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摘要：为进一步研究 LMI*J 的结构基因，也为更深入开展大熊猫分子生物学研究积累科学资料，本研究采用 LNHM2L
方法，首次成功克隆了大熊猫的核糖体蛋白 I*J 基因的 ?B7K 序列，对克隆序列进行了测序及初步分析，并利用

LMI*J 蛋白构建系统树。结果表明：大熊猫 LMI*J 基因的表达序列全长为 *)E OP，CLQ 为 *%J OP，编码 $$) 个氨基酸

的蛋白质，该蛋白分子量为 $*A "E" E RB，等电点（PD）为 $$A JS，含有 % 种类型共 $$ 个功能位点。进一步分析发现，该

基因与已报道的人、牛、褐家鼠、小家鼠、非洲爪蟾和斑马鱼等物种的编码序列及其编码的氨基酸序列同源性很高，

蛋白质分子量、PD 非常接近，功能位点基本相同，说明核糖体蛋白 I*J 基因及其编码蛋白在进化过程中非常保守；进

化树分类结果与传统分类一致，表明 I*J 蛋白能很好的反映物种间的进化关系。
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! ! 核糖体作为蛋白质合成的工厂，从生物界分化

出原核生物和真核生物开始，其结构和功能几乎没

有发生过改变，表明了核糖体对细胞乃至生命的重

大作用。因此，对其结构组成成分———核糖体蛋白

（L6O,<,8’0 P.,=;6/，LM）和核糖体 L7K（ .L7K）的研

究一直是遗传学和分子生物学研究的重要领域［$H"］。

核糖体蛋白 I*J（!"#*J）由核糖体蛋白 I*J 基因

（!"#*J）编码，在细胞中与 LM>F、LMIS 协同发挥作

用［*］。目前对该蛋白的研究多见于昆虫［JH%］，而较

少涉及哺乳动物［F］。

大熊猫（$%&’()*)+, -.&,/)&.’0,）素有“活化石”

之称，据国家林业局野生动植物保护与自然保护区

管理司统计，目前世界上野生大熊猫近 $ F## 只，虽

然其濒危状况得到有效缓解，但对大熊猫研究和保

护工作仍任重而道远。从多年来的报道成果看，其

研究重心在解决大熊猫繁育技术难题方面，分子水

平的研究成果相对较少，关于大熊猫重要的核糖体

蛋白基因的研究报道则更少［)HS］。本实验以大熊猫

骨骼肌为材料，通过 LNHM2L 克隆出 !"#*J 基因的

?B7K 序列，并对其编码蛋白的特性进行分析，为进

一步研究 !"#*J 的结构基因打下基础，也为更深入

开展大熊猫分子生物学研究积累资料。

$ 材料与方法

$A $ 材料

大熊猫骨骼肌组织取自四川卧龙中国保护大熊

猫中心死亡的大熊猫。总 L7K 抽提试剂盒 N,=’0
N6<<-; G ?;00 L7K VW=.’?=6,O X6=<、逆转录试剂盒 L;H
:;.<; N.’/<?.6P=6,/ >(<=;8、胶回收试剂盒、N’5 P0-<
聚合酶、N 载体试剂盒（M92$S @;?=,. >(<=;8<）、限制

性内切酶 M<=!、>?’"均购自宝生物工程（ 大连）有

限公司；引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成；其它试剂均为国产，分析纯。宿主菌为本实

验室保存的 12 0)&%+&$#E。

$A " 方法

$A "A $ 总 L7K 提取! 取一小块肌肉组织迅速放于

液氮中充分研磨，然后提取总 L7K 用于反转录实

验；也 可 将 其 溶 于 经 BVM2 处 理 过 的 水 中，置 于

Y )# Z保存。

$A "A " 引物设计及一步法 LNHM2L! 根据 [;/O’/R
中已报道的人（3)-) 4,*%./4）（\2##$))*）、褐家鼠

（!,55’4 /)(6.7%0’4）（\2$F)$$*）、小家鼠（8’4 -’40’9
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!"#）（!"#$%&’(）等 $%&)* 的编码序列设计简并引

物：前引物为 &+,-"./［. 0 /］.-//-［- 0 "］"./"/-
--/,)+；后引物为 &+,--.---［. 0 -］/"---"-/."-
"-/,)+。

用 12345 6- 作为反转录引物，以提取的 78. 为模

板，用 $# !9 反应体积合成 :;8. 第一链：约 ’ !4 总

78.，& <= =4"2$，’<= 68->?，#@ & !4 132345（6-）’&，

’# A 0 !9 78. 酶抑制剂，’& A .=B 反转录酶；反转

录条件为 *$ C，D# <3E；取适量 :;8. 第一链作模

板，用 所 设 计 的 简 并 引 物 进 行 >"7 扩 增：’@ &<=
=4"2$，$## != 68->，引物各 #@ ) !=，& A -FG H2I?
聚合酶，总反应体积为 $& !9，J* C，* <3E；J* C，

’ <3E；*& C，#@ & <3E；($ C，’@ & <3E，)& 个循环，

($ C，( <3E；>"7 产物用 ’K 的琼脂糖凝胶电泳检

测并用成像系统记录结果。

’@ $@ ) :;8. 克隆与鉴定L 回收纯化 >"7 产物，M<F
"限性内切酶酶切质粒 HA"’% 并平端化，将两者

$$ C下连接 ’$ N。常规方法转化 ’( )*!+O=2#J 感受

态细胞，蓝白斑筛选，煮沸法提取质粒，双酶切（>?P
"和 M:F#）和 >"7 鉴定重质粒。选取 ) 个重组质

粒培养，然后送北京华大生科技发展有限公司测序。

’@ $@ * 数据分析 L 利用 /Q8M".8（ NPPH：0 0 4RER?@
<3P@ R6I 0 /Q8M".8@ NP<2）查找 ;8. 序列的 17S；利

用 ;8. =.8 BRT?35E D 推定所克隆的基因的氨基酸

序列并 比 较 序 列 同 源 性；利 用 QU>.MV >T5PR5<3:?
MRTWRT 软件（NPPH：0 0 FI@ RUHF?V@ 5T4 0 ）预测分析蛋白

质功能位点和生化特性。

$ 结果

$@ ’ 78. 提取

按 -5PF2 -3??IR 0 :R22 78. QUPTF:P35X Y3P? 说明书

的推荐方法提取总 78.，所提经琼脂糖凝胶电泳显

示有 ’%M 78. 和 $%M 78. 两条清晰明亮的条带（图

’ 左），表明所提 78. 质量良好，可用于反转录。

$@ $ :;8. 克隆及测序

以所提 78. 为模板反转录出 :;8.，再按实验

方法所述，克隆 $%&)* 基因的 :;8. 序列，电泳结果

显示在大约 *## XH 处有 ’ 条明亮的带（图 ’ 右），对

重组质粒的测序结果表明该克隆片段为 )(J XH，符

合预期长度。将测序结果用 !2F?P 检索发现，该序列

与已报道的 $%&)* 基因序列的最高同源性达 J*K，

表明克隆产物就是目的片段大熊猫 $%&)* 的:;8.

序列。该序列已在 /RE!FEZ 数据库登记。

对测序结果进行分析，大熊猫 $%&)* 的 :;8.
序列 17S 为 )&* XH，编码 ’’( 个氨基酸，起始密码

子为 .-/，终止密码子为 -..（图 $）。该序列包含

.、-、/ 和 " * 种碱基，其平均含量按上述顺序分别

为 $J@ DK、$&@ )K、$&@ ’K 和 $#@ ’K，不含其他种类

碱基。

=：=FTZRT$###；’：$%&)* 扩增结果；$：空白对照

图 ’L 大熊猫骨骼肌总 78. 提取及 $%&)*
基因表达序列 7-,>"7 结果

S34@ ’L -NR P5PF2 78.? RUPTF:PR6 [T5< PNR ?ZR2RPF2 <I?:2R FE6
7-,>"7 F<H23[3:FP35E TR?I2P 5[ $%&)* 5[ ,( -.!/0*!.")/

图 $L 大熊猫 $%&)* 基因 :;8. 序列及其预测氨基酸序列

S34@ $L 8I:2R5P36R ?RGIRE:R FE6 HIPFP3WR F<3E5 F:36

?RGIRE:R 5[ $%&)* :;8. [T5< ,( -.!/0*!.")/

$@ ) 7>9)* 蛋白预测

利用 >T5PR5<3:? MRTWRT 软件对大熊猫 7>9)* 蛋

白预测分析发现：该蛋白分子量为 ’) $J$@ J，H\ 为

’’@ *%，含 )$ 个带正电荷的氨基酸残基（精氨酸和赖

氨酸），) 个带负电荷的氨基酸残基（天冬氨酸和谷

氨酸），其余氨基酸均为中性；该蛋白含有 & 种类型

共 ’’ 个功能位点，即 ’ 个 8,糖基化位点、’ 个 :.=>
和 :/=> 依赖性蛋白激酶磷酸化位点、& 个蛋白激

酶 " 磷酸化位点、) 个 8,酰基化位点及 ’ 个 $%&)*R
?34EFPITR（图 )）。
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! 讨论

!" # 基因编码序列和氨基酸序列同源性比较

将大熊猫分别与人（!" #$%&’(#）、牛（)*# +$,-,#）、

褐家鼠（.$++,# (*-/’0&1,#）、小家鼠（2" 3,#1,4,#）、非

洲爪 蟾（5’(*%,# 4$’/&#）和 斑 马 鱼（6$(&* -’-&*）的

.78!$ 基因的编码序列及其所编码的氨基酸序列进

行比对可知，基因编码序列同源性分别为 %&" &’、

%!" (’、%#" )’、%)" #’、*(" (’ 和 +*" *’；氨基酸序

列同源性分别为 #))" )’、#))" )’、#))" )’、%%" #’、

%&" +’和 %$" )’。由此可见，,-.!$ 基因的编码序

列及其所编码的氨基酸序列同源性很高，在所比

对的哺乳动物物种中，与大熊猫的编码序列及氨

基酸序列同源性最高可达 %&" &’（ 人）和 #))’ 。

进一步对所编码的蛋白分子量及等电点进行预测

（ 表 #），发现各分子量和等电点的都十分接近。这

些分析结果表明 .78!$ 基因的编码序列及其所编

码的氨基酸序列在哺乳动物、两栖动物及鱼类中

高度保守。

!" ( ,-.!$ 蛋白主要功能位点比较

用 -/01234-/54026 软件对 7 个物种的 .78!$ 基

因所编码蛋白的功能位点进行预测并分析（ 图 !），

结果发现：大熊猫与所比较的 $ 个哺乳动物种（ 人、

牛、褐家鼠、小家鼠）具有相同位置、相同种类和相

同数 量 的 功 能 位 点，即 # 个 89糖 基 化 位 点、# 个

3:;- 和 3<;- 依赖性蛋白激酶磷酸化位点、& 个蛋

白激酶 = 磷酸化位点、! 个 89酰基化位点及 # 个

.78!$0 >2?6@4A/0；而比非洲爪蟾少了一个 89糖基化

位点（#$ B #+ 位），比斑马鱼少了两个蛋白激酶 = 磷

酸化功能位点（!* B $) 和 $# B $! 位）。

进一步分析图 ! 可知，该蛋白序列在上述物种

中仅有 ## 处氨基酸差异（ 用小写字母表示），其中

第 #7 位、第 !* 和 $# 位、第 7( 和 ##! 位氨基酸差异

分布于 ,-.!$ 蛋白的功能位点内。正是第 #7 位、

第 !* 和 $# 位氨基酸差异造成了大熊猫与非洲爪

蟾、斑马鱼 ,-.!$ 蛋白功能位点的差异：非洲爪蟾

,-.!$ 蛋白的第 #7 位氨基酸残基由丙氨酸转变为

苏氨酸（:" 4），导致该蛋白在 #$ B #+ 位形成一个

新的 89糖基化位点，再追踪其核苷酸序列发现，氨

基酸的转变是由密码子由 <==":== 所致；而斑马

鱼在第 !* 和 $# 位氨基酸分别由缬氨酸转变为苏氨

酸（C"4）、丙氨酸转变为丝氨酸（:">），这两处差

异则造成该蛋白在 !* B $) 和 $# B $! 位形成两个额

外的蛋白激酶 = 磷酸化功能位点，密码子分别由

<DD":=D、<=:"D=:；而第 7( 位和第 ##! 位氨基

酸差异并未造成该蛋白功能位点的缺失、增加或变

异，其产生和存在的意义尚不清楚。此外，位于蛋白

质功能位点之外的 7 处差异，不会对该蛋白的主要

功能造成影响，但是否会对蛋白结构等产生影响还

有待进一步研究。

!" ! 同源关系

对真核生物分子进化方面的首次研究是通过小

亚基 /,8:（EEF9/,8:）进行的［%］，近年，核糖体蛋白

也成为研究生物分子进化的候选标记。由序列比对

可知，,-.!$ 蛋白序列高度保守，这表明该蛋白可用

于构建分子进化树，进行分子进化方面的研究。从

构建的进化树来看，分类结果与传统分类一致，表明

,-.!$ 蛋白能真实地反应物种进化的关系，并在物

种进化关系的研究中具有重要的参考意义和研究价

值（图 $）。

图 !G 大熊猫与其它 7 个物种 .78!$ 蛋白的

氨基酸序列功能位点比较

H2?" !G =5IJ@/2>56 5K 4L0 KA634256@M >240> 26 .78!$ @I265
@321 >0NA0630> @I56? 4L0 + >J0320>

图 $G 利用大熊猫 ,-.!$ 蛋白序列构建进化树

H2?" $G =56>4/A3426? 4L0 L5I5M5?O 4/00 A>26? 4L0 @I265
@321 >0NA0630 5K -/54026 .78!$ K/5I 9" 3’4$(*4’,1$
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表 !" 大熊猫与其它 # 个物种的 $%&’( 蛋白分子量及等电点

)*+, !" -./012/*3 405678 *9: ;< .= $%&’( ;3.8059 .=
!" #$%&’(%$)*& *9: .8703 # >;0150>

物种
分子量 ?

@A
;<

大熊猫

!" #$%&’(%$)*&
!’, BCB C !!, (D

牛

+" ,&)-).
!’, BCB C !!, (D

人

/" .&01$’.
!’, BCB C !!, (D

褐家鼠

2" ’(-3$41*).
!’, BCB C !!, (D

物种
分子量 ?

@A
;<

小家鼠

5" #).*)%).
!’, BCB C !!, (E

非洲爪蟾

6" %&$31.
!’, BC! C !!, (D

斑马鱼

7" -$-1(
!’, ’#D C !!, (E
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