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鮰爱德华菌外膜蛋白 ＯｍｐＬＣ 基因的生物信息学分析
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摘　 要：采用 ＰＣＲ 方法从鮰爱德华菌基因组中扩增出外膜蛋白 ＯｍｐＬＣ 基因，利用生物信息学相关软件和网络数据库，预测该

基因编码产物的基本理化性质、亲疏水性、信号肽、跨膜性、二级结构、结构域及基序、以及三级结构，同时构建 ＯｍｐＬＣ 同源基

因的系统发育进化树。 结果表明：该蛋白由 ３６０ 个氨基酸组成，分子量为 ３９．４０７ ｋＤ，理论等电点为 ４．９８，不稳定系数为 １８．２６，
是一种稳定的强亲水性蛋白，有信号肽，成熟蛋白无跨膜螺区。 其二级结构中 α 螺旋、β 折叠和无规则卷曲分别占 ６．６７％、４５．
２８％和 ４８．０６％，其空间结构为 β 桶状，属于 ＯＭ＿ｃｈａｎｎｅｌｓ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ 的 ｇｒａｍ＿ｎｅｇ＿ｐｏｒｉｎｓ 成员。 蛋白质多重序列比对和聚类分

析显示，该蛋白序列与 ＯｍｐＬＣ 蛋白（ＡＥＱ５９６３２、ＡＥＱ５９６３９）具有高度同源性，且在系统发育树上与二者聚为一簇。 鮰爱德华

菌 ＯｍｐＬＣ 的生物信息学分析不仅为进一步探索该蛋白的功能提供参考资料，也为研究鮰爱德华菌的感染和致病机理，研制相

关疫苗提供理论依据。
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　 　 鮰爱德华菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｉｃｔａｌｕｒｉ）属肠杆菌科

（Ｅｎｔｅｒｏ ｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）爱德华菌属（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ）的一

种革兰氏阴性短杆菌，该菌主要感染鲶形目鱼

类［１］。 已有报道该菌曾引发黄颡鱼的红头病、斑点

叉尾鮰肠型败血症 （ Ｅｎｔｅｒｉｃ ｓｅｐｔｉｃｅｍｉａ ｏｆ ｃａｔｆｉｓｈ，
ＥＳＣ） ［２－３］，在其它非鲶形目鱼类也可以被感染，如
在虹鳟鱼、鳖也见报道［４－５］。 鮰爱德华氏菌病具有

发病急、发病率和死亡率高的特点，随着养殖规模和

养殖密度的加大，该菌对淡水鱼类的养殖危害日益

严重，但目前控制该菌引起的相关疾病主要以抗生

素为主，存在细菌耐药性增强、水体药物污染、引发

食品安全等问题。 因此，研发相关中草药制剂和高

效疫苗越发重要。
外膜蛋白（Ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＯＭＰｓ）是

革兰氏阴性细菌外膜的主要结构成分，是外膜 Ａ 蛋

白、微孔蛋白、脂蛋白和微量蛋白等蛋白的总称［６］，
ＯＭＰｓ 除作为细菌的结构组成之外，对细胞物质的

运输和有关物质的合成和致病力也有重要作用。 研

究表明外膜蛋白具有良好的免疫原性，不仅可诱导

体内产生较强的细胞和体液免疫，而且不同血清型

分离菌株具有交叉保护作用，因而成为疫苗研发的

热点。 随着基因组学、蛋白质组学、生物信息学等相

关学科的发展，越来越多病原菌的外膜蛋白的基因

序列得以测出，这为从病原菌中扩增目标基因，进行

重组表达，快速筛选疫苗抗原提供了可能。 目前，已
有学者对 ＯｍｐＫ、 ＯｍｐＵ、ＯｍｐＳ２、ＯｍｐＷ、ＯｍｐＣ 等外

膜蛋白的结构和免疫原性进行了研究［７－１１］。 但是

ＯｍｐＬＣ（ Ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＬＣ）作为一种

特定外膜蛋白，在国内外鲜见报道，其主要特性和功

能尚不是很清楚。 本文以鮰爱德华菌 ＯｍｐＬＣ 基因

序列为基础，对该蛋白进行一系列生物信息学分析，
以期为今后进一步研究该蛋白的功能及鮰爱德华菌

相关发病机制以及疫苗的研制提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 实验材料

１．１．１　 菌种

鮰爱德华菌，由西南民族大学生命科学与技术

学院水产养殖实验室从患病黄颡鱼肠道采样，经回

感实验确认为此次黄颡鱼患病的主要病原菌。 鮰爱

德华菌经分子鉴定后，保存－２０℃冰箱中备用。
１．１．２　 主要试剂和仪器

营养琼脂（Ｎｕｔｒｉｅｎｔ Ａｇａｒ；北京奥博星生物技术

有限责任公司）。 ＴａｑＭｉｘ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ 购自

ＴＩＡＮＧＥＮ ＢＩＯＴＥＣＨ （ ＢＥＩＪＩＮＧ） ＣＯ．， ＬＴＤ．。 Ｙｅａｓｔ
Ｅｘｔｒａｃｔ （ ＯＸＯＩＤ ） 、 Ｔｒｙｐｔｏｎｅ （ ＯＸＯＩＤ ）， ＰＣＲ 仪

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ Ｇｅｒｍａｎｙ），电泳仪（ＢＩＯＲＡＤ）凝胶成像

系统（ＢｉｏＲＡＤ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ Ｓｅｇｒａｔｅ Ｉｔａｌｙ），超低温冰

箱，离心机 （ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），恒温振荡培养箱 （ＨＺＱ －
Ｆ１００），恒温培养箱（上海齐欣科学仪器科技有限公

司）。 高 压 灭 菌 锅 （ ＳＡＮＹＯ Ｅｌｅｃｔｒｉｃ ＣＯ．， ＬＴＤ
Ｊａｐａｎ）。
１．２ 　 ＯｍｐＬＣ 基因序列扩增

参考 ＧＥＮＢＡＮＫ 已有的 ＯｍｐＬＣ 基因 ＣＤＳ 序列，
利用 软 件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 设 计 上 游 引 物

（ｏｍｐＬＣＦ）： ５＇ＣＣＣＧＡＴＧＧＡＡＴＣＡＡＡＴ３＇ 、下游引物

（ｏｍｐＬＣＲ）： ５＇ＣＣＴＧＣＣＴＧ ＡＴＣＧＧ Ａ ＴＡ ３＇，委托上

海生工生物工程有限公司合成。 以反复低温和煮沸

法粗提细菌总 ＤＮＡ 模板。
以提取的鮰爱德华菌总 ＤＮＡ 为模板，用引物

ＯｍｐＬＣＲ、ＯｍｐＬＣＦ，对 ＯｍｐＬＣ 基因进行 ＰＣＲ 扩增。
ＰＣＲ 反应体系：上下游引物各 １ μＬ（引物浓度均为

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），ＤＮＡ 模板 ３ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ２０ μＬ，Ｍｉｘ ２５
μＬ，总体系为 ５０ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：９４ ℃预变性 ４
ｍｉｎ；９４ ℃、３０ ｓ，５１．５ ℃、３０ ｓ，７２ ℃、１ ｍｉｎ，３０ 个循

环； ７２ ℃延伸 ４ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物用 １％琼脂糖

凝胶电泳检测，将阳性样品胶回收后送交上海上海

生工生物工程有限公司进行测序。
１．３ 　 ＯｍｐＬＣ 基因生物信息学分析

１．３．１　 核酸序列分析

测序完成后获得上下序列，利用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件

包的 ＳｅｑＭａｎ 程序进行序列拼接，并根据测序峰图

进行调整。 获得完整序列后利用 ＮＣＢＩ 网站提供的

Ｂｌａｓｔｎ 和 Ｂｌａｓｔｘ 程序进行序列比对，查找相似序列，
初步确定其功能。 用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件对基因序列进行

ＯＲＦ 查找，确定 ＣＤＳ 区，并将 ＣＤＳ 区翻译成氨基酸

序列。 用 ＣｏｄｏｎＷ１．４ 对编码区进行密码子偏好性

分析。 最后将该序列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ。
１．３．２　 蛋白质序列分析

用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 分析蛋白的一级结构和及其理化

参数（分子量、等电点、吸光系数等）；用 ＰｒｏｔＳｃａｌ 和
ＤＮＡｓｔａｒ 软件包 Ｐｒｏｔｅａｎ 程序预测其亲疏水性；用
ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ２．０ 进行跨膜区分析；用 ＳｉｇｎａｌＰ ４．０
Ｓｅｒｖｅｒ 软件进行信号肽预测；用 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 预测

蛋白质二级结构；用 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ、ＭｏｔｉｆＳｃａｎ、ＣＤＤ 预

测其结构功能域。 用 Ｐｈｙｒｅ２ 进行三级结构预测；用
ＤＮＡｓｔａｒ 软件包中的 Ｍｅｇａｌｉｇｎ 进行分子进化分析。
所用网络服务资源见表 １。
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表 １　 生物信息学分析在线网络资源

Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｎｌｉｎｅ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｏｆ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ

软件 网址

ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ．ｈｔｍｌ
ＰｒｏｔＳｃａｌ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／

ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ２．０ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ－２．０
ＳｉｇｎａｌＰ ４．０ Ｓｅｒｖｅｒ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ Ｓｉｇ ｎａｌＰ ／

ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ．ｏｒｇ ／
ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ ／ Ｔｏｏｌｓ ／ ｐｆａ ／ ｉｐｒｓｃａｎ ／
ＭｏｔｉｆＳｃａｎ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｈｉｔｓ．ｉｓｂ－ｓｉｂ．ｃｈ ／ ｃｇｉ－ｂｉｎ ／ ＰＦＳＣＡＮ

ＣＤＤ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｃｄｄ ／ ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ
Ｐｈｙｒｅ２ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ ／ ｐｈｙｒｅ２ ／ ｈｔｍｌ ／ ｐａｇｅ． ｃｇｉ？ ｉｄ ＝ ｉｎｄｅｘ

２　 实验结果

２．１　 ＯｍｐＬＣ 基因序列分析

２．１．１　 ＯｍｐＬＣ 基因 ＣＤＳ 区分析

ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳后，结果见图 １。
经测序分析 ＯｍｐＬＣ 基因序列片段大小为 １ １３３ ｂｐ，
序列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ，收录入号为 ＪＸ０６４５２０。 鮰爱

德华菌 （Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｉｃｔａｌｕｒｉ） ＯｍｐＬＣ 基因的 ｃＤＮＡ
从 ３２ 到 １ １１１ 全长 １ ０８０ ｂｐ，编码 ３６０ 个氨基酸。
２．１．２　 ＯｍｐＬＣ 基因密码子偏好性分析

不同物种不同基因对于密码子的使用具有明显

的偏好性，密码子使用的偏性与基因的时空表达、表
达产物的结构及功能有密切关系。 对鮰爱德华菌

ＯｍｐＬＣ基因进行偏好性分析表明：编码Ｐｈｅ的密码子

ＵＵＣ、编码 Ｌｅｕ 的密码子 ＣＵＧ、编码 Ｉｌｅ 的密码子 ＡＵＣ
等 ２０ 种密码子为该基因的偏好性密码子（见图 ２）。

图 １　 ＯｍｐＬＣ ＰＣＲ 扩增结果
Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＯｍｐＬＣ 　 　

注：Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ２ ０００ ｂｐ；１：ＯｍｐＬＣ 基因 ＰＣＲ 扩增产物。
Ｎｏｔｅｓ：Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ２ ０００ ｂｐ； １：Ｔｈｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ．

图 ２　 密码子偏好性分析

Ｆｉｇ． ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｄｏｎ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

２．２ 　 ＯｍｐＬＣ 编码产物的基本性质分析

２．２．１　 ＯｍｐＬＣ 编码产物的基本理化性质分析

蛋白质的基本理化性质包括其相对分子量、氨
基酸组成、等电点等。 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ 软件预测鮰

爱德华菌 ＯｍｐＬＣ 蛋白的理化性质。 ＯｍｐＬＣ 蛋白分

子量为 中不含 Ｃｙｓ，Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ａｓｎ 的含量较多，分别

为 １１．６７％、１０．８３％和 ８．８９％。 相对含量较少的氨基

酸为 Ｈｉｓ（０．２８％）（结果见表 ２）。 推测 ＯｍｐＬＣ 蛋白

分子量为 ３９．４０７ ｋＤａ，理论等电点 ＰＩ 为 ４．９８，带负

电荷的氨基酸残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）总数为 ４１，带正电荷

的氨基酸残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）总数为 ３４，不稳定系数为

１８．２６。 根据不稳定参数的数值低于 ４０ 才是稳定的

蛋白［ １２ ］，鮰爱德华菌 ＯｍｐＬＣ 蛋白是一种稳定性蛋

白，软件预测该蛋白在体外环境下的半衰期为 ３０ ｈ。
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表 ２　 氨基酸基本组成

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｆ ＯｍｐＬＣ

Ａｍｉｎｏ Ａｃｉｄ Ｎｕｍｂｅｒ Ｍｏｌ％ Ａｍｉｎｏ Ａｃｉｄ Ｎｕｍｂｅｒ Ｍｏｌ％
Ａｌａ Ａ ３９ １０．８３ Ｍｅｔ Ｍ ８ ２．２２
Ｃｙｓ Ｃ ０ ０．００ Ａｓｎ Ｎ ３２ ８．８９
Ａｓｐ Ｄ ２７ ７．５０ Ｐｒｏ Ｐ ６ １．６７
Ｇｌｕ Ｅ １４ ３．８９ Ｇｌｎ Ｑ １１ ３．０６
Ｐｈｅ Ｆ １６ ４．４４ Ａｒｇ Ｒ １２ ３．３３
Ｇｌｙ Ｇ ４２ １１．６７ Ｓｅｒ Ｓ １７ ４．７２
Ｈｉｓ Ｈ １ ０．２８ Ｔｈｒ Ｔ ２０ ５．５６
Ｉｌｅ Ｉ １０ ２．７８ Ｖａｌ Ｖ ２６ ７．２２
Ｌｙｓ Ｋ ２２ ６．１１ Ｔｒｐ Ｗ ５ １．３９
Ｌｅｕ Ｌ ２４ ６．６７ Ｔｙｒ Ｙ ２８ ７．７８

２．２．２　 ＯｍｐＬＣ 编码产物的疏水性分析

运用 Ｐｒｏｔｅａｎ 程序 Ｋｙｔｅ⁃Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ 算法对 ＯｍｐＬＣ
编码产物进行亲水性 ／疏水性预测疏水性图谱：正值

越大说明越疏水，负值越大说明越亲水；亲水性图谱

反之。 由亲疏水性图谱可知在前 ３－２２ 氨基酸残基

区域有较强的疏水性，参考 ＰｒｏｔＳｃａｌ 的分析结果，对
于疏水性第 １０ 位的 Ｖａｌ 具有最大值为３．０００，第 ５１
位的 Ａｓｐ 具有最小值为－ ２． ８６７，平均疏水性值为

－０．４４９，整个蛋白表现为亲水性，由此预测该蛋白是

一种亲水性蛋白（见图 ３）。

图 ３　 ＯｍｐＬＣ 编码产物亲疏水性图谱

Ｆｉｇ． ３　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｍｐＬＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

２．２．３　 编码产物的跨膜区分析

ＴＭＨＭＭ，是一种基于隐马尔可夫模型的跨膜

螺旋预测算法。 利用 ＴＭＨＭＭ ｓｅｒｖｅｒ ２．０ 在线软件

对 ＯｍｐＬＣ 编码产物的跨膜区域分析（见图 ４），结果

显示， １－６ 区域位于膜内， ７－２６ 区域预存在一个跨

膜螺旋，２７－３６０ 区域则位于膜外，Ｎ 端在细胞膜内

预测的概率为 ０．８３。 这与上述疏水性分析相吻合。

图 ４　 ＯｍｐＬＣ 编码产物跨膜区预测∗

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＯｍｐＬＣ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 ∗彩图见电子版（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｌｏｇｉｎ．ａｓｐｘ）（２０１６ 年第 ２ 期 ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１６．０２．０１）。

２．２．４　 ＯｍｐＬＣ 编码产物信号肽预测

　 　 信号肽是分泌蛋白质前体 Ｎ 端 １５－３０ 个氨基酸

组成的多肽，引导新生蛋白的定位。 本文采用的

ＳｉｇｎａｌＰ４．０ 是个强大的信号肽及其剪切位点检测工

具，该算法基于神经网络算法，利用已知信号序列的

革兰氏阴性原核生物、革兰氏阳性原核生物及真核

生物的序列作为训练集，对分泌型蛋白的信号肽进

行预测，并且给出 Ｃ、Ｓ、Ｙ⁃ｓｃｏｒｅ 计算结果［１ ３ ］。 其中
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Ｃ 值是信号肽酶切位点分值，Ｓ 值是信号肽分值，Ｙ
值是由 Ｃ 值和 Ｓ 值综合得出的剪切位点分值，用于

更精确的确定信号肽酶切位点［ １ ２ ］。 一个典型的信

号肽，其 Ｓ 值在剪切位点之前高在剪切位点之后变

低，Ｙ 值和 Ｃ 值在剪切位点达到最大值并趋近于 １。

本实验预测结果（见图 ５）表明：Ｃ 值和 Ｙ 值在第 ２３
位分别获得最大值 ０．８８４、０．８９８，Ｓ 值在第 ３ 位最大

为 ０．９４９，１－２２ 位平均 Ｓ 值为 ０．９２３，Ｄ 值是 Ｓ⁃ｍｅａｎ
和 Ｙ⁃ｍａｘ 的平均值，为 ０．９１０，从而可以判断 ＯｍｐＬＣ
编码产物存在信号肽，剪切位点位于 ２２～２３。

图 ５　 ＯｍｐＬＣ 编码产物信号肽预测∗

Ｆｉｇ． ５　 Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＯｍｐＬＣ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 ∗彩图见电子版（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｌｏｇｉｎ．ａｓｐｘ）（２０１６ 年第 ２ 期 ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１６．０２．０１）。

２．３ 　 ＯｍｐＬＣ 编码产物二级结构预测

ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 是欧洲分子生物学实验室提供的

蛋白质序列和结构预测服务，其分析方法包括：用
ＰＲＯＦｓｅｃ 分析序列的二级结构，用 ＰＲＯＦａｃｃ 分析残

基溶剂可及性，ＰＨＤｈｔｍ 分析潜在的跨膜拓扑结构，

通过 ＰＲＯＳＩＴＥ 搜索模体，借助 ＰｒｏＤｏｍ 预测功能结

构域。 发现该编码产物二级结构中螺旋占６．６７％，折
叠占 ４５．２８％，无规则卷曲占 ４８．０６％，其预测图如图

６ 所示，可以看出，该产物二级结构主要由折叠和环

构成。

图 ６　 ＯｍｐＬＣ 编码产物二级结构预测∗

Ｆｉｇ． ６　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＯｍｐＬＣ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 ∗彩图见电子版（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｌｏｇｉｎ．ａｓｐｘ）（２０１６ 年第 ２ 期 ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１６．０２．０１）。
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２．４ 　 ＯｍｐＬＣ 编码产物结构域和功能位点预测

ＩｎｔｅｒＰｒｏ 数据库由 ＥＢＩ 开发，整合蛋白质家族、
结构域和功能位点等资源。 整合 ＵｎｉＰｒｏｔ、ＰＲＯＳＩＴＥ、
Ｐｆａｍ 等 １２ 个成员数据库，检索结果准确。 用 ＣＤＤ、
ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ、ＭｏｔｉｆＳｃａｎ 对 ＯｍｐＬＣ 的编码产物的基序

及结构域进行分析， 结果均指向 ｃｌ０１１５５ （ ＯＭ ＿
ｃｈａｎｎｅｌｓ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ） 的 成 员 ｇｒａｍ ＿ ｎｅｇ ＿ ｐｏｒｉｎｓ
［ｃｄ００３４２］ （见图 ７ａ，７ｂ）。 ＯｍｐＬＣ 编码蛋白由 ３６０

个氨基酸组成，其中 ２８－３６０ 个氨基酸残基为保守结

构域。 该结构域由多个基序（５３－６４、９６－１０６、１５３－
１６４、２３３－２４５、３１２－３４８ 等）组成（见图 ７ｃ），其中最

典 型 的 模 体 是 第 ３１２ － ３４８ 位 的 表 达 式 为

［ＬＩＶＭＦＹ］． ｛ ２｝ Ｇ． ｛ ２｝ Ｙ． Ｆ． Ｋ． ｛ ２｝ ［ ＳＮ］ ［ ＳＴＡＶ］
［ ＬＩＶＭＦＹＷ ］ Ｖ， 目 标 蛋 白 的 模 体 为 ＶＤＬＧＡＴ
ＹＹＦＮＫＮＭＳＴＹ Ｖ，该家族蛋白在主要存在于细菌中，
在病毒和和真核生物偶有出现（见图 ７ｄ）。

（ａ）通过 ＣＤＤ 预测的保守结构域

（ｂ）通过 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ 预测的保守结构域

（ｃ）通过 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ 预测的保守基序特征

（ｄ）革兰氏阴性型 Ｐｏｒｉｎ 家族在各种生物中的分布情况

图 ７　 ＯｍｐＬＣ 编码产物结构域预测结果∗

Ｆｉｇ． ７　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＯｍｐＬＣ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 ∗彩图见电子版（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｌｏｇｉｎ．ａｓｐｘ）（２０１６ 年第 ２ 期 ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１６．０２．０１）。
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２．５　 ＯｍｐＬＣ 编码蛋白三级结构分析

ＣＰＨｍｏｄｅｌｓ 是采用同源建模来预测蛋白质三级

结构的一个网络服务器，同时也采用了以预测距离为

基础的窜线（ｔｈｒｅａｄｉｎｇ）算法。 同源建模是在蛋白质结

构数据库中搜索目标蛋白的同源蛋白，然后将目标蛋

白和同源蛋白进行对比，根据模板结构建模，并进一

步优化模型作为预测的结果［１ ４ ］。 对于远源同源蛋

白，结构虽然有一定的相似性，但其一致性小于 ３０％，
此时很难确定序列和结构之间的关系，此时选择线串

法进行蛋白结构预测效果较好。 该算法是将待测序

列“穿”入已知蛋白的基本骨架内，通过计算各种折叠

的概率，来预测蛋白的核心结构。 Ｐｈｙｒｅ 是一种基于

ｐｒｏｆｉｌｅ－ｐｒｏｆｉｌｅ 比对和线串法，对预测蛋白和模板进行

１Ｄ－３Ｄ 的序列谱的比对预测。 因此本文采用这两种

方法进行预测，ＣＰＨｍｏｄｅｌｓ 结果显示与 １ｏｓｍ＿Ａ 的相

似性达 ６４．５ ％，其 ３Ｄ 结构图如图 ８ａ 所示。 Ｐｈｙｅ２ 结

果显示，同源蛋白为 ｄ１ｏｓｍａ，该蛋白属于 ｐｏｒｉｎｓ 超家

族。 目标蛋白中有 ３３５ 个氨基酸残基（９３％）以 １００％
置信率参与建模（见图 ８ｂ）。 将二者所得建模参数文

件导入 Ｓｗｉｓｓ－Ｐｄｂ Ｖ ｉｅｗｅｒ ３．７，将其结构进行叠加比

对（见图 ８ｃ），分析结构类似性，并利用 Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ
参数进行检验。 结果如图 ７ 所示。 黄色区域是理想

的 Φ 角和 Ψ 角分布区域，而蓝色区域为不合理区域。
从图 ８ｄ 中可以看出，模拟得到的 ＯｍｐＬＣ 蛋白的残基

的二面角绝大部分在合理区域内，表明该预测结构与

自然结构趋势相同，具有稳定的空间结构。

图 ８　 两种建模方法所得 ３Ｄ 图及和重叠比较分析图∗

Ｆｉｇ． ８　 Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ（３Ｄ） ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｇｒａｐｈｉｃ ｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ
ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ．Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＯｍｐＬＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 ∗彩图见电子版（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ ／ ｃｈ ／ ｌｏｇｉｎ．ａｓｐｘ）（２０１６ 年第 ２ 期 ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１６．０２．０１）。
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２．６　 ＯｍｐＬＣ 编码蛋白分子进化分析

本文选用 Ｂｌａｓｔ ｐ 程序，利用特异性位点迭代比

对算法（Ｐｏｓｉｔｉｏｎ⁃Ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｉｔｅｒａｔｅｄ ＢＬＡＳＴ，ＰＳＩ－Ｂｌａｓｔ），
搜索非冗余数据库（ＧｅｎＢａｎｋ ＣＤＳ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｓ＋ＰＤＢ＋
ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ＋ＰＩＲ＋ＰＲＦ），进行同源蛋白搜索。 遗传距

离分析结果显示，目标蛋白序列 ＭＹＯＭＰ（已用下划

线 标 记 ） 与 ＯｍｐＬＣ 蛋 白 序 列 ＡＥＱ５９６３２、 和

ＡＥＱ５９６３９ 序列相似性分别达到 １００％和 ９９．７％（见
图 ９ａ），且从系统进化树上可以看出 ＭＹＯＭＰ 和二者

聚为一类 （见图 ９ｂ），因此可以判断目标蛋白为

ＯｍｐＬＣ。 １２ 个序列可以明显分为三类，首字母为 ｍ
的序列 １９４１９７２、３７８９８６９０６、ＥＨＪ７９７２３． １ 属于类麦

芽孔道蛋白类（Ｍａｌｔｏｐｏｒｉｎ⁃ｌｉｋｅ），首字母为 ｌ ／ Ｌ 的序

列 ３３１６４１０８１、ＡＡＢ４０７８３．１ 和 １ＦＥＰ 为配体门控通道

蛋白类（ ｌｉｇａｎｄ＿ｇａｔｅｄ＿ｃｈａｎｎｅｌ），其它的则属于革兰

氏阴性孔道蛋白（ｇｒａｍ＿ｎｅｇ＿ｐｏｒｉｎｓ）。 该目标蛋白为

革兰氏阴性孔道蛋白。

图 ９　 ＯｍｐＬＣ 蛋白序列系统进化分析

Ｆｉｇ． ９　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｍｐＬＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨　 论

生物信息学是一门建立在生物科学、数学、计算

机科学基础之上的交叉科学。 随着生物技术的快速

发和多个物种的基因组计划的相继完成，生物信息

学在基因的功能发现、疾病基因诊断、蛋白质结构预

测、分子药物设计等方面发挥着重要作用。 目前有

很多生物信息学分析软件和数据库可以从网上免

费下载，有些机构还有专门的在线服务系统。 生

物信息学借助这些广泛的信息资源及计算机辅助

软件，能够对核酸、蛋白质等序列进行快速、高效、
全面的分析，可以节约实验成本、缩短研究周期、
避免试验的盲目性。 ＯｍｐＬＣ 基因能够编码一种特
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定的外膜孔蛋白，有研究表明 ＯｍｐＬＣ 能够作为噬

菌体 ΦｅｉＡＵ 和 ΦｅｉＤＷＦ 的吸附受体［１ ５ ］ ，而关于其

它相关功能尚还未见报道，因此选取鮰爱德华氏

菌 ＯｍｐＬＣ 作为目标蛋白，利用生物信息学方法分

析其结构和功能。
鮰爱德华氏菌 ＯｍｐＬＣ 蛋白富含 Ｇｌｙ 和 Ａｌａ，且

成熟蛋白 Ｎ 端的第一个氨基酸是 Ａｌａ，它和 Ｇｌｙ 都

属于稳定型残基，且不稳定系数为 １８．２６（ ＜４０），为
一种稳定蛋白。 跨膜区分析结果说明在第 ７－２６ 个

氨基酸残基区域存在一个跨膜螺旋，这和二级结构

预测的结果较一致，但因为其 １－２２ 区域为信号肽

区域，因此成熟蛋白中应该无明显跨膜螺旋。 此结

果与朱珊丽等［１ ６ ］ 研究的主要外膜蛋白（ＭＯＭＰ）结
构有所不同。 这可能和外膜蛋白种类及不同菌株的

特异性有关。 二级结构和三级结构表明该蛋白主要

由 １６ 个 β－折叠和一些无规则卷曲组成，三维结构

呈桶状。 通过同源建模和线串法两种建模方法，得
到结果较一致且理论可靠的 ＯｍｐＬＣ 蛋白模型。 该

模型同已报道 ｏｍｐＣ、ｏｍｐＦ 的结构相似［１１，１ ７ －１ ８ ］。 有

研究表明，ｏｍｐＣ 和 ｏｍｐＦ 基因的存在对于细菌的抗

酸性和相关抗生素的扩散具有重要作用［１ ７ －１ ８ ］，而
鮰爱德华氏菌 ＯｍｐＬＣ 和 ｏｍｐＣ 及 ｏｍｐＦ 具有相似的

结构，但其是否也具有相应的功能尚不清楚，且

ＯｍｐＬＣ 和 ｏｍｐＣ 及 ｏｍｐＦ 之间的进化关系如何亦有

待于进一步研究。
革兰氏阴性孔蛋白在细菌生命过程中主要具有

分子筛特性，对亲水性复合物进行过滤［１ ９ ］。 某些

选择性孔蛋白（Ｐｏｒｉｎｓ）还具有溶质结合位点，允许

特定的溶质跨膜。 作为外膜蛋白的重要组成成分，
孔蛋白（Ｐｏｒｉｎｓ）还可以作为噬菌体和细菌素的受

体［ ２０ ］ 。 鮰爱德华菌 ＯｍｐＬＣ 蛋白的结构域和同源

性分析结果显示：鮰爱德华菌 ＯｍｐＬＣ 蛋白属于外

膜蛋白通道超家族（ＯＭ＿ｃｈａｎｎｅｌｓ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ）的革

兰氏阴性孔蛋白（ ｇｒａｍ＿ｎｅｇ＿ｐｏｒｉｎｓ）成员，因此，鮰
爱德华菌 ＯｍｐＬＣ 蛋白未来可作为噬菌体 ΦｅｉＡＵ
和 ΦｅｉＤＷＦ 的吸附受体，而 ＯｍｐＬＣ 基因的表达水

平高低也可成为噬菌体感染敏感性重要分子

因素［ ２０ ］。
由于细菌外膜蛋白（ＯＭＰｓ）的种类多样及其在

生物体中位置的特异性，其纯化较为困难，因而限制

了对其结构和功能的研究。 本文对鮰爱德华氏菌的

外膜蛋白———ＯｍｐＬＣ 蛋白的序列进行一系列生物

信息学分析，为进一步研究鮰爱德华氏菌致病的相

关发病机制、鮰爱德华氏菌 ＯｍｐＬＣ 蛋白的功能、表
达载体的构建、分子进化、分子定向改造、免疫原性

研究和疫苗研发奠定了基础。
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