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【摘要】 目的 利用生物信息学软件预测和分析细粒棘球蚴DNA损伤修复蛋白(EgRAD51)的分子特性,为EgRAD51
的功能和药物靶点研究奠定基础。 方法 在NCBI数据库中检索下载EgRAD51蛋白的氨基酸序列,采用ProtParam
预测EgRAD51蛋白的理化性质,SignalP-5预测信号肽,ProtScale预测其亲疏水性,TMHMM 分析跨膜区域,Euk-
mPLoc2.0预测基亚细胞定位,SOMPA和Swissmodel预测其二、三级结构,NetPhos3.1、NetOGlyc4.0及 NetNGlyc1.0
预测磷酸化位点,ABC

 

pred和SYFPEITHI数据库预测其 T、B细胞表位。采用 MEGA11软件对不同物种来源的

RAD51蛋白进行多序列比对并构建系统进化树。采用qRT-PCR检测不同药物干预后EgRAD51
 

mRNA表达水平。 
结果 预测EgRAD51氨基酸数378个,分子式为C1839H2950N508O544S20,分子质量为41.521

 

93
 

ku,pI值为7.95;该蛋白

无信号肽和无跨膜区,定位于细胞核内;含有32个丝氨酸磷酸化位点,26个苏氨酸磷酸化位点,9个酪氨酸磷酸化位点,

4个O-糖基化潜在位点,1个N-糖基化位点;含PRK09302超级家族保守结构域及RAD51C重组酶保守结构域;二级结

构中α-螺旋占45.24%,延伸主链占15.08%,β-转角占3.97%,无规则卷曲占35.71%,为低聚单体;含有13个B细胞抗

原表位,具有能与 HLA-A*02-01的结合能力,且能被分子呈递。同源性及系统进化分析显示,EgRAD51与多房棘球绦

虫RAD51的氨基酸序列一致,与亚洲带绦虫、中殖孔绦虫、血吸虫、欧洲锥虫等亲缘关系较近,与智人、果蝇、中华枝睾吸

虫、带翅棘球蚴亲缘关系较远。qRT-PCR检测不同药物干预组的EgRAD51
 

mRNA较空白对照组均上调。 结论 
EgRAD51蛋白定位于细胞核内,含有丰富的B细胞抗原表位,具有能与 HLA-A*02-01的结合能力,是一个具有潜在

研究价值的药物靶点。
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【Abstract】 Objective To
 

predict
 

and
 

analyze
 

the
 

molecular
 

characteristics
 

of
 

the
 

DNA
 

damage
 

repair
 

protein
 

(EgRAD51)
 

in
 

Echinococcus
 

granulosus
 

using
 

bioinformatics
 

software,in
 

order
 

to
 

lay
 

the
 

foundation
 

for
 

further
 

exploring
 

the
 

function
 

of
 

EgRAD51
 

and
 

developing
 

drug
 

targets. Methods The
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

EgRAD51
 

protein
 

was
 

retrieved
 

and
 

downloaded
 

from
 

the
 

NCBI
 

database.
 

ProtParam
 

was
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

physical
 

and
 

chemical
 

properties
 

of
 

EgRAD51
 

protein,SignalP-5
 

was
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

Signal
 

peptide,ProtScale
 

was
 

used
 

to
 

predict
 

its
 

hydrophobicity,

TMHMM
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

transmembrane
 

region,Euk-mPLoc2.0
 

was
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

subcellular
 

location
 

of
 

the
 

protein,SOMPA
 

and
 

Swissmodel
 

were
 

used
 

to
 

predict
 

its
 

secondary
 

and
 

tertiary
 

structure,NetPhos3.1,NetOGlyc4.0
 

and
 

NetNGlyc1.0
 

were
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

phosphorylation
 

site,ABC
 

pred
 

and
 

SYFPEITHI
 

databases
 

predict
 

the
 

T
 

and
 

B
 

cell
 

epitopes
 

of
 

EgRAD51
 

protein.
 

Using
 

MEGA11
 

software
 

to
 

perform
 

multiple
 

sequence
 

alignment
 

of
 

RAD51
 

proteins
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from
 

different
 

species
 

and
 

construct
 

a
 

phylogenetic
 

tree.
 

Using
 

qRT
 

PCR
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

EgRAD51
 

mRNA
 

after
 

different
 

drug
 

interventions. Results The
 

results
 

predicted
 

that
 

EgRAD51
 

had
 

378
 

amino
 

acid
 

numbers,a
 

molecular
 

formula
 

of
 

C1839H2950N508O544S20,a
 

molecular
 

weight
 

of
 

41.521
 

93
 

ku,and
 

a
 

pI
 

value
 

of
 

7.95;The
 

protein
 

has
 

no
 

signal
 

peptide
 

or
 

transmembrane
 

region
 

and
 

is
 

localized
 

within
 

the
 

nucleus;Contains
 

32
 

serine
 

phosphorylation
 

sites,26
 

threonine
 

phosphorylation
 

sites,9
 

tyrosine
 

phosphorylation
 

sites,4
 

O-glycosylation
 

potential
 

sites,and
 

1
 

N-glycosylation
 

site;Contains
 

the
 

conserved
 

domains
 

of
 

PRK09302
 

superfamily
 

and
 

RAD51C
 

recombinase;In
 

the
 

secondary
 

structure
 

α-
 

Helixes
 

account
 

for
 

45.24%,and
 

extended
 

main
 

chains
 

account
 

for
 

15.08%,β-Corners
 

account
 

for
 

3.97%,irregular
 

curls
 

account
 

for
 

35.71%,and
 

are
 

oligomers;It
 

contains
 

13
 

B
 

cell
 

antigen
 

epitopes
 

and
 

has
 

the
 

ability
 

to
 

bind
 

to
 

HLA-A
 

*
 

02-
01,and

 

can
 

be
 

presented
 

by
 

molecules.
 

Homology
 

and
 

phylogenetic
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

amino
 

acid
 

sequences
 

of
 

EgRAD51
 

were
 

consistent
 

with
 

those
 

of
 

Echinococcus
 

multilocularis
 

RAD51,and
 

were
 

closely
 

related
 

to
 

Taenia
 

asiatica,

Taenia
 

media,Schistosoma,Trypanosoma
 

europaeans,and
 

far
 

from
 

Homo
 

sapiens,Drosophila,Clonorchis
 

sinensis,and
 

Echinococcus
 

winged.
 

The
 

expression
 

of
 

EgRAD51
 

mRNA
 

in
 

different
 

drug
 

intervention
 

groups
 

was
 

upregulated
 

by
 

qRT
 

PCR
 

compared
 

to
 

the
 

blank
 

control
 

group. Conclusion The
 

EgRAD51
 

protein
 

is
 

located
 

in
 

the
 

nucleus
 

and
 

contains
 

rich
 

B
 

cell
 

antigen
 

epitopes.
 

It
 

has
 

the
 

ability
 

to
 

bind
 

to
 

HLA-A
 

*
 

02-01
 

and
 

is
 

a
 

potential
 

drug
 

target
 

with
 

research
 

value.
【Key

 

words】 Echinococcus
 

granulosus;
 

EgRAD51;
 

DNA
 

damage
 

repair;
 

bioinformatics

  囊型棘球蚴病(cystic
 

echinococcosis,CE)是细粒

棘 球 绦 虫 的 幼 虫 细 粒 棘 球 蚴 (Echinococcosis
 

granulose,Eg)感染所致的人畜共患病[1]。该病在全

世界流行,病死率为2%~4%[2]。我国是全球棘球蚴

病流行最严重的国家之一,估计有38万患者,近6600
万人有感染风险,是导致我国西部地区因病返贫的主

要病种[3]。CE临床治疗首选方案为手术摘除,但因

多重因素限制,并非所有患者均符合手术适应证[4]。
药物治疗成为治疗CE有力的辅助手段,并成为该病

研究的主要方向。但目前 WHO推荐用于治疗棘球

蚴病的药物较少,除阿苯达唑(Albendazole,ABZ)外
尚无其他新药上市[5],因此亟需开发CE的替代化疗

方案以实现CE的药物高效治疗。
在CE的化疗中明确药物作用机制及寻找药物靶

点是提高治疗效率的关键。研究发现DNA损伤修复

对于基因组稳定性以及在疾病的预防治疗中起重要作

用,针对损伤的DNA修复系统对于疾病细胞的存活

也至关重要[6]。DNA 损伤过程中 DNA 双链断裂

(DSB)是最具细胞毒性的DNA损伤之一,其错误修

复会导致突变和易位。RAD51的重组酶活性是3个

主要DSB修复途径的核心,RAD51及其基因家族在

双链断裂修复、复制应激和减数分裂中发挥多种作用,
具有发现和侵入同源DNA序列的功能,成为DNA保

真度的关键调节因子,能够及时地进行DNA修复,对
于疾病治疗后的复发起重要作用[7]。研究表明,Eg

 

DNA可能是生物碱类药物主要攻击部位,药物作用后

可导 致 同 源 重 组 修 复 通 路 相 关 基 因 EgBRCA1、

EgMRE11等 DNA 末 端 修 饰 因 子 表 达 上 调,募 集

EgRad51发挥修复功能,EgRad51几乎参与同源重组

修复的全部阶段,可能随着疾病的发生发展,部分Eg
会启动DNA修复功能而成功存活并使CE复发。因

此推测EgRad51可能是CE治疗过程中产生耐药的

关键因素,也是Eg治疗潜在的关键靶点[8-12]。深入探

究EgRad51蛋白功能在生物碱类药物治疗囊型包虫

病的作用机制研究中至关重要,可能有助于进一步理

解生物碱类药物治疗囊型包虫病的病理机制,并为开

发新的治疗方法提供新思路。
本研究利用生物信息学方法预测EgRad51蛋白

的理化特性、结构特性和生物学功能,并采用实时荧光

定量PCR检测去氢骆驼蓬碱及其衍生物对EgRad51
基因相对表达量的影响,为深入研究EgRad51在生物

碱类药物治疗CE中的作用奠定理论基础。

材料与方法

1 材料

1.1 细粒棘球蚴细粒棘球蚴 采自新疆乌鲁木齐华

凌屠宰场自然感染Eg的绵羊肝脏。

1.2 主要试剂和仪器 总RNA提取试剂盒与反转

录试 剂 盒 均 购 于 日 本 TakaRa 生 物 技 术 公 司;

RPMI1640培养基购自美国 Hyclone公司;Trizol购

自美国Thermo
 

Fisher公司。核酸定量仪和恒温培养

箱购 自 美 国 Thermo 公 司;QuantStudioTM6qRT-
PCR仪购自美国Life公司。

2 方法

2.1 EgRAD51氨基酸序列的获取 登录 NCBI,在

Protein数 据 库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

protein)中检索获取EgRAD51的氨基酸序列,登录号

为:CDS15925。

2.2 EgRAD51蛋白的生物信息学分析

2.2.1 理化性质预测 运用在线软件ProtParam
(http://web. expasy. org/protparam/) 预 测

EgRAD51的分子质量、理论等电点、氨基酸组成;运
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用在线预测软件Protscale(http://web.expasy.org/

Protscale/)中的 Hphob./Kyte&Doolittle算法预测

蛋白质的亲/疏水性。

2.2.2 信号肽、跨膜结构域预测及亚细胞定位 运用

SignalP5.0(https://services.healthtech.dtu.dk/

service.php? SignalP-5.0)预测EgRAD51是否含有

信号肽序列;使用 TMHMM 在线服务器(https://

services.healthtech.dtu.dk/service.php? TMHMM-
2.0)分析EgRAD51是否含有跨膜区域;运用Euk-
mPLoc2.0(http://www.cbsio.sjtu.edu.cn/bioinf/

euk-multi-2/)预测该蛋白的亚细胞定位。

2.2.3 空间结构预测 访问在线预测软件SOPMA
(https://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_sopma.
pl)进行蛋白质二级结构预测;使用SWISS-MODEL
在线服务器对Eg

 

RAD51的三维结构进行预测。

2.2.4 磷酸位点、O-糖基化位点及N-糖基化位点预

测 运用 NetPhos3.1(https://services.healthtech.
dtu.dk/service.php? NetPhos-3.1)在线软件预测Eg

 

RAD51 蛋 白 的 磷 酸 化 位 点,运 用 在 线 软 件

NetOGlyc4.0(https://services.healthtech.dtu.dk/

service.php?
 

NetOGlyc-4.0)和 NetNGlyc1.0
(https://s·ervices.healthtech.dtu.dk/service.php?

NetNGlyc-1.0)预测Eg
 

RAD51蛋白的 O-糖基化位

点及N-糖基化位点。

2.2.5 EgRAD51抗原表位预测 使用 ABC
 

pred、

SVMTriP和IEDB数据库(https://www.iedb.org/)
预测 EgRAD51的优势 B细胞表位;使用IEDB和

SYFPEITHI数据库预测蛋白的优势T细胞表位。

2.2.6 蛋白的保守结构域预测 运用在线网站CDD
(ncbi.nlm.nih.gov/cdd)预测Eg

 

RAD51蛋白的保守

结构域。

2.3 EgRAD51蛋白的同源性分析及系统发育树构

建  通 过 NCBI 网 站 BLAST 程 序 (Basiclocal
 

Alignmeng
 

Search
 

Tool,http://www.NCBI.nim.
nih.Gov/blast)分析蛋白序列同源性,运用 MEGA11
软 件 (http://www. Megasoft-ware.net/) 对

EgRAD51和其他物种的RAD51序列构建系统发育

树。

2.4 qRT-PCR检测去氢骆驼蓬碱及其衍生物干预对

Eg
 

RAD51基因表达量的影响 将Eg加入24孔培养

板中,密度为3
 

000头/孔。试验设空白对照组、阿霉

素组(DOX)组、100
 

μmol/L去氢骆驼蓬碱(Hermine,

HM)组、100
 

μmol/L
 

DH-330组、DOX联合DNA损

伤修复抑制剂(RI-1)组、HM+RI-1(1∶1)组、DH-330
+RI-1(1∶1)组。药物干预24

 

h后收集各组Eg,采
用Trizol法提取总RNA,并测定其浓度及纯度。采用

PrimeScriptTM
 

reagent
 

Kit(NO.RR037A)试剂盒进

行 cDNA 的 合 成,采 用 qRT-PCR 检 测 Eg
 

RAD51mRNA。引物序列见表1,由上海生工有限公

司合成。试验设阴性质控组,每个待测样品均设3个

重复,2-△△Ct法数据分析,目的基因药物干预组/空白

对照组≥2倍为表达增高,≤0.5倍为表达降低。

表
 

1 引物信息

Table
 

1 Primer
 

information
基因
Gene

引物序列
Primer

 

sequences(5'→3')

EgRAD51
F:GGCACTGATGGTGGCAATCTCC
R:CAGAAGATCCGCTCCACTTATCGC

内参β-actin
F:GCGATGTATGTAGCTATCCAGGCAGTGCTCTCGCT
R:CAATCCAGACAGAGTATTTGCGTTCCGGAGGA

结 果

1 EgRAD51蛋白的氨基酸序列

登录 NCBI查 询 EgRAD51 基 因 cDNA 全 长

1
 

604
 

bp,编 码 378 个 氨 基 酸,其 序 列 为:MLSD
 

PDFRELVMLPLPTSVLRELSRAGYSNVGEISGLT
 

IEQIESVCKIPKPRAASIATIIQEHASLRKDSVFTT
 

NFPNKNLFYPRSALQMLHPSLSNLVNPSEFRVA
 

NVLTMSKSFDDLMGGGFPCGRITELCGQPGVGK
 

TQFCLQTCLTVQIPQWCGGLAGEAIFLDTEGSFI
 

PKRLHQMAVELVKHCQTMLAPYDSYADAEEK
 

VACLEALSRIPTEESLLSKVHYIRCTGYLQLLAA
 

VQRLGEFCKYHPNIRLIIVDSIALPFRYEFEDIPQ
 

RNRLLAAVAQSLLSTASAQNAAVIMTNQITTKF
 

VTSETSATTRSTLVPALGESWGHICSVRLLLSK
 

AEGSDAEQRRTARLLKHPGRPPGTAAYQVTA
 

GGIRDCF。

2 Eg
 

RAD51蛋白的理化性质

利用生物信息学软件ProtParam 进行分析,Eg
 

RAD51蛋白的分子式为C1839H2950N508O544S20,分子质

量为41.521
 

93
 

ku,理论pI值为7.95,带负电荷的残

基总数(Asp
 

+
 

Glu)为35,带正电荷的残基总数(Arg
+Lys)为37,原子总数为5

 

861;其不稳定系数(II)为

44.42(>40不稳定),属于不稳定蛋白;脂肪族指数为

93.70,总亲水性指数平均值(GRAVY)为-0.009,为
亲水蛋 白。该 蛋 白 的 半 衰 期 为30

 

h
 

(mammalian
 

reticulocytes),体 内 >20
 

h
 

(yeast),体 内 >10
 

h
(Escherichia

 

coli);消光系数为25
 

160。

3 Eg
 

RAD51蛋白信号肽、跨膜结构域及亚细胞定位

预测

使用 SignalP、TMHMM 在 线 服 务 器 预 测 Eg
 

RAD51的信号肽,Sec/SPI为0.0022(图1)。表明该

蛋白无信号肽裂解位点,不含有信号肽序列,可能是非
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分泌蛋白。也不存在跨膜区域(图2)。Euk-mPLoc2.
0在线软件预测Eg

 

RAD51蛋白可能定位于细胞核

内。

图
 

1 Eg
 

RAD51的信号肽分析

Fig.1 Signal
 

Peptide
 

analysis
 

of
 

Eg
 

RAD51
 

Protein

图
 

2 Eg
 

RAD51的跨膜结构域

Fig.2 Transmembrane domain
 

of
 

Eg
 

RAD51
 

Protein

4 Eg
 

RAD51蛋白的亲/疏水性

利 用 在 线 预 测 软 件 Protscale中 的 Hphob./

Kyte&Doolittle算法预测Eg
 

RAD51蛋白的亲/疏水

性,结果如图3。该蛋白在第346个氨基酸残基处亲

水性最强,亲水性最大值为-2.489。在第259位氨基

酸残基处的疏水性最强,最大值为2.533。该蛋白具

有多个亲/疏水性区域分布。

  注:横轴代表Eg
 

RAD51的氨基酸残基位点,纵轴代表亲/疏水性
得分(负值表示亲水性,正值表示疏水性)。

图
 

3 Eg
 

RAD51蛋白的亲/疏水性分析

Notes:The
 

horizon
 

axis
 

represents
 

the
 

position
 

of
 

amino
 

acids,and
 

The
 

long-term
 

axis
 

representation
 

of
 

hierarchy
 

(positive
 

values
 

report)
Hydrophobicity

 

and
 

negative
 

values
 

represent
 

hydrophility.
Fig.3 Hydrophobic

 

map
 

of
 

Eg
 

RAD51protei

5 Eg
 

RAD51蛋白的保守结构域

Eg
 

RAD51蛋白具有含核苷三磷酸水解酶的P-
loop(P-loop

 

NTPase)结构域超家族(即:PRK09302
超级家族)的保守结构域(位于106-146氨基酸残基之

间)和RAD51C重组酶保守结构域(位于127-358氨

基酸残基之间)(图4)。

图
 

4 Eg
 

RAD51蛋白的保守结构域

Fig.4 Conservative
 

Domain
 

of
 

Eg
 

RAD51
 

Protein

6 Eg
 

RAD51蛋白的磷酸化位点、O-糖基化位点和N-
糖基化位点

NetPhos3.1在线网站分析Eg
 

RAD51蛋白质含

有67个磷酸化位点,其中有32个丝氨酸(Ser)磷酸化

位点,26个苏氨酸(Thr)磷酸化位点,9个酪氨酸

(Tyr)磷酸化位点(图5)。NetOGlyc4.0在线网站分

析该蛋白存在4个 O-糖基化潜在位点,位于第18、

65、309和315位氨基酸处,分值分别为0.5、0.58、

0.65、0.73。NetNGlyc1.0在线软件分析该蛋白含有

1个N-糖基化位点,位于第100位氨基酸残基处(图

6)。

  注:红色竖线代表丝氨酸磷酸化位点;绿色竖线代表苏氨酸磷酸化
位点;蓝色竖线代表酪氨酸磷酸化位点。

图
 

5 Eg
 

RAD51蛋白的磷酸化位点预测

Notes:Red
 

indicates
 

the
 

red
 

vertical
 

bar
 

represents
 

the
 

serine
 

phosphorylation
 

site;Green
 

vertical
 

bars
 

represent
 

threonine
 

phosphorylation
 

sites;The
 

blue
 

vertical
 

bars
 

represent
 

tyrosine
 

phosphorylation
 

sites.
Fig.5 Prediction

 

of
 

phosphorylation
 

sites
 

of
 

Eg
 

RAD51
 

protein

图
 

6 Eg
 

RAD51蛋白的N-糖基化位点预测

Fig.6 Prediction
 

of
 

N-glycosylation
 

sites
 

of
 

Eg
 

RAD51
 

protein
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7 Eg
 

RAD51蛋白的空间结构

运 用 SOMPA 及 SWISS-MODEL 分 析 Eg
 

RAD51蛋白二、三级结构,其中二级结构中α螺旋占

45.24%,延伸链占15.08%,β转弯占3.97%,无规卷

曲占35.71%(图7)。经盘绕、折叠和卷曲等一系列复

杂的过程形成的三级结构如图8。

  注:h(蓝色)表示α螺旋;e(红色)表示延伸链;t(绿色)表示β转角;
c(黄色)表示无规卷曲

图
 

7 Eg
 

RAD51蛋白的二级结构预测

Notes:h
 

(blue)
 

indicates
 

α
 

helix.
 

e
 

(red)
 

denotes
 

extended
 

strand;
t

 

(green)
 

indicates
 

β
 

Angle;c
 

(yellow)
 

indicates
 

random
 

coiling.
Fig.7 Prediction

 

of
 

secondary
 

structure
 

of
 

Eg
 

RAD51

图
 

8 Eg
 

RAD51蛋白的三级结构预测

Fig.8 Prediction
 

of
 

tertiary
 

structure
 

of
 

Eg
 

RAD51

8 Eg
 

RAD51蛋白的T、B细胞表位

当选定阈值为0.8时,ABCpred软件预测 Eg
 

RAD51蛋白共有13个B细胞表位(表2)。SVMTriP
得到的B抗原表位为:31-35,103-122,169-188,218-
237,276-295,339-358(表 3)。IEDB 软 件 预 测 Eg

 

RAD51蛋白共有15个B细胞表位(表4,图9)。取3
个软件预测结果交集综合分析,共得到4个B细胞抗

原表位:32-115,171-181,187-222,343-347。经EDBI
在线软件分析,HLA-DRB1*0701限制性细胞 T细

胞表位和HLA-A*1101限制性辅助性T细胞表位分

值大于0.3的分别有和8个和17个(表5,表6)。

图
 

9 IEDB预测Eg
 

RAD51蛋白B细胞表位

Fig.9 IEDB
 

predicted
 

Eg
 

RAD51
 

protein
 

B
 

cell
 

epitopes

表
 

2 ABCpred预测Eg
 

RAD51蛋白B细胞表位

Table
 

2 ABCpred
 

predicts
 

Eg
 

RAD51
 

protein
 

B
 

cell
 

epitopes
序号
No.

氨基酸序列
Amino

 

acid
 

sequence
起始位置

Start
 

position
分值
Score

1 KRLHQMAVELVKHCQT 176 0.90
2 SALQMLHPSLSNLVNP 86 0.89
3 EQRRTARLLKHPGRPP 347 0.87
4 SGLTIEQIESVCKIPK 35 0.86
5 KHCQTMLAPYDSYADA 187 0.86
6 KHPGRPPGTAAYQVTA 341 0.85
7 PCGRITELCGQPGVGK 356 0.84
8 GESWGHICSVRLLLSK 125 0.84
9 ASAQNAAVIMTNQITT 290 0.83
10 GESWGHICSVRLLLSK 325 0.82
11 LSNLVNPSEFRVANVL 24 0.82
12 QWCGGLAGEAIFLDTE 155 0.81
13 ATIIQEHASLRKDSVF 57 0.80

表
 

3 SVMTriP预测Eg
 

RAD51蛋白B细胞表位

Tab
 

3 SVMTriP
 

predicts
 

Eg
 

RAD51
 

protein
 

B
 

cell
 

epitopes
序号
No.

位置
Location

氨基酸序列
Amino

 

acid
 

sequence
得分
Score

1 218-237 EESLLSKVHYIRCTGYLQLL 1.00
2 276-295 NRLLAAVAQSLLSTASAQNA 0.71
3 31-35 VGEISGLTIEQIESVCKIPK 0.65
4 169-188 TEGSFIPKRLHQMAVELVKH 0.55
5 103-122 EFRVANVLTMSKSFDDLMGG 0.42
6 339-358 SKAEGSDAEQRRTARLLKHP 0.33
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表
 

4 IEDB预测Eg
 

RAD51蛋白B细胞表位
Tab

 

4 IEDB
 

predicts
 

Eg
 

RAD51
 

protein
 

B
 

cell
 

epitopes
序号
NO.

起始位点
Start

结束位点
End

肽段
Peptide

长度
Length

1 5 16 PDFRELVMLPLP 12
2 29 29 S 1

3 32 115

GEISGLTIEOIESVCKIPKPRAASIAT
IIQEHASLIKDSVFTTNFPNKNLYP
RSALQMLHPSLSNLVNPSEFRVAN
VLTMSKS

84

4 117 119 DDL 3
5 121 125 GGGFP 5
6 156 161 WCGGLA 6
7 171 181 GSFIPKPLHQM 11
8 183 184 VE 2

9 187 222 KHCQTMLAPYDSYADAEEKVACL
EASRIPTEESLL 36

10 230 231 CT 2
11 233 235 YLQ 3
12 267 276 YEFEDIPQRN 10
13 305 326 TKFVTSETSATTRSTLVPALGE 22
14 343 347 GSDAE 5
15 357 362 HPGRPP 6

表
 

5 IEDB预测Eg
 

RAD51蛋白T细胞表位(MHC一类分子)
Tab

 

5 IEDB
 

predicted
 

Eg
 

RAD51
 

protein
 

T
 

cell
 

epitopes
(MHC

 

class
 

I
 

molecules)

序号
NO.

起始位点
start

结束位点
end

长度(bp)
length

核心肽段
core_peptide

肽段

peptide
分值
score

1 257 267 11 IVDSIALPFRY IVDSIALRY 0.824038
2 73 83 11 TTNFPNKNLFY TTNNKNLFY 0.755995
3 216 227 12 PTEESLLSKVHY PTEESLLSY 0.705547
4 259 267 9 DSIALPFRY DSIALPFRY 0.5502
5 72 83 12 FTTNFPNKNLFY FTTNKNLFY 0.495711
6 190 199 10 QTMLAPYDSY QTMLAPDSY 0.450054
7 299 307 9 MTNQITTKF MTNQITTKF 0.32486
8 219 227 9 ESLLSKVHY ESLLSKVHY 0.313143

表
 

6 IEDB预测Eg
 

RAD51蛋白T细胞表位(MHC二类分子)
Tab

 

6 IEDB
 

predicted
 

Eg
 

RAD51
 

protein
 

T
 

cell
 

epitopes
(MHC

 

class
 

II
 

molecules)

序号
NO.

起始位点
start

结束位点
end

长度(bp)
length

核心肽段
core_peptide

肽段

peptide
分值
score

1 275 289 15 LLAAVAQSL RNRLLAAVAQSLLST 0.7732
2 174 188 15 LHQMAVELV IPKRLHQMAVELVKH0.7224
3 274 288 15 LLAAVAQSL QRNRLLAAVAQSLLS0.7129
4 101 115 15 FRVANVLTM PSEFRVANVLTMSKS0.531
5 175 189 15 LHQMAVELV PKRLHQMAVELVKHC0.5066
6 85 99 15 LQMLHPSLS RSALQMLHPSLSNLV 0.4492
7 100 114 15 FRVANVLTM NPSEFRVANVLTMSK0.4297
8 273 287 15 LLAAVAQSL PQRNRLLAAVAQSLL0.4254
9 4 18 15 FRELVMLPL DPDFRELVMLPLPTS 0.4129
10 173 187 15 LHQMAVELV FIPKRLHQMAVELVK0.413
11 84 98 15 LQMLHPSLS PRSALQMLHPSLSNL 0.4073
12 252 266 15 LIIVDSIAL NIRLIIVDSIALPFR 0.393
13 163 177 15 FLDTEGSFI EAIFLDTEGSFIPKR 0.3821
14 276 290 15 LLAAVAQSL NRLLAAVAQSLLSTA0.3368
15 3 17 15 FRELVMLPL SDPDFRELVMLPLPT 0.3201
16 83 97 15 LQMLHPSLS YPRSALQMLHPSLSN 0.3133
17 333 347 15 LLLSKAEGS SVRLLLSKAEGSDAE 0.3001

9 Eg
 

RAD51氨基酸序列比对及系统进化分析

与其他物种的RAD51的氨基酸序列进行同源性

比较,显示EgRAD51蛋白与绦虫类的多房棘球绦虫

(Echinococcus
 

multilocularis,Em)的氨基酸序列一

致性为100%,与亚洲带绦虫(Taenia
 

asiatica)、中殖

孔绦虫(
 

Mesocestoides
 

corti)、血吸虫(Schistosoma
 

haematobium ) 欧 洲 锥 虫 (Spirometra
 

erinaceieuropae)亲缘关系较近,与哺乳动物纲中的智

人(Homo
 

sapiens)、非 脊 椎 类 的 果 蝇(Drosophila
 

melanogaster, Dm ) 中 华 枝 睾 吸 虫
 

(Clonorchissiniensis,Cs)及带翅棘球蚴亲缘关系较远

(图10)。

图
 

10 EgRAD51蛋白进化树

Fig.10 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

EgRAD51
 

prototype
 

experience

10 药物干预对EgRAD51基因表达的影响

采用 qRT-PCR 检 测 药 物 干 预 后 细 粒 棘 球 蚴

EgRAD51基因表达量的变化,结果如图11。与空白

对照 组 相 比,DOX、DOX+RI-1、HM、DH-330 组

EgRAD51
 

mRNA表达量均显著上调(F=580.661,

P<0.05或P<0.01);与单独给药组相比,联合用药

组EgRAD51mRNA表达量均下调(F=193.035,均
P<0.05)。提示 HM 及其衍生物DH-330可对细粒

棘球蚴造成DNA损伤,DNA损伤修复抑制剂RI-1可

抑制细粒棘球蚴的修复相关基因表达。RAD51基因

是同源重组修复通路上的重要基因,而Eg应激上调

与DNA修复相关的基因,可能通过激活EgRAD51等

修复基因开始修复过程。RI-1可抑制Eg的修复过

程,因此与DNA修复相关的基因被下调。
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图
 

11 药物干预后的EgRAD51基因表达水平

Fig.11 The
 

expression
 

level
 

of
 

EgRAD51
 

gene
 

after
 

drug
 

in
tervention

 

in
 

parasites

讨 论

包虫病的难治性和治疗后因耐药导致的包虫病复

发是临床治疗中的难点。药物治疗作为包虫病治疗的

重要手段,对于其耐药作用机制以及药物治疗的作用

靶点的开发是亟待解决的重要问题。研究发现骆驼蓬

碱类化合物具有抗包虫病作用,其机制可能通过导致

细粒棘球蚴虫体基因组不稳定、诱发DNA损伤以及

改变 同 源 重 组 相 关 因 子 EgRAD51、EgBrca1 和

EgMre11等的 mRNA水平[13]抑制细粒棘球蚴的活

性,并发现EgRAD51可能参与DNA损伤后的修复,
如双链断裂DNA的同源重组修复[14]。Rad51介导的

HR功能部分或全部恢复可导致肿瘤耐药[15]。然而,

EgRAD51与骆驼蓬碱类化合物抗包虫治疗之间的关

系尚未完全阐明。
随着分子生物学的发展,蛋白的生物信息学分析

已经成为科研中的重要环节,主要运用数理和信息科

学的观点,理论和方法进行序列比对、基因识别、蛋白

质结构预测、蛋白质反应的预测以及建立进化模型等

用于研究生命现象,现已广泛应用于药物治疗疾病新

靶点的发现,为药物的研究和开发提供参考[16]。本研

究通过采用生物信息学方法预测EgRAD51蛋白的理

化性质及结构特征分析EgRAD51在骆驼蓬碱类化合

物抑制细粒棘球蚴中的分子靶点特性。结果表明,该
蛋白 具 有 含 核 苷 三 磷 酸 水 解 酶 的 P-loop(P-loop

 

NTPase)结构域超家族(即:PRK09302超级家族)的
保守结构域,其二级结构中α-螺旋占45.24%,延伸主

链占 15.08%,β-转 角 占 3.97%,无 规 则 卷 曲 占

35.71%。该蛋白为低聚单体,可 结 合 单 链 和 双 联

DNA,表现出ATP依赖性,通过DNA分子间的同源

配对和链交换进行修复,再结合前期研 究 发 现 的

EgRAD51蛋白可直接或间接地与Egp53、EgBrca1和

EgMre11有相互作用,进一步说明EgRAD51可能增

强细粒棘球蚴对骆驼蓬碱类化合物的耐受,适当下调

DNA的修复功能,可能对包虫病治疗具有促进作用。
预测EgRAD51含有13个B细胞抗原表位,取

ABC
 

pred和IEDB预测交集综合分析共得到4个B
细胞抗原表位(32-115,171-181,187-222,343-347),表
明该蛋白能刺激机体的体液免疫应答。同源性及系统

进化分析显示,EgRAD51蛋白与多房棘球绦虫的

RAD51氨基酸序列一致,与亚洲带绦虫、中殖孔绦虫、
血吸虫、欧洲锥虫等亲缘关系较近,与智人、果蝇、中华

枝睾吸虫、带翅棘球蚴亲缘关系较远,提示可能在

EgRAD51靶向药物治疗中很大程度上能避免宿主的

干扰。
陈苗生等[17]报道,DNA修复功能水平增高能增

强肿瘤细胞对化疗药物的抵抗力,促进肿瘤细胞的转

移。本研究中药物干预Eg后EgRAD51基因检测结

果提示HM及其衍生物DH-330可对Eg造成DNA
损伤,而 Eg应 激 上 调 与 DNA 修 复 相 关 的 基 因,

RAD51的主要功能是促进和执行同源重组和修复,

Rad51作为HRR过程中的中心重组酶通过同源重组

途径修复DSBs,在维持基因组完整性和细胞生命功能

方面发挥重要作用[18]。因此推测 HM 及其衍生物可

能通 过 激 活 RAD51 等 修 复 基 因 开 始 修 复 过 程。

EgRAD51基因是同源重组修复通路上的重要基因,
药物干预 Eg后 EgRAD51基因表达量 分 析 发 现,

DNA损伤修复抑制剂可使RAD51基因低表达,而单

独使用骆驼蓬碱类化合物可使EgRAD51基因表达上

调,表明EgRAD51与DNA损伤修复有关,可为抗包

虫病药物的研发提供参考。
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