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广西巴马小型猪 CTSK 基因 CDS 区克隆与生物
信息学分析

黄叶,瞿秋红,奉玲丽,江雨航,朱思燃,张广杰,张其伟,綦文晶,
郭亚芬,兰干球∗

(广西大学动物科学技术学院, 南宁　 530001)

　 　 【摘要】 　 目的　 对广西巴马小型猪组织蛋白酶 K(cathepsin K,CTSK)基因 CDS 区进行克隆及生物信息学分

析。 方法　 从广西巴马小猪的皮下脂肪中提取总 RNA,通过 RT-PCR 方法扩增获得 CTSK 基因 CDS 区序列,并采

用相关生物信息学软件对其序列特征、系统进化、编码蛋白结构和理化性质进行分析。 结果 　 广西巴马小型猪

CTSK 基因 CDS 全长 993 bp,编码 330 个氨基酸,与 NCBI 上公布的普通猪(NM_214302. 1)CTSK 基因序列完全一

致。 同源性比对结果发现,CTSK 基因在进化过程中具有较高的保守性。 广西巴马小型猪 CTSK 蛋白具有明显的亲

水性区域,在第 17-330 氨基酸位置区域存在一条信号肽序列,不存在跨膜结构域,二级结构元件由 α 螺旋、β 折

叠、无规卷曲和延伸链组成。 修饰结构预测发现 CTSK 蛋白存在两处 N 糖基化位点,亚细胞定位发现其可能主要

分布于内质网和细胞核。 结论　 本研究成功克隆了广西巴马小型猪 CTSK 基因 CDS 序列并进行分析,为今后进一

步深入研究该基因功能和建立相关疾病动物模型提供理论基础。
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【Abstract】　 Objective　 This study aimed to clone the CDS region of cathepsin K (CTSK) from Guangxi Bama
mini-pig and analyze its genetic structure with bioinformatics software. Methods 　 Total RNA was extracted from
subcutaneous fat tissue of a Guangxi Bama mini-pig. The CTSK gene CDS region sequence was obtained through RT-PCR.
Its sequence characteristics, evolution, encoded protein structure and physical and chemical properties were analyzed using
relevant bioinformatics softwares. Results　 The CDS of the CTSK gene of Guangxi Bama mini-pig was 993 bp and encoded
330 amino acids, which was completely consistent with the published CTSK gene sequence of pig (NM_214302. 1) on
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NCBI. Homology comparison showed that the CTSK gene has been highly conserved during evolution. The CTSK protein of
Guangxi Bama mini-pig had an obvious hydrophilic region and a signal peptide sequence in the region of amino acids 17-
330, but had no transmembrane structural domain. Structural prediction indicated that there were two n-glycosylation sites
in the CTSK protein, and subcellular localization analysis indicated that it was mainly distributed in the endoplasmic
reticulum and nucleus. Conclusions　 In this study, the CDS region sequence of the CTSK gene in Guangxi Bama mini-pig
is successfully cloned and analyzed, which provides a theoretical basis for further study on the function of this gene and the
establishment of animal models of related diseases.

【Keywords】　 CTSK gene; Guangxi Bama mini-pig; cloning
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　 　 组织蛋白酶 K(cathepsin K,CTSK)是一种溶酶

体半胱氨酸蛋白酶,属于木瓜蛋白酶超家族成员,
发现存在于溶酶体的细胞内,是蛋白酶中一个细胞

外基质降解的酶类[1]。 在有关猪方面的研究发现,
CTSK 基因由 8 个外显子和 7 个内含子组成,位于猪

的 4 号染色体上。 组织蛋白酶类活性受多种调控机

制影响,如基因表达调控、蛋白酶激活,以及西司他

丁类相关的蛋白酶抑制剂也能抑制其正常功能[2]。
组织蛋白酶类功能涉及组织重塑、血管发生、一些

激素和转录因子加工及某些免疫反应[3-4]。 近年

来,有关 CTSK 基因的研究在关于人方面的报道增

多,组织蛋白酶 K 是破骨细胞中特征性高表达的溶

酶体酶,已经确定为引起人常染色体隐性疾病,骨
质疏松症骨骼肌功能障碍的纤维骨质增生症的缺

陷酶[5],同时在骨基质的降解和改建中发挥关键

作用[6]。
据目前对此基因的研究现状而言,有关人方

面的研究发现组织蛋白酶 K 与人类多种恶性疾病

相关,尤其是肿瘤的发生、发展、侵袭和转移密切

相关等[1] ,诸如已经报道的食管鳞状细胞癌[7] 、乳
腺癌[8] 、皮肤纤维瘤[9] 以及隆凸性皮肤纤维肉瘤

和肺癌[10]等。 此外,组织蛋白酶 K 与人类其他疾

病也密切相关,例如骨质疏松症[11] 、过敏性肺

炎[12]和肥胖[13] 等。 有研究表明 CTSK 与牙周炎、
种植体周围炎、牙齿移动、口腔颌面部肿瘤、牙根

吸收及根尖周病等口腔颌面部疾病有关[14] 。 目

前, 在 NCBI ( National Center for Biotechnology
Information)上已经公布有牛、家犬、斑马鱼、原鸡、
人、食蟹猴、猕猴、小家鼠、穴兔、褐家鼠等动物

CTSK 基因的 CDS 区,目前已经有一些关于 CTSK
基因有关人方面的其他研究,通过构建 CTSK 基因

的 SiRNAs 表达质粒,抑制 CTSK 基因表达来延缓

软骨细胞的去分化过程并促进其成软骨能力[15] 。
但是还没有关于广西地方猪种 CTSK 基因 CDS 区

克隆的报道。 广西巴马小型猪具有体型小、遗传

性能稳定、相关的生物学特征明确等特征,是一种

很好的实验动物等。 因此,开展广西巴马小型猪

的研究对相关疾病模型的建立以及进一步的基因

研究具有重要意义。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

实验材料来源于广西大学小型猪繁育场内的

广西巴马小型猪繁育封闭群 【 SCXK (桂) 2018 -
0003】,小猪配合饲料喂养,来源于广西南宁市哆莱

美生物饲料科技有限公司,每日 2 次,自由饮水。 屠

宰后取其皮下脂肪组织,样品采集后迅速放入液氮

中防止其降解,运至实验室分类整理并与-80℃冻

存备 用。 实 验 经 广 西 大 学 伦 理 委 员 会 审 批

(GXLL2018-006)。
1. 1. 2　 主要试剂

Trizol 试剂、pMD18-T 载体、胶回收试剂盒均购

自 TaKaRa 公司;反转录试剂盒、Taq PCR Master Mix
均购自 Vazyme 公司;大肠杆菌 DH5α 感受态细胞购

自全式金生物技术有限公司。
1. 2　 实验方法

1. 2. 1　 引物设计与合成

根据 NCBI 上公布的预测普通猪 CTSK 基因序

列(GenBank 登陆号: XM_005663466. 3),序列长度

3669 bp,利用 Oligo 7. 0 和 Primer Premier 6. 0 软件

设计特异性引物序列,预期扩增长度 1104 bp,包含

993 bp 的全长编码区,引物序列为:CTSK-F: 5’-
GGCTCAAGGTTGTACTACTGCTG-3’;CTSK-R: 3’ -
TCACATCTTGGGGAAGCTGG-5’。 引物由生工生物

工程(上海股份有限公司)合成。
1. 2. 2　 总 RNA 提取和 cDNA 合成

利用 Trizol 法提取广西巴马小型猪皮下脂肪总
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RNA,用微量紫外分光光度计测定 RNA 浓度和纯

度,用反转录试剂盒合成 cDNA。 反转录步骤:①
Total RNA 2 μL,Oligo T23(50 μmol / L)1 μL,RNase-
free ddH2O 5 μL,65℃加热 5 min,冰上静置 2 min;
②上一步混合物 8 μL,2×RT Mix 10 μL,HiScriptⅡ
Enzyme Mix 2 μL,55℃ 45 min,85℃ 5 min。 -20℃
保存备用。
1. 2. 3　 PCR 扩增

PCR 扩增体系 15 μL:cDNA 模板 1 μL,上下游

引物各 1 μL, 2 × Taq PCR Master Mix 7. 5 μL,
RNase-free ddH2O 4. 5 μL。 PCR 的程序设置:94℃
预变性 5 min,94℃变性 30 s,62℃退火 30 s,72℃延

伸 25 s,循环 35 次,最后 72℃延伸 7 min。 取7. 5 μL
PCR 扩增产物,用 1. 5%的琼脂糖凝胶进行电泳检

测,观察扩增产物是否含有 993 bp 大小的目的

条带。
1. 2. 4　 CTSK 基因克隆及测序

使用胶回收试剂盒对目的片段进行回收和纯

化,将获得的目的产物与 pMD-18T 载体放在 4℃冰

箱的条件下进行过夜连接,连接体系为 pMD-18T
Vector 1. 0 μL,回收和纯化的目的片段 4. 0 μL,
Solution I 5. 0 μL。 将连接所得产物转入感受态细

胞 DH5a 中,再加入 500 μL 的 LB 培养液中,放入摇

床 200 r / min 37℃培养 1 h,之后取适量菌液均匀涂

布于含有氨苄青霉素的 LA 固体培养基,于 37℃培

养 16 h;分区域挑选几个单克隆菌落接种于添加氨

苄的 LB 液体培养基,振荡培养 6 ~ 8 h,将菌液按照

1. 2. 3 PCR 扩增的实验步骤进行,凝胶电泳鉴定后

的阳性菌液送生工生物工程(上海)有限公司进行

测序。

2　 结果

2. 1　 结果

2. 1. 1　 模板制备

实验材料选用广西巴马小型猪皮下脂肪,提取

其总 RNA 如图 1,其中 28S:18S≥1,5S 条带没有或

是很暗,说明在提取过程中,RNA 的降解程度很少,
可以用于后续实验。 采用 RT-PCR 的方法克隆

CTSK 基因的 CDS 区,然后用 1. 5%的琼脂糖凝胶电

泳检测提取的广西巴马小型猪皮下脂肪 CDS 区,图
2 中显示单一条带,无拖尾现象,说明 CTSK 基因

CDS 区序列的完整性和纯度较高,可用作 PCR 反应

模板。

注:0,1,2 为三头猪的 RNA;3 为阴性对照。

图 1　 广西巴马小型猪皮下脂肪的 RNA 电泳

Note. 0,1,2. RNA of three pigs. 3. Negative control.

Figure 1　 RNA electrophoresis results of subcutaneous fat in
the Guangxi Bama mini-pig

注:M:DSTM 2000 Marker;1:阴性对照;2,3,4 CTSK 基因 PCR 产物。

图 2　 CTSK 基因 CDS 区的 PCR 扩增片段

Note. M. DSTM 2000 marker. 1. Negative control. 2, 3, 4. PCR
products of CTSK gene.

Figure 2　 PCR amplified fragments of CTSK gene CDS region

2. 1. 2　 CTSK 基因 CDS 区的菌液 PCR 扩增和测序

结果分析

1. 5%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物,结果如

图 3,在 1000 bp 附近可见明亮的特异性条带,片段

长度与预期长度 (993 bp) 一致以及测序结果与

NCBI 上普通猪(NM_214302. 1)的 CDS 区是一致

的,据此初步推测获得了 CTSK 基因的 CDS 区。
2. 2　 生物信息学分析

2. 2. 1　 广西巴马小型猪 CTSK 基因的 CDS 区同源

性比较及系统进化树构建

利用 Lasergene 软件的 MegAlign 程序对广西巴

马小型猪及其他物种 CTSK 基因 CDS 区进行同源性

比较,比较结果如图 4 所示。 结果显示,该序列与

GenBank 报道的普通猪(Sus scrofa, NM_214302. 1)、
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犬(Canis lupus familiaris, NM_001031631)、人(Homo
sapiens, AF159854)、 食蟹猴 (Macaca fascicularis,
NM _ 001319395. 1)、 猕猴 (Macaca mulatta, NM _
001194326)、小鼠(Mus musculus, NM_007707)、穴
兔(Oryctolagus cuniculus, NM_001082641. 1)、褐家

鼠(Rattus norvegicus, NM_031560. 2)的同源性分别

为 100%、 93. 9%、 94. 2%、 94. 2%、 94. 2%、 86. 2%、
92. 2%、87. 1%。 根据上述物种 CTSK 基因的 CDS
区碱基同源性构建物种系统进化树,见图 5,结果表

明,普通猪与广西巴马小型猪的遗传距离最近,最
远是小家鼠和褐家鼠。
2. 2. 2　 广西巴马小型猪 CTSK 氨基酸组成分析

利用 ExPASy 数据库中的软件 Protaram 在线分

析广西巴马小型猪 CTSK 基因的氨基酸序列,推测

出广西巴马小型猪蛋白分子量为 37 069. 15Da,氨
基酸种类 20 种,等电点为 8. 81。 氨基酸种类的含

量相对比较均匀,其中赖氨酸、甘氨酸、亮氨酸的含

量相对高一些,都达到了 8%以上。 其次丙氨酸、天
冬酰胺、谷氨酸、甘氨酸、亮氨酸、赖氨酸、丝氨酸、
酪氨酸、缬氨酸的含量达到了 5%以上。

注:M.DSTM 2000 Marker;0.阴性对照;1,2,3,4,
5,6. CTSK 基因 cDNA 的菌液 PCR 产物。

图 3　 CTSK 基因 CDS 区的菌液 PCR 扩增片段

Note. M. DSTM 2000 marker. 0. Negative control.
1,2,3,4,5,6. Bacterial PCR products of CTSK
gene cDNA.

Figure 3　 Bacterial PCR amplified fragments of
CTSK gene CDS region

图 4　 不同动物 CTSK 基因 CDS 区同源性比较

Figure 4　 Comparision of homology between CTSK gene CDS regions in different animals

图 5　 CTSK 基因 CDS 区在不同物种中的系统进化树

Figure 5　 Phylogenetic tree of CTSK gene CDS region in different species

99



中国实验动物学报 2019 年 2 月第 27 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2019,Vol. 27,No. 1

2. 2. 3　 蛋白质信号肽分析和跨膜结构预测

蛋白质信号肽预测结果如图 6 显示,在氨基酸

序列的 17 - 330 位置,CTSK 基因是存在一条信号

肽,跨膜结构预测结果如图 7,该蛋白分布在膜内

(inside)的概率为 0,分布在膜外( inside)的概率为

1,表明 CTSK 基因不存在跨膜结构,所有的氨基酸

都在膜外起作用。
2. 2. 4　 广西巴马小型猪 CTSK 蛋白的亲疏水性

分析

借助在线分析软件 [ Expasy Protscale ] 预测

CTSK 的亲疏水性,如图 8 所示。 其中正值表示疏

水,值越大疏水性越强;而负值表示亲水,值越小亲

水性越强。 从图 8 中可以看出,在-0. 5 以下的区域

有很多氨基酸,即是亲水性区域,表明 CTSK 蛋白具

有较强的亲水性,这与 Expasy Protaram 预测得到的

总平均疏水指数(GRAVY=-0. 545)结果一致。

图 6　 广西巴马小型猪 CTSK 蛋白的信号肽预测

Figure 6　 Signal peptide prediction of CTSK protein in
Guangxi Bama mini-pig

图 7　 广西巴马小型猪 CTSK 蛋白的跨膜结构

Figure 7　 The transmenbrance structure of CTSK protein in Bama mini-pig

图 8　 广西巴马小型猪 CTSK 蛋白的疏水性分析

Figure 8　 Analysis of the hydrophobicity of CTSK protein in
Guangxi Bama mini-pig

2. 2. 5　 广西巴马小型猪 CTSK 蛋白的二级结构

预测

利用[NPS@ 在线蛋白分析系统(MLRC 方法)]

对广西巴马小型猪 CTSK 蛋白的二级结构进行预测

(图 9),从预测结果可知,广西巴马小型猪 CTSK 蛋

白中 α-螺旋(h 表示)占 35. 15%,β-折叠(t 表示)占

6. 97%,氨基酸残基构成的延伸链 ( e 表示) 占

16. 36%,无规卷曲(c 表示)占 41. 52%。

2. 2. 6　 广西巴马小型猪 CTSK 蛋白的高级结构

预测

利用蛋白三级结构分析平台 SWISS-MODEL 在

线分析预测得到巴马猪 CTSK 蛋白可能存在的三级

结构,如图 10 所示。
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图 9　 广西巴马小型猪 CTSK 蛋白的二级结构预测

Figure 9　 Secondary structure prediction of CTSK protein in Guangxi Bama mini-pig

图 10　 广西巴马小型猪 CTSK 蛋白的三级结构

Figure 10　 Tertiary structure of CTSK protein in Guangxi
Bama mini-pig

2. 2. 7　 CTSK 蛋白修饰结构的预测和亚细胞定位

分析

利用 NetNGlyc 1. 0 在线软件分析,糖基化位点

的预测结果显示,CTSK 蛋白在第 104、214 位氨基酸

处分别存在 1 个 N 糖基化位点如图 11。 利用

PSORT П 中 k-NN 计算程序预测广西巴马小型猪

CTSK 蛋白亚细胞可能分布情况,结果表明,33. 3%
分布于内质网;22. 2%分布于细胞核;11. 1%分布于

线粒体;11. 1%分布于细胞外,包括细胞壁;11. 1%
分布于细胞质:11. 1%分布于液泡。

3　 讨论

到目前为止,CTSK 基因在人、食蟹猴、猕猴、小
家鼠、穴兔、以及褐家鼠等多个物种上均编码 329 个

氨基酸,家犬上编码 330 个氨基酸,各物种间编码的

氨基酸数目差别不大,说明遗传距离较近,同时表

明 CTSK 基因在不同物种间具有很高的保守性[16]。
CTSK 蛋白具有信号肽,主要在细胞外起作用,这与

亚细胞定位预测结果是一致的。 广西巴马小型猪

CTSK 蛋白不存在跨膜结构域,可能与其本身就是

外分泌型蛋白酶有关。 本实验对广西巴马小型猪

相关生物信息学分析结果如 CDS 区长、理化性质、
蛋白质结构、亚细胞定位、修饰结构等都是通过测

序和在线软件进行鉴定和预测。 实验选择广西巴

马小型猪皮下脂肪组织为实验材料样品,原因如

下:文献中有报道 CTSK 基因是脂肪沉积的候选基

因,CTSK 基因在脂肪组织中的表达量与脂肪沉积

水平成正相关[17]。 其次,根据 NCBI 上公布的 CTSK
基因在各组织和器官中的表达量,在脂肪组织中的

表达量较高。
魏巍等[1]发现 CTSK 基因不仅参与机体正常生

理调节,而且在多种疾病如实体瘤、关节炎、椎间盘

退行性变等中均异常表达。 张艳等[18] 也成功的构

建了 CTSK 基因的慢病毒质粒载体。 CTSK 作为去

分化是软骨基质降解的关键降解酶,可减少软骨基

质形成,而通过 RNA 干预技术降低了 CTSK 表达能

增加Ⅱ型胶原及蛋白聚糖表达,获得最佳的软骨细

胞表型[18]。 有研究提出,П 型胶原 N 端肽可通过激

活经典蛋白激酶 C(PKC)信号转导通路及 p38 丝裂

原活化蛋白激酶(MAPK)信号转导通路提高 CTSK
表达[19]。 李菲等[20]发现 β-胶原降解产物、CTSK 在

骨质疏松诊断中有一定的价值,其水平与骨密度有

相关性,骨质疏松患者的 CTSK 表达量高于正常人。
唐特[21] 在慢性肾脏病中的检测中发现,CTSK 有助

于判断慢性肾脏病患者并发骨质疏松的可能性及

严重性;袁琳等[22]所研究的组织蛋白酶 K(CTSK)、
胱抑素 C(CysC)、与冠状动脉粥样硬化性心脏病发

病、冠状动脉狭窄程度以及冠心病危险因素之间的
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图 11　 广西巴马小型猪 CTSK 蛋白的 N 糖基化位点分析

Figure 11　 N-glycosylation sites analysis of CTSK protein in Guangxi Bama mini-pig

关系,结果表明 CTSK、CysC 可能与冠心病的发病独

立性相关,其血清水平可反映冠心病患者冠状动脉

病变狭窄程度,可作为诊断及判断预后的新的生物

标记物。 研究发现 CTSK 的上调似乎与口腔鳞状细

胞癌中淋巴扩散的高发生率和较差的存活率有关,
CTSK 因此可以作为口腔鳞状细胞癌的预测性生物

标志物[23]。
目前在已经报道的文献中发现 CTSK 基因在

心、肺、骨骼肌、结肠、小肠、卵巢、胚盘等多种组织

和成骨细胞、成纤维细胞以及骨髓来源的树突状细

胞等多种细胞中均有表达[19]。 CTSK 基因多态性的

生产性状研究主要集中在猪的背部脂肪厚度和瘦

肉率以及平均日增重和饲料转化率方面[17]。 同时

也有文献报道,CTSK 基因可通过损害 TLR9 信号传

导影响病原体 DNA 的先天性免疫应答[24],在实验

性肥胖小鼠的脂肪组织和具有肥胖表型的人中观

察到 CTSK 基因的表达增加,显示了 CTSK 基因在脂

肪细胞分化中的作用[25-26],CTSK 基因被选作为猪

脂肪沉积的候选基因。 目前已经利用广西巴马小

型猪已经建立糖尿病模型[27]、动脉粥样硬化模

型[28]。 由此推测,由 CTSK 基因所引发的各种疾

病,可以利用广西巴马小型猪制作疾病模型,以及

根据 CTSK 基因的表达量作为诊断某些疾病的一个

指标。
本实验成功克隆出了 CTSK 基因的 CDS 区,其

CDS 区长 993 bp,编码 330 个氨基酸,与 NCBI 上公

布的普通猪 CTSK 基因序列中的 CDS 区是一致的,
没有发生基因突变,具有一定的进化保守性。 CTSK
蛋白具有高度的亲水性,不存在跨膜结构,存在一

条信号肽,该蛋白主要在细胞外起作用。 本研究中

广西巴马小型猪 CTSK 基因 CDS 区的获得可以为日

后构建真核表达载体,进而表达获得重组 CTSK 蛋

白,研究 CTSK 基因在各组织中的生物学功能奠定

了前期理论基础,构建有关 CTSK 基因作用的相关

疾病模型,提供一个研究的方向。
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