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摘要! 以B:GFQ:U%@"<VÈ,D3,,̀ D33E!V#为引物对分离自患病斑点叉尾 海豚链球菌强毒

株 >̀ k$? 进行*,B>分析$ 同时参照 Q̀JZ9JS中海豚链球菌 ,/-,基因序列设计特异性引

物!以 >̀ k$? 基因组>+,为模板!扩增出约 % <$$ TU的 ,/-,基因!并将其克隆到 U8>%CED

载体上!之后对重组质粒进行B3*和双酶切"M2-1

'

lA)'

'

#鉴定!鉴定正确后送测序公司

测序$ *,B>分析结果显示!>̀ k$? 和标准菌株均能扩增出 ?<$ TU大小的条带$ 通过生物信

息学软件对测序结果分析显示!,/-,基因全长 % <"" TU!由 <#% 个氨基酸组成!与海豚链球菌

,/-,和,/-Z亲缘性达 %$$W!存在 % 个由 @% 个氨基酸组成的信号肽!具有 Z9U!% 和 :̀9Fn

U5\n9JOI5:两个超家族的保守结构域&具有与蛋白翻译后修饰功能相关的磷酸化位点 ## 个和

+E糖基化位点 # 个!编码多肽链中亲水区大于疏水区!是一种膜外蛋白!并具有多个抗原优势

位点区域$ 密码子偏爱性分析表明!斑点叉尾 源海豚链球菌,/-,基因密码子使用频率差异

较大!密码子偏爱性与酵母较为接近$ 获得 Q̀JZ9JS登录号为'.!!$%$$$

关键词! 斑点叉尾 & 海豚链球菌& ,/-,基因& 克隆

中图分类号! 0C%?& X?=<&&&&&&&文献标志码',

&&海豚链球菌#=4(814'&'&&+,/%/28$为
!

E溶血类

链球菌"不属于任何 -9JOQ[GQ6M 分群类型"目前报

道有两种血清型 #

'

和
)

$

*% ;#+

( %C?" 年",KJQb

等*!+在亚马逊淡水河豚上首次分离到海豚链球菌"

随后在以色列)日本)美国和中国香港等多个国家

出现关于该菌引起养殖鱼类发病的报道*!+

( 据统

计"该菌引起美国水产养殖的经济损失约每年

% $$$万美元"全球的经济损失约每年 % 亿美元*@+

'

被认为是危害多种冷暖水鱼类的重要致病菌*<+

'同

时"该菌也能感染其他动物和人类"特别是老年人

和免疫力低下的人群*"+

"成为人们广泛关注的动物

源传染病病原(

海豚链球菌8E6GSQ蛋白为一种表面蛋白"能

够粘附鱼上皮细胞"具有绑定纤维蛋白原和抵抗

巨噬细胞吞噬菌体的作用"为海豚链球菌的主要

毒力因子之一*?+

( 目前关于海豚链球菌 8E6GSQ

蛋白编码基因的研究较少"'R\PGOQ等*=+对 <$ 株来

源于不同宿主和地区的海豚链球菌,/-基因进行

了分析"发现大多数菌株的 ,/-,基因长度都为

% <"" TU"编码蛋白具有 <#% 个氨基酸"但菌株

X8,$$?# 的 ,/-基因编码蛋白具有 <## 个氨基

酸"菌株X8(%@% 的 ,/-基因#编码基因,/-Z$编

码蛋白具有 <?C 个氨基酸"且菌株 X8(%@% 绑定

纤维蛋白原能力也远小于,/-,基因类型的菌株(

可见不同地域和宿主来源的海豚链球菌,/-基因

序列存在不同的变异体"对其蛋白的大小和功能
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有一定的影响'同时这种变异体的出现也说明8E

6GSQ蛋白具有显著的抗原变异性"其组成的变化

可能成为该抗原疫苗研究的重要阻碍( 因此"对

海豚链球菌,/-编码基因进行系统的生物信息学

分析"可为不同来源的海豚链球菌 ,/-基因分子

特性和相关功能的比较分析提供重要理论支撑(

本研究中"作者通过从我国某水产养殖链球菌病

暴发疫区的患病斑点叉尾 #!&426+(+,1+%&424+,$

分离到的海豚链球菌强毒株进行基因组 >+,提

取"参考 Q̀JZ9JS 中海豚链球菌 ,/-,核酸序列

设计的引物进行 B3*扩增"并将扩增产物与

U8>%CED载体连接"经 B3*和双酶切鉴定以及

序列的进化关系比对验证所扩增的基因即为

,/-,基因"随后应用生物信息学分析工具对其进

行分子特性分析"旨在为丰富海豚链球菌 ,/-,

基因生物信息学理论提供资料"同时为 8E6GSQ蛋

白的功能和抗原性研究提供分子生物学依据(

%&材料与方法

!&!'菌株

海豚链球菌 >̀ k$? 分离自某水产养殖链球

菌病暴发疫区的患病斑点叉尾 "由本实验室分

离)鉴定和保存'海豚链球菌标准菌株购自,D33

菌种库"编号!#C%?=';,&)8(/&)/2 &'6/>1<

"

菌株

购自天根生化科技#北京$有限公司(

!&('主要试剂

U8>%CED# 0GFU6Q$ 克隆载体) 高保真酶

B:GFQ0D,*10#B:QFGc$)D

@

>+,连接酶)限制性

内切酶 M2-1

'

和 A)'

'

)>+,89:SQ:)>+,凝

胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒均购自 D9h9*9

公司( 细菌基因组>+,提取试剂盒#>B!$#E$#$

购自天根公司(

!&*'引物设计与合成

根据 Z9OI:9OI 等*C+报道的 B:GFQ:U%@ #<VE

,̀D3,,̀ D33E!V$为引物对 >̀ k$? 进行随机扩

增多态性 >+,标记#:9UGM 9FU6G[GQM U56dF5:UIGO

>+,"*,B>$分析( 根据 Q̀JZ9JS中海豚链球菌

,/-,基因序列# Q̀JZ9JS 登录号为 2)#=?C%C$"

运用生物软件(6GK5 "7$ 和B:GFQ:B:QFGQ:<7$ 对

其上下游引物进行设计"引物序列分别为上游 <VE

3̀ `̀ ,D33,D̀ 3̀D,,,3,,,D3,,,̀ 3E!V

划线部分为添加的 M2-1

'

酶切位点'下游 <VE

333D3̀ ,̀ DD,DD3DD33D3DDD̀ 3̀ DDD,3E

!V划线部分为添加的 A)'

'

酶切位点"划线前端

部分为保护性碱基( 引物由生工生物工程#上

海$有限公司合成(

!&+'菌株培养及#$%制备

在无菌条件下"取低温保存的海豚链球菌

>̀ k$? 和海豚链球菌标准菌株菌种接种于脑心

浸液营养肉汤中"!? a恒温摇床 %#$ :AFGJ 振荡

培养 #@ I"取 # F-菌液 < $$$ ]K离心 # FGJ收集

菌体"并按天根细菌基因组 >+,提取试剂盒

#>B!$#E$#$的操作说明提取菌体基因组>+,(

!&,')%1#分析#W\XU

以 >̀ k$? >+,为模板进行 *,B>分析"并

设阴性对照#无菌超纯水$和阳性对照#标准菌株

>+,$( B3*反应体系为 <$

#

-!B:GFQ0D,*10

#B:QFGc$ #<

#

-">+,模板 %7$

#

-"B:GFQ:U%@

#%$ UF56A-$%

#

-"无菌超纯水 #!

#

-( 反应条

件!C@ a预变性 < FGJ"C@ a !$ \"!? a % FGJ"?#

a % FGJ"共 #< 个循环"最后 ?# a延伸 %$ FGJ(

取 <

#

-扩增产物在 %W琼脂糖凝胶中进行电泳"

通过凝胶成像系统检测结果(

!&.'/4&%基因的12)扩增

以 >̀ k$? >+,为模板对 ,/-,基因进行

B3*扩增( B3*反应体系为 #<

#

-!B:GFQ0D,*

10#B:QFGc$%#7<

#

-">+,模板 %7$

#

-"上)下游

引物#%$ UF56A-$各 %

#

-"无菌超纯水 C7<

#

-(

反应条件!C@ a预变性 < FGJ"C@ a !$ \"<< a !<

\"?# a % FGJ"共 !$ 个循环"最后 ?# a延伸 %$

FGJ( 取 <

#

-扩增产物在 %W琼脂糖凝胶中进行

电泳"通过凝胶成像系统检测结果(

!&U'/4&%基因的/%克隆$测序及序列分析

B3*扩增产物经 %W琼脂糖凝胶电泳分离

后"回收目的片段"再与 U8>%CED载体进行连接

反应"构建 U8>%CEDE,/-,重组质粒"并将重组质

粒转化到大肠杆菌 >1<

"

"筛选阳性克隆并进行

B3*和酶切鉴定( 同时将 U8>%CEDE,/-,重组质

粒送生工生物工程#上海$有限公司测序(

!&K'核酸序列特征分析

利用+3Z/的(*..GJMQ:工具进行开放性阅

读框分析*%$+

"再利用+3Z/的Z-,0D+工具进行

序列的相似性搜索*%%+

"并通过 +QbZ69JS6P向

+3Z/提交该序列(

!&R'蛋白质序列特征分析

应用瑞士蛋白质专家网在线翻译工具将

)$"
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>̀ k$? ,/-,基因序列翻译成氨基酸序列*%#+

'通

过+3Z/的Z-,0DB程序进行氨基酸序列同源性

检索*%!+

"利用36R\P96k#7$ 软件和82̀ ,@7% 软

件构建进化树*%@ ;%<+

'应用 >+,0D,*B:5PQ9J 软

件进行二级结构预测"通过 3I5RE.9\F9J 法从氨

基酸残基的晶体结构预测蛋白质二级结构*%"+

"通

过 9̀:JGQ:E*5T\5J 法计算特定氨基酸残基在特定

结构内部的可能性*%?+

'应用 +3Z/35J\Q:̂QM

>5F9GJ\查找工具分析蛋白质结构域*%=+

'应用

ZG5QMGP?7$ 软件进行疏水性分析*%C ;#$+

"并在

IPPU!

!

bbb7TG5PQOI75R7QMRA进行 >̀ k$? 8E

6GSQ蛋白溶解度预测'+QPBI5\#7$ 及 +QP+̀ 6dO

%7$ 在线程序分析磷酸化位点和糖基化位

点*#% ;##+

"0GKJ96B!7$ 0Q:̂Q:在线搜索查找信号肽

序列*#!+

"同时 D8188进行跨膜区预测*#@+

'根

据>+,0D,*'9FQ\5JEe56[分析该蛋白的主要

抗原决定簇位置'应用28Z(00生物信息学在线

分析工具的OIGU\和 OR\U 程序计算 >̀ k$? ,/-,

基因中不同密码子在同一个氨基酸编码中所占的

比例"并通过外延法计算密码子在编码基因中出

现的频率*#<+

"将结果与大肠杆菌)酵母和人的密

码子偏爱性进行比较*#"+

(

#&结果

(&!')%1#分析#W\XU

B3*扩增结果显示">̀ k$? 和标准菌株均具

有一条约 ?<$ TU大小的扩增产物"而阴性对照未

扩增出条带#图 %$(

图 !')%1#分析电泳图

8%7>-%<$$$ 89:SQ:' 8#7>-#$$$ 89:SQ:' %7标准菌株'

#7>̀ k$?E%' !7>̀ k$?E#' @7阴性对照(

E6@&!'S>8"A5=IH=58A=@537=<)%1#

8%7>-%<$$$ 89:SQ:' 8#7>-#$$$ 89:SQ:' %7PdUQOR6PR:Q

\P:9GJ' #7>̀ k$?E%' !7>̀ k$?E#' @7JQK9PĜQO5JP:567

(&('/4&%基因的扩增和/克隆鉴定

以 >̀ k$?基因组 >+,为模板"根据所设计

的B3*引物"经高保真>+,聚合酶特异性的扩增

出一条位于 % $$$ _# $$$ TU 目的片段#图 #$(

B3*产物经胶回收纯化后"与 U8>%CED载体连接

获得 重 组 质 粒 U8>%CEDE,/-," 重 组 质 粒 经

M2-1

'

lA)'

'

以双酶切和B3*鉴定正确#图 !$(

图 ('#W\XU /4&%基因的12)扩增结果

87>-#$$$ 89:SQ:' %7,/-,基因扩增产物(

E6@&('12)37I>6<6"3A6=?589:>A=<#W\XU /4&%@8?8

87>-#$$$ 89:SQ:' %7B3*U:5MROPG5J 5[PIQ,/-,KQJQ7

图*'重组质粒IN#!R0/0/4&%的酶切和12)鉴定结果

8%7>-%<$$$ 89:SQ:' 8#7>-#$$$ 89:SQ:' %7U8>%CEDE

,/-,AM2-1

'

' #7U8>%CEDE,/-,AM2-1

'

l A)'

'

' !7

U8>%CEDE,/-,重组质粒的B3*产物(

E6@&*'C;8?A6<6"3A6=?589:>A=<AH858"=746?3?A

I>3976;IN#!R0/0/4&%4F 589A56"A6=?

;6@89A6=?3?;12)37I>6<6"3A6=?

8%7>-%<$$$ 89:SQ:' 8#7>-#$$$ 89:SQ:' %7U8>%CEDE

,/-,AM2-1

'

' #7U8>%CEDE,/-,AM2-1

'

lA)'

'

' !7B3*

U:5MROPG5J 5[PIQ:QO5JTGJ9JPU69\FGM U8>%CEDE,/-,7

(&*'核苷酸序列特征分析

对重组质粒 U8>%CEDE,/-,测序结果表明"

>̀ k$? ,/-,基因是一个由 % <"" 个碱基组成的

完整开放性阅读框#(*.$"编码一个长度为 <#%

!$"
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个氨基酸的蛋白( 全序列中 3̀含量为 !"7<!W(

(&+'蛋白质序列特征分析

氨基酸序列分析&&瑞士蛋白质分析专家系

统 U:5PU9:9F工具预测表明">̀ k$? ,/-,(*.编

码一条由 <#% 个氨基酸残基组成的多肽"相对分

子量为 <?7@= SR"等电点理论值为 <7?="分子式

为3

#@=%

1

@%<C

+

?$<

(

=#?

0

%#

( ,/-,编码蛋白的氨基酸

组成成分分析表明#表 %$"蛋白质中含量较高的

氨基酸为 ,69# %@7@W$) 6̀R # %!7"W$ 和 -d\

#%!7"W$"含量较少的氨基酸为D:U#$7@W$"Dd:

#$7=W$和1G\#$7=W$"而,/-,氨基酸组成中则

不含有 3d\)Bd6和 0QO( 其中"疏水氨基酸 #$!

个"占氨基酸总数的 !C7$W"亲水性氨基酸有 %!@

个"占 #<7?W"酸性氨基酸#,\U l̀ 6R$C! 个"占

%?7CW" 碱性氨基酸 # ,:K l-d\$ =? 个" 占

%"7?W(

表 !'海豚链球菌/4&%基因序列推导肽链的氨基酸组分分析

/34&!'%76?= 3"6;"=7I=96A6=?=<;%494'-/4&%@8?8;8;:"8;376?= 3"6;

氨基酸

9FGJ5 9OGM

数量

9F5RJP

摩尔百分比AW

F56UQ:OQJP9KQ

氨基酸

9FGJ5 9OGM

数量

9F5RJP

摩尔百分比AW

F56UQ:OQJP9KQ

,69 ?< %@7@ -d\ ?% %!7"

,:K %" !7% 8QP %# #7!

,\J !% "7$ BIQ " %7#

,\U ## @7# B:5 " %7#

3d\ $ $ 0Q: #! @7@

6̀J #@ @7" DI: !? ?7%

6̀R ?% %!7" D:U # $7@

6̀d %C !7" Dd: @ $7=

1G\ @ $7= 496 ## @7#

/6Q #% @7$ Bd6 $ $

-QR << %$7" 0QO $ $

&&进化树分析&&利用 36R\P96k#7$ 软件对

#$ 个相关菌株的氨基酸序列#表 #$运行 8R6PGU6Q

0QLRQJOQ,6GKJFQJP程序和 82̀ ,@7% 程序构建

系统发育树系图#图 @$( 可见">̀ k$? ,/-,编

码氨基酸序列与海豚链球菌的,/-,和,/-Z编码

氨基酸序列亲缘关系均达 %$$W'与链球菌属的

乳房 链 球 菌 # =C+98(/,$) 停 乳 链 球 菌 # =C

<*,5262&4/28$)酿脓链球菌#=C1*'58%8,$和马链球

菌#=C8H+/$等的亲缘关系较远(

二级结构预测&&将 ,/-,基因编码氨基酸

序列"共计 <#% 个氨基酸运用 >+,0D,*B:5PQ9J

软件模块进行二级结构预测"使用不同的预测方

法分析"预测 ,/-,基因编码的氨基酸序列的二

级结构不尽相同"其所含有的
"

螺旋)

!

折叠和下

转角区段的数目及存在的位置表现出很大的差

异( 9̀:JGQ:E*5T\5J 法预测结果显示"鱼源海豚

链球菌分离株的,/-,基因编码氨基酸序列有 %$

个
"

螺旋中心"" 个
!

折叠区段"%C 个 D转角区

段'3I5RE.9\F9J 法预测结果显示"该蛋白有 %<

个
"

螺旋中心"= 个
!

折叠区段"%$ 个 D转角区

段( 两种方法所测的共有
"

螺旋中心为 8QP%E

,69##) -QR@"E,69<@) D:U??E/6Q=?) ,:KC#E-QR%%=)

-d\%#!E-QR%!<) ,\J%@@E,\U%<<) /6Q%?$E,:K%??)

6̀R%=#E0Q:%=?) DI:#$%E/6Q#!@) DI:#@!E-QR#"#)

496#"CÈ6R#C%) ,69#CCÈ6R!!?) DI:!@$E-d\@#")

,69@!%EB:5@<<),:K<%<È6R<#%'共有的
!

折叠区段

为 Dd:"?EDd:"?) ,:K?!EBIQ?@) -d\%!=È6J%!C)

,\J@?@E,\J@?@)0Q:@=?E,\U@C$'共有的 D转角区

段/6Q#"E/6Q#C)DI:!?EDI:!?)0Q:%C@E496%C"(

超家族结构域分析 & & +3Z/的 3>>

#O5J\Q:̂QM M5F9GJ$工具分析发现">̀ k$? ,/-,

编码氨基酸序列在 +E末端的第 ##% 个和第 @#@

个氨基酸残基之间含有 % 个 Z细胞受体关联蛋

白 !%#Z9U!%$超家族的保守结构域和 +E末端的

第 @?? 个和第 <%" 个氨基酸残基之间含有 % 个

:̀9FnU5\n9JOI5:超家族的保守结构域( 经一次

迭代分析"Z9U!% 超家族结构域与斑马鱼#72%/'

(8(/'$)凹鼻#G84(2'<'% %/5('D/(/</,$)光滑念珠

菌#02%</<2 5629(242$ 和白色念珠菌 #02%</<2

269/&2%,$等具有极高相似性' :̀9FnU5\n9JOI5:结

构域序列与链球菌属的其他成员菌"如乳酸乳球

菌#"2&4'&'&&+,62&4/,$)酿脓链球菌和马链球菌具

有极高相似性(

"$"
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表 ('/4&基因氨基酸序列相关的菌株

/34&('/H858>3A8;9A536?9=<AH8/4&@8?8376?= 3"6;98B:8?"8

基因

KQJQ

蛋白产物

U:5PQGJ U:5MROP

细菌名称

T9OPQ:G96J9FQ

Q̀JZ9JS登录号

9OOQ\\G5J J57

,/-, 0G8 U:5PQGJ =4(814'&'&&+,/%/28 ,ZY=%"#@

,/-, 0G8 U:5PQGJ =4(814'&'&&+,/%/28 ,ZY=%"#C

,/-Z 0G8 U:5PQGJ =4(814'&'&&+,/%/28 ,ZY=%"!=

691 -9OP5[Q::GJ TGJMGJK U:5PQGJ =4(814'&'&&+,+98(/, ,,X=!<??

<8-, 8E6GSQU:5PQGJ =4(814'&'&&+,<*,5262&4/28 3,Z"<@%%

8-- 8 U:5PQGJ =4(814'&'&&+,<*,5262&4/28 ,>>=#C=@

,45@=$7$ ,JPGUI9K5OdPGO8 U:5PQGJ =4(814'&'&&+,<*,5262&4/28 gBn$$#CC<C"%

J91

,JPGUI9K5OdPGOOQ66\R:[9OQE9JOI5:QM [GT:GJ5KQJE9JM

/K`.OETGJMGJK U:5PQGJ 0H8

=4(814'&'&&+,8H+/ gBn$$#?@!?<%

J91 .GT:GJ5KQJETGJMGJK U:5PQGJ =4(814'&'&&+,8H+/ ,,3!=@@<

&,1Y7# 2FFE6GSQOQ66\R:[9OQU:5PQGJ 3\UY7# =4(814'&'&&+,8H+/ gBn$$#%#@#!"

,12%= B:5PQOPĜQ9JPGKQJ =4(814'&'&&+,1*'58%8, ,,>@#C!C

,12 0P:QUP5O5OO96U:5PQOPĜQ9JPGKQJ =4(814'&'&&+,1*'58%8, ,3>=%@?%

J&(,= [O:,= =4(814'&'&&+,1*'58%8, 3,,<<#!<

8--%# 8 U:5PQGJ =4(814'&'&&+,1*'58%8, B%C@$%

8--%= 8%= U:5PQGJ U:QOR:\5: =4(814'&'&&+,1*'58%8, +Bn"$=$@?

8--C 8 U:5PQGJ PdUQC =4(814'&'&&+,1*'58%8, 3,,<%#=%

8--% 8 U:5PQGJ PdUQ% =4(814'&'&&+,1*'58%8, +Bn#"CC?!

8--!7% 8 U:5PQGJ PdUQ! =4(814'&'&&+,1*'58%8, ,,,C"C"$

8-- 8 U:5PQGJ =4(814'&'&&+,\U7.K:5RU -̀ ,3-<%=!=

图 +'#W\XU /4&%与参考菌株同源基因

氨基酸序列进化树分析

%\9FU6Q&代表 >̀ k$? ,/-,编码氨基酸序列(

E6@&+'/H8IHF>=@8?8A6"A5883?3>F96948AG88?AH8#W\XU

/4&%3?;6A9H=7=>=@=:9=<AH858<858?"89A536?9

%\9FU6Q&:QU:Q\QJP\PIQ9FGJ5 9OGM \QLRQJOQ5[>̀ k$? ,/-,7

&&疏水性分析&&疏水性预测分析表明"

>̀ k$? ,/-,多肽链有 ? 个主要的疏水区"分别

位于氨基酸序列的 %@ _!= 位)<= _"@ 位)%C$ _

#$% 位)#C" _!$" 位)!#< _!!C 位)@$# _@$? 位和

@C? _<%% 位( 整个蛋白质疏水性最大值为

#7%<""最小值为;!7###"而且亲水区在蛋白质多

肽链占据的区域大于疏水区域( 重组蛋白可溶度

预测结果显示"当选择大肠杆菌为表达宿主时"

>̀ k$? ,/-,重组蛋白的溶解度达 "@7@W(

磷酸化位点和 +E糖基化位点分析& &

+QPBI5\#7$ 程序分析表明"当阈值为 $7< 时"

>̀ k$? ,/-,氨基酸序列中共有 ## 个潜在的磷

酸化位点"其中包含 %$ 个丝氨酸#0Q:$磷酸化位

点)%% 个苏氨酸#DI:$磷酸化位点和 % 个酪氨酸

#Dd:$磷酸化位点"而且 +E末端氨基酸磷酸化的

数量明显多于3E末端( +QP+̀ 6dO%7$ 程序预测表

明">̀ k$? ,/-,氨基酸序列中共有 # 个潜在的

+E糖基化位点"当取阈值为 $7< 时"第 %"" 位和第

#C! 位的天冬酰胺#,\J$可能被糖基化(

信号肽和跨膜区分析&&0GKJ96B4!7$ 程

序的 0GKJ96BE++和 0GKJ96BE++0/8,E188两个

模型预测发现">̀ k$? ,/-,氨基酸序列 +末端

有一个由 @% 个氨基酸组成的信号肽"信号肽切割

位点位于序列的第 @% 和 @# 个氨基酸残基之间(

通过在线预测工具 D8188 0Q:̂Q:^7#7$ 对

>̀ k$? ,/-,基因编码氨基酸序列进行跨膜区预

#$"
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! 期 汪开毓"等!斑点叉尾 源海豚链球菌 >̀ k$? 株,/-,基因克隆)鉴定及分子特性分析 &&

测"预测结果表明第 % _%" 个氨基酸位于膜内)第

%? _!C 个氨基酸为跨膜区)第 @$ _<#% 个氨基酸

位于膜外(

抗原位点预测&&'9FQ\5JEe56[分析显示"

>̀ k$? ,/-,编码氨基酸序列具有多个抗原优势

位点区域"分别位于 @ _%" 位)!C _"% 位)?$ _?!

位)=# _%%! 位)%%= _%=% 位)%=! _%C! 位)#$# _

##< 位)##C _#"? 位)#?$ _#C" 位)!$! _!!= 位)

!@% _!C= 位)@$# _@<$ 位)@<? _@"! 位)@"< _@C<

位)<%! _<#% 位(

密码子偏爱性分析&&用 28Z(00的 OIGU\

程序计算 >̀ k$? ,/-,基因的+Of@%7C#@"该值

是一个基因的密码子使用频率与同义密码子平均

使用频率偏差的量化值( +O值的范围为 #$#每

个氨基酸只使用一个密码子的极端情况$到 "%

#各个密码子均被平均使用 $( 然后运行

28Z(00的OR\U程序"得到密码子使用频率( 其

中">̀ k$? ,/-,基因有 %$ 个密码子出现频率为

$"终止密码子仅出现 D,,( 分析表明">̀ k$?

,/-,基因在同一氨基酸的不同密码子的选择上

存在一定的偏向性"特别是对于 ,)>)2) )̀1)/)

h)B和X氨基酸的密码子使用的选择上"存在较

大的偏向性"分别偏爱使用 3̀D#.:9OP值为

$7@"?$) ,̀D#.:9OP值为 $7?#?$) ,̀,#.:9OP值

为 $7=?!$)`̀ D#.:9OP值为 $7<#"$)3,D#.:9OP

值为 %7$$$ $) ,DD#.:9OP值为 $7<?% $) ,,,

#.:9OP值为 $7=@<$)33,#.:9OP值为 $7=!!$)

3,,#.:9OP值为 %7$$$$( %A%$$$ 代表该密码子

在编码基因中出现的频率( ,/-,A;C&'6/),/-,A

gQ9\P),/-,A1RF9J 分别表示 >̀ k$? ,/-,与大

肠杆菌)酵母及人的密码子出现频率的比值(

>̀ k$? ,/-,与大肠杆菌)酵母及人的密码子使

用频率比值 #,/-,A;C&'6/) ,/-,AgQ9\P) ,/-,A

1RF9J$在 $7< _#7$ 之间的表示对该密码子的偏

爱性较为接近"反之则差别较大( 结果表明"

>̀ k$? ,/-,与大肠杆菌等 ! 种密码子使用频率

差值较大的在大肠杆菌有 @@ 个"酵母有 !! 个"人

有 @$ 个( 由此可见">̀ k$? ,/-,的密码子使用

偏爱性模式与酵母的基因最相似"真核表达系统

更适合于 >̀ k$? ,/-,基因编码蛋白的外源

表达(

!&讨论

8E6GSQ蛋白为海豚链球菌的主要毒力因子"

与酿脓链球菌)马链球菌和无乳链球菌的 8E6GSQ

蛋白一样具有绑定人纤维蛋白原和保护菌体不被

吞噬的作用"且在酿脓链球菌中与其血清型多样

性分析有关*?+

( 新型血清型的出现主要由细菌

表面抗原发生变异引起"海豚链球菌的 8E6GSQ蛋

白有多种变异体( 'R\PGOQ等*=+研究显示"该蛋白

为螺旋盘绕蛋白"分子量约 <! SR"主要具有两个

变异体"其中一个是在原氨基酸序列中插入了一

个氨基酸"另一个分子量约 <C SR"而 -5OSQ等*?+

发现罗非鱼源的海豚链球菌分离株具有另一变异

体 0G8,%"其氨基酸序列出现移码或提前终止(

因此对海豚链球菌的 8E6GSQ蛋白的核酸序列和

氨基酸序列进行分析"能够为该蛋白抗原变异性

研究提供分子生物学理论依据(

病原菌在不同遗传背景下"其特异性毒力基

因可能发生变异"而这些毒力基因可能与疾病的

发病机制之间存在密切的联系*#=+

( 目前研究认

为"海豚链球菌在感染宿主的过程中",/-基因出

现两种突变体"共有 ! 种类型*? ;=+

( 本试验中"测

序结果显示">̀ k$? ,/-基因序列全长 % <"" TU"

通过比对为,/-,"推导的氨基酸序列含有 <#% 个

氨基酸"其中不同氨基酸的含量差异较大( 与已

报道的海豚链球菌,/-,基因同一性为 %$$W"与

,/-Z差异较大( 进化关系分析表明" >̀ k$?

,/-,氨基酸序列与海豚链球菌 ,/-基因的亲缘

关系达到 %$$W"提示 >̀ k$? ,/-,氨基酸序列

仍具有极高的保守性( 通过 +QbZ69JS6P将序列

提交到+3Z/"获得基因登录号为'.!!$%$$(

氨基酸的疏水性是每种氨基酸所固有的特

性"它是决定一个蛋白质最终折叠成的三维构象

的一个重要因素*#C+

"可以作为判定该蛋白是否为

跨膜蛋白的指标"特别是在一段多肽中如果能够

发现几个亲)疏水区相间隔存在的情况"一般可作

为跨膜蛋白的标识"而跨膜蛋白往往是受体等的

作用位点( 因此"分析疏水区和跨膜区对于分析

一个蛋白质的性质功能具有一定的意义( 分析

>̀ k$? ,/-,肽链的疏水区分布情况"亲水区在

蛋白质多肽链占据的区域大于疏水区域"表现出

一定的亲水性( 当选择大肠杆菌为表达宿主时"

,/-,重组蛋白的溶解度达 "@7@W"这提示建构表

达质粒时"在,/-,基因两端选择加入合适的融合

蛋白标签显得尤为重要"而且也有利于提高重组

蛋白的可溶解度和重组蛋白的纯化水平*#=+

( 跨

$$"
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膜区预测结果显示"该序列具有一个跨膜区"提示

它可能作为膜受体起作用( 信号肽是引导翻译出

的前体蛋白通过细胞膜分泌到细胞外的一段序

列"经信号肽酶切除信号肽序列后的前体蛋白才

可能成为具有正常功能的成熟蛋白*!%+

( 信号肽

预测结果表明">̀ k$? ,/-,信号肽由 @% 个氨基

酸组成"信号肽切割位点位于序列的第 @% 和 @#

个氨基酸残基之间( 而 'R\PGOQ等*=+研究发现"不

同类型的 ,/-基因的前 @% 个氨基酸残基具有

%$$W的相似性"与本实验预测结果一致"表明该

信号肽具有很高的保守性(

编码天然蛋白质 #$ 种氨基酸的密码子共 "%

种"每种氨基酸可由 % 个至多个密码子#最多的有

" 个$编码( 密码子的这种兼并性特征造成了不

同物种密码子使用偏爱性不同"即编码同一个氨

基酸的密码子在不同物种中具有不同的使用频

率( 分析密码子的偏爱性对于外源基因选择合适

的宿主表达系统"进行基因的体外表达具有重要

意义( 本试验使用 28Z(00直接通过网络递交

序列进行分析( 从 31/B0程序返回的结果可以

看出">̀ k$? ,/-,在密码子的选择可能存在一

定的偏向性"因此决定运行3)0B程序"检查该蛋

白的密码子使用的详细情况"从返回的结果可以

看出"该蛋白在,)>)2) )̀1)/)h)B和X等氨基

酸在密码子的选择上存在一定的偏向性"而关于

,/-,在密码子的使用上的偏爱性问题"目前还未

见有报道( 通过与大肠肝菌)酵母和人的密码子

偏爱性进一步比较可以看出",/-,的密码子与大

肠杆菌和人的相差较大"其表达系统选择更适合

在真核系统#如酵母$中高效作用( 当然"外源基

因的表达受到多种因素的共同作用"如要表达载

体的选择)表达蛋白的种类)是否会对表达宿主菌

产生毒性)是否需大量表达)如何纯化等"而密码

子偏爱性的影响只是其中一种因素( 通过密码子

偏爱性分析不仅可为目的基因表达选择合适的表

达系统"同时也可为改造密码子从而提高基因的

表达量提供依据(

参考文献!

* % +&eQGJ\PQGJ 8" -GPP8" hQ:PQ\H>" 84267/J^9\ĜQ
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^9OOGJQMQ̂Q65UFQJP*'+7B-50(+2"#$$="! #?$!

% ;%!7

* = +&'R\PGOQZ"*QGJd D",9:PG)"84267/MQJPG[GO9PG5J 9JM

F56QOR69:OI9:9OPQ:G\9PG5J 5[9[GT:GJ5KQJ TGJMGJK

U:5PQGJ [:5F =4(814'&'&&+, /%/28 * '+7Z83

8GO:5TG565Kd"#$$="=#"?$!? ;%"7

* C +&Z9OI:9OI "̀Y65PSGJ ,"1R:̂GPH,"84267*QO5^Q:d 5[

=4(814'&'&&+,/%/28[:5F MG\Q9\QM [G\I U:Q̂G5R\6d

^9OOGJ9PQM bGPI 9\P:QUP5O5OOR\̂ 9OOGJQ*'+7,UU6GQM

9JM 2J^G:5JFQJP968GO:5TG565Kd" #$$%" "? # = $!

!?<" ;!?<=7

*%$+&*5FTQ6/D" 0dSQ\h ." *9dJQ:0" 84267(*.E

./+>2*! 9 ^QOP5: [5: IGKIEPI:5RKIURP KQJQ

GMQJPG[GO9PG5J*'+7̀QJQ"#$$#"#=##% ;#$!!! ;@%7

*%%+&2S6RJM ,3" .:GG\ B" eQ:JQ:\\5J *" 84267

(UPGFGH9PG5J 5[PIQZ-,0D+\RT\PGPRPG5J F9P:Gc [5:

U:QMGOPG5J 5[ J5JE\UQOG[GO >+, FGO:59::9d

IdT:GMGH9PG5J7*'+7+RO6QGO,OGM\*Q\Q9:OI"#$%$"!=

#@$!#?7

*%#+&eG6SGJ\8*" 9̀\PQGKQ:2"Z9G:5OI ,"84267B:5PQGJ

GMQJPG[GO9PG5J 9JM 9J96d\G\P556\GJ PIQ2cB,0d \Q:̂Q:

*'+78QPI5M\GJ 856QOR69:ZG565Kd" %CCC" %%#!

<!% ;<<#7

*%!+&'9O5T ," -9JO9\PQ:'" ZRI6Q:'" 842678Q:OR:d

%$"



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

! 期 汪开毓"等!斑点叉尾 源海豚链球菌 >̀ k$? 株,/-,基因克隆)鉴定及分子特性分析 &&

Z-,0DB! 9OOQ6Q:9PGJK U:5PQGJ \QLRQJOQ96GKJFQJP

* '+7 ,38 D:9J\9OPG5J\ 5J *QO5J[GKR:9T6Q

DQOIJ565Kd 9JM 0d\PQF\"#$$="%##$7

*%@+&D9FR:9h" >RM6Qd '" +QG8" 8426782̀ ,@!

F56QOR69:Q̂56RPG5J9:d KQJQPGO\9J96d\G\#82̀ ,$

\5[Pb9:Q^Q:\G5J @7$ *'+7856QOR69:ZG565Kd 9JM

2̂56RPG5J"#$$?"#@#=$!%<C" ;%<CC7

*%<+&DI5FU\5J '>" G̀T\5J D'"B6QbJG9S ."84267DIQ

3-)0D,-nkbGJM5b\GJPQ:[9OQ![6QcGT6Q\P:9PQKGQ\

[5:FR6PGU6Q\QLRQJOQ96GKJFQJP9GMQM Td LR96GPd

9J96d\G\P556\*'+7+RO6QGO,OGM\*Q\Q9:OI"%CC?"#<

##@$!@=?" ;@==#7

*%"+&徐超"李欣然"信洪一"等7鸭瘟病毒 K3基因的克

隆及其分子特性分析*'+7中国兽医科学"#$$="!=

#%#$!%$!= ;%$@@7

*%?+& 9̀:JGQ:'"(\KRPI5:UQ>'"*5T\5J Z7,J96d\G\5[PIQ

9OOR:9Od 9JM GFU6GO9PG5J\5[\GFU6QFQPI5M\[5:

U:QMGOPGJK PIQ\QO5JM9:d \P:ROPR:Q5[K65TR69:U:5PQGJ\

*'+7'5R:J965[856QOR69:ZG565Kd"%C?="#$ #%$!

C? ;%#$7

*%=+&89:OI6Q:EZ9RQ:,",JMQ:\5J 'Z"3IQ:RSR:GB."

842673>>!935J\Q:̂QM M5F9GJ M9P9T9\Q[5:U:5PQGJ

O69\\G[GO9PG5J*'+7+RO6QGO,OGM\*Q\Q9:OI"#$$<"!!

#>9P9T9\QG\\RQ$!>%C# ;>%C"7

*%C+&15UU DB" e55M\ h *7B:QMGOPG5J 5[ U:5PQGJ

9JPGKQJGOMQPQ:FGJ9JP\[:5F 9FGJ5 9OGM \QLRQJOQ\

*'+7B:5OQQMGJK\ 5[PIQ +9PG5J96,O9MQFd 5[

0OGQJOQ\"%C=%"?=#"$!!=#@ ;!=#=7

*#$+&hdPQ'" >556GPP6Q * .7, \GFU6Q FQPI5M [5:

MG\U69dGJK PIQIdM:5U9PIGOOI9:9OPQ:5[9U:5PQGJ*'+7

'5R:J965[ZG565Kd"%C=#"%<?#%$!%$< ;%!#7

*#%+&Z65F+" 9̀FFQ6P5[P0" Z:RJ9S 070QLRQJOQ9JM

\P:ROPR:QET9\QM U:QMGOPG5J 5[ QRS9:d5PGO U:5PQGJ

UI5\UI5:d69PG5J \GPQ\* '+7'5R:J965[856QOR69:

ZG565Kd"%CCC"#C@#<$!%!<% ;%!"#7

*##+& R̀UP9*"'RJK 2" 5̀56Qd , ,"842670O9JJGJK PIQ

9̂9G69T6Q7/&4*',486/+-</,&'/<8+- U:5PQ5FQ[5:(E

6GJSQM 6̀O+,O K6dO5\d69PG5J \GPQ\ R\GJK JQR:96

JQPb5:S\* '+7 6̀dO5TG565Kd" %CCC" C # %$ $!

%$$C ;%$##7

*#!+&ZQJMP\QJ '>" +GQ6\QJ 1" ^5J 1QGjJQ "̀ 84267

/FU:5^QM U:QMGOPG5J 5[\GKJ96UQUPGMQ\!0GKJ96B!7$

*'+7'5R:J965[856QOR69:ZG565Kd"#$$@"!@$ #@$!

?=! ;?C<7

*#@+&8566Q:0"3:5JGJK 8 >",UbQG6Q:*72̂96R9PG5J 5[

FQPI5M\[5:PIQU:QMGOPG5J 5[FQFT:9JQ\U9JJGJK

:QKG5J*'+7ZG5GJ[5:F9PGO\"#$$%"%?#?$!"@" ;"<!7

*#<+&王艳"马文丽"郑文岭70,*0冠状病毒的密码子偏

爱性分析 * '+7生命科学研究" #$$!" ? # ! $!

#%C ;##!7

*#"+&+9S9FR:9g" 5̀j5T5:GD"/SQJR:9D735JM5J R\R9KQ

P9TR69PQ [5:F PIQ GJPQ:J9PG5J96 >+, \QLRQJOQ

M9P9T9\Q\!\P9PR\[5:PIQdQ9:#$$$*'+7+RO6QGO,OGM\

*Q\Q9:OI"#$$$"#=#%$!#C#7

*#?+&Z9:JQ\,3" g5RJK . 8" 15:JQ 8 D" 84267

=4(814'&'&&+,/%/28!\Q:565KGO96MG[[Q:QJOQ\"U:Q\QJOQ

5[O9U\R6Q9JM :Q\G\P9JOQP5 GFFRJQ\Q:RF SG66GJK

*'+7>G\Q9\Q\5[,LR9PGO(:K9JG\F\" #$$!" <!!

#@% ;#@?7

*#=+&Z:5OIQP8" 35R^Q2" Y5RGJQ8" 84267 Q̀J5FGO
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