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普氏野马 ＧＨ 基因的克隆及生物信息学分析

郭雅男，刘　 霞∗，郑丽平，王海芳
（甘肃农业大学 生命科学技术学院，兰州 ７３００７０）

摘　 要：普氏野马（Ｅｑｕｕｓ ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ）属国家 Ｉ 级保护动物，是现存的马中唯一的的野生亚种。 生长激素（Ｇｒｏｗｔｈ Ｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）
是大脑垂体前叶分泌的一种多肽类激素，对动物个体的生长、发育的影响极其明显。 为了更好的保护普氏野马，提高其野外

生存与繁殖能力，本研究利用 ＰＣＲ 技术首次获得了普氏野马 ＧＨ 基因，并利用生物信息学方法对其编码的蛋白质结构和功能

进行分析和预测，旨在探明普氏野马生长激素（Ｇｒｏｗｔｈ Ｈｏｒｍｏｎｅ， ＧＨ）基因的结构特点以及其编码蛋白质的结构与功能。 结果

显示，普氏野马 ＧＨ 基因所在基因组 ＤＮＡ 全长为１ ５７７ ｂｐ，经 ＢＬＡＳＴ 比对后，发现普氏野马与家马（ＧｅｎＢａｎｋ： ＥＵ９３９４４６．１）ＧＨ
基因序列相似性高达 ９９．６８％，属于同源序列。 该基因编码蛋白质的氨基酸数量为 １５２ 个，分子量为１７ ６３８．５４ Ｄａ，理论等电点

为 ９．０１，带负电荷的残基总数（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为 １９ 个，正电荷残基总数（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）为 ２３ 个，分子式为 Ｃ７９０Ｈ１２７４Ｎ２１６Ｏ２２６Ｓ７。 普氏野

马 ＧＨ 蛋白属于细胞外蛋白，含有生长激素样结构域，不具有相关跨膜结构，其含有信号肽的可能性为 ０．３５％。 这为普氏野马

ＧＨ 基因的开发利用奠定了分子基础。
关键词：普氏野马；ＧＨ 基因；基因克隆；生物信息学
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　 　 普氏野马（Ｅｑｕｕｓ ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ）属国家 Ｉ 级保护野

生动物，是目前地球上唯一存活的野生马，保留着马

的原始基因，曾栖息在从准噶尔盆地到蒙古高原西

南部的荒漠草原地带，是保存马类动物遗传多样性

及用于家马性状改良和育种的珍贵物种。 由于捕猎

和环境问题，普氏野马的野生种群已于 ２０ 世纪 ６０
年代在我国灭绝。 从 ２０ 世纪 ８０ 年代末期以来，我
国陆续从欧洲引回普氏野马，在新疆卡拉麦里和甘

肃武威半散放养殖。 将普氏野马与家马染色体数量

进行对比，由于其染色体数目（２ｎ ＝ ６６）不同于家马

（２ｎ＝ ６４），一些研究者将普氏野马划分为一个独特

的物种。 对 ＧＴＧ 显带核型的研究表明，两种马类动

物的染色体都是同源的，染色体数目的差异是由于

ＥＰＲ 中涉及两对端中心染色体的罗伯逊事件引起

的［１ － ２］，由此可推测普氏野马为家马的祖先。 有研

究表明，野马的血液白细胞含量一般高于家马而低

于斑马，血沉比家马缓慢［３］。 普氏野马与家马在头

骨形态上的变异，是由环境和进化的两个方面决定

的。 将普氏野马的头骨与家马进行比较， 发现野马

头长与体长之比大于家马头长与体长之比，野马脑

区体积在马属动物中仅属中等程度，但脸区却明显

大于家马，野马下颌骨较家马的粗大，翼肌窝较家马

的深，上、下臼齿列也明显比家马长，以上特点和野

马的野生习性相适应［４］。 在外貌和形态上，普氏野

马在体型上酷似家马，但还存在着明显的差别，通过

普氏野马的额毛，鬃毛和体色就足以与家马区分出

来，普氏野马和家马的行为谱基本相似，如采食，休
息，运动，繁殖，玩耍等行为基本无差别。 综上研究

表明，野马和家马间不仅只有同源性，也存在一定的

品种差异。 现有的针对普氏野马的研究包括普氏野

马肠道寄生虫以及普氏野马血液生理参数测定

等［５ － ６］，而对于普氏野马 ＧＨ 基因的相关研究还未

见报道。
生长激素（Ｇｒｏｗｔｈ Ｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）是大脑垂体前

叶分泌的一种多肽类激素，对动物个体的生长、发育

的影响极其明显。 除神经组织外，ＧＨ 几乎对所有

组织的生长都有刺激作用，通过调节内分泌系统的

激素水平，提高动物的生产性能，已成为畜牧业发展

的热点。 当哺乳动物身体感到压力时，下丘脑－垂
体－肾上腺系统被激活［７ － １１］，在不同应激类型（身体

或精神）和发病模式 （急性或慢性） ［１２ － １４］ 下，都可

以观察到应激反应。 由于普氏野马的应激反应较

大，易受外部环境影响和干扰，当其处于运输［１５］ 或

者竞赛等压力环境时其胃溃疡的发生率会明显增

加［１６ － １８］。 垂体前叶分泌的催乳素和生长激素

（ＧＨ）是应激反应中抗应激的必需激素［１９］。 曾有研

究表明，马可以通过运动增强催乳素和生长激素的

分泌［２０］。 综上，生长激素不仅是生理生化指标的重

要部分，其水平变化对于考量普氏野马的行为表现

具有十分重要的意义。 因此，本研究以普氏野马的

ＧＨ 基因为研究对象，旨在探明其基因组结构特点，
预测分析编码蛋白的理化性质和结构功能特点，为
利用 ＧＨ 基因的功能来研究提高普氏野马的野外生

存与繁殖能力奠定分子信息基础。

１　 材料与方法

１．１　 普氏野马全血样

　 　 采集自国家林业局甘肃濒危动物保护中心，存
放于－７０ ℃以下条件保存备用。
１．２　 主要试剂与仪器

　 　 ＬＡ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶购自 ＴａＫａＲａ 公司；ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 购自艾科瑞生物公司；血液 ／细胞 ／组织基因

组 ＤＮＡ 提取试剂盒（ＤＰ３０４）购自天根生化科技（北
京）有限公司；干粉引物由生工生物工程（上海）股
份有限公司合成；其他常规试剂均为进口或国产分

析纯级产品；梯度 ＰＣＲ 仪购自美国 ＡＢＩ 公司。
１．３　 普氏野马 ＤＮＡ 全基因组的提取

　 　 从超低温冰箱中取出普氏野马的全血，３７ ℃水

浴锅溶解， 按照血液基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒

（ＴＩＡＮＧＥＮ）说明提取普氏野马血液中的总 ＤＮＡ，琼
脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ（电压 １２０ Ｖ，电流 ４００ Ａ）。
１．４　 引物的设计与 ＧＨ 基因的扩增

　 　 参照 Ｇｅｎｅ Ｂａｎｋ 中家马的 ＧＨ 基因序列（Ｇｅｎｅ
ＩＤ： １０００３４１８０ ）， 设 计 引 物， 参 考 序 列 长 度 为

１ ６８３ ｂｐ，引物序列和纯化方法如表 １ 所示。
ＰＣＲ 反应的总体积为２０ μＬ，其中含：ＬＡ Ｔａｑ

ＤＮＡ 聚合酶 ０．２ μＬ； ｄＮＴＰ ３．２ μＬ ；ＬＡ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ
２ μＬ ；ＤＮＡ 模板 １ μＬ；Ｆ、Ｒ 引物各０．５ μＬ；ｄｄ Ｈ２Ｏ
１２．６ μＬ。

ＰＣＲ 反应条件设置为：９４ ℃预变性４ ｍｉｎ；９８ ℃
变性 ２０ ｓ，退火 ５８ ℃ １５ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，３５ 个循

环；最后 ７２ ℃ 延伸１０ ｍｉｎ，４℃ 保存。 ＰＣＲ 产物用

１％的琼脂糖凝胶电泳检测分析。

表 １　 引物序列和纯化方法

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

引物 引物序列（５’－－－３’） 碱基数目 纯化方法

Ｆ ＡＴＧＧＣＴＧＣＡＧＧＴＡＡＧＣＧＣＣＴＣＴ ２２ ＰＡＧＥ

Ｒ ＧＡＧＧＣＡＣＴＧＡＧＧＡＧＧＧＧＴＡＡＣＡＧＡＧ ２５ ＰＡＧＥ

１．５　 生物信息学分析

　 　 首先利用 Ａｕｇｕｓｔｕｓ 预测该序列的外显子和内
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含子；然后再利用 ＮＣＢＩ 检索相关物种的氨基酸序

列，用于后续序列比对；通过 ＭＥＧＡ７ 软件构建 １７
个物种的氨基酸序列系统进化树；利用 ＥｘＰａｒａｍ ｔｏｏｌ
在线工具预测 ＧＨ 氨基酸序列的物理化学性质；再
利用 Ｃｅｌｌ－ＰＬｏｃ ２．０ 算法进行亚细胞定位分析；利用

ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ．２．０、ＳｉｇｎａｌＰ －５．０ 对蛋白质的跨膜

结构域及信号肽进行预测；应用 ＳＯＰＭＡ 分析蛋白

质二级结构及相关功能并应用 ＮＣＢＩ 平台上的 ＣＤＤ
进行保守结构域的分析；利用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 进行

同源建模并分析蛋白质的 ３Ｄ 结构［２１］。

２　 结果与分析

２．１　 ＧＨ 基因的扩增及测序结果

　 　 对普氏野马基因组进行扩增，得到 ５ 条特异性

较高的目的条带（见图 １），ＰＣＲ 扩增产物大小与预

期片段大小一致，条带清晰、明亮，可用于核酸测序。
将核酸测序结果在 ＮＣＢＩ 数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 搜

索，比对结果表明扩增得到的序列是普氏野马ＧＨ
基因，长度为 １ ５７７ ｂｐ，测序结果见图 ２。
２．２　 普氏野马 ＧＨ 的序列对比

　 　 根 据 核 酸 测 序 结 果， 将 普 氏 野 马 与 家 马

（ＧｅｎＢａｎｋ： ＥＵ９３９４４６．１）的 ＧＨ 基因及其编码的氨

基酸序列利用 ＮＣＢＩ 上的 ＢＬＡＳＴ 进行比对，结果显

示 ，普氏野马ＧＨ基因与家马的ＧＨ基因相似性达

到９９．６８％，可推测普氏野马与家马的ＧＨ基因序列

是同源序列，二者具有同源性。 与家马相比，普氏野

马 ＧＨ 氨基酸序列未发生较大改变。

图 １　 ＧＨ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ．１　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＨ ｇｅｎｅ

　 　 将普氏野马 ＧＨ 氨基酸序列与从 ＧｅｎｅＢａｎｋ 中

获得的 １６ 个物种的 ＧＨ 氨基酸序列进行相似性分

析，在 ＮＣＢＩ 上利用在线 ＢＬＡＳＴ 功能进行多序列对

比并构建系统发育树，见图 ３。 氨基酸序列相似性

分析结果表明，普氏野马与家马具有较高的同源性，
其亲缘关系较密切；与人、黑猩猩、大猩猩、猕猴等动

物同源性较低；与其他物种在系统发育树中距离较

近，但也并非处于同一个分支。 ＧＨ 氨基酸序列系

统发育树与生物进化的物种树基本一致，说明 ＧＨ
基因编码区在物种间比较保守。

图 ２　 普氏野马 ＧＨ 基因的测序结果序列

Ｆｉｇ．２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＨ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｅｑｕｕｓ ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ

２．３　 普氏野马 ＧＨ 基因上内含子和外显子的预测

　 　 利用Ａｕｇｕｓｔｕｓ 在线分析平台来预测其外显子和

内含子数目及位置，结果表明，该 ＤＮＡ 序列中含有

５ 个外显子和 ４ 个内含子，外显子长度分别介于 １－
１０， ３１８ － ４０１， ６３１ － ７４７， ９３２ － １ ０９３ 和 １ ３６６ －
１ ５７７ ｂｐ，内含子长度分别介于 １１－３１７，４０２－６３０、
７４８－９３１ 和１ ０９４－１ ３６５ ｂｐ。其中，蛋白质的编码序

列如表２ 所示。
２．４ 　 普氏野马 ＧＨ 蛋白质物理化学性质及结构

预测

２．４．１　 蛋白质物理化学性质预测

　 　 利用 ＥｘＰＡＳＹ ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ 在线工具对普氏

野马 ＧＨ 氨基酸序列的基本性质进行理论的预测分

析，结果表明，该蛋白质的氨基酸数量为 １５２ 个，分
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子量为 １７ ６３８．５４ Ｄａ，理论等电点为 ９．０１，带负电荷

的残基总数（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为 １９ 个，正电荷残基总数

（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）为 ２３ 个，分子式为 Ｃ７９０Ｈ１２７４Ｎ２１６Ｏ２２６Ｓ７，消
光系数以 Ｍ－１ ｃｍ－１ 为单位，在水中测量时为 ２８０

ｎｍ，假设所有对 Ｃｙｓ 残基形成胱氨酸，则其消光系

数为外部系数 １３ ０７５ Ａｂｓ ０．１％（ ＝ １ ｇ ／ ｌ）０．７４１；假
设所有 Ｃｙｓ 残留物都减少，外部系数 １２ ９５０ Ａｂｓ
０．１％（ ＝ １ ｇ ／ ｌ）０．７３４。

图 ３　 １７ 个物种 ＧＨ 氨基酸序列进化树

Ｆｉｇ．３　 ＧＨ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ １７ ｓｐｅｃｉｅｓ

表 ２　 ＣＤＳ 区编码的蛋白质序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＣＤＳ ｒｅｇｉｏｎ

Ｒｅｇｉｏｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＣＤＳ
ＭＰＬＳＳＬＦＡＮＡＶＬＲＡＱＨＬＨＱＬＡＡＤＴＹＫＥＦＤＭＥＬＬＲＦＳＬＬＬＩＱＳＷＬＧＰＶＱＬＬＳＲＶＦＴＮＳＬＶＦＧＴＳＤＲＶＹＥＫＬＲＤＬＥＥＧＩＱ
ＡＬＭＲＥＬＥＤＧＳＰＲＡＧＱＩＬＫＱＴＹＤＫＦＤＴＮＬＲＳＤＤＡＬＬＫＮＹＧＬＬＳＣＦＫＫＤＱＲＫＡＥＴＹＬＲＶＭＫＣＲＲＦＶＥＳＫＬＣＬＴＫＩＬ

　 　 预测的半衰期为：所考虑序列的 Ｎ 端为 Ｍ
（Ｍｅｔ），估计半衰期为：３０ ｈ（哺乳动物网织红细胞，
体外）， ＞ ２０ ｈ （酵母，体内）， ＞ １０ ｈ （大肠杆菌，
体内）。

不稳定性指数（Ⅱ）为：３８．５７；脂肪族氨基酸指

数为：１０１．３８；总的亲水性平均系数为：－０．２１４；氨基

酸组成为：

Ａｌａ （Ａ）　 ９　 ５．９％
Ａｒｇ （Ｒ）　 １２　 ７．９％
Ａｓｎ （Ｎ）　 ４　 ２．６％
Ａｓｐ （Ｄ）　 １０　 ６．６％
Ｃｙｓ （Ｃ）　 ３　 ２．０％
Ｇｌｎ （Ｑ）　 ８　 ５．３％
Ｇｌｕ （Ｅ）　 ９　 ５．９％
Ｇｌｙ （Ｇ）　 ６　 ３．９％

Ｈｉｓ （Ｈ）　 ２　 １．３％
Ｉｌｅ （Ｉ） 　 ４　 ２．６％
Ｌｅｕ （Ｌ）　 ２８ １８．４％
Ｌｙｓ （Ｋ）　 １１　 ７．２％
Ｍｅｔ （Ｍ）　 ４　 ２．６％
Ｐｈｅ （Ｆ）　 ８　 ５．３％
Ｐｒｏ （Ｐ）　 ３　 ２．０％
Ｓｅｒ （Ｓ） 　 １１　 ７．２％

Ｔｈｒ （Ｔ）　 ７　 ４．６％
Ｔｒｐ （Ｗ）　 １　 ０．７％
Ｔｙｒ （Ｙ）　 ５　 ３．３％
Ｖａｌ （Ｖ）　 ７　 ４．６％
Ｐｙｌ （Ｏ）　 ０　 ０．０％
Ｓｅｃ （Ｕ）　 ０　 ０．０％

原子组成为：

Ｃａｒｂｏｎ　 　 Ｃ　 　 　 ７９０
Ｈｙｄｒｏｇｅｎ　 　 Ｈ　 　 　 １ ２７４

Ｎｉｔｒｏｇｅｎ　 　 Ｎ　 　 　 ２１６
Ｏｘｙｇｅｎ　 　 Ｏ　 　 　 ２２６
Ｓｕｌｆｕｒ　 　 　 Ｓ　 　 　 　 ７

原子总数为：２ ５１３
２．４．２　 亚细胞定位分析

利用 Ｃｅｌｌ－ＰＬｏｃ ２．０ 算法预测蛋白质的亚细胞

定位，分析结果显示，普氏野马 ＧＨ 蛋白定位于细

胞外。

２．４．３　 跨膜结构与分析

利用生物学在线软件 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ． ２．０ 对

蛋白质是否具有跨膜螺旋进行预测，分析结果表明，
普氏野马 ＧＨ 蛋白并不具有相关的跨膜结构，如图 ４
所示。
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图 ４　 普氏野马 ＧＨ 蛋白质跨膜结构与分析

Ｆｉｇ．４　 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＨ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｅｑｕｕｓ ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ

２．４．４　 信号肽分析

　 　 利用 ＳｉｇｎａｌＰ⁃５．０ 在线分析网页预测信号肽的

存在情况，分析结果表明，普氏野马 ＧＨ 蛋白质中含

有信号肽的可能性为０．３５％。
２．４．５　 蛋白质二级结构分析

蛋白质二级结构主要指多肽链主链骨架中局部

的构象，对其进行预测分析有助于认识蛋白的空间结

构。 应用在线分析工具 ＳＯＰＭＡ 来预测蛋白质的二

级结构，分析结果见图 ５、图 ６，其中 ｃ 表示无规卷

曲，ｈ 表示 α⁃螺旋，ｅ 表示 β⁃折叠，ｔ 表示 β⁃转角。
　 　 分析结果显示，普氏野马 ＧＨ 蛋白中共有

６３．１６％氨基酸残基为 Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ （ α⁃螺旋）， 有

３．９５％的氨基酸残基为 Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ（β⁃折叠），有
３．９５％的氨基酸残基为Ｂｅｔａｔｕｒｎ（β⁃转角），有２８．９４％

的氨基酸残基为 Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ（无规则卷曲），见表３。

表 ３　 蛋白质的二级结构组成占比分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

二级结构类型 序列全长 ／ ＡＡ 占比 ／ ％
Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ （Ｈｈ） ９６ ６３．１６
３１０　 ｈｅｌｉｘ　 （Ｇｇ） ０ ０．００
Ｐｉ ｈｅｌｉｘ　 （ Ｉｉ） ０ ０．００

Ｂｅｔａ ｂｒｉｄｇｅ　 （Ｂｂ） ０ ０．００
Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ　 （Ｅｅ） ６ ３．９５

Ｂｅｔａ ｔｕｒｎ　 （Ｔｔ） ６ ３．９５
Ｂｅｎｄ ｒｅｇｉｏｎ　 （Ｓｓ） ０ ０．００
Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ　 （Ｃｃ） ４４ ２８．９４
Ａｍｂｉｇｕｏｕｓ ｓｔａｔｅｓ ０ ０．００

Ｏｔｈｅｒ ｓｔａｔｅｓ ０ ０．００

图 ５　 ＧＨ 蛋白质的二级结构组成分析

Ｆｉｇ．５　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＨ ｐｒｏｔｅｉｎ
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２．４．６　 保守结构域分析

利用 ＮＣＢＡ 平台上的 ＣＤＤ 在线生物学工具，对
蛋白质的保守结构域进行预测分析。 结果表明，其
蛋白质分类为： Ｓｏｍａｔｏｔｒｏｐｉｎ ＿ ｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，即含有生长激素样结构域的蛋白质，ＣＤＤ 的

分析结果以 Ｇｒａｐｈｉｃａｌ ｓｕｍｍａｒｙ 和 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｄｏｍａｉｎ ｈｉｔｓ
形式显示。 在图形和列表的分析结果中，均表明 ＧＨ
蛋白质含有 １ 个结构域，为 ｓｏｍａｔｏｔｒｏｐｉｎ ＿ ｌｉｋｅ － －

ｃｄ１０２８５（见图 ７），受体结合面见图 ８，保守结构域比

对结果如图 ９ 所示，属于生长激素 ／催乳素激素家

族。 生长激素（ＧＨ）是垂体合成的一种肽类激素，在
发育过程中介导合成代谢效应。 已知 ＧＨ 通过与特

定细胞受体结合激活 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 和 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信

号通路，通过后者，它触发胰岛素样生长因子 １（主
要在肝脏）的分泌。 除了增加身高，生长激素还被证

明有许多其他的影响。

图 ６　 蛋白质的二级结构分析

Ｆｉｇ．６　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
注意：蓝色线条代表：Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ （Ｈｈ）； 紫色线条代表：Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ （Ｃｃ）； 绿色线条代表：Ｂｅｔａ ｔｕｒｎ （Ｔｔ）
红色线条代表：Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ （Ｅｅ）

　 　 　 图 ７　 保守蛋白质结构域家族类生长激素　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ８　 受体结合界面［多肽结合位点］
Ｆｉｇ．７　 Ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅ ｌｉｋｅ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ　 　 　 　 　 　 　 　 Ｆｉｇ．８　 Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ［ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ
　 　 　 　 　 　 　 　 ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎｓ　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ］

图 ９　 保守结构域比对结果

Ｆｉｇ．９　 Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
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２．４．７　 ３Ｄ 结构分析

　 　 利用在线生物学工具 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）进行同源建模预测蛋白质 ３Ｄ
结构，结果获得 ＧＨ 蛋白三级结构模型（见图 １０），该
结果表明普氏野马 ＧＨ 基因呈“ ｔｈｒｅｅ⁃ｏｖｅｒ⁃ｔｈｒｅｅ”三

明治夹心型折叠结构，由 α⁃螺旋与无规卷曲构成，这
与二级结构预测结果基本一致。

图 １０　 蛋白质 ３Ｄ 结构

Ｆｉｇ．１０　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

２．５　 讨论与分析

　 　 动物的生长发育研究一直备受科学家们的关

注，其适应机制十分复杂。 ＧＨ 与生长关系密切，是
生长可调节型表达指示器。 目前，国内外对于动物

的 ＧＨ 研究多见于大鼠、人、牛、绵羊、猪、猫、狗等，
对于马属动物的研究相对较少，而 ＧＨ 基因在普氏

野马身上表达特征的研究更是未见报道。 因此本研

究从 ＤＮＡ 水平和蛋白质水平上分析普氏野马 ＧＨ
基因的结构与特性，为进一步研究其调控普氏野马

生长发育机制的生物学作用奠定分子生物信息学基

础。 利用 ＥｘＰＡＳＹ ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ、 Ｃｅｌｌ⁃ＰＬｏｃ ２． ０、
ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ． ２． ０、ＳｉｇｎａｌＰ⁃５． ０、ＳＯＰＭＡ、ＳＷＩＳＳ⁃
ＭＯＤＥＬ 等生物学软件对 ＧＨ 序列结构、核苷酸组成

及所编码的氨基酸进行了初步分析，并将其与多个

各物种的 ＧＨ 氨基酸序列进行了 ＢＬＡＳＴ 比对，构建

了包含普氏野马 ＧＨ 的系统发育进化树。 普氏野马

外显子数目、大小、位置与哺乳类其他物种相比，表
现出高度保守性［２２］。 普氏野马 ＧＨ 基因外显子在编

码氨基酸时，对同义密码子的使用表现有强烈的偏

好性。 不同物种对同义密码子使用的偏倚程度与偏

好类型各不相同，也具有种属特异性。 普氏野马 ＧＨ
基因所编码的蛋白质中，亮氨酸含量最高，达 １８．
４％；色氨酸最低，为 ０．７％。 此外，半胱氨酸的含量与

其他哺乳类差别不大，而且半胱氨酸的位置在不同

物种中高度保守，说明半胱氨酸对维持 ＧＨ 的空间

结构起到极其关键的作用［２３］［２４］。 普氏野马 ＧＨ 基

因不同区段进化速率不同，外显子区域进化速率最

慢；内含子序列中碱基变异频繁，进化较快。 利用

ＮＣＢＩ 在线比对功能对 ＧＨ 编码产物进行同源性比

对，并对 １７ 个物种 ＧＨ 氨基酸序列进行系统发育进

化树分析，发现普氏野马与家马在系统发育树中距

离最近，其亲缘关系最为密切。 同时进化树分枝显

示普氏野马与人、大猩猩、猕猴等物种已形成明显的

种间进化分歧。 对 ＧＨ 蛋白质物理化学性质进行预

测分析，结果显示 ＧＨ 蛋白具有较长的半衰期，其不

稳定性指数为 ３８．５７，可认为是稳定蛋白。 蛋白质半

衰期与其稳定性之间存在密切联系，一般来说，半衰

期长则蛋白质稳定性高，这一特性与其生理功能的

发挥是否存在某种联系有待更进一步的研究和

探讨。

３　 结　 论

　 　 １） 普氏野马与家马（ＧｅｎＢａｎｋ： ＥＵ９３９４４６． １）
ＧＨ 基因序列相似性高达 ９９．６８％，属于同源序列。

２） 普氏野马 ＧＨ 基因序列中含有 ５ 个外显子和

４ 个内含子，编码蛋白质的氨基酸数量为 １５２ 个，分
子量为 １７６３８．５４ Ｄａ，理论等电点为 ９．０１，半衰期较

长，且属于稳定蛋白。
３） 普氏野马 ＧＨ 基因编码的是含有生长激素样

结构域的蛋白质，ＧＨ 蛋白质含有 １ 个结构域，属于

生长激素 ／催乳素激素家族，可对普氏野马的生长发

育起调节作用。
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