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摘要$ 解偶联蛋白 ""Q,j"#是近年新发现的一种解偶联蛋白!具有多种生物学活性!相关研究表明!

Q,j" 可以抑制某些细胞"如免疫细胞等#线粒体活性氧的过量生成& 本研究通过设计简并引物进行

RY2j,R从中缅树鼩"9)3+#+ N%,+$/%*##肝中获得 A!1" 基因 >i)I核心序列& 该片段长 C&0 7]!推测氨

基酸序列为 "&’ 个氨基酸& 结构功能分析发现! 此段氨基酸序列具有 " 个线粒体内膜载体蛋白特征结

构’0 个跨膜 !2螺旋结构域’$ 个嘌呤结合区域"j)Ni#以及 % 个解耦联蛋白质的特征序列& 中缅树鼩

Q,j" 氨基酸序列与普氏野马"P[))&2+N+,,)&#’小家鼠 "?)&@)&2),)&#’家犬 "!+$#&,)3)&-+@#,#+*#V#’人

"C(@(&+3#%$&#’褐家鼠"R+44)&$(*B%/#2)&#’豚鼠"!+B#+ 3(*2%,,)&#’苏门达腊猩猩"1($/(+N%,###’加卡利

安鼠"1"(>(3)&&)$/(*)&#和马铁菊头蝠"R"#$(,(3")&-%**)@%[)#$)@#Q,j" 进行比较!氨基酸同源性均在

D#F以上& 同时!本研究通过 [1lI0 构建系统树!对 A!1" 分子进化特征进行了一定的探讨&

关键词!中缅树鼩%解偶联蛋白 "%序列分析%分子进化
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8#9 :.3%-$ 9)3+#+ N%,+$/%*#% Q:>*9]65:T]Z*?M5: "% /Mk9M:>M4:46=V5V% j;=6*TM:M?5>4:46=V5V

!!解偶联蛋白"9:>*9]65:T]Z*?M5:V! Q,jV#家
族位于线粒体内膜上!是线粒体阴离子转运体
超家族中的一个亚家族!在调节能量分配中发
挥着重要作用& Q,jV作为质子运载体!可将呼
吸链与 IYj产生过程解偶联!使跨线粒体内膜
的质子电化学梯度消失!形成质子漏 "K9T;MV
M?46+"##D#!由呼吸链驱动的质子泵出和质子
回漏的无效循环通路!使能量以热的形式释放
"宋志刚等 "##$#& Q,jV的存在提供了动物在
冷环境中的适应性产热和食物诱导产热所需要
的能量!由此可见!Q,jV在产热调节中起到关
键作 用 "PM:?MVM?46+$DDD! ,4::*: M?46+
"##&#&

在哺 乳 动 物 中! 已 发 现 Q,j$’ Q,j"’
Q,j%’Q,j& 和 Q,j0 这 0 个 Q,jV成员& "# 世
纪 C# 年代!由 i4̂5W )5>;*66V等发现的 Q,j$ 是
最早发现的解偶联蛋白家族成员!在褐色脂肪
组织" 7Z*\: 4W5]*VM?5VV9M! NIY#中特异表达
")5>;*66VM?46+$DDD#& 解偶联蛋白 " "Q,j"#
是 $DDC 年 _6M9Z=等发现并克隆的解偶联蛋白!
广泛分布于各种动物组织中 "_6M9Z=M?46+
$DDC#& Q,j% 是骨骼肌线粒体内膜的重要转
运蛋白!在骨骼肌中具有高效’专一性表达的特
点 "R5>k95MZM?46+"### #& 但除骨骼肌外!
Q,j% 在脂肪及心肌中也有表达& Q,j& 和
Q,j0 主要在脑和神经组织中表达& Q,j$’
Q,j"’Q,j% 是决定哺乳动物线粒体解偶联过
程的主要蛋白质!在哺乳动物产热和能量代谢
调节中具有重要的作用& Q,j& 和 Q,j0 对脂
肪代谢’活性氧自由基"ZM4>?5̂M*A=TM: V]M>5MV!
RL/#产生和维持能量平衡具有重要的调控作
用" /�:>;M@2N64:>*M?46+"##B! l9M̂4Z4M?46+
"##D#& 对 Q,jV的研究有助于揭示动物的分
布情况及对能量的利用问题!阐明动物的生存
机制和进化对策!也可为肥胖症’糖尿病的治疗
提供依据&

在这 0 种解偶联蛋白中!Q,j" 在组织中的
分布最广! 如白色脂肪组织 "\;5?M4W5]*VM

?5VV9M! UIY#’NIY’肌肉’心’肺’肝’肾和淋巴
细胞 等 均 有 表 达 " /53*:M49 M?46+$DDD #&
Q,j" 与 Q,j$ 和 Q,j% 分别有 0DF和 C%F的
序列同源性!其基因定位于人"C(@(&+3#%$&#的
第 $$ 号染色体 "$$k$%#!小鼠 "?)&@)&2),)&#
的第 C 号染色体上"贾晓丽 "#$$#& 人的 A!1"
基因包含 ’ 个外显子和 C 个内含子!全长 ’EC
a7!编码 %#’ 个氨基酸 "丁晓东等 "##" #&
Q,j" 蛋白包括 % 个相似的结构域!每个结构域
约含 $## 个氨基酸!分别形成两条横跨线粒体
内膜的双分子层疏水 !2螺旋结构!由一个 )末
端和 ,末端具有胞液定向的基质环相连"崔郁
敏等 "##B#&

中缅树鼩 "9)3+#+ N%,+$/%*##属于攀鼩目
"/>4WM:?54#树鼩科"Y9]455W4M#!是东南亚树鼩
中分布最北的一个种!主要分布于东南亚’印
度’锡金’尼泊尔’缅甸!我国广西南部及海南岛
等& 树鼩与灵长类动物进化关系较近!因此逐
渐成为生物医学中重要的实验动物& 例如!树
鼩现已 广泛 用 于 研 究 肝 炎 "NZM3MZM?46+
"#$$#!尤其是研究丙肝病毒的感染机制"Y*:T
M?46+"#$$#& 目前!对 Q,j的研究主要集中在
人和鼠上!本研究首次从中缅树鼩肝成功获得
了 A!1" 基因 >i)I核心序列!这将为脊椎动
物 A!1" 基因结构与功能研究提供新信息&

;<材料与方法

;=;<实验动物!中缅树鼩捕自昆明禄劝县屏
山镇灌丛中!北纬 "0c"Bd("Bc""d!东经 $#"c
$%d($#"c0Cd!海拔 $ BCD 3& 禄劝县位于滇中
高原北部!地质地貌复杂!地表起伏较大!气候
属于典型的北亚热带气候& 年平均温度为
$0EBn!最热月 "C 月#平均气温 $DE’n!最冷
月"$ 月#平均气温为 CE’n"王政昆等 $DD&#%
气温垂直变化明显!年温差较小!但日温差
较大&
;=><方法
;=>=;!中缅树鼩总 R)I提取和第一链 >i)I
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的合成!B 只中缅树鼩麻醉后断颈处死!分离
肝& 总 R)I的提取与纯化按照 R)I]9ZM高纯
总 R)I快速抽提试剂盒 "N5*YMaM,*+#进行&
第一链 >i)I的合成以肝总 R)I为模板!*65T*
"WY# $’ 为反转录引物! 按照 [2[Pb _Z5V?
/?Z4:W ‘5?试剂盒 "O: 5̂?Z*TM: ,*+# 推荐方法
进行&
;=>=><中缅树鼩 A!1" 基因 >i)I核心序列
的扩增!根据人"登录号$ )[##%%00E"#’小家
鼠"登录号$ )[ #$$BC$E& #等已知脊椎动物
A!1" 基因氨基酸序列保守区域设计 $ 对简并
引 物 " Q,j"#$_$ 0d2Y,I,,YYY,,I,YllI
,I,,l,I,IIlIlY2%d% Q,j"#"R$ 0d2IYIl
lYlI,III,IYI,I,,YI,IlYY,,I2%d#& 以
上述第一链 >i)I为模板进行 j,R!扩增条件
为$D&n预变性 0 35:%D&n变性 $ 35:!0% (
0’n退火 $ 35:!C"n延伸 $E0 35:!共 %" 个循
环%C"n延伸 $# 35:& 扩增体系为$$ (6i)I
模板 " $# :Tg(6#! 0 (6$# pj,RN9XXMZ! " (6
[T,6" " "0 33*6gP#! $ (6W)Yj[5A?9ZM" $#
33*6gP!]K’E##!$ (6上游引物"$# ]3*6g(6#!
$ (6下游引物 " $# ]3*6g(6#! #E0 (69+[酶
"& Qg(6#!%’E0 (6WWK" L& RY2j,R扩增产物
送昆明硕阳科技有限公司进行正反向测序&
;=>=?< 生 物 信 息 学 分 析 ! 用 LR_软 件
";??]$gg\\\+:>75+:63+:5;+T*̂gT*ZXg#对序列
进行在线分析!推导编码蛋白的氨基酸序列!并
对此氨基酸序列进行结构功能分析& 采用
M̂>?*Z)YOV95?M$$E# 软件!将测序后获得的中
缅树鼩 A!1" >i)I序列与 lM:N4:a 数据库中
已公布的脊椎动物的 A!1" >i)I序列进行同
源性比对& 用 ,69V?46-$E’$ 软件进行 A!1"
>i)I序列的对位排列!再经过 [1lI0 软件以
).法运算 $ ### 次建立 A!1" 系统进化树&

><结果与分析

>=;<中缅树鼩肝总 FI4提取!根据 N5*?MaM
公司的 Y*?46R)IOV*64?5*: ‘5?试剂盒说明书提
取中缅树鼩肝总 R)I!并以 #E’F琼脂糖凝胶
电泳检测"图 $I#!所提 R)I按照 [2[Pb_Z5V?

/?Z4:W ‘5?试剂盒 "O: 5̂?Z*TM: ,*+#推荐方法建
立 >i)I文库!电泳检测显示 "0# (" ### 7] 位
置有连续弥散状!可作为模板用于后续实验&

图 ;<中缅树鼩肝总 FI4&4’和
>D!> F!0QBF产物&P’电泳图

$&(N;<GA#7,3.C".3#,.(3*6 ./A&D#3,.,*A

FI4&4’ *’%>D!> F!0QBFC3.%57,-&P’

&’1,)*0* C(+*%3(#0
[+N["### i)I分子量标准% P+肝% "+A!1" RY2j,R产物&

[+N["### i)I34ZaMZ% P+P5̂MZ% "+A!1" RY2j,R]Z*W4>?V+

>=><>D!> F!0QBF产物的测序及分析!RY2
j,R所得产物为长 C&0 7] 的中缅树鼩肝 A!1"
>i)I核心片段"图 $N#!推测其氨基酸序列为
"&’ 个氨基酸& 经结构功能分析发现!此段氨
基酸序列具有 0 个跨膜 !2螺旋结构域!$ 个嘌
呤结合区域 " ]9Z5:M2:9>6M*?5WM75:W5:TW*345:!
j)Ni#!且)’/跨膜 !2螺旋结构域中及0’/
跨膜 !2螺旋结构域间均存在解偶联蛋白的特
征序列!近一步分析发现!此段氨基酸序列具有
线粒体内膜载体蛋白 % 个特征结构中的 " 个!
特征结构 jYibb‘bR_和 jbibb‘YRS分别
位于中缅树鼩 A!1" >i)I核心序列第 D" 位氨
基酸到第 $## 位氨基酸’第 $D# 位氨基酸到第
$D’ 位氨基酸"图 "#&
>=?<_BQ> 氨基酸序列的同源性分析!中缅
树鼩 Q,j" 与多种哺乳动物 Q,j" 的氨基酸序
列比较"图 %#!由此可见!中缅树鼩 Q,j" 与多
种哺乳动物 Q,j" 氨基酸序列的同源性高达
D#F以上"表 $#&
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图 ><中缅树鼩 >D!> 基因 7OI4部分序列及其推导的氨基酸序列
$&(N><!"#C*3,&*A’57A#.,&%#-#L5#’7#./>D!> 7OI4*’%C5,*,&D#*6&’. *7&%-#L5#’7#

&’1,)*0* C(+*%3(#0
方框表示线粒体内膜载体蛋白特征结构域%) (1+0 个跨膜 !2螺旋结构域%双下划线表示嘌呤结合区域"j)Ni# %阴影部
分表示解偶联蛋白的特征序列%阴影框表示脊椎动物 A!1" 区别于 A!1$ 的最重要结构特征&
Y;M?\*35?*>;*:WZ546>4ZZ5MZ]Z*?M5: 3*?5XV4ZM7*AMW+Y;MX5̂M]*?M:?546?Z4:V3M37Z4:M!2;M65AW*345:V4ZMV5:T6M29:WMZ65:MW 4:W
647M6MW 7=) e1+Y;M]9Z5:M2:9>6M*?5WM75:W5:TW*345: "j)Ni# 5VW*976M29:WMZ65:MW+Y;MQ,j2V]M>5X5>VMk9M:>MV4ZM
W4ZaM:MW+Y;M7*A*XW4ZaM:MW 4ZM4V*X435:*4>5W VMk9M:>M4ZM?;M3*V?53]*Z?4:?W5XXMZM:>MV7M?\MM: A!1" 4:W A!1$ 5:
M̂Z?M7Z4?MV+

表 ;<中缅树鼩与其他哺乳动物 _BQ> 氨基酸序列同源性比较结果
!*+A#;<!"#3#-5A,./*A&(’6#’,./,"#%#%57#%*6&’. *7&%-#L5#’7#-./_BQ>

/3.61,)*0* C(+*%3(#0:&,","#-#L5#’7#-./.,"#36*66*A-

哺乳动物
[43346V

登录号
I>>MVV5*:

氨基酸同源性"F#
OWM:?5?=

普氏野马 P[))&2+N+,,)& -ju##$&D’0%#E$ D0E’’

小家鼠 ?)&@)&2),)& NII%"0%"E$ D0E’’

家犬 !+$#&,)3)&-+@#,#+*#& NI‘00BCDE$ D0E#B

人 C(@(&+3#%$& )ju##%%&BE" D&EB0

褐家鼠 R+44)&$(*B%/#2)& NII"’’%"E$ D&EB0

豚鼠 !+B#+ 3(*2%,,)& -ju##%&B%&D%E$ D&E"&

苏门达腊猩猩 1($/(+N%,## )ju##$$"B’$$E$ D&E"&

加卡利安鼠 1"(>(3)&&)$/(*)& IIl%%D’&E$ D%E’"

马铁菊头蝠 R"#$(,(3")&-%**)@%[)#$)@ I,P%B"DCE$ D%E’"

>=@<>D!> 基因系统进化树的构建!将中缅树

鼩’苏门达腊猩猩"登录号$ )[##$$%%%%DE$#’人

"登录号$)[##%%00E"#’猕猴"?+2+2+ @),+44+!登

录号$ )[##$$D0%D%E$#’牛"8(&4+)*)&! 登录号$
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图 ?<中缅树鼩与其他哺乳动物 _BQ> 氨基酸序列同源性比较
$&(N?<4A&(’6#’,./,"#%#%57#%*6&’. *7&%-#L5#’7#-./_BQ> /3.61,)*0*

C(+*%3(#0:&,","#-#L5#’7#-./.,"#36*66*A-
!表示相同氨基酸%黑背景表示 $##F同源性%灰背景表示 ’#F同源性%无背景表示变异位点& #$+中缅树鼩% #"+普氏野马%

#%+家犬% #&+豚鼠% #0+小家鼠% #B+人% #C+马铁菊头蝠% #’+苏门达腊猩猩% #D+加卡利安鼠% $#+褐家鼠&

! 5:W5>4?MW 4>5W ZMV5W9MV5WM:?5>4643*:T466?;MVMk9M:>MV+Y;M764>a V;4W*\ZM]ZMVM:?V$##F 5WM:?5?=+Y;MTZ4=V;4W*\ZM]ZMVM:?V

’#F 5WM:?5?=+U5?;*9??;MV;4W*\ZM]ZMVM:?V̂ 4Z5476MV5?MV+#$+9)3+#+ N%,+$/%*#% #"DP[))&2+N+,,)&% #%D!+$#&,)3)&-+@#,#+*#&%

#&D!+B#+ 3(*2%,,)&% #0D?)&@)&2),)&% #BDC(@(&+3#%$&% #CDR"#$(,(3")&-%**)@%[)#$)@% #’D1($/(+N%,##% #DD1"(>(3)&

&)$/(*)&% $#DR+44)&$(*B%/#2)&D
!

)[##$#%%B$$E$#’山 羊 "!+3*+ "#*2)&!登 录 号$

.)D’B’%"E$#’褐家鼠"R+44)&$(*B%/#2)&! 登录号$

)[#$D%0&E"#’小家鼠 "?)&@)&2),)&! 登录号$

)[#$$BC$E& #’ 鲐 鱼 " 7%$#( *%*#(! 登 录 号$

)[$%$$CBE$#’非洲爪蟾"V%$(3)&4*(3#2+,#&! 登录

号$ N,#B%%0"E$#A!1" 基因建立系统进化树发

现!中缅树鼩A!1" 与灵长类’啮齿类动物聚为一

支"图 &#&

?<讨<论

解偶联蛋白基因与人类多种疾病相关!如
糖尿病’肝病’神经系统疾病等"贾晓丽 "#$$#!
且在生物体内广泛表达!其研究的重要性日益

凸显& 在解偶联蛋白基因的系统进化分析研究
中!.4V?Z*>; 等 ""##&#对有袋类的解偶联蛋白
基因的研究!以及 /*a*6*̂4等""##0#对无脊椎
动物线粒体解偶联蛋白基因的研究结果均表
明!A!1& 是解耦联蛋白基因的早期形式!与
A!1$’A!1" 和 A!1% 处于不同进化枝& A!1%
在基因序列中!与 A!1" 毗邻!与 A!1$ 相距较
远"N*VVM?46+$DDC#& A!1" 和 A!1% 的核苷
酸序列的相似性暗示 A!1" 和 A!1% 基因的形
成可能与细胞减数分裂过程中由删除’复制或
基因转换等不等交换产生的某些等位基因
相关&

Q,j" 作为解偶联蛋白家族的一员!介导
线粒体质子泄露!将质子驱动中的能量以热量



% 期 余婷婷等$中缅树鼩 A!1" >i)I核心片段的序列分析 (&’0!!(

图 @<>D!> 基因系统进化树
$&(N@<Q"9A.(#’#,&7,3##./>D!> (#’#

,69V?46-$E’$ 软件进行序列对位排列![1lI0 软件中的

).法建树!枝上数值表示 $ ### 次重复抽样的支持率&

j;=6*TM:M?5>?ZMM*XA!1" TM:M*7?45:MW 9V5:T[1lI0

V*X?\4ZM7=).3M?;*W+Y;M 4̂69M4??;M:*WMV]ZMVM:?V?;M

7**?V?Z4] 4̂69M9V5:T$ ### 7**?V?Z4] ZM]65>4?5*:V+

1($/(+N%,##D苏门达腊猩猩% C(@(&+3#%$&D人% ?+2+2+

@),+44+D猕猴% 9)3+#+ N%,+$/%*#D中缅树鼩% !+3*+ "#*2)&D

山羊% 8(&4+)*)&D牛% ?)&@)&2),)&D小 家 鼠% R+44)&

$(*B%/#2)&D褐家鼠% V%$(3)&4*(3#2+,#&D非洲爪蟾% 7%$#(

*%*#(D鲐鱼&
!

的形式释放!参与脂质代谢的调节"‘65:TM:7MZT
M?46+"##$! P54:TM?46+"##%#& 由于其作用机
理相对简单!在进化过程中面对的选择压力较
小!通过 A!1" 基因构建系统进化树研究亲缘
关系较近物种的分子进化关系更加合理可靠
"于燕等 "##’#& 目前!对 A!1" 分子进化关系
的研究主要集中在鱼类’哺乳类!如大口黑鲈
"?#2*(34%*)&&+,@(#>%&# "于燕等 "##’#’马铁菊
头蝠"左学国等 "##D #& 本研究中!中缅树鼩
A!1" 基因的系统构建树先与灵长类聚为一
支!再与啮齿类动物聚为一支& 这与张逊
""##0#对中缅树鼩 A!1$ 基因构建的系统树的
研究结果一致& 但也与某些学者的研究结果有
差异& IWa5:V等 "$DD$#根据线粒体细胞色素
氧化酶)型亚单位基因 ">=?*>;Z*3M*A5W4VM)!
!H)#分析!认为灵长类’树鼩和皮翼目应来源
于同一祖先!从形态学数据比较来看!树鼩与灵
长类的关系没有比与皮翼目更近& j9]a*等
""##" # 基于一些线粒体 i)I"35?*>;*:WZ546
i)I! 3?i)I#的研究表明!树鼩与兔形目亲缘
关系较近!然后才是皮翼目’灵长目& 这种差异
的原因可能是有机体系统发育时!其基因组的
起源是相当复杂的!每个基因都有自己的进化

方式!当一个特定的基因用于系统发育分析时!
该基因的进化历史并不一定与另一个基因的进
化历史相吻合"芒特 "##%#&

中缅树鼩的个体产热能力与分子水平
Q,jV含量紧密相关!即与 Q,jV的质子漏能力
密切相关 "王政昆等 $DD& #& ‘65:TM:7MZT等
""##$#对 Q,j" 的研究也表明!其在脂质代谢
和产热调节中也具有重要的调节作用& 本研究
中!中缅树鼩氨基酸同源性分析结果表明!
A!1" 基因编码区在哺乳动物中均具有较高保
守性!揭示了 Q,j" 在脊椎动物中扮演着重要
的生理角色!其可能在产热和能量代谢调节中
具有重要的作用&
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