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结核分枝杆菌休眠相关蛋白Tgs3的生物信息学分析*

苏继营1,卜令广1,付玉荣2,伊正君1**

(1.潍坊医学院医学检验学院,山东潍坊
 

261053;2.潍坊医学院基础医学院)

【摘要】 目的 预测结核分枝杆菌休眠相关蛋白二酰基甘油O-酰基转移酶3(diacyglycerol
 

O-acyltransferase
 

3,Tgs3)

的结构与功能,以期为潜伏结核的治疗及预防提供研究思路。 方法 从NCBI网站获取Rv3234c基因及其编码Tgs3
蛋白的基本信息;运用ProtParam与ProtScale分析 Tgs3蛋白的理化性质和亲疏水性;使用SignaIP-4.1、TMHMM、

PSORT进行蛋白信号肽、跨膜结构域及亚细胞定位分析;采用NetPhosBac-1.0、NetOGlyc-4.0
 

Server预测Tgs3蛋白的

磷酸化位点与糖基化位点;使用SOPMA预测Tgs3蛋白的二级结构,运用SWISS-MODEL、I-TASSE进行三级结构建

模及分析;利用 MEGA、Clustal
 

Omega软件进行氨基酸序列分析;利用STRING、David数据库分析蛋白相互作用网络;

使用IEDB网站预测Tgs3蛋白的B、Th细胞及CTL细胞抗原表位。 结果 Tgs3蛋白由271个氨基酸组成,分子质

量为30.378
 

83
 

ku,理论pI值9.83,分子式为C1345H2176N402O390S5,为亲水性蛋白;该蛋白不含信号肽,为非分泌蛋白,定
位于细胞质;Tgs3具有多个磷酸化与糖基化位点;二级结构主要由α螺旋(43.17%)、无规卷曲(38.75%)组成,三级结

构分析显示Q138-N142-G14、F12-M22-Q138为Tgs3蛋白的配体结合位点;Tgs3蛋白与Rv1425氨基酸序列相似性较

高,与DGAT1、DGAT2相似性较低;Tgs3含有多个优势B细胞及T细胞抗原表位。 结论 生物信息学预测Tgs3蛋

白为胞浆蛋白,含有多个磷酸化与糖基化位点,其氨基酸序列与人体二酰甘油酰基转移酶氨基酸序列相似性较低,含有

多个B、T细胞抗原表位,为潜伏结核药物及疫苗靶点的研发提供了方向。
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【Abstract】 Objective To
 

predict
 

the
 

structure
 

and
 

function
 

of
 

diacyglycerol
 

O-acyltransferase
 

3
 

(Tgs3),a
 

dormancy-

associated
 

protein
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis,with
 

a
 

view
 

to
 

providing
 

ideas
 

for
 

the
 

treatment
 

and
 

prevention
 

of
 

latent
 

tuberculosis. Methods The
 

NCBI
 

website
 

was
 

used
 

to
 

obtain
 

the
 

basic
 

information
 

of
 

Rv3234c
 

gene
 

and
 

its
 

encoded
 

Tgs3
 

protein;ProtParam
 

and
 

ProtScale
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

physicochemical
 

properties
 

and
 

hydrophobicity
 

of
 

Tgs3
 

protein;SignaIP-4.1,TMHMM,PSORT
 

to
 

analyze
 

the
 

protein
 

signal
 

peptide,transmembrane
 

structural
 

domain
 

and
 

sub-
cellular

 

localization;phosphorylation
 

sites
 

and
 

glycosylation
 

sites
 

of
 

Tgs3
 

protein
 

were
 

predicted
 

by
 

NetPhosBac-1.0,and
 

NetOGlyc-4.0
 

Server;SOPMA
 

was
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

secondary
 

structure
 

of
 

Tgs3
 

protein,SWISS-MODEL,I-TASSE
 

for
 

tertiary
 

structure
 

modeling
 

and
 

subsequent
 

analysis;MEGA
 

and
 

Clustal
 

Omega
 

software
 

were
 

used
 

for
 

amino
 

acid
 

se-

quence
 

analysis;STRING
 

and
 

David
 

database
 

were
 

used
 

for
 

protein
 

interaction
 

network
 

analysis;IEDB
 

website
 

was
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

antigenic
 

epitopes
 

of
 

Tgs3
 

protein
 

in
 

B
 

cells,Th
 

cells
 

and
 

CTL
 

cells. Results Tgs3
 

protein
 

consisted
 

of
 

271
 

amino
 

acids,with
 

a
 

relative
 

molecular
 

weight
 

of
 

30,378.83,pI
 

value
 

of
 

9.83,and
 

a
 

molecular
 

formula
 

of
 

C1345H2176N402O390S5,and
 

was
 

a
 

hydrophilic
 

protein;no
 

signal
 

peptide,non-secretory
 

protein,localized
 

in
 

cytoplasm;it
 

had
 

multiple
 

phosphorylation
 

and
 

glycosylation
 

sites;the
 

secondary
 

structure
 

mainly
 

consisted
 

of
 

α-helix
 

(43.17%)
 

and
 

ran-
dom

 

coiling
 

(38.75%),and
 

the
 

tertiary
 

structure
 

analysis
 

showed
 

that
 

Q138-N142-G14
 

and
 

F12-M22-Q138
 

were
 

the
 

lig-
and

 

binding
 

sites
 

of
 

Tgs3
 

protein;Tgs3
 

protein
 

had
 

high
 

amino
 

acid
 

sequence
 

similarity
 

with
 

Rv1425,and
 

low
 

similarity
 

with
 

DGAT1
 

and
 

DGAT2;it
 

contained
 

several
 

dominant
 

B-cell
 

and
 

T-cell
 

antigenic
 

epitopes. Conclusion The
 

bioinfor-
matics

 

method
 

predicted
 

that
 

the
 

Tgs3
 

protein
 

was
 

a
 

cytoplasmic
 

protein
 

containing
 

multiple
 

phosphorylation
 

and
 

glycosy-
lation

 

sites,and
 

had
 

low
 

amino
 

acid
 

sequence
 

similarity
 

to
 

human
 

diacylglycerol
 

acyltransferase,and
 

contained
 

multiple
 

B
 

and
 

T
 

cell
 

antigenic
 

epitopes,which
 

provided
 

a
 

direction
 

for
 

the
 

development
 

of
 

latent
 

tuberculosis
 

drug
 

and
 

vaccine
 

targets.
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  结核病由结核分枝杆菌(Mycobacterium
 

tubercu-
losis,Mtb)感染引起,其中大部分感染者为潜伏结核

感染 (latent
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

infection,

LTBI)[1]。LTBI患者体内 Mtb持久存在,但无活动

性结核病的临床表现,一生中有5%~10%的几率发

展为活动性结核病。尤其是近年来结核病与其他疾病

如糖尿病、HIV感染或慢性呼吸系统疾病等共病的增

加,进一步加剧了潜伏结核发病的风险[2]。我国约有

3.3亿LTBI患者。因此,潜伏结核的控制和预防是

终止结核病的关键。
在LTBI患者中可检测到针对休眠期抗原的特异

性免疫反应[3]。亦有研究表明,以结核菌休眠期表达

的蛋白为靶点可作为潜伏结核药物的研究方向[4],但
哪些休眠相关蛋白作为靶点能更高效地治疗潜伏结核

或预防潜伏结核再激活尚不清楚。

Rv3234c基因编码的二酰基甘油 O-酰基转移酶

(diacyglycerol
 

O-acyltransferase
 

3,Tgs3)能催化甘油

三酯(Triacylglyceride,TAG)的合成,并在缺氧诱导

的休眠模型中高表达[5]。重要的是,TAG为 Mtb休

眠及复苏期间的主要能量来源,且与药物耐受性及毒

力改变直接相关[6]。本研究运用生物信息学方法对

Tgs3蛋白的结构与功能进行预测分析,以期为潜伏结

核药物的研发提供方向。

材料与方法

1 资料获取

从NCBI网页获取 H37Rv中Rv3234c的全基因

组信息。Rv3234c(Gene
 

ID:888767)位于 Mtb全基因

组的3610374-3611189区域,全长816
 

bp。其编码蛋

白为Tgs3,在蛋白质库中的登录号为NP_217751.1,
在uniprot中的登录号为P9WKC5。

2 生物信息学分析

运用ProtParam在线软件对Tgs3蛋白的理化性

质进行分析;运用ProtScale分析Tgs3蛋白的亲疏水

性;蛋白信号肽、跨膜结构域及亚细胞定位分析使用

SignaIP-4.1、TMHMM、PSORT;采 用 NetPhosBac-
1.0、NetOGlyc-4.0

 

Server进行磷酸化位点与糖基化

位点预测;利用SOPMA预测Tgs3蛋白的二级结构,
通过SWISS-MODEL、I-TASSER建模并分析其三级

结构;利用 MEGA、Clustal
 

Omega软件进行序列相似

性分析[7];利用STRING、David数据库进行蛋白相互

作用网络分析;登陆IEDB网站进行Tgs3蛋白的B细

胞、Th细胞及CTL细胞抗原表位预测。

结 果

1 Tgs3蛋白的理化性质及亲疏水性

ProtParam预测Tgs3蛋白由271个氨基酸组成,
分子质量30.378

 

83
 

ku,理论等电点9.83,分子式为

C1345H2176N402O390S5,丙氨酸(Ala)(10.3%)、精氨酸

(Arg)(11.8%)、亮氨酸(Leu)(12.2%)3种氨基酸占

比较高。蛋白质不稳定指数为42.03(>40),是一种

不稳定蛋白,总平均亲水性为-0.272。ProtScale预测

Tgs3蛋白为亲水性蛋白,氨基酸亲水性在第58位最

高,得分为-2.456;氨基酸疏水性在第26位最高,得分

为2.678(图1A)。

图
 

1 Tgs3蛋白的亲疏水性、信号肽、跨膜结构域及磷酸化位点分析

Fig.1 Analysis
 

of
 

the
 

hydrophilicitymm,signal
 

peptidemm,
transmembrane

 

region
 

and
 

phosphorylation
 

site
 

of
 

Tgs3
 

protein

2 Tgs3蛋白信号肽、跨膜结构域及亚细胞定位预测

SignaIP-4.1预测该蛋白无信号肽,D值为0.148
(<0.45),为非分泌蛋白(图1B);TMHMM 预测

Tgs3蛋白无跨膜区(图1
 

C)。综合亲疏水性分析推

测Tgs3蛋白为胞浆蛋白。PSORT分析进一步证明

Tgs3蛋白可能定位于细胞质。

3 Tgs3蛋白的磷酸化及O-糖基化位点

NetPhosBac-1.0预测Tgs3蛋白有丝氨酸磷酸化

位点4处(38、87、136、200),苏氨酸磷酸化位点3处

(81、157、258)(图1
 

D)。NetOGlyc-4.0
 

Server预测

Tgs3蛋白含有多个O-糖基化位点,分别位于87、157、

176、177、225、230、233、234、239、241、247位氨基酸。

4 Tgs3蛋白结构及配体结合位点预测分析

Tgs3蛋白二级结构由α螺旋(43.17%)、β折叠

(15.50%)、β转角(2.58%)、无规卷曲(38.75%)组
成。利用SWISS-MODEL预测Tgs3的三级结构,选
择相似度为34.98%(>30%)的7nxg.1作为其模板

序列,用 于 同 源 建 模 (图 2)。该 模 型 GMQE 和

QMEAN评估分值分别为0.34、0.40±0.05。运用I-
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TASSER进行配体结合位点预测,Tgs3可能的配体

结合位点为Q138-N142-G14、F12-M22-Q138,可能与

Tgs3蛋白的催化活性有关。

图
 

2 Tgs3蛋白的三级结构

Fig.2 Predicted
 

tertiary
 

structure
 

of
 

Tgs3
 

protein

5 Tgs3蛋白的氨基酸序列相似性分析

在NCBI中检索到14种结核分枝杆菌(H37Rv)
中含有二酰基甘油O-酰基转移酶,将其氨基酸序列和

人体二酰甘油酰基转移酶氨基酸序列导入 MEGA进

行同源性分析,共有7个氨基酸位点在进化上高度保

守。Clustal
 

Omega分析表明,Tgs3蛋白与 Rv1425
氨基酸序列相似性较高,为34.02%(图3)。

图
 

3 Tgs3蛋白的氨基酸序列相似性分析

Fig.3 Analysis
 

of
 

amino
 

acid
 

sequence
 

identity

6 Tgs3蛋白-蛋白相互作用网络及生物学过程

通过STRING数据库构建Tgs3蛋白互作网,共
有10 个 蛋 白 与 其 存 在 相 互 作 用,包 括 Rv1543、

echA14,pks13、acrA1、Rv1414、Rv2308、ppk2、

Rv3230c、Rv3231c、Rv3233c(图4)。利用David数据

库对该互作网络进行GO分析,生物学过程分析显示

富集于对一氧化氮的反应、脂肪酸代谢及甘油三酯的

生物合成过程。

图
 

4 Tgs3蛋白-蛋白相互作用网络

Fig.4 Protein-protein
 

interaction
 

network
 

of
 

Tgs3

7 Tgs3蛋白的B细胞、Th细胞及CTL细胞表位

运用IEDB中的ElliPro预测Tgs3蛋白的B细胞

表位,结果见表1和表2。参考 Gong等的方法预测

Tgs3蛋白的Th细胞及CTL细胞抗原表位[8],对所

选的 HLA亚型相应的表位进行数量统计,结果显示

Th细胞表位HLA-DR亚型的表位数最多,CTL细胞

表位HLA-C亚型表位数最多(表3)。依据百分数排

名选择每个亚型中的氨基酸序列作为优势的 Th或

CTL细胞抗原表位,结果如表4。

表
 

1 ElliPro预测的Tgs3蛋白线性B细胞表位氨基酸序列
Table

 

1 Amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

the
 

linear
 

B
 

cell
 

epitope
of

 

Tgs3
 

predicted
 

by
 

Ellipro
编号
No.

氨基酸序列
Amino

 

acid
 

sequence
位置
Position

评分
Score

1 RASLDDYRTV 250-259 0.864

2
AVGSAVAGLVTNSGQLVETGRKV-
LDI
ARTVARGTAPSSPLNATVSRN

197-243 0.779

3 ALPSPGSDEQ 88-97 0.723
4 ERDPGTTRLLLRA 171-183 0.677
5 RRPRAGLSYEA 31-41 0.670
6 GHVIADRTRRPPAFPE 150-165 0.660
7 GLEKNR 124-129 0.647
8 VQEVKLGLA 60-68 0.601
9 DRDF 75-78 0.530
10 VEQRL 46-50 0.503

讨 论

结核分枝杆菌感染机体后由于免疫杀伤、缺氧等

应激环境,其可转变为休眠菌持久存在,菌体代谢变

缓、脂质包涵体(ILI)形成及对抗结核药物表型耐

药[9],使得目前的结核药物对于潜伏结核患者治疗效

果不佳。因此,迫切需要靶向 Mtb非主动复制特征的

潜在药物,以杀灭持久存在的结核分枝杆菌。生物信

息学等计算机技术的发展,为药物靶点的筛选与研发
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提供了极大的推动力。

表
 

2 ElliPro预测的Tgs3蛋白构象B细胞表位氨基酸序列
Table

 

2 Amino
 

acid
 

sequences
 

of
 

conformational
 

B
 

cell
 

epitopes
of

 

Tgs3
 

predicted
 

by
 

Ellipro
编号
No.

氨基酸序列
Amino

 

acid
 

sequence
评分
Score

1 A251,
 

S252,L253,
 

D254,
 

D255,
 

Y256,
 

R257,
 

T258,
 

V259 0.907

2

Q196,
 

A197,
 

V198,
 

G199,
 

S200,
 

A201,
 

V202,
 

A203,
 

G204,
 

L205,
 

V206,
 

T207,
 

N208,
 

S209,
 

G210,
 

Q211,L212,
 

V213,
 

E214,
 

T215,
 

G216,
 

R217,
 

K218,
 

V219,
 

L220,
 

D221,
 

I222,
 

A223,
 

R224,
 

T225,
 

V226,
 

A227,
 

R228

0.801

3 V152,
 

I153,
 

A154,
 

D155 0.737

4 R172,
 

D173,
 

P174,
 

G175,
 

T176,
 

T177,
 

R178,
 

L180,
 

L181 0.728

5 P33,
 

R34,
 

A35,
 

G36,
 

L37,
 

S38,
 

E40,
 

A41,
 

E44 0.702

6 A88,
 

L89,
 

P90,
 

S91,
 

P92,
 

G93,
 

S94,
 

D95,
 

E96,
 

Q97,
 

E100,
 

R104,
 

G124,
 

E126,
 

K127,
 

R129 0.690

7
N17,

 

T18,
 

A19,
 

A107,
 

G229,
 

T230,
 

A231,
 

P232,
 

S233,
 

S234,
 

P235,
 

L236,
 

N237,
 

A238,
 

T239,
 

V240,
 

S241,
 

R242,
 

N243
0.645

8 P160,
 

P161,
 

A162,
 

F163,
 

P164,
 

E165,
 

P170 0.625
9 R156,

 

T157,
 

R158,
 

R159 0.625

10 K59,
 

V60,
 

Q61,
 

E62,
 

V63,
 

K64,
 

L65,
 

G66,
 

L67,
 

A68,
 

V71,
 

I73,
 

K112,
 

S113 0.524

表
 

3 Tgs3蛋白Th细胞、CTL细胞表位预测信息
Table

 

3 Predicted
 

information
 

on
 

Th、CTL
 

cell
 

epitopes
 

of
 

Tgs3
MHCⅡ

亚型
Alleles

表位数(得分)
Number(score)

MHCⅠ
亚型
Alleles

表位数(得分)
Number(score)

HLA-DR 117(0.01-10) HLA-A 116(0.04-9.9)

HLA-DQ 62(0.31-9.9) HLA-B 77(0.20-10.0)

HLA-DP 26(0.5-9.9) HLA-C 120(0.09-10.0)

表
 

4 优势的Th、CTL细胞表位
Table

 

4 Dominant
 

Th、CTL
 

cell
 

epitopes

亚型
Alleles

起始
位置
Start

终止
位置
End

预测
方法
Method

氨基酸序列
Amino

 

acid
 

sequence

排名
Rank

MHCⅡ

HLA-DPA1*03:01/DP
B1*04:02 19 33 Consensus

(comb.lib./smm/nn)ATPMYVGLLLILRRP 0.50

HLA-DQA1*05:01/D
QB1*03:01 193 207 Consensus

(comb.lib./smm/nn)AQLQAVGSAVAGLVT 0.31

HLA-DRB1*12:02 24 38 NetMHCIIpan VGLLLILRRPRAGLS 0.01

MHCⅠ
HLA-A*33:03 100 108 netmhcpan ELIARLAAR 0.04
HLA-B*15:11 20 28 netmhcpan TPMYVGLLL 0.39
HLA-C*03:04 18 26 netmhcpan TATPMYVGL 0.09

甘油三酯由甘油和脂肪酸酯化生成,是休眠期间

的主要能量储存库。受感染的巨噬细胞脂代谢紊乱,
形成富含脂滴(LD)的泡沫巨噬细胞,而 Mtb可将宿

主细胞内脂质分解为脂肪酸,并在菌体内重新合成

TAG以维持细菌的持续存在[10]。TAG的生物合成

可分为三个主要步骤:(1)脂肪酸的输入和(或)合成;
(2)甘油中间体的形成;(3)各级产物的酶促反应[11]

(图5)。Tgs3是催化TAG合成的最后一步,即甘油

二酯(DAG)转化为甘油三酯的关键酶。相关研究表

明,Tgs3在大肠埃希菌中的异源表达证实其具有酶活

性[12]。

图
 

5 结核分枝杆菌中甘油三酯的合成

Fig.5 Triacylglycerol
 

synthesis
 

in
 

M.
 

tuberculosis

本 研 究 预 测 Tgs3 蛋 白 的 分 子 质 量 为 30.
37883ku,脂肪族氨基酸含量较高,可能与其参与脂质

合成的功能相关。该蛋白为亲水性不稳定蛋白,定位

于胞浆。Tgs3存在多个磷酸化位点,这可能与酶的催

化活性有关。氨基酸序列对比及三级结构分析显示,
该蛋白氨基酸序列与Rv1425相似性较高,而与人体

的二酰甘油酰基转移酶DGAT1、DGAT2相似性较低

(17.05%、14.09%),可能的配体结合位点为 Q138-
N142-G14、F12-M22-Q138。TAG的合成对休眠菌的

存活至关重要,与人体酰基转移酶同源性较低提示该

蛋白抑制剂或可作为未来药物的研制方向[13]。
糖尿病会导致潜伏结核的激活,且活动性结核与

糖尿病共病患者具有疾病进展快、治疗效果差及预后

不良等特点[14],因此加强共病的防控刻不容缓。有研

究证明,对高糖培养条件下感染细胞中分离的 Mtb进

行蛋白质组学分析,Tgs3蛋白的表达量显著升高[15]。
本研究预测Tgs3蛋白含有多个糖基化位点,其中第

87、156位为磷酸化与糖基化的共同位点。GO分析表

明其与Rv3233c共同参与对一氧化氮的反应。据此

猜测潜伏结核与糖尿病共病时,宿主免疫功能降低,同
时菌体Tgs3蛋白表达升高,导致TAG的过度积累、
对一氧化氮抵抗力增加或Tgs3发生了糖基化等蛋白

质修饰改变其功能,从而使菌体从休眠状态重新激活。
体外3D肉芽肿模型已用于研究高糖与潜伏结核活化

的关系[16],因此可利用该模型作进一步研究以确证上

述猜想,为潜伏活化及共病治疗提供依据。

Mtb是一种典型的胞内寄生菌,T细胞介导的免

疫反应对于结核病的控制至关重要[17]。选取中国人

群出现频率高的 MHCⅠ、MHCⅡ分子亚型进行抗原

表位预测,其结果对中国人群具有更好的适用性。本

研究预测Tgs3蛋白含有较多的高分预测表位,且全

面覆盖了Th细胞、CTL细胞及B细胞,可作为结核
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病疫苗的候选抗原。
综上所述,生物信息学预测Tgs3蛋白定位于胞

浆,含有多个磷酸化与糖基化位点,且与人体二酰甘油

酰基转移酶氨基酸序列相似性较低,含有较多的抗原

表位。Tgs3蛋白参与脂质合成,与结核菌的持留密切

相关,但具体的信号通路有待进一步研究。该蛋白有

望成为潜伏结核治疗及预防药物研发的重要靶点。
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