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摘 要 ： 旨在克隆鸡 〔 基 因 ，探 明 其蛋 白结构 、功能及组织表 达特性 。 以海 兰 白 鸡 （

为材料 ， 利用 技术克隆鸡 基因 区
，利用生物信息学方法 预测蛋 白 结构与功 能 ，应用

检测组织表 达特性 。 结果表明 ，鸡 基因 的 为 编码 个 氨基 酸 ， 其核苷 酸和氨基 酸序列与其他

种属 间 的差异较大 。 鸡 为跨膜 非分 泌蛋 白 ， 具 有 家族 的结 构域 ， 酶分类 为 ， 能够结 合

、 、 、 、 、 和 等分子 。 鸡 基 因 在组 织 内 广泛表达 ，在动脉 、脑 干 、大脑 、坐骨 神

经 、十二指肠及小肠等组织 表达量较高 。 预测 蛋 白 具有调 控糖类 和盐类等 相关分子功 能作用 ， 其在组织 中

广 泛表达 ， 在循环系统 、神经系统和消化系 统 中具有重要的生物学功 能 。
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血红素加氧酶 于 场购得 日 龄海兰 白鸡 （ 自 由 采食 和饮水 ，

年首次被描述 ，当 时认为它是催化血红素 降解为胆 常规饲养 。 日 龄时颈静脉放血处死 ， 采集大脑 、

绿素 的酶 。 随后 的研究表明 ， 是一种诱导酶 ， 丘脑 、小脑 、脑干 、脊髓 、垂体 、坐骨神经 、食道 、嗉囊 、

为热休克蛋白 ， 主要存在于肝 、脾和骨髓等降解 腺 胃 、肌胃 、十二指肠 、 回肠 、盲肠 、直肠 、胰腺 、
肝 、胸

衰老红 细胞 的组织 器官 。 具有细胞 保护作 肌 、翅肌 、腿肌 、心肌 、 胸腺 、法氏囊 、脾 、 睾丸 、卵巢 、

用 ，某些全身性刺激如低氧 高热 ，脑部创伤 、 出血等 动脉 、静脉 、 肾和肺 ，经过 处理 ， 然后保

均可激活 的 表达 。 的诱导激 活快 存于
一

°

，用于组织表达特性分析 。

速而短暂 ，在血红素代谢 中居重要地位 ，其生物合 主要试剂 固相清 除剂 、

成可被其底物血红素迅 速激活 ， 以及时清 除循环系 、 购 自 于北京天恩泽基因科技有 限公

统中 的血红素 。 血红素降解过程生成的 种产物在 司 ； 反转 录试剂 、

生理 条件 下 对保持 内 环 境 稳态 具有 重 要作 用 。 、 感受态 细胞 、

具有抗凋亡 、抗炎 、调控抗氧化功能的作用 并 、 产物胶回收试剂盒 、小量质粒抽提试剂盒

参与机体多种生理和病理过程 。 然而 ， 目 前关于 均购 自 于 公司 。

的相关研究仍然处 于起步 阶段 ， 特别是禽类 引 物设计与合成 根据 上鸡

结构与功能的研究未见报道 。 本研究 旨在揭 基因序列 （ ， 利用

示鸡 的 结构 与 功能 ， 为进一 步研究鸡 软件设计克隆鸡 基 因 区 的 引物 。

的生物学功能提供参考 。 同时根据克隆获得的鸡 基因序列 和鸡

基 因序 列 （ ，利用 软件设计

材料与方法 荧光定量 引 物 ， 由 北京六 合华 大基 因公 司 合

试验材料与试剂 成 ， 引 物序列信息见表 。

试验动物与组织 于哈尔滨市先锋种鸡

表 靶基 因及 内 参基因 的 引 物倍息

基因 名称 引 物序列 （ 产物长度 用途

区克隆

组织表达特性分 析

组织表达特性分 析

鸡 基因 区扩增及产物的克隆与测序 结果送往北京六合华大基因公 司测序 。

按照 试 剂 盒 提取 鸡 肝 脏组 织 的 总 脊椎动物物种 间 进化分析

根据 试剂 盒进行 反转录 ， 并利用 应用 软件对 个脊椎动物物种

方法扩增 目 的片段 ，在
。

核苷酸及氨基酸序列进行 同源性 比对 ，构建
°

’ 个循环 ：
；

基因序列的 进化关系 树 ， 核 苷酸及氨基酸序
°

终止反应 。 用 产物 进行凝胶 电泳 。

自

用 回 收试剂盒切胶 回 收 目 的片段 ， 回 收产物
‘

、

与 连接 ，转化
斑 马鱼 （ 山 羊 （ 、 辨鱼

感受态 ， 平板挑取 阳性菌 落 ， 液体 （ 、小鼠 、高

培养基增菌后 ，提取质粒并进行 鉴定 ， 阳性 原鼠兔 和褐家 鼠 。
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鸡 蛋 白 结构 与功 能的预测 将 产物与 克隆载体连接后 ，选取 阳性重组质粒

用 工具 对鸡 进行测序 ，结果表明 ，鸡 基因 长度 为

蛋 白 基本理化性质进行包括氨基酸组成 、元素组成 、 图 ，经 在线比对 ， 与 中

等 电点 、分子量等的预测 ， 应用 的 网络版 基 因 同源性为 ， 与预期结果一致 。

本对鸡 蛋 白质进行疏水 区 域预测 ，应用 利用 软件分析显示 ， 鸡 由 个

在线软件分析鸡 蛋 白 的跨膜区 ，应用 氨基 酸组 成 ， 在线 比对结 果显 示 与

在线软件进行鸡 的信号肽分析 ，应用 中 氨基酸序列 相差 个氨基酸

在线软件对鸡 的二级结构进行预测 ，应 （ 图 。

用 在线软件对鸡 蛋 白结构域进

行删 ，应用 软件对鸡 蛋 白 的空
…

间结构进行删 ，应用 在线软件删鸡

蛋 自高 结肖 、
？ 自 帛纟分〒 。

鸡 基 因组 织表达 特性分析

合成 取鸡 个组织分别进行总

的 提取 ， 测得总 的 。 ■ 比值在 相 对分子 质量标准 肝 ； 重 组 质粒 ；

既符合要求 ，并根据 试剂盒进

竹反转 录 ， ， 反应体 系 为 ， 得到

产物 。

图 鸡肝组 织 和 重组质粒 结果

荧光定量 反应 根据试剂盒说明 ，

在 上进行反 应 。

以提取的 为模板 ，取 脊椎动 物物 种 间 的进 化分 析

， 上下游 引 物 （

—

各 利用 软件 ， 对鸡与斑 马 鱼 、 鲈 鱼 、 小

， 反 应总体 鼠 、褐 家 鼠 、牛 、羊 、人 、 高原 鼠兔的 核苷酸 及

积为 。 反应条件为
°

预变性
°

氨基酸序列 进行对 比 ，结 果 如 图 所示 ， 核苷酸序
。

个循环 。 列 ，鸡与斑马 鱼 的 同源性为 ， 与鲈鱼 、 小 鼠 、

灵 敏度与标准 曲 线 的绘制 用 褐 家 鼠 、 牛 、 羊 、 人 和 高 原 鼠 兔 的 同 源 性 分 别 为

做阴性对照 用 做标准品 ， 倍逐级 、 、 、 和

稀释后 ，进行荧光定量 ，得到标准 曲线 ，重复 次 氨基酸序 列 ，鸡与牛 的 同源性 为 ，与羊
、斑马

试验 ，并对结果进行线性 回归 分析 ， 同 时得到扩增 曲 鱼 、鲈鱼 、人 、
小 鼠 、高原鼠兔和褐 家 鼠的 同源性分别

线 、熔解 曲线和 值 ，以便进行下
一步分析

。
为 、

计算方法 在测定组织 中 和 。

的表达水平变化时 ， 以 肾脏的 值为对照进行计算 。 鸡 蛋 白 结构与 功能的预测 结果

以 为参照进行 表达水平的相 利用在线软件分析可 知 ， 鸡 蛋 白 由

对定量分析 。 计算采用 法 ，计算公式如下 ： 个氨基酸组成 ，分子质量为 ，分 子式为

’

—
：咖氏挪 …… ，原子总数为 ‘ ？还

， 理论等 电
—

删—

点 为 。 蛋 白 端亲水性较强 ，而 端疏水性较
。 ”

。 强 ， 而该蛋 白 在 、
、

、 、 、

、 、 、 、 、 、

结 果 、 、 、 等位点具有疏水性 ；

鸡 基 因 扩增及 克隆测序 的跨 膜序列 为 位 氨基酸 ， 序列 为

鸡肝 组 织 中 总 提取 后 ， 测 得 值 在 该 蛋 白 为 跨 膜 蛋 白 ； 鸡

，符合要求 。 反转录后 ，进行 ，产物经 蛋 白 中 不存在信 号肽 ， 为 非分泌 蛋 白 ；

凝胶 电泳显示获得 了长度为 的片 段 （ 图 。 包括 《 螺旋 个 ， 百分 比为 折 叠



畜 牧 兽 医 学 报 卷

￡

￡

图 鸡 基 因 及 基酸序 列

个 ，百分比为 不规则卷 曲 个 ，百分 比为 和 为甘露糖 和海藻糖 ， 为 无机盐 离

，蛋 白 的空 间结构如图 所示 。 子 ，结合形式如 图 所示 。

鸡 功能的预测结果 鸡 组织表达特性

蛋 白 含有 家族 的结 构域 ， 在 荧光定量 检测结果表明 ，鸡 在组织

位氨基酸 ， 酶分类号为 。 蛋 白 活 中广泛表达 ， 且存在组织间 表达差异 （ 图 。 在动

性中心位于 、 、 、 及 脉 、 脑干 、 大脑 、 坐骨神经 、 十二指肠及小肠 中基因 表

位氨基酸 （ 图 。 该蛋 白 能够结合 、 、 达量显著高 于其他组织 （ ，而在肺 、静脉 、

、 、 、 和 等多 种 分子 ， 其 中 卵 巢小脑及胸 肌 中表达 量较低 。 组织表达 谱为动
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氨幕酸 同源性

伽

谁
填
！

图 种动物 核苷酸与 氨基酸序列 的 同 源性 比对结 果

蛋 白空 间结构 ； 蛋 白 的 活性 中心
； 蛋 白结合 分子的 预测结果 ， 其 中 、 、 、 为 血红素 催化

分解 中 间 产物 ， 为 ， 和 为 个糖类分子

； ；

图 鸡 蛋 白 空 间结构 、活性中心 和 结合分子预 测 图
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辨泰纖臂織管振爾籍辦
组织

柱状 图 中上标 表示组织 表达量之间 存在极显著差异 ， 表示组织 表达量 之间 存在

极 显著差异 （

图 鸡 组 织 表达特性 结 果

脉〉脑干〉坐骨神经〉十二指肠〉小肠〉大脑〉脾 、 、 、 、 、 和 分 子相结

法氏囊〉丘脑〉食道〉腿肌〉腺 胃〉直肠〉翅肌 合 ， 由 此 表 明 鸡 功 能 的 多 样性 和 重要 性 。

睾丸〉心肌〉肌 胃 〉胸腺 〉嗉囊〉胰〉肝〉垂体〉 和 为糖类 ， 为盐类 ， 该蛋 白 可 以结 合

肾〉脊髓〉盲肠〉肺〉静脉〉 卵巢〉小脑〉胸肌 。 无机盐和糖类等机体最基本最重要 的物质 ， 表 明 鸡

可能参与钠离 子 的运输 和 调控 ， 或 者参 与钠

讨 论 离子平衡稳态 的调节 以调节机体内 稳态 ； 而与 糖类

蛋白 是
一种公认 的应激反应蛋 白 ， 在多 的结合 ，可能是 与 碳水 化合物之间 存在 着某

种组织和 器官 中 参与着 生化 和 生理 的 氧化应 激反 种联 系 ，或者作为载体 ，或者作为 通道 ，或者作 为 某

应 。 通过抗 氧化 、 抗 凋亡 和抗 炎作用 减缓 种 机制 的 催化酶 。 和 是 催 化血

细胞损伤 ， 因此该蛋 白在各种病理状态 （ 如缺氧性肺 红素时 的中 间代谢产物 ，在 发挥催化作 用 时 ，

疾病和血管损伤等 ） 中广泛存在 。
是必不可少 的物质 。 鸡 功能 具有 多样性 ， 并

人 长 约 ， 编 码 个 由 且涉猎广泛 ，但具体机制有待后续进
一步研究 。

个氨基 酸残基组成 的 蛋 白 ， 大 鼠 在哺乳动物 中 ， 主 要分布于肝脏和 脾脏 ，

长约 编码 个 由 个氨基酸残基组成的 参与肝 、脾组织细 胞 的抗损伤 和 抗 凋亡作用 。 本研

蛋 白 ，小鼠 的 编 码 个 由 个氨基酸残 究结果显示 ， 基 因 在鸡动脉组织 中 表达量最

基组成 的 蛋 白 。 本 研究显 示 ， 鸡 蛋 白 由 高 ，其次是在 神经系 统 和 消 化 系 统 中 ， 表明

个氨基酸组成 ，分子质量约 为 具有 个 表达 量不 同物 种 间 存 在较 大差异 性 ， 而鸡

亲水 区 ， 属 于跨 膜非 分泌 蛋 白 ， 由 此 可 推 断 ，

在神经系统和消化系 统中是 否具有重要 的生

可能存在膜结合形式 ， 并作为某种机制 的载体通道 。

物学功能 ，具体发挥作用的机制有待进一步的研究 。

本研究显示 ， 基因 的保守性很高
°

， 通过不

同脊椎动物物种 间 基因 的 同 源性对 比 ，发现 结 论

禽类与其他物种 间 的 同 源性较低 ，表 明 在不 本研究成功克隆 了鸡 基因 的 区 ，分

同物 种 间的保守性不高 。 析表明 其种属 间保守性不高 。 鸡 为跨膜非分

蛋 白 可 被 底 物血红 素 快速 而准确 的 激 泌 蛋 白 ， 含 家 族 结 构 域 ， 酶 分 类 为

活 ，生成胆绿素 、重金属 和 种机体重要的 属 于 血红 素 加 氧酶 家 族成 员 ， 可 与

调节产物 。 胆绿素是鸟类蓝壳蛋 的主要色素 ， 因此 ， 、 、 、 、 、
（

、 等分子结

在 鸟类 蓝色 蛋壳形 成过程 中 发挥着 重要作 合 ，推测 该蛋白 具有 调控糖类和盐类等相关分子 功

用 。 本研究结 果显示 ， 鸡 能够 与 、 能作用 。 鸡 在组织 中 广泛表达 ， 在动 脉 、 脑
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干 、 大脑 、坐骨神经 、十二指肠及小肠等表达量较高 ，

表明其在循环系统 、 神经系统和 消化 系统中具有重

要的 生物学功能
：
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