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鸡硒蛋白T的硒代半胱氨酸插入序列元件、
蛋白结构与功能及组织表达差异

葛延松 曹嫦妤 王丽丽 李楠 江秀清 李金龙*

 东北农业大学动物医学学院 哈尔滨150030 

摘要 应用生物软件分析鸡和其他11种脊椎 动 物 硒 蛋 白 T selenoproteinT SelT 的 硒 代 半 胱 氨 酸 插 入 序 列

 selenocysteineinsertionsequence SECIS 元件、SelT 核苷酸和氨基酸序列的同源性 并分析鸡SelT的结构及功

能 采用实时荧光定量PCR fluorescentquantitativereal-timePCR fqRT-PCR 方法检测SelT 基因在35日龄鸡体

内30种组织中的表达谱 结果显示 脊椎动物SelT 的SECIS元件均属于Ⅱ型结构 鸡SelT 核苷酸序列与其他11
种脊椎动物的同源性在48.0%~85.1%之间 而氨基酸序列与非洲爪蟾、斑马鱼的同源性低于90.0% 与其他9种

动物的同 源 性 在90.6%~94.9%之 间 鸡SelT 属 于 跨 膜 蛋 白 存 在 信 号 肽 属 于 RDx家 族 酶 活 性 分 类 为

EC2.5.1.18 具有氧化还原功能 且存在Ca2+结合位点 SelT 在鸡各组织中广泛表达 在睾丸中含量极其丰富 提
示鸡SelT在雄性生殖系统中可能发挥功能 

关键词 鸡硒蛋白T 硒代半胱氨酸插入序列元件 结构与功能 组织表达谱 进化关系
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NortheastAgriculturalUniversity Harbin150030 China)

Summary Selenium Se wasanimportant biologicallynecessarytraceelement whichplayedanimportant
biologicalrolesinaviangrowth reproduction immunefunctionanddiseaseresistance Thebiologicalsignificance
ofSewasattributedtoitsoccurrenceinselenoproteinsintheformofselenocysteine Sec witha21aminoacid

geneticcode SeusesthestopcodonUGAasthecodingcodonencodingSec Selenoproteinsinvolvedinmanylife

processessuchasantioxidantdefense cellsignaltransduction metabolicpathway development immunefunction 
andhormoneregulates anditwasrelatedtotheoccurrenceandmechanismofmanydiseases SelenoproteinT

 SelT wasoriginallyidentifiedthroughsilicostudies clonedandexpressedinamammaliancellline confirmedas
aselenoprotein PreviousstudieshaveprovedthatSelT mainlyoccurredinGolgiapparatusandendoplasmic
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reticulum withimportantbiologicalfunction SelTcanactontheCa2+ homeostasis involvedinneuroendocrine
secretion SelThasalsobeenshowedinaltercelladhesion Uptonow 25selenoprotein-encodinggeneswere
identifiedinbirds however onlyabouthalfhavebeenfunctionallycharacterized mostofwhichwereinvolvedin
redoxreactions SelTwasaSe-containingproteinwhosecellularfunctionhasnotbeencharacterized Researchon
thestructureandfunctionofSelTwasstillinitsinfancy butreportsinmammalsaboutSelTandtheinformation
aboutavianSelT werenotclear Thepurposeofthisstudyistoexploretheselenocysteineinsertionsequence

 SECIS element structuresandfunctionsofchickenSelTandtheexpressionprofilesofSelTinchickentissues 
  ThechickenSelTsequencewasusedintheexperiment TheSECISelementsof12vertebrateswereanalyzed
bytheSECISearch2.19 Thehomologiesofthemoleculenucleotideandaminoacidsequencesonvertebrateswere
analyzedbyDNAStar ThestructureandfunctionsofchickenSelTwerepredictedwiththebioinformatics The
distributionofSelTin30tissuesof35-day-oldchickenwasanalyzedbyfluorescentquantitativereal-timePCR

 qRT-PCR  
  TheresultsshowedthatSECISelementofvertebratesbelongedtothetypeⅡSECISelement Comparedwith
chickenandother11vertebrates thenucleotidesequencehomologiesofSelT were48.0% 85.1% The
homologiesofaminoacidsequencesofchickenSelTwithXenopuslaevisorDanioreriowerelessthan90.0%and
withotherninekindsofanimalswereamong90.6% 94.9% ThechickenSelTwasatransmembraneproteinand
hadasignalpeptide ItbelongedtotheRDxfamiliesanditsenzymeclassificationwasEC2.5.1.18 SelThad
bindingsiteswithCa2+ TheresultsoffqRT-PCRshowedthattheSelT waswidelyexpressedinchickentissues 
andtheexpressionlevelintestiswasthehighest 
  Insummary theSECISelementofvertebrateSelTbelongstothetypeⅡandSelTishighlyconservedin
vertebrates AvianSelTcontainsaCxxU motifinathioredoxin-likefold withglutathioneS-transferaseactivity 
SelThasbindingsiteswithCa2+ itwaspredictedthatavianSelTcouldregulatetheCa2+homeostasis AvianSelT
iswidelyexpressedinchickentissues andthetestishasthehighestexpressionlevel suggestingthatthechicken
SelThasaspecialfunctioninthemalereproductiveorgans Thisstudyprovidesabasisforfurtherexperimental
analysisofthestructure-functionofavianSelT 

Keywords chickenselenoproteinT selenocysteineinsertionsequenceelement structureandfunction tissue-
specificexpressionprofile evolutionaryrelationship

  硒利用终止密码子 UGA为编码密码子 在硒

代 半 胱 氨 酸 插 入 序 列 selenocysteineinsertion
sequence SECIS 指 导 下 以 硒 半 胱 氨 酸

 selenocysteine Sec 形式掺入到蛋白质的多肽链

中来发挥生物学作用 这类蛋白质被命名为硒蛋

白 1  硒蛋白参与了生物体内的抗氧化防御、细胞信

号转导、代谢途径、发育过程、环境改变应答、免疫功

能、激素调节等生命过程 2  并与多种疾病的发生和

病理机制相关 34  同时 硒蛋白的表达也受到生物

体 内 多 种 途 径 和 信 号 的 调 节 硒 蛋 白 T
 selenoproteinT SelT 主要存在于细胞高尔基体

和内质网中 5  已有研究表明 SelT 能够作用于

Ca2+稳态 并参与神经内分泌过程 6  低氧可诱导

引起SelTmRNA增多 7  SelT的缺乏改变细胞黏

附 8  目前 关于SelT结构与功能的研究尚处于起

步阶段 仅有哺乳动物SelT的相关研究报道 57  而
禽类SelT 的相关信息仍不清楚 本研究应用生物

软件分析鸡和其他11种脊椎动物SelT 的SECIS
元件、SelT 核苷酸和氨基酸序列的同源性 并分析

鸡SelT的结构及功能 采用实时荧光定量 PCR
 fluorescentquantitativereal-time PCR fqRT-
PCR 方法检测SelT 基因在35日龄鸡体内30种组

织中的表达谱 旨在揭示鸡SelT的基因特性、进化

关系、蛋白结构功能及组织表达 为深入研究禽类

SelT生物学功能及作用机制奠定基础 

1 材料与方法

1.1 试验动物及样品采集

  试验用鸡购自哈尔滨市先锋种鸡场1日龄海兰

白雏鸡 经常规饲养 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、食管、嗉囊、腺胃、肌胃、十二指肠、回
肠、盲肠、直肠、胰腺、肝、胸肌、翅肌、腿肌、心肌、胸
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腺、法氏囊、脾、睾丸、卵巢、动脉、静脉、肾、肺等30
个组织 经过非冰型组织RNA保存液RNAlocker
处理后保存于-80℃ 用于组织表达谱检测 
1.2 主要试剂

  RNAase固相清除剂 RNAlocker RNAout购

于北京 天 恩 泽 基 因 科 技 有 限 公 司 DEPC 购 于

Sigma公司 M-MLV 反转录试剂购于 TransGen
Biotech公 司 GoTaq􀆿 qPCR Master Mix 购 于

Promega公司 
1.3 SECIS元件检索

  应用SECISearch2.19程序对12种脊椎动物

SelT 基因序列进行分析 12种脊椎动物SelT 基因

序列 信 息 来 源 分 别 为 鸡 Gallusgallus NP_

001006557.3  牛 Bostaurus NP_001096573.2  
犬 Canislupusfamiliaris NP_001157959.1  灰
地鼠 Cricetulusgriseus NP_001243780.1  斑马

鱼 Daniorerio SelT1a NP_840075.2 SelT1b
NP_840077.3 SelT2 NP _001091957.2  人

 Homosapiens AAH36738.3  猕 猴 Macaca
mulatta NP_001152886.1  小鼠 Musmusculus 
NP_001035486.2  猩 猩 Pongoabelii NP_

001186922.1  大 鼠 Rattusnorvegicus NP _

001014275.2  斑胸草雀 Taeniopygiaguttata 
NP_001186698.1  非洲爪蟾 Xenopuslaevis 
NP_988868.2  
1.4 物种间SelT 进化关系分析

  应 用 DNAStar 软 件 中 MegAlian 模 块 的

ClustalW方法对上述12种脊椎动物SelT 基因核

苷酸及氨基酸序列进行同源性分析 
1.5 鸡SelT结构与功能分析

  用ExPASy-ProtParamTool工具对鸡SelT蛋

白基本理化性质进行预测 应用SignalP在线软件

进行鸡SelT的信号肽分析 应用ProtScale的网络

版本对鸡SelT 蛋白质进行疏水区域预测 应用

TMpred在线软件分析鸡SelT蛋白的跨膜区 应用

PHD在线软件进行鸡SelT的二级结构预测 应用

InterProScan在线软件对鸡SelT蛋白结构域进行

预测 应用I-TASSER在线软件预测该蛋白高级结

构与功能 
1.6 鸡SelT 组织表达谱检测

1.6.1 引物设计与合成  根据 GenBank中鸡

SelT GADPH K01458 基因序列 按照引物设计

的基本要求设计fqRT-PCR引物 并由北京六合华

大基因科技公司合成 引物序列见表1 

表1 鸡SelT 基因fqRT-PCR分析用引物序列

Table1 PrimersforfqRT-PCRanalysisofchickenSelTgene

引物

Primer
引物序列

Primersequence

PCR片段长度

PCRfragment
length bp

SelT
F 5'-CCGACATCCGCATCGAG-3'

123
R 5'-CAAATGGATCCTTGCCGACA-3'

GADPH
F 5'-AGAACATCATCCCAGCGT-3'

182

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

R 5'-AGCCTTCACTACCCTCTTG-3'

1.6.2 基因fqRT-PCR扩增  取各组织样品 
按RNAout试剂盒说明书提取总RNA 取总RNA
5μg 采用20μL反应体系 按照TransGenBiotech
公司的 M-MLV反转录试剂说明合成cDNA第1
条链 以 合 成 的 cDNA 第 1 条 链 为 模 板 按 照

GoTaq􀆿qPCRMaster试剂盒使用手册进行荧光定

量PCR 采用20μL反应体系 反应条件为 95℃2
min 95℃15s 60℃1min 40个循环 反应结束

后进行熔解曲线分析 计算采用Pfaffl 9 法 计算公

式如下 

  比率=
E靶基因

ΔCt靶基因 对照-样本 

EGADPH
ΔCtGADPH 对照-样本  

其中E=10-1 斜率 

2 结果与分析

2.1 SelT 的SECIS元件检索结果

  应用SECISearch2.19在线软件对12种脊椎动

物SelT 全基因序列进行分析 可以得到各脊椎动物

SelT 的SECIS元件二级结构 图1  结果表明 12种

脊椎动物SelT 的SECIS元件二级结构顶环上均存

在着一个附加的小茎环结构 属于Ⅱ型SECIS结构 在
鸡SelT mRNA的3'-UTR区域中 在其一级结构

670~760位具有AUGA_AA_GA结构模式 
2.2 脊椎动物种间SelT 进化关系

  通过比对鸡与其他11个物种的SelT 图2 发

现 鸡与斑胸草雀、人、猕猴、猩猩、犬、牛、小鼠、大
鼠、灰地鼠、非洲爪蟾和斑马鱼 1a 1b 2 的SelT
核苷酸序列同源性分别为85.1% 75.0% 73.1% 
73.0% 72.5% 72.2% 69.9% 69.7% 69.7% 
65.0% 56.9% 55.1% 48.0% 图2A  氨基酸序

列同源性分别为94.9% 91.1% 91.1% 91.1% 
90.6% 91.1% 91.1% 91.1% 90.6% 82.1% 
75.1% 73.5% 51.0% 图2B  
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图1 SelTSECIS元件的结构

Fig 1 StructuresofSelTSECISelement

2.3 鸡SelT结构与功能分析结果

  经氨基酸组成及理化性质分析可知 鸡SelT蛋

白由199个氨基酸组成 相对分子质量为22318.1 
理论等电点为8.44 负电荷氨基酸残基数为15 正
电荷氨基酸残基数为17 分子式为C1009H1579N265
O271S15Se1 原子总数为3140 消光系数为27055 
不稳定系数为50.46 脂肪系数为96.53 总平均亲

水系数为0.163 在鸡SelT的 N末端存在一段由

19个氨基酸组成的信号肽 鸡SelT的C端具有疏

水性 而N端具有很强的亲水性 此蛋白具有9个

疏水区域和有3个跨膜区域 在鸡SelT蛋白中 84
个氨基酸可能形成α-螺旋 33个氨基酸可能形成β-
折叠 82个可能形成无规则卷曲 即形成β1 44
51 -α1 55 68 -β2 73 76 -α2 83 98 -α3 110
113 -α4 120 128 -α5 137 148 -β3 153 157 -β4
 162 165 -α6 174 191 型的二级结构 图3A  
  对鸡SelT蛋白的结构功能域分析结果显示 鸡

SelT属RDx家族成员 其序列中具有硫氧还蛋白

样折叠 并且是一个非常保守的蛋白质 酶活性位点

分析显示鸡SelT具有谷胱甘肽-S-转移酶活性 功能

与该酶相似 图3B C  鸡SelT蛋白中第78 93 146

位的氨基酸残基可与Ca2+特异性结合 图3D  
2.4 鸡SelT 组织表达谱检测结果

  fqRT-PCR检测结果显示 在鸡神经、消化、呼
吸、心血管、免疫系统、泌尿生殖器官及肌肉组织中

均检测到SelT 基因的表达 图4  其在睾丸中含量

极其丰富 P<0.001  其含量高低依次为睾丸>
胰腺>法氏囊>回肠>胸腺>翅肌>脊髓>垂

体>小脑>嗉囊>丘脑>坐骨神经>肾>腿肌>
脑干>直肠>十二指肠>心肌>肌胃>食管>动

脉>肺>肝>卵巢>大脑>脾>静脉>腺胃>
胸肌>盲肠 

3 讨论

  硒与禽类的生长、发育、免疫、生殖、内分泌、营
养代谢及抵抗外界环境应激等方面密切相关 硒蛋

白是其在生物体内发挥生物学作用的具体形式 10  
SelT最初是通过在哺乳动物细胞系表达而确认为

硒蛋白 11  已有研究表明SelT能够作用于Ca2+ 稳

态 参与神经内分泌过程 6  SelT缺乏将引起细胞

黏附改变 8  
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A 核苷酸序列同源性 B 氨基酸序列同源性 

A Nucleotidesequencehomology B Aminoacidsequencehomology 

图2 鸡与其他11种脊椎动物SelT 的核苷酸及氨基酸序列比对结果

Fig.2 AlignmentofnucleotideandaminoacidsequencesofchickenSelT withotherSelTsfrom11animals

A 高级结构  B C  酶活性位点 D 结合位点.

A Seniorstructure  B C  Enzymeactivesite D Bindingsite 

图3 鸡SelT蛋白结构与功能预测结果

Fig 3 PredictedstructureandfunctionofchickenselT

31 第1期
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  柱状图上的短栅表示标准差 ***表示睾丸组织鸡SelT 表达量与其他组织间在P<0.001水平差异有统计学意义 

  Standarddeviationisdenotedwithlowercaselettersaboveeachbar *** TheexpressionlevelofSelT mRNAin

testiswassignificantlydifferentfromothertissuesinchickenatthe0 001probabilitylevel 

图4 鸡SelT 组织表达谱

Fig 4 ExpressionprofileofSelTinchickentissues

  硒以Sec形式掺入到蛋白质多肽链中 Sec作

为掺入蛋白质的第21种氨基酸 由硒蛋白 mRNA
上的UGA编码 在SECIS指导下插入蛋白质的多

肽链 1  真核SECIS元件被分成2个不同的亚型 
Ⅰ型和Ⅱ型 12  这2个亚型的区别在于其顶环的面

积不同 其中Ⅱ型SECIS元件有一个附加的小尖端

放置AA 在helixⅡ的顶部上 未成对AA核苷酸

存在于小尖端和心尖环随后的凸起上 分析真核生

物 代 表 性 的 SelT 基 因 的 3'-非 翻 译 区 3'-
UTRs  13  结果显示12种脊椎动物SelT 基因二级

结构中心尖环均含有一个附加的小尖端 表明脊椎

动物SelTSECIS元件均属于Ⅱ型 其中鸡SelT 的

SECIS元件位于3'-UTRs的670~760位 鸡与其

他11种脊椎动物的SelT 核苷酸序列同源性在

48.0%~85.1%之间 而氨基酸序列仅与非洲爪蟾、
斑马鱼SelT1a、斑马鱼SelT1b、斑马鱼SelT2同

源性低于90.0% 其余均有较高的同源性 表明

SelT 在脊椎动物中高度保守 且鸡与斑胸草雀关系

最近 
  小鼠SelT、SelW 和硫氧还蛋白含有一个共同

的二级结构中心 包括4个β-折叠和3个α-螺旋以

β1-α1-β2-α2-β3-β4-α3 顺序构成的中央轴 小鼠SelT
有2个额外的插入片段 一个由35个氨基酸伸展的

N末端和一个由67个氨基酸组成的结构域 α2-
α5  14  本研究发现鸡SelT蛋白形成β1-α1-β2-α2-α3-
α4-α5-β3-β4-α6 顺序的二级结构 其中CxxU基序位

于β1-折叠和α1-螺旋之间 这与小鼠SelT的结构相

同 鸡SelT序列中具有一个保守CxxU基序 在这

种基序中Cys C 残基和Sec U 由2个其他氨基酸

隔离 CxxU基序在其他硒蛋白中也有发现 包括

SelM SelH SelV SelW 5 13 15  SelT属于 RDx家

族 哺乳动物SelW SelV SelH也属于此家族 RDx
家族的蛋白质含有硫氧还蛋白样折叠和一个保守的

CxxU基序 提示这段基序中Sec残基具有氧化还

原功能 5  
  SelT能够进入钙网蛋白 calreticulin CRT  
钙联接蛋白 calnexin CNX 循环发挥SelT对内质

网的靶向作用 14  本研究结果显示鸡SelT具有与

Ca2+结合的位点 这一结果进一步佐证了SelT在

钙离子调控中的作用 在沉默小鼠成纤维细胞中

SelT 表达后发现细胞黏附发生改变 在缺乏SelT
的细胞中SelW 表达增强 其表达增强可能是对

SelT缺乏的功能补偿 8  SelT受垂体腺苷酸环化

酶激活肽 PACAP 调节 可能在细胞生长以及神

经、内分泌和代谢组织的活性中发挥了至关重要的

作用 16  鸡SelT酶活性分类为EC2.5.1.18 即谷

胱甘肽-S-转移酶 其主要功能是催化某些内源性或

外来有害物质的亲电子基团与还原型谷胱甘肽的巯

基偶联 增加其疏水性使其易于穿越细胞膜 分解后

排出体外 从而达到解毒的目的 17  酶活性分析结

果进一步证明了SelT的氧化还原功能 这与小鼠

SelT的氧化还原功能研究结果一致 
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  鸡SelT 组织表达谱的分析显示 在鸡神经、消
化、呼吸、心血管、免疫系统、泌尿生殖器官及肌肉等

30个组织中均检测到SelT 基因的表达 这证明在

鸡体内SelT 基因是一个广泛表达的基因 这与小

鼠的研究结果一致 18  其中SelT 在睾丸中的含量

远远高于其余组织 这提示鸡SelT在雄性生殖系统

中可能发挥功能 
  综上所述 脊椎动物SelTSECIS元件均属于

Ⅱ型结构 SelT 在脊椎动物中高度保守 鸡SelT属

于跨膜蛋白 在其N末端存在信号肽 属于RDx家

族 酶活性分类为EC2.5.1.18 具有氧化还原功

能 且存在Ca2+ 结合位点 即与机体内钙离子调控

功能密切相关 SelT 在鸡各组织中广泛表达 并且

在睾丸中含量极其丰富 提示鸡SelT在雄性生殖系

统中可能发挥功能 本研究为进一步研究禽类SelT
结构、功能及其作用机制提供了基础 
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