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基因组分泌蛋白的生物信息学分析
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摘
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要!对羊布鲁氏菌全基因组
"&'

中全部
%"$(

个氨基酸序列进行生物信息学分析%利用
)*

+

,-./

和
0-1/

软

件分析
2!

端信号肽!结果显示具有
2!

端信号肽的序列有
344

个&继而用
0'5''

和
/678*9:

软件对这
344

个序

列进行跨膜区预测!得到不含跨膜区的蛋白
3#4

个&最后利用
;*

<

7/

对这
3#4

个蛋白进行分类!得到具有信号肽的

蛋白
"$"

个%使用
)=>?=17@=/

软件对被预测为无信号肽的蛋白质进行分析!结果显示有
%$"

个可能通过非经典途

径分泌%由于分泌蛋白在细菌的致病过程中起着重要作用!而布鲁氏菌基因组编码的大多数蛋白的功能尚未确定!

因此分析和预测布鲁氏菌的分泌蛋白可为更完整地'系统地研究布鲁氏菌的分子致病机理提供非常重要的信息%
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布鲁氏菌病"布病#是一种由布鲁氏菌引起的世

界范围内的人兽共患传染病!该病病原体最早于

"$#A

年在马耳他从山羊奶中被分离出来)

"

*

%主要

在亚洲'非洲和拉丁美洲流行)

3

*

!我国多见于内蒙'

东北!西北等牧区%布鲁氏菌感染动物可以引起流

产'死胎'睾丸炎和关节炎等&人布鲁氏菌病又称马

尔他热或波状热!病人以发热'肌肉关节和神经疼痛

等为特征%多年来!针对布鲁氏菌病致病机理的研

究从未间断%随着
3##3

年
9<;&/(#&)8(8"&'

基因

组测序工作的完成!为研究者在基因组水平上揭示

布鲁氏菌的分子致病机理奠定了基础)

%

*

%

9<;&/(#&)8(8"&'

基因组共有
3

个染色体!总长

度约为
%B%'8

!预测有
%"$(

个
TFU:

)

%

*

!其中近年来

鉴定出多种编码基因及其蛋白在细菌致病过程中起

着非常重要的作用!但分泌蛋白在布鲁氏菌致病中作

用的研究少见报道%分泌蛋白通常是由
2

端的信号

肽引导通过细胞膜被运输到胞外)

C

*

%信号肽一般由

"#

"

C#

个氨基酸残基组成%尽管不同蛋白的信号肽
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存在差异!但信号肽的基本结构是相似的%信号肽一

般有
%

个明显的结构域!即
2

端结构域'

5

结构域和

W

端结构域)

A

*

%

2

端结构域为带正电荷的碱性氨基

酸残基组成!

W

端结构域是富含丙氨酸的片段!疏水

中心区包含有
&

"

"A

个氨基酸残基!对肽段的穿膜和

正确定位具有重要的作用)

&

*

%有些蛋白虽然缺乏
2

端信号肽也能达到胞外区域)

(

*

!但大多数可溶性蛋白

主要还是通过正常的分泌途径进行转运%

随着生物信息学的迅速发展!对蛋白质的结构

和功能进行预测!如蛋白质的信号肽预测'作用位点

的预测和跨膜结构的预测等已成为生物信息学研究

的重要组成部分%通过结构和功能预测可为进一步

试验提供更可靠的依据!使试验更有目的性%作者

通过
&

种蛋白分析软件对布鲁氏菌基因组的分泌性

蛋白进行了分析预测%

&

!

材料与方法

&B&

!

材料

所用材料是已公布的羊布鲁氏菌
"&'

基因组

中共
%"$(

个蛋白质的氨基酸序列)

4

*

%

&B!

!

方法

利用
)*

+

,-./V%B#

"

611

<

$++

LLLK>8:KH19KHX

+

:=?V*>=:

+

)*

+

,-./

+#软件)

$!"#

*对其氨基酸序列的信号

肽进行分析&利用
0-1/V"B#

"

611

<

$++

LLLK>8:K

H19KHX

+

:=?V*>=:

+

0-1/

#软件)

""

*对
0-1

信号肽进行

分析&利用
0'5''V3B#

"

611

<

$++

LLLK>8:KH19K

HX

+

:=?V*>=:

+

0'5''

#软件)

"3

*对该序列的跨膜区

进行分析&利用
/678*9:

"

611

<

$++

<

678*9:K>

+

8KX*K

:=

+#软件)

"%!"C

*对只有
"

个跨膜区并和预测信号肽区

域重合的蛋白进行再次分析&利用
;*

<

7/V"B#

"

61!
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<

$++

LLLK>8:KH19KHX

+

:=?V*>=:

+

;*

<
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#软件)

"A

*对

脂蛋白信号肽进行分析&利用
)=>?=17@=/

"

611

<

$++

LLLK>8:KH19KHX

+

:=?V*>=:

+

)=>?=17@=/

#软件)

"&

*对

)*

+

,-./

判定无信号肽的序列进行分析%

!

!

结
!

果

!B&

!

60

<

+,-:

分析结果

)*

+

,-./V%B#

是基于神经网络"

2=9?-.,=1!

L7?X

!

22

#和隐马可夫 模 型 "

5*HH=, '-?X7V

!

5''

#

)

"(

*

3

种算法预测蛋白质信号肽的软件%前

者能够对信号肽的分泌途径以及切割位点进行预

测!预测值标示为
)!@=-,

&后者主要是对该氨基酸

序列是否具有信号肽进行分析和预测!同时也对信

号肽切割位点及分布进行预测!预测值表示为

)

<

?78

%分析结果显示!神经网络算法"

22

#分析具

有信 号 肽 的 蛋 白 质 有
%(#

个&隐 马 可 夫 模 型

"

5''

#分析具有信号肽的蛋白质有
34"

个&同时

满足
3

种算法的有
334

个%采用分泌信号肽判别

式)

"4

*

$

= Y Z$"4B3%AZ"3%BCAA>

"

)!@=-,

#

[

"$4%BCC>

"

5''

值#!所计算出的
=

值对上述预测

值进行判定!当
=

值大于零时即表示该蛋白质具有

分泌信号肽%经过分析!布鲁氏菌基因组中具有信

号肽的蛋白有
344

个%

!B!

!

C,3:

分析结果

细菌有一种途径被称作双精氨酸转运系统

"

0L*,!-?

+

*,*,=0?-,:.7>-1*7,

!简称
0-1

#!也可以进

行蛋白质的分泌%通过此类系统转运的蛋白质信号

肽中具有双精氨酸"

FF

#保守序列的核心%这种转

运系统有一个很特别的功能!就是可以转运已经完

全折叠的蛋白质!而传统的
:=>

分泌途径只能分泌

未折叠的蛋白%经过
0-1/V"K#

分析!基因组中共

有
"&3

个蛋白具有
0-1

信号肽!其中有
CC

个与
)*

+

!

,-./

的预测结果重合!且信号肽切割位点相同!但

是所有这些蛋白都没有
FF

保守序列!因此作者认

为没有具有
0-1/

信号肽的分泌蛋白%

!BD

!

C)E))

和
:41?0F/

分析结果

分泌蛋白与跨膜蛋白都含有信号肽!但分泌性

蛋白一般不含有跨膜区!因此本试验中使用
0'!

5''V3B#

软件对含有信号肽的蛋白进行了跨膜

区分析%分析结果显示!在上述
344

个蛋白中没有

跨膜区的有
"3&

个!有
"

个跨膜区的有
$"

个!有
3

个或更多跨膜区的蛋白有
("

个%蛋白质含有跨膜

区提示该蛋白可能作为膜受体起作用!也可能是定

于与膜上的锚定蛋白或者离子通道蛋白!具有
3

个

以上的跨膜结构域的蛋白被认为不具有分泌信号

肽%但是!当具有
"

个跨膜区的时候!

0'5''

V3B#

软件不能将信号肽与跨膜结构域区分!容易造

成假阴性的结果!在这种情况下信号肽长度小于
&#

个氨基酸残基!且位于
2

端时仍有可能属于分泌信

号肽%因此采用
/678*9:

软件对这
$"

条具有
"

个

跨膜区的序列进行再次分析!

/678*9:

软件可以区

别信号肽和跨膜区%结果
$"

个蛋白中有
$

个确实

有跨膜区!其余的
43

个都没有跨膜区%

!B$

!

G0

H

1:I&J"

分析结果

一个具有信号肽的蛋白即使没有跨膜区!也有

可能被共价的脂基团锚定在膜上!这种蛋白的信号

#&#"
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肽被称为脂蛋白信号肽!即被
#

型信号肽酶识别的

蛋白%

)*

+

,-./V%B#

软件虽然可以预测信号肽序

列!但不能区分被
$

型信号肽酶识别的蛋白和被
#

型信号肽酶识别的蛋白%因此作者采用
;*

<

7/

V"B#

软件对这
3#4

个蛋白进行进一步的分析!

;*

<

7

软件可以将蛋白分为
C

大类$细胞质蛋白'跨膜蛋

白'被
$

型信号肽酶识别的蛋白和被
#

型信号肽酶

识别的蛋白%分析结果表明其中被
$

型信号肽酶识

别的蛋白有
"(#

个!被
#

型信号肽酶识别的蛋白有

3"

个!其余为细胞质蛋白%

!B'

!

6578531>5:

软件分析结果

由于并非所有的分泌蛋白都具有信号肽!某些

非经典途径分泌的蛋白并不带有信号肽%因此!为

了找出布鲁氏菌基因组中不带有信号肽的分泌蛋

白!作者使用
)=>?=17@=/

软件对
%"$(

个
TFU

中

的其余
3$#$

个氨基酸序列进行分析%通过
)=>?=!

17@=/

软件将其与除去信号肽的经典分泌蛋白序列

进行比对!从而对其是否编码分泌蛋白进行预测%

结果显示!

3$#$

个氨基酸序列中有
%$"

个可能编码

非经典分泌蛋白%

!B(

!

综合分析

本研究中作者共分析羊布鲁氏菌
"&'

基因组

中蛋白氨基酸序列
%"$(

个!通过以上
&

种不同算

法软件对布鲁氏菌基因组的分析!结果表明在羊布

鲁氏菌所有蛋白质序列中的分泌蛋白一共有
A&"

个!

其中具有可溶性分泌信号肽的蛋白有
"(#

个!占总比

例的
AB%\

&通过非经典途径分泌的蛋白有
%$"

个!占

总比例的
"3B3\

%在这
A&"

个蛋白中最长的为
3AAA

个氨基酸!最小的为
C3

个氨基酸%分布最多的集中

在
A#

"

%A#

个氨基酸!有
C34

个序列"图
"

#%

图
&

!

'(&

个分泌蛋白序列大小"氨基酸个数#分布

K0

<

J&

!

65

L

F5+75/-5+

<

34

"

,,

#

90/380?F301+0+345'(&/5785359

H

81350+/

!

!!

信号肽长度介于
"&

"

&#

个氨基酸!其中具有

3%

个氨基酸的信号肽数量最多!有
"C

个!其次是
34

个氨基酸的信号肽!数量为
"%

个"图
3

#%从统计图

中可以看出!这种细菌的信号肽长度在
3%

"

34

个氨

基酸之间所占比例最高!为
%&\

%

图
!

!

'(&

个分泌蛋白信号肽长度"氨基酸个数#分布

K0

<

J!

!

C45/0

<

+,-

H

5

H

3095/-5+

<

34

"

**

#

90/380?F301+12'(&/5785359

H

81350+/

"&#"
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由于使用的算法不同!不同的分析软件!对同一

序列分析的结果也可能不同%作者通过使用不同软

件对同一基因组进行分析!目的就是通过不同算法

的分析!可以有效地提高预测结果的准确性%

分泌蛋白的跨膜结构除了
%

螺旋之外!还有
&

折叠结构!由于条件限制!作者并没有分析分泌蛋白

的
&

折叠结构%因此!可能会有一些拥有
&

折叠结

构的蛋白也被列入分泌蛋白的结果中%

通过试验验证是找到分泌蛋白最可靠的办法!

因为少数分泌蛋白并不遵循普遍的情况!有些分泌

蛋白可能拥有不止一个跨膜区)

(

*

%虽然利用生物信

息学方法分析的结果会和实际分泌到菌体外的蛋白

在数量和种类上有一定的差距!但其中大多数属于

分泌蛋白的可靠性已经在一些生物体中被证实%布

鲁氏菌作为一种重要的人畜共患病病原菌!基因组

中保留如此众多的潜在分泌蛋白!其表达量大小'在

何种情况下表达以及生物学功能等问题都值得研

究%通过生物信息学方法分析并预测这些蛋白的功

能!依据预测结果设计试验验证!既可节省时间!还

将为完整'系统地研究该菌的分子致病机理奠定基

础%
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