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随着变形链球菌菌株<=567在内的数十种微生

物全基因组序列的测定（ >??@;AABBB’C)D&+)’&E’)FE），

大量功能基因的研究完成，各种数据库中核酸和蛋

白质序列呈指数级增长，如何分析和利用这些生物

!文章编号" #$$$%##&’（ ’$$!）"!%"#$%&"’

变形链球菌高毒力株特异()*片段的序列

测定及生物信息学分析

郭丽宏5! 史俊南.

"5G北京大学口腔医学院 生物教研室! 北京 #0003## .’第四军医大学口腔医院 牙体病科! 陕西 西安 4#002.$

+摘要, 目的 将筛选得到的变形链球菌高毒力株特异的(%=片段序列与数据库中已知序列进行对比，发现高毒

力株特异的新基因或已知基因的新功能，推测、鉴定基因所编码蛋白质的功能。方法 对筛选得到的*血清型变形

链球菌高毒力株特异的2#个(%=片段进行序列测定，利用HI=J9 .’.’"程序进行核苷酸和含"相位阅读框架编码的氨

基酸的相似性检索。结果 变形链球菌高毒力株特异的25个(%=片段中，.个为重复克隆，片段大小在552844" ,@
之间，平均KLM含量为23G67N，与已完成测序的变形链球菌<=#67基因编码区的KLM含量相近。发现了6个新的基因

片段，其余的片段均与变形链球菌<=#67基因组中的基因有高度的同源性。依据推测的功能，高毒力株特异的(%=
片段主要与信号转导及转录调节、修复应激损伤、生化代谢、外膜蛋白合成及粘附以及目前功能仍未知或不确定的

假想蛋白有关。结论 利用生物信息学相关软件及数据库进行*血清型变形链球菌高毒力株特异(%=片段的基因分

析、识别及功能预测，发现了6个新的基因片段以及高毒力株特异的(%=片段的主要功能，为进一步的基因功能研

究奠定基础。
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表 ! 变形链球菌高毒力株特异片段的相似性检索结果

"#$ ! %&’’#() *+ ,-.&-/0- #/#1),2, *+ 34- 52(&1-/36,7-02+20 +(#8’-/3, *+ !"#$%"&’&’’() *("+,)

信息，促进基因的结构和功能的研究，已经成为一

门新兴的学科———生物信息学的主要内容。作为./
世纪自然科学的核心领域之一，生物信息学使得学

者们能从复杂无序的信息海洋中寻找出有用的数

据。从新基因的发现、蛋白质的结构和功能预测、

疫苗的筛选到新药的研制无不依赖于生物信息学。

因此对筛选得到的变形链球菌高毒力株特异的(%0
片段进行序列测定，并利用生物信息学相关软件及

数据库进行基因分析、识别及功能预测，从而发现

新基因或已知基因的新功能，推测、鉴定基因所编

码蛋白质的功能，将为高毒力株特异基因的进一步

功能研究提供指导。

! 材料和方法

#’# 材料

#’#’# 测序样本 由同#个高龋患者（ 龋失补牙面数

大于或等于#1）口腔筛选出2对均为*血清型变形链

球菌的高、低毒力株324，采用抑制消减杂交技术结

合高通量筛选方法，获得了*血清型变形链球菌高毒

力株特异的阳性克隆3$564，从中随机挑取62个克隆，

甘油保种，571 8贮存。

2’2’$ 主要试剂与设备 89:-;<9);= >?=?质粒抽提

试剂盒和89:-;<9);= @<A纯化试剂盒（ >BCDB公司，

美国）；@<E5211型@<A扩增仪（ >F A)G);-*H 公司，

美国）；0CD677测序仪（ 0C公司，美国）。

2I$ 方法

将甘油保种的62个高毒力株特异的阳性克隆送

至专业生物技术有限公司进行阳性克隆中插入序列

的测序，将测得的序列用相关(%0分析软件(%0JDJ
K.LM以及网上资源NNNL=*,?L=9+L=?HLO&K分析，去除两

端载体序列以及特异连接的接头序列，即为插入的

高毒力株特异的(%0片段序列。随后分析最大的开

放阅读框架及限制性内切酶酶切位点，利用基本局

部比对搜索工具CP0JE程序（ ,;G?* 9&*;9 ;9?O=+)=:
G);-*H :&&9）进行同源性分析。

9 结果

.L# 变形链球菌高毒力株特异(%0片段的序列测定

结果

高毒力株特异的6#个片段，.个为重复克隆，

即实际上是.Q个片段，大小在##6977" ,R之间，大

于M11 ,R的抑制消减片段有M个，占#"L#S，这与抑

制消减杂交技术要求酶切片段小于M11 ,R才能保证

筛选的敏感性与特异性相一致。所测的片段平均TU
<含量为6V’MQS，与完成测序的变形链球菌802MQ
菌株基因编码区的TU<含量相近。

$’$ 高毒力株特异(%0片段的生物信息学分析

通过CP0JE $’$’"程序进行核苷酸和"相位阅读

框架编码氨基酸的相似性检索，结果见表2。$Q个

高毒力株特异的(%0片段中，M个为新的基因片段，

在T)=C;=W中登记，序列号为<<2M"!7M92M"!7V和

<<2M"!V7。序列翻译产物与802MQ蛋白质同源性为

V6S9VMS的有!个，同源性为Q1S9QQS的有2!个，

完全一致的有21个。

基因片

段编号

长度

（ ,R）
T:<含量

（ S）

T)=)C;=W
的序列号

与变形链球菌802MQ蛋白质的同源性 X值 同源性

JY0$ 617 6M’27 <<2M"!7M 2Z7! ,R：TEY[J &\ !"#$%&’( 80/MQ，>EV/!V，TJ[M $)[]M ..^.!，Q2S

7!Z6]7 ,R：+&9)*_9;- *H;R)-&=) (=;‘ &\ !"#$%&’( 802MQ 7)[6" 7V^7V，2]]S

.6VZM77 ,Ra R_:;:?K) 0C< :-;=GR&-:)-b 0E@[,?=c?=O R-&:)?= &\ !"#$%&’( 2)[!! Q$^226，V2S

802MQ

JY0M， 6!V !$LM$ R_:;:?K) 9;:) *&+R):)=*) R-&:)?= &\ !"#$%&’( 802MQ 2)["1 22$^22M，Q7S

JY<"

JY0" $!6 !2L2M R_:;:?K) B[;*):d9H&+&G)-?=) G_9\Hdc-d9;G) &\ !"#$%&’( 802MQ 7)[!1 V1^V1，211S

JY0V 6!1 67L1M HdR&:H):?*;9 R-&:)?= &\ !"#$%&’( 802MQ $)[!V Q1^Q$，Q7S

JY0Q 6Q$ 6VLM2 R_:;:?K) RH&GRH&[G_O;- +_:;G) &\ !"#$%&’( 802MQ $)["7 2$7^261，Q7S

JY021 $17 !$L1$ R_:;:?K) T>@ Gd=:H;G) &\ !"#$%&’( 802MQ $)[6$ "Q^"Q，211S

JYC$ 677 !!LV$ <<2M"!V7 2Z$V! ,R：R_:;:?K) -)GR&=G) -)O_9;:&- JR;A &\ !"#$%&’( 802MQ !)[!2 V"^Q!，Q2S

$V!Z677 ,Re*&=G)-K)c HdR&:H):?*;9 R-&:)?=a RH&GRH&O9d*)-;:) +_:;G)[9?W) Q)[2$ 61^62，Q"S

R-&:)?= &\ !"#$%&’( 802MQ

JYC6 !2M 6QL$7 *&=G)-K)c HdR&:H):?*;9 R-&:)?= &\ !"#$%&’( 802MQ $)[7M 26V^26V，211S

JY0! M77 6QL"V 2Z$!$ ,R：R_:;:?K) 0C< :-;=GR&-:)-b 0E@[,?=c?=O R-&:)?= &\ !"#$%&’( $)[67 V1^V1，211S

802MQ
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! 讨论

高毒力株特异的(%.片段依据推测的功能可分

为/类：!与信号转导、转录调节有关，"与修复

应激损伤有关，#与生化代谢有关，$与外膜蛋白

合成及粘附有关，%目前功能未知或不确定。

0’1 与信号转导、转录调节功能有关

2345与变形链球菌6.1/5的789结合蛋白有55:
的同源性。该蛋白属于789;<)超家族，与跨膜信号

传递、细胞周期的调节有关。研究=!>表明，随着环

境温度的升高，?@的下降，7蛋白的含量增加，提

示它在变形链球菌对外界应力的反应方面起作用。

23A/与6.1/5的A*?.（ *;B;,&CDB) *&EB-&C ?-&B)DE
.）有F/:的同源性。A*?.通过与诱导酶结构基因启

动子上或附近的AGH（ *;B;,&CDB)I-)<?&E<DJ) )C)+)EB）
结合，从而抑制诱导酶结构基因的表达，是分解阻

遏的负性调控。A*?.与细菌的毒力有关，!"#$%&’
()$*+% **?.基因插入性失活的突变株较野生株在动

物模型中的致病力下降，合成荚膜多糖的能力也显

著降低 =/>；将变形链球菌6.1/5的**?.基因缺失，

发现突变株形成生物膜的能力下降了"K:=">。

0’$ 与修复应激损伤有关

23(/为AC?4蛋白酶，具有$个.89结合位点，

属于AC?家族。AC?4与(E;L共同构成(E;LMAC?4伴侣

系统，在变形链球菌中，能防止蛋白在外界应力的

作用下凝集，并可使发生了凝集的蛋白重新折叠=N>。

,-%.(&/ 0-%.()#-*1&/及2"3)1*的*C?4基因缺失后，突

变株对高温、酸及乙醇均较野生株敏感=F>。

233"与(%.错配修复蛋白OPB2$有5FQ的同源

性，能识别错配的碱基并启始修复。OPB2R具有非

特异性(%.结合活性，其具体的识别机制仍不清

楚，但可能并不直接修复错配的(%.，而是与错配

基因片

段编号

长度

（ ,?）
78A含量

（ :）

7)E)4;ES
的序列号

与变形链球菌6.#/5蛋白质的同源性 H值 同源性

2345 00" !N’0# ?PB;BDJ) 789T,DEUDEV ?-&B)DE &W !"(&0+$/ 6.#/5 N)T/N ##XMYYY，55:

234YR 00N 0Y’N/ ?PB;BDJ) 2%3 Z)CD*;<) &W !"(&0+$/ 6.Y/5 $)T/F YY$MYY$，YXX:

23A0 Y5" !X’FX ?PB;BDJ) *;C*DP+TB-;E<?&-BDEV .89;<)[ 9TB\?) .89;<) &W !"(&0+$/ Y)T$F "/M"/，YXX:

6.Y/5

23A/， 0YX 0"’!! *;B;,&CDB) *&EB-&C ?-&B)DE .，A*?. &W !"(&0+$/ 6.Y/5 $)T0/ NNM5X，F/:

233YY

23AN "00 !X’/5 ?PB;BDJ) BZ-)&E\CTBG%. <\EBZ)B;<) &W !"(&0+$/ 6.Y/5 )TY$0 $YXM$YX，YXX:

23AF 0/" 0N’"0 ?PB;BDJ) .4A B-;E<?&-B)-，?)-+);<) &W !"(&0+$/< 6.Y/5 /)T!5 55MYYF，F0:

23(0 0"0 05’5! VCPB;+;B) <\EBZ;<) ]C;-V) <P,PEDB^ &W !"(&0+$/ 6.1/5 1)T"0 115_YRK，55Q

23(/ 0R/ 0N‘/0 ?PB;BDJ) AC? ?-&B)DE;<)，.89T,DEUDEV <P,PEDB AC?4 &W !"(&0+$/ 6.#/5 R)T/! #XN_#XN，#XXQ

23(" !X# 0"‘#/ AA#/"!N" *&E<)-J)U Z\?&BZ)BD*;C ?-&B)DE &W !"(&0+$/ 6.#/5 ")T/N ##X_#0"，FXQ

23(N !X# 0#‘5# AA#/"!NN %a%H

23(5 R"" 0"‘!" AA#/"!NF %a%H

23AR #/5 !R‘N" ?PB;BDJ) %T;*)B\CVCP*&<;+DE)T"T?Z&<?Z;B) U);*)B\C;<) &W !"(&0+$/ ")TR0 /#_/R，5FQ

6.#/5

23HR 0!0 0/‘R" ?PB;BDJ) %T;*)B\CVCP*&<;+DE)T"T?Z&<?Z;B) D<&+)-;<) &W !"(&0+$/ 0)T"X ##!_##!，#XXQ

6.#/5

23H0 0"5 0"‘0# ?PB;BDJ) .4A B-;E<?&-B)-，,-;E*Z)U *Z;DE ;+DE& ;*DUT,DEUDEV ?-&B)DE F)T// #X!_#RR，F/Q

&W !"(&0+$/ 6.#/5

23H5 RF/ !R‘!/ ?PB;BDJ) DEB)V-;C +)+,-;E) ?-&B)DE[ ?&<<D,C) ?)-+);<) &W !"(&0+$/ #)T0F N5_5!，F!Q

6.#/5

233" 00! 0!‘#0 ?PB;BDJ) (%. +D<+;B*Z -)?;D- ?-&B)DE OPB2R &W !"(&0+$/ 6.#/5 ")T/F #X5_###，5FQ

233N /N# 0/‘#5 ?PB;BDJ) ;*)B&DE PBDCDb;BD&E ?-&B)DE，;*)B&DE U)Z\U-&V)E;<) &W !"(&0+$/ /)TN/ Y!/_Y!"，55Q

6.Y/5

237/ /X/ !Y‘YF ?PB;BDJ) O(G ?)-+);<)[ B-;E<+)+,-;E) )WWCPc ?-&B)DE &W !"(&0+$/ Y)TNR Y!5_Y"/，5XQ

6.Y/5

237YX R!X 0!‘/F -)VPC;B&- &W <&-,DB&C &?)-&E &W !"(&0+$/ 6.Y/5 )TYX! Y5Y_Y5/，5NQ

23@YR "// 0F‘NN ?PB;BDJ) 6(9TVCP*&<) !T)?D+)-;<) &W !"(&0+$/ 6.Y/5 )TYY5 RY"_RYF，55Q

续表Y

注：H值表示片段匹配的可能性。H值!Y)T/时显示匹配具有显著性；H值等于X‘XXY时也被认为查询结果有意义

456· ·
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的(%.结合/01。

2’2 与生化代谢有关

34.0与5.670中的磷糖变位酶有089的同源性，

催化":;:氨基葡萄糖生成6:;:氨基葡萄糖，参与了

对外界环境改变的适应性反应。研究/6<1表明磷糖变

位酶与生物膜的形成也有关，将该酶的结构基因中

插入=>06"转座子后，!"#$%&$’(( ?@ABBCD不再形成生

物膜。

34?$与%:乙酰氨基葡萄糖:":磷酸:去乙酰化

酶有0E9的同源性，34FG为%:乙酰氨基葡萄糖:":
磷酸:异构酶，两者参与了HB*%.*的分解，与细菌

形态及毒力有关。研究/##1表明%:乙酰氨基葡萄糖:
":磷酸:去乙酰化酶缺陷的白色念珠菌在动物模型

中的致病力明显降低，并且不易粘附于人颊上皮细

胞。变形链球菌可利用%:乙酰氨基葡萄糖:":磷

酸:去乙酰化酶及%:乙酰氨基葡萄糖:":磷酸:异构

酶分解唾液中糖蛋白的寡糖侧链，以作为营养物质

的来源，而!")$*%(’+)不含此酶，不能利用唾液中的

糖蛋白，因而变形链球菌较!")$*%(’+)更易于在口内

持续定植，检出率更高。

34?8为苏酰基:IJ%.合成酶，可催化苏氨酸与

对应IJ%.之间的联接反应，有助于翻译的忠实性。

K)*L)-等/MG1采用代表性差异分析方法，比较粘附生

长与漂浮生长的!",+%-+)的总J%.，发现了7个与粘

附生长、生物膜形成有关的基因，其中就有苏酰

基:IJ%.合成酶的编码基因，提示该酶参与了细菌

生物膜的形成。笔者采用抑制消减杂交技术，通过

比较变形链球菌高、低毒力株之间的基因组，初次

发现苏酰基:IJ%.合成酶的编码基因为高毒力株特

异的基因，其毒力可能也与其参与粘附、生物膜形

成有关。

2’! 与外膜蛋白合成及粘附有关

34?E与变形链球菌5.#70及N=MM的;DAK有E29
的同源性，;DAK是一种分泌性.K?转运蛋白。由于

!".’-+/$’(,- ;DAK缺失的突变株在动物模型中的毒

力完全丧失，并且不能定植于腹膜上，因而可将

ODAK作为构建疫苗的靶基因/M21。=A&等/M!1也发现;DAK
参与了变形链球菌的蔗糖依赖性粘附。

34H7与多药抗性（ +PBICQ-PR -)DCDIA>*)S T(J）转

运蛋白有0U9的同源性。由于抗生素的大量使用以

及使用含氟牙膏及其他药物牙膏、漱口水等，使得

变形链球菌对许多抗生素具有抗性。多药抗性转运

蛋白还可将胞内的一些结构非相关的毒性复合物如

变性剂、有机溶剂等转运出细胞，使其免受各种环

境毒素侵害，有助于保持细胞膜的完整性。此外，

多药抗性转运蛋白还参与了变形链球菌的蔗糖依赖

性粘附/M!1，将该蛋白的编码基因缺失后，突变株不

能在鼠口腔内定植，不具备致龋能力。V@A>R等/#71比

较了尿路致病性0"1$2(与非致病性3"1$2(的基因组，

发现多药抗性转运蛋白的编码基因是尿路致病性

3"1$2(特异的基因，提示该种蛋白与3"1$2(的致病性

有关。

2W7 目前功能未知或不确定

34.E及 34K2与 功 能 未 知 的 假 想 蛋 白 同 源 。

34(8、34(0与数据库中的序列无同源性，34("仅

部分序列与数据库中的序列有同源性，因而功能不

能推测。34.$及34K$的前、后序列分别与变形链球

菌5.M70中的$个互不毗邻排列的基因同源。34.$
前面部分的序列翻译产物与5.M70 H=4:3内部的$!
个氨基酸有0M9的同源性，而后面部分的序列翻译

产物为热休克蛋白(>AX的%端8E个氨基酸，这两个

蛋白的编码基因在5.M70基因组中并不毗邻排列，

但却位于34.$片段中，这可能是由于染色体重排所

致。34K$前面部分的序列翻译产物与二元信号转导

系统中的应答调节子3OAJ内部的0!个氨基酸有0M9
的同源性，后面部分的序列翻译产物与磷酸甘油酸

变位酶内部的2M个氨基酸有0"9的同源性，这两个

蛋白的编码基因在5.M70基因组中也不毗邻排列。

这种由$个互不毗邻的基因的部分序列相连接形成

的(%.片段可能具有新的功能。

生物信息学的发展加速了基因结构的鉴定和功

能的预测。然而对筛选出的高毒力株特异的(%.片

段进行同源性比较，只能获取基因功能的可能信

息，一个推导的基因是否编码真正意义上的蛋白

质，是否具有相应的生物学功能，仍需进行基因的

功能研究，以确定它们与龋病之间的直接联系。
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! ! ! ! 世纪辉煌，盛世相约，RMM\年金秋时节，四川大学华西口腔医院将迎来百年华诞。届时，为促进我国西部地区口腔医学

学术交流，同时庆祝四川大学华西口腔医院百年诞辰O 将于RMM\年b月Rb日至QM日在四川省成都市召开“ 第七届华西口腔医学

学术会议暨第七届中国西部口腔医学学术会议”。此次会议由中国西部口腔医学协作组、四川大学华西口腔医院主办和承办，

并得到国内各口腔医学院和各省市口腔医院等单位的全力支持。会议同期将举办第七届中国西部国际口腔设备及材料展览

会。

本次会议将邀请全国著名的专家学者，全面讲授口腔医学领域中各科临床实用新技术和新进展，同时代表及校友们可以

就口腔临床技术、管理、经营等各方面的问题进行交流和探讨。本届会议设有口腔医学论文交流，被录用的论文将收入“ 第

七届华西口腔医学学术会议暨第七届中国西部口腔医学学术会议”论文汇编并获得论文证书，并向《 华西口腔医学杂志》、《 口

腔设备及材料》等杂志推荐发表。参加会议的代表及校友如需要可获得国家级继续教育项目证书及继续教育学分。

我们不仅期待着广大西部地区的口腔专业人员积极投稿参加会议，同时热情地欢迎全国各个地区的口腔专业代表能投稿

并参加这次高水平的学术会议，并热情欢迎广大华西口腔校友和师生投稿参会交流，共同庆贺华西口腔医院华诞。母校欢迎

您的到来！

一、 征文内容：未公开发表的口腔内科、口腔修复、口腔颌面外科、口腔正畸、口腔种植、口腔预防、口腔儿童牙病等临

床实用技术、新技术和应用基础研究，口腔新设备、新材料的使用体会及评价，口腔科室及诊所运营及管理经验等。

二、 稿件要求：来稿请寄中（ 英）文题目、中文作者单位和作者姓名，QMM8NMM字以内四段式结构中（ 英）文摘要（ 包括目的、

方法、结果和结论）。要求交打印稿[份（ 用^&-E格式录入）及相应^&-E格式的电子文件软盘或发电子邮件；来稿请注明详细通

讯地址、邮政编码和联系电话。

三、 截稿日期：RMM\年"月QM日（ 邮戳为准）。

四、 参会人员会务费：每人"MM元（ 交通住宿费自理）。

五、 通信地址：四川省成都市人民南路三段十四号四川大学华西口腔医院科研科。联系人：王 亚、胡 涛。邮政编码：

"[MM![。联系电话：MRb>bNNMR![N（ 办公室），T>+?3C：5hcacYi["Q’*&+，请在信封或电子邮件标题上注明：“ 中国西部口腔医

学学术会议暨百年华诞院庆学术会议”征文字样。

第七届华西口腔医学学术会议暨第七届中国西部口腔医学学术会议筹委会

四川大学华西口腔医学院
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