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　 　 摘要:　 旨在构建 １ 羟化酶(ＣＹＰ２７Ｃ１)真核表达载体ꎬ在 ２９３Ｔ 细胞中重组表达 ＣＹＰ２７Ｃ１￣ｍｙｃＨｉｓꎬ探究 ｃｙｐ２７ｃ１ 基

因在成年鸡不同组织中的表达水平ꎬ明确 １α￣羟化酶三级结构特征、与底物识别和活性中心底物结合相关的关键氨基

酸ꎮ 将合成的 ｃｙｐ２７ｃ１ 的开放阅读框(ＯＲＦ)插入 ｐＭＤ１８￣Ｔ 质粒ꎬ并将该质粒命名为 ｐＭＤ￣ｃｙｐ２７ｃ１ꎮ 以改造后的质粒为

模板ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增 ｃｙｐ２７ｃ１ ＯＲＦꎬ将其插入 ｐｃＤＮＡＴＭ３􀆰 １ꎬ构建真核表达载体 ｐｃＤＮＡ￣ｃｙｐ２７ｃ１ꎮ 然后分别用 ｐｃＤＮＡ￣
ｃｙｐ２７ｃ１ 及空载体 ｐｃＤＮＡ 瞬时转染 ２９３Ｔ 细胞ꎬ４８ ｈ 后收集细胞ꎬ提取线粒体ꎬ用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定蛋白质的质量浓度ꎮ １
μｇ 线粒体用于 １２％聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)分离ꎬ以 ｍｙｃ 抗体作为一抗检测重组 ＣＹＰ２７Ｃ１ 在 ２９３Ｔ 细胞中

的表达水平ꎮ 利用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ｃｙｐ２７ｃ１ 在成年鸡组织中的表达水平ꎮ 通过生物信息学分析 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的

理化特性ꎬ并预测其亚细胞定位ꎬ利用同源建模、多序列同源比对和分子对接法研究 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的空间结构特征以及与

底物(２５￣ＯＨ Ｄ３)结合和识别相关的关键氨基酸ꎮ 测序结果显示ꎬ１ ６０８ ｂｐ 编码区插入到 ｐｃＤＮＡＴＭ３.１ꎬ并成功在其 ３′
端融合了载体表达标签 ｍｙｃ￣Ｈｉｓꎮ 在重组表达 ＣＹＰ２７Ｃ１￣ｍｙｃＨｉｓ 的 ２９３Ｔ 细胞线粒体中检测到相对分子质量为５８ ０００
的特异性条带ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果表明ꎬｃｙｐ２７ｃ１ 基因在鸡肝、肾、胸肌、腿肌、小肠、胸腺、脾、肾上腺、睾丸、卵巢

等组织中均有表达ꎬ并且相对表达量存在组织差异性ꎮ ｃｙｐ２７ｃ１ 基因编码 １ 个由 ５３６ 个氨基酸组成的细胞色素 Ｐ４５０ꎬ
亚细胞定位于线粒体上ꎬ成熟蛋白质 Ｎ￣末端起始于 Ｖ６２ꎮ 同源建模结果显示ꎬＣＹＰ２７Ｃ１ 中 α 螺旋、β 折叠的氨基酸数

量分别占蛋白质中总氨基酸数量的 ４９􀆰 １５％、５􀆰 ９０％ꎬ具有与其他线粒体细胞色素 Ｐ４５０ 相似的开放式三级结构ꎮ 多序

列比对和分子对接结果表明ꎬＣ４８２、Ｒ１３５ 与血红素形成较强的氢键ꎻＡ１３６、Ｋ８３ 是与 ２５￣ＯＨ Ｄ３识别的关键氨基酸ꎻ活
性中心 Ｌ３４３、Ｄ３４７ 是与 ２５￣ＯＨ Ｄ３结合的关键氨基酸ꎮ 本研究成功构建了 ＣＹＰ２７Ｃ１ 真核表达载体ꎬ并在 ２９３Ｔ 细胞中

超表达 ＣＹＰ２７Ｃ１ꎬ确定了 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的三级结构和与底物识别及结合相关的关键氨基酸ꎬ为后续深入研究 ＣＹＰ２７Ｃ１ 结

构、功能和催化机制提供了基础ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ: 　 Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ
ｐＭＤ￣ｃｙｐ２７ｃ１ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒꎬ ｅｘｐｒｅｓｓ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｙｐ２７ｃ１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ａｄｕｌｔ
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ａｃｔｉｖｅ￣ｃｅｎｔｅｒ. Ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ｏｆ ｃｙｐ２７ｃ１ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙ ｗａｓ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｐＭＤ１８￣Ｔꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｎａｍｅｄ
ｐＭＤ￣ｃｙｐ２７ｃ１. Ｔｈｅ ＯＲＦ ｏｆ ｃｙｐ２７ｃ１ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅｓꎬ ａｎｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｉｎｓｅｒｔ￣
ｅｄ ｉｎｔｏ ｐｃＤＮＡＴＭ３.１ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｐｃＤＮＡ￣ｃｙｐ２７ｃ１ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ. Ｔｈｅ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ￣ｃｙｐ２７ｃ１ ａｎｄ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｐｃＤＮＡꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｆｔｅｒ ４８ ｈｏｕｒｓꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｗｅｒｅ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｂｒａｄｆｏｒｄ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ １ μｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ １２％ ｓｏｄｉ￣
ｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｐｈａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ (ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ) ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ. Ｈｅｒｅｉｎꎬ ｍｙｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔｉｍａｔｅ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＣＹＰ２７Ｃ１ ｉｎ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｙｐ２７ｃ１ ｉｎ ａｄｕｌｔ ｃｈｉｃｋｅｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＣＹＰ２７Ｃ１ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ ａｎｄ ｉｔｓ
ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｋｅｙ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ (２５￣ＯＨ Ｄ３) ｗｅｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ａｎｄ ｍｕｌｔｉ￣ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ.
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ １ ６０８ ｂｐ ｗａｓ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｐｃＤＮＡＴＭ３.１. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔａｇ ｍｙｃ￣Ｈｉｓ ｗａｓ ｓｕｃ￣
ｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｆｕｓｅｄ ａｔ ｔｈｅ ３′ｅｎｄ. Ａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂａｎｄ ｗｉｔｈ ａ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ５８ ０００ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｏｆ
２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＣＹＰ２７Ｃ１￣ｍｙｃＨｉｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｃｙｐ２７ｃ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｌｉｖｅｒꎬ ｋｉｄｎｅｙꎬ ｃｈｅｓｔ ｍｕｓｃｌｅꎬ ｔｈｉｇｈꎬ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅꎬ ｔｈｙｍｕｓꎬ ｓｐｌｅｅｎꎬ ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄꎬ ｔｅｓｔｉｃｌｅｓ
ａｎｄ ｏｖａｒｙ. Ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｔｉｓｓｕｅ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ. Ｔｈｅ ｃｙｐ２７ｃ１ ｅｎｃｏｄｅｄ ａ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０
ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｂｙ ５３６ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｔｈｅ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔａｒｔｅｄ ａｔ Ｖ６２. Ｔｈｅ ａｌｐｈａ￣ｈｅｌｉｘｅｓ ａｎｄ ｂｅｔａ￣ｓｈｅｅｔｓ ａｃｃｏｕｎｔｅｄ
ｆｏｒ ４９􀆰 １５％ ａｎｄ ５􀆰 ９０％ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ＣＹＰ２７Ｃ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｄ ａ ｔｙｐｉｃａｌ ｏｐｅｎ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｏｔｈｅｒ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ａｎｄ ｍｕｌｔｉ￣ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ Ｃ４８２
ａｎｄ Ｒ１３５ ｆｏｒｍｅｄ ｓｔｒｏｎｇ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ｗｉｔｈ ｈｅｍｅ. Ａ１３６ ａｎｄ Ｋ８３ ｗｅｒｅ ｋｅｙ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ ２５￣ＯＨ Ｄ３. Ｌ３４３ ａｎｄ
Ｄ３４７ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｃｅｎｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ｋｅｙ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ２５￣ＯＨ Ｄ３ . Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ＣＹＰ２７Ｃ１ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃ￣
ｔｏｒ ｉｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄꎬ ａｎｄ ＣＹＰ２７Ｃ１ ｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｋｅｙ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ￣
ｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃ￣
ｔｕｒｅꎬ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＣＹＰ２７Ｃ１.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃｈｉｃｋｅｎꎻ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ２７Ｃ１ꎻ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ

　 　 还原态细胞色素 Ｐ４５０(ＣＹＰ)与一氧化碳结合

后ꎬ在 ４５０ ｎｍ 处有特殊吸收峰ꎬ故命名为 Ｐ４５０ꎮ 类似

Ｐ４５０ 超家族单链蛋白质在生物界中广泛分布[从低

等生物(细菌)到高等哺乳动物中均有分布]ꎬ它们在

外源性化合物代谢和外源性疏水化合物(如致癌物、
环境污染物、食品添加剂、药物)解毒过程中起重要作

用ꎬ也在具有生物活性的内源性化合物(如维生素 Ｄ)
的生物转化过程中起着重要作用[１￣２]ꎮ

维生素 Ｄ３(ＶＤ３
)也叫胆钙化醇ꎬ参与鸡体内的

钙磷代谢和免疫调节ꎬ与鸡骨骼肌生长、骨生长及矿

化、生殖等有关[３￣４]ꎮ 但是ꎬＶＤ３
必须经过连续的两步

羟化反应才能生成生物活性最高的代谢产物ꎮ 首

先ꎬ肝脏中的多种 Ｐ４５０ 在维生素 Ｄ３的 Ｃ￣２５ 位点羟

化使其生成钙二醇(２５￣ＯＨ Ｄ３)ꎻ然后在 １α 羟化酶

的催化下ꎬ以 ２５￣ＯＨ Ｄ３为底物ꎬ在其 Ｃ￣１α 位点加羟

基ꎬ产生活性最高的 １αꎬ２５￣２ 羟基￣维生素 Ｄ３ꎬ即
１αꎬ２５(ＯＨ) ２ Ｄ３ꎮ 鸡 １α 羟化酶仅作用于羟化 ２５￣
ＯＨ Ｄ３ꎬ不作用于维生素 Ｄ３ꎬ因此鸡 １α 羟化酶是

１αꎬ２５(ＯＨ) ２ Ｄ３生成过程的关键限速酶[５￣６]ꎮ 由于

催化的特异性不同于其他种属动物ꎬ鸡 １α 羟化酶

具有很大的应用潜力ꎮ 目前ꎬ人、猪、小鼠等多种脊

椎动物细胞色素 Ｐ４５０ １α 羟化酶已经陆续被克隆和

鉴定[７￣８]ꎬ然而目前尚未见克隆、表达鸡细胞色素

Ｐ４５０ １α 羟化酶(ＣＹＰ２７Ｃ１)的报道ꎮ
对鸡细胞色素 Ｐ４５０ 基因 ｃｙｐ２７ｃ１ 编码区(Ｃｏｄ￣

ｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ＣＤＳ)序列进行扩增ꎬ构建其真核表达

载体ꎬ再用真核表达载体瞬时转染 ２９３Ｔ 细胞ꎬ使其

在 ２９３Ｔ 细胞中高表达ꎮ 用 ｑＰＣＲ 分析其组织表达

特征ꎬ用生物信息学方法分析 ＣＹＰ２７Ｃ１ 蛋白的理化

性质、亚细胞定位ꎬ用同源建模和分子对接法分析

ＣＹＰ２７Ｃ１ 的三级结构及其与底物识别、血红素结合

相关的关键氨基酸ꎬ以期为深入研究 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的结

构、功能、催化机制提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

免疫蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 全式金 Ｅａｓｙｓｅｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｍａｒｋ￣
ｅｒ ２５￣９０ ｋＤａꎬ购自北京全式金生物技术有限公司ꎻ

７８２１尚书凤等:１α 羟化酶的真核表达和生物信息学特征及其在成年肉鸡组织中的差异表达



大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＤＨ５α 感受态细胞、ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎬ购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公

司ꎻＫＯＤ ＦＸ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶ꎬ购自东洋纺(上
海)生物科技有限公司ꎻ限制性内切酶 Ｎｏｔ Ⅰ、Ｋｐｎ
Ⅰꎬ购自宝生物工程大连有限公司ꎻＭｙｃ 小鼠单克隆

抗体、辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)标记的山羊抗小鼠免

疫球蛋白( ＩｇＧ)ꎬ购自上海碧云天生物技术有限公

司ꎻ双抗 (链霉素、青霉素)、 ＤＭＥＭ ( Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ’ｓ ｍｅｄｉｕｍ)高糖培养基ꎬ购自赛默飞

世尔科技(中国)有限公司ꎻ胎牛血清ꎬ购自浙江天

杭生物科技股份有限公司ꎻ Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ 􀅺 ＲＴ Ｆｉｒｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ、 ２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ购自武汉赛维尔生物科技有限公司ꎮ
２９３Ｔ 细胞、ｐｃ ＤＮＡＴＭ３.１ / ｍｙｃ￣Ｈｉｓ(￣) Ａꎬ由笔者所在

实验室保存ꎻ其他常用试剂如氯化钠、三羟甲基氨基

甲烷(Ｔｒｉｓ)、溴化乙锭、丙烯酰胺、ＮꎬＮ′￣亚甲基双丙

烯酰胺( Ｂｉｓ)、过硫酸铵 ( ＡＰ )、十二烷基硫酸钠

(ＳＤＳ)、四甲基乙二胺(ＴＥＭＥＤ)等均为分析纯ꎬ购
自中国医药集团有限公司ꎮ
１.２　 基因合成及真核表达载体的构建

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 提供的基因序列(登录号:ＸＭ＿
４２２０７７.２)编码区ꎬ合成基因 ｃｙｐ２７ｃ１ 的开放阅读框

(ＯＲＦ)ꎬ由生工生物工程(上海)股份有限公司将

ＯＲＦ 插入克隆载体(ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体)ꎬ并将该载体命

名为 ｐＭＤ￣ｃｙｐ２７ｃ１ꎬ经测序验证正确后于￣２０ ℃保存

备用ꎮ
以 质 粒 ｐＭＤ￣ｃｙｐ２７ｃ１ 为 模 板ꎬ 设 计 引 物

(ｃｙｐ２７ｃ１ Ｆ１:５′￣ＡＴＡＡＧＡＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＡＴＧＴＣＴＴ￣
ＴＣＣＴＣＡＣＧＣＧＡＧＴＴＣＴＴＧＡＡＴＣＣＧ￣３′ꎻ ｃｙｐ２７ｃ１ Ｒ１:
５′￣ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＴＴＴＴＣＴＧＴＣＡＧＡＡＡＡＴＣＴＣＡＣＡＴＴ￣
ＧＡＴＧＧＡＧＣＣＴＣＣ￣３′)ꎬ在正向 Ｆ１ 引物的 ＡＴＧ 前引

入限制性酶切位点 Ｎｏｔ Ⅰ(用下划线标注)ꎬ由于

Ｎｏｔ Ⅰ只有 ８ 个碱基ꎬ为了避免移码ꎬ在编码区 ＡＴＧ
前多加了 １ 个碱基 Ａ(用斜体字母标注)ꎮ 在编码区

的 ３′端引入 Ｋｐｎ Ⅰ位点ꎬ并去掉 ＴＧＡꎬ将 ｃｙｐ２７ｃ１ 的

ＯＲＦ 插入 ｐｃ ＤＮＡＴＭ ３. １ / ｍｙｃ￣Ｈｉｓ (￣) Ａ 的 Ｎｏｔ Ⅰ/
Ｋｐｎ Ⅰꎬ所以 ｃｙｐ２７ｃ１ 的编码区融合了载体的 ｍｙｃ￣
Ｈｉｓ 表达标签ꎬ以载体的 ＴＧＡ 终止翻译ꎮ 用 ＫＯＤ
ＦＸ 高保真酶扩增 ｃｙｐ２７ｃ１ 的编码区ꎬ参见说明书配

制反应混合液ꎬ分装后上机扩增ꎬ退火温度为 ５５ ℃ꎬ
共设 ３０ 个循环ꎮ 将 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电

泳分离后ꎬ切胶回收目的条带ꎮ 用 Ｎｏｔ Ⅰ、Ｋｐｎ Ⅰ配

制双酶切反应液ꎬ加入 ＤＮＡ 片段和空载体ꎬ于 ３７ ℃
反应 ６ ｈꎮ 将回收纯化的 ｃｙｐ２７ｃ１ 和载体的双酶切

产物用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接反应过夜ꎬ反应液参照

说明书配制ꎮ 随后用反应液热激转化 Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α
感受态ꎬ于 ３７ ℃生长过夜ꎮ 挑选阳性克隆菌落ꎬ用
引物 ｃｙｐ２７ｃ１ Ｆ１、ｃｙｐ２７ｃ１ Ｒ１ 及 ＫＯＤ ＦＸ 高保真聚合

酶配制 ＰＣＲ 反应液ꎬ筛选阳性转化子ꎮ 将质粒进行

ＤＮＡ 测序ꎬ测序引物用载体通用引物ꎬ经过比对后ꎬ
将测序正确的质粒于－２０ ℃保存备用ꎮ
１.３　 ２９３Ｔ 细胞培养和转染

２９３Ｔ 细胞由笔者所在实验室保存ꎬ培养条件:
采用 ＤＭＥＭ 完全培养基 (含 １０％ 胎牛血清ꎬ １００
Ｕ / ｍｌ青霉素和 １００ ｇ / ｍｌ链霉素)ꎬ培养温度为 ３７
℃ꎬＣＯ２质量分数为 ５％ꎮ ２９３Ｔ 细胞转染:转染前将

细胞接种于 １０ ｃｍ 平皿上ꎬ培养过夜ꎬ待铺板率达到

７０％~８０％即可进行转染ꎬ分别用 ｐｃＤＮＡ￣ｃｙｐ２７ｃ１、
空载体 ｐｃＤＮＡ 瞬时转染 ２９３Ｔ 细胞ꎮ 转染试剂用线

性聚乙烯亚胺(ＰＥＩ)ꎬ详细步骤参见说明书ꎬ转染后

培养 ４８ ｈ(培养温度为 ３７ ℃ꎬＣＯ２质量分数为 ５％)ꎬ
收集细胞ꎮ
１.４　 蛋白质免疫印迹

用 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ(ｐＨ 值为 ７.４)悬浮方法 １.３ 收集的

细胞ꎬ超声破碎(冰浴ꎬ工作 ５ ｓ＋暂停 ５ ｓꎬ共 ２０ 次)
后ꎬ离心(３ ０００ ｇꎬ４ ℃)、去上清液ꎬ沉淀用 Ｔｒｉｓ￣Ｃｌ
(ｐＨ 值为 ７.４)重悬ꎮ 蛋白质浓度的测定用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法ꎮ 将 １ μｇ 蛋白质样品用于十二烷基硫酸钠￣聚丙

烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)分离ꎬ详细步骤参考

陈思航等[９]的方法ꎮ
１.５　 ｃｙｐ２７ｃ１ 基因的表达分析

各取 １００ ｍｇ ２ 月龄雌 /雄鸡(青脚麻肉鸡ꎬ购自

汉中市石马坡老马家禽店)的肝、肾、腿肌、胸肌、胸
腺、小肠、脾、肾上腺、睾丸、卵巢ꎬ加入匀浆管中ꎬ再
分别加入 １ ｍｌ ＲＮＡ 提取液ꎮ 充分研磨后离心

(１２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ １０ ｍｉｎ)ꎮ 弃沉淀ꎬ向上清液中加入

２５０ μｌ 三氯甲烷ꎬ充分混匀后于室温静置 ３ ｍｉｎꎬ离
心(４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎ)ꎮ 将上清液转移到 １
个新的离心管中ꎬ加入 ０􀆰 ８ 倍体积的异丙醇沉淀

ＲＮＡꎬ用 ７５％乙醇洗涤沉淀ꎬ再用 Ｗａｔｅｒ Ｎｕｃｌｅａｓｅ￣
Ｆｒｅｅ 溶解 ＲＮＡꎬ最后用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 检测 ＲＮＡ 的

浓度、纯度ꎮ 参照 Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ 􀅺 ＲＴ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 说明书配制逆转录反应体系ꎬ设置逆转

录程序ꎬ合成 ｃＤＮＡꎮ 按照 ２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ

８８２１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２２ 年 第 ３８ 卷 第 ５ 期



Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (Ｎｏｎｅ ＲＯＸ)试剂盒说明书配制 ｑＰＣＲ 反

应液ꎬ分装后上机ꎮ 定量 ＰＣＲ 扩增的程序:９５ ℃预

变性 １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ４０ 个循

环 ꎻ６５ ℃→９５ ℃ꎬ每升温 ０.５ ℃采集 １ 次荧光信号ꎮ
ｑＰＣＲ 扩增 ｃｙｐ２７ｃ１ 的引物序列: ｃｙｐ２７ｃ１ Ｆ２ꎬ ５′￣
ＴＣＧＴＧＧＣＡＧＧＡＡＴＡＣＡＧＡＧＡ￣３′ꎻ ｃｙｐ２７ｃ１ Ｒ２ꎬ ５′￣
ＡＣＴＧＣＣＡＣＡＴＣＴＴＴＧＧＧＴＴＴ￣３′ꎮ ｑＰＣＲ 扩增 ａｃｔｉｎ 的

引物序列: ａｃｔｉｎＦꎬ ５′￣ＣＴＧＡＣＴＧＡＣＣＧＣＧＴＴＡＣＴＣＣ￣
３′ꎻ ａｃｔｉｎＲꎬ ５′￣ＴＴＧＣＡＣＡＴＡＣＣＧＧＡＧＣＣＡＴＴ￣３′ꎮ
△Ｃｔ＝ ｃｙｐ２７ｃ１ 的 Ｃｔ 值 － ａｃｔｉｎ 的 Ｃｔ 值ꎮ 求出各样

本的平均 ２－△△Ｃｔ后ꎬ用样本的平均 ２－△△Ｃｔ /肝样本的

２－△△Ｃｔ来表示各组织与参照(肝)相比的表达倍数ꎮ
１.６　 ｃｙｐ２７ｃ１ 基因的生物信息学分析

ｃｙｐ２７ｃ１ 基因编码的蛋白质一级结构用 ＢｉｏＥｄｉｔ
软件进行分析ꎬ用在线网站 ｅｘｐａｓｙ 的 ｐｒｏｔｐａｒａｍ 程序

(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 分析蛋白质的

相对分子质量和等电点ꎮ
用在线软件 ＴａｒｇｅｔＰ￣１.１ 预测蛋白质的亚细胞

定位ꎬ粘贴 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的氨基酸序列( ｆａｓｔａ 格式)ꎬ选
择“Ｎｏｎ￣ｐｌａｎｔ”ꎬ提交序列ꎮ 用 ＰＰＭ ３.０ 软件在线预

测线 粒 体 膜 插 入 序 列 ( Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅｓꎬＭＩＳ)ꎬ具体步骤:用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 在线预

测插入序列的三级结构→下载 ｐｄｂ 文件→在 ＯＰＭ
网站选择 ＰＰＭ 服务器 ３.０ꎬ添加 ｐｄｂ 文件→提交预

测ꎮ 同时用 ＣｌｕｓｔａｌＸ２ 软件进行多重序列的同源性

比对ꎬ分析鸡 ＣＹＰ２７Ｃ１ 与线粒体细胞色素 Ｐ４５０ 的

ＭＩＳ 序列差异ꎮ
用于比对的基因:猪 ｃｙｐ２７ｂ１ (登录号: ＮＭ ＿

２１３９９５.１)ꎬ小鼠 ｃｙｐ２７ｂ１(登录号:ＮＭ＿０１０００９)ꎬ人
ｃｙｐ２７ｂ１(登录号:ＮＭ＿０００７８５.３)、ｃｙｐ２７ａ１(登录号:
ＮＭ＿ ０００７８４. ４)、 ｃｙｐ１１ｂ２ (登录号: ＮＭ ＿ ０００４９８)、
ｃｙｐ１１ａ１(登录号:ＮＭ＿０００７８１.３)ꎬ大鼠 ｃｙｐ２４ａ１(登
录号:ＮＭ＿２０１６３５.３)ꎮ

用 ＣｌｕｓｔａｌＸ 进行多序列比对ꎬ分析活性位点的

关键氨基酸ꎬ要点如下:将需要比对的氨基酸序列放

在 １ 个文本文档内ꎬ打开程序ꎬ点击 Ｆｉｌｅ→Ｌｏａｄ Ｓｅ￣
ｑｕｎｃｅ→选择序列文件(包含多个 ＦＡＳＴＡ 格式的序

列)→Ａｉｇｎｍｅｎｔ→Ｄｏ Ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ →输出. ａｌｎ
格式文件ꎮ 为了得到效果更好的图片ꎬ用 ＤｎａＭａｎ
作图ꎬ步骤如下:打开 ＤｎａＭａｎ 并依次点击 Ｆｉｌｅ→
Ｏｐｅｎ ｓｐｅｃｉａｌ→Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ→后缀为“.ａｌｎ”的
文件→Ｏｐｔｉｏｎｓ→Ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ→设置参数ꎮ 输出图像

的步骤:依次点击 Ｆｉｌｅ→Ｏｕｔｐｕｔ→Ｇｒａｐｈｉｃ ( ＥＭＦ)
Ｆｉｌｅ→保存图像ꎮ

搜 索 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 序 列 库 发 现ꎬ 大 鼠

ＣＹＰ２４Ａ１(３ｋ９ｖ.２.Ａ)与鸡 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的相似度最高ꎬ
氨基酸序列的相似度达 ３３％ꎬ以大鼠 ＣＹＰ２４Ａ１ 为

模板进行同源建模ꎬ在 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 网站(ｈｔｔｐ: / /
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )上预测 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的三级结

构ꎬ用 Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ Ｐｌｏｔ 评估三级结构的稳定性ꎮ
分子对接(ｄｏｃｋｉｎｇ)方法:用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ￣ｔｏｏｌｓ ４.２

对接ꎬ受体为上述已建模的 ＣＹＰ２７Ｃ１(ｐｄｂ)ꎬ配体为

血红素 ( ｐｕｂｃｈｅｍＣＩＤ:４５５６５８)、２５￣羟基维生素 Ｄ３

(ｐｕｂｃｈｅｍＣＩＤ:８８８１０８５１)ꎮ 下载 ｄｔｆ 文件ꎬ通过 ｏｐｅｎ
ｂａｂｅｌ ＧＵｌ 进 行 格 式 转 换ꎬ 得 到 ｐｄｂ 文 件ꎮ 将

ＣＹＰ２７Ｃ１ 与血红素对接ꎬ保存 ｐｄｂ 文件ꎬ然后用此

ｐｄｂ 格式的受体与配体 ２５￣羟基维生素 Ｄ３进行对接ꎬ
对接 ５０ 次ꎬ选取具有最低结合能的构象用作后续分

析ꎮ 分子对接结果用 ｐｙＭＯＬ 软件进行可视化分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ｃｙｐ２７ｃ１ 真核表达载体的构建

以 ｐＭＤ１８￣ｃｙｐ２７ｃ１ 载体为模板ꎬ在扩增的 ＰＣＲ
产物中检测到大小约为１ ６００ ｂｐ 的单一条带ꎬ详见

图 １ꎮ 将切胶回收的 ＤＮＡ 片段和空载体分别用 Ｎｏｔ
Ⅰ、ＫｐｎⅠ双酶切ꎬ然后将双酶切产物经电泳分离后

通过凝胶成像进行检测鉴定ꎮ 图 ２ 结果显示ꎬ酶切

后的 ＤＮＡ 片段条带单一ꎬ未出现非特异切割ꎮ 用连

接产物热激转化大肠杆菌 Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态ꎬ通
过菌液 ＰＣＲ 筛选阳性克隆ꎬ共挑选出 ９ 个克隆ꎬ筛
选出 ４ 个阳性克隆ꎬ详见图 ３ꎮ 随意挑选 ２ 个阳性

克隆质粒进行测序ꎬ对测序结果进行比对分析ꎬ发现

无移码突变ꎬ且在 ３′末端融合了载体的 ｍｙｃ￣ｈｉｓ 标

签ꎬ详见图 ４ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２０００ꎻ１~３:ｃｙｐ２７ｃ１ 的 ＰＣＲ 产物ꎮ
图 １　 ｃｙｐ２７ｃ１ ＰＣＲ 产物的 １％琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄ￣
ｕｃｔｓ ｏｆ ｃｙｐ２７ｃ１
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Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ１:ｃｙｐ２７ｃ１ 的酶切产物ꎻ２:ｐｃＤＮＡ３.１ 的酶切产

物ꎮ
图 ２　 ｃｙｐ２７ｃ１和 ｐｃＤＮＡ３.１酶切产物的 １％琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ.２ 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｄｉｇｅｓｔｅｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｃｙｐ２７ｃ１ ａｎｄ ｐｃＤＮＡ３.１

Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １~９: ｃｙｐ２７ｃ１ 的 ＰＣＲ 产物ꎮ
图 ３　 ｃｙｐ２７ｃ１ ＰＣＲ 产物的 １％琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄ￣
ｕｃｔｓ ｏｆ ｃｙｐ２７ｃ１

∗表示序列一致的氨基酸ꎮ
图 ４　 ｐｃＤＮＡ￣ＣＹＰ２７Ｃ１ 氨基酸序列比对结果

Ｆｉｇ.４　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｐｃＤＮＡ￣ＣＹＰ２７Ｃ１

２.２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测重组蛋白质在 ２９３Ｔ 细胞中

的表达

　 　 将重组表达的蛋白质样品通过 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
分离后ꎬ以 ｍｙｃ 抗体作一抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎮ 结果

表明:在重组表达的 ２９３Ｔ 细胞线粒体中检测到相对

分子质量约为５８ ０００的特异条带ꎬ与 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的大

小相 符ꎮ ＣＹＰ２７Ｃ１ 的 理 论 相 对 分 子 质 量 约 为

６１ ２００ꎬＣ 末端融合载体表达标签为 ｍｙｓ￣Ｈｉｓ(相对

分子质量为３ ４５２)ꎬ总相对分子质量为６４ ６５２ꎮ 但

是 ＣＹＰ２７Ｃ１ 是线粒体蛋白质ꎬ在 ２９３Ｔ 细胞中表达

后进行翻译后修饰ꎬ切割信号肽ꎬ成熟 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的

相对分子质量约为５８ ０００ꎬ而对照样品中未检测到

相应条带(图 ５)ꎮ

Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎻ１:来自 ｐｃＤＮＡ￣ｃｙｐ２７ｃ１ 转染 ２９３Ｔ 细胞的线粒

体ꎻ２:来自 ｐｃＤＮＡ 转染 ２９３Ｔ 细胞的线粒体ꎮ
图 ５　 ＣＹＰ２７Ｃ１ 在 ２９３Ｔ 细胞中表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测

结果

Ｆｉｇ. ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＹＰ２７Ｃ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ
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２.３　 ｃｙｐ２７ｃ１ 基因的组织表达分析

ｑＰＣＲ 试验结果表明ꎬ ｃｙｐ２７ｃ１ 基因对应的 ｍＲ￣
ＮＡ 在鸡的肝、肾、小肠、腿肌、胸肌、胸腺、脾、肾上

腺、睾丸或卵巢中均有表达ꎬ且存在组织表达差异

(图 ６)ꎮ 以肝为参照ꎬｃｙｐ２７ｃ１ 基因在成年期母鸡腿

肌中的相对表达倍数最高ꎬ达到 ２􀆰 ９２ 倍ꎬ在肾、肾上

腺中的相对表达倍数分别达到 １􀆰 ６６ 倍、１􀆰 ９７ 倍ꎬ在
胸肌、胸腺中的相对表达倍数分别为 １􀆰 ２４ 倍、０􀆰 ６７
倍ꎬ在卵巢中也有表达(图 ６Ａ)ꎮ

由图 ６Ｂ 可以看出ꎬｃｙｐ２７ｃ１ 基因在公鸡各组织

中的相对表达量趋势类似于母鸡ꎬ不同的是ꎬ与肝相

比ꎬｃｙｐ２７ｃ１ 基因在公鸡胸肌、腿肌中的相对表达倍

数较高ꎬ分别达到 ６􀆰 ６ 倍、５􀆰 ９ 倍ꎬ推测可能与公鸡

肌肉组织较发达相关ꎮ 此外ꎬ与肝相比ꎬｃｙｐ２７ｃ１ 基

因在鸡生殖器官睾丸中的相对表达倍数也较高ꎬ达
到 ３􀆰 ０８ 倍ꎬ而在母鸡卵巢中的相对表达倍数为

１􀆰 ０３ 倍ꎬ推测可能与 ２ 月龄母鸡发育状态相关ꎮ 最

早报道的 １ 月龄鸡中的羟化酶在肾中表达ꎬ后来

Ｓｈａｎｍｕｇａｓｕｎｄａｒａｍ 等[６]报道ꎬ１α 羟化酶也在肾外组

织中表达ꎬ这与本试验结果一致ꎮ 本试验填补了 １α
羟化酶在生殖器官中表达的信息ꎮ

Ａ:母鸡ꎻＢ:公鸡ꎮ
图 ６　 ｃｙｐ２７ｃ１ 在 ２ 月龄鸡不同组织中的相对表达量

Ｆｉｇ.６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｐ２７ｃ１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｔｗｏ￣ｍｏｎｔｈ￣ｏｌｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

２.４　 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的生物信息学分析

２.４.１　 ＣＹＰ２７Ｃ１ 氨基酸序列及其理化特性分析 　
用 ｅｘｐａｓｙ 的 ｐｒｏｔｐａｒａｍ 程序分析基因 ｃｙｐ２７ｃ１ 的编

码区ꎬ发现其核苷酸序列包括１ ６１１个碱基ꎬ终止子

为 ＴＧＡꎬ编码 ５３６ 个氨基酸ꎮ ＣＹＰ２７Ｃ１ 蛋白的 Ｎ 端

氨基酸是甲硫氨酸ꎬ相对分子质量为６１ ２７５.５７ꎬ等
电点为 ８􀆰 ８１ꎻＣＹＰ２７Ｃ１ 蛋白包括 ６７ 个强碱性氨基

酸(精氨酸和赖氨酸)、６１ 个强酸性氨基酸(天冬氨

酸和谷氨酸)、２６３ 个疏水性氨基酸(甘氨酸、丙氨

酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、苯丙氨酸、色氨酸、甲
硫氨酸、脯氨酸)、１３３ 个极性氨基酸(天冬酰胺、半
胱氨酸、谷氨酰胺、丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸)ꎬ分子

式为 Ｃ２ ７６１Ｈ４ ３３５Ｎ７５５Ｏ７８７Ｓ１８ꎮ ＣＹＰ２７Ｃ１ 在哺乳动物细

胞、酵母细胞、大肠杆菌细胞内的半衰期分别约为

３０ ｈ、２０ ｈ、１０ ｈꎮ
２.４.２　 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的亚细胞定位预测及 ＭＩＳ 序列分

析　 根据 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的 Ｎ 末端氨基酸序列ꎬ用 Ｔａｒ￣
ｇｅｔＰ￣１.１ 服务器在线预测 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的亚细胞定位ꎬ
结果显示ꎬＣＹＰ２７Ｃ１ 存在线粒体靶向序列 (ｍｉｔｏ￣
ｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅꎬ ｍＴＰ ) 的 可 能 性 为

６９􀆰 ５％ꎬ推测 ＣＹＰ２７Ｃ１ 可能是线粒体细胞色素

Ｐ４５０ꎮ 多重序列比对和 ＯＰＭ ３􀆰 ０ 在线分析结果显

示ꎬ在 ＣＹＰ２７Ｃ１ 氨基末端有线粒体引导序列和 １ 个

线粒体内膜插入区(ＭＩＳ)ꎮ ＭＩＳ１ 序列是 αＡ′螺旋的

ＬＹＮＬ (７４~７７ 位点)和 ＦＷ (８１~ ８２ 位点)ꎬ嵌入内

膜的深度是 ４􀆰 ４ Å(图 ７Ａ)ꎮ 然而ꎬ人、小鼠、猪的 １α
羟化酶有 ２ 个 ＭＩＳ(图 ７Ｂ、图 ７Ｃ)ꎮ ＭＩＳ 序列不仅将

Ｐ４５０ 插入线粒体内膜ꎬ还提供底物进入活性中心的

通道(位于 Ａ′￣Ａ 螺旋和 Ｆ￣Ｇ ｌｏｏｐ 之间)ꎮ 因此ꎬ推
测鸡 １α 羟化酶不同于人、小鼠、猪 １α 羟化酶底物

特异性的原因之一是鸡 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的 ＭＩＳ２ 区有 ２ 个

带电荷的氨基酸 Ｒ２７３、Ｋ２７８ꎬＲ、Ｋ 的疏水参数分别

是－４􀆰 ５、－３􀆰 ９ꎬ是亲水性较强的 ２ 个氨基酸ꎬ不利于

αＧ′￣Ｇ 螺旋疏水性氨基酸序列插入膜的疏水核心ꎮ
然而ꎬ人、小鼠、猪的 １α 羟化酶的 ＭＩＳ２ 区位于 αＧ′
和 Ｇ 螺旋之间ꎬ由疏水性氨基酸形成ꎬ有利于插入

到膜的疏水核心(图 ７Ｃ)ꎮ
２.４.３ 　 同源序列比对 　 大鼠细胞色素 Ｐ４５０ ２４Ａ１
是与维生素 Ｄ３代谢相关的 Ｐ４５０ꎬ并且是已经获得

晶体结构的线粒体 Ｐ４５０ꎮ 人、小鼠和猪 ＣＹＰ２７Ｂ１
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是已经克隆并且功能得到鉴定的 １α 羟化酶ꎬ其中

人 ＣＹＰ２７Ａ１ 是代谢维生素 Ｄ３的关键 Ｐ４５０ 之一ꎬ人
ＣＹＰ１１Ａ１、ＣＹＰ１１Ｂ２ 是研究得比较早的线粒体细胞

色素 Ｐ４５０ꎮ 因此ꎬ本研究用上述 ７ 个 Ｐ４５０ 蛋白氨

基酸 序 列 与 鸡 ＣＹＰ２７Ｃ１ 进 行 同 源 比 对ꎬ 分 析

ＣＹＰ２７Ｃ１ 的结构域及功能ꎮ

Ａ:鸡 ＣＹＰ２７Ｃ１ 与脂质分子层之间的相互作用(ＭＩＳ１ 位于 αＡ′螺旋内)ꎻＢ:多序列比对预测的 ＭＩＳ￣１ꎻＣ:多序列比对预测的 ＭＩＳ￣２ꎬ其中细线

标注的氨基酸为与膜结合的关键氨基酸ꎮ
图 ７　 鸡 ＣＹＰ２７Ｃ１ 与线粒体膜结合氨基酸序列的预测结果

Ｆｉｇ.７　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ＣＹＰ２７Ｃ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ

　 　 线粒体引导序列在 ＣＹＰ２７Ｃ１ 转运过程中被切割ꎬ
成熟的 Ｐ４５０ ２７Ｃ１ 从Ｖ６２ 开始ꎬ紧接着是１ 个非常保守

的脯氨酸(Ｐ)ꎬ是 ＰＧＰ ｍｏｔｉｆ 的第 １ 个富含脯氨酸的保

守结构域ꎬ在比对的这 ７ 个 Ｐ４５０ 中均保守ꎮ ＰＧＰ ｍｏｔｉｆ
是人 ＣＹＰ２７Ａ１ 和 ＣＹＰ１１Ａ１ 及大鼠 ＣＹＰ２Ｃ１１ 正确折叠

和血红素辅基结合所必需的[１０￣１１]ꎮ
细胞色素 Ｐ４５０ 含有血红素辅基ꎬ血红素结合

所必需的氨基酸是保守的ꎮ 因此ꎬ本研究通过同源

比对ꎬ参考人线粒体 ＣＹＰ２７Ｂ１、 ＣＹＰ２７Ａ１ 和大鼠

ＣＹＰ２４Ａ１ 的结构和功能ꎬ分析 ＣＹＰ２７Ｃ１ 底物识别、
结合以及血红素结合相关的关键氨基酸[１２￣１４]ꎬ推测

Ｒ１３５、Ｌ１２６、Ｗ１６２、Ｒ１６６、Ｒ４８０、Ｃ４８２、Ｈ４３７ 是与血

红素结合相关的关键氨基酸ꎬ非常保守ꎬ在所比对的

Ｐ４５０ 中均保守(图 ８ 中的 ８ 个序列均相同)ꎮ Ｋ８３、
Ｑ９３、Ｈ９０、Ｑ１１１、Ｖ１１３、Ｓ１１５、Ａ１３６ 是与底物识别相

关的关键氨基酸ꎬ其中 Ｈ９０ 非常保守ꎬ在所比对的

Ｐ４５０ 中均保守(图 ８ 中的 ８ 个序列均相同)ꎬＱ９３ 在

ＣＹＰ２７ 家族中保守(图 ８ 中的 ５ 个序列均相同)ꎬ
Ａ１３６、Ｖ１１３ 和 Ｓ１１５ 不同于其他 ３ 个 １α 羟化酶ꎬ
Ｖ１１３、Ｓ１１５ 位于 β￣１ｂ 折叠片ꎬ处于底物结合腔ꎬ与
底物识别、底物进入通道相关ꎮ Ａ１３６ 位于 Ｂ′￣Ｂ 片

段ꎬ与底物进入通道相关ꎮ 已知鸡 １α 羟化酶

(ＣＹＰ２７Ｃ１)只能在 ２５￣ＯＨ Ｄ３的 Ｃ￣１α 发生羟化ꎬ不
能作用于 ＶｉｔＤ３的 Ｃ￣１α 使其转化为 １α(ＯＨ)Ｄ３ꎮ 然

而ꎬ人、小鼠、猪的 １α 羟化酶(ＣＹＰ２７Ｂ１)既可以催

化 ２５￣ＯＨ Ｄ３的 Ｃ￣１α 发生羟化ꎬ也可以催化 Ｄ３的 Ｃ￣

１α 发生羟化ꎬ推测可能与鸡 １α 发生羟化酶底物识

别位区的 ３ 个氨基酸(Ｖ１１３、Ｓ１１５、Ａ１３６)有关ꎮ
通过多序列比对及预测发现ꎬ Ｌ３４３、 Ａ３４４、

Ｍ２５８、 Ｌ５２１ 与 ２５￣ＯＨ Ｄ３ 的 侧 链 结 合 相 关ꎬ 人

ＣＹＰ２７Ｂ１ 的 Ｌ３１６、大鼠 ＣＹＰ２４Ａ１ 的 Ｌ３２５ 与 ２５￣ＯＨ
作用相关[１２￣１３]ꎮ Ｉ 螺旋上与甾醇侧链作用的 Ｌ￣氨基

酸在线粒体 Ｐ４５０ 中相当保守(６ 个序列中有 ５ 个相

同)ꎬ其中 Ａ１３６、Ｍ１３８、Ｗ１４１、Ｎ４１２、Ｔ２６１、Ｌ４０９ 与

２５￣ＯＨ Ｄ３的 Ａ￣Ｃ￣Ｄ 环结合相关(图 ８) [１２]ꎮ Ｋ 螺旋

的 Ｅ４０１、Ｒ４０４ 与 ｍｅａｎｄｅｒ 区的 Ｒ４５７ 通过氢键作用

形成三联体ꎬ在比对的 Ｐ４５０ 中均保守(８ 个序列均

相同)ꎮ
综上ꎬ由多序列比对结果可以看出ꎬＣＹＰ２７Ｃ１

二级结构以 α 螺旋、β 折叠、无规则卷曲为主ꎬ与其

他线粒体 Ｐ４５０ 的二级结构相似ꎮ 参与血红素结合

的关键氨基酸依然保守ꎬ在所有比对的 Ｐ４５０ 中均

保守ꎮ ＥＲＲ 三联体与 Ｐ４５０ 氧化还原反应过程中电

子传递体(肾上腺)皮质铁氧还蛋白的相互作用有

关ꎬＥＲＲ 三联体在 ＣＹＰ２７Ｃ１ 中也是保守的ꎮ
２.４.４　 同源建模和分子对接 　 应用基于同源建模

的 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 程序预测 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的三级结构ꎬ
搜索 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 序列库发现ꎬ大鼠 ＣＹＰ２４Ａ１
(３ｋ９ｖ.２.Ａ)与鸡 ＣＹＰ２７Ｃ１ 氨基酸序列的相似度最

高ꎬ氨基酸序列相似度达 ３３％ꎬ因此以 ＣＹＰ２４Ａ１ 为

模板进行同源建模ꎮ Ｎ 末端从 Ｖ６２ 氨基酸开始ꎬＣ
末端终止于Ｒ５３５ꎮＣＹＰ２７Ｃ１与其他线粒体Ｐ４５０
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１００％相似度用黑色标注ꎬ相似度达 ７５％用灰色标注ꎮ ∗:血红素结合ꎻ＃:ＥＲＲ 三联体氨基酸ꎻ＆:底物识别相关的氨基酸ꎻ ＄ :与 ２５￣ＯＨ Ｄ３

的 Ａ￣Ｃ￣Ｄ 环结合相关的氨基酸ꎻ０:与 ２５￣ＯＨ Ｄ３侧链相关的氨基酸ꎮ

图 ８　 鸡 ＣＹＰ２７Ｃ１ 氨基酸序列与其他线粒体细胞色素 Ｐ４５０ 氨基酸序列的多重比对结果

Ｆｉｇ.８　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ＣＹＰ２７Ｃ１ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０

有如下共同的三级结构特征:开放式结构ꎬ大部分 α
螺旋位于分子的一侧ꎬ多数反向平行的 β 折叠则位

于另一侧ꎮ 从 Ｎ 末端到 Ｃ 末端ꎬ包含的 α 螺旋依次

为 Ａ、Ｂ、Ｂ′、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ′、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｊ、Ｋ、Ｋ′、Ｌ 等 １５
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个螺旋ꎬ４ 个 ３ / １０ 螺旋(Ａ′、Ｊ′、Ｋ′′、Ｋ′′′)ꎬ包含的 １０
个 β 折叠片依次为 β￣１ａ、β￣１ｂ、β￣２ａ、β￣３ａ、β￣３ｂ、β￣
２ｂ、β￣４ａ、β￣５ａ、β￣５ｂ、β￣４ｂꎬ与大鼠的 ＣＹＰ２４Ａ１ 和人

的 ＣＹＰ２７Ｂ１ 三级结构[１１￣１２] 相似ꎮ 参与形成 α 螺旋

的氨基酸共 ２３３ 个ꎬ占总氨基酸数的 ４９􀆰 １５％ꎬ参与

形成 β￣折叠片的氨基酸共 ２８ 个ꎬ占总氨基酸数的

５􀆰 ９０％ꎮ Ｅ、Ｉ、Ｊ、Ｋ 和 Ｌ 螺旋形成分子的核心ꎬ Ｆ￣Ｇ
ｌｏｏｐ 包含 １ 个 Ｇ′￣ｌｏｏｐꎬ缺少 １ 个 Ｆ′￣ｌｏｏｐ(图 ９Ａ)ꎮ
ＣＹＰ２７Ｃ１ 不同于微粒体细胞色素 Ｐ４５０ ２Ｒ１ꎬ与大鼠

线粒体细胞色素 Ｐ４５０ ２４Ａ１[１２￣１５]相似ꎮ
利用 ＰＲＯＣＨＥＣＫ 程序对 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的三级结构

中氨基酸残基的二面角是否在合理区进行评价ꎬ用
ψ、φ 表示每个氨基酸的二面角ꎬ 分别以 φ、ψ 作为横

坐标、纵坐标绘制的二维图形称为拉氏图(图 ９Ｄ)ꎮ
利用拉氏图对 ψ、φ 作可视化分析ꎬ是评估蛋白质结

构模型稳定性最通用的方法[１６]ꎮ 在最佳合理区和额

外合理区ꎬ构象可以稳定存在ꎻ在一般合理区ꎬ构象可

以存在ꎬ但是不稳定ꎻ在不合理区ꎬ构象则不能存在ꎮ
一般来说ꎬ当最佳合理区和额外合理区内的氨基酸残

基数量占比高于 ９０％时ꎬ即可认为该模型可以稳定存

在ꎬ符合立体化学规则[１７]ꎮ 由 ＣＹＰ２７Ｃ１ 三级结构的

拉氏图可以看出ꎬ最佳合理区和额外合理区的氨基酸

数量占比达到 ９４􀆰 ７１％(图 ９Ｄ)ꎮ
利用已建模的 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的三级结构( ｐｄｂ 格

式)与血红素进行分子对接ꎬ然后再将含有血红素

的 ＣＹＰ２７Ｃ１ 三级结构与底物(２５￣ＯＨ Ｄ３)进行分子

对接ꎬ结果显示:血红素和底物深埋于分子内ꎬ血红

素、Ｉ￣ｈｅｌｉｘ 和底物(２５￣ＯＨ Ｄ３)呈三明治状(图 ９Ａ)ꎮ
Ｉ 螺旋贯穿整个分子ꎬ血红素附近螺旋内氢键的局

部畸变ꎬ导致产生 １ 个扭转ꎬ是质子转移到氧分子上

必需的ꎬ在哺乳动物、细菌的 Ｐ４５０ 中均存在 Ｉ 螺旋

扭转ꎮ Ｉ 螺旋中还有 １ 个高度保守的 Ｔｈｒ３４８ꎬ在所

有比对的序列中均保守ꎬ推测可能与活性位点的质

子转移有关[１５]ꎮ
　 　 ＣＹＰ２７Ｃ１ 与 ２５￣ＯＨ Ｄ３形成具有较强氢键的氨基

酸ꎬ包括 Ｌ３４３ 和 Ｄ３４７ꎬＬ３４３ 的侧链与 ２５￣ＯＨ Ｄ３的碳￣
２５ 羟基相互作用(图 １０Ａ)ꎮ 通过分子对接发现ꎬ与
血红素形成较强氢键的氨基酸包括 Ｂ￣Ｂ′ ｌｏｏｐ
(Ｒ１３５)、Ｂ￣Ｃ 环(Ｌ１５４)、Ｋ￣Ｌ ｌｏｏｐ(Ｃ４８２)、β３(Ｎ４１２)
(图 １０Ｂ)ꎬ这与大鼠 ＣＹＰ２４Ａ１ 和人 ＣＹＰ２７Ｂ１ 的分子

对接结果一致[１２￣１３]ꎮ 上述结果与前面多序列比对的

结果(Ｌ３４３ 与 ２５￣ＯＨ Ｄ３的侧链作用)一致ꎬ说明本研

究所得建模及分子对接结果可靠ꎮ
Ｋ￣ｈｅｌｉｘ 与周围二级结构相互作用形成 １ 个

ＥＲＲ 三联体ꎬ将 ＥＲＲ 三联体锚定在血红素区ꎬ能够

起到稳定血红素结合的作用[１６]ꎮ Ｋ￣ｈｅｌｉｘ 的三联体

核心氨基酸 Ｅ４０１、Ｒ４０４ 通过氢键结合到 Ｒ４５７(图
１０Ｃ)ꎮ Ｒ４５７ 中前面的 ２２ 个氨基酸形成 １ 个 ｍｅａｎ￣
ｄｅｒ 结构区ꎬ将 ＥＲＲ 三联体包裹在高度协调的氢键

网络中ꎬ在 Ｐ４５０ 结合(肾上腺)皮质铁氧还蛋白的

过程中起到重要作用[１８]ꎮ 上述结果与多序列比对

结果一致ꎬ说明本研究所建模型的可信度较高ꎮ
同源比对的结果显示ꎬＡ￣Ａ′和 β１ 与底物识别

和进入通道相关ꎬ在这一区域与 ２５￣ＯＨ Ｄ３对接ꎬ预
测 Ａ１３６、Ｋ８３、Ｓ１０６ 和 Ｈ１０７ 与底物形成强的氢键

(图 １０Ｄ)ꎮ 上述多序列比对结果也表明ꎬＡ１３６、Ｋ８３
与底物识别相关ꎮ 因此ꎬ推测 Ａ１３６、Ｋ８３ 是与底物

识别相关的关键氨基酸ꎮ
底物结合腔包括 β１、β５、Ｂ￣Ｃ ｌｏｏｐ 环和 Ｅ、Ｆ、Ｇ、

Ｉ、Ｋ 螺旋ꎬ其中 Ｂ￣Ｃ ｌｏｏｐ 紧密靠近 Ｇ、Ｇ′螺旋ꎮ Ｂ 螺

旋(Ｗ１４１、Ｙ１４４)、 Ｆ 螺旋 ( Ｔ２６１)、Ｇ 螺旋 ( Ｆ２８３、
Ｗ２８７、Ｆ２９１)形成芳香簇(图 １０Ｅ)ꎮ Ｒ１４５、Ｅ３４０ 形

成盐桥ꎬ芳香簇最主要的作用是为活性中心提供疏

水环境ꎬ这些结构相当保守ꎬ是起到稳定 ＣＹＰ２７Ｃ１
作用的开放式结构ꎮ

３　 讨 论

依据传统分类法ꎬ可将细胞色素 Ｐ４５０ 分为两大

类ꎬＩ 类 Ｐ４５０ 包括细菌 Ｐ４５０ 和线粒体 Ｐ４５０ꎬⅡ类是真

核膜结合 Ｐ４５０ꎮ 其中 Ｉ 类包括大多数细菌 Ｐ４５０ 和线

粒体 Ｐ４５０ꎬ这类 Ｐ４５０ 催化体系由依赖于黄素嘌呤二

核苷酸(ＦＡＤ)的铁氧还蛋白还原酶(ＦＤＸＲ)、铁氧还

蛋白(ＦＤＸ)和 Ｐ４５０ 构成ꎮ Ｉ 类 Ｐ４５０ 又可分为 Ｉａ、Ｉｂꎬ
其中 Ｉａ 是原核细胞质 Ｐ４５０ꎬＩｂ 是结合到线粒体内膜

的 Ｐ４５０ꎬ在代谢类固醇激素和维生素 Ｄ 的过程中起

重要作用[１９￣２０]ꎮ 哺乳动物线粒体基因组仅能编码

２％的自身蛋白质ꎬ其余蛋白质由细胞核基因编码ꎬ前
体蛋白质由细胞质游离核糖体合成ꎬ随后被转运进入

线粒体中ꎬ经翻译后加工、释放ꎮ 线粒体 Ｐ４５０ 进入线

粒体通过线粒体信号肽通路ꎬ这类信号肽序列富含具

有正电荷、两亲的 α 螺旋结构ꎬ能被线粒体外膜转位

酶复合物(ＴＯＭ)受体识别ꎬ随后信号肽被转运给线粒

体内膜转位酶(ＴＩＭ)ꎬ被释放到基质或者内膜中ꎬ然
后信号肽被线粒体蛋白酶切割[２１]ꎮ
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Ａ:ＣＹＰ２７Ｃ１ 的三级结构ꎻＢ:２５￣ＯＨ Ｄ３的 ３Ｄ 结构ꎻＣ:血红素的 ３Ｄ 结构ꎻＤ:ＣＹＰ２７Ｃ１ 三级结构的拉氏图(绿色区域为最合理区ꎬ浅绿色区域

为额外合理区ꎬ灰色区域为一般合理区ꎬ白色为不合理区)ꎮ
图 ９　 ＣＹＰ２７Ｃ１ 三级结构建模及模型评估结果

Ｆｉｇ.９　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＣＹＰ２７Ｃ１ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

Ａ:结合血红素的 ＣＹＰ２７Ｃ１ 与 ２５￣ＯＨ Ｄ３分子对接示意ꎮ 其中活性中心 Ｌ３４３、Ｄ３４７ 与 ２５￣ＯＨ Ｄ３形成较强的氢键(红色)ꎮ Ｂ:结合血红素的

关键氨基酸(包括 Ｌ１５４、Ｃ４８２、Ｎ４１２、Ｒ１３５)示意ꎮ Ｃ:ＥＲＲ 三联体的氢键ꎮ Ｄ:底物识别区关键氨基酸(Ａ１３６、Ｋ８３、Ｓ１０６、Ｈ１０７)与 ２５￣ＯＨ Ｄ３

形成较强氢键(黄色)示意ꎮ Ｅ:底物结合腔芳香簇氨基酸(Ｔ２６１、Ｗ１４１、Ｆ２８３、Ｙ１４４、Ｗ２８６、Ｆ２９１)ꎮ
图 １０　 ＣＹＰ２７Ｃ１ 分子对接及形成 ＥＲＲ 和底物结合腔的关键氨基酸

Ｆｉｇ.１０　 Ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ ＣＹＰ２７Ｃ１ ａｎｄ ｔｈｅ ｋｅｙ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｆ ＥＲＲ ａｎｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｖｉｔｙ

５９２１尚书凤等:１α 羟化酶的真核表达和生物信息学特征及其在成年肉鸡组织中的差异表达



　 　 利用在线软件 ＴａｒｇｅｔＰ￣１.１ 预测 ＣＹＰ２７Ｃ１ 的亚

细胞定位发现ꎬＣＹＰ２７Ｃ１ 可能定位于线粒体ꎮ ＯＰＭ
３.０ 在线预测结果显示ꎬＣＹＰ２７Ｃ１ 的氨基端有 １ 个

插入线粒体内膜序列(ＭＩＳ)ꎬ推测 ＣＹＰ２７Ｃ１ 在线粒

体中表达ꎮ 将真核表达载体 ｐｃＤＮＡ￣ｃｙｐ２７ｃ１ 瞬时转

染 ２９３Ｔ 细胞并表达 ４８ ｈꎬ随后提取线粒体组分ꎬ以
ＣＹＰ２７Ｃ１ 融合表达标签 ｍｙｃ 抗体作为一抗ꎬ在线粒

体中检测到单一条带ꎬ与预测结果一致ꎮ 异源表达

Ｐ４５０ 有多种方法ꎬ包括真核表达和原核表达ꎮ ２９３Ｔ
细胞是常用的哺乳动物真核表达细胞系ꎬ是通过基

因工程方法改造的 ＨＥＫ２９３ 细胞系ꎬ含有 ＳＶ４０ 大 Ｔ
抗原的复制起始点及启动子区ꎬ能稳定转染￣表达

ＳＶ４０ 大 Ｔ 抗原[２２]ꎮ ｐｃＤＮＡ ３.１ 中含有 ＳＶ４０ 病毒

的起始复制位点ꎬ可以在 ２９３Ｔ 细胞系中复制ꎬ大大

提高了外源基因的表达量ꎮ ＣＹＰ２７Ｃ１ 蛋白的理化

性质分析结果显示ꎬＣＹＰ２７Ｃ１ 蛋白在哺乳动物细胞

中的半衰期最长ꎬ相对于酵母、大肠杆菌ꎬＣＹＰ２７Ｃ１
在哺乳动物细胞中较为稳定ꎮ 因此ꎬ构建 ｃｙｐ２７ｃ１
的真核哺乳动物细胞表达载体 ｐｃＤＮＡ￣ｃｙｐ２７ｃ１ꎬ在
２９３Ｔ 细胞中表达具有较大意义ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ
结果表明ꎬｃｙｐ２７ｃ１ 在 ２９３Ｔ 细胞中高表达ꎮ

在鸡胚胎期ꎬ１α 羟化酶在肾 ｍＲＮＡ 中的相对表

达量最高ꎬ其次是在腿肌和胸肌中的相对表达量ꎬ在
扁桃体、胸腺中的相对表达量居中ꎬ在肝中的相对表

达量最少[６]ꎮ 本试验结果表明ꎬ成年鸡 １α 羟化酶

的组织表达分布与胚胎期不同ꎬ成年鸡的 １α 羟化

酶在肌肉组织(腿肌、胸肌)中的相对表达量最高ꎬ
其次是在肾、肾上腺及生殖器官(睾丸、卵巢)中的

相对表达量ꎬ在脾和胸腺等免疫器官中也有表达ꎬ这
与有关报道提到的维生素 Ｄ３与骨骼肌生长发育、生
殖和免疫有关的结论一致[３￣４]ꎮ 由此可见ꎬ本试验结

果填补了 １α 羟化酶在生殖器官中表达的信息ꎮ
目前ꎬ人们对禽 ＣＹＰ 基因的识别和表达特征的

认识还很有限ꎬ主要研究对象是 ＣＹＰ１￣３ 亚家族ꎮ
ＣＹＰ１￣３ 亚家族的成员是异源化合物的代谢酶基因ꎬ
主要在肝脏中表达[２３]ꎮ 目前ꎬ关于鸡线粒体细胞色

素 Ｐ４５０ 基因克隆表达的研究还未见报道ꎮ Ｇｒａｙ
等[２４￣２６]研究粗提的线粒体羟化 ２５￣ＯＨ Ｄ３ 发现ꎬ鸡
１α 羟化酶只能在 ２５￣ＯＨ Ｄ３的 Ｃ￣１α 位加氧生成 １αꎬ
２５(ＯＨ) ２Ｄ３ꎬ不能使维生素 Ｄ３羟化生成 １α￣ＯＨ Ｄ３ꎬ
作用底物具有特异性ꎮ 然而ꎬ人、猪、小鼠的 １α 羟

化酶既可以作用于 ２５￣ＯＨ Ｄ３ꎬ也可以作用于维生素

Ｄ３ꎮ 鸡 １α 羟化酶具有重要的应用价值ꎬ但是目前

尚未见克隆和表达鸡 １α 羟化酶基因的报道ꎮ 因

此ꎬ克隆和表达 １α 羟化酶基因具有重要意义ꎮ 笔

者利用生物信息学方法预测了线粒体膜插入序列ꎬ
还通过多序列比对、同源建模、分子对接预测了

ＣＹＰ２７Ｃ１ 与血红素结合、底物识别和结合的关键氨

基酸ꎮ

４　 结 论

本研究通过合成基因 ｃｙｐ２７ｃ１ 编码区ꎬ构建真

核表达载体 ｐｃＤＮＡ￣ｃｙｐ２７ｃ１ꎬ在 ２９３Ｔ 细胞中重组表

达 ＣＹＰ２７Ｃ１￣ｍｙｃ￣Ｈｉｓꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 在线粒体中

检测到了特异的相对分子质量约为 ５８ ０００ 的目的

条带ꎮ ＣＹＰ２７Ｃ１ 与其他线粒体细胞色素 Ｐ４５０ 具有

相似的开放式三级结构ꎬ以 α 螺旋、β 折叠为主ꎮ
Ｃ４８２、Ｒ１３５ 与血红素形成较强的氢键ꎻＡ１３６、Ｋ８３
则是与 ２５￣ＯＨ Ｄ３识别相关的关键氨基酸ꎻ活性中心

Ｌ３４３、Ｄ３４７ 是与 ２５￣ＯＨ Ｄ３结合相关的关键氨基酸ꎮ
上述研究结果为后续应用定点突变深入研究

ＣＹＰ２７Ｃ１ 底物特异性机制与催化机制提供了基础ꎮ
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