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　 　 摘要:　 为了获得樱桃谷鸭寡腺苷酸合成酶样蛋白质基因(ＯＡＳＬ)全长 ｃＤＮＡꎬ并且初步了解其生物学特性ꎬ采
用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 方法从鸭脾脏组织总 ＲＮＡ 中扩增 ＯＡＳＬ 基因 ｃＤＮＡ 片段ꎬ应用生物信息学方法ꎬ系统分析鸭

ＯＡＳＬ 的遗传进化以及蛋白质的理化性质、二级结构和亚细胞定位ꎮ 结果表明ꎬ樱桃谷鸭 ＯＡＳＬ 基因(ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号: ＫＸ２５５６５４)全长１ ６３０ ｂｐꎬ其中包含 １９ ｂｐ 的 ５′ＵＴＲ(Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬＵＴＲ)、９９ ｂｐ 的 ３′ＵＴＲ(Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅ￣
ｇｉｏｎꎬ ＵＴＲ)和 ＰｏｌｙＡ 尾巴、１ ５１２ ｂｐ 的编码区(Ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎꎬＣＤＳ)ꎬ 翻译编码 ５０４ 个氨基酸多肽ꎮ 鸭 ＯＡＳＬ 蛋白具

有寡腺苷酸合成酶(ＯＡＳ)蛋白家族的典型特征ꎬ即 Ｎ 端为寡腺苷酸合成酶样结构域(ＯＡＳ￣ｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎꎬＯＬＤ)ꎬＣ 端

为 ２ 个串联的泛素化样结构域(Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎｓꎬ ＵｂＬＤｓ)ꎬ不具有信号肽和跨膜区ꎮ 序列比对和系统进化分

析结果表明ꎬＯＡＳＬ 氨基酸序列在同种之间比较保守ꎬ与已报道的鸭 ＯＡＳＬ 的同源性高达 １００％ꎬ与鹅同源性为

７８％ꎬ与人、鼠和猪等哺乳动物的同源性仅为 ４３％~４５％ꎮ
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ｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ｏｆ １ ５１２ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｓ ａ
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ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ.
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
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ｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｈａｒｅｄ １００％ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ａｍｉｎｏａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗｉｔｈ Ａｎａｓ ｐｌａｔｙｒｈｙｎｃｈｏｓꎬ ７８％ ｗｉｔｈ Ａｎｓｅｒ ｃｙｇｎｏｉｄｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃｈｅｒｒｙ ｖａｌｌｅｙ ｄｕｃｋꎻ ＯＡＳＬꎻ ＲＡＣＥꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 随着中国养鸭业的迅猛发展ꎬ养殖规模不断扩

大ꎬ养殖密度不断提高ꎮ 目前ꎬ鸭饲养量超过 ５.２５×
１０８ 只ꎬ位居世界之首ꎮ 但是ꎬ饲养方式落后ꎬ鸭疫

病防御体系不健全ꎬ每年因疾病死亡造成的直接经

济损失可达到 １.８×１０９ 元ꎮ 在众多疫病之中ꎬ病毒

病是影响养鸭业健康发展的重要疫病之一ꎮ
寡腺苷酸合成酶(ＯＡＳ)是一种具有广谱抗病毒

活性的蛋白质ꎬ并受 Ｉ 型干扰素诱导ꎬ在几乎所有脊

椎动物中均有表达ꎮ 该酶最早由 Ｋｅｒｒ 等[１] 在干扰

素处理后的人体细胞中发现ꎬ随后人们在鼠、猪、牛
和低等生物如海绵动物体内也均发现了 ＯＡＳ 系

统[２￣３]ꎮ 人 ＯＡＳ 基因家族包括 ４ 个基因: ＯＡＳ１、
ＯＡＳ２、ＯＡＳ３ 和 ＯＡＳＬꎬ其编码蛋白质 ＯＡＳ１ 和 ＯＡＳＬ
具有 １ 个复制单元ꎬ而 ＯＡＳ２ 和 ＯＡＳ３ 分别具有 ２ 个

和 ３ 个复制单元[４]ꎮ ＯＡＳ１ ~ ＯＡＳ３ 都具有 ２′￣５′寡
腺苷酸合成酶活性ꎬ可通过经典的 ＯＡＳ / ＲＮａｓｅＬ 途

径降解感染细胞中的 ＲＮＡꎬ能有效阻止 ＲＮＡ 病毒

的复制ꎬ而 ＯＡＳＬ 缺少该酶活性ꎬ但可通过 Ｎ 端的寡

腺苷酸合成酶样结构域和 Ｃ 端的泛素化结构域共

同激活宿主 ＲＩＧ￣Ｉ 信号通路ꎬ降解感染细胞中的

ＲＮＡꎬ也具有抗病毒的作用[５]ꎮ ＯＡＳＬ 此功能可为

开发治疗包括流感病毒、丙肝病毒等一系列病毒感

染的疗法提供希望[６]ꎮ
本课题组在前期试验中发现鸭感染坦布苏病

毒后 ＯＡＳＬ 蛋白表达水平上调ꎬ同时发现 ＯＡＳＬ 蛋

白对鸭坦布苏病毒复制有一定的抑制作用ꎬ但有

关鸭 ＯＡＳＬ 基因全长 ｃＤＮＡ 的组成以及编码的蛋

白质结构信息至今未见报道ꎮ 本研究以鸭坦布苏

病毒感染樱桃谷鸭脾脏为试验材料ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ
和 ＲＡＣＥ 方法克隆鸭 ＯＡＳＬ 基因全长ꎬ并对其编码

蛋白质结构进行生物信息学预测ꎬ分析 ＯＡＳＬ 基因

同源性ꎬ构建系统进化树ꎬ为深入研究鸭 ＯＡＳＬ 抗

病毒机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

樱桃谷鸭幼鸭购自南京水禽交易市场ꎬ鸭坦布

苏病毒(ＤＴＭＵＶ)ＪＳ８０４ 株为本实验室保存毒株ꎮ
１.２　 主要试剂

ＨＰ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ 提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ 公司ꎬ

ＲＡＣＥ 试剂盒、Ｍ￣ＭＬＶ 反转录酶和随机引物等购自

大连宝生物有限公司ꎬＴａｇ ＤＮＡ 聚合酶、ＤＮＡ ｍａｒｋ￣
ｅｒ、ｐＥＡＳＹ 􀅺￣Ｔ１ 载体、琼脂糖凝胶回收试剂盒等购

自北京全式金生物技术有限公司ꎬ其他试剂均为进

口分装或国产分析纯ꎮ
１.３　 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 的合成

将从鼠脑中分离的鸭坦布苏病毒肌肉注射健康

鸭ꎬ１２ ｈ 和 ２４ ｈ 后分别取其脾脏组织在液氮中研

磨ꎬ研磨后的脾脏组织用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取总

ＲＡＮꎮ 提取的总 ＲＮＡ 分别利用 Ｍ￣ＭＬＶ 反转录酶和

ＲＡＣＥ 试剂盒进行反转录ꎬ获得 ｃＤＮＡꎮ
１.４　 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增和序列测定

以 Ｍ￣ＭＬＶ 反转录酶反转录获得的 ｃＤＮＡ 为

ＰＣＲ 模板ꎬ根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的鹅(Ａｎｓｅｒ ｃｙｇｎｏｉｄｅｓꎬ
ＸＭ＿ ０１３１９１９１８. １) ＯＡＳＬ２ 全长 ｍＲＮＡ 序列和鸭

(Ａｎａｓｐｌａｔｙｒｈｙｎｃｈｏｓꎬ ＸＭ＿００５０２７０６９.２)部分序列设

计引物 ＯＡＳＬ￣Ｆ / ＯＡＳＬ￣Ｒ(表 １)ꎬ进行 ＰＣＲ 扩増ꎬ扩
増体系为 ５０ μｌꎮ 扩増条件为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ
９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ ５６ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ４５ ｓꎬ３５
个循环ꎬ７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎꎮ 将扩增的产物切胶纯

化后连接到 ｐＥＡＳＹ 􀅺￣Ｔ１ 载体ꎬ经卡那霉素和 ＰＣＲ
筛选后ꎬ将扩增片段大小正确的菌液送上海英俊公

司测序ꎮ
１.５　 ＲＡＣＥ 反应扩增 ＯＡＳＬ 基因全长

基于已验证的北京鸭 ＯＡＳＬ 基因部分序列设计

５′ＲＡＣＥ 和 ３′ＲＡＣＥ 特异性引物(表 １)ꎮ ５′￣ＲＡＣＥ 和

３′￣ＲＡＣＥ 的 ＰＣＲ 反应按照 ＲＡＣＥ 试剂盒说明书进

行ꎬ经过 ２ 次降落 ＰＣＲ 扩增后ꎬ扩增出的片段分别切

胶纯化ꎬ连接到 ｐＥＡＳＹ 􀅺￣Ｔ１ 载体ꎬ经菌落 ＰＣＲ 筛选

后各挑取 １０ 个克隆送上海英俊公司测序ꎮ
１.６　 基因序列生物信息学分析

运用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件包中的 Ｓｅｑｍａｎ 软件对测

序得到的序列片段进行拼接以获得 ＯＡＳＬ 基因全长

ｃＤＮＡ 序列ꎮ 将所获得 ＯＡＳＬ 基因全长 ｃＤＮＡ 经

ＢＬＡＳＴ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的非冗余蛋白质数据库进行

同源性比对ꎬ应用 ＭＥＧＡ ５.０ 软件构建 ＮＪ 系统进化

树ꎬ运用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 工具 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ.ｈｔｍｌ)分析氨基酸序列组成及理化性

质ꎬ应用 Ｓｃａｎ ｐｒｏｓｉｔｅ ｆａｃｉｌｉｔｙ 软件 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘ￣
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ｐａｓｙ.ｃｈ / ｔｏｏｌｓ / ｓｃａｎｐｒｏｓｉｔｅ / )预测编码的氨基酸序列

结构域ꎬ应用 ｓｉｇｎａｌＰ４.１ 工具( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ.
ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / )和 Ｓｍａｒｔ￣Ｍｏｄｅｌ 软件( ｈｔｔｐ: / /
ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )分别对 ＯＡＳＬ 基因编码的

氨基酸残基进行信号肽区域和跨膜结构预测ꎬ通过

ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ. ｏｒｇ / )在线

工具预测编码蛋白质的二级结构ꎬ通过 ＰＳＯＲＴ ＩＩ 软
件(ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ.ｎｉｂｂ.ａｃ. ｊｐ)预测蛋白质的亚细胞定

位ꎬ通过 ＳＴＲＩＮＧ 在线工具( ｈｔｔｐ: / / ｓｔｒｉｎｇ. ｅｍｂｌ. ｄｅ /
ｎｅｗｓｔｒｉｎｇ＿ｃｇｉ / ｓｈｏｗ＿ ｉｎｐｕｔ＿ｐａｇｅ.ｐｌ)预测鸭 ＯＡＳＬ 蛋

白质与其他蛋白质的相互作用ꎮ

表 １　 本研究所使用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 　 　 　 引物序列(５′→３′)

ＯＡＳＬ￣Ｆ ５′￣ＣＡＡＡＴＡＣＧＣＣＣＴＧＧＡＧＣＴＧ￣３′

ＯＡＳＬ￣Ｒ ５′￣ＧＧＡＧＴＣＧＴＡＧＧＴＣＡＧＧＣＧＣＴ￣３′

３Ｒ１ ５′￣ＣＡＡＡＴＡＣＧＣＣＣＴＧＧＡＧＣＴＧ￣３′

３Ｒ２ ５′￣ＧＣＡＴＣＴＡＣＴＧＧＧＡＧＡＧＧＴＡＣＴＡ￣３′

３Ｒ３ ５′￣ＣＴＧＧＣＡＧＣＴＧＡＡＧＧＡＡＧＡＧＡＴ￣３

５Ｒ１ ５′￣ＧＧＡＧＴＣＧＴＡＧＧＴＣＡＧＧＣＧＣＴ￣３

５Ｒ２ ５′￣ＧＴＧＴＣＧＴＡＧＴＡＧＡＴＧＣＣＧＴＡＧ￣３′

５Ｒ３ ５′￣ＣＣＣＡＡＴＴＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＴＣＴＴＣＣＴ￣３′

２　 结果与分析

２.１　 樱桃谷鸭 ＯＡＳＬ 基因全长 ｃＤＮＡ 的克隆

以鸭脾脏总 ＲＮＡ 为模板ꎬ经逆转录后得到 ｃＤ￣
ＮＡꎮ 用引物 ＯＡＳＬ￣Ｆ / Ｒ 进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 产

物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ在 ７５０ ｂｐ 左右可见

明亮的条带ꎬ条带大小与设计的目的片段长度相符

(图 １)ꎮ 将该片段回收后克隆到 ｐＥＡＳＹ 􀅺￣Ｔ１ 载体

中ꎬ经测序后获得该片段的核苷酸序列ꎬ经与其他物

种的 ＯＡＳＬ 基因比对ꎬ确认获得的序列为鸭 ＯＡＳＬ 基

因编码区部分序列ꎮ
　 　 以鸭脾脏总 ＲＮＡ 为模板ꎬ经过 ５′￣ＲＡＣＥ 和 ３′￣
ＲＡＣＥ 各两轮降落 ＰＣＲ 扩增ꎬ分别得到预期的条带

(图 １)ꎮ 将上述 ２ 个片段切胶回收后克隆到 ｐＥＡＳＹ
􀅺￣Ｔ１ 载体中ꎬ经菌落 ＰＣＲ 验证后送测序公司测序ꎮ
测序获得的核苷酸序列与寡腺苷酸合成酶样蛋白基

因进行比对ꎬ确认正确的序列利用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件包

中的 ＳｅｑＭａｎ 软件拼接校对ꎬ最终得到的鸭 ＯＡＳＬ 基

因全长１ ６３０ ｂｐꎬ其中包含 １９ ｂｐ 的 ５′ＵＴＲ(Ｕｎｔｒａｎｓ￣
ｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬ ＵＴＲ)、９９ ｂｐ 的 ３′ＵＴＲ(Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅ￣
ｇｉｏｎꎬＵＴＲ)和 ＰｏｌｙＡ 尾巴、１ ５１２ ｂｐ 的编码区(Ｃｏｄ￣
ｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎꎬ ＣＤＳ)ꎬ 翻译编码 ５０４ 个氨基酸多肽ꎮ
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＫＸ２５５６５４ꎮ

Ｍ 为 ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎮ 图 Ａ 中 １ 和 ２ 泳道分别为鸭坦布苏病毒感染 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 的脾脏 ｃＤＮＡ ＲＴ￣ＰＣＲ 结果ꎮ 图 Ｂ、Ｃ 中ꎬ１、２ 泳道为以病毒

处理 １２ ｈ 后鸭脾脏 ｃＤＮＡ 为模板进行的 ５′￣ＲＡＣＥꎬ３、４ 泳道为以病毒处理 ２４ ｈ 后鸭脾脏 ｃＤＮＡ 为模板进行的 ５′￣ＲＡＣＥꎬ５、６ 泳道为以病毒处

理 １２ ｈ 后鸭脾脏 ｃＤＮＡ 为模板进行的 ３′￣ＲＡＣＥꎬ７、８ 泳道为以病毒处理 ２４ ｈ 后鸭脾脏 ｃＤＮＡ 为模板进行的 ３′￣ＲＡＣＥꎮ Ｂ 为一次 ＰＣＲ 结果ꎬＣ
为二次 ＰＣＲ 结果ꎮ

图 １　 鸭 ＯＡＳＬ 基因 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 扩增结果

Ｆｉｇ.１　 Ａｇｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｄｕｃｋ ＯＡＳＬ ｇｅｎｅ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ ＲＡＣＥ

２.２　 樱桃谷鸭 ＯＡＳＬ 基因序列系统进化分析

将获得的樱桃谷鸭 ＯＡＳＬ 基因 ＯＲＦ 序列在 ＮＣ￣
ＢＩ 数据库中进行序列比对搜索ꎮ 结果显示:在核苷

酸水平ꎬ与鸭(Ａｎａｓ ｐｌａｔｙｒｈｙｎｃｈｏｓꎬ ＸＭ＿００５０２７０６９.２

５７３毕可然等:樱桃谷鸭 ＯＡＳＬ 基因全长 ｃＤＮＡ 的克隆及其生物信息学分析



和 ＫＪ１２６９９１.１)部分 ｍＲＮＡ 序列相似性为 １００％ꎬ与
鹅(Ａｎｓｅｒ ｃｙｇｎｏｉｄｅｓꎬＸＭ＿０１３１９１９１８.１)、猎隼(Ｆａｌｃｏ
ｃｈｅｒｒｕｇꎬＸＭ＿００５４３２７３４.２)和鸡(Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓꎬＸＭ＿
０１５２９３００６.１)等 ｍＲＮＡ 全序列相似性依次为 ８９％、
７８％和 ７７％ꎬ与其他禽类 ｍＲＮＡ 全序列相似性均为

７４％以上ꎻ在氨基酸水平上ꎬ与鹅(ＸＰ＿０１３０４７３７２.１)
氨基酸序列相似性最高(为 ７８％)ꎬ与其他已报道的

禽类氨基酸序列相似性在 ５８％至 ６９％之间ꎬ与哺乳

类氨基酸序列相似性为 ４３％ ~ ４５％ꎮ 基于 ＮＣＢＩ 已

有物种 ＯＡＳＬ 氨基酸序列ꎬ利用 Ｍｅｇａ５.０ 软件构建

了 １４ 个物种寡腺苷酸合成酶样蛋白的分子进化树

(图 ２ )ꎮ 鸭 和 鹅 首 先 聚 为 一 支 ( 自 引 导 值 为

１００％)ꎬ再与其他禽类聚为一簇ꎬ而所有哺乳动物单

独聚为一簇ꎮ

图 ２　 鸭和其他物种 ＯＡＳＬ 氨基酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｃｈｅｒｒｙ ｖａｌｌｅｙ ｄｕｃｋ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＯＡＳＬ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２.３　 樱桃谷鸭 ＯＡＳＬ 编码蛋白质的基本理化性质

樱桃谷鸭 ＯＡＳＬ 蛋白的理论分子量为 ５.７２×
１０４ꎬ理论等电点为 ９􀆰 ０９ꎮ 在氨基酸组成中ꎬ亮氨酸

(Ｌｅｕ)含量最高(１１􀆰 ５％ꎬ５８ 个)ꎬ其次为谷氨酰胺

(Ｇｌｎ)(７􀆰 ２％ꎬ３６ 个)ꎻ极性氨基酸(Ｑ、Ｔ、Ｋ、Ｓ、Ｒ、Ｅ、
Ｄ、Ｙ、Ｎ、Ｃ、Ｈ) ２７４ 个ꎬ疏水氨基酸(Ｌ、Ｐ、Ｖ、Ｇ、Ｉ、Ａ、
Ｆ、Ｗ、Ｍ) ２２９ 个ꎻ碱性氨基酸(Ｋ、Ｒ、Ｈ) ７２ 个ꎬ酸性

氨基酸(Ｄ、Ｅ) ４９ 个ꎻ负电荷氨基酸(Ａｓｐ＋Ｇｌｕ) ４９
个ꎬ正电荷氨基酸(Ａｒｇ＋Ｌｙｓ) ６３ 个ꎻ不稳定系数为

４６􀆰 ６５(>４０􀆰 ０)ꎬ属于不稳定蛋白质ꎻ由８ １００个原子

组成ꎬ分子式为 Ｃ２ ５６５Ｈ４ ０６７Ｎ７０７Ｏ７４２Ｓ１９ꎻ总平均亲水性

为－０􀆰 ４１１ꎮ 蛋白质疏水性预测结果表明ꎬＯＡＳＬ 蛋

白 Ｎ 端前部的疏水区域比较弱(分值<１􀆰 ５)ꎬ其疏水

最大值为 ２􀆰 ５７８ꎬ处于第 ７８ 个氨基酸位置ꎻ最小值

－２􀆰 ４７８ꎬ处于第 ８７ 个氨基酸位置ꎮ

２.４　 樱桃谷鸭 ＯＡＳＬ 蛋白质结构

ＯＡＳＬ 基因编码 ５０４ 个氨基酸ꎮ 利用 ＮＣＢＩ 在

线工具 ＢＬＡＳＴ 和 ＳＭＡＲＴ 分析保守结构域ꎬ发现

ＯＡＳＬ 基因编码蛋白质具有哺乳动物寡腺苷酸合成

酶样蛋白家族的典型结构域(图 ３)ꎬ即 Ｎ 端为寡腺

苷酸合成酶样结构域(ＯＡＳ￣ｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎꎬＯＬＤ)ꎬ位于

第 １５４~３３３ 氨基酸间ꎬＣ 端为 ２ 个串联的泛素化样

结构域(Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎｓꎬ ＵｂＬＤｓ)ꎬ分别位于

第 ３３７~４１２ 和 ４１７~４８８ 氨基酸间ꎮ 应用 ＳｉｇｎａｌＰ￣４.
１ 在线工具对 ＯＡＳＬ 蛋白质 Ｎ 末端信号肽进行预

测ꎬ结果显示ꎬ此蛋白质不含信号肽位点ꎮ 应用 ＴＭ￣
ＨＭＭ 在线工具对鸭 ＯＡＳＬ 蛋白质进行跨膜区预测ꎬ
结果表明ꎬ鸭 ＯＡＳＬ 蛋白质没有跨膜区ꎬ不是跨膜蛋

白ꎮ 通过 ＰＳＯＲＴ ＩＩ 软件预测鸭 ＯＡＳＬ 蛋白质的亚

细胞定位情况ꎬ结果表明ꎬ鸭 ＯＡＳＬ 蛋白质主要位于
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细胞核内ꎮ 进一步用 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 在线工具预测

鸭 ＯＡＳＬ 蛋白质结构域ꎬ结果显示无规则卷曲(Ｃ)
占 ４８􀆰 １１％ꎬα￣螺旋(Ｈ) 占 ３１􀆰 ６１％ꎬβ 折叠( Ｅ) 占

２０􀆰 ２８％ꎮ 应用 ＳＴＲＩＮＧ 在线工具参考人类蛋白质

库预测鸭 ＯＡＳＬ 蛋白质与其他蛋白质的相互作用ꎬ
结果表明ꎬ鸭 ＯＡＳＬ 蛋白质可与 ＩＲＦ７ 和 ＩＳＧ１５ 直接

发生作用(图 ４)ꎮ 同源建模结果显示ꎬＣ 末端 ＵＢＱ
结构域与人 ＵＢＱ 结构域相似性为 ９６􀆰 ２％ꎬＮ 端 ＯＬＤ
结构域相似性为 ４０􀆰 ４％ꎮ

图 ３　 鸭 ＯＡＳＬ 蛋白质结构域预测

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｄｕｃｋ ＯＡＳＬ

图 ４　 鸭 ＯＡＳＬ 蛋白质相互作用模型

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐａｒｔｎｅｒｓ ｏｆ ｄｕｃｋ ＯＡＳＬ ｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨 论

人寡腺苷酸合成酶样基因于 １９９８ 年被发现和

鉴定ꎬ因为其与寡腺苷酸合成酶 １ 基因具有较高的

序列相似性ꎬ但不具有 ２′￣５′寡腺苷酸合成酶活性ꎬ
故被命名为寡腺苷酸合成酶样蛋白 ＯＡＳＬ[７]ꎮ ２００８
年ꎬＭａｒｑｕｅｓ 等在推断 ＯＡＳＬ 蛋白质是否具有抗病毒

特性的研究中发现ꎬＯＡＳＬ 蛋白对单链 ＲＮＡ 病毒

(小核糖核酸病毒和脑心肌炎病毒)具有抗病毒特

性ꎬ但对较大的 ＤＮＡ 病毒(单纯性疱疹病毒)没有

抗病毒特性ꎬ当 ＯＡＳＬ 蛋白缺失 Ｃ 端泛素化结构域

后ꎬＯＡＳＬ 蛋白的抗病毒特性随之丢失[８]ꎮ ２０１５ 年ꎬ

Ｉｂｅｎ 等在分析人 ＯＡＳＬ 蛋白质结构和功能中发现ꎬ
ＯＡＳＬ 蛋白质的抗病毒特性不仅依赖于 Ｃ 端泛素化

结构域ꎬ还依赖于 Ｎ 端的寡腺苷酸合成酶样结构域

(ＯＬＤ)ꎬＯＬＤ 结构域氨基酸能够折叠形成双链 ＲＮＡ
可结合的凹槽ꎬ当凹槽的关键区域被突变后ꎬＯＡＳＬ
蛋白质的抗病毒特性丢失[９]ꎮ 樱桃谷鸭 ＯＡＳＬ 蛋白

质与人 ＯＡＳＬ 蛋白质的 Ｃ 端 ＵＢＱ 结构域相似性高

达 ９６.２％ꎬＮ 端 ＯＬＤ 结构域相似性为 ４０.４％ꎮ 生物

信息学分析结果表明鸭 ＯＡＳＬ 蛋白质具有与人源

ＯＡＳＬ 蛋白质相似的抗病毒途径ꎬ这为进一步分析

鸭 ＯＡＳＬ 蛋白质抗病毒分子机理提供了指导理论ꎮ
在禽类 ＯＡＳ 蛋白家族研究中ꎬＳｏｋａｗａ 等 １９８４

年首次发现鸡、鹅和鸽子的红细胞中含有此类蛋白

质ꎬ并且鸡的红细胞裂解物与 ＡＴＰ 孵育 ２０ ｈ 后ꎬ
７０％的 ＡＴＰ 被转换成 ２′￣５′寡腺苷酸分子[１０]ꎮ ２０００
年ꎬＴａｔｓｕｍｉ 等进一步证实ꎬ鸡 ＯＡＳＬ 基因具有 ２ 个等

位基因 ＯＡＳ￣Ａ (５.８×１０４)和 ＯＡＳ￣Ｂ (５.４×１０４)ꎬ二者

编码的蛋白质均具有人 ＯＡＳ１ 蛋白质的催化区和

ＯＡＳＬ 蛋白质的泛素化结构域[１１]ꎮ ２０１２ 年ꎬ日本学

者 Ｈａｓｓａｎ 等证实鸡 ＯＡＳＬ 蛋白质可以抑制黄病毒

属尼罗河病毒的复制[１２]ꎮ 最近ꎬ一些研究结果表

明ꎬ当北京鸭被新城疫病毒 Ｈｅｒｔｓ３３ (Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓ￣
ｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬ ＮＤＶ)感染后ꎬ其肝、肺和脾脏组织 ＯＡＳ
基因表达明显上调[１３]ꎻ当樱桃谷鸭被鸭坦布苏病毒

感染后ꎬＯＡＳ 蛋白质也明显上调[１４]ꎮ 本课题组前期

基于鸭坦布苏病毒感染组和非感染组进行了鸭差异

性蛋白组学分析ꎬ在感染组中也发现 ＯＡＳＬ 蛋白质

表达水平上调ꎬ同时初步试验发现 ＯＡＳＬ 对鸭坦布

苏病毒复制有一定的抑制作用ꎮ 但有关鸭 ＯＡＳＬ 基

因组成、特点和功能至今未见报道ꎮ 本研究从樱桃

谷鸭脾脏中克隆了鸭 ＯＡＳＬ 基因全长ꎬ利用多种在

线生物学工具对鸭 ＯＡＳＬ 蛋白质的结构及其所蕴含

的生物学信息进行了预测和分析ꎮ 结果表明ꎬ鸭
ＯＡＳＬ 蛋白质既无跨膜区也无信号肽ꎬ属于非分泌

型蛋白质ꎬ这为我们下一步应用原核细胞表达该蛋

白质奠定了理论基础ꎮ 结构域分析结果显示ꎬ它的

结构域为 １５４ ~ ３３３ 氨基酸之间的 Ｎ 端 ＯＬＤ 和

３３７~４１２ 及４１７~ ４８８ 氨基酸之间的 ＵＢＱ 结构域ꎮ
亚细胞定位结果显示ꎬＯＡＳＬ 蛋白质主要分布在细

胞核中ꎮ 这些为下一步研究 ＯＡＳＬ 真核表达及免疫

共沉淀提供了重要参考ꎮ
本研究还将鸭 ＯＡＳＬ 基因与其他物种基因进行

７７３毕可然等:樱桃谷鸭 ＯＡＳＬ 基因全长 ｃＤＮＡ 的克隆及其生物信息学分析



了比对和同源性分析ꎬ发现 ＯＡＳＬ 基因在同一种属

内高度保守ꎬ但不同物种之间的差异性较大ꎬ这表明

ＯＡＳＬ 基因是某一物种固有的特异性天然免疫基因ꎬ
另一方面也提示各物种的天然免疫系统可能存在明

显的差异ꎬ这些差异将影响宿主对不同病原微生物

的敏感性ꎮ 这一特点为深入探讨鸭 ＯＡＳＬ 抗病毒感

染机制及与病毒的跨物种传播机制具有重要意义ꎮ
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