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摘 要:转化生长因子-β(TGF-β)基因家族在细胞生长、分化、凋亡以及细胞外基质合成与沉积等

多种生物学过程中发挥着关键作用。为了探究该基因家族在驴上的表达情况,本研究对驴TGF-β
基因家族进行了系统的调查分析,包括基因鉴定、表达分析及其功能和进化关系的探讨。使用

HMMER软件包和BLAST工具对驴TGF-β基因家族成员进行鉴定,并结合多种生物信息学工具

对其序列进行了深入分析。此外,运用转录组数据分析该基因家族在不同组织中的表达模式。结

果表明,家驴TGF-β基因家族共包含33个成员,编码蛋白质的氨基酸数目为153~507
 

aa,分子质

量在16.19~55.67
 

kD之间,等电点分布为4.84~11.66,所有成员均为亲水性蛋白。蛋白质二级

结构预测表明,TGF-β基因家族成员二级结构以无规则卷曲为主,其次是α-螺旋,最后是β-折叠。
亚细胞定位结果显示,31个成员定位于细胞外基质、BMP2位于内质网上、BMP10位于细胞质膜

上、BMP7位于线粒体。系统发育分析表明,TGF-β基因家族分为两个亚类,其中驴和人的基因家

族成员分别聚集,表明其具有较近的进化关系。转录组数据进一步显示,大多数TGF-β基因家族

成员在成年驴的13种组织中均有表达,其中NODAL基因在所有组织中均表现出较高的表达水

平。该研究结果为深入解析驴TGF-β基因家族的生物学功能奠定了基础。
关键词:驴;TGF-β基因家族;系统进化;表达分析
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  Abstract:Transforming
 

growth
 

factor-β(TGF-β)
 

gene
 

family
 

plays
 

a
 

key
 

role
 

in
 

a
 

variety
 

of
 

biological
 

processes
 

such
 

as
 

cell
 

growth,differentiation,apoptosis,and
 

extracellular
 

matrix
 

synthesis
 

and
 

deposition.To
 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

TGF-β
 

gene
 

family
 

in
 

donkeys,we
 

performed
 

a
 

systematic
 

survey
 

of
 

the
 

donkey
 

TGF-β
 

gene
 

family,including
 

gene
 

identification,expression
 

analysis,and
 

discussion
 

of
 

their
 

functional
 

and
 

evolutionary
 

relationships.The
 

members
 

of
 

the
 

donkey
 

TGF-β
 

gene
 

family
 

were
 

identified
 

using
 

the
 

HMMER
 

software
 

package
 

and
 

BLAST
 

tools,and
 

the
 

sequences
 

were
 

analyzed
 

in
 

depth
 

in
 

combination
 

with
 

a
 

variety
 

of
 

bioinformatics
 

tools.Furthermore,the
 

expression
 

patterns
 

of
 

this
 

gene
 

family
 

in
 

different
 

tissues
 

were
 

analyzed
 

u-
sing

 

transcriptome
 

data.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

TGF-β
 

gene
 

family
 

consisted
 

of
 

33
 

members,encoding
 

proteins
 

with
 

amino
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acids
 

ranging
 

from
 

153
 

to
 

507
 

aa,molecular
 

weights
 

ranging
 

from
 

16.19
 

to
 

55.67
 

kD,and
 

isoelectric
 

point
 

distributions
 

ranging
 

from
 

4.84
 

to
 

11.66.All
 

members
 

were
 

hydrophilic
 

proteins.Protein
 

secondary
 

structure
 

prediction
 

showed
 

that
 

the
 

secondary
 

structure
 

of
 

TGF-β
 

gene
 

family
 

members
 

was
 



dominated
 

by
 

random
 

coil,followed
 

by
 

α-helix,and
 

finally
 

β-

fold.The
 

results
 

of
 

subcellular
 

localization
 

showed
 

that
 

31
 

members
 

were
 

located
 

in
 

the
 

extracellular
 

matrix,BMP2
 

was
 

located
 

in
 

the
 

endoplasmic
 

reticulum,BMP10
 

was
 

located
 

in
 

the
 

plasma
 

membrane,and
 

BMP7
 

was
 

located
 

in
 

the
 

mito-

chondria.Phylogenetic
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

TGF-β
 

gene
 

family
 

was
 

divided
 

into
 

two
 

subclasses,in
 

which
 

the
 

donkey
 

and
 

human
 

gene
 

family
 

members
 

were
 

clustered
 

separately,

indicating
 

a
 

close
 

evolutionary
 

relationship.The
 

transcrip-

tome
 

data
 

further
 

showed
 

that
 

most
 

TGF-β
 

gene
 

family
 

members
 

were
 

expressed
 

in
 

13
 

tissues
 

of
 

the
 

adult
 

donkey,

with
 

the
 

NODAL
 

gene
 

showing
 

high
 

expression
 

levels
 

in
 

all
 

tissues.These
 

results
 

lay
 

a
 

foundation
 

for
 

further
 

under-

standing
 

the
 

biological
 

functions
 

of
 

TGF-β
 

gene
 

family
 

in
 

donkeys.
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  转录因子是一类高度保守的蛋白,通过识别特

定DNA序列来调控染色质结构和转录过程,进而

形成一个指导基因组表达的复杂系统,参与生物体

内各种生理生化反应[1]。转化生长因子β(Trans-
forming

 

growth
 

factor
 

β,TGF-β)作为一种转录因

子,主要功能是抑制或刺激细胞增殖,是一种双功能

因子。它在细胞增殖与分化、伤口愈合及免疫系统

调控中发挥着重要作用,并在多个病理过程中扮演

关键角色,如骨骼疾病[2]、纤维化和癌症[3]。TGF-β
家族包含多种功能不同的分泌蛋白,这些蛋白在发

育模式、组织分化以及维持体内平衡方面有着多种

作用。例如:骨骼肌的负调控因子 GDF-8,引发异

位骨形成和影响骨骼形态发生的BMP类蛋白,由
睾丸中的支持细胞分泌,通过抑制米勒导管发育在

早期性腺发育和性别分化中发挥重要作用的AMH
等[4-7]。TGF-β基因家族广泛参与多种生物学过

程[8],是开发药物的理想靶点。

TGF-β是一种25
 

kD二硫键连接的二聚体,其
前体通常为折叠的环状复合物,其中二硫键、α-螺旋

与β-折叠在其结构稳定性方面起着重要作用[9]。近

年来,对TGF-β的研究不断深入,尤其是在动物遗

传育种领域,学者们越来越重视TGF-β基因家族在

多种经济性状遗传调控中的作用机制。然而,关于

驴的TGF-β基因家族在全基因组范围内的筛选、进
化分析、表达规律研究及家族成员的基因多态性分

析,尚未见系统性的研究和报道。本研究旨在全面

揭示家驴TGF-β基因家族的特征与功能,为深入解

析其生物学功能及分子标记开发奠定基础。

1 材料和方法

1.1 TGF-β基因家族鉴定及特征分析

从NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov)数据

库下载了驴的基因组序列、蛋白序列和基因注释文

件。并从Pfam(https://pfam.xfam.org)数据库获取

了TGF-β(PF00019)基因家族特有的结构域信息。使

用HMMER软件包鉴定候选的TGF-β基因家族成

员[10]。运用TBtools工具将TGF-β结构域和驴蛋白

序列文件进行BLAST比对,获得E值<10-5 的所有

蛋白质序列。通过CDD网站(https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/Struc

 

ture/bw
 

rpsb/bwrp
 

sb.cgi)提交

候选基因家族蛋白序列,对TGF-β全长蛋白序列进

行保守结构域进行验证,并删除不含TGF-β结构域

的序列。在TBtools软件中进行可视化,获得最终

的基因家族成员。
使用ExPASY在线工具(https://www.expasy.

org/)分析TGF-β家族蛋白的氨基酸数量、等电点、分
子质量、不稳定指数、脂溶性系数和总平均亲水

性[11-13]。通 过 WoLF
 

PSORT 在 线 网 站(https://

wolfpsort.hgc.jp/)进行亚细胞定位[14]。使用SOP-
MA在 线 分 析 网 站(https//npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl? page=npsa%20_sopma.html)
对TGF-β基因家族成员蛋白质的二级结构进行

预测[15]。

1.2 系统进化树分析

从NCBI数据库下载驴、人和小鼠的蛋白序列

文件,使用 MEGA11软件通过邻接法(neighbor-
joining,NJ)构建驴、人和小鼠的TGF-β基因家族的

系统发育树,校验参数中Bootstrap值设为1
 

000,Site
 

Coverage
 

Cutoff设为50,其他参数保持默认值[16]。
随后,利用在线软件Evolview(https://evolgenius.in-
fo//evolview-v2/#

 

login)对进化树进行美化[17]。

1.3 染色体定位及基因结构

使用 TBtools软件的“Gene
 

Location
 

Visual-
ize”功能插件,结合驴TGF-β家族成员ID与驴gff3
基因注释文件(ASM1607732v2),绘制驴TGF-β基

因染色 体 定 位 图 谱。然 后 使 用 TBtools软 件 的

“Visualize
 

Gene
 

Structure”插件,结合驴TGF-β家

族ID和驴gff3基因注释文件,对基因结构进行可

视化。最后,借助 Adobe
 

Illustrator软件进行图形

美化[18]。

1.4 TGF-β基因家族蛋白保守基序分析

首先,通过在线预测分析软件 MEME(http://

meme-suite.org/index.html)对驴TGF-β基因家族
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保守的蛋白基序进行分析[19]。接着,将 TGF-β基

因家族的蛋白序列文件上传至NCBI的Batch
 

CD-
Search工具进行预测[20]。最后,利用TBtools软件

“Gene
 

Structure
 

View”插件将上述两次获得的结果

进行可视化。

1.5 TGF-β基因家族成员在驴不同组织中表达特

征分析

  从NCBI官网的SRA数据库[21]下载成年驴13
种组织(皮肤、肌肉、血液、大脑、心脏、肺、胃、脾脏、
肝脏、肾脏、盲肠、睾丸、附睾)的RNA-seq原始测序

数据(PRJNA431818)[22]。使 用 Trimmomatic切

除[23]低质量的碱基和接头序列。随后,利用 Hisat2
软件建立索引,并将质控后高质量数据比对到驴参

考基因组[24]。接着,使用Stringtie对转录本进行组

装并估计基因的表达丰度(FPKM)[25]。最后,使用

TBtools软件中的“HeatMap”功能绘制TGF-β家族

基因在驴各组织中的表达热图。

1.6 功能富集分析

为了深入研究驴TGF-β基因家族的生物学功

能,采用在线工具 DAVID(https://david.ncifcrf.
gov/)分别从生物学过程(biological

 

process)、分子

功能 (molecular
 

function)和 细 胞 组 分 (cellular
 

component)等方面对TGF-β基因家族开展基因功

能富集分析。

2 结果与分析

2.1 TGF-β基因家族鉴定及基本性质分析

使用HMMER和BLAST工具检索基因组和

蛋白组数据库,并通过CDD检查序列是否存在完整

的TGF-β结构域,从驴基因组中鉴定出34个TGF-

β基因家族成员,并分析了它们的特征和理化性质

(表1)。驴TGF-β基因家族成员氨基酸数量的变化

范围较大,从153个氨基酸(PSPN)到507个氨基酸

(GDF5);蛋白序列的相对分子质量在16.19~
55.67

 

kD,与氨基酸数量变化趋势一致;等电点变

化范围从4.84(BMP10)到11.66(ARTN);不稳定

系数从36.79(PSPN)到84.20(ARTN);脂溶性系

数为64.40(ARTN)到97.25(GDF3)。TGF-β家

族成员总平均亲水性(grand
 

average
 

of
 

hydropath-
icity)均为负值,表明它们是亲水性蛋白。

蛋白质二级结构预测结果显示(表2),驴TGF-

β基因家族成员蛋白组成主要由无规则卷曲构成,
其次是α-螺旋,β-折叠的比例最小。不同成员蛋白

质的无规则卷曲、α-螺旋、β-折叠和延伸链等二级结

构比例差异较大,其中α-螺旋的占比为14.17%到

43.79%,延伸链占比为8.53%到23.93%,β-折叠

占比 为 1.46% 到 9.76%,无 规 则 卷 曲 占 比 为

40.52%到65.12%。亚细胞定位结果显示,TGF-β
基因家族30个成员位于细胞外基质,BMP2位于内

质网上,BMP10位于细胞质膜上,BMP7位于线

粒体。

2.2 TGF-β基因家族系统进化树分析

为了研究驴TGF-β基因家族成员与人、小鼠之

间的进化关系,用驴、人和小鼠的TGF-β基因家族

成员蛋白序列进行多序列比对,并在 MEGA软件

中用NJ方法构建系统进化树。驴有34个TGF-β
家族蛋白成员,人有36个TGF-β家族成员,小鼠有

40个TGF-β家族成员,共计110个蛋白成员。系统

发育树显示,TGF-β基因蛋白家族被分为了group1
和group2两大亚类(图1),其中group1含有38个

同源基因蛋白,包括7个驴TGF-β家族成员,16个

人TGF-β家族成员和15个小鼠TGF-β家族成员;

group2含 有72个 同 源 基 因 蛋 白,包 括27个 驴

TGF-β家族成员,20个人TGF-β家族成员和25个

小鼠 TGF-β家族成员。在进化树上,3个物种的

TGF-β基因蛋白家族成员相互聚集,相间排布,表
明它们在进化上较为接近,并且这些基因家族成员

可能具有功能上的相似性。

2.3 驴TGF-β基因家族成员染色体定位及基因结

构分析

  从驴基因组的gff3注释文件中提取各个TGF-

β基因家族成员的位置信息,利用TBtools生成染

人.蓝色;驴.黄色;鼠.红色

图1 驴、人和小鼠TGF-β基因家族蛋白系统发育进化树

Fig.1 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

donkey,human
 

and
 

mouse
TGF-β

 

gene
 

family
 

proteins
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色体分布图(图2)。结果表明,TGF-β基因家族成

员非均匀分布在1、2、3、4、5、6、7、8、10、12、15、19、

20、22、26、30号染色体和 X染色体上。其中在1
号、2号、5号、7号、22号和30号染色体上都定位到

3个驴TGF-β基因家族的成员,6号、12号、15号和

20号染色体都定位到2个驴TGF-β基因家族的成

员。3号、4号、8号、9号、19和X染色体均定位到

1个驴TGF-β基因家族的成员。
基因结构分析结果显示(图3),驴TGF-β基因

家族成员含有1~9个外显子。其中,INHBC含有

1个外显子,14个成员含有2个外显子,5个成员含

有3个外显子,3个成员含有4个外显子,2个成员

含有5个外显子,5个成员含有7个外显子,2个成

员含有8个外显子,BMP8A含有9个外显子。驴

TGF-β基因家族绝大多数成员都含有内含子,其
中,含有1个内含子的成员有13个,含有2个内含

子的成员有7个,含有3个内含子的成员有5个,含
有6个内含子的成员有7个,TGFB2含有的内含子

数最多,包含7个内含子。驴TGF-β基因家族成员

的外 显 子 和 内 含 子 的 个 数 差 异 都 较 大,说 明 驴

TGF-β基因家族成员的基因结构具有多样性。
 

表1 驴TGF-β基因家族蛋白理化性质

Table
 

1 Physicochemical
 

properties
 

of
 

donkey
 

TGF-β
 

gene
 

family
 

proteins

基因名称 基因号
氨基酸

数量

蛋白质相对

分子质量/kD
等电点

不稳定

指数

脂溶性

系数

总平均

亲水性

GDF5 XP_044629204.1 507.00
 

55.67
 

8.20
 

58.63
 

71.83
 

-0.440
BMP5 XP_014707242.1 454.00

 

51.47
 

9.00
 

47.99
 

77.97
 

-0.439
BMP7 XP_014687467.1 431.00

 

49.30
 

7.36
 

53.46
 

76.26
 

-0.411
BMP2 XP_014684231.1 395.00

 

44.89
 

8.85
 

53.99
 

79.24
 

-0.473
BMP8B XP_044626372.1 402.00

 

44.78
 

8.90
 

60.58
 

82.04
 

-0.363
BMP8A XP_044626354.1 404.00

 

45.00
 

8.79
 

60.65
 

82.60
 

-0.358
BMP4 XP_014720200.1 409.00

 

46.60
 

8.57
 

57.89
 

79.80
 

-0.532
GDF6 XP_014703240.2 461.00

 

51.43
 

9.19
 

69.87
 

69.87
 

-0.610
GDF7 XP_044627936.1 452.00

 

46.47
 

9.29
 

55.16
 

79.51
 

-0.118
GDF3 XP_014706486.2 364.00

 

40.76
 

7.11
 

52.09
 

97.25
 

-0.087
BMP3 XP_014691802.1 475.00

 

53.46
 

9.62
 

59.67
 

79.05
 

-0.519
INHBA XP_014720043.1 426.00

 

47.70
 

7.56
 

62.09
 

79.44
 

-0.522
BMP10 XP_014692224.1 424.00

 

48.02
 

4.84
 

47.26
 

86.93
 

-0.349
INHBE XP_014699477.1 351.00

 

38.52
 

9.00
 

63.28
 

86.78
 

-0.255
INHBC XP_014699475.1 351.00

 

38.37
 

8.27
 

46.82
 

88.12
 

-0.049
GDF1 XP_044629219.1 369.00

 

39.18
 

11.20
 

69.92
 

89.32
 

-0.059
GDF10 XP_014697015.1 477.00

 

52.54
 

9.52
 

56.44
 

76.77
 

-0.451
GDF2 XP_014697014.2 427.00

 

47.43
 

6.34
 

50.24
 

75.57
 

-0.426
BMP15 XP_014682648.1 394.00

 

45.23
 

9.67
 

52.86
 

96.19
 

-0.309
GDF9 XP_014712290.2 451.00

 

50.63
 

8.90
 

55.54
 

79.18
 

-0.350
MSTN XP_014693062.1 375.00

 

42.84
 

7.46
 

42.79
 

83.95
 

-0.406
TGFB3 XP_014696363.1 412.00

 

47.17
 

8.13
 

48.59
 

82.06
 

-0.499
TGFB2 XP_014705358.1 442.00

 

50.53
 

8.74
 

53.00
 

80.52
 

-0.396
NODAL XP_044612398.1 350.00

 

39.92
 

5.81
 

63.07
 

85.23
 

-0.374
TGFB1 XP_014716505.1 391.00

 

44.07
 

8.83
 

46.29
 

89.77
 

-0.255
GDF15 XP_044629495.1 300.00

 

32.98
 

10.72
 

63.53
 

92.20
 

-0.298
INHA XP_014711541.1 367.00

 

39.45
 

7.62
 

68.96
 

90.71
 

-0.042
NRTN XP_044609194.1 197.00

 

22.37
 

11.12
 

68.83
 

85.79
 

-0.434
ARTN XP_044626547.1 225.00

 

23.11
 

11.66
 

84.20
 

64.40
 

-0.385
GDNF XP_014686778.1 211.00

 

23.81
 

9.25
 

64.20
 

78.20
 

-0.547
PSPN XP_014699167.1 153.00

 

16.20
 

9.48
 

36.79
 

86.93
 

-0.099
LOC106844730 XP_044618896.1 367.00

 

40.79
 

8.40
 

44.02
 

87.14
 

-0.334
LOC106844732 XP_044618866.1 367.00

 

40.77
 

8.61
 

46.35
 

87.14
 

-0.334

313期       黄恩泽,等:家驴TGF-β基因家族成员的鉴定、表达及多态分析



表2 驴TGF-β基因家族蛋白二级结构预测及亚细胞定位

Table
 

2 Secondary
 

structure
 

prediction
 

and
 

subcellular
 

localization
 

of
 

donkey
 

TGF-β
 

gene
 

family
 

proteins

基因名称
二级结构分布比例

α-螺旋 延伸链 β-折叠 无规则卷曲
亚细胞定位

GDF5 22.88
 

17.95
 

3.35
 

55.82
 

extracellular
BMP5 23.79

 

16.52
 

2.86
 

56.83
 

extracellular
BMP7 24.59

 

17.87
 

3.02
 

54.52
 

mitochondrial
 

BMP2 25.06
 

17.72
 

2.03
 

55.19
 

endoplasmic
 

reticulum
 

BMP8B 20.40
 

17.66
 

2.49
 

59.45
 

extracellular
BMP8A 22.03

 

18.07
 

2.48
 

57.43
 

extracellular
BMP4 23.47

 

19.56
 

1.96
 

55.01
 

extracellular
GDF6 22.56

 

10.20
 

2.60
 

64.64
 

extracellular
GDF7 38.27

 

11.50
 

8.19
 

42.04
 

extracellular
GDF3 26.37

 

17.03
 

5.77
 

50.82
 

extracellular
BMP3 25.89

 

14.95
 

3.79
 

55.37
 

extracellular
INHBA 25.35

 

19.48
 

4.69
 

50.47
 

extracellular
BMP10 28.54

 

17.92
 

2.59
 

50.94
 

plasma
 

membrane
 

INHBE 23.93
 

19.94
 

3.70
 

52.42
 

extracellular
INHBC 24.50

 

23.93
 

4.56
 

47.01
 

extracellular
GDF1 29.00

 

12.74
 

9.76
 

48.51
 

extracellular
GDF10 22.22

 

15.09
 

3.14
 

59.54
 

extracellular
GDF2 25.06

 

18.03
 

3.28
 

53.63
 

extracellular
BMP15 30.46

 

11.93
 

1.78
 

55.84
 

extracellular
GDF9 26.39

 

15.96
 

2.44
 

55.21
 

extracellular
MSTN 20.80

 

23.73
 

3.47
 

52.00
 

extracellular
TGFB3 34.95

 

15.53
 

1.46
 

48.06
 

extracellular
TGFB2 34.39

 

13.12
 

2.49
 

50.00
 

extracellular
NODAL 21.71

 

16.29
 

4.00
 

58.00
 

extracellular
TGFB1 32.74

 

17.14
 

3.58
 

46.55
 

extracellular
GDF15 30.33

 

12.33
 

4.00
 

53.33
 

extracellular
INHA 14.17

 

17.44
 

3.27
 

65.12
 

extracellular
NRTN 41.12

 

10.15
 

7.61
 

41.12
 

extracellular
ARTN 22.67

 

8.89
 

4.44
 

64.00
 

extracellular
GDNF 30.33

 

8.53
 

5.69
 

55.45
 

extracellular
PSPN 43.79

 

10.46
 

5.23
 

40.52
 

extracellular
LOC106844730 27.52

 

18.80
 

3.27
 

50.41
 

extracellular
LOC106844732 28.88

 

17.71
 

3.54
 

49.86
 

extracellular

图2 33个驴TGF-β基因家族成员染色体定位图

Fig.2 Chromosome
 

mapping
 

of
 

34
 

donkey
 

TGF-β
 

gene
 

family
 

members
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图3 驴TGF-β基因家族成员结构分析

Fig.3 Structural
 

analysis
 

of
 

donkey
 

TGF-β
 

gene
 

family
 

members

左侧为TGF-β的邻接系统发育树;中间为TGF-β蛋白中的3个保守基序;

右侧为TGF-β的保守结构域;基序大小可以通过底部的比例估计

图4 TGF-β基因家族蛋白保守基序分布

Fig.4 Distribution
 

of
 

conserved
 

motif
 

of
 

TGF-β
 

gene
 

family
 

proteins
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2.4 驴TGF-β基因家族蛋白保守基序分析

为进一步了解驴TGF-β基因家族蛋白的结构

特征,对该基因家族所编码蛋白序列的保守基序进

行了预测。结果显示,在驴TGF-β基因家族中共鉴

定出3种保守基序,其中TGF-β结构域由 motif
 

1
和motif

 

2组成,这两个保守基序在家族中分布也

最为广泛。由图4可知,25个驴TGF-β基因家族蛋

白含有保守基序1和保守基序2,其中11个驴

TGF-β基因家族蛋白序列3个保守基序都含有。
其余9个中的BMP8B含有保守基序1和保守基序

3,其余4个只含有保守基序1,ARTN只含有保守

基序2,GDNF、NRTN和PSPN没有这3种保守基

序。说明大多数驴TGF-β基因家族蛋白有着较高

的保守性。

2.5 TGF-β基因家族成员在驴背长肌中表达特征

分析

  为研究TGF-β基因家族在驴不同组织中的表

达情况,本研究从NCBI公共数据库下载了驴转录

组测序数据,获得了33个TGF-β基因家族成员在

13种不同组织中的表达情况(图5)。结果显示,

BMP5、GDF6、GDF3、BMP3、BMP15、GDF9、

GDNF 基因在所有组织中表达丰度<0.5(FPKM
<0.5);GDF5、BMP8B、TGFB、NODAL、AR-
TN、PSPN 基因在所有组织中表达丰度>1(FP-
KM>1)。由图5可知,血液中TGFB1基因表达量

最高,睾丸中INHA 基因表达量最高,肺中GDF5
基因表达量最高,肝中PSPN 基因高表达量最高,

NODAL 基因在13个组织中均高表达。

图5 驴TGF-β家族成员在不同组织中表达情况

Fig.5 Expression
 

of
 

donkey
 

TGF-β
 

family
members

 

in
 

different
 

tissues

2.6 驴TGF-β基因家族功能富集分析

为进一步了解驴TGF-β基因生物学家族功能,
利用DAVID在线分析网站对 TGF-β家族基因进

行GO注释显示三个方面(细胞成分、生物过程和分

子功能)的功能富集。GO分析发现(图6),TGF-β
家族参与多个与生长发育相关的生物学功能。其中

TGF-β转录因子富集到2个细胞组分注释条目,细
胞胞 外 空 间 (GO:0005615)和 细 胞 外 区 (GO:

0005576);分子功能中主要富集于生长因子活性

(GO:0008083)、细胞因子活性(GO:0005125)、转
化生长因子β受体结合(GO:0005160)、Ⅱ型转化生

长因子β受体结合(GO:0005114)、Ⅲ型转化生长因

子β受体结合(GO:0034714)、受体酪氨酸激酶结合

(GO:0030971)、激素活性(GO:0005179)、胶质细

胞衍生的神经营养因子受体结合(GO:0030116)、

BMP受体结合(GO:0070700)。生物过程主要富集

于BMP信号通路(GO:0030509)、SMAD蛋白信号

传导(GO:0060395)、细胞分裂的正向调控(GO:

0051781)、TGF-β受体信号通路(GO:0007179)、细
胞群体增殖的调控(GO:0042127)、前 后 轴 特 化

(GO:0009948)、成骨细胞分化(GO:0001649)、外
周神经系统发育(GO:0007422)和软骨发育(GO:

0051216)。

图6 驴TGF-β家族成员GO富集分析图

Fig.6 GO
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

donkey
TGF-β

 

family
 

members

3 讨 论

TGF-β是一类具有广泛生物活性的多功能细

胞因子,在细胞增殖、分化和凋亡等过程中发挥关键

作用。TGF-β不仅参与胞外基质合成、胚胎发育、
器官形成和骨骼再生,而且在机体免疫应答中扮演

重要角色[26],此外,TGF-β信号通路与各种疾病的
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联系和在干细胞的自我更新和多能性维持中的作用

也受 到 广 泛 关 注[27]。本 研 究 共 鉴 定 出33个 驴

TGF-β基因家族的成员,数量低于人和小鼠鉴定出

的36个TGF-β基因家族成员和40个基因家族成

员。基因染色体的定位显示,33个驴 TGF-β基因

家族成员非均匀分布在1、2、3、4、5、6、7、8、10、12、

15、19、20、22、26、30号染色体以及X染色体上。
在驴TGF-β基因家族蛋白中,34个成员的氨

基酸数目在
 

153~
 

507
 

aa,其中88.29%的蛋白含氨

基酸数量介于300~500个,相对分子质量为16.19
~55.67

 

kD,与 氨 基 酸 数 量 变 化 趋 势 一 致。驴

TGF-β基 因 家 族 蛋 白 序 列 的 等 电 点 在 4.84~
11.66,其中28个蛋白质的等电点>7.5,表明大多

数驴TGF-β基因家族蛋白属于碱性蛋白[28],其不

稳定系数介于36.79~84.20之间,只有PSPN的不

稳定系数<40,属于稳定蛋白,其余的均为不稳定蛋

白[29]。总平均亲水性为序列中所有氨基酸亲水值

总和与氨基酸总数比值,负值越大表示亲水性越好,
正值越大表示疏水性越强,驴TGF-β基因家族蛋白

亲水性均为负值,说明均为亲水性蛋白[30]。由此可

见,驴TGF-β基因家族蛋白在理化性质方面具有较

明显的差异。
蛋白二级结构分析结果表明,驴TGF-β基因家

族蛋白结构主要是无规则卷曲,无规则卷曲占比在

50%及以上的TGF-β基因家族蛋白有26个,其次

为α-螺旋,最后是β-折叠。蛋白二级结构中无规则

卷曲所含比例较高,可能是因为无规则卷曲连接其

他3类结构,所以致使所占百分比高[31]。此外,不
同成员蛋白质无规则卷曲、延伸链、α-螺旋和β-折叠

等二级结构分布比例差异明显,这可能是造成驴

TGF-β
 

基因家族成员多样性的原因之一。亚细胞

定位分析结果显示,驴TGF-β基因家族蛋白大部分

定位于细胞外基质,少数定位于细胞膜系统中,说明

驴TGF-β基因可能是多数通过细胞信号转导系统

参与生物学进程[32]。驴TGF-β基因家族系统进化

树分析也表明,TGF-β基因家族成员在进化过程中

发生了分化。
驴TGF-β基因家族成员基因结构分析表明该

基因家族成员外显子和内含子都呈现多样性,外显

子数变异较大,1个成员有一个外显子,21.21%的

成员有含有2个外显子,其他成员则含有3~9个外

显子,内含子个数变异也较大,其中,有39.40%的

成员含有1个内含子,其他成员含有2~7个。驴

TGF-β基因家族成员的外显子和内含子的个数差

异都较大,说明驴 TGF-β基因家族成员具有多样

性,在驴的物种进化过程中发挥重要作用[33]。
序列特异性蛋白的结合位点是基序,这些基序

在基因表达调控中起着至关重要的作用。本研究中

驴TGF-β基因家族具有相同保守基序的成员在系

统发育树中聚类在一起,这表明它们可能具有相似

的生物学功能;而不同分支的成员往往具有不同的

生物学功能,这主要是由于它们所含基序的差异所

致;可以观察到同一进化分支的成员间具有相似的

保守基序组成,而不同分支的成员则具有不同的基

序组成,如TGFB1和TGFB2在同一分支且有着

相同基序,而 MSTN 处在不同分支基序与两者相

比也有差异。这些发现强调了基序在TGF-β基因

家族成员的功能分化和进化过程中的关键作用[34]。
基因表达结果表明,除极少数驴TGF-β基因家

族成员在成年驴个别组织中不能表达外,大多数的

驴TGF-β基因家族成员在成年驴13种不同的组织

中均有表达,结果显示某些TGF-β家族基因在某些

特定的组织或细胞中表达量较高,血中TGFB1基

因表达量最高,睾丸中INHA 基因表达量最高,肺
中GDF5基因表达量最高,肝中PSPN 基因高表

达量最高,NODAL 基因在13个组织中均高表达。
之前的研究发现TGFB1在细胞增殖、分化、免疫调

节以及疾病发展中有着重要功能[35],INHA 基因

在绵羊睾丸中的高表达[36],PSPN 在人体免疫系

统的高度相关[37],NODAL 基因调控人体左右体轴

对称性[38]、在多种器官(包括心脏、肝脏、胰腺和肠

道等)的发生和发展[39]、调控干细胞的分化方向和

维持其多能性等方面的重要作用也均有报道[40]。
这些研究显示这些基因在这些组织或细胞中具有显

著的高表达相关性。
在本次针对驴TGF-β基因家族的研究工作中,

我们采用了GO功能富集分析技术,研究结果清晰

地表明,这一基因家族在生物体的生长、分化、发育、
信号转导、免疫应答以及癌症的发生路径中,有着重

要功能,这对于深入理解驴的生理机制和疾病防治

具有重要意义。该结论与前人的研究结果相一

致[41-45],进一步证实了TGF-β基因家族在众多生物

学及病理学过程中具有重要的核心作用。
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