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结膜吸吮线虫巨噬细胞迁移抑制因子的生物信息学分析*

黄琳1,2,莫兴泽1,尚战阳1,廖德君1,谢洪书1,杨绚1,刘晖2**

(1.黔南民族医学高等专科学校,贵州都匀
 

558000;2.遵义医科大学寄生虫学教研室)

【摘要】 目的 运用生物信息学方法预测分析结膜吸吮线虫 MIF蛋白的结构与功能。 方法 基于结膜吸吮线虫转

录组数据库筛选出 MIF基因并进行PCR验证;利用在线软件Expasy分析该基因编码Tcp-MIF蛋白的理化性质和亲疏

水性;利用 HMMTOP
 

version
 

2.0和SignalP
 

4.1
 

server分别预测Tcp-MIF蛋白的跨膜结构域以及信号肽;运用 Net-
Phos、NCBI-Conserved

 

domains、SOPMA、SWISS-MODEL、IEDB在线程序分别预测Tcp-MIF蛋白潜在的磷酸化位点、

保守域结构、蛋白二级、三级结构及其抗原表位;对其编码的氨基酸序列进行同源比对,利用 MEGA
 

X软件构建系统进

化树,通过STRING数据库对其蛋白互作网络进行预测。 结果 Tcp-MIF基因全长620
 

bp,开放阅读框为345
 

bp,编
码115个氨基酸;无信号肽和跨膜结构域,蛋白局部亲水性好,有潜在的磷酸化位点和保守域结构,具有α螺旋、β折叠结

构和互变异构酶活性。推测其有4个抗原表位,在STRING数据库共鉴定出包括10个基因在内的21个互作关系。 
结论 生物信息学预测结膜吸吮线虫 MIF蛋白基因并对其编码蛋白存在潜在的抗原表位区域,具有多个磷酸化位点,

可为结膜吸吮线虫感染疫苗的研发提供理论基础。
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【Abstract】 Objective To
 

predicted
 

the
 

structure
 

and
 

function
 

of
 

�Thelazia
 

callipaeda
 

macrophage
 

migration
 

inhibi-

tory
 

factor
 

(Tcp-MIF)
 

by
 

bioinformatics. Methods The
 

MIF
 

gene
 

was
 

screened
 

from
 

the
 

T.
 

callipaeda
 

transcriptome
 

database
 

and
 

subjected
 

to
 

validation
 

by
 

using
 

a
 

PCR
 

assay.
 

Expasy
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

physicochemical
 

properties
 

and
 

hydrophobicity
 

of
 

the
 

gene
 

encoding
 

the
 

Tcp-MIF
 

protein;HMMTOP
 

version
 

2.0
 

and
 

SignalP
 

4.1
 

server
 

were
 

used
 

to
 

predict
 

transmembrane
 

domain
 

and
 

Signal
 

peptide
 

of
 

the
 

Tcp-MIF
 

protein;NetPhos,NCBI-Conserved
 

Domains,SOPMA,

Swiss-Model
 

and
 

IEDB
 

Online
 

program
 

were
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

potential
 

phosphorylation
 

site,Conserved
 

domain
 

struc-
ture,protein

 

structure
 

and
 

antigenic
 

epitopes
 

of
 

the
 

Tcp-MIF
 

protein;Homology
 

analysis
 

of
 

the
 

amino
 

acid
 

sequences
 

was
 

performed,and
 

the
 

phylogenetic
 

tree
 

was
 

built
 

by
 

the
 

MEGA
 

X
 

software.
 

In
 

addition,the
 

protein-protein
 

interaction
 

net-
work

 

was
 

deduced
 

from
 

the
 

STRING
 

database. Results Tcp-MIF
 

gene
 

is
 

620
 

bp
 

long,open
 

reading
 

frame
 

is
 

345
 

bp,

encoding
 

115
 

amino
 

acids.
 

Tcp-MIF
 

has
 

no
 

signal
 

peptide
 

and
 

transmembrane
 

domain,the
 

protein
 

is
 

hydrophilic
 

and
 

has
 

potential
 

phosphorylation
 

sites
 

and
 

conserved
 

domain
 

structure,α
 

helix,β
 

folding
 

structure
 

and
 

tautomerase
 

activity.
 

It
 

was
 

predicted
 

to
 

contain
 

4
 

antigen
 

epitopes,and
 

Based
 

on
 

the
 

protein-protein
 

interaction
 

network
 

of
 

nematodes
 

in
 

the
 

STRING
 

database,the
 

21
 

interactions
 

covering
 

10
 

genes
 

were
 

identified. Conclusion Tcp-MIF
 

gene
 

is
 

successfully
 

i-
dentified

 

in
 

Thelazia
 

callipaeda
 

transcriptome
 

database
 

and
 

its
 

coding
 

protein
 

receives
 

a
 

bioinformatics
 

analysis,which
 

lays
 

a
 

foundation
 

for
 

further
 

study
 

on
 

how
 

Tcp-MIF
 

protein
 

exerts
 

immunological
 

effect
 

when
 

Thelazia
 

callipaeda
 

infect
 

host.
【Key

 

words】 Thelazia
 

callipaeda;macrophage
 

migration
 

inhibitory
 

factor
 

(MIF)
 

;sequence
 

analysis;functional
 

protein

 ***结膜吸吮线虫(Thelazia
 

callipaeda,Tcp)寄生

于人及犬、猫等动物眼结膜囊内引起的结膜吸吮线虫

病(Thelaziasis)是一种人畜共患寄生虫病,可引起结

膜炎、急性视神经视网膜炎、眼内炎等症状。
 

中国是吸

吮线虫病例最多的国家,截止到2017年我国29个省、
市、自治区的不完全统计,人体结膜吸吮线虫病例总数
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达600多例[1]。人体结膜吸吮线虫病近年来依然存在

局部流行,其防控将面临更多新的挑战[2]。本研究前

期通过对NCBI提供的结膜吸吮线虫基因组测序数据

(WTSI,英国)进行组装研究[3],构建的不同发育阶段

结膜吸吮线虫转录组数据库[4-5],在差异表达谱中鉴定

出了一种高表达量的结膜吸吮线虫巨噬细胞迁移抑制

因子(Thelazia
 

callipaeda
 

macrophage
 

migration
 

in-
hibitory

 

factor,Tcp-MIF)。其与人源 MIF具有一定

同源性,推测Tcp-MIF很可能模拟细胞因子作用来

调节宿主免疫反应。
目前已有多种寄生虫 MIF直系同源基因被鉴定

出来,其与宿主自身的 MIF蛋白在结构和功能上具有

一定的相似性[6]。这种相似性有助于寄生虫长期在具

有免疫力的宿主体内增殖、存活,可与宿主相互作用形

成复杂的免疫逃避机制[7]。研究发现寄生虫源 MIF
对多种寄生虫感染与免疫也有调节作用[8]。其中大部

分寄生虫源 MIF都显示了与人源 MIF蛋白有相似的

互变异构体酶活性,同样具有诱导巨噬细胞活化,调节

巨噬细胞迁移的能力,刺激信号转导途径,促进炎性细

胞因子产生等作用[9-12]。MIF的生物学功能及其具有

保守及独特的结构域特点使其有希望成为新疫苗和药

物开发的靶目标。基于寄生虫中 MIF的研究现状,本
研究通过在线分析软件对Tcp-MIF蛋白进行生物信

息学分析,预测其结构和功能,为进一步了解 Tcp-
MIF蛋白在寄生虫与宿主免疫互作中发挥的作用提

供理论基础。

材料与方法

1 材料

利用NCBI结膜吸吮线虫基因组数据,结合本研

究前期构建的的结膜吸吮线虫转录组数据库整合分

析,筛选出结膜吸吮线虫巨噬细胞迁移抑制因子基因

(Tcp-MIF)。根据结膜吸吮线虫 MIF 基因序列(登
录号:A0A0N5DBF6)。

2 方法

2.1 NCBI结膜吸吮线虫基因鉴定 利用Primer
 

5.
0软 件 设 计 特 异 性 引 物,F1:5􀆳-GGCATCGAGTA-
CAGTGGCTAAAGC-3􀆳;R1:5􀆳-CCAAAGGTGCG-
TCCATTGAAAGC-3􀆳,引物委托重庆擎科兴业生物

技术有限公司合成。以结膜吸吮线虫cDNA为模板,

F1、R1为引物,PCR扩增Tcp-MIF基因。反应体系

为25
 

μL:其中含 Mix(Grenn)
 

12.5
 

μL,cDNA
 

1
 

μL,
上、下游引物各1

 

μL,加ddH2O至25
 

μL,反应程序:

94
 

℃
 

3
 

min;94
 

℃
 

30
 

s;53
 

℃~60
 

℃
 

30
 

s;72
 

℃
 

30
 

s;共40个循环;72
 

℃
 

4
 

min;4
 

℃保存。取5
 

μL
 

PCR
产物在2%的琼脂糖凝胶进行电泳鉴定。

2.2 Tcp-MIF蛋白的理化性质与亲疏水性分析 利

用在线工具Expasy-protscale(https://web.expasy.
org)预测Tcp-MIF蛋白的理化性质,包括氨基酸数

目、分子质量、氨基酸序列组成、等电点及不稳定指数

等和亲疏水性进行预测分析。

2.3 Tcp-MIF蛋白跨膜区、信号肽预测 利用在线

工具 HMMTOP
 

version
 

2.0(http://www.cbs.dtu.
dk/Services/TMHMM/)预测结膜吸吮线虫 MIF蛋

白的跨膜结构域;利用SignalP
 

4.1
 

server在线程序预

测分析Tcp-MIF蛋白的信号肽。

2.4 Tcp-MIF蛋白磷酸化位点以及保守域结构分析

 应用 NetPhos3.1
 

server在线软件(http://www.
cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)和 NCBI-Conserved

 

domains分别预测Tcp-MIF蛋白的磷酸化位点以及

保守域结构。

2.5 Tcp-MIF蛋白结构分析 通过SOPMA在线程

序(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_auto-
mat.pl? page=/NPSA/npsa_sopma.html)对 Tcp-
MIF蛋白二级及三级结构进行分析预测,利用COILS
预测Tcp-MIF蛋白卷曲螺旋域;运用SWISS-MOD-
EL在线程序(https://swissmodel.

 

expasy.org/in-
teractive/YePkXS/models/)对Tcp-MIF进行同源建

模,利用Ramachandran
 

plots评价其建模效果。

2.6 Tcp-MIF蛋白抗原表位分析 利用在线程序

IEDB(http://www.iedb.org)分析Tcp-MIF蛋白的

B细胞抗原表位。

2.7 Tcp-MIF蛋白进化树的构建 利用NCBI网站

在线工具BLAST(https://blast.ncbi.nlm.nih
 

gov)
搜索结膜吸吮线虫 MIF蛋白氨基酸序列进行分析,根
据多 重 序 列 比 对 结 果,使 用 MEGA5.0软 件 中 的

NeighborJoining程序绘制Tcp-MIF的分子进化树。

2.8 Tcp-MIF蛋白互作关系预测 在PPI数据库

STRING中(http://string-db.org),以数据库中结膜

吸吮线虫 MIF的PPI互作网络关系作为参考,选取交

互作用评分>0.7的互作关系构建蛋白互作网络,进
行PPI网络预测。基于蛋白同源比对的相似性选择

数据库中的基因,最后根据注释基因组数据库中的同

源基因来构建PPI网络,使用Cytoscape软件实现网

络图的可视化。

结 果

1 Tcp-MIF基因的鉴定

通过对前期的注释结果进行分析,筛选出 MIF
基因序列。以结膜吸吮线虫cDNA为模板,F1和R1
为引物,进行PCR扩增,Tcp-MIF目的基因片段620

 

bp的(图1),与预期结果一致。
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M DNA标志物 1 Tcp-MIF基因
图

 

1 Tcp-MIF 基因的PCR扩增

M DNA
 

Marker 1 PCR
 

production
 

ofTcp-MIF
 

gene
Fig.1 PCR

 

amplification
 

ofTcp-MIF
 

gene

2 Tcp-MIF蛋白的理化性质及亲疏水性分析

分析结果显示Tcp-MIF基因编码115个氨基酸,
相 对 分 子 质 量 约 为 14.37×103,分 子 式 为

C545H873N145O167S7,等电点为8.38;氨基酸组成成分

分析,丝氨酸(Ala)占11.3%、丙氨酸(Val)占10.4%,
其余氨基酸占比均<10%。Tcp-MIF蛋白的不稳定

系数为16.01,可认为是稳定性蛋白。其总平均亲水

性为0.059,为亲水性蛋白(图2)。

图
 

2 Tcp-MIF蛋白亲水性分析

Fig.2 Hydrophilicity
 

analysis
 

ofTcp-MIF
 

protein

3 Tcp-MIF蛋白跨膜结构域、信号肽分析

利用在线工具 HMMTOP
 

version
 

2.0预测结膜

吸吮线虫 MIF不存在跨膜结构域(图3),115个氨基

酸残基跨膜概率值均未突破阈值线,预测其氨基酸序

列均在膜外侧。利用SignalP
 

4.1
 

server在线程序预

测分析Tcp-MIF蛋白的信号肽,其中Cmax在26位,
为0.117;Smax在1位,为0.132;Ymax在12位,为

0.108。均<阈值0.45,显示该蛋白无信号肽(图4)。

4 Tcp-MIF蛋白磷酸化位点及保守结构域分析

利用NetPhos3.1
 

server在线软件分析显示,当阈

值为0.5时,Tcp-MIF蛋白有10个潜在的磷酸化位

点,其中包括7个丝氨酸位点(S)位点,分别位于第

24、25、39、53、64、71、75位氨基酸;1个酪氨酸(Y)位
点,位于37位氨基酸;2个苏氨酸(T)位点,位于26、

49位氨基酸(图5)。经 NCBI-Conserved
 

domains工

具分析Tcp-MIF蛋白有一个保守域结构,属于4-草
酰巴豆酸互变异构酶超家族蛋白(图6)。

图
 

3 Tcp-MIF蛋白跨膜结构域预测

Fig.3 Transmembrane
 

domain
 

prediction
 

of
 

Tcp-MIF
 

protein

图
 

4 Tcp-MIF蛋白信号肽分析

Fig.4 Signal
 

peptide
 

analysis
 

ofTcp-MIF
 

protein

图
 

5 Tcp-MIF蛋白磷酸化位点预测

Fig.5 Prediction
 

of
 

phosphorylation
 

site
 

ofTcp-MIF
 

protein

图
 

6 Tcp-MIF蛋白保守域分析

Fig.6 Analysis
 

of
 

Conserved
 

Domains
 

of
 

Tcp-MIF
 

Protein

5 Tcp-MIF蛋白二级结构预测

运用SOPMA对Tcp-MIF蛋白进行二级结构预

测,其中α-螺旋(Hh)含量占26.09%,β折叠(Ee)占

29.57%,β-转角(Tt)占7.83%,无规则卷曲(Cc)占

36.52%(图7)。
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6 Tcp-MIF蛋白三级结构预测

利用SWISS-MODEL以SMTL
 

ID:1hfo.1为模

板 对 Tcp-MIF 进 行 同 源 建 模,序 列 一 致 性 为

44.25%,相似度0.41,覆盖度0.98,模型GMOE评分

为0.78,Qean为-0.58(图8)。Ramachandran评价显

示,在所建模型中96.4%的氨基酸位于较佳区域,

97.63%的氨基酸位于允许区域,表明所建模型准确可

靠(图9)。

图
 

7 Tcp-MIF蛋白二级结构预测

Fig.7 Prediction
 

of
 

the
 

second
 

structure
 

ofTcp-MIF
 

protein

图
 

8 Tcp-MIF蛋白三级结构预测

Fig.8 Prediction
 

of
 

the
 

tertiary
 

structure
 

ofTcp-MIF
 

protein

7 Tcp-MIF蛋白抗原表位

利用在线程序IEDB分析结膜吸吮线虫 MIF蛋

白的B细胞抗原表位。Emini法预测Tcp-MIF蛋白

氨基酸序列中表面可及性较高的区域为:7~16、18~
26、29~34、32~39、73~80、87~92、89~94、91~96
位氨基酸(图10A);采用Karplus

 

&
 

Schulz法分析结

膜吸吮线虫 MIF蛋白序列的可塑性,并未发现较强可

塑性区域(图10B);运用Kolaskar
 

&
 

Tongaonkar法

分析抗原性,结果表明Tcp-MIF蛋白序列的平均抗

原指数为1.050,抗原指数较高的区域为:10~17、14

~21、22~33、34~44、53~66、66~72、79~85、94~
101

 

位氨基酸(图10C)。采用 Parker法预测 Tcp-
MIF蛋白的亲水性,结果发现56~62、78~86、83~89
位氨基酸为较强亲水性区域(图10D)。结合二级结构

的分析结果,结膜吸吮线虫 MIF蛋白共有4个优势B
细胞抗原表位,其相应抗原表位的氨基酸序列见表1。

图
 

9 Molprobity
 

Ramachandran评价Tcp-MIF三级结构模型

Fig.9 Evaluation
 

of
 

Three-dimensional
 

structure
 

ofTcp-MIF
protein

 

model

表
 

1 结膜吸吮线虫 MIF蛋白B细胞抗原表位的氨基酸序列
Table

 

1 Amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

B
 

cell
 

antigen
 

epitope
 

of
 

Tcp-MIF
protein

起始位点
Start

 

site
终止位点

Termination
 

site
多肽序列

peptide
 

sequence
多肽长度

Length
 

of
 

peptide(AA)

25 30 STVKA 6
36 44 SYVSVHVNS 9
56 70 PCAVCVLKSIGCVGG 15
80 87 LFSLLSAD 8

  A 表面可及性预测 B 可塑性预测 C 抗原性预测 D 亲
水性预测

图
 

10 Tcp-MIF蛋白抗原表位预测

A Surface
 

accessibility
 

prediction B Plasticity
 

prediction C 
Antigenicity

 

prediction D Hydrophilicity
 

prediction
Fig.10 The

 

epitope
 

prediction
 

of
 

Tcp-MIF
 

protein
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8 结膜吸吮线虫Tcp-MIF蛋白系统进化分析

利用 NCBI的BLAST功能在线对Tcp-MIF蛋

白序列进行比对,结果显示Tcp-MIF蛋白与寄生在

宿主皮下的棘唇线虫属魏氏丝虫(Acanthocheilonema
 

viteae,A0A498SXK3)同源性最高为80.9%,与寄生

在棉鼠腹腔中的棉鼠丝虫(Litomosoides
 

sigmodon-
tis,A0A3P6U2L4)同源性为78.3%,与同为寄生在宿

主 眼 部 的 盘 尾 丝 虫 (Onchocerca
 

volvulus,

A0A182EN76)同源性为76.3%,与人源 MIF同源性

为45.6%。系统进化树结果显示,结 膜 吸 吮 线 虫

Tcp-MIF与同为旋尾目丝虫科下属几种丝虫 MIF亲

缘关系较近(图11)。
 

图
 

11 Tcp-MIF蛋白系统进化树

Fig.11 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

Tcp-MIF
 

protein

9 蛋白质相互作用关系预测

本研究共鉴定了21个互作关系,包含11个基因

(图12);其中4个基因处在互作关系的中心位置,为
关键基因。互作蛋白包括:天冬氨酸氨基转移酶、酪氨

酸氨基转移酶、胱抑素结构域蛋白质等。互作蛋白

GO(http://geneontology.org/)功能分析发现 Tcp-
MIF蛋白主要参与了募集多蛋白复合物,激活磷脂酰

肌醇3-激酶磷酸化、多聚腺苷酸化等过程。

讨 论

寄生虫 MIF可参与调节宿主免疫应答,是一种固

有免疫调节细胞因子,是宿主抗感染和促进免疫细胞

应激反应的重要介质[13]。利用生物信息学手段分析、
预测Tcp-MIF蛋白质的理化性质、结构、磷酸化位点

分析及其同源性等,以了解Tcp-MIF蛋白在寄生虫

感染宿主时发挥的功能。
寄生虫 MIF单体编码114~146个氨基酸,相对

分子质量为11~16.4
 

ku,均存在同源三聚体,其每个

亚单位均包含2个反向平行的α螺旋,6个β链,其中

4个β链组成β折叠,这些特殊结构使得 MIF在结合

特定小分子物质和催化化学反应中发挥重要作用[14]。

本实验对结膜吸吮线虫 MIF基因进行生物信息学分

析,Tcp-MIF基因全长620
 

bp,开放阅读框为345
 

bp,
编码115个氨基酸。Tcp-MIF蛋白局部亲水性好,表
达蛋白可溶,无信号肽也无跨膜区,属于胞内蛋白;其
蛋白含有磷酸化位点,推测Tcp-MIF可能通过磷酸

化修饰影响细胞间与细胞内的信号传导,参与细胞的

蛋白互作、免疫调节和细胞凋亡的抑制等。二级结构

分析结果显示,Tcp-MIF蛋白无规则卷曲和β折叠占

比例较高,无规则卷曲是发挥蛋白质功能和构象的良

好区域[15]。同时β折叠结构具有稳定、不易变形的特

点[16]。本研究在分析 Tcp-MIF的B细胞抗原表位

时,结合可塑性、亲水性及抗原性等多种方法综合分

析,推测该蛋白具有4个较优的B细胞抗原表位。系

统进化分析显示其与同为旋尾目的丝虫亲缘关系较

近。PPI预测的互作关系显示,Tcp-MIF主要参与细

胞生长、代谢等有关途径,可为后续大规模开展 MIF
互作网络研究提供数据基础。

  注:PPI互作网络节点数为11,互作关系数为21,节点平均值为3.
82,预期互作关系数为12,局部聚类系数为0.895,PPI互作网络P值为

1.12×10-2

图
 

12 结膜吸吮线虫 MIF蛋白预测互作网络

Note:In
 

the
 

protein-
 

protein
 

interaction
 

network,the
 

number
 

of-
nodes

 

is
 

11,the
 

number
 

of
 

edges
 

is
 

21,the
 

mean
 

node
 

degree
 

is
 

3.82,
the

 

expected
 

number
 

of
 

edges
 

is
 

12,the
 

local
 

clustering
 

coef-ficient
 

is
 

0.
895,and

 

the
 

PPI
 

enrichment
 

P-value
 

is
 

1.12×10-2

Fig.12 Predicted
 

protein-protein
 

interaction
 

network
 

of
 

the
 

Tcp-MIF

蛋白质结构决定其功能,因此研究蛋白质的结构

对解析其功能具有很大的指导意义。研究发现,弓形

虫MIF蛋白(TgMIF)的大部分区域位于亲水性区域,
具有抗原性,TgMIF可作为多种弓形虫株的候选疫

苗。同样疟原虫编码的 MIF-ortholog也是一种很好

的疫苗,能防止疟疾再感染[17,18]。Cote等[19]在无血

清的条件下,发现加入重组阴道毛滴虫 MIF蛋白能提

高毛滴虫的存活率,表明阴道毛滴虫可通过分泌 MIF
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来减缓自身的死亡。Liu等[20]研究发现重组弓形虫

MIF能刺激小鼠淋巴细胞增殖,脾细胞分泌IFN-γ显

著增高,弓形虫 MIF作用的细胞免疫学效应在宿主中

体现为Th1为主。本研究表明寄生虫 MIF在寄生虫

感染宿主时调节免疫反应中起关键作用。
结膜吸吮线虫作为眼部寄生虫,其与宿主相互作

用中的免疫及免疫逃避机制的认识有限。在前期组学

研究基础上,通过功能基因组及专有数据库的功能注

释分析,重点分析其中和宿主互作密切相关结膜吸吮

线虫分泌蛋白基因,并发现部分结膜吸吮线虫分泌蛋

白具有抗原性,通过生物信息学技术初步了解前期筛

选出的高差异表达Tcp-MIF基因及其编码蛋白的基

本序列和进化关系,为进一步研究结膜吸吮线虫感染

宿主后,Tcp-MIF在免疫反应中发挥的功能奠定基

础。
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