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摘要：为探明鸡内质网分子伴侣钙联结蛋白（Ｃａｌｎｅｘｉｎ，ＣＮＸ）基 因 特 性 及 蛋 白 结 构 和 功 能，以 鸡ＣＮＸ基 因 序 列 为 对

象，利用生物信息学方法分析了１２个物种该分子核苷酸和氨基酸序列的同源性及 蛋 白 的 结 构 和 功 能，并 应 用ｑＲＴ－
ＰＣＲ法分析了３５日龄海兰白鸡３０个组织中ＣＮＸ　ｍＲＮＡ组 织 表 达 谱。结 果 表 明，ＣＮＸ核 苷 酸 序 列 及 氨 基 酸 序 列

在不同物种中具有一定保守性，该蛋白属于跨膜蛋白，不 存 在 信 号 肽，酶 分 类 可 能 属 于ＥＣ　１．１１．１．９，并 与 糖 类 特 异

性结合发挥活性。鸡ＣＮＸ　ｍＲＮＡ在鸡组织中广泛表达，其中在回 肠、动 脉 和 腺 胃 组 织 中 表 达 量 很 高，表 明ＣＮＸ是

鸡机体内必需蛋白分子，可能在消化系统和心血管系统中发挥更为重要作用。
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　　细胞内分子伴侣、化学分子伴侣和药理学分子

伴侣可以有效阻止蛋白质错误折叠，从而减轻一些

神经变性病和许多其他蛋白质错误折叠病的严重程

度［１－４］。钙联结蛋白（Ｃａｌｎｅｘｉｎ，ＣＮＸ）作为内质网内

一类帮助糖蛋白折叠修饰的分子伴侣，对保持糖蛋

白的正确折叠进而减少错误折叠的糖蛋白在细胞中

的堆积可能会起到十分重要的作用［５－６］。另外，ＣＮＸ
经常与Ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ（ＣＲＴ）和 内 质 网 依 赖 性 激 酶 抑

制蛋白（ＥＲｐ５７）形成ＣＮＸ／ＣＲＴ循环，通 过 此 循 环

新生多肽链完成折叠和装配过程［７－８］。
目前，灵 长 类、啮 齿 类、禽 类 及 鱼 类 等 的 ＣＮＸ

基因序列均已知，但关于蛋白结构与功能的研究未

见报道，特别 是 禽 类 的ＣＮＸ基 因 特 性 及 蛋 白 质 结

构与功能仍然未知。本研究对鸡ＣＮＸ基因特性及

蛋白结构和功能进行了预测，并检测其在鸡体内组

织表达谱，为研究ＣＮＸ的生物学功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材 料　ＲＮＡａｓｅ固 相 清 除 剂、ＲＮＡ　ｌｏｃｋｅｒ购

自北京天恩 泽 基 因 科 技 有 限 公 司；ＴＲＩｚｏｌ购 自Ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｍ－ＭＬＶ反 转 录 试 剂 购 自ＴｒａｎｓＧｅｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈ公 司；ＧｏＴａｑ　ｑＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ购 自Ｐｒｏ－
ｍｅｇａ公司。

１日龄海兰 白 雏 鸡 购 自 哈 尔 滨 市 先 锋 种 鸡 场，
常规饲养，自由采食和饮水。３５日龄时颈静脉放血

处死，采集大脑、丘脑、小脑、脑 干、脊 髓、垂 体、坐 骨

神经、食道、嗉囊、腺胃、肌胃、十二指肠、回肠、盲肠、
直肠、胰腺、肝脏、胸肌、翅肌、腿肌、心肌、胸腺、法氏

囊、脾 脏、睾 丸、卵 巢、动 脉、静 脉、肾 脏、肺 脏，经 过

ＲＮＡ　ｌｏｃｋｅｒ处理，然后保存于－８０℃，用 于 组 织 表

达谱检测。

１．２　不同物种间ＣＮＸ核苷酸及氨基酸序列的多重

序列比对方法　应用Ｌａｓｅｒ　Ｇｅｎｅ软件对１２个物种

ＣＮＸ基因核苷酸及氨基酸序列进行同源性比对，构
建ＣＮＸ基因 序 列 的 进 化 关 系 树，分 析 不 同 物 种 之

间的序列差异。１２个物种ＣＮＸ基因及氨基酸序列

信 息 来 源 于 ＧｅｎＢａｎｋ， 具 体 信 息 为 鸡

（ＮＭ００１０３０６２０）、人（ＢＣ０４２８４３）、小 鼠（ＢＣ０４０２４４．
１）、猩猩（ＮＭ＿００１１３３５６７．１）、牛（ＢＣ１５３２６４．１）、猪

（ＮＭ＿００１２４３２１０．１）、犬（ＮＭ＿００１００３２３２．１）、非 洲

蟾蜍（ＢＣ０４４９７０．１）、蛙（Ｄ７８５８９．１）、斑 马 鱼（ＮＭ＿

２１３４４８．１）、斑 点 叉 尾 鮰 （ＡＹ２８８０７０．１）、蛇

（ＪＵ１７４０５５．１）。

１．３　生 物 信 息 学 分 析　用 ＥｘＰＡＳｙ－ＰｒｏｔＰａｒａｍ
Ｔｏｏｌ工具对鸡ＣＮＸ蛋白基本理化性质进行包括氨

基酸组成、元素组成、等电点、相对分子质量等预测；
应用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ的 网 络 版 本 对 鸡ＣＮＸ蛋 白 进 行 疏

水区域预测；应用ＴＭＰＲＥＤ在线软件分析鸡ＣＮＸ
蛋白的跨膜区；应用ＳｉｇｎａｌＰ在线软件进行鸡ＣＮＸ
的信号肽分析；应用ＰＨＤ在线软件进行鸡ＣＮＸ的

二级 结 构 预 测；应 用ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ在 线 软 件 对 鸡

ＣＮＸ蛋白结构域进行预测；应用ＲＡＳＭＯＬ软件对

鸡ＣＮＸ蛋白的空间结构进行预测；应用Ｉ－ＴＡＳＳＥＲ
在线软件预测该蛋白高级结构与功能。

１．４　鸡ＣＮＸ基因组织表达谱分析　
１．４．１　引物设计与合成　以ＧＡＤＰＨ作为内参照

进行荧光定量ＰＣＲ分析，利用Ｏｌｉｇｏ　７．２２软件，按

照引物设计的基本要求设计ＧＡＤＰＨ与ＣＮＸ荧光

定量引物，由北京六合华大基因科技公司合成，引物

序列及特征见表１。

表１　鸡ＣＮＸ基因荧光定量ＰＣＲ分析用引物序列及产物大小

基因 序列号 引物序列（５′→３′） 长度／ｂｐ

ＣＮＸ　 ＮＭ００１０３０６２０
Ｆ－ＧＡＴＴＧＣＡＡＡＴＣＣＧＡＡＡＴＧＴＧＡ

Ｒ－ＧＡＣＡＴＴＡＴＣＡＡＴＣＡＴＡＧＧＴＧＧＴ
１１２

ＧＡＤＰＨ　 Ｋ０１４５８
Ｆ－ＡＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣＣＣＡＧＣＧＴ

Ｒ－ＡＧＣＣＴＴＣＡＣＴＡＣＣＣＴＣＴＴＧ
１８２

１．４．２　总ＲＮＡ的 提 取 及 反 转 录 反 应　取５０ｍｇ
组织样本，Ｔｒｉｚｏｌ法 提 取 总ＲＮＡ，紫 外 分 光 光 度 计

测定ＲＮＡ含量，取等量各组织总ＲＮＡ进行反转录

反应，逆转 录 具 体 过 程 参 照 ＴｒａｎｓＧｅｎ说 明 书。反

转录 体 系 为４０μＬ，其 中 总 ＲＮＡ　１０μｇ。组 织 总

ＲＮＡ提取样品的Ｄ２６０／Ｄ２８０比 值 均 在１．９～２．１，即

ＲＮＡ纯度较高，符合要求。

１．４．３　荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）反应　以合成的

ｃＤＮＡ为 模 板，ｑＲＴ－ＰＣＲ 反 应 采 用 ＢＲＹＴ　Ｇｒｅｅｎ
ｄｙｅ荧光染 料 法，按 照 试 剂 盒 使 用 手 册 进 行。采 用

２０μＬ反 应 体 系，ｑＰＣＲ反 应 体 系：ＧｏＴａｑ? ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ，２Ｘ１０μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各
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０．４μＬ，ｃＤＮＡ模 板２．０μＬ，Ｎｕｃｌｅａｓｅ－Ｆｒｅｅ　Ｗａｔｅｒ
７．２μＬ。反应在ＡＢＩ　７５００Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ
上进行。反应条件：９５℃预变性２ｍｉｎ，随后９５℃１５
ｓ，６０℃１ｍｉｎ，４０个 循 环。反 应 结 束 后 进 行 融 解 曲

线分析。
为了保证样 品 的 可 靠 性，对 反 转 录 好 的ｃＤＮＡ

先进行预 试 验，再 进 行 正 式 试 验。为 减 少 干 扰，用

Ｎｕｃｌｅａｓｅ－Ｆｒｅｅ　Ｗａｔｅｒ代替ｃＤＮＡ模板做阴性对照，
以检测 是 否 有 外 源ＤＮＡ污 染，而 且 所 有 样 品 做３
个重复孔，并在同一块平板上进行ｃＤＮＡ样品５倍

（２μＬ　ｃＤＮＡ＋８μＬ　Ｎｕｃｌｅａｓｅ－Ｆｒｅｅ　Ｗａｔｅｒ）逐 级 稀

释制作相对标准曲线，进行线性回归分析，同时获得

扩增 曲 线、融 解 曲 线 和Ｓｌｐｏｅ值 进 行 下 一 步 分 析。
在测定组织中ＣＮＸ　ｍＲＮＡ表 达 水 平 变 化 时，以 肾

脏的Ｃｔ值为参照进行计算。以ＧＡＤＰＨ为参照进

行ＣＮＸ　ｍＲＮＡ表达水平相对定量分析。计算采用

Ｐｆａｆｆｌ法，计算公式如下：

Ｒａｔｉｏ＝
（Ｅｔａｒｇｅｔ）△Ｃｔｔａｒｇｅｔ

（ｃｏｎｔｒｏｌ－ｓａｍｐｌｅ）

（ＥＧＡＤＰＨ）△ＣｔＧＡＤＰＨ
（ｃｏｎｔｒｏｌ－ｓａｍｐｌｅ）

，其中Ｅ

＝１０－１／ｓｌｏｐｅ

２　结果

２．１　不同物种间ＣＮＸ核苷酸及氨基酸序列的多重

比较　将１２个物种的ＣＮＸ基因核苷酸序列进行比

对，由图１可知，ＣＮＸ基因核苷酸序 列 中：鸡 与 蛇、
人、猩猩、小鼠、非洲蟾蜍、犬、猪、牛、斑点叉尾鮰、斑
马鱼和 蛙 的 序 列 相 似 性 分 别 为７０．１％，６５．３％，

６４．９％，６４．７％，６４．７％，６４．７％，６４．４％，６３．３％，

６１．０％，５４．２％，４６．７％。即，鸡 与 蛇ＣＮＸ基 因 核

苷酸序列相似性最高，为７０．１％，与蛙相似性最低，
为４６．７％。鸡与 人、猩 猩 和 小 鼠 的ＣＮＸ基 因 核 苷

酸序列相似 性 分 别 为６５．３％，６４．９％和６４．７％，也

相对较高，反映了ＣＮＸ基因一定的进化性。

图１　不同物种ＣＮＸ基因核苷酸进化树

　　将１２个物种的ＣＮＸ基因氨基酸序列的同源指

数进行综合分析，结 果（图２）表 明，鸡ＣＮＸ的 氨 基

酸序列中：鸡与猪、猩猩、犬、牛、人、小鼠、蛇、非洲蟾

蜍、斑 点 叉 尾 鮰、斑 马 鱼 和 蛙 同 源 指 数 分 别 为

８５．１％，８４．１％，８４．０％，８３．９％，８３．７％，８３．７％，

８３．２％，７８．１％，７１．４％，６９．７％，４１．０％。即，鸡 与

猪的同源性最高，为８５．１％；与蛙的同源性最低，为

４１．０％。鸡 与 猩 猩、人 和 小 鼠 的ＣＮＸ基 因 氨 基 酸

序列相似性分别为８４．１％，８３．７％，８３．７％，也相对

较高。

图２　ＣＮＸ基因氨基酸进化树
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２．２　生 物 信 息 学 分 析　对ＣＮＸ蛋 白 进 行 氨 基 酸

组成及理化 性 质 的 分 析 预 测，可 知 鸡ＣＮＸ蛋 白 由

６０１个氨基酸组成，相对分子质量６８　３６８．９，理论等

电点为４．４１，负电荷氨基酸残基数为１３８，正电荷氨

基酸残基 数 为７２，分 子 式 为Ｃ３０３６Ｈ４６１９Ｎ７７９Ｏ９８１Ｓ２０，
原子总数为９　４３５，消光系数为１１１　８４０，不稳定系数

为４２．０５，脂肪系数为６４．５９，总平均亲水系数为－
０．８７７。

蛋白质 疏 水 区 域 预 测 显 示，鸡ＣＮＸ的Ｃ端 与

Ｎ端具有很高的疏水性，而Ｃ端的亲水性要强于Ｎ
端，此蛋白具有２２个疏水区域。跨膜螺旋预测结果

显示鸡ＣＮＸ中有６个跨膜区域，属于跨膜蛋白。用

神经网络算法分析可知鸡ＣＮＸ不存在信号肽。经

二级结构进 行 预 测，鸡ＣＮＸ形 成α１（４－２１）－β１（７１－
７７）－β２（８４－８９）－β３（１０６－１０９）－β４（１２３－１２６）－α２（１２９－
１３７）－β５ （１４８－１５５）－α３ （１６４－１７０）－β６ （１８７－１９１）－β７
（２０１－２０８）－β８（２３９－２４５）－β９（２５０－２５４）－β１０（４２４－４３０）－

β１１（４３６－４３７）－β１２（４４０－４４１）－α４（４４６－４６４）－α５（４７０－
４８０）－β１３ （４８４－５０５）－α６ （５１２－５１７）－α７ （５２７－５３６）－α８
（５４１－５５４）－α９（５６７－５７６）－α１０（５８１－５８７）二 级 结 构。如

图３Ａ，Ｂ，鸡ＣＮＸ高 级 结 构 预 测 中，呈 现 一 船 扭 转

式结构，其６０１个氨基酸中，９７个氨基酸可能形成α
螺旋，８５个氨基酸可能形成β折叠，４１９个可能形成

无规则卷 曲。鸡ＣＮＸ蛋 白 有５１０个 Ｈ－键，５个 螺

旋，６０个转角。

图３　Ａ．鸡ＣＮＸ高级结构预测（带状）；Ｂ．鸡ＣＮＸ高级结构预测（球状）；Ｃ．ＣＮＸ各结合位点预测（带状）；Ｄ．ＣＮＸ各结合位点

预测（棒状）

　　鸡ＣＮＸ蛋 白 的 功 能 预 测 结 果 表 明，该 蛋 白 属

于ＥＣ　３．２．１．５５，其作用于α－Ｌ－阿拉伯糖苷酶，催化

非还原性的α－Ｌ－阿拉伯呋喃糖苷残基的α－Ｌ－阿拉伯

糖苷的终端水解反应，有些ＥＣ　３．２．１．２３和ＥＣ　３．
２．１．３８酶也水解α－Ｌ－阿拉伯糖苷，表明ＣＮＸ可 能

与ＥＣ　３．２．１．２３和ＥＣ　３．２．１．３８酶 具 有 结 构 功 能

的相似性。
鸡ＣＮＸ蛋 白 的 空 间 结 合 分 子 预 测 结 果 表 明

（图３Ｃ，Ｄ），ＣＮＸ与糖类特异性结合，结合位点残基

位置在１３１，１６３，１６４，１６５，１６７，１６９，１８４，１８８，１９１，

１９５，１９７，２０４，４２８，４２９，４３０，ＣＮＸ 与 ＣＲＴ 组 成

ＣＮＸ／ＣＲＴ循环发挥活性，新生多肽链通过此循 环

完成折叠和装配过程。

２．３　鸡ＣＮＸ基 因 的 组 织 表 达 谱 分 析　ｑＲＴ－ＰＣＲ
结果表明，ＣＮＸ基因在鸡３０个组织中均有表达，但

不同组织表达量存在明显的差异（图４）：在回肠、动
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脉和腺胃中表 达 量 明 显 高 于 其 他 组 织（Ｐ＜０．０５），
静脉、脑干、胸肌、卵巢组织中的表达量最低，十二指

肠、坐骨神经、垂体、大脑和卵巢组织中也有较高表

达。总体表达顺序为：回肠＞动脉＞腺胃＞十二指

肠＞坐骨神经＞垂体＞大脑＞法氏囊＞翅肌＞肺脏

＞睾丸＞肾脏＞静脉＞胸肌＞脑干＞卵巢＞嗉囊＞
腿肌＞直肠＞脊髓＞盲肠＞食道＞肌胃＞丘脑＞胰

脏＞肝脏＞胸腺＞脾脏＞心肌＞小脑。

图４　ＣＮＸ基因在鸡各组织中的相对表达量　柱状图中上标＊表示组织ＣＮＸ表达量之间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）

３　讨论

ＣＮＸ是一 种 内 质 网 膜 结 合 蛋 白，驻 留 于 内 质

网［９］。ＣＮＸ具有Ｃａ２＋ 依赖性和ＡＴＰ依赖性，辅助

糖蛋白的折叠和装配，参与内质网的蛋白质量控制

系统、内质网相关的蛋白质降解途径，缓解内质网应

激、细胞的凋亡过程［１０－１３］。ＣＮＸ调节基质蛋白和识

别之间的相互作用的内质网驻留蛋白质折叠工厂的

其他组件，从而引发折叠，延缓低聚反应［１，７，１４］，阻止

降解方面起着重要作用。

ＣＮＸ最先 是 在 犬 体 内 发 现 的，它 参 与 ＭＨＣＩ
的折叠和装配［１３］，后来发现，人类也具有这种蛋白，
根据 它 的 相 对 分 子 质 量 将 其 命 名 为ｐ８８或ＩＰ９０。
进一步 研 究 发 现 原 核 生 物、酵 母、拟 南 芥、豌 豆、大

豆、玉米等物种中也存在，这说明ＣＮＸ广泛分布于

动物、植物和微生物中，并且在不同物种之间具有结

构和序列上的进化保守性［１５］。本研究结果显示，１２
个物种ＣＮＸ基因核苷酸序列中，鸡与蛇ＣＮＸ基因

核苷酸序列相似性最高，与蛙相似性最低；鸡 与 人、
猩猩和小鼠等灵长类或哺乳动物的ＣＮＸ基因核苷

酸序列相似性也相对较高；氨基酸序列中，鸡与猪的

同源性最高，与蛙的同源性最低，鸡与猩猩、人和小

鼠的ＣＮＸ基因氨基酸序列相似性仍相对较高。可

见，核苷酸序列与氨基酸序列相似性分析的结果不

同，造成这些差异的原因有待进一步深入研究。
鸡ＣＮＸ蛋白具有２２个疏水区域，属于跨膜蛋

白，不存在信号肽，ＣＮＸ具有６个跨膜区域，酶活性

分类为ＥＣ　１．１１．１．９，与ＣＲＴ组成ＣＮＸ／ＣＲＴ循环

发挥活性，新生多肽链通过此循环完成折叠和装配

过程。鸡ＣＮＸ基 因 结 构 上 的 保 守 性，与 其 分 子 功

能有关，ＣＮＸ／ＣＲＴ循环在生物体中发挥着重要 作

用，分子结构的保守性和稳定性有利于分子功能的

正常发挥［７－８］。本研究从 组 织 分 布 和 结 构 功 能 预 测

上为进一步研究ＣＮＸ意义重大。
采用ｑＲＴ－ＰＣＲ研 究 鸡ＣＮＸ基 因 的 组 织 表 达

谱，结果显示在所检测的鸡组织中均有表达，由此证

明在鸡体内ＣＮＸ基 因 是 一 个 广 泛 表 达 的 基 因，这

与以往的研究结果一致［１２］。但在鸡体内ＣＮＸ　ｍＲ－
ＮＡ在回肠、动脉和腺胃组织中表达量很高。
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