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双峰驼凝乳酶原基因的生物信息学分析
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摘　 要：通过生物信息学的方法对双峰驼凝乳酶原基因及相应的氨基酸序列的同源性、理化性质、保守结构域、亚细胞定位、
信号肽、跨膜结构域、亲水性 ／ 疏水性、二级结构进行预测分析。 结果表明，双峰驼凝乳酶原基因开放阅读框全长 １ １４６ ｂｐ，编
码 ３８１ 个氨基酸，属于胃蛋白酶 Ａ 超家族，预测定位于内质网（膜）的稳定亲水性蛋白，具有一个 １６ 个氨基酸的信号肽，其不

含跨膜结构域。 无规卷曲是其二级结构中最大量的结构元件，α 螺旋和延抻链分散于整个蛋白质中，活性位点的分析表明，编
码蛋白有 ６ 类活性位点。 分析双峰驼凝乳酶原基因及其编码蛋白质的特征，能够为深入开展双峰驼凝乳酶的表达和凝乳特

性研究提供理论依据。
关键词：双峰驼；凝乳酶原；克隆；生物信息学

中图分类号：Ｑ５５７ 文献标志码：Ａ　 　 文章编号：１６７２－５５６５（２０１４）－０１－０１８－０９

Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ ｇｅｎｅ ｉｎ ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ
ＹＡＮＧ Ｙｉ，ＰＵ Ｙａｎ， ＺＨＡＮＧ Ｆｕｃｈｕｎ∗

（Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｕｒｕｍｑｉ， Ｘｉｎｊｉａｎｇ ８３００４６， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ
Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ， ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ， ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ，
ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ，ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ， ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ， ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ／ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ，ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ ｉｓ １ １４６ｂｐ， ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ３８１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ．
Ｔｈｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅｌｏｎｇｓ ｔｏ ｐｅｐｓｉｎ Ａ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ， ａｎｄ ｉｓ ａ ｓｔａｂｌｅ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｓｔ ｐｒｏｂａｂｌｙ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ （ｍｅｍｂｒａｎｅ）． Ｉｔ ｈａｓ ａ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ １６ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｎｏ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ． Ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ ｉｓ ｔｈｅ ｍａｊｏｒｉｔｙ ｏｆ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｅｌｅｍｅｎｔｓ， ｗｈｉｌｅ α－ｈｅｌｉｘ ａｎｄ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒｅｔｃｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈａｉｎ． Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｓｉｘ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｍｅｌｕｓ
ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｏ ｓｔｕｄｙ
ｃｕｒｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ； Ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ； Ｃｌｏｎｉｎｇ； Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ

　 　 随着乳品行业的高速发展，人们对发酵乳制品

的需求也日益增加。 近年来国内外干酪市场发展迅

猛， 不仅对干酪的研究日益深入，而且制作干酪所

用的凝乳酶需求量大增。 干酪加工中添加凝乳酶的

主要目的是促使牛乳凝结，为排除乳清提供条

件［１］。 凝乳酶是一种从未断奶的小牛皱胃中发现

的天门冬氨酸蛋白酶，可以专一地切割乳中 κ－酪蛋白

的Ｐｈｅ１０５－ Ｍｅｔ１０６之间的肽键，破坏乳中的酪蛋白胶

束引起蛋白质凝聚，因此在乳制品尤其是在干酪加

工制作中应用广泛［２］，理想的凝乳酶应能迅速、专
一地打开 κ－酪蛋白 Ｐｈｅ１０５－Ｍｅｔ１０６ 键，但水解蛋白

其他肽键的能力较低，即两者的活力比值要高［３］。



凝乳酶凝乳后制成的干酪相当于将原料奶中的蛋白

质和脂肪浓缩了十倍左右，另外干酪中还含有糖类、
有机酸、常量矿物质元素等多种成分，具有很高的营

养价值。 凝乳酶主要为动物来源的凝乳酶，约占市

场的 ７０％，同时还有植物来源的凝乳酶、微生物来

源的凝乳酶和利用基因工程技术生产的重组凝乳

酶。 牛凝乳酶有着强大的凝乳活性和较低的蛋白水

解活性，是凝乳制作干酪的优质酶，目前对牛凝乳酶

的研究已经较为成熟，市场上销售的凝乳酶主要是

牛凝乳酶，而相应骆驼凝乳酶研究较少，因此骆驼凝

乳酶开发利用前景广阔。 Ｋａｐｐｅｌｅｒ 等［４］ 研究发现单

峰驼凝乳酶与牛凝乳酶有不同的特性，单峰驼凝乳

酶表现出比牛凝乳酶高 ７０％的凝乳活性，却只有牛

凝乳酶的 ２０％非特异性蛋白酶活性。 动力学分析

表明，达到半饱和时，其所需的底物仅是牛凝乳酶的

５０％还少，并且牛凝乳酶不能凝结骆驼乳，说明骆驼

凝乳酶有较高的凝乳活性。 Ｊｅｎｓｅｎ 等［５］研究表明单

峰驼凝乳酶的稳定性高于牛凝乳酶。
本研究主要运用生物信息学的方法对双峰驼凝

乳酶基因及相应的氨基酸序列的同源性、理化性质、
保守结构域、亚细胞定位、信号肽、跨膜结构域、亲水

性 ／疏水性、二级结构以及活性位点进行预测分析。
旨在为研究双峰驼凝乳酶的凝乳特性及其条件提供

理论参考。

１　 材料和方法

１．１　 双峰驼凝乳酶原基因序列的获得

首先从 Ｂｒｏｅ［６］等人在 ２０１１ 申请的专利中获得

双峰驼凝乳酶原基因序列，由上海生工生物工程有

限公司合成双峰驼凝乳酶原基因开放阅读框序列，
在大肠杆菌进行原核表达，发现双峰驼凝乳酶原融

合蛋白以包涵体形式表达，分子大小与理论值相符。
将双峰驼凝乳酶原融合蛋白包涵体溶于尿素，但透

析复性的双峰驼凝乳酶原融合蛋白经过酸化 ／中和

处理并没有得到有活性的凝乳酶，说明该基因序列

所产生的双峰驼凝乳酶原有误。 随后通过检索

ＧｅｎｅＢａｎｋ 数据库，发现 Ｋａｐｐｅｌｅｒ 等人正式注册的双

峰驼凝乳酶原基因序列，与从专利获得的序列比对

后，发现两者双峰驼凝乳酶原有六个氨基酸的差异，
推测可能是这六个氨基酸的差异导致合成的凝乳酶

无活性。 本研究采用从 ＧｅｎｅＢａｎｋ 数据库中获得的

双峰驼凝乳酶原基因序列进行分析。
１．２　 生物信息学分析

利用 ＮＣＢＩ 及 ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＰｒｏｔＳｃａｌｅ、ＳｉｇｎａｌＰ ４．０
Ｓｅｒｖｅｒ、ＴＭＨＭＭ２．０、等在线工具进行核酸及氨基酸

序列的组成、理化性质、信号肽和亲水性 ／疏水性分

析；利用 Ｂｌａｓｔ 和 ＤＮＡＭＡＮ 在线工具以及 ＭＥＧＡ４．０
软件，进行氨基酸序列的序列比对和同源性分析。
所用软件或在线工具有关信息见表 １。

表 １　 预测基因结构和功能应用的网站及软件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｗｅｂｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｓｏｆｔｗａｒｅｓ ｆｏｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

编号 软件名称或网站网址 主要功能 参考文献
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８ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ ／ 跨膜结构预测 ［１１］

９
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２　 结果与分析

２．１　 双峰驼凝乳酶原基因序列

双峰驼凝乳酶原基因序列是一个完整的开放阅 读框，为 １ １４６ ｂｐ，编码 ３８１ 个氨基酸（见图 １）。
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图 １　 双峰驼凝乳酶原序列及其氨基酸序列

Ｆｉｇ．１　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ ｉｎ ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ

２．２　 双峰驼凝乳酶原的同源性分析

通过 ＧｅｎｅＢａｎｋ 数据库中的 Ｂｌａｓｔｐ 程序，对双峰

驼凝乳酶的氨基酸序列进行同源性分析，数据显示

其与单峰驼，牦牛、牛、山羊、印度水牛、绵羊凝乳酶

氨基酸序列相似性分别为 ９９％、８４％、８４％、８４％、

８３％和 ８４％。 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对双峰驼凝乳酶

原的氨基酸序列和其它物种凝乳酶原的氨基酸序列

进行多重比对（见图 ２）。 运用 ＭＥＧＡ４．０ 软件，根据

上述动物的凝乳酶原的氨基酸序列构建的系统进化

树（见图 ３），进一步的验证了其同源性。
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图 ２　 双峰驼凝乳酶原以及其它动物种凝乳酶原的基氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．２　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ
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图 ３　 不同物种基于凝乳酶原氨基酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ．３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｏｆ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ ｉｎ ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ

２．３　 双峰驼凝乳酶原氨基酸一级结构及理化性质

预测分析
　 　 通过 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测双峰驼凝乳酶原基

因编码的氨基酸序列的组成和理化性质，并与单峰

驼、牛等动物凝乳酶原基因的一级结构进行比较，结

果见表 ２。 结果显示，凝乳酶原基因均编码 ３８１ 个氨

基酸，并且其带正、负电荷氨基酸数目相差甚微，分
子量差异很小，等电点在 ４．８ 到 ５．９ 之间，其半衰期

均大于 １０ 小时，表明其有较高稳定性，根据定义当

不稳定系数分值小于 ４０ 时，预测蛋白质比较稳定；
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当不稳定系数分值大于 ４０ 时，则该蛋白质不稳 定［７］，因此七种凝乳酶原均为较稳定的蛋白。
表 ２　 不同物种凝乳酶原的氨基酸理化性质的比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ

名称
氨基酸

残基数（个）

正负电荷

氨基酸数

＋　 　 　 －
分子量（Ｄａ） 等电点（ＰＩ） 半衰期（ｈ）

蛋白质不

稳定指数

双峰驼 ３８１ ３２　 　 ３６ ４２ ０４１．６ ５．９０ ＞１０ ３４．４７

单峰驼 ３８１ ３２　 　 ３６ ４２ ０８２．６ ５．９０ ＞１０ ３５．１０

牦牛 ３８１ ２５　 　 ３６ ４２ １８４．６ ４．９０ ＞１０ ３９．２２

牛 ３８１ ２４ 　 　 ３６ ４２ １９５．６ ４．９０ ＞１０ ３６．８０

山羊 ３８１ ２４　 　 ３８ ４２ ０９２．５ ４．８６ ＞１０ ３３．３５

印度水牛 ３８１ ２５　 　 ３６ ４２ ２１７．７ ４．８３ ＞１０ ３８．２７

绵羊 ３８１ ２６ 　 　 ３８ ４２ ０７４．５ ４．８０ ＞１０ ３７．３３

２．３　 双峰驼凝乳酶原的保守结构域分析

通过 ＮＣＢＩ 保 守 结 构 域 数 据 库 （ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
Ｄｏｍａｉｎ Ｄａｔａｂａｓｅ，ＣＤＤ），分析双峰驼凝乳酶原中的

保守结构域（见图 ４），结果显示双峰驼凝乳酶原属

于胃蛋白酶 Ａ 超家族，含有多个胃蛋白酶保守结

构域。
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图 ４　 预测的双峰驼凝乳酶原保守结构域

Ｆｉｇ．４　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ ｉｎ ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ

２．４　 双峰驼凝乳酶的亚细胞定位

应用 Ｐｓｏｒｔ 工具预测双峰驼凝乳酶的亚细胞定

位，结果见表 ２，其可能定位于内质网（膜）、过氧化

物酶体、细胞质膜和内质网（腔）。 表 ３ 显示双峰驼

凝乳酶定位于内质网（膜）的概率较高，为 ０．８２０，定
位于过氧化物酶体、细胞质膜和内质网（腔）的概率

甚微。

表 ３　 双峰驼凝乳酶原的亚细胞定位

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ ｏｆ
ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ

亚细胞定位 概率

内质网（膜）ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ （ｍｅｍｂｒａｎｅ） ０．８２０
过氧化物酶体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ） ０．２１９
细胞质膜（ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ） ０．１９０

内质网（腔）ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ （ｌｕｍｅｎ） ０．１００
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２．５　 双峰驼凝乳酶原信号肽预测和分析
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图 ５　 双峰驼凝乳酶信号肽预测

Ｆｉｇ．５　 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ ｉｎ ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ
注：Ｃ ｓｃｏｒｅ：原始剪切位点分值：Ｓ ｓｃｏｒｅ：信号肽分值；Ｙ ｓｃｏｒｅ：综合剪切位点分值。
Ｎｏｔｅｓ：Ｃ ｓｃｏｒｅ：Ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ Ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ；Ｓ ｓｃｏｒｅ：Ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ；Ｙ ｓｃｏｒｅ：Ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ．

　 　 通过 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ４．０Ｓｅｒｖｅｒ 软件预测双峰驼凝乳酶

信号肽（见图 ５），结果显示：第 １７ 位丝氨酸残基具

有最高的原始剪切位点分值 ０．６６１，第 ８ 位亮氨酸残

基具有最高的信号肽分值 ０．９４６，第 １７ 位丝氨酸残

基具有最高的综合剪切位点分值 ０．７７８。 由于氨基

酸残基的原始剪切位点和信号肽的分值均，可推测

双峰驼凝乳酶基因所编码的蛋白存在信号肽，属于

分泌蛋白，与 Ｆｏｌｔｍａｎ 关于牛凝乳酶的研究一致，该
研究表明牛凝乳酶存在一个 １６ 个氨基酸组成的前

导信号序列，在通过细胞膜分泌中很重要［１５］。
２．６　 双峰驼凝乳酶原跨膜结构域预测和分析

跨膜结构域是膜内在蛋白与膜脂相结合的主要

部位， 它固着于细胞膜上起锚定作用，一般由 ２０ 个左

右的 疏 水 氨 基 酸 组 成。 通 过 Ｅｘｐａｓｙ 软 件 中 的

ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ．２．０ 工具预测双峰驼凝乳酶原基因的

跨膜螺旋区（见图 ６）。 预测结果显示，双峰驼凝乳酶

原基因氨基酸序列中不存在跨膜螺旋区，蛋白质整体

３８１ 个氨基酸残基全部在膜外，为非跨膜蛋白。
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图 ６　 双峰驼凝乳酶原跨膜结构域预测

Ｆｉｇ．６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ ｉｎ ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ
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２．７　 双峰驼凝乳酶原氨基酸序列的疏水性 ＼亲水性

的预测和分析

　 　 通过 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＳｃａｌｅ 在线软件，对双峰驼凝乳

酶原基因所编码的氨基酸序列的疏水性 ＼亲水性进

行预测，其结果见图 ７，分析双峰驼凝乳酶的结果显

示，双峰驼凝乳酶，最高的分值 ３．３００，为第 ７ 位的亮

氨酸，疏水性最强；最低的分值－２．７８９，为第 １１５ 和

１１６ 位的精氨酸和苯丙氨酸，亲水性最强。 ＧＲＡＶＹ
值是测蛋质的疏水性标准，通常 ＧＲＡＶＹ 值分布在 ２
至－２ 之间，如为正值，则该蛋白为疏水蛋白；如为负

值，则为亲水蛋白。 其 ＧＲＡＶＹ 值为 －０．０９６，从整体

来看，亲水性氨基酸残基的分布在整条肽链上，且在

整体上多于疏水性氨基酸残基，推测双峰驼凝乳酶

是一种可溶性蛋白。
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图 ７　 双峰驼凝乳酶原氨基酸序列的疏水性 ＼亲水性预测

Ｆｉｇ．７　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ／ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ

２．８　 双峰驼凝乳酶原二级结构预测和分析

蛋白质的二级结构主要包括 α 螺旋，延伸链，β
转角，无规则卷曲以及模序等蛋白质局部结构组件。
通过 ＧＯＲ４ 方法对双峰驼凝乳酶原二级结构进行在

线分析（见表 ４，图 ８），在双峰驼凝乳酶原二级结构

中，无规则卷曲占的比例最高为 ５３．０２％，α 螺旋占

１７．３２％，延伸链占 ２９．６６％。 由此可推测，无规卷曲

是双峰驼凝乳酶原二级结构中最大量的结构元件，α
螺旋和延抻链分散于整个蛋白质中。

表 ４　 双峰驼凝乳酶二级结构典型构象统计结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ

二级结构类型 氨基酸残基数目（个） 百分比（％）

α 螺旋 ６６ １７．３２％

延伸链 １１３ ２９．６６％

无规卷曲 ２０２ ５３．０２％
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图 ８　 双峰驼凝乳酶原二级结构预测和分析

Ｆｉｇ．８　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ
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２．９　 双峰驼凝乳酶原的活性位点的分析

通过 ＮＰＳ 的 ＰＲＯＳＣＡＮ 对双峰驼凝乳酶原进行活

性位点的分析（见表５），结果显示，双峰驼凝乳酶原有６
类活性位点，分别是 Ｎ－糖基化位点、ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 依

赖性蛋白激酶磷酸化位点、蛋白酶 Ｃ 磷酸化位点、酪蛋

白激酶 ＩＩ 磷酸化、Ｎ –十四酰化位点、真核生物和病毒

天门冬氨酰蛋白酶活性位点。 这可能与凝乳酶的分泌

以及自剪切成为有活性的酶等生物学功能相关。
表 ５　 双峰驼凝乳酶原在 ＮＰＳ 中的活性位点预测分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｏｆ ｃａｍｅｌｕｓ ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ ｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ ｆｏｒ ｓｉｔｅ ／ ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｐｒｏｓｃａｎ ｄａｔａｂａｓｅ ｉｎ ＮＰＳ

活性位点名称 序列号 膜体类型 氨基酸序列 概率值

Ｎ－糖基化位点 ＰＳ００００１ Ｎ－｛Ｐ｝－［ＳＴ］－｛Ｐ｝．
１５８－１６１ ＮＱＴＶ．
３４９－３５２ ＮＮＳＥ．

５．１３８ｅ－０３

ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 依赖性蛋白激酶磷酸化位点 ＰＳ００００４ ［ＲＫ］（２）－ｘ－［ＳＴ］． １１９ －１２２ ＲＫＳＳ １．５７２ｅ－０３

蛋白酶 Ｃ 磷酸化位点 ＰＳ００００５ ［ＳＴ］－ｘ－［ＲＫ］．

２９－３１ ＴＬＲ．
５２－５４ ＳＳＫ．

１２３－１２５ ＴＦＲ．
３１０－３１２ ＳＬＲ．
３３４－３３６ ＴＳＫ．

１．４２３ｅ－０２

酪蛋白激酶 ＩＩ 磷酸化位点 ＰＳ００００６ ［ＳＴ］－ｘ（２）－［ＤＥ］

６８－７１ ＳＹＬＤ．
１７３－１７６ ＴＹＳＥ．
１７５－１７８ ＳＥＦＤ．
３３４－３３７ ＴＳＫＤ．
３６６－３６９ ＳＶＦＤ．

１．４８２ｅ－０２

Ｎ –十四酰化位点 ＰＳ００００８
Ｇ－｛ＥＤＲＫＨＰＦＹＷ｝－

ｘ（２）－［ＳＴＡＧＣＮ］－｛Ｐ｝

１３８－１４３ ＧＳＭＥＧＦ
２２１－２２６ ＧＳＭＬＴＬ
２６０－２６５ ＧＶＡＶＡＣ
２６７－２７２ ＧＧＣＱＡＩ
２９５－３００ ＧＡＴＥＮＲ
３０９－３１４ ＧＳＬＲＳＭ
３７６－３８１ ＧＬＡＫＡＩ

１．３９７ｅ－０２

真核生物和病毒天门冬氨酰蛋白酶活性位点 ＰＳ００１４１

［ＬＩＶＭＦＧＡＣ］－［ＬＩＶＭＴＡＤＮ］
－［ＬＩＶＦＳＡ］－Ｄ－［ＳＴ］－Ｇ－［ＳＴＡＶ］

－［ＳＴＡＰＤＥＮＱ］－｛ＧＱ｝－［ＬＩＶＭＦＳＴＮ
Ｃ］－｛ＥＧＫ｝－［ＬＩＶＭＦＧＴＡ］．

８９－１００
ＶＶＦＤＴＧＳＳＤＬＷＶ．

２７１－２８２
ＡＩＬＤＴＧＴＳＶＬＦＧ．

７．８９４ｅ－０７

３　 结　 论

骆驼乳具有多种生理活性物质，营养价值远远

高于一般的动物乳制品。 这些独特成分使其在防病

抗病方面起着积极的作用［１６］。 Ｊｅｓｐｅｒ 等研究的结果

表明，单峰驼凝乳酶作为一种替代品已经被成功地

销售，因为其能提供较高的干酪产量和制备的干酪

苦味少，风味很好，并且蛋白水解的活性较低［１ ７］。
Ｂａｎｓａｌ Ｎ．等研究的结果表明，单峰驼凝乳酶适合用

于契达奶酪的制作，不仅蛋白水解水平较低，并且具

有有良好的风味［１８］。 目前骆驼凝乳酶研究较少，对
于双峰驼凝乳酶原基因的生物信息分析尚未见报

道，因此骆驼凝乳酶开发利用前景广阔。
本研究运用生物信息学分析软件，系统地研究

了双峰驼凝乳酶原的基因序列和氨基酸序列。 结果

显示，双峰驼凝乳酶原基因全长 １ １４６ ｂｐ，编码 ３８１
个氨基酸，属于胃蛋白酶 Ａ 超家族，可能定位于内质

网（膜）的稳定亲水性蛋白，不含跨膜结构域。 无规

卷曲是其二级结构中最大量的结构元件，α 螺旋和

延抻链分散于整个蛋白质中，编码蛋白有 ６ 类活性

位点，主要分为 Ｎ－糖基化位点，蛋白激酶磷酸化位

点， 蛋白酶磷酸化位点，Ｎ－十四酰化位点和蛋白酶

活性位点。 通过分析双峰驼凝乳酶原基因及其编码

蛋白质的特征为研究其凝乳特性及其条件提供理论

参考，对凝乳酶凝乳功能的研究具有重要的意义。

参考文献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［１］　 钟继才．凝乳酶在干酪生产中的应用［Ｊ］． 中国乳品工业，
２００６，６（１）：５４－５６．
ＺＨＯＮＧ Ｊｉｃａｉ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｎｎｉｎ ｉｎ ｃｈｅｅｓｅ ｍａｋｉｎｇ ［Ｊ］．
Ｃｈｉｎａ Ｄａｉｒｙ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ， ２００６， ６ （１）：５４－５６．

［２］　 ＷＩＬＬＩＡＭＳ Ｍ Ｇ， ＷＩＬＳＨＥＲ Ｊ， ＮＵＧＥＮＴ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｍｕｔａ⁃
ｇｅｎｅｓｉｓ， ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｘ－ｒａｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｃｈｙｍｏｓｉｎ ［Ｊ］． Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｅｎｇ， １９９７， １０（９）： ９９１－９９７．

５２第 １ 期　 　 　 　 　 　 　 杨　 艺，等：双峰驼凝乳酶原基因的生物信息学分析



［３］　 周俊清．产高效凝乳酶菌株获得方法的探讨［Ｊ］．食品科

学，２００５，２６（３）：２５３－２５６．
ＺＨＯＵ Ｊｕｎｑｉｎｇ． Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ ｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｙｉｅｌｄｉｎｇ ｈｉｇｈ
ｅｆｆｅｃｔ ｃｈｙｍｏｓｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ ［Ｊ］． Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２００５，２６（３）：２５３－２５６．

［４］　 ＫＡＰＰＥＬＥＲ Ｓ Ｒ， ＢＲＩＮＫ Ｈ Ｍ Ｖ Ｄ， ＲＡＨＢＥＫ⁃ＮＩＥＬＳＥＮ
Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃａｍｅｌ ｃｈｙｍｏｓｉｎ
ｒｅｖｅａｌｓ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ
ａｎｄ ｃａｍｅｌ ｍｉｌｋ ［Ｊ］． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ Ｒｅ⁃
ｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２００６， ３４２（２）： ６４７－６５４．

［５］　 ＪＡＮＧＨＯＬＭ ＪＥＮＳＥＮ Ｊ， ＭØＬＧＡＡＲＤ Ａ， ＮＡＶＡＲＲＯ
ＰＯＵＬＳＥＮ Ｊ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｍｅｌ ａｎｄ ｂｏｖｉｎｅ ｃｈｙｍｏｓｉｎ： ｔｈｅ ｒｅｌａ⁃
ｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅｉｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｃｈｅｅｓｅ⁃ｍａｋｉｎｇ ｐｒｏｐｅｒ⁃
ｔｉｅｓ ［Ｊ］． Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｙ， ２０１３， Ｄ６９， ９０１－９１３．

［６］　 ＢＲＯＥ Ｍ Ｌ， ＢＲＩＮＫ Ｊ Ｖ Ｄ， ＨＡＲＢＯＥ Ｍ Ｒ． Ｍａｒｉａｎｎｅ
Ｋｉｒｓｔｅｎ Ｈａｒｂｏｅ． Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｉｌｋ ［ Ｐ］． Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ，
ＵＳ２０１１ ／ ０００８４９２Ａ１， ２０１１－１－１３．

［７］　 陈珊珊，郭晋隆，李国印，等． 甘蔗过氧化氢酶基因的电

子克隆及生物信息学分析［Ｊ］． 生物信息学，２０１２，１０
（１）：６５－７０．
ＣＨＥＮ Ｓｈａｎｓｈａｎ， ＧＵＯ Ｊｉｎｌｏｎｇ， ＬＩ Ｇｕｏｙｉｎ， ｅｔ ａｌ．
Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＡＴ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ
Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ ｕｓｉｎｇ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｔｏｏｌｓ ［Ｊ］．
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｅｓ， ２０１２， １０（１）：６５－７０．

［８］　 ＧＡＳＴＥＩＧＥＲ Ｅ， ＨＯＯＧＬＡＮＤ Ｃ， ＧＡＴＴＩＫＥＲ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏｏｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ＥｘＰＡＳｙ
ｓｅｒｖｅｒ ［Ｊ］． Ｔｈｅ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ Ｈａｎｄｂｏｏｋ， ２００５，
５７１－６０７．

［９］　 ＰＥＴＥＲＳＥＮ Ｔ Ｎ， ＢＲＵＮＡＫ Ｓ， ＨＥＩＪＩＮＥ Ｇ Ｖ， ｅｔ ａｌ．
Ｓｉｇｎａｌ Ｐ ４． ０： ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｆｒｏｍ
ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ［Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０１１， ８ （
１０） ：７８５－７８６．

［１０］ ＮＡＩＲ Ｒ， ＲＯＳＴ Ｂ． Ｂｅｔｔｅｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂ⁃ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ｃｏｍｂｉｎｇ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ［Ｊ］． ＰＲＯＴＥＩＮＳ： Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， Ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， ２００３，５３： ９１７－９３０ ．

［１１］ 郝爱平，熊超超．小鼠 Ｐｉｔｘ２ 基因的生物信息学分析［Ｊ］．

生物技术，２０１２，２２（６）：１３－１６．
ＨＡＯ Ａｉｐｉｎｇ， ＸＩＯＮＧ Ｃｈａｏｃｈａｏ． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｐｉｔｘ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ［Ｊ］． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１２， ２２（６）：
１３－１６．

［１２］ ＭＡ Ｔｉｎｇｔｉｎｇ， ＺＨＯＵ Ｙｉｊｕｎ， ＧＡＯ Ｆｅｉ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉ⁃
ｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ｉｎ Ａｒ⁃
ａｂｉｄｏｐｓｉｓ ［Ｊ］． Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１２， １３（８）：
１６４５－１６５０．

［１３］ ＴＡＭＮＲＡ Ｒ， ＤＵＤＬＥＹ Ｊ，ＮＥＩ Ｍ， ｅｔ ａｌ．ＭＥＧＡ４： Ｍｏｌｅｃｕ⁃
ｌａｒ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ Ａｎａｌｙｓｉｓ （ＭＥＧＡ） ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖｅｒ⁃
ｓｉｏｎ ４．０ ［Ｊ］． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ， ２００７， ２４（８）：
１５９６－１５９９．

［１４］ 蔡明，高贝，张道远．齿肋赤藓热激蛋白 ６０ 基因的电子

克隆和生物信息学分析 ［Ｊ］． 生物信息学，２０１３， １１
（３）：２１６－２２３．
ＣＡＩ Ｍｉｎｇ， ＧＡＯ Ｂｅｉ， ＺＨＡＮＧ Ｄａｏｙｕａｎ． Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ
ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＳＰ６０ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ
Ｓｙｎｔｒｉｃｈｉａ ｃａｎｉｎｅｒｖｉｓ ｕｓｉｎｇ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｔｏｏｌ ［Ｊ］．Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｅｓ，２０１３，１１（３）：２１６－２２３．

［１５］ ＦＯＬＴＭＡＮＮ Ｂ，ＰＥＤＥＲＳＥＮ Ｖ Ｂ， ＪＡＣＯＢＳＥＮ Ｈ，ｅｔ ａｌ．
Ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆｐｒｏｃｈｙｍｏｓｉｎ ［Ｊ］．
Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ，１９７７，７４： ２３２１－２３２４．

［１６］ 何俊霞，哈斯苏荣，那仁巴图，等．驼乳医疗保健作用的

研究进展Ⅱ［Ｊ］．食品科学， ２００９，３０（２３）：５０４－５０７．
ＨＥ Ｊｕｎｘｉａ， ＨＡＳＩＳＵＲＯＮＧ， ＮＡＲＥＮＢＡＴＵ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅ⁃
ｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｈｅａｌｔｈ ｃａｒｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｍｅｌ ｍｉｌｋ ［Ｊ］．
Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００９，３０（２３）：５０４－５０７．

［１７］ ＳØＲＥＮＳＥＮ Ｊ，ＰＡＬＭＥＲ Ｄ Ｓ，ＱＶＩＳＴ Ｋ Ｂ，ｅｔ ａｌ． Ｉｎｉｔｉａｌ
Ｓｔａｇｅ ｏｆ Ｃｈｅｅｓｅ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ： Ａ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｍｏｄｅｌｉｎｇ Ｓｔｕｄｙ
ｏｆ Ｂｏｖｉｎｅ ａｎｄ Ｃａｍｅｌ Ｃｈｙｍｏｓｉｎ Ｃｏｍｐｌｅｘｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｃｈｙｍｏｓｉｎ⁃Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ Ｋ⁃Ｃａｓｅｉｎ ［Ｊ］．
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１１， ５９：
５６３６－５６４７．

［１８］ ＢＡＮＳＡＬ Ｎ， ＤＲＡＫＥ Ｍ Ａ Ｄ Ａ， ＰＩＲＡＩＮＯ Ｐ， ｅｔ ａｌ．
Ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｃａｍｅｌ （Ｃａｍｅｌｕｓ Ｄｒｏｍｅｄａｒｉｕｓ）
Ｃｈｙｍｏｓｉｎ ａｓ ａ Ｃｏａｇｕｌａｎｔ ｆｏｒ Ｃｈｅｄｄａｒ Ｃｈｅｅｓｅ ［Ｊ］．
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｄａｉｒｙ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２００９，１９：５１０－５１７．
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