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　　摘要：为进一步了解和研究绵羊线粒体细胞色素 ｂ基因的结构和功能，采用生物信息学方法构建了不同物种的
Ｃｙｔｂ基因系统发育树，并对绵羊Ｃｙｔｂ基因编码蛋白质理化性质、二级结构、亚细胞定位、蛋白质磷酸化、三级结构等进
行分析。结果表明：绵羊和山羊亲缘关系最近，其次是家牛，与原鸡、斑马鱼亲缘关系较远。绵羊Ｃｙｔｂ基因共编码３７９
个氨基酸，以亮氨酸含量最高；二级结构以α－螺旋和无规则卷曲占为主。综合分析，此蛋白质为酸性、不稳定性疏水
性蛋白质，不存在信号肽，有９个跨膜结构域，主要在内质网、细胞核、线粒体内发挥其生物学作用。该蛋白质有较多
的苏氨酸（Ｔｈｒ）、丝氨酸（Ｓｅｒ）磷酸化位点和相对较少的酪氨酸（Ｔｙｒ）磷酸化位点。
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　　线粒体ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）具有分子量小、
进化速度快、母性遗传等特点，因而 ｍｔＤＮＡ是研究分子进化
的重要材料［１－２］。ｍｔＤＮＡ的复制、转录及蛋白质合成均依赖
于核基因编码的各类蛋白质因子的调控［３］。细胞色素 ｂ
（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ，Ｃｙｔｂ）是由ｍｔＤＮＡ１３个多肽编码基因之一，编
码产物为线粒体氧化磷酸化系统复合体Ⅲ组成之一，也是其
中唯一由线粒体基因组编码的蛋白质［４］，是线粒体呼吸链上

进行电子传递的细胞色素之一。细胞色素ｂ的结构特征是都
以血红素ｂ作为辅基而且并不通过卟啉环边基与蛋白链共价
结合。研究得比较多的只有细胞色素ｂ５（Ｃｙｔｂ５），它是一种膜
蛋白质。根据晶体Ｘ射线分析推出，肽链组装成一个桶状构
象把血红素部分盛在“桶”中：几片β片组成桶底，４个短的α
螺旋（α１、α３、α４及α５）构成四壁

［５］。Ｃｙｔｂ基因广泛应用于分
子进化和系统发育研究，但有关绵羊 Ｃｙｔｂ基因编码产物的研
究很少。

为此，本研究通过测定湖羊 Ｃｙｔｂ基因 ＣＤＳ区序列，利用
生物信息学方法，进行不同物种 Ｃｙｔｂ基因系统发育分析，对
绵羊Ｃｙｔｂ基因ＣＤＳ区序列蛋白质的理化性质、二级结构及多
参数预测、蛋白质跨膜结构和信号肽预测、亚细胞定位和蛋白

质磷酸化、功能结构域、三级结构等进行分析，旨在为绵羊

Ｃｙｔｂ基因结构与功能研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　Ｃｙｔｂ基因序列来源
采集湖羊血液，提取 ＤＮＡ，参照文献［６］合成引物扩增

Ｃｙｔｂ基因，将ＰＣＲ产物测序获得该基因序列。具体如下：上
游引物：５′－ＧＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＴＣＴＣＡＣＡＴＧＧＡＡＴＣ－３′；下游引
物：５′－ＣＴＣＣＴＴＣＴＣＴＧＧＴＴＴＡＣＡＡＧＡＣＣＡＧ－３′。产物序列
长度１２７２ｂｐ。由上海生工生物工程有限公司合成。ＰＣＲ反
应体系 ３０μＬ：ＤＮＡ２．４μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ３μＬ，ｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．６μＬ，上、下游引物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１．２μＬ，Ｔａｑ
ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５Ｕ／μＬ）０．１８μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２１．４２μＬ。ＰＣＲ
反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性２０ｓ，退火３０ｓ，７２℃
延伸９０ｓ，３５个循环；７２℃延伸 ７ｍｉｎ。将扩增产物使用
１０％的琼脂糖凝胶电泳检测，１２０Ｖ电泳３５ｍｉｎ，使用凝胶
成像仪检测结果后，送上海生工生物工程有限公司进行双向

测序。并利用ＤＮＡｍａｎ软件对测得的湖羊 Ｃｙｔｂ基因进行翻
译获得氨基酸序列。

此外，从ＮＣＢＩ网站的ＧｅｎＢａｎｋ下载山羊、家牛、野猪、家
犬、家马、小家鼠、家猫、黑猩猩、大猩猩、人、原鸡、斑马鱼等

１２个物种３１条相似度较高的（一般为８０％以上）Ｃｙｔｂ基因
ＣＤＳ及其对应的氨基酸序列（表１）。
１．２　分析方法

使用 ＮＣＢＩ网站中的（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ｇｏｒｆ／ｏｒｆｉｇ．ｃｇｉ）查找开放阅读框功能，利用 ＢｉｏＥｄｉｔＳｅｑｕｅｎｃｅ
ＡｌｉｇｎｍｅｎｔＥｄｉｔｏｒ对３２条核苷酸序列和与之对应的３２条氨基
酸序列进行Ｆａｓ格式转换，利用 ＮＣＢＩ网站 Ｂｌａｓｔ软件进行核
苷酸和氨基酸的同源性比对分析；利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ［７］和 ＭＥＧＡ
６．０［８］软件的邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｅ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，ＮＪ）构建系统
发育树；利用在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）
以及ＤＮＡＳｔａｒ里的Ｐｒｏｔｅａｎ分析蛋白质理化性质；利用ＪＰｒｅｄ４
在线软件预测二级结构；利用ＤＮＡＳｔａｒ程序包里Ｐｒｏｔｅａｎ软件
分析亲水性、柔韧性、抗原指数和氨基酸表面可及性等参数；

利用 ＴＭＨＭＭ在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＴＭＨＭＭ／）进行蛋白质跨膜结构分析；利用 ＳｉｇｎａｌＰ在线软件
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ－４．０／）进行蛋白
质信号肽分析；利用 ＰＳＯＲＴ进行亚细胞定位分析；利用
ＮｅｔＰｈｏｓ２．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）
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表１　１２个物种的Ｃｙｔｂ基因序列来源

物种 序列数 序列号

山羊 ５ ＥＵ１３０７７４．１，ＡＢ０４４３０８．１，ＪＸ２８６５４７．１，ＧＵ２９５６５８．１，ＤＱ５１４５４５．１
家牛 ３ ＤＱ１２４４１５．１，ＡＹ８８５３０６．１，ＥＵ１７７８４６．１
野猪 ３ ＡＪ３１４５５７．１，ＥＦ３７５８７７．３，ＧＵ２１１９２５．１
家犬 ２ ＪＦ３４２８３８．１，ＤＱ４８０４９５．１
家马 ６ ＪＦ５１１１５５．１，ＦＪ７６５１５０．１，ＥＵ４３３６６６．１，ＤＱ２９７６５３．１，ＡＦＡ２５７０５．１，ＥＵ４３３６４９．１
小家鼠 ２ ＦＪ３７４６６０．１，ＧＱ８７１７４４．１
家猫 １ Ｕ２０７５３．１
黑猩猩 １ Ｄ３８１１３．１
大猩猩 １ Ｄ３８１１４．１
人 ３ ＫＪ５３３５４４．１，ＫＪ５３３５４５．１，ＡＭ９４８９６５．１
原鸡 ３ ＥＵ８３９４５４．１，ＧＵ２６１７０５．１，ＡＹ２３５５７１．１
斑马鱼 １ ＡＣ０２４１７５．３

对Ｃｙｔｂ基因编码蛋白质进行磷酸化位点预测；利用 ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ预测蛋白质的三级结构。

２　结果与分析

２．１　绵羊Ｃｙｔｂ基因开放阅读框分析
通过ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ分析表明，绵羊 Ｃｙｔｂ基因的 ＯＲＦ长度

为１１４０ｂｐ，编码３７９个氨基酸。
２．２　绵羊Ｃｙｔｂ基因序列同源性及分子进化分析

通过 ＮＣＢＩ进行同源性在线分析，湖羊、人、山羊、家牛、
斑马鱼、家马、家猫、原鸡、大猩猩、小家鼠、黑猩猩、野猪和家

犬的１３个物种Ｃｙｔｂ基因序列以及氨基酸序列进行比对，结
果显示，湖羊与山羊的相似性最高，其次是家牛，最后与原鸡

和斑马鱼一致性最低（表２）。系统发育树显示，湖羊和山羊
亲缘关系最为接近，其次是家牛，与原鸡、斑马鱼等亲缘关系

较远（图 １）。这与核苷酸一致性分析一致，符合物种进化
规律。

２．３　绵羊Ｃｙｔｂ基因编码蛋白质结构分析
２．３．１　理化性质分析　绵羊Ｃｙｔｂ基因编码蛋白质由３７９个
氨基酸残基组成，其分子式为 Ｃ３５８３Ｈ６０２８Ｎ１１４０Ｏ１４５１Ｓ３２４分子量
为９８．６８ｋｕ，理论等电点（ｐＩ）为５．０，说明该蛋白质为酸性蛋
白质。其不稳定系数为６４．２０，说明该蛋白质为不稳定蛋白
质，且预计在体外哺乳动物的网织红细胞内半衰期为４．４ｈ，
在酵母体内的半衰期＞２０ｈ，在大肠杆菌体内 ＞１０ｈ，脂溶指
数为３１．４９，总平均疏水指数１．０３５，属于疏水蛋白质。含有
２０种常见氨基酸残基（图２），其中 Ｌｅｕ（１３．９８％）含量最高，
其次 Ｉｌｅ（１１．８７％）含量较高。带负电荷的氨基酸残基
（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ＝０）等于带正电荷的氨基酸残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ＝０）。

表２　绵羊Ｃｙｔｂ基因核苷酸和氨基酸序列与其他动物的一致性分析

物种 核苷酸一致性（％） 氨基酸一致性（％）
山羊 ８９ ８８
家牛 ８３ ８５
野猪 ８１ ８４
家犬 ８０ ８４
家马 ７９ ８４
小家鼠 ７９ ８０
家猫 ７８ ８１
黑猩猩 ７５ ７２
大猩猩 ７４ ７２
人 ７５ ７２
原鸡 ７４ ６８
斑马鱼 ７２ ６９

其摩尔消光系数为 ８８８５０Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ），１Ａ（２８０）＝
０．４８ｍｇ／ｍＬ，等电点是７．５２，ｐＨ值为７时，带电量为１．７８。
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２．３．２　Ｃｙｔｂ结构蛋白质二级结构及多参数分析　蛋白质二
级结构是指蛋白质分子中多肽链本身的折叠方式，蛋白质分

子的多肽链一般是部分卷曲盘旋成螺旋状（α－螺旋结构），
或折叠成片层状（β－折叠结构），或以不规则卷曲结构存在
于生物体内［９］。

Ｇａｍｉｅｒ＿Ｒｏｂｓｏｎ方法是通过计算特定氨基酸残基在特定
结构内部的可能性来预测蛋白质的二级结构的。用该方法预

测Ｃｙｔｂ结构蛋白质二级结构，发现它有 α螺旋形成，同时有
许多β折叠存在，且分布比较均匀，在各 β折叠单元之间存

在长短不一的转角（图３）。该方法预测的结果还显示，在该
蛋白质的跨膜区有一些α螺旋结构形成。
　　Ｃｈｏｕ＿Ｆａｓｍａｎ方法是通过序列氨基酸残基的晶体结构来
预测二级结构，用该方法预测 Ｃｙｔｂ结构蛋白质二级结构，发
现它有α螺旋结构形成，其位置分别在第 Ｈｉｓ８－Ｖａｌ１４、ｌｙｓ
１７２－Ｇｌｕ２０２、Ｇｌｎ３１２－Ｍｅｔ３１６和 Ｇｌｙ３５１－Ｔｒｐ３７９区段（图
３）。相应地，用该方法预测的β折叠和转角结构就较少且主
要处于该蛋白质的两端。

　　组成Ｃｙｔｂ蛋白质二级结构的α螺旋（ＨＥＬＩＸ，Ｈ）、β折叠
（ＳＴＲＡＮＤ，Ｅ）、无 规 卷 曲 （ＬＯＯＰ，Ｌ）的 比 例 为

６４．９１∶０．７９∶３４．３０（图４）。

　　Ｃｙｔｂ结构蛋白质的亲水性分析：用 Ｋｙｔｅ＿Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ方法对
Ｃｙｔｂ结构蛋白质的亲水性进行了分析。结果显示该蛋白质
存在较少的亲水性区域，但其中亲水性较高的区域主要集中

在：Ｇｌｕ２０２－Ｔｈｒ２２５、Ｌｅｕ２４９－Ｇｌｕ２７１和 Ｈｉｓ３０８－Ａｒｇ３１８

提示该区域暴露于表面的几率较大，作为抗原表位的可能性

也最大（图５）。
Ｃｙｔｂ结构蛋白质的表面可能性分析：在表面可能性较大

的区域主要是 Ｉｌｅ４－Ｍｅｔ１１、Ｈｉｓ３２－Ｔｈｒ６０、Ｔｈｒ２０３－Ｌｙｓ
２２７、Ｌｅｕ２４９－Ｇｌｕ２７１和Ｔｈｒ３０９－Ｍｅｔ３１５区段，其他部位展
示的可能性较小（图５）。

Ｃｙｔｂ结构蛋白质骨架区的柔韧性分析：含有一些的柔韧
性区域，且分布比较均匀，提示该蛋白质肽段有一定的柔韧

性，可以发生扭曲、折叠，能形成比较丰富的二级结构（图５）。
Ｃｙｔｂ结构蛋白质Ｂ细胞抗原表位的预测分析：通过联合

以上蛋白质结构预测方法分析 Ｃｙｔｂ结构蛋白质潜在的蛋白
质抗原决定簇，结果显示结构蛋白质含有一些抗原指数较高

的区域，其中以羟基端的指数性最高，所跨区域也最大（Ａｓｐ
２４８－Ｇｌｕ２７１），提示该区段含有潜在优势抗原表位，其他一
些区段也可能含有一些潜在的抗原表位，如，Ｔｈｒ２０３－Ｌｙｓ
２２７等，这些区域的抗原指数也比较高，蛋白质抗原指数较高
的区域与其亲水性较高区域的分布较为一致，这些区域可能

包含潜在优势的抗原表位（图５）。
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２．３．３　蛋白质跨膜结构和信号肽分析　从图６可以看出，
Ｃｙｔｂ蛋白质共存在９个典型的跨膜螺旋区，氨基酸序号分别
为３３－５５、７６－９８、１１３－１３５、１４０－１５８、１７８－２００、２２９－２５１、
２８８－３１０、３２３－３４０和３５０－３７２。由此可推测，绵羊 Ｃｙｔｂ基
因ＣＤＳ区所编码的蛋白质为跨膜蛋白质，提示它可能作为膜
受体起作用，也可能是定位在膜上的锚定蛋白质或离子通道

蛋白质。

　　从图７可以看出，Ｃｙｔｂ蛋白质的Ｃ、Ｙ和Ｓ值的计算结果
不具备信号肽的要求，表明绵羊Ｃｙｔｂ蛋白质不存在信号肽故
该蛋白质为非分泌蛋白质。

２．３．４　亚细胞定位和蛋白质磷酸化分析　亚细胞定位可以
明确某种蛋白质或表达产物在细胞内的具体存在部位。经亚

细胞定位分析表明，该序列主要在内质网（７７．８％）、细胞核
（１１．１％）、线粒体（１１．１％）内发挥其生物学作用。蛋白质磷
酸化是调节和控制蛋白质活力和功能的重要机制。该蛋白质

经磷酸化分析显示（图８），绵羊 Ｃｙｔｂ蛋白质有较多的苏氨酸
（Ｔｈｒ）以及丝氨酸（Ｓｅｒ）磷酸化位点和相对较少的酪氨酸
（Ｔｙｒ）磷酸化位点。

２．３．５　高级结构预测与分析　利用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ预测蛋
白质的三级结构，结果（图９）显示，绵羊 Ｃｙｔｂ蛋白质序列与
Ｂｌａｓｔ数据库中５ｊ４ｚ．５３．Ａ模板序列相似性高达６１％，该蛋白
质存在较多的扭曲，结构较为丰富，该结果同时也表明了绵羊

Ｃｙｔｂ由α－螺旋、β－折叠和无规则卷曲组成，与二级结构预
测一致。而这些结构对其生物学功能的发挥有重要作用。

３　讨论

在线粒体ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）的１３个蛋白质编码基因中，Ｃｙｔｂ
的结构功能最为清楚［１０－１１］。Ｃｙｔｂ主要存在于内膜磷脂中，在
线粒体蛋白质编码基因中有着十分重要的作用，在氧化磷酸

化过程中作为电子传递的重要媒介，其自身可以在线粒体内

进行转录和翻译。Ｃｙｔｂ基因的进化速度相对来说比较适中，
通常被人们用来研究种内、近缘种间以及种间亲缘关系，成为

一种重要的区分手段［１２］。在对不同物种同源性及系统发育

分析可知，湖羊与山羊亲缘关系最近，其次是与牛亲缘关系最

近，其中偶蹄目最先聚为１支，再与灵长类动物聚在一起，最
后与原鸡、斑马鱼等聚在一起。绵羊Ｃｙｔｂ基因共编码３７９个
氨基酸。

常见的蛋白质二级结构有 α－螺旋、β－折叠、转角和无
规则卷曲等。绵羊的 Ｃｙｔｂ基因编码蛋白质以 α－螺旋和无
规则卷曲为主。蛋白质分子构象主要靠非共价键维持，蛋白

质结构的稳定在很大程度上有赖于分子内的疏水作用，从各

种因素的作用来看，疏水作用是非常重要的［１３］。经分析绵羊

Ｃｙｔｂ基因编码蛋白质为酸性、不稳定性疏水蛋白质。一般信
号肽位于分泌蛋白的Ｎ端，通过判断蛋白质是否含有信号肽
部分，可以初步推测该蛋白质是否为分泌蛋白［１４］，结果分析

表明，Ｃｙｔｂ蛋白质既不存在信号肽，也不是分泌蛋白质。绵
羊 Ｃｙｔｂ基因编码蛋白质有９个跨膜结构域，这与刘安芳等对
家鹅线粒体细胞色素 ｂ跨膜螺旋结构分析得出的结果［１５］一

致。Ｃｙｔｂ主要在内质网、细胞核、线粒体内发挥其生物学作用，
与线粒体ＤＮＡ的各种功能和调节有着密切的关系。蛋白质磷
酸化的表达直接影响蛋白质活力和功能的调节，是最重要的机

制，绵羊Ｃｙｔｂ蛋白质的苏氨酸和丝氨酸磷酸化位点比较多，酪
氨酸的磷酸化位点相对较少，苏氨酸和丝氨酸磷酸化的主要作

用是激活蛋白质的活力，结果表明该蛋白质酶活力较强［１６］。
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