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摘 要 从中国地方猪品种八眉猪（S7K-3）肾脏组织中提取总 1+:，采用 1>OIG1方法克隆了猪 BC!BOD（@6;;0-@@(0 (E 28<(B3D-
@3CD7)3DC O!，细胞因子信号转导抑制因子O!）基因的 2Q+:序列，经 >W:克隆，插入到 ;KQ&9O>载体上，导入大肠杆菌 QXOL!，阳性
克隆经 IG1鉴定后进行测序，将测序结果与 V-DS7DB中已登录的人、大鼠和小鼠 BC!BOD 基因的序列进行同源性比较，利用生
物信息学和分子生物学软件对猪 BC!BOD 基因编码的蛋白进行结构预测。结果表明：首次成功克隆了猪 BC!BOD 基因的 2Q+:
序列（V-DS7DB登录号为 J5&!&!=!），其长度为 N!! /;，该基因 Y15区核苷酸序列与其他物种相比同源性达到 9"Z以上，氨基酸
同源性则达到 N9Z以上，生物信息学分析表明该蛋白分子量为 !![!LBQ，等电点 ;\ ] N["$，包含 &99个氨基酸残基。该基因
2Q+:序列的克隆，有利于进一步研究 BC!BOD 调节机体发育的分子机理。
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VX（生长激素）信号通路对机体的生长发育具
有重要的调控作用，它由垂体前叶分泌，经循环系统

到达靶组织，其中 ‘:H!WF>:>L通路在 VX信号转导
中发挥着重要的作用［&］。FYGFO! 是新近发现的
FYGF家族的成员之一，FYGFO! 蛋白由 +区、FX! 区

和 G端的 FYGF盒区组成，多项研究表明 FYGF盒可

能参与了 FYGFO!以及与 FYGFO!结合的其他信号分
子的泛素化降解［! a L］。有人研究发现，FYGFO! 能通
过其 FX! 结构域与 VX1 的 >80L9L、>80=N%、>80""! 和

>80L"=位点相互作用，并发现 FYGFO!蛋白的 "个结构
域在 VX信号通路的调控中发挥着重要作用［#］，但
是 FYGFO!调控 VX信号通路的分子机理还不清楚。



!""#年，澳大利亚学者首次从澳洲野猪体内克
隆了 !"#!$$ 基因第三外显子区部分 %&’序列，并
将其定位到猪的第 # 号染色体上，然而有关家猪
!"#!$$ 基因的研究尚未见到报道［(］。本试验旨在
克隆猪 !"#!$$ 基因 )%&’序列，并对其序列进行分
析，为研究 *+,*$!调控猪机体发育的机理提供一定
的基础。

! 材料和方法

!"! 试验动物
-月龄健康雄性八眉猪 . 头，屠宰于陕西宝鸡

苣良农场。

!"# 主要试剂
/&’提取试剂盒 0/12345 /567589（百泰克生物

技术有限公司），反转录试剂盒 /5:549’;<0= >;4?9
*9468< )%&’ *@89A5?;? B;9（>54C5896?），06D EF3? 酶购
自北京鼎国生物技术有限公司，<&0E（GH’IJKH’&
L1+0M,G&+I+NK），=64O54 !购自（广东东胜生物科
技有限公司），GP QP RP Q %&’回收试剂盒购自（安
徽优 晶 生 物 工 程 有 限 公 司），2=%ST$0 :5)9U4
（06B6/6）、% P &’() %G #"为本实验室保存、GPQPRPQ
质粒微量提取试剂盒（安徽优晶生物工程有限公

司）。

!"$ 引物设计
根据 N58L68O 已发表的 ’K.S!!- 序列，利用

E4;C54 E45C;54 #V"软件，按照引物设计的基本要求，
设计 !"#!$$ 基因 E,/扩增引物，引物由上海生工
合成。序列如下：

上游：#W N’00,N0000NNNN00,0, .W；
下游：#W 0,’N,N00,00’N,N00 .W。

!"% 总 &’(提取及 )*’(第一链的合成
取八眉猪肾组织在液氮中研碎，然后按百泰克

/&’提取试剂盒说明书进行提取。提取完成之后，
于 SX的琼脂糖凝胶上进行检测。反转录时，取溶
解与 %ME, 水中的总 /&’ ##I，"V!37Y#I /68<UC
A5Z6C54? 24;C54 S#I，%ME, 水 -#I，("[，孵育 #C;8，
置冰上冷却后加入下列试剂：# \ L3]]54 #̂I，S"
CCUFYI <&0E =;Z9345 !#I，!"3Y#I /86?;8A;_;9U4 S#I，
!#[，孵育 #C;8，!""3Y#I =3IJ反转录酶 S#I，总体
积 !"#I。在 E0,$!""热循环仪中，!#[，S"C;8，̂![
反应，-"C;8，("#I[，S"C;8终止反应，冰上冷却。
!"+ ,-& 扩增
!"+"! E,/ 反应体系：!##I 反应体系中含有：
S(V(#I灭菌的二蒸水、!V##I S" \ E,/ _3]]54，!#I

!CCUFYI <&0E =;Z，"V‘#I S"#CUFYI E4;C54$，"V‘#I
S"#CUFYI E4;C54!，"V #̂I "V#3Y#I EF3Z 06D酶，"V‘#I
)%&’模板。
!"+"# 反应条件：T#[ #C;8，T^[ ."?，#-[，."?，
(![ SC;8，!T 个循环，(![ S"C;8，̂[ S"C;8。利用
E0,$!"" %&’ 587;85（=a /5?564)A，L1+$/’%，18) P）进
行扩增。

!". 扩增片段的分离和克隆
利用 GP QP RP Q琼脂糖凝胶 %&’回收试剂盒，

按产品说明书，从普通的 SV#X琼脂糖凝胶上回收
特异性条带，回收产物连接于 2=%$ST0 载体，转化
感受态 % P &’() %G #"，涂布平板，经蓝白斑筛选，分
别接种于 S"CI IL培养基中，.([振荡过夜培养。
!"/ 重组质粒的 ,-&鉴定
挑取阳性克隆接种于 S"CI IL培养基中，过夜

培养后用 GPQPRPQ质粒微量提取试剂盒抽提质粒
%&’（碱裂解法），E,/扩增初步鉴定重组质粒并测
序。

!"0 结果分析
采用 %&’?964 -VS. 软件将测序结果进行分析、

拼接，用 E4;C54 E45C;54 #V"软件将序列转化为氨基
酸序列。用 LI’*0软件在 N58L68O数据库中进行序
列搜索和同源性比对。再将测序结果利用 &,L1中
的 ,%%（,U8?54:5< %UC6;8 %696_6?5）进行结构分析，
检测克隆基因的完整性。

!"1 猪 23-24#蛋白结构预测
将扩增的猪 !"#!$$ 基因编码的氨基酸序列提

交 MZE’*@ 网站进行蛋白结构预测［‘ b S"］，用 B@95$
%UUF;99F5方法和 MC;8;原则结合 %&’?964-VS.分析软
件，分别对该蛋白疏水区和亲水区、表面暴露区及蛋

白体系中的电荷分布进行预测［SS，S!］。

# 结果与分析

#"! 组织提取 &’(的完整性
提取的 /&’经 SX琼脂糖凝胶电泳，紫外凝胶

成像仪下照像如图 S。由图 S 可见，从脂肪组织提
取的 /&’三条带均清晰可见，说明其完整性好，完
全符合后续的分子生物学实验要求。

#"# ,-&扩增结果
用所合成的引物和反转录所得 )%&’模板扩增

猪 !"#!$$ 基因，E,/产物用 SX琼脂糖凝胶电泳进
行检测（见图 !）。由图 !可见，其特异性良好，E,/
产物长度约 ‘!!_2，与预期的相符。
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图 ! 肾组织提取 "#$的电泳图谱
%&’( ! )*+,-./01/.+2&2 0./3&*+2 /3 -/-4* "#$ 3./5 6&78+9 -&22:+

图 ; !"#!<$ 基因 =>"产物的电泳图
%&’( ; )*+,-./01/.+2&2 .+2:*- /3 !"#!<$ =>" 0./7:,-2

图 ? 猪 @A>@<;基因序列及推导的编码氨基酸序列
%&’( ? @+B:+8,+ /3 -1+ @A>@<; ’+8+ 487 0.+7&,-+7 45&8/ 4,&7 &8 0&’

!"# 重组质粒的 $%&鉴定
=>"产物连接至克隆载体 0CD!E<F 载体后，转

化感受态 % ( &’() DG H!细胞，抽提质粒 D#$后 =>"

方法对阳性克隆进行初步筛选，结果如图 I。由图 I
可知，扩增条带特异，且大小与预期的目标条带相

同，重组质粒的 =>"初步鉴定为阳性克隆。

图 I 重组质粒的 =>"鉴定
%&’( I =>" &7+8-&3&,4-&/8 /3 .+,/5J&848- 0*425&7

!，;，I，?，H，K：!"#!<$；C：54.6+. (

!"’ 克隆所得序列、()*+,*-登录号及同源性比对
分析

克隆的 !"#!<$ ,D#$经测序和分析发现，序列
长度为 L;;J0，从第 EE位到 KEK位为 A"%区。将克
隆测序的序列向 M+8N486 提交，所得登录号为
)%!;!;?;。将编码区与 M+8N486 已发表的人、大鼠
和小鼠的 !"#!<$ 基因序列进行比对，并用
>OP@F$O Q软件进行同源性分析发现，家猪 !"#!<
$ 基因与澳洲野猪、人、小鼠、大鼠 @A>@<;的同源性
分别为 EER、E?R、E!R、LER；而氨基酸同源性分别
达到：!SSR、EHR、E?R、EIR同源性达 EIR以上。
猪 !"#!<$ 基因测序结果见图 ?。
!". 蛋白结构预测
由于 @A>@ 家族成员的结构保守，均含有 @G;

结构域和 @A>@<J/T，因此对测序结果进行分析，确定
克隆测序的完整性。将测序所得序列利用 M+8N486
中的 >DD分析（所得结构见图 H）；通过蛋白结构预
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测可知，猪 !"#!$%蛋白分子量约为 %%&%’()，等电点
*+ , -&./，包含 011 个氨基酸残基；在猪 !"#!$$ 基
因编码的成熟蛋白中至少形成 2 个!$螺旋、. 个"$
折叠、03个 455*结构，其中!$螺旋区占整个多肽链
%%&%%6的区域，"$折叠占 01&7/6，其它结构占
’-&/-6（见图 3）；在多肽链内无二硫键形成（见图
7）；第 %位（89:）、-’位（!;<）为蛋白激酶 #（*=5>?@A
(@ABC? #，D<#）磷酸化位点，第 1位（!EFE）为葡聚糖
附着位点（E4GH5CBI@A5J4GHBA B>>BHKI?A> C@>?），第 0%位
（ELME8N）、第 %0位（E8!E!L）、第 073 位（E8+OE9）
为 F$豆蔻酰化位点（F$IG=@C>5G4B>@5A C@>?），第 %’ 位
（!LMM）、第 ’2位（8;FM）、第 73位（!P!)）、第 0.-位
（8EDM）为酪蛋白激酶 %（HBC?@A (@ABC?#，#<%）磷酸
化位点，第 02’ 位（FE8;）为 F$糖基化位点（F$
J4GH5CG4B>@5A C@>?，E9Q）；按照 <G>?$)554@>>4? 的氨基酸
亲水标准，可知猪 !"#!$%蛋白主要疏水区（!/）为

.2 R 23、-2 R 17、000 R 0%7、0.% R 02.、023 R 0’1、032 R
077、0-. R 0--区段（见图 -）；依据 MI@A@原则预测猪
!"#!$%蛋白表面暴露区主要为 %’ R .%、’’ R 37、1’
R 0/’、002 R 0%/、0.. R 023、0-’ R 013区段（见图 1）。
预测发现猪 !"#!$%蛋白骨架区内含有较多的柔韧
性区域，但分布不均匀，主要集中在 7 R .2、’3 R 1’、
0.’ R 02-这三个区段，提示该蛋白肽段的柔韧性较
大，发生扭转、折叠的机率比较高，能够形成丰富的

二级结构，其中在 7 R .2区段柔韧性最大（见图 0/），
电荷密度预测结果见图 00。综合二级结构预测结
果，表明该蛋白为一个结构松散的非球状蛋白。

图 ’ !"#!$%的结构域分析
S@JT ’ 8K? C>=UH>U=? V5IB@A BAB4GC@C 5W !"#!$%

图 3 猪 !"#!$%蛋白二级结构预测
S@JT 3 D=?V@H>?V !"#!$% C?H5AVB=G C>=UH>U=?

0：*=5W@4? A?>X5=( *=?V@H>@5A P?@)?4Y?=J P ,!$K?4@Z，M ,"$CK??>，Y4BA( , 5>K?=（455*）；%：=?4@BY@4@>G @AV?Z W5= *=?V@H>@5A（/ , 45X >5 1 , K@JK）；.：CUYC?> 5W
>K? *=?V@H>@5A，W5= B44 =?C@VU?C X@>K BA ?Z*?H>?V B[?=BJ? BHHU=BHG \ -%6（9：@C 455*；“·”：I?BAC >KB> A5 *=?V@H>@5A @C IBV? W5= >K@C =?C@VU?，BC >K?
=?4@BY@4@>G @C：:?4 ] ’）T

! 讨论
多种细胞因子都通过 ^L<_!8L8通路传递信息

发挥生物学作用，调节如机体生长、发育、疾病及自

身内稳态的稳定等多种生理过程。!"#!$% 作为
^L<_!8L8通路中一种重要的负调控因子，从它发现

到目前，一直不乏学者的关注，许多科学家通过体内

外各种方法研究其功能。‘?>HB4W )等（%///）发表在
《FB>U=?》上的一片文章报道，雄性 !"#!$%$_$小鼠断
奶后体重明显增加，多种组织重量成比例显著增加，

且体重比同窝野生型鼠大 2/6，多项表型与 EP和
+ES转基因小鼠表型相似，有趣的是，!"#!$$ 转基

21/0 #%&’()( *+,-’./ +0 1&+2(3%’+/+45 生物工程学报 %//7，;54&%.，F5&3



图 ! 猪 "#$"%&蛋白链内二硫键形成预测
’()* ! $+,-.(/., 01/2(/) ,-3-. 3/2 41//.4-(5(-+ 67.2(4-17 18

"#$"%& 671-.(/ (/ 6()（9 : ;1- <1/2.2，= : <1/2.2）

图 > 猪 "#$"%&的亲水性预测
’()* > ?7.2(4-.2 @+2716@(A(4(-+ 18 "#$"%& 671-.(/ (/ 6()

图 B 猪 "#$"%&蛋白表面暴露区预测
’()* B "C7834. 671030(A(-+ 18 "#$"%& 671-.(/ (/ 6()

图 =9 猪 "#$"%&骨架柔韧性预测
’()* =9 ?7.2(4-.2 8A.D(0(A(-+ 18 "#$"%& 671-.(/ (/ 6()

图 == 猪 "#$"%&蛋白电荷密度预测
’()* == ?7.2(4-.2 4@37). 2./,(-+ 18 "#$"%& 671-.(/ (/ 6()

因小鼠体重比正常小鼠增加 =EF G =HF，这些数据
表明了，体内 "#$"%&对 IJ信号通路可能具有双向
调节作用［!，=E，=K］。最近有研究报道，"#$"%& 能促进
$&$=&细胞系成肌细胞的增殖，抑制肌管的形成［=H］。
以上研究表明，"#$"%&可能通过 IJ信号通路调节
机体的生长发育。

目前 L;M测序的技术已经非常成熟，但是由于
蛋白质结构测定和分析难度大、费用高，某些蛋白质

难以形成晶体而无法进行结构分析，因此，依据蛋白

质序列预测蛋白质可能的结构就显得非常重要［=N］。

另外蛋白结构预测的方法及程序比较多，而欧洲分

子生物学实验室提供的 ?JL系统被认为是目前最
好的蛋白二级结构预测程序，其采用在蛋白质数据

库中搜索相似序列和神经网络技术相结合的方法，

从而大大地提高了预测的准确度，此技术平均准确

率超过 !&F，最佳者达 B9F以上［=!，=>］。
本研究根据 I./<3/O已发表的 !"#!%$ 基因序

列，设计并合成 ?$P引物，通过 PQ%?$P方法克隆猪
"#$"%$ 基因的 4L;M 全长。测序后同源性比对发
现，猪 "#$"%$ 基因在核苷酸水平和氨基酸水平，同
源性均较高。结构分析结果显示，所得序列结构完

整，含有 "#$"家族的保守结构 "J& 和 "#$"%01D；通
过生物信息学和分子生物学软件分析，表明了猪

"#$"%&蛋白含有 =BB 个氨基酸残基，分子量约为
&&R&HOL，等电点 6S : >RE9，呈结构松散的非球状结
构。这些结果为研究 "#$"%& 与 IJ信号通路的相
互关系以及它们调控机体生长发育的机理提供了一

定的基础。

致 谢 本实验是在西北农林科技大学动物脂肪沉

积与肌肉发育实验室完成，试验过程中，得到吉红副

HB9=杜宝文等：猪 !"#!%$ 基因的克隆及序列分析



教授，奥克桑（日本）研究员及实验室同学的指导和
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安捷伦科技亮相第十二届北京分析测试学术报告会及展览会

跨国高科技公司安捷伦科技（\S2(：N）参加了 !=月 !L日至 !=月 <!日在北京举办的第十二届北京分析测试学术报告会
及展览会（XV(FN），这也是安捷伦连续第十二次参加该行业盛会。会上，安捷伦展示了其全线分析产品，备受广大行业用户和
媒体的关注。

在北京举行的媒体见面会上，安捷伦科技公司高级副总裁兼生命科学与化学分析事业部总裁 V#*,6 8+/ F/3./向与会媒体
介绍了安捷伦科技生命科学与化学分析事业部在全球的发展状况。近年来，安捷伦在全球的业务一直保持着强劲的增长势

头。在 <==A财年度，安捷伦科技生命科学与化学分析事业部在全球的净收入为 !R亿美元，比 <==>财政年度增长了 !<c。中
国市场作为亚太销售市场的重要部分，为此做出了突出贡献。目前，中国是安捷伦在全球重要的战略市场，是该部门实现持

续强劲增长势头的关键。

安捷伦科技大中华区总经理牟一萍女士以生动的实例和数据向与会媒体分享了安捷伦科技生命科学与化学分析事业部

近年来在中国市场的优异表现。近几年来，伴随着中国经济的迅猛发展，安捷伦中国业务高速成倍的增长。其产品气相色谱

仪、液相色谱仪、气质联用仪、液质联用仪、电感耦合等离子体质谱仪，微阵列生物芯片系统及微阵列扫描仪等被广泛地应用

在中国的食品安全、环境保护、石油化工、医药分析和生命科学等领域中。

今年 K月，安捷伦在北京启用了占地面积 !L===平方米，总建筑面积达 <LL==平方米的中国总部和研发中心，集中了所有
安捷伦在北京的研发中心、销售、市场、技术支持和售后服务部门。在新总部大厦启用的同时，安捷伦科技生命科学与化学分

析事业部还正式启用了具有仪器演示、客户培训、项目合作、员工培训、方法开发、人才培养等六大核心功能的安捷伦生命科

学与化学分析卓越客户中心，从而为安捷伦成为全方位解决方案供应商提供了有力的支持。安捷伦还在中国设立了亚太物

流中心，采取本地化库存和人民币付款方式，更好地服务中国及亚太用户。

最后，牟一萍总经理还特别向与会媒体介绍了该部门为即将到来的 <==L北京奥运会所提供的服务，以及今年安捷伦新推
出的适用于亚洲市场的 !!<=紧凑型液相色谱系统。
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