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　　摘要：利用黔北麻羊、贵州黑山羊和贵州白山羊构建ＤＮＡ池，设计１对引物扩增其ＳＴＡＴ５Ａ基因第１０外显子及部
分内含子序列。ＰＣＲ产物纯化后进行双向测序。ＤＮＡＳｔａｒ和ＢＬＡＳＴ分析确定多态性位点。利用生物信息学软件分析
ＳＮＰｓ位点对ＳＴＡＴ５Ａ基因ＲＮＡ二级结构、ＳＴＡＴ５Ａ蛋白二级及三级结构的影响。结果表明：在扩增的ＳＴＡＴ５Ａ基因中
筛选到３个ＳＮＰｓ：Ｃ－３２Ａ、Ｇ＋７１Ａ和 Ｇ＋１５８Ａ，其中 Ｇ＋７１Ａ为错义突变，导致编码的丙氨酸（Ａｌａ）变为苏氨酸
（Ｔｈｒ）；Ｃ－３２Ａ和Ｇ＋１５８Ａ均在内含子区，不参与氨基酸编码。ＳＮＰｓ位点对 ＳＴＡＴ５Ａ基因 ＲＮＡ二级结构和 ＳＴＡＴ５Ａ
蛋白结构均有一定影响。
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　　ＳＴＡＴ５是信号转导和转录激活子蛋白（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ
ａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ）家族中的重要成员之一，
它包括ＳＴＡＴ５Ａ和ＳＴＡＴ５Ｂ这２个亚型，其ＳＴＡＴ同源性家族
成员共有 ７个，分别为 ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ２、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ４、
ＳＴＡＴ５Ａ、ＳＴＡＴ５Ｂ及ＳＴＡＴ６［１］。在众多家族成员中，ＳＴＡＴ５肩
负着众多功能，它不仅参与细胞增殖、分化与凋亡的过程，调

控细胞周期，还对生物体生长和免疫应答起重要调控作用。

ＳＴＡＴ５能够实现如此多功能，主要是通过其信号传导机制来
完成，主要有 ＪＡＫ２－ＳＴＡＴ５［２］、ＪＡＫ３－ＳＴＡＴ５［３］、ＳＴＡＴ５－
Ｆｏｘｐ３［４］等信号通路 。

ＳＴＡＴ５Ａ和ＳＴＡＴ５Ｂ在结构与功能相近，序列具有很高的
同源性，它们都拥有高度保守的 Ｎ端结构域，促进蛋白间相
互作用的蜷曲螺旋结构域，能与 ＤＮＡ直接结合的 ＤＮＡ结合
结构域，还都具有最具保守性的 ＳＨ２结构域［５］。但２者在 Ｃ
端的转录激活结构域略有不同，具体表现为 ＳＴＡＴ５Ａ和
ＳＴＡＴ５Ｂ在Ｃ端分别拥有 ２０个和 ８个独特氨基酸序列［６］。

ＳＴＡＴ５的２个亚型蛋白不仅在结构上同源性极高，而且在功
能上有许多相同点。ＳＴＡＴ５Ａ和 ＳＴＡＴ５Ｂ同时扮演着信号分
子和转录因子的角色，它们能被生长激素（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，
ＧＨ）、干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）、催乳素（ｐｒｏｌａｃｔｉｎ）、表皮生长
因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）及白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ，ＩＬ）等多种因子激活，进而调控相应基因的表达。

ＳＴＡＴ５Ａ最早作为调控乳蛋白的一个乳腺因子（ｍａｍｍａｒｙ

ｇｌａｎｄｆａｃｔｏｒ，ＭＧＦ）而被发现，在随后的研究中，发现 ＳＴＡＴ５Ａ
不仅对调控乳腺正常发育具有重要作用，还在肝细胞活性水

平、免疫系统以及肿瘤调控机制［７－９］等方面都有十分重要作

用。近年来，还发现ＳＴＡＴ５Ａ与生物生长性能有着密切联系。
如 Ｙｕ等在小鼠上证明了 ＳＴＡＴ５Ａ和 ＳＴＡＴ５Ｂ通过激活
Ｃｄｋｎ２ｂ和Ｃｄｋｎ１ａ表达来负调控细胞增殖［１０］；方琼等在研究

家猪ＳＴＡＴ５时同样发现其介导生长激素进而影响生长性
状［１１］；此外，在研究崂山奶羊时，刘园峰等发现 ＳＴＡＴ５Ａ第９
内含子上存在２个连锁突变位点，这２个突变位点显著影响
着崂山奶羊的体质量、体长和胸围等生长性状［１２］。

贵州本地山羊具有繁殖力强、屠宰率高、耐粗饲、易管理

等特点，且其肉质鲜美、营养丰富，深受消费者喜爱［１３］。但贵

州本地山羊存在生长速度慢、个体生产性能参差不齐等问题，

导致养羊效益不佳，因此提高其生长性能是解决上述问题的

关键。与传统繁殖饲养方面提高山羊生长性能相比，从分子

水平研究效果更明显、周期更短、回报率更高。但能用于育种

的有用基因或标记仍然十分紧缺，而 ＳＴＡＴ５Ａ则是十分理想
的提高家畜生长性能的候选基因。

本试验利用黔北麻羊、贵州黑山羊和贵州白山羊进行

ＤＮＡ池构建［１４］，进行ＳＴＡＴ５Ａ基因多态性位点（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏ
ｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）筛选。测序结果由ＤＮＡＳｔａｒ软件进行
序列拼接、校正，ＢＬＡＳＴ分析其ＳＮＰ，并估算等位基因频率，生
物信息学软件研究多态性位点对 ＳＴＡＴ５Ａ基因 ＲＮＡ二级结
构及蛋白质二级、三级结构影响。

１　材料与方法

１．１　试验动物
试验材料为贵州本地的黔北麻羊、贵州白山羊和贵州黑

山羊。其中贵州省遵义市习水县富兴牧业种羊场黔北麻羊

１０３只，贵州省毕节市纳雍县鹏腾生态农牧综合开发有限公
司贵州黑山羊１０３只，贵州省铜仁市沿河县贵州白山羊种羊
场贵州白山羊１４６只。
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１．２　试验试剂
生工生物工程（上海）股份有限公司的 Ｅｚｕｐ柱式基因组

ＤＮＡ抽提试剂盒（血液），琼脂糖凝胶，１×ＴＢＥ缓冲液。
１．３　ＤＮＡ提取与ＤＮＡ池构建

抽取黔北麻羊血样１０３个，贵州黑山羊血样１０３个，贵州
白山羊血样１４６个。用生工生物工程（上海）股份有限公司
Ｅｚｕｐ柱式基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（血液）提取ＤＮＡ，１％琼脂
糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ提取效果，紫外分光光度计测定 ＤＮＡ
样品浓度。贵州黑山羊及贵州白山羊 ＤＮＡ样品分别调整相
同浓度至１００ｎｇ／μＬ，各取３μＬ混合构建ＤＮＡ池。
１．４　引物设计和ＤＮＡ扩增

从 ＮＣＢＩ数据库中得到绵羊 ＳＴＡＴ５Ａ基因 ＤＮＡ序列
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＣ＿０１９４６８．１），利用ＮＣＢＩ在线软件 Ｐｒｉｍ
ｅｒ－ＢＬＡＳＴ设计１对特异性引物。其上游引物序列（５′→３′）
为 ＴＴＴＧＣＴＣＧＧＡＴＧＣＴＣＴＣＡＧＧ，下游引物序列（５′→３′）为
ＡＧＣＡＡＡＴＡＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＧＡ，目标基因片段（包含 ＳＴＡＴ５Ａ
基因第 １０外显子编码区序列及部分 ３′ＵＴＲ序列）长度
６３０ｂｐ，最适退火温度５８．３℃。ＰＣＲ反应体系为２０μＬ：２×
ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂１０μＬ，基因组 ＤＮＡ２μＬ，上、下游
引物（浓度为 １０ｐｍｏｌ／μＬ）各 １．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５μＬ。采用
ＴＣ－５１２ＰＣＲ仪进行ＤＮＡ扩增，ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ；５８．３℃退火３０ｓ；７２℃延伸３０ｓ，３５个
循环后７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。１％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产
物，凝胶成像仪观察电泳结果。

１．５　序列分析
ＰＣＲ产物委托北京诺萨基因组研究中心有限公司纯化

后进行双向测序，３次独立测序。采用 ＤＮＡｓｔａｒ软件对测序
结果进行校正，ＢＬＡＳＴ分析确定ＳＮＰｓ。
１．６　测序图峰高测量及等位基因频率估算

利用软件 Ｃｈｒｏｍａｓ．ｅｘｅ查看测序结果，并利用 ＭＷＳｎａｐ
测量各ＳＮＰ位点等位基因的相应峰高。ＳＮＰ常表示二等位
多态性，可通过以下公式估算等位基因频率［１５］。

ｆｉ＝ｈｉ／（ｈⅠ ＋ｈⅡ），ｉ＝Ⅰ，Ⅱ。
式中：ｆｉ表示ＳＮＰ位点某等位基因频率，ｈⅠ和 ｈⅡ分别表示测
序图上该ＳＮＰ等位基因Ⅰ、Ⅱ峰高度。
１．７　ＳＴＡＴ５Ａ的ＲＮＡ二级结构预测及蛋白结构分析

将ＳＴＡＴ５Ａ基因突变前后不同 ＤＮＡ序列进行 ＲＮＡ二级
结构变化分析，并将 ＳＴＡＴ５Ａ基因突变前后不同蛋白氨基酸
序列进行蛋白质二级结构和三级结构变化分析。ｐｈｙｒｅ２构建
蛋白质三维结构，将ＳＴＡＴ５Ａ与蛋白结构数据库中蛋白质三维
结构进行匹配，得到模拟的ＳＴＡＴ５Ａ蛋白三维结构。ＲＮＡ二级
结构在线分析软件：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｂｅｅ．ｍｓｕ．ｓｕ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ｒｎａ２＿ｒｅｄｕｃｅｄ．ｈｔｍｌ。蛋白质二级结构在线分析软件：ｈｔｔｐ：／／
ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝／ＮＰＳＡ／
ｎｐｓａ＿ｓｅｒｖｅｒ．ｈｔｍｌ。蛋白质三级结构在线分析软件：ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ／ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ池的ＰＣＲ产物测序
设计１对特异性引物扩增出贵州本地３种山羊 ＳＴＡＴ５Ａ

基因目的序列共６３０ｂｐ，见图１。扩增产物经胶回收纯化后

进行双向测序，测序结果与绵羊 ＳＴＡＴ５Ａ基因 ＤＮＡ序列
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＣ＿０１９４６８．１）ＤＮＡ序列基本吻合，可以确
定为山羊ＳＴＡＴ５Ａ基因序列。ＢＬＡＳＴ分析共发现３个 ＳＮＰｓ，
以ＳＴＡＴ５Ａ基因第１０外显子第１位碱基计数为１，ＳＮＰｓ位点
分别为Ｃ－３２Ａ、Ｇ＋７１Ａ和Ｇ＋１５８Ａ，均为新发现位点，详见
图２。这些ＳＮＰｓ可能在不同山羊中普遍存在，需要扩大山羊
个体数进一步验证。突变位点是否造成其生长性能差异也需

后续试验进一步研究。

２．２　ＳＮＰｓ等位基因频率估算
利用ＭＷＳｎａｐ软件分别测量３种山羊各 ＳＮＰｓ等位基因

峰高，并估算 ＳＮＰｓ等位基因频率，结果见表１。由表１可看
出，不同品种山羊同一突变位点突变频率近似，不同突变位点

突变频率相差较大。

表１　ＳＮＰｓ等位基因频率估算结果

品种
等位基因频率（Ａ）

Ｃ－３２Ａ Ｇ＋７１Ａ Ｇ＋１５８Ａ
黔北麻羊 ０．２１８ ０．２７５ ０．４７１
贵州黑山羊 ０．１８８ ０．２８９ ０．３３０
贵州白山羊 ０．２１６ ０．１８１ ０．３９１

２．３　ＳＴＡＴ５Ａ的ＲＮＡ二级结构分析
突变前后ＳＴＡＴ５Ａ基因ＲＮＡ二级结构预测结果表明，ＳＮＰ

位点突变导致 ＲＮＡ二级结构显著改变，详见图３。该突变导
致ＲＮＡ二级结构最小自由能发生改变，由 －９１４．４ｋＪ／ｍｏｌ变
为－９３７．７ｋＪ／ｍｏｌ，影响ＲＮＡ二级结构稳定性，可能影响后续
蛋白质翻译过程。

２．４　突变前后ＳＴＡＴ５Ａ蛋白二级、三级结构分析
利用在线ＳＯＰＭＡ服务器预测黔北麻羊、贵州黑山羊和

贵州白山羊ＳＴＡＴ５Ａ基因突变前后蛋白质二级结构变化。结
果显示，突变前后，β转角由 １．７６％增至 ２．０２％，α螺旋由
５２．６４％减少到 ５２．２７％，自由卷曲由 ３４．５１％上升到
３５０１％，延伸链由１１．０８％下降为１０．７１％（表２）。
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表２　突变前后ＳＴＡＴ５Ａ蛋白二级结构分析结果

分类 β转角（％） α螺旋（％）自由卷曲（％）延伸链（％）
突变前 １．７６（１４） ５２．６４（４１８） ３４．５１（２７４） １１．０８（８８）
突变后 ２．０２（１６） ５２．２７（４１５） ３５．０１（２７８） １０．７１（８５）

　　蛋白质三维结构的预测及突变分析对理解蛋白质结构与
功能的相关性有重要作用，采用同源比较建模原理，将突变前

后氨基酸序列提交Ｐｈｙｒｅ２三级结构预测服务器，结果详见图
４。由图４可以看出，多态性位点突变导致ＳＴＡＴ５Ａ蛋白三维
结构构象发生改变。其中β折叠链保持１１％未变化，α螺旋
保持５０％未发生变化，混乱度则由２７％上升到２８％。

３　讨论

ＳＴＡＴ５Ａ作为ＳＴＡＴ家族中重要成员，具有多种生物学功
能。ＳＴＡＴ５Ａ能够显著影响生物体乳腺发育功能、肝功能、妊
娠反应、免疫系统及肿瘤发生机制［１６］，ＳＴＡＴ５Ａ与 ＳＴＡＴ５Ｂ共
同影响了细胞增殖、生长、分化、凋亡，以及细胞周期的调

控［１７］。提高肉质性能与生长性能一直是畜牧业品种选育的

最终目标，在家猪、小鼠、奶牛和崂山奶羊上的研究都表明，

ＳＴＡＴ５Ａ拥有影响动物生长性能的能力［１８－１９］。因此，对

ＳＴＡＴ５Ａ的深入研究有望改善贵州本地山羊个体生长性能较
差的现状，同时对加快品种选育有着十分重要的现实意义。

本试验首次在贵州本地山羊 ＳＴＡＴ５Ａ基因中鉴定得到
ＳＮＰ位点。其中Ｇ＋７１Ａ突变，将丙氨酸（Ａｌａ）错义编码为苏
氨酸（Ｔｈｒ）；Ｃ－３２Ａ和 Ｇ＋１５８Ａ均在内含子区，不参与氨基
酸编码。比较３个多态性位点等位基因频率，发现不同山羊
品种同一突变位点突变频率近似，不同突变位点突变频率相

差较大，这一发现是否在其他山羊中也有不同，需要进一步扩

大山羊的品种及数量进行研究。突变前后ＳＴＡＴ５Ａ基因ＲＮＡ
二级结构发生改变，并影响到蛋白质二级、三级结构。为深入

探究ＳＴＡＴ５Ａ基因对山羊生长性能的调控作用，有必要扩大
山羊数量，并分析上述多态性位点与山羊各项生长指标关联

性，从而为山羊的选育工作以及整个 ＳＴＡＴ家族在山羊中的
调控研究奠定基础。
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　　Ｔｒｉｚｏｌ法最早由 Ｃｈｏｍｃｚｙｎｓｋｉ等提出，用于提取细胞或组
织中的总 ＲＮＡ［１］。经过 Ｔｒｉｚｏｌ处理过的样品，其总 ＲＮＡ、
ＤＮＡ及蛋白质分别分布在上层水相、中间层、下层有机相。
Ｔｒｉｚｏｌ试剂中含有的苯酚、异硫氰酸胍等物质，将细胞迅速破
碎，并抑制释放出来的核酸酶，同时能够保持ＲＮＡ、ＤＮＡ的完
整性，因此对ＲＡＮ、ＤＮＡ的同时提取纯化十分有用［２］，大大节

约试验时间，提高试验效率。小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）作为
一种单细胞绿藻，具有极强的光合自养能力；含有丰富的脂

质、蛋白质、维生素、核酸、食物纤维、叶绿素等，都是人体健康

不可或缺的营养物。小球藻还生产多种生物活性物质［３］。

由于其脂类可以达到细胞干质量的１０％ ～３０％而被用于生
产生物柴油［４－５］；通过转基因小球藻可以被用来生产病毒抗

体［６］；也发现小球藻具有抗菌活性［７］；小球藻可以治理重金

属、有机物以及氮磷污染［８］。因此，科研工作者开始对小球

藻进行深入研究。本研究尝试使用Ｔｒｉｚｏｌ法［９］提取小球藻基

因组ＤＮＡ，以期获得简单快速获取高纯度高产率基因组ＤＮＡ
的方法。

１　材料与方法

１．１　材料
普通小球藻购自中国科学院典型培养物种保藏委员会海

洋生物种质库，使用 ＳＥ培养基培养，在三角瓶中培养，培养
温度为 ２５℃，光照强度条件为 ２０００ｌｘ，光暗周期设置为
１２ｈ／１２ｈ；培养至对数后期取样，试验前将普通小球藻４℃
黑暗处理２４ｈ，将细胞内储存的淀粉消耗掉，将有利于 ＤＮＡ
的提取。

１．２　试剂
ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，氯仿、无水乙醇及异

丙醇均为国产分析纯，１０ｍｏｌ／ＬＮＨ４Ａｃ，ＴＥ（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－
ＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ值８．０），７０％乙醇。
１．３　仪器

离心机：德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司生产；凝胶成像系统：美国
ＳＹＮＧＥＮＥ公司生产；核酸／蛋白分析仪；ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬ
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