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摘要! 为获得 U8R/> 蛋白在中间球海胆的生物学功能!实验克隆了中间球海胆 LE:.;基因

的全长 ?5%&!并进行了定量表达模式分析% LE:.;基因全长 ?5%&为 1 917 RM!该序列具

有一个 :3 RM 的 7]非编码区!3 /9: RM /]非编码区!"$(为 886 RM!?5%&编码 //3 个氨基酸

的前体蛋白!预测蛋白分子质量为 /019 P<!理论等电点是 :177!属于亲水性蛋白% 中间球

海胆 U8R/> 前体蛋白的氨基酸序列包含 / 个结构域'氨基酸 %末端!亲水结构域 -末端和

冷休克结构域"?/0J AI/?P J/:3;B -*5# !其中 -*5区为 U8R/> 蛋白家族中保守结构域% 海

胆 U8R/> 蛋白质二级结构中无规则卷曲占 ::111E!延伸链占 8180E!

"

8螺旋 318:E!无 a8

折叠% 氨基酸序列与其他物种氨基酸序列的同源性为 111/0E<93116E!在保守结构域

-*5区同源性达到 07E以上% 实时定量 7-$检测!LE:.;基因在中间球海胆体腔液$管足$

围口膜$雄性性腺$雌性性腺$肌肉和肠 0 个不同组织中均有表达!但差异不显著% 温度胁

迫下!中间球海胆 LE:.;基因的表达均表现为下调!并且随着温度的升高!LE:.;基因的表达

量呈现逐渐下降的趋势%

关键词! 海胆& LE:.;基因& 克隆& 表达

中图分类号! F0:7& *83019 44444444文献标志码'&

44U8R/> 蛋白是从细菌到人类都高度保守的多

功能蛋白家族"在转录调节&翻译调控&:$%&隐

蔽&选择性剪接&5%&修复&细胞增殖和再生等多

方面具有重要作用
(3 57)

' U8R/> 蛋白具有 / 个典

型的结构域!冷休克结构域 #?/0J AI/?P J/:3;B"

-*5$"此结构域高度保守"约由 02 个氨基酸残基

组成"包含 $%73 和 $%71 两个 $%&结合基序"

富含芳香族氨基酸和精氨酸
(3"6)

"通过与 5%&相

互作用起到转录调控的作用"作为 $%&伴侣与

$%&作用起到稳定 $%&二级结构进而调控翻译

过程%-8末端结构域"位于 -*5结构域后的亲水

结构域"富含精氨酸和甘氨酸
(0)

"参与结合蛋白

间的自身或异源聚合
(:)

%%8末端结构域"此区域

变异较大"能与转录复合物中的蛋白质特异结合"

进而使转录活动调控具有专一性
(8)

'

关于 U8R/> 蛋白的生物学功能研究很多"其

中包括冷适应功能"转录调节功能及蛋白质翻译

调控功能等' 冷休克蛋白 :$%&能在低温条件

下有效翻译"而其他蛋白质的合成则被完全阻断"

主要是由于冷休克 :$%&都含有一个下游盒"在

低温条件下能增强翻译起始
(32)

' 在大肠杆菌中"

冷休克反应的前 9 <6 I 内的所有冷休克蛋白表

现为瞬间的冷休克诱导"许多冷休克蛋白能够与

核糖体或 $%&相互结合' 原核生物中冷休克蛋

白 通 过 选 择 性 的 与 U8R/> 框 序 列

#-ND&NNDD--&&$中的一条链结合来激活转

录
(33 531)

' 在真核生物中 U8R/> 蛋白的转录调节

作用分成转录激活与转录抑制两个方面' 研究发

现"U8R/> 蛋白在金鱼#$%&%--(1-%1&%+1-$精细胞

里表达非常高
(3/)

"在金鱼中是一种特别的精子

$%&结合蛋白"在非洲爪蟾 #M04.71-+&.7()%'(-$

中 U8R/> 做为精细胞的特别转录因子抑制翻译'
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在小鼠卵母细胞中 U8R/> 蛋 白占 总 蛋白的

1E

(39)

"在小鼠精子细胞中占 210E

(37)

"在小鼠中

研究发现缺少 U8R/> 蛋白的小鼠形态生长发育正

常但不育
(36)

'

随着分子生物学技术的快速发展"在无脊椎

动物中成功克隆了多个 LE:.;基因家族的成员"

在比较低等的锥虫 #2&,7%4.-.8% :&1)0($中发现

了 LE:.;基因家族的成员 $9736"实验证明该蛋

白与 $%&作用并调节 $%&的活性
(30)

%在涡虫

#91>0-(% 0+&1-)%$中克隆了 9HL3 基因
(7"3)

"在果

蝇 # 9&.-.7*('% 80'%4.>%-+0&$ 中克隆了 L7-基

因
(3:)

"在摇蚊#$*(&.4.81-+04+%4-$中发现其 LPE

3 基因"经过选择性剪接能够产生两个变体
(38)

"

在血吸虫 # <)*(-+.-.8% 8%4-.4($中成功提取了

<=LP3"并发现它与 5%&和 $%&发生作用
(12)

"在

海鞘#$(.4% (4+0-+(4%'(-$中发现了 / 个选择性剪接

变体 $(LP3&$(LP1&$(LP/"都属于 LE:.;基因家族

成员
(/"3)

' 同时已经获得 U8R/> 蛋白的还有玻璃

海鞘 #$(.4% (4+0-+(4%'(-$

(13)

&加州海兔 #!7',-(%

)%'(5.&4()%$

(11)

&秀丽线虫
(32)

&金鱼
(3/)

&日本青
(

# G&,Q(%- '%+(70-$

(1/)

& 红 鳍 东 方  # D1>1

&1:&(70-$

(1/)

& 日 本 七 鳃 鳗 # ?%870+&%

H%7.4()%$

(19)

等'

中间球海胆 # <+&.4>,'.)04+,.+1-(4+0&803(1-$

属棘皮动物门"海胆纲"正形目"球海胆科' 原产

于日本北部"38:8 年由大连海洋大学引进"因其

生长快&品质佳&性腺指数高而受到青睐' 本实验

成功克隆了 LE:.;基因的全长 ?5%&序列"运用

生物信息学方法"对该基因编码蛋白从氨基酸组

成&理化性质&亲6疏水性&亚细胞定位及三级结构

等方面进行预测和分析"并进行了组织及温度胁

迫的定量表达分析"旨在为后续中间球海胆LE:.;

基因功能研究奠定基础'

34材料与方法

$%$&实验材料

实验材料为 1 龄中间球海胆"海胆体质量

#19177 C2110$ L"取自大连海洋大学农业部北方

海水增养殖重点实验室' 养殖用水为砂滤海水"

M+018:"盐度 /3' 主要试剂有 N4;Q/0试剂"28

2'.反转录酶&$%&酶抑制剂& J%N7&,X2%A

5%&聚合酶&M25 388N.G?H/4&B(43

(

&P%8+)&

实时定量相关试剂购自宝生物#大连$公司"7-$

引 物 均 由 宝 生 物 # 大 连 $ 公 司 合 成' 95

*2&$N

N2

$&-,?5%&&:M0;@;?3H;/B O;H试剂盒

购自 -0/BHG?I 公司' &XUD,%柱式凝胶回收试

剂盒&&XUD,%小量质粒提取试剂盒购自上海生

工生物工程有限公司'

$%'&总 .)*的提取与反转录

取中间球海胆的性腺"按 N4;Q/0法提取总

$%&' 采用紫外分光光度计与 312E琼脂糖凝胶

电泳检测 $%&的浓度及完整性" 5:2 K保存备

用' 使用 22'.反转录 ?5%&' 反转录体系!322

BL 总 $%&"3

!

'/0;L/# JN$"7 >282'.9<@@G41

!

'"J%N72;>H<4G#各 32 ::/06'$217

!

'"$%3AG

)BI;R;H/4#92 #6

!

'$ 2117

!

'"$N3AG282'.#122

#6

!

'$2117

!

'"用 $%3AG8@4GG的水定容至 32

!

''

反应条件!91 K水浴 /2 :;B"87 K 7 :;B'

$%+&-#.扩增"-#.产物的克隆及测序

在中间球海胆 ,*N数据库进行检索比对"将

获得的与海胆 LE:.;基因有关的 ,*N#相似度在

:7E以上$用 )BT;H4/LGB 软件进行拼接"形成拼接

体#?/BH;L$' 然后再以此拼接体再次在海胆 ,*N

数据库中进行同源检索拼接"反复进行比对连接

直到拼接序列不再延伸为止"获得中间球海胆 LE

:.;的 ?5%&序列片段' 以组装后的 LE:.;的

?5%&序列片段在 DGB93BP 中进行 903AH同源搜

索"进行序列比对"进而判断拼接得到的 LE:.;的

?5%&片段的正确性' 用拼接后的 ?5%&序列片

段设计特异引物#表 3$' 所有引物由上海生工生

物工 程 技 术 服 务 有 限 公 司 合 成' 利 用 95

*2&$N

N2

$&-,?5%&&:M0;@;?3H;/B O;H试剂盒

进行 $&-,克隆' 反应体系!3

!

'?5%&"217

!

'

正向引物"217

!

'反向引物"32 >,> 2%A 9<@@G4

#2L

1 ?

70<A$117

!

'"J%N72;>H<4G#各 117 ::/06

'$1

!

'",> 5%&聚合酶#7 #6

!

'$213/

!

'"灭菌

蒸馏水 3:1/0

!

'' 反应条件!89 K预变性 / :;B%

89 K"/2 A"7/ K"62 A"01 K延伸 7 :;B"/7 个循

环%01 K"32 :;B"9 K保温' 回收 ?5%&片段后"

与 M25388NTG?H/4载体连接"将连接好的质粒转

化感受态 5+7

"

"通过蓝白斑筛选和菌落 7-$初

步鉴定后"阳性菌落于 /0 K震荡培养过夜' 提取

质粒后将鉴定为阳性的克隆送宝生物 #大连$技

术有限公司进行测序'

$%,&序列分析

序列同源性比对和相似性搜索用 903AH软件

00/
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进行%序列拼接用 5%&:3B 软件进行"开放阅读

框#"$($的寻找用 %-9)上的 "$((;BJG4进行%

信号肽查找用 N34LGH7313 *G4TG4程序预测%利用

N:I::对跨膜域进行预测%%GH%D0=?312 分析

推测糖基结合位点%蛋白特征模体查找采用

*:34H软件%蛋白质性质分析采用 ,>7&*= AG4TG4

软件%用 7*"$N74GJ;?H;/B 蛋白的亚细胞定位"氨

基酸组成用 9;/GJ;H分析"蛋白 /5结构预测用 )8

N3AAG4在线软件"多序列比对采用 5%&:3B 软

件"用 2,D& 912 的邻接法对中间球海胆 LE:.;

氨基酸序列与 DGB93BP 上发表的氨基酸序列构

建系统进化树"3 222 次重复计算自展分析值"利

用 %-9)在线软件预测结构特征'

表 $&本研究所用引物序列

758%$&P2?<23;2=:FC>AE2>=<=2DA3GJ2=G<DI

引物

M4;:G4

引物序列#7]8/]$

M4;:G4AGS<GB?G

"3 -&D&----DN&&-N-D-&D

"1 -&-&&D&D&DD-D&N&&D-&

)3 -&D&----DN&&-N-D-&D

)1 -&-&&D&D&DD-D&N&&D-&

$N( D-D&DNN&-DDDDN-ND-

$N$ ND&&D--D---D&DND&D

3:( DNN-D&&DD-D&N-&D&N&-

3:* -NDN-&&N--N-&-NDNDN-

$%/&36@*C 基因的定量表达分析

采用 $N87-$方法"检测 LE:.;基因在不同

组织及温度胁迫下的转录表达情况' 不同组织中

表达分析每个组织取 7 枚海胆"分别取海胆的体

腔液&管足&围口膜&雄性性腺&雌性性腺&肌肉和

肠组织的 $%&"并反转录成 ?5%&' 温度胁迫的

实验温度梯度分别设置为 38&11&17 和 1: K"1 I

后每组取 7 枚海胆管足"提取 $%&"并反转录成

?5%&' 各做 / 组平行对照"利用引物 $N(和

$N$对样品进行扩增"用 3:*$%&的 3:(和 3:*

作内参引物' 7-$反应条件为89 K 7 :;B"89 K

/2 A"62 K /2 A"01 K /2 A"进行 1: 个循环%循环

结束后 01 K延伸 7 :;B%9 K保存'

14结果

'%$&-#.的扩增结果

以总 $%&反转录得到的 ?5%&为模板"利

用设计好的特异性引物进行扩增"获得了与预期

大小 一 致 的 目 的 片 段 #图 3 $" 其 中 234PG4

为 5'1222'

图 $&-#.扩产物电泳

SAB%$&12@2@2;G>:CJ:>2=A=:F-#.C>:D<;G

'%'&中间球海胆的 36@*C 的 ;()*全长序列

将 LE:.;基因的 ,*N片段和 7-$获得的

?5%&序列拼接后获得中间球海胆 LE:.;基因的

全长 ?5%&' 该 ?5%&全长为 1 917 RM"7]非编码

区为 :3 RM"/]非编码区为 3 /9: RM"开放阅读框

"$(为 886 RM' 在 LE:.;7]端的第一个 &ND为

该基因的起始密码子%在起始密码子 &ND的8/

位为 &"符合 O/Q3P 规律' 同时 /]#N$位有典型

的加尾信号 &&N&&#图 1 $"并有终止密码子

N&D和 M/0=#&$符合有效翻译 LE:.;基因 ?5%&

全长的特征'

'%+&中间球海胆的氨基酸组成特征

用 74/H7343:分析 LE:.;?5%&可编码 //3

个氨基酸的前体蛋白"预测蛋白分子质量为 /019

P<"理论等电点是 :177' LE:.;的 //3 个氨基酸

中强碱性氨基酸 #O"$$有 6: 个"强酸性氨基酸

#5",$有 66 个"疏水氨基酸#&")"'"("Y".$有

91 个"不带电荷的极性氨基酸有 #%"-"F"*"N"

U$有 0: 个"分子式为 -

3791

+

197/

%

790

"

791

*

3

"氨基

酸组成如图 / 所示' U8R/> 蛋白质在中间球海胆

体内半衰期大于 12 I"不稳定系数为 6019"总平

均亲水性为 531:80' 以 74/H*?30G程序对 LE:.;

?5%&编码的氨基酸分析"发现第 37 <19&10 <

18&71 <79&09 <0:&89 <80&88 <321 残基为疏水

性的"第 7 <39&/2 <73&77 <02&08 <8/&32/ </10

残基为亲水性的#图 9$' 亲水性残基所占比例远

大于疏水性残基"而且疏水性最大值为 3170:"亲

水性最大值 /1:99"因此推测 U8R/> 编码蛋白质

为亲水性'

:0/
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图 '&中间球海胆 36@*C 基因 ;()*序列及推导的氨基酸序列

框内为起始密码子 &ND&终止密码子 N&D"灰色背景为冷休克区#-*5区$ "M/0=&加尾信号 &&N&&用下划线标出'

SAB%'&S<@@"@23BGJ;()*:F=("%7&:!&#"0/36@*C 53DGJ2D2D<;2D5EA3: 5;AD=2?<23;2

NIG0GHHG4A;B R/> ;BJ;?3HGHIGAH34H?/J/B#&ND$3BJ HIGAH/M ?/J/B#N&D$1-*5;AAI3JGJ R= L43=1NIGM/0=&AMG?;30AGS<GB?GA&&N&&

;A<BJG40;BGJ1

图 +&中间球海胆 c"8:U 蛋白的氨基酸组成

SAB%+&7J25EA3: 5;AD;:EC:=AGA:3:F=("%7&:!&#"0/c"8:U C>:G2A3

2:/
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图 ,&中间球海胆 c"8:U 蛋白质

亲水性Y疏水性分析结果

SAB%,&7J2c"8:U C>:G2A3JID>:CJA@A;AGIYJID>:CJ:8A;AGI

535@I=A=>2=<@G=A3=("%7&:!&#"0/

44利用 N:I::对 U8R/> 前体蛋白预测跨膜

域"结果表明 LE:.;基因无明显的跨膜区"推测该

蛋白前体不属于跨膜蛋白 类 #图 7 $' 通过

%GH%D0=?312 分析推测糖基结合位点#%+*$"推

测该 U8R/> 前体蛋白不是糖蛋白 #图 6$' 采用

N34LGH7313 *G4TG4预测 LE:.;氨基酸序列特征"

结果表明#表 1$"线粒体目标肽及分泌途径信号

肽其分值分别为 21266&21201"预测可靠性为 3"

说明该蛋白不存在信号肽酶切位点"无信号肽'

故推测 U8R/> 蛋白不属于分泌型蛋白"可能在游

离核糖体上合成"经滑面型内质网加工而成'

图 /&中间球海胆 c"8:U 蛋白质

跨膜区分析结果

SAB%/&->2DA;GA:3>2=<@G=:FG>53=E2E8>532

>2BA:3A3c"8:U A3=("%7&:!&#"0/

图 V&中间球海胆 c"8:U 蛋白质

)"糖基化位点预测结果

SAB%V&->2DA;GA:3>2=<@G:FC2>D:;G2D)"B@I;:=I@5GA:3

=AG2=:Fc"8:U A3=("%7&:!&#"0/

'%,&中间球海胆 c"8:U 蛋白的结构预测

中间球海胆 U8R/> 蛋白质二级结构无 a8折

叠"无规则卷曲占 ::111E"延伸链占 8180E"

"

8

螺旋 318:E"主要是以延伸链和无规则卷曲为

主#图 0$ ' 中间球海胆 U8R/> 结合蛋白具有 /

个典型的结构域!氨基酸 %末端"-末端结构

域"冷休克结构域"其中 -*5结构域由 6: 个氨

基酸组成"是高度保守的核苷酸结合域"结合损

伤 5%&和非特异性 5%&"参与冷休克结合蛋白

自 身 或 异 源 的 聚 合" 包 含 含 有 $%783

#DUD()%$$和 $%781 #,5.(.+F*$两个 $%&

结合基序"这两个基序与其转录调控功能密切

相关' 蛋白质的拓扑结构对于保持蛋白质的功

能是重要的"不同的拓扑结构将导致不同的功

能' 中间球海胆 U8R/> 前体蛋白质的二级结构

与人和斑马鱼 #9%4(. &0&(.$的 U8R/> 蛋白质在

其结构及物理性质等多个方面都表现出相当高

的保守性#表 /$ "说明蛋白质三维拓扑结构的保

守性"则主要体现在保持某些共同的特有二级

结构单元和折叠方式上' U8R/> 前体蛋白的三

级结构中包括 0 个
"

8螺旋 #红色部分$ &: 处延

伸链#绿色部分 $ "其余为无规则卷曲 #白色部

分$ "无 a8折叠#图 :$ '

表 '&中间球海胆 c"8:U 导肽的预测

758%'&->2DA;G2D@25DA3B C2CGAD253D;@25H5B2=AG2F:>c"8:U A3=("%7&:!&#"0/

名称

B3:G

氨基酸数

0GB

线粒体

:N7

信号肽

*7

其他

/HIG4

位点

0/?;

可信度

$-

序列 AGS<GB?G //3 21266 21201 218/9 5 3

截止值 ?<H/@@ 21222 21222 21222
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图 0&中间球海胆 c"8:U 蛋白质二级结构预测

SAB%0&->2DA;GA:3>2=<@G:F=2;:3D5>I =G><;G<>2:Fc"8:U A3=("%7&:!&#"0/

表 +&+ 个物种 c"8:U 蛋白的二级结构比较

758%+&#:EC5>A=:3:FGJ2=2;:3D5>I =G><;G<>2:F

c"8:U A3GJ2GJ>22=C2;A2=

中间球海胆

<I(4+0&803(1-

人

B.8. -%7(04-

斑马鱼

9%4(. &0&(.

亲6疏水性

I=J4/MI;0;?;H=6

I=J4/MI/R;?;H=

亲水性 亲水性 亲水性

信号肽

A;LB30MGMH;JG

无 无 无

导肽

0GBJ;BL MGMH;JG

无 无 无

跨膜结构

H43BA:G:R43BG

无 无 无

亚细胞定位

0/?3H;/B

细胞核 细胞核 细胞核

"

8螺旋
"

8IG0;> 31:3E 1180E 2180E

无规则卷曲

43BJ/:?/;0

::111E :61:E 82122E

a8折叠 a8H<4B 无 无 无

延伸链

G>HGBJGJ AH43BJ

8180E 3211/E 812/E

图 \&中间球海胆 c"8:U 蛋白的 +(结构

红色部分为
"

8螺旋&绿色为延伸链&白色为无规则卷曲'

SAB%\&7J2=25 <>;JA3c"8:U C>:G2A3:F+(=G><;G<>2

NIG4GJ M34H;AHIG30MI3IG0;>"L4GGB @/4G>HGBA;/BA?I3;B"VI;HG

?<40= @/443BJ/:?/;01

'%/&中间球海胆与其他物种 c"8:U 氨基酸序列

同源序列分析

44使用5%&:3B程序检索分析了中间球海胆
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/ 期 田4邁"等!中间球海胆 LE:.;基因分子特性和表达分析 44

氨基酸序列与其他物种的同源性#图 8$' 选取了

加州海兔&非洲爪蟾&摇蚊&七鳃鳗&果蝇&大西洋

鲑# <%'8. -%'%&$&玻璃海鞘 #$(.4% (4+0-+(4%'(-$&

栉 孔 扇 贝 # $*'%8,-5%&&0&($& 小 家 鼠 # =1-

81-)1'1-$& 人 # B.8. -%7(04-$& 虹 鳟

# G4).&*,4)*1-8,@(--$& 斑 马 鱼& 金 鱼& 原 鸡

#O%''1->%''1A$及中间球海胆氨基酸比对结果相

似度为 111/0E<93116E"但是在冷休克区相似

度达到 07E以上'

/:/
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/ 期 田4邁"等!中间球海胆 LE:.;基因分子特性和表达分析 44

图 d&不同物种 c"8:U 氨基酸的多序列比对结果

框内为包含 02 个氨基酸残基的保守的 -*5' 基序 $%783#DUD()%$$和 $%781#,5.(.+FN$用
%

标出'

SAB%d&]:E:@:B:<=;:EC5>A=:3:F5EA3: 5;AD=2?<23;2=:FGJ2;:@D"=J:;6D:E5A3A3DAFF2>23G=C2;A2=

NIG02 3:;B/ 3?;J 4GA;J<GA/@HIG?/0J8AI/?P J/:3;B 34GR/>GJ1NIG:/H;@A/@$%783 3BJ $%781 34G:34PGJ R=

%

1

'%V&系统进化树的构建

根据 DGB93BP 上已注册 U8R/> 的氨基酸序

列"使用 2,D&软件构建系统进化树#图 32$' 从

系统进化树中可以看出大西洋鲑#%72233//1361

3$&虹鳟 #%722337:73113$&斑马鱼 #&&)6:7201

3$&非洲爪蟾#%722323660013$&原鸡#%78:80971

3$&小家鼠#&&+100:713$&人#%72233/::8:$&七

鳃鳗#&-(//11613$&金鱼#9&&38:7213$聚为一支

属于脊椎动物"摇蚊 #&&% 3229813$&果蝇 #X7

22129:72013$聚为一支属于陆地无脊椎动物"加州

海兔#%7223383762$&栉孔扇贝#&-(8213813$&玻

璃海鞘#%722320123213$&中间球海胆聚为一支为

海洋无脊椎动物' 海胆是一种相对古老的生物"从

整个进化树可以看出中间球海胆 LE:.;基因出现

的位置与其物种的进化地位是一致的"即处于无脊

椎动物较原始的位置'

图 $W&不同物种 36@*C 基因的系统进化树

SAB%$W&-JI@:B232GA;G>22:FDAFF2>23G=C2;A2=85=2D:336@*C B232=2?<23;2
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'%0&中间球海胆 36@*C 基因的组织表达分析

以 3:*4$%&为内参基因"利用实时定量

7-$方法检测 LE:.;基因在中间球海胆体腔液&

管足&围口膜&雄性性腺&雌性性腺&肌肉和肠 0 个

不同组织中的表达"结果表明 LE:.;基因在围口

膜中表达水平最高"其次是体腔液"其余组织中的

表达量基本一致#图 33$'

图 $$&中间球海胆 36@*C 基因 E.)*

在不同组织的表达情况

31体腔液"11管足"/1肌肉"91肠"71围口膜"61雄性性腺"01雌

性性腺'

SAB%$$&_<53GAG5GAH2>25@"GAE2-#.535@I=A=:F36@*C B232

2UC>2==A:3A3DAFF2>23GGA==<2=F>:E=("%7&:!&#"0/

31?/G0/:G@0<;J"11H<PG@GGH"/1:<A?0G"91;BHGAH;BG"71MG4;AH/:;30

:G:R43BG"61:30GL/B3J"01@G:30GL/B3J1

'%\&中间球海胆 36@*C 基因在不同温度处理下

的表达

以 3:*4$%&为内参基因"利用实时定量

7-$方法检测 LE:.;基因在温度胁迫 1 I 后在管

足组织中的表达差异情况 #图 31$"结果发现 LE

:.;基因的表达均表现为下调"并且随着温度的

升高"LE:.;基因的表达量呈现逐渐下降的趋势'

图 $'&中间球海胆 36@*C 基因 E.)*

在温度胁迫下的表达情况

SAB%$'&_<53GAG5GAH2>25@"GAE2-#.535@I=A=:F36@*C B232

2UC>2==A:3<3D2>G2EC2>5G<>2=G>2==A3=("%7&:!&#"0/

/4讨论

+%$&中间球海胆 36@*C 基因全长序列及组成

特性

研究获得的中间球海胆 LE:.;基因 ?5%&全

长 1 917 RM"该序列包括 :3 RM 的 7]非编码区"

3 /9: RM的 /]非编码区"886 RM 开放阅读框"可编

码 //3 氨基酸的前体蛋白' 到目前为止"已经获

得 U8R/> 蛋白物种有玻璃海鞘
(13)

&加州海兔
(11)

&

秀丽线虫
(32)

&金鱼
(3/)

&日本青
(

(1/)

&红鳍东方


(1/)

&日本七鳃鳗
(19)

' 其中加州海兔
(11)

LE:.;

基因全长 ?5%&为 3 01/ RM"7]非编码区 07 RM"/]

非编码区 ::6 RM"开放阅读框 "$(为 061 RM"编

码 17/ 个氨基酸"与中间球海胆氨基酸相似度为

18107E"-*5区相似度为 :717E' 玻璃海鞘
(13)

LE:.;基因全长 ?5%&为 3 :71 RM"7]非编码区 62

RM"/]非编码区 :18 RM"开放阅读框 "$(为 86/

RM"编码 /12 个氨基酸"与中间球海胆氨基酸相似

度为 /:1:8E"-*5区相似度为 001:E' 金鱼
(3/)

LE:.;基因家族中 LE:.;3 全长 3 9/2 RM"7]非编码

区 338 RM"/]非编码区 /07 RM"开放阅读框 "$(

为 8/6 RM"编码 /33 个氨基酸"总氨基酸相似度为

1717E"-*5区相似度为 :81:E' 金鱼
(3/)

LE:.;1

全长 3 72/ RM"7]非编码区 39 RM"/]非编码区 787

RM"开放阅读框 "$(为 :89 RM"编码 180 个氨基

酸"总氨基酸相似度为 92166E"-*5区相似度为

:/1:E' 日本青
(

(1/)

LE:.;3 全长 3 969 RM"7]非编

码区 3/6 RM"/]非编码区 920 RM"开放阅读框 "$(

为 813 RM"编码 /26 个氨基酸"总氨基酸相似度为

931/6E"-*5区相似度为 :71/E' 红鳍东方
(1/)

LE:.;3 开放阅读框 "$(为 081 RM"编码 16/ 个氨

基酸"总氨基酸相似度为 /81::E"-*5区相似度

为 :71/E' 日本七鳃鳗
(19)

LE:.;3 蛋白总氨基酸

相似度为 16161E"-*5相似度为 8110E'

+%'&中间球海胆 36@*C 基因全长的结构域预测

中间球海胆 U8R/> 结合蛋白具有 / 个典型的

结构域!氨基酸%末端"-末端结构域"冷休克结构

域"这些结构都符合 U8R/> 前体蛋白的氨基酸序列

特征' 其中"-*5结构域由 6: 个氨基酸组成"是高

度保守的核苷酸结合域"保守的冷休克结构域决定

了 U8R/> 结合蛋白的重要功能
(33)

' 目前"几乎所

有关于序列与结构比较的研究都支持这样的观点!

对于功能重要的残基是保守的"并且位于拓扑结构

6:/
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的等价位置' 通过基因突变分析"证实 -*5是与

5%&和 :$%&结合的结构域"负责结合损伤 5%&

和非特异性 5%&"参与冷休克结合蛋白自身或异

源的聚合' -*5包含 $%73 和 $%71 两个 $%&结

合基序"相当于 $$2#$%&4G?/LB;H;/B :/H;@$蛋白

家族中保守的$%&结合位点"其芳香环与$%&的

碱基相互作用"甘氨酸和靠近芳香环残基的短链使

其结合表面更易接近核酸"另外"U8R/> 结合蛋白

碱性区的正电荷对核酸也有潜在的吸引力
(17)

' 高

度保守的结构域也进一步证明"在进化过程中保持

蛋白质功能的残基比维持蛋白质结构的残基更加

保守'

氨基酸 %末端氨基酸组成的不同是 U8R/>

结合蛋白分子间的最大区别' 由于 %8末端的不

同"LE:.;结合蛋白才能与转录复合物中其他蛋

白质特异结合"进而实现转录调控的专一性"但是

%末端具体行使其功能的机理仍然不清楚
(17)

'

亲水 -末端氨基酸结构域"由酸碱区域交替组

成"调节蛋白与蛋白以及蛋白与 $%&之间相互作

用的结构域' 目前己知 -末端的亲水结构域主

要参与结合蛋白间的自身或异源聚合"聚合是通

过精氨酸束与邻近分子中的酸性螺旋相互作用而

实现的"为电荷拉链聚合
(:)

'

+%+&中间球海胆 36@*C 基因的位点分析与同源

性分析

实验预测中间球海胆的 U8R/> 蛋白无信号

肽"没有糖基位点"说明中间球海胆 U8R/> 蛋白不

属于分泌性蛋白"这与人的 U8R/> 蛋白功能很相

似"人的 U8R/> 蛋白通常在细胞基质与细胞核之

间穿梭"以应激颗粒的形式存在于细胞基质中"主

要功能是处理加工输出 :$%&"在细胞核中 U8

R/> 蛋白受到应激反应以后会发生移动包括腺病

毒感染"5%&损伤以及 7)/O8&PH信号激活
(16)

'

中间球海胆 LE:.;氨基酸序列与其他物种的氨基

酸序列的相似性为 111/0E<93116E"但在 -*5

区相似性在 07E以上' 进化树显示"大西洋鲑&

虹鳟&斑马鱼&非洲爪蟾&原鸡&小家鼠&人&七鳃

鳗&金鱼聚为一支属于脊椎动物"摇蚊&果蝇聚为一

支陆地无脊椎动物"加州海兔&栉孔扇贝&玻璃海

鞘&中间球海胆聚为一支海洋无脊椎动物' 金

萍
(19)

发现 LE:.;基因在有颌类出现以前只有一种

类型"有颌类出现以后"LE:.;基因分化成LP3&LP1

和 $<9!/ 种类型' 在金鱼
(3/)

中已经克隆 LP3&

LP1' 从系统发育分析表明"LE:.;基因的进化和

物种进化的拓扑结构一致'

+%,&中间球海胆 36@*C 基因的定量表达分析

实时定量 7-$检测 LE:.;基因在中间球海胆

体腔液&管足&围口膜&雄性性腺&雌性性腺&肌肉和

肠 0 个不同组织中均有表达"但是差异不显著' U8

R/> 结合蛋白的 :$%&在其他物种的大多数组织

中也能检测到"并且 U8R/> 结合蛋白是一类多功能

结合蛋白"推测中间球海胆 LE:.;基因的这种组成

型表达方式也从另一个角度说明其功能的多样性'

U8R/> 蛋白的生物学功能研究表明其主要具有转

录调节功能及蛋白质翻译调控功能
(11)

' 人类 U93

蛋白直接结合在 U8R/> 框或结合在和 LE:.;作用

的转录因子上#如 N(A$

(3)

"U93 蛋白与其它转录因

子相互作用或者是促进或者是抑制"它结合在单链

5%&启动子上"对其它的转录因子起到正调控或

负调控的作用' 中间球海胆 LE:.;基因的这种组

成型表达方式也可能说明 LE:.;基因这种对转录

和翻译的调控功能在所有组织中都具有重要作用'

温度胁迫下中间球海胆 LE:.;基因的表达均

表现为下调"并且随着温度的升高"LE:.;基因的

表达量呈现逐渐下降的趋势' LE:.;的生物学功

能除了作为转录调节因子结合 5%&调节转录活

动外"还具有对 $%&二级结构起到稳定的作用"

并在低温条件下调控翻译活动' 在 $%&识别和

翻译水平调控方面"有着类似于热休克蛋白 #热

激蛋白$的分子伴侣作用"能帮助生物体渡过胁

迫环境"作为分子伴侣阻止 :$%&错误折叠"保

证细胞在低温时能正常翻译
(3:)

' 本实验结果表

明"温度胁迫可诱导中间球海胆 LE:.;基因的表

达"并做出相应的应激反应' 海胆作为研究受精

发育的模式生物"一直以来都是研究的热点' 对

于中间球海胆的 LE:.;基因在基因表达和调控机

制及其生物学功能进行深入系统的研究"对揭示

基因的表达调控具有深远的理论和实践意义'
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