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摇 摇 摘要:摇 为了研究促红细胞生成素产生肝细胞配体 A1(EphrinA1)对梅山猪胚胎附植期胚胎在子宫内膜间迁

移和对子宫内膜黏附活动的影响,利用克隆测序、生物信息学和 qRT鄄PCR 方法,克隆了 EphrinA1 基因的全长编码

序列,对其表达的蛋白结构和功能进行了预测,并检测了其 mRNA 表达变化。 梅山猪 EphrinA1 基因编码区有 5 个

cSNPs 变异,其中 2 个导致氨基酸突变,分别为 Glu29Asn 和 Trp33Arg,位于 EphrinA1 外显子 1 和外显子 2 上。 Eph鄄
rinA1 编码序列中含 5 个外显子,编码 205 个氨基酸。 EphrinA1 为不稳定的亲水性蛋白,有 1 个信号肽和一个保守

区域,无跨膜区。 另外,EphrinA1 在梅山猪胚胎附植期有较强的 mRNA 表达。 表明 EphrinA1 基因可能参与梅山猪

的胚胎附植调控,其 cSNPs 有望成为影响猪产仔数基因的潜在分子标记。
关键词:摇 梅山猪; 胚胎附植; EphrinA1; 克隆; 生物信息学

中图分类号:摇 摇 摇 摇 文献标识码:摇 A摇 摇 摇 文章编号:摇 1000鄄4440(2015)02鄄0350鄄07

Coding sequence cloning and bioinformatics analysis of EphrinA1 during
embryo implantation in Meishan swine

ZHOU Yan鄄hong1,2,摇 FU Yan鄄feng2,摇 ZHAO Wei鄄min2,摇 LIU Hong鄄lin1,摇 REN Shou鄄wen1,2

(1. College of Animal Science and Technology,Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095,China; 2. Institute of Animal Science,Jiangsu Academy of
Agricultural Sciences / Laboratory of Animal Improvement and Reproduction, Nanjing 210014,China)

摇 摇 Abstract:摇 In order to analyze the role of EphrinA1 in the migration and adhesion of embryo along the endometrium
during embryo implantation in Meishan swine, EphrinA1 coding sequence was cloned, protein structure and function were
predicted and mRNA expression was detected by cloning, sequencing, bioinformatics and qRT鄄PCR method. Five cSNPs in

EphrinA1 coding sequence were detected, two of which
caused two amino acids changes which were Glu29Asn in
exon 1 and Trp33Arg in exon 2. EphrinA1 coding se鄄
quence contains five exons and encods 205 amino acids.
Protein EphrinA1 is hydrophilic and instable, and has a
signal peptide and a conservative region and no transmem鄄
brane region. EphrinA1 mRNA showed a strong expression
in Meishan swine during embryo implantation period. The
results suggested that EphrinA1 might play a role in the
regulation of embryo implantation in Meishan swine, and
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the cSNP is a potential molecular marker affecting swine litter size.
Key words:摇 Meishan swine; embryo implantation; EphrinA1; cloning; bioinformatics

摇 摇 猪产仔数是代表养殖水平和经济效益的重要指

标。 因此,在动物遗传育种的过程中,定位影响母猪

产仔数性状的相关基因成为全世界科学家研究的热

点之一[1鄄2]。 从遗传学和经济效益的角度出发,猪繁

殖性状是一个非常复杂的性状,而产仔数又是其中

最重要的性状[3鄄4]。 与猪产仔数的关联基因有雌激

素受体基因(ESR) [5]、催乳素受体基因(PRLR) [6]、
视黄醇结合蛋白 4 基 因(RBP4) [7]、白血病因子

(LIF) [8] 等。 但由于产仔性状遗传力低 (10% ~
15% ) [9],使用传统育种方法并不能很有效地提高

产仔数。 随着分子生物学技术的发展,标记辅助选

择法(Marker鄄assisted selection,MAS)为分子育种提

供了机遇,只要能发现影响重要繁殖性状候选基因

的分子标记,就能通过辅助育种有效改良猪的繁殖

性状[10]。
胚胎附植是妊娠建立过程中的重要步骤,因为

有很多的胚胎会在这个过程中死亡[11],而早期胚胎

(妊娠第10 ~ 30 d)的死亡是导致产仔数下降的一个

重要原因[12],所以胚胎附植期非常重要,研究影响

胚胎附植的基因表达十分重要。 有研究表明 Eph鄄
Ephrin 系统在人[13鄄15] 和小鼠[16] 的胚胎附植过程中

发挥着重要作用。 促红细胞生成素产生肝细胞配体

A1 基因(EphrinA1)是 Eph鄄Ephrin 家族中非常重要

的基因,是一个编码多效性细胞的因子,通常在子宫

内膜上表达 mRNA 直至产生 EphrinA1 蛋白质[17]。
梅山猪是太湖猪的一个类群,在全球猪种中繁

殖率和产仔率最高[18]。 原产于上海嘉定和江苏太

仓的梅山猪是最具代表性的种群,具有产仔数多、泌
乳能力强、肉质鲜美等优点[19]。 梅山猪每窝产仔数

比欧洲母猪多3 ~ 5 头[20]。 目前,对该猪种的研究

主要集中于乳头数、乳房发育、泌乳、断奶时间、卵泡

发育、排卵等形态学的观察,以及激素水平对产仔数

的影响等。 分子水平的研究主要集中于对激素编码

基因、激素受体基因及基因的 SNP、QTL 定位等的研

究。
本研究拟通过对梅山猪 EphrinA1 基因全编码

区克隆测序及功能位点的分析,了解其在胚胎附植

期对梅山猪产仔率的影响,以期为利用梅山猪改良

猪种提供理论支撑。

1摇 材料与方法

1. 1摇 试验动物

试验动物来自江苏农林职业技术学院梅山猪保

种场,包含 9 头母猪的卵巢、输卵管、子宫体、子宫内

膜等组织。 试验猪在同一条件下饲喂,分别在妊娠

第 13 d、18 d、24 d 进行屠宰,屠宰时遵循江苏省农

业科学院实验动物操作规定。 组织样采集后放于液

氮中保存。
1. 2摇 总 RNA 提取与反转录

利用 Trizol 法[21]提取梅山猪各组织总 RNA,提
取步骤严格按照试剂盒( TaKaRa)说明书操作,以
2. 2%甲醛变性凝胶电泳和紫外分光光度仪检测总

RNA 的纯度和浓度,-70 益保存备用。
cDNA 合成体系:20 滋l,反应操作步骤:在冰浴

试管中加入反应混合物 Oligo(dT) (0郾 5 滋g / 滋l)1
滋l,总 RNA 3 滋g,RNase鄄free ddH2O 定容至 12 滋l;轻
轻混匀后离心3 ~ 5 s,反应混合物在 65 益 温浴 5
min 后,冰浴 30 s,然后离心3 ~ 5 s;将试管冰浴,再
加 5伊Reaction buffer 4 滋l,Rnase inhibitor (20 U / 滋l)
1 滋l,dNTP mix(10 mmol / L)2 滋l,M鄄MuLVRT(200
U / 滋l)1 滋l;轻轻混匀后离心 3 ~ 5 s;在 PCR 仪上

42 益反应 30 ~ 60 min 完成 cDNA 合成,终止反应

70 益处理后,置于-20 益冰箱保存。
1. 3摇 引物设计、PCR 扩增及测序

参照 GenBank 中猪 EphrinA1 基因(GenBank ac鄄
cession no. NM_001123110)设计引物(F:5忆鄄GCTAT鄄
GGAGTTCCTCTGGGC鄄3忆,R:5忆鄄CTTCACGAGGTCTG鄄
GAGCAG鄄3忆)由上海英俊生物公司合成,扩增片段

长度 623 bp,PCR 扩增反应条件(94 益、5 min,94
益、30 s,60 益、30 s,72 益、45 s)35 个循环,72 益、7
min, 20 益保持。 PCR 扩增产物经 1% 的琼脂糖凝

胶电泳检测,PCR 产物送往上海生工生物工程技术

服务有限公司测序。
1. 4摇 克隆

1. 4. 1 摇 PCR 产物的电泳鉴定、回收纯化及浓度测

定摇 用 1% 琼脂糖凝胶进行鉴定,将目的片段用回

收纯化试剂盒( 离心柱型)进行回收,按说明书检测

回收 DNA 质量,回收产物置于-20 益保存。
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1. 4. 2摇 连接反应摇 将回收纯化的 PCR 产物连接到

pMD18鄄T 载体上。 10 滋l 连接反应体系为 Solution玉
5郾 0 滋l,pMD18鄄T vector 1 滋l,纯化的 PCR 产物 3 滋l,
加双蒸水至 10 滋l。 混匀,微离心,16 益 连接 2 h。
1. 4. 3摇 转化摇 从-70 益取出感受态细胞 100 滋l,置
于冰上解冻。 向感受态细胞中加入 10 滋l 连接产

物,冰浴 30 min。 在 42 益 水浴中放置 45 s,使用

1郾 5 ml 离心管延长 60 s,重新置于冰中静放 2 min,
在上述体系中加入 37 益预热的 SOC 1 ml,37 益振

荡培养 1 h,取100 ~ 200 滋l 涂布于选择培养基(一般

直径 9 cm 的培养板涂布量不超过 100 滋l)。 在

37 益恒温培养箱中过夜培养16 ~ 24 h。
1. 4. 4摇 重组质粒的筛选摇 将平板中培养 16 ~ 24 h
的大肠杆菌,选单个菌落挑至玻璃管中的 250 ml 液
体培养基中( 含 1 ml 氨苄) ,200 r / min振荡,37 益
培养12 ~ 36 h 后进行菌液 PCR,用琼脂糖凝胶电泳

检测,将 1 ml 合格的菌液送 Invitrogen 公司测序。
1. 5摇 EphrinA1 蛋白质的生物信息学分析

利用 DNAMAN 软件将克隆出来梅山猪 Ephri鄄
nA1 基因的 cDNA 序列与 GenBank 公布的标准序列

进行比对,确定梅山猪该基因的变异位点。 利用

GenBank 公布的蛋白序列(登录号 ABI97191)进行

蛋白功能位点和区域分析(表 1),从而筛选引起蛋

白重要功能区域变化的变异位点。
利用克隆出来的梅山猪 EphrinA1 基因的 cDNA

序列推导出氨基酸序列进行生物信息学分析,主要

分析其信号肽(SignalP4. 0 http: / / www. cbs. dtu. dk /
services / SignalP / )及跨膜区( TMHMM http: / / www.
cbs. dtu. dk / services / TMHMM鄄2. 0 / )(表 2)。

表 1摇 蛋白功能位点和区域预测方法及相关网址

Table 1摇 The prediction of protein functional sites or domains and
related web sites

摇 蛋白结构 摇 摇 摇 摇 摇 预测软件及相关网址

保守功能位点 PROSITE (http: / / prosite. expasy. org / )

O鄄糖基化 NetOGlyc ( http: / / www. cbs. dtu. dk / services / Net
OGlyc / )

N鄄糖基化 NetNGlyc ( http: / / www. cbs. dtu. dk / services / Net鄄
NGlyc / )

磷酸化位点 NetPhos ( http: / / www. cbs. dtu. dk / services / Net鄄
Phos / )

蛋白激酶位点 NetPhosK ( http: / / www. cbs. dtu. dk / services / Net鄄
PhosK / )

表 2摇 蛋白结构预测及相关网址

Table 2摇 The prediction of protein structure and related web sites

摇 摇 蛋白结构 摇 摇 摇 摇 摇 预测软件及相关网址

蛋白质的理化性质 ProtParam (http:/ / web. expasy. org / protparam/ )

疏水性 ProtScale( http: / / web. expasy. org / cgi鄄bin /
protscale / protscale. pl)

信号肽 SignalP4. 0 (http:/ / www. cbs. dtu. dk / services /
SignalP / )

跨膜区 TMHMM ( http: / / www. cbs. dtu. dk / services /
TMHMM鄄2. 0 / )

保守功能域 CDD ( http: / / www. ncbi. nlm. nih. gov / Struc鄄
ture / cdd / wrpsb. cgi)

2摇 结果与分析

2. 1摇 RNA 提取

组织样中提取的总 RNA 其 OD260 / OD280分别为

2郾 01、 2郾 00、 1郾 98, 说明提取的 RNA 浓度很高。
2郾 2%甲醛变性凝胶电泳显示 RNA 质量很好,可以

进行后续的反转录试验(图 1)。

1、2、3 分别代表梅山猪胚胎附植 13 d、18 d 和 24 d 的子宫内膜

附植点。
图 1摇 梅山猪组织总 RNA 电泳图

Fig. 1摇 Electrophoresis profiling of total RNA of Meishan swine

2. 2摇 EphrinA1 基因菌液的 PCR 及 Xho I 和 Not I
双酶切

摇 摇 菌液 PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳检测到一条

清晰 618 bp 条带,与预期的 cDNA 长度一致 (图

2A)。 经 Xho I 和 Not I 双酶切得到一条与目的片段

相符的片段,一条与载体片段大小一致的片段(图
2B),测序结果与 PMD18鄄T鄄EphrinA1 一致。
2. 3摇 梅山猪 EphrinA1 基因 cDNA 扩增

以反转录后得到的 cDNA 为模板进行 PCR 扩

增,得到 1 条特异性较高的目的条带,大小为 618
bp,与预期产物相符(图 3)。
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M:Marker;1 ~ 3:目的基因。
图 2摇 EphrinA1 基因菌体 PCR 检测(A)和双酶切鉴定(B)
Fig. 2摇 Detection of EphrinA1 gene in bacteria by PCR(A) and double enzyme identification(B)

M:Marker;1 ~ 2:目的基因。
图 3摇 梅山猪 EphrinA1 基因的 PCR 检测

Fig. 3摇 Detection of EphrinA1 gene in Meishan swine by PCR

2. 4摇 EphrinA1 在胚胎附植期 mRNA 的表达变化

胚胎附植是囊胚后期的胚胎在子宫内经过进一

步的发育,迁移,定位于子宫内壁接触附着的过程。
猪胚胎附植从第 13 d 起,到第 18 d 达到高峰,即滋

养层表面形成的微绒毛与子宫内膜进行全面深入的

接触,到第 24 d 基本结束。
从图 4 可见,在梅山猪子宫内膜附植点,Ephri鄄

nA1 在胚胎附植期(第13 ~ 24 d)的 mRNA 表达趋势

为先升高后降低,即在胚胎附植早期至中期的过程

中表达量持续升高,在胚胎附植中期至晚期的过程

中表达量持续降低。 妊娠第 18 d mRNA 的表达量

显著高于其他妊娠日龄(P<0郾 05)。 表明,EphrinA1
的 mRNA 表达在梅山猪胚胎附植调控中可能发挥

了一定的作用。

图 4摇 胚胎附植期 EphrinA1 的 mRNA 表达

Fig. 4 摇 The expression level of EphrinA1 mRNA in Meishan
swine during embryo implantation

2. 5摇 EphrinA1 蛋白的生物信息学分析

2. 5. 1摇 蛋白质功能位点区域分析摇 利用蛋白质功

能位点数据库 PROSITE 对梅山猪 EphrinA1 基因编

码的氨基酸进行结构功能域分析,EphrinA1 蛋白糖

基化位点为 22 个 O鄄糖基化位点(分别位于第 14、
22、27、28、38、58、68、84、105、112、115、125、130、
146、148、152、154、178、182、188、204、205 号氨基

酸)和 1 个 N鄄糖基化位点(位于第 26 号氨基酸);
EphrinA1 蛋白磷酸化位点为:5 个丝氨酸磷酸化位

点(位于第 58、105、125、148、154、188 号氨基酸)、2
个苏氨酸磷酸化位点(位于第 68、112 号氨基酸)、5
个酪氨酸磷酸化位点(位于第 37、46、54、67、128 号

氨基酸);特异蛋白酶的磷酸化位点:PKC 磷酸化位

于 148 号氨基酸的丝氨酸。
2. 5. 2摇 重要变异位点的筛选摇 梅山猪 EphrinA1 基因
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编码区共出现 5 个 cSNPs 变异,分别是第 1 ~92 位碱

基的外显子1,第93 ~388 位碱基的外显子2,第389 ~
454 位碱基的外显子 3,第 455 ~ 505 位碱基的外显子

4 和第 506 ~ 618 位碱基的外显子 5。 在外显子 1 上

第 89 位碱基由 G 突变为 A,导致 29 号氨基酸由 Glu
突变成 Asn;第 91 位碱基由 G 突变为 C,没有引起氨

基酸的突变。 在外显子 2 上第 101 位碱基由 T 突变

为 C,导致33 号氨基酸由 Trp 变成Arg;第208 位碱基

由 A 突变成 G,但没有导致氨基酸的突变。 在外显子

4 上第 526 位碱基 G 突变成 A,同样没有导致氨基酸

的突变。 因此这 5 个 cSNPs 变异只有位于EphrinA1外
显子 1 和外显子 2 上的 2 个变异位点导致了氨基酸

的突变,分别为 Glu29Asn 和 Trp33Arg。
2. 5. 3摇 蛋白基本理化性质分析摇 ProtParam 在线对

该 EphrinA1 蛋白的理化性质分析结果见表 3。
EphrinA1蛋白脂溶系数为 79郾 95,表明该蛋白是脂溶

性蛋白;不稳定系数为 40郾 28 (>40),表明 EphrinA1
蛋白不稳定[22];总平均亲水性(GRAVY)为-0郾 520,
表明该 EphrinA1 蛋白整体呈现亲水性,为可溶性蛋

白[23]。 该蛋白分子式为C1066H1627N293O306S8,包含 20
种常见的氨基酸,其中 Leu 含量最高(11郾 7%),Met
含量最低(1郾 0%)。

表 3摇 梅山猪 EphrinA1 蛋白基本理化性质

Table 3摇 The basic physico鄄chemical properties of protein EphrinA1
in Meishan swine

蛋白质基本性质 预测结果

相对分子质量 23 699. 9

理论等电点 6. 40

半衰期 (h) 30

不稳定系数 40. 28

脂溶指数 79. 95

总平均亲水性 -0. 520

2. 5. 4摇 蛋白质结构预测摇 克隆的 EphrinA1 基因序

列是一个开放阅读框(ORF),起始密码子为 ATG,终
止密码子为 TGA,共编码 205 个氨基酸。 利用

ProtScale 在线分析该 APN 蛋白的疏水性,结果显示:
亲水性区域大于疏水性区域(图 5),表明该蛋白为亲

水性蛋白;SignalP4. 0 信号肽分析结果显示,C 剪切位

置分值的最大值位于 19 号氨基酸,为 0郾 606,Y 信号

肽分值最大值位于 19 号氨基酸,为 0郾 703,S 综合分

值最大值位于 11 号氨基酸,为 0郾 896,表明该 APN 蛋

白有信号肽序列(图 6);TMHMM 预测显示该 APN 蛋

白无跨膜区;CDD 发现在19 ~ 148 位氨基酸之间有属

于 Ephrin鄄A_Ectodomain,功能区域位于 Cupredoxin
superfamily 上的一个保守区域(图 7)。

利用 SWISS鄄MODEL 进行同源建模,得到该

EphrinA1 蛋白的三维结构(图 8),蛋白模型残基由

10 ~ 205 个氨基酸组成,与 PDB 蛋白质数据库中模

版 3czu. 1. B(2郾 65魡)的相似性为 88郾 39% ,衡量其

机误的校准值为 0。 模型质量评分的复合评分函数

QMEAN 的 Z 值为 - 0郾 19,该数值为负值,说明该

EphrinA1 蛋白为非跨膜蛋白。

图 5摇 梅山猪 EphrinA1 蛋白疏水性分析

Fig. 5 摇 Hydrophobicity analysis of protein EphrinA1 in Meis鄄
han swine

3摇 讨 论

与野猪相比,梅山猪子宫对胚胎发育有抑制效

应且雌激素分泌会控制孕体的大小[24鄄25],因此每个

孕体所占子宫内膜表面积较小,这可能是其高产仔

数性能的重要原因[26],而孕体本身对子宫的容量不

会产生影响[27]。 为了进一步研究影响猪的繁殖性

状,本研究通过克隆并分析得到梅山猪 EphrinA1 基

因有 5 个外显子,编码了 205 个氨基酸,包含有 22
个 O鄄糖基化位点和 1 个 N鄄糖基化位点,并且发现有

一条信号通路。 EphrinA1 有 1 个特异蛋白酶的磷

酸化位点,PKC 磷酸化位于 148 号氨基酸的丝氨酸

及苏氨酸磷酸化位点,可能与这条丝裂原活化蛋白

激酶 MAPK 通路有不可分割的关系。 因为 MAPK
是细胞内的一类丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶[28]。 已有

研究证实,MAPKs 这条信号转导通路存在于绝大多

数细胞内,作用是将细胞外刺激信号转导至细胞及

其核内,并且能够引起细胞生物学反应(如细胞增

殖、分化、转化及凋亡等) [29]。 MAPKs 信号转导通
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图 6摇 梅山猪 EphrinA1 蛋白的信号肽序列

Fig. 6摇 Signal peptide sequence of protein EphrinA1 in Meishan swine

图 7摇 梅山猪 EphrinA1 蛋白的保守区域

Fig. 7摇 Meishan swine protein EphrinA1 conservative areas

图 8摇 梅山猪 EphrinA1 蛋白的三维结构

Fig. 8摇 Three鄄D structure of protein EphrinA1 in Meishan swine

路在细胞内具有生物进化的高度保守性,在低等原

核细胞和高等哺乳类细胞内,目前均已发现存在着

多条并行的 MAPKs 信号通路[29],不同的细胞外刺

激可使用不同的 MAPKs 信号通路,由此推断它是通

过其相互调控而介导不同的细胞生物学反应。 因此

分析 EphrinA1 基因相关功能和结构,可为今后进一

步开展基因表达提供理论研究参考。

本研究通过生物信息学方法分析得到了 Ephri鄄
nA1 蛋白的功能位点和区域,发现在19 ~ 148 位氨

基酸之间有一个保守区域属于 Ephrin A Ectodomain
超 家 族, 功 能 区 域 位 于 Cupredoxin superfamily
上[30],由此推断,梅山猪 EphrinA1 基因上 Glu29Asn
和 Trp33Arg 突变可能会影响到一些蛋白的特异性

结合,从而影响 EphrinA1 基因功能,类似的研究结

果也出现在 EphA 基因上[30]。
实时荧光定量 PCR 结果表明,在猪胚胎附植前

期(妊娠 13 d)、中期(妊娠 18 d)和后期(妊娠 24
d),梅山猪子宫内膜附植点均检测到 EphrinA1 的

mRNA 表达,且 mRNA 表达趋势为先升高后降低,
其中附植中期的表达量显著高于附植前期 (P<
0郾 05),这与付言峰在大白猪子宫内膜附植点的

EphrinA1 的 mRNA 表达趋势一致[31],表明 EphrinA1
很可能参与了梅山猪的胚胎附植调控。 另外,在人

和小鼠的子宫内膜上,该基因表达量也很高[32]。 关

于 EphrinA1 基因确切的功能,还需要在细胞水平上

通过基因过量表达和沉默技术进行分析。

553周艳红等:胚胎附植期梅山猪 EphrinA1 全编码区克隆及生物信息学分析
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