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　 　 摘要:　 为了明确鸡卵泡素相互作用蛋白 １ 基因(Ｆｎｉｐ１)特征及其表达规律ꎬ本研究选择苏禽 ３ 号黄羽肉鸡为

试验材料ꎬ运用分子克隆技术扩增了鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因 ＣＤＳ 区序列全长ꎬ对其序列特性进行了生物信息学分析ꎬ构建了

系统进化树ꎻ利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 方法检测了 Ｆｎｉｐ１ 基因在鸡不同组织中的表达ꎮ 结果获得鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因 ＣＤＳ 区ꎬ序列

开放阅读框为３ ４７４ ｂｐꎬ位于第 １３ 号染色体１６ １９１ ４１５ ｂｐ 至１６ ２５１ ７３１ ｂｐ 之间ꎬ编码１ １５７个氨基酸ꎮ 生物信息学

分析结果显示ꎬＦｎｉｐ１ 基因有 ２０ 个外显子ꎬＦＮＩＰ１ 蛋白含有 ＦＮＩＰ＿Ｎ、ＦＮＩＰ＿Ｍ 和 ＦＮＩＰ＿Ｃ 等 ３ 个结构域ꎻ进化树显

示ꎬ鸡先与鸟类聚为一类ꎬ再与哺乳动物聚为一支ꎬ在禽类上序列保守ꎮ ＦＮＩＰ１ 蛋白为亲水性蛋白ꎬ相对分子量为

１２８ ３１０ꎬ理论等电点为 ５􀆰 ２５ꎮ 蛋白质二级结构由 α￣螺旋(３４􀆰 ４０％)、β￣折叠(４.０６％)、延伸链(１３􀆰 ７４％)、无规则卷

曲(４７􀆰 ８０％)组成ꎮ 表达分析结果显示ꎬＦｎｉｐ１ 基因在鸡的胸肌和腿肌中表达量显著高于其他组织ꎮ 综上所述ꎬ本
研究获得了鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因 ＣＤＳ 区序列全长ꎬ发现其在鸡肌肉组织中有较高表达ꎮ 本研究结果可为进一步研究

Ｆｎｉｐ１ 基因在鸡肌肉生长发育中的分子机制研究奠定数据支撑ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃｈｉｃｋｅｎꎻ Ｆｎｉｐ１ꎻ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 卵泡素相互作用蛋白 １ 基因(Ｆｎｉｐ１)是一种与

肿瘤抑制蛋白卵泡蛋白和磷酸腺苷活化蛋白激酶

(ＡＭＰＫ)结合的蛋白质编码基因[１￣３]ꎮ 有研究发现

ＡＭＰＫ 信号通路在机体肌肉纤维类型转化以及肿瘤

的发生、发展等过程中起着重要作用ꎬ对调控生物生

长发育至关重要[４￣６]ꎮ ＦＮＩＰ１ 作为深度参与该信号

通路的核心蛋白质 ꎬ通过调节雷帕霉素信号通路

(Ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬＴＯＲ)中的 ＡＭＰＫ 和靶标参与

细胞代谢及营养传感过程[７]ꎮ ＦＮＩＰ１ 及其相关蛋白

质与热休克蛋白 ９０ 结合ꎬ负向调节其 ＡＴＰ 酶活性

并促进其与卵泡素结合[８]ꎮ ＦＮＩＰ１ 还与许多疾病的

发生密切相关ꎬ包括免疫力缺陷、肥厚性心肌病等疾

病[９￣１０]ꎮ
Ｆｎｉｐ１ 基因有多种功能ꎬ目前的研究主要集中

在其能够调控哺乳动物骨骼肌纤维类型转换、机体

器官癌症的发生以及脂肪沉积导致的肥胖等[１１￣１３]ꎮ
周启程研究发现ꎬ通过选择小鼠和 Ｃ２Ｃ１２ 细胞系作

为试验对象ꎬ分别建立肥胖诱导试验模型ꎬ发现

ＦＮＩＰ１ 蛋白在慢肌纤维比例降低过程中起着重要的

作用ꎬ同时也发现使用二氢杨梅素可通过 ＦＮＩＰ１ 抑

制肥胖诱导的骨骼肌纤维类型转换[１４]ꎮ 付亮亮采

用 ｉＴＲＡＱ 技术对饲料效率高低不同的猪骨骼肌差

异表达蛋白进行筛选ꎬ发现 ｍｉＲ￣２０８ｂ 在肌肉中呈特

异性表达ꎬ促进慢肌纤维的生成ꎬ调控肌肉纤维类型

的转换ꎬ其中 Ｆｎｉｐ１ 是 ｍｉＲ￣２０８ｂ 发挥功能的关键靶

基因[１５]ꎮ 刘静[１６]通过小鼠和细胞试验发现ꎬＦｎｉｐ１
是 ｍｉＲ￣４９９ 靶基因ꎬ并且发现了 ｍｉＲ￣４９９ / Ｆｎｉｐ１ 在

ＡＭＰＫ 通路中调控能量代谢和肌纤维类型转换ꎮ 这

些研究结果均表明ꎬＦｎｉｐ１ 基因在动物骨骼肌生长

发育过程中ꎬ特别是骨骼肌纤维类型转化以及能量

代谢过程中发挥重要作用ꎮ 另外ꎬＦｎｉｐ１ 基因在畜

禽肌肉纤维类型转换中也有重要作用ꎬ因此ꎬ在黄羽

肉鸡育种工作中研究 Ｆｎｉｐ１ 基因功能ꎬ可针对该基

因的特性ꎬ充分利用其遗传标记特点ꎬ缩短育种周

期ꎬ提高育种效率ꎮ
目前ꎬＦｎｉｐ１ 基因已经在人以及猪、绵羊和火鸡

等动物中被克隆ꎬ本研究也运用克隆技术ꎬ成功克隆

了鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因 ＣＤＳ 序列全长ꎬ并对其核苷酸序列

和其编码的蛋白质氨基酸序列进行分析ꎮ 为进一步

研究 Ｆｎｉｐ１ 基因在鸡肌纤维生长发育、纤维类型转

换及其在脂肪沉积中的功能等提供数据支持ꎬ为肉

鸡肌肉品质选育提供新路径ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本试验以苏禽 ３ 号肉鸡为材料ꎬ在均一稳定的

环境下饲养ꎬ饲养至 １０ 周龄时ꎬ随机挑选 ５ 只屠宰

采样ꎬ采集胸肌、腿肌、心、肝、脾和肺等组织样品ꎬ样
品于－７０ ℃液氮中冻存备用ꎮ 主要试剂有ＴＲＩｚｏｌ 􀅺
Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ(美国英杰生命技术有限公

司产品)、ＦａｓｔＫｉｎｇ￣ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ[天根生化科技(北
京)有限公司产品]、ＰＣＲ 产物切胶回收试剂盒[天
根生化科技(北京)有限公司产品]、ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ Ｔａｗ 及 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ５Ｋ(日本 ＴＡＫＡＲＡ 公司产

品)ꎮ
１.２　 引物设计与合成

根据 ＮＣＢＩ 数据库中鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因的预测序列

信息(登录号:ＮＭ＿００１３９８２１２. １)ꎬ并参考鸡 Ｆｎｉｐ１
基因 ＤＮＡ 序列信息(登录号:ＮＣ＿０５２５８５.１)ꎬ利用

Ｏｌｉｇｏ ７.３ 软件设计 Ｆｎｉｐ１ 基因 ＣＤＳ 区克隆引物和

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物ꎬ如表 １ 所示ꎮ

表 １　 试验中使用到的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 产物长度
(ｂｐ) 作用

Ｆｎｉｐ１￣Ｆ ＡＴＧＣＣＧＣＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＣ ３ ４７４ ＣＤＳ 克隆

Ｆｎｉｐ１￣Ｒ ＴＴＡＧＡＧＣＡＧＴＡＴＣＴＧＧＧＣＧＡ

Ｆｎｉｐ１￣ｐ１ ＧＡＡＣＧＧＡＧＴＣＴＴＣＣＣＴＣＧＡＴ ２７１ 定量分析

Ｆｎｉｐ１￣ｐ２ ＣＡＡＡＣＴＴＣＧＣＴＧＡＣＴＧＧＣＡＴＣ

ＧＡＰＤＨ￣ｐ１ ＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣＣＣＡＧＣＧＴＣＣＡ １３６ 内参基因

ＧＡＰＤＨ￣ｐ２ ＡＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＣＡＡＣＡＡ

１.３　 总 ＲＮＡ 抽提与 ｃＤＮＡ 合成

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取各个组织总 ＲＮＡꎬ加入 ＤＮＡ
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酶去除基因组 ＤＮＡ 杂质ꎬ测定 ＲＮＡ 纯度和完整性

后进行反转录试验ꎮ 取 ２ μｇ 总 ＲＮＡꎬ根据试剂盒说

明书合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ
１.４　 鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因 ＣＤＳ 区克隆与测序

以反转录合成的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反应ꎬ
ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因 ＣＤＳ 区ꎬ反应总体系为

５０􀆰 ０ μＬꎬ其中 ｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μＬꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｆｎｉｐ１￣Ｆ
１􀆰 ０ μＬꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｆｎｉｐ１￣Ｒ １􀆰 ０ μＬꎬＰｌａｔｉｎｕｍ 􀅺 ＰＣＲ
ＳｕｐｅｒＭｉｘꎬ Ｈｉｇｈ Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ４５􀆰 ０ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ １􀆰 ０ μＬꎮ 反

应程序如下:９４ ℃预变性 ２􀆰 ０ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ６２
℃退火 ３０ ｓꎬ６８ ℃延伸 ３􀆰 ５ ｍｉｎꎬ３８ 个循环ꎻ１􀆰 ５％琼脂

糖电泳检测 ＰＣＲ 产物ꎮ 对 ＰＣＲ 产物的特异性条带

切胶回收ꎬ连接 Ｔ 载体ꎬ转化到 ＤＨ５α 后克隆测序ꎮ
１.５　 Ｆｎｉｐ１ 基因序列生物信息学分析

从 ＮＣＢＩ 数据库下载常见畜禽 Ｆｎｉｐ１ 基因序列ꎬ
分别为火鸡(Ｍｅｌｅａｇｒｉｓ ｇａｌｌｏｐａｖｏ:ＸＰ ＿０１０７１７５５７)、
斑胸草雀(Ｔａｅｎｉｏｐｙｇｉａ ｇｕｔｔａｔａ:ＸＰ ＿０３０１４０１２４)、岩
鸽(Ｃｏｌｕｍｂａ ｌｉｖｉａ:ＸＰ ＿００５５０３５５３)、朱鹮 (Ｎｉｐｐｏｎｉａ
ｎｉｐｐｏｎ:ＸＰ ＿ ００９４６２６１０)、黑天鹅 ( Ｃｙｇｎｕｓ ａｔｒａｔｕｓ:
ＸＰ＿ ０３５４１６６５５ )、 家 鹅 ( Ａｎｓｅｒ ｃｙｇｎｏｉｄｅｓ: ＸＰ ＿
０１３０３１２８４)、牛(Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ :ＸＰ＿０２４８５０８１９)、山羊

(Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ:ＸＰ ＿０１７９０６２１１)、马(Ｅｑｕｕｓ ｃａｂａｌｌｕｓ:
ＸＰ＿０２３４７３５１２)ꎬ绵羊(Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ:ＸＰ＿０２７８２５７５８)ꎬ
藏獒(Ｃａｎｉｓ ｌｕｐｕｓ ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ:ＸＰ ＿０３８５３７３６９)ꎬ家猪

(Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ:ＸＰ ＿０２０９４１０７３)、兔子(Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕ￣
ｎｉｃｕｌｕｓ:ＸＰ＿００８２５３２０７)以及人(Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ:ＮＰ ＿
５８８６１３.２)ꎮ 使用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件进行序列分析ꎮ
利用 ＵＣＳＣ 基因组浏览器分析鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因结构及

在基因组中的定位ꎮ 使用 ＥＭＢＬ 的序列比对工具

Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ[１７]进行多序列比对分析ꎮ 利用 ＭＥＧＡ
１１.０ 软件基于距离参数的邻接法(ＮＪ) [１８] 构建系统

进化树ꎮ 利用在线软件 ＥｘＰＡＳｙ 服务器上的 Ｐｒｏｔ￣
Ｐａｒａｍ、ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 等程序对氨基酸序列的理化特性进

行预测ꎮ 利用 ＳＯＰＭＡ 在线软件( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａ￣
ｂｉ.ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐｍａ＿ｆ. ｐｌ) [１７] 对 ＦＮＩＰ１
蛋白二级结构进行分析ꎮ
１.６　 Ｆｎｉｐ１ 基因组织表达分析

分别对各组织中的 Ｆｎｉｐ１ 基因和管家基因

ＧＡＰＤＨ 进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ引物见表 １ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

体系:反应体系总体积为 ２０􀆰 ０ μＬ:ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｐＴＭ Ⅱ (×２) １０􀆰 ０ μＬꎬ ＰＣＲ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ( １０
μｍｏｌ / Ｌ) ０. ８ μＬꎬ ＰＣＲ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ (浓度为 １０

μｍｏｌ / Ｌ) ０􀆰 ８ μＬꎬＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ Ⅱ( ×５０) ０􀆰 ４
μＬꎬｃＤＮＡ ２􀆰 ０ μＬꎬＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ ６􀆰 ０ μＬꎮ 反应

程序如下:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃退

火 ３４ ｓꎬ７２ ℃延伸 ２０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ
１.７　 数据统计与处理

采用 ２－△△Ｃｔ法进行组织表达分析ꎮ 试验结果用

平均值±标准差来表示ꎮ 基因相对表达差异量用

ＳＰＳＳ ２８.０ 软件进行显著性检验ꎬ以Ｐ<０􀆰 ０５ 作为差

异显著标准ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因 ＣＤＳ 区克隆

鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因 ＰＣＲ 结束后进行电泳分析ꎬ结果

如图 １ 所示ꎬ获得的 ＰＣＲ 产物条带大小约４ ０００ ｂｐ
左右ꎮ 切胶回收连接 Ｔ 载体ꎬ转化 ＤＨ５α 培养ꎬ扩增

后送至生工生物工程(上海)股份有限公司进行测

序ꎮ

Ｍ:ＤＬ５Ｋ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:Ｆｎｉｐ１ 基因 ＣＤＳ 区 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
图 １　 鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因 ＰＣＲ 扩增产物电泳图

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｆｎｉｐ１ ｇｅｎｅ ｉｎ
ｃｈｉｃｋｅｎｓ

　 　 测序结果表明ꎬＦｎｉｐ１ 基因编码区全长３ ４７４ ｂｐꎬ
将其上传至 ＧｅｎＢａｎｋ(登录号:ＭＷ７７０８７２)ꎬ比对基因

组序列后发现ꎬ鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因位于第 １３ 号染色体

１６ １９１ ４１５ ｂｐ 至１６ ２５１ ７３１ ｂｐ 之间ꎮ 由 ２０ 个外显子

剪切而成ꎬ编码１ １５７个氨基酸残基ꎮ 对鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因

序列进行比对后发现ꎬＦｎｉｐ１ 基因至少有 ４ 个可变剪

接体ꎮ
２.２　 鸡 ＦＮＩＰ１氨基酸序列分析及系统进化树的构建

选取 Ｆｎｉｐ１ 基因序列进行标准翻译后ꎬ进行多

序列比对分析ꎬ结果显示鸡 ＦＮＩＰ１ 蛋白氨基酸序列

与火鸡和鹅的同源性更高ꎬ 分别为 ９８. ５６％ 和
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９５􀆰 １７％ꎬ与其他哺乳动物的同源性较低ꎮ 对鸡

ＦＮＩＰ１ 蛋白保守结构域进行预测ꎬ发现不存在信号

肽序列ꎬ且存在 ３ 个结构域ꎬ分别是４１~ １６２ 氨基酸

区间的 ＦＮＩＰ ＿Ｎ 结构域ꎬ２９１~ ５３８ 氨基酸区间的

ＦＮＩＰ＿Ｍ 结构域ꎬ９６７~ １ １５３氨基酸区间的 ＦＮＩＰ＿Ｃ
结构域ꎬＦＮＩＰ１ 蛋白拥有 ＦＮＩＰ 家族明显特征ꎮ 选择

１５ 种脊椎动物代表性物种ꎬ使用 ＥＭＢＬ 多序列比对

工具进行多序列比对分析ꎮ 系统进化树分析结果如

图 ２ 所示ꎬ鸡与火鸡先聚为一类ꎬ然后再与其他鸟类

聚为一支ꎬ哺乳动物则聚为另外一支ꎮ
利用 ＥｘＰＡＳｙ 的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件对鸡 ＦＮＩＰ１ 蛋白

进行理化分析ꎬ结果如表 ２ 所示ꎬ鸡 ＦＮＩＰ１ 蛋白含有

２０ 个 基 本 氨 基 酸ꎬ其 中 含 量 最 高 的 是 丝 氨 酸

(１１􀆰 ９３％)ꎬ其次是亮氨酸(９􀆰 １６％)ꎻＦＮＩＰ１ 蛋白分子

式为 Ｃ５ ５７８Ｈ８ ８１８Ｎ１ ５５４Ｏ１ ７８８Ｓ６４ꎬ相对分子量为１２８ ３１０ꎬ
理论等电点为 ５􀆰 ２５ꎻ利用 ＥｘＰＡＳｙ 中 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 程序对

苏禽 ３ 号 ＦＮＩＰ１ 蛋白的亲疏水性进行分析ꎬ结果如图

３ 所示ꎬ第 ３５４ 位的异亮氨酸疏水性最强ꎬ为 ３􀆰 ６３３ 分

(最高分值为 ４􀆰 ５００)ꎬ第 ２２１ 位的精氨酸亲水性最强ꎬ
为－３􀆰 ４２２ 分(最低分值为－４􀆰 ５００)ꎬ总平均亲水性

ＧＲＡＶＹ 值为－０􀆰 ４２２ꎬ即 ＦＮＩＰ１ 为亲水型蛋白质ꎮ

图 ２　 不同物种 Ｆｎｉｐ１ 基因的系统进化树分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｆｎｉｐ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

表 ２　 鸡 ＦＮＩＰ１ 蛋白的氨基酸组成

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＦＮＩＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

氨基酸　 　 　 数量
含量
(％) 氨基酸　 　 数量

含量
(％)

丙氨酸 Ａｌａ(Ａ) ７３ ６.３１ 甲硫氨酸 Ｍｅｔ(Ｍ) ３４ ２.９４

半胱氨酸 Ｃｙｓ(Ｃ) ３０ ２.５９ 天冬酰胺 Ａｓｎ(Ｎ) ５４ ４.６７

天冬氨酸 Ａｓｐ(Ｄ) ６６ ５.７０ 脯氨酸 Ｐｒｏ(Ｐ) ６３ ５.４５

谷氨酸 Ｇｌｕ(Ｅ) ８９ ７.６９ 谷氨酰胺 Ｇｌｎ(Ｑ) ５２ ４.４９

苯丙氨酸 Ｐｈｅ(Ｆ) ４３ ３.７２ 精氨酸 Ａｒｇ(Ｒ) ５５ ４.７５

甘氨酸 Ｇｌｙ(Ｇ) ６０ ５.１９ 丝氨酸 Ｓｅｒ(Ｓ) １３８ １１.９３

组氨酸 Ｈｉｓ(Ｈ) ２７ ２.３３ 苏氨酸 Ｔｈｒ(Ｔ) ５３ ４.５８

异亮氨酸 Ｉｌｅ(Ｉ) ４９ ４.２４ 缬氨酸 Ｖａｌ(Ｖ) ７０ ６.０５

赖氨酸 Ｌｙｓ(Ｋ) ６１ ５.２７ 色氨酸 Ｔｒｐ(Ｗ) １１ ０.９５

亮氨酸 Ｌｅｕ(Ｌ) １０６ ９.１６ 酪氨酸 Ｔｙｒ(Ｙ) ２３ １.９９

图 ３　 鸡 ＦＮＩＰ１ 蛋白疏水性分析

Ｆｉｇ.３　 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦＮＩＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

　 　 对 ＦＮＩＰ１ 蛋白二级结构进行预测ꎬ结果如图 ４
所示ꎬＦＮＩＰ１ 蛋白主要由 α￣螺旋(３９８ 个氨基酸残
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基)、β￣折叠(４７ 个氨基酸残基)ꎬ延伸链(１５９ 个氨

基酸残基)和无规则卷曲(５５３ 个氨基酸残基)组成ꎬ
所 占 比 例 分 别 为 ３４􀆰 ４０％、 ４􀆰 ０６％、 １３􀆰 ７４％ 和

４７􀆰 ８０％ꎮ

ｈ 代表 α￣螺旋ꎬｔ 代表 β￣折叠ꎬｅ 代表延伸链ꎬｃ 代表无规则卷曲ꎮ
图 ４　 鸡 ＦＮＩＰ１ 蛋白二级结构分析

Ｆｉｇ.４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＦＮＩＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

２.３　 鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因在不同组织中的表达

采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 方法检测 Ｆｎｉｐ１ 基因在苏禽 ３
号肉鸡不同组织中的表达ꎬ结果如图 ５ 所示ꎬＦｎｉｐ１
基因在腿肌和胸肌中的表达量显著高于在心、肝、脾
和肺等组织中的表达量(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

３　 讨 论

家禽肌纤维类型与肌肉品质及生长速度密切相

关ꎬＦｎｉｐ１ 基因在其他物种和细胞系上的功能已有

较多研究ꎮ 其主要功能是:ＦＮＩＰ１ 蛋白抑制热休克

蛋白￣９０(Ｈｓｐ９０)的三磷酸腺苷酶(ＡＴＰ 酶)活性ꎬ
ＦＮＩＰ１ 连 续 磷 酸 化 导 致 Ｈｓｐ９０ ＡＴＰ 酶 活 性 提

高[８ꎬ１３]ꎬＦＮＩＰ１ 的磷酸化可阻止其与 Ｈｓｐ９０ 的相互

作用ꎬ从而促进 ＦＮＩＰ１ 泛素化ꎮ Ｓｉｇｇｓ 等[１９] 发现

ＦＮＩＰ１ 的隐性功能丧失突变体会导致纯合子小鼠具

有严重的 Ｂ 细胞缺陷ꎬ该缺陷可通过抗凋亡蛋白

Ｂｃｌ２ 的过表达而部分恢复ꎮ Ｌｉｕ 等[２０]以哺乳动物小

鼠为试验材料ꎬ研究发现内含子 ｍｉＲ￣４９９ 靶向作用

于 Ｆｎｉｐ１ 基因ꎬ可能参与调控骨骼肌线粒体功能与

肌纤维结构ꎮ 通过在 Ｆｎｉｐ１ 基因敲除小鼠中特异性

回补肌肉中的 ＦＮＩＰ１ 蛋白ꎬ发现 ＦＮＩＰ１ 协同调控了

骨骼肌线粒体功能和肌纤维类型ꎮ 该研究结果揭示

了 ＦＮＩＰ１ 是肌肉功能关键调节蛋白质ꎬ调控肌纤维

类型转换ꎬ决定骨骼肌健康ꎬ为增强肌肉健康以对抗

３２１黄正洋等:鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因克隆、组织表达及生物信息学分析



图柱上不同小写字母表示组织间基因相对表达量差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ
图 ５　 鸡不同组织 Ｆｎｉｐ１ 基因表达情况

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｆｎｉｐ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
ｃｈｉｃｋｅｎｓ

各种代谢和肌肉疾病提供了新的线索ꎮ Ｂａｂａ 等[２１]

的研究结果表明ꎬＦＬＣＮ 的 Ｃ 末端和 ＦＮＩＰ１ 的 ３００
至１ １６６位氨基酸是 ＦＬＣＮ￣ＦＮＩＰ１ 结合所必需的ꎮ
本研究也发现鸡 ＦＮＩＰ１ 蛋白氨基酸序列包含 ３ 个保

守结构域ꎬ分别为 ＦＮＩＰ ＿Ｎ、ＦＮＩＰ ＿Ｍ 和 ＦＮＩＰ ＿Ｃꎮ
ＦＬＣＮ 和 ＦＮＩＰ１ 可能通过 ＡＭＰＫ 和 ｍＴＯＲ 信号通路

参与 能 量 和 /或 营 养 感 知ꎮ Ｈａｓｕｍｉ 等[２２] 使 用

ＨＥＫ２９３ 细胞的免疫共沉淀分析在 ＦＮＩＰ１、ＦＬＣＮ 和

ＡＭＰＫ 蛋白复合物中检测到 ＦＮＩＰ２ꎮ ＦＮＩＰ１ 和

ＦＮＩＰ２ 形成同源和异源二聚体ꎬ进而发挥作用ꎮ
本研究聚焦 Ｆｎｉｐ１ 基因在苏禽 ３ 号黄羽肉鸡中

的功能ꎬ了解其基因序列结构ꎬ分析其编码蛋白质特

征ꎬ研究其组织表达规律ꎬ发现 Ｆｎｉｐ１ 基因在鸡肌肉

组织(腿肌和胸肌)中的表达显著高于心、肝、脾、肺
等组织ꎬ且在鸟类中基因序列具有保守性ꎬ这在一定

程度上表明ꎬ该基因在肌肉中发挥重要功能ꎮ 结合

Ｆｎｉｐ１ 基因在其他哺乳动物中的研究结果ꎬ其功能

与骨骼肌纤维类型转换深度绑定ꎬ故而可推测其在

鸡骨骼肌类型转换中同样起着重要作用ꎮ
本研究以苏禽 ３ 号肉鸡为试验材料ꎬ通过基因

克隆方法获得了鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因全长序列ꎬ并对其进

行了生物信息学分析ꎬ构建了进化树ꎬ发现鸡 Ｆｎｉｐ１
基因首先与鸟类聚为一类ꎬ再与哺乳动物聚为一支ꎬ
在禽类上序列保守ꎬ这与传统的生物进化认知是一

致的ꎮ 对 Ｆｎｉｐ１ 基因在不同组织中的表达进行分

析ꎬ结果表明ꎬＦｎｉｐ１ 基因可能特异性地在鸡肌肉生

长发育中发挥关键作用ꎬ可作为育种中选择不同生

长类型品种或品系的标志物ꎮ 在序列比对过程中发

现ꎬＦｎｉｐ１ 基因至少存在 ４ 种可变剪接体ꎬ这说明该

基因在鸡的生长发育过程中发挥多种重要功能ꎮ 下

一步将继续研究 Ｆｎｉｐ１ 基因在中国地方黄羽肉鸡肌

肉纤维类型转换中的功能ꎬ建立 Ｆｎｉｐ１ 基因标记辅

助选择的方法ꎬ为优质肉鸡育种提供数据和方法支

撑ꎮ

４　 结 论

本研究通过基因克隆获得鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因 ＣＤＳ 区

序列ꎬ序列全长 ３ ４７４ ｂｐꎬ编码 １ １５７ 个氨基酸残基ꎮ
构建进化树后发现ꎬ鸡 Ｆｎｉｐ１ 基因与鸟类的聚在一

起ꎮ 组织表达分析结果表明ꎬＦｎｉｐ１ 基因在腿肌和

胸肌中有较高表达量ꎮ 本研究结果为进一步研究

Ｆｎｉｐ１ 基因在鸡肌肉生长中的机制提供了基础数据

支持ꎮ
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