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提要 uy≥蛋白酶体是真核生物中一种具有 �×°依赖性的蛋白酶复合体 o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 o参与多种细胞活动

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

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

并引物 °≤� 手段 o从软体动物合浦珠母贝kΠινχταδα φυχαταl中扩增到参与构成 t|≥亚复合体的

≥w和 ≥zk �≥≥tl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 �¬w��×o

⁄∞�⁄o≥�×和 �r±�¬��¬¬� 等 uy≥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 uy≥蛋白酶体的 �×°酶亚基基因序列 o为研究软体动物中 uy≥蛋白酶体的结构与功能

奠定了分子基础 ∀
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uy≥蛋白酶体kuy≥ ³µ²·̈¤¶²°̈ l是真核生物中一种

具有 �×°依赖性的蛋白酶复合体 o 主要通过泛肽

k�¥¬́∏¬·¬±l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 o对多种细胞活动进行调控 ≈t ∗ v ∀uy≥蛋白酶复合

体由 us≥和 t|≥k又称 °�zssl 两个亚复合体组成 o其

中 us≥亚复合体是由 tw个亚基形成的中空圆柱体 o

是 uy≥复合体的核心催化颗粒 o不具有 �×°和泛肽依

赖性 ∀ t|≥亚复合体至少包括 tx个分子量在 wu ∗

tts®∏之间的亚基 o是 uy≥蛋白酶体的调控体 o调节

us≥的催化活性 ~其中至少有 ≥wk≠×�xl o ≥yk×�°zr

≠×�ul o≥zk �≥≥tr ≠×�vl o≥{k×�°tr ≠×�tl o≥��t和

≥��u六个亚基具有 �×°酶活性 o与其它亚基一起 o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 uy≥蛋白酶体对底物的降解 o并使 uy≥

蛋白酶体具有 �×°和泛肽依赖性 ≈t ∗ y ∀其中 ≥wo ≥yo

≥zo≥{和 ≥��t还作为转录因子 o调节一些功能蛋白

基因 o包括细胞周期蛋白基因的转录 o并参与细胞的

程序性死亡 ≈y oz ∀此外 o �²µ§²±等 ≈{ 也发现酵母 ≥w和

≥z蛋白突变使细胞不能完成有丝分裂 o导致细胞周

期受阻 o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 o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 o而且在 � ��代谢或 � ��转录或转录后调

控过程中起作用 o是机体不可缺少的一种调控蛋白

酶 ∀到目前 o已在不同生物体内 o包括原核生物和真核

生物 o发现多个 ���蛋白家族成员 o并对它们的结构

特征和功能进行了分析研究 ≈w ∗ y ∀ �×°酶组件是由

uss ∗ uxs个氨基酸构成的保守序列 o是 ���家族蛋

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

°≤� 扩增结果

� }核酸分子量标准ktss¥³ ¤̄§§̈µl ~t}°≤� 扩增结果

ƒ¬ªqt ×«̈ ¨̄ ¦̈·µ²³«²µ̈·¬¦µ̈¶∏̄·¶©²µ°≤� ²©≥w ¤±§≥z¶∏¥∏±¬·

²©uy≥ ³µ²·̈¤¶²°̈ ©µ²° Πινχταδα φυχατα

• ¤̄®̈µ� �²¬o°2̄²²³l/ �¬w��×0和 �×°水解基序k或称

º¤̄®̈µ� �²¬l/ ⁄∞�⁄0两个特征性结构域 ≈x oy ∀参与构成

uy≥ 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 o 而且还具有 � ��r

⁄��螺旋酶的特征性基序 / ≥�×0 o/ �r ±�¬��¬¬�0 等

功能基序 ≈| ∀

uy≥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 ≈ts ∗ tv 
o但目前软体动物中 uy≥

蛋白酶体结构与功能的研究尚未见报道 ∀合浦珠母贝

k Πινχταδα φυχαταl是我国培育海水珍珠的主要贝类 o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 o还通过复杂的胞

内机制对珍珠质的矿化周期进行调控 ≈tw ∗ tz ∀因此 o其

细胞内蛋白的合成 ! 修饰与代谢活动十分活跃 ∀uy≥

蛋白酶复合体作为细胞内蛋白代谢的重要调控因子

之一 o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 o根据脊椎动物 uy≥蛋白酶体的 �×°

酶亚基保守序列设计简并引物 o从合浦珠母贝外套膜

中 o首次扩增到软体动物 ≥w和 ≥z基因片段 o为研究

uy≥蛋白酶体的结构及功能奠定了分子基础 ∀

t 材料和方法

tqt 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 o迅速取下外套膜组织 o于 � ��̄ ¤·̈µ

k�°¥¬²±o�±¦ql中浸泡 ∀

tqu � ×2°≤�
模板¦⁄��合成 o利用总 � ��提取试剂盒 � ��2

½²̄k�¬²·̈¦¬�¤¥²µ¤·²µ¬̈¶o ×¤�¤�¤l提取外套膜组织的总

� ��后 o取 t Λª总 � ��为模板 o参照反转录试剂盒

k×¤�¤�¤ � �� °≤� �¬·o×¤�¤�¤l说明合成¦⁄�� ∀

引物合成 o 根据 �¤®¬±²
≈| 和 ⁄∏¥¬̈¯

≈tt 等对大鼠

k Ραττυσ νορϖεγιχυσl 和人 k Ηοµο σαπιενσl uy≥蛋白酶体

�×°酶亚基的序列分析 o选取 ≥wo≥zk序列登录号 }大

鼠 ±svxuz和 ±yvvwzo人 �wwwy{和 ���st{y{l中包含

�×°酶组件的上下保守序列 ��∞r�°°��和 ≤×∞���r

�o在 °µ¬°̈ µ°µ̈°¬̈µxqs软件辅助下设计简并引物 °t}

xχ2��� �×k×r ≤l k�r �l �� ≤≤k�r ×l ≤≤� ��k�r �l

��2vχ和 °u}xχ2≤�k�r�r×l �≤≤ ��≤ k≤r×l×≤ ×�× k�r

�l ≤�2vχ∀引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成 ∀

°≤� xs Λ�反应体系中含 u Λ°²̄r �引物 o uqx

°°²̄r��ª≤̄ u ouss Λ°²̄r�§�×°ouqx � ×¤́ ⁄��聚合

酶 ous °°²̄ r�×µ¬¶p �≤̄ k³�{qwl oxs °°²̄ r��≤̄ 及

¦⁄��模板 u Λ�k约 t Λªl ∀扩增条件为 |w ε 变性 wx

¶oxwqx ε 退火 t °¬±ozu ε 延伸 t °¬±ovs个循环后 zu

ε 再延伸 ts °¬±o最后 w ε 保存 ∀

tqv °≤� 产物纯化与克隆

°≤� 反应完毕后进行琼脂糖凝胶 ktqxh l 电泳

检测 o切下与预期分子量kxzs ¥³l大小相同的目的片

段 o用 °≤� 产物纯化试剂盒 k •¬½¤µ§
�
°≤� °µ̈³ ⁄��

³∏µ¬©¬¦¤·¬²±µ̈¶¬±o°µ²°̈ ª¤l纯化回收 o然后亚克隆至载

体 ³�∞�
�2× ∞¤¶¼ ∂ ¦̈·²µk°µ²°̈ ª¤l o 转化大肠杆菌

⁄�x2Αo经阳性克隆筛选 !提质粒 !酶切及 °≤� 确认重

组体 ∀

tqw 测序及序列分析

将含有目的片段的 ³�∞�
�2× ∞¤¶¼ ∂ ¦̈·²µ重组质

粒进行测序 o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 o并

利用 ≤̄ ∏¶·¤̄ • ! ≤̄ ∏¶·¤̄ ÷ktq{tl软件完成同源性比较 !

序列分析和 �2�k�̈¬ª«¥²µ�²¬±¬±ªl进化树的绘制 ∀

u 结果

uqt � ×2°≤�
图 t为合浦珠母贝 uy≥蛋白酶体 ≥w和 ≥z亚基

基因片段的 °≤� 扩增结果 ∀在扩增长约 xzs ¥³和 wzs

¥³的两个片段中 oxzs ¥³符合上下保守序列间隔区段

应包含的碱基数 o为目的产物 ∀

uqu 序列分析

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

括号内为 �×°酶组件 ow个功能基序用粗体字母表示

ƒ¬ªqu ×«̈ ¶̈ ∏́̈ ±¦̈ ²©·«̈ ¦⁄�� ©µ¤ª°̈ ±·¤±§§̈§∏¦̈§¤°¬±²¤¦¬§²©≥w ¤±§≥z¶∏¥∏±¬·

×«̈ �×°¤¶̈ °²§∏̄¨ º¤¶¶«²º̈ §¬± ¥µ¤¦®̈·¤±§·«̈ ©²∏µ«¬ª«̄¼¦²±¶̈µ√̈ § °²·¬©¶º̈ µ̈ ¬±§¬¦¤·̈§¬± ¥²̄§

�̄¤¶·搜索 �̈ ±�¤±®o两段序列分别与脊椎动物 uy≥蛋

白酶体的 �×°酶亚基 ≥w和 ≥z基因的相应区域具有

zxh以上的同源性 ∀同时 o对这两段基因编码的 t|s

个氨基酸进行 �̄¤¶·保守序列搜索及序列分析发现 o

第 z ∗ t|s位氨基酸都属于 �×°酶组件序列 o 其中

tu ∗ t|位氨基酸k�°°�×��×l为 �×°结合基序 ozt ∗

zw为 �×°水解基序 ⁄∞�⁄ottx ∗ tty及 tu{ ∗ tvw位氨

基酸分别为 � ��r⁄��螺旋酶的特征性基序/ ��×0和

/ �r �� °���r �⁄�0 o从而证实它们分别为合浦珠母贝

uy≥蛋白酶体的 ≥wo≥z两个亚基的基因片段k图 ul ∀序
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列分析也表明 o�°°�×��×与 ⁄∞�⁄之间相隔 xt个氨

基酸 o⁄∞�⁄与 ��×o��×与 �r�� °���r�⁄� 之间插入

的氨基酸残基分别是 ws和 tso 与 �¤®¬±²等对鼠类

uy≥蛋白酶体 �×°酶亚基的结构特征的研究一致 ≈| 
o

与其它生物同源体的序列比较发现也得到相同结果

k图 v¤l ∀

uqv 同源性比较及生物进化

同源性比较表明合浦珠母贝 uy≥蛋白酶体的 ≥w

和 ≥z亚基的 �×°酶组件有 xzqyh的氨基酸相同 o而

与其它真核生物同源体的 �×°酶组件有着 {sh ∗

|yqzh的同源性 o其中与动物同源体的同源性明显高

于西芹 k Αραβιδοπσιστηαλιαναl 和酵母 k Σαχχηαροµψχεσ

χερεϖισιαεl的同源蛋白k图 v¥l ∀同时 o从图 v¥也可看出

合浦珠母贝 uy≥蛋白酶体的 ≥z亚基与其同源体的同

源性高于 ≥w亚基与其同源体的同源性 o ≥z亚基与人

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

{zh以上 o而 ≥w与人类和鼠类的同源性为 |yquh o与

无脊椎动物线虫 k Χαενορηαβδιτισελεγανσl ≥w亚基的同

源性k{|qzh l也低于 ≥zk|uq|h l o而与真菌 !植物等

生物的同源性却在 {zh以下 ∀

根据序列构建 �2�树 o可以构建不同生物 ≥w和

≥z亚基的系统发育关系 ∀如图 w所示 o≥w和 ≥z亚基

分属于两个亚群 o但真核生物 ≥w和 ≥z亚基在进化树

上各成一支 ∀合浦珠母贝 ≥wo≥z在系统进化上较果蝇

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

k利用 ≤̄ ∏¶·¤̄÷tq{t的 �2�方法绘制l

ƒ¬ªqw ×«̈ ³«¼̄²ª̈ ±̈ ·¬¦¤±¤̄¼¶¬¶¥̈·º̈ ±̈ Πινχταδα φυχατα

≥wo≥z ¤±§·«̈¬µ«²°²̄²ª¬̈¶©µ²° ²·«̈µ¶³¬¦̈¶q ×«̈

∏±µ²²·̈§�2�·µ̈¨ º¤¶ª̈ ±̈ µ¤·̈§¥¼ ∏¶¬±ª·«̈ °̈ ·«²§

�2�²©³µ²ªµ¤° ≤̄ ∏¶·¤̄÷ tq{t

于脊椎动物 o而与真菌和植物相隔较远 ∀从图 w还可

以看出 o≥w与 ≥z在进化关系上并不完全一样 o在 ≥w

这一支上 o真菌自成一支 o而 ≥z一支中是植物自成一

支 ∀由于 t|≥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 o推

测这些 �×°酶亚基可能来源于共同的祖先 o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 o另一方面也说明

了 uy≥蛋白酶体在细胞代谢中的重要地位 ≈w ox ∀

v 讨论

如图 uov所示 o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k{sh以

上l o 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 / �¬w��×0和水解基序 / ⁄∞�⁄0 o还

具有 � ��r⁄��螺旋酶的特征性基序/ ≥�×0 o/ �r±�¬2

��¬¬�0 o不仅如此 o �¬w��×与 ⁄∞�⁄o ⁄∞�⁄与 ≥�×o

≥�×与 �r ±� ¬��¬¬� 之间间隔的氨基酸数目也完全

相同 o分别是 xtows和 ts个氨基酸残基 o这些结构特

征不仅说明这 w个保守基序在功能上起着关键作用 o

同时也说明了 uy≥蛋白酶体 �×°酶亚基在结构和功

能上的保守性 ∀

尽管 t|≥亚复合体各 �×°酶亚基之间具有较高

的同源性 o但功能却并不完全相同 o如 ≥∏ªt通过调节

特定的 t|≥亚基的表达水平 o保证蛋白酶体对大量底

物的快速降解 o促使细胞死亡 ~而 ≥∏ªu却参与纺锤极

体降解前其组成部分的去折叠 ≈x ∀另外 o⁄¤º¶²±等人

认为 ≥wo≥zo×�°t及 ≥��t除具有 �×°酶活性外 o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 o影响细胞有丝分裂并参与细胞程序性死亡过

程 o与 �²µ§²±等发现酵母 ≥w和 ≥z蛋白突变使细胞不

能完成有丝分裂的结果一致 ≈y ∗ { ∀虽然这些亚基是蛋

白酶体降解蛋白底物所必须的 o但本身并没有蛋白酶

活性 o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 o通过对 us≥亚复合体

酶活性的调节 o协助 uy≥蛋白酶体对泛肽化蛋白的识

别 !去折叠和降解 ≈u oy ∀

本次扩增的合浦珠母贝 ≥wo ≥z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 o并含

有 �×°酶亚基所有的功能保守序列和结合位点 o从

而推测合浦珠母贝 ≥wo≥z两个亚基可能通过调节 uy≥
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