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内蒙古白绒山羊 LDH-A 基因 cDNA 的克隆与特性分析 
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（内蒙古大学生命科学学院/哺乳动物生殖生物学与生物技术教育部重点实验室，呼和浩特 010021） 

 
摘要：【目的】克隆内蒙古白绒山羊乳酸脱氢酶 A（LDH-A）基因并分析其基本表达模式。【方法】采用 RT-PCR

和 3′ RACE 技术克隆基因，将得到的基因 cDNA 序列及其编码的氨基酸序列进行生物信息学分析。利用 RT-PCR 方法

进行组织表达检测。【结果】获得了内蒙古白绒山羊 LDH-A 基因全长 cDNA 序列。该基因 cDNA 全长 1 649 bp，包

含一个996 bp的ORF和642 bp 的3′ UTR。SMART分析表明ORF编码的蛋白质具有Ldh_1_N domain和Ldh_1_C domain，

Psite 分析表明有 L-乳酸脱氢酶活性位点，PSORT 程序分析将其定位于细胞质中。LDH-A 基因在脾、肾、睾丸和肌

肉组织中均有表达。【结论】内蒙古白绒山羊 LDH-A 基因编码的蛋白具有典型的乳酸脱氢酶结构，cDNA 核苷酸序

列与牛的 LDH-A 基因（NM_174099.2）具有较高的同源性。在脾、肾、睾丸和肌肉组织中均有表达。  
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Cloning and Characterization Analysis of LDH-A Gene         
cDNA in Inner Mongolia Cashmere Goat 
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Abstract: 【Objective】The full length of LDH-A gene cDNA in Inner Mongolia Cashmere Goat was cloned and expression 
pattern analyzed. 【Method】 RT-PCR and 3′ RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) methods were used to clone the gene. The 
nucleotide sequence was analyzed by BLAST and ORF Finder while the amino acid sequences was analyzed by SMART and Psite 
on line. Tissue expressions were analyzed by RT-PCR. 【Result】 The full length of LDH-A gene cDNA in Inner Mongolia Cashmere 
Goat was cloned for the first time. The LDH-A gene was 1 649 bp in length, including an ORF of 996 bp and a 3′-UTR of 642 bp. 
SMART analysis suggested that the ORF encoding protein contained a Ldh_1_N and a Ldh_1_C domain. Psite analysis showed that 
there was lactate dehydrogenate active site in the protein, which localized in cytoplasm according to PSORT program analysis. 
LDH-A gene was expressed in the tissues of spleen, kidney, testicle and muscle. 【Conclusion】 The LDH-A protein was encoded by 
LDH-A gene had typical structure of lactate dehydrogenase in Inner Mongolia Cashmere Goat. The goat LDH-A gene sequence 
shared high identity with bovine LDH-A gene (NM_174099.2) and was expressed in the tissues of spleen, kidney, testicle and muscle. 
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0  引言 

【研究意义】乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，
LDH；EC1.1.1.27）是动物体内参与糖代谢的重要酶

类，利用 NADH 为辅酶催化丙酮酸还原生成乳酸，在

肌肉无氧代谢中发挥关键作用。对 LDH 同工酶基因

的研究不仅可以区别物种间的遗传差别和进化特征，

而且可为动物个体发育过程中基因表达和调控研究提

供良好的模式。【前人研究进展】动物中的 LDH 有 3
个编码基因，分别为 A、B 和 C，对应的蛋白亚基为

A（M）、B（H）和 C。LDH 以四聚体寡聚酶的形式

发挥作用，有 6 种同工酶，分别为 LDH1（B4）、LDH2



2814                中  国  农  业  科  学    41 卷 

 

（AB3）、LDH3（A2B2）、LDH4（A3B）、LDH5
（A4）和 LDH-C4，其中 LDH-C4 仅在成熟动物的睾

丸和精子中表达[1~3]，而由 A、B 两个亚基组成的同功

酶则具有明显的种属特异性和组织特异性并与其生化

表现型和生理功能相适应[4~7]。近年的研究表明 LDH
的表达还可能与微重力改变、牙齿发育和细胞周期有

关[8~10]，可能参与了 KATP通道蛋白的组成[11]。这些新

的发现表明 LDH 基因在动物种属特异性的形成和个

体发育中发挥重要作用。【本研究切入点】内蒙古白

绒山羊（Inner Mongolia Cashmere Goat）是经过长期

的自然选择和人工选育而形成的优良的产绒品种，但

在种质资源鉴定方面尚缺少有效的方法，研究其 LDH
基因的核苷酸组成和特性，将对优良绒山羊品系的保

存和遗传育种具有重要意义。【拟解决的关键问题】

建立有效的 RT-PCR 体系和 3′RACE 体系，获得内蒙

古白绒山羊 LDH-A 基因全长 cDNA 序列及该基因的

基本表达模式特性。 

1  材料与方法 

1.1  材料   
肌肉、脾、肾和睾丸组织样本取自内蒙古鄂尔多

斯恩格贝内蒙古白绒山羊养殖基地，取现场宰杀的组

织块，迅速放入液氮中冷冻，带回实验室置-80℃冰箱

中保存备用。总 RNA 抽提试剂盒（RNAiso Reagent）、
克隆载体 pMD19-T、反转录酶 AMV、3′RACE 试剂盒、

LA TaqDNA 聚合酶、dNTP、Oligo d（T）18Primers、
内切酶、DNAMarker 购自 TaKaRa 公司，琼脂糖凝胶

DNA 回收试剂盒、普通质粒小提试剂盒、IPTG、X-gal
购自 TIANGEN 公司，其它试剂均为国产分析纯。大

肠杆菌 DH5α由本室保存。 
1.2  总 RNA 的提取及反转录 

按总 RNA 提取试剂盒（RNAiso Reagent）说明书

的操作方法提取总 RNA，琼脂糖凝胶电泳验证 RNA
的完整性，经紫外测定定量后，用 Oligo d（T）18Primers
按照反转录酶 AMV 说明书的方法反转录合成第一链

cDNA（cDNA1），作为 PCR 扩增编码区片段的模板；

用 3′RACE 试剂盒自带的 Oligo dT-3sites Adaptor 
Primer 反转录合成用于 3′RACE 的 cDNA 第一链

（cDNA2），作为 PCR 扩增 3′非翻译区片段的模板。

基因克隆使用肌肉组织 cDNA 为模板。 
1.3  PCR 引物设计、扩增、产物克隆及测序 

根据 GenBank 上公布的牛 LDH-A 基因 cDNA 序

列（NM_174099.2），经 Primer 5 软件分析设计了 1

对引物 P1、P2 用于扩增 LDH-A 的编码区片段 。上

游引物 P1：5' AGTCCAAGATGGCAACTCTCAAG 3' 
23mer，下游引物 P2：5' TGTAGCCTAGACAGTGAA 
GTGACAC 3' 25mer。编码区片段测序结果出来后再

根据已知序列和 3′RACE 试剂盒中带的 3 sites Adaptor 
Primer（P4）设计 P3，P3、P4 用于 3′非翻译区的扩增。

3′ RACE 上游引物 P3：5' ACAGAATGGAATCTCAG 
ACGTTG 3' 23 mer，3′ RACE 下游引物 P4：5' CTGAT 
CTAGAGGTACCGGATCC 3' 22mer。 

用于扩增编码区片段的 PCR 体系 10 µl：肌肉

cDNA（cDNA1）1 µl，2×GC bufferⅡ（5 mmol·L-1 
Mg2+）5 µl，dNTP（各 2.5 mmol·L-1）1.6 µl，P1（10 
pmol·µl-1）0.5 µl，P2（10 pmol·µl-1）0.5 µl，LATaq（5 
U·µl-1）0.2 µl，ddH2O 1.2 µl。PCR 循环：94℃ 4 min；
（94℃ 1 min，55 1℃  min，72 1℃  min ）×35 cycles；
72 10℃  min。 

用于扩增 3′非翻译区片段 PCR 体系 10 µl：肌肉

cDNA（cDNA2）1 µl，2×GC bufferⅡ（5 mmol·L-1 
Mg2+）5 µl，dNTP（各 2.5 mmol·L-1）1.6 µl，P3（10 
pmol·µl-1）0.5 µl，P4（10 pmol·µl）0.5 µl，LATaq（5 
U·µl-1）0.2 µl，ddH2O1.2 µl。PCR 循环：94  4℃  min；
（94  1℃  min，52 1℃  min，72 30℃  s）×35 cycles；
72 10℃  min。 

上述两个片段扩增产物经琼脂糖凝胶电泳，分别

回收特异性条带，将其克隆到 pMD19-T 载体，转化

E.coli DH5α。蓝、白菌落筛选阳性克隆，重组质粒经

酶切鉴定正确后测序。 
1.4  LDH-A 基因 cDNA 序列测定   

将分别含有 pMD19-LDHA 编码区片段和 3′非翻

译区片段重组质粒的 E.coli DH5α 送上海生工生物工

程技术服务有限公司测序，得到结果进行序列分析。 
1.5  生物信息学方法 

LDH-A 基因 cDNA 序列用 NCBI 上的 BLAST 进

行序列比对（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/），

开放阅读框（ORF）预测采用 Finder 软件（http：// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/），蛋白质结构域分析采用

SMART 程序（http：//smart.embl.de/），蛋白质功能

位点分析采用 Psite 程序（http：//www.softberry.com），

蛋白质亚细胞定位采用 PSORT 程序（ http ：

//psort.nibb.ac.jp）。  
1.6  组织表达 RT-PCR 检测 

收集内蒙古白绒山羊不同组织（脾、肾、睾丸和

肌肉）材料，提取总 RNA，以反转录得到的 cDNA 第
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一链为模板，以山羊 β-actin编码 cDNA为内源对照（引

物 AP-1：5' TGGCACCACACCTTCTACAACGAGC 
3'；AP-2：5' CGTCCCCAG AGTCCATGACAATG 3'）
进行 RT-PCR 分析。 

2  结果与分析 

2.1  编码区片段的克隆与序列测定 

用引物 P1、P2 以 cDNA1 为模板扩增得到与预期

片段大小相符的特异性片段（图 1）。回收的 PCR 产

物与 pMD-19T 连接成的重组质粒 pMD-LDHA1 经酶

切鉴定正确（图 2）。序列测定结果表明，扩增出的 
 

 
M：DL2000 marker；1：PCR 产物；2：阴性对照；3：阳性对照 β-actin 
M: DL2000 marker; 1: PCR products of LDHA1; 2: Negative control; 3: 
Positive control β-actin 
 
图 1  LDHA1 PCR 产物电泳检测 
Fig. 1  The PCR products of LDHA1 cDNA  
 

 
M：λ-EcoT14 I digest；1：pMD-LDHAl EcoRⅠ单酶切；2：pMD-LDHA 
EcoRⅠ/HindⅢ双酶切 
M: λ-EcoT14 I digest; 1: pMD-LDHA/EcoRⅠdigest; 2: pMD-LDHA/EcoRⅠ
+HindⅢ digest 
 
图 2  pMD-LDHA1 酶切鉴定电泳检测 
Fig. 2  Restriction analysis of recombinant vector pMD-LDHA1 

cDNA 片段（LDHA1）长 1 032 bp，包含了全部的 
CDS。 
2.2  3′非翻译区片段克隆与序列测定 

用引物 P3、P4 以 cDNA2 为模板扩增得到了特异

性片段，琼脂糖电泳显示只有 1 条扩增条带（图 3）。

回收的 PCR 产物与 pMD-19T 连接成的重组质粒

pMD-LDHA2 经酶切鉴定正确（图 4）。序列测定结

果表明，扩增出的 cDNA 片段（LDHA2）长 776 bp，
去掉 PolyA 后的引物序列还有 754 bp。其中 TAA 前

（含 TAA）112 bp，与前段编码区片段的相应部分序

列完全吻合，TAA 至 PolyA 结束长 642 bp。 
 

 
 
M：DL2000 marker；1：PCR 产物 
M: DL2000 marker; 1: PCR products of LDHA2 

 

图 3  LDHA2 3′RACE 产物电泳检测 

Fig. 3  Products of 3′RACE   

 

 
M：λ- Hind Ⅲ marker；1：pMD-LDHA2EcoRⅠ/Hind Ⅲ双酶切 
M: λ- HindⅢ marker; 1: pMD-LDHA2 /EcoRⅠ+HindⅢ 

 

图 4  pMD-LDHA2 酶切鉴定电泳检测 

Fig. 4  Restriction analysis of recombinant vector pMD- 

LDHA2 
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2.3  基因序列分析 

将分别测序的 LDHA1 和 LDHA2 两个片段经过

序列比对、分析和拼接，克隆到的内蒙古白绒山羊

LDH-A 基因 cDNA 总长 1 649 bp，GC 含量为 40.9%。

最大的开放阅读框（ORF）为 996 bp，位于 9～1 004 bp，
编码 332 个氨基酸残基。在 1 636 bp 处有一加尾信号

AATAAA（图 5）。可以认为克隆到了内蒙古白绒山

羊 LDH-A 基因的全长 cDNA。 

 

 
 

图 5  内蒙古白绒山羊 LDH-A 基因 cDNA 核苷酸序列 

Fig. 5  The sequence of LDH-A cDNA in Inner Mongolia Cashmere Goat
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2.4  编码蛋白分析 

LDH-A 基因最大 ORF 编码一个由 332 个氨基酸

残基组成的蛋白质，该理论蛋白分子质量 36.6 kD，等

电点（pI）8.78，氨基酸组成中 Leu 最高，为 10.8%。

SMART 分析表明在该蛋白质 21～161 氨基酸位形成

Rossmann 折叠，是其 NAD 结合结构域（Ldh_1_N 
domain），在 163～329 氨基酸位是一个 α/β C 末端结

构域（Ldh_1_C domain）。Psite 分析表明在 84～87
氨基酸位有一个 N-糖基化位点，32～258 氨基酸位有

4 个 N-豆蔻酰化位点，35～296 氨基酸位有 3 个异戊

二稀基结合位点，21～170 氨基酸位有 6 个微体 C 端

靶信号，190～196 氨基酸位是其 L-乳酸脱氢酶活性位

点，3～212 氨基酸位有 5 个 PKC 磷酸化位点，79～
312 氨基酸位有 5 个酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点，232～
239 氨基酸位有 1 个酪氨酸激酶磷酸化位点。PSORT
程序将其定位于细胞质中。 
2.5  同源性比较 

BLAST 同源性检索显示 GenBank 中没有山羊

LDH-A基因全长 cDNA序列，内蒙古白绒山羊LDH-A
基 因 cDNA 核 苷 酸 序 列 与 牛 的 LDH-A 基 因

（NM_174099.2）有 97%（1566/1603）的同源性，与

人的 LDH-A 基因（AK223078.1）有 91%（1015/1114）
的同源性，而编码序列（CDS）同源性分别为 98%
（986/999）和 91%（916/999），蛋白质氨基酸残基组

成的同源性分别为 98%（328/332）和 93%（310/332）。 
2.6  组织表达特异性分析 

组织材料 RT-PCR 分析表明，LDH-A 基因在脾、

肾、睾丸和肌肉中都有表达（图 6）。 
 

 
1. 脾；2. 肾；3. 睾丸；4. 肌肉 
1. Spleen; 2. Kidney; 3. Testicle; 4. Muscle 

 

图 6  内蒙古白绒山羊 LDH-A 基因组织表达特异性分析 

Fig. 6  Expression tissue analysis of LDH-A in Inner Mongolia 

Cashmere Goat 
 

3  讨论 

LDH-A 属 于 L- 苹 果 酸 脱 氢 酶 （ L-malate 
dehydrogenase ） 和 L- 乳 酸 脱 氢 酶 （ L-lactate 

dehydrogenase）超家族，具有共同的 NAD 结合结构域

（Ldh_1_N domain）和 α/β C 末端结构域（Ldh_1_C 
domain）两个特征性结构域[12,13]，本试验克隆的内蒙

古白绒山羊 LDH-A 基因 ORF 编码的蛋白质经

SMART 程序[14]分析具有这两个结构域，同时功能位

点分析表明在 190～196 氨基酸位具有 L-乳酸脱氢酶

活性位点，进一步证明了绒山羊 LDH-A 结构与功能

的一致性。 
同工酶是动物物种间差别的一个自然性指标，即

使是同种动物在不同品种间同工酶的表达也有差别，

故往往被用于品种鉴定和进化分析的指标和基因表达

调控的模式。Stock 等[15]比较了不同类型的生物体

LDH 基因的氨基酸组成，发现不同物种间 LDH-A 和

LDH-B 比较接近，而 LDH-C 相差较远。Tsuji 等[16]

以氨基酸序列和其基因的 cDNA 核苷酸序列为指标分

析了 32 个来自于哺乳动物、鸟类、鱼类、两栖类和细

菌的 LDH 亚单位及其基因，认为哺乳动物的 LDH-C
要比 LDH-A 和 LDH-B 分化较早，这从进化的角度印

证了哺乳动物 LDH-A 和 LDH-B 主要存在于体细胞，

而 LDH-C 只存在于成熟的睾丸和精子中。Ream 等[17]

分析了 51 种生存于不同温度环境的脊椎动物 LDH-A
基因的核苷酸组成，发现 GC 含量与适应温度呈负相  
关，由于基因核苷酸组成的遗传特性，这种相关完全

是出于系统发生的原故。 
Ishiguro等[18]报告了牛LDH-A的基因结构和氨基

酸组成（NM_174099.2），目前还没有山羊 LDH-A 基

因序列的报道。序列分析表明内蒙古白绒山羊 LDH-A
基因的 ORF 与牛的大小一致，编码蛋白的氨基酸序列

与牛的同源性为 98%，表明了 LDH-A 在进化上的保

守性。 
关于 LDH-A 基因的表达调控机制近年也有一些

新的发现。启动子过度甲基化导致 LDH-A/B 基因表

达沉默可能与某些肿瘤的形成有关 [19,20]。bFGF 和

TNFα 可以刺激 LDH-A 基因的表达并有剂量-时间效

应[21,22]。这预示着 LDH-A 基因的表达可能受到某些细

胞信号转导通路的调节，已经证明的调节因子包括了

C-myc 和 PKC[23,24]。对于 LDH-A 基因表达调控分子

机制的进一步揭示将有利于阐明其在进化、生理和个

体发育中的作用。 
内蒙古白绒山羊主要分布在内蒙古西部地区，具

有代谢旺盛、活动性强和对恶劣环境耐受力强的特点，

许玉德等[25]报道了内蒙古白绒山羊在不同生理状态

下 LDH 同工酶的表达特性，结果显示雌性空怀期血
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清 LDH 同工酶酶谱表现为 B 亚基占优势，但在妊娠

期 B 亚基比例降低而 A 亚基的比例显著增加，这些结

果一方面表明了A亚基在增强代谢补充能量方面的作

用，另一方面说明了能量需求对 LDH-A 和 LDH-B 两

个基因表达的调控作用。克隆到 LDH-A 基因和对基

本表达模式的了解为进一步研究内蒙古白绒山羊特有

的生理特性和生命活动特征的遗传本质创造了条件。  

4  结论 

内蒙古白绒山羊 LDH-A 基因全长 cDNA 序列   
1 649 bp。最大的开放阅读框（ORF）为 996 bp，位于

9～1 004 bp，编码 332 个氨基酸残基。在 1 636 bp 处

有一加尾信号 AATAAA。核苷酸序列与牛的 LDH-A
基因（NM_174099.2）具有较高的同源性。编码的

LDH-A 蛋白具有典型的乳酸脱氢酶结构。在脾、肾、

睾丸和肌肉组织中均有表达。 
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