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结核分枝杆菌 Mce3R蛋白的生物信息学分析*
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【摘要】 目的 采用生物信息学方法分析结核分枝杆菌的Rv1963c基因及其编码的 Mce3R蛋白结构和功能。 方法

 自NCBI网站获取Rv1963c基因及 Mce3R蛋白的基本信息;使用Protparam和ProtScale预测 Mce3R蛋白的理化性

质和亲疏水性;使用SignaIP4.1
 

Server、TMHMM
 

Serverv.2.0和NetPhos3.1软件预测Mce3R蛋白的信号肽、跨膜结构

及磷酸化位点;使用SOPMA预测Mce3R蛋白的二级结构,通过SWISS
 

MODEL软件构建该蛋白的三级结构模型;分别

使用IEDB和SYFPEITHI预测Mce3R蛋白的B和T细胞表位;通过STRING数据库预测Mce3R的相互作用蛋白。 
结果 Rv1963c基因全长1

 

221
 

bp,编码的 Mce3R蛋白氨基酸数为406,分子式为C1948H3177N587O581S7;亲水性系数

-0.132,预测其为亲水性蛋白。Mce3R蛋白含有磷酸化位点和抗原表位。 结论 生物信息学方法分析 Mce3R蛋白

含有一个保守的结构域,其结构域与结核分枝杆菌耐药性的产生密切相关,为抗结核药物靶点的选择提供了新方向。预

测 Mce3R蛋白含有大量抗原表位,可能成为结核病疫苗的候选蛋白。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

structure
 

and
 

function
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

Rv1963c
 

gene
 

and
 

its
 

encoding
 

Mce3R
 

protein
 

by
 

bioinformatics
 

method. Methods The
 

basic
 

information
 

of
 

Rv1963c
 

gene
 

and
 

Mce3R
 

protein
 

was
 

obtained
 

from
 

NCBI
 

website.The
 

physicochemical
 

properties
 

and
 

hydrophilicity
 

of
 

Mce3R
 

protein
 

were
 

predicted
 

by
 

Protparam
 

and
 

ProtScale.SignaIP4.1
 

Server,TMHMM
 

ServerV.2.0
 

and
 

NetPhos3.1
 

software
 

were
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

signal
 

peptide,transmembrane
 

structure
 

and
 

phosphorylation
 

site
 

of
 

Mce3R
 

protein.SOPMA
 

was
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

secondary
 

structure
 

of
 

Mce3R
 

protein,and
 

SWISS
 

MODEL
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

the
 

tertiary
 

structure
 

MODEL
 

of
 

Mce3R
 

protein.The
 

B
 

and
 

T
 

cell
 

epitopes
 

of
 

Mce3R
 

protein
 

were
 

predicted
 

by
 

IEDB
 

and
 

SYFPEITHI,

respectively.The
 

interacting
 

proteins
 

of
 

Mce3R
 

were
 

predicted
 

using
 

STRING
 

database. Results The
 

total
 

length
 

of
 

Rv1963c
 

gene
 

was
 

1
 

221
 

bp,and
 

the
 

number
 

of
 

amino
 

acids
 

encoding
 

Mce3R
 

protein
 

was
 

406,and
 

the
 

molecular
 

formula
 

was
 

C1948H3177N587O581S7.The
 

hydrophilic
 

coefficient
 

was
 

-0.132,which
 

was
 

predicted
 

to
 

be
 

hydrophilic
 

protein.Mce3R
 

contains
 

phosphorylation
 

sites
 

and
 

epitopes. Conclusion The
 

Mce3R
 

protein
 

contains
 

a
 

conserved
 

domain
 

identified
 

by
 

bioinformatics
 

methods,which
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

development
 

of
 

drug
 

resistance
 

in
 

Mycobacterium
 

tuberculosis,

providing
 

a
 

new
 

direction
 

for
 

the
 

selection
 

of
 

anti-tuberculosis
 

drug
 

targets.It
 

is
 

predicted
 

that
 

Mce3R
 

protein
 

contains
 

a
 

large
 

number
 

of
 

epitopes
 

and
 

may
 

be
 

a
 

candidate
 

protein
 

for
 

tuberculosis
 

vaccine.
【Key

 

words】 Mycobacterium
 

tuberculosis;Rv1963;Mce3R
 

protein;bioinformatics

*** 结核病(Tuberculosis,TB)主要是由结核分枝杆

菌(Mycobacterium
 

tuberculosis,Mtb)引起的传染病。

HIV/AIDS大流行、发展中国家公共卫生系统的恶化

以及多重耐药性和极耐药性TB[1]的出现进一步助长

了TB的发展。至少对两种治疗TB的一线药物异烟

肼(INH)和利福平产生耐药性的耐多药菌株(MDR-
TB)的出现使TB的防治难度增大。这些感染需要额

外的二线药物和更长的治疗时间,治疗成功率也大幅

下降[2,3],迫 切 需 要 开 发 针 对 MDR-TB 的 新 策 略。

Mce3R是含有TetR结构域一种转录调节因子,TetR

结构域是一种环境传感器,而含有TetR结构域的蛋

白大多能够参与抗生素耐药性的产生、渗透压力、外排

泵、多药耐药性、代谢调节和发病机制等[4]。有研究报
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道 Mce3R诱导菌能够增强INH杀菌效果,这为抗结

核药物靶点的选择提供新方向[5,6]。Mce3R参与胆固

醇调节的抗压通路,该通路有助于提高药物耐受性[7]。
但 Mtb的Rv1963c基因及其编码的 Mce3R蛋白的具

体结构和功能不清楚。本研究利用生物信息学方法对

Mce3R蛋白的结构和功能进行分析,为抗结核药物靶

点和新型疫苗的研发提供理论依据。

材料与方法

1 目的基因及相关编码信息获取

从GenBank数据库中获取 Mce3R(Rv1963c)核
酸序列及其编码 Mce3R蛋白的氨基酸序列等信息。

Mtb
 

H37Rv标准株基因组序列号为 NC_000962.,

Rv1963c的 Gene
 

ID 为 885950,其 基 因 及 编 码 的

Mce3R蛋白序列为
 

。

2 方法

2.1 Rv1963c基因相关信息及开放阅读框分析 从

NCBI获取Rv1963c基因序列信息,使用ORF
 

Finger
软件分析其开放阅读框。

2.2 Mce3R蛋白基本理化性质分析 使用Expasy
的Protparam分析 Mce3R蛋白的物理特征及化学特

性,如分子质量、分子式、氨基酸构成、等电点、不稳定

指数等。

2.3 Mce3R蛋白的亲疏水性及信号肽、跨膜区、磷酸

化位点分析 使用ProtScale预测 Mce3R蛋白的亲疏

水性和可溶性;使用SignaIP4.1
 

Server软件预测分析

Mce3R蛋白有无信号肽及数量;使用PSORTb进行

Mce3R 蛋 白 的 亚 细 胞 定 位 分 析;使 用 TMHMM
 

Serverv.2.0分析蛋白的跨膜区域;使用 NetPhos3.1
分析软件预测 Mce3R蛋白的磷酸化位点。

2.4 Mce3R蛋白二级结构分析与三级结构建模 采

用SOPMA软件预测分析 Mce3R蛋白的二级结构;
通过SWISS

 

-MODEL分析软件建立 Mce3R蛋白序

列的三级结构模型。

2.5 蛋 白 质 抗 原 表 位 分 析  分 别 使 用IEDB、

SYFPEITHI预测Mce3R蛋白的B、T细胞抗原表位。

2.6 相互作用蛋白预测 通过STRING数据库预测

Mce3R的相互作用蛋白。

结 果

1 Rv1963c基因相关信息及序列分析

以序列号NC_000962.3从NCBI的GenBank数

据库中获得结核分枝杆 H37Rv标准株的全基因组序

列。Rv1963c 基 因 在 全 基 因 组 中 所 处 的 位 置 为

2205582-2206802,基因全长1
 

221
 

bp,起始子、终止子

分别 为 ATG、TAG,CG 含 量 约 占 碱 基 组 成 的

66.34%。Mce3R蛋白的氨基酸序列号为,由406个

氨基酸组成。Rv1963c基因含有6个ORF,最长ORF
 

1
 

221
 

bp,编码406个氨基酸(图1)。

图
 

1 Rv1963c基因的开放阅读框分析

Fig.1 Open
 

reading
 

frame
 

analysis
 

of
 

Rv1963c
 

gene

2 Mce3R蛋白的理化性质

使用predictprotein软件对自GenBank中获取的

Mce3R氨基酸序列进行分析,Mce3R蛋白由406个氨

基酸构成,分子质量为44.341
 

66
 

ku,等电点8.85。

Mce3R分子式为C1948H3177N587O581S7,包含6
 

300个

原子。预测 Mce3R蛋白脂肪指数为103.23,不稳定

指数46.67,可能为不稳定蛋白。

3 Mce3R蛋白的亲疏水性及信号肽、跨膜区、磷酸化

位点分析

使用ProtScale软件预测 Mce3R蛋白的亲疏水性

(图2A),其中亲水性系数最大值为2.711,最小值为

-3.867,平均亲水系数为-0.132,为亲水性蛋白。

  A Mce3R蛋白的亲疏水性分析 B Mce3R蛋白信号肽预测 
C TMHMM

 

server预 测 Mce3R 蛋 白 跨 膜 螺 旋 D NetPhos3.1
 

Mce3R蛋白磷酸化位点预测

图
 

2
 

Mce3R蛋白的亲疏水性及信号肽、跨膜区、磷酸化位点分析

A Hydrophilicity
 

analysis
 

of
 

Mce3R
 

protein B Prediction
 

of
 

Mce3R
 

protein
 

signal
 

peptide C prediction
 

of
 

Mce3R
 

protein
 

transmembrane
 

helix
 

by
 

TMHMM
 

Server D  Prediction
 

of
 

NetPhos3.1
 

Mce3R
 

protein
 

phosphorylation
 

site
Fig.2 Analysis

 

of
 

the
 

hydrophilicity,signal
 

peptide,transmembrane
region

 

and
 

phosphorylation
 

site
 

of
 

Mce3R
 

protein

利用PSORTb进行亚细胞定位分析,结果显示

Mce3R蛋白定位于胞质。使用SignaIP4.1
 

Server软

件预测 Mce3R蛋白信号肽(图2B),标准值 D值为

0.202,小于阈值,表明 Mce3R蛋白无信号肽端。
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TMHMM分析 Mce3R蛋白不存在跨膜螺旋(图

2C),且氨基酸残基均未突破inside阈值限(蓝色横

线),表 明 该 蛋 白 氨 基 酸 序 列 全 长 均 属 于 膜 内 侧。

NetPhos
 

3.1软件预测 Mce3R蛋白包含的磷酸化位

点数 目 为 27 个,其 中 包 括 15 个 Serine,7 个

Threonine,4个tyrosine(图2D)。

4 Mce3R蛋白的二、三级结构

使用SOPMA进预测 Mce3R蛋白二级结构(图

3A),其中包含255个(占62.81%)α-螺旋(Hh),19个

(占4.68%)伸展链(Ee),13个(占3.20%)β-转角

(Tt),119 个(占 29.31%)无 规 卷 曲(Cc)。使 用

SWISS
 

MODEL软件构建的 Mce3R蛋白三级结构模

型见图3B。

  A SOPMA
 

预测 Mce3R蛋白二级结构 B Mce3R蛋白三级结

构同源建模

图
 

3 Mce3R蛋白的二、三级结构预测

A Prediction
 

of
 

Mce3R
 

protein
 

secondary
 

structure
 

by
 

SOPMA 
B Homologous

 

modeling
 

of
 

Mce3R
 

protein
 

tertiary
 

structure.
Fig.3 Prediction

 

of
 

secondary
 

and
 

tertiary
 

structure
 

of
 

Mce3R
 

protein

5 Mce3R蛋白相关抗原表位

应用IEDB软件预测 Mce3R蛋白的B细胞表位,
其中序列170-221,322-341,117-13等为优势抗原表

位。采用SYFPEITHI软件预测分析 T细胞抗原表

位,HLA-A*02:01其中>21分以上的有30个。

6 Mce3R相互作用蛋白

通过STRING数据库预测 Mce3R的相互作用蛋

白,结 果 见 图 4。 包 括 Rv1936,Rv1937,ephB
(Rv1938),vapB35和mce3A等可与 Mce3R蛋白相互

作用;包含Rv1936,Rv1937,ephB(Rv1938)的 MEL2
操纵子被认为参与氧化应激,有利于 Mtb对抗环境阻

力[8]。MEL2具有促进活性氧(ROS)的解毒作用。相

对于野生型菌株,在 Mtb
 

MEL2突变体中细胞壁毒力

脂质、硫油蜡二霉菌酸(PDIM)的产生增加。vapB35

是一种II型毒素-抗毒素(TA)系统的抗毒素成分,这
可能有利于细菌持续处于非复制性、耐药性状态,从而

逃避宿主免疫系统和抗生素的杀伤。Mce3A 是由

mce3操纵子编码的一种侵袭素/黏附素样蛋白,在感

染mce3缺失突变体和野生菌株小鼠的器官中检测到

细菌负荷减少,存活时间增加,说明突变体减弱了细菌

毒力[9]。Mce3R及其相互作用蛋白可富集于解毒的

生物学过程。

图
 

4 Mce3R蛋白的相互作用蛋白预测

Fig.4 Protein
 

interaction
 

prediction
 

of
 

McE3r
 

protein

讨 论

在一些发展中国家,通常有一半被诊断患有 TB
的人将在诊断后不久死亡。为了有效治愈 TB,治疗

中几乎总是包括同时使用多种抗生素。在为期2个月

的初始治疗阶段,联合使用两种一线药物,即利福平和

异烟肼,通常还会使用额外的抗生素,如吡嗪酰胺和乙

胺丁醇。根据疾病进展的严重程度,治疗的延续阶段

会额外持续4到7个月,并包括二线抗生素。尽管进

行了长时间的联合药物治疗,但耐药性的出现越来越

多,使得患 MDR-TB的人数增多,因此需要开发具有

新靶点的新药以对抗 Mtb耐药菌株。
生物信息学分析显示 Mce3R蛋白氨基酸组成中

排名前三位的都是脂肪族氨基酸,包括丙氨酸(15%)、
亮氨酸(12.8%)、精氨酸(10.3%),说明 Mce3R蛋白

可能 与 脂 质 转 运 或 者 代 谢 相 关。有 研 究 也 证 明

Mce3R可能负调控参与脂质代谢的相关基因且参与

胆固醇调节的抗压通路[7,10]。胆固醇代谢在 Mtb的

持久性、毒力和细胞内存活中起重要作用[11]。胆固醇

在 Mtb代谢中的关键作用不仅是提供碳和能量,而且

还涉及转录组重塑程序,该程序有助于在特定的压力

诱导吞噬体信号发生之前对不利的宿主细胞环境产生

耐受性。

Mce3R蛋白含有磷酸化位点表明其可能参与细

胞间 的 信 号 传 导。本 研 究 预 测 Mce3R 蛋 白 含 有
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62.81%的α-螺旋,说明该蛋白相对保守。Mce3R蛋

白无 规 卷 曲 占 29.31%,说 明 其 具 有 重 要 功 能。

Mce3R是一种TetR转录抑制因子。TetR结构域包

含保守的螺旋-转角-螺旋
 

DNA
 

结合域和C端配体调

节域,广泛分布在细菌,主要参与抗生素抗性和有毒的

化学化合物耐受性的调节。Mce3R对于一线抗结核

药物INH杀伤结核具有增效作用。
预测 Mce3R 的可能相互作用蛋白为 Rv1936,

Rv1937,ephB(Rv1938),vapB35和 mce3A,并且可能

参与解毒的生物学过程。这些分子大多和氧化还原或

者脂代谢相关,从而影响 Mtb自身存活或是宿主免疫

机制(图5)。

图
 

5 Mce3R及相互作用蛋白调控

Fig.5 Regulation
 

of
 

Mce3R
 

and
 

interacting
 

proteins

Mtb的mce3操纵子的表达直接受 Mce3R和两

个转录单 Rv1936-Rv1941和 Rv1933c-Rv1935c的调

控[12],从而表明3个操纵子的编码产物之间存在功能

关系。mce3操纵子基因由 mce3R(Rv1963)基因调

控。此外,有证据表明 mce3操纵子与致病性 Mtb的

毒力有关,Mce3操纵子基因可能在 Mtb存活和适应

不利 条 件 (如 静 止 期)开 始 时 起 作 用[13,14]。整 个

Mce3R基因座提供对活性氧和活 性 氮 的 抗 性,其

mce3操纵子所编码的 mce3蛋白在操纵宿主细胞信

号传导中具有重要作用。Mel2(Rv1936-Rv1941)被认

为参与氧化应激,这与该操纵子编码催化机制,即以产

生脂肪酸的醛可以从细胞环境除去氧化物质阻力的观

点一致[15]。vapB35是一种II型毒素-抗毒素(TA)系
统的抗毒素成分,但具体作用机制尚不清楚。Mce3R
调节子能逆向调节脂质代谢,Mce3R调节子的存在表

明胆固醇不仅仅是 Mtb的营养物质,同时可能在 Mtb
的其他途径中发挥作用,例如抗逆性[16]。这一调控编

码了胆固醇调控的抗应激通路,因此认为这一通路在

发病机制和药物耐受性方面具有重要意义。Mce3R
重要的生物学功能为药物靶点的选择提供了依据。

抗原表位能够与淋巴细胞表面受体结合从而发挥

免疫作用,是疫苗开发的重要参考依据。通过生物信

息学分析发现 Mce3R蛋白含有大量抗原表位,为新型

抗结核药物提供了理论依据。
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