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　 　 摘要：　 采用生物信息学方法分析和预测了荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质的理化特性、结构功能及其同源进

化关系。 结果表明，荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码 ７９３ 个氨基酸，组成蛋白为不稳定的水溶性蛋白，二级结构为混合型，
三级结构由 α⁃螺旋、β⁃折叠、β⁃转角和无规则卷曲组成。 蛋白质功能显示信号转导、胁迫应答、免疫应答和生长因

子的几率相对较高。 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因氨基酸序列与牦牛的同源性较高。 说明 ＴＬＲ６ 基因能在荷斯坦牛免疫应

答和生长调节过程中发挥重要作用，可能对牛的抗病力和生产性能起作用。
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　 　 Ｔｏｌｌ 样受体（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＴＬＲｓ）是一类

模 式 识 别 受 体 （ Ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，
ＰＲＲｓ），能在抗原入侵机体早期激活免疫细胞，并使

其识别病原相关分子模式（Ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏ⁃
ｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ， ＰＡＭＰｓ），进而启动免疫应答，抵御

病原体。 ＴＬＲｓ 作为一种 ＰＲＲｓ，不仅在天然免疫中

起重要作用，同时也被视为天然免疫与获得性免疫

的“桥梁”。 至今在动物中已发现 １５ 种 ＴＬＲｓ，其中

人类体内发现 １１ 个，即 ＴＬＲ１ ～ ＴＬＲ１０ 和 ＴＬＲ１４。
小鼠不表达 ＴＬＲ１０，但体内含有 ＴＬＲ１１～ＴＬＲ１３。 而

在鸡中发现了 ＴＬＲ１５［１⁃４］。 ＴＬＲ６ 作为 Ｔｏｌｌ 样受体家

族一员，主要通过激活抗原递呈细胞来对抗原做出

８０６



免疫应答［５］。 Ｖｉｋｋｉ 等［６］ 研究发现，ＴＬＲ６ 无法直接

识别抗原，需和 ＴＬＲ２ 聚合形成异嗜二聚体结构而

增强 ＴＬＲ２ 对某些抗原 ＰＡＭＰｓ 的识别。 牛的 ＴＬＲ６
基因位于第 ６ 号染色体上［７］。 Ａｘｆｏｒｄ 等发现鼠的

ＴＬＲ６ 基因主要表达在脾等胸腺免疫器官中［８］。 林

宝山等［９］研究结果表明牦牛 ＴＬＲ６ 基因在所有组织

均有表达，但在脾脏中表达量最高。 而奶牛 ＴＬＲ６
基因的多态性也与乳腺炎抗性显著相关［１０⁃１１］。

为深入探讨荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因的性质和功

能，避免人工选育对该基因演化造成的差异，本研究

利用生物信息学方法从分子水平对荷斯坦牛 ＴＬＲ６
基因序列结构及相关生物信息学特征进行预测和分

析，同时构建系统发育进化树，为揭示该基因理化性

质、功能信息、遗传特性、相关生理机制以及荷斯坦

牛的抗病育种提供理论基础。

１　 材料与方法

１．１　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因序列来源

从 ＧｅｎＢａｎｋ 中查找获得牛 ＴＬＲ６ 基因的全长编

码区序列 （ Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ， ＣＤＳ） （ ＧｅｎＢａｎｋ ｎｏ．
ＮＭ＿００１００１１５９）。
１．２　 方法

对荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因 ＣＤＳ 编码产物的氨基酸

序列、其蛋白质特性及功能结构域进行分析与预测

所用各种工具软件与网址见表 １。

表 １　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因生物信息学主要分析软件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｓｏｆｔｗａｒｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴＬＲ６ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｃａｔｔｌｅ

名称 软件及网址

开放阅读框分析 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｇｏｒｆ ／ ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ

编码蛋白质理化质分析 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／

编码蛋白质疏水性 ／ 亲水性分析 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／

编码蛋白质的 Ｎ⁃糖基化位点分析 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＮＧｌｙｃ ／

编码蛋白质二级结构预测 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｎｐｓａ⁃ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ ／ ｃｇｉｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ

编码蛋白质三级结构 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ 和 ＰｙＭＯＬ 软件

编码蛋白质的信号肽跨膜区预测 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／

编码蛋白质的功能预测 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＰｒｏｔＦｕｎ ／

同源系统发育进化树分析 ＤＮＡＳｔａｒ 软件中的 Ｍｅｇ Ａｌｉｇｎ 程序

２　 结果与分析

２．１　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因的开放阅读框（ＯＲＦ）
阅读框是基因的编码区，包含从起始密码子到翻

译终止密码子之间的 ｃＤＮＡ 序列，而 ＯＲＦ 的识别则

是证明一个新的 ＤＮＡ 序列为特定蛋白质编码基因的

部分或全部的先决条件。 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因 ＯＲＦ
分析结果如图 １ 所示，基因编码区全长为２ ３８２ ｂｐ。

图 １　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因开放阅读框分析

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＴＬＲ６ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｃａｔｔｌｅ

９０６李强子等：荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因 ＣＤＳ 区的生物信息学分析



２．２　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质理化特性预

测与分析

　 　 蛋白质的基本性质包括相对分子质量、氨基

酸组成和等电点等，利用 Ｂｉｏｅｄｉｔ 及 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ７．１ 软

件预测荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质理化特性

（表 ２）。 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码 ７９３ 个氨基酸，
２０ 种氨基酸所占比例见图 ２，亮氨酸（Ｌｅｕ）最多，
占整个氨基酸组成的 １４􀆰 ５％，甲硫氨酸（Ｍｅｔ）和色

氨酸（Ｔｒｐ）最少，分别占 １􀆰 ４％。 基因编码产物不

稳定 指 数 大 于 ４０， 表 明 该 基 因 编 码 产 物 不

稳定［１２］ 。

表 ２　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质理化特性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏ⁃ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ
ＴＬＲ６ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｃａｔｔｌｅ

蛋白质基本性质 预测结果

负电荷残基总数（Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ） ８３

正电荷残基总数（Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ） ７２

分子式 Ｃ４１２８Ｈ６４６６Ｎ１０６２Ｏ１１８１Ｓ３３

分子质量 １．２８７×１０４

编码产物不稳定指数 ４０．９６

理论等电点 ６．２２

半衰期（ｈ） ３０

图 ２　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质氨基酸组成

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＴＬＲ６ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｃａｔｔｌｅ

２．３　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质疏水性 ／亲水

性预测和分析

　 　 运用 Ｅｘｐａｓｙ 服务器上的 Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ 程序预测荷

斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质的疏水性，结果（图 ３）
显示该蛋白质第 ５８９ 位异亮氨酸（ Ｉｌｅ）疏水性最强

（＋３􀆰 ４００），第 ７６６ 位的谷氨酸 （Ｇｌｕ） 亲水性最强

（－２􀆰 ８００）。 整 个 编 码 产 物 中， 亲 水 氨 基 酸 占

５９􀆰 ０２％，疏 水 氨 基 酸 占 ４０􀆰 ９８％， 平 均 分 值 为

－０􀆰 ３００，表现为亲水性，由此可推断荷斯坦牛 ＴＬＲ６
基因编码的蛋白质是一种可溶性蛋白质。
２．４　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质 Ｎ⁃糖基化位

点的预测和分析

　 　 蛋白质糖基化是指在蛋白质合成的同时或合成

后，在酶的催化下寡糖链被连接在特定的糖基化位

点，形成糖蛋白。 蛋白质糖基化是真核生物蛋白质

翻译后加工的重要修饰之一，蛋白质糖基化修饰对

蛋白质折叠、分选及其定位有重要影响，糖链结构不

同还将影响蛋白质的半衰期和降解。 利用 ＣＢＳ 在

纵坐标正值表示疏水，负值表示亲水。
图 ３　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质的疏水性预测

Ｆｉｇ．３　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＬＲ６⁃ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｃａｔｔｌｅ

线分析软件 ＮｅｔＮＧｌｙｃ １．０ 对 ＴＬＲ６ 的 Ｎ⁃糖基化位点

进行预测（图 ４）。 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质

具有 ６ 个潜在的 Ｎ⁃糖基化位点，分别为 Ａｓｎ３１、
Ａｓｎ９６、Ａｓｎ１７６、Ａｓｎ２６０、Ａｓｎ３３０、Ａｓｎ３６９。
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图 ４　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质 Ｎ⁃糖基化位点预测

Ｆｉｇ．４　 Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ６⁃ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｃａｔｔｌｅ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ：α⁃螺旋；ｅ：β⁃折叠；ｔ：β⁃转角；ｃ：无规则卷曲。
图 ６　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质二级结构预测

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＴＬＲ６⁃ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｃａｔｔｌｅ

２．５　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质信号肽分析

　 　 信号肽位于蛋白质 Ｎ 端，一般由 １６～２６ 个氨基

酸残基组成［１３］。 信号肽可引导蛋白质肽链穿过内

质网进入腔内，对蛋白质进行定位。 根据运输方向

不同可将信号序列分为核信号、引导肽和信号肽，而
信号肽引导内膜系统的蛋白质运输，并在蛋白质翻

译完成后被切下。 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质

信号肽分析结果（图 ５）显示，ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质

的分值曲线较为典型，其中 Ｃ 值和 Ｙ 值趋向于＋１，Ｓ
值在剪切位点之前较高而在剪切位点之后变低。 其

切割点位于２９～３０ 位的氨基酸之间，可以判定荷斯

坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质存在信号肽。
２．６　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质二级结构和

三级结构预测与分析

　 　 蛋白质的二级结构是指多肽链主链折叠产生的

图 ５　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质信号肽分析

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ６⁃ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｃａｔｔｌｅ

由主链内和主链间周期性氢键维系的有规则构象，
这些构象借助各种次级键共同构成其三级结构。 蛋

白质的结构决定其功能，而对蛋白质高级结构的预

测和分析对了解蛋白结构与功能之间的相关性有着

极其重要的意义。 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质

二级结构预测结果（图 ６）显示，二级结构组分中 α⁃
螺旋（Ｈｈ）占 ４２􀆰 ５０％，β⁃折叠（Ｅｅ）占 ２１􀆰 ９４％，β⁃转
角（Ｔｔ）占 ７􀆰 ０６％，无规则卷曲（Ｃｃ）占 ２８􀆰 ５０％。 其

中 Ｈｈ＜４５％，Ｅｅ＞ ２０％，因此判断荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基

因编码蛋白质二级结构为混合型［１４］。 其三级结构

见图 ７。
２．７　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质的功能预测

　 　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质的功能预测见
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红色代表 α⁃螺旋；绿色代表无规则卷曲；黄色代表 β⁃折叠。
图 ７　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质三级结构预测

Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＴＬＲ６⁃ｅｎｃｏｄｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｃａｔｔｌｅ

表 ３。 该蛋白质信号转导、胁迫应答、免疫应答和生

长因子的几率相对较高， 分别为 １􀆰 ２７１、 ２􀆰 ５３４、
１􀆰 ４４７ 和 ２􀆰 ８５７，这表明 ＴＬＲ６ 基因在荷斯坦牛免疫

应答和生长调节过程中发挥重要作用，能对牛的抗

病力和生产性能起作用。

表 ３　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质的功能预测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＴＬＲ６ ｇｅｎｅ

ｉｎ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｃａｔｔｌｅ

功能 几率

信号转导 １．２７１

受体 ０．０４７

荷尔蒙 １７．５３８

结构蛋白 ０．１０７

运载体 ０．３９４

离子通道 １．３８６

电压门控离子通道 ０．１３６

阳离子通道 ０．２１７

转录 ０．２４２

转录调控 ０．２４８

胁迫应答 ２．５３４

免疫应答 １．４４７

生长因子 ２．８５７

金属离子转移 ０．０５６

２．８　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６基因编码产物及系统发育分析

利用ＭｅｇＡｌｉｇｎ４．０ 软件对荷斯坦牛、绵羊、牦牛、

野猪及水牛 ＴＬＲ６ 基因编码的氨基酸序列进行同源

性比较（表 ４）并构建系统发育树（图 ８）。 ＴＬＲ６ 基

因几乎在所有的哺乳动物中都有表达，且荷斯坦牛

与牦牛的同源性（９２．０％）最高；系统发育树中同属

偶蹄目的荷斯坦牛、水牛、牦牛、绵羊和野猪聚为一

类，啮齿目中鼠类聚为一类，灵长目的人和猩猩聚为

一类。

表 ４　 荷斯坦牛与 ４ 个物种 ＴＬＲ６ 蛋白质氨基酸序列同源性比较

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｈｏｍｏｌｏｇｉｅｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＴＬＲ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅ⁃
ｔｗｅｅｎ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｃａｔｔｌｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ４ ｓｐｅｃｉｅｓ

动物
相似度（％）

水牛 荷斯坦牛 绵羊 牦牛 野猪

水牛 ８３．７ ９４．９ ８２．９ ５３．３

荷斯坦牛 ８３．２ ９２．０ ５９．４

绵羊 ８６．３ ５４．４

牦牛 ５８．５

野猪

３　 讨 论

基因决定生物的性状，但最终是由蛋白质来体

现的。 研究发现，ＴＬＲ６ 基因作为致病性分子受体和

内生相关分子在先天性免疫系统占据重要的地

位［１５］。 因此对 ＴＬＲ６ 基因的深入研究能对荷斯坦牛

的抗病育种提供重要理论基础。 目前国内外对于

人、鼠、猪、马、牛和牦牛等动物 ＴＬＲ６ 基因的研究已

有报道［１６⁃２２］，但对 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质的生物信

息学研究仅限于牦牛［１１］。 本研究通过蛋白质的理

化性质、疏水性 ／亲水性、糖基化位点、信号肽、二级

结构、三级结构、功能以及同源关系分析 ＴＬＲ６ 基因

编码蛋白质的功能。 从预测结果看，ＴＬＲ６ 基因编码

产物是由 ７９３ 个氨基酸折叠而成的不稳定亲水蛋白

质。 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质二级结构主要以 α⁃螺旋

为主，信号肽的剪切位点位于 ２９ ～ ３０ 位氨基酸之

间。 已知信号肽位于分泌蛋白的 Ｎ 端，它对于外分

泌蛋白的分泌起主导作用［２３⁃２４］。 而牦牛 ＴＬＲ６ 基因

编码 ７９８ 个氨基酸，比荷斯坦牛多 ５ 个，蛋白质二级

结构表现为疏水，信号肽处于第 ２６ 个氨基酸处，与
荷斯坦牛有一定的差别，这可能是物种差别和生活

环境不同造成的［１１］。 蛋白质半衰期越长则蛋白质

稳定性越高，荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质半衰
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图 ８　 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白质的氨基酸系统进化树

Ｆｉｇ．８　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｃａｔｔｌｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＴＬＲ６ ｇｅｎｅ

期为 ３０ ｈ，但其却是不稳定蛋白质，可能是由于不同

基因发挥不同生理功能而出现的相悖结果。 蛋白质

糖基化修饰对蛋白质折叠、分选及其定位有重要影

响，糖链结构不同还将影响蛋白质的半衰期和降解。
而糖基化位点发生变化可能与疾病的发生有关［２５］。
荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因潜在的糖基化位点有可能与其

乳房炎的发生密切相关。 荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码

蛋白质的信号转导、胁迫应答、免疫应答和生长因子

的几率相对较高，尤其是胁迫应答，说明该基因可能

会增强荷斯坦牛抗乳房炎的能力［２６］。 从氨基酸序

列比对结果和系统发育树可以看出，荷斯坦牛 ＴＬＲ６
基因氨基酸序列与牦牛的同源性最高，其次为水牛。
从系统发育树可以看出，各物种的分化与同源性分

析结果一致，荷斯坦牛先与牦牛聚在一起，再与水牛

和绵羊聚在一起，符合物种遗传距离远近的现实

情况。
本研究系统地对荷斯坦牛 ＴＬＲ６ 基因编码蛋白

质的理化性质和结构功能进行了预测，在此基础上

我们将进一步对 ＴＬＲ６ 基因的表达差异进行探究，
以期能更好地为荷斯坦牛的抗病育种供理论基础。
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