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［摘　要］目的：分析猪带绦虫（Ｔａｅｎｉａｓｏｌｉｕｍ）成虫凝溶胶蛋白（ｇｅｌｓｏｌｉｎ，ＧＥＬ）基因及编码蛋白的结构和功能。
方法：利用生物信息网站美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）和瑞士生物信息学研究所的蛋白分析专家系统
（ＥｘＰＡＳＹ）中生物信息学分析工具，并结合其它分析软件，从获得的猪带绦虫成虫全长ｃＤＮＡ质粒文库的表达序
列标签（ＥＳＴ）中识别凝溶胶蛋白基因，分析该基因的结构并预测其编码蛋白质的结构和功能特征。结果：猪带
绦虫成虫凝溶胶蛋白基因与细粒棘球绦虫凝溶胶蛋白的一致性为８８％，相似性为９３％；全长１５１４ｂｐ，编码区为
１６７～１２６３ｂｐ，编码３６５个氨基酸，无各种亚细胞定位序列，具有多个潜在的磷酸化位点，蛋白在溶液中性质稳
定。结论：应用生物信息方法从猪带绦虫成虫ｃＤＮＡ质粒文库中筛选出了猪带绦虫凝溶胶蛋白ｃＤＮＡ全长序列
并预测其结构与功能。
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　　猪带绦虫成虫寄生于人体肠道，引起猪带绦
虫病，幼虫寄生于人体皮下、肌肉或内脏引起囊尾

蚴病［１］。猪带绦虫在发展中国家分布很广，在发达

国家的分布也有明显增加趋势，目前猪带绦虫病和

囊虫病的发病仍然是不可忽视的公共卫生问题。

本研究从猪带绦虫成虫全长 ｃＤＮＡ文库中筛选了
凝溶胶蛋白基因，对该基因及其编码的蛋白结构和

特征进行全面的生物信息学分析，以指导后续目的

基因的克隆表达、生物学功能及免疫学特性的研

究，为其在猪带绦虫病的诊断、药物及疫苗研究中

的应用提供依据。

１　材料和方法

１．１　材料　猪带绦虫成虫全长ｃＤＮＡ质粒文库的
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构建和ＥＳＴ测序及Ｕｎｉｇｅｎｅ分析，由本课题组与上
海联合基因有限公司合作完成，Ｕｎｉｇｅｎｅ通过 Ｗｕ
－ｂｌａｓｔｘ方法进行识别［２］。编码猪带绦虫成虫凝

溶胶蛋白（ＴｓＧＥＬ）基因文库质粒编号为 ＺＤＴＣ２１
－Ｃ７。
１．２　方法　通过 ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｂｌａｓｔＸ）对不同进化阶元的其它物种凝溶胶蛋白的
同源蛋白序列进行比对，分析该基因的翻译序列与

其他蛋白质氨基酸序列的一致性，判断其是否为全

长基因；利用 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩＳｕｉｔｅ８．０软件包中的
ＡｌｉｇｎＸ程序进行多序列联配分析，利用ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ
（开放阅读框探寻器）确定其完整编码序列并显示

其编码的氨基酸序列。利用蛋白分析专家系统服

务器 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＳｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｃａ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／）所提供的蛋白质在线分析工具预测氨基酸
序列的分子量、等电点、稳定性指数等理化性质，

ＩｎｔｅｒＰｒｏ Ｓｃａｎ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｉｎｔｅｒ
ＰｒｏＳｃａｎ／）和 ＭｏｔｉｆＳｃａｎ（ｈｔｔｐ：／／ｍｙｈｉｔｓ．ｉｓｂｓｉｂ．ｃｈ／
ｃｇｉｂｉｎ／ｍｏｔｉｆ＿ｓｃａｎ）预测氨基酸序列中的基序（ｍｏ
ｔｉｆ）和功能域；利用 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ（ｈｔｔｐ：／／ｃｕｂｉｃ．
ｂｉｏｃ．ｃｏｌｕｍｂｉａ．ｅｄｕ／ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ／）预测氨基酸序

列的跨膜区和拓扑结构以及二级结构、通过 ＩＥＤＢ
ＡｎａｌｙｓｉｓＲｅｃｏｕｒｃｅ（ｈｔｔｐ：／／ｔｏｏｌｓ．ｉｍｍｕｎｅｅｐｉｔｏｐｅ．ｏｒｇ／
ｔｏｏｌｓ／ｂｃｅｌｌ／ｉｅｄｂ＿ｉｎｐｕｔ）分析抗原表位，利用 ＳＷＩＳＳ
ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）进行三级
结构的同源建模，预测蛋白质的空间构象，并通过

ＶｅｃｔｏｒＮＴＩｓｕｉｔｅ８．０软件包中的３Ｄｍｏｌｅｃｕｌｅｖｉｅ
ｗｅｒ看图软件显示。利用 ＰＣｇｅｎｅ软件分析包中抗
原决定簇分析程序将凝溶胶蛋白基因的主要抗原

表位标示在三维结构图上。

２　结果
２．１　ＢｌＡＳＴＸ的分析结果　从 ＢＬＡＳＴＸ的分析结
果显示，该基因是凝溶胶蛋白的同源基因，与 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ中细粒棘球绦虫的同源基因 ＡＡＫ１５７５３１
的氨基酸序列的一致性达９３％，相似性达９６％；
从比对结果来看，该克隆基因的５′端和３′端序列
均长于细粒棘球绦虫完整凝溶胶蛋白编码序列，故

推测为猪带绦虫成虫凝溶胶蛋白的全长基因序列，

其最大的ＯＲＦ就是其完整的编码区，该基因全长１
５１４ｂｐ，编码区为１６７～１２６３ｂｐ，编码３６５个氨基
酸，在５′端和３′端都有非翻译区，见图１。

图１　ＴｓＧＥＬ全长ｃＤＮＡ序列及其ＯＲＦ编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＦｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＴｓＧＥＬａｎｄｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｅｎｃｏｄｅｄｂｙＯＲＦ
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２．２　ＴｓＧＥＬ蛋白质的理化性质　猪带绦虫ＴｓＧＥＬ
蛋白质的理论分子量和等电点分别是４１３６４８和
５９９，在酵母和大肠杆菌中体内表达的半衰期分别
大于２０ｈ和１０ｈ；在溶液中的不稳定指数为４１９８，
高于阈值４０，在溶液中性质不稳定。脂肪族指数
为６７８１，总亲水性 －０５４１，蛋白质总体疏水性
高。

２．３　ＴｓＧＥＬ蛋白翻译后修饰与结构的特征性序
列　模序（Ｍｏｔｉｆ）分析结果显示：ＴｓＧＥＬ蛋白含有
２个可能的糖基化位点：２１０～２１３，２３８～２４１位氨
基酸；９个潜在的酪蛋白激酶 ＩＩ（ＣＫ２）磷酸化位
点：２２～２５，１０３～１０６，１２０～１２３，１４２～１４５，２１５～
２１８，２４０～２４３，２４７～２５０，２５６～２５９，２６０～２６３位氨
基酸；３个潜在的 Ｎ肉豆蔻酰位点：６９～７４，１５２～
１５７，２１１～２１６位氨基酸；４个潜在的蛋白激酶 Ｃ
（ＰＫＣ）磷酸化位点：３５～３７，２３１～２３３，２７４～２７６，

２８１～２８３位氨基酸；在２９～３２位氨基酸存在一潜
在的ｃＡＭＰ和ｃＧＭＰ依赖的蛋白激酶磷酸化位点。
２．４　ＴｓＧＥＬ的亚细胞定位序列　ＥｘＰＡＳＹ中 Ｔａｒ
ｇｅｔＰ预测该基因无分泌型信号肽，未发现线粒体、
过氧化酶体、溶酶体和细胞核等亚细胞定位序列。

２．５　ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ扫描一级结构中包含的结构和
功能域特征序列 ＥｘＰＡＳＹ中 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ扫描结
果显示，该氨基酸序列中含有２个凝溶胶蛋白保守
功能结构域，结果见图２。
２．６　ＴｓＧＥＬ蛋白质的拓扑结构、二级结构和亲水
性特征　Ｈｔｍ预测该蛋白没有跨膜序列，见图３。
Ｓｅｃ预测α螺旋（Ｈ）、β折叠（Ｅ）和无规卷曲（Ｌ）
的比例分别是２１６４∶２８７７∶４９５９，二级结构以
无规则卷曲为主。根据每个氨基酸残基的溶剂可

及性（Ａｃｃ）分析，预测在水溶性中，该蛋白质折叠
成一个不甚致密的球状分子。

图２　猪带绦虫ＴｓＧＥＬ的功能域与结构域
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｆｕｃｔｉｏｎａｌｄｏｍａｉｎａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄｏｍａｉｎｏｆＴｓＧＥＬ

图３　ＴｓＧＥＬ蛋白质的拓扑结构和跨膜区（Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ分析）
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｔｏｐｏｌｏｇｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｇｉｏｎｓｏｆＴｓＧＥＬａｎａｌｙｚｅｄｂｙＰｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ
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２．７　ＴｓＧＥＬ的抗原表位分析　通过ＩＥＤＢＡｎａｌｙ
ｓｉｓＲｅｃｏｕｒｃｅ提供的蛋白质抗原表位在线分析工
具，预测其主要线性抗原决定簇的位置分别是：９～
３５、６１～７３、１０２～１１３、１２７～１３８、２４２～２５３、２５６～
２７２、２９１～３０２、３４９～３５７位氨基酸，推测该蛋白是
一个多功能的蛋白质，其Ｂ细胞抗原表位，见图４。

图４　ＴｓＧＥＬ的Ｂ细胞抗原表位图
Ｆｉｇ．４　ＢｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅｍａｐｏｆＴｓＧＥＬ

２．８　ＴｓＧＥＬ的三维结构图及线性表位的位置　
通过Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ将 ＴｓＧＥＬ与蛋白结构数据库中
蛋白质三维结构进行匹配，输回模拟的凝溶胶蛋白

三维结构图文件，在ｖｅｃｔｏｒＮＴＩｓｕｉｔｅ软件包中打开
该蛋白质结构文件，将三个主要的线性表位标示在

结构图上，见图５。３个棍状区域代表３个主要线
性表位为６１～７３、１０２～１１３、１２７～１３８位氨基酸。

图５　猪带绦虫ＴｓＧＥＬ的３Ｄ结构
和线性表位的空间位置

Ｆｉｇ．５　３Ｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｓｐａｃｉａｌｐｏｓｉｔｉｏｎ
ｏｆｌｉｎｅａｒｅｐｉｔｏｐｅｏｆＴｓＧＥＬ

３　讨论

猪带绦虫广泛存在于发展中国家，随着移民的

增加也逐渐分布于发达国家和地区，全世界每年大

约有５亿人感染猪带绦虫［３，４］，并且每年因该寄生

虫而死亡的人数可达５万［５］，猪带绦虫病和囊虫

病的发病在世界范围内仍然是不可忽视的公共卫

生问题，因此在疾病的预防和诊治方面尚需更多的

研究。为了筛选在猪带绦虫病的诊断、免疫或治疗

方面的靶分子，本课题组近年构建了猪带绦虫成虫

全长ｃＤＮＡ文库，从猪带绦虫基因组及蛋白质组学
的研究入手，系统地开展猪带绦虫基因的鉴定和功

能研究。

细胞骨架重排发生在多种细胞生命活动中，使

细胞质在凝胶态和溶胶态之间转换。这一可逆性

过程涉及多种蛋白质，其中凝溶胶蛋白（ｇｅｌｓｏｌｉｎ）
超家族通过切断肌动蛋白丝、脱离肌丝终端 、促进

肌动蛋白聚集成核等方式控制肌动蛋白的构建，使

肌动蛋白在单体和聚合体两种形式间通过聚合解

聚作用维持动态平衡［６］。凝溶胶蛋白作为凝溶胶

蛋白家族的成员之一，能够与肌动蛋白结合并且调

节肌动蛋白的聚合解聚作用，是一种重要的肌动蛋

白结合蛋白，也是目前研究较为详尽和透彻的重要

蛋白分子，其主要功能包括调节肌动蛋白活性、细

胞运动、细胞凋亡、吞噬功能以及血小板的形成和

活化等［７］。研究表明，凝溶胶蛋白与凋亡、凝血、

免疫、肿瘤及炎症等病理生理过程密切相关［８］。

绦虫有自动脱落节片的生理功能，根据凝溶胶蛋白

的生物学功能显示，该蛋白在真核生物中扮演着重

要的角色，是否在绦虫体内也起到重要的作用，尤

其与绦虫在体内的运动和节片脱落的关系值得深

入研究。同时根据该蛋白的功能显示，绦虫凝溶胶

蛋白有可能是一个重要的药物靶标。

为了对其机制进行更深入的研究，本文通过

Ｂｌａｓｔｘ从猪带绦虫 ｃＤＮＡ文库中识别出了一个编
码凝溶胶蛋白的全长基因，该基因该基因全长

１５１４ｂｐ，编码区为１６７～１２６３ｂｐ，编码３６５个氨
基酸，在５′端和３′端都有非翻译区。并通过生物
信息学的方法对其所编码的蛋白的结构和功能进

行预测，结果显示该蛋白为多功能蛋白，在溶液中

不稳定，其ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ扫描结果显示具有两个保
守功能结构域，二级结构预测该蛋白可能以胞浆型

存在，无各种亚细胞定位序列。对凝溶胶蛋白的研

究进展和生物信息学分析，有助于采取合理的克

隆和表达策略，选用适合的表达载体，提高目的

蛋白高效的可溶性表达的可能性及获得有活性的

（下转第１４６页）
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海马ＬＴＰ是目前公认的从突触水平上研究学
习记忆的神经模型，海马 ＬＴＰ分为诱导和维持两
个阶段，其诱导依赖ＮＭＤＡ受体激活，而维持则与
Ａ氨基酸３羟基５甲基４异恶唑丙基受体功能和
电压依赖性 Ｃａ２＋通道开放有关。ＰＳ幅值是 ＬＴＰ
中的一项指标，反映了突触后细胞同步活动。在本

研究中，海洛因戒断组在高频刺激前后的 ＰＳ幅值
变化率无明显变化，说明戒断组的突触传递增强受

到了抑制，而海洛因依赖组的 ＰＳ幅值变化率与对
照组比较无显著差异，表明突触可能产生了适应性

的变化。突触传递的适应性变化已经被认为是药

物成瘾的一个重要因素［９］，伴随着大鼠对海洛因

的依赖形成，正常情况下依赖于海洛因的 ＣＡ３区
的突触功能在海洛因的作用下，产生了适应性的变

化，当停用海洛因后，突触功能便受到影响。据文

献报告，ＭＫ８０１能在 ＣＡ１区抑制 ＬＴＰ的诱导，表
明ＣＡ１区的突触传递可能有 ＮＭＤＡ的介导，而本
次研究中在ＬＰＰＣＡ３通路观察ＰＳ幅值的变化率，
发现与对照组的变化率无显著差异，表明此通 路

的突触传递功能持续增强可能是非 ＮＭＤＡ受体所
介导。但总的来说，ＬＴＰ的形成与药物的成瘾机制
仍是十分复杂的问题，有待进一步研究。
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重组蛋白等，为进一步研究其生物功能及其该蛋白

在诊断、药物及疫苗研究中的应用提供依据。
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