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摘　要：根据猪ＮＭ＿２１３８８８及ＥＳＴ序列，设计特异引物扩增ＢＭＩＣＤ４６基因，并进行克隆、测序和生物信息学分析。同时应用
半定量ＲＴＰＣＲ技术对ＢＭＩ３０个重要组织进行表达谱分析。获得了 ＢＭＩＣＤ４６１０９２ｂｐ的编码区序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：
ＫＪ５１３４７８），编码３６３个氨基酸。分析表明，ＣＤ４６蛋白质分子量（Ｍｗ）为３９．６０ｋＤ，等电点（ｐＩ）为５．３９，存在４个保守域和１个
跨膜结构域，Ｎ端有信号肽序列；其Ｎ末端疏水，Ｃ末端亲水；亚细胞定位显示，该蛋白位于细胞周质的概率是５６．７％。活性位
点分析表明，ＢＭＩＣＤ４６蛋白有６类活性位点。系统进化分析表明，ＢＭＩ与牛的亲缘关系最近。ＢＭＩ３０种组织表达分析表明，
ＣＤ４６基因在十二指肠中高表达；在睾丸、胸腺、甲状腺、附睾、肺、淋巴结、空肠、回肠、结肠、小脑及舌下腺中中度表达；在颌下
腺、肝、肾上腺、盲肠、直肠、食管、垂体及脑干中低表达；在心、脾、肾、肌肉、胰脏、胃、皮肤、大脑、下丘脑及脊髓中不表达。该结

果为进一步研究基因功能奠定基础。
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　　补体调节蛋白 ＣＤ４６分子，又称膜辅蛋白
（ｍｅｍｂｒａｎｅｃｏｆａｃｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＣＰ），是由 Ｃｏｌｅ等在
１９８５年应用Ｃ３ｂ亲和层析在人外周血淋巴细胞上
首次证实的一种膜蛋白［１］，根据人白细胞分化抗原

划分，定序为 ＣＤ４６。ＣＤ４６属于补体调节蛋白
（ＣＲＰ）基因簇的成员，可以抑制补体的过度激活从
而保护自身宿主细胞免遭补体介导的溶解破坏，在

一定程度上可保护正常细胞免遭补体介导的损

伤［２－３］。有研究发现，ＣＤ４６还可作为参与 Ｔ细胞激
活的共刺激分子，具有信号转导功能，可调控同种移

植免疫应答，甚至诱导免疫耐受，进一步丰富补体系

统和Ｔ细胞免疫、天然免疫系统和获得性免疫系统
之间的关联［４－６］，这些都为异种器官移植提供了新

的思路和方法［７］。

版纳微型猪近交系 （ＢａｎｎａＭｉｎｉｐｉｇＩｎｂｒｅｄ
Ｌｉｎｅ，ＢＭＩ）是云南农业大学曾养志教授带领的课题
组利用云南特有的地方猪种资源－西双版纳小耳
猪，采用连续全同胞或亲子交配加严格选择的科学

方法，克服了早期世代中存在的严重近交衰退现象，

培育成功的世界上第一个基因高度纯合、遗传背景

清楚的大型哺乳类实验动物近交系［８－１１］。ＢＭＩ在解
剖学、生理学和疾病发生机理等方面与人类极为相

似，可作为异种器官移植、生物医学研究以及生命科

学研究的理想实验动物模型［１２］。本研究的目的是

采用 ＲＴＰＣＲ方法克隆 ＢＭＩ补体调节蛋白基因
ＣＤ４６全长编码区序列，并进行核酸序列分析、蛋白
质功能预测以及基因的多组织表达谱分析。研究结

果将为猪ＣＤ４６基因功能的进一步阐明奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
实验组织样品均来自编号为４１３的版纳微型猪

近交系成年公猪，屠宰后取颌下腺、睾丸、胸腺、甲状

腺、附睾、肺、心、肝、脾、肾上腺、淋巴结、肾、肌肉、胰

脏、十二指肠、空肠、回肠、结肠、盲肠、直肠、食管、

胃、皮肤、大脑、小脑、垂体、下丘脑、脑干、舌下腺和

脊髓等３０种组织样品，液氮速冻后于－８０℃超低温
冰柜长期保存。Ｍ－ＭＬＶ逆转录酶购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ｐＭＤ１８－Ｔ克隆载体、大肠杆菌感受
态细胞 ＤＨ５α、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ纯化试剂盒及 Ｅｘ
Ｔａｑ酶等均购自ＴａＫａＲａ公司。
１．２　方法
１．２．１　ＲＮＡ提取

称取１００ｍｇ左右组织样品，液氮迅速研磨成粉
末状，然后加入１ｍＬ的ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ，收集并转移至

１．５ｍＬ离心管中，按操作说明提取出总ＲＮＡ。利用
核酸蛋白测定仪检测 ＲＮＡ的浓度及纯度，１％的琼
脂糖凝胶（１×ＴＡＥ缓冲液）９０Ｖ电泳 ４０ｍｉｎ，检测
２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ三条带是否整齐，合格的样品于－８０℃
保存。

１．２．２　ｃＤＮＡ合成
逆转录反应：① 在 ０．２ｍＬ的微量离心管中加

入５μｇ总ＲＮＡ，１μＬ５０μｍｏｌ·Ｌ－１的Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８，
１μＬ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ｄＮＴＰ，加入 ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ２Ｏ
补足至１２μＬ，移液枪垂悬混匀后６５℃加热５ｍｉｎ，
迅速冰浴，短暂离心。② 继续在上述离心管中加入
４μＬ５×第一链合成缓冲液，１μＬ４０Ｕ·μＬ－１的
ＲＮａｓｅＯＵＴＴＭ核酸酶抑制剂，２μＬ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的
ＤＴＴ，轻轻混匀各成分，３７℃孵育２ｍｉｎ。③ 接着加
入１μＬ的２００Ｕ·μＬ－１的 Ｍ－ＭＬＶ逆转录酶，混匀，
依次运行 ３７℃ ５０ｍｉｎ、７０℃１５ｍｉｎ后终止反应。
将各组织ｃＤＮＡ母液统一稀释为５０ｎｇ·μＬ－１的工作
液用于ＰＣＲ反应。
１．２．３　设计并合成ＰＣＲ引物

参照ＧｅｎＢａｎｋ上猪ＣＤ４６ｍＲＮＡ序列（登录号：
ＮＭ＿２１３８８８）以及猪 ＥＳＴ序列，利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ
５．０和Ｏｌｉｇｏ６软件设计扩增 ＢＭＩＣＤ４６基因全长编
码区及部分侧翼序列的特异引物。参照猪１８Ｓ序列
（ＡＹ２６５３５０）设计内参引物。以上引物均由上海生
工有限公司合成（见表１）。
表１　目的基因ＣＤ４６和内参基因１８Ｓ的ＰＣＲ引物信息
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅＣＤ４６

ａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｅｎｅ１８Ｓ

基因名称

Ｇｅｎｅｓ

引物序列（５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）

产物大小（ｂｐ）

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ（ｂｐ）

ＣＤ４６
　Ｆ：ＧＣＴＡＧＧＣＴＧＧＴＧＴＣＧＧＧＴＴＡ

　Ｒ：ＧＧＧＧＣＴＧＧＡＴＴＣＣＡＣＧＴＣ
１１８２

１８Ｓ
　Ｆ：ＧＧＡＣＡＴＣＴＡＡＧＧＧＣＡＴＣＡＣＡＧ

　Ｒ：ＡＡＴＴＣＣＧＡＴＡＡＣＧＡＡＣＧＡＧＡＣＴ
１４５

１．２．４　ＰＣＲ扩增的反应体系及运行程序
ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：ｄｄＨ２Ｏ１７．７５μＬ，１０×

ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ｄＮＴＰ２μＬ，
５０ｎｇ·μＬ－１的 多 组 织 ｃＤＮＡ 混 合 池 １．５μＬ，
１０μｍｏｌ·Ｌ－１的正、反向引物各０．５μＬ，５Ｕ·μＬ－１的
ＥｘＴａｑ酶 ０．２５μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性
４ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，３５个循
环；７２℃后延伸１０ｍｉｎ。利用２％琼脂糖凝胶电泳
检测，凝胶成像系统拍照。

１．２．５　ＰＣＲ产物纯化、直接测序
将ＰＣＲ产物用 １％的低熔点琼脂糖电泳（１×
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ＴＡＥ）后，在紫外透射台上切下含目的基因片段的胶
块，用胶回收纯化试剂盒纯化目的基因片段。取一

部分纯化产物送上海生工有限公司直接测序。

１．２．６　连接、转化、复苏和培养
另取一部分纯化产物与 ｐＭＤ１８－Ｔ克隆载体连

接，连接反应体系（１０μＬ）：５μＬ的连接缓冲液，
４μＬ的目的基因，１μＬ的ｐＭＤ１８－Ｔ载体。取３０μＬ
大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞（冰浴解冻）与 １０μＬ
连接产物于０．２ｍＬ的微量离心管中混匀，碎冰中静
置３０ｍｉｎ，４２℃水浴热击 ４５ｓ，碎冰中静置 ２ｍｉｎ。
将转化产物全部转入 ８００μＬ不含抗生素的 ＬＢ液
体培养基中，３７℃ ２００ｒｐｍ恒温震荡复苏培养１ｈ。
吸取 ２００μＬ复苏液均匀涂布于含４０μｇ·ｍＬ－１

Ｘ－Ｇａｌ、１００μｇ·ｍＬ－１Ａｍｐ和２３．８μｇ·ｍＬ－１ＩＰＴＧ的
ＬＢ琼脂固体平板培养基上，３７℃正置培养１ｈ后，
倒置过夜培养，筛选孤立的白色阳性菌落接种于含

１００μｇ·ｍＬ－１Ａｍｐ的４ｍＬＬＢ液体培养基中，３７℃
２００ｒｐｍ恒温振荡培养１８ｈ。
１．２．７　菌液ＰＣＲ鉴定、克隆测序

以０．２μＬ菌液为模板，ｄｄＨ２Ｏ更改为１９．０５μＬ，
其他试剂用量及运行程序同１．２．４，进行菌液ＰＣＲ鉴
定，２％的琼脂糖凝胶电泳检测后，阳性菌液送上海生
工有限公司提取重组质粒后用通用引物Ｍ１３测序。
１．２．８　多组织ＲＴ－ＰＣＲ扩增

分别以ＢＭＩ３０种组织５０ｎｇ·μＬ－１的 ｃＤＮＡ工
作液为模板，进行 ＣＤ４６的多组织转录水平表达谱
分析，检测ＣＤ４６在 ＢＭＩ各组织中的表达差异。扩
增的反应体系及运行程序同１．２．４，同时以看家基因
１８Ｓ进行校正。
１．２．９　序列确定和数据分析

利用Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ软件对ＰＣＲ产物直接测序和克
隆测序结果进行编辑、比对、校正，确定 ＢＭＩＣＤ４６
编码序列，进而推导出其氨基酸序列。利用

ＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）
预测氨基酸分子量（Ｍｗ）、等电点（ｐＩ）、正负电荷残
基数、分子式、不稳定系数、平均疏水性和脂肪系数；

ＳｉｇｎａｌＰ ４．１（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＳｉｇｎａｌＰ）预测蛋白质是否含有信号肽；ＴａｒｇｅｔＰ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴａｒｇｅｔＰ）预测蛋白
质的亚细胞定位情况；ＮＣＢＩ的 ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎ
ＡｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅＲｅｔｒｉｅｖａｌＴｏｏｌ（ＣＤＡＲＴ）（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ）预测蛋白质的保守结构
域；ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ）预测蛋白质的
二 级 结 构；ＴＭＨＭＭ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ－２．０）预测蛋白质的跨膜螺旋结

构；ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐ：／／ｕｓ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／
ｐｒｏｔｓｃａｌｅ．ｐｌ）预测蛋白质的疏水结构；ＰＲＯＳＩＴＥ
（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）预测蛋白质的活性位
点；Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ、ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３和 ＭＥＧＡ５．２等软件构
建多物种系统进化树；ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析基因在
各组织中的表达量。

２　结果与分析

２．１　ＢＭＩＣＤ４６基因扩增结果
以ＢＭＩ３０种组织的ｃＤＮＡ混合池为模板，采用

特异性引物进行 ＰＣＲ扩增，电泳检测产物片段在
Ｍａｒｋｅｒ的１１００～１２００ｂｐ之间，与预期的１１８２ｂｐ
相吻合，为目的片段（见图１）。
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图１　ＣＤ４６基因扩增结果
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆＣＤ４６ｇｅｎｅ

注：Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ分子量标准；１：ＣＤ４６ＰＣＲ产物。

Ｎｏｔｅｓ：Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ＣＤ４６ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ．

２．２　ＢＭＩＣＤ４６基因序列及其编码的氨基酸序列
ＲＴ－ＰＣＲ产物原液测序结合克隆测序比对确定

了ＢＭＩＣＤ４６编码序列，全长１０９２ｂｐ，序列已提交
ＧｅｎＢａｎｋ获得认证，登录号为 ＫＪ５１３４７８，可编码 ３６３
个氨基酸，对应的氨基酸登录号为ＡＨＺ３１６０１。生物
信息学分析表明ＢＭＩＣＤ４６存在４个保守结构域和１
个跨膜区，且Ｎ－末端有信号肽序列（见图２），亚细胞
定位显示该蛋白位于细胞周质的概率是５６．７％。
２．３　ＢＭＩＣＤ４６基因编码氨基酸的一级结构

通过ＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ预测ＢＭＩＣＤ４６基因编码的
氨基酸序列的组成和理化性质（见表２）。不稳定系
数分值小于４０表示蛋白质稳定，大于４０表示蛋白
质不稳定［１３］，本研究结果预测的不稳定系数为

４９．６９，表示ＢＭＩＣＤ４６蛋白质不稳定。
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图２　ＢＭＩＣＤ４６基因ＣＤＳ序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅＣＤＳａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＢＭＩＣＤ４６

注：ＡＴＧ表示起始密码子；
!

表示终止密码子；上一行大写字母表示编码区序列，相对应的下一行大写字母为其翻译的氨基酸序列；单下划线的

序列表示蛋白质保守结构域：４５－１０４ＡＡ（ＣＣＰ），１０８－１６７ＡＡ（ＣＣＰ），１７１－２２７ＡＡ（ＣＣＰ），２４４－２９３ＡＡ（ＣＣＰ）；双下划线标注的为信号肽序列：

１－４４ＡＡ；阴影部分为跨膜区：３３１－３５３ＡＡ。

Ｎｏｔｅｓ：ＡＴＧｉｓｓｔａｒｔｃｏｄｏｎ；
!

ｉｓｓｔｏｐｃｏｄｏｎ；ｔｈｅｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｏｆｕｐｐｅｒｌｉｎｅａｒｅｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ａｎｄｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｌｏｗｅｒｌｉｎｅａｒｅａｍｉｎｏａｃｉｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ；ｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ：４５－１０４ＡＡ（ＣＣＰ），１０８－１６７ＡＡ（ＣＣＰ），１７１－２２７ＡＡ（ＣＣＰ），２４４－２９３ＡＡ（ＣＣＰ）；ｔｈｅｓｉｇｎａｌ

ｐｅｐｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｄｏｕｂｌｅｌｉｎｅｄ：１－４４ＡＡ；ｔｈｅｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｓｈａｄｅｄ：３３１－３５３ＡＡ．

表２　ＢＭＩＣＤ４６的一级结构分析
Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｉｍａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＭＩＣＤ４６

一级结构特性 预测结果

编码的氨基酸数／个 ３６３．００

等电点（ＰＩ） ５．３９

分子量（Ｍｗ）／ｋＤ ３９．６０

负电荷残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ） ３９．００

正电荷残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ） ３２．００

分子式 Ｃ１７６９Ｈ２６９５Ｎ４５５Ｏ５２７Ｓ２６

不稳定系数（ＩＩ） ４９．６９

平均疏水性（ＧＲＡＶＹ） －０．２４２

脂肪系数（ＡＩ） ６５．５１

２．４　ＢＭＩＣＤ４６蛋白信号肽序列
通过ＳｉｇｎａｌＰ４．１ｓｅｒｖｅｒ程序对ＢＭＩＣＤ４６蛋白质Ｎ

－末端信号肽序列进行分析，表明ＢＭＩＣＤ４６蛋白质Ｎ－
末端前１－４４ＡＡ（ＭＭＡＦＣＡＬＲＫＡＬＰＣＲＰＥＮＰＦＳＳＲＣＦＶ
ＥＩＬＷＶＳＬＡＬＶＦＬＬＰＭＰＳＤＡ）为信号肽序列，切割位点位
于第４４ＡＡ与第４５ＡＡ之间（见图３）。
２．５　ＢＭＩＣＤ４６蛋白保守结构域

利用 ＮＣＢＩ网站的 ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎＡｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ
ＲｅｔｒｉｅｖａｌＴｏｏｌ（ＣＤＡＲＴ）预测的 ＢＭＩＣＤ４６蛋白包含

４５－１０４ＡＡ、１０８－１６７ＡＡ、１７１－２２７ＡＡ和２４４－２９３ＡＡ等
保守结构域，均属于ＣＣＰ结构域（见图４）。
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图３　ＢＭＩＣＤ４６蛋白的信号肽分析
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＭＩＣＤ４６ｐｒｏｔｅｉｎ

注：Ｃｓｃｏｒｅ为原始剪切位点的分值，数值越高说明其作为剪切位点的

可能性越高；Ｓｓｃｏｒｅ为信号肽的分值，数值越高说明该氨基酸作为信

号肽的可能性越高；Ｙｓｃｏｒｅ为综合剪切位点的分值，更准确的确定剪

切位点，数值最高处为剪切位点。

Ｎｏｔｅｓ：Ｃｓｃｏｒｅｉｓｓｃｏｒｅｓｏｆｐｕｔａｔｉｖｅｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ，ｔｈｅｈｉｇｈｅｒｓｃｏｒｅ，ｔｈｅ

ｈｉｇｈｅｒｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ；Ｓｓｃｏｒｅｉｓｓｃｏｒｅｓｏｆｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ｔｈｅ

ｈｉｇｈｅｒｓｃｏｒｅ，ｔｈｅｈｉｇｈｅｒｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄａｓｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ；

Ｙｓｃｏｒｅｉｓｓｃｏｒｅｓｏｆｓｙｎｔｈｅｓｉｓｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ，ｍｏｒｅａｃｃｕｒａｔｅｌｙｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｔｈｅ

ｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ，ｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｓｃｏｒｅｆｏｒｔｈｅｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ．
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图４　ＢＭＩＣＤ４６蛋白保守结构域
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓｏｆＢＭＩＣＤ４６ｐｒｏｔｅｉｎ

２．６　ＢＭＩＣＤ４６蛋白二级结构
通过ＳＯＰＭＡ程序预测的 ＢＭＩＣＤ４６蛋白的二

级结构中含４０ＡＡ的 α－螺旋（１１．０２％），７７ＡＡ的

延伸链结构（２１．２１％），２２ＡＡ的 β－转角（６．０６％），
２２４ＡＡ的无规则卷曲（６１．７１％）（见图５）。
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图５　ＢＭＩＣＤ４６蛋白二级结构
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＢＭＩＣＤ４６ｐｒｏｔｅｉｎ

注：分别用最短、次短、最长和次长的垂直线表示无规则卷曲、β－转角、α－螺旋和延伸链结构。

Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅｓｈｏｒｔｅｓｔ，ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｓｈｏｒｔｅｓｔ，ｔｈｅｌｏｎｇｅｓｔａｎｄｔｈｅｓｅｃｏｎｄｌｏｎｇｅｓｔｖｅｒｔｉｃａｌｌｉｎｅｓｓｔａｎｄｆｏｒｔｈｅｒａｎｄｏｍｃｏｉｌｓ，ｂｅｔａｔｕｒｎｓ，ａｌｐｈａｈｅｌｉｃｅｓａｎｄ

ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．７　ＢＭＩＣＤ４６蛋白跨膜结构
通过 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒｖｅｒｓｉｏｎ２．０程序对 ＢＭＩ

ＣＤ４６蛋白进行跨膜结构预测，发现其在３３１－３５３ＡＡ
处存在１个跨膜螺旋结构（见图６）。
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图６　ＢＭＩＣＤ４６蛋白跨膜分析
Ｆｉｇ．６　ＴｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＭＩＣＤ４６

２．８　ＢＭＩＣＤ４６蛋白的疏水性
利用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ程序预测ＢＭＩＣＤ４６蛋白的疏水

性，其分值的大小代表疏水性的大小。ＣＤ４６蛋白在
第３３５ＡＡ处具有最大疏水值（３．２５６），在第３５９ＡＡ
处具有最小疏水值（－３．２１１），蛋白的Ｎ末端疏水，Ｃ
末端亲水（见图７）。
２．９　ＢＭＩＣＤ４６蛋白活性位点的分析

通过 ＰＲＯＳＩＴＥ程序对 ＢＭＩＣＤ４６蛋白进行活
性位点预测，结果显示 ＢＭＩＣＤ４６蛋白存在 ６类活
性位点（见表 ３），分别是 Ｎ－糖基化位点、ｃＡＭＰ和
ｃＧＭＰ依赖性蛋白激酶磷酸化位点、蛋白酶 Ｃ磷酸
化位点、酪蛋白激酶 ＩＩ磷酸化位点、Ｎ－十四酰化位
点和酪氨酸激酶磷酸化位点。
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图７　ＢＭＩＣＤ４６蛋白疏水性分析
Ｆｉｇ．７　ＨｙｄｒｏｐａｔｈｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＭＩＣＤ４６

注：预测分值小于０表示氨基酸亲水，大于０表示氨基酸疏水。

Ｎｏｔｅｓ：Ｓｃｏｒｅ＜０ｍｅａｎｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ，Ｓｃｏｒｅ＞０ｍｅａｎｓｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ．
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表３　ＢＭＩＣＤ４６的活性位点分析
Ｔａｂｌｅ３　ＡｃｔｉｖｅｓｉｔｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＭＩＣＤ４６

活性位点名称 序列号 氨基酸序列

Ｎ－糖基化位点 ＰＳ００００１
６０－６３：ＮＴＴＹ

２８２－２８５：ＮＳＴＷ
ｃＡＭＰ和ｃＧＭＰ依赖性

蛋白激酶磷酸化位点
ＰＳ００００４ ３５９－３６２：ＫＫｒＳ

蛋白酶Ｃ磷酸化位点 ＰＳ００００５

２０－２２：ＳｓＲ

５３－５５：ＳｍＲ

６２－６４：ＴｙＲ

１８５－１８７：ＳｈＫ

酪蛋白激酶ＩＩ磷酸化位点 ＰＳ００００６

１８５－１８８：ＳｈｋＤ

２０４－２０７：ＴｇｐＤ

２８３－２８６：ＳｔｗＥ

３１４－３１７：ＳｐｓＤ

Ｎ－十四酰化位点 ＰＳ００００８

１５４－１５９：ＧＮｖｍＡＷ

２８０－２８５：ＧＡｎｓＴＷ

３２９－３３４：ＧＧｉｉＡＡ

３３０－３３５：ＧＩｉａＡＩ

３３８－３４３：ＧＶｌａＡＩ

酪氨酸激酶磷酸化位点 ＰＳ００００７ ６４－７１：Ｒｐｇ．ＤｒｖｅＹ

２．１０　ＢＭＩ等６个物种的ＣＤ４６氨基酸序列进化关系
ＮＣＢＩ网站下载牛（ＡＡＩ４９００６）、大鼠（ＮＰ＿

０６２０６３）、小鼠（ＮＰ＿０３４９０８）、猴（ＮＰ＿００１１８２６７５）和

人（ＮＰ＿００２３８０）等物种的 ＣＤ４６氨基酸序列，通过
Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ、Ｃｌｕｓｔｅｒ１．８３和ＭＥＧＡ５．２等生物信息学软
件构建包括ＢＭＩＣＤ４６氨基酸序列在内６个物种的
分子系统进化树（见图８），ＢＭＩ猪与牛聚为一类，大
鼠和小鼠聚为一类，人和猴聚为一类。
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图８　ＢＭＩ猪、牛、大鼠、小鼠、猴和人的
ＣＤ４６氨基酸序列系统进化树

Ｆｉｇ．８　ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＣＤ４６ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｆｒｏｍ
ＢＭＩ－ｐｉｇ，ｃａｔｔｌｅ，ｒａｔ，ｍｏｕｓｅ，ｍｏｎｋｅｙａｎｄｈｕｍａｎ

２．１１　多组织表达谱
以１８Ｓ为内参基因，检测的 ＣＤ４６基因在 ＢＭＩ

３０种组织中的表达谱说明，ＢＭＩＣＤ４６基因在十二
指肠中高表达，在睾丸、胸腺、甲状腺、附睾、肺、淋巴

结、空肠、回肠、结肠、小脑及舌下腺中中度表达，在

颌下腺、肝、肾上腺、盲肠、直肠、食管、垂体及脑干中

低表达，在心、脾、肾、肌肉、胰脏、胃、皮肤、大脑、下

丘脑及脊髓中不表达（见图９）。
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图９　ＢＭＩＣＤ４６基因多组织表达谱
Ｆｉｇ．９　ＴｈｅｍｕｌｔｉｔｉｓｓｕｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆＢＭＩＣＤ４６ｇｅｎｅ

注：Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ分子量标准；１：颌下腺；２：睾丸；３：胸腺；４：甲状腺；５：附睾；６：肺；７：心；８：肝；９：脾；１０：肾上腺；１１：淋巴结；１２：肾；１３：肌肉；１４：胰脏；１５：

十二指肠；１６：空肠；１７：回肠；１８：结肠；１９：盲肠；２０：直肠；２１：食管；２２：胃；２３：皮肤；２４：大脑；２５：小脑；２６：垂体；２７：下丘脑；２８：脑干；２９：舌下腺；３０：脊髓。

Ｎｏｔｅｓ：Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｓｕｂｍａｘｉｌｌａｒｙｇｌａｎｄ；２：ｔｅｓｔｉｓ；３：ｔｈｙｍｕｓ；４：ｔｈｙｒｏｉｄｇｌａｎｄ；５：ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ；６：ｌｕｎｇ；７：ｈｅａｒｔ；８：ｌｉｖｅｒ；９：ｓｐｌｅｅｎ；１０：ａｄｒｅｎａｌｇｌａｎｄ；１１：

ｌｙｍｐｈｎｏｄｅ；１２：ｋｉｄｎｅｙ；１３：ｍｕｓｃｌｅ；１４：ｐａｎｃｒｅａｓ；１５：ｄｕｏｄｅｎｕｍ；１６：ｊｅｊｕｎｕｍ；１７：ｉｌｅｕｍ；１８：ｃｏｌｏｎ；１９：ｃｅｃｕｍ；２０：ｒｅｃｔｕｍ；２１：ｅｓｏｐｈａｇｕｓ；２２：ｓｔｏｍａｃｈ；２３：ｓｋｉｎ；２４：

ｃｅｒｅｂｒｕｍ；２５：ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ；２６：ｐｉｔｕｉｔａｒｙｇｌａｎｄ；２７：ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ；２８：ｂｒａｉｎｓｔｅｍ；２９：ｓｕｂｌｉｎｇｕａｌｇｌａｎｄ；３０：ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ．
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３　讨　论

补体系统是天然免疫系统的重要组成部分，在

机体免疫应答过程中起着重要的作用。补体激活是

一个多途径的过程，Ｃ３活化是激活补体途径的重要
环节。因此，有效阻止 Ｃ３活化是克服超急性排斥
反应，实现异种器官移植临床应用的关键步

骤［１４－１５］。综合多种不同的补体调节蛋白，利用补体

分子不同的作用机理，从多靶点、多功能的角度去研

制补体活化抑制剂，是目前继敲除α（１，３）半乳糖苷
转移酶基因后克服异种器官移植超急性排斥反应的

主要方案之一［１６－１８］。

ＢＭＩＣＤ４６蛋白保守结构域的预测结果显示，
该蛋白含有４个保守结构域，且均属于补体调节蛋
白（ＣＣＰ）超家族成员。ＣＤ４６通过ＧＰＩ（糖基磷脂酰
肌醇）锚定蛋白固定于细胞上，作为 Ｃ４ｂ／Ｃ３ｂ裂解
酶Ｉ因子（一种丝氨酸蛋白酶）的辅助因子灭活Ｃ４ｂ
或Ｃ３ｂ，进而抑制Ｃ３转化酶的活性，尤其是抑制补
体旁路激活途径中 Ｃ３转化酶的活性。因此，ＣＤ４６
被认为是补体旁路激活途径中极为有效的抑制因

子，可抑制 Ｃ３的激活，阻断补体级联反应过程，使
宿主自身细胞免受补体介导的攻击和损伤［３，１９］。

ＢＭＩＣＤ４６蛋白信号肽预测显示该蛋白 Ｎ末端
存在信号肽序列，说明它属于分泌性蛋白。由美国

科学家 ＧｕｎｔｅｒＢｌｏｂｅｌ提出的信号肽假说认为，编码
分泌蛋白的 ｍＲＮＡ翻译复合体在翻译时首先合成
的是Ｎ末端带有疏水氨基酸残基的信号肽（与我们
ＢＭＩＣＤ４６蛋白疏水性预测结果一致），接着它被内
质网膜上的ＳＲＰ受体（一种信号识别蛋白）识别并
与之结合，经由膜孔到达内质网内腔，之后被位于腔

表面的信号肽酶水解切除，由于它的引导，新生的分

泌蛋白就能够通过内质网膜进入腔内，并且最终被

分泌到胞外［２０－２１］。

从包括ＢＭＩ猪在内６个物种ＣＤ４６氨基酸序列
构建的系统进化树来看，ＢＭＩ与牛聚为一类，猪为猪
科动物，牛为牛科动物，它们二者均为偶蹄目动物；

小鼠和大鼠聚为一类，它们同为啮齿目动物；人和猴

聚为一类，均为灵长目。６个物种ＣＤ４６氨基酸序列
构建的系统进化树完全符合它们的分类学地位。

本研究通过 ＲＴ－ＰＣＲ技术，从版纳微型猪近交
系中克隆出了 ＣＤ４６基因的全长编码区序列
１０９２ｂｐ，编码 ３６３个氨基酸。经过序列分析后与
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中普通猪的 ＣＤ４６（ＮＭ＿２１３８８８）序
列比较，共发现５个碱基突变位点，其中有２个为同
义突变，３个为错义突变。在编码区的 ｃ．３３位存在

一个Ｇ＞Ｔ的ＳＮＰ（ｃ．３３Ｇ＞Ｔ），是亮氨酸的同义突
变；ｃ．２６０位存在一个Ｃ＞Ｔ的ＳＮＰ（ｃ．２６０Ｃ＞Ｔ），导
致普通猪的苯丙氨酸错义突变为 ＢＭＩ的丝氨酸；
ｃ．３７７位存在一个Ｃ＞Ｔ的ＳＮＰ（ｃ．３７７Ｃ＞Ｔ），ｃ．３７８位
存在一个Ｔ＞Ｇ的 ＳＮＰ（ｃ．３７８Ｔ＞Ｇ），导致普通猪的
甲硫氨酸错义突变为 ＢＭＩ的苏氨酸；ｃ．３９０位存在
一个Ｇ＞Ａ的ＳＮＰ（ｃ．３９０Ｇ＞Ａ），是丝氨酸的同义突
变。这些变异位点是否会影响ＢＭＩＣＤ４６的功能还
需要进一步研究才能确定。人 ＣＤ４６分布甚广，在
除红细胞之外的几乎所有组织细胞中都有分布，但

不同类型的细胞中其表达量有所差异［２２－２３］。多组

织表达谱分析表明ＢＭＩＣＤ４６基因在免疫器官如胸
腺、淋巴结中都有表达，但在脾中几乎不表达，且在

被检组织中存在明显的表达差异，这可能与组织功

能差异有关，也可能是受其他因素的影响所致。

综上所述，我们成功分离了 ＢＭＩＣＤ４６基因，对
其序列的基本信息进行了分析，并进一步对其编码

的氨基酸序列进行了必要的功能预测，最后采用ＲＴ
－ＰＣＲ检测了其在ＢＭＩ３０种组织中的表达情况，这
些工作为下一步构建版纳微型猪近交系 ＣＤ４６真核
表达载体并研究其功能奠定了基础，也为异种器官

移植的研究提供了实验依据。
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［１１］ＷＥＩＨＪ，ＱＩＮＧＹＢ，ＰＡＮＷＲ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ
ｔｈｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＢａｎｎａｍｉｎｉａｔｕｒｅｉｎｂｒｅｄｐｉｇｓｏｍａｔｉｃｃｅｌｌ
ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｆｅｒａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｎｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳ
Ｏｎｅ，２０１３，８（２）：ｅ５７７２８．

［１２］王配，霍金龙，曾养志，等．版纳微型猪近交系 ＡＱＰ３
克隆、序列分析及组织表达［Ｊ］．中国实验动物学报，
２０１１，１９（５）：３６６－３７１．
ＷＡＮＧＰｅｉ，ＨＵＯＪｉｎｌｏｎｇ，ＺＥＮＧＹａｎｇｚｈｉ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ，ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｔｉｓｓｕｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＱＰ３ｉｎ
ｔｈｅＢａｎｎａｍｉｎｉｐｉｇｉｎｂｒｅｄｌｉｎｅ（ＢＭＩ）［Ｊ］．ＡｃｔａＬａｂｏｒａ
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［１５］ＭＯＬＬＮＥＳＴＥ，ＦＩＡＮＥＡＥ．Ｒｏｌｅｏｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｉｎｘｅ
ｎｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｌｌｅｒｇｙ，２００２，７２：７５－７８．

［１６］徐莉，赵舟宙，刘辉，等．人补体调节蛋白ＤＡＦ、ＭＣＰ在

细胞中的共表达及协同作用研究 ［Ｊ］．生物工程学报，
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［２２］ＬＩＳＺＥＷＳＫＩＭＫ，ＰＯＳＴＴＷ，ＡＴＫＩＮＳＯＮＪＰ．Ｍｅｍ
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［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＩｍｍｕｎｏｌ，１９９１，９：４３１－４５５．

［２３］李国才，王劲松，焦红梅，等．人ＣＤ４６启动子真核表
达载体的构建 ［Ｊ］．中国生物工程杂志，２００７，２７
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