
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［１５］张慧敏，程旭光．解偶联蛋白与肥胖及运动的关系［Ｊ］．中国临

床康复，２００５，９（４）：１９３－１９５．
［１６］刘志诚，孙凤岷，赵东红，等．针刺对肥胖大鼠褐色脂肪组织产

热作用的影响［Ｊ］．中国临床康复，２００３，７（２７）：３６６５－３６６７．
［１７］袁亚男，刘文忠，刘建华，等．绵羊 ＵＣＰ１基因碱基突变与其蛋

白结构和功能［Ｊ］．中国农业科学，２０１２，４５（１４）：２９７３－２９８０．
［１８］ＣｌａｒｋｅＬ，ＢｒｙａｎｔＭＪ，ＬｏｍａｘＭＡ，ｅｔａｌ．Ｍａｔｅｒｎａｌｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ｂｒｏｗｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅａｎｄｌｉｖｅｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｔｈｅｏｖｉｎｅｆｅｔｕｓｄｕｒｉｎｇ
ｌａｔｅｇｅｓｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｅＢｒｉｔｉｓｈＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｕｔｒｉｔｉｏｎ，１９９７，７７（６）：
８７１－８８３．

［１９］ＢａｓｓｅｔｔＪＭ，ＢｏｍｆｏｒｄＪ，ＭｏｔｔＪＣ．Ｐｈｏｔｏｐｅｒｉｏｄ：ａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｅｇｕｌａ
ｔｏｒｏｆｐｌａｓｍａｐｒｏｌａｃｔｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｆｅｔａｌｌａｍｂｓｄｕｒｉｎｇｌａｔｅｇｅｓｔａ
ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＱｕａｒｔｅｒｌｙＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９８８，７３
（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。
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　　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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ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（２×）、ｐＭＤ－１９ＴＶｅｃｔｏｒ均购自大连ＴａＫａ
Ｒａ公司，反转录试剂盒ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ均购于Ｔｈｅｒｍｏ公司，Ｔａｑ聚合酶、胶回收试剂盒与Ｅ．Ｃｏｌｉ
ＤＨ５α感受态细胞均购于天根生化科技有限公司。
１．２　方法
１．２．１　ＲＮＡ的提取及 ｃＤＮＡ合成　按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明
书提取藏山羊背最长肌的总ＲＮＡ，测定Ｄ２６０ｎｍ与Ｄ２８０ｎｍ比值在
１．８～２．０之间，检测ＲＮＡ浓度和质量，然后取２μｇ按照反转
录试剂盒说明书来合成ｃＤＮＡ第一链，－８０℃ 保存备用。
１．２．２　引物设计与合成　根据ＧｅｎＢａｎｋ上山羊ＦＧＦ２１基因
预测序列（ＸＭ＿００５６９２６８８），利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设
计ＰＣＲ克隆引物（正：５′－ＡＣＴＧＡＴＧＧＧＣＴＧＧＧＡＣＧＡ－３′；
反：５′－ＴＧＣＡＣＡＧＣＧＧＡＣＧＴＣＴＴＣ－３′），产物长度为６５０ｂｐ。
引物送交四川成都擎科梓熙生物技术有限公司进行合成。

１．２．３　藏山羊 ＦＧＦ２１基因克隆　利用 ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆
臧山羊ＦＧＦ２１基因序列，ＰＣＲ反应总体系为：２×ＴａｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，模板 ｃＤＮＡ１μＬ，上、下游引物各１μＬ
（１０μｍｏｌ／Ｌ），最后加水至２５μＬ。扩增条件：９４℃４ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ９０ｓ，３６个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。然后
１％ 琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，胶回收试剂盒纯化目的
片段，然后再将产物与ｐＭＤ－１９Ｔ载体连接，并转化至感受态
细胞中，经菌液ＰＣＲ鉴定后送至四川成都擎科梓熙生物技术
有限公司测序。

１．２．４　藏山羊ＦＧＦ２１基因和蛋白的生物信息学分析　Ｐｒｏｔ
Ｐａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析蛋白理化性
质；ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／Ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析蛋白
理化性质；ＮｅｔＰｈｏｓ２．０分析预测磷酸化位点；ＳｉｇｎａｌＰ４．１
Ｓｅｒｖｅｒ信号肽预测；ＴＭＨＭＭ预测跨膜结构域；ＮＰＳ预测二级
结构，ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ三级结构预测；ＮＣＢＩ在线程序ＣＤＤ预
测保守功能域；通过ＰＳＯＲＴⅡ进行亚细胞定位，利用ＳＴＲＩＮＧ

交互式数据库进行搜索蛋白相互作用分析；ＮＣＢＩ中 Ｂｌａｓｔ在
线比对同源性分析，Ｃｌｕｓｔａｌｘ１．８３和ＭＥＧＡ５．０构建进化树；

２　结果与分析

２．１　山羊ＦＧＦ２１基因的克隆
用藏山羊背最长肌组织 ｃＤＮＡ为模板经 ＰＣＲ扩增后获

得ＦＧＦ２１目的片段，经琼脂糖凝胶电泳检测与预期相符（图
１），测序后经 Ｂｌａｓｔ比对后确定其为藏山羊 ＦＧＦ２１基因序列
６５０ｂｐ，分析表明ＦＧＦ２１基因序列起始密码子 ＡＴＧ位于５ｂｐ
处，终止密码子位于６３４ｂｐ处，其中核苷酸序列的碱基组成
分别为：Ａ１７．２％，Ｃ３４．３％，Ｇ２９．８％，Ｔ１８．６％。

２．２　藏山羊ＦＧＦ２１生物信息学分析
２．２．１　蛋白理化性质分析　蛋白理化性质分析表明，藏山羊
ＦＧＦ２１蛋白由２０９个氨基酸残基组成（图２），分子式为 Ｃ１０２２
Ｈ１５９６Ｎ２７６Ｏ２９６Ｓ５，分子质量为２２．６５ｋｕ。带负电荷的氨基酸残
基总数（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为 ２２个，带正电荷的氨基酸残基总数
（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）为２０个，即该蛋白质可能带负电荷。结合不稳定
系数（５２．８７）、理论等电点（６．０８）和平均疏水指数（－０．２９３）可知，
ＦＧＦ２１蛋白为不稳定、酸性不溶类蛋白。且分析显示藏山羊
ＦＧＦ２１的４７～１６４位氨基酸序列残基存在ＦＧＦ结构域（图２、
图３）。

２．２．２　蛋白磷酸化位点分析　经磷酸化位点预测，在７６、
７９、１２２、１５２、１９５、２００、２０４和２０６位共有８个丝氨酸（Ｓｅｒ）磷

酸化位点，在６８和９８位共有２个苏氨酸（Ｔｈｒ）磷酸化位点，
在１３２、２０１和２０７位共有３个络氨酸（Ｔｙｒ）磷酸化位点。
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２．２．３　蛋白跨膜结构分析信号肽　分析结果指出山羊
ＦＧＦ２１蛋白无跨膜螺旋结构。在１～２８位氨基酸处存在信
号肽。

２．２．４　亚细胞定位及蛋白相互作用分析　通过 ＰＳＯＲＴⅡ预
测，主要在细胞质（５５．６％）和细胞核（２２．２％）发挥生物学作
用，少量作用于液泡（１１．１％）和线粒体（１１．１％）。利用
ＳＴＲＩＮＧ交互式数据库进行搜索 ＦＧＦ２１蛋白相互作用，条件
限制在１０个蛋白以内。搜索结果表明，ＦＧＦ２１蛋白可能和
ＦＧＦＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、ＦＧＦＲ２、ＩＮＳＲ、ＦＧＦＲ、ＰＰＡＲＡ、ＣＳＦ１Ｒ、
ＣＹＰ７Ａ１、ＦＧＦＲ３和 ＦＧＦＲ４蛋白存在相互作用。构建蛋白相
互作用网络（图４）。
２．２．５　蛋白二级结构与三级结构预测　通过 ＳＯＰＭＡ在线
软件预测藏山羊 ＦＧＦ２１蛋白二级结构（图 ５），结果显示，在
藏山羊ＦＧＦ２１的２０９个氨基酸中，３３个（１５．７％）氨基酸可能
形成 α－螺旋（ｈ），４８个（２２．９７％）氨基酸可能形成β－折叠
占（ｅ），１９个（９．０９％）氨基酸可能形成 β－转角（ｔ），１０９个

（５２．１５％）氨基酸可能形成无规则卷曲（ｃ）。通过 Ｉ－ＴＳＳＥＲ
软件预测山羊ＦＧＦ２１蛋白三级结构（图６），该三级结构与二
级结构预测结果基本一致。

２．３　藏山羊 ＦＧＦ２１预测的氨基酸序列与其他物种同源性
比较

通过ＮＣＢＩ中ＢｌａｓｔＮ程序和ＢｌａｓｔＰ程序分别进行同源性
在线分析，结果表明，藏山羊 ＦＧＦ２１推测的氨基酸序列与藏
羚羊（ＸＰ＿００５９５５４１２）、牛（ＸＰ＿００５８９５４４３）、印度水牛
（ＸＰ＿００６０５０９６９）、猪（ＮＰ＿００１１５６８８２）、马（ＸＰ＿００１４８９２０２）、
人（ＮＰ＿０６１９８６）、小鼠（ＮＰ＿０６４３９７）、大鼠（ＮＰ＿５７０１０８）、家
犬（ＸＰ＿５４１５１０）和野骆驼（ＸＰ＿００６１７３８９０）的同源性分别为
９９％、９９％、９９％、９１％、８６％、８５％、７５％、７４％、９０％和９０％，
表明藏山羊与藏羚羊的亲缘关系最近（图７）。

３　讨论与结论

ＦＧＦ２１是近年来发现的一种与糖脂代谢关系密切的内
源性脂肪细胞因子［１２，１３］，有助于脂肪的代谢，是饥饿时抑制

生长的重要因子。并且体外研究表明它可以降低血糖、抑制

胰高血糖素的分泌、改善脂代谢［９，１４］。Ｖａｒａｄｙ等指出 ＦＧＦ２１
在猪的脂肪控制中具有调控作用［１５］，并且生长激素可以直接

刺激牛肝脏中 ＦＧＦ２１的表达［１６］。基于此，畜牧工作者对

ＦＧＦ２１在动物脂代谢中的作用也非常关注。因此本试验通
过克隆得到藏山羊ＦＧＦ２１基因序列，为后续在山羊中的研究
奠定基础。

本试验通过ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆得到藏山羊 ＦＧＦ２１基因
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序列６５０ｂｐ，编码２０９个氨基酸，具有ＦＧＦ家族典型的结构。
推测的氨基酸序列与藏羚羊的同源性最近，这符合物种的进

化规律。同时利用生物信息学分析了藏山羊的磷酸化位点、

信号肽、跨膜结构、亚细胞定位、二级和三级结构以及蛋白相

互作用等。结果发现，藏山羊 ＦＧＦ２１没有跨膜结构，具有信
号肽结构，含有１３个磷酸化位点，并主要发生在丝氨酸残基
上（８个），推测其翻译后修饰主要是通过此来进行的。二级
结构预测发现在藏山羊 ＦＧＦ２１氨基酸序列主要有 ３３个
α－螺旋、４８个β－折叠、１９个β－转角和１０９个无规则卷曲
结构，并且三级结构预测也证明了二级结构的预测［１７］，有利

于进一步阐明藏山羊ＦＧＦ２１的功能。
本研究发现经过蛋白质相互作用分析预测与藏山羊

ＦＧＦ２１相互作用的蛋白可能是ＦＧＦＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、ＦＧＦＲ２、ＩＮＳＲ、
ＦＧＦＲ、ＰＰＡＲα、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＹＰ７Ａ１、ＦＧＦＲ３和ＦＧＦＲ４等。

有研究指出ＦＧＦ２１的启动子上有 ＰＰＡＲα结合位点，具
有上调ＦＧＦ２１表达的功能，禁食和饲喂可以通过 ＰＰＡＲα促
进ＦＧＦ２１在肝脏中的大量表达［６］，本试验的预测结果与之一

致。但关于ＦＧＦ２１在藏山羊中的具体的作用机制需要试验
来进一步证明。
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