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摘　要：不同于人、鼠等物种ＥＬＯＶＬ７基因的高相似度，不同品种的猪ＥＬＯＶＬ７基因相似度较低。为了探究该基因的特性，本研
究运用生物信息学的方法对苏太猪ＥＬＯＶＬ７基因及其氨基酸序列的同源性、理化性质、保守结构域、亚细胞定位、信号肽、跨膜
结构域、亲水性／疏水性、二级结构、功能预测以及磷酸化位点等进行预测分析。结果表明：在苏太猪中，ＥＬＯＶＬ７全长
２３２４ｂｐ，编码区为８４６ｂｐ，共编码２８１个氨基酸。其结构稳定，分子量为３３３８７．４Ｄａ，带正电荷，偏碱性。该基因所编码的蛋
白质最可能位于细胞膜上，主要的功能是运输和结合，为跨膜、非分泌型疏水蛋白质，含有１个 ＧＮＳ１／ＳＵＲ４家族的保守结构
域，并有１５个丝氨酸激酶、１５个苏氨酸激酶和２０个酪氨酸激酶潜在磷酸化位点。α螺旋是 ＥＬＯＶＬ７二级结构和三级结构中
最主要的结构元件。另外ＥＬＯＶＬ７与大部分物种的氨基酸序列相似性达９０％以上，且亲缘关系较近。分析ＥＬＯＶＬ７基因及其
氨基酸序列的特征，能够为进一步挖掘该基因内的突变对长链脂肪酸表型的影响以及合成、代谢机理提供分子依据。
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　　脂肪酸（ＦＡ）是细胞的基本组成部分，在机体内
对存储能量，信息传递及代谢调控等方面起着重要

的作用。ＦＡ是由一条线性长的碳氢链（疏水尾）和
一个末端羧基（亲水头）组成的羧酸。根据其碳氢

链内是否含有双键又可分饱和脂肪酸和不饱和脂肪

酸两类。高含量的单不饱和脂肪酸和多不饱和脂肪

酸，如人体内必需脂肪酸 ω－３系列，有利于人类的
心血管健康［１］。然而高含量的饱和脂肪酸则会增

加得心脏疾病的风险［２］。因此，ＦＡ是维持机体内
的内稳态的重要成分。

由于家猪与人类的生理生化特性高度地相似，

因此常常被当作一种研究人类遗传疾病的模式动

物。杨斌等利用２８２头苏太猪进行全基因组关联分
析，鉴别到影响花生酸的候选基因是位于１６号染色
体上的 ＥＬＯＶＬ７基因［３］。ＥＬＯＶＬ家族是超长链脂
肪酸延长关键步骤的催化剂［４］。此外，过量的摄入

脂肪会促进 ＥＬＯＶＬ７过表达的前列腺癌细胞的增
长，敲除ＥＬＯＶＬ７基因后前列腺癌细胞则会衰减［５］。

因此ＥＬＯＶＬ７可能是阐明脂肪摄入量与前列腺癌关
联的关键因素。

为了深入挖掘苏太猪中影响花生酸的因果突变

位点，我们对苏太猪的互补脱氧核糖核酸（ｃＤＮＡ）
进行测序。结果发现苏太猪 ｃＤＮＡ与欧洲野猪
ｃＤＮＡ（Ｅｎｓｅｍｂｌｅ）的相似性只有８６％，差异性较大，
具有一定的种群特异性，但在人、鼠之间的相似度高

达９０％以上。为了研究苏太猪ＥＬＯＶＬ７基因的相关
性特性，本研究运用生物信息学的方法对苏太猪

ＥＬＯＶＬ７基因及其氨基酸序列的同源性、理化性质、
保守结构域、亚细胞定位、信号肽、跨膜结构域、亲水

性／疏水性、二级结构、功能预测以及磷酸化位点等
进行预测分析，旨在为花生酸因果突变位点的筛选

以及机体内脂肪酸的内稳态机制提供分子依据。

１　材料和方法

１．１　ＥＬＯＶＬ７基因序列的获取
１．１．１　实验样品

本研究所涉及的实验动物为苏太猪，是杜洛克

公猪与梅山猪杂交２５代的子代。有关苏太猪详细
的特征及管理可见章峰等［６］。简单来说，所有苏太

猪均进行标准化饲养和管理，并在２４０日龄时进行
屠宰。采集适量腹脂，装入 ＲＮＡｆｒｅｅ的微型管，并
放入－８０℃冰箱中保存。
１．１．２　主要实验步骤

（１）使用 ＴＲＮｚｏｌＡ＋总 ＲＮＡ提取试剂盒
（ＴＩＡＮＧＥＮ）进行ＲＮＡ的提取，得到总ＲＮＡ；

（２）使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈ
ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ试剂盒（ＴａＫａＲａ）进行反转录反应，得
到全基因组ｃＤＮＡ；

（３）以Ｅｎｓｅｍｂｌ网站ＳｕｓｓｃｒｏｆａＥＬＯＶＬ７的 ｃＤＮＡ
序列为模板设计引物，进行聚合酶链式反应（ＰＣＲ）。

（４）将得到的扩增产物委托生工生物工程（上
海）股份有限公司进行双向测序，最终得到苏太猪

ＥＬＯＶＬ７的ｃＤＮＡ序列。
１．２　生物信息学分析

运用ＮＣＢＩ和ＰｒｏｔＰａｒａｍ进行核酸和氨基酸序列
组成和理化性质分析；运用 ＮＣＢＩ、ＰＳＯＲＴ、ＳｉｇｎａｌＰ、
ＴＭＨＭＭ、ＰｒｏｔＳｃａｌｅ和ＫｉｎａｓｅＰｈｏｓ、ＰｒｏＦｕｎ等在线工具
进行保守结构域、亚细胞定位、信号肽、跨膜结构、亲

水性／疏水性和激酶磷酸化修饰位点、蛋白质功能预
测；利用ＰＳＩＰＲＥＤ和Ｐｈｙｒｅ２进行二级结构预测和三
级结构预测，并用Ｐｙｍｏｌ绘制三级分子结构图；运用
ＮＣＢＩ和ＭＥＧＡ进行氨基酸序列的序列比对和同源性
分析。所用软件或在线网站有关信息见表１。

表１　预测基因结构和功能应用的网站及软件
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｗｅｂｓｉｔｅｓａｎｄｓｏｆｔｗａｒｅｆｏｒｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｔｈｅｇｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ

编号 名称 网址 主要功能

１ ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／ 对蛋白质理化性质的预测

２ ＮＣＢＩ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｏｒｆｉｇ．ｃｇｉ 分析并找到序列的ＯＲＦ区

３ ＮＣＢＩ
ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ 保守结构域预测

ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｓｔｖａ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ 氨基酸序列相似性分析

４ ＰＳＯＲＴ［７］ ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ 亚细胞定位预测

５ ＳｉｇｎａｌＰ［８］ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／ 信号肽预测

６ ＴＭＨＭＭ［９］ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／ 跨膜结构域预测

７ ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／ 亲水性／疏水性分析
８ ＫｉｎａｓｅＰｈｏｓ［１０］ ｈｔｔｐ：／／ｋｉｎａｓｅｐｈｏｓ２．ｍｂｃ．ｎｃｔｕ．ｅｄｕ．ｔｗ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ 激酶磷酸化修饰位点分析

９ ＰｒｏｔＦｕｎ［１１］ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＰｒｏｔＦｕｎ／ 蛋白质功能预测

１０ ＰＳＩＰＲＥＤ［１２］ ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆ．ｃｓ．ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ／ｐｓｉｐｒｅｄ／ 蛋白质二级结构预测

１１ Ｐｈｙｒｅ２［１３］ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ／ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ 蛋白质三级结构预测

１２ Ｐｙｍｏｌ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｙｍｏｌ．ｏｒｇ／ 蛋白质三维分子结构图

１３ ＭＥＧＡ［１４］ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ．ｎｅｔ／ 氨基酸序列多重比对
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２　结果与分析

２．１　ＥＬＯＶＬ７基因序列
ＥＬＯＶＬ７基因序列全长２３２４ｂｐ，有一个完整的

开放阅读框，为８４６ｂｐ，编码２８１个氨基酸（图１）。

图１　ＥＬＯＶＬ７编码区及推导的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄ

ｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．２　ＥＬＯＶＬ７氨基酸一级结构及理化性质预测
通过ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍ在线预测ＥＬＯＶＬ７基因编

码的氨基酸序列的组成成分和理化性质。结果显示这

２８１个氨基酸原子组成式为Ｃ１５９５Ｈ２３３６Ｎ３６８Ｏ３８２Ｓ１９，
共４７００个原子，相对分子质量为３３３８７．４Ｄａ。其

带正电荷氨基酸数目（２７）大于其带负电荷氨基酸数
目（１６），等电点（ＰＩ）为９．１７，偏碱性。ＥＬＯＶＬ７在
２８０ｎｍ的波长下的消光系数为８８２８０Ｍ－１·ｃｍ－１，其
半衰期为 １０小时，不稳定系数分值为 ３２．２８，小于
４０，推测此蛋白质结构比较稳定。
２．３　ＥＬＯＶＬ７信号肽预测

根据ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ软件预测 ＥＬＯＶＬ７信号
肽的结果如表 ２所示。其中 Ｃ代表剪切位点的记
分，越高表示出现剪切位点的可能性就越大。Ｓ表
示信号肽记分，高分位置表示相应的氨基酸位于信

号肽部分概率较大，低分位置表示位于成熟蛋白部

分。Ｙ是基于Ｃ和 Ｓ的综合记分，通常被视为最理
想的剪切位点，具有最高的Ｃ值，同时又是Ｓ值由高
转低的位点。Ｄ记分值是 Ｓ和 Ｙ的加权平均值。
ＥＬＯＶＬ７的Ｃ、Ｓ和Ｙ的最高得分分别为０．１１３、０．１１０
和０．１３２，均远低于０．５，因此可以推测出 ＥＬＯＶＬ７基
因所编码的蛋白不存在信号肽。根据信号肽假说，

可以推测出此蛋白不是分泌蛋白。

表２　ＥＬＯＶＬ７信号肽预测
Ｔａｂｌｅ２　ＳｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＥＬＯＶＬ７

指标 位点 分值

ｍａｘ．Ｃ ５１ ０．１１３

ｍａｘ．Ｙ ２４ ０．１１

ｍａｘ．Ｓ ３６ ０．１３２

ｍｅａｎＳ １～２３ ０．０９９

Ｄ １～２３ ０．１０５

２．４　ＥＬＯＶＬ７保守结构域预测
通过 ＮＣＢＩ保守结构域数据库 （Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ

ＤｏｍａｉｎＤａｔａｂａｓｅ，ＣＤＤ），分析ＥＬＯＶＬ７中的保守结构
域，结果显示 ＥＬＯＶＬ７只含有１个属于 ＧＮＳ１／ＳＵＲ４
家族的保守结构域（见图２）。
２．５　ＥＬＯＶＬ７亚细胞定位预测

运用 ＰＳＯＲＴ工具预测 ＥＬＯＶＬ７的亚细胞定位，
ＥＬＯＶＬ７可能位于细胞膜、高尔基体、线粒体内膜、内质
网（膜）上（见表２）。其在细胞膜的概率最高为０．６００，
而定位在高尔基体（０．４００）和线粒体内膜的概率（０．３９６）
相差不大，在内质网（膜）上的概率最小（０．３００）。
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图２　ＥＬＯＶＬ７保守结构域预测
Ｆｉｇ．２　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＥＬＯＶＬ７ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓ
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表３　ＥＬＯＶＬ７的亚细胞定位
Ｔａｂｌｅ３　ＳｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＥＬＯＶＬ７

亚细胞定位 概率

细胞膜（ｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ） ０．６００

高尔基体（Ｇｏｌｇｉｂｏｄｙ） ０．４００

线粒体内膜（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｉｎｎｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ） ０．３９６

内质网（膜）ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ（ｍｅｍｂｒａｎｅ） ０．３００

２．６　ＥＬＯＶＬ７跨膜结构域预测
跨膜结构域是横跨膜内和膜外的一段蛋白序列，

是膜内在蛋白与膜脂相结合的主要部位，它固着于细

胞膜上起锚定作用，一般由２０个左右的疏水氨基酸组
成。通过Ｅｘｐａｓｙ软件中的ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ２．０工具预
测ＥＬＯＶＬ７基因的跨膜螺旋区。结果显示其７个跨膜
螺旋区预测位置分别在２９～５１，７２～９４、１１４～１３６、１４３～
１６２、１７２～１９４、２０６～２２８、２３８～２６０，因此推测ＥＬＯＶＬ７基
因所编码的蛋白为跨膜蛋白（见图３）。
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图３　ＥＬＯＶＬ７跨膜结构域预测
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＥＬＯＶＬ７

２．７　ＥＬＯＶＬ７亲水性／疏水性分析
通过 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＳｃａｌｅ在线软件，对 ＥＬＯＶＬ７

氨基酸序列的疏水性／亲水性预测结果如图４，通过
分析发现，在整条链中，最高的分值为２．１１４，为排在
２４７位的半胱氨酸（Ｃｙｓ），代表其疏水性最强；最低
的分值为－１．５１０，为排在２７１位的缬氨酸（Ｖａｌ），代
表其 亲 水 性 最 强。ＧＲＡＶＹ（Ｇｒａｎｄａｖｅｒａｇｅｏｆ

ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ）值为０．３０１。
ＧＲＡＶＹ是测蛋白质的亲疏水性标准，其定义为序

列中所有氨基酸亲水值的总和与氨基酸数量的比值，

通常ＧＲＡＶＹ值分布在２至－２之间，负值越大表示亲
水性越好，正值越大表示疏水性越强。另外从整体看

整条肽链的疏水性氨基酸残基多于亲水性氨基酸残

基，因此可以推测出ＥＬＯＶＬ７是一种非溶性蛋白。
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图４　ＥＬＯＶＬ７亲水性／疏水性分析
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２．８　ＥＬＯＶＬ７激酶磷酸化修饰位点分析
蛋白质的磷酸化则是指在蛋白激酶催化作用下

把ＡＴＰ或ＧＴＰ的磷酸基转移到底物蛋白质氨基酸
残基的过程。蛋白质链的磷酸化一般只发生在丝氨

酸（ｓｅｒｉｎｅ，Ｓ），苏氨酸（ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ，Ｔ）或酪氨酸
（ｔｙｒｏｓｉｎｅ，Ｙ）这三个残基上。通过 ＫｉｎａｓｅＰｈｏｓ网站
预测，结果显示ＥＬＶＯＬ７有１５个丝氨酸激酶、１５个
苏氨酸激酶和２０个酪氨酸激酶潜在磷酸化位点。
２．９　ＥＬＯＶＬ７蛋白的功能预测

ＥＬＯＶＬ７蛋白功能预测结果如表 ４所示，该蛋
白的最可能的功能是运输和结合，但也有一定可能

参与翻译、嘌呤与嘧啶的合成、能量新陈代谢等

过程。

表４　ＥＬＯＶＬ７蛋白功能预测
Ｔａｂｌｅ４　ＴｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＥＬＯＶＬ７ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｐｒｏｂ Ｏｄｄｓ

Ｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ０．１３５ １．４９６

Ｐｕｒｉｎｅｓａｎｄｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｓ ０．３３９ １．３９７

Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ０．１０５ ２．３８

Ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｂｉｎｄｉｎｇ ０．８０４ １．９６

２．１０　ＥＬＯＶＬ７二级结构预测
蛋白质的二级结构是指多肽链主链骨架盘绕折

叠而形成的构象，借氢键维系。主要有 α－螺旋、
β－折叠、β－转角、无规卷曲。通过 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ在
线软件对 ＥＬＯＶＬ７二级结构进行分析。在 ＥＬＯＶＬ７
的二级结构中，α螺旋结构所占比例最大，为
５９．４３％，无规则卷曲结构占 ３７．０１％，延伸链只占
３．５６％（见图 ５）。由此可以推断出，α螺旋结构是
ＥＬＯＶＬ７二级结构中最大的结构元件，且分散于整
个蛋白质中。

２．１１　ＥＬＯＶＬ７同源性分析
通过 ＮＣＢＩ数据库中的 Ｂｌａｓｔｐ程序，将苏太猪

与犬、猫、牛、人类、马、小鼠、羊、鸡、鸭的ＥＬＯＶＬ７氨
基酸序列进行同源性分析，数据显示其与氨基酸序

列相似性分别为 ９３％、９３％、９２％、９１％、９１％、９０％、
９０％、７５％、７３％。利用 Ｍｅｇａ５．０５软件对 ＥＬＯＶＬ７
氨基酸序列和其它物种ＥＬＯＶＬ７的氨基酸序列进行
多重比对，并构建系统进化树（见图６），结果表明苏
太猪ＥＬＯＶＬ７基因与大部分物种亲缘关系非常近，
进一步验证了其同源性。

２．１２　ＥＬＯＶＬ７三级结构预测
ＥＬＯＶＬ７蛋白质三维结构预测结果如图 ７所

示：空间结构以 α螺旋为主，无规则卷曲和延伸链
分散于整个蛋白质中。将该蛋白与人类、犬和小鼠

中ＥＬＯＶＬ７蛋白的三级空间结构图进行比较，结果
显示苏太猪与犬的三维分子结构非常相似，但是与

人和小鼠的差别较大。说明尽管氨基酸序列极其相

似，但是翻译加工成蛋白质的过程具有复杂的变化。
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图５　ＥＬＯＶＬ７二级结构预测
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＥＬＯＶＬ７
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图６　不同物种的系统进化树
Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓ

图７　三级分子结构图
Ｆｉｇ．７　３Ｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ

３　结　论

花生酸参与机体脂肪酸代谢循环，是人体内重

要的饱和脂肪酸。就目前所知，ＥＬＶＯＬ７是调控花
生酸的强候选基因。因此本研究通过生物信息学手

段，系统地研究了苏太猪 ＥＬＯＶＬ７基因及其编码蛋
白质的特征，为苏太猪脂肪酸调控网络提供理论

依据。

ＥＬＯＶＬ７全长２３２４ｂｐ，编码区为８４６ｂｐ，共编码
２８１个氨基酸。其结构稳定，分子量为３３３８７．４Ｄａ，带
正电荷，偏碱性。该基因所编码的蛋白质最可能位于

细胞膜上，含有１个ＧＮＳ１／ＳＵＲ４家族的保守结构域，
为跨膜、非分泌型疏水蛋白质，并有１５个丝氨酸激
酶、１５个苏氨酸激酶和２０个酪氨酸激酶潜在磷酸化
位点。α螺旋是其二级结构中最主要的结构元件，无
规则卷曲和延伸链分散于整个蛋白质中。

苏太猪ＥＬＯＶＬ７同源性分析显示与犬、猫、牛、
人类、马、小鼠和羊极为相似，相似性高达 ９０％以
上，从进化树也可以看出他们十分相近。但其三级

空间结构图与人和小鼠的差别较大，说明 ＥＬＶＯＬ７

基因从氨基酸序列翻译加工成蛋白质的过程具有复

杂的变化。
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