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摘　要:筛选胎儿心脏文库时发现一个新 cDNA, Genbank 搜索和 BLAST表明该新 cDNA 和蛋白激酶A 锚定

蛋白 AKAP95 有 71%的蛋白质相似性, 且在 3′端存在一个锌指结构和 AKAP 基因特有的 RII结合区域, 因此

初步判定该新 cDNA为一种 AKAP基因;该 cDNA和人类 19 号染色体的一段区域相同, HGP计划标明在 cos-

mid R33907 和 cosmid F20900 上 , 而该两粘粒定位在19号染色体的 q13.1处, 因此将该新基因定位于人第 19

号染色体的 q13.1 处, 并且同AKAP95相邻.
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　　本实验室通过筛选人心脏 cDNA文库, 并用

BLAST与 GenBank的数据库比较, 发现一个新的

cDNA序列, 软件分析及检索表明它可能编码一

种新的蛋白激酶A锚定蛋白 ( A kinase anchor pro-

tein, AKAP) .本文将报道这一发现以及该基因

的初步研究.

1　材料和方法

( 1) 含 cDNA序列的载体由本室构建及鉴定,

克隆到 pCDNA3载体上, 该 cDNA 来源于人心脏

cDNA文库.

(2) 测序:送大连宝生物公司 ABI377 自动

测序仪测序, 正反各测 2次.

(3) BLAST 应用:见 http://www.ncbi.nlm.

nih.gov/

2　结　果

2.1　cDNA的序列及预测氨基酸序列　标有下划

线的氨基酸为锌指结构区域, 方框为 RⅡ结合结

构域.

2.2　序列分析 　 上面的 DNA 序列有 POLY

(A) , 预测的氨基酸序列中存在终止密码子,

cDNA长 987, 编码 290个氨基酸, 5′端可能不完

整, 提交Genbank得到的 ACESSION NUMBER是

AF053536.和 Genbank 比较的结果表明, 该 cD-

NA可能是 AKAP 家族的一分子, 在新基因的 3′

端发现了一个 AKAP 蛋白普遍存在的区域特征,

即和 PKA R Ⅱ调节亚基相结合的结构域, 从

而分析该新基因很可能是一种 AKAP 基因.它和
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AKAP95具有 71%的氨基酸序列相似性.该基因

和AKAP95在同一条染色体上紧密相邻, 编码方

向相对, 显示是不同 DNA 链的翻译产物, 而且

方向相反, 在表达调控上这两个基因有什么联

系, 功能上有什么区别尚待研究.

MY AKAP LMVARSILNNKL ISKKLERYLK

AKAP95 LHVAKSVLNNRH IVKMLEKYL

AKAP75 LIETAAS LVKNA IQLS IEQL

AKAP84 IKQAAFQLISQV ILEATEEL

　　新 AKAP 可能基因的 3′端氨基酸序列与其他

AKAP的比较, 粗体字母表示 AKAP 家族中 RⅡ

结构中的保守氨基酸.下面是预测的氨基酸序列

和AKAP95的比较, 采用 NCBI 的 BLAST2工具,

Query 为预测的序列, Sbjct 为 AKAP95的蛋白质

序列, 中间为相同或相似的氨基酸:

2.3　染色体定位　基因库中搜寻可知, 该 cDNA

与19号染色体上的序列具有很大的相似性.同

时我们的 AKAP 序列与粘粒 R33907 和 F20900序

列完全一致 (如图 1 所示) , 而且这两个粘粒在

序列上重叠, 同时定位于第 19 号染色体上的

q3.1处.因此我们预测我们的 cDNA定位于第 19

号染色体上的 q3.1处.

Sequences producing significant

alignments
Score E

gb AC005785 AC005785 Homo

sapiens chromosome 19, cosmid

R33907

757 0.0

gb AC006128 AC006128 Homo

sapiens chromosome 19, cosmid

F20900

287 2e-75

图 1　 cDNA的染色体定位图

Fig.1　Chromosomal localization of our novel cDNA

3　讨　论

用文库筛选的方法得到了一个新的 cDNA克

隆, 测序结果共有 987个核苷酸, Genbank Search

及 EST BLAST表明是一种新的 cDNA 序列, 人类

基因组计划 ( HGP 计划) 标明该基因定位于人

第19号染色体的 q13.1处, 并同AKAP95有最大

序列相似性, 据此初步判断该基因可能为一个新

的AKAP家族基因.由此可见, HGP 计划和生物

信息学为新基因的确定和功能等预测提供了强有

力的工具.

AKAP是在由 cAMP 介导的 PKA 信号传导系

统中的重要组成部分.它与 PKA 相结合, 具有

一个普遍存在的 PKA 调节亚基 RII.与其它

AKAP 蛋白序列的比较可知, 我们发现的新

AKAP在 N端也具有 RII 的调节亚基序列, 从而

提供了它可能是AKAP家族的一分子的证据.而

且, 在保持亚基结构稳定性方面具有重要作用的

疏水性的保守氨基酸残基在新AKAP 中也是高度

保守的.

至于该 cDNA的确凿功能, 还需要实验进一

步提供证据.
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Abstract:A novel cDNA was discovered through the screening of a human fetal heart library.Genbank searching

and blasting suggested that the cDNA sequence probably encodes a novel protein belonging to A-Kinase Anchoring

Protein (AKAP) family and its predicted protein sequence shows 71% similarity with AKAP95.RII-binding site

in its 3' terminal was also found by Blasting with Genbank database.The sequence was found to be included in

Cosmid R33907 and F20900 originated from Q13.1 locus in Chromosome 19, suggesting that this gene locate in

Q13.1 on Chromosome 19 and interestingly neighbore with AKAP95.
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Abstract:A 940 bp coding fragment of human IL-12 p40 gene was amplified via PCR technique and then cloned

into Pichia pastoris expression vector pPICZαC.After transforming the linearized recombinant expression vector into

the yeast strain X-33, we obtained the engineered yeast strain Pichia pastoris X-33/p40.The p40 gene was secretly

expressed after induction with 0.5%methanol.Both the result of SDS-PAGE and Western-blotting proved a 44 000

protein band in the supernatant of medium.Gel scanning revealed the expression product accounted for 47% of the

total supernatant protein.
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