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猪泛素化底物蛋白 ＺＦＣ３Ｈ１ 的生物信息学与相分离能力分析
及其对骨骼肌发育的影响
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摘要： 旨在探究猪肌肉发育的分子基础， 基于前期进行的泛素化蛋白组学测序 （４Ｄ－ｌａｂｅｌ 泛素化测序）， 检测杜洛克猪和藏香猪腿肌样本的翻译

后水平修饰， 分析两品种猪骨骼肌中编码泛素化底物蛋白的锌指 Ｃ３Ｈ１ 型蛋白 （ＺＦＣ３Ｈ１） 的差异性基因。 通过 ＵｎｉＰｏｒｔ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 Ｅｎｓｅｍｂｌ 数
据库查询 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白质序列并进行生物信息学分析， 使用 ＰＬＡＡＣ 与 ＰＯＮＤＲ 进行相分离能力预测， 最后利用 ＩＳｗｉｎｅ 和 ＰｉｇＧＴＥｘ 统计与脂肪发育

及产肉性状相关的数量性状基因座 （ＱＴＬｓ） 的数量关系。 结果： ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白为亲水蛋白， 含有 ４１１ 个磷酸化位点及 １４ 个糖基化位点， 不存在

信号肽及跨膜区域， 主要分布在细胞核上， 二级结构预测结果显示 α－螺旋、 无规卷曲和延伸链分别占 ３７􀆰 １６％、 ６２􀆰 ３３％、 ０􀆰 ５１％， 与三级结构预

测一致； ＺＦＣ３Ｈ１ 与微管相关蛋白 ＴＲＥＸ 复合体亚基 （ＭＴＲＥＸ）、 ＰＮＮ 互作的丝氨酸 ／ 精氨酸富集蛋白 （ ＰＮＩＳＲ）、 含锌指 ＣＣＨＣ 结构域蛋白 ７
（ＺＣＣＨＣ７）、 细胞色素 ｃ 氧化酶组装因子 （ＣＭＣ１）、 多聚腺苷酸结合蛋白核 １ （ＰＡＢＰＮ１） 等蛋白之间存在互作； 系统进化树显示， 该基因与非洲

野猪亲缘关系最近， 同源性为 ９９􀆰 ８％； 相分离能力预测及 ＱＴＬｓ 统计显示， ＺＦＣ３Ｈ１ 的蛋白质结构中存在类朊病毒结构的蛋白序列和 ９ 个内在无序

区域 （ＩＤＲｓ）， 同时该基因含有 １０ 个有价值的表达数量性状基因座 （ ｅＱＴＬｓ）， 且基因附近有 ２１８ 个长链非编码 ＲＮＡ 表达数量性状基因座

（ｌｎｃＱＴＬｓ）。 结论： 本试验成功证明 ＺＦＣ３Ｈ１ 可形成生物凝聚体并驱动液－液相分离， 进而调控骨骼肌增殖。
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　 　 我国是猪肉生产和消费大国。 优化生猪产能调

控， 推动生物育种提速， 加快自主品种选育是目前相

关研究的重点。 有研究表明， 中外猪种在骨骼肌形

成、 肌肉沉积和代谢等方面存在显著差异［１－２］。 相较

于国外瘦肉型商品猪， 我国的生猪品质优良， 但产肉

量制约了生猪性能。 基于该现状， 我国各研究团队在

解析猪骨骼肌沉积的分子机制方面开展了大量探索。
Ｌｉｕ 等［３］利用多组学分析， 揭示了不同品种猪骨骼肌

沉积过程中大量的顺式调控元件和染色质可及性的差

异。 Ｌｉ 等［４］则通过染色质相互作用图谱和肉类生产

相关性状的全基因组关联分析 （ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅ ａｓｓｏｃｉａ⁃
ｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ， ＧＷＡＳ）， 鉴定出大白猪和梅山猪在瘦肉

率、 料重比和平均日增重等性状相关的主要效应基因

及其突变。 杨亚岚［５］ 根据转录组学方法分析骨骼肌

不同时期的发育情况， 鉴定出影响肉产量的关键基因

和转录因子， 其发育的 ２８ 个时期转录组图谱显示，
骨骼肌细胞的增殖、 分化和迁移表型与物种间的基因

组变异有关［６］。
液－ 液相分离 （ ｌｉｑｕｉｄ － ｌｉｑｕｉｄ ｐｈａｓｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，

ＬＬＰＳ） 是指通过生物大分子 （例如蛋白质和 ＲＮＡ）
的凝缩作用， 在细胞内形成的类似于液滴状的亚结

构， 其广泛存在于细胞核、 细胞质和细胞器中， 并参

与应激反应、 基因表达调控、 信号转导等多种细胞生

理过程［７－８］。 ２００９ 年， Ｂｒａｎｇｗｙｎｎｅ 等［９］ 首次在研究

线虫性腺中 ＲＮＡ 和 Ｐ 颗粒形成小球的过程中， 发现

细胞质中富含 ＲＮＡ 和蛋白质的无膜细胞器 Ｐ 颗粒表

现出类似液体的物质， 之后通过融合、 滴水和润湿这

些特性估算其黏度和表面张力， Ｐ 颗粒迅速出现溶解

和凝结的现象， 即 “相分离”。 此后生物界围绕 “相
分离” 的研究逐步开展起来， 作为重要的非细胞器

生物调控模式， ＬＬＰＳ 有着一个复杂的生物物理过程，
其体系的任何性质如溶液的分子组成、 温度、 静电性

质和黏弹性的改变， 都可能影响相分离过程［１０］。 目

前， ＬＬＰＳ 已被证明能通过调控基因表达影响骨骼肌

发育， 例如调节骨骼肌细胞大小的转录协同因子， 具

有 ＰＤＺ 结合基序的转录共激活因子 （ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｃｏ－ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｗｉｔｈ ＰＤＺ－ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｔｉｆ， ＴＡＺ） 可通过相

分离调节基因表达影响肌肉分化机制［１１］。 肌分化因

子 （ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｔｉｇｅｎ， ＭＹＯＤ） 通过相

分离调节染色质环的三维结构， 从而影响骨骼肌细胞

的增殖和肌肉生成［１２］。 因此， 在骨骼肌发育方面，
ＬＬＰＳ 的研究有助于揭示传统方法无法观察到的微观

级别的信号传递机制、 基因表达调控以及细胞内各种

组分之间的相互作用。
本研究基于前期对杜洛克猪和藏香猪骨骼肌组织

泛素化蛋白组学测序， 筛选出锌指 Ｃ３Ｈ１ 型蛋白

（ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ Ｃ３Ｈ１－ｔｙｐｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １， ＺＦＣ３Ｈ１）。
为探究猪骨骼肌发育的遗传机制， 本研究对 ＺＦＣ３Ｈ１
进行生物信息学、 相分离能力分析， 旨在揭示

ＺＦＣ３Ｈ１ 的分子结构、 相分离能力及与骨骼肌发育表

型的关系， 以期为我国猪产肉量及其品质改良提供

参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

在 ＵｎｉＰｏｒｔ［１３］蛋白质序列和功能注释数据库查找

猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 氨基酸序列的相关信息， ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白的

ＩＤ 为 Ａ０Ａ４Ｘ１ＶＺＸ１， 在 Ｅｎｓｅｍｂｌ 获得 ＺＦＣ３Ｈ１ 基因相

关信息， 基因 ＩＤ 为 ＥＮＳＳＳＣＧ００００００００５０９。 之后通

过多个软件进行生物信息学分析， 使用 ＰＯＮＤＲ［１４－１５］

及 ＰＬＡＡＣ［１６－１７］ 数 据 库 评 估 相 分 离 潜 力， 通 过

ＰｉｇＧＴＥｘ［１８］及 ＩＳｗｉｎｅ［１９］数据库探究 ＺＦＣ３Ｈ１ 对猪骨骼

肌发育表型的影响。
１􀆰 ２　 分析软件及项目

使用相关软件及网站对 ＺＦＣ３Ｈ１ 基因进行分析，
分析软件及项目具体见表 １。
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表 １　 分析软件及项目

分析软件 分析项目 网址

ＰｒｏｔＰａｒａｍ 蛋白质理化性质分析 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 蛋白质亲疏水性分析 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ

ＮｅｔＰｈｏｓ ３􀆰 １ 蛋白质磷酸化位点分析 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＰｈｏｓ ／

ＮｅｔＮＧｌｙｃ １􀆰 ０ 蛋白质糖基化位点分析 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＮＧｌｙｃ－１􀆰 ０ ／

ＳｉｇｎａｌＰ ４􀆰 １ 信号肽分析 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｄｅｔａｉｂｉｏ．ｃｏｍ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｓｉｇｎａｌ－ｐｅｐｔｉｄｅ．ｈｔｍｌ

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

ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 亚细胞定位分析 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ

ＭｅｇＡｌｉｇｎ、ＭＥＧＡ １１􀆰 ０ 相似性比对、系统进化树
ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｓｄｓ．ｇａｏ－ｌａｂ．ｏｒｇ ／
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ．ｎｅｔ ／

ＧＳＤＳ ２􀆰 ０ 基因结构分析 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｓｄｓ．ｇａｏ－ｌａｂ．ｏｒｇ ／

ＳＯＰＭＡ 二级结构预测 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ ／ ｃｇｉ－ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ

ＡｌｐｈａＦｏｌｄ ３、ＰｙＭＯＬ ３􀆰 ０ 三级结构预测
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ａｌｐｈａｆｏｌｄｓｅｒｖｅｒ．ｃｏｍ ／
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｙｍｏｌ．ｏｒｇ ／

ＳＴＲＩＮＧ １０􀆰 ５ 蛋白互作网络分析 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ ／

ＰＯＮＤＲ、ＰＬＡＡＣ 相分离能力预测
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｏｎｄｒ．ｃｏｍ
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｌａａｃ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ

ＰｉｇＧＴＥｘ、ＩＳｗｉｎｅ
猪脂肪发育及产肉性状相关的数量

性状基因座（ＱＴＬｓ）统计与分析

ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｉｇｇｔｅｘ．ｉｐｉｇｉｎｃ．ｃｏｍ ／ ＃ ／ ｈｏｍｅ
ｈｔｔｐ： ／ ／ ｉｓｗｉｎｅ．ｉｏｍｉｃｓ．ｐｒｏ

１􀆰 ３　 试验方法

将前期测序筛选得到的藏香猪与杜洛克猪的 ７６２
个差异泛素化蛋白因子， 结合 ＣＰＬＭ ４􀆰 ０［２０］、 Ｇｅｎｅ⁃
Ｃａｒｄｓ［２１］、 ＵｎｉＰｏｒｔ［２２］、 Ｅｎｓｅｍｂｌ［２３］数据库完成与骨骼

肌发育相关的候选因子筛选， 明确猪骨骼肌差异性泛

素化蛋白 ＺＦＣ３Ｈ１［２４］。 根据 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＵｎｉＰｒｏｔ、 Ｅｎ⁃
ｓｅｍｎｌ 数据库获得 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白序列信息， 使用表 １
中相关软件进行生物信息学分析， 进一步了解并揭示

该蛋白质分子水平的结构功能与作用机制。 使用

ＰＬＡＡＣ 与 ＰＯＮＤＲ 完成内在无序区域 （ ＩＤＲｓ） 相变

预测， 最后利用 ＩＳｗｉｎｅ 和 ＰｉｇＧＴＥｘ 在猪群体表型性

状中找到 ＺＦＣ３Ｈ１ 因子产肉相关性状， 探索泛素化底

物蛋白相分离调控机制与骨骼肌发育表型的因果

关系。
１􀆰 ４　 数据统计与分析

根据 ＩＳｗｉｎｅ 的 ＱＴＸｓ 统计 ＺＦＣ３Ｈ１ （基因 ＩＤ：
ＥＮＳＳＳＣＧ００００００００５０９） 与猪脂肪发育及产肉性状相

关的 ＱＴＬｓ； 根据 ＰｉｇＧＴＥｘ 统计 ＺＦＣ３Ｈ１ 与猪产肉性

状相关 ＱＴＬｓ 数量。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＺＦＣ３Ｈ１ 的一般生物信息学分析

２􀆰 １􀆰 １　 蛋白质理化性质及亲疏水性预测

根据 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件对 ＺＦＣ３Ｈ１ 理化性质进行预

测。 结果显示， 该蛋白分子式为 Ｃ９９０７Ｈ１５７６９Ｎ２７７１Ｏ３０５７Ｓ６４，

包括１ ９７５ 个氨基酸， 其中异亮氨酸 （ Ｉｌｅ） 占比最

高， 为 １０􀆰 ４％； 酪氨酸 （Ｔｙｒ） 占比最低， 为 １􀆰 ０％；
其相对分子量为 ２２４ ６６１􀆰 ７６ Ｄａ， 原子总数为 ３１ ５６８，
理论等电点为 ８􀆰 ２８， 不稳定系数为 ８􀆰 ９６， 属于不稳

定蛋白 （表 ２）。 通过体外培养哺乳动物网状细胞检

测到其半衰期为 ３０ ｈ。 根据 ＰｒｏＳｃａｌｅ 对 ＺＦＣ３Ｈ１ 进行

亲疏水性分析， 结果显示， ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白第 ４５０、
４５１、 ４５２ 位分别为谷氨酸 （Ｇｌｕ）、 精氨酸 （Ａｒｇ）、
Ａｒｇ， 亲水性最强， 预测分值均为－３􀆰 ８７８； 第 １ ８９９
位氨基酸为丙氨酸 （ Ａｌａ）， 疏水性最强， 分值为

＋２􀆰 ６００； 总 平 均 亲 水 性 为 － ０􀆰 ７１４， 脂 肪 系 数 为

７５􀆰 ０２， 推测该蛋白为亲水蛋白 （图 １）。
２􀆰 １􀆰 ２　 蛋白质磷酸化位点与糖基化位点预测

根据 ＮｅｔＰｈｏｓ ３􀆰 ０ 分析蛋白质磷酸化位点得知，
ＺＦＣ３Ｈ１ 有 ４１１ 个磷酸化位点， 高于阈值 （０􀆰 ５） 的

磷酸化位点包括 １５３ 个丝氨酸 （Ｓｅｒ）， ５５ 个苏氨酸

（Ｔｈｒ）， １６ 个 Ｔｙｒ （图 ２）。 根据 ＮｅｔＮＧｌｙｃ １􀆰 ０ 分析蛋

白质糖基化位点得知， ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白有 １４ 个糖基化

位点 （图 ３）。 值得注意的是磷酸化在泛素化蛋白质

降解信号通路中起着非常重要的作用。
２􀆰 １􀆰 ３　 信号肽与跨膜区域预测

根据 ＳｉｇｎａｌＰ ５􀆰 ０ 分析信号肽得知， ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白

不含信号肽 （图 ４）。 根据 ＴＭＨＭＭ２􀆰 ０ 分析跨膜区域

得知， ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白不存在跨膜区域， 为无跨膜区域

蛋白 （图 ５）。 由此推测该蛋白属于非分泌蛋白。
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表 ２　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白氨基酸组成

氨基酸 数量 比例 ／ ％ 氨基酸 数量 比例 ／ ％

丙氨酸 （Ａｌａ， Ａ） １１４ ５􀆰 ８ 精氨酸 （Ａｒｇ， Ｒ） １１５ ５􀆰 ８

谷氨酸 （Ｇｌｕ， Ｅ） １７９ ９􀆰 １ 甘氨酸 （Ｇｌｙ， Ｇ） ８０ ４􀆰 １

组氨酸 （Ｈｉｓ， Ｈ） ３２ １􀆰 ６ 蛋氨酸 （Ｍｅｔ， Ｍ） ３２ １􀆰 ６

亮氨酸 （Ｌｅｕ， Ｌ） ２０６ １０􀆰 ４ 赖氨酸 （Ｌｙｓ， Ｋ） １７０ ８􀆰 ６

脯氨酸 （Ｐｒｏ， Ｐ） １２７ ６􀆰 ４ 丝氨酸 （Ｓｅｒ， Ｓ） １９２ ９􀆰 ７

苏氨酸 （Ｔｈｒ， Ｔ） ８９ ４􀆰 ５ 色氨酸 （Ｔｒｐ， Ｗ） ２０ １􀆰 ０

酪氨酸 （Ｔｙｒ， Ｙ） ５３ ２􀆰 ７ 缬氨酸 （Ｖａｌ， Ｖ） ９１ ４􀆰 ６

天冬酰胺 （Ａｓｎ， Ｎ） ９１ ４􀆰 ６ 天冬氨酸 （Ａｓｐ， Ｄ） ９６ ４􀆰 ９

半胱氨酸 （Ｃｙｓ， Ｃ） ３２ １􀆰 ６ 谷氨酰胺 （Ｇｌｎ， Ｑ） １０６ ５􀆰 ４

异亮氨酸 （Ｉｌｅ， Ｉ） ７７ ３􀆰 ９ 苯丙氨酸 （Ｐｈｅ， Ｆ） ７３ ３􀆰 ７

图 １　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白亲、 疏水性分析

图 ２　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白磷酸化位点分析

图 ３　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白 Ｎ－糖酸化位点分析

图 ４　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白信号肽分析

图 ５　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白跨膜区域分析

２􀆰 １􀆰 ４　 亚细胞定位预测

根据 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 软件对 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白亚细胞定

位预测， 结果可知， ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白主要分布在细胞核

（ ２７􀆰 ５％）、 细 胞 质 和 细 胞 核 （ １６􀆰 ５％）、 细 胞 质

（４􀆰 ５％） （图 ６）。
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图 ６　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白亚细胞定位分析

２􀆰 １􀆰 ５　 相似性比对及系统进化树的构建

根据 ＤＮＡＳｔａｒ 软件 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 对与猪同源的 １０ 种

偶蹄目代表动物的 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白进行相似性比对。 结

果显示， 与猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白同源性最高的是非洲野

猪， 同源性达 ９９􀆰 ８％， 与河马、 羊驼、 双峰野骆驼、
双峰骆驼、 单峰骆驼、 原麝、 牛、 山羊的同源性依次

为 ９７􀆰 ４％、 ９７􀆰 ７％、 ９７􀆰 ６％、 ９７􀆰 ６％、 ９７􀆰 ６％、 ９６􀆰 ９％、
９６􀆰 ９％、 ９６􀆰 ９％ （图 ７）， 说明该蛋白在物种进化中

具有较强的保守性。 系统进化树显示， 该进化树分为

五大类群， 分别为骆驼科、 猪科、 牛科、 麝科、 河马

科， 其中猪与猪科中的非洲野猪亲缘关系最近， 与麝

科中的原麝、 牛科中的牛和山羊的遗传距离最远

（图 ８）。

图 ７　 偶蹄目动物 ＺＦＣ３Ｈ１ 氨基酸序列相似性对比

图 ８　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白系统进化树分析

２􀆰 １􀆰 ６　 基因结构分析

根据 ＧＳＤＳ ２􀆰 ０ 对 ２􀆰 １􀆰 ５ 中系统进化树的 １０ 个物

种进行基因结构分析， 其上游序列、 编码序列、 非编

码序列以及下游序列如图 ９ 所示。
２􀆰 １􀆰 ７　 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白二级结构及三级结构预测

根据 ＳＯＰＭＡ 预测得知， 该蛋白质 α －螺旋占

３７􀆰 １６％， 无规卷曲占 ６２􀆰 ３３％， 延伸链占 ０􀆰 ５１％， 与

使用 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ、 ＰｙＭＯＬ 对 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白三级结构进

行预测结果一致 （图 １０）。 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白三级结构及

发生相分离的区域如图 １１ 所示。

图 ９　 １０ 个物种 ＺＦＣ３Ｈ１ 基因结构分析
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图 １０　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白二、 三级结构预测

图 １１　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白三级结构及发生相分离预测

２􀆰 １􀆰 ８　 蛋白互作网络预测

根据 ＳＴＲＩＮＧ 数据库在置信度为 ７０％的条件下构

建猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 互作蛋白网络图， 结果显示， 该蛋白互

作网络共有 １１ 个节点、 １８ 条边， 平均节点度为

３􀆰 ２７， 平均局部聚类系数为 ０􀆰 ８９８， ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白主

要与微管相关蛋白 ＴＲＥＸ 复合体亚基 （ＭＴＲＥＸ）、
ＰＮＮ 互作的丝氨酸 ／精氨酸富集蛋白 （ ＰＮＩＳＲ）、 含

锌指 ＣＣＨＣ 结构域蛋白 ７ （ＺＣＣＨＣ７）、 细胞色素 ｃ 氧

化酶组装因子 （ＣＭＣ１）、 多聚腺苷酸结合蛋白核 １
（ＰＡＢＰＮ１）、 剪接因子 ３Ｂ 亚基 １ （ＳＦ３Ｂ１）、 ＤＩＳ３ 样

核糖核酸酶 （ ＤＩＳ３Ｌ） 等蛋白之间存在互作 （图

１２）。

图 １２　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白互作网络

２􀆰 ２　 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白相分离能力及性状分析与统计

根据在线网站 ＰＬＡＡＣ 与 ＰＯＮＤＲ 输入 ＺＦＣ３Ｈ１
蛋白质序列对其相分离能力进行分析。 结果发现

ＺＦＣ３Ｈ１ 存在有类朊病毒结构的蛋白序列 （此蛋白序

列与 ＬＣＲ 关系密切） （图 １３） 和 ９ 个 ＩＤＲｓ 区域 （图

１４）。 根据 ＩＳｗｉｎｅ 寻找 ＺＦＣ３Ｈ１ 与猪脂肪发育及产肉

性状相关的 ＱＴＬｓ， 结果发现共有 ２１ 个相关性状

ＱＴＬｓ （表 ３）。 根据 ＰｉｇＧＴＥｘ 对 ＺＦＣ３Ｈ１ 与猪产肉性

状相关 ＱＴＬｓ 数量进行统计， 结果显示， 该基因含有

１０ 个有价值的表达数量性状基因座 （ｅＱＴＬｓ）， 并且
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该基因附近有 ２１８ 个长链非编码 ＲＮＡ 表达数量性状

基因座 （ｌｎｃＱＴＬｓ） （表 ４）， 大量有价值的 ＱＴＬｓ 区域

与骨骼肌增殖密切相关。

图 １３　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白类朊病毒结构区域预测

图 １４　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白 ＩＤＲｓ 区域预测
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表 ３　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 基因与脂肪发育及产肉性状相关的

ＱＴＬｓ 分析

名称 ＧＷＡＳ 关联性状

ＢＦＴ＿Ｌ０５－１、ＢＦＴ＿Ｌ０５－２ １３ 周龄时的平均背膘厚度

ＢＦＴ＿Ｌ０５－３、ＢＦＴ＿Ｌ０５－４ １７ 周龄时的平均背膘厚度

ＢＦＴ＿Ｌ０５－５ 体重 ４０ ｋｇ 时的平均背膘厚度

ＢＦＴ＿Ｌ０５－６、ＢＦＴ＿Ｌ０５－７ 体重 ６０ ｋｇ 时的平均背膘厚度

ＢＷ＿Ｌ０５－７ 初生重

ＬＭＡ＿Ｌ０５－１ 眼肌面积

ＬＭＡ＿Ｌ０５－１ 胸锁长肌

ＭＣＯＬ＿Ｌ０５－１２、ＭＣＯＬ＿Ｌ０５－１、
ＭＣＯＬ＿Ｌ０５－２、ＭＣＯＬ＿Ｌ０５－３、
ＴＥＸＴ＿Ｌ０５－１、ＭＣＯＬ＿Ｌ０５－７、

ＭＣＯＬ＿Ｌ０５－６、ＦＡＣＯＭ＿Ｌ０５－５、
ＦＡＣＯＭ＿Ｌ０５－６、ＰＨ＿Ｌ０５－３、ＪＵＩ＿Ｌ０５－１

肉品质

总计 ２１ 个 ＱＴＬｓ

表 ４　 猪 ＺＦＣ３Ｈ１ 基因与数量遗传性状 ＱＴＬｓ 的关联分析

类别 有价值的 ＱＴＬｓ 数量

ｅＱＴＬｓ １０

ｌｎｃＱＴＬｓ ２１８

３　 讨论

ＬＬＰＳ 功能的发挥依赖于细胞中生物凝聚体的生

成， 这些生物凝聚体因其固有的流动性、 融合性和分

散性的特点， 能够使细胞内的特定分子选择性地富集

并形成相对独立的空间域， 从而在细胞内维持一定的

“秩序” ［２５－２６］。 从分子机制来看， 发生 ＬＬＰＳ 的大分

子存在一些普遍规律， 最常见的是蛋白质结构域中含

有 ＩＤＲｓ， 这些 ＩＤＲｓ 通常富含极性及带电氨基酸， 缺

乏疏水氨基酸， 使得其无法形成稳定的二级结构及三

级结构［２７］。 ＩＤＲｓ 驱动相变主要归因于两个核心结构

特征， 其一是不含有芳香族及脂肪族氨基酸且不能形

成一个相对能量较低的、 单一的折叠结构； 另一个特

征是由低复杂度序列区 （ ｌｏｗ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ
ｒｅｇｉｏｎｓ， ＬＣＲ） 构成， 这些特性使 ＩＤＲｓ 在 ＬＬＰＳ 过程

中具有独特的优势。 因此， 为明确 ＺＦＣ３Ｈ１ 基因的相

分离潜力， 使用在线网站 ＰＬＡＡＣ 与 ＰＯＮＤＲ 预测分

析， 结果显示， ＺＦＣ３Ｈ１ 存在有类朊病毒结构的蛋白

序列和 ９ 个 ＩＤＲｓ 区域， 证实 ＺＦＣ３Ｈ１ 具备介导 ＬＬＰＳ
的能力。 此外， 根据上文预测可知， ＺＦＣ３Ｈ１ 属于非

分泌亲水蛋白， 这一属性与众多典型相分离驱动蛋

白， 如 融 合 蛋 白 （ ｆｕｓｅｄ ｉｎ ｓａｒｃｏｍａ， ＦＵＳ ）， ＴＡＲ
ＤＮＡ 结合蛋白 ４３ （ ＴＡＲ ＤＮＡ － ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ４３，
ＴＤＰ－４３） 等高度一致。 这类蛋白均以非分泌亲水特

性为基础， 通过分子间多价相互作用触发 ＬＬＰＳ， 进

而动态调节细胞内各项生理活动。
在骨骼肌发育调控中， ＬＬＰＳ 的作用同样关键。

例如， ＦＵＳ 通过与 ＥＴＳ 转录因子 ５ （ ｅｔｓ ｖａｒｉａｎｔ ５，
ＥＴＶ５） 和肌细胞增强因子 ２Ａ （ ｍｙｏｃｙｔｅ ｅｎｈａｎｃｅｒ
ｆａｃｔｏｒ ２Ａ， ＭＥＦ２Ａ） 的相互作用， 在骨骼肌结构中影

响着必需蛋白的功能， 同时 ＥＴＶ５ 水平的降低会进一

步加剧肌无力的状况［２８］。 核糖体蛋白 Ｓ２７ａ－ｌｉｋｅ 蛋白

（ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ２７ａ－ｌｉｋｅ１， Ｒｐｓ２７１） 通过其 Ｎ 末

端固有无序区域驱动 ＬＬＰＳ， 与靶标胰岛素样生长因

子 （ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－１， ＩＧＦ－１） 相互作用，
共同调节肌生成［２９］。 微小 ＲＮＡ－２１４－３ｐ （ｍｉｃｒｏＲＮＡ－
２１４－３ｐ， ｍｉＲ－ ２１４ － ３ｐ） 和细胞型朊蛋白 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｒｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＰｒＰＣ） 通过 ＬＬＰＳ 机制在骨骼肌细胞分

化和肌纤维束形成过程中发挥着关键调控作用［３０］。
存在于肌萎缩侧索硬化症患者体内的两种蛋白质

ＴＤＰ－４３ 和 ＦＵＳ 可召集 ＲＮＡ 分子形成凝聚体， 进而

引发 ＬＬＰＳ［３１］。 此外， 在细胞增殖中发挥调控作用的

Ｈｉｐｐｏ 通路因子 ＴＡＺ 及调控器官大小的 Ｗｎｔ 信号通路

Ｄｉｓｈｅｖｅｌｌｅｄ 关联蛋白 １ （ｄｉｓｈｅｖｅｌｌｅｄ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
１， Ｄａｃｔ１） 能分别通过 ＬＬＰＳ 效应抑制肌肉生成和影

响小鼠和鸡的骨骼肌的细胞分化、 细胞周期和细胞融

合， 以及肌营养不良症［３，３２］。 ＭＹＯＤ 通过 ＬＬＰＳ 调控

基因表达， 参与骨骼肌分化［３３］。 为探究 ＺＦＣ３Ｈ１ 与

猪脂肪及产肉性状间的关联性， 使用 ＩＳｗｉｎｅ 对其进

行预测发现， ＺＦＣ３Ｈ１ 存在 ２１ 个猪相关脂肪发育及

产肉性状的 ＱＴＬｓ， 根据 ＰｉｇＧＴＥｘ 对 ＺＦＣ３Ｈ１ 与猪产

肉性状相关 ＱＴＬｓ 的数量统计显示， 该基因含有 １０ 个

有价值的 ｅＱＴＬｓ， 并且该基因附近 ２１８ 个 ｌｎｃＱＴＬｓ，
大量有价值的 ＱＴＬｓ 区域与骨骼肌增殖密切相关。 结

合前文证实的 ＺＦＣ３Ｈ１ 相分离潜力， 为后续探究其通

过 ＬＬＰ 调控骨骼肌发育进而影响猪产肉性能的分子

机制提供了方向。
ＺＦＣ３Ｈ１ 是一种尚未定性的锌指蛋白， 也是一种

南蛇藤霉素 Ａ （ｃｅｌａｓｔｒａｍｙｃｉｎ Ａ） 结合蛋白。 该蛋白

有组成聚腺苷酸外切体靶向连接复合体 （ｐｏｌｙＡ ｅｘｏ⁃
ｓｏｍｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ， ＰＡＸＴ）， 维持 ＲＮＡ 延伸和

稳定， 参与外泌体降解的作用。 同时， ＲＮＡ 外泌体

是真核细胞核内降解 ＲＮＡ 的基础， 其辅助因子

ＭＴＲＥＸ 与 ＲＮＡ 结合蛋白适配器相连， 有助于底物靶

向。 有研究发现， ＺＦＣ３Ｈ１ 与 ＤＮＡ 修复复合物中的

ＥＲＣＣ１ 存在间接相互作用， 而锌指蛋白 ＺＦＣ３Ｈ３ 可

直接与 ＭＴＲ４－ＺＦＣ３Ｈ１ 相互作用， 且 ＰＡＸＴ 成分的缺

失会引发底物积累。 同时， 降低 ＲＮＡ 解旋酶 Ｍｔｒ４ 或

ＺＦＣ３Ｈ１ 的表达会导致转录后 ／未剪接 ＲＮＡ 水平上升

并在细胞质中积聚， 这一发现凸显出 Ｍｔｒ４ ／ ＺＦＣ３Ｈ１
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在阻止天然不稳定 ｌｎｃＲＮＡ 核内积累、 向细胞质转运

以及防止蛋白质合成受阻中的核心作用［３４－３６］。 此外，
该蛋白在细胞内独特的 ＩＤＲｓ 赋予其强大的多聚化能

力。 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白可通过形成核凝聚体阻止 ＲＮＡ 进

入核斑点， 从而调控核 ＲＮＡ 的出口， 且其凝聚活性

与 ＲＮＡ 降解机制独立［３７］。
本研究前期对杜洛克猪和藏香猪胫骨前肌进行泛

素化蛋白组学测序 （４Ｄ－ ｌａｂｅｌ 泛素化测序）， 发现

ＺＦＣ３Ｈ１ 的泛素化靶标结合位点在藏香猪中高于杜洛

克猪。 这些差异不仅凸显了 ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白在调控骨骼

肌发育中的关键作用， 还揭示了泛素化作为调控因子

可能在动物体型和肉质产量的分子机制中扮演着重要

角色［３８］。 值得注意的是， 作为纳米级的生物囊泡，
外泌体对骨骼肌发育具有重要影响。 它们不仅具备保

护内部物质免受降解的能力， 还能够在细胞通讯间安

全地将信号转导传递给靶细胞， 从而调节骨骼肌的正

常发育过程。 Ｍｙｔｉｄｏｕ 等［３９］在研究骨骼肌组织中分泌

４ 种肌肉特异性 ｍｉｃｒｏＲＮＡ （ｍｉＲ－１、 ｍｉＲ－１３３ａ、 ｍｉＲ
－１３３ｂ 和 ｍｉＲ－２０６） 的外泌体时发现， 这些外泌体在

相邻骨骼肌之间的通信中发挥着不同作用， 并且在外

泌体中的分布因肌肉纤维类型的不同而有所差异， 当

一种肌肉中的 ｍｉＲ－１３３ａ 和 ｍｉＲ－１３３ｂ 下调时， 会影

响邻近肌肉和血液中外泌体的这些 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 水平。
Ｉｙｅｒ 等［４０］ 在研究胫骨前肌损伤的大鼠模型中发现，
富含血小板的血浆衍生的外泌体能通过上调肌细胞生

成素 （ＭＹＯＧ） 加速收缩功能的恢复节奏， 并且血清

外泌体还可对 Ｔ２ＤＭ 发挥调节作用。 此外， 蛋白质的

翻译后修饰 （ＰＴＭ） 对于生物 ＬＬＰＳ 同样非常重要，
尤其是泛素化修饰可以驱动和影响相分离能力［４１－４２］。
泛素化底物蛋白 ＺＦＣ３Ｈ１ 具有降解外泌体的作用， 因

此可以合理推测外泌体携带的蛋白质等分子可能经过

泛素化修饰引发 ＬＬＰＳ， 进而影响其在靶细胞中的功

能和生理作用， 这一推测为外泌体研究提供了新的视

角， 值得进一步验证。
然而， 由于骨骼肌发育涉及诸多分子间的互作，

在对染色体伴随复合物的应用研究中发现， ＬＬＰＳ 并

非驱动 ＣＰＣ 的主要因素［４３］。 因此具有相分离能力的

ＺＦＣ３Ｈ１ 在猪骨骼肌细胞中是否能够产生生物凝聚体

并驱动 ＬＬＰＳ， 进而影响肌细胞的增殖及肌肉沉积，
有待深入探讨和更多佐证。

４　 结论

本研究聚焦杜洛克猪和藏香猪差异性骨骼肌泛素

化蛋白 ＺＦＣ３Ｈ１， 生物信息学分析表明， ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋

白质一级结构中富含较多的磷酸化位点， 属于不稳定

的非分泌蛋白 （相较于稳定的分泌蛋白， 这种蛋白

能够展现更强的相分离能力）； 对其二级结构观察发

现， ＺＦＣ３Ｈ１ 蛋白无序卷曲结构占据主导地位， 与三

级结构预测一致。 进一步分析显示， ＺＦＣ３Ｈ１ 作用因

子具有类朊病毒结构的蛋白序列及 ９ 个 ＩＤＲｓ 区域，
同时发现该基因部分片段与猪肉质性状 ＱＴＬｓ 相关

联， 揭示其可能具有相分离潜力并在骨骼肌发育中扮

演着重要角色。 在不同品种 （杜洛克猪和藏香猪）
中 ＺＦＣ３Ｈ１ 的表达量有差异， 其表达受到泛素化降解

的影响， 这一发现为今后揭示肌肉发育的分子基础及

治疗相关肌肉疾病提供了新的靶点。
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