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　　摘要 :本研究运用 RT2PCR技术 ,首次从大熊猫 A iluropoda m elanoleuca的肌肉组织总 RNA中成功克隆了核糖体

蛋白 S15 (RPS15)基因的表达序列 ,并对其进行了初步分析。结果表明 :大熊猫 RPS15基因的表达序列全长为 442

bp,开放阅读框 (ORF)为 438 bp,编码 145个氨基酸 ,该蛋白的分子量为 17. 0401 KDa, 等电点为 10. 3,含有 2个依

赖于 cAMP和 cGMP的蛋白激酶磷酸化位点 , 5个蛋白激酶 C磷酸化位点 , 4个 N2酰基化位点及 1个 RPS19蛋白

signature位点。进一步分析发现 ,大熊猫 RPS15基因的表达序列及其编码的氨基酸序列与已报道的部分哺乳动物

具有很高的相似性。
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　Abstract: The exp ression sequence of ribosomal p rotein S15 (RPS15) gene from muscle tissue of A iluropoda m elanoleuca

was amp lified successfully through RT2PCR technique for the first time, which was sequenced and analyzed p relim inarily.

The result showed that the full length of the exp ression sequence was 442 bp containing an ORF of 438 bp. The deduced

p rotein sequence showed that the p rotein was composed of 145 am ino acids and its estimated molecular weight was 17. 0401

kDa with a p Iof 10. 39. There were 4 different patterns of functional sites: two cAMP and cGMP2dependent kinase phospho2
rylation sites; one ribosomal p rotein S19 signature site; four N2myristoylation sites; five casein kinase C phosphorylation

sites in the RPS15 p rotein. Further analysis indicated that the exp ression sequence of RPS15 and the p rotein encoded were

highly homologous to some mammals reported.

　Key words:A iluropoda m elanoleuca; RT2PCR; RPS15; cloning; sequence analysis

　　RPS15是一种重要的 RNA结合蛋白 ,该蛋白质
在核糖体装配及翻译调节过程中具有双重作用 ,既
能独立地与小亚基中 16S rRNA的中心结构域直接
结合 ,促进核糖体复合物的形成 ,又能与自身
mRNA的前导序列结合调节其蛋白质的合成。故
RPS15蛋白是整个核糖体实现装配过程及其功能作
用发挥的关键成分之一。研究 RPS15将有助于深
刻理解同一蛋白在细胞活动中发挥双重作用的机制
( Golden et a l. , 1993; Oubridge et a l1, 1994; Ehres2

mann et a11, 1995; L iljas & Garber, 1995; Ra2
makrishnan & W hite, 1995; Avis et a l1, 1996; Batey

& W illiam son, 1996)。
大熊猫 A iluropoda m elanoleuca是世界上现存最
古老的物种之一 ,被称为“活化石”,属国家一级濒
危保护动物 ,主要分布于四川、陕西、甘肃 3省的狭

窄地带 (仇秉兴 , 1984)。大熊猫是极其宝贵的自然
历史遗产 ,具有重要的学术研究价值 ,其生存和保护
现状备受世人关注。多年来 ,国内外学者对大熊猫
繁殖生物学、生理学和细胞学等方面开展了大量的
研究工作 (王平等 , 1980; Montali, 1990; 刘维新等 ,

1993; 钟顺隆等 , 1993; 魏辅文 ,胡锦矗 , 1994; 张安
居等 , 1998;冯文和 ,李光汉 , 2000;侯万儒 , 2000 )。
近年 ,分子生物学技术的发展使从基因水平研究大
熊猫逐渐成为国内外的研究重点 ,目前对大熊猫基
因的研究多集中于线粒体基因 (W u et a l1, 1990; 张
亚平等 , 1995)和个别基因家族的克隆与分析 (周荣
家等 , 1998) ,而对功能基因及其生物学功能的研究
仅限于个别基因的报道 (林峰等 , 1998; 汪晓晶等 ,

2002; L iao et a l1, 2003a、2003b; 郑旭等 , 2004; Rao

et a l. , 2004; 廖鸣娟等 , 2005; 侯万儒等 , 2007) ,但
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还没有任何有关大熊猫核糖体蛋白基因的报道。
本研究从大熊猫骨骼肌组织中提取总 RNA,运
用 RT2PCR技术扩增出 RPS15基因的表达序列
cDNA,分析了该表达序列所编码蛋白的序列特征 ,

并与部分哺乳动物物种的序列进行了相似性比较 ,

为开展大熊猫分子生物学研究 ,尤其为 RPS15结构
基因的克隆与比较研究提供基础资料。

1材料和方法

111材料及试剂
大熊猫骨骼肌组织取自四川卧龙中国保护大熊
猫研究中心死亡的大熊猫 , 为防止 RNA降解 ,所取
组织立即冻存于液氮中。
总 RNA抽提试剂盒 Total Tissue /cell RNA Ex2

tractiob Kits购自 W aton公司 ;逆转录试剂盒 Reverse

Transcrip tion System购自 Promega公司 ;胶回收试剂
盒购自 OMEGA公司 ; T载体试剂盒 ( PUC18 Vector

System s) 及限制性内切酶 PstⅠ、ScaⅡ均购自宝生
物 (大连 ) 有限公司 ; Taq p lus聚合酶购自上海生物
工程公司。其它试剂均为国产分析纯。宿主菌 E.

coli JM109由本实验室保存。
112方法
11211总 RNA的提取　取 3 mm ×3 mm ×3 mm左
右的样品组织 ,液氮中充分研磨 ,按照 Total Tissue /

cell RNA Extractiob Kits说明书提取总 RNA。将所
提总 RNA溶于经 DEPC处理过的水中 ,保存于 - 70℃
备用。
11212引物设计及 RT2PCR　从 GenBank数据库中
检索到人 Hom o sapiens (BC105810 )、猪 Sus scrofa

(AB005624)、褐家鼠 R a ttus norveg icus (M19393)及
小家鼠 M us m uscu lus (M33330)等 4个哺乳动物物
种 RPS15的编码区全序列 ,根据编码序列的保守性
进行引物设计 ,所设计的引物如下 (由北京华大生物
科技发展有限公司合成 ) :

　RPLP12F: 5′2CAAGATGGCGGAAGTGGAGC23′;
　RPLP12R: 5′2TTACTTGAGAGGGATGAAGC23′。
以所提总 RNA为模板 ,按逆转录试剂盒操作手
册进行 cDNA第 1链的合成。反应总体 ‘积 20μl∶模
板 1μg, dNTPs 1 mM ,MgCl2 5 mM , O iligo ( dT) 15 0. 5

μg, AMV反转录酶 15U , RNA酶抑制剂 10U /μl;反
转录条件 : 42℃ 60 m in。再适量取第 1链产物为模
板 ,采用 25μl PCR反应体系进行 PCR扩增 ,各成分
浓度为 :MgCl2 1. 5 mM , dNTP 200μM ,上下游引物各
0. 3μM , Taq p lus聚合酶 5U;反应条件 : 94℃, 5 m in;

94℃, 1 m in; 52℃, 0. 5 m in; 72℃, 1. 5 m in, 32个循
环 ; 72℃, 10 m in。然后用 1%的琼脂糖凝胶电泳检

测 RT2PCR反应产物。
11213 cD NA的克隆及鉴定　对 PCR产物进行回收
纯化 ,用 SmaⅠ限制性内切酶酶切并平端化质粒
pUC18片段 ,将回收产物与酶切并平端化后的质粒
片段连接 , 22℃连接过夜。按常规方法转化感受态
细胞 ,再涂于含氨苄青霉素、IPTG及 X2gal的 LB培
养基上过夜培养 ,用接种针挑取 5个白色菌落 ,碱裂
解法提取质粒 ,采用双酶切 ( PstⅠ和 ScaⅡ)和 PCR

两种方法对重组子进行鉴定。经鉴定的阳性重组质
粒由北京华大生物科技发展有限公司测序。
11214数据处理　采用 Gnescan软件 ,对所克隆的基
因序列进行氨基酸序列推定 ;采用 ORF finder软件
( http: / /www. ncbi. nlm. nih. gov/gorf /gorf. htm l) 进
行 DNA序列的 ORF查找 ;采用 DNAMAN Version 6,

对基因序列和氨基酸序列进行同源性比较 ;采用 Ex2
PASy Proteom ics Server软件 ( http: / / au. expasy.

org / ) 进行蛋白质功能位点和生化特性预测分析。

2结果与分析

211 RT2PCR产物
RT2PCR扩增产物经琼脂糖凝胶电泳显示有一

条 450 bp左右的清晰明亮的区带 (图 1) ,重组质粒
测序结果显示 ,该克隆片段全长为 442 bp,与预期长
度一致 ,将该序列提交 GenBank,得到的登录号为
EF631973。

图 1　大熊猫 RPS15基因表达序列 RT2PCR结果

Fig. 1　RT2PCR amp lification result of RPS15 of A iluropoda m elan2
oleuca (1: marker; 2: RT2PCR amp lification result)

212序列分析

利用 B last检索软件 ,在 NCB I数据库中进行基因
同源性检索 ,结果发现该序列与其他动物 RPS15的
cDNA序列同源性很高 ,这证明所克隆的序列为大熊
猫 RPS15的 cDNA序列。该序列的 ORF为 438 bp,编
码 145个氨基酸残基 ,起始密码子为 ATG,终止密码
子为码子 TAA (图 2)。该序列碱基的平均含量分别
为 : A, 22. 4%; C, 30. 9%; G, 32. 7%; T, 14. 0%。利用
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Proteom ics Server软件对大熊猫 RPS15蛋白预测分
析发现 :大熊猫 RPS15蛋白的分子量为 17. 0401

KDa, p I为 10. 39,含 31个带正电荷的氨基酸残基
(A rg精氨酸和 Lys赖氨酸 ) , 14个带负电荷的氨基
酸残基 (A sp天冬氨酸和 Glu谷氨酸 ) ,其余氨基酸

均为中性 ;该蛋白含有 4个类型的功能位点 ,即 : 2

个依赖于 cAMP和 cGMP的蛋白激酶磷酸化位点 , 5

个蛋白激酶 C磷酸化位点 , 4个 N -酰基化位点及 1

个 RPS19蛋白 signature位点。

图 2　大熊猫 RPS15基因 cDNA序列及其预测氨基酸序列

Fi g12　Nucleotide sequence and putative am ino acid sequence of RPS15 cDNA from A iluropoda m elanoleuca ( 3终止密码子　term ination codon)

3讨论

原核生物、真核生物细胞质及细胞器中的核糖

体存在很大差异 , 30S核糖体亚基存在于原核生物

和脊椎动物线粒体中 (朱玉贤 ,李毅 , 2002) ,其装配

是一个高度有序且连续的过程 ( N ikulin et a l1,
2000)。在装配 30S核糖体小亚基时 , RPS15蛋白与

16S rRNA 、RPS6及 RPS18结合形成的复合物组成

了 30S核糖体的中心结构域。RPS15先结合到 16S

rRNA的保守核苷酸序列上引起其构象发生变化 ,并

稳定 RPS6 /RPS18异源二聚体结合该 rRNA所需的

有效构象 ,即 RPS6、RPS18蛋白与 16S rRNA的结合

依赖于 RPS15蛋白的首先结合 ,这表明了 RPS15在

核糖体有序装配过程中具有中心角色的功能 ( Greg2
ory & Zeller, 1984; Jagannathan & Culver, 2003 )。

哺乳动物中 RPS15蛋白由 RPS15基因编码 ,该基因

是所有细胞增殖所必需的基因 ,故具有看家基因的

性质 ( Shiga et a l1, 1990; Ramakrishnan & Gerchman,

1991)。而在陆生植物叶绿体基因组中 , RPS15基因

多是假基因 ( Kugita et a l1, 2003)。
利用 DNAMAN Version 6,将大熊猫分别与人、

猪、褐家鼠和小家鼠等 4种哺乳动物物种的 RPS15

基因的编码序列及其所编码的氨基酸序列进行同源

性比较 ,结果显示具有很高的同源性 :基因编码序列

同源性分别为 93. 38%、91. 32%、90. 41%和 88.

81% ,人与大熊猫的编码序列的同源性最高 ;氨基酸

序列同源性均为 100. 00%。进一步对其编码蛋白

的分子量及等电点进行预测分析发现 :各分子量和
等电点也均相同 ,分别为 17. 0401 KDa和 10. 39。
用 PredictProtein软件对这 5个哺乳动物物种的

RPS15基因所编码蛋白的功能位点进行预测 ,结果
发现 :大熊猫与人、猪、褐家鼠和小家鼠 RPS15蛋白
的功能位点完全一致 ,均含有 2个依赖于 cAMP和
cGMP的蛋白激酶磷酸化位点 , 5个蛋白激酶 C磷酸
化位点 , 4个 N2酰基化位点及 1个 RPS19蛋白 signa2
ture位点。这表明大熊猫的 RPS15蛋白与所报道的
哺乳动物的 RPS15蛋白在结构和功能上完全一致。
将大熊猫 RPS15基因的编码序列和人、猪、褐家
鼠和小家鼠进行比较分析 ,发现存在不少变异位点 ,

这些变异多系密码子的第 3位碱基发生了变异 ,且
这些变异不引起编码氨基酸的变化 ,故属于同义突
变 ,从这个意义上讲 ,已报道的哺乳动物的 RPS15蛋
白具有高度的保守性。
目前 ,已报道的哺乳动物 RPS15基因的编码序
列仅见于人、猪、褐家鼠和小家鼠 ,本实验运用分子
生物学原理与相应的技术手段 ,首次成功地扩增出
大熊猫 RPS15基因的表达序列并对其编码蛋白进行
了初步分析 ,为进一步探讨大熊猫核糖体基因的遗
传特点 ,合理利用基因资源、制定基因保护对策等提
供基础资料。
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