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【摘 要】 目的  克隆多房棘球蚴的胆汁酸钠协同转运蛋白5（EmSBACT5）基因，并对其编码蛋白进行生物信息学分析。方法   采用RT-PCR技术扩增EmSBACT5基因并测序，采用生物信息学软件对编码蛋白的理化性质、亲/疏水性、跨膜域、翻译后修饰位点、结构域、二级结构、三级结构、亚细胞定位和生物学功能进行预测分析。结果  扩增出654 bp的完整开放阅读框，编码217个氨基酸，与公布的细粒棘球蚴EgSBACT5基因核苷酸和氨基酸同源性别达98 %和96 %。蛋白分析结果显示，EmSBACT5蛋白分子式为C1141H1797N273O284S11，相对分子量为24.24 KD，PI为8.99。含有9个翻译后修饰位点和2处典型的结构域。α-螺旋、β-折叠、β-转角和无规则卷曲所占的比例分别为29.95 %、31.80 %、7.83 %和30.41 %。为疏水性跨膜蛋白，主要定位于细胞质膜中，可能在物质转运和信号传递过程中发挥作用。结论  成功克隆出EmSBACT5基因并获得其编码蛋白的的信息学特征，为包虫病防治提供基础信息。
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Cloning and bioinformatics analysis of SBACT5 gene in Echinococcus multilocularis from Southern Qinghai Plateau
HE Shun-wei1，LI Xiao-yan2，LI Hong-qing2，ZHAO Rui-xue2，WEI Xiao-xing1 ( 1．Department of Ecologically-environment Engineering，Qinghai University，Xininig 810016，China；2. Affiliated hospital of Qinghai University )
【Abstract】 Objectives Cloning the EmSBACT5 gene from Echinococcus multilocularis, bioinformatics analysis of its coding protein. Methods  EmSBACT5 gene was amplified by reverse transcription RCR (RT-PCR) technology and sequenced after. Bioinformatics softwares were used to predict and analysis the physical and chemical properties, hydrophilicity/hydrophobicity, transmembrane domain, post-translated modification sites, domains, secondary structure, tertiary structure, subcellular localization and biological function of the coding protein. Results  The 654 bp complete open reading frame was amplified, encoding 217 amino acids. The homology of the nucleic acid sequence and amino acid sequence of EmSBACT5 gene were up to 98 % and 96 % with the published sequence of EgSBACT5 from Echinococcus granulosus respectively. Protein analysis results shows that the molecular formula of EmSBACT5 protein was C1141H1797N273O284S11. Its relative molecular mass was 24.24 KD and isoelectric point was 8.99. There were 9 post-translated modification sites and two typical domains. Alpha helical, β-sheet, β-turn and random coil accounted for 29.95 %, 31.80 %, 7.83 % and 30.41 % in the secondary structure, respectively. EmSBACT5 was a hydrophobic membrane protein and mainly engaged in the cytoplasmic membrane. It might play a role in the process of material transport and signal transmission. Conclusions The EmSBACT5 gene was cloned successfully and Its informatics characteristics of its coding protein was obtained, providing basic information for prevention and control of echinococcosis.
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1  前言
   棘球绦虫一般经历成虫-虫卵-六钩蚴-原头蚴等多个发育阶段完成其整个生活史[1]。其中细粒棘球蚴（Echinococcus granulosus, Eg）和多房棘球蚴（Echinococcus multilocularis, Em）寄生机体可分别引发囊型包虫病（Cystic echinococcosis, CE）和泡型包虫病（Alveolar echinococcosis, AE），是我国西北畜牧地区广泛流行的人畜共患寄生虫病。原头蚴具备双向发育的能力，在终末宿主胃肠道内可有性增殖为成虫，在中间宿主体内可无性分化成二级包囊[1,2]。其中原头蚴向成虫发育的过程受胆汁酸的引发，胆汁酸是原头蚴发育为成虫的重要条件[1,2]。大多数胆汁酸需要借助一些胆汁酸钠协同转运蛋白（sodium-bile acid cotransporter, SBACT）的帮助来穿过细胞膜发挥作用[3]。从分子水平研究棘球绦虫SBACT蛋白转运胆汁酸的作用机制，不仅有利于全面了解原头蚴的增殖分化，还可为寻找干预虫体凋亡的靶标提供新思路，对包虫病的防治具有重要意义。
目前，国内外针对棘球绦虫SBACT的报道尚少。杨梅等[4]从新疆株Eg中克隆出EgSBACT5基因，认为SBACT蛋白可将宿主的胆汁酸转运进入原头蚴细胞内，从而与胞内胆汁酸核激素受体相结合激活相关信号通路进而调控原头蚴的发育。基于同源基因的保守性，本研究通过采用RT-PCR的方法从Em中克隆出EmSBACT5基因，并分析其基因序列和预测编码蛋白属性，为棘球绦虫SBACT蛋白的研究提供基础资料。
2  材料与方法

2.1  材料选择  
    Em原头蚴取自青海西宁地区经Em感染小鼠的囊泡。TRIzol® LS Reagent购自上海索莱宝公司；TIANScript RT Kit、2×Taq PCR MasterMix、GeneGreen核酸染料、D2000 DNA Marker、普通琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒、pGM-T连接试剂盒、DH 5α菌株均购自北京天根公司。 
2.2  总RNA的提取与反转录  

    按TRIzol® LS Reagent的操作说明提取原头蚴总RNA，再反转录成cDNA模板，于-20℃保存备用。

2.3  基因扩增  

    在NCBI数据库中对从GenBank中查询的EgSBACT5编码区序列（GenBank: APAU02000036.1）和Em基因组序列（GenBank: LN902848.1）进行Blast比对分析，找出同源区段，利用Primer Premier 5.0软件进行引物设计。设计的上游引物序列为：5'-ATGCCATTGATGCTCTTCATCTACGGCC-3'，下游引物序列为：5'-CTAGGGGATTATCGTTTCAAAATTCTGATCCTTC-3'，扩增片段大小为654bp，引物由上海生工公司合成。
PCR扩增反应体系20 μL：上、下游引物（10 μM）各1 μL，2×Taq PCR MasterMix 10 μL，cDNA 模板1 μL，ddH2O 7 μL。反应条件：94 ℃ 预变性5 min；94 ℃变性 30 s，63 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，35个循环；72 ℃终延伸10 min。PCR 产物于1 %琼脂糖凝胶进行电泳检测，回收目的片段，与pGM-T载体连接后转化入E.coli DH 5α菌株，涂布于培养皿上过夜培养，经蓝白班筛选和菌液PCR鉴定后，挑取阳性菌液送上海生工公司测序。

2.4  基因序列分析  
    用DNAman软件将测序得到的核苷酸序列翻译成氨基酸序列，在NCBI上进行Blast比对分析。
2.5  蛋白生物信息学预测  

    使用ProtParam软件[5]（http://expasy.org/tools/protparam.html）预测基本理化性质；利用ProtScale软件[5]（http://web.expasy.org/protscale/）计算亲/疏水性，参数选择Hphob./Kyte & Doolittle；选用MotifScan软件[6]（http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan）分析翻译后修饰位点和结构域；应用SOPMA软件[7]（https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html）预测二级结构；采用Phyre2服务器[8]（http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index）模拟跨膜结构域和三级结构；使用PSORT II Prediction工具[9]（http://psort.hgc.jp/form2.html）分析亚细胞定位；利用Protfun 2.2软件[10]（http://www.cbs.dtu.dk/services/ProtFun/）预测生物学功能。
3  结果

3.1  目的基因扩增  
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    Em原头节RT-PCR的扩增产物经电泳检测后出现清晰单一的目的条带（图1）。
3.2  基因序列分析  

    用DNAman软件将EmSBACT5基因测序序列翻译成氨基酸（图2），该序列基因包括654 bp完整的开放阅读框，编码217个氨基酸。Blast比对结果显示，与EmSBACT基因组序列（GenBank: LN902848.1）和氨基酸序列（GenBank: CDS43509.1）完全一致；而与EgSBACT5基因的核酸序列（GenBank: APAU02000036.1）和氨基酸序列（GenBank: EUB59978.1）相似性分别为98 %和96 %，共有16处核苷酸和9处氨基酸有差异。
1     ATGCCATTGATGCTCTTCATCTACGGCCGCTTCTTCCTTGATACCAGAGCCATCCACATCCCCTACACCCTAATCGCCGGCCAACTTTGT
1      M  P  L  M  L  F  I  Y  G  R  F  F  L  D  T  R  A  I  H  I  P  Y  T  L  I  A  G  Q  L  C
91    TACGTCGTCATTCCTGTTGTCCTCGGCATGTTGATCAAATGGCGTTTTCCTAATTCCGCTAAGCGCATGGTTCGGCTATTCCTTCGGCCA
31     Y  V  V  I  P  V  V  L  G  M  L  I  K  W  R  F  P  N  S  A  K  R  M  V  R  L  F  L  R  P
181   TTGGCTTTTTCCTTCATCTTTATCATCATTGGATTTGGCATCTACGTCAACTTGCCCATCTATGCTCTCCTGGGCGCCTATCCTCTTCTC
61     L  A  F  S  F  I  F  I  I  I  G  F  G  I  Y  V  N  L  P  I  Y  A  L  L  G  A  Y  P  L  L
271   TTCCCCATAGCGGCTGCTCTACCTTGGATAGGCTTCCTCCTTGCTGGTCTATTCGCTTTTCTGTGCCAACGTTCTCGAGCTGAGATTCTC
91     F  P  I  A  A  A  L  P  W  I  G  F  L  L  A  G  L  F  A  F  L  C  Q  R  S  R  A  E  I  L
361   ACCATATCCATCGAGACGGGCATCCAGAACAATGGAATTGCTATTCTAGTACTACTCTACTCAATGCCACAACCAGAGGGAGACATTGGA
121    T  I  S  I  E  T  G  I  Q  N  N  G  I  A  I  L  V  L  L  Y  S  M  P  Q  P  E  G  D  I  G
451   GCAGCGATACCTCTCGTGGTTGGTTTCATCACACCGTTTCCGTTAATGATTGCTTACGCCGTTGTGGCAATTAGGGAAGAAAAGTGTTCG
151    A  A  I  P  L  V  V  G  F  I  T  P  F  P  L  M  I  A  Y  A  V  V  A  I  R  E  E  K  C  S
541   CAGTGCTGTCGGAAGAAAAAGATAACAGAGGTGGTAGGAACGGATGATGAGGAACAGCAGAAGGGACTGAAATCCTCCTCGAAGGATCAG
181    Q  C  C  R  K  K  K  I  T  E  V  V  G  T  D  D  E  E  Q  Q  K  G  L  K  S  S  S  K  D  Q
631   AATTTTGAAACGATAATCCCCTAG
211    N  F  E  T  I  I  P  *
图2  EmSBACT5基因核酸序列和氨基酸序列
Figure 2  The nucleic acid sequence and amino acid sequence of EmSBACT5 gene

3.3  蛋白生物信息学预测

3.3.1  理化性质  

    蛋白质的理化性质包括氨基酸组成、相对分子质量和等电点等。Protparam软件预测表明，EmSBACT5蛋白由20种氨基酸组成，Ile和Leu的含量较高，分别为12.9 %和12.4 %，His的含量最低，为0.5 %。带正电氨基酸（K, R）19个，带负电氨基酸（D, E）14个，前者多于后者，蛋白可能带正电。理论分子式为C1141H1797N273O284S11，相对分子量约为24.24 KD。pI为8.99，大于7.0，为碱性蛋白。不稳定指数为38.04，低于40，是稳定蛋白。脂肪族氨基酸指数为124.52，哺乳动物网织红细胞内半衰期为30 h，总平均亲水性为0.698，属于疏水性蛋白。

3.3.2  亲/疏水性  

    亲/疏水性氨基酸的相互作用是蛋白折叠的主要驱动力，在维持蛋白质结构和功能中具有重要的生物学意义。ProtScale软件计算EmSBACT5蛋白的亲/疏水性图谱显示（图3），第66位亮氨酸（Leu）最高分值为3.044，疏水性最强；第197位精氨酸（Arg）最低分值为(2.889，亲水性最强。亲水性氨基酸占30.41 %，疏水性氨基酸占69.59 %，并且整条多肽链表现为疏水性，亲水性较差，推断EmSBACT5蛋白是一种不可溶性蛋白，同Protparam软件预测结果相符。 
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图3  EmSBACT5蛋白的亲/疏水性
Figure 3 hydrophilicity and hydrophobicity of EmSBACT5 protein
3.3.3  跨膜结构域  

    跨膜结构域是蛋白质中与膜脂结合的区域，由20-25个疏水氨基酸残基构成，多为α-螺旋结构，对蛋白分类、结构和功能等具有一定的作用。Phyre2服务器构建EmSBACT5蛋白跨膜结构域显示（图4），该蛋白共有5个跨膜结构域，分别位于23-43、58-76、89-109、123-138和150-174 aa，而1-23、76-89和138-150 aa位于胞外区，43-58、109-123和174-217 aa位于胞内区。因此，EmSBACT5蛋白可能是一个跨膜蛋白，包含胞外域、跨膜域和胞内域三个部分。 
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图4  EmSBACT5蛋白的跨膜结构域
Figure 4 The transmembrane domain of EmSBACT5 protein

3.3.4  二、三级结构  
    蛋白质二级结构指多肽链的主链依附氢键沿一定方向折叠形成的规则重复构象。SOPMA软件预测显示（图5），EmSBACT5蛋白α-螺旋占氨基酸总数的29.95 %，β-折叠占31.80 %，β-转角占7.83 %，无规则卷曲占30.41 %。

蛋白质三级结构指蛋白质处于天然折叠状态的三维构象，是在二级结构的基础上进一步盘绕折叠形成的。Phyre2服务器模拟EmSBACT5蛋白的3D构象输出结果（图6）。
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图5  EmSBACT5蛋白的二级结构
Figure 5 Secondary Structure of EmSBACT5 protein
[image: image4.png]



图6  EmSBACT5蛋白的三级结构

Figure 6 Tertiary Structure of EmSBACT5 protein

3.3.5  翻译后修饰位点和结构域  

     蛋白质翻译后修饰是对相应氨基酸添加修饰基团或调解水解而使蛋白性质发生改变，为蛋白成熟的必要程序。结构域是蛋白质中具有特异结构和独立功能的区域，多为紧密球状结构。MotifScan软件分析显示，EmSBACT5蛋白可能存在9处翻译后修饰位点：1处cAMP-和cGMP-依赖性蛋白激酶（CAMP）磷酸化位点（186-189 aa），3处酪蛋白激酶Ⅱ（CK2）磷酸化位点（115-118、194-197、206-209 aa），3处N-肉豆蔻酰位点（73-78、127-132、202-207 aa），2处蛋白激酶C（PKC）磷酸化位点（49-51、206-208 aa）。1处亮氨酸拉链结构（83-104 aa），1处S12核糖体蛋白（RIBOSOMAL_S12），位于45-52 aa。2处典型的结构域：1处胆汁酸转运蛋白结构域（SBF），位于1-80 aa；1处硫胺素前体转运蛋白结构域（ThiW），位于78-178 aa。

3.3.6  亚细胞定位及生物学功能  

    亚细胞定位是蛋白或表达产物存在于细胞内的具体部位。PSORT II Prediction工具亚细胞定位分析显示，EmSBACT5蛋白在细胞膜、空泡、内质网、高尔基体、细胞核、线粒体中的分布比例分别为52.2 %、17.4 %、17.4 %、4.3 %、4.3 %和4.3 %，主要分布于细胞膜，推断其在质膜中发挥重要作用。

蛋白质具有的功能多种多样。Protfun软件预测EmSBACT5蛋白生物学功能分类结果显示（表1），该蛋白在运输和结合、信号转导、受体和转运蛋白功能的可能性分别为0.689、0.256、0.240和0.218，明显高于其他功能，推测其在物质转运和信号传递过程中具有主要作用。
                             表1  EmSBACT5蛋白的生物学功能

Table 1  Biological function of EmSBACT5 protein
	功能分类Functional category
	概率probability
	基因本体分类Gene Ontology category
	概率probability

	氨基酸生物合成Amino_acid_biosynthesis
	0.013
	信号转导分子Signal_transducer
	0.256

	辅因子生物合成Biosynthesis_of_cofactors
	0.077
	受体Receptor
	0.240

	细胞被摸Cell_envelope
	0.029
	激素Hormone
	0.001

	细胞加工Cellular_processes
	0.029
	结构蛋白Structural_protein
	0.020

	中央中间代谢Central_intermediary_metabolism
	0.042
	转运蛋白Transporter
	=> 0.218

	能量代谢Energy_metabolism
	0.180
	离子通道Ion_channel
	0.014

	脂肪酸代谢Fatty_acid_metabolism
	0.020
	电压激活离子通道Voltage-gated_ion_channel
	0.004

	嘌呤和嘧啶Purines_and_pyrimidines
	0.119
	阳离子通道Cation_channel
	0.012

	监管职能Regulatory_functions
	0.013
	转录因子Transcription
	0.032

	复制和转录Replication_and_transcription
	0.019
	转录调控因子Transcription_regulation
	0.023

	翻译Translation
	0.13
	应激反应Stress_response
	0.014

	运输和结合Transport_and_binding
	=> 0.689
	免疫反应Immune_response
	0.014

	酶Enzyme
	0.192
	生长因子Growth_factor
	0.006

	非酶Nonenzyme
	=> 0.808
	金属离子转运Metal_ion_transport
	0.053


4  讨论

    棘球绦虫成虫主要寄生于狗、狐狸、狼等终末宿主小肠内，虫卵或孕节随粪便排出，人可因直接接触狐、狗、狼等皮毛摄入虫卵或误食含虫卵的蔬菜或生水感染包虫病[11]。其中AE几乎原发于肝脏，潜伏期长，感染初期无明显症状，可持续数年甚至数十年，具有隐袭进行性特点[12]。泡球蚴在肝内呈浸润恶性生长，类似恶性肿瘤，后期易继发脑、肺等转移，最终造成机体发生肝区肿大、黄疸、咯血等一系列病理性改变甚至死亡，素有“虫癌之称”，危害比CE严重的多[13]。据统计AE患者不经治疗10年死亡率在90 %以上[14]。因此，寻找有效预防和控制包虫病的方法和途径尤为重要。

    鉴于SBACT蛋白在胆汁酸肝肠循环中起着关键作用及多种药物可直接作用于该蛋白等因素[15-18]，推测可将其作为包虫病药物干预的新靶标，用于包虫病的管理和控制，但仍需广大科研工作者后续进一步地实验研究和探讨。本研究采用RT-PCR技术成功扩增出EmSBACT5基因完整编码区。通过对基因序列分析发现，编码区全长共654 bp，编码217个氨基酸。与EmSBACT基因组和氨基酸序列完全相同，但与EgSBACT5的序列存在一定的区别，核苷酸和氨基酸序列相似度分别为98 %和96 %，16处核苷酸的差异导致9处氨基酸变异。

基因编码区氨基酸的排列顺序决定了编码蛋白的生物活性和空间构象。运用生物信息学分析和预测蛋白质的基本生物学属性，对其结构和功能的研究具有重要的潜在价值。本研究选用ProtParam、ProtScale、MotifScan等在线软件对EmSBACT5蛋白的基本理化性质、亲/疏水性、跨膜域、翻译后修饰位点、结构域、二级结构、三级结构、亚细胞定位和生物学功能进行预测分析。结果显示，EmSBACT5蛋白分子式为C1141H1797N273O284S11，相对分子量为24.24 KD，PI为8.99。为含有5个跨膜域的脂溶性跨膜蛋白，同亚细胞主要定位于细胞质膜的预测结果相符。二级结构元件中α-螺旋、β-折叠和无规则卷曲三者含量相当，而β-转角则散布于整个蛋白质中。三级结构的模拟效果与二级结构的预测结果基本一致，形象得提供了蛋白质的立体构象信息，加深了对其初级和高级结构的认识。含有9处翻译后修饰位点和2处典型的结构域，其中SBF结构域和生物学功能的预测结果同SBACT蛋白运输胆汁酸的功能相一致，表明其可能在物质转运和信号传递过程中发挥主要生物学作用。

    本研究选取多种信息学软件对EmSBACT5蛋白的不同生物学特征进行预测分析，提高了准确度。虽然各软件的原理和算法有所差异，但预测结果基本一致，可信度较强。通过对EmSBACT5基因的克隆和蛋白预测分析，将有利于后续SBACT5蛋白的进一步深入研究，也为寻找包虫病防治的新策略提供理论依据。
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图1  EmSBACT5基因的PCR扩增


M：DNA marker(D2000); 1: Target band


  Figure 1  Amplication of EmSBACT5 gene by PCR
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