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主要内容

• 1.研究背景

• 2.Rpn系列蛋白的序列保守性分析

• 3.Rpn系列蛋白的结构保守性分析

• 4.亚基间相互作用界面保守性残基分析

• 5.结构未知亚基的性质和结构预测

• 6.小结



研究背景



研究背景
蛋白质降解过程：

From： Cell Signaling Technology



研究背景
26S蛋白酶体：

26S 
蛋白酶体
(2.5 MDa)

19S 调节颗粒

20S 核心颗粒

盖子复合体 (底物识别*, 去泛素化)

基底复合体 (去折叠, 转运底物)

Side view of the S. cereviaiae 26S proteasome (Cryo-EM ∼7 Å )

RPN1,2,13
RPT1-6

RPN3,5-
9,11,12,15

Trier et al, 2013



研究背景

盖子复合体：

Rpn3,5-9,11,12,15

Gabriel et al., 2012



序列保守性分析
Rpn9保守性残基分析：

Rpn9的保守性残基主要集中分布在3个区域，其中保守区域1，2分布在PCI结构域中
保守区域3分布在N端结构域。



结构保守性分析
已有含PCI结构域的蛋白结构：

PCI domain

Linker region

N-terminal 
domain

A B C D

A.酿酒酵母Rpn9 的溶液结构（PDB ID: 2MR3）；
B.果蝇Rpn6 的晶体结构（PDB ID：3TXN）；
C. 裂殖酵母Rpn12 的晶体结构（PDB ID：4B0Z）；
D. 拟南芥CSN7 的晶体结构（PDB ID：3CHM）



结构保守性分析

PCI结构域结构对比：

Rpn9溶液结构与果蝇Rpn6, 裂殖酵母Rpn12 和拟南芥CSN7 的PCI结构域的结构对比

RMSD=5.0 RMSD=7.2 RMSD=3.2



结构保守性分析

WH(winged helix)亚结构域结构比对：

180°

蓝色表示Rpn9 的WH 亚结构域，紫色、绿色和橙色分布表示Rpn6（PDB ID：3TXN）、
Rpn12（PDB ID：4B0Z）和CSN7（PDB ID：3CHM）的WH 亚结构域。



保守性残基分析

Rpn9与Rpn5的相互作用界面保守残基分析：

Rpn5(303-310,355-372):

具有较多的疏水性残基和
带电的残基

Rpn9(324-345)：
具有较多的疏水性残
基
和带电的残基



保守性残基分析

Rpn9与Rpn5的相互作用界面保守残基分析：

Rpn9和Rpn5的相互作用界面上有3对疏水作用残基和3对电荷相互作用残基
在不同的物种中具有保守性。



保守性残基分析

Rpn9与Rpn10的相互作用界面保守残基分析：

Rpn9 (36-43,69-75)：
具有多个带电的残基

Rpn10 (14-26,75-81)：
具有多个带电的残基



保守性残基分析

Rpn9与Rpn10的相互作用界面保守残基分析：

Rpn9和Rpn10是依靠环区（loop）进行相互作用，在相互作用的位点附近存在保守的
静电相互作用的残基



保守性残基分析
其他一些亚基的相互作用分析：

Rpn6 (368-393) Rpn7 (338-355)

Rpn3 (394-407) Rpn7(356-385)

Rpn5 (374-396) Rpn6 (348-366)

RPN3 (417-437) RPN12 (196-210)
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保守性残基分析
相互作用界面保守性残基分析总结：

相互作用的亚基 PCI-PCI界面上疏水性残基数目 PCI-PCI界面上带电残基数目

Rpn9-Rpn5 3+3，高度保守 3对，高度保守

Rpn6-Rpn7 2+3，高度保守 1对，比较保守

Rpn7-Rpn3 1+2，高度保守 2对，高度保守

Rpn5-Rpn6 1+1，比较保守 1对，保守性低

Rpn3-Rpn12 2+2，比较保守 1对，保守性低

相互作用残基数目与生物实验得到的亚基之间的相互作用强弱结果相符合。



性质分析与结构预测
Rpn3和Rpn7的性质和结构预测：

Rpn3

Rpn7

Rpn3和Rpn7目前都没有原子分辨率的结构。



序列性质分析
二级结构预测：

Rpn3 Rpn7  

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/)

预测结果：Rpn3和Rpn7的二级结构以α-螺旋为主，只在C端的PCI结构域含有
少量的β-折叠片，与盖子复合物中其他已有结构的亚基相似。



序列性质分析

Rpn3和Rpn7序列的理化性质分析：

Rpn

3

Rpn

7

疏水性 结构柔性 疏水性 结构柔性

溶液可及性 溶液可及性残基位阻 残基位阻



三维结构预测

Rpn3

模板:

cop9 signalosome complex subunit 3

PDB ID: c4d10C

分辨率：3.8Ǻ 晶体结构

序列一致性：16%

覆盖率：75%

Rpn7

模板:

cop9 signalosome complex subunit 1

PDB ID: c4d18I

分辨率：4.08Ǻ 晶体结构

序列一致性：20%

覆盖率：98%

Phyre2



小结

• 1.序列保守性发现PCI结构域的序列具有比较高的保守性。

• 2.对比PDB数据库里已知的PCI结构域和WH亚结构域，发
现WH亚结构域具有结构保守性。

• 3.通过分析26S蛋白酶体中盖子复合体各个亚基之间的相互
作用界面处序列的保守性，发现保守的相互作用界面的残基
数跟相互作用强度相一致。（后续结合核磁共振滴定实验可
以从原子层面上确定各个亚基之间的相互作用界面，亚基间
界面残基的保守性将给予暗示）

• 4.通过同源模建的方法搭建了结构未知的Rpn3和Rpn7的结
构，虽然搭建的模型可能跟真是的结构有差异，但是序列分
析能够给予我们一定的关于真实结构的信息。
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