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    旋毛虫新生幼虫期特异性基因丝氨酸蛋白酶的结构预测与功能分析
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    我国旋毛虫病患者数及死亡率居三大食源性人兽共患寄

生虫病之首[Ell。旋毛虫新生幼虫肠型期(NBL)为非细胞内寄生

并在血液中移行，对宿主的免疫作用较敏感。利用基因工程技

术制备NBL抗原用于旋毛虫病的诊断和预防具有重要意义。

本文对旋毛虫新生幼虫。DNA文库进行筛选，获得其特异性全

长基因，采用生物信息学原理对其进行分析，结果报告如下。

1 材料与方法

1. 1 材料 NBL特异性全长。DNA (编号:SSC2):由NBL

特异性探针从其cDNA文库调取。克隆人XZAP载体，由解放

军军需大学动科系刘明远博士提供E23

1.2 基因片段同源性分析 登录NCBI BLAST搜索基因和

蛋白数据库，进行核酸、蛋白同源性分析。登录PROSITE数据

库进行蛋白位点和序列模式分析。

1.3 编码蛋白理化特性分析 用蛋白序列分析软件包

ANTHEPROT 4.3，分析其编码蛋白氨基酸组成、潜在信号肤

断裂位点、疏水性及抗原性等理化特性。

1.4 编码蛋白结构预浏 通过蛋白序列分析软件包

ANTHEPROT 4.3，分别采用GOR I , Gibrat, DPM, Predator

算法，对其二级结构进行预测。登录SWISS-MODEL自动蛋

白同源模建服务器进行三维结构预测。

及p折叠为主，第64-x128以p转角及松散结构为主，第 126

~348 a螺旋、p转角和日折叠分布较均匀，结构复杂;第 348

^464表现为高度无规则卷曲。

2.5 三维结构预测 登录SWISS-MODEL自动蛋白质同源

模建服务器，搜索、优化后获得其三维结构模型。理论上，柔性

区的存在有利于蛋白质两侧功能区的正确折叠，使接头两侧

的多肤片断和氨基酸侧链能够自由运动，形成具有生物活性

的空间结构。本文其疏水性凹陷区周围及两结构域的绞合区原

子的可移动性相对要大于其他部分。

2 结果

2. 1  NCBI BLASTn基因数据库同源性检索 未发现该序列

与其他生物已知DNA序列有明显的相似性。

2.2   NCBI BLASTp蛋白数据库同源性检索 结果表明该编

码蛋白与旋毛虫丝氨酸蛋白酶相似性高达 3800。登录

PROSITE数据库进行蛋白位点和序列模式分析，发现两个丝

氨酸蛋白酶活性中心保守序列 (histidine active site 129̂ 134

LTAAHC和serine active site 269一280 DSCQGDSGGPLI)，根

据丝氨酸蛋白酶的归类准则将其归类为胰蛋白酶家族丝氨酸

蛋白酶。

2. 3 蛋白理化特性分析 结果显示，其编码蛋白分子量为

50. 1 kDa，等电点为 9. 735,氨基酸组成带负电荷氨基酸 50

个，占10.8%，带正电荷氨基酸26个，占5.6%,整个蛋白带

正电荷24,疏水性氨基酸99个，占21. 3% oN末端第 31̂ 64

个氨基酸以疏水性为主，其亲水性区域位于C末端。前 75个

氨基酸区域抗原性较弱，其抗原决定簇主要集中在第 191-

460氨基酸区域。

2.4 二级结构预测 结果显示，氨基酸区域 1̂-64以。螺旋

3 讨论

    分析此编码蛋白的N末端前 31̂ 64个氨基酸，以疏水性

氨基酸为主形成一疏水性核心，在此区域的N末端有一小段

带正电核的序列((Lys+-Met-Ile-Arg+-Arg+), C末端有一信号

肤酶识别位点 (A+任意氨基酸)。提示可能为信号肤断裂位

点。64̂-126间62个氨基酸中Pro/Ser/Gly有22个，均匀分

布，结构上表现为无规则卷曲，推测为结构域的绞合区。126̂-

348间a螺旋、R转角和R折叠分布较均匀，其lys, Arg含量较

高，Lys常与结合功能有关，Arg常与催化功能有关，推测可

能为重要的功能区。不同的酶，其活性中心虽有某些共同的氨

基酸残基 (如:His, Ser, Cys, Asp等)，但邻近氨基酸序列却

很少相同。

    本文对PROSITE数据库检索发现，SSC2编码蛋白含有

两处保守序列:129-134处有一组氨酸活性位点信号区

LTAAHC, 269~    280处有一丝氨酸活性位点信号区

DSCQGDSGGPLI，同时具有丝氨酸蛋白酶活性中心高度保守

的氨基酸序列G-D-S-G-G-P (273-278)，因此初步将其归为

丝氨酸蛋白酶。

    丝氨酸蛋白酶是广泛存在于蠕虫类的蛋白水解酶，旋毛

虫新生幼虫无坚硬的口器，人侵宿主很可能是通过分泌特殊

蛋白酶类。旋毛虫第I期幼虫是经小肠侵人肠系膜淋巴结或血

液，通过组织，最终侵人骨骼肌。旋毛虫幼虫期特异性基因的

表达产物丝氨酸蛋白酶可能与此过程有关。TodorovaL33等用宿

主IgG使此酶失活之后，发现虫体在敏感宿主体内的存活率

大大降低。表明该酶对虫体在宿主体内存活起重要影响，在旋

毛虫的免疫中可能起重要作用。
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