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摘要： 旨在解析牦牛转录因子 ＪｕｎＤ 基因的生物信息学特征， 探究其对牦牛成肌细胞凋亡的影响。 通过 ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０、 ＰｒｏｔＰａｒａｍ、 ＳｉｇｎａｌＰ ５􀆰 ０ 和

ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 等工具对牦牛 ＪｕｎＤ 基因进行生物信息学分析， 构建干扰片段和过表达载体对 ＪｕｎＤ 基因进行干扰和过表达后， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、
免疫荧光染色、 流式细胞术以及实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 方法分析不同表达情况下 ＪｕｎＤ 对牦牛成肌细胞凋亡的调控作用。 结果： 相关性

分析表明， 牦牛 ＪｕｎＤ 基因主要定位于细胞核中， 共编码 ３４６ 个氨基酸， 存在 ３５ 个潜在的磷酸化位点， 其中包括与细胞分化相关的 ｐ３８ 丝裂原活

化蛋白激酶 （ｐ３８ ＭＡＰＫ） 及与细胞周期相关的酪蛋白激酶Ⅱ （ＣＫⅡ）、 周期蛋白依赖性激酶 １ （ｃｄｃ２） 等关键蛋白激酶的潜在作用位点， 且不

含跨膜螺旋结构和信号肽； ＲＴ－ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 干扰 ＪｕｎＤ 基因后 Ｂ 细胞淋巴瘤 ２ （Ｂｃｌ２） 相关 Ｘ 蛋白 （ＢＡＸ）、 半胱氨酸蛋白酶

９ （Ｃａｓｐａｓｅ９） 等凋亡标志基因的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达量都显著上升 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 过表达后， 凋亡标志基因 ＢＡＸ、 Ｃａｓｐａｓｅ９ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达量

与干扰结果相反， 均显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 流式细胞分析结果显示， 干扰 ＪｕｎＤ 后对照组和干扰组的晚期凋亡率相近， 但干扰组的早期凋亡率明

显高于对照组， 而过表达 ＪｕｎＤ 基因后的试验结果则与干扰组相反。 结论： ＪｕｎＤ 基因主要定位于细胞核， 干扰 ＪｕｎＤ 基因可促进成肌细胞的凋亡，
而过表达则抑制成肌细胞的凋亡， 提示该基因可能对牦牛肌肉的生长发育具有重要的调控作用。
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　 　 在自然高海拔牧场上生长的牦牛所提供的牛肉，
以其肉质独特的风味和营养丰富著称， 富含蛋白、 矿

物质与维生素［１］。 然而， 牦牛的产肉率相对较低，
在一定程度上限制了高原牛肉市场的发展。 肌肉生长

和发育是影响牦牛肉品质和产量的关键因素。 骨骼肌

作为肉用家畜关键的经济性状， 其生产性能一直是动

物育种领域研究的核心课题。 骨骼肌由不同收缩特性

和代谢特点的肌纤维构成， 而肌纤维数量和类型， 直

接决定了肉产品产量和质量的高低。 在胚胎时期， 成

肌细胞的增殖和分化对肌纤维的形成发挥着关键作

用， 也决定着牦牛出生后肌肉的生长潜力。 一般来

说， 肌肉中的肌纤维数量在胚胎发育阶段即已基本定

型， 此后， 肌肉体积的增加主要通过肌纤维的增粗和

类型转变来实现［２］。 值得一提的是， 成肌细胞的形

成源于皮肌层， 该细胞具备多能性特征， 其转变为成

肌细胞的过程受到特定信号蛋白的诱导作用所支

配［３］。 在肌肉发育进程中， 成肌细胞增殖、 分化和

凋亡的过程起着至关重要的作用。 实际上， 肌肉发育

受多种遗传因素的调控， 包括基因多态性、 转录因

子、 ＤＮＡ 甲基化和非编码 ＲＮＡ 等多个方面［４－５］。
转录因子 ＪｕｎＤ 基因是多功能激活剂蛋白 － １

（ＡＰ－１） 转录因子家族中的一员， 可通过协调细胞

周期进程和肌肉分化决定因素网络， 对哺乳动物的肌

肉生长进行调控。 同时， ＪｕｎＤ 还在应激响应、 细胞

增殖与死亡等过程中发挥关键调控作用。 通过研究的

深入， 包括基因组测序与功能分析， 揭示了 ＪｕｎＤ 基

因所编码的蛋白质在其细胞核内扮演着至关重要的转

录调控角色［６］。 过往研究采用基因敲除、 过表达和

功能调控等方法， 深入探究了 ＪｕｎＤ 基因在细胞信号

传导、 细胞增殖和凋亡等生物学过程中的所发挥的功

能［７］。 有研究指出， ＪｕｎＤ 基因参与调控癌症、 炎症

和代谢性疾病等的发生和发展［８］， 它还参与了哺乳

动物的脂质积累与代谢的调控［９－１０］。 此外， 研究还表

明， ＪｕｎＤ 可通过调节 Ｂ 细胞淋巴瘤 ２ （Ｂｃｌ２） 家族

蛋白、 天冬氨酸特异性的半胱氨酸蛋白水解酶

（Ｃａｓｐａｓｅ） 级联反应及活性氧 （ＲＯＳ） 水平来抑制或

促进细胞凋亡。 例如， Ｐａｎｅｎｉ 等［１１］发现缺失 ＪｕｎＤ 的

小鼠内皮细胞氧化应激显著加剧并伴随功能衰退；
Ｗａｎｇ 等［１２］则证明 ＪｕｎＤ 上调抗氧化基因表达， 并保

护胰岛 β 细胞免于凋亡。 然而， 目前在牛科动物尤

其是牦牛肌肉细胞凋亡调控方面尚无系统研究。 因

此， 本研究以牦牛 ＪｕｎＤ 为对象， 首先对牦牛 ＪｕｎＤ 基

因的生物信息学功能进行了探究， 其次通过蛋白免疫

印记 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ）、 实时荧光定量 ＰＣＲ （ ＲＴ －
ｑＰＣＲ）、 流式细胞术等试验方法验证 ＪｕｎＤ 基因对牦

牛成肌细胞凋亡的影响， 进而深入探讨 ＪｕｎＤ 基因对

牦牛肌肉生长发育调控的作用， 旨在揭示其在成肌细

胞凋亡调控中的潜在机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

原代成肌细胞分离自青海省畜牧兽医研究所提供

的 ９０ ｄ 牦牛胚胎骨骼肌组织。
琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、 无内毒素质粒大

量提取试剂盒购自天根生化科技 （北京） 有限公司；
Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 活细胞染色液、 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋

亡试剂盒购自上海碧云天生物技术股份有限公司；
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 为美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 产

品； ＤＭＥＭ 培养基为美国 Ｇｉｂｃｏ 产品； 胎牛血清

（ＦＢＳ） 为以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 产品。 抗体 Ｂｃｌ２
（１ ∶ ５ ０００）、 Ｃａｓｐａｓｅ９ （１ ∶ １ ０００）、 Ｂｃｌ２ 相关 Ｘ 蛋

白（ＢＡＸ）（１ ∶ ２０ ０００）、β－肌动蛋白 （β－ａｃｔｉｎ） （１ ∶
２０ ０００） 及 ＨＲＰ 偶联的兔抗山羊 （１ ∶ ３ ０００） 为杭

州华安生物技术有限公司产品； 肌球蛋白重链 （Ｍｙ⁃
ＨＣ） （１ ∶ ２００） 为美国 ＧｅｎｅＴｅｘ 公司产品； 荧光二抗

Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４ 为美国 ＩｍｍｕｎｏＷａｙ 公司产品。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 牦牛成肌细胞的分离与培养

将冻存于液氮中的牦牛原代成肌细胞解冻后， 接

种于 １００ ｍｍ 细胞培养皿内， 置于 ＣＯ２培养箱中培养，
温度与 ＣＯ２含量分别设置为 ３７ ℃、 ５％。 使用细胞培

养基 （ＤＭＥＭ＋２０％ＦＢＳ＋２％双抗） 对原代成肌细胞

进行培养， 每天定时更换新鲜培养基。 当细胞生长密

度达到 ８０％左右时， 进行传代培养或用肌分化诱导

培养基 （ＤＭＥＭ＋２％马血清＋２％双抗） 诱导分化培

养。 根据 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 转染试剂的说明书， 将

阳性对照 （Ｓｉ） 和阴性对照 （ＮＣ） 转染到成肌细胞

中。 转染后 ２４ ｈ 测量干扰或过表达效率。
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１􀆰 ２􀆰 ２　 载体构建与干扰片段合成

ＪｕｎＤ 基因的过表达载体以及干扰 ＲＮＡ 片段均由

生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成 （表 １），
经质检合格后进行后续试验。

表 １　 ＪｕｎＤ 的 ｓｉＲＮＡ 序列

基因 引物序列 （５′→３′）

ＪｕｎＤ－３５４
Ｆ： ＧＣＵＣＡＡＵＵＵＡＡＧＣＵＵＧＵＧＵＴＴ

Ｒ： ＡＣＡＣＡＡＧＣＵＵＡＡＡＵＵＧＡＧＣＴＴ

ＪｕｎＤ－４０８
Ｆ： ＣＣＡＧＡＡＧＡＡＡＧＧＣＵＧＵＣＵＵＴＴ

Ｒ： ＡＡＧＡＣＡＧＣＣＵＵＵＣＵＵＣＵＧＣＴＴ

ＮＣ
Ｆ： ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ

Ｒ： ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

１􀆰 ２􀆰 ３　 ＲＮＡ 提取、 ｃＤＮＡ 合成及 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测

用 ＴＲＩｚｏｌ 法 提 取 细 胞 中 的 总 ＲＮＡ， 并 用

ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分光光度计和琼脂糖凝胶电泳检测

ＲＮＡ 浓度和质量。 通过使用艾科瑞生物反转录试剂

盒将提取的总 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ。 之后， 通过

ＲＴ－ｑＰＣＲ 对 ｃＤＮＡ 进 行 检 测。 ＰＣＲ 反 应 体 系

（１０ μＬ）： ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ ６ μＬ， 正向引物

０􀆰 ２ μＬ， 反向引物 ０􀆰 ２ μＬ， １ μＬ ｃＤＮＡ， ３􀆰 ６ μＬ
ｄｄＨ２Ｏ。 ＰＣＲ 反应条件： ９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９５ ℃变

性 １０ ｓ， ６０ ℃退火 ２０ ｓ， ７２ ℃延伸 ３０ ｓ， ４０ 个循环。
每组包含 ３ 个生物学重复， 每个生物学重复均包含 ３
个技术重复。 使用 ２－ΔΔＣｔ方法对 ｍＲＮＡ 的表达水平进

行定量分析， β －ａｃｔｉｎ 作为内参基因。 引物信息见

表 ２。

表 ２　 引物信息

基因 引物序列 （５′→３′）

Ｂｃｌ２
Ｆ： ＡＴＧＡＣＣＧＡＧＴＡＣＣＴＧＡＡＣ

Ｒ： ＣＡＴＡＣＡＧＣＴＣＣＡＣＡＡＡＧＧ

Ｃａｓｐａｓｅ９
Ｆ： ＴＧＧＴＧＧＴＣＡＴＣＣＴＧＴＣＴＣ

Ｒ： ＴＡＡＣＴＣＣＴＧＧＣＣＡＡＡＣＣＡＣＣ

ＢＡＸ
Ｆ： ＧＡＧＡＴＧＡＡＴＴＧＧＡＣＡＧＴＡＡＣＡ

Ｒ： ＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＧＣＣＡＴＡＡＡＣ

β－ａｃｔｉｎ
Ｆ： ＣＴＴＣＧＡＧＣＡＧＧＡＧＡＴＧＧＣ

Ｒ： ＣＣＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＧＡＧＧＴ

ＪｕｎＤ
Ｆ： ＡＧＧＧＧＡＣＡＣＴＧＧＡＧＧＡＴＧＡＡ

Ｒ： ＣＣＴＴＡＡＴＧＣＧＣＴＣＴＴＧＣＧＴＧ

１􀆰 ２􀆰 ４　 细胞免疫荧光染色试验

针对细胞培养与诱导的过程， 选取处于对数生长

期的细胞， 将其精确接种于 ４８ 孔板内， 确保每个特

定处理下均配置了 ３ 个独立的重复孔。 每孔加入

２００ μＬ 的完全培养基， 并分别将 Ｓｉ －ＮＣ， Ｓｉ －ＪｕｎＤ，
ｐｃＤＮＡ－３􀆰 １ 和 ｐｃＤＮＡ－３􀆰 １－ＪｕｎＤ 转染至牛成肌细胞。
当细胞融合度达到 ８０％时， 更换为含 ２％马血清的培

养基进行诱导分化。 ３ ｄ 后， 细胞形成肌管。 每孔加

入 ２００ μＬ ４％多聚甲醛溶液， 室温固定 ３０ ｍｉｎ。 固定

完成后， 用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ。 加入 ０􀆰 ５％
Ｔｒｉｔｉｏｎ Ｘ－１００， 室温孵育 １０ ｍｉｎ， 随后用 ＰＢＳ 清洗

３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ。 加入 ５％ ＢＳＡ 封闭液， 室温封闭

３０ ｍｉｎ。 按 １ ∶ ２００ 的比例稀释一抗 （ ａｎｔｉ －ＭｙＨＣ），
每孔加 ２００ μＬ 稀释后的一抗。 将孔板置于 ４ ℃摇床，
孵育 ７ ｄ。 孵育结束后， 用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 每次

５ ｍｉｎ。 按 １ ∶ ４００ 的比例稀释荧光二抗 （Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ
５９４）， 每孔加入 ２００μＬ 稀释后的二抗。 室温避光孵

育 ２ ｈ 后， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ。 使用 １００×Ｈｏ⁃
ｅｃｈｓｔ 染色剂， 按说明书稀释后， 每孔加入 ２００ μＬ 稀

释后的染色剂， 室温避光核染色 １０ ｍｉｎ。 染色结束

后， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ。 在倒置荧光显微镜

下观察细胞， 拍摄图像并保存。
１􀆰 ２􀆰 ５　 流式细胞术试验

使用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡试剂盒检测牦牛成

肌细胞的凋亡情况。 根据说明书的要求用 ＰＢＳ 缓冲

液调整为合适的细胞浓度 １００ μＬ， 并避光在常温下

用 ５ μＬ ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 染色 １５ ｍｉｎ， 然后加入结

合缓冲液 ５００ μＬ 后尽快上机检测。
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验

取待测细胞或组织， 加入含 １％苯甲基磺酰氟的

ＲＩＰＡ 裂解液， 冰上裂解 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ 取上清液， 测定蛋白浓度。 蛋白样品经

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离 （８０ Ｖ 浓缩胶， １２０ Ｖ 分离胶）， 之

后转移至聚偏二氟乙烯膜 （３００ ｍＡ， 冰浴， 转膜时

间依分子量而定）。 ５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ 后， 加入相

应一抗 ４ ℃孵育过夜， 含 Ｔｗｅｅｎ ２０ 的 Ｔｒｉｓ 缓冲盐水

（ＴＢＳＴ） 洗涤 ３ 次， 加入 ＨＲＰ 标记二抗室温孵育

１ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 增强型化学发光 （ＥＣＬ） 化学

发光法显影， 成像系统采集图像。 以目的蛋白与内参

β－ａｃｔｉｎ 灰度值比值表示相对表达水平。
１􀆰 ２􀆰 ７　 生物信息学分析

利用在线的生物信息学分析工具 （表 ３） 对牦牛

ＪｕｎＤ 基因 （登录号： ＸＭ＿０７０３７３３２１􀆰 １） 进行生物信

息学分析。
１􀆰 ３　 数据统计与分析

利用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件对数据进行分析。 利用独立

样本 ｔ 检验对 ２ 组数据进行比较分析， 利用单因素方

差分析对多组样本数据进行比较分析。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为

差异具有统计学意义。 数据以 “平均值±标准误” 的
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形式表示。

表 ３　 生物信息学在线分析工具

软件 网址 功能预测

ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ 理化性质

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ 亲 ／ 疏水性分析

ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０ ／ 跨膜区域

ＳｉｇｎａｌＰ ５􀆰 ０ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ－５􀆰 ０ ／ 信号肽

ＰＳＯＲＴ Ⅱ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ ／ ｆｏｒｍ２􀆰 ｈｔｍｌ 亚细胞定位

ＮｅｔＰｈｏｓ ３􀆰 １ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＰｈｏｓ－３􀆰 １ ／ 磷酸化位点

ＰＳＩＰＲＥＤ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆ．ｃｓ．ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ ／ ｐｓｉｐｒｅｄ ／ 二级结构

ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ 三级结构

ＳＴＲＩＮＧ １２􀆰 ０ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ．ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ ／ 蛋白互作

２　 结果与分析

２􀆰 １　 生物信息学分析

２􀆰 １􀆰 １　 理化性质及亲 ／ 疏水性分析

牦牛 ＪｕｎＤ 基 因 编 码 的 蛋 白 质 分 子 式 为

Ｃ１５５６Ｈ２５０７Ｎ４３３Ｏ４８７Ｓ６， 分子质量约为 ３２ ｋＤａ， 由

３４６ 个氨基酸残基组成。 氨基酸组成分析显示， 丙氨

酸 （Ａｌａ） 占比最高， 达 １５􀆰 ６％。 该蛋白含 ３２ 个带

负电荷的酸性氨基酸， 如天冬氨酸 （Ａｓｐ）、 谷氨酸

（Ｇｌｕ） 以及带正电荷的碱性氨基酸精氨酸 （Ａｒｇ）、
赖氨酸 （Ｌｙｓ）， 理论等电点 （ ｐＩ） 为 ６􀆰 ８６ （表 ４）。
不稳定指数 （ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ） 为 ５３􀆰 ８９， 表明该蛋

白属 于 不 稳 定 蛋 白。 此 外， 平 均 亲 水 性 系 数

（ＧＲＡＶＹ） 为－０􀆰 ２５５， 表明其整体呈亲水性。 通过

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 软件分析 ＪｕｎＤ 蛋白的亲 ／疏水性， 发现其局

部亲水性评分范围在 － ２􀆰 ５８９ （强亲水） 到 １􀆰 ６５６
（弱疏水） 之间， 且亲水区域占比显著高于疏水区域

（图 １）， 进一步证实了其亲水性特征。

表 ４　 牦牛 ＪｕｎＤ 蛋白核苷酸组成

氨基酸 数量 ／ 个 频率 ／ ％ 氨基酸 数量 ／ 个 频率 ／ ％

丙氨酸 （Ａｌａ， Ａ） ５４ １５􀆰 ６ 赖氨酸 （Ｌｙｓ， Ｋ） １８ ５􀆰 ２

精氨酸 （Ａｒｇ， Ｒ） １４ ４􀆰 ０ 甲硫氨酸 （Ｍｅｔ， Ｍ） ４ １􀆰 ２

天冬酰胺 （Ａｓｎ， Ｎ） ６ １􀆰 ７ 苯丙氨酸 （Ｐｈｅ， Ｆ） ９ ２􀆰 ６

天冬氨酸 （Ａｓｐ， Ｄ） ９ ２􀆰 ６ 脯氨酸 （Ｐｒｏ， Ｐ） ４２ １２􀆰 １

半胱氨酸 （Ｃｙｓ， Ｃ） ２ ０􀆰 ６ 丝氨酸 （Ｓｅｒ， Ｓ） ３０ ８􀆰 ７

谷氨酰胺 （Ｇｌｎ， Ｑ） １５ ４􀆰 ３ 苏氨酸 （Ｔｈｒ， Ｔ） ２０ ５􀆰 ８

谷氨酸 （Ｇｌｕ， Ｅ） ２３ ６􀆰 ６ 色氨酸 （Ｔｒｐ， Ｗ） ０ ０􀆰 ０

甘氨酸 （Ｇｌｙ， Ｇ） ３４ ９􀆰 ８ 酪氨酸 （Ｔｙｒ， Ｙ） ５ １􀆰 ４

组氨酸 （Ｈｉｓ， Ｈ） ３ ０􀆰 ９ 缬氨酸 （Ｖａｌ， Ｖ） １４ ４􀆰 ０

异亮氨酸 （Ｉｌｅ， Ｉ） ６ １􀆰 ７ 吡咯赖氨酸 （Ｐｙｌ， Ｏ） ０ ０􀆰 ０

亮氨酸 （Ｌｅｕ， Ｌ） ３８ １１􀆰 ０ 硒代半胱氨酸 （Ｓｅｃ， Ｕ） ０ ０􀆰 ０

２􀆰 １􀆰 ２　 跨膜区域、 信号肽、 亚细胞定位预测

ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０ 工具的跨膜结构域预测表明， 牦牛

ＪｕｎＤ 蛋白不存在典型跨膜螺旋结构， 其跨膜螺旋残

基期望值仅为 ０􀆰 ０２１ ７ （图 ２）， 提示其可能不具有跨

膜功能。 通过 ＰＳＯＲＴ Ⅱ软件的亚细胞定位预测分析，
ＪｕｎＤ 蛋白主要分布于细胞核 （７８􀆰 ３％）， 其次为线粒

体 （ １３􀆰 ０％）、 细 胞 质 （ ４􀆰 ３％） 和 细 胞 骨 架

（４􀆰 ３％）。 ＳｉｇｎａｌＰ ５􀆰 ０ 软件的信号肽分析进一步显

示， ＪｕｎＤ 蛋白 Ｎ 端不存在信号肽切割位点 （图 ３）。
２􀆰 １􀆰 ３　 磷酸化位点预测

通过 ＮｅｔＰｈｏｓ ３􀆰 １ 在线软件预测， 牦牛 ＪｕｎＤ 蛋白

包括 ３５ 个潜在磷酸化位点， 其中 Ｓｅｒ 位点 ２２ 个， Ｔｈｒ
位点 １１ 个， 酪蛋白位点 ２ 个 （图 ４）， 涉及包括与细

胞分 化 相 关 的 ｐ３８ 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 （ ｐ３８
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ＭＡＰＫ） 及与细胞周期相关的 ＣＫⅡ、 ｃｄｃ２ 等多种关

键蛋白激酶磷酸化位点 （表 ５）。

图 １　 牦牛 ＪｕｎＤ 蛋白亲 ／疏水性分析

图 ２　 牦牛 ＪｕｎＤ 蛋白跨膜结构域预测

图 ３　 牦牛 ＪｕｎＤ 蛋白信号肽预测

图 ４　 牦牛 ＪｕｎＤ 蛋白磷酸化位点预测

表 ５　 牦牛 ＪｕｎＤ 蛋白磷酸化位点位置及激酶

磷酸化位点

位置 氨基酸
激酶 （得分）

６ Ｙ ｕｎｓｐ （０􀆰 ８９０）、 ＳＲＣ （０􀆰 ５０７）

１２ Ｓ ｕｎｓｐ （０􀆰 ６０２）、 ｃｄｃ２ （０􀆰 ５８５）

１９ Ｓ ｕｎｓｐ （０􀆰 ５６４）

２０ Ｓ ｃｄｃ２ （０􀆰 ５０５）、 ＣＫＩ （０􀆰 ５０９）

２１ Ｓ ｕｎｓｐ （０􀆰 ７７３）、 ｃｄｃ２ （０􀆰 ５６４）

２６ Ｓ ｃｄｃ２ （０􀆰 ５５６）、 ＰＫＣ （０􀆰 ５８１）

２９ Ｓ ｕｎｓｐ （０􀆰 ９０８）、 ｃｄｋ５ （０􀆰 ５７７）、 ｐ３８ ＭＡＰＫ （０􀆰 ５３９）

４０ Ｔ ＰＫＧ （０􀆰 ５３８）

４５ Ｓ ｕｎｓｐ （０􀆰 ７４１）、 ｃｄｃ２ （０􀆰 ５２１）、 ＰＫＣ （０􀆰 ５６４）

５３ Ｔ ＰＫＣ （０􀆰 ５３５）

５５ Ｓ ｕｎｓｐ （０􀆰 ９４３）、 ＤＮＡＰＫ （０􀆰 ５０９）

５７ Ｓ ｃｄｃ２ （０􀆰 ５５５）

９２ Ｓ ｕｎｓｐ （０􀆰 ７３６）、 ｐ３８ ＭＡＰＫ （０􀆰 ５５０）

１０２ Ｓ ｕｎｓｐ （０􀆰 ９２５）、 ｐ３８ ＭＡＰＫ （０􀆰 ５２３）

１１２ Ｓ ＰＫＡ （０􀆰 ７１９）

１１９ Ｔ ｕｎｓｐ （０􀆰 ８１７）、 ｃｄｋ５ （０􀆰 ５５８）、 ｐ３８ ＭＡＰＫ （０􀆰 ５５４）

１２１ Ｔ ＰＫＣ （０􀆰 ５６４）

１２２ Ｓ ｕｎｓｐ （０􀆰 ７７５）

１２３ Ｔ ＤＮＡＰＫ （０􀆰 ５２８）

１３３ Ｓ ｕｎｓｐ （０􀆰 ９９２）、 ＣＫＩＩ （０􀆰 ５２８）

１８０ Ｓ ｃｄｃ２ （０􀆰 ５３３）

１８８ Ｔ ｕｎｓｐ （０􀆰 ８７６）、 ｃｄｋ５ （０􀆰 ５１６）

１９４ Ｙ ｕｎｓｐ （０􀆰 ９５１）

２０４ Ｔ ＰＫＣ （０􀆰 ７４４）

２３０ Ｔ ｕｎｓｐ （０􀆰 ７３８）、 ＧＳＫ３ （０􀆰 ５００）

２４５ Ｔ ｕｎｓｐ （０􀆰 ８８７）

２５１ Ｓ ｕｎｓｐ （０􀆰 ８７８）、 ＣＫＩ （０􀆰 ５４３）

２５５ Ｓ
ｕｎｓｐ （０􀆰 ６９０）、 ｃｄｋ５ （０􀆰 ６８２）、

ＧＳＫ３ （０􀆰 ５４９）、 ｐ３８ ＭＡＰＫ （０􀆰 ５３８）

２５９ Ｓ
ｕｎｓｐ （０􀆰 ９９８）、 ｃｄｋ５ （０􀆰 ５９５）、
ＧＳＫ３ （０􀆰 ５４６）、 ＣＫＩ （０􀆰 ５１５）

２６５ Ｔ ＡＴＭ （０􀆰 ５７７）

２８３ Ｓ ＰＫＣ （０􀆰 ８５６）、 ｕｎｓｐ （０􀆰 ６３８）、 ｃｄｃ２ （０􀆰 ５４３）

２９４ Ｓ
ＰＫＡ （０􀆰 ６７８）、 ｕｎｓｐ （０􀆰 ９９６）、
ｃｄｃ２ （０􀆰 ５４９）、 ＣＫⅡ （０􀆰 ５４１）

３０２ Ｔ ＰＫＣ （０􀆰 ７１２）、 ｕｎｓｐ （０􀆰 ５７１）

３１５ Ｓ ｃｄｃ２ （０􀆰 ５３２）

３３０ Ｓ ｕｎｓｐ （０􀆰 ９７１）

　 　 注： ＰＫＡ， 蛋白激酶 Ａ； ＰＫＣ， 蛋白激酶 Ｃ； ＣＫⅠ， 酪蛋白激酶

Ⅰ； ＣＫⅡ， 酪蛋白激酶Ⅱ； ＧＳＫ３， 糖原合成酶激酶 ３； ＣＤＫ１， 周期

蛋白依赖性激酶； ｃｄｃ２， 细胞分裂周期蛋白 ２； ＣＤＫ５， 周期蛋白依赖

性激酶 ５； ＳＲＣ， 酪氨酸蛋白激酶； ｐ３８ ＭＡＰＫ， ｐ３８ 丝裂原活化蛋白

激酶； ＤＮＡＰＫ， ＤＮＡ 依赖性蛋白激酶； ＡＴＭ， 共济失调毛细血管扩

张突变激酶； ｕｎｓｐ， 非特异性激酶。
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２􀆰 １􀆰 ４　 二级结构和三级结构预测

ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 预测显示， 牦牛 ＪｕｎＤ 蛋白的二

级结构以 α－螺旋和无规卷曲为主 （图 ５）。 α－螺旋

作为典型的刚性结构元件， 可能参与维持蛋白核心构

象稳定性或形成功能性结构域； 而无规卷曲的高占比

表明该蛋白具有显著的构象灵活性， 暗示其可能通过

动态结构变化参与配体结合、 信号转导或翻译后修饰

调控等生物学过程。 牦牛 ＪｕｎＤ 蛋白三级结构预测见

图 ６。

图 ５　 牦牛 ＪｕｎＤ 蛋白二级结构预测

图 ６　 牦牛 ＪｕｎＤ 蛋白三级结构预测

２􀆰 １􀆰 ５　 蛋白质互作预测

图 ７ 展示的蛋白质互作网络涵盖了 ＪｕｎＢ 蛋白、
丝裂原活化蛋白激酶 １０ （ＭＡＰＫ１０）、 活化转录因子

３ （ＡＴＦ３）、 ＦＯＳ 蛋白、 ＦＯＳ 样抗原 １ （ＦＯＳＬ１） 和人

类 Ｔ 细胞白血病病毒 １ 型编码的碱性亮氨酸拉链因子

（ＨＢＺ） 等关键蛋白， 他们可能通过相互作用形成一

个复杂的功能网络。 这一网络可能在 ＲＮＡ 代谢、 核

糖体生物合成以及细胞周期调控等关键细胞生物学过

程中发挥重要作用。 此外， 网络中的大多数基因与肌

肉生长发育密切相关， 而 ＪｕｎＤ 作为该网络的重要组

成部分， 可能通过与其他蛋白的相互作用参与肌肉的

生长发育过程。
２􀆰 ２　 免疫荧光鉴定牦牛成肌细胞

采用Ⅱ型胶原酶和胰酶混合液对胎牛后肢肌肉进

行消化处理。 将收集到的混合细胞悬液通过滤网过

滤， 依次为 １００ 目、 ２００ 目和 ４００ 目， 随后以 １ ５００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 弃上清液后细胞沉淀用生长培养

基重悬浮， 再将其接种于 ６０ ｍｍ 直径培养皿中。 采

用差速贴壁方法对细胞液进行纯化， 随后在培养箱中

培养分离出的细胞。 通过免疫荧光染色对分离出的细

胞进行鉴定。
由图 ８ 可知， β－ａｃｔｉｎ 蛋白经荧光标记后经激发

呈现绿色， 细胞核经 ＤＡＰＩ 染色后经激发呈现蓝色。
观察从牦牛成肌细胞的免疫荧光鉴定， 结果显示细胞

纯度达 ９０％以上。

图 ７　 牦牛 ＪｕｎＤ 蛋白互作分析

２􀆰 ３　 干扰 ＪｕｎＤ 基因促进成肌细胞凋亡

为了最大化 ＪｕｎＤ 基因的干扰效率， 在牦牛成肌

细胞中分别转染干扰片段 ４０８ （Ｓｉ－４）、 干扰片段 ３５４
（Ｓｉ－３） 以及同时转染 ２ 种干扰片段 （Ｓｉ－４＋３）。 结

果表明， ３ 种方式都能有效降低 ＪｕｎＤ 基因的表达，
其中干扰片段 ４０８ （ Ｓｉ － ４） 的转染效果最佳 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５） （图 ９Ａ）。 因此， 后续试验选择 Ｓｉ－４ 干扰片

段进行转染， 并将其命名为 Ｓｉ－ＪｕｎＤ。 进一步验证表
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明， Ｓｉ － ＪｕｎＤ 组的 ＪｕｎＤ 基因表达显著低于对照组

（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ９Ｂ）， 干扰效率较高， 满足后续试验

的要求。

图 ８　 牦牛成肌细胞免疫荧光染色

　 　 为明确 ＪｕｎＤ 在牦牛成肌细胞凋亡中的功能， 通

过 ＲＮＡ 干扰技术敲低 ＪｕｎＤ 表达， 并检测凋亡相关分

子标志变化。 将对照组命名为 ＮＣ， 干扰组命名为Ｓｉ－
ＪｕｎＤ。 ＲＴ－ｑＰＣＲ 结果显示， 敲低 ＪｕｎＤ 显著上调促凋

亡基因 Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ ９ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 同时下调了抗凋亡基因 Ｂｃｌ２ 基因水平 （Ｐ＜
０􀆰 ０５） （图 １０Ａ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析进一步验证， Ｂａｘ
蛋白表达量升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 Ｂｃｌ２ 蛋白水平呈剂

量依赖性降低 （图 １０Ｂ）。 此外， 流式细胞术检测表

明， 对照组 （ＮＣ） 和敲低组 （Ｓｉ －ＪｕｎＤ） 的晚期凋

亡率 （Ｂ２） 相近， 而 Ｓｉ－ＪｕｎＤ 组的早期凋亡率 （Ｂ４）
明显高于 ＮＣ 组。 对 Ｓｉ－ＪｕｎＤ 和对照组 ＮＣ 细胞凋亡

率 （Ｂ２＋Ｂ４） 进行统计学分析， 结果显示， Ｓｉ－ＪｕｎＤ
组的细胞凋亡率显著高于 ＮＣ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明干

扰 ＪｕｎＤ 促进了细胞的凋亡 （图 １０Ｃ）。

Ａ． 干扰片段的筛选； Ｂ． 干扰效果的检测。 ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， 下同。

图 ９　 ＪｕｎＤ 基因干扰效率检测

Ａ． ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测； Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测； Ｃ． 流式细胞术分析。

图 １０　 干扰 ＪｕｎＤ 基因促进成肌细胞凋亡 （ｎ＝３）
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２􀆰 ４　 过表达 ＪｕｎＤ 基因抑制成肌细胞凋亡

为了进一步验证 ＪｕｎＤ 对牦牛成肌细胞凋亡的负

调控功能， 构建了 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＪｕｎＤ 过表达载体。 结

果表明， 过表达 ＪｕｎＤ 后， Ｂｃｌ２ 的 ｍＲＮＡ 表达水平显

著上调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ＢＡＸ 和 Ｃａｓｐａｓｅ ９ 的 ｍＲＮＡ 表

达水平显著下调， 呈现与 Ｂｃｌ２ 相反的趋势 （图

１１Ａ）。 在蛋白质水平上， Ｂｃｌ２ 的表达水平极显著上

升 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ＢＡＸ 和 Ｃａｓｐａｓｅ ９ 的表达水平显著

下降， 与干扰 ＪｕｎＤ 后的变化趋势相反 （图 １１Ｂ）。 以

上结果表明， ＪｕｎＤ 能抑制牦牛成肌细胞的凋亡。 此

外， 通过流式细胞术检测过表达 ＪｕｎＤ 对凋亡的影响，
结 果 显 示， 对 照 组 （ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ ） 和 过 表 达 组

（ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＪｕｎＤ） 组的晚期凋亡率 （Ｂ２） 相近， 而

过表达组的早期凋亡率 （Ｂ３） 明显低于对照组。 对 ２
组细胞凋亡率进行统计学分析， 结果显示， 过表达

ＪｕｎＤ 的细胞凋亡率显著低于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 进

一步证实了 ＪｕｎＤ 的抗凋亡作用 （图 １１Ｃ）。

Ａ． ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测； Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测； Ｃ． 流式细胞术分析。 ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 过表达 ＪｕｎＤ 基因抑制成肌细胞凋亡

３　 讨论

家畜骨骼肌的发育状态与其胴体重和肉品质等关

键经济性状密切相关。 家畜的肌肉生长与发育不仅受

到外部环境条件和饲养管理的影响， 更依赖于复杂的

遗传机制与特定基因的调控作用［１３］。 骨骼肌的形成，
即肌发生， 是胚胎早期发育的一个多阶段的生物学过

程。 特别是在胚胎阶段， 肌纤维的形成尤为关键， 成

肌细胞的增殖与分化能力决定了肌肉的生长潜力［１４］。
在这个过程中， 中胚层的间充质干细胞在受到特定信

号分子的诱导后分化为肌肉细胞。 ＪｕｎＤ 作为 ＡＰ －１
转录因子家族成员， 主要负责调控靶基因的转录， 帮

助细胞响应环境信号。 它可在氧化应激、 细胞分化和

增殖等过程中发挥转录抑制或激活作用， 对细胞的增

殖、 分化和凋亡起着关键作用［１５］。 有研究表明， 缺

乏 ＪｕｎＤ 的小鼠死亡率增加， 心肌细胞凋亡和纤维化

加剧， 表明 ＪｕｎＤ 能够限制心肌细胞肥大并保护心脏

免受压力超负荷引起的损伤［１６］。 此外， ＪｕｎＤ 基因表

达的精细调控及其蛋白质－蛋白质之间的相互作用可

调节细胞增殖、 分化和凋亡等过程。 ＪｕｎＤ 蛋白质活

性异常可能导致肿瘤、 代谢及病毒类疾病的发生［１７］。
生物信息学分析结果显示牦牛 ＪｕｎＤ 基因编码

３４６ 个氨基酸， 不含信号肽， 无跨膜结构域， 属于亲

水性不稳定蛋白， 这可能影响其结构稳定性与功能调

控， 与此前研究一致［２］。 主要定位于细胞核中， 它

有 ３５ 个潜在的磷酸化修饰位点， 其中包括 ｃｄｃ２、
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ＣＫⅡ、 ＰＫＣ 等多个与细胞周期相关的磷酸化酶， 表

明 ＪｕｎＤ 基因参与细胞周期调控。 此外， 这些翻译后

修饰可能在细胞信号传导和代谢调控中起关键作用。
蛋白 质 互 作 分 析 显 示， ＪｕｎＤ 与 ＪｕｎＢ、 ＭＡＰＫ１０、
ＡＴＦ３、 ＦＯＳ、 ＦＯＳＬ１ 和 ＨＢＺ 等蛋白相互作用形成一

个复杂的功能网络， 涉及白细胞介素－１７ （ ＩＬ－１７）、
ＭＡＰＫ 等信号通路， 参与 ＲＮＡ 代谢、 核糖体生物合

成以及细胞周期调控等关键的细胞生物学过程。
ＭＡＰＫ１０ 是肌肉代谢的关键基因［１８］， ＪｕｎＢ 可以调节

肌细胞蛋白质合成［１９］， ＡＴＦ３ 能抑制小鼠成肌细胞增

殖分化［２０］， ＦＯＳ 也会影响小鼠成肌细胞增殖与分

化［２１］。 陈亦民等［２２］ 在骨骼肌损伤修复中的研究发

现， ＪｕｎＤ 与 ＭＡＰＫ１０ 等蛋白的互作可能通过 ＩＬ－１７
信号通路调控细胞凋亡， 抑制 ＭＡＰＫ 信号通路可以

影响炎症因子的释放， 进而减轻骨骼肌细胞损伤、 抑

制炎症介质释放、 促进骨骼肌修复。 总之， ＪｕｎＤ 蛋

白互作蛋白及其信号通路大多与肌肉生长发育相关。
这些分析结果为理解 ＪｕｎＤ 基因在牦牛肌肉发育中的

潜在作用提供了重要线索， 也为进一步研究该基因的

功能及其在细胞生物学过程中的调控机制奠定了

基础。
本研究采用实时荧光定量 ＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、

流式细胞术、 免疫荧光染色等技术深入探究了 ＪｕｎＤ
基因对牦牛成肌细胞凋亡的影响。 结果显示， ＪｕｎＤ
敲低可导致 Ｂａｘ 与 Ｃａｓｐａｓｅ９ 表达上调， Ｂｃｌ２ 表达下

调， 提示其可能通过调控线粒体通路促进细胞凋亡。
这与 Ｗａｎｇ 等［１２］在胰岛 β 细胞中发现的 ＪｕｎＤ 抗凋亡

功能一致。 此外， Ｒｕｉｚ 等［２３］指出 ＪｕｎＤ 在肺癌细胞中

也参与凋亡与增殖的调控。 这些研究提示 ＪｕｎＤ 在调

节细胞凋亡方面具有普遍的保守性， 可能通过调控转

录靶基因或影响氧化还原稳态， 参与肌肉发育早期的

细胞凋亡程序调控。 综上所述， ＪｕｎＤ 基因在抑制牦

牛成肌细胞凋亡方面发挥了关键作用， 对牦牛肌肉发

育具有重要意义， 为牦牛肌肉发育的深入研究提供了

重要参考。
综上所述， 本研究通过对牦牛 ＪｕｎＤ 基因的生物

信息学分析， 发现牦牛 ＪｕｎＤ 属于不稳定亲水性蛋白，
无跨膜螺旋结构， 不含信号肽， 主要定位在细胞核

中。 此外， ＪｕｎＤ 具有多个磷酸化位点， 这些位点可

能参与调控细胞增殖与分化。 干扰 ＪｕｎＤ 基因可促进

成肌细胞的凋亡， 而过表达 ＪｕｎＤ 基因后则抑制了成

肌细胞的凋亡。 本研究结果为阐明 ＪｕｎＤ 在肌肉生长

发育中发挥的功能提供理论依据， 同时也为高原家畜

肌肉性状的遗传改良提供了潜在靶点。
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