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　　摘要：本试验以加利福尼亚兔和新西兰兔为研究对象，分别用磁珠法动物基因组ＤＮＡ抽提试剂盒提取新西兰兔
和加利福尼亚兔的ＤＮＡ，通过构建ＤＮＡ池，扩增ＵＣＰ１基因的第５外显子及第４内含子部分序列。扩增产物进行双
向测序，利用ＤＮＡＳｔａｒ和ＢＬＡＳＴ分析测序结果。结果发现：在加利福尼亚兔中没有发现ＳＮＰ位点，在新西兰兔中有４
个多态性位点，分别为Ｇ７４３Ｔ、Ａ７４４Ｇ、Ｃ８１９Ａ和Ｇ８４９Ｔ，其中Ｇ７４３Ｔ为同义突变，Ａ７４４Ｇ为错义突变，导致编码的苏氨
酸（Ｔｈｒ）变为丙氨酸（Ａｌａ）；Ｃ８１９Ａ、Ｇ８４９Ｔ突变位点位于内含子区。多态位点的出现对ＵＣＰ１基因的ＲＮＡ二级结构产
生的影响表现在其最小自由能由－１．９３ＭＪ／ｍｏｌ变为 －１．９３２ＭＪ／ｍｏｌ，同时 ＳＮＰｓ位点对 ＵＣＰ１基因蛋白结构也有一
定影响。
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　　解偶联蛋白 （ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＵＣＰｓ）是褐色脂肪细胞
线粒体内膜上存在的一种质子转运蛋白，它存在于动物的各

组织中，在能量平衡、维持体温、机体产热和代谢等方面都起

着巨大的作用［１－６］。比如，它激活后可以产生质子电化学梯

度降低，使呼吸链与 ＡＴＰ（三磷酸腺苷）合成过程解耦联，使
能量以热的形式释放；ＵＣＰ１基因参与机体能量代谢，对机体
能量平衡涉及的食物转化效率、静止代谢率和体重肥胖等性

状具有明显的效应，对肌肉生长和品质的改良作用重

大［７－１０］。目前，这个家族的５种蛋白质在鱼、禽类、哺乳动物
甚至在人类的不同组织线粒体的内膜上都已发现［１１－１４］。其

中，ＵＣＰ１是最早发现的成员。
ＵＣＰ１是褐色脂肪组织（ｂｒｏｗｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ，ＢＡＴ）中表

达的标记基因，它具有解离氧化磷酸化耦联功能，如机体通过

在线粒体中产生能量，三羧酸循环产生的还原当量通过电子

将能量释放，使Ｈ＋从线粒体基质转移至内膜面，形成１个跨
线粒体内膜的质子电化学梯度，当线粒体的 ＡＴＰ合酶将 Ｈ＋

从内膜面顺梯度运回至基质面时，其能量可推动二磷酸腺苷

与磷酸结合，促使生成 ＡＴＰ。ＵＣＰ１基因的表达增加可能是
受到去甲肾上腺素促进，使其与Ｇ偶联蛋白相关的环磷酸腺
苷合成，后者又可使蛋白激酶激活，蛋白激酶作用的靶蛋白包

括激素敏感性脂肪酶，这种酶一旦被磷酸化激活就可以抑制

三酰甘油的贮存，使脂肪分解，非脂化脂肪酸增加，促进产热

作用。此外，ＵＣＰ１表达增加还有可能受肾上腺素和甲状腺
素等的剌激，从而增加棕色脂肪组织所消耗脂肪酸的活性，因

此ＵＣＰ１被认为是２型糖尿病和抵抗肥胖的重要基因［１５－１７］。

Ｃｌａｒｋ等发现，ＵＣＰ１基因的表达水平对羔羊出生后的成
活率起着重大作用［１８］。Ｂａｓｓｅｔｔ等发现，ＵＣＰ１基因的表达对
初生羔羊 ＢＡＴ的含量影响重大［１９］。然而对兔线粒体中

ＵＣＰ１基因方面的研究很少，本试验以加利福尼亚兔和新西
兰兔构建其ＤＮＡ池，对ＵＣＰ１基因第５外显子及第４内含子
部分序列进行扩增，ＢＬＡＳＴ分析其测序结果筛选多态位点，
由ＤＮＡＳｔａｒ软件进行序列拼接、校正，并预测其对 ＲＮＡ结构
影响和等位基因频率估算。

１　材料与方法

１．１　样品的来源
从贵州贵阳白云牛场大林农牧专业合作社种兔场和贵州

贵阳修文盛鑫兔业开发有限公司种兔场采取加利福尼亚兔的

组织样４８个和新西兰兔组织样４８个，将采取的样品放在已
编好序号的自封袋中于－２０℃冰箱中保存。
１．２　构建ＤＮＡ池和引物设计、合成

利用磁珠法动物基因组（组织）ＤＮＡ抽提试剂盒提取
ＤＮＡ，用１．０％琼脂糖凝胶电泳检测所提的 ＤＮＡ，取 ５μＬ
构建 ＤＮＡ池。以兔 ＵＣＰ１基因（其 ＧｅｎＢａｎｋ登录号为：
ＮＣ＿０１３６８３．１）ＤＮＡ序列利用 Ｐｒｉｍｅｒ－ＢＬＡＳＴ设计１对引物
来扩增ＵＣＰ１基因第５外显子和第４内含子的部分序列，将
所设计的引物送往生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

物序列为 Ｆ：ＧＡＧＧＴＡＡＧＴＣＣＡＴＣＣＣＣＡＣＧ，Ｒ：ＡＣＴＣＴＴＣＴＡ
ＡＣＧＡＴＧＴＡＧＴＧＴＣ；退火温度为 ５９℃；目的片段大小为
８０９ｂｐ。　
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１．３　ＤＮＡ的扩增和序列的分析
反应体系为 ２５μＬ：２×ＴａｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂

１２．５μＬ，基因组 ＤＮＡ２．５μＬ，三蒸水 ７μＬ，上、下游引物
１０ｐｍｏｌ／μＬ各 １．５μＬ。ＰＣＲ扩增条件为：９４℃ 预变性

５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５９℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ产
物，并用凝胶成像系统观察结果，最后拍照保存。

将扩增的产物送往立菲生物技术有限公司进行双向测

序。用ＤＮＡＳｔａｒ软件校正测序结果，通过ＢＬＡＳＴ软件对ＳＮＰｓ
进行确定。

１．４　测量峰高及等位基因频率估算
利用ＭＷＳｎａｐ软件对 ＳＮＰ位点等位基因的相应峰高进

行测量，可依据如下公式 ｆｉ＝ｈｉ／（ｈ１＋ｈ２），ｉ＝１，２，对等位基
因频率进行估算。ｆｉ表示ＳＮＰ位点某等位基因频率，ｈ１表示
ＳＮＰ等位基因 １峰的高度，ｈ２表示 ＳＮＰ等位基因 ２峰的
高度。

１．５　ＲＮＡ二级结构预测和蛋白质二级结构预测
通过在线预测软件：ｈｔｔｐ：／／ｒｎａ．ｔｂｉ．ｕｎｉｖｉｅ．ａｃ．ａｔ／ｃｇｉ－

ｂｉｎ／ＲＮＡｆｏｌｄ．ｃｇｉ，对ＵＣＰ１基因突变前后不同 ＤＮＡ序列进行
ＲＮＡ二级结构变化的预测，通过蛋白质二级结构在线预测软
件：ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？
ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ，对 ＵＣＰ１基因突变前后不同蛋白氨
基酸序列进行蛋白质二级结构预测。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ产物扩增
设计１对引物分别扩增加利福尼亚兔和新西兰兔的

ＵＣＰ１基因第 ５外显子及第 ４内含子部分序列。ＰＣＲ扩增
（图１）后送往立菲生物技术有限公司进行双向测序，ＢＬＡＳＴ
分析共发现４个ＳＮＰｓ（图２）。ＮＣＢＩ中ＳＮＰ数据库尚无该基
因ＳＮＰ信息，本试验所筛查的ＳＮＰｓ均为新发现多态性位点，
以ＵＣＰ１基因第１外显子第１位为 ＋１位，ＳＮＰｓ位点分别为
Ｇ７４３Ｔ、Ａ７４４Ｇ、Ｃ８１９Ａ、Ｇ８４９Ｔ，其中 Ｇ７４３Ｔ为同义突变，
Ａ７４４Ｇ为错义突变，导致编码的苏氨酸（Ｔｈｒ）变为丙氨酸
（Ａｌａ）；Ｃ８１９Ａ、Ｇ８４９Ｔ突变位点位于内含子区。

２．２　估算ＳＮＰｓ等位基因频率
通过ＭＷＳｎａｐ软件对加利福尼亚兔和新西兰兔 ＳＮＰｓ等

位基因峰高进行测量，根据公式估算４个ＳＮＰｓ位点等位基因
频率（表１）。由表１可知，内含子Ｃ８１９Ａ和外显子Ａ７４４Ｇ在
加利福尼亚兔和新西兰兔中有较大差异，而外显子 Ｇ７４３Ｔ和
内含子Ｇ８４９Ｔ在２种兔品种中差异较小，且加利福尼亚兔的
４个位点基因频率均高于新西兰兔。

表１　加利福尼亚兔和新西兰兔ＳＮＰｓ等位基因频率估算结果

品种
等位基因频率

Ｃ７４３Ｔ（Ｃ） Ａ７７４Ｇ（Ａ） Ｃ８１９Ａ（Ｃ） Ｇ８４９Ｔ（Ｇ）
加利福尼亚兔 ０．９４２９ ０．８７５０ ０．８１４８ ０．８０９５
新西兰兔　　 ０．６６６７ ０．５８３３ ０．５０００ ０．５６００

２．３　预测ＵＣＰ１基因的ＲＮＡ二级结构
预测突变前后 ＵＣＰ１基因的 ＲＮＡ二级结构，结果表明，

ＳＮＰｓ导致ＲＮＡ二级结构发生改变，并导致ＲＮＡ二级结构最
小自由能发生变化，由－１．９３４ＭＪ／ｍｏｌ变为－１．９３２ＭＪ／ｍｏｌ，

这不仅可能影响ＲＮＡ二级结构的稳定性，还可能影响后续蛋
白质翻译过程（图３）。
２．４　突变前后ＵＣＰ１蛋白二级的预测

通过在线ＳＯＰＭＡ服务器预测新西兰兔 ＵＣＰ１基因突变
前后蛋白质二级结构变化，结果表明：突变前后α螺旋由１０９
变到１１０，而β转角由３９变成４０，延伸链由８６变到８３，自由
卷曲由７２变到７３（表２）。

３　讨论

大量的研究表明，ＵＣＰ基因家族与畜禽肉质关系密切。
涂荣剑等对猪的ＵＣＰ３基因研究发现，突变可能导致相应编
码氨基酸序列的改变，从而影响胴体、肉质性状［２０］。韩瑞华

等对牛的ＵＣＰ３基因进行研究，发现 ＵＣＰ３基因不仅对肉牛
胴体、肉质性状等方面具有重要影响，而且对肉牛的育种工作

具有指导作用［２１］。王涛等研究了ＵＣＰ基因对鸡肉质和猪肉
质量的影响［１０］。肌内脂肪沉积是兔肉肉质标记辅助选择中

重要的选择指标，筛选出对家兔肌内脂肪沉积有影响的基因
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表２　ＵＣＰ１突变前后蛋白二级结构预测结果

突变
β转角
（％）

延伸链

（％）
α螺旋
（％）

自由卷曲

（％）

Ａ７４４Ｇ（Ａ） １２．７５（３９） ２８．１０（８６） ３５．６２（１０９） ２３．５３（７２）
Ａ７４４Ｇ（Ｇ） １３．０７（４０） ２７．１２（８３） ３５．９５（１１０） ２３．８６（７３）

有助于加快品种选育进程和提高家兔肉质性能。

目前对兔的ＵＣＰ１基因多态性研究报道很少，本试验以
加利福尼亚兔和新西兰兔为研究，对 ＵＣＰ１基因第５外显子
及第４内含子部分序列进行扩增，将扩增的ＰＣＲ产物进行双
向测序，结果发现 ４个新的多态性位点：Ｇ７４３Ｔ、Ａ７４４Ｇ、
Ｃ８１９Ａ、Ｇ８４９Ｔ，其中Ｇ７４３Ｔ为同义突变，Ａ７４４Ｇ为错义突变，
导致编码的苏氨酸（Ｔｈｒ）变为丙氨酸（Ａｌａ）；Ｃ８１９Ａ、Ｇ８４９Ｔ突
变位点位于内含子区。比较加利福尼亚兔和新西兰兔多态性

位点等位基因频率发现，内含子Ｃ８１９Ａ和外显子Ａ７４４Ｇ在加
利福尼亚兔和新西兰兔中有较大差异，而外显子 Ｇ７４３Ｔ和内
含子Ｇ８４９Ｔ在２个兔品种中差异较小，且加利福尼亚兔的４
个位点基因频率均高于新西兰兔。

突变前后ＵＣＰ１编码蛋白二级结构也发生了改变，β转
角由３９变成４０，α螺旋由 １０９变到 １１０，延伸链由 ８６变到
８３，自由卷曲由７２变到７３。突变前后 ＵＣＰ１基因 ＲＮＡ二级
结构发生改变，其最小自由能由 －１．９３４ＭＪ／ｍｏｌ变为
－１．９３２ＭＪ／ｍｏｌ。这说明该位点可能影响２个品种的肌内脂
肪沉积等肉质性状差异，下一步工作将分析该多态性位点与

兔肌内脂肪沉积性状的关联性，就 ＵＣＰ１基因对兔肉质性能
的调控作进一步探究，从而为线粒体中相关基因对兔肌内脂

肪沉积影响提供一定的依据。
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［７］赵建国，李　辉，孟　和，等．解偶联蛋白基因（ＵＣＰ）作为影响鸡
脂肪性状候选基因的研究［Ｊ］．遗传学报，２００２（６）：４８１－４８６．

［８］于　磊，邹　飞．解偶联蛋白在能量代谢和体温调节中的作用研
究进展［Ｊ］．中国临床康复，２００３，７（１３）：１９５０－１９５１．

［９］刘　丽，田建云，李琦华，等．解偶联蛋白与动物的能量代谢［Ｊ］．
云南农业大学学报，２００６，２１（４）：５０４－５１０．
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［１２］李秋玲，许尚忠，昝林森，等．３个牛品种ＵＣＰ３基因第５内含子
和第６外显子部分序列的多态性研究。［Ｊ］．西北农林科技大
学学报：自然科学版，２００６，３４（１１）：１１－１４，２０．

［１３］何　茹．解偶联蛋白家族成员 ＵＣＰ２［Ｊ］．北京教育学院学报：
自然科学版，２００９，４（２）：１９－２２，６５．

［１４］孙国权，高树新，吴慧光，等．解偶联蛋白１、２和３基因在中国
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（２）：２４１－２４４．

［２０］涂荣剑，邓昌彦，熊远著．猪 ＵＣＰ３基因部分编码区序列分析及
其单核苷酸多态与胴体、肉质性状的遗传效应［Ｊ］．遗传学报，
２００４，３１（８）：８０７－８１２．

［２１］韩瑞华，昝林森．秦川牛及其杂种牛 ＵＣＰ３基因 ＳＮＰｓ检测及其
与胴体、肉质性状的相关性［Ｊ］．畜牧兽医学报，２００９，４０（６）：
８０６－８１２．

沈　阅，林亚秋，梅　寒，等．藏山羊ＦＧＦ２１基因克隆及生物信息学分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（１）：４４－４７．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０１．０１１

藏山羊 ＦＧＦ２１基因克隆及生物信息学分析
沈　阅，林亚秋，梅　寒，李　想，张小玉
（西南民族大学生命科学与技术学院，四川成都６１００４１）

　　摘要：为探讨藏山羊ＦＧＦ２１基因的分子结构特征，利用 ＲＴ－ＰＣＲ技术对该基因进行克隆、测序及相关生物信息
学分析。结果表明：获得藏山羊ＦＧＦ２１基因序列６５０ｂｐ，ＯＲＦ长度为６３４ｂｐ，编码２０９个氨基酸。氨基酸序列分析显
示，藏山羊ＦＧＦ２１编码蛋白属于不稳定酸性蛋白，分子式为 Ｃ１０２２Ｈ１５９６Ｎ２７６Ｏ２９６Ｓ５，分子质量为２２．６５ｋｕ。预测该蛋白

含有１３个磷酸化位点，并与多种蛋白存在相互作用；无跨膜结构域，有信号肽结构。在４７～１６４位氨基酸残基存在
ＦＧＦ结构域。亚细胞定位显示，ＦＧＦ２１蛋白大部分位于细胞质内。同源性分析指出山羊ＦＧＦ２１氨基酸序列保守性较
高，与 ＧｅｎＢａｎｋ中藏羚羊、牛、印度水牛及猪等的同源性在９０％～９９％。本研究结果为阐明ＦＧＦ２１基因在藏山羊中的
作用提供重要的基础数据。

　　关键词：藏山羊；ＦＧＦ２１基因；克隆；生物信息学分析
　　中图分类号：Ｓ８２７．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０１－００４４－０４
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基金项目：中央高校基本科研业务费专项青年基金（编号：

１１ＮＺＹＱＮ０８）。
作者简介：沈　阅（１９８４—），女，湖南龙山人，硕士，实验师，主要从事
分子生物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｓｙｕｅ３１＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　成纤维细胞生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＦＧＦ）是一
类由ＦＧＦ基因家族编码的结构相关的蛋白质。人类的 ＦＧＦ
家族包括２２个成员，按种系和序列又分为７个亚科，大部分
ＦＧＦ因子对细胞的生长和分化具有调节作用［１］。成纤维细

胞生长因子ＦＧＦ２１（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２１）是ＦＧＦ家族的
一个新成员，属于 ＦＧＦ家族中 ＦＧＦ１９亚家族成员之一。
ＦＧＦ２１主要在肝脏、脂肪和其他组织表达，它对机体的能量
平衡调节和糖代谢具有重要作用，已经成为全球糖脂代谢研

究的热点基因［２－５］。

研究指出生酮饲喂小鼠可使小鼠体质量减轻，并且用生

酮饲喂ＦＧＦ２１基因敲除大鼠，则老鼠出现体质量明显上升现
象［６－７］。Ｃｏｓｋｕｎ等报道 ＦＧＦ２１过表达的转基因鼠对多食诱
导的肥胖有明显的改善作用，并可逆转肝脏脂肪变性及胰岛

素抵抗，使体质量下降约２０％［８］。学者在给患糖尿病的恒河

猴注射ＦＧＦ２１后发现其不仅对血糖有控制作用，还具有轻度
的减重作用［９］。研究发现肥胖患者空腹血清 ＦＧＦ２１表达水

平显著高于正常对照组，ＦＧＦ２１表达水平与腰围以及 ＷＨＲ、
ＦＰＧ、ＨｂＡ１ｃ、ＦＩＮＳ、ＴＧ、ｈｓＣＲＰ的表达水平呈显著正相关，与
ＨＤＬ－Ｃ呈显著负相关［１０］。上述研究结果都反映出，ＦＧＦ２１
在脂肪代谢和控制体质量方面都起了非常重要的作用，但上

述研究均集中在人和小鼠等动物及细胞系上进行，在动物脂

肪沉积方面的研究尚不深入。在山羊上尚未见相关报道，仅

见山羊ＦＧＦ２１的预测序列，因此需要进行更深入的研究。
藏山羊是我国青藏高原特有畜种，又称为“克什米尔”山

羊，其肌肉细嫩、风味好，是藏族同胞重要的生产和生活资

料［１１］。且藏山羊一般不需要专门肥育，是研究山羊优良肉质

性状形成的理想材料。因此本研究以藏山羊为研究对象，应

用ＲＴ－ＰＣＲ技术获得 ＦＧＦ２１基因序列，同时进行生物信息
学分析，为进一步研究ＦＧＦ２１基因在藏山羊脂肪代谢及能量
平衡中的作用机制，对提高藏山羊的育肥效率、提高肉品质提

供新的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验动物与组织的采集　以四川省若尔盖种羊场饲
养的成年健康公藏山羊为试验动物，现场屠宰，迅速采集背最

长肌组织样本，立即置于液氮中保存带回实验室备用。

１．１．２　主要试剂　Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒、荧光定量试剂盒 ＳＹＢＲ
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