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摘要! 为研究蟾酥% 蟾衣% 蟾皮中多肽类有效成分! 通过菌落聚合酶链式反应"
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质粒文库进行了筛选! 获得胸腺素
!
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CB4H!

&全长
8E!

FG

序列! 并对它们进行了生物信息学分析( 日本蟾蜍
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&( 根据
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序

列推导的日本蟾蜍
CB4H!

由
++!

个氨基酸残基组成! 无信号肽结构( 氨基酸序列同源性分析显示! 日本蟾蜍
CB4H!

与食用蛙
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同源性为
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! 与其他
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种动物的同源性则介于
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具有显著的抗肿瘤作

用( 分析日本蟾蜍
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序列! 可为研究其生物学功能和药物研发提供实验依据( 图
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的工作$ 本研究筛选到日本蟾蜍
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蛋白的功能及其药物研发奠定基础$

;

材料与方法
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梯状核酸片段!
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%和质粒小量抽提试剂盒购自碧云天生物技术研

究所$ 引物合成与
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测序委托上海生工生物技术有限公司或上海桑尼生物科技有限公司$
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方法
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质粒文库转化 将
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全长
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筛选 从平板上随机挑取单菌落接种于
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的
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液体培养基中" 以此菌液为模
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$ 为了防止聚合酶链式反应期间的水
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$ 聚合酶链式反应结束后" 取
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%;琼脂

糖凝胶电泳分析" 将扩增出介于
D""H! """ A(

聚合酶链式反应产物的菌落初步确定为阳性$
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质粒回收和
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恒温振荡培养
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" 然后使用试剂盒进行质粒回

收并对其进行
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限制性内切酶!

%&'3 <

和
()' <

%消化!双酶切%" 进一步确定阳性克隆及质粒浓度$ 首

先委托公司将阳性克隆质粒使用载体上游引物!

=9%

%对
5678

进行正向测序$ 测序结果利用
678>J,+T

V-.J=)W

查找
5678

的完整开放阅读框" 推导氨基酸序列" 对具有合理完整开放阅读框的克隆继续委托

公司使用载体下游引物!

=G6G8G

%进行反向测序$

;G!GC

序列分析 利用
678>J,+TV-.J=)W

寻找完整开放阅读框" 推导其编码蛋白的氨基酸序列并分析其

理化性质" 运用
7FO<

的
OL,>J

功能在
E)*O,*@

中查找并下载其他物种同源蛋白的氨基酸序列" 运用

X)/8L./* NG;

软件进行同源性比较" 并构建系统进化树$

!

结果

#"! $%&'

的筛选

将日本蟾蜍皮肤
5678

质粒文库转化
%/ &'.,

感受态细胞
6ID!

获得的菌落" 以
=9%

和
(L'R

!

:

%为引

物" 实施菌落聚合酶链式反应$

;& /

&

@/

%;琼脂糖凝胶电泳分析显示" 在
; D&& A(

左右出现一特异性聚合

酶链式反应条带!图
;8

" 箭头所示%" 在
D&& A(

左右出现一非特异性聚合酶链式反应条带$ 将此菌液进

行扩大培养和质粒回收" 并对质粒进行
%&'0 <

和
()' <

双酶切和
;& /

&

@/

%;琼脂糖凝胶电泳检测" 结果

显示该质粒含有
; D&& A(

左右的
5678

!图
;O

" 箭头所示%" 与菌落聚合酶链式反应的结果吻合$ 将此

质粒委托
678

测序公司进行了正( 反双向测序$

#"#

序列分析

!G!G;

测序结果分析及其编码蛋白的理化性质 使用
678>J,+TV-.J=)W

对测序结果进行分析" 表明该
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全长
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"
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为
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图
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菌落聚合酶链式反应产物

!

.

"和重组质粒
!"#*"

和
$%# /

双酶切!

0

"

产物的琼脂糖凝胶电泳
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磷酸腺嘌呤脱氧核糖核苷和三磷酸胸腺嘧啶脱

氧核糖核苷!

.E)

"的质分数为
F!G6HI

# 三磷酸

鸟嘌呤脱氧核糖核苷和三磷酸胞嘧啶脱氧核糖

核苷!

JK@

"的质量分数为
('GLHI

# 共编码
66M

个氨基酸!图
M

"# 其中酸性氨基酸!

&NO

"

FF

个#

大部分成簇集中于序列中部# 碱性氨基酸!

*NP

"

6!

个# 极性氨基酸!

Q

#

@

#

R

#

%

#

)

#

S

"

6'

个# 疏水性氨基酸
6T

个# 缺乏芳香族氨基酸和

含硫氨基酸$ 其等电点!

+/

"理论值为
!GFF(

# 蛋

白质分子质量为
6MG!(F U&

# 是一种高度酸性的

亲水性多肽$ 同源性比较发现# 该
:&Q.

编码

的蛋白与其他物种的
+,-)!

具有较高的同源性#

故命名为日本蟾蜍
+,-)!

$

MGMGM

氨基酸序列同源性分析和系统进化树构建 将日本蟾蜍
+,-)!

氨基酸序列和美国国家生物技术信

息中心!

Q@0/

"网站上的其他物种的
+,-)!

氨基酸序列进行同源性比较$ 结果显示# 与食用蛙
&'(' )*"+!

,)(-'

同源性高达
TMV

# 与牛
.#* -'+/+*

# 狨猴
0',,1-%/12 3'""%+*

# 智人
4#5# *'61)(*
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# 食蟹猴
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,'/1*

# 褐家鼠
>'--+* (#/?):1"+*

# 大西洋鲑
@',5# *','/

# 非洲爪蟾
A)(#6+* ,')?1*

等
66

种动物的同源性为

F(IWX!I

!图
!

"$ 通过
Y53.923> XG6

软件邻接法进行不同物种的氨基酸序列比对以及构建系统进化树$

L

种哺乳类动物分属
6

支# 日本蟾蜍和食用蛙等两栖类分属
6

支# 大西洋鲑分属
6

支!图
(

"$ 整个进化

树表明%

+,-)!

的进化史遵循传统动物进化规律$

!

讨论

本实验成功克隆到日本蟾蜍
;/#B!

的全长
:&Q.

!图
6WM

"# 编码
66M

个氨基酸残基组成的蛋白# 其

中酸性氨基酸!

&NO

"

FF

个# 其等电点!

+/

"理论值为
!GFF(

# 甚至在中性
$Z

的溶液中也带有大量负电荷#

被认为是真核生物中酸性最强的肽类之一 &

6

'

$ 由于大量酸性氨基酸主要集中在其序列中部# 使得
+,-!

图
M

日本蟾蜍
;/#B!

全长
:&Q.

序列及其
[*1

编码的氨基酸推导序列

1234,5 M 1499 95>3;< :&Q. -= ;/#B! 7>A 2;8 A5A4:5A 7C2>- 7:2A 85\45>:5 -= .+=# 3'6#(1"+* =#/5#*+*

宋敏国等% 日本蟾蜍皮肤胸腺素
!

原
:&Q.

的克隆及序列分析 (H!
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氨基酸序列比对

+,-.(/ $ 0.12,31/ 41,-56/52 )7 '()*! 46,5) 48,9 :/;./58/: 46)5- 9,77/(/52 :3/8,/:

*!

不能形成高级结构! 在生理条件下蛋白呈现无规则卷曲构象! 即所谓的 "天然无结构蛋白#

$

%!<

%

& 中部

序列能和组蛋白
=>

特异性相互作用! 是促进细胞增殖的主要功能域$
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%

&
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缺乏含硫氨基酸和芳香

族氨基酸! 不能在波长
!?& 56

处形成吸收峰 $

>

%

' 缺乏疏水性氨基酸! 不可能形成信号肽结构! 也就不

能以限定途径分泌到胞外$

>

%

& 现已明确
'()*!

在细胞外具有抗肿瘤功能及其他免疫刺激功能! 但它如何

分泌到胞外! 至今尚不明确! 有待进一步深入研究&
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有
!

个方面功能( 一是胞内促进细胞增殖&
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在肝癌) 乳癌) 结肠癌和胃癌细胞中高表

达! 表明
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与肿瘤细胞的增殖密切相关 $

>&!>$
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& 这可能是由于在细胞周期中!
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