
制 !"# 激酶外还使 $%&、’&( 等另外 ) 个激酶活性下
降达 *+, - .",［/］。另外，这些抑制剂既普遍抑制
!"# 激酶 !亚型，又抑制其 "亚型，故也缺乏亚型特异
性［0］。因此，有必要采用新思路设计仅针对 ! 亚型的
特异抑制剂，为进一步深入研究 !"# 激酶 ! 亚型，尤
其是其体内作用，提供良好的实验工具。

1 1 在人类 !"#! 激酶分子发现的共用对接槽介导了
!"#!激酶与其上下游诸多分子的对接交互作用。该
结构域由 %2 域（345546 743896: 745;96）和 <2 位点
两部分构成。实验表明，若将 %2域和 <2位点某些氨
基酸同时替换，则 !"#! 激酶与底物的结合能力完全
丧失，表明由 %2域和 <2位点共同构成的具有空间结
构的共用对接槽是确保 !"#! 激酶的重要分子识别结
构［=，*］。我们将此蛋白片段做 (>;?@ 分析，发现它与其
他分子存在至少 =* 个以上的氨基酸序列差异，表明其
为 !"#!激酶的特异片段（以下简称 !"#!A）。BCB是
一种具有穿膜功能的蛋白（穿膜肽），为人类免疫缺陷

性病毒（DEF）的转录因子，能以不消耗能量、非受体依
赖、无饱和性和无细胞依赖性的方式入胞。BCB 的
GD*末端 == 个氨基酸片段是其蛋白转导结构域（!H4I
@J96 @H;6?7K3@946 745;96，’B2）。实验结果显示，含
BCB ’B2的融合蛋白同样具有高效穿膜特性，且经原
核表达的含 BCB的融合蛋白进入细胞后，能在分子伴
侣的作用下正确地再折叠，发挥外源蛋白的天然活

性［.，)］。基于此现象，我们构建含 BCB ’B2 与 !"#!A
的融合蛋白，以期设计出能高效进入细胞，并具有特异

性竞争作用的 !"#!激酶新型抑制剂。
1 1 本研究首先克隆了包含共用对接槽的 !"#!A 基
因片段（第 /." - L)0 位碱基），并亚克隆入 !BCBIDC
载体，成功构建了包含 BCB和 !"#!A 的融合基因，并
进行了原核表达。M2MI’CA< 凝胶电泳及免疫印迹显
示，经 E’BA诱导后，大肠杆菌 ($*= 能较高丰度表达
BCBI!"#!A融合蛋白。为进一步观察 BCBI!"#!A 的

穿膜特性，我们采用 G9IGBC 柱及超滤装置进一步纯
化了该融合蛋白，并行荧光素 NEB%体外标记。细胞实
验表明，融合蛋白 BCBI!"#!A能呈浓度依赖方式进入
<F%"+/ 细胞，证实 BCBI!"#!A具有良好的穿膜特性。
我们观察到，BCBI!"#!A 虽然主要分布于细胞质，但
在部分细胞的细胞核中也有分布，这与 BCB 既能进入
细胞质，也能进入细胞核的特性相符，至于 BCB 如何
在细胞内选择性定位，尚需进一步研究。此外，我们也

观察到 BCBI!"#!A能呈浓度依赖方式进入心肌细胞，
排除了 BCBI!"#!A 的穿膜特性与细胞种类有关。本
实验为进一步观察 BCBI!"#!A融合蛋白对 !"#!激酶
的抑制作用提供了研究基础。
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