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微小脲原体UP3-00750基因编码蛋白的表达
及生物信息学分析*
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【摘要】 目的 构建微小脲原体UP3-00750基因的原核表达载体,对其编码的蛋白进行表达并进行生物信息学分析。

 方法 利用Primer
 

Premier
 

5.0软件设计引物,利用PCR方法扩增 UP3-00750基因,经限制性内切酶双酶切后与同

酶消化的pGEX-6p2于16
 

℃在T4连接酶作用下连接16
 

h,连接产物转入大肠埃希菌XL1-Blue中,IPTG诱导 GST-
UP3-00750融合蛋白的表达,并采用相关生物信息学软件对其进行分析。 结果 对构建的pGEX-6p2-UP3-00750重

组质粒测序,所得序列与NCBI中序列比对,与U.parvum
 

strain
 

hebnu
 

uu3序列的同源性为100%。诱导的融合蛋白经

SDS-PAGE分析显示其分子质量与GST-UP3-00750融合蛋白的预期大小一致。生物信息学分析该假设蛋白由159个

氨基酸组成,分子式为C860H1369N223O254S2,理论等电点(pI)为6.43,不稳定指数为36.70,脂肪族指数为112.14;其二级

结构中α-螺旋(Hh)占39.62%,β-折叠(Ee)占19.50%,无规则卷曲(Cc)占40.88%,无β-转角;属于无信号肽的跨膜蛋

白;蛋白质互作提示该基因编码的蛋白与atpA-1、atpD-1、UU044、UU045、UU046、UU047、UU048、UU049、UU050、

UU052相关联。 结论 成功构建了GST-UP3-00750原核表达载体,在大肠埃希菌中表达GST融合蛋白。该蛋白为

无信号肽的跨膜蛋白,可能参与ATP合成代谢途径。
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【Abstract】 Objective To
 

construct
 

a
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

of
 

the
 

UP3-00750
 

gene
 

in
 

Ureaplasma
 

parvum
 

and
 

to
 

bioinformatically
 

analyze
 

the
 

protein
 

it
 

encodes. Methods In
 

accordance
 

with
 

the
 

UP3-00750
 

gene
 

sequence
 

of
 

Ureaplasma
 

parvum
 

published
 

in
 

NCBI,primers
 

were
 

designed
 

using
 

Primer
 

Premier
 

5.0
 

software
 

and
 

the
 

UP3-00750
 

gene(480bp)
 

was
 

amplified
 

using
 

PCR.
 

The
 

PCR
 

products
 

were
 

purified
 

by
 

gel
 

recovery
 

kit.
 

The
 

purified
 

PCR
 

products
 

of
 

UP3-00750
 

and
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

pGEX-6p2
 

were
 

respectively
 

digested
 

by
 

restriction
 

endonucleases
 

BamH
 

I
 

and
 

Not
 

I.
 

The
 

vector
 

was
 

ligated
 

with
 

T4
 

ligase
 

at
 

16
 

℃
 

for
 

16
 

h,and
 

the
 

ligate
 

products
 

were
 

transformed
 

into
 

Esche-
richia

 

coli
 

XL1-Blue
 

via
 

the
 

heat
 

shock
 

method.
 

The
 

transformed
 

competent
 

bacteria
 

were
 

coated
 

on
 

LB
 

solid
 

plates
 

con-
taining

 

ampicillin
 

and
 

cultured
 

overnight
 

at
 

37
 

℃,and
 

the
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

screened
 

by
 

colony
 

PCR.
 

After
 

con-
firmed

 

by
 

sequencing,the
 

positive
 

colony
 

was
 

induced
 

to
 

produce
 

fusion
 

protein
 

GST-UP3-00750
 

with
 

IPTG.
 

The
 

protein
 

was
 

analyzed
 

by
 

bioinformatics
 

software. Results The
 

UP3-00750
 

gene
 

was
 

amplified
 

by
 

PCR,and
 

the
 

amplification
 

fragment
 

was
 

500
 

bp
 

detected
 

by
 

gel
 

electrophoresis.
 

The
 

recombinant
 

plasmid
 

pGEX-6p2-UP3-00750
 

was
 

identified
 

by
 

universal
 

primers,and
 

the
 

product
 

of
 

amplification
 

was
 

600
 

bp
 

in
 

length.
 

After
 

sequencing,the
 

recombinant
 

plasmid
 

pGEX-6p2-UP3-00750
 

was
 

compared
 

with
 

NCBI
 

sequence
 

and
 

its
 

homology
 

was
 

100%
 

similar
 

to
 

the
 

Ureaplasma
 

par-
vum

 

strain
 

hebnu
 

uu3.
 

Expression
 

of
 

the
 

recombinant
 

plasmid
 

transfected
 

into
 

E.
 

coli
 

was
 

induced
 

with
 

IPTG
 

for
 

3
 

h
 

to
 

express
 

the
 

fusion
 

protein
 

GST-UP3-00750.
 

SDS-PAGE
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

molecular
 

weight
 

of
 

the
 

induced
 

fusion
 

protein
 

was
 

44
 

ku.
 

Bioinformatics
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

protein
 

coded
 

for
 

by
 

the
 

UP3-00750
 

was
 

composed
 

of
 

159
 

ami-
no

 

acids,its
 

molecular
 

formula
 

was
 

C860H1369N223O254S2,its
 

relative
 

molecular
 

weight
 

was
 

18.96
 

ku,its
 

theoretical
 

isoelec-
tric

 

point
 

(PI)
 

was
 

6.43,its
 

instability
 

index
 

was
 

36.70,and
 

its
 

aliphatic
 

amino
 

acid
 

index
 

was
 

112.14.
 

Its
 

average
 

hydro-

philicity
 

was
 

-0.539,so
 

the
 

protein
 

was
 

predicted
 

to
 

be
 

hydrophobic.
 

Secondary
 

structuers
 

of
 

fusion
 

protein
 

include
 

α
 

-he-

·157·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2022年07月 第17卷第07期

Jul.
 

2022, Vol.17,No.07

* 【通讯作者】 李萍,E-mail:zjkliping@163.com
【作者简介】 刘燕(1993-),女,河北张家口人,硕士研究生,初级检验师,主要从事解脲脲原体相关研究。E-mail:448816470@qq.com



lix(39.62%),β-folds(19.50%),and
 

random
 

coil(40.88%)
 

but
 

no
 

β-turns.
 

The
 

protein
 

had
 

a
 

transmembrane
 

region
 

but
 

didn’t
 

contain
 

signal
 

regions.
 

Protein-protein
 

interaction
 

suggested
 

that
 

the
 

protein
 

encoded
 

by
 

UP3-00750
 

was
 

associated
 

with
 

atpA-1,atpD-1,UU044,UU045,UU046,UU047,UU048,UU049,UU050
 

and
 

UU052. Conclusion The
 

GST-
UP3-00750

 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

was
 

successfully
 

constructed,and
 

the
 

GST
 

fusion
 

protein
 

was
 

obtained
 

and
 

ex-

pressed
 

in
 

E.
 

coli.
 

Bioinformatics
 

predicted
 

the
 

protein
 

is
 

a
 

transmembrane
 

protein
 

without
 

signal
 

peptide
 

and
 

may
 

be
 

in-
volved

 

in
 

the
 

ATP
 

anabolic
 

pathway.
【Key

 

words】 Ureaplasma
 

parvum;UP3-00750;prokaryotic
 

expression;bioinformatics
 

analysis

  人类解脲支原体属是一种介于病毒与细菌之间、
能够独立存在的微生物,分为解脲脲原体(Ureaplas-
ma

 

urealyticum,UU)和 微 小 脲 原 体(Ureaplasma
 

parvum,UP)两个生物群,共14种血清型,其中血清

型1、3、6、14归为 UP,血清型2、4、5、7、13归为 UU。
亚群 的 分 类 取 决 于 特 定 遗 传 序 列 的 差 异,如16S

 

rRNA基因序列、脲酶基因和多带抗原(Multiple
 

ban-
ded

 

antigen,MBA)基因[1]。UU和UP是常见的引起

泌尿生殖道反复或持续感染的病原体,近年来感染的

发生持续增多。研究发现UP不仅引起泌尿生殖道感

染和不孕症,还可以导致胎儿宫内感染、胎膜早破、新
生儿脑膜炎、新生儿肺炎、高氨性脑病、坏死性小肠结

肠炎和干眼症等,且临床上抗生素治疗出现不同程度

的耐药[2-3]。本 实 验 拟 克 隆 UP3-00750基 因,构 建

pGEX-6p2-UP3-00750原核重组质粒,诱导表达GST-
UP3-00750融合蛋白,并利用生物信息学软件对UP3-
00750基因编码蛋白进行分析,为 UP感染的诊断及

其生物学功能研究奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 主要试剂 dNTP,DNA
 

polymerase和T4连接

酶等均购自大连宝生物工程有限公司;限制性内切酶

BamH
 

I和Not
 

I购自纽英伦生物技术(北京)有限公

司;Glutathione
 

Sepharose
 

TM
 

4B为美国GE
 

公司产

品;DNA
 

Marker
 

DL2000为日本TaKaRa公司产品;
彩虹标准 Marker购于Solarbio公司。

1.2 主要仪器 PCR扩增仪和 MAXQ
 

4000恒温摇

床为美国Thermo公司生产;恒温金属浴为中国 Her-
osbio公司生产;XD-400s超声波信号发生器为中国南

京先欧公司生产;WD-9403F紫外凝胶成像仪为美国

Aplegen公司生产。

1.3 菌株和细胞 原核表达载体pGEX-6p2,UP3菌

株及大肠埃希菌 XL1-Blue感受态均为本实验室保

存。

2 方法

2.1 引物设计与合成 根据UP3-00750基因序列设

计引物。UP3-00750-F:5'-CGCGGATCCATGAATC
ATAATTATAATATT-3';UP3-00750-R:5'-TTTC-

CTTTTGCGGCCGCTTATTTCTCATCTTTTTTA
TAC-3'(下划线部分分别为BamH

 

I和Not
 

I的酶切

位点)。引物由Invitrogen公司合成。

2.2 原核表达载体的构建 以 UP3
 

DNA为模板,

PCR扩增
 

UP3-00750基因。100
 

μl
 

PCR反应体系:5
×PS

 

Buffer(Mg2+
 

plus)20
 

μl,dNTP(2.5
 

mmol/L)8
 

μl,上、下游引物各3
 

μl,DNA高保真酶(2.5
 

U/L)1
 

μl,三蒸水62
 

μl。扩增反应程序:94
 

℃预变性5
 

min;

95
 

℃变性45
 

s,52
 

℃退火90
 

s,72
 

℃延伸1
 

min,共35
个循环;72

 

℃延伸10
 

min,扩增产物4
 

℃保存。取5
 

μl
 

PCR
 

扩增产物进行0.8%琼脂糖凝胶电泳并拍照

记录,其余95
 

μl利用酚氯仿纯化。纯化产物及原核

表达质粒pGEX-6p2经BamH
 

I和Not
 

I双酶切后同

上纯化,纯化后取UP3-00750质粒2
 

μl,pGEX-6p2质

粒0.5
 

μl,在T4连接酶作用下16
 

℃连接过夜(16
 

h),
分别取3

 

μl连接产物加入20
 

μl
 

XL1-Blue感受态中,
放置冰上冰浴10

 

min,42
 

℃金属浴热休克42
 

s,迅速

放到冰上计时冰浴15
 

min;加入0.17
 

ml无抗生素

(Amp+)的LB液体培养基,混匀后置37
 

℃恒温摇床

以200
 

r/min振荡培养45
 

min;将已转化的感受态均

匀涂布于含Amp+(100
 

μg/ml)的LB琼脂平板,37
 

℃
恒温培养箱培养12~16

 

h,观察菌落生长状况。期间

标记疑似菌落,待菌落生长至大小合适时,选择生长良

好的5个菌落,各挑取半个加入40
 

μl三蒸水中,吹吸

混匀,100
 

℃煮沸5
 

min,瞬时离心后置于冰上,吸取上

清作为模板进行菌落PCR鉴定。20
 

μl
 

PCR反应体

系:10×PCR
 

Buffer
 

2
 

μl,dNTP(2.5
 

mmol/L)1
 

μl,载
体上、下游通用引物各0.3

 

μl,Taq
 

DNA聚合酶0.3
 

μl,模板16.1
 

μl。反应条件:95
 

℃预变性5
 

min;95
 

℃
变性45

 

s,55
 

℃退火90
 

s,72
 

℃延伸1
 

min,共35个循

环;72
 

℃延伸10
 

min后4
 

℃保存。取PCR产物进行

0.8%琼脂糖凝胶电泳,观察结果并拍照。挑取剩余半

个菌落接种于含 Amp+(100
 

μg/ml)的LB液体培养

基,置37
 

℃恒温摇床以200
 

r/min振荡培养过夜,制
备成甘油菌后送北京六合华大基因有限公司测序。

2.3 GST-UP3-00750融合蛋白的诱导表达及纯化 
将过夜培养的GST-UP3-00750菌液接种于含Amp+

(100
 

μg/ml)的15
 

ml
 

LB培养液中,置37
 

℃恒温摇床
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以200
 

r/min振荡培养至A600 值为0.9时加入IPTG
(100

 

mg/ml)15
 

μl,30
 

℃诱导3
 

h,4
 

℃、6
 

000
 

g离心

15
 

min,收集菌体沉淀,加入含有蛋白酶抑制剂的细胞

裂解液冰浴超声破碎(超声3
 

s,间隔4
 

s,共5
 

min),4
 

℃、14
 

000
 

r/min离心30
 

min。收集上清转移至1.5
 

ml
 

Ep管中,并加入25
 

μl预处理的50%
 

Glutathione
 

Sepharose
 

TM
 

4B,室温转动吸附1.5
 

h,之后分别用

0.25%
 

PBS-T和1×PBS洗3次,13
 

000
 

r/min
 

离心

5
 

min,弃上清,按1∶1的比例加入2×SDS上样缓冲

液,金属浴100
 

℃
 

5
 

min,煮后离心,13
 

000
 

r/min
 

离

心后吸取少量上清进行SDS-PAGE电泳,考马斯亮蓝

染色5
 

h,脱色液脱色,直至背景清晰为止,拍照记录

电泳结果。

2.4 UP3-00750基因编码蛋白的生物信息学分析 
运用ExPASY

 

Bioinformatics
 

Resource
 

Portal
 

软件中

的ProtParam(http://web.expasy.org/cgi-bin/prot-
param/protparam)对假设蛋白的氨基酸序列进行分

析,如分子式、消光系数、理论等电点、半衰期等理化性

质;使用PRABI-GERLAND(https://npsa-prabi.ib-
cp.fr/cgi-bin/secpred-sopma.pl)分析 UP3-00750基

因编码蛋白的二级结构;利用蛋白质分析系统 Ex-
PASY

 

Proteomics(https://www.expasy.org/pro-
teomics)中的 TMHMM

 

Serve
 

v.2.0(Prediction
 

of
 

transmembrane
 

helices
 

in
 

proteins)分析 UP3-00750
蛋白的跨膜区域;使用Signal

 

P在线分析软件(ht-
tps://www.cbs.dtu.dk/sercices/SignalP/)分 析

UP3-00750蛋白的信号肽;采用STRING 在线软件

(https://www.string-db.org/)分析蛋白质的基因组

学,预测与UP3-00750基因相互关联的基因。

结 果

1 UP3-00750基因PCR扩增

以UP3菌株 DNA 为 模 板 进 行 PCR 扩 增,经

0.8%琼脂糖凝胶电泳检测,扩增片段约为500
 

bp
 

(其
中目的片段为480

 

bp,保护性碱基和酶切位点为27
 

bp),与预期结果相符(图1)。

2 重组质粒菌落PCR扩增验证

UP3-00750基 因 PCR 产 物 及 原 核 载 体 质 粒

pGEX-6p2经双酶切后连接,连接产物转化至大肠埃

希菌 XL1-Blue,在含 Amp+ 的 LB固体培养基上筛

选。生长的菌落应用菌落PCR筛选,所用的引物为针

对pGEX-6p2的通用引物,扩增后经0.8%琼脂糖凝

胶电泳检测,扩增片段约为600
 

bp(目的片段480
 

bp,
通用引物为143

 

bp),与预期大小一致(图2)。

3 GST-UP3-00750重组质粒测序分析

选择阳性克隆的菌落摇菌过夜,送华大基因公司

测序。GST-UP3-00750重组质粒测序结果见图3,经

Blast分析后未见移码和突变现象。利用DNAMAN
软件对测序结果与 NCBI中U.parvum

 

strain
 

hebnu
 

uu3进行序列比对,同源性为100%,碱基序列完全正

确(图3)。

  M DNA标志物(DL2000) 1 UP3-00750基因PCR产物
图

 

1 UP3-00750基因PCR产物0.8%琼脂糖凝胶电泳分析

M DNA
 

marker
 

(DL2000) 1 PCR
 

product
 

of
 

UP3-00750
 

gene
Fig.1 0.8%

 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

analysis
 

of
 

PCR
 

products
of

 

UP3-00750
 

gene

M DNA标志物(DL2000) 1、2 重组质粒菌落PCR产物
图

 

2 重组质粒菌落PCR产物0.8%琼脂糖凝胶电泳分析

M DNA
 

marker
 

(DL2000) 1,2 Colony
 

PCR
 

product
Fig.2 Agarose

 

gel
 

electrophoresis
 

analysis
 

results
 

of
 

PCR
 

products
of

 

recombinant
 

plasmid
 

colony

图
 

3 GST-UP3-00750序列同源性比对分析

Fig.3 Homology
 

alignment
 

results
 

of
 

GST-UP3-00750
 

sequence

4 GST-UP3-00750融合蛋白的表达、纯化及 SDS-
PAGE电泳分析

选取表达的融合蛋白经 Glutathione
 

Sepharose
 

TM
 

4B纯化后进行SDS-PAGE电泳,出现为44
 

ku的
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单一蛋白条带,与预期大小一致(目的蛋白约为18
 

ku,GST为26
 

ku)(图4)。

M 蛋白标志物 1 GST-UP3-00750融合蛋白
图

 

4 GST-UP3-00750融合蛋白的SDS-PAGE电泳分析

M Protein
 

marker 1 GST-UP3-00750
 

fusion
 

protein
Fig.4 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

GST-UP3-00750
 

fusion
 

protein

5 UP3-00750基因生物信息学分析

5.1 蛋白质理化性质 采用生物信息学软件对UP3-
00750基因进行分析,其编码蛋白氨基酸数为159个,
分子式为

 

C860H1369N223O254S2,相对分子质量为18.96
 

ku,理论等电点(pI)为6.43,原子总数为2
 

708,在水

中测量280
 

nm处摩尔消光系数为17420
 

M-1cm-1。该

蛋白在哺乳动物网织红细胞体外的半衰期为30
 

h,在
酵母细胞体内为>20

 

h,在大肠埃希菌体内为>10
 

h;
不稳定指数为36.70(该蛋白质稳定);脂肪族指数为

112.14,亲疏水性的总平均值为-0.539,预测其为疏

水性蛋白(图5)。

  注:横轴代表氨基酸残基数,纵轴代表疏水性得分。正值代表亲水

性,负值代表疏水性。
图

 

5 UP3-00750蛋白的亲疏水性分析

Notes:The
 

horizontal
 

axis
 

represents
 

amino
 

acid
 

residue
 

base
 

and
 

the
 

vertical
 

axis
 

represents
 

hydrophobicity
 

score.
 

A
 

negative
 

value
 

re-
presents

 

hydrophilicity
 

and
 

a
 

positive
 

value
 

represents
 

hydrophobicity.
Fig.5 Hydrophilic

 

and
 

hydrophobic
 

analysis
 

of
 

UP3-00750
encoded

 

protein

5.2 蛋 白 质 的 二 级 结 构 运用蛋白质分析软件

PRABI-GERLAND分析 UP3-00750蛋白的二级结

构,共含有63个α-螺旋(Hh),占39.62%;31个β-折
叠(Ee),占 19.50%;65 个 无 规 则 卷 曲 (Cc),占

40.88%。无β-转角(图6)。

图
 

6 UP3-00750蛋白的二级结构

Fig.6 Secondary
 

structure
 

of
 

the
 

protein
 

encoded
 

byUP3-00750
 

gene

5.3 蛋白质的跨膜区域 利用TMHMM
 

Serve
 

v.2.
0软件分析UP3-00750蛋白属于跨膜蛋白(图7)。

图
 

7 UP3-00750蛋白的跨膜区域预测

Fig.7 Transmembrane
 

region
 

results
 

ofUP3-00750
 

encoded
 

protein

5.4 蛋白质信号肽预测 运用Signal
 

P在线分析软

件分析UP3-00750蛋白无信号肽序列(D值0.437,小
于阈值0.450)(图8)。

图
 

8 UP3-00750蛋白信号肽预测

Fig.8 Prediction
 

results
 

of
 

signal
 

peptide
 

encoding
 

protein
 

UP3-00750

5.5 互作蛋白预测 STRING软件分析显示 UP3-
00750基因编码的氨基酸序列与解脲脲原体血清型3
(株系

 

ATCC
 

700970)中基因编码的UU051蛋白同源

性为100%,预测与 UU051相邻的蛋白分别为atpA-
1、atpD-1、UU044、UU045、UU046、UU047、UU048、

UU049、UU050、UU052(图中绿色线所标),综合分值

分别为0.900、0.900、0.590、0.641、0.745、0.763、

0.917、0.862、0.917、0.917。其中 UU051与atpA-1
相邻基因功能联系的证据为基因间距离2

 

171
 

bp(得
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分为 0.806),且 同 源 基 因 在 其 他 基 因 组 中 相 邻

(0.508),预测UU051可能参与ATP合成代谢途径。

UP3-00750互作蛋白预测见图9。

图
 

9 UP3-00750互作蛋白预测

Fig.9 Prediction
 

of
 

UP3-00750
 

encoded
 

protein

讨 论

UP是一种无细胞壁、无肽聚糖的能够在无细胞

中存活的最小的自我复制生物体,属于支原体科脲原

体属,也称溶脲脲原体,是一个独特的细菌属,在人类

主要分布在口腔、上呼吸道和泌尿生殖系统远端[4]。

UP的特点是具有低G+C基因组含量,并且缺乏生长

所需的胆固醇,能利用自身的尿素酶分解尿素以提供

代谢的能源ATP,主要代谢产物为NH3
[5]。UP可引

起泌尿生殖道反复或持续感染,宿主通过动员固有免

疫和适应性免疫防御脲原体入侵、清除脲原体感染。
但在某些条件下,宿主免疫保护作用并不能完全清除

体内的脲原体,脲原体在长期抵御宿主免疫系统胁迫

中已演化出复杂又精密的逃逸机制,包括逃避宿主的

自噬机制、拮抗宿主营养的免疫作用、调控宿主细胞基

因的表达等[6-8]。
研究发现UP入侵小鼠精子,损害其功能和胚胎

发育的能力,影响受精率和胚胎发育[9-10]。UP感染也

可以引起女性盆腔炎、不孕症及绒毛膜羊膜炎,也可通

过子宫垂直传播给后代,目前对解脲支原体的分子机

制尚不十分清楚[11]。
本研究就UP3基因组进行初步探究,首先通过对

UP3-00750基因序列的酶切位点进行分析,发现没有

被BamH
 

I/Not
 

I两种酶切割的位点,因此选用该组

限制性内切酶作为克隆该基因的工具酶,采用多克隆

双酶 切 的 方 法,保 证 插 入 序 列 的 正 确 性[12]。利 用

DNAMAN软件对测序结果进行比对分析,其与 NC-

BI中U.parvum
 

strain
 

hebnu
 

uu3[13-14]序列同源性为

100%,显示碱基序列完全正确,表明克隆成功。通过

对UP3-00750基因进行生物信息学分析,分子式为
 

C860H1369N223O254S2,理论等电点(pI)为6.43,摩尔消

光系数为17420,不稳定指数为36.70,脂肪族指数为

112.14,亲疏水性的总平均值为-0.539,预测其为疏水

性蛋白。蛋白质的二级结构中含有α-螺旋、β-折叠、无
规则卷曲,但无β-转角。利用TMHMM

 

Serve
 

v.2.0
软件分析UP3-00750蛋白属于跨膜蛋白,运用Signal

 

P证实该蛋白不存在信号肽序列。预测与其相邻的蛋

白中atpA-1参与ATP的合成及质子耦连转运途径,

atpD-1参与ATP的代谢及质子跨膜转运过程[15-16],

UP3-00750基因编码的蛋白为UU051,其余与其相邻

的蛋白为免疫球蛋白阻断毒力蛋白(标识符UU044),
保守假设膜脂蛋白(标识符UU045),假定的免疫球蛋

白阻断毒力蛋白(标识符UU046),保守假设的三磷酸

腺苷/GTP 结 合 蛋 白 (DUF31 家 族 蛋 白,标 识 符

UU047),含 DUF2714 结 构 域 的 蛋 白 质 (标 识 符

UU049)。其中atpA和atpD属于支原体进化过程中

的7个基因簇之一[17-19]。
本实 验 克 隆 了 UP3-00750 基 因,成 功 构 建 了

pGEX-6p2-UP3-00750原核表达载体,并表达了GST
融合蛋白,该蛋白为无信号肽的跨膜蛋白,可能参与

ATP合成代谢途径。
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