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汇报内容

1. 研究背景

2. 核酸序列分析

3. 氨基酸序列分析

4. 蛋白结构预测及分析



蛋白激酶Cλ（PKC lambda）是非典型蛋白激酶C的
一种，其主要通过参与和介入多种信息传导通路的组成

和功能，对细胞的凋亡、细胞周期、增殖等多方面产生

重要的调节作用，对体内众多生理病理过程发挥广泛而

独特的影响，从而日益受到关注；对其进行深入研究可

使我们加深对这个PKC亚家族年轻成员的认识。

研究背景



研究背景

哺乳动物组织中的PKC亚型



研究背景

PKC的结构

PKC的所有亚类都由一条单肽链组成（图8-11），分子量大约为67-83kDa，
其结构可分为四个保守区C1-C4（mPKC和aPKC缺少C2区）和五个可变区
V1-V5。

其中C1区可能是膜结合区，并且含有富含半胱氨酸的随机重复序列Cys-
X2-Cys-X13(14)-Cys-X2-Cys-X7-Cys-X7-Cys（X代表任何一种氨基酸），这
段顺序与在许多金属-蛋白质及转录调节有关的DNA结合蛋白中的半胱氨酸-
锌-DNA结合指形区（cysteine-Zinc-DNabinding finger）保守顺序Cys-X2-Cys-
X13-Cys-X2-Cys相似。最近对PKC的多肽片段进行分析发现，该序列与佛波
酯和二酰基甘油（DAG）的结合有关。C2区与PKC对Ca2+的敏感性有关。C1
和C2在结构上不同于其它蛋白激酶，能结合Ca2+、磷脂、DAG和TPA，因此
C1和C2区又称为调节区。

C3区包括一个ATP结合序列Gly-X-Gly-X-X-Gly-Lys，该区域与其它蛋白
激酶的ATP结合位点具有很高的同源性，又称催化区。C4区包含一个底物结
合区，是识别磷酸化底物所必需的。



研究背景



ORF分析-PlotORF

PlotORF 从 6 个

frame着手寻找mRNA

的开放阅读框。F2是

最有可能的开放阅读

框。

可看出正向从第一

个碱基开始读起才能

在215-2002处读到最

完整的可连续编码氨

基酸序列的读码框。



ORF分析-ShowORF

ShowORF用特殊的格式陈列全长mRNA核酸序列和翻译的蛋白质序列，

从215bp到2002bp之间的开放阅读框最长、最可信。1-215虽然也能连续

编码氨基酸，但不是由起始密码子开始的，2002之前的三个密码子是终

止密码子，因此此后的序列不属于编码区。



ORF分析-SixPack

SixPack程序用于寻找开放阅读框，以多肽序列呈现。需要将最后一条

参数（ORF start with an M）设置为Yes，运行后有多个结果，其中一条

结果最可信（如图），有595个氨基酸残基。



ORF分析-GetORF

getorf(v6.0.1):该软件用于寻找和提取开放阅读框。将输出类型（Type

of output）设置为“在起始密码子和终止密码子之间的核酸序列”

（Nucleic sequences between START and STOP codon），其它参数不变,输

出的是可能的编码区结果。编码区长度不同，选取最长的那条（如图），

该结果有1785个碱基。



ORF分析-GetORF

将输出类型（Type of output）设置为“在起始密码子和终止密码子之

间翻译”（Translation of regions between START and STOP codon），其

它参数不变。有多个结果，翻译的蛋白质长度不同，选取最长的那条

（如图），共595氨基酸残基。



密码子使用特征分析

Nc数在20到61之间，数值越大代表密码子偏好程度越低，

越小代表密码子偏好程度越强。Nc=56.391表明密码子使用的

偏好度低。

GC含量约为47.15%。



系统进化树及氨基酸序列比对



利用WebLab中的
pepstats ，显示PKC-λ
的20种氨基酸组成如右

图：

氨基酸组成分析



ProtScale 在线分析亲疏水性



SignalP 4.1 预测信号肽

结果显示
无信号肽



TMHMM 预测跨膜区

结果显示
无跨膜区



TargetP 1.1 软件预测亚细胞定位

结果显示其定位于细胞质



CFSSP（http://www.biogem.org/tool/chou-fasman/）对二级结构进行预测：

PKC蛋白的分子量为68203.24Da，等电点为5.6767。

蛋白质二级结构分析



AMP-PCP

Par-3 peptide

PDB ID: 4DC2     Resolution: 2.44    
Residue:239-577

蛋白质高级结构分析



AMP-PCP与蛋白质之间的最短距离为3.1埃



ATP

两种空间结构：close ---open

Close Open



Red: open state    Magenta: PKC-lambda/Par-3

RMS=1.360

Compare PKC-lambda/Par-3 with 
open state of PKC-lambda



Swiss Model predict

Red: automatic model 3A8X    Residue: 248-587
Green: definite model 4DC2    Residue: 248-586
RMS=1.338



Phyre 2 Predict - Nomal

432 residues ( 141-585, 73% of sequence) have been modelled with 100.0% 
confidence by the single highest scoring template. Template: c3pfq.



Compare with 4DC2

Green: predicted structure   Blue: 4DC2

RMS=1.382



Phyre 2 Predict-Intensive

All residues



Compare with 4DC2

Red: predicted structure   Blue: 4DC2 
RMS=1.401



Predicte PKC-beta（classical PKC）

Phyre2-Intensive



PKC-beta Cys distribution Compare PKC-beta with PKC-
lambda



Compare PKC-beta with 
PKC-lambda

Green: PKC-beta

Blue: PKC-lambda
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Thank you for your attention!
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