
书书书

杨　敏，韩吉龙，岳耀敬，等．藏羊ＨＩＦ－１α基因ＣＤＳ区多态性及生物信息学分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（１０）：１２－１６．

藏羊 ＨＩＦ－１α基因 ＣＤＳ区多态性及生物信息学分析
杨　敏１，２，韩吉龙１，岳耀敬１，史兆国２，郭婷婷１，吴瑜瑜１，２，王朝风１，２，

郭　健１，刘建斌１，孙晓萍１，牛春娥１，杨博辉１

（１．中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所，甘肃兰州７３００５０；２．甘肃农业大学动物科学技术学院，甘肃兰州 ７３００７０）

　　摘要：应用ＤＮＡ混池测序法检测藏羊ＨＩＦ－１α基因ＣＤＳ区的多态性，并采用生物信息学方法对该基因及其编码
蛋白的基本理化性质、疏水性、信号肽、二级结构等方面进行预测和分析。结果表明，在藏羊群体中发现 ＨＩＦ－１α基
因ＣＤＳ区有４个ＳＮＰ，其中９０１Ｇ→Ａ为错义突变，其余为同义突变；ＨＩＦ－１α基因包含１个２２９５ｂｐ的开放阅读框，编
码７６４个氨基酸，其编码蛋白属于亲水性蛋白；二级结构主要以无规则卷曲和α基因螺旋为主；ＨＩＦ－１α基因编码产
物氨基酸同源分析表明，藏羊ＨＩＦ－１α编码的氨基酸与山羊、牦牛的遗传距离较近，具有高度同源性。
　　关键词：藏羊；ＨＩＦ－１α基因；多态性；生物信息学
　　中图分类号：Ｓ８２６．８＋３２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）１０－００１２－０５

收稿日期：２０１３－０４－１６
基金项目：国家绒毛用羊产业技术体系建设专项资金（编号：

ｎｙｃｙｔｘ－４０－２）。　
作者简介：杨　敏（１９８７—），女，河南驻马店人，硕士，研究方向为动
物遗传育种与繁殖。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙａｎｇｍｉｎｄｋ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：杨博辉，研究员，博士生导师，研究方向为动物分子育种。

Ｔｅｌ：（０９３１）２１１５２７２；Ｅ－ｍａｉｌ：ｙａｎｇｂｈ２００４＠１６３．ｃｏｍ。

　　低氧诱导因子ＨＩＦ－１是人们在研究哺乳动物Ｈｅｐ３Ｂ细
胞ＥＰＯ基因表达时被发现的，由α亚基和β亚基组成，其中，
α亚基受低氧诱导，既是ＨＩＦ－１的活性亚基，又是调节亚基。
ＨＩＦ－１对受低氧诱导的低氧反应性基因（ｈｙｐｏｘｉａｒｅｓｐｏｎｓ
ｉｖｅｇｅｎｅｓ，ＨＲＧ）包括促红细胞生成素（ＥＰＯ）、糖酵解代谢酶、
血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、葡萄糖转移子（Ｇｌｕｔ）等具有调
控作用，这些被调控基因序列有一共同特点，即在其增强子或

启动子上存在１个低氧反应元件，是由ＨＩＦ－１结合点（核心
序列为５′－ＣＧＴＧ－３′）及其两侧的功能序列构成的［１－２］。目

前，ＨＩＦ被认为是动物低氧应答分子机制中的主要调节
者［３－５］。ＨＩＦ－１α基因在体内通常持续表达，但处于常氧状
态下会被迅速降解，这起始于ＯＤＤ域中保守脯氨酸残基被脯
氨酸羟化酶共价修饰的作用，羟化的 ＨＩＦ－１α基因随后被
ｐＶＨＬ识别，经过泛肽标记进入蛋白降解途径；在低氧状态下
不发生脯氨酸羟化反应，ＨＩＦ－１α基因与ＡＲＮＴ形成二聚体，
进入细胞核与低氧诱导基因启动子的增强子部位低氧应答元

件ＨＲＥ结合，促进靶基因的表达。ＨＩＦ的转录激活活性也受
到氧分压的调节，在常氧状态下，一个Ａｓｐ羟化酶ＦＩＨ可以羟
化ＨＩＦ－１αＣ末端的一个特定 Ａｓｐ残基，阻碍 ＨＩＦ和
ＣＢＰ／ｐ３００的相互作用［３，６－７］。目前，对高原动物高原适应性

的研究表明，该基因对于高原动物适应低氧具有重要作用。

藏羊是我国三大粗毛羊品种之一，长期繁衍生息在青藏

高原及其毗邻的高寒牧区，大部分地方海拔在３０００ｍ以上。
藏羊在严酷的高寒生态环境下，心肺器官功能较强，脉搏、呼

吸频率较快，血液中的红细胞数目多，能附着大量氧气，对高

寒缺氧环境有较强的适应能力［８］。至今已有不同研究组对

牦牛、藏羚羊、藏鸡、高原鼠兔等高原土著动物 ＨＩＦ－１α的组
织表达情况进行了研究，结果显示，ＨＩＦ－１αｍＲＮＡ在高原土
著动物的多种组织中均有表达，表现出明显的组织差异性，与

对照组相比较，高原土著动物 ＨＩＦ－１αｍＲＮＡ在各组织中的
表达量普遍增高［９－１３］；ＨＩＦ－１α蛋白在牦牛和高原鼠兔各组
织中的表达也存在组织差异性，且明显高于对照组［１０，１３］。以

上研究结果说明，ＨＩＦ－１α的低氧特异性表达可能是高原土
著动物适应高原低氧环境的分子基础。鉴于此，利用混池测

序法，快速检测藏羊 ＨＩＦ－１α基因编码区多态性，应用生物
信息学相关软件对该基因的ＣＤＳ区进行序列拼接，并对其编
码的蛋白质进行特征分析，以期为下一步开展藏羊 ＨＩＦ－１α
基因功能研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验样本
通过颈静脉采血，采集西藏地区不同海拔草地型藏羊鲜

血５ｍＬ，加入Ｋ２ＥＤＴＡ以抗凝血，冻存于－２０℃冰箱中。
１．２　试剂及器材

血液 ＤＮＡ提取试剂盒 ＴＩＡＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ Ｋｉｔ
（ＴＩＡＮＧＥＮ）；ＴａｑＭｉｘＰＣＲ酶（ＴＩＡＮＧＥＮ）；ＴｈｅｒｍｏＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００分光光度计；ＡｐｐｌｉｅｄｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓＶｅｒｉｔｉ９６ｗｅｌｌＰＣＲ仪；
ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４离心机；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ移液枪；Ｂｏｅｋｅｌ
ＨＯＴＴＵＢ水浴锅。
１．３　基因组ＤＮＡ提取

用全血基因组提取试剂盒提取 ＤＮＡ，用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００
微量核酸检测仪测定提取的ＤＮＡ浓度和纯度。
１．４　引物设计

参考ＮＣＢＩ绵羊ＨＩＦ－１α基因（ＮＣ＿０１９４６４）在编码区设
计特异引物１３对，用于扩增该基因全ＣＤＳ序列，引物由华大
基因研究院合成。

１．５　ＰＣＲ反应体系及条件
ＰＣＲ反应体系为：２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ５μＬ，ＤＮＡ模
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板（５０ｎｇ／ｕＬ）１μＬ，上、下游引物各 １μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足至
１０μＬ。反应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５８～
６１℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ；４℃保存。扩增产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．６　基因组ＤＮＡ样本混合池构建

用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００对每个 ＤＮＡ样本浓度测量２次，取平
均值记录，然后将ＤＮＡ样本稀释至终浓度５０ｎｇ／μＬ，每个样
本取５μＬ，选取不同海拔高度藏羊 ＤＮＡ２０个样本构成１个
混合池，再以混合池为模板进行ＰＣＲ扩增。
１．７　序列测定与分析

将扩增藏羊ＨＩＦ－１α基因 ＰＣＲ产物送华大基因研究院
测序。使用手工拼接 ＣＤＳ序列，根据测序峰图筛选 ＳＮＰ位
点，测序结果采用 Ｂｉｏｅｄｉｔ进行校对、多序列比对（ＣｌｕｓｔａｌＷ
ｍｕｉｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ）及相似性（ｐａｉｒｗｉｓｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ）分析。使用
ＭＥＧＡ５．０的Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ构建ＨＩＦ－１α基因ＣＤＳ区系
统树，并对其进行自展检验（１０００次重复）。运用ＥｘＰＡＳｙ网
站在线工具 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｐｒｏｔ
ｐａｒａｍ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ）和 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｍｐ／
ｐｓｃａｌｅ１９９６．ｇｉｆ）分析藏羊蛋白质的基本理化性质；ＳｉｇｎａｌＰ
４１、ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒＶ２．０和 ＮｅｔＰｈｏｓ２．０Ｓｅｒｖｅｒ在线分析程
序预测蛋白质的信号肽位点、跨膜区域及磷酸化位点；采用

Ｉｎｔｅｒｐｒｏ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｉｎｔｅｒｐｒｏ／）在线分析软件预测
蛋白质中包含的结构域；采用 ＳＯＰＭＡ和 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ在线
预测网站预测蛋白质的二级结构和三级结构。

从ＮＣＢＩ数据库下载６个物种的ＨＩＦ－１α基因编码蛋白
序列，包括 ＮＰ＿００１５２１．１（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ，人）、ＡＡＤ２４４１３．１
（Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ，大鼠）、ＡＡＣ５２７３０．１（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ，小鼠）、
ＮＰ＿７７６７６４．２（Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ，黄牛）、ＡＡＴ３９５２０．１（Ｂｏｓｇｒｕｎｉｏｎｓ，
牦牛）和ＡＥＷ１０５５８．１（Ｃａｐｒａｈｉｒｃｕｓ，成都麻羊）。多序列比对
及同源性分析采用ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件，系统进化分析利用 ＭＥＧＡ
５０软件。

２　结果与分析

２．１　藏羊ＨＩＦ－１α基因ＣＤＳ序列比对分析
应用Ｂｉｏｅｄｉｔ及Ｃｈｒｏｍａｓ软件对测序结果进行手工拼接，

得到１条全长２２９５ｂｐ的 ＣＤＳ序列。根据测序峰图发现，
ＨＩＦ－１α基因 ＣＤＳ序列在 ４个位点出现突变：Ｇ９０１Ａ、
Ｇ１２０６Ａ、Ｃ１３２０Ｔ、Ｔ１３２９Ｇ（图 １）。通过 ＮＣＢＩ的 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｏｒｆｉｇ．ｃｇｉ）程序对该基因
ＣＤＳ区序列进行开放性阅读框分析，得知 ＨＩＦ－１α基因含有
１个长度为２２９５ｂｐ的开放阅读框，编码７６４个氨基酸，起始
密码子为ＡＴＧ，终止密码子为ＴＧＡ（图２）。

２．２　藏羊ＨＩＦ－１α基因编码蛋白生物信息学分析
２．２．１　藏羊 ＨＩＦ－１α基因编码蛋白的理化性质　利用
Ｐｒｏｔｐａｒａｍ工具预测藏羊ＨＩＦ－１α基因编码蛋白的基本理化
性质，结果发现，该蛋白分子量为８５５０９．４ｕ，理论等电点为
４８７；含有 ２０种基本氨基酸，其中含量最高的是 Ｌｅｕ，为
１０３％，含量最低的是 Ｔｒｐ，为 ０．４％；含有带负电荷的残基
１０９个，带正电荷的残基７１个，其水溶液在２８０ｎｍ处的消光
系数约４７３００；该蛋白平均亲水系数为－０．５１４。ＨＩＦ－１α基
因编码产物的不稳定指数５３．４８，该值大于４０，为不稳定蛋
白［１４］，根据Ｇｕｒｕｐｒａｓａｄ原则，表明此编码产物相对不稳定。
２．２．２　藏羊ＨＩＦ－１α基因编码蛋白的疏水性与亲水性预测
和分析　运用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ工具对藏羊 ＨＩＦ－１α基因编码蛋白
进行亲水性和疏水性分析，依据氨基酸分值越低亲水性越强、

分值越高疏水性越强的规律可知：藏羊 ＨＩＦ－１α基因编码的
蛋白多肽链第１０２位Ｑｌｎ具有最低的分值（－３．０４４）和最强
的亲水性；第２７９位Ｖａｌ具有最高的分值（２．３８９）和最强的疏
水性。整个多肽链表现为亲水性（图３），是可溶性蛋白［１５］，

该结果与ＤＮＡＳＴＡＲ软件分析结果基本一致。
２．２．３　藏羊ＨＩＦ－１α基因编码蛋白信号肽和跨膜区分析　
ＳｉｇｎａｌＰ４．１是一款信号肽检测软件，主要采用人工神经网络
和ＨＭＭ模型２种算法，预测蛋白质 Ｎ端信号肽的有无及其

剪切位点。为了保证结果的可靠性，本研究使用上述２种模
型同时对ＨＩＦ－１α基因的序列进行分析，发现没有信号肽。
利用ＴＭＨＭＭ２．０分析跨膜结构，发现此蛋白所有氨基酸均位
于膜外，藏羊ＨＩＦ－１α基因编码蛋白可能是一种膜外蛋白。
２．２．４　藏羊ＨＩＦ－１α基因编码蛋白结构域和蛋白质功能位
点预测　结构域是在蛋白质三级结构中介于二级和三级结构
之间、可以明显区分但又相对独立的折叠单元，每个结构与自

身形成紧实的三维结构，具有一定的生物学功能。用Ｉｎｔｅｒｐｒｏ
在线工具对藏羊ＨＩＦ－１α基因编码蛋白进行结构域预测，结
果显示：该序列在第２８～９４和１７１～２３７位氨基酸之间具有
完整的ＰＡＳ家族蛋白功能域（图４）。运用ＮｅｔＰｈｏｓ２．０Ｓｅｒｖｅｒ
在线服务器对藏羊该蛋白进行分析，可知该蛋白含有５８个磷
酸化位点，分别是Ｓｅｒ３８个、Ｔｈｒ１４个和Ｔｙｒ６个。
２．２．５　藏羊ＨＩＦ－１α基因编码蛋白的高级结构　蛋白质生
物学活性和理化性质取决于空间结构，因此，预测与分析蛋白

质二级结构和三级结构对了解其空间结构具有重要意义。使

用ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐｍ．
ｐｌ）预测藏羊ＨＩＦ－１α基因编码蛋白的二级结构，结果表明：该
蛋白由２７．４９％的α螺旋、２０．０３％ 的延伸链和４４６３％的无规
则卷曲组成（图５），推断α螺旋和延伸链是藏羊 ＨＩＦ－１α基
因编码蛋白主要的二级结构元件，无规则卷曲散布于整个蛋
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白中。将藏羊 ＨＩＦ－１α基因编码蛋白序列提交 ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ，采用同源建模的方法进行分析，结果表明：该蛋白主
要由α螺旋、延伸链和无规则卷曲组成，与二级结构预测结
果基本一致。

２．３　藏羊ＨＩＦ－１α基因编码蛋白的系统发育分析
从ＵｎｉＰｒｏｔ蛋白数据库中收集下载６个物种 ＨＩＦ－１α基

因编码蛋白的序列，采用ＭＥＧＡ５．０软件进行同源性分析，发
现藏羊ＨＩＦ－１α基因编码蛋白与其他物种 ＨＩＦ－１α基因编
码蛋白具有较高的同源性，均在８０％以上（表１）。用 ＮＪ法
构建了７个物种的ＨＩＦ－１α基因系统发育树（图６），结果表
明，藏羊与山羊、牦牛及黄牛在系统发育树中距离最近，这与

动物学分类结果基本一致。

表１　不同物种ＨＩＦ－１α基因编码蛋白相似性分析

物种 小鼠 藏羊 牦牛 人 黄牛 成都麻羊 大鼠

小鼠 ８２．１ ８８．７ ８８．８ ８８．７ ８８．６ ９５．１
藏羊 １０．６ ９２．５ ８８．１ ９２．５ ９２．６ ８３．８
牦牛 １０．２ ０．５ ９５．４ １００．０ ９９．４ ９０．４
人 ９．６ ５．２ ４．５ ９５．４ ９５．０ ９０．０
黄牛 １０．２ ０．５ ０．０ ４．５ ９９．４ ９０．４

成都麻羊 １０．３ ０．４ ０．６ ４．９ ０．６ ９０．３
大鼠 ３．２ １０．３ １０．０ １０．０ １０．０ １０．２

　　注：对角线右上数据为同源性百分率（％）；左下数据为差异性
百分率（％）。

３　小结与讨论

缺氧诱导因子（ＨＩＦ－１α）是由α亚单位和β亚单位组成
的异源二聚体转录因子。ＨＩＦ－１α亚单位由 ＨＩＦ１Ａ基因编
码，主要受氧浓度调控，决定ＨＩＦ－１活性水平［１６］。高原缺氧

引起动脉血氧分压下降，激活 ＨＩＦ－１通路［１７－１８］。ＨＩＦ－１α
蛋白在维持多细胞动物体内氧稳态中发挥主要作用，在已知

的所有细胞类型中，它能调控许多基因的表达，这些靶基因参

与氧气运输、血管生长和糖代谢等与机体生长、发育及代谢活

动密切相关的生化过程［１９］。有关 ＨＩＦ－１α基因的研究多集
中在疾病和耐低氧方面，对 Ｃ１７７２Ｔ和 Ｇ１７９０Ａ位点研究较
多［２０－２１］，２个位点均位于第１２外显子上，其突变型能显著提
高ＨＩＦ－１α的转录激活能力。在藏鸡中，现有研究结果表
明，ＨＩＦ－１α能够促进相关糖代谢基因的表达，从而为 ＡＴＰ
的生成提供足够的前体物质［２２］。尽管该基因突变对其蛋白

功能的影响目前知之甚少，但它可能是产生 ＨＩＦ－１α蛋白表
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达水平差异的遗传基础。

本研究通过分析藏羊ＨＩＦ－１α基因的多态性，并预测该
基因编码蛋白质的结构和特性。在与普通绵羊 ＣＤＳ区序列
对比过程中发现的９０１Ｇ→Ａ，导致编码的氨基酸发生变化，
这可能影响氨基酸编码的结构和序列，使多肽链丧失原有功

能；而其他位点的 ＳＮＰ是未导致氨基酸变化的同义突变，同
义突变虽然不影响编码的氨基酸序列，但同义突变可能引起

外显子的拼接增强，从而影响 ｍＲＮＡ本身的翻译速度和寿
命，进而改变蛋白质的表达量，甚至可能改变蛋白质的空间结

构，从而影响其正常功能［２３］，这些有待进一步验证。

生物信息学分析表明藏羊 ＨＩＦ－１α基因含有１个长度
为２２９５ｂｐ的开放阅读框，编码７６４个氨基酸，整条多肽链表
现为亲水性，说明该蛋白质的亲水性较好，为水溶性蛋白，其

二级结构很容易接近水分子；该蛋白序列中存在３８个Ｓｅｒ，具
有ＰＡＳ基因家族保守的序列特征，其二级结构主要由 α螺
旋、延伸链和无规则卷曲组成。蛋白质功能位点预测藏羊

ＨＩＦ－１α基因编码蛋白有５８个磷酸化位点，说明该蛋白在行
使生理生化功能前或者与其他蛋白互作时可能需要磷酸化的

活化。通过多序列比对和系统进化分析显示，藏羊 ＨＩＦ－１α
基因编码蛋白与其他物种 ＨＩＦ－１α基因编码蛋白具有较高
的同源性，且与物种进化的结果相一致，提示 ＨＩＦ－１α基因
可能由同一个祖先基因进化而来，同时也反映了 ＨＩＦ－１α基
因编码蛋白在不同物种结构上的稳定性及对生物体功能的重

要性。
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［２１］刘海平，胡　扬，许春燕．中国北方汉族人群低氧诱导因子－１α
基因Ｃ１７７２Ｔ多态性研究［Ｊ］．浙江大学学报：医学版，２００８，３７
（３）：２６７－２７０．

［２２］杨云周，张吉斌，方美英．低氧诱导因子 －１α基因在藏鸡低氧
适应机制中的研究进展［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１１，３８（１２）：
８４－８７．　

［２３］Ｋｉｍｃｈｉ－ＳａｒｆａｔｙＣ，ＯｈＪＭ，ＫｉｍＩＷ，ｅｔａｌ．Ａ“ｓｉｌｅｎｔ”ｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍｉｎｔｈｅＭＤＲ１ｇｅｎｅｃｈａｎｇｅｓｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２００７，３１５（５８１１）：５２５－５２８．
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