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基于生物信息学方法的 FOX 基因家族对比分析
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摘 要 以 FOXA、FOXO 和 FOXP 为核心，利用生物信息学方法对比分析 FOX 家族成员的分子特征、启动

子、蛋白理化性质、蛋白结构、亚细胞定位，构建分析蛋白三维模型并绘制家族系统进化树。结果表明：FOX 家

族的核酸序列相似性较低，FOXP 和 FOXN 序列内含较多内含子，但仍具有溯源性。蛋白的脂肪族氨基酸指数

介于 49.71 到 76.11 之间，分子量介于 29 084 到 79 586.1 之间，较为离散。GRAVY 值介于 -0.764 到 -0.179 之

间，蛋白均表现为亲水性。pI 值在亚家族间非常稳定，可作为蛋白分类的辅助指标。对比统计 FOX 蛋白高级结

构各亚家族的保守结构域和功能位点，可见功能域的差异导致了其调节途径的多样。分析结果可为 FOX 蛋白

的研究提供有价值信息，为进一步研究 FOX 在人体内的疾病发生途径与作用机理提供依据。
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Abstract The molecular characteristics, promoter sequence, protein properties, amino acid sequence and the
tertiary structure were analysed via bioinformatics methods. The phylogenetic tree of the FOX family was built.
The result showed that the similarity of nucleic acid sequence was low. Aliphatic amino acid index of protein is
between 29 084 to 79 586.1; GRAVY values ranged from -0.764 to -0.179, and the protein is hydrophilic. The
isoelectric point was stable in the FOX subfamily and could be used as the assistant index of protein classification.
The statistics and analysis of the FOX structural domain conserved domains and functional sites revealed the
differences of protein function. The results of the analysis might provide valuable information for the study of FOX
protein, and provide the basis for further study of the mechanism of the disease in the human body and the
mechanism of the disease about FOX.
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转录因子是真核表达调控中非常重要的一类反式

作用因子，能通过多元化分子调节机制作用于多条通

路参与整个生物进程。叉头框家族(forkhead box fami-
ly, FOX)为转录因子大家族之一，以分子结构上有一个

明显的叉头 DNA 结合区域为特征，该叉头 DNA 结合

区由 100 个氨基酸组成，称“Winged helix”或“Forkhe-
ad”的 DNA 结合结构域(DNA-binding domain, DBD)

(Nandymazumdar and Artsimovitch, 2015)。人类叉头

框基因家族命名从 FOXA 到 FOXS，生物学功能涉及

细胞周期、细胞分化、胚胎发育和免疫调节等，是肿瘤、
糖尿病和心血管疾病等相关研究的热点。

目前发现的 FOX 蛋白均具高保守的 DBD 区

域，研究人员用核磁共振和 X 射线结晶性的方法分

析出多种 FOX 蛋白 DBD 的空间三维结构。FOX 蛋
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白呈现出一个似蝴蝶结状的翼型螺旋区，核心部位由

3 个 α 螺旋依次排列，中间通过 3 个 β 折叠连接 2 个

大环组成，形成以 α1-β1-α2-α3-β2-W1-β3-W2 的

基序。本文基于生物信息学方法对已克隆出的多组

FOX 大家族成员进行比对分析，为进一步研究 FOX
奠定基础。

本研究在 NCBI 数据库和 PBD 数据库中选取近

十年来发布的 FOX 家族 mRNA，genomic DNA 和氨

基酸序列 100 余个，涵盖不同物种、不同亚家族(Brown
et al., 2015)，分别进行编码序列(coding sequence, CDS)
分析、基因组序列分析和蛋白序列的分析。

1 结果与分析

1.1 基因序列的对比分析

应用 Vector NTI 对 FOX 家族的核酸序列进行

对比分析(表 1)，可见 3'-UTR 和 5'-UTR 的长短差异

和碱基结构差异都很大，但 CDS 区域的同源性与保

守性都很高，是区分亚家族的主要标志。应用 RNA
structure 软件分别对 FOX 基因的 3'-UTR 进行结构

预测，结果并未发现特殊的发卡与高级结构(Ponugoti
et al., 2013)。对 FOX 家族基因进行内含子与外显子

分析，可见 FOXD、FOXQ、FOXL 和 FOXC 无内含

子，FOXO、FOXA 家族有两个外显子，而 FOXP 和

FOXN 的外显子均大于 5 个。内含子能够调节基因转

录的速率，为结合蛋白提供结合位点，这证明了

FOXP 具有复杂的功能结构和较远的遗传距离。染色

体分布随机，并未集中于特定的染色体区带。取 CDS
上游 2 000 bp 的序列进行启动子预测，启动子序列由

小写字母表示，大写字母为转录起始位点。

1.2 氨基酸序列的聚类对比分析

将来源于人、小鼠等不同物种的多个 FOX 亚群

的氨基酸序列在 CLUSTALX 和 MEGA5.0 软件中进

行分子进化树分析(图 1)，基于 Neighbor-Joining 的原

理建树(Lan et al., 2013)，结果显示绿色 标记的分支

为 FOXP 家族，红色标记的分支为 FOXA 家族，蓝色

分支为 FOXO 家族，黄色分支标记为 FOXL 家族，紫

色分支为其他 FOX 亚家族。由此可见，进化树的聚类

分析不是由物种进行分类，而是由 FOX 的各个亚家

族的差异进行聚类，进而说明虽然物种间差异巨大，

但 FOX 亚家族内部的氨基酸序列相似性极高且足以

稀释物种间的差异。各分支内部的不同物种聚类进化

距离分析发现，人类的 FOX 基因均处于进化树最顶

端，可见人类 FOX 的进化发生最晚，功能最复杂

(Csür觟s, 2013)。

1.3 FOX 蛋白特性对比分析

利用 SignalP 3.0 Server 和 TMHMM Server v.2.0
网络服务器对 FOX 进行跨膜区分析，结果发现在

FOX 氨基酸序列中不存在跨膜区。应用 Wolf-psort
软件进行蛋白的亚细胞定位分析均显示 FOX，蛋白

定位于细胞核与细胞质中，这与文献报道的 FOX 因

子发生磷酸化定位于细胞质中，在应激状态下可定位

于细胞核中的研究结果一致。
在 ExPASy Proteomics Server 网站上用 ProtScale

软件对 FOX 蛋白进行预测，统计 Aliphatic index 值、
GRAVY 值、pI 值、分子量等一系列数据，分析后发现

Aliphatic index、GRAVY 值和分子量在不同物种、不
同 FOX 亚群间没有典型的规律性分布；但不同物种

间的同一 FOX 亚群的 pI 值非常稳定，不会因为分子

量的大小和氨基酸的分布而改变。如图 2 所示，不同

的 FOX 亚群间和亚群内会有非常显著地 pI 差异(应
用 SPSS 的 Duncan's 统计方法分析, p<0.01)，说明 pI
值可以作为区分不同亚群的标志(Chang et al., 2014)。
介于此种特性，应用等电聚焦电泳可以快速有效的区

分 FOX 隶属于哪一亚群。GRAVY 值均为负值，表明

FOX 蛋白均为亲水性蛋白，均有助于与靶 DNA 的结

合。脂肪族氨基酸指数最低 49.71，最高 76.11，分布均

匀(Chang et al., 2014)。

1.4 氨基酸序列比对与高级结构比对

利用 Vector NTI、NCBI BLAST 软件对 FOX 蛋

白进行比对分析(Lu and Moriyama, 2004)，进行 FOX

图 2 FOX 蛋白序列的等电点统计分析

注: 统计分析应用邓肯氏复极差测验; 显著性差异由字母标示

(p<0.01)
Figure 2 The pI point of FOX protein sequence
Note: The statistical analysis was performed by Duncan's multi-
ple range tests; The different letters indicate significant difference
(p<0.01)
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图 1 基于 MEGA5.0 软件平台用 Neighbor-Jointing 方法构建的 FOX 进化树

注: 来源于 FOXP 家族的一支在绿色框内; FOXA 家族的一支在红色框内; FOXO 家族的一支在蓝色框内; FOXL 家族的一支在

黄色框内

Figure 1 A phylogenetic tree of FOX from different organisms constructed by Neighbor-Joining method on MEGA 5.0
Note: FOXP showed in green box; FOXA showed in red box; FOXO showed in blue box; FOXL showed in yellow box

全家族氨基酸的同源性为 7.2%，相似性为 0.1%。
FOX 亚家族成员内的比对分析，发现 FOXA 同源性

为 51.6%，相似性为 17.5%；FOXP 同源性为 58.6%，

相似性为 8.8%；FOXS 同源性为 100%，相似性为

8.5%；FOXQ 同源性为 33.6%，相似性为 8.4%；FOXO
同源性为 54%，相似性为 13.6%；FOXD 同源性为

37.5%，相似性为 15.2%；FOXJ 同源性为 46.3%，相

似性为 8.8%。上述比对结果提示，FOX 家族间的序

列相似性和同源性均非常低，氨基酸序列差异非常

大。由于 FOX 亚家族内的同源性在 50%左右，相似

性只有 8%左右，因此即便是同一亚家族的基因相似

性也并不高。
在 PBIL 网站上使用 SOPMA 软件对 FOX 进行

二级结构预测(图 2)表明：FOXO1 包含 25.8%的 α- 螺

旋、11.91%延伸带、6.56% β 转角和 55.73%随意卷曲构

成；FOXP3 包含 34.34%的 α- 螺旋、14.14%延伸带、
7.07% β 转角和 44.44%随意卷曲构成；FOXA1 包含

27.12%的 α- 螺旋、12.71%延伸带、7.84% β 转角和

52.33%随意卷曲构成；FOXA2 包含 32.6%的 α- 螺旋、
9.63%延伸带、10.07% β 转角和 47.7%随意卷曲构成；

FOXQ 包含 13.65%的 α- 螺旋、11.91%延伸带、5.71%
β 转角和 68.73%随意卷曲构成(Geourjon and Deléage,
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1995)。上述数据提示：FOX 家族的氨基酸序列均可预

测出典型的 α1-β1-α2-α3-β2-W1-β3-W2 结构。
基于日益庞大的蛋白质结构数据库，利用信息

学的方法对蛋白质的高级结构进行预测和分析，对

理解其结构及功能具有一定意义。该研究用同源建

模法，对蛋白质分子的三维结构进行初步模拟。应用

SWISS-MODLE 和 WebLab ViewerLite 软 件 构 建

FOX 三级结构进行功能位点与结构进行比较分析，

结合 Swiss-PdbViewer 拉式构象图进行蛋白构想合

理性评估(Biasini et al., 2014)。分析 Psi 和 Phi 角分布

如图 3 所示，超过 90%的氨基酸残基位于理想 Psi 和

Phi 角分布区域内(蓝色框)，可见预测结构的排布稳

定，同源建模结果相对可靠(Johansson et al., 2012)。

图 3 FOX 蛋白二级结构预测

Figure 3 FOX protein secondary structure prediction by consen-
sus prediction from multiple alignments

关键，有助于通过查询 FOX 家族成员保守位点预测

蛋白调节功能。

2 讨论

FOX 蛋白不仅能作为典型的转录因子通过激活

目标蛋白调节基因转录，还能直接同凝聚染色质结

合参与其重构，协同其他转录因子参与转录调节。生

物信息学对比分析与既往研究证实，FOX 蛋白参与

TGF-β/Smads 信号转导，在肝纤维化和肿瘤的发生

发展过程中起重要作用(Attisano, 2001)。FOX 蛋白参

与 MAPK 信号转导，调节相关基因转录，参与细胞

生长、发育和分裂(Wu et al., 2005)。FOX 蛋白也参与

Akt/PKB 信号转导，可通过联合作用打破细胞增殖

与凋亡之间的平衡，促进细胞生长从而导致肿瘤发

生(Hilgier et al., 2005)。在 FOX 蛋白参与 Wnt 信号转

导过程中调节 Wnt 蛋白，在调控胃肠道上皮细胞和间

叶细胞的增殖中发挥关键作用(Kontny et al., 2006)。
FOX 家族的核苷酸序列差异较大，但仍有相对

保守的区域，即编码 DBD 结构的核苷酸序列。氨基

酸序列分析可见每一个亚家族的氨基酸序列均具有

高度的同源性。跨膜区分析预测表明，FOX 蛋白不具

有理论跨膜区域，但亚细胞定位与实验表明 FOX 出

现在细胞质中和细胞核中，由此推断 FOX 蛋白可能

通过核孔复合体或其他途径跨越核膜(Wilhelmsen et
al., 2007)。本研究发现等电点在不同 FOX 亚种间表

现出的显著性差异，但在亚种内非常稳定，这将成为

FOX 蛋白亚群区分时的又一辅助指标。因此，等电聚

焦电泳可作为一种快速有效区分 FOX 亚群的方法

(Maccarrone and Filiou, 2015)。

3 材料与方法

3.1 数据来源

以 FOXA、FOXO 和 FOXP 基因为出发点 ，在

NCBI 及 PBD 数据库中运行 BLAST 程序，找出

FOX 家族核酸序列及蛋白序列各 107 个作为候选，

应用 Vector NTI 软件剔除序列过长或过短的干扰

DNA 与蛋白。最终确定涵盖 FOXA、FOXO、FOXP 及

典型 FOX 亚家族的核酸及蛋白序列 79 个。

3.2 FOX 亚家族的核酸及蛋白序列的生物信息学分析

应用 Vector NTI 对 FOX 家族的核酸序列进行

对比分析，BDGP promoter 软件进行 FOX DNA 序列

进行启动子预测(http://fruitfly.org/seq_tools/promoter.

基于生物信息学方法的 FOX 基因家族对比分析

Comparative Analysis of FOX Family Genes Based on the Bioinformatics Methods

如图 4 所示，各 FOX 亚家族均具有典型的 DBD
结构和保守的功能位点。FOXO 的 DBD 结构与 16
碱基 DNA 序列(5'-TTGTTTAC-3')结合或与胰岛素

响应元件 IRE (5'-TTGTTTTG-3')结合，保守功能位

点为 Ans 211 和 His 215 (Brent et al., 2008)。FOXP 的

单 体 结 合 序 列 5'-TGGAAAATTTGTTTCA-3'，在

FOXP3 中这段序列是活化 T 细胞的核因子(nuclear
factor, NFAT)，该蛋白功能位点为 Trp313 和 Met335
(Bandukwala et al., 2011)。同样，FOXA 的功能位点为

Arg213 和 Arg219，FOXQ 的功能位点为 Asn165 和

His169 (Jin et al., 1999)。可见，FOX 家族的氨基酸序

列相似性虽不高，但有着及其相似的三级结构及功能

位点，由此可决定结合的靶向 DNA 序列及功能(van
Dongen et al., 2000)。可见三级结构预测的结果与二

级结构预测分析较为一致(Marsden et al., 1998)。蛋白

高级结构比对可知每个亚家族都有相对保守的功能

域和保守位点，这是进行靶 DNA 结合与基因调控的
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图 4 FOX 家族保守区域比对及三级结构建模

注: 上图为氨基酸保守序列比对; 中图为保守序列三级结构建模; 下图为拉式构象分布图

Figure 4 The Multi-alignment of amino acid sequences of FOX and 3-D structure of FOX established by homology-based modeling
Note: The amino acid sequence alignment is on the top; 3-D structure of FOX is in the middle; The Ramachandran Diagram is on the
below
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html)。应用 Expasy 数据库中 ProtParam 软件(http://
www.expasy.org/tools/ProtParam.htlm) 对比分析并统

计目的蛋白的理化特性包括：等电点，分子量，氨基酸

数目，脂肪系数，亲疏水系数等。在 ExPASy Pro-
teomics Server 网站上用 ProtScale 软件(http://web.ex-
pasy.org/protscale)对 FOX 蛋白的氨基酸序列进行亲 /
疏水性预测。Vector NTI8.0 软件对其进行保守序列

分析比对。应用 WoLF PSORT 在线软件(http://www.
genscript.com/psort/wolf_psort.html)对 FOX 蛋白进行

亚细胞定位预测。TMHMM Server v2.0 (http://www.
cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)和 Tmpred 软件对蛋白

的跨膜区域进行预测。在 PBIL 网站上使用 MLRC 软

件对 FOX 进行二级结构预测。蛋白结构域建模比对

分析和分析结果评估通过 Clustal X、MEGA5.0、Swiss
Modle、Swiss-PdbView 和 WebLab ViewLite 完成。
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