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3 种灵长类动物 SAGE1 与 INTS3 相互作用保守性的验证
李晓畅， 李明月， 雷 鸣， 武 健

上海交通大学医学院附属第九人民医院上海精准医学研究院，上海  200125

［摘要］ 目的·研究恒河猴（Rhesus）、狨猴（Marmoset）、倭狐猴（Mouse Lemur）这 3种代表性灵长类动物的癌-睾丸抗原

（cancer-testis antigen，CTA） 家族成员之一的肉瘤抗原 1 （sarcoma antigen 1，SAGE1） 的进化，及其与整合体复合物

（integrator complex，INT） 亚基 INTS3 之间的相互作用的保守性。方法·首先在 HEK293T 细胞中利用免疫共沉淀 （co-

immunoprecipitation，Co-IP）的方法验证 3种灵长类动物的SAGE1和 INTS3相互作用。随后在互作蛋白截短的片段上分别

添加 His-SUMO 和 GST 标签，并在大肠埃希菌中进行表达，经过系列纯化步骤得到目标蛋白。通过表面等离子体共振

（surface plasmon resonance，SPR） 实验测定目标蛋白之间的结合强弱，借助广角激光散射凝胶排阻层析 （size exclusion 

chromatography with multi-angle light scattering，SEC-MALS） 技术检测复合物的结合比例，并利用分子对接技术预测

SAGE1和 INTS3截短体的结合模型。分析人类 INTS3和 SAGE1互作界面，挑选在灵长类中也相对保守的关键互作氨基酸

位点，将其突变后再次使用Co-IP分析 INTS3和SAGE1的结合情况。结果·通过Co-IP方法，确定 3种灵长类动物中 INTS3

和SAGE1全长蛋白之间存在相互作用。截短体蛋白经过外源诱导表达和多步纯化，获得高纯度蛋白样品；经过SPR对其进

行结合和解离检测分析，得到了它们的解离常数在微摩尔级别；并且SEC-MALS结果显示 INTS3与SAGE1的结合比例为2∶

1。使用分子对接预测 SAGE1和 INTS3截短体结合模型，发现该复合物具有典型的“蝴蝶型结构”，由 INTS3二聚体组成

“蝴蝶身体”，由 SAGE1 组成“蝴蝶头部”，结合界面中疏水相互作用构成了主要的互作模式。分析突变后的 SAGE1 与

INTS3全长蛋白相互作用，它们之间的结合明显减弱。结论·恒河猴、狨猴、倭狐猴中 INTS3与SAGE1存在相互作用，并

且相互作用具有高度的保守性。
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[Abstract] Objective·To investigate the evolution of sarcoma antigen 1 (SAGE1), a member of the cancer-testis antigen (CTA) 

family, in three representative primate species—Macaca mulatta (Rhesus), Callithrix jacchus (Marmoset), and Microcebus murinus 

(Mouse Lemur), as well as the conservation of its interaction with INTS3, a subunit of the integrator complex. Methods·The 

interaction between INTS3 and SAGE1 in these primates and the interaction between INTS3 and human SAGE1 mutants were first 

validated in HEK293T cells by using co-immunoprecipitation (Co-IP). Truncated proteins were then tagged with His-SUMO and 

GST, respectively, and expressed in Escherichia coli, followed by a series of purification steps to obtain the target proteins. Surface 

plasmon resonance (SPR) was used to measure the binding affinity of the target proteins, and size exclusion chromatography with 

multi-angle light scattering (SEC-MALS) was used to determine the stoichiometry of the complex. Additionally, molecular docking 

was employed to predict the binding model of the truncated SAGE1 and INTS3. Mutations were performed on human SAGE1 key 

interface residues to analyze their binding to INTS3 by Co-IP. Results·The interaction between the full-length human-derived 

INTS3 and the full-length SAGE1 from the three primate species was confirmed by Co-IP. Truncated proteins were purified through 

multiple steps of tandom chromatography. The dissociation constants of the three pairs of truncated INTS3-SAGE1 were measured 

via SPR, and the SEC-MALS results demonstrated that the binding ratio of INTS3-SAGE1 was 2∶1. Furthermore, molecular 
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docking predicted a structural model of the truncated INTS3-SAGE1 complex and the binding interface was extensively constituted 

with hydrophobic contacts assisted by some hydrophilic interactions. The interaction between the mutant SAGE1 and INTS3 full-

length protein was significantly weakened. Conclusion·There is a conserved interaction between INTS3 and SAGE1 across 

Rhesus, Marmoset, and Mouse lemur.

[Key words] sarcoma antigen 1 (SAGE1); integrator complex subunit 3 (INTS3); interaction

癌-睾丸抗原 （cancer-testis antigen，CTA） 是一

类在恶性肿瘤和睾丸组织中高表达，而在其他正常组

织中不表达的特定蛋白，通常被视为肿瘤生物标志物

和免疫治疗靶点［1］。迄今已有数百个 CTA 被鉴定报

道，并且大部分CTA以扩增子（amplicon）的形式分

布于多个染色体的不同区域。肉瘤抗原 1 （sarcoma 

antigen 1，SAGE1）是 CTA 的重要组分之一，位于 X

染色体长臂（Xq26.3）区域，与紧邻的另一CTA组分

——CT45A （CTA family 45 member A） 家族串联基

因阵列一起，共同构成了CT45A-SAGE1扩增子结构。

该扩增子结构的两侧被 2 个单拷贝基因 INTS6L 和

MMGT1 所包围隔离。从进化角度而言， CT45A-

SAGE1 扩增子的祖先基因肇始于胎盘类哺乳动物，

然而 SAGE1 基因被发现仅仅存在于灵长类动物的基

因组中，说明 CT45A-SAGE1 扩增子在生物进化上属

于一个非常新的基因家族。从表达模式而言，生理条

件下 SAGE1 仅在睾丸和垂体等少数组织中高表达，

在其他组织器官中不表达或者痕量表达，然而在诸如

肺癌、膀胱癌以及头颈癌等多种恶性肿瘤中 SAGE1

均被发现过量表达［2］。值得注意的是，尽管有报道

明确表明 SAGE1 的异常激活与肿瘤进展、侵袭性和

不良预后之间存在密切关联，但是目前对于 SAGE1

的生理功能、结构基础、相互作用网络等等分子机制

方面的认知甚少，有待进一步深入的挖掘和系统性的

研究［3］。

我 们 使 用 InterProScan （http：//www. ebi. ac. uk/

interpro/） 对人源 SAGE1 的结构域进行分析，发现

SAGE1的氨基末端结构域（SAGE1NTD）含有 14个短

串联重复序列，每个重复单元大约包含 47个氨基酸，

该串联重复序列的功能迄今未见报道；SAGE1 的羧

基末端结构域（SAGE1CTD）是由 4个α-螺旋构成的 4

螺旋束结构，具有潜在的核酸结合功能和 RNA 解旋

酶 活 性［4］。 有 研 究［5］ 表 明 部 分 RNA 解 旋 酶 如

DDX21 等能够与 RNA 聚合酶Ⅱ （RNA polymerase 

Ⅱ，Pol Ⅱ） 直接相互作用调控基因转录。然而

SAGE1是否通过与 Pol Ⅱ或其他转录因子相互作用，

参与特定基因的转录调控还需要进一步明确。

整合体复合物（integrator complex，INT）是一种

由 14个亚基组成的大分子复合物，能够结合 Pol Ⅱ，

参与 mRNA 剪接、3'端加工和转录终止等过程［6-7］。

有报道［8］明确表明，该复合物中 INTS6 亚基的羧基

末端结构域（INTS6CTD）与 INTS3亚基的羧基末端结

构域（INTS3CTD）之间存在直接相互作用。同时也有

研究［9-10］报道，INTS6可以和 INTS3、单链DNA结合

蛋白 1 （human single stranded DNA binding protein 1，

hSSB1）相互结合，形成 INTS6-INTS3-hSSB1亚复合

物，参与 DNA 的损伤修复。有趣的是，我们发现

INTS6CTD 与 SAGE1CTD 之间具有较高的序列同源性，

基于 INTS6CTD 与 INTS3CTD 之间的结合模式信息，我

们合理地推测 SAGE1 与 INTS3 之间极有可能也存在

直接相互作用，并且该相互作用在灵长类动物中具有

普遍性。

相较于 INT复合物这种在多细胞真核生物中古老

又保守的基因家族而言，SAGE1 是灵长类动物特有

的、具有生物进化价值的一类特殊基因。在癌症研究

中，灵长类动物由于其与人类在进化上的相似

性［11-13］，能够更为准确地模拟人类疾病的生物学特

性［14-15］。因此通过对不同灵长类动物 SAGE1蛋白的

研究，可以进一步了解 SAGE1 的进化及其生理病理

意义。进化上灵长类动物大致可以分为：猿类（人和

黑猩猩等为代表）、旧世界猴类 ［恒河猴 （Rhesus）

和 食 蟹 猴 等 为 代 表］、 新 世 界 猴 类 ［狨 猴

（Marmoset）和卷尾猴等为代表］以及原猴类（狐猴

和眼镜猴等为代表）四大类别。在我们实验室对人源

SAGE1 前期工作探索的基础上，我们选择恒河猴、

狨猴和倭狐猴 （Mouse Lemur，下文简称 Lemur） 这

3种代表性灵长类动物的SAGE1作为研究对象展开相

关研究工作［15-17］。通过构建哺乳动物细胞体外过表

达质粒，采用免疫共沉淀的形式确认了 3种灵长类动

物的 SAGE1 与 INTS3 具有相互作用。通过大肠埃希

菌 （Escherichia coli，E. coli） 外源蛋白表达体系和

蛋白纯化体系，分别获得了 SAGE1 羧基末端截短体
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蛋白 （SAGE1CTD）、 INTS3 羧基末端截短体蛋白

（INTS3CTD）的生物样品，然后借助表面等离子体共

振技术分析了它们的结合动力学特性，并使用广角激

光散射测定了 INTS3CTD与 SAGE1CTD的结合比例。此

外，我们还利用分子对接工具，预测了 INTS3CTD-

SAGE1CTD复合物的三维结构模型，并将其与 INTS6

羧基末端截短体蛋白（INTS6CTD）与 INTS3CTD形成的

INTS3CTD-INTS6CTD 复合物进行比较。我们的研究结

果证明了灵长类动物中 INTS3 与 SAGE1 之间的相互

作用具有极高的保守性，提供了对 SAGE1 在灵长类

动物中出现和进化的初步理解，为后续 SAGE1 相关

机制研究、完整的 INTS3 与 SAGE1 复合物的高分辨

率结构的解析等奠定了坚实的理论基础。

1　材料与方法

1.1　实验材料

1.1.1　表达载体、菌株与细胞　pGEX-6P1 载体、

pET-28a 载 体 、 pcDNA3.4-3×FLAG-N 载 体 、

pcDNA3.4-STREP-N 载体、E. coli Rosetta （DE3） 菌

株、E. coli DH5α菌株、HEK293T细胞均源自本实验

室保存。

1.1.2　实验试剂与主要仪器　限制性核酸内切酶、

T4 DNA连接酶（Thermo Fisher，美国），无缝克隆重

组酶（ClonExpress Ⅱ，南京诺唯赞），位点特异性突

变试剂盒（QuikChange Ⅱ，Agilent；美国），三羟基

甲基氨基甲烷-盐酸（Tris-HCl）、氯化钠（NaCl）、甘

油、乙二胺四乙酸 （EDTA）、乙二醇双四乙酸

（EGTA）、磷酸缓冲液（PBS）、吐温-20（Tween-20）、

聚乙二醇辛基苯基醚 （Triton-X-100）、二硫苏糖醇

（DTT）、4-羟乙基哌嗪乙磺酸（HEPES）、苯甲基磺酰

氟（PMSF）、亮肽素、苯甲脒、异丙基-β-D-硫代半乳

糖苷（IPTG）、氨苄青霉素、卡那霉素、咪唑［生工

生物工程（上海）股份有限公司］，Cocktail蛋白酶抑

制 剂 （Roche， 瑞 士）， DMEM 培 养 基 （Thermo 

Fisher，美国）、胎牛血清（FBS，Gibico；美国），脂

质体转染试剂 （Lipofectamine 3000，Thermo Fisher；

美国），青霉素-链霉素双抗溶液（Thermo Fisher，美

国）， FLAG M2 beads （M8823， Sigma； 美 国），

STREP Tactin XT resin（IBA，德国），LB培养基（青

岛生工生物科技有限公司），考马斯亮蓝 G250

（P0017，碧云天），镍离子金属螯合亲和层析介质

（Ni-NTA，Qiagen；德国），谷胱甘肽琼脂糖凝胶

（glutathione sepharose 4B，Cytiva；美国）；而重组酵

母 SUMO 蛋 白 酶 1 （ULP1-His） 以 及 GST-3C 酶

（PreScission Protease） 均由本实验室表达、纯化、

冻存。

冷冻离心机（5814R，Eppendorf，德国），电泳仪

与电泳槽（Mini-PROTEAN，Bio-Rad；美国），超声

波细胞破碎仪（VCX750，SONICS，美国），高速离心

机（Avanti J-26XP，Beckman Coulter；美国），超声波

清洗器（SB-5200DTN，宁波新芝生物），控温振荡培

养箱（YR101，上海西雷生物），快速纯化液相色谱

（fast protein liquid chromatography， FPLC） 系 统

（ÄKTATM pure）、层析柱（SuperdexTM）、高通量分子互

作分析系统（Biacore 8K）（Cytiva，美国），静态广角

激光散射仪（DAWN HELEOS Ⅱ，Wyatt；美国）为

实验室保有。

1.2　实验方法

1.2.1　引物、DNA 合成和序列测定　均由生工生物

工程（上海）股份有限公司完成。

1.2.2　质粒构建　委托生工生物工程 （上海） 股份

有限公司进行 DNA 合成，获得了恒河猴、狨猴、倭

狐猴和人类 SAGE1 的全长基因编码序列。将这些序

列分别插入 pcDNA3.4-3×FLAG-N 质粒，得到全长

SAGE1 表达质粒，使用位点突变试剂盒将人类

SAGE1 的 关 键 作 用 位 点 （M832、 F838、 Q840、

R872、F873、K874） 突变为丙氨酸，得到突变体

SAGE1 表达质粒；再将恒河猴、狨猴、倭狐猴和人

类 INTS3的全长基因编码序列，分别插入 pcDNA3.4-

STREP-N 质粒，得到 3 种灵长类动物的转染用全长

INTS3表达质粒。随后，利用 PCR技术获得了 3种灵

长类动物 SAGE1的CTD，并将 SAGE1的CTD基因序

列插入 pGEX-6P1载体，这使得 SAGE1的氨基端带上

谷胱甘肽巯基转移酶 （GST） 纯化标签，得到恒河

猴、狨猴和倭狐猴的氨基端带有谷胱甘肽巯基转移酶

（GST）纯化标签的SAGE1CTD表达质粒。借助PCR获

得了 INTS3的 CTD，并将其插入 pET-28a载体，使得

INTS3的氨基端带上 His-SUMO 纯化标签，获得氨基

端带有His-SUMO纯化标签的 INTS3CTD表达载体。

1.2.3　免疫共沉淀实验　本实验使用 HEK293T作为
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哺乳动物细胞表达的细胞系，将状态良好的细胞按

25% 的密度铺培养皿培养，37 ℃培养 6~12 h 之后观

察细胞状态良好即可进行转染。转染前再次观察细胞

状态（密度控制在 70%~80%），使用Lipo3000进行质

粒转染。48 h后收集转染好的细胞，加入400 µL细胞

裂 解 液 （20 mmol/L Tris-HCl pH 7.4， 150 mmol/L 

NaCl， 10% 甘 油 ， 0.5% Triton-X-100， 1 mmol/L 

EDTA，1 mmol/L EGTA，4 µL Cocktail）轻柔重悬细

胞，使用SONICS超声波细胞破碎仪以 30%的功率超

声处理。超声处理后的样品，在 4 ℃下，16 900 ×g

离心 15 min，取 40 µL上清液保存，剩余上清液加入

到预平衡好的 FLAG M2 beads/Strep resin 中，4 ℃转

盘上孵育过夜。使用冷冻离心机 300 ×g 离心 1 min，

吸弃上清液，用裂解液重悬清洗 3 次，每次离心

1 min，离心弃上清液。加入 40 µL 2×SDS-PAGE 

loading buffer （125 mmol/L Tris-HCl pH 6.8， 10% 

SDS，0.2% 溴酚蓝，25% 甘油，2.5% DTT），99 ℃

加热 5 min变性，样品冻存于−20 ℃。样品通过蛋白

质印迹法（Western blotting）进行鉴定。

1.2.4　蛋白表达与纯化　将含表达目的蛋白的

Rosetta菌液用 3 200 ×g离心 15 min，弃上清液，用裂

解液 （50 mmol/L HEPES， 400 mmol/L NaCl， 10% 

甘油，0.1 mmol/L亮肽素，1 mmol/L PMSF，1 mmol/L

苯甲脒，cocktail，pH 8.0）重悬菌体后，采用超声法

裂解菌体。菌体裂解后经 39 000×g离心 40 min，取上

清液。表达 His 标签的蛋白用 Ni-NTA 介质在 4 ℃低

速旋转混合 1 h，表达GST标签的蛋白用GST琼脂糖

凝胶珠混合 3 h，分别用含有咪唑的洗涤缓冲液

（50 mmol/L HEPES， 400 mmol/L NaCl， 25 mmol/L

咪 唑 ， 10% 甘 油 ， pH 8.0） 和 普 通 洗 涤 缓 冲 液

（50 mmol/L HEPES，400 mmol/L NaCl，10% 甘油，

pH 8.0）洗去杂蛋白。再分别用含有咪唑的洗脱缓冲液

（50 mmol/L HEPES，150 mmol/L NaCl，250 mmol/L 

咪唑，pH 8.0）和含有GSH的洗脱缓冲液（50 mmol/

L HEPES，150 mmol/L NaCl，300 mmol/L GSH，pH 

8.0） 洗脱介质得到目的蛋白。将目的蛋白浓缩至

10 mL，使用离子交换层析和凝胶排阻层析分开收集

流出组分，经十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）分析鉴定目的蛋白质。

1.2.5　表面等离子体共振　首先，该实验通过氨基

羧基偶联的方式将SAGE1CTD蛋白偶联到仪器CM5芯

片上。将SAGE1CTD蛋白溶解于仪器配套的不同 pH的

乙酸钠溶液中，进行 pH 筛选，以确定偶联最佳 pH，

确保最佳偶联效果。将 SAGE1CTD蛋白用流动相缓冲

液 （50 mmol/L HEPES，150 mmol/L NaCl，pH 8.0）

稀释 10 个梯度，使用配套甘氨酸作为再生液。选取

数据最佳的几个梯度作为动力学分析，实验方法模板

采用动力学法进行。动力学参数设定为：分析物流动

相与固定相的接触时间为 120 s，分离时间设定为

180 s，流动相流速设置为 30 µL/min。同时将梯度浓

度输入到执行的实验循环信息中，实验结果将根据这

些信息自动拟合结合解离曲线。该实验主要使用高通

量分子互作分析系统Biacore 8K仪器来进行，数据分

析采用Biacore insight evaluation软件。

1.2.6　广角激光散射　广角激光散射凝胶排阻层析

（size-exclusion chromatography with multi-angle light 

scattering，SEC-MALS）是一种用于测量生物大分子

的关键信息的技术，可以表征生物分子质量［18］。制

备 INTS3CTD-SAGE1CTD复合物样品 2 mg/mL，使用上

样针将样品上样到机器中，以 SEC-MALS 缓冲液

（50 mmol/L HEPES，400 mmol/L NaCl，pH 8.0）作为

流动相，样品在室温下以0.5 mL/min的流速在流动相中

运行。使用ASTRA软件对SEC-MALS数据进行分析。

1.2.7　 复 合 物 结 构 预 测 与 分 析　 RoseTTAFold 

Colab［19］是基于Colab在线服务器搭建的蛋白质结构

预测平台，虽然是云端计算平台但其预测的蛋白质结

构依然能够达到原子水平的准确度［20］。通过将

MMseqs2的快速同源性搜索与 RoseTTAFold相结合，

提供了对蛋白质结构和复合物的加速预测［19-21］。通

过 准 备 好 云 端 环 境 和 GPU 等 计 算 资 源 ， 提 交

INTS3CTD、3种灵长类动物和人类的SAGE1CTD氨基酸

序列，即可获得相应的蛋白质三维结构预测数据。

ZDOCK server［22］ 是一个在线网络交互式服务

器，用于执行蛋白质-蛋白质分子对接，模拟蛋白质

与蛋白质之间的相互作用，并生成可能的复合物结

构。这有助于理解蛋白质复合物的构建方式，以及预

测潜在的相互作用界面。上传已有RoseTTAFold预测

出的 SAGE1CTD蛋白质结构文件与生物数据库已有的

INTS3CTD 晶体结构文件 （PDB id：6WLG），设置好

默 认 参 数 ， ZDOCK 会 搜 索 和 分 析 三 维 空 间 中

INTS3CTD和 SAGE1CTD之间所有可能的结合姿态，进

行对接模拟。
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2　结果

2.1　SAGE1 的进化及其与 INTS3 相互作用的保

守性

借助同源搜索，我们定义到 INTS6 是与 SAGE1

最接近的一个蛋白。为了探究 SAGE1 的进化，我们

选择了多种代表性物种并构建了 INTS6 的进化谱系

树。分析结果表明，INTS6是一个古老的基因，它的

起源可以追溯到多细胞真核生物的早期进化阶段。从

七鳃鳗到人类，脊椎动物的所有谱系都能观察到

INTS6的存在（图 1A）。我们得到一个线索，SAGE1

或许是灵长类动物 INTS6演化的一个分支。提出这一

假设是因为我们在 3 种不同的灵长类动物的 SAGE1

中都识别出了其独特的CTD （图 1B），而这一结构域

在 INTS6中也有所体现。氨基酸序列比对表明人类的

SAGE1CTD和 INTS6CTD在序列上呈现出部分保守性（图

1C），并且这一发现不仅只局限于人类，进一步的序列

比对揭示了人类与灵长类动物的SAGE1CTD也具有相当

高的保守性 （图 1D）。与此同时，我们观察到

INTS3CTD在灵长类动物中也展现了高度的保守性（图

1E）。已有的研究显示了 INTS6CTD与 INTS3CTD之间的

相互作用能力。基于这些发现，我们推测SAGE1极有

可能与 INTS3结合，形成相应的蛋白质复合物。

2.2　3 种灵长类 SAGE1 与 INTS3 存在相互作用且

作用力强度相似

为了验证灵长类动物 SAGE1 与 INTS3 之间存在

潜在相互作用，我们进行了免疫共沉淀分析。研究结

果显示，恒河猴的 INTS3 与其 SAGE1 存在相互作用

（图 2A）。该结果同样出现在狨猴（图 2B）和倭狐猴

（图 2C）免疫共沉淀样品组中。为了研究不同灵长类

动物中 INTS3CTD和 SAGE1CTD之间的相互作用强度以

及结合或解离速度的差异，我们纯化得到了 INTS3CTD

蛋白质（图 2D）和 3种灵长类动物的 SAGE1CTD蛋白

质（图 2E~G），并采用了表面等离子体共振技术来评

估这 2种蛋白在体外相互作用的结合强度。通过动力

学实验，我们获得了 3 种灵长类动物 SAGE1CTD 与

INTS3CTD之间的结合解离曲线（图 2H~J），根据动力

学分析，观察到不同浓度下的表面等离子体共振信号

响应在一段时间内缓慢上升，达到最大值后缓慢下

降。这表明 SAGE1CTD与 INTS3CTD之间的相互作用呈

现出慢结合和慢解离的趋势。为了进行比较，我们选

择了基线稳定的空白组作为对照，并选取了 5个响应

值较合理的浓度梯度进行分析。通过分析软件计算，

得到了恒河猴 SAGE1CTD 与 INTS3CTD 的解离常数为

2.26 µmol/L， 狨 猴 为 8.44 µmol/L， 倭 狐 猴 为

1.95 µmol/L。3种灵长类动物的平衡解离常数都在微

摩尔数量级浮动，表明它们之间的结合强度非常

相似。

2.3　INTS3与SAGE1的结合比例

为了探索 INTS3 与 SAGE1 的结合比例，我们将

纯 化 好 的 INTS3CTD 蛋 白 和 3 种 灵 长 类 动 物 的

SAGE1CTD混合孵育，在体外组装成复合物。将复合

物样品浓缩并使用凝胶排阻层析，得到 2 个吸收峰

（图 3A~C 左）。SDS-PAGE 分析第一个吸收峰收集物

（图 3A~C 右） 结果显示，在预期的位置出现了

INTS3CTD与对应灵长类动物的 SAGE1CTD的条带，说

明成功在体外组装得到复合物，进一步证实了不同

SAGE1CTD与 INTS3CTD之间的相互作用。

通过 SEC-MALS分析纯化的复合物（图 3D~F），

结果显示 3种灵长类动物均表现出清晰的信号，并在

8 mL 流动相体积处产生吸收峰。同时，紫外线检测

显示了单峰信号的特征，再次验证了 INTS3CTD-

SAGE1CTD 复 合 物 的 形 成 。 具 体 而 言 ， 恒 河 猴

INTS3CTD-SAGE1CTD 复合物的分子质量测定为 103.0 

kDa （单个 INTS3CTD理论分子质量为 47.1 kDa，单个

恒河猴 SAGE1CTD理论分子质量为 10.5 kDa）；而狨猴

和倭狐猴的 INTS3CTD-SAGE1CTD复合物分子质量都测

定为 101.0 kDa （单个狨猴、倭狐猴 SAGE1CTD 理论

分子质量为 8.3 kDa），所有检测结果均在可接受的

误差范围内。该结果提示，INTS3 与 SAGE1 以 2∶1

的比例形成复合物，和 INTS3 与 INTS6 的作用模式

相同。

2.4　INTS3CTD-SAGE1CTD复合物初步结构分析

根据公共数据库中已有的 INTS3CTD-INTS6CTD 结

构（PDB id：7BV7），我们推测 3种灵长类动物和人

类的 INTS3CTD-SAGE1CTD 复合物也具有相似的结构。

为了获取它们的三维结构信息，我们借助蛋白质结构

预测工具RoseTTAFold2，将 SAGE1CTD的氨基酸序列

输入进云端结构模拟程序，然后与 PDB数据库中的

INTS3CTD（PDB id：6WLG）进行分子对接。结果显示，

该复合物无一例外呈现出典型的蝴蝶形结构（图 4），
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其中“蝴蝶”的头部由SAGE1CTD的 4个α-螺旋组成，

而“身体”则由 2个 INTS3CTD蛋白相互交叉形成二聚

体。同时，我们将其与 INTS3CTD-INTS6CTD结构进行

了比较，发现对接结果与该结构高度相似（图 4A），

SAGE1 与 INTS6 和 INTS3 的相互作用界面有一定重

叠性。
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图 1　SAGE1 与 INTS6 在进化上的相似性
Fig 1　Evolutionary similarity between SAGE1 and INTS6

449



2024, 44（4）上海交通大学学报（医学版）

Vol.44 No.4 Apr. 2024JOURNAL OF SHANGHAI JIAO TONG UNIVERSITY (MEDICAL SCIENCE)

通过对人类 INTS3CTD-SAGE1CTD复合物模拟结构分

析，我们发现其相互作用主要由疏水相互作用介导，并

伴有亲水相互作用辅助（图4B右）。随后，我们挑选了

相互作用界面上 6 个关键互作位点 （M832、F838、

Q840、R872、F873、K874），将其全部突变为丙氨酸

后，利用免疫共沉淀方法检测 INTS3与突变体SAGE1

的互作情况 （图 4C），结果显示，突变体 SAGE1 与

INTS3的互作明显下降，这也验证了对接结果的可靠

性。并且进一步观察分析后，我们发现这些位点大多在

灵长类中具有保守性。3 种灵长类动物 INTS3CTD 和

SAGE1CTD的作用界面也主要由疏水相互作用介导，即

恒河猴（图4D右）SAGE1CTD的F791、狨猴（图4E右）

SAGE1CTD的L1485和倭狐猴（图 4F右） SAGE1CTD的

F260 与 2 个 INTS3CTD的 F806 参与形成疏水作用。此

外，还有一些氨基酸残基形成了离子键，如位于恒河

猴 SAGE1CTD 中的 K792 与 INTS3CTD 的 D769，位于狨

猴 SAGE1CTD中的 H1441与 INTS3CTD的 E804，位于倭

狐猴 SAGE1CTD 中的 R227 与 INTS3CTD 的 E804，它们

之间的相互作用被氢键进一步加强。在 3种灵长类动

物以及人类 INTS3CTD-SAGE1CTD复合物结构上具有一

定保守性，都呈现一种“蝴蝶”状结构，以疏水相互

作用为主，辅助亲水相互作用，同时 SAGE1 与

INTS6和 INTS3的相互作用界面有一定重叠性，暗示

了可能存在着竞争性，需要未来进一步验证和探索。
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图 2　SAGE1 与 INTS3 的免疫共沉淀实验、蛋白纯化及解离常数测定
Fig 2　Co-immunoprecipitation experiment, protein purification and dissociation constant determination of SAGE1 and INTS3

450



李晓畅，等 3种灵长类动物SAGE1与 INTS3相互作用保守性的验证

http://xuebao.shsmu.edu.cn 上海交通大学学报（医学版）， 2024， 44（4）

INTS3CTD+Lemur-SAGE1CTDINTS3CTD+Marmoset-SAGE1CTDINTS3CTD+Rhesus-SAGE1CTD

6 8 10
0

1

2

3

4

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

103.0 kDa

Protein MW
UV

Protein MW
UV

Protein MW
UV

M
W

/1
×

1
0

5
D

a

M
W

/1
×

1
0

5
D

a

M
W

/1
×

1
0

5
D

a
R

elativ
e scale

R
elativ

e scale

R
elativ

e scale

6 8 10 12
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

101.0 kDa

0

1

2

3

4

6 8 10
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

101.0 kDa

UV 280
UV 254

UV 280
UV 254

UV 280

UV 254

A
b
s/

m
A

u

A
b
s/

m
A

u

A
b
s/

m
A

u

5 10 15 20 2525 0

100

200

300

400

500

5 10 15 200

50

100

150

200

V/mL V/mL V/mL

V/mLV/mLV/mL

Rhesus INTS3CTD-SAGE1CTD complex Marmoset INTS3CTD-SAGE1CTD complex

5 10 15 20 250

50

100

150

Lemur INTS3CTD-SAGE1CTD complex

kDa kDa kDa

15-
10-

20-
25-

35-
40-
50-
70-

15-
10-

20-
25-

35-
40-
50-
70-

15-
10-

20-
25-

35-
40-
50-
70-

A B

E

C

FD

0

1

2

3

4

Note： A. Rhesus INTS3CTD-SAGE1CTD complex assemble in vitro. B. Marmoset INTS3CTD-SAGE1CTD complex assemble in vitro. C. Lemur INTS3CTD-

SAGE1CTD complex assemble in vitro. D. SEC-MALS analysis of purified Rhesus INTS3CTD-SAGE1CTD complex. E. SEC-MALS analysis of purified Marmoset 

INTS3CTD-SAGE1CTD complex. F. SEC-MALS analysis of purified Lemur INTS3CTD-SAGE1CTD complex. MW—molecular weight.

图 3　INTS3CTD-SAGE1CTD复合物体外组装与 SEC-MALS 分析
Fig 3　In vitro INTS3CTD-SAGE1CTD assembly and SEC-MALS analysis
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图 4　INTS3CTD-SAGE1CTD结构预测与相互作用界面分析、、INTS3 与人类突变体 SAGE1 免疫共沉淀实验
Fig 4　 Structure prediction and interaction interface analysis of INTS3CTD-SAGE1CTD, and co-immunoprecipitation experiment of INTS3 

with human mutant SAGE1
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3　讨论

通过比较多种胎盘类哺乳动物的基因组数据，研

究人员证实了 X 染色体的保守性［23-25］。但在 X 染色

体的一些区域，特别是在灵长类中，一些主要在睾丸

中表达的扩增子正在快速进化，SAGE1就是X染色体

上的快速进化而来的一个基因［25-27］。是什么进化事

件促成了这些灵长类动物基因的快速扩增，并最终形

成我们现在所观察到的 SAGE1，很大程度上依然存

在众多的未知因素。

本研究通过验证 3 种代表性灵长类动物 （恒河

猴、狨猴、倭狐猴）的 SAGE1 与 INTS3 的相互作用

保守性，来探讨 SAGE1 在灵长类动物的进化。

SAGE1 作为 CTA 家族的一部分，已在多种癌症中显

示出重要性［28］。SAGE1与 INTS6在 C 末端具有一定

的序列同源性，引发了我们的关注和猜想。前人已经

证实，INTS6能通过与 INTS3形成稳定复合物而发挥

功能［8］。我们推测 SAGE1 也可能与 INTS3 形成复合

物，但详细具体的机制并不清楚。

我们使用了几种蛋白互作方法来验证 SAGE1 与

INTS3之间的相互作用。首先，通过免疫共沉淀和蛋

白质印迹的方法，我们证实了全长 INTS3与 3种灵长

类动物全长 SAGE1 之间存在明确的相互作用，暗示

了 INTS3和SAGE1在基因表达和调控中的协同作用，

并且这种作用在进化过程中是高度保守的。通过使用

表面等离子体共振技术，得到 INTS3-SAGE1 的解离

常数，并且其处在微摩尔级别，显示出较高的亲和

性。这种级别的相互作用力可能在生物学上有其特定

的重要性，需要进一步的实验来揭示。根据 SEC-

MALS 的结果，INTS3-SAGE1 复合物的组成比例为

2∶1。此外，通过分子对接预测，我们揭示了截短体

INTS3CTD-SAGE1CTD复合物的蛋白质结构模型。复合

物的“蝴蝶型结构”提供了一个全新的视角，进一步

解释了 INTS3 和 SAGE1 是如何进行结合的。此外，

INTS3 的二聚体形式可能对 SAGE1 的结合方式和其

功能有重要的影响。

研究表明，INTS3 具备与 SAGE1 和 INTS6 的相

互作用能力，并且它们的相互作用界面存在一定的重

叠，这暗示了 SAGE1 与 INTS6 之间可能存在潜在的

竞争关系。 INTS3 作为整合体复合物的组成部分，

在 RNA 的剪接、加工等生物过程中发挥关键作用。

SAGE1 与 INTS6 竞争性与 INTS3 结合可能影响转录

功能的正常执行，进而调节相关基因的表达。这一

发现对未来的转录调控分子机制研究具有重要的

意义。

针对 SAGE1 的探讨显示，从低等灵长类到高等

灵长类，其C端具有保守性，可能与 INTS6竞争性结

合 INTS3，而N端呈现出显著的变异，通过模式图展

示，倭狐猴、狨猴、恒河猴、人类的 SAGE1 N 端分

别为 204、1 429、735、805个氨基酸。在漫长的进化

过程中，N 端长度一直在不断地“优化”，最终塑造

了人类 SAGE1 目前的 N 端长度，从而更为有效地执

行其功能。

综上所述，本研究通过探索 SAGE1 与 INTS3 之

间的相互作用，提供了对 SAGE1 起源的新见解，并

为未来更深入地探讨它们的生物学功能打下了基

础。为了更好地理解这两个蛋白质如何协同工作并

参与到具体的生物过程中，还需要更多的实验验证

和分析。进一步的结构生物学研究，可能为我们提

供更多关于这两个蛋白质如何结合并发挥其功能的

信息。
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