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项目背景

• 目的：构建磁感应酵母（合成生物学）

• 理论依据：Radical Pair Mechanism（欧洲
罗宾鸟）

• 实验依据：蛋白相互作用与信号通路，分
子结构与作用机制（拟南芥、果蝇等）

演示者
演示文稿备注
所以我们想通过序列比对以及同源模建看看这几个物种的蛋白结构有没有差异，有多少差异。顺便看一下理论和实际工作相互有没有冲突，还是吻合



Picture from:
www.ks.uiuc.edu  & pitp.physics.ubc.ca 

量子统计对于Radical Pair的研究很多，其中

“罗宾鸟感受磁场”是整个理论体系中的一
个代表





Radical-Pair Mechanism



Scanning 
movement



Supports for
cryptochrome as the magnetoreceptor

Cryptochrome1 of Arabidopsis Thaliana (PDB ID: 1U3D)
Phys. Today 61(3), 29 (2008); doi: 10.1063/1.2897947



Annu. Rev. Plant Biol. 2011. 62:335–64



• PDB中的10个真核中的cryptochrome中没有

鸟类的。所以需要同源模建得到鸟类的蛋
白结构。

演示者
演示文稿备注





1、序列相似性比对以及
cryptochrome 起源分析



演示者
演示文稿备注
用鸟cryptochrome蛋白利用psi-blast进行了3次，设置evalue为0.01，最后有62个结果



最大似然度法构树

 gi|97048023|sp|P77967.2|CRYD_SYNY3:7-482 RecName: FullCryptochrome DASH
 gi|97047786|sp|Q3IPX9.1|CRYD_NATPD:3-470 RecName: FullCryptochrome DASH
 gi|97047983|sp|Q7UJB1.2|CRYD_RHOBA:3-488 RecName: FullCryptochrome DASH
 gi|110825715|sp|Q38JU2.2|CRYD_SOLLC:80-547 RecName: FullCryptochrome DASH chloroplastic/mitochondrial AltName: FullCryptochrome-3 Flags: P
 gi|82239825|sp|Q75WS4.1|CRYD_XENLA:9-500 RecName: FullCryptochrome DASH
 gi|116248577|sp|Q8LB72.2|PHR2_ARATH:120-427 RecName: FullBlue-light photoreceptor PHR2
 gi|81858080|sp|Q9KR33.1|CRYD_VIBCH:7-417 RecName: FullCryptochrome DASH
 gi|74696815|sp|Q7SI68.1|CRYD_NEUCR:7-581 RecName: FullPutative cryptochrome DASH mitochondrial Flags: Precursor
 gi|81999775|sp|Q5UP28.1|YR853_MIMIV:2-101 RecName: FullUncharacterized protein R853
 gi|118572250|sp|Q32Q86.1|CRY1_RAT:4-505 RecName: FullCryptochrome-1
 gi|75048080|sp|Q8WP19.1|CRY1_MACFA:4-505 RecName: FullCryptochrome-1
 gi|81882230|sp|P97784.1|CRY1_MOUSE:4-505 RecName: FullCryptochrome-1
 gi|82091801|sp|Q6ZZY0.1|CRY1_SYLBO:4-505 RecName: FullCryptochrome-1
 gi|81867613|sp|Q923I8.1|CRY2_RAT:22-523 RecName: FullCryptochrome-2
 gi|118572251|sp|Q8QG60.2|CRY2_CHICK:14-514 RecName: FullCryptochrome-2
 gi|205696352|sp|Q293P8.2|CRY1_DROPS:7-517 RecName: FullCryptochrome-1
 gi|205696380|sp|Q7PYI7.4|CRY1_ANOGA:4-517 RecName: FullCryptochrome-1 ShortagCRY1
 gi|205694137|sp|B0WRR9.1|CRY1_CULQU:115-471 RecName: FullCryptochrome-1
 gi|730324|sp|P40115.1|CRY1_SINAL:6-498 RecName: FullCryptochrome-1 AltName: FullBlue light photoreceptor
 gi|306756349|sp|O48652.2|UVR3_ARATH:26-525 RecName: Full(6-4)DNA photolyase AltName: FullProtein UV repair defective 3
 gi|313104153|sp|P58818.2|PHR_METTM:22-442 RecName: FullDeoxyribodipyrimidine photo-lyase AltName: FullDNA photolyase AltName: FullPhotorea  
 gi|464378|sp|P34205.1|PHR_CARAU:111-538 RecName: FullDeoxyribodipyrimidine photo-lyase AltName: FullDNA photolyase AltName: FullPhotoreacti  
 gi|75201504|sp|Q9SB00.1|PHR_ARATH:30-473 RecName: FullDeoxyribodipyrimidine photo-lyase AltName: FullAtCPDII AltName: FullDNA photolyase A       
 gi|47117035|sp|Q9HQ46.2|PHR_HALSA:3-478 RecName: FullDeoxyribodipyrimidine photo-lyase AltName: FullDNA photolyase AltName: FullPhotoreact  
 gi|47606704|sp|P61497.1|PHR_THET8:5-390 RecName: FullDeoxyribodipyrimidine photo-lyase AltName: FullDNA photolyase AltName: FullPhotoreactiva  
 gi|130152|sp|P00914.1|PHR_ECOLI:3-470 RecName: FullDeoxyribodipyrimidine photo-lyase AltName: FullDNA photolyase AltName: FullPhotoreactivatin  
 gi|465501|sp|Q05380.1|YAT1_SYNP1:6-284 RecName: FullUncharacterized 31.6 kDa protein in atpI 5region AltName: FullURF1
 gi|2499552|sp|Q55081.1|PHR_SYNY3:20-484 RecName: FullDeoxyribodipyrimidine photo-lyase AltName: FullDNA photolyase AltName: FullPhotoreactiv  
 gi|11133758|sp|P57386.1|PHR_BUCAI:3-479 RecName: FullDeoxyribodipyrimidine photo-lyase AltName: FullDNA photolyase AltName: FullPhotoreactiva  
 gi|46396630|sp|Q89AJ9.1|PHR_BUCBP:4-473 RecName: FullDeoxyribodipyrimidine photo-lyase AltName: FullDNA photolyase AltName: FullPhotoreact  
 gi|81858115|sp|Q9KS67.1|CRY2_VIBCH:5-469 RecName: FullCryptochrome-like protein cry2

演示者
演示文稿备注
按下图用最大似然度法构树，用默认条件，选择alignment文件。



0.2

radiation画法，不显示物种名

演示者
演示文稿备注
显示图时选择radiation画法，在tree options去掉选择显示物种名，得左图。




根据文献中建

的树可以知道这个
蛋白家族进化上最
早可能分为三支。

Annu. Rev. Plant Biol. 2011. 62:335–64



2、同源模建及模型分析



方法一：Swiss-Model



• 模板：

演示者
演示文稿备注
根据Swiss反馈回来的信息，我们发现选用模板并不是拟南芥或者果蝇的CRY1蛋白质序列，而是小鼠的CRY2，可能是因为恒温动物蛋白序列更相似。




• 模型评价与分析

QMEAN4 score为 0.674

演示者
演示文稿备注
QMEAN4是一种评分标准，不是软件。是Swiss自带的。
h表示α螺旋，s表示β折叠。可以看出用swiss model自动模板建模只能到500多一点，后面的部分没有模板所以也就没有建模。
QMEAN4 score是一个介于0到1之间的对整个建模进行的打分，越靠近1，模型建的越好。





通过Anolea计算蛋白链上每个氨基酸的能量

演示者
演示文稿备注
通过Anolea计算蛋白链上每个氨基酸的能量，能量越低（绿色）表面蛋白结构越稳定，建模越好。红色部分表示建模不理想



Swiss Model反馈的罗宾
鸟CRY1蛋白结构

罗宾鸟CRY1与果蝇CRY1
结构比较

演示者
演示文稿备注
最后就是看到结构挺相似的，没有得到其他有用的信息。而且罗宾鸟的CRY有620个氨基酸，Swiss建模由于模板不够长，得到的蛋白结构只有505，少了一百多个氨基酸。我们通过文献调研知道，在众多生物中CRY之所以可以结合不同的下游底物，关键就是有不同的C端。



方法二：modeller

• 通过序列相似性选模板

演示者
演示文稿备注
用blastp在pdb蛋白库中搜索相似序列，最为相似的是鼠的cryptochrome的蛋白，也就是swiss-model中自动选择的用来同源模建的蛋白。
第二个也是小鼠的cryptochrome蛋白
第三个到第五个均是果蝇的光裂解蛋白，可见cryptochrome跟光裂解蛋白相似度确实较近
第七个是果蝇的cryptochrome蛋白。
我们选择了前五个E值为0的进行多序列同源模建



演示者
演示文稿备注
对选择的序列进行多序列比对，然后将数据导入到medeller中进行模建



VERIFY3D-模型评估

演示者
演示文稿备注
VERIFY3D评估氨基酸在序列中的相容性，根据某氨基酸的位置以及周围氨基酸将氨基酸分为不同的结构类别，然后看这些结构的相容性。红色面积很差，红色直线表示差。可以看到在C端的建模确实较差，其他部分局部较差



SOLVX-模型评估

演示者
演示文稿备注
SOLVX用蛋白溶解能力做计算评估。红色面积很差，红色直线表示差。可以看到在C端的建模确实较差




ANOLEA-模型评估

演示者
演示文稿备注
通过Anolea计算蛋白链上每个氨基酸的能量，能量越低（绿色）表面蛋白结构越稳定



总结

• 前505A.A.建模效果较好

• 最后的505~620A.A.建模效果较差

演示者
演示文稿备注
不论是方法一还是方法二最后的505bp~620bp建模效果较差



蛋白结构比较

magic fit  modller（蓝色）和Swiss 
model模建（黄色）结果

magic fit  modller（深蓝色）与果蝇中
的cryptochrome 4GU5-B（浅蓝）

演示者
演示文稿备注
左边magic fit  modller（蓝色）和Swiss model模建（黄色）结果
后边图magic fit  modller（深蓝色）与4G5U-B（浅蓝）几乎完全重合。
但是翘起了一个尾巴，这也就是505bp到620bp片段



演示者
演示文稿备注
拿出后边的115bp在ncbi中进行blast，相似度比较高的都是些禽类的cryptochrome蛋白，
anas platyrhynchos 绿头鸭
columba livia原鸽
Gallus 鸡




• PDB中的10个真核中的cryptochrome中没有
鸟类的

演示者
演示文稿备注
看了一下PDB已有的cryptochrome有没有这个物种的，但是没有。这些蛋白也没有明确的结构，故而无法知道这部分的蛋白结构了。同时可以看出这多出来的115bp是老鼠、果蝇以及拟南芥中没有的，而在鸟类中则存在。猜测这部分蛋白质可能有着比较重要的功能。有待进一步研究





3、测量



根据Radical-Pair 机制的理论计算
要求：

距离=2.0±0.2nm
18埃~22埃

用Swiss PDB Viewer
进行测量



FADH-W(3)

• 文献确定果蝇
和拟南芥CRY中
三个色氨酸的
编号和位置

• Magic fit确定罗
宾鸟CRY中色氨
酸的编号和位
置

• 清除视野，测
量距离



拟南芥CRY1中FAD与三个色氨酸的相对距离



拟南芥和果蝇CRY1中的FAD与三个色氨酸
magic fit之后的相对位置



果蝇CRY1中FAD与三个色氨酸的相对距离



拟南芥和罗宾鸟CRY1中的FAD与三个色氨酸
magic fit之后的相对位置



Swiss Model建模得到的罗宾鸟CRY蛋白没有FAD的
信息，所以测量距离时要借助拟南芥的FAD



罗宾鸟CRY1中FAD与三个色氨酸的相对距离



距离基本符合
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