
海洋科学 年 第 卷 第 期

合浦珠母贝 26Σ蛋白酶体 Σ4 ,Σ7 亚基基因片段的分离与分析 3
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提要 ≥蛋白酶体是真核生物中一种具有 ×°依赖性的蛋白酶复合体 主要通过泛肽途

径选择性降解细胞内与代谢调控 ! 细胞周期有关的功能蛋白及异常蛋白 参与多种细胞活动

的调控过程 ∀ ≥蛋白酶体由具有催化活性的 ≥亚复合体和一个具有调节作用的 ≥亚复合

体组成 其中 ≥亚复合体中的 ×°酶亚基是调节 ≥蛋白酶体活性的重要组件 ∀本文通过简

并引物 °≤ 手段 从软体动物合浦珠母贝 Πινχταδα φυχατα 中扩增到参与构成 ≥亚复合体的

≥ 和 ≥ ≥≥ 两个亚基的基因片段 ∀这两个基因片段所编码的 ×°酶组件包含有 ¬ ×

⁄∞ ⁄ ≥ ×和 ± ¬ ¬¬ 等 ≥蛋白酶体 ×°酶亚基的共同功能基序 ∀这是首次在软体动物

中报道 ≥蛋白酶体的 ×°酶亚基基因序列 为研究软体动物中 ≥蛋白酶体的结构与功能

奠定了分子基础 ∀
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≥蛋白酶体 ≥ 是真核生物中一种

具有 ×°依赖性的蛋白酶复合体 主要通过泛肽

∏ 依赖性蛋白降解途径实现对细胞内参与代

谢调控和细胞周期的功能蛋白及异常蛋白的选择性

降解 对多种细胞活动进行调控 ≈ ∗ ∀ ≥蛋白酶复合

体由 ≥和 ≥ 又称 ° 两个亚复合体组成 其

中 ≥亚复合体是由 个亚基形成的中空圆柱体

是 ≥复合体的核心催化颗粒 不具有 ×°和泛肽依

赖性 ∀ ≥亚复合体至少包括 个分子量在 ∗

∏之间的亚基 是 ≥蛋白酶体的调控体 调节

≥的催化活性 其中至少有 ≥ ≠× ≥ × °

≠× ≥ ≥≥ ≠× ≥ × ° ≠× ≥ 和

≥ 六个亚基具有 ×°酶活性 与其它亚基一起 通

过对底物蛋白的识别 !去折叠和促进底物进入酶解中

心等方式参与 ≥蛋白酶体对底物的降解 并使 ≥

蛋白酶体具有 ×°和泛肽依赖性 ≈ ∗ ∀其中 ≥ ≥

≥ ≥ 和 ≥ 还作为转录因子 调节一些功能蛋白

基因 包括细胞周期蛋白基因的转录 并参与细胞的

程序性死亡 ≈ ∀此外 等 ≈ 也发现酵母 ≥ 和

≥ 蛋白突变使细胞不能完成有丝分裂 导致细胞周

期受阻 说明这两个亚基在细胞分裂中起重要作用 ∀

蛋白是一类最近发现的与多种细胞活动有

关的 ×°酶的一个亚家族 不仅参与细胞周期调控 !

细胞分裂 !细胞内液泡介导的蛋白运输及功能蛋白降

解等过程 而且在 代谢或 转录或转录后调

控过程中起作用 是机体不可缺少的一种调控蛋白

酶 ∀到目前 已在不同生物体内 包括原核生物和真核

生物 发现多个 蛋白家族成员 并对它们的结构

特征和功能进行了分析研究 ≈ ∗ ∀ ×°酶组件是由

∗ 个氨基酸构成的保守序列 是 家族蛋

白的主要功能区域 其中包含有 ×°结合基序 又称
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图 合浦珠母贝 ≥蛋白酶体 ≥ 和 ≥ 亚基基因

°≤ 扩增结果

核酸分子量标准 °≤ 扩增结果

ƒ × ∏ °≤ ≥ ≥ ∏∏

≥ Πινχταδα φυχατα

• ¬ °2 / ¬ ×0和 ×°水解基序 或称

¬ / ⁄∞ ⁄0两个特征性结构域 ≈ ∀参与构成

≥ 蛋白酶体 ×°酶亚基的 ×°酶组件不仅包括

蛋白的这两个特征结构域 而且还具有

⁄ 螺旋酶的特征性基序 / ≥ ×0 / ± ¬ ¬¬ 0 等

功能基序 ≈ ∀

≥蛋白酶体 ×°酶亚基已在真菌 !植物及哺乳

动物中得到广泛研究 ≈ ∗ 但目前软体动物中 ≥

蛋白酶体结构与功能的研究尚未见报道 ∀合浦珠母贝

Πινχταδα φυχατα 是我国培育海水珍珠的主要贝类 其

外套膜是分泌形成天然珍珠的主要器官 ∀外套膜不仅

分泌基质蛋白直接参与珍珠的形成 还通过复杂的胞

内机制对珍珠质的矿化周期进行调控 ≈ ∗ ∀因此 其

细胞内蛋白的合成 ! 修饰与代谢活动十分活跃 ∀ ≥

蛋白酶复合体作为细胞内蛋白代谢的重要调控因子

之一 研究其在软体动物合浦珠母贝中的结构与功能

特点将有助于揭示生物矿化的机理 ∀本文以外套膜总

为研究材料 根据脊椎动物 ≥蛋白酶体的 ×°

酶亚基保守序列设计简并引物 从合浦珠母贝外套膜

中 首次扩增到软体动物 ≥ 和 ≥ 基因片段 为研究

≥蛋白酶体的结构及功能奠定了分子基础 ∀

材料和方法

材料来源

合浦珠母贝取自广西壮族自治区北海市珍珠总

公司珍珠养殖场 迅速取下外套膜组织 于

中浸泡 ∀

×2°≤
模板 ⁄ 合成 利用总 提取试剂盒 2

¬ × 提取外套膜组织的总

后 取 Λ 总 为模板 参照反转录试剂盒

× °≤ × 说明合成 ⁄ ∀

引物合成 根据 ≈ 和 ⁄∏
≈ 等对大鼠

Ραττυσ νορϖεγιχυσ 和人 Ηοµο σαπιενσ ≥蛋白酶体

×°酶亚基的序列分析 选取 ≥ ≥ 序列登录号 大

鼠 ± 和 ± 人 和 中包含

×°酶组件的上下保守序列 ∞ °° 和 ≤×∞

在 ° ° 软件辅助下设计简并引物 °

χ2 × × ≤ ≤≤ × ≤≤

2 χ和 ° χ2≤ × ≤≤ ≤ ≤ × ×≤ × ×

≤ 2 χ∀引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成 ∀

°≤ Λ 反应体系中含 Λ 引物

≤ Λ ×° × ⁄ 聚合

酶 × ≤ ≤ 及

⁄ 模板 Λ 约 Λ ∀扩增条件为 ε 变性

ε 退火 ε 延伸 个循环后

ε 再延伸 最后 ε 保存 ∀

°≤ 产物纯化与克隆

°≤ 反应完毕后进行琼脂糖凝胶 电泳

检测 切下与预期分子量 大小相同的目的片

段 用 °≤ 产物纯化试剂盒 • °≤ ° ⁄

∏ ° 纯化回收 然后亚克隆至载

体 ∞ 2× ∞ ∂ ° 转化大肠杆菌

⁄ 2Α 经阳性克隆筛选 !提质粒 !酶切及 °≤ 确认重

组体 ∀

测序及序列分析

将含有目的片段的 ∞ 2× ∞ ∂ 重组质

粒进行测序 测序由上海生物工程公司完成 ∀测序结

果通过 中搜索工具 进行同源检索 并

利用 ≤ ∏ • !≤ ∏ ÷ 软件完成同源性比较 !

序列分析和 2 进化树的绘制 ∀

结果

×2°≤
图 为合浦珠母贝 ≥蛋白酶体 ≥ 和 ≥ 亚基

基因片段的 °≤ 扩增结果 ∀在扩增长约 和

的两个片段中 符合上下保守序列间隔区段

应包含的碱基数 为目的产物 ∀

序列分析

测序后得到如图 所示的两段 ⁄ 序列 ∀经
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图 ≥ 和 ≥ 亚基基因片段的 ⁄ 序列及编码的氨基酸

括号内为 ×°酶组件 个功能基序用粗体字母表示

ƒ × ∏ ⁄ ∏ ≥ ≥ ∏∏

× ×° ∏ ∏ √

搜索 两段序列分别与脊椎动物 ≥蛋

白酶体的 ×°酶亚基 ≥ 和 ≥ 基因的相应区域具有

以上的同源性 ∀同时 对这两段基因编码的

个氨基酸进行 保守序列搜索及序列分析发现

第 ∗ 位氨基酸都属于 ×°酶组件序列 其中

∗ 位氨基酸 °° × × 为 ×°结合基序 ∗

为 ×°水解基序 ⁄∞ ⁄ ∗ 及 ∗ 位氨

基酸分别为 ⁄ 螺旋酶的特征性基序/ ×0和

/ ° ⁄ 0 从而证实它们分别为合浦珠母贝

≥蛋白酶体的 ≥ ≥ 两个亚基的基因片段 图 ∀序
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列分析也表明 °° × ×与 ⁄∞ ⁄之间相隔 个氨

基酸 ⁄∞ ⁄与 × ×与 ° ⁄ 之间插入

的氨基酸残基分别是 和 与 等对鼠类

≥蛋白酶体 ×°酶亚基的结构特征的研究一致 ≈

与其它生物同源体的序列比较发现也得到相同结果

图 ∀

同源性比较及生物进化

同源性比较表明合浦珠母贝 ≥蛋白酶体的 ≥

和 ≥ 亚基的 ×°酶组件有 的氨基酸相同 而

与其它真核生物同源体的 ×°酶组件有着 ∗

的同源性 其中与动物同源体的同源性明显高

于西芹 Αραβιδοπσιστηαλιανα 和酵母 Σαχχηαροµψχεσ

χερεϖισιαε 的同源蛋白 图 ∀同时 从图 也可看出

合浦珠母贝 ≥蛋白酶体的 ≥ 亚基与其同源体的同

源性高于 ≥ 亚基与其同源体的同源性 ≥ 亚基与人

类 ! 青蛙 Ξενοπυσ λαεϖισ 等脊椎动物的同源性达
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与进化关系较远的真菌 !植物的同源性也在

以上 而 ≥ 与人类和鼠类的同源性为 与

无脊椎动物线虫 Χαενορηαβδιτισελεγανσ ≥ 亚基的同

源性 也低于 ≥ 而与真菌 !植物等

生物的同源性却在 以下 ∀

根据序列构建 2 树 可以构建不同生物 ≥ 和

≥ 亚基的系统发育关系 ∀如图 所示 ≥ 和 ≥ 亚基

分属于两个亚群 但真核生物 ≥ 和 ≥ 亚基在进化树

上各成一支 ∀合浦珠母贝 ≥ ≥ 在系统进化上较果蝇

∆ροσοπηιλα µελανογαστερ 和线虫等无脊椎动物更接近
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图 合浦珠母贝 ≥ ≥ 与其同源体的系统发育关系

利用 ≤ ∏ ÷ 的 2 方法绘制

ƒ × Πινχταδα φυχατα

≥ ≥ ×

∏ 2 ∏

2 ≤ ∏ ÷

于脊椎动物 而与真菌和植物相隔较远 ∀从图 还可

以看出 ≥ 与 ≥ 在进化关系上并不完全一样 在 ≥

这一支上 真菌自成一支 而 ≥ 一支中是植物自成一

支 ∀由于 ≥亚复合体的 ×°酶亚基彼此之间在 ×°

酶组件的氨基酸序列和结构上具有高度的同源性 推

测这些 ×°酶亚基可能来源于共同的祖先 因一系

列基因复制事件而形成各种在结构与功能上并不完

全相同的亚群 ∀这一进化规律一方面解释了 ×°酶

组件在不同生物体内都发现的原因 另一方面也说明

了 ≥蛋白酶体在细胞代谢中的重要地位 ≈ ∀

讨论

如图 所示 本次扩增的两段基因编码的氨基

酸序列与其它生物同源体有着高度的同源性 以

上 且具有 ×°酶亚基所有的保守序列和功能位

点 ∀其 ×°酶组件中不仅含有 ×°酶的两个特征结

构域 ×°结合基序 / ¬ ×0和水解基序 / ⁄∞ ⁄0 还

具有 ⁄ 螺旋酶的特征性基序/ ≥ ×0 / ± ¬2

¬¬ 0 不仅如此 ¬ ×与 ⁄∞ ⁄ ⁄∞ ⁄与 ≥ ×

≥ ×与 ± ¬ ¬¬ 之间间隔的氨基酸数目也完全

相同 分别是 和 个氨基酸残基 这些结构特

征不仅说明这 个保守基序在功能上起着关键作用

同时也说明了 ≥蛋白酶体 ×°酶亚基在结构和功

能上的保守性 ∀

尽管 ≥亚复合体各 ×°酶亚基之间具有较高

的同源性 但功能却并不完全相同 如 ≥∏ 通过调节

特定的 ≥亚基的表达水平 保证蛋白酶体对大量底

物的快速降解 促使细胞死亡 而 ≥∏ 却参与纺锤极

体降解前其组成部分的去折叠 ≈ ∀另外 ⁄ 等人

认为 ≥ ≥ × ° 及 ≥ 除具有 ×°酶活性外 还

作为一种转录因子或细胞周期蛋白通过调节基因的

表达 影响细胞有丝分裂并参与细胞程序性死亡过

程 与 等发现酵母 ≥ 和 ≥ 蛋白突变使细胞不

能完成有丝分裂的结果一致 ≈ ∗ ∀虽然这些亚基是蛋

白酶体降解蛋白底物所必须的 但本身并没有蛋白酶

活性 可能只是以一种类似分子伴侣的方式将靶蛋白

的去折叠和 ×°水解偶联起来 通过对 ≥亚复合体

酶活性的调节 协助 ≥蛋白酶体对泛肽化蛋白的识

别 !去折叠和降解 ≈ ∀

本次扩增的合浦珠母贝 ≥ ≥ 基因片段编码的

氨基酸序列与其它生物同源体具有高度同源性 并含

有 ×°酶亚基所有的功能保守序列和结合位点 从

而推测合浦珠母贝 ≥ ≥ 两个亚基可能通过调节 ≥

蛋白酶体降解泛肽标记蛋白 调控细胞内一些功能蛋

白 如信号传递因子的灭活 实现对细胞功能活动的

精确调控 ∀同时 ≥ ≥ 同源体也可能作为一种转录

因子或通过降解转录因子调节基因表达和其它有机

大分子转录 参与珍珠质矿化过程 其具体的功能及

其作用机制有待于进一步研究证实 ∀本次克隆的 ≥

和 ≥ 基因片段将有助于完整基因的分离 为阐释 ≥

蛋白酶体在珍珠质生物矿化中的作用和机理奠定了

分子基础 ∀
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