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摘要 为了阐明鸡主要组 织相容性复合体 (I B )F 和 解 微球 蛋白 (邵m ) 不同复等位基 因的分子结

构
,

利用 p M A I
矛一

p Z X / E
.

c(, “ T B I 系统表达 了 5类不 同复等位基因 B F Z 的胞外区和一 类新的 解 m
,

并采用纯化
、

蛋白酶切和 W es t e r n b lot 进行了鉴定
.

最后
,

采用 圆二色谱 ( C D ) 测定 了各重组 蛋 白

的二级结构 以及 同源模建 了其 三 级结构
.

5 类不 同复等位基 因的 B F Z 蛋 白分子中的
a 一

螺旋
、

日
一

片

层
、

转角和随机卷曲的氨基酸长度分别为 6 9一 73
,

67 一 72
,

35 一 37 和 94 一 98
.

5 类不 同复等位基

因 B F Z 和一 类新 的 母Zm 蛋 白分子的同源模建揭示了其结构 与人和鼠的 M H C I 类分子类似
,

但各

有其特征性的结构
; 研究获得 了正 确折叠

、

不同复等位基因的 B F Z 和 解m 蛋白分子
,

并为进 一步

形成 B F Z
一

解m 复合体
、

鉴定抗原表位提供 了依据
.

关键词 BFZ 那m 离级结构 圆二色谱 同源模建

主要组织相容性 复合体 l( M H C I )分子是一种

膜表面糖蛋白
,

主要功能是结合内源性抗原 多肤呈

递给 T 细胞受体
,

从而激发动物机体的细胞性免疫

应答
.

迄今为止
,

有关 M H C 的结构解析主要集中

在人和 鼠 M H C I 分子 的三维 (3 D ) 晶体结构上
.

即

人 M H C I ( H I
J

A
一

A 2) 是由一条重链 a( 链 )和一条轻

链 (解m )非共价键结合而成
;
并且

,

H L A
一

A Z 的抗

原结合区 ( P B D )是由 2 个反向平行的
a

螺旋与 8 条

p折叠片层形成 的槽所组 成仁’
, ’ 〕

.

晶体结 构解 析表

明
,

在 P B D 槽更低位置由关键性氨基酸形成 了 6 个

与抗 原 多肤 侧 链 相 互 作 用 的 锚 定 位 点 ( A 一 F )
.

H x
子

A
一

A Z
,

日Zm 和 C D 8 a 。
以 及 人 免 疫 缺 陷 病 毒

( H IV ) T 细胞表位多肤已 经通过大肠杆菌 ( E
.

。 01 1)

表达
,

形成了复合体
,

并解析了其 晶体结构川
.

猪

M H c l
,

解m 与猪瘟病毒的 T 细胞表位 由一富含甘

氨酸的连接肤联合在一起共表达的融合蛋白其结构

的正确性也被相应单克隆抗体证 明叫
.

人类 H L A
-

A Z 体外结合抗原 多肤 的研究 平台已 经建立
,

细胞

毒性 T 细 胞 ( C T I
J

) 抗 原 表 位 已 可 以 预 测 和 测

定 , 8〕
.

与哺乳 动物相 比
,

鸡 M H C I ( B )F 的研究

仍然局限在序列和部分功能方面 「9 ” 〕
.

K a uf m a n
等

报道了来航鸡的 M H C I 的基因组结构
:

M H C I 有

两个称为 B FI 和 B F Z 的基因座位 [ ’ 2」
.

B FZ 基因座

呈显性表达并与鸡的抗病性密切相关
;
并且

,

B IF

呈非显性表达
; 而呈显性表达的 B ZF 基因座决定了

鸡对传染病的免疫应答水平
,

并影响疫苗的免疫效

果仁’ 3
,

川
.

根据 B FZ 序列 的同源性
,

我们将 鸡 B ZF

分为 n 个基因群
,

同一个 B刀 复等位基 因群间的

氨基酸同源性达到 91 % ; 并发现了一类新的留m 复

等位基因〔’ 5]
.

为了揭示 鸡 B F Z 和 郎m 不 同等位 基

因的高级结构
,

本文表达了 5类 B刃 复等位基因和

1 类新 的 留m
,

并测定 了各类纯化 的重组蛋白的圆

二色谱 ( C D ) 以及同源模建了其 3 D 结构
.

2 ( , ( ) 5 11 2 3 收稿
,

2 () ( }6 0 1
一

2 5 收修 改稿
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1 材料和方法

1
.

1 BF Z和 那m 表达载体的构建

根 据 我们报道 的鸡 B凡
二 o 3s h ( A B1 5 9 0 65 )

,

B凡
二 O4 s h ( A B 15 9 O6 6 )

,

B凡
, Og s h ( A B 1 5 9 0 7 2 )

,

B凡
二 12 s h ( A B 1 5 9O 7 5 ) 和 B刃

二 0 3 2 2 ( A B 1 78 0 4 9 )

胞外 区 序列 以及 留m
一

2 01 ( A B 1 7 8 5 9 4) 成熟 肤序

列〔 ’ 5〕 ,

采用 O h g 。 7
.

0 软件设计了表达 引物 对
.

上

游引物 P I 序列 为 5气 T C A G A A T T C G A G e T C

C A T A C c C T G C G G T A C
一

3 ` ,

P 3 序 列为 5几 T C A

G A A T T C G A G C T C C A C T C C C T G CG G T A C
-

3`
(仅用于 A B 1 7 8 o 4 9

,

划线 序列 为 E co R I 酶 切位

点 ) ; 下游引物序列 P Z 为 5气 A G T A A G C T T T C A

C C A C G A G T A G A G G C C G G G
一

3 `
(划 线为 H in d

11 1酶切位点 )
.

随后
,

分别 采用 P l / P Z 和 P 3/ P Z 引

物对从 B FZ
二 0 4 、 h

,

B FZ
, O 3 s h

,

B ZF
` 0 9 s h

,

B ZF
二 12 s h 和 B F Z 二 0 3 2 2 扩增其胞外 区 ( e B F Z )

,

以及扩

增 留m
一

2 01 成熟肤
c D N A 序列

.

P C R 反应总体积均

为 5 0 川
J ,

B FZ 或那m 重组质粒量均为 10 n g ; 扩增

e B FZ 基因的 P C R 反应条件 为
: 9 8o C 5 m in

,

7 o2 C

l m i n ,

l 个 循环
,

加人 E x T a q 聚 合酶 ( T a K a R a
公

司 ) ; 9 4
o

C 热变性 5 m i n 后
,

9 4
o

C 变性 1 m i n ,

6 2
o

C

退火 l m i n ,

7 2
o

C 延伸 l
.

s m i n ,

共 3 5 个循环
; 最

后 72
O

c 延伸 10 m in
.

扩增 声 m 的 P C R 反应条件为
:

9 4
o

C 热变性 5 m i n 后
,

9 4
o

C 1 m in ; 6 0
0

C 4 5 5 ; 7 2
o

C

3 5 5 ; 3 3 个循环 ; 最后 7 2
O

C 延伸 10 m i n
.

P C R 产物

经 1
.

5%琼脂糖凝胶 电泳后
,

用玻璃奶试剂盒 回收

8 3 0 b p 或 3 0 0 b p 的 目的片段
,

与 T
一

E a s y 载体 ( p r o -

m e g a 公司 )连接
,

经 E e o R I 和 H i n d 111 双酶切鉴

定后测序
.

分别命名为 p G E M
一

T / e B F Z
一

1
, e B F Z

一

2
,

e B F Z
一

3
, e B F Z

一

4
, e B F Z

一

5 以及 p G E M
一

T拍Zm
.

随

后
,

用 E ,’o R l 和 H in d H l 双酶切上述重组 子并将

目的片段插入 p M A L
一

p ZX 表达载体
、

构建成 ZP X
-

e B F Z和 p Zx
一

俘Zm 表达 系
,

转化 大肠杆 菌 ( E
.

` 0 11 )

T B I
,

重 组 表 达 载 体 分 别 命 名 为 p ZX
一 e B F Z

一

1
,

e B F Z
一

2
, e B F Z

一

3
, e B F Z

一

4
, e B F Z

一

5 和 p ZX
一

日Z m ( 图

l )
.

重组菌株命名为
r T B I / p ZX

一

l
,

p Z X
一

2
,

p ZX
一

3
,

p ZX
一

4
,

p ZX
一

5 和 p ZX
一

pZm
.

1
.

2 可溶性表达复等位基因 B F Z 和 那 m

按照 N e w E n g l a n d iB o l之 b s
公司 p M A -L p ZX 蛋白

融合表达与纯化系统操作手册表达复等位基因 B兜 胞

外区和 日Zm 成熟肤
.

即从平 板 上挑 取
r T B I / p Zx 一

,

p ZX-- 2
,

p Z-X 3
,

p Z--X 4
,

p Z芜 5 和 pZ-x 日Zm 单菌落
,

分

别接种于含有葡萄糖和氨节青霉素的 5而
,

I书 液 中
,

37
O

C 培养过夜
.

再按照 1 ,
100 的比例接种于 1000 m L

新鲜的含葡萄糖和氨节青霉素的 I书 液体培养基中
,

37 ℃ 振荡培养至菌液光密度值 O 6D
。 。

为 0
.

4
一

0
.

6 时
,

加人 1 mo l/ I
矛

的 IP T G
,

使其终浓度为 0
.

3

~
l八

沙 ; 再

诱导培养 2
.

5瓦 然后 4 000 9 离心 20 而 n
收集菌体

,

按每

50 m l
J

原菌液加入 4而
才

过柱缓冲液的比例重悬沉淀
,

一 20℃ 过 夜
.

再 在冰水浴 中进 行超声波破碎菌体
,

90 00 9 离心 20 im
n ,

分别收集
_

L清液和菌体进 行 SI 万
P AG E 分析

.

表达的融合蛋白分别命名为 入且31
〕

B F Z
一

1
,

一

2
, 一

3
, 一

4
, 一

5 和 侧旧 P
.

俘2二

1
.

3 亲和层析
、

S D S
一

p AG E 和 w e s t e r n b一o t 分析

将含 M B p
一

B F Z
一

l
, 一

2
, 一

3
, 一

4
, 一

5 和 M B p
一

月Zm

融合蛋 白的上 清上样 到柱床体 积为 Z m l
矛

的 A m y
-

l o s e
淀粉 树 脂 亲 和 柱

,

用 12 倍 体 积 的 缓 冲 液

( 2 0 m m o l / I
J

T r i S 一 H C I
,

0
.

Z m o l / I
J

N a C I
,

l m m o l / I
J

E D I ’A
,

p H 7
.

4 )洗柱
; 再加人 3 倍体积的 1 0 m m o l / I

J

麦芽糖缓冲液洗脱 目的蛋白
.

按文献 [ 1 6」的方法对

重组蛋 白进 行 S D S
一

P A G E
.

另外
,

W e s t e r n b l o t 的

程序是 纯 化 的 融 合蛋 白经 s D S
一

P A G E 后 电 转 至

P V D F 膜
,

用含 5 %牛血清 白蛋 白 ( B S A ) 的磷 酸盐

( P B S )缓冲液封 闭 l h 后再 用 1 , 10 0 0 0 稀 释 的抗

M B P 单抗作为一抗与 P V D F 膜共孵育 l h
,

用含有

0
.

3 % 吐温 一 2 0 的 P B S 液洗膜 3 次 ; P V D F 膜 在

1 , 1 0 0 0稀释的辣根过 氧化物酶标记 的羊抗 鼠二抗

血清中室温反应 1
.

s h
,

最后用 4
一

氯
一

1
一

蔡酚 /过氧化

氢溶液显色 30
5 ,

用蒸馏水终止反应
.

1
.

4 融合蛋 白的切割与纯化

按照每 l m g X a 因子蛋 白酶 tJJ 割 l o o m g M B P

融合蛋白的 比例
,

在 2 3
“

C 24 一 72 h 切割上述纯化的

融合蛋 白
.

随后取少量样品进 行 s D s
一

P A G E
.

再将

切割后 的蛋 白混 合物透 析后 t 样 于 D E A E
一

S eP h a -

or se 柱 ( C L
一

6 B)
,

进行 M B P 和重组蛋白的分离
.

即

先使 用 10 0 倍 体 积 的缓 冲 液 A ( 20 m m ol I/
J

T ir s -

H C I
,

2 5 m m o l / I
才

N a C I
,

p H S
.

O )透析融合蛋白混合

物
,

再加样 于 s m L D E A E
一

s e p h a r o s e 柱
,

用 3 5

倍 柱 床 体 积 的 缓 冲 液 B ( 10 m m o l / I
J

T r i s 一 H C I
,
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2 5 m m o l / I
J

N a〔
’

1
.

p H S
.

O )洗柱
,

然后用梯度 洗脱

液 ( 2 5 m m o l / I
,

一 5 0 0 m m o l / I
J

N a C I
,

2 0 m m o l / I
J

rT iS
-

H C !
,

p H S
.

0) 洗脱 目的蛋白
.

蛋 白浓度的测定方法

参照文献仁1 7〕进行
.

纯化 的 B F Z s 和 俘Zm 蛋 白分别

被命名为 B F Z , 0 3 、
h

,

B F Z 二 O 4 S h
,

B F Z 二 O g s h
,

B F Z

` 1 2 5 h
,

B F Z
` 0 3 2 2 和 俘Z m

一 2 0 1
,

一 8 0飞
、

保存备用
.

1
.

5 几级结构的测定与同源模建

采 J月 J
a s e o

J 17 5 圆二色谱仪 ( 日本 J
a s e o 公司 )

在 2 5飞
、

条件下对 ( 0
.

2 m g / m I
J

) B F Z 二 o 3 S h
,

B F Z *

() 1 S h
,

I3F Z ,
o g s h

,

B F Z ` 1 2 s h
,

B F Z ` 0 3 2 2 和 月Zm
-

20 1 蛋白分别进行 190 一 2 50 n m 范围的光谱值测定
.

取信号平均值并进行基线校正
,

将 所测定的 C D 值

转换成摩尔椭圆度 [ 8〕( (
。

) 只 e m
Z X d m o l

’
)

,

再用

J
一

7 0 0 ( W i n d o w s S e e o n d a r y S t r u e r u r e E s t im a t io n )

v二 S io n 1
.

10 软件分析各蛋 白二级结构的组成
.

随

J舌
,

应用 E X P A S Y 服 务器 ( h t t p
:

/ / w w w
.

e x p a s y
.

e }、八 0 0 1、 / ) l几的 S P ( ) M A 法预测 B F Z * O3 S h
,

B F Z *

O4 s h
,

B F Z
二 0 9 s h

,

B F Z `
12 s h

,

B F Z
` 0 3 2 2 和 俘Zm

-

20 1 蛋白的二级结构并与 C D 值进行比较
.

依据蛋 白数据库 中的已结晶测定过的人和鼠的

3 D 结构在 h t t p
:

/ / s w is s m o d e l
.

e x p a s y
.

o r g / / SW I S S

M O D E L
.

ht m l 服 务器 上进 行 复等位基 因 B F Z 和

解m 蛋白 3 D 结构的同源模建
.

用 Ras m ol 软件观察

各蛋白的 3 D 结构图
.

2 结果

2
.

1 BZF 和拟 m 表达载体的构建

B ZF 的胞外区 和那 m 成熟肤基因的表达载体的

构建如图 1 所 示
.

测序结 果显 示插 入表达载体的

B刃 基因的胞外区 长 5 0 7 一 8 19 b p
,

留m 长 2 9 4 b p
.

B ZF
*

03 511 和那 m
一 2 01 基因与我们 以前报道序列完

全一 致
.

B ZF
* o 4 s h

,

B ZF
二 Og s h

,

B ZF
` 0 3 2 2 ,

B ZF
二 ] sZ h 与相应的 G en B a n k 中的序列的同源性分

别是 9 9
.

8 7 %
,

9 9
.

5 1 %
,

9 9
.

8 5 % 和 9 9
.

6 3% [ ’ 几J
.

石〔
.

o R I

m “ l百 … A I C ( j A G G G A A G G A !
`

11 C A G A A I
’

I C
-

I l i n d 川
一

TG A
一

A A GC I
、

T
`

二
l“ c Z a

仁 F a e t o r X a

C le a v a g e s i t e

阳
一

2s (’r 四问

个
插人片段

M 13 0 r i

图 l 构建复等位墓 因 B FZ 胞 外区 和 解m 成熟肚 基因表达载体 p M A L
一

p Z x / B FZ 和 p M A卜 PZ x /解m

2
.

2 复等位基因 B F Z 的可溶性表达与纯化

B F Z 胞外区的表达
、

纯化
、

W e s t e r n b l o t 分析

如图 2 所示
.

表达的融合蛋白 M B P
一

B F Z S

的分子质

量为 7 3
.

3一 7 3
.

8 k u ( 图 2 ( a ) )
.

融合蛋 白 M B P
一

B F Z

经 A m y l o s e 淀粉树亲和层析纯化后
,

S D S P A G E 呈现

出了一条分子质量约 73
.

3一 73
.

s k
u

单一带 (图川
。
))

.
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即 M B P
一

B F Z在 E
.

。 0 11 T B I 中实现 了可溶性表达
.

各个纯化 的融合蛋 白 M B P
一

B F Z 均被 X a 因子蛋 白

酶完全切割 ( 图 2 ( c ”
.

切 割 后 的 蛋 白混 合物经

DE A E
一

S e p ha r o s e
柱后

,

S D S P A G E 分析 B F Z s
单体

蛋白分子在 3 0
.

5一 3 1
.

I k u 处 ( 图 2 ( d ) )
,

W e s t e r n

bl ot 结果显示了 M B P
一

B F Z S 融合蛋 白分别在 73
.

3一

7 3
.

8 k u 处呈现 出一条特异性反应带 ( 图 2 ( e ))
.

2
.

3 那m 的可溶性表达与纯化

琼脂糖凝胶电泳显示插入表达载体 p ZX 的 留m

基因的长度为 2 9 4 b p
,

这 与我们以前报道结果完全

一致 [ , 5 〕
.

留m 的表达
、

纯化
、

S D S
一

p A G E 和 w e s t
-

e r n b l o t 分析结 果如图 2 所示
.

M B p
一

日Zm 在 E
. 〔。 1 1

T B I 中为可溶性表达
,

其分子质量为 54
.

0 k u ( 图 2

( a ) )
.

融合蛋 白 M B p
一

俘Zm 过 A m y l o s e
淀粉树脂柱

和 D E A E
一

s e p h a r o s e 阴离子交换柱后得到 了高度纯

化 S D S
一

p A G E 显示 M B p
一

日Z m 分子质 量为 5 4
.

0 k u

(图 2 ( b ”
.

M B P
一

解m 被 X a 因子蛋白酶完全切割后

S D S
一

P A G E 显示 M B p 的分子质量为 4 2
.

5 k u ,

日Zm

分子质量为 1 1
.

Z k u (图 2 ( e ) )
.

D E A E
一

S e p h a r o s e 柱

分离纯化获得的 日Zm 单体如图 2 ( d )所示
.

W e s t e r n

b lo t 结果也证实了 M B P
一

俘Zm 为分子质量 5 4
.

0 k u
的

单一带 (图 2 ( e ) )
.

圈 2 , 组鸡复等位甚因 B几 胞外区和 那 m 蛋 白的

表达与纯 化以及阵切与 W se ter n lb ot 鉴定

( a ) M Bp
一

B F z s
/ M B p

一

pZm菌体蛋白的 S D S p A G E结果 ; ( b ) 裂解

菌体上清经淀粉树脂亲和层 析柱 后 的融合 蛋 白 M B P
一

B ZF s/ M B P
-

日Zm 的 S D导 p A ( ; E 电泳结果 ; ( e ) 纯化 的融合蛋白 M B p
一

B F Z s /

M B P
一

解 m 经 X a 因子 酶切 后混合物的 S D --S P A G E 电泳分析 ; ( d)

D E A E
一

eS p h a r o s 。 柱纯化后 M B p
一

B F Z /M B p
一

日Zm 中 M B p
、

B F Z
s
以

及 p Zm 的 S D S p A G E 电 泳 结 果 ; ( e ) M Bp
一

B F Z / M B P
一

日Z m 的

W e s t e r n b lo t结 果
.

M
,

蛋白分 子 量 标准
; , 0 3 s h

, 0 4 s h
, o g s h

.

1 2 s h
, 0 3 2 2 和 日Z m

一
2 0 1 分 别代 表 表达 的 B F Z

` 0 3 s h ( A B 15 9 o 6 5 )
,

B F Z
并 0 4 s h ( A B 15 9 0 6 6 )

,

B F Z
井 0 9 s h ( A B 15 9 0 7 2 )

,

B F Z
资 12 s h

( A B I 5 9 0 7 5 ) 和 B F Z
, 0 3 2 2

( A B 1 7 8 0 4 9 ) 的 胞外 区以 及 pZm
一 2 0 1

( A B 17 8 5 9 3) 的成熟肚蛋 白样 品

2
.

4 二级结构

圆二色谱测定复等位基 因 B F sZ 和 解m 蛋 白的

二级结构结果如图 3 和表 1 所示
.

纯化 的 B F Z S 蛋白

圆二色谱图均在 2 0 8 n m 和 2 2 2 n m 处 有一波 谷 (图

3 )
,

显示出 B F sZ 蛋 白在测定 条件 下具 有典型 的
Q

螺旋结 构
.

纯 化 的 蛋 白 解m 的 圆 二 色谱图 只在

2 2 2 n m处有一波谷
,

显示出 邵m 蛋白为典型的 p折

叠
.

按 Y a n g
一

C h en 公式 计算的 B F Z s 蛋白的二级结

构如表 1 所示
.

其中
, 。
螺旋

、

日折叠
、

转角和随机

卷曲氨基 酸的含量分别为 69 一 73
,

67 一 72
,

34 一 37

和 94 一 98
.

新类 解m 蛋白 98 个氨基酸中
。

螺旋
、

日

折叠
、

转角和随机卷曲的含量分别为 。
、

46
、

32 和

20
.

另外
,

S O P M A 方法预测 B F Z S 的二级结构显示

其
a
螺旋百分含量 和氨基酸 含量分别为 25

.

27 %一

27
.

41 写和 69 一 74
,

俘片层的百分含量和氨基酸含量

分别是 39
.

26 %一 41
.

86 写和 106 一 1 13
.

这一结果与

C D 测定的 B F Z s 蛋白的二级结构一致
.
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图 3 B 2F
.

即 m 及 M B P蛋 白回二色谱测定结果

裹 l 复等位墓 因 B ZF 胞外区和 解 m 蛋 白二级结构

几级结构 B F sZ 胞外区各成分的氨基酸数 11 解 m oz l 各

B F Z B F Z B F Z B F Z B FZ 成分的氨基
, o 3 s h

, ( ) 4 s h
, (一g s h

,
12 s h

, ( ) 3 2 2

酸数 目
a

螺旋 7 ( ) 7 3 7 1 7 1 6 , O

日折硬 6 7 69 6 7 6 , 7 2
·

工6

转角 3 5 3 4 3 5 3 6 3 7 3 2

随机卷曲 9 8 94 9 6 9 4 蚝 2 ( )

总氨从酸数 2 7 ( ) 2 70 2 6`J 2 7 ( , 2 7 3 9 8

熟肤 区 3 D 结 构结 果 如图 4 和 表 2 所 示
.

与人和

鼠的 M H C I类 分子 3 D 结 构类 似
,

鸡 B F Z s P B D

均 由两 个
。
螺旋区 和 8 个 日片层 组成

.

新 类 解 m
-

20 1也 含有 7 个 月片层
.

经分析发现 B F sZ P B D 的

氨基酸 在
a

螺旋的确 切数 量上均 有细微 差别
.

例

如在 B F Z 蛋 白的 1 6 1一 1 7 4 位是一 个
a

螺 旋
,

而

人 和鼠 M H C I类 分子在 1 60 一 1 62 位氨基 酸却不

形成螺旋
.

2
.

5 B F Z s
和 pZm 的 3 D 结构

同源模建 复等位基 因 B F sZ 胞外 区 和 解 m 成

图 4 同源模建复等位基 因 B FsZ 和 那m 蛋 白的 3 D 结构

( R a s
m ol 软 件制作 )

.

红
、

黄
、

蓝和灰色分别表示
。 一

螺旋
、

日
一

折叠
、

转角和随机卷曲
.

B F Z
, 。 3 s h

,

B F Z ,

( ) t s
h

·

B F Z
` ( )性) s h

·

BF Z
,

12 s h
·

B F Z
, 0 3 2 2 以及 月Z m

一
2 0 1 分别代表相应的复等位基因 B F Z 和 月2 n l 蛋 f一单体
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裹 2比较鸡 B F Z与人 H A L
一

A Z和限 P B D区三级结构

等位基因 牙片层 多肚结合 区

p1 p Z俘 3 p 4 俘 5 日 6 p 7 p s a l螺旋
a Z螺旋

八 6ē己口曰 OQ C”门 6) (伪八饰乃寸 J八 j勺 J,J日任,.且1.孟,
.
1
,...
t.玉

1
..
月几

人 1l l A A Z

大以 R
’

T l ( I kj
·

m A )

I玉F Z . 0 3 污h

l亏F Z 一0 4 s h

13 1矛2 , Og s h

I; F Z . 1 Z s h

l生l犷2 份 0 3 2 2

3 一 12

l 一 1 3

6 一 1 6

4 一 1 6

6 一 1 6

6 一 1 6

6 一 1 6

2 1一 28

2卜 2 9

24 3 2

24 3 2

24一 3 2

24一 3 2

24 3 2

3 1 一 3 7

3 1 一 3 8

3 4 4 1

3 4 一 4 1

3 4
一

4 1

3 4 一 4 1

3 4 一 4 1

4 6 一 4 7

4 6 4 8

4 7一 4 9

4 7一 4 9

4 7 一 4 9

4 7 一 4 9

4 7 一 4 9

9 4一 1 0 3

9 3一 1 0 5

9 4一 1 0 5

9 4一 1 0 6

9 4一 1 0 5

9 4一 1 0 5

9 6一 1 0 7

10 9 一 1 18

10 8 一 1 19

10 9一 1 19

1 1 3 一 1 19

10 9一 1 19

10 9一 1 19

1 1 0 1 2 1

1 2 1一 12 6

1 2 1一 12 7

1 2 1一 12 7

12 1一 12 7

1 2 1
一

1 2 7

1 2 1一 1 2 7

1 23一 1 2 9

1 3 3一 1 3 5

1 3 2一 1 3 6

1 3 2一 1 3 6

13 2一 1 3 6

13 2一 13 6

13 2 13 6

1 3 4 一 1 3 8

5 1 8 5互5毛

5 7 8 5

5 2 一 8 7( 书

5 2 8 7 5 5

5 2 8 7 5 5

5 2 8 7 5 5

5 2
一

8 , ( 55

5了 )

岛 9 )

几, }

60 )

6 0 )

6 2 夕

1 7 1弃: l ` ,

】7 ) J ( 一月9

1 7 1喊 l胡

1 7 4 1 1 9

1 7 4 ( 1 4 ,

1 7 4门 川

1 7 7 15址

l 几 1 . 】6 t〕 】6 2
.

1了4 】了6 )

】5 1
.

】自〕 16 2
,

l 了4 】7 6 )

】5 】)

1 5 】李

1 5 1 )

】几 】]

】5 ` )

表中数字代表蛋自质每个结构区的起 止氨基酸位置

3 讨论

为了推进 鸟类 M H C I 的高级结构研究 和在体

外构建鉴定禽类病 毒 T 细胞表 位的 B F Z
一

邵m 复合

体
,

本研 究 用 p M A I
J 一

p ZX / E
.

。 ,l) 1 T B I 表 达 系对

B l̀ ’2 关 O3 s h
,

B l `’2 关 O 4 s h
,

B 石’2 关 Og s h
,

B 厂’2
关 12 s h

,

B ZF
* 0 3 2 二

胞外区和声 m
一

20 1 成熟肤基因进行了可

溶性 的 表 达
.

B ZF 复等位 基 因 的 Y 7 7Y
,

Y 5 8 Y” ,

Y 15 6 y , 5 9 ,

Y 1 68 Y , ” ,

T 14 OT , ` 3 ,

K 14 3 K , ` 6

和 W 14 4 w ,` 7

位氨基酸是十分保守的
,

并且 P B D
,

C D S+

以及 解m

结合区也相对保守 [ ’ 5」
.

我们根据氨基 酸的同源性
,

将三品系鸡 ( 三黄鸡
,

乌鸡
,

珍珠鸡 )的 B F Z 分为 n

类
,

并发现 了 5 类 ( 7
,

8
,

9
,

10 和 1 1) 新的复等位

基因 ; 尽管在 复等位基 因之 间 氨基 酸 的同源性 为

7 5
.

7 %一 9 9
.

2%
,

但在同类复等位基 因内其氨基酸

的同源性 大于 91 %【’ 5〕
.

考虑到 B F Z 的多态性及其

导致的抗病 力差异
,

本研 究选择 了 3
,

4
,

8
,

9 和

10 类 B F Z 进行 了可溶性表达 和二 级结构测 定
.

另

外
,

鸡 郎m 基因也被我们分为两类
:

工和 11 类【’ 5」
.

在 I 和 11 类 复等位基 因之 间
,

氨基 酸 的同源性 为

81
.

9 %一 8 4
.

0 %
.

而 H 类是一新类 群
,

我们对其也

进行了表达与结构分析
.

本文使用 的 p M A L
一

ZP X / E
.

。 01 1 表达系统能够

大量
、

可溶性表 达 B F Z 和 郎m 蛋 白
,

并且易 于纯

化
、

w e s t e r n b l o t 鉴定 和从 融合蛋 白中分 离 目的蛋

白
,

即表达的融合蛋 白 M B P
一

B F Z 和 M B P
一

邵m 以及

切割后 的蛋 白混 合物均 能被淀粉树脂 柱 和 D E A E
-

S e p h a r o s e 离子 交换 柱 成 功 地 分 离 和纯 化
.

S D S
-

P A G E 分析 结果 显示 了 M B P
一

B F Z 和 M B P
一

邵m 可

溶
,

分子稳定并且适合结构分析
.

M H C I 的多肤结

合区是结合 C T I
碑

表位多肤的结构基础
.

人类 M H C

1类分子 ( H L A
一

A 2) 的
a

链 是 由 73 个氨 基酸组成
,

抗原肤结合槽是 由两个 反向平行的
Q
螺旋与 8 个平

行的 p 片层形成
; 而 日Zm 则与 M H (

’

I 。 l
, 。 2 和 。 3

区非共价键结合
,

从 而稳定结合槽 [ ’ ` 〕
.

我们认 为重

组蛋白 B F Z 和 解m 的 。
螺旋和 俘折叠 的氨基酸含量

对维持 B F Z
一

解m 的高级结构同样 重要
,

甚至关系到

了 B F Z
一

日Z m 能否成功结 合抗 原多肤
.

(1I ) 结 果 显示

B F sZ 的
Q

螺旋是 69 一 73 个氨基酸
,

这与 H L A
一

A Z

和我们报道的 B F Z 二 o Z s h 基本一致 〔’ , 」
.

即鸡复等位

基因间的
。

螺旋 的符合率为 9 7
.

2 %
一

10 0 %
.

同时
,

人类和鸡 解m
一

5 01 均没有
。
螺旋的存在 纽2 ()]

,

本文对

一新类 邵m 测定结果也显示没有
。
螺旋

,

呈现 出典

型的 俘折叠
,

并且
,

其 尽片层和随机卷曲加 月转 角

的氨基 酸 含量 与人 和 鼠 的 解m 类 似
,

一 致 率到

7 4
.

6%一 9 5
.

2 %
.

复等位基因 B F sZ 和 解m 3 D 的同源模建进一步

揭示了鸡与人类 的 M H C I 类分子 既具 有相似性 又

有其独特性
.

尤其是在 3 D 结构 中 P B D 的取 向和氨

基酸折叠的数量上有所不同
.

B F Z 蛋 白的 55 一 62 位

是一个随机 转角
,

而人和 鼠的 5 4一 57 位则 是 a
螺

旋
.

同时
,

预测 B F sZ 和 解m 的二级结构 与 C D 测定

结果以及同源模建结果十分一致
.

综上所述
,

p M A L
一

p ZX 系统可 以表达 与纯化正

确折叠 的 B F sZ 和 解 m 蛋 白
,

并且不同复等位基 因

B F sZ 和 邵m 蛋 白间的高级结构相似
,

差异细微
.

结

果为进一 步体外 构建鉴定病毒 C T I
,

表位提供 了参

数
.
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