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Abstract
AIM: To analyze the protein structure and 
function of Homo sapiens retinoic acid induced 
16 (RAI16) cDNA nucleotides sequence.

METHODS: Using some related computer soft-
ware and database, RAI16 cDNA sequence and 
the deduced amino acid (AA) sequence were 
analyzed and compared with those of other 
species, and the secondary structure and hydro-
phobicity of the protein were determined and 
predicted.

RESULTS: RAI16 cDNA sequence consisted of 

2863 nucleotides encoding a 759-AA protein. 
RAI16 protein included a 31-AA signal peptide. 
The protein had no transmembrane domain, and 
its subcellular localization was in endoplasmic 
reticulum. The secondary structure contained 
several kinds of conformations. RAI16 protein 
appeared as a compact and globular domain, 
and was a secretory and hydrophilicity protein 
(grand average of hydropathicity: -0.136). The 
protein was also unstable (the unstable coef-
ficient: 53.11), with many phosphorylation and 
proteinase sites.

CONCLUSION: As a new signal protein, RAI16 
may be involved in the signal transduction and 
transcription of hepatoma cell differentiation by 
interacting with Tec protein.

Key Words: Tec protein; Homo sapiens retinoic acid 
induced 16; Nucleotides; Protein Structure
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摘要
目的: 分析Tec激酶区作用蛋白视黄酸诱导蛋
白16 (RAI16)的蛋白质结构和功能信息. 

方法:  利用相应的计算机软件及数据库 ,对
RAI16 cDNA序列进行分析和比较,并对编码
的蛋白质氨基酸序列及其二级结构进行分析
和预测. 

结果: RAI16 cDNA序列由2863个核苷酸组成,
编码759氨基酸蛋白质, RAI16蛋白包括一段
由31个氨基酸组成的信号肽, 没有跨膜区, 亚
细胞定位于内质网上, 有多种二级结构形式,
为一紧密包裹的球状蛋白质, 是一种分泌蛋
白, 有多个磷酸化和蛋白酶切位点. RAI16蛋
白为不稳定蛋白, 不稳定系数为53.11, 疏水性
GRAVY (grand average of hydropathicity)值为
-0.136.

结论: RAI16蛋白作为一种新的胞内信号蛋

®

■背景资料
Tec是国内外研究
较活跃的一个非
受体型蛋白酪氨
酸 激 酶 ,  他 主 要
介导细胞信号传
导. 近几年的研究
发现Tec与肝细胞
分化有关, 在肝癌
细胞中具有高表
达和特异性, 是肝
干细胞和肝细胞
增值、分化、凋
亡信号转导路径
中关键的蛋白激
酶连接分子. 鉴于
RAI16最初作为
Tec相互作用蛋白
被筛选克隆得到, 
提示Tec和RAI16
蛋白之间存在相
互作用, 因此推测
RAI16蛋白与细
胞 分 化 有 关 ,  很
可能在肝癌细胞
的诱导分化信号
转导转录中发挥
重 要 作 用 .  探 索
RAI16蛋白的结
构功能为进一步
研究他们之间的
相互作用关系提
供了更广阔的空
间.
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白, 很可能在肝癌细胞的诱导分化信号转导转
录中与Tec协同发挥重要作用.

关键词: Tec蛋白; 视黄酸诱导蛋白16; 核苷酸; 蛋

白质结构
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0  引言

Tec(tyrosine kinase expressed in hepatocellular 
carcinoma)是一种存在于胞质内的非受体型蛋

白酪氨酸激酶, 最初于肝癌组织中筛选得到, 他
参与多种细胞因子的信号传递过程, 是多种细

胞因子、辅助分子及受体型PTK信号转导过程

中一个重要的靶分子. 我们进一步证实Tec参与

肝再生、肝干细胞和肝癌细胞分化的信号转导

过程[1-3]. 本课题组前期工作通过酵母双杂交技

术在胎肝cDNA文库中筛选得到一种Tec相互

作用蛋白, 即视黄酸诱导蛋白16(RAI16). 关于

RAI16文献报告很少, 功能研究报告更是空白, 
从其命名知晓, 为一种RA诱导蛋白. 本研究主

要利用相应的计算机软件及一些有关的生物信

息学站点, 对RAI16 cDNA序列进行分析和比较, 
并对其编码的蛋白质氨基酸序列及其二级结

构、功能域等进行分析和预测, 从中获得RAI16
蛋白质结构方面的重要信息, 从而根据结构预

测其未知新功能.

1  材料和方法

1.1 材料 以NCBI上公布的RAI16做为研究对象. 
NCBI上蛋白质序列数据库及核酸序列数据库.
1.2 方法 
1.2.1 RAI16 cDNA的克隆及测序 以Tec激酶结构

域(KD)作为“钓饵”蛋白, 在酵母双杂交系统

中筛选构建于转录激活结构域(AD)载体的人胎

肝文库, 经营养缺陷选择、诱导筛选及初步鉴

定, 筛库所得基因插段约2000 bp左右的文库质

粒为一真阳性克隆, 随之亚克隆, 将其连接重组

于pMD18-T质粒, 转化DH5α大肠杆菌, 提取重

组质粒DNA, 由上海博亚生物技术公司完成测

序.
1.2.2 cDNA核酸序列的比较和分析 对已测出全

长的cDNA阳性克隆序列, 通过生物信息学网站

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), 在GenBank

数据库中查询比较所测序列的同源性, 初步确

认cDNA序列的性质及其相关信息.
1.2.3 蛋白质序列的同源性分析及比较  分析

RAI16蛋白质的开放阅读框架(ORF)并推译其

cDNA编码的氨基酸序列. 通过BLAST方式, 查
询比较RAI16蛋白质序列的同源性.
1.2.4 蛋白质二级结构及功能的初步预测  基
因的功能主要是通过其所翻译的蛋白质来体

现, 在进化过程中, 蛋白质的顺序和结构在种间

和种内的变化比相应核酸的变化要小. 因此通

过分析蛋白质的功能基序、亚细胞定位、信

号肽及其二级结构可以初步预测相应功能. 所
用生物信息学网站有: 蛋白质功能基序分析: 
http://au.expasy.org/prosite/; 蛋白质二级结构预

测: http://www.emblheidelberg.de/predictprotein/; 
蛋白质信号肽及酶切位点预测: http://www.cbs.
dtu.dk/services/SignalP/; 蛋白质跨膜区预测: 
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/; 
蛋白质亚细胞定位分析: http://psort.nibb.ac.jp/
form2.html/; 蛋白质组成及疏水性分析: http://
cn.expasy.org/tools/protparam.html/; 蛋白质亚细

胞定位预测: http://psort.nibb.ac.jp/form2.html/; 
蛋白质各组成及疏水性分析: http://cn.expasy.
org/tools/protparam.html/; 蛋白酶切位点预测: 
http://www.expasy.org/tools/peptidecutter/.

2  结果

2.1 RAI16 cDNA序列及其分析 测序发现插入片

段全长2863个碱基对(base pair, bp), 他含有48 bp他含有48 bp含有48 bp
的5'端非翻译区、2232 bp组成的开放阅读框架'端非翻译区、2232 bp组成的开放阅读框架端非翻译区、2232 bp组成的开放阅读框架

及583 bp组成的3'非翻译区. 序列比对发现, 插入'非翻译区. 序列比对发现, 插入非翻译区. 序列比对发现, 插入

基因片段与人视黄酸诱导蛋白16(RAI16) cDNA
的同源性最高, 为99%, 从而证实克隆的这一基

因为RAI16(GenBank收录号为BC052237).
2.2 RAI16蛋白质序列的同源性分析及比较 利用

http://www.expasy.ch/网站, 把RAI16开放读码框

(ORF)中的DNA顺序翻译成相应的氨基酸顺序, 
再利用http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST的蛋

白质数据库进行比较, 结果未见有意义的同源

蛋白.
2.3 蛋白质功能基序分析(图1)图1)) 生物信息学分

析提示[4], RAI16蛋白含6个蛋白质激酶C(PKC)
磷酸化位点(164-166: TEK、271-273: SKK、

336-338: SWR、435-437: TDR、468-470: TLR、
590-592: SSR), 9个酪蛋白激酶Ⅱ(CK2)磷酸化

位点(56-59: STDE、162-165: SVTE、164-167: 

■研发前沿
近几年在对RA作
用研究中发现了
RAI系列基因, 但
尚无具体完整的
结构和功能研究
的 相 关 报 道 ,  只
是推测 R A I 系列
蛋白可能是一种
“新型”的胞内
参与信号转导转
录调控的蛋白质
家族. RAI16蛋白
作为家族成员之
一, 了解其结构功
能, 对认识整个家
族特征具有重要
的意义.
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TEKE、214-217: SHGD、507-510: SYED、

523-526: SFLD、541-544: TSYD、573-576: 
TGYD、603-606: TPLD), 3个酪氨酸激酶(Tyr)磷
酸化位点(73-81: KQMLDILVY、490-497:  RN-
LEGRPY、629-635: RILDQPY), 6个N-豆蔻酰化

位点(156-161: GGTASG、157-162: GTASGS、
255-260: G T T E S N、267-272: G L C Q S K、

482-487: GIIHSL、708-713: GQAPGE), 2个酰胺

化位点(191-194: EGKK、196-199: VGRK), 3个
酪氨酸硫酸化位点(501-515: GSPEPESYEDTL-
D L E、512-526: L D L E E D P Y F T D S F L D、

568-582: AFLEETGYDTYVHDA)以及1个ATP-
GTP结合位点(540-547: ATSYDGKT).
2.4 蛋白质二级结构预测 成熟的RAI16蛋白可

以形成α-螺旋、β-折叠及环状结构(LOOP)等多

种二级结构形式, 其中, 以形成α-螺旋的区间居

多. 通过生物信息学网站(http://www.emblheidel-
berg.de/predictprotein)得知: RAI16为一紧密包裹

的球状蛋白质[5].
2.5 蛋白质信号肽及酶切位点预测 采用基于神

经网络(NN, 图2A)的算法和隐藏的马尔可夫模, 图2A)的算法和隐藏的马尔可夫模)的算法和隐藏的马尔可夫模

型(HMM, 图2B)预测RAI16蛋白质的信号肽及, 图2B)预测RAI16蛋白质的信号肽及)预测RAI16蛋白质的信号肽及

其切割位点[6-7], 结果表明, RAI16蛋白具有一段

由31 AA组成的信号肽, 且其切割位点位于30-31 
AA之间. 推测为一种分泌蛋白.
2.6 蛋白质跨膜区预测 为了更直观的显示RAI16
是否具有跨膜区, 借助expasy(http://cn.expasy.
org/) 中的TMHMM工具 (http://www.cbs.dtu.dk/
services/TMHMM-2.0/)[7],  预测结果如(图3).图3).). 
2 . 7  蛋 白 质 亚 细 胞 定 位 预 测  通过工具

PSORT(http://psort.nibb.ac.jp/form2.html)进行

预测[8-10], 结果如下: 44.4%: endoplasmic reticu-
lum(内质网); 22.2%: cytoplasmic(胞质); 11.1%:质); 11.1%:); 11.1%: 
mitochondrial(线粒体); 11.1%: Golgi(高尔基体); 
11.1%: nuclear(胞核).
2.8 蛋白质各组成及疏水性分析 为了更加全

面地统计各参数,  用expasy中的工具ProtParam 
(http://cn.expasy.org/tools/protparam.html)[11-12], 
结果如下: 氨基酸数目: 759, 分子量: 83834.8. 
等电点 :  5.31;  负电荷残基总数(A s p+G l u): 
93; 正电荷残基总数(Arg+Lys): 62; 分子式: 
C3769H5901N999O1114S25; 原子总数: 11808; 
半衰期: 5.5 h; 不稳定系数: 53.11, 该蛋白分类为

不稳定蛋白; 脂肪系数: 94.23; Grand average of 
hydropathicity (GRAVY)亲水性评估: -0.136.. 
2.9 蛋白酶切位点预测 通过工具Pept ideCut-

ter (http://www.expasy.org/tools/peptidecut-
t e r )进行预测 ,  结果发现共有如下这些蛋白

酶对R A I16有酶切作用 :  精氨酸-C蛋白水解

酶(Arg-C proteinase)、Asp-N内切酶(Asp-N 
endopep t idase)、Asp-N内切酶+N端亮氨酸

(Asp-N endopeptidase+N-terminal Glu)、BNPS-
Skatole、细胞凋亡蛋白酶1(caspase1)、高特

异性糜蛋白酶(chymotrypsin-high specificity)、
低特异性糜蛋白酶(chymotrypsin-low specific-
i ty)、梭菌蛋白酶(clostripain)、CNBr、凝血

因子Xa (factor Xa)、甲酸(formic acid)、谷氨

酰基肽链内切酶(glutamyl endopeptidase)、氧

代苯甲酸(iodosobenzoic acid)、LysC、LysN、

NTCB(2-nitro-5-thiocyanobenzoic acid)、胃蛋白

■创新盘点
RAI16文献报告
很少, 功能研究报
告 更 是 空 白 ,  本
研究利用相应的
计算机软件及数
据 库 ,  对 R A I 1 6 
cDNA序列进行分
析和比较, 并对编
码的蛋白质氨基
酸序列及其二级
结构进行了分析
和预测, 从而获得
RAI16的蛋白质
结构信息, 为进一
步探索RAI16的
功能提供了理论
依据.

 G1-30411035-G- (759 aa)

图  1  RAI16蛋白质各功能基序分布.
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图  3  RAI16蛋白质跨膜区预测. 

■应用要点
对RAI16蛋白的
功 能 预 测 提 示
RAI16可能是Tec
激酶的底物分子, 
他参与了细胞分
化过程, 很可能在
肝癌细胞的诱导
分化信号转导转
录中发挥重要作
用. 对RAI16蛋白
功能的更深入研
究将为研究肿瘤
细胞诱导分化信
号转导分子机制
提供新的思路和
理论依据.
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酶(pH1.3)(pepsin)、胃蛋白酶(pH>2)(pepsin)、
脯氨酸肽链内切酶(proline-endopeptidase)、蛋

白酶K (proteinase K)、葡萄球菌肽酶I (staphy-
lococcal peptidase I)、嗜热菌蛋白酶(thermoly-
sin)、胰蛋白酶(trypsin). 

3  讨论

1995年本课题组前期工作通过酵母双杂交技术

在胎肝cDNA文库中筛选Tec相互作用蛋白, 得
到一阳性克隆, 测序并经BLAST比对后, 确定为

人源性RAI16基因, 已被GenBank收录, 编号为

BC052237, 组织来源为脑Ⅳ型胶质细胞瘤. 
RAI16 cDNA全长2863 bp, 含有48 bp的5'端

非翻译区、2232 bp组成的开放阅读框架及583 
bp组成的3'非翻译区, 在3'非编码区含有一个腺

苷酸化位点(AATAAA)和长度为18个腺苷酸的

poly(A). 编码框全长759 AA, 编码蛋白质分子量

为83.8 kDa. PSORT结果提示, 该蛋白有很长的

酪氨酸尾部, 并有一段9 AA长的过氧化物酶前

导信号2(SKL2) (KLLLVRKQL at 698). 蛋白质

同源性分析未见有意义的同源蛋白. 
RAI16蛋白含有6个可能的PKC磷酸化位点, 

9个可能的CK2位点, 3个Tyr磷酸化位点, 5个N-
豆蔻酰化位点, 2个酰胺化位点, 3个酪氨酸硫酸

化位点以及1个ATP-GTP结合位点. 这些磷酸化

位点主要功能是参与和调节蛋白质的代谢、翻

译后的修饰和加工, RAI16蛋白中这些磷酸化位

点的存在提示RAI16的生物学活性有可能在细

胞信号传导通路中接受多种信号的调控. 其中, 
他具有多达18个不同蛋白激酶的磷酸化位点, 
蛋白质的磷酸化和去磷酸化参与多种细胞功能

的调节, 因此其失调可能与肝细胞的异常分化

密切相关. 
利用expasy中的工具ProtParam分析得到, 

RAI16蛋白等电点为5.31, 体外半衰期为5.5 h, 氨
基酸组成成分中, 亮氨酸含量最高, N端序列考

虑为亮氨酸. 蛋白不稳定性系数为53.11(Ⅱ级), 
该蛋白分类为不稳定性蛋白. 蛋白脂质系数为

94.23. 蛋白质疏水性的预测在蛋白质组学研究

中是必不可少的, 通常根据蛋白质的GRAVY 值
来预测. GRAVY值的范围在2与-2之间, 正值表

明此蛋白为疏水蛋白, 负值表明为亲水蛋白. 从
通过protparam工具统计的结果中可知, Grand 
average of hydropathicity(GRAVY)为-0.136, 这
说明人源的RAI16为亲水蛋白. 分析RAI16蛋白

二级结构发现, 成熟的RAI16蛋白可以形成α-

螺旋、β-折叠及环状结构(LOOP)等多种二级

结构形式, 其中大多为α-螺旋. 生物信息学网

站PredictProtein提示该蛋白质为一包裹紧密的

球状蛋白. 此外, 该蛋白无跨膜区, 具有一段由

31个氨基酸组成的信号肽, 且其切割位点位于

30-31 AA之间, 推测为一种分泌蛋白. 其亚细胞

定位位于内质网上. 因此, 我们可以推测RAI16
蛋白是一种定位于胞质内内质网上的分泌型的

球形信号蛋白, RAI16蛋白很可能在肝干细胞和

肝癌诱导分化过程中, 作为RA诱导蛋白被信号

蛋白分子募集至胞质内, 通过磷酸化、去磷酸

化、豆蔻酰化、酰胺化等修饰, 通过不同的活

化形式和剪切方式以及胞质与胞核间的移位, 
完成其在信号转导中的重要角色. 

总之, 我们首次成功地克隆出视黄酸诱导

蛋白16的cDNA序列, 由此推译出他的蛋白质

一级结构, 并对其功能区、信号肽、亚细胞定

位、二级结构及亲疏水性等进行了分析. 上述

结果为深入研究RAI16的分子结构及其下一步

的功能预测奠定了基础, 对其结构和功能的深

入研究, 将有助于阐明RAI16在肝癌细胞诱导分

化信号转导转录中的作用, 同时还将利于明确

RAI16与Tec蛋白之间的相互作用机制, 从而进

一步拓宽Tec的研究领域.
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■同行评价
RAI16蛋白质作
为一种新的包内
信号蛋白, 可能在
肝癌细胞的诱导
分化信号转导转
录中与Tec协同发
挥重要作用. 本研
究内容重要, 提供
了有意义的信息, 
文章科学性、创
新性和可读性能
较好的反映我国
或国际肠胃病学
临床和基础研究
的先进水平. 
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第三届全军胃肠外科学术会议暨
2007 年普通外科高峰论坛征文通知

本刊讯 全军胃肠外科学术委员会定于2007-06上旬在贵阳市召开“第三届全军胃肠外科学术会议暨2007年普

通外科高峰论坛”.  会议将邀请国内、军内著名外科专家, 对热点问题作专题演讲与探讨.  代表获得国家继续

医学教育Ⅰ类学分.  

1    征文内容

(1)胃肠外科和普通外科的新进展、新技术、新手术、新经验; (2)实验研究; (3)腹腔镜手术; (4)围手术期肿瘤

放化疗; (5)围手术期营养支持; (6)围手术期护理等.  

2    征文要求

论文全文和摘要(600字左右)各一份, 并附拷贝软盘, 请寄: 100700北京市东城区南门仓5号 北京军区总医院全

军普通外科中心 李世拥 收; 电话: 010-66721188; 截稿日期: 2007-05-01.


