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【摘要】 目的 对细粒棘球绦虫肌动蛋白结合LIM 蛋白1(Actin-binding
 

LIM
 

protein
 

1,AbLIM1)进行生物信息学预

测,以期为包虫病的诊断治疗积累研究资料。 方法 通过NCBI数据库获取EgAbLIM1的氨基酸序列;使用在线软件

分析蛋白质的理化性质、二级结构、三级结构,并对其亚细胞定位、蛋白质结构以及抗原表位进行预测;使用GEPIA2.0
数据库预测编码EgAbLIM1基因的相关基因,使用DAVID

 

数据库以及R语言进行GO功能和KEGG通路富集分析。

 结果 EgAbLIM1由753个氨基酸组成,理论等电点为9.51;EgAbLIM1的二级结构中α螺旋占22.05%,延伸链占

12.62%,β-转角占5.44%,无规卷曲占59.89%。优势B细胞表位肽有6条,优势 HLA-DRB1*0401限制性Th表位位

置为572-584位氨基酸;优势 HLA-DRB1*0701限制性Th表位位置为247-261、504-511位氨基酸。分子生物学功能相

关程度最高的是钙黏连结合(cadherin
 

binding)、参与细胞-细胞粘附的钙黏连结合(cadherin
 

binding
 

involved
 

in
 

cell-cell
 

adhesion)、细胞-细胞粘附介质的活性(cell-cell
 

adhesion
 

mediator
 

activity)等。 结论 生物信息学方法预测细粒棘球

绦虫AbLIM1含有多个抗原表位并对其关联基因进行了富集分析,为包虫病的诊断和药物治疗靶点筛选提供理论依据。
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【Abstract】 Objective The
 

bioinformatics
 

prediction
 

of
 

actin-binding
 

LIM
 

protein
 

1
 

(AbLIM1)
 

of
 

Echinococcus
 

granulosus
 

was
 

carried
 

out
 

to
 

accumulate
 

research
 

data
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

hydatidosis. Methods The
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

EgAbLIM1
 

was
 

obtained
 

from
 

the
 

NCBI
 

database;the
 

physicochemical
 

properties,secondary
 

and
 

tertiary
 

structures
 

of
 

the
 

protein
 

were
 

analyzed
 

using
 

online
 

software,and
 

its
 

subcellular
 

localization,protein
 

structure,and
 

antigenic
 

epitopes
 

were
 

predicted;the
 

related
 

genes
 

encoding
 

the
 

EgAbLIM1
 

were
 

predicted
 

using
 

the
 

GEPIA2.0
 

database,GO
 

function
 

and
 

KEGG
 

pathway
 

enrichment
 

analysis
 

were
 

performed
 

using
 

DAVID
 

database
 

and
 

R
 

language. 
Results EgAbLIM1

 

is
 

composed
 

of
 

753
 

amino
 

acids
 

with
 

a
 

theoretical
 

isoelectric
 

point
 

of
 

9.51;in
 

the
 

secondary
 

structure
 

of
 

EgAbLIM1,α-helix
 

for
 

22.05%,extended
 

chain
 

accounts
 

for
 

12.62%,β-turns
 

for
 

5.44%
 

and
 

random
 

coils
 

for
 

59.89%.
 

There
 

are
 

6
 

dominant
 

B-cell
 

epitope
 

peptides,and
 

the
 

dominant
 

HLA-DRB1*0401
 

restricted
 

Th
 

epitope
 

positions
 

are
 

amino
 

acids
 

572-584;the
 

dominant
 

HLA-DRB1*0701
 

restricted
 

Th
 

epitope
 

positions
 

are
 

amino
 

acids
 

247-
261

 

and
 

504-511.
 

The
 

most
 

relevant
 

functions
 

of
 

molecular
 

biology
 

are
 

cadherin
 

binding,cadherin
 

binding
 

involved
 

in
 

cell-
cell

 

adhesion,cell-cell
 

adhesion
 

mediator
 

activity,etc. Conclusion Bioinformatics
 

methods
 

predicted
 

that
 

Echinococcus
 

granulosus
 

AbLIM1
 

contained
 

multiple
 

epitopes
 

and
 

enriched
 

analysis
 

of
 

its
 

associated
 

genes,which
 

provided
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

echinococcosis
 

and
 

the
 

screening
 

of
 

targets
 

for
 

drug
 

treatment.
【Key

 

words】 Echinococcus
 

granulosus;actin-binding
 

LIM
 

protein
 

1;bioinformatics
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  细粒棘球蚴病是一种危害严重的人畜共患寄生虫

病,人和绵羊等中间宿主通过误食虫卵引发感染,幼虫

可寄生在宿主的肝脏、肺脏、脑等器官,引起一系列症

状,对患者造成沉重负担[1]。目前,该病尚无有效的早

期诊断方法,而且一旦形成包囊,药物治疗效果有

限[2-3]。肌动蛋白结合LIM1(AbLIM1)是一种细胞骨

架肌动蛋白结合蛋白,参与细胞中肌动蛋白细胞骨架

的调节,调节细胞生长、运动和分裂,但是EgAbLIM1
在细粒棘球绦虫感染中的作用尚不清楚[4-5]。本研究

利 用 生 物 信 息 学 的 方 法 对 细 粒 棘 球 绦 虫 蛋 白
 

EgAbLIM1进行分析,以期为包虫病的诊断治疗积累

研究提供理论依据。

材料与方法

1 氨基酸序列获取

通过 NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
数据库检索并下载细粒棘球绦虫 AbLIM1的氨基酸

序列(KAH9282910.1)。

2 EgAbLIM1蛋白质理化性质的预测

利用蛋白质分析系统 EXpasy中的 Protparam
(http://web.expasy.org/protparam)工 具 预 测

EgAbLIM1的理化性质,包括氨基酸组成、等电点、半
衰期、不稳定系数等。其中不稳定系数预测蛋白质在

试验中的稳定性,大于40表示该蛋白结构稳定。使用

ProtScale(http://web.expasy.org/protscale)分析蛋

白质的疏水性并进行验证,正值表示该蛋白具有疏水

性,负值表示该蛋白具有亲水性。

3 EgAbLIM1氨基酸序列的同源性分析

使 用 NCBI 数 据 库 中 的 BLAST 算 法 对

EgAbLIM1的氨基酸序列进行同源性比对。

4 EgAbLIM1信号肽及蛋白跨膜区的预测

利用SignalIP-5.0(https://services.healthtech.
dtu.dk/service.php? SignalP-5.0)在线数据库预测

蛋白质的信号肽,选择真核生物(Eukarya),输出格式

选择长输出。使用TMHMM-2.0(https://
 

services.
 

healthtech.
 

dtu.dk/service.php? TMHMM-2.0)数
据库预测蛋白质的跨膜区。

5 EgAbLIM1蛋白质的亚细胞定位

使用 Cell-PLoc
 

2.0(http://www.csbio.sjtu.
edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/)在线数据库预测不同生

物体中蛋白质亚细胞定位,该蛋白质选择Euk-mPLoc
 

2.0预测真核细胞亚细胞定位。使用 WoLF
 

PSORT
(https://wolfpsort.

 

hgc.jp/)数据库进行验证。

6 EgAbLIM1蛋白质结构预测

使用SMART(http://smart.embl.de/)在线数

据库分析蛋白质的结构域。为了增加实验的可靠性,

使用Prosite(https://prosite.expasy.org/)数据库进

行验 证 分 析。利 用 PRABI数 据 库 中 的 SOPMA
(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/

 

npsa_automat.
pl)进行蛋白质二级结构预测。利用SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/interactive)在线预

测网站对蛋白质的三级结构进行预测。

7 EgAbLIM1蛋白质抗原表位预测

使用ABCPred数据库和IEDB数据库预测该蛋

白的优势B细胞表位,设置阈值>0.85,预测的B细

胞表位根据通过训练的递归神经网络获得的分数进行

排序。使用IEDB数据库和SYFPEITHI数据库预测

蛋白的优势T细胞表位。

8 相互作用基因的筛选及GO
 

和KEGG富集分析

使用 GEPIA2.0数 据 库(http://gepia.cancer-
pku.cn/index.html)预测编码EgAbLIM1基因的相

关基因,选 取 相 关 性 最 高 的 前100个 基 因。使 用

DAVID
 

数 据 库(https://david.ncifcrf.gov/)以 及
 

RStudio中“clusterProfiler”包进行GO功能和KEGG
通路富集分析。GO功能注释分为三大类:细胞学组

分(Cellular
 

Components,CC)、分 子 生 物 学 功 能

(Molecular
 

Function,MF)和生物学过程
 

(Biological
 

Process,BP),通过这3个主要方面对某个基因的功能

进行阐述和所处的亚细胞进行定位;通过KEGG富集

不同物种中基因通路的信息,串联不同基因之间的关

系。

结 果

1 EgAbLIM1理化性质

NCBI数 据 库 中 序 列 号 为 KAH9282910.1 的

EgAbLIM1蛋白的理化性质分析表明其相对分子质

量为83.115
 

11×103,由753个氨基酸组成,其中包含

66个酸性氨基酸,96个碱性氨基酸;理论等电点为

9.51,分子式为 C3591H5686N1094O1123S30,原 子 总 数 为

11
 

524,半衰期为30
 

h;不稳定系数为60.21,此值大

于40,表明该蛋白结构稳定。GRAVY值为-0.625,表
明该蛋白为亲水性蛋白(表1)。

2 蛋白质的亲/疏水性分析

预测结果显示,该蛋白在第358个氨基酸处疏水

性最强,最大值为1.689;在第146个氨基酸处亲水性

最强,其最小值为-3.689。预测结果表明,该蛋白大部

分氨基酸具有亲水性,其中亲水性强的区域可能存在

抗原表位(图1)。

3 氨基酸序列同源性分析

细粒棘球绦虫AbLIM1蛋白共有753个氨基酸,
与同系家族AbLIM氨基酸序列的同源性为86.59%,
与 多 房 棘 球 绦 虫 (Echinococcus

 

multilocularis)
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EgAbLIM1氨基酸序列的同源性为96.55%,与微小

膜壳绦虫瘤(Hymenolepis
 

microstoma)EgAbLIM1
氨 基 酸 序 列 的 同 源 性 为 59.77%,与 血 吸 虫

(Schistosoma
 

haematobium)的 AbLIM2氨基酸序列

的同源性为52.34%。

表
 

1 Eg
 

AbLIM1的理化性质
Table

 

1 Physicochemical
 

properties
 

of
 

EgAbLIM1

理化性质
Physicochemical
properties

预测结果
Predicted

 

results

Sequence

CSQSLSSRQAAVTASGGKGPISPLSLRQ
NHDNRQQPQSQQQPRLSFADYPSPVSF
AEESMDSRITPPVQKTSGSILKSSLRQSR
TMQSVSNAPNSRNSDFGGSVQLQQQKA
SATLPVGSFQGHLNHTSVPTSGTFSPQH
SQSLHGSGRHPLSEYGRFYNLSYASIAE
QPSRRLTDMYRRNALHTPATSNSISHL
QHFHIPQGNRFPLEPNRIVPGGMSRTSR
SFNPSLRDALMAQPSSVGHLTTVLVTS
PTNGVGGAEGVALSKRSTLVESEAASL
EARRLASFPSGQPPDATLVPAIERYDW
PAPASTAVMTAELMRERRQRLREQGV
LQASSDESVEDLSIDTSVGSHCDLDRISG
GIGRAILLEEERVRRKKTRTAHLLDPVS
ASRSPNAKVEPPYKTRYATHSFASPSRE
SQRSSVSPHRLDYSLELVNLGNRVWTAS
DHHRYRRNGTASHSPQSFHRAVRCNST
GLRPGYTAGQLSLSSAKTSSISGSHCFSSP
RLNVSQANGHTNGKICEDAPIQSQTSPIR
RNGHRVDDEATNLSQDFDTGLLGSAPS
YSSVVSSTPYTMSTKHEGSPAKEIPYKE
LVAS

Number
 

of
 

amino
 

acids 753
Molecular

 

Weight 83
 

115.11
Theoretical

 

pI 9.51

Formula C3591H5686N1094O1123S30

The
 

estimated
 

half-life 30
 

h
The

 

instability
 

index 60.21

图
 

1 EgAbLIM1亲水性预测

Fig.1 Predictive
 

of
 

hydrophilicity
 

analysis
 

of
 

EgAbLIM1

4 信号肽及跨膜结构区

使用TMHMM-2.0数据库没有预测到该蛋白质

的跨膜区,表明该蛋白质可能不含信号肽序列。

5 EgAbLIM1亚细胞定位

Cell-PLoc
 

2.0分析显示EgAbLIM1亚细胞定位

于细胞质、细胞核中。WoLFPSORT预测细胞核蛋白

质亚细胞位点为17个。

6 蛋白质结构域

SMART数据库预测结果显示,EgAbLIM1的三

个结构域分别是位点5-56发现LIM,位点64-116发

现LIM,位点718-753发现结构域 VHP。Prosite数

据库验证分析,位点4-63发现LIM
 

zinc-binding,位点

64-123发现结构域LIM
 

zinc-binding,位点688-753发

现结构域 HP。两个数据库中得到的结论相同,进一

步证明EgAbLIM1在这些位点拥有结构域(表2、表

3,图2、图3)。

表
 

2 SMART数据库预测Eg
 

AbLIM1蛋白结构域
Table

 

2 SMART
 

database
 

predicts
 

protein
 

structural
 

domains
名称
Name

起点
Start

终点
End

得分
Score

LIM 5 56 1.01e-10
LIM 64 116 2.96e-8
VHP 718 753 2.37e-15

表
 

3 Prosite
 

数据库预测Eg
 

AbLIM1蛋白结构域
Table

 

3 Prosite
 

database
 

predicts
 

protein
 

structural
 

domains
名称
Name

起点
Start

终点
End

得分
Score

LIM_DOMAIN_2 4 63 13.028
LIM_DOMAIN_2 64 123 8.811
Headpiece 688 753 20.008

图
 

2 SMART数据库预测Eg
 

AbLIM1蛋白结构域

Fig.2 SMART
 

database
 

predicts
 

protein
 

structural
 

domains

图
 

3 Prosite
 

数据库预测Eg
 

AbLIM1蛋白结构域

Fig.3 Prosite
 

database
 

predicts
 

protein
 

structural
 

domains

SOMPA在线软件分析结果显示,该蛋白的二级

结构中α螺旋占22.05%,延伸链占12.62%,β-转角

占5.44%,无规卷曲占59.89%,以无规卷曲为主(图

4)。SWISS-MODEL数据库预测得到的该蛋白的三

级结构结构如图5。

7 EgAbLIM1优势表位分析

利用ABCpred数据库预测该蛋白的B细胞表位,
得到的B细胞表位肽有11条。为了提高可信度,使
用IEDB预测软件预测长度大于6个氨基酸的区域位
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于7-14,37-51,55-67,69-74,116-702,704-749(表4,图

6)。

图
 

4 SOMPA预测Eg
 

AbLIM1的二级结构

Fig.4 Secondary
 

structure
 

predicted
 

by
 

SOMPA

图
 

5 SWISS-MODEL预测Eg
 

AbLIM1的三级结构

Fig.5 Tertiary
 

structure
 

predicted
 

by
 

SWISS-MODEL

表
 

4 Eg
 

AbLIM1B细胞表位预测
Table

 

4 Prediction
 

results
 

of
 

B
 

cell
 

epitopes
序号
Order

起始位点
Initial

 

point
序列

Sequence
分数
Score

1 51 YFCQKDYQKFSAPKCE 0.94
2 497 LDPVSASRSPNAKVEP 0.93
3 553 VWTASDHHRYRRNGTA 0.91
3 166 SPVSFAEESMDSRITP 0.91
3 120 LSSRQAAVTASGGKGP 0.91
4 635 IQSQTSPIRRNGHRVD 0.90
4 311 HFHIPQGNRFPLEPNR 0.90
4 285 SRRLTDMYRRNALHTP 0.90
5 565 NGTASHSPQSFHRAVR 0.89
5 402 GQPPDATLVPAIERYD 0.89
5 335 TSRSFNPSLRDALMAQ 0.89

利用 SYFPEITHI数 据 库 分 析 蛋 白 的 HLA-
A0201限制性(9aa)细胞毒性 T 细胞(cytotoxic

 

T
 

cell,CTL)表位,筛选出预测分值>20的表位肽总共

有11条,其序列见表5。利用SYFPEITHI数据库分

析蛋白的 HLA-DRB1*0401和 HLA-DRB1*0701
限制性(15aa)辅助性T细胞(helper

 

T
 

cell,Th)表位,
筛选出预测分值>25的肽段。并通过IEDB在线网

站预测HLA-DRB1*0401限制性Th表位,筛选出评

分较高的细胞表位共11条,分别与表6、表7取交集,
得到优势 HLA-DRB1*0401限制性Th表位位置为

572-584位氨基酸,HLA-DRB1*0701限制性 Th表

位位置为247-261、504-511位氨基酸(表5-7)。

图
 

6 EgAbLIM1优势B细胞表位结构域

Fig.6 The
 

dominant
 

B
 

cell
 

epitope
 

domain
 

of
 

EgAbLIM1

表
 

5 EgAbLIM1
 

HLA-A0201限制性CTL表位
Table

 

5 Restricted
 

CTL
 

epitopes
 

of
 

EgAbLIM1
 

HLA-A0201

序号
Order

氨基酸位置
The

 

position
 

of
 

Amino
 

acids

表位序列
The

 

sequences
 

of
 

antigens

评分
Score

1 71-79 V
 

L
 

S
 

G
 

D
 

I
 

V
 

S
 

A 25
2 119-127 S

 

L
 

S
 

S
 

R
 

Q
 

A
 

A
 

V 25
3 346-354 A

 

L
 

M
 

A
 

Q
 

P
 

S
 

S
 

V 25
4 423-431 S

 

T
 

A
 

V
 

M
 

T
 

A
 

E
 

L 24
5 38-46 S

 

L
 

K
 

A
 

G
 

G
 

F
 

F
 

L 23
6 539-547 R

 

L
 

D
 

Y
 

S
 

L
 

E
 

L
 

V 23
7 376-384 A

 

L
 

S
 

K
 

R
 

S
 

T
 

L
 

V 22
8 431-439 L

 

M
 

R
 

E
 

R
 

R
 

Q
 

R
 

L 22
9 478-486 A

 

I
 

L
 

L
 

E
 

E
 

E
 

R
 

V 22
10 492-500 R

 

T
 

A
 

H
 

L
 

L
 

D
 

P
 

V 21
11 702-710 S

 

L
 

G
 

R
 

P
 

P
 

K
 

G
 

I 21

8 相互作用基因的筛选及GO
 

和KEGG富集分析

使用 GEPIA2 数 据 库,采 用 计 算 分 析 得 出 与

EgAbLIM1共 表 达 的 100 个 基 因。利 用 R 软 件

“clusterProfiler”包和“ggplot2”包对EgAbLIM1的相

关基因进行GO功能和 KEGG通路富集分析。生物

学过程中相关程度最高的是表皮细胞分化(epidermal
 

cell
 

differentiation)、 表 皮 发 育 (epidermis
 

development)、角 质 形 成 细 胞 的 分 化(keratinocyte
 

differentiation)等;分子生物学功能相关程度最高的

是钙黏连结合(cadherin
 

binding)、参与细胞-细胞粘附

的钙黏连结合(cadherin
 

binding
 

involved
 

in
 

cell-cell
 

adhesion)、细 胞-细 胞 粘 附 介 质 的 活 性 (cell-cell
 

adhesion
 

mediator
 

activity)等(图7-8)。KEGG富集

到的通路主要有粘附连接(Adherens
 

junction)、内吞

作 用 (Endocytosis)、醚 类 脂 质 代 谢 (Ether
 

lipid
 

metabolism)等(图9)。

讨 论

肌动蛋白结合LIM1是一种细胞骨架肌动蛋白结
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合蛋白,可直接或间接与肌动蛋白细胞骨架相互作用,
以调节细胞生长、运动和分裂[4,6]。研究显示,哺乳动

物中的EgAbLIM1主要在细胞核与细胞质之间来回

穿梭,参与细胞的增殖、分化以及凋亡等诸多生命活

动,可在转录水平上影响与细胞发育和命运相关的基

因表达。肌动蛋白结合蛋白中秀丽隐杆线虫的同系物

UNC-115已被确定为轴突引导的介体,可表现出神经

元发育缺陷,导致引导错误,但EgAbLIM1在细粒棘

球绦虫等寄生虫中的作用尚不明确[7-9]。

图
 

7 EgAbLIM1的相关基因GO功能分析

Fig.7 GO
 

functional
 

analysis
 

of
 

EgAbLIM1-related
 

genes

图
 

8 EgAbLIM1的相关基因GO功能分析

Fig.8 GO
 

functional
 

analysis
 

of
 

EgAbLIM1-related
 

genes

本研究利用在线预测软件对EgAbLIM1蛋白进

行分析,获得氨基酸序列,并对其理化参数进行了分

析,预测优势B细胞表位肽有6条,这些B细胞表位

与抗原指数较高、亲水性较强的区域相互对应。优势

HLA-DRB1*0401限制性Th表位位置为572-584位

氨基酸;优势HLA-DRB1*0701限制性Th表位位置

为247-261、504-511位氨基酸。蛋白质空间结构预测

结果显示,蛋白的二级结构中α螺旋占22.05%,延伸

链占12.62%,β-转角占5.44%,无规卷曲占59.89%,

图
 

9 EgAbLIM1的相关基因KEGG功能分析

Fig.9 KEGG
 

functional
 

analysis
 

of
 

EgAbLIM1-related
 

genes

在EgAbLIM1的二级结构中存在比例较高的无规则

卷曲结构。本研究利用生物信息学挖掘出在分子生物

学功 能 相 关 程 度 最 高 的 是 钙 黏 连 结 合 (cadherin
 

binding)、参与细胞-细胞粘附的钙黏连结合(cadherin
 

binding
 

involved
 

in
 

cell-cell
 

adhesion)、细胞-细胞粘附

介质的活性(cell-cell
 

adhesion
 

mediator
 

activity)等。
钙粘蛋白是一类钙依赖性膜蛋白,钙粘蛋白粘附键依

赖于持续的肌动蛋白聚合,在胚胎发育和组织稳态中

起着至关重要的作用[10-11]。目前对钙调素、肌钙蛋白

的相关机制研究已较为充分,通过对钙黏蛋白粘附键

及细胞-细胞粘附的切割与破坏,将能够对棘球蚴病的

治疗产生一定积极作用[12-14],或可用于开发针对棘球

蚴病的早期诊断试剂及新的药物作用靶点。
目前,棘球绦虫基因的生物信息学研究主要集中

于通过寻找疫苗作用抗原表位来预防治疗棘球蚴

病[15-16]。本 研 究 利 用 生 物 信 息 学 的 方 法 对

EgAbLIM1进行分析,预测其理化性质及生物特性,
以期为包虫病的早期诊断及治疗提供新的理论支持。
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