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"是一类丝氨酸蛋白酶$包含
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蛋白的鉴定和功能分析已相对完整$而对抑制剂
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%然而$目前关于
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动态调控的协调性知之甚少$
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调控皮肤屏障功能的途径$以及与皮肤肿瘤发生和发展的相
关性%
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ŜR

扩增程序为&

B"`

预变性
#K2*

*

B"`

变性
$%6

$

D%`

退火延伸
!K2*

$循环
!%

次*最后在
D%`

延伸
#%K2*

%

ŜR
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G ŜR

扩增的总反应体系为&

:O?W$

'

G

)脱氧核糖核苷三磷酸!

;?<̂

"

N

'

G

)引物各
$

'

G

)反应缓冲液
"

'

G

)混合型聚合酶
#

'

G

$剩余
体积使用双蒸水补足%

ŜR

扩增程序为&

B"`

预变性
#K2*

*

B"`

变性
$%6

$

CF`

退火延伸
N"6

$循环
"

次*

B"`

变性
$%6

$

CC`

退火
$%6

$

CF`

延伸
N"6

$循环
"

次*

B"`

变性
$%6

$

CN`

退火
N"6

$

CF`

延伸
N"6

$循环
!$

次%使用琼脂糖凝胶电泳分析扩增产物并进行割胶测序%

@

!

结果与讨论
@?>

!

人
&FGH<>A

的
3KH6

全长克隆和表达分析
人

9̂X?f#!

分子的鉴定结果如图
#

所示%

9̂X?f6

位于人染色体
"

d

!$

!图
#

!

+

""$为了探寻新的

B

第
#

期 沈佳怡$等&人新基因
9̂X?f#!

的克隆和表达分析



9̂X?f6

成员$我们将
9̂X?fB

的功能单元
f+M+,

序列使用
7IGW9<?

算法在人类基因组数据中查询$以
搜索潜在的同源序列%搜索结果发现$在已知基因

9̂X?f"

和
9̂X?fD

之间有一个同源序列$包含
$

个
外显子%在数据库中提取序列并进行比对后$发现该序列与小鼠

9̂X?f#!

基因高度同源$将该同源序列
暂定为新基因

9̂X?f#!

%

根据数据库中的序列$设计两组特异性引物!图
#

!

A

""进行
:O?W

末端快速扩增%在
"h

端
RWSJ

试
验中$扩增产物的条带大小约为

D%%

碱基对!

A+60

\

+2)

$

A

\

"*在
!h

端
RWSJ

的试验中$扩增产物的条带大
小约为

!"%A

\

%将
"h

端
RWSJ

和
!h

端
RWSJ

结果进行对接得到
9̂X?f#!:O?W

全长序列!图
#

!

:

""%

9̂X?f#!:O?W

全长
#%$$A

\

$其中包含一个
$F"A

\

的开放阅读框%将该序列在
H0*I+*]

!核苷酸序列
数据库"进行登记$获得登记号为

VQ$D"!"$

%

将
:O?W

序列与基因组序列进行比对$发现
9̂X?f#!

基因由
C

个外显子组成!图
#

!

;

""$

#

号外显子
与

$

号外显子为非编码区$

!

号外显子至
C

号外显子为开放阅读框%分析
9̂X?f#!

蛋白结构域发现$它
由

BN

个氨基酸残基组成$其中残基
#

"

$N

为信号肽$残基
N

"

$C

为跨膜结构域$残基
ND

"

B!

是典型
f+E

M+,

域%综上所述$

9̂X?f#!

编码的是包含
#

个典型的
f+M+,

功能单元!图
#

!

0

""的丝氨酸蛋白酶抑制剂%

图
>

!

人
9̂X?f#!

分子的鉴定结果
B#

C

?>

!

Q',0:(,+)2;0*72-2:+72'*)06(,76'-/(K+*9̂X?f#!

%#
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为初步判断
9̂X?f#!

的蛋白功能$从蛋白数据库中提取已知的哺乳动物
9̂X?f#!

的
f+M+,

功能单
元序列$进行序列比对和进化树分析%序列比对如图

$

所示$结果显示人!

(')'*+

,

$-%*

"与倭黑猩猩
!

.+%

,

+%$*/0*

")黑猩猩!

.+%12'

3

4'5

6

1-*

")小家鼠!

70*)0*/040*

"及褐家鼠!

8+110*%'2&-

3

$/0*

"的
9̂X?f#!

的蛋白同源性在
DFU

"

BFU

$且
f+M+,

功能单元高度保守$都具有形成
!

个二硫键的
C

个半胱氨酸残基$相
邻两个半胱氨酸残基间的氨基酸残基数量也相同%哺乳动物

9̂X?f#!

蛋白的进化树分析如图
!

所示$其结
果也显示

9̂X?f#!

蛋白与物种进化的一致性%这个结果表明$物种间
9̂X?f#!

的蛋白功能存在保守性%

图
@

!

哺乳动物
9̂X?f#!

蛋白
f+M+,

功能单元序列比对
B#

C

?@

!

90

d

(0*:0+,2

3

*K0*7'-f+M+,-(*:72'*+,(*276'-K+KK+,2+*9̂X?f#!

\

)'702*

图
A

!

哺乳动物
9̂X?f#!

蛋白的进化树分析
B#

C

?A

!

/̂

8

,'

3

0*072:+*+,

8

626'-K+KK+,2+*9̂X?f#!

\

)'702*6

@?@

!

&FGH<>A

在人体组织中的表达
为了探究

9̂X?f#!

在人体组织中的表达情况$我们使用逆转录酶聚合酶链反应!

)050)607)+*6:)2

\

E

72'*E

\

',

8

K0)+60:/+2*)0+:72'*

$

R<ÊSR

"进行检测$使用甘油醛
E!E

磷酸脱氢酶!

3

,

8

:0)+,;0/

8

;0E!E

\

/'6E

\

/+70;0/

8

;)'

3

0*+60

$

HWÔ P

"作为内参%所得结果使用图像处理软件
XK+

3

0&

进行灰度值分析$将分
析后的灰度值使用数据处理绘图软件

H)+

\

/̂+; )̂26KD>%

作图%

9̂X?f#!

在人体组织中的表达如图
N

所示$

9̂X?f#!

在肺部组织中表达丰度最高$在皮肤和结肠组织中表达丰度较低$在其他组织如脾脏)胸
腺)内上皮)小肠)骨髓)嗜中性粒细胞)扁桃体)舌头)胃)支气管上皮细胞)喉)咽)鼻腔上皮细胞)淋巴)息
肉)气管上皮细胞)唾液腺)肾)子宫中均未检测到其表达%

9̂X?f#!

在角质形成细胞中超高丰度的表
达$正说明角质形成细胞是皮肤分化过程中产生

9̂X?f#!

的源泉%

图
$

!

9̂X?f#!

在人体组织中的表达
B#

C

?$

!

J[

\

)0662'*'-9̂X?f#!2*/(K+*7266(06

##

第
#
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与上述人
9̂X?f#!

的多组织表达不同的是$

Q+

等'

$#

(发现小鼠
9̂X?f#!

只在附睾中特异表达$控
制精子顶体的完整性和成熟度%检索基因表达数据库$人

9̂X?f#!

在睾丸中高丰度表达$但在附睾中表
达情况还有待证实%人与小鼠

9̂X?f#!

的组织表达显著差异$可能预示着二者功能的差异%

@?A

!

&FGH<>A

在肿瘤皮肤中的表达
为进一步了解

9̂X?f#!

与皮肤分化的相关性$对一些皮肤肿瘤患者的病变组织进行
R<ÊSR

分
析%

9̂X?f#!

在肿瘤皮肤中的表达如图
"

所示$

9̂X?f#!

在癌前病变患者的健康组织
+

中正常表达$但
在病变组织

9

中没有表达或出现
$

种转录本$一种为正常
9̂X?f#!

转录本$另一种为
9̂X?f#!

新剪接
体

9̂X?f#!E5!

!条带大小约为
N%%A

\

$在
H0*I+*]

注册登记号为
VQ$D"!"N

"*在鳞状细胞癌患者中$

9̂X?f#!

在患者的健康组织
+

中正常表达或不表达$多数病变组织
9

出现
!

种转录本$第一种为正常
9̂X?f#!

转录本$第二种为
9̂X?f#!

新剪接体
9̂X?f#!E5$

!条带大小约为
!%%A

\

$在
H0*I+*]

注册登
记号为

VQ$D"!"!

"$此外病变组织
9

还存在第三种与
9̂X?f#!

无关的转录本!条带大小约为
$"%A

\

"*

在基底细胞癌患者中$

9̂X?f#!

在多数患者的健康组织
+

中正常表达$多数病变组织
9

出现不表达或出
现

$

种转录本$即正常
9̂X?f#!

转录本和新剪接体
9̂X?f#!E5$

%经蛋白开放阅读框分析$两个新的剪
接体都不编码蛋白$

9̂X?f#!

及其剪接体基因示意图如图
C

%

图
L

!

9̂X?f#!

在肿瘤皮肤中的表达
B#

C

?L

!

J[

\

)0662'*'-9̂X?f#!2*7(K')6]2*

图
M

!

9̂X?f#!

及其剪接体基因示意图
B#

C

?M

!

9:/0K+72:;2+

3

)+K'-7/09

\

2*]#!

3

0*0+*;2766

\

,2:2*

3

5+)2+*76

A

!

结
!

语
本研究在皮肤角质形成细胞中发现了

9̂X?f6

的一个新成员$即
9̂X?f#!

%

9̂X?f#!

编码的是包
含

#

个典型的
f+M+,

功能单元的丝氨酸蛋白酶抑制剂%

9̂X?f#!

具有组织表达特异性$在肺部组织中高
度表达$在结肠和皮肤中也有表达*角质形成细胞是皮肤产生

9̂X?f#!

的源泉*

9̂X?f#!

在肿瘤患者皮
肤中表达异常$在癌前病变患者皮肤中表达不编码蛋白的剪接体

9̂X?f#!E5!

$在鳞状细胞癌和基底细胞
癌患者皮肤中表达不编码蛋白的剪接体

9̂X?f#!E5$

%上述结果说明
9̂X?f#!

基因与皮肤肿瘤发生发
展有一定的相关性$新发现的剪接体

9̂X?f#!E5$

和
9̂X?f#!E5!

有望成为诊断皮肤肿瘤的标志物%
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