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　　摘要：利用分子克隆技术和生物信息学方法，对獭兔 ＣＲＥＢ１基因编码区序列（ｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＣＤＳ）进行克隆和
生物信息学特征分析，同时比较其在不同毛色獭兔的皮肤组织中的表达水平差异。结果表明，ＣＲＥＢ１基因 ＣＤＳ长
９８４ｂｐ，共编码３２７个氨基酸，在不同的哺乳动物中具有较高的同源性，系统进化情况与其亲缘关系远近一致。经
Ｈｏｐｆｉｅｌｄ、Ｓｗｉｓｓ－ｍｏｄｅｌ等预测发现，ＣＲＥＢ１基因编码蛋白为亲水蛋白质，其二级结构包含 α螺旋（ｈ）３３．３３％、无规则
卷曲（ｃ）４４．９５％、延伸链（ｅ）２１．７１％；三级结构为１条简单的螺旋链。荧光定量ＰＣＲ结果显示，ＣＲＥＢ１基因在黑色獭
兔和青紫蓝色獭兔皮肤组织中的表达量极显著高于白色獭兔（Ｐ＜０．０１），且在黑色獭兔中表达量最高。该结果为进
一步探索ＣＲＥＢ１基因在哺乳动物毛色形成过程中的功能奠定了基础。
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　　獭兔，即力克斯兔（Ｒｅｘｒａｂｂｉｔ），是皮用型兔的代表之一，
其被毛颜色丰富多样，且纯天然的被毛不掉色或褪色，深受消

费者青睐。目前，美国认可的獭兔毛色有１４种，欧洲认可的
有３０种，我国以青紫蓝色、黑色、海狸色、白色为主。一般而
言，动物的毛色与皮肤中黑色素的数量和分布密切相关，同时

许多内在因子也影响着毛色性状的表现［１］。哺乳动物毛色

主要取决于黑色素沉积，黑色素细胞产生真黑素和棕黑素，二

者分布的不同致使哺乳动物形成多种毛色类型［２－３］。笔者所

在课题组前期利用表达谱芯片筛选与獭兔毛色形成相关的基

因，发现ＣＲＥＢ１基因在不同毛色的獭兔皮肤中表达差异显
著，表明该基因可能参与到獭兔的毛色形成过程中［４］。

环腺苷酸反应元件结合蛋白（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ
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ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）属于ＤＮＡ蛋白结合类亮氨酸拉链结构
转录因子超家族，主要与 ｃＡＭＰ等信号发生应答反应［５］。由

于ｍＲＮＡ具有稳定性调节和翻译后修饰的调控作用，机体细
胞内存在多种ＣＲＥＢ基因的剪接方式，可以产生不同的剪接
体，ＣＲＥＢ１即为该家族中常见成员之一［６－７］。已有文献报

道，磷酸化ＣＲＥＢ可以激活下游转录因子ＭＩＴＦ，已知ＭＩＴＦ是
主控调节黑素细胞的发展、功能和生存的基因，可激活酪氨酸

酶基因的转录［８－１０］。基于此，本研究通过分子克隆等技术手

段，获得了獭兔ＣＲＥＢ１基因的编码区序列（ｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ，
ＣＤＳ），并利用荧光定量手段检测其在不同獭兔皮肤中的表达
规律，为进一步探究ＣＲＥＢ１基因的功能及毛色形成机制提供
基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验动物　选取成年青紫蓝色獭兔、白色獭兔和黑色
獭兔各３只，耳缘静脉注射空气处死，取约１ｃｍ２相同位置的
背部皮肤组织，－７０℃保存。
１．１．２　试验试剂　ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、ｄＮＴＰｓ、
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、反转录试剂盒、限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ、
ＢａｍＨⅠ、大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α、ｐＭＤ１９－ＴＳｉｍｐｌｅ

Ｖｅｃｔｏｒ购于宝生物工程（大连）有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂、质粒提
取试剂盒、ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒购于天根生化科
技（北京）有限公司。

１．２　方法
１．２．１　总ＲＮＡ的提取与检测　采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，
通过１％变性琼脂糖凝胶和ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００核酸蛋白测定仪，
检测总ＲＮＡ的完整性、浓度和Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ。
１．２．２　引物设计　根据ＧｅｎＢａｎｋ数据库中提供的ＣＲＥＢ１基
因ＣＤＳ序列（ＸＭ＿００２７１２６０３）设计特异性克隆引物，并分别
在上下游引物中引入ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ酶切位点，同时设计
兔ＣＲＥＢ１、ＧＡＰＤＨ基因实时荧光定量ＰＣＲ引物，由生工生物
工程（上海）股份有限公司合成（表１）。
１．２．３　ＣＲＥＢ１基因的克隆　将总 ＲＮＡ进行反转录反应，利
用ＣＲＥＢ１基因特异性引物扩增编码区序列。５０μＬＰＣＲ反
应体系：ｄｄＨ２Ｏ３３．５μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰ５μＬ，正向引
物２μＬ，反向引物２μＬ，模版２μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．５μＬ。
ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３５ｓ，６０℃退火
３５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保
存。构建ｐＭＤ１９－Ｔ－ＣＲＥＢ１克隆质粒，用ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨ
Ⅰ进行双酶切鉴定，选取阳性质粒送生工生物工程（上海）股
份有限公司测序。

表１　ＣＲＥＢ１基因克隆引物序列

引物 引物序列（５′→３′） ＧｅｎＢａｎｋ登录号　　
ＣＲＥＢ１（ＲＴ－ＰＣＲ） Ｆ：ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＧＧＡＴＧＡＣＣＡＴＧＧＡＡＴＣＴＧＧＡ；Ｒ：ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＴＡＡＴＣＴＧＡＴＴＴＧＴＧＧＣＡＧＴ ＢＴ０１９５０９．１
ＣＲＥＢ１（ｑＲＴ－ＰＣＲ） Ｆ：ＣＣＴＣＣＣＣＡＧＣＡＣＴＴＣＣＴＡＣＡＣＡ；Ｒ：ＴＴＣＡＧＣＴＣＣＴＣＡＡＴＣＡＧＣＧＴＣＴ ＸＭ＿００８２５９０５０．１
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＡＣＣＡＧＧＧＣＴＧＣＴＴＴＴＡＡＣＴＣＴ；Ｒ：ＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣＴＴＧＡＣＣ ＮＭ＿００１０８２２５３．１

　　注：限制性内切酶位点即序列中下划线的部分。

１．２．４　生物信息学分析　进行氨基酸序列同源性比对，利用
软件ＭＥＧＡ５．１构建系统进化树；蛋白质组成及疏水性分析：
ｈｔｔｐ：／／ｃｎ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ．ｈｔｍｌ／；蛋白质信号肽预
测：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／；蛋白质跨膜区
预测：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ－２．０／；蛋白
质亚细胞定位分析：ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ２．ｈｔｍｌ／；用
Ｈｏｐｆｉｅｌｄ神经网络预测 ＣＲＥＢ１蛋白的二级结构（ｈｔｔｐ：／／
ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿
ｇｏｒ４．ｈｔｍｌ）；用 ｓｗｉｓｓ－ｍｏｄｅｌ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｗｏｒｋｓｐａｃｅ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）预测ＣＲＥＢ１蛋白的三级结构。
１．２．５　实时荧光定量ＰＣＲ　根据荧光定量试剂盒说明书，分
别对青紫蓝色、白色和黑色獭兔总 ＲＮＡ通过反转录反应，进
行ｑＲＴ－ＰＣＲ试验。２０μＬ反应体系：ＡｃｅＱＴＭ ｑＰＣＲＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，正向引物０．４μＬ，反向引物０．４μＬ，
ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ２０．４μＬ，ＤＮＡ模板２．０μＬ，灭菌蒸馏水
６．８μＬ。反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性１０ｓ，６０℃
退火３０ｓ，４０个循环。融解曲线：９５℃１５ｓ，６０℃６０ｓ，９５℃
１５ｓ。以白色獭兔为对照组，以 ＧＡＰＤＨ基因为内参基因，采
用２－ΔΔＣＴ法计算 ＣＲＥＢ１基因的相对表达量，利用 ＳＰＳＳ２２．０
统计软件进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　獭兔ＣＲＥＢ１基因编码区的克隆
利用１％琼脂糖凝胶电泳检测獭兔背部皮肤总 ＲＮＡ，显

示 ２８Ｓ、１８Ｓ和 ５Ｓ３条带，说明 ＲＮＡ完整性较好。用
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００检测发现，总 ＲＮＡ无 ＤＮＡ和蛋白质污染，符
合ＲＴ－ＰＣＲ要求。利用 ＣＲＥＢ１基因特异性引物进行扩增，
经琼脂糖凝胶电泳检测，其产物大小与预期（９８４ｂｐ）相符，且
条带清晰、特异性好（图１－Ａ）。

利用 ＴＡ克隆原理，将 ＣＲＥＢ１基因连接至 ｐＭＤ１９－Ｔ
Ｓｉｍｐｌｅ载体上，获得克隆质粒 ｐＭＤ１９－Ｔ－ＣＲＥＢ１，并采用限
制性内切酶ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ进行双酶切鉴定，结果显示大
小约２６００、１０００ｂｐ的２条带（图１－Ｂ），与预期结果（２６９２、
９８４ｂｐ）相符，说明ＣＲＥＢ１基因克隆成功。
２．２　獭兔ＣＲＥＢ１基因的序列分析

经比对，克隆序列与 ＮＣＢＩ（美国国立生物技术信息中
心）已知序列相似度为９９．６％，将克隆序列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ
（登录号为 ＫＪ１３９９８４）。ＣＲＥＢ１基因 ＣＤＳ含 ９８４个核苷酸
（５１．６３％ Ａ＋Ｔ，４８．３７％ Ｃ＋Ｇ），共编码３２７个氨基酸，相对
分子量约为３５．０５ｋｕ。利用ＥｘＰＡＳｙ中的工具ＰｒｏｔＰａｒａｍ分析
得出，ＣＲＥＢ１蛋白等电点为５．３０，不稳定性系数为６１．１３，为
不稳定性蛋白；ＣＲＥＢ１蛋白预测 ＧＲＡＶＹ值为 －０．４４３，为亲
水蛋白。通过ＳｉｇｎａｌＰ４．０和ＴＭＨＭＭ预测发现，该蛋白无信
号肽、无跨膜区，亚细胞预测显示该蛋白主要定位于细胞核

（表２），推测该蛋白为核内可溶性蛋白。
　　用 Ｈｏｐｆｉｅｌｄ神经网络和 Ｓｗｉｓｓ－ｍｏｄｅｌ分别对 ＣＲＥＢ１蛋
白的二级结构和三级结构进行预测。结果如图 ２所示，
ＣＲＥＢ１蛋白二级结构中含有３３．３３％α螺旋（ｈ），４４．９５％无
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表２　ＣＲＥＢ１蛋白质的亚细胞定位分析

位置 比例（％）
细胞核　 ８７．０
线粒体　 ８．７
细胞骨架 ４．３

规卷曲（ｃ），２１．７１％延伸链（ｅ）；三级结构为１条螺旋链。
２．３　獭兔ＣＲＥＢ１蛋白与其他物种的同源性比较及系统进化
分析

将克隆测序得到的獭兔 ＣＲＥＢ１基因 ＣＤＳ与人（Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ）、牛（ＢｏｓＴａｕｒｕｓ）、猪（Ｓｕｓｓｃｒｏｆａ）、鸡（Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ）、

小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）、猕猴（Ｍａｃａｃａｍｕｌａｔｔａ）、猩猩（Ｐｏｎｇｏ
ａｂｅｌｉｉ）、大鼠 （Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）、斑胸草雀 （Ｔａｅｎｉｏｐｙｇｉａ
ｇｕｔｔａｔａ）、非洲爪蟾（Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ）进行同源性比较发现，獭
兔ＣＲＥＢ１基因氨基酸序列与人、猪等哺乳动物的同源性较
高，为９２．９％ ～９５．４％，而与其他非哺乳动物（鸡、斑胸草雀
等）的同源性较低。利用ＭＥＧＡ５．１软件构建邻接法（ＮＪ）系
统进化树，发现兔与人、猩猩、猕猴聚为１支，系统进化情况基
本上与其亲缘关系远近一致，结果如图３所示。

２．４　ＣＲＥＢ１基因在不同毛色獭兔皮肤中的表达分析
通过ｑＲＴ－ＰＣＲ检测黑色、白色和青紫蓝色獭兔皮肤组

织中ＣＲＥＢ１基因ｍＲＮＡ的表达水平，结果发现，ＣＲＥＢ１基因
在黑色獭兔和青紫蓝色獭兔中的表达量均极显著高于白色獭

兔（Ｐ＜０．０１），且在黑色獭兔中的表达量最高（图４）。

３　讨论

ｃＡＭＰ反应元件（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＣＲＥ）是指基因
启动子中的一段特定的 ＤＮＡ序列５′－ＴＧＡＣＧＴＣＡ－３′［１１］。
ＣＲＥＢ（环磷腺苷效应元件结合蛋白）是 ＰＫＡ（蛋白激酶 Ａ）、
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ＭＡＰＫ（丝裂原激活的蛋白激酶）、ＰＫＣ（蛋白激酶 Ｃ）、ＣａＭＫｓ
（钙调蛋白激酶）等多种蛋白激酶的磷酸化底物，这些蛋白激

酶可将ＣＲＥＢ蛋白 ＫＩＤ（激酶诱导区）的 Ｓｅｒ（丝氨酸）－１３３
位点磷酸化，从而影响 ＣＲＥＢ的活性［１２－１５］。已知，ｃＡＭＰ－
ＰＫＡ信号通路介导的磷酸化反应在黑色素生成过程中发挥
了重要作用，ＣＲＥＢ则是活化的 ＰＫＡ的主要靶标蛋白，磷酸
化后ＣＲＥＢ激活ＭＩＴＦ的转录，促使ＭＩＴＦ与ＴＹＲ基因启动子
Ｍｂｏｘ结合，从而激活 ＴＹＲ的表达，促进黑色素生成。反之，
降低ＣＲＥＢ的磷酸化水平，ＭＩＴＦ和酪氨酸酶也会受到一定的
抑制［１６］。在笔者所在课题组前期研究中，通过高通量技术手

段发现 ＣＲＥＢ１基因与獭兔的毛色形成有关，与已有报道
相符。

在本研究中，笔者发现獭兔ＣＲＥＢ１基因的氨基酸序列与
ＮＣＢＩ中其他哺乳动物具有很高的同源性，即 ＣＲＥＢ１基因在
哺乳动物中非常保守，那么ＣＲＥＢ１基因在獭兔毛色形成中是
否具有同样的功能呢？已有报道指出，ＣＲＥＢ１基因可调控
ＭＣ１Ｒ基因与ＭＩＴＦ基因之间色素沉着信号的传递，进而影响
黑色素的沉积［１７］。通过对黑色素生成信号通路的进一步研

究发现，ＭＣ１Ｒ对 ＣＲＥＢ１有激活作用，增强 ＭＩＴＦ基因的表
达，活化了与黑色素形成密切相关的基因，如 ＴＹＲ、ＴＹＲＰ１和
ＫＩＴ，所以ＣＲＥＢ１在黑色皮肤中的表达量较高［１８］。本研究中

獭兔ＣＲＥＢ１基因在黑色獭兔和青紫蓝色獭兔皮肤中表达水
平高于白色獭兔，也印证了其他学者的观点，ＣＲＥＢ１基因对
黑色素的形成有明显的促进作用。

本研究利用分子克隆手段获得獭兔 ＣＲＥＢ１基因的编码
区序列，通过生物信息学预测发现，该蛋白为无信号肽、无跨

膜区的核内可溶性蛋白，且在哺乳动物中非常保守。同时发

现，ＣＲＥＢ１基因的表达量与毛色的黑色素沉积存在一定的关
联性，本研究为探索獭兔毛色形成机制提供了一定的基础

资料。
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ｃＡＭＰ／ＰＫＡ－ＣＲＥＢ信号转导通路的影响［Ｊ］．卫生研究，２０１３，
４２（３）：５８－６２．

［１５］ＣｈｅｎＹＭ，ＨｕａｎｇＸＭ，ＺｈａｎｇＹＷ，ｅｔａｌ．Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓβ－ｓｅｃｒｅｔａｓｅ
（ＢＡＣＥ１）ｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｃＡＭＰ／ＰＫＡ／ＣＲＥＢｐａｔｈｗａｙｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ
ｏｆβ－ａｍｙｌｏｉｄ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ：ｔｈｅＯｆｆｉｃｉａｌＪｏｕｒｎａｌ
ｏｆｔｈｅＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＮｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，２０１２，３２（３３）：１１３９０－１１３９５．

［１６］ＬｅｅＷＲ，ＳｈｅｎＳＣ，ＷｕＰＲ，ｅｔａｌ．ＣＳＥ１ＬｌｉｎｋｓｃＡＭＰ／ＰＫＡａｎｄ
Ｒａｓ／ＥＲＫ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ａｎｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｏｆＥＲＫ１／２，ＣＲＥＢ，ａｎｄＭＩＴＦｉｎｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，２０１６，５５（１１）：１５４２－１５５２．

［１７］ＰｒｉｃｅＥＲ，ＨｏｒｓｔｍａｎｎＭＡ，ＷｅｌｌｓＡＧ，ｅｔａｌ．ａｌｐｈａ－Ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅ－
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｉａ，ａｇｅｎｅｄｅｆｉｃｉｅｎｔｉｎＷａａｒｄｅｎｂｕｒｇｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９８，２７３（４９）：３３０４２－３３０４７．

［１８］ＯｇａｔａＨ，ＧｏｔｏＳ，ＳａｔｏＫ，ｅｔａｌ．ＫＥＧＧ：ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓ
ａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，１９９９，２７（１）：２９－３４．
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