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摘　 要：Ｂｏｕｌｅ（ｂｏｌｌ）基因是 ＤＡＺ 基因家族的一个新成员，含有一个 ＲＮＡ 结合域和一个 ＤＡＺ 重复域，是人类精子发生减数分裂

过程中主要调控因子。 为了研究 Ｂｏｕｌｅ 基因结构及其功能，利用生物信息学方法对 Ｂｏｕｌｅ 蛋白相关结构、相互作用蛋白及其功

能进行分析和预测。 结果表明， Ｂｏｕｌｅ 蛋白存在明显的亲水区、疏水区和卷曲螺旋；不存在信号肽、跨膜结构；主要分布在细胞

质、细胞核、线粒体中；二级结构以 α⁃螺旋、延伸链、无规则卷曲所组成，并含有非正规二级结构区；作用蛋白主要为 ＣＤＣ２５Ａ
蛋白，功能域主要包含 ＲＲＭ 保守域。 Ｂｏｕｌｅ 蛋白在精子发生过程中第一次减数分裂的生殖细胞中特异性表达，而在减数分裂

完全阻滞的睾丸组织中不表达。 因此， Ｂｏｕｌｅ 蛋白功能可能与雄性生殖细胞减数分裂相关基因表达有关。
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ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ｈａｖｅ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓ， ａ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓ
ａｎｄ ｃｏｉｌｅｄ⁃ｃｏｉｌｓ， ｂｕｔ ａｎｙ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｒ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ； ａｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ， ｎｕｃｌｅｕｓ，
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ； ａｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔ ｏｆ α⁃ｈｅｌｉｘ， ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ， ｒｕｌｅｌｅｓｓ ｃｏｉｌｅｄ⁃ｃｏｉｌ， ａｎｄ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ａ ｎｏｎ⁃ｒｅｇｕｌａｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｒｅａ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ＣＤＣ２５Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｉｎｌｙ ｃｏｍｐｒｉｓｅ ＲＲＭ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ． Ｂｏｕｌｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｓ ｏｎ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｍｅｉｏｔｉｃ ｄｕｒｉｎｇ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ， ａｎｄ ｈａｓ ｎｏ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｂｌｏｃｋ ｉｎ ｍｅｉｏｓｉｓ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， Ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｍａｙ ｂｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｌｅ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌ
ｍｅｉｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｂｏｕｌｅ Ｇｅｎｅ； Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ； Ｍｅｉｏｓｉｓ； Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ Ｔｒｅｅ

　 　 在精子发生这一复杂的生理过程中，减数分裂

时期显得尤为重要。 染色体的复制、分离，基因突变

和缺失都可能使精子发生异常，进而导致男性不育。
在与男性不育［１］相关的众多调控因子当中，ＤＡＺ 家

族就是其中非常重要的调控因子。 它包括三个基因

成员：ＤＡＺ、ＤＡＺＬ、Ｂｏｕｌｅ。 ＤＡＺ 位于 Ｙ 染色体上［２］，

主要在灵长类动物中发现该基因；ＤＡＺＬ（Ｄｅｌｅｔｅｄ ｉｎ
ａｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ⁃ｌｉｋｅ）位于常染色体，在哺乳动物、脊椎

动物中存在；Ｂｏｕｌｅ［３］ 基因也是位于常染色体上，在
线虫、哺乳动物、果蝇及脊椎动物中存在，并且在第

一次减数分裂时期高表达。 Ｂｏｕｌｅ 是一个高度保守

的基因，它编码精子发生减数分裂所需要的 ＲＮＡ 结



合蛋白。 Ｂｏｕｌｅ 基因全序列为编码区起始于序列的

１１８，终止于 ３２２，存在 ＣｐＧ 岛，长度为 ２０５ｂｐ。 编码

区两侧为 ２５４ｂｐ 的 ５’非翻译区和 ３０８ｂｐ 的 ３’非翻

译区，在 ３’末端的 ｐｏｌｙＡ 尾上游处有一个加尾信号

ＡＡＴＡＡＡ。 Ｋｏｓｔｏｖａ［４］发现 Ｂｏｕｌｅ 在睾丸组织中特异

性表达的三个转录剪接体，其 Ｎ 末端又由三个选择

性剪接外显子编码。 尽管调节精子发生的基因发生

着迅速的进化，但是从昆虫到人类的 Ｂｏｕｌｅ 基因仍

维持着保守的功能域［５］，果蝇的 Ｂｏｕｌｅ 突变会使精

子发生在减数分裂时期受阻从而导致雄性不育。
Ｅｕｇｅｎｅ Ｙｕ ｊｕｎ Ｘｕ［５］ 等人在因 Ｂｏｕｌｅ 缺失或突变导

致的雄性不育苍蝇睾丸中导入人的 Ｂｏｕｌｅ 基因转录

组，发现雄性不育果蝇能产生正常的精子。 人类与

果蝇 Ｂｏｕｌｅ 基因相似的功能表明人的 Ｂｏｕｌｅ 基因与

果蝇的 Ｂｏｕｌｅ 基因直系同源，并且在调节减数分裂

上，它在人类中的功能很可能与果蝇类似。 人类精

子发生过程中，减数分裂Ｍ 期的起始是受Ｍ 期启动

因子 ＭＰＦ 控制的，而 ＭＰＦ 由细胞周期蛋白 Ｂ 和

ＣＤＣ２ （Ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ２） 组成。 这个复合物是

恢复减数分裂必需的，其活性受可逆磷酸化的调控，
Ｗｅｅ１ 和 Ｍｙｔ１ 激酶使其磷酸化可致其失活，而

ＣＤＣ２５ 磷酸酶可以使其活化，诱导细胞周期 Ｇ２ ／ Ｍ
转换的完成［６］。 目前已发现 ３ 种人类 ＣＤＣ２５ 基因，
其中 ＣＤＣ２５Ａ 在睾丸中高表达， 对精子发生至关重

要［７］，特别是在初级和次级精母细胞中表达，与 Ｂｏｕｌｅ
蛋白的初始表达阶段一致。 在 Ｂｏｕｌｅ 缺乏的患者中，

ＣＤＣ２５Ａ 磷酸酶基因 ｍＲＮＡ 仍然表达， 有的甚至出

现上调，但并没有翻译成具有功能的蛋白，而

ＣＤＣ２５Ａ 磷酸酶的缺乏可能导致 ＭＰＦ 超磷酸化，使
ＭＰＦ 完全失活，这可能是患者精子发生阻滞的主要

原因，Ｂｏｕｌｅ 和 ＣＤＣ２５Ａ 同时缺乏的患者减数分裂发

生阻滞。 Ｂｏｕｌｅ 基因在哺乳动物其它组织器官中的功

能，尤其是它在精子发生中的所起的作用尚不完全清

楚［９］，但 Ｂｏｕｌｅ 是精子生成所不可缺少的一个基因，
它的表达在精子发生过程中起关键作用。

１　 材料及其方法

１􀆰 １　 材料

人 （ Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ， ＡＦ２７２８５８ ）、 斑 胸 草 雀

（ Ｔａｅｎｉｏｐｙｇｉａ ｇｕｔｔａｔａ， ＸＭ－ ００４１７５３０６􀆰 １ ）、 虹鳟鱼

（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ， ＨＱ６９６９１５）、曼氏裂体吸虫

（ Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ ｍａｎｓｏｎｉ， ＸＰ － ００２５７５５１９􀆰 １）、 拟南芥

（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ， ＮＭ－ １１１１２６􀆰 ３）、 黑腹果蝇

（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ， ＮＭ－ ０７９２６５）、小鼠（Ｍｕｓ
ｍｕｓｃｕｌｕｓ， ＡＦ２７２８５９ ）、 牛 （ Ｂｏｓ Ｔａｕｒｕｓ， ＮＭ－

００１１０２１１５）、松鼠猴 （Ｓａｉｍｉｒｉ ｓｃｉｕｒｅｕｓ， ＡＪ７１７４０８）、
倭黑猩猩（Ｐａｎ ｐａｎｉｓｃｕｓ， ＡＪ７１７４０５）等 １０ 种 Ｂｏｕｌｅ 基

因的ｍＲＮＡ 序列及其相应的氨基酸序列，均来自美国

国家 生 物 信 息 中 心 （ ＮＣＢＩ， Ｎａｔｉｏｎａｌ ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ
ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ） 网址：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ 。 物种分类如图 １ 所示。

图 １　 １０ 个物种的分类图
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１􀆰 ２　 方法及其使用的软件

１􀆰 ２􀆰 １ 　 Ｂｏｕｌｅ 基因的 ｍＲＮＡ 序列和蛋白序列分析

通过 ＮＣＢＩ 网站的 Ｇｅｎｅ 数据库、Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ 数据

库和 Ｐｒｏｔｅｉｎ 数据库查询人、家蚕等 １０ 种 Ｂｏｕｌｅ 基因

的 ｍＲＮＡ 序列、氨基酸序列，基因所在的染色体及其

蛋白质质量。
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白质序列比对分析

利用 ＥＢＩ（网址：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ）网站的

Ｃｌｕｓｔａｌｗ Ｏｍｅｇａ（网址：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ ／ Ｔｏｏｌｓ ／
ｍｓａ ／ ｃｌｕｓｔａｌｏ ／ ），对 １０ 种动物的 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的氨基酸

序列做比对分析。
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白分子进化分析

利用 分 子 进 化 遗 传 分 析 软 件 ＭＥＧＡ５􀆰 ０５
（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ）对 １０ 种动

物的全长 Ｂｏｕｌｅ 蛋白做序列比对分析。 系统进化树

采用邻接算法，自检举 ５ ０００ 次，采用泊松校验计算

距离。
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的氨基酸的理化性质分析

利用 Ｅｘｐａｓｙ （网址 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ） 的

ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工 具 （ 网 址： ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）对人的 Ｂｏｕｌｅ 蛋白氨基酸序列的相对分

子质量、氨基酸组成、等电点（ＰＩ）、不稳定系数等物

理化学性质进行分析。
１􀆰 ２􀆰 ５ 　 疏水性 ／亲水性的预测和分析

利用 Ｅｘｐａｓｙ 网站的 ｐｒｏｔｓｃｌｅ（网址：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ） 在线分析工具对人类 Ｂｏｕｌｅ 基
因编码的蛋白氨基酸序列的疏水性亲水性进行分

析。 所有的参数按照软件的默认值。
１􀆰 ２􀆰 ６ 　 信号肽分析

对人类 Ｂｏｕｌｅ 蛋白氨基酸序列，利用在线分析工

具 ＳｉｇｎａｌＰ ４􀆰 ０ Ｓｅｒｖｅｒ（网址：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）分析该氨基酸序列的信号肽的存

在位置及序列。
１􀆰 ２􀆰 ７ 　 跨膜结构的预测和分析

跨膜结构域常常是由跨膜蛋白的效应区域所展

现，一般由 ２０ 个左右的疏水性氨基酸残基组成，主
要形成 α－螺旋。 利用在线工具 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ．
２􀆰 ０ （ 网 址： ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／
ＴＭＨＭＭ ／ ） 对人类 Ｂｏｕｌｅ 蛋白进行跨膜结构分析。
１􀆰 ２􀆰 ８ 　 卷曲螺旋域分析

在很多的天然蛋白质中，都存在卷曲螺旋，该结

构具有重要的生物学功能，比如分子识别、运动和调

控代谢等。 利用在线分析工具 ＣＯＩＬＳ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．

ｃｈ．ｅｍｂｎｅｔ．ｏｒｇ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ＣＯＩＬＳ－ ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）对 Ｂｏｕｌｅ 蛋

白进行卷曲螺旋域分析。
１􀆰 ２􀆰 ９ 　 亚细胞定位分析

利用在线亚细胞定位工具 ＴａｒｇｅｔＰ － １􀆰 １ Ｓｅｒｖｅｒ
（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴａｒｇｅｔＰ ／ ）， 输入

Ｂｏｕｌｅ 基因编码的蛋白序列，在序列来源选择 Ｎｏｎ－
ｐｌａｎｔ，其它选项用默认值，确认 Ｂｏｕｌｅ 基因编码的蛋

白主要在细胞中发挥作用的部位。 然后再用 ＰＳＯＲＴ
Ⅱｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ． ｊｐ ／ ｆｏｒｍ２．ｈｔｍｌ ／ ） 工具进一

步分析来验证上述工具分析结果的准确性。
１􀆰 ２􀆰 １０ 　 与 Ｂｏｕｌｅ 蛋白相互作用的蛋白分析

在 ＳＴＲＩＮＧ 数据库中（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ ／ ）查
询与 Ｂｏｕｌｅ 蛋白相关作用的蛋白。 主要研究与 Ｂｏｕｌｅ
蛋白直接或者间接作用的相关蛋白。 之所以研究其

蛋白之间的相互作用关系，是因为可以通过与其相

关蛋白的功能信息，了解和预测该蛋白的功能及其

它信息。
１􀆰 ２􀆰 １１ 　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的二级结构预测

利用基于 ＧＯＲ 算法的 ＧＯＲ４（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．
ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ － ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ－ ａｕｔｏｍａｔ． ｐｌｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ－ ｇｏｒ４．
ｈｔｍｌ） 在线工具预测该蛋白是否具模体、无规则卷

曲、β 转角、 β 折叠及 α 螺旋等结构。 进一步用

ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 软件对 Ｂｏｕｌｅ 的二级结构进行分析。
１􀆰 ２􀆰 １２ 　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的功能域预测和分析

分析蛋白质的组成及其中所包含的功能域是了

解蛋白质功能的重要一步。 蛋白质中的功能域是参

加蛋白质之间相互作用的结构和功能单位。 利用

Ｐｆａｍ 数据库（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｆａｍ． ｊａｎｅｌｉａ． ｏｒｇ ／ ｓｅａｒｃｈ ／ ） 检测

蛋白功能域的组成，主要对其进化过程中的高度保

守的特异性区域进行分析。

２　 结果分析

２􀆰 １ 　 Ｂｏｕｌｅ 基因的 ｍＲＮＡ 序列和蛋白序列分析

从 ＮＣＢＩ 网站相应的数据库中得到 １０ 种动物

的全长 Ｂｏｕｌｅ 蛋白序列和 ｍＲＮＡ 序列 （见表 １）。
不同动物 Ｂｏｕｌｅ 基因的蛋白质大小不同，位于常染

色体上。 曼氏裂体吸虫的 Ｂｏｕｌｅ 蛋白最大，为 ５０９
ａａ；虹鳟鱼最小，为 １９４ ａａ；小鼠的 Ｂｏｕｌｅ 蛋白是

２９７ ａａ；人、松鼠猴、倭黑猩猩的 Ｂｏｕｌｅ 蛋白质大小

相等，均为 ２８３ ａａ；牛的 Ｂｏｕｌｅ 蛋白大小是 ２９５ ａａ；
黑腹果蝇的 Ｂｏｕｌｅ 蛋白大小为 ２２８ ａａ；野猪则为

２９３ ａａ。
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表 １　 １０ 种不同动物 Ｂｏｕｌｅ 基因查询信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｏｕｌｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ １０ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌｓ

物种 ｍＲＮＡ　 序列号 染色体位置 蛋白质序列号 蛋白质大小（ａａ）

人 Ｈｏｍｏ ＡＦ２７２８５８ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ＝”２” ＡＡＫ５８６８９ ２８３

曼氏裂体吸虫 ｓｃｈ ＸＭ－ ００２５７５４７３􀆰 １ ＸＰ－ ００２５７５５１９􀆰 １ ５０９

虹鳟鱼 Ｏｎｃ ＨＱ６９６９１５ ＡＤＷ４１７８３ １９４

拟南芥 Ａｒａ ＮＭ－ １１１１２６􀆰 ３ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ＝”３” ＮＰ－ １８６９０７ ２８１

黑腹果蝇 Ｄｒｏ ＮＭ－ ０７９２６５ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ＝”３” ＮＰ－ ５２３９８９ ２２８

小鼠 Ｍｕｓ ＡＦ２７２８５９ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ＝”１” ＡＡＫ６９０２６ ２９７

牛 Ｂｏｓ ＮＭ－ ００１１０２１１５ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ＝”２” ＮＰ－ ００１０９５５８５ ２９５

斑胸草雀 ｔａｅ ＸＭ－ ００４１７５３０６􀆰 １ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ＝”７” ＸＰ－ ００４１７５３５４􀆰 １ ２７６

松鼠猴 Ｓａｉ ＡＪ７１７４０８ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ＝”２Ｂ” ＣＡＧ３０５５９ ２８３

倭黑猩猩 Ｐａｎ ＡＪ７１７４０５ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ＝”２Ｂ” ＣＡＧ３０５５６ ２８３

２􀆰 ２ 　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白质序列比对分析

对 １０ 种动物的 Ｂｏｕｌｅ 蛋白氨基酸序列做比对分

析（见表 ２）。 哺乳动物类人、鼠、牛、松鼠猴、倭黑猩

猩之间的 Ｂｏｕｌｅ 蛋白序列的相似度很高，在 ９０％ ～
９９％之间。 其中人与倭黑猩猩的 Ｂｏｕｌｅ 蛋白相似度

很高，高达 ９９％。 哺乳动物与其它类动物 Ｂｏｕｌｅ 蛋

白序列的相识度比较低，在 ３１％ ～ ５２％之间，其中哺

乳动物与黑腹果蝇的 Ｂｏｕｌｅ 蛋白序列相似度为 ３１％
～３７％之间。 曼氏裂体吸虫与拟南芥 Ｂｏｕｌｅ 蛋白序

列相似度最低仅为 １％，表明了 Ｂｏｕｌｅ 基因在进化中

其功能的高度保守性。

表 ２　 不同物种的 Ｂｏｕｌｅ 蛋白全长序列多序列比对的结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｕｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ Ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌｓ

物种 拟南芥 斑胸草雀 人 虹鳟鱼 黑腹果蝇 小鼠 牛 松鼠猴 倭黑猩猩

曼氏裂体吸虫 １ ２９ ３６ ３５ ３２ ３４ ３０ ３６ ３２

拟南芥 ５ ４ ２ １０ ２ ０ ４ ４

斑胸草雀 ６６ ３８ ３１ ６６ ６７ ６６ ６５

人 ５２ ３７ ９０ ９４ ９６ ９９

虹鳟鱼 ３２ ５０ ５１ ５１ ５２

黑腹果蝇 ３５ ３７ ３７ ３９

小鼠 ９２ ９１ ９０

牛 ９３ ９３

松鼠猴 ９６

２􀆰 ３ 　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白分子进化分析

由分子进化图（见图 ２）中可以看出，Ｂｏｕｌｅ 蛋白

在这 １０ 个物种中，主要分为两大类。 拟南芥独自一

类，其它 ９ 个物种为一大类；在哺乳动物中，很明显

的又分为两类，小鼠、牛、松鼠猴为一类，人、黑猩猩

为一类并且亲缘关系也最近。 鸟类，鱼类与哺乳动

物的亲缘关系也比较近。
２􀆰 ４　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的氨基酸的理化性质分析

Ｂｏｕｌｅ 蛋白分析表明：Ｂｏｕｌｅ 蛋白含有 ２８３ 个氨

基酸，分子质量为 ３１ ２９９􀆰 ８６ Ｄａｌｔｏｎｓ，含量最丰富的

氨基酸为 Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｖａｌ 等（见表 ３）。
２􀆰 ５ 　 疏水性 ／亲水性的预测和分析

蛋白质能够折叠，主要因为其具有亲水性 ／疏水

性的氨基酸。 对其疏水性和亲水性进行分析可以更

好地了解蛋白质。 该蛋白的疏水区共有 ９ 处 （图

３），分别为 ３３～３６，３８～４０，１２３～１２８，１６７～１６９，１７１～
１７３，２０５ ～ ２０７，２３２ ～ ２３４，２３７ ～ ２３８，２６５ ～ ２６７。 亲水

区共有 １５ 处，分别为 ５～８，１８～１９，２１～２５，２９～３０，４２
～５４，５７～ ５９，６９ ～ ７２，８１ ～ ９１，９４ ～ １０４，１０８ ～ １１１，１１４
～１１６，１３５～１４２，１５７～１６１，１７６～１９９，２４１～２５２。 其中
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第 １６８ 位最高，值为 １􀆰 ７３３；第 ９８ 位最低，值为 －
２􀆰 ６２２。 Ｐ 氨基酸分值最高表明其疏水性最强，Ｙ 氨

基酸分值最低表明其亲水性最强。 纵观 Ｂｏｕｌｅ 蛋白，
氨基酸序列存在明显的亲水区和疏水区。

图 ２　 用邻接法（ＮＪ）构建的 １０ 种动物 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的系统进化树

Ｆｉｇ．２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｒｏｍ １０ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌｓ

表 ３　 ｂｏｕｌｅ 蛋白的氨基酸理化性质

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

分子量（ｋＤ） 等电点（ｐＩ）
含量最丰富

的氨基酸（％）
带正电荷

的氨基酸

带负电荷

的氨基酸
不稳定系数 总平均疏水性

３􀆰 １３０１４ ６􀆰 ５９ Ｐｒｏ １２􀆰 ７ ２０ １９ ６１􀆰 ６２ －０􀆰 ３８３

Ｓｅｒ ９􀆰 ５

Ｖａｌ ８􀆰 ８

Ｇｉｎ ７􀆰 ４

Ｔｈｒ ６􀆰 ７

Ｔｙｒ ６􀆰 ７

２􀆰 ６ 　 信号肽分析

在核糖体合成蛋白后，往往需要到达细胞中制

定的位置才能发挥其功能。 而蛋白能否到达细胞中

的特定位置，则完全由信号肽进行引导。 经 ＳｉｎｇｎａｌＰ
４􀆰 ０ 预测 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的信号肽序列，结果见图 ４。 由

图 ４ 可知，Ｂｏｕｌｅ 蛋白不存在信号肽，属于非分泌型

蛋白 质。 与 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｐｒｅｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ．ｏｒｇ）分析的结果一样。

图 ３　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白氨基酸序列的疏水性 ／亲水性预测

Ｆｉｇ．３ Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ／ ｐｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
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图 ４　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白信号肽预测

Ｆｉｇ．４　 Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
注：Ｃ值：原始剪切点的分值；Ｓ 值：信号肽的分值；Ｙ值：综合剪切点的分值

Ｎｏｔｅ：Ｃ ｓｃｏｒｅ：Ｐｒｉｍｉｔｉｖｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ ｓｃｏｒｅ； Ｓ ｓｃｏｒｅ：Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｃｏｒｅ；
Ｙ ｓｃｏｒｅ：Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ ｓｃｏｒｅ

２􀆰 ７ 　 跨膜结构的预测和分析

用在线工具 ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０ 对 Ｂｏｕｌｅ 蛋白进行跨

膜结构分析如图所示（见图 ５），结果表明 Ｂｏｕｌｅ 蛋白

跨膜的可能性为 ０，所以 Ｂｏｕｌｅ 蛋白不存在跨膜结构

域，属于非跨膜蛋白质类。
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图 ５　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白跨膜区域预测

Ｆｉｇ．５ Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

２􀆰 ８ 　 卷曲螺旋分析

卷曲螺旋存在于很多天然的蛋白质当中，由图 ６
所示，在窗口为 １４ 和 ２１ 的时候，在 ７５ ～ １００ 处可能

形成卷曲螺旋。

图 ６　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的卷曲螺旋预测

Ｆｉｇ．６ Ｃｏｉｌｅｄ－ｃｏｉｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

２􀆰 ９　 细胞定位分析

如图 ７ 所示，Ｂｏｕｌｅ 蛋白基本上排除了在分泌途

径上的功能，与信号肽分析的结果一致。 与日本的

ＰＳＯＲＴ Ⅱｓｅｒｖｅｒ 图 ８ 比较， Ｂｏｕｌｅ 蛋白在细胞质、细
胞核和线粒体内表达。 文献报道， Ｂｏｕｌｅ 蛋白在第

一次减数分裂（前中期） 的生殖细胞中表达，从细线

期精母细胞（Ｌｅｐｔｏｔｅｎｅ ｓｐｅｒｍａｔｏｃｙｔｅｓ） 开始表达，到
偶线期精母细胞（Ｚｙｇｏｔｅｎｅ ｓｐｅｒｍａｔｏｃｙｔｅｓ） 表达量增

加，在粗线期精母细胞（Ｐａｃｈｙｔｅｎｅ ｓｐｅｒｍａｔｏｃｙｔｅｓ）表

达量达到最高水平，到双线期（Ｄｉｐｌｏｔｅｎｅ）表达量显

著下降，在圆形精子细胞（Ｒｏｕｎｄ ｓｐｅｒｍａｔｉｄｓ） 、长形

精子细胞（Ｅｌｏｎｇａｔｉｎｇ ｓｐｅｒｍａｔｉｄｓ） 等精子发生更高级

阶段的细胞中 Ｂｏｕｌｅ 不表达，在胚胎早期、原始生殖

细 胞 （ Ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓ ） 和 精 原 细 胞

（Ｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉａｌ ｃｅｌｌｓ） 中均未检测到 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的表

达［９］，Ｂｏｕｌｅ 蛋白在细胞质中特异表达在细胞核或接

近减数分裂的染色体中未见表达。 人类精子发生过

程中，减数分裂 Ｍ 期的启始受减数分裂启动因子

ＭＰＦ 控制，而 ＭＰＦ 是一个由细胞周期蛋白 Ｂ 和

Ｃｄｃ２（Ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ２）组成的复合物，这个复合

物对减数分裂的恢复是必需的，其活性受可逆磷酸

化的调控，Ｗｅｅ１ 和 Ｍｙｔ１ 激酶使 ＭＰＦ 磷酸化可致其

失活，而 Ｃｄｃ２５ 磷酸酶可以使 ＭＰＦ 活化，诱导 Ｇ２ ／ Ｍ
转换的完成。

图 ７　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的亚细胞定位

Ｆｉｇ．７　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ８　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的细胞定位

Ｆｉｇ．８　 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

２􀆰 １０ 　 与 Ｂｏｕｌｅ 蛋白相互作用蛋白分析

每一种蛋白质并不是孤立地存在于细胞中，而
是与其他蛋白质相互作用形成复合体或功能模块，
从而在细胞中进行各种不同的生理活动（见图 ９）。
在果蝇中，ＰＵＭ２ 蛋白与 Ｂｏｕｌｅ 蛋白相互作用［１０］。
Ｂｏｕｌｅ 激 活 并 调 控 ＣＤＣ２５Ａ 的 表 达 并 且 促 进

ＣＤＣ２５ＡｍＲＮＡ 的翻译， ＣＤＣ２５Ａ 蛋白进一步促使

ＭＰＦ 中的 Ｃｄｃ２ 磷酸化，激活促成熟因子（Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ
－ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ，ＭＰＦ），活化的 ＭＰＦ 启动减数分裂

过程 Ｇ２ＰＭ 的转换，完成减数分裂过程。 Ｂｏｕｌｅ 蛋白

的缺失或突变可能导致雄性不育。

图 ９　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白相互作用的蛋白分析

Ｆｉｇ．９　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｂｏｕｌｅ
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２􀆰 １１ 　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的二级结构预测

该蛋白由 ９􀆰 １９％ α－螺旋（Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ）、２２􀆰 ２６％
延伸链 （ Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ） 和 ６８􀆰 ５５％ 无规则卷曲

（Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ）所组成。 进一步用 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 软件

对 Ｂｏｕｌｅ 的二级结构进行分析，螺旋 ＝ ７􀆰 ４％，股 ＝
８􀆰 ８％，环＝ ８３􀆰 ７％，非正规二级结构区：９２－２８３（见
图 １０）。

图 １０　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的二级结构预测

Ｆｉｇ．１０　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

２􀆰 １２ 　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的功能域预测和分析

在 ３５ 位点开始，１０６ 位点结束，存在 ＲＲＭ（ＲＮＡ
ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｍｏｔｉｆ）保守域（见图 １１），说明 Ｂｏｕｌｅ 基因

在哺乳动物中具有 ＲＲＭ 基序、编码 ＲＮＡ 结合蛋白

的特性［１１］。

图 １１　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白结构域预测

Ｆｉｇ．１１　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ Ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
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　 　 ＲＲＭ 是 ＲＮＡ 结合蛋白中广泛存在的一种保守

结构，它存在很多不同的 ＲＮＡ 结合蛋白中，如异质

性核糖蛋白（Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎｓ
（ｈｎＲＮＰｓ）），在 ＲＲＭ 基序中含有许多保守的氨基酸

以保证对 ＲＮＡ 的结合活性，但是这一家族的不同蛋

白质却能特异地结合各种不同的 ＲＮＡ 分子。

另外，运行 ｂｌａｓｔｐ 程序服务器对 Ｂｏｕｌｅ 蛋白进行

搜索，得到图 １２。 从图中看到，Ｂｏｕｌｅ 蛋白属于 ＲＲＭ
（ＲＮＡ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｍｏｔｉｆ） 超家族，具有与 ＣＯＧ０７２４，
ＰＡＢＰ⁃１２３４，ＰＬＮ０３１３４， ＳＦ⁃ＣＣ１， Ｕ２ＡＦ ＿ １ｇ， ＥＬＡＶ ＿
ＨＵＤ＿ＳＦ，ｈａｌｆ＿ｐｉｎｔ，ｈｎＲＮＰ⁃Ｒ⁃Ｑ 相似的保守域。

图 １２　 Ｂｏｕｌｅ 蛋白结构域预测

Ｆｉｇ．１２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｓｉｔｅ ｏｆ Ｂｏｕｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

３ 　 讨论

Ｂｏｕｌｅ 是果蝇、哺乳动物不育和雄性生殖细胞在

阻滞在减数分裂时期的一个高度保守的关键调控因

子。 在与精子发生障碍相关的不育病人当中，Ｂｏｕｌｅ
蛋白的表达显著的下降。 Ｂｏｕｌｅ 是 ＤＡＺ 家族的一个

成员，存在于灵长动物、哺乳动物和后生动物中。 在

果蝇中，研究表明，Ｂｏｕｌｅ 表达在第一次减数分裂时

期，调节 Ｔｗｉｎｅ（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｏｆ Ｃｄｃ２５）的表达并开始

促进成熟细胞因子（ ｉｎｉｔｉａｔｅ ＭＰＦ），比如 Ｃｄｃ２ ／ ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ 复合物，这些都是 Ｇ２－Ｍ 转换和第一次减数分裂

时期的关键因子。 所以在果蝇中，Ｂｏｕｌｅ 调节 Ｔｗｉｎｅ
来控制减数分裂。 调节生殖细胞的通路似乎很大程

度上是保守的。 本文对 Ｂｏｕｌｅ 基因及其编码蛋白信

号肽、二级结构、亲疏水性、结构域及同其它物种的

蛋白相似度同源比对等进行了生物信息学分析。 结

果表明，该蛋白无信号肽，无跨膜结构是亲水性蛋

白，在 ７５～１００ 处可能形成卷曲螺旋。 二级结构以 α
－螺旋为主。 具有 ＲＲＭ 功能域。 Ｂｏｕｌｅ 蛋白的同源

性分析证明了 Ｂｏｕｌｅ 功能在动物中是高度保守

的［１２］。 大量的实验已经表明 Ｂｏｕｌｅ 在精子形成减数

分裂时期具有重要的调节作用。 Ｘｕ 等人发现 Ｂｏｕｌｅ
仅仅在精子发生时是必需的，但是在雌性的 Ｂｏｕｌｅ 基

因缺失或者突变的时候仍可以正常生育。
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