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摘　 要：为对家蝇 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白序列进行生物信息学分析，从而为该基因功能研究奠定基础。 利用在线分析程序和相关工具

软件分析 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白的理化性质、结构域、并预测其空间结构和功能。 结果表明家蝇 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白由 ２７７ 个氨基酸组成，
分子量为 ３０．５４ ｋＤａ，理论等电点为 ５．２６，为稳定蛋白，有跨膜区，但不含信号肽，该蛋白属于 ＰＨＢ 保守结构域家族，亚细胞定

位于细胞质，二级结构以 α⁃螺旋为主。 蛋白同源性比对结果显示，昆虫中的 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白具有较高的同源性。 这些分析结

果可为今后深入研究该蛋白的结构特征和功能提供参考。
关键词：家蝇；Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因；生物信息学；进化树
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　 　 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因广泛分布于细菌、植物、酵母及

哺乳动物等各种生物细胞中，具有高度的同源

性［１］。 哺乳动物中研究发现 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ （ ｐｈｂ）基因

具有明显的抗细胞增殖［２］、抗肿瘤作用［３］，其表达

产物 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ （ ＰＨＢ）蛋白的氨基酸结构非常保

守，是一类新型的分子伴侣蛋白，同时具有转录调控

作用，在生物体中发挥着非常重要的作用［４－５］。 但

到目前为止，昆虫中的 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因的生物学功能

研究还未见深入报道。 Ａｔｉｃｈａｔ Ｋｕａｄｋｉｔｋａｎ 等人发现

Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白是登革热 ２ 型病毒进入昆虫细胞的

受体蛋白质［６］。 家蚕中的 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因研究证明，
Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因在家蚕的不同发育时期，发达量存在

明显差异，暗示该基因在家蚕的生长发育中有重要

的生理功能［７］。 课题组在对热诱导处理的家蝇全

长 ｃＤＮＡ 文库中随机 ＥＳＴ 测序和序列分析发现，其
中一候选克隆可能为家蝇 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因［８］。 根据



获得的 ＥＳＴ 序列，本文在已获得 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因全长

ｃＤＮＡ 序列的基础上，应用生物信息学方法对该基

因编码蛋白的基本理化性质、跨膜区、亲疏水性、二
级及三级结构、功能域、同源性等进行了分析，拟为

该基因的深入研究提供参考和理论依据。

１　 材料方法

１．１　 材料

课题组构建的热诱导家蝇 ｃＤＮＡ文库和 ＥＳＴ 序列。
１．２　 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因全长 ｃＤＮＡ 的获得

挑取 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因 ＥＳＴ 序列对应的阳性菌落

进行培养并提取质粒，然后进行双向测序。
１．３　 序列分析

采用 ＯＲＦ 程序（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／
ｇｏｒｆ ／ ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）查找序列的开放阅读框，用 Ｅｘｐａｓｙ 服

务器上 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 程序分析蛋白的基本理化性质

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ａｕ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ． ｈｔｍｌ）。 利用

Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ 在线程序［９］对氨基酸序列进行亲疏水性分

析（ｈｔｔｐ： ／ ／ ａｕ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ． ｈｔｍｌ），在线

ＴＭＨＭＭ ２． ０ 服务器［１０］ 预测蛋白跨膜区 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ － ２． ０ ）， 软 件

ＳｉｇｎａｌＰ４．０［１１］ 预测蛋白的信号肽（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ．
ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ｓｉｇｎａｌｐ），ＰＳＯＲＴⅡ软件预测蛋白的

亚细胞定位（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｓｏｒｔ． ｎｉｂｂ． ａｃ． ｊａ ／ ｆｏｒｍ２． ｈｔｍｌ），
ＳＯＰＭＡ 软件进行蛋白的二级结构预测 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ－ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ ｐａｇｅ ＝ ／
ＮＰＳＡ ／ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）。

结构域采用 ＮＣＢＩ 网站上的 ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ
ｓｅａｒｃｈ ｓｅｒｖｉｃｅ 在线分析工具预测（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｃｄｄ ／ ｗｒｐｓｂ． ｃｇｉ）。 蛋白质三级

结构运用 Ｐｈｙｒｅ２ 程序进行（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｂｇ． ｂｉｏ． ｉｃ．
ａｃ．ｕｋ ／ ｐｈｙｒｅ２ ／ ｈｔｍｌ ／ ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ ｉｄ ＝ ｉｎｄｅｘ） ［１２］，利用软

件 ＭＥＧＡ７．０．１４ 进行氨基酸的多重序列比对和系统

进化树的绘制［１３］。

２　 结果分析

２．１　 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 全长 ｃＤＮＡ 的获得

挑取 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因的候选克隆进行质粒提取

和双向测序，测序结果经 Ｇｅｎｂａｎｋ 数据库进行

Ｂｌａｓｔ 比对分析，确为 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因的全长 ｃＤＮＡ
序列。
２．２　 序列分析

　 　 应用 ＮＣＢＩ 的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 程序对全长 ｃＤＮＡ 序

列进行开放读码框的查找。 结果显示，Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基

因开放读码框为 ８３４ ｂｐ，共编码 ２７７ 个氨基酸，序列

已提交到 ＧｅｎＢａｎｋ（登录号为： ＡＤＴ９２００２．１）。 　 　
具体氨基酸序列如下：

ｍａａｑｆｆｎｒｉｇｑｌｇｌｇｖａｌｖｇｇｖｖｎｓａｌｙｎｖｄｇｇｈｒａｖｉｆｄｒｆｔｇｖｋｎｅｖｔｇｅｇ
ｔｈｆｆｉｐｗｖｑｒｐｉｉｙｄｉｒｓｑｐｒｎｖｐｖｖｔｇｓｋｄｌｑｎｖｎｉｔｌｒｉｌｙｒｐｉｐｄｑｌｐｒｉｙｔｉ
ｌｇｑｄｙｄｅｒｖｌｐｓｉａｐｅｖｌｋａｖｖａｑｆｄａｇｅｌｉｔｑｒｅｉｖｓｑｒｖｓｄｅｌｔｅｒａｋｑｆｇｆｉ
ｌｄｄｉｓｉｔｈｌｔｆｇｒｅｆｔｑａｖｅｍｋｑｖａｑｑｅａｅｋａｒｆｖｖｅｋａｅｑｑｋｌａａｉｉｓａｅｇｄ
ａａａａｅｌｌａｋｓｆａｅａｇｄｇｌｖｅｌｒｒｉｅａａｅｄｉａｙｑｌｓｒｓｒｇｖａｙｌｐｇｎｑｓｔｌｌｎｌｐｓ
ｎｔｌａｑ

２．３　 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白基本理化性质

　 　 使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 程序预测该蛋白的分子式为

Ｃ１３６６Ｈ２１８２Ｎ３８０Ｏ４０９Ｓ２，相对分子质量为 ３０．５４ ｋＤａ，理
论等电点为 ５．２６，不稳定参数为 ３８．３９，根据不稳定

参数的数值在 ４０ 以下才是稳定蛋白的标准［６］，可推

定 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因编码的蛋白是稳定蛋白。 氨基酸

组成中 ＡＬＡ 谷氨酸占最大比例（１０．８％），带正电荷

的残基（ＡＲＧ＋ＧＬＵ）总数为 ２８ 个，带负电荷的残基

（ＡＳＰ＋ＧＬＵ）总数 ３４ 个。
２．４　 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白的结构域

　 　 根据蛋白亲疏水性分析结果（见图 １），该蛋白

亲水性较强，为亲水蛋白。 利用软件 ＴＭＨＭＭ 软

件预测得知此蛋白为跨膜蛋白，跨膜区域为 ９－２８
（见图 ２）；图 ３ 表明该蛋白序列无信号肽，不是分

泌性蛋白。 使用 ＰＳＯＲＴＩＩ 软件进行亚细胞定位分

析表明，该蛋白定位于细胞质的可能性为 ５６．５％，
定位于线粒体、细胞核的可能性分别为 １３． ０％。
ＮＣＢＩ 网站的 ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｓｅａｒｃｈ ｓｅｒｖｉｃｅ 在线

分析工具预测结果显示，氨基酸在 ２６－１８７ 区域含

有一个 ＰＨＢ 结构域。 该蛋白具有保守的 ＰＨＢ 结

构域（见图 ４）。
２．５　 蛋白的结构预测

　 　 蛋白的 ＳＯＰＭＡ 软件预测结果如图 ５ 所示，
Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白二级结构元件主要以 α⁃螺旋（Ｈｈ）和
延伸链结构（Ｅｅ））为主（分别占 ４５．４９％，２３．１０％），
其次是无规则卷曲（Ｃｃ）为２２．３８％），最少的为 β⁃转
角结构（Ｔｔ）为 ９．０３％。
２．６　 家蝇 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白的三级结构

　 　 利用在线分析工具 Ｐｈｙｒｅ ２ 对家蝇 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋

白氨基酸序列进行三级结构预测。 结果见图 ６，结
果显示，以 ｃ３ｂｋ６Ｃ 结构为模板，Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白 ２７７
个氨基酸序列中有 １５６ 个氨基酸与模板达到 ９９．９％
的可信度。
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图 １　 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白亲疏水性分析

Ｆｉｇ．１　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ／ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ２　 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白跨膜区预测

Ｆｉｇ．２　 Ｔｒａｎｓｍｅｎｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ３　 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白信号肽预测

Ｆｉｇ．３　 Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ
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图 ４　 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白功能域分析

Ｆｉｇ．４　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ５　 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白二级结构预测

Ｆｉｇ．５　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 　 　 　 　 　 　 注：ｈ：α⁃螺旋；ｅ：延伸链；ｃ：无规则卷曲；ｔ：β 转角

图 ６　 预测的 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白三级结构

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ

２．７　 同源序列比对和系统发育

　 　 通过 Ｂｌａｓｔｐ 在线同源性比对， Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白与

其他物种同源蛋白序列相似性都比较高，与厩螫蝇

（Ｓｔｏｍｏｘｙｓ ｃａｌｃｉｔｒａｎｓ）ｐｒｏｔｅｉｎ ｌ（２）３７Ｃｃ 蛋白序列相似

度为 ９７％，与美洲鹦鹉（Ａｍａｚｏｎａ ａｅｓｔｉｖａ）的 ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ
ｉｓｏｆｏｒｍ Ｘ１ 蛋白序列相似度为 ７６％。 利用 ＤＮＡｍａｎ
本地版软件将家蝇 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白序列与其他昆虫

相似蛋白进行同源比对，结果显示（见图 ７），昆虫中

的 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白具有较高相似性。
　 　 在 ＮＣＢＩ 数据库选择厩螫蝇、黑腹果蝇、埃及伊

蚊、致倦库蚊、家蚕、丽金小蜂、大蜜蜂等 １２ 种昆虫

Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 同源蛋白序列，以人类 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白为外

群，构建系统进化树。 系统发育分析发现，１２ 种昆虫

中的 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白可分为两大类，其中以家蝇、厩
螫蝇、果蝇、埃及伊蚊、致倦库蚊等双翅目昆虫中的

Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白聚为一类，而另一大类则包含膜翅目

昆虫亚类和鳞翅目昆虫亚类（见图 ８）。
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图 ７　 几种昆虫 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白的多序列比对
Ｆｉｇ．７　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｓｅｃｔｓ

图 ８　 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 蛋白的系统发育分析

Ｆｉｇ．８　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨论与结论

　 　 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ（ＰＨＢ）是一种进化保守分布广泛的

多功能蛋白。 然而它具体的功能机制目前还不清

楚。 为更好的了解 ＰＨＢ 蛋白的性质，我们从家蝇幼

虫 ｃＤＮＡ 文库中克隆了 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因的 ｃＤＮＡ 序

列，该基因共编码 ２７７ 个氨基酸残基。 其编码的蛋
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白质分子量 ３０．５４ ｋＤａ，理论等电点为 ５．２６，为稳定

蛋白。 通过预测，该蛋白具有 ＰＨＢ 结构域，具有跨

膜区，但不含信号肽，亚细胞定位分析显示该蛋白最

大可能存在于细胞质中。 该蛋白二级结构以 α⁃螺
旋和延伸链为主。 同源序列比对及系统发育分析显

示该蛋白与其它昆虫的同源蛋白相似性较高。
本研究克隆得到 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ 基因的 ｃＤＮＡ 序列

基础上，用生物信息学方法对蛋白序列进行了分析

和预测，这些结果将为分子水平上进一步功能研究

奠定了基础。
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［１２］ ＫＥＬＬＥＹ Ｌ Ａ， ＭＥＺＵＬＩＳ Ｓ， ＹＡＴＥＳ Ｃ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
Ｐｈｙｒｅ２ ｗｅｂ ｐｏｒｔａｌ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａ⁃
ｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，２０１５ ，１０ （ ６）： ８４５ － ８５８．
ＤＯＩ： １０．１０３８ ／ ｎｐｒｏｔ．２０１５．０５３．

［１３］ＫＵＭＡＲ Ｓ， ＳＴＥＣＨＥＲ Ｇ， ＴＡＭＵＲＡ Ｋ．ＭＥＧＡ．７： ｍｏｌｅｃｕ⁃
ｌａｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｖｅｒｓｉｏｎ ７． ０ ｆｏｒ ｂｉｇｇｅｒ
ｄａｔａｓｅｔｓ［ Ｊ］． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ， ２０１６， ３３
（７）：１８７０－１８７４．ＤＯＩ： １０．１０９３ ／ ｍｏｌｂｅｖ ／ ｍｓｗ０５４．
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