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　　摘要:以虹鳟鱼(Oncorhynchus mykiss)为研究材料 ,使用 RT-PCR和 RACE 法分离和克隆了虹鳟鱼 NDK-1 基因 cDNA

的全长序列(GenBank登录号:(FJ607868)。序列全长 953 bp , 其中 5′端非翻译区(5′-UTR)长 45 bp , 3′端非翻译区(3′-

UTR)长 284 bp , 开放性阅读框(ORF)长 624 bp , 编码 207个氨基酸。虹鳟鱼 NDPK蛋白序列与几种脊椎动物台湾樱花

钩吻鲑 、斑马鱼 、西方爪蟾 、非洲爪蟾 、人和黑青斑河的同源性分别为 95%, 72%, 68%, 68%, 65%和 64%, 表明 NDK-1

基因在进化过程中是高度保守的。
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Abstract:RT-PCR and RACE(Rapid Amplification of cDNA Ends)methods were used for the isolation of the full-

length cDNA of NDK-1 gene (GenBank accession number:FJ591154)from rainbow trout.Sequence analysis revealed a

953 bp cDNA containing the 45 bp 5′-UTR ,284 bp 3′-UTR and 624 bp ORF encoding 207 amino acids.Sequence align-

ment of NDPK amino acid between rainbow trout and salmon , zebrafish ,western frog , africa frog ,human and fugu exhibited

95%,72%, 68%,68%,65% and 64%identity rate , respectively.The result indicated the NDK-1 gene was highly con-

servative in the progress of evolution.
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　　核苷二磷酸激酶(Nucleoside diphosphate kinase ,

NDPK)是一种多功能蛋白 ,首要功能是维持细胞内

NTP 浓度 ,调节细胞增殖 、分化 、发育和凋亡等多种

重要功能[ 1-3] 。NDPK 通过催化腺苷三磷酸(ATP)

和核苷二磷酸(NDP)之间的磷酸基团转移反应来维

持生物体细胞内的 NTP 浓度 ,其反应方程式为 ATP

+NDP =ADP+NTP[ 4] 。

虹鳟鱼隶属鲑形目 ,鲑科 ,鳟属 ,俗称鳟鱼 ,目前

虹鳟鱼的养殖已遍布世界各地
[ 5]
。该鱼属冷水性鱼

类 ,具有食用价值高 、生长迅速 、饲料利用率高 、人工

繁殖简便易行等优点 ,已成为联合国粮农组织向世

界推广的产量高而品质优良的四大淡水养殖品种之

一。

本试验克隆了虹鳟鱼 NDK-I 基因的 cDNA全长

序列 ,分析其蛋白(NDPK)序列的功能位点及在物种

间同源性 ,为进一步研究鱼类细胞内 NTP 浓度的调

节机制 ,以及 NDPK 对鱼类机体细胞中新陈代谢的

调节等生理过程奠定重要理论基础。
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1　材料和方法

1.1　试验动物

虹鳟鱼购自海产品集贸市场 ,运回后立即进行

脑总 RNA抽提。

1.2　试剂

Trizol Reagent购自 Invitrogen 公司;T4DNA 连接

酶 、Taq DNA 聚合酶 、克隆载体 pMD-T 、RT-PCR试剂

盒为宝生物工程有限公司(TaKaRa)产品;特异引物

由TaKaRa 公司合成;mRNA 分离纯化系统(PolyAT

tract mRNA Isolation System)为 Promega 公司产品;

RACE 试剂盒为 Invitrogen 产品 。

1.3　总 RNA的提取

取虹鳟脑组织 ,用 Trizol Reagent按说明书进行

抽提总 RNA 。用琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的完

整性 。

1.4　引物合成

从NCBI 的 GenBank 数据库中下载几种动物

NDK-1基因的编码序列 , 台湾樱花钩吻鲑(On-

corhynchus masou formosanus , ACI68230)、黑青斑河

(Tetraodon nigroviridis ,CAG12673)、斑马鱼 (Danio re-

rio ,AAH49030)等动物 NDK-1 基因序列 ,根据序列保

守性 ,设计基因保守区的 RT-PCR 引物 P1-F 和 P1-

R ,序列如下:

P1-F:5′-TTGAAATAATGGTTA/CTATTTCAA-3′;

P1-R:5′-TTCTCAAAGCTG/CAAACAGGAACT-3′。

1.5　虹鳟 NDK-1 基因的全长 cDNA 克隆

cDNA的合成按反转录 PCR扩增(RT-PCR)试剂

盒说明书步骤进行 。获得的 RT-PCR产物片段 ,使

用T 载体克隆法克隆 PCR 产物 ,阳性克隆送 Takara

公司测序。测序结果经 BLAST 检索 NCBI序列数据

库 ,确定所克隆序列为虹鳟鱼 NDK-I 基因编码序

列。根据对 RT-PCR 片段的序列测定结果 ,合成 P2

和 P3引物 ,分别用于克隆 cDNA 的 5′和 3′端的序

列 ,引物序列如下:

P2:5′-TGGTTTCACTGCAATAAGAGTACG-3′;

P3:5′-CATCTGAGGCCCAAGCAGGCACT-3′。

5′RACE和 3′RACE 具体步骤均按GeneRacer Kit

(Invitrogen)的说明书操作 ,PCR 产物回收后经 T 载

体克隆 、测序 ,并与已克隆测序的 NDPK 基因编码

区序列拼接 ,从而获得全长的 cDNA序列。

1.6　虹鳟 NDK-1 基因编码蛋白质(NDPK)基本理

化性质分析

在线工具 ExPASy-ProtParam 和 SeqFacts预测蛋

白质的基本理化性质 。利用 http://www.cbs.dtu.

dk/ services/TMHMM-2.0/进行蛋白质序列的跨膜区

分析;利用 http://www.cbs.dtu.dk/ services/SignalP/

进行蛋白质序列的信号肽分析;利用 Blastp(http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/blastp)进行氨基酸序列同源

性分析。利用基于神经网络建模方法的 CPHmodels

软件(网址:http://www.cbs.dtu.dk/ services/CPH-

models/),对NDPK 的空间结构进行分析 , rasmol 软

件查看预测的三维结构模型 。

2　结果与分析

2.1　虹鳟 NDK-1 基因的克隆和分析

用 NDK-1 基因保守区引物 P1-F 和 P1-R ,通过

RT-PCR扩增后获得约 600 bp 的产物 ,经 T 载体克

隆测序后的测序结果经 BLAST 检索序列数据库发

现 ,该序列包括完整的开放阅读框(ORF)并且与台

湾樱花钩吻鲑 NDK-1 基因的同源性高达 98%,与斑

马鱼和黑青斑河部分序列的同源性均在 75%左右 ,

确定该片段为虹鳟 NDK-1 基因的编码序列 。分别

利用该序列设计特异的 5′RACE引物 P2 和 3′RACE

引物 P3 ,用于克隆基因的 5′和 3′端序列。经 5′和 3′

RACE分别获得大小在 250 bp 和450 bp 左右的PCR

产物 , 克隆测序发现 , 5′和 3′端序列与虹鳟 NDK-1

基因编码序列有重叠 ,为 NDK-1 基因mRNA的 5′和

3′端序列 ,3 个序列经序列组装软件拼接后得到虹

鳟 NDK-1 基因全长 cDNA 序列(图 1),提交到 Gen-

Bank获得登录号:(FJ607868)。

＊.表示终止密码子;3′端Poly(A)信号(AATAAA)用加粗斜体字母表示。
＊.Represents stop codon;The i talic and bold letters(AATAAA)indicate the

polyadenylation signal.

图 1　虹鳟鱼 NDK-1 cDNA 及其推导的氨基酸序列

Fig.1　The cDNA and deduced amino acid

sequences of the rainbow trout NDK-1 gene

2.2　虹鳟鱼 NDK-1 基因编码蛋白质(NDPK)序列

分析

虹鳟鱼 NDK-1 cDNA 全长 953 bp ,其中 5′端非

翻译区(5′UTR)长 45 bp ,3′端非翻译区(3′UTR)长

284 bp ,开放阅读框长 624 bp ,编码 207个氨基酸。
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在起始密码子 ATG 的-3 位为 A , -6位为 G , +4

位为G ,符合 Kozak规律 ,在 3′端有 AATAAA加尾信

号 ,并有 polyA尾 ,这些都符合有效翻译的基因全长

cDNA的特征。预测的蛋白质分子量为 23.787 kDa ,

理论等电点(pI)为 9.25。通过 SignalP 预测无信号

肽 ,TMHMM-2.0 软件分析显示无跨膜区。SeqFacts

工具显示该蛋白存在两个抗原位点 ,氨基酸序列分

别为:“ FQRCALKNLILPSPYCRGWGV LPASKSYITE-

FAFFLLLGHRCTGYS” (aa4 ～ 49)和 “GPIVVMVW”

(aa125 ～ 132)。

2.3　NDPK蛋白质序列同源性分析

NDPK蛋白序列在物种间具有高度的同源性

(图2)。将虹鳟鱼NDPK蛋白与台湾樱花钩吻鲑 、斑

马鱼 、西方爪蟾 、非洲爪蟾 、人和黑青斑河进行同源

比较发现其同源性分别为:95%, 72%,68%, 68%,

65%,和 64%。

2.4　NDPK蛋白序列的三级结构分析

CHPmodels软件运用了序表(profile)-序表比对 ,

通过自动搜索 SWISS-PROT 数据库找到最佳匹配序

列为人的 Nucleoside Diphosphate Kinase 4 蛋白(PDB

No:1EHW-B),目标蛋白 NDPK 与模板蛋白在建模区

同源性高达 73.8%,说明结果准确可靠。CHPmodels

软件对于序列同源性大于 30%的蛋白质序列已经

能够模建出相当精确的结构模型(rmsd <0.15 nm)。

建模结果显示NDPK 蛋白包含 10个α螺旋结构 ,5

个 β片层 ,11个转角结构(图 3),与已测定结构的果

蝇NDPK蛋白
[ 6]
具有非常相似的三级结构。

虹鳟(FJ607868);台湾樱花钩吻鲑(ABY55263);西方爪蟾(AAI58418);非洲爪蟾(AAH68680);

人(AAK61230);斑马鱼(AAH49030);黑青斑河(CAG12673)。
Oncorhynchus mykiss(FJ607868);Oncorhynchusmasou formosanus(ABY55263);Xenopus tropicalis(AAI58418);

Xenous laevis(AAH68680);Homo sapiens(AAK61230);Danio rerio(AAH49030);Tetraodon nigrouiridis(GAG12673).

图 2　虹鳟鱼与其他物种 NDPK蛋白序列同源性比较

Fig.2　Alignment of rainbow trout NDPK protein sequence with the other species

图 3　虹鳟鱼 NDPK蛋白三级结构

Fig.3　The tertiary structure of the

NDPK protein of rainbow trout

3　讨论

NDPK是一类广泛存在的多功能同质酶家族 ,

主要定位于胞浆 ,而胞膜和胞核中仅有少量表达 。

本试验采用同源克隆的方法 ,通过 RT-PCR 结合

RACE技术
[ 7]
成功地从虹鳟鱼中分离到了 NDK-1 基

因 cDNA 序列。虹鳟鱼NDPK 蛋白序列与其他物种

NDPK 蛋白序列同源性较高 ,提示 NDK-1 基因在进

化过程中具有高保守性 ,暗示其在细胞内执行重要

功能 。

关于 NDPK 蛋白结构研究 ,利用传统的思路需

进行表达 、纯化 、结晶和核磁共振或者 X 射线衍射

来获得三维结构信息。目前 ,随着大量的蛋白结构

的阐明 , 出现了很多结构模建的方法 , 本研究对

NDPK 三级结构的同源模建 ,是基于目标蛋白与所

选取的模板蛋白序列同源性(73.8%)很高基础之上

的 ,因此所预测的三维结构能很准确地反映 NDPK

蛋白的真实结构。
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最近研究发现 ,NDPK 以其催化磷酸基团转移

为基础 ,可能参与 DNA 损伤的修复 ,与 AMP 激酶 、

蛋白激酶 CK2相互作用 ,能调节 G蛋白活性和稳定

性 ,利用NDPK 的磷酸转移酶活性 ,可以开发抗病毒

增敏药物 ,除此之外 ,NDPK 还可以作为抗癌药物增

效剂 、白血病标志物 ,或者开发为新药靶等[ 8 ,9] 。因

此 ,本试验下一步的工作是在进一步对 NDPK 蛋白

进行表达与纯化的基础上 ,研究NDPK 的生物学活

性具有重要的理论与实践意义 。
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