

0

期 田巧珍等$马鹿
'

!

防御素
!%:U@4

全长克隆&序列信息及表达分析

@'

未加模板的阴性对照(

\'

保守区段扩增产物(

*!E'*cE4J5

扩增产物(

2!E'2cE4J5

扩增产物(

^'U@4

相对

分子质量标准

@'@<

F

7L$Q<:#-LK#8S$L;#>LL<6

P

87L<

(

\'J#-,<KQ<",<

F

6<-L76

P

8$M$:7L$#-

(

*!E'*cE4J5!76

P

8$M$<"

(

2!E'

!

2c

E4J5!76

P

8$M$<"

(

^'UC0&&&U@4 7̂KO<K

图
#

!

-45637#

基因
<DLM?<

及
<)?K

扩增的琼脂糖凝胶电泳

O1

>

F#

!

)

>

630/

>

/4/4/.863

N

J36/0103:<DLM?<,-*<)?K,=

N

41:1.,813-3:-45637#

>

/-/

阴影表示
2c!dRE

(斜体表示
*c!dRE

(双下划线表示信号肽氨基酸序列(单下划线表示成熟肽氨基酸序列

AK7

=

,;7"#SK<

P

K<,<-L2cdRE

(

DL78$:,K<

P

K<,<-L*cdRE

(

U#>N8<>-"<K8$-<$-"$:7L<,L;<

P

>L7L$Q<,$

F

-78

P

<

P

L$"<,<!

9

><-:<

(

3#8$">-"<K8$-<$-"$:7L<,L;<

P

>L7L$Q<67L>K<

P

<

P

L$"<,<

9

><-:<

图
!

!

-45637#

基因
.;Q)

全长序列及推导的氨基酸序列

O1

>

F!

!

DJ/.;Q):544L4/-

>

8J0/

S

5/-./3:-45637#

>

/-/,-*180*/*5./*,=1-3,.1*0/

S

5/-./

0'*'*

!

K<"BU!%

前体蛋白亲水性%疏水性分析
!!

运用
5g

P

7,

=

服务器中
\K#L3:78<

程序对
K<"BU!%

肽

链的亲水性%疏水性进行分析!如图
.

所示!位于

K<"BU!%

前体蛋白
@

末端的信号肽区形成强的疏水

区!其中第
%&

位亮氨酸"

C<>

#疏水性最强"最高分

值
*'2

#(在成熟肽区!疏水氨基酸和亲水氨基酸均

有分布'

0'*')

!

K<"BU!%

前体蛋白高级结构预测
!!

运用

/00
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C'C<>:$-<

(

A'A8

=

:$-<

(

E'4K

F

$-$-<

(

J'J

=

,L<$-<

(

Y'

Y78$-<

(

\'\K#8$-<

(

I'I$,L$"$-<

(

4'487-$-<

(

3'3<K$-<

(

_'C

=

,$-<

(

X'A8>L7-$-<

(

@'4,

P

7K7

F

$-<

(

]'\;<-

=

8787-$-<

(

^' <̂L;$#-$-<

(

R'R;K<#-$-<

(

D'D,#8<>:$-<

图
(

!

6/*9;L#

前体蛋白的氨基酸组成

O1

>

F(

!

DJ/,=1-3,.1*.3=

N

301813-3:6/*9;L#

N

6/.56036

N

638/1-

\K7N$

在线服务器的
3#

P

67

程序分析"图
1

#表明!

K<"BU!%

前体蛋白二级结构由
%

!

螺旋&延伸&

'

!

折叠

及无规则卷曲
)

种结构组成!其各种结构所占比例

分别是
0.'2.[

&

%&'/)[

&

0&'*%[

及
)0'%/[

!其

中
%

!

螺旋主要分布在多肽链的
@

端(运用
\K<"$:L!

\K#L<$-

服务器分析表明!

.

个保守的半胱氨酸残基

分别以
J

=

,%!J

=

,2

&

J

=

,0!J

=

,)

和
J

=

,*!J

=

,.

连接!

形成
*

个分子内二硫键"图
(

#!进一步证明了所

克隆的
K<"BU!%

属于
'

!

防御素亚家族'去除信号肽

序列后!运用
3WD33!̂ HU5C

进行同源建模!如图

/

所示!

K<"BU!%

成熟蛋白的三级结构是由
'

!

折叠&

延伸和无规则卷曲构成!这与二级结构预测结果一

致'

J!,:#K<'

原始剪切位点的分值(

3!,:#K<'

信号肽的分值(

Z!,:#K<'

综合剪切位点的分值

J!,:#K<'\#$-LQ78><#M#K$

F

$-78:8<7Q7

F

<,$L<

(

3!,:#K<'\#$-LQ78><#M,$

F

-78

P

<

P

L$"<

(

Z!,:#K<'\#$-LQ78><#M:#6

P

K<!

;<-,$Q<:8<7Q7

F

<,$L<

图
%

!

6/*9;L#

氨基酸序列信号肽的预测分析

O1

>

F%

!

M6/*1.813-,-,4

B

0103:8J/01

>

-,4

N

/

N

81*/3:6/*9;L#,=1-3,.1*0/

S

5/-./

图
R

!

6/*9;L#

蛋白跨膜区分析

O1

>

FR

!

D6,-0=/=@6,-/*3=,1-,-,4

B

0103:6/*9;L#

N

638/1-

&*0
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期 田巧珍等$马鹿
'

!

防御素
!%:U@4

全长克隆&序列信息及表达分析

图
I

!

6/*9;L#

前体蛋白疏水性分析

O1

>

FI

!

W

B

*63

N

J3@1.18

B

,-,4

B

0103:6/*9;L#

N

6/.56036

N

638/1-

图
$

!

6/*9;L#

前体蛋白二级结构

O1

>

F$

!

H/.3-*,6

B

0865.856/3:6/*9;L#

N

6/.56036

N

638/1-

图
&

!

6/*9;L#

前体蛋白二硫键位置

O1

>

F&

!

;1054:1*/@3-*

N

301813-3:6/*9;L#

N

6/.56036

N

638/1-

图
'

!

6/*9;L#

蛋白三级结构

O1

>

F'

!

DJ/8/681,6

B

0865.856/3:6/*9;L#

N

638/1-

!F%

!

6/*9;L#

前体蛋白同源性及进化分析

推导的
K<"BU!%

氨基酸序列用
<̂

F

48$

F

-

软件

中
J8>,L78Y

方法与
@JBD

数据库中收集下载的
%1

类哺乳动物
'

!

防御素氨基酸比对!结果显示"图

%&

#!这些氨基酸序列在特定位置均含有
.

个保守半

胱氨酸残基(氨基酸序列同源性最高的是
,$BU!%

为

/(')[

!其次是
B5BU

为
/0'0[

!与
IBU!0

同源性

最低仅为
*2'/[

'

!FR

!

-45637#

在不同器官的相对表达量

数据处理后经
3

P

,,0&'&

软件分析!结果如图

%%

所示'

'&D=@;%

基因在被检器官中均有表达!但

其相对表达量在不同器官内差异显著'

'&D=@;%

在

消化系统&呼吸系统及生殖系统的大部分器官表达

量较高!泌尿系统的表达量相对较低!肝&肾和脾等

实质性器官的表达量较低'

%*0
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防御素氨基酸序列的多重比较
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相对表达量
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!

论
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生物信息学分析

本研究采用
ER!\JE

结合
E4J5

的方法成功

克隆得到
'&D=@;%

基因的
:U@4

全序列长为
)22

N

P

'经序列分析表明!该基因
2cdRE

为
%*0N

P

&

HE]

为
%/0N

P

&

*cdRE

为
%*%N

P

!共编码
.)

个氨

基酸!内含
.

个特定位置保守的半胱氨酸残基!分别

以
J

=

,%!J

=

,2

&

J

=

,0!J

=

,)

和
J

=

,*!J

=

,.

的连接方式

形成
*

对二硫键!这是
'

!

防御素的基本结构单

元*

*

!

%*!%)

+

'

K<"BU!%

氨基酸序列
@

末端的
0)

个氨

基酸是信号肽序列!且组成信号肽的氨基酸形成一

个明显的疏水区域!这种疏水性的氨基酸组成容易

与脂膜结合!对信号肽引导防御素前体蛋白通过脂

0*0



!

0

期 田巧珍等$马鹿
'

!

防御素
!%:U@4

全长克隆&序列信息及表达分析

膜是有利的*

%2!%.

+

'在成熟肽区域既表现亲水性又表

现亲脂性!防御素的两亲性结构及其阳离子性质有

助于插入到带负电荷的病原体的磷脂膜诱导膜去极

化*

%1

+

!并且破坏细胞壁的完整性*

%(

+

!从而杀伤微生

物'高级结构预测显示!

%

!

螺旋主要分布在多肽链

@

端的信号肽区!

'

!

折叠片层结构位于成熟肽区域'

%

!

螺旋与信号肽的跨膜功能有关*

%/

+

!

'

!

折叠使小分

子防御素紧密联结!形成相对稳定的化学结构!使其

能够在胃肠道&呼吸道等富含吞噬溶酶体的环境中

仍能保持生物学活性*

%*

!

0&

+

'

3'Z<->

F

>

等*

0%

+研究发

现!防御素的空间构象在发挥其免疫作用的过程中

起到关键作用'因此推测!

K<"BU!%

同其他
'

!

防御

素家族成员一样具有免疫功能'

(F!

!

6/*9;L#

同源性分析

同 源 性 分 析 得 知!

K<"BU!%

与
,$BU!%

*

*

+

&

B5BU

*

00

+

&

K<BU!%

*

0

+等同源性较高!与
P

BU!%

*

0*

+

&

;#BU!%

*

0)

+

&

IBU!0

*

02

+等相对较低!这说明反刍动物

之间的
'

!

防御素同源性较高!反刍动物与猪&马&鼠

等的
'

!

防御素同源性较低'鉴于哺乳动物间都存在

'

!

防御素但同源性差异较大现象!很多学者用达尔

文进化的理论来解释!物种之间感染的病原不同!从

而导致一些基因发生有益于自身的显著突变来抵御

外界病原体!进而导致物种间同源性差异较大*

0.

+

'

K<"BU!%

与家牛的
*

种
'

!

防御素相比!

C4\

同源性

最高!这可能由于
K<"BU!%

和
C4\

都来源于舌组

织'

(F(

!

-45637#

表达特性分析

'

!

防御素这种小分子抗菌肽在哺乳动物体内广

泛表达'杨银凤等*

0

!

01

+发现!

'

!

防御素在雌性骆驼&

驯鹿呼吸道&胃肠道&生殖道各组织中均有表达'盛

金良等*

0(

+研究表明!

-=@;%

在绵羊的整个消化道和

呼吸道均有分布'唐博等*

0/

+研究表明!在蒙古绵羊

雌性生殖道内均有
-=@;%

表达'本研究结果表明!

在被检马鹿的消化&呼吸&泌尿&生殖系统均有
'&D;

=@;%

基因的表达!且存在组织差异性!这种表达模

式与反刍动物基本一致(但是其在消化系统内表达

丰度最高!出现这种结果可能与胃肠道定殖有大量

的微生物有关(试验同时发现!

'&D=@;%

基因在肝&

肾&脾等实质性器官和腺体内均有表达!提示
'

!

防御

素在发挥先天性免疫作用*

*&

+的同时还可能存在着

其他生物学功能!但是具体生物学功能有待进一步

研究发现'

%

!

结
!

论

本研究采用
\JE

结合
E4J5

的方法成功获得

了
'&D=@;%

基因的
:U@4

全长序列!该基因编码的

蛋白有信号肽无跨膜区!属于分泌蛋白!具有
'

!

折叠

片层结构'

'&D=@;%

基因编码的氨基酸序列与梅花

鹿&驯鹿&牛羊等反刍动物的同源性较高'

'&D=@;%

基因在被检器官中均有表达!且在消化系统&呼吸系

统及生殖系统的表达量较高!表明
'&D=@;%

基因在

黏膜免疫中占主导地位!本研究将为今后探索防御

素基因功能以及马鹿黏膜免疫系统提供理论基础'
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