
书书书

畜牧兽医学报　２０１３，４４（４）：６３５６４１

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

小鼠犉狔狀及其多种突变体的载体构建和

蛋白生物活性预测分析
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摘　要：旨在构建小鼠犉狔狀及其多种突变体真核表达载体，预测突变后的蛋白质二级结构和功能改变。克隆小鼠

大脑皮质的犉狔狀基因，构建克隆质粒ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀
ｗｔ，经测序验证后，以ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀

ｗｔ为模板，针对不同突变位

点设计引物，构建不同突变体克隆质粒并验证，将犉狔狀不同的突变体克隆至真核表达载体ｐＣＡＧＭＣＳ，构建真核

表达载体ｐＣＡＧＭＣＳ犉狔狀
，将表达载体转染细胞进行检测，并对其进行生物信息学分析。测序结果显示

ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀
ｗｔ核苷酸序列正确率１００％，突变体完全达到预期设计；ｐＣＡＧＭＣＳ犉狔狀转染细胞后Ｆｙｎ表达

量明显升高（犘＜０．０１）。结果表明，Ｆｙｎ突变体蛋白质的二级结构与野型相比有很大改变，可能影响其生物活性。
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　　Ｆｙｎ蛋白通过各种受体，参与体内众多信号转

导途径，被认为是参与神经元迁移的因子之一，对肺

鳞状细胞癌［１］以及阿尔茨海默疾病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ＇ｓ

ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）引起的突触缺失和神经毒性有着一定

的影响［２］，在学习记忆的过程中也发挥重要作用。

因此研究Ｆｙｎ的不同构型对细胞和机体功能的影
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响可以为阐明神经元迁移的分子机制以及疾病的预

防、药物的研制提供一定的参考和思路。

Ｆｙｎ的分子结构从Ｎ端到Ｃ端依次是ＳＨ３结

构域、ＳＨ２结构域和蛋白激酶结构域（ＴｙｒＫｃ）。通

过折叠动力学分析，即使是普通电子密度也会产生

显著的蛋白折叠动力学效应。Ｆｙｎ的ＳＨ３结构域

包含５个互变的氨基酸，其互变优化的表面形成电

子互作的多样性。其结构稳定性是因为在折叠区有

１个八倍体折叠域，而其单个氨基酸的电子互作则

使结构更趋稳定［３］，这和通常所理解的折叠稳定性

不同，这说明，和折叠态相比，过渡态的电子互作不

明显。ＴｙｒＫｃ起着酪氨酸激酶及蛋白质磷酸化作

用，在绝大多数的细胞活动中扮演着关键的角色，是

一种介导蛋白激酶磷酸化蛋白和钙调蛋白的可逆性

区域。Ｆｙｎ与某些转录因子的转录调控有密切的关

系，这些转录因子是不同的信号途径的重要组分，研

究表明大脑中的Ｆｙｎ在体外能引起Ｄａｂ１的Ｙ１８５、

Ｙ１９８／２００和Ｙ２３２位点磷酸化
［４］，同时这种磷酸化修

饰表现出组织器官的差异性，譬如在肝脏中，Ｄａｂ１被

Ｆｙｎ磷酸化的位点仅发生在Ｙ１８５和Ｙ１９７。

基因定点突变可通过重叠延伸ＰＣＲ、普通质粒

ＰＣＲ、ＴＡＬＥＮ技术等方法对目的ＤＮＡ引入所需突

变位点，包括碱基的添加、删除、点突变等，可以同时

突变一个或多个位点。定点突变能迅速、高效地改

变ＤＮＡ所表达的目的蛋白的性状及表征。本研究

从小鼠大脑皮质中克隆犉狔狀基因，构建不同突变体

（表１）的真核表达载体ｐＣＡＧＭＣＳ犉狔狀并转染

ＣＨＯ细胞，探讨小鼠不同犉狔狀构型的二级结构以

及氨基酸活性，为进一步研究犉狔狀在细胞骨架重排

和神经元迁移的作用及分子机制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂

内切酶犈犮狅ＲⅠ、犛犪犾Ⅰ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、质粒

提取试剂盒和 ＤＮＡ回收试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公

司；ｐＭＤ１８Ｔ、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ
Ⅱ Ｋｉｔ和

ＭｕｔａｎＢＥＳＴＫｉｔ购自ＴａＫａＲａ公司；ＣＨＯ细胞系、

ｐＣＡＧＭＣＳ和犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＤＨ５α感受态细菌

为本实验室保存；引物合成及测序由南京金斯瑞生

物技术有限公司完成。

１．２　方法

１．２．１　小鼠大脑皮质扩增犉狔狀基因　　根据ＮＣ

ＢＩ上公布的小鼠犉狔狀基因序列（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓ

ｓｉｏｎＮＭ＿００１１２２８９３．１），使用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计

１对特异性引物（表２），ＰＣＲ扩增片段为１６１４ｂｐ，

覆盖犉狔狀编码区。

表１　犉狔狀的不同突变型

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犉狔狀犿狌狋犪狀狋狊

名称 Ｎａｍｅ 说明 Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

犉狔狀
ｗｔ 小鼠犉狔狀基因

犉狔狀
２ Ｇ２Ａ突变，检测豆蔻酰化位点

犉狔狀
３ Ｃ３Ｓ突变，检测棕榈酰化位点

犉狔狀
７ Ｋ７Ａ突变，检测甲基化位点

犉狔狀
７／９ Ｋ７Ａ和Ｋ９Ａ双突变，检测甲基化位点

犉狔狀
ＳＨ３ Ｐ１３４Ｌ突变，灭活ＳＨ３区

犉狔狀
ＳＨ２ Ｒ１７６Ａ突变，灭活ＳＨ２区

犉狔狀
ＳＨ２／ＳＨ３ Ｒ１７６Ａ／Ｐ１３４Ｌ双突变，灭活ＳＨ２、ＳＨ３区

犉狔狀
２５９ 基因缺失，不含蛋白激酶区，包含前２５９个氨基酸

犉狔狀
ＤＮ Ｋ２９９Ａ突变，激酶致死性突变

犉狔狀
３９０ Ｄ３９０Ａ突变，检测酪氨酸蛋白激酶位点

犉狔狀
ＣＡ Ｙ５３１Ｆ突变，持续性激活突变

１．２．２　克隆质粒ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀
ｗｔ的构建与鉴定　

　ＰＣＲ产物用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收，将回收

产物与 ｐＭＤ１８Ｔ 载体 连接，并转化 大肠杆菌

ＤＨ５α，挑选阳性克隆经ＰＣＲ和酶切鉴定，命名为

ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀
ｗｔ，送金斯瑞生物技术有限公司测序。

１．２．３　突变体ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀
的构建与鉴定　

　以测序正确的克隆质粒ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀
ｗｔ作为模

板，设计点突变引物（表２），通过ＰＣＲ定点突变的

方法进行突变程序（其中ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀
ＳＨ２／ＳＨ３双突

变选择ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀
ＳＨ２作为模板，以ｐＭＤ１８Ｔ

犉狔狀
ＳＨ３的引物进行点突变），ＰＣＲ反应参数：９４℃变

性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸５ｍｉｎ，循环３０

次，对ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶回收；产物继续

ＢｌｕｎｔｉｎｇＫｉｎａｔｉｏｎ反应，反应条件：ＤＮＡ 片段１７

μＬ，１０×ＢｌｕｎｔｉｎｇｋｉｎａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ２μＬ，Ｅｎｚｙｍｅ

Ｍｉｘ１μＬ，３７℃１０ｍｉｎ，７０℃１０ｍｉｎ；取５μＬ上一

步反应液和ｌｉｇａｔｉｏｎＳｏｌｕｔｉｏｎＩ１６℃混合１ｈ；连接

产物经氯化钙法转化入犈．犮狅犾犻ＤＨ５α感受态细菌，

转化的菌液涂布于含１００ｍｇ·Ｌ
－１卡那霉素的ＬＢ

平板上培养，挑取单克隆摇菌，将获得的阳性克隆质

粒 （命名为ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀）送金斯瑞生物技术

有限公司测序。

６３６
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表２　犘犆犚引物序列

犜犪犫犾犲２　犛犲狇狌犲狀犮犲狅犳犘犆犚狆狉犻犿犲狉狊

基因

Ｇｅｎｅ

引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长度／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ

退火温度／℃

Ｔｍ

犉狔狀
ｗｔ

Ｆ：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＣＴＧＴＧＴＧＣＡＡ

Ｒ：ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＡＧＧＴＴＴＴＣＡＣＣＧ
１６１４ ５６

犉狔狀
２

Ｆ：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＣＴＧＴＧＴＧＣＡＡＴＧＴＡＡＧ

Ｒ：ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＡＧＧＴＴＴＴＣＡＣＣＧ
１６１４ ５６

犉狔狀
３

Ｆ：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＣＴＣＴＧＴＧＣＡＡＴＧＴＡＡＧ

Ｒ：ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＡＧＧＴＴＴＴＣＡＣＣＧ
１６１４ ５６

犉狔狀
７

Ｆ：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＣＴＧＴＧＴＧＣＡＡＴＧＴＧＣＧＧＡＴＡＡＡＧＡＡＧＣＡＧＣＧ

Ｒ：ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＡＧＧＴＴＴＴＣＡＣＣＧ
１６１４ ５６

犉狔狀
７／９

Ｆ：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＣＴＧＴＧＴＧＣＡＡＴＧＴＧＣＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧＣＡＧＣＧ

Ｒ：ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＡＧＧＴＴＴＴＣＡＣＣＧ
１６１４ ５６

犉狔狀
ＳＨ３

Ｆ：ＣＴＴＡＴＣＧＣＣＧＡＧＡＧＣＧＡＡＡＣＣ

Ｒ：ＡＡＡＧＧＴＡＣＣＴＣＴＴＧＧＧＴＴＴＣ
４３００ ５５

犉狔狀
ＳＨ２

Ｆ：ＴＡＣＡＴＴＣＴＣＡＧＣＡＡＴＴＡＣＧ

Ｒ：ＡＣＣＡＧＴＴＴＣＣＣＣＧＧＴＴＧＴＣ
４３００ ５５

犉狔狀
２５９

Ｆ：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＣＴＧＴＧＴＧＣＡＡ

Ｒ：ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＣＡＴＴＴＧＡＣＡＧＡＣＡＧＡＴＣＧ
７８０ ５４

犉狔狀
３９０

Ｆ：ＣＡＣＡＧＡＧＣＴＣＴＧＣＧＡＴＣＡＧＣＡＡＡＣ

Ｒ：ＧＡＴＡＴＡＡＴＴＣＡＴＧＣＧＣＴＣＧＡＴ
４３００ ５５

犉狔狀
ＤＮ

Ｆ：ＧＣＣＡＴＡＧＣＧＡＣＣＣＴＴＡＡＧＣＣ

Ｒ：ＴＡＣＴＴＴＴＧＴＡＴＴＴＣＣＡＴＴＣＣ
４３００ ５５

犉狔狀
ＣＡ

Ｆ：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＣＴＧＴＧＴＧＣＡＡ

Ｒ：ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＡＧＧＴＴＴＴＣＡＣＣＧＧＧＣＴＧＡＡＡＣＴＧＧＧＧＣＴＣＴ
１６１４ ５６

犉狔狀 ｆｒａｇ

ｍｅｎｔ

Ｆ：ＣＡＣＡＧＡＣＣＣＣＡＣＣＣＣＴＣＡ

Ｒ：ＣＣＧＴＣＣＧＴＧＣＴＴＣＡＴＡＧＴ
２００ ６０

β犪犮狋犻狀
Ｆ：ＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧＡＧＣＴＡＣＧＡ

Ｒ：ＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧ
１９４ ６０

犌犃犘犇犎
Ｆ：ＡＧＣＧＡＧＡＣＣＣＣＡＣＴＡＡＣＡ

Ｒ：ＡＴＧＡＧＣＣＣＴＴＣＣＡＣＡＡＴＧ
２８９ ５５

下划线为突变位点，犉狔狀表示犉狔狀不同构型，上标数字或字母含义见表１，下同

ＴｈｅｍｕｔａｎｔｓｗｅｒｅＵｎｄｅｒｌｉｎｅｄａｎｄ犉狔狀
 ｍｅａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅ，ｔｈｅｅｘｐｌａｎａｔｉｏｎｏｆｎｕｍｂｅｒａｎｄｌｅｔｔｅｒｗａｓｓｅｅｎｔｈｅＴａｂｌｅ１．Ｔｈｅ

ｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

１．２．４　真核表达载体的构建与鉴定　　将测序正

确的１２个阳性重组克隆质粒ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀
经

犈犮狅ＲⅠ和犛犪犾Ⅰ双酶切后克隆入ｐＣＡＧＭＣＳ，构建

真核表达载体ｐＣＡＧＭＣＳ犉狔狀
。将重组质粒转

７３６
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染ＣＨＯ细胞。试验分为Ｂ组（空白对照组）、Ｃ组

（转染空质粒）和Ｆ组（转染重组质粒）。分别以Ｂ、

Ｃ、Ｆ组细胞的ｍＲＮＡ为模板，ＲＴＰＣＲ得到的ｃＤ

ＮＡ并克隆犉狔狀基因，分析Ｆｙｎ的不同突变体在细

胞内的表达。

１．２．５　ＲＴｑＰＣＲ检测Ｆｙｎ
表达量的变化　　

ＲＴｑＰＣＲ 反 应 采 用 １５μＬ 体 系，包 括：ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ
Ⅱ７．５μＬ、水３．５μＬ、上下游引物

各０．５μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）、模板３μＬ。反应条件：

９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，４０个

循环反应，利用伯乐公司的ＣＦＸ９６进行检测。以β

犪犮狋犻狀为内参基因，２△△Ｃｔ法计算各基因表达的相对

差异 倍 数，△△Ｃｔ＝ （Ｃｔ目标基因 －Ｃｔβａｃｔｉｎ）试验组 －

（Ｃｔ目标基因－Ｃｔβａｃｔｉｎ）对照组。试验结果用“狓±狊”表示，

试验数据以 ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１８．０软件 Ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ进行分析与显著性检验，并用Ｄｕｎｃａｎ法

进行多重比较，犘＜０．０５表示差异显著，犘＜０．０１表

示差异极显著。

１．２．６　犉狔狀野型与突变体的生物信息分析　　将

突变体的氨基酸序列使用Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ软件进行蛋白

质的二级结构分析，以犉狔狀野型为参比对照，分别

采用ＣｈｏｕＦａｓｍａｎ法和ＧａｒｎｉｅｒＲｏｂｓｏｎ法预测蛋

白质的二级结构，Ｅｍｉｎｉ法预测蛋白质的表面可能

性。

２　结　果

２．１　质粒狆犕犇１８犜犉狔狀
狑狋的构建与鉴定

以ＲＴＰＣＲ得到的ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ结果可

见犌犃犘犇犎 和犉狔狀的产物 （图１Ａ），构建犉狔狀克隆

载体ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀
ｗｔ，ＰＣＲ和酶切鉴定（图１Ｂ），测

序结果正确率为１００％。

Ａ．犌犃犘犇犎 和犉狔狀ＰＣＲ产物；Ｂ．ｐＭＤ１８ＴＦｙｎ
ｗｔ克隆鉴定；１．ＲＴＰＣＲ脑犉狔狀产物；２．犌犃犘犇犎 ＲＴＰＣＲ产

物；３．空白对照；４．ｐＭＤ１８ＴＦｙｎ
ｗｔ酶切产物；５．ｐＭＤ１８ＴＦｙｎ

ｗｔＰＣＲ产物；Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准

Ｆｉｇ．Ａ．Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆ犌犃犘犇犎ａｎｄ犉狔狀；Ｆｉｇ．Ｂ．ＣｌｏｎｅａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＭＤ１８ＴＦｙｎ
ｗｔ；１．

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犉狔狀ｆｒｏｍｂｒａｉｎ；２．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犌犃犘犇犎；３．Ｔｈｅｂｌａｎｋａｓｃｏｎｔｒｏｌ；４．ＡｐｐｒａｉｓａｌｏｆｐＭＤ１８Ｔ

Ｆｙｎ
ｗｔｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｓ；５．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＭＤ１８ＴＦｙｎ

ｗｔ；Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图１　狆犕犇１８犜犉狔狀

狑狋克隆载体构建

犉犻犵．１　犜犺犲犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳犮犾狅狀犲狆犾犪狊犿犻犱狆犕犇１８犜犉狔狀
狑狋

２．２　突变质粒狆犕犇１８犜犉狔狀
的构建与鉴定

以ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀
ｗｔ为模板，突变引物ＰＣＲ扩

增后的产物见图２Ａ。ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀经犈犮狅ＲⅠ

与犛犪犾Ⅰ双酶切电泳见图２Ｂ。测序证明ｐＭＤ１８Ｔ

犉狔狀
中插入的小鼠犉狔狀基因完全符合试验设计。

２．３　重组质粒狆犆犃犌犕犆犛犉狔狀
的构建与鉴定

将构 建 的 克 隆 质 粒 ｐＭＤ１８Ｔ犉狔狀
 采 用

犈犮狅ＲⅠ与犛犪犾Ⅰ双酶切，回收片段并克隆入真核载

体ｐＣＡＧＭＣＳ，构建犉狔狀不同构型的真核表达载

体ｐＣＡＧＭＣＳ犉狔狀
，并通过ＰＣＲ和酶切验证，

结果完全符合预期设计，犉狔狀正确插入目的载体（图

３）；将重组质粒转染ＣＨＯ细胞后，ＲＴｑＰＣＲ检测

结果显示（图４），犉狔狀不同突变体在ｍＲＮＡ水平上

较Ｂ、Ｃ 组表达量明显增高（犘＜０．０１），这说明

犉狔狀
的重组质粒在ｍＲＮＡ水平得到了表达。

２．４　犉狔狀野型与突变体的生物信息分析

使用分析软件Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ对野型犉狔狀和不同突

变体进行氨基酸二级结构分析比对，发现突变位点

的表面可能性（ＳｕｒｆａｃｅｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙＰｌｏｔ）明显改变，

螺旋区、折叠区、转角区在突变后与野型明显差异；

和犉狔狀野型比较，突变体表面可能性发生了明显的

改变，有些突变体通过预测分析可能产生性质的改

变，这可能对蛋白质的二级结构有较大的影响（图

５）。

８３６
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Ａ．ｐＭＤ１８ＴＦｙｎ
ｗｔ及ｐＭＤ１８ＴＦｙｎ

点突变ＰＣＲ产物；Ｂ．ｐＭＤ１８ＴＦｙｎ
ｗｔ及ｐＭＤ１８ＴＦｙｎ

双酶切鉴定

Ｆｉｇ．Ａ．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＭＤ１８ＴＦｙｎ
ｗｔａｎｄｐＭＤ１８ＴＦｙｎ

 ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ；Ｆｉｇ．Ｂ．

ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｓｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＭＤ１８ＴＦｙｎ
ｗｔａｎｄｐＭＤ１８ＴＦｙｎ



图２　狆犕犇１８犜犉狔狀
狑狋和狆犕犇１８犜犉狔狀

不同构型的克隆鉴定

犉犻犵．２　犆犾狅狀犲犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犕犇１８犜犉狔狀
狑狋犪狀犱狆犕犇１８犜犉狔狀



Ａ．ｐＣＡＧＭＣＳ犉狔狀
 ＰＣＲ产物鉴定；Ｂ．ｐＣＡＧＭＣＳ犉狔狀双酶切鉴定

Ｆｉｇ．Ａ．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＣＡＧＭＣＳ犉狔狀
 ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ；Ｆｉｇ．Ｂ．Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎ

ｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｓｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＣＡＧＭＣＳ犉狔狀


图３　狆犆犃犌犕犆犛犉狔狀
克隆鉴定

犉犻犵．３　犆犾狅狀犲犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犆犃犌犕犆犛犉狔狀


３　讨　论

通过对Ｆｙｎ蛋白功能数据分析，结果显示其第

１—７位氨基酸是同价蛋白修饰位点；第２７７—２９９

位氨基酸推断是蛋白激酶 ＡＴＰ结合区；第３８６—

３９８位氨基酸推测是酪氨酸蛋白激酶特定活化区，

一般认为是第３９０位氨基酸；第５２４—５３７位氨基酸

被认为是负调控区。ＳＨ３结构域通过疏水性氨基

酸和脯氨酸与靶蛋白结合而决定了２种不同的构

型；ＳＨ２结构域包含约１００个氨基酸，通过２种表

面袋状结构结合磷酸化的酪氨酸，其特征性是与磷

酸化的酪氨酸有显著差异的残基，这是ＳＨ２仅有的

特征结构。酪氨酸激酶区在细胞活化中起重要作

用，本区域是介导蛋白激酶及其磷酸化可逆过程的

关键部位。

９３６
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Ａ．ＲＴｑＰＣＲ检测犉狔狀
相对表达量（以β犪犮狋犻狀为内参，见表２），“”表示Ｆ组与Ｂ组差异极显著（犘＜０．０１），“＃”

表示Ｆ组与Ｃ组差异极显著（犘＜０．０１）；Ｂ．ＲＴｑＰＣＲ检测犉狔狀超表达电泳图；Ｃ．ＲＴｑＰＣＲ检测β犪犮狋犻狀电泳图

Ａ．Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犉狔狀
 ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ（β犪犮狋犻狀ａｓａｃｏｎｔｒａｓｔ，Ｔａｂｌｅ２），“”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｈｉｇｈｌｙ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＢｇｒｏｕｐａｎｄＦｇｒｏｕｐ（犘＜０．０１），“＃”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｈｉｇｈｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅ

ｔｗｅｅｎｔｈｅＣｇｒｏｕｐａｎｄＦｇｒｏｕｐ（犘＜０．０１）；Ｂ．ＲＴｑＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犉狔狀 ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙａｇａ

ｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ；Ｃ．ＲＴｑＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆβ犪犮狋犻狀ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
图４　狆犆犃犌犕犆犛犉狔狀

转染细胞后犚犜狇犘犆犚检测分析

犉犻犵．４　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狆犆犃犌犕犆犛犉狔狀
犫狔犚犜狇犘犆犚

上图为Ｆｙｎ野型分析，下图为Ｆｙｎ突变体分析，圆圈和数字表示突变前后表面可能性的改变

Ｔｈｅｆｉｇｕｒｅ５ｓｈｏｗｓｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｗｉｌｄｔｙｐｅＦｙｎ（ｕｐ）ａｎｄｍｕｔａｎｔＦｙｎ（ｄｏｗｎ），ｃｉｒｃｌｅｓａｎｄｄｉｇｉｔｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅ

ｃｈａｎｇｅｏｆＳｕｒｆａｃｅＰｒｏｂａｂｉｌｉｔｙＰｌｏｔｂｅｔｗｅｅｎｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔｓ

图５　犉狔狀及其点突变位点分析
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　４期 安　磊等：小鼠犉狔狀及其多种突变体的载体构建和蛋白生物活性预测分析

　　Ｆｙｎ可以引起Ｔａｕ（微管相关蛋白）的酪氨酸磷

酸化。大量的研究表明，Ｆｙｎ在突触可塑性、学习记

忆方面扮演着重要的角色，Ｆｙｎ对贝塔淀粉样斑

（Ａｍｙｌｏｉｄｂｅｔａ，Ａβ）的产生以及调控 Ａβ引起的突

触功能障碍有着一定的影响，Ｆｙｎ可以增加淀粉样

前体蛋白非致病性剪切，以消除阿尔茨海默病的发

生［５］。在疾病早期，Ｆｙｎ的缺失造成Ａβ的增加，并

导致Ｔａｕ磷酸化的缺乏，降低学习能力。此外，在

大脑皮层的发育过程中，ＰＩ３Ｋ的活化受到 Ｒｅｅｌｉｎ

信号的引导，Ｓｒｃ激酶可以调控ＰＩ３Ｋ亚基ｐ８５α与

Ｄａｂ１相互作用，维持大脑发育的正常
［６］。Ｆｙｎ也涉

及到磷脂活化物质（Ｓｐｈｉｎｇｏｓｙｌｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，

ＳＰＣ）引起的肌动蛋白细胞骨架重排，通过 Ｆｙｎ

ＲｈｏＡＲｏｃｋ（Ｒａｓｈｏｍｏｌｏｇｇｅｎｅｆａｍｉｌｙ，ｍｅｍｂｅｒＡ，

ＲｈｏＡ；Ｒｈｏｋｉｎａｓｅ，Ｒｏｃｋ）信号通路可以控制纤维细

胞纤维状伪足的形成，抑制Ｆｙｎ活化或干扰其药理

作用会导致ＲｈｏＡ和被ＲｈｏＡ激活的Ｒｏｃｋ均被抑

制表达；相反，Ｒｏｃｋ抑制因子一旦解除，即会形成丝

状伪足。ＷＡＶＥ／ＷＡＳＰ、ＥＲＫ、ＦＡＫ、Ｃａｓ、Ｃｒｋ、

ＣＤＣ４２、Ｒａｃ、ＳＯＣＳ、Ｌｉｍｋ以及Ｄｏｃｋ家族等相关因

子共同参与了细胞迁移的信号通路过程［７８］，此外，

Ｌ．Ａｒｎａｕｄ等
［９］相继发现，Ｒｅｅｌｉｎ通过Ｓｒｃ家族成

员的Ｆｙｎ和Ｓｒｃ诱使Ｄａｂ１发生磷酸化。同时，磷

酸化的Ｄａｂ１又反过来使Ｓｒｃ发生酪氨酸激酶的活

化，这种作用是相互的［１０１１］，体现出Ｄａｂ１与Ｆｙｎ作

用的双能性。

本研究构建了可以用于活体电击转染的重组真

核表达载体ｐＣＡＧＭＣＳＦｙｎ
，将其转染细胞后

（细胞图未显示），犉狔狀突变体基因在细胞内的 ｍＲ

ＮＡ表达量明显升高；使用Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ软件分析突

变构型，结果显示，对于特定氨基酸残基在特定结构

内部的可能性（ＧａｒｎｉｅｒＲｏｂｓｏｎ法），突变体１７６、

２９９、３９０、５３１对阿尔法螺旋（ＡｌｐｈａＲｅｇｉｏｎｓ）影响

较明显，突变体１３４、２９９对贝塔折叠（ＢｅｔａＲｅｇｉｏｎｓ）

则有明显改变，在贝塔转角（ＴｕｒｎＲｅｇｉｏｎｓ），突变体

５３１、３９９、１７６、１３４对其影响变化明显，在无规卷曲

（ＣｏｉｌＲｅｇｉｏｎｓ）只有３９９和１３４对其区域有明显改

变；然而不同的是，从氨基酸残基晶体结构预测发现

（ＣｈｏｕＦａｓｍａｎ法），突变体７、７／９、１７６对阿尔法螺

旋（ＡｌｐｈａＲｅｇｉｏｎｓ）改变明显，２、３、１７６突变体可以

影响贝塔折叠（ＢｅｔａＲｅｇｉｏｎｓ），而７、７／９、５３１可明显

改变贝塔转角（ＴｕｒｎＲｅｇｉｏｎｓ）的结构（以上结果未

图示），通过表明可能性分析，各种突变体均较野型

发生了较为明显的改变（图５）。

通过研究不同位点Ｆｙｎ的结构和功能可以很

好地解释能与其发生相互作用的蛋白分子，以及在

其信号通路中的相互作用机制，而这些突变体又可

以为深入研究Ｆｙｎ不同构型对细胞迁移以及细胞

运动奠定基础。
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