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摘要： Ａｋｔ１ 是丝氨酸 ／ 苏氨酸蛋白激酶家族基因， 通过响应生长因子刺激磷酸化一系列下游底物来调节许多过程， 包括代谢、 增殖、 细胞存活、

生长和血管生成等。 实验室前期对全转录组差异分析获得了与高邮鸭双黄蛋率显著相关的候选关键基因 Ａｋｔ１， 并且 Ａｋｔ１ 显著富集于差异表达信号

通路———ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路。 为了对高邮鸭双黄蛋候选基因 Ａｋｔ１ 进行系统的功能研究， 本研究通过 ＰＣＲ 技术克隆高邮鸭卵巢组织 Ａｋｔ１ 全长，

构建了 Ａｋｔ１－ＥＧＦＰ 融合表达载体， 结合生物信息学技术对 ＡＫＴ１ 蛋白的理化性质进行系统分析。 结果： ＡＫＴ１ 为种间保守型非分泌蛋白， 表达于

质膜， 具有丰富的丝氨酸和苏氨酸磷酸化位点， 可与 １０ 种蛋白 （ ＴＳＣ１、 ＭＡＰＫ１、 ＰＩＫ３Ｒ１、 ＰＩＫ３ＣＡ、 ＴＳＣ２、 ＣＤＫＮ１Ａ、 ＩＫＢＫＢ、 ＰＩＫ３ＣＤ、

ＰＤＰＫ１ 和 ＩＬＫ） 发生互相作用。 研究结果为揭示 Ａｋｔ１ 基因编码的蛋白在调控高邮鸭双黄蛋形成过程中的功能和分子机制提供理论基础。
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　 　 双黄蛋是由于家禽卵巢上的两颗卵泡同时发育成

熟并排卵， 经输卵管接纳后形成， 在育种过程中因其

一般不具备孵化能力而被认为是畸形蛋的一种， 一般

家禽品种双黄率极低［１］。 然而， 由于双黄蛋较高的

营养价值以及吉祥、 幸运的美好寓意备受广大消费者

青睐， 加上长期的供不应求， 双黄蛋具有较大的市场

潜力和较高的市场价值。 高邮鸭是一种蛋肉兼用型的

麻鸭品种， 它是中国三大著名鸭种之一， 原产于江苏

高邮地区， 在江淮地区饲养了数百年， 因其著名的双

黄蛋特色产品及双黄蛋 “吉祥如意” 的文化寓意而

闻名于世， 是经过长期选育的著名地方特色水禽品

种。 高邮鸭双黄蛋多见于青年母禽， 与其旺盛的生殖

机能密切相关， 初产期双黄率可达 ２％ ～ １０％［２］。 高

邮鸭的双黄特性是其适应力的体现， 也是研究双黄蛋

产蛋机理的优良品种材料。 Ｓａｌａｍｏｎ 等［３］ 已经证明，
当双黄蛋的大小和位置合适时， 可以孵化出健康的家

禽后代， 打破了传统的双黄蛋不能孵化的观点， 进一

步证明了双黄蛋性能稳定遗传的可能性。 然而， 目前

对高邮鸭产蛋性能或双卵黄蛋生产特性的机理研究进

展甚微， 限制了该品种资源的开发利用。 本团队围绕

高邮鸭双黄蛋高、 低产组卵巢组织结构、 生殖激素和

相关基因等进行了相关的基础研究［４－７］， 通过对全转

录组差异分析获得了与高邮鸭双黄蛋率显著相关的候

选关键基因 Ａｋｔ１。
Ａｋｔ１ 是 ３ 种密切相关的丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶

（ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ） 家族基因 （ Ａｋｔ１、 Ａｋｔ２ 和

Ａｋｔ３） 之一， 它们通过响应生长因子， 即表皮生长因

子 （ＥＧＦ） 和类胰岛素生长因子 （ ＩＧＦ） 刺激磷酸化

一系列下游底物来调节许多过程， 包括代谢、 增殖、
细胞存活、 生长和血管生成等［８］。 除此之外， Ａｋｔ１
的靶标种类繁多， 使其能够通过无数下游底物刺激细

胞生长， 从而对细胞周期进程和调控产生多重影响，
本课题组通过前期转录组数据富集对比分析， 发现

Ａｋｔ１ 显著富集于差异表达信号通路———ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信

号通路［９］。 Ａｋｔ１ 能够编码蛋白激酶 Ｂ 而被磷酸肌

醇 ３－激酶 （ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３－ｋｉｎａｓｅ， ＰＩ３Ｋ） 磷

酸化， 从而激活 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路。 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信

号通路是调节自噬的经典信号传导通路， 在细胞增

殖、 生长、 代谢等生物学过程中发挥重要的调控作

用［１０］， 其上游信号分子 ＰＤＫ１ 和 ＰＴＥＮ 以及下游效

应分子 Ｆｏｘｏ３ａ、 ＦｏｘＬ２ 和 ｐ２７ 等缺失均会导致早期卵

泡池衰竭和卵巢早衰［１１－１４］。 此外， Ａｋｔ１ 基因作为

ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路的重要节点基因， 其编码的蛋白

参与卵母细胞减数分裂过程中第 １ 次减数分裂中期 ／
第 ２ 次减数分裂中期的转变［１５－１６］， 进而调控卵母细

胞的成熟。 高邮鸭在开产早期双黄蛋产蛋率最高， 与

卵泡早期发育密切相关， 这一特性与 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信

号通路对卵泡早期发育以及颗粒细胞自噬及凋亡过程

的调控特点吻合， 表明该通路可能在高邮鸭双黄蛋的

产蛋过程中起到重要调控作用。 本研究通过生物信息

分析软件对 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路关键节点基因 Ａｋｔ１
的基本理化性质进行预测， 初步了解了 Ａｋｔ１ 基因基

本结构， 并验证了 ＡＫＴ 蛋白亚细胞定位情况， 为后

期探索 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路及其关键基因在高邮鸭

卵巢颗粒细胞上相关生物学功能奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

３３０ 日龄高邮鸭和鸭胚由江苏省泰州市丰达水禽

育种公司提供。 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１ 质粒由扬州大学张亚妮教

授惠赠； ＲＮＡ 提取试剂盒 ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｃｅｌｌ ／ Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖ２、 反转录试剂盒 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ Ａｌｌ－
ｉｎ－ｏｎｅ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ Ｐｅｒｆｅｃｔ ｆｏｒ ｑＰＣＲ、 高保真酶 ２ ×
Ｐｈａｎｔａ Ｆｌａｓｈ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ） 和非连接酶依赖

型单片段快速克隆试剂盒 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ
Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司； 胶回收试剂盒、 无内毒素质粒小提试剂盒购自康

为世纪 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司； 转 染 试 剂 Ｘ －
ｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ＨＰ ＤＮＡ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 Ｒｏｃｈｅ
公司； 抗荧光淬灭封片液 （含 ＤＡＰＩ） 购自上海碧云

天生物技术有限公司。 引物合成和测序工作均由苏州

金唯智生物科技有限公司完成。
１􀆰 ２　 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成

高邮鸭屠宰后立即采集卵巢组织放入无酶冻存

管， 经液氮速冻后， 利用 ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｃｅｌｌ ／ Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖ２ 试剂盒提取卵巢组织总 ＲＮＡ， 根

据反转录试剂盒操作步骤制备 ｃＤＮＡ： ５×Ａｌｌ－ｉｎ－ｏｎｅ
ｑＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ４ μＬ， Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ １ μＬ， ＲＮＡ １５ μＬ
的反应体系在 ５０ ℃孵育 １５ ｍｉｎ， ８５ ℃孵育 ５ ｓ 后获

取 ｃＤＮＡ。
１􀆰 ３　 Ａｋｔ１ 基因克隆及 ｐＥＧＦＰ －Ｎ１ 重组表达载体

构建

　 　 根据 ＮＣＢＩ 数据库公布的 Ａｋｔ１ 基因序列设计并合

成 特 异 性 引 物。 上 游 引 物： ５′ － ａｇｃｇｃｔａｃｃｇｇａｃｔ⁃
ｃａｇａｔｃｔｃｇａｇＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡＴＧＡＡＧＴＡＧＣＡＡＴＡＧＴＧＡ⁃
ＡＧＧＡＡＧ－３′； 下游引物： ５′－ｇｇａｔｃｃｃｇｇｇｃｃｃｇｃｇｇｔａｃｃＧ⁃
ＴＡＧＣＧＧＴＴＣＣＡＣＴＧＧＣＴＧＡ－ ３′。 小写字母序列为载

体同源序列， 大写字母序列为基因扩增序列。 以

ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增， 反应条件如下： ９８ ℃
预变性 ３ ｍｉｎ； ９８ ℃变性 １０ ｓ， ５５ ℃退火 １０ ｓ， ７２ ℃
延伸 ４０ ｓ， 共 ３５ 个循环； ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 １％琼脂

糖凝胶电泳检测后回收目的片段， 将纯化的 ＰＣＲ 产
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物克隆至经 ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ限制性内切酶线性化的

ｐＥＧＦＰ－Ｎ１ 载体并转化至 ＤＨ５α 感受态细胞中， 挑取

单个菌落经菌液 ＰＣＲ、 双酶切鉴定正确后测序， 将

测序正确的重组表达载体命名为 ｐＡＫＴ１－ＥＧＦＰ。
１􀆰 ４　 鸭胚成纤维细胞 （ＤＥＦ） 的制备和转染

将 ９～ １０ 日龄的胚蛋消毒后取出鸭胚， 去除头

尾、 骨骼和内脏， ＰＢＳ 溶液中洗涤 ２ 次， 剪碎剩余组

织， 加入 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化 ３ ｍｉｎ， 随后用含有

１０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 终止消化并收集细胞悬液， 经 １００

目过滤筛过滤后洗涤细胞， 最后计数、 接种。 转染前

２０～２４ ｈ 将生长状态良好的第 ３ 代 ＤＥＦ 细胞铺于 ２４
孔板， 待细胞丰度为 ８０％时， 按照 Ｘ－ｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ＨＰ
ＤＮＡ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 转染方法进行转染， 分别设

置重组质粒和空质粒转染组， 转染 ４８ ｈ 经 ＤＡＰＩ 染色

封片后显微镜下观察荧光。
１􀆰 ５　 生物信息学分析

对测序后的高邮鸭 Ａｋｔ１ 基因序列进行生物信息

学分析， 采用的在线软件及其网址信息见表 １。

表 １　 ＡＫＴ 蛋白生物信息学分析在线软件及其用途和网址

在线软件 用途 网址

ＮＣＢＩ Ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＬＡＳＴ 蛋白同源性分析
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ？ ＰＲＯＧＲＡＭ ＝ ｂｌａｓｔｐ＆ＰＡＧＥ＿ＴＹＰＥ ＝ ＢｌａｓｔＳｅａｒｃｈ＆ＬＩＮＫ＿

ＬＯＣ＝ｂｌａｓｔｈｏｍｅ

ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ Ｔｏｏｌ 蛋白特性分析 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／

ＳＯＰＭＡ 蛋白二级结构预测 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ ／ ｃｇｉ－ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ

ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 蛋白三级结构预测 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ

Ｐｆａｍ 蛋白结构域预测 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｆａｍ．ｘｆａｍ．ｏｒｇ ／ ｓｅａｒｃｈ ／ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＳｉｇｎａｌＰ－５􀆰 ０ 信号肽预测 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ ＳｉｇｎａｌＰ－５􀆰 ０

ＴＭＨＭＭ 跨膜结构分析 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０

ＰＳＯＲＴ Ⅱ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 亚细胞定位 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ ／ ｆｏｒｍ２􀆰 ｈｔｍｌ

ＮｅｔＰｈｏｓ－３􀆰 １ 磷酸化 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ ＮｅｔＰｈｏｓ－３􀆰 １

ＳＴＲＩＮＧ 蛋白互作分析 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ ／

２　 结果与分析

２􀆰 １　 Ａｋｔ１ 基因克隆及 ｐＡＫＴ１－ＥＧＦＰ 重组融合表达

载体构建

　 　 以 ｃＤＮＡ 为模板， 利用特异性引物进行 ＰＣＲ 扩

增 Ａｋｔ１ 基因片段， １％琼脂糖凝胶电泳检测显示， 目

的条带大小约为 １ ５００ ｂｐ， 符合预期 （图 １Ａ）。 构建

的 ｐＡＫＴ１－ＥＧＦＰ 重组表达载体经 ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶

切鉴定后经 １％琼脂糖凝胶电泳检测显示， 分别在

４ ７００ ｂｐ 和 １ ５００ ｂｐ 处存在线性化载体和目的片段，
与预期结果符合 （图 １Ｂ）。 测序后显示目的片段长

１ ４４０ ｂｐ， 与 ＮＣＢＩ 数据库公布的绿头鸭 （Ａｎａｓ ｐｌａｔｙ⁃
ｒｈｙｎｃｈｏｓ） Ａｋｔ１ 基因序列相似性为 ９９􀆰 ８６％， 说明高

邮鸭 Ａｋｔ１ 基因克隆成功。
２􀆰 ２　 ＡＫＴ１ 蛋白相似性分析

为了比较 ＡＫＴ１ 蛋白序列在不同物种进化过程中

的保守性， 利用 ＮＣＢＩ 数据库进行 ＢＬＡＳＴ 分析， 结果

显示， 高邮鸭 ＡＫＴ１ 氨基酸序列与原鸡相似性最高，
与爬行动物相似性次之， 与哺乳动物相似性相对较

低， 但不同种属间差异不大， 相似性均在 ９５％以上

（表 ２）， 说明该蛋白在物种进化过程中具有较强的保

守性。

２􀆰 ３　 ＡＫＴ１ 蛋白理化性质分析

利用在线软件 ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ Ｔｏｏｌ 分析 ＡＫＴ１
蛋白特性， 结果显示， ＡＫＴ１ 蛋白包含 ４８０ 个氨基

酸， 理 论 分 子 式 为 Ｃ２４９９Ｈ３８７０Ｎ６６４Ｏ７３７Ｓ２５， 大 小 为

５５􀆰 ８０９ ７３ ｋｕ， 等电点为 ５􀆰 ７８， 消光系数为 １􀆰 １７７，
亲水性平均系数为－０􀆰 ５８５。

Ｍ１􀆰 ＤＬ２０００ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 Ａｋｔ１ 基 因 ＰＣＲ 产 物；
Ｍ２􀆰 ＤＬ１００００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； ２􀆰 ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切鉴定； ３􀆰 ＫｐｎⅠ单

酶切鉴定； ４􀆰 ＸｈｏⅠ单酶切鉴定； ５． ｐＡＫＴ１－ＥＧＦＰ 质粒。

图 １　 Ａｋｔ１ 基因 ＰＣＲ 扩增 （Ａ） 及 ｐＡＫＴ１－ＥＧＦＰ 重组

表达载体双酶切鉴定 （Ｂ）
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表 ２　 ＡＫＴ１ 蛋白相似性分析

　 　 　 　 物种 相似性 ／ ％ 　 　 　 　 物种 相似性 ／ ％

鸿雁 （Ａｎｓｅｒ ｃｙｇｎｏｉｄｅｓ） １００

原鸡 （Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ） ９９􀆰 ７９

长吻鳄 （Ｇａｖｉａｌｉｓ ｇａｎｇｅｔｉｃｕｓ） ９９􀆰 ５８

中华鳖 （Ｐｅｌｏｄｉｓｃｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９９􀆰 ３８

科莫多巨蜥 （Ｖａｒａｎｕｓ ｋｏｍｏｄｏｅｎｓｉｓ） ９９􀆰 １７

束带蛇 （Ｔｈａｍｎｏｐｈｉｓ ｓｉｒｔａｌｉｓ） ９９􀆰 １７

鸭嘴兽 （Ｏｒｎｉｔｈｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ａｎａｔｉｎｕｓ） ９８􀆰 １２

人 （Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ） ９６􀆰 ０４

小鼠 （Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ） ９５􀆰 ８３

大鼠 （Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ） ９５􀆰 ６２

２􀆰 ４　 ＡＫＴ１ 蛋白二级和三级结构预测

利用 ＳＯＰＭＡ 在线软件预测分析 ＡＫＴ１ 蛋白二级

结构后发现， 该蛋白具有 α 螺旋 １６２ 个， 占比

３３􀆰 ７５％； 延伸链 ８５ 个， 占比 １７􀆰 ７１％； β 转角 ３６

个， 占比 ７􀆰 ５％； 无规则卷曲 １９７ 个， 占比 ４１􀆰 ０４％
（图 ２Ａ）。 运用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 数据库预测分析 ＡＫＴ
蛋白三级结构并建立单体分子三级结构模型 （图

２Ｂ）。

注： ｈ 表示 α 螺旋， ｅ 表示延伸链， ｔ 表示 β 转角， ｃ 表示无规则卷曲。

图 ２　 ＡＫＴ１ 蛋白二级 （Ａ） 和三级结构 （Ｂ） 预测分析

２􀆰 ５　 ＡＫＴ１ 蛋白结构域预测

蛋白功能结构域是蛋白发挥生理功能的基础， 为

了预测 ＡＫＴ１ 蛋白的可能生理功能， 通过 Ｐｆａｍ 在线

软件对 ＡＫＴ１ 蛋白的结构域进行预测， 结果显示， 该

蛋白在第 ６～ １０８ 位氨基酸处存在普列克底物蛋白同

源物样结构域， 暗示 ＡＫＴ１ 蛋白可能介导信号蛋白的

互作， 参与信号转导； 同时在第 １５０ ～ ４０８ 位氨基酸

存在蛋白激酶结构域， 是 ＡＫＴ１ 蛋白的核心功能区

（图 ３）。

图 ３　 ＡＫＴ１ 蛋白功能结构域预测

２􀆰 ６　 ＡＫＴ１ 蛋白信号肽预测和亚细胞定位分析

利用 ＳｉｇｎａｌＰ－５􀆰 ０ 在线工具预测 ＡＫＴ 蛋白信号肽

后发现， Ｓｉｇｎａｌ Ｐｅｐｔｉｄｅ （Ｓｅｃ ／ ＳＰＩ） 的值仅为 ０􀆰 ０００ ７，
因此认为该蛋白不具有信号肽 （图 ４Ａ）； ＴＭＨＭＭ 跨

膜结构分析结果也显示， 该蛋白不存在跨膜螺旋区

（图 ４Ｂ）。 这些结果表明 ＡＫＴ１ 蛋白为非分泌蛋白。
随后的亚细胞定位预测也显示， ＡＫＴ１ 蛋白主要定位

于细胞质中， 含量高达 ６９􀆰 ６％， 细胞核中少量表达

（１７􀆰 ４％）， 该结果与信号肽预测一致。 为了进一步

验证亚细胞定位的预测结果， 构建了 ＡＫＴ１－ＥＧＦＰ 融

合表达载体 ｐＡＫＴ１－ＥＧＦＰ 并在 ＤＥＦ 细胞中进行表达

并观察荧光情况。 结果发现， ＡＫＴ１－ＥＧＦＰ 融合蛋白

表达定位于质膜中 （图 ５）。
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图 ４　 ＡＫＴ 蛋白信号肽预测 （Ａ） 和跨膜结构分析 （Ｂ）

Ａ􀆰 ｐＡＫＴ１－ＥＧＦＰ 重组质粒转染 ＤＥＦ 细胞； Ｂ． ｐＥＧＦＰ－Ｎ１ 质粒转染 ＤＥＦ 细胞。

图 ５　 ＡＫＴ 蛋白亚细胞定位

２􀆰 ７　 ＡＫＴ１ 蛋白磷酸化位点预测

磷酸化作为蛋白重要的表观遗传修饰方式， 可以

激活蛋白质的活性， 影响蛋白发挥其生物功能。 为了

了解 ＡＫＴ１ 蛋白在表达过程中可能存在的磷酸化修

饰， 通过在线工具 ＮｅｔＰｈｏｓ－３􀆰 １ 预测了 ＡＫＴ１ 蛋白磷

酸化修饰情况， 结果表明， ＡＫＴ１ 蛋白有 ４３ 个磷酸

化位点， 其中丝氨酸的磷酸化位点 １６ 个， 苏氨酸 １８
个， 酪氨酸 ９ 个 （图 ６）。

图 ６　 ＡＫＴ 蛋白磷酸化位点预测

２􀆰 ８　 ＡＫＴ１ 互作蛋白分析

通过 ＳＴＲＩＮＧ 在线数据库预测并构建了鸭 ＡＫＴ１
互作蛋白网络 （图 ７）。 结果显示， ＡＫＴ１ 与多种蛋白

质具有显著互作， 互作相关评分均高于 ０􀆰 ８。 这些蛋

白主要涉及 ｐ５３ （调控细胞周期的关键信号因子：

ＣＤＫＮ１Ａ）， ｍＴＯＲ （抑癌基因蛋白： ＴＳＣ１ 和 ＴＳＣ２），
ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ （整合素连接激酶： ＩＬＫ， ３－磷脂酰肌醇

依赖 性 蛋 白 激 酶 １： ＰＤＰＫ１， ＰＩ３Ｋ 家 族 蛋 白：
ＰＩＫ３Ｒ１、 ＰＩＫ３ＣＡ 和 ＰＩＫ３ＣＤ）， ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ （丝裂

原活化蛋白激酶： ＭＡＰＫ１） 以及 ＮＦ－κＢ （ＩκＢ 激酶：
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ＩＫＢＫＢ） 等关键细胞信号通路， 参与细胞增殖、 凋

亡、 代谢、 炎症反应及细胞周期调控等生理或病理过

程。 其中 ＴＳＣ１－ＡＫＴ１ 与 ＭＡＰＫ１－ＡＫＴ１ 的互作相关

度最高， ＰＤＰＫ１－ＡＫＴ１ 与 ＩＬＫ－ＡＫＴ１ 的互作相关度

最低， 表明 ＡＫＴ１ 在多条关键信号通路中起到核心作

用， 调控多种细胞功能。

图 ７　 ＡＫＴ１ 蛋白互作预测

３　 讨论

高邮鸭双黄蛋作为我国特色商品驰名海内外， 高

邮鸭也因善产双黄蛋而闻名， 但目前对高邮鸭产蛋性

能或双卵黄蛋生产特性的机理研究进展甚微， 限制了

该品种资源的开发利用。 本团队长期关注高邮鸭双黄

蛋产蛋的分子调控机制研究， 并围绕高邮鸭双黄蛋

高、 低产组卵巢组织结构、 生殖激素和相关基因等进

行了一系列的研究［４－７］， 在对高邮鸭双黄蛋高、 低产

组卵巢组织的全转录组差异分析后获得了与高邮鸭双

黄蛋率显著相关的信号通路： ＰＩ３Ｋ － ＡＫＴ 信号通

路［１０］。 在 ＮＣＢＩ 数据库公布的鸭基因组中， 已鉴定出

２ 个 Ａｋｔ 基因 Ａｋｔ１ 和 Ａｋｔ３， Ａｋｔ１ 基因位于 Ｃｈｒ５：
９ ５９６ ５２０～９ ６６８ ８２９， Ａｋｔ３ 基因位于 Ｃｈｒ３： ２８ ６４８ ６０９～
２８ ８０１ ６２３， 其中 ＡＫＴ 主要亚型由 Ａｋｔ１ 编码。 本研究

通过生物信息学方法对 Ａｋｔ１ 基因编码的产物进行详

细的预测分析及亚细胞定位验证， 为后续研究 ＰＩ３Ｋ－
ＡＫＴ 信号通路关键节点基因 Ａｋｔ１ 在调控高邮鸭双黄

蛋形成过程中的具体生物学功能提供理论基础。
作为经典的细胞内通路， ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路调

控卵巢卵泡发育的分子机制受到广泛关注， 在小鼠、
牛和猪等物种中均有报道［１７－１８］。 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通

路除了参与哺乳动物卵细胞发育之外， 在家禽中也有

相关报道， 如： 高、 低产蛋量白羽番鸭卵巢转录组对

比分析［１９］， 高、 低产蛋量黑番鸭卵巢转录组对比分

析［２０］以及高、 低产蛋量芦花鸡卵巢转录组对比分

析［２１］， 这些转录组数据富集分析结果均显示 ＰＩ３Ｋ－
ＡＫＴ 信号通路可能调控家禽卵泡发育或与产蛋性能

相关。 此外， Ｓｏｎｇ 等［１６］ 通过添加表皮生长因子体外

培养猪卵母细胞， 显著提高 ｐ－Ａｋｔ Ｔｈｒ３０８ 磷酸化水

平， 从而提高卵母细胞成熟率； 而 Ｂｅｚｅｒｒａ 等［２２］ 通过

体外加入胰岛素样生长因子 １， 促使 ＡＫＴ 磷酸化， 从

而有效激活绵羊卵泡并促进了卵泡颗粒细胞的增殖。
这些研究者的生物信息学分析研究表明， ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ
信号通路中的关键节点基因 Ａｋｔ１ 与卵泡发育密切

相关。
本研究通过比对分析发现 ＡＫＴ１ 氨基酸序列与原

鸡相似性最高， 与爬行动物相似性次之， 与哺乳动物

相似性相对较低， 但不同种属间差异不大， 相似性均

在 ９５％以上， 表明该基因在物种进化过程中具有较

强的保守性且可能具有相似的生物学功能， 也提示

ＡＫＴ 蛋白功能的研究在不同物种间具有重要的借鉴

和参考价值， 而种间特异性氨基酸序列也可能意味着

该蛋白在生物学功能上存在物种特异性。
本研究在对 ＡＫＴ１ 蛋白功能域的预测中发现，

ＡＫＴ１ 蛋白主要由三部分组成： Ｎ 端的 ＰＨ 结构域、
中间的蛋白激酶催化结构域以及蛋白激酶 Ｃ 端疏水

基序， 这与此前报道的人源 ＡＫＴ１ 蛋白结构一致［２３］，
也符合本研究中对 ＡＫＴ１ 氨基酸相似性分析的结果。
ＰＨ 结构域是一种功能性结构域， 可能通过参与蛋白

活性调节进而介导信号传导过程中的蛋白质间的互

作， 同时也可能对蛋白质具有细胞和亚细胞水平的膜

定位作用［２４］。 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路中， ＰＩ３Ｋ 激活后

的产物 ＰＩＰ２ 和 ＰＩＰ３ 与 ＡＫＴ 的 ＰＨ 结构域结合， 促

使 ＡＫＴ 从胞质转位到质膜， 使其构象发生改变， 在

丝氨酸 ４７３ 和苏氨酸 ３０８ 处发生磷酸化， 最终激活

ＡＫＴ［２５］。 本研究中对 ＡＫＴ１ 信号肽和跨膜结构的预测

显示 ＡＫＴ１ 是不存在信号肽和跨膜结构的非分泌蛋

白， 这似乎与 ＤＥＦ 亚细胞定位试验获得的 ＡＫＴ１ 在

质膜中表达的结果不符， 但前文所述 ＡＫＴ 蛋白活化

过程为这一结果提供了合理的解释， 即： ＡＫＴ１ 蛋白

最初表达于胞质， 后转位到质膜被激活并发挥生物学

功能［２６］。
丝氨酸和苏氨酸的磷酸化是 ＡＫＴ 蛋白活化并发

挥生物学功能的重要标志， 本研究发现 ＡＫＴ１ 蛋白具

有丰富的丝氨酸 （１６ 个） 和苏氨酸 （１８ 个） 的磷酸

化位点， 这也暗示 ＡＫＴ１ 蛋白可能存在多种活化方

式。 此外， 构建的蛋白互作网络模式图表明 ＡＫＴ１ 蛋
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白与 １０ 种蛋白互相作用， 这与 ＡＫＴ１ 蛋白丰富的丝

氨酸和苏氨酸磷酸化位点的结果相符。 ＰＩＫ３ＲＡ、
ＰＩＫ３ＣＡ 和 ＰＩＫ３ＣＤ 均能编码 ＰＩ３Ｋ 的不同催化亚单

位， 其可通过激活 ＡＫＴ 信号磷酸化激活 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ
信号通路［２７］。 此外， ＡＫＴ 通过作用于 ＴＳＣ１ ／ ＴＳＣ２ 复

合体以及 ｍＴＯＲＣ 信号传导， 进而调节细胞生长［２６］。
辛晓萍等［１０］对猪卵泡发育过程中的 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号

通路研究表明， Ａｋｔ１ 是 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路的激活

因子， ＴＳＣ１ 和 ＴＳＣ２ 是 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路的抑制因

子， 这些关键基因在不同时期的猪卵巢中差异表达，
参与调控猪卵泡的发育， 该研究结果部分验证了本文

中 ＡＫＴ１ 蛋白的互作调控网络， 同时也提示 ＡＫＴ１ 蛋

白为细胞传导的关键节点。

４　 结论

本研究成功克隆了高邮鸭 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路

关键节点基因 Ａｋｔ１， 生物信息学分析结合亚细胞定位

发现 ＡＫＴ１ 蛋白为种间保守型非分泌蛋白， 表达于质

膜， 具有丰富的丝氨酸和苏氨酸磷酸化位点， 可与多

种蛋白发生相互作用。 研究结果为进一步探索 Ａｋｔ１
基因在调控高邮鸭双黄蛋形成过程中的功能和分子机

制提供理论基础。
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