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摘要：【目的】揭示鸡组织细胞内质网(endoplasmic reticulum, ER)中关键 Ca

2+
结合分子伴侣钙网蛋白

(calreticulin, CRT)的结构与功能及组织表达特性。【方法】应用 Laser Gene 软件，通过比对 Gene bank 已登

录的 12 种脊椎动物 CRT 核苷酸及氨基酸序列以分析其进化关系，利用生物信息学方法预测鸡 CRT 蛋白的结构与功

能，并采用荧光定量 RT-PCR 方法检测 CRT 在鸡 30 个不同组织中的表达特性。【结果】同源性分析结果显示：鸡

与其他11个物种CRT基因核苷酸序列中，鸡与兔核苷酸序列同源性最高，为78.7%，与虹鳟的同源性最低，为70.5%；

氨基酸序列中，鸡与蛇的亲缘关系最近，为 85.0%，与虹鳟的亲缘关系最远，为 69.0%，与鼠、猕猴、人、兔、猪、

牛和非洲爪蟾蜍的亲缘关系也相对较近，并均在 80.1%及以上。蛋白结构与功能预测结果为：鸡 CRT 由 404 个氨

基酸组成，相对分子质量 46.8802 kD，理论等电点为 4.41，负电荷氨基酸残基数为 102，正电荷氨基酸残基数为

53，分子式为 C2074H3107N543O684S9，鸡 CRT 具有 22 个疏水区域，其 C 端与 N 端具有很高的疏水性，而 C 端的亲水性要

强于 N端，且形成 α1(7-17)-α2(22-25)-β1(26)-β2(38-41)-β3(50-54)-β4(69-70)-β5(75-82)-β6(92-99)-β7 (110-114)-β8(129-133)-β9(144-151)-β10(171-178)-β11(183-187)- 

β12(314-322)-β13(326-332)-α3(337-348)-α4(350-375)-α5(377-379)-α6(395-401)的二级结构。CRT 蛋白属于跨膜蛋白，存在信号肽，且为分泌蛋

白，酶分类属于 EC 3.2.1.55 或 EC 3.4.24.68。组织表达检测结果表明：CRT 基因在鸡各组织中广泛表达，其中

在回肠、腺胃和十二指肠等组织中表达量较高，且高出肾脏（对照）20 倍以上。【结论】鸡 CRT 核苷酸及氨基酸

序列在 12 种脊椎动物物种中具有相对保守性，鸡 CRT 为跨膜分泌蛋白，为酸性蛋白，属于 α-N-阿拉伯糖苷酶或

Tentoxilysin，催化 α-L-阿拉伯糖苷内的终端非还原性α-L-阿拉伯呋喃糖苷残基的水解，作用于 α-L-阿拉伯呋

喃糖苷、含（1,3）和/或（1,5）糖苷键的阿拉伯聚糖、阿拉伯木聚糖和阿拉伯半乳聚糖，能与糖类分子及 Ca
2+
特

异性结合，可监控糖蛋白组装折叠及 Ca
2+
调控，且在消化系统中发挥重要作用。 

关键词：鸡；Calreticulin；结构与功能；组织表达特性；进化关系 
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Abstract:【Objective】 The aim of the current study is to reveal the evolutionary relationships, and investigate the protein 
structure and functions and the expression profiles of calreticulin (CRT) as a key Ca2+ binding molecular chaperone within the 
endoplasmic reticulum (ER) of chicken.【Method】The nucleotides and amino acids of CRT in 12 species of vertebrates recorded in 
Gene bank were analyzed for evolutionary relationships by Laser Gene, and the structures and functions of CRT protein in chicken 
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were predicted by bioinformatics, and the expression profiles of CRT in 30 organizations of chicken was analyzed by real-time PCR.
【Result】Results of homology analysis showed that compared with the other 11 species of nucleotide sequences of CRT gene in 
chicken, gallus gallus and oryctolagus cuniculus had the highest nucleotide sequence homology, which was 78.7%, in addition, 
gallus gallus and oncorhynchus mykiss had the lowest homology, which was 70.5%. In the homology of amino acid sequences, the 
relationship between gallus gallus and crotalus adamanteus cadam is the closest by 85.0%, and the furthest relationships with gallus 
gallus is oncorhynchus mykiss which was 69.0% in amino acid sequence, besides, the homology of gallus gallus with cricetulus 
griseus, macaca mulatta, homo sapiens, oryctolagus cuniculus, sus scrofa, bos taurus, and xenopus (silurana) tropicalisis relatively 
close to almost above 80.1%. The protein structure and function prediction revealed that the CRT of chicken was constitute with 404 
amino acids, and had a relative molecular mass of 46.8802 kD and a theoretical isoelectric point of 4.41, moreover, the negative 
charge is 102 amino acid residues and the positive charge amino acid residues is 53. The molecular formula of the CRT was 
C2074H3107N543O684S9. The CRT of chicken had 22 hydrophobic regions, which of the C end and the N end had a high hydrophobic, 
while the hydrophilic of C end is stronger than that of  N, and the protein formed a secondary structure as α1(7-17)-α2(22-25)-β1(26)- 
β2(38-41)-β3(50-54)-β4(69-70)-β5(75-82)-β6(92-99)-β7(110-114)-β8(129-133)-β9(144-151)-β10(171-178)-β11(183-187)-β12(314-322)-β13(326-332)-α3(337-348)-α4(350-375)- 
α5(377-379)-α6(395- 401). CRT belongs to the transmembrane proteins and secreted protein, has signal peptides. The enzyme classification 
of CRT was EC 3.2.1.55 or EC 3.4.24.68. Tissue expression assay indicated that the gene of CRT expressed widely in chicken tissues, 
in which the lleum, glandular stomach and duodenum were highly more than the kidney (control) by 20 times. 【Conclusion】The 
sequence of nucleotide and amino acid in chicken CRT is relatively conserved in 12 vertebrate species. CRT is a transmembrane 
secretion protein and acidic protein. It belongs to the alpha-N-Arabia-glucosidase or Tentoxilysin, which catalyzed the hydrolysis  
of the end non-reducing α-L-arabinofuranosidase residues in the terminal of α-L-arabinoside, which effected the α-L- 
arabinofuranosidase, Arabic glycans containing (1,3) and/or (1,5) glucosidic bond, Arab xylan and arabinogalactan. CRT combined 
specifically with the carbohydrate molecules and Ca2+, which could monitor glycoprotein assembly and folding and Ca2+ regulation, 
and plays an important role in the digestive system. 

Key words: chicken; Calreticulin; structure and functions; expression profiles; evolutionary relationship 
 

0  引言 

【研究意义】 Ca2+ 结合分子伴侣钙网蛋白

（calreticulin，CRT）作为内质网（endoplasmic reticulum，

ER）分子伴侣参与蛋白质折叠[1]，并通过调节 ER Ca2+

贮存而影响细胞浆游离 Ca2+水平[2-5]，调节细胞多种生

理功能：包括作为分子伴侣、维持细胞 Ca2+稳态、协

助新生蛋白质加工与正确折叠、调节细胞凋亡、黏附、

类固醇敏感性基因表达、增强抗原递呈、调节免疫原

性及抑制血管生成等[6-11]。【前人研究进展】自 Ostwald
和 MacLennan[12]最初从兔骨骼肌中分离纯化获得

CRT，Smith 等[13]1989 年在小鼠肝脏中首次克隆了

CRT 的 cDNA 序列以来，其 cDNA 序列均在多种灵长

类、啮齿类、偶蹄类、爬行类、两栖类、禽类及鱼类

等中相继获得，其分子结构及相关功能的研究也陆续

展开。近年来研究发现，CRT 除具有以上多种生理功

能外，同时也参与多种疾病的发生和进展过程，如

心肌肥大、心力衰竭以及肿瘤发生等诸多过程[6-11]。

【本研究切入点】虽然目前关于各种生物 CRT 的生化

性质、蛋白功能及基因表达等方面有相关的研究报道，

但是关于禽类 CRT 结构和功能的研究还未见报道。

【拟解决的关键问题】通过研究鸡 CRT 的结构与功

能、组织表达特性及与其他物种的的同源分析，为后

续对 CRT 的生物学功能及相关效应机制的研究奠定

基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料和试剂 

试验用鸡购自于哈尔滨市先锋种鸡场 1 日龄海兰

白雏鸡，2013 年 5 月常规饲养于东北农业大学动物饲

养房，自由采食和饮水。35 日龄时颈静脉放血处死，

采集大脑、丘脑、小脑、脑干、脊髓、垂体、坐骨神

经、食道、嗉囊、腺胃、肌胃、十二指肠、回肠、盲

肠、直肠、胰腺、肝脏、胸肌、翅肌、腿肌、心肌、

胸腺、法氏囊、脾脏、睾丸、卵巢、动脉、静脉、肾

脏、肺脏等 30 个组织，经过 RNA locker 处理，然后

保存于-80℃，用于组织表达特性分析。 
RNAase 固相清除剂、RNA locker 购自于北京天

恩泽基因科技有限公司。DEPC 购自于 Sigma 公司。

TRIzol 购自于 Invitrogen 公司，M-MLV 反转录试剂购

自于 TransGen Biotech 公司。GoTaq® qPCR Master 
Mix 购自于 Promega 公司。 
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1.2  试验方法 

1.2.1  鸡 CRT 进化关系分析方法  应用 Laser Gene
软件对 12 种动物 CRT 基因核苷酸及氨基酸序列进行

同源性比对，构建 CRT 基因序列的进化关系树，分析

不同物种之间的序列差异，12 种动物 CRT 基因序列

信息来源分别为鸡（序列号：XM_418262.3）、人（序

列 号 ： NM_004343.3 ） 、 猕 猴 （ 序 列 号 ：

NM_001261131.1）、鼠（序列号：NM_001244122.1）、

牛 （ 序 列 号 ： BC140582.1 ） 、 猪 （ 序 列 号 ：

NM_001174133.1）、兔（序列号：NM_001082235.1）、

蛇（序列号：JU174061.1）、非洲爪蟾蜍（序列号：

NM_001001253.1）、虹鳟（序列号：NM_001124478.1）、
斑马鱼（序列号：BC164724.1）、斑点叉尾鮰（序列

号：NM_001200182.1）。 
1.2.2  鸡 CRT 结 构 与 功 能 预 测 方 法   用

ExPASy-ProtParam Tool 工具对鸡 CRT 蛋白基本理化

性质进行包括氨基酸组成、元素组成、等电点、分子

量等预测，应用 ProtScale 的网络版本对鸡 CRT 蛋白

质进行疏水区域预测，应用 TMPRED 在线软件分析

鸡 CRT 蛋白的跨膜区，应用 SignalP 在线软件进行鸡

CRT 的信号肽分析，应用 PHD 在线软件进行鸡 CRT
的二级结构进行预测，应用 InterProScan 在线软件对

鸡 CRT 蛋白结构域进行预测，应用 RASMOL 软件对

鸡 CRT 蛋白的空间结构进行预测，应用 I-TASSER 在

线软件预测该蛋白功能结构。 
1.2.3  鸡 CRT 基因组织表达特性检测   Trizol 法提

取总 RNA，紫外分光光度计测定 RNA 含量，取等量

各组织总 RNA 进行反转录反应，反转录具体过程参

照TransGen说明书。反转录体系为40 μL，其中总RNA 
10 μg。组织总 RNA 提取样品的 A 260/A 280 比值均

在 1.9—2.1 范围内，即 RNA 纯度较高，符合要求。 
以 GADPH 作为内参照，参考鸡 CRT mRNA，利

用 Oligo 7.22 软件，按照引物设计的基本要求设计

GADPH 与 CRT 荧光定量 PCR 引物，并由北京六合华

大基因科技公司合成，引物序列及特征见表 1。 
以合成的 cDNA 第一条链为模板，qRT-PCR 反应 

采用 BRYT Green dye 荧光染料法，按照试剂盒使用

手册进行，采用 20 μL 反应体系， qPCR 反应体系：

GoTaq® qPCR Master Mix，2×10 μL，上下游引物（10 
μmol·L-1）各 0.4 μL，cDNA 模板 2.0 μL，Nuclease-Free 
Water 7.2 μL。反应在 ABI 7500 Real Time PCR System 
上进行。反应条件：95℃ 预变性 2 min，随后 95℃ 15 
s，60℃ 1 min，40 个循环。反应结束后进行熔解曲线

分析。在测定组织中 CRT mRNA 表达水平变化时，

以肾脏的 Ct 值为 control 参照进行计算。以 GADPH
为参照进行 CRT mRNA 表达水平相对定量分析。计

算采用 Pfaffl 法，计算公式如下： 

Ratio=
)-(Ct )(E

)-(Ct)(E

GADPHGADPH

targettarget

样品组对照组

样品组对照组

Δ
Δ

 

其中 E=10-1/slope。 

2  结果 

2.1  物种间 CRT 进化关系分析 

将鸡 CRT 基因的 CDS 编码区序列与其他 11 个物

种 CRT 基因的相应序列进行比对，结果见图 1，可知

该序列在鸡与其他物种间的同源性有所不同，按同源

性由高到低依次为：兔（78.7%）、猕猴（77.6%）、

人（77.1%）、蛇（76.8%）、鼠（76.7%）、牛和猪

（76.4%）、非洲爪蟾蜍（75.8%）、斑马鱼（71.9%）、

斑点叉尾鮰（71.8%）、虹鳟（70.5%），可见，该序

列，鸡与兔的同源性最高（78.7%），与虹鳟的同源

性最低（70.5%）。 
根据 Genebank 登录信息可知，鸡 CRT 基因序列

CDS 编码区为 1 260 bp，编码的 CRT为 404 个氨基酸；

人、鼠、猕猴、牛和猪的 CDS 编码区为 1 254 bp，编

码 417 个氨基酸；兔的 CDS 编码区为 1 257 bp，编码

418 个氨基酸；斑马鱼和虹鳟的 CDS 编码区为 1 260 
bp，编码 419 个氨基酸；斑点叉尾鮰的 CDS 编码区为

1 272 bp，编码 423 个氨基酸；非洲爪蟾蜍的 CDS 编

码区为 1 251 bp，编码 416 个氨基酸。根据氨基酸同

源性构建了12种脊椎动物CRT蛋白的系统发育树（图

2），从进化树上可以看出，与鸡亲缘关系由近及远依 
 

表 1  鸡 CRT 基因荧光定量 PCR 分析用引物序列及反应条件 

Table 1  Primer pairs and PCR conditions used in qRT-PCR analysis of chicken CRT gene 

基因名称 Gene name 序列号 Acc. number 引物序列（5′-3′）Primer sequence 产物长度 Length of product (bp)

CRT XM_418262.3 F-GAAGAACGTGCTCATCAACAAGG 
R-GTCAATCTTGGCACGTTCATCC 

202 

GADPH K01458 F-AGAACATCATCCCAGCGT 
R-AGCCTTCACTACCCTCTTG 

182 
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020406080100120140160
174.6

核酸替换 Nucleotide substitutions (×100)

鸡 Gallus gallus
虹鳟 Oncorhynchus mykiss
鼠 Cricetulus griseus

猪 Sus scrofa
兔 Oryctolagus cuniculus
斑马鱼 Danio rerio
非洲爪蟾蜍 Xenopus (Silurana) tropicalis
斑点叉尾鮰 Ictalurus punctatus
蛇 Crotalus adamanteus Cadam
猕猴 Macaca mulatta
人 Homo sapiens

牛 Bos taurus

 
 

图 1  CRT 基因核苷酸进化树 

Fig. 1  Phylogenetic tree of nucleotide from CRT gene of different species 

 

 
 

图 2  CRT 基因氨基酸进化树 

Fig. 2  Phylogenetic tree of nucleotide from CRT gene of different species 

 
次为：蛇（85.0%）、鼠（83.8%）、猕猴（83.6%）、

人（83.3%）、兔（82.8%）、猪（82.1%）、牛（80.6%）、

非洲爪蟾蜍（80.1%）、斑马鱼（76.4%）、斑点叉尾

鮰（73.6%）、虹鳟（69.0%）。 
2.2  鸡 CRT 蛋白结构的预测 

经氨基酸组成及理化性质的预测分析，可知鸡

CRT 基因编码 404 个氨基酸，蛋白相对分子质量

46.8802 kD；理论等电点为 4.41，推测该蛋白为酸性

蛋白；负电荷氨基酸残基数为 102，正电荷氨基酸残

基数为 53；分子式为 C2074H3107N543O684S9，原子总数

为 6 417；消光系数为 112 215，不稳定系数为 45.17，
脂肪系数为 55.02，总平均亲水系数为-1.150。 

由蛋白质疏水区域预测可以看出，鸡 CRT 具有

22 个疏水区域，其 C 端与 N 端具有很高的疏水性，

而C端的亲水性要强于N端。跨膜螺旋预测结果显示，

鸡 CRT 中有 1 个跨膜区域，属于跨膜蛋白。利用神经

网络算法和隐马尔可夫算法分析可知鸡 CRT 存在信

号肽，为分泌蛋白。二级结构预测结果显示，鸡 CRT

蛋白的 404 个氨基酸中，74 个氨基酸可能形成 α 螺

旋，68 个氨基酸可能形成 β折叠，262 个可能形成无

规则卷曲，且形成 α1(7-17)-α2(22-25)-β1(26)-β2(38-41)- 
β3(50-54)-β4(69-70)-β5(75-82)-β6(92-99)-β7(110-114)-β8 

(129-133)-β9(144-151)-β10(171-178)-β11(183-187)-β12(31
4-322)-β13(326-332)-α3(337-348)-α4(350-375)-α5(377-37
9)-α6(395-401)的二级结构。如图 3，鸡 CRT 高级结构

预测中，呈现一臂回弯式结构。 
2.3  鸡 CRT 功能的预测 

鸡 CRT 蛋白的功能预测结果表明，该蛋白很可能

属于 EC 3.2.1.55（活性位点残基：56）或 EC 3.4.24.68
（活性位点残基：320）。 

鸡 CRT 蛋白的空间结合分子预测结果（图 4）表

明，CRT 可与糖类和 Ca2+特异性结合，结合位点残基

位置分别在 76、107、108、109、111、113、126、130、
133、137、139、147、319、320、321 和 28、64、65、
66、330。糖基化后的蛋白，在内质网腔中，通过 CRT
结合的膜蛋白或钙联结蛋白（Calnexin，CNX）进行 
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红色为 α螺旋区，黄色为 β折叠区，淡蓝色为转角，白色为其他结构。

（A）鸡 CRT 高级结构预测（带状）；（B）鸡 CRT 高级结构预测（球

状） 
Red means alpha hellces;Yellow means beta sheet;Pale blue means 
turns;White means others. (A) The senior structure prediction of chicken 
CRT (ribbon)；(B)The senior structure prediction of chicken CRT chicken 
CRT (spherical) 

 

图 3  鸡 CRT 高级结构预测 

Fig. 3  The senior structure prediction of chicken CRT 

折叠周期，在此周期中，新生多肽链通过此循环完成

折叠和装配过程[14-15]。 
2.4  鸡 CRT 组织表达特性分析 

对于各组织样本的目的及内参基因检测结果显

示，获得熔解峰单一的熔解曲线，说明该方法具有良

好的特异性。结果表明，该基因在已检 30 个组织中均

有所表达，但不同组织表达量存在差异：回肠＞腺胃

＞十二指肠＞法氏囊＞睾丸＞翅肌＞垂体＞大脑＞动

脉＞胰脏＞小脑＞肾脏（对照）＞直肠＞坐骨神经＞

丘脑＞胸腺＞心肌＞食道＞盲肠＞脾脏＞嗉囊＞腿肌

＞卵巢＞肌胃＞脑干＞脊髓＞胸肌＞静脉＞肝脏＞肺

脏（图 5）。和肾脏相比，回肠、腺胃和十二指肠表

达量分别是它的 61.0274、27.0254 和 21.8828 倍（P
＜0.05）。 

 

每一条链，从蓝色、绿色、黄色、橙色到红色。红色为 CRT 的 N 端；蓝色为 CRT 的 C 端。其他未从蓝色显示到红色的为一条链含有大量异种分子

与之相连。（A）CRT 糖结合位点（卡通式）；（B）CRT 糖结合位点（迹线式）；（C）CRT 钙结合位点（卡通式）；（D）CRT 钙结合位点（迹

线式） 
Each strand, blue, green, yellow, orange to red. Red is the N-terminus of the protein; blue is the C-terminus of the protein. Not from blue to red for a chain 
contains a large number of heterogeneous molecules associated. (A) Carbohydrate recognition sites by CRT (Cartoon); (B) Carbohydrate recognition sites by 
CRT (wireframe); (C) Calcium recognition sites by CRT (Cartoon); (D) Calcium recognition sites by CRT (wireframe) 

 

图 4  鸡 CRT 结合分子预测 

Fig. 4  The predicted binding moleculars of chicken CRT 

 

3  讨论 

CRT 是一种可溶性 Ca2+结合蛋白，存在于高等生

物除红细胞以外的所有细胞中，同 CNX 组成

CNX/CRT 循环，共同负责糖蛋白折叠质量的重要监

控，参与糖蛋白有效、快速的折叠，监督糖蛋白在内

质网中空间构象的正确折叠，促进未完全折叠糖蛋白

再折叠[1,14]。内质网应激（endoplasmic reticulum stress，
ERS）反应过强、时间过长而引起内质网功能障碍

时，CNX/CRT 循环发生异常，错误折叠的糖蛋白在

内质网堆积会导致细胞功能失调甚至某些疾病的发

生[15-17]。 
编码 CRT 的基因序列己经从多种脊椎动物、无脊 

椎动物和高等植物中分离获得，但酵母和原核生物基

因组中未发现 CRT 编码基因，表明该蛋白在进化过程

中可能出现较晚[9]。本研究结果表明：鸡与其他 11 个

物种 CRT 基因核苷酸序列中，鸡与兔核苷酸序列同源

性最高，为 78.7%，与虹鳟的同源性最低，为 70.5%，

鸡与猕猴、人、蛇、鼠、牛、猪、非洲爪蟾蜍、斑马

鱼及斑点叉尾鮰的 CRT 基因核苷酸序列同源性也相

对较高，均在 71.8%及以上，且相差较小。可见，12
个物种 CRT 基因核苷酸序列同源性差异不明显；氨基

酸序列中，鸡与蛇的亲缘关系最近，为 85.0%，与虹

鳟的亲缘关系最远，为 69.0%，与鼠、猕猴、人、兔、

猪、牛和非洲爪蟾蜍的亲缘关系也相对较近，并均在

80.1%及以上。 
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组织 Tissue  

1：肾脏 Kidney；2：大脑 Cerebrum；3：小脑 Cerebellum；4：丘脑 Thalamus；5：脑干 Brain-stem；6：脊髓 Spinal marrow；7：垂体 Pituitary；8：
坐骨神经 Sciatic nerve；9：肺脏 Lung；10：食管 Esophageal；11：嗉囊 Crop；12：腺胃 Glandular stomach；13：肌胃 Muscular stomach；14：十二

指肠 Duodenum；15：回肠 Ileum；16：盲肠 Cecum；17：直肠 Rectum；18：胰脏 Pancreas；19：肝 Liver；20：脾 Spleen；21：胸腺 Thymus；22：
法氏囊 Bursa of fabricius；23：动脉 Artery；24：静脉 Vein；25：胸肌 Pectoralisl；26：翅肌 Flight muscle；27：腿肌 Crureus；28：心肌 Myocardium；

29：睾丸 Testis；30：卵巢 Ovary。柱状图中上标*表示组织 CRT 表达量之间存在显著差异（P＜0.05），**表示组织 CRT 表达量之间存在极显著差

异（P＜0.01），***表示组织 CRT 表达量之间存在超级显著差异（P＜0.001） 
Standard deviation is denoted with lower case letters above each bar.* is significant (P＜0.05) among the relative mRNA expression level of CRT in chicken 
different tissues,** is significant (P＜0.01), *** is significant (P＜0.001) 

 

图 5  CRT 在鸡各组织中 mRNA 相对表达量 

Fig.5  The relative mRNA expression level of CRT in chicken different tissues 

 
生物信息学分析表明鸡CRT基因编码404个氨基

酸，蛋白分子式为 C2074H3107N543O684S9，理论等电点为

4.41，预测 CRT 为酸性不稳定、具有 22 个疏水区域

的跨膜分泌蛋白。鸡 CRT 蛋白结构中 74 个氨基酸形

成 α螺旋，68 个氨基酸形成 β折叠，262 个氨基酸形

成无规则卷曲，高级结构呈现一臂回弯式结构。本课

题组关于 CNX 研究结果（已发表）表明，CRT 与 CNX
的各项生物信息学预测结果相同或相近，这与 Leach
等[1]的研究相吻合。 

功能预测结果显示鸡 CRT 蛋白酶分类属于 EC 
3.2.1.55 或 EC 3.4.24.68（活性位点残基：320）。

EC 3.2.1.55 属于 α-N-阿拉伯糖苷酶（Alpha-N- 
arabinofuranosidase），催化 α-L-阿拉伯糖苷内的终端

非还原性 α-L-阿拉伯呋喃糖苷残基的水解，作用于

α-L-阿拉伯呋喃糖苷、含（1，3）和/或（1，5）糖

苷键的阿拉伯聚糖、阿拉伯木聚糖和阿拉伯半乳聚

糖[18]，这和本课题组关于 CNX 的酶同源性预测分析

结果（已发表）相同，说明 CNX 和 CRT 结构和功能

高度同源，且再次证实 Leach 等[1]的研究结果；EC 
3.4.24.68 属于 Tentoxilysin，催化突触囊泡相关膜蛋白

2（synaptobrevin 2）中 76-Gln-|-Phe-77 键的水解，属

于肽酶家族 M27[19]。 
错误折叠的糖蛋白在内质网中蓄积严重时可引起

一些神经变性病和许多其他蛋白质错误折叠病，CRT
可与 CNX 和内质网依赖性激酶抑制蛋白（ERp57）
形成 CNX/CRT 循环，通过此循环新生多肽链完成

折叠和装配过程[1,14]，可使错误折叠的糖蛋白重新折

叠[20]，从而减轻一些神经变性病和许多其他蛋白质

错误折叠病的严重程度[15-17,21]。CRT 作为内质网内

一类帮助糖蛋白折叠修饰的分子伴侣，对保持糖蛋

白的正确折叠进而减少错误折叠的糖蛋白在细胞中

的堆积可能会起到十分重要的作用[1,14,22]。本研究显

示鸡 CRT 可与糖类特异性结合[23-24]，佐证了 CNX/ 
CRT 循环对新生多肽链折叠和装配等生物学功能。

此外，CRT 和 CNX 特异性识别 monoglucosylated
（Glc1 Man9 GlcNAc2）的 Glc（1）Man（9）GlcNAc
（2）聚糖，但这种特异性识别的结构性决定因素仍

然未知[25-26]。 
已有研究显示哺乳动物 CRT 是内质网腔内游离

的蛋白质，由高度保守性的氨基端、富含脯氨酸的 P



3880                中  国  农  业  科  学    47 卷 

区和羧基端构成[27]。其中 P 区结合 Ca2+，氨基端结合

Zn2+，二者形成特殊结构帮助糖蛋白正确折叠；羧基

端有较高的 Ca2+亲和力，是储存钙离子的重要“缓

冲器”[28]，发挥诸如细胞收缩、增殖、分泌（包括

神经递质的分泌）、代谢、凋亡、神经元兴奋、酶

活性等调节的多项生理功能。还起第二信使作用，

Ca2+作为细胞内重要的第 2 信使分子，其浓度的改

变可激活相应的途径参与各种细胞反应过程[29-34]，

进而会损伤细胞，甚至引起疾病，如高血压、胰腺

炎、偏头痛、睡眠障碍、缺血/再灌注损伤、脑缺血

后的脑血管痉挛、癫痫、糖尿病周围神经病、慢性

神经性疼痛、阿尔茨海默病等[35-42]。本研究显示 CRT
和 Ca2+特异性结合[43]，这与 Michalak 等的研究[44]

相吻合，同时预示 CRT 作为 Ca2+结合分子伴侣在机

体将发挥更为重要的生物功能。 
CRT 存在于高等生物除红细胞以外的所有细胞

中[45]。本研究显示，鸡 CRT 在 30 个组织中均有不同

程度的表达，表明在体内广泛表达，这与已有研究

结果一致[1, 45]。但在鸡体内 CRT mRNA 在回肠、腺

胃和十二指肠等消化系统组织中表达量很高，这可

能预示 CRT 会影响消化系统的某些生物学功能。课

题组研究结果表明在鸡体内 CNX 在回肠、动脉和腺

胃等组织中表达量很高，CRT 与 CNX 类似地均在

一些消化系统组织的表达量很高，可能预示 CRT 和

CNX 在消化系统起着重要作用，这些均可为后续研究

做出提示。 

4  结论 

鸡 CRT 相对保守，属于跨膜蛋白，存在信号肽，

为分泌蛋白，酶分类为 EC 3.2.1.55（α-N-阿拉伯糖苷

酶）或 EC 3.4.24.68（Tentoxilysin）。鸡 CRT 能够与

糖类分子及 Ca2+特异性结合，监控糖蛋白组装折叠及

Ca2+调控。鸡 CRT 基因在组织中广泛表达，其中在回

肠、腺胃和十二指肠等组织中表达量很高，预示 CRT
可能在鸡消化系统中发挥更为重要作用。 
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