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要!旨在研究绵羊
7G!0A

基因的结构与功能!探讨其在两品种脂尾型绵羊脂肪等不同组织中的表达和调控

特性'采用
3W!̂N3

克隆
7G!0A

基因编码区"

NL2

#并对其进行生物信息学分析&

35PQ!7$95 N̂3

检测广灵大尾

羊和小尾寒羊
(

月龄公羊共
(

只心(肝(肾(小肠(睾丸(肾周及尾脂肪组织(股二头肌中
7G!0A

基因
93JI

的表

达'结果表明!
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基因
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区长
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!编码
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个氨基酸'生物信息学分析表明!

W3I0c

为不稳定的水溶

性蛋白!无信号肽和跨膜域!有
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个
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糖基化位点和
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个磷酸化位点!
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氨基酸残基为
33A

保守结构域'
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基因
93JI

在所检测的组织中均有一定的表达!睾丸中表达量最高!显著高于肾(肾周脂肪与尾脂"
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#'品种间总
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表达量差异

不显著"
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#!品种因素显著影响该基因组织间的表达"
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可能在绵羊繁殖及脂质代谢中发

挥重要作用'为深入研究
7G!0A

在绵羊中的基因功能提供了理论基础'
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选择性剪接是增加蛋白质多样性的重要机制之

一)
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'丝氨酸精氨酸富集样"
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#蛋白家族选

择性剪接因子"

W8P-,C#89580
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#!与富含
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的外显子特异结合!激活外显子进入
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!导致外显子的选择性增加)
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是

发育过程重要的剪接因子)
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!可调控多种组织如平

滑肌(睾丸和神经元功能转录本的选择性剪接)
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为小鼠胚胎与大脑发育所必需)
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7G!0A

是应

激反应基因)
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!选择性剪接作用具有发育阶段性和

组织特异性)

*
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'其同源蛋白果蝇
W3I0

调控精子

发生和性别分化的选择性剪接)
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表达异

常与人类癌症及神经病变等疾病有关)
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选 择 性 剪 接 因 子 调 控 人 类 脂 质 代 谢)
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7G!0A

基因在胰岛素抵抗的肥胖人群以及肥胖小

鼠肝和肌肉中表达下调'

7G!0A

在
@5

?
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细胞

和
N0N%0

肌细胞中基因沉默导致脂质生成基因的

表达增加以及甘油三酯合成的增加!而过表达显著

降低生脂基因的表达)
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对脂质的调控可

部分归结于其对脂质代谢关键基因
>DMO%

的选择

性剪接)
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基因编码脂质"
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白中的
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!在脂质代谢中具有
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:

0G依赖的磷

脂酸磷酸酶活性!催化磷脂酸生成甘油二酯!以及调

控脂质相关基因表达的双重功能)
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没有改变
>DMO%

总表达量!但改变了其剪接异

构体的产生!导致
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!

增加而
>DMO%

#

降低!

而
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可促进脂肪合成基因表达)
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'研究发现

乙醇干扰
IAU!%0

肝细胞中
U$
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$-%

信号途径!乙醇

处理
IAU!%0

肝细胞导致
7G!0A 93JI

水平显

著降低!
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表达上调以及
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!
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显著升高)
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基因附近的一个多态位点与

人体肥胖相关)
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'提示
93JI

加工剪接基因可作

为肥胖或脂质代谢候选基因进行研究'
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基因表达与脂质表型的生理相关存在

不一致!
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或
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!

表达水平在人肝活检

中!并没有表现出与肥胖或肝组织病理学相关
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!可能与试验手段和生物不同有关)
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'本研究

选择脂尾表型差异显著的广灵大尾羊和小尾寒羊为

研究对象!克隆
7G!0A

基因
NL2

区并进行序列分

析及功能预测!检测其
93JI

在脂肪等不同组织中

的表达差异性!为揭示该基因在绵羊脂质及其他代

谢中的功能活性提供基础'
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试验样本

选择相同饲养管理条件下的广灵大尾羊和小尾

寒羊为研究对象!
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尾部脂肪(股二头肌组织样品!锡纸包好!置于
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JP,5!C855

冻存管!并立即投入液氮罐中!随后
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冰箱保存'
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LÔ N
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有限公司&
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!

<95
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公 司#'
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实时荧光定量
N̂3
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!美国#'
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试验方法
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总
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提取及
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反应
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3JI$,# Q̂T,

总
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提取试剂说明书提取组织总
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!通过核酸蛋白仪和凝胶电泳检测所提取总
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的质量'参照反转录试剂盒说明书反转录合

成
DLJI

!置于
n0&m

保存备用'
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引物设计与合成
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参照
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7G!0A

基因
93JI

序列"

Ĵ
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%#在线软件分别预测蛋白
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D

:

$

#预测蛋白质功能结构域'

%'*'R

!

实时荧光定量
N̂3

! !

参照
24c3

,

8̂59$6O6WP

S

WA

$

试剂盒进行荧光定量
N̂3

扩

增!反应体系为
0&

&

U

!包括
24c3

,

8̂59$6O6

WP

S

WA

$

%&

&

U

!上下游引物各
&'(

&

U

!

3<=35C58!

5-D5L

>

5

$

&')

&

U

!

DLJI

模板
0

&

U

!

""@

0

<.

&

U

'

N̂3

反应程序$

/R m

预变性
*&,

&

/R m

变性
R,

!

.&m

退火及延伸
*&,

!

)&

个循环&熔解曲线分析$

/Rm%R,

!

.&m*&,

!

/Rm%R,

'每个样品每个基

因
*

个重复'

%'*'.

!

数据分析
!!

采用
0

n

++

N7相对定量分析方

法!由
0

个内参基因获得的相对表达量计算几何平

均数作为目的基因的相对表达量'运用
2̂ 22%1'&

软件中的一般线性模型"

BUA

#进行单变量方差分

表
#

!

引物序列"退火温度及
0R)

产物长度

N,?9*#

!

0-8=*-+*

O

6*3.*

#

,33*,983

2

7*=

4

*-,76-*,350R)

4

-156.7+8G*

基因

B5-5

引物序列"

Rl!*l

#

8̂$958,5

S

T5-D5

退火温度%
m

I--5PQ$-

:

759

?

58P7T85

产物长度%
;

?

U5-

:

7E

用途

e,P

:

5

7G!0A

\

$

IWBIBNBINIBNBBNBIBNI

3

$

WWIIWIBNBINBIBBWBIBWI

.( (.1

克隆

7G!0A

\

$

NIBIIBIIBWWNWNBBIBBN

3

$

BIIWBINBBWBBNWIWBN

.& %%1

GD>%*!

\

$

BIBIIBNBIIIBBIBIIIBN

3

$

IBWNWWBIBBINNWNWBWBIIW

.& %0*

93JI

表达

!17A

\

$

WWNNIBNNWWNNWWNNWB

3

$

NNBWBWWBBNBWIBIBBW

.& %&/

\'\#8ZP8"

?

8$958

&

3'35Y58,5

?

8$958

&.%%



!

.

期 赵帅平等$绵羊
7G!0A

基因的克隆(序列信息与表达分析

析'考虑的影响因素为品种(组织!

BUA

为
H

(

T

X

p

&

GA

(

G7

T

GA7

(

T

G&

(

T

X

'式中!

H

(

T

X

为
7G!0A

基因

93JI

相对表达量!

&

为总体均值!

A

(

为第
(

个

"

(p%

!

0

#品种效应!

7

T

为第
T

种"

T

p%

!

0

!5!

(

#

组织效应!

A7

(

T

为品种(组织二因素互作效应!

&

(

T

X

为残 差 效 应'数 据 表 示 为 -

0

/

]

-

0

/

.!运 用

LT-DP-

,

,

法多重比较分析各因素不同水平间的表

达量差异'

!

!

结
!

果

!D#

!

绵羊
C2(!D

基因克隆

凝胶电泳检测
3W!̂N3

产物为特异性条带"图

%

#!测序拼接后!获得
7G!0A

基因
(.1;

?

的
<3\

!

应用
JNcV

中的
cQP,7-

程序与
B5-cP-̀

数据库预

测的
93JI

"

=A

0

&&)&&*&1&

#进行序列比对!除

0(/

位
IBW

&

NBW

"

258!I8

:

#!

R/&

位
III

&

INI

"

N

>

,!WE8

#!

.1R

位
BBI

&

BBB

"

BQ

>

!BQ

>

#

*

处不同

外!其余核苷酸序列与预测序列一致'与家牛"

A+:

#$;';:

"

JA

0

&&%&*)11.'0

##(野 猪 "

-;::"'+

4

$

"

LF/10/R1'%

##(人"

I+5+:$

@

(&):

"

JA

0

&&)R/*'

0

##(以及小鼠"

E;:5;:";2;:

"

JA

0

&&/%(.'R

##

7G!0A

基因
NL2

区相似性分别高达
/(]

(

/.]

(

/)]

和
/&]

!表明克隆获得的
<3\

为完整的
NL2

区"图
0

#'核酸序列已提交
B5-cP-̀

"登录号$

KW%(.%&%'%

#'

A'LJI

相对分子质量标准

A'LU0&&&LJI9P8̀58

图
#

!

C2(!D

基因
)NP0R)

扩增的琼脂糖凝胶电泳

C8

2

D#

!

>

2

-1+*

2

*9*9*.7-1

4

/1-*+8+1:)NP0R),=

4

98:8.,7813

1:C2(!D

2

*3*

!D!

!

生物信息学分析

0'0'%

!

理化性质
!!

绵羊
W3I0c

由
0((

个氨基

酸组成!分子式
N

%)&1

@

000R

J

R%/

<

)))

2

.

!分子质量

**1&1'10T

!理论等电点"

?

V

#

%%'0(

!为碱性蛋白

质'氨基酸残基中
I8

:

"

3

#频率最高"

00'.]

#!

258

"

2

#频率为
%1'1]

!

N

>

,

频率最低"

&'1]

#!不稳定

系数为
%%1'/%

!属不稳定蛋白质'在哺乳动物网织

红细胞内的半衰期为
*&E

'脂溶指数为
01'%0

!总

平均亲水性为
n%'.%/

!为水溶性蛋白'

阴影表示
23

%

32

"

258

%

I8

:

或
I8

:

%

258

#重复序列&下划线表示
W3I0c

蛋白
33A

保守结构域氨基酸序列

B8P

>

,EP"#Z,85C587#23

%

32

"

258

%

I8

:

#8I8

:

%

258

#

85

?

5P7,5

S

T5-D5,

&

e-"58Q$-585

?

85,5-7,7E5

?

5

?

7$"5,5

S

T5-D5#C

7E533AD#-,58Y5""#9P$-#CW3I0c

?

8#75$-

图
!

!

C2(!D

基因
RTH

及编码氨基酸序列

C8

2

D!

!

R1583

2

+*

O

6*3.*1:C2(!D

2

*3*,3587+*3.1583

2

,=831,.85+*

O

6*3.*

%.%%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)(

卷
!

0'0'0

!

信号肽(跨膜域与翻译后修饰
!!

预测绵羊

W3I0c

无信号肽和跨膜域!可能主要分布于细胞

质或细胞器中'预测不存在
J!

糖基化位点!存在

WE8

**和
258

)(两个潜在的
<!

糖基化位点以及
)(

个

258

(

(

个
WE8

和
%)

个
W

>

8

共
1&

个磷酸化位点!潜

力值均大于
&'R

"图
*

#'

图
K

!

预测的
N)>!U

蛋白
IP

糖基化&

>

'和磷酸化&

U

'位点

C8

2

DK

!

0-*58.7*5IP

2

9

A

.1+

A

9,7813

&

>

'

,35

4

/1+

4

/1-

A

9,7813

&

U

'

+87*+1:N)>!U

4

-17*83

0'0'*

!

结构域(氨基酸序列与二级结构
!!

预测绵

羊
W3I0c

蛋白
%&/

"

%/.

氨基酸残基为
33A

0

2\

超家族结构域"图
)

#!

33A

是
3JI

识别模序'氨

基酸序列分析发现!

33A

结构域两侧肽链富集
23

"

258

%

I8

:

#重复序列"图
0

#'二级结构包含
('.(]

(

螺旋!

('**]

#

折叠和
(0'//]

环&氨基酸残基溶剂

可及性中埋藏态为
%*'(/]

!中间态为
RHR.]

!暴露

态为
(&'R.]

&

%

"

%&R

氨基酸残基有
R

个蛋白质结

合位点!

%/.

"

0((

氨基酸残基有
%.

个蛋白质结合

区域!而
33A

中只有
%

个
3JI

结合位点'

0&)

"

0R&

氨基酸残基存在
3JI

(

LJI

与核酸结合位点'

预测
%

"

%%)

(

%./

"

%1%

(

%(&

(

%/)

"

0((

氨基酸残基

为无序结构'

(

螺旋(

#

折叠以及氨基酸残基溶剂可

及性埋藏态主要位于
33A

结构域!环及无序结构

位于
33A

侧翼肽链"图
R

#'

图
%

!

N)>!U

蛋白保守结构域预测

C8

2

D%

!

0-*58.7*5.13+*-F*551=,831:N)>!U

4

-17*83

图
L

!

N)>!U

蛋白二级结构预测

C8

2

DL

!

0-*58.7*5+*.135,-

A

+7-6.76-*1:N)>!U

4

-17*83

!DK

!

绵羊
C2(!D

基因
=)Z>

的表达差异

方差分析表明"表
0

#!

7G!0A

基因
93JI

相

对表达量在广灵大尾羊"

%'**0

#和小尾寒羊"

%'R%%

#

品种间差异不显著"

D

%

&'&R

#!品种与组织间的互

作显著影响了
93JI

表达"

D

(

&'&R

#!表现为小尾

寒羊睾丸(肾(尾脂中的表达量高于广灵大尾羊的相

0.%%



!

.

期 赵帅平等$绵羊
7G!0A

基因的克隆(序列信息与表达分析

应组织!而肾周脂肪(小肠(肝(心中的表达量无明显

差异"图
.

#'比较
(

种组织中
93JI

表达丰度"表

0

#!发现睾丸中"

0'&(/

#表达量最高!显著高于肾(肾

周脂肪(尾脂(小肠(股二头肌和肝中的表达量"

D

(

&'&R

#!心中表达量最低"

D

(

&'&R

#!肾周脂肪与尾

脂中的表达量差异不显著"

D

%

&'&R

#'

K

!

讨
!

论

KD#

!

绵羊
C2(!D

基因序列分析

绵羊
7G!0A

基因
NL2

区长
(.1;

?

!含
(

个外

显子!编码
0((

个氨基酸!位于
.!G%

'与牛(猪(

人(鼠
7G!0A

基因
NL2

相似性在
/&]

以上!相似

性较高!表明该基因在进化上高度保守'蛋白质半

衰期与其稳定性密切相关!半衰期长则蛋白质稳定

性高)

%(

*

'预测绵羊
W3I0c

具有较长的半衰期!却

属于不稳定蛋白!是否与其广泛参与前体
93JI

的

选择性剪接有关尚待研究'

KD!

!

绵羊
N)>!U

蛋白结构与功能预测

33A

结构域为
23!Q$̀5

蛋白识别前体
93JI

的区域)

%/

*

!预测绵羊
W3I0c

蛋白
%&/

"

%/.

氨基酸

2W@'

小尾寒羊&

BUW'

广灵大尾羊&

@O'

心&

Ub'

肝&

KL'

肾&

2V'

小肠&

W2'

睾丸&

3̂'

肾周脂肪&

WI'

尾
脂&

\c'

股二头肌

2W@'29PQQWP$Q5"@P-,E55

?

&

BUW'BTP-

:

Q$-

:

UP8

:

5

WP$Q5",E55

?

&

@O'@5P87

&

Ub'U$Y58

&

KL'K$"-5

>

&

2V'

29PQQ$-75,7$-5

&

W2'W5,7$,

&

3̂'̂ 58$85-PQCP7

&

WI'WP$Q

CP7

&

\c'\59#8PQ;$D5

?

,

图
'

!

品种与组织二因素互作对
C2(!D=)Z>

表达丰度
的影响

C8

2

D'

!

W::*.7+1:7B1PB,

A

837*-,.7813?*7B**3?-**5,35

78++6*13C2(!D=)Z>*X

4

-*++813,?635,3.*

残基为
33A

结构域!在该区域有
3JI

结合位点!

表明
33A

为绵羊结合前体
93JI

进行选择性剪

表
!

!

C2(!D

基因
=)Z>

表达丰度及方差分析

N,?9*!

!

=)Z>*X

4

-*++813,?635,3.*,35F,-8,3.*,3,9

A

+8+1:C2(!D

2

*3*

93JI

表达丰度方差分析

bP8$P-D5P-PQ

>

,$,#C93JI56

?

85,,$#-P;T-"P-D5

93JI

表达丰度

I;T-"P-D5#C93JI

变异来源

2#T8D5#CYP8$P7$#-

平方和

2T9#C

,

S

TP85,

自由度

L5

:

855#C

C855"#9

JQ

值

JQ

YPQT5,

显著性

2$

:

-$!

C$DP-D5

因素

\PD7#8

水平

U5Y5Q

93JI

表达丰度

I;T-"P-D5#C93JI

校正模型
A#"5Q

%.'.&(

P

%R R'*.1

"""

截距
V-758D5

?

7 %/*'/RR % /)&'%.&

"""

品种
c855" &'1.) % *'1&R J2

组织
W$,,T5 %0'&.) 1 ('*R)

"""

品种
k

组织
c855"kW$,,T5 *'1(& 1 0'.%(

"

误差
O88#8 %.'R&) (&

总计
W#7PQ 001'&.( /.

校正总计
N#885D75"7#7PQ **'%%0 /R

品种

c855"

广灵大尾羊
BUW

%'**0w&'&..

P

小尾寒羊
2W@

%'R%%w&'&..

P

组织

W$,,T5

心
@O

&'()1w&'%*%

"

肝
Ub

%'0/%w&'%*%

D

肾
KL

%'1&(w&'%*%

;

小肠
2V

%'%/0w&'%*%

D"

睾丸
W2

0'&(/w&'%*%

P

肾周脂肪
3̂

%'R.1w&'%*%

;D

尾脂
WI

%')()w&'%*%

;D

股二头肌
\c

%'%/*w&'%*%

D"

不同字母表示同一因素不同水平间差异显著"

D

(

&'&R

#

'J2'

差异不显著&

"

'D

(

&'&R

&

""

'D

(

&'&%

&

"""

'D

(

&'&&%

bPQT5,Z$7E"$CC585-7,T

?

58,D8$

?

7,Z$7E$-7E5,P95CPD7#8"$CC58,$

:

-$C$DP-7Q

>

"

D

(

&'&R

#

'J2'J#7,$

:

-$C$DP-7

&

"

'D

(

&'&R

&

""

'D

(

&'&%

&

"""

'D

(

&'&&%

*.%%
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接的功能结构域'

23

重复序列出现在人类大量的

23

蛋白或
23!Q$̀5

蛋白中)

0&!0%

*

!分析发现绵羊

W3I0c

蛋白
33A

侧翼肽链富集
23

重复序列!这

与上述
23!Q$̀5

蛋白结构相符'

W3I0c

不仅在细

胞核中发挥作用!激活选择性外显子的增加)

*

*

!还可

进入细胞质中发挥作用)

00

*

!这与本研究预测绵羊

W3I0c

不存在信号肽和跨膜域!位于细胞质或细

胞器中相一致'预测
W3I0c

存在
0

个
<!

糖基化位

点!由于不含信号肽!不可能进入内质网"

O3

#发生

糖基化作用'而
<!

糖基化除发生在高尔基体和
O3

中之外!在细胞质和细胞核中还存在单低聚糖

<!BQDJID

"

<!

乙酰葡萄糖胺#方式!

<!BQDJID

常发

生在
258

%

WE8

残基并与磷酸化竞争)

0*

*

!进而对转录

起调控作用)

0)

*

!推测可能存在
<!

糖基化位点'

预测绵羊
W3I0c

存在
1&

个磷酸化位点!且主

要分布于
33A

侧翼序列!二级结构预测发现!大多

数磷酸化位点以及
0

个
<!

糖基化位点位于无序结

构!而无序结构为磷酸化和糖基化的热点区域)

0R

*

'

23

模序在
3JI

剪接中可促进
33A

与
3JI

结

合)

0.

*以及调节蛋白质间的互作)

0&

*

!进而在
3JI

剪

接中发挥重要作用'

23

模序预测为无序结构!磷酸

化促其向有序结构转移)

0%

!

01

*

'磷酸化调控
W3I0c

的亚细胞定位!且
23

模序可能通过磷酸化依赖方

式调控
33A

与前体
93JI

的互作)

0(

*

'因此!认

为磷酸化位点和
<!

糖基化位点存在!在选择性剪接

中发挥作用'二级结构预测发现
33A

侧翼存在多

个蛋白质(

3JI

(

LJI

及核酸结合位点!与
23

模序

功能相一致'绵羊
W3I0c

具有
33A

保守功能

域!生理功能保守'

KDK

!

绵羊
C2(!D

基因组织表达差异

7G!0A

基因在小鼠不同组织中广泛均匀表

达)

R

*

'本研究
7G!0A

基因在绵羊
(

种组织中均有

一定的表达量!表明
W3I0c

可能广泛参与绵羊不

同组织的选择性剪接!表达量差异可能与
W3I0c

选择性剪接具有发育阶段性和组织特异性有关)

*

*

'

研究发现小鼠
W3I0c

通过调节
O$:

@

基因外显子

剪接进而在雄性生殖细胞中发挥调控作用)

*

*

!绵羊

7G!0A

基因在睾丸中有高的表达量!可能与

W3I0c

调控绵羊精子发生有关'小尾寒羊睾丸表

达量高于广灵大尾羊!是否与繁殖力或品种差异相

关有待进一步研究'

7G!0A

基因在肥胖人群以及肥胖小鼠肝和肌

肉中表达下调)

%0

*

'本研究中尽管品种间的表达量

差异不显著!但品种与组织间的互作显著影响了

7G!0A

基因表达!表现为小尾寒羊尾脂中的表达

量高于广灵大尾羊'研究表明!

W3I0c

调控脂质

关键 基 因
>DMO%

的 选 择 性 剪 接)

%0

*

'

7G!0A

,$3JI

导致
>DMO%

!

异构体表达增加!而
>DMO%

#

异构体表达相应降低!

Q$

?

$-

#

可促进脂肪合成基因

的表达)

%*

*

'广灵大尾羊脂肪沉积较多!而小尾寒羊

蓄脂能力弱)

0/

*

!

>DMO%

基因在广灵大尾羊和小尾

寒羊尾脂和肾周脂肪中均有高的表达)

*&

*

'尾脂中

7G!0A

基因的表达差异可能与
W3I0c

参与调控

绵羊脂质代谢有关'两品种中股二头肌(肾周脂肪(

肝中
7G!0A

基因表达量无较大差异!可能与二品

种绵羊
(

月龄适逢
%0

月份!冬季牧草质量差影响脂

质沉积有关'

%

!

结
!

论

绵羊
7G!0A

基因
NL2

区长
(.1;

?

!编码
0((

个氨基酸!

W3I0c

是一种不稳定的亲水性蛋白!无

信号肽和跨膜域!有两个
<!

糖基化位点和
1&

个磷

酸化位点!含有
33A

结构域!该基因高度保守'

7G!0A

基因在广灵大尾羊和小尾寒羊
(

个组织中

的总表达量无显著差异!高表达于睾丸(肾(肾周脂

肪及尾脂中!小尾寒羊睾丸(肾(尾脂中的表达量高

于广灵大尾羊相应组织!可能与其参与调控繁殖性

能及脂质代谢有关'
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