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摘　 要：对三种隐孢子虫（Ｃ． ｐａｒｖｕｍ Ｉｏｗａ ＩＩ、 Ｃ． ｈｏｍｉｎｉｓ ＴＵ５０２ 和 Ｃ． ｍｕｒｉｓ ＲＮ６６）钙依赖蛋白激酶（Ｃａｌｃｉｕｍ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅｓ， ＣＤＰＫｓ）进行生物信息学分析，探索该蛋白的结构并预测其功能，为其基因功能的研究提供一定的理论基础。 通过隐

孢子虫基因组数据库收集数据，获得三种隐孢子虫 ＣＤＰＫｓ 蛋白的序列信息，通过生物信息学软件进行分析，预测该蛋白的理

化性质、翻译后修饰位点、功能域、亚细胞定位、二级结构、亲 ／ 疏水性、抗原表位等。 隐孢子虫 ＣＤＰＫｓ 的蛋白性质不稳定，理论

分子量从 ５９．７６ ｋＤａ 到 ７６．６３ ｋＤａ，ｐＩ 值为 ５．３３～６．０９，ＣＤＰＫｓ 不具有跨膜区和信号肽，不是跨膜分泌性蛋白，都具有蛋白激酶 Ｃ
磷酸化位点、酪氨酸激酶Ⅱ磷酸化位点、酪氨酸激酶磷酸化位点、ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 依赖蛋白激酶磷酸化位点、Ｎ⁃端糖基化位点、
Ｎ⁃端肉豆蔻酰化位点和 ＥＦ⁃ｈａｎｄ 钙结合域，二级结构主要以 α 螺旋和无规卷曲为主；ＣＤＰＫｓ 主要存在虫体细胞内，均有 ２０ 多

个潜在的抗原表位。 在隐孢子虫中，ＣＤＰＫｓ 蛋白不仅可单独发挥作用，而且还能通过相互结合发挥其生物学效应；同时，ＣＤ⁃
ＰＫｓ 有望成为候选疫苗及潜在药物靶点。
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　 　 隐孢子虫（Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ ｓｐｐ．）是一种呈世界

性分布的人兽共患寄生性原虫，已成为世界范围内

水源性传播疾病中的重要病原体，它们能感染人、家
畜和野生动物，严重威胁着人类和动物的健康及畜

牧业的发展［ １ ］。 因为隐孢子虫是机会性致病病原

体，在免疫功能低下的个体中常常出现暴发性或慢

性、长期性感染，严重时可引发死亡，且目前尚无有

效的预防治疗方法［ ２ ］。 随着三株隐孢子虫 （ Ｃ．
ｐａｒｖｕｍ Ｉｏｗａ ＩＩ，Ｃ． ｈｏｍｉｎｉｓ ＴＵ５０２ 和 Ｃ． ｍｕｒｉｓ ＲＮ６６）
全基因组测序工作的完成［ ３ － ４ ］，这将更有利于对其

基因结构和功能的研究。
钙依赖蛋白激酶 （ Ｃａｌｃｉｕｍ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｋｉｎａｓｅｓ， ＣＤＰＫｓ）是一种丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶，
此激酶接收并传导 Ｃａ２＋信号且其活性受 Ｃａ２＋的调控

而不依赖钙调素和磷脂。 典型的 ＣＤＰＫ 分子是由四

个结构域组成的多肽链，包括 Ｎ 末端的可变结构域

（Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｏｍａｉｎ ）、 激 酶 活 性 结 构 域

（Ｋｉｎａｓｅｓ ｄｏｍａｉｎ）、连接结构域 （ Ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ，
ＪＤ）和 Ｃ 末端钙调素类似结构域（ＣａＭ⁃ｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎ，
ＣＬＤ） ［ ５ ］，其参与多种生命活动的调控。

由于哺乳动物中不存在 ＣＤＰＫｓ 的同源蛋白，所
以 ＣＤＰＫｓ 是理想的抗隐孢子虫的候选药靶。 为了

更好地分析这类蛋白激酶的功能及对隐孢子虫的重

要意义，本文对隐孢子虫 ＣＤＰＫｓ 蛋白的结构和特征

进行全面的生物信息学分析，为进一步研究其生物

学功能及其在疫苗和药靶研究中的应用提供线索。

１　 材料与方法

１．１　 数据收集

在隐孢子虫基因组数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｒｙｐｔｏｄｂ．
ｏｒｇ ／ ｃｒｙｐｔｏｄｂ ／ ）中“Ｇｅｎｅ Ｔｅｘｔ Ｓｅａｒｃｈ”信息栏输入并

搜索 ＣＤＰＫ， 收集 Ｃ． ｐａｒｖｕｍ Ｉｏｗａ ＩＩ， Ｃ． ｈｏｍｉｎｉｓ
ＴＵ５０２ 和 Ｃ． ｍｕｒｉｓ ＲＮ６６ 基因组中的 ＣＤＰＫｓ，获取各

蛋白相对应的核苷酸序列及蛋白序列。
１．２　 结构域分析与验证

将搜索获得的蛋白序列输入到 ＮＣＢＩ 结构域数

据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｃｄｄ ／
ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）中进行各蛋白的结构域搜索，以进一步确

定分析 ＣＤＰＫｓ 结构域；而后用在线搜索工具 Ｐｆａｍ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｆａｍ．ｘｆａｍ．ｏｒｇ ／ ）验证结构域搜索结果。
１．３　 蛋白质特性预测

将各个蛋白序列输入到 ＥｘＰＡＳｙ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ）数据分析系统中，进行蛋白特性预测。
采用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）
程序计算蛋白质的分子量、等电点和氨基酸组成等

理化性质；采用 ＴａｒｇｅｔＰ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴａｒｇｅｔＰ ／ ）和 ＳｉｇｎａｌＰ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ．
ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）程序分析亚细胞定位序列等

特征序列：分泌信号肽、质体、线粒体和过氧化物酶

体等；采用 Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｙｈｉｔｓ． ｉｓｂ⁃ｓｉｂ． ｃｈ ／ ｃｇｉ⁃
ｂｉｎ ／ ｍｏｔｉｆ＿ｓｃａｎ）程序预测糖基化、磷酸化、脂酰化、
ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 依赖蛋白激酶磷酸化位点及 ＥＦ－
ｈａｎｄ 钙结合域等修饰位点和模序。
１．４　 蛋白质的二级结构和抗原表位分析

利用 ＤＡＳ⁃ＴＭｆｉｌｔｅｒ ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｅｎｄｅｌ．ｉｍｐ．ａｃ．
ａｔ ／ ｓａｔ ／ ＤＡＳ ／ ＤＡＳ． ｈｔｍｌ ）、 ＨＭＭＴＯＰ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｅｎｚｉｍ． ｈｕ ／ ｈｍｍｔｏｐ ／ ｉｎｄｅｘ． ｐｈｐ ） 和 ＴＭＨＭＭ⁃２． ０
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ⁃２． ０ ／ ） 分

析蛋白的跨膜区域， 应用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ）分析蛋白质的亲 ／疏水性。 采

用 ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ⁃ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿
ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ． ｈｔｍｌ）软件进行蛋白

二级结构预测；利用 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ Ａｎｔｉｇｅｎｉｃ Ｐｅｐｔｉｄｅｓ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｉｍｅｄ．ｍｅｄ．ｕｃｍ．ｅｓ ／ Ｔｏｏｌｓ ／ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ．ｐｌ）进行抗

原表位分析。
１．５　 序列比对与构建系统发育树

通过 ＮＣＢＩ 提供的 ＢＬＡＳＴ 在线搜索服务软件获

取顶 复 门 寄 生 原 虫 弓 形 虫 （ Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ
ＭＥ４９）、疟原虫（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ ｒｅｉｃｈｅｎｏｗｉ）、巴贝斯虫

（Ｂａｂｅｓｉａ ｂｏｖｉｓ）、球虫（Ｅｉｍｅｒｉａ ｔｅｎｅｌｌａ）及隐孢子虫

（Ｃ． ｐａｒｖｕｍ Ｉｏｗａ ＩＩ，Ｃ． ｈｏｍｉｎｉｓ ＴＵ５０２ 和 Ｃ． ｍｕｒｉｓ
ＲＮ６６）ＣＤＰＫｓ 的氨基酸序列。 使用 ＭＥＧＡ５．０５ 软件

的系统发育树构建功能对这些氨基酸序列进行分

析，选择邻近法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ， ＮＪ）构建

系系统发育树，并使用自展值（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）检验其可

靠性，重复次数为 ２ ０００，分析不同顶复门寄生原虫

ＣＤＰＫｓ 基因间的进化关系。

２　 结果分析

２．１　 含 ＣＤＰＫ 结构域蛋白的初筛和确定

在隐孢子虫基因组数据库的全基因组中搜索获

得 １５ 个含有 ＣＤＰＫ 的结构域蛋白，根据注释描述分

析 发 现 ５ 个 假 设 蛋 白 （ Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ／ ｐｕｔａｔｉｖｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ），除去这些假设蛋白，将剩余的 １０ 个蛋白序

列输入到 ＮＣＢＩ 结构域网站中搜索 ＣＤＰＫ 结构域

后，只有 ６ 个蛋白是真正的 ＣＤＰＫ 蛋白，为进一步确

认淘汰的是否是 ＣＤＰＫ 蛋白，将其输入到 ｐｆａｍ 结构

域搜索，结果仍不是 ＣＤＰＫ 蛋白。 因此，对这 ６ 个真

正的 ＣＤＰＫ 蛋白进行深入分析。
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２．２　 蛋白基本性质分析

经过 ＥｘｐＡＳｙ 在线系统分析，如表 １ 所示这些

蛋白的基本性质：其在氨基酸长度、分子量大小和等

电点上差异不大，其氨基酸长度在 ５２３ ～ ６７７ ａａ，分
子量从 ５９．７６ ｋＤａ 到 ７６．６３ ｋＤａ，ｐＩ 值从 ５．３３～６．０９，
呈现着明显的区别。 带正（１２． ３５％ ～ １４． ９１％）、负
（１４．０３％～１６．２５％）电荷氨基酸残基数占氨基酸总

数比例基本一致，且带正电荷氨基酸残基比带负电

荷氨基酸残基多。 假定所有的半胱氨酸都形成二硫

键，ＣＤＰＫｓ 在 ２８０ ｎｍ 处的摩尔消光系数：４６ ２１５ ～

８７ ５００ Ｌ ／ ｍｏｌ·ｃｍ及 ０．１％浓度（１ ｇ ／ Ｌ）的 Ａｂｓ 值：
０．７７３～１．１２８；假定所有的二硫键打开时，蛋白在

２８０ ｎｍ 处 的 摩 尔 消 光 系 数： ４５ ８４０～８６ ７５０
Ｌ ／ ｍｏｌ·ｃｍ及 ０． １％ 浓度 （ １ ｇ ／ Ｌ ） 的 Ａｂｓ 值 为：
０．７６７～１．１１９，可见其吸光性质有所差别。 ＣＤＰＫｓ 在

溶液中的不稳定指数为：３７．４６～４５．０６，除Ｃｇｄ５＿８２０
外均高于阈值 ４０，推测 ＣＤＰＫｓ 为不稳定蛋白。
ＣＤＰＫｓ 的脂肪族指数为：８４．３８～８７．５８，亲水性平均

系数：－０．３９７～ －０．４８６，蛋白总体亲水性较低。

表 １　 ＣＤＰＫｓ 基本性质分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｓｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＣＤＰＫｓ

基因
氨基酸

长度（ａａ）
分子量

大小（ｋＤａ）
等电点

负电荷氨基酸残基

总数及比例（％）
正电荷氨基酸残基

总数及比例（％）
Ａ∗摩尔消光

系数 ／ Ａｂｓ 值
Ｂ∗摩尔消光

系数 ／ Ａｂｓ 值

不稳定

指数

脂肪

指数

亲水性平均

系数（ＧＲＡＶＹ）

Ｃｈｒｏ．７０２１４ ６７５ ７７．３０ ５．３３ １０５ ／ １５．５６ ８７ ／ １２．８９ ８６ ０１０ ／ １．１１３ ８５ ２６０ ／ １．１０３ ４５．０６ ８４．５０ －０．４１２

Ｃｈｒｏ．２０１４２ ６７７ ７６．６３ ６．０９ ９５ ／ １４．０３ ８７ ／ １２．８５ ５７ １４５ ／ ０．７４６ ５６ ２７０ ／ ０．７３４ ４４．１０ ８７．３０ －０．４２８

Ｃｍｕ．００９０３０ ６６４ ７５．５４ ６．０５ ９４ ／ １４．１６ ８２ ／ １２．３５ ６０ ３７５ ／ ０．７９９ ５９ ２５０ ／ ０．７８４ ４０．１６ ８６．０８ －０．３９７

Ｃｇｄ２＿１３００ ６７７ ７６．６２ ５．９７ ９６ ／ １４．１８ ８６ ／ １２．７０ ５７ １４５ ／ ０．７４６ ５６ ２７０ ／ ０．７３４ ４４．６０ ８７．５８ －０．４１７

Ｃｇｄ５＿８２０ ５２３ ５９．７６ ５．９６ ８５ ／ １６．２５ ７８ ／ １４．９１ ４６ ２１５ ／ ０．７７３ ４５ ８４０ ／ ０．７６７ ３７．４６ ８７．２３ －０．４８６

Ｃｇｄ７＿１８４０ ６７６ ７７．５５ ５．３８ １０５ ／ １５．５３ ８８ ／ １３．０２ ８７ ５００ ／ １．１２８ ８６ ７５０ ／ １．１１９ ４４．６０ ８４．３８ －０．４２８

　 　 注：Ａ∗：假定所有的半胱氨酸都形成二硫键，蛋白在 ２８０ ｎｍ 处的摩尔消光系数值（Ｌ ／ ｍｏｌ·ｃｍ）及 ０．１％浓度（１ ｇ ／ Ｌ）的 Ａｂｓ 值；
Ｂ∗：假定所有的二硫键打开时，蛋白在 ２８０ ｎｍ 处的摩尔消光系数值（Ｌ ／ ｍｏｌ·ｃｍ）及 ０．１％浓度（１ ｇ ／ Ｌ）的 Ａｂｓ 值。

２．３　 翻译后修饰和结构特征性序列分析

模序分析潜在的翻译后修饰位点显示 （如表

２），ＣＤＰＫｓ 蛋白含有糖基化位点：１～３ 个，糖基化位点

保证 ＣＤＰＫｓ 能够正确折叠且可以传导信号。 蛋白激

酶 Ｃ 磷酸化位点：６～９ 个；酪氨酸激酶Ⅱ磷酸化位点：
１１～１４ 个；酪氨酸激酶磷酸化位点：１～２ 个；ｃＡＭＰ 和

ｃＧＭＰ 依赖蛋白激酶磷酸化位点：１ ～ ３ 个；这可以促

进其和其他蛋白质相互作用而形成多蛋白复合体，
再进一步促进蛋白质的磷酸化。 Ｎ 端肉豆蔻酰化位

点：２～５ 个； ＥＦ⁃ｈａｎｄ钙结合域：７ ～ ８ 个；ＥＦ－ｈａｎｄ 结

构域能与 Ｃａ＋２离子结合而改变构象，进而暴露靶结

合位点而发挥生物学功能。 这些结构特征性序列如

表 ２ 所示，表明 ＣＤＰＫｓ 具有重要的生物学功能。
２．４　 蛋白的亚细胞定位、抗原表位和二级结构预测

与分析

对 ＣＤＰＫｓ 的信号肽和信号肽酶剪切位点的预

测显示（如表 ３）， 它们的序列信号肽预测分值为：
０．０４３～０．２８０，ｃｕｔｏｆｆ 预测值均为 ０ （ ＜ ０． ９） ，表明

ＣＤＰＫｓ 序列无信号肽和信号肽酶剪切位点。 ＣＤＰＫｓ
的亚细胞定位分析发现，ＣＤＰＫｓ 序列定位于线粒体

的部分得分为：０．０６３ ～ ０．２７４（ ＜ ０． ９） ，而定位于其

他部分的得分为： ０． ６７８ ～ ０． ９５４ （ ＞ ０． ９５），说明

ＣＤＰＫｓ 序列没有线粒体等定位序列，且该预测具有

较高可信度。 ＣＤＰＫｓ 的二级结构预测分析发现 α 螺

旋比例为：３４．６２％～４９．３３％，β 折叠比例为：７．５３％ ～
１１．６６％，无规则卷曲比例为：２３．１４％ ～ ３４．１７％，延伸

链比例为：１３．８６％ ～ ２１．３０％，可见 ＣＤＰＫｓ 的二级结

构以无规则卷曲为主。 对 ＣＤＰＫｓ 蛋白的氨基酸序

列中潜在的抗原表位做进一步分析， 显示有 ２０ ～ ２９
个潜在的抗原表位，且平均抗原倾向性均大于

１．０００，ＣＤＰＫｓ 蛋白含有较多的优势抗原表位结构，
可作为一种免疫原性蛋白。
２．５　 系统发育树的构建

通过 ＭＡＧＥ５．０５ 软件构建的 ＮＪ 树如图 １ 所示，
其中用于构建系统发育树的 ３ 种隐孢子虫分析序列

分为 ３ 个类群，有意思的是它们均与 Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ
ｇｏｎｄｉｉ ＭＥ４９ 聚为一支，可见在系统发育树上发现它

们之间的进化距离最近。 并且 Ｃｈｒｏ． ２０１４２、 ｃｇｄ２ ＿
１３００ 和 Ｃｈｒｏ． ７０２１４、 ｃｇｄ７ ＿１８４０ 一致性最高，可见

Ｃ． ｐａｒｖｕｍ Ｉｏｗａ ＩＩ和 Ｃ． ｈｏｍｉｎｉｓ ＴＵ５０２ 的亲缘关系较

近。 这为后续从分子遗传学角度探索 ＣＤＰＫｓ 的功

能及其作为候选药靶和疫苗提供了新的思路。
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表 ２　 翻译后修饰和结构特征性序列分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

名称
Ｎ 端糖基化

位点

蛋白激酶 Ｃ
磷酸化位点

酪氨酸激酶Ⅱ
磷酸化位点

酪氨酸激酶

磷酸化位点

Ｎ 端肉豆蔻

酰化位点

ｃＡＭＰ 和

ｃＧＭＰ 依赖

蛋白激酶

磷酸化位点

ＥＦ－ｈａｎｄ 钙

结合域

Ｃｈｒｏ．７０２１４
１１５－１１８
５３３－５３６

０４７－０４９ １２０－１２２
１３７－１３９ １９６－１９８
４４３－４４５ ４６６－４６８
５１７－５１９ ６０６－６０８

６６８－６７０

０３４－０３７ １５６－１５９ １９７－２００
２１５－２１８ ２６８－２７１ ２８３－２８６
４０５－４０８ ４１９－４２２ ５１１－５１４
５１７－５２０ ５２４－５２７ ５５９－５６２

５９５－５９８ ６１２－６１５

０４４－０５２
１３２－１３８

１６５－１７０
２２８－２３３
５３１－５３６
０９２－５９７

６６５－６６８

５１６－５２８ ５８７－５９９
６２８－６４０ ５０３－５３８
５４３－５７３ ５７４－６０９

６１５－６５０

Ｃｈｒｏ．２０１４２
０２５－０２８
５２４－５２７
５９３－５９６

０９３－０９５ １１９－１２１
１５６－１５８ ２７８－２８０
３３６－３３８ ４０４－４０６

４１１－４１３

０９３－０９６ １０８－１１１ １３２－１３５
１４５－１４８ ２６３－２６６ ４１１－４１４
４２９－４３２ ５００－５０３ ５１１－５１４

５８４－５８７ ６０４－６０７

１２０－１２７
１９４－１９９
２０８－２１３
６５９－６６４

０９０－０９３
４２６－４２９
６５４－６５７

５０３－５１５ ５４０－５５２
５７６－５８８ ６１４－６２６
４９０－５２５ ５２７－５６２
５６３－５９８ ６０１－６３６

Ｃｍｕ．００９０３０
５７６－５７９
６３６－６３９

０３７－０３９ ０７１－０７３
１３３－１３５ ２６１－２６３
３１９－３２１ ３７８－３８０

３８７－３８９

０７６－０７９ ０９１－０９４ １０６－１０９
１１５－１１８ ２４６－２４９ ４１２－４１５
４７１－４７４ ４８３－４８６ ４９４－４９７
５６７－５７０ ５９１－５９４ ５９８－６０１

６５８－６６１

０６３－０６９
１０７－１１２ １７７－１８２
１９１－１９６ ４７６－４８１

６２３－６２８
０７３－０７６

４８６－４９８ ５２３－５３５
５５９－５７１ ５９７－６０９
４７３－５０８ ５１０－５４５
５４６－５８１ ５８４－６１９

Ｃｇｄ２＿１３００
０２５－０２８
５２４－５２７
５９３－５９６

０９３－０９５ １１９－１２１
１２２－１２４ １５６－１５８
２７８－２８０ ３３６－３３８
４０４－４０６ ４１１－４１３

０９３－０９６ １０８－１１１ １３２－１３５
１４５－１４８ ２６３－２６６ ４１１－４１４
４２９－４３２ ５００－５０３ ５１１－５１４

５８４－５８７ ６０４－６０７

１２０－１２７
１９４－１９９
２０８－２１３
６５９－６６４

０９０－０９３
０２６－４２９
６５４－６５７

５０３－５１５ ５４０－５５２
５７６－５８８ ６１４－６２６
４９０－５２５ ５２７－５６２
５６３－５９８ ６０１－６３６

Ｃｇｄ５＿８２０ ２８６－２８９
０２１－０２３ ０５２－０５４
３０３－３０５ ３２３－３２５
３４７－３４９ ４８４－４８６

０８４－０８７ ２６４－２６７ ３２３－３２６
３２７－３３０ ３６３－３６６ ３９９－４０２
４１３－４１６ ４６７－４７０ ４８４－４８７
４９０－４９３ ４９４－４９７ ５１４－５１７

２７０－２７７
０１０－０１５
０４８－０５３

０９４－０９７
３０５－３０８
３２４－３２７

３７９－３９１ ４２３－４３５
４５９－４７１ ４９３－５０５
３６６－４０１ ４１０－４４５
４４６－４８１ ４８３－５１５

Ｃｇｄ７＿１８４０
１１５－１１８
５３４－５３７

０４７－０４９ １２０－１２２
１３７－１３９ １９７－１９９
４４４－４４６ ４６７－４６９
５１８－５２０ ６０７－６０９

６６９－６７１

０３５－０３８ １５６－１５９ １９８－２０１
２１６－２１９ ２６９－２７２ ２８４－２８７
４０６－４０９ ４２０－４２３ ５１２－５１５
５１８－５２１ ５２５－５２８ ５６０－５６３

５９６－５９９ ６１３－６１６

０４４－０５２
ｌ１３２－１３８

１６６－１７１
５３２－５３７
５９３－５９８

６６６－６６９

５１７－５２９ ５８８－６００
６２９－６４１ ５０４－５３９
５４４－５７４ ５７５－６１０

６１６－６５１

表 ３　 亚细胞定位和抗原表位分析及二级结构预测与分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ， ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｅｐｉｔｏｐｅ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＣＤＰＫｓ

名称
α 螺旋

比例（％）
β 折叠

比例（％）
无规则卷曲

比例（％）
延伸链

比例（％）

潜在抗原表位的

个数及平均

抗原倾向性

信号肽预测分值

（ＳＰ） ／ ｃｕｔｏｆｆ 值
（ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ＞０．９５）

线粒体位置预测值

（ｍＴＰ） ／ ｃｕｔｏｆｆ 值
（ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ＞０．９５）

定位于其

他位置

（ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ＞０．９５）

Ｃｈｒｏ．７０２１４ ３４．８１ １０．８１ ３３．３３ ２１．０４ ２６ ／ １．０１７ ９ ０．２５７ ／ ０．０００ ０．１０１ ／ ０．７８０ ０．６７８ ／ ０．７３０

Ｃｈｒｏ．２０１４２ ４８．３０ ７．９８ ２９．２５ １４．４８ ２８ ／ １．０２０ ９ ０．０６１ ／ ０．０００ ０．０７７ ／ ０．７８０ ０．９４１ ／ ０．７３０
Ｃｍｕ．００９０３０ ４７．１４ １０．２４ ２８．７７ １３．８６ ２９ ／ １．０２６ ３ ０．０５２ ／ ０．０００ ０．０６３ ／ ０．７８０ ０．９５４ ／ ０．７３０
Ｃｇｄ２＿１３００ ４９．０４ ７．５３ ２８．９５ １４．４８ ２８ ／ １．０２２ ２ ０．０６２ ／ ０．０００ ０．０７８ ／ ０．７８０ ０．９３２ ／ ０．７３０
Ｃｇｄ５＿８２０ ４９．３３ １１．６６ ２３．１４ １５．８７ ２０ ／ １．０２０ １ ０．０４３ ／ ０．０００ ０．２７４ ／ ０．７８０ ０．８１９ ／ ０．７３０
Ｃｇｄ７＿１８４０ ３４．６２ ９．９１ ３４．１７ ２１．３０ ２６ ／ １．０１８ ７ ０．２８０ ／ ０．０００ ０．０９３ ／ ０．７８０ ０．６９３ ／ ０．７３０

３　 讨　 论

ＣＤＰＫｓ 是一类属于丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶，在
各种植物和原生动物中广泛存在并参与多种生命活

动的调控。 如在植物中，ＣＤＰＫｓ 参与离子泵 ／离子通

道的开合、基因转录、细胞骨架构建、基因转录和新

陈代谢等过程的调控［ ６ ］。 随着原生生物基因组测

序工作的开展，在弓形虫、疟原虫等顶复门原虫中发

现了多个 ＣＤＰＫｓ 同源蛋白［ ５ ］。 在弓形虫和疟原虫

研究中发现，ＣＤＰＫｓ 参与调控弓形虫虫体入侵细胞、
运动、分化和蛋白分泌等生理过程；疟原虫的 ＣＤＰＫｓ
可调控其入侵按蚊小肠上皮细胞和在宿主体内发育

等过程。 Ｍａｎｊａ Ｅｔｚｏｌｄ 等实验研究表明，隐孢子虫的

ＣＤＰＫｓ 具有阶段性表达特征，ＣＤＰＫｓ 在隐孢子虫的

生长发育以及进化过程中均发挥了重要作用［ ７ ］。
同时，研究表明在哺乳动物中不存在 ＣＤＰＫｓ，所以

ＣＤＰＫｓ 可以 作 为 有 效 的 疫 苗 和 药 靶 研 究 候 选

分子［ ８ － ９ ］。
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图 １　 隐孢子虫与其他顶复门寄生原虫 ＣＤＰＫｓ 的系统发育分析

Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｅｅｎ ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ａｐｉｃｏｍｐｌｅｘａｎ ｐａｒａｓｉｔｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＣＤＰＫｓ

　 　 通过分析发现隐孢子虫的 ＣＤＰＫｓ 是不具备分

泌信号肽的疏水性蛋白，推测其在细胞内合成后可

以直接发挥生物学功能。 蛋白的多肽链合成后，不
具有生物学活性，翻译完成后需要经过一系列的加

工形成相对稳定的空间结构，从而发挥生物学功能；
通过预测蛋白的二级结构发现，ＣＤＰＫｓ 由 α 螺旋和

无规则卷曲构成。 多项研究表明，蛋白质的去磷酸

化和磷酸化对于细胞内信号传导十分重要，可以调

控多种细胞过程活动［ １０ ］；对隐孢子虫的 ＣＤＰＫｓ 分

析发现，ＣＤＰＫｓ 具有多个磷酸化位点，如蛋白激酶 Ｃ
磷酸化位点、酪氨酸激酶Ⅱ磷酸化位点、酪氨酸激酶

磷酸化位点和 ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 依赖蛋白激酶磷酸化

位点。 同时，Ｎ⁃端糖基化位点与物质转运和蛋白定

位粘附密切相关［ １１ ］，Ｎ⁃端肉豆蔻酰化位点也参与

蛋白的定位过程［ １２ ］；对隐孢子虫的 ＣＤＰＫｓ 研究发

现，其具有 Ｎ⁃端糖基化位点和 Ｎ⁃端肉豆蔻酰化位

点。 同时 ＣＤＰＫｓ 均具有 ＥＦ⁃ｈａｎｄ 结构域，其能与

Ｃａ２＋结合从而促使 ＣＤＰＫｓ 的构象改变，从而发挥

Ｃａ２＋依赖蛋白激酶蛋白的各种功能［ １３ ］。 本研究对

ＣＤＰＫｓ 的抗原表位预测发现，均具有 ２０ 多个，可能

成为抗隐孢子虫感染疫苗的有效成分之一。 因此，
对 ＣＤＰＫｓ 的理化性质、二级结构和功能位点的预测

和分析，在该蛋白功能的进一步研究具有重要意义。

４　 结　 论

本研究通过生物信息学方法分析了三种隐孢子

虫的 ＣＤＰＫｓ 的基本性质，蛋白翻译后的修饰和结构
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特征性序列，及其亚细胞定位、抗原表位和二级结构

等特征；此外，通过遗传关系比较分析，三种隐孢子

虫的 ＣＤＰＫｓ 均与弓形虫的聚在一起，可借鉴弓形虫

的相关成果来研究隐孢子虫的 ＣＤＰＫｓ。 研究发现，
在疟 原 虫 （ Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ ｒｅｉｃｈｅｎｏｗｉ ）、 巴 贝 斯 虫

（Ｂａｂｅｓｉａ ｂｏｖｉｓ）、球虫（Ｅｉｍｅｒｉａ ｔｅｎｅｌｌａ）等顶复门原虫

中都存在 ＣＤＰＫｓ 蛋白，同时，该蛋白与虫体对宿主

细胞的粘附和入侵及其生长发育密切相关。 因此，
ＣＤＰＫｓ 基因有望成为研制隐孢子虫基因工程疫苗

的候选基因以及抗隐孢子虫的潜在药物靶点。
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