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摘　 要：半乳糖凝聚素⁃３（Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３，Ｇａｌ⁃３）是一种多功能蛋白，参与机体内的多种生命活动过程。 为分析大鼠 Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉ⁃

ｃｕｓ ｇａｌ⁃３ ｃＤＮＡ 分子多样性，在分析 ＧｅｎＢａｎｋ 注册的大鼠 ｇａｌ⁃３ ｃＤＮＡ 序列的同时，从三只不同大鼠个体的肝

脏第一链ｃＤＮＡ，共计 ９ 个独立实验中克隆 ｇａｌ⁃３ 开放阅读框 ＯＦＲ （Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ）。 分析结果表明，在
已注册的序列中存在 １ 个单核苷酸多态性 （Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）。 本实验从 １－３ 号大鼠肝

脏分别获得 １１８、９５ 和 １２０ 个克隆，新发现 １ 处缺失和 ５ 处 ＳＮＰ，共克隆 １７ 个不同的 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ，其中仅 １ 个

克隆与已报告大鼠 ｇａｌ⁃３ ｃＤＮＡ 的 ＯＲＦ 完全相同。 从 １ 号和 ３ 号个体肝脏中分别克隆 １１ 和 １４ 个不同的

ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ，揭示大鼠 ｇａｌ⁃３ ｃＤＮＡ 存在个体水平的分子多样性。
关键词：大鼠；半乳糖凝聚素⁃３；ｃＤＮＡ 多样性；单核苷酸多态性
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　 　 近年来，高通量 ＤＮＡ 测序技术的发展，基因组

和转录组的数据在不断的积累，学者们逐渐发现转

录子的多样性以及转录产物 （ＲＮＡ）与基因组 ＤＮＡ
不相匹配的现象，而且这种多样性出现于个体水

平［１－２］。 半乳糖凝集素（Ｇａｌｅｃｔｉｎｓ， Ｇａｌ）作为动物类

凝聚 素， 通 过 其 高 度 保 守 的 糖 识 别 结 构 域

（Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ， ＣＲＤ）特异性识别

并结合 β－半乳糖苷，从而发挥其生物学功能［３］。 在

哺乳类，已发现 １５ 个家族成员，分为原型、串联重复

型和嵌合型三类［３］。 半乳糖凝聚素⁃３（Ｇａｌ⁃３） 是该

家族唯一嵌合型代表，具有多种生物学功能，参与细

胞增殖与分化、血管发生及肿瘤发生与转移等多种

生命过程，在正常细胞和肿瘤细胞中均有表达［４－７］。
Ｇａｌ⁃３ 由单拷贝基因 ＬＧＡＬＳ３ 编码，包含 ５ 个内含子

和 ６ 个外显子，约由 ２５０ 个氨基酸残基组成，相对分

子质量约 ３１ ｋＤ，由 ３ 个结构域组成［８］。 （１） Ｎ 端

结构域（Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｏｍａｉｎ）：由 １２ 个氨基酸残基组

成，Ｓｅｒ６ 磷酸化位点具有细胞靶向调节作用；（２） 串

联重复序列：由富含 Ｇｌｙ、Ｔｙｒ 和 Ｐｒｏ 的串联重复序

列的 类 胶 原 结 构 组 成 （ Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｌｉｋｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ）；（３） ＣＲＤ：由一个糖识别结构域组成，包
含凋亡基因 Ｂｃｌ⁃２ 家族同源序列 ＢＨ１ 中的保守基序

ＮＷＧＲ（Ａｓｐ⁃Ｔｒｐ⁃Ｇｌｙ⁃Ａｒｇ） ［８］。 在前期研究工作中，
作者发现中华大蟾蜍 Ｂｕｆｏ ｇａｒｇａｒｉｚａｎｓ 皮肤第一链

ｃＤＮＡ 中 ｇａｌ⁃３ 开放阅读框 （ Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，
ＯＲＦ）存在个体水平的分子多样性［９－１１］。 鉴于 Ｇａｌ⁃３
是一种多功能蛋白，分析哺乳动物 ｇａｌ⁃３ ｃＤＮＡ 分子

个体水平的多样性具有重要的生物学意义。 本文选

择哺乳类模式动物大鼠 Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ 为研究材

料，对其肝脏 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ 进行克隆，并对其多样性进

行分析和讨论。

１　 材料与方法

１．１　 试验动物和主要试剂

ＳＤ 大鼠 （Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ） 购自浙江省实验动

物中心，取其肝脏剪成小块投入液氮中快速冷冻，再
转入－７０ ℃超低温冰箱保存备用。

ＲＮＡ 提取试剂盒购自上海博彩生物技术公司，
Ｑｕａｎｔｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｋｉｔ、ｐＧＭ⁃Ｔ 载体、大肠杆菌 Ｅ． ｃｏｌｉ 感
受态细胞 ＤＨ５α 购自北京天根生化科技有限公司，
ＤＮＡ 聚 合 酶 链 式 反 应 ＰＣＲ （ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ） 试剂盒购自 ＴａＫａＲａ，引物合成与 ＤＮＡ 测

序委托上海桑尼生物科技有限公司。
１．２　 引物设计

为克隆大鼠 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ，参考 ＧｅｎＢａｎｋ 已注册

的 大 鼠 ｇａｌ⁃３ ｃＤＮＡ 序 列 （ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ：
ＦＱ２２０１７４， ＢＣ０８９０５４， ＦＱ２１０１０１， ＦＱ２１４７９９，
ＦＱ２１９９２９， ＦＱ２１９９８７， ＦＱ２２０１５７， ＦＱ２２０２１５，
ＦＱ２２０２２４， ＦＱ２２０３１３， ＦＱ２２０３４８， ＦＱ２２０３６１，
ＦＱ２２０３６９）， 在 ＯＲＦ 上、 下 游 分 别 设 计 引 物

Ｐ１ （５′⁃ＡＧＧＡＧＧＡＧＣＡＣＴＡＡＣＣＡＧＧＡＡＡ⁃３′）和 Ｐ２ （５′⁃
ＴＴＴＣＣＣＧＣＴＣＡＴＡＡＣＡＣＡＣＡＧ⁃３′）。
１．３　 大鼠肝脏第一链 ｃＤＮＡ 的合成及 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ

克隆

　 　 首先按试剂盒使用说明，纯化大鼠肝脏总

ＲＮＡ，通过琼脂糖电泳和分光光度计检测其浓度和

完整性后，合成其第一链 ｃＤＮＡ。 然后以大鼠肝脏

第一链 ｃＤＮＡ 为模板，以 １．２ 中设计的 Ｐ１ 与 Ｐ２ 为

引物，按照试剂盒说明实施 ＰＣＲ。 经 １％琼脂糖凝

胶电泳检测后，将 ＰＣＲ 产物与 Ｔ 载体进行连接、转
化。 然后通过蓝白斑筛选和菌落 ＰＣＲ 筛选阳性菌

落及回收其重组质粒，并委托公司进行测序。 为排

除在反转录、ＰＣＲ 或 ＤＮＡ 测序等实验过程中可能

人为导入的碱基变化，本实验对每一个体的肝脏第

一链 ｃＤＮＡ 均实施 ３ 组独立的 ＰＣＲ 及克隆实验，将
每个实验编号为 ｘ－ｙ （ｘ 表示大鼠个体编号 １－３，ｙ
表示实验组号）。
１．４　 缺失及 ＳＮＰ 分析

将重复出现于两个或更多独立实验中的碱基变

化（包括单核苷酸多态性 ＳＮＰ （ Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）和缺失）确定为客观存在的；反
之，为实验过程中导入的。
１．５　 同源性分析

利用 ＥｄｉｔＳｅｑ 寻找已测序样品的 ＯＲＦ，利用

ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ 功能在 ＧｅｎＢａｎｋ 中查找下载其他物种同

源蛋白的氨基酸序列 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ），利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ ２．０ 进行同源性分析。

２　 结　 果

２．１　 大鼠 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ 克隆及其多样性分析

从 １ 号个体三个独立实验中分别克隆 ３１、３６ 和

５１ 个 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ 克隆 （表 １），即从 １ 号个体共计克隆

１１８ 个 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ。 从 ２ 号和 ３ 号个体分别获得 ９５ 和

１２０ 个 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ 克隆 （表 １）。 将所有序列进行比对

分析，发现 １ 处缺失 （△３０１－３２１ ｂｐ） 和 ５ 处 ＳＮＰ １８
（Ａ⁃Ｇ）、４３（Ｔ⁃Ｃ）、３５６ （Ｔ⁃Ａ）、４４１ （Ａ⁃Ｇ） 和 ４８８（Ａ⁃
Ｇ） （表 １）。 与大鼠结构基因对比分析发现，ＳＮＰ １８
（Ａ⁃Ｇ）发生于第 ２ 外显子 ３′末端，ＳＮＰ ４８（Ｔ⁃Ｃ） 和

３５６（Ｔ⁃Ａ） 以及△３０１－３２１ ｂｐ 位于第 ３ 外显子内部，
ＳＮＰ ４４１ （Ａ⁃Ｇ） 和 ４８８（Ａ⁃Ｇ）分别位于第 ４、第 ５ 外显
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子内部 （见图 １）。 进一步分析发现，本文共计克隆

１７ 个不同的大鼠 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ （见表 ２，ＣＬ１－１７）。其中

９ 个克隆 （ＣＬ１， ２， ３， ７， ８， ９， １２， １６， １７） 重复出现

于 ２ 个或更多独立的实验中，ＣＬ１ 出现于所有独立实

验（见表 ３），并与 ＧｅｎＢａｎｋ 已注册大鼠 ｇａｌ⁃３ ｃＤＮＡ
（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ： ＦＱ２２０１７４）的 ＯＲＦ 完全相同 （见

图 ２），ＣＬ１６ 在 １ 号和 ３ 号个体的所有实验中均有出

现（见表 ３）。 从 １ 号和 ３ 号个体分别获得 １１ 和 １４ 个

不同的克隆，２ 号个体中由于没有发现缺失和 ＳＮＰ，
因此仅有 １ 个克隆（见表 ３）。 尽管个体间存在一定

的差异，但是这些实验结果仍然揭示大鼠肝脏

ｇａｌ⁃３ ｃＤＮＡ个体水平的分子多样性。

表 １　 大鼠 ｇａｌ⁃３ＯＲＦ 的缺失及单核苷酸多态性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ＳＮＰ ／ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎ ｇａｌ⁃３ＯＲＦ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

实验组 总克隆数
缺失及 ＳＮＰ 位置（ｂｐ）

１８∗ ４２∗ △３０１－３２１ ３５６∗∗ ４４１∗∗ ４８８∗∗

１－１ ３１ Ａ， Ｇ Ｔ， Ｃ ＋， － Ｔ， Ａ Ａ， Ｇ Ａ， Ｇ

１－２ ３６ Ａ， Ｇ Ｔ， Ｃ ＋， － Ｔ， Ａ Ａ， Ｇ Ａ， Ｇ

１－３ ５１ Ａ， Ｇ Ｔ， Ｃ ＋， － Ｔ， Ａ Ａ， Ｇ Ａ， Ｇ

２－１ ４５ Ａ Ｔ － Ｔ Ａ Ａ

２－２ ２３ Ａ Ｔ － Ｔ Ａ Ａ

２－３ ２７ Ａ Ｔ － Ｔ Ａ Ａ

３－１ ３７ Ａ， Ｇ Ｔ， Ｃ ＋， － Ｔ， Ａ Ａ， Ｇ Ａ， Ｇ

３－２ ２２ Ａ， Ｇ Ｔ， Ｃ ＋， － Ｔ， Ａ Ａ， Ｇ Ａ， Ｇ

３－３ ６１ Ａ， Ｇ Ｔ， Ｃ ＋， － Ｔ， Ａ Ａ， Ｇ Ａ， Ｇ

注：∗： 示该 ＳＮＰ 导致同义突变； ∗∗： 示该 ＳＮＰ 导致错义突变； ｂｐ： 碱基对； Ａ， Ｔ， Ｃ， Ｇ： 代表 ４ 种脱氧核糖核苷酸； △： 缺失； －， ＋： 分别

代表缺失的有无。
Ｎｏｔｅｓ：∗：Ｓｈｏｗ ｔｈｅ ＳＮＰ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｍｕｔａｔｉｏｎ； ∗∗： Ｍｉｓｓｅｎｃｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｂｐ：Ｂａｓｅ ｐａｉｒ； Ａ，Ｔ，Ｃ，Ｇ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ４ ｋｉｎｄｓ ｏｆ
ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ； △： Ｄｅｌｅｔｉｏｎ；－，＋：Ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｒ ｔｈｅ ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ｄｅｌｅｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

35bp 22bp 360bp 89bp 166bp 272bp

Ⅰ ⅥⅤⅣⅢⅡ

Ⅰ ⅥⅤⅣⅢⅡ
18 360 89 166 156

6.005kb 458kb 968kb 2.741kb 816kb

mRNA
(FQ220174.1)

(bp) ORF
(bp)

Location
ofSNP&deletion

(1-18)

18

(19-378)
48
356

Δ301-321

(379-467)

441

(468-633)

488

(634-789)

786

GenomicDNA(AABR06082648.1)

图 １　 大鼠 ＬＧＡＬＳ３ 基因及肝脏 ＳＮＰ 在 ＯＲＦ 中的位置及两者的对应关系

Ｆｉｇ．１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｏｆ ｇａｌ⁃３ （ＬＧＡＬＳ３） ｏｆ Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ ａｎｄ
ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＮＰ／ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ （ＯＲＦ） ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

注：长方形： 外显子； 线段： 内含子； 罗马数字： 外显子序号； ｂｐ， ｋｂ： 碱基对， 千碱基对；△： 缺失；正常数字：外显子和内含子的长度；加粗数

字：示缺失或 ＳＮＰ 的位置。
Ｎｏｔｅｓ： Ｒｅｃｔａｎｇｌｅ： Ｅｘｏｎ； Ｌｉｎｅ： Ｉｎｔｒｏｎ； Ｒｏｍａｎ ｎｕｍｅｒａｌｓ： Ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｘｏｎ；ｂｐ，ｋｂ：Ｂａｓｅ ｐａｉｒ ａｎｄ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｐａｉｒ． △： Ｄｅｌｅｔｉｏｎ； Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｒ：
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｅｘｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｎ； Ｂｏｌｄ ｎｕｍｂｅｒ： Ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｒ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＮＰ．
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表 ２　 大鼠不同 ｇａｌ⁃３ＯＲＦ 克隆在不同实验中的出现情况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌｏｎｅｓ（ＣＬ） ａｐｐｅａｒｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ａｎｄ
ｔｈｅ ｄｅｔａｉｌ ｏｆ ＳＮＰ ／ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｃｌｏｎｅ

克隆名称 出现该克隆的实验组
缺失与 ＳＮＰ 位置 （ｂｐ）

１８ ４２ △３０１－３２１ ３５６ ４４１ ４８８

ＣＬ１ 全部 Ａ Ｔ － Ｔ Ａ Ａ
ＣＬ２ １－１， １－２， ３－２， Ａ Ｔ － Ｔ Ａ Ｇ
ＣＬ３ ３－ｙ Ａ Ｔ － Ｔ Ｇ Ｇ
ＣＬ４ ３－２， Ａ Ｔ － Ｔ Ｇ Ａ
ＣＬ５ ３－１， Ａ Ｔ － Ａ Ｇ Ｇ
ＣＬ６ ３－２， Ａ Ｔ － Ａ Ｇ Ａ
ＣＬ７ １－２， １－３， ３－３， Ａ Ｔ ＋ Ａ Ａ Ａ
ＣＬ８ １－２， ３－１， ３－３ Ａ Ｔ ＋ Ａ Ｇ Ｇ
ＣＬ９ １－３， ３－１， Ａ Ｔ ＋ Ａ Ｇ Ａ
ＣＬ１０ １－３， Ａ Ｃ ＋ Ａ Ｇ Ｇ
ＣＬ１１ ３－３ Ａ Ｃ － Ｔ Ａ Ｇ
ＣＬ１２ １－２， １－３， ３－１， ３－３ Ｇ Ｃ － Ｔ Ａ Ａ
ＣＬ１３ ３－２， Ｇ Ｃ － Ｔ Ａ Ｇ
ＣＬ１４ １－２， Ｇ Ｃ － Ｔ Ｇ Ｇ
ＣＬ１５ １－２， Ｇ Ｃ － Ａ Ｇ Ｇ
ＣＬ１６ １－ｙ， ３－ｙ Ｇ Ｃ ＋ Ａ Ｇ Ｇ
ＣＬ１７ １－１， ３－１， ３－２， Ｇ Ｃ ＋ Ａ Ａ Ａ

表 ３　 不同克隆在不同实验组中的出现频次

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇａｌ⁃３ｃｌｏｎｅｓ ａｐｐｅａｒｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

实验组 总克隆数 不同克隆数
不同克隆的数量

ＣＬ１ ＣＬ２ ＣＬ３ ＣＬ７ ＣＬ８ ＣＬ９ ＣＬ１２ ＣＬ１６ ＣＬ１７ ｏｔｈｅｒｓ

１－１ ３１ ４ １１ １ ０ ０ ０ ０ ０ １８ １ ０
１－２ ３６ ８ １３ １ ０ １ ５ ０ ４ １０ ０ ２
１－３ ５１ ６ １９ ０ ０ １ ０ ２ ３ ２５ ０ １
２－１ ４５ １ ４５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
２－２ ２３ １ ２３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
２－３ ２７ １ ２７ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
３－１ ３７ ８ １７ ０ １ ０ ２ １ １ １０ １ ４
３－２ ２２ ８ １３ １ １ ０ ０ ０ ０ ３ １ ３
３－３ ６１ ７ ２９ ０ １ １ ５ ０ ２ ２２ ０ １

２．２　 大鼠 ＧｅｎＢａｎｋ 注册 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ 分析

为简化数据分析的复杂性，作者从 ＧｅｎＢａｎｋ 注册

的大鼠 ｇａｌ⁃３ ｃＤＮＡ 序列中，首先选择了无插入和缺失

的具有完整 ＯＲＦ（７８９ ｂｐ）的所有序列，共计 １３ 个（见
材料与方法 １．２）。 其次，在序列分析过程中，针对其

ＯＲＦ 进 行 了 比 较。 分 析 结 果 发 现 １ 个 ＳＮＰ：
７８６ （Ｃ⁃Ｔ），与本实验中发现的 ５ 个 ＳＮＰ 均不同，位于

第 ６ 外显子内部（见图 １），将 １３ 个 ｃＤＮＡ 分为两组。
第一组包括 ５ 个克隆，其ＯＲＦ 与本文报告的 ＣＬ１ 完全

相同，第二组包括 ８ 个克隆，在本实验中尚未发现。
２．３　 大鼠 Ｇａｌ⁃３ 氨基酸变化位点分析

上述 １８ 个不同的 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ （２ 个源自ＧｅｎＢａｎｋ，
１６ 个为本文新发现） 实际编码 ９ 个不同多肽链，表明

ｃＤＮＡ 分子多样性导致其编码蛋白的多样性。 多肽链

之间产生差异的原因有两个：一是２１ ｂｐ的缺失使１７

个不同的多肽链分为两组，即７８９ ｂｐ的长型 ＯＲＦ
（ｌｏｎｇ ｔｙｐｅ，Ｌ ｔｙｐｅ） 和 ７６８ ｂｐ 的短型 ＯＲＦ （ｓｈｏｒｔ ｔｙｐｅ，
Ｓ ｔｙｐｅ），分别编码由 ２６２ 和 ２５５ 个氨基酸残基组成的

大鼠 Ｇａｌ⁃３；二是 ６ 处 ＳＮＰ （１ 个源自 ＧｅｎＢａｎｋ，５ 个

源自本实验）中，１８（Ａ⁃Ｇ）、４３（Ｔ⁃Ｃ） 和 ７８６ （Ｃ⁃Ｔ）三
处 ＳＮＰ 为同义突变， ３５６ （ Ｔ⁃Ａ）、 ４４１ （ Ａ⁃Ｇ） 和

４８８（Ａ⁃Ｇ） 三处为错义突变（见表 １），导致其对应编

码氨基酸的改变（见图 ３）。 结果 ＣＬ１ 和 １２ 编码相

同的肽链，ＣＬ２、１１ 和 １３，ＣＬ３ 和 １４，ＣＬ５ 和 １５，ＣＬ８、
１０ 和 １６，ＣＬ７ 和 １７ 分别编码相同肽链，ＣＬ４、６ 和 ９
各自编码不同的肽链。 但是，这些氨基酸的变化并

没有发生在磷酸化位点、糖基结合位点以及与 Ｇａｌ⁃３
生物学功能关系密切的两个保守基序上（见图 ３），
暗示氨基酸的替换或减少并没有改变 Ｇａｌ⁃３ 与 β－半
乳糖苷结合的生物学特征。

１９第 ２ 期　 　 　 　 　 　 　 方恩浩，等：大鼠肝脏半乳糖凝聚素⁃３ ｃＤＮＡ 分子多样性分析



图 ２　 大鼠 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ 多序列比对

Ｆｉｇ．２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ ｏｆ Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ
注：·： 与第一行的相应碱基相同； 实线矩形：碱基缺失； 虚线矩形： ＳＮＰ。
Ｎｏｔｅｓ： ·： Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ；Ｌｉｎｅ ｅｎｃｌｏｓｅｄ ｒｅｃｔａｎｄｌｅ：Ｄｅｌｅｔｉｏｎ；Ｄｏｔ ｌｉｎｅ ｅｎｃｌｏｓｅｄ ｒｅｃｔａｎｇｌｅ：ＳＮＰ．
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图 ３　 大鼠几种 Ｇａｌ⁃３变异体的氨基酸序列比对分析

Ｆｉｇ．３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ Ｇａｌ⁃３ ｖａｒｉａｎｔｓ ｏｆ Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ
注： ·： 与第一行的氨基酸相同； － ： 缺少相对应的氨基酸；＿：β⁃半乳糖苷结合位点；∗ ： 磷酸化位点； 实线矩形： ＳＮＰ 导致对应氨基酸的改

变； 虚线矩形： 识别 β⁃半乳糖苷的重要基序。
Ｎｏｔｅｓ：·： Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ； －：Ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ； ＿：β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ； ∗ ： Ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｌａｔｉｏｎ
ｓｉｔｅ； Ｌｉｎｅ ｅｎｃｌｏｓｅｄ ｒｅｃｔａｎｇｌｅ：Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｕｂｓｉｔｉｔｕｔｉｏｎ ｄｕｅ ｔｏ ＳＮＰ；Ｄｏｔ ｌｉｎｅ ｅｎｃｌｏｓｅｄ ｒｅｃｔａｎｇｌｅ：Ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｍｏｔｉｆ ｆｏｒ β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ．

２．４　 大鼠 Ｇａｌ⁃３ 氨基酸序列同源性分析

为分析大鼠 Ｇａｌ⁃３ 氨基酸序列同源性，选择

ＣＬ１ 和 ＣＬ８ 的编码蛋白分别作为 Ｌ ｔｙｐｅ 和 Ｓ ｔｙｐｅ 代

表，与其他动物 Ｇａｌ⁃３ 进行了同源性分析（见图 ４）。
Ｌ ｔｙｐｅ 与 五 种 哺 乳 动 物 小 鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ
（ＥＤＬ２０７４４）、猪 Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ （ＮＰ ＿００１０９０９７０．１）、人
Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ （ ＡＡＡ８８０８６）、苏门答腊星星 Ｐｏｎｇｏ
ａｂｅｌｉｉ （ ＸＰ ＿ ００２８２４８１３） 和兔 Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ

（ＮＰ ＿００１０７５８０７． １） 的同源性分别为 ８７％、８１％、
８０％、 ８０％ 和 ７４％。 与 家 鸡 Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ
（ＡＢＯ２５８５９） 、家鸽 Ｃｏｌｕｍｂａ ｌｉｖｉａ （ＥＭＣ８０８８２）、鸭
Ａｎａｓ ｐｌａｔｙｒｈｙｎｃｈｏｓ （ ＸＰ ＿ ００５０２９４４９）， 热带爪蟾

Ｘｅｎｏｐｕｓ（Ｓｉｌｕｒａｎａ） ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ （ＮＰ＿９８８９８６）以及斑马

鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ （ ＡＡＲ８４１９１ ） 的 同 源 性 介 于

４６％～６４％。 Ｓ ｔｙｐｅ 比 Ｌ ｔｙｐｅ 的同源性略高，如与小

鼠的同源性为 ８８％，与猪的同源性为 ８４％等。

图 ４　 大鼠 Ｌ ｔｙｐｅ 和 Ｓ ｙｐｅ Ｇａｌ⁃３同源性分析

Ｆｉｇ．４　 Ｈｏｍｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｌ ｔｙｐｅ ａｎｄ Ｓ ｔｙｐｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ Ｇａｌ⁃３ ｖａｒｉａｎｔｓ ｏｆ Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ａｎｉｍａｌｓ
注： － ： 缺少相对应的氨基酸； ＿：β⁃半乳糖苷结合位点；∗ ： 磷酸化位点； 实线矩形： 因△３０１－３２１ 导致 Ｓ ｔｙｐｅ Ｇａｌ－３ 缺少的 ７ 个氨基酸在其

它动物的 Ｇａｌ⁃３ 中亦不存在； 虚线矩形： 识别半乳糖苷的重要基序。
Ｎｏｔｅｓ：－： Ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ；＿：β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ； ∗ ： Ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ； Ｌｉｎｅ ｅｎｃｌｏｓｅｄ ｒｅｃｔａｎｇｌｅ：Ｓｅｖｅｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｍｉｓｓｉｎｇ ｄｕｅ ｔｏ △３０１－３２１； Ｄｏｔ ｌｉｎｅ ｅｎｃｌｏｓｅｄ ｒｅｃｔａｎｇｌｅ：Ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｍｏｔｉｆ ｆｏｒ β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ．
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３　 讨　 论

本文从 ３ 只大鼠肝脏第一链 ｃＤＮＡ，９ 个独立的

克隆实验中共计得到 ３３３ 个 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ 克隆（见表

１），除去重复出现的克隆后，发现 １７ 个不同的大鼠

ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ（见表 ２）。 在 １ 号和 ３ 号个体中分别出现

１１ 和 １４ 个不同的克隆（见表 ２），表明大鼠中确实

存在个体水平的 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ 分子多样性。
那么这种多样性是客观存在还是人为因素导致

的呢？ 如果是客观存在，又如何解释该现象呢？
在进行 ｃＤＮＡ 克隆的实验中，如在反转录、ＰＣＲ

以及 ＤＮＡ 测序过程中均有可能人为导入一些碱基

的变化。 为了排除这些因素的干扰，本实验使用了

３ 只不同的大鼠个体的肝脏第一链 ｃＤＮＡ，针对每一

个体实施 ３ 组独立的 ＰＣＲ 及其克隆。 在分析数据

的过程中，严格确认重复出现于 ２ 个或更多独立实

验中的碱基变化，最后确定本次实验新发现 １ 处缺

失和 ５ 处 ＳＮＰ。 因此，尽管有些克隆仅出现一次，基
于这些缺失和 ＳＮＰ 而克隆的 １７ 个不同的大鼠ｇａｌ⁃３
ＯＲＦ 应该是客观存在的。 另外，Ｓ ｔｙｐｅ ＯＲＦ 缺失 ２１
ｂｐ，其编码蛋白比 Ｌ ｔｙｐｅ ＯＲＦ 编码蛋白少 ７ 个氨基

酸残基，同源性比对分析揭示其它动物的 Ｇａｌ⁃３ 中

不存在与此对应的 ７ 个氨基酸（见图 ４ 中矩形框），
支持大鼠 Ｓ ｔｙｐｅ ＯＲＦ 的客观存在。

对于 ｃＤＮＡ 多样性的原因至少需要分析以下

几点。 （１）物种的染色体倍数；（２）多拷贝基因；
（３） ＲＮＡ 选择性剪切 （ ＲＮＡ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ）；
（４）ＲＮＡ 编辑（ ＲＮＡ ｅｄｉｔｉｎｇ）；（ ５） 人为因素。 目

前，关 于 大 鼠 为 二 倍 体 以 及 Ｇａｌ⁃３ 编 码 基 因

ＬＡＧＡＬ３ 为单拷贝基因不存在任何争议。 本文对新

发现的 １ 处缺失和 ５ 处 ＳＮＰ 进行的结构基因上的

定位分析（见图 １）难以得出大鼠 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ 多样

性与 ＲＮＡ 选择性剪切有关。 那么会不会与 ＲＮＡ
编辑有关呢？

ＲＮＡ 编辑是 ｍＲＮＡ 前体的一种加工方式，通过

脱氨基作用使腺嘌呤转变为次黄嘌呤（Ａ－Ｉ）或者使

胞嘧啶转变为尿嘧啶（Ｃ－Ｕ），导致 ｍＲＮＡ 与染色体

上的编码基因不匹配［２，１２］。 上述的 ６ 处 ＳＮＰ 中，除
了 ３５６（Ａ－Ｔ）为颠换以外，其他 ５ 处 ＳＮＰ 均为转换，
表明这 ５ 处的 ＳＮＰ 很可能由 ＲＮＡ 编辑造成。 实际

上，在 α⁃银环蛇毒素（α⁃ｂｕｎｇａｒｏｔｏｘｉｎ，α⁃ＢＧＴ）的研

究中，个体水平上的 ｃＤＮＡ 多样性早有报道，可是对

其多样性产生的原因仍存在争议，有学者认为与

ＲＮＡ 编辑有关，有学者则完全否定 ＲＮＡ 编辑［１３－１５］。
但是大鼠肝脏 ｇａｌ⁃３ ＯＲＦ 中的 ３５６（Ａ－Ｔ）以及 ２１ ｂｐ

（３０１－３２１）的缺失目前尚无理论可以对其进行合理

的解释。 目前采用基因组和转录组测序结果进行比

对分析的报道越来越多，发现大量的 ＲＮＡ 序列与基

因 组 ＤＮＡ 不 匹 配， 被 称 为 ＲＤＤ （ ＲＮＡ⁃ＤＮＡ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ），难以用现有的理论包括 ＲＮＡ 编辑的机

制进行解释，因此有学者认为生物体内很可能存在

未知的尚未发现的调控 ＲＮＡ 多样性的机制［１］。 大

鼠的 ｇａｌ⁃３ ｃＤＮＡ 的多样性产生的机制可能包括

ＲＮＡ 编辑及尚未发现的调控机制，有待于今后更加

深入细致的研究。 至于大鼠 ｇａｌ⁃３ ｃＤＮＡ 的多样性

的生物学意义，很可能与 Ｇａｌ⁃３ 作为多功能蛋白在

生物体内广泛行使功能的性质有关。 虽然目前得此

结论为时尚早，但是，基因的多样性总体上是生物进

化的特征，有利于基因的表达调控及其生物学功能

的实现。
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