
畜牧兽医学报
!

!"#$

!

%&

"

#!

#$

!OOO!!O$'

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

"#$

$

%&'%%()*

%

+

'$,,-'&*..!./.)'0&%('%0'&0(

牦牛
@AB#"

基因克隆及其在不同发育

时期睾丸中的表达规律

韩
!

杰!熊显荣!王
!

艳!杨显英!阿果约达!黄向月!李
!

键"

"西南民族大学 生命科学与技术学院!成都
.%&&)%

#

摘
!

要!本研究旨在克隆牦牛组蛋白去甲基化酶
%<

"

5

A

,$-2!,

L

24$C$4I$,6#-2"2326I

A

5H,2%<

!

/K?%!

#基因!检测其
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方法获取牦牛
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区基因序列!并使用生物信息软

件分析其结构和功能'采用实时荧光定量
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#生活在中国高原地区!能

够适应高寒(缺氧的生态环境!能充分利用高原地区

天然草地为人们提供优质健康的食品'此外!牦牛

在动物基因遗传资源研究中也是一个极其珍贵的基

因库!在自然繁殖的牦牛群中!牦牛的繁殖力仅为
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'近些年!虽然对牦牛育种的研究不断

深入!并取得了较大的进展)
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'牦牛繁殖力低的问

题严重阻碍了牦牛业及高原地区的经济发展'因

此!牦牛繁殖性能的研究对提高牧区人们的生活水

平和丰富中国遗传资源多样性具有重大意义)
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在哺乳动物组织中普遍表达!并且可通

过抑制或激活相关基因转录!来调控
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损伤(还

原转录子的活性以及纺锤体和染色体的缺失!进而

在多种生物体的生殖细胞系中发挥重要作用)
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此外!该基因同样参与了细胞增殖(凋亡和转移(胚

胎发育的调节(机体造血的调控以及性激素受体介

导基 因 的 转 录 调 控 等 过 程)
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!由 此 可 知!
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基因在哺乳动物生殖发育调控(造血系统(

多能干细胞的调控及内分泌等相关生物学活动的调

节中均起重要作用'
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序列的蛋白结
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其在牦牛生殖生理过程中所发挥的作用奠定基础'
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Ê 2̂H

1

2-6

]$6

反转录试剂盒说明书合成
4?9<

!使用
6!>N

(@@0



!

%0

期 韩
!

杰等$牦牛
/K?%!

基因克隆及其在不同发育时期睾丸中的表达规律

?N

基因的特异性引物检测
4?9<

的质量!对琼脂

糖凝胶电泳结果显示单一清晰条带的
4?9<

进行

编号!

d0&y

保存备用'

#N%

!

引物设计及合成

根据
9\>F

已报道的 野 牦 牛 "

8+74=#=7

#

/K?%!

"

72->H-W

登录号$

P[

7

&&=/&=%@=;0

#和

6!>KF

基因
3̂ 9<

序列"

72->H-W

登录号$

<\

7

&&&%.0;%

#!使用
:X$32X=;&

分别设计引物"表
%

#'

由上海生工生物工程有限公司合成'

#N'

!

目的基因的扩增与克隆

:\̂

反应体系为
0=

+

S

!其中
:X23$JEH

a

E[

?9<

聚合酶
%0;=

+

S

!

49?< %;&

+

S

!

""N

0

T

/;=

+

S

!上(下游引物"

%&

+

3#5

2

S

d%

#各
%;&

+

S

'

:\̂

扩增条件$

/) y

预变性
) 3$-

&

/) y

变性

)=,

!

=(y

退火
% 3$-

"

*

段的退火温度分别为

.0;0

(

=.;)

和
=*;& y

#!

@0 y

延伸
%3$-

!

*=

个循

环&

@0y @3$-

'

%&

1

2

S

d%琼脂糖凝胶电泳检测

:\̂

产物!紫外光下切取目的条带并按照胶回收试

剂盒说明书回收目的
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基因生物信息学分析
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分析
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序列的开

放阅读框!并获得氨基酸序列!
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"二级结构(三级结构#对
]?[%<

蛋白进行生物信息学分析&在
9\>F

中找到需要建

树的相关物种该基因序列!并利用
[G7<=;&

软件

进行比对和系统进化树构建'

#NO

!

牦牛
@AB#"

基因组织表达谱检测

采用实时荧光定量
:\̂

"

a

KH-6$6H6$V2X2H5!6$32

:\̂

!

Ê!

a

:\̂

#检测
/K?%!

基因在牦牛心(脾(

肝(卵巢(肺(大肠(大脑(肾(子宫(睾丸(胃中的表

达'

Ê!

a

:\̂

反应体系为
%=

+

S

!其中
8e>̂

-

:X23$JGJEH

a

E[

(

@;=

+

S

!

49?<%;&

+

S

!上(下

游引物"

%&

+

3#5

2

S

d%

#各
&;=

+

S

!

""N

0

T=;=

+

S

'

:\̂

扩增条件$

/=y*3$-

&

/=y%&,

!

.&y*&,

!

共
)&

个循环!重复
*

次'

#N$

!

牦牛睾丸组织中
@AB#"

基因表达分析

采用实时荧光定量
:\̂

"

a

KH-6$6H6$V2X2H5!6$32

/@@0
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!

:\̂

!

Ê!

a

:\̂

#检 测 不 同 时 期 牦 牛 睾 丸 中

/K?%!

基因的表达'

;CN

T

>A;

反应体系同
%;@

'

每个样本进行
*

次重复!用
0

d

11

\6法对定量结果进

行分析'

#N&

!

数据分析

荧光定量结果用0平均值
`

标准误"

[2H-`

8G[

#1表示'采用
8:88

软件进行显著性分析!

>

+

&;&%

差异极显著!

>

#

&;&=

差异不显著!

>

+

&;&=

差

异显著'

!

!

结
!

果

!N#

!

样本
IF0

完整性检测

用琼脂糖凝胶电泳检测
9̂<

完整性!结果显

示!所提组织
9̂<

均出现两条清晰明亮的条带

"

%(8

和
0(8

#!且无弥散和拖带的现象!无蛋白和

?9<

等杂质的污染!表明所得
9̂<

完整性很好

"图
%

#'

%'

肝&

0'

睾丸&

*'

心&

)'

脾&

='

肺&

.'

大肠&

@'

卵巢&

('

肾&

/'

子宫&

%&'

大脑&

%%'

胃&

%0'

胎牛睾丸&

%*'

幼年期睾丸&

%)'

老年期

睾丸

%'S$V2X

&

0'E2,6$,

&

*'N2HX6

&

)'8

L

522-

&

='SK-

1

&

.'SHX

1

2$-62,6$-2,

&

@'TVHX

A

&

(']$"-2

A

&

/'R62XK,

&

%&'\2X2YXK3

&

%%'86#3H4I

&

%0'U26H5Y#V$-262,6$,

&

%*'bKV2-$5262,6$,

&

%)'82-$5262,6$,

图
#

!

各组织
IF0

的琼脂糖凝胶电泳结果

Q3

,

B#

!

I-.E26+75

,

5*+.-

,

-2-2-46*+

1

;+*-.3.+7<377-*-/663..E-.IF0

!N!

!

牦牛
@AB#"

基因
KR:

扩增及克隆测序

以牦牛睾丸组织的总
9̂<

为模板!利用
Ê!

:\̂

对
/K?%! \?8

区进行扩增!得到单一清晰

条带"图
0

#!并使用
?9<[<9

对所得序列进行拼

接'获得核苷酸序列为
0)&%Y

L

"图
*

#!开放阅读

框为
0**%Y

L

!共编码
@@.

个氨基酸'

['?S0&&&?9< 3HXW2X

&

%

"

*'/K?%!!%

(

/K?%!!0

(

/K?%!!*

的
:\̂

产物

['?S0&&&?9< 3HXW2X

&

%!*'EI2:\̂

L

X#"K46,#C

A

HW

/K?%!!%

!

/K?%!!0

!

/K?%!!*

图
!

!

牦牛
@AB#"

基因
)KI

扩增结果

Q3

,

B!

!

I-.E267+*)KI59

1

23734563+/+7

@

5M@AB#"

!N(

!

物种间
@AB#"

基因同源性比较及进化树

构建

!!

将克隆测序的牦牛
/K?%!

基因与黄牛"

P[

7

&&=0&**%/;%

#(野牦牛"

P[

7

&&=/&=%@=;0

#(绵羊

"

P[

7

&%0%=0))0;0

#(山羊"

P[

7

//=.@.((&;*

#(野

猪"

9[

7

&&%%%0.(@;%

#(骆驼"

P[

7

&%&/@/());%

#(

人"

]b

7

/&).(%;%

#(犬"

P[

7

&00)%*=&.;%

#(猫"

P[

7

&%/(*.(.@;%

#(马"

P[

7

&%)@*@0@*;%

#(家鼠"

9[

7

&&%*=.=.@;%

#(兔"

P[

7

&&(0.=@&);0

#(原鸡"

P[

7

&%=0/@=(@;%

#(非洲爪蟾"

P[

7

&&0/*.=/);)

#进行

比对!同 源 性 分 别 为
//;._

(

//;@_

(

/@;._

(

/@;._

(

/*;._

(

/*;(_

(

/&;/_

(

/*;&_

(

/0;/_

(

/*;&_

(

(/;)_

(

(/;=_

(

(%;=_

(

@@;/_

'随后对

%=

个物种
/K?%!

基因进行系统进化树构建!结果

表明!该基因在物种进化过程中有很高的保守性!其

中与牦牛
/K?%!

基因亲缘关系最近的是野牦牛!

其次是黄牛(绵羊(山羊等"图
)

#'

!N%

!

牦牛
?RJ#0

蛋白结构和功能预测

采用
GJ:<8e

在线工具分析
]?[%<

蛋白的

理化性质!该蛋白分子质量为
(=;/.WK

!分子式

\

*(0*

N

.&*(

9

%&=0

T

%%==

8

0*

!等电点
=;(0

!脂肪系数

();0%

!半衰期
*&I

!不稳定指数为
)%;).

!带负电残

基数"

<,

L

c 75K

#

/@

!带正电残基数"

<X

1

c S

A

,

#

(=

'推测该蛋白可能是不稳定的酸性蛋白'出现频

率较高的氨基酸残基有
75K

"

(;%_

#(

ZH5

"

@;%_

#(

S2K

"

/;/_

#(

<5H

"

(;)_

#!且不包括吡咯赖氨酸

"

:

A

5

#和硒半胱氨酸"

824

#'疏水 性预测 分析!

]?[%<

蛋白亲水性分值在第
%=

位最小为
d*;%))

!

&(@0



!

%0

期 韩
!

杰等$牦牛
/K?%!

基因克隆及其在不同发育时期睾丸中的表达规律

上行表示牦牛
/K?%!

基因核苷酸序列&下行表示推测的氨基酸序列&下划线表示突变碱基&

"

表示终止密码子

EI2K

LL

2X5$-2,,I#B6I2-K452#6$"2,2

a

K2-42,H-"6I25#B2X5$-2,,I#B6I2"2"K42"H3$-#H4$",2

a

K2-42,'>H,23K6H6$#-,HX2K-"2X!

5$-2"

&

"

,I#B,62X3$-H6$#-4#"#-

图
(

!

牦牛
@AB#"

基因核苷酸及其推测的氨基酸序列

Q3

,

B(

!

FE42-+63<-.-

X

E-/4-.5/<6;-<-<E4-<593/+543<.-

X

E-/4-.+7

@

5M@AB#"

第
.0(

位最大为
0;.=.

!总平均亲水性
d&;*@(

+

&

!且

较大多数氨基酸残基具有亲水性!推测为亲水性蛋

白!与所分析的蛋白理化性质结果一致'

8$

1

-H5:

(

E[N[[

分析表明!

]?[%<

蛋白为不含跨膜结构

和信号肽的蛋白'蛋白修饰磷酸化位点预测发现!该

蛋白有
*%

个
82X

位点!

0(

个
EIX

位点和
%)

个
E

A

X

位

点'

]?[%<

蛋白二级结构预测知!

0/=

个
%

!

螺旋占

*(;&0_

!

.)

个
&

!

转角占
(;0=_

!

0@%

个无规卷曲占

*);/0_

!

%).

个延伸链占
%(;(%_

"图
=

#!同时该蛋白

的三级结构进一步验证了二级的预测'

!N'

!

牦牛
@AB#"

基因的组织表达谱

以内参基因
6!>KF

作为参照!利用
Ê!

a

:\̂

检测
/K?%!

基因在牦牛心(肝(脾(肺(肾(小肠(卵

巢(子宫(胃(睾丸(大脑组织中表达!结果显示!其在

牦牛各组织中普遍表达!但仍存在差异!其中该基因

在睾丸和肝中的表达相对较高!心和卵巢中的表达次

之!脾(肺(肾(子宫(大脑(大肠(胃中的表达相对较低

"图
.

#'

!NC

!

牦牛不同发育时期睾丸中
@AB#"

基因的表达

以内参基因
6!>KF

作为参照!利用
Ê!

a

:\̂

%(@0
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图
%

!

不同物种间的系统进化树

Q3

,

B%

!

);

@

2+

,

-/-6346*--+7@AB#"+7S5*3+E..

1

-43-.

图
'

!

牦牛
?RJ#0

蛋白三级结构预测

Q3

,

B'

!

D-*635*

@

.6*E46E*-

1

*-<3463+/+7?RJ#0

1

*+6-3/+7

@

5M

检测
/K?%!

基因在牦牛不同时期睾丸中
3̂ 9<

的表达情况"图
@

#'结果显示!

/K?%!

基因从胎

牛
"

老年期睾丸中表达水平呈明显的先上升后下降

趋势!以胎牛时期该基因的表达量作为参考!幼年和

老年期约为胎牛时期的
%=

倍"

>

+

&;&%

#&以幼年期

的作为参考!该基因在性成熟时期的表达量显著高于

幼年期!约为其表达量的
%;.

倍"

>

+

&;&=

#!与老年期

睾丸中
/K?%!

的表达水平差异不显著"

>

#

&;&=

#'

(

!

讨
!

论

]?[%<

是位于细胞核上的一种黄素腺嘌呤二

核苷酸"

U<?

#依赖性单胺氧化酶!是胺氧化酶家族

组织间比较$不同字母代表差异显著"

>

+

&;&=

#

\#3

L

HX$,#-H3#-

1

6$,,K2,

$

?$CC2X2-652662X,,I#B,$

1

-$C$4H-6"$CC2X2-42,

"

>

+

&;&=

#

图
C

!

@AB#"

基因在牦牛不同组织中的表达

Q3

,

BC

!

D;--Y

1

*-..3+/+7@AB#"3/

@

5M<377-*-/663..E-.

0(@0



!

%0

期 韩
!

杰等$牦牛
/K?%!

基因克隆及其在不同发育时期睾丸中的表达规律

与胎牛比较$

""

'

差异极显著"

>

+

&;&%

#&

"

'

差异显著"

>

+

&;&=

#

\#3

L

HX$,#-B$6IC26H5Y#V$-2

$

""

,I#BV2X

A

,$

1

-$C$4H-6"$CC2X2-42

"

>

+

&;&%

#!

"

,I#B,$

1

-$C$4H-6"$CC2X2-42,

"

>

+

&;&=

#

图
O

!

@AB#"

基因在牦牛不同发育时期睾丸中的表达水平

Q3

,

BO

!

D;--Y

1

*-..3+/+7@AB#"3/<377-*-/6

,

*+A6;

1

-*3+<.+7

@

5M6-.63.

中的 一 员'

/K?%!

主 要 催 化
N*])32%

%

0

和

N*]/32%

%

0

的去甲基化!并且可通过调控相关基

因表达来介导精子的发生过程)

0&

*

'本研究克隆获

得牦牛
/K?%!

基因核苷酸序列!与野牦牛对比!

发现编码区除了存在
)

处碱基突变!使编码区第

0(

位(

*=

位(

00*

位氨基酸!变化由
]

,

E

!

?

,

7

!

^

,

F

!还发现从
0=&Y

L

开始!比野牦牛多出了连续

的
.&Y

L

碱基!导致多编码
0&

个氨基酸!依次是

87Q<77SQ??8877e7?7Q<

'但这种氨基酸

的突变是否会导致蛋白功能改变!有待深入的研究'

同源性分析发现!该基因与野牦牛(黄牛的同源性最

高!暗示牦牛
/K?%!

基因在进化过程中具有较高

的保守性'

组织表达谱分析结果发现!该基因
3̂ 9<

在所

选牦牛组织中均有表达!这与文献)

(

*的结果一致!

且其表达量在睾丸(肝中较高!在睾丸中表达量高的

原因可能和其在调控精子形成过程中起重要作用有

关)

0&

*

'其在肝中表达量较高可能是和
O-6

信号通

路调节肝干细胞增殖(分化以及谷氨酰胺新陈代谢

作用相关'已有研究证明!

O-6

%

&

!\H62-$-

信号通

路在肝的发育(再生(新陈代谢以及氧化应激等方面

发挥着重要作用!其中编码谷氨酰胺转移酶(鸟氨酸

转氨酶和谷氨酰胺转运体"参与谷氨酰胺新陈代谢

活动的酶#基因的表达受该通路的调控作用'敲减

]?[%<

可解除
O-6

信号通路的抑制!进一步调控

与该通路相关基因的表达)

0%!0)

*

'

睾丸是产生雄激素(精子的重要场所!其包括不

同发育阶段的生精细胞(支持细胞和分泌雄性激素

以维持雄性功能和促进精子形成的间质细胞等多种

功能各异的细胞'有研究发现!

/K?%!

可通过调

控相关基因的表达活性来介导精原干细胞的维持和

分化过程!进而在精子发育和形成过程中发挥至关

重要的作用)

0%

*

'

本试验采用实时荧光定量
:\̂

的方法检测了

该基因在不同发育时期牦牛睾丸中的表达差异'结

果表明!

/K?%! 3̂ 9<

在不同时期睾丸中均有表

达!但其表达量存在差异!表明
/K?%!

基因在睾

丸发育过程中发挥一定作用'胎牛"

=

"

.

月#时期

的睾丸仅有少量支持细胞(未分化的精原干细胞!出

生后!随着年龄增长!性成熟后"

*

"

)

岁#的牦牛睾

丸较幼年期"

%

"

0

岁#的变化较大!主要包括间质细

胞数量(生精上皮和生精细胞数量种类以及生精细

胞层的明显增厚(增多)

0=

*

'有研究发现!雄激素受

体多存在于间质细胞和支持细胞!同时!

]?[%<

可

与该受体结合!调控其依赖性基因的表达!进一步介

导睾丸发育以及睾酮调控精子发生的过程'因此!

随着幼年牦牛步入性成熟!其睾丸内的间质细胞增

多!迫使了更多的雄激素受体激活以便于睾丸的正

常发育以及保证精子的发生过程的顺利进行)

0.!0@

*

'

综上表明!

/K?%!

在精子发生的分化过程发挥着

重要功能'因此!从胎牛"出生前#

"

性成熟"

*

"

)

岁#的不同时期!

/K?%!

表达量呈显著上升趋势'

*(@0
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这一变化主要和睾丸发育过程中间质细胞以及生精

细胞种类和数量增多有关!也是精子发生所必须的

变化趋势"然而随着年龄增长!生精功能逐渐下降!

生精细胞层数也明显减少!精原细胞#精母细胞和精

子细胞均有不同程度的减少!精子细胞数明显减少!

老年期较性成熟时期的
!"##$

表达量又显著下

降"由此推测!

!"##$

基因可能参与了牦牛睾丸

发育过程"

!

!

结
!

论

本研究成功克隆了牦牛
!"##$

序列"生物

信息学分析表明!

!"##$

基因
$%&

区的保守性较

高"同时!

!"##$

基因在牦牛不同发育时期睾丸

中的表达规律表明!该基因可能参与牦牛睾丸的发

育"此结果为进一步研究
!"##$

基因对牦牛生

殖机能的调控提供基础资料"
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