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摘要
目的: 应用分子生物学和生物信息学方法，寻找、克隆大

鼠肝再生相关基因LRRP1的人的同源基因，阐明LRRP1

基因的结构和功能，为研究肝脏再生调节的分子生物学机

制奠定基础.

方法:利用美国国立卫生研究院建立的核苷酸数据库
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(GenBank)以及相应的核苷酸序列同源性搜索分析软件

(BLASTN)，以大鼠的LRRP1的cDNA序列作为参照，对

于人的同源性cDNA序列进行搜索分析，寻找人的LRRP1

的同源基因序列. 利用蛋白质一级结构序列的数据库以及相

应的同源蛋白序列的搜索分析，阐明人LRRP1蛋白质一级

结构与已知蛋白序列的同源性，从而根据蛋白质一级结构

的相似性，对于新克隆基因进行功能方面的预测分析. 应用

在线软件的分析，对于人LRRP1蛋白质一级结构序列进行

分析预测，分析其氨基末端序列是否具有信号肽序列，以

判断人LRRP1蛋白是否是一种可以分泌表达的蛋白; 同样

对人LRRP1蛋白质一级结构序列进行在线软件的分析，对

于人LRRP1蛋白质分子结构中的潜在的糖基化位点以及其

他类型的修饰位点进行预测.

结果: 人的LRRP1的编码基因由480 nt组成，编码产物由

159 aa组成. 人LRRP1的蛋白质一级结构序列与人琥珀酸

脱氢酶亚单位D、牛琥珀酸脱氢酶亚单位D高度同源，同

源性分别为79% (126/159)，78% (123/156). 人 LRRP1是

一种分泌蛋白，在其分子结构中具有N-糖基化位点、蛋白

激酶C磷酸化位点和豆蔻脂化修饰位点.

结论: 人LRRP1蛋白是一种新型的琥珀酸脱氢酶的亚单位

编码基因.
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0   引言

肝脏是一种具有极强的再生能力的器官之一. 正常肝脏
一般都处于静止状态，但是如果出现肝脏损伤的情
况，如肝脏部分切除(手术)、化学性肝损伤(药物中
毒)、病毒感染后的肝损伤(各种急、慢性病毒性肝
炎)、肝脏肿瘤(肝细胞癌)等原因造成肝脏细胞损伤和
坏死，都可以立即诱发和启动肝脏的再生过程[1-3]. 肝
脏损伤和再生的过程涉及到非常复杂的分子生物学机

制，研究肝脏再生的分子生物学机制，探索参与肝脏再

生过程的因素及其调节作用，对于肝脏疾病的防治、探

索新型的治疗方法和药物具有十分重要的意义. 为了研究

在肝再生过程中参与的新的基因，我们首先建立了肝脏

部分切除的大鼠模型，对于静止期肝脏和再生过程中的

肝脏的基因表达谱，利用抑制性消减杂交(SSH)技术进行

筛选[4-6]，获得了一系列与肝脏再生相关的基因类型，

其中包括大鼠肝脏再生相关蛋白1(LRRP1)[7]. 为了研究不

同种属生物LRRP1 的同源基因，探索其生物学功能，
我们利用生物信息学(bioinformatics)技术[8-10]对于大鼠
LRRP1 的人的同源基因进行了研究和分析，发现人
LRRP1是一种琥珀酸脱氢酶的新的亚单位.

1   材料和方法

1.1 材料  大鼠LRRP1的基因克隆化的基本过程见文献.
人LRRP1的基因克隆化利用不同种属生物基因同源的
原理，利用美国国立卫生研究院(NIH)的生物工程学研
究所(NCBI)建立的核苷酸数据库GenBank 进行同源基
因序列的比对和搜索，发现cDNA序列AY358788与我
们克隆的大鼠的LRRP1的 cDNA序列有高度的同源性.
AY358788基因序列是基因组研究计划中的一部分，并
不是功能性的克隆化策略，也不清楚AY358788这一基
因存在的真实性和生物学功能. 从核苷酸序列同源性的
比对结果来看，AY358788基因与我们的LRRP1基因序
列有着高度的同源性，认为AY358788就是大鼠LRRP1
的人的同源基因序列.
1.2 方法  以人的LRRP1蛋白质一级结构序列作为参照，
应用蛋白质一级结构序列的数据库进行分析(http: //www.
ncbi.nlm.gov.nih/blast/ swissprot)，在蛋白质一级结构序
列的常用数据库Swissprot数据库中发现了人的LRRP1
与人的琥珀酸脱氢酶亚单位D和牛的琥珀酸脱氢酶亚
单位D高度同源. 因为人LRRP1的蛋白质一级结构与人
琥珀酸脱氢酶D亚单位的序列高度同源，但又不完全一
致，因而对于人LRRP1的结构和功能的预测具有非常
重要的价值. 目前根据已知蛋白信号肽序列的性质和比
较结果，建立了蛋白信号肽序列的预测方法和计算机软
件系统，我们应用在线软件系统http://www.stepc.gr/cgi-
synaptic/sigfind，对于人LRRP1蛋白质信号肽序列进行
预测分析.对于人LRRP1蛋白质潜在修饰位点序列的计
算机预测，应用的软件系统是http://us.expasy.org/prosite.

2    结果

2.1 人LRRP1的基因克隆化  利用生物信息学技术，发
现在核苷酸序列数据库GenBank中存在与大鼠LRRP1
的同源的来源于人的基因序列. 其中一段cDNA序列与
大鼠LRRP1 的基因序列高度同源，从而确定为人的
LRRP1，即大鼠LRRP1的人的同源基因. 对于人LRRP1
的基因序列及其编码产物的一级结构进行分析，结果
表明人LRRP1的编码基因序列为480 nt，编码产物由
159 aa组成，(图1).

ATG GCG GTT CTC TTA AAG CTG GGC GTT CTC

M   A    V    L    L    K    L    G    V    L

TGC AGT GGC CAA GGA GCT CGA GCT CTC CTA

C   S    G    Q    G    A    R    A    L    L

CTC CGA AGC CGG GTG GTC AGA CCC GCT TAT

L   R    S    R    V    V    R    P    A    Y

GTG TCA GCA TTT CTC CAG GAC CAG CCT ACC

V   S    A    F    L    Q    D    Q    P    T

CAA GGA CGG TGT GGT ACC CAG CAC ATT CAC

Q   G    R    C    G    T    Q    H    I    H

CTG TCA CCA AGC CAC CAC TCT GGT TCC AAG

L   S    P    S    H    H    S    G    S    K
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GCT GCA TCT CTC CAC TGG ACC AGT GAG AGG

A   A    S    L    H    W   T    S    E    R

GTT GTC AGT GTT CTG CTC TTG GGG CTG ATC

V   V    S    V    L    L    L    G    L    I

CCT GCT GGG TAC TTG AAT CCC TGC TCT GTG

P   A    G    Y    L    N    P    C    S    V

GTG GAC TAC TCT CTG GCT GCA GCC CTC ACC

V   D    Y    S    L    A    A    A    L    T

CTG CAC AGT CAC TGG GGC CTT GGA CAA GTG

L   H   S    H   W   G    L    G    Q    V

GTT ACC GAC TAC GTT CAT GGG GAC ACC CTG

V   T    D    Y    V    H    G    D    T    L

CCG AAG GCT GCC AGG GCA GGC CTC TTG GCA

P   K    A    A    R    A    G    L    L    A

CTC TCA GCT TTG ACC TTT GCT GGG CTT TGC

L   S    A    L    T    F    A    G    L    C

TAC TTC AAT TAC CAC GAT GTC GGC ATC TGC

Y   F    N    Y    H    D    V    G    I    C

AGA GCG GTT GCC ATG CTG TGG AAG CTC TGA

R   A   V    A    M   L    W   K    L    *

图1  大鼠肝再生相关基因LRRP1的人同源基因及其编码产物一级结
构序列.

2.2 人 LRRP1蛋白同源序列的分析  以人的LRRP1蛋
白质一级结构序列作为参照，对于蛋白质一级结构序
列的数据库(http://www.ncbi.nlm.gov.nih/blast/swissprot)进
行搜寻，发现人LRRP1的蛋白质一级结构序列与人琥
珀酸脱氢酶亚单位D、牛琥珀酸脱氢酶亚单位D高度
同源，同源性分别为79% (126/159)，78% (123/156)，
表明人LRRP1属于琥珀酸脱氢酶亚单位D的一个新的
同源蛋白(图 2)，其基本功能就是构成琥珀酸脱氢酶.
2.3 人LRRP1蛋白的信号肽序列分析  利用生物信息学
技术的在线分析(http://www. stepc.gr/cgi-synaptic/
sigfind)，对于人 LRRP1 的潜在的信号肽序列进行分
析，发现人LRRP1蛋白质序列中的氨基末端45个氨
基酸残基(MAVLLKLGVLCSGQGARALLLRSRVVRPAYV

SAFLQDQPTQGRCG)组成了人LRRP1的信号肽序列，
表明人LRRP1是一种可以分泌的蛋白类型.
2.4 人LRRP1蛋白质结构中潜在修饰位点的分析  利用
在线软件(http://us.expasy. org/prosite/)对于人LRRP1蛋白
质一级结构中存在的潜在的修饰位点进行分析，结果
表明: 在人LRRP1蛋白分子结构中，第68-70位的氨基
酸残基序列(SER)存在潜在的蛋白激酶C(PKC)的磷酸化
位点; 在89-92 aa(SVVD)存在酪蛋白激酶II磷酸化位点;
在 8-13 aa(GVLCSG)、58-63 aa(GSKAAS)、78-83 aa
(GLIPAG)、108 -113 aa(GQVVTD)和 148-153 aa
(GICRAV)分别存在潜在的N-豆蔻脂化位点.

3   讨论

许多与细胞周期、细胞凋亡和细胞信号转导相关的基
因几乎都参与了肝脏再生的分子生物学调节机制和过
程[11-15]. 我们采用肝脏70%手术切除后12 h时间点，此
时的基因表达对于早期阶段肝脏再生过程的调控具有十
分重要的意义. 由于本项研究旨在发现肝脏再生过程中
相关的新的基因序列，因此我们采用的技术途径和方法
主要是抑制性消减杂交(SSH， suppression subtractive
hybridization)技术. 这种SSH技术，对于2个具有可比性
的系统的基因表达谱进行比较研究，但是对于研究的
对象基因又没有先决条件，所以是一种十分有效的研
究技术途径，这一点优于基因表达谱新技术，因在基因
表达谱芯片技术研究中，芯片制备时点样的基因类型
就决定了表达谱芯片的检测范围，因而不利于发现更
多的新的基因类型. 我们对于大鼠70%肝脏部分切除模
型的基因表达谱进行分析，发现了一种新的基因，命名
为LRRP1，本文应用生物信息学技术，确定了人LRRP1
的核苷酸和蛋白质一级结构序列. 利用在线软件分析结
果表明，人LRRP1是一种分泌性的蛋白类型，在其蛋
白质一级结构的氨基末端有一段由45 aa组成的信号肽
序列. 对于已知蛋白序列数据库的搜索结果表明，人
LRRP1是一种新型的琥珀酸脱氢酶复合体亚单位分子.
在人LRRP1分子结构中，还存在着潜在的N-糖基化位
点、PKC磷酸化位点和豆蔻脂化位点等.

人LRRP1: 1   MAVLLKLGVLCSGQGARVXLLRSWVVRHAYVSAFLQDQPTQGRCGTQHIHLSPSHHSGSK 60

人 SH-D: 1   MAVLWRLSAVCGALGGRALLLRTPVVRPAHISAFLQDRPIPEWCGVQHIHLSPSHHSGSK 60

牛 SH-D: 1   MAVLWRLSVLCGAKEGRALFLRTPVVRPALVSAFLQDRPAQGWCGTQHIHLSPSHHSGSK 60

人 LRRP1: 61  AASLHWTSERVVSVLLLGLIPAGYLNPCSVVDYSLAAALTLHSHWGLGQVVTDYVHGDTL 120

人 SH-D: 61  AASLHWTSERVVSVLLLGLLPAAYLNPCSAMDYSLAAALTLHGHWGLGQVVTDYVHGDAL 120

牛 SH-D: 61  AASLHWTGERVVSVLLLGLIPAAYLNPCSAMDYSLAATLTLHSHWGIGQVVTDYVHGDAV 120

人 LRRP1: 121 PKAPRAGLLALSAPTFAGLCYFNYHDVGICRAVAMLWKL 159

人 SH-D: 121 QKAAKAGLLALSALTFAGLCYFNYHDVGICKAVAMLWKL 159

牛 SH-D: 121 QKAAKTGLLVLSAFTFAGLCYFNYHDVGICKAVAMLWKL 159

图2  人 LRRP1 与人、牛琥珀酸脱氢酶蛋白质一级结构的序列比较. 人 LRRP1: 大鼠肝再生相关基因LRRP1 的人同源基因编码产物;  人 SH-D:
人琥珀酸脱氢酶亚单位D; 牛 SH-D: 牛琥珀酸脱氢酶亚单位D.
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       在肝脏再生的调节机制中，一系列的生长因子参
与这一复杂的调节过程，如肝细胞生长因子(HGF)、肝
再生增强因子(ALR)、表皮生长因子(EGF)等. 特别是
ALR在肝脏再生中的作用近年来受到了广泛的重视.寻
找与肝脏再生相关的新型蛋白药物，利用基因重组技
术表达纯化促进肝脏再生的新型药物，具有十分重要
的意义. 我们利用基因工程技术，经过发酵和蛋白质纯
化等过程，制备了重组的人ALR蛋白，在体内实验中
发现这种生长因子蛋白可以显著减轻四氯化碳引起的
小鼠的急性肝损伤，为进一步推进重组ALR的产业化，
奠定了坚实的基础[16-19].
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邵   清, 成   军, 白雪帆, 王   琳, 张   健, 卢成哲, 梁耀东, 刘   敏, 李   强

邵清, 成军, 王琳, 张健, 梁耀东, 刘敏, 李强, 中国人民解放军第 302医
院传染病研究所基因治疗研究中心、全军病毒性肝炎防治研究重点实
验室 北京市 100039
白雪帆, 中国人民解放军第四军医大学唐都医院传染科 陕西省西安市 710039
卢成哲, 中国人民解放军解放军第206医院CT室 吉林省通化市 134001
国家自然科学基金攻关项目, No. C03011402, No. C30070689
军队“九、五”科技攻关项目, No. 98D063
军队回国留学人员启动基金项目, No. 98H038
军队“十、五”科技攻关青年基金项目, No. 01Q138
军队“十、五”科技攻关面上项目, No. 01MB135
项目负责人: 成军, 100039, 北京市西四环中路100号，中国人民解放军
第302医院传染病研究所基因治疗研究中心, 全军病毒性肝炎防治研究重点
实验室.  cj@genetherapy.com.cn
电话: 010-66933391    传真: 010-63801283
收稿日期: 2004-03-15    接受日期: 2004-05-11

摘要
目的: 用酵母双杂交技术筛选白细胞中与丙型肝炎病毒

(HCV)非结构蛋白3(NS3)反式调节靶基因编码产物NS3TP6

蛋白结合蛋白的基因.

方法: 用多聚酶链反应(PCR)法扩增HCV NS3TP6蛋白基

因，连接入酵母表达载体pGBKT-7中构建诱饵质粒，转

化酵母细胞AH109并在其内表达，然后与转化了人白细

胞文库质粒的酵母细胞Y187进行配合，在营养缺陷型培

养基上进行双重筛选阳性菌落，增菌后提取质粒，转化

入大肠杆菌，提取质粒并测序，进行生物信息学分析.

结果: 成功克隆出HCV NS3TP6蛋白基因并在酵母细胞中表

达，配合后选出在四缺( SD/-Trp-Leu-Ade-His)培养基和铺

有X-α-半乳糖(X-α-gal)的四缺培养基上均能生长并变成
蓝色的真阳性菌落共7个，其中 3个人类白细胞CD14抗

原，1个人类免疫球蛋白 λ轻链，3个人类推定蛋白基因




