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[摘要] 　 １４－３－３蛋白可以与不同蛋白质结合从而参与多种磷酸化调节的信号通路ꎬ并在生物代谢、信号转导、
细胞周期控制、凋亡、蛋白质运输、转录、应激反应等方面发挥重要作用. 本文用 ＳＭＡＲＴ ＲＡＣＥ 技术克隆获得了

中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ基因的全长 ｃＤＮＡ序列ꎬ１４￣３￣３ζ 基因 ｃＤＮＡ 全长为 １ ０８１ ｂｐꎬ包含一个 ７４４ ｂｐ 的开放阅读

框ꎬ其编码一个 ２８.０ ｋＤａ的含 ２４７个氨基酸的多肽ꎬ编码的氨基酸序列包含保守的 １４－３－３ 结构域. 多序列比

对、系统发生关系重建和其他生物信息学分析表明中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ为非分泌型蛋白ꎬ不具有跨膜区域ꎬ定位

于细胞质中ꎬ其分子量与已知的其他物种的 １４￣３￣３ζ蛋白分子量相近. 中华绒螯蟹的 １４￣３￣３ζ 序列与南美白对虾

(Ｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ)、拟穴青蟹(Ｓｃｙｌｌａ ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ)等甲壳类动物的 １４￣３￣３ζ基因高度同源. 选择压力分析表明

中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ受到纯化选择ꎬ其功能可能高度保守.
[关键词] 　 中华绒螯蟹ꎬ１４￣３￣３ζꎬｃＤＮＡꎬ序列分析
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ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎬｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎꎬｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ａｓｐｅｃｔｓ. Ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ ｏｆ １４￣３￣３ζ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｉｔｔｅｎ
ｃｒａｂ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ＳＭＡＲＴ ＲＡＣＥ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ. Ｉｔ ｉｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ １ ０８１ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｗｉｔｈ
ａｎ ｏｐｅｎ￣ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ７４４ ｂｐꎬｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ２４７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ(２８.０ ｋＤａ) ａｎｄ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １４￣３￣３ ｄｏｍａｉｎ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ａｌｉｇｎｍｅｎｔꎬｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｏｍｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｅｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ １４￣３￣３ζ ｉｓ ｎｏｎ￣ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ａｎｄ
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ｏｔｈｅｒｓ １４￣３￣３ζ ｉｓｏｆｏｒｍｓ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ １４￣３￣３ζ ｉｎ Ｅ􀆰 ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｔｏ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｃｒｕｓｔａｃｅａｎｓ
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１４－３－３ 蛋白质最早由 Ｍｏｏｒｅ 和 Ｐｅｒｅｚ 于 １９６７ 年在牛脑组织提取物中发现ꎬ根据蛋白经过 ＤＥＡＥ
ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ(二乙氨乙基纤维素柱)层析中的片段数目以及其在凝胶电泳中的迁移率ꎬ将其命名为 １４－３－３ 蛋

白[１] . １４－３－３蛋白是一类广泛存在于真核生物中分子量较小(２７ ｋＤａ~３２ ｋＤａ)的酸性调控蛋白家族[２]ꎬ
主要以稳定的同源或异源二聚体形式存在于细胞质中ꎬ其单体由 ９ 个反向平行的 α－螺旋组成ꎬ哺乳动物
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１４－３－３ 蛋白二聚体的的 Ｘ射线结构为 Ｕ形ꎬ具有一个高度保守内部凹槽[３] . 这个内部凹槽是 １４－３－３ 与

配体相互作用的结构域ꎬ能容纳来自单一蛋白质结合伴侣的两个区域或来自两个蛋白质结合伴侣的一个

区域ꎬ用于调节 １４－３－３蛋白与靶蛋白结合[４] . １４－３－３蛋白分子有 ３个保守的碱性氨基酸组成ꎬ一个能与

磷酸化磷酸基团形成离子键和氢键的口袋ꎬ这就解释了 １４－３－３ 蛋白能够与到含有磷酸化苏氨酸和磷酸

化丝氨酸的蛋白质特异性结合的原因[５] . Ｉｃｈｉｍｕｒａ 等[６]首次对 １４－３－３ 蛋白家族的作用进行阐述ꎬ认为

１４－３－３ 蛋白与酪氨酸羟化酶激活物有关. 在有关酿酒酵母的蛋白质互作研究中证明 １４－３－３蛋白可以与

２７１种不同的磷酸化的蛋白质相互作用ꎬ１４－３－３蛋白与不同分子会产生不同的功能ꎬ比如:稳定蛋白质的

活性或非活性磷酸化形式、改变构象、亚细胞定位以及蛋白的相互作用关系[７] . 因此ꎬ１４－３－３ 蛋白可以与

不同蛋白质结合从而参与多种磷酸化调节的信号通路ꎬ并在生物代谢[８]、信号转导[９]、细胞周期控制[１０]、
凋亡[１１]、蛋白质运输、转录[１２]、应激反应[１３]等方面发挥着重要作用.

１４－３－３蛋白是由不同基因编码产生ꎬ目前已知哺乳动物 １４－３－３ 蛋白有 ７ 个亚型ꎬ根据其在高效液

相色谱(ＨＰＬＣ)的洗脱顺序ꎬ用希腊字母(β、ε、γ、η、σ、 、ζ / ｚｅｔａ)进行命名ꎬ并且这些亚型的表达量在不同

类型的组织中存在差异[１４] . 其中ꎬ１４￣３￣３ζ 蛋白因其在人类癌症的形成和发展中所起的作用而广为人

知[１５] . １４￣３￣３ζ作为一个重要的原癌基因ꎬ可与细胞内多种分子相互作用ꎬ改变细胞信号传导、调控细胞周

期和抑制细胞凋亡ꎬ在恶性肿瘤的形成、生长、侵袭及转移的过程中发挥了重要的生物学功能[１６] . 大量研

究也证实 １４￣３￣３ζ在人类多种常见恶性肿瘤中呈高表达ꎬ且其高表达水平不仅与肿瘤的转移存在一定相

关性ꎬ也与肿瘤耐药、预后等方面存在一定相关性[１７] . 此外ꎬ１４￣３￣３ζ 可能在免疫响应中发挥着重要作

用. 用脂多糖和肽聚糖等刺激三角涡虫(Ｄｕｇｅｓｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ)时ꎬ１４￣３￣３ζ 表达显著上调[１８] . 通过 ＲＮＡ干扰技

术证明 １４￣３￣３ζ可通过调节细胞骨架重塑参与埃及伊蚊(Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ)和白纹伊蚊(Ａ. ａｌｂｏｐｉｃｔｕｓ)革兰氏

阳性菌和革兰氏阴性菌的吞噬作用[１９] . 实时定量 ＰＣＲ 结果显示ꎬ１４￣３￣３ζ 基因在拟穴青蟹(Ｓｃｙｌｌａ ｐａｒａ￣
ｍａｍｏｓａｉｎ)各组织器官均有表达ꎬ但在卵巢中的表达量显著高于其他组织ꎬ在卵黄发生中期 １４￣３￣３ζ 的表

达量显著高于增殖期ꎬ推测其在卵巢中发挥重要作用[２０] . 但还未见关于中华绒螯蟹(Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)
１４￣３￣３ζ 基因的相关研究报道. 本研究采用 ｃＤＮＡ末端快速扩增(Ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ ｅｎｄｓꎬＲＡＣＥ)
技术从中华绒螯蟹体内克隆 １４￣３￣３ζ 基因的 ｃＤＮＡ全长序列ꎬ用生物信息学的方法对该基因的结构与功能

进行了初步分析ꎬ并对中华绒螯蟹的 １４￣３￣３ζ基因进行了选择压力分析ꎬ研究结果可为后续深入研究该基

因的作用提供资料.

１　 材料与方法

１.１　 实验动物

实验用中华绒螯蟹均采自江苏泰州兴化中堡镇ꎬ壳长(３０±５)ｍｍ. 实验前在曝气水中暂养ꎬ水温为

(２０±２)℃ꎬ期间用虾蟹饲料喂养ꎬ每天换一次水ꎬ使其适应实验室的养殖环境. 取第三步足肌肉组织

１００ ｍｇ 转移至含有 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 冻存管中ꎬ迅速用液氮冻存ꎬ用于提取总 ＲＮＡ.
１.２　 总 ＲＮＡ 抽提与逆转录

提取总 ＲＮＡ按 ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(ＱｉａｇｅｎꎬＧｅｒｍａｎｙ)说明书于生物安全柜上操作ꎬ提取的 ＲＮＡ 分装后

于－８０ ℃保存. 取 １ μＬ总 ＲＮＡ样本稀释 ５０倍(即 １ μＬ ＲＮＡ样品加入 ４９ μＬ ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ)于 ＢｉｏＰｈｏ￣
ｔｏｍｅｔｅｒ核酸和蛋白质定量仪(ＥｐｐｅｎｄｏｒｆꎬＧｅｒｍａｎｙ)上检测 ＲＮＡ的浓度和纯度(ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０)ꎬ总 ＲＮＡ检

验合格后用于后续实验. 采用 Ｓｕｐｅｒ ＳＭＡＲＴＴＭ ＰＣＲ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ ( ＣｌｏｎｔｅｃｈꎬＰａｌｏ ＡｌｔｏꎬＵＳＡ)进行

ｃＤＮＡ的合成ꎬ操作按试剂盒说明书进行.
１.３　 引物设计

从 ＧｅｎＢａｎｋ下载中华绒螯蟹近缘物种的 １４￣３￣３ζ 的氨基酸序列后进行比对ꎬ找出上下游连续的保守

位点ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 设计 ｃＤＮＡ末端快速克隆(ＲＡＣＥ)反应的特异引物(见表 １)ꎬ引物由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成.
１.４　 １４￣３￣３ζ基因 ｃＤＮＡ 全长扩增

按照 ＳＭＡＲＴＴＭ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ与 Ａｄｖａｎｔａｇｅ® ２ ＰＣＲ Ｅｎｚｙｍｅ Ｓｙｓｔｅｍ(ＣｌｏｎｔｅｃｈꎬＰａｌｏ Ａｌｔｏꎬ
ＵＳＡ)试剂盒说明书ꎬ采用巢式 ＰＣＲ扩增中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ基因的 ５′末端序列. 以 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 设计
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下游特异性引物 ＧＳＰ１￣ζ５′ꎬ上游引物为试剂盒中的通用引物(ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒꎬＵＰＭ)进行 ５′ ＲＡＣＥ. 以第

一次 ＰＣＲ产物为模板ꎬ用设计的下游引物 ＧＳＰ２￣ζ３′和 ＵＰＭ 进行第二次 ＰＣＲ. ＲＡＣＥ 反应(５０.０ μＬ)体系

为:１０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ ２ ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ５.０ μＬꎬ５０×ｄＮＴＰ Ｍｉｘ(２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ)１.０ μＬꎬＭｉｌｌｉ￣Ｑ ｗａｔｅｒ(ＴｏｙｏｂｏꎬＪａｐａｎ)３４.５
μＬꎬ１０×Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐｒｉｍｅｒ Ａ Ｍｉｘ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)５.０ μＬꎬ５′ＲＡＣＥ / ３′ＲＡＣＥ特异引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)１.０ μＬꎬＲＡＣＥ￣
Ｒｅａｄｙ ｃＤＮＡ ２. ５ μＬꎬ５０ ×Ａｄｖａｎｔａｇｅ ２ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ( ＣｌｏｎｔｅｃｈꎬＵＳＡ) １. ０ μＬ. ＰＣＲ 反应参数:９４ ℃预变性

３ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ６８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３ ｍｉｎꎬ２５个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎻ４ ℃保存. 扩增产物通过 １.５％的琼

脂糖凝胶电泳检测ꎬ用 ＤＮＡ回收试剂盒回收 ＰＣＲ产物中的目的片段. 将目的片段连入 ｐＭＤ１９￣Ｔ载体ꎬ转
化到 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞后 １６ ℃连接过夜ꎬ通过蓝白菌斑检测挑选出阳性克隆送至生工生

物工程(上海)股份有限公司进行序列测定.
表 １　 １４￣３￣３ζ基因 ｃＤＮＡ 片段扩增所用引物与扩增片段大小

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｃＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｏｆ １４￣３￣３ζ ｇｅｎｅ ａｎｄ ａｍｐｌｉｃｏｎ ｌｅｎｇｔｈ ｓｉｚｅ

引物名称 引物序列(５′→３′) 扩增长度

５′ＲＡＣＥ 接头引物
ＧＳＰ１￣ζ５′

５′￣ＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＴＡＣＧＧＧＧＧＧＧＧ￣３′
５′￣ＣＣＣＡＧＡＡＧＴＣＴＴＡＣＣＡＧＧＡＧＧ￣３′ ５８３ ｂｐ

３′ＲＡＣＥ 接头引物
ＧＳＰ２￣ζ３′

５′ＡＣＴＣＴＧＣＧＴＴＧＡＴＡＣＣＡＣＴＧＣＴＴＧＣＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＴＡＧ￣３′
５′￣ＴＧＣＡＡＴＣＧＣＧＧＡＧＣＴＧＧＡＴＡＣＧＣＴＧＡＡＴ￣３′ ４３３ ｂｐ

ＯＲＦ验证
１４￣３￣３ζ￣ＯＲＦｆ
１４￣３￣３ζ￣ＯＲＦｒ

５′￣ＡＴＧＧＧＡＧＡＴＡＡＧＧＡＧＧＡＡＣＡＡＧ￣３′
５′￣ＣＴＴＧＧＣＡＴＴＴＡＴＣＡＴＴＧＡＧＣＡＴＣＣＴＣ￣３′ ７４４ ｂｐ

１.５　 １４￣３￣３ζ基因序列的生物信息学分析

分别使用在线工具 ｐｒｏｔｐａｒａｍ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )、ＮｅｔＮＧｌｙｃ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＮＧｌｙｃ / )、ＮｅｔＰｈｏｓ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ / )对中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ 蛋白质序

列的理化性质、糖基化位点和磷酸化位点进行分析和预测. 利用线上工具 ＴＭＨＭ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )和 ＴＭＰＲＥＤ(ｈｔｔｐｓ: / / ｅｍｂｎｅｔ. ｖｉｔａｌｉｔ. ｃｈ / ｓｏｆｔｗａｒｅ / ＴＭＰＲＥＤ＿ｆｏｒｍ. ｈｔｍｌ)预测中华绒螯蟹

１４￣３￣３ζ蛋白质序列的跨膜结构区ꎬＳｉｇｎａｌＰ ４.１(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ－４.１ / )用于预测信

号肽ꎬ１４￣３￣３ζ蛋白质的亚细胞定位用 ＰＳＯＲＴ ＩＩ软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ.ｊｐ / ｆｏｒｍ２.ｈｔｍｌ)预测.
从 ＮＣＢＩ蛋白质数据库中下载节肢动物ꎬ软体动物ꎬ扁盘动物和哺乳动物的 １４￣３￣３ζ 蛋白质序列ꎬ利用

ＭＡＦＦＴ[２１]软件的默认参数将这些蛋白质序列与中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ 蛋白质序列进行比对. 使用 ＭＥＧＡ
７[２２]软件的邻接法构建无根的系统发生树ꎬ设置自展重复 １０００ 次. 利用 ＳＭＡＲＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ.
ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )鉴定网上下载的 １４￣３￣３ζ 蛋白质序列与中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ 蛋白质序列的结构域. 使
用线上工具 Ｐｈｙｒｅ２(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｓｂｇ.ｂｉｏ. ｉｃ.ａｃ.ｕｋ / ｐｈｙｒｅ２ / ｈｔｍｌ / ｐａｇｅ.ｃｇｉ? ｉｄ ＝ ｉｎｄｅｘ)预测中华绒螯蟹 １４￣３￣
３ζ蛋白质的三维结构. 根据三维结构信息使用在线工具 ＥＳＰｒｉｐｔ ３.０(ｈｔｔｐ: / / ｅｓｐｒｉｐｔ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ＥＳＰｒｉｐｔ / ｃｇｉ－
ｂｉｎ / ＥＳＰｒ－ｉｐｔ.ｃｇｉ)绘制序列二级结构图. 从 ＮＣＢＩ 分别下载编码南美对虾(Ｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ)、拟穴青蟹

(Ｓｃｙｌｌａ ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ)、斑节对虾(Ｐｅｎａｅｕｓ ｍｏｎｏｄｏｎ)、墨吉对虾(Ｐｅｎａｅｕｓ ｍｅｒｇｕｉｅｎｓｉｓ)、端足虫(Ｈｙａｌｅｌｌａ
ａｚｔｅｃａ)和球鼠妇 Ａｒｍａｄｉｌｌｉｄｉｕｍ ｎａｓａｔｕｍ １４￣３￣３ζ蛋白的 ｍＲＮＡ ＣＤＳ序列ꎬ经过上述相同的比对和构树方法

分析后ꎬ利用 ＣｏｄｅＭＬ中的分支模型(Ｂｒａｎｃｈ ｍｏｄｅｌ)检测中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ基因是否受到选择压力[２３] .

２　 结果与讨论

２.１　 中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ基因 ｃＤＮＡ 全长序列的克隆与分析

在 ＲＡＣＥ反应中ꎬ进行 ５′ＲＡＣＥ和 ３′ＲＡＣＥ ＰＣＲ反应ꎬ通过测序分别获得 ５８３ ｂｐ 和 ４３３ ｂｐ 的基因片

段. 经 ＤＮＡＳｔａｒ Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ ７.１软件[２４]对位拼接后获得 １ ０８１ ｂｐ 的 ｃＤＮＡ 片段ꎬ经 ＢＬＡＳＴ 比对验证其为

１４￣３￣３ζ 基因的 ｃＤＮＡ全长序列(图 １). １４￣３￣３ζ基因的全长 ｃＤＮＡ序列具有一个 ９８ ｂｐ 的 ５′－端非翻译区

(ｔｅｒｍｉｎａｌ ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬＵＴＲ)和一个 ２３９ ｂｐ的 ３′－端非翻译区. 它具有一个 ７４４ ｂｐ的开放阅读框ꎬ编
码一个具有 ２４７个氨基酸的多肽. 结构域分析结果显示该开放阅读框编码的氨基酸序列包含 １４－３－３ 保

守结构域ꎬ这个保守区域是 １４－３－３蛋白的典型的功能域. 翻译的起始密码子为 ＡＴＧ(位于 ９９－１０１)ꎬ终止

密码子为 ＴＧＡ(位于 ８４０ ~ ８４２ 位)ꎬ其后没有加尾信号 ＡＡＴＡＡＡ. 序列中 Ａ＋Ｔ 和 Ｃ＋Ｇ 的百分比分别为
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４７.９２％和 ５２. ０８％. 测定的序列经比对、装配后获得全长 ｃＤＮＡ 序列并提交美国国家生物信息中心

(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬＮＣＢＩ)保存(ＧｅｎＢａｎｋ登录号:ＭＷ４７３７２４). 将核苷酸序列推

导的氨基酸序列在公共数据库(ＮＣＢＩ 的 ＮＲ 数据库)进行同源性搜索比对后分析发现ꎬ本实验克隆的

１４￣３￣３ ζ 基因在氨基酸水平与拟穴青蟹(ＮＣＢＩ 编号:ＡＦＤ２８２７４.１)的 １４－３－３ 蛋白一致度为 ９７.５８％ꎬ与南

美白对虾(ＮＣＢＩ编号:ＸＰ＿０２７２１０３０６.１)的 １４－３－３蛋白一致度为 ９７.５７％ꎬ与斑节对虾(Ｐｅｎａｅｕｓ ｍｏｎｏｄｏｎꎬ
登录号 ＸＰ ＿０３７７９１７３０. １)的 １４￣３￣３ζ 蛋白一致度为 ９５. １４％ꎻ在核苷酸水平与拟穴青蟹 (ＮＣＢＩ 编号:
ＪＱ２１８９３５.１)１４￣３￣３ ζ基因的一致度达 ９４.１９％ꎬ与南美白对虾(ＮＣＢＩ 编号:ＸＭ＿０２７３５４５０５.１)和斑节对虾

(ＮＣＢＩ编号:ＸＭ＿０３７９３５８０１.１)１４￣３￣３ ζ基因的一致度分别为 ８７.６４％和 ８７.４５％. 上述序列之间较高的一

致度进一步印证 １４－３－３蛋白在结构和进化上的保守性. 进化树结果显示ꎬ中华绒螯蟹与拟穴青蟹亲缘关

系最近ꎬ与甲壳动物的斑节对虾和墨吉对虾聚为一小支ꎬ与节肢动物的遗传距离较近ꎬ而与鱼类及鱼类以

上的高等动物的遗传距离相对较远(图 １). 选择压力分析表明中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ基因没有受到正选择压

力(Ｐ＝ ０.６９)ꎬ其非同义替换与同义替换比值为 ０.０１６. 因此ꎬ１４￣３￣３ζ 受到纯化选择ꎬ该蛋白的功能可能是

保守的.

图 １　 基于邻接法构建的中华绒螯蟹和其他物种 １４￣３￣３ζ 蛋白系统发生树

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ １４￣３￣３ζ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｅ􀆰 ｓｉｎｅｎｓｉｓ
ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｓｉｎｇ Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

２.２　 １４￣３￣３ζ 蛋白结构分析

采用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ工具进行 １４￣３￣３ζ蛋白理化性质分析ꎬ结果表明 １４￣３￣３ζ 蛋白的分子量约为 ２８.０ ｋＤａꎬ
理论等电点 ｐＩ为 ４.７０ꎬ原子总数 ３ ８９９个ꎬ分子式为 Ｃ１２１８Ｈ１９３４Ｎ３３６Ｏ４０２Ｓ９ꎻ在组成 １４￣３￣３ ζ蛋白的 ２０种氨基

酸中ꎬ谷氨酸(Ｇｌｕ)所占的比例最高ꎬ达到 １０.５％ꎬ其次是丙氨酸(Ａｌａ)ꎬ占比达到 ９.３０％ꎬ组氨酸(Ｈｉｓ)所占

的比例最低ꎬ为 ０.４％ꎻ脂肪指数为 ７７.４５ꎻ１４￣３￣３ζ 蛋白质的不稳定指数为 ５２.０８ꎬ根据 ＧＲＰ(Ｇｕｒｕｐｒａｓａｄ￣
Ｒｅｅｄｙ￣Ｐａｎｄｉｔ)法的分类ꎬ１４￣３￣３ ζ蛋白不稳定. 亲水平均系数为－０.６６ꎬ表明该蛋白质可能为亲水蛋白. 基
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于 ＴＭＨＭＭ和 ＴＭＰＲＥＤ 的分析结果 １４￣３￣３ζ 蛋白不存在跨膜区. １４￣３￣３ζ 蛋白的信号肽预测使用 ＳｉｇｎａｌＰ
程序ꎬ通过 Ｓ－平均值(ｍｅａｎ Ｓ ｖａｌｕｅ)来判断是否为分泌蛋白ꎬ若 Ｓ－平均值大于 ０.５ꎬ则预测为分泌蛋白ꎬ存
在信号肽ꎻ基于这种算法的结果表明ꎬ１４￣３￣３ζ蛋白不含有信号肽序列ꎬ它为非分泌型蛋白. ＰＳＯＲＴ ＩＩ ｓｅｒｖｅｒ
分析 １４￣３￣３ ζ蛋白的亚细胞定位结果表明 １４￣３￣３ ζ蛋白定位于细胞质中的可能性有 ４３.５％ꎬ定位于细胞核

和线粒体中的可能性均为 １７.４％. １４￣３￣３ ζ蛋白多肽链上含有 ５个蛋白激酶 Ｃ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＣꎬＰＫＣ)磷酸

化位点ꎬ４个酪蛋白激酶 ＩＩ ( ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＩＩꎬＣＫ２)磷酸化位点ꎬ３ 个蛋白激酶 Ａ( ｃｙｃｌｉｃ￣ＡＭＰ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＡꎬＰＫＡ)磷酸化位点ꎬ２个酪蛋白激酶 Ｉ( ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＩꎬＣＫ１)磷酸化位点ꎬ２ 个重组链激酶

(ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒｅｐｔｏｋｉｎａｓｅꎬＲＳＫ)磷酸化位点ꎬ２ 个细胞周期依赖激酶 １(ｃｙｃｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ １ꎬｃｄｃ２)ꎬ
１个蛋白激酶 Ｇ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｇ)ꎬ１ 个 ＤＮＡ 依赖的蛋白激酶(ＤＮＡ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＤＮＡＰＫ)ꎬ
１个丝氨酸蛋白激酶(Ｓｅｒｉｎｅ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＡＴＭ)磷酸化位点ꎬ促分裂素原活化蛋白激酶(Ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ)ꎬ原癌基因酪氨酸蛋白激酶(ｐｒｏｔｏ￣ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｔｙｒｏｓｉｎｅ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＳＲＣ)和 ２ 个 Ｎ 端

糖基化(Ａｓｎ糖基化)位点(图 ２). １４－３－３蛋白是一种重要的调控蛋白ꎬ该蛋白可以通过自身序列上的磷

酸化位点调节许多蛋白质的活性[２５] . 比如ꎬ胰腺导管腺癌在缺氧条件下胞外信号调节激酶(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓꎬＥＲＫ)可以引起 １４￣３￣３ζ蛋白第 ３７位丝氨酸发生磷酸化ꎬ促进 ＹＡＰ(Ｙｅｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ)与 １４￣３￣３ζ蛋白复合体分离ꎬ并帮助 ＹＡＰ 定位到细胞核从而增强低氧诱导因子 － １ ( ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ￣１ꎬＨＩＦ￣１)依赖的 ＰＫＭ２(糖酵解丙酮酸激酶)转录和糖酵解[２６] . 因此ꎬ上述磷酸化位点可能

在 １４￣３￣３ζ蛋白发挥生物学功能中起到重要作用.

灰色标记为预测磷酸化位点ꎬ波浪线标记为预测糖基化位点ꎬ黑体为起始 /终止密码子ꎬ下划线标记 ＯＲＦ验证引物

图 ２　 中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ基因的全长 ｃＤＮＡ 序列和推导的氨基酸序列结构

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １４￣３￣３ζ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｅ􀆰 ｓｉｎｅｎｓｉｓ

使用 Ｐｈｙｒｅ２(ｐｒｏｔｅｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇｙ / ａｎａｌｏｇ Ｙ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｅｎｇｉｎｅ)服务器对中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ蛋白的三级结

构建模ꎬ结果表明单项最高分模板(ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｓｃｏｒｉｎｇ ｔｅｍｐｌａｔｅ)为隐孢子虫(Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ ｐａｒｖｕｍ)１４－
３－３蛋白的晶体结构ꎬ２３０(９３％)个中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ 蛋白的氨基酸可以与该模板匹配ꎬ置信度为

１００％. １４￣３￣３ζ蛋白的二级结构组分中存在 ９个 α螺旋结构ꎬ不存在 β 折叠等结构ꎬ这一结果与拟穴青蟹

１４￣３￣３ζ蛋白结构类似[２０] . 多重序列比对结果显示ꎬ不同物种的 １４￣３￣３ζ蛋白的 ９个 α螺旋区域高度保守ꎬ
表明 １４￣３￣３ζ蛋白在进化上高度保守. １４－３－３ 蛋白以同源或异源二聚体形式存在ꎬ由同源二聚体和异源

二聚体形成的 Ｕ型槽可以与单个或不同蛋白上的两个模体(ｍｏｔｉｆｓ)相互作用ꎬ从而调节不同 １４－３－３ 目标
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蛋白互作ꎬ或改变单个目标蛋白的构象和活性[２７] . １４￣３￣３ζ 蛋白 Ｎ末端的 ４ 个 α 螺旋参与二聚体的形成ꎬ
１４－３－３二聚体的形成是通过一个 １４－３－３单体的 α１ 和 α２ 对应的另一个 １４－３－３ 蛋白单体的 α３ 和 α４
相互作用形成[２８] . １４￣３￣３ζ在 Ｃ－末端序列一致度较低较差(图 ３)可能是由于 １４￣３￣３ζ 在与配体结合时ꎬ
Ｃ端被抛出ꎬ暴露高度保守内部凹槽ꎬ从而使 １４￣３￣３ζ与目标蛋白结合[２９] .

图 ３　 代表性物种 １４￣３￣３ζ 蛋白的氨基酸序列多重比对

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ １４￣３￣３ζ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

３　 结论

本文克隆获得了中华绒螯蟹 １４－３－３ 基因的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ并对其蛋白结构与理化性质等进行了

深入的生物信息学分析ꎬ通过序列同源性比对、序列结构比较和一些生物信息学预测分析ꎬ结果表明 １４－
３－３蛋白是 １４￣３￣３ζ家族成员ꎬ且在进化上较为保守ꎬ该蛋白为非分泌型蛋白ꎬ不具有跨膜区域ꎬ定位于细

胞质中ꎬ其分子量与已报道的 １４￣３￣３ζ蛋白分子量相近ꎻ１４￣３￣３ζ 蛋白具有家族保守的 １４－３－３ 结构域ꎬ该
蛋白结构域上包含多个磷酸化位点可能在 １４￣３￣３ζ 发挥生物学功能中起到重要作用. 选择压力分析表明

中华绒螯蟹 １４￣３￣３ζ受到纯化选择ꎬ其功能可能高度保守.
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