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摘要：根据鲫鱼类 )*+ 蛋白激酶基因（,-)*+./012）的全长 3456 序列，克隆 ,-)*+./012 7!结构域 3456
（7!!、7!" 和 7!! 7!"），原核表达成功获得 # 种融合蛋白 )7!!、)7!"和 )7!!7!"。凝胶阻滞实验结果显示：)7!!、

)7!"、)7!!和 )7!"混合表达蛋白不能与聚肌胞苷酸（)8/9 : ;,）结合，而表达完整的 7!结构域的 )7!!7!"与 )8/9 : ;,
有明显的结合现象。另外，# 种表达多肽 )7!!、)7!"和 )7!!7!"在体外分别都能聚合形成二聚体。与 )7!!相比，)7!"
和 )7!!7!"二聚化现象显著。结果暗示病毒复制时产生的副产物 <=+56 能与 ,-)*+./012 蛋白的相关结构域结合从

而调节其生理功能。
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高度保守的 7!"（7.456 结合域）结构首先在

646+! 中得到鉴定（C3FQ-GLW 2L -/，!(((；Y-==，
!((’；Z2GS2GL 2L -/，!((?，!((’；)-LL2G=8J 2L -/，
!((?）。646+! 为双链 +56 腺苷脱氨酶，是由干

扰素诱导的一种 +56 编辑酶（Y-==，!((’；Z2G.

S2GL 2L -/，!((’；)-LL2G=8J 2L -/，!((?），能将 +56
中的腺嘌呤转变为次黄嘌呤（[0I \ C-NI2/，!((A；

)-LL2G=8J \ C-NI2/，!((?）。人 646+! 的 5 D 端有

两个构象高度保守的 7.456 结合域，7!和 7"，各

由 ’& 多个氨基酸残基组成。此外在肿瘤蛋白 4[]!
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及痘苗病毒、天花病毒、口疮病毒、皱皮病毒、猪

痘病毒、瘤痘病毒和牛痘病毒等病毒的 !"# 蛋白也

发现有 $!"结构域（%&’ () *+，,--"）。./0*1( () *+
（2333*，4）利用多维核磁共振发现 $!的拓扑学结

构为!2"2!,!"",""，其中"2 和"" 能相互作用。点

诱变显示!"、"" 以及",、"" 会影响 $!"与 $5678
结合。

86892 $!"对超负螺旋的左旋 678（$5678）

有高度的亲和性（:(;4(;) () *+，233<）。由于 $5
678 是一种处于高能状态的不稳定 678，其构象

要靠 $!"5$5678 复合物来维持；所以，在一般情况

下，未形成复合物的 $5678 很容易转变为 =5678
（右旋 678）（./0*1( () *+，2333*，4；:(;4(;) ()
*+，233<）。:(;4(;) () *+（233<）发现 $5678 与 $!"
结合的位点为很短的特定序列，不超过 > 4?，同时

认为$!"与678结合是构象依赖性而非序列依赖性。

@%9 是双链 978 激活的、干扰素诱导的丝氨

酸蛋白激酶［1AB4+( C);*D1(1（1C）978 */)&E*)(1，

&D)(;F(;AD &D1B/(1 ?;A)(&D G&D*C(］，它作为干扰素系

统中重要的效应子而受到广泛的研究。哺乳类 @%9
蛋白 的 7 H 端 为 两 个 1C9=IC 域 （ 1C9=I2 和

1C9=I,）， 并 能 够 高 效 结 合 1C978 （J;((D K
I)0(L，233,；I/MA;’*/G () *+，233,；N0A’&C K
.*’B(+， 233"；M+(’(DC K !+&*， 233O）。 鲫 鱼 类

@%9 基因（!"#"$$%&$ "&#"’&$ M*@%95+&G(）是从鲫鱼

中克隆的、与哺乳类 @%9 高度同源的基因，编码

一个由 P2" 个氨基酸组成的蛋白。虽然其 M H 端具

有 @%9 家族高度保守的功能结构域，但 7 H 端没

有典 型 的 1C9=I，取 代 的 是 两 个 $5678 结 合 域

（$!2 和 $!,） （:B () *+，,--Q）。聚 肌 胞 苷 酸

（?A+R&DAC&D&/ S ?A+R/R)&1R+&/ */&1，@A+R T S M）是人工合

成的 1C978，能有效激活干扰素系统基因包括 @%9
基因 的 表 达（$0*DU () *+，,--"，,--Q；$0*DU K
JB&，,--Q）。为了进一步了解 M*@%95+&G( 是否具有

与哺 乳 类 @%9 相 同 的 功 能，本 文 通 过 原 核 表 达

M*@%95+&G( 包含 $!的结构域，发现表达多肽与哺

乳类@%9 1C9=I一样，在体外能有效结合@A+R T S M。

! 材料和方法

! "! #$%&’()*+, -!结构域的克隆

根据 M*@%95+&G( 基因的 /678 序列设计了 , 对

引 物：V2（P58NMJJ8NMM8NJJ8J8JJ88J8NM8N5
NJ8N5"，含 ("):#酶 切 位 点），92（P5JMNM5

J8JNM8MNNMNMM8NN8J8NMMM85"， 含 *+, # 酶

切位点）；V,（P58NMJJ8NMM8NJNMNMNJ8MJ8MJ85
M8J5"， 含 ("): # 酶 切 位 点 ），9,（ P5JMNM5
J8JNM8MNMJMMNNMM8J88JM5"，含 *+, #酶 切

位点）。利用 81E*D)*U( /678 @A+R’(;*C( I&W（M+AD5
)(/0），以引物 V2 X 92 组合从灭活 JM:Y 诱导的

.I89N5/678 文库中得到包含 $!2 结构域的 /678
（M*@%95+&G( 蛋白的第 <—>P 氨基酸）；V, X 9, 引

物扩增包含 $!, 结构域的 /678（第 <-—2QP 氨基

酸）；V2 X 9, 引物扩增包括 $!2 X $!, 结构域的 /65
78（第 <—2QP 氨基酸）。将上述 " 种目的 /678 片

段通过引物上的酶切位点定向插入原核表达载体

?!N",*（7AE*U(D），测序分析插入片段序列的正确

性，然后转化到大肠杆菌 6!" 中经 T@NJ 诱导表

达。

! ". #$%&’()*+, -!多肽的表达和纯化

转化表达质粒的 6!" 接入 P ’# 含 8’? 的 #=
培养基中，"O Z振荡培养过夜，而后接种于 P--
’# 含 8’? 的 #= 培养基中，"O Z振荡培养，当检

测菌液 [6>--为 - \> ] - \< 时，加入 T@NJ（作用浓

度为 2 ’’A+ ^ #）诱导，"O Z继续培养 Q ] > 0。

取诱导菌液离心（Q Z，2- --- -）2- ’&D，

菌体沉淀用 ,P ’# 2 _ =&D1&DU 4BFF(;（组成见 :&C5
=&D1 %&) 操作手册，7AE*U(D）重悬，超声波破碎，

离心（Q Z，2Q --- -）,- ’&D，取上清通过 :&C5
=&D1 树脂亲和层析的方法纯化目的多肽（具体操作

见 :&C5=&D1 %&) 操作手册，7AE*U(D）。纯化多肽在

缓冲液（,-‘ 甘油，2P- ’’A+ ^ # 7*M+，2 ’’A+ ^ #
6NN，- \P ’’A+ ^ # !6N8，,- ’’A+ ^ # :!@!.，?:
O \P）中透析过夜， H <- Z保存备用。

! "/ 凝胶阻滞实验

在 2-$# 体系中，" 种纯化多肽 @$!2、@$!,和

@$!2$!,分别与 @A+R T S M 混合，表达多肽和 @A+R T S M
的终浓度均为 - \,$U ^$#。然后置冰上 "- ’&D，2‘
琼脂糖凝胶电泳检测。设置不加表达多肽的@A+R T S M
作对照。如果表达多肽与 @A+R T S M 发生结合，则在

电泳中 @A+R T S M 迁移率下降，相应的条带发生滞

后。

! "0 #$%&’()*+, -!表达蛋白的聚合分析

在 2-$# 体系中，将 " 种纯化多肽 @$!2、@$!,和
@$!2$!,（终浓度为 - \>$U ^$#）分别直接、或与 @A+R
T S M（终浓度为 - \Q$U ^$#）混匀，置冰上 2 0 后加

入缓冲液（- \,P‘溴芬蓝，Q-‘蔗糖的水溶液）进

<", 动 物 学 研 究 ,> 卷



行 !"#$%$&’()* 电泳，考马斯亮蓝染色观察表达

多肽的聚合。设置直接置冰上 ! +、然后加入 "#
$%$ 煮沸 , -./ 的 , 种纯化表达多肽作为对照。

! 结 果

! "# $%&’()*+,- 基因 .!结构域的原核表达及蛋

白纯化

根据已经获得的 01’23&4.56 基因的 7%8( 序

列，利用 ’03 方法分别得到包含第一个 9!结构域

的 7%8( 片段（9!! 7%8(，编码 01’23&4.56 蛋白

的第 :—;< 氨基酸），包含第二个 9!结构域的 7%&
8( 片 段（9!" 7%8(，编 码 第 :=—!>< 氨 基 酸），

以及包含两个 9!结构域的 7%8( 片段（9!!9!" 7%&
8(，编码第 :—!>< 氨基酸），连接到原核表达载

体 ?*@,"1，’03 检 测 和 序 列 分 析 证 实 与 预 期 的

9!!、9!" 和 9!!9!" 序列一致。分别取 , 种转化成

功的 %*, 菌液经 A’@) 诱导表达获得预期大小的融

合蛋白 ’9!!、’9!"和 ’9!!9!"（图 !）。因为融合蛋白

带有 B.C 标签，因此采用 B.C&D./E 树脂进行亲和纯

化后，得到了 , 种纯化的融合蛋白（图 "）。

图 ! 01’23&4.56 基因 9!结构域的原核表达

F.G H ! ’IJ51IKJL.7 6M?I6CC.J/ JN 01’23&4.56 9!EJ-1./C
O：标准蛋白；!：经诱导表达获得的含有融合蛋白 ’9!!、’9!" 和 ’9!!9!" 的全部细菌蛋白；"：未经

诱导表达的全部细菌蛋白。

@JL14 ?IJL6./C JN L+6 /J/&./EP76E +JCL CLI1./（"）1/E L+6 ./EP76E +JCL CLI1./ LI1/CNJI-6E Q.L+ ’9!!，’9!" 1/E
’9!!9!"（!）Q6I6 C6?1I1L6E J/ !"# $%$&’()* H O：’IJL6./ -J467P41I Q6.G+L -1I56I H

图 " 01’23&4.56 9!融合蛋白的亲和层析纯化

F.G H " ’PI.N.71L.J/ JN L+I66 5./EC JN 01’23&4.56 9! NPC.J/ ?IJL6./C RK 1NN./.LK 7+IJ-1LJGI1?+K
O：标准蛋白；!：纯化的融合蛋白 ’9!!、’9!"和 ’9!!9!"。

!：’PI.N.6E ’9!!，’9!" 1/E ’9!!9!"；O：’IJL6./ -J467P41I Q6.G+L -1I56I H

S,", 期 胡成钰等：鲫鱼蛋白激酶 ’23&4.56 的 9!结构域与聚肌胞苷酸的结合



! "! #$%&’()*+, 基因 -!表达多肽与 %.)/ 0 1# 的

结合

结果如图 !，将 "#!$和 "#!%，以及 "#!$和 "#!%混

合多肽分别与 "&’( ) * + 作用后，琼脂糖凝胶电泳检

测 "&’( ) * + 不发生阻滞作用，但 "&’( ) * + 与 "#!$#!%

作用后产生明显的阻滞（图 ! 箭头显示）。这表明

包含 #!$ 和 #!% 结构域的表达多肽能有效结合 "&’(
) * +，但是 "#!$和 "#!%以及它们的混合多肽都不能

结合 "&’( ) * +。结果同时表明，虽然表达的 "#!$、

"#!%和 "#!$#!%都是融合蛋白（包含有组氨酸标签），

但融合蛋白中的组氨酸标签不能、也不影响与"&’(
) * + 的结合。

进一步检测了 "#!$#!%浓度对结合 "&’( ) * + 能力

的 影响。结果如图,，在$-".体系中，当"&’( ) * +
浓度一定（- /$"0 1".）时，随着 "#!$#!%浓度的增

加，琼脂糖凝胶电泳检测 "&’( ) * + 的阻滞作用越明

显。

! "2 #$%&’()*+, 基因 -!表达多肽的聚合

! 种表达多肽 "#!$、"#!%、"#!$#!%置冰上 $ 2 后

分子间能聚合形成二聚体（图 3）。三者比较而言，

"#!$只有微弱的聚合反应，而 "#!%和 "#!$#!%聚合反

应明显。另外，结果显示 #!表达多肽的聚合与是

否存在 "&’( ) * + 无关，而加入 454 并煮沸 ! 678 会

破坏聚合作用。

图 ! +9":;<’7=> #!多肽与 "&’( ) *+ 的凝胶阻滞分析

?70 @ ! A>’ 6&B7’7C( D27EC 9DD9( E&F C2> B78G780 &E +9":;<
’7=> #! EHD7&8 IF&C>78D C& "&’( ) *+

在 ! 种 +9":;<’7=> #!表达多肽中，只有 "#!$#!%能结合 "&’( ) * +。

箭头示 "&’( ) * + 阻滞带。

J6&80 C2> C2F>> >KIF>DD>G I>IC7G>D &E +9":;<’7=> #!，&8’( "#!$#!%

L98 B78G C& "&’( ) * + @ M2> F>C9FG>G B98G &E "&’( ) * + 7D 78G7L9C>G B(
C2> 9FF&N @

图 , "#!$#!%浓度对结合 "&’( ) *+ 的影响

?70 @ , )8E’H>8L> &E "#!$#!% L&8L>8CF9C7&8 &8 7CD
B78G780 C& "&’( ) *+

图 3 +9":;<’7=> #!多肽的体外二聚化

?70 @ 3 !" #$%&’ G76>F7O9C7&8 &E +9":;<’7=> #! EHD7&8 IF&C>78D
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! 讨 论

目前关于 !!"结构域功能的认识主要源于对人

"#"$% 的相关研究（&’()*+,- ., */，%000；1*22，
%003；4.+5.+, ., */，%006，%003，%007；8*,,.+29:
., */， %006； ;<= > &*?=./， %00@； 8*,,.+29: >
&*?=./，%006；A<? ., */，BCCC，BCCD；&’(*E. .,
*/，%000*，5；1+9): ., */，BCCC）。虽然对 !!"结

构域的命名最初是因为发现其能特异结合 !F#G"，

但后来的证据显示体外表达的 !!"多肽也能通过某

种机 制 与 1F#G" 或 !F$G" 结 合 （1+9): ., */，
BCCC；&’(*E. ., */，%0005；A<? ., */，BCCC）。然

而迄今对 "#"$% !!"准确的生物学功能仍不十分

清楚。4.+5.+, ., */（%007）认 为 !!"结 构 域 对

"#"$% 编辑新转录 $G" 起调节作用。例如，$G"
聚合酶#在发挥转录活性时能导致邻近的 #G" 序

列形成负超螺旋（!F#G"）结构，这时 !!"可能会

引导 "#"$% 与 !F#G" 结 合、定 时 定 量 地 编 辑

$G"，从而调节 $G" 聚合酶#的转录活性。序列

分析表明，H*8A$F/<I. 蛋白的 G J 端调节区也有 !F
#G" 结合域（!!% 对应于 "#"$% !!、!!B 对应于

"#"$% !"）（4= ., */，BCCK）。由于 H*8A$F/<I. 是

第一个报道的具有 !!结构域的 8A$ 同源物，同时

该基因能被 89/L M N H、病毒感染和干扰素诱导表达

（4= ., */，BCCK；!(*:O ., */，BCCD，BCCK；!(*:O
> P=<，BCCK）。因此我们推测 H*8A$F/<I. !!应该

具有 "#"$ !!"结构域的相关功能，但也可能具有

与 8A$ E2$1Q 相类似的功能活性，如能与 E2$G"
结合、形成二聚体等。

凝胶阻滞实验是一种常用的定性分析核酸与蛋

白结合的方法。其原理是核酸与蛋白结合后而导致

核酸迁移率下降，在琼脂糖电泳时相应电泳带发生

滞后，因此很容易鉴定核酸与蛋白是否发生结合。

本研究发现包含 !!% 和 !!B 两个结构域的表达多肽

8!!%!!B与 89/L M N H 有明显的结合作用，但 8!!%、8!!B

以及 8!!%和 8!!B进行混合后都不与 89/L M N H 结合

（图 D），表明一个完整的 !!"（包括 !!和 !"之间

的连接氨基酸）可能更有利于与 89/L M N H 的结合，

而且这种结合可能并非两个结构域的相互作用，这

一特性和人 "#"$% !!"与 !F#G" 结合相似。同样

利用凝胶阻滞分析的方法，&’()*+,- ., */（%000）

发现，虽然组成人 "#"$% 的 !!和 !"序列具有很

高同源性，但 !!能与 !F#G" 结合而 !"却不能，

同时完整的 !!"与 !F#G" 的亲和力要比 !!的高 6
倍。

病毒或 89/L M N H 感染哺乳类细胞时，本底表达

但没有活性的 8A$ 的 E2$1Q 将结合 E2$G"，引起

8A$ 分子间的 E2$1QB 相互作用，导致 8A$ 分子

二聚化或多聚化，从而激活 8A$（H/.?.:2 > R/<*，

%003；S<*: > Q*,(.)2，BCC%）。本研究结果表明，

8!!%、8!!B和 8!!%!!B都能二聚化，虽然 8!!%的二聚化

能力较弱（图 6）。另外，实验中没有发现多聚化

现象。 在 哺 乳 类，8A$ 的 二 聚 化 主 要 是 由 于

E2$1QBFE2$1QB 的相互作用，而 E2$1Q%FE2$1Q%
的结 合 很 微 弱 （H/.?.:2 > R/<*，%003；S<*: >
Q*,(.)2，BCC%），最近的研究还证实超过一定浓度

的 8A$ 二 聚 化、自 我 磷 酸 化、激 活 可 以 不 需 要

E2$G" 的结合刺激（;.?*<+. ., */，BCC6）。本实验

结果初步表明 89/L M N H 对 H*8A$F/<I. 的 8!!%、8!!B

和 8!!%!!B形成二聚体没有促进作用（图 6）。

H*8A$F/<I. 蛋白同时具有哺乳类干扰素系统中

两种重要的效应蛋白 "#"$% 和 8A$ 的结构特征。

虽然现在还不清楚是否其他鱼类也具有与 H*8A$F
/<I. 类似的 8A$ 基因，或者是否由于鱼类低等的

进化地位以及与哺乳类面临不同的进化压力导致不

同鱼类的 8A$ 基因有非常大的变异，但是前期的

工作表明，H*8A$F/<I. 基因具有与哺乳类 8A$ 相

同的诱导表达特性（4= ., */，BCCK；!(*:O ., */，
BCCD，BCCK；!(*:O > P=<，BCCK）。本研究的初步

结果表明 H*8A$F/<I. 的 !!结构域在体外能够结合

E2$G"（89/L M N H），而且能够二聚化。由于在病毒

感染的细胞中会产生 E2$G" 副产物，因此意味着

H*8A$F/<I. 蛋白在病毒感染的细胞中很可能也能结

合 E2$G"，并形成二聚体，行使类似哺乳类 8A$
的各种生理功能。但是阐明 !!结构域在 H*8A$F
/<I. 功能中的重要作用还必须有更多的实验证据。
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