
! "! 自从 #$%& 于 ’()* 年首次报道在纳豆中存在一种具有
溶栓作用的酶之后，人们开始对纳豆激酶进行深入系统的研
究。研究结果表明，纳豆激酶是一种很有潜力的新型溶栓药
物。近年来，我国学者致力于纳豆激酶基因工程方面的研究

并取得了一些进展，彭勇等［*］已经克隆了纳豆激酶成熟肽基
因并实现了在大肠杆菌中表达，虽然表达率高达 +,-，但表
达产物为融合型，以包涵体形式存在，没有测出溶栓活性，而

且该基因与文献［!］报道的核苷酸序列同源性为 (! " .-。文

献［)］报道，由于枯草杆菌素 / 在大肠杆菌中表达需要 012 前
导肽序列，表达后可通过自身加工切除 012 序列，形成有活性
的成熟肽。而 34 与枯草杆菌素 / 具有高度同源性，基于此
原因，刘北城等克隆了包括前导肽在内的完全正确的纳豆激
酶原基 因，并 实 现 了 在 大 肠 杆 菌 中 的 表 达，其 表 达 产 物 为
!)56 的纳豆激酶原和 +)56 的纳豆激酶，两者的表达产物共

占 ’)-，成熟肽占 78-。与文献［*，)］相比，本文关于纳豆激酶
基因工程的研究从基因的正确性、表达率、表达产物的分离纯
化以及活性方面都有一定提高，从而为用基因工程菌生产纳
豆激酶奠定了基础。
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编码锌指蛋白的人类新基因 -./*, 的电子克隆
李慧，李亦平，慈宏亮

（北京师范大学生物医学研究所，北京 ’88)*7）
摘要：目的：根据基因同源同功原理电子克隆人类新基因。方法：利用基于基因识别软件 RB@B=H:@ 和 /#< 拼接的同源基因克

隆法得到人类新基因序列 -./*,，再利用生物信息学数据库和软件对其进行功能的预测和分析。结果：-./*, 的 H63? 序列长
++,)E0，开放阅读框编码 ,** 个氨基酸残基，含 ’+ 个连续的 Q+9+ 型锌指基序，其分子量为 *,56:。编码区序列被 . 个内含子分

割。染色体定位于 ’(W’!".。此位点存在很多与胃癌、膀胱癌、乳腺癌等癌症相关的基因。-./*, 的 3 末端含有多种蛋白激酶的
磷酸化位点和核定位信号。结论：-./*, 可能是一个和癌症相关的核转录因子。

关键词：电子克隆；锌指蛋白；核转录因子
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锌指蛋白（I&@H D&@JB1 012GB&@，‘NS）是指含有通过结合 ‘@+ b
稳定的短的可以自我折叠形成“手指”结构的一类蛋白质，是
真核细胞中最普遍存在的一类 63? 结合蛋白。根据这些 ‘NS
锌指结构上的特征，可分为 Q+9+ 型、Q!9. 型和 Q.9. 型等［’］，

其中 Q+9+ 型 ‘NS 构成最大的转录因子家族。目前研究的锌

指蛋白的主要功能有：参与细胞分化，参与胚胎发育，与多种

疾病相关［+］。
+8 世纪 )8 年代末期，随着人类基因组计划地开展，基因

序列、定位、表达和功能研究等方面都积累了大量数据，并且
通过 V@GB1@BG 网公布于世，人们利用这些数据资源协助克隆人

类新基因日益成为人类新基因发现和克隆的主要策略［!，.］。
+888 年 , 月，人类基因组计划中测序工作的基本完成，以及其
他包括大鼠、小鼠和斑马鱼在内的许多物种基因组计划地开
展，及相关数据库的发布都为我们利用生物信息学的方法克
隆新基因带来了新机遇。其中特定基因同源新基因克隆便是

一种策略［7］。+88’ 年 + 月日本的 ZV4/3 公布了 +’，8*, 条小鼠
全长 H63?= 的序列，根据与已知基因的同源性，他们把这些基
因分为 ( 类，其中“%2G&D M H2@G:&@&@J 012GB&@”这一类代表着编码
具有一定结构域蛋白的 7*! 条小鼠新基因。在此基础上我们
通过同源克隆的方法得到了相应的人类新基因。-./*, 便是

其中之一。

’ 材料与方法
’"’ 材料
’"’ "’ 生物信息学数据库和软件

通过 3Q]V（美国国家生物技术信息中心）的 RB@]:@5 数据
库实现 63? 序列查询，3Q]Vc]C:=G 软件进行核酸序列的同源性
分析，3Q]V 的 TZN 查找器对 H63? 序列进行可读框架分析。

通过 R/3/#Q?3 程序预测基因组序列中可能的外显子。
通过 ]6RN（伯克利果蝇基因组计划小组）的启动子数据

库检索编码区前可能的启动子位点。
通过 dBHG21 3<V =$&GB ) " 8 软件包实现核酸c氨基酸序列的

相似性比较，其中的 =&%. 程序实现了 H63? 序列与基因组序
列的对齐及显示，?==B%ECF 程序可对 /#< 序列进行拼接，?@:CFX
=&=（012GB&@）程序分析氨基酸序列的分子量，等电点等基本性
质。

采用 SZT#V</ 数据库进行蛋白质功能位点分析，#P?Z<
服务器进行结构域的确定，#&J@:C S 服务器预测信号肽剪切位
点，联网至清华大学生物信息学院亚细胞定位数据库对蛋白
质序列进行亚细胞定位分析。
’"+ 方法
’"+ "’ <N\*, 的电子克隆流程

’）从网址（>GG0：cc___" J=H" 1&H>B@" J2" O0cBcN?3<TP）下载类
别为“%2G&D M H2@G:&@&@J 012GB&@”的小鼠新基因；

+）用 ]\?#< 的方法在人类基因组中搜寻与小鼠新基因具
有同源序列的片段［,］；
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!）下载人类基因组中与小鼠新基因具有同源序列的片
段，用 "#$#%&’$ 分析这一片段中可能包含的人类新基因候选
基因；

(）将 "#$#)&’$ 推测的外显子拼接成 &*+, 序列；
-）用拼接所得到的 &*+, 序列与人类 .%/ 比对，确定这个

基因是真基因还是假基因：如果这条它与人类 .%/ 具有相同
的序列，说明它是一个真基因或者其片段，并且把它与这些
.%/ 序列利用 0#&123 +/4 )561# 中的 ’))#789: 程序拼接，重复这
一过程，得到人类候选新基因。如果它不与任何人类 .%/ 同
源，则可能是一个假基因，被暂时淘汰（如果过一段时间后，该
基因与 +;<4 中新加入的 .%/ 同源，则认为它是真基因）；把人
类候选基因与非冗余序列库（89’)1$3）进行比较，淘汰已知功能
的人类基因，则得到人类新基因。
=>? >? 将所得到的人类新基因与对应的鼠基因进行核苷酸序
列的比对。
=>? >! !"#@A 的核酸序列分析

利用上述数据库及其软件进行开放阅读框分析，并把核
苷酸序列翻译成氨基酸序列，基因组定位，染色体定位，基因
启动子位点分析等。
=>? >( 氨基酸序列分析，利用上述数据库与软件进行：

=）基本信息分析包括分子量、等电点、前导肽、蛋白质亚
细胞定位分析等。

?）基于结构功能域数据库的蛋白质功能预测。

? 结果
?>= 电子克隆得到的 !"#@A 的核苷酸序列与氨基酸序列

核苷酸序列长 ??AB8C，编码区序列长为 ?D!=8C，编码 A@@’’
长度的氨基酸序列，起始密码子的 E ( 位为鸟嘌呤 "，符合
FGH,F 规则，如图 =。
?>? !"#@A 与其他序列的比对结果

与同源鼠核酸序列比对结果为：同源性较高的区域为
=-BI8C，此部 分 的 同 源 性 达 B?J，氨 基 酸 序 列 同 源 性 达 到
@DJ，说明克隆到的是鼠的同源基因。和人类已知蛋白序列
同源比对分析结果为：和 KL=BD 同源性达到 !I> (J，和 KL!?B 同
源性达到 !(>BJ，和 KL!- 同源性达到 !(>=J，表明是一种新型
的锌指蛋白。
?>! !"#@A 的基因组定位和染色体定位

用 M#&123 +/4 )561# B > 2 的 )67( 程序将 !"#@A 定位于基因组
上，结果显示 !"#@A 为一个包含 - 个外显子的基因，如图 ?。
其外 显 子N内 含 子 边 界 处 基 本 符 合 "/ O ," 规 则，如 表 =。
!"#@A 定位于染色体的 =IP=!>( 位。

表 = !"#@A 的基因组结构表

.Q2$ $578#3
’$R )6K#（$1） -’)C96&6$S )61# 4$132$ $578#3

’$R )6K#（$1） !’)C96&6$S )61#

=（(D） ",/;;;,/;,1&&&’1&’S& =（=!(DA） ’SS&1&’SS&,/"";"";;/
?（=!?） "";;;"""/" S1’’S&&&&1 ?（?B(B） S’111’S1 ’S//"/"",,/"
!（=A(） ","",;/""" S1S’S&’S’’ !（!-@?） S&&S&&&& ’S;"//""";""
(（?(） ";;";;,,;; S1’’S1S&&S (（?=?(D） &11111S& ’S//""",/,/"
-（=A!(）

?>( 基因启动子位点分析
在编码序列前的 ?DDD8C 内查找可能的启动子区域，结果

存在 =! 个启动子，可能性高达 -@J到 I-J的有 I 个，可能性
为 -=J到 -AJ的有 ( 个，并且存在有两个 /,/,，如图 !。
?>- 氨基酸序列分析

分子量为 @A>D T*’，等电点为 I> =A，没有前导肽区段，是
个非分泌型蛋白，亚细胞定位结果为细胞核，= 个可能的 &,UV
O ’$R &"UV O 依赖的蛋白激酶磷酸化位点，! 个可能的 VF;
磷酸化位点，? 个可能的酪氨酸激酶磷酸化位点，I 个可能的
酪蛋白磷酸化位点。

图 = !"#@A 的核苷酸及其编码的氨基酸序列，编码区用大写，
非编码区用小写，对应的氨基酸序列在核苷酸序列之上，黑框处表示 ;?W? 结构域
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图 ! 启动子位点分析

"#$ !"#%$ 的保守结构域
使用 &’()* 服务器分析 *+)%$ 保守结构域，结果为含有

," 个连续的 -"." 型的锌指基序，如图 /。

图 " !"#%$ 的基因结构图

图 / !"#%$ 的保守结构域

"#% ,01,!#/ 位的癌基因列表
通过查询 (234 公司提供的 ,01,!# / 位的癌基因列表，发现

此位点含有与胃癌、家族性神经性瘤、膀胱癌、乳腺癌相关的基
因，它们为 5*5).、+6*"、789:/ 等。

! 讨论
新基因搜寻和蛋白质功能分析是人类基因组图谱公诸于

世后的研究热点，电子克隆技术以数学为核心，以计算机和互
联网为工具，利用现有的表达序列标签（8&*）和生物信息数据

库，可以加速对人类基因组未知功能新基因的发掘，为人类功

能基因组学与蛋白质组学研究提供新的线索和基础［,;］。本研
究采用基于基因识别软件（如 :<4<=>?4）和 8&* 拼接的同源基因
克隆法，为电子克隆基因提供了一种新的思路。利用该方法克
隆到的新基因 !"#%$，未得到其全长序列，因为没有找到 @ABC( 位
点，我们可以通过设计引物，先用 )*D 5-) 检测该基因的表达情
况，然后再证实并且得到其 >E9( 序列全长。通过从核酸和蛋白
质水平 !"#%$ 进行了较为全方位的预测，结果为同时含有和
E9( 结合的位点以及与其它蛋白质的作用位点，所以可以推断
它为转录因子。是否真正具有转录因子活性有待进一步实验证
明。!"#%$ 所在的染色体位点 ,01,!#/ 存在许多癌症相关基因，
为继续探索 !"#%$ 提供了更加浓厚的兴趣。
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原生质体融合子代的筛选和鉴定
邱雁临，曾莹，胡赛阳，夏服宝

（湖北工学院生物工程系，湖北 武汉 /!PP$W）
摘要：介绍了绿色木霉 9$ 和黑曲霉 W;$ 原生质体融合子代的研究。经传代、发酵、筛选，从 ,, 株初筛的融合子中得到了 ! 株纤

维素酶活高且稳定的菌株 (*"!、(*,$、(*!/，其 -’- 酶活分别为亲本绿色木霉 9$ 的 "Z" 倍、,Z/ 倍、,Z" 倍。并对其进行制霉菌素抗

性试验和可溶性蛋白质凝胶电泳分析鉴定。试验结果证明了 (*"!、(*,$、(*!/ 是基因发生了重组的融合子且具有杂种优势。
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原生质体融合得到的融合子，在传代中可能不稳定，会分
离成某一亲本类型。故必须将得到的融合子经过反复传代和
发酵，筛选出稳定融合子并对其进行鉴定。考虑到育种目的首
先是要得到高酶活菌株，故先对融合子进行酶活筛选，再对高

酶活菌株进行鉴定。本鉴定包括两方面：（,）制霉菌素的抗性测
定：如果是融合子，则子代将获得了致死亲本 9$ 的部分性状，

有可能具有抗高浓度制霉菌素的能力，且酶活越高，抗制霉菌
素能力越强。（"）可溶性蛋白质的凝胶电泳：蛋白质是基因编码
的产物，蛋白质的变化即反映了基因的不同。普遍认为，可溶

性蛋白质凝胶电泳分析是微生物的化学分类的有效手段［,，"］；
:3C44等提出在标准条件下，菌体蛋白质电泳图谱可重复性；李

第 ,! 卷第 $ 期：,%
"PP! 年 ," 月

生 物 技 术

SU‘*8-.9‘7‘:R
TABZ,!，9AZ$：,%

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
E<>Z"PP!

万方数据


