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　　摘要：基于生物基因组学数据库，对山羊ＰＭＥＬ基因进行生物信息学分析，为研究该基因的功能提供依据。根据
ＧｅｎＢａｎｋ中山羊ＰＭＥＬ基因编码蛋白序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＸＰ＿００５６８０４４２．１），利用 ＥｘＰＡＳｙ数据库中的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ、
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ程序分别预测理化性质、疏水性；利用 ＣＢＳＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎＳｅｒｖｅｒｓ数据库中的 ＳｉｇｎａｌＰ、ＴＭＨＭＭ、Ｐｒｏｔｆｕｎ程序分别
预测信号肽、跨膜区及其功能；利用ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ、ＰＳＯＲＴⅡ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、ＭｏｔｉｆＳｃａｎ软件分别预测二级结构、亚细胞定
位、功能位点，并对不同物种ＰＭＥＬ基因构建系统发育树。结果表明：山羊ＰＭＥＬ基因共编码６８５个氨基酸，属可溶性
不稳定蛋白，无信号肽，在接近肽链的Ｃ－端存在１个跨膜区；二级结构以无规卷曲为主，该蛋白主要在内质网中发挥
运输、结合、信号转导作用；不同物种ＰＭＥＬ基因的系统进化情况与生物进化过程中的动物学分类相符。山羊 ＰＭＥＬ
基因编码蛋白在生物进化中具有较强保守性，该基因结构和功能的分析为山羊ＰＭＥＬ基因遗传特性的进一步研究奠
定了基础。
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　　前黑素小体蛋白（ｐｒｅｍｅｌａｎｏｓｏｍｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＭＥＬ）别称
ｇｐ１００、ＭＥ２０、ＰＭＥＬ１７、ｓｉｌｖｅｒ［１］，由 Ｓｌｉｖｅｒ基因编码，只在皮肤
黑色素细胞、眼色素层黑素细胞、视网膜色素上皮细胞中进行

表达［２］。前黑素小体蛋白是一种黑色素瘤特异性糖蛋白，对

黑素小体的发育具有重要作用，通过形成蛋白水解的纤维状

矩阵从而使黑色素沉积［３］。人类ＰＭＥＬ基因编码蛋白是一种
黑素细胞特异性糖蛋白［４－５］，该位点编码ＰＭＥＬ１７蛋白，与小
鼠的ｓｉｌｖｅｒ基因同源，编码的蛋白分子质量为７０ｋｕ，由６６８个
氨基酸构成；此外，该基因还编码 ｇｐ１００蛋白，这２种蛋白质
通过基因交替剪接成２个竞争性３′接受位点而产生，由于催
化活性的不同，这２个位点可产生２种蛋白质［６］。在色素细

胞中，黑素小体是一种专门用于合成、储存、转运黑素的细胞

器，作为哺乳动物和其他脊椎动物的色素沉着来源［７］。ＰＭＥＬ
作为黑素小体的一种结构蛋白，参与黑素小体由Ⅰ期到Ⅱ期
的发育，这对后期黑素小体的形成及黑色素的沉积尤为重要。

动物的被毛颜色是重要的质量性状和经济性状，ＰＭＥＬ基因
是最优秀的稀释基因家族成员，该基因在鼠［８］、马［９］、牛［１０］、

猫［１１］、鸡［１２］等家养动物中的突变已被报道，这些突变均能使

动物形成银色表型，并逐渐损伤动物的听觉和视觉功能。随

着人们对自然风潮的崇尚，天然毛色羊绒和羊毛的选育、生产

已有广泛的市场基础，但鲜有关于山羊 ＰＭＥＬ基因结构和功

能的相关研究。本研究在已有山羊ＰＭＥＬ基因编码蛋白序列
的基础上，利用生物信息学方法对其理化性质、疏水性、信号

肽、二级结构、亚细胞定位、功能位点及其功能进行预测，基于

邻接法对不同物种ＰＭＥＬ基因进行系统发育分析，为后期研
究山羊ＰＭＥＬ基因结构和功能对其突变的影响提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
通过 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）的 Ｂｌａｓｔ检

索人类、小家鼠、家牛等１６个物种的 ＰＭＥＬ基因蛋白质序列
（表１）。

表１　不同物种ＰＭＥＬ基因编码氨基酸序列

物种 登录号 氨基酸长度（个）

人类 ＮＰ＿００８８５９．１ ６６１
小家鼠 ＮＰ＿０６８６８２．２ ６２６
家牛 ＮＰ＿００１０７３６８４．２ ６４９
原鸡 ＮＰ＿９９０４４３．２ ７６３
绵羊 ＸＰ＿０１２０１６１１９．１ ６４７
家猫 ＸＰ＿００３９８８９１４．３ ６６３
大熊猫 ＸＰ＿０１１２１９００１．１ ６１９
单峰驼 ＸＰ＿０１０９７５１９８．１ ６３６
野牛 ＸＰ＿０１０８３７４９８．１ ６４９
黑猩猩 ＸＰ＿００９４２３４４９．１ ５８９
苏门答腊猩猩 ＸＰ＿００９２４６１５５．１ ５７５
东非狒狒 ＸＰ＿００９１７９１８７．１ ６６１
褐家鼠 ＸＰ＿００６２４０８４１．１ ６８０
羊驼 ＸＰ＿００６２１８６１７．１ ６４４
山羊 ＸＰ＿００５６８０４４２．１ ６８５
裸鼢鼠 ＸＰ＿００４８６１４１２．１ ６６３

１．２　方法
１．２．１　山羊ＰＭＥＬ基因开放阅读框的确定　通过 ＮＣＢＩ中
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的ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ确定山羊ＰＭＥＬ基因开放阅读框。
１．２．２　山羊ＰＭＥＬ基因编码蛋白的生物信息学分析　通过
ＥｘＰＡＳｙ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）提供的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
在线程序预测该基因编码蛋白的氨基酸组成、等电点、正／负
电荷残基数、原子总数、摩尔消光系数、半衰期、不稳定指数、

脂肪族氨基酸指数、总平均亲水性等；通过 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件预
测疏水性。通过 ＣＢＳＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎＳｅｒｖｅｒｓ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／）提供的 ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ在线程序判
断该基因编码蛋白是否存在信号肽；通过 ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．
２．０软件预测跨膜结构区域；通过Ｐｒｏｔｆｕｎ２．２Ｓｅｒｖｅｒ软件预测
该基因编码蛋白的功能分类。通过 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ软件（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ．ｏｒｇ／）预测蛋白质的二级结构。通
过 ＰＳＯＲＴⅡ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ软件（ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ２．ｈｔ
ｍｌ）预测该蛋白在细胞内的具体存在位置。通过 ＭｏｔｉｆＳｃａｎ
软件（ｈｔｔｐ：／／ｍｙｈｉｔｓ．ｉｓｂ－ｓｉｂ．ｃｈ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｍｏｔｉｆ＿ｓｃａｎ）预测该
基因的功能位点。

１．２．３　不同物种ＰＭＥＬ基因的系统发育　本研究通过Ｃｌｕｓｔ
ａｌＷ程序对１６个物种ＰＭＥＬ基因编码蛋白序列进行多重序
列比对，并利用ＭｒＢａｙｅｓ软件构建系统发育树。其中，设置原
鸡为外群，核酸替代模型为 ＧＴＲ模型（Ｎｓｔ＝６），每个位点的
替换速率为 Ｇａｍｍａ（Ｒａｔｅｓ＝Ｇａｍｍａ），并运行 １０００００代

（Ｎｇｅｎ＝１０００００），每１００代保存１棵树（Ｓａｍｐｌｅｆｒｅｑ＝１００），
舍弃老化样本（ｓｕｍｐｂｕｒｎｉｎ＝２５０）后再将剩余的样本构建一
致树。

２　结果与分析

２．１　ＰＭＥＬ基因的开放阅读框
利用ＮＣＢＩ中的 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ对山羊 ＰＭＥＬ基因的开放阅

读框进行定位。起始密码子位于第１４个核苷酸，终止密码子
位于第２０７１个核苷酸，共编码６８５个氨基酸。
２．２　ＰＭＥＬ基因的理化性质

利用ＰｒｏｔＰａｒａｍ软件分析山羊 ＰＭＥＬ基因编码蛋白的理
化性质。由该蛋白的氨基酸组成（图１）可知，山羊 ＰＭＥＬ基
因共编码６８５个氨基酸，其中亮氨酸（Ｌｅｕ）含量最高，占全部
氨基酸的１０．５％。带负电氨基酸（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）、带正电氨基酸
（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）残基的数量分别为５３、５１个。分子式为Ｃ３２３２Ｈ５１２２
Ｎ８９０Ｏ９８４Ｓ２６，原子总数为１０２５４。所有半胱氨酸形成胱氨酸
（ｃｙｓｔｉｎｅｓ）时的消光系数为９８７３５Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ），对应的吸光
度为１．３５２；所有半胱氨酸均不能形成胱氨酸时的消光系数
为９７８６０Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ），对应的吸光度为１．３４０。哺乳动物
网织红细胞的半衰期为３０ｈ，不稳定指数为４６．７７，脂肪族氨
基酸指数为８４．３８，亲水性总平均值为－０．０９３。

２．３　ＰＭＥＬ基因的疏水性
利用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件分析山羊 ＰＭＥＬ基因编码蛋白的疏／

亲水性（图 ２）。其中，第 ６２４位异亮氨酸（Ｉ）得分最高，为
３３８９，表示该位点的疏水性最强；第６６位精氨酸（Ｒ）得分最
低，为－２．５６７，表示该位点的亲水性最强。整条多肽链呈现
为亲水性，预测山羊ＰＭＥＬ基因编码蛋白为可溶性蛋白。

２．４　ＰＭＥＬ基因的信号肽
利用ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ软件分析山羊ＰＭＥＬ基因编码蛋

白的信号肽（图３）。结果显示，Ｃ值（ｒａｗｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅｓｃｏｒｅ，

原始剪切位点得分）、Ｓ值（ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｃｏｒｅ，信号肽分数）、
Ｙ值（ｃｏｍｂｉｎｅｄｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅｓｃｏｒｅ，被结合的剪切位点的分数）
不符合１个典型信号肽（Ｃ、Ｙ值趋向于 ＋１；Ｓ值在切割位点
之前高，而在切割位点之后降低）的标准，表明山羊 ＰＭＥＬ基
因不存在信号肽。

２．５　ＰＭＥＬ基因的跨膜区
利用ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．２．０软件分析山羊 ＰＭＥＬ基因编

码蛋白的跨膜区（图 ４）。结果显示，存在 １个跨膜区，即
６１８～６３７，表明山羊ＰＭＥＬ基因编码蛋白为１个跨膜蛋白。
２．６　ＰＭＥＬ基因蛋白的功能

通过Ｐｒｏｔｆｕｎ２．２Ｓｅｒｖｅｒ软件预测山羊ＰＭＥＬ基因编码蛋
白的功能。结果显示，该蛋白发挥运输和结合、嘌呤和嘧啶、

生物合成的辅酶因子、中央中间代谢功能的概率最高，分别为

０７３６、０．５４２、０．１３５、０．１１３；在基因本体分类中发挥信号转
导、免疫应答作用的概率最高，分别为０．１４１、０．１１１。
２．７　ＰＭＥＬ基因的二级结构

通过ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ软件预测山羊ＰＭＥＬ基因编码蛋白的二
级结构。结果显示，Ｈ（ａｌｐｈａ－ｈｅｌｉｘ，α螺旋）∶Ｅ（ｂｅｔａ－ｓｈｅｅｔ，β
折叠）∶Ｌ（ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ，无规卷曲）＝５．５５％∶１９２７％∶７５１８％，
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无规卷曲在整个二级结构中的比例较大，使蛋白质构象呈现

出多样性的特性。

２．８　ＰＭＥＬ基因的亚细胞定位
通过ＰＳＯＲＴⅡ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ软件预测山羊ＰＭＥＬ基因编码

蛋白的亚细胞定位。结果显示，该蛋白存在于内质网、线粒

体、细胞质膜的概率最高，分别为３４．８％、２６．１％、１７．４％。

２．９　ＰＭＥＬ基因的功能位点
通过ＭｏｔｉｆＳｃａｎ软件预测山羊 ＰＭＥＬ基因编码蛋白的功

能位点。结果（图 ５）显示，多囊肾病区域（ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃｋｉｄｎｅｙ
ｄｉｓｅａｓｅｄｏｍａｉｎ，ＰＫＤ）位于第２９０～３３０个氨基酸，苏氨酸密集
区域（ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ－ｒｉｃｈｒｅｇｉｏｎ，ＴＨＲ－ＲＩＣＨ）位于第 ３４７～４５１
个氨基酸。

２．１０　ＰＭＥＬ基因的系统发育分析
通过贝叶斯算法构建的系统发育树（图６）显示，山羊与

绵羊、家牛、野牛的亲缘关系最近，与偶蹄目中单峰驼、羊驼的

亲缘关系也较近。食肉目中家猫与大熊猫的亲缘关系最近，

灵长目中黑猩猩、东非狒狒、人类、苏门答腊猩猩的亲缘关系

最近，啮齿目中小家鼠与褐家鼠的亲缘关系最近。裸鼢鼠虽

为啮齿动物，但与小家鼠和褐家鼠的亲缘关系较远，与其他哺

乳动物的亲缘关系也较远。哺乳纲与鸟纲（原鸡）之间的亲

缘关系最远。上述不同物种间的亲缘关系与生物进化过程中

动物学分类相符合。

３　讨论

前黑素小体蛋白作为一种黑素细胞特异性糖蛋白，直接

参与黑素小体的生物合成，并在黑色素瘤和正常的黑色素细

胞中高度表达［５］。免疫组化（ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）研究结果
表明，在不同的毛发生长阶段，黑素细胞表达的蛋白也有差

异。当毛发进入生长期，毛球部的黑色细胞具有明显的树突

状结构，前黑素小体蛋白、酪氨酸酶、酪氨酸酶相关蛋白１均
能表达，但在毛囊外根鞘的黑素细胞中只有前黑素小体蛋白

可以表达［１４］。对于前黑素小体蛋白的研究可为黑色素的集

聚、黑素细胞的成熟分化提供重要依据。前黑素小体蛋白的

突变主要发生在家养动物中，如Ｍａｒｔｎｅｚ等发现小鼠ｓｉｌｖ使其
体内黑色素细胞丢失，导致毛色变为银灰色［８］。Ｂｒｕｎｂｅｒｇ等
发现，该蛋白的多态性与马银色毛色的形成具有极大相关

性［９］。Ｍｅｎｏｔｔｉ等发现，家猫 ＳＩＬＶＥＲ位点的突变对黑色素的
产物也有影响［１１］。Ｓｃｈｍｕｔｚ等发现，ＰＭＥＬ的 １个缺失和
ＰＭＥＬ与ＭＣＩＲ之间的互作对能影响高原牛的毛色［１５］。

利用生物信息学的方法对山羊ＰＭＥＬ基因编码蛋白的氨
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基酸组成、疏／亲水性、信号肽、跨膜区等一级结构、二级结构、
功能位点、亚细胞定位进行预测。为使预测和分析结果具有

可靠性，采用多种不同软件，且预测分析软件所用的原理和算

法各不相同，预测和分析结果具有较高的可信度［１６］。推算出

山羊ＰＭＥＬ蛋白由６８５个氨基酸组成，其中亮氨酸含量最高，
整条多肽链呈现为亲水性，无信号肽。该基因编码蛋白是一

种跨膜蛋白，存在１个跨膜区，并包含１个 ＰＫＤ区和苏氨酸
富集区，这与Ａｄｅｍａ等、Ｍａｒｅｓｈ等对前黑素小体蛋白的研究
结果［１７－１８］一致。已有研究表明，前黑素小体蛋白１７包含１
个 ＲＰＴ重 复 区 域 （ｐｒｏｌｉｎｅ／ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ
ｄｏｍａｉｎ），该区域可决定体内黑素小体丝状假足的形成，并影
响黑色素的合成效率［１３］。本研究预测出的山羊 ＰＭＥＬ基因
编码蛋白的１个苏氨酸富集区，可能对山羊绒（毛）的黑色素
合成具有重要影响。山羊前黑素小体蛋白主要在内质网中发

挥运输、结合、信号转导作用。该蛋白的二级结构组成中，无

规卷曲所占比例较大，使蛋白质的构象呈现出多样性的特性。

利用贝叶斯算法对ＰＭＥＬ基因进行系统发育分析，发现山羊
ＰＭＥＬ基因与绵羊、家牛、野牛的亲缘关系最近，哺乳纲与鸟
纲之间的亲缘关系最远，这不仅符合动物学分类，并反映了不

同物种ＰＭＥＬ编码蛋白结构上的稳定性对其生物学功能的重
要意义。

４　结论

山羊ＰＭＥＬ蛋白由６８５个氨基酸组成，是一种不稳定的
可溶性蛋白，无信号肽，在接近肽链的 Ｃ－端存在１个跨膜
区。该蛋白主要在内质网中发挥运输、结合、信号转导作用。

在二级结构中，无规卷曲所占比例较大，使蛋白质的构象呈现

出多样性的特性。系统发育分析表明，ＰＭＥＬ基因在生物进
化过程中符合动物学分类，具有较高的保守性。
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