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目的
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研究肺炎链球菌
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"
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%蛋白的基本理化性质!初步分析预测该蛋白的结构与功

能&方法
!

利用
9#":!#4

'

;<=<<

'

;>8

?

:4@

和
AB@CD

3

等多种生物信息学软件对肺炎链球菌
+

7

8$-6(

蛋白进

行分析!并对其功能预测&利用
;<=<<

软件对比肺炎链球菌
+

7

8$-6(

蛋白与炭疽芽孢杆菌
9CD6$$6

蛋白

和枯草芽孢杆菌
EF(-

(

$1$$

二级结构差异$利用
<:

?

>G#

?

,

软件分析它们之间的氨基酸序列相似性&结果
!

肺

炎链球菌
+

7

8$-6(

蛋白为一亲水性蛋白!其相对分子质量为
'-&6)H$%

'

!等电点为
6&$$

!存在
$

个跨膜区&肺

炎链球菌
+
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8$-6(

蛋白属于
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(

I

7

+C

(

7

+8

超家族!可能具有阴离子细胞壁多聚物合成相关酶的功能&与其

他细菌蛋白比对发现!该蛋白与炭疽芽孢杆菌
9CD6$$6

蛋白和枯草芽孢杆菌
EF(-

(

$1$$

具有相似的跨膜结构

域!均含有
$

跨膜结构$肺炎链球菌
+
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蛋白与炭疽芽孢杆菌
9CD6$$6

蛋白和枯草芽孢杆菌
EF(-

(

$1$$

蛋

白氨基酸序列具有较高同源性!全长序列相似性分别为
'6&-J

和
'1&6J

&结论
!

肺炎链球菌
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蛋白是具

有跨膜结构的亲水性蛋白!可能具有阴离子细胞壁多聚物合成相关酶学功能&
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肺炎链球菌是社区获得性肺炎最常见的细菌性

病原菌#其所致的肺炎也是重症社区获得性肺炎入住

重症监护室最常见的原因'

$

(

*

1%$'

年#全球约有
0%

万
)

岁以下儿童死于肺炎链球菌感染'

1

(

*此外#全球

61$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

'$)%%$$6

#

/$6)%'10

&*

!

作者简介!吴凯峰$

$(/6U

&#副主任医师#博士#主要从事病原微生物致

病机制和防治方面的研究*



也正面临较为严峻的肺炎链球菌抗生素耐药#以及
-

价或
$'

价肺炎链球菌蛋白结合疫苗在地区之间保护

效果不一和保护率有限等问题'

'.0

(

*为切实提高对肺

炎链球菌感染的防治能力#需要深入了解肺炎链球菌

的分子致病基础*

磷壁酸是革兰阳性细菌细胞壁重要的多糖分子*

在肺炎链球菌中#磷壁酸也是一种极为重要的毒力因

子'

6.)

(

#该分子在感染过程中有着与其他细菌磷壁酸

相似的生物学功能#且可能具有某些新特征*当细菌

磷壁酸显著减少时#相应的肺炎链球菌的生理学功能

将严重受损#细菌致病力也将明显降低'

6

(

*由此可

见#研究磷壁酸的合成过程对指导设计新型抗菌药物

或疫苗具有重要的理论价值*本课题组前期研究发

现
5>PV

蛋白参与了磷壁酸的生物合成#体内外研究

显示#

5>PV

蛋白与肺炎链球菌毒力有密切关系#

5>PV

基因缺陷的肺炎链球菌毒力明显下降'

-

(

*然而#肺炎

链球菌磷壁酸并未因
5>PV

蛋白的缺失而完全减

少'

-

(

#因此#本课题组猜测还存在替代途径参与磷壁

酸的合成*

肺炎链球菌存在一个名为
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7
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7

+8

$

2W@

&

蛋白家族#该家族蛋白被认为与细菌胞外多糖共价连

接至细胞壁肽聚糖有关'

/.(

(

#该家族成员包括
+
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8$-6(

$
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&+

W

7

+1C

和
@+8

等*其中#
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45

蛋白功能尚未

完全清楚*闵迅等'

$%

(前期已利用原核表达方式对肺

炎链 球 菌
2

3

45

蛋 白 $肺 炎 链 球 菌
5)

菌 株 即

+

7

8$-6(

&进行过表达#晶体生长及衍射分析#然而由

于技术原因#尚未对结构进行解析和功能研究*因

此#本研究试图利用生物信息学方法#从美国国立生

物技术信息中心$

XW9Y

&数据库中提取肺炎链球
5)

标准菌株的
+

7

8$-6(

基因及其编码蛋白序列#分析其

基本理化性质+结构功能特征等#为肺炎链球菌的

2

3

45

蛋白功能研究及细菌致病机制和防治策略研究

奠定基础*

>

!

材料与方法

>&>

!

肺炎链球菌
+

7

8$-6(

基因及其编码氨基酸序列

和生物信息学策略
!

从
XW9Y

数据库检索并下载肺

炎链球菌
5)

标准菌株
+

7

8$-6(

及其编码全长氨基酸

序列$

7

8"4:#,YE

为
X@

)

'6('6$&$

&*本研究主要利用

9#"A!#4D:

S

L:,I:CG#

?

,O:,4A!#4"8

+

;<=<<

+

AB.

@CD

3

+

<:

?

>G#

?

,

等多种软件对
2

3

45

进行分析*所用

在线工具的网址链接参见前期文献报道'

$$

(

*

>&?

!

方法
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!

肺炎链球菌
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蛋白的理化性质预测
!

利

用
9#":!#4 D:

S

L:,I: CG#

?

,O:,4 A!#4"8

软 件 对

+

7

8$-6(

蛋白氨基酸组成进行分析*从
XW9Y

数据库

@8"4:#,

数据字库搜索
X@

)

'6('6$&$

获得
ZCD;C

格

式的全长蛋白序列#使用
9#":!#4

软件打开
+

7

8$-6(

蛋

白序列文件#点击
D:

S

L:,I:

#找到
@8"4:#,

#再选择
C.

O#,"CI#!W"O

7

"+#4#",

#获得蛋白构成信息*利用

@8"4@>8>O

预测相关
+

7

8$-6(

蛋白原子组成+等电点+

不稳定系数进行预测*进入
AB@CD

3

@8"4@>8>O

网

站#输入
+

7

8$-6(

蛋白序列#点击
W"O

7

L4:

7

>8>O:.

4:8+

#即可获取相关参数#其中#

[5C\]

值为正#提示

疏水性强%

[5C\]

为负#提示亲水性强*此外#再利

用
@8"4DI>G:

预测
+

7

8$-6(

蛋白的疏水性"亲水性#进

入
AB@CD

3

@8"4DI>G:

网站#输入
+

7

8$-6(

蛋白序列#

选择
^

3

4: _ E""G#44G:

#点击
DLNO#4

#获得
^

3

4:

和

E""G#44G:

疏水分析信息#预测值为正#表明疏水性强%

反之#负值表示亲水性强*

>&?&?
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肺炎链球菌
+
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蛋白的结构功能预测
!

分别利用
;O

7

8:!

和
;<=<<

对
+

7

8$-6(

蛋白进行

跨膜螺旋结构预测*进入
AB@CD

3

;<

7

8:!

网站#输

入
+

7

8$-6(

蛋白序列#点击
5L,;<

7

8:!

%进入
;<.

=<<D:8T:8\&1&%

#输入
+

7

8$-6(

蛋白序列#点击

DLNO#4

#获得跨膜螺旋结构信息*利用
D#

?

,>G@

预测

其信号肽%进入
D#

?

,>GY@0&$D:8T:8

#输入
+

7

8$-6(

蛋

白序列#点击
DLNO#4

#获得信号肽信息*利用
Y,4:8.

@8"DI>,

和
D<C5;

对
+

7

8$-6(

蛋白的功能域进行分

析*进入
A<92.A9YY,4:8@8"

网站#输入
+

7

8$-6(

蛋

白序列#点击
DLNO#4

#获得功能域信息%进入
D<C5;

主页#输 入
+

7

8$-6(

蛋 白 序 列#点 击
D:

S

L:,I:

D<C5;

#获得功能域信息*利用
D̀ @<C

和
@8:!#I4.

7

8"4:#,

预测蛋白质长
+

7

8$-6(

蛋白的
1

级结构*进

入
D̀ @<C

的
1

级结构预测网站#输入
+

7

8$-6(

蛋白

序列#点击
DLNO#4

#获得
!

.

螺旋+

"

.

折叠+

"

.

转角和无

规则 卷 曲 比 例*进 入
@8:!#I4

7

8"4:#,

网 站#输 入

+

7

8$-6(

蛋白序列#点击
@8:!#I4@8"4:#,

#登录获得二

级结构信息*将来源不同细菌的序列输入
<:

?

>G#

?

,

软件进行序列间比对*

?

!

结
!!

果

?&>

!

+
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蛋白的理化特征
!

肺炎链球菌
+

7

8$-6(

蛋白理论等电点为
6&$$

#相对分子质量为
'-&6)H

$%

'

#由
''/

个氨基酸残基构成#包含
'$

个
2:L

$

(&1J

&#

'%

个
[GL

$

/&(J

&#

'%

个
[G

3

$

/&(J

&#

1(

个

YG:

$

/&)J

&%该蛋白碱性氨基酸和酸性氨基酸总数分

别为
'(

个$

$$&6J

&和
06

个$

$'&'J

&$图
$C

&*全长

+

7

8$-6(

蛋白氨基酸脂肪指数
(-&$)

#

[5C\]

值为

U%&1$/

#稳定指数为
00&(6

#属于不稳定蛋白*从图

$9

可见#全长
+

7

8$-6(

蛋白肽链#亲水性氨基酸多于

疏水性氨基酸#第
1$0

位氨基酸残基分值 最 低

$

U'&%%%

&#第
$%

位氨基酸残基分值最高$

1&-%%

&*

?&?

!

一级结构中所含结构和功能域特征序列分析
!

Y,4:8@8"DI>,

分析结果显示#

+

7

8$-6(

蛋白仅含有
$

个结构功能域#属于细胞壁相关转录衰减因子$图

1C

&*另外#用
XW9Y

网站分析软件对全长
+

7

8$-6(

蛋白进行了保守结构域的分析#发现
D&

7

,:LO",#>:

+

7

8$-6(

蛋白属于
2

3

45

)

I

7

+C

)

7

+8

超家族蛋白$图

19

&#其
A

值为
$&10:

U('

#提示一种阴离子细胞壁多聚
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物合成相关酶的功能*

D<C5;

分析进一步支持了

上述分析结果#

+

7

8$-6(

蛋白该结构域属于
2

3

45

)

I

7

+

)

7

+8

结构域*

!!

C

!

+

7

8$-6(

氨基酸组成%

9

!

^

3

4:

和
E""G#44G:

疏水性分析

图
$

!!

肺炎链球菌
+

7

8$-6(

蛋白氨基酸组成分布和疏水性

?&@

!

1

级结构特征
!

+

7

8$-6(

蛋白
D̀ @<C

预测结

果显示#该蛋白
!

.

螺旋占
0/&61J

#

"

.

折叠占
$-&$)J

#

"

.

转角占
-&0%J

#无规则卷曲占
1)&(1J

*

@8:!#I4.

7

8"4:#,

预测结果与
D̀ @<C

基本一致#从图
'C

可

见#

!

.

螺旋和
"

.

折叠散在分布蛋白中#作为整个蛋白的

刚性支撑结构#

!

.

螺旋占
'$&(6J

#

"

.

折叠
$'&($J

%无

规则卷曲结构为蛋白的柔性区域#占
60&$0J

*

;O.

7

8:!

预测跨膜结构提示#该蛋白总分值大于
%

#最高值

达
16%%

#在氨基端具有跨膜结构$图
'9

&*

2

3

45

蛋白

进行信号肽分析发现#该蛋白存在信号肽切割位点#

位于蛋白第
10

和第
16

位氨基酸之间#

IL4."PP

值为

%&01%

$图
'W

&#

Y,4:8@8"DI>,

分析结果进一步证实了

D#

?

,>G@

和
;O

7

8:!

的预测结果*利用
;<=<<

软

件对
D&

7

,:LO",#>:+

7

8$-6(

蛋白$图
'E

&与
2

3

45

家

族蛋白成员
9&>,4M8>I#+9CD6$$6

$图
'A

&和
9&+LN4#.

G#+EF(-

)

$1$$

$图
'Z

&进行了
1

级结构跨膜区域的比

对#发现
'

者均含有
$

个跨膜结构$

;<

&和胞外结构*

!!

C

!

Y,4:8@8"DI>,

预测肺炎链球菌
5)+

7

8$-6(

蛋白一级结构中的

保守功能域%

9

!

XW9Y

蛋白保守结构域分析

图
1

!!

生物信息学分析肺炎链球菌
+

7

8$-6(

的保守结构域

!!

C

!以
@8:!#I4

7

8"4:#,

预测蛋白结构%

9

!使用
;O

7

8:!

预测蛋白跨膜结构%

W

!

D#

?

,>G@

预测信号肽#利用
;<=<<

分析%

E

!

D48:

7

4"I"IIL+

7

,:L.

O",#>:+

7

8$-6(

跨膜结构%

A

!

9>I#GGL+>,4M8>I#+9CD6$$6

跨膜结构%

Z

!

9>I#GGL++LN4#G#+EF(-

)

$1$$

跨膜结构

图
'

!!

肺炎链球菌
5)2

3

45

的拓扑结构$二级结构特征

-1$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期



?&A

!

系列比对
!

为了进一步明确肺炎链球菌

+

7

8$-6(

蛋白的功能#本研究将其与
2

3

45.W

7

+.@+8

家

族其他成员的一级结构进行比对#结果显示#

D48:

7

4".

I"IIL+

7

,:LO",#>: 2

3

45 JF&9>I#GGL+ >,4M8>I#+

9CD6$$6

#

D48:

7

4"I"IIL+

7

,:LO",#>:2

3

45JF&9>I#G.

GL++LN4#G#+EF(-

)

$1$$

蛋白序列一级结构比对

+

7

8$-6(

与
9CD6$$6

和
EF(-

)

$1$$

序列相似性分别

为
'6&-J

和
'1&6J

$图
0

&#相似性超过
'%&%J

*

图
0

!!

2

3

45

家族蛋白成员一级结构对比

@

!

讨
!!

论

!!

任何一种抗菌药的使用总是会伴随着耐药菌的

逐渐增加而失去功效#例如#我国肺炎链球菌临床分

离株对红霉素几乎全部耐药'

$1

(

*因此#为能长期有效

控制细菌感染#人类需要不断研发与原有抗菌药物无

交叉耐药性的新抗菌药#这就需要不断挖掘新的作用

靶点*

2W@

蛋白家族在很多阳性细菌中具有重要作用#

主要参与细胞壁合成'

/

#

$'

(

*通过系列分析本课题组发

现肺炎链球菌也存在类似蛋白#

2

3

45

蛋白就是其中

之一*为了探究其可能的生物学功能#本研究利用生

物信息学软件对蛋白进行分析#结果发现该蛋白预测

相对分子质量为
'-&6)H$%

'

#具有跨膜结构#脂溶性

差#亲水性好#这一预测结果与闵迅等'

$%

(前期研究是

吻合的*闵迅等利用原核表达系统对蛋白进行过表

达#结果发现带有跨膜结构$信号肽部分片段&无法实

现蛋白游离表达#而将跨膜结构$氨基端
'%

氨基酸&

去除后#成功实现了蛋白的可溶表达#一方面证实了

该蛋白具有跨膜结构#位于氨基端%另一方面也提示

使用
;<=<<

和
;O

7

8:!

等生物信息学软件分析蛋

白跨膜结构域是一种快速+简便和正确的方式*

使用
Y,4:8@8"DI>,

和
D<C5;

对
2

3

45

蛋白结构

域进行分析发现#该蛋白具有
2I

7

蛋白家族功能结构

域#属于细胞壁代谢相关转录衰减因子#然而从细胞

定位分析和跨膜结果预测并不支持其作为转录因子

的功能#此外#

A9A5=C5E;

等'

$0

(已经利用
[Z@

蛋

白示踪的方法显示肺炎链球菌
2

3

45

蛋白$

+

7

8$-6(

&

位于细菌细胞膜#因此#该蛋白是一种转录因子的可

能性较小*序列比对分析结果显示#肺炎链球菌

2

3

45

蛋白与炭疽杆菌的
9CD6$$6

二级结构相似#都

含有
$

个跨膜结构域和
$

个功能结构域%二者一级结

构相似性超过
'%J

#说明二者具有较高的同源性*查

阅文献发现#炭疽杆菌
9CD6$$6

具有酶学功能'

$6

(

#因

此#本课题组认为
+

7

8$-6(

可能也具有酶学的功能*

那么#肺炎链球菌
+

7

8$-6(

蛋白功能究竟如何#仍需进

一步研究*

综上所述#本课题组利用生物信息学对肺炎链球

菌
2

3

45

蛋白的理化性质#跨膜结构和功能进行了分

析#结果提示
2

3

45

蛋白可能参与肺炎链球菌细胞壁

多糖的组装连接过程*目前#通过抑制
2

3

45

蛋白发

挥抗菌作用的药物尚未见报道#本研究提示
2

3

45

可

能具有这一重要酶学功能#将为后续
2

3

45

蛋白的定

位和功能实验室研究奠定基础#也将为未来针对

2

3

45

蛋白靶点药物的开发铺垫*
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显改善
@E

小鼠的运动障碍#促进脑组织中受损的

;=

阳性神经元细胞再生#修复神经纤维#提高胃肠道

蠕动#改善胃肠道功能障碍*但是其具体机制尚不清

楚#还需要进行进一步的分子生物学研究*
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