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　　摘要：采用生物信息学方法比较分析了东非狒狒、黑猩猩、裸鼢鼠、牛、欧洲雪貂、人、灰鼠猴、大猩猩、长臂猿、猪
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　　ＣＤＫ５主要参与神经元正常功能的维持，但在非神经元
的组织或细胞中也广泛表达并发挥作用［１］。研究表明，ＣＤＫ５
可能通过调节黑色素细胞核中 ＭＩＴＦｍＲＮＡ、ＴＹＲ的表达，从
而参与调控羊驼毛色的形成［２］。在羊驼皮肤组织中，Ａｇｏｕｔｉ
基因、ＭＣ１Ｒ基因、酪氨酸酶基因家族、ＫＩＴ基因、ＣＤＫ５基因
都参与了羊驼毛色的形成与调控［３］。本研究利用比较基因

组学、生物信息学方法研究了该基因编码区种间、种内变异，

以期探明该基因在不同种间及种内的遗传分化，进而为相关

黑色素基因的遗传学分析奠定基础。

１　材料与方法

１．１　序列来源
从ＮＣＢＩ网站ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／的ＧｅｎＢａｎｋ

中下载东非狒狒、黑猩猩、裸鼢鼠、牛、欧洲雪貂、人、灰鼠猴、

大猩猩、长臂猿、猪等１０个物种的４７条ＣＤＫ５基因的ＣＤＳ序
列（表１）。

表１　不同物种的ＣＤＫ５基因序列来源

物种 序列数（条） 序列号

东非狒狒 ２ ＸＭ－００３８９６８７３．１，ＸＲ－１６１５３９．１
黑猩猩 ２ ＸＲ－１６９９１８．１，ＸＭ－５１９５２３．２
裸鼢鼠 ２ ＸＭ－００４８６０３８７．２１，ＸＭ－００４８７７３７２．１
牛 ３ ＮＭ－１７４０１７．２，Ｌ０４７９８．１，ＢＣ１２００８３．１
欧洲雪貂 １１ ＸＭ－００４７６５９４３．１，ＸＭ－００４７６５９４４．１，ＸＭ－００４８１０６５４．１，ＸＭ－００４７６５９４２．１，ＸＭ－００４８１０６５５．１，

ＸＭ－００４８１０６５３．１，ＸＭ－００４７６５９４１．１，ＸＭ－００４８１０６５２．１，ＸＭ－００４８１０６５１．１，ＸＭ－００４７６５９４０．１，ＸＭ－００４７６５９３９．１
人 １６ ＣＲ－４５７０４１．１，ＮＭ－００４９３５．３，ＢＴ００６６８０．１，ＢＣ００５１１５．１，ＡＹ０４９７７８．１，ＡＹ８８９５４５．１，Ｘ６６３６４．１，ＡＢ４６３５５０．１，

ＢＴ０２０１３９．１，ＢＴ００８０３６．１，ＡＹ８９２００８．１，ＡＹ８９２００７．１，ＡＹ８９１１５５．１，ＡＹ５８８６４１．１，ＡＹ８９３８３１．１，ＮＧ－０２２４３２．１
灰鼠猴 ２ ＸＭ－００３９２９８６９．１，ＸＲ－１６６４２５．１
大猩猩 ２ ＸＲ－１７５３５９．１，ＸＭ－００４０４６４９５．１
长臂猿 ２ ＸＭ－００３２７０９１９．２，ＸＲ－１７９５５８．１
猪 ５ ＮＭ－００１０４４６２１．２，ＡＫ３９１７５８．１，ＡＫ３８９５０４．１，ＡＫ３４９６１７．１，ＡＹ６１０１９０．１

１．２　方法
用ＢｉｏＥｄｉｔ软件对４７个不同序列的ＣＤＫ５基因编码区进

行比对分析，编辑并选取共有的编码区序列（长度为８７９ｂｐ）
进行比较，利用 ＤａｎＳＰ４．２０软件对其进行遗传多态性分析，
生成单倍型，并计算种间核苷酸歧异度（Ｄｘｙ）、遗传分化指数
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（Ｇｓｔ）。再利用ＭＥＧＡ４．０软件的ＵＰＧＭＡ方法进行种间聚类
分析，所利用的在线工具分别是：（１）ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｅｘｐａｓｙ．ｃｈ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ．ｈｔｍｌ）；（２）ＳｉｇｎａｌＰ３．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）；（３）ＴＭＨＭＭ２０
Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）；（４）Ｔａｒ
ｇｅｔＰ１．１Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴａｒｇｅｔＰ／）；
（５）ＰｒｏｔＳｃａｌｅＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｃｈ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ．
ｈｔｍｌ）。　

２　结果与分析

２．１　不同物种ＣＤＫ５基因核苷酸多样性
２．１．１　多态位点、单倍型及其多样性　在４７条序列中发现
了５３２个多态位点，百分率为６０．５２％，其中单一多态位点
１１４个，百分率为１２．９５％。共发现３０种单倍型，各物种的多
态位点数及单倍型多样性不一致表明ＣＤＫ５基因在种群间存
在遗传变异（表２）。平均核苷酸差异数为８３．５０１，核苷酸多
样性为０．０９５，其中裸鼢鼠、灰鼠猴的 ＣＤＫ５基因核苷酸变异
较大，说明裸鼢鼠、灰鼠猴的ＣＤＫ５基因多态性比较丰富。大
猩猩、长臂猿的ＣＤＫ５基因核苷酸变异较小。
２．１．２　物种间ＣＤＫ５基因的遗传分化　由表３可知，不同种
群间核苷酸歧异度（Ｄｘｙ）为０．０３７５４～０．１６２３７，遗传分化在

表２　不同物种ＣＤＫ５基因序列多态信息、单倍型及其多样性

物种
序列

（条）

多态位

点数（个）

单倍型数

（种）

单倍型

多样性

核苷酸

多样性

东非狒狒 ２ ７７ ２ １．０００ ０．０８８
黑猩猩 ２ ６３ ２ １．０００ ０．０７２
裸鼢鼠 ２ ０ １ ０．０００ ０．０００
牛 ３ ３ ３ １．０００ ０．００２
欧洲雪貂 １１ ８２ ４ ０．７６３ ０．０５１
人 １６ ７１ ７ ０．７９２ ０．０１１
灰鼠猴 ２ １０７ ２ １．０００ ０．１２２
大猩猩 ２ ５９ ２ １．０００ ０．０６７
长臂猿 ２ ６１ ２ １．０００ ０．０６９
猪 ５ ９ ５ １．０００ ０．００４

０．０００～０．３３３，不同物种间核苷酸歧异度、遗传分化变化范围
都很大，说明不同物种间遗传分化很明显。其中人和黑猩猩

以及人和大猩猩间的核苷酸歧异度最小，表明人与黑猩猩以

及大猩猩的亲缘关系较近，其中欧洲雪貂与其他物种间的核

苷酸歧异度最大，可见欧洲雪貂与本研究中其他物种间亲缘

关系较远。依据不同物种之间的核苷酸歧异度构建的物种间

分子聚类图也可看出人、黑猩猩、大猩猩的亲缘关系较近，欧

洲雪貂与其他物种的亲缘关系最远（图１）。
表３　不同物种核苷酸歧异度、遗传分化

物种 东非狒狒 黑猩猩 裸鼢鼠 牛 欧洲雪貂 人 灰鼠猴 大猩猩 长臂猿 猪

东非狒狒 — ０．０００ ０．３３３ ０．００８ ０．０９８ ０．０９９ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０３１
黑猩猩 ０．０６４ — ０．３３３ ０．００８ ０．０９８ ０．０９９ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０３１
裸鼢鼠 ０．１１５ ０．１０６ — ０．２８９ ０．２４２ ０．２０３ ０．３３３ ０．３３３ ０．３３３ ０．２４１
牛 ０．１０３ ０．０９８ ０．１０２ — ０．０７７ ０．０７４ ０．００８ ０．００８ ０．００８ ０．００８
欧洲雪貂 ０．１５３ ０．１４７ ０．１４０ ０．１１９ — ０．１２２ ０．０９８ ０．０９８ ０．０９８ ０．０６６
人 ０．０５４ ０．０３７ ０．０９７ ０．０８１ ０．１２９ — ０．０９９ ０．０９９ ０．０９９ ０．０５９
灰鼠猴 ０．０９７ ０．０８９ ０．１３３ ０．１２０ ０．１６２ ０．０７８ — ０．０００ ０．０００ ０．０３１
大猩猩 ０．０６２ ０．０４０ ０．１０４ ０．０９５ ０．１４６ ０．０３８ ０．０８８ — ０．０００ ０．０３１
长臂猿 ０．０６２ ０．０５０ ０．１０３ ０．０９６ ０．１４８ ０．０４３ ０．０９０ ０．０４７ — ０．０３１
猪 ０．１０９ ０．１０４ ０．０９５ ０．０６７ ０．１２１ ０．０８９ ０．１２５ ０．１０１ ０．１０２ —

　　注：上三角为遗传分化指数，下三角为核苷酸歧异度。

２．２　不同物种ＣＤＫ５氨基酸多样性
２．２．１　密码子偏爱性　所截选的不同物种 ＣＤＫ５基因序列
编码区中密码子有效值（ＥＮＣ）为４８．３９２（＜６１），偏爱指标
（ＣＢＩ）为０．４２４（＞０），经χ２检验，计算得到未校正的 χ２值为
０．４５４，ＣＤＫ５基因对密码子有较强的偏爱性［４］。

２．２．２　同义替换、非同义替换　由表４可知，不同物种４７条

ＣＤＫ５基因序列编码区中不同物种同义替换位点数为２０７．００～
２１３．４４，同义替换核苷酸多样性均值为０．３１３１１。非同义替
换位点数为６６５．５６～６７２．００，非同义替换核苷酸多样性均值
为０．０２４７３。灰鼠猴的非同义替换位点数较其他物种多，其
次是黑猩猩。同义替换不受自然选择的控制，非同义的替代

速率远远低于同义替代，且其发生的速率与基因密切相关，这

被认为是净化选择的结果［５］。在有些基因中，非同义替代速

表４　不同物种ＣＤＫ５基因同义替换和非同义替换

物种 同义替换位点数 非同义替换位点数

东非狒狒 ２０９．１７ ６６９．８３
黑猩猩 ２０８．６７ ６７０．３３
裸鼢鼠 ２１０．６７ ６６８．３３
牛 ２１３．４４ ６６５．５６

欧洲雪貂 ２１２．７４ ６６６．２６
人 ２１３．０８ ６６５．９２

灰鼠猴 ２０７．００ ６７２．００
大猩猩 ２０９．１７ ６６９．８３
长臂猿 ２１１．２５ ６６７．７５
猪 ２１１．７３ ６６７．２７
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率远远高于同义替代，这是由于正向选择造成的。本研究发

现，所选物种的ＣＤＫ５基因的非同义替换位点数均明显高于
同义替换位点数，说明种群进化过程中可能受到正向选择的

影响。

２．３　不同物种氨基酸序列分析和预测
２．３．１　不同物种 ＣＤＫ５氨基酸序列理化性质分析　用 Ｐｒｏｔ
Ｐａｒａｍ在线工具分析１０个物种的ＣＤＫ５基因编码的氨基酸序
列，结果显示，等电点大于６，Ｌｅｕ是所测物种中共有的最主要
的氨基酸，含量为１２．３％～１５．３％；其次是Ｌｙｓ，含量为６．１％～
８．１％；其他氨基酸含量波动不大。通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ分析这些
物种的ＣＤＫ５蛋白，不稳定系数为２８～３２，说明这种蛋白质
比较稳定。

２．３．２　导肽的预测和可靠性分析　导肽是一段新合成肽链
进入细胞器的识别序列。一般带正电荷的碱性氨基酸含量较

为丰富，这些氨基酸对于蛋白质定位非常重要［６］。利用在线

工具ＴａｒｇｅｔＰ１．１Ｓｅｒｖｅｒ对１０个物种的 ＣＤＫ５氨基酸序列进
行预测，这些序列没有氨基酸残基分裂位点，所以认为这些

ＣＤＫ５序列可能不存在导肽酶切位点，不具导肽［７］。

２．３．３　信号肽的预测、分析　信号肽位于蛋白质的 Ｎ端，用
于指导分泌性蛋白到内质网膜上合成。利用在线工具

ＳｉｇｎａｌＰ３．０Ｓｅｒｖｅｒ分析人ＣＤＫ５氨基酸序列的信号肽的存在
位置及序列，结果显示，人的 ＣＤＫ５氨基酸序列无信号肽［７］。

对其余几个物种ＣＤＫ５氨基酸序列的信号肽的存在位置及其
序列进行相应的分析，也得到了一致的结果。

２．３．４　跨膜结构域的预测和分析　跨膜结构域通常是由跨
膜蛋白的效应区域所显示。利用在线工具ＴＭＨＭＭ２．０Ｓｅｒｖ
ｅｒ预测人ＣＤＫ５氨基酸序列的跨膜结构域，结果显示，其不具
跨膜结构域，在细胞膜外与细胞膜内都有 ＣＤＫ５肽链［８］。对

其他物种ＣＤＫ５氨基酸序列的跨膜结构域进行分析，得到的
预测结果与人的相似。结合上述导肽的预测，可以推测

ＣＤＫ５在细胞质基质中合成后，很可能也要转运到膜外，该蛋
白可以在细胞质与细胞膜外行使其功能。

２．３．５　疏水性／亲水性的预测和分析　蛋白质亲／疏水性氨
基酸的组成是蛋白质折叠的主要驱动力。蛋白质在折叠时会

形成疏水内核、亲水表面，同时在潜在跨膜区会出现高疏水值

区域，据此可以测定跨膜螺旋等二级结构及蛋白质表面有氨

基酸分布［９］。利用在线工具ＰｒｏｔＳｃａｌｅ预测人ＣＤＫ５氨基酸序
列的疏水性／亲水性，结果表明，精氨酸（Ａｒｇ）具有最低分值
－４．５００，亲水性最强，异亮氨酸（Ｉｌｅ）具有最高分值４．５００，疏
水性最强［１０］。总体来看，亲水区域明显大于疏水区域。因

此，整个多肽链表现为亲水性。对其他物种 ＣＤＫ５氨基酸序
列的疏水性／亲水性进行预测，其预测结果与人的相似，因此
认为ＣＤＫ５蛋白是亲水性蛋白。
２．３．６　二级结构的预测和分析　蛋白质的二级结构是指氨
基酸残基形成的α－螺旋、β－转角、β－折叠片延伸链、无规
则卷曲。用ＳＯＰＭＡ对１０个物种的ＣＤＫ５氨基酸序列的二级
结构进行预测，结果表明，ＣＤＫ５蛋白质二级结构的主要结构
元件是α－螺旋（３９．７３％～４２．８１％）、无规则卷曲（３４．９３％～

３８．７０％），其次是 β折叠延伸链（１３．４６％ ～１４．７３％）、
β－转角（６．７５％～８．８５％）［１１－１３］。

３　结论

本研究表明，不同物种间ＣＤＫ５基因的核苷酸歧异度、净
遗传距离、单倍型间的遗传距离差异都较大，种内及种间遗传

分化明显。ＣＤＫ５基因对密码子有较强的偏爱性，非同义替换
位点数均明显高于同义替换位点数，ＣＤＫ５基因在进化过程中可
能受到正向选择的影响。ＣＤＫ５基因物种间的亲缘关系与动物
学分类相符。ＣＤＫ５蛋白Ｎ端无信号肽、无导肽、无跨膜结构域，
整个多肽链表现为亲水性，蛋白质二级结构的主要元件为无规则

卷曲、α－螺旋，除此之外还有少量β折叠、β转角。
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