
畜牧兽医学报
!

!"#$

!

%&

"

#

#$

!#$!!!!

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

"#$

$

%&'%%()*

%

+

'$,,-'&*..!./.)'0&%('&%'&01

旋毛虫
(

?B0>/,3G/0=#=?/HA

基因的序列

分析与编码蛋白结构预测

廖成水%

!

)

!王晓利0

!田文静%

!杨亚东%

!张梦珂%

!王安琪)

!张春杰%

!刘明远)

!

H#$3596<9,49A

)

!

1

!程相朝%

!

*

"

"

%'

河南科技大学!动物科技学院%洛阳市活载体生物材料与动物疫病防控重点实验室!洛阳
)N%&0*

&

0'

河南科技大学 医学院!洛阳
)N%&0*

&

*'

洛阳职业技术学院!洛阳
)N%&&*

&

)'

吉林大学 人兽共患病研究所%人兽共患病研究教育部重点实验室!长春
%*&&.0

&

1'

法国国家食品(环境及劳动卫生署动物卫生实验室!迈松阿尔福
/)N&.

#

摘
!

要!基因组预测旋毛虫拥有
%01

种庞大的
FD9,5ZZ

家族蛋白!但只有
2

A9-4$7#Y$-!%

唯一在
G

端含有一个保守

的
FD9,5ZZ

活性位点"

WbF

基序#'为研究旋毛虫
F

5$)"(#+G()K%

基因的序列结构特征!以旋毛虫总
=DE

为模板

进行
=Q!<G=

!获得
F

5$)"(#+G()K%

基因的序列!并利用生物信息学方法进行系统性分析'结果显示!扩增得到的核

苷酸序列比
M5-H9-C

中相关序列短
0%&K

2

!编码
0/)

个氨基酸!由
0&

种氨基酸组成!重新命名为
F

5$)"(#+G()K%!

5(S&

!且氨基酸序列中在
D

端和
G

端都具有
WbF

基序'蛋白质理论相对分子质量为
**'%/C6

!等电点为
/'%N

!是

稳定存在的亲水性蛋白'

<A9-4$7#Y$-!%!A$C5

的氨基酸序列与其他物种
FD9,5ZZ

的相似性为
*1J

左右'

<A9-4$7#Y!

$-!%!A$C5

含有
)

个
D!

糖基化位点(

*

个
U!

糖基化位点(

*%

个磷酸化位点(

%N

个
H

细胞线性结合位点和
/

个
Q

细胞

结合位点以及
*

个二硫键'二级结构中!

$

!

螺旋占
%)'0/J

"

)0

个#!延伸链占
0('0*J

"

(*

个#!无规卷曲占
11'%&J

"

%.0

个#'本研究成功克隆旋毛虫
F

5$)"(#+G()K%K5(S&

基因!对其序列结构进行分析!为进一步研究庞大的
FD9,5

ZZ

家族蛋白在旋毛虫发育和感染中的作用奠定基础'

关键词!旋毛虫&

FD9,5ZZ

&克隆&生物信息学

中图分类号!

>(10'N*%

!!!!

文献标志码!

E

!!!!

文章编号!

&*..!./.)

"

0&%(

#

&%!&0%(!&1

收稿日期!

0&%N!&.!0.

基金项目!国家自然科学基金"

*%&*&&.)

#&国家自然科学基金面上项目"

*%1N0)(/

#&河南科技大学博士启动基金"

%*)(&&N%

#&河南省高等学校

重点科研项目计划"

%NE0*&&&/

#

作者简介!廖成水"

%/(.!

#!男!博士!主要从事微生物感染与先天性免疫细胞作用研究!

R!;9$A

$

A$9#4B5-

@

,B6$**

#

%.*'4#;

"

通信作者!程相朝!教授!主要从事动物疫病分子与免疫学机制研究!

R!;9$A

$

4B5-

@

Y4B

#

%0.'4#;

7.4/2/

F

-/69)

I

8)/;)?/-.

5

3234:7?B0>/,3G/0=#=?/HAM)/)2/&2/>F/0A??BD

(

/2B?/D

LZEUGB5-

@

!,B6$

%

!

)

!

aEDMX$9#!A$

0

!

QZED a5-!

+

$-

@

%

!

OEDMO9!"#-

@

%

!

VWEDM 5̀-

@

!C5

%

!

aEDME-!

\

$

)

!

VWEDMGB6-!

+

$5

%

!

LZT $̀-

@

!

:

69-

)

!

HUZ=RET<9,49A

)

!

1

!

GWRDMX$9-

@

!4B9#

%

!

*

"

"

%1C+55&

>

&+

:

!)(;$5-"(&)"&$)AO&",)+5+

>7

%

8=+

7

$)

>

6&

7

8$9+'$#+'

7

+

:

8(4&C$''(&'

H(+;$#&'($5$)A!)(;$5J(@&$@&3'&4&)#(+)$)AC+)#'+5

!

2&)$)D)(4&'@(#

7

+

:

-"(&)"&$)AO&",)+5+

>7

!

8=+

7

$)

>

)N%&0*

!

C,()$

&

01?&A("$5C+55&

>

&

!

2&)$)D)(4&'@(#

7

+

:

-"(&)"&$)AO&",)+5+

>7

!

8=+

7

$)

>

)N%&0*

!

C,()$

&

*18=+

7

$)

>

%+"$#(+)$5$)AO&",)("$5C+55&

>

&

!

8=+

7

$)

>

)N%&&*

!

C,()$

&

)16&

7

8$9+'$#+'

7

+

:

*++)(@(@+

:

?()(@#'

7

+

:

NA="$#(+)

!

<)@#(#=#&+

:

*++)+@(@

!

I(5()D)(4&'@(#

7

!

C,$)

>

",=)%*&&.0

!

C,()$

&

11!E-N-

/

@8$9+'$#+'

7:

+'!)(;$52&$5#,

!

?$(@+)@K!5

:

+'#/)N&.

!

0'$)"&

#

?@30+-;0

$

Z7$,-#75̂ #37B

:

7B97;#355Y75-,$855Y

2

9-,$#-#]7B5FD9,5ZZ!A$C5

2

3#75$-]9;$A

:

"

5,7$!

;975"%01

@

5-5,

#

$-7B5

@

5-#;5#]7B5

2

939,$7$4-5;97#"5O'(",()&55$@

F

('$5(@

"

O1@

F

('$5(@

#

'



!

%

期 廖成水等$旋毛虫
F

5$)"(#+G()K%K5(S&

基因的序列分析与编码蛋白结构预测

W#̂ 5853

!

#-A

:2

A9-4$7#Y$-!%

2

#,,5,,5,#-5

2

35"$475"947$85,$75#]FD9,5ZZ

"

WbF;#7$]

#

$-$7,

G!753;$-6,"#;9$-$-%01FD9,5ZZ!A$C5

2

3#75$-]9;$A

:

'Q#5Y

2

A#357B5;#A546A934B9394753$,7$4,

#]

F

5$)"(#+G()K%

@

5-5$-O1@

F

('$5(@

!

F

5$)"(#+G()K%

@

5-5 9̂,4A#-5"K

:

=Q!<G=]3#;7#79A=DE

#]O1@

F

('$5(@A93895

!

9-"9-9A

:

S5" $̂7BK$#$-]#3;97$4,,#]7̂ 935'QB535,6A7,,B#̂ 5"7B977B5

,5

\

65-45,#]

F

5$)"(#+G()K%4A#-5"]3#;O1@

F

('$5(@ 5̂35,B#3753

"

0%&K

2

A5,,

#

7B9-7B5X`

1

&&**N&N%1'%,5

\

65-45$-M5-H9-C

!

9-"-9;5"9]753

F

5$)"(#+G()K%K5(S&'QB5

@

5-55-4#"5"9

2

3#!

75$-#]0/)9;$-#94$",'Z-73$

@

6$-

@

A

:

!

7B535 5̂357̂ #WbF;#7$],$-7B5D!9-"G!753;$-$$-7B5

4A#-5",5

\

65-45,'

2

A9-4$7#Y$-!%!A$C5$,9,79KA5

2

3#75$- $̂7B9

2

35"$475";#A546A93;9,,

"

3̀

#

#]

**'%/CF99-"7B5#357$49A

2

Z#]/'%N'H

:

,5

\

65-459A$

@

-;5-7

!

2

A9-4$7#Y$-!%!A$C5

2

3#75$-35859A5"

*1J,5

\

65-45$"5-7$7

:

7#

2

358$#6,A

:

35

2

#375"FD9,5ZZ]9;$A

:

;5;K53,]3#;#7B53,

2

54$5,'E

7#79A#])D!A$-C5"

@

A

:

4#,

:

A97$#-,$75,

!

*U!A$-C5"

@

A

:

4#,

:

A97$#-,$75,

!

*%

2

B#,

2

B#3

:

A97$#-,$75%N

A$-593H45AA

2

$

2

7#

2

5

!

/Q45AAK$-"$-

@

,$75,

!

9-"*"$,6A]$"5K#-" 5̂35

2

35"$475"$-

2

A9-4$7#Y$-!%!

A$C5'E-9A

:

,$,#],54#-"93

:

,7364763535859A5"7B97

$

!B5A$Y

!

5Y75-"5",739-"

!

9-"39-"#;4#$A

5̂35%)'0/J

"

)0

#!

0('0*J

"

(*

#!

9-"11'%&J

"

%.0

#!

35,

2

547$85A

:

'Z-7B$,,76"

:

!

7B5

F

5$)"(K

#+G()K%K5(S&

@

5-5 9̂,4A#-5"9-"9-9A

:

S5"'QB535,6A7,A9$"7B5]#6-"97$#-]#37B5]637B53,76"

:

#-7B53#A5#]"585A#

2

;5-7$-]547$#-$-O1@

F

('$5(@'

A)

5

B4+63

$

O'(",()&55$@

F

('$5(@

&

FD9,5ZZ

&

4A#-5

&

K$#$-]#3;97$4,

!!

脱氧核糖核酸酶"

"5#Y

:

3$K#-64A59,5

!

FD9,5

#

具有
FD9,5Z

"

RG*'%'0%'%

#和
FD9,5ZZ

"

RG*'%'

00'%

#两大类)

%

*

'

%/((

年首次报道人类
FD9,5ZZ

基

因后)

0

*

!

FD9,5ZZ

在脊椎动物(无脊椎动物和单细

胞原虫中被陆续报道)

*

*

'旋毛虫是一种寄生于骨骼

肌细胞的重要人兽共患胞内寄生虫!主要分布于中

国(阿根廷和部分东欧国家等)

)

*

'旋毛虫基因组显

示旋毛虫具有多达
%01

个
FD9,5ZZ

蛋白家族基

因)

1

*

'在这之前含有最多
FD9,5ZZ

的物种是秀丽

杆线虫"仅
%&

种#

)

.

*

!旋毛虫如此庞大的蛋白家族在

其他物种中实属罕见!而关于旋毛虫
FD9,5ZZ

的研

究仍未见有明显进展'经典
FD9,5ZZ

的氨基酸序

列在
D

端和
G

端都具有高度保守区域!即
WbF

基

序)

N

*

'在线软件分析显示旋毛虫
%01

个基因中仅仅

2

A9-4$7#Y$-!%

"

%&/1K

2

!

M5-H9-C9445,,$#- D#'

X`

1

&&**N&N%1'%

#含有一个
WbF

基序!且位于
G

端'因此!本研究克隆得到旋毛虫
F

5$)"(#+G()K%

基

因!并分析其序列特征!以期为庞大的
FD9,5ZZ

蛋

白家族在旋毛虫发育和感染中的作用研究提供科学

资料'

#

!

材料与方法

#G#

!

主要材料

a$,793

大鼠"

0&&'&

@

n0&'&

@

#购自吉林大学

白求恩医学院动物实验中心&中国河南猪旋毛虫分

离株
O'(",()&55$@

F

('$5(@

"

@

5-#7

:2

5Q%

#!国际标准

虫种编号为
Z>>1*)

!由本实验室小鼠传代保种&

2

`F%(!Q

购自宝生物工程"大连#有限公司&大肠杆

菌
FW1

$

购自德国
D#89

@

5-

公司!由本实验室常规

冻存&胰蛋白胨和酵母浸出物购自英国
UXUZF

公

司&胃蛋白酶购自中国医药集团总公司&

=<̀ Z!%.)&

培养液购自
W

:

4A#-5

公司&青霉素(硫酸链霉素均

购自美国
>$

@

;9!EA"3$4B

公司&

O$

W

FDE

聚合酶(

"DQ<,

(

FDE 9̀3C53

(

H$;W

!

(

2()"

(

和
=DE

<G=b$7

"

E`?

#

?53'*'&

均购自宝生物工程"大

连#有限公司&其他化学试剂均为国产分析纯'

#G!

!

7?B0>/,3G/0=#

基因的克隆

根据
M5-H9-C

上的旋毛虫
F

5$)"(#+G()K%

基因

序列"

M5-H9-CD#'

$

X`

1

&&**N&N%1'%

#设计引物

"上 游 引 物$

1_!MMEQGGEQMMEGMGEGMQGM!

MGGMMQEQ!*_

!

H$;W

!

&下游引物$

1_!EEMGQQ

QGEEQEQMMQMMEEQEMMEGEEEMQ!*_

!

2()"

(

#'

常规方法收集旋毛虫肌幼虫(新生幼虫和成虫虫体!

根据
Q3$S#A

试剂盒的方法得到三个时期总
=DE

'

根据
=DE<G=b$7

"

E`?

#

?53'*'&

试剂盒的方

法得到
4FDE

'以旋毛虫
4FDE

为模板!常规
<G=

扩增获得
F

5$)"(#+G()K%

基因'

#GK

!

同源性分析

利用
GLE>QELX0'%

进行二十余种物种

FD9,5ZZ

蛋 白 多 重 序 列 分 析'采 用
<WOLZ<

*'./1!DRZMWHU=

重复
%&&&

次的
K##7,739

2

法进

行氨基酸序列的遗传进化树分析'

/%0



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)/

卷
!

#G%

!

理化性质分析

在线 网 站
<3#7<939;

"

B77

2

$%%

5̂K'5Y

2

9,

:

'

#3

@

%

2

3#7

2

939;

%#分析蛋白质相对分子质量大小(理

论等电点和氨基酸组成'在线网站
B77

2

$%%

2

5#

2

A5'

;K$'64A9'5"6

%

,6;4B9-

%

49A7#3'B7;A

和
B77

2

$%%

K$#!

754B'#6'5"6

%分别用于分析氨基酸的稀有密码子和

重组蛋白质的可溶性'在线网站
<3#7>49A5

"

B7!

7

2

$%%

5̂K'5Y

2

9,

:

'#3

@

%

2

3#7,49A5

%#分析蛋白质的亲

水性与疏水性'

#GD

!

结构分析

在线网站
B77

2

$%%

^̂ ^'4K,'"76'"C

%

,538$45,

%

的
D57DMA

:

4

(

D57UMA

:

4

和
D57<B#,

分别分析
D!

糖

基化位点(

U!

糖基化位点和磷酸化位点'在线网站

B77

2

$%%

^̂ ^'5;KA!B5$"5AK53

@

'"5

%

2

35"$47

2

3#75$-

%

2

35"$47

2

3#75$-'B7;A

分 析 二 硫 键 数 量'

B77

2

$%%

7##A,'$;;6-55

2

$7#

2

5'#3

@

%

K45AA

%和
D57GQL

"

B7!

7

2

$%%

^̂ ^'4K,'"76'"C

%

,538$45,

%#预测蛋白可能存

在的线性
H

细胞抗原表位和
Q

细胞结合位点'在

线软件
B77

2

,

$%%

-

2

,9!

2

39K$'$K4

2

']3

%

4

@

$!K$-

%

-

2

,9

1

967#;97'

2

A

.

2

9

@

5m

%

D<>E

%

-

2

,9

1

,53853'B7;A

预

测二级结构'

>aZ>>!̀ UFRL a#3C,

2

945

分析三

级结构'

!

!

结
!

果

!G#

!

7?B0>/,3G/0=#=?/HA

基因的克隆

从旋毛虫中扩增得到一条
((1K

2

的序列"图

%

#!与
F

5$)"(#+G()K%

"

Q,

2

1

&//N)

!

M5-H9-C D#'

X`

1

&&**N&N%1'%

#相比!核苷酸序列少
0%&K

2

!缺

少部分位于
%()

+

*/*

位!将其命名为
F

5$)"(#+G()K

%K5(S&

'从肌幼虫(成虫和新生幼虫扩增得到的

F

5$)"(#+G()K%K5(S&

序列均一致!而从基因组扩增的

序列与
DGHZ

公布的
%)N%K

2

一致'

35$)"(#+G()K%K

5(S&

编码
0/)

个氨基酸!比
F

5$)"(#+G()K%

少
N&

个氨基

酸!缺少部分位于
.0

+

%*%

位'保守区域预测显示

F

5$)"(#+G()K%

只有一个
WbF

基序!且位于
G

端!但

F

5$)"(#+G()K%K5(S&

在
D

端和
G

端均具有
WbF

基序'

!G!

!

同源性分析

35$)"(#+G()K%K5(S&

的核苷酸序列与其他物种

的
FD9,5ZZ

的相似性较低!最高的是广杆属线虫

CH/KC/EK.

基因"

%&'&NJ

#!与人类(牛(马(猪(小

鼠(大鼠(鸡(斑马鱼(非洲蟾蜍(果蝇(海星(河豚(类

鼻疽杆菌(盘基网柄菌(鸡痘病毒(金丝雀痘病毒(冈

比亚按蚊(广杆属线虫和秀丽杆线虫等
FD9,5ZZ

成

`'FDE

相对分子质量标准 "

FL0&&&

#&

%'

水对照&

0'

肌幼

虫&

*'

新生幼虫&

)'

成虫&

1'

基因组

`'FDE;93C53A9""53

"

FL0&&&

#&

%'""W

0

U4#-73#A

&
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L̀

&

*'DHL

&

)'E"
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1'O1@

F

('$5(@
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5-#;5

图
#

!

旋毛虫
(

?B0>/,3G/0=#=?/HA

基因的
*7<

扩增

E2

F

G#

!

?>

=

.2:2;-024/4:&ED

(

/2B?/D

(

?B0>/,3G/0=#=?/HA

F

)/)

@

5

*7<

员的相似性集中在
*)J

&

*(J

!与海星
F

5$)"(#+G()!%

具有
)&'%(J

的相似性!遗传进化关系上被分在一

个进化支"图
0

#!但保守区域基本相同'

35$)"(#+G()K

%K5(S&

与低等生物具有较近的亲缘关系!且更靠近

于
FD9,5ZZ

%

'

!GK

!

*.-/;204P2/R#R.2V)

的理化性质分析

<A9-4$7#Y$-!%!A$C5

的理论相对分子质量为
**'%/

C6

!理论等电点为
/'%N

'分子式为
G

%1&N

W

0***

D

*//

U

)01

>

%

'不稳定系数为
*/'01

!属于稳定存在蛋白

质'氨基酸由
0&

种氨基酸组成!不含
>54

和
<

:

A

!其

中频次较高的氨基酸残基有
L56

(

>53

和
L

:

,

&频次

较低的氨基酸残基有
5̀7

(

G

:

,

和
W$,

'正电荷残基

数"

=cb

#为
**

个!负电荷残基数"

FcR

#为
0)

个'

含有
0.

个稀有密码子!其中有两处连续出现稀有密

码子!在大肠杆菌中呈可溶性表达的可能性为

('(J

'在
0(N

位亲水性分值最高"

%'/.N

#!有最强

的疏水性&在
%N1

位分值最低"

f0'(%%

#!有最强的

亲水性'

!G%

!

序列结构分析

在
D%/M>

(

D)/DQ

(

D0&/G>

和
D0.0=>

共有
)

个
D!

糖基化位点'在
L00

(

L0.

和
E%&(

共有
*

个

U!

糖基化位点'存在
*%

个磷酸化位点!分别为
%)

个
>53

(

/

个
QB3

和
(

个
Q

:

3

!潜力值均大于
&'1

'有

%N

个
H

细胞线性结合位点和
/

个
Q

细胞结合位点'

蛋白质二级结构主要由
)0

个
$

!

螺旋"

%)'0/J

#(

(*

个延伸链"

0('0*J

#和
%.0

个无规卷曲"

11'%&J

#构

成'存在
*

个二硫键!分别位于
1/

和
%&%

位(

0%&

和
0./

位(

01&

和
0(/

位"图
*

#'

<A9-4$7#Y$-!%!A$C5

三维结构同源模型见图
)

!三级结构预测发现!蛋白

质序列与
<FH

数据库中
1$*5'%'E

模板序列相似性

为
*%'N/J

'

&00
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期 廖成水等$旋毛虫
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基因的序列分析与编码蛋白结构预测

图
!

!

*.-/;204P2/R#R.2V)

与其他物种
WH-3)UU

家族蛋白的遗传进化树分析
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图
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!
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蛋白二级结构分析
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讨
!

论

%///

年!

G'W'̀ 9C

等首次发现旋毛虫排泄分

泌产物具有降解
FDE

的活性)

(

*

'来源于排泄分泌

产物的
)*C6

蛋白质与哺乳动物
FD9,5ZZ

序列具

有一定的同源性)

/

*

!但由于缺乏
FD9,5ZZ

保守的活

性位点!该
)*C6

蛋白质是否具有
FD9,5ZZ

活性仍

然存在争议'

0&%%

年公布的旋毛虫基因组显示!旋

毛虫可能存在一个高达
%01

种
FD9,5ZZ

蛋白家族'

人类(牛(马(猪(小鼠(大鼠(鸡(斑马鱼(非洲蟾蜍(

果蝇(海星(河豚(类鼻疽杆菌(盘基网柄菌(鸡痘病

毒(金丝雀痘病毒(冈比亚按蚊(广杆属线虫和秀丽

隐杆线虫等物种只有一种或几种
FD9,5ZZ

)

%&

*

!而秀

丽隐杆线虫具有最多
FD9,5ZZ

'但旋毛虫拥有如此

多的
FD9,5ZZ

家族成员有何作用仍不清楚'

)*C6

蛋白具有一个螺旋环螺旋基序分子结构!具有调节

肌细胞分化的功能)

%%

*

!因此与旋毛虫包囊形成有

关)

%0

*

'

%01

种旋毛虫
FD9,5ZZ

蛋白
1&J

以上的基

%00
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因编码排泄分泌产物!

FD9,5ZZ

蛋白被认为是控制

和预防旋毛虫病的理想疫苗候选蛋白质'

FD9,5ZZ

在
D

端和
G

端包含有两个保守的

WbF

基序"

W!Y!b!Y

"

)

#

!F

#

)

N

*

'旋毛虫
2

)*

(

>>%

和

EEb(1)&*

三个蛋白与人类
FD9,5ZZ

具有一定的

相似性!但缺乏
FD9,5ZZ

经典的
WbF

基序)

%*

*

'但

除了
2

A9-4$7#Y$-!%

具有一个
FD9,5ZZ

保守活性位

点!其他
%0)

种
FD9,5ZZ

蛋白都不具有
FD9,5ZZ

保

守活性位点'在本研究中!

2

A9-4$7#Y$-!%!A$C5

具有

两个
WbF

基序!分别位于序列的
D

端和
G

端'由

于小鼠(大鼠(河豚和斑马鱼
FD9,5ZZ

%

的
G

端保守

区域为
FW>b

!因此!根据
FD9,5ZZ

$

和
FD9,5ZZ

%

在
G

端的
WbF

保守基序分别为
FW>b

和
FWEb

的说法很难把
2

A9-4$7#Y$-!%!A$C5

归为
FD9,5ZZ

$

还

是
FD9,5ZZ

%

'但遗传进化树分析显示!

2

A9-4$7#Y$-!

%!A$C5

的亲缘关系更靠近于
FD9,5ZZ

%

"图
0

#'

%

!

结
!

论

以旋毛虫总
=DE

为模板进行
=Q!<G=

!获得

旋毛虫
F

5$)"(#+G()K%K5(S&

基因!得到的核苷酸序列

为
((1K

2

!编码
0/)

个氨基酸!由
0&

种氨基酸组成'

其氨基酸序列在
D

端和
G

端都具有
WbF

基序'蛋

白质理论相对分子质量为
**'%/C6

!等电点为
/'%N

!

是稳定存在的亲水性蛋白'

2

A9-4$7#Y$-!%!A$C5

的氨基

酸序列与其他物种
FD9,5ZZ

的相似性为
*1J
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