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日本血吸虫基因组核糖体移码序列的预测

分析
王海彬１，２　杨忠３　刘锋３　胡薇２

【摘要】　目的　预测日本血吸虫基因组中核糖体移码的基因序列并进行鉴定。方法　挑选稳定
并能够可靠预测ＲＮＡ假结结构的软件，编写批量提交数据的程序并结合本地手段进行假结结构预测，
计算序列最小自由能从而挑选稳定序列，进一步使用生物信息学软件 Ｆｓｆｉｎｄｅｒ分析序列中核糖体移码
位点，进行开放性阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）分析，筛选出可能产生核糖体移码的日本血吸虫基因
序列。利用日本血吸虫蛋白质组数据库中的肽段质谱数据进行比对，寻找对应的肽段信息。结果　从
日本血吸虫的８４５２条基因编码序列中预测出２６条可能含有促使核糖体移码假结结构的序列。经过
日本血吸虫蛋白质组数据库中的肽段质谱数据进行比对，发现日本血吸虫输入蛋白（Ｓｊｉｍｐｏｒｔｉｎ）移码之
后产生的肽段。结论　整合已有的ＲＮＡ假结预测软件以及核糖体移码预测软件，建立了日本血吸虫预
测核糖体移码序列数据库，并成功获取日本血吸虫蛋白Ｓｊｉｍｐｏｒｔｉｎ核糖体移码表达证据。
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　　核糖体移码是指在蛋白翻译过程中，核糖体
（５′→３′）有时按一定的效率向５′方向（－１移码）或
３′方向（＋１移码）移动一个碱基使阅读框发生变化
的现象［１］。移码会产生一种新的由两个阅读框共

同编码的融合蛋白。这种特殊位点上的非常规调

控能够提供生物体的复杂多样性，并在蛋白表达层

面上提供更多选择。已发现核糖体移码在病毒中

广泛存在［２］，但是真核生物中报道较少，有待进一

步研究。

核糖体移码通常在一些特征序列处发生。－１
核糖体移码的特征基因序列通常由一个“ｓｌｉｐｐｅｒｙ”
序列和一个名为假结（ｐｓｅｕｄｏｋｎｏｔ）的 ＲＮＡ二级结
构共同组成［３］。移码发生于“ｓｌｉｐｐｅｒｙ”序列上，而假
结结构起到刺激作用［４］，能阻遏核糖体的移动并迫

使其跳入另外一个开放性阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）。＋１核糖体移码在多种生物中也得以
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发现，如原核生物中蛋白质链释放因子 Ｂ（ｐｏｌｙｐｅｐ
ｔｉｄｅｒｅｌｅａｓｅｆａｃｔｏｒ，ｐｒｆＢ）编码的释放因子 ２（ｒｅｌｅａｓｅ
ｆａｃｔｏｒ，ＲＦ２）［５］，以及真核生物中鸟氨酸脱羧酶抗酶
（ｏｒｎｉｔｈｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅａｎｔｉｚｙｍｅ，ＯＤＣ）。在鸟氨酸
脱羧酶抗酶核糖体框移过程中，ＲＮＡ上的假结结构
也是必需的［６］。因此假结结构的发现和预测是研

究核糖体移码突变的重要切入点。

假结是一种稳定的ＲＮＡ二级结构，首次发现于
烟草花叶病毒［７］。其最简形式由两个螺旋组成，中

间由单链或环形连接，单链的环区域经常和邻近的

茎区域发生反应（ｌｏｏｐ１ｓｔｅｍ２或者 ｌｏｏｐ２ｓｔｅｍ１）来
形成疏水键并参与到整个分子构象［８］。由于茎和

环作用不同，假结可以形成一个结构不同的群体，

并在选择性基因表达中起到至关重要的作用［９１０］。

ＲＮＡ二级结构预测方法通常有基于热力学最小自
由能方法以及比较序列分析方法两种，其中随机文

法方法将ＲＮＡ序列看为一定语法规则的语句，通过
配对关系来得到二级结构。该方法计算复杂度较

高，需要相关的先验知识。最小自由能方法假设

ＲＮＡ最稳定的二级结构就是正常二级结构，按照热
力学理论，在稳定状态时其自由能最小，而通过对

ＲＮＡ序列给定含有自由能参数的热力学模型，就可
以求得自由能最小的二级结构［１１］。目前常采用

ＰｋｎｏｔｓＲＧ、ＧｅｎｅＢｅｅ和Ｄｏｔｋｎｏｔ软件。
ＰｋｎｏｔｓＲＧ采取三种算法来预测假结结构，第

一为传统的最小自由能（ｍｉｎｉｍｕｍｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙ，ＭＦＥ）
算法；第二为增强折叠型算法，在该算法中，程序会

报告一个最佳的含有最少一个假结的折叠结构，这

在怀疑含有假结但并未用 ＭＦＥ算法检测出来时相
当重要；第三种算法为本地折叠算法，该算法计算

出的假结不是含有最低能量的结构，而是为最佳能

量与长度比，该算法有助于预测错误折叠结构中含

有的假结结构。ＧｅｎｅＢｅｅ是俄罗斯研发的一个程
序，它是通过序列比对的方法来预测ＲＮＡ二级结构
的，通过在ＧｅｎＢａｎｋ中匹配相似的区域特征来达成
对于ＲＮＡ二级结构的预测。通过采用补偿替代算
法，它可以来连配序列从而达到预测二级结构的目

的。Ｄｏｔｋｎｏｔ软件在预测长序列上有着很大的优势。
由于在预测假结结构的最小自由能时会遇到

ＮＰｐｒｏｂｌｅｍ问题，实际上对包括假结结构的ＲＮＡ结
构预测的算法很难解决预测时间长、精确性差的问

题。因此在基因序列中寻找可能的假结时需要启

发性的方法来进行预测，然后获取其他数据进行

支持。

１　材料和方法
１．１　日本血吸虫编码基因序列及蛋白质组数据
来源

本研究中８４５２条日本血吸虫基因编码序列来
自于中国国家人类基因组计划南方研究中心。原

下载地址为：ｈｔｔｐ：／／ｆｕｎｃｔｉｏｎ．ｃｈｇｃ．ｓｈ．ｃｎ／ｓｊ－ｐｒｏ
ｔｅｏｍｅ／ｓｅａｒｃｈ／ｐｒｏｔｅｉｎ＿ｓｅａｒｃｈ＿ａｌｌ．ｐｈｐ，现更新后下载
地址 为：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈｇｃ．ｓｈ．ｃｎ／ｊａｐｏｎｉｃｕｍ／Ｒｅ
ｓｏｕｒｃｅｓ．ｈｔｍｌ。日本血吸虫蛋白质组数据库包括日
本血吸虫蛋白质的质谱数据，质谱方法为 ＱＳＴＡＲ
ＰｕｌｓｅｒＩ［１２］，获取地址为：ｈｔｔｐ：／／ｆｕｎｃｔｉｏｎ．ｃｈｇｃ．ｓｈ．
ｃｎ／ｓｊ－ｐｒｏｔｅｏｍｅ／ｄｏｗｎｌｏａｄ．ｈｔｍ。

１．２　预测软件及数据库来源
ＰｋｎｏｔｓＲＧ软件在线地址：ｈｔｔｐ：／／ｂｉｂｉｓｅｒｖ．ｔｅｃｈ

ｆａｋ．ｕｎｉ－ｂｉｅｌｅｆｅｌｄ．ｄｅ／ｐｋｎｏｔｓｒｇ，Ｄｏｔｋｎｏｔ软件在线地
址：ｈｔｔｐ：／／ｄｏｔｋｎｏｔ．ｃｓｓｅ．ｕｗａ．ｅｄｕ．ａｕ，Ｇｅｎｅｂｅｅ软件
在线地址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｂｅｅ．ｍｓｕ．ｓｕ／ｇｅｎｅｂｅｅ．ｈｔ
ｍｌ，Ｐｓｅｕｄｏｂａｓｅ数据库在线地址：ｈｔｔｐ：／／ｅｋｅｖａｎ
ｂａｔｅｎｂｕｒｇ．ｎｌ／ＰＫＢＡＳＥ／ＰＫＢＧＥＴＣＬＳ．ＨＴＭＬ，ＦＳｆｉｎｄｅｒ
软件在线地址：ｈｔｔｐ：／／ｗｉｌａｂ．ｉｎｈａ．ａｃ．ｋｒ／ＦＳＦｉｎｄｅｒ／。

１．３　批量提交系统环境
硬件环境为Ｄｅｌｌ台式电脑，Ｌｉｎｕｘ服务器［ｔａｉｈｕ

（Ｄｅｌｌ２Ｘｅｏｎ２．４ＧＨＴｃｐｕ８Ｇ 内 存），ｘｉｈｕ（Ｄｅｌｌ
２Ｘｅｏｎ２．４ＧＨＴｃｐｕ４Ｇ内存）］，ＲｅｄＨａｔＬｉｎｕｘ操作系
统，ｐｅｒｌ３．０程序语言。

１．４　评价三种程序可信度的方法
从已知假结数据库 Ｐｓｅｕｄｏｂａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｅｋｅｖａｎ

ｂａｔｅｎｂｕｒｇ．ｎｌ／ＰＫＢＡＳＥ／ＰＫＢＡＢＯＵＴ．ＨＴＭＬ＃Ｓ１）中一
共随机抽取共５０条序列进行验证，测试ＰｋｎｏｔｓＲＧ、
Ｄｏｔｋｎｏｔ以及Ｇｅｎｅｂｅｅ三种软件的准确度。

１．５　批量在线提交程序的编写及软件的本地化
１．５．１　ＧｅｎｅＢｅｅ软件在线批量提交程序的编写

通过ｐｅｒｌ语言中的循环语句，使数据逐条提交
至网址 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｂｅｅ．ｍｓｕ．ｓｕ／ｇｅｎｅｂｅｅ．ｈｔｍｌ，
并判断返回值中是否含有“ｐｓｅｕｄｏｋｎｏｔ”字样，编写
ｐｅｒｌ程序时，采取ＰＯＳＴ方法获取网页返回值。

１．５．２　Ｄｏｔｋｎｏｔ软件批量提交程序的编写
通过编程语言中的循环语句，使数据逐条提交

至网址 ｈｔｔｐ：／／ｄｏｔｋｎｏｔ．ｃｓｓｅ．ｕｗａ．ｅｄｕ．ａｕ，并判断返
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回值中是否含有（）和［］相互嵌套的部分字样，编写

ｐｅｒｌ程序时，采取ＰＯＳＴ方法获取网页返回值。

１．５．３　ＰｋｎｏｔｓＲＧ软件的本地运行
采用现有 ＰｋｎｏｔｓＲＧ本地软件进行分析预测。

将ｆａｓｔａ格式数据提交到本地软件中，返回值由软件
自动生成。

１．６　核糖体移码位点预测及数据处理
使用ＦＳｆｉｎｄｅｒ手动进行核糖体移码位点预测。

首先，使用 Ｆｓｆｉｎｄｅｒ预测序列中可能存在的移码位
点并记录。然后按照从３′向５′为正方向，只有在某
个ＯＲＦ中间内部存在移码位点，并且移码位点和假
结结构距离４～１１ｎｔ时，才认为其有可能发生移码
的现象。然后将整个序列按照移码序列的情况来

进行翻译，并将其数据记录下来。

１．７　利用蛋白质组数据验证假结结构及对应的程
序性核糖体移码现象

为了检验生物信息学假结结构预测方法的可靠

性并借此确认日本血吸虫中实际存在核糖体移码现

象，使用ＭＡＳＣＯＴ软件对日本血吸虫蛋白质组数据
库中肽段数据进行比对，通过将基因序列和日本血吸

虫的蛋白质谱数据进行比对，发现日本血吸虫体内实

际发生程序性核糖体移码的蛋白，从而在蛋白质组层

面上确认核糖体移码现象的发生。用日本血吸虫蛋

白质组质谱数据对筛选出的基因核酸序列的正向库

和反向库（ＤＮＡ序列）进行分别搜索。利用本地
ＢＬＡＳＴ手段，将前步返回的肽段序列与挑选预测含有
核糖体移码现象的日本血吸虫基因的正向ＤＮＡ序列
进行ＢＬＡＳＴ比对，获得具体的匹配基因和位置，从而
发现日本血吸虫蛋白质组中存在的核糖体移码现象。

２　结果
２．１　软件可靠性分析

利用假结数据库 Ｐｓｅｕｄｏｂａｓｅ中５０条已经确定
的假结序列评价这三个预测软件 ＰｋｎｏｔｓＲＧ、Ｄｏｔ
ｋｎｏｔ以及Ｇｅｎｅｂｅｅ的实际预测情况（表１），检验结
果显示：ＰｋｎｏｔｓＲＧ预测可靠性为 ６４％（３２／５０），
Ｄｏｔｋｎｏｔ预测可靠性为８８％（４４／５０），ＧｅｎｅＢｅｅ预测
可靠性为６２％（３２／５０），而三种软件预测结果交集
的可靠性为４４％（２２／５０）。

表１　Ｐｓｅｕｄｏｂａｓｅ数据库中挑选数据测试结果
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｔｅｓｔｉｎｇｔｈｅｄａｔａｆｒｏｍＰｓｕｄｏｂａｓｅ

序列名 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｎａｍｅ 物种来源 Ｓｐｅｃｉｅｓ ＰｋｎｏｔｓＲＧ Ｄｏｔｋｎｏｔ Ｇｅｎｅｂｅｅ

ＢＣｈＶ ｂｅｅｔｃｈｌｏｒｏｓｉｓｖｉｒｕｓ ＋ ＋ －

ＢＥＶ Ｂｅｒｎｅｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＢＬＶ Ｂｏｖｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＢＷＹＶ Ｂｅｅｔｗｅｓｔｅｒｎｙｅｌｌｏｗｓｖｉｒｕｓ ＋ ＋ －

ＢＹＤＶ－ＮＹ－ＲＰＶ ｂａｒｌｅｙｙｅｌｌｏｗｄｗａｒｆｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＣＡＢＹＶ ｃｕｃｕｂｉｔａｐｈｉｄ－ｂｏｒｎｅｙｅｌｌｏｗｓｖｉｒｕｓ － － ＋

ＥＡＶ ｅｑｕｉｎｅａｒｔｅｒｉｔｉｓｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＥＩＡＶ Ｅｑｕｉｎｅｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓａｎｅｍｉａｖｉｒｕｓ － ＋ －

ＦＩＶ Ｆｅｌｉｎｅｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＨＣＶ２２９Ｅ ｈｕｍａｎｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ２２９Ｅ － ＋ ＋

ＨｓＭａ３ Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ ＋ ＋ ＋

ＩＢＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓｖｉｒｕｓ － ＋ －

ＬＤＶ－Ｃ ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ－ｅｌｅｖａｔｉｎｇｖｉｒｕｓ，ｓｔｒａｉｎＣ ＋ ＋ ＋

ＭＭＴＶ＿ｇａｇ／ｐｒｏ ｍｏｕｓｅｍａｍｍａｒｙｔｕｍｏｒｖｉｒｕｓ ＋ ＋ －

Ｍｍ＿Ｅｄｒ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ（ｍｏｕｓｅ） ＋ ＋ ＋

ＰＥＭＶ ｐｅａｅｎａｔｉｏｎｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ ＋ ＋ －

ＰＬＲＶ－Ｓ ｐｏｔａｔｏｌｅａｆｒｏｌｌｖｉｒｕｓ ＋ ＋ －

ＰＬＲＶ－Ｗ ｐｏｔａｔｏｌｅａｆｒｏｌｌｖｉｒｕｓ － － －

ＰＲＲＳＶ－１６２４４Ｂ
Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ， Ｎｏｒｔｈ Ａｍｅｒｉｃａｎ ｉｓｏｌａｔｅ
（１６２４４Ｂ）

－ ＋ －

ＰＲＲＳＶ－ＬＶ Ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＥｕｒｏｐｅａｎＬｅｌｙｓｔａｄｓｔｒａｉｎ（ＬＶ） － ＋ －

（未完待续）

·６４１· 国际医学寄生虫病杂志２０１２年５月第３９卷第３期　ＩｎｔＪＭｅｄＰａｒａｓｉｔＤｉｓ，Ｍａｙ２０１２，Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．３



　　（续表１）

序列名 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｎａｍｅ 物种来源 Ｓｐｅｃｉｅｓ ＰｋｎｏｔｓＲＧ Ｄｏｔｋｎｏｔ Ｇｅｎｅｂｅｅ

ＲＳＶ Ｒｏｕｓｓａｒｃｏｍａｖｉｒｕｓ － ＋ －

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ ＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＳＲＶ１＿ｇａｇ／ｐｒｏ ｓｉｍｉａｎｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ－１ ＋ ＋ ＋

ＳｃＹＬＶ ｓｕｇａｒｃａｎｅｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＶＭＶ Ｖｉｓｎａ－Ｍａｅｄｉｖｉｒｕｓ － ＋ ＋

ＷＢＶ ＷｈｉｔｅＢｒｅａｍＶｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＡＫＶ－ＭｕＬＶ ＡＫＶｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＢａＥＶ ｂａｂｏｏｎｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｖｉｒｕｓ － ＋ ＋

Ｃａｓ－Ｂｒ－Ｅ－ＭｕＬＶ Ｃａｓ－Ｂｒ－Ｅｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＦｅＬＶ Ｆｅｌｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓ ＋ ＋ －

ＧａＬＶ ｇｉｂｂｏｎａｐｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓ ＋ ＋ －

Ｍｏ－ＭｕＬＶ Ｍｏｌｏｎｅｙｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＳＮＶ ｓｐｌｅｅｎｎｅｃｒｏｓｉｓｖｉｒｕｓ － ＋ ＋

ＡＭＶ３ ａｌｆａｌｆａｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ － － －

ＡＰＬＶ ａｎｄｅａｎｐｏｔａｔｏｌａｔｅｎｔｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＢＢＭＶ３ ｂｒｏａｄｂｅａｎｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ ＋ － ＋

ＢＭＶ３ ｂｒｏｍｅｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ － ＋ ＋

ＢＳＢＶ１ ｂｅｅｔｓｏｉｌ－ｂｏｒｎｅｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＢＳＢＶ２ ｂｅｅｔｓｏｉｌ－ｂｏｒｎｅｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＢＳＢＶ３ ｂｅｅｔｓｏｉｌ－ｂｏｒｎｅｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＢＳＭＶｂｅｔａ ｂａｒｌｅｙｓｔｒｉｐｅｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ － ＋ －

ＢＶＱ１ ｂｅｅｔｖｉｒｕｓＱ － ＋ －

ＢＶＱ２） ｂｅｅｔｖｉｒｕｓＱ ＋ ＋ ＋

ＢＶＱ３ ｂｅｅｔｖｉｒｕｓＱ ＋ ＋ ＋

ＣａＹＭＶ ｃａｃａｏｙｅｌｌｏｗｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ ＋ ＋ ＋

ＣａＹＶＶ ｃａｌｏｐｏｇｏｎｉｕｍｙｅｌｌｏｗｖｅｉｎｖｉｒｕｓ ＋ ＋ －

ＣｃＴＭＶ ｔｏｂａｃｃｏｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ － ＋ ＋

ＣＣＭＶ３ ｃｏｗｐｅａｃｈｌｏｒｏｔｉｃｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ － － ＋

ＣＧＭＭＶ ｃｕｃｕｍｂｅｒｇｒｅｅｎｍｏｔｔｌｅｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ ＋ ＋ －

ＣＧＭＭＶ＿ＰＫｂｕｌｇｅ ｃｕｃｕｍｂｅｒｇｒｅｅｎｍｏｔｔｌｅｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ － － －

－：表示没有预测出包含假结的序列，＋：表示预测出来包含假结的序列
－：ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｗｈｉｃｈｗａｓｎｏｔｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｏｃｏｎｔａｉｎｐｓｅｕｄｏｋｎｏｔ，＋：ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｗｈｉｃｈｗａｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｏｃｏｎｔａｉｎｐｓｅｕｄｏｋｎｏｔ

２．２　数据批量在线提交及本地化
利用三种软件分别分析日本血吸虫数据库中

的８４５２条序列，通过对序列进行自由能分析，将自
由能小于４ｋｋｃａｌ／ｍｏｌ的序列看作稳定的假结结构，
获得１５１条预测含有稳定假结结构的序列。

２．３　核糖体移码位点预测及数据处理
使用ＦＳｆｉｎｄｅｒ软件预测１５１条序列中的核糖体

移码位点，并判断该移码位点和假结以及ＯＲＦ在序
列上是否相互对应，分析获得既含有核糖体移码位

点也含有对应假结结构以及 ＯＲＦ的序列为９１条，
这９１条序列即为日本血吸虫预测核糖体移码基因

序列。

２．４　利用蛋白质组数据验证假结结构及对应的程
序性核糖体移码现象

２．４．１　质谱数据比对
用日本血吸虫蛋白质组质谱数据对筛选出的

９１个基因核酸序列的正向库和反向库（都是 ＤＮＡ
序列）进行分别搜索。在质谱数据里，有１３９５个肽
段在这个ＤＮＡ库里得到了匹配。删除重复序列数
据后剩余１０３条。经过 ＢＬＡＳＴ比对，在这９１条基
因序列中，排除假阳性，能够被质谱检测到的序列

剩余７条。
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２．４．２　读码位置搜索
通过在７条序列中进行位置的匹配，发现序列

编号为ＳＪＣＨＧＣ０９４１４的基因序列按照＋２及＋３读
码顺序翻译产生的蛋白质和日本血吸虫蛋白质组

数据库中存在数据相吻合的情况，从而在蛋白质组

层面上发现了日本血吸虫中核糖体移码现象的产

生（图１、２）。其中，＋２读码顺序时的匹配蛋白为

ＡＶＧＬＱＨＳＡＬＴＹ，＋３读码顺序时的匹配蛋白为
ＫＡＬＧＧＦ。ＡＶＧＬＱＨＳＡＬＴＹ位于 ＋２读码的 ３７５～
３８５氨基酸处，ＫＡＬＧＧＦ位于 ＋３读码的 ３９８～４０３
氨基酸处，其一致性均为 １００％，说明序列编号为
ＳＪＣＨＧＣ０９４１４的基因序列同时按照 ＋２及 ＋３读码
顺序翻译时在日本血吸虫体内产生蛋白，与预测的

结果相符。

图１　Ｓｊｉｍｐｏｒｔｉｎ蛋白＋２读码与日本血吸虫蛋白质组数据库比对结果

Ｆｉｇ．１　ＳｊｉｍｐｏｒｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎＯＲＦ＋２ＢＬＡＳＴｗｉｔｈｐｒｏｔｅｏｍｉｃｄａｔａｂａｓｅｏｆＳｃｈｉｓｔｏｓｏｍａｊａｐｏｎｉｃｕｍ

２．５　日本血吸虫输入蛋白生物信息学功能分析
将ＳＪＣＨＧＣ０９４１４序列在 ＮＣＢＩ的 ｎｒ数据库进

行ＢＬＡＳＴ分析，发现该蛋白包括三个结构域，均属
于ａｒｍａｄｉｌｌｏ／ｂｅｔａｃａｔｅｎｉｎｒｅｐｅａｔ（ＡＲＭ）超家族，通过
和其他生物进行多序列联配发现三个结构域相对

保守。该蛋白在曼氏血吸虫中也有同源蛋白表达，

两者的序列一致性为８６％。通过和其他生物的比
对，将其命名为日本血吸虫输入蛋白（Ｓｊｉｍｐｏｒｔｉｎ）。
Ｓｊｉｍｐｏｒｔｉｎ和其余物种的多序列联配图见图３。输入
蛋白广泛分布于各生物中，经过 ＢＬＡＳＴ比对以及进
化树分析后发现ＳＪＣＨＧＣ０９４１４蛋白为输入蛋白 ａｌ
ｐｈａ２亚基家族，和曼氏血吸虫输入蛋白一致性为

８６％，和人类的一致性为４５％（图４）。

３　讨论
核糖体移码在蛋白表达以及生物过程调控中

起到相当重要的作用，假结结构的预测是发现核糖

体移码的重要手段。然而，假结结构是ＲＮＡ二级结
构预测的难点。目前，预测假结结构的方法还不完

善，精确度和灵敏度均有待提高。本研究通过对目

前流行的ＲＮＡ二级结构预测软件进行测试发现：无
论从实用性还是从可靠性来说，利用单一软件进行

分析是不够的，因此结合多种预测软件是获得较为

精确的ＲＮＡ假结结构的必要条件。
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图２　Ｓｊｉｍｐｏｒｔｉｎ蛋白＋３读码与日本血吸虫蛋白质组数据库比对结果

Ｆｉｇ．２　ＳｊｉｍｐｏｒｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎＯＲＦ＋３ＢＬＡＳＴｗｉｔｈｐｒｏｔｅｏｍｉｃｄａｔａｂａｓｅｏｆＳｃｈｉｓｔｏｓｏｍａｊａｐｏｎｉｃｕｍ

　　此外，数据库的质量对于生物信息学的预测起
到了至关重要的作用。数据库中序列的每一个错

配都可能导致错误的结果。即便采用３种预测假结
结构的软件共同计算，一同缩小样品数量，提高精

确度，也不能避免其中错误预测的产生。因此要提

高预测的成功率，必须改进序列数据库的质量，提

高原本数据的可靠性。

本研究通过整合现有假结结构预测软件以及

核糖体移码预测软件，利用程序语言，编写出自动

在线提交的程序，优化了生物信息学分析的工作

流，对日本血吸虫基因编码数据库进行分析，经过

预测及鉴定，在日本血吸虫蛋白编码数据库中发现

Ｓｊｉｍｐｏｒｔｉｎ蛋白在日本血吸虫体内存在移码表达的

现象。输入蛋白在真核生物体内起到将分子从细

胞质（ｃｙｔｏｐｌａｓｍ）转运到细胞核内的作用。通常来
说，输入蛋白介导的转运发生在细胞核孔。由于绝

大多数的蛋白都不能够将自身运输穿过核孔，因此

输入蛋白无疑在蛋白质运输过程中发挥着重要作

用。Ｓｊｉｍｐｏｒｔｉｎ蛋白在日本血吸虫的功能仍有待进
一步研究，特别是其核糖体移码的翻译调控方式的

潜在作用值得关注。

在以上的研究中既预测了日本血吸虫中的假

结结构并建立数据库，也预测了核糖体移码现象，

这些研究拓展了核糖体移码对于蛋白表达调控的

认识，为今后药物靶点筛选的进一步研究打下了

基础。

·９４１·国际医学寄生虫病杂志２０１２年５月第３９卷第３期　ＩｎｔＪＭｅｄＰａｒａｓｉｔＤｉｓ，Ｍａｙ２０１２，Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．３



图３　Ｓｊｉｍｐｏｒｔｉｎ与其他物种序列的同源比对分析

Ｓｍａ：曼氏血吸虫，Ｄｒｅ：斑马鱼，Ｒｎｏ：褐家鼠，Ｍｍｕ：小家鼠，Ｈｓａ：人类，Ｓｓｃ：野猪，Ｂｔａ：牛

Ｆｉｇ．３　ＨｏｍｏｌｏｇｏｕｓａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＳｊｉｍｐｏｒｔｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｗｉｔｈｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

Ｓｍａ：Ｓ．ｍａｎｓｏｎｉ，Ｄｒｅ：Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ，Ｒｎｏ：Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ，Ｍｍｕ：Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ，

Ｈｓａ：Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ，Ｓｓｃ：Ｓｕｓｓｃｒｏｆａ，Ｂｔａ：Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ
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图４　Ｓｊｉｍｐｏｒｔｉｎ进化树

Ｓｊａ：日本血吸虫，Ｓｍａ：曼氏血吸虫，Ｃｓｉ：中华支睾吸虫，Ｘｔｒ：热带爪蟾，Ｍｍｕ：小鼠，Ｂｔａ：牛，Ｓｓｃ：野猪，Ｈｓａ：人

Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅＳｊｉｍｐｏｒｔｉｎ

Ｓｊａ：Ｓ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍ，Ｓｍａ：Ｓ．ｍａｎｓｏｎｉ，Ｃｓｉ：Ｃｌｏｎｏｒｃｈｉｓｓｉｎｅｎｓｉｓ，Ｘｔｒ：Ｘｅｎｏｐｕｓｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ，

Ｍｍｕ：Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ，Ｂｔａ：Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ，Ｓｓｃ：Ｓｕｓｓｃｒｏｆａ，Ｈｓａ：Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ
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