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鸡载脂蛋白 A1基因外显子区影
响体脂性状的功能性 SNP预测

王梦蝶 1,2,3，袁萌 1,2,3，王守志 1,2,3*

（1.农业农村部鸡遗传育种重点实验室，哈尔滨 150030；2.黑龙江省普通高等学校动物遗传育种与繁殖重
点实验室，哈尔滨 150030；3.东北农业大学动物科学技术学院，哈尔滨 150030）

摘 要：载脂蛋白 A1基因（APOA1）在动物体脂代谢中发挥重要作用。本研究旨在利用生物信息学的方
法筛选鸡 APOA1基因中具有潜在生物学作用的非同义突变单核苷酸多态性（non-synonymous single nu-
cleotide polymorphisms，nsSNPs）位点，为利用分子标记辅助选择技术开展鸡体脂性状遗传改良提供理论参
考。本研究从 dbSNP 数据库中提取 APOA1 基因 12 个 nsSNPs，利用 4 种生物信息学预测软件（SIFT、
PolyPhen-2、SNAP和 PhD-SNP）预测其是否为功能性 SNPs；使用 I-Mutant3.0和 MUpro软件分析突变位
点氨基酸的稳定性，并对 APOA1基因编码的氨基酸序列进行多序列对比和位点保守性预测；最后使用
SOPMA和 SWISS-MODEL软件预测 nsSNPs突变前后蛋白质的二级结构和三级结构的变化。结果表明，
V179G（rs732849555）突变位点影响鸡 APOA1蛋白质的结构，可能是影响鸡体脂性状的重要功能性 SNPs。

关键词：鸡 APOA1基因 SNP功能 预测生物 信息学

1 前言
载脂蛋白 A1（Apolipoprotein AI, ApoA1）是血浆

高密度脂蛋白（High-density lipoproteins, HDL）的主要

组成成分，其主要合成于动物的肝脏和小肠内，具
有抗炎、抗氧化和抗血栓等作用，参与胆固醇酰基转
移酶介导的胆固醇从外周组织向肝脏的逆向转运[1]。
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在家禽的研究中，王启贵等研究了 APOA1基因的多
态性与鸡体组成性状的相关性，发现 APOA1基因序
列起始密码子 ATG 上游 163 bp 处存在一个 A/T突
变，其基因型与鸡腹脂性状显著相关[2]；穆晓鹏等人
对去势公鸡研究后发现，APOA1基因有促进肌内脂
肪沉积的作用[3]；Li等人通过对鸡胸肌组织进行单细
胞 RNA 测序和 RNA原位杂交，发现 APOA1表达的
同时脂肪细胞标记基因 ADIPOQ 也有表达，说明
APOA1 基因是影响鸡胸肌肌内脂肪细胞的标记基
因[4]，上述研究表明 APOA1 基因可能与禽类脂肪沉
积密切相关。

目前，鉴定复杂疾病或重要经济性状的功能性
单核苷酸多态（SNPs）是人类和动物研究的热点之
一。就研究策略而言，在识别复杂性状的功能变异
时，主要采用了实验和计算机 2种策略[5]。在过去的
十几年中，随着基因组测序、分子建模和计算机工具
的发展，通过使用生物信息学工具分析和预测功能
性 SNPs，之后再进行后续的功能验证已成为一种高
效、低成本的方法[6]。

本研究通过采用生物信息预测技术，对鸡
APOA1基因编码区域的 nsSNPs进行预测分析，目的
是为了筛选出影响鸡体脂性状相关的功能性突变位
点，为育种中应用分子标记辅助选择改良鸡体脂性
状提供参考。
2 材料与方法
2.1 鸡 APOA1基因 nsSNPs的获取

以 APOA1 基 因 的 序 列 编 号（ENSGALT
00000011524.6） 在 Ensembl genome browser（https:
//www.ensembl.org/index.html）中进行检索，基于 db-
SNP 数据库提供的 APOA1基因的序列信息，确定每
个 SNPs（single nucleotide polymorphisms）在基因中的
位置（外显子区、内含子区和启动子区等），进而筛选
位于编码区的非同义突变 SNPs。根据 nsSNPs的位置
信息，利用生物信息学绘制软件 IBS1.0.3 绘制
APOA1基因的结构图。
2.2 鸡 APOA1基因 nsSNPs功能的预测

利用 4种在线预测软件 SIFT（Sorting Intolerant
from Tolerant）、PolyPhen-2（Polymorphism Phenotyping
v2）、SNAP （Screening for Nonacceptable polymor-
phisms）和 PhD-SNP（Predictor of Human Deleterious
Single Nucleotide Polymorphisms）分析不同 nsSNPs对
鸡 APOA1基因的影响，并利用 OmicShare工具（https:
//www.omicshare.com/）绘制 4种预测方法结果的韦恩
图。

SIFT（http://sift.jcvi.org/）是根据序列的同源性和
氨基酸的物理位置预测氨基酸的替换是否影响蛋白
质的功能 [7]。PolyPhen-2（http://genetics.bwh.ha rvard.

edu/pph2/）利用多序列对比和结构信息预测氨基酸取
代对蛋白质结构和功能的潜在影响 [8]。SNAP（https:
//rostlab.org/services/snap/）是一种基于机械学习 -神
经网络的方法，通过考虑不同的蛋白质序列和特征
来判定 nsSNPs 导致的氨基酸突变是否有害[9]。PhD-
SNP （http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html）主
要对目标 nsSNPs数据集进行致病性分析，是以 SVM
（support vector machine）算法为基础，判定 nsSNPs是
否与疾病有关，其预测的结果可以分为致病（disease）
及中性（neutral）[10]。
2.3 鸡 APOA1 蛋白质稳定性预测

利用在线工具 I-Mutant3.0（http://gpcr.biocomp.u-
nibo.it/~emidio/I-Mutant3.0/I-MutantDDG_Help.html）
和 MUpro（http://mupro.proteomics.ics.uci.edu/） 预测
APOA1 单位点突变前后蛋白质稳定性的变化。
I-Mutant3.0是一个基于支持向量机（SVM）的网络工
具，其可以自动预测单位点突变时蛋白质稳定性的
变化，其提供预测的自由能变化值（DDG），当 DDG<0
表示蛋白质稳定性降低，DDG>0表示蛋白质稳定性
增加[11]。MUpro基于支持向量机和神经网络两种机械
学习方法来预测蛋白质稳定性的变化，其预测结果
值小于 0时，表示突变会降低蛋白质结构的稳定性，
分值越低表示其预测的准确性越高；当其结果值大
于 0时，表示突变提高了蛋白质结构的稳定性，分值
越高表示其预测的准确性也越高[12]。
2.4 鸡 APOA1氨基酸多序列比对及进化保守位点
分析

在 NCBI网站上的 Protein BLAST 数据库搜索不
同物种 APOA1的高度同源性氨基酸序列，然后利用
Clustal Omega（https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clusta-
lo/）和 Jalview软件进行多序列比对并将结果可视化。
利用在线工具 Consurf（http://consurf.tau.ac.il/）通过基
于多序列对比估计氨基酸保守程度来预测 APOA1
蛋白质的关键功能区域 [13,14]，基于保守性分数分为
1～9，分数 9代表最高度保守的区域，分数 1代表最
不保守的区域。
2.5 鸡 APOA1 蛋白质二级结构和三级结构预测

SOPMA是一个基于现有数据库预测蛋白质二级
结 构 的 在 线 工 具（https://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html），可以在现
有数据库的基础上进行自我优化，提高蛋白质二级
结构的预测精度[15]。利用有注解的基于同源建模的蛋
白质结构工具 SWISS-MODEL（https://swissmodel.ex-
pasy.org/）对 APOA1及其突变体的蛋白质三级结构
进行预测和分析[16]，利用三维可视化软件 VMD1.9.1
对其三级结构进行可视化修饰，进而评估 nsSNPs可
能造成的影响。
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3 结果与分析
3.1 鸡 APOA1基因 nsSNPs在基因上的分布

通过 dbSNP 和 Ensembl 数据库中检索到位于
APOA1-201 转录本（ENSGALT00000011524.6）上一
共 有 12 个 nsSNPs （rs10724885、rs10724885、
rs737767425、 rs735132824、 rs737569945、
rs732849555、 rs736221253、 rs736973777、
rs733584535、 rs733959122、 rs741479432、
rs740923743）位于鸡 APOA1基因上的编码区。根据
Ensembl 数据库中 nsSNPs的位置信息，利用生物信
息学绘图软件 IBS1.0.3绘制其在鸡 APOA1基因上的
分布情况，结果如图 1所示。
3.2 鸡 APOA1基因功能性 nsSNPs预测

共有 12个 nsSNPs通过 SIFT、PolyPhen-2、SNAP
和 PhD-SNP在线工具预测其功能性（结果见表 1）。
在本研究中，功能性 nsSNPs等同于有害 nsSNPs。
（1）SIFT 对 nsSNPs的功能性预测
SIFT是根据提交序列的同源性和物理位置预测

分析位点的突变对蛋白质序列的影响，其分为 toler-
ated（耐受）和 deleterious（有害）突变。在得分指标中，
分数≤0.05的氨基酸替换其功能后果被预测为有害
突变；而分数 >0.5则被预测为可以耐受的突变。SIFT
一共预测到 7 个有害 nsSNPs，其 SNP ID 分别为
rs10724885、rs735132824、rs732849555、rs736973777、
rs733584535、rs741479432 和 rs740923743，其余 5 个
nsSNPs为可耐受突变。
（2）PolyPhen-2对 nsSNPs的功能性预测
PolyPhen-2预测的 nsSNPs一共有 3种不同的损

害类型：probably damaging（较可能损害），possibly
damaging（可能损害）和 benign（良性的）。得分越接近
于 1代表其损害的可能性越大，越接近于 0 损害的
可能性越小。PolyPhen-2 的预测结果中一共有 10个
有 害 nsSNPs， 其 SNP ID 分 别 为 rs10724885、
rs10724885、rs737767425、rs735132824、rs737569945、

rs732849555、rs736973777、rs733959122、rs741479432
和 rs740923743，中性突变位点为 rs736221253 和
rs733584535。
（3）SNAP对 nsSNPs的功能性预测
SNAP预测的结果≥0，证明结果有效。其结果分

为 neutral（中性）和 non-neutral（非中性），其中预测结
果为非中性的 nsSNPs 有 5 个，其 SNP ID 分别为
rs737767425、rs735132824、rs732849555、rs736973777
和 rs741479432。其余 7个 nsSNPs为中性突变。
（4）PhD-SNP 对 nsSNPs的功能性预测
PhD-SNP 的预测结果表明一共有 5 个 nsSNPs

被预测为有害突变，其 SNP ID分别为 rs737767425、
rs735132824、 rs732849555、 rs736973777 和
rs741479432，其余 nsSNPs为中性突变。
（5）鸡 APOA1基因功能性 nsSNPs预测分析
根据表 1 显示的 4 种不同软件工具的预测结

果，发现其结果并不完全相同。分别在鸡 APOA1基
因中发现了 7个、10个、5个以及 5个有害突变。其
中 ，L193R （rs735132824）、V179G（rs732849555）、
E170G（rs736973777）和 L135R（rs741479432）4 个突
变位点均为 4种软件共同预测到有害突变位点，可
认为有可能为鸡 APOA1基因外显子区功能性 nsS-
NPs位点。通过 OmicShare中的云工具来绘制 4种预
测软件结果的韦恩图，结果如图 2所示。
3.3 鸡 APOA1 蛋白稳定性预测

表 2 显示了利用 I-Mutant3.0 和 MUpro 预测
nsSNPs 对蛋白质稳定性影响的结果。结果表明，
APOA1 的所有突变位点都导致蛋白质稳定性的降
低，在这些突变位点中，L193R、V179G、E170G 和
L135R为之前预测的功能性突变位点，故我们认为这
些位点的变异可能影响 APOA1 蛋白质的功能。
3.4 鸡 APOA1的多序列对比和保守性位点预测
（1）APOA1氨基酸序列的多序列对比
使用 NCBI网站上的 Protein BLAST 数据库检索

图 1 鸡 APOA1基因 nsSNPs的分布示意图
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SNP登录号
SNP ID

氨基酸
变异

SIFT PolyPhen-2 SNAP PhD-SNP

预测
结果

得分 预测结果 得分 预测结果
可靠性
指数

预测
结果

分数

rs10724885 A264V deleterious 0.01 probably damaging 0.999 neutral 1 neutral 8

rs10724885 A264G tolerated 0.07 possibly damaging 0.952 neutral 2 neutral 9

rs737767425 Q216P tolerated 0.12 possibly damaging 0.555 non-neutral 2 disease 3

rs735132824 L193R deleterious 0.00 probably damaging 1.000 non-neutral 2 disease 5

rs737569945 E181G tolerated 0.32 possibly damaging 0.606 neutral 1 neutral 2

rs732849555 V179G deleterious 0.00 probably damaging 0.995 non-neutral 1 disease 7

rs736221253 D173E tolerated 0.15 benign 0.002 neutral 5 neutral 7

rs736973777 E170G deleterious 0.03 probably damaging 0.999 non-neutral 0 disease 1

rs733584535 V157G deleterious 0.00 benign 0.315 neutral 0 neutral 3

rs733959122 T143P tolerated 0.10 possibly damaging 0.558 neutral 0 neutral 4

rs741479432 L135R deleterious 0.00 possibly damaging 0.852 non-neutral 0 disease 3

rs740923743 V94G deleterious 0.01 possibly damaging 0.938 neutral 1 neutral 2

了与原鸡 APOA1高度同源的其他 5 个物种氨基酸
序列，包括野生火鸡、雉鸡、盔珠鸡、鹌鹑和绿头鸭。
利用 Clustal Omega在线网站进行多序列对比，并使

用 Jalview进行作图分析得到结果图 3。可以从图 3
可以看出 L193R、V179G、E170G和 L135R在不同物
种间均保持较高的保守性。

图 2 ４种预测方法对鸡 APOA1基因功能性 nsSNPs预测的韦恩图

表 1 鸡 APOA1基因非同义 SNPs的功能后果预测

注：SIFT：得分 >0.05，可以耐受，得分≤0.05，有害（不可耐受），得分越低，表明该 SNP 导致蛋白质结构
或功能改变的可能性大；Polyphen-2：probably damaging（极有可能损害），possibly damaging（可能损害），be-
nign（良性的）；SNAP：可靠性指数≥0，证明数据结果有效；PhD-SNP：预测结果为“disease”表明该位点突变
可能致病，预测结果为“neutral”表明该位点突变对蛋白质序列影响为中性。
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（2）APOA1保守性位点预测
图 4 展示了使用在线工具 ConSurf预测 APOA1

的氨基酸保守性结果。不同得分表示保守性程度的
高低，图中分数在 7~9之间代表进化保守，分数越
低，保守性越低，分数越高，保守性越高。从结果可以
看出，共有 4个高度保守的位点即 D173E、V179G、
A264G和 A264V。其中 V179G位点为之前预测出的
主要有害位点，因此，V179G可判定为一种高度保守
且暴露的功能性残基。综上，我们推测 V179G的变异

将会对蛋白质结构功能产生重要的影响。
3.5 鸡 APOA1的 4种突变体蛋白质二级结构分析

通过 SOPMA在线工具分析 4种突变对 APOA1
蛋白质二级结构的影响。表 3显示了 APOA1 蛋白质
二级结构中含有α螺旋、延伸链、β转角和无规则
卷曲 4种结构。其中野生型 APOA1的蛋白质二级结
构中 92.05%为α螺旋，3.03%为延伸链，0.76%为β
转角，4.17%为无规则卷曲。与野生型相比，L193R、
V179G、E170G 和 L135R 这 4 个位点的突变都造成

SNP ID 氨基酸变异
I-Mutant3.0 MUpro

自由能变化（Kcal/mol） 自由能变化（Kcal/mol）

rs10724885 A264V -0.11 -0.43

rs10724885 A264G -1.44 -1.84

rs737767425 Q216P -1.55 -1.13

rs735132824 L193R -0.55 -2.13

rs737569945 E181G -1.25 -1.53

rs732849555 V179G -2.90 -1.28

rs736221253 D173E -0.22 -0.70

rs736973777 E170G -1.28 -1.53

rs733584535 V157G -1.89 -1.70

rs733959122 T143P -0.55 -1.48

rs741479432 L135R -0.89 -1.58

rs740923743 V94G -1.89 -2.11

表 2 I-Mutant3.0及 MUpro分析氨基酸取代对蛋白质稳定性的影响

注：自由能变化值（DDG）<0表明该 nsSNPs降低蛋白质稳定性；DDG>0表明该 nsSNPs提高蛋白质的
稳定性。

图 3 APOA1蛋白多序列对比图
注：立体直方图从上到下依次为多序列比对保守性、对比质量保守性和一致性序列保守性。
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类型 野生型（%） L193R（%） V179G（%） E170G（%） L135R（%）

α螺旋 92.05 92.42 92.80 93.56 92.80

延伸链 3.03 2.65 2.65 1.89 2.27

β转角 0.76 0.76 0.76 0.76 0.38

无规则卷曲 4.17 4.17 3.79 3.79 4.55

表 3 野生型 APOA1蛋白及其 4 种突变体二级结构预测

图 4 鸡 APOA1 进化保守性预测
注：e.基于神经网络算法的暴露残基；b.基于神经网络算法的隐蔽残基；f.预测的功能残基（高度保守和暴

露）；s.预测的结构残基（高度保守和隐蔽）。

了 APOA1 蛋白质二级结构的改变，它们都导致了α
螺旋百分比提高和延伸链百分比的下降；除了 L135R
突变导致β转角百分比下降外，其他 3处突变β
转角百分比无变化；L193R突变未影响无规则卷曲，
而 E170G 和 V179G 突变都导致无规则卷曲的百分
比变为 3.79%，仅 L135R突变使无规则卷曲所占百
分比提高。
3.6 鸡 APOA1基因编码的蛋白质三级结构建模

蛋白质的生物功能与其空间结构密切相关，了

解其结构和功能之间的关系是研究蛋白质结构和功
能 的 基 础 。 利 用 SWISS-MODEL 对 V179G
（rs732849555）野生型的 APOA1和突变后的 APOA1
蛋白质 3D模型进行了预测构建，利用三维可视化软
件 VMD1.9.1将预测的蛋白质结构进行可视化修饰，
结果如图 5所示。图中不同颜色代表不同的二级结
构，紫色代表α螺旋，蓝色代表 3_10 螺旋，红色代
表π螺旋，蓝绿色为β转角，白色为无规则卷曲。
在图 5中可以看出由缬氨酸变为甘氨酸未导致蛋白

36- -



养禽与禽病防治 2023年第 6期

图 5 APOA1基因编码的蛋白质三级结构建模

质局部大范围构像的变化，但是碳骨架有些许幅度
的偏移，发生小部分结构性变化。
4 结论

本研究通过综合应用多种生物信息学工具，筛
选鸡 APOA1基因外显子区的功能性 nsSNPs，研究发
现 V179G（rs732849555）可能是影响鸡体脂性状的重
要功能性 SNP，为后续通过实验验证其功能性奠定了
基础。
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