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眼镜王蛇泛素融合蛋白基因和核糖体蛋白

A*"基因的克隆及分析
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摘要：从广西产眼镜王蛇（!"#$%"#&’() #&**&#）毒腺中抽提总 )*+，经 ,)*+ 纯化后构建眼镜王蛇毒腺
-.*+文库。从所构建的 -.*+文库中，随机筛选 "&&个克隆测序，得到两个在进化上高度保守的基因：泛素融
合蛋白基因（/012314登录号为 +5"(6&’$）和核糖体蛋白 7’&基因（/012314登录号是 +5"(6&’’）。前者 -.*+
的开放阅读框为 ’86 9:，后者为 ’;8 9:。前者编码 !"8个氨基酸残基组成的泛素融合蛋白前体；后者编码 !!%
个氨基酸残基组成的核糖体蛋白 7’&前体。由 -.*+序列推导出的氨基酸序列分析表明，泛素融合蛋白前体包
括 * <末端的泛素结构域（6$个氨基酸残基）和 = <末端的核糖体蛋白 7;&结构域（%"个氨基酸残基）。该蛋
白为一高碱性蛋白，=末端含有一个“锌指”模式结构。与 !$个物种比较的结果表明，眼镜王蛇与脊椎动物的
泛素融合蛋白氨基酸序列相似度较高，具有高度的保守性。
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泛素（O9MPOMBM1）是一种广泛存在于真核细胞
中的小分子蛋白，由 6$ 个氨基酸残基组成，分子
量为 8 ?$ 4.。从不同种、属真核生物得到的泛素的
一级结构几乎相同，仅有 ! Y %个氨基酸残基不同；

三维构象也基本相似，* <端为较紧密的球状结构
域，而 = < 末端则是松散的伸展结构（2340G Z
2A3GH，!((!；/MCC，"&&;）。在大多数情况下，泛
素以单体或与其他蛋白质结合的形式存在，是泛素
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!蛋白酶体系统（"#$%&$’$()*+,’-./,0- /1/’-0）的
重要组成部分。泛素与靶蛋白结合，为一种水解识

别信号降解靶蛋白。泛素 !蛋白酶体系统不仅降解
变性的、异常的或半衰期短的蛋白质，而且降解转

录因子、植物色素、内膜蛋白和细胞周期蛋白等天

然蛋白质，因而该系统在细胞信号的转导、细胞周

期调控、细胞凋亡、转录调控和免疫应答等过程中

起着重要作用（2-+/34, 5 6$-73.(,8-+，9::;；<3& -’
.=，9:::）。最近的研究发现，在非泛素 ! 蛋白酶体
系统中，泛素在 >?@的修复和蛋白激酶的激活中也
扮演着重要的信号角色（A&( 5 63-(，BCCD）。
泛素基因家族主要编码两种泛素前体蛋白质

（2-+/34, -’ .=，BCCC）。一种是多聚泛素，由含有
EF个氨基酸残基的泛素单体首尾相连而形成。其
重复单元数量在不同种物种中是可变的。另一种是

单聚泛素，即在单个泛素分子 6末端连接一个 6 !
末端延伸蛋白（6GH）。根据 6 !末端延伸蛋白编码
的序列和长度，又分为两种类型："#@IB和 "#@;C。

"#@IB的 IB 氨基酸尾巴由 IB 个氨基酸残基组成，
是核糖体 FC! 亚基的组成成分，与核糖体蛋白 JDC
有很高的同源性。"#@;C的 ;C氨基酸尾巴则是核糖
体 DC! 亚基的组成成分，与核糖体 ABE@ 蛋白有很
高的同源性。"#@IB和 "#@;C泛素融合蛋白与一些核

酸连接蛋白类似，都富含大量碱性氨基酸（约

KCL的赖氨酸和精氨酸），还有一个推断的核定位
信号和半胱氨酸富集区域（M.4-+ 5 M,.+N，9::9）。
在酿酒酵母（!"##$"%&’(#) #)%)*+,+")）细胞中，

核糖体蛋白 JKC 不仅是核糖体不可缺少的组成成
分，而且能与自身基因转录产物的特定位置相连

接，从而抑制其转录产物剪接为成熟的 0O?@以及
进一步的翻译。这对在核糖体装配时阻止过量核糖

体蛋白 JKC的累积，起到了反馈调节作用。这个结
构在进化上是保守的，对细胞生理功能是重要的

（P$=.+N-== -’ .=，BCCCC）。
爬行类是真正的陆栖脊椎动物，在脊椎动物进

化中具有承上启下的重要意义。迄今为止，泛素融

合蛋白和核糖体蛋白的 7>?@序列在爬行类动物中
未见报道。我们从中国产眼镜王蛇（-.$+&.$"/0,
$"11"$）毒腺 7>?@文库克隆到泛素融合蛋白基因
和核糖体蛋白 JKC基因，以期为泛素家族和核糖体
家族提供新的序列信息，了解泛素蛋白和核糖体蛋

白的结构、功能以及与其他物种的类似分子之间的

相互关系。

! 材料和方法

! "! 材 料
眼镜王蛇（-.$+&.$"/0, $"11"$）采自广西。

总 O?@ 提取试剂盒购自 J$Q- R-73(,=,S$-/。H,=1@)
R+.7’ 0O?@分离试剂盒购自 H+,0.S. 公司。7>?@
文库构建试剂盒为 TUM6V W MOJ 公司的产品（A&)
*-+A7+$*’RX H=./0$N A1/’-0）。其他试剂均为进口或
国产分析纯试剂，符合实验要求。

! "# $%&’文库的构建
9 YB Y 9 总 O?@提取和 0O?@ 的纯化 切下蛇头，
立即放入液氮中待用。取出液氮中保存的蛇头，小

心剥离毒腺并置于研钵内，液氮中研磨至粉末状。

然后按照试剂盒说明提取总 O?@，用紫外分光光
度计于 BFC (0 及 B;C (0 处测定以确定 O?@ 的纯
度（V>BFC W B;C Z 9 Y;）和得率（9V>BFC [ DC!S W 0J
O?@）。
纯化得到眼镜王蛇毒腺总 O?@ 后，按照试剂

盒说明通过 V=$S,（NR）纤维素柱，纯化得到 0O)
?@。用紫外分光光度计测定 0O?@的纯度和得率。
9 YB Y B 7>?@第一链和第二链的合成 7>?@ 文库
构建方法主要参照文库构建试剂盒说明书进行。

H,=1（@ \）0O?@用醋酸铵冰乙醇处理，重溶
于 >GH6水里后，按照操作指南加入 2&3"引物及
其他反应试剂和 A&*-+A7+$*’ #反转录酶进行逆转录
反应。第一链反应完成后，在第一链合成试管中加

入：>GH6水，I] 第二链合成缓冲液，N?RH 混合
物，大肠杆菌 >?@连接酶，大肠杆菌 >?@ 多聚酶

"，大肠杆菌 O?@ 酶，混匀后于 9F ^保温 B 3；
最后加入 RD >?@ 多聚酶继续保温 I 0$(，抽提
>?@并用乙醇沉淀。
9 YB Y K 载体连接及连接产物的转化 对于上述合
成的 7>?@，选择大于 KCC #* 的双链 7>?@ 组分，
I_端接上 !"4"接头；用 2&3")!"4"双酶解后，得
到 I_端为 !"4"，K_端为 2&3"的双链 7>?@；将双
酶解产物克隆至经 2&3")!"4"双酶解的 *AHVOR =
载体上。再把含有外源 >?@ 的载体转化到 5,6
#$)%+#$+" #&4+ 2M9C9 感受态细胞中，得到所构建的
眼镜王蛇毒腺 7>?@文库（2- -’ .=，BCCD）。
! "( $%&’文库的筛选及其序列测定和比较
从 JM W氨苄青霉素培养板中随机挑选 BCC个独

立的克隆，用 >?@ 自动测序仪（@**=$-N M$,/1/)
’-0/，X,N-= KEE）测序。所获得序列用 6=&/’.= ‘
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序列软件包进行序列分析。把这两个序列于 !"#$
的非冗余序列数据库（%&）中，以 #’()* 程序进行
核苷酸序列及其所编码氨基酸序列的同源性比较。

! "# 系统进化树的构建
使用 #’()* 在 +,%#(%- 中搜寻筛选序列。然后

用 .,/( 0 12软件（345(& ,* (’，0662）进行系统发
育分析。选取 27 个物种编码泛素融合蛋白前体的
89!:序列，; 个物种编码核糖体蛋白 <=6 前体的
89!:序列与眼镜王蛇对应的 89!: 序列分别进行
比对。用邻接（%,>/?@A&BCA>%>%/ 5,*?AD，!E）法构
建系统进化树，自展检验（@AA*)*&(F *,)*）估计 !E
法所构系统树的可靠性，重复次数为 0 666。

$ 结果与分析

$ "! %&’(序列和推导出的氨基酸序列
在对 066个随机克隆的测序中，我们得到了多

条完整 89!:序列。#’()*分析表明，其中的两条与
其他物种来源的类似分子有很高的同源性。一条是

!"#$%"#&’() #&**&# 泛素融合蛋白（4@>G4>*>% H4)>A%
F&A*,>%）5I!:（+,%#(%- 登录号：:J0KL6=7），另

一条是 !"#$%"#&’() #&**&# 核糖体蛋白 <=6（&>@AB
)A5(’ F&A*,>% <=6） 5I!:（ +,%#(%- 登 录 号：
:J0KL6==）。

!"#$%"#&’() #&**&# 泛素融合蛋白 89!: 序列
由 MM=个碱基组成：MN O端非编码区有 22个碱基；
=N O 端非编码区有 2MM 个碱基，包含一个由 02 个
碱基组成的 PA’Q（:）尾巴和一个加尾识别信号
（::R:::）；编码区（20—=K; @F）编码 20; 个氨
基酸残基组成的泛素融合蛋白前体。该前体包含 !
O末端的泛素结构域（L7个氨基酸残基）和 " O末
端的核糖体蛋白 <S6 结构域（M0 个氨基酸残基）
（图 2）。分析表明：由该核苷酸序列推导出来的前
体蛋白质分子量是 2S 1L0L -9，等电点是 K 1;M，前
体蛋白质含有 0L 个碱性氨基酸残基，其中泛素结
构域有 22个，核糖体蛋白 <S6结构域有 27个。
编码 !"#$%"#&’() #&**&# 核糖体蛋白 <=6 的

89!:序列由 SM; 个碱基组成：MN O 端非编码区有
S7个碱基；=N O端非编码区有 7S 个碱基，包含一
个由 2L个碱基组成的 PA’Q（:）尾巴和一个加尾识
别信号（::R:::）；编码区（SL—=KS @F）编码22M个

图 2 眼镜王蛇泛素融合蛋白的核苷酸序列和推导出的氨基酸序列
J>/ T 2 !48’,A*>D, ),G4,%8, (%D D,D48,D (5>%A (8>D ),G4,%8, AH 4@>G4>*>% H4)>A% F&A*,>% H&A5 !"#$%"#&’() #&**&#

核苷酸序列方向为正向（从 MN O端到 =N O端），核苷酸序列上方为相应的氨基酸序列。前 L7个氨基酸残基组成泛素结构域，后
M0个氨基酸残基组成核糖体蛋白 <S6结构域。!：为泛素结构域与核糖体蛋白 <S6结构域的连接部分。"：为终止密码子。
!48’,A*>D, &,)>D4,) AH 8AD>%/ &,/>A% (&, %45@,&,D >% *?, MN *A =N D>&,8*>A%，(%D *?, F&,D>8*,D (5>%A (8>D ),G4,%8, >) )?AU% 4F T R?, !B*,&B
5>%(’（H>&)* L7 (5>%A (8>D)）8A%*(>%) *?, 4@>G4>*>% DA5(>% T R?, "B*,&5>%(’（M0 (5>%A (8>D)）>) &>@A)A5(’ F&A*,>% <S6 DA5(>% T !：R?,
C4%8*>A% @,*U,,% 4@>G4>*>% (%D *?, &>@A)A5(’ F&A*,>% <S6 T "：V*AF 8ADA% T

KK=S期 韦双双等：眼镜王蛇泛素融合蛋白基因和核糖体蛋白 <=6基因的克隆及分析



图 ! 眼镜王蛇核糖体蛋白 "#$的核苷酸序列和推导出的氨基酸序列
%&’ ( ! )*+,-./&0- 1-2*-3+- 430 0-0*+-0 45&3. 4+&0 1-2*-3+- .6 7&8.1.54, 97./-&3 "#$ 67.5 !"#$%"#&’() #&**&#

核苷酸序列方向为正向（由 :; <端到 #; <端），核苷酸序列上方为相应的氨基酸序列。!：终止密码子。
)*+,-./&0- 7-1&0*-1 .6 +.0&3’ 7-’&.3 47- 3*58-7-0 &3 /=- :; /. #; 0&7-+/&.3，430 /=- 97-0&+/-0 45&3. 4+&0 1-2*-3+- &1 1=.>3 *9 ( !：
?/.9 +.0.3 (

氨基酸残基组成的核糖体蛋白前体（图 !）。该蛋白
质为核糖体蛋白 "#$。分析表明：由该核苷酸序列
推导出来的前体蛋白质分子量是 @! AB@# CD，等电
点是 E AF:，有 @E个碱性氨基酸残基。
! "! 序列比较
眼镜王蛇泛素融合蛋白氨基酸序列与 @F 个不

同物种的比较见图 #。结果表明，眼镜王蛇与脊椎动
物的泛素融合蛋白氨基酸序列相似度较高：与人

（+ A )&"$,*)）、猩猩（- A ".’/&,()）、绵羊（! A &0$,)）、
小家鼠（1 A /()2(3()）的序列一致性达到了 @$$G；
与两栖类非洲爪蟾（4 A 3&,5$)）、非洲蛙（4 A 60%"$2&3$)）
一致性也是 @$$G；与鸟类鸡（7 A ’&33()）的稍微有点
差异，为 EBG；与鱼类虹鳟（! A /.8$))）是 EEG，斑点
叉尾!（ 9 A "(*26&6()）和文昌鱼（: A ;,32#,0$）的均为
EHG。而与其他较低等真核生物的相似度较低：如，
与轴孔珊蝴（ < A /$33,"%0&）氨基酸序列一致性为
E:G，与卷螺（: A ’3&;0&6&）为 E#G，线虫（= A ,3,’&*)）
E!G，裂 变 酵 母（ > A "%/;, ）E$G，稻 瘟 病 菌
（1 A ’0$),&）BEG，班氏吴策线虫（? A ;&*20%@6$）BBG。
对 @H 条编码泛素融合蛋白前体的 +D)I 序列

（图 J）和 E条编码核糖体蛋白 "#$前体的 +D)I序
列（图 :）分别构建系统进化树，结果同样表明，
泛素融合蛋白和核糖体蛋白 "#$在不同的物种之间

都具有很高的保守性。

# 讨 论

从眼镜王蛇泛素融合蛋白的 +D)I 序列推导出
的氨基酸序列可以看出：HF 个氨基酸残基中有 !J
个为疏水性的，是形成稳定疏水核的基础。在其 F、
@@、!H、!E、##、JB 和 F# 位上均为赖氨酸残基。
在泛素 K < 末端连接的 :! 个氨基酸残基中，碱性
氨基酸，即赖氨酸和精氨酸残基（L、M）竟有 @F
个，占氨基酸残基总数的 #$ ABG。其组成和真核生
物的组蛋白类似，高碱性氨基酸的组成有可能与其

结合核内的特定区域相关。该蛋白质中 K 末端的 J
个半胱氨酸的位置为 KN1OP!OKN1OP@$OKN1OPJOKN1，
与“锌指”模式结构 KN1OP!OJOKN1OP!O@:OKN1OP!OJOKN1
相同。高碱性氨基酸残基和“锌指”模式表明，这

些区域是功能同源性所必需的。这两个模块在与核

酸（如 7M)I）的连接中起作用，参与核糖体的生
物合成（%&3,-N -/ 4,，@EBE）。羧基末端延伸蛋白从
第 JH 到 :! 位的氨基酸序列 < Q7.O"N1O"N1O"N1OR4,O
"N1 < 和病毒 ?RJ$ 的 S 抗原的核定位信号 < Q7.O
"N1O"N1O"N1OI7’O"N1OR4, <非常类似，可能是该蛋白
的核定位序列，该序列在泛素融合蛋白与核内组蛋

白的特异性结合中起着非常重要的作用（"*30 -/ 4,，

$$J 动 物 学 研 究 !F卷



图 ! 眼镜王蛇与其他物种的泛素融合蛋白氨基酸序列比较
"#$ % ! &’#$()*(+ ,- +.* /*/01*/ 2)#(, 21#/ 3*40*(1* ,- 5#($ 1,672 06#40#+#( -03#,( 87,+*#( 9#+.

+.,3* ,- ,+.*7 06#40#+#( -03#,( 87,+*#(3

!：所有序列中相同的残基；物种名前为 :*(;2(5登录号。
<.* 23+*7#35 3.,93 #/*(+#12’ 7*3#/0*3 #( 2’’ 3*40*(1*3 % :*(;2(5 211*33#,( (0)6*73 #3 #( -7,(+ ,- +.* 38*1#*3 %

=>?@）。眼镜王蛇泛素融合蛋白所具有的高碱性氨
基酸残基、“锌指”模式和核定位信号这些结构特征

与人泛素融合蛋白完全一致（;25*7 A ;,27/，=>>=）。
泛素与核糖体蛋白 BCD或 EFG& 的 H 末端融合明显
提高了这些核糖体蛋白与核糖体结合的效率。

与其他物种的泛素融合蛋白氨基酸序列相比，

眼镜王蛇与高等脊椎动物的相似度较高，与较低等

真核生物的相似度稍微低一些。与完全一致的其他

物种泛素融合蛋白相比，存在编码基因之间的同义

突变。所以高等脊椎动物同型的泛素融合蛋白氨基

酸残基序列基本上是一致的，低等真核生物间的相

差也不大。由此可看出，在泛素融合蛋白中的两个

结构域（H I末端泛素结构域和 J I末端 @F 个氨基
酸核糖体蛋白 BCD结构域）都高度保守。因而推测，
该蛋白在眼镜王蛇体内所发挥的作用与其他生物类

似。

致谢：系统进化树的构建得到中国科学院昆明

动物研究所所李岩博士的大力帮助，特此表示感

谢！

=DCC期 韦双双等：眼镜王蛇泛素融合蛋白基因和核糖体蛋白 B!D基因的克隆及分析



图 ! 用邻接（"#）法构建的 $%个物种泛素融合蛋白的核苷酸序列的系统进化树
&’( ) ! *+,-.(/0/1’2 13// .4 56’75’1’0 458’.0 93.1/’0 052-/.1’:/ 8/75/02/8 43.; $% 89/2’/8

节上的数字来自 "#法的自展值（< ===次重复）。"5;6/38 >1 0.:/ >3/ 6..1813>9 ?>-5/8（< === 3/9-’2>1/8）)

图 @ 用邻接（"#）法构建的 A个物种核糖体蛋白 BC=的核苷酸序列的系统进化树
&’( ) @ *+,-.(/0/1’2 13// .4 3’6.8.;>- 93.1/’0 BC= 052-/.1’:/ 8/75/02/8 43.; A 89/2’/8

节上的数字来自于 "#法的自展值（< ===次重复）。"5;6/38 >1 0.:/ >3/ 6..1813>9 ?>-5/8（< === 3/9-’2>1/8）)
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科学信息开放获取战略与政策国际研讨会在京召开

开放获取（^E"/ T%%"!!）是国际科技界、学术界、出版界、信息传播界为推动科研成果利用因特网自由传播而发起的
运动，以此促进科学信息的广泛传播、促进学术信息的交流与出版、提升科学研究的公共利用程度、保障科学信息的长期

保存。近几年来，以德国马普学会（Q#H VC#/%I MD%,".0）、开放社会协会（^E"/ MD%,".0 N/!.,.*."）等为代表的许多科研机构、
行业协会、社会组织积极推动科技信息开放获取运动，@55@年发布了《布达佩斯开放获取计划》（O*(#E"!. ^E"/ T%%"!! N/,G
.,#.,U"），@557年发布了《关于自然科学与人文科学资源的开放获取的柏林宣言》（O"$C,/ W"%C#$#.,D/ D/ ^E"/ T%%"!! .D L/D’CG
"(?" ,/ .&" M%,"/%"! #/( :*1#/,.,"!）。@557年 4@月 @J日，中国科学院院长路甬祥院士代表中国科学家签署了《柏林宣言》。
@55A年 K月，中国科学院院长路甬祥院士、中国国家自然科学基金委员会主任陈宜瑜院士代表中国科学院和中国国家自然
科学基金会签署了《柏林宣言》，表明中国科学界和科研资助机构支持开放获取的原则立场。

为学习吸取世界各国开放获取的经验，推动科技信息开放获取在中国的开展，为中国政府部门和相关机构提供相关战

略和政策的建议，由中国科学院和 NTV（国际科学院组织）主办的“科学信息开放获取战略与政策国际研讨会”于 @55K年
\月 @@—@A日在北京中国科学院文献情报中心隆重召开。
会议由国家科技图书文献中心协办，中国科学院文献情报中心和开放社会协会（^E"/ MD%,".0 N/!.,.*."，简称 ^MN）、图

书馆电子信息联盟（RC"%.$D/,% N/FD$1#.,D/ Y"("$#.,D/ FD$ <,+$#$,"!，简称 "NY<）组织共同承办。中国科学院副院长李静海院士
担任会议组委会主席。

研讨会邀请来自美国、英国、加拿大、荷兰、德国、法国、瑞典、芬兰、印度等多个国家在开放获取运动的 @5多位著
名学者和政策制定者，全面介绍所在国家或机构的开放获取运动的发展。来自我国的有关专家也就中国推动科技信息开放

获取做了发言。国家科技图书文献中心主任袁海波、文化部社会文化图书馆司副司长刘小琴，以及来自于国家自然科学基

金委、国家版权局版权司、中国出版科学研究所、国家图书馆、中国高等教育文献保障系统、北京大学、清华大学以及有

关期刊出版机构等全国 K5家单位的近 95位代表参加了此次会议。
研讨会从一个侧面反映了国际上开放获取的发展现状和趋势。一些国家政府和科研资助机构在积极倡导由公共投资支

持的科研成果应该为全社会所免费利用和共享，并通过制订政策来加以保障。一些机构建立了开放获取期刊或将传统的期

刊转变为开放获取期刊，有很多机构建立了将本机构的科研成果加以保存、管理和提供利用的机构知识库（,/!.,.*.,D/#C
$"ED!,.D$0）。
作为在中国第一次召开的关于科技信息开放获取的国际会议，本次会议向国内学术界、出版界、图书馆界系统宣传介

绍了国际开放获取运动的发展及影响，展现了众多国际著名的开放获取出版机构和高质量的开放获取期刊，为国内学术界

和科研机构提供了学习各国在制订和实施开放获取战略与政策方面经验的平台，将推动我国的科研机构、出版机构、信息

传播机构在科技信息开放获取方面的发展，促进中国科研成果在更广泛范围内的开放交流，促进我国科技成果长期保存和

科技遗产保护。

本次会议的详细情况以及会议期间的各个报告将在会议网站发布，请见：

&..E： _ _ C,+$#$,"! ‘ %!(C ‘ #% ‘ %/ _ 1"".,/? _ DE"/#%%"!! ‘ #!E。

（中国科学院文献情报中心，455595）

75AA期 韦双双等：眼镜王蛇泛素融合蛋白基因和核糖体蛋白 <75基因的克隆及分析


