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摘要  [ 目的] 预测尼罗罗非鱼DMRT 蛋白B 细胞表位。[ 方法] 以尼罗罗非鱼 Dmrt 基因序列为基础 , 按Garnier- Robson 法 , Chou- Fasman
法和Karplus - Schulz 法预测其编码蛋白的二级结构 ; 用Kyte- Doolittle 法 ,Emini 法及Jameso - Wolf 法分别预测B 细胞表位。[ 结果] Garnier
- Robson 法和Chou - Fasman 法的预测结果均表明, 在尼罗罗非鱼DMRT 蛋白分子N 端第31 ～56 、68 ～75 、110 ～116、209～211 区段和第
239～243 区段可能是α螺旋中心 ; 蛋白N 端第95～99 、177～183 、225 ～234 区段和第251～254 区段可能是β折叠中心 ; 按Kyte- Doolittle 的
亲水性方案、Emini 方案和Jameson- Wolf 抗原指数方案 , 辅以对DMRT 蛋白的二级结构中的柔性区域的分析 , 预测DMRT 蛋白的B 细胞表
位 ,DMRT 蛋白N 端第13～16、35～38 、47 ～54 ,84 ～93 、101 ～109、127～156、166～177 区段和第198～201 区段附近很可能为B 细胞表位优势
区域。[ 结论] 该研究结果为DMRT 蛋白克隆抗体的制备及探索尼罗罗非鱼性别调控机理提供了参考资料。
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Prediction of B Cell Epitope of DMRT Proteinin Oreochro mis niloticus
YANG Dong et al  ( College of Life Sciences , Jianghan University , Wuhan, Hubei 430056)
Abstract  [ Objective] The research ai med to predict the B cell epitope of DMRT proteini n Oreochro mis niloticus .[ Method] The secondary structure of
amino acid sequence of DMRT protein was revealed by Garnier- Robson, Chou-Fasman and Karplus- Schulz methods . The hydrophilicity plot , surface prob-
ability and antigenic i ndex were obtai ned by Kyte- Doolittle , Emini and Jameson- Wolf methods , respectively . Based on the above results , the B cell epi-
topes for DMRT were predicted . [ Result] Boththe prediction results fromGarnier- Robson , Chou-Fasman methods indicate that the α-helix centers of DM-
RT protei nin Oreochromis niloticus are inthe N- terminal No . 31 - 56 , 68 - 75 , 110 - 116 , 209 - 211 and 239 - 243 ; the β- sheet centers of DMRT pro-
tei nin Oreochromis niloticus are inthe N- terminal No . 95 - 99 , 177 - 183 , 225 - 234 and 251-254 . With the assistant of Kyte- Doolittle , Emini and
Jameson- Wolf methods , the B cell epitopes for DMRT were located in or nearby the N- terminal No . 13 - 16、35 - 38 、47 - 54 ,84 - 93 、101 - 109 、127 -
156、166 - 177 and 198 - 201 . [ Conclusion] These results are helpful for preparing antibody of DMRT protei n and reveali ngthe sex determination mecha-
nismof Oreochromis niloticus .
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  作为目前已知最保守的性别分化相关基因, Dmrt 1 家族

成员与果蝇的性别决定基因 Doublesex ( dsx) 和线虫性别决定

基因( Mab-3) 一样, 编码的蛋白质包含一个以锌指结构与特

异DNA 序列相结合的保守基序, 即DM( doublesex and mab-3)

结构域 , 参与性别决定和分化发育调控[ 1] 。目前 DM 盒基因

已发现存在于爬行类、鸟类及哺乳类动物中[ 2 - 3] 。鉴定 Dm-

rt 1 基因在性别决定及发育中的重要作用, 进一步对其参与调

控的分子机制进行研究有重要意义。由于鱼类在脊椎动物

系统进化中具有重要地位, 因而对其 Dmrt 基因的研究将有

助于阐明动物发育中的性别决定机制[ 4] 。

尼罗罗非鱼( Oreochromis nil oti cus) 属于鲈形目丽鱼科( Ci-

chlidae) 罗非鱼属( Tilapia) , 原产于非洲约旦, 是联合国推荐

养殖的优质水产养殖品种 ,1978 年由长江水产研究所引进。

此外, 该鱼类还是研究性染色体进化的一个重要的模式生

物。该研究在已获得的 DMRT 氨基酸的基础上 , 运用计算机

技术和分子生物学软件对 Dmrt 1 基因的蛋白质二级结构和B

细胞抗原表位进行分析和预测, 为制备 DMRT 蛋白单克隆抗

体及探索尼罗罗非鱼性别调控机理提供参考资料。

1  材料与方法

1 .1  DMRT 蛋白氨基酸序列 尼罗罗非鱼 DMRT 的氨基酸

序列测定见笔者前期报道[ 5] 。具体序列见图1。

1 .2 方法

1 .2 .1 DMRT 蛋白二级结构柔性区域预测。采用 Garnier -

Robson 法, Chou - Fasman 法和 Karplus - Schulz 法预测蛋白质

的二级结构中的柔性区域, 各残基 Pα, Pβ, PT , PC 等参数

意义见文献[ 6 - 8] 。

1.2.2 DMRT 蛋白的B 细胞表位预测。以7 个氨基酸残基为

一组, 按Kyte- Doolittle 的氨基酸亲水性标准, 预测其亲水性; 按

Emini 方案预测蛋白质的表面可能性; 以及按Jameson- Wolf 方案

预测抗原性指数。各方案参数的意义见文献[ 9 - 11] 。

图1 尼罗罗非鱼DMRT 氨基酸序列

Fig.1 Amino acid sequence of DMRTin Oreochromis niloticus

2  结果与分析

2 .1 DMRT 蛋白质二级结构预测  Garnier - Robson 法和

Chou- Fasman 法对 DMRT 蛋白的二级结构进行预测的结果

基本一致, 均发现DMRT 蛋白中α螺旋数目较少, 但Garnier -

Robson 法预测DMRT 中β折叠数目比 Chou- Fasman 法多, 在

分布区段上α螺旋与β折叠呈交叉分布 ; 在形成转角结构方

面,2 种方法预测的结果有一定差异, 但都呈散在性分布( 图

2) 。用Karplus - Schulz 法预测 DMRT 蛋白的柔性区域, 发现

该蛋白的柔性区域呈散在性分布, 其中7 个较大的柔性区域

位于第11～17 、47～55 、84 ～94 、97～110、182 ～190 、198 ～206 和

229～240 区域( 图3) 。
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2 .2 DMRT 蛋白的 B 细胞表位可能性预测结果  按 Kyte-

Doolittle 的氨基酸亲水性标准, 预测 DMRT 蛋白分子 N 端第

1 ～40 、45 ～57 、84 ～180 区段和第196～206 区段为高亲水性区

域( 图4) 。按Emini 方案预测氨基酸残基位于蛋白质的表面

可能性, 提示DMRT 蛋白N 端第13 ～16 、35～38、47～54、84 ～

93 、101 ～109、127～156 、166 ～177 区段和第198～201 区段很有

可能位于蛋白质的表面( 图5) 。按Jameson- Wolf 方案, DMRT

蛋白分子 N 端第1～9、10～39、45～58、81 ～95 、99～109、111 ～

125、152～170、195 ～206 、213 ～225 和234 ～247 区段为抗原性

指数较高的区域( 图6) 。根据以上多种预测结果 , 提示蛋白

展示在蛋白表面的可能性区域可能是B 细胞表位优势区域。

 注 :A ,Garnier- Robson 法预测螺旋区域 ;B,Garnier- Robson 法预测折叠区域 ;T ,Garnier- Robson 法预测转角区域 ;a ,Chou- Fasman 法预测螺旋区域 ;
b ,Chou- Fasman 法预测折叠区域 ;t ,Chou- Fasman 法预测转角区域。

 Note :A ,Helix regions predicted by Garnier- Robson method ;B ,Sheet regions predicted by Garnier- Robson method ;T ,Turn regions predicted by Garnier- Robson
method ;a ,Helix regions predicted by Chou- Fasman method ;b ,Sheet regions predicted by Chou- Fasman method ;t ,Turn regions predicted by Chou- Fasman
method .

图2 Garnier - Robson 法与Chou- Fasman 法预测DMRT 蛋白的二级结构

Fig.2 Thesecondarystructure predicted by Garnier- Robsonand Chou- Fasman methods

图3 DMRT 的柔性区域

Fig.3 Flexible regions of DMRT protein

图4 DMRT 蛋白的亲水性分析

Fig .4 Hydrophilicity analysis of DMRT protein

图5 DMRT 蛋白的表面可能性区域

Fig.5 Surface probability regions of DMRT protein

图6 DMRT 蛋白的抗原指数

Fig .6 Antigenicindex of DMRT protein ( 下转第11694 页)
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3  讨论与结论

Garnier - Robson 法,Chou - Fasman 法和 Karplus - Schulz

法所预测蛋白质的二级结构有一定差异。但预测结果均表

明尼罗罗非鱼 DMRT 蛋白 N 端第31 ～56 、68 ～75 、110 ～116 、

209～211 区段和第239～243 区段可能为α螺旋中心;N 端第

95 ～99、177～183、225～234 区段和第251 ～254 区段可能是β

折叠中心。综合分析结果表明 DMRT 蛋白分子N 端第5 ～6 、

40～44、105 ～107、112 ～116 、189 ～190 、202 ～203 区段和第

210～215 区段及11 ～17、47 ～55 、84 ～94 ,97 ～110 、182 ～190 、

198～206、229 ～240 区域, 有较柔软的结构。这些区段有可能

进行一定幅度的摆动或折叠而形成较复杂的三级结构。

Kyte - Doolittle 方案,Emini 方案和Jameson- Wolf 方案预测

结果综合分析,DMRT 蛋白 N 端第1～15 、37～47 、99 ～120 、161

～165 、172 ～176、181 ～192 区段和第196 ～215 区段可能为 B

细胞表位。根据 Garnier - Robson 法,Chou - Fasman 方法和

Karplus - Schulz 方法的预测结果, 在DMRT 蛋白分子N 端第1

～15 、37 ～47 、99 ～120、181～192 区段和第196 ～215 区段内或

附近都有柔性区域。所以 , 这几个区段内或附近很可能为 B

细胞表位优势区域。

蛋白质中某段氨基酸序列能否诱导体内产生抗体与其

是否位于蛋白表面, 亲水性和机体免疫状态等有关。该研究

的分析是基于单个氨基酸的性质 , 缺少对氨基酸残基之间力

的相互作用分析, 所以预测抗原表位尤其是构象依赖性表位

有一定的局限性。该研究仅对 DMRT 蛋白的候选表位进行

初步筛选, 其效果必须通过分子生物学试验来确认。
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