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铜绿假单胞菌丙酸代谢关键酶基因的克隆表达
及生物信息学分析*
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(1.长治医学院微生物教研室,山西长治
 

046000;2.
 

西北大学西部资源生物学与生物技术教育部重点实验室)

【摘要】 目的 克隆表达丙酸代谢关键酶基因prpB、prpC 和prpD,分析预测相应表达蛋白潜在的结构和功能,为铜

绿假单胞菌新型抗菌靶点的开发奠定基础。方法
 

对铜绿假单胞菌中丙酸代谢关键基因prpB、prpC、prpD 克隆入大肠

埃希菌,构建相应的基因工程重组菌,通过镍柱亲和层析纯化重组蛋白,SDS-PAGE
 

检测PrpB、PrpC和PrpD蛋白的分

子质量及纯度。利用生物信息学软件预测PrpB、PrpC和PrpD蛋白的理化性质、疏水性、信号肽、二级结构和三级结构。

 结果 重组菌用0.5
 

mmol/L
 

IPTG于16
 

℃条件下诱导,表达的重组蛋白PrpB、PrpC和PrpD主要以可溶性形式存

在于上清中,经Ni柱亲和层析纯化得到相对分子质量分别为32×103、42×103、55×103 的目的蛋白,与预期一致。生物

信息学分析PrpB、PrpC和PrpD蛋白分别由298、375、494个氨基酸组成,相对分子质量分别为32.14×103、41.69×
103、54.88×103,等电点分别为5.33、6.03、6.15。3种蛋白均为亲水性蛋白,无信号肽,无跨膜结构。蛋白亚细胞定位

于细胞质中,α螺旋和无规则卷曲是PrpB、PrpC和PrpD二级结构的主要蛋白质元件。 结论 成功表达了重组蛋白

PrpB、PrpC和PrpD并进行了纯化。生物信息学预测PrpB、PrpC和PrpD含有丰富的α螺旋和无规则卷曲结构,为揭示

PrpB、PrpC和PrpD蛋白的结构及丙酸代谢在铜绿假单胞菌中的生物学功能奠定了理论基础。
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【Abstract】 Objective To
 

clone
 

and
 

express
 

prpB,prpC
 

and
 

prpD
 

genes
 

of
 

key
 

enzymes
 

of
 

propionate
 

metabolism,

further
 

analyze
 

and
 

predict
 

PrpB,PrpC
 

and
 

PrpD
 

potential
 

structures
 

and
 

functions
 

and
 

lay
 

the
 

foundation
 

for
 

developing
 

new
 

antimicrobial
 

targets
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa. Methods The
 

prpB,prpC
 

and
 

prpD
 

of
 

key
 

genes
 

in
 

propionate
 

metabolism
 

from
 

P.aeruginosa
 

were
 

cloned
 

into
 

Escherichia
 

coli
 

BL21(DE3).
 

The
 

recombinant
 

strains
 

of
 

corresponding
 

genes
 

were
 

constructed
 

and
 

the
 

recombinase
 

were
 

purified
 

with
 

Ni-NTA
 

column
 

affinity
 

chromatography.
 

The
 

molecular
 

weight
 

and
 

purity
 

were
 

determined
 

by
 

SDS-PAGE.
 

Meanwhile,bioinformatics
 

software
 

is
 

employed
 

for
 

detecting
 

the
 

physicochemical
 

properties,hydrophobicity,signal
 

peptide,secondary
 

structure
 

and
 

tertiary
 

structure
 

of
 

PrpB,PrpC
 

and
 

PrpD
 

proteins. Results The
 

recombinant
 

bacteria
 

were
 

induced
 

with
 

0.5
 

mmol/L
 

at
 

16
 

℃
 

overnight.The
 

recombinant
 

proteins
 

PrpB,PrpC
 

and
 

PrpD
 

mainly
 

existed
 

in
 

the
 

form
 

of
 

soluble
 

supernatant.
 

The
 

PrpB,PrpC
 

and
 

PrpD
 

protein,which
 

relative
 

molecular
 

weight
 

was
 

32×103,42×103
 

and
 

55×103
 

respectively,were
 

purified
 

by
 

Ni-NTA
 

affinity
 

chromatography.
 

PrpB,PrpC
 

and
 

PrpD
 

protein
 

with
 

molecular
 

weights
 

of
 

32.14×103,41.69×103,54.88×103
 

were
 

composed
 

of
 

298,375
 

and
 

494
 

amino
 

acids
 

respectively,and
 

isoelectric
 

point
 

is
 

5.33,6.03
 

and
 

6.15;PrpB,PrpC
 

and
 

PrpD
 

protein
 

lacked
 

signal
 

peptide
 

and
 

transmembrane
 

structure
 

is
 

featured
 

by
 

the
 

hydrophilic
 

protein;PrpB,PrpC
 

and
 

PrpD
 

protein
 

localized
 

in
 

the
 

cytoplasm.
 

And
 

α
 

helix
 

and
 

random
 

coil
 

play
 

the
 

main
 

role
 

in
 

constructing
 

protein
 

elements
 

of
 

the
 

secondary
 

structure
 

of
 

PrpB,PrpC
 

and
 

PrpD
 

protein. Conclusion The
 

recombinant
 

protein
 

PrpB,PrpC
 

and
 

PrpD
 

were
 

successfully
 

induced
 

expressed
 

and
 

purified.
 

The
 

results
 

of
 

bioinformatics
 

demonstrated
 

that
 

PrpB,PrpC
 

and
 

PrpD
 

protein
 

are
 

rich
 

in
 

α
 

helix
 

and
 

irregular
 

curly
 

structures.
 

The
 

study
 

lays
 

a
 

theoretical
 

foundation
 

for
 

revealing
 

the
 

structures
 

of
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PrpB,PrpC
 

and
 

PrpD
 

protein
 

and
 

the
 

biological
 

functions
 

of
 

propionate
 

metabolism
 

in
 

P.
 

aeruginosa.
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words】 Pseudomonas
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  丙酸盐是环境中含量丰富的短链脂肪酸之一,是
细菌发酵的常见副产物[1]。有文献报道肠道细菌在人

类消化道中会产生高水平的丙酸,总短链脂肪酸水平

可达到20到300
 

mmol/L,丙酸水平高达23.1
 

mmol/

kg[2]。此外,奇数链脂肪酸经β氧化、支链氨基酸降解

和胆固醇的分解代谢也会产生丙酰辅酶A[3]。然而丙

酸或丙酰辅酶 A的积累对细胞具有致命毒性。为了

应对丙酸和丙酰辅酶 A的过度积累对细胞造成的的

危害,细菌进化出了丙酸代谢,可将丙酸或丙酰辅酶A
转化为琥珀酸和丙酮酸[4-6]。丙酸代谢是细菌中广泛

分布的一种碳代谢途径,在维持细菌内丙酸和丙酰辅

酶A分解代谢的有益作用(其骨架是有用的碳源)与
其毒性之间的平衡方面发挥重要作用。

丙酸代谢途径中丙酸首先被丙酰辅酶 A合成酶

激活为丙酰辅酶A,然后有3种酶参与丙酸代谢,将丙

酸和丙酰辅酶A转化为无毒的其他物质,这3种酶被

认为是丙酸代谢的关键酶,分别为2-甲基柠檬酸合成

酶(2-methylcitrate
 

synthase,MCS)、2-甲基柠檬酸脱

水酶(2-methylcitrate
 

dehydratase,MCD)和2-甲基异

柠檬酸裂解酶(2-methylisocitrate
 

lyase,MCL),由相

应基因prpC、prpD 和prpB 编码[7],而prpC、prpD
和prpB 在细菌基因组中往往以操纵子的形式存在,
被称为prp 操纵子[8-9]。丙酸代谢在丙酸解毒中的重

要性已在大肠埃希菌、脑膜炎奈瑟菌、结核分枝杆菌、
谷氨酸链球菌及苏云金芽胞杆菌等细菌中得到证

实[4,10-13],但 是 丙 酸 代 谢 关 键 基 因 prpC、prpD 和

prpB 在铜绿假单胞菌中的结构和作用尚不清楚。目

前生物信息学已广泛应用于生命科学、临床医学及药

物筛选与分析等领域[14]。本研究通过对丙酸代谢关

键酶基因的克隆,构建原核表达载体并表达纯化相应

基因表达的PrpB,PrpC和PrpD蛋白,对3种蛋白的

结构和功能进行生物信息学预测,为探究丙酸代谢在

铜绿假单胞菌中的生物学功能提供理论基础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株和质粒 铜绿假单胞菌株PAO1,宿主大肠

埃希菌BL21(DE3)及质粒pET-28a(+)均为本实验

室保存。

1.2 主要试剂和仪器 苯甲磺酸氟(PMSF)购自上

海联迈生物有限公司;异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)和
溶菌酶购自北京索莱宝生物公司;细菌基因组DNA
提取试剂盒和DNA纯化回收试剂盒购自北京全式金

生物技术有限公司;质粒小提试剂盒购自日本Bioflux
公司;金 牌 Mix(green)和 Trans

 

2K
 

Plus
 

DNA
 

marker购自北京擎科生物公司;DNA限制性内切酶

和T4
 

DNA
 

连接酶购自美国Thermo公司。

2 方法

2.1 引物设计与基因克隆 用于扩增丙酸代谢关键

酶基因prpB、prpC 和prpD 的引物序列见表1,由上

海生物工程有限公司合成。按照细菌基因组DNA提

取试剂盒说明提取铜绿假单胞菌PAO1基因组,以其

DNA为模板PCR
 

扩增丙酸代谢关键酶基因prpB、

prpC 和prpD。50
 

μL反应体系:DNA模板1
 

μL,金
牌 Mix

 

45
 

μL,引物F和R(10
 

μmol/L)各2
 

μL。扩增

程序:98
 

℃预变性2
 

min;98
 

℃变性10
 

s,56
 

℃退火1
 

kb/10
 

s,72
 

℃延伸5
 

min,共30个循环;72
 

℃
 

10
 

min,4
 

℃保存。通过1%琼脂糖凝胶电泳验证PCR
产物,用DNA纯化试剂盒回收正确的目的片段。

表
 

1 丙酸代谢关键酶基因PCR扩增引物
Table

 

1 The
 

primers
 

for
 

PCR
 

amplication
 

of
 

key
 

genes
in

 

propionate
 

metabolism
引物名称
Primer

 

name
序列

Sequence

pET-prpB-F AATGGATCCATGAGCCAGACGTCCCTT(BamHI)

pET-prpB-R ATTAAGCTTTCAGGCGTTCTTCTTCTGCGC(HindIII)

pET-prpC-F AATGGATCCATGGCTGAAGCAAAAGTACTGAG(BamHI)

pET-prpC-R ATTAAGCTTTCAGCGTTGCTCCAGCGG(HindIII)

pET-prpD-F AATGGATCCATGAGTGCCAACGTCGATC(BamHI)

pET-prpD-R ATTAAGCTTTCAGATCGCCAGGAGGTCC(HindIII)
  注:下划线碱基为限制性内切酶酶切位点,斜体为限制性内切酶名称。

Notes:The
 

underlined
 

base
 

sindicate
 

the
 

restriction
 

endonuclease
 

binding
 

sites.the
 

restriction
 

endonuclease
 

names
 

are
 

initalics.

2.2 丙酸代谢关键酶基因载体的构建 将prpB、

prpC、prpD 与 pET28a(+)质 粒 用 BamHI 和

HindIII双酶切后,用T4
 

DNA连接酶连接,连接产物

化转至大肠埃希菌DH5α感受态细胞中,转化菌转接

于SOC培养基复苏后涂布于含50
 

μg/mL卡那霉素

的LB固体平板,经菌落PCR和酶切双验证后委托上

海生物工程有限公司测序,将构建正确的重组质粒转

化至感受态E.coli
 

BL21。

2.3 丙酸代谢关键酶的诱导表达 将构建正确的菌

株按1%的比例转接至含50
 

μg/mL
 

卡那霉素的LB
培养液中,37

 

℃、220
 

r/min培养至 A600 值为0.6~
0.8时加入终浓度为0.5

 

mmol/L
 

的IPTG,同时以未

加IPTG诱导的作为对照组,16
 

℃继续振荡培养20
 

h,取1
 

mL诱导后和未诱导的菌液超声破碎,离心,分
别收集上清和菌体沉淀,置于100

 

℃金属浴15
 

min变

性,采用12%
 

SDS-PAGE
 

电泳分析蛋白表达情况。
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2.4 丙酸代谢关键酶的分离纯化 用缓冲液重悬诱

导表达的菌体,加入工作浓度为1
 

mmol/L的PMSF
和0.5

 

mg/mL的溶菌酶,使用低温高压细胞破碎仪

破碎细胞,破碎后的菌液于4
 

℃、8
 

000
 

r/min(离心半

径4.5
 

cm)离心40
 

min,收集上清液,经0.22
 

μm微孔

滤器过滤两次上清液后采用镍柱亲和层析纯化重组蛋

白,纯化蛋白用超滤离心管浓缩,采用NanoDrop
 

2000
超微量分光光度计检测蛋白浓度,-80

 

℃保存备用。

2.5 目 的 蛋 白 的 生 物 信 息 学 分 析 利用 ExPasy
(https://www.

 

expasy.org)的ProtParam在线软件

分析预测目的蛋白的分子质量、等电点、氨基酸组成及

不稳定系数等;利用 ProtScale和 TMHMM
 

Server
 

Version
 

2.0在线预测蛋白的疏水性及跨膜结构;利用

SignalP
 

4.1
 

Server软件预测蛋白质信号肽;采用在线

网 站 http://npsa-prabi.ibcp.
 

fr/cgi-bin/secpred_

sopma.pl预 测 蛋 白 的 二 级 结 构;利 用 SWISS-
MODEL(http://swissmodel.

 

expasy.org)在线预测

对目的蛋白进行三维建模;通过在线软 Hum-mPLo3.
0 预 测 蛋 白 亚 细 胞 定 位

 

(https://services.
healthtech.dtu.

 

dk/cgi-bin/sw_request)。

结 果

1 丙酸代谢关键酶基因的克隆与鉴定

PCR扩增丙酸代谢关键酶基因,扩增产物1%琼

脂糖凝胶电泳分析见图1A。其中prpBr扩增片段约

900
 

bp,prpC 扩增片段约1
 

100
 

bp,prpD 扩增片段

约1
 

500
 

bp,均与预期大小一致。prpB、prpC、prpD
扩增片段Bam

 

HI和Hind
 

III双酶切结果见图1B,分
别得到约5

 

400、900、1
 

100、1
 

500
 

bp的酶切片段。

PCR产物测序后进行比对分析,与GENEBANK中的

序列一致,载体构建正确。

  A 丙酸代谢关键酶基因PCR产物1%琼脂糖凝胶电泳分析 M
 DNA标志物 1~3 prpB

 

PCR产物 4~6 prpC
 

PCR产物 7
 prpD

 

PCR产物 B 丙酸代谢关键酶基因PCR产物双酶切鉴定 
1 prpB

 

PCR产物双酶切 2 prpC
 

PCR产物双酶切 3 prpD
 

PCR产物双酶切
图

 

1 丙酸代谢关键酶基因PCR产物1%琼脂糖凝胶电泳分析
及双酶切鉴定

M  DNA
 

marker  1-3  prpBPCRproduct  4-6  
prpCPCRproduct 7 prpDPCRproduct B 1 Doubledigestion

 

of
 

prpBPCRproduct 2  Doubledigestion
 

of
 

prpCgene  3  
Doubledigestion

 

of
 

prpDgene
Fig.1 PCRproducts

 

of
 

key
 

genes
 

in
 

propionate
 

metabolism
 

were
analyzed

 

by
 

1%
 

agarose
 

gelelectrophoresis
 

and
 

double
 

restriction
enzyme

 

digestion
 

identification

2 丙酸代谢关键酶的诱导表达

将构建正确的重组质粒pET28a-prpB、pET28a-
prpC、pET28a-prpD 化转至E.

 

coli
 

BL21(DE3)中
异源表达,通过SDS-PAGE

 

分析目标蛋白表达情况,
结果见图2。prpB 重组菌经IPTG诱导后的菌液和

上清液中检测到约35×103 蛋白,与PrpB理论相对分

子质量(35.1×103)一致;prpC 重组菌经IPTG诱导

后的菌液和上清液中均检测到约42×103 蛋白,与

PrpC理论分子质量(41.7×103)一致;prpD 重组经

IPTG诱导后的菌液和上清液中均检测到约54×103

蛋白,与PrpD理论分子质量(54.8×103)一致。表明

IPTG成功诱导表达出目的蛋白,且主要以可溶性形

式存在于上清液中。

  M 蛋白标志物 1,5,9 未经IPTG诱导的发酵上清液 2,6,10
 经IPTG诱导的发酵上清液 3,4,7,8,11,12 纯化后的重组蛋白

图
 

2 SDS-PAGE分析PrpB、PrpC和PrpD蛋白的表达

M Protein
 

marker 1,5,9 Fermentation
 

without
 

IPTG 2,6,
10 Fermentation

 

with
 

IPTG 3,4,7,8,11,12 The
 

purified
 

recombinant
 

proteins
Fig.2 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

PrpB,PrpC
 

and
 

PrpD
 

protein
expression

3 丙酸代谢关键酶的纯化

用300
 

mmol/L咪唑缓冲液梯度洗脱,采用镍柱

亲和层析法对重组蛋白PrpB、PrpC、PrpD进行纯化,
得到的目的蛋白纯度较高(图3)。

  M 蛋白标志物 1,6,12 未经
 

IPTG
 

诱导的发酵上清液 2,7,
13 经

 

IPTG
 

诱导的发酵上清液 3,8,14 细胞裂解物上清液 4,5,
9-11,15-17 纯化后的重组蛋白

图
 

3 镍柱亲和层析纯化PrpB、PrpC、PrpD蛋白的SDS-PAGE分析

M Protein
 

marker 1,6,12 Fermentation
 

without
 

IPTG 2,7,
13 Fermentation

 

with
 

IPTG 3,8,14 Supernatant
 

of
 

cell
 

lysate 4,
5,9-11,15-17 The

 

purified
 

recombinantproteins
Fig.3 The

 

separation
 

and
 

purification
 

of
 

PrpB,PrpC
 

and
 

PrpD
 

protein

4 丙酸代谢关键酶蛋白的生物信息学分析

4.1 理 化 性 质 prpB、prpC、prpD 全长分别为

894、1
 

125、1
 

482
 

bp,编码的PrpB、PrpC、PrpD
 

蛋白氨
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基酸个数分别为298、375、494。预测 PrpB、PrpC、

PrpD蛋白的理论分子质量分别为32.14×103、41.69
×103、54.88×103,理论等电点(PI)分别为5.33、

6.03、6.15,带负电的(Asp+Glu)氨基酸残基数分别

为38、47、62个,带正电的(Arg+Lys)氨基酸残基数

分别 为31、41、54个,不 稳 定 系 数 分 别 为 36.71、

24.33、35.55,脂肪指数分别为91.44、85.15、93.48。
在大肠埃希菌中的半衰期均>10

 

h,在酵母细胞中的

半衰期均>20
 

h。PrpB、PrpC、PrpD蛋白的氨基酸组

成见表2。

表
 

2 PrpB、PrpC、PrpD蛋白的氨基酸组成
Table

 

2 Amino
 

acid
 

composition
 

of
 

PrpB,PrpC,PrpD
 

protein

氨基酸
Amimoacid

数量(个)
Quantity(Piece)

PrpB PrpC PrpD

占比(%)
Proportion

PrpB PrpC PrpD
Ala

 

(A) 44 41 59 14.8 10.9 11.9
Arg

 

(R) 17 21 38 5.7 5.6 7.7
Asn

 

(N) 9 9 14 3.0 2.4 2.8
Asp

 

(D) 23 19 34 7.7 5.1 6.9
Cys

 

(C) 4 4 8 1.3 1.1 1.6
Gln

 

(Q) 11 17 17 3.7 4.5 3.4
Glu

 

(E) 15
 

28 28 5.0 7.5 5.7
Gly

 

(G) 19 28 30 6.4 7.5 6.1
His

 

(H) 5 11 18 1.7 2.9 3.6
Ile

 

(I) 15 16 24 5.0 4.3 4.9
Leu

 

(L) 25 39 54 8.4 10.4 10.9
Lys

 

(K) 14 20 16 4.7 5.3 3.2
Met

 

(M) 11 10 11 3.7 2.7 2.2
Phe

 

(F) 13 17 19 4.4 4.5 3.8
Pro

 

(P) 9 16 25 3.0 4.3 5.1
Ser

 

(S) 15 21 27 5.0 5.6 5.5
Thr

 

(T) 18 19 19 6.0 5.1 3.8
Trp

 

(W) 0 4 6 0.0 1.1 1.2
Tyr

 

(Y) 6
 

13 13 2.0 3.5 2.6
Val

 

(V) 25 22 34 8.4 5.9 6.9

4.2 蛋白的疏水性、信号肽及跨膜结构预测 预测

PrpB、PrpC、PrpD
 

蛋 白 的 总 平 均 亲 水 性 分 别 为

0.032、-0.234、-0.140。疏 水 性 分 析 结 果 见 图 4。

PrpB、PrpC、PrpD蛋白具有较好的亲水性,无明显疏

水性 结 构。Signal
 

IP
 

4.1Server在 线 预 测 PrpB、

PrpC、PrpD 蛋 白 不 含 信 号 肽 (图 5);TMHMM
 

Serverv.2.0在线预测
 

PrpB、PrpC、PrpD蛋白跨膜螺

旋数为0,表明3种蛋白均属非跨膜蛋白(图6)。

图
 

4 PrpB、PrpC、PrpD蛋白的疏水性分析

Fig.4 Hydrophobicity
 

analysis
 

of
 

PrpB,PrpC,PrpD
 

protein

图
 

5 PrpB、PrpC、PrpD蛋白的信号肽预测

Fig.5 Signal
 

peptide
 

prediction
 

of
 

PrpB,PrpC,PrpD
 

protein

图
 

6 PrpB、PrpC、PrpD蛋白的跨膜区预测

Fig.6 Transmembrane
 

region
 

predictionof
 

PrpB,PrpC,PrpD
 

protein

4.3 蛋白的二级结构 利用在线软件SOPMA
 

预测

PrpB、PrpC、PrpD
 

蛋白的二级结构,结果见表3和图

7。α螺旋、延伸链、β转角和无规则卷曲参与PrpB、

PrpC、PrpD蛋白二级结构的形成,其中α螺旋和无规

则卷曲是主要的蛋白质元件。

表
 

3 PrpB、PrpC、PrpD蛋白二级结构组成
Table

 

3 composition
 

of
 

PrpB,PrpC,PrpD
 

protein

蛋白
Protein

α螺旋
α

 

helix

个
Piece

占比(%)
Proportion

延伸链
Extended

 

strand

个
Piece

占比(%)
Proportion)

β转角

β
 

turn

个
Piece

占比(%)
Proportion

无规则卷曲
Random

 

coil

个
Piece

占比(%)
Proportion

PrpB 162 54.36 35 11.74 22 7.38 79 26.51
PrpC 203 54.13 34 9.07 26 6.93 112 29.87
PrpD 245 49.60 48 9.72 22 4.45 179 36.23

图
 

7 PrpB、PrpC、PrpD蛋白二级结构预测

Fig.7 Secondary
 

structure
 

prediction
 

of
 

PrpB,PrpC,PrpD
 

protein

4.4 蛋 白 的 三 级 结 构 利用
 

SWISS-MODEL 对

PrpB、PrpC、PrpD蛋白进行同源建模(图8)。PrpB以

1×g3.1.A(Escherichia
 

coli)为模板,GMQE值为

0.91,QMEAN值为0.87±0.05(分数范围为0-1,分
数越大模型质量越高),其与PrpB一致性为76.71%,
达到同源建模要求。α螺旋占49.60%,无规则卷曲占

36.23%,β 转 角 占 4.45%。PrpC 以 6s87.2.A
(Pseudomonas

 

aeruginosa)为 模 板,GMQE 值 为

0.96,QMEAN值为0.89±0.05,其与PrpC一致性为

100%,建模质量好,匹配度高,达到同源建模要求。α
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螺旋占54.13%,无规则卷曲占29.87%,β转角占

6.93%。PrpD 以 6s62.1. A (Pseudomonas
 

aeruginosa)为模板,GMQE值为0.95,QMEAN值为

0.89±0.05,其与PrpD一致性为99.80%,达到同源

建模 要 求。α 螺 旋 占 49.60%;无 规 则 卷 曲 占

36.23%;β转角占4.45%。

图
 

8 PrpB、PrpC、PrpD的三级结构预测

Fig.8 Tertiary
 

structure
 

prediction
 

of
 

PrpB,PrpC,PrpD

4.5 蛋 白 的 亚 细 胞 定 位 经 TargetP-2.0分析,

PrpB、PrpC、PrpD
 

蛋白定位于细胞质中,得分分别为

1.748416、0.350613、0.759303,符合2-甲基异柠檬酸

裂解酶、2-甲基柠檬酸合成酶和2-甲基柠檬酸脱水酶

的功能特征,与在其他细菌中的功能一致。

讨 论

铜绿假单胞菌是一种常见革兰阴性环境微生物,
极易在囊性纤维化患者、烧伤患者和免疫缺陷的个体

中引起严重的急性和慢性感染,已被世界卫生组织指

定为引起医疗感染的巨大威胁[15]。铜绿假单胞菌也

是医疗器械(如导管、雾化器、加湿器)常见定植菌,可
引起呼吸机相关肺炎、脑膜脑炎和败血症等[16],是导

致医院感染的病原体之一。铜绿假单胞菌基因组大小

为6.3
 

Mbp,其遗传复杂性接近于简单的真核生物酿

酒酵母,含有大量参与代谢的基因,而参与代谢的一些

酶在细菌中高度保守[17-18],是了解该病原体的病理适

应性的关键,鉴于丙酸代谢广泛存在于多种感染中,丙
酸代谢途径关键基因已被确定为开发新型抗菌剂的一

个强有力靶点[3],因此掌握相关蛋白在铜绿假单胞菌

中的表达、功能及定位至关重要。
丙酸代谢最初被认为只存在于真菌中,如溶脂假

丝酵母和巢曲霉菌[19]。20世纪90年代末,相关研究

报道 肠 炎 沙 门 菌 和 大 肠 埃 希 菌 中 也 存 在 丙 酸 代

谢[20-21],而且丙酸代谢主要由3种核心酶催化:即

PrpC、PrpD和PrpB[7]。结核分枝杆菌中也存在丙酸

代谢,但其染色体不编码PrpB蛋白,其功能在生理条

件下由乙醛酸循环关键酶-异柠檬酸裂解酶取代完

成[22]。但是PrpB、PrpC、PrpD蛋白酶在铜绿假单胞

菌中的结构和作用目前仍不清楚。本实验选择PrpB、

PrpC、PrpD蛋白为研究对象,利用原核表达技术快速

高效地分离纯化出目的蛋白,为进一步研究 PrpB、

PrpC、PrpD蛋白在丙酸代谢中的功能奠定了基础。
在过去的十年里,“组学”时代信息和技术快速增

长,传统的基因-基因的研究方法不足以满足生物学研

究的增长和需求[23]。生物信息学通过以计算机为工

具对大量的生物信息数据进行存储、检索及分析解释,
成为基因组研究的有力工具。本研究利用生物信息学

方法预测PrpB、PrpC和PrpD蛋白氨基酸组成分别为

298、375、494个,分子质量分别为32.14×103、41.69
×103、54.88×103,等电点分别为5.33、6.03、6.15。

3种蛋白均为亲水性蛋白,无信号肽及跨膜结构。α螺

旋和无规则卷曲是PrpB、PrpC和PrpD蛋白二级结构

的主要蛋白质元件。重组PrpB、PrpC和PrpD蛋白的

表达和纯化及其生物信息学分析对理解3种蛋白结构

和功能的关系具有重要意义,同时为铜绿假单胞菌疾

病的防治及其耐药性的应对方案提供了更多的研究思

路和理论依据。
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