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摘　 要：ＤＣＬＫ１（Ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ １）是胃肠道肿瘤干细胞的分子标志物，也是一个潜在的基因治疗分子靶点，但其致癌

机制和预后价值仍未被完全阐明。 为了全面认识 ＤＣＬＫ１，本文利用生物信息学手段，对 ＤＣＬＫ１ 蛋白的理化性质、组织表达、
亚细胞定位、信号肽、跨膜结构域、空间结构、蛋白质相互作用网络及序列同源性进行分析。 结果表明人 ＤＣＬＫ１ 基因编码 ７２９
个氨基酸组成的蛋白，在进化过程中高度保守，属于 ＴＧＳ 超家族和 ＰＫｃ＿ｌｉｋｅ 超家族，是碱性不稳定的亲水蛋白，无信号肽和跨

膜区域。 该蛋白定位于细胞核的可能性最大，主要二级结构为无规卷曲。 经 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 通路分析可知，与 ＤＣＬＫ１ 相互

作用的蛋白中，ＮＯＴＣＨ 蛋白、ＰＲＤＭ８ 和 ＰＲＵＮＥ２ 值得深入研究，预示 ＤＣＬＫ１ 存在更为复杂的作用机制。 本文结果为进一步

研究 ＤＣＬＫ１ 的功能及致癌机制提供了一定的参考。
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　 　 在肿瘤的发生发展和转移过程中，肿瘤干细胞、
ＥＭＴ 和细胞多能性都发挥重要作用，晚期恶性肿瘤

中 ＥＭＴ 还与肿瘤干细胞促进肿瘤生长和转移的过

程有关［１－２］。 ＤＣＬＫ１ 能够调控这些复杂的细胞信号

通路，推测其可作为潜在的基因治疗靶点，也是一个

有价值的诊断和预后标志物。 但 ＤＣＬＫ１ 的致癌机

制和预后价值尚未完全阐明，针对该分子的基因治

疗手段也尚未见报道。
肿瘤干细胞与癌症的复发和转移有关，在癌症

发生发展的过程中扮演重要角色。 超过 ５０％的结



直肠癌患者术后会复发，复发的原因尚不清楚，但耐

受化疗和放疗的肿瘤干细胞的存在被认为是癌症复

发的主要原因之一［３］。 研究发现，ＤＣＬＫ１ 是结直肠

癌等胃肠道肿瘤干细胞的分子标志物［４］。 ＤＣＬＫ１
高表达的肿瘤细胞有干性特征，比 ＤＣＬＫ１ 低表达的

细胞有更强的自我更新能力；干扰 ＤＣＬＫ１ 的表达能

够清除肿瘤干细胞，降低癌症复发的可能［５］。
越来越多的研究表明，ＤＣＬＫ１ 在多种肿瘤细胞

中高表达，推测其为致癌基因。 Ｇａｏ 等发现 ＤＣＬＫ１
不仅在结直肠癌组织中高表达，还与癌细胞转移和

患者预后差有关，过表达 ＤＣＬＫ１ 能够促进结直肠癌

细胞发生上皮间质转化（ＥＭＴ） ［６］。 Ｑｕ 等发现胰腺

导管腺癌早期患者血清中 ＤＣＬＫ１ 水平高于正常对

照组；使用 ｓｉＲＮＡ 或激酶抑制剂沉默 ＤＣＬＫ１，能够

使 ＥＭＴ 途径相关因子表达水平下调。 在超过 ５０％
的循环肿瘤细胞中可检测到 ＤＣＬＫ１ 的表达，推测

ＤＣＬＫ１ 阳性的肿瘤细胞参与调控 ＥＭＴ 过程［７］。
Ｓｕｒｅｂａｎ 等发现肝硬化和肝癌患者的血浆和上皮间

质部分 ＤＣＬＫ１ 表达水平显著高于非肝硬化对照组。
在裸鼠肝癌皮下移植瘤模型中，使用 ｓｉＲＮＡ 沉默

ＤＣＬＫ１ 能够使肿瘤生长停滞，促进 ｌｅｔ⁃７ａ 等肿瘤抑

制 ｍｉＲＮＡｓ 的表达［１］。 Ｖｅｇａ 等发现 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管中

ＤＣＬＫ１ 表达水平升高，Ｂａｒｒｅｔｔ 食管可恶化为食管腺

癌，提示 ＤＣＬＫ１ 可作为预测食管癌进展的早期分子

标志物［８］。
利用生物信息学方法对 ＤＣＬＫ１ 的空间结构和

理化性质进行分析，发现 ＤＣＬＫ１ 是碱性不稳定的亲

水蛋白，属于 ＴＧＳ 超家族和 ＰＫｃ＿ｌｉｋｅ 超家族，在进

化过程中高度保守，无信号肽和跨膜区域。 该蛋白

定位于细胞核的可能性最大，主要二级结构为无规

卷曲。 与 ＤＣＬＫ１ 相互作用的蛋白中，ＮＯＴＣＨ 蛋白、
ＰＲＤＭ８ 和 ＰＲＵＮＥ２ 引起关注，预示 ＤＣＬＫ１ 存在更

为复杂的致癌机制。 本研究通过探讨 ＤＣＬＫ１ 蛋白

的结构功能和理化性质，旨在为深入探究该蛋白的

作用机制提供思路。

１　 材料与方法

１．１　 ＤＣＬＫ１ 蛋白序列的获得

　 　 使用 ＮＣＢＩ 数据库（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ），以“ＤＣＬＫ１＋物种名”为关键词，搜索得到人

ＤＣＬＫ１ 蛋白的氨基酸序列信息。 由搜索结果可知

ＤＣＬＫ１ 有多个异构体，本文的分析对象是 ＤＣＬＫ１
异构体 １（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ：ＮＰ＿００４７２５．１）。
１．２　 ＤＣＬＫ１ 系统进化树的构建

　 　 在 ＮＣＢＩ 中，使用 ＢＬＡＳＴｐ 搜索得到 ＤＣＬＫ１ 在

不同物种中的同源序列。 采用 Ｃｌｕｓｔａｌ２．１ 软件比对

ＤＣＬＫ１ 的 氨 基 酸 序 列。 采 用 ＭＥＧＡ６ 软 件，
Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 方法，设置 Ｂｏｏｔ⁃ｓｔｒａｐ 分析重复数为

１ ０００，构建 ＤＣＬＫ１ 的分子进化树［９］。
１．３　 ＤＣＬＫ１ 组织表达特异性、亚细胞定位预测、信

号肽与跨膜结构域分析

　 　 采用 ＮＣＢＩ 的 ＵｎｉＧｅｎｅ 数据库中 ＥＳＴ 结果，预
测 ＤＣＬＫ１ 在正常组织和癌变组织中的表达情况。
采用 ＰＳＯＲＴＩＩ 在线工具（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ ／ ）预测

ＤＣＬＫ１ 的 亚 细 胞 定 位 情 况。 采 用 ＳｉｇｎａｌＰ ４．１
（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ） 分 析

ＤＣＬＫ１ 有无信号肽，ＴＭＨＭＭ ２．０ 工具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ ／ ）分析 ＤＣＬＫ１ 有无跨

膜区域。
１．４　 ＤＣＬＫ１ 理化性质分析

　 　 采用 ＥｘＰＡＳｙ 数据分析系统中的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）工具，对 ＤＣＬＫ１
的分子量、分子式、酸碱性和稳定性等理化性质进行

分析。 采用 Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ 工具（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／
ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ）对 ＤＣＬＫ１ 的亲疏水性进行分析。
１．５　 ＤＣＬＫ１ 空间结构分析

　 　 采用 ＳＯＰＭＡ 工具（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／
ｃｇｉ－ｂｉｎ ／ ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐｍａ．ｐｌ）分析 ＤＣＬＫ１ 的二级结构

及各 成 分 所 占 比 例。 采 用 ＮＣＢＩ 的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
Ｄｏｍａｉｎ 数据库分析 ＤＣＬＫ１ 的结构域。 采用 ＳＷＩＳＳ⁃
ＭＯＤＥＬ 建 模 服 务 器 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ ／ ）预测 ＤＣＬＫ１ 的三维结构。
１．６　 ＤＣＬＫ１ 相互作用蛋白预测

　 　 使用 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｅｍａｎｉａ．ｏｒｇ ／ ）预测

ＤＣＬＫ１ 相互作用蛋白。

２　 结果与分析

２．１　 ＤＣＬＫ１ 蛋白多序列比对和进化关系分析

　 　 在 ＮＣＢＩ 数据库中搜索哺乳动物、两栖类和鱼

类中人 ＤＣＬＫ１ 蛋白的同源序列。 人 ＤＣＬＫ１ 蛋白的

氨基酸序列与狨猴、牛、野猪、猫、鸡、小鼠、非洲爪蟾

和斑马鱼的相似性分别为９３．６５％、９３．３９％、９３．３９％、
９３．３９％、９０．４１％、９０．０８％、８６．８８％和７０．５０％。由图 １
可知，人 ＤＣＬＫ１ 蛋白与其他几种哺乳动物的氨基酸

序列相似性较大，而与两栖类和鱼类的序列相似性

较小，与物种进化程度相一致，表明 ＤＣＬＫ１ 蛋白在

进化过程中具有保守的分子功能。
２．２　 ＤＣＬＫ１ 的组织表达特异性、亚细胞定位、信号

肽与跨膜结构域分析

　 　 ＮＣＢＩ 中 ＵｎｉＧｅｎｅ 数据库的 ＥＳＴ 结果表明，
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ＤＣＬＫ１ 在以下正常组织均有表达，拷贝数分别是：
脑 ２４８，垂体 １８１，脂肪组织 １５５，神经 １２８，耳 ６２，胚
胎组织 ４６，肺 ４１，肾 １４，肠 １２。 由此可知，ＤＣＬＫ１ 的

组织表达特异性不强，在多数组织中均有表达。 诸

多研究表明，ＤＣＬＫ１ 能够调控神经发生、神经元迁

移、糖皮质激素受体逆行转运及成神经细胞有丝分

裂过程中纺锤体的形成［１０］，与 ＥＳＴ 预测 ＤＣＬＫ１ 在

脑中表达水平较高的结果一致。 此外，研究人员发

现 ＤＣＬＫ１ 是小肠绒毛细胞的标志物，主要在小肠隐

窝上皮的下端 ２ ／ ３ 部分表达，在隐窝柱状细胞中也

有表达［１１－１２］。

图 １　 人 ＤＣＬＫ１ 蛋白与其同源序列比对的系统进化树

Ｆｉｇ．１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＤＣＬＫ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ

　 　 ＤＣＬＫ１ 在癌组织中也有表达，拷贝数分别是：
神经胶质瘤 １３０，生殖细胞肿瘤 １２１，肾癌 ２９，乳腺

癌 １０，结直肠癌 ８，消化道肿瘤 ８。 在神经母细胞瘤

细胞中，敲除 ＤＣＬＫ１ 能够促进细胞凋亡， 提示

ＤＣＬＫ１ 有 望 成 为 神 经 母 细 胞 瘤 潜 在 的 治 疗

靶点［１０］。
ＰＳＯＲＴＩＩ 预测，ＤＣＬＫ１ 定位于细胞核的可能性

最大（３４．８％），其次可能定位于线粒体（１７．４％），细
胞质（１３．０％），高尔基体（１３．０％），细胞膜（８．７％），
细胞骨架 （ ４． ３％）， 分泌囊泡 （ ４． ３％） 和细胞外

（４．３％）。由此推测，ＤＣＬＫ１ 主要在细胞核中发挥生

理功能，同时动态存在于其他亚细胞结构中。
ＳｉｇｎａｌＰ ４．０ 预测 ＤＣＬＫ１ 蛋白无信号肽序列（见

图 ２）。 原始剪切位点 Ｃ 值最高点在第 ６８ 位氨基

酸，分值为 ０．１０９；被结合的剪切点 Ｙ 值最高点在第

３１ 位氨基酸，分值为 ０．１０６；信号肽 Ｓ 值最高点位于

第 １２ 位氨基酸，分值为 ０．１３４；１－３０ 位氨基酸序列

的平均信号肽分值为 ０．１０３，不足以形成经典的信号

肽区域。 ＴＭＨＭＭ ２．０ 预测 ＤＣＬＫ１ 无跨膜结构域

（见图 ３）。

图 ２　 ＤＣＬＫ１ 蛋白的信号肽分析结果

Ｆｉｇ．２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＤＣＬＫ１ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ
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图 ３　 ＤＣＬＫ１ 蛋白跨膜结构分析

Ｆｉｇ．３　 Ｔｒａｎｓ⁃ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＣＬＫ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２．３　 ＤＣＬＫ１ 的理化性质分析

　 　 人 ＤＣＬＫ１ 基因位于 １３ 号染色体上（１３ｑ１３．３），
共有 ２１ 个外显子，编码产物 ＮＰ＿００４７２５．１ 为该基因

的蛋白质共识编码序列。 ＤＣＬＫ１ 蛋白分子式为

Ｃ３５８１Ｈ５７００Ｎ１０００Ｏ１１００ Ｓ２３，分子量为８１ １００．０７ Ｄａ，含有

７２９ 个氨基酸，理论等电点预测为 ８．８４，分类为碱性

蛋白质。 在哺乳动物网织红细胞内半衰期为 ３０ ｈ，
不稳定系数为 ４０．１７，分类为不稳定蛋白质。 脂肪系

数为７９．７９，总的平均亲水性为－０．４３１。
由 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 在线工具预测结果可知，ＤＣＬＫ１ 亲

水性最强的位点是第 １７ 位的赖氨酸， 分值为

－２．９３３；疏水性最强的位点是第 ５７８ 位的酪氨酸，第
５７９ 位的异亮氨酸和第 ６８３ 位的丝氨酸，分值都为

２．３２２。由图 ４ 可知，ＤＣＬＫ１ 蛋白的亲水区域多于疏

水区域，分类为亲水蛋白质。

图 ４　 ＤＣＬＫ１ 蛋白的亲疏水性分析

Ｆｉｇ．４　 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ⁃ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＣＬＫ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　 ＤＣＬＫ１ 的空间结构分析

　 　 由 ＳＯＰＭＡ 结果可知，ＤＣＬＫ１ 的二级结构中无

规卷曲（图中红色）占３８．２７％，α⁃螺旋（图中蓝色）占
２８．４％，延伸链（图中紫色）占２１．８１％，β⁃转角（图中绿

色） 占 １１．５２％ （图 ５ 彩图见电子版： ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．
ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｉｎｄｅｘ． ａｓｐｘ．２０１８ 年第 ４ 期）。 ＮＣＢＩ

的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ 数据库预测 ＤＣＬＫ１ 属于 ＴＧＳ 超

家族和 ＰＫｃ＿ｌｉｋｅ 超家族（见图 ６），在 Ｎ⁃末端有两个

双皮质素（ＤＣＸ）结构域，在 Ｃ⁃末端有一个 Ｃａ２＋ ／钙调

蛋白依赖性激酶结构域。 双皮质素结构域能够与微

管蛋白结合，介导蛋白质之间相互作用，提示 ＤＣＬＫ１
是一个微管相关蛋白。 ＰＫｃ＿ｌｉｋｅ 超家族中的 ＳＴＫｃ 结
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构域能够催化 γ⁃磷酸基团从 ＡＴＰ 转移到蛋白底物的

丝氨酸 ／苏氨酸残基上，从而使蛋白底物磷酸化。 使

用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 建模服务器预测 ＤＣＬＫ１ 蛋白的三

维结构（见图 ７），序列相似度为１００％，ＧＭＱＥ 为０．３３，
ＱＭＥＡＮ 为－０．３，该模型结构合理。

图 ５　 ＳＯＰＭＡ 预测 ＤＣＬＫ１ 蛋白二级结构

Ｆｉｇ．５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＤＣＬＫ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ＳＯＰＭＡ

图 ６　 ＤＣＬＫ１ 蛋白保守结构域

Ｆｉｇ．６　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＤＣＬＫ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ７　 ＤＣＬＫ１ 三维结构预测

Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｒｅｅ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＣＬＫ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２．５　 ＤＣＬＫ１ 蛋白质相互作用分析

　 　 使用 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ 预测与 ＤＣＬＫ１ 相互作用的蛋白

质，构建 ＤＣＬＫ１ 蛋白相互作用网络（见图 ８）。 与

ＤＣＬＫ１ 相 互 作 用 的 蛋 白 质 主 要 包 括 ＮＯＴＣＨ１、
ＮＯＴＣＨ２、ＮＯＴＣＨ３、ＰＲＤＭ８ （ＰＲ ｄｏｍａｉｎ ８）、 ＰＲＵＮＥ２
（Ｐｒｕｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇ ２）、 ＴＮＫＳ （ Ｔａｎｋｙｒａｓｅ ）、 ＳＬＣ４Ａ１ＡＰ
（Ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ４ ｍｅｍｂｅｒ １ ａｄａｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ）、
ＣＡＬＭ１（Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ １）、ＣＡＢＰ１（Ｃａｌｃｉｕｍ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
１）和 ＤＣＸ（Ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎ）。 ＤＣＬＫ１ 含有 ＤＣＸ 结构域和

Ｃａ２＋ ／钙调蛋白依赖性激酶结构域，此结果可以解释

ＤＣＬＫ１ 与 ＣＡＬＭ１、ＣＡＢＰ１ 和 ＤＣＸ 之间存在相互作用。

图 ８　 ＤＣＬＫ１ 蛋白相互作用网络

Ｆｉｇ．８　 Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｆｏｒ ＤＣＬＫ１ ｐｒｏｔｅｉｎ
注：彩图见电子版：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ，ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｉｎｄｅｘ．ａｓｐｘ．２０１８ 年第 ４ 期．
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　 　 对以上互作蛋白的基因进行 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ
通路分析。 ＧＯ 分析结果表明，互作基因参与 ＤＮＡ 螺

旋酶 活 性、 ＡＴＰ 结 合 和 ＤＮＡ 结 合 等 分 子 功 能

（见表 １），涉及 ＤＮＡ 复制和细胞周期中 Ｇ１ ／ Ｓ 期转

换等生物过程（见表 ２），富集于核质、ＭＣＭ 复合体、核

复制起始复合体和微管细胞骨架（见表 ３）。 ＫＥＧＧ 通

路分析结果表明，互作基因显著富集于细胞周期和

ＤＮＡ 复制等通路中（见表 ４）。 由此推测，ＤＣＬＫ１ 与

ＮＯＴＣＨ 受体蛋白（ＮＯＴＣＨ１、ＮＯＴＣＨ２ 和 ＮＯＴＣＨ３）、
ＰＲＤＭ８ 和 ＰＲＵＮＥ２ 关系值得进一步探究。

表 １　 ＧＯ 分子功能分类结果

Ｔａｂｌｅ １　 ＧＯ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＩＤ 分子功能注释 基因数量 ／ 个 错误发现率

ＧＯ：０００３６７８ ＤＮＡ 螺旋酶活性 ６ ３．５０×１０－９

ＧＯ：０００５５２４ ＡＴＰ 结合 １０ ４．５４×１０－４

ＧＯ：０００３６８８ ＤＮＡ 复制起始结合 ２ ８．７１×１０－３

ＧＯ：０００３６９７ 单链 ＤＮＡ 结合 ３ １．１０×１０－２

表 ２　 ＧＯ 生物学过程分类结果

Ｔａｂｌｅ ２　 ＧＯ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＩＤ 生物学过程注释 基因数量 ／ 个 错误发现率

ＧＯ：０００６２７０ ＤＮＡ 复制起始 ８ ８．１１×１０－１５

ＧＯ：０００００８２ 有丝分裂细胞周期的 Ｇ１ ／ Ｓ 转换 １０ １．７０×１０－１２

ＧＯ：０００６２７１ ＤＮＡ 复制过程中 ＤＮＡ 链延伸 ６ １．０９×１０－９

ＧＯ：００３２５０８ ＤＮＡ 双链解链 ６ １．６１×１０－８

ＧＯ：０００６２６８ ＤＮＡ 复制过程中 ＤＮＡ 解链 ４ ２．３７×１０－７

表 ３　 ＧＯ 细胞组成分类结果

Ｔａｂｌｅ ３　 ＧＯ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＩＤ 细胞组成注释 基因数量 ／ 个 错误发现率

ＧＯ：００４２５５５ ＭＣＭ 复合体 ６ ２．４４×１０－１４

ＧＯ：０００５６６４ 核复制起始复合体 ２ １．４７×１０－２

ＧＯ：００１５６３０ 微管细胞骨架 ７ １．４７×１０－２

ＧＯ：０００５６５４ 核质 １０ ４．１９×１０－２

表 ４　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 路径列表

Ｔａｂｌｅ ４　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｌｉｓｔ

ＩＤ 路径注释 基因数量 ／ 个 错误发现率

０４１１０ 细胞周期 ９ ５．２×１０－１３

０３０３０ ＤＮＡ 复制 ６ １．２２×１０－１０

３　 讨　 论

　 　 ＤＣＬＫ１ 作为一个潜在的基因治疗分子靶点，本
研究通过生物信息学方法，分析得到 ＤＣＬＫ１ 是碱性

不稳定的亲水蛋白质，无信号肽和跨膜区域，主要在

细胞核中发挥生理功能。 ＤＣＬＫ１ 的主要二级结构是

无规卷曲，属于 ＴＧＳ 超家族和 ＰＫｃ＿ｌｉｋｅ 超家族，是
一个微管相关蛋白。

由 ＤＣＬＫ１ 互作蛋白的基因 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 通

路分析结果可知，互作基因涉及 ＤＮＡ 复制和细胞周

期中 Ｇ１ ／ Ｓ 期转换等生物过程，显著富集于细胞周期

和 ＤＮＡ 复制等通路中。 因此，在 ＤＣＬＫ１ 互作蛋白

中， ＮＯＴＣＨ１、 ＮＯＴＣＨ２ 和 ＮＯＴＣＨ３ 引 起 关 注。
ＮＯＴＣＨ１、ＮＯＴＣＨ２ 和 ＮＯＴＣＨ３ 都是 Ｎｏｔｃｈ 信号通路

的受体蛋白，细胞中 Ｎｏｔｃｈ 信号通路高度保守，该通

路紊乱会导致细胞发生恶性增殖、干性、ＥＭＴ、基因

组不稳定和血管新生［１３］。 Ｎｏｔｃｈ 受体和配体相互作

用后激活 Ｎｏｔｃｈ 信号通路，引发 γ－分泌酶复合物进

行受体切割，γ－分泌酶复合物能够释放 Ｎｏｔｃｈ 胞内

结构域进入细胞核，形成转录激活复合体发挥作用。
根据具体的细胞环境，ＮＯＴＣＨ１ 能够作为致癌基因，
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亦可作为抑癌基因起作用［１４］。 研究发现，ＮＯＴＣＨ１
促进腺样囊性癌细胞增殖，沉默 ＮＯＴＣＨ１ 抑制肿瘤

发生，引起细胞死亡［１５］。 Ｊｉｎ 等发现 Ｎｏｔｃｈ 信号通路

在结直肠癌干细胞中过量表达，推测其在结直肠癌

干细胞存活、致癌和自我更新过程中发挥重要作

用［１６］。 ＤＣＬＫ１ 与 Ｎｏｔｃｈ 信号通路之间的关系尚未

见报道，本文分析得出它们之间存在相互作用，有望

成为阐明 ＤＣＬＫ１ 作用机制的突破口。
此外，由 ＧＯ 分析结果可知，互作基因参与 ＤＮＡ

螺旋酶活性和 ＤＮＡ 结合等分子功能，富集于核质、
ＭＣＭ 复合体、核复制起始复合体和微管细胞骨架

中。 因此，ＤＣＬＫ１ 与 ＰＲＤＭ８ 之间的关系引起关注。
ＰＲＤＭ８ 蛋白是一个高度保守的转录因子，其 Ｎ－末
端含有一个 ＰＲ 结构域和多个锌指重复序列，能够调

控序列特异性的 ＤＮＡ 结合和蛋白质间相互作用。
ＰＲ 结构域与组蛋白甲基转移酶 ＳＥＴ（Ｔｈｅ ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ
ｆａｃｔｏｒｓ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ ｖａｒｉｅｇａｔｉｏｎ ３⁃９， Ｅｎｈａｎｃｅｒ ｏｆ ｚｅｓｔｅ
ａｎｄ ｔｒｉｔｈｏｒａｘ）结构域有关，研究发现，ＰＲＤＭ８ 的 ＰＲ
结构域具有组蛋白甲基转移酶活性，能够招募组蛋

白修饰酶或作为组蛋白甲基转移酶靶向启动子，从
而调控基因表达［１７］。 此外，ＰＲＤＭ８ 是中枢神经系统

神经发生的关键调控因子，能够调控发育过程及癌

细胞增殖［１８］。 从 ＤＣＬＫ１ 与 ＰＲＤＭ８ 的关系入手，探
讨 ＤＣＬＫ１ 在调控发育过程中的作用机制，有助于深

化对 ＤＣＬＫ１ 分子功能的理解。
进一步，根据 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ 预测结果，ＤＣＬＫ１ 与

ＰＲＵＮＥ２ 存在相互作用。 ＰＲＵＮＥ２ 是阿尔茨海默病

的易感基因，也是 Ｒｈｏ 信号通路的关键调控因

子［１９］。 在人脑、神经系统和小鼠脊髓中都发现

ＰＲＵＮＥ２ 高表达，Ｍａｃｈｉｄａ 等发现 ＰＲＵＮＥ２ 能够调控

神经母细胞瘤细胞的分化、增殖和侵袭，该蛋白过量

表达与人神经母细胞瘤预后良好呈正相关［２０］。
Ｓａｌａｍｅｈ 等研究发现，ＰＲＵＮＥ２ 过量表达能够抑制前

列腺癌细胞增殖，提示其起到抑癌作用［２１］。 ＤＣＬＫ１
作为致癌因子，在肿瘤细胞中与 ＰＲＵＮＥ２ 作用相反，
目前也尚无关于 ＤＣＬＫ１ 和 ＰＲＵＮＥ２ 之间关系的报

道，深入探究两者之间的相互作用，有助于进一步认

识 ＤＣＬＫ１ 的作用机制。

４　 结　 论

　 　 １）ＤＣＬＫ１ 的不稳定系数为 ４０．１７，预测为不稳

定蛋白质。 理论分子量为８１ １００．０７ Ｄａ，理论等电点

为 ８．８４，预测为碱性蛋白质。 脂肪系数为 ７９．７９，总
平均亲水性为－０．４３１，预测为亲水蛋白质。

２）ＤＣＬＫ１ 的二级结构主要为无规卷曲，属于

ＴＧＳ 超家族和 ＰＫｃ ＿ ｌｉｋｅ 超家族，含有双皮质素

（ＤＣＸ）结构域和 Ｃａ２＋ ／钙调蛋白依赖性激酶结构域。
无信号肽和跨膜结构域。

３）ＤＣＬＫ１ 表达的组织特异性不强，定位于细胞

核的可能性较大。
４）系统进化树显示，人 ＤＣＬＫ１ 蛋白与其他几种

哺乳动物的氨基酸序列相似性较大，而与两栖类和

鱼类的序列相似性较小，与物种进化程度相一致。
５）与 ＤＣＬＫ１ 相互作用的蛋白主要参与 ＤＮＡ 复

制和细胞周期中Ｇ１ ／ Ｓ期转换等生物过程。
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２０１７， １２（１）： ２４５ － ２７５． ＤＯＩ： １０． １１４６ ／ ａｎｎｕｒｅｖ⁃ｐａｔｈｏｌ⁃
０５２０１６－１００１２７．

［１４］ＦＥＲＲＡＲＯＴＴＯ Ｒ， ＨＥＹＭＡＣＨ Ｊ Ｖ． Ｔａｋｉｎｇ ｉｔ ｕｐ ａ
ＮＯＴＣＨ： Ａ ｎｏｖｅｌ ｓｕｂｇｒｏｕｐ ｏｆ ＡＣＣ ｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ［Ｊ］． Ｏｎｃｏ⁃
ｔａｒｇｅｔ， ２０１７， ８（４７）： ８１７２５－８１７２６．

［１５］ＰＡＮＡＣＣＩＯＮＥ Ａ， ＣＨＡＮＧ Ｍ Ｔ， ＣＡＲＢＯＮＥ Ｂ Ｅ， ｅｔ ａｌ．
ＮＯＴＣＨ１ ａｎｄ ＳＯＸ１０ ａｒｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒａｄｉ⁃
ａｔｉｏｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ⁃ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａｄｅｎｏｉｄ ｃｙｓｔｉｃ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］． Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ： Ａｎ ｏｆｆｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃｉａｎ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１６，
２２（８）： ２０８３－２０９５． ＤＯＩ： １０．１１５８ ／ １０７８－０４３２．ＣＣＲ－１５－
２２０８．

［１６］ＪＩＮ Ｈ， ＣＨＥＮ Ｌ， ＷＡＮＧ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｒｔｕｌａｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ
ｅｘｔｒａｃｔ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｎｏｄｕｌｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ［ Ｊ］． Ｔｕｍｏｕｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ： Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
ｔｈｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｆｏｒ Ｏｎｃｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１７， ３９ （ ７）： １０１０４２８３１７７０８６９９． ＤＯＩ： １０．
１１７７ ／ １０１０４２８３１７７０８６９９．

［１７］ＥＯＭ Ｇ Ｈ， ＫＩＭ Ｋ， ＫＩＭ Ｓ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｓｔｏｎｅ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓ⁃
ｆｅｒａｓｅ ＰＲＤＭ８ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍｏｕｓｅ ｔｅｓｔｉｓ ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｅｓｉｓ ［ Ｊ］．
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＆ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，
２００９， ３８８（１）： １３１－１３６． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｂｂｒｃ．２００９．０７．
１３４．

［１８］ＨＯＨＥＮＡＵＥＲ Ｔ， ＭＯＯＲＥ Ａ Ｗ． Ｔｈｅ Ｐｒｄｍ ｆａｍｉｌｙ： Ｅｘｐａｎ⁃
ｄｉｎｇ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，
２０１２， １３９（１３）： ２２６７－２２８２． ＤＯＩ： １０．１２４２ ／ ｄｅｖ．０７０１１０．

［１９］ＰＯＴＫＩＮ Ｓ Ｇ， ＧＵＦＦＡＮＴＩ Ｇ， ＬＡＫＡＴＯＳ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｐｐ⁃
ｏｃａｍｐａｌ ａｔｒｏｐｈｙ ａｓ ａ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔ ｉｎ ａ ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｎｏｖｅｌ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］． ＰｌｏＳ Ｏｎｅ， ２００９， ４（８）： ｅ６５０１．
ＤＯＩ： １０．１３７１ ／ ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．０００６５０１．

［２０］ＭＡＣＨＩＤＡ Ｔ， ＦＵＪＩＴＡ Ｔ， ＯＯＯ Ｍ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏａｐｏｐｔｏｔｉｃ ＢＭＣＣ１， ａ ｎｏｖｅｌ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ＢＮＩＰ２ ａｎｄ Ｃｄｃ４２ＧＡＰ ｈｏｍｏｌｏｇｙ （ＢＣＨ） ｄｏｍａｉｎ， ｉｓ ａｓｓｏ⁃
ｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆａｖｏｒａｂｌｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｓ
［Ｊ］． Ｏｎｃｏｇｅｎｅ， ２００６， ２５（１３）： １９３１ － １９４２． ＤＯＩ： １０．
１０３８ ／ ｓｊ．ｏｎｃ．１２０９２２５．

［２１］ＳＡＬＡＭＥＨ Ａ， ＬＥＥ Ａ Ｋ， ＣＡＲＤＯ⁃ＶＩＬＡ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
ＰＲＵＮＥ２ ｉｓ ａ ｈｕｍａｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｔｒｏｎｉｃ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＰＣＡ３［Ｊ］． Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ
ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ
Ａｍｅｒｉｃａ， ２０１５， １１２ （ ２７）： ８４０３ － ８４０８． ＤＯＩ： １０．１０７３ ／
ｐｎａｓ．１５０７８８２１１２．
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